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BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitlin asamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitlin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal

edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

Tarih
Ibrahim Orgun Olcay

(Imza)



ONSOZ VE TESEKKUR

Cok degerli danigmanim ve hocam Prof. Dr. Cengiz YAKICIER‘e doktora
calismalarim boyunca gosterdigi destek i¢in ¢ok tesekkiir ederim. Danigsman hocamin
engin bilgileri, anlayis1 ve yardimi olmadan bu ¢alisma gerceklesemezdi. Coziimleyici

bakis agis1 ve destegi sayesinde ¢caligmam anlam kazandi.

Doktora egitim hayatimda oOncelikle bildikleriyle yol gdsteren, sonrasinda da
danigmaligimi kabul ederek, calismamin ydnlendirilmesinde degerli yorumlariyla
onemli katkilar saglayan sayin Prof. Dr. Aysel OZPINAR hocama tesekkiirii bir borg
bilirim. Tezime istatistiki bilgi ve birikimiyle bir anlamlilik katan sayin Prof. Dr.

Muhittin Abdulkadir SERDAR hocama her sey icin ¢ok tesekkiir ederim.

Tez izleme komitemde bulunan degerli hocalarim, Prof. Dr. Ayse OZER ve Dr. Ogr.
Uyesi Cemaliye AKYERLI BOYLU’ya doktora ¢alismalarim boyunca gosterdikleri
destek i¢in ¢ok tesekkiir ederim. Calismanin yonlendirilmesinde degerli yorumlariyla

onemli katkilar saglamislardir.

Calismamda topladigim kiiltiir sivilarinin genomik agidan incelenmesinde bilgi
birikimlerini ve desteklerini hi¢ esirgemeyen Dr. Jillide CAFERLER’ e ve molekiiler
biyolog Cagr1 OGUR’ a tesekkiirii bir borg bilirim.

Calismalartyla tezime yardimei olan SYNLAB laboratuvari biyokimya uzmani Dr.
Namik Kemal NAZAROGLU ve kromografi uzmani biyolog Fevzi OZER’ e

tesekkiirii bir borg bilirim.
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Bu tezi yazmama olanak saglayan, hi¢bir zaman destegini benden esirgemedigi,
motivasyonumu kaybettigimi hissettigimde bile beni pozitif diisiinmeye ikna ettigi ve
problemlerin ¢oziimiine destek oldugu i¢in Dr. Ogr. Uyesi Murat BASAR a, ayrica
¢ok tesekkiir ederim.

Kurumda beraber calistigim Bahgeci Saglik Grubu Bilimsel Direktorii Dr. Necati
FINDIKLI ve embriyolog Berkay AKCAY basta olmak {iizere, tiim Bahg¢eci Umut
Tipbebek Merkezi Laboratuvar1 ekibine, beni hep cesaretlendirdikleri ve daima

motive ettikleri i¢in sonsuz tesekkiir ederim.

En derin sayg1 ve sevgilerimi emekli dis doktoru ayn1 zamanda Bahgeci Saglik Grubu
satin alma midiiri annem Sibel OLCAY, Beykoz Agiz ve Dis Sagligi Bashekimi
babam Omer Besim OLCAY ve tabi ki ikiz kardesim Biruni Universitesi protetik dis
tedavisi anabilim dali Dr. Ogr. Uyesi Emin Orkun OLCAY’ a sunarim. Hepsi,
ithtiyacim olan her an, ayr1 ayr1 destek ve motivasyon saglamislardir. Ve tabiki olmazsa
olmaz Gamze SALKAYA’ ya her zaman yanimda oldugu i¢in ne zaman karamsarliga

diissem beni ¢ikardigi i¢in ayrica ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak bu meslegi segmeme vesile olan, meslegimde kendimi gelistirmem i¢in her
tiirli destegi saglayan, meslegin sadece yapilan is olmadigini ayn1 zamanda yeni ¢ikan
yaymlarin okunarak kendini gelistirmenin zorunluluk oldugunu &greten Prof. Dr.
Mustafa BAHCECI’ye tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Doktora tezim boyunca

calismalarimin ger¢eklesmesini miimkiin kildig1 i¢in kendisine ayrica tesekkiir ederim.
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OZET

IVF Kiiltiir Stvisinin Pre Implant Genetik Tam1 Amach Genomik ve

Metabolomik Analizi

Uremeye yardimci tedavilerde (UYTE) basarisizigin en &nemli nedenleri yetersiz
embriyo se¢im metodlar1 ve artan anne yasina bagli olarak artan embriyonik
anoploidilerdir. Gliniimiizde bu anomalilerin PGT-A yontemi ile embriyo transferi
oncesi tespiti miimkiindiir fakat analiz i¢in gerekli olan embriyo biyopsisi beraberinde
ek riskler ve maliyet getirebilmektedir. Bu ¢calismada amag, girisimsel olmayan sekilde
ve embriyoya ait kullanilmis kiiltiir ortamlarinin (SCM) genomik ve metabolomik
incelenmesi temeline dayali, etkin ve diisliik maliyetli bir test yaklagimi gelistirmektir.
Calismaya Nisan 2019 — Nisan 2022 tarihleri arasinda Bahgeci Umut Tiip Bebek
Merkezinde tedavi goren ve PGT-A uygulanan 149 hastaya ait 392 TE biyopsisi
yapilmis embriyo ve SCM 06rnegi dahil edilmistir. Bunlarin arasindan 22 SCM o6rnegi
(11 oploid ve 11 andploid) genomik niPGT-A analizi amagl olarak NGS teknigi ile,
49 SCM ornegi (17 oploid ve 32 andploid) metabolomik niPGT-A analizi amacgh
olarak LC-MS/MS teknigi ile analiz edilmistir. Genomik PGT-A amagli incelenen 22
ornegin 11’inde hiicresiz DNA basaril1 bir sekilde ¢ogaltilabilmis ve 4 6rnegin tam, 4
ornegin ise kismi olarak TE biyopsi sonucuyla uyumluluk gosterdigi tespit edilmistir.
Calismanin metabolomik niPGT-A kolunda tirozin aminoasit konsantrasyonunun
Oploidi/andploidi agisindan istatistiksel olarak anlamli sekilde ayristirici oldugu,
Treonin, lizin, histidin, glisin ve asparajin amino asitlerinin monozomik embriyolarda
scm’deki miktarlar1 istatiksel olarak yiliksek bulunmustur (p<0.05). Ayrica yine
monozomik embriyolarda scm’deki glutamin miktar1 istatiksel olarak diisiik
bulunmustur (p<0.05). Fenilalanin, valin, methiyonin, arjinin, 16sin, aspartik asit,
hidroksiprolin ve sitriilin amino asit miktarlarinin monozomi ve trizomi ile iligkili
oldugu istatiksel olarak gosterilmistir (p<0.05). Bu c¢alismada elde edilen sonuglar
embriyolarin metabolomik niPGT-A yaklasimi kullanilarak andploidi tanis1 koymada
yardimci olabilecegini gostermekle birlikte genomik niPGT-A tanis1 koymak icin ek

caligmalara ihtiya¢ oldugunu gdstermektedir.

Anahtar Sozciikler: IVF, embriyo kiiltiirii, girisimsel olmayan PGT-A, Oploid,

andplodi.



ABSTRACT

Genomic and Metabolomic Analyses of IVF Culture Medium for

Preimplantation Genetic Diagnosis

The most important reasons for failure in assisted reproductive technologies (ART)
treatments are inadequate embryo selection methods and increasing embryonic
aneuploidies due to increasing maternal age. Today, it is possible to detect these
anomalies before embryo transfer with PGT-A method, but embryo biopsy required
for analysis may bring additional risks and costs. The aim of this study is to develop
an efficient and low-cost testing approach based on genomic and metabolomic
examination of embryonic used culture media (SCM) non-invasively. In the study, 392
TE biopsied embryos and SCM samples of 149 patients who were treated at Bahgeci
Umut IVF Center and underwent PGT-A between April 2019 and April 2022 were
included. Among them, 22 SCM samples (11 euploid and 11 aneuploid) were analyzed
by NGS technique for genomic niPGT-A analysis, 49 SCM samples (17 euploid and
32 aneuploid) were analyzed by LC-MS/MS technique for metabolomic niPGT-A
analysis. Cell-free DNA was successfully amplified in 11 of 22 samples examined for
genomic PGT-A, and it was found that 4 samples were compatible with the TE biopsy
result as complete and 4 samples partially. In the metabolomic niPGT-A arm of the
study, the tyrosine amino acid concentration was statistically significantly different in
terms of euploidy/aneuploidy, and the amounts of threonine, lysine, histidine, glycine
and asparagine amino acids in scm in monosomic embryos were found to be
statistically high (p<0.05). In addition, the amount of glutamine in scm was found to
be statistically low in monosomic embryos (p<0.05). It has been shown statistically
that the amino acid amounts of phenylalanine, valine, methionine, arginine, leucine,
aspartic acid, hydroxyproline and citrulline are associated with monosomy and trisomy
(p<0.05). The results obtained in this study show that embryos can be helpful in
diagnosing aneuploidy using the metabolomic niPGT-A approach, but further studies

are needed to diagnose genomic niPGT-A.

Keywords: IVF, embryo culture, non-invasive PGT-A, euploid, aneuploidy.



1 GIRIS VE AMAC

1.1 Tez Cahsmasimn Hipotezi

Uremeye yardime1 tedavi (UYTE) siireglerinde embriyolarm iginde bulunduklar
ortama niikleik asit, amino asit ve pek ¢ok farkli protein molekiilleri saldiklar1 bugiine
kadar gergeklestirilen farkli c¢aligmalarla gosterilmistir. Calismalarda ayrica bu
molekiillerin tipleri ve miktarlarinin embriyolarin canliligi ve implantasyon
potansiyelleri ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir. Bu g¢alismanin hipotezi,
UYTE tedavi siireglerinde iiretilen embriyolar tarafindan kiiltiir ortamima salgilanan
niikleik asitlerin ve ortamda bulunan metabolitlerin kullanilmis kiiltiir sivilari
icerisindeki konsantrasyonlarinda meydana gelen degisikliklerin (salinan ve tiiketilen
tiriinler) embriyonun ploidi durumu ile iligkili oldugu ve bu durumun girisimsel
olmayan sekilde Oploid ve canlilik oran1 yiiksek embriyo se¢imi amagh

kullanilabilecegidir.

1.2 Tez Calismasinin Amaci

Bu tez calismasinda 4 ana amacimiz vardir;

i- Embriyonun i¢inde biiyiitiildiigi kiiltiir sivist igerisine salgiladig: niikleik
asit miktarinin Ol¢iilmesi ve Olgiilen niikleik asitlerden elde edilen oploidi
sonuglart ile trofektoderm biyopsi yoluyla elde edilen sonuglar arasindaki
uyumunun degerlendirilmesi,

1i- Embriyonun i¢inde biiyiitiildiigli medyumdaki aminoasit konsantrasyonu
degisikliklerinin belirlenmesi ve bu degisikliklerin preimplantasyon
genetik tan1 andploidi (PGT-A) sonuglari ile kiyaslanmasi.

11i- Elde edilen niikleik asit ve aminoasit analizi sonu¢lariin klinik sonuglar
ile korelasyonlarinin arastirilmasi.

1v- UYTE’ de kullamlmak iizere non-invaziv &ploid embriyo secim

metodolojisi amagli pilot bir calisma gerceklestirilmesidir.



1.3 Tez Cahismasimin Bilime Katkisi

Anne olma yasinin giderek arttig1 giiniimiizde her gegen giin daha fazla ¢ift bebek
sahibi olabilmek amactyla UYTE merkezlerine bagvurmaktadir. UYTE merkezlerinde
sunulan tedaviler sonucunda olusturulan embriyolarin yaklagik %50’sinin andploid
oldugu, artan anne olma yasimnin embriyo andploidisiyle dogrudan korelasyon
gosterdigi de son yillarda gerceklestirilen pek cok calismada gosterilmistir. Belirtilen
bu sebeplerden dolay1r embriyo biyopsisi yontemi ile gelismekte olan embriyolardan
(gelisime zarar verme riski imk&n dahilinde en az diizeyde tutularak) hiicre
orneklerinin alinmasit ve alinan hiicre Orneklerinin Genetik tani merkezlerinde
incelenerek embriyonun kapsamli kromozom yapisinin incelenmesi/analizi seklinde
gerceklestirilen PGT-A yontemine ihtiyag¢ her gegen giin artmaktadir. Bununla birlikte
islem igin gerekli olan biyopsi siireci invaziv (girisimsel) ve embriyoya diisiik oranda

da olsa zarar1 olabilecek bir yaklagimdir.

Bu tez calismasi kapsaminda, girisimsel olmayan bir yaklasimla kiiltiir sivisindan
alman Orneklerin incelenmesi ile embriyonun ploidi durumunun belirlenmesi
amaclanmaktadir. Bu yaklagim sayesinde embriyonun kromozomal yapisinin tayininin
TE biyopsisi tabanli girisimsel PGT-A yonteminden daha diisiik maliyetli olmasi,
ayrica embriyolarda olusabilecek zarar1 en aza indiriyor olmasi sebebiyle

hasta/embriyo dostu bir yontem olmasi dngoriilmektedir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Uremeye Yardimc Tekniklere (UYTE) Bakis

1978°de Ingiltere’de diinyanin ilk IVF bebeginin dogumundan sonra yardimci
tireme tedavilerine talep artmistir. Son yillarda gerceklestirilen g¢aligmalar bati
tilkelerindeki spontan dogum oranlarinin 6nemli 6l¢iide azalmakta oldugunu, her alti
erkekten veya kadindan birinin infertilite (kisirlik) sebebiyle yagsaminin bir noktasinda
sikintt ¢ekmekte oldugunu gostermektedir. Artan ihtiyac/talep ve gelisen arz
yontemleri sayesinde 2014 yili itibariyle diinya capindaki dogumlarin 5 milyondan
fazlasiin {iremeye yardimci tedaviler (UYTE) sonucunda meydana geldigi tahmin

edilmektedir !

2.1.1 infertilite nedenleri ve UYTE kullanimi

Infertilite, 12 ay boyunca korunmasiz olarak diizenli cinsel iliskiye ragmen
gebelik olusmamasi durumudur. Primer ve sekonder olmak tizere iki ¢esit infertilite
tiiri vardir. Primer infertilite, siirecte (gerceklestirilen tedaviler de dahil) hi¢ gebelik
elde edilememis olmasi durumu iken sekonder infertilite ¢iftin daha 6nce en az bir
gebelik hikayesinin olmasina ragmen ¢ocuk sahibi olmak istenen dénemde gebelik
elde edilememesi durumudur. Infertilite, anatomik, fizyolojik, endokrinolojik, genetik
kaynakl1 olabilecegi gibi ¢evresel faktorlere ve yasam tarzi gibi nedenlere de bagh

olabilir 2.

Kadin iireme sistemindeki problemlere (endometriyozis, sinesi vb.) ek olarak gebe
kalma sansini en ¢ok etkileyen faktor yastir. Kadin yasi arttikga yumurtalik rezervi
azalir, bunun yani sira oosit bliyiimesi ve olgunlasmasi sirasinda mayotik basarisizlik

olasihgr artmaktadir 3

. Kadinlar, dogurganlhigin1 20’li yaslar yerine, gittikce 30’lu
yaslara ertelemekte ve bu yardimci lireme tedavilerine bagvurunun artmasina neden
olmaktadir. Anne yasinin yani sira obezite gibi yasam tarzi faktorleri de hem kadinlar

hem erkekler i¢in iremenin azalmasinda rol oynamaktadir. Bununla birlikte diisiik yag



oraninin ve agir egzersizlerin iireme iizerindeki olumsuz etkileri yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir. Cinsel yolla bulagan hastaliklar ve sigara kullaniminin yayginliginin da
kadin iireme potansiyeli iizerinde olumsuz etkilere neden oldugu bildirilmistir .
Ayrica kabakulak gibi viriislerin infertilite riskini arttirdigi bilinmektedir. Miyomlar
gibi fizyolojik faktorlerin ve polikistik over sendromunun daha fazla yayginlasmasinin

gebe kalmay1 olumsuz etkiledigi bildirilmistir °.

Giliniimiizde asir1 kilo ve obezite diinya ¢apinda tireme ¢agindaki yetiskin erkekler
arasinda ciddi bir sorun haline gelmistir. Ayrica obezitenin azospermi ve
oligozoospermi ile énemli dlgiide iliskili oldugu bildirilmistir ®. Sigara igmek gibi
yasam tarzint etkileyen faktdrler semen miktariin ve kalitesinin veya bosalma
bozukluklarinin birincil nedenlerinden oldugu agik olarak bilinmektedir. Erkek {ireme
organlarindaki fizyolojik bozukluklar, hormonel regiilasyon bozukluklar1 veya
semendeki Immiinoglobulin A (IgA) ve Immiinglobulin G (IgG) gibi immiinolojik
faktorler de infertilite sebebi olabilir °. Son ¢alismalara gore epigenetik faktdrlerdeki
degisiklikler, histonlarin dagilimi ve protamin izoformlar1 gibi sperm kromatini ile

iliskili proteinler de infertil hastalarda tespit edilmistir ’.

Ureme organlarinda olusan kanserler, metastaz ve tedaviler veya gesitli kanser
tiirleri de kadin/erkek infertilitesi ile iligkilidir '°. Ayrica otoimmiin nedenlerin de

infertilite ile iliskili oldugu bildirilmistir ',

2.1.2 UYTE yéntemleri

UYTE’de kullamlan en yaygin yontemler in vitro fertilizasyon (IVF) ve

12 Tedaviler titizlikle steril bir

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)’dur
laboratuvarda gerceklestirilir. IVF, kadindan toplanan oositlerin  kiimiiliis
hiicrelerinden temizlenmeden erkekten elde edilen spermin ortak kiiltiir kabina
konulmasiyla gerceklestirilir. ICSI, semen 6rnegindeki spermin sayist veya motilitesi

cok diistik oldugu erkege bagl infertilite tedavisinde uygulanan bir yontemdir (Sekil
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2.1.). Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO) !* gére semen analizi icin referans degerler

Tablo 2.1.’de agagida belirtilen sekilde olmalidir:

30

Klasik IVF ICSI

Sekil 2.1. IVF & ICSL

Tablo 2.1. Insan spermi referans degerleri

Parametre Referans Deger
Semen Hacmi (mL) 1.4

Total Sperm Sayist (10%/mL) 39

Sperm Konsantrasyonu (10%mL) 16

Total Motilite (% IH + NH) 42

Ileri Hareket (%) 30

Canlilik (%) 54

Normal Sperm Morfolojisi (%) 4 (3.0-4.0)

pH >72

Ayrica IVF ile dollenme gergeklesmedigi durumlarda ICSI yontemi de
kullanilabilir. ICSI tedavisinden 6nce kadin hormon tedavisi alir ve oositler toplanir.
Hareketli ve normal sekilli spermler ICSI uygulamak i¢in semen 6rneginden yikanarak
ayrilir. D6llenme bir spermin ince bir cam igne ile olgun bir oositin igerisine enjekte

edilmesiyle gerceklesir '*.



Asilama (IUI), UYTE yontemlerinden biri olarak da siniflandirilir. Bu prosediirde
sperm hiicreleri oositi dollemek i¢in disi iireme yollarina yerlestirilir. Bu yontem diger
in vitro fertilizasyon yontemlerinde oldugu gibi semen Orneginin yikanmasini

gerektirir 1°.

2.2 Gamet ve Embriyo Kiiltiirii

IVF ve ICSI yontemlerinin her ikisinde de dollenmis oositler, disi iireme
sistemindeki ortamin taklit edildigi inkiibatorlerde saklanarak biiyiitiliir (sicaklik 37
°C, 02%S5, CO2 %5-6). Embriyolar grup olarak ya da tek tek kiiltiir edilir. Kiiltiir sivi
damlaciklari, embriyoyu asir1 oksijen veya diger bilesiklerin olas1 zararindan koruyan
ve buharlagsmay1 6nleyen (bdylece ozmotik ve pH degisikliklerini dengede tutan)
mineral yag ile kaplanir. Oositin dollenmesi ile olusan embriyolarin gelisimi her fazda
izlenir ve morfolojilerine gore skorlama yapilir. Genellikle oositlerin %70’1 d6llenir
ve dollenmis oositlerin yaklasik %30-50’si kaliteli embriyolara doniisiir '6. En iyi
embriyolar déllenme isleminden 2-5 giin sonra uterusa yerlestirilmek {lizere secilerek
transfer edilir. Taze transferlerin yaklasik %30-40’1 klinik gebelik olusturur. Kalan
kaliteli embriyolar vitrifikasyon teknigi ile dondurulur ve gelecekte olast dondurulmusg
embriyo transferini (FET) beklemek icin sivi azot igerisinde (-196°C) saklanir.
Embriyonun ploidi durumunu incelemek i¢in de blastomer (klivaj asamasi) ya da TE

(blastokist asamas1) biyopsisi sonras1 sonug gelene kadar da dondurulabilir 7.

2.2.1 Embriyo kiiltiir medyum icerigi

IIk uygulamalardan giiniimiize kadar in vitro embriyo gelisimi amagh pek ¢ok
farkl kiiltlir ortami gelistirilmistir ve giiniimiizde bu ortamlarin biiyiik bir kismi
iceriklerinin firmalar tarafindan korundugu kullanima hazir ticari triinler olarak
pazarlanmaktadir '*!°. Giiniimiizde bu iiriinler kullanim sekillerine gore “ardisik” veya
“tek asamali” (single step) kiiltiir ortamlar1 olarak adlandirilabilir. Ardisik kiiltiir
sisteminde embriyolarin in vitro kiiltiir asamasinin 0-3. giin araliginda birinci asama,

3-6. giin araliginda da 2. asama olmak {izere iki farkli icerige sahip sistem kullaniliyor
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iken tek asamali kiiltiir sistemlerinde tiim kiiltiir donemi ic¢inde ayni igerige sahip
kiiltiir ortam1 kullanilir. Kiiltiir medyumunun amaci, embriyo i¢in en uygun hiicre
bliylime ve gelisme kosullarin1 saglamaktir. Embriyonun biiytidiigii kiiltiir damlacigi
kadin {reme sistemini taklit etmektedir. Kiiltiir medyumu, beslenme icin
karbonhidratlar, insan serum albiimin, amino asitler ve pH degisikliklerinin oniine
geemek icin tamponlari igermektedir. Medyada ayrica vitaminler ve antibiyotikler de
vardir®®. Insan serum albiimini, su, iyonlar, yag asitleri, hormonlar, bilirubin ve ilaglar
icin 1yi baglama kapasitesine sahip bir proteindir ve plazma yoluyla hiicrelere ana

cinko tastyicisidir. Ek olarak, albiimin DNA'ya baglanma yetenegine sahiptir 2!.

2.2.2 Gametogenez

Gerek dogal iireme siirecinde gerekse UYTE tedavi siireglerinde saglikli embriyo
tiretimi, gebelik ve canli dogum elde edilmesi, ¢iftlerin gamet iiretim potansiyelleri ve
tiretilen gametlerin saglikli bir déllenme ve embriyo gelisimi saglayip saglayamamasi
ile dogrudan iliskilidir. Erkeklerde tireme hiicresi {iretimi spermatogenez, kadinlarda
ise oogenez olarak adlandirilir. Yeni lireme hiicreleri olusurken spermatogenez ve
oogenez birbirinden ayrilir. Erkeklerde sperm iiretimi yasamlar1 boyunca siirerken,
kadinlarda iireme hiicre sayis1 dogustan bellidir. Kadinlarda ortalama 40-45 yaslarinda
oosit liretimi durmaktadir. Erkeklerde ortalama giinliikk sperm tiretimi 300 milyon

civarindadir. Kadinlarda yasamlar1 boyunca yaklasik 500 oosit oviile olur 22.

Erkek ve kadinlar da iireme hiicresi olusumu sirasinda mayoz béliinme goriiliir ve
gamet iiretimi somatik hiicre boliinmesine kiyasla farklilik gosterir. Kromozom sayisi
diploid (46)’den haploid (23)’e diiser. Mayoz da iki hiicre bdliinmesi goriiliir.
Erkeklerde mayoz bdliinme esnasinda 4 adet haploid sperm hiicresi {iretilirken
kadinlarda sadece 1 tane haploid oosit {iretimi gergeklesir. Kalan genetik materyal,
birinci (diploid) ve ikinci (haploid) polar cisimcikten ¢ikarilir. Mayoz I’de, DNA bir
cift kromozomal materyal seti liretmek lizere ¢ogaltilir ve daha sonra her biri 46

kromozom igeren 2 adet hiicreyi olusturacak sekilde boliiniir. Bu asamada, genetik



degiskenlik rekombinasyon (krosing over) ve rastgele dagilimlar yoluyla artirilir.
Cogaltilmis maternal ve paternal kromozomlar, homolog kromozomlarla eslestiginde

ve kromozomlarin bir kismi yer degistirdiginde, krosing over meydana gelir.

2.2.2.1 Spermatogenez

Erkek bireylerin testislerindeki seminifer tiibiillerinde erkek iireme hiicresi olan
spermin olusumuna “spermatogenez” denir. Spermatogenez, ergenlikle beraber
testiste seminifer tiibiillerde baslar. Seminifer tiibiiller, primer germ hiicreleri ve biiytlik
sertoli hiicrelerinden olusan germinal epitel ile kaplanir. Seminifer tiibiillerde bulunan
2n kromozomlu sperm ana hiicrelerine “spermatogonyum” denir. Spermatogonium,
mitoz boéliinme gecirerek bir kismi spermatogonyum A’y1 olustururken bir kismi
spermatogonium B’yi olusturur. Spermatogonium A mevcut spermatogonyum
havuzundaki hiicre miktarinin sabit kalmasini saglarken spermatogonium B hiicreleri
gelisimlerine ve farklilasmalarina devam ederek primer spermatositler olusturur.
Primer spermatositler mayoz boliinme gegirerek sekonder spermatositleri, sekonder
spermatositler ise spermatidleri olustururlar (Sekil 2.2). Bu asamada olusan
spermatidlerin dolleyebilme kapasiteleri mevcut degildir ve olgun sperm hiicreleri
(spermatozoa) spermatidlerin daha ileri derecelerde farklilasmasiyla olusur.
Farklilagma sirasinda ¢ekirdegin yogunlugu artar ve hacmi kiiciiliir. Bu esnada

sitoplazmanin biiyiik bir kismu atilir.
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Spermatogonyum A == Spermatogonyum A
. Mitoz

Mitoz

v

Spermatogonyum B

Mitoz
4

Primer Spermatosit (Diploid)
1. Mayoz

\ 4

Sekonder Spermatosit (Diploid)
2. Mayoz

\ 4

Spermatit (Haploid)

Spermiyogenez
y

Spermatozoa

Sekil 2.2. Spermatogenez

Spermatogenez, yaklasik 74 giin siirer. Semen, seminal vezikiil, prostat, sperm
hiicreleri ve bulbo-urethral bez tarafindan iiretilen plazmadan olusur. Plazma, canlilik
icin gerekli amino asitleri, karbonhidratlar1 ve enzimleri barindirir. Bunlarin yani sira

cinko iyonlari, sitrik asit ve C-vitaminini de bulunmaktadir®?.

2.2.2.2 Oogenez

Kadin 6nciil iireme hiicreleri (primordiyal germ hiicreleri) maksimum sayisina
fetal gelisimin 5. ayinda ulasir. Bu hiicreler yumurtaliklarda lokalizedir ve gelisim
siirecinde ardigik mitotik boliinmelerden sonra “oogonyum”a doniisiirler. Dogumda
tahmini 600.000 ile 800.000 arasinda primer oosit bulunsa da miktarlarinin yaklagik 7

milyon oldugu 6n goriilmektedir 2>,

Oogenez sirasinda, oogonia, kromozomlar1 kopyalamak ve mayoz I baglatmak
icin DNA replikasyonuna ugrayan olgun oositlere doniisiir. Ergenlikte, primer oositler

mayoz ['i tamamlar. Ovulasyondan yaklagsik 3 saat once metafaz evresindeyken mayoz

11



[I'yi baglatir ve birinci polar cisimcik atilarak ilk mayotik bdliinme tamamlanir (Sekil

2.3)).
° n Oogonyum

Mitoz

o Oogonya
\ Hucre

° o Biiyiimesi
y
l Primer Oosit

/

2n

° Mayoz 1
\ Sekonder Oosit

n n &
Polar Cisimcik
€@ 0

I Mayoz 2

n

Fertilize Oosit
&

Sekonder Polar Cisimcik

Sekil 2.3. Oogenez.

Oogenez, kadinlarda her iki yumurtalikta da gerceklesir. Primer oositler,
primordiyal bir folikiilden oogenezle es zamanli olarak olgunlasan folikiillerin iginde
gelisirler. Primer oosit, ¢evresindeki zona pellucida ve kiimiiliis hiicrelerinin i¢
tabakasi olan korona radiatadan olusmaktadir. Zona pellusida ve kiimiiliis hiicreleri
oositi destekleyerek oosit icin gerekli proteinleri saglarlar. Bir oositin ¢ap1 yaklasik

100 mm'dir ancak boyutlar1 biiyiik 6l¢iide degisir 23

2.2.3 Gamet etkilesimi

Dollenme, ancak sperm ve oositler sitoplazmik olgunlagsmasini tamamladig:
takdirde gergeklesir. Sperm ve oosit etkilesimi hiicre-hiicre etkilesimidir ve tiire
Ozgudiir. Erkek gamet hiicresi dollenme anindan 6nce mayozu tamamlamistir. Disi

gamet hiicresi dollenme gerceklestikten sonra ikinci mayotik boliinme ile son niikleer
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olgunlagsmay1 tamamlar. Kontrollii senkronize gamet aktivasyonu, embriyonik gelisim
icin gereklidir. Uremeye yardimei tedavilerde (UYTE) kullanilan ICSI teknigi,
dollenmenin ilk asamalarimi atlar, ancak basarili déllenme, oosit ve spermin dogru

sekilde aktivasyonu ile saglanmaktadir 2*.

Dollenmenin ilk asamalar: iki farkli yapiya baglidir. Birincisi spermatozoonun
akrozomu, ikincisi oositin zona pellusida (ZP)’sidir. Sperm-oosit etkilesiminde {i¢ ana
olay meydana gelmektedir. Her seyden once, spermatozoon ZP’ye yapisir. Bundan
sonra spermatozoon, akrozom reaksiyonunu baslatir ve i¢ akrozomal zarini aciga
cikarir. Akrozom reaksiyonu sirasinda sindirim enzimleri salinir. Son olarak, sperm

zar1, oosit plazma zar1 ile temas eder ve bu iki zar birbirine kaynasir (Sekil 2.3) 2.

2.2.4 Oosit ve sperm fiizyonu

Gametler arasinda membran flizyon islemi pH, sicaklik ve kalsiyum iyonuna
(Ca*?) baghdir ve iki membranin yakin temasta olmasi gerekir. Bununla birlikte,
flizyon membranla iligkili proteinler tarafindan kolaylastirilmis gériinmekle birlikte
ZP’ye ait glikoproteinler siirece dogrudan dahil degildir. Zona penetrasyonu boyunca
spermatozoon, akrozomal icerigini kaybeder. Buna ek olarak, i¢ akrozomal membran
zona ile dogrudan temas halindedir. Sperm basinin post-akrozomal bolgesi goriiniiste
oosit plazma zar1 ile birlesir ve iki zar kalic1 hale gelir. Plasental memelilerde bu alan

sadece akrozom reaksiyonundan sonra eriyebilir.

Oosite niifuz i¢in spermin hareketli olmasi gerekir, ancak gamet fiizyonu igin
hareket gerekli degildir. Sperm, oosit yiizeyine tutunmasindan itibaren yaklagik 20
saniye boyunca flagellar hareketine devam eder. Kiigiikk memelilerde sperm-oosit
fiizyonu 15 dakika siirer ve proniikleus olusumu yaklasik 60 dakikada goriiliir. Insan
gametlerinin flizyonundan sonra, kuyrugun eksenel filamenti ve ortadaki

mitokondrinin dagildigi goriilmektedir. Dollenme aninda sperm plazma membrani
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giris noktasina kadar tikali kalir. Bundan sonra, proniikleus olusmus ve sperm yiizey

antijeni zigotun tiim yiizeyine yayilmistir (Sekil 2.4.) %2,

Sperm Basinda

\ Akrozom Reaksiyonu
\\ ’/J Sperm Baglanmasi

Zona Pellusida

Kimulus
Hiicreleri

Sperm
Penetrasyonu

Membran
Adhezyonu

Polispermi K

Engellenmesi

Sekil 2.4. Sperm — oosit kaynasmas1 asamalart.

2.2.5 Dollenme evresi

Oviilasyon sirasinda, ZP ve korona radiyata (kiimiiliis hiicreleri ve hiicre dist
matriks) ile cevrili sekonder oosit, yumurtaliktaki bir folikiilden fallop tiipiiniin
fimbrialarina salinir. Oosit, fallop tiipliniin ampulla bdlgesinde dollenir. Déllenme, disi
iireme kanalinda kapasitasyona ugramis sperm hiicresi tarafindan gerceklestirilir.
Kapasitasyon, hyaluronidaz ile korona radiyata hiicre katmanindan gegen oosit igine
spermin niifuz etmesini saglar ve reseptorlere bagladiktan sonra ZP’ye niifuz eder.
Spermin oosit membrani ile kaynasmasi i¢in akrozom reaksiyonu gerekmektedir.
Sperm, ZP’ye baglandiginda, oositin birden fazla sperm ile déllenmesini 6nleyen ZP
proteinlerinin sertlesmesini saglar (zona reaksiyonu) ve hiicre i¢i kalsiyum salinimini
baslatir. Sperm akrozomu ve oosit hiicre zar1 fiizyonu, sperm cekirdeginin oositin
sitoplazmasina gecisini saglar ve boylece sekonder oositte mayozu tamamlar. Boylece
dollenme gergeklesmis olur. Bu esnada oositte 2 adet proniikleus belirir ve ikinci polar
cisimeik atilir (Sekil 2.3) 2.
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2.2.6 Embriyo implantasyon asamalari

Kromozomal eslesme, DNA replikasyonu ve ilk mitoz meydana geldikten sonra
embriyo boliinmeye baslar ve yaklasik 12 saat sonra proniikleuslar kaybolur. Bu da
yaklasik olarak inseminasyondan sonraki 23-24’{incii saatlere tekabiil etmektedir. Bu
evre “erken boliinme” evresi olarak adlandirilir. Erken boliinme evresi, embriyonun
sonraki giinlerdeki gelisimine de 151k tutmaktadir. Prontikleuslar1 geg silinen ve tekil
bdliinen embriyolarin sonraki glinlerdeki gelisimlerinin de yavas oldugu gozlenmistir.
Zigot igerisindeki boliinen hiicrelere “blastomer” denir. Embriyo gelisimi sirasinda,
blastomer klivaji, yaklasik 3-4 giin siirmektedir. Boliinmenin sirasiyla 2, 4, 8 ve 16
hiicre olarak devam etmesi embriyonun morfolojik ac¢idan dogru gelistiginin
gostergesidir. Embriyo morula olarak adlandirildiginda yaklasik 16 hiicreye ulagmis

ve hiicreler birbirleriyle kaynagsmaya baslamistir (Resim 2.1).

