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OZET

BLASTOKIST KALITESININ EMBRIYO ANOPLOIDISINE ETKISI

Embriyo se¢imi, yardimci iireme tekniklerinde gebelik basarisini etkileyen énemli bir
faktordiir. Embriyolardaki kromozomal anomaliler implantasyon basarisizligi ve
erken gebelik kayiplarinin baslica nedenleri arasinda yer almaktadir. Bu calismada
blastokist morfolojik kalitesi ile embriyo andploidisi arasindaki iligkinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Bu retrospektif ¢aligmada preimplantasyon genetik test (PGT-A) uygulanan 221
blastokist incelenmistir. Blastokistler Gardner siniflama sistemine gore iyi, orta ve
kotii kalite olarak gruplandirilmig ve kromozomal durumlari yeni nesil dizileme
(NGS) yontemi ile belirlenmistir. Blastokistlerin %55,7’si iyi kalite, %32,1°1 orta
kalite ve %12,2’si kotii kalite olarak siiflandirilmistir. Oploidi orani iyi kalite
blastokistlerde %54,5, orta kalite blastokistlerde %39,4 ve kotii kalite blastokistlerde
%7,4 olarak bulunmustur. Blastokist kalitesi azaldik¢a andploidi oraninin anlamh
sekilde arttigi saptanmistir (p < 0,001). Cok degiskenli analizde koti kalite
blastokistlerin andploid olma riskinin iyi kalite blastokistlere gore anlamli derecede
yiiksek oldugu belirlenmistir (OR = 12,33; p < 0,001). Anne yas1 >35 olan olgularda

anOploidi oran1 daha yiiksek bulunmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir.

Sonug olarak blastokist morfolojik kalitesi ile embriyo andploidisi arasinda anlamli bir
iligki bulunmaktadir. Bununla birlikte iyi kalite blastokistlerde de andploidi
goriilebilmesi nedeniyle embriyo se¢iminde morfolojik degerlendirmenin genetik

analizlerle desteklenmesi Onemlidir.

Anahtar Kelimeler: Blastokist Kalitesi, Andploidi, Preimplantasyon Genetik

Tarama, Yeni Nesil Dizileme, Infertilite.

Merve UYANIK, 2026
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ABSTRACT

THE IMPACT OF BLASTOCYST QUALITY ON EMBRYO ANEUPLOIDY

Embryo selection is a critical step affecting pregnancy success in assisted reproductive
technologies. Chromosomal abnormalities are one of the main causes of implantation
failure and early pregnancy loss. This study aimed to evaluate the relationship between

blastocyst morphological quality and embryo aneuploidy.

In this retrospective study, 221 blastocysts that underwent preimplantation genetic
testing for aneuploidy (PGT-A) were analyzed. Blastocyst morphology was classified
as good, moderate, or poor according to the Gardner grading system, and chromosomal
status was determined using next-generation sequencing (NGS). Among the analyzed
blastocysts, 55.7% were good quality, 32.1% moderate quality, and 12.2% poor
quality. Euploidy rates were 54.5% in good-quality, 39.4% in moderate-quality,
and 7.4% in poor-quality blastocysts. Aneuploidy rates increased significantly as
blastocyst quality decreased (p < 0.001). Multivariate analysis showed that poor-
quality blastocysts had a significantly higher risk of aneuploidy compared to good-
quality blastocysts (OR = 12.33; p < 0.001). Maternal age >35 years was associated
with a higher aneuploidy rate, although this relationship was not statistically

significant.

In conclusion, blastocyst morphological quality is associated with embryo aneuploidy.
However, since aneuploidy can also occur in good-quality blastocysts, combining

morphological evaluation with genetic analysis may improve embryo selection.

Keywords: Embryo development, Blastocyst quality, Aneuploidy, Preimplantation
genetic testing for aneuploidy (PGT-A), Next-generation sequencing (NGS),
Infertility.

Merve UYANIK, 2026
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1. GIRIS

Yardimer iireme teknikleri (YUT), infertilite tedavisinde son yillarda 6nemli
gelismeler gostermis ve ¢ocuk sahibi olamayan ¢iftler icin gebelik elde etme olasiligini
artiran temel tedavi yontemleri arasinda yer almaktadir. Ozellikle in vitro fertilizasyon
(IVF) ve intrastoplazmik sperm injeksiyon (ICSI) uygulamalar1 sayesinde infertil
ciftlerin 6nemli bir kisminda bagarili klinik sonuclar elde edilebilmektedir. Bununla
birlikte, yardimei tireme tekniklerindeki teknolojik ilerlemelere ragmen elde edilen
embriyolarin 6nemli bir boliimii implantasyon basarisizligi, erken gebelik kaybi veya
embriyonik gelisimin duraklamasi ile sonuglanabilmektedir. Bu durum, yalnizca
embriyo elde edilmesinin yeterli olmadigini; ayn1 zamanda gelisim potansiyeli yiiksek
ve genetik acidan saglikli embriyolarin se¢iminin klinik basari agisindan biiylik 6nem
tagidigin1 gostermektedir (Gardner & Schoolcraft, 1999; Sunkara vd., 2011).
Embriyo gelisimi; oosit ve sperm kalitesi, dollenme mekanizmalari, kiiltiir kosullari
ve genetik faktorler gibi ¢ok sayida degiskenin etkilesimi ile sekillenen oldukca
karmagik bir biyolojik siiregtir. Bu siirecte embriyonun kromozomal biitiinliigii,
gelisim kapasitesini ve implantasyon potansiyelini belirleyen en dnemli faktorlerden
biri olarak kabul edilmektedir. Insan embriyolarinda yaygin olarak goriilen genetik
anomalilerden biri olan andploidi, kromozom sayisindaki sayisal degisikliklerle
karakterize olup embriyonik gelisim silirecinde gelisimsel arrest, blastokist
olusumunun engellenmesi veya gebelik kaybi1 gibi olumsuz klinik sonuglara yol
acabilmektedir (Fragouli & Wells, 2011; Hassold & Hunt, 2001).

Bununla birlikte, bazi andploid embriyolarin blastokist evresine kadar gelisebildigi ve
morfolojik olarak yiiksek kalite gosterebildigi bildirilmistir. Bu durum, embriyo
seciminde kullanilan morfolojik degerlendirmenin embriyonun genetik yapisini her
zaman dogru sekilde yansitmayabilecegini diisindiirmektedir (McCoy, 2017; Greco
vd., 2015).

Klinik uygulamalarda embriyo sec¢imi biiyiik Olclide blastokist morfolojisinin
degerlendirilmesine dayanmaktadir. Blastokist degerlendirmesi; blastokistin
ekspansiyon derecesi, i¢ hiicre kitlesi (inner cell mass, ICM) ve trofoektoderm
(trophectoderm, TE) yapist gibi morfolojik kriterlere temel alinarak yapilmaktadir
(Gardner & Lane, 2000). Ayrica embriyo degerlendirme kriterlerinin



standardizasyonu amaciyla gerceklestirilen Istanbul Konsensusu, embriyo
morfolojisinin  klinik uygulamalarda sistematik ve karsilagtirilabilir  sekilde
degerlendirilmesine 6nemli katki saglamistir (Alpha Scientists in Reproductive
Medicine & ESHRE, 2011). Bununla birlikte, blastokist morfolojisi ile embriyonun
kromozomal durumu arasindaki iligkinin tam olarak ortaya konulamamis olmasi,
embriyo se¢iminde yalnizca morfolojik degerlendirmenin yeterli olmayabilecegini
gostermektedir.

Bu nedenle son yillarda embriyo se¢iminde genetik degerlendirme yontemlerinin
kullanimi giderek 6nem kazanmistir. Preimplantasyon genetik testleri, embriyolarin
kromozomal yapisinin degerlendirilmesine olanak saglayarak kromozomal olarak
normal (Oploid) embriyolarin transfer edilmesini hedeflemektedir. Bu amagcla
kullanilan preimplantasyon genetik test- anoploidi (PGT-A), embriyolarda kromozom
sayisal anomalilerinin tespit edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir
(Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 2018).
Ozellikle yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing, NGS) teknolojilerinin
kullanima girmesi ile birlikte embriyolardaki kromozomal anomalilerin yiiksek
¢ozliniirliikle analiz edilmesi ve diisiik diizeyli mozaik andploidilerin saptanabilmesi
miimkiin hale gelmistir (Treff & Zimmerman, 2017; Fiorentino vd., 2014).

Bununla birlikte literatiirde blastokist morfolojisi ile embriyonun kromozomal durumu
arasindaki iliskiye dair farkli sonuglar bildirilmistir. Baz1 ¢alismalar yiiksek kaliteli
blastokistlerin 6ploid olma olasiliginin daha yiiksek oldugunu gostermistir (Capalbo
vd., 2014; Hill vd., 2013). Buna karsin diger ¢caligmalar morfolojik olarak iyi kaliteye
sahip embriyolarda da andploidi oranlarinin 6nemli diizeyde olabilecegini ortaya
koymustur (Irani vd., 2018). Bu celiskili bulgular, blastokist kalitesi ile embriyo
anOploidisi arasindaki iligkinin daha ayrintili sekilde incelenmesi gerektigini
gostermektedir.

Bu tez ¢aligmasinin amaci; embriyo gelisim silirecini ve bu siireci etkileyen temel
faktorleri incelemek, embriyo andploidisinin olusum mekanizmalarin1 degerlendirmek
ve blastokist morfolojik kalitesi ile embriyonun kromozomal durumu arasindaki
iliskiyi ortaya koymaktir. Bu kapsamda 6zellikle NGS tabanli PGT-A uygulamalarinin

embriyo se¢imindeki yeri ve klinik 6nemi ele alinarak yardime1 tireme tekniklerinde



embriyo seciminin daha etkin hale getirilmesine ve tedavi basar1 oranlarinin

artirllmasina katki saglanmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. infertilite

Saglikli ¢iftlerde gebelik ortalama 8 aylik diizenli iligki sonrasi elde edilirken, Diinya
Saglik Orgiitiine gore 12 aylik korunmasiz ve diizenli iliski sonrasi klinik gebelik
olamamast durumuna infertilite denmektedir. Diinyada ozellikle ¢evresel etkiler
sonucu olmak iizere birka¢ farkli faktor sebebi ile dogurganlik oranlar1 giderek
azalmasiyla infertilite, ¢iftlerin %9 ila %30’ unu etkilemektedir (Starc, 2019. Petraglia,
2013).

2.2. infertilite Nedenleri

Literatiirde infertiliteye yol acan nedenlerin biiyiikk ¢ogunlugunu kadin ve erkek
faktorleri olusturmaktadir. Kadina baglh faktorler %40-50 oraninda, erkege bagh
faktorler ise %3040 oraninda infertiliteden sorumlu bulunmustur. Geriye kalan
yaklasik %15°lik grup ise agiklanamayan infertilite olarak degerlendirilmektedir
(Yumru vd., 2011). Kadin kaynakli infertilite nedenlerinin oldukga ¢esitli oldugu
bildirilmektedir. Ileri yas, cinsel iliskinin siklig1 ve zamanlamasi, sigara ve alkol
kullanimi, agir egzersiz ve kilo degisimleri, asir1 stres, yetersiz beslenme, diyabet,
hipertansiyon, astim gibi kronik hastaliklar; ¢evresel veya mesleki faktorler (kursun,
cwva, arsenik, radyasyon gibi toksik maddelere maruz kalma), bazi ilaglarin
(antidepresan, antihipertansif) diizenli kullanim1 ve cinsel yolla bulasan hastaliklar
infertiliteye yol acabilmektedir (Speroff, 2013).

Calismalarda ozellikle kadinin yasi ilerledik¢e infertilite oranmin arttig
vurgulanmistir (Enilo, 2012).

Obezite sorunu yasayan kadinlarda ise, beden kitle indeksi 30 kg/m?’nin altinda olan
kadinlara kiyasla gebe kalma siirecinin uzadig1 gosterilmistir (Bolumar, 2000).

Stres faktorii hem kadin hem de erkeklerde cinsel iliski sikliginin ve libido diizeyinin
azalmasimna neden olmakta ve infertilite {lizerinde olumsuz etki gostermektedir
(Anderson, 2010).

