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OZET

TEKRARLAYAN GEBELIK KAYIPLARI OLGULARINDA EMBRIYOLARIN
MORFOKINETIK OZELLIKLERININ INCELENMESI VE ANOPLOIDI
TARAMASI ICIN YAPILAN PRE-IMPLANTASYON GENETIK TANI
SONUCLARI iLE KARSILASTIRILMASI

AMAC: Tekrarlayan gebelik kaybi (TGK), yardimla iireme tekniklerine (YUT)
basvuran kadinlar arasinda en sik goriilen lireme sorunlarindan biridir. Calismamizda
TGK ve Agiklanamayan Infertilite (AI) gruplari arasmnda oploid ve andploid

embriyolara ait morfokinetik parametreleri karsilastirmay1 amagladik.

MATERYAL VE METOD: Calisma Memorial Sisli Hastanesi, ART ve Genetik
Merkezi'ne basvuran Siirekli Embriyo Izleme Sistemleri (SEIS) nde takip edilen 190
vaka (100 TGK, 90 Al) ve 1704 embriyo (TGK:1169, AIl:535) ile yapilan
karsilastirmali bir analizdi. 38 yas Ustii, endometriyal veya uterin anomalili ve sperm
parametreleri anormal olan vakalar ¢alismaya dahil edilmedi. Vakalar kadin viicut
kitle indeksine gore gore alt gruplara ayrildi (<25, 25-29,9, >30). Embriyo
siniflandirmasinda Gardner siiflandirmasi kullanildi. PGT-A analizi i¢in Yeni Nesil
Dizileme (NGS) yontemi kullanildi. Caligma gruplar1 arasindaki morfokinetik
karsilagtirmalar i¢in Oploid ve andploid embriyolar degerlendirildi. Morfokinetik
parametreler Student’s t-test; kategorik parametreler ise Ki-kare testi kullanilarak

karsilastirildi. p>0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR: Calisma gruplarinin demografik ve klinik 6zellikleri; yas, AMH, bazal
FSH, over stimiilasyon siiresi, total ve matiir oosit, 2PN, blastiilasyon agisindan
benzerdi. TGK vakalarinda 6ploid embriyo varligi kontrol grubuna gore anlamh
derecede diisiik bulundu. (sirasiyla %43,5 ve %52,3 (p=0,018)). VKIi <25 olarak
degerlendirildiginde istatistiksel anlamlilik daha belirgindi (TGK-Oploid: %40,9, Ai-
Oploid: %56,2, p=0,001). Vakalar VKI agisindan degerlendirilip karsilastirildiginda
embriyo kalitesi agisindan istatistiksel anlamlilik gériilmedi. (p>0,05). Blastosistlerde
direkt klivaj ve ayr1 blastomer varlig1 iki grupta da benzer bulundu (p>0,05). Oploid
embriyo morfokinetigine bakildiginda, TGK vakalarinin embriyolarinda tSC-tM



araligi1 kontrol grubuna kiyasla daha kisa gozlendi (sirasiyla 9,3+4,8'e kars1 17,0+25,5
(p<0,001).

SONUC: Calismamizda ileri maternal yas ve siddetli erkek faktorii dislandiginda,
TGK vakalarinda andploidi prevalanst Al grubundaki vakalara gore daha yiiksek
prevelansa sahipti. Embriyo morfolojisi, blastosistlerdeki direkt klivaj ve ayri
blastomer varligi ¢alisma gruplarinda benzerdi. TGK grubuna ait 6ploid embriyolarin
morulaya ulasma siiresinin Al grubundaki 6ploid embriyolara gére daha kisa oldugu
belirlenmistir. Anoploidi, TGK vakalarindaki kayiplarin ana nedenlerinden biri olarak
bulundugundan endometriyal faktorlerin diglandig1 TGK olgularina PGT-A 6nerilmesi

faydali olabilir. Sonuglarimizin ileri ¢aligmalarla dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: agiklanamayan infertilite, embriyo morfokinetigi, ploidi,

preimplantasyon genetik tani, tekrarlayan gebelik kayiplari

Tutku Melis AYGUN, 2023
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ABSTRACT

A MORPHOKINETIC INVESTIGATION OF EMBRYOS BELONGING TO
PATVENTS HAVING RECURRENT PREGNANCY LOSSES AND A
COMPARISON WITH THEIR RESULTS OF PRE-IMPLANTATION GENETIC
TESTING FOR ANEUPLOIDY
OBJECTIVES: Recurrent pregnancy loss (RPL) is one of the most common
reproductive problems among women who applied for ART treatment. Studies
investigating the embryo related factors in RPL patients are limited in the literature.
Thus, in this study, we aimed to compare embryo related factors such as
morphokinetics and euploid embryo frequency between RPL and unexplained

infertility (UEI) groups.

MATERIALS AND METHODS: This was a comparative analysis with 190 patients
(100 RPL, 90 UEI) and 1704 embryos (RPL:1169, UEI:535) that were incubated at
Time-Lapse Monitoring System (TLM) in Memorial Sisli Hospital, ART and Genetics
Center. Patients with >38 years of age, endometrial or uterine abnormalities and
abnormal sperm parameters were excluded from the study. Patients subgrouped
according to maternal BMI (<25, 25-29.9, >30). Gardner’s classification was used for
embryo grading. Next Generation Sequencing (NGS) method was used for PGT-A
analysis. Euploid embryos were selected for morphokinetic comparisons between
study groups. Morphokinetic parameters were compared using Student’s t-test.
Categorical parameters were compared with Chi-square. p>0.05 was considered

statistically significant.

RESULTS: Demographic and clinical characteristics of the study groups were similar
in terms of age, AMH, basal FSH, duration of ovarian stimulation, total and mature
oocytes, 2PN, blastulation. Frequency of euploid embryos were significantly lower in
RPL patients than UEI group (43.5% vs 52.3%, respectively (p=0.018)). The statistical
significance was more pronounced when BMI was selected as <25 (RPL-Euploid:
40.9%, UEI-Euploid: 56.2%, p=0.001). No statistical significance was obtained in
terms of embryo quality when patients were grouped according to BMI (p>0.05). The
occurence of direct cleavage and separate blastomere in the blastocysts was found to

be similar in each group (p>0.05). Regarding euploid embryo morphokinetics,

xii



embryos reached to morula after starting compaction (tSC-tM) faster in RPL patients

than in UEI patients (9.3+4.8 vs 17.0£25.5 respectively (p<0.001).

CONCLUSIONS: In this study, aneuploidy prevalance was higher in RPL patients
than UEI patients when advanced maternal age and severe male factor were excluded.
Embryo morphology, frequencies of direct cleavage and separate blastomere in the
blastocysts were similar in study groups. Euploid embryos showed faster development
to morula stage in RPL than UEI patients. Since the aneuploidy is found one of the
main causes of RPL patients, it may be useful to offer PGD-A to RPL patients whose

endometrial factors are excluded. Our results should be confirmed with further studies.

Keywords: embryo morphokinetics, ploidy, preimplantation genetic testing, recurrent

pregnancy loss, unexplained infertility

Tutku Melis AYGUN, 2023
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1. GIRIS VE AMAC

Erken ve spontan gebelik kayiplari, gebelikte karsilasilan en sik
komplikasyonlardir. Klinik olarak tanis1 konmus gebeliklerin yaklasik %20’si spontan
abortus ile sonuglanmaktadir ve bu abortuslarin yaklasik %75°1 gebeligin ilk 3 aylik
doneminde (ilk 12 haftasi) gerceklesmektedir [1]. Genetik faktorler, endokrin
nedenler, immiinolojik faktérler ve ileri maternal yas gebeligin abortusla
sonuglanmasindaki patolojik siirecin bir pargasi olarak bilinmektedir. Yardimla Ureme
Teknikleri (YUT)’ne basvuran ciftlerin ¢ok biiyiik bir boliimiinii de tekrarlayan
gebelik kayiplarma (TGK) sahip vakalar olusturmaktadir. TGK bilimsel olarak ii¢
veya daha fazla sayidaki gebeligin ardisik olarak erken donemde kaybedilmesi olarak
tanimlanmaktadir. TGK’da genetik faktorler ve ileri maternal yas arasindaki iligki ile
ilgili yapilan bir¢ok arastirma mevcuttur. [2]. Ayrica, baz1t TGK olgularinda kadin ve
erkekte herhangi bir genetik problem gozlenmese de olusan embriyonun kromozomal
anomalili (anoploid) olmasi nedeniyle gebelik kayiplari yagsanabilmektedir.

TGK olgularinda embriyoya ait kromozomal anomali varliginin tespiti i¢in
siklikla preimplantasyon genetik taniya basvurulur. Ileri maternal yas, siddetli erkek
faktorii endikasyonu olmayan TGK olgularinda da embriyoya ait genetik faktdrlerden
s0z edilebildigi i¢in embriyo gelisiminin takibi ve genetik tani testlerinin yapilmasi
TGK’nin aydinlatilmasinda biiylik 6neme sahiptir. Bununla birlikte TGK olgularinda
embriyoya ait ilgili morfokinetik parametrelerin incelenmesi ile ileri bir arastirma
yapilmasi ihtiyact dogmaktadir. Embriyo gelisimi birgok ana parametreyi igerisinde
barindiran kompleks ve dinamik bir siireci olusturmaktadir. Embriyoya ait ileri
takipler yapildiginda; embriyonun morfokinetiginin degerlendirilmesi ve andploidi
varliginin tespiti TGK olgularinda elzemdir.

Preimplantasyon genetik taramanin yani sira embriyoya ait morfokinetik
ozelliklerin belirlenmesinin ¢esitli anoploidilerle iliskili olabilecegi bilinmektedir.
Yardimla iireme tekniklerinin gelismesiyle birlikte siirekli embriyo izleme sistemleri
(SEIS) kullanilmaya baslanmis ve embriyolara ait tiim gelisimsel parametreleri detayli
ve geriye doniik degerlendirmek miimkiin hale gelmistir. SEIS, embriyonun gelisimsel
yetkinligini ortaya koymak, embriyo morfokinetiginin zamana bagl olarak detayl
incelenmesini saglamak agisindan giivenilir bir aragtir. SEIS ile embriyolara ait

morfokinetik 6zelliklerin tim olumlu ve olumsuz yonlerini gorsellestirme ve



detaylandirma imkani bulunabilmektedir. SEIS’in kullanilmas ile proniikleus (PN)
belirme ve silinme zamanlari, embriyonun ilk klivaj paternlerindeki zamanlamalar
degerlendirilebilmektedir. Ayrica, embriyolarin gelisimlerine bagli senkronite ve
asenkronite, blastomer boyutlarindaki farkliliklar embriyoya ait faktorlerin
tanimlanmasinda da kilit rol iistlenebilmektedir. Boylece, embriyo gelisiminin siirekli
takibi yapilarak nihai amag¢ olan klinik ve laboratuvara, transfer icin secilebilecek
gebelik potansiyeli yliksek bir embriyo bulmak, ayrica gebelige ulagsma siiresini de
kisaltmak miimkiin olabilmektedir. SEIS bu acidan bakildiginda girisimsel olmayan
bir tahmin arac1 gérevini gérmektedir.

Bu calisma ile, embriyo gelisimi takiplerinin SEiS’ler ile yapilmasmi ve
blastosist asamasina ulagmis uygun kalitedeki embriyolarin PGT-A’ya tabi tutularak
en az iki kez gebelik kayb1 yasamis olan siddetli erkek faktoriin elendigi ileri maternal
yasa sahip olan veya olmayan vakalarda embriyonun morfokinetigi ile anoploidi

sonuglar1 arasindaki iligkiyi ortaya koymay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tekrarlayan Gebelik Kayiplar1 (TGK)

Klinik olarak tanis1 konmus gebeliklerin yaklasik %20°si spontan abortus ile
sonuclanmaktadir. Spontan abortus, diisiik ile kars1 karsiya kalma, diisiikle sonuglanan
gebelik veya gecikmis diisiik (missed abort) anlamina gelmektedir. Spontan
abortuslarin yaklasik %75°1 son menstriiel kanamanin ilk gilinii baz alinarak
20.haftasindan 6nce embriyo veya fetiise ait eklerin bir kismi veya tamaminin mekanik
veya ilag kullanimina bagimli olmaksizin uterus disina atilmasi ile olugsmaktadir [1].

Tekrarlayan gebelik kayiplart (TGK) bilimsel olarak {i¢ veya daha fazla
sayidaki gebeligin ardisik olarak erken donemde abortusla sonuclanmasi olarak
tanimlanmaktadir. Ancak, diinyada lireme tibb1 alaninda bazi derneklerin TGK tanimi
birbirinden farklilik gostermektedir. ASRM’ye goére ultrasonografik veya
histopatolojik olarak tanimlanmis olan iki veya daha fazla gebelik kayb1 tekrarlayan
gebelik kaybi olarak bilinmekle birlikte bu tanim RCOG’a gore ardisik olarak ii¢
gebelik kayb1 ve tizeri olarak belirtilmektedir. ESHRE’ye gore ise yapilan son serum
veya idrar hCG degeri ile dogrulanan gebelikler dahil iki kez yasanan gebelik kaybi
TGK olarak tanimlanmaktadir, ektopik veya molar gebelik bu grubun disinda
kalmaktadir [14,15].

Tablo 1: Ureme Tibb1 Alanindaki Derneklerin TGK Tanimlari

Gebelik Ardisikhik TGK Gebelik Haftasi
sayis1
ESHRE Serum diizeyi veya idrarda  Ardisik veya ardigik Gebeligin 24.
2017 hCQG ile tan1 konulan olmayan tekrarlayan 2 haftasina kadar
gebelikler dahil gebelik kayiplari yasanan kayiplar
ASRM Ultrasonografik Kisitlama yok ancak
2013 veya Ardisik gebelik 2 <10. gebelik
histopatolojik gebelikler kayiplar1 haftasinda yaganan
dahil kayiplar
RCOG Cesitli tan1 testleri ve Ardisik gebelik Gebeligin 24.
2011 tahliller sonrasi gebelikler kayiplari 3 haftasina kadar
dahil yasanan kayiplar




Ug kez ardisik olarak gebelik kayb1 yasanmasi istatistiki verilere gore %0.34
civarindadir. TGK’ya sebebiyet veren patolojinin varli§inin giderilmemesi sonucunda
ise kayiplarin siirecegi belirtilmektedir. Tekrarlayan gebelik kayiplarinda kadinlarin
%1-2’sinin etkilendigi; etiyolojiye bakildiginda bir¢cok farkli sonucun bir araya
gelmesi ile olustugu bilinmektedir [16]. Bu baglamda; genetik faktorler, endokrin
ve/veya immiinolojik faktorler, enfeksiyonlar ve anatomik nedenler detaylica
irdelenmelidir. Ancak, tiim nedenler arastirildiginda bile tekrarlayan gebelik

kayiplarinin %40-50’sinde agiklanabilecek herhangi bir neden bulunamamaktadir [17]

2.2.1. TGK sikhgi ve etkileyen faktorler

Ik gebelik zamaninda abortus riski kadinlarda %11-13 olarak bulunmustur.
Her bir abortus sonrasi ise bu riskte artis gézlenmektedir. Bu durumu etkileyen bir¢ok
farkor vardir. Tekrarlayan gebelik kaybi olan vakalarda en degerli prognostik faktor
gebelik kayb1 sayisidir [18]. TGK olgularinda canli dogum &ykiisiiniin bulunmas ile
prognoz farklhilik gdsterebilmektedir. Ayn1 zamanda, bir abortus sonrasi olusacak
gebeligin canli dogumla sonuglanma ihtimali %80; iki kez ardisik abortus sonrasi
%70-80; ti¢ kez ardisik abortus sonrasi %50-60; dort kez ardisik abortus sonrast %45;
bes kez ardisik abortus sonrast %41; alt1 veya daha fazla kez ardisik abortus sonrasi
ise %13 olarak bulunmustur. Ileri maternal yasa sahip olmayan kisilerde ise yasin
tekrarlayan gebelik kayiplari sonrasi canli dogum i¢in prediktif olmadig1 belirlenmistir
[19].

