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GIRIS:

Kompaktlastiktan sonra embryo, hiicrelerin i¢ hiicre tabakasi (ICM) ve trofoektoderm (TE)
farklilagtigt ve ayrilarak uzak yerlere go¢ ettigi bir siirecle bir kavite olusturmaya baslar.
Normal bir embyonik gelisimde, diizgiin bir embryonun olusumu i¢in TE hiicreleri plasenta
ve amniyonu olusturacak olan ekstra embryonik dokularin olusumunu saglarken, ICM ler
farklilagsmamis embryonik kok hiicrelerden ibarettir (1). TE hiicrelerinin polarizasyonu ve
birbirleriyle baglantilarinin saglanmasindan sonra TE hiicreleinden sivi transportu ile
blastoselik sivi toplanmasi baglar (2,3). Kavitasyonun ilerlemesi ile oldugu kadar sivi
toplanmasi ve siirekli hiicre boliinmesi ile de blastokist genisler ve zona pellucida (ZP) incelir.
Tam bu noktada ZP dada olusan dogal bir acikliktan embryoyu implantasyona hazir hale
getirecek olan hatching gergeklesir.

Blastoselik sivi (BF), ICM’nin gelismesini destekleyen dogal medyumdur ve yolk sak’in
olusumunu saglar(1,4). Farklilasma ve yenilenme proteinlerle oldugundan (5) BF’lerde
metabolit ve protein saptanmasi da siipriz degildir (6,7). BF’da 1s1 sok proteinleri, ZP
proteinleri, vit D baglayici protein, retinol baglayici proteinleri ile siliyer fonksiyonlardan
sorumlu proteinler gibi 286 ¢esit proteinler vardir(7). 8 tanesinin heniliz gorevi
bilinmemektedir. Bu bulgular, BF proteinlerinin blastokist hiicrelerinden transselliiler
transportla ve/veya i¢ hiicre kiitlesiICM) ya da TE hiicre bilesenlerinden salinmasindan
koken aldigini disiindiirmektedir(8). BF’nin hiicre gogiine kompartman saglamaktan ziyade,
embriyo gelisimi esnasindaki hiicre gelisimininde kritik rol oynadigina inanilmaktadir(9).

BF’larinda proteinlerin yani sira nereden kdken aldigi halen arastirilmakta olan DNA’da
bulunur (10-12) . Serbest yada mikropartiikiiller haldedir ve hiicre 6liimii ya da ¢ogalmasi
esnasinda veziikiiller halinde ortaya ¢ikar(13). Formu ne olursa olsun, bu DNA amplifiye ve
analiz edilirse genetik hastalik/kromozomal anomalilerden sorumlu mutasyonlarin
Preimplantasyon genetik tarama(PGS)/ Preimplantasyon genetik tani(PGD) programlarinda
tanimlamas1 miimkiindiir(11,12).



Ik verilerini bir rapor ile sundugumuz calismamizda, 51 test edilen blastosel sivisinin
39’unda DNA’y1 %76 verimlilikle saptayarak anoploidi analizinde faydalanabildik(12).

Bu calismada, deneyimlerimizi genisleterek, 1) BF larinda DNA varliginin saglamasin
yapmay1, 2) Polar cisimleri(PB)/Blastomer/TE hiicrelerinden elde edilen kromozomal durum
ile BF larindan elde edilenleri kiyaslamayi, 3) Segmental anormalliklerin BF dan elde edilip
edilemeyecegini arastirmay1 hedefledik.

MATERYAL-METOD:
Calisma plani;

Anne yas1 38.1£3.2 yas olan 51 ¢iftin halihazirda 24 kromozom array komparatif genomik
hibridizasyonda(-CGH) PB leri olan (21 hasta) ve PGD/PGS de blastomeri olan 30 hasta-
incelendi.

PGS endikasyonlari ileri anne yasi(n=26) tekrarlayan IVF basarisizligi(n=13)

PGD endikasyonlari 12 hasta translokasyon (1’1 Robertsonian) ve resiprokal
translokasyon(n=11)

Bu ¢aligmanin ilk amaci 116 blastokistin BF sinda DNA varligini tespit etmektir. ikinci amaci,
70 amplifiye BF nin kromozomal analizinde sonuglarin PB veya Blastomer ve TE hiicreleri
ile kiyaslanmasi. Sonuncu ve tli¢lincli amaci, 16 BF’sinin segmental anomaliler agisindan
taranmasidir.