Kadinlarda infertiliteye sebep olan diger faktorler arasinda ise; konjenital anomaliler,

anoviilasyon, polikistik over sendromu gibi overian bozukluklar; uterin ve servikal



faktorler; tubal ve peritoneal patolojiler ile vulva ve vajene ait faktorler yer almaktadir
(Duvan, 2003).

Erkek kaynakli infertiliteye neden olan faktorler arasinda varikosel, inmemis testis
(kriptorkidizm), hipospadias, diisiik testosteron seviyeleri, orsit gibi yapisal ve
hormonal bozukluklar; spermin yapisinda meydana gelen degisiklikler, sperm
sayisinda azalma, libido kayb1 ve erektil disfonksiyon yer almaktadir. Ayrica stres, is
ortaminda radyasyon veya kursun, civa, X-ray gibi toksik maddelere maruz kalma ve
skrotumun ytliksek 1siya maruz kalmasi da infertilite lizerinde olumsuz etkiye sahiptir
(Perk vd., 2005).

Yapilan ¢alismalarda erkek infertilitesi nedenleri arasinda agiklanamayan infertilitenin
%75.1, varikoselin %12.6 ve iriner enfeksiyonlarin %66.6 oraninda etkili oldugu

bildirilmistir (Famurewa, 2017).

2.3. Yardimla Ureme Teknikleri

Yardimla iireme teknikleri (UYTE), infertilite tedavisinde kullanilan ileri laboratuvar
uygulamalaridir. Bu teknikler arasinda klasik in vitro fertilizasyon (IVF),
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI), gamet intrafallopiyan transfer (GIFT),
zigot intrafallopiyan transfer (ZIFT), intrauterin inseminasyon (IUI), parsiyel zona
diseksiyonu (PZD), subzonal inseminasyon (SUZI), peritoneal oosit ve sperm transferi
(POST) ve tubal embriyo transferi (TET) yer almaktadir. Gliniimiizde embriyo
gelisiminin laboratuvar ortaminda daha kontrollii ve basarili sekilde siirdiiriilebilmesi
nedeniyle en yaygin kullanilan yontemler IVF ve 6zellikle ICSI’dir (McKnight, 2000).
Bu yontemlerle elde edilen embriyolar, blastokist asamasina kadar kiiltiire edilmekte
ve morfolojik ile genetik kalite degerlendirmeleri yapilarak transfer i¢in en uygun
embriyo secilmektedir. Bu siire¢, embriyo andploidisi riskinin azaltilmasi ve
implantasyon basarisinin artirilmasi agisindan biiyiilk 6nem tagimaktadir (Kamel,

2013).

2.3.1. In Vitro Fertilizasyon

[lk tiip bebek uygulamasinin gerceklestirilmesinden bu yana gecen yillar igerisinde in

vitro fertilizasyon (IVF) teknolojileri biiyiik bir ilerleme gostermistir. Baslangicta



yalnizca tubal faktor infertilitesi olan kadinlarda uygulanabilen bu yontem,
giiniimiizde farkli infertilite nedenlerinde, ozellikle diger tedavi yaklagimlarinin
yetersiz kaldig1r durumlarda yaygin olarak tercih edilen bir yontem haline gelmistir.
Oosit ve embriyonun gelisim siirecinde gereksinim duydugu cevresel ve metabolik
kosullarin daha iyi anlagilmasiyla birlikte, kiiltiir ortamlarinin optimize edilmesi
miimkiin olmus ve bu da IVF tedavilerinde gebelik oranlarimin artmasina katki
saglamistir. Bununla birlikte, yontemin yiiksek maliyeti, zaman alic1 dogas1 ve ¢oklu
gebelik riskini artirabilmesi, klinik uygulamalarda embriyo se¢imini daha da kritik
hale getirmistir. Glinlimiizde hedef, yiiksek implantasyon potansiyeline sahip tek bir
embriyonun segilerek transfer edilmesi ve boylece hem gebelik basarisinin korunmasi

hem de saglikli tekil dogumlarin saglanmasidir (Goldberg vd., 2007).

2.3.2. IVF Uygulamalan

IIk dénem in vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalari, spontan menstrual sikluslarda
gelisen tek bir dominant folikiilden elde edilen oosit ile gerceklestirilmekteydi. Ancak
bu yaklagimin diigiik verimliligi ve sinirli gebelik basarisi, tedavi protokollerinde yeni
diizenlemeleri gerekli kilmistir. Bu dogrultuda, parenteral gonadotropinlerin
kullanildig1  kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (siiperoviilasyon) protokolleri
gelistirilmis ve kisa siirede diinya genelinde standart uygulama haline gelmistir. Bu
yontem sayesinde ayni siklus igerisinde birden fazla folikiiliin olgunlagsmas1 saglanarak
daha fazla sayida oosit elde edilmekte, boylece laboratuvar kosullarinda gelisen
embriyolar arasindan morfolojik olarak en kaliteli olanlarin seg¢ilmesine imkan
taninmaktadir. Ayrica, transfer sonrasi artan embriyolarin kriyoprezervasyon
teknikleriyle saklanabilmesi, ilerleyen donemlerde yeni bir stimiilasyon siirecine gerek
kalmadan embriyo transferinin tekrarlanabilmesini saglamaktadir. Bu gelismeler,
embriyo se¢iminin hem klinik basar1 hem de genetik agidan saglikli gebeliklerin elde

edilmesindeki 6nemini artirmigtir (Wang vd., 2006).



2.3.2.1. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyonu

In vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarinda birden fazla folikiiliin olgunlasmasini
saglamak amaciyla farkli siiperoviilasyon protokolleri gelistirilmistir. Standart bir
protokol temel olarak ii¢ asamadan olusur.

IIk asamada, erken oviilasyonu 6nlemek amaciyla hipofiz bezinin baskilanmasi
saglanir. Bu amagla genellikle gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) analoglari,
ornegin leuprolid asetat, siklusun luteal fazinda (yaklasik 21. giin civarinda) subkutan
enjeksiyon seklinde uygulanir. GnRH analoglari, spontan luteinize edici hormon (LH)
artisin1 engelleyerek oosit toplama islemi oncesinde istenmeyen oviilasyonu onler.
Yaklasik 10—14 giinliik baskilama siirecinden sonra doz azaltilarak tedaviye devam
edilir.

Ikinci asamada, rekombinant folikiil stimiile edici hormon (FSH) tedavisi baslanir.
FSH, c¢oklu folikiil gelisimini indiiklemek amaciyla genellikle 150-300 IU/giin doz
araliginda uygulanir. Bu siiregte over yaniti, transvajinal ultrasonografi ve serum
ostradiol diizeyleriyle yakindan izlenir ve doz hastaya 6zgii sekilde ayarlanir.

Ucgiincii asamada, lider folikiillerin yaklasik 18—20 mm ¢apa ulasmastyla birlikte insan
koryonik gonadotropini (hCG) uygulanir. hCG, endojen LH dalgalanmasi taklit
ederek oositin son olgunlagmasini ve metafaz Il evresine gecisini uyarir (Goldberg,
2013).

Son yillarda gelistirilen GnRH antagonistleri, GnRH agonistlerine kiyasla hipofiz
baskilanmasini daha kisa siirede saglamasi ve enjeksiyon gereksinimini azaltmasi
nedeniyle avantaj saglamaktadir. Ancak, bu protokollerin gebelik oranlar iizerindeki
etkisine iligkin bulgular halen tartismalidir. Benzer sekilde, idrar kokenli gonadotropin
preparatlar1 (FSH ve LH iceren) ile rekombinant FSH formlar1 arasindaki etkinlik farki
konusunda net bir goriis birligi bulunmamaktadir. Rekombinant LH’nin saf FSH
protokollerine eklenmesi bazi aragtirmacilar tarafindan Onerilse de, bu yaklasimi

destekleyen klinik kanitlar sinirlidir (Muasher, 2006).

2.3.2.2. Oosit Toplama

In vitro fertilizasyonun (IVF) ilk y1llarinda olgun oositlerin elde edilmesi laparoskopik

yontemlerle gerceklestirilmekteydi. Ancak bu yontem zamanla yerini, giiniimiizde



standart uygulama haline gelen transvajinal ultrason esliginde igne aspirasyonu
teknigine birakmistir. Bu islem, hCG uygulamasindan yaklasik 34-38 saat sonra,
genellikle hafif sedasyon altinda yapilmaktadir. Aspirasyon ile elde edilen folikiil
stvisi, embriyolog tarafindan hemen incelenerek kiimiilos ooforus kompleksi
icerisinde yer alan oositlerin varlig1 degerlendirilir.

Bir hastadan toplanan oosit sayis1 bireysel yanit ve uyar1 protokoliine bagli olarak
degismekle birlikte, genellikle 10-20 oosit araliginda olur. Elde edilen oositler, insan
fallop tiipii sivisin taklit eden 6zel kiiltiir ortamlarina yerlestirilir ve 37°C’de inkiibe
edilir. Dollenme i¢in her oositin bulundugu ortama yaklasik 100.000-200.000 sperm
eklenebilir ya da tek bir spermin dogrudan oosit i¢ine enjekte edilmesi esasina dayanan
mikroenjeksiyon (ICSI) yontemi uygulanabilir.

Fertilizasyon, genellikle 12-20 saat i¢inde erkek ve disi proniikleuslarin
gbzlenmesiyle dogrulanir. Déllenme oraninin yaklasik %65 civarinda olmasi beklenir;
bu oranin altinda kalmasi durumunda, oosit veya sperm kaynakli yapisal ya da

fonksiyonel problemler s6z konusu olabilir (Goldberg, 2007).

2.3.2.3. Fertilizasyon

Déllenme siireci, spermin oosit ile birlegsmesini, proniikleilerin olusumunu ve maternal
ile paternal kromozomlarin diizenli bir sekilde etkilesime girmesini kapsayan
koordineli molekiiler olaylar zinciridir (Georgadaki, 2016).

In vitro kosullarda gergeklestirilen ddllenme siirecinde, kiimiilus hiicreleri oosit ile
sperm etkilesimini kolaylastirarak fertilizasyon oranlarini olumlu yonde etkiler
(Okabe, 2013. Fujiwara, 2011).

Spermler ejakiilasyon sonrasi fertilizasyon yetenegi kazanmasi i¢in gerekli olan
fiziksel ve biyokimyasal olarak degisiklikleri igeren cok agamali bir olgunlasma siireci
gegirirler (Takei, 2024).

Sperm kapasitsayonu adi verilen bu siirecin ilk adimlarindan biri sperm plazma
membranindaki kolesterol ve diger sterollerin uzaklastirilmasidir. Kolesteroliin hiicre
disina taginmasi, membran akiskanligini artirir, membran lipit diizenini degistirir; bu
da spermatozoonun dig ortama yanit verebilme kapasitesinin artmasina olanak tanir.
Kolesterol uzaklastiginda, membran yapisi daha esnek hale gelir bu da iyon kanallari

ve tastyicilarinin islevini kolaylastirir.



Iyonik ortam degisiklikleri kapasitasyonun bir diger kritik diizenleyicisidir. Ozellikle
dis ortamda HCOs~ ve Ca?" konsantrasyonlarinin artigi; sperm hiicresine bu iyonlarin
girigini tetikler. HCOs™ hiicre i¢i pH’1 yiikseltir, bu da hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktive
eder. Ayrica, sperm kuyrugunda spesifik bir kanal olan CatSper, Ca?" giriginin asil
araci olarak gdrev alir; bu kanalin islevi, hiperaktif motilite (flagellar hareketin artigi)
ve akrozom reaksiyonu i¢in zorunludur.

Bu iyonik degisikliklerin ardindan, hiicre i¢i sinyal yolaklar1 aktiflesir: 6zellikle
¢oziinebilir adenil siklaz (sAC) yolu ile cAMP iiretimi artar ve Protein kinase A (PKA)
aktive olur. PKA aktivasyonu, sperm i¢inde gerceklesecek olan pek ¢ok olayi tetikler
(Ickowicz, 2012).

Tirozin  fosforilasyonu, sperm kapasitasyonunun karakteristik — molekiiler
belirteclerinden biridir. Ozellikle sperm yiizey ve kuyruk yapilarindaki proteinlerin
fosforilasyonu; sperm-oosit etkilesimi, akrozom reaksiyonu ve fertilizasyon yetenegi
ile yakindan iliskilidir. Bununla birlikte, kapasitasyon sirasinda i¢ sinyallesme,
membran fizyolojisi, lipit dinamigi ve iyon dengesi birbirine ge¢mis, karmasik bir
diizenleyici ag ile saglanir (Jin, 2017).