TGK olgularinda bir canli dogum Gykiisiiniin bulunmasi prognoz {izerine
tartismal1 bir konudur; canli dogum &ykiisii bulunan kisilerde gebelik kayiplarinin
yasanmasi; canli dogum OyKkiisii olmayan kisilerle kiyaslandiginda farkli prognoz sz
konusu olmaktadir [20]. Ayrica, sekonder TGK olgularinda ilk dogan bebegin
cinsiyetinin erkek olmasi negatif prognostik bir faktor olarak bulunmustur [21]. Pre-
embriyonik ve embriyonik doénemde gebelik kaybi yasayan kisilerin, fetal kayip
olgularina gore daha iyi prognoza sahip oldugu bildirilmistir.

Ileri maternal yasa sahip kisilerde abortus riski dogrudan artmaktadir. 30 yas
Oncesi abortus ihtimali bu risk %7-15; 30-35 yaslarinda %8-21; 35-39 yaslarinda
%17-28; 40 yas ve lizerinde ise %34-52’ye ¢ikmaktadir.



2.2.2. Tekrarlayan gebelik kayiplar: nedenleri
a. Konjenital Mullerian Anomaliler

Konjenital anomalilerin gebelik kayb1 agisindan etkileri net olmamakla birlikte
konjenital miillerian anomalilerin uterusta biraktii etkiler dogrultusunda gebelik
kaybina neden olabilecegi diistiniilmektedir. Potansiyel miillerian kanal anomalileri
arasinda septat uterus, unikornuat uterus, arkuat uterus, bikornuat uterus, didelfis
uterus yer almaktadir [22]. Septat uterus, genel popiilasyoda malformasyonlarin %80-
90’1 olusturmakla birlikte TGK olgularinda goriilme sikligi %3-5 civarindadir.
Septat uterus, en sik rastlanan miillerian kanal anomalisi olmakla birlikte en kolay
opere edilebilen bozukluktur [23]. Buna ek olarak septat uterus varliginda azalmis
vaskiilarite ve artmis inflamasyon goriilmekte ve buna bagli olarak uterin distansiyonu
izlenmektedir. Bu durumun gebelik kayiplar ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir
[24].

TGK 0Oykiisii bulunan kadinlarda uterin malformasyon goriilme sikligi;
bulunmayanlara gére daha yiiksek bulunmustur [25]. Ug ve iizeri gebelik kaybi dykiisii
bulunan kadinlarda uterin anomali goriilme siklig1 %15.4; iki veya daha fazla gebelik
kayb1 Oykiisii bulunan kadinlarda ise %10.9 bulunmustur [26]. Bu baglamda TGK
tanis1 konan kadinlarda uterusun tanisal goriintiilenmesi mutlaka diistintilmelidir.

Histerosalpingografi (HSG), uterin kaviteyi ve tubal potensiteyi degerlendirme
ve gorsellestirme agisindan oldukga yararli bir goriintiileme yontemidir. Ancak,
uterusun dis konturlar1 HSG ile goriintiilenemez. Bu nedenle uterusun dis konturlarini
degerlendirmede, lezyonlar1 ayirt etmede ultrasonografi (USG) ve/veya manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) sistemlerine bagvurulabilir [27].

b. Immiinolojik nedenler

TGK nedenleri arasinda onemli bir role sahip olan immiinolojik nedenler
gebelik kayiplariin yaklasik %20’sinden sorumludur. Endometrial hiicrelerde
yerlesik immiin ve inflamatuar hiicrelerin etkisi 6nemli bir gorev iistlenmektedir.
Endometriumda bulunan immiin ve inflamatuar hiicreler sitokin salinimina neden
olmakta ve boylece TGK’nin olusumunda etkili olabilmektedir [28]. Gebeligin
olusumunda ve ilerleyen siirecte hem otoimmiin hem de alloimmiin mekanizmalardan
s0z edilmektedir ancak maternal yapinin yar1 allojenik durumunu tolere edebilecek

mekanizmalar tam olarak aydinlatilamadigindan, anormal immiinolojik faktorlerin



tireme potansiyeli iizerindeki olumsuz etkilerini net olarak degerlendirmek pek
miimkiin degildir.

Implantasyon mekanizmasinda etkili olan endometrial lenfosit toplulugunun
%70-80’i tek tip hiicrelerden meydana gelmektedir. Implantasyon sirasinda adindan
s0z edilen dezidual graniiler lenfosit ve dezidual naturel killer (NK) isimli hiicrelerin
kokeni periferde her ne kadar benzer olsa da birbirlerinden farkli oldugu belirlenmistir
[29,30]. Yapilan ¢alismalarda NK hiicrelerinin gebelik kayiplarindaki rolii ¢esitli
hayvan modellerinde gosterilmistir [31,32].

Yapilan caligmalarda birka¢ otoimmiin hastaligin TGK’da kotii prognoza
neden oldugu belirtilmistir. Buna karsin, Antifosfolipid Sendromu (AFS)’nun TGK’da
bir tan1 6l¢iitli oldugu tek immiin sistem hastaligi oldugu bilinmektedir ve toplumdaki
prevelansi %3-5 olarak bildirilmistir. TGK olgularinin %15’inde ise AFS pozitifligi
goriilmektedir [33]. AFS, genellikle ikinci trimester donemindeki kayiplarda iliskilidir
ve ikinci trimesterda AFS’ye bagh gebelik kayiplarinin birinci trimester kayiplarina
gore %20 oraninda arttig1 gosterilmistir. AFS’nin otoimmiin bir hastalik olmasinin
yaninda spesifik bir trombofili oldugundan da bahsedilebilmektedir [34]. AFS’nin
olusum mekanizmasinda negatif yiiklii fosfolipidler ve fosfolipid-protein
komplekslerine karsi olusmus antifosfolipid antikorlar1 6nemli bir yere sahiptir.

Antifosfolipid antikorlar1 {i¢ temel antikor grubu ile iligkilendirilmistir;

. Antikardiyolipin antikoru (ACA)
. Lupus Antikoagiilani (LA)
. Beta-2-glikoprotein | Antikoru

Bu antikorlar varliginda; pihtilagma faktorleri ve pithtilasma faktort ile iligkili
fizyolojik inhibitorler, fibrinolitik proteinler, trombositler ve endotel hiicreleri ile
etkilesimde bozukluklar olabilecegi bildirilmistir [35].

AFS, arteryel ve vendz tromboz olusumuna sebebiyet vermesi nedeniyle
TGK’ya yol acan ve klinik olarak iligkilendirilmis klinik bir patolojidir. TGK &ykiisii
bulunan kadinlarda antifosfolipid antikorlarin gebelik kayiplar1 ve tromboz
olusumunda etkili mekanizmalardan s6z edilmektedir. AFS’nin gebelik kaybi

tizerindeki etkisi goz Oniinde bulunduruldugunda anormal plasenta fonksiyonu ile



baglantisi olabilecegi goriilmiistiir. Calismalarda, plasentada nekroz ve trombozun

olustugu vakalar da bildirilmistir [36].

c. Endokrin nedenler

Endokrin nedenler TGK olusumunda %8-12 etkilidir. Luteal faz defekti
progesteron ile iliskili olan ve YUT uygulamalarinda adindan siklikla séz edilen
endokrin bir efekttir. Buna ek olarak, tedavi edilmeyen hipertiroidi, anormal glukoz
mekanizmasi, hiperprolaktinemi olarak adlandirilan prolaktin ytiksekligi ve azalmig
over rezervi de TGK nedenleri arasinda sayilan endokrin faktérlerdendir [37].

Luteal faz defekti, gebelik olusumunda korpus luteum tarafindan salgilanan
progesteronun yetersiz kalmasiyla olusur. Gebeligin 7-9.haftas1 sonrasinda plasenta,
progesteron fiiretimini korpus luteumdan devralir. Luteal faz defekti olgularinda
progesteron eksikligi olusurken endometrium olumsuz olarak etkilenir ve endometrial
dokuda stabilite siirdiiriilemeyebilir, endometrial dokunun stabilitesi ve embriyo
gelisiminin devamu icin progesterona ihtiya¢ duyulmaktadir. Ince endometriumun
implantasyon basarisi ile direkt iliskisi bulunmaktadir ve endometrium inceldikce
implantasyon basarist azalir [38]

TGK’da  endokrin  faktorlerden  biri  de  hiperprolaktinemidir.
Hiperprolaktinemi, prolaktin hormon diizeyinin asir1 yiiksek olmasi durumudur,
prolaktin hormon diizeyinin korpus Iuteum islevini sekteye ugrattigi hayvan
caligsmalarinda gosterilmistir [39]. Ancak, normal prolaktin diizeyi erken gebeligin
stirdiiriilmesinde 6nemli bir parametredir.

TGK’da rolii olan diger bir endokrin faktor ise tedavi edilmeyen hipertiroididir.
Tiroid Stimiile Edici Hormon (TSH) normal deger aralig1 gebe olmayan reprodiiktif
cagdaki kadinlarda 1.0-2.5 mU/L olarak tanimlanmistir. Reprodiiktif cagdaki
kadinlarin %15-20'sinde antitiroid hormonlar1 bulunmaktadir, TGK olusumunda
hipertiroidi 6nemli bir yere sahiptir [40].

d. Kromozomal anomaliler

TGK olusumunda etkili genetik faktorler ise kromozomal anomaliler olarak
siniflandirilmaktadir. Kromozomal anomaliler, sayisal ve yapisal veya marker
kromozom gibi her ikisinin kombine oldugu durumlar1 kapsamaktadir. Kromozom

anomalileri, klinik olarak tanist konan gebeliklerin %3-4’iinde goriilmektedir. En



yaygin rastlanan kromozomal anomali trizomi 16 ve trizomi 22°dir [41]. Ayrica, TGK

olgularinda kromozomal anomaliler ¢iftlerin %2-8’ini etkilemektedir.

2.3. Tekrarlayan Gebelik Kayiplarinda Kromozomal Anomaliler

Kromozomal anomaliler, sayisal ve yapisal kromozom anomalileri olarak iki
gruba ayrilmaktadir. Sayisal kromozom anomalileri organizmalarin hem natiirel hem
de laboratuvar ortamindaki kromozom sayisinda olusabilecek degisimleridir.
Kromozomlar, mitoz ve mayoz boliinmeler sirasinda diizenli olarak ayrilamazlarsa
farkli kromozom sayisina sahip hiicrelerin olusumuna sebebiyet verebilmektedir [42].
Bunun sonucunda bir¢ok farkli genin orani degiseceginden kalitsal acidan pek ¢ok
sorun ortaya cikabilir. Kromozomun sayisal anomalilerinde mongolizm, Down
sendromu, Turner sendromu, Klinefelter sendromu gibi yasamla bagdasabilecek
anomalilerden soz edilebilmektedir. ilk 3 ayda abortusla sonuglanan gebeliklerin
%50’si, ikinci trimesterda abortusla sonuglananlarin %5-10°u sitogenetik bir
anomalinin sonucu olabilmektedir [43, 44].

Normal esey hiicresi igerisinde haploid (n=23) sayinin iki kati; diploid (n=46)
kromozom bulunmaktadir. Kromozom sayisi anomalilerinde ise kromozom sayisi

Oploidi veya andploidi olusturabilir.

2.3.1 Oploidi Gamet hiicresi igerisindeki haploid sayidaki kromozomlari ve tam
katlarin1 ifade etmektedir. Ancak her Oploid kromozom seti normal dizilimi
olusturmaz. Oploidinin, monoploidi ve poliploidi olmak iizere iki tipi mevcuttur.
Monoploidilerde her kromozomdan yalnizca bir tane bulundugu i¢in tiim genomda tek
kopya halindedir. Mayoz boliinme sirasinda monoploidilere denk gelen kromozom
eslesmesi olmadig1 i¢in kromozomlarin kutuplara ¢ekilme olay1 diizensiz gerceklesir,
bu durum ile dengeli olmayan esey hiicreleri meydana gelmektedir. Poliploidilerde ise
mayoz boliinme sirasinda kromozom sayilar1 yartya inmez ve bu durum kromozom
sayilarinin haploid sayinin {ig, dort kat1 seklinde yiikselmesi (3n,4n) ile sonuglanabilir.
Ozellikle zigotun ilk mitoz bdliinmesi sirasinda kromatidlerin farkli kutuplara
cekilmesi veya enine ¢eper olusumunun engellenmesiyle meydana gelmektedir [46].
Ayrica, ICSI sikluslarinda bir oositin birden fazla spermle fertilize olmas1 durumunda
veya anormal yapiya sahip morfolojik anomalili oositlerin (6rnegin, dev oositler)

fertilize olmasi ile de poliploidilere rastlanmaktadir [47].
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2.3.2. Anoploidi Bir veya daha fazla kromozomun sayismin degismesi olarak
tanimlanmaktadir. Oploidinin aksine, andploidide kromozomlar set olarak degil say1
olarak artabilir veya azalabilir [48]. En sik rastlanan genetik bozukluk olarak karsimiza
¢ikan andploidilerin olusum mekanizmasinda ii¢ ana nedenden s6z edilebilmektedir.
Bunlardan birincisi, hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin ayrilamamasi
(nondisjunction)’dir. Bunun sonucunda bir hiicre tek kopya (monozomik) digeri ise {i¢
kopya (trizomik) olabilmektedir [49]. ikincisi, yine hiicre bdliinmesi sirasinda
kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini saglayan ig iplik¢iklerinin hiicresel yaslanmaya
bagli olarak c¢ekilmemesi veya diizensiz c¢ekilmesidir. Sonuncusu ise anafaz
asamasinda geri kalma (anafaz lagging) durumudur; hiicre gogii sirasinda yasanan hata
sonucunda kromozomlarin go¢ edecegi yere gidemez ve ¢gogunlukla ortadan kaybolur.
Bu durum sonucunda biri normal digeri ise monozomik hiicre olusur [50]. Bu ii¢
nedene bagli olarak andploidilerin  bir mayoz hatast oldugu sonucuna
varilabilmektedir.

Anoploidinin, monozomi ve nullisomi adi verilen g¢esitlerinden bahsetmek
miimkiindiir;
. Monozomi: Diploid kromozom sayisina sahip bireyde tek bir kromozomun
eksik olmas1 durumudur. Buna 6rnek olarak Turner Sendromu verilebilir.
. Nullisomi: Organizmada homolog kromozom ¢iftinin kaybi olarak
tanimlanmaktadir. Nullisomi sonucu olusan bireyler ayni tip kromozomu kaybetmis
iki andploid (n-1) gametin biraraya gelmesi sonucunda olugmaktadir. Bir set
icerisindeki kromozomlardan bir veya birkaginin sayisinin artmasi olayidir.