Morula sathasinda, blastomerler cevresel faktorlere karst c¢ok hassastirlar.
Inseminasyonun ardindan gecen takriben 4. giiniin sonunda veya 5. giiniin erken
saatlerinde blastomerler polarize olur ve “blastokist” denilen bir yapida iki ayr1 hiicre
grubu olusturacak sekilde genislerler 2°. Dis kosullara duyarlilik devam eder fakat
hiicre asamasina gore daha kuvvetlidir. Polarizasyon ve farklilagsma sonrasinda
blastokistte belirgin olarak iki farkli hiicre tipi olusumu gozlenir: I¢ hiicre kiitlesi
(ICM) ve trofektoderm (TE) hiicreleri. Blastosel sivisi, blastokistin i¢ boslugunu
doldurur. ICM daha sonra fetusu olusturur, dista bulunan TE hiicreleri ise plasentay1
meydana getirir 2%?’. Blastokist 5. giinde rahim igine taginir (Resim 2.1). Embriyonun
5. ve 6. giinlerinde blostosel sivisinin miktar1 artar, farklilasmis hiicre tipleri
boliinmeye ve embriyo genislemeye devam eder. Bu esnada ZP gittikge incelir.
Genisgleyen embriyo ZP’yi yirtar ve disari ¢ikmaya baglar. Bu asama ‘“hatching”
(yumurtadan ¢ikma) olarak adlandirilir. Blastokist, ZP'den ¢iktiktan sonra rahime TE

hiicreleri ile implante olur. Implantasyon genellikle 8. giinde gergeklesir °.
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4. Giin

8 hiicre Morula Blastosist

Resim 2.1. Giinlere gore embriyo gelisim evreleri.

2.3 Konvansiyonel Embriyo Degerlendirme Yaklasimlar:
2.3.1 Fertilizasyon ve erken klivaj asamasi embriyo degerlendirilmesi

Embriyolar in vitro olarak biiyiitiildiiklerinde gelisimsel potansiyelleri mikroskop
altinda diizenli olarak degerlendirilir. Déllenme asamasindan sonra erkek ve disi
haploid proniikleuslar birbirine yaklasir ve niiklear membranlar pargalanir.
Proniikleuslar, mikroskopla agik¢a goriilebilir ve bu sayede dollenen, déllenmeyen ve
anormal dollenen yumurtalar birbirinden ayrilir (Resim 2.2). Déllenme sonrasi olusan
embriyolarin gelisim ve implantasyon potansiyellerini degerlendirebilmek igin

giiniimiize kadar farkli skorlama sistemleri gelistirilmistir 25-31,
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Resim 2.2. ICSI islemi sonras1 proniikleus olusumu.

la. dollenmemis oosit (PN yok), 1b. normal déllenmis oosit (2PN), 1lc. anormal
dollenmis oosit (1 PN) ve 1d. anormal dollenmis oosit (3PN). Ok isaretleri
proniikleuslar1 (PN) gdstermektedir.

Son yillarda igerik olarak zenginlestirilmis ve gelismis kiiltiir ortamlarinin
kullanilmastyla birlikte insan embriyolar1 laboratuvar ortaminda blastokist asamasina
kadar standart olarak biiyiitiilebilmektedir. Ardisik kiiltiir ortamlarinin kullanildig:
kliniklerde besin gereksinimindeki farkliliklar nedeniyle embriyolarin 3. glinde birinci
asamadan ikinci asama besi ortamina aktarilmalar1 gergeklestiriliyor iken tek asamali
kiltiir ortam1 kullanilan kliniklerde embriyolarin besi ortamimi degistirmeden de

gelisimleri saglanabilmektedir. Klivaj embriyolarini siniflandirmak i¢in embriyonun
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kag hiicreye boliindiigii, boliinen hiicrelerin birbirleri ile olan boyut farki, herhangi bir
fragmantasyon gozlenip gozlenmedigi, ¢cekirdek goriiniirliigii ve sitoplazma yapisi her

embriyo igin ayr1 ayr1 gézlemlenir (Sekil 2.5.) 23!,

O

Grade 1 Grade 2 Grade 3

Grade 4 Grade 5

Sekil 2.5. Klivaj embriyosunun morfolojik degerlendirme kriterleri.

Grade 1; esit biiyiikliikte blastomer yapisi, fragmentasyon yok. Grade 2; esit
biytikliikte blastomer yapisi, <%5 fragmantasyon. Grade 3; esit olmayan biiyiikliikte
blastomer yapisi, fragmantasyon yok. Grade 4; esit olmayan biiyiikliikte blastomer
yapisi, >%5 fragmentasyon. Grade 5; belli olmayan blastomer yapisi, >%20

fragmantasyon 233,

Giinimiizde kullanilan farkli embriyo se¢im sistemleri her ne kadar gelisim
potansiyeli yiiksek embriyolarin se¢ciminde belirli bir oranda katki sagliyor goriinse de
klivaj siireclerindeki farkliliklar nedeniyle bu kriterlerin embriyo implantasyonuna
etkisi Ongoriilebilir degildir 3>34  Sebebi muhtemelen embriyonik genom

aktivasyonunun 2. giin den sonra baglamasi ve 3. glinde de devam etmesi olabilir.
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Embriyonun iyi bir sekilde biiyliyebilmesi oositin mRNA trankripsiyonuna ve protein

rezervine baghdir °.

2.3.2 Blastokist asamasi embriyo degerlendirmesi

Gardner ve Schoolcraft tarafindan gelistirilen blastokist derecelendirme sistemi
birgcok IVF laboratuvari tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir *¢. Her blastokist, 1
ila 6 arasinda degisen bir sayisal defer atanarak genisleme derecesine gore
degerlendirilir. Bir blastokist siif 3 veya iistiine genisledikce, blastosel bosluk tam
olarak olusur. Bu asamada ve sonrasinda ICM ve TE, degerlendirme i¢in acikg¢a ayirt
edilebilir ve her birine, hiicre sayisina ve yogunluk durumuna bagl olarak bir A, B

veya C harf notu verilir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Blastokist degerlendirmesi

Blastokist Genislemesi | Tanimlama

1 Embriyo hacminin yarisindan daha az bir blastosele sahip erken
bir blastokist

2 Embriyo hacminin en az yarisi olan blastosele sahip bir
blastokist

3 Embriyoyu tamamen dolduran bir blastosele sahip bir
blastokist

4 Incelmis ZP ile erken embriyodan daha biiyiik bir

blastosel hacmi olan genisletilmis bir blastokist

5 ZP ‘nin yirtilmaya baslamasiyla trofektodermi ZP den
disar1 ¢ikmaya baglayan bir blastokist

6 Blastokistin ZP'den tamamen ¢iktig1 bir blastokist
I¢ Hiicre Kitlesi (ICM)
A Cok sayida ve sikica paketlenmis hiicreler
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B Birkag ve gevsek paketlenmis hiicreler

C Birkag diizensiz hiicre
Trofektoderm(TE)
A Sikica paketlenmis birgok hiicre, uyumlu bir epitelyum halinde
diizenlenmistir

Gevsek bir epitelyum halinde organize edilmis birkag hiicre

Birkag hiicre

Klivaj embriyo skorlamasindaki sinirlamalardan dolayi, embriyo morfolojisinin
implantasyon potansiyeli ile daha iyi bir korelasyona sahip oldugu asama blastokist
asamasidir "%, Prognozu iyi olan hastalarda tek bir blastokistin intrauterin transferi

%45 canli dogum oranina ulasabilmektedir 02,

2.4 Girisimsel (Invaziv) Embriyo Degerlendirme Yaklasimlari
2.4.1 Embriyonik anoploidi

Anoploidi, mayoz ve/veya mitoz boliinme sirasinda ortaya cikabilmektedir.
Gametogenez sirasinda kromozomlar mayoz boliinmede dogru sekilde ayrilmadigi
taktirde olusan oosit ve sperm hiicreleri olusan hatayi tastyacak ve hatanin yasam ile
bagdasip bagdagmamasina gore embriyonik gelisim siirecinde ¢ogaltacak ve olusan
yeni hiicreler de bu hatay1 tasiyacaklardir 4*. Benzer sekilde, homolog kromozomlar
mitozun anafazi sirasinda diizgiin sekilde ayrilmazlarsa, bir yavru hiicre etkilenen
kromozomun fazladan bir kopyasinit alirken, diger yavru hiicre higbirine sahip

olmayacak ve sonugta iki andploid hiicre ortaya ¢ikmaktadir 44,

Oosit kaynakli andploidi genellikle embriyo andploidisinin en sik nedenidir 4.
Anne yas1 arttikca hiicre boliinmesi esnasinda meydana gelen es kromozomlarin

boliinmemesi de artmaktadir bu da dolayli olarak mayozdaki hatalar1 dogurmaktadir
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4 Anoploidilerin ¢ogunlugu, primer oositte mayoz I'deki es kromozomlarin

boliinmemesi durumundan kaynaklanmaktadir. Bunlarin disinda 18 trizomisi, mayoz
I1 de meydana gelen hatalar yiiziinden ag13a ¢ikar 4752, 47, XXY ve 47, XYY, sirastyla
%50 ve %100 olarak babadan gelen genlerle a¢iga cikar. 8, 9, 13, 18, 21 trizomileri,
X monozomisi (Turner sendromu) veya XXY trizomisi (Klinefelter sendromu) canli
dogumla sonuglanabilir ancak diger kromozomlardaki andploidiler hamilelik sirasinda

diisiiklere neden olabilir 3.

Bir embriyoda mitotik hatalar meydana geldiginde, karyotipik olarak farkli en az
iki hiicre soyu meydana gelecek ve bu da mozaisizm denen olguya neden olacaktir.
Mozaisizm, erken insan embriyosunun erken gelisim donemlerinde yaygindir. IVF
embriyolarindan elde edilen veriler, mitotik hatalarin siklikla béliinme asamasinda
meydana geldigini gostermektedir *°. Erken boliinme sirasindaki hiicre dongiisii
kontrolii nedeniyle, ¢ogu andploid embriyo gelisim sirasinda durur >, PGT-A, TE
biyopsisi sonucu elde edilen hiicrelerin tiim blastokistin temsilcisi oldugunu
varsayarlar. Bazi ¢alismalar TE ve ICM arasinda yiiksek uyum oldugunu gosterirken
3960 diger calismalar TE'in genetik yapisinin ICM'inkini temsil etmeyebilecegini

gostermektedir 6162

. NGS'nin uygulamalarimin yayginlagsmasi bol miktarda TE
Orneginin mozaik oldugunu ortaya ¢ikarmistir. PGT-A'dan sonra mozaik embriyolarin
transferi lizerine yapilan son ¢alismalar bu embriyolarin da saglikli, canli dogumlarla

sonlanabilecegini gostermistir 376,

2.4.2 Embriyo biyopsisi

Embriyo biyopsisi, gelisimin farkli agsamalarinda uygulanabilen bir yontemdir.
Bazi tilkelerde, dini veya yasal diizenlemelerden embriyoya uygulanmasa da oositten
ve/veya bir zigottan yalnizca birinci ve/veya ikinci kutup cisimleri alinmak suretiyle
uygulanabilir. Embriyo gelisiminin 3. giiniinde klivaj asamasi biyopsisi taze transfer
igin yeterli test siiresine izin verdigi i¢in bir zamanlar “normal” kabul edilmekteydi.

Bununla birlikte, klivaj asamasindaki embriyolarin mozaik olma ihtimalinin yaklasik
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%70 oldugu bilinmektedir. Bunlara ek olarak bir mozaik embriyodan tek bir

blastomeri analiz etmek yanlis bir negatif/pozitif sonuca yol agabilir 6.

Embriyo kiiltiir ortamindaki iyilesme ve kriyoprezervasyondaki basari, in vitro
blastokist kiiltiiriiniin IVF laboratuvarlarinda rutin olarak uygulanmasma olanak
vermistir. PGT-A i¢in TE'den 5 ila 10 hiicrenin ¢ikarilabildigi blastokistlere biyopsi
yapmak, DNA amplifikasyon hatasin1 azaltir ve ICM'ye olast hasari en aza
indirmektedir [26]. Ayrica, yapilan randomize kontrollii bir ¢alismaya gore klivaj
embriyosuna uygulanan biyopsi embriyolarin implantasyon potansiyelinin
bozulmasina neden olurken TE biyopsisinin blastokistlerin implantasyon potansiyelini

etkilenmedigini gostermistir 7°.

3. Giin 4. Giin 5/6. Giin
8 Hiicre Morula Blastosist
Biyopsi
yapilmaya
hazir TE
® =
- - >

Sekil 2.6. TE biyopsisi i¢in embriyo hazirligi.

Embriyonik gelisimin 3. giinii incelenerek lazer ile ZP’si acilan (kirmizi kesik ¢izgi)
embriyo 5./6. ya da nadir olarak 7. giine kadar biyiitiilir. ZP ac¢ikligindan

tomurcuklanan TE hiicre grubuna biyopsi islemi uygulanir.

Birgok embriyo, gelisimin 5. giinlinde blastokist olustururken bazilar1 yalnizca 6.
giinde blastokistlere doniisebilmektedir. Yapilan calismalar bu farkin 5. giinden

itibaren blastokistlerde daha yiiksek andploidi oraniyla dogrudan iliskili olabilecegini
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gostermektedir '’2. Bu nedenle, her PGT-A siklusunda &ploid embriyo bulma sansini
en Ust diizeye ¢ikarmak igin 5. ve 6. giinlerde blastokist asamasina ulasan embriyolara
biyopsi uygulamak gerekmektedir. {lging bir sekilde son dénemde yapilan ¢alismalar
7. glinde blastokist asamasina ulasan yavas biiyliyen embriyolarin da yasayabilir
oldugunu gostermistir (Sekil 2.5). Bu embriyolarda andploidi oranlarinin daha yiiksek
oldugu fakat 7. giin 6ploid blastokistlerin kiigiik bir kisminin saglikli canlt dogumlara
neden olabilecegini gdstermistir >7*. Bu ¢alisma, kétii prognozlu bazi PGT vakalarini
7. giine kadar biiyiitme veya 6. giinde morula asamasinda biyopsi yapma olanagi

tanimmgtir 7>,

2.4.3 Preimplantasyon genetik tan1 (PGT-A) sonrasi embriyo se¢cimi

Son yillarda biiytik bir hizla gelisen modern molekiiler tan1 yontemleri sayesinde
tiip bebek tedavileri sirasinda elde edilen embriyolarin genetik profilinin aragtirtlmasi
kabul edilebilir bir maliyet ile miimkiin hale gelmistir. Boylece risk grubuna giren
hastalarda bu yontemler uygulanarak dogum sonrasi konjenital patolojilere neden

olabilecek kromozomal hatalarin éniine gegilebilmektedir 7677,

Tiip bebek tedavisi gorecek olan ¢iftlerde kromozomal hataya rastlanma sikliginin
genel popiilasyondan daha yiiksek oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir 7%.
Anoéploidi i¢in pre-implantasyon genetik test (PGT-A) tiip bebek yontemleri ile
iretilen embriyolarin taranarak dploid olanlarinin transfer edilmesine olanak saglayan
bir yontem olarak diinya genelinde her gegen giin daha fazla g¢iftin tedavisinde
uygulanmaktadir. PGT-A kapsaminda tiim kromozomlar taranarak implantasyon
basarisizliklari, tekrarlayan diisiikler ve genetik anomalilerin azaltildigi yapilan

calismalarla gosterilmistir 78!,

PGT-A'min ileri anne yasi (IAY), tekrarlayan implantasyon basarisizligi (TIB),
tekrarlayan gebelik kaybi (TGK) veya daha 6nce anormal gebelik (PAP) yasayan

kadinlara Onerilebilecegi ve bu hastalarin PGT-A uygulamasindan fayda
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saglayacaklari kabul edilmektedir. PGT-A'nin ciddi erkek faktoriine bagl infertilitede
ve diisiik yumurtalik rezervinden dolay1 oosit ihtiyacit duyan kadinlara faydali olup
olmadig1 halen tartisilmaktadir 2. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda PGT-A'nin 35
yas ve Ustli hastalarda daha yararli oldugu bulunmustur. 25-34 yas PGT-A yapilan
veya yapilmayan hastalarda devam eden gebelik oranlarinda istatistiksel bir fark

bulunamamustir 3.

PGT-A ‘nin ilk uygulandigir 90’1 yillardan 2000°1i yillarin ortalarina kadar tani
amacli en yaygin kullanilan teknik Floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi iken
2000’11 yillarin sonundan giiniimiize kadar olan siirecte bu teknigin yerini sirasiyla
Real-time PCR (RT-PCR), karsilagtirilmali genomik hibridizasyon (CGH), array CGH
(aCGH), SNP (tek niikleotid polimorfizmi) mikrodizi ve NGS (next generation

sequencing) 2’ gibi molekiiler genetik tabanli teknolojiler almustir 8487

Son zamanlarda yapilan bir¢ok c¢aligmada preimplantasyon embriyodaki 24
kromozomdan herhangi birinde andploidilerin ortaya ¢ikabilecegi gosterilmistir ve bu
nedenle PGT-A uygulanan vakalarin ¢ogunda aCGH’nin kullanildigi bildirilmistir
8889 Mikrodizi-tabanli CGH uygulamasinda, iki farkli floresans etiketli genom
araciligi ile amplifiye olmus DNA igerigini karsilastirir. iki genom, bir test numunesi
ve referans DNA parcalarinin lam {izerinde sabitlenmesiyle hibridize edilir.
Hibridizasyon sonrasi floresan 1s1ma yogunlugu ol¢iilerek kromozomal anomalilerle
iliskili DNA kopya sayis1 degisikliklerinin yiiksek ¢oziiniirliiklii degerlendirilmesi

saglamr °°

. SNP dizisi, ayn1 zamanda sabitlenmis allele 6zgii oligoniikleotid
problarinin spesifik polimorfizmi belirlemek icin secildigi ve her iki alleli saptamak
i¢in kullanildig1 dizi teknigine de dayanmaktadir. Bu yontemde yiiz binlerce SNP ayn1

anda genotiplendirilebilir %,

PCR analizi, genellikle embriyolarda PGT-A uygulamasinin yasal diizenlemelerle
sinirlandirildigi Almanya gibi iilkelerde kullanilmaktadir *'. Bu yontemde genellikle

polar cisimler kullanilir. Polar cisimler yapi taglarina ayrildiktan sonra olusan lizat ayni
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oyuklara pipetlenerek kromozom bagina birka¢ ¢oklu kopya spesifik hedef ile PCR
yontemi uygulanir. RT-PCR da ise her kromozomun her bir kolunun en az iki dizisi

amplifiye edilir 3.

PGT-A i¢in son yillarda 6zellikle yiiksek verimli sekanslama olarak da bilinen
NGS yontemi kullanilmaya baslanmistir. NGS yontemi paralel olarak yiiriitiilen,
yiiksek sayida sekanslama reaksiyonu temeline dayanmaktadir ve diger yontemlere
gore ¢ok daha hassastir. Giintimiizde ¢esitli NGS teknikleri mevcut olup test kapsamini
Ozellestirme imkani, numune basina gerekli okuma sayisini degistirme, onlarca 6rnegi
ayni anda inceleme ve test maliyetini azaltma, NGS yonteminin baslica

avantajlaridandir 2.

2.5 Girisimsel Olmayan (Non-invaziv) Embriyo Degerlendirme Yaklasimlari

1978 yilindaki ilk tiip bebek uygulamasindan bu yana bu yontemle dogan bebek
sayist 8 milyonu asmis olup yildan yila da artmaya devam etmektedir. Bu alanda 40
yil1 agkin bir siiredir yapilan aragtirmalar sonucunda 6nemli gelismeler saglanmakla
birlikte, embriyonun rahme nakli sonras1 tutunma (implantasyon) oranlar1 %4 ila %40
arasinda degisen diisiik bir degerde kalmaktadir *>. Bu oranlarin arttirilmas {ireme
biyolojisi ve iireme tibb1 alanindaki arastirmacilarin giincel odak noktasi haline

gelmistir.

Canl1 dogum sansini artirmak ve gebelik elde etme siiresini kisaltmanin bir yolu,
transfer Oncesi embriyolarin gelisimlerine zarar vermeyecek sekilde teknolojik
yontemlerle incelenmesi ve implantasyon kapasitesi yoniinden degerlendirilip
secilmesidir. Glinlimiizde ¢agdas tiip bebek tedavi siireclerinde embriyo se¢imi biiytik
oranda yiiksek egitimli embriyologlar tarafindan embriyo gelisim siireclerinin ve
morfolojilerinin belirli zamansal noktalarinda mikroskop altinda gerceklestirilen
“statik goriintiileme” seklinde gergeklestirilmektedir **. Tiip bebek tedavi siireglerinin

aileler i¢in fiziksel ve psikolojik olarak yarattig1 baskinin finansal agidan da maliyetli
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ve stresli bir siire¢ oldugu asikardir. Dolayisi ile rahme nakil 6ncesinde embriyolarin
implantasyon potansiyelleri bakimindan en yetkin sekilde taranmasi ve
degerlendirilebilmesi, canli dogum basaris1 yaninda c¢oklu tedavi ihtiyacini azaltarak
tedavinin ¢ift iizerindeki maddi yiikiinii azaltmay1 ve 6zellikle basarisiz tiip bebek
tedavilerine bagl kaygi, depresyon ve stresi azaltmayir amaclamaktadir. Bu alanda
gelistirilecek yeni, bagarili, kolay kullanimli ve diisiik maliyetli yeni yontemler ile adi

gecen bu sorunlarin miimkiin olan en diisiik seviyeye indirilmesi hedeflenmektedir.

PGT-A uygulamas ile andploid embriyolarin ayrimi ve ploid embriyolarin
secimi ile belirli hasta gruplarinda faydali sonuclar alintyor olsa da bu yaklasimin tiim
IVF hastalar1 icin evrensel bir tarama testi olarak uygulanmasinin yararli olup
olmayacagi hala bilinmemektedir. Bunun baslica nedenleri olarak embriyo biyopsi
prosediiriiniin invaziv olmasi sebebiyle embriyo gelisimi iizerinde zararli bir etkiye
sahip olabilecegi, biyopsi sonrast embriyolarda gerceklestirilen
kriyoprezervasyon/¢dzme siireclerinin farkli riskler getirebiliyor olusudur’®?>%. Buna
ek olarak TE'nin genetik olusumunun i¢ ICM temsil etmeyebilecegi mozaisizm ile
iliskisi belirsizdir °7. Bu nedenle, bir biitiin olarak embriyonun kromozomal durumunu
degerlendirebilen ve invaziv olmayan bir yontem, embriyo se¢ciminde ideal olacaktir

(Sekil 2.7).

Hicre Kaltir Sivisi

1

Sekil 2.7. niPGT-A uygulama prosediirii
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[1k tiip bebek tedavisi uygulamalarindan bugiine literatiirde ¢ok sayida yaklasim
ve embriyo skorlama araci 6nerilmistir. Bu yaklasim ve araglarin embriyo se¢imindeki
sinirlarini degerlendiren ¢ok sayida bilimsel ¢calisma ve yayin mevcuttur ve sonuglar
giiniimiizde statik goriintiileme kullanilarak gerceklestirilen embriyo secimlerinin
cogunda degerlendirme yapan embriyologun yetkinligi ve yanliligi ile optimal
olmayan kiiltlir sartlarina bagli faktorler nedeni ile beklenenden oldukga diisiik bir

basar1 sundugunu gostermektedir 233°

. Bununla birlikte son yillarda adi gegen
faktorleri iyilestirmek amaclh farkli yenilik¢i cihazlar (Time-Lapse goriintiileme
sistemleri vb.) ve yaklagimlar (Yapay zeka-tabanli yazilimlar vb.) da gelistirilmektedir
ve bu gelismelerin embriyo implantasyon oranlarinda bir miktar iyilesme saglamasi

amaclanmaktadir °%.

Tiip bebek tedavilerinde implantasyon basarisizligi ve erken donem diisiiklerin en
onde gelen nedenlerinden biri ebeveynlerde gamet hiicreleri yolu ile aktarilan veya
preimplantasyon dénemde de novo olusan kromozom bozukluklaridir %1%,
Preimplantasyon genetik testi (PGT), embriyo implantasyonunu, gelisimini veya
bebegin sagligini bozabilecek kalitsal kromozomal anormallikler i¢in embriyolarin
gelisimlerine zarar vermeden test etmek ic¢in tasarlanmistir. PGT, her ne kadar
embriyolarinda artmig kromozom bozuklugu olmasi beklenen belirli endikasyonlarda

tercih edilen bir yaklasim olsa da giliniimiizde pek ¢ok klinikte gebelige erken ulagsmak

veya cogul gebelik kaynakli riskleri azaltmak amaciyla daha genis bir uygulama alani

bulabilmektedir '°-102,

Mevcut altin standart yontemde, gelisen embriyodan PGT amagli genetik
materyal elde etmek igin biyopsi yapilmasi gerekmektedir. Embriyo biyopsisi ile
iliskili olarak embriyo gelisimine zarar verebilme riski, dogan ¢ocuklarda biyopsi
kaynakli uzun vadeli klinik sonuglarin bilinmezligi ve biyopsi prosediiriiyle iliskili
yiiksek maliyetler, bu konuda ¢alisan arastirmacilari daha az girisimsel olan veya
girisimsel olmayan (non-invaziv) secenekleri arastirmaya ve klinik uygulama
olanaklarim degerlendirmeye tesvik etmistir '°>!%, Bu amacla baz1 arastirmacilar daha
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az girisimsel bir yaklagim sergilemesi agisindan blastosel sivinin (Blastocoel Fluid;
BF) ICSI ignesi ile aspirasyonu (Blastosentez) ve aspire edilen sivinin incelenmesi

yaklasimim degerlendirmislerdir 105197,

Tlmiiyle girisimsel olmayan bir yaklagim
seklinde embriyonun i¢inde biiytitiildiigii “kullanilmus kiiltiir sivis1”nin (Spent Culture
Media, SCM) kaynak olarak kullanildig: diger calismalarda arastirmacilar embriyonun
gelisim sirasinda bulundugu ortama biraktigi, niikleik asitleri de igeren “sekrotom”
ozelliklerinin 6ploidi, implantasyon ve klinik basari ile iliskilerini incelemislerdir ''*-
15 Giiniimiizde gelinen noktada arastirmalarin sonuglari hem BF hem de SCM
tabanli incelemelerin yiiksek implantasyon kabiliyeti olan embriyolarin tespiti i¢in
yeterli (ve yakin gelecekte daha verimli) araglar olabilecegini one siirerken, diger
taraftan geleneksel se¢im ve biyopsi yontemleriyle karsilastirildiginda iistesinden

gelinmesi gereken birgok zorlugu da beraberinde getirdigine isaret etmektedir '°.

Giliniimiizde embriyolarin implantasyon potansiyellerinin belirlenmesi amagli
kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen yontemlerin eksileri goz oniine
alindiginda, mevcut ve yeni c¢alismalar girisimsel olmayan yeni tekniklerin
gelistirilmesi yoniinde ilerlemektedir. Non-invaziv bir yaklasim uygulanmasinin,
embriyoyu, ¢evresini ve dolayisiyla gelisme potansiyelini bozma/olumsuz yonde
etkileme sansini azaltmasi ile bir¢ok yonden faydali olmasi beklenmektedir. Benzer
yaklagimlarin ayrica girisimsel bir biyopsi ihtiyacin1 ortadan kaldirmasi,
etkinliklerinin artirilmasi ile saglikli canli doguma ulagmak i¢in gerekli tedavi sayisin

azaltmasi, bdylece maliyetleri de dnemli 6l¢iide diisiirmesi diger olumlu beklentilerdir.

Girisimsel olmayan yaklasimlar ile embriyonun implantasyon potansiyelinin
degerlendirilmesi ¢aligmalart hem ploidi durumunun belirlenmesinde hem de canli
dogum sonucu i¢in en yiiksek potansiyele sahip embriyonun se¢iminde yeni
perspektifler acabilme potansiyeline sahiptir. Glinlimiize kadar gerceklestirilen
caligmalara ait sonuclar, yaklasimin klinikte elektif tek embriyo transferi (eSET) i¢in
en uygun embriyonun “Onceliklendirilmesi” bakimindan faydali olabilecegine isaret
etmektedir ''7. Bu sekilde gebelik basarisin1 azaltmadan girisimsel olmayan bir
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yaklasimla “secilebilen” bir embriyo, konvansiyonel yaklasimla gerceklestirilecek
birden fazla embriyonun gebelik olusturmasi nedeniyle hem anne hem de bebeklerde
karsilagilabilecek ¢ogul gebelik ve buna bagli olumsuz tibbi durumlarla iliskili

sorunlardan kagmmanin en etkili yoludur '8,

Girisimsel olmayan embriyo se¢im
yaklagimlar1 {izerine gergeklestirilen klinik-Oncesi ve klinik ¢alismalar giiniimiizde
(yapan zeka algoritmalar1 ile kombine olabilen) embriyolarin 6zel mikroskop
diizenekleri kullanarak inkiibator i¢erisinde time-lapse (TL) morfokinetik incelemeler
ve embriyonun i¢inde biiyiitiildiigii kiiltiir ortamlarinin genomik ve/veya proteomik
analizi olarak iki ana kolda toplanabilir ''*1?°. Genomik, birbirinden farkli tiirlere ait
genomlarin tiim iglevsel ve yapisal yonlerini inceleyen bilim dalidir. Kromozomlarin
dizilenmesi tekniklerini uygulayarak, organizmalarin genomlarini, yani genler
biitiiniinii inceler. Metabolomik, metabolitleri, kii¢ciik molekiillii substratlari, ara
tiriinleri ve hiicre metabolizmasi iiriinlerini igeren biitliin kimyasal siirecleri inceler.

Proteomik ise proteinlerin biiyiik 6l¢ekli bir ¢alismasidir ve protein bilesimi, yapisi ve

aktivitesi seviyesinden arastirilmasini kapsar.

