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OZET

Bu ¢alismada sekiz blastomerli fare embriyolarinda aspirasyon biyopsisi ve sekiz
hiicre asamasindan in vitro gelisen blastosistlerde trofektoderm biyopsisi yapildiktan sonra,
manipiile edilen embriyolarin in vitro gelisim oranlari, kalite degerlendirmesi ve alici

farelere transferden sonra in vivo implantasyon ve fetal gelisim oranlar1 arastirildi.

CB6F1 (C57BL /6 X BALB/C) disi farelere 10 IU gebe kisrak serum gonadotropini
(SIGMA- PMSG) intraperitoneal (i.p) enjeksiyonla uygulandi. Enjeksiyondan 48 saat
sonra, 7,5 IU insan koriyonik gonadotropini (Organon-hCG) i.p. yolla verilerek
siiperovulasyon protokolii tamamlandi ve disi fareler erkek CB6F1 (C57BL/6 X BALB/C)
fareler ile ¢iftlestirildi. Siiperovule disiler hCG uygulamasindan 68-72 saat sonra, sakrifiye
edildi. Sakrifiye edilen farelerin oviduktlar1 HEPES tamponlu ve 3 mg/ml BSA ile takviye
edilmis HTF medyumu ile yikanarak 8 hiicreli embriyolar elde edildi.

Biyopsi islemleri igerisinde Ca*”Mg*" bulunmayan HEPES tamponlu ve 3 mg/ml
BSA + 5 pg/ml sitohalazin B iceren Quinn’s HTF medyumunun 50 pl’lik damlalarinda
yapildi. Blastomer ve trofektoderm biyopsi gruplarindaki embriyolar sirasiyla 48 saat ve
24 saat siire ile 4 mg/ml BSA iceren Quinn’s blastosist medyumunda %5 CO,, %5 O, ve
37°C yiiksek nemli inkiibator igerisinde blastosist asamasina kadar kiiltiir edildi ve stereo
mikroskop altinda in vitro gelisim oranlar1 degerlendirildi. Gelisen blastosistlerden
bazilarinda toplam hiicre sayisi belirlenirken, bazilarida alict CD-1 farelere transfer edildi
ve 13-15 giin sonra in vivo gelisim oranlari saptandi. Sonuglar SPSS 17.0 istatistik

programinda bagimsiz T-Testi ve ANOVA ile degerlendirildi.

Blastomer aspirasyon grubunda 152 ve kontrol grubunda 63 sekiz hiicreli embriyo
kullanild1 ve in vivo gelisimi degerlendirmek i¢in blastomer grubundan 36 ve kontrol
grubundan 30 embriyo transferi yapildi. Trofektoderm grubunda 79 ve kontrol grubunda
28 blastosist kullanild1 ve in vitro kiiltiir sonrasi in vivo gelisimi degerlendirmek i¢in,
trofektoderm grubundan 32 ve kontrol grubundan 22 embriyo transferi yapildi. Gelisen
blastosistlerden bazilar1 floresan boyama teknigi ile boyandiktan sonra, toplam hiicre

sayilar belirlendi.

Blastomer biyopsi grubunda gelisim oran1 %81,02 (121/152) ve toplam hiicre sayisi
50 olarak saptanirken, kontrol grubunda ise gelisim orani1 %96,37 (62/63) ve ortalama

toplam hiicre sayis1 50 olarak saptandi. Blastomer biyopsi ve kontrol gruplarinin gelisim
I



oranlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Gelisen blastosistlerin toplam hiicre sayilari
karsilastirildiginda da gruplar arasinda benzer bigimde anlamli bir farka rastlanmadi.
Blastomer biyopsi grubunda uygulanan embriyo transferi sonucunda %25 (9/36) oraninda
implantasyon bolgesi saptandi ve bu bolgelerde %19,44 (7/36) oraninda fetal gelisim
saptandi. Kontrol grubunda yapilan embriyo transferi sonucunda ise %26 (8/30) oraninda
implantasyon saptandi ve bu bdlgelerde % 20 (6/30) oraminda fetal gelisim belirlendi. /n
vivo gelisimi degerlendirmek i¢in yapilan embriyo transferi sonuglari karsilastirildiginda,
implantasyon alanlar1 ve fetal gelisim oranlar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel bir

fark saptanmadi.

Trofektoderm biyopsi grubunda gelisim orani %86,96 (69/79) ve toplam hiicre
sayis1 26,66 olarak saptanirken, kontrol grubunda gelisim oran1 %93,33 (23/28) ve toplam
hiicre sayis1 55,33 olarak saptandi. Trofektoderm biyopsi ve kontrol gruplarinin gelisim
oranlar1 arasinda anlamli bir fark saptanamamustir. Gelisen blastosistlerin toplam hiicre
sayilar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05).
Trofektorderm biyopsi grubunda yapilan embriyo transferi sonucunda %21,88 (7/32)
oraninda implantasyon bolgesi saptandi fakat bu bolgelerde fetal gelisim olusumu
gbzlenmedi. Kontrol grubunda yapilan embriyo transferi sonucunda ise %59,09 (13/22)
oraninda implantasyon bolgesi saptandi ve bu bolgelerden % 18,18 (4/22) oraninda fetal
gelisim saptand1. /n vivo gelisimi degerlendirmek icin yapilan embriyo transferi sonuglari
karsilastirildiginda, implantasyon alanlar1 bakimindan gruplar arasinda fark bulunmazken,

fetal gelisim oranlar1 bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulundu (P<0,05).

Calisma sonucunda trofektoderm biyopsi grubunda in vitro gelisim ve in vivo
implantasyon olusumunun olumsuz etkilenmemesine karsin, in vivo fotal gelisim olumsuz
yonde etkilenmistir. Bunun olasi nedeninin biyopsi siirecinde olugan fazla sayidaki hiicre
kayb1 distliniilmektedir. Oysa, blastomer biyopsi grubunda fetal gelisim de dahil kontrol
grubu ile aralarinda anlaml fark bulunmadi. Dolayisiyla, erken gelisim doneminde
yapilacak biyopsi islemlerinin embriyo gelisimini olumsuz yonde etkilemedigi ve 6zellikle
hizli gelisen ve toplam hiicre sayisi daha diigiik olan fare gibi tiirlerde yapilacak biyopsi
uygulamalarinin erken gelisim donemlerinde yapilmasinin daha avantajli olacagi sonucuna

varildi.

Anahtar Kelimeler: Fare, embriyo kiiltiirii, implantasyon oncesi genetik tanist,

biyopsi, embriyo transferi



SUMMARY

In Vitro and In Vivo Investigation of Embryo Development Following Biopsy

with Different Techniques in Preimplantation Mouse Embryos

In this study, in vitro development ratios, quality evaluation, in vivo implantation
and fetal development ratios after transfer to foster mother mice of manipulated embryos
were investigated following aspiration biopsy in eight blastomer mouse embryos and

trophectoderm biopsy in blastocyst developed from eight cell stage embryos in vitro.

10 IU pregnant mare’s serum gonadotrophin (PMSG) was intraperitoneally injected
to female CB6F1 (C57BL/6 X BALB/C) mice and 48 hours later 7,5 IU human chorionic
gonodotrophin (hCG) was also injected intraperitoneally to complete superovulation
protocol. They were mated with male CB6F1 (C57BL /6 X BALB/C) mice. Superovulated
female mice were approximately sacrificed 68-72 hours after hCG administration. Eight
cell embryos were flushed from oviducts of sacrificed mouse with HTF (human tubal fluid)

supplemented with HEPES and 3 mg/ml BSA.

All embryos were biopsied in 50 ul drops of Ca*”’Mg*" free HTF medium
containing HEPES + 3 mg/ml BSA + 5 pg/ml cytochalasine B. After biopsy, embryos
were cultured for 24 and 48 hours in Quins blastocyst medium supplemented with 4 mg/ml
BSA in %5 CO,, % 5 Oy, and 37°C in humidified air for blastomere biopsy and
trophectoderm biopsy groups, respectively. After culture period, in vitro development ratios
of embryos were evaluated under stereo microscope. Some of the developing blastocysts
were used to determine total cell number and some of them were transferred to the recipient
CD-1 mouse to determine in vivo development ratios at the 13-15" day of pregnancy.

Results were evaluated by independent T Test and ANOVA of SPSS 17.0 statistic program.

In blastomere aspiration and control groups, 152 and 63 eight cell embryos were
respectively used. To evaluate in vivo development, 36 and 30 embryos at blastocyst stage
were transferred from blastomere biopsy and control groups, respectively. In
trophectoderm and control groups, 79 and 28 eight cell embryos were respectively used.
To evaluate in vivo development, 32 and 22 embryos at blastocyst stage were transferred

from trophectoderm biopsy and control groups, respectively. Some of developing



blastocysts were stained with fluorescent staining technique and total cell numbers were

determined.

In blastomere biopsy and control groups, development rates and total cell numbers
were determined as 81.02% (121/152), and 96.37% (62/63) and 50, and 50, respectively.
There was not any significant difference between groups in terms of development ratios and
total cell numbers. In blastomere biopsy and control groups, implantation region and fetal
development rates were found as 25% (9/36), and 26% (8/309 and 19.44% (7/36), and 20%
(6/30), respectively. No significant difference was observed between groups in terms of

implantation region and fetal development rates.

In trophectoderm biopsy and control groups, development rates and total cell
numbers were found as 86.96% (69/79), and 93.33% (23/28) and 26.66, and 55.33,
respectively. Although there was not any significant difference between groups in terms
development rates, there was a significant difference between groups in terms of total cell
numbers (P<0.05). In trophectoderm biopsy and control groups, implantation region and
fetal development rates were determined as 21.88% (7/32), and 59.09% (13/22) and 0%
(0/32), and 18.18% (4/22), respectively. Although there was not any significant difference
between groups in terms implantation region rates, there was a significant difference

between groups in terms of fetal development rates (P<0.05).

As a result of this study, in trophectoderm biopsy group, while in vitro development
and in vivo implantation formation were not affected negatively, in vivo fetal development
is negatively affected. As a possible reason for this, it is thought that lots of cell losses
during biopsy happen. However, there was no significant difference between groups in
blastomere biopsy and control groups including fetal development rates. Therefore, it was
concluded that biopsy applied at early stage of embryonic development does not affect
embryo development negatively and biopsy procedures applied at early developmental
stages have more advantages especially in embryos developing faster with low number of

total cell number such as mouse species.

Key Words: Mouse, embryo culture, preimplantation genetic diagnosis, biopsy,

embryo transfer



GIRiS

Ureme biyoteknolojisi alanindaki calismalar daha fazla embriyo elde edilmesi,
embriyolarin uzun siire saklanmasi (kriyoprezervasyon), embriyo kiiltiirli, embriyolarda
genetik tan1 ve embriyo transferi gibi konular iizerinde yogunlagmaktadir. Reprodiiksiyon
biyoteknolojisinde yer alan mikromanipiilasyon teknikleri 6zellikle yardimer iireme

teknolojisi ve laboratuvar hayvanlari ile tasarlanan arastirmalarda 6nemli bir yere sahiptir.

Hayvan modelleri iizerine ilk ¢alismalar on dokuzuncu yiizyilda yapilmakla
beraber, bu ¢aligmalarin yayilanmasi 1930’1u yillar1 bulmustur. S6z konusu
calismalardan elde edilen deneysel sonuglar modern in-vitro fertilizasyon (IVF)

uygulamalarinin temelini olusturmustur (1-3).

Implantasyon dncesi embriyolarda genetik tan1 amaciyla biyopsi igin yeni yollar
Onerilmektedir. Memeli embriyo biyopsisi, ¢iftlik hayvanlarinin embriyo cinsiyetinin
belirlenmesi ¢alismalarinda ve 6zellikle insanlarda genetik kusurlu bebek dogmasinin
ontine gecebilecek ¢cok 6nemli bir tekniktir. Memeli embriyo biyopsisi farelerde ilk kez
1959 yilinda uygulanmistir (4). Gardner ve Edwards (5), blastosist evresindeki tavsan
embriyolarinda uyguladiklar biyopsi islemi ile cinsiyet tanimlamasi yapmislardir. Bu
biyopsi tiirii teknik olarak fertilizasyon sonrasi genetik materyalin analiz edilmesi temeline
dayanmaktadir. Embriyo biyopsi tekniginin tek bagina embriyo gelisimi iizerine olumsuz
etkisi bulunmamaktadir. Fare (6), maymun (7) ve insan (8) embriyolarinda yapilan biyopsi
calismalarinda bu sonug ortaya konmustur. Ayrica Willadsen’ de (9), blastomer aspirasyon

tekniginin kullantmin1 koyunlarda da gdstermistir.

Prenatal (implantasyon) dncesi genetik taninin (PGT) amaci, embriyoyu alicilara
transfer etmeden Once, bazi olast genetik hastaliklarin ve cinsiyetin belirlenmesidir. Bu

islem ¢iftlik hayvanlarinda basarili sonuglar vermistir (10).

Gilinlimiizde implantasyon dncesi hayvan ve insan embriyolarinda, biyopsi ve
sonrasinda tek hiicreden genetik analizler yapilabilmektedir. Implantansyon dncesi genetik
tan1 tekniklerinin insanlarda uygulanmasi, embriyolarda olabilecek kalitimsal hastaliklarin

ve diger bir¢ok genetik durumun tanisina olanak saglamaktadir (11).