Ulkemizde Yakut ve arkadaslarinin yaptig1 bir klinik ¢alismada 457 spontan
abortus materyali incelenmis, en sik goriilen kromozomal anomaliler arasinda Turner
Sendromu, triploidi ve trizomi 16’nin oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, spontan
abortus vakalarinda anne yas1 arttikga trizomilerde artis dikkat ¢ekmektedir [51].

Yasamla bagdasan insan andploidileri tabloda gosterilmistir (Tablo 3).



Tablo 2: Yasamla Bagdasan insan Anéploidileri

Kromozom Anomalisi Sendrom Hesaplanan Frekans
Trizomi 21 Down Sendromu 1/7000 erkek dogum
Trizomi 18 Edward Sendromu 1/4000 erkek dogum
Trizomi 13 Patau Sendromu 1/5000 erkek dogum

47, XXX Uclii X Sendromu 1/1000 disi dogum
47, XXY Klinefelter Sendromu 1/1000 erkek dogum
45,X0 Turner Sendromu 1/500 disi dogum

Kromozom anomalililerinin bir diger siniflandirmasi da yapisal anomalilerdir.
Yapisal anomalilerinde genom bazinda degisikliklere yol acabilecek olaylardan s6z
edilebilmektedir. Bu olaylarda kromozom sayisinda bir degisiklik olmaz ancak
kromozomlara ait parcalar ac¢isindan kaybolma, artma veya yer degisikligi olmasiyla
birlikte genetik materyal degisebilmektedir [52]. Kromozomal yapmin degismesi
sirasinda, kromatidlerden birinde veya kromozomlarda bir veya birden fazla noktada
kirilmalar izlenebilir. Kirtlmalar kendiliginden olusabildigi gibi viral enfeksiyon,
iyonize radyasyon veya maruziyet sonucu da olusabilmektedir. X ve Gama 1sinlari,
ultraviyole (UV) 151k veya maruz kalinan ¢esitli kimyasal maddeler araciligiyla da
kirilmalar gozlenebilir. Yapisal kromozomal anomaliler; delesyon, duplikasyon,
inversiyon ve translokasyon olarak siniflandirilabilir.

Delesyon, kromozomlarin parga kaybetmesi, kromozomlardaki pargalarin
silinmesi olayidir. Delesyonlarin olusumu sirasinda sentromersiz kisim kaybolur
ancak olusan kromozom pargas1 ve kromozom parcasinin meydana getirdigi delesyon
halkasi1 sentromere sahipse hiicrede varligini siirdiirebilir. Eger delesyon, sentromersiz
bolgede meydana gelirse halka kromozom olusumu izlenir. Philadelphia Kromozomu
ve Cri du Chat Sendromu insan kromozomunda meydana gelen delesyonlara 6rnek
olarak verilebilir [51].

Duplikasyon, kromozomun herhangi bir pargasi fazla barindirmasi olayidir.
Duplikasyonda delesyonun tersine par¢a ¢ogalmasi durumu mevcuttur. Drosophila’da
Bar duplikasyonu 6rnek verilebilir. Duplikasyon, delesyondan daha sik goriilmekle
birlikte daha az tehlikelidir.

Inversiyon, bir kromozomdaki iki farkli kirik noktasinin 180 derece dénmesi
ve tekrar birlesmesi sonucu olusan kromozom yapisindaki degisikliktir. Inversiyonlu

parca eger sentromer igeriyorsa bu perisentrik; icermiyorsa da parasentrik inversiyon
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olarak tammmlanir. Inversiyonlar genellikle fenotipte etki yaratmazlar ancak
tagiyicilarda dengesiz gamet formasyonuna neden olarak yapiy1 degistirebilmektedir.
Inversiyon 9 siklikla rastlanilan bir dengeli kromozom degisimidir [53]. 4131
inversiyonlu olgunun karyotipi incelenmis, perisentrik inversiyona sahip 62 olguda
inversiyon 9 saptanmis ve bu olgulardan %27.4’{iniin tekrarlayan gebelik kaybi1 vakasi
oldugu sonucuna varilmistir. Tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda inversiyon 9
goriilme siklig1 fazla bulunmustur [54].

Translokasyon, yapisal kromozom anomalilerindendir ve Kkromozom
segmentlerinin kromozomlar arast degisimidir, parca degisimi homolog olmayan
kromozomlarda gerceklestiginde resiprokal translokasyon; bagimsiz iki akrosentrik
kromozomun sentromer veya p kollarindan i¢ ige geg¢mesi ise Robertsonian
Translokasyon olarak isimlendirilir, popiilasyonda goriilmek sikligi 1/1000dir.
Resiprokal Translokasyonun genellikle en az iki kromozom arasindaki iki kirik
olusumu ile meydana gelir. Resiprokal translokasyonda dengesiz gamet olusumu
%85lere kadar ¢ikabilmektedir ve etkilenen bireylerde mental retardasyon
goriilebilmektedir. Robertsonian Translokasyonda ise dengesiz gamet olusumu sonrasi

trizomik veya monozomik zigotlar ortaya ¢ikabilmektedir.

2.4. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

ICSI, sperm hiicresinin ZP ve oolemmay1 gegerek oosit sitoplazmasi igerisine
kullanilan 6zel capli pipetler yardimiyla enjekte edilmesi esasina dayanir. Gegmis
zamanlarda ICSI, yalmizca sperm faktorlii infertil olgularda kullanilmis olsa da
giiniimiizde  infertilite  olgularmin  neredeyse tamaminda kullanilan  bir
mikromanipiilasyon iglemi haline gelmistir [55].

Infertilite yakinmasi ile YUT e basvuran olgularda birden ¢ok oosit elde etmek
amaciyla ovulasyon indiiksiyonu (OI) ve kontrollii ovaryen hiperstimiilasyon (KOH)
protokolleri uygulanmakta ve belirli ilaglar kullanilarak oosit iiretimini tetiklemek i¢in
ovaryumlar uyarilmaktadir. Bu protokoller maternal yas, onceki deneme siklus
sayilari, over rezervi ve FSH diizeylerine gore olgularin klinik 6zelliklerine gore
degisebilmektedir [56]. ICSI islemi bu protokollerin sonrasinda YUT’iin tam orta
noktasinda anahtar-kilit rol oynamaktadir. ICSI islemi, yumurta toplama

operasyonunu takiben alinan oositlerin gerekli muamelesi (inkiibasyon, denudasyon
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vb. islemler) sonrasinda MII asamasinda olup matiir olarak degerlendirilen oositlere,
konsantrasyon sonrasinda uygun sperm se¢imi yapilarak iyi motilite ve morfolojideki
spermler secilerek oosit sitoplazmasi icerisine mikroenjeksiyon pipeti ile birakilmasi
adimlarin1 kapsamaktadir [57]. ICSI islemi 6zel mikromanipiilatérler yardimiyla
inverted mikroskop ile uygulanmaktadir. Germinal vezikiillii ve/veya MetafazII

oositlere ICSI uygulanmamaktadir.

_ Sekil 1: GV oosit, MI oosit, MII oositler
(Istanbul Memorial Sisli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)

A

Sekil 2: ICSI isleminde mikroenjeksiyon pipetleri pozisyonlari
(Istanbul Memorial Sisli Hastanesi IVF Laboratuvara ait fotograflar kullanilmstir.)

L

2.5. Fertilizasyon ve Embriyo Gelisimi

ICSI islemi sonrasi sperm ile aktive olan oosit sekonder polar cisimcigini atar
ve maternal PN olusur, sperm paketlenmis haldeki kromatinlerini agarak zarini yok
eder ve oosite benzer olarak sperm hiicresi de baz1 degisimler gostererek paternal PN’i

olusturup disi proniikleusa dogru ilerler. Bunun sonucunda ICSI sonrasi yaklasik 16-
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20. Saatte, paternal ve maternal olmak iizere iki PN olusumu gézlenir. Iki PN varlig1
normal fertilizasyonun gostergesi olarak kabul edilir ve bu yap1 zigot olarak
adlandirilir [58]. Ancak, PN kontrolii sirasinda normalin disinda yalnizca 1 veya 2’den
fazla proniikleus varligi da izlenebilmektedir. Bu duruma monoPN ve 3PN
denmektedir ve ¢cogunlukla anormal fertilizasyon gostergesidir. MonoPN izlenmesi
durumunda kromozom seti eksikligi agisindan yasamla bagdagmayan bir embriyo
olusumuna neden olabilir veya 3PN izlenmesi durumunda ekstra bir kromozom seti
bulunacagindan triploidiye neden olabilecek genetik anormallige yol agabilmektedir.
Bunun disinda olugsan PNler normalden ¢ok daha biiyiikse hem sitoplazmik hiicre artig1
olarak anilan fragmantasyon varligima neden olabilecek hem de kromozomal

anomalinin olabilecegi hakkinda bilgi verecektir [59].

Sekil 3: MonoPN, 2PN (normal fertilize), 3PN dollenmis oositler
(Istanbul Memorial Sisli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)

Oosit morfolojisi goz oOnilinde bulunduruldugunda o0o0sit sitoplazmasinin
homojen bir yapida olmasi gerekir ancak denudasyon sonrasi oositlerin %60-70’inde
dismorfizm dikkat ¢ekmektedir [60]. Oositler morfolojik olarak anormal sitoplazmik
yapisina, vakuollere, granulasyona veya genislemis perivitellin araliga sahip olabilir
[61]. Sitoplazmada graniilasyon go6zlenmesi embriyo gelisimi agisindan netlik
icermemekle birlikte oositte bulunan vakuoliin 14 mikrometreden biiyiik olmasi ile
embriyonun daha az sayida blastomer olusturmasina neden olabilecegi ve bu

durumunda embriyo gelisiminde yavaslamalara onciiliikk edecegi bilinmektedir [62].
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_ Sekil 4: Morfolojik anomaliliye sahip vakuollii graniile oosit
(Istanbul Memorial Sisli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)

ICSI sonras1 24-26. Saatte zigot, ilk klivaja girerek iki blastomerli bir embriyo
yapisini olusturur. Embriyolar in vitro kosullarda optimal sicaklik, nem ve gaz
oranlarina sahip konvansiyonel inkiibatorlerde ve/veya ozellesmis kapali kamerali
sistemlerden olan SEIS’lerde takip edilir. Fertilizasyon giinii 0. Giin olarak kabul
edildiginde embriyolar; ikinci glinde 4 blastomerli, ligtincii giinde ise 6-10 blastomerli
yapt olusturur. Embriyo klivaja girerken bazen iki blastomer olusumu yerine ii¢
blastomere boliiniir ve bu durum direkt klivaj (DK) olarak adlandirilir. Direkt klivajin
embriyoda kromozomal andploidilerin bir gostergesi olabildigi iletilmistir. Ayni
zamanda, 2 blastomerli evreden 3 blastomerli evreye gecisin 5 saate esit veya az olmasi
da direkt klivaj olarak tanimlanmistir [63]. Embriyodaki bir blastomer olusumu
sonrasinda hiicreyi geri alip tekrar klivaja girmesi reverse klivaj (RK) olarak
adlandirilir bu durumun da implantasyon oranini diisiirdiigii ve genetik anomalilerin
olusumuna oOnciiliik ettigi ifade edilmektedir [64]. Buna ¢k olarak, klivaj sirasinda
embriyodaki her blastomer, sitoplazmayi esit sekilde paylasamaz, sitoplazmik
molekiillerin esit dagilmamasi durumunda ise blastomerlere esit oranda mesajct
riboniikleik asit (mRNA) protein yap1 molekiilleri aktarilamaz. Blastomer boyutlari
arasindaki esitsizligin andploidi oranlarinda artisa sebebiyet verebildigi ve buna bagh

diisiik implantasyon basarisina sahip oldugu diisiiniilmektedir [65].
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. Sekil 5: Esit blastomer boyutlarina sahip embriyolar
(Istanbul Memorial Sisli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)

Ayrica, embriyo degerlendirmesi sirasinda 6zellikle {iglincii giinde sitoplazmik
hiicre artig1 olarak adlandirilan fragmantasyonun degerlendirmesi yapilmasi embriyo
gelisiminin takibi a¢isindan 6nemlidir. Fragmantasyon varliginin andploidi ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir [66]. Ancak, fragmantasyon varligi %10’un altinda
oldugunda embriyo gelisiminde herhangi bir olumsuzluga neden olmadig:

belirtilmistir.

' Sekil 6: Hiicreler aras1 yaygin fragmantasyona sahip 3. Giin embriyolar1
(Istanbul Memorial Sigli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)

Dérdiincii giinde 16-32 blastomerli bir yapi halini alan embriyoda blastomerlere

ait hiicresel konturlar kaynasarak morula yapisini olusturur.

_ Sekil 7: Morula
(Istanbul Memorial Sisli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)
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Besinci giinde farklilagmig bir yapiya biirlinen embriyo, i¢ hiicre kitlesi
(embriyoblast) bebegi olusturacak ve dis hiicreleri yani trofektoderm hiicreleri
(trofoblast) ise plasentay1 olusturacak evreye ulasarak yaklasik 8 embriyoblast ve 99
trofoblast hiicresinin olusturdugu embriyo yapis1 halinde blastosist adi altinda
siiflandirilir. Blastosist ekspansiyona devam ederken ZP’yi baskilayarak inceltir ve
hiicreler ZP’den disar1 ¢ikar, bu olaya hatching denir [67]. Chimote ve arkadaslar
spontan hatching blastosistlerin  implantasyon potansiyelinin  olmayanlarin
aksine daha fazla oldugunu ve bunun dogrudan pozitif gebelikle iligskilendirildigini
bildirmislerdir [68].

Sekil 8: Hatching Blastosistler
(Istanbul Memorial Sigli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)

Blastosist asamasinda embriyolar 6 parametrede degerlendirilir. Blastosist

smiflandirmasinda en sik Gardner skorlamasi kullanilmaktadir.

Blastosol voliimii embriyonun %50’sinden azdir.

Blastosol voliimii embriyonun %50’si kadar veya daha fazladir.
Blastosol voliimii embriyonun tamamu kadardir.

Embriyo ekspansedir ve ZP incelmeye baslamistir.

Hatching baslamistir.

o o~ wbdhF

Embriyonun %50sinden fazlas1 ZP disina ¢ikmustir.