Kapasite olmus spermler, oosit etrafindaki kiimiilos hiicrelerini hiyaluronidaz enzimi
ve mekanik kuyruk hareketi ile gecer (Seol, 2022).

Sperm basindaki reseptor proteinler zona pellusidanin ZP3 proteinine baglanirlar. Bu
baglanmay1 takiben akrozom reaksiyonu baslar.

Akrozom reaksiyonu, sperm basindaki akrozom kesesinin kontrollii bir sekilde
acilmasi ve i¢indeki hidrolitik enzimlerin salinmasi ile sonuglanan ekzositoz siirecidir.
Bu siireg fertilizasyon icin kaginilmazdir; ¢linkii zona pellucida (ZP) ve oosit zarinin
(oolemma) asilmasi i¢in gerekli enzimatik aktiviteyi saglar (Frasher, 1995).

Sperm ve oositin kaynamasi oositin plazma zarinin mikrovillus bakimindan zengin
kisminda gegeklesir. Gamet etkilesiminin baglamasindan dnce, sperm—zona pellucida
baglanmasi ile uyarilan akrozomal ekzositoz gerceklesmesiyle, spermin oosit yiizeyine
tutunmasini ve hiicreler aras1 adezyonun saglanmasini takiben iki gametin membran
birlesmesine zemin hazirlar. Akrozom reaksiyonunu takip eden dénemde, spermin
ortaya ¢ikan i¢ akrozomal zar1 oosit membrani ile temas kurar (Gardner & Schoolcraft,
1999). Ardindan spermin ekvatoryal segmenti oosit plazma membranina baglanir ve

bu bolgeden fiizyon gergeklesir (Georgadaki, 2016).



Sperm ile oosit membranlarinin birlesmesini takiben spermin kuyruk hareketi hizla
sona erer. Gamet membran flizyonunun, oosit ylizeyinde aktin filamentlerinin yeniden
diizenlenmesini ve mikrovilli uzantilarinin  polimerizasyonunu tetikledigi
diistintilmektedir. Bu siirecte sperm, aktif bir penetrasyon yerine, 0o0sit
mikrovillilerinin uzamasi ve sperm basini sarmasi yoluyla oosit sitoplazmasina dogru
cekilir. Boylece sperm cekirdegi ve beraberindeki hiicresel yapilar oosit sitoplazmasi
icerisine aliir. Spermin oosit i¢ine internalizasyonunda aktin filamentlerinin kritik bir
rol oynadig1 gosterilmistir. Bu olay sirasinda oosit sitoplazmasinda lokal bir sigkinlik
meydana gelir ve yaklasik 7 pum uzunlugunda, 2 um genisliginde olan ve “déllenme
konisi” olarak tanimlanan bir yap1 olusur. Baz1 omurgasiz tiirlerde ve amfibilerde,
spermin baglanmasi ve membran fiizyonunun oosit zarinin belirli, 6zellesmis
bolgelerinde gerceklestigi bildirilmektedir.

Fertilizasyonu takiben saniyeler icerisinde oosit plazma membran potansiyeli, hiicre
icine hizli bir sodyum (Na*) iyonu girisi sonucunda belirgin sekilde depolarize olur.
Ardindan potasyum (K*) iyonlarinin membran disina sizmasi ile membran
potansiyelinin yeniden kutuplagmasi yaklasik bir dakika icerisinde gerceklesir. Bu
gecici elektriksel degisim, polisperminin engellenmesini saglayan hizli blok
mekanizmasi olarak tanimlanir; depolarize olmus oosit membrani, yeni spermlerin
fiizyonunu gegici olarak engeller (Georgadaki, 2016).

Spermin oosit sitoplazmasina girisi, oosit aktivasyonunu baglatan temel uyarandir.
Sperm kaynakli faktorlerin etkisiyle fosfolipaz C (PLC) aktive olur ve
fosfatidilinozitol 4,5-bifosfatin (PIP2) hidrolizi sonucu inositol 1,4,5-trifosfat (IPs) ve
diasilgliserol (DAG) olusur. IPs;, endoplazmik retikulum iizerindeki reseptorlerine
baglanarak sitoplazmaya Ca*" salinimini tetikler. Salinan Ca?** iyonlar1 oosit
korteksinde dalga seklinde yayilir ve kortikal graniil ekzositozuna yol agarak
polisperminin engellenmesini saglar. DAG araciligiyla protein kinaz C (PKC)’nin
aktivasyonu ise iyon degisim mekanizmalarini uyararak hiicre i¢i pH’1n yiikselmesine
ve oositin metabolik olarak aktive olmasina katkida bulunur (Abbott, 2001).

Oosit aktivasyonunun devaminda, metafaz II’de durmus olan mayoz yeniden baslar ve
ikinci mayotik boliinmenin tamamlanmasiyla ikinci kutup cismi atilir. Bu siireg,
zigotun ilk mitotik boliinmelerine zemin hazirlar. Aktivasyon sirasinda maternal

proteinlerin yikimi, fosforilasyon ve post-translasyonel modifikasyonlar ile birlikte
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secilmis maternal mRNA’larin translasyonu gerceklesir. Erken embriyonik dénemde
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde sitoplazmik poliadenilasyon 6nemli bir rol
oynar ve bu mekanizma, oosit ve erken embriyolarda protein sentezinin kontroliinde

evrensel bir diizenleyici yolak olarak kabul edilir (Sousa, 2016).

2.4. Erken Embriyonik Gelisme ve Boliinme

Spermin oosite girisi sonrasi sitoplazmik organizasyon yeniden diizenlenir ve
embriyonun eksenleri sekillenmeye baglar. Oosit sitoplazmasinda bulunan sitoplazmik
belirleyiciler, erken embriyoda hiicresel kaderin belirlenmesinde rol oynar ve gen
ekspresyonunu diizenler. Spermin giris noktasi, geligmekte olan organizmanin
bilateral simetrisinin belirlenmesinde referans kabul edilir (Gilbert, 2013).
Fertilizasyonu izleyen donemde zigot, art arda mitotik boliinmelerle erken embriyonik
gelisime girer. Boliinme sirasinda hiicre sayist artarken embriyonun hacmi degismez
ve olusan hiicreler blastomer olarak adlandirilir. ilk boliinme kutup eksenine paralel
gerceklesir ve bunu izleyen boliinmelerle dort ve sekiz hiicreli evreler ile morula
asamasi olusur (Abbott, 2001).

Morula asamasi, blastomerler arasinda hiicre—hiicre temasinin artmasi ve hiicresel
organizasyonun belirginlesmesiyle karakterizedir.

Morula evresinin en O6nemli morfolojik ve fonksiyonel o6zelligi kompaktasyon
siirecidir. Kompaktasyon sirasinda blastomerler arasindaki sinirlar belirsizlesir ve
hiicreler birbirlerine daha siki sekilde baglanir. Bu olay, hiicre yiizeyinde bulunan
adezyon molekiillerinin, 6zellikle E-kaderin aracilifiyla gergeklesir. Kompaktasyon,
embriyonun hiicresel polaritesinin olusmasini ve blastomerlerin fonksiyonel olarak
farklilagmasini baslatan kritik bir basamaktir. Bu siirecte dista yer alan blastomerler
apikal-bazal polarite kazanirken, igte kalan hiicreler daha yuvarlak bir morfoloji
sergiler.

Kompaktasyonu takiben blastomerler arasinda ilk hiicresel farklilasma olaylar
gozlenir. Dis hiicreler ilerleyen donemde trofoektoderm soyuna yonelirken, icte yer
alan hiicreler i¢ hiicre kitlesi (inner cell mass, ICM) olarak organize olur. Bu
farklilagma, embriyonun hem implantasyon yetenegini hem de fetal dokularin
olusumunu belirleyen temel gelisimsel kararlardan biridir. Trofoektoderm hiicreleri,

ilerleyen agamalarda plasenta ve ekstraembriyonik yapilarin gelisiminde rol oynarken,
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i¢c hiicre kitlesi embriyonun esas fetal dokularin1 olusturacak hiicre popiilasyonunu
meydana getirir (Gardner & Schoolcraft, 1999).

Morula evresini takiben, trofoektoderm hiicrelerinin aktif iyon transportu ve ozmotik
mekanizmalar araciligiyla hiicreler arasi bosluklara sivi pompalamasi sonucunda
embriyo i¢inde blastosel ad1 verilen sivi dolu bir kavite olusur. Blastoselin olusumu,
embriyonun blastokist evresine gegisini tanimlar. Bu siiregte embriyo, yapisal olarak
belirgin ii¢ ana bilesen kazanir: i¢ hiicre kitlesi, trofoektoderm ve blastosel.

Blastokist evresi, embriyonun implantasyon potansiyelinin ortaya ¢iktig1 ve gelisimsel
yeterliliginin degerlendirilebildigi énemli bir asamadir. Blastoselin genislemesiyle
birlikte blastokist, zona pellusida igerisinde genisler ve uygun kosullar altinda zona
pellusidadan ¢ikmaya (hatching) hazirlanir. Bu gelisimsel organizasyon, embriyonun
uterin endometrium ile etkilesime girebilmesi ve basarili implantasyonun
gerceklesmesi agisindan kritik oneme sahiptir (Hardy, 2002). Blastokist gelisimi,
embriyonun hem metabolik kapasitesini hem de genetik biitiinliigiinii yansitan énemli
bir gelisimsel basamak olarak kabul edilir. Bu nedenle, blastokist evresine ulasabilen
embriyolarin implantasyon ve klinik gebelik oranlarimin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Ancak blastokist gelisimi yalnizca embriyonun intrinsik kalitesine degil,
ayn1 zamanda in vitro kiiltiir kosullarina da biiyiik dl¢iide baglidir (Gardner, 1998).
Embriyo kiiltiir ortaminin bilesimi, pH dengesi, osmolalite, oksijen konsantrasyonu ve
kiiltiir siiresi blastokist olusumunu dogrudan etkileyen faktérlerdir. Ozellikle diisiik
oksijen konsantrasyonlarinda (%5 O-) kiiltiirlenen embriyolarda blastokist gelisiminin
ve hiicresel organizasyonun daha fizyolojik oldugu gosterilmistir (Swain, 2012).
Ayrica sekansiyel kiiltir medyumlarinin kullanimi, embriyonun farkli gelisim
evrelerindeki metabolik ihtiyaglarini daha iyi karsilayarak blastokist olusum oranlarini

artirmaktadir (Thompson, 2007).
2.4.1. Blastokist Kalitesinin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Blastokist evresine ulasan embriyolarin morfolojik degerlendirilmesi, embriyo se¢imi
ve implantasyon potansiyelinin 6ngoriilmesi agisindan biiyiik 6nem tagir. Giiniimiizde
en yaygin kullanilan degerlendirme sistemi, Gardner ve Schoolcraft tarafindan

tanimlanan blastokist skorlama sistemidir. Bu sistem, blastokistin genisleme derecesi
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ile birlikte i¢ hiicre kitlesi (ICM) ve trofektoderm (TE) morfolojisinin ayri ayri
degerlendirilmesine dayanir (Gardner, 1999).

Blastokist genigleme derecesi, blastoselin hacmi ve zona pellucidanin durumu dikkate
alinarak 1’den 6’ya kadar derecelendirilir. Erken blastokistte blastosel embriyonun
kiigtik bir kismini olustururken, ileri evrelerde blastosel genisler, zona pellucida incelir
ve blastokist zonadan ¢ikmaya baslar. Genisleme derecesinin artmasi, blastokistin
implantasyona biyolojik olarak daha hazir oldugunu gosterir.

I¢ hiicre kitlesi (ICM), embriyonun fetal dokularini olusturacak hiicre grubudur ve
hiicre sayis1, kompaktlig1 ve organizasyonu esas alinarak degerlendirilir. A derecesi,
yogun, kompakt ve iyi organize hiicrelerden olusan ICM’yi tanimlarken; B derecesi,
daha gevsek ve daha az hiicre iceren yapiy1 ifade eder. C derecesi ise hiicre sayis1 az,
daginik ve gelisim potansiyeli diisik ICM yapisin1 tanimlar (ESHRE Istanbul
Consensus, 2011).