Monk ve Handyside (12), fare embriyolarinda yapilan blastomer aspirasyon biyopsi

orneklerinde X geni ile iliskili olarak cinsiyet tayini yapmislardir. Kunieda ve arkadaslar



(13), farelerde implantasyon 6ncesi biyopsi drneklerinde, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) teknigini kullanarak Y kromozomuna spesifik diziler ile cinsiyeti belirlemislerdir.
Dort hiicreli embriyolarda yapilan blastomer aspirasyon biyopsisi sonrasi, tek hiicreden
trizomi tanist yapilmistir (14). Yu ve arkadaslar1 (15), yeni doganlar i¢in olusabilecek
norodejeneratif hastaliklarin erken tanisi i¢in kullanilacak modelde blastomer aspirasyon
teknigini kullanmislardir. Deoksiriboniikleik asitin (DNA) molekiiler analizi ile duchenne
kas distrofisi ve hemofili A veya B gibi hastaliklarin tanis1 konulabilmektedir (16,17).
Fare embriyolarinda farkli gelisim donemlerinde iist iiste yapilan blastomer aspirasyon
uygulamalarinin in vitro embriyo gelisimi lizerine etkileri, ilk olarak Illmensee ve
arkadaglar1 (10) tarafindan gosterilmistir. Fare embriyolarinda biyopsi uygulamasi
mekanik yontemler kullanilarak da yapilmistir (18). Ciftlik hayvanlarinda fertilizasyon
sonras1 embriyoya yapilan biyopsi sonrasi cinsiyet se¢imi yapilabilmektedir. Bu
uygulama, ilerleyen zamanlarda igletmelerin iiretim planlamalari agisindan da stratejik bir
Ooneme sahip olacaktir (19). Siit isletmesi i¢in kaliteli bireylerden elde edilecek disi
yavrular ¢ok dnemli iken, et¢i hayvan yetistiren bir isletme acgisindan erkek yavrular daha
biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu baglamda, cinsiyeti belli yavru elde edilmesi, isletme plan

acisindan oldukca degerlidir.

Bredbacka ve arkadaslari, blastomer aspirasyon biyopsisi ve blastosist mikro bigak
biyopsisi (20, 21) uygulamasini sigir embriyolarinda uygulamistir. Implantasyon éncesi
embriyolardan yapilan biyopsinin uygulamada rutin hale gelmesinde ortaya ¢ikan yiiksek
giderler ile embriyolarda biyopsi sonrasi elde edilen canlilik ve yavru elde etme oranlari

karsilasilan 6nemli sorunlar olarak 6ntimiize ¢ikmaktadir.

Sunulan ¢aligmanin amaci, implantasyon oncesi farkli gelisim donemlerindeki fare
embriyolarindan (sekiz blastomerli ve blastosist asamasindaki embriyolar) farkli biyopsi
teknikleri ile biyopsi 6rnegi alinmasi sonrasi, embriyo gelisiminin iz vitro ve in vivo olarak
incelenmesidir. Embriyolarda biyopsi uygulamasi fiziksel ve kimyasal yollar ile
yapilmaktadir. Sunulan ¢aligmada fiziksel yontemlerden, sekiz blastomerli embriyolara
aspirasyon biyopsisi ve blastosistlere uygulanan trofektoderm biyopsisi ile 6rnegin
alinmas1 sonrasi, kiiltiir calismasi sonucunda in vitro gelisim oranlari, kalitesi ve alict
farelere embriyo transferleri sonrasi embriyolarin in vivo implantasyon oranlari

arastirilmistir.



GENEL BIiLGILER

Farelerde Reprodiiksiyon

Disi fare iireme organi, bir ¢ift ovaryum ve ovidukt, iki kornulu ve Y seklinde bir
uterus, kisa serviks ve muskiiler yapidaki vajinadan olugsmaktadir (22). Puberteye ulasma
siiresi 1rka gore degismekle beraber, genellikle 28. ile 49. giinler arasinda tamamlanir (23).
Fareler poliostrik hayvanlardir ve tiim y1l lireyebilme 6zelligine sahiptirler (22, 24). Disi
farelerde puberteye ulagsmanin ilk belirtileri, vajinanin agilmasi ve kornifiye epitel
hiicrelerinin vajinal mikroskopide gézlenmesidir (25). Farelerde ovulasyon 4-5 giinde bir
olusmakta ve karanlik periyot basladiktan sonra, 4-5 saat i¢cinde ovulasyon
gerceklesmektedir. Fertilizasyon, ¢iftlesme sonrasi gece yarisi olusmaktadir (22, 24).
Ciftlesme sonras1 erkeklerin seminal plazmadan salgilanan sekresyonlarinin koagiile
olmasinin ardindan, siit beyazi goriiniimlii vajinal plaklar olusur ve bu plaklar 16-24 saate

kadar gozlenebilir. Gebelik siiresi ortalama 19-21 giin siirmektedir (25).

Farelerden Embriyo Elde Etme Yontemleri

Siiperovulasyon

Stiperovulasyon 6-8 haftalik disi farelerin ¢iftlesmeden 6nce, ovulasyonlarinin
indiiklenmesi araciligtyla oositlerin sayisini artirmak i¢in disi farelere gonodotropinlerin
uygulanmasi islemidir. Uygulama sirasinda folikiil uyarict hormon (FSH) etkisine sahip
olan ve follikiilleri uyaran gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG) ile ¢ok sayida
follikiiliin gelisimi uyarilir. Gelisen follikiillerin ovulasyonun olusmasi i¢in liiteinlestirici
hormon (LH) benzeri etkisi olan insan korionik gonodotropin (hCG) hormonu kullanilir

(24, 26-31).

Stiperovulasyon basar1 oranlari, kullanilan disilerin 1rkina, agirligina, yasina ve
gonadotropinlerin uygulama zamani ile dozuna gore farkliliklar gostermektedir. Ayrica,
amag oosit degil de embriyo elde etmek ise gonodotropin enjeksiyonlarindan sonra
ciftlesmeye alinan erkeklerin performansi ile oositlerin fertilize olmasina da baghidir (24,
26-30). Hayvan basina 5 IU (internasyonel {linite) PMSG intraperitoneal (i.p.) enjeksiyonla
uygulanir. PMSG uygulanmasindan 48 saat sonra, olgunlagmis folikiillerin ovulasyonunu
saglamak i¢in ikinci gonodotropin olan hCG her bir hayvan i¢in 5 IU i.p. yoldan

uygulandiktan sonra, disiler fertil erkeklerle ¢iftlesmeleri i¢in bir araya getirilir (26-31).
3



Implantasyon Oncesi Embriyolarin Elde Edilmesi

Zigot Eldesi

Stiperovule disi farelerin vajinal plak gostermesini takiben, 0-12 saatlik zaman
dilimi igerisinde servikal dislokasyon ile sakrifeye edilen disilerin sag ve sol oviduktlari,
kornu uteri ile birlesme yerine yakin bolgeden kesilerek ¢ikarilir. Oositlerin ¢evresindeki
kumulus hiicrelerini uzaklastirmak i¢in, hyaluronidazli Hepes tamponlu M2 manipiilasyon
medyumu kullanilir. Elde edilen oviduktlar bu medyumun igerisine konulur ve stereo
mikroskop altinda oviduktun ampulla bolgesi ¢ok ince uglu 2 adet gbz cerrahi pensi
yardimi ile yirtilarak kumulus hiicreleri ile ¢evrili zigotlar elde edilir. Agiz toplama pipeti
yardimu ile zigotlar enzimsiz M2 medyumuna alinarak 3 kez yikanir ve yikama sonunda
biyopsi yapilana kadar M2 medyumu bulunan kii¢iik petri kabinda gazsiz inkubator i¢inde

saklanir (24, 27).

Iki Hiicreli, Dort Hiicreli, Sekiz Hiicreli Embriyo ve Kompakt Morula Eldesi

Stiperovule disi farelerin vajinal plak gostermesini takiben, 20-68 saat i¢inde,
ovidukt ve uterus yikamasi ile iki, dort, sekiz hiicreli embriyo ve kompakt morula elde
edilmektedir. Iki hiicreli embriyo elde etmek amaciyla, servikal dislokasyon ile sakrifeye
edilen disilerin, sag ve sol oviduktlar1 kornu uteri ile birlesme yerine yakin bolgeden
kesilerek total olarak uterus ve ovidukt alinir ve M2 medyumu ile dolu 25 gauge (ga)’lik
instilin enjektorii ile yikanir. Dort, sekiz hiicreli ve kompakt morula agamasindaki
embriyolarin eldesi i¢inse kornu uterilerin igerisi M2 medyumu akis1 saglanarak yikanir.
Embriyolar agiz toplama pipeti ile yilkama medyumunda 3 kez yikandiktan sonra, kiigiik

petri kabina aktarilir (24, 27).
Blastosist Eldesi

Blastosist eldesi, stiperovule disi farelerin vajinal plak gozlenmesini izleyen 3,5. ile
4,5. glinler arasinda, disilerin servikal dislokasyon araciligiyla sakrifiye edilmesinden
sonra, sag ve sol uterus lumenine 25 ga’lik instilin enjektorii ile M2 medyumu verilerek
yikanmasi ile gergeklestirilir. Yikama sonrasi embriyolar agiz toplama pipeti ile 3 kez
yikandiktan sonra kiigiik petri kabina aktarilir ve manipiilasyona kadar gazli inkubator

icinde saklanir (25, 27).



Embriyo Tasiyic1 Olarak Kullanilan Yalanci Gebe Farelerin Hazirlanmasi

Yalanci gebe fareler, vazektomize (infertil) erkekler ile dogal 6strustaki disilerin
ciftlestirilmesi ile elde edilir. Uygulamada 7-10 haftalik geng eriskin disiler kullanilir.
Reprodiiktif ve annelik 6zelliklerinden dolay1 CD-1 farelerin tasiyic1 anne olarak
kullanilmas1 énerilir. Infertil erkekler ile ciftlesen ve vajinal plak gdzlenen bireyler yalanci
gebe (psuedopregnant) olarak ayrilir ve alici olarak embriyo transferine hazirlanir.
Ciftlesmesi vajinal plak gozlemi ile saptanmis alic1 bireylerde 0-0,5 giin i¢inde ovidukt
icerisine embriyo transferi yapilir ve 2,5 ile 3,5. giinler arasinda ise alic1 disilerde uterus

icerisine embriyo transferi yapilir (24, 27).

In Vitro Embriyo Kiiltiirii

Implantasyon dncesi asamadaki fare embriyolar1 canliliklari igin elverisli ortami
saglayan kiiltiir ortamlarinda gelisim gosterirler. Embriyolar kiiltiir ortamlarindaki
degisimlere kars1 viicut dokularina bagli olarak daha duyarlidirlar (32). Embriyo {iretimi
icin en dnemli agama, in vitro embriyo kiiltlirii ve gelisim kosullaridir. Embriyo
kiiltliriinde ticari olarak gelistirilmis ve 6zel komponentlere sahip vasatlar (mediyumlar )
kullanilarak in vitro memeli embriyonun gelisimi saglanir (33).

Medyum igeriginde yer alan maddeler (besleyici mineraller, protein kaynaklari,
serbest radikaller vb.), atmosfer kosullar1 (CO; ve O, oranlari), ortam 1s1s1, medyumun
osmotik basinci, kiiltiir damlalarinin hacmi, embriyo manipiilasyonu ve diger bazi etkenler

embriyo kiiltiiriinde embriyo gelisimini etkilemektedir (34, 35).

Son 50 yilda implantasyon oncesi fare embriyolarinin kiiltiirii i¢in gelistirilmis
medyumlarda 6nemli dlgiide ilerleme kaydedilmistir. Biggers tarafindan, embriyo
kiiltliriinde gelisen in vitro embriyolarin basarili bir sekilde alict dislerin ovidukt ve

uteruslarina transferleri sonrasi canli yavrular elde edildigi bildirilmistir (36).

Implantasyon dncesi memeli embriyolari igin farkli embriyo kiiltiir medyumlar
kullanilmaktadir. Bunlar, ¢esitli fare irklarinin ve onlarin F1 jenerasyonlarinin embriyo
gelisimini destekler. Insan IVF kliniklerinde M16, T6, Earle’s ve CZB kiiltiir medyumlari
gibi degisik medyumlar kullanilmaktadir. Ayrica, fare embriyolarinin in vitro kiiltiir
edilmesi i¢in KSOM, HTF ve P1 gibi degisik formiilasyonlu medyumlar da gelistirilmistir.

Basit medyumlar aminoasitler agisindan yetersizdir. Basit medyumlar, embriyo gelisimi
5



icin 6nemli olan Na', K2, Ca™2, Mg 2, PO, ve CI iyonlarini igermektedir. Bunlara ek
olarak, medyumlara antibiyotik eklenmesi, bakteriyel kontaminasyon riskine kars1 koruma
saglar. Protein kaynagi olarak serum veya albiiminin medyumlara eklenmesi embriyolarin
plastik kanister veya pipetlere yapismasini engeller ve embriyolari ¢esitli olumsuzluklara
kars1 korur. Serum, mitokondrilerin yapisal hasar1 ve enerji metabolizmasinin bozulmasi
sonucu embriyoda olusabilecek zararl etkilerin 6nlenmesi amaciyla kullanilmalidir.
Albumin, embriyo kiiltiir medyumlarinda makro molekiillerden en ¢ok kullanilanidir.
Ayrica bu medyumlarin igerisine ¢esitli enerji kaynaklari da eklenir (33, 37). Fare
embriyolarinin kiiltiir medyumlarinin baslica enerji kaynagi piruvattir. Ayrica, laktat iki

hiicreli ve daha ileri gelisim asamalarindaki embriyolarda kullanilmaktadir (37).

Medyumun pH degeri (7,4) ile embriyo icerisindeki ortalama pH degeri (7,2)
birbirinden farklidir (33). Inkiibatér igerisinde kullanilan medyumlarin pH degerlerini
kendi kendine kontrol etmeleri tercih edilir. Ozellikle laktik asit ve amino asitler gibi
spesifik medyum bilesenleri pH degerini etkiler. Medyumdaki laktat yogunlugu
yiikseldiginde pH degeri diisebilmektedir.

