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5.0Z

YENI NESIL DiZILEME (NEXT GENERATION SEQUENCING;
NGS) TEKNIiGi iLE PREIMPLANTASYON GENETIiK TARAMA
YAPILMIS IVF HASTALARININ EMBRIYOLARINDA ANOPLOIDI
ORANLARININ, KADIN YASINA GORE RETROSPEKTIF OLARAK
INCELENMESI

Emre Soyalan
Yiiksek Lisans Tezi
Klinik Embriyoloji Programi
Danigman: Prof. Dr. Mehmet CINCIK
Maltepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2018

Bu ¢alismada yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing; NGS)
tekniginde genetik analiz ile, kadin yasina gore gruplandirma yapilan hastalarda;
anoploid blastokist oranlart ile ilgili degerlendirmeler yapilarak maternal yasin
preimplantasyon genetik tarama sonuclarma nasil bir etkide bulundugunu

retrospektif olarak arastirdik.

Calismamizda 1 Ocak 2016 ile 31 Aralik 2017 tarihleri arasinda Sisli Kolan
Internatioal Hospital Tiip Bebek Klinigine gelen 80 hastanin dosyasi geriye doniik
olarak incelendi. Calismamizda NGS teknigi ile PGT-A uygulanan hastalar yas
gruplarina ayrilarak, hastalarin embriyolarindaki andploidi oranlar1 analiz edildi.
Prognostik degerler PGT-A sonuglarina gore; 6ploid blastokist ve andploid blastokist
parametrelerine gore degerlendirildi. Gruplarin prognostik degerlerle istatistiksel
analizi (SPSS) sonucunda yas gruplarina gore andploid blastokist oranlarinin
dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. Kadin yasi

ilerledik¢e andploidi oranlarinin arttigr goriilmiistiir (p=0,001).

Anahtar kelimeler:1. Yeni nesil dizileme (NGS);
2. Blastokist; 3. Andploid; 4. Preimplantasyon genetik tarama( PGT-A).
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6. ABSTRACT

RETROSPECTIVE ANALYSIS OF ANEUPLOIDY RATES IN IVF
PATIENT’S EMBRYOS WITH PREIMPLANTATION GENETIC
SCREENING (PGT-A) WITH NEXT GENERATION SCREENING (NGS)
ACCORDING TO MATERNAL AGE.

Emre Soyalan
Master Thesis
Clinical Embryology Program
Advisor: Prof. Dr. Mehmet CINCIK
Maltepe University Health Sciences Institute, 2018

Genetic analysis of Next Generation Sequencing was done on groups of
patients divided by their maternal age: Analysis of aneouploid blastocyst percent
ages and its effect on preimplantation genetic screening results according to the

maternal age was evaluated retrospectively.

The study period was between January 1st. 2106 and December 31st. 2017 in
Sisli Kolan Hospital Assisted Reproductive Technologies Unit. Files of 80 patients

were reviewed retrospectively.

Patients subjected to PGT-A with NGS were divided according to their age
groups and their aneuploidy rate evaluated. Prognostic values according to the PGT-
A results were evaluated on the basis of the euploid and aneuploid blastocyst

parameters.

There was a statistically significant difference (SPSS) between the age groups
according to their aneuoplody blastocyst rates. Ansignificant increase in aneuoploidy
rates with elevated maternal age was detected (p=0.001).

Key Words:1. Next Generation Sequencing (NGS); 2.Blastocyst;
3.Aneuoploid; 4. Preimplantation genetics creening—aneuoploidy (PGT-A)
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BOLUM 1.GIRIS

IVF laboratuvarinda, embriyolarin gelisimleri ortalama bes ile alt1 giin arasi
takip edilmektedir. Bu siirede amag, embriyolarin morfolojik degerlendirilmesiyle
transfer edilecek en iyi embriyoyu se¢mek ve gebelik sansini arttirmaktir. Besinci
giin en 1iyi kaliteye sahip blastokist transferi diger giinlere kiyasla hem daha
yiiksekimplantasyon hem de azalan abort oranlarina ulasilmasini saglamaktadir.
Fakat embriyo morfolojisi ve diger non-invaziv laboratuvar degerlendirme metodlari
gibi standart embriyo takip stratejileri kapsaminda embriyolarin kromozomal agidan

degerlendirilmesi yoktur.

Embriyo morfolojisinin ve gelisme hizinin mikroskop altinda ya da time lapse

incelenmesi, 6ploid embriyolar1 andploid embriyolardan ayirt edememektedir.

Ileri anne yas1 ve embriyolarin kromozomal andploidi orani arasindaki
baglanti, implantasyon ve gebelik iizerindeki olumsuz etkisi uzun yillardir
bilinmektedir. Bu etki ortaya koyulan calismalar ve veriler ile In Vitro Fertilization
(IVF) ve yardimci iireme teknikleri (UYTE) ile elde edilen embriyolarmin
analizlerinden elde edilen veriler ile dogrulanmustir. Ilerleyen anne yas: ile birlikte
embriyolarda kromozomal anomali oraninda artis gdzlenmektedir. ileri maternal
yasin mayotik ayrilamama “non-disjunction” ile olan baglantisi bilinmektedir. 1IVF
uygulamalarinda andploid embriyolarin transferlerinin eliminasyonu, implantasyon
ve saglikli dogum oranlarinin artirtlmasi i¢in Preimplantasyon Genetik Tarama
(PGT-A) igin 5. giin trofoektoderm biyopsisi yontemi yaygin olarak

kullanilmaktadir.



1.1.Problem

Infertilite, reprodiiktif cagda dogum kontrol ydéntemi kullanmaksizin, 35 yas
alt1 kadinlarda en az 12 ay ve 35 yas tistii kadinlarda ise 6 ay diizenli iliskiye ragmen
gebeligin olusmamasi olarak tammmlanir (1). Infertilite tiim diinyada bolgeden
bolgeye farklilik gdstermesine ragmen, reprodiiktif cagdaki ciftlerin %15’ini
etkilemektedir. Giiniimiizde Tiirkiye ve Bati toplumlarinda 6zellikle kadinlarin ¢ocuk

sahibi olma isteklerini ileri yaglara ertelemesi infertiliteye neden olmaktadir.

1.2.Amag¢

Bu galisma ICSI islemi uygulanan hastalarda, yeni nesil dizileme (Next
Generation Sequencing; NGS) tekniginde genetik analiz ile kromozom sayist ve
yapisi incelenerek, kadin yasina gore gruplandirma yapilan hastalarda genetik analiz
sonrast; Oploid ve andploid blastokist sayilari ile ilgili degerlendirmeler ile maternal
yasin PGT-A sonuglarina nasil bir etkide bulundugunun, belirlenmesi amaciyla

retrospektif olarak planlanip yiiriitiilmiistiir

1.3.0nem

Infertilite tedavisinde yardimei {ireme teknikleri kullanilmaktadir. Yardimla
ireme teknigi (ART) olan IVF ve ICSI, ovuma viicut disinda uygulanan ve gebelik
olusturmak i¢in tasarlanmis birtakim prosediirlerdir. Bu tekniklerde temel olarak,
overlerin fertilite ilaglarinin bir kombinasyonu ile uyarilmasi, bir veya daha fazla
oosit over folikiillerinden aspire edilerek in vitro ortama alinmasi ve fertilizasyonun
saglanmasidir. Daha sonra skorlanan embriyolardan bir veya iki tanesi intrauterin
kaviteye transfer edilir. Genel olarak IVF olarak adlandirilan bu dongii 14 giinliik bir
siire icerisinde gergeklesmekte ve son yillarda basari sansini daha ¢ok arttiran

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) tercih edilmektedir.

1.4.Varsayimlar

Arastirmaya dahil edilen hastalarin NGS teknigi ile PGT-A uygulanan 30 yas

ve alt1, 31-35, 36-39 ile 40 yas ve listii hastalarin embriyolarindaki andploidi oranlari



analiz edilerek Prognostik degerler PGT-A sonuglarina gore; oploid blastokist ve
anoploid blastokist parametrelerine gore degerlendirilecektir. Prognostik degerlerin
analizleri sonucunda, yas gruplarina gére andploid blastokist oranlarinin dagilimlari

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar olup olmadigi incelenecektir.

1.5.Smirhlhiklar

Calismada 01.01.2016 tarihinden 31.12.2017 tarihine kadar Kolan
International Hastanesinde yaslari 25 ile 45 arasinda degisen, 80 kadm ile

yapilmistir.



BOLUM 2. GENEL BiLGILER

2.1.infertilite

2.1.1. Tanmm

Infertilite, reprodiiktif cagda dogum kontrol ydntemi kullanmaksizin, 35 yas
alt1 kadinlarda en az 12 ay ve 35 yas tistii kadinlarda ise 6 ay diizenli iliskiye ragmen

gebeligin olugsmamasi olarak tanimlanir (1).

Infertilite tiim diinyada bolgeden bolgeye farklilik gdstermesine ragmen,
reprodiiktif ¢agdaki ciftlerin %15’ini etkilemektedir. Giliniimiizde Tiirkiye ve Bati
toplumlarinda o6zellikle kadmnlarin ¢ocuk sahibi olma isteklerini ileri yaslara
ertelemesi infertiliteye neden olmaktadir. Erkeklerde ise her yil yapilan semen
analizlerinde stres, c¢evre Kkirliligi ve endiistrilesme nedenleri ile dusiisler
gozlenmektedir. Bu nedenle infertilite nedenleri birgok etkenin bir araya gelmesiyle
olusmaktadir. Tiim infertil ¢iftlerin %30-40’1nda erkek, %40-50’sinde kadin faktorii
tespit edilir. Bunun yani sira %20-25 ¢iftte hem erkek hem de kadina ait patolojiler
birlikte gozlenir. %15 ciftte ise tiim tanisal tetkikler sonucunda bir infertilite nedeni

tanimlanamaz (2).
2.1.2. Infertilite Nedenleri

2.1.2.1. Kadina Ait infertilite Nedenleri

Infertil bir ¢ifte yaklasimda, kadin faktdriiniin degerlendirilmesi tan1 ve
tedavide 6nem arz etmektedir. Infertilite sebepleri her ne olursa olsun gebelik,
kadinin anatomi ve fizyolojisi ile yakindan iligkilidir. Bu nedenle kadina ait infertilite

nedenleri infertilitenin %40-50’ sini olusturur.



Ovulatuvar disfonksiyon: Yumurtlama (ovulasyon) normalde iireme
cagindaki kadinlarda her ay 1 kere olan ve bu sayede adet (mens) gérme, iireme gibi
fonksiyonlarin devamimi saglayan, kadin viicudundaki hormonal degisimlerin ana
sebeplerinden birisidir. Ovulatuvar disfonksiyon, yumurtlama problemine bagl
infertiliteyi igerir. Infertil kadmlarm %40-50’sinde, ovulatuvar bozukluk goriiliir.
Amenore, anovulasyon ve adet diizensizlikleri ile kendini gosterir. Adetin diizenli
olarak goriilmesi ovulasyonun var oldugunu gostermektedir. Infertil hastalarda
ovulasyonun varlig1 tespit edilmelidir. Ovulasyonun varligr cesitli yontemler

kullanilarak saptanabilir.

a)Menstrualhikaye: Diizenli olarak, 21-35 giinde adet géren, menstruasyon
kanamasimin voliimiinde dongilisel olarak oOnemli degisiklikler olmayan ve
menstruasyon Oncesi moliminal semptomlart olan kadinlarda ovulasyonun

belirtilmesine gerek yoktur.

b) Bazal viicut 1sis1 élgiimii: Menstriiel siklusun ilk giiniinden itibaren her
sabah aym saatte yataktan kalkmadan wviicut 1sist Olgiilerek bazal viicut 1sist
cizelgesine not edilir. Normal viicut 1s1s1 36,5°C civarinda olup, ovulasyon Oncesi
donemde bu degerler sergilerken, ovulasyondan sonra progesteron (PRG) hormonu
artar ve progesteronun termojenik etkisi sonucu viicut 1sisinda 0,2-0,3°C artis

gozlemlenir (3).

c) LH monitarizasyonu: Luteinize edici hormon seviyesindeki artig,
yumurtlama olayinda etkin bir mekanizmadir. LH ve FSH hormonlar1 pik yaptiklar
sirada ovulasyon gerceklesir. LH egrisinin baslangicindan 34-36 saat sonra ve LH
pikinden 10 saat sonra oviilasyon olur. Bu nedenle LH pikinin tespit edilmesiyle

ovulasyonun varlig1 kanitlanabilir.

d) Ultrasonografik monitarizasyon: Transvajinal ultrasonla menstiirasyon
doneminden itibaren ortalama 4-6 mm c¢apindaki folikiillerin biiylimesinin takibi ve
ovulasyon oncesi 20-25 mm ¢apindaki dominant folikiiliin ani kollapsi, ani kollaps
sonrast folikul smirlariin net ayriminin yapilamamasi, douglasda sivi izlenmesi ve
korpus luteuma benzer internal eko iceren goriintiiniin olugmasi ultrasonografi ile

ovulasyonun gerceklestiginin isaretleridir



e) Luteal faz serum progesteron olciimii: Progesteron Ol¢timii sekresyon pik
yaptig1 midluteal donemde yapilmalidir. Mid-luteal serum progesteronun 3ng/ml’den
fazla olmasi ovulasyon icin tanisaldir. Progesteronun diisiik veya yiiksek
seviyelerinin prognostik dneminden bahsetmek icin seri progesteron Olgiimlerine

ihtiyag vardir (4).

Diinya Saglik Orgiiti( WHO) anovulasyon ve oligomenoreli hastalar1 7
grup altinda toplamistir (5).

Tablo 2.1: Anovulasyon-oligomenore klasifikasyonu

Grup 1: Hipotalamo-hipofizer Yetmezlik.

Grup 2: Hipotalamo-hipofizer Disfonksiyon.

Grup 3: Overyan Yetmezlik.

Grup 4: Konjenital veya Akkiz Genital Yol Bozukluklari.

Grup 5: Hipotalamo-hipofizer bolgede yer kaplayan lezyonu olan hiperprolaktinemik
infertilkadinlar.

Grup 6: Hipotalamo-hipofizer bolgede yer kaplayan lezyonu olmayan hiperprolaktinemik
infertilkadnlar.

Grup 7: Hipotalamo-hipofizer b6lgede yer kaplayan lezyonu olan normoprolaktinemik
Infertilkadinlar

Hipogonadotropik hipogonadizm: Hipotalamo-hipofizer disfonksiyon sz
konusudur. Hipotalamustan yeterli miktarda “Gonadotropin Releasing Hormon”
(GnRH) salgilanmamaktadir. Yetersiz pitiiiter gonadotropin salinimi ile birlikte
meydana gelen pitiiiter bir bozukluk mevcutdur. Santral hipogonadizm, hipotalamik
amenore veya WHO grup 1 anovulasyon olarak da tanimlanabilir. Fizyolojik
gecikme, Kallmann Sendromu ve hipotalamik/pitiiiter disfonksiyon durumlarinda

gozlemlenebilir. TVUS’de atrofik endometrium saptanir.