Trofektoderm (TE), blastokisti ¢evreleyen ve ilerleyen donemde plasentay1
olusturacak hiicre tabakasidir. TE degerlendirmesi hiicrelerin sayisi, siirekliligi ve
epitelyal biitlinligii temel alinarak yapilir. Cok sayida, diizenli ve epitel yapisi iyi
korunmus hiicreler A derecesi, daha az sayida ve diizensiz hiicreler B derecesi, az
sayida, daginik ve diizensiz hiicreler ise C derecesi olarak siniflandirilir.

Blastokist skoru, genisleme derecesi ile birlikte ICM ve TE derecelerinin
kombinasyonu seklinde ifade edilir (6rnegin 4AA, 3AB, 5BB). Yiiksek kaliteli
blastokistlerin, 6zellikle iyi derecelendirilmis ICM ve TE yapisina sahip olanlarin,
daha yiiksek implantasyon ve gebelik oranlari ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu
nedenle blastokist skorlama sistemi, giincel IVF uygulamalarinda embriyo transferi

kararlarinin verilmesinde 6nemli bir rehber olarak kullanilmaktadir (Gardner, 2000).
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Sekil 1. Tyi morfolojik kalite grubunu temsil eden blastokist drnekleri
(Gardner ve Schoolcraft siniflamasina gore ICM ve/veya TE derecesi A ve B olan
blastokistler).

Sekil 2. Gardner ve Schoolcraft siniflamasina gore diisiik kalite blastokist
morfolojisi drnekleri (ekspansiyon evresi 3—5, ICM ve TE derecesi C).

2.4.2. Embriyo Gelisimini Etkileyen Faktorler

Oosit, erken embriyonik gelisimin temel diizenleyicisi konumundadir. Zigotik genom

aktivasyonu gerceklesene kadar embriyonun boliinmesi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi
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ve metabolik diizenlenmesi biiylik Ol¢iide oositten gelen maternal mRNA’lar,
proteinler ve organeller aracilifiyla saglanir. Bu nedenle oositin sitoplazmik
olgunlugu, embriyo gelisiminin devamliligi agisindan kritik Oneme sahiptir.
Sitoplazmik olarak yeterince olgunlasmamis oositlerden gelisen embriyolarda
boliinme asenkronisi, blastomerler arasi esitsizlik ve gelisimsel duraklama daha sik
gozlenmektedir (Lonergan, 2014).

Oosit i¢indeki mitokondri sayisi ve fonksiyonu da embriyo gelisiminin Onemli
belirleyicilerindendir. Mitokondriler, ATP {iretimi yoluyla hiicre bdliinmesi ve
blastosel olusumu gibi enerji gerektiren siirecleri destekler. Mitokondriyal DNA kopya
sayisindaki azalma veya mitokondriyal disfonksiyon, embriyonun blastokist evresine
ulasma kapasitesini olumsuz yonde etkileyebilir. Ozellikle ileri anne yas1 ile birlikte
mitokondriyal fonksiyonlarda bozulma meydana gelmekte, bu durum embriyo
gelisiminde gecikme ve artmis kromozomal anomali riski ile iligkilendirilmektedir
(Franasiak, 2014).

Anne yas1, oosit kalitesini etkileyen en giiclii klinik faktorlerden biridir. Ileri yasla
birlikte oositlerde meiotik ig yapisinda bozulmalar, kromozomal ayrilma hatalar1 ve
DNA hasari siklig1 artmaktadir. Bu durum, embriyonun erken boliinme evrelerinde
gelisimsel arrest ile sonuglanabilecegi gibi, blastokist evresine ulasabilen

embriyolarda da artmis andploidi oranlarina yol acabilmektedir.

2.4.2.1. Sperm Kaynakh Faktorler

Embriyo gelisimi yalnizca oosit kalitesiyle sinirli olmayip, sperm kaynakl
faktorlerden de onemli Slclide etkilenmektedir. Sperm, paternal genomun yani sira
embriyo aktivasyonunda rol oynayan faktorleri ve sentrozomu oosite tasir. Sperm
DNA biitiinliigli, kromatin paketlenmesi ve epigenetik diizenlemeler embriyonun
erken boliinme kinetigini ve gelisim kapasitesini belirleyen 6nemli unsurlar arasinda
yer almaktadir.

Artmig sperm DNA fragmantasyonu, embriyo gelisiminin erken evrelerinde hiicre
dongiisii kontrol noktalarinin aktive olmasina ve bdliinme hizinda yavaglamaya neden
olabilir. Literatlirde, yliksek DNA fragmantasyonuna sahip spermlerle ddllenen
oositlerden gelisen embriyolarda blastokist olusum oranlarinin azaldigr ve

implantasyon basarisinin diistiigii bildirilmistir (Munné, 2006). Bu durum, embriyo

15



morfolojisi normal goriinse dahi altta yatan genetik veya molekiiler bozukluklarin

gelisimi etkileyebilecegini gdstermektedir.
2.4.2.2. Embriyonun Metabolik Aktivitesi ve Hiicresel Diizenlenmesi

Embriyo gelisimi sirasinda hiicresel metabolizma, gelisim evresine 6zgii olarak
degiskenlik gosterir. Erken boliinme evrelerinde embriyo daha diisiik enerji
gereksinimine sahipken, blastokist olusumu sirasinda artan hiicre sayis1 ve blastosel
olusumu nedeniyle metabolik aktivite belirgin sekilde artar. Bu siirecte embriyonun
enerji dengesini saglayabilme kapasitesi, gelisimin siirekliligi agisindan belirleyicidir.
Mitokondriyal fonksiyonun yetersiz oldugu embriyolarda ATP iiretiminin azalmasi,
hiicre boliinmesinin aksamasima ve blastokist olusumunun engellenmesine neden
olabilir. Ayrica metabolik stres altindaki embriyolarda reaktif oksijen tiirlerinin artisi,
DNA hasar1 ve hiicresel apoptoz siireglerini tetikleyerek gelisim potansiyelini

diisiirebilmektedir (Thompson, 2007).

2.4.2.3. Kiiltiir Ortam ve Laboratuvar Kosullarinin Embriyo Gelisimi Uzerine

Etkisi

In vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarinda embriyonun saglikli bir sekilde geliserek
blastokist evresine ulasabilmesi, biiyiikk oOl¢iide kiiltiir ortaminin o6zellikleri ve
laboratuvar kosullarinin stabilitesine baghdir. In vivo kosullarda embriyo, fallop tiipii
ve uterus ortaminda olduk¢a kontrollii bir fizyolojik ¢evrede gelisirken, in vitro
kosullarda bu ¢evrenin miimkiin oldugunca taklit edilmesi amaglanmaktadir. Kiiltiir
medyumunun bilesimi, pH dengesi, karbondioksit (CO:) ve oksijen (O2)
konsantrasyonlari, sicaklik ve osmolalite gibi parametreler embriyonun hiicresel

homeostazini dogrudan etkilemektedir.
Kiiltiir Medyumunun Bilesimi

Embriyo kiiltir medyumlari, embriyonun gelisim evresine 0zgli metabolik
gereksinimlerini karsilayacak sekilde tasarlanmaktadir. Erken boliinme evrelerinde

embriyo daha cok piriivat ve laktat gibi enerji kaynaklarin1 kullanirken, blastokist
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evresine yaklasildikga glukoz metabolizmasi 6n plana g¢ikmaktadir. Bu nedenle
giiniimiizde yaygin olarak kullanilan sekansiyel kiiltiir medyumlari, embriyonun
gelisim basamaklarina gore degisen enerji ve aminoasit gereksinimlerini karsilamay1
hedeflemektedir (Thompson, 2007).

Aminoasitler, yalnizca protein sentezi i¢in degil, ayn1 zamanda osmotik denge, pH
tamponlanmas1 ve hiicresel sinyalizasyon a¢isindan da 6nem tasimaktadir. Kiiltiir
ortaminda bulunan antioksidanlar ve albiimin gibi protein kaynaklari, embriyoyu

oksidatif stresten koruyarak gelisim potansiyelini desteklemektedir.

pH Dengesi ve CO: Konsantrasyonu

Embriyo kiiltiirlinde pH, hiicresel enzim aktivitesi, hiicre dongiisii ilerlemesi ve
mitokondriyal fonksiyon agisindan kritik bir parametredir. Insan embriyolari i¢in ideal
kiiltir pH’st genellikle 7,2—7,4 araliginda kabul edilmektedir. Bu araligin disina
cikilmast durumunda embriyonun metabolik aktivitesi bozulmakta ve hiicre
boliinmelerinde gecikme meydana gelebilmektedir.

Kiiltir medyumunun pH’st biiyiikk 06lglide CO: konsantrasyonu tarafindan
diizenlenmektedir. Cogu kiiltiir sistemi, bikarbonat tampon sistemi kullandigindan,
inkiibator icindeki CO: diizeyi dogrudan pH dengesini etkilemektedir. Genellikle
embriyo kiiltiirli i¢in %5—6 CO: konsantrasyonu tercih edilmektedir. CO: diizeyindeki
kiigiik dalgalanmalar dahi medyum pH’sinda degisikliklere yol agabilmekte ve
embriyo gelisimini olumsuz etkileyebilmektedir (Swain., 2012).

Embriyolarin  inkiibatéor  disina  ¢ikarilmasi  sirasinda  pH  degisimleri
yasanabileceginden, bu siirenin miimkiin oldugunca kisa tutulmast ve kapal

sistemlerin kullanilmasi 6nerilmektedir.

Oksijen (O:) Konsantrasyonu

Oksijen konsantrasyonu, embriyo gelisimini etkileyen en 6nemli ¢evresel faktorlerden
biridir. In vivo kosullarda fallop tiipii ve uterus ortamindaki oksijen diizeyi atmosferik
oksijenden (%20-21) belirgin sekilde diisiiktiir ve yaklagik %2-8 O: araligindadir. Bu
nedenle embriyo kiiltiiriinde fizyolojik oksijen konsantrasyonlarinin taklit edilmesi

hedeflenmektedir.
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Calismalar, %5 O: altinda kiiltlirlenen embriyolarda oksidatif stresin azaldigini, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminin sinirlandigini ve blastokist gelisim oranlarinin
arttigin1  gostermistir. Yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda ise ROS {iretiminin
artmast sonucu DNA hasari, mitokondriyal disfonksiyon ve hiicresel apoptoz

mekanizmalarinin aktive olabildigi bildirilmektedir (Swain, 2012).
2.4.2.4. Sicakhik ve Osmolalitenin Embriyo Gelisimi Uzerine Etkisi

Embriyo kiiltiirii sirasinda sicaklik stabilitesi, hiicresel yapilarin biitlinliigliniin
korunmas agisindan kritik dneme sahiptir. Insan embriyolari i¢in ideal kiiltiir sicaklig
37°C olup, bu degerden sapmalar mikrotiibiil organizasyonu ile mitotik ve mayotik ig
yapisinda bozulmalara yol acabilmektedir. Ozellikle kisa siireli sicaklik diisiislerinin
dahi kromozomal hizalanmay1 ve hiicre bdliinme kinetigini olumsuz etkiledigi
gosterilmistir. Bu nedenle embriyoloji laboratuvarlarinda inkiibator kapaklarmin sik
acilmamasi ve sicaklik kontrollii ¢aligma alanlarinin kullanilmasi Onerilmektedir
(Swain, 2012; Gardner, 2005).