CO, yogunlugu bikarbonatla tamponlanmis medyumun pH degeri iizerinde direkt
etkilidir. CO;’li ortamda bikarbonatla tamponlanmis medyum en az 4 saat boyunca
bekletilerek pH degeri dengelenmelidir (33). Memeli embriyolarinin in vitro kiiltiir
calismalarinda %5-7 oraninda oksijen yogunlugu ile basarili sonuglar alinmistir (33).

Ozellikle fare embriyo kiiltiir calismalarinda %35 O, diizeyi dnerilmektedir (28-31).

Oosit ve embriyolar oda 1sisindaki inkiibasyondan sonra gelisimlerini
sirdiirebilseler de, hiicrelerin iskelet yapilarinin olumsuz etkilenmesinden dolay1, uzun

stire dis ortamda birakilmamalar1 gerekir (28, 33).

Karmasik olarak siniflandirilan embriyo kiiltiir medyumlari, doku kiiltiirleri i¢in
tasarlanan ticari medyumlardir. Bunlara 6rnek olarak Ham’s F10, TCM 199 ve a-MEM
gibi medyumlar siralanabilir. Igerik olarak amino asitler, vitaminler, niikleik asitler,
metaller ve genellikle %5-20 oraninda serum bulunmaktadir. Bu kiiltiir medyumlarinin,

embriyo gelisimi lizerinde zararl etkileri oldugundan kullanilmas1 6nerilmemektedir (33).



Implantasyon Oncesi Genetik Tami (PGT)

PGT, insan ve veteriner saglig1 alanlarinda, implantasyondan 6nce embriyonun
veya fertilizasyondan dnce oositin genetik yonden incelenmesini kapsayan ¢aligmalardir.
Implantasyon dncesi genetik tani i¢in farkli gelisim asamasindaki oositlerin birinci veya
ikinci kutup hiicre biyopsisi, erken embriyonik gelisim dénemlerinde blastomer izolasyonu
veya blastosist agsamasindaki embriyolarda trofektoderm biyopsisi yapilmaktadir.
Implantasyon dncesi genetik tan1 calismalar1 planlanirken, bu biyopsi yéntemlerinin

avantaj ve dezavantajlar1 kesinlikle goz oniinde bulundurulmalidir.

PGT son 20 yillik donemdeki molekiiler analiz yontemlerinin ilerlemesi ile
gelismistir. Farelerde, insanlarda ve ¢iftlik hayvanlarindaki yaygin kullanim amaglari
genetik hastaliklar ve kromozom anomalilerinin belirlenmesi ile embriyolarda cinsiyetin
analizidir. Edwards (38), ilk kez implantasyon dncesi embriyolarda kalitsal hastaliklarin

tanisinin yapilabilecegini ve cinsiyetin belirlenebilecegini gdstermistir.

PGT amaciyla implantasyon oncesi embriyolardan biyopsi 6érneklerinin elde
edilmesinde kullanilan teknikler, hizli ve embriyoya en az diizeyde zarar verecek sekilde

yapilmal1 ve tan1 amagl kullanilan testler dogru sonug vermelidir.

Alman biyopsi materyalinin degerlendirilmesinde genellikle Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) veya floresan in-situ hibridizasyon (FISH) tan1 teknikleri
kullanilmaktadir (39). Tek hiicre tan1 yontemlerinden olan PZR, tek bir gen
bozuklugundan kaynaklanan hastaliklari, X kromozomu ile iliskili hastaliklari, otomozal
hastaliklar1 ve triplet (CpG) tekrar eden hastaliklarin tanisinin konmasinda
kullanilmaktadir (39-41). Ornegin, insan embriyolarindan izole edilen tek bir blastomerin
genetik analizi ile embriyo transferi dncesi kistik fibrozis tanisi konulan ¢aligsmalar

bulunmaktadir (40, 41).

Implantasyon 6ncesi genetik taninin gelisiminde en énemli asama hayvan
embriyolarinin deneysel olarak mikro manipiilasyonlaridir. Implantasyon &ncesi genetik
tani, gebelik olugsmadan 6nce fetiisiin tasiyacagi genetik hastaligin olusma olasiligini

onemli dl¢iide diisiirmiistiir (42). Yu ve arkadaslar1 (15), blastomer biyopsi yontemi ile



implantasyon oncesi donemde nérodejeneratif hastaliklarin tan1 ve risklerinin ortaya

konulabilecegini gdstermislerdir.

Gardner ve arkadaglar1 (5), sonraki donemde tavsan embriyolarinda cinsiyetin
belirlenebilecegini gostermistir. Ekonomik avantajlarindan dolayi, bu alanda inek
embriyolarinin kromozom analizi (43-46) veya Y kromozomuna spesifik DNA proplariyla
cinsiyetin belirlenmesi basartyla uygulanmistir. Ciftlik hayvanlarinda uygulanan embriyo
transferinde PGT uygulamasi, cinsiyetin dnceden se¢imi ile siirii planlamasinda ve iist
diizey disi bireylerin yetistirilmesinde kullanilabilir (47). PGT’nin rutinde daha etkin
kullanilmasinin dniindeki engel biyopsi tekniklerinin kolay olmamasi, teknigin ¢alisma

hizinin yiiksek olmamasi, yiiksek gider ve deneyimli kisi gereksinimidir.

PZR teknigi az miktarda DNA’nin hizli kullanimi yolu ile cinsiyet tayini i¢in genis
calisma olanaklari sunmustur. PZR teknigi hayvancilik ve saglik alanlarinda farkl
uygulama avantajlar saglamistir (48). Cinsiyetin belirlenmesi, molekiiler diizeyde Y
kromozomunun tanimlanmasi ile yapilabilmektedir. Bu analiz, hayvanlarin doku, kil, kan
ve digki 6rneklerinden yapilabildigi gibi embriyo hiicrelerinde de yapilabilmektedir (49,
50). PZR’nun gelisimi ile birlikte kiiclik DNA parcalar1 kisa siirede ¢cogaltilabilmektedir.
Insan ve fare embriyolarinda bir veya birden fazla sayida blastomerler izole edilmis ve elde

edilen blastomerler cinsiyetin belirlenmesinde kullanilmigtir (51-54).

PZR kullanilarak inek, fare, domuz, zebu ve melez ineklerin implantasyon oncesi

embriyolarinda cinsiyet belirlenmesi yapilmistir (55-59).

FISH yontemi otozomal ve cinsiyet kromozonlarinda olusan yapisal bozukluklari
ortaya koymaya yarayan bir yontemdir. Her kromozoma 6zel problarin kullanimi temeline

dayanmaktadir (60-62).

PZR’nun yalnizca tek gen hastaliklarinin incelemesi, 6te yandan FISH in sinirh
sayida kromozomu incelemesinden dolay1, bu yontemlerin yani sira, alternatif

karsilastirmali genomik analiz yontemleri de giiniimiizde kullanilmaktadir (63).

Sendag ve arkadaglar1 (64), ineklerde dogacak yavrularin cinsiyetlerinin

embriyonik ve fetal donemde donceden belirlenmesinin yetistiricilikte onemli avantajlart
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beraberinde getirecegini belirtmislerdir. Cinsiyetin belirlenmesi et veya siit iiretimi yapan
isletmelerin iiretim stratejilerini 6nceden planlamalarina olanak sagladig: gibi,
biyoteknolojik ¢aligmalarda da (transgenik ¢iftlik hayvanlarin siitiinde terapotik
rekombinant proteinlerin iiretimi acisindan) giderleri azaltmakta ve embriyo transferi gibi

islemleri kolaylastirmaktadir.

Giintimiizde X ve Y igeren sperma ornekleri fiziksel yontemler ile kromozomal
yapilarindaki farkliliklardan yararlanilarak ayristirilabilmektedir. Bu amagla, 6rnegin flow
sitometre yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica memrandaki kimyasal farkliliklar
kullanan tan1 teknikleri de mevcuttur (58). Spermada cinsiyet saptanmasinda kullanilan
santrifiij, elektroforez, sedimentasyon, filtrasyon, saklama medyumundaki pH degeri
degisiklikleri, immiinolojik teknikler ve motilite dlciitleri gibi yontemlerle elde edilen
sonuclar ¢ok degisken oldugundan, pratik kullanimda 6nerilmemektedir (64). Fetal olarak
cinsiyetin saptanmasi, yavruyu i¢eren sivinin analiz edilmesi ile (amniyosentez) veya
ultrasonografik goriintiileme yontemi ile fetal skrotum ile meme basi siirgiinii veya fetal

genital ¢ikintilarin konumlanmasinin saptanmastyla yapilabilir (64).

Embriyo Gelisimi

Fertilizasyon sonrasi zigot olusumundan, uterustaki blastosistin imlantasyonuna
kadar gegen siirecte, embriyo gelisimindeki olaylarin ve degisimlerin anlasilmasi,
yapilacak aragtirmalarin tasarlanmasinda ¢ok 6nemlidir. Bu gelisimsel donem, dort farkli

asama olan zigot, boliinme, kompaktlasma ve blastosist asamalarini icermektedir (65).

Erken gelisim doneminde, fertilize yumurtadan iki hiicreli asamaya kadar gecen
stire¢ maternal genomun kontrolii atlindadir. Kompaktlagsma oncesi ve blastosist
donemleri ise embriyonik genomun kontrolii altindadir. Embriyoda zona pellusidanin en
Oonemli gorevi, embriyoya, ovidukt sivilarindan kaynaklanan zararh etkilere karsi koruma
saglamasidir (65). Fare embriyosunun normal gelisim siirecinde, ii¢iincii giinde sekiz
hiicreli asamada kompaktlasma gozlenmektedir. Kompaktlagma hiicreler aras1 baglarin
birbirine yakinlagmasi ile bir hiicrenin digerine yapismasini kapsamaktadir. Hiicreler arasi
baglarin olusumunda kalsiyum ve magnezyum iyonlari nemli rol oynamaktadir (8). Fare

embriyosunun in vitro gelisimi sekil-1’de gosterilmistir.
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Sekil-1: Fare embriyosunun in vitro gelisimi (A) iki hiicreli asama (B) Dort hiicreli asama (C) Erken sekiz
hiicreli asama (D) Kompaktlagan sekiz hiicreli agama (E) Morula (F) Blastosist (66).

Blastosist, trofektoderm ve ig¢ hiicre kitlesi olmak tizere iki farkli hiicre grubundan

olusur. Fare embriyolarinin ¢iftlesme sonrasi gelisim zamanlar1 asagidaki gibidir.

Gelisim Asamas1  Ciftlesme Sonrasi Saat

Tek Hiicreli 12
Iki Hiicreli 36
Uc-Dért Hiicreli 48
Sekiz Hiicreli 60
On Alt1 Hiicreli 72
Blastosist 84-96

Oosit ve Embriyolarda Uygulanan Biyopsi Teknikleri

Biyopsi, oosit doneminde kutup hiicre biyopsisi, kompaktlagsma 6ncesi embriyo
asamasinda blastomer biyopsisi ve blastosist asamasinda trofektoderm hiicrelerinin
biyopsisi olmak tizere ii¢ farkl sekilde yapilmaktadir. Kullanilan biyopsi tekniklerinin
fiziksel, kimyasal ve mekanik farkliliklar1 vardir. Asagida bu donemlerde uygulanan

biyopsi tekniklerinin avantaj ve dezavantajlar1 agiklanmaktadir.
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Kutup Hiicre Biyopsisi

Genetik analiz amaciyla kutup hiicrelerinin analizi transfer asamasina kadar 6nemli
zaman avantaj1 saglamaktadir. Mekanik ve lazer olmak {izere iki farkli teknik uygulanir.
Oositin maternal genotipini belirlemek i¢in kutup hiicresi biyopsi materyali olarak
uzaklagtirilir ve sonrasinda herhangi bir sekilde in vitro kiiltiir canlilik oran1 etkilenmez

(33).

Oosit, capindan daha kiigiik genislikteki tutucu pipet yardimai ile sabitlenir ve tirod
asidi igeren ¢ok kii¢lik 6zellikteki pipet ile zona pellusida lizerinde bosluk acilir. Daha
biiylik bir pipet yardimu ile olusturulan bu bosluktan birinci kutup hiicresi aspire edilir (37).
Verlinsky ve arkadaslar1 (67), ilk olarak birinci kutup hiicresinin genetik analizini rapor
etmislerdir. Montag ve arkadaslari (68)’da fare zigotlarindan ilk kez 1,48 um lazer
kullanarak kutup hiicresi ¢ikartildigini bildirmislerdir. Isachenko ve arkadaslari (69) ise,
kutup hiicre biyopsisi sonrasi fare proniikleus embriyolarinin direkt vitrifikasyonunu
gerceklestirmis ve in vitro kiiltiir grubunda %25 canlilik ve direk vitrifikasyon sonrasi in

vitro kiiltiir grubunda ise %23 canlilik oran elde ettiklerini bildirmislerdir.

Kompaktlasma Oncesi Embriyo Biyopsisi

Kompaktlagsma 6ncesi embriyo biyopsisi, farelerde implantasyon dncesinde iki,
dort ve sekiz hiicreli embriyolara genetik tan1 amaciyla bir veya daha fazla sayida
blastomerin disar1 alinmasiyla uygulanan biyopsi yéntemidir. Iki hiicreli dsnemin

sonundan itibaren yapilan biyopsi embriyonik genom hakkinda bilgi vermektedir.