Polikistik Over Sendromu: PKOS hormonal bozukluga bagli olarak
dogurganlik ¢aginda ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Sendromda en sik kullanilan tam
kriterleri, Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) tarafindan
1990 yilinda agiklanmistir (6,7). Fakat 2003 yilinda diizenlenen bir toplantida 1990
yilinda NIH tarafindan belirlenen PKOS tan1 kriterleri yeniden gdzden gecirilmis ve

oncekine benzer sekilde diger etyolojik nedenler ekarte edildikten sonra PKOS




tanisinin  konulmasinda tabloda belirtilen ii¢ kriterden ikisinin birlikteligi ile

konulmasi 6nerilmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Polikistik Over Sendromu Tam Kriterleri

1990 NIH Tani Kriterleri Rotterdam gozden gegirilmis tan1 kriterleri*
e Biyokimyasal ¢ Biyokimyasal
e hiperandrojenizm bulgular ve diger e hiperandrojenizm bulgulari

etyolojik nedenlerin ekarte edilmesi e Polikistik overlerin goriintiisii ve

diger etyolojik nedenlerin ekarte
edilmesi

*Tani i¢in ti¢ kriterden ikisinin bulunmasi gereklidir

Hipergonadotropik  hipogonadizm:  Hipergonadotropik  hipogonadizm
Endojen gonadotropin diizeyi diisiik over rezervli olgularda FSH diizeylerinin
artmas1 ile Kkarakterizedir (>20 mlIU/ml). Geng¢ kadinlarda siklikla genetik

nedenlerden dolayi rastlanir. Vakit kaybetmeden YUT ne basvurulmasi gerekir.

Tubal-Peritoneal Infertilite Nedenleri: Infertil ciftlerin % 30’unda tubal
veya peritoneal anormallikler gozlemlenmektedir. Proksimal ve distal tubal
tikanikliklar, hidrosalpinks, pelvik adezyonlar gibi nedenler tubal ve peritoneal
faktorler arasindadir. Tubal ve pelvik patolojilerin degerlendilmesinde kullanilan
yontemler  Histerosalpingografi (HSG), histeroskopi, sonohisterografi  ve
laparoskopidir. HSG siklusun 6-10. giinlerinde tubal pasaji degerlendirmede
kullanilanir. HSG ile tubal gecis ve uterin kavite degerlendirilir. HSG ile saptanan

intaruterin patolojilerin saptanmasinda histeroskopi ¢ok etkilidir.

Servikal ve Immunolojik Infertilite: Servikal faktorler ile iliskili infertilite,
ciftlerin %1-2’sinde infertilite sebebi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Servikal
mukusun yapisi, sperm transportunu etkiler. Mukus iiretimininde Ostrojen arttirici,
progesteron ise baskilayici etki yapar. Servikal mukus ovulasyondan 1-2 giin dnce,
ince, sulu, aselliiler, alkali ve elastik yap1 alarak sperm gegisini kolaylastirir. Sperm
mukus etkilesimindeki anormallikler, servikal infertilite nedenleri olarak
degerlendirilir (8,9). Beklenen ovulasyondan kisa bir siire 6nce, koit sonrasi yapilan

ve servikal mukus ile sperm iliskisini inceleyen postkoital test (PCT) servikal faktor




incelemesinde uygulanmakta olan bir yontemdi. Fakat PCT subjektif ve tekrar
edilebilirligi zor bir test oldugundan giiniimiizde rutin infertilite degerlendirilmesinde
onerilmemektedir(10,11). YUT’ tedavisinde yaygin olarak kullanilan intrauterin
inseminasyonla servikal faktdr ortadan kaldirilmaktadir. Immiinolojik infertilite
sebeplerini degerlendirmek icin, antisperm antikorlarin tanisinda ¢ok farkli testler
bulunmaktadir. Sperm agliitinasyon, sperm kompleman bagimli immobilizasyon ve
mixed agliitinasyon testleri, antisperm antikorlarin tanisinda uygulanmaktadir. Bu

testlerin infertilite tedavisindeki yeri halen tartisma konusudur.

Diger nedenler: Infertilite ile iliskili diger nedenler kapsaminda, Konjenital
defektleri; fallop tiipleri, uterus, serviks ve miillerian kanallarin komplet yoklugu
(Rokitansky-Kiister-Hauser Sendromu), arkuat uterus, vajinal septum gibi anomaliler
yer almaktadir. Sekonder infertilitede zor dogum, kiiretaj, intrauterin arag, gecirilmis
cerrahi sonrast endometrit, adezyon veya sinesi (Asherman Sendromu) ile
endometrial kavitenin tikanikligi olusabilir. Intrauterin yapisikliklar (Ashermann
Sendromu) kaviteye baski olusturarak embriyo transferi sonrasi implantasyona engel
olabilmektedir (12,13).

2.1.2.2.Erkege Ait Infertilite Nedenleri

Erkek infertilitesi, infertilil ¢iftlerin yaklasik olarak %50’sinde tek nedendir.
Son yillarda yapilan semen analizlerinde, sperm sayisinda ve motilitesinde bir diisiis
oldugu saptanmistir. Erkek infertilitesi anatomik olarak pretestikiiler, testikiiler ve

posttestikiiler nedenler olarak siniflandirmak miimkiindiir.



Erkek infertilitesinin etyoloji ve dagilim

M Erkek infertilitesinin
_ etyoloji ve dagilimi

Idiyopatik semen..
Diger hastaliklar(%3)
Endokrin bozukluklar(%60.6)
Immiinolojik faktorler(%03.1)
Varikosel(%012.3)
Konjenital anomaliler(%62.1)
Urogenital enfeksiyonlar(%6.6)
Cinsel faktorler(%1.7)

Sekil 2.1: Erkekte infertilite nedenlerinin etyolojisi ve dagilimi (14)

2.1.2.3.Aciklanamayan Infertilite

Aciklanamayan infertilite, sperm analizi, ovulasyon testleri, tubal patolojileri
degerlendiren tetkiklerinde herhangi bir anormallik saptanamayan ¢iftlerde
tanimlanan durumdur. Aciklanamayan infertilite orani, hangi testlerin yapildigina
bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Aciklanamayan infertilite etiyolojisi;
endokrinolojik, immiinolojik ve genetik faktorleri de kapsayan genis bir
heterojeniteye sahiptir. Maternal yasin 35 iizeri oldugu olgularda, agiklanamayan
infertilite tanis1 daha siklikla goriilmektedir (15). Agiklanamayan infertilite tanisi
konmus hasta gruplarinda, sperm ve oosit fonksiyonunda, fertilizasyon, implantasyon

veya embriyo gelisiminde bozukluklar oldugu diisiiniilmektedir.

2.2 Infertil Ciftin Degerlendirilmesi

2.2.1. Kadin Hastamin Degerlendirilmesi

Anamnez

Anamnezde detayli olarak; maternal yas, gebelik sonuglart ve iliskili
komplikasyonlar, siklus uzunlugu ve ozellikleri, infertilite ge¢misi; ilave etken
olabilecek medikal faktorler; gecirilmis operasyon veya pelvik inflamatuar hastalik
Oykiisli; sigara, alkol veya diger madde kullanimlari; Tiroidle ilgili hastaliklar,

hirsutismus, galaktore, diabet gibi hastaliklar sorgulanmalidir (16).



Maternal yasin artmasi ile birlikte, dogal fertilitede oldugu gibi, Yardimci
iireme tekniklerindeki (YUT) basar1 oranlari da azalmaktadir. Yash kadinlarda
genglere gore elde edilen oosit ve gelisen embriyo sayisi az ve implantasyon sansi
daha distiktiir (17,18). 2001 yil1 i¢in yapilmis olan ulusal bir 6zette embriyo transferi
basina gerceklesen canli dogum orani 35 yas altinda % 41,1, 35-37 yas arast % 35,1,
38-40 yas arast % 25,4, 41-42 yas aras1 % 14,5, 43 yas i¢in % 5,9, 44 yas ve lizeri
i¢in % 2.9 olarak bildirilmistir (19,20,21).

Kadin hastanin degerlendirilmesi yapilirken gebelik olusup olusmadig:
sorgulanmalidir. Sekonder infertilite de tedavi daha kolay ve prognoz genellikle daha
tyidir. Daha 6nceki infertilite tedavileri ve protokolleri, kullanilan ilaglar, over yaniti
ve sonuglar1 sorgulanmalidir. Sigara igme aliskanligr fertilite agisindan degerlidir ve
inferilite problemlerine yaklagim acisindan 6nemlidir. Kadin partnerin sigara igiciligi
basar1 sansint %50 oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Hastanin jinekolojik ve fiziki
muayenesi yapilir. Jinekolojik muayene USG ile tamamlanmas: tercih edilen bir
uygulamadir. Yapilacak tetkitler ise; postkoital test, ovulasyon tetKiti,
histerosalpingografi (HSG), laparoskopi, histeroskopi ve sonohisterografi.

Laboratuvar Incelemeleri: Over rezervi 6l¢iimii amaciyla menstriiel siklusun
2.-3. giinii FSH, LH, éstradiol (E2) ve Inhibin B seviyelerinin tiim infertil hastalarda
bakilmas1 gerekmektedir. FSH Ol¢ilimiiniin, olgularin ovulasyon indiiksiyonuna
verecegi cevabin degerlendirilmesinde etkilidir. Bazal serum FSH degerleri >15-20
IU/ 1 seviyesinde bulunmas: infertilitenin artmasi yoniinde anlamlidir. Bazal stradiol
(E2) degerlerinin < 40 ng/ml seviyesinde olmasi1 beklenmektedir. 2. giin serum E2
Ol¢limiiniin >50 pg/ml olmasi1 ovulasyon indiiksiyonu sirasinda kotii prognozla
iligkilidir (22). Yiiksek E2 degerlerinin (>80ng/ml) belirlenmesinin, gebelik
oranlarinda ve elde edilen oosit sayisinda azalma ile birlikte oldugunu
gostermektedir (23). Siklusun 3. giiniinde Inhibin B > 45 pg/ml seviyesinde olmasi
iyi prognoz belirtisidir (24,25). FSH ve E2 diginda infertil hasta grublarinda LH, 21.
giin progesteron, prolaktin ve TSH hormon diizeyleri degerlendirilir. Ciftlerin kan
grubu belirlenmeli ve kan sayimi yapilmalidir. Menstruel siklustan bagimsiz olarak,
Anti-Miillerian Hormon (AMH) diizeyi antral folikiil sayisi hakkinda bilgi
vermektedir. Her iki partnerin Anti-Hbs, Hbs Ag, Anti-HCV, Anti- HIV, Rubella
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IgG ve IgM, Toksoplazma 1gG ve IgM gibi serolojik testleri yapmasi gerekmektedir
(26). Serolojik testler; laboratuar ekibin ve IVF sonucu elde edilen embriyolar

arasinda ¢apraz kontaminasyon olmamasi a¢isindan onerilmektedir (27,28) .
2.2.2. Erkek Hastamin Degerlendirilmesi

Erkege faktoriine bagl infertilite arastirmasi ve degerlendirilmesi nispeten
daha kolay olup hikaye; fizik muayene ve semen analizine dayanir. Infertil bir erkek
degerlendirilirken ilk yapilacak islem 4-6 hafta ara ile en az 2 kez semen analizidir.
Semen Ornegi 2-7 giinliik cinsel perhiz sonrasi alinmali ve en gec 60 dakika i¢inde
degerlendirilmelidir. Sonuca gore infertilitenin etiyolojisine gore ek testler talep
edilebilir. Bu testleri; ek semen analizi, endokrin degerlendirme, postejakulatuar
idrar analizi, ultrasonografi, semen ve spermle ilgili 6zel testler ve genetik tarama
olarak ifade edebiliriz. Erkekte ileri yas faktorii ile fekunditenin azalmasi cinsel iliski
sikliginda azalma ve g¢evresel toksinlere temasdaki kiimiilatif artig ile baglantilidir
(29,30). Hastanin &ykiisii detayli olarak incelenmelidir. Infertilite geg¢misi, cinsel
yasam Oykiisii, c¢ocukluk ¢agi hastaliklari ve gelisim Oykiisii, enfeksiyonlar,
gecirilmis operasyonlar, gonadal toksinlere maruz kalma, gecirilen sistemik

hastaliklar, kullanilan ilalar ve aile dykiisii alinmalidir.

Klasik Semen Analizi: Erkek fertilizasyon potansiyelinin incelenmesindeki
ilk adim en az 1 ay ara ile uygun yapilmis 2 semen analizi olmalidir(31). Klasik
semen analizi i¢in incelenecek ejakiilat en az 2 giinliik cinsel perhiz sonrasinda
mastiirbasyon ile steril bir kaba alinmali ve cinsel perhiz 7 giinii gegmemelidir (32).
Ornek laboratuvarda alinmali veya en ge¢ 30 dakika igerisinde analiz yapilacak
laboratuvara teslim edilmis olmalidir. Ejakiilatin makroskopik analizinde goriiniimii,
voliimii, likefaksiyon siiresi, viskozitesi ve pH’st degerlendirmelidir. Ilk
degerlendirme igin iki 6rnek alinmalidir. Iki 6rnek arasi gecen siire 7 giinden az, 3
haftadan ¢ok olmamalidir (33,34). Semen analizinin en Onemli kismini ise
mikroskopik inceleme olusturmaktadir. Normal degerleri belirlemekte Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) kriterleri kullanilir (Tablo2.3)(35). Mikroskobik degerlendirme

sonucunda semen analizi WHO parametrelerine gore yorumlanir.
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Tablo 2.3: Semen analizi referans degerleri (WHO)

Parametre

Alt referans limiti

Semen voliimii (ml)

1.5ml

Total sperm sayis1 (milyon/ejekiilat)

39 (milyon/ejekiilat)

Sperm konsantrasyonu (milyon/ml)

15 (milyon/mL)

Total motilite (PR+NP,%)

40 (%)

Progressive motilite (PR,%)

32 (%)

Vitalite (canli spermler,%)

58 (canl1 sperm, %)

Sperm morfolojisi (normal formlar,%)

4 (normal formlar, %)

pH

>7.2

Peroksidaz-pozitif 16kosit

<1.0 (milyon / ml

MAR testi (patikiillere bagli hareketli spermler, %) <50 (%)
Immunobead testi (boncuklarin baglandig hareketli <50 (%)

spermler, %)

Seminal ¢inko >2.4 (umol/ejakiilat)

Seminal fruktoz

>13 (umol/ejakiilat)

Seminal nétral glukozidaz

>20 (mU/ejakiilat)

Semen analizi sonrast degerler WHO kriterlerine gore normal gelmisse, tek
test yeterli kabul edilmelidir. Sadece, en az iki testin de anormal bulunmasi
durumunda, ileri androlojik arastirma gerektirmektedir. Urolojik degerlendirmeye
detayli anamnez ve fizik muayene ile baslanir. Bazi semen degiskenleri igin

terminoloji Tablo 2. 4 *te gosterilmistir.

12



Tablo 2.4: Semen Degiskenlerinin Terminolojisi

Terim Anlam1

Normozoospermi: Referans degerlerle tanimlanan normal ejakiilat

Oligozoospermi: Referans degerden diisiik sperm konsantrasyonu

Asthenozoospermi: Hareketlilik i¢in referans degerden daha diigiik
deger

Teratozoospermi: Morfoloji i¢in referans degerden daha diistik
deger

Oligoasthenoteratozoospermia: Her ti¢ degiskenin de bozukluguna isaret eder

Azoospermi: Ejakiilatta hi¢ spermatozoa bulunmamast

Aspermia: Hig ejakiilat elde edilememesi

Genetik:

Erkek infertilitesinin % 40’nin nedeni bilinmemektedir. Genetik faktorler ise
bu nedenler igerisinde Onemli bir yer tutmaktadir (36). Sebebi bilinmeyen
azospermik ve oligozoospermik infertil hasta grublarinda, sayisal ve yapisal
kromozomal anomalilere sikca rastlamaktadir (37). Spermler ile ilgili yapilan ¢ok
sayidaki ¢alismalarda, cinsiyet kromozomlari ile 21 ve 22 nolu kromozomlara ait
anomalilerinin sikligimin yiiksek oldugu bildirilmistir (38,39). Farkli bir aragtirmada
ise azoospermik olgularda kromozomal diizensizlik orant %19,6 verilirken,
oligozoospermik olgularda bu oran % 6 olarak agiklanmaktadir (40). Fertil erkeklere
kiyasla, infertil erkeklerin spermlerin de daha c¢ok cinsiyet kromozom hiper
haploidileri ve diploid sperm niikleuslart seklin de artmis andploidi oranlari oldugu

gosterilmistir (41,42).