Osmolalite, embriyonun hiicresel hacim regiilasyonu ve iyon dengesi agisindan 6nemli
bir parametredir. Kiiltiir medyumunun osmolalitesindeki degisiklikler, hiicre i¢i-su
dengesini bozarak blastomerlerde hiicresel stres olusturabilir ve embriyo gelisim
potansiyelini azaltabilir. Artmig osmolalite, embriyoda metabolik aktivitenin
baskilanmasi ve blastokist olusum oranlarinin diismesi ile iliskilendirilmistir. Bu
nedenle kiiltiir ortamlarinin osmolalite degerlerinin dikkatle izlenmesi ve stabil

tutulmasi gerekmektedir (Baltz, 2012).
2.4.2.5. Laboratuvar Ortami ve Fiziksel Faktorlerin Etkisi

Embriyoloji laboratuvarinda embriyonun maruz kaldig: fiziksel ve kimyasal ¢evresel
faktorler, embriyo gelisimini dogrudan etkileyebilmektedir. Ozellikle ugucu organik
bilesikler (VOC), temizlik maddeleri, plastik laboratuvar malzemelerinden salinan
toksik bilesenler ve hava kalitesi embriyo gelisimi {izerinde olumsuz etkilere neden
olabilmektedir. VOC maruziyetinin embriyo gelisiminde gecikme, blastokist olusum
oranlarinda azalma ve implantasyon basarisinda diisiis ile iligkili oldugu bildirilmistir

(Cohen, 2007).
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Bu nedenle modern IVF laboratuvarlarinda yiiksek verimli hava filtrasyon sistemleri
(HEPA filtreleri), diisik VOC igeren malzemeler ve kontrollii hava akisi saglayan
laboratuvar tasarimlar1 tercih edilmektedir. Ayrica inkiibasyon sistemlerinin
stabilitesi, titresim ve 151k gibi fiziksel stres faktorlerinin minimize edilmesi, embriyo

gelisiminin optimize edilmesi agisindan biiyiik onem tasimaktadir (Mortimer, 2015).

2.4.3. Genetik ve Kromozomal Faktorler

Embriyonun kromozomal biitiinliigli, gelisim kapasitesini ve implantasyon
potansiyelini belirleyen en temel faktorlerden biridir. Insan embriyolarinda goriilen
kromozomal anomaliler, 6zellikle ileri maternal yasla birlikte artig gdstermekte olup,
erken embriyonik donemde gelisimsel arrestlerin en énemli nedenleri arasinda yer
almaktadir. Andploid embriyolarin 6nemli bir kismu zigot veya erken klivaj
evrelerinde boliinme yetenegini kaybetmekte ya da blastokist evresine ulasamadan
gelisimlerini sonlandirmaktadir.

Bununla birlikte, yapilan ¢aligmalar bazi andploid embriyolarin blastokist evresine
kadar gelisebildigini ve hatta morfolojik degerlendirme kriterlerine gore yiiksek
kaliteli blastokistler olarak siniflandirilabildigini gostermistir. Bu durum, embriyo
morfolojisinin  kromozomal normaliteyi her zaman dogru bir sekilde
yansitmayabilecegini ortaya koymaktadir. Nitekim trofoektoderm ve i¢ hiicre kitlesi
acisindan iyi derecelendirilmis blastokistlerin dahi andploid olabilecegi bildirilmistir
(Munné, 2006).

Embriyolarda kromozomal mozaiklik de genetik degerlendirmeyi karmasik hale
getiren onemli bir faktordiir. Mozaik embriyolar, hem 6ploid hem de andploid hiicre
poplilasyonlarin1 birlikte igerebilmekte ve bu embriyolarin gelisim potansiyeli,
mozaikligin derecesine ve anormal hiicrelerin dagilimma bagli olarak degiskenlik
gosterebilmektedir. Baz1 mozaik embriyolarin blastokist gelisimini siirdiirebildigi ve
implantasyonla sonuglanabildigi bildirilmis olsa da, bu embriyolarin klinik sonuglari
halen tartismalidir (Fragouli, 2011).

Ayrica embriyodaki kromozomal anomalilerin, hiicre dongiisii regiilasyonu,
mitokondriyal fonksiyonlar ve apoptoz mekanizmalar1 iizerinde olumsuz etkiler
olusturdugu; bunun da embriyo gelisim hizinda yavaglama, blastomer sayisinda

azalma ve asenkron boliinmelere yol agtig1 gosterilmistir. Zaman atlamali goriintiileme
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sistemleri kullanilarak yapilan c¢aligmalarda, andploid embriyolarin bdliinme
kinetiklerinin euploid embriyolardan anlamli sekilde farkli oldugu rapor edilmistir

(Campbell, 2013).
2.5. Embriyo Andploidisi

Embriyo andploidisi, embriyoda normal diploid kromozom sayisindan sapma olmasi
durumunu ifade eder ve insan iiremesinde basarisiz implantasyon, erken gebelik
kayiplar1 ve tekrarlayan IVF basarisizliklarinin en énemli nedenlerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Insan embriyolarinda andploidinin goriilme sikligi diger
memelilere kiyasla olduk¢a yliksektir ve bu durum, insan gametogenezi ve erken
embriyonik boliinmelerin kromozomal hatalara daha yatkin oldugunu gostermektedir.
Andploid embriyolarin biiyiik bir kismi ddllenmeden sonraki erken boliinme
evrelerinde gelisimsel arrest gosterir veya blastokist evresine ulagsamadan elimine
edilir. Bununla birlikte, baz1 andploid embriyolar blastokist evresine kadar geligimini
stirdiirebilmekte ve morfolojik degerlendirmede iyi kalite blastokist olarak
smiflandirilabilmektedir. Bu durum, yalnizca morfolojik kriterlere dayali embriyo
seciminin genetik normaliteyi her zaman dogru yansitmayabilecegini ortaya
koymaktadir (Munné, 2006).

Embriyo andploidisinin kokeni hem mayotik hem de mitotik hatalara dayanmaktadir.
Ozellikle oosit mayozu sirasinda meydana gelen kromozom ayrilma hatalari, maternal
kaynakli andploidinin en 6nemli nedenidir. Ileri maternal yasla birlikte kohesin
proteinlerinin  zayiflamas1 ve ig iplik¢igi organizasyonundaki bozulmalar,
kromozomlarin ayrilmama riskini artirmakta ve anploid embriyo oranlarinda belirgin
artisa yol agmaktadir. Buna karsilik, erken embriyonik mitoz sirasinda olusan hatalar
ise embriyo mozaikligine neden olmaktadir (Fragouli, 2011).

Mozaik embriyolar, ayni embriyo icerisinde hem oploid hem de andploid hiicre
poplilasyonlarinin bulunmasiyla karakterizedir. Mozaikligin derecesi ve anormal
hiicrelerin dagilimi, embriyonun gelisim potansiyelini ve implantasyon basarisini
dogrudan etkilemektedir. Diisiik diizey mozaiklik iceren bazi blastokistlerin
implantasyon ve canli dogumla sonuglanabildigi bildirilmis olsa da, bu embriyolarin

klinik sonuglar1 halen tartigmalidir.
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Andploidinin embriyo gelisimi iizerindeki etkileri, hiicresel enerji metabolizmasi,
mitokondriyal fonksiyonlar, hiicre dongiisii regiilasyonu ve apoptoz mekanizmalari
tizerinden gerceklesmektedir. Kromozomal dengesizlikler, embriyolarda asenkron
boliinmelere, anormal klivaj paternlerine ve gecikmis blastokist olusumuna yol
acmaktadir. Zaman atlamali goriintiileme sistemleriyle yapilan ¢aligmalar, andploid
embriyolarin bdliinme kinetiklerinin 6ploid embriyolardan anlamli derecede farkli

oldugunu gostermistir (Campbell, 2013).
2.5.1. Sayisal Kromozom Anomalileri (Anoploidi)

Andploidi, hiicrede bulunan kromozom sayisinin, tiir i¢in normal kabul edilen haploid
setin tam katlarindan sapmas1 durumudur ve insan embriyolarinda en sik karsilasilan
genetik anomaliler arasinda yer almaktadir. Andploid hiicrelerde bir veya birden fazla
kromozomun eksik (monozomi) ya da fazla (trizomi) olmasi s6z konusudur. Bu
durum, hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina, gen dozaj dengesizligine ve embriyonik
gelisimde ciddi aksamalara yol acabilmektedir.

Insan embriyolarinda andploidinin temel kaynagi, mayoz veya mitoz sirasinda
meydana gelen kromozom ayrilma hatalaridir. Ozellikle maternal kaynakli mayotik
kromozom ayrilmama olaylari, ileri kadin yasi ile birlikte andploidi sikliginin
artmasinda belirleyici rol oynamaktadir. Mayoz I veya Mayoz II evresinde gerceklesen
ayrilma kusurlar1 sonucunda, anormal kromozom igerigine sahip oositler olusmakta ve
bu oositlerin dollenmesiyle andploid embriyolar meydana gelmektedir (Hassold,
2001).

Andploidi yalnizca mayotik kdkenli olmayip, erken embriyonik boliinmeler sirasinda
meydana gelen mitotik hatalar sonucu da gelisebilmektedir. Bu tiir hatalar, embriyoda
kromozomal mozaiklige yol agmakta ve embriyonun farkli hiicrelerinde farkl
kromozom dizilimlerinin bulunmasina neden olmaktadir. Mitotik kdkenli
anOploidiler, blastokist evresine kadar gelisebilen embriyolarda daha sik gézlenmekte
olup, embriyo se¢iminde morfolojik degerlendirmenin sinirhiliklarini  ortaya
koymaktadir (Fragouli, 2011).

Sayisal kromozom anomalileri embriyo gelisim dinamiklerini dogrudan
etkilemektedir. Andploid embriyolarda hiicre boliinme hizinin yavasladigi,

boliinmelerin asenkron hale geldigi ve blastomer sayisinin azaldigi bildirilmistir.
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Bunun sonucunda, bir¢cok andploid embriyo erken gelisim evrelerinde gelisimsel arrest
gostermekte veya blastokist evresine ulasamamaktadir. Ancak bazi andploid
embriyolar, Ozellikle belirli trizomilerde, blastokist asamasina kadar gelisim
gosterebilmekte ve morfolojik olarak yiiksek kaliteli blastokistler olarak

degerlendirilebilmektedir (Munné, 2006).

2.5.1.1. Monozomi

Monozomi, diploid bir hiicrede bulunmasi gereken kromozom ciftlerinden birinin
eksik olmasiyla karakterize edilen bir sayisal kromozom anomalisi olup (2n—1), insan
embriyolarinda genetik dengenin en ciddi sekilde bozuldugu durumlar arasinda yer
almaktadir. Monozomik embriyolarda gen dozajindaki belirgin dengesizlik, hiicresel
fonksiyonlarin bozulmasina ve embriyonik gelisimin erken evrelerinde durmasina
neden olmaktadir.

Preimplantasyon doénemde saptanan monozomilerin biiylik bir kismi otozomal
kokenlidir ve bu embriyolarin ¢ogu klivaj evresinde gelisimsel arrest gostermektedir.
Otozomal monozomilerin blastokist evresine ulasma olasilig1 oldukea diisiik olup, bu
durum monozomilerin yasamla bagdasabilirliginin sinirli  oldugunu ortaya
koymaktadir. Yapilan genetik analizler, otozomal monozomilerin hiicre dongiisii
kontrol mekanizmalarini bozarak boliinme asenkronisi ve artmis apoptoz ile iliskili
oldugunu gostermektedir (Vanneste, 2009).

Gonozomal monozomiler ise otozomal monozomilere kiyasla embriyonik gelisim
acisindan daha tolere edilebilir kabul edilmektedir. Ozellikle monozomi X (45,X),
preimplantasyon donemde blastokist gelisimine ulasabilen nadir monozomi
orneklerinden biridir. Bununla birlikte, monozomi X tasiyan embriyolarin
implantasyon ve canli dogum oranlar diisiiktiir ve 6nemli bir kismi1 erken gebelik
kayiplart ile sonuglanmaktadir (Hook, 1983).

Monozomilerin embriyo gelisimi iizerindeki etkileri yalnizca kromozom eksikligine
bagli gen kaybr ile sinirli olmayip, ayn1 zamanda mitotik stabilitenin bozulmas1 ve
embriyonik hiicrelerde artan stres yanitlari ile iligkilidir. Bu durum, morfolojik olarak
iyi derecelendirilmis embriyolarda dahi gelisim potansiyelinin smirli olabilecegini

gostermektedir. Dolayistyla monozomi, embriyo andploidisinin klinik agidan en
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olumsuz sonuglarla iliskili alt gruplarindan biri olarak kabul edilmektedir (McCoy,

2017).
2.5.1.2. Trizomi

Trizomi, diploid bir hiicrede bulunmasi gereken kromozom ciftlerinden birinin
fazladan bir kopyaya sahip olmasi durumu olup (2n+1), insan embriyolarinda
monozomiye kiyasla daha sik gozlenen bir sayisal kromozom anomalisidir. Trizomik
embriyolarda kromozom fazlaligina bagli gen dozaj dengesizligi meydana gelmekte
ve bu durum embriyonik gelisim, implantasyon potansiyeli ve gebeligin devamlilig1
izerinde belirgin etkiler olusturmaktadir.

