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OZET

HELVACIOGLU Belkis Nurdan. Mozaik ve Oploid Embriyolar Arasinda
Fragmantasyon, Klivaj Siireci, Blastulasyon ve Morfolojik Ozelliklerinin
Karsilastirilmasi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,2023.

Arastirmamizin amaci; Mozaik embriyolarin , saglikli-6ploid embriyolardan farkli
olarak nasil boliinme 6zellikleri gosterdigi ve bunlarin kayit altina alinmasi, boylece
PGT-A i¢in biyopsi alinmadan 6nce, muhtemel boliinme sorunlarinin tespiti ve boylece
anormal boliinme 6zelligi gosteren embriyolarin, transfer islemi i¢in daha geri planda

se¢ilmeleri konusunda fikir sahibi olunmasidir.

Bu calisma, 2019-2023 yillar1 arasinda Centrum Klinik Tiip Bebek Merkezi’ nde
yapilmis retrospektif, veri tarama ¢alismasidir. Analize dahil edilme kriterleri, PGT-A
isleminden ge¢mis popiilasyon olmak tizere, 38 yas iizeri kadinlar, tekrarlayan erken
gebelik kaybi olanlar (>3) ve tekrarlayan implantasyon basarisizligi olanlar seklinde

tanimlanmustir.

Arastirmamizda, 0ploid, mozaik ve andploid sonug almis embriyolarin 3. giin ve 5.
giin kaliteleri karsilagtirllmistir. Boylelikle farklt PGT-A sonuglar1 alan embriyolarin
gelisimsel 6zelliklerinin arasinda transfer edilene kadar olan siirecte anlamli bir fark

olup olmadigini1 gérmeyi amagladik.

Besinci giin blastokist asamasindaki embriyolardan biyopsi alinarak genetik
laboratuvarlarina génderilmis olup Preimplantasyon Genetik Test sonuglarina gore

oploid, mozaik ve andploid embriyolar gruplanmstir.

Genetik olarak farkli sonuglar almis bu embriyolarin 3. giindeki hiicre sayilarinda bir
farklilik ¢gikmasini bekleyebilirdik fakat calismamizda bu agidan anlamli bir farka

rastlamadik.

3. Giin embriyolarinda rastlayabilecegimiz fragmantasyon dedigimiz, hiicreler
boliiniirken birikmekte olan sitoplazma artiklar1 yoniinden embriyolar inceledigimizde,
andploid embriyolarin bu konuda daha dezavantajli oldugunu gordiik. Yine mozaik

embriyolar1 inceledigimizde bunlarin tipki 6ploid embriyolar gibi fragmantasyon



oranlar1 agisindan andploid embriyolardan daha diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir.
Dolayistyla fragmantasyon oranlari agisindan dploid ve mozaik embriyolarin andploid

embriyolara gore daha avantajli oldugu sdylenebilir.

Oploid, mozaik ve andploid embriyo gruplarinin 5. giin kaliteleri, Grade 1: Expanded
blastosist ve iizerinde gelisim gosteren embriyolar, Grade 2: Full blastosist, Grade 3:
Early blastosist, Grade 4:Kavitasyon embriyo olmak iizere derecelendirildi. Bu
derecelendirmeye gore yapilan ¢alismada, mozaik embriyolarin 5. giin embriyo kalitesi
acisindan 6ploid embriyolarla anlamli bir farki olmadigi, andploid embriyolarin ise
Oploid embriyolardan daha dezavantajli oldugu sonuglarina ulasilmistir.Bu konu

hakkinda daha fazla sayida randomize ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler; Fertilizasyon, PGT-A, Mozaik Embriyo, Oploid Embriyo,
Andploid Embriyo, Embriyo Kalitesi, Fragmantasyon.



ABSTRACT

HELVACIOGLU Belkis Nurdan. Fragmentation Behind Mosaic and Euploid Embryos,
Cleavage Process, Blastulation and Comparison of Morphological Characteristics
Master Thesis, Ankara, 2023.

The aim of our research; Unlike healthy-euploid embryos, mosaic embryos
how it exhibits cleavage properties and their recording so that PGT-A
detection of possible cleavage problems and thus abnormal

Embryos showing dividing characteristics are selected in the background for the transfer

process to have an idea about it.
This study was carried out at Centrum Clinic IVF Center between 2019-2023.
It is a retrospective data review study. Inclusion criteria from the PGT-A process

women over 38 years of age, including the previous population, recurrent early

pregnancy loss (>3) and those with recurrent implantation failure.

In our study, the quality of the embryos with euploid, mosaic and aneuploid results on
the 3rd and 5th days were compared. Thus, we aimed to see whether there is a
significant difference between the developmental characteristics of embryos with

different PGT-A results in the process until transfer.

On the fifth day, biopsies were taken from the embryos at the blastocyst stage and sent
to the genetics laboratories, and euploid, mosaic and aneuploid embryos were grouped

according to the Preimplantation Genetic Test results.

We could have expected a difference in the number of cells on day 3 of these embryos
that had genetically different results, but we did not find a significant difference in this

respect in our study.

When we examined the embryos in terms of cytoplasm residues accumulating while the

cells were dividing, we saw that aneuploid embryos were more disadvantageous in this



regard. When we examined mosaic embryos again, it was seen that they were at a lower
level than aneuploid embryos in terms of fragmentation rates, just like euploid embryos.
Therefore, it can be said that euploid and mosaic embryos are more advantageous than

aneuploid embryos in terms of fragmentation rates.

The 5th day quality of euploid, mosaic and aneuploid embryo groups were graded as
Grade 1: Expanded blastocyst and embryos developing above, Grade 2: Full blastocyst,
Grade 3: Early blastocyst, Grade 4: Cavitation embryo. In the study conducted
according to this grading, it was concluded that mosaic embryos did not differ
significantly from euploid embryos in terms of embryo quality on the 5th day, and that
aneuploid embryos were more disadvantageous than euploid embryos. More

randomized studies are needed on this subject.

Keywords; Fertilization, PGT-A, Mosaic Embryo, Euploid Embryo, Aneuploid
Embryo, Embryo Quality, Fragmentation.

Keywords; Mosaic, Euploid, Aneuploid, ART, Blastocyst, Fragmentation,

Cleavage
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1.GIRIS

Kromozomal andploidiler, insanlarda siklikla spontan diisiiklere yol acan yaygin
olarak tanman genetik bozukluklardir. Preimplantasyon genetik tarama, erken
embriyolarda kromozomal andploidileri tespit etmek i¢in kullanilir(1). Ayni
zigottan koken almasina ragmen, tiim embriyonik hiicreler ayn1 kromozomal
tamamlayicilar1 paylasmaz. Embriyo gelisimi sirasindaki mitotik hatalar
kromozomal olarak farkli hiicre popiilasyonlarina neden olabilir; bunlara mozaik
embriyolar denir(2). Mozaik transferlerin sonuglarini degerlendirirken, dploid
embriyolar mevcutken (belki de giiglii bir cinsiyet tercihi olmadik¢a) neredeyse
higbir hastanin veya klinisyenin tahmin edilen bir mozaik embriyoyu transfer
etmeyi goniillii olarak se¢gmedigini anlamak 6nemlidir. Hala biraz tartismali olsa
da, oploid embriyolar arasinda se¢im yaparken embriyo morfolojisinin 6ngdoriicii
bir rolii oldugu goriilmektedir(3). Ayrica, secilebilecek birden fazla 6ploid embriyo
iceren dongiilerin basar1 sans1 daha yiiksek olabilir(4). Bu nedenle, bir mozaik
embriyo transfer edildiginde, genellikle kapsamli danigmanliktan sonra ve IVF
dongiisii (veya dongiileri) 6ploid embriyolarla sonuglanmadigi veya hasta 6ploid
embriyolarini transfer ederken gebe kalamadigi i¢in yapilir(5).Bu nedenle bu
caligma, mozaik embriyolar1 saptamak,bunlarin blastokiste gidis oranlarinin,klivaj
stireclerinin, fragmantasyon oranlarinin ve morfolojik 6zelliklerinin 6ploid
embriyolara gore farkliliklarini gozlemlemeyi boylece mozaik embriyolar ile

saglikli gebelik elde edilmesi hakkinda bilgi edinmeyi amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. INFERTILITE TANIMI

Infertilite, bir y1l boyunca herhangi bir korunma yéntemi kullanmaksizin diizenli
cinsel iliskide bulunuldugu halde gebeligin olmamas1 durumudur. infertilite,
‘primer infertilite’ (daha once hi¢ gebelik olusmamasi) ve ‘sekonder infertilite’
(oncesinde gebelik elde edilmis fakat son 1 yilda gebelik elde edilmemis) olarak iki
baslikta incelenebilir (6).

Ureme cagindaki ¢iftlerin yaklasik % 10-15'ini infertildir. Dogum kontrol
yontemleri kullanmayan fertil ¢iftlerin % 5 'si ilk {i¢ ay icinde, %72'si alt1 ay i¢inde
ve % 85’1 bir yil icinde gebe kalabilmektedir (7).