2.3.Yardimc1 Ureme Teknikleri Endikasyonlari

Yardimc tireme teknikleri giiniimiizde infertilite tedavisinin birgok nedeninde
kullanilmaktadir. Yardime1 Ureme Teknikleri endikasyonlar1 su sekilde dzetlemek
gerekirse; tubal faktorler, endometriyozis, over yetmezligi, uterus faktori, erkek

faktorii, agtklanamayan infertilite ve diger YUT Endikasyonlar.

Tubal Faktérler: Tubal faktorler en sik rastlanan infertilite nedenleri arasinda

yer almaktadir. Bu grubta yer alan infertil ¢iftlerde spontan gebelik olusmasi
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durumunda ektopik gebelik olma riski 1/5 oraninda artacaktir (43). Cerrahi tedavi
yontemlerine ragmen iki yil igerisinde gebe kalamayan ileri yas grubundaki hastalar

direkt olarak ART’e yonlendirilmelidir.

Endometriyozis: Endometriyozisin infertiliteye olan etki mekanizmasi tam
olarak anlasilamasa da oosit ve embriyo gelisimini engelledigi bilinmektedir.
Yapilmis birgok arastirmada endometriyozis’li hastalarda over kapasitesinin azaldigi

tespit edilmistir (44). ileri evre endometrioziste secenek direkt olarak ART olmalidir.

Erkek Faktorii: Total motil sperm sayist 10 milyondan fazla olan
oligospermilerde 1UI tedavisi Onerilebilir. Yaklasik olarak 3-4 siklus IUI tedavisi
uygulamasina ragmen gebelik elde edilmemis veya ileri maternal yas faktorii varsa
IVF-ICSI tedavisi uygulanmasi gerektigi bildirilmistir (45). Azospermi ve sperm
sayist 5 milyondan az oligospermilerde direkt olarak ART tedavisi uygun sec¢im
olacaktir. Semen Orneginde hi¢ sperm olmamast durumuna azospermi denir.
Azosermi, testikiiler ve nontestikiiler olabilir. Bu infertil hasta grubunda testis ya da

epididimden elde edilen spermlerin ICSI’de kullanilmasi s6z konusudur.

Aciklanamayan Infertilite: Infertilite arastirmalart  kapsaminda, rutin
degerlendirme metodlartyla tanisi koyulamayan ¢iftler, aciklanamayan infertilite
kapsaminda degerlendirilmektedir. Agiklanamayan infertilite endikasyonuna sahip
infertil ¢iftlerde IUI tedavisi 3-4 kez denenebilmektedir. Gebelik elde edilemezse

ART yontemleri kullanilmasi s6z konusudur.

Uterus Faktorii: Infertilite nedenleri arasinda ortalama olarak % 1 oraninda
goriildiikleri iddia edilmektedir. Infertilite {izerinde kesin bir etkisi olmamasina
ragmen, uterin kavitede endometriyal implantasyonu bozarak infertiliteye veya

abortus riskini artirdig1 6ne siiriilmektedir.

Over Yetmezligi: Over yetmezligi 6zellikle kadin yasinin artmasiyla kendini
belli eden, oosit sayisinda ve lretilen oositin kalitesindeki azalmayr agiklayan bir

durumdur.

Diger YUT Endikasyonlari: Hastalik riski olan veya kalitsal genetik hastalik

tastyan ciftlerin ¢ocuklarima preimplantasyon genetik tani (PGT) yapilabilmesi
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amaciyla YUT tedavisi uygulanabilir. Kanser, kemoterapi, radyoterapi veya baska
bir medikal hastalik nedeniyle tedavi siiresince fertiliteleri olumsuz ydnde
etkilenecek ise, tedavi &ncesi YUT ile elde edilecek oosit ve embriyolarn

dondurularak saklanmasi i¢in adaydirlar.

2.4.Yardimc1 Ureme Tekniklerinde Ovulasyon Indiiksiyonu

Kontrollii ovaryen hiperstimiilasyon (KOH) ile hedef; YUT tedavilerinde,
yumurtaliklardan iyi kalitede ve yeterli sayida oosit, diisiik iptal oranlar1, diisiik risk,
azalmis yan etkiler ve yiiksek gebelik eldesidir. Yardimci Ureme Tekniklerinde
tedavi protokolleri 4 grupta toplanabilir. Bunlar; dogal siklus takibi, Klomifen sitrat
ile ovulasyon indiiksiyonu, gonadotropinlerle ovulasyon indiiksiyonu, GnRH agonisti

veya antagonisi ile birlikte olan protokolleridir.
2.4.1. GnRH Agonist Protokol (Uzun protokol)

GnRH 10 aminoasit icermekte olup, molekiilin 10. ve 6. aminoasitlerin
degistirilmesi sonucunda GnRH agonistleri olusmustur. YUT de endojen hipofizer
gonadotropin stimulasyonunu baskilamak, erken LH salinimini seviyesinde
azalmaya, erken luteinizasyonu ve ovulasyonun meydana gelmemesini saglamigtir.
GnRH agonist tedavisi, luteal asamada bir onceki siklusun 21. giiniinde ya da
ovulasyondan 7 giin sonra baslanir. Bu evrede gonadotropinlerin salinimini stimiile
eden ‘flare’ etki azalmakta olup, senkronize ve uniform folikiil gelisimi saglanmis
olur. GnRH agonist protokoliiniin tek dezavantaji bir sonraki tedavi protokoliinde
gonadotropine karsi bir duyarsizlifa sebep olup, stimiilasyon icin gerekli olan
gonadotropin seviyesini arttirmasidir (46,47). GnRH agonistlerinin uygulandigi
protokolleri Ozetlemek gerekirse: uzun protokoller, oral kontraseptif ve uzun

protokoller, kisa protokoller, mikrodoz flare up, ve stop protokollerdir.

GnRH analoglarinda stimiilasyon i¢in genel tercih minidoz protokoliidiir.
Uzun GnRHa protokoliinde siklikla kullanilan Leuprolid asetat giinliik 1,0 mg
enjeksiyon dozlar1 ile tedaviye baslanir ve baskilanma saglanir. Sonrasinda
gonadotropinlerle stimiilasyona baslandiginda giinliik doz 0,5 mg seviyesine iner ve

hCG enjeksiyonuna kadar devam edilir. Menstriiasyonun 3. gilinii ya da analog
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tedavisinin  14.giinii  overlerin  baskilanmasin1  kontrol etmek i¢in hasta
degerlendirilmesi yapilir. Hipofizer baskilanmanin yeterli oldugu durumlarda
gonadotropinle stimiilasyon baslar. Overian baskilamanin saglanmasi halinde kadin
yas1, antral folikiil seviyesi, viicut kitle indeksi ve Onceki tedavi protokollerinde
verdigi optimum yanita gore bireysel gonadotropin dozu ile uyarim yapilmaya
baslanmaktadir. Uriner FSH (uFSH), rekombinat FSH (rFSH) veya fiiriner
menotropin  (hMG) kullaniominda genellikle baslangic dozu 150 ve 300 IU
seviyesinde olmaktadir. Indiiksiyon protokoliinde step up ya da daha sik uygulanan
step down yontemi kullanilmaktadir. Ovulasyon indiiksiyonunbaglangicindan 3-5
giin sonra yapilan E2 ve follikiil 6l¢limiinden sonra hastanin verdigi yanita gore 1-3
giin araliklar ile monitarizasyona devam edilmekte ve kadinlarin birgok kisminda
uyar1 donemi bir hafta ile 12 giin arasi siirmektedir. Genellikle amaglanan en az 2
tane 17-18 mm c¢apinda ve ideal olarak birka¢ tane 14-16 mm arasinda follikiil
eldesidir.

Rutin olarak, stimulasyon protokolii sirasinda endometrial kalinlik takip
edilmektedir. Hedeflenen yanit ortaya ¢iktiktan son oosit maturasyonu igin 5000-
10000 TU hCG verilmelidir. Es dozda kullanilan saflagtirilmis rekominant hCG
yaklasik 250 ug kadardir ve suan rutin kullanimdadir. Siklusun programlanabilmesi
GnRH agonistlerinin kullanimindaki avantajilarindandir. Dezavantajlari; “flare’ etki,

overian kist meydana getirme riski, protokol siiresinin uzunlugu ve OHSS dir.
2.4.2. GnRH antagonist protokol (Kisa protokol )

GnRH molekiiler yapisinda 1., 2. ve 6. aminoasit dizilimi degistirilerek ilk
GnRH antagonistleri elde edilmistir. Histamin salinimima bagli alerjik etkiler
gelistirilen GnRH antagonistlerin  kullanimim1  azaltmistir.  GnRH  molekiiler
diziliminde 1.,2.,3.,6. ve 10. aminoasitte degisiklik yapilarak klinikte es etkinlik ve
potansiyele sahip olan setroreliks ve ganireliks adli iki GnRH antagonistleri

kullanilmaktadir.

Cetroreliks 0,25 mg ve 3 mg olmak {iizere iki farkli dozajda, ganireliks 0,25
mg tek dozajda kullanilabilmektedir. GNRH antagonistleri sabit ve degisken olarak

iki farkl bicimde uygulanabilir. Kullanilan her iki tip GnRH antagonist de erken LH
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artisgint Onlemek i¢in uygulanmaktadir. Sabit uygulamada gonadotropin tedavisi
basladiktan 5-6 giin sonra cetroreliks ya da ganireliks 0,25 mg baslanir ve Insan
korionik gonadotropin (hCG) gilinii dahil devam edilir. Degisken uygulamada
ovulasyon indiiksiyon cevabina gore serum E2 seviyesi 400 pg/ml’yi gectigi zaman
ya da onde giden folikiil boyutu 13-14 mm’e ulastiginda 0,25 mg antagonist baslanir
ve hCG giinii dahil devam edilir. Endojen gonadotropin salinimini hizli bir sekilde
baskilamasi, erken luteinizasyonu onlemesi, ‘Flare’ etkinin olmamasi, stimiilasyon
siiresinin kisaligi, stimiilasyon doneminde kullanilan toplam gonadotropin dozunun
az olmasi, asimetrik oosit gelisiminin daha az olmasi, hiperstimiilasyon riskinin daha
diisik olmast ve OHSS gelisiminin az rastlanmasi antagonist protokoliin

avantajlarindandir.

2.5.1n Vitro Fertilizasyon Uygulamalar

2.5.1. Tarihgesi

Laboratuvar ortaminda bir oositin sperm ile fertilize edilmesi in vitro
fertilizasyon ya da halk adiyla bilinen ‘tiip bebek’ yontemi olarak tanimlanmaktadir.
IVF ilk olarak 1978 yilinda Ingiltere’de uygulanmaya baslanmistir. Bu yontemle
dogan ilk bebek olan Louise Brown’un diinyaya gelmesinin ardindan, yaklagik 5
milyon bebek yardimci iireme teknikleri kullanilarak diinyaya gelmistir. Yapilan
caligmalar ve gelismeler giinlimiizde uygulanmakta olan IVF tedavisinin temelini
olusturmaktadir. Yillar igerisinde IVF tedavilerinde bircok yeni yontem hayatimiza

girmistir.
2.5.2. Yumurta Toplama Islemi (Oocyte Pick-Up, OPU))

Oosit toplanmasi kontrollu ovaryan hiperstimiilasyonla istenilen biiyiikliige
ulagsan yumurtalarin hCG enjeksiyonu uygulandiktan sonra 34-36 saat sonra
gerceklestirilmektedir. Bu islem ge¢miste laparoskopi ile yapilmis olsada giiniimiizde
klinisyen tarafindan plastik steril bir kilif i¢inde ki transvajinal ultrasongrafi (5-7
MHz) probuna ilave edilmis aspirasyon ignesi ile yumurtalar steril bir tiip icerisine
aspire edilirler. OPU islemi esnasinda steril plastik tiip igerisine aspire edilen

yumurtalar embriyolog tarafindan, stereo mikroskop altinda, yumurtalar folikiil sivisi
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icinden steril tek kullanimhik cam pipet yardimiyla alinip gelisimlerini
siirdiirebilecekleri uygun kosullardaki (37°C, %5-6 CO,) kiiltiir ortamina aktarilirlar
(Sekil 2.2).

,,

Sekil 2.2: Opu isleminde overyan follikiilden aspire edilen oosit-kumulus hiicre kitlesi

(http://Iwww.klinikembriyoloji.org/galeridetay/1)

Oositlerin toplanmasi esnasinda laboratuvar ekibinin amaci; tiim oositlerin en
kisa zamanda toplanmasi, inseminasyon veya sperm enjeksiyonuna hazirlanmasi igin
kalitesinin ve mayotik matiirasyonlarinin belirlenmesi, oosit-kumulus-korona
komplesindeki tabakalarin degerlendirilmesi, follikiiler aspirattaki potansiyel

fizyolojik ve patolojik 6nem arzeden isaratlerin belirlenmesidir.
2.5.3. Deniidasyon Islemi

Overian follikiilden serbest kalan yumurtaya kumulus hiicresi eslik eder ve
oosit- kumulus hiicre kitlesi birlikte alinarak gelisimlerine devam edecekleri uygun
kosullardaki (37°C, %5-6 CO,) kiiltiir ortamina aktarilirlar. Konvansiyel IVF den
farkli olarak, ICSI o6ncesi yumurtalart c¢evreleyen kumulus hiicreleri
uzaklastirilmalidir. En az 1 saatlik 6n inkiibasyon sonrasi, matiir oositlerin ¢iplak
birakilmast ICSI i¢in gerekli 6n sarttir. Bu inkiibasyon siiresinin sonunda, ¢evredeki
kumulus hiicrelerinin temizlenmesi hyaluronidaz adi verilen enzim ile enzimatik ve
steril cam pasteur pipeti ile mekanik yontemlerin kombinasyonu ile gerceklestirilir.
Tiim bu islemler stereo mikroskop altinda ve 37°C’a kadar 1sitilmis tabla {izerinde
gerceklestirilerek oositler olgunluk acisindan degerlendirilebilecek duruma gelirler
(Sekil 2.3). Oositlerin hazirlanmas1 esnasinda gergeklesen 1s1  degisiklikleri

mikrotiibiil sistemine zarar vererek, kromozomlarin ayrilmalarinda karisikliga neden
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olarak andploidi ile sonu¢lanmaktadir. Deniidasyon islemi sonrasinda sadece

olgunlugunu tamamlamis metafaz I (MII) oositlere ICSI islemi uygulanir.

a) b)

Sekil 2.3: Deniidasyon islemi sonrasi

Sekil 2.3.’te Deniidasyon islemi sonrasinda; a. olgun olmayan(metafaz I, Ml)
oosit, b. olgun oosit (metafaz 11, MII) oosit, c. olgun olmayan (Profaz 1) oosit

goriilmektedir.
2.5.4. Kilasik In Vitro Fertilizasyon

Klasik IVF teknigi diye adlandirilan bu uygulamada, ICSI tekniginden farkl
olarak oositlerin  toplanmasindan sonra yumurtalara deniidasyon islemi
uygulanmadan gergeklestirilir. IVF isleminde, hastanin esinden alinan semen 6rnegi
yiizme (swim-up) veya yogunluk grandienti santrifugasyon (density grandient
centrifugation) yontemleri ile hazirlanan sperm 6rnegi ve oositler ayni ortamda bir

araya getirilirler.
2.5.5. Intrasitopazlmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