Insan embriyolarinda trizomilerin biiyiik bir béliimii mayotik ayrilma hatalarindan
kaynaklanmakta olup, 6zellikle maternal mayoz sirasinda meydana gelen ayrilmama
olaylar1 trizomi olusumunda temel mekanizma olarak kabul edilmektedir. ileri
maternal yas ile birlikte trizomi insidansinin artmasi, oositlerdeki kohesyon kaybi ve
ig iplikg¢igi stabilitesindeki bozulmalarla iligkilendirilmektedir (Hassold, 2001).
Trizomiler, monozomilere kiyasla embriyonik gelisim agisindan daha tolere edilebilir
olmakla birlikte, embriyolarin 6nemli bir kismi yine de erken gelisim evrelerinde
gelisimsel arrest gdstermektedir. Bununla birlikte, bazi trizomik embriyolar blastokist
evresine ulasabilmekte ve morfolojik degerlendirme kriterlerine gore yiiksek kaliteli
blastokistler olarak simiflandirilabilmektedir. Bu durum, embriyo morfolojisinin
kromozomal normaliteyi her zaman dogru yansitmadigini gostermektedir (Munné,
2006).

Belirli trizomilerin embriyonik gelisim iizerindeki etkileri farklilik gésterebilmektedir.
Ornegin trizomi 21, 18 ve 13 gibi baz1 otozomal trizomiler, blastokist gelisimine ve
hatta implantasyona izin verebilmekle birlikte, gebeligin ileri déonemlerinde ciddi
klinik tablolar veya gebelik kayiplar ile iliskilidir. Buna karsin birgok otozomal
trizomi, preimplantasyon veya erken postimplantasyon donemde kayipla
sonuclanmaktadir (Nagaoka, 2012).

Preimplantasyon donemde yapilan genetik analizler, trizomik embriyolarda hiicre
boliinme kinetiklerinin genellikle yavasladigini, boliinmelerin asenkron hale geldigini

ve mitotik hatalarm arttigini gostermistir. Bu embriyolarda artmis metabolik stres ve
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apoptoz oranlari, blastokist kalitesini ve implantasyon potansiyelini olumsuz yonde

etkilemektedir (Campbell, 2013).

Otozomal Trizomiler

Otozomal trizomiler, otozomlardan birinin fazladan bir kopyaya sahip olmasiyla
karakterize edilen sayisal kromozom anomalileridir ve insan embriyolarinda en sik
karsilagilan trizomi grubunu olusturmaktadir. Bu anomalilerde gen dozajindaki artis,
hiicresel homeostazin bozulmasina yol agarak embriyonik gelisimi, implantasyon
potansiyelini ve gebeligin devamlilifini olumsuz yonde etkilemektedir. Otozomal
trizomilerin biiylik bir kismi preimplantasyon veya erken postimplantasyon donemde
gelisimsel kayipla sonuglanmaktadir.

Preimplantasyon donemde yapilan genetik tarama g¢alismalarinda, otozomal trizomi
tagtyan embriyolarin 6dnemli bir bolimiiniin klivaj evresinde veya erken blastokist
asamasinda gelisimsel arrest gosterdigi bildirilmistir. Bununla birlikte, bazi otozomal
trizomiler blastokist evresine kadar gelisim gosterebilmekte ve morfolojik
degerlendirme  kriterlerine  gore  yiiksek  kaliteli ~ blastokistler ~ olarak
smiflandirilabilmektedir. Bu durum, embriyo morfolojisinin kromozomal normaliteyi
her zaman dogru yansitmadigini bir kez daha ortaya koymaktadir (Munné, 2006).
Otozomal trizomiler arasinda embriyonik gelisim ac¢isindan kismen tolere edilebilenler
bulunmaktadir. Trizomi 21, trizomi 18 ve trizomi 13 gibi baz1 trizomiler, blastokist
gelisimine ve implantasyona izin verebilmekle birlikte, gebeligin ilerleyen
donemlerinde ciddi klinik tablolar veya gebelik kayiplari ile iligkilidir. Buna karsin,
diger otozomal trizomilerin biiylik ¢ogunlugu embriyonik yasamla bagdasmamakta ve
cok erken donemlerde elimine edilmektedir (Nagaoka, 2012).

Otozomal trizomilerin embriyo gelisimi {izerindeki etkileri yalnizca kromozom
fazlaligina bagl genetik yiik ile sinirli degildir. Bu embriyolarda hiicre dongiisii
reglilasyonunun bozuldugu, mitotik hata oranlarinin arttigi ve metabolik stresin
yiikseldigi gosterilmistir. Zaman atlamali goriintiileme sistemleriyle yapilan analizler,
otozomal trizomi tagiyan embriyolarda hiicre boliinmelerinin genellikle yavasladigin
ve boliinme kinetiklerinin Oploid embriyolardan belirgin sekilde farkli oldugunu

ortaya koymustur (Campbell, 2013).
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Trizomi 21, insanlarda en sik goriilen otozomal trizomi olup Down sendromu ile
iliskilidir. Preimplantasyon donemde yapilan c¢alismalar, trizomi 21 tasiyan
embriyolarin bir kisminin blastokist evresine kadar gelisebildigini ve morfolojik
olarak iyi kalite gosterebildigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, bu embriyolarda
hiicre boliinme kinetiklerinin genellikle yavagladigi ve embriyo gelisiminde asenkron
boliinmelerin daha sik goriildiigii bildirilmektedir (Munné, 2006).

Trizomi 18 (Edwards sendromu), trizomi 21’e kiyasla embriyonik ve fetal gelisim
iizerinde daha agir etkiler olusturmaktadir. Trizomi 18 tagiyan embriyolarin biiytik bir
kism1 preimplantasyon donemde gelisimsel arrest gostermekte, blastokist evresine
ulagabilen embriyo orani oldukg¢a diisiik kalmaktadir. Blastokist evresine ulasabilen
embriyolarin ise implantasyon sonrasi erken gebelik kayiplari ile sonuglanma olasilig1
yiiksektir (Nagaoka, 2012).

Trizomi 13 (Patau sendromu), otozomal trizomiler arasinda en agir klinik sonuglara
yol agan anomalilerden biridir. Preimplantasyon doénemde trizomi 13 tasiyan
embriyolarin biiyiilk ¢ogunlugu erken gelisim evrelerinde elimine edilmektedir.
Blastokist evresine ulasabilen embriyolar son derece nadir olup, bu embriyolarin
implantasyon potansiyeli oldukc¢a diisiiktiir (Fragouli, 2011).

Trizomi 12, preimplantasyon genetik tarama c¢aligmalarinda 6zellikle klivaj ve erken
blastokist evresindeki embriyolarda saptanabilen otozomal trizomilerden biridir.
Trizomi 12 tagiyan embriyolarin biiyiik bir kism1 blastokist evresine ulagamamakta,
blastokist gelisimi gosterebilen embriyolar ise genellikle diisikk implantasyon
potansiyeline sahip olmaktadir. Bu kromozoma ait genetik materyalin fazlaliginin,
hiicre dongiisii diizenleyici genlerin ekspresyonunu olumsuz etkileyerek embriyonik
gelisimi sinirladigt diistiniilmektedir (Munné, 2006).

Trizomi 9, embriyonik gelisim acisindan oldukga agir sonuglara yol acan otozomal
trizomilerden biridir. Bu anomaliye sahip embriyolarin biiylik c¢ogunlugu
preimplantasyon donemde gelisimsel arrest gostermekte ve blastokist evresine
ulagamamaktadir. Blastokist evresine ulasabilen trizomi 9 embriyolar1 son derece
nadir olup, implantasyon sonrasi erken gebelik kayiplari ile iligkilidir (Nagaoka,
2012).

Trizomi 8, diger otozomal trizomilere kiyasla embriyonik gelisim agisindan kismen

daha tolere edilebilir kabul edilmekte ve 0Ozellikle mozaik trizomi 8 olgular
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preimplantasyon donemde daha sik saptanmaktadir. Mozaik trizomi 8 tasiyan bazi
embriyolar blastokist evresine ulasabilmekte ve morfolojik olarak kabul edilebilir
kalite gosterebilmektedir. Ancak bu embriyolarin implantasyon ve canli dogum

oranlar1 diigiiktiir (Fragouli, 2011).

Gonozomal Trizomiler

Gonozomal trizomiler, X ve Y kromozomlarinin sayisal anomalileri sonucu ortaya
cikan ve otozomal trizomilere kiyasla embriyonik gelisim agisindan daha iyi tolere
edilebilen kromozom anomalileridir. Bu durumun temel nedeni, X kromozomu
inaktivasyonu (lionizasyon) mekanizmasi ve Y kromozomunun sinirlt gen igerigidir.
Bu nedenle gonozomal trizomi tagiyan embriyolar, otozomal trizomilere kiyasla daha
yiiksek oranda blastokist evresine ulagabilmekte ve bazi olgularda canli dogumla
sonuclanabilmektedir (Hassold, 2001).

Preimplantasyon genetik test (PGT-A) ¢aligmalarinda gonozomal trizomiler, 6zellikle
blastokist evresindeki embriyolarda sik saptanan andploidi tiirleri arasinda yer almakta
ve embriyo morfolojisi ile genetik yap1 arasindaki uyumsuzlugu gostermesi agisindan
dikkat ¢ekmektedir.

Trizomi X, preimplantasyon donemde saptanan en yaygin gonozomal trizomilerden
biridir. Bu anomaliye sahip embriyolarin 6nemli bir kismi blastokist evresine
ulagabilmekte ve morfolojik olarak iyi kalite gosterebilmektedir. Bununla birlikte,
embriyonik gelisimin bu sekilde devam edebilmesi, X kromozomlarindan birinin
inaktive edilmesi sayesinde gen dozaj dengesinin kismen korunabilmesine
baglanmaktadir (Munné¢, 2010).

Klinik acidan bakildiginda, trizomi X olgularimin biiyiik bir boliimii hafif fenotipik
bulgularla seyretmekte veya asemptomatik olabilmektedir. Bu  durum,
preimplantasyon donemde morfolojik olarak secilen embriyolarin genetik agidan her
zaman Oploid olmayabilecegini ortaya koymaktadir. Trizomi X’in 6zellikle mozaik
formlarinin implantasyon potansiyelinin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir
(Fragouli, 2011).

47,XXY karyotipi ile karakterize Klinefelter sendromu, gonozomal trizomiler arasinda
klinik a¢idan en iyi tanimlanmis olanlardan biridir. Preimplantasyon embriyolarinda

XXY anoploidisi tastyan embriyolarin bir kismi blastokist evresine ulasabilmekte ve
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morfolojik olarak kabul edilebilir kalite gosterebilmektedir. Ancak bu embriyolarin
implantasyon oranlarinin 6ploid embriyolara kiyasla daha diisiik oldugu bildirilmistir
(Scott, 2012).

XXY trizomisinin embriyo gelisimi {izerindeki etkisi, otozomal trizomilere kiyasla
daha smirli olmakla birlikte, 6zellikle hiicresel proliferasyon ve gen ekspresyon
profilleri iizerinde belirli diizeyde olumsuz etkilere yol agmaktadir. Bu durum,
embriyonun gelisimsel potansiyelini kismen sinirlayabilmektedir.

Trizomi Y, diger gonozomal trizomilere kiyasla daha nadir saptanan bir anomalidir. Y
kromozomunun genetik igeriginin sinirli olmasi nedeniyle, bu anomaliye sahip
embriyolar embriyonik gelisim agisindan gorece daha iyi tolere edilebilir kabul
edilmektedir. Preimplantasyon calismalarda XYY embriyolarinin blastokist evresine
ulagabildigi ve baz1 durumlarda implantasyon potansiyeli gosterebildigi bildirilmistir

(Nagaoka, 2012).