Girigimsel olmayan yenilik¢i embriyo se¢im metotlariin gelistirilmesi sirasinda
klinik oncesi veya klinik ¢aligmalarda elde edilecek sonuglarin basarist ile ayni
zamanda gelistirilmekte olan metodolojinin kullanict dostu olup olmadigi,
laboratuvarda kolayca uygulanarak IVF sonuglarini iyilestirip iyilestiremeyecegi gibi
bircok faktdr de teknolojinin yaygin kullanimi konusunda belirleyici olmaktadir.
Ornegin yakim bir siire énce Amerika Birlesik Devletleri'nde ve Fransa’da yiiksek
sayida UYTE Kkliniklerinin katilmi ile gerceklestirilen anket sonuglarinda
katilimcilarin 6nemli bir kisminin (%57-60) TL izleme sistemine sahip olmadiklarini,
ad1 gegen sistemlerin statik embriyo se¢cim yontemlerine iistiinliikleri konusunda bilgi
sahibi olmalarina ragmen ayrica yakin gelecekte bdyle bir sistem sahibi olmay1

planlamadiklart ~ goriilmektedir 2122,

Bu sonuglar, yeni gelistirilen veya
gelistirilmekte olan ve klinik agidan basariyr arttirma potansiyeline sahip
uygulamalarin etkin kullanimimi saglayabilmek i¢in, test veya metodolojinin
uyarlanmas1 kolay ve kullanici dostu olmasini, embriyo gelisiminde ek bir risk

olusturmamasi gerektigini gostermektedir.
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2.5.1 Time lapse morfokinetik analiz

Diinya genelinde giinlik embriyo gelisim degerlendirmeleri ve sec¢imi igin
kullanilan altin standart halen invert mikroskop altinda giiniin belirli saatlerinde ve
olduk¢a kisa siire igerisinde gerceklestirilmesi gereken statik se¢cim ydntemidir.
Yoéntem diinyada ilk UYTE uygulamalariyla birlikte farkli arastirma gruplari
tarafindan, farkli embriyo gelisim giin veya donemlerine 6zgii veya tiimiiniin birlikte
(kiimiilatif) kullanildig1 degerlendirme sistemleri seklinde kullanilmaktadir. Cogu
literatiire girmis ve yaygin olarak kullanilan sistemlerin yaninda ayrica her klinigin de
kendine has se¢im yaklagiminin varligi bu se¢im sistemlerinin “universal” bir sekilde
kullanimin1 oldukga kisitlamaktadir. Bazi uluslararasi dernekler bu karmasikligi
azaltmak icin yakin bir siire dnce bu alanda calisan uzmanlar1 bir araya getirerek
“konsensiis” toplantilar1 diizenlemisler ve bu karmasiklig1 biraz olsun gidermeye
calismuglardir 12%!24, Giiniimiizde, bu tiir sistemler, bilgisayarla statik goriintii isleme
kullanan ve embriyo canliligi tahmini i¢in Al tabanli modeller gelistiren, gelismis
hesaplama teknikleri ile giderek daha fazla gelistirilmektedir '*5. Bu tekniklerin en
onde gelen avantajlari, 6nyargili olmamalar1 ve deneyimli (senior) embriyologlar
arasinda diisik uyum oranlarina kiyasla ¢ok daha tutarli olmalaridir. Time-Lapse
mikroskopisi ile biitlinlesik inkiibatorlerin laboratuvarlarda yerini almasi ile mevcut
statik secim yontemleri onemli bir evrim gegirerek statik goriintii degerlendirmesi
yaninda morfokinetik pek ¢ok parametreyi de icermektedir. Giliniimiizde bu iki
Ozellige ait parametrelerin matematiksel olarak ol¢limlenmesi ve etkinlik siralarinin
belirlenmesi ile belirli embriyo gelisim giinleri i¢in farkli se¢im algoritmalari
gelistirilmistir ve bu algoritmalarin kullanilmas: ile geleneksel statik sec¢im
yontemlerine kiyasla daha yiiksek bir implantasyon saglanabildigi farkli caligmalarda

126-128

gosterilmistir Ayrica ek olarak, algoritmalara Al tabanli modellerin de

eklenmesi ile gergeklestirilen calismalarda bu yaklasimin bir veya birden fazla klinikte
gbrev yapan uzman embriyologlardan daha iyi performans gosterebilecegi de ortaya

konulmustur 12139,

Embriyo  morfokinetik  6zellikleri ile, embriyonun
Oploidi/andploidi durumu arasindaki olasi iliski de bazi aragtirmacilar tarafindan
incelenmistir ancak farkli gruplarin elde ettikleri ¢eliskili sonuglar nedeniyle bu konu

halen tartismalidir 1317142,
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2.5.2 Kullanilmis hiicre kiiltiir medyumunda serbest (Cell-free) DNA analizi

Ureme tibbinda ilk olarak 2011 yilinda tamitilan serbest DNA analizi yontemi,
erken gebelikte annenin kan plazmasindan, dolasimdaki fetal DNA'nin elde edilmesi
seklinde gerceklestirilmistir '**. Bu yaklasim son yillarda farkli arastirma gruplar
tarafindan implantasyon oncesi embriyolarin i¢inde biiyttiildiikleri kiiltiir sivilarinin
incelenmesi ile non-invaziv olarak belirli bazi genetik hastaliklar/riskler i¢in test
edilmesi amagli denenmektedir. {1k ¢alismalar genel olarak kullanilmis embriyo kiiltiir
ortam1 (SCM) ve TE biyopsisi arasinda %15,4’ten %100°e kadar degisen oranlarda
(heterojen) uyum bildiriyor iken, 6zellikle son donemdeki ¢alismalar SCM’nin ploidi
acisindan invaziv TE biyopsisi sonuclar1 ile oldukca yiiksek ve tutarlt bir uyum
gosterdigine isaret etmektedir '*+1%% Ayrica serbest DNA caligmalarin ¢cogunda esas
olarak embriyo ploidisinin tanimlanmasi i¢in kullanilsa da yontem ayrica gebelik orani
ve embriyo kalitesi gibi diger sonuglar iligskilendirmek icin de (6rnegin mtDNA-

tabanli testler sayesinde) arastirilmaktadir '4%1%0,

TE biyopsisine kiyasla SCM'den elde edilen serbest DNA analizinin bir avantaji,
yanlis pozitifleri ve yanlis negatifleri azaltabilmesidir. Gliniimiizde arastirmacilar
SCM analizinin genetik olarak tiim embriyonun daha iyi temsil edildigi bir yaklagim
oldugunu ifade etmektedirler ve bu durum biyopsi kaynakli embriyonik mozaisizm
sonuglarinin azalmas1 bakimindan olduk¢a &nemlidir.'** Ayrica beklendigi iizere
teknik olarak zorlayici ve invaziv olan TE biyopsisinin i¢ hiicre kiitlesi (ICM)
hiicrelerini igermemesi nedeniyle sadece trofoblast hiicrelerine ait genetik sonuglari
temsil ediyor olma kisithlig1 igin de bir ¢6ziim olabilir '*!. Bununla birlikte SCM'de
bulunan DNA'nin kaynaginin tam olarak ne oldugu bilinmemekte, i¢erisinde maternal
hiicre kaynakli genetik kontaminasyon icerebilecegi de halen tartigilmaktadir '>2.
Yayinlanan son ¢alismalar ve yapilan derleme caligmalari, SCM’de serbest DNA
analizi lizerine yapilan arastirmalarda oOzellikle O6rnek alinmasi, saklanmasi ve
islenmesi agamalarinda ciddi bir standardizasyon eksikligi oldugu, sonuglarin buna
bagli olarak ciddi farkliliklar gosterebildigi, alinan farkli sonuclar nedeniyle de
yaklagimin giivenilirli§inin artmasina ragmen yontemin halen tartismali oldugu

vurgulanmaktadir 133715,
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2.5.2.1 Kiiltiir ortamindaki embriyonik DNA’nin olas1 kokeni

Cok degisken oranlarda da olsa, embriyo kiiltiir medyumunda embriyonik DNA
varlig1 giiniimiize kadar gerceklestirilen ¢ok sayida ¢alismada gosterilmistir 136161,
Embriyo kalitesi ile iligkili olarak kiiltiir medyumunda bilinen ilk mitokondriyal ve
genomik DNA analizi Stigliani ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilmistir 16193,
Galluzi ve arkadaslari, DNA miktarlarinin 3. giin 6rnekleri arasinda 58 pg (medyan)
ve 5. glin ornekleri arasinda ise 67 pg (medyan) oldugunu ve bunun da yaklagik 10
hiicrenin DNA miktarina karsilik geldigini bildirmislerdir ¢!, Kiiltiir medyumundan
elde edilen DNA’nin embriyo kaynakli oldugunu kanitlamak igin bilinen gen
mutasyonu olan hastalar kullanilarak, kiiltir medyumu icindeki DNA ile
eslestirilmistir 116! Ayrica kiiltiir ortaminda bulunan kromozomlarin incelemesi TE

ve polar cisim biyopsisi sonuglariyla da korelasyon gostermistir 135160,

DNA'nin embriyodan kiiltiir medyumuna nasil salindigi, hala netlik
kazanmamustir '3, Kiiltiir ortaminda bulunan DNA kaynaginin embriyo icindeki 6lii
hiicreler oldugu ana hipotez olarak diisiinlilse de DNA salgilayan tasiyicilar olarak
eksozomlarin da arastirilmasi gerekmektedir. Apoptotik veya nekrotik hiicrelerden
pasif DNA salinimina ek olarak son zamanlarda deneysel kiiltiir calismalariyla da
gosterilen aktif tasiyict mekanizma da bulunmaktadir. Bu olayin ¢ok miktarda
apoptotik veya nekrotik hiicre olmadan da meydana geldigi gosterilmistir. Bu
calismalarda inkiibasyon sonrasi kiiltiir ortamindaki DNA miktar1 her medyum
degisiminden sonra da ayni olarak bulunmustur. Kiiltiir ortaminda hiicre 6liim
belirteglerinin olmayisi DNA saliniminin canli hiicreler tarafindan homeaostatik bir

mekanizmayla yapildigim diisiindiirmiistiir '%4.

Apoptoz, ortamdaki serbest DNA kaynagi olarak en fazla One siiriilen
mekanizmadir 1961591657167 By mekanizmaya gére apoptoz siirecinde DNA niikleozom
boyutlarindaki fragmanlara kesilir (yaklasik 180 bp) ve vezikiillerin igine taginir.

Embriyolar arasinda istenmeyen ve kromozomal olarak anormal hiicrelerin apoptoza
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ugradigi bilinmektedir . Yapilan ¢alismalara gére klivaj asamasindaki embriyolarda
mosaisizm orani yaklasik %60 olsa bile, blastokist asamasinda bu oran azalmaktadir
169.170 ~ Apoptozun mozaik fare blastokistlerinde goriilmesi “apoptoz aracili hiicre

15

salimmi” teorisini desteklemektedir '°8. Klivaj evresindeki embriyolarm apoptoz

gecirdigi gosterilmez iken, 6zellikle 5-6 giinliik blastokist evresindeki embriyolarda

apoptoz siklikla gdzlenmektedir 17!

Bu durumun embriyolarin erken klivaj
asamasindaki genom inaktivasyonundan kaynaklandig ileri siiriilmektedir '7?. Bunlara
ek olarak yapilan calismalarda DNA’nin kiiltlir ortaminda parcalanmis olarak
bulundugu saptanmustir '>. DNA’nin 180 bp’lik fragmentlere pargalandigi ve bu
uzunluktaki parcalarin hiicre kiiltiir ortamiyla birlikte blastoselde de bulunmasindan
dolay1 sonuglar kiiltiir ortaminda bulunan DNA kaynagi olarak ‘“apopitotik yolak

hipotezi”ni de dogrulamaktadir 9163,

Apoptotik bilesenler, genellikle hiicre zarindaki fagositler/fagositoz partikiilleri
tarafindan uzaklastirilirlar. Bu hiicre zar1 molekiilleri, blastokist asamasina kadar hiicre

zarmda goriinmezler '6®

. Ancak Galluzzi ve arkadaslar1 3. giin kiiltiir ortam
orneklerinde DNA miktarinin yaklagik 58 pg oldugu goézlemlemislerdir ve bu da
yaklasik 10 hiicrenin DNA miktarina karsilik gelmektedir. Ug giinliik embriyonun
yaklagik 6-10 hiicre icerdigi gdz Oniine alindiginda ad1 gegcen miktardaki DNA salinimi

i¢cin apoptotik yolun tek salgilama yontemi olmadigi da diistiniilmektedir.

Bagka bir DNA salinim yontemi de nekroz aracili yoldur. Embriyolar arasinda da
nekroz oldugu yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir. Nekrozda, DNA rastgele boyutlu
fragmanlar halinde kesilir ve apoptotik yoldan farkli olarak serbest birakilir ',
Nekrotik hiicre bilesenlerinin uzaklastirilmasi igin fagositoz da siklikla kullanilir.
Burada pinositoz yéntemi kullanilarak daha biiyiik DNA pargalari ortama salinir 74175,
Genel olarak, nekroz cevresel uyaranlara cevap olarak meydana gelir. Genomda bir
mutasyonun olmast hiicreyi nekroza gotiirebilmektedir. Boylece, nekroz yolag: aktif
ise DNA embriyoyu apoptotik DNA fragmanlarindan daha iyi temsil edebilir (Sekil
2.8) 174,
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Apopitoz baslangic

\ isaretleri

NEKROZ APOPITOZ

Sekil 2.8. DNA salinim yolaklarindan apoptoz ile nekrozun kiyaslanmasi

Uglincii giinde embriyoda fragmantasyon goriilmesi hem apopitoz hem de
nekrozun yani sira andploidi, poliploidi ve zayiflamis gelisme potansiyeli ile
iliskilendirilmistir '9>!7417¢ Embriyo kiiltiir ortamindaki yiiksek DNA miktarinin,
embriyolarda artan fragmantasyon seviyesi ile iliskili oldugu bildirilmistir '>6-162,
Fragmantasyon sonucu hiicreler sitoplazmayi, mitokondriyi ve mtDNA gibi hiicre
organellerini kaybeder. mtDNA ’nin rolii hala arastirilmaktadir. Stigliani ve arkadaslari

fragmante embriyolarin kiiltiir ortaminda artan mtDNA miktarini bildirmis ancak daha

sonra mtDNA artigini iyi morfolojiye sahip embriyolar arasinda da gostermistir 16,

DNA’y1 hiicre digina tasiyict olarak “eksozom yolag1” oldugu da onerilmistir.
Eksozomlar, ortalama biiyiikliigii 30 ile 150 nm arasinda olan kiiciik vezikiillerdir ve
endozomlardan kaynaklandigina inanilmaktadir. Hiicre iskeleti ve saperon proteinleri,
haberci RNA, mikro RNA, metabolizma enzimleri gibi gesitli bilesenler igerirler.
Eksozomlarin ana islevleri ve rolleri iyi anlagilmamistir, ancak protein dongiisiine

dahil olduklar diistintilmektedir. Ayrica bagisiklik sistemi ve RNA tastyicilarinin yani
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sira somatik hiicre 6zelliklerinin, ekzozom aracili yolla diger hiicrelere aktarildig ileri
siiriilmektedir !”717®, Ekzozomlarin embriyo gelisiminde kritik bir rol oynadigi 6ne
stiriilmektedir. Qu ve arkadaslarina gore, kiiltiir medyumu degistirildiginde embriyo
gelisimi yavaglamis fakat ekzozomlar yeni embriyo kiiltiir medyumuna aktarildiginda,

179 Pallinger ve

embriyo gelisimi Onemli Olgiide iyilestigi gdzlemlenmistir
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmaya gore ise ekzozom ve niikleik asit miktarlarinin
diisiik seviyede oldugu kiiltiir ortamindaki embriyonun, gebelik potansiyelinin yiiksek

oldugu gozlemlenmistir '8,

2.5.2.2 Kullanilms hiicre kiiltiir medyumu (SCM): Ornekleme, saklama ve

analiz sartlan

Girisimsel olmayan teknikler kullanilarak giiniimiize kadar gerceklestirilen
embriyo se¢imi amacli yeni test gelistirme c¢alismalarinda elde edilen sonuglar,
incelenen biyobelirteclerin medyumda serbest (cfDNA, mikroRNA vb.) veya
ekstraseliiler vesikiiller (EVler) igerisinde bulunduklarina isaret etmektedir.
MikroRNAlar (miRNA) herhangi bir gen kodlamayan 22 niikleotide kadar uzunlugu
olan ortamda bozunmadan kalabilen ve kolayca tanimlanabilen kisa RNA
molekiilleridir. Bu molekiiller olduk¢a karmasik bir olusum siirecine sahip olup
blastokist agsamasinda 6érneklenen SCMlerde 130’dan fazla miRNA tipi tanimlanmistir
181 Bu molekiillerden bazilarinin potansiyel bir “invaziv olmayan embriyo se¢im
biyobelirteci” olarak kullanilabilecegi pek ¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmis olsa
da hem molekiillerin olasi etki ettigi mekanizmalar hem de ad1 gegen biyobelirtecler
kullanilarak gelistirilen testlerin klinik kullanim amagh standardizasyonu ve etkinligi
konusunda daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir '*2. EVler, hiicrelerin birbirleri ile
iletisim kurmak ve pek c¢ok diger amag icin kullandiklari, farkli boyut ve igerige
(kargoya) sahip cift kath lipit zar ile cevrili nanopartikiillerdir ve biyoolusum
mekanizmalarina ve kaynaklarina gore ii¢ farkli simif altinda (Eksozomlar,
mikrovesikiiller ve apoptotik cisimcikler) degerlendirilmektedirler '%3. Adi gecen
olusumlarin tiim preimplantasyon embriyo gelisim donemi boyunca salgilanabildikleri

ve kolay bir sekilde zona pelusiday1 gecerek embriyonun gevresi ile iletisim kurmasina
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184-186  yakin zaman Once

yardimc1 olduklart ¢esitli ¢aligmalarda gdosterilmistir
gergeklestirilen bir ¢alismada, 6rneklenen SCMlerin akis sitometrisi ile incelenmesi
sonrasinda oOrneklerde bulunan belirli c¢aplardaki EVlerin yogunluklar1 ile
embriyolarin gelisim kapasitelerinin oldukca yiiksek oranda korelasyon gosterdigi, bu
durumun rutin tiipbebek uygulamalarinda ek bir embriyo se¢im kriteri olabilecegi

bildirilmistir '87.

SCM orneklerinin igerdikleri serbest niikleik asit molekilleri (cfDNA)
bakimindan incelenmesi konusundaki ilk ¢alisma Stigliani ve arkadaglar tarafindan
gerceklestirilmis olup daha sonra farkli arastirmacilar da bu konuyu molekiillerin
kaynag1 ve potansiyel klinik kullanim agisindan sorgulamislardir '38-1%°, Calismalarin
bazilarinda ¢fDNA molekiillerinin embriyo igerisindeki apoptotik olaylar sonucu
ortaya ciktigini destekleyen, digerlerinde ise cfDNA {iretiminin apoptozdan bagimsiz
oldugunu varsayan sonuclar elde edilmistir 113, Ayrica bu konuda gergeklestirilen
ilk ¢caligmalardaki sonuglar SCM igerisindeki serbest niikleik asitlerin 6nemli oranda
maternal kontaminasyon igerdigi ve oOrnekteki miktarlar1 arasinda ciddi oranda
farkliliklar oldugu gosterilmis olsa da daha sonraki ¢caligmalar gelistirilen farklt metod
ve yaklasimlar sonrasi bu problemlerin biiyiik oranda ortadan kaldirilabildigini ifade

eder niteliktedir '°*1°7 (Tablo 2.3.).

Calismalar arasindaki bu ciddi farkliliklarin olas1 sebepleri olarak SCM 6rneginin
embriyo kiiltiirii 6ncesi miktar1 (embriyonun kiiltiire edildigi damlacik voliimii), kiiltiir
sliresi, embriyonun kiiltiir siirecinde nasil manipiile edildigi (agresif hyaluronidaz
uygulamasi, 3.giin zona peliisidanin lazer ile manipiilasyonu, alinan SCM 6rneginin
saklama kosullar1 ve saklama sicakligi vb.) gibi embriyoloji laboratuvari kaynakli veya
(amplifikasyon i¢in kullanilan teknik ve malzemeler, analiz i¢in kullanilan platformlar,
analiz oncesi veya sonrasi kullanilan ek algoritmalarin varligi vb.) genetik analizin
gerceklestirildigi laboratuvar kaynakli degiskenlerin olast etkileri ¢esitli ¢aligmalarda

arastirmacilar tarafindan one siiriilmektedir 98201,

Rubio ve arkadaslarinin
gerceklestirdikleri cok merkezli ¢alismada analiz basarisinin kullanilan embriyo kiiltiir
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ortamina veya embriyolarin i¢inde biyiitiildiikleri inkiibatrlerin modellerine bagh

onemli bir degisiklik gostermedikleri vurgulanmustir 22,

Tablo 2.3. SCM’de embriyonik DNA analizi gergeklestirilen ¢alismalar
SBM: Spent blastosist medium, TE: Trofektoderm SCM: Spent culture medium

D: Day

Kiiltiirde
SBM Yanhs Yanhs Medyum | Embriyo Gecen
Yazar No TE - SCM Uyum Pozitif Negatif | Miktan Maniipilasyonu | Siire

Shamonki

ve ark. Ploidy (all full): 33.3

(2016) 57 (2/6) - - 15 (15) 3. giin lazer D3-D5/6
Feichtinge Ploidy: 72.2 (13/18)

r ve ark. Full: 22.2 (4/18) 22.2 PB biyopsi, 3.

(2017) 22 Partial: 50.0 (9/18) 5.6 (1/18) | (4/18) 25 (5) giin lazer DO0-D5/6
Vera-

Rodriguez Ploidy: 33.3 (17/51)

ve ark. Full: 17.6 (9/51) 66.7

(2018) 56 Partial: 15.7 (8/51) (34/51) |25(20) |3. giin lazer D3-D5

3. giin lazer
Ho ve ark. atilmis/atilmami
(2018) 41 Ploidy: 65.0 (26/40) |- - 25(5) $ D1-D5
D5-D6
3. giin lazer, TE | D6-D7
Huang ve Ploidy: 89.1 (41/46)e biyopsi, 5. ve 6. | Cozdiirme
ark. Full: 65.2 (30/46) 8.7 glin sonrasi 24

(2019) 52 Partial: 23.9 (11/46) |2.2 (1/46) | (4/46)1 |15(3.5) |dondurulmus | saat kiiltiir

Ploidy: 73.3 (85/116)

Full: 23.3 (27/116) 12.9 13.8

Yeung ve
Partial: 50.0 (58/116) | (15/116) | (16/116)

ark. D3-D5
D5: Ploidy 76 D5: 12 D5: 12

(2019) 168 30 (3) 3. giin lazer D3-D6
(38/50) (6/50) (6/50)
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D6: Ploidy 71.2 D6:13.6 | D6: 15.2
(47/66) (9/66) (10/66)
Ploidy: 78.7 (85/108)
Full: 63.9 (69/108) 13.9 2.8
Partial: 14.8 (16/108) | (15/108) | (3/108)
D5: Ploidy 63 D5:29.6 |D5:3.7
Rubio ve (17/27)g (8/27) (1/27)
ark. D6/7: Ploidy 84 D6/7: 8.6 | D6/7:2.5 D4-D5
(2019) 115 | (68/81) (7/81) @R [10(10) |- D4-D6/7
Ploidy: 78.2
(866/1108)
Rubio ve Full: 67.7 (750/1108) | 12.4 8.3
ark. Partial: 10.5 (137/1108 | (92/1108 D4-D6/7
(2020) 1301 | (116/1108) ) ) 10(10) |- R
12.0 or 13.3 or
Lledo ve 15.7 12.0 20 (7.5
ark. Ploidy: 74.7 (62/83) |(10/83 or |(11/83 or | each
(2020) 92 or 72.3 (60/83) 13/83) 10/83) | method) | 3. giin lazer D3-D5/6
Shitara ve Ploidy: 88.9 (16/18)e 5. ve 6. glin D5 24 saat
ark. Full: 66.7 (12/18) 5.6 dondurulmus, D6 3 saat
(2021) 20 Partial: 22.2 (4/18) 5.6 (1/18) | (1/18) - ZP hatching blastosist
8.7
(9/104)
Ploidy: 63.5 (66/104) | 26.9 D3/4-
D3/4-D5: Ploidy (28/104) | D5:
(and D3/4-D5: | 16.7 D5: 2448
full) 50.0 (3/6) 33.3(2/6) | (1/6) saat
D3/4-D6/7: Ploidy D3/4- D3/4- D6: 48-72
Hanson ve 64.3 (63/98) D6/7: D6/7: saat
ark. Full: 30.6 (30/98) 26.5 8.2 D7: 72-96
(2021) 166 Partial: 33.7 (33/98) | (26/98) (8/98)4 |30 (-) 3. giin lazer saat
Chen ve
ark. Ploidy: 74.2 14.5 11.3
(2021) 265 (190/256) (37/256) | (29/256) |—(20-25) |- D3-D5/6
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2.5.3 Kullanilmis hiicre kiiltiir mediumunda proteomik/metabolomik analiz

Onceki boliimlerde genel hatlari ile agiklanan embriyolarim statik ve morfokinetik
analiz parametreleri ile degerlendirmesi yaklasimlari, embriyolarin ve bu embriyolarin
implantasyonu sonrasi dogacak bebeklerin sagligiyla mutlak bir korelasyon veya
baglant1 icerme konusunda son derece kisitli bir 6ngorii saglamaktadir. Bu agidan
bakildiginda konvansiyonel embriyo degerlendirme/se¢im yaklasimlarina ek olarak
SCM oOrneklerinde analiz edilebilecek serbest DNA disinda ek kalite
gostergelerinin/molekiiler isaret¢iklerin (marker) varligi/yoklugu, embriyonun
mikroskop altinda nasil goriindiigiiniin 6tesinde bir katki saglama giiciine sahiptir.
Diger bir deyisle, giincel ¢aligmalarin sonuglari, uygun sartlarda orneklenen ve
gerceklestirilen SCM analizi ile embriyonun ¢evresinin farkli OMICS yaklasimlari
kullanilarak profillenmesi, embriyonun epigenetik durumu da dahil olmak {izere
dogacak bebegin sagliginin Olgiilebilmesinin  de miimkiin olduguna isaret

etmektedir?®.

Embriyo morfolojisi lireme basarisinin ¢ok iyi bir belirleyicisi olmamasi sebebiyle
yakin zaman Oncesine kadar pek cok klinikte basari oranlarimin kabul edilebilir
seviyelere ylikseltebilmek adina ¢oklu embriyo transferi stratejisi yaygin olarak tercih
edilmistir. Ancak ayni anda iki veya daha fazla embriyonun transfer edilmesi ¢ogul
gebelik riskini de artirdig1 i¢in gebelik sansi yiliksek embriyoyu secerek basari
oranlarin arttirtp gebe kalma siiresini kisaltan bir belirte¢ arayis1 6nem kazanmustir.
Uygun belirteglerin arastirilmasi i¢in, embriyolarin i¢inde biiytitildugi kiiltiir besi
yerinin incelenmesi ilizerinde durulmustur. Amino asit dongiisii ile ilgili yapilan
calismalar gebelik vadeden embriyolarin, gelisimini durdurmus embriyolara gore
metabolik olarak daha dingin oldugunu gostermistir 2*. Yiiksek performansl sivi
kromotografisi (HPLC) kullanilarak incelenen kiiltiir sivilarinda asparajin, glisin ve
16sin amino asitlerinin yikimmin klinik gebelik ve canli dogum ile anlamli bir

205 Bu calismanin dezavantajlarindan  biri

korelasyonu oldugu bulunmustur
Olciimleme icin kiiltiir ortamindaki baslangi¢ amino asit miktarlarinin net olarak

bilinmesi gerekliligidir ve ad1 gegen ¢alismada kullanilan kiiltiir ortam1 diginda diger
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kiiltiir ortam1 formiilasyonlarinda amino asit devri konusunda baska bir arastirma

yapilmamistir.

Kiiltiir ortaminda insan embriyolarinin protein salgilarim1 ve sekretomlarini
inceleyen farkli calismalar vardir. Kiitle spektrometresi kullanilarak kaliteli
blastokistler ile gelisimi durmus embriyolarin kiiltiir sivilarindaki protein profilleri
arasinda fark oldugu gosterilmistir 2°62%7 Polikistik over sendromu (PCOS) olan
kadinlardan gelistirilen blastokistlerin donor oositlerinden elde edilen blastokistlere
gore farkli protein salgilama ve transkripsiyonel profilleri oldugu yapilan son
calismalarla gosterilmistir °%. Bunlara ek olarak implante olan ve implante olmayan

blastokistlerin kiiltiir sivilarinda da proteomik farkliliklar oldugu gosterilmistir 20%21°,

Diger spektrometri yontemlerinin kullanilmasi, protein ve amino asitler disinda
farkli embriyonik metabolitlerin de arastirilabilmesine olanak saglamistir.
Biyoinformatik ile her embriyonun kiiltiir sivisindan bir canlilik indeksi ¢ikarilmistir.
Daha sonra validasyon ve pilot ¢aligmalardan elde edilen veriler ile gebelik ve canli

dogum saglayan embriyolarda canlilik indekslerinin daha yiiksek oldugu gosterilmigtir
211,212

2.6 Amino Asit Transport Diizenlemesi ve Erken Embriyo Gelisimi

Amino asitler, proteinlerin olusturuldugu monomerik yap1 taglaridir. Tiim canli
organizmalar i¢in evrensel olan 20 farkli amino asit vardir. Amino asitler, diyet
gereksinimlerine gore esansiyel, esansiyel olmayan veya kosullu olarak esansiyel
olmayan seklinde siniflandirirlar (Tablo 2.4.). Esansiyel amino asitler viicut tarafindan
tiretilemez ve diyette bulunmalidir. Esansiyel olmayan amino asitler viicut tarafindan
iretilebilir ve bu nedenle diyetin bir parcasi olarak gerekli degildir. Kosullu esansiyel
olmayan amino asitler ise viicut tarafindan {retilebilir, ancak belirli sarth
gereksinimlerden daha diisiik oranlarda sadece belirli zamanlarda (6rnegin hamilelik

veya bebeklik doneminde) esansiyeldirler.
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Tablo 2.4. Aminoasit gruplart.

Esansiyel amino asitler Esansiyel olmayan amino asitler | Kosullu esansiyel
olmayan amino asitler

Histidin Alanin Arjinin

izolosin Asparajin Sistin

Losin Aspartik Asit Glutamin

Lizin Glutamat Glisin

Metiyonin Serin Prolin

Fenilalanin Tirozin

Treonin

Triptofan

Valin

Amino asitler, dollenmis yumurtalarin blastokist asamasina ulasmasi i¢in kiiltiir
ortaminda bulunan temel bilesenlerdir. Bu tiir ortamlarin kullanimi, rahime transfer
edildikten sonra implante olan embriyolarin oraninda 6nemli bir artis1 beraberinde
getirmektedir. Yani amino asitler embriyo gelisimine destek oldugu gibi ayni1 zamanda
da embriyolarin rahime tutunmasini ve rahimde gelisimlerine devam etmesine olanak
saglar. Bu gelismeler hamileligi saglamak i¢in nakledilmesi gereken embriyo

sayisinda azalmay1 da beraberinde getirir 2!3-216,

Amino asitlerin saglikli insan blastokistlerinin  gelisimini destekledigi
mekanizmalar hakkinda ¢ok fazla sey bilinmemektedir. Bununla birlikte, bu
mekanizmalarin birgogunun insan ve fare embriyolarinda ayni oldugu goriilmektedir.
Hem esansiyel hem de esansiyel olmayan amino asit tasinmasi, farkli asamalarda da
olsa, preimplantasyon fare embriyo gelisimine fayda saglar. Esansiyel olmayan amino
asit taginmasi, oncelikle boliinme sirasinda gelisimi artirirken, esansiyel amino asit

taginmasi, 0zellikle sekiz hiicreli asamadan sonra, daha canli embriyolarin gelisimini

destekler 213217,
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Amino asit gruplarinin ve bazi secilmis amino asitlerin, cesitli tiirlerden
kiiltiirlenmis memeli embriyolarinda implantasyon dncesi in vitro embriyo geligimi
iyilestirdigi gosterilmistir >'*. Esansiyel olmayan amino asitlerin embriyolarin 8-16
hiicre asamasina kadar gelisimini destekledigi diisiiniilmektedir. Esansiyel amino
asitlerin i¢ hiicre kiitlesinin gelisimini uyardigi, esansiyel olmayan amino asitlerin ise
blastokist ekspansiyonunu ve tomurcuklanmayi (Hatching) uyardig1 saptanmustir 2'°.
Memeli embriyo kiiltiiriinde embriyolarin yasayabilirligini, saghginm gelistirmek ve
implantasyonu takiben canli dogum beklentilerini iyilestirmek i¢in uzun yillar iki
asamal1 veya sirali ortam kiiltiirleri tercih edilmistir 2°223, Insan embriyo kiiltiiriinde
de 2000’lerin basinda biiylik oranda iki asamali kiiltiir sistemleri kullaniliyor iken
gelisen teknoloji ile birlikte bu yaklasim yerini embriyolarin kiiltiir ortamini
degistirmeden zigot asamasindan blastokist evresine kadar biiyiitiilmesine imkan

saglayan yeni kiiltiir sistemlerine birakmaya baslamistir 224,

L-glutamin (L-Gln), bireysel amino asitler arasinda iizerinde en fazla aragtirma
yapilan aminoasitlerdir. Amonyumun kiiltiir ortaminda kendiliginden ve metabolik
aktivite sonucu artis1 embriyolar i¢in toksik olabilir. Bununla birlikte ortami
degistirerek/tazeleyerek ya da L-Gln'yi bir dipeptid formu veya glisil - L Gln ile
degistirerek ortamdaki amonyumun azaltilmasinin, birgok farkli tiirde 2 - 8 hiicreli

embriyo asamalarinda gelisimi destekledigi gdsterilmistir 220-225-227

. Daha yakin
zamanlardaki ¢alismalarda, L-prolin, betain ve glisin dahil olmak iizere se¢ilen amino
asitlerin, hiperozmotik kosullarda (>300 mOsm/kg) kiiltiiriin zararh etkilerine karsi

koruma saglayan fare embriyolar1 i¢in ozmolitler olarak hareket ettigi gosterilmistir
220,228

2.7 Esansiyel Olmayan Amino Asitlerin Embriyo Gelisimine Faydasi

Calismalar, embriyo kiiltlirlinde esansiyel olmayan amino asitlerin karigimlarinin
blastokistlerin olusma hizini, miktarin1 ve implantasyon oranlarini arttirdigina igaret

etmektedir. Diger taraftan embriyolarin esansiyel olmayan amino asitleri icermeyen
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ortama yaklasik 5 dakikalik kisa siireli maruz kalmasinin bile, in vitro olarak morula
ve blastokistlere doniisen zigotlarin oranini ve bu sekilde olusan blastokistlerdeki

toplam hiicre sayisim énemli dl¢iide azalttig1 gézlenmistir 213227,

Esansiyel olmayan amino asitlerin embriyo gelisimi iizerine olan olas etkileri
bireysel veya amino asit gruplarinin embriyo kiiltiir ortamindaki konsantrasyon
degisimlerinin incelenmesi ile gerceklestirilmistir 2'*222!  Van Winkle ve
arkadaslari, in vivo gelisen embriyolarda taurin, glisin ve aspartat i¢in Na“ ya bagh
tagima aktivitelerindeki gelisimsel degisiklikler ile bu amino asitlerin embriyo kiiltiir
icerigindeki degisiklikleri bildirmislerdir 2!32%2, Preimplantasyon embriyolarinda
glisin, taurin veya anyonik amino asitler icin segici olan ayr1 Na“ya bagiml
sistemlerin aktivitelerindeki degisiklikler, ayn1 tasima ozelliklerine sahip proteinleri
kodlayan mRNA'larin ekspresyonu ile iligkili oldugu ayni calismayla gsterilmistir 2*2,
Embriyolarda gelisimsel olarak (4-8 hiicreli asamada) benzer bir tasima sisteminin

glutamin i¢in de diizenlendigi goriilmektedir 2*3.

2.8 Esansiyel Amino Asitlerin Embriyo Gelisimine Faydas:

Esansiyel amino asitler, sekiz hiicreli asamadan sonra embriyolarda bdliinme
hizin arttirir ve boylece i¢ hiicre kitlelerinde daha fazla hiicre bulunan blastokistlerin
gelisimine olanak saglar. Esansiyel amino asit kiiltiirline maruz birakilan embriyolar
esansiyel amino asitlerin varliginda gelismeyen embriyolara oranla daha fazla canh
fetuslara yol actig1 calismalarla saptanmistir. Esansiyel amino asitleri iceren ortamda

blastokistler gelistiginde fetuslarin da daha biiyiik oldugu gézlenmistir 21231,

Esansiyel amino asitlerin bariz islevi besin olarak hiicresel biiylimeyi ve gelismeyi
tesvik etmek olsa da calismalar bu maddelerin 6nemli sinyal islevlerini de yerine
getirmekte olduklarimi  ve tagimmalarmin diger peri-implantasyon siirecleri
diizenlemeye yardime1 olabilecegine isaret etmektedir. Bu siireclerin basitge eksojen

esansiyel amino asitlerin varligindan ziyade tasinmaya bagli oldugu sonucuna varmak
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i¢cin, tagima siireclerinin kavramlarin igerdigi esansiyel amino asit miktarlarini

diizenlemeye yardimci oldugunu gostermek onemlidir 2!32%!

. Fare yumurtalar1 ve
blastokistlerinin esansiyel amino asit metionin (100 uM) ile 1 veya 2 saat inkiibe
edilmesi, icerdikleri bu amino asit miktarini biiyiik 6l¢iide arttirdigi saptanmustir.
Esansiyel amino asit tasmmmasinin gelisimsel diizenlenmesi, muhtemelen ilgili
tastyicinin - veya yardimct protein  mRNA'larmin  ifadesine baghh  oldugu

diistiniilmektedir 2132,

2.9 Protein Sentezi ve Birikimi

Fare iizerine yapilan g¢aligmalar protein sentezi ve birikimi konularinda yol
gostermektedir. Esansiyel amino asit tasinmasi ve diizenlenmesi, sekiz hiicreli gelisim
asamasindan sonra embriyolarda birbirine bagli bir¢cok fonksiyondan kaynaklaniyor
olabilir. i1k olarak, implantasyon 6ncesi 10 saat boyunca in vivo olarak blastokistlerde
meydana gelen net protein birikimi i¢in muhtemelen esansiyel amino asitlere ihtiyag¢
vardir. In vitro, esansiyel amino asitler, daha hizli hiicre boéliinmesi ve i¢ hiicre
kitlelerinde daha fazla hiicreye sahip blastokistlerin gelisimi ile baglantili olarak,
gelisimde biraz daha erken net protein birikimini destekliyor gibi gériinmektedir. Bu
blastokistlerin, tasiyict anne adaylarina transfer edildiklerinde, esansiyel amino
asitlerin varliginda gelismeyenlere gore fetiis olusturma olasiligi daha yiiksektir ve
blastokistler bu besinlerin varliginda gelistiginde fetiisler daha biiyliktiir. Ayrica,
izoldsin hari¢ her esansiyel amino asit, in vitro olarak trofoblast biiylimelerini

olusturan fare blastokistlerinin oranini arttiracag: diisiiniilmektedir 2!3-231:235-237,

2.10 Embriyo Proteomik ve Metabolomik Analizlerinde Kullanilan Teknikler
2.10.1 Kiitle spektrometrisi (MS)
Kiitle spektrometrisi metabolomik analiz yontemlerinin gelistirilmesinde

kullanilan etkin, duyarlili1 ve se¢iciligi nedeniyle tercih edilen analitik bir tekniktir.