Calismaya fazla sayida blastokisti olup kromozom analizi i¢in onay vermis hastalardan alinan
ve PB veya blastomer analizi ile 6nceden kromozomal durumu belirlenmis olan blastokistler
dahil edildi. Bu blastokistler 2 tipti: 1) dondurulmasi planlanan ve 6ploid olanlar. BF aspire
edildikten sonra kollabe olan blastokist hemen vitrifikasyona alindi.; ve 2) andploid olan ve
bu nedenle transfer edilmeyecek blastokistler. BF aspire edildikten sonra, kromozom analizi
icin ayrilan tekrar genisleyen blastokistlerden biyopsi ile TE hiicreleri alindi. Ulusal
yonetmelige gbre arastirma i¢in embiryo donasyonuna izin verilmediginden, bos embiryolar
(WE) ancak genisletilmis kiiltiirde non-viable hale geldikten sonra test edildi(14).

Biopsi Prosediirii:

PB1 ve PB2 biyopsileri ZP nin mekanik agilmasindan sonra sirayla alindi, PBI
intrasitoplasmik sperm injeksiyonundan (ICSI) hemen 6nce, PB2 6-9 saat sonra ¢ikarild.
Blastomer biyopsileri (ICSI)’dan 62-64 saat sonra, diizglin gelisen embiryonun 6-8 hiicre
evresinde yapildi(14). ZP’ya laserle kiiciik bir delik agilarak buradan niicleuslu blastomer
aspire edildi. TE biyopsisi laser ile 3-5 hiicre kesilip ¢ikarilmak suretiyle gerceklestirildi. Her
bir biyopsi materyali 0.2 ml buzlu fosfatli-salin tampon igeren polymerase chain reaction
(PCR) tiiplerine aktarildi ve -80-C de kromozomal analize kadar saklandi(15).

BF lar1 genislemis blastokistten ICSI pipeti ile hi¢ bir hiicre aspire etmemeye 6zen gdstererek
aspire edildi. Yaklasik her bir blastokistten aspire edilen 0.01 ml BF s1vis1 bos bir buzlu PCR
tiipiine aktarilarak-80-C de kromozomal analize kadar saklandi.

Non-viabl blastokist vakalarinda, WE 1 ml buzlu tampon igeren PCR tiipiine aktarilarak
yukaridaki stirecler uygulandi.

Tiim genomik amplifikasyon (WGA) ve array-CGH:

WGA smif-2 laminar flow kabininde PCR kullanilarak gergeklestirildi(SurePlex, Illumina).
Amplifikasyonlar; ‘giiclii’ , ‘zayif” ve ‘elde edilemedi’ seklinde derecelendirildi. Amplifiye



edilen DNA’lar 24- kromozom i¢in a-CGH ile analiz edildi(24Sure Microarray, Illumina)
Oosit vey embiryonun Oploid/andploid durumlart tahmin edildi(16). Her bir kromozom ig¢in
anoOploidi tarand1 ve rapor edildi. Resiprokal translokasyon tasiyicilari i¢in spesifik bir kit
kullanildi(24Surep PGD Microarray, Illumina). BF’lar1 ve TE hiicrelerinin tiim analizleri
onceki sonuglardan haberdar olmayan operatdrlerce yapildi.

Kromozomal Durum Degerlendirilmesi

Kromozomal durum 70 BF’nda ve ilgili PB’ler veya Blastomer ve TE hiicrelerinde
degerlendirildi. Farkli evrelerden elde edilen souglarin degerlendirilmesinde ilk gdsterge
ploidi durumuydu. ikinci gdsterge kromozom uyumuydu. Sonuncu ise bos uyumluluktu ki bu
gosterge, gelisiminin farkli sathalarinda segmental anomaliler de dahil olmak {izere
kromozom anomalilerinin dagilim1 hakkinda bilgi saglar.