ICSI uygulamasi, tek bir sperm hiicresinin yumurta sitoplazmasinin igerisine
enjekte edilmesi olarak tanimlanmistir. ICSI iglemi, iki adet motorlu kabaca kontrol
yapan manipiilator ve iki adet de hidrolik mikro maniiplatér donanimina sahip
spesiyal mikroskobun 1sitilan yiizeyinde, 200-400 kat biiylitmede, tutucu ve
enjeksiyon mikropipetleri araciligiyla gergeklestirilir. ICSI islemi yapilacak olan
steril, toksik olmayan plastik petri tabaginda Kkiiltiir sivis1 igeren, sperm
slispansiyonun konulcagi bir havuz ve matiir oositlerin konulacagi mikro damlaciklar
hazirlanir. Mikroskop altinda 400x biiylitmede sperm havuzundan normal
morfolojiye sahip ve tercihen motil spermler secilerek, enjeksiyon pipeti yardimi ile

kuyrugun orta parcasina bastirilarak hareketsizlestirilir. Spermin hareketsiz hale
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getirilmesi bir zar gegirgenligi islemi olup, sperm sitozoliindeki faktorii salarak oosit
aktivasyonunu saglar. Oncelik 6zel kiiltiir sivis1 iceren havuzun kenarmna yiizen
spermlere taninir. Enjeksiyon pipeti yardimiyla hareketsizlestirilen sperm kuyruk
kismindan yakalanarak mikropipet igerisine alinir ve matiir oositin igerisinde oldugu
mikro damlaya gidilir. Yumurta tutucu pipete uygulanan emme ile sabitlenen
yumurtanin daha siki tutulmasi saglanarak, hareketsizlestirilen sperm yumurta
sitoplazmasi igerisine enjekte edilir. ICSI islemi tamamlandiktan sonra, yumurtalar
uygun kosullardaki (37°C, %5-6 CO;) kiiltiir ortamina aktarilirlar. Mikroenjeksiyon
isleminden 12-17 saat sonra oositler sitoplazma biitiinliigli, proniikleus sayisi ve

biiyiikliigiine gore incelenmektedir.
ICSI Endikasyonlart;

e FErkek faktorti infertilitesinde (oligospermi, astenospermi veya
teratospermi )

e Cerrahi yontemlerle sperm elde edildigi olgular

e Preimlantasyon genetik tarama planlanan olgular

e Yasanmis IVF basarisizligi dykiisii olan olgular
2.5.6. Fertilizasyon Ve Embriyo Gelisimi

2.5.6.1.Pronukleus Degerlendirmesi

Fertilizasyonun degerlendirilmesi, IVF veya mikroenjeksiyon isleminden
sonra yaklasik 12-17 saat sonra yapilmaktadir. Oositler sitoplazma biitiinligi,
proniileuslarin sayist ve biiylikliiklerine gore incelenmektedir. Ddllenme, sperm
girisi, aktivasyonu, mayoz boliinmenin sonlamasi ve sonug olarak 2 hiicreli embriyo
olusumu ile sonuglanan mitoz boliinmeyi kapsar. Ozetlenecek olursa, aktive olmus
oosit sitoplazmasi igerisinde, yumurtadan gelen disi proniikleus ve tek bir spermden
erkek proniikleusun birlesmesi olayidir. Normal fertilize olmus bir oositte 2 ayri
pronukleus birinci ve ikinci polar cisimcikleri goriliir (Sekil 2.4). Dollenmis oosit
skorlanmasi; pronukleuslarin sayisi, boyutu ve pozisyonu, ¢ekirdek igerisindeki
cekirdekgiklerin biiyiikliik, say1 ve dagilimlari, polar cisimciklerin yerlesimi ve son

basamak olarak sitoplazmaya yonelik ‘Halo’ (hale) varlig1 dikkate alinarak yapilir.
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a)

c)

RN gt

Sekil 2.4: Proniiklear evre

(http://www.klinikembriyoloji.org/galeridetay/3)

Sekil 2. 4.¢ te proniiklear evrede, sirasiyla;

a. tek niikleuslu oosit (1PN),

b. normal fertilize olmus iki proniikleuslu zigot (2PN),

c. anormal fertilize olmus ¢ok sayida proniikleus gézlenen zigot ( Multi PN).

2.5.6.2.Boliinme Evresi Embriyo Gelisimi

Fertilizasyon sonucu olusan zigot 25-30 saat sonra ilk mitotik boliinme
asamasina girmekte ve her biri blastomer olarak adlandirilan iki hiicreye sahip bir
embriyo olusturmaktadir. Boliinme evresindeki embriyolar, blastomerlerin say1, sekli
ve boyutuna, blastomerler arasi fragmantasyon oranina, blastomerlerdeki niikleer
durumlarina ve erken birlesme gibi 6zelliklerine gore degerlendirilmektedir (48).
Normal bdliinme hizina sahip bir embriyonun boliinmeye basladig ikinci giinde 2-4
hiicre, igilincii giinde 6-8 blastomer ve dordiincii giinde birlesme durumuna bagh
olarak morula evresindeki embriyodur (Sekil 2.5). Boliinme evresindeki embriyonun
beklenen zamanda, igeridigi blastomer sayis1 bakimindan referans limitlerin arasinda
ise normal embriyo, eger limitlerin altinda ise yavas gelisen embriyo olarak
nitelendirilmektedir. Embriyolarin iceridigi blastomer sayisi beklenen zamandan
erken yada gec¢ ulagmasi Oploidi/andploidi pozisyonunu gostermede bir belirteg
olarak  degerlendirilebilecegi  bilinmektedir. = Boliinme  evresinde  kalite

degerlendirilmesi yapilirken embriyolarin, %0-5 aras1 fragmantasyon igeren,
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graniilazasyon icermeyen ve esit biylkliikkte blastomer yapisina sahip olmasi

beklenmektedir.

a)

Sekil 2.5: Boliinme evresi

(http://www.klinikembriyoloji.org/galeridetay/4)
Sekil 2.5. boliinme evresindeki embriyolar,

a. ikinci giin agamasindaki 4 hiicreli embriyo,

b. ti¢iincii giin evresindeki 8 hiicreli embriyo

C. dordiincii giin morula asamasindaki embriyo

Fragmantasyon ve esit olmayan blastomer yapisina sahip embriyolar,
diizensiz boliinmeye ve kromozomal anormalliklere neden olabilecegi bildirilmistir
(49). Yiiksek fragmantasyon oranma sahip (%30’dan fazla) embriyolar diisiik
implansasyon  oranma  sahiptirler.  Multiniikleasyon — embriyo  kalitesinin
belirlenmesinde karsimiza c¢ikan diger bir kriterdir. Multiniikleasyonun embriyo
tizerinde birden fazla olumsuz etkisi bulunmaktadir. Bu etkinin sonucunda,
kromozomal hatalara sahip diisiik embriyo kalitesi olusabilmektedir. Embriyonun on
ve lizerinde hiicreye sahip evredeyken hiicreler arasi baglantilar, blastomerlerin
kompaktlagmasini saglayarak, embriyonun daha iyi bir i¢ hiicre kiitlesi yaratmasina

ve ileri donem embriyo gelisim sathasina ilerlemesine yardimer olmaktadir.

Implantasyon gerceklestirme ihtimali yiiksek olan embriyolarin secimi ile
ilgili pek cok calisma bulunmaktadir. Embriyolarin genetik agidan normal olmasi,
implantasyonun ve saglikli bebek diinyaya getirilmesi i¢in sartdir. Preimplantasyon
genetik tarama testi yapilmadan, embriyolarin genetik yapist hakkunda bilgi

edilememektedir. Cok sayida diisik kalite embriyo transferi ile saglikli bebekler
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diinyaya gelsede, fragmantasyon oram1 yikek ve bdoliinmesini durdurmus

embriyolarda kromozomal anomali oran1 daha yiiksektir (50).

2.5.6.3.Blastokist Evresi

Inseminasyon isleminden sonra, fertilize olmus oositler laboratvar ortaminda
kiltiire edilerek besinci ve altinc1 glin blastosist olusumunu gergeklestirmektedir
(Sekil 2.6). Blastosist, i¢ hiicre kitlesi (ICM) ve trofektoderm olmak {izere
farklilagmis iki ana hiicre tabakasindan olugsmaktadir. ICM ileriki zamanlarda fetusu,
trofektoderm ise plesentanin ve bebegin beslenmesi i¢in gerekli diger kisimlar
olusturmaktadir. Boliinme evresindeki embriyolarinda oldugu gibi, blastosist
degerlendirme kriterlerinde de blastosist olusumunun tamamlandig1 siire ve
morfolojisi onem arz etmektedir. Insan blastokistleri igin blastokist skorlama sistemi
genislemis kavite, i¢ hiicre kitlesi (ICM) ve trofektoderim tabakasi kriterlerine gore

li¢ ayripuanlama yapilmaktadir (Tablo 2.6, Tablo 2.7,Tablo 2.8) (51)

Tablo 2.5: Blastokist gelisim diizeyi puanlanmasi

Erken blastokist-blastos6l embriyo volmiiniin yarisindan az

Blastokist- blastosol embriyo volmiiniin yasisina es deger veya daha biiylik

Tam blastokist- blastos6l, embriyo hacmini tamamiyle doldurmasi

Genislemis blastokist- Blastosol hacmi embriyodan daha biiyiik ve zona incelmis.

Trofektoderm kirilarak tomurcuklanmanin olusmasi

| O B~ W N

Embriyonun trofektodermden tamamen ayrilmasi, tomurcuklanmanin tamamlanmasi

Tablo 2.6: I¢ hiicre kitlesi (ICM) puanlanmasi

A Siki paketlenmis bicimde ve ¢ok sayida hiicre igermesi

os)

Gevsek kiimeler halinde ve birkag hiicre igermesi

C Cok az sayida hiicre icermesi
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Tablo 2.7: Trofektoderim puanlanmasi

Birgok hiicreden olusan yapiskan epitel

w

Birkag hiicreden olusan gevsek epitel

C Az sayida biiyiik hiicreler

Sekil 2.6: Besinci giin asamasina ulasmis blastokistler

Sekil 2.6’da besinci giin asamasina ulasmis blastokistler goriilmektedir.

Bunlar; a. 5AA blastokist, b. 5AA blastokist, c. 6AA blastokist (total hatching)
2.5.7. Assisted Hatching Prosediirii (AHA)

Embriyo belli bir boyuta ulastiginda kendisini ¢evreleyen glikoprotein
yapisindaki zar1 (zona pellucida, ZP) yirtip embriyonun disar1 ¢gikmasiyla (hatching)
baslar ve endometrium olarak adlandirilan rahim ig¢indeki dokunun derinliklerine
yerlesir. Embriyonun ZP’y1 yirtip disar1 ¢ikmast (hatching), embriyo gelisiminin
besinci veya altinci giinii blastokist sathasina ulagtiktan sonra olugmaktadir. Yapilan
bircok c¢alismada gebeligin olugsmamasinda, embriyonun ZP’y1 yirtarak disariya
¢ikamamasit ve rahim duvarina yerlesememesinin 6nemine dikkat ¢ekilmistir. Bu
problemin ¢6ziimlenmesi i¢in transfer islemi 6ncesi yapay olarak ZP agilir (assisted
hatching, AHA). Bu isleme ek olarak; trofektoderm biyopsi islemi uygulanacak olan
embriyo gelisiminin besinci veya altinci giiniindeki blastokistlere embriyodan hiicre
almak icin, biyopsi islemi Oncesi embriyo gelisiminin {i¢lincli gliniinde lazer 151
yardimi ile embriyoyu cevreleyen ZP agilmaktadir (assisted hatching, AHA) (Sekil
2.7).
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Sekil 2.7: Ugiincii giin embriyosunda, lazer 151m yardimiyla zona pellusida da olusturulan
aciklik (assisted hatching, AHA)

(http://www.genesisfertility.co/Laser.aspx)
2.5.8. Embriyo Biyopsi Yontemleri

Belirli kriterler dikkate alindigi zaman preimplantasyon genetik tarama

uygulanacak hiicre ii¢ farkl yontemle elde edilmesi miimkiindiir. Bunlar:
1. Blastomer biyopsi yontemi
2. Polar cisim biyopsi yontemi
3. Trofektoderm biyopsi yontemi

Uygulanacak olan biyopsi yonteminin embriyo gelisimini ve implantasyon
basarisini etkilememesi, PGT uygulanmis embriyonun genetik yapisini dogrudan
yansitiyor olmasi ve maliyet faktorii ile klinik sonu¢ diisiliniildiigii zaman kabul

gormesi gibi kriterler dikkate alinmasi dogru olacaktir.

2.5.8.1.Blastomer Biyopsi Yontemi

Blastomer biyopsi yontemi; ESHRE kriterlerine gore klevaj evresinde en az 6
blastomer igeren {i¢iincii giin embriyosundan hiicre alinmasi olarak tanimlanmaktadir
(52). Blastomer biyopsi yonteminde zona pellucida’nin lazer 1s1n1 yada, mekanik ve
kimyasal yontemler ile bir aciklik olusturulmasi gerekmektedir. Bir¢ok calismada bu
metodlarin klinik sonuglar bakimindan kiyaslanmis ve anlamli bir fark olmadigi
bildirilmistir (53,54). Segmantasyon evresi biyopsisinde, blastomerlerin alinmasi
implantasyonu ve embriyonun gelisme potansiyelini azaltmaktadir. Kirkegard ve ark.

blastomer biyopsisi uygulanan ve islem wuygulanmayan gruplarin embriyo
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gelisimlerini karsilagtirmis ve calismada blastomer biyopsisinin blastokist gelisimini
yavaglattigint ve hatchingi bozdugunu bildirmistir (55). Tim bu gelismeler
sonrasinda Scoot ve ark lar1 116 hastanin dahil oldugu bir ¢alisma yayinlamislardir.
Bu ¢alismada hastalardan transfer igin en iyi iki embriyo segilip, calismaya dahil olan
hastalarin 46’sinda embriyolardan birine blastomer biyopsisi, kalan 70 hastada ise
embriyolardan birine trofektoderim biyopsisi uygulanmis olup, her iki guptada diger

embriyoya islem uygulanmayip kontrol grubu olusturulmustur.

Kontrol grubu ve biyopsi uygulanmis iki embriyo segilip transfer edilerek
gebelik takibi yapilmistir. Gebelik sonucu abortus ile sonlananan hastalarda,
implante olan embriyonun biyopsi uygulanmis veya kontrol grubu embriyosundan
hangisine ait oldugu incelenmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda, blastomer biyopsisi
uygulanan grupta implantasyonu gergeklestiren embriyolarin %350 sinin kontrol
grubu embriyosu oldugu, %30,4 ‘linlin blastomer biyopsisi yapilan embriyolar
oldugu goriilmiis, blastomer biyopsisi yapilan grupta implante potansiyelinde
belirgin bir disiis saptanmistir (p=0.02). Trofektoderim biyopsisi uygulanmis
embriyolarda ise implantasyon oranlar1 %51 ve kontrol grubu embriyolarinda %54
olarak anlaml bir fark gdézlemlenmemistir. Ozetle, blastomer biyopsisi uygulanmis
embriyolarda implantasyon bagsar1 oranlarinda %39 gibi ciddi bir dislis ve

embriyonun gebelik meydana getirme potansiyelinde azalma saptanmistir.

2.5.8.2.Polar Cisim Biyopsi Yontemi

Blastomer biyopsisinin arzulanan basariy1 goOsterememis olmasi diinya
genelinde yeni arayislar icinde olunmasina neden olmustur. Bu arayislar neticesinde

blastomer biyopsisine alternatif olarak polar cisim (PB) biyopsisi tanimlanmistir.