2.2. INFERTILITE EPIDEMIiYOLOJISi

Saglikli geng ¢iftler i¢in lireme dongiisti bagina gebelik olasilig1 yaklasik %20 ila
%?25’tir. Kiimiilatif gebe kalma olasiliklar1 ilk 6 ay i¢cinde %60, ilk 1 y1l iginde %84
ve dogurganlik odakli diizenli cinsel iliskinin ikinci yilinda ise %92’dir. Birgok
calismada farkli infertilite nedenleri bildirilmistir. Literatiirde en sik erkek faktoe
infertilitesi (sperm anormallikleri gibi), kadin faktor infertilitesi (ovulatuar
disfonksiyon ve tubal patoloji gibi) kombine kadin ve erkek faktor infertilitesi ve

aciklanamayan infertilite gibi nedenler goriilmektedir (8)

Ureme tibbindaki hizli ilerleme ve infertilite ydntemi ile edinilen deneyimler
sayesinde, infertil ¢iftler icin daha genis tedavi segenekleri mevcut hale gelmistir.
Bunlar tibbi (ovulasyon indiiksiyonu tedavisi), cerrahi, (laporoskopi ve
histeroskopi) ve IVF/ICSI, Intra Uterin Inseminasyonu (IUI) gibi ¢esitli yardimci

ureme teknikleri ile tedavileridir.



2.3. ANOPLOIDI

Mayoz, gametogenezdeki tanimlayici olaylardan biridir. Erkek ve disi germ
hiicrelerinin her ikisi de, gametlerin ploidisini azaltmak ve boylece déllenmeden
sonra tiiriin ploidisini korumak i¢in gelisimleri sirasinda bir tur mayotik hiicre
boliinmesine tabi tutulur (9). Embriyolar, yirmi iki otozomun her birinin bir
kopyasini ve her bir ebeveynden bir cinsiyet kromozomunu miras almalidir ve
andploidi, bu kromozomlardan herhangi birinin ¢ok fazla veya ¢ok azinin miras
alinmasini igerebilir. Bir otozomun (otozomal monozomi) yalnizca bir kopyasini
miras alan ¢ogu andploid embriyo, ciddi anormallikler gelistirir ve hamileligin
klinik olarak taninmasindan dnce 6liir. Bir otozomun fazladan bir kopyasinin
kalitilmas1 (otozomal trizomi) ayrica ciddi gelisimsel anormalliklerle iliskilidir ve
tiim disiiklerin yaklasik tigte birini olusturur. Baz1 otozomal trizomiler ve bazi
cinsiyet kromozomu andploidileri insanlarda dogumla uyumludur. Down
sendromunun nedeni olan Kromozom 21 trizomi, canlt dogumlari etkileyen acik
ara en sik goriilen anoploididir (10). Trizomik ve monozomik (andploid)
embriyolar, insan gebeliklerinin en az %10'unu olusturur ve tireme dmiirlerinin
sonuna yaklasan kadnlar i¢in insidans %50'yi gecebilir. Andploidiye yol acan
hatalar neredeyse her zaman oositte meydana gelir, ancak yogun arastirmalara

ragmen altta yatan molekiiler temel belirsizligini korumustur.(10).



Insan preimplantasyon embriyolarindaki kromozomal anormalliklerin etiyolojisi ¢ok
yonliidiir. Hatalar oositten, spermden veya embriyogenezin altinda yatan mitotik
boliinmeler sirasinda ortaya ¢ikabilir (11,12). Mayotik olarak tiiretilen anormallikler
genel olarak tiim embriyonik hiicreleri esit sekilde etkilerken, post-zigotik hatalar
mozaiklige, yani tek bir embriyo i¢inde kromozomal olarak farkl: hiicrelerin varligina
yol agar (12). Mozaik embriyolar hem 6ploid hem de aneuploid hiicreleri barindirabilir
(6ploid/andploid mozaikler) veya tamamen anormal hiicre popiilasyonlarindan
olusabilir (andploid mozaikler). Haploid, diploid ve poliploid hiicrelerin herhangi bir
kombinasyonunu igeren ploidi mozaikler, gelisimin hem bdliinme hem de blastosist
asamalarinda da gozlemlenmistir (11). Ozellikle baz1 poliploid varyasyonlar,

implantasyon sirasinda trofoblast farklilagsmasinin normal bir 6zelligini olusturur (13).

Sekil I: Embriyolarda Anéploidi Orijinleri (53)
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2.4. MOZAISIiZM

Preimplantasyon embriyolarindaki andploidilerin biiyiik cogunlugu, 6zellikle anne
kaynakli olmak iizere mayotik hatalardan kaynaklansa da, kromozomal olarak farkli
hiicre popiilasyonlari ile sonuglanan erken embriyo gelisiminin tiim asamalarinda
kusurlu mitoz olusabilir bunlar, farkli hiicrelere sahip embriyolar olarak tanimlanan
mozaik embriyolar olarak tanimlanir. Mozaikligin kokeni, mitoz sirasinda homolog
kromozomlarin anafaz gecikmesi ve kromozom ayrilmamasi nedeniyle ayrilamamasi ile
iliskilendirilebilir (54). Diger nedenler, DNA ¢ogaltma (amplifikasyon), hiicre flizyonu,
¢ok kutuplu boliinmeler veya kusurlu hiicre dongiisii kontrol noktalaridir.(55).
Blastomer fragmantasyonu ve mikroniikleus olusumu ayrica insan embriyolarinda

mozaikligin varligi ile iliskilendirilmistir (56).

Genetik bir durum, baz ¢iftlerde mozaikgilik riskini artirabilir ve varsayilan mitotik
kaynakl1 andploidi ile maternal genomlarin 4. kromozomundaki baglantili genetik
varyantlar arasindaki iliskiyi tanimlayabilir. Bu iliskili bolge , merkezcil duplikasyonda
1yi karakterize edilmis bir rol oynayan ve kiigiik diizensizlikler lizerine mitotik sadakati

degistirme yetenegine sahip bir aday gen, Polo benzeri kinaz 4 (PLK4 ) igerir (57 ).

Daha fazla TE hiicresi ayn1 anda analiz edilebildiginden, blastokist asamasinda tespit
daha yaygin olmasina ragmen, mozaiklesme iki hiicreli asama kadar erken ortaya
cikabilir. Blastosist asamasinda, ii¢c ana mozaik embriyo tipi tanimlanmistir: diploid-
andploid mozaiklik, normal diploid hiicreler ve aneuploid hiicrelerin bir kombinasyonu;
farkli andploidilere sahip hiicre kombinasyonu ile andploid mozaisizm; ve aneuploid
hiicreler birden fazla andploid kromozoma sahip oldugunda kaotik mozaisizm (53).
Etkilenen hiicre soyuna gore, i¢ hiicre kiitlesi (ICM) ve TE'de aneuploid ve dploid
hiicreler belirsiz bir sekilde bulundugunda 'toplam mozaik' bir embriyo gozlenir.
Alternatif olarak, mozaik popiilasyon, bu hiicre popiilasyonlarindan biri ile

sinirlandirilabilir ve boylece "ICM mozaikligi" veya "TE mozaikligi" tiretilebilir.

Son olarak, ICM'deki tiim hiicrelerin andploid olmasi ve TE'ninkilerin 6ploid olmasi

(veya tam tersi) "ICM/TE mozaikligi" saglar



Sekil 11: Mozaisizm Cesitleri (20)

Distribution of aneuploid cells in blastocysts

ICM/TE mosaic TE mosaic * ICM mosaic Total mosaic *

M Aneuploid cells

[ Euploid cells
|
[LOAYY ©aY
©52) - 8)
5 &

PGD-A accuracy
Misdiagnoses Misdiagnoses Variable Misdiagnoses Variable
Mosaicism not Mosaicism not Depending on biopsy Mosaicism not Depending on biopsy
detected in TE detected in TE location and degree detected in TE location and degree

of mosaicism of mosaicism
* Most frequent types of mosaicism Capalbo et al., HR 2016; Vera-Rodriguez et al, F&S, 2017; Popovic et al., HR 2018

Mozaisizm, andploid hiicrelerin yerlesimine gore sadece i¢ hiicre kitlesinde (ICM),

sadece trofoektodermde (TE) veya her iki blastosist kompartimaninda dagilim gosterir.

Kromozomal mozaiklik agirlikli olarak dollenmeyi takiben mitozdaki hatalardan
kaynaklanir. Daha sonraki gelisim evrelerinde daha az yaygin gibi goriinse de, insan

blastosistlerinde mozaikligin gergek prevalansini belirlemek son derece zordur(14).

Genetik bozukluklarda, bozukluktan sorumlu olan genetik mutasyon genellikle tiim
viicut hiicrelerinde bulunur. Buna karsilik, tim viicut hiicrelerinin ayni genetik yapiya
sahip olmadig1 ve bazi hiicrelerde patojenik bir mutasyon bulundugu zaman, mozaik
durumundan s6z edilir. Postzigotik kromozomal hatali dagilim gibi genetik mozaikligin
neden oldugu bozukluklar uzun zamandir bilinmektedir (15). Prensip olarak, herhangi
bir monogenik bozukluk mozaik formda da ortaya ¢ikabilir, bu durumda tiim viicut

hiicrelerini etkileyen mutasyonlara kiyasla daha hafif veya atipik bir seyirle iliskilidir.