SONUCLAR

BF s1 116 blastokistten aspire edildi. WGA sonrast 95 6rnekde (82%) DNA amplifikasyonu
mevcuttu ki bunlarin 85’1 giiglii, 10 tanesi zayif amplifikasyondu. BF nda DNA varligim
saptayabilmek icin olasi kriterleri arastirmak i¢in, sonug i¢in gegen siire, blastokist morfolojisi
ve biyopsi gilinii analiz edildi. Sonug i¢in gegen siireye gore siralandiginda, bir 6grenme egrisi
oldugu ve son toplanan orneklerde amplifikasyon hizinda belirgin bir artis oldugu goriildi
(Fig. 1A). Blastokist morfolojisi ve biyopsi giinii kombine analiz edildiginde, 5. giindeki
geniglemis blastokistlerden elde edilen BF larinda DNA elde etme sansi en yliksek bulundu
(Fig. 1B).

DNA amplifikasyonu pozitif olan 95 6rnegin 87 sine a-CGH uyguland1 ve bunlardan 82 si
giicll, 5 zayif amplifikasyondu. 82 6rnekten (94%)tanimlayici sonug elde edildi ki bunlardan
80 1 giiclii (80/82,98%), 2 si zayif (2/5, 40%) amplifikasyonlu DNA lardandi.

BF ile PB, Blastomer ve TE hiicrelerinden elde edilen kromozomal durum
arasindaki uyum

70 blastokistte, BF ve biyopsi ile alinan(PB veya blastomer ve TE) kromozom verisi elde
edildi. Toplanan sonuclar ve kargilagtirmalar1 tablol ve tablo 2 de verilmistir
(Supplemental Table 1 and Supplemental Table 2).

PB ve Blastomer sonuclarina gore, 11 embiryo Oploid ve 59 u andploiddi. BF
%94.3(66/70) ploidi uyumu gosterdi, fals pozitiflik yoktu(11 dploid embiryonun hepsi
BF de de oploiddi), 4 fals negative vardi(59 anoploidin 4 tanesi BF de Oploiddi).
Sensivite ve spesivite 0.93 ve 1, dogruluk 0.94, pozitif testi ongérme degeri 1, ve
negative testi 6ngérme degeri 0.73 dii.

TE analizinin sonucunda 14 6ploid ve 55 andploid saptandi. BF 1 fals pozitiflik ve 1
fals negatiflikle %97.1(67/69) ploidi uyumu gosterdi. Sensivite ve spesivite 0.98 ve
0.93, dogruluk 0.97, pozitif testi ongdorme degeri 0.98, ve negative testi dngérme
degeri 093 dii. Tablo 1 ploidi uyumsuzlugu olan vakalart detayli bir sekilde
gostermektedir. BF de %5.7 oranla diskordan kromozom analizi mevcuttu.BF ve TE
arasinda 2 diskordan ploidi mevcuttu.

BF-PBs kromozom konkordansi %97.9
BF-Blastomer kromozom konkordans1 %97.7



BF-TE kromozom konkordans1 %98.4
Toplam konkordans %73.5 , %81, %81 tiim embriyolar i¢in idi.

Konkordans sonuglar1 Tablo 3°de detaylari ile verilmistir ve Sekil 1 de 6zetlenmistir.
Segmental Anormallikler

Analiz edilen 16 blastokistte, segmantal anomali varligi hem PBs de(n=3) hem blastomerde
(n=13 sekil 2) tespit edildi. Bunlardan 9 u resiprokal tasiyici anne baba embriyosuydu, geri
kalani1 ise normal karyotipli anne baba embriyosuydu.

Translokasyon tastyicilarinin 9 embriyosu kromozom translokasyonu bakimindan dengesiz
oldugu i¢in blastomerle tan1 aldi1 (Tablo 2). Tiim vakalarda, 7’si tam korkondans ile segmental
anomaliye BFde de rastlandi (Sekil 2a) 2si ise parsiyel konkordans gosterdi. TE ve WE
sonuglarina bakildiginda bir TE 6ploidiydi. Bu nedenle TE temelli segmental anomali tanist
yanlis negatif ¢ikt.

Normal karyotipli anne-babadan elde edilen 7 embriyoda 3 segmental anomali PB (Sek 2B)
tarafindan, 41 blastomerler (Tablo 2) tarafindan 6ngoériildii. Hepsi BF, TE ve WE tarafindan
dogrulandiginda 5 sette tam konkordans goriildii. Kalan 2 sette konkordans parsiyeldi.