2.5.2. Yapisal Kromozom Anomalileri

Yapisal kromozom anomalileri, kromozom sayisinin normal oldugu ancak
kromozomal DNA’nin biitiinliigiinde meydana gelen kirilmalar, yeniden birlesmeler
veya segmental yeniden diizenlenmeler sonucu ortaya ¢ikan genetik bozukluklardir.
Bu anomaliler, mitoz veya mayoz sirasinda olusan ¢ift zincir DNA kiriklart ve hatal
onarim mekanizmalar1 sonucunda gelisir. Embriyonik gelisim stirecinde gen dozajinin
bozulmasi, genlerin konumunun degismesi (pozisyon etkisi) veya regiilatuvar
bolgelerin etkilenmesi yoluyla gelisimsel potansiyeli énemli Olglide etkileyebilir
(Nagaoka, 2012).

Insan embriyolarinda yapisal kromozom anomalilerinin goriilme siklig1, dzellikle ileri
anne yasl, tekrarlayan implantasyon basarisizlig1 ve tekrarlayan gebelik kayb1 6ykiisii
bulunan ciftlerde belirgin sekilde artmaktadir. Yardimcei iireme teknikleri kapsaminda
incelenen embriyolarda, yapisal anomalilerin 6nemli bir kismi erken embriyonik
donemde gelisimsel arrest ile sonuglanmakta ve blastokist evresine ulagsamadan
elenmektedir (Vanneste, 2009).

Yapisal kromozom anomalileri genel olarak dengeli ve dengesiz anomaliler olmak

tizere iki ana grupta siniflandirilir.
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2.5.2.1. Dengeli Yapisal Kromozom Anomalileri

Dengeli yapisal kromozom anomalileri, kromozomal materyalin net kaybi veya
kazanimi olmaksizin yeniden diizenlenmesi ile karakterizedir. Bu grupta yer alan
bireyler ¢ogunlukla fenotipik olarak normaldir; ancak iireme hiicreleri olusurken
kromozomlarin anormal segregasyonu sonucu genetik olarak dengesiz embriyolar
olusabilmektedir. Bu nedenle dengeli yapisal anomaliler, klinik olarak infertilite,
diisiik embriyo gelisim oranlar1 ve tekrarlayan gebelik kayiplari ile yakindan iligkilidir
(Pellestor, 2014).

Resiprokal translokasyonlar, iki homolog olmayan kromozom arasinda karsilikli
segment degisimi ile meydana gelir. Bu translokasyonlar dengeli yapida olabilir ve
tastyic1 bireyler fenotipik olarak normal goriinebilir. Ancak mayoz sirasinda bu
kromozomlar quadrivalent yapi olusturur ve bu yapidan kaynaklanan farkl
segregasyon paternleri, genetik olarak dengesiz gametlerin olusmasina neden olabilir.
Sonug olarak, resiprokal translokasyon tastyicilarinda elde edilen embriyolarin biiyiik
bir kismi genetik olarak dengesizdir ve bu embriyolarin blastokist gelisim oranlar1 ve
implantasyon potansiyelleri diisiiktiir (Escudero, 2008).

Robertsonian translokasyonlar, akrosentrik kromozomlar (13, 14, 15, 21 ve 22)
arasinda meydana gelir ve kisa kollarin kaybi ile uzun kollarin birlegsmesi sonucu
olusur. Bu translokasyonlar tasiyici bireylerde genellikle fenotipik anomaliye yol
acmaz; ancak gamet olusumu sirasinda trizomi 13 veya trizomi 21 gibi ciddi sayisal
kromozom anomalileri ile iliskili olabilir. Preimplantasyon genetik testler,
Robertsonian translokasyon tasiyicilarinda 6ploid embriyo oranlarinin belirgin sekilde
azaldigini ortaya koymustur (McKinlay, 2018).

Marker kromozomlar, standart sitogenetik analizlerde kokeni net olarak
belirlenemeyen, genellikle kiigiik boyutlu ve fazladan bulunan yapisal kromozom
anomalileridir. Bu kromozomlar, kiiciik siiperniimerer marker kromozomlar (sSMC)
olarak adlandirilir ve ¢ogu zaman bir kromozomun sentromerik veya perisentromerik
bolgesinden koken alir (Liehr, 2012).

Marker kromozomlarin klinik etkisi, igerdigi genetik materyalin miktarina ve hangi
kromozomdan koken aldigina bagli olarak degiskenlik gosterir. Bazi marker
kromozomlar genetik olarak inaktif veya heterokromatik bolgelerden olustugu i¢in

minimal fenotipik etki yaratirken, 6kromatik bdlgeler igeren marker kromozomlar gen
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dozajinda artisa yol acarak embriyonik gelisimi olumsuz etkileyebilir.
Preimplantasyon donemde marker kromozom tagiyan embriyolarin 6nemli bir kismi
gelisimsel arrest gostermekte veya blastokist evresine ulasamamaktadir (Liehr, 2007).
Marker kromozomlarin bir diger énemli 6zelligi mozaik yap1 sergileme egilimidir.
Mitotik boliinmeler sirasinda marker kromozomun bazi hiicrelerde bulunup bazi
hiicrelerde kaybolmasi, embriyoda genetik heterojeniteye neden olur. Bu durum,
embriyo gelisiminin 6ngdriilmesini zorlastirmakta ve morfolojik degerlendirmenin
genetik riski yansitmasini engellemektedir (Crolla, 2014).

Klinik uygulamada marker kromozom tasiyici bireylerde PGT-SR ve ileri molekiiler
sitogenetik yontemler (FISH, aCGH, NGS) kullanilarak embriyolarin ayrintili genetik
degerlendirilmesi Onerilmektedir. Bu yaklasim, genetik olarak dengeli embriyolarin
secilmesine ve saglikli gebelik elde edilme olasiligimin artirnllmasma katki

saglamaktadir (ESHRE PGT Consortium, 2020).

2.5.2.2. Dengesiz Yapisal Kromozom Anomalileri

Delesyonlar, bir kromozomun belirli bir boliimiiniin kaybu ile olusan dengesiz yapisal
kromozom anomalileridir. Kaybolan segmentin biiylikligii ve icerdigi genler,
embriyonik gelisim iizerindeki etkiyi belirleyen temel faktorlerdir. Ozellikle erken
embriyonik gelisimde rol oynayan genleri igeren delesyonlar, hiicre proliferasyonu,
metabolik regiilasyon ve hiicre dongiisii kontroliinii bozarak embriyolarda gelisimsel
arrest ile sonuglanabilmektedir (Stephenson, 2002).

Preimplantasyon donemde delesyon tasiyan embriyolarin énemli bir kismi klivaj
evresinde elenirken, bazi kiigiikk segmental delesyonlar blastokist evresine kadar
gelisim gosterebilmektedir. Ancak bu embriyolarin implantasyon oranlarinin diisiik
oldugu ve erken gebelik kayiplar1 ile daha sik iligkilendirildigi bildirilmistir. Bu
durum, morfolojik olarak iyi goriinen blastokistlerin genetik agidan her zaman saglikli
olmadigini ortaya koymaktadir (Greco, 2015).

Duplikasyonlar, kromozomal bir segmentin fazladan kopyalarinin bulunmasi sonucu
gen dozajinda artigsa yol acan yapisal anomalilerdir. Artmis gen ekspresyonu, erken
embriyonik donemde hiicresel homeostazi bozarak hiicre boliinme dinamiklerinde
diizensizliklere neden olabilir. Bu durum, embriyo gelisiminin yavaslamasi ve hiicreler

arasi asenkron boliinmelerle karakterizedir (Conlin, 2010).
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Duplikasyon tasiyan embriyolar blastokist evresine ulasabilse bile, artmig metabolik
stres ve gen ekspresyon dengesizligi nedeniyle implantasyon potansiyelleri sinirh
kalmaktadir. Ayrica mitotik boliinmeler sirasinda segmental duplikasyonlarin hiicreler
arasinda farkli oranlarda dagilim gostermesi, embriyolarda mozaiklik gelisimine
zemin hazirlamaktadir (Greco, 2015).

Inversiyonlar, kromozomal bir segmentin koparak ters ydnde yeniden yerlesmesi
sonucu olusan yapisal anomalilerdir ve parasantrik veya perisentrik olarak
siniflandirilir. Inversiyon tastyict bireyler cogunlukla fenotipik olarak normaldir;
ancak mayoz sirasinda homolog kromozomlarin eslesmesi sirasinda olusan anormal
yapilagsmalar, dengesiz gametlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir
(Kirkpatrick, 2010).

Bu durum, inversiyon tastyic1 bireylerden elde edilen embriyolarda delesyon ve
duplikasyon kombinasyonlarinin daha sik goriilmesine yol acar. Preimplantasyon
donemde bu embriyolarin biiyiik bir kismi1 gelisimsel olarak elenirken, blastokist
evresine ulagabilen baz1 embriyolar morfolojik olarak normal
degerlendirilebilmektedir. Bu nedenle inversiyon tasiyict ¢iftlerde PGT-SR
uygulamalar1 klinik agidan biiylik 6nem tagimaktadir (Pellestor, 2014).

Ring kromozomlar, kromozom ug bdlgelerinin kaybi sonrasinda uglarin birlesmesiyle
olusan nadir ancak klinik agidan 6nemli yapisal kromozom anomalileridir. Ring
kromozomlarin en belirgin 6zelligi, mitoz sirasinda gosterdikleri yapisal instabilitedir.
Bu instabilite, hiicre boliinmeleri sirasinda kromozomal kirilmalarin ve diizensiz
segregasyonun artmasina neden olmaktadir (Kosztolanyi, 2009).

Embriyonik gelisim siirecinde ring kromozom tagiyan embriyolarda hiicreler arasi
kromozomal heterojenite ve mozaiklik sik goriilmektedir. Bu durum, erken
embriyonik gelisimde diizensiz boliinmeler, artmis apoptoz ve diisiik implantasyon

potansiyeli ile iligkilidir (Vanneste, 2009).
2.5.3. Mozaiklik

Mozaiklik, ayn1 embriyo icerisinde genetik olarak farkli iki veya daha fazla hiicre
hattinin bir arada bulunmasi durumu olarak tanimlanmaktadir. Preimplantasyon
embriyolarda mozaiklik genellikle postzigotik mitotik bdliinme hatalar1 sonucunda

ortaya ¢ikmakta olup, embriyonun bazi hiicrelerinin 6ploid, bazilarinin ise andploid
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kromozom igerigine sahip olmasiyla karakterizedir. Bu durum, embriyo gelisimi ve
implantasyon potansiyeli lizerinde 6nemli etkiler yaratabilmektedir.

Embriyonik mozaikligin en sik goriilen mekanizmasi, erken mitotik bdliinmeler
sirasinda meydana gelen kromozom ayrilma hatalar1 veya anafaz gecikmesidir. Anafaz
gecikmesi sonucunda kromozomun hiicre ¢ekirdegine dahil olamamasi, hiicrelerden
birinde monozomiye yol agarken diger hiicrede kromozom sayisinin korunmasina
neden olabilir. Bu siire¢, embriyo igerisinde farkli kromozom sayilaria sahip hiicre
popiilasyonlariin olusmasina zemin hazirlar (Taylor, 2014).

Preimplantasyon donemde mozaiklik insidansinin, kullanilan genetik analiz
yontemine ve embriyonun gelisim evresine bagli olarak degiskenlik gosterdigi
bildirilmektedir. Floresan in situ hibridizasyon (FISH) temelli erken donem c¢aligsmalar
mozaiklik oranlarini sinirlt sayida kromozom iizerinden degerlendirirken, yeni nesil
dizileme (NGS) teknolojilerinin kullanima girmesiyle mozaikligin daha yiiksek
oranlarda saptanabildigi gosterilmistir. NGS tabanli PGT-A analizlerinde,
blastokistlerin yaklasik %5-20’sinde farkli derecelerde mozaiklik saptandigi
bildirilmektedir (Fragouli, 2017).

Mozaik embriyolarin gelisim potansiyeli, mozaikligin derecesine ve etkilenen
kromozomlara bagli olarak degismektedir. Diisiik diizeyli mozaiklige sahip
embriyolarin (genellikle <%30-40 anoploid hiicre orani) blastokist gelisimini
stirdiirebildigi ve implantasyon potansiyelinin tamamen andploid embriyolara kiyasla
daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte, yiiksek diizeyli mozaikli
embriyolarda gelisimsel arrest, diisliik implantasyon oranlar1 ve artmis gebelik kayb1
riski gézlenmektedir (Greco, 2015).