Embriyoya ait i¢ hiicre kitlesinin biiyiikliigli implantasyon bagarisinin artmasi
ile iliskili olabildigi 6ne siiriilmektedir [69]. ICM ve trofektoderm siniflandirmasi
hiicrelerin baglantis1 ve yogunluguna gore 3 kategoride degerlendirilmektedir. ICM
hiicrelerinin yogunlugu ve hiicre paketlenmelerinin sikilig1 iyi kalite embriyo

gostergesidir [70].
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ICM Kalitesi;
A Hiicreler siki paketlenmis ve ¢ok sayida hiicre bir arada
B. Hiicreler arasi kiimelesme az, ancak ¢ok sayida hiicre bir arada

C. Cok az sayida hiicre bir arada

TE Kalitesi;
A. Epitel yap1 yakin dizilimli ve sik1 paketlenmis
B. Epitel yap1 daha az hiicreye sahip

C. Epitel yapida hiicre yok denecek kadar az

S.ekil 9: En lyi Kalite, Iyi Kalite ve Orta Kalite Blastosistler
(Istanbul Memorial Sisli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)

2.6. Preimplantasyon Genetik Tam

Preimplantasyon Genetik Tan1 (PGT), genetik biliminin gelismesiyle birlikte
implantasyon = oOncesi  asamasindaki  embriyolarin  kromozomal  agidan
degerlendirilmesi olarak tanimlanabilmektedir. Embriyo transferi Oncesinde,
embriyolar heniiz blastosist asamasinda iken alinacak 5-6 hiicrenin incelenmesi
embriyonun genetik yapisi ile ilgili 6n bilgi verebilmektedir [70]. Bu tan1 testi ile
yasamla  bagdasabilecek  sayisal ve  yapisal kromozomal anomaliler
saptanabilmektedir. Ozellikle, yardimei iireme teknikleri ile ebeveyn olmak isteyen
ve canli doguma ulagma siiresini kisaltmay1 amaglayan bireylere ekstra bir embriyo
secim imkan1 sunmaktadir. Bununla birlikte, saglikli bireyi olusturabilecek kromozom
sayisina ve/veya yapisina sahip embriyolarin belirlenmesi ve implantasyon ihtimali
olmayan; abortusla sonuglanabilecek embriyolarin gereksiz transferinin Oniine

gecebilmesi saglanmaktadir.
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PGT, diinyada ilk kez Handyside ve arkadaslar1 tarafindan cinsiyete baglh
hastaliklar i¢in embriyolarin implantasyon dncesinde cinsiyetlerinin belirlenmesi igin
kullanilmustir [71]. 1968 yilinda Gardner ve Edward tarafindan yapilan bir ¢alismada
ise tavsan embriyosuna ait hiicrelerden biyopsi alinarak X kromozomuna ait kromatin
yapilar1 incelenmistir [72]. Insan embriyolar1 i¢in PGT, diinyada ilk kez polar cisim
biyopsisi ile 1987 yilinda uygulanmis, Verlinsky ve arkadaglar tarafindan uluslararasi
bir kongrede bildirilmistir [73]. Ulkemizde ilk olarak 1997 yilinda Prof. Dr. Semra
Kahraman ve arkadaslar1 tarafindan uygulanmistir. Boylece PGT, yardimer iireme
tekniklerinin yaygin hale gelmesi ve molekiiler genetik alanindaki yenilikler ile
diinyanin birgok yerinde rutinde kullanilmaya baslanmistir.

Klinikte kullanilan PGT’nin baslica kullanim alant andploidilerin
belirlenmesidir, buna andploidi taramasi i¢in yapilacak preimplantasyon genetik tani
(PGT-A) adi verilmektedir. Bu tan1 yontemi ile tekrarlayan gebelik kayiplari basta
olmak iizere siddetli erkek faktorii gibi vakalarda embriyoya ait kromozomal
anomaliler implantasyon oncesinde tespit edilebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda ileri
anne yasina bagli tekrarlayan abortus vakalarinda andploidi artisi izlenmektedir
[74,75]. PGT-A ile kromozomlari belirlenen ve sayisal anploidilerin ekarte edildigi
vakalarda abortus oranlarinda azalma ve basarili implantasyon goriilmektedir. Buna
karsin, 2019 yilinda Irani ve arkadaslari tarafindan yapilan bir klinik calisma
sonrasinda Oploid embriyo transferinin ileri maternal yasta gebelik oranlarim

degistirmedigi sonucuna vartlmistir [76].

2.6.1. Trofektoderm biyopsisi

ICSI islemini takiben S5.giinde embriyo ve/veya embriyolarin blastosist
asamasina ulagmasi beklenmetedir. ICSI sonras1 normal fertilize izlenen oositlerden
gelisen embriyolarin yaklagik %40°1 blastosist adi verilen farklilasmis evreye
ulagsmaktadir. Blastosist asamasindaki bir embriyo i¢ hiicre kitlesi (ICM), blastosol
kavite ve dis hiicrelerden olugmaktadir [67]. Embriyonun i¢ hiicre kitlesi, ICM yani
bebegi olusturacak hiicrelere; dis hiicresi yani trofektoderm (TE) hiicreleri ise bebegin
esi olan plasentay1 olusturacak hiicrelere farklilasir. PGT-A bu anlamda 5.gline ulasan
blastosistlere ait TE hiicrelerinden alinacak yaklasik 5-6 hiicreye ait biyopsi 6rnekleri

incelenerek uygulanmaktadir.
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Genetik biliminin gelismesiyle adindan s6z edilen polar cisim biyopsisi ve
blastomer biyopsisine nazaran TB islemi daha avantajlidir. TB isleminde biyopsi
materyali embriyonun, plasentay1 olusturacak olan TE hiicrelerinden elde edilecek
hiicre gruplarini igerdigi i¢in embriyonun canliligi agisindan en az dneme sahip olmasi
beklenmektedir. Bu islem ile embriyonun bebegi olusturacak hiicrelerine; i¢ hiicre
kitlesine dokunulmayacagindan embriyo daha az etkilenmis olacaktir [77]. TB
isleminin bu yondeki diger bir avantaj1 ise embriyolarin kiiltiir ortaminda yaklagik 5
giin siire ile incelenmesi sonrasinda 5.giine ulasamayan embriyolara herhangi bir islem
yapilamayacak olmasidir. Besinci gline kadar gelisimini devam ettirmeyen ve
blastosist asamasina ulasamayan embriyolar igin andploidilerin arttigt  ve
implantasyon oranlarinin azaldigini1 gosteren ¢aligmalar literatiirde mevcuttur. Coll ve
arkadaslar1 TE biyopsisi ve klivaj donem uygulanan blastomer biyopsisine dair
arastirma yapmis ve TE uygulanan embriyolarda daha yiiksek 0ploidi orani oldugunu
belirtmislerdir [78]. Bu baglamda TB isleminde embriyolarda 6ploidi sansinin arttigi
ve Oploid embriyo bulma ve/veya daha yiiksek implantasyon basarisina sahip olacagi
diisiiniilen embriyolarin se¢imine imkan sunabilecegi diisiiniilmektedir. 2013 yilinda
Scott ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alisma bulgulart gbéz Oniinde
bulunduruldugunda yalnizca blastosist asamasina ulasan embriyolara TB yapilmasi

onerilmistir [79].
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Trofektoderm

Biyopi 6ncesi blaztokist azamazmdaki hatching embriyo Embriyo holding pipetle tatulur

Lazer 1zmlar ya da zadece biyopsi pipetini holding pipetine Biyopsi sonraz normal gelizimine devam
stirterek trofoektoderm hiicreleri blastokisten ayrstirilr. eden blastokizt

' Sekil 10: Trofektoderm biyopsi islemi
(Istanbul Memorial Sigli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)
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3. MATERYAL METOD

Calismamiz T.C. Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’na sunuldu. 07.04.2022/24 say1 ve 24.03.2022 tarihli yerel etik kurul onay1
alind1.

01.04.2022 — 01.10.2022 tarihleri arasinda Istanbul Ozel Memorial Sisli
Hastanesi Tiip Bebek Laboratuvari biinyesindeki Embriyoloji Laboratuvari’nda

prospektif olarak yiiriitiilen bu ¢alismaya;

. > 3 kez gebelik kayb1 yasayan
. 38 yas ve/veya alti
. Mutlak PGT-A uygulanacak

. Siirekli Embriyo Izleme Sistemleri’nde takip edilecek

vakalar dahil edildi,

. Siddetli Erkek Faktorii (Azoospermi, kriptozoospermi, vb.)
. Tekrarlayan Implantasyon Basarisizlig1
. Endometrial Faktor (ince endometrium, endometriozis vb.)

. Tek Gen Hastaligi

. Translokasyon Tastyicilig

bulunan vakalar ¢alismaya dahil edilmedi.

Calismaya tekrarlayan gebelik kaybi dykiisii bulunan 100 vaka dahil edildi.

Kontrol grubu olarak belirlenen agiklanamayan infertil grubunda ise 90 vaka yer aldi.

Calisma toplamda 190 vaka {izerinden ilerledi.
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3.1. Ovulasyon indiiksiyonu

Istanbul Ozel Memorial Sisli Hastanesi Tiip Bebek ve Ureme Genetigi
Merkezi’'ne bagvuran ve calismada yer alan 190 vakaya folikiil gelisiminin
tetiklenmesi, ovulasyon zamanlamasinin yapilmasi ve ¢ok sayida oosit elde edilmesini
saglamak amaciyla oviilasyon indiiksiyonu (OI) uygulandi. OI bu vakalarda
menstrilasyonun ikinci giiniinde cesitli dozlarla rekombinant folikiil stimiile edici
hormon (rFSH) veya FSH+LH kombinasyonu olan Human Menopozal
Gonadotropinler (HMG) ile saglandi. Ovulasyon indiiksiyonunda rFSH kullanimi
veya HMG kullaniminda doz secenekleri her vakada farklilik gdsterdi. Doz se¢imi
vakalarin viicut kitle indeksleri, yaslari, anti-miillerian hormon (AMH) diizeyleri ve
over yanitma gore belirlendi. VKI normal siirlarda olan vakalarda baslangig¢ dozu 75-
150 internasyonel unit (IU) olarak ayarlandi. Ayrica over yanitina gore, dozlar
kademeli olarak arttirildi. Buna karsin, ¢alismamizda vakalardan bagimsiz olmak
tizere 600 IU/giin dozun tizerine ¢ikilmadi.

Calismamizda ovulasyon indiiksiyonu uygulanan vakalara 6zgii doz se¢imi
yapildiktan sonra kandan estrodiol (E2) degeri ol¢iimii yapildi. E2 degeri 600-1500
pg/ml arasinda oldugu belirlenen vakalarda ise hCG enjeksiyonu ile trigger yapilarak

yumurta toplama iglemi planlandi.

3.2. Oosit Toplama

Ovulasyon indiiksiyonu ve kontrollii over stimiilasyonu (KOS) sonrasi hCG
enjeksiyonundan yaklasik 36 saat sonra yumurta toplama islemi (OPU), transvajinal
ultrason esliginde sedasyon ile embriyoloji laboratuvarina bagli islem odasinda
gerceklestirildi. OPU isleminin gergeklestirilecegi laminar hava akim kabini
calistirild1 ve yeterli sayidaki petri kab1 37 dereceye ayarlanmis 1sitici tabla iizerine
yerlestirildi. OPU sirasinda, aspire edilen folikiil sivisinin igerigi laminar hava akim
kabini igerisinde alttan aydinlatmali stereo mikroskobu kullanilarak incelendi ve oosit-
kiimiiliis kompleksleri (KOK) ayiklandi. Ayiklanan KOK’lar bir gece onceden
isitilmig ve tizeri parafin yag (LifeGlobal®, Seattle, ABD) ile kaplanmis %5 HSA
icerikli HEPES tamponlu soliisyon (LifeGlobal®, Seattle, ABD) igerisinde steril cam
pastor pipeti (Origio) kullanilarak aktarildi. KOK’lar bu medyum igeriSinde birkag kez
yikanarak folikiil sivisi igeriginden uzaklastirildi. OPU islemi bittiginde HEPES
tamponlu medyum (LifeGlobal®, Seattle, ABD) igerisinde kiimiiliisler igin belli bir
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oranda disseksiyon igslemi gerceklestirildi, bir giin 6nceden hazirlanmis ve gazlanmig
kiiltiir ortamina (HTF) (LifeGlobal®, Seattle, ABD) aktarildi. KOKlar %5,8 COx,
%5.0 O: ve 37°C’deki inkiibatdrde deniidasyon islemine kadar yaklasik 3 saat
bekletildi.

Sekil 12: HEPES tamponlu medyumda KOK gdriiniimleri
(Istanbul Memorial Sisli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)

3.3. Deniidasyon ve ICSI

OPU islemi sonrasi 3.saatte deniidasyon islemi gergeklestirilmek {izere
KOK’lar inkiibatorden ¢ikarildi. Oositi gevreleyen kiimiiliis-korona kompleksi, islem
sabah1 hazirlanmis %5 HSA icerikli HEPES tamponlu (LifeGlobal®, Seattle, ABD),
Hyaliironidaz enzimi (Irvine Scientific®, ABD) igerikli medyuma aktarilarak hem
mekanik hem enzimatik yolla uzaklastirildi. Bu islem sirasinda KOK’lar yaklasik 10-
20 saniye enzim ile muamele edildi. Oositler dis ¢eperinde yalnizca zona pellusida
kalacak sekilde deniide edildi. Deniide edilen oositler igin stereo mikroskop altinda

matilirasyon kontrolii yapildu.
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. Sekil 13: Stereo Mikroskop
(Istanbul Memorial Sisli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)

Metafaz II (MII) asamasindaki olgun olarak degerlendirilen oositler ICSI igin
ayrilarak %5.6 CO2 , %5.0 O2 ve 37 C’deki inkiibatérde ICSI i¢in yaklagik yarim saat
bekletildi. intrasitoplazmik Morfolojik Olarak Secilmis Sperm Enjeksiyonu (IMSI) ile
secilen spermler islem sabahi hazirlanmis HEPES tamponlu ICSI petrisine (Falcon®,
Corning, ABD) aktarildi. ICSI petrisi %5 HSA igerikli HEPES tamponlu bir sperm
havuzu, polivinilprolidon (PVP) damlacigi, IMSI damlacig: ve toplamda 5 adet oosit
damlacig1 barindiracak sekilde hazirlandi ve lizeri 4 ml parafin yag ile kapland.
MetafazIl oositler, ICSI i¢in petrideki oosit damlaciklarina aktarildi. Germinal vezikiil
(GV) ve Metafaz I (MI) asamasindaki oositler isleme alinmadi.

Tutucu (Holding) pipet (Optimas®, Tiirkiye) ve ICSI pipetleri (Optimas®,
Tiirkiye) mikromanipiilatorde uygun pozisyona alindi. Hazirlanan ICSI petrisi
mikromanipiilator iizerindeki 1sitici tablaya yerlestirildi. ICSI pipeti ile sperm
havuzundan alinan sperm hiicrelerinin PVP (Irvine Scientific®, ABD) aktarilmasi
saglandi. PVP’de kuyruklar kirildi ve hareketsiz hale getirilerek pipet icerisine aspire
edildi. Oosit damlacigina gidilerek her bir oositin polar cisimcigi saat 12 hizasinda
olacak sekilde saat 3 hizasindan oosit igerisine girilip sitoplazma hafifce aspire edildi
ve aspire edilen sitoplazma spermle birlikte yeniden oosit sitoplazmasi igerisine
birakildi. Bu islem her bir oosit i¢in tekrarlandi. ICSI tamamlanmasi sonrasi oositler
%S5 HSA igerikli kiiltiir mediumu ile hazirlanmis ve {izeri 2 ml parafin yag ile
kaplanmis 16 kuyucuklu EmbryoSlide (VitroLife®, Sweden)’a aktarildi. SEIS’te
takibe alindu.
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Sekil 15: Siirekli Embriyo izleme Sistemleri
(Istanbul Memorial Sigli Hastanesi IVF Laboratuvarina ait fotograflar kullanilmistir.)