TARTISMA

Blastokist kiiltiirii gliniimiizde artik yaygin olarak canli embriyolarin etkin se¢imi i¢in
ART’de yaygin kullanilmaktadir. Ilave avantaji, tek gen hastaliklar1 ve translokasyonlarmn
hem PGS ve PGD i¢in TE biyopsisini imkan vermektedir. Bu yaklagim, embriyo canlilifinin
korunma ve PGS ile iliskili en giivenilir sonuglari saglayacak gibi goriiniiyor(17,20).

Blastokist biyopsisinin en dnemli avantaji, embriyonik kiitleye dokunmadan embriyo benzeri
cok sayida hiicre alinabilmesidir. Bu nedenle, eger bos degilse islemin invaziv olusu
blastomer biyopsisi ile karsilastirildiginda diisiik derece mozaisizm agisindan kesinlikle
yararlidir(21,22). Blastosentez, yani blastokoelik bosluktaki sivinin aspirasyonu, blastokist
biitiinliigi tizerinde daha diisiik etki ile biyopsi prosediiriinii temsil eder.

Calismamizla alakali ilk bulgu gectigimiz yil alinan 6rneklerde %100’e yakin DNA tespit
etmemizdir (¢alismanin ilk amaci). Incelenen 116 BF DNA’sma baktigimizda, bizim
performansimizda 6nemli iyilesmeye yol agan bir 6grenme egrisi deneyimi oldugu agiktir
(Sekil 1). Bu ilerleme nedenlerini belirlemek i¢in, gelisim zamanina goére blastokist evresini
iceren ¢esitli faktorler degerlendirildi. 5. giinde genislemis kaviteli blastokistler BF’den
yiiksek ihtirmalle basarii DNA amplifikasyon gostermektedir. Ozellikle ¢ogu vakada
amplifikasyonun basgarisiz oldugunu diisiiniirsek DNA’nin yok gibi goriinmesi siirpriz degildir
fakat yiliksek fragmente 15 dk agaroz jel ile elektroforez desteklenmektedir(12). Apopitozis ile
olii hiicrelerden tiiretilen kiiciik DNA fragmanlarinin blastokist i¢cindeki BF’de bulundugunu
varsayabiliriz bu islem daha iyi kalitede blastokistlerin izlenmesi olarak bilinir(23). DNA
miktarinin ¢ok kiiclik olamas1 nedeniyle amplifikasyonun basarisiz olmasi da miimkiindiir. Bu
diistinceyle biz farkli protokolle amplifikasyonu gelistirmeye calisiyoruz. Ek nokta olarak,
tiipleme kesinlikle 6nemlidir ve inaniyoruz ki, soguk PCR tiipleri i¢ine ICSI pipetinden alinan
BFnin dogrudan transferi en yiiksek DNA saglayan yaklasimdir.

Bu olustuktan sonra BF’den kabul edilebilir bir oranda DNA yeniden kazanmak miimkiindii,
bir sonraki adim blastokist kromozom durumunu degerlendirirken giivenilirligini dogrulamak
oldu (¢alismamizin ikinci amaci). Bu nedenle, biz referans 6rneklerini iki tipte sectik: [1] daha
onceki asamalarda, bizim PGS veya translokasyon programi i¢in PGDlerden PB’lar veya