Yeni genom analizi yontemleri, 6zellikle 2005 yilinda tanitilan yiiksek verimli yeni
nesil dizileme (NGS) yontemi, mozaikligin tespitini ve dolayisiyla mozaik bozukluklari

anlayisimizi biiyiik dlgiide gelistirdi (16) . Sadece mozaik seklinde ortaya ¢ikan



bozukluklar {izerinde 6ncii ¢aligmalar yapilmistir. Bunlara, yapisal diizeyde (tim
hiicrelerde) mevcutsa 6liimciil olabilecek merkezi sinyal yollarindaki mutasyonlar
neden olur (17, 18). Bu bozukluklar siklikla klinik olarak kismi asir1 biiyiime, fokal
beyin malformasyonlari, kutanéz semptomlar ve vaskiiler malformasyonlar olarak
ortaya ¢ikar. Her bir klinik tablo kendi i¢inde nadirdir, ancak bu bozukluklar birlikte,
karakteristik anormallikler sergileyen, giderek artan bir tanimlanabilir klinik tablo

grubunu olusturur (19).

PGT-A baglaminda, tek tip tam kromozom anormallikleri, TE biyopsisinin embriyonun
kromozomal yapisin1 yansitmasit muhtemel oldugundan, yeterli dogrulukla tespit
edilebilir (20;21;22;23). Ayrica, bu tiir teshisler biiyiik 6l¢iide klinik sonuglar
ongormektedir (32;33;34). En ikna edici kanit, Scott ve arkadaglar1 tarafindan
gerceklestirilen kor, secimsiz ¢alisma tarafindan saglandi . (2012 ), burada blastosistlere
genetik test yapilmadan biyopsi yapildi ve transfer edildi. Klinik sonuglar bilindiginde,
bir TE biyopsisinin klinik prediktif degerini degerlendirmek i¢in SNP dizisi kullanilda.
Genel olarak, andploid oldugu belirlenen embriyolarin %96's1 implante olmazken,
Oploid embriyolarin %41'i devam eden bir gebelige veya canli doguma yol agmustir
(25). Benzer sekilde, aCGH kullanilarak tiniform monozomiler veya tiniform
monozomiler ve trizomilerin bir kombinasyonu ile teshis edilen blastosistlerin (n = 10)
transferini takiben hicbir canli gebelik elde edilmedi (23). Ayrica, orijinal blastosist
biyopsisinde teshis edilen tek tip sayisal andploidiler, gelisimin hem 8. hem de 12.
Giinlerinde uyumluydu ve bu da, genisletilmis in vitro kiiltiir sirasinda 6ploid
embriyolara kiyasla daha kotii gelisimsel sonuglara yol agt1 (28) . Toplu olarak, bu
veriler, mayotik bir hata varsa, PGT-A'nin dogru bir teshis saglama olasiliginin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

Tek bir TE biyopsisinin NGS analizine dayanarak, mozaikligin son yayginlik tahminleri
her blastokist igin %2 ila %13 arasinda degigsmektedir (29;30;31 ). TE biyopsisinin
genis, cok merkezli bir caligmasinda, Katz-Jaffe ve ark . (2017 ), embriyolarin %3'tinde
mozaiklik ile uyumlu teshisler bildirmistir. Bu, yalnizca mozaik anormallikleri ile teshis
edilen embriyolar dahil ve kromozom 13, 16, 18, 21, X ve/veya Y'yi etkileyen farazi
mozaik monozomiler veya trizomiler hari¢ olmak tizere, klinik olarak ilgili kabul edilen
mozaik ¢agrilarin prevalansi (%?2) ile karsilastirilabilirdi (31). Tiim kromozomlar

dikkate alindiginda, bildirilen kromozomal mozaisizm prevalans1 %5'e yiikselmistir



zeger(31). Ruttanajit ve ark. (2016 ), TE biyopsisi ve NGS'nin ardindan analiz edilen
blastosistlerin %9'unda tiim kromozomlarda 6ploid/andploid mozaikgilik rapor etmistir.
Yine de, ek tekdiize andploidiler sunan embriyolara genisletildiginde, prevalans %13'e
yiikseldi (29). Benzer sekilde, NGS tabanli PGT-A'y1 degerlendiren yeni bir ¢ok
merkezli randomize kontrollii ¢alisma (RCT), analiz edilen blastokistlerin %17'sinde
mozaiklik bildirdi (27). Bu, mozaik olarak rapor edilen toplam blastosist sayisinin
%11'ini olusturan hem mozaik hem de {iniform aberasyonlar ile teshis edilen
embriyolari icermektedir. Bununla birlikte, oranlar ~%10 ile ~%26 arasinda degisen
laboratuvarlar arasinda degisiklik gostermistir. Ozellikle, mozaiklikle tutarli kopya
sayis1 sapmalarini belirleme kriterleri, deneme sirasinda farklilik gosterdi (27). Bireysel
kromozomlar g6z oniine alindiginda, tiim otozomlarda ve cinsiyet kromozomlarinda
varsayilan mozaik anormallikler bildirilmistir (32;33;27) Ilging bir sekilde, 5n NGS
verileri, 22, 4 ve 19 numarali kromozomlar dahil olmak iizere spesifik kromozomlarin
mozaisizm teshisleriyle daha sik iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (34). Bununla
birlikte, bu bulgular1 dogrulamak i¢in daha fazla ¢alisma ve daha kapsamli veri setlerine

ihtiya¢ duyulacaktir.

2.5.PGT (PREIMPLANTASYON GENETIK TEST)

Preimplantasyon genetik tan1 (PGD) ve preimplantasyon genetik tarama (PGS) ile ilgili
onceki terimler, infertilite bakimindan kullanilan terminolojinin gézden gegirilmesinin
ardindan preimplantasyon genetik test (PGT) terimi ile degistirilmistir (58) . PGT ,
HLA tiplendirmesi veya genetik anormallikleri belirlemek i¢in oositlerden ( polar
cisimler ) veya embriyolardan (bdliinme asamasi veya blastosist) alinan DNA'y1 analiz
etmek i¢in yapilan bir test olarak tanimlanir. Bu, andploidi i¢in PGT'yi (PGT-A), tek
genli/tek gen kusurlari i¢cin PGT'yi (PGT-M) ve kromozomal yapisal yeniden
diizenlemeler i¢in PGT'yi (PGT-SR) icerir (58). Yiiksek genetik riskli kromozomal
sayisal sapmalar i¢cin PGT, ESHRE PGT konsorsiyumunun veri koleksiyonlarinda PGT-
SR'ye dahil edilmistir. (59)

Genetik tan1 koymak istedigimizde, anne veya babada spesifik mutasyon veya
kromozomal imbalans, monogenik hastaliklar, translokasyonlar varsa bunlar1 embriyo

gelecek nesillere kalitmasin diye bunu tanimlayip ayiririz.



Genetik tarama yapmak istedigimizde ise, anne-baba kromozomal olarak normal (veya

normal kabul edilir) embriyoda anéploidi olup olmadigini kontrol ederiz.
2.5.1.PGT-M (Monogenik)

PGT-M, hastali§a neden olan lokuslarin (niikleer veya mitokondriyal) kesin olarak
tanimlandigi, X'e bagli, otozomal dominant veya resesif kalitsal monogenik
bozukluklara (kombinasyonlarina) neden olan DNA patojenik varyant(lar)inin test

edilmesini ifade eder. (59)

PGT-M, embriyolarin spesifik bir gen hastaligindan etkilenip etkilenmedigini
belirlemek i¢in embriyo biyopsilerine uygulanan bir testtir. Test, PGT-M 6n hazirlik
sirasinda her hasta ve spesifik genetik mutasyon ya da mutasyonlar igin 6zel olarak
tasarlanmaktadir. Mendelyen kurallara gore kalitilan tek gen hastaliklar1 kromozomlar
tizerinde yer alan tek bir gendeki defekten kaynaklanir. Giiniimiizde tespit edilen
ortalama 4000’in {lizerinde tek gen hastaligi bulunmaktadir. Bu tip degisimlerde kalitim

modelini belirleyen unsur otozomal ya da gonozomal genlerin kdkenidir.

Bir fenotip 6ngdriisii olmayan, dnemi bilinmeyen genetik varyant vakalar1 PGT'den
cikartlmalidir. PGT testi, belirsiz genetik tan1 durumunda (6rnegin genetik/molekiiler

heterojenite) veya belirsiz kalitim modu durumunda uygun degildir.

Probandda tek bir patojenik varyantin teshis edildigi ve yalnizca bir ebeveynin
bulundugu otozomal resesif bozukluklar i¢in, eger patojenik genotip tek bir gene
atfediliyorsa ve aile soyagacindan elde edilen yeterli kanit hastaligin tanimlanmasina

izin veriyorsa PGT Onerilmesi kabul edilebilir.
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2.5.2.PGT-SR (Yapisal)

PGT-SR (structural rearrangement) , translokasyon tasiyicisi giftlerde transfer igin
normal/dengeli embriyolarin se¢ilmesinde uygulanan genetik testi ifade eder.
Kromozom translokasyonlari, inversiyonlar gibi kromozom yapisi yeniden
diizenlemelerinin tanisinda kullanilir. PGT-SR, kromozom yeniden diizenlemesine
sahip olan ve bu nedenle yanlis kromozom sayisi veya yapisina sahip embriyolar
olusturma riski tagiyan kisiler i¢in uygundur. Kromozom bozuklugu olan bir cocugu
veya hamileligi olan ya da kendisinde bulunan hastalarin yardiml iireme tedavilerinin
baslangicinda bu testi yaptirmasi uygundur.Bu hastaliklar beta talasemi, kistik fibrozis,

huntington, fragile X gibi kromozomal hastaliklardir.