Kiitle spektrumu manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yiiklii partikiilleri
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kiitle/ytik (m/z) degerlerinin iyonun detektdre ulasan miktari ile orantili olan yogunluk
degerine kars1 siralanmas ile elde edilir. Kisaca, ytiklii partikiilleri m/z oranlarina gore

diger yiiklii partikiillerden ayirt ederek ¢alisan cihazlardir.

Bir bilesige ait kiitle spektrumu bilesigin molekiiler kiitlesi cinsinden ifade
edildiginden kimyasal yap1 hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir. Bu sayede karmagsik
karisimlarin nicel tayinini belirlemede kullanilan ¢ok etkin bir yontemdir 3. Kiitle
spektrometresi; iyonlastirma kaynagi, kiitle analizorii, kiitle detektor iyon kaynagi,
numune girisi, vakum sistemi ve veri kayit sistemi kisimlar1 olmak tizere alt1 kisstmdan
olusur. Kiitle spektrometresinde analiz 6rneginin buharlastirilmasi, iyonlastirilmasi ve
sonrasinda olusan iyonlarin m/z oranlarina gore ayrilarak kaydedilmesi ile islemler

gergeklestirilir?3®,

2.10.2 Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

NMR organik molekiillerin yapilar1 ve kimyasal 6zellikleri hakkinda bilgi veren
spektroskopik bir tekniktir.Niikleer manyetik rezonans spektroskopisinin kullaniminin
yaygin olmasmin nedeni, bir¢ok ¢alisma kolayligin1 beraberinde getirmesidir.
Herhangi bir ayirim islemine gerek olmaksizin, ¢ok sayida metabolitin ayni anda
analizine olanak saglamasi, bunlardan bir tanesidir. Ayrica numune hazirlama
kolaylig1 ve yiiksek tekrarlanabilirlik diger avantajlar1 arasinda gdosterilebilir. Zengin
veri bankalarina ve diger tekniklere oranla diisiik isletim maliyetine sahip olmasi
sayesinde, analizlerde siklik¢a kullanilan bir 61¢iim teknigidir. NMR spektroskopisinin
en Onemli dezavantaji ise MS ile kiyaslandiginda daha diisiik duyarliliga sahip
olmasidir. Bu da tayin edilen metabolit sayisinin daha az olmasina neden

olabilmektedir 23°240,
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2.10.3 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Kromatografi, ortak ve uygun bir ¢oziicli ortamina konan bir karisimin igerdigi
maddelerin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine gore coziinerek ayrildigi islemdir.
Teknik ilk olarak Rus botanik¢isi Mikhail Tswett tarafindan 1906°da bitki
pigmentlerinin (klorofil) ayriminda kullanilmis olup giliniimiizde biyokimyasal
molekiillerin tanimlanmasinda ve oOl¢iimiinde tercih edilen bir teknik olarak
kullanilmaktadir 2*! Kromatografinin ana amaci, hedeflenen numunenin ayrimi ve

miktarinin 6l¢glimlenmesidir.

S1vi kromatografisi (Liquid chromatography, LC) yonteminde, metabolitlerin sivi
veya kati bir sabit faz ile sivi hareketli faz arasindaki etkilesimine dayanarak ayirim
yapilmaktadir. LC diger ayirim yontemlere gore daha saglam ve hizli bir tekniktir.
Ayrica tekrarlanabilir bir analiz olanagi sunmaktadir. Metabolomik c¢aligmalarda
analiz edebilecegi metabolit cesitliligi bakimindan zengin bir yontemdir. Ayrica kiitle
spektrometrisi veya diger 6l¢iim cihazlar ile kombine edilmesi nispeten daha kolaydir
242 Yiiksek performansli sivi kromatografisinde (High performance Liquid
Chromatography, HPLC) bir s1vida ¢6ziinmiis bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan
sabit faz ile degisik etkilesimlere girerler. Bunun sonucunda ¢6ziinmiis bilesenler
kolon i¢inde degisik hizlarla hareket etmeye baslarlar ve farkli zamanlarda kolonu terk
ederek birbirlerinden ayrilirlar. HPLC’de siniflandirma ya durgun fazin tipine gore ya
da ayirma mekanizmasina gore olur. Kati-sivi kromotografi, sivi sivi kromatografi,
afinite kromatografi veya iyon-degisimi kromatografi en sik tercih edilen HPLC

metodlar1 arasindadir.

HPLC’nin birden c¢ok ve farkli branslarda kullanim alanlar1 mevcuttur.
Antibiyotikleri, sedatifleri veya analjezikleri analiz etmek i¢in ila¢ alaninda;
karbonhidratlar, amino asitler, proteinler, lipitler, vitaminler ve hormonlar1 analiz

etmek i¢in biyokimya laboratuvarinda siklikla kullanilir. Gida, ¢evre kirleticileri ve
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endistriyel analizlerde sik¢a bagvurulan bir yontemdir. Ayrica adli tip ve toksikolojide

de siklikla kullanilmaktadir®*3.

2.10.4 Sivi kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS)

S1vi Kromatografi-Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS), s1vi kromatografi temeline
dayanan bir cihaz ve aynm1 zamanda bir yontemdir. Laboratuvarlarda ekstra 6nem
kazanmasinin sebebi, kullanilan kiitle detektoriiniin ¢alisma kolayligi ve kesinligidir.
Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) cihazinin bir alt tiiri gibi
tanimlanabilmesine karsin kiitle detektoriiniin yiiksek 6zellikleri sayesinde farkli bir
yontem veya cihaz olarak kullanilmaktadir. Ayrica ¢aligmalarda HPLC-MS, HPLC-
FLD veya HPLC-UV seklinde kisaltmalarina da rastlanmaktadir >4,

LC-MS/MS temel olarak ii¢ kistmdan olusmaktadir. Bunlar iyon detektor sistemi,
kiitle detektorii iyon kaynagi ve kiitle analizoriidiir. Numunenin iyonlastirilarak cihaza
gonderildigi kisim iyon kaynagidir. Electrospray ionization (ESI) ya da atmospheric
pressure chemical ionization (APCI) teknikleri analizi yapilacak numunenin
ozelliklerine gore tercih edilir. Polar bilesikler, 6rnegin aminler, peptidler veya
proteinler ESI teknigi ile ¢alisilirken, apolar bilesikler 6rnegin steroidler APCI teknigi
ile analiz edilir ?**. MS iyon dedektérii iyonlari kiitle ve yiiklerine gore analiz edebilen
yuksek duyarliliga sahip bir sistemdir. Kuadropoller sayesinde iyon kaynagindan
gelen iyonlar, degisen elektromanyetik bir alana tabi tutularak m/z oranlarina gore
ayrilir bu kisim kiitle analizorii olarak adlandirilir. LC-MS/MS diger yontemlerden
ayiran en Onemli Ozelligi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile maddenin miktar
tayininin yapilabilmesini olanak saglar. Ayrica sonuglarin dogrulanmasina da gerek

yoktur. MS/MS ise kantitatif uygulamalar i¢in yiiksek kesinlik ve duyarlilik saglar
241,242

Kiitle Spektrometresi her tiirlii bilinen bilesigin kantitatif analizinin 6l¢iilebildigi

bir tekniktir. Organik ve inorganik molekiillerin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi ve
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bilinmeyen bilesiklerin tanimlanmasini yiiksek 0Ozgiillik ve duyarlilikla yapar.
Molekiilleri m/z oranina gére aynstirir ve Olger. ilk olarak molekiiller iyonlarina
dontstiiriiliir. Sonrasinda gaz fazina gecirilerek cihaza gonderilir. LC-MS de her
molekiil i¢in bir m/z degeri ve bir retansiyon zamani vardir. Dogada ayni1 m/z oranina
sahip pek ¢ok molekiil mevcuttur. Ancak ayni pargalanma iyonlarma sahip molekiil

sayist ¢ok diistiktiir (1/10000).

Calisma kolayhigi, keskinlik gibi etkenler sebebiyle laboratuvarlarda kullanimi
yayginlasan LC-MS/MS, yeni dogan taramalarinda siklik¢a basvurulan bir tekniktir.
Ayrica amino asit metabolizmasi bozukluklari, iire siklusu enzim defektleri, yag asidi
oksidasyon defektleri gibi birgok metabolik hastaliga bu teknik ile ayn1 anda ve ¢ok
kisa siirede tan1 koymak miimkiindiir. Bunlarin yani sira hormon (steroid hormonlar;
E1, E2, progesteron, testesteron vb.) ve vitamin (D Vitamini; D2, D3 vb.) 6l¢timlerinde
de kullanilabildiginden klinik uygulamalarin Oniinii agmaktadir. LC-MS/MS ile
instilin, DNA baz hasar1 Olglimii, protein ve peptit Olgiimlerini de
gerceklestirebilmektedir. Farmasotik uygulamalarda da ayrica bu teknige ihtiyag
duyulmaktadir. ilag metabolizmasi, ilac gelistirme ve ilag seviyelerinin
belirlenmesinde etkin rol oynar. Eser seviyedeki analitlerin hassas miktar tayini ile
doku ve kan gibi biyolojik 6rneklerde ilag ve metabolitlerinin 6l¢iimiine olanak saglar.
Uyusturucu ilaglara tan1 koyarak adli tipta, zehirleri belirleyerek ise toksikolojide

kullanilmaktadir. Ayrica gida numuneleri ve su analizlerinde de kullanilmaktadir 241~

244
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3 GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Bahgeci Saglik Grubu Altunizade Subesi Umut Tiip Bebek Merkezi
laboratuvarinda Nisan 2019 ile Nisan 2022 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir.
Tekrarlayan implantasyon basarisizligi, tekrarlayan gebelik kaybi, ileri anne yasi ve
monogenik rahatsizliklar i¢in PGT uygulanan hastalar ¢aligmaya dahil edilmistir.
Embriyolari blastokist asamasina kadar gelismeyen hastalar ¢calismadan ¢ikartilmistir.
Calisma Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi ve Acibadem Saglik Kuruluslar
Tibbi Arastirma Etik Kurulu tarafindan 18.04.2019 tarih, 2019-8 sayili toplantisinda

goriisiilerek 2019-8/5 karar numarasi ile tibbi etik yoniinden uygun bulunmustur.

3.1 Gerecler
3.1.1 Yumurta toplama icin kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler

Yumurtalar uyarildiktan sonra mikroenjeksiyon i¢in yumurtalarin toplanmasi
sirasinda kullanilan demirbas ve sarf malzemelerin listesi Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’te

belirtildigi gibidir.

3.1.2 Ddollenme ve embriyo kiiltiirii i¢in kullanilan demirbas, sarf ve kimyasal

malzemeler

Steril ortamda toplanan yumurtalar mikroenjeksiyon islemi i¢in olgunluk
derecelerine gore siniflandirilir. Ayn1 zamanda erkek partnerden alinan semen 6rnegi
kademeli olarak yikanarak en iyi spermler ayristirilir. Cevresindeki hiicreleri
uzaklastirilan olgun oositler mikroenjeksiyon yontemiyle sperm hiicreleriyle
birlestirilir (Sekil 2.6). Bu islemler sirasinda kullanilan kimyasallar, sarflar ve

demirbaglar Tablo 3.2, Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’te belirtildigi gibidir.
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Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar

Malzeme Adi
CALCIUM IONOPHORE (C7522- IMG)

PENICILIN-G POTASSIUM CELL CULTURE (P7794-
1MU)
RBCLYSIS SOLUTION

EARLE'S BALANCED SALT SOLUTION
HYALURONIDASE SOLUTION (90101-5X1ML)
ISOLATE SPERM SEPERATION (99264-2X50ML)

CONTINUOS SINGLE CULTURE COMPLETE
(GENTAMICIN) 90165-2X20ML

MODIFIED HTF MEDIUM (90126-100ML)
OIL FOR EMBRYO CULTURE (9305-500 ML)
PURESPERM WASH-100 ML

PVP (%10) (90123-5X0,5ML)

SPERM FREEZING MEDIUM GENT (90128-
20X5ML)
SPERM WASHING MEDIA (9983-100ML)

PURESPERM 100-250ML

HUMAN SERUM ALBUMIN 12x 5ml
VITRIFICATION FREZEE KIT
VITRIFICATION THAWING KIT
AMINOASIT PLASMA/SERUM KONTROLLER
5- SULFOSALISILIK ASIT HIDRAT (%95)
HIDROJEN KLORIT

AMINOASIT REFERANS STANDART
METANOL

SU (HPLC PLUS)

ASETONITRIL

FORMIK ASID (%100)

Uretici Firma

SIGMA

SIGMA

QIAGEN
SIGMA
IRVINE
IRVINE

IRVINE

IRVINE
IRVINE
IRVINE
IRVINE

IRVINE

IRVINE
NIDACON
IRVINE
KITAZATO
KITAZATO
CHROMSYSTEM
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
CAMBRIDGE ISOTOPE LABS
SIGMA-ALDRICH
SIGMA
SIGMA-ALDRICH

MERCK
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GONADOTROPIN (GnRH)

MENAPOZAL GONADOTROPINI (hMG)

REKOMBINANT FLOKUL UYARICI HORMON

(tFSH)
hCG

TRIPTORELIN
ION TORRENT REPROSEQ PGS KIT

dNTP

Tablo 3.2. Sarf malzemeler

Malzeme Adi

ALIMINYUM CANE (5 PLACE CANE)
ALIMINYUM CANE ETIKETI

CRYO TUBE 1,8 mL

CRYO VIAL 2ML BIOSYSTEM (121261)
ENJEKTOR (1705LT 50 MIKRON)

DISH IVF TC TREAT (353652)

FILITRE (MILLIPORE MILLEX) SLGV033RS
FLASK (50 mL)

LAM 26X76 mm

LAMEL 22X22mm (100 PER PACK)
FILITRE IVF TECH (OOSAFE)

OOSAFE DEZENFEKTAN WIPES
PETRI DISH (4WELL-176740)

PETRI DISH (100X20mm)

PETRI DISH (CENTER WELL)

PETRI DISH CELL CULTURE 60X15mm
PIPET HOLDING

PIPET ICSI

PIPET PASTOR (CAM) 15cm.

PIPET SEROLOGICAL 5mL, 10mL, 25Ml
PIPET UCU SARI

MERCK
FERRING

GONAL-F

MSD
FERRING
THERMO FISHER SCIENTIFIC

THERMO FISHER SCIENTIFIC

Uretici Firma
OOSAFE
OOSAFE
NUNC
BIOSYSTEM
HAMILTON
FALCON
PAL
FALCON
THERMO
THERMO
OOSAFE
OOSAFE
NUNC
FALCON
FALCON
FALCON
SUNLIGHT
SUNLIGHT
PAUL HENZEIR
FALCON
CAPP
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PIPET UCU STERIL (0,5 ML)
PIPET UCU STERIL (2-200ul)
SEFFAF KILIF(CRYOSLEEVES)
TUP FALCON 5 mL

TUP KONIK (15mL)

PIPET MICROCAP

SOLUSYON PH 7.00, 9.21, 4.01
EMBRIYOSCOPE SLIDE

DISH REPRO PLATE
BLASTOMERE BIOPSY PIPET
PETRI DISH 60X15 mm

PIPETTE DENUDING 275ul (STRIPPER UC)
EMBRIYO TRANSFER KATATERI
VITRIFICATION STRAW
PIPETTE DENUDING 140ul (STRIPPER UC)
PETRI DISH CELL CULTURE
NEVPARIN FLK 25.000 TU/5 mL
RIBON BMP71-R4300
BM71-32-427 STRAW ETIKETI
PIPET UCU MAVI NON STERIL
ELDIVEN STERIL PUDRASIZ
ENJEKTOR INSULIN

TUP 1,5 ML EPPENDORF

PIPET UCU 20ul

PIPET UCU BEYAZ

MASKE LASTIKLI

Tablo 3.3. Demirbas listesi

EPPENDORF
EPPENDORF
OOSAFE

FALCON CORNING
FALCON CORNING
DRUMMOND
METTLER TOLEDO
VITRO LIFE
OOSAFE
SUNLIGHT

NUNC

GYNETIC

WEIGO

KITAZATO
GYNETIC

FALCON

SIGMA

BRADY

BRADY
LABOCELL

BABY

HAYAT
EPPENDORF
EPPENDORF
EPPENDORF

BENT

Demirbas Ad1 Marka
INKUBATOR IKS
INVERTED MIKROSKOP ZEISS
ANTIVIBRASYON MASA T™MC
MIKROMANIPULATOR NARISHIGE
LAMINER FLOW KABINi IVF TECH

Model
VS-9000GC-TC
AXIO
OBSERVER Z1
63-541

MM92B

120

Seri No
E24396ML0011
3851002025

192093
15024-15011
12009258
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STEREO MIKROSKOP
EMBRIYOSKOP

LAMINER FLOW KABINI
INKUBATOR
LAZER SISTEMI

PH METRE

MEDIKAL BUZDOLABI
STEREO MIKROSKOP
HASSAS TERAZI

INKUBATOR BENCHTOP
ISIK KAYNAGI

FAZ KONTRAST
MIKROSKOPU
SANTRIFUJ

LAMINER FLOW KABINIi
STEREO MIKROSKOP
ISIK KAYNAGI
MEDIKAL BUZDOLABI
SIVI AZOT TANKI

BLOK TERMOSTAT
ETUV

INKONTROL CIHAZI

PIPET

VORTEX
HASSAS TERAZI
VORTEX
SANTRIFUJ

SHAKER

LC-MS/MS CIHAZI

OLYMPUS
UNISENSE
FERTILITECH
IVF TECH
LABOTECT
OCTAX

METTLER TOLEDO
LIEBHERR

ZEISS

DENVER
INSTRUMENT
ESCO

OLYMPUS
OLYMPUS

NUVE
THERMO
NIKON

ZEISS
DOMESTIC
MVE
LABOTECT
ELEKTROMAG
LABOTECT

GILSON

IKA

OHAUS

VELP SCIENTIFICA

NUVE

THERMO

SHIMADZU

SZ61
ES-D

120
Cl6
LASER SHOT

SEVEN EASY
PROFILINE
STEMI 2000
TB-224A

MIRI
TL3-220P
CX-31

NF400
82032000
SMZ1500
KL1500
MP305C
XC47/11-6
BTO070
M420B
INCONTROL
1050
PIPETMAN
GENIUS3
PIONEER
ZX3

NF048

PTS-60HL-4

8030 LC-MS

SF02115
ES-D2.143

12009365
14209-0444
20150221-
LASER-6752
1230165754
261324
17778
18706844

1275
49506
6B22791

01-0096
306050447
1002478
245382
6362110
ATCO05L237
10719-0228
5031514
13873-2203

T54453K
1.438.699
B819827134
SYNLAB,
ANKARA
SYNLAB,
ANKARA
SYNLAB,
ANKARA
SYNLARB,
ANKARA
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96 KUYUCUKLU TERMAL  THERMO FISHER VERITI IGENOMICS

DONGULEYICI SCIENTIFIC ISTANBUL

ION CHEF SISTEMI THERMO FISHER LIFE TECH IGENOMICS
SCIENTIFIC ISTANBUL

ION GENE STUDIO THERMO FISHER S5 IGENOMICS
SCIENTIFIC ISTANBUL

3.1.3 TE biyopsisi ve biyopsi materyallerinin tiiplere aktarim

Trofektoderm biyopsisi yapilmasi planlanan embriyolara gelisimlerinin li¢lincli
giinli ZP’lerini agmak lizere lazer islemi uygulanmistir. Embriyonik gelisimin besinci
ya da altinci giiniine kadar kiiltiirii yapilan embriyolar, biyopsi islemi uygulandiktan
sonra dondurularak saklanmistir. Biyopsi materyali tiiplere aktarilarak genetik
incelenmeye alindi. Bu islemler sirasinda kullanilan demirbas ve kimyasallar Tablo

3.2 ve Tablo 3.4.’te belirtildigi gibidir.

3.1.4 Andoploidinin belirlenmesi

Tiiplere aktarilan biyopsi materyalleri genetik olarak incelenmek iizere genomik
DNA elde etme islemlerine tabi tutularak, anormal degisimler gozlendi. Bu islemler
stirasinda kullanilan sarf ve kimyasal malzemeler Tablo 3.2. ve Tablo 3.3.’te belirtildigi

gibidir.

3.1.5 Kiiltiir medyumunun toplanmasi

Bes ya da 6 giin boyunca kiiltlirii yapilan embriyolar biyopsi islemi ig¢in
uzaklagtirildiktan sonra, i¢inde biiytidiikleri kiiltiir s1vis1 analiz i¢in toplanarak, PCR
tiiplerinde dondurularak saklanir. Bu islemler sirasinda kullanilan sarf malzemeler

Tablo 3.3’te belirtildigi gibidir.

54



3.2 Yontem
3.2.1 Ovaryum uyarilmasi ve yumurta toplama

Ovaryum uyarilmasi protokolii grubumuz tarafindan Onceki c¢alismalarda
anlatilmistir 2*°. Kisaca, busurelin burun spreyi (Suprecur, Hoeschst, Almanya) ile
uzun protokol ya da gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) agonisti (Cetrotide,
Merck Serono, Almanya) ile kisa protokol uygulanmistir. Giinliik olarak 150-450 TU
dozlarda yiiksek saflikta insan menapozal gonadotropini (hMG) (Menopur, Ferring,
USA) ya da rekombinant foliikiil uyarici hormon (rFSH, Gonal-F, Serono, Isvigre; ya
da Puregon, MSD, USA) kullanilmistir. 3 ya da daha fazla follikiil > 18 mm ¢apa
ulastiginda 5000 IU hCG (Pregnyl, MSD, USA) ya da 0,2 mg triptorelin (Decapeptyl,
Ferring, Isvec) enjeksiyonuyla ovulasyon tetiklenmistir. hCG enjeksiyonundan 36 saat
sonra transvajinal olarak yumurtalar toplanmis ve ICSI islemi uygulanmistir. Tez
calismasinin bu asamasinda kullanilan demirbas ve sarf malzemeler Tablo 3.3. ve

Tablo 3.4’te belirtilmistir.

3.2.2 Dollenme ve embriyo kiiltiirii

Yumurtalar toplandiktan yaklasik doksan dakika sonra hyaluronidase (Ref.
90101, Irvine Scientific, CA, USA) enzimi yardimiyla kiimiilis hiicreleri
uzaklagtirildi. Tiim olgun yumurtalar denudasyon isleminden sonra yaklasik 1 saat
kiltlir sivisinda dinlendirildi. ICSI islemi yumurta toplanmasindan yaklasik 3-4 saat

sonra uygulanmigtir.
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Resim 3.1. Invert mikroskop ve mikromanipulator

ICSI igleminden yaklagik 16-18 saat sonra déllenme kontrolii yapilarak her kiiltiir
kabinda her biri 25 pL’lik bes damlacik (ii¢ adet yikama damlacigi, bir adet embriyo
kiiltiir damlacig1 ve bir adet negatif kontrol damlacig1) ve her bir kiiltiir kabinda tek
embriyo olacak sekilde CSCM-C (Ref. 90165, Irvine Scientific, CA, USA) medyumu
kullanilarak kiiltiirti yapildi (Sekil 10). Embriyonik gelisimin {iglincli giiniinde
embriyolar skorlandiktan sonra lazer yardimiyla yaklasik 0,9 um c¢apinda olacak
sekilde ZP iizerinde delik a¢1ldi (Octax, Vitrolife, Goteborg, isve¢). Bu ¢alismada tiim
embriyolar yag altinda (Oil for Embryo Culture, Ref. 9315, Irvine Scientific, CA,
USA), tek asamali kiiltiir medyumu (CSCM-C, Ref. 90165, Irvine Scientific, CA,
USA) kullanilarak 37 °C, %6 CO2 ve %5 O2 ortaminda MIRI yatay inkiibatorler de
(Esco Medical, Singapore) ya da EmbryoScope (Vitrolife, Goteborg, Sweden) TLS de
inkiibe edildi (pH 7.28-7.35).
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A) Yandan Gériiniim B) Ustten Goriiniim

Yikama

Damlaciklari
Embriyo kilttr sivilan

mineral yag ile kaphdir.

[ e |

Damlacik basina
bir embriyo 25 uL
damlaciklar

Negatif Kontrol

Sekil 3.1. niPGT i¢in embriyo kiiltlir kab1 semas.

MEDICAL

MEDICAL

MEDICAL

Resim 3.2. Benchtop inkiibator

3.2.3 Embriyolarin skorlanmasi

ICSI islemi yumurta toplanmasindan yaklasik 3-4 saat sonra uygulanmigtir. ICSI
isleminden yaklasik 16-18 saat sonra dollenme kontrolii yapilarak déllenmeyen ya da
anormal dollenen embriyolar kiiltiir kabindan uzaklastirilmistir. Déllenme evresinden

sonra iki giin daha inkiibe edilen embriyolar tekrar kontrol edilmis ve iigiincii giin

57



skorlamas1 yapilmistir. Ugiincii giin skorlamasinda embriyolarin sirasiyla hiicre sayis1,
¢ekirdek olusumu, fragmantasyon diizeyi, blastomer biiyiikliik oran1 ve graniilasyon
seviyeleri tek tek bakilarak skorlama islemi yapilmistir. Embriyonik gelisimin {igiincii
giiniinde embriyolar skorlandiktan sonra lazer yardimiyla yaklasik 0,9 um ¢apinda
olacak sekilde ZP iizerinde delik agild1 (Resim 3.5) (Octax, Vitrolife, Goteborg, Isvec)

ve iki giin daha inkiibe edilmek {izere inkiibatordeki yerlerine birakildu.

Resim 3.3. Ugiincii giin embriyo gelisimleri ve skorlanmas1

Embriyonik gelisimin besinci giiniinde embriyolar tekrar skorlanmak {izere
inverted mikroskoba kisa siireligine alind1 (Resim 3.1.). Blastokist siniflamas1 Tablo
2.2°de anlatildig1 gibi yapildi. Blastokistler iyi, orta ve diisiik kalite olacak sekilde
basitlestirilmis Gardner skorlama sistemi kullanilarak skorlandi. Iyi kalite ICM/TE
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AA ya da AB oldugunda, orta kalite BA, BB ya da BC oldugunda, diisiik kalite ise CB
ya da CC olarak skorlandi.

Resim 3.4. Besinci giin blastokist gelisimleri ve skorlanmast

3.2.4 Trofoektoderm (TE) biyopsisi

Blastokist siniflamasi Tablo 1.1’°de anlatildig: gibi yapilmistir. Kisaca bahsedecek
olursak, blastokistler iyi, orta ve diisiik kalite olacak sekilde Gardner skorlama sistemi
kullanilarak yapildi (Tablo 2.1) [15]. 1yi kalite ICM/TE AA ya da AB oldugunda, orta
kalite BA, BB ya da BC oldugunda, diisiik kalite ise CB ya da CC olarak skorlandu.
TE biyopsisi, embriyonik gelisimin 5. giiniiniide ya da 6. giinlinde iyi ve orta kaliteli
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embriyolara uygulandi. CC olarak skorlanmis blastokistlere biyopsi islemi hastanin iyi
kalite blastokisti olmadig, tek blastokisti oldugu ya da hasta istegi oldugu durumlarda
uygulandi (Resim 3.5). Biyopsi yapilan blastokistler genetik sonucu ¢ikana kadar agik
sistem Cryotop vitrifikasyon ¢ubuklarina (KITAZATO, #81115, Minato-ku, Tokyo,
Japan) 6zel dondurma medyumu ile (KITAZATO, #91101, Minato-ku, Tokyo, Japan)
yiiklenerek -196°C’de saklandi.

Resim 3.5. Biyopsi islemi tamamlanmis blastokist ve biyopsi 6rnegi

Biyopsi uygulanacak embriyoya 3. Gelisim gilinlinde lazer yardimiyla tiraslama
yapilmistir. A mikrografinda yildiz (*) tiraglanan bolgeyi gostermektedir. B, C ve D

mikrograflarinda 5. Gelisim gilinlinde blastokist asamasina ulagmis embriyo
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gozikmektedir. Holding pipet (solda) yardimiyla sabitlenen blastokistin

trofoektoderm hiicrelerinden biyopsi pipeti (sagda) yardimiyla 3-5 adet hiicre alinir.

3.2.5 Biyopsi sonrasi orneklerin tiiplere aktarimi

Tipik bir biyopsi isleminde TE’den lazer yardimiyla yaklagik 5-8 hiicre
uzaklagtirildi. Elde edilen biyopsi ornekleri yikama tamponunda 3-5 defa al-ver
yapilarak yikandiktan sonra genetik incelemenin yapilabilmesi i¢in 125 pm ¢apli pipet
yardimiyla (EZ-Strip, #7-72-2125/1, CooperSurgical Fertility & Genomic Solutions,
Malov, Denmark), stereomikroskop (ZEISS SteREO Discovery.V12, Oberkochen,
Germany) altinda 0.2 mL’lik PCR tiiplerine (BrandTech, 0.2 mL PCR Tube, USA)
aktarildi.

3.2.6 NGS yontemiyle anoploidinin belirlenmesi

Embriyolardan alinan biyopsiler NGS yontemi kullanilarak incelenmek iizere
IGENOMIX Ispanya genetik merkezine gonderildi. Burada Ion Reporter v5.6
(Thermo Fisher Scientific) programi kullanilarak uygulanan yontem temel olarak
DNA’nin enzimatik reaksiyonlarla kesilmesiyle birlikte ortaya c¢ikan DNA
parcalarindan bir kiitliphane olusturulmasi ve kiitliphanedeki DNA pargalarinin
cogaltilmasi prensibine dayandigi bildirilmistir. Bu islemde milyonlarca kiiciik DNA
pargasinin paralel sekanslama ile es zamanl olarak dizilenmesi ger¢eklestirilmistir.
Boylece genomdaki her bir baz ciftinin bir¢ok kez okunmasi olanakli hale gelmistir.
Bu da olusabilecek varyasyonlarin daha net bir sekilde saptanmasma olanak

saglamgtir 2.

Blastokistin TE hiicrelerinden biyopsi yapilarak uzaklagtirilan yaklasik 5-10 hiicre

grubu sirastyla;

1- Genomik DNA izolasyonu yapilmstir.
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2- Genomik DNA enzimatik yontemlerle kesilerek wufak parcalara
ayrigtirilmigtir.

3- Elde edilen DNA fragmentleri ile kiitliphane olusturulmustur.

4- Kiitliphaneyi olusturan gen fragmentleri ¢ogaltilmistir.

5- DNA pargalar1 dizilendi ve dizileme sonras1 ham veri olusturulmustur.

6- Bu ham veri lizerine haritalama yapilarak olas1 kopya sayist degisiklikleri
tanimlanmustir.

7- Kopya sayis1 degisikleri belirlenerek raporlanmistir.
3.2.7 Kiiltiir medyumu toplanmasi

Bu tez ¢alismasinda kiiltiir medyumu toplanmasi embriyo kiiltiirii son bulduktan
sonra yapildi. Embriyolar 25 pL’lik damlaciklarindan ya da EmbryoScope
slaytlarindan tagindi. Kiiltiir medyumu toplama oncesinde olasi kontaminasyonlari
onlemek i¢in calisma alani (Laminer Flow Kabin, IVF Tech, Danimarka) ve
mikroskoplar, DNA Away (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) yiizey

temizleyici ile silindi.

Resim 3.6. Calisma alan1 (Laminar flow hood)
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Tim kiiltiir medyumlar1 yag altinda oldugundan, kiiltiir medyumu toplanmasi
sirasinda yag bulasmasini engellemek igin azami 6zen gosterildi. Embriyo kiiltiir
medyumlart 290 um g¢aph pipetler yardimiyla (EZ-Strip, #7-72-2290/1,
CooperSurgical Fertility & Genomic Solutions, Mélov, Denmark ), her embriyo i¢in
ayr1 pipet kullanilarak toplandi. Toplanan kiiltiir medyumlar1 0.2 mL’lik PCR tiiplerine
aktarildi. Tiiplerin iist kapaklarina ait olduklar1 hastalarin bas harfleri ve embriyo
numaralari, yan taraflarina da es isimleri ve embriyo numaralari silinmez kalem (Cryo
Marker Pen Set, #4000222, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) ile yazildi
ve -20 °C’de (MR30SS-SARE-TS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA)
sakland1. Embriyo kiiltiirii yapilmamis ayn1 miktarda kiiltiir medyumu negatif kontrol

olarak isaretlenerek ayni kosullarda saklandi.

3.2.8 Kullanilms kiiltiir medyumlar: genomik analizi

Kullanilmig kiiltiir medyumlarindan genomik analiz Avrupa Laboratuvari, Sisli
Istanbul merkezinde gergeklestirildi. Ornekler -20 C° muhafaza edildikten sonra
uygun kosullar yerine getirilerek teslim edildi. Calisilacak 6érnekleri 13000 rpm de 30
sn santrifiij ettikten sonra pre-amplifikasyon i¢in gerekli hazirliklar yapildi. Calismada
Ion Torrent™ ReproSeq™ PGS Kit (ThermoFisher Scientific) kullanildi. PCR
tiiplerinde TF hiicreleri olmadig1 i¢in parcalama (lysis) protokolii ¢alismaya dahil

edilmedi. islem Sekil 3.2°de gosterilen 4 ana adimda gerceklestirildi.

Kittuphane olusturma Sablan hazirlama Sekanslama Data analizi

A G 4\ G 4

Tum genom amplifikasyonu ve  jzgtermal amplifikasyon Sekanslama, data analizi ve
kiitiiphane olusturma 2 saat depolama
3.5 saat 4.5 saat yada daha az

Sekil 3.2. Tiim genom ¢ogaltma, template hazirligi, sekanslama ve analiz
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3.2.8.1 Tiim genom c¢ogaltma islemi

Pre-amplifikasyon i¢in master mix hazirlandi ve her bir 6rnege 5ul (4.8 ul Pre-
Amp. Buffer ve 0.2 ul Pre-Amp. Enzim) olacak sekilde toplam ornek sayisi ile

carpilarak hesaplanan miktarlar ile (Tablo 3.5.) master mix olusturuldu.