3.4. SEiS’te Fertilizasyon Kontrolii ve Embriyolara ait Morfolojik

Degerlendirmelerin Yapilmasi

ICSI sonras1 16-20.saatte fertilizasyon kontrolii i¢in PN skorlamasi yapildi. Her
bir oositteki PN’ler degerlendirildi. 2PN varlig1 normal fertilizasyon, 1PN varlig1
monoPN, ti¢ PN varlig1 3PN olarak smiflandirildi. Ayrica, PN goriinme ve silinme
zamanlar1 incelendi. ICSI sonrasi yaklasik 24-26.saatte ilk klivaj kontrolii yapildi.
28.saat sonras1 gecikmis klivaj olarak degerlendirildi. Klivaj varlig1 saptandiginda
blastomerler arasi boyut esitligi even veya uneven olarak siniflandirildi. Ayrica,
embriyonun 1 blastomerli evreden 3 blastomerli evreye ve 2 blastomerli evreden 5
blastomerli evreye boliinmesi direkt klivaj olarak adlandirildi. Buna ek olarak 2

blastomerli evreden 3 blastomerli evreye gegis saatinin 5 ve/veya altinda olmasi yine
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direkt klivaj olarak degerlendirildi. Embriyolara ait fragmantasyon varlig: yiizdesel

olarak hesaplandi.

d. ‘Direct’ 13 and b. Rapid 1—-3

no time at 2 cells (=5 hours at 2 cells)

D P 1-3 D D P ores
=

13-12
Sekil 16: Direkt ya da Rapid Klivaj (123 ) sematize agiklamasi

Ucgiincii giin gelisiminde embriyolar 6-10 blastomerli, >%5 fragmantasyon ve
esit biiytlikliikte blastomere sahipse (blastomer even, BE) Grade | olarak ; 6-10
blastomerli >%10 fragmantasyon ve blastomerler arasi biiyiikliikteki esitsizliklere
(blastomer uneven, bue) sahipse Grade Il olarak ; 6-10 blastomerli >%15
fragmantasyon ve blastomerler arasi esitsizliklere (blastomer uneven, bue) sahipse
Gradelll olarak simiflandirildi. Ugiincii giinde >5 blastomerli embriyolar yavas gelisen
embriyo (YGE), >3 blastomerli embriyolar ise gelisimini durdurmus embriyo (GDE)
olarak degerlendirildi.

Dordiincii giin gelisiminde; Morula, Kompakte ve Kavitasyon baslangici
olarak degerlendirilen embriyolar Grade 1 olarak smiflandirildi. Embriyolardaki
vakuol ve/veya ayri blastomer varlig1 izlenmesi halinde skor bir grade diisiirtildii. Ayri
blastomer varlifi iceren morula, kompakte veya kavitasyon baslangicindaki
embriyolar Grade II olarak degerlendirildi. Blastomerler arasi konturlarin
kaybolmadigr ve >10 blastomerin sayilabildigi embriyolarda blastomerler arasi
esitsizlikler varsa embriyolar dordiincii giinde Grade II, yoksa Grade III olarak
siniflandirildi. <10 blastomerli embriyolar dordiincii giinde Grade IV veya gelisime
gore GDE olarak degerlendirildi.

Besinci giin embriyo gelisiminde blastosist asamasina ulagsan embriyolar
Gardner skorlamasima gore yapildi. En lyi Kalite (TQ), Iyi Kalite (GQ), Orta Kalite
(MQ) ve Zayif Kalite (PQ) olarak degerlendirmeye alindi. Blastosist agamasina
ulagamayan embriyolar YGE veya GDE olarak kabul edildi. 6AA, 5AA, 4AA olarak
degerlendirilen blastosistler TQ ; 6AB, 6BA, 5AB, 5BA, 4AB, 4BA, 3AB blastosistler
GQ; 6BB, 5BB, 4BB, 3BB embriyolar MQ olarak siniflandirildi. Blastosist
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asamasindaki embriyolarda ICM ve TE hiicreleri gruplarina katilmayarak ayri halde
dominant kalan blastomerler ayr1 blastomer olarak adlandirildu.

Her bir embriyo icin SEIS’te EmbryoViewer (VitroLife®, Sweden)’a
kaydedildi. Kayit sonras1 PNa, PNf, t2, t3, t4, t5, t6, t8, t9, tSC, tM, tSB, tB, tEB
parametreleri not edildi. Tiim mitoz bdliinme zamanlar1 ICSI sonrast saat birimiyle

verildi.

Sekil 17: EmbryoViewer Modiilii ve Embriyolara ait boliinme zamanlamalari

3.5. Trofektoderm Biyopsi Islemi

Trofektoderm biyopsi (TB) islemi, embriyoya ait morfolojik degerlendirme ve
siiflandirilma yapilmasi sonrasinda embriyonun gelisimi agisindan kendisini tolere
edebilecek; yeterli hiicre sayisina sahip ve belirli ekspansiyona ulagsmis besinci veya
altinci giinde blastosist evresindeki embriyolara uygulandi. TB isleminin blastosist
evresinde saglikli bir sekilde yapilabilmesi i¢in embriyo gelisiminin 3. giiniinde, dis
blastomerler arasinda olusan kaviteyi ¢evreleyen ZPnin her biri 8 milisaniye olan ve
10 um genisliginde lazer atig1 ile agildi (assisted hatching), bu islem ile blastosist
asamasinda yeterli ekspansiyona ulasan embriyolara ait belirli hiicre gruplarinin
ZP’dan digar1 salinmasi (hatching) saglandi.

TB isleminin hemen 6ncesinde embriyolar, tizeri dnceden 4 ml parafin yag

(LifeGlobal®, Seattle, ABD) ile kaplanmig Ca2+ / Mg2+ igerikli %20 insan serum
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albumin (HSA) (LifeGlobal®, Seattle, ABD)’li HEPES tamponlu kiiltiir soliisyonuna
(LifeGlobal®, Seattle, ABD) aktarild1 ve i¢ ¢capt 30 um’lik biyopsi pipeti (Optimas®,
Tiirkiye) ile yaklasik 5-6 trofektoderm hiicresi yavas ve kontrollii sekilde aspire
edildi. Alinan TB ornekleri fosfat tampon soliisyonu (PBS)’nda yikanarak her biri
yaklasik 1 ml PBS igerikli eppendorf tiip icerisine ¢ap1 yaklagik 135 mikrometre olan
biyopsi pipeti kullanilarak total voliim 2 ml olacak sekilde aktarildi (tiibing islemi).
PBS’e aktarilan biyopsi 6rnekleri ¢alisilincaya dek -20°C’de muhataza edildi.
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3.6. Istatistiksel Analiz

Calismamizda veriler SPSS v. 12 (IBM SPSS Statistics for Windows, Version
12.0. Armonk, NY: IBM Corp.) programi kullanilarak analiz edildi. Calisma
gruplarinda yer alan parametrelerin normal dagilima sahip olup olmadig: Shapiro Wilk
testi ile incelendi.

Normal dagilima uyan parametreler i¢in Student t-test; uymayan
parametrelerin  karsilagtirilmasinda ise non-parametrik Mann Whitney U test
kullanildi. Normal dagilima sahip veriler ortalama + standart sapma, normal dagilima
sahip olmayan veriler ise minimum-maksimum olarak, kategorik veriler ise yiizde
olarak gosterildi. Bagimsiz gruplarin ortalamalari arasindaki karsilastirmalar ANOVA
test ile yapildi. Anlamli ¢ikan gruplarda anlamlili§in hangi gruplar arasinda olduguna
Bonferroni test ile bakildi. Ayrica, kategorik verilerin karsilastiriimasi Ki-kare testi ile
yapildi.

Calismamizda verilerin istatistiksel analizi sonrasi hangi testin hangi
parametreler i¢in kullanildigi Bulgular basligi (Bkz. 4.Bulgular) altinda yer alan her
bir tablonun altinda belirtildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplarin Demografik Ozelliklerinin Karsilastirilmas:
Calisma Nisan 2022 — Kasim 2022 tarihleri arasinda Istanbul Ozel Memorial

Sisli Hastanesi Tiip Bebek ve Ureme Genetigi Merkezi biinyesinde Embriyoloji

Laboratuvarinda TGK grubunda 100 ; Al grubunda 90 vaka ile yapilmustir.

Tablo 3: TGK ve Al gruplarinin demografik ve klinik 6zellikleri

Demografik ve Klinik TGK (n=100) Al (n=90)

Ozellikler Ort.+Std. Ort.+Std. p-degeri
Maternal Yas 33,12+ 3,70 33,93+3,21 ,153
Paternal Yas* 35,561+ 4,48 36,44+5,24 ,189

Kadm VKI 24,48 + 4,50 23,04+3,80 ,009

D3 FSH 8,96 + 3,27 8,79+2,34 ,931

AMH 2,62+1,92 2,80+1,57 ,104

Infertilite Siiresi (yl) 4,37 +292 3,71+£3,49 ,043

Deneme Sayisi 2,86 +2,24 2,21+1,87 ,033

Toplam Stimulasyon Siiresi 11,18 £1,56 11,01+1,32 434
(Giin)*

Trigger giinii >17 mm folikiil 6,49 + 3,45 7,02+2,89 ,154

Trigger giinii <16 mm folikiil 5,43+ 3,53 5,90+3,90 ,450

OPUda alinan toplam oosit 10,88 + 5,70 11,4445,02 ,433

Ml 9,47 + 4,88 9,69+4,08 579

2PN* 7,81+ 4,05 7,96+3,40 ,785

% Matiirasyon 88,50 + 12,65 86,72+13,87 ,438

% Fertilizasyon 84,29 + 15,18 83,24+14,30 470

% Blastulasyon 71,57 +£20,91 69,87+21,31 ,585

VKIi: Beden kiitle indeksi, FSH: Folikiil uyaric1 hormon, AMH: Antimullerian hormon, PN: Proniikelus. *Normal dagilima uyan
parametreler Student t-test ile analiz edildi. Diger parametrelerin karsilastirilmasinda non-parametrik Mann Whitney U test
kullanildu. Istatistiksel anlamlilik diizeyinde (p<0,05) bulunanlar koyu renk olarak belirtilmistir.

Calismaya katilan TGK olgularinda yaslar 23 ile 39 arasinda ; Al grubunda ise
24 ile 38 arasinda degismekte olup, ortalamalar 33,12+3,70; 33,93+3,21 yas olarak
saptanmistir.

Olgularin D3 FSH, AMH, Toplam Stimiilasyon Siiresi, Trigger Giinii >17 mm
ve <16 mm folikiil Folikiil Sayilari, OPU’da Alian Toplam Oosit Sayis1, MII Oosit
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Sayis1, Normal Fertilize Olan Oosit Sayist gruplara gore istatistiksel olarak anlaml
farklilik gostermemektedir (p>0,05).

Matiirasyon, Fertilizasyon ve Blastulasyon yiizdeleri acisindan iki grupta da
anlaml fark saptanmamustir (p>0,05).

TGK grubunda oosit matiirasyonu %88,50; fertilizasyon %84,29; blastulasyon
ise %71,57°dir. Kontrol grubu olan Al grubunda oosit matiirasyonu %86,72;
fertilizasyon %83,24; blastulasyon %69,87 olarak bulunmustur.

Kadin VKI, infertilite Siiresi ve Deneme Sayis1 dikkate alindiginda gruplarda
istatistiksel anlamlilik mevcuttur (p<0,05).

Calismamizda maternal ve paternal yas, viicut kitle indeksi ve ayr1 blastomer
varhginda TGK ve Al grubunda embriyo morfokinetigi incelenmis; maternal yas,
embriyo morfolojisi ve viicut kitle indeksinin embriyo morfokinetiginde degisiklikler

ortaya ¢ikardig1 goriilmiistiir.
4.2. TGK Grubunda Yapilan Istatistiksel Analizler

TGK olgularinda ileri maternal yas olmast durumunda morula asamasindan
sonra siireglerin uzadig1 gézlenmistir (p<0,001).

TGK grubunda morfokinetik parametrelerin embriyo kalitesine bagli olarak 4.
giine kadar degistigi belirlenmistir (p<0,001).

Viicut kitle indeksinin 30 ve tizeri oldugu durumlarda siireclerin daha kisa veya
uzun seyrettigi ve istatistiksel anlamlilik gosterdigi goriilmiistiir (p<0,021; p=0,017).
Ayrt blastomer varligmin embriyo morfokinetigini degistirmedigi gortilmiistiir
(p>0,05). Gruplarda VKi’nin 25 ve alti oldugu durumda PGT-A sonuglar ile
istatistiksel anlamlilik saptanmistir (p<0,05).

TGK olgularinda maternal ve paternal yasin PGT-A sonuglarini 6ploidi ve
andploidi acisindan anlamli bir sekilde degistirmedigi goriilmiistiir (p>0,05).

TGK olgularinda embriyo genetigine bagli olarak morfokinetik parametrelerde
yalnizca tEB asamasinda istatistiki anlamlilik bulunmustur, ancak Al grubunda t8,
tSB, tB, tEB, t2-t8 asamalarinda &ploid ve andploid embriyolarin farkli seyrettigi

goriilmiis ve istatistiksel anlamlilik bulunmustur.
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Tablo 4: TGK Grubunda PGT-A Uygulanan Embriyolarin Morfokinetik
Ozelliklerinin Karsilastirilmasi

PGT Sonug N Ortalama Minimum p-degeri

Std. Sapma Maksimum

PNa Mozaik 36 8,24+1,77 4,99-12,56 ,132

Euploid 157 7,97+1,58 4,89-15,40
Andploid 165 8,38+2,08 4,73-22,14

PNf Mozaik 35 23,64+3,57 16,64-30,38 , 7136
Euploid 157 23,40+3,19 15,89-31,90
Andploid 164 23,21+3,23 16,15-34,30

12 Mozaik 36 26,124+3,53 19,69-33,38 ,695
Euploid 161 25,77+3,35 14,22-35,90
Andploid 169 25,61+3,26 18,65-37,05

t3 Mozaik 36 36,47+5,03 25,88-46,85 921
Euploid 161 36,48+4,54 23,65-47,27
Anoploid 169 36,67+4,30 26,49-50,19

t4 Mozaik 36 38,41+4,83 30,66-47,50 ,851
Euploid 161 38,11+4,21 29,50-50,13
Andploid 169 37,96+4,52 28,12-57,10

t5 Mozaik 36 49,05+7,40 34,45-64,66 ,846
Euploid 160 49,25+6,54 32,33-62,65
Anoéploid 169 49,62+7,25 30,38-79,71

6 Mozaik 36 52,65+6,85 34,45-65,67 ,878
Euploid 158 52,43+6,25 38,76-71,42
Andoploid 168 52,14+6,87 32,80-80,95

t7 Mozaik 34 54,25+6,68 42,17-67,42 ,804
Euploid 150 54,52+6,87 39,76-78,92
Andploid 162 54,95+7,43 41,76-85,21