Kromozom yeniden diizenlemeleri kalitsal olabilir veya kendiliginden olabilir. Dengeli
kromozom yeniden diizenlemelerinin bir¢ok tasiyicisi sagliklidir ve ¢ocuk sahibi

olmaya ¢alisana kadar tasiyict durumlarinin farkinda degildir.

Dengeli yeniden diizenlemelerin tasiyicilari, tipik olarak basarili bir hamilelige yol
acmayan yanlis miktarda kromozomal materyal igeren embriyolar iiretme riski
altindadir. PGT-SR, basaril1 bir hamilelik ve saglikli canli doguma yol agma olasilig1 en
yiiksek olan dogru miktarda kromozomal materyale sahip embriyolarin belirlenmesine
yardimci olabilir. Test edilen baslica ti¢ yeniden diizenleme tiirii sunlardir; karsilikli

translokasyonlar, Robertsonian translokasyonlar ve inversiyonlar (60)

2.5.3.PGT-A

Andploidi i¢in preimplantasyon genetik testi (PGT-A), IVF tarafindan tiretilen
embriyolardaki kromozomal anormallikleri tanimlamak i¢in kullanilir ve sonugta
olumsuz klinik sonuglarin (yani implantasyon basarisizligi, diisiik ve kromozomal
anormallikten etkilenen canli dogum) olasiligini diglayarak en aza indirmeyi amaglar.
Transferden andploid embriyolar se¢cimini kaldirma stratejisi i¢in kullanilir. Tekdiize
tam kromozom andploidileri (yani, tiim embriyonik hiicrelerde bir kromozom
kopyasinin kayb1 veya kazanimi) esas olarak mayoz gegirirken olgunlasan oositlerde

meydana gelen kromozom segregasyon hatalarindan kaynaklanir.(10, 35,20).
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Implantasyon dncesi genetik tarama, embriyo DNA'smin implantasyondan énce
andploidi i¢in kapsamli kromozomal taramaya tabi tutuldugu yardimci iireme
teknolojisinde kullanilan yaygin bir tekniktir. (36). Trofektoderm biyopsisi, kromozom
analizi i¢in ¢ok sayida hiicre saglayabilir ve boylece tanisal hata olasiligini azaltabilir
(37-38). Trofektoderm biyopsilerini gézden gegiren ¢alismalar , IVF andploidisini artan
anne yast ile iligskilendirir (39) , fakat ayn1 zamanda daha geng¢ kadinlarda bile yiiksek

andploidi oranlart gdsterir (40).

Prospektif bir calisma, tekrarlayan gebelik kayb1 (RPL) hastalarinda yumurtalik rezervi
etkisini arastirdi ve 38 yasindan geng kadinlarda yumurtalik rezervinin azliginda
(dongiiniin 3. giinii folikiil uyarict hormon seviyesi >10 [U/mL ve/ veya antimiillerian
hormon <1 ng/mL), yumurtalik rezerv testi normal olan kadinlara kiyasla, transfer
edilecek bir 6ploid embriyoya sahip olma olasiliginin 6nemli 6l¢iide daha diisiik

oldugunu gosterdi. (61)
Preimplantasyon gernetik tarama yani PGT-A, asagidaki durumlarda yapilmaktadir;
e lleri anne yas1 (>38)
e Tekrarlayan implantasyon basarisizligi
e Tekrarlayan gebelik kaybi
o Siddetli erkek faktor infertilitesi

e Elektif tek embriyo transferi istemi

Tekrarlayan gebelik kaybi (TGK):
Ucg ve daha fazla gebeligin 20. haftasindan dnce diisiikle sonlanmasi olarak tanimlanar.

Farkli nedenlerden dolay1 yasanabilir;
Kromozomal anomaliler

Genetik anomaliler

29
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Anne adaymin ileri yasi

Kan pihtilagmasi

Hormonal sorunlar

Anne adayinda yasanan metabolik hastaliklar (tiroid, diyabet vs)

Bagisiklik sisteminde dengesizlik

Rahimde yaganan yapisal sorunlar

Cevresel faktorler

Yumurta ve sperm kalitesinde sorunlar

Anne adayinda yumurtaliklarda yumurta gelisimi sirasinda yasanan sorunlar, baba
adayinda spermde bulunan DNA hasar1, yapisal bozukluklar, say1 azlig1 ya da embriyo
gelisimi sirasinda meydana gelen genetik - kromozomal bozukluklar da gebelikte
anomali yasanmasina neden olur ve tekrarlayan diisiikler ile sonuglanabilir. Yumurta
gelisiminde yasanan sorunlar en ¢ok anne adayinin ileri yasta olmasi ve yumurtaliklarda
kaliteli yumurta gelisememesinden kaynaklanir. Ileri yasla birlikte yasanan diisiik over
rezervi de bu sorun i¢in dnemli bir olumsuz faktordiir ve infertilite kapsaminda
degerlendirilmelidir.

Tekrarlayan implantasyon basarisizhg (TiB);

40 yagin altinda en az {i¢ kez taze ya da donma-¢6zme siklusunda en az dort adet iyi
kaliteli embriyo transferine ragmen klinik gebelik elde edilememesidir. Basaril1 bir
implantasyon i¢in blastokist agsamasinda embriyo, reseptif endometriyum ve
endometriyum ile embriyo arasinda basarili bir iletisim gerekmektedir. Kromozomal
anomaliler, sperm DNA hasar1, zona kalinlagmasi, yetersiz kiiltiir ortamlar1, embriyo

kalitesinin kotii olmas1 TIB etiyolojisinde rol oynayan embriyonik faktérlerdir.
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PGT-A yonteminde 5 giine kadar laboratuvar ortaminda biiyiitiilmiis embriyolardan
(blastosist) biyopsi teknigi ile alinan 5-10 hiicre alinmaktadir. Daha sonra genetik
laboratuvarinda bu hiicre 6rneklerinin DNA’lar1 Tiim Genom Amplifikasyonu (WGA)
adi1 verilen 6zel bir teknik ile ¢cogaltilir ve sonrasinda Yeni Nesil Dizileme (NGS)
yontemi ile analiz edilerek kromozom sayis1 ve yapisi incelenir. Bu yontemin temeli
cogaltilan DNA pargalarinin en son teknoloji ile ¢alisan NGS cihazinda sayilarinin
belirlenmesi ile gergeklesir. Cihazin okuma islemleri tamamlandiginda genetik
laboratuvarinda ¢alisan biyolog ve genetik uzmani doktorlar birlikte analiz sonuglarini

inceleyerek embriyolarin kromozomlar1 hakkinda son karar verirler.

o NGS teknolojisi ile daha dnceki analiz yontemleri ile karsilastirildiginda

potansiyel olarak daha hassas ve dogru bir inceleme saglanmaktadir,
e %20 — 80 aras1 mozaiklik oranlari tespit edebilmektedir,

e Hiicrenin enerjisini saglayan mitokondriyal DNA miktarini tespit

edebilmektedir,

Analiz sonucunda embriyolarm Normal (Oploid), Anormal (Andploid) ya da Mozaik

olduguna karar verilir ve bu sekilde raporlanir.

Andploidi igin preimplantasyon genetik testinin (PGT-A) kullanimu, iyi prognozlu
hastalarda transfer bagina daha iyi sonuglar gosteren ¢aligmalarin yaymlanmasinin
ardindan son yillarda artmistir (26). Hiicre hatti caligmalari, NGS'nin bir model embriyo
biyopsisinin normal ve anormal hiicrelerin bir karigimini igerip igermedigini daha
giivenilir bir sekilde tahmin edebildigini gosterdi ve mozaik teshisinin PGT-A

sOzIligiiniin bir pargast haline gelmesine yol acti(5)

Andploidi i¢in preimplantasyon genetik testinin (PGT-A) birincil amaci, morfolojiye
dayali embriyo transfer se¢eneklerinde bulunan andploid embriyolarin sayisini ve
etkisini azaltarak sec¢ilen IVF transfer sonuglarini iyilestirmektir (41). Bir 6ploid
embriyonun transferi, andploid embriyolara kiyasla implantasyon, gebelik ve canli
dogum oranlarinda iyilesme oldugunu gostermistir (42,52). ilk ¢alismalarin cogu, smnirli
FISH analizi ile boliinme asamasi biyopsisi kullanilarak gerceklestirilen PGT-A'nin bir

avantajin1 gosteremedi. Cesitli trofektoderm hiicrelerinin biyopsisi ile birlikte
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kromozom analizi (43) artik embriyo kromozomal durumunun degerlendirilmesi igin
optimal kabul edilmektedir. Erken asama biyopsi ve embriyo sonuglarini azaltma
potansiyeli cogu klinikte durdurulmustur. Bununla birlikte, tek bir analizde birden fazla
hiicrenin analizi, tam kromozom (veya kismi/segmental kromozom) ara kopya sayisi

sonuglari olasiligini ortaya ¢ikarir.(61)