blastomer biyopsi sonuglar1 ve [2] bu tiirdeTE 6rneklerinden biyopsi sonuglart PGD ve PGS
icin en yaygin kullanilan stratejiyi sunar. Bazi vakalarda WE (ICM ve TE hiicreleri birlikte)
analiz ettigimizde, bazi mitotik anomali formlarinin karsilikli ve dolayisiyla belirgin
kromozomlarin karigik Oploidisi durumunun farkina vardik. BF’ler ile iiretilenlerle ne
PB’lerin ne de blastomerlerin sonuglarmin karsilastirilmast ilk asamalarda yapilan
biyopsilerin tahmin giiciinii destekleyen gelismekte olan blastokist iizerine sahip oldugu
zaman ploidi uyumu yiiksek derecede bulundu. Bu erken dénemde yapilan biyopsinin zayif
prediktif degerini gdsteren diger raporlarin tersidir(24,25). Bizim ¢aligmamizda altin1 ¢izmek
istiyoruz ki, tim embriyolarin diizenli gelisimleri vardi ve ne spermin ne de erken bdliinme
gibi postzigotik anormalliklerin artacagi ciddi erkek faktorii vakasi igermiyordu(26,27). Bu
strateji dogrultusunda, mayotik anormallikler (her iki PB degerlendirilmesi sartiyla) ve ilk
mitoz sirasinda ¢ikan anormalliklerin erken asamalarinda bulunmasi muhtemeldir(28,29).
Bununla beraber giiniimiizde genel egilim PGS ve PGD i¢in TE biopsisi yapmak yoniinde
oldugundan biz de BF sonuglarinin degerlendirilmesinde referans olarark TE hiicrelerinden
elde ettigimiz sonuglar1 aldik. Tablo3 de goriildiigii gibi ploidi uyumu 97.1% (67/69) olup,
herbir kromozom i¢in 98.4% dii. Vakalarin biiyiik ¢ogunlugunda BF ve TE sonuclar1 (81%,
56/69) tam uyumlu, (16%, 11/ 69) parsiyel uyumlu olup BF nin TE kromozom durumunu iyi
bir sekilde yansittiginin gostergesidir. Parsiyel kromozomal uyumun sorumlusu BF ya da TE
lerdeki andploid hiicrelerin alinmasi olabilir ve hem mitotic hem de mayotik boliinmede
hatalara neden olan mozaizm buna sebep olabilir(30,31). Mozaizmin BF daki klinik ve
biyolojik etkileri net calisilmamis olsa da blastokist i¢in implantasyon oranlarini diislirdiigi
gosterilmistir(32). Kendi deneyimlerimize gére mozaizm a-CGH kullanimi ile ¢ogu zaman
ongoriilebilmekle beraber daha kesin yontem next generation sequencing (NGS) dir. Bu
nedenle BF dan gelecekte daha fazla elde edecegimizi timit ettigimiz DNA ekstraktlarinda
NGS yapmak gelecek planlarimizda yer almaktadir. BF larinda segmental anormallkleri
saptamak caligmamizin tiglincii amaciydi (Sekil2). Analiz edebildigimiz ¢ift sayis1 sinirli olas
da(n 14 16), vakalarin tiimiinde PB ve Blastomerden elde ettigimiz sonuclarla BF dan
aldigimiz sonuclarin tiimiinde ploidi uyumu gordiik. Daha da Onemlisi tiim BF larinda
segmental anormalliklerin ¢ok daha erken evrede saptandig1 goriildii. Diger arastirmacilar da
kromozom analizi icin BF dan DNA elde ettiklerini gostermislerdir. Her nekadar
amplifikasyon oranlart bizim caligmamizla uyumlu olsa da (12) Ongdérme oranlari
bizimkinden oldukga diisiiktiir. Bu farklilig1 aciklayacak pek¢ok neden vardir. Oncelikle, biz
diizgiin gelisen embiryolarla calistik(14) diger aragtirmacilar genelde kotii gelisen donasyon
embiryolarla yapmislar(33,34). Ilaveten biz sistematik olarak WE lar1 tek referans olarak
almamaya 0zen gosterdik zira bilindigi ilizere bunlarda mozaizm sik olup teshiste atlamaya
neden olabilir(31,34).

Sonu¢ olarak, bu calismanin sonuclari traslokasyon i¢cin PGS veya PGD de BF dan elde
edilecek DNA kullammii kuvvetle desteklemektedir. Onemli bir nokta da BF
aspirasyonunun digger alternative yontemlerden daha az invaziv olmasi ve ucuz olmasidir.
Yiiksek maliyetli embiryo biyopsileri gerektirmemektedir ve lazer ekipmanina da gerek
yoktur. Tabii ki 6rneklerin biiyiik ¢cogunlugunda a-CGH analizine uygun DNA eldesi optimize
edilmelidir. Halihazirda BF da proteom igerigini gostermeyi amaglayan calismalar devam
etmektedir(7,38). BF dan embiryonik orjinli molekiillerin analizini saglayacak tekniklerin
gelistirilmesi, embiryo viabilitesini degerlendirmede yeni bir metodolojinin kapilarini agabilir.