Memeli embriyolarinda bu tiir biyopsi ilk olarak fare embriyolarinda uygulanmistir
(4). Willadsen (9), tek blastomeri izole edilen iki hiicreli embriyolardan blastosist
gelisiminin saglandigini bildirmistir. Monk ve Handyside (12), sekiz hiicreli agamadaki
fare embriyolarindan blastomer aspirasyonu yaptiktan sonra, blastosist gelisimi elde
etmislerdir. Implantasyon oncesi fare embriyolarindan biyopsi yapilan blastomerlerin
kullanildig1 PZR uygulamasiyla genetik tan1 konabilecegi de gosterilmistir (13). Farkhi
gelisim donemlerindeki fare embriyolarinda uygulanan biyopsileri karsilastirmak icin
yapilmis bir ¢alismada ise, sekiz hiicreli agamada yapilan biyopsi uygulamasinin, dort
hiicreli donemde yapilan biyopsi uygulamasina gore daha uygun oldugu gosterilmistir (6).

Hardy ve arkadaglar1 (8), sekiz hiicreli insan embriyolari ile yaptiklar1 ¢calismada, biyopsi
11



yapilan gruptaki embriyolar ile kontrol grubundaki embriyolarin, trofektoderm ve i¢ hiicre
kitleciginde yer alan hiicre say1 ve oranlarini karsilastirmislar ve biyopsi uygulamasinin

embriyo gelisimine zararli etkisinin olmadigin1 gostermislerdir.

[llmensee ve arkadaglar1 (10), farkli gelisim donemlerindeki embriyolarda siralt
blastomer biyopsisi uygulamiglar ve her embriyonun ii¢ gelisim déneminde yapilan biyopsi
islemi sonras1 blastosist gelisimi iizerindeki etkilerini arastirmislardir. 11k biyopsi
uygulamasinda iki hiicreliden tek blastomer, dort hiicreliden iki blastomer ve alt1
hiicreliden {i¢ blastomer biyopsisi yapan arastirmacilar, izole ettikleri blastomerleri daha
onceden hazirlanmis alic1 bog zona pellusida igerisine transfer etmislerdir. Bu embriyolar
kiiltiire edildikten sonra normal sayiya ulasti§inda ikinci biyopsi yapilmistir. Buradan da
izole edilen blastomerler bos sona pellusida icerisine transfer edilmistir. Bu embriyolar da
kiiltiire edilip normal sayiya ulastiktan sonra {igiincii biyopsi uygulamasi yapilmistir.
Embriyolarin seri biyopsi uygulamalarinda, biyopsi gelisim oranlar1 blastosist asamasinda
degerlendirilmistir. iki, dért ve alt1 hiicreli embriyolar igin gelisim oranlari, sirastyla ilk
biyopside %74,3, %75,0, %66,6, ikinci biyopside %71,8, %62,6 ve %48,4 ve ligiincii
biyopsi de ise % 48,4, %38,1 ve %10,6 olarak saptanmistir. Aragtirmacilar, sonug olarak
birinci ve ikinci seri biyopsi uygulamalarindan {igiincii seri biyopsi uygulamasi ile

karsilastirildiklarinda daha yiiksek gelisim orani elde edildigini bildirmislerdir.

Blastomer biyopsi teknigi ¢iftlik hayvanlar i¢in ¢ok 6nemli bir tekniktir (58, 62).
Koyunlarda yapilan bir ¢aligmada, iki ve dort hiicreli embriyolara uygulanan biyopsi

sonrast, alici disilere transferden %36 oraninda gebelik elde edildigi bildirilmistir (9).

Kompaktlasma Oncesi Embriyo Biyopsi Teknikleri
1-Zona Delme (Drilling) Teknigi
A-Tirod Asidi (TA) ile Delme
B-Lazer ile Delme
C-Bolgesel Zona Diseksiyonu (PZD)

2-Blastomer Aspirasyon Teknigi
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1-Zona Delme Teknigi

A-Tirod Asidi : Tirod asidi 1986 yilindan beri embriyolojide ve kompaktlasmadan 6nceki
gelisim asamalarinda uygulanan biyopsilerde siklikla kullanilmaktadir (70). Ticari olarak
Medicult (Origio), EmbryoMax (Millipor) diye adlandirilan tirod asit soliisyonlarinin pH
degeri 2,2’dir. Kullanimi sirasinda embriyo iizerinde olumsuz etki olusturabilme olasilig1
nedeniyle dikkatli kullanilmas1 gerekmektedir. Kompaktlasmadan 6nceki embriyo gelisim
asamalarinda kimyasal yontem olarak kullanilan tirod asidi, genellikle iki baslikl1
mikromanipiilatorlerde, zona pellusidanin kismen asidik etkiden dolay1 erimesiyle delik
acilmasi seklinde uygulanir (33). Acikliktan diiz uglu aspirasyon pipeti yardimu ile
blastomerler ayristirilarak izole edilebilmektedir (71,72).

B-Lazer ile Delme : Mekanik bir teknik olan lazer ile biyopsi, insan, fare ve diger hayvan

embriyolarinda giivenilir bir sekilde kullanilmaktadir (33, 73).

C-Bolgesel (Partial) Zona Diseksiyonu (PZD) : Zona pellusida iizerinde mikro
diizeydeki igne bigak ile olusturulan bolgesel kesiklerde agiklik saglayarak biyopsi
yapilmasi, PGD uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir. Bu yontemle lazer
metodundaki embriyo {izerinde 1s1 uygulamasi veya tirod asidi uygulamasindaki embriyo

tizerinde kimyasal etki gibi olumsuzluklar ortadan kalkmaktadir (33, 70).

Licciardi ve arkadaslar1 (73), ksenon-klorit non-kontakt lazer sistemi ile zona
pellusidaya delik agarak embriyolarda biyopsi islemini uygulamislardir. Bu uygulamada,
ters mikroskobun arka girisinden embriyo iizerine 308 nm’lik 151n verilmistir. 100 X lik
kuartz objektif ile hedef eksize edilmistir. Lazer uygulamasini takiben, zonanin agilan
yerinden blastomer ¢ikarilmistir. Ayni caligmada lazer biyopsisi sonrasi blastosist
asamasina ulasan embriyo orani %91 iken, bu oran tirod asit kimyasal teknigi ile yapilan
biyopside %94 ve zona pellusidaya dokunulmamuis grupta ise %83 olarak saptanmustir.
Lazer yapilan embriyolarin blastomerlerinde morfolojik bozukluklar ve embriyo
gelisiminde gerilemeler gozlenmistir. Implantasyon oranlar1 ise lazer biyopsisinde %34,
tirod asit biyopsisinde %43 ve kontrol grubunda %37 bulunmustur. Caligmanin
sonucunda, lazer uygulamasi sonrasi blastosist gelisim oraninin iyi oldugu; ancak, lazer

uygulamasinin implantasyon oranlarini diistirdiigii gézlenmistir.
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2-Blastomer Aspirasyon Teknigi

Blastomer aspirasyon teknigi, tirod asit, lazer veya bolgesel zona diseksiyonu
uygulamalarina gore klinik olarak daha siklikla kullanilan bir embriyo biyopsi teknigidir.
Hidrolik piindmatik veya agiz kontrollii siringalarla kontrollii biyopsi pipeti 30-40 pm’lik
i¢ capta olmali ve igerisinde biyopsi medyumu bulunmasi gerekmektedir. Blastomerlerin
oldukea kirilgan olmasindan dolayi, biyopsi uygulamasi sirasinda, aspirasyon yavas ve

nazikg¢e yapilmalidir. Aksi takdirde sert uygulamalarda blastomerler lize olabilmektedir.

Santalo ve arkadaslar1 (74), iginde Ca*" ve Mg®" olmayan biyopsi medyumlarmin
fare embriyolarinda biyopsi sonrasi canlilik oranlari lizerine etkisini arastirmiglardir.
Yapilan arastirmada, kontrol grubu, Ca>” ve Mg*" olmayan Earle’s phosphate-buffered
saline (PBS) ile 6 mg/ml Sigir Serum Albumini’nde 40 dakika siiresince bekletildikten
sonra, M16 kiiltiir medyumuna transfer edilmistir. Diger kontrol grubu, biyopsi yapilmis
embriyolar Ca*" ve Mg®" icermeyen M2 medyumuna maruz birakilmadan, M16 kiiltiir
medyumuna transfer edilmistir. Deney gruplari biyopsi yapildiktan sonra Ca”>" ve Mg*™
icermeyen PBS de 10 ve 40 dakika tutulduktan sonra M 16 kiiltiir medyumuna transfer
edilmistir. Arastirmacilar, ¢alismalarinin sonucunda, Ca®* ve Mg2+ icermeyen medyumlara
kisa siirelerde maruz birakilmanin biyopsi yapilmis embriyolara zarar vermeyecegi

kanisina varmislardir.

Wilton ve Trounson (75), dort hiicreli F1 (CBA X C57) fare embriyolarindan
mikromanipiilasyon teknigi ile tek blastomer biyopsisi uygulamis ve in vitro ve in vivo
gelisim oranlarini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada elde edilen dort hiicreli embriyolar, 60-90
dakika siiresince Ca®" ve Mg”" icermeyen M2 medyumunda, hiicreler arasi iyon baglarinin
¢ozillmesi icin inkiibasyona birakilmig ve mikromanipiilasyon igin Ca®" ve Mg
icermeyen M2 medyumu ve iizeri parafin yagi ile kaplanmig ¢alisma medyumuna transfer
edilmiglerdir. Cap1 30 um olan tutucu pipet ve 20 um ¢apli aspirasyon pipeti bulunan
mikromanipiilator sistemi kullanilarak embriyolara biyopsi uygulanmistir. Ayni biyopsi
kosullarina maruz birakilan ve biyopsi islemi uygulanmayan embriyolar ise kontrol
grubunu olusturmustur. Uygulamalar sonrasi 48 saat siiresince insan amnionik sivisi
iceren mikro damlalarda %5 CO;’li ortamda in vitro kiiltiir sonras1 blastosist gelisim
oranlar1 biyopsi ve kontrol gruplari i¢in sirasiyla %94 ve %98 olmustur. Elde edilen

blastosistler, yalanci gebe (pseudopregnant) alici disilerin uteruslarina transfer edilmistir.
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Yapilan karsilastirmada, biyopsi grubunda implantasyon oraninin (%53,1) kontrol

grubundaki implantasyon oranindan (%81,8) daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Trofektoderm Biyopsisi

Blastosistlerin dis ylizeyini kaplayan trofektoderm hiicrelerinin bir kisminin
alinmasi ile gerceklestirilen biyopsi yontemidir. Bu yontemin en 6nemli avantaji,
implantasyondan sonra fetiisiin gelisiminde 6nemli olan i¢ hiicre kitlesine zarar vermeden

biyopsi ve tan1 yapilabilme olanaginin olmasidir.

Implantasyon sorunlarini arastirmak icin tasarlanmis bir ¢alismada, kullanilan fare
blastositlerinden trofektoderm biyopsisi zona pellusidaya yapilmis olan agikliktan hiicre
disina deplase olmus hiicrelerin elde edilmesi ve elde edilen hiicrelerde gen
ekspiresyonlarinin analizi yapilmistir (76). Gardner ve Edwards (5), tavsanlarda yaptiklari
bir calismada, genislemis blastosistlere uyguladiklar1 trofektoderm biyopsisinde, in vitro
gelisim oranini %69 olarak bildirmislerdir. Picard ve arkadaslari (46), sigir
blastosistlerinde biyopsi sonrasi 24 saat in vitro kiiltiir degerlendirmesi yapmis ve %42
oraninda canlilik elde etmislerdir. Ciftlik hayvanlarinda kullanilan trofektoderm, biyopsi
metodu 6zellikle cinsiyeti belirlenmis embriyo elde etmek amaciyla sigirlarda yaygin

olarak kullanilmaktadir (21).

Wang ve arkadaslar1 (18), fare morula ve blastosistlerinin mikro bigcak biyopsisi
sonrasi gelisim kapasitesini aragtirmiglar; biyopsi sonrast alicilara transfer edilen
embriyolardan, blastosist asamasindaki biyopsi grubunun implantasyon oraninin morula

asamasindaki biyopsi grubundan daha yiiksek oldugunu bildirilmislerdir.
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GEREC VE YONTEM

Cahsmada Kullanilan Hayvanlar

Doktora Tez Arastirma projesi kapsaminda kullanilan hayvanlar i¢in, Uludag
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan verilmis ve
yapilan deneylerin etik olarak uygun oldugunu belirten etik kurul karar1 mevcuttur.
Deneysel calismalar, Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
Marmara Aragtirma Merkezi (MAM) Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii’niin
calisma izni dahilinde, Hayvan Genetigi ve Ureme Biyolojisi laboratuvarlarinda

gercgeklestirildi.

Calismada CB6 F1 (C57BL/6 X BALB/C) 6-8 haftalik geng erigkin ¢iftlesmemis
60 adet disi hibrid fare kullan1ld1. Hibrid fareler, siiperovulasyon ile yiiksek sayida

embriyo elde edilmesinden dolay1, embriyo calismalarinda 6zellikle tercih edilmektedir.

Kullanilan fareler sicakligi 18-23°C, %40-60 oraninda nispi nemli ve 12 saat
karanlik/12 saat aydinlik foto periyodu uygulanan deney hayvanlart merkezinde
barindirildi. Tiim farelerin ticari rodent pellet yem ve otomatik suluklar ile ad-libitum
olarak beslenmeleri saglandi. Kullanilan hayvan kafesleri Avrupa Tip-1 standardinda ve
kafeslerde altlik olarak yonga talas1 kullanildi. Kafes altlik degisimi haftada 2 kez yapildi
ve giinliik olarak su ve yem kontrolleri yapilarak gerekli temizlik ve ilaveler

gerceklestirildi.

Deneylerin tasariminda, rastgele se¢imi yapilan ayni yastaki fareler kullanildi. Her

grup i¢in ii¢ deney yapildi ve bu gruplar en az bes bireyden olusturuldu.