Yeni Nesil Dizileme (NGS), implantasyon oncesi genetik testler i¢in en son
yaklasimdir. Bu protokoliin ilk adimi, aCGH ig¢in oldugu gibi WGA (Biitiin Genom
Amplifikasyonu) 'dan olusmaktadir. Genom amplifikasyonundan sonra, farkli
numunelerin belirli dizilerle etiketlendigi bir barkodlama prosediirii ger¢eklestirilir. Bu
stireg, bir dizileme calismasinda 24 ila 96 biyopsinin (uygulanan dizileme platformuna
bagli olarak) birlestirilmesine ve dizilenen embriyo basina bu optimize edilmis
maliyetin birlestirilmesine izin verir. Her dizi daha sonra bir referans insan genomu ile
karsilastirilir ve kopya sayisi1 varyasyonlarini ve biiyiik delesyonlar1 veya

duplikasyonlari tanimlamak igin 6zel bir yazilim kullanilir (44,45,46).
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2.6. Mozaik Embriyolarin Teshisi

Mozaikligi teshis etmek, 6zellikle oploid/andploid mozaikler diisiiniildiigiinde oldukg¢a
karmasiktir. Bu gibi durumlarda, ger¢ek mozaisizmi ayirt etmek her zaman miimkiin
olmayabilirken, 6ploid/andploid blastokistlerin gelisim potansiyeli belirsizligini
koruyor. Konservatif bir yaklasim, tiim mozaik embriyolar1 klinik olarak uygunsuz
olarak siniflandirmak olsa da, ¢ok gercekei bir degerlendirme, transfer i¢in hi¢bir 6ploid
blastosistin mevcut olmamasidir. Bu risk, anne yasiyla birlikte 6nemli 6l¢lide artar
(49;20). Hem Popovic hem de ark. (2018 ) ve Fragouli ve digerleri. (2019), yanlis
pozitif hatalardan kaynaklanan yanlis tanimlamanin biiyiik 6l¢iide mozaiklik teshisi ile
iliskili oldugunu 6ne siirmektedir. Bu nedenle, mozaik blastosistlerin klinik olarak
uygunsuz olarak siniflandirilmasi, sonugta hasta i¢in gebelik olasiligini azaltabilir. Bu,
0zellikle mosaisizm bildirilmemisse, yani bir embriyoyu anormal olarak siniflandirmak
icin esik degerler ¢ok diisiik ayarlanmigsa (6rn. %30 anormal hiicre) mesru bir endise
olusturur. Fridenthal ve ark. (2018 ) yakin zamanda aCGH'ye kiyasla NGS tabanli PGT-
A'y1 takiben devam eden gebelik oranlarinda iyilesme oldugunu gosterdi. Bununla
birlikte, NGS ile PGT-A uygulanan hastalarda, varsayilan mozaik embriyolarin harig

tutulmasi nedeniyle, transfer i¢in 6nemli 6l¢iide daha az embriyo mevcuttu (14).

Canli embriyolarin yanlislikla klinik olarak uygunsuz olarak siniflandirilmasini
onlemek i¢in, mozaik olarak siniflandirilan embriyolar su anda PGT-A'da tigiincii bir
teshis kategorisi olarak ortaya ¢ikmaktadir (50). Mozaik blastokistler kaginilmaz olarak
rutin IVF déngiileri sirasinda transfer edilmektedir. Daha da énemlisi, su anda YUT
sonras1 dogan ¢ocuklarda kromozomal mozaikgilik riskinin arttigina dair bir kanit
yoktur. Bu nedenle, mozaik olarak teshis edilen embriyolarin bir kismu1 canli gebelikler
elde edebiliyorsa, bunlarin dislanmasi tedavi sonuglarini tehlikeye atacaktir. Yine de
mozaik blastokistlerin transferi dikkatli bir degerlendirme gerektirir ve su anda klinik
bakim i¢in net, standartlastirilmis bir ¢cergeve yoktur. Kromozomal mozaisizmi teshis
etmek, daha az normal embriyonun atilmasina yol agarken, anormal blastokistler de
onun Onciilii altinda yanlislikla transfer edilebilir. Bunlar her zaman implantasyon

basarisizligina veya diisiiklere yol acacaktir (14).
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2.7. Mozaik Embriyo Insidansi

Kromozom mozaikligi, genellikle embriyolarin sadece kiigiik bir kisminda olmasina
ragmen, yaygin olarak gézlemlenmistir. Dizi CGH ve NGS tabanli yontemler gibi
hassas teknolojiler, tek tip andploidileri (biyopsideki tiim hiicreleri etkileyen) mozaik
andploidilerden (biyopsideki yalnizca bazi hiicreleri etkileyen) degisken bir sekilde ayirt
edebilir. Blastokist asamasinda, NGS yontemleri kullanilarak rapor edilen mozaiklik
insidans1 klinikler arasinda olduk¢a degiskendir; %2'den %40'a kadar degisir ve
kliniklerin biliylik cogunlugu arastirilan yas grubuna bagli olarak %5-15 arasinda rapor
verir. (23;4;48,). Secilen bir klinikte siirekli yiiksek mozaik embriyo insidansi, baskin
hasta yas grubu, klinik tedavi ve/veya spesifik embriyoloji uygulamalar ile iligkili
olabilir (23), sevk edilen tiim kliniklerde yiiksek diizeyde goriiniir mozaiklik, daha zayif
test laboratuvari uygulamalariin gostergesi olabilir. Her iki durumda da, klinik ve/veya
test laboratuvar1 uygulamalarinin gézden gecirilmesi garanti edilebilir. PGT-A i¢in
biyopsileri harici bir test laboratuvarina génderen klinikler, laboratuvardan embriyo
mozaik oranlarini ve esik araliklarini agiklamasini talep etmelidir. Bu, kliniklerin kendi
performanslarinin yani sira sevk edilen herhangi bir test laboratuvarinin analitik

yeteneklerini degerlendirmelerine yardimci olacaktir. (PGDIS,2021)

Mozaik embriyo transferinden sonra basarili gebelikleri bildiren ilk yayinlanmis
calismadan bu yana (32), diger gruplar da daha fazla sayida mozaik embriyo igeren
sonuglar bildirmistir (50;51;47). Bu ¢aligmalar, mozaik veya mozaik segmental
embriyolarin saglikli gebeliklere yol agtigini ortaya koymustur (52;51), ancak bu tiir
transferlerin diisiik implantasyon oranlar1 ve genellikle daha yiiksek diisiik oranlari ile

iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir (42).



Sekil ITI: Mozaisizm Oranlari ile Transfer Sonuclar1 Arasindaki Iliski (61)
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Calismanin Dizaym

Calismamiz 2019-2023 yillar1 arasinda, Centrum Klinik Tiip Bebek Merkezinde
yapilmis retrospektif bir veri tarama ¢alismasidir. Hasta dosyalar1 ve elektronik medikal
kayitlar taranarak verilere erisim saglanmistir. Eksik verisi olan olgular dahil

edilmemistir.

Cahismaya dahil edilme kriterleri:

PGT-A islemi 6nerilmis ve uygulanmis secilmis hasta grubu:

* 38 yas tizeri kadnlar (elektif PGT-A)

* Tekrarlayan erken gebelik kaybi olanlar (>3)

* Tekrarlayan implantasyon basarisizligi olanlar olarak tanimlanmistir. (40 yasin
altinda en az {i¢ kez taze ya da donma-¢6zme siklusunda en az dort adet iyi kaliteli
embriyo transferine ragmen klinik gebelik elde edilememesidir). Bu grup olgulardan,
ozellikle blastosist asamasina gidilmis, teknik olarak uygun trofoblast biyopsisi
yapilmis, NGS ile PGT-A islemine uygun bulunmus ve sonuglar1 rapor seklinde elde
edilmis olgular ¢alismaya dahil edilmistir.

Calismadan dislanma kriterleri:

Azoospermi olgulari, yuvarlak spermatid injeksiyonu yapilan olgular, tek gen
hastaliklari, uterus patolojisi bulunanlar, endokrin veya metabolik hastalig1 bulunanlar,

siklus iptali olanlar ve fertilizasyon sorunu yasayan olgular dahil edilmemistir.