8 Mozaik 36 58,35+6,96 42,17-71,83 ,592
Euploid 157 56,89+8,19 39,76-93,44
Andoploid 164 57,49+8,69 43,04-88,53

t9 Mozaik 35 67,77+9,94 48,09-85,47 ,643
Euploid 154 66,96+9,42 42,86-93,44
Andploid 160 67,86+9,10 48,91-92,29

tSC Mozaik 35 77,73+£9,37 57,84-95,43 417
Euploid 157 76,90+9,58 46,53-105,80
Andploid 156 78,29+8,98 60,65-113,94

t™M Mozaik 35 86,72+8,47 71,78-102, 26 531
Euploid 156 86,16+8,65 65,82-112,31
Andploid 159 87,27+8,83 64,63-117,94

tSB Mozaik 34 97,26+7,26 86,67-111, ,593
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Euploid 150  96,24+8,85 62,95-118,85
Anéploid 154 = 97, 20+8,83 68,47-120,27
tB Mozaik 34 105,46+7,68 92,08-123,04 ,154
Euploid 146 103,37+8,16 81,74-127,09
Anéploid 140 97, 20+8,83 78,48-138,02
tEB Mozaik 29 | 113,41+7,08 103,64-128,04 ,024*
Euploid 126 109,66+7,55 90, 25-132,46
Anéploid 119 = 111,46+7,28 89,73-132,97
t2-t8 Mozaik 36 32, 2445,34 22,48-41,59 ,385
Euploid 157  31,01+6,47 21,26-65,19
Anéploid 163 = 31,91+7,01 22,26-57,18
t8-tM Mozaik 35 28,5545,72 18,86-38,70 493
Euploid 156 = 30,50+10,56 9,51-96,15
Anéploid 158 = 29,94+7,60 9,61-52,87
tSC- Mozaik 35 8,99+4,85 0,75-23,73 ,660
t™M Euploid 156 9,35+4,81 0,76-23,32
Anéploid 158  10,01+10,12 1,75-90,59
18- Mozaik 35 19,56+5,55 7,00-29,51 ,807
tSC Euploid 157  21,21+10,58 2,75-91,88
Anéploid 156  20,94+6,79 4,50-47,16
tM- Mozaik 34 10,80+5,13 3,76-20,48 ,346
tSB Euploid 147 11,51+8,93 2,51-101,64
Anéploid 151 10,31+5,30 2,10-29,08
tSB- Mozaik 28 15,38+4,29 6,86-24,88 ,590
tEB Euploid 125 15,00+5,57 6,75-45,04
Anoploid 118 15,35+5,40 7,75-49,05

Gruplar arasi karsilastirmalar ANOVA test ile yapilmistir. Anlamli ¢ikan gruplarda anlamliligin hangi gruplar arasinda

olduguna Bonferroni test ile bakilmistir. Tstatistiksel anlamhlik diizeyinde (p<0,05) bulunanlar koyu renk olarak belirtilmistir.

TGK olgularinda 6ploid, mozaik ve andploid embriyolara ait morfokinetik
parametreler arasinda istatistiksel anlamlililk  saptanmamigstir. Morfokinetik
parametreler embriyo kalitesine gore karsilastirildiginda; TQ embriyolarin t8, tM, tSB,
tB, tEB ve t2-t8 evrelerine GQ ve MQ embriyolara kiyasla daha kisa siirede ulastigi
gozlenmistir (t8: TQ vs GQ p=0,003, TQ vs MQ p= 0,022; tM: TQ - MQ p=0,003;
tSB: TQ - MQ p=0,004; tB: TQ - GQ p=0,034, TQ - MQ p<0,001; tEB: TQ - MQ
p=0,001; t2-t8 : TQ - GQ p=0,004, TQ - MQ p=0,027).
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30 yasin altindaki TGK olgularinda embriyo morfokinetigi dikkate alindiginda
t8-tM, t8-tSC ve tSB-tEB siireleri 36-38 yas araligindaki TGK olgularina gore daha
diisiik bulunmus, istatistiksel anlamlilik izlenmistir (p=0,002; p=0,002; p<0,001).

Tablo 5 : TGK grubunda maternal yas gruplarina gore embriyolarin morfokinetik

Ozelliklerinin karsilastirilmasi

Maternal n Ort.£Std. Min.-Maks. p-degeri
Yas
PNa <30 204  8,62+2,15 2,99-19,98
31-35 293 8,28+2,06 4,84-22,14 215
36-38 137 8,37+2,43 4,73-18,85
PNf <30 204  24,37+4,52 16,79-54,80
31-35 292 23,79+3,69 15,89-40,37 ,068
36-38 133  23,32+4,50 15,74-41,36
t2 <30 207  26,71+4,65 19,29-58,30
31-35 294  26,46+4,03 18,39-44,12 ,093
36-38 137 25,70+4,23 14,22-37,82
t3 <30 205  36,66+5,52 21,92-58,30
31-35 293  36,68+5,45 22,84-58,93 ,647
36-38 135  36,1745,47 20,06-55,14
t4 <30 204  38,7315,24 23,96-58,30
31-35 293  38,83+6,19 28,12-71,86 ,549
36-38 134  38,16+6,49 22,09-72,42
t5 <30 202  48,41+8,13 24,00-71,26
31-35 288  48,6318,51 30,33-83,89 ,963
36-38 132 48,51+9,49 29,57-93,86
t6 <30 200  51,82+7,32 30,12-72,01
31-35 283  52,92+8,81 32,04-85,20 ,335
36-38 128  52,06+9,50 31,57-93,86
t7 <30 190 55,12+8,31 30,12-85,54
31-35 255  55,56+9,39 35,29-100,96 ,550
36-38 122 54,46+10,00  38,57-106,31
t8 <30 200  58,07+9,72 35,38-98,30
31-35 267 58,84+10,62  39,76-104,46 ,611
36-38 120  57,91+9,64 42,17-91,27
t9 <30 198 67,29+10,53  35,38-106,05
31-35 258 67,96+11,40  42,78-115,97 237
36-38 119  65,89+10,97 42,86-93,11
tSC <30 191 77,88+10,73  41,13-117,07
31-35 246  78,81+£10,45  46,53-123,69 ,452
36-38 119  79,39+11,35  55,09-116,03
t™M <30 181  87,12+9,70 61,92-117,94
31-35 241  87,37+8,93 65,40-121,01 ,334
36-38 109 88,74+10,21  63,82-117,97
tSB <30 163  97,54+8,48 79,65-120,20
31-35 235  97,98+8,62 71,97-139,96 ,886
36-38 93 97,65+11,50  62,95-122,91
tB <30 145 104,11+8,20  85,15-127,03
31-35 203 104,28+8,37  78,48-138,02 ,144
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tEB

t2-18

t8-tM

tSC-tM

t8-tSC

tM-tSB

tSB-
tEB

36-38
<30
31-35
36-38
<30
31-35
36-38
<30
31-35
36-38
<30
31-35
36-38
<30
31-35
36-38
<30
31-35
36-38
<30
31-35
36-38

81
118
162

61
200
266
120
181
240
109
181
240
109
191
246
119
162
234

88
117
162

58

106,25+8,83
110,23+7,41
110,25+7,62
111,5346,71
31,34+7,71
32,62+9,24
32,61+7,74
29,75+7,58
29,14+7,79
33,79+14,62
9,16+4,78
9,74+8,66
9,96+5,46
20,42+7,02
20,14+7,18
24,07+13,73
10,86+6,02
11,19+7,89
12,49+8,98
14,55+3,88
14,87+4,10
17,7748,41

93,20-140,08
94,65-132,54
89,73-132,97
98,04-129,58
6,00-61,04
2,50-70,94
18,76-54,40
8,75-57,04
8,01-51,67
9,51-104,66
0,75-28,85
0,75-90,59
3,00-36,05
3,75-47,16
2,00-42,16
3,00-92,40
1,75-31,82
2,10-101,64
2,76-75,37
6,75-29,71
6,76-26,25
8,00-49,05

,466

222

<0,001
(<30 vs 36-38 yas
p=0,002)

o574

<0,001
(<30 vs 36-38 yas
p=0,002)
,246

<0,001
(<30 vs 36-38 yas
p<0,001)

Gruplar arasi kargilastirmalar ANOVA test ile yapilmustir. Anlaml ¢ikan gruplarda anlamliligin hangi gruplar arasinda
olduguna Bonferroni test ile bakilmugtir. Istatistiksel anlamlilik diizeyinde (p<0,05) bulunanlar koyu renk olarak belirtilmistir.

TGK olgularinda kadin yasinin morfokinetik 6zellikleri t8-tM, t8-tSc, tSB-tEB
asamalarinda etkiledigi gozlenmistir (p<0,001).

Tablo 6: TGK grubunda kadin VKI’in embriyolarin morfokinetik 6zelliklerine etkisi

VKi n Ort.£Std. Min.-Maks. p-degeri
PNa <25 385 8,61+2,23 4,84 22,14 ,014
25-29,9 193 8,14+2,21 2,99 18,85 (<25 vs 25-29,9
>30 56 7,96+1,38 5,39 12,53 p=0,045)
PNf <25 375 24,14+4,28 16,02 54,80
25-29,9 199 23,294+4,19 15,74 40,37 ,056
=30 55 24,2142 ,89 18,40 34,98
12 <25 380 26,54+4,33 14,22 58,30
25-29,9 = 200 26,04+4,55 18,39 44,12 ,396
=30 58 26,50+2,88 21,35 35,98
13 <25 379 36,76+5,60 21,92 58,93
25-29,9 196 35,89+5,54 20,06 53,55 ,066
>30 58 37,56+4,06 22,09 48,71
t4 <25 379 38,88+5,69 23,96 66,63
25-29,9 = 195 38,01+6,40 28,12 72,42 ,156
>30 57 39,41+6,04 22,09 63,10
t5 <25 374 48,40+7,95 24,00 79,01
25-29,9 192 48,09+9,64 29,57 93,86 ,088
>30 56 50,91+8,69 35,23 79,71
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t6 <25 368 52,29+7,47 | 30,12 @ 91,27 023
25-20.9 189 51,72+10,09 31,57 93,86 (<25 vs >30
>30 54 55304870 43,15 8520  p=0,045; 25-29,9 vs
>30 p=0,019)

t7 <25 344 54974798 = 30,12 91,27
25-29,9 170 54,71+10,92 3529 = 106,31 ,062
>30 53  57,98£9,98 47,01 = 86,79
t8 <25 360 58,314959 3538 98,30
25-299 175 58,22+11,28 39,76 = 104,46 705
>30 52 = 59,50+9,64 47,01 92,04
t9 <25 352 67,65+10,48 3538 106,05
25-29,9 171 66,49+11,80 42,78 = 11597 522
>30 52  67,58+12,06 49,05 110,63
tSC <25 339 78,36+10,29 41,13 113,94
25-29,9 166 = 79,20+11,46 52,80 = 123,69 ;705
>30 51  78,46+11,39 58,32 117,07
tM <25 322  87,46+9,18 64,63 117,97
25-299 160  88,26+9,92 61,92 121,01 337
>30 49  86,03+9,85 63,82 117,53
tSB <25 311 98,5248,60 79,65 122,91 043
25-29.9 144  96,20£10,59 62,95 = 139,96 (<25 vs 25-29,9
>30 36 97,59+7,05 86,44 115,39 p=0,036)
tB <25 267 104,83+8,33 85,15 140,08
25-299 129 103,72+8,94 78,48 138,02 265
>30 33  106,11+6,82 94,05 119,34
tEB <25 210  110,43+7,17 92,42 132,54
25-29.9 104 109,83+8,04 89,73 132,97 ,100
>30 27  113,25+586 102,39 125,60
t2-t8 <25 359  31,79+8,13 6,00 69,80
25-29,9 175  32,60+9,12 2,50 70,94 315
>30 52 = 334248732 2426 63,00
t8-tM <25 321  30,07+9,76 8,01 104,66 021
25-299 160  31,66+9,93 10,76 78,60 (25-29,9 vs >30
>30 49  27,41+7,56 9,61 52,87 p=0,021)
tSC-tM <25 321 9,71+7,80 75 90,59
25-29,9 160  9,65+5,31 75 28,04 566

230 49 8,58+5,26 1,85 36,05

t8-tSC <25 339  20,79+9,35 2,00 92,40
25-29,9 166  22,2849,15 3,00 69,83 ,057

=30 ol 19,08+5,87 7,75 33,31

tM-tSB <25 309 11,53+7,64 2,10 101,64

25-29,9 139 10,41+7,64 1,75 75,37 ,143
=30 36 12,93+6,06 3,52 32,37
tSB-tEB <25 207 14,60+3,83 6,75 29,71 ,013
25-299 104  16,32+6,96 7,91 49,05 (<25 vs 25-29,9
>30 26 16,26+5,25 8,25 32,01 p=0,017)

Gruplar aras1 karsilastirmalar ANOVA test ile yapilmistir. Anlamli ¢ikan gruplarda anlamliligin hangi gruplar arasinda
olduguna Bonferroni test ile bakilmustir. Istatistiksel anlamhhk diizeyinde (p<0,05) bulunanlar koyu renk olarak belirtilmistir.

TGK grubunda maternal ve paternal yasin embriyo ploidisi tizerine etkisi
bulunmamustir (p=0,278; p=0,416).
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TGK grubunda maternal ve paternal yasmn, VKI’nin, ayr1 blastomer varliginin
ve direkt klivaj bulgularinin 6ploidi ve andploidi oranlarini istatistiksel olarak anlamli

bir sekilde degistirmedigi gortlmistiir (p>0,05).

Tablo 7: TGK grubunda erkek yasinin PGT-A Sonuglarina Etkisi

PGT Sonuc
Erkek Yas Oploid Mozaik Anéploid p-degeri
(n=158) (n=58) (n=169)
<39 (n=312) 129 (%41,3) 49 (%15,7) 134 (%42,9)
40-49 (n=71) 27 (%38) 9 (%12,7) 35 (%49,3) 0,416
>50 (n=2) 2 (%100) 0 0

Gruplar arasi karsilagtirmalar Ki-Kare testi kullanilarak yapilmastir.

TGK grubunda kadin VKi’nin embriyo ploidisine etkisi goriilmemistir
(p=0,149).

Tablo 8: TGK Grubunda kadin VKi’nin PGT-A Sonuglarma Etkisi

) PGT Sonuc
KadgggRt Oploid Mozaik Anoploid  p-degeri
(n=158) (n=58) (n=170)
<25 (n=242) 04 (6388) 32 (%132) 116 (%47,9)
25-29,9 (n=111) 51(%459) 22 (%198) 38 (%342) 0,149
>30 (n=33) 13 (%39.4)  4(%121) 16 (%48.5)

Gruplar arast karsilastirmalar Ki-Kare testi kullanilarak yapilmistir.