Tablo 3.4. Pre-amplifikasyon i¢in master mix hazirlig

Reaksiyon
Bilesen Hasta sayis1 (N) miktar
basina miktar
pre amplifikasyon buffer 4.8 uL Nx48uLx1.1
pre amplifikasyon enzim 0.2 uL Nx02uLx1.1

Hazirlanan ornekler pre-amplifikasyon i¢in 96 kuyucuklu termal dongiileyici
(Thermo Fisher Scientific-Veriti; Resim 3.7.) cihazina yiiklendi. Cihazda 6rnekler,

Tablo 3.6.’da belirtilen sicaklik ve siirelerde calisti.

Tablo 3.5. Preamplifikasyon polimeraz zincir reaksiyonu kosullari

Basamak Sicakhik Zaman Siklus sayis1
1 95 °C 2 dakika 1
95°C 15 saniye
15°C 50 saniye
2 12
25°C 40 saniye
35°C 30 saniye
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65°C 40 saniye

75°C 40 saniye

3 4°C 0 1

Pre-amplifikasyon evresi yaklasik 1 saatte tamamlandi. Ornekler daha sonra
amplifikasyon icin cihazdan ¢ikarildi ve her bir 6rnege 30ul (2.5 pl Nuc-free H20, 27
ul Amp. Buffer ve 0.5 pl Pre-Amp. Enzim) master mix eklendi. Hazirlanan 6rneklere
Sekil 3.3’te bir kism1 gosterilen barkod tabagi’indan 5’er pl her biri farkli olan 6zel
barkod dizileri eklendi.

12345678 910112
A@@@OOOOOOO0O0
B@@®@OOOO00000
cC@@®OO0000000
O] 1000101000010
E@@@OO0000000
FO@@OOOOOOO00
JOIT] 10010100000,
HE®@OOOOOOOOO

Sekil 3.3. Barkod tabagi

Ardindan amplifikasyon islemi i¢in 6rnekler 96 kuyucuklu termal dongiileyici
(Thermo Fisher Scientific-Veriti) cihazina yiiklendi. Cihazda 6rnekler, Tablo 3.7.’de

belirtilen sicaklik ve stirelerde calisti.
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Tablo 3.6. Amplifikasyon polimeraz zincir reaksiyonu kosullari

Basamak Sicakhk Zaman Siklus sayis1
1 95 °C 3 dakika 1
95°C 20 saniye
2 50 °C 25 saniye 4
72°C 40 saniye
95°C 20 saniye
3 12
72°C 55 saniye
4 4°C 0 1

Resim 3.7. Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kullanilan cihaz
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Amplifikasyon evresi tamamlandiktan sonra drnekler son evre olan saflastirma ve
miktar tayini i¢in hazirlandi (Resim 3.8.). Cihazdan alinan Orneklere vortex
uygulandiktan sonra her bir 6rnekten 5 pl alinarak bir tiipte birlestirildi. Pre beads
islemi i¢in olusturulan havuzdan 50 pl alind1 ve PCR cihazina yerlestirildi. 70 C° iki
dakika inkiibasyon islemi i¢in beklendi. Sonrasinda 40 pl beads ve 40 pl havuz
karisimi karistirildi ve dibe ¢okmesi i¢in vortex uygulandi. Oda 1sisinda bes dakika
daha inkiibasyon islemi i¢in beklendi. Hazirlanan PCR tiiplindeki karisim magnete

yerlestirildi ve beadlerin magnette toplanmasi i¢in bes dakika daha beklendi.

Resim 3.8. Saflagtirma ve miktar tayini i¢in hazirligi

Magnette toplanma islemi gézlendikten sonra supernatant kismi atildi. 250 pl %70
lik etanol tiipe eklendi ve 30 saniye beklendi. Supernatant tekrar atildiktan sonra ayni
islem tekrar yapildi ve sonrasinda 3-4 dakika kurutma islemi i¢in beklendi. Kurutma
isleminden sonra 40 pl tris-edta buffer eklendikten sonra oda sicakliginda 1 dakika

inkiibasyon islemi ger¢eklestirildi ve akabinde 3 dakika magnette tekrar bekletildi.

3.2.8.2 Template hazirhg

Birlestirilip saflastirilan 6rneklerin template haline getirilip ¢ipe aktarilmasini lon

Chef sistemi gerceklestirdi. Bu islem bir gece boyunca devam etti.
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Resim 3.9. Ion chef sistemi

3.2.8.3 Dizileme

Sonra ¢ip alindi ve data aktarimi ve sekanslama yapilmasi i¢in Ion Gene Studio
S5’e yerlestirildi. Sekanslama siiresi 6rnek sayisina gore degigsmektedir. Bu ¢calismada

96 ornek olmasi dolayisiyla yaklasik 6 saat kadar siirdii.

Resim 3.10. Ion Gene Studio S5
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3.2.8.4 Sekanslama kimyasi

Ion torrent sisteminin kullandig1 dizileme teknolojisi, DNA'nin polimerizasyonu
sirasinda aciga ¢ikan hidrojen iyonlarinin saptanmasina dayanmaktadir. Bu dizileme

yontemi "sentez yoluyla dizileme" yontemidir.

Dizilenecek bir sablon DNA zinciri igeren bir mikro kuyu, tek bir tiir
deoksiriboniikleotit trifosfat (ANTP) ile doldurulur. Her dongiide yeni bir ANTP ile
yikanan kuyucuklarda, sablon zincirde karsilik gelen ilgili niikleotidin
tamamlayicisiysa, bliyliyen tamamlayict diziye dahil edilir. Bu reaksiyon iyon
sensoriinii tetikleyen bir hidrojen iyonunun salinmasina neden olur. Sablon dizisinde
homopolimer tekrarlar1 mevcutsa, tek bir dongiide birden fazla ANTP molekiilii dahil
edilecektir. Bu, karsilik gelen sayida salinan hidrojene ve orantili olarak daha yiiksek

bir elektronik sinyale yol acar.

Bu teknoloji, modifiye edilmis niikleotid veya optik kullaniimamasi bakimindan
diger sentez yoluyla dizileme teknolojilerinden farklidir. Iyon yari iletken dizilimi

ayrica Iyon Torrent dizilimi, pH aracili dizileme veya yari iletken dizilimi olarak da

ifade edilebilir.

3.2.8.5 Analiz

Ornekler, Ion Reporter (v5.6) adli yazilim programinda (Thermo Fisher Scientic)
analiz edildi. Ion Reporter™ Yazilimi, lon Torrent™ yari iletken siralama verilerinin
veri analizini, ag¢iklamasin1 ve raporlanmasini kolaylagtiran bir biyoinformatik
yazilimdir. Dizilenen orneklerin analizi Sekil 3.4.’te belirtilen sira ile server’a ya da
cloud sistemine yiiklenerek ¢alisma sekline ve orneklere gore 6zel olarak belirlenen

filtreler kullanilarak gerceklestirildi.
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Sekanslama ——— igeaktarm ——— Analiz — Filtre  — Diga aktarim veya Paylasma
\T4 S
Eol @ o
ﬁ 4 = > S

Sekil 3.4. NGS is akiginda iyon raportdr yazilim islevleri

Anoploidi tespiti i¢in ve verilerin analizi bir “Hidden Markov modeli”’ne (HMM)
dayal1 bir algoritma kullanilarak yapildi. Algoritma 6zetle, okuma sayisini kullanarak
genom boyunca kromozomlara ait kopya sayisini tahmin etmek i¢in okumalarin taban
cizgisinden uzakliklarin bir ortalamasini alir. Bu ¢alismada algoritma parametreleri,
diisiik gecisli (low pass), tiim genom (whole genome) parametreleri i¢in ayarlanmis
bir sekilde kullanildi. Yazilimin andploidi tespiti i¢in 6nermis oldugu “Reproseq-

aneuploidy workflow” analiz yontemi olarak kullanildi.

Yazilim, Resim 3.11.’de gosterildigi sekilde her bir kromozoma ait sonucu

gorsellestirerek sunmaktadir.

Analysis 2, Proband:dm 003 15 X0 ¢2170 2016-04-01-14-19-271, dm 003 15 X0

a 5 5 7 B E 10 11 12 15 14 15 16 17 18 19 202122

Analysis 1, Proband:dm 004 46 XXY ¢2189 2016-04-01-14-19-271, dm 004 46 XXY

Resim 3.11. Inceleme sonucunun grafiksel gdsterimi
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3.2.9 Kullanilms kiiltiir medyumlari metabolomik analizi
3.2.9.1 Kiiltiir medyumu amino asit dl¢iim calismalar

Bes farkli lota sahip on bes adet CSCM-C (Ref. 90165, Irvine Scientific, CA,
USA) kiiltiir medyumu (her lottan ii¢ 6rnek olacak sekilde) kullanilarak amino asit

6lctim ¢alismasi yapildi.

3.2.9.2 Kiiltiir medyumu bilesen miktarlarinin belirlenmesi

Kiiltiir medyumu bilesen miktarinin belirlemek i¢in sivi kromatografi-tandem
kiitle spektrometre (LC-MS/MS) (SHIMADZU 8030 LC-MS) sistemi kullanildi
(Resim 3.12.).

Resim 3.12. SHIMADZU 8030 LC-MS/MS cihazi.
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Calismada 25pL  kullanilmig  embriyo kiiltiir medyumu, kalibrator ve
kontrollerden 100uL alinarak, Ependorf 1,5 mL’lik godelere konuldu. Uzerlerine
25uL %10’luk 5-sulfosalisilik asit eklendi ve 6rnekler bir dakika boyunca vortexlendi
(Velp scientifica ZX3). Yirmi bes dakika 2-8 °C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon
bitikten sonra o6rnekler 13500 rpm’de bes dakika santrifiij (Niive NF 048) edildi. Daha
sonra drneklerin iist fazindan 96’ ik ELISA plate 5uL  alinip {izerine 100uL ig
standart eklendi. Shakerda (Thermo- Shaker PTS-60HL-4) bes dakika karistirildi.
Daha sonra 96’lik ELISA plate ugurma bloguna alindi ve ornekler azot gazi
kullanilarak ugurma islemine tabi tutuldu. Ugurma islemi bittikten sonra drneklerin
tizerine 60uL hyrogen choloride- 1- butanol soliisyonu eklendi ve tekrardan bes dakika
shakera konuldu. Sonrasinda numuneler yirmi bes dakika 65 °C’lik etiive (Elektromag,
M420B, 5031514) konularak inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bittikten sonra tek
ucurma blogunda azot gazi ile ugurma islemi yapildi. Ugurma isleminin bitmesi ile
ornekler 100uL mobil faz b ile ¢ozdiirtildii ve bes dakika shakera konulur. Daha sonra

numuneler viallere alinip ve cihaza yerlestirildi.

Embriyo kiiltiirli yapilmis kiiltiir medyumundaki (T120) farkliliklarin TO (kiiltiir
oncesi duruma) zamanina gore anlamli derecede degisip degismediginin

hesaplanmasinda Wilcoxon-Mann-Whitney individual comparisons yontemi

kullanildi.

3.2.10 PGT-A sonuclarimin yorumlanmasi

Standart raporlama i¢in PGT-A sonugclar1 TE biyopsisi kullanilarak elde edildi.
Segmental andploidi ve kopya sayisi varyasyonlari i¢in tespit etme limiti > 10Mb’dir.
Segmental ya da sayisal andploidiler tespit edildiginde sapmalar her zaman raporlandi
ve o embriyo transfer edilmedi. Mozaisizm > %30’un {izerindeyse embriyo mozaik
olarak raporlandi. Bu deger, dploid ve andploid hiicre soylarinin yedi yapay mozaik
oranlar1 kullanilarak valide edildi: %0, %16,7, %33,3, %50, %66,7, %83,3 ve %100.

Hiicre soylarinin %33,3 oranindaki karisimi tekrarlanabilir sonuglar verdiginden
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dolay1 mozaisizm tespit limiti olarak %30 kullanildi. Mozaik olarak raporlanan

embriyolar transfer edilmedi.

3.2.11 Oploid embriyo transferi

Oploid embriyolar Irvine ¢6zme medyumu (Ref.90137, Vit Kit —Thaw, Irvine
Scientific, Santa Ana, USA) kullanilarak ¢oziildiikten en az iki saat sonra, inverted
mikroskop altinda kontrol edildi. Canli oldugu belirlenen blastokistler, dnceden
hormon tedavisi uygulanan endometriyuma transfer edildi. Tiim embriyo transferleri
ultrason yardimiyla jinekolog, embriyolog ve islem hemsiresi gozetiminde
gergeklestirildi. Hamilelik testi embriyo transferinden 12 giin sonra yapildi. B-hCG
(human Chorionic Gonadotropin) degeri > 50 IU/L pozitif olanlar gebe olarak kabul
edildi. Hastalara luteal faz destegi olarak Prolutex (IBSA, Isvigre) giinde iki defa
olacak sekilde 6-8 hafta boyunca kullandirilda.

3.2.12 Metabolomik data analizi icin kullanilan istatistik

Tiim hiicre kiiltiir medyumlar1 gruplara ayrilarak Kruskal-Wallis varyant analizini
takiben Wilcoxon-Mann-Whitney individual comparisons testi ile yapildi ve p<0.05
istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Makalede, genel 6ploid / andploid
karsilastirmasi igin binary logistic regression model Backward Stepwise Likelihood

Ratio ile yapildi ve p<0.05 istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Hasta Demografisi

Nisan 2019 — Nisan 2022 tarihleri arasinda Bahgeci Umut Tiip bebek Merkezinde
infertilite tedavisi gerceklestirilen ve PGT-A teknigi uygulanan 149 hastaya ait 392
TE biyopsisi yapilmig embriyo ve embriyoya ait kullanilmig kiiltiir mediumu (SCM;
genomik analiz icin 49 hasta ve 142 adet biyopsi yapilmis embriyo ile metabolomik
analiz amagh olarak 100 hasta ve 250 adet embriyo) prospektif olarak orneklendi.

Hastalara ait demografik parametreler Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Hastalara ait demografik parametreler

Hasta Yasi (sene) 37.33 £4.07
VKI (kg/m?) 23.7+2.6
Yumurta Sayisi 10.75+5.8
Olgun Oosit Sayis1 (M2) 82+47
Sperm Motilitesi (%) 29.4

2PN (%) 82.17
Blastokist (%) 48.34

Hastalarin %39 u ileri anne yas1 (IAY), %16’s1 tekrarlayan gebelik kayb1 (TGK),
%43’ tekrarlayan implantasyon basarisizhigi (TIB) ve %2’lik kismu1 da bu gruplarin
disinda “diger” olarak tanimlanan endikasyonlara bagli olarak tedavi goren ciftlerden
olugmakta idi. Bu hastalar ve Ornekler daha sonra “Gere¢ ve Yontem” kisminda
belirtilen caligmaya dahil etme ve hari¢ tutma kriterlerine uygunluk bakimindan

degerlendirilerek caligsmaya dahil edildi.
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4.2 Genomik Analiz Sonuclar

Genomik analiz ¢aligsmasi kapsaminda degerlendirilen 49 hastanin 142 embriyosu
arasindan TE Biyopsi sonucu normal (n:11) ve anormal (n:11) olarak tespit edilmis
toplam 22 embriyo ve SCM 0Ornegi rastlantisal olarak analiz amacl secildi. Tablo
4.2.’de Genomik analiz kapsaminda degerlendirilen embriyolarin blastosist donemi
skorlar1, Biyopsi/6rnek toplama giinii ile TE biyopsi ve SCM analiz sonuglari
verilmigtir. Sekil 4.1.’de ise negatif kontrol ve embriyolarin TE biyopsi-SCM

orneklerine ait NGS profilleri gosterilmistir.

Tablo 4.2. Genomik analiz kapsaminda degerlendirilen embriyolar ve sonuglar

Ornek
Embriyo| Embriyo
Toplama | TE Sonug SCM Sonuc¢
No Kalite
Giinii
1 SBC 5 Normal DNA saptanmadi
2 5BB 5 Normal DNA saptanmadi
3 5BB 5 Normal DNA saptanmadi
4 5BB 5 Normal DNA saptanmadi
5 5BC 6 Normal Normal
6 5BC 6 Normal Kaotik
7 5BC 5 Normal Kompleks anoploidi
8 5BB 5 Normal DNA saptanmadi
9 5BB 5 Normal Kompleks anoploidi
Parsiyel uyumlu-
10 5BB 5 Normal
cinsiyet kromozomlar1 yok
11 5BB 6 Normal Normal
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12

5BC

Kaotik
+2) +77 +99

+20, +22

Parsiyel uyumlu-Kaotik

13

SBC

Monozomi

18

Monozomi 18

14

SBC

Kompleks
anoploidi
+6, +15,
+21

DNA saptanmadi

15

5SBB

Kompleks
anoploidi

+4, -19, -20

Parsiyel uyumlu-Kaotik

16

SBC

Kaotik
+10, +15, -
17,+20, -22

DNA saptanmadi

17

SBC

Kompleks
anoploidi

-2,-19, X0

DNA saptanmadi

18

5BC

Kompleks
anoploidi

-8, -15,-21

DNA saptanmadi

19

5BB

Monozomi

14

Monozomi 14

20

SBC

Kompleks
anoploidi
+9, -15,
XXY

Parsiyel uyumlu -XXY
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21 SBC 5 Kaotik DNA saptanmadi

Kompleks
22 5BC 6 anoploidi DNA saptanmadi
-13,+15

sk, b 3 n »w e e, Mt

) : i £ Y} . e s TER T SCM:Negatif kontrol
g[‘ i+~ HalN M Al S, o dt WELLAH s DNA d
5 .gt:‘—:: Ay I ?‘r\j’h q‘— L P ;}—4':— saptanmadi

1 ‘ . . - . y — 3 * w ‘,'_f—'t

Chromosomes (1-22, X.Y) ——
Embriyo No:1
gl TE: Normal
EX EEMW\MMW-ﬂ‘\W\“A,h

Chromosomes (1-22, X Y) —=

|| ~ o | s A ; SCM: DNA saptanamadi
3 AN P PR MEN ( pNG Y S A

Chromosomes. (122, X.Y) ——

Embriyo No:2

g' TE: Normal
Chromosomes (1-22, XY) —

s SCM: DNA

gl . A ; ot ey saptanamadi

B 2L R NN LD AN N gt N PR PN ot

Chromasomes (1-22, X,Y)

77



Copy Number

Copy Number
—

Copy Number |

Copy Number

Embriyo No:3

as
:'5
33 TE: Normal
:_WWWWW—vﬁMM
;E
Chromosomes (1-22, X¥) ——
10 ® ¢ i. el - F -
' - B - T niaE" e ) ]
: S P - o M : SCM: DNA
s b P . T A " * 3« = ° . .
.o o= - s - Bl IR S N CEY - F saptanamadi
£ wiipee, " .4 -* Sotal IS . e 2
.| - * ' - - - — = o - r 5

Embriyo No:4

i TE: Normal
% P A NS Nt AN At s e P f A il Pt Jro ot v
: Mgt

Chromosomes (1-22, XY) —

:5f %4 "l ,"}“‘ﬁ
15| % i v

03

SCM: DNA
saptanamadi

Embriyo No:5

as

: WW&%MW TE: Normal

Chromosomes (1-22, X.Y) ——=

i Py ~ SCM: Normal
13 ”~

Chromosomes (1-22, X,Y) ——=
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Embriyo No:6

[ . N .. Y. - . AN TE: Normal

Chromosomes (1-22, X.Y) —

ey = - -~ B SCM: Kaotik
‘s-.%p,c.d—,da
- B NV A, TV -~ A
Chromosomas (1-22, X.Y) ——
Embriyo No:7
TE: Normal

) o e et T e N N I et g g s S e e

Chromosomes (1-22, X,Y) ——

.. = SCM: Kompleks
- W_&ﬂw_ andploidi

Chromosomes (1-22, XY) —

Embriyo No:8

=l \ ) TE: Normal

1 [ .

SCM: DNA
saptanamadi
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Embriyo No:9
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1
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Embriyo No:16
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Embriyo No:19
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Embriyo No:22
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Sekil 4.1. TE biyopsi-SCM o6rneklerine ait NGS profilleri

Incelemeye alinan 22 SCM &rneginin 11’inde DNA amplifikasyonu basarili oldu
(%50). Amplifikasyonu basarili olan 6rnekler arasinda 4 6rnegin TE Biyopsi sonucu
ile uyumlu oldugu (%36,4), 4 6rnegin ise parsiyel uyumluluk (%36,4) gosterdigi tespit
edildi. Tam uyum gosteren drneklerin ¢alismaya dahil edilen 6rnek sayisi tizerinden

degerlendirilen uyum orani %18 olarak hesaplandi.

SCM analiz sonuglarimin 6rneklem giiniine (TE biyopsi giiniine) gore
dokiimantasyonu Tablo 4.3.’te gosterilmistir. Toplam 22 0Ornegin 14’ti embriyo
gelisiminin 5. Giiniinde, 8’1 ise 6. Giiniinde 6rneklendi. Sonuglar 6rneklem giiniine
gore incelendiginde 5.giinde toplanan 14 SCM 06rneginin 4’{inde sonug alind1 (%28,5)
ve sonu¢ alman 2 6rnekte TE biyopsi sonucuna gore kismi uyumluluk gozlendi.
6.giinde toplanan 8 SCM o6rneginin 7’sinde sonu¢ alindi (%87,5) ve bu drneklerin

4’iinde TE biyopsi sonucu ile tam uyum (%57,2), 2’sinde ise kismi uyum gozlendi.
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Tablo 4.3. Orneklem giiniine gére SCM Sonuglar1

Orneklem SCM’de sonu¢ TE-SCM TE-SCM

gint alinan uyumlu parsiyel uyumlu
5.Giin (n:14) 4 (%28,5) 2
6.Glin (n:8) 7 (%87,5) 2

SCM analiz sonuglarinin TE biyopsi oncesi skorlanan embriyo kalitesine gore
dokiimantasyonu Tablo 4.4.’te gosterilmistir. Toplam 22 6rnegin 9’unda TE biyopsisi
oncesideki embriyo kalitesi 5SBB, 13’tinde 5BC olarak degerlendirildi. Embriyo
kalitesine gore SCM analizinde sonug¢ alma basaris1 ve TE biyopsi sonuglart ile

uyumluluk durumu agisindan belirgin bir farklilik gézlenmedi.

Tablo 4.4. Embriyo kalitesine gére SCM Sonuglari

Embriyo SCM’de sonug¢ TE-SCM TE-SCM
kalitesi alinan uyumlu parsiyel uyumlu
5BB (n:9) 5 (%55.,5) 2
5BC (n:13) 6 (%46,2) 2

4.3 Metabolomik Analiz Sonuclar:
4.3.1 Preliminer ¢calismalar

Preliminer ¢aligma kapsaminda biyopsi sonucu bilinen embriyo kiiltiirii yapilmis
tic adet kiiltlir sivisini bir adet kontrol, bir adet 6ploid ve bir adet andploid olacak
sekilde ornekler, Ko¢ Universitesi NMR f{initesine teslim edildi. NMR ydntemi
kullanilarak spektrumlar, on alt1 saatte toplanarak detayli bir sekilde incelendi.

Ornekler arasinda bir farklilik gdzlemlenmedi (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. SCM orneklerine ait NMR spektrum sonuglari

Preliminer ¢caligmamizin ikinci basamaginda ise érnekler (bir adet kontrol, bir adet
Oploid ve bir adet andploid) Ankara Synlab Merkezine teslim edildi. LC-MS/MS
yontemi kullanilarak detayli analiz yapildi. Oploid ve andploid gruplar arasinda bazi
amino asitlerde farklilasma trendi gozlemledigimizden bu sonucglarin saglamasini
yapmak i¢in tekrar ayn1t merkeze ayni grup drnekler analiz edilmek ilizere gonderildi.
Yapilan detayli analizler sonucunda farklilagsma trendi tekrar yakalandigindan Ankara
Synlab Merkezi ve LC-MS/MS metoduyla Orneklerin calisilmas1t ve projenin

tamamlanmasi karar1 verildi.

4.3.2 LC-MS/MS sonug¢lar

Metabolomik ¢aligma kapsaminda toplamda 35 hastaya ait TE biyopsisi yapilmis
49 adet 6ploid (n:17) ve andploid (n:32) embriyo ve SCM 06rnegi calismaya dahil
edildi. Calismanin bu ayagina dahil edilen hastalara ve sikluslara ait demografik

ozellikler Tablo 4.5. ‘te gosterilmektedir.
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Tablo 4.5. Calismaya dahil edilen hastalara ait 6zellikler

Normal Anormal p
n 17 32
Yas 36,25+3,91 39,294+3,881 | <0,006
VKIi (kg/m?) 22,3429 22,742.6 ns
Yumurta Sayisi 12,16+1,29 7,62+0,96 <0,003
% 2PN 82,22+0,038 77,32+0,031 ns
% Blastokist Eldesi | 47,97 39,33 ns

Andploid embriyolarin kromozomal anomali dagilimi sirasiyla %16 kaotik, %28
kompleks anodploid, %25, monozomik ve %22 trizomikti. Bu embriyolarda gbzlenen

kromozomal anomali ¢esitleri Tablo 4.6’de listelenmistir.

Tablo 4.6. Andploid embriyolarin kromozomal dagilimi

Monozomi Trizomi Kompleks Anoploidi
8- 3+ 1-,8+,14+
13- 4+ 16+,20-,22+
15- 6+ 13-,21+
16- 7+ 20+,22+
20- 13+ 4-,8+
X0 19+ 3+,10+
22+ 49-,10+,12+
10-,15+
13-, XXX
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4.3.3 Andploidilerin hasta yasina gore dagilimi

(Calismada genetik sonucu anormal olan embriyolarin anne yaslarinin normal
embriyo anne yaslarina gore tiim gruplarda (monozomik, kaotik, kompleks ve trizomi)

istatistiki olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.3.; p<0.05).

Buna ek olarak andploid embriyo gruplart arasinda yas bakimindan istatistiksel
bir anlamliliga rastlanmamistir (Sekil 4.4.; p>0.05). Tek gen hastalifina sahip

orneklerde say1 yetersiz oldugundan, istatistiki bir anlam elde edilememistir.
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Sekil 4.3. Andploidilerin hasta yasina gore dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
location shift Individual 95% CI 0 p-value

haotic - komplek: 2

chactic-Xomprets 0,0 4,0 106,0 0,8392
anoploidi

chaotic - monozomi 0,0 -5,0 to 1,0 0,76062

chaotic - NORMAL 6,0 3,0 to 9,0 0,0098?

. 2

chaotic - Tek Gen 1,0 4,0 02,0 0,1638
Hastaligi

chaotic - trizomi 1,0 -3,0 to 3,0 0,35882

. T 2

kompleks anéploidi ‘ 0,0 5,0 t03,0 0,6944
monozomi

" T 1

kompleks anéploidi 6,0 20 t09,0 0,0014
NORMAL

" . gs 2

kompleks anopI0|d|u 10 5,0 t06,0 0,5702
Tek Gen Hastalig

" .y 2

kompleks anop!OIdl . 10 3,0 t04,0 0,5920
trizomi

monozomi - NORMAL 7,0 4,0 t09,0 0,00031

: 2

monozomi - Tek Gen 1,0 0,0 t06,0 0,0914
Hastaligi

monozomi - trizomi 1,0 -1,0 to 3,0 0,18992

NORMAL - Tek !

0 S Sen 6,0 7,0 t0-3,0 0,0152
Hastaligi

NORMAL - trizomi -6,0 -8,0 to-3,0 0,00141

Tek Gen Hastaligi - 2

SRR ! - 0,0 2,0 t03,0 1,0000
trizomi

Sekil 4.4. Andploidilerin hasta yasina gore gore istatiktiksel analizi

4.3.4 Anoploidilerin toplanan oosit sayisina gore dagilimi

Yapilan ¢alismada normal ve monozomik gruplarda elde edilen oosit sayisinin
kompleks andploid grubunda elde edilen oosit sayisina gore istatistiki olarak anlamli
sekilde yiiksek oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.5.; p<0.05). Bununla birlikte
monozomik, trizomik ve kaotik gruplarda toplanan oosit miktar1 normal grupta
toplanan oosit miktariyla karsilastirildiginda, istatistiki olarak anlamli bir sonug elde
edilememistir (Sekil 4.6.; p>0.05). Tek gen icin 6rnek sayisi yetersiz oldugundan,

istatistiki bir anlam elde edilememistir.
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Sekil 4.5. Andploidilerin toplanan oosit sayisina gore dagilim grafigi

Mean
Contrast difference Individual 95% ClI p-value
— 2
chaotic korrwple.ksj 1,7 2,5 t05,8 0,4196
anoploidi
chaotic - monozomi -2,8 -7,0 to 1,5 0,19532
chaotic - NORMAL -3,1 -6,9 t0 0,6 0,1019?2
X 1
chaotic - Tek Ge? 7.0 12,4 to-1,6 0,0123
Hastaligi
chaotic - trizomi -1,1 -5,5 to 3,2 0,59732
e 1
kompleks andploidi . 4.4 -8,0 to-0,8 0,0172
monozomi
. . qs 1
kompleks andploidi 48 7.8 to-1,7 0,0028
NORMAL
AT 1
kompleks anopI0|dlv 8,7 13,6 t0-3,7 0,0010
Tek Gen Hastaligi
. . g2 2
kompleks anopl.0|d| ‘ 2.8 6,5 t00,9 0,1357
trizomi
monozomi - NORMAL -0,4 -3,5 t0 2,8 0,81622
i 2
monozomi - Tek Gevn 43 93 t00,8 0,0941
Hastahgi
monozomi - trizomi 1,6 -2,2 to5,4 0,40172
) 2
NORMAL - Tek Ge? 39 85 t00,7 0,0981
Hastaligi
NORMAL - trizomi 2,0 -1,3 to 5,3 0,2370?
. 1
Tek Gen Hast'allgl ‘ 5,9 0,8 to 11,0 0,0255
trizomi

Sekil 4.6. Anoploidilerin toplanan oosit sayisina gore istatiktiksel analizi
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4.3.5 Andploidilerin oosit maturasyon yiizdesine gore dagilim

Oosit maturasyon yiizdesi incelendiginde tiim gruplarda istatiksel olarak
anlamlilik gézlenmemistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8.; p>0,05). Oosit maturasyon oranlari

tiim gruplarda normal standartlar i¢erisindedir.
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Sekil 4.7. Andploidilerin oosit maturasyon yiizdesine gore dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI 0 p-value

haotic - komplek 1
chaotic - kompleks| ) 115000000 -30,769230769 to 35,000000000 0,9456

anoploidi
chaotic - monozomi| -2,500000000 -16,666666667 to 16,666666667 0,82331
chaotic- NORMAL|  5,594405594  -6,493506494 to 25,000000000 0,34361
i 1
chaotic-Tek Gen| ¢ _c)30769 -12,087912088 to 30,769230769 0,3373

Hastaligi
chaotic - trizomi| -9,523809524 -30,769230769 to 11,111111111 0,6816
kompleks anéploidi - B
| 5,833333333 -29,230769231 to 30,769230769 0,7705

monozomi
Seelly .
kompleks anploidi-| ) 51000000 -16,250000000 to 30,000000000 0,4320

NORMAL
kompleks anéploidi - !
'"| 14,102564103 -44,230769231 to 30,769230769 0,7761

Tek Gen Hastalig
kompleks anéploidi - :
e e 0,000000000 -36,111111111 to 23,333333333 0,7852

1Z ]
monozomi - NORMAL| 6730769231 -0,769230769 to 16,666666667 0,1017
monozomi - Tek Gen :
M| 5384615385 -2,564102564 to 22,435897436 0,3152

Hastaligi
monozomi - trizomi| -8,333333333 -22,435897436 to 13,333333333 0,68251
NORMAL - Tek Gen !
M| 2,564102564 -12,980769231 to 8,547008547 0,8732

Hastaligi
NORMAL - trizomi| -13,888888889 -30,000000000 to 3,333333333 0,1179!
Tek Gen Hastaligi - 1
£k Gen a:t_a"g', -19,658119658 -30,769230769 to 9,230769231 0,7276

rizomi

Sekil 4.8. Anoploidilerin oosit maturasyon yiizdesine gore istatiktiksel analizi

4.3.6. Anoploidilerin sperm sayisina gore dagilimi

Yapilan ¢caligmada gruplar (monozomik, kaotik, kompleks ve trizomi) arasi sperm
sayist istatistiki olarak anlamli bir fark gostermemektedir (Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.;
p>0,05). Sadece tek gen ve kaotik grupta anlamlilik gozlendiyse de, tek gen
grubundaki orneklem  sayisi az  oldugundan, istatistiksel olarak
degerlendirilmemistir.Bu sonuglar bize sperm sayisinin anomali tayini i¢in ayirt edici

bir secenek olarak kullanilamayacagini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.10. Andploidilerin sperm sayisina gore istatiktiksel analizi
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Sekil 4.9. Anoploidilerin sperm sayisina gore dagilim grafigi
Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI p-value
haotic - k lek: 2
chaotic oerte. S 412,00 -33,00 to 17,00 0,4609
anoploidi
chaotic - monozomi -26,50 -51,00 to 2,00 0,1360?
chaotic - NORMAL -13,50 -35,00 to 5,00 0,34012
. 1
chaotic - Tek Gen 2,50 0,50 t051,50 0,0211
Hastaligi
chaotic - trizomi -36,00 -56,00 to 5,00 0,20022
" [T 2
kompleks anploidi - -18,00 -38,00 to 12,00 0,2655
monozomi
k lek oploidi - 2
OMPIEks anoploldi 3,00 -19,00 to 15,00 0,8204
NORMAL
ki lek oploidi - 2
ompleks angploidi 18,50 -0,50 t0 56,50 0,0502
Tek Gen Hastaligi
" .y 2
kompleks anopl'0|d| ' 22,00 -42,00 to 2,00 0,1245
trizomi
monozomi - NORMAL 5,00 -8,00 to 33,00 0,18362
i-Tek G 2
monozomi= fek &en 51,50 -1,50 t0 56,50 0,0607
Hastaligi
monozomi - trizomi 0,00 -38,00 to 18,00 0,9480?
NORMAL - Tek 2
° ek Gen 25,00 -1,00 t0 51,50 0,0919
Hastalgi
NORMAL - trizomi -17,50 -38,00 to 8,00 0,15982
o 2
Tek Gen Hast'allgl ' -42,50 -66,50 to 1,50 0,1151
trizomi
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4.3.7. Anoploidilerin sperm hareketliligine gore dagilimi

Yapilan calismada sperm hareketliligi normal grupta kaotik, kompleks andploidi
ve trizomi gruplarina goére anlamli derecede yiiksek olarak gozlenmis olsa da normal
ve monozomik gruplar karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamistir (Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.; p>0.05).