Calismaya dahil edilen ve PGT-A islemi uygulanip, embriyolar hakkinda genetik
bilgisine erisilen olgular, 3 gruba ayrilmistir:

1. Normal/6ploid

2. Anormal/andploid sonug¢ alinmis

3. Mozaik

Bu 3 grup embriyolarin, fertilizasyon agamasindan itibaren bdliinme dinamikleri su
sekilde degerlendirilmis ve 3 grup arasinda karsilagtirilmistir:

o Klivaj embriyo fragmantasyon oranlari

o Kilivaj embriyo <8 hiicre orani

o Klivaj embriyo >8 hiicre orani

e 5.giin blastokist sayis1

e 5.giin en iyi kalitede (G1) blastokist orani
e 5.giin orta kalite (G2-G3) blastokist orant
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3.2 Ejekiilat ile Sperm Alma ve Hazirlama islemi

Ejekiilat ile sperm alma isleminde hastalar OPU giinii 6zel sperm 6rnegi verme
odalarina alinir. Androlog tarafindan hastaya lizerinde isim etiketi, islemin ¢esiti, cinsel
perhiz siiresi yazili steril pve 6rnek kabi verilir. Kalitesi yliksek bir sperm 6rnegi elde
edebilmek icin ideal cinsel perhiz siiresi 3 giin ile 7 giin arasindadir. Hastaya 6rnegi
vermeden Once ellerini yikamasi gerektigi, herhangi bir kayganlastirict kullanmamasi,
ornek kabinin i¢ine dokunmamasi, kan ve idrar gibi viicut sivilarini 6rnege
bulastirmamasi sdylenir. Ornek mastiirbasyon yoluyla verilip laboratuvara teslim
edildikten sonra etiive alinir. Etiivde 37 derece sicaklikta en az 15 dakika bekletilerek
likefiye olmasi saglanir. Bu siire bittiginde 6rnek incelenmek igin yeterince likefiye
olup olmadig1 kontrol edilir. Eger 6rnegin viskozitesi hala yiiksekse 3ml lik falcon pipet
ile pipetaj yapilip bir siire daha etiive kaldirilir. Ornek hazir oldugunda androloji
defterine isim, islem tiirii, cinsel perhiz siiresi ve 6rnegin ka¢ ml oldugu not edilir. Daha
sonra falcon pipetle iyice pipetaj yapilan 6rnekten bir damla maklere alinir ve
mikroskop altinda inceleme yapilir. Sperm sayis1 ve motilite yilizdesi tespit edilip
deftere yazilir. Ornek, mikrogipe ya da énceden falcon tiipte hazirlanip oda sicakligina
gelmis gradiente alinir. Gradient i¢in %80 ve %40 olmak tizere iki farkli derisimde pure
sperm ve sperm wash karisimi kullanilmaktadir. Bu karisimlardan 6nce %80 lik sonra
%40 lik olandan birer ml karismadan dikkatlice falcon tiipiine aktarilir. Falcon tiipii 45
derece egik tutulup sivinin ucundan tiipiin ucuna dogru bir yol ¢izilerek sperm 6rnegi
tiipe aktarilir. Ornegin acildig1 sperm sayis1, motilite yiizdesi ve sperm kalitesi gibi
degiskenler gbz 6niinde bulundurularak 1200,1500 devirde 8,10 dakika santrifiije alinir.
Sonra tiipiin dibinden cam pipet yardimiyla hafif¢e kazinarak 0.5 ml 6rnek alinarak
baska bir falcon tiipe aktarilir. Uzerine 2 ml sperm wash konularak 3000 devirde 5 dk
santrifiije alinir. Tiipiin tistiindeki 6rnek ¢ekilir ve altindaki 0,5 ml 6rnek etiketlenmis
kiigiik tiipe aktarilir. Buradan da ICSI dishindeki sperm havuzunun sol kenaria

yiizmesi i¢in bir ¢izgi halinde, mikropipet ile 50 mikrolitreye kadar sperm basilir.
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3.3.1 Oosit Toplama (OPU) islemi
Oosit toplanmasi islemi (OPU; oocyte pick-up) sirasinda tiim oositler en kisa siirede
alinir, embriyolog tarafindan 6rnek igerisinde tespit edilir, sayilir. Kumulus-o0sit

kompleksinin maturasyon durumunu degerlendirilir.

Folikiil aspirasyonu ile oositlerin toplanmasi igslemi hCG enjeksiyonunu takiben 34-36
saat sonra gergeklestirilir. Islem vajinal ultrasonografi esliginde genel anestezi ile
yapilir. Once vajen steril serum fizyolojik ile yikanir. Islem icin 16-18 G “luk steril
aspirasyon igneleri takili transvajinal prob steril kilif i¢ine sarilarak en uygun vakum
basincinda (100-150 mmHg) 23 ultrasonografi esliginde kullanilarak folikiil
aspirasyonu saglanir. 37 derece sicaklikta bekletilen tiiplere alinan 6rnekler hemen
laboratuvara gétiiriiliir ve laminar air flow kabininde petri dishlerine konulan foliikiiler
stvi1 igerisinde sterio mikroskop ile oositler bulunur, sayilari tespit edilir.. Pastor pipeti
ile HEPES soliisyonu igeren dishlere alinir. Oosit kalitesi ve embriyo gelisiminin 1st,
osmolarite ve pH degisimlerini ile etkilenmemesi i¢in oositler en kisa siirede kiiltiir

medyumuna konulup inkiibatore yerlestirilir, etiketleme yapilir.
3.3.2. Deniidasyon Islemi

Oositlerin ICSI islemine hazir olmasi i¢in etrafinda bulunan kumulus hiicrelerinden
temizlenmesi gerekmektedir. Bu islem iki basamakta yapilir. Once 2 tane insiilin ignesi
yardimiyla kumulus hiicreleri katlanip kopartilarak olabildigince azaltilir. Daha sonra
hyaliironidaz enziminde yaklasik 15-20 dk tutulup kumulus hiicrelerinden temizlenen
oositler polar cisimcigin varligi (M2) veya yoklugu (M1) ya da germinal vezikiil (GV)
varligi acisindan degerlendirilir. ICSI iglemi i¢in 6nceden hazirlanmis kiiltiir mediumu

igeren dishlere konulur ve etiketlenerek inkiibatore kaldirilir.
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3.4. ICSI (intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu)

ICSI islemi tek bir spermin oositin stoplazmasinin i¢ine enjekte edilmesidir. ICSI islemi
oncesinde ayni giin ICSI dishi hazirlanip etiive kaldirilir. ICSI dishi hazirlanirken sperm
havuzu, sperm toplama damlacigi, oosit mikroenjeksiyon damlaciklari, PVP ve yikama
damlaciklar1 %5°lik HSA iceren HEPES medyumu kullanilarak hazirlanir. 37°C 1sitilan
inverted mikroskobun tablasina iizerinde 6zel mikroigneler ile sperm havuzundan
secilerek toplanan spermler PVP igerisine alinir ve burada kuyruklari kirilarak
hareketsiz hale getirilir. Daha sonra holding pipet ile tutulan oosit polar cisimcigi saat
12 yoniinde olacak sekilde sabitlenir. Mikropipet ig¢ine alinan sperm dikkatli ve net bir
hareketle dnce biraz sitoplazma sivisi ¢ekilip kirilma an1 denilen bir noktadan sonra
oosit igerisine birakilir. ICSI sonras1 oositler kiiltiir mediumuna konulur, etiketlenir ve

inkiibatore kaldirilir.
3.5. Fertilizasyon Kontrolii

Fertilizasyon, sperm hiicresinin sekonder oosit ile birlesmesiyle baslar. Spermium oosit
igerisine girdiginde sekonder oosit 2.mayozu tamamlayarak ovum haline geger. Olusan
ikinci kutup cisimeigi 1.si ile birlikte dejenere olarak kaybolacaktir. Niikleuslar
proniikleus halini alir. Erkek ve disiye ait pronukleuslarin olusmast ile fertilizasyon
tamamlanir. Boylece zigot olusmaya baslar. Fertilizasyon kontrolii IVF veya
mikroenjeksiyon isleminden 14-18 saat sonra yapilir. Fertilize olan oositin
sitoplazmasinda ayr1 iki pronukleus (PN) ve perivitellin aralikta iki kutup cisimciginin

olmasi normal fertilizasyon olarak kabul edilir.



23

3.6.Klivaj Donemi Siniflandirilmasi

Klivaj kelimesi boliinme anlamina gelmektedir. Embriyonun 2 hiicreden (OPU’dan
sonraki 1.glin), 15-20 aras1 sikica birlesmis hiicre igeren (morula) asamaya kadar
(OPU’dan sonraki 4.giin) olan gelisimi klivaj (b6liinme) donemi olarak adlandirilir. Bu
donemde embriyo mitoz boliinme ile hiicre sayisini arttirir. Bir yandan da hiicre
igerisinde metabolik faaliyetler, protein sentezi ve DNA kopyalama islemleri
gergeklestirilir. Bu donemde gergeklesen en 6nemli degisimlerden biri 8 hiicre
asamasindan sonra artik sperm genetik yapisinin da embriyo gelisimini yonlendirmeye
katilmasidir (embriyonik genom olusumu). Dolayisiyla sperm kaynakli olast problemler

cogunlukla bu asamadan sonra ortaya ¢ikar.