Gruplarda embriyo kalitesi goz oniinde bulunduruldugunda; kadin yasinin
embriyo kalitesi tiizerinde istatistiksel olarak anlamli olabilece§i saptanmistir
(p=0,005). Kadin yas1 <30 oldugunda TQ embriyo elde etme oran1 %54’ken 36-38
yaglar1 arasinda bu oran %44’e kadar azalmaktadir. Paternal yasin ise bu grupta bir

etkisi goriilmemistir (p=0,983).
4.4. Al Grubunda Yapilan Istatistiksel Analizler

Al grubunda embriyolarin morfokinetik 6zelliklerinin embriyo kalitesi ile
karsilastirilmasi sirasinda t8, tSB, tB, tEB, t2-t8 asamalarinda 6ploid ve andploid
embriyolarin farkli seyrettigi saptanmistir (p>0,010; p>0,016; p>0,003; p>0,017;
p>0,009). Buna ek olarak mozaik embriyolar ve andploid embriyolar géz Oniinde
bulunduruldugunda t9, tSB, tB, tEB siirelerinde anlaml1 farklilik izlenmistir (p>0,035;
p>0,031; p>0,012; p>0,012).
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Tablo 9:

PNa

PNf

t2

t3

t4

5

6

t7

8

9

tSC

t™M

tSB

tB

Al grubunda PGT-A uygulanan embriyolarm morfokinetik dzelliklerinin

PGT
Sonu¢

Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andéploid
Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andéploid
Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andploid

Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Anéploid

Mozaik
Oploid
Andploid

n

35
168
110

38
170
113

38
171
114

38
171
114

37
171
114

37
171
113

37
171
113

37
170
112

37
168
110

27
148

90

27
148
88
36
162
106
36
157
102

34
143
99

karsilastirilmast

Ort+Std. Min.-Maks.
7,88 £ 1,56 5,33-12,97
8,17+ 1,85 4,89-16,64

8,27+1,99 4,91-18,20
22,86+2,88 16,33-29,43
23,37+£3,48 16,87-40,13
23,77+3,35 16,82-34,24
25,32+2.92 18,58-31,69
25,82+3,82 18,87-46,90
26,22+3,33 20,03-35,99
35,76+4.91 25,37-45,94
36,52+4,75 25,08-50,09
37,43+4,39 22,79-51,53
37,74+4,42 29,27-47,11
37,96+4,57 25,08-51,49
39,07+4,47 30,34-52,41
49,24+8 .72 34,18-77,27
49,41+6,82 25,08-67,21
50,27+6,47 32,25-69,97
51,46+7,89 40,02-78,27
51,64+7,42 4,89-89,22
53,67+6,91 32,59-89,22
54,12+8,26 40,02-79,52
53,90+8,52 32,59-104,03
56,27+8,35 41,29-96,15
56,94+9,24 41,27-79,52
56,57+8,63 32,59-80,49
59,92+10,09 45,62-99,65
65,29+12,36 46,93-91,77
68,12+9,74 32,59-97,49
70,95+10,12  45,88-108,07
78,84+9,76 59,92-95,85
78,09+7,88 57,41-101,75
80,36+7,34 62,17-98,64
85,80+9,54 66,75-106,47
86,24+8,17 64,92-113,40
87,95+7,93 72,14-108,16
95,19+9,77 79,29-118,85
96,33+7,58 80,21-118,07
99,19+7,96 83,22-118,03
102,24+9,25  86,46-123,19
103,38+7,30  87,42-124,29
106,82+8,26 =~ 91,56-135,34

38

p-degeri

,566

323

,366

,102

,090

543

,055

,063

) ,011
Oploid vs Anéploid
p=0,010

,020
Mozaik vs Anoploid p=
0,035

,106

,189

,006
Mozaik vs Andploid
p=0,031
Oploid vs Anéploid
p=0,016
<0,001
Mozaik vs Andploid
p<0,012



tEB

t2-t8

t8-tM

tSC-tM

t8-tSC

tM-tSB

tSB-tEB

Mozaik
Oploid
Andéploid

Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andploid
Mozaik
Oploid
Andéploid
Mozaik
Oploid
Andéploid

28
129
69

37
168
110

36
162
106

36
162
106

27
148

88

36
156
102

28
129

69

108,08+7,96
109,79+7,10
112,83+7,36

31,54+7,91
30,84+7,40
33,78+9,02
28,93+7,09
29,54+7,77
29.12+11,58
26,67+33,09
15,84+24.36
22.72+30,25
20,29+6,28
21,36+6,71
21,69+11,51
9,3945,29
10,13+5,03
11,426,00
16,01+3,87
15,02+3,88
15,4244,69

91,97-126,98
92,21-132,30
96,92-139,06

20,48-51,03
0,75-55,60
22,51-65,36
13,97-43,45
8,65-61,62
5,75-88,97
1,25-106,47
2,88-99,65
1,00-102,45
9,71-35,52
3,90-51,99
2,35-79,67
2,50-29,09
0,75-30,66
2,00-25,13
10,01-23,56
9,02-29,82
8,29-33,70

Oploid vs Anéploid
p=0,003
,002
Mozaik vs Anéploid
p=0,012
Oploid vs Anéploid
p=0,017
,012
Oploid vs Anéploid
p=0,009

,902

,036

,759

,078

481

Gruplar arasi kargilastirmalar ANOVA test ile yapilmistir. Anlaml ¢ikan gruplarda anlamliligin hangi gruplar arasinda
olduguna Bonferroni test ile bakilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyinde (p<0,05) bulunanlar koyu renk olarak belirtilmistir.

Tablo 10: Al grubunda kadin VKI’nin embriyolarm morfokinetik dzelliklerine etkisi

PNa

PNf

t2

13

t4

5]

6

VKI

<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9

N

395
115
25
392
118
25
392
120
25
389
119
25
386
118
25
376
117
25
370
110

Ort.

8,38+2,31

8,36+2,27

8,77+2,79
24,08+3,84
24,17+4,19
23,19+3,07
26,64+4,16
27,05+5,12
25,56+3,08
36,34+5,11
37,89+6,45
38,05+5,81
38,71+5,86
39,60+6,47
39,45+6,22
48,70+8,35
50,00+9,10
51,80+12,21
51,84+8,76
53,74+7,87

39

Min. Maks. p-degeri
4,68-26,64
4,89-18,20 711
5,07-14,75
15,59-40,53
16,82-37,51 ,502
16,33-28,41
18,87-46,90
20,03-54,86 279
18,58-31,16
23,19-51,79 ,013
22,79-74,53 (<25 vs 25-29,9
24,33-49,79 p=0,021)
23,19-74,03
26,48-76,03 ,344
25,08-55,82
23,19-79,95
28,76-90,54 111
27,00-88,55
27,26-95,84
30,51-75,02 ,082



t7

8

t9

tSC

t™M

tSB

tB

tEB

t2-18

t8-tM

tSC-tM

t8-tSC

tM-tSB

tSB-tEB

>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30

<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30
<25
25-29,9
>30

<25
25-29,9
>30

23
361
108

23
350
108

23
289

92

23
272

89

23
301

98

21

284
92
20

258
80
18

207
59
15

350

108
23

301
98
21

301
98
21

272
89
23

283
92
20

207
59
15

53,86+6,57

54,86+9,40

57,10+9,68

56,20+8,50

58,48+10,72
61,76+12,05
58,03+8,77

68,12+11,24
71,83+12,31
71,26+12,75
79,65+9,61
83,03+10,71
82,66+10,64
86,66+8,27
90,40+11,00
92,13+9,61

97,40+8,40
100,81+9,50
98,46+7,66
104,38+8,40
107,07+8,60
105,88+9,74
110,42+7,34
111,53+7,16
112,594+10,25
32,11+9,33
35,32+10,93
32,30+7,82
29,03+8,61
29,44+11,58
33,34+7,16
20,30+28,38
18,12+25,91
8,74+4,09
20,79+8,26
22,26+10,90
24,6+37,10
11,03+5,60
11,43+5,62
7,62+3,84

15,24+4,41
15,13+3,11
16,71+4,23

40,02-69,00
27,26-104,03
30,51-96,15
40,02-80,86
32,59-105,10
30,51-99,65
41,27-81,11
32,59-105,10
34,77-108,07
48,78-95,18
57,41-112,25
54,98-117,24
65,07-111,55
64,92-113,42
65,24-114,76
75,93-118,06

79,29-126,55
81,81-121,59
87,35-109,84
86,46-136,21
89,62-123,19
93,05-130,60
91,97-139,06
93,37-126,31

100,53-139,85

0,75-71,29
0,76-65,36
22,69-54,98
5,75-88,97
6,19-87,92
19,93-52,09
1,00-102,45
1,75-106,47
2,50-20,76
2,35-75,21
2,50-79,67
13,05-45,58
0,75-31,95
2,75-29,09
2,00-17,26

7,50-33,70
9,66-23,02
12,75-30,02

,088

,023
(<25 vs 25-29,9
p=0,021)
,019
(<25 vs 25-29,9
p=0,023)
,013
(<25 vs 25-29,9
p=0,016)
<0,001 (<25 vs
25-29,9 p=0,003;
25 vs >30
p=0,023)
,005 (<25 vs 25-
29,9 p=0,003)

045 (<25 vs 25-
29,9 p=0,042
381

,010
(<25vs 25-29,9
p=0,008)

,123

,153

077

,019
(<25 vs 230
p=0,024; 25-29,9
vs >30 p=0,017)

,393

Gruplar arasi karsilagtirmalar ANOVA test ile yapilmistir. Anlamli ¢ikan gruplarda anlamliligin hangi gruplar arasinda
olduguna Bonferroni test ile bakilmistir. Tstatistiksel anlamhlik diizeyinde (p<0,05) bulunanlar koyu renk olarak belirtilmistir.

Ayr1 blastomer varliginin embriyo morfokinetigini anlamli bir sekilde

degistirmedigi goriilmiistiir (p>0,05).
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Tablo 11: Al grubunda maternal yasin PGT-A Sonuglarma Etkisi

PGT Sonuc¢
Maternal Yas  Oploid (n=191) = Mozaik (n=39) Anoploid p-degeri
(n=133)
<30 (n=90) 47 (%52.2) 12 (%13.3) 31 (%34.4)
31-35 (N=176) 93 (%52.8) 17 (%9.7) 66 (%37.5) 0.919
36-38 (n=97) 51 (%52.6) 10 (%10.3) 36 (%37.1)

Gruplar aras1 karsilastirmalar Ki-Kare testi kullanilarak yapilmistir.

PGT sonuglarma gore Al grubunda embriyolarm %41.04'%inde (133/324)
anoploidi gézlenmistir. PGT-A sonuglarinin (6ploid, mozaik, andploid) ve embriyo
kalitesinin (TQ, GQ, MQ) dagilim1 Al hastalarinda VKI, maternal ve paternal yas

gruplar1 arasinda benzer bulunmustur (p>0,05).

Anoploidi i¢in risk faktorleri degerlendirildiginde, GQ ve MQ Embriyolarda
andploidi riski TQ embriyolara gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur.
(p=0,020; p=0,016).

Al grubunda ayr1 blastomer varligi ve direkt klivaj varligmin embriyo kalitesi
ile anlamli iliskileri bulunmustur. Direkt klivaj varliginda embriyonun kalitesi negatif
yonde etkilenmektedir (p<0,001).

TQ embriyolar ve MQ embriyolar kendi aralarinda karsilagtirildiginda; ayri
blastomer ve direkt klivaj goriilme orant MQ embriyolarda TQ embriyolara gore

istatistiksel olarak yiiksek saptanmistir (p<<0,001).

4.5. TGK ve Al Gruplar1 Arasinda Yapilan Istatistiksel Analizler

Calismada Oploid embriyolarin morfokinetik 6zelliklerinin her iki grupta

benzer oldugu gorilmiistiir.

Tablo 12: TGK ve Al gruplarinda Oploid embriyolarin morfokinetik dzelliklerinin

karsilastirilmasi
TGK/AI n Ort.£Std. p-degeri

PNa TGK 149 8,01+1,59 612
Al 151 8,11+1,79

PNf TGK 148 23,50+3,23 844
Al 153 23,43+3,57

t2 TGK 152 25,89+3,38 978
Al 154 25,90+3,93

t3 TGK 152 36,55+4,61 963
Al 154 36,53+4,79
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t4 TGK 152 38,23+4,25 619

Al 154 37,97+4,68

t5 TGK 151 49,29+6,65 844
Al 154 49,44+6,96

t6 TGK 149 52,55+6,33 217
Al 154 51,68+7,54

t7 TGK 141 54,48+6,98 456
Al 153 53,80+8,60

t8 TGK 148 56,86+8,32 ,602
Al 151 56,35+8,51

t9 TGK 145 66,98+9,54 482
Al 131 67,79+9,68

tSC TGK 148 76,78+9,42 342
Al 131 77,78+7,89

tM TGK 147 86,02+8,40 843
Al 145 86,22+8,27

tSB TGK 142 96,32+8,89 932
Al 140 96,40+7,58

tB TGK 138 103,46+8,06 , 758
Al 128 103,75+7,36

tEB TGK 119 109,83+7,49 ,906
Al 115 109,95+7,22

t2-18 TGK 148 30,86+6,51 ,694
Al 151 30,55+7,24

t8-tM TGK 147 30,47+10,57 496
Al 145 29,73+7,75

tSC-tM TGK 147 9,34+4,80 <0,001

Al 145 17,00425,49

t8-tSC TGK 148 21,18+10,60 931
Al 131 21,28+6,58

tM-tSB TGK 139 11,64+9,10 112
Al 139 10,2345,15

tSB-tEB TGK 118 15,07+5,67 ,905
Al 115 15,00+3,96

Gruplar arasi karsilagtirmalar Student’s t-test ile yapilmustir. Istatistiksel anlamhihk diizeyinde (p<0,05) bulunanlar koyu renk
olarak belirtilmistir.

Calismamizda TGK ve Al gruplarinda dploid embriyo oranlarmin anlamli
farklilik gosterdigi saptanmustir (p<<0,023). TGK grubuna ait 6ploid embriyolarin
tSCden tMye ulasma siiresinin Al grubundaki 6ploid embriyolara gore daha kisa

oldugu belirlenmistir (p<0,001).
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Tablo 13: TGK ve Al gruplarinda embriyolarda PGT-A sonuglarmin

karsilastirilmasi
PGT-A Sonuclar
Euploid Mozaik Aneuploid p-degeri
(n=359) (n=77) (n=315)
TGK (n=386) 168 (%43,5) 37 (%9.6) 181 (%46.9) 0,018
UEI (n=365) 191 (%52,3) 40 (%11) 134 (%36,7)

Gruplar arasi karsilagtirmalar Ki-Kare testi kullanilarak yapilmistir.

Tablo 14: TGK ve Al gruplarinda maternal yasin PGT-A sonuglaria etkisi

PGT-A Sonuglar p-degeri
Oploid (n=169) = Mozaik (n=30)  Anéploid (n=159)
TGK (n=182) 76 (%41,8) 13 (%7,1) 93 (%51,1) 0,035
Al (n=176) 93 (%52,8) 17 (%9,7) 66 (%37,5)

Gruplar arasi karsilastirmalar Ki-Kare testi kullanilarak yapilmistir.

Tablo 15: TGK ve Al gruplarinda paternal yasin PGT-A sonuglarma etkisi
PGT-A Sonuclar

Oploid Mozaik Anéploid p-degeri
(n=301) (n=67) (n=251)
TGK (n=312) 139 (%44,6) 31 (%9,9) 142 (%45,5) 0,040
Al (n=307) 162 (%52,8) 36 (%11,7) 109 (%35,5)

Gruplar aras1 karsilastirmalar Ki-Kare testi kullanilarak yapilmistir.

TGK ve Al grubu karsilastirildiginda TGK grubunda maternal yas arttiginda
Al grubuna gore andploidi oraninda artis izlenmektedir (p>0,035). Benzer olarak ayni
gruplar kargilagtirlldiginda paternal yas artarsa andploidi riskinin de arttig istatistiki

olarak anlamli bulunmustur (p>0,040).