Erkek genomuna ait bilgileri igermedigi i¢in monogenik hastaliklarin
tanisindan yarar1 kisithdir. Capalbo A ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada PB
biyopsisinin andploidi taramasinda kisithi fayda sagladigi bildirilmistir (56). Bu
calisma kapsaminda ayni embriyodan PB, blastomer ve trofektoderm biyopsisi
olmak tizere ti¢ farkli yontemle biyopsi alinmis ve aCGH ile gemetik analiz
yapilmistir. Genetik analiz ile ileri yas hastalarda implantasyon oOncesi gelisimin

kromozomal paternlerini arastirma firsat1 yaratmistir. Belirgin bir andploidi sikliginin
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mayoz-2 evresinde oldugu saptanmistir. Bu nedenden dolay1 polar cisim (PB)
biyopsisi uygulamasinda her iki polar cisim de incelenmesi gerekliligine sebep

olmaktadir; bu durum ise maliyeti ve emegi artirmaktadir.

Tiim bunlara ek olarak paternal kaynakli gen mutasyolari, mitoz nedenli
anoploidiler, embriyo gelisiminin sonraki safhasinda olasi1 diizeltilebilecek olan
mayotik hatalar ve/veya tek gen analizinde paternal kaynakli mutasyon analizi PB

biyopsisi uygulamasinda gézden kagmis olacaktir.

2.5.8.3.Trofektoderm Biyopsi Yontemi

Trofektoderm biyopsi yontemi Boer ve ark. tarafindan 2004 yilinda
bildirilmistir (57). Implantasyon 6ncesi gelisim evresinde blastokist asamasina ulasan
embriyolar morfolojik olarak farkliliklar gosterebilirler. Embriyolarin gelisimsel
oranlar1 veya morfolojik olarak degerlendirilmeleri ile andploidi oranlar1 arasinda
iliski olmadigr agiklanmistir (58). IVF tedavisiyle olusturulan embriyolar kalite
kriterlerine bakilmaksizin biyopsi alinmasi gerekmekte ve transfer oncesi genetik
acidan incelenebilmektedir. Bodylece sagliklisiz embriyolarin  eleminasyonu
saglanmaktadir. Preimplantasyon genetik tarama (PGT-A) ve preimplantasyon
genetik tan1 (PGT) yontemi ile embriyolar transfer edilmeden once genetik ve

kromozomal agidan incelenmesi miimkiindiir.

Blastokist evresine ulagan embriyo ortalama 40-150 hiicre i¢ermektedir.
Trofektoderm biyopsi yoOnteminde i¢ hiicre kitlesine (ICM) miidahalede
bulunulmadan, sadece dis hiicre (trofektoderm) tabakasindan 8-10 trofektoderm
hiicresi alinarak yapilmaktadir. Bu yontem ile alinan trofektoderim hiicreleri sayisini
artirdigr i¢in genetik analizde tani koyma basarisim1 artirmaktadir. Butiin bu
islemlerin yapilabilmesi i¢in besinci ve altinci giin blastokist asamasindaki
embriyonun tek katmanli dis tabakasini saran epitel kaynakli trofektoderm hiicre
biyopsisinin yiiksek biiyiitme altinda mikropipet yardimiyla sekiz ile on hiicre alinip

genetik analiz yapilacak laboratuvara teslim edilmesi gerekmektedir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Trofektoderm Biyopsi Yontemi

Sekil 2.8.de (59): Preimplantasyon Genetik Tarama (PGT-A) ve
Preimplantasyon Genetik Tan1 (PGT) uygulamasinda trofektoderm biyopsi yontemi

goriilmektedir.

a. Embriyo gelisiminin ii¢lincii giiniinde lazer yardimi ile zona pellusida da
aciklik olusturulup, besinci giin asamasinda zonadan disar1 ¢ikmis
trofektoderm hiicre kitlesi ile hatching gozlemlenen blastokist

asamasindaki embriyo

b. Yakin ¢ekim disar1 ¢gikmis trofektoderm hiicre kitlesi

C. Biyopsi pipeti ile tutulan trofektoderim hiicre kitlesi

d. trofektoderm hiicreleri biyopsi pipeti i¢erisine ¢ekilir

e. Biyopsi pipeti ile trofektoderm hiicreleri aspire edilir ve bu esnada lazer
1s1nlart yardimiyla blastokistden ayrilmasi saglanir

f. Trofektoderim biyopsisi sonucu normal gelisimine devam eden blastokist

ve biyopsi ile alinan trofektoderim hiicreleri.

Sonug olarak klinik uygulamada trofektoderm biyopsisi uygulamak maliyet
acisindan yararli olmaktadir. Bunun sebebi ise, gelisim potansiyeli diisiik olan
embriyolarin ileri donem olan blastokist evreye ulasamamasidir. Tim bu
geligsmelerin sonucunda trofektoderim biyopsisi uygulanmis embriyo sayisinda bir
azalma ve maliyetten bir kazanim olacaktir. Yillar igerisinde trofektoderm biyopsisi
Uygulamasi sayilarinda bir artis gozlemlenmektedir. Polar cisim biyopsisi

uygulamasi ise ciddi oranda azalmistir. Fakat bircok dezavantajlar sebebi ile
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blastomer biyopsisi uygulanmasi oranlarinda azalma olmasina ragmen halen,

kullanilan en sik yontem olarak bilinmektedir
2.5.9. Preimplantasyon Embriyolarinin Genetik Analizi

Preimplantasyon Genetik Test (PGT), iireme tibbinda IVF teknigi sonucu
olusan embriyolardaki gen mutasyonlarint ortaya koyan bir ydntemdir.
Preimplantasyon genetik testin en 6nemli avantaji, implantasyon 6ncesi uygulanmasi
ile genetik olarak sadece saglikli embriyonun tespit edilerek hastaya transfer
edilebilmesine imkan saglamasidir. Bu sayede ebeveynler, gebelik donemini fetusun
saglikli oldugu bilinci ile gegirebilmektedir. Iki farkli perimplantasyon genetik testi
mevcutur. Bunlar, aile kurmak isteyen ¢iftlerin biri veya ikisinin bilinen bir gen
anomalisi tastyicist olmast durumunda ve genetik hastalik acisindan etkilenmis
embriyolarin se¢ilmesinde uygulanan Preimplantasyon Genetik Tani (PGT) ve
kromozomal diizensizlikleri ayirt etmeye yonelik Preimplantasyon Genetik Tarama
(PGT-A).

2.5.9.1.Preimplantasyon Genetik Tan1 (PGT)

Preimplantasyon genetik tani islemleri implantasyon oncesi evrede uygulanan
test metotlar1 oldugu icin ebeveynlere IVF uygulanmasi zorunlulugunu
getirmektedir. PGT uygulamalar1 endikasyon ve yontem bakimindan prenatal tanm

metotlarina kiyasla farkliliklar igermektedir.

Preimplantasyon genetik tani uygulamalar1 incelendigi zaman, ¢ok Onemli
endikasyon grubu olarak dengeli translokasyon tasiyciligi karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
endikasyon grubuna dahil ebeveynlere ait herhangi bir saglik tehlikesi
bulunmamasina ragmen, ¢ocugun dengesiz translokasyon anomalisine sahip siddetli
defektlere maruz kalabilir. Dengeli translokasyon tastyicist endikasyonuna sahip
ebeveynlere, implantasyon oOncesi uygulanan PGT sonuglarinin analiz edildigi

birtakim aragtirmalar bulunmaktadir.

Analiz sonuglarinda canli dogum oranin % 11,5’ten % 79,4’e yiikseldigi ve

gebeligin diisiik ile sonlanma oranin ise % 95°ten % 12,5’e azaldig1 bildirilmistir.
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Tek gen hastalig1 agisindan risk tasiyan eslere PGT uygulanmasi ivmeli bir
sekilde kullanim1 artmis, giiniimiizde giivenilir ve ¢ok tercih edilir bil hal almistir.
PGT yontemi ile Kistik Fibrozis, Beta Talasemi ve Tay Sacs gibi tek gen
hastaliklarinin ~ tanist ~ yapilabilmektedir.  Tirkiye geneli bilhassa akraba
evliliklerinden kaynaklanan tek gen hastaligina sahip canli dogum oranlarinin ytiksek

olmasi nedeniyle, PGT tani uygulamasi yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Ilerleyen teknoloji ile birlikte giiniimiizde, ebeveynler hasta gocuklar1 igin
HLA uyumlu kardes amagli PGT uygulamalarina bagvurmaktadir. Bu amagla
ebeveynler i¢in en makul yontem, IVF teknigi ile gelistirilen embriyolarda PGT

metoduyla hasta ¢ocuklari icin HLA uyumlu kardes aramaktir.

2.5.9.2.Preimplantasyon Genetik Tarama (PGT-A)

Yillar igerisinde teknolojik gelismelere paralel olarak IVF uygulamalarinda
embriyo se¢imi ile ilgili pek cok yeni metotlar gelistirilmistir. IVF tedavilerinde
temel amag, gebelik olusturma potansiyeli yiiksek olan embriyoyu segebilmek ve
ebeveynleri saglikli cocuk sahibi yapmaktir. IVF tedavilerinde rutin olarak
morfolojik skorlama sistemine dayali 1yi kalite embriyo se¢imi yapilmakta ve 1yi
nitelikte embriyo transferi hedeflenmektedir. Fakat, bir cok denemede iyi kalite
embriyo se¢imi ve transferi ile de gebelik meydana gelmemektedir. Bu durumun
nedenlerinden birincil olani, morfolojik olarak iyi kalite olan embriyolarin, genetik
olarak anodploid olmasidir. Bu sebepten dolayir embriyo transferi dncesi sayisal
koromozom yapisint analiz eden Preimplantasyon Genetik Tarama (PGT) metodu
gelistirilmisir. Bu uygulama Ingilizce olarak “Preimplantation Genetic Screening-
PGS” nosyonu olarak adlandirilmakradir. Son zamanlarda bu tarama testi
“Preimplantasyon Genetik Tani-Andploidi -PGT-A” kavrami olarak literatiirde

karsimiza ¢ikmaktadir.

Siklikla PGT-A metodu, tekrarlayan implantasyon basarisizligi, ileri maternal
yas ve tekrarlayan abortus vakalarinda alternatif bir tedavi plam1 olarak
uygulanmaktadir. Birgok merkezde ise cogul gebeligi dnlemek adma tek embriyo
transferinde, embriyo seg¢ilim metodu olarak PGT-A uygulamasit kendine yer
bulmaktadir.
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PGT-A metodu uygulanmaya basladig1 ilk yillarda pek olumlu neticeler
vermemistir. Bu nedenle pek c¢ok kez PGT-A uygulamasi tartismalara sebep
olmustur. Mastenbroek ve ark.’nin yaymlamis olduklar1 bir metaanalizde ileri anne
yasinda, PGT-A uygulamasinin bir yarar1 olmadigini, hatta kiimiilatif gebelik sansini
azalttigin1 bildirmistir. Fakat incelendigi zaman, Mastenbroek ve ark.’nin yapmis
olduklari metaanalizde dahil edilen c¢alismalar doneminde PGT-A igin genel
yaklasim segmentasyon biyopsisi ile floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigiydi.
Klinik anlamda beklenen basarmmin elde edilmemesinin en birincil nedeni FISH
tekniginin siuirli sayida kromozomlar1 taramasidir. Artan PGT-A c¢aligmalariyla
birlikte, implantasyon oncesi embriyolarda 24 kromozomun herhangi bir tanesinde
anoploidi bulunabilecegi ve embriyonun genetik acidan saglikli oldugunu
tanimlayabilmek i¢in 24 kromozomun incelenmesi gerektigi bildirilmistir. FISH
teknigi ile PGT-A taramast sonucu andploid olarak nitelendirilmis embriyolarin,
trofektoderm biyopsisi sonucu 24 kromozomu analiz edilmis ve %40 oraninda 6ploid
embriyoya rastlanmistir. Bu nedenle, tiim kromozomlarin analiz edilmedigi FISH
tekniginde, andploid embriyolarin tamaminin elemine edilmemesi ve Oploid
embriyolarin transfer edilmemesi PGT-A uygulamasinin bir dezavantaji olarak

bilinmektedir.

Ilerleyen teknoloji ile birlikte detayli kromozom taramasina imkan saglayan
genetik tarama metodlar1 gelimis ve saglikli embriyo se¢iminde rutin uygulamalar
haline gelmistir. Bu uygulamalar array Comperative Genomic Hybridisation
(aCGH), metafaz CGH, Single Nucleotide Polymorphisim (SNP), Kkantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) ve vyeni nesil dizileme (next generation
sequencing; NGS) olarak tanimlanmistir. Gelistirilen bu metotlarin, uygulamadaki
pratikligi ve giivenilir sonu¢ vermesi bakimindan kendi aralarinda farkliliklar

gostermekle birlikte, birbirlerine kiyasla olumlu ve olumsuz yonleri mevcuttur.

Metafaz CGH arrayleri siklikla polar cisim taramalarinda kullanilmasina
ragmen, analiz siiresi uzun bir ¢alisma gerektirdiginden segmentasyon ve blastokist

evresi embriyolarda taze embriyo transferine imkan vermemektedir.

aCGH arrayleri, metafaz CGH arraylerine kiyasla test siiresi daha kisa bir

protokol (12-16 saat) gerektirmekedir. Bu sayede blastomer ve trofektoderm
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biyopsilerinde taze embriyo transferine olanak saglamaktadir. 2012 yilinda Yang ve
ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, trofektoderm biyopsisi ve aCGH uygulanan
Oploid embriyolarla, yalnizca morfoloji kriterlerine dayali se¢ilen embriyolar gebelik
acisindan kiyaslanmistir. Bu ¢alismada aCGH grubu sonuclar1 anlamli olarak yiiksek
oldugu bildirilmistir (60).

2.5.10. NGS Teknigi Ile Preimplantasyon Genetik Tarama

Detayli kromozom taramasi yontemlerinde son teknoloji olan yeni nesil
sekanslama (Next Generation Sequencing —-NGS) preimplantasyon genetik tarama
uygulamlarinda yaygin olarak kullanilmasi ile yeni bir donem baglatti. NGS teknigi
sayesinde tiim ekzom ve genom dizilemelerine ulagilabilmektedir. 2007 yilinda NGS
teknigi ile ilk genom taramasini yayinlayan James Watson, PGT ve PGT-A

uygulamalarinda yeni heycan yaratmistir.

NGS tekniginini c¢alisma prensibi: NGS tekniginin ¢alisma ilkesi
saflastirilmis DNA materyalinin izole edilip hazirlanmasi ile baglar. Yeni nesil
dizileme tekniginde birinci basamak isaretleme yapmaktir. Bu sathada DNA
ornegine adaptorler yerlestirilir. Dizileme islemi uygulanacak olan DNA
materyalleri, seritli bir cam {izerindeki (flow cell) dizinlere karsilik gelecek bicimde
zemine yerlestirilir. Yerlestirilen her bir DNA izotermik bir bicimde artarak, ayni
DNA 06rneginin kopyalarini ihtiva eden hiicre gruplarini (cluster) meydana getirir.
Flowcell, serit halinde iki tip oligonun ¢imen seklinde yerlestirilmis oldugu kanallar1
iceren bir camdir (Sekil 2.9). Cam zemin iizerindeki birinci ve ikinci oligo tipleri ile
hibridizasyon gerceklesmektedir. Fragman kismindaki adaptor boliime karsilik gelen
oligo, polimerizasyon hibridinin bir karsiligini olusturmaktadir. Ikili sarmal yapiya

sahip materyal denatiire olur ve 6zgiin taslak yikanip atilir.
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Sekil 2.9: flow cell kanallar1

Sekil 2.9’da goriildigi gibi yeni nesil dizilemede rutin olarak flow cell olarak
adlandirilan, kanallar1 olan bir cam kullanilmaktadir. Kanallar igerisine iki farkli
oligo cifti yerlestirilmistir. Hibridizasyon, kanallara yerlestirilmis olan iki tip oligo

sayesinde olmaktadir.