Yiiksek sperm hareketliliginin normal embriyo iiretimiyle dogru orantili oldugu
gbzlenmistir. Bununla birlikte bu sonuglar 3 ya da daha fazla kromozomal anomalinin

oldugu  embriyolarda, sperm  hareketliliginin  belirleyici  olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Sekil 4.11. Andploidilerin sperm hareketliligine gore dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI 0 p-value
— 2
chaotic korr]plte'ks. -0,050 -0,330 t0 0,150 0,6838
anoploidi
chaotic - monozomi -0,080 -0,380 to 0,150 0,18932
chaotic - NORMAL -0,100 -0,380 to 0,000 0,04691
haotic - Tek G ’
chaotic- Tek Gen -0,050 -0,330 t0 0,050 03373
Hastalig
chaotic - trizomi 0,000 -0,280 to 0,200 0,93452
" . s 2
kompleks anéploidi . -0,050 -0,200 to 0,150 0,3651
monozomi
S 1
kompleks anoploidi -0,070 -0,180 to 0,000 0,0323
NORMAL
" . qe 2
kompleks anopI0|d|V 0,000 -0,350 to 0,050 0,5522
Tek Gen Hastaligi
. T 2
kompleks anopl.0|d| . 0,050 -0,100 to 0,200 0,5917
trizomi
monozomi - NORMAL 0,000 -0,200 to 0,020 0,36652
; 2
monozomi - Tek Ge:1 0,050 -0,250 to 0,050 0,5154
Hastalig
monozomi - trizomi 0,100 -0,100 to 0,200 0,23072
2
NORMAL - Tek Gevn 0,050 -0,050 to 0,070 0,3012
Hastaligi
NORMAL - trizomi 0,100 0,030 to 0,250 0,0096*
| 2
Tek Gen Hast.allgl ' 0,050 -0,050 to 0,350 0,1569
trizomi

Sekil 4.12. Andploidilerin sperm hareketliligine gore istatiktiksel analizi

4.3.8 PGT-A sonucu normal embriyolarin gebelik sonuclari

Trofoektoderm biyopsisi yapilarak NGS ile tim kromozom analizi yapilan ve
transferi gerceklestirilen on yedi adet embriyonun on alt1 tanesi transfer edilmistir.
Bunlardan bir hasta spontan gebe kaldigindan embriyo transferi istememistir. Bu
hastalardan %69’unda (11/16) klinik gebelik goriilmiis %31’inde (5/16) ise gebelik
elde edilememistir. Gebe kalan hastalarin %45’inde (5/11) klinik gebelik sonrasi kayip

gbzlenmis ve %55’inde (6/11)’de canli dogum gdzlenmistir.

Buna ek olarak besinci giinde blastokist asamasina gelen embriyolarin istatistiksel

olarak anlamli sekilde 6ploid oldugu gézlemlenmistir (p=0,0258) (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.13. Oploidi durumunun blastokist gelisim giiniine gore dagilim grafigi

* ve ** p<0,05

4.3.9 Embriyo oploidi durumu ve aminoasit titkketimi iliskisinin LC-MS/MS

yontemiyle analizi

Embriyolara ait oploidi/andploidi durumlarinin biyopsi 6ncesi toplanan SCM
orneklerindeki tiiketilen aminoasit miktarlar1 ile olast korelasyonu LC-MS/MS
yontemi ile her bir aminoasit i¢in ayr1 ayri incelenmistir ve agsagida ayrmtili olarak
sunulmustur. Amino asit profillemesi yapilmasi i¢in kullanilmis kiiltiir medyumundan
elde edilen degerler ile, kullanilmamis kiiltiir medyumundan elde edilen degerler

arasindaki oran incelenmis ve her bir aminoasit i¢in grafiksel olarak sunulmustur.
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4.3.9.1 Serin

Incelenen embriyo kiiltiir sivilarinda, serin amino asit tiiketiminde ve seviyesinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (sirasiyla
normal, monozomik, trizomik, kompleks andploid ve kaotik; p>0,05). Yapilan analiz
sonucunda serin amino asidinin anomali tespiti i¢in kullanilamayacagi saptanmistir

(Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Serin amino asitinin gruplara gére dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI 0 p-value
haotic - komplek 1
chactic-KompIeXs | 081068489 -0,249728219 to 0,066625252 0,2571
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,151343376 -0,261375990 to 0,034166796 0,18771
chaotic - NORMAL| -0,124242895 -0,306258736 to 0,079515453 0,29021
: 1
chaotic-Tek Gen | 111507908 -0,226587979 to 0,124087591 0,6547
Hastaligi
chaotic - trizomi| -0,058238857 -0,268054046 to 0,072682093 0,3718%
.. s 1
kompleks anploidi - 1545908 -0,115545892 to 0,055288088 0,5637
monozomi
kompleks anoploidi - !
0,003571983 -0,166796086 to 0,113061034 0,9356
NORMAL
kompleks anéploidi - B
| 0,045814567 -0,152352850 to 0,126261842 0,4054
Tek Gen Hastaligi
L 1
kompleks a"°tp',°'d' | .0,002329554 -0,122379251 to 0,133095201 0,8738
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,038825905 -0,134492934 t0 0,132629290 0,44891
. 1
monozomi-Tek Gen| o) 57966 -0,004969716 to 0,128280789 0,1025
Hastaligi
monozomi - trizomi| 0,009395869 -0,075166951 to 0,173474142 1,0000?
1
NORMAL - Tek Gen| 119419052 -0,122534555 to 0,378630222 0,8323
Hastaligi
NORMAL - trizomi| 0,008386395 -0,132163379 to 0,205000777 0,97471
= 1
Tek G4 Hait,a"g' | 10,044416835 -0,156546048 to 0,184190092 0,3051
rizomi

Sekil 4.15. Serin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.2 Triptofan

Normal grup diger gruplarla karsilastirildiginda (monozomik, trizomik, kompleks
andploid ve kaotik) triptofan amino asit tiiketiminde ve seviyesinde anlamli bir fark
gozlemlenmemistir (Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.; p>0,05). Yapilan analiz sonucunda

triptofan amino asidinin anomali tespiti i¢in kullanilayamayacag1 saptanmustir.
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trizomi

Sekil 4.17. Triptofan amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi
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Sekil 4.16. Triptofan amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% ClI 0 p-value
i 1
chaotic - kompleks| o /01019776 -0,261085785 to 1,326978864 0,2571
anoploidi
chaotic - monozomi| 0,498135102 -0,384583506 to 1,387484459 0,14321
chaotic - NORMAL| 0,461665976 -0,075424782 to 1,454620804 0,17041
o 1
chaotic -Tek Gen| ) 15974720 -1,491918773 to 1,642768338 0,6547
Hastalig
chaotic - trizomi| 0,817239950 -0,106920845 to 1,251554082 0,1675!
o .
kompleks andploidi-| ) 115374907 -0,628263572 t0 0,503108164 0,8474
monozomi
| iy .
kompleks andploidi-| o \25cea001 -0,740157480 to 0,441773726 0,5354
NORMAL
kompleks andploidi - !
" 10,687940323 -1,452963116 to 0,504765852 0,5175
Tek Gen Hastaligi
I~ .
kompleks anotprli‘;')dr;i -0,067136345 -0,416079569 to 0,881060920 0,3683
monozomi - NORMAL| 0,072938251 -0,639867385 to 0,423539163 0,64121
P 1
monozomi - Tek Gen| ) <) hceo758  -1,513468711 to 0,710319105 0,4142
Hastalig
monozomi - trizomi| -0,099461252 -0,465810195 to 0,585163697 0,56281
NORMAL - Tek G !
CCREN 0183174472 -1,535847493 to 0,562784915 0,2664
Hastalig
NORMAL - trizomi| -0,109407377 -0,543721508 to 0,871943639 0,65661
S - 1
Tek Gen Hastalgi-| ) 011491919 -0,562784915 to 1,384997928 0,4250
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4.3.9.3 Treonin

Calismada SCM oOrneklerindeki treonin miktart monozomik embriyolarda normal
embriyolara gore istatiktiksel olarak ileri derecede anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.; p<0,0001). Bu fark anoploid embriyolar kendi i¢lerinde
incelendiginde de (kaotik, kompleks anoploid ve trizomik embriyolara gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (p<0.05). Ayrica normal, kaotik,
kompleks andploid ve trizomik embriyolarin treonin tiiketim seviyelerinde istatistiksel
olarak anlaml bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05). Tek gen hastaligi grubunda da
normal embriyolara gore treonin amino asit seviyesinde fark gozlense de (p<0,05) bu

gruptaki ornek sayisi diisiik oldugundan degerlendirmeye alinmamastir.
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Sekil 4.18. Treonin amino asitinin gruplara gére dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% Cl 0 p-value
i 2
chaotic - kompleks| ) 13111565 -0,246413736 t0 0,271871995 0,8415
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,208840995 -0,514994399 to -0,133398103 0,00341
chaotic - NORMAL| 0,038028769 -0,113888035 to 0,286028690 0,7839?
i 1
chaotic-Tek Gen| ) )0c141891 -0,606358616 to -0,054326813 - 0,0253
Hastaligi
chaotic - trizomi| -0,101396834 -0,392342695 to 0,247365447 [ | 0,22322
" . 1
kompleks andploidi-| - 300164577 -0,455591795 to -0,041002865 0,0343
monozomi
kompleks anéploidi - 2
0,049052751 -0,078357506 to 0,214134885 0,6086
NORMAL
kompleks anéploidi - 2
| -0,338690010 -0,493858493 to 0,062693936 0,1160
Tek Gen Hastaligi
. e 2
kompleks an°tp!°'d' | -0,088310813 -0,370493006 to 0,178762974 0,3683
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,400352926  0,140099731 to 0,493660219 . <0.0001!
A 2
monozomi-Tek Gen| ) 1) 151003 -0,089540106 to 0,097708955 II 1,0000
Hastaligi
monozomi - trizomi| 0,109030346 -0,022642781 to 0,423075017 | 0,06412
s 1
NORMAL-Tek Gen| ) /16221808 -0,568885012 to -0,094298659 - 0,0129
Hastahigi
NORMAL - trizomi| -0,160323582 -0,426247385 to 0,027599607 I | 0,13562
& 2
Tk Ha:t_a"g' | 0,118487970 -0,120351736 t0 0,619682565 0,2100
rizomi

Sekil 4.19. Treonin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.4 Lizin

Calismada SCM orneklerindeki lizin miktart monozomik embriyolarda normal
embriyolara gore istatiktiksel olarak ileri derecede anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(Sekil 4.19. ve Sekil 4.20.; p<0,0003). Ancak kaotik, kompleks andploid ve trizomik
embriyolarda normal embriyolara gore lizin amino asit tiiketiminde ve seviyesinde
anlaml bir fark goriilmemistir (p>0,05). Ayrica tek gen hastaliginda da normal
embriyolara gore lizin amino asit seviyesinde fark goziiksede, tek gen embriyo sayisi

diisiik oldugundan degerlendirmeye alinmamustir.
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Sekil 4.20. Lizin amino asitinin gruplara gére dagilim grafigi
Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI 0 p-value
haotic - komplek 2
Chaotic - KomPpIeXs | 110956573 -0,201845597 to 0,290402362 0,9468
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,092067122 -0,282743398 to 0,070473101 0,18772
chaotic - NORMAL| 0,109033854 -0,074355769 to 0,300082440 0,29022
. 2
chaotic -Tek Gen | 1 /1031061 -0,526181422 to 0,112756961 0,1797
Hastaligi
chaotic - trizomi| 0,014945616 -0,221418504 to 0,201686036 0,93532
. S 2
kompleks andploidi-| ) 100412733 -0,336675265 to 0,064994814 0,0833
monozomili
kompleks andploidi - 2
0,069356168 -0,077334255 to 0,228332846 0,4035
NORMAL
kompleks anéploidi - 2
'"| -0,200249980 -0,450974656 to 0,057814536 0,0790
Tek Gen Hastaligi
kompleks anéploidi - 2
ompleks an°t'°_°' "l 0,054836050 -0,255937026 to 0,160412733 0,7110
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,205169800 0,077706566 to 0,352684626 0,0030!
i - Tek 2
monozomi - Tek Gen| ) o1 963939 -0,214504162 to 0,081589235 0,6831
Hastalg
monozomi - trizomi| 0,106879770 -0,031008164 to 0,252639417 0,29762
NORMAL - Tek G B
CKBeN | 0264234237 -0,481876446 to -0,069675292 0,0129
Hastaligi
NORMAL - trizomi| -0,114565327 -0,293646784 to 0,048028083 0,11972
Tek Gen Hastalig - 2
exen a: _a('f" | 0,129936441 -0,058825094 to 0,541605723 0,0874
rizomi

Sekil 4.21. Lizin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi
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4.3.9.5 Histidin

Calismada SCM orneklerindeki histidin miktar1 monozomik embriyolarda normal
embriyolara gore istatiktiksel olarak ileri derecede anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(Sekil 4.21. ve Sekil 4.22.; p<0,0001). Bununla birlikte hem kaotik hem de kompleks
anoploid embriyolarda normal embriyolara gore histidin amino asit tiiketiminde ve
seviyesin de anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05). Bunlara ek olarak kompleks
anoploid ve kaotik embriyolarda histidin tiiketimi normal embriyolara goére anlaml
fark gostermese de (p>0,05) monozomik embriyolara gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek olarak bulunmustur (p<0,05). Tek gen hastaliginda da normal
embriyolara gore histidin amino asit seviyesinde fark goziiksede tek gen embriyo

sayist diisiik oldugundan degerlendirmeye alinmamastir.
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Sekil 4.22. Histidin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
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Hodges-

Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI 0 p-value
. 2
chaotic - kompleks | oo 18586 -0,321388464 to 0,077508933 -I 0,5485
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,327759061 -0,424951506 to -0,218560490 [ ] 0,00341
chaotic - NORMAL| 0,027442573  -0,059458908 to 0,070893313 (] ] 0,50542
. 1
chaotic-Tek Gen | 50977540 -0,482205207 to -0,193404798 - 0,0253
Hastaligi
chaotic - trizomi| -0,214231751 -0,293047473 to -0,013149566 [ 0,04241
kompleks anoploidi - !
OmPpleks anoploldl -l 4 762909648 -0,395630424 to -0,016661562 - 0,0343
monozomi
kompleks anéploidi - 2
0,058397141 -0,025890761 to 0,280714650 0,4345
NORMAL

. P 2
kompleks andploidi -1, ) sgc6a583 0,397672282 to 0,066482899 -I 0,2294
Tek Gen Hastaligi

a 5
kompleks anotpl_o'd'_ -0,092537009 -0,280469627 to 0,152649311 -. 0,6338
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,341316998 0,265604900 to 0,401510975 [ | <0.00011!
. 2
monozomi - Tek Gen| ) ) 114293 -0,095722307 to 0,111975498 II 0,6831
Hastaligi
monozomi - trizomi| 0,135048494 0,012986217 to 0,289127106 | 0,02791
- 1
NORMAL-Tek Gen| 319545687 -0,389913221 to -0,237590607 . 0,0070
Hastaligi
NORMAL - trizomi| -0,220765697 -0,272873915 to -0,089106687 [ ] 0,00701!
2

Tek Ha:t_a"g'f 0,086166411 -0,021807044 to 0,517896886 |- 0,0527
rizomi

Sekil 4.23. Histidin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.6 Glisin

Calismada SCM orneklerindeki glisin miktar1 monozomik embriyolarda normal
embriyolara gore istatiktiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Sekil 4.23.
ve Sekil 4.24.; p<0,05). Bununla birlikte kaotik, kompleks andploid ve trizomik
embriyolarda normal embriyolara gore glisin amino asit tilketiminde anlamli bir fark
goriilmese de (p>0,05) Bu embriyolardaki glisin miktarinin monozomik embriyolara

kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik oldugu gozlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.24. Glisin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% ClI 0 p-value
haotic - komplek 2
chaotic -kompleks| 116027722 -0,147897109 to 0,088250246 -. 0,3861
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,109601112 -0,204154946 to -0,014233911 | ] 0,02811
chaotic - NORMAL| -0,023994306 -0,126885146 to 0,082692243 [ | ] 0,66652
haotic - Tek G 2
chaotic- TeKBeN| - 015318399 -0,260548344 to 0,135967736 0,2967
Hastaligi
chaotic - trizomi| -0,038634900 -0,131087539 to 0,069813942 0,37182
kompleks andploidi - 1
OMPIEKs anopioiai-| - 193604907 -0,159962043 to -0,005693564 0,0433
monozomili
kompleks anéploidi - 2
-0,005286881 -0,069542820 to 0,091639272 0,8504
NORMAL
kompleks anéploidi - 2
'""| 0,001626733 -0,195072356 to 0,197241333 0,7815
Tek Gen Hastalg
kompleks anéploidi - 2
mp ”°t’1izl)r;i 0,019791914 -0,102890839 to 0,080658827 0,5604
monozomi - NORMAL| 0,098010642 0,009489274 to 0,175144881 0,0360!
P 2
monozomi-Tek Gen| )\ 02c1989 -0,104653133 to 0,191141085 0,3074
Hastaligi
monozomi - trizomi| 0,078760972  0,000406683 to 0,153319551 0,04911
NORMAL - Tek G 2
CRBeN 0,033348019  -0,184634155 to 0,209984072 0,9578
Hastaligi
NORMAL - trizomi| -0,015725082 -0,115769140 to 0,076049751 0,67972
Tek Gen Hastaligi - 2
exen a:ri"’zc')ii -0,023316501 -0,230996035 to 0,187616498 0,5688

Sekil 4.25. Glisin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi
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4.3.9.7 Glutamin

Calismada SCM Orneklerindeki glutamin miktart monozomik embriyolarda
normal embriyolara gore istatiktiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Sekil
4.25. ve Sekil 4.26.; p<0,05). Bununla birlikte kaotik, kompleks andploid ve trizomik
embriyolarda normal ve monozomik embriyolara gore glutamin amino asit

tilketiminde ve seviyesinde anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.26. Glutamin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% ClI 0 p-value

haotic - komplek 2
Chaotic-KompIES| - 4 064076528 -1,742090637 to 1,398728089 0,9468

anoploidi
chaotic - monozomi| 0,314023087 -0,037729799 to 2,086735785 0,07902
chaotic - NORMAL| -0,027255237 -1,608433091 to 0,654766994 0,90642
[P 1
chaotic - Tek Gen| ) 121408722 0,157866610 to 2,734608807 0,0253

Hastaligi
chaotic - trizomi| 0,319634459 -1,064931595 to 2,245404019 0,16752
o )
kompleks andploidi-| ) 3o0000684  0,003687473 to 1,083112441 0,0543

monozomi
kompleks anéploidi - 2
0,049647285 -1,130985464 to 0,628847798 0,8928

NORMAL
kompleks anéploidi - 2
"l 1,708849936 -0,085453185 to 2,550128260 0,0522

Tek Gen Hastalgi
N )
kompleks a”°§::;dr:1i 0,572520308 -0,412783241 to 2,082781103 0,1530
monozomi - NORMAL| -1,336495297 -1,805151774 to -0,034202651 0,0360!
. 2
monozomi - Tek Gen|  ,cc007396  -0,038424540 to 0,647873023 0,1025

Hastalig
monozomi - trizomi| -0,023247114 -1,280301411 to 0,391460026 0,90792
NORMAL - Tek G 2
CKBEN| ) 666470714 -0,006412997 to 2,283775118 0,0502

Hastalig
NORMAL - trizomi| 0,878580590 -0,226806327 to 1,833636169 0,15302
Tek Gen Hastaligi - 2
e a:’r;(')gr;i -0,256412997 -2,505557931 to 0,895521590 0,2100

Sekil 4.27. Glutamin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.8 Glutamik asit

Calismada SCM oOrneklerindeki glutamik asit tiiketimi tiim gruplarda normal
embriyolara gore istatiktiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (Sekil 4.27.
ve Sekil 4.28.; p<0,05).

Ayrica tek gen hastaliginda da normal embriyolara gore glutamik asit seviyesinde
fark goziiksede, bu grupta embriyo sayist diisiik oldugundan degerlendirmeye

alinmamustir.

107



L5 4

1,4 4 |
|
| r - e
L3 | |
I | + T
— - I n
F 12 - |- |.
<] L]
= | ]
Z n
=
= L1+ ]
£ . ¥ -
= '
ERE il - ]
L) .‘ -
., [ ] [ ]
0,9 | ] .
| - e
n n n
08 | t'
| ]
07 . . .
Kaotik Kompleks andploidi Monozomi Normal Tek gen hastahigi Trizomi
Grup

Sekil 4.28. Glutamik asit amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi

Contrast

Hodges-
Lehmann
location shift

Individual 95% CI

chaotic - kompleks
anoploidi

chaotic - monozomi
chaotic - NORMAL
chaotic - Tek Gen
Hastalig

chaotic - trizomi
kompleks andploidi -
monozomi
kompleks anoploidi -
NORMAL

kompleks an6ploidi -
Tek Gen Hastahg
kompleks anoploidi -
trizomi

monozomi - NORMAL
monozomi - Tek Gen
Hastalig

monozomi - trizomi
NORMAL - Tek Gen
Hastalgi

NORMAL - trizomi
Tek Gen Hastaligi -
trizomi

0,087601078

0,017632525
0,180817610

-0,027178796
0,103548967
-0,081199461

0,116127583

-0,112982929

-0,025606469
0,191823899
-0,044811321
0,059074573
-0,241913747
-0,143980234

0,126460018

-0,102650494

-0,167789757
0,059523810

-0,332659479
-0,185085355
-0,234052111

0,009209344

-0,382973944

-0,193396226

0,086702606
-0,273360288
-0,112084456
-0,450584007
-0,289308176

-0,220799641

t0 0,345687332

t0 0,263701707
to 0,405884996

t0 0,421159030
t0 0,359838275
t00,111185984

t0 0,256289308

t0 0,178346810

t0 0,207322552
t0 0,313342318
t0 0,173405211
t0 0,223495058

t0-0,032120395 -

t0 0,010557053

to 0,453504043

0
I
[ ]
I

Sekil 4.29. Glutamik asit amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

+ Near outliers

p-value
F]
0,4634

0,7697?
0,0168*
2

0,6547
0,68472
2

0,3603

1
0,0253

2
0,3092

2
0,8738

0,0043?
0,683 12
0,48752
0,02991
0,06092

2
0,4250
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4.3.9.10 Asparajin

(Calismada asparajin amino asit seviyesi incelendiginde monozomik embriyolarda
normal embriyolara gore istatiktiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek olarak
bulunmustur (Sekil 4.29. ve Sekil 4.30.; p<0,05). Bununla birlikte kaotik, kompleks
anoploid ve trizomik embriyolarda normal embriyolara gore asparajin amino asit
tilketiminde ve seviyesin de anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05). Ayrica tek gen
hastaliginda da normal embriyolara gore asparajin amino asit seviyesinde fark

goziiksede, tek gen embriyo sayisi diislik oldugundan degerlendirmeye alinmamustir.
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Sekil 4.30. Asparajin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI p-value
P 2
chaotic - kompleks| o 156570 -0,371703946 to 0,384554768 0,7389
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,161483906 -0,724252894 to 0,056980057 0,10732
chaotic - NORMAL| 0,111050494 -0,225495545 to 0,388434261 0,29022
. 2
chaotic-Tek Gen| ) 157931442 -0,862459841 to 0,274959083 0,2967
Hastaligi
chaotic - trizomi| -0,045826514 -0,567133418 to 0,352064012 0,80752
. T 2
kompleks anoploidi |-, ) 16526587 0,445171849 t0 0,024974238 0,0675
monozomi
kompleks anéploidi - 2
0,056980057 -0,146208402 to 0,295083955 0,5354
NORMAL
kompleks anéploidi - 2
" 0,191307510 -0,467963872 to 0,159544160 0,3092
Tek Gen Hastalgi
kompleks andploidi - 2
ompieks anotp_o' '"| .0,061829424 -0,328787052 to0 0,267200097 0,7110
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,287203734  0,164393526 to 0,411226284 0,0011
. 2
monozomi - Tek Gen|  /2c53065 -0,078559738 to 0,185003334 0,3074
Hastaligi
monozomi - trizomi| 0,138328181 -0,019639935 to 0,301388131 0,08262
_ 1
NORMAL-Tek Gen| 514040735 -0,511365703 to -0,001454810 0,0390
Hastalig
NORMAL - trizomi| -0,137237073 -0,326362369 to 0,071285688 0,11972
Tek Hastaligi - 2
L a:t,a 81" 0081711826 -0,139176820 to 0,703400618 0,4250
rizomi

Sekil 4.31. Asparajin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.11 Alanin

Calismada alanin amino asit miktarlart monozomik ve kompleks embriyolarda
normal embriyolara gore istatiktiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek
bulunmustur (Sekil 4.31. ve Sekil 4.32.; p<0,05). Bununla birlikte hem kaotik hem de
trizomik andploid embriyolarda normal embriyolara gore alanin amino asit

tilketiminde ve seviyesinde anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.32. Alanin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI p-value
haotic - komplek 2
chactic ~KOMPIEXS| - 5,058249800 -0,326806774 to 0,208433522 0,4634
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,072552020 -0,379227430 to 0,226878598 0,55822
chaotic- NORMAL| 0,208516795 -0,031061008 to 0,493811739 0,09212
haotic - Tek G 2
chaotic- Tk BeN| - 130364634 -0,178913073 to 0,475408300 0,6547
Hastalig
chaotic - trizomi| 0,050338819 -0,164590034 to 0,341462907 0,68472
kompl sploidi - 2
ompleks andploidi - - ) ccr7514  -0,283754385 t0 0,228210973 0,8474
monozomi
kompleks anéploidi - B
0,263852023  0,060831278 to 0,433396829 0,0089
NORMAL
kompleks anéploidi - 2
| 0,147893701 -0,078068888 t0 0,542235268 0,1655
Tek Gen Hastaligi
kompleks anploidi - 2
ompleks anotpri:;r;i 0,097180152 -0,086812603 to 0,317022140 0,3146
monozomi - NORMAL| 0,305051578  0,057167244 to 0,560139067 0,01691
i-Tek G 2
monozomi - TeKBEN| ) 505435676 -0,147435697 to 0,611310620 0,2207
Hastalig
monozomi - trizomi| 0,155783864 -0,091392645 to 0,422904371 0,20302
NORMAL - Tek 2
0 ekGen| 110462272 -0,365395705 to 0,202895835 0,3146
Hastaligi
NORMAL - trizomi| -0,149267714 -0,330012803 to 0,042427838 0,09242
Tek Gen Hastaligi - 2
exen a:r? t')gn"i -0,063745849  -0,280256899 to 0,137609427 0,5688
z

Sekil 4.33. Alanin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi
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4.3.9.12 Ornitin

Calismada ornitin amino asiti acisindan monozomik, kompleks, trizomik ve
kaotik embriyolarda normal embriyolara gore ornitin miktarinda istatiktiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistur (Sekil 4.33. ve Sekil 4.34.; p>0,05). Dolayistyla ornitin
amino asit tiikketiminde ve seviyesin de anlamli bir fark goriilmemistir. Ancak anormal
gruplar kendi arasinda degerlendirildiginde kaotik grupta trizomik gruba gore,
kompleks andploid grupta monozomik gruba gore ve de kompleks andploid grupta
trizomik gruba kiyasla ornitin amino asit seviyesi istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde diisiik olarak gdzlemlenmistir (p<<0,05). Bu da bize kromozomal anomali say1s1
>4 kromozom oldugu durumlarda ornitin amino asit seviyesinin < 3 kromozom

anomalisine sahip olanlara gore anlamli sekilde diisiik oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.34. Ornitin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% ClI 0 p-value
P 2
chaotic - kompleks| 1 ¢210ca18 -0,416720674 to 0,159429682 0,3861
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,398574206 -0,596889177 to 0,010369410 0,05702
chaotic - NORMAL| -0,216461439 -0,502916397 to 0,147116008 0,36762
B 2
chaotic - Tek Gen| ) 5,9131562  -0,653272845 to 0,154244977 0,1011
Hastaligi
chaotic - trizomi| -0,397926118 -0,622812703 to -0,014257939 0,04241
.. s 1
kompleks andploidi-| - 1 0c)9164 -0,322747894 to-0,041477641 0,0071
monozomi
kompleks anéploidi - 2
-0,005184705 -0,208036293 to 0,163966299 0,9785
NORMAL
kompleks anéploidi - 2
| 10,137394686 -0,401166559 to 0,048606610 0,1160
Tek Gen Hastalig
e .
kompleks anotp'_o'd' | -0,174335710 -0,333117304 to-0,057031756 0,0129
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,195398574 -0,032404407 to 0,402462735 0,12992
B 2
monozomi - Tek Gen| ) /2121905 -0,204147764 to 0,287103046 0,5403
Hastahg
monozomi - trizomi| 0,010693454 -0,125081011 to 0,145819831 0,81702
NORMAL - 2
0 TekGen| 143227479 -0,426441996 to 0,552171095 0,3146
Hastalg
NORMAL - trizomi| -0,183408944 -0,389500972 to 0,036941024 0,08072
o 2
le Ha:t_a"g' | -0,024627349 -0,274141283 t0 0,179520415 0,7324
rizomi

Sekil 4.35. Ornitin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.13 Fenilalanin

Calismada fenilalanin amino asit seviyesini inceledigimizde normal embriyolarda
monozomik embriyolara gore ileri derecede anlamli olacak sekilde (p<0,0009) ve
trizomik embriyolar da ise anlamli (p<0,05) derecede yiiksek olarak bulunmustur
(Sekil 4.35. ve Sekil 4.36.). Bununla birlikte hem kaotik hem de kompleks andploid
embriyolarda normal embriyolara gore fenilalanin amino asit tiilketiminde ve seviyesin

de anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.36. Fenilalanin amino asitinin gruplara gére dagilim grafigi

Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% ClI p-value
: 2
chaotic - kompleks| ) 1303576 -0,206036013 to 0,299568856 0,8415
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,137610956 -0,354146589 to -0,027288866 0,0128
chaotic - NORMAL| 0,101749937 -0,049404007 to 0,356276946 0,25592
H 1
chaotic-Tek Gen | 519383718 -0,501547045 to -0,075881309 0,0253
Hastaligi
chaotic - trizomi| -0,093025615 -0,333654578 to 0,266801927 0,37182
neomt )
kompleks andploidi-| ) /953769 -0,397869642 to 0,008115648 0,0675
monozomili
kompleks anoploidi - 2
0,093532843 -0,041186914 t0 0,275120467 0,1867
NORMAL
kompleks anoéploidi - B
'"| 0,343799138 -0,537053005 to -0,008217094 0,0335
Tek Gen Hastaligi
.. s 2
kompleks an°tp|_°'d' | -0,072736495 -0,369160538 to 0,124067969 0,3683
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,364341872  0,097895004 to 0,454577733 0,000
P 1
monozomi - Tek Gen| ) \,26ce607 -0,181486178 to -0,000608674 0,0412
Hastalig
monozomi - trizomi| 0,043875222 -0,050621354 to 0,340552879 0,41792
1
NORMAL-Tek Gen | /16766422 -0,579152929 to -0,124778088 0,0070
Hastaligi
NORMAL - trizomi| -0,151052498 -0,429114887 t0 -0,019173218 [ ] 0,02841
= 2
Tek Gen Ha:t?'f" | 0,124067969 -0,037027644 to 0,487953335 I- 0,0527
rizomi

Sekil 4.37. Fenilalanin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi
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4.3.9.14 Sistin

Incelenen embriyo kiiltiir sivilarinda, serin amino asit tiiketiminde ve seviyesinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (Sekil 4.37. ve
Sekil 4.38.; p>0,05). Bu bulgulara ek olarak; kompleks andploidi ve trizomik
embriyolarda sistin amino asit tiilketimi monozik embriyolar gore istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde yliksek olarak bulunmustur (p<0,05). Tek gen hastaliginda da
normal embriyolara gore sistin amino asit seviyesinde fark goziikkmekte ve hatta diger
anomali guplariyla karsilagtirildiginda anlamli sonu¢ vermesine ragmen tek gen

embriyo sayis1 diisiik oldugundan, degerlendirmeye alinmamaistir.
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Sekil 4.38. Sistin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% ClI 0 p-value
i 2
chaotic - kompleks| ) /160860 -0,776245032 to 2,536357260 I. 0,6407
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,794949731 -3,473462708 to 1,719897124 I 0,18772
chaotic - NORMAL| 0,121580547 -1,179331307 to 2,060322656 N 0,96882
. 1
chaotic-Tek Gen| 5 ¢ cc 19282 -6,376432079 to -1,489829320 - 0,0253
Hastalig
chaotic - trizomi| 1,478606500 -0,781856441 to 2,426934767 1 | 0,22322
.. . 1
kompleks andploidi-| ) 53¢ 10684 -3,392097264 to -0,145896657 - 0,0269
monozomi
kompleks andploidi - 2
-0,615384615 -1,817161562 to 0,225391630 0,1532
NORMAL
kompleks anéploidi - e
'"| 4,949263502 -5,720832359 to -2,799158289 0,0126
Tek Gen Hastaligi
.. e 2
kompleks anotp'_o'd', 0,022445639 -0,571428571 to 1,011924246 II 0,9578
rizomi
monozomi - NORMAL| 1,119476268 -0,135609072 to 2,776712649 | 0,10292
. 1
monozomi-Tek Gen| -, \o0c09773  -5,295300444 to -0,670563479 - 0,0247
Hastalig
monozomi - trizomi| 2,559270517 0,036474164 to 3,668926818 [ ] 0,02791
1
NORMAL-Tek Gen| 115969137 -5,467383680 to-2,492401216 . 0,0070
Hastalig
NORMAL - trizomi| 0,878185644 -0,057049334 to 1,899462240 [ 0,07032
Tek Gen Hastaligi - !
Rl a:‘alg|4 4,911854103  3,579144260 to 6,162263269 . 0,0167
rizomi

Sekil 4.39. Sistin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.15 Valin

Calismada SCM orneklerindeki valin miktart monozomik embriyolarda normal
embriyolara gore istatiktiksel olarak ileri derecede anlamli olarak yiliksek bulunmustur
(Sekil 4.39. ve Sekil 4.40.; p<0,0001). Ayrica trizomik embriyolarda normal
embriyolara gore valin miktar istatiktiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Bununla birlikte hem kompleks hem de kaotik andploid
embriyolarda normal embriyolara gore valin amino asit tilketiminde ve seviyesinde

anlamli bir fark goériilmemistir (p>0,05).