Tablo 16: TGK ve Al gruplarinda maternal VKI >30 olan vakalarda PGT-A

sonuglarmin karsilastirilmasi

PGT-A Sonuclar:

Oploid Mozaik Anéploid p-degeri
(n=21) (n=7) (n=23)
TGK (n=33) 13 (%39,4) 4 (%12,1) 16 (%48,5) 0,785
UEI (n=18) 8 (%44,4) 3 (%16,7) 7 (%38,9)

Gruplar aras1 karsilastirmalar Ki-Kare testi kullanilarak yapilmistir.
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4.6. Tiim Embriyolar ile Yapilan Istatistiksel Analizler

Calismamizin lojistik regresyon analizine gore maternal ve paternal yas, kadin
VKI, ayr1 blastomer ve direkt klivaj varhiginimn tiim olgular icin andploidi agisindan

degerlendirilecek ana risk faktoriiniin embriyo kalitesi oldugu belirlenmistir.

Tablo 17: Tiim Embriyolarda Andploidi igin Risk Faktorlerinin Analizi
(Lojistik Regresyon)

Variables in the Equation
B SE. Wald df Sig. | Exp(B) = 95% C.l.for EXP(B)

Lower Upper
S Maternal yas (<30, 1,867 2 ,393
t 31-35, 36-38)
€ Maternal yas 31-35 ,268 ,208 | 1,657 1 ,198 1,307 ,869 1,965
p (Ref <30)
1 Maternal yas 36-38 ,070 261,071 1 ,790 1,072 ,643 1,787
@ (Ref <30)
Paternal yas (<39, ,059 2 971,059
40-49, >50)
Maternal yas (<30, -,061 ,253 = ,059 1 ,809 ,941 ,573 1,544
31-35, 36-38)
Paternal yas (kucuk  -21,047 279 = ,000 1 ,999 ,000 ,000
ve esit 39 yas :1 ; 87,1
40-49 yas arast: 2 ; 08
50 ve buyuk:2(2)
Kadm VKI (<25, 25- 1,118 2 572
29.9, 230)
Kadin VKI 25-29.9 -,122 ,202 365 1 ,546 ,885 ,595 1,316
(Ref <25)
Kadm VKi >30 (Ref ,255 346 544 1 ,461 1,291 ,655 2,544
<25)
Emb. kalitesi (TQ, 24,49 2 ,000
GQ, MQ) 7
Emb. Kalitesi GQ ,739 ,185 = 15,96 1 ,000 2,094 1,457 3,009
(Ref TQ) 9
Emb. Kalitesi MQ 1,285 ,316 = 16,55 1 ,000 3,613 1,946 6,707
(Ref TQ) 8
Ayri Blast Varligi -,123 322,146 1 ,702 ,884 ,470 1,663
(Ref Ayri Blast Yok)
Direkt Klivaj Varligi -,983 ,360 = 7,440 1 ,006 374 ,185 ,758
(Ref Direkt Klivaj
Yok)
Constant -,631 ,193 10,71 1 ,001 ,532 -,631
0

a. Variable(s) entered on step 1: maternal age (<30:1, 31-35:2, 36-38:3), Paternal yas (<39:1, 40-
49:2, >50:3), Kadin VKI (<25:1, 25-29.9:2, >30:3), Emb. Kalitesi (TQ:1 , GQ:2, MQ: 3), Ayr1 Blast
Varlig1 (yok:0, var:1), Direkt Klivaj Varlig1 (yok:0, var:1)
Hosmer Lemeshow Test p=0,886, model p<0,001
Dependent Variable: euploid/aneuploid

44



5. TARTISMA

PGT-A’nin yani sira embriyoya ait morfokinetik 6zelliklerin belirlenmesinin
cesitli andploidilerle iliskili olabilecegi bilinmektedir. Yardimla iireme tekniklerinin
gelismesiyle birlikte SEIS kullamlmaya baslanmis ve embriyolara ait tiim
morfokinetik parametreleri detayli ve geriye doniik halde degerlendirebilmek miimkiin
hale gelmistir. SEIS, embriyonun gelisimsel yetkinligini ortaya koymak, embriyo
morfokinetiginin zamana bagli olarak incelenmesini saglamasi agisindan giivenilir bir
aragtir. SEIS ile embriyolara ait morfokinetik &zelliklerin tiim olumlu ve olumsuz
yonlerini gorsellestirme imkan1 da bulunabilmektedir. SEiS’in kullanilmasi ile PNa ve
PNf zamanlar1, embriyonun ilk klivaj paternlerindeki zamanlamalar ve blastomerlere
ait parametreler degerlendirilebilmektedir. Gegmisten gliniimiize kadar yapilan
aragtirmalarda, embriyo gelisiminde ikinci kutup cisimcigi atimindan itibaren
pronukleuslarin olusumu, silinmesi, hiicre boliinme zamanlari, morula evresine gegis
ve embriyoda blastosist evresi zamanlar1 irdelenmistir [80, 81]. Bu parametreler
esliginde embriyolarin SEIS kullamilarak gézlemlenmesi gebelik potansiyeli yiiksek

olabilecek embriyo se¢imi agisindan prognoztik etkiyi 6n plana ¢ikarmaktadir.

Bu calismada TGK 0Oykiisii bulunan vakalarda embriyolara ait morfokinetik

parametrelerin, embriyonun ploidi statiisii ile iligkili olup olmadig: arastirilmistir.

Giliniimilizde embriyonun ploidi statiistinii morfokinetik parametreler 15181nda
inceleyen ve uluslararasi hakemli dergilerde yaymlanmis toplam on iki ¢alisma
bulunmustur. Bu ¢alismalarin yalnizca ikisi ¢alisgmamiza benzer; prospektif olarak
incelenmistir. Bu iki ¢alismadan yalnizca biri blastosist donem embriyolar tizerinde
ilerlemistir. Yang Z ve arkadaslar1 PGT uygulanan 138 vakanin embriyolarina ait
morfokinetik parametreleri prospektif olarak incelemis ve c¢alisma sonucunda
morfokinetik  parametrelerle degerlendirilen embriyolar ve konvansiyonel
inkiibatorlerde  degerlendirilen embriyolarla karsilastirildiginda  morfokinetik
parametre ilave edilen olgulardaki abort oranlarinin degismedigi sonucuna varilmistir.
Ancak, yine ayni ¢alismada andploidik embriyolarin tSB Ssiirelerinde gecikmeler

oldugu bildirilmistir [83].
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Bu bilgiler 1s181nda, bizim ¢alismamizin hasta grubuna > 2 kez gebelik kayb1
yasamis, 38 yas ve/veya altinda, mutlak PGT-A uygulanacak ve embriyolar1 Siirekli
Embriyo izleme Sistemleri’nde takip edilecek olan siddetli erkek faktdriinden
bagimsiz endometriyal faktor olmayan ve genetik hastalik Oykiisii bulunmayan
toplamda 190 vaka dahil edilmistir. Calismada yer alan TGK olgularinda yaslar 23 ile
39 ; kontrol grubunda ise 24 ile 38 arasinda degismekte olup, ortalamalar 33,12+3,70;
33,9343,21 yas olarak saptanmistir. Calismamizda TGK ve kontrol grubu arasinda yas
acisindan istatistiksel anlamlilik saptanmamustir (p=0,153). Ayrica, TGK ve kontrol
grubunda D3 FSH, AMH, Toplam Stimiilasyon Siiresi, Trigger Giinii >17 mm ve <16
mm folikiil Folikiil Sayilari, OPU’da Alinan Toplam Oosit Sayisi, MII Oosit Sayisi,
Normal Fertilize Olan Oosit Sayis1 gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemistir (p>0,05).

Metwally ve arkadaslarinin calismasinda VKI 30 ve iizeri olan TGK
olgularinin sonraki gebeliklerinde de kayip yasama riskinin anlamli olarak arttigi
sonucuna varilmistir [84]. Calismamizda TGK grubunda (n=100) kadmn VK1 infertilite
siiresi ve deneme sayis1 Al grubundan (n=90) istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
yiiksek bulunmustur (p<0,05). VKI’nin 30 ve iizeri oldugu durumlarda embriyo
boliinme zamanlariin tekrarlayan gebelik kayiplari olan vakalarda daha kisa veya
uzun seyrettigi ve istatistiksel anlamlilik gosterdigi goriilmiistiir (p<0,021; p=0,017).
Ayrica, gruplarimizda VKI’nin 25 ve alti oldugu durumda PGT-A sonuglar ile
istatistiksel anlamlilik saptanmustir (p<0,05). Artan VKI’nin embriyo béliinme
zamanlarindaki asenkronite g6z Oniinde bulunduruldugunda bu durumu sekteye
ugratabilecegi disiiniilmiistiir. Bartolacci ve arkadaslari 2019 yilinda maternal
VKI’nin SEIS’te embriyo morfokinetigini nasil etkiledigini incelemis ve 1528 vakanin
7180 embriyosuna ait histolojik ve morfokinetik parametrelerini incelemistir. Calisma
sonucunda artan maternal VKI’nin klivaj dénem embriyolarda yavas gelisime neden
oldugu sonucuna vartlmistir, ¢alismamizla uyumludur [85].

Calismamizda tekrarlayan gebelik kayiplart olan vakalarda yapilan
degerlendirmede ileri maternal yasin embriyo morfokinetiginde embriyonun morula
evresinden sonraki siireglerde gecikme oldugu saptanmustir (p<0,001). Yine de
maternal yasin embriyo ploidisi tizerine etkisi bulunamamustir (p=0,278; p=0,416). 30
yasin altindaki TGK olgularinda embriyo morfokinetigi dikkate alindiginda t8-tM, t8-
tSC ve tSB-tEB siireleri 36-38 yas araligindaki TGK olgularma gore daha diisiik
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bulunmus, istatistiksel anlamlilik izlenmistir (p=0,002; p=0,002; p<0,001). Ancak,
embriyo kalitesi g6z oniinde bulunduruldugunda; maternal yasin embriyo kalitesi
tizerinde istatistiksel olarak anlamli olabilecegi saptanmistir (p=0,005). Kadin yas1 <30
oldugunda TQ embriyo elde etme oran1 %54’ken 36-38 yaslar1 arasinda bu oran %44°e
kadar diismektedir. Paternal yasin ise bu grupta bir etkisi goriilmemistir (p=0,983).
Ayrica c¢alismamizda, maternal yas gruplari, viicut kitle indeksi ve ayri
blastomer varliginda TGK ve kontrol grubunda embriyo morfokinetigi detayl
incelenmis; maternal yasin ve viicut kitle indeksinin embriyo morfokinetiginde
degisiklikler ortaya ¢ikardig1 goriilmiistiir. Del Carmen Nogales ve arkadaslarimin ileri
maternal yastaki TGK vakalarinin da yer aldigi ¢alismasinda 485 blastosist klivaj
zamanlamalar1 acisindan degerlendirilmis, calisma verilerine gore t3 ve t2-t5 araligi
anoploidiler ile iliskilendirilmistir [86]. Mozaik embriyolar ve andploid embriyolar
g6z Oniinde bulunduruldugunda t9, tSB, tB, tEB siirelerinde anlamli farklilik
izlenmistir (p>0,035; p>0,031; p>0,012; p>0,012), bu sonucumuz Yang Z ve
arkadaglarinin ¢aligsmasi ile uyumludur [83]. Minasi ve arkadaslar1 6ploid embriyolarin
tSh, tB ve tEB siirelerinin andploid embriyolara gére daha kisa seyrettigini ileri
stirmiiglerdir [85]. Campbell ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada 98 blastosiste ait
morfokinetik parametreler incelenmis, ploidiye kars1 kérleme yapilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda Oploid ve andploid embriyolarin statiiSiiniin 6grenilmesinin ardindan
andploid embriyolarin &ploid embriyolara kiyasla tSC evresinde gecikmeler oldugu;
yine ayni sekilde tB siirelerinde gecikmeler oldugu istatistiki olarak anlaml
bulunmustur [87]. Buna benzer olarak bizim ¢alismamizda da TGK ve kontrol gruplari
karsilastirildiginda Oploid embriyo oranlarinin andploid embriyolara gore bazi
parametreler géz oniinde bulunduruldugunda anlaml farklilik gosterdigi izlenmistir
(p<0,023). Calisgmamizda TGK grubuna ait oploid embriyolarin tSCden tMye ulasma
stiresinin kontrol grubunda yer alan 6ploid embriyolara gore daha kisa oldugu
belirlenmistir (p<0,001). Bdylece SEiS’e bakilarak TGK olgularinda morfokinetik
parametrelerin 6ploidi agisindan yol gosterici olabilecegi diislintilmiistiir.
Calismamizda, embriyoda ayr1 blastomer varligi ve direkt klivaj izlenmesi
durumu da arastirilmistir. Kontrol grubunda ayri blastomer varligi ve/veya direkt
klivajin embriyo kalitesi acisindan istatistiki olarak anlamli oldugu bulunmustur.
Ozellikle direkt klivaj varliginda embriyo kalitesinin negatif yonde etkilendigi
gozlenmistir (p<0,001). Zhan ve arkadaslart 21,261 embriyonun yer aldigi bir
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calismada direkt klivaj varligmma Sahip embriyolarin diisiik morfolojili blastosist
formasyonuna sahip oldugu ve dolayli olarak 6ploid embriyo elde etme oranlarini
diistirdiigiinii belirtmislerdir [88], bu sonug bizim ¢alismamizla da ortiismektedir. TQ
embriyolar ve MQ embriyolar kendi aralarinda karsilastirildiginda; ayr1 blastomer ve
direkt klivaj goriilme oran1t MQ embriyolarda TQ embriyolara gore istatistiksel olarak
yiiksek saptanmistir (p<0,001). Yapilan tek merkezli bir ¢alismada tek 6ploid embriyo
transferlerinin klinik sonuglarim1 etkileyen parametreler arastirilmis, calisma grubu
olarak gebelik ve abort vakalar1 karsilastirilmistir [89]. Calisma verilerine gére 6ploid
embriyo transferi yapilan ve abortusla sonuglanan vakalarda embriyo kalitesi, ayri
blastomer varlig1 6ploid embriyolarin abortusla sonug¢lanmasina etki eden faktorler
olarak belirtilmistir.

Calismamizda ileri maternal yas ve siddetli erkek faktorii diglandiginda, TGK
vakalarinda andploidi prevalansi Al grubundaki vakalara gore daha yiiksek prevelansa
sahip oldugu gozlenmistir. TGK grubuna ait 6ploid embriyolarin tM siiresinin Al
grubundaki 6ploid embriyolara gére daha kisa oldugu belirlenmistir. Andploidi, TGK
vakalarindaki kayiplarin ana nedenlerinden biri olarak bulundugundan siddetli erkek
faktoriin  ve endometriyal faktorlerin  dislandigt TGK olgularma PGT-A
uygulanmasinin yani sira transfer edilebilecek embriyonun segim kriterlerini
karsilayabilecek olan morfokinetik parametrelerin de ayrica degerlendirilebilmesi igin
SEIS takibine basvurulmasi énerilmektedir.

Embriyoya ait ploidi statiisiinii yalnizca morfokinetik parametrelerle
aciklayabilmek heniiz tam olarak miimkiin olmadigindan bu konu ile ilgili daha fazla

calisma grubu ile prospektif ¢calismalar yapilmasina ihtiyag duyulmaktadir.
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