Tablo 1: ESHRE 2011 konsensusa gore: 3. giin embriyo skorlama sistemi

Iyi Kalite/Grade 1 Embriyo < %10 fragmantasyon, 2. giinde 4, 3. giinde 8
blastomer, blastomerler esit buytikliikte,
multiniikleasyon yok

Orta Kalite/Grade 2 Embriyo % 10-25 fragmantasyon, Blastomer say1 ve sekli
grade 1 embriyolara benzer, multiniikleasyon yok,
Koyt Kalite/Grade 3 Embriyo  >%25 fragmantasyon, giiniiyle spesifik olmayan

hiicre biiyiikliigii ve sayisi, multiniikleasyon var
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3.7. 4. Giin ve Blastokist Evresi Degerlendirmesi

Dordiincii gline gelindiginde embriyonun hiicre sayisi iyice artmistir ve 16-32 hiicreden
olusan sik1 bir yumak halindedir. Bu asamadaki kompaktlasmis embriyoya morula
denir. Morula evresinden sonra i¢ kisimda bulunan hiicreler ile dig kistmdaki hiicreler
ileri gelisim agamasinda baskalasim gosterirler. Blastosel boslugunun genislemesiyle
birlikte zona pellusida giderek incelir. Blastokist evresinde i¢ hiicre kiitlesini (inner cell
mass) ve dis hiicre (trofektoderm) tabakasini olustururlar. I¢ kisimda blastosel siv1 ile
dolu kisim olusur. Embriyonun kalitesinin degerlendirmesinde blastosel kavitenin
yapist, i¢ hiicre kiitlesini olusturan hiicrelerin sayisi ve yapisi, trofektoderm hiicrelerinin

yapisi ve diizgiin dizilip dizilmedigi dikkat edilen kriterlerdir.

Tablo 2: ESHRE 2011 konsensusa gore: 4. giin embriyo skorlamasi

Grade 1 Embriyo: Béliinmenin dérdiincii asamasi, embriyo hacminin neredeyse

tamamini kaplayan kompaklasma,

Grade 2 Embriyo: Béliinmenin dérdiincii asamasi, embriyo hacminin biiyiik bir

kismini kapsayan kompaklasma,

Grade 3 Embriyo: Orantisiz kompaklasma, embriyo hacminin yarisindan azini

kaplayan kompaklasmayla birlikte 2 veya 3 hiicrenin

kompaklasmaya katilmadig,

Gardner blastosist derecelendirme sistemi, her bir blastosist embriyosuna 3 ayr kalite

puani atar:
1. Blastokist gelisme asamasi — genisleme ve hatching
2. 1¢ hiicre kiitlesi (ICM) skoru veya Kalitesi

3. Trofektoderm (TE) skoru veya kalitesi



Tablo 3: Blastokist gelisme asamasi — genisleme ve hatching
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Genisletme Blastokist gelisimi ve evre durumu
derecesi
1
Embriyo hacminin yarisindan daha az blastosel boslugu
2
Blastosel boslugu, embriyonun hacminin yarisindan fazlasi
3
Tam blastosist, embriyoyu tamamen dolduran bosluk
4 Genisletilmis blastokist (expanded), embriyodan daha biiyiik
bosluk, zona pellusidanin incelmesi
5 Zona pellusidadan ¢ikma dénemi (hatching)
6 Zona pellusidadan tamamen ¢ikmis halde




Tablo 4: I¢ hiicre kiitlesi (ICM) skoru veya kalitesi
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ICM I¢ hiicre kiitle kalitesi

notu

A Sikica paketlenmis bir¢ok hiicre

B Gevsek bir sekilde gruplandirilmis birkac hiicre
C Cok az hiicre

Tablo 5: Trofektoderm (TE) skoru veya kalitesi

TE Trofektoderm kalitesi

notu

A Sik1 bir tabaka olusturan bir¢ok hiicre

B Gevsek bir epitel olusturan birkag hiicre
C Cok az biiyiik hiicre
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3.8.Trofoektoderm Biyopsisi

Trofoektoderm biyopsisi, embriyo gelisiminde blastokist donemine ulasmis yani besinci
giinde embriyolara uygulanan biyopsi teknigidir. Giinlimiizde en sik tercih edilen
biyopsi seklidir. Bu islem sirasinda embriyolarin trofoektoderm hiicrelerinden 5-9 adet
alinarak hazirlanir ve genetik laboratuvarlarina gonderilir. Biyopsi islemi i¢in HEPES
dropletleri igeren biyopsi dishleri islemin ayn1 giinii hazirlanir ve etiive kaldirilir. ICSI
islemi i¢in hazirlanmakta olana benzer sekide hazirlanan bu dishte 9 tane droplet vardir.
Embriyoyu yakalamak ve sabit tutmak i¢in holding pipeti kullanilir ve 6nce embriyo
sabit halde tutulur. Islemi gerceklestirmek yani trofoektoderm hiicrelerini aspire
edebilmek icin ince cam biyopsi pipeti kullanilir. Inverted mikroskopta holding
pipetinin, biyopsi pipetinin ve embriyonun ayni1 diizlemde oldugunu anlayabilmek i¢in
goriintiiniin netligi ayarlanir. islem sirasinda trofoektodermin yapisi incelenir. Ozellikle
hiicreler arasina denk gelen, incelmis olan bdliim tercih edilerek birka¢ defa lazer atilir.
Sonrasinda biyopsi pipetinin i¢ine 8-10 hiicre ¢ekilir. Biyopsi pipetinin u¢ kismina denk
gelecek sekilde tekrar lazer atilarak bu hiicreler kopartilip alinmis olur. Son olarak,
cikarilan trofektoderm hiicreleri, analiz i¢in bir tiipe aktarilir.Genetik laboratuvarina
gonderilen bu 6rnek sayesinde embriyonun 6ploid, andploid ya da mozaik yapida

oldugu tespit edilir.

Sekil IV: Besinci Giin Trofoektoderm Biyopsisi

'

an bb

d 2

(@) Embriyo, ya hizlandirilmis ya da standart bir inkiibatérde tamamen genislemis

blastokist asamasina kadar kiiltiirlenir; ( b — ¢) Zona pellucida, i¢ Hiicre Kiitlesinin
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karsisindaki bir noktada delinir, trofektoderm nazikg¢e ondan ayrilir ve birkag hiicre
pipetle emilir ve daha sonra doniisiimlii olarak germe ve blastosist govdesinden

cikarilir. Lazeri ateslenir; ( d ) Biyopsi pargasi serbest birakilir (Antonio Capalbo, 2016)
3.9. Verilerin Analizi
Tiim istatistiksel analizler SPSS IBM programi ile yapilmustir.

Bulgularin  yorumlanmasinda frekans tablolar1 ve betimsel istatistikler

kullanilmustir.

Degiskenlerin normal dagilim hipotezine uyup uymadigi carpiklik ve basiklik
katsayilarina bakilmak suretiyle tespit edilmis ve parametrik test yontemleri tercih

edilmistir (Tablo 1).

Calismada elde edilen verilerin Ozetlenmesinde tanimlayici istatistikler
stirekli(sayisal) degiskenler i¢in dagilima bagli olarak ortalama + standart sapma veya
medyan, minimum ve maksimum tablo halinde verilmistir. Kategorik degiskenler say1 ve

yiizde olarak 6zetlenmistir

Gruplara gore kategorik degiskenler arasinda farklilik karsilastirmalarinda Ki-Kare

kullanilmistir.

Ulagilan  biitlin ~ sonuglarda  istatistiki  anlamlilik  p<0,05 seviyesinde

degerlendirilmistir.
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4.BULGULAR

Veri analizinin yapildigi donemde, dahil edilme kriterlerini karsilayan toplam 300 olgu
saptanmig olup, tez analizi i¢in gerekli tiim verilerin bulundugu ve dahil edilme
kriterlerini karsilayan toplam Toplam 51 olgu ¢alismaya dahil edilmistir.

Bu gruplardan elde edilen ve biyopsi yapilip NGS sonuglart alinan toplam 129 tane

5. Giin embriyosu vardir.

Bu embriyolarin;

-52 tanesi (%40,3) normal/6ploid

-52 tanesi (%40,3) andploid

-25 tanesi (%19,4) mozaik olarak rapor edilmistir.



Tablo 6: Sosyo Demografik Ozelliklere iliskin Betimsel Sonuglar
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Degiskenler

Yas ortalamasi (yil) 35.46+5.32
Oploid embriyo oran1 % %40.3
Toplam hareketli sperm sayis1 (ABC) (Milyon) 24.94+23.93
>38 yas kadin sayisi 17(%33,3)
Tekrarlayan gebelik kayb1 olgulari 11(% 21,6)
Tekrarlayan implantasyon basarisizligi olgulari 28(%54,9)
Onceki basarisiz IVF gecmisi olan kadinlar 35(%68,6)
Toplanan oosit toplami (n) 392

Olgu basina ortalama oosit 7.6

M2(n) 349

Olgu bagina ortalama M2 6.8

2PN toplam say1s1 332
Fertilizasyon % %84.6
PGT-A igin biyopsi yapilabilen embriyo sayist 150

Sonucu elde edilen toplam 5.glin embriyo sayisi

129 (%86)

Tablo 6’ ya gore kadinlarin yas ortalamasinin 35.46 oldugu, 38 yasindan biiyiik kadin

sayisinin 17 oldugu, toplam TGK sayisinin 11 oldugu, toplam RIF sayisinin 28 oldugu,

Onceki basarisiz IVF sayisinin 35 oldugu, Toplanan oosit sayisinin 392, M2 sayisinin
349 ve 2PN sayisinin ise 332 oldugu belirlenmistir. Toplam hareketli sperm sayisinin

ortalamasinin 24,94 milyon oldugu tespit edilmistir.