In vitro kiiltiir sonucu gelisen blastosistlerin in vivo gelisimlerinin degerlendirilmesi
i¢in blastosistlerin bir kismu toplam 12 adet CD1 alici (foster) fareye (her grup i¢in 3 adet
alici) transfer edildi. CD1 fareler annelik ve tasiyicilik 6zelliklerinin {istlin olmasindan
otiirli embriyo transferlerinde alici fare olarak 6zellikle tercih edilmektedir. Bu
hayvanlarda, yapilan transferler sonrasi 13 ile 15. giinler arasinda, implantasyon

bolgelerinin ve fetal gelisimlerin kontrolleri gergeklestirildi.
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Calismada Kullamlan Kimyasallar

Kimyasal Maddeler Katalog No Firma Ad1
Sigir Serum Albumini (BSA) A-3311 SIGMA
Mineral Yag A-155A SAGE
Fizyolojik Serum - Ibrahim Ethem Ulugay
Sitokalazin B 14930-96-2 SIGMA
HEPES Quinn’s Advantage Cat-1223 SAGE
Medyumu Lot-7193A
Quinn’s Blastosist Medyumu B213-C SAGE
hCG - Pregnyl; Organon,
PMSG G-4877 SIGMA
Polivinil Alkol 9002-89-5 SIGMA
Etil Alkol - -
Betadin - Kansuk
Krom Katgiit 4.0 - VIP
Rompun - BAYER
Alfamin - ALFASAN
Hoechst Boya 33342 (B-2261) SIGMA
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Cahsmada Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Cihaz Kullanim Amaci Marka/Modeli
Binokiiler Mikroskop Embriyo Manipiilasyon Amaglh Nikon Cds
Faz kontrast Mikroskop Embriyo Manipiilasyon Amagli Soif
Ters Mikroskop Mikroskobik Incelemelerde Nikon Eclipse Te
Ters Mikroskop Floresan/Hiicre Boyamalarinda Zeiss/Axiovert 35 m
Stereo Mikroskop Mikroskobik Degerlendirmelerde Zeiss/Stemi Sv8

Bidistile Su Cihaz1

Sulandiricilarin Hazirlanmasinda

Ufs Elga

Hassas Terazi

Kimyasal Malzemenin Tartiminda

Sartorius/Bp 2215

Kuru Sterilizator

Kullanilacak Alet ve Ekipmanin

Nuve/Fn 120

Sterilizasyonunda
Inkiibator Embriyo Kiiltiir Calismalarinda Thermo/3141
Soguk Istk Kaynag: Embriyo Transfer Calismalarinda | Photonic P12000 Ve
Nikon Lf10
Cerrahi Set Fare Embriyo Eldesi ve Oftalmik Cerrahi Set
Transferinde
Mikromanipilator Biyopsi Isleminde Eppendorf Man/Nk 2
Steril Kabin Medyum Hazirlanmasinda Cleanair
Tutucu Pipet Embriyo Sabitleme Amagh Eppendorf 35°,
[d:15um, Od:100 um,
Aspirasyon Pipeti Embriyo Biyopsi Amach Eppendorf 20°,
Id:15um, Od:20 um,
Mikro Bigak Embriyo Kesim Biyopsisinde Microfeather K-715

30° ve 15°
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Cihaz Kullanim Amaci Marka/Modeli
Agiz Pipeti Embriyo Manipiilasyonlarinda Sigma Aldrich
Isitict Tabla Di1s Ortamda Embriyo Kiiltiir Minitube Ht 400
Petrileri I¢in
Mikromanipiilator Pipet Biyopsi Pipet Tutucu Eppendorf Cell Tram
Tutucu (Havali) Air
Mikromanipiilator Pipet Embriyo Tutucu Eppendorf Cell Tram
Tutucu (Yagh) Vario
Aydinlatici Ters Mikroskop Aparati Nikon Lhm 100 C-1
Ters Mikroskop Masas1 Ters Mikroskop Alti, Titresim Ozel Yapim
Onleyici
Rodent Isitici Tabla Embriyo Transferinde, Fare Viicut Cryologic/Msm
Isisin1 Sabitleyici
Rodent Yogun Bakim Embriyo Transfer Sonrasi Bakim Vetario
Kabini
Pipet Seti Embriyo Manipiilasyonlari 0,2-2 um, 0,5-10 um
Thermo/Finnpipette
Otomatik Pipet Embriyo Kiiltiirlerinin Pipettus/Hirschmann
Hazirlanmasinda
Pipet Seti Embriyo Kiiltiir Hazirlanmasinda | 10-100 um, 20- 200
pm ve 100-1000 pm
/Rainen
Buzdolab1 Medyum Stoklamada BEKO
Derin Dondurucu Bazi Maddelerin Uzun Siire BEKO

Saklanmasinda
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ml)

Malzemeler Firma Katalog No
15X35 Petri Kabi Grainer 08440129
15X60 Petri Kabi - -
15X35 Petri Kabi1 Falcon 7341545
Lam ve Lamel - -
Eppendof Tiipler - -
Mikropipet uglari - -
Pipet Uclar - -
Filtreler (22 pm capli) Millipore -
Filtre Kagidi - -
Aliiminyum Folyo - -
Enjektor (1 ml ve 10 ml) Hayat -
Santrifiij Tiip (15 ml ve 50 TPP Falcon -

Siiperovulasyon Amaciyla Gonodotropinlerin Hazirlanmasi

Disi farelerin senkronizasyonu ve sliperovulasyonu amacityla kullanilan

gonodotropinler asagidaki gibi hazirlanmistir.

PMSG (Pregnant Mare Serum Gonodotropin): SIGMA firmasina ait olan ve G-
4877 numarali PMSG, 1000 IU’lik liyofilize formda bulunmaktadir. Liyofilize formun

tiimii 20 ml ticari %0,9 NaCl ile eritildi ve 1 mI’lik soliisyonlar halinde boliinerek

eppendorf tiiplerde -20°C'lik derin dondurucuda 3 ay siire ile kulanim amaciyla saklandi.
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hCG (Human Chorionic Gonodotropin): Ticari ad1 Pregnyl (Organon) olarak
bilinen liyofilize formdaki 5000 IU’lik hCG, 9 ml %0,9 NacCl ile sulandirilarak ana stok
olusturuldu. Ana stoklardan 100 pl soliisyon alinarak 900 pul %0,9 NaCl ile 1 ml uygulama
soliisyonlar1 halinde hazirlanip boliinerek eppendorf tiiplerde -20°C'lik derin dondurucuda

3 ay siire ile kulanim amaciyla saklandi.
Yikama Medyumunun Hazirlanmasi

Yikama medyumu, embriyo elde etmek ve inkiibator disinda yapilan
manipiilasyonlarin gerceklestirilmesi amaciyla, giinliik olarak hepa filtreli steril kabin
icerisinde hazirlandi. Embriyo manipiilasyonlarinda CO;’li inkiibatore gereksinim
duyulmayan HEPES tamponlu medyumlar kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, yikama
medyumu olarak HEPES’li Quinn’s Advantage® Medyumu (QAM) kullanildi. Protein
kaynag1 olarak medyum igerisine 3 mg/ml BSA (Katalog No: 3311 SIGMA) eklendi.
BSA’nin suda ¢oziinmesinden sonra, 10 ml enjektor ile 22 um'lik millipore filtreden
gegcirilen medyum, 15 ml’lik falkon tiip icerisinde kullanilmak tizere 37°C’lik etiive

kaldirildi.
Kiiltiir Medyumunun Hazirlanmasi

Caligsmada kullanilan embriyolarin kiiltiirii 4 mg/ml BSA eklenen SAGE Quinn’s
Blastosist Ticari Medyumunda (QBM) gerceklestirildi. BSA katkisindan sonra, medyum
22 um’lik millipore filtreyle 5 mI’lik steril tiipe filtre edildi. Petri kabi icerisinde 10 ul’lik
embriyo kiiltiir damlalar1 olusturuldu ve damlalarin iistii tiimiiyle mineral yag ile (SAGE,
A-155) kaplanarak, %5 CO;, %5 O, ve 37°C 1s1 ile yiiksek rutubete sahip inkiibatore

gazlanmasi1 amactyla embriyolarin aktarilmasindan en az 2 saat dnce kaldirildu.
Biyopsi Medyumunun Hazirlanmasi

Biyopsi ¢alismasi i¢in gerekli olan medyumun igerisinde Ca** ve Mg*" iyonlari
icermemektedir. Bu minerallerin bulunmadig sartlarda blastomerleri bir arada tutan
mekanizma gegici olarak bozulmakta ve manipiilasyon sirasinda blastomerlerin izolasyonu
daha kolay ger¢eklesmektedir. Ancak, ¢alisma sirasinda embriyolarin uzun siire bu
soliisyona maruz birakilmasi embriyolar iizerinde zararl etki yaratacagindan, anilan
soliisyon igerisinde embriyolarin 45 dakikadan fazla tutulmamasina 6zen gosterildi. Bu
amacla, 3 mg/ml BSA eklenen HEPES’li QAM kullanildi. BSA katkisindan sonra,
medyum 22 um’lik millipore filtreyle 15 ml’lik steril tiipe filtre edildi. Biyopsi
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uygulamasi sirasinda embriyo yapisinin korunmasi amaciyla 5 pg/ml sitohalazin B filtre
edilmis medyuma steriliteyi bozmadan eklendi. Altmis mm’lik petri kabi icerisinde 30
ul’lik 4 adet damla olusturuldu ve buharlagma ile kontaminasyonu engellemek amaciyla

damlalarin iizeri mineral yag ile kaplandi.
Verici Farelerin Siiperovulasyonu

Farelerin ovulasyon ve ciftlesme islevleri 151k dongiisiine bagli oldugundan, elde

edilecek embriyolarin hangi asamada elde edilebilecekleri 6nceden hesaplanabilmektedir.

Calismada kullanilan farelerin temin edildigi liretim iinitesinde 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik 151k dongiisii uygulanmakta idi. Calismada 8-10 haftalik CB6 F1 disi fareler

embriyo eldesi amaciyla verici olarak kullanildilar.

Siiperovulasyon Programi

[. Aydmlik periyodu sabah 08:00°da 1s1klarin yanmasiyla basladi ve karanlik
periyodu aksam 20: 00°da 1s1klarin sénmesiyle sona erdirilerek basladi. Isiklandirma

sistemi otomatik sistemle ayarlandi.

II. Verici farelerden sekiz hiicreli embriyo elde edilmesi i¢in, carsamba saat 14:
00’da uygulama i¢in hazirlanan PMSG hormonu -20°C’den alinarak oda 1sisinda
eritildi. Eritilen PMSG hormonu 1 ml’lik insiilin enjektorii ile hayvan bagina 7,5 TU
PMSG dozda i.p. uygulandi.

III. PMSG uygulamasindan 48 saat sonra, cuma saat 14: 00°da uygulama icin
hazirlanan hCG hormonu -20°C’den alinarak oda 1sisinda eritildi ve 1 ml’lik insiilin
enjektoriiyle hayvan basma 10 IU hCG hormonu i.p. enjeksiyonla uygulandi.
Enjeksiyon sonrasi disi fareler ¢iftlesmeleri amaciyla damizlik erkeklerle bire bir

kafeslere konuldular.

IV.Cuma saat 17:00°da ve cumartesi saat 08:00-08:30’da ¢iftlesmenin
saptanmasi i¢in vajinal plak kontrolleri yapildi ve vajinal plak gosteren fareler ayr1 bir

kafese konuldular. Vajinal plak gozlenen farelerin embriyolarinin yaslar1 0,5 giin

olarak kabul edildi.
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Embriyolarin Elde Edilmesi

Vajinal plak saptandiktan 68-72 saat sonra, sal1 saat 10:00’da sekiz hiicreli
embriyolar farelerin uterus ve oviduktlarindan toplandi. Elde edilen embriyolarin
toplanmasi1 amaciyla kiiciik petri kabina konan HEPES’li QAM yikama medyumu,
37°C’deki 1sitict tabla iizerine yerlestirildi. Farelerden embriyo elde etmek i¢in otoklavda
sterilize edilen goz cerrahi pensleri ve makaslar1 kullanildi. Embriyo elde etmek i¢in 68-72
saat once vajinal plak gosteren bireylerin servikal dislokasyon yontemi ile Gtenazileri
yapildi. Abdominal bélgenin mediyan hattinda deriye 0,5 cm’lik ensizyon yapildi ve
ensizyon dudaklar tutulup zit yonlere dogru gerdirilerek deri uzaklastirildi. Peritona
yapilan kesitle batin i¢i organlarin tamamu ortaya ¢ikarildi ve iki pens yardimi ile batin
organlar1 farenin bas ve sonuna dogru ayrildilar. Y seklindeki uterus, sag ve sol oviduktlar
ile kornu uterilerin birlesim yerinden makas yardimi ile kesilerek yikama medyumu
icerisine konuldu. Stereo mikroskop altinda X 40’lik biiyiitmede goz pensler yardimi ile
uterusun lumeni iki ugtan agildiktan sonra, 1ml’lik insiilin enjektorii ile yikama medyumu
verilerek embriyolar yikama medyumu igerisine ¢ikartildi. Agiz kontrollii embriyo
manipiilasyon pipeti yardimi ile embriyolar 1sitic1 tabla lizerindeki medyuma aktarildilar.
Kan, lipid hiicreleri, kil ve doku artiklar1 gibi embriyolarin canlilig1 {izerine olumsuz etkisi
olacak dis faktorlerin uzaklastirilmasi i¢in yikama medyumunda embriyolar agiz kontrollii

pipet yardimi ile 3 kez yikandilar (Sekil-2).