Tek gen hastalifinda da normal embriyolara gore valin amino asit seviyesinde fark

goziiksede, tek gen embriyo sayisi diislik oldugundan degerlendirmeye alinmamustir.
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Sekil 4.40. Valin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI 0 p-value
haotic - komplek 2
chaotic-KompIeks| 4 132495883 -0,171515572 t0 0,205197253 0,7389
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,217356630 -0,359726984 to -0,140278195 0,00341
chaotic - NORMAL| 0,100465039 -0,028254498 to 0,274383486 0,17042
haotic - Tek G 2
chaotic- TeKGeN| - ) 142349639 -0,391710081 to 0,067239076 0,1011
Hastalig
chaotic - trizomi| -0,071837682 -0,226698843 to 0,217708776 0,37182
. . 1
kompleks andploidi-| - ) ;3101184 0382222867 to -0,082029187 0,0018
monozomi
kompleks anéploidi - 2
0,115918012 -0,032397386 to 0,220857371 0,1383
NORMAL
kompleks anéploidi - 2
'"| 10,199231494 -0,394692960 to 0,030533086 0,1160
Tek Gen Hastaligi
" L 2
kompleks anotprl,"(')dn'q, -0,044121759 -0,253586188 to 0,124493791 0,4914
1Z 1
monozomi - NORMAL| 0,385185032  0,200184359 to 0,470507815 <0.00011
. 2
monozomi-Tek Gen| o 120035595 .0,041884600 to 0,215927334 0,2207
Hastalgi
monozomi - trizomi| 0,146181811  0,053153256 to 0,398711562 0,00551
_ 1
NORMAL - Tek Gen| 59660263 -0,463713478 to -0,091143541 0,0300
Hastaligi
NORMAL - trizomi| -0,135969591 -0,327702458 to -0,011641516 [ ] 0,03341
S o 2
Tek Gen Ha::?';i | 0,093960705 -0,139076757 to 0,431108948 .- 0,4250
1Z 1

Sekil 4.41. Valin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi
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4.3.9.16 Tirozin

Calismada SCM orneklerindeki tirozin miktart monozomik embriyolarda normal
embriyolara gore istatiktiksel olarak ileri derecede anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(Sekil 4.41. ve Sekil 4.42.; p<0,0001). Ayrica kompleks andploid embriyolarda normal
embriyolara gore tirozin miktar1 istatiktiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Bununla birlikte hem trizomik hem de kaotik andploid
embriyolarda normal embriyolara gore tirozin amino asit tiiketiminde ve seviyesin de
anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05). Buna ek olarak trizomik embriyolarda tirozin
amino asit seviyesi monozomik embriyolara gore istatitstiksel olarak anlamli olacak
sekilde diisiikk olarak bulunmustur (p<0,05).Tek gen hastaliginda da normal
embriyolara gore tirozin amino asit seviyesinde fark goziiksede, tek gen embriyo sayisi

diisiik oldugundan degerlendirmeye alinmamustir.
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Sekil 4.42. Tirozin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
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Mean

Contrast difference Individual 95% CI 0 p-value
H 2
chaotic - kompleks |, 130078675 -0,207930913 to 0,135873562 .l 0,6746
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,280210154 -0,455907600 to -0,104512708 0,0025?
chaotic - NORMAL| 0,094939316 -0,061853314 to0,251731947 [ [ ] 0,22872

chaotic - trizomi| -0,033357557 -0,213817314 to0 0,147102201 0,71112
kompleks an6ploidi -
monozomi
kompleks anoploidi -
NORMAL

kompleks andploidi -

1
-0,244181479 -0,393936703 to -0,094426255 0,0020

- 1
chaotic-Tek Gen |, 560795443 -0,485868305 to -0,035722582 - 0,0242
Hastahgi
1

1
0,130967992  0,003920900 to 0,258015083 - 0,0436

1

.| -0,224766768 -0,430229240 to -0,019304296 0,0328
Tek Gen Hastalig

o T 2

kompleks anotp',o'd' | 0,002671119 -0,152643911 to 0,157986149 l. 0,9725
rizomi

monozomi - NORMAL| 0,375149471  0,243012508 to 0,507286433 | ] <0.0001?

. 2

monozomi-Tek Gen| o 15114711 -0,189233416 to 0,228062838 .. 0,8520
Hastaligi

monozomi - trizomi| 0,246852597  0,087347200 to 0,406357995 ] 0,00321

NORMAL - Tek 1

° ekGen| ) 155734760 -0,548733146 to -0,162736373 0,0006
Hastaligi

NORMIAL - trizomi| -0,128296873 -0,266703189 to 0,010109443 | 0,06842

2 1

B Ha:t_a"g' | 0,227437887 0,014764023 t0 0,440111750 - 0,0367
rizomi

Sekil 4.43. Tirozin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.17 Losin

Calismada SCM orneklerindeki 16sin miktar1 monozomik embriyolarda normal
embriyolara gore istatiktiksel olarak ileri derecede anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p<0,0001). Ayrica trizomik embriyolarda 10sin miktar1 normal embriyolara gore
istatiktiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,05). Bununla
birlikte hem kompleks hem de kaotik andploid embriyolarda normal embriyolara gore
16sin amino asit tiiketiminde ve seviyesinde anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).
Tek gen hastaliginda da normal embriyolara gore 16sin amino asit seviyesinde fark
goziksede, tek gen embriyo sayist diisiik oldugundan degerlendirmeye alinmamigtir

(p<0,05).
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Sekil 4.44. Losin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi

Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI 0 p-value
. 2
chaotic - kompleks| ) 120511337 -0,323454816 0 0,312322981 0,7389
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,219182679 -0,480090002 to -0,093594260 0,00841
chaotic - NORMAL| 0,086015139 -0,028974351 to 0,382271960 0,14722
P 1
chaotic -Tek Gen | ;1016866 -0,510761761 to -0,029369097 0,0253
Hastalig
chaotic - trizomi| -0,086804630 -0,399206561 to 0,259663874 0,29122
PR 1
kompleks andploidi-| - 351025020 -0,469668709 to -0,022500518 0,0161
monozomi
kompleks anéploidi - 2
0,113410506 -0,013500311 to 0,378442925 0,0710
NORMAL
kompleks anéploidi - 2
'""| 0,322152155 -0,512617067 to 0,058501347 0,1655
Tek Gen Hastalig
e s
kompleks anotpl_o'd' | -0,046974766 -0,405246173 to 0,107844589 0,3146
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,450484057 0,213715447 to 0,545223081 [ ] <0.0001%
P 2
monozomi-Tek Gen | ) 1336018 -0,065883096 to 0,111792048 II 0,6831
Hastalig
monozomi - trizomi| 0,094462701  0,000986865 to 0,392140609 0,0491
1
NORMAL-Tek Gen ) 141799647 -0,541472994 to-0,117397440 0,0070
Hastalig
NORMAL - trizomi| -0,207123190 -0,469076591 to -0,063119874 0,0039
o 2
Tek Gen Ha:t_a"g' | 0,059567161 -0,083094019 to 0,458023704 0,3051
rizomi

Sekil 4.45. Losin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi
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4.3.9.18 Aspartik asit

Calismada SCM oOrneklerindeki aspartik asit miktar1 monozomik ve trizomik
embriyolarda normal embriyolara gore istatiktiksel olarak anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Bununla birlikte hem kompleks hem de kaotik andploid
embriyolarda normal embriyolara gore aspartik asit tiiketiminde ve seviyesinde
anlamli bir fark goériilmemistir (p>0,05). Tek gen hastaliginda da normal embriyolara
gore aspartik asit seviyesinde fark goziiksede, tek gen embriyo sayisi diigiik

oldugundan degerlendirmeye alinmamustir.
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Sekil 4.46. Aspartik asit amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% ClI 0 p-value
B 2
chaotic - kompleks| ) ) 171119 -0,338521225 to 0,343573781 0,7389
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,216267425 -0,498218072 to -0,102855596 0,00341
chaotic - NORMAL| 0,040961790 -0,140208418 to 0,364505797 0,72442
B 1
chaotic -Tek Gen |, 300087955 -0,682275455 to -0,125772545 0,0253
Hastahgi
chaotic - trizomi| -0,155907430 -0,511932151 to 0,302070646 0,12292
.. . 2
kompleks andploidi-| - /11190008 -0,497135381 to 0,018044841 0,0675
monozomi
kompleks anéploidi - 2
0,045112104 -0,041503135 to 0,379483015 0,2465
NORMAL
kompleks anéploidi - 2
| 10,498218072 -0,644561736 to 0,019307980 0,0522
Tek Gen Hastaligi
.. s 2
kompleks an°tp|_°'d' | -0,064961429 -0,492624171 to 0,113502053 0,4273
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,456444264  0,073442505 to 0,536834033 0,0020
B 2
monozomi - Tek Gen | | 11c72350 -0,198673704 to 0,010646456 0,1025
Hastalig
monozomi - trizomi| 0,019759101 -0,064420084 to 0,459782560 0,56282
N 1
NORMAL-Tek Gen | cc1157080 -0,679388280 to -0,115847882 0,0070
Hastalig
NORMAL - trizomi| -0,112058465 -0,521856814 to -0,007217937 0,0390"
& 0 1
T Ha:t,al'g' | 0,125411648 0,003789417 to 0,641855010 0,0304
rizomi

Sekil 4.47. Aspartik asit amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.19 Metiyonin

Calismada SCM orneklerindeki metiyonin miktar1 monozomik embriyolarda
normal embriyolara gore istatiktiksel olarak ileri derecede anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0,0001). Ayrica trizomik embriyolarda normal embriyolara gore
metiyonin miktar1 istatiktiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Bununla birlikte hem kompleks hem de kaotik andploid embriyolarda
normal embriyolara gére metiyonin amino asit tiiketiminde ve seviyesin de anlamli bir
fark gorilmemistir (p>0,05). Tek gen hastaliginda da normal embriyolara gore
metiyonin amino asit seviyesinde, fark goziiksede tek gen embriyo sayisi diisiik

oldugundan degerlendirmeye alinmamaistir.
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Sekil 4.48. Metiyonin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% ClI 0 p-value
haotic - komplek 2
chaotic - kompleXS| 4 052058190 -0,387631287 to 0,306738861 0,7389
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,389262183 -0,588557636 to -0,306477918 0,0034!
chaotic - NORMAL| 0,103333551 -0,007697828 to 0,313262444 0,0779?
haotic - Tek G 1
chaotic- 1eKBeN - 4492791441 -0,720725422 to -0,359318938 0,0253
Hastaligi
chaotic - trizomi| -0,321090743 -0,542240198 to 0,218540022 0,16752
" e 1
kompleks andploidi-| - 125027530 -0,673364212 to -0,053362907 0,0161
monozomi
kompleks anéploidi - 2
0,057016113 -0,047361211 to 0,375888838 0,3187
NORMAL
kompleks anéploidi - !
" -0,655359123 -0,806314828 to -0,080501011 0,0126
Tek Gen Hastaligi
kompleks andploidi - 2
omple Sa"°tp,°' ""| .0,116902603 -0,627829604 to 0,081675256 -I 0,1530
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,602648575  0,397025246 to 0,684715246 [ ] <0.00011
. 1
monozom! JEktGIef’ -0,083110444 -0,249070389 to -0,007175941 0,0412
astalig
monozomi - trizomi| 0,057342292 -0,045012721 to 0,585948203 1 0,16492
- 1
NORMAL-Tek Gen| ) 219375236 -0,799530302 to -0,430947877 . 0,0070
Hastalig
NORMAL - trizomi| -0,433296366 -0,632526584 to -0,062756866 [ ] 0,0063!
Tek Gen Hastalig - 1
exen a: AIBI" 5171700698  0,014743297 to 0,764433427 - 0,0304
rizomi

Sekil 4.49. Metiyonin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi
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4.3.9.20 Hidroksipirolin

Calismada SCM orneklerindeki hidroksipirolin miktar1t monozomik embriyolarda
normal embriyolara gore istatiktiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Ayrica trizomik embriyolarda da normal embriyolara gore hidroksipirolin
miktar1 istatiktiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik bulunmustur (p<0,05).
Bununla birlikte hem kompleks hem de kaotik andploid embriyolarda normal
embriyolara gore hidroksipirolin amino asit tiikketiminde ve seviyesin de anlamli bir
fark goriilmemistir (p>0,05). Tek gen hastaliginda da normal embriyolara gore
hidroksipirolin amino asit seviyesinde fark goziiksede, tek gen embriyo sayis1 diisiik

oldugundan degerlendirmeye alinmamastir.
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Sekil 4.50. Hidroksipirolin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI 0 p-value
haotic - komplek 2
Chaotic-KompIEKS| 4 561194030 -0,859701493 to 4,035820896 I- 03173
anoploidi
chaotic - monozomi| 2,173134328  1,229850746 to 6,220895522 | 0,00341
chaotic - NORMAL| 0,274626866 -1,241791045 to 2,471641791 HE 0,78392
. 1
chaotic-Tek Gen| ) 12611940  0,704477612 to 7,486567164 - 0,0253
Hastalig
chaotic - trizomi| 1,838805970 0,071641791 to 4,823880597 [ ] 0,04241
. . 1
kompleks andploidi-| ;) 2) 03587 0,704477612 to 2,746268657 l 0,0053
monozomi
kompleks anéploidi - 2
-0,453731343  -1,623880597 t0 0,489552239 0,4345
NORMAL
kompleks anéploidi - !
'""| 1,671641791 0,083582090 to 3,450746269 0,0335
Tek Gen Hastaligi
kompleks anéploidi - 2
ompieks anotp,"'d' | 1337313433 -0,489552239 to 2,555223881 I. 0,1009
rizomi
monozomi - NORMAL| -2,274626866 -3,355223881 to -1,289552239 m 0,00041
i-Tek G 2
monozomi - TEKBEN| - 4 505970149 -1,074626866 to 1,026865672 II 1,0000
Hastalig
monozomi - trizomi| -0,376119403 -2,161194030 to 0,477611940 ] 0,2712?
NORMAL - Tek G !
CKBEN| 5 316417910  0,585074627 to 3,761194030 . 0,0095
Hastalig
NORMAL - trizomi| 1,492537313  0,549253731 to 3,116417910 ] 0,00841
Tek Gen Hastaligi - 2
e a: U817 0226865672 -2,758208955 to 0,811940299 .I 0,5688
rizomi

Sekil 4.51. Hidroksipirolin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.21 Sitriilin

Calismada SCM oOrneklerindeki sitrulin miktart monozomik embriyolarda normal
embriyolara gore istatiktiksel olarak ileri derecede anlamli olarak diigiik bulunmustur
(p<0,0009). Ayrica trizomik embriyolarda da normal embriyolara gore sitriilin miktari
istatiktiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik bulunmustur (p<0,05). Bununla
birlikte hem kompleks hem de kaotik andploid embriyolarda normal embriyolara gore
sitrilin amino asit tiiketiminde ve seviyesin de anlamli bir fark goriilmemistir
(p>0,05). Tek gen hastaliinda normal embriyolara gore sitriilin amino asit
seviyesinde fark goziiksede, tek gen embriyo sayisi diisik oldugundan

degerlendirmeye alinmamustir.
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Sekil 4.52. Sitriilin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi

Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% CI p-value
. 2
chaotic - kompleks| 1 390957 -1,390476190 to 1,066666667 0,6888
anoploidi
chaotic - monozomi| 0,442857143 -0,438095238 to 1,485714286 0,14322
chaotic - NORMAL| -0,771428571 -1,542857143 to 0,095238095 0,12662
. 2
chaotic - Tek Gen| ) (on9c7381 -0,733333333 to 2,419047619 0,2302
Hastalgi
chaotic - trizomi| 0,123809524 -0,866666667 to 1,219047619 0,80752
.. s 2
kompleks andploidi-| ) 019047619 -0,066666667 to 1,733333333 0,0675
monozomi
kompleks anéploidi - 2
-0,466666667 -1,209523810 to 0,266666667 0,1778
NORMAL
kompleks anoploidi - 2
'""| 0,914285714 -0,590476190 to 2,247619048 0,0790
Tek Gen Hastalgi
k I k " I T 2
ompleks anotp_o'd' | 0,219047619 -0,676190476 to 1,209523810 0,4273
rizomi
monozomi - NORMAL| -1,242857143 -1,838095238 to -0,657142857 0,0009*
i - Tek 2
monozomi-Tek Gen| 120095238 -0,933333333 to 1,161904762 0,6831
Hastaligi
monozomi - trizomi| -0,290476190 -1,114285714 to 0,133333333 0,1649?
- 1
NORMAL-Tek Gen| ) 190176190  0,361904762 to 2,476190476 0,0129
Hastaligi
NORMAL - trizomi| 0,904761905 0,123809524 to 1,457142857 0,01451
5 2
Tek Gen Ha:t_‘“"g' | 0,457142857 -1,676190476 to 0,714285714 0,1385
rizomi

Sekil 4.53. Sitriilin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi
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4.3.9.22 Arjinin

Calismada SCM orneklerindeki arjinin miktart monozomik embriyolarda normal
embriyolara gore istatiktiksel olarak ileri derecede anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p<0,0001). Ayrica trizomik embriyolarda da normal embriyolara gore arjinin miktari
istatiktiksel olarak anlamli olacak sekilde yiliksek bulunmustur (p<0,05). Bununla
birlikte hem kompleks hem de kaotik andploid embriyolarda normal embriyolara gore

arjinin amino asit tiiketiminde ve seviyesin de anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).

Tek gen hastaliginda da normal embriyolara gore arjinin amino asit seviyesinde fark

goziiksede, tek gen embriyo sayisi diislik oldugundan degerlendirmeye alinmamustir.
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Sekil 4.54. Arjinin amino asitinin gruplara gore dagilim grafigi
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Hodges-
Lehmann
Contrast | location shift Individual 95% ClI 0 p-value
P 2
chaotic - kompleks| ) 11057178 0,245600793 to 0,187510811 0,9468
anoploidi
chaotic - monozomi| -0,295041751 -0,406504065 to -0,199525090 0,00341
chaotic - NORMAL| 0,091994150 -0,065543866 to 0,234435691 0,19612
. 1
chaotic-Tek Gen| ) 3c 15653 -0,492931390 to -0,168797471 0,0253
Hastalig
chaotic - trizomi| -0,235033259 -0,372599896 to 0,034910601 0,12292
.. . 1
kompleks anploidi-| - 4 300079187 .0,451447532 to -0,086899089 0,0021
monozomi
kompleks andploidi - 2
0,103473762 -0,022550361 to 0,241166203 0,1532
NORMAL
kompleks anéploidi - e
"l .0,330927332 -0,537874857 t0 -0,049157900 0,0208
Tek Gen Hastaligi
.. e 2
kompleks anotp'_o'd' | -0,162853234 -0,422292463 to 0,012391691 0,0640
rizomi
monozomi - NORMAL| 0,396911513  0,263496407 to 0,503844884 ] <0.00011
. 2
monozomi- Tek Gen| ) 115447737 -0,140491579 to 0,057523863 0,4142
Hastalig
monozomi - trizomi| 0,054897706 -0,036577503 to 0,299098929 0,20302
1
NORMAL-Tek Gen| 1 c1791692 -0,558160746 to -0,236542907 0,0070
Hastalig
NORMAL - trizomi| -0,269472095 -0,463996477 to -0,144989071 0,00311
o 2
T Ha:t,"’"'g' | 0,085703952 -0,010724788 to 0,438143762 ‘- 0,1385
rizomi

Sekil 4.55. Arjinin amino asitinin gruplara gore istatiktiksel analizi

4.3.9.23 SCM amino asit miktar1 vs. embriyonik anéploidi iliskisi

Calismada metabolomik ¢alismasi kapsaminda incelenen 6ploid ve andploid SCM
orneklerinde elde edilen sonuglar, incelenen aminoasitler arasindan sadece tirozin
aminoasit konsatrasyonunun 6ploid ve andploid 6rnekler i¢in istatistiki olarak anlamli
olarak farkli oldugunu gostermistir (p<0,05). Yapilan ROC egrisi analizine ait gorsel
Sekil 4.55.’te sunulmaktadir. Analize gore tirozin aminoasite ait etkin bir sekilde
Oploid/andploid ayriminin yapilabilecegi konsantrasyon degerinin 0,538 AUC degeri
ile 76,38 umol/L oldugu tespit edilmistir. Bu esik degeri kullanilarak TE sonucu
andploid olan SCM o6rneklerinin %87,5°1, 6ploid olan orneklerin ise %66,67’si dogru

sekilde tanimlanabilmistir.
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Sekil 4.56. Andploid embriyolara ait ROC egrisi

Her bir aminoasitin bireysel degerlendirme sonuglarinin derlenmesi ile
olusturulan ve andploidi alt grubu ayrimi1 amagl olarak hazirlanan veriler Tablo 4.7.
‘de sunulmaktadir. Tabloda goriildiigii iizere 16 farkli aminoasidin SCM’deki miktar1
monozomik ile, 8 farkli aminoasidin miktar1 ise trizomi ile iligkili oldugu ve bu
sonuclarin birlikte Oploidi/andploidi tespiti icin kullanilabilecegi tespit edilmistir.
Ayrica 6 farkli aminoasit (Treonin, histidin, glisin, ornitin, sistin ve tirozin) analizi
sonras1 elde edilen sonuclar, andploidiler icin istatistiksel olarak anlamli derecede

altgrup tanimlamasi yapilabilecegine isaret etmektedir.
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Tablo 4.7. Normal 7vs. Andploidi amino asit alt grubu tablosu

Serin p<0,001 IYl'iksek
Triptofan p<0,05 Yiiksek
Treonin * * * p>0,05

Lizin p<0,05 Diistik
Histidin * * * p<0,001 IDiisiik
Glisin * * p<0,05 *

Glutamin -:

Asparajin p<0,05

Alanin p<0,05

Ornitin * * * *

Fenilalanin -@

Sistin * *

Valin p<0,05

Tirozin p<0,05 *

Losin p<0,05

Aspartik Asit p<0,05

Metiyonin p<0,05

Hidroksipirolin p<0,05

Sitriilin p<0,05

Arjinin p<0,05

Kaotik Kompleks Trizomi
Andploidi
(*): Anoploid gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde istatiksel olarak anlaml
farklilik mevcuttur (p<0,05). Tablonun sol iist tarafinda yer alan “yiiksek/diistiik”

olarak belirtilen ifadeler, amino asit tiiketimini gostermektedir.
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5 TARTISMA

Giiniimiizde halen pek ¢cok UYTE merkezinde gergeklestirilen tedavilerde gebelik
ve canli dogum potansiyeli en yiikksek embriyonun segilmesi amaciyla, 151k
mikroskobu altinda embriyo morfolojisinin gozlemlenmesine dayali “statik
goriintiileme” yaklasimi kullanilmaktadir. Son yillarda se¢im basarisini arttirabilmek
amaclt olarak embriyolarin morfokinetik gozlemlenmesine dayali “dinamik
goriintiileme sistemlerinin kullanimi da kullanilmaya baslanmis olsa da bu yeniligin
laboratuvar ve klinik basar1 oranlarmna etkisi halen oldukca sinirhidir %2924 Yeni
calismalar, embriyolarin mikroskoba dayali goriintileme yontemleri ile
degerlendirilmesi yoniindeki yaklasimlardaki yapay zeka tabanli yeni uygulamalarin
yaninda, embriyolarin i¢inde biyiitiildiikleri kiiltiir sivilarindaki genomik ve metabolik
molekiillerin/yapilarin girisimsel olmayan teknikler ile degerlendirilmesi yoniinde de
oldukca hizli ve heyecan verici sekilde ilerlemektedir 27-2*°. Bu yeni yaklagimlarin
embriyoyu ve g¢evresini korumasi ve dolayisiyla girisimsel siireglerin olasi etkisi
nedeniyle embriyonun gelisme potansiyelini olumsuz yonde etkileme sansini belirgin
olarak azaltmasi sebebiyle tedavi siireclerinde belirgin bir etkinlik ve basar1 artisi
saglamas1 beklenmektedir 2°. Benzer yaklasimlarin ayrica girisimsel bir biyopsi
ihtiyacin1 ortadan kaldirmasi, etkinliklerinin artirtlmasi ile saglikli canli doguma
ulagmak icin gerekli tedavi sayisin1 azaltmasi, boylece maliyetleri de dnemli Olgiide
diistirmesi diger olumlu beklentilerdir. Ayrica girisimsel olmayan yaklasimlarda
dogrudan embriyo {izerinde bir miidahale ihtiyaci gerekmediginden, diinya genelinde
bazi iilkelerde mevcut olan yasal sinirlar ve etik tartismalar i¢in de olduk¢a 6nemli bir
katki saglamasi beklenmektedir. Bu ve benzer ozellikler/beklentiler, niPGT-A
yaklagimlarmi geleneksel PGT-A uygulamalarina gore olduk¢a énemli bir avantajl

kilmaktadir.

SCM orneklerinin  genomik analizine dayali olarak gergeklestirilen giincel
calismalarin sonuglari, niPGT-A’da kullanilan mevcut teknoloji ve elde edilen
sonuglarin heniiz kesin bir tani testi olarak degerlendirilemeyecegini, bununla birlikte

embriyonun viabilitesini, genetik yapisini ve canli dogum potansiyelinin ayni anda
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oldukca verimli bir sekilde belirlenebilmesinin saglanabildigi, klinikte elektif tek
embriyo transferi (eSET) i¢in en uygun embriyonun “Onceliklendirilmesi” bakimindan

faydali olabilecek bir arag olabilecegine isaret etmektedir 143-146-251,

niPGT-A yaklasiminin giincel UYTE laboratuvarlari ve kliniklerinde rutin
stireglerde uygulanabilmesi veya kullanilabilmesi icin halihazirda

22 Mevcut

¢oOziilmesi/iyilestirilmesi gereken bazi Onemli asamalar mevcuttur
calismamiz bu asamalarin gercek zamanli olarak UYTE tedavi siireglerindeki
etkilerini ve laboratuvar/klinik pratigi icerisinde uygulanabilirligini test etmek ve rutin
tedavilerde kullanilabilecek girisimsel olmayan yeni bir embriyo se¢im araci

olusturma amaciyla gergeklestirilmistir.

Gecemis ¢alismalarin 1s181inda meveut genomik ve metabolomik teknolojiler ile
verimli ve etkin analiz yapilabilmesi i¢in gerekli SCM voliim ve konsantrasyonu her
iki yaklasimin da (genomik ve metabolomik) ayni 6rnekte kombine uygulanmasina
olanak vermediginden, ¢caligma kapsaminda degerlendirilen hastalar ve bu hastalara ait
TE biyopsi ve SCM ornekleri “Gere¢ ve Yontem” kisminda da belirtildigi sekilde
calisma siireci igerisinde farkli altgruplara ayrilarak ayr1 ayr1 incelenmis ve

degerlendirilmistir.

51 Genomik inceleme

niPGT-A yaklasimlarinin rutin UYTE laboratuvar ortaminda pratik olarak
gerceklestirilebilmeleri icin Oncelikli ve ideal sart, uygulamalarin konvansiyonel
UYTE laboratuvar pratigi ile uyumlu bir sekilde gerceklestirilebilmesidir. Diger bir
deyis ile, niPGT-A uygulamalarinda gerek 6rnekleme gerekse analiz slirecinin mevcut
giinliik 1s planina uygun olmas1 (embriyo kiiltiirii, giinliik embriyo takipleri ve karar
stirecleri, embriyo biyopsi zamani vb.) 6nemli bir 6nkosuldur. Giliniimiize kadar
gerceklestirilen genomik-tabanli niPGT-A ¢alismalari, SCM o6rneklerindeki DNA

miktarlarinin ve kalitesinin bu yaklagimin etkin ve verimli olarak kullanilabilmesi igin
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embriyonun Orneklenecek ortamda belirli bir siire inkiibasyonunu gerekli kilmakta, bu
siireden az inkiibe edilen embriyolardan elde edilen o6rneklerde olduk¢a degisken ve
verimsiz bir sonug elde edildigini gdstermektedir 2334, Yakin zamanda yapilan bir
calismada, numunenin 4. Gilinden 5. Giine kadar embriyolar ile temas halinde olmasi
durumunda, 3. Giin ile 5. Gilin arasindaki numunelere kiyasla, kullanilmig kiiltiir
ortamindan hiicresiz DNA'ya dayali anoploidi testinin dogrulugunun arttigini
gdstermistir 233, Yazarlar ayrica, 4. Giinden 5. Giine kadar harcanan kiiltiir ortaminda,
3. Giinden 5. Giine kadar olan 6rneklere kiyasla, cinsiyet kromozomlarinda yiiksek bir
uyum ve daha diisiik bir yanlis negatif sonu¢ orani bildirmistir. Yazarlarin bu durum
ile ilgili varsayimlari embriyonik DNA'nin maternal DNA'ya oraninin, embriyonik
hiicrelerin sayis1 gelisimle katlanarak arttikca sonraki asamalarda artmasidir.
Gilinlimiizde farkli calismalarda etkin ve tekrarlanabilir bir protokol olusturabilmek
adina aragtirmacilar farkli inkiibasyon siiresi ve manipiilasyon se¢eneklerini (Embriyo
gelisiminin 3.glinlinde Assisted Hatching uygulamasi vb.) degerlendirmektedirler ve
giincel yaklasim, blastosist kiiltiir slirecini dncesinde herhangi bir zona manipiilasyonu

gerceklestirilmeksizin 5. veya 6.giine uzatarak SCM 6rneklenmesi yoniindedir 252%,

Calismamiz kapsaminda 22 SCM numunesi iizerinde gercgeklestirilen pilot
calismada, yukarida belirtilen ¢aligsmalardaki sonuglara paralel olarak, 6.giin toplanan
SCM orneklerindeki DNA amplifikasyon basarisi (%87,5) 5.giinde toplanan 6rneklere
kiyasla (%28,5) daha basarili gdzlenmistir. Benzer bir iyilesme, adi gegen giinlerde
toplanan SCM sonuglarinin  TE biyopsi sonuglar1 ile uyumu konusunda da
gozlenmekle birlikte oOrnek sayisiin  kisitlh  olmasi  nedeniyle istatistiki

degerlendirmeye alinmamustir.

Mevcut calisma protokoliiniin iyilestirilmesi amagli olarak bir sonraki asamada
SCM o6rneginin alindigr kiiltiir damlaciginin hacminin azaltilmasi (5.giindeki DNA
amplifikasyon basarisinin arttirilabilmesi amagli) ve SCM o6rnekleme siirecinin
embriyo gelisiminin 3.gilinliinden baglamas1 (maternal/paternal kontaminasyon riskinin
azaltilmas1) yaklasimi planlanmaktadir 2332%, Pilot ¢alismamiz ayn1 zamanda gerek
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DNA amplifikasyonu gerek se TE biyopsi-SCM sonuglarinin uyum basarisinin
orneklenen embriyonun kalite skorundan bagimsiz oldugunu da gostermesi agisindan
da 6nemlidir. Genomik niPGT-A yaklasimi kullanilarak bugiine kadar bildirilen en
yiiksek sayida TE biyopsi-SCM o6rneginin karsilastirildigi prospektif ve cok merkezli
calismada, calismaya katilan merkezler, farkli inkiibatér kullanimi ve kiiltiir ortami

tiirleri ile yapilan karsilastirma analizlerinde de oldukea yiiksek tutarlilik bildirilmistir
255

Mevcut sonug ve pratik gézlemlerimiz literatiir ile birlikte degerlendirildiginde,
uygun degisikliklerin saglandig1 kosullarda genomik tabanli niPGT-A yaklagiminin
embriyo se¢iminde “Onceliklendirme” amacl kullanilabilecek bir yaklagim oldugunu
gostermekle beraber teknigin UYTE laboratuvar ve klinik pratiginde kullanilabilmesi
i¢in ¢dziilmesi/iyilestirilmesi gerekli bazi nemli noktalar mevcuttur. Oncelikli olarak
orneklem ve analiz siireglerinin harici DNA kaynakli kontaminasyonun engellenmesi
amaciyla son derece titiz yapilmasi, gorevli personelin bu konuda egitilerek valide
edilmesi gerekmektedir. Bu kosullarin yaninda en 6nemli konulardan bir digeri
yontemin oOzellikle analiz asamasinda cihaz, isgiici ve sarf maliyetlerinin
yiiksekligidir. Glinlimiiz kosullarinda birden fazla embriyosu gelisen aday ciftlerde
genomik-tabanli niPGT-A maliyeti UYTE tedavisinin kendisinden bile ¢ok daha
maliyetli olabilmektedir. Calismamizin pilot ¢alisma olarak 22 Ornek iizerinden
gerceklestirilmis olmasi da bu yiiksek maliyet nedeniyledir. Son olarak, teknik agidan
maternal/paternal kontaminasyon riski yaninda embriyonik mozaisizm de kiiltiir
ortamindaki serbest DNA'nin bilesimi {izerindeki potansiyel etkisi nedeniyle dikkate
alinmas1 gereken dnemli bir faktoér olmaya devam etmektedir. Calismamiz kapsaminda
gerceklestirilen genomik analizlerde mozaisizm ayrica raporlanmamis, belirli bir

oranin altindaki mozaisizm Gploid, iistiindeki ise andploid olarak degerlendirilmistir.

134



5.2 Metabolomik inceleme

In vitro olarak biiyiitillen insan embriyolarinda zigotik evre sonrasi genetik
hatalarda gozlenen artisin birgok nedene bagli olmast muhtemeldir. Erken
embriyolarin yiiksek mitotik aktivitlerinden dolay1 hiicre siklus kontrol noktalarinda
daha esnek oldugu diisiiniilmektedir 2®° ve bu embriyolarda mitotik ig kusurlar1 da
yaygindir 26!, Fakat mozaisizmdeki artisin dogal bir fenomen mi yoksa in vitro olarak
optimal olmayan ortam kosullarina m1 veya optimal olmayan yumurtalik stimiilasyon
protokollerine mi bagli olabilecegi tam olarak anlagilmamigtir. Ovaryen

2 ve farelerde 2% kromozom anormallikleri dahil

hiperstimiilasyonun insanlarda 26
olmak iizere diisiik oosit kalitesi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir 2642, Diger
taraftan natiirel sikluslarda (hormon kullanilmadan folikiil gelisimi takibi) dahi ytliksek
andploidi oranlarina sahip insan embriyolarinin olustugu bildirilmektedir 2°’; bu da
ovaryen hiperstimiilasyonun kromozom anormalliklerinin tek nedeni olmadigin
diisiindiirmektedir. ilerleyen anne yasinin oosit ve embriyo kromozom
anormalliklerinin insidans1 iizerindeki etkisi ¢ok iyi bilinmektedir 2%27°, Bu tez
calismasinda genetik yapist normal olan embriyolarin anne yaslari ile anormal olan
embriyolarin anne yaslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gdzlenmistir.

Ilerleyen anne yasina bagl olarak amino asit metabolizmasinda genglere gore azalma

ilk defa bu ¢aligma ile tespit edilmistir.