Tablo-7: 3 Grup Embriyonun B6liinme Dinamikleri Sonuglari
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(n)

Normal Andploid )
Mozaik (25) p
(N=52) (N=52)
3. Giin fragmantasyon
saptanmayan embriyo | 5,(94100,0) | 33.(%635) | 256(%100,0) | 000
sayi1si(n)

3. Giin %5 fragmanl 000
embriyo sayis: () 00(%0,0) | 13:(%25,0) | 0n(%0,0) :
3. Giin %10 fragmanl
embriyo says (1) 06(%0,0) | 6a(%11,5) | Oa5(%0,0) .009
3. Giin < 8 hiicre embriyo
sayst (1) 4(%7,7) | 21a(%40,4) | 2(%8,0) .000
3. Giin > 8 hiicre (G1) 000
embriyo sayist (n) 485(%92,3) | 31a(%59,6) | 230(%92,0) :
5. Giin G1 embriyo sayist
0 385(%73,1) | 11a(%21,2) | 17n(%68,0) 000
5. Giin G2 embriyo sayis1
) 95(%17,3) | 20a(%38,5) | 6a v(%24,0) 049
5. Giin G3 embriyo sayis1

5,(%9,6) | 21a(%40,4) | 25(%8,0) .000

*Ki-Kare testi kullanilmigtir. Grup Farki i¢in Bonferroni testi yapilmistir ve farkls

harfler grup farkini belirtmektedir. %: Satir Yiizdesi



e 3.giin fragmantasyon saptanmayan klivaj embriyo oranlarinin anéploid
embriyo grubunda, diger iki gruba gore anlamli olarak daha az izlendigi saptanmustir.
Normal ve mozaik gruplari arasinda ise anlamli bir farka rastlanmamustir.

e 3.giin %5 fragmantasyon saptanan klivaj embriyo oranlarinin, 6zellikle
andploid embriyo grubunda, diger 2 gruba gore anlamli olarak daha fazla
izlendigi saptanmistir. Normal ve mozaik gruplar1 arasinda ise anlamli fark
saptanmamuistir.

e 3.giin %10 fragmantasyon saptanan klivaj embriyo oranlarinin, 6zellikle
andploid embriyo grubunda, diger 2 gruba gore anlamli olarak daha fazla
izlendigi saptanmistir. Normal ve mozaik gruplari arasinda ise anlamli fark
saptanmamistir.

e 3.giin < 8 hiicre embriyo sayis1 olan klivaj embriyo oranlarinin, 6zellikle
andploid embriyo grubunda, diger 2 gruba gore anlamli olarak daha fazla
izlendigi saptanmistir. Normal ve mozaik gruplari arasinda ise anlamli fark
saptanmamuistir.

e 3.giin > 8hiicre (G1) embriyo sayis1 olan klivaj embriyo oranlarinin, dzellikle
andploid embriyo grubunda, diger 2 gruba gbre anlamli olarak daha az
izlendigi saptanmistir. Normal ve mozaik gruplari arasinda ise anlamli fark
saptanmamistir.

e Normal embriyolarda 5. giin G1 oraninin (%73,1) mozaik embriyolarda 5.giin
G1 oranindan (%68,0) ve andploid embriyolarda 5. giin G1 oranindan (%21,2)

anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

32
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5 TARTISMA

Bu caligmaya gore, normal ve mozaik embriyolar, andploid embriyolara gore genel
olarak daha iyi ve kendi i¢lerinde benzer boliinme dinamikleri géstermis olup, sadece en
iyi kalite blastosiste gidis asamasinda oploid yani normal genetikli embriyolarin daha
cok saptandigr dikkati cekmistir.PGT-A; ileri anne yas1 (>38), tekrarlayan implantasyon
basarisizlig, tekrarlayan gebelik kaybi, siddetli erkek faktor infertilitesi gibi durumlarda
yapilir. PGT-A yapilmadig takdirde IVF tarafindan iiretilen embriyolardaki
kromozomal andploidiler tanimlanamaz ve implantasyon basarisizligi, diisiik ve

kromozomal anormalliklerden etkilenen canli dogum riskleriyle karsilasilir.

Genel literatiirde %30-40 oranlarinda goriilen mozaik embriyo orani (63) bizim
calismamizda %19,4 olup diisiiktiir. Mozaisizm tiim yas gruplarinda benzer oranlarda
goriilmesi ve paternal etkilerin az olmas1 sebebiyle olusan bu farkin genetik
laboratuvarinin uygulama farkliliklar1 ve kullanilan esik araliklarindan kaynaklandigini
diistinebiliriz (23). Yapilan ¢alismalar, diisiik araliktaki (<%50 olarak tanimlanan)
mozaik embriyolarin, 6ploid embriyolara kiyasla benzer implantasyon oranlarina sahip
oldugunu gosterirken, diger yayinlanmis aragtirmalar mozaik embriyo transferlerinin,
artan implantasyon basarisizlig1 ve diisiik oranlart ile iligkili olabilecegini 6ne
stirmiislerdir ve daha yiiksek mozaiklik degerleri, iyi sonuclar liretmek i¢in daha da az
elverisli goriinmektedir (62). Yapilan mozaik embriyo transferlerinin saglikli canlt
dogum oranlar1 yaklasik %33 tiir (32). Kromozomal olarak normal bir embriyosu
bulunmayan hastaya oncelikle yeni bir siklus ile normal embriyo bulunmasi
oOnerilebilir. Tekrar uygulama sonrast embriyo bulunamadiginda veya hasta oncelikli
olarak mozaik embriyonun transferini tercih ettiginde embriyonun mozaisizm ytizdesi

ve mozaiklige katilan kromozom sayisi1 ve tipi dikkate alinarak transfer yapilmalidir.
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Mozaik embriyolarda gebelik anlaminda nasil bir potansiyel beklemeliyiz diye
diistindiigiimiizde, genellikle mozaiklik oran1 %50 ve altinda oldugunda iyi bir
potansiyeli oldugu kabul edilebilir (64). Ciinkii diisiik oranli mozaisizmde embriyonun
diger bolgelerinde andploidi goriilme riski daha diisiiktlir. Burada sorunun ¢ok daha
lokalize olabileceginden ve embriyonun tamamini temsil etmeyebileceginden

bahsederiz.

Calismamizda yas ortalamasi 35,46 olan 51 hastanin sonuclar1 degerlendirilmistir.Bu
hastalardan elde edilen ve biyopsi yapilip NGS sonuglart alinan toplam 129 tane5. Giin
embriyosu vardir. Bu embriyolarin; 52 tanesi (%40,3) normal, 52 tanesi (%40,3)anoploid,
25 tanesi (%19,4) mozaik olarak sonug¢ almistir. 35,46 ortalama yasa gore bulunan %40,3
Oploidi oranlar1 azdir. Literatiirde %65 civarlarinda beklenen bu oran teknik okuma
kaynakli olarak daha az bulunmus olabilir (39) . Andploidi kadinlarda 26-30 yas arasinda
en az gorlliir. 26 yasindan biiyiik kadinlarda artmaya baslayan andploidi oran1 40 yas
civarinda %50 ye ¢ikarken 43 yasinda bu oran %90 a kadar ¢ikip sabit kalmaktadir (39).

Normal ve mozaik embriyolarin tiimii 3.giinde fragmantasyon bulundurmamaktadir.
Anoploid embriyolar %25,0 oraninda %5 fragmantasyon, %11,5 oraninda %10
fragmantasyon bulundurmaktadir. Normal ve mozaik embriyolar 6zellikle 3.giin klivaj
evresi embriyolarindaki fragmantasyon oranlari basta olmak {lizere benzer dinamikler
gostermislerdir. Fragman, genellikle perivitellin bosluktaki zara bagli hiicre dist
sitoplazmanin varlig1 ile karakterize edilen heterojen bir yapidir. Fragmantasyonun
olusumu, hiicre 6limii, kromozomal fragman olusumu, hiicre iskeleti bozukluklar1 ve
vezikiil olusumu gibi ¢esitli mekanizmalarla iliskilendirilmistir (65). Andploid
embriyolar daha fazla fragman bulundurmaktadir. Andploid kromozomlar embriyonun
normal gelisiminin engellenmesine sebep olur. DNA replikasyonu sirasindaki bir hata
herhangi bir ig kompleksi ve kortikal mikrofilamentler arasindaki etkilesim kaybi ve
hiicresel fragman olusumu ile iligkilidir (65). Anormal bdliinmeler sirasinda agiga ¢ikan

kromozomlar mikroniikleus olarak sitoplazmada varligin1 siirdiirmektedir.
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Anormal hiicre dongiisii siiresi ve sitokinezi olan embriyolarin (genelde gecikmis birinci
mitoz, ikinci mitozun erken baslangici ve ligiincii mitozun daha uzun siireli) parcalanma
olasilig1 daha yiiksektir. Bunlar andploid embriyolarda daha fazla fragman goriilmesinin

nedeni olabilir.

Oploid ve mozaik embriyolar benzer kalitelere sahip olsa da 6ploid embriyolar 5.giin G1
blastokist sayis1 bakimindan mozaik embriyolardan daha fazlaydi. Bu da mozaik
embriyolarin gelisimlerinin iyi olmasina ragmen transfer siirecinde Oploid embriyolar
kadar avantajli olmayabilecegini gostermektedir. Ozellikle mozaikligin yiizdesi ve

kromozomal bozuklugun 6zellikleri mozaik embriyonun kalitesini belirlemektedir.
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