Elde edilen embriyolar %5 CO,, %5 O, ve 37°C’lik inkiibator igerisine 3-4 saat
once konmus olan fare embriyo QBM kiiltiir medyumuna aktarildilar. Yikama
medyumundan ve diger nedenlerden kaynaklanabilecek kontaminasyonlar1 elimine
edebilmek i¢in, ag1z pipeti degisimi yapildi. Pipetle aktarilabilecek yikama medyumunu
minimize etmek amaciyla, embriyolar ardisik olarak ikinci ve {igiincii kiiltiir damlalaria

pipet yardimiyla aktarilarak iyice yikanmalar1 saglandi.
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Sekil 2: Vajinal plak gozlendikten 68 saat sonra uterus yikamasi ile elde edilmis embriyolar
Kompaktlagsmis sekiz hiicreli fare embriyosu (Ok).

Blastomer Aspirasyon Biyopsisi

Blastomer aspirasyon biyopsisi Eppendorf Transfer Man/Nk 2
mikromanipiilatorlerinin monte edildigi Nikon Eclipse Te ters mikroskop altinda
gerceklestirildi . Sol mikromanipiilatére Eppendorf Cell Tram Vario embriyo tutucu pipet
konsolu ve 35° ag1l1, 15 pm i¢ ¢apli ve 100 um dis ¢apli Eppendorf embriyo tutucu pipeti
monte edildi. Sag miktomanipiilatore ise Eppendorf Cell Tram Air embriyo manipiilasyon
pipet konsolu ve 20° agilt 15 um i¢ ¢apli ve 20 um dis ¢aplt Eppendorf embriyo biyopsi
pipeti monte edildi. %5 CO,, %5 O, ve 37°C’lik inkiibatdrde bulunan kompakt sekiz
hiicreli fare embriyolar1 50 pl’lik 3 mg/ml BSA + 5 pg/ml Sitohalazin B ile takviye edilmis
ve igerisinde Ca”” Mg®" icermeyen QAM HEPES biyopsi damlalarina stereo mikroskop
altinda tek tek konuldu. Blastomer aspirasyon biyopsi petrisi Sekil-3’te goriildiigii gibi
hazirland1. Icerisine manipiilasyon amaciyla embriyo aktarilan petri kaplar1, oda 1s1s1 22-
24°C olan ortamda, 30 dakika kadar bekletilerek blastomerler aras1 baglarin ¢oziilmesi ile

dekompaktlagsma saglandiktan sonra uygulamaya alindi (Sekil-4).

Biyopsi uygulamasi asagidaki sira ile yapildi. Ters mikroskop altinda biyopsi
calisma petrisi igerisindeki embriyolar X 40 biiylitmede tutucu pipet ile saat dokuz
yoniinde sabitlendikten sonra, saat li¢ yoniinden biyopsi pipeti ile zona pellusidaya nazikge
punksiyon yapildi. Perivitellin bosluk gegildikten sonra, hava kontrollii biyopsi

mikromanipiilatorii ile dekompakte olmus sekiz hiicreli embriyodan tek bir blastomer
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aspire edildi. Biyopsi islemi tamamlanan embriyolar yikama medyumu igerisine yavas ve
kontrollii sekilde aktarildi. Yapilan biyopsi islemleri Sekil-5’de goriildiigii gibi Sekil-

6’daki mikromanipiilator seti altinda gerceklestirildi.

Calismada kontrol grubu embriyolar biyopsi isleminde kullanilan soliisyonlar
icerisinde benzer siireclerden gegirildi. Kontrol grubundaki embriyolara biyopsi islemi
uygulanmadi. Siire¢ sonunda, biyopsi ve kontrol grubundaki embriyolar pipet yoluyla
olusabilecek aktarimlarin dniine gecilebilmesi i¢in biyopsi kiiltiir damlarinda ii¢ kez ve her

defasinda yeni pipet kullanilarak yikandi.

Mineral Yag

50 ul Biyopsi medyumu ‘

Sekil-3: Blastomer aspirasyon petrisi

Sekil-5: Blastomer biyopsisi uygulamasi
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Sekil-6: Mikromanipiilasyon seti

Trofektoderm Biyopsisi

Trofektoderm biyopsisi Eppendorf Transfer Man/Nk 2 mikromanipiilatdrlerinin
monte edildigi Nikon Eclipse Te ters mikroskop altinda gergeklestirildi (Sekil-6).
Yukarida tanimlandig: sekilde elde edilen sekiz hiicreli embriyolar 4 mg/ml BSA %5 CO,,
%35 O,, 37°C ve yiiksek rutubetli inkiibator sartlarinda 48 saat siireyle SAGE-QBM’de
blastosist asamasina kadar kiiltiir edildi. Kesim isleminde eppendorf otomatik konsollara
bagli Microfeather K-715 30° ve 15°’lik mikro bigak kullanildi. Genlesmis blastosist
asamasina gelen blastosistlerden biyopsi i¢in trofektodermden c¢ok az bir parca kesilerek

alindi

Genlesmis blastosistler biyopsi medyumunda 3 kez yikandiktan sonra, embriyo
kesimi i¢in hazirlanmis biyopsi petrisindeki 100 ul’lik biyopsi medyumu bulunan
damlalara, damla basina 1 embriyo diisecek sekilde aktarildi. Embriyolar Ca** ve Mg**
iyonlar1 bulunmayan HEPES’li QAM yikama medyumlarinda yikandiktan sonra, petri
ylizeyine daha iyi yapisir hale geldiler. Ayrica, manipiilasyon esnasinda embriyolarin
hareket etmelerini sinirlandirmak i¢in mikro bigak yardimiyla petri yilizeyinde birbirine
paralel ¢izgiler ¢izildi. Kesim islemi paralel ¢izgiler arasina mikro bigak yardimu ile
yerlestirilen embriyolarda mikro bigak kullanilarak ters mikroskop altinda X 40 biiyiitmede
uygulandi. Kesim islemi i¢ hiicre kitlesinin zit kutbunda yer alan blastosisti cepegevre
kusatan trofektoderm hiicrelerinde Sekil-7’de goriildiigli gibi uygulandi. Kesim islemi
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miromanipiilatoriin vertikal hareketinden yararlanarak gergeklestirildi. Kesimden sonra
blastosistler yikama medyumu igerisine aktarildiktan sonra, tekrar normal formlarini
kazanmalar1 i¢in kiiltiir medyumuna aktarildilar. Biyopsi islemi sonrasi DNA
kontaminasyonu olmamasi i¢in kullanilan mikro bigak ise sirasiyla distile su, %70 etanol

ve biyopsi medyumu ile yikanarak temizlendi.

Sekil-7: Trofektoderm biyopsi uygulamasi

Biyopsi Sonras1 In Vitro Kiiltiir

Biyopsi sonrasi in vitro embriyo gelisimlerinin degerlendirilebilmesi i¢in biitiin
embriyolar embriyo kiiltiir medyumuna transfer edildi. /n vitro embriyo kiiltiir medyumu
olarak 4 mg/ml BSA eklenmis SAGE-QBM kullanildi. Embriyolar blastomer biyopsisi ve
trofektoderm biyopsisi sonrasinda sirasiyla 48 saat ve 24 saat boyunca %5 CO,, %5 O,
37°C ve yiiksek nem kosullarina sahip inkiibatorde kiiltiir edildi ve siire¢ sonunda in vitro

gelisim oranlar1 degerlendirildi

Toplam Hiicre Sayisinin Floresan Boyama ile Belirlenmesi

Tiim manipiilasyonlar sonrasi gelisen blastosistlerin gelisim kalitesinin
degerlendirilmesi i¢in, i¢ hiicre kitlesi ve trofektoderm toplam hiicre sayilari, floresan
DNA boyama teknigi (Hoechst 33342; B-2261) ile boyama sonrasinda, floresan mikroskop
altinda belirlendi. Lam {izerinde 100 pl’lik bir florasan boya damla ve ortam 151gindan
korumak igin aliiminyum folyolar hazirland1. /n vitro kiiltiir ortaminda blastosist
asamasindaki embriyolar secilerek agiz kontrollii pipet seti ile hazirlanan damlalara

aktarildiktan sonra, tizerleri alliminyum folyo ile kapatilarak karanlik ortamda 10 dakika
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bekletildi. Bu silirenin sonunda mikroskop altinda 100 ul’lik damlalara 3-5 pl boya
damlatildiktan sonra {izerleri lamel ile kapatildi. Floresan aydinlatmali Zeiss/Axiovert

mikroskop altinda toplam hiicre sayimlar1 yapildi (25, 77).

Embriyolarin Transferi

Aksamdan bireysel kafeslerde vazektomize erkek ile ¢iftlestirilmeye birakilan geng
eriskin CD-1 fareler, ertesi sabah seminal sivinin pihtilagsmasi ile olusan beyaz renkli
vajina i¢ini doldurmus piht1 (vajinal plak) agisindan kontrol edildi. Vajinal plak gdzlenen
fareler 0-0,5giinliik kabul edildi ve bunu izleyen 4. ya da 4,5. giin uterus embriyo transferi
icin kullanildi. Blastosist agsamasina kadar bekletilen biyopsi yapilmis embriyolar, in vivo
gelisim ve implantasyon oranlarinin degerlendirilmesi i¢in, alict CD-1 anne farelere
transfer edilerek implantasyon oranlar1 degerlendirildi. Transfer operasyonunda kullanilan
biitiin cerrahi malzemeler (2 makas, 4 adet oftalmik pens ve portekii) kullanimdan 6nce
%70’1ik etanol ile sterilize edildi. Embriyo transferi i¢in alicilarda anestezi saglamak
amactyla 4,1 ml %0,9 serum fizyolojik + 0,4 ml Ketamin (100 mg/ml) + 0,5 ml Rompun
(23,32 gr/ml)’dan olusan 5 mI’lik ana kombine anestezik soliisyon hazirlandi. Alicilara i.p.
enjeksiyonla 10 ml/kg dozda anestezik soliisyon uygulandi. Patellar ve okiiler refleks
kontrolii ile yeterli anestezi derinliginin saglanip saglanmadigi kontrol edildi. Anesteziye
alinan farelerin hipotermiye girmemesi i¢in fareler 1sitici tabla {izerine konuldu ve goz
kornealarinin 1s1ktan zarar gérmemesi maksadiyla birer damla %0,9 fizyolojik serum
damlatildi. Embriyo transferi i¢in, regio fossa para lumbalis deksterde, deriye 1 cm
genisliginde ensizyon yapildi. Deri alt1 periton duvarindaki damarlar1 kesmemeye 6zen
gosterilerek 0,5 cm genisliginde ensizyon yapilarak karin bosluguna ulasildi. Pens yardimi
ile uterus, viicut digina ¢ikarildi. Ovidukt ve etrafinda lipid doku cerrahi klips yardimiyla
sabitlendi. Transfer edilecek blastosist agamasindaki embriyolar petri kabi icerisindeki 3
farkli damlada yikandiktan sonra, embriyolar borosilikatli cam pipet icerisine Sekil-8’ de
goriildiigl gibi yiikklendi. Embriyo transferi yapilacak alici fare stereo mikroskop altinda
ve dokularin 1s1dan zarar gérmesine engel olmak i¢in Photonic P1 2000’e monte edilmis
Nikon Lf10 tarafindan soguk ve beyaz 6zellikteki 151k kaynagi ile aydinlatildi. Kornu
uteriye insiiliin ignesi ile punksiyon yapildi ve bu bosluktan agiz kontrollii cam pipete

yiiklenmis embriyolar mikroskop altinda embriyolarin verildiginden emin olunacak sekilde
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transfer edildi. Periton duvar1 ve dis deri 4.0 emilebilir krom kat kiit ile basit ayr1 dikisle

kapatildi.

Operasyon sonrasi olusabilecek hipotermiyi dnlemek ve gézlem yapabilmek igin
fareler Vetario yogun bakim kabininde 1-2 saat bekletildikten sonra, uyanma sonrasi temiz
althikl bireysel kafes sistemine alindi. Transfer giinli embriyonun 4,5-5. gelisim giinii
olarak kabul edildi ve 13-15. giinlerde in vivo gelisim oranlarinin degerlendirilmesi i¢in

alic1 fareler sakrifeye edildikten sonra, implantasyon degerlendirilmesi yapildi.

Hava boslugu

T

8@80080 |

HEPES’li QAM Blastosist Hava boslugu

Sekil-8: Embriyo transfer pipeti

Sonuclarin istatiksel Degerlendirilmesi

Sonuglarin istatiksel degerlendirilmesinde MS Windows icin gelistirilen SPSS
Statistics 17.0 programi kullanildi. Gruplar arasi farkin kontrolii igin ANOVA ve bagimsiz
T Testleri uygulandi.
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BULGULAR

Blastomer aspirasyon biyopsisi grubunda kullanilan 152 adet sekiz hiicreli embriyo
ile kontrol grubunda kullanilan 63 adet sekiz hiicreli embriyo in vitro kiiltiir medyumuna
aktarildi1 ve 48 saat siireyle %5 CO,, %5 O,, 37°C ve yiiksek rutubet kosullarina sahip
inkiibatédrde kiiltiir edildi. In vitro kiiltiir sonrasinda (Sekil 9-10), deney grubunda 121
(%81,02+13,61) ve kontrol grubunda 62 adet (%96,37+3,17) blastosist gelisimi gdzlendi
(Tablo-1). Blastomer biyopsi in vitro kiiltiir gelisim oranlar1 kontrolle arasinda anlamli bir
fark tespit edilmedi (P>0,05). Blastomer aspirasyon biyopsi grubunda toplam ortalama
hiicre sayis1 ortalama 50+6,00 bulunurken, kontrol grubunda toplam hiicre sayis1 ortalama
50+10,39 olarak belirlendi (Tablo 1) ve yapilan istatistiksel degerlendirmede gruplar
arasinda fark saptanmadi (P>0,05). Blastomer biyopsi ve kontrol gruplarinda gelisen

blastosistlerin, floresan boyanma sonras1 goriintlisii Sekil-13 ve Sekil-14’te goriilmektedir.