Insan ve memeli embriyolarinin, supra-fizyolojik oksijen gerilimlerinin in vitro
etkilerine duyarli olduklar: bilinmektedir 2"1?72, %5 CO2 igeren hava, in vitro iiretilen
insan embriyolar1 i¢in hala en yaygin kullanilan kiiltiir ortamidir, ancak in vivo oksijen
gerilimi havada %21'e kiyasla %5 civarindadir. Hayvan ve insan embriyolari tizerinde
yapilan ¢ok sayida ¢alisma, muhtemelen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna
bagl olarak oksijen gerilimi ile diisiik embriyo kalitesi arasinda bir iligki oldugunu
gostermistir. Fakat ayni sartlarda kiiltiiri yapilan gen¢ ve yash annelere ait
embriyolarda andploidi oranlarinin farkli olmasindan dolayr ROS’a bagli kromozomal

anomali olusumu gdz ardi edilebilir.
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Amino asitler kadin iireme sisteminde bulunan biyolojik sivilarin 6nemli
iceriklerinden biridir ve embriyo kiiltiir ortamlarina tek tek veya kombinasyon
seklinde katilmalarinin embriyo gelisimini destekledigi, in vivo’ya yakin bir fenotip
olusturma amacli gen ekspresyonunun indiiklendigi gosterilmistir 2’>?7*. In vivo
ortamda iretilmis olan embriyolarn bu molekiilleri bulunduklar1 dis ortamdan
aldiklar1 bilinmektedir. Amino asitlerin hiicre protein sentezine ek olarak erken

embriyo gelisiminde say1s1z rolii vardir 231273,

Glisin, embriyo hiicre hacmindeki degisiklikleri dengeleyen bir ozmoregiilator
olarak bilinir 276?7%, Calismamizda monozomik embriyolarda glisin kullanim miktar

normal embriyolara gore istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiik bulunmustur.

Arjinin ve 10sin biyolojik ve metabolik acidan genellikle birbirleriyle baglantili
olarak degerlendirilirler, zira diger aminoasitlerden farkli olarak embriyo gelisim ve
farklilagmasinda (6zellikle blastosist asamasinda) vazgecilmez bir 6neme sahiptirler
279 Arjinin tiiketimi, memeli hiicreleri tarafindan artan nitrik oksit (NO) iiretimine
baglanmustir 2%°, NO (nitrik oksit) normal memeli embriyo gelisiminde dnemli bir rol

iistelense de 281282

, yiksek NO seviyesi apoptoz ve diisiik embriyo kalitesi ile iligkilidir
283-285 [nsan embriyolar tarafindan daha yiiksek arjinin tiiketiminin kotii embriyo
gelisimi ile iliskili oldugu daha 6nce yapilan calismalarda gosterilmistir 2%¢. Diger
taraftan 10sin lizerine somatik hiicre kiiltiiriinde gergeklestirilen arastirmalar, bu
aminoasitin temel anabolik roliiniin protein sentezini baslatmak olarak oldugunu

gostermistir 287

Yapilan son ¢aligmalar, hamilelikle sonuglanma olasilig1 daha diisiik olan insan
embriyolarinin yiiksek glutamik asit ¢ikisina sahip oldugunu gdstermektedir 258,
Mevcut calismadaki glutamik asit analizine ait bulgular literatiirdeki bu bulgularla
paralellik gostermekte olup tiim andploid (monozomik, trizomik, kompleks andploidi
ve kaotik) embriyo kiiltiir sivilarinda glutamik asit seviyesi yiiksek olarak

bulunmustur. Boylece bu calismada elde edilen sonucglar Seli ve arkadaglarinin
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calismalarindaki ¢iktilar1 daha da ileriye tagiyarak glutamik asit seviyesindeki artig ile
genetik kaynakl implantasyon basarisizlig iligkili olabilecegini

diistindiirtmektedir?! 288,

Giincel literatlirde metiyonin amino asitinin kullanimindaki azalmanin insan
embriyolarinda embriyonik kok hiicrelerinin ¢cogalmasini engelledigini gdstermistir ve
ICM gelisimini olumsuz etkileyerek, diisiige sebep olabilecegini diisiindiirmiistiir >%°.
Calismamizda monozomik embriyolarda metiyonin amino asit kullaniminin normal
embriyolara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulunmasi durumu,
monozomik kaynakli implantasyon basarisizliklar ile iliskilendirilebilir ve bu agidan
giincel literatiir sonuglari ile de uyumluluk gostermektedir. Bununla birlikte literatiirde
belirtilen embriyonik gelisim bozukluklarinin mevcut calismada implantasyon 6ncesi
donemde blastosist morfolojisi tiizerinde belirgin bir farklilik yaratmadigi
goriilmektedir. Bu durum adi gegen etkinin nedenleri olarak gelisim problemlerinin
peri-implantasyon agamasi ve sonrasinda daha etkin olmasi veya mevcut ¢calismadaki

ornek sayisinin sinirlt olmasi varsayilabilir.

Giliniimiize kadar gergeklestirilen ¢alismalarda embriyo gelisiminde ve 6zellikle
de blastokist gelisiminde amino asitlerin rolleri kapsamli bir sekilde tanimlanmustir.
Metabolik olarak amino asit tiikketimi yeterli olmayan embriyolarin hem gelisim hem
de implantasyon basarilarinin diisiik olacagi, yapilan farkli ¢aligmalarda gosterilmistir
290 Bu aminoasitlerin icerisinde de histidin metabolizmasi olduk¢a dnemlidir zira
calismalar klivaj embriyosundan kompaksiyona geciste ve Ozellikle de blastokist

21 Calismamizin

olusumunda histidinin 6nemli bir rol oynadigini gostermistir
sonuglar1 bu bilgiler dogrultusunda incelendiginde, normal embriyolara kiyasla
anlamli derecede diisiik histidin kullanimi gozlenen monozomik embriyolarda
kompaksiyon ve blastosist olusumunda gruplar arasinda belirgin morfolojik bir
farklilik gézlemlenmemistir. Bu durum, kompleks kiiltiir sartlarinin mevcudiyetine,
TE biyopsi sonucu tespit edilen monozomilerin embriyo genelinde mozaik bir yapida
olabilmesi ve (ve normal kromozom yapisina sahip embriyonik hiicrelerin
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embriyodaki histidin metabolizmasindaki bu eksikligi kompanse edebilmesine) vs

bagli olarak olusmus olabilir.

Oositlerde mayoz boliinmenin tamamlanmasi, kromozomlarin birlestirilmesi,
ayrigmasi, ayrilmasi ve polar cisim olusumu gibi enerji gerektiren siirecleri igerir.
Dolayisiyla oosit ve erken embriyo, miiteakip embriyo biiyiimesi ve hiicre
replikasyonu i¢in enerji Uretmek T{izere enerji metabolitlerinin mitokondriyal
solunumuna biiyiik dlgiide bagimlidir 2°22%. Azalan oosit mitokondriyal fonksiyonu

297-299

yaslanma ile baglantilidir ve bunun oositleri mayotik hatalara yatkin hale

getirebilecegi distiniilmektedir 7%

.. Oosit ozellikle piruvata bagimlidir, ancak
amino asitler dahil diger substratlar da mitokondriyal solunum yoluyla enerji tiretimi
icin metabolize edilir. Glutamik asit ve lizin amino asitlerinin de mitokondriyal

o Bu tez ¢alismasinda gdstermis

solunumda c¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir *
oldugumuz monozomik embriyolardaki bu amino asitlerin metabolizmasinin diisiik

olmasi1 da bu hipotizi dogrulamaktadir.

Amino asit donglisiinlin daha 6nce insan embriyo gelisim potansiyelini ongdrdiigii
gosterilmistir 2°>2%¢, Bu tez ¢alismasi, amino asit metabolizmastyla insan embriyosu
genetik saglig1 arasindaki iliskiyi en glivenilir sekilde ortaya koyan ilk ¢alismadir. Bu
amino asitlerin gelecekteki in vitro embriyo gelisiminin blastokist asamasina ve
sonraki agamalarina iliskin tahminde degerli oldugu gosterildiginden, normal ve
monozomik embriyolar karsilastirildiginda asparajin ve glisin metabolizmasinda
farkliliklarin saptanmasi1 Ozellikle ilgi c¢ekicidir. Bu amino asitlerin, blastokist
asamasina kadar in vitro embriyo gelisimi ve embriyo transferini takiben sonraki
gebelik potansiyelinin tahmininde degerli olduklar1 gosterilmistir. Fazladan veya eksik
kromozom kopyalar1 ile niikleer gen dozaji bozulur ve bu da transkripsiyon

diizenlemesinin degismesine neden olabilir 39%303

. Ayrica, degistirilmis kopya
numaralarina sahip kromozomlarin niikleer konumu degistirdigi daha O©nce
bildirilmistir ve ek olarak anormal ¢ekirdeklerde, tiim kromozomlar (kopya sayisindan
bagimsiz olarak) niikleer dagilimi degistirme egilimindedir ***. Kromozom ve niikleer
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mimarinin gen ekspresyonunu diizenledigi bilinmektedir 3%, bu nedenle anormal
hiicrelerde birden fazla kromozomdan transkripsiyonun degistirilmesi miimkiindiir.
Amino asit taginmasi ve metabolizmasinin farkli unsurlari, ¢oklu kromozomlardaki
coklu genler tarafindan kodlanir. Bu nedenle, kromozom igeriginin degismesinin,
hiicre alti mekanizmay1 degistirdigi varsayilabilir ve bu degisiklikler, blastomer
metabolizmasindaki bir degisiklik ile kendini gosterecektir. Bu fikri desteklemek igin,
trizomi 21'li bireylerde, lizin ve serin dahil olmak iizere plazma amino asit seviyeleri

0

degistirilmistir 7. Bu tez ¢alismasinda da lizin aminoasit seviyesinde degisim

gbzlenmekle birlikte, istatistiksel anlamlilik gézlemlenmemistir.

Sunulan veriler, amino asit tiiketiminin/iiretiminin blastokist potansiyelini
Oongordiigiinii ve tamamen normal ve anormal embriyolarda amino asit profili ile
genetik saglik arasindaki baglantinin  klinik 6neme sahip oldugunu acikca

gostermektedir.

Sonug olarak, embriyonik 6ploidi/andploidi tanisinin girisimsel olmayan sekilde
amino asit metabolizmasi lizerinden karakterize etmek i¢in yapilan bu ¢alismamizda
elde edilen sonuglar kompleks andploidi, kaotik, monozomik ve trizomik embriyolarin
gruplar arasinda istatistiksel olarak ayirt edebilecegini gostermektedir. Amino asitlerin
kullanimi, rahime transfer edildikten sonra implante edilen embriyolarin oraninda
onemli bir artisa ve hamileligi saglamak i¢in transfer edilmesi gereken sayida
azalmaya yol agmistir. Amino asitlerin saglikli insan blastokistlerinin gelisimini
destekledigi mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bununla birlikte,
gostergeler, bu mekanizmalarin bir¢ogunun insan ve fare embriyolarinda ayni
oldugunu gostermektedir. Esansiyel olmayan amino asit taginmasi, dncelikle boliinme
sirasinda gelisimi artirirken, esansiyel amino asit taginmasi, 6zellikle sekiz hiicreli
asamadan sonra daha canli embriyolarin gelisimini destekler. Tirozin esansiyel
olmayan bir amino asit olup, embriyo gelisiminin birinci giinden, ti¢lincii giine kadar
olan gelisimi i¢in Onemlidir. Bununla birlikte, tirozin amino asit metabolizmasi
hakkinda mevcut olan yetersiz bilgi ve ayrica bilinen metabolizma ve amino asit
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tagtyict sistemleri karmasikligi nedeniyle, bu karsilikli iligkilerin yorumlanmasi
zordur. Ancak bu ayrim/tanimlama sinirl bireysel 6rnek bazinda yapildigindan, tirozin
gibi istatistiksel olarak anlamli bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek amino asit
seviyelerinin tespiti i¢in daha fazla sayida SCM Orneginin analizine ihtiya¢ vardir.
Bununla birlikte yapilan ¢aligmada elde edilen sonuglara gore monozomik
embriyolarla normal embriyolar kesin bir sekilde ayirt edilebilmektedir. Ayrica insan
embriyosunun gelisiminde de ¢ok énemli role sahip treonin, histidin, glisin, otnitin ve
sistin amino asit tliketimlerinin farkli andploid alt gruplarinda ayristirici/tanimlayici
ek belirtegler olarak degerlendirilebilir olmasi da yakin gelecekte bu sonuglarin uygun

bir matriks-profili kapsaminda kullanilabilecegini gostermektedir.
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6 SONUC

Sosyoekonomik ve sosyokiiltiirel sartlarda son yillarda yasanan degisimler
nedeniyle diinya genelinde UYTE tedavilerine olan belirgin sekilde talep artmaktadir.
Bu durum da beraberinde bu tedavilerin uygulama sekillerinde ve etkinliklerinde ciddi
tyilestirmeler getirmektedir. Global istatistikler, eve bebek gotiirme oranlarinda son
yillarda belirgin diizeyde artig oldugunu gosteriyor olsa da elde edilen sonuglar halen
beklenen/olmas1 gereken oranlarin oldukca altindadir 3. fleri anne yasinin embriyo
anoploidisiyle dogrudan iligkili oldugu, bu gruptaki kadinlar tizerinde gerceklestirilen
UYTE tedavilerinde artan yas ile orantili olarak embriyo andploidisi kaynakli siklus
iptalleri ve basarisizligin da goreceli olarak arttig1 yapilan bir¢ok ¢alismada detayli bir
sekilde gosterilmistir. Gelismekte olan embriyolardan/blastosistlerden embriyo
biyopsi yontemi ile hiicrelerin 6rneklenmesi ve yeni nesil dizileme teknolojileri ile
incelenmesi seklinde gerceklestirilen PGT-A yontemi sonrast kromozomal olarak
normal embriyolarin se¢ilerek rahme nakli ile gebelik sansini arttirdigi bilinmektedir.
Yaklagim, embriyonik andploidi kaynakli basarisizliklarin azaltilmasi amaciyla son
zamanlarda tiip bebek tedavilerinde siklikla tercih edilmektedir. Bununla birlikte PGT-
A yontemini uygulamak i¢in embriyoya biyopsi yapmak son derece invaziv ve (Uygun
sartlarda ve sekilde yapilmadigi durumlarda) embriyoya zarar1 olabilecek bir
yontemdir. Bu nedenle gerek uygulama kolayligi ve sundugu olanaklar, gerekse
embriyoya zarar verebilme ihtimalinin son derece diisiik olmasindan dolay1 farkl

alternatif non-invaziv yontemler arastirilmaktadir.

Bu tez caligmasi ile, giincel genomik ve metabolomik analiz teknikleri
kullanilarak kiiltiir sivisindan non-invaziv olarak embriyonun ploidi durumunun
belirlenmesi amaglanmistir. Serbest DNA varligi, miktar1 ve embriyonun biitiinsel
kromozomal yapisin1 temsil yetenegi ile amino asit metabolizmasindaki degisimler
incelenerek embriyolarin dploidi/andploidi ayriminin girisimsel olmayan bir sekilde

tespitinin saglanacagi bir test gelistirmeye calisilmistir.
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Yaptigimiz ¢alisma sonucunda elde ettigimiz sonuglar, embriyonun iginde
biiylitiildigl kiiltiir ortaminin 6rneklenmesi ve genomik olarak incelenmesi seklinde
gerceklestiren niPGT-A yaklasimin embriyolarin klasik morfoloji-tabanli se¢im
yontemlerine ek bir “Onceliklendirme” avantaji1 saglayabilecegini, fakat bu yaklagimin
hem maliyet hem de testin laboratuvar/klinik ortaminda valide edilmesi konusunda
halen ¢oziilmesi gereken bazi sorunlarin varligir nedeniyle giiniimiizde rutine kolay
olarak giremeyecegine isaret etmektedir. Diger yandan ¢alismanin metabolik niPGT-
A yaklasiminin degerlendirildigi ikinci kisminda kiiltiir ortamindaki aminoasitlerin
varlig1 ve miktar1 incelenerek &ploid/andploid ayriminin yapilabilecegi istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar tirozin aminoasitinin
ad1 gecen ayrimin etkin bir sekilde yapilabilecegi 6nemli bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini gdstermistir ve c¢aligmanin bu kismi diger arastirmacilara yol
gosterebilmesi ve literatiire katki saglayabilmesi agisindan SCI-expanded bir dergide

yaymlanmustir.

Sonug olarak ¢alismada elde edilen bulgu ve degerlendirmeler hem maliyet hem
de rutin uygulamalara uyarlanabilir olmasi agisindan metabolik niPGT-A yaklasiminin
genomik niPGT-A yaklasimina kiyasla yakin gelecekte yeni ve etkin bir embriyo

secim aract olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Calismada elde edilen bulgular dogrultusunda yakin gelecekte planlanan

caligmalar 3 ana baslik altinda degerlendirilmistir:

1. Genomik niPGT-A alt c¢aligmasi “tartisma” kisminda belirtilen ek
diizenlemeler sonrasinda DNA amplifikasyon ve uyumluluk verilerinin
iyilestirilmesi amaciyla daha yiliksek sayida Ornekte incelenecek ve
degerlendirilecektir.

2. Metabolomik niPGT-A alt ¢aligmasinda elde edilen ayristirici esik deger(ler)i

daha fazla sayida ornekte incelenerek hem pilot ¢alismanin sonuglart valide
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edilecek hem de farkli andploidi alt gruplarinda ayristirict bir se¢im modeli
olusturulmasi agisindan degerlendirilecektir.
Son olarak gelistirilen niPGT-A testinin klinik etkinligi prospektif ve

randomize calisma ile arastirilacaktir.
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ABSTRACT

Assisted reproduction technology has two significant problems: low success rates and multiple pregnan-
cies. Because of these problems, the priority in IVF clinics is to develop a potential diagnostic test that
can be used to select the embryos with the ultimate developmental competence. Aneuploidy screening
as embryo selection criteria will ensure that the transferred embryos are euploid and high implantation
rate. We hypothesize that aneuploidy in human preimplantation embryos could be discriminated by their
amino acid metabolism profile in the spent culture media. Preimplantation genetic testing for aneuploidy
results and spent embryo culture medium amino acid content were analyzed for 58 couples. The next-
generation sequencing technique was used and coupled with TE biopsy. Forty euploid and 71 aneuploid
blastocysts were evaluated. Embryos were cultured individually until day 5 or 6 of embryo development.
Spent culture medium was collected after finishing the culture. There was no statistical difference
between D3 and D5 embryo morphology between euploid and aneuploid embryos (p > .05). Eight amino
acids, including SER, GLY, HIS, ARG, THR, ALA, PRO, and TYR, were detected in the culture medium from
the blank control group, euploid group, and aneuploid group. Only TYR amino acid concentration was
found significantly higher in the aneuploid group compared to the euploid group (p <.003). Tyrosine
amino acid levels equal to and above 76.38 pmol/L could be considered aneuploid. Aneuploid embryos
demonstrate altered amino acid turnover in vitro relative to euploid counterparts. A noninvasive method
of amino acid profiling will be of value as a tool for routine preimplantation embryo selection among all
patient groups.
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Introduction include pro-nucleate scoring of zygotes [17,18], and cumulative
scoring systems [19-22]. The development of new generation
embryo culture media, which promoted blastocyst development
in vitro with blastocyst grading [23,24] and elective single blasto-
cyst transfer, has also been proposed as a means of improving
the success of ART while at the same time minimizing multiple
pregnancies [24,25]. However, these approaches have proved dif-
ficult to incorporate into the clinical practice.

Aneuploidy screening as embryo selection criteria will ensure
that the transferred embryos are euploid [6]. Although some of
the chromosomal errors can be assigned to suboptimal culture
environments and oocyte aging [26], it is well known that the
genetic composition of embryos created by IVF has identified
two groups of patients who have a high risk of chromosomally
abnormal embryos [4,5]. These involve (i) patients of advanced
maternal age [27] and (ii) patients with repeated implantation
failure [4,5]. Because an increasing proportion of women under-
going medically assisted reproduction are over 35years old, these

Assisted reproduction technologies (ART) have two significant
problems: (i) low success rates and (ii) multiple pregnancies
[1,2]. Because of these problems in ART, the priority in medic-
ally assisted conception clinics is to develop a trustworthy diag-
nostic test that can be used to select the embryos with the
ultimate developmental competence. More sophisticated methods
must be employed to improve the IVF success rate by 40%, even
with a limited number of embryo transfers [3-7]. Meiotic and
mitotic errors in the oocyte and pre-implantation embryo can
lead to different patterns of aneuploidy involving polyploidy and
chaotic mosaics. Indeed, the latter account for ~30% of aneu-
ploidies in which multiple chromosomes are affected in each cell
[8]. Unfortunately, it is impossible to distinguish morphologically
between euploid embryos and those with aneuploids. Thus,
many of these embryos are graded as suitable for transfer [9-11].
Overall, it is well known that subjective scoring systems based
on embryo morphology are an ineffective means of selecting

developmentally competent embryos. Therefore, developing an
alternative approach that can be used to determine the best
embryos for transfer and cryopreservation is crucial.

For decades, embryo selection for transfer/cryopreservation
has been based on the subjective evaluation of embryo morph-
ology [10,12-16]. Lately, these methods have been extended to

observations are become vital [28]. Although this evidence sup-
ports the use of aneuploidy screening in defined patient groups,
together with the invasive nature of the biopsy procedure and
the extra time and expense incurred, it may not justify the wide-
spread application of this technique as a routine method for
embryo selection across all patients’ groups. Indeed, the use of
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aneuploidy screening for this has been
tioned [29-34].

A noninvasive strategy that has consistently been shown to be
of value in predicting the developmental potential of human
embryos in vitro is the measurement of the metabolomic changes
in the embryo’s culture environment [9,11,35]. Noninvasive
metabolic profiling methods are based on the analysis of spent
embryo culture media. These include NMR-infrared and Raman
spectroscopy and scanning electrochemical microscopy [36,37].
The measurement of amino acid turnover in spent embryo cul-
ture media by Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) has proven best for detecting [35,38].
Based on the amino acid turnover, it is possible to discriminate
accurately cleavage-stage embryos which can form Dblastocysts
[38]. However, although amino acid turnover appears to be pre-
dictive of embryo developmental potential in vitro [38], it is
unclear whether the regulation of amino acid metabolism is
linked to the genetic health of the embryo.

Therefore, this study was conducted to discriminate aneu-
ploidy in human preimplantation embryos about their amino
acid metabolism profile.

purpose ques-

Materials and methods

Spare human embryos donated to research were obtained with
informed consent from patients undergoing IVF at Bahceci
Health Group Umut IVF Laboratory, Istanbul. This study was
approved by the Ethics Committee of the Acibadem Mehmet Ali
Aydnlar University (No. 2019-8/5), and written informed consent
was signed by each patient.

Study population

In this study, preimplantation genetic testing for aneuploidy
(PGT-A) results and spent embryo culture medium amino acid
content were analyzed for 58 couples in the Bahceci Umut IVF
Center. Conventional karyotype analysis was conducted on cul-
tured peripheral blood lymphocytes for all teams before treat-
ment, and patients who had abnormal karyotype were excluded.
Trophectoderm (TE) biopsy was used and coupled with the
next-generation sequencing (NGS) technique. A total of 111 blas-
tocysts were evaluated (euploid 40, and complex aneuploid
(more than three chromosomal abnormalities) 71).

Inclusion criteria were: (i) age between 25-42years old, (ii)
body mass index between 18-26kg/m? (iii) male with normo-
zoospermic, (iv) women with fallopian tube problems and
required IVF for pregnancy, and (v) the couples had no abnor-
malities in the chromosomes. Exclusion criteria were (i) patients
with a history of recurrent pregnancy loss, (ii) patients with
impaired ovulation, and (iii) any secondary disorder along with
infertility.

Ovarian stimulation, oocyte retrieval, intracytoplasmic
sperm injection (ICSl), embryo culture, and TE biopsy

Ovarian stimulation (OS) began on day 2 of the menstrual
period by employing antagonist protocol. The dosage of gonado-
tropins was attended based on the physician’s preferences.
Patients received 250pg of human chorionic gonadotropin
(hCG; Opvitrelle, Serono) or 0.2mg of triptorelin (Gonapeptyl,
Ferring) for the final oocyte maturation when at least two

follicles reached 18 mm in diameter, and TV-USG-guided follicle
aspiration was performed for oocyte retrieval after 35h [39].

As previously described, the oocyte retrieval, denudation, and
ICSI procedures were performed [40]. After microinjection,
oocytes were cultured individually in a unique, pre-equilibrated
culture dish. In our study, single-step media—namely, single
continuous culture complete (CSCM-C) with human serum albu-
min (Irvine Scientific, CA, USA)—was used for the embryo cul-
tures throughout the culture period.

All embryos were kept in benchtop incubators (MIRI, ESCO
Medical, Singapore) and cultured until day 5 or 6 of embryo
development. On day 3, embryos were instantly taken out of the
incubator. The zona pellucida was breached by assisted hatching
(AH; a hole with a diameter of approximately 20 um was cre-
ated) using laser pulses (OCTAX). Embryo biopsy was per-
formed in modified human tubal fluid (mHTF) with gentamicin
(mHTF, Irvine Scientific, CA, USA) containing 10% serum sub-
stitute supplement (SSS) (Irvine Scientific, CA, USA) using the
pulling method. All embryos with proper blastocoelic expansion
and showing trophectoderm herniation underwent a biopsy on
day five and day 6. The biopsied material consisted of five to
eight cells. After the biopsy, each biopsied material was individu-
ally transferred into a PCR tube and kept frozen at —20°C until
genetic analysis.

Morphologic grading

On day 3 of embryo development, a cleavage-stage morphologic
score was assigned based on a three-point grading system using
features including cell number, fragmentation, symmetry, and
shape [14]. At the blastocyst stage, the morphologic score was
based on the expansion stage, quality of inner cell mass (ICM),
and quality of TE [23]. At the time of day 3 and blastocyst mor-
phological ~scoring embryologists were blinded to the
study groups.

Preimplantation genetic testing for aneuploidy (PGT-A)

The analysis of the TE biopsies was performed using NGS.
Whole-genome amplification (WGA) and DNA barcoding were
performed using the lon ReproSeqTMPGS kit for 24 chromo-
some aneuploidy screening (Thermo Fisher Scientific, USA).
WGA products were pooled, purified, and quantified with
QubitTM (Qubit dsDNA HS Assay Kit ThermoFisher). The
library, templates, and chip loading were prepared using Ion
ChefTM, and sequencing was completed using the Ton S5 System
instrument (Thermo Fisher Scientific, USA). The workflow from
sample processing to reporting was completed in 12-14h,
depending on the number of samples processed simultaneously.
An internally validated algorithm was applied for the automated
diagnosis of whole chromosome aneuploidies and partial dele-
tions/duplications > 6 Mb.

Spent medium collection

The culture medium of embryos was collected after finishing the
culture. Single culture droplets had been overlaid with oil; thus,
pipetting the medium had to be made to avoid taking the oil.
Embryo spent media were collected with gel pipette tips. Media
were collected into 0.2ml PCR tubes. Single embryo spent
medium tubes were stored at —80°C. As negative controls, the
same amount of embryo culture medium, but without being
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used for embryo culture, were collected from the same dishes.
The embryo spent media samples were collected.

The amino acid content of the spent medium

All solvents used were HPLC grade and purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, United States). The 24 individual amino acid
standards, including histidine (His), serine (Ser), arginine (Arg),
glycine (Gly), aspartate (Asp), glutamate (Glu), threonine (The),
alanine (Ala), proline (Pro), cysteine (Cys), lysine (Lys), tyrosine
(Tyr), methionine (Met), valine (Val), isoleucine (Ile), leucine
(Leu), glutamine (Gln), asparagine (Asp), citrulline (Cit), hydrox-
yproline (Hyp), ornithine (Orn), Taurine (Tau), tryptophan
(Trp), and phenylalanine (Phe), were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, United States).

The amino acids were analyzed by reverse-phase LC-MS/MS
as previously described [41], but using a Kontron 500 series
automated HPLC system fitted with a Jasco F920 fluorescence
detector and a 4.5 x 250mm Hypersil ODS-16 column (Jones
Chromatography, Hengoed, Mid Glamorgan, UK). Derivatization
was achieved by the automated reaction of a 25pl sample with
an equal volume of reagent [10pl 2-mercaptoethanol and 5ml
ophthaldialdehyde (OPA) reagent]. The elution gradient operated
at a flow rate of 1.3 ml/min. Solvent A consisted of 18 ml tetra-
hydrofuran (Fisher Scientific, Loughborough, Leics, UK), 200 ml
methanol, and 800ml sodium acetate (83mmol/l, pH 5.9).
Solvent B consisted of 800 ml methanol and 200 ml sodium acet-
ate (83 mmol/l, pH 5.9). Using this method, it was not possible
to detect isoleucine. Results were expressed as amino acid deple-
tion/appearance in pmolfembryo/h £ SEM. The term ‘turnover’
has been used to describe the sum in pmol/embryo/h of amino
acid depletion from, and appearance in, the culture medium.

Statistical analysis

Statistical analyses were made with SigmaPlot Windows version
11.0 software using an independent t test or ANOVA (p value
<.05) and binary logistic regression with entering and Backward
Stepwise Likelihood Ratio model (p < .05).

Results
Embryo morphology

Morphological parameters of embryo quality, the average blasto-
mere number, the percentage of fragmentation, and symmetry on
day 3 (D3), and blastocyst utilization rate (D5) (52.6+0.99 vs.
50.3+0.63, respectively; p > .05) were not statistically significant
between euploid and aneuploid embryos (Table 1 and Figure 1).

Detection of amino acids in the culture medium

In the present study, eight amino acids, including SER, GLY,
HIS, ARG, THR, ALA, PRO, and TYR, were detected in the

Table 1. D3 embryology parameters of analyzed embryos.

Euploid Aneuploid
Number of embryos 40 7
D3 cells (mean+5D) 8.0+0.6 8.2+1.1 NS
% Fragmentation (mean + SD) 42+33 38421 NS
Symmetry 1.2+0.5 1406 NS

GYNECOLOGICAL ENDOCRINOLOGY @ 3

culture medium from the blank control group, euploid group,
and aneuploid group. Mean values of detected amino acids were
all determined per group (Table 2).

Determine threshold value to select euploid embryos

To evaluate the utility of amino acid levels in spent culture
media as a marker for aneuploidy, Receiver operating character-
istic (ROC) curves were generated and the area under curve
(AUC) for each ROC was calculated. The maximal Youden index
for distinguishing aneuploid embryos from euploid embryos
were achieved at a Tyrosine (Tyr) level of 76.38 pmol/L with an
AUC of 0.462. Using this threshold, 87.5% of aneuploid embryos
and 66.67% of euploid embryos were correctly detected
(Figure 2).

Aneuploid

Euploid

Blastocyst Utilization
Rate (%)

20

0 y
Euploid Aneuploid

Figure 1. D3 and blastocyst utilization rate. No statistical

between groups.

significance

Table 2. The concentration of amino acids in the recruited subjects (umol/L).

Euploid Aneuploid p Values
ALA 291.83+128 315.57£10.9 A7
ARG 197.19£11.9 218.8+85 154
GLY 64.69 3.2 60.94 +1.68 A2
HIS 85.40 +2.80 87.28+3.18 758
PRO 52.06 +3.62 55.86+2.78 124
SER 67.36 £4.55 58.67+2.78 259
THR 161.68 £12.38 158.75 +10.69 .798
TYR 75.15£1.80 87.01£2.95 .003*

NS: not significant.

*Significant.
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Figure 2. Receiver operating characteristic (ROC) curves for the aneu-
ploid embryos.
Discussion

It is now possible to base embryo selection criteria on quantifi-
able biological characteristics of the blastocyst rather than on
subjective measures like morphology. The results of this study
confirm and extend previous measurements of the turnover of a
physiological mixture of eight amino acids by human preimplan-
tation embryos [38,42]. In addition, this is the first report to dir-
ectly compare the amino acid turnover of euploid and aneuploid
D5 embryos and link aspects of amino acid profile with 24
chromosome assessments of embryo health.

Amino acids have vast roles in pre-implantation embryo
development in addition to protein synthesis. Glycine is an
osmoregulator, balancing changes in embryo cell volume
[43-45]. In this context, glycine was consumed significantly by
embryos cryopreserved on day 2 that lost cells during thawing.
However, it is unclear from the present study whether the
increased glycine consumption occurred in response to cell loss
or whether it was the cause of cell swelling and subsequent lysis.
Arginine consumption has been linked to increased production
of nitric oxide (NO) by mammalian cells [46]. Although NO is
necessary for mammalian pre-implantation embryo development
[47,48], high NO is associated with apoptosis triggers [49,50]. Tt
has previously been shown that higher rates of arginine con-
sumption by human pre-implantation embryos are related to
inadequate development [38].

Amino acid turnover has previously been shown to predict
human embryo developmental potential [38,51]. The current
paper represents the first association between amino acid turn-
over and the human D5 embryo ploidy situation. It is of particu-
lar interest that a difference was detected in tyrosine metabolism
when euploid versus aneuploid embryos were compared, as this
amino acid is of value in predicting pregnancy potential follow-
ing embryo transfer. There are multiple possible explanations for
the current observations. With extra or missing chromosomes,
nuclear gene dosage becomes perturbed, leading to altered regu-
lation of transcription [52,53]. Also, it has previously been

reported that chromosomes with altered copy numbers have
altered nuclear location [54]. Additionally, all chromosomes tend
to have altered nuclear distribution [54]. Chromosome and
nuclear architecture are known to regulate gene expression
[55,56], so it is possible that in abnormal cells, transcription
from multiple chromosomes may be altered. Various chromo-
somes code the other amino acid transport and metabolism ele-
ments. Alteration of chromosome content can therefore be
hypothesized to change the subcellular machinery, and these
changes would be manifest by an alteration in blastocyst metab-
olism. The data presented in this paper clearly show that the link
between amino acid profile and genetic health in euploid versus
aneuploid embryos is of clinical importance. Additionally, amino
acid turnover could be used as an index to predict the genetic
health of pre-implantation human embryos. This study assessed
any demonstrable links between embryo amino acid profile and
aneuploidy. We determined the concentrations of amino acids in
the spent embryo culture medium. SER, GLY, HIS, ARG, THR,
ALA, PRO, and TYR were detected in the culture medium.
There was only significance in TYR level between euploid, and
aneuploid embryo spent culture media.

We have two concerns in this study: (i) one type of media
was utilized in study (ii) day 5 and day 6 spent culture media
were not separated (iii) the small volume of embryo culture
medium (25 pL). First, all culture media has different kinds of
recipes and amino acid percentages. So, with different kinds of
embryo culture media, TYR levels for detection of aneuploidy
could differ. Additionally, day 5 and day 6 media could have dif-
ferent amino acid profiles due to prolonged time in the culture
environment. For further study, we are planning to utilize per-
centages according to basal amino acid levels of the media and
time spent in the culture environment. To detect amino acid lev-
els, we used LC-MS/MS technique which needs more volume. To
work properly, we diluted the sample accordingly with a dilution
buffer. It could be feasible for a busy ART clinic and could lead
to wrong or no results. We are working on an easier and more
sensitive method to detect aneuploidy from the spent cul-
ture medium.

In conclusion, grossly aneuploid embryos demonstrate altered
amino acid turnover in vitro relative to euploid counterparts.
These data suggest that the noninvasive method of amino acid
profiling will be of value as a tool for routine preimplantation
embryo selection among all patient groups, as this technology
can provide insight into human pre-implantation embryo gen-
etic health,
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