DNA materyalleri koprii amplifikasyonu seklinde cogaltilirlar. Bu evrede
DNA materyali es gecilerek, seritli cam yiizeyindeki ikinci tip oligo ile hibridizasyon
gerceklestirir. Tiim bu evredeki islemler, kars1 zincir i¢inde gerceklesir. Bu prosediir
cok kez tekrarlanarak, senkron bir sekilde milyonlarca DNA parcasinin kopyalarini
igeren hiicre kiimeleri olusturulur. Birinci dizileme primerinin ilk okumay1 meydana
getirmesi i¢in uzatilmasiyla birlikte sekanslama baslamis olur. Tekrarlanan bu
dongiilerde, floresan eklenmis dort niikleotid, gelismekte olan halkaya eklenmek i¢in
rekabet ederler. Orijinal taslagin dizisine gore yalnizca bir tanesi dahil edilir. Eklenen
her niikleotid sonras1 gruplar bir 151k kaynagi ile uyarilir. Bunun sonucunda 6zgiin bir
floresan sinyali yayilir. Milyonlarca grup muntazam paralel bir siiregte dizilenir
(Sekil 2.10).
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Sekil 2.10: Calisma mekanizmasi

Sekil 2.10. (Mikrogen Laboratuvaarindan alinti yapilmistir); Dizilenmesi
amaglanan DNA, adaptor olarak adlandirilan sekansi belli modiiller sayesinde seritli
cam lzerindeki oligolara tutunabilen index primerlerle baglanilir ve sonraki
tepkimelerle bu modiiller flowcell yiizeyine tutunur. Karsi zincir olustuktan sonra,
pek cok kez 6zdes zincirin eslenigi meydana getirilir. Her bir niikleotid zincire
baglanirken bir 151k kaynagi ile uyarilir. Bunun sonucunda 6zgiin bir floresan sinyali
yayilir ve kendini tanitir. Bu bigimde bir kismin cluster olarak adlandirilan pek ¢ok

kopyasini i¢eren gruplar meydana gelir.

NGS ve aCGH uygulamalarinin test stimiilasyonlar1 ve uygulama siirecleri:
Uygulanacak olan iki metoda gore de embriyo kaynakli hiicreler elverisli yikama
stimiilasyonlar1 izlenerek PCR tiiplerine aktarilir ve tiim genom amplifikasyonu
(Whole Genome Amplification- WGA) gergeklestirilir. WGA teknolojisinde
nanogram miktarindaki bir DNA’dan mikrogram miktarina kadar c¢ogaltim
yapilmaktadir. Bu sathadan sonra aCGH metodunda numune ve referanslar farkli iki
floresan boya ile isaretlenecekleri, 150-180 dakika kadar siiren labelling evresine
gececektir. Bir araya gelen materyaller saflastirilir ve hibridizasyon sonrasi
minumum 4 saatlik bir inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon islemini takiben arrayler
yarim saat siiren yikama iglemi sonrasinda, analiz edilip 6zel yazilimlar (Bluefuse
multi software -Illumina C.A.) sayesinde degerlendirilirler. Bu siire¢ yeni nesil
sekanslama metodunda WGA isleminin hemen sonrasina, elde edilen ¢ift sarmal
yapidaki DNA’nin diliisyonu ve degerlendirilmesi tamamlandiktan sonra flowcell

yiizeyindeki indeks oligolara baglanmay1 saglayan adaptor takilmasi islemi
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uygulanir. Protokoller evresi dahilinde cihazda ortalama 6 saatlik bir sekanslama

safhasi bulunmaktadir (Sekil 2.12).

Amplifikasyon , Hibridizasyon Slaytlarin Data Analizi
Taranmasi
Cy boyalarive Orneklerinarray
- rastgele P Lo
Tam genom - Gzerine hibridize Yikama ve scanner L
o primerlerle . . . Data analizi
amplifikasyonu \ edilmesi iletarama
DNA'min (40 dk)
(3 saat) isaretlenmesi (2saat-gece (20 dk)
(2 saat) boyu)
Sekil 2.11: aCGH test stimiilasyonu ve siireleri
- Kitltiphane - .
Amplifikasyon reET EmTES Dizileme Data Analizi

-dsDNA'min dilisyonu ve
kalifikasyinu 20 dk)

Tim genom . - L
amplifikasyonu -Tagmentasyon (20 dk) Kutiphane hazirhg Data analizi
-PCR amplifikasyonu (50 (1saat) (10 dk)
(3 saat) dk)

-PCR clean-up(30dk)
[253a1)

Sekil 2.12: NGS test stimiilasyonu ve siireleri

Sekil 2.11 ve Sekil 2.12 (Mikrogen Laboratuvarindan alint1 yapilmistir) ’de
NGS ve aCGH metotlarinda stimiilasyon ve siireleri belirtilmektedir. Ozetlenecek
olursa, NGS teknigi 14 saat siiren bir islem olmakla birlikte sekanslama 6 saat

stirmekte ve analizi aCGH yontemine gore daha kolay ve hizlidir.

NGS teknolojisi kullanimi her gecen giin artmaktadir. NGS teknolojisinin en
onemli avantaji yliksek degerlendirme araligma sahip olmasidir. Yapilan bircok
arastirmada NGS sonuglar1 ile aCGH sonuglarinin % 99.9 - % 100 uyum gosterdigi
bildirilmistir  (61,62). aCGH teknolojisine kiyasla kismi andploidiler ve
mozaisizmler, NGS teknolojisinde daha iyi ayirt edilmektedir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13: NGS ve aCGH tekniklerinin analiz verilerinin karsilastirilmasi

Sekil 2.13 (Mikrogen Laboratuvarindan alinti yapilmistir) "te NGS ve aCGH
tekniklerinin analiz verilerinin karsilastirilmas: goriilmektedir. A. NGS teknigi ile
detayli kromozom (24 kromozom; 1-22 + X ve Y) taramasi. B. aCGH teknigi ile
detayli kromozom (24 kromozom; 1-22 + X ve Y) taramasi. Ayni embriyo {lizerinde
yapilan detayli kromozom taramasi analiz verileri karsilastirildigi zaman, krozomal
anomalilerin  NGS  teknigi ile daha duyarhilikla  degerlendirilebildigi
gozlemlenmektedir. NGS teknigi ile yapilan detayli kromozom analizinde, yesil ve

kirmiz1 ¢izgi arasindaki analiz arali§inin daha belirgin oldugu goriilmektedir.
2.5.11. Embriyo Transferi

Embriyo transferinde en o©nemli faktdr, embriyonun rahim igerisinde
verilecegi en uygun yerin tespit edilmesi ve embriyo transferinin zamanlamasidir.
Genel olarak 3.giin ve 5.giin embriyo transferi yapilmaktadir. Eger transfer edilecek
embriyoya, preimplantasyon genetik test uygulanmigsa, dondurulmus olan
embriyolar igerisinden saglikli embriyo ¢oziilerek transfer edilir. Embriyo
transferinde minimum travma ile hizli bir sekilde embriyolar1 uterusa yerlestirmek
amaglanmaktadir. Bu islemi gerceklestirirken kan, mukus ve uterin kasilmalarin
olugmamasi icin dikkat edilmelidir. Ultrasonografi esliginde, yumusak katater tercih
edilerek yapilan transferler, serviste kanama riskini azaltmaka ve en basarili

sonuclar1 vermektedir.
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BOLUM 3. YONTEM

3.1.Arastirma Modeli

Bu calisma kapsaminda 1 Ocak 2016 ile 31 Aralik 2017 tarihleri arasinda
Istanbul Sisli Kolan International Hospital Tiip Bebek Merkezi’ne cocuk sahibi
olamama sikayeti ile bagvuran ICSI islemi uygulanmis, yaslari 25-45 arasinda
degisen Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing; NGS) teknigi ile
preimplantasyon genetik tarama uygulanmis 80 hasta dosyasi ve 259 embriyoya ait
veriler retrospektif olarak incelenmistir. Calismaya dahil edilen hasta dosyalarinda
ciftlerin PGT-A endikasyonlarin1 tekrarlayan implantasyon basarnzligi, kadina ait
ileri yas faktorii ve agiklanamayan infertilite olusturmaktadir. Belirtilen
endikasyonlar sebebi ile calismaya dahil edilen infertil hastalarin besinci giin
embriyolarina PGT-A uygulanmis ve dolayisiyla iiglincii glinde biyopsi yapilmis

embriyolara sahip hastalar ¢alismanin disinda tutulmustur.

3.2.Evren ve Orneklem

Aragtirma 01.01.2016 tarihinden 31.12.2017 tarihine kadar Kolan
International Hastanesinde yaslar1 25 ile 45 arasinda degisen, 80 kadin ile

yapilmugtir.

3.3.Verilerin Coziimlenmesi ve Yorumlanmasi

Istatistiksel analizler i¢in SPSS yazilimi (Windows i¢in SPSS 18.0, IBM,
Chicago, IL, ABD) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayici istatistiksel metodlarin (ortalama, standart sapma, medyan, frekans, oran,
minimum, maksimum) yani sira nicel verilerin karsilastirilmasinda normal dagilim
gostermeyen ii¢c ve iizeri gruplarin karsilastirmalarinda Kruskal Wallis test ve
farkliliga neden olan grubun tespitinde Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U test
kullanildi. Nitel verilerin karsilastirilmasinda Pearson ki-kare test kullanildi.

Anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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3.4.Veriler ve Toplanmasi

Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing; NGS) teknigi ile
preimplantasyon genetik tarama uygulanmis hastalarin izinleri alindi. Ovulasyon
stimiilasyonu Oncesi, tibbi dykiilerinin kaydedilmesini takiben tiim hastalarin fiziki
ve ultrason muayeneleri yapildi. Menstiiral siklusun 3. giinii FSH, LH ve E2

diizeyleri degerlendirildi.

Ovulasyon indiiksiyonu i¢in menstruel siklusun iiglincii giliniinden itibaren
hastalara 150-225 IU dozunda rekombinant Folikiil Stimiile edici Hormon verildi.
Stimulasyon takibinde o6nde giden folikiil 11-14 mm oldugunda gonadotropin
salgilatict hormon GnRH antagonist uygulamasina baglandi. Folikiil ¢ap1 ortalama
18-20 mm ulastiginda, 250 pug recombinant hCG (r-hCG; Ovitrelle®; Merck Serono,
Isvigre) uygulanarak 34-36 saat sonra anestezi altinda transvajinal ultrason esliginde

yumurta toplama islemi yapildu.

OPU islemi sonrasi elde edilen oosit-kiimiiliis hiicre kompleksi, kiiltiir
stvisinda yikanip 1 saat ayarli inkiibatdrde bekletildi (%6 CO2, %5 02 ve 37°C).
Inkiibasyon siiresinin sonunda, deniidasyon islemini gerceklestirildi. Yumurta
toplama isleminden 2-4 saat sonra ICSI islemi, x400 biiyiitme altinda Zeiss Axio
Observer Al inverted mikroskop kullanilarak HEPES (Irvine Scientific®, Santa Ana,
ABD) iceren MHM mediumu igerisinde yapildi. Mikroenjeksiyon islemi uygulanmis
oositler, inkiibator igerisindeki bir giin oncesinden hazirlanmig {izeri parafin yagi
(Origio®, Mélov, Danimarka) ile kapli 6zel kiiltiir ortamina kaldirild1 (Life Global®,
Seattle, ABD).

Embriyolar %6 CO2, %5 O2 ve 37°C ayarh inkiibator ortaminda besinci veya
altinc1 gline kadar kiiltiire edildi. Embriyonal gelisimin ilk giinli proniikleus
degerlendirilmesi yapildi. Boliinme evresi; esit olmayan bdliinme, fragmantasyon ve
blastomer sayist bakimindan skorlandi ve giinliik olarak takip edildi. Gelisimin
ticlincli gliniinde, lazer atist (OCTAX Laser Shot System) ile zona pellusida da
aciklik olusturuldu. Blastokist (5.giin ve 6.giin) asamasina ulagsan embriyolar Gardner
ve ark. 'nin skorlama indeksine gore degerlendirilip, 2AB ve {iizeri kalitedeki

embriyolara trofektoderm biyopsisi uygulandi.
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Trofektoderm biyopsisi uygulanacak blastokistler, kiiltir yagi (Origio®,
Malov, Danimarka) ile kaplanmis ve HEPES’li Ca2+ / Mg2+ iceren 37°C’ ye ayarli
embriyo kiiltiir ortamma (irvine Scientific®, Santa Ana, ABD) aktarildi. inverted
mikroskopta yliksek biiyiitme altinda i¢ ¢ap1 20-40um olan biyopsi pipeti (Origio®,
Malov, Danimarka) yardimiyla sekiz ile on trofektoderm hiicresi aspire edildi.
Blastokistlerden aspire edilen trofektoderm hiicreleri 2,5 ul'lik toplam hacimde ince
duvarli 0.2mL PCR tiiplerine aktarilarak, lizise maruz birakildi ve NGS teknigi ile
PGT-A yapilacak laboratuara teslim edildi.

Trofektoderm biyopsi islemini takiben Cobo ve ark. tarafindan yapilan
tanimlar c¢ergevesinde, soliisyonlar ve VitriFit (Origio®, Malov, Danimarka)
tagtyicist  kullanilarak embriyo dondurma ve c¢ozme islemleri gerceklestirildi.
Embriyo dondurma isleminde, her bir tasiyiciya ayri numara verilerek embriyo
yiiklemesi yapildi. Genetik analiz sonrasi embriyo transferi i¢in uygun birden ¢ok
Oploid embriyo olmasi halinde, dondurma islemi 6ncesi en iyi morfolojik seviyeye
sahip embriyo ¢oziiliip, transfer isleminden 6nce 2-3 saat inkiibe edildi. Embriyo
transfer islemi ile ayni giin ¢oziilen embriyolar, transferden hemen Once belirtilen
morfolojik kriterlere gore tekrar bir degerlendirmeye tabi tutulup, embriyolog
esliginde klinisyen tarafindan ultrason altinda 6zel bir katater (COOK®,
Bloomington, ABD) ile transfer edildi.

Transfer edilen embriyo sayisi, kadin yas1 ve deneme sayisi kriterlerine gore
6 Mart 2010 tarihli UYTE ydnetmeligine uygun olacak sekilde belirlendi.

Genetik Laboratuvar Testlerinden; Tiim Orneklere laboratuvar yeni nesil
dizilimleme (NGS) uygulandi. Alinan trofektoderm biyopsisi Orneklerinin Tiim
Genom Cogaltilmas1 (WholeGenomeAmplification; WGA) islemi lonSingleSeqKit’i
(IonSingleSeq, A28955,Thermofisher) ile gerceklestirildi. Orneklerin sekans islemi
i¢cin run plani IonTorrentserver kullanilarak hazirlandi ve sekanslama islemi yaklasik
olarak 5 saat siirdii. Sekanslama islemi sonrasinda sekan verileri Ion PGM cihazi

tarafindan lonTorrentReporter’a aktarilarak analiz islemi tamamlandi.
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BOLUM 4. BULGULAR VE YORUMLAR

Calisma 01.01.2016-31.12.2017 tarihleri

arasinda Kolan International

Hastanesinde yaslar1 25 ile 45 arasinda degismekte olup, ortalama 34,834+5,38 yas

olan toplam 80 kadin ile yapilmistir.

Tablo 4.1: Katimcilarin yas dagihmlari

Yas (y1l) Min-Maks (Medyan) 25-45 (35)
Ort+£Ss 34,83+5,38
<30 Yas (ortalama) 23 hasta (28,7)
31-35 Yas (ortalama) 18 hasta (22,5)
36-39 Yas (ortalama) 20 hasta (25,0)
>40 Yas (ortalama) 19 hasta (23,8)
Toplam Hasta 80 hasta (34,83)

Olgularin  %28,7’sinin (n=23) 30 yas ve altinda oldugu gozlenirken,
%22,5’inin (n=18) 31-35 yas arasinda, %25’inin (n=20) 36-39 yas arasinda ve

%23,8’inin (n=19) 40 yas ve lizerinde oldugu gozlenmistir.