Tablo-1: Blastomer Biyopsi ve Kontrol Gruplarinda in Vitro Gelisim Degerlendirme

Grup Embriyo Sayis1 In Vitro Gelisen Ortalama Hiicre
(n) Embriyo Sayisi (%) Sayisi
Blastomer Biyopsi 152 121° 50i6,00a

(%81,02413,61)
Kontrol 63 62" SOﬂ:10,39a
(%96,3743,17)

® Ayni kolonda farkli harfler tasiyan degerler arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05)

Trofektoderm kesim biyopsisi grubunda kullanilan 79 blastosist ile kontrol
grubunda kullanilan 28 blastosist in vitro kiiltiir medyumuna aktarildi ve 24 saat siireyle
%35 CO,, %5 O,, 37°C kosullarina sahip inkiibatorde kiiltiir edildi. In vitro kiiltiir
sonrasinda (Sekil 11-12), deney grubunda 69 (%86,96+2,39) ve kontrol grubunda 23
(%93,33+11,54) blastosist gelisimi gozlendi (Tablo-2). Trofektoderm biyopsi in vitro
kiiltiir oranlar1 kontrolle arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir (P>0,05)
Trofektoderm biyopsi grubunda toplam hiicre sayisi ortalama 26,66+5,770 iken kontrol
grubunda toplam ortalama hiicre sayis1 55,33+11,015 olarak belirlendi (Tablo 2) ve yapilan
istatistiksel degerlendirmede gruplar arasinda fark 6nemli bulundu (P<0,05). Blastomer
biyopsi ve kontrol gruplarinda gelisen blastosistlerin, florasan boyanma sonrasi goriintiisii

Sekil-15 ve Sekil-16’da goriilmektedir.
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Tablo-2: Trofektoderm Biyopsi ve Kontrol Gruplarinda in Vitro Gelisim Degerlendirme

Grup Embriyo Sayisi In Vitro Gelisim Ortalama Hiicre
(n) Embriyo Sayisi (%) Sayisi
Trofektoderm Biyopsi 79 69" 26.66+5,770

(%86,96+2,39)
Kontrol 28 23" 55,33+11,015
(%93,3+11,54)

® Ayni1 kolonda farkli harfler tasiyan degerler arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05)

Blastomer biyopsi ve kontrol gruplarinda gelisen ve transfer i¢in segilen sirasiyla
36 ve 30 adet blastosist, grup basina 3’er adet vajinal plak saptanmis alici CD1 farelerin
uteruslarina 4. giinde transfer edildi. /n vivo gelisim oranlarmin degerlendirilmesi icin 13-
15. giinlerde alic1 fareler sakrifeye edildi. Daha sonra implantasyon alanlarinin
degerlendirilmesi yapildi. Blastomer biyopsi grubunda uterusa embriyo transferi
sonucunda 9 adet (%25,00) implantasyon bodlgesi saptanirken, bu bolgelerden sadece 7
(%19,44) adedinde fetal gelisim gézlendi. Kontrol grubunda ise 8 adet (9%26,66)
implantasyon bolgesi gozlenirken, bu bolgelerden sadece 6 (9%20,00) adedinde fetal
gelisim saptandi (Tablo-3). In vivo gelisimi degerlendirmek icin yapilan embriyo transferi
sonuglar1 olarak, implantasyon alanlar1 kontrolle karsilatildiginda anlamli bir fark tespit
edilemedi (P>0,05). Fetal gelisim oranlar1 kontrolle karsilastirildiginda benzer sonuglar
bulundu (P>0,05).

Tablo-3: Blastomer Biyopsi ve Kontrol Gruplarinda in Vivo Gelisim Degerlendirme

Grup Transfer Edilen Implantasyon Fetal Gelisim Bolge
Blastosist Sayis1 Bolge Sayisi (%) Sayisi (%)
Blastomer Biyopsi 36 9 (%25,00)" 7 (%19,44)"
Kontrol 30 8 (%26,66) 6 (%20,00)'

* Ayni kolonda farkli harfler tagiyan degerler arasindaki farklar nemlidir (p<0.05)
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Sekil-9: Blastomer biyopsi grubundan Sekil-10: Kontrol grubundan gelisen
gelisen blastosistler blastosistler

Trofektoderm biyopsi ve kontrol gruplarinda gelisen ve transfer i¢in secilen
sirastyla 32 ve 22 adet blastosist grup basina 3’er adet vajinal plak saptanan alict CD1
farelerin uteruslarima 4. giinde transfer edildi. /n vivo gelisim oranlarinin degerlendirilmesi
icin 13-15. giinlerde sakrifiye edilen alic1 farelerde implantasyon alanlarinin
degerlendirilmesi yapildi. Trofektorderm biyopsi grubunda uterusa embriyo transfer
sonucunda 7 adet (%21,88) implantasyon bolgesi saptanan ve bu bolgelerin fetal gelisim
meydana gelmemistir (%0,00) gézlendi. Kontrol grubunda ise 13 adet (%59,09)
implantasyon bolgesi gozlenirken, bu bolgelerden sadece 4 (%18,18) adedinde fetal
gelisim saptandi (Tablo-4). In vivo gelisimi degerlendirmek icin yapilan embriyo transferi
sonuglari olarak, implantasyon alanlar1 kontrolle karsilatildiginda anlamli bir fark
bulunmadi (P>0,05). Fakat fetal gelisim oranlar1 anlamli bir fark tespit edildi ve biyopsi
grubunda hig fetal gelisim meydana gelmedigi gozlendi (P<0,05).

Tablo-4: Trofektoderm Biyopsi ve Kontrol Gruplarinda In Vivo Gelisim Degerlendirme

Grup Transfer Edilen Implantasyon Fetal Gelisim Bolge
Blastosist Sayisi Bolge Sayis1 (%) Sayis1 (%)
Trofektoderm Biyopsi 32 7 (%21,88)" 0 (%0,00)b
Kontrol 22 13 (%59,09)" 4(%18,18)"

® Ayni1 kolonda farkli harfler tasiyan degerler arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05)
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Sekil-11: Trofektoderm biyopsi grubundan gelisen Sekil-12: Kontrol grubundan gelisen

blastosistler blastosistler

Sekil-13: Blastomer biyopsi grubundan gelisen Sekil-14: Kontrol grubundan gelisen blastosistin
blastosistin floresan boyama sonrasi toplam hiicre floresan boyama sonrasi toplam hiicre sayimi
sayimi

Sekil-15: Trofektoderm biyopsi grubundan gelisen Sekil-16: Kontrol grubundan gelisen blastosistin
blastosistin floresan boyama sonrasi toplam hiicre floresan boyama sonrasi toplam hiicre sayimi1
sayimit
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TARTISMA ve SONUC

Son yillarda iireme biyoteknolojisi alanindaki ¢alismalar 6zellikle, IVF
sistemlerinden elde edilen embriyolarin genetik tanisina olanak saglanmig ve buradan elde
edilen bilgiler 15181nda, yavru elde edilecek embriyo transfer yontemleri uygulanmastir.
Yardime: tireme teknolojisinde 6zellikle mikroenjeksiyon, ICSI ve embriyo
disseksiyonunda mikromanipiilasyon teknikleri, insan tiip bebek ¢aligmalarinda ve hayvan

tireme biyoteknolojisi alanlarinda genis ¢apta kullanilmistir.

Sunulan ¢alismada, fiziksel yontemlerden, sekiz blastomerli embriyolara aspirasyon
biyopsisi ve blastosistlere uygulanan trofektoderm biyopsisi ile 6rnegin alinmasi sonrasti, in
vitro gelisim oranlari, kalitesi ve alic1 farelere embriyo transferleri sonrasi in vivo

implantasyon bolgeleri ve fetal gelisim oranlar arastirilmistir.

Embriyolarda biyopsi uygulamalarinin farkli donemlerde ve farkli teknikler
uygulanarak yapilmasinin fetiisiin dogum oranlari iizerinde etkili oldugu goriilmektedir.
Bu etkilerin nedenleri arasinda yer alan; kullanilan tekniklerin birbirine avantaj ve
dezavantajlarinin ortaya konmasi, bu konudaki ¢aligmalara katkida bulunacaktir. Yapilan
bazi ¢caligmalarda, biyopsi yapilmis embriyolarin transferi sonrasi kontrol gruplarindan

daha diisiik sonuglar elde edilmistir (18, 75).

Bu calismada, fare embriyolarinda, sekiz hiicreli asamada blastomer biyopsi ve
kontrol (biyopsi yapilmamis) gruplarinda ve blastosist asamasindaki embriyolarda
trofektoderm biyopsi ve kontrol (biyopsi yapilmamis) gruplarinda in vitro gelisim oranlari
strastyla %81,02, %96,37, %86,96 ve %93,33 bulunurken, gelisen embriyolardaki toplam
hiicre sayilar1 50, 50, 26,66 ve 55,33 bulunmustur. Yine ayni sirayla transfer sonrasi
implantasyon oran1 %25,00, %26,66, %21,88 ve %59,09 olarak saptanirken, fetal gelisim
orani %19,44, %20,00, %0,00 ve %18,18 olarak elde edilmistir. Calismada kullanilan
biyopsi tekniklerinin in vitro gelisim oranlarini etkiledigi gézlenmesine karsin, blastomer
aspirasyon tekniginin toplam hiicre sayist ve implantasyon oranlar1 agisindan kontrol
grubuyla benzer oldugu, trofektoderm biyopsi tekniginin ise toplam hiicre sayisi ve in vivo

fetal gelisim oranlar1 agisindan kontrol grubundan daha diisiik sonug verdigi saptanmustir.
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Memeli embriyolarinda biyopsi islemi ilk kez fare embriyolarinda uygulanmistir (4,
78). Bu konuyla ilgili olarak Monk ve Handyside (12), sekiz hiicreli fare embriyolarinda

blastomer aspirasyonu yaptiktan sonra blastosist gelisimi elde ettiklerini bildirmislerdir.

Blastomer biyopsisinde canlilig1 siirdiirmedeki temel zorluk, blastomerler arasi
artan hiicresel baglantilar ile blastomerlerin birbirlerine tutunarak kompakt bir yap1
olusturmalaridir. Bunun sonucunda embriyo biyopsi siiresi uzamakta ve elde edilen
blastomerlerin biiylik cogunlugu yikimlanmaktadir (79). Bu durumu dikkate alan baz1
arastiricilar hiicreler aras1 bagi gevsetmek ve manipiilasyonlar kolaylastirmak amacryla
Ca”" ve Mg*" icermeyen biyopsi medyumu kullanimini giindeme getirmislerdir (20, 44, 54,
73, 74). Biyopsi prosediiriinde Ca*" iceren biyopsi medyumlari da kullaniimaktadir (34).
Sunulan ¢alismada kullanilan Ca** ve Mg”" icermeyen biyopsi medyumu hiicreler aras
bagin temel unsuru olan tight junctionslarin biitiinliiglinii bozdugu i¢in hiicreler arasi
baglantilar zayiflamig ve 2-3 dakika gibi kisa bir siirede blastomerler kolaylikla elde
edilmistir. Calismadan elde edilen sonuclar Ca>* ve Mg”" icermeyen medyumlarin biyopsi

isleminde kullanilmasinin in vitro gelisimi olumsuz etkilenmedigini ortaya koymustur.

Yardimci tireme tekniklerinde, farelerde PGT’1 amacli blastomer aspirasyon
biyopsi tekniklerinin kullanildig1 ¢aligmalardan (6, 9, 75, 79) elde edilen aspire
embriyolarin in vitro canlilik oranlar1 sunulan ¢alismadan elde edilen oranlarla benzer

bulunmustur.

Wilton ve Trounson (75), dort hiicreli fare embriyolarindan tek bir blastomeri
aspirasyon biyopsi teknigiyle almanin in vitro gelisim tizerine olumsuz etki yapmadigini
gozlemlemisler ve 48 saatlik kiiltiir sonrasinda in vitro gelisim oranlarinin biyopsi
grubunda %94, kontrol grubunda %98 olarak bulduklarini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada,
alic1 farelere transfer edildikten sonra biyopsi yapilmis embriyolarin in vivo gelisim orani

kontrol grubuna gore daha diistiik bulunmustur (sirastyla %53,1 ve %81,8).

Bodo ve arkadaglar1 (47), sekiz hiicreli fare embriyolarinda uyguladiklar1 biyopsi
calismasinda, biyopsi ve kontrol gruplarindan gelisen blastosist oranlar1 arasinda istatiksel
olarak fark bulunmadiklarini bildirmislerdir. Biyopsi grubundaki hiicre sayilar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, daha az olmasindan dolay1 biyopsi grubunda gec gelisim

gozlenmistir. Ayni sekilde, implantasyon oranlarinda farklilik bulunmamasina karsin,
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gebeligin 9. giliniinde uterusta biyopsi yapilmis embriyolarin gelisiminin 12-24 saat
geciktigi goriilmiistiir. Bu calismada yer alan blastomer biyopsi grubu ve kontrol grubu
arasinda, in vitro blastosist gelisimi, toplam hiicre sayisi ve in vivo gelisim agisindan
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P<0,05). Takeuchi ve arkadaslar1 (80), ii¢
farkli teknik olan eniikleasyon, aspirasyon ve ¢ikarma (PZD) teknikleri kullanarak, bu
tekniklerin dort ve sekiz hiicreli asamadaki biyopsi sonrasi gelisim {izerine etkilerini
arastirmislar ve %94,6, %96,7 (kontrol); %80,7, %89,1 (eniikleasyon pipeti); %90,1,
%091,7 (asid tirod ile aspirason); %83,1, %91,5 (PZD yapilmasi sonrasi pipet ile ¢ikarma).
Dort ve sekiz hiicreli donemde biyopsi sonrasi gelisim farkliliklart gézlememiglerdir.