Yas Dagilimi

Sekil 4.1: Yas Dagilinm
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Tablo 4.2: Transfer ve Sonu¢ Degiskenlerinin Dagilimi

Transfer ET iptal 29 (36,3)
Transfer (+) 51 (63,7)
Sonug Negatif 11 (13,7)
Pozitif 40 (78,4)

Calismaya katilan olgularin %36,3’iiniin (n=29) ET transferinin iptal oldugu;
%63,7’sinin  (n=51) ise transfer yapildig1 gozlenmistir. Transfer yapilanlarin
%78,4’liniin (n=40) transfer sonucunun pozitif oldugu gozlenirken, %?21,6’sinin

(n=11) negatif oldugu gorilmistiir.

EET iptal ENegatif O Pozitif

Sekil 4.2: ET Transfer Sonuglarinin Dagilim
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Tablo 4.3: Oesit, MII, MI, GV Degiskenlerinin Dagilimlar:

Oosit Sayisi Min-Maks (Medyan) 1-44 (11)
Ort+Ss 13,39+9,82
Toplam Oosit 1071

MIlI Min-Maks (Medyan) 1-35 (8)
Ort£Ss 10,41+7,45
Toplam MII 833

Ml Min-Maks (Medyan) 0-5 (0)
Ort+Ss 0,83+1,23
Toplam Ml 66

GV Min-Maks (Medyan) 0-16 (1)
Ort+Ss 1,56+2,52
Toplam GV 125

Diger Min-Maks (Medyan) 0-5 (0)
Ort+Ss 0,59+1,13
Toplam Diger 47

Calismaya katilan olgularin oosit sayilar1 1 ile 44 arasinda degismekte olup,
ortalama 13,39+9,82 olarak saptanmistir. Calismaya alinan 80 kadindan elde edilen

toplam oosit sayist 1071 olarak saptanmustir.

Olgulari MII sayilar1 1 ile 35 arasinda degigmekte olup, ortalama 10,41+7,45
olarak saptanmistir. Toplam MII sayisi ise 833 diir. Olgularin MI sayilar1 0 ile 5
arasinda degismekte olup, ortalama 0,83+1,23 olarak saptanirken, toplam MI sayisi
66 olarak saptanmistir. Olgularin GV sayilar1 0 ile 16 arasinda degigmekte olup,

ortalama 1,56+2,52 olarak saptanirken, toplam GV sayist 125 olarak saptanmustir.

Olgularin diger yontemlerle alinan yumurta sayilar1 0 ile 5 arasinda
degismekte olup, ortalama 0,59+1,13 olarak saptanirken, toplam 00sit sayis1 47

olarak saptanmistir.
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Tablo 4.4: Fertilizasyon, Biyopsi Sayisi, Cryo Sayisi ve NGS Yapilan Blastokist
Degiskenlerinin Dagilimlar:

Fertilizasyon Min-Maks (Medyan) 0-30 (7)
Ort+Ss 8,20+5,93
Toplam Fertilizasyon 656

Biyopsi Sayist Min-Maks (Medyan) 1-14 (4)
Ort+Ss 4,2342,77
Toplam Biyopsi 338

Cryo Sayisi Min-Maks (Medyan) 1-14 (4)
Ort£Ss 4,24+2.76
Toplam Cryo 339

NGS Yapilan Blastokist Min-Maks (Medyan) 1-8 (3)
Ort£Ss 3,24+1,77
Toplam Blastokist 259*

Calismaya katilan olgularin fertilizasyon sayilar1 O ile 30 arasinda degismekte
olup, ortalama 8,20+5,93 olarak saptanirken, toplam fertilizasyon sayisi 656 olarak

saptanmistir.

Calismaya katilan olgularin biyopsi sayilar1 1 ile 14 arasinda degismekte
olup, ortalama 4,2342,77 olarak saptanirken, toplam biyopsi sayisinin 338 oldugu

gbzlenmektedir.

Olgularin cryo sayilari 1 ile 14 arasinda degismekte olup, ortalama 4,24+2,76

olarak saptanirken, toplam cryo sayisinin 339 oldugu gézlenmektedir.

Olgularin NGS yapilan Blastokist sayis1 1 ile 8 arasinda degigsmekte olup,
ortalama 3,244+1,77 olarak saptanirken, toplam blastokist sayisinin 259 oldugu

gozlenmistir.

* NGS teknigi ile PGT-A uygulamasimin maliyetinin yiiksek olmasindan
dolayi, hastalar ekonomik kogsullarini dikkate alarak biyopsi uygulanmis embriyolar

icerisinden, secilmig olanlara PGT-A uygulanmstir.
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Tablo 4.5: ET Yapilan Oploid Sayisi, Oploid Blastokist Sayisi, Oploid Orani, Anéploid
Blastokist Sayisi, Anéploid Orami, Ampflikasyon Kaybi Sayis1 ve Ampflikasyon Oram

Degiskenlerinin Dagilimlar

ET Yapilan Oploid Sayist Min-Maks (Medyan) 0-2 (1)
Ort£Ss 0,88+0,77
ET Yapilan Oploid Toplam: 70

Oploid Blastokist Sayis1 Min-Maks (Medyan) 0-5 (1)
Ort+Ss 1,25+1,30
OploidBlast Toplami 100

Oploid Orani Min-Maks (Medyan) 0-100 (25)
Ort£Ss 34,24+34,06

Andploid Blastokist Sayisi Min-Maks (Medyan) 0-7 (2)
Ort£Ss 1,90+1,49
AndploidBlast Toplami 152

Anéploid Orani Min-Maks (Medyan) 0-100 (66,67)
Ort£Ss 62,11+35,33

Ampflikasyon Kayb1 Var; n(%) 8 (10,0)
Yok; n(%) 72 (90,0)

Ampflikasyon Orani Min-Maks (Medyan) 0-100 (0)
Ort£Ss 4,27+15,00

Calismaya katilan olgularin ET yapilan Oploid sayist 0 ile 2 arasinda
degismekte olup, ortalama 0,88+0,77 olarak saptanirken, ET yapilan 6ploid toplam

sayis1 70 olarak saptanmustir.

Olgularin 6ploid blastokist sayilar1 0 ile 5 arasinda degismekte olup, ortalama
1,25+1,30 olarak saptanirken, toplam 6ploid blastokist sayis1 100 olarak saptanmaistir.
Olgularin 6ploid oranlar1 0 ile 100 arasinda degismekte olup, ortalama 34,24+34,06

olarak saptanmistir.

Calismaya katilan olgularin andploid blastokist sayilar1 0 ile 7 arasinda
degismekte olup, ortalama 1,90+1,49 olarak saptanirken, toplam andploid blastokist

sayistnin 152 oldugu gozlenmektedir. Oploid embriyo bulunamadigi icin ET

yapilamayan 29 hasta mevcuttur.
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Olgularin andploid oranlar1 0 ile 100 arasinda degismekte olup, ortalama

62,11+£35,33 olarak saptanmustir.

Calismaya katilan olgularin ampflikasyon kaybi1 %10’unun (n=8) saptandigi

gozlenmistir. Olgularin ampflikasyon oranlar1 0 ile 100 arasinda degismekte olup,

ortalama 4,27+15,00 olarak saptanmustir.

Tablo 4.6: Yas Gruplarina Gore Sonuglarin Degerlendirilmesi

Yas Gruplari Test
Degeri
<30 Yas 31-35 Yas | 36-39 Yas | >40 Yas p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Sonu¢ | Negatif 2(8,7) 1(5,6) 6 (30,0) 2 (10,5) x2:13,532
Pozitif 17 (73,9) | 10(55,6) | 7(35,0) 6 (31,6) a0,027*
ET Iptal 4 (17,4) 7(38,9) 7 (35,0) 11 (57,9)
4PearsonChi-Square Test *p<0,05
Yas gruplarina gore olgularin transfer sonuclarinin dagilimlar: arasinda

istatistiksel olarak anlamh farklhiik saptanmistr (p=0,027; p<0,05). Yaslar1 30 ve

altinda olan olgularda transfer sonucunun pozitif olmasi orani, yaglari 36-39 arasinda

ve 40 yas ve lizerinde olan olgulara gore anlamli diizeyde yiliksek saptanmistir

(p=0,010; p=0,006; p<0,05).

Oran (%)

<30 Yas 31-35Yas 36-39 Yas 240 Yas

Yas Gruplari

B Negatif M Pozitif ® ET iptal

Sekil 4.3: Yas Gruplarina Gore ET Sonuglarinin Dagilimi
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Tablo 4.7: Yas Gruplaria Gére Oosit, MII, MI, GV ve Diger islem Sayilarimn

Degerlendirilmesi
Yas Gruplari Test
Degeri
<30 Yas 31-35 Yas 36-39 Yag | >40 Yas °p
(n=23) (n=18) (n=20) (n=19)
Oosit Min-Maks 4-44 (18) 2-37 (8) 3-14 (8) 1-39 (11) ¥*:16,64
Sayis1 | (Medyan) 0
Ort£Ss 19,61+10,28 | 12,61+11,04 | 8,25+3,54 12,00+£9,20 | 0,001**
Taplam oosit 451 227 165 228
MII Min-Maks 4-35 (13) 1-27 (7) 2-13 (7) 1-32 (8) y’:13,41
(Medyan) 0
Ort+Ss 14,65+8,36 10,06+7,89 6,80+3,02 | 9,42+7,14 0,004**
Toplam MII 337 181 136 179
M1 Min-Maks 0-5 (0) 0-5(0) 0-2 (0,5) 0-2 (1) x*:0,955
(Medyan)
Ort+Ss 1,04+1,52 0,89+1,64 0,60+0,68 | 0,74+0,81 0,812
Toplam Ml 24 16 12 14
GV Min-Maks 0-16 (2) 0-4 (0) 0-3(0) 0-11 (1) ¥*:11,29
(Medyan) 4
Ort+Ss 2,87+3,44 0,89+1,28 0,65+0,93 1,58+2,69 0,010*
toplamGV 66 16 13 30
Diger Min-Maks 0-5(0) 0-5(0) 0-1 (0) 0-1(0) ¥*:6,090
(Medyan)
Ort+Ss 1,04+1,40 0,78+1,56 0,20+0,41 | 0,26+0,45 0,107
Toplam diger 24 14 4 5
islem
°Kruskal Wallis Test *p<0,05 **n<0,01

Yas gruplarma gore olgularin Oosit sayilar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik saptanmistir (p=0,001; p<0,01). Farklilig1 belirlemek amaciyla
yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann Whitne U test sonuglarina gore; yaslar1 30 ve
altinda olan olgularin Oosit sayilari, yaslar1 40 ve tizerinde olan olgulara gore anlamli
olmamakla birlikte dikkat ¢ekici diizeyde yiiksek saptanirken (p=0,054; p>0,05);
yasglart 36-39 arasinda olan olgulara gore anlamli diizeyde yiiksek saptanmistir

(p=0,001; p<0,01).
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Yas Gruplarina Gore Oosit Sayisi
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Sekil 4.4: Yas Gruplarina Gore Oosit Sayillarinin Dagilim

Yas gruplarina gore olgularin MII sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik saptanmistir (p=0,001; p<0,01). Farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitne U test sonuglarina gore; yaslar1 30 ve altinda
olan olgularn MII sayilari, yaslar1 36-39 arasinda olan olgulara gore anlamli

diizeyde yiiksek saptanmistir (p=0,001; p<0,01).

Yas Gruplarina Gore MIl Sayisi

25
20 ~
15 +
A
£10 -
(]
5 -
0
<30 Yas 31-35 Yas 36-39 Yas 240 Yas
Yas Gruplan
uMI

Sekil 4.5: Yas Gruplarina Gore MII Sayillarinin Dagilim

Yas gruplarina gore olgularin MI sayilari arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmamuistir (p>0,05).
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Yas gruplarina gore olgularin GV sayilar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmistir (p=0,010; p<0,05). Farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitne U test sonucglarina gore; yaslar1 30 ve altinda
olan olgularin GV sayilari, yaslar1 36-39 arasinda olan olgulara gére anlamli diizeyde

yiiksek saptanmistir (p=0,018; p<0,05).

Yas Gruplarina Gore GV Sayisi

7
6 -
5 -
4 -
7]
i
g 37
o 2 |
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0
<30 Yas 31-35 Yas 36-39 Yas 240 Yas
Yas Gruplarl
GV

Sekil 4.6: Yas Gruplarina Gore GV Sayillarimin Dagilimi

Yas gruplarina gore olgularin diger yontemlerle alinan yumurta sayilar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05).
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Tablo 4.8: Yas Gruplarima Gore Fertilizasyon, Biyopsi Yapilan Blastokist Sayilarinin ve
NGS Yapilan Blastokist Sayilarinin Degerlendirilmesi

Yas Gruplari Test
Degeri
<30 Yas 31-35 36-39 >40 Yas | °p
(n=23) Yas Yas (n=19)
(n=18) (n=20)
Fertilizasyon Min-Maks | 3-30(11) | 1-19(5,5) | 0-12(5,5) | 1-26 (6) | %*:11,636
(Medyan)
Ort+£Ss 11,57+6,79 | 7,83+£5,78 | 5,5£3,43 | 7,32+5,52 | 0,009**
Toplam 266 141 110 139
fertilizasyon
Biyopsi Sayis1 | Min-Maks | 1-14 (5) 1-11(3) |1-8(3) 1-93) | x%8,120
(Medyan)
Ort£Ss 5,65+3,17 | 3,72+2,61 | 3,3+£2,11 | 3,95+2,5 | 0,044*
Toplam 130 67 66 75
Biyopsi
Cryo Sayisl Min-Maks | 1-14 (5) 1-11(3) [18(35) |19 27,807
(Medyan)
Ort+£Ss 5,65+£3,17 | 3,724£2,61 | 3,35+2,11 | 3,95£2,5 | 0,049*
Toplam 130 67 67 75
Cryo
NGS Yapilan | Min-Maks | 1-7 (3) 1-7(25) |1-8(3) 1-7 (3) v2:2,679
Blastokist (Medyan)
Sayist Ort=Ss 3,6561,7 | 2,831,65 | 3,15£1,98 | 3,21%1,75 | 0,444
Toplam 84 51 63 61
NGS
Yapilan
Blast
°Kruskal Wallis Test *p<0,05 **p<(,

Yas gruplarina gore olgularin fertilizasyon sayilarimin dagilimlart arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklihk saptanmistir (p=0,009; p<0,01). Farkhiligi

belirlemek amaciyla yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U test sonuglarina

gore; yaslar1 30 ve altinda olan olgularin fertilizasyon sayilari, yaslari 36-39 arasinda

olan olgulara gore anlaml diizeyde yiiksek saptanmustir (p=0,006; p<0,01).
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Yas Gruplarina Gore Fertilizasyon Sayisi
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Sekil 4.7: Yas Gruplarina Gore Fertilizasyon Sayilarimin Dagilimi

Yas gruplarina gore olgularin biyopsi sayilarinin dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamh farkhlik saptanmstir (p=0,044; p<0,05). Farklilig
belirlemek amaciyla yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U test sonuglarina
gore; yaslar1 30 ve altinda olan olgularin biyopsi sayilari, yaslari 36-39 arasinda olan

olgulara gore anlamli diizeyde yiiksek saptanmistir (p=0,040; p<0,05).

Yas Gruplarina Gore Biyopsi Sayilari
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Sekil 4.8: Yas Gruplarina Gore Biyopsi Sayilarimin Dagilimi

Yas gruplarina gore olgularin cyro sayillarmmin dagilimlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamh farkhhk saptanmstir (p=0,049; p<0,05).
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Farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
U test sonuglarina gore; yaslar1 30 ve altinda olan olgularin cyro sayilari, yaslari 36-
39 arasinda olan olgulara gore anlamli diizeyde yiiksek saptanmistir (p=0,013;
p<0,05).

Yas Gruplarina Gore Cryo Sayisi
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Sekil 4.9: Yas Gruplarina Gore Cryo Sayilarinin Dagilimi

Yas gruplarina gore olgularin NGS yapilan blastokist sayilarinin dagilimlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05).
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Tablo 4.9: Yas gruplarina gore Fertilizasyon, Biyopsi Yapilan Blastokist Sayilarinin ve
NGS Yapilan Blastokist Sayilarinin Degerlendirilmesi

Yas Gruplari Test
Degeri
<30 Yas 31-35Yas | 36-39 Yas | >40 Yas °p
(n=23) (n=18) (n=20) (n=19)
Oploid Min-Maks | 0-5 (2) 0-4 (1) 0-3 (1) 0-2 (0) x%:17,06
Blastokist (Medyan) 3
Sayist Ort£Ss 2,22+1,51 | 1,22+1,26 | 0,8%0,77 | 0,58+0,77 | 0,001**
Toplam 51 22 16 11
OploidBlast
Oploid Min-Maks | 0-100 0-100 0-60 (20) | 0-100 (0) | y*18,18
Oranm (Medyan) (66,67) (32,5) 6
Ort+Ss 57,38432, |38,94+39, |20,71+19, | 16,02+26, | 0,001**
18 56 3 37
Andploid Min-Maks | 0-4 (1) 0-6 (1) 1-7 (2) 0-6 (2) ¥%:12,00
Blastokist (Medyan) 1
Say1st Ort=Ss 135£1,07 | 1,44+1,54 | 23+1,56 | 2,58+1,5 | 0,007*
Toplam 31 26 46 49
AndploidBla
st
Andploid Min-Maks | 0-100 0-100 (55) | 40-100 0-100 v%:21,36
Orant (Medyan) | (33,33) (80) (100) 5
Ort£Ss 39,72431, | 50,87+41, | 78,04+20, | 83,11+26, | 0,001**
33 35 37 67
Ampflikasy | Var 2(87) 3(%16,7) | 1(%50) |2(105) v*:1,494
;’?O/Isayb“ Yok 21(91,3) | 15(83,3) | 19(95,0) |17(89,5) |0,684
Ampflikasy | Min-Maks | 0-33,33 0-100 (0) [ 0-25(0) |[0-50(0) | 4%1,736
on Orant (Medyan) (0)
Ort+Ss 2,949.6 10,19+26, | 1,25+5,59 | 3,51+11,8 | 0,629
28 9
ET Yapilan | Min-Maks | 0-2 (1) 0-2 (1) 0-2 (1) 0-2 (0) x:11,34
Oploid (Medyan) 9
Sayisi Ort£Ss 1,340,76 | 0,8340,79 | 0,75+0,64 | 0,53%0,7 | 0,010%
Toplam ET | 30 15 15 10
Yapilan
Oploid
PK ruskal Wallis Test *p<0,05 **p<0,01

Yas gruplarina gore olgularin Oploid blastokist sayilarmin dagilimlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0,001; p<0,01).
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Farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U test
sonuglarina gore; yaslart 30 ve altinda olan olgularin 6ploid blastokist sayilari,
yaslar1 36-39 arasinda ve 40 ve {izerinde olan olgulara gore anlamli diizeyde yiiksek

saptanmistir (p=0,006; p=0,001; p<0,01).

Yas Gruplarina Gére Oploid Blastokist Sayisi
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Sekil 4.10: Yas Gruplarma Gére Oploid Blastokist Sayilarinin Dagilim

Yas gruplarina gore olgularin oploid oranlarimin dagihimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamh farkhhk saptanmstir (p=0,001; p<0,01). Farklilig
belirlemek amaciyla yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U test sonuglarina
gore; yaslart 30 ve altinda olan olgularin 6ploid oranlari, yaslar1 36-39 arasinda ve 40
ve lzerinde olan olgulara gore anlamli diizeyde yiiksek saptanmistir (p=0,001;

p=0,001; p<0,01).

53



Yas Gruplarina Gére Oploid Orani
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Sekil 4.11: Yas Gruplarina Gére Oploid Oranlarimin Dagilhimi

Yas gruplarma gore olgularin andploid blastokist sayilarinin dagilimlart

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0,007; p<0,01).

Farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
U test sonuglarina gore; yaslart 30 ve altinda olan olgularin andploid blastokist
sayilari, yaslar1 40 ve lizerinde olan olgulara gore anlamli diizeyde diisiik

saptanmistir (p=0,030; p<0,05).

Yas Gruplarina Gore Anoploid
4> 7 Blastokist Sayisi

<30Yas 31-35Yas 36-39Yas

Yas Gruplar

B Anoploid Blast Sayisi

Sekil 4.12: Yas Gruplarina Gore AndploidBlast Sayilarimin Dagilimi

Yas gruplarina gore olgularin andploid oranlarinin dagilimlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0,001; p<0,01). Farklilig
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belirlemek amaciyla yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U test sonuglarina
gore; yaslar1 30 ve altinda olan olgularin andploid oranlari, yaslar1 36-39 arasinda ve
40 ve tlizerinde olan olgulara gore anlamh diizeyde diisiik saptanmistir (p=0,001;

p=0,001; p<0,0).

Yas Gruplarina Gére Anoploid Orani
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Sekil 4.13: Yas Gruplarina Gore Anéploid Oranlarimin Dagilim

Yas gruplarma gore olgularin ampflikasyon kaybi oranlarmmin dagilimlari,

istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemektedir (p>0,05).

Yas gruplarina goére olgularin ET yapilan Oploid sayilarinin
dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0,010;
p<0,05).Farklilig1 belirlemek amaciyla yapilan Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
U test sonuglarina gore; yaslari 30 ve altinda olan olgularin ET yapilan 6ploid
sayilari, yaslart 40 ve iizerinde olan olgulara gore anlamli diizeyde yiiksek

saptanmustir (p=0,012; p<0,05).
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Yas Gruplarina Gére ET Yapilan Oploid Sayisi
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Sekil 4.14: Yas Gruplarmma Gére ET Yapilan Oploid Sayilariin Dagilin

Istatistiksel analizler i¢in SPSS yazilimi (Windows i¢in SPSS 18.0, IBM,
Chicago, IL, ABD) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayici istatistiksel metodlarin (ortalama, standart sapma, medyan, frekans, oran,
minimum, maksimum) yani sira nicel verilerin karsilagtirllmasinda normal dagilim
gostermeyen ii¢ ve lizeri gruplarin karsilastirmalarinda Kruskal Wallis test ve
farkliliga neden olan grubun tespitinde Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U test
kullanildi. Nitel verilerin karsilastirilmasinda Pearson ki-kare test kullanildi.

Anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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BOLUM 5. SONUC

5.1.0zet

Arastirmaya dahil edilen 80 hasta dosyasi dort yas grubunda incelemeye
alindi. NGS teknigi ile PGT-A uygulanan 30 yas ve alt1, 31-35, 36-39 ile 40 yas ve
iistli hastalarin embriyolarindaki andploidi oranlar1 analiz edildi. Prognostik degerler
PGT-A sonuglaria gore; dploid blastokist ve andploid blastokist parametrelerine
gore degerlendirildi. Prognostik degerlerle yapilan analizler sonucunda, yas
gruplarina gore anoploid blastokist oranlarimin dagilimlar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamh farkhlhiklar goriildii.

5.2.Yargi

Glinlimiizde Tiirkiye ve Bati toplumlarinda ozellikle kadinlarin c¢alisma
hayatinda daha sik yer almalar1 ve kariyer yapmalari, cocuk sahibi olma isteklerini
ileri yaglara ertelemelerine neden olmaktadir. Sosyo-ekonomik diizey arttik¢a, ileri

kadin yasina bagl infertilite endikasyonlarinda artis gézlemlenmektedir.

Teknolojik ilerlemelerle  birlikte, preimplantasyon genetik tarama
uygulamalar1 sayesinde, giinlimiizde ileri kadin yasma bagli andploid artis1 ile
birlikte; tekrarlayan implantasyon basarisizligi veya nedeni belli olmayan tekrarlayan
diisiik gibi olgularda, 6ploid embriyonun segilerek anne rahmine yerlestirilmesi ile

ebeveynler, gebelik donemini fetusun saglikli oldugu bilinci ile gecirebilmektedir.

Bu c¢aligmada, NGS tekniginde PGT-A wuygulanan IVF hastalarinin
embriyolarinda, kadin yasina gore gruplandirma yapildiktan sonra, gruplar arasi
anoploidi oranlar1 retrospektif olarak arastirilmistir. Esas amac¢ andploidi ve kadin

yas1 arasindaki iliskiyi saptamaktir.

Calismamiza dahil edilen, yaglar1 25-45 arasi degisen, ortalama 34,83+5,38
yasa sahip, 80 hasta dort yas grubuna ayrilmistir. Trofoektoderm biyopsisi uygulanan
338 adet embriyodan, ekonomik kaynakli tercihlerden dolay1 259 tane embriyoya
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genetik analiz yapilmistir. PGT-A sonuglarina gére 259 embriyonun, 152’sinde
anoploidi (%62,11) saptanirken, 100 embriyo 6ploid (%34,24) olarak bulunmus ve 7
embriyoda ise ampflikasyon kayb1 (%4,27) sebebi ile genetik analiz yapilamamustir.
PGT-A uygulamasinda genetik analiz yapilamayan embriyo orami biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz amplifikasyon kaybi orani, The
European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) raporunda yer
alan degerlere gore oldukca diistiktiir (%4,27°e karsin ESHRE raporunda %14).
Literatiirde yapilan baska c¢alismalara bakildigi zaman, Francesco Fiorentino ve
ark.’larinin  yaptig1 caligmada ampflikasyon kaybi1 sebebi ile genetik analiz
yapitlamamis embriyo orant %1,5 (3/195) seviyesinde olup, bizim calismamiz

sonucunda elde etdigimiz (n=8, %4,27) deger ile benzerlik gostermektedir (63).

Yas gruplart arasinda amplifikasyon oranlari incelendigi zaman anlamli bir

fark saptanmamustir (p= 0,684).

Calismamizda yas gruplarina gore olgularin fertilize oosit sayilar1 dagilimlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmistir (p=0.009; p< 0,01). Bu
sonuglar ile yapilan calismalar kiyaslandigi zaman Munne ve ark’nin yaptigi
arastirmada PGT-A klinik sonuglarinda bir iyilesme elde edilebilmesi i¢in ¢iftin en
az 8 fertilize oosite sahip olmasi gerektigini bildirmis olup (64), bizim ¢alismamizda
yaglart 30 ve altinda olan olgularda ortalama 11.57+6.79 fertilize oosit
gozlemlenmistir (p=0.009) ve Munne ve ark.” nin ¢alismasi ile uyumlu olarak klinik

sonuclarda iyilesme oldugu tespit edilmistir.

Platteau ve ark.’min ¢ok degiskenli lojistik regresyon analizi seklinde
gerceklestirdikleri bir calismada PGT-A sonrasinda embriyo transferi uygulamasi
sansma sahip olmak i¢in hastanin en az 10 metafaz-ll1 ve 8 normal fertilize oosite
sahip olmas1 ve en az 6 adet embriyoya biyopsi yapilmis olmas1 gerektigini ortaya
koymuslardir (65). Yaptigimiz calismada da 30 yas ve altinda olan olgularda benzer
sonuglar ortaya koymaktave transfer iptali oram1 en diisiik grup olarak dikkat

cekmektedir. (%17,4; p=0.027).

Krzysztof Lukaszuk ve ark. ‘nin yaptigi ¢aligmada in vitro fertilizasyon

tedavisi ile ortalama yas 36.3 = 4.6 olan kadinlardan elde edilen 198 blastokist
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tizerinde trofektoderim biyopsisi sonrst NGS teknigi ile PGT-A uygulanmistir.
Calisma neticesinde gruplar aras1 %52,2 ile %62,3 arasinda degisim gdsteren, %56,6
oraninda anodploid blastokist elde edilmistir. Bizim ¢alismamizda bu oran % 62.11°di.
Bu c¢alisma sonuglarina gore % 42,9 (n=85) oraninda 6ploid blastokist kadin yasina
gore 5 gruba ayrilmis ve sonuglar analiz edilmistir. Gruplar aras1 normal blastokist
oranlar karsilastirildigi zaman, <31 yas alt1 grup i¢in dploid blastokist oran1 %41,9
(n=13), 31-35 yas arasi grup i¢in Oploid blastokist oran1 %47,6 (n=20), 36-38 yas
arast grup Oploid blastokist oran1 %47,8 (n=22), 39-40 yas arast grup Oploid
blastokist orant %37,7 (n=20) ve >40 yas {izeri hasta grubu icin Oploid blastokist
orani %38,5 (n=10) olarak bildirilmistir (66).

Filippo Ubaldi ve ark.’larmnin 530 hasta tiizerinde (toplam 654 siklus)
yaptiklar1 ¢alismada PGT-A sonuglari degerlendirildiginde; anormal kromozom
yapili embriyo goriilme riski, 35 yas altinda %37 iken, 36-38 yasinda %52, 39-41
yasinda %70 ve 42-45 yas araliginda %80’e kadar ¢iktigini bildirmislerdir.

Bizim cahsmamizda da yas gruplarina gore anoploid blastokist
oranlarimin dagihimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhhk
saptanmistir. Analiz sonuglarina gore; sonucglarina gore, yaslar1 30 ve altinda olan
olgularin andploid oranlari, yaslar1 36-39 arasinda ve 40 ve ilizerinde olan olgulara

gore anlaml diizeyde diisiik saptanmistir (p=0,001; p=0,001; p<0,01).

Yukarida bahsettigimiz iki literatiir calismasi ile bizim c¢alismamizi
karsilagtirdigimizda P degerinin literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmis ve kadin

yasi ilerledik¢ce anoploidi oranlarinin arttigi goriilmiistiir.

Bu sonuglara bagh olarak, calismamizda yasa bagli anoploidi artisi ile birlikte

embriyo transfer iptal oranlarinin da istatistiksel olarak arttig1 gortiilmektedir.

Calismamizin p degerinin literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmis ve kadin

yasi ilerledik¢e andploidi oranlarinin arttig1 gortilmiistiir.
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5.3.Oneriler

Calismamizdaki 80 hastanin PGT-A sonuglari goz oOniinde bulundurarak
analiz ettigimizde Oploid blastokist ve andploid blastokist degerleri agisindan anlamli
bir sonu¢ aldigimizi sdyleyebiliriz. Kadin yaginin artmasmin andploid ve Oploid
blastokist degerlerini etkiledigi, artan kadin yasi ile Oploid blastokist oraninin
azaldig1, andploid blastokist oraninin arttifi gozlemlenmistir. Buna gore ilerleyen
kadin yasinin, overian yanit, embriyo morfolojisi ve gelisimi, biyopsi yapilan
embriyo sayisi, embriyo transfer iptalleri ve gebelik iizerineki olumsuz etkisine dair
raporlar goz Oniinde bulundurulmalidir. Dolayisiyla infertilite klinigine basvuran
anoploidi agisindan risk tasiyan ciftlerde IVF tedavisine alinmadan en dogru
bilgilendirme yapilmalidir. Bu bilgiler dogrultusunda, ileri yasa ragmen over rezervi
azalmamis hastalarda PGT-A uygulamasmnin embriyo se¢iminde bir avantaj

saglayarak, klinik sonuglarda olumlu etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir.
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