Eniikleasyon grubunda diger iki teknige gore daha diisiik gelisim meydana gelmistir.

Krzyminska ve arkadaglari (6), dort, sekiz ve morula agamasindaki fare
embriyolarinda biyopsi sonrast in vitro ve in vivo gelisimi aragtirmislardir. Biyopsi
medyumu olarak 5-7,5 pg/ml sitohalazin B + 3 mg/ml BSA ile takviye edilmis Ca*" ve
Mg*" icermeyen HEPES tamponlu HTF medyumu kullanilmistir. Biyopsi uygulamasi
Oncesi embriyolar blastomerler aras1 baglarin zayiflatilmasi ve kompaktlasmanin
onlenmesi i¢in 20-30 dakika siireyle biyopsi medyumunda bekletilmistir. Caligma
sonucunda sekiz hiicreli agsamada yapilan uygulamanin en az zarar verdigi bildirilmistir.
Sekiz hiicreli asamada biyopsi grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, in vitro gelisim
ve implantasyon oranlari sirastyla %95 ve %99 ile %71 ve %71 olarak birbirinden farksiz
bulunmustur. Caligmamizda anilan ¢calismaya benzer sekilde 5 pg/ml sitohalazin B + 3
mg/ml BSA ile takviye edilmis Ca*" ve Mg®" icermeyen HEPES tamponlu HTF medyumu
biyopsi medyumu olarak kullanilmistir. Yine benzer sekilde biyopsi uygulamasi 6ncesi
embriyolar blastomerler aras1 baglarin zayiflatilmasi ve kompaktlagmanin 6nlenmesi i¢in
30 dakika siireyle biyopsi medyumunda bekletilmistir. Sunulan ¢alismada sekiz hiicreli
asamada uyguladigimiz aspirasyon tekniginden elde edilen embriyo gelisim oranlari ile

Krzyminska ve arkadaslarinin (6) calismasindaki gelisim oranlar1 ile benzer bulunmustur.

Agca ve arkadaslar1 (81), in vitro iiretilmis s18ir embriyolarina biyopsi, yapmis ve
biyopsi sonrast embriyolari (cinsiyet tayini ) vitrifikasyon ile dondurmus-¢oziindiiriilmiis
ve ¢ozlindiirlilen embriyolarin in vivo kiiltlir gelisimlerini aragtirmiglardir. Biyopsi igin 5
giinliik ileri gelisim dénemindeki morulalar kullanilmistir. Embriyolar biyopsi uygulamasi

oncesi %0,1-0,3 koyun serum alblimini igeren steril medyum ile 3 kez yitkanmigtir. DNA
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kontaminasyonu olmamasi i¢in medyum igerisinde farkli tiirtin BSA’s1 kullanilmamustir.
Tutucu pipet ile sabitlenen embriyonun zona pellusidasina cam pipet ile kesik atilmis ve i¢
capt 50-60 pm’lik aspirayon pipeti ile kesik zona pellusida igerisinden 2 veya 3 blastomer
izole edilmistir. Bu blastomerlerden cinsiyet tayini yapilmistir. Embriyolar vitrikasyon
teknigi ile dondurularak saklanmistir. Vitrifiye biyopsi embriyolardan ¢oziindiirme sonrasi
%85 (70/82) canlilik oran1 elde edilmistir. /n vitro iiretim sonucu 3 farkli manipiilasyon
goren embriyolarin gebelik oranlari vitrifiye biyopsi grubu i¢in %44, kontrol grubu i¢in

%350 ve vitrifiye grubu grubu i¢in %23 olarak bulunmustur.

Park ve arkadaslar1 (82), sekiz hiicreli sigir embriyolarinda blastomer biyopsi
uygulamasinin blastosist gelisimini olumsuz etkilemedigini bildirmislerdir. Calisma ile
blastomer aspirasyon grubu ve kontrol grubu blastosist gelisim oranlari karsilagtirildiginda
anlamli fark bulunamamistir ve aragtirmacilar bu tekniginin sigir embriyolarinda da
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Calismamizda da benzer sekilde sekiz hiicreleri fare
embriyolarinda blastomer biyopsisinin blastosist gelisimini olumsuz etkilemedigi

goriilmiistiir.

Trofektoderm biyopsisi farkli yollarla uygulanmigtir. Summers ve arkadaslari (7),
marmoset maymun embriyolarinda trofektoderm biyopsisi sonrast in vivo embriyo
gelisimini arastirmiglardir. Arastirmacilar, mikromanipiilasyon teknikleri kullanilarak i¢
hiicre kitlesinin zit yoniinde zona pellusidada bir yirtik olusturmusglardir.

Manipiilasyondan 24 saat sonra, embriyolarin %20’sinde; 48 saat sonrasindaysa %50’sinde
yapilan yirtiktan fitiklasma olmustur. Fitiklagan trofektoderm hiicreleri fitik boynundan
kesilmis ve embriyolar alicilara transfer edilmistir. Sunulan tez ¢alismasinda bu yontemi
kullanilmamstir. Calismamizda fitik olusturmadan ig hiicre kitlesinin zit yoniindeki

trofektoderm hiicrelerinin direkt kesilmesi seklinde uygulama yapilmistir.

Wang ve arkadaglar1 (18), fare morula ve blastosistlerinde mikro bigakla iki esit
parcaya boldiikleri embriyolarin gelisim kapasitelerini arastirmislar ve in vitro gelisim
oranini blastosist agsamasinda yapilan biyopsi grubunda morula agamasinda yapilan biyopsi
grubuna gore daha yiiksek bulmuslardir. Ikiye ayrilmis embriyolardan gelisen
blastosistlerden elde edilen hiicre sayis1 kontrol olarak kullanilan biitiin embriyodaki hiicre

sayisinin yarisi olarak saptanmistir. Bildirilen ¢alismada, implantasyon orani ikiye
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boliinmiis embriyolarda kontrol grubuna oranla biraz diisiikken, fetiis gelisiminde bu diisiis

ciddi anlamda olusmustur.

Ayrica De Boer ve arkadaslari (83), insan embriyolarinda 5. ve 6. giin
blastosistlerde biyopsi uygulamasi sonrasi, embriyolarin dondurularak bankalarda
saklanmasi sirasinda, genetik testlerinin yapilabilecegini gostermislerdir. Arastirmacilar,
bu donemde ¢alismanin avantaji olarak, boliinme asamasindan gebelige kadar gegen

asamadaki degisimlerin elimine edilebilmesi olanaginin oldugunu bildirmislerdir.

Bredbacka ve arkadaglar1 (21), IVF ile tiretilmis sigir blastosistlerinde trofektoderm
mikro bigak biyopsi protokoliinii uygulamislardir. Biyopsi ¢alisma damlalar1 100-200
ul’lik PBS’ten olusturulmus ve igerisine yapismay1 6nlemek amaciyla 6 mg/ml
polivnilpirrolidon (PVP) eklenmistir. Calismamizda oldugu gibi embriyolarin hareketini
siirlamak ve kontrol altina almak i¢in mikro bigak ile petri yiizeyine 4-8 adet paralel ¢izik
yapilmis ve bu bolgeye blastositler yerlestirilmistir. Biyopsi, blastosistin 30 um’lik
bolgesinde yapilmistir. Mikro bigak ile blastosistin orta bolgesinden yavas hareket ile
asagiya dogru bask1 sonrast, i¢ hiicre kitlesinin zit yoniine dogru trofektodermden biyopsi
pargasi ayrilmistir. Alinan biyopsi parcasi embriyonun %15’inden daha kiiciik olmustur.
Biyopsi uygulamasi alinan pargadan cinsiyet saptanmig ve canli kalan embriyolar ile
embriyo transferi yapilmistir. Biyopsi yapilan 24 blastosistten transfer sonrasi 14 adet

(%58) yavru elde edilmistir.

Huhtinen ve arkadaglar1 (84), biyopsi yapilmis at embriyolarinin transferi tizerinde
aragtirma yapmislar, 6 ve 7 giinliikk 14 adet blastositine mikro bigak biyopsisi uyguladiktan
sonra, cerrahi olmayan yontem ile embriyolari alicilara transfer etmislerdir. Biyopsi
materyali cinsiyetin saptanmasi amaciyla PZR’da yapilmistir. Biyopsi grubunda 14

transferden 3 gebelik ve kontrol grubunda 8 transferden 6 gebelik elde edilmistir.

Yapilan bir ¢aligmada, sigir blastosistlerini ikiye ayirma veya trofektoderm biyopsi
yontemleri kullanilarak %50-60 oraninda kontrolle benzer in vitro gelisim sonuglar elde
edildigi bildirilmistir (85). Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar tez ¢alismasindaki

trofektoderm biyopsi grubunda elde edilen in vitro gelisim orani ile benzer bulunmustur.
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Peippo ve arkadaglar1 (86), mikro bicak kullanarak 7. ve 8. giin sigir
embriyolarinda trofektoderm biyopsisi yapmislardir. Biyopsi 6ncesi her embriyonun 150
ul’lik damlalarda en az 5 kez yikanarak petri yiizeyine yapismasi saglanmis ve mikro
bicagin vertikal hareketi ile trofektodermden bir parca alinmistir. Calismada embriyolar,
alinan par¢anin embriyo ¢apinin oranina gore <%20 ve >%20 olmak iizere iki gruba
ayrilarak degerlendirilmistir. Biyopsi yapilan 74 embriyodan 24 saat siiren kiiltiir
sonrasinda toplam 70 adet blastosist (% 94,6) canliliklarini stirdiirmiistiir. Biyopsi ¢apina
gore degerlendirildiginde <%?20 az olan grupta % 97,6 ve >%20 olan grupta % 90,6
gelisim orani elde edilmistir. S6z konusu ¢aligma sonucunda, biyopsi yapilan kismin tiim

blastosiste oranina bagli olarak canlilik oraninin etkilenebilecegi kanisina varilmstir.

Dokras ve arkadaslar1 (87), insan ve fare embriyolarinin mikro manipiilasyon
uygulama kolaylig1 ve canlilik oranlar1 agisindan, zona pellusidalar1 karsilagtirildiginda,
insan blastositlerinin kesiklere karsi daha direncli oldugu bilgisini vermistir. McArthur ve
arkadaglar1 (88), 1050 insan blastosistine uyguladiklar1 trofektoderm biyopsi sonrasinda,

974 adet blastosistin (%93) canliliklarini siirdiirdiiklerini saptamigldiarir.

Sunulan ¢aligsmada, blastosist asamasindaki embriyolara yapilan trofektoderm
biyopsisi sonrasi in vitro kiiltiir oranlar1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (P>0,05). Ancak, gelisen blastosistlerin
ortalama toplam hiicre sayilar1 kontrolle karsilastirildiginda aralarindaki fark anlamli
bulunmustur (P<0,05). In vivo gelisimi degerlendirmek igin yapilan embriyo transferi
sonuclarina gore, trofektoderm biyopsi grubundaki implantasyon alanlari kontrolle
karsilatildiginda anlamli bir fark bulunmamustir (P>0,05). Fakat, biyopsi grubunda hig¢bir
fetal gelisim meydana gelmemis ve fetal gelisim oranlari arasindaki fark anlaml
bulunmustur. (P<0,05). Trofektoderm biyopsi grubunda fazla sayida hiicre kaybi1 nedeni
ile fetal gelisimin olusmadig diisiiniilmektedir. Blastomer biyopsi grubunda, in vitro
kiltlir sonras1 gelisim oranlar1 kontrolle karsilastirildiginda, aralarinda anlamli bir fark
tespit edilmemistir (P<0,05). Gelisen blastosistlerin toplam hiicre sayilar1 kontrolle
karsilastirildiginda benzer sonuglar bulunmustur (P<0,05). I vivo gelisimi
degerlendirmek i¢in yapilan embriyo transferi sonuglarinda da, benzer sekilde, blastomer
biyopsi grubunun implantasyon orani ve fetal gelisim orani kontrol grubundakilerle

karsilastirildiginda, aralarinda anlamli fark bulunmamstir (P<0,05).
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Sonug olarak, implantasyon oncesi genetik analiz i¢in verilecek biyopsi materyali
alinacak embriyonun uygulama asamasi ve embriyo transferi yapilmadan hizli ve dogru bir
sekilde sonuglarin elde edilmesi amaglanmalidir. Blastosist agsamasindaki fare
embriyolarinda yapilan trofektoderm biyopsisinde, ¢ok sayida hiicre ile molekiiler
analizlerin yapilmasi, testin dogrulugunu ve giivenilirligini artirsa da, in vitro gelisim

sorunlar1 nedeniyle ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlar g6z ardi edilmemelidir.

Fetal gelisimin saglikli olmasi bakimindan embriyo iizerinde yapilan
manipiilasyonlarda en az zararin verilmesi ana kuraldir. En ¢ok kullanilan ve
calismamizda karsilastirilan, blastomer ve trofektoderm biyopsi yontemlerinden, uygulama
kolaylig1 ve sonuglarinin iistlinliigii nedeniyle farelerde blastomer aspirasyon teknigi 6n
plana ¢ikmaktadir. Calismanin sonucunda, bu teknigin 6zellikle in vitro embriyo tliretimi
yapilan durumlarda, uygulama kolaylig1 ve in vitro/in vivo gelisim oranlarinin kontrole
gore benzer sonuglar vermesi nedeniyle, diger ¢iftlik hayvanlari ve insan embriyolarinin

biyopsi ¢alismalarinda da kullanilabilir oldugu kanisina varilmstir.
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