Embriyonun kendini diizeltme kapasitesi, mozaiklik baglaminda énemli bir biyolojik
mekanizma olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle blastokist evresinde, andploid
hiicrelerin apoptoz yoluyla elimine edilmesi veya trofektoderm ile i¢ hiicre kitlesi
arasinda farklilasma gdstermesi, Oploid hiicrelerin baskin hale gelmesine katkida
bulunabilmektedir. Bu mekanizma, baz1 mozaik embriyolarin saglikli gebeliklerle
sonuglanabilmesini aciklayan olas1 biyolojik temellerden biri olarak kabul
edilmektedir (Bolton, 2016).

Klinik acidan bakildiginda, mozaik embriyolarin transferi konusu halen tartigmalidir.

ESHRE ve PGDIS rehberleri, 6ploid embriyo bulunmayan durumlarda, diistik dereceli
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mozaik embriyolarin dikkatli genetik danigmanlik esliginde transfer edilebilecegini
belirtmektedir. Ancak mozaiklik orani, etkilenen kromozomun canli dogumla
uyumlulugu ve embriyonun morfolojik kalitesi gibi faktorler transfer kararinda

belirleyici olmaktadir (PGDIS, 2019; ESHRE PGT-A, 2020)

2.5.4. Anoploidiyi Belirlemede Kullanilan Yontemler

Insan embriyolarinda kromozomal andploidiler, implantasyon basarisizli1 ve erken
gebelik kayiplarinim en 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir. Ozellikle yardimci
ireme teknikleri (ART) ile elde edilen embriyolarda andploidi oranlarinin yiiksek
olmasi, embriyonun genetik biitlinligiiniin transfer oncesinde degerlendirilmesini
gerekli kilmistir. Bu dogrultuda gelistirilen preimplantasyon genetik test yontemleri,
embriyolarin kromozomal durumlarinin analiz edilmesine olanak tanimaktadir
(Fragouli, 2011.).

Andploidinin belirlenmesine yonelik ilk yaklagimlar floresan in situ hibridizasyon
(FISH) temelli yontemler olmustur. Ancak FISH, sinirli sayida kromozomun ayn1 anda
analiz edilebilmesi ve sinyal yorumlamadaki siibjektiflik gibi nedenlerle yeterli
kapsam sunamamistir. Bu kisitliliklar, tiim kromozomlarin es zamanli olarak
degerlendirilebildigi daha ileri molekiiler tekniklerin gelistirilmesine zemin
hazirlamistir (Munné, 2018).

Bu gelismeler dogrultusunda, genom capinda analiz yapilabilmesine imkan taniyan
dizi karsilagtirmali genomik hibridizasyon (array-CGH) ve kantitatif PCR (qPCR)
yontemleri klinik uygulamalara girmistir. aCGH, embriyolarda tiim kromozomlar
boyunca kopya sayisi degisikliklerini saptayabilme avantaji sunarken, mozaik
andploidilerin diisiik diizeylerde tespit edilmesinde sinirliliklar gostermektedir. Benzer
sekilde qPCR yontemi hizli sonug iiretmesine ragmen, analiz kapsaminin sinirli olmasi
nedeniyle yerini daha kapsamli teknolojilere birakmistir (Scott, 2013).

Yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing, NGS) teknolojileri, bu noktada
anoploidi taramasinda 6nemli bir doniim noktast olusturmustur. NGS, milyonlarca
DNA fragmaninin es zamanl olarak dizilenmesine dayanan paralel dizileme prensibi
sayesinde, tim kromozomlarin ve kromozomal segmentlerin yiiksek ¢oziiniirliikle

analiz edilmesine olanak tanimaktadir. Bu teknoloji, embriyolarda hem sayisal
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kromozom anomalilerinin hem de segmental delesyon ve duplikasyonlarin tespit
edilmesini miimkiin kilmistir (Goodrich, 2016).

PGT-A uygulamalarinda NGS’nin en yaygin kullanimi, blastosist evresinde
gerceklestirilen trofektoderm (TE) biyopsilerinin analizine dayanmaktadir. Bu
yaklasim, erken boliinme evrelerinde yapilan biyopsilere kiyasla daha fazla hiicreden
genetik materyal elde edilmesini saglamakta ve sonucglarin giivenilirligini
artirmaktadir. Bununla birlikte, TE biyopsisinin blastosistin tamamini1 temsil
etmemesi, i¢ hiicre kitlesi ile TE arasindaki olasi kromozomal farkliliklarin klinik
yorumlamay1 zorlastirabilecegini diisiindlirmektedir (Capalbo, 2017).

NGS teknolojilerinin 6nemli avantajlarindan biri, mozaik andploidilerin farkli
diizeylerde saptanabilmesidir. Mozaik embriyolar, hem 6ploid hem de andploid hiicre
poptilasyonlarin1  birlikte igerebilmekte ve bu durum, embriyonun gelisim
potansiyelinin degerlendirilmesini karmasik hale getirmektedir. NGS, diisiik oranl
mozaik hiicre gruplarimi tespit edebilme kapasitesine sahip olsa da, amplifikasyon
yanliliklar1 ve biyoinformatik analiz siire¢lerinden kaynaklanan teknik giiriiltiiler
dikkatle degerlendirilmelidir (Greco, 2015).

Giincel caligmalar, NGS tabanli PGT-A uygulamalarinin embriyo se¢imini daha
objektif hale getirdigini ve 6zellikle tekrarlayan implantasyon basarisizlig1 veya ileri
anne yas1 gibi risk gruplarinda klinik fayda saglayabilecegini gdstermektedir. Bununla
birlikte, mozaik embriyolarin transferine iliskin klinik sonuglar halen tartigsmali olup,
genetik sonuglarin  embriyo morfolojisi ve klinik parametrelerle birlikte

degerlendirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (PGDIS, 2021).

2.5.4.1. FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon)

Floresan in situ hibridizasyon (FISH), preimplantasyon genetik tanida (PGT)
andploidinin saptanmasina yonelik gelistirilen ilk molekiiler sitogenetik yontemlerden
biridir. Bu teknikte, hedef kromozomlara 6zgii olarak tasarlanmis floresan isaretli
DNA problari kullanilarak hiicre ¢ekirdegi icerisinde belirli kromozomlarin varligi ve
sayisal durumu degerlendirilmektedir. FISH, embriyonik hiicrelerden elde edilen
niikleer DNA iizerinde dogrudan gorsellestirme imkani sunmasi nedeniyle, PGT

uygulamalarinin erken dénemlerinde yaygin olarak tercih edilmistir (Munné, 1998).
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PGT uygulamalarinda FISH teknigi genellikle ii¢lincii giin embriyolardan elde edilen
blastomerler veya daha siirli olmakla birlikte blastokist evresindeki trofektoderm
hiicreleri iizerinde uygulanmistir. Klinik kullanimlarda, analiz edilebilen prob
sayisinin kisitli olmasi nedeniyle ¢ogunlukla klinik agidan en sik andploidi ile
iligkilendirilen 13, 18, 21, X ve Y kromozomlari1 hedeflenmistir. Ancak bu yaklasim,
yalnizca secilmis kromozomlarin degerlendirilmesine olanak tanidig1 i¢in embriyonun
tiim kromozomal biitiinliigii hakkinda kapsamli bilgi sunamamistir (Harper, 2010).
FISH tekniginin metodolojik smirliliklar1 arasinda, aymi anda smirli sayida
kromozomun analiz edilebilmesi, floresan sinyallerin {ist {iste binmesi, zayif veya non-
spesifik hibridizasyon ve c¢ekirdegin ii¢ boyutlu yapisindan kaynaklanan sinyal
kayiplart yer almaktadir. Ayrica sinyal sayimimin manuel olarak yapilmasi,
gozlemciye bagl siibjektif yorum farkliliklarina yol agabilmekte ve sonuglarin
tekrarlanabilirligini olumsuz etkilemektedir. Bu durum o6zellikle diisiik dereceli
mozaikligin saptanmasinda yontemin duyarliligini sinirlandirmaktadir (Munné, 2018).
Mozaik embriyolarda hiicreler arast1 kromozomal farkliliklarin yaygin olarak
goriilmesi, FISH tekniginin klinik karar verme siireclerindeki giivenilirligini daha da
azaltmistir. Bir embriyodan sinirli sayida hiicrenin analiz edilmesi, embriyonun genel
kromozomal yapisinin dogru sekilde temsil edilememesine neden olabilmektedir. Bu
durum, yanlis negatif veya yanlis pozitif sonug¢ riskini artirarak embriyo se¢imini
olumsuz etkileyebilmektedir (Harper, 2010).

Tiim bu teknik ve biyolojik sinirliliklar, andploidinin daha objektif, duyarli ve tiim
kromozomlar1 kapsayacak sekilde degerlendirilebildigi kapsamli kromozom tarama
(comprehensive chromosome screening, CCS) yontemlerinin gelistirilmesine zemin
hazirlamistir. Array tabanli karsilastirmali genomik hibridizasyon (array CGH), tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) dizileri ve yeni nesil dizileme (NGS) gibi ileri
teknolojiler, FISH tekniginin yerini alarak PGT-A uygulamalarinda giincel standart
yontemler haline gelmistir (Munné, 2018).

2.5.4.2. Array CGH Teknigi (Array Comparative Genomic Hybridization)

Array tabanli karsilastirmali genomik hibridizasyon (array CGH), preimplantasyon
genetik testlerde (PGT) andploidinin daha kapsamli ve objektif bicimde

degerlendirilmesini saglayan ileri molekiiler sitogenetik yontemlerden biridir. Bu
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teknik, embriyodan elde edilen genomik DNA’nin referans DNA ile birlikte floresan
isaretlenerek mikroarray platformlar: tlizerinde karsilastirilmasina dayanir. Bdylece
embriyoya ait tim kromozomlar es zamanli olarak analiz edilebilmekte ve
kromozomal kazang veya kayiplar yiliksek duyarlilikla saptanabilmektedir (Wells et
al., 2014).

Array CGH teknigi, FISH yonteminin aksine, yalnizca se¢ilmis kromozomlarla sinirl
kalmadan embriyonun tiim genomu hakkinda bilgi sunmasi nedeniyle PGT-A
uygulamalarinda énemli bir gelisme olarak kabul edilmistir. Ozellikle 24 kromozomun
tamaminin ayn1 anda degerlendirilebilmesi, nadir andploidilerin ve ¢oklu kromozomal
diizensizliklerin saptanmasina olanak tanimistir. Bu 6zelligi sayesinde array CGH,
embriyo se¢iminde daha giivenilir sonuglar elde edilmesini saglamistir (Fragouli &
Wells, 2011).

Teknigin bir diger 6nemli avantaji, sonuglarin sayisal veri olarak elde edilmesi ve
manuel sinyal sayimina ihtiya¢ duyulmamasidir. Bu durum, gézlemciye bagli siibjektif
yorum farkliliklarini azaltarak analizlerin standardizasyonuna katki saglamistir.
Ayrica blastokist evresinde trofektoderm biyopsisi ile birlikte kullanildiginda,
embriyonun kromozomal yapisinin daha dogru temsil edildigi bildirilmistir (Scott,
2013).

Bununla birlikte array CGH tekniginin bazi simirliliklar: da bulunmaktadir. Ozellikle
diistik diizeyli mozaikligin saptanmasinda yontemin duyarliligi sinirlt olup, mozaik
oraninin belirli bir esik degerin altinda olmasi durumunda sonuglar 6ploid olarak
raporlanabilmektedir. Ayrica bu yontem, dengeli translokasyonlar veya inversiyonlar
gibi yapisal kromozomal anomalilerin tespitinde yetersiz kalmaktadir (Fiorentino,

2014).

2.5.4.3. Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing, NGS) Yontemi

Yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing, NGS), DNA ve RNA
molekiillerinin niikleotid dizilerinin yliksek dogruluk ve yiiksek verimlilikle analiz
edilmesini saglayan ileri molekiiler genetik teknolojiler biitiiniidiir. Birinci nesil
dizileme yOntemlerinden en yaygin olan Sanger dizileme teknigi, yiiksek dogruluk
saglamasina ragmen diisiik verimlilik, yiiksek maliyet ve siirli analiz kapasitesi gibi

dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle genom ¢apinda analizlerin rutin olarak yapilmasi
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uzun yillar miimkiin olmamistir. NGS teknolojilerinin gelistirilmesiyle birlikte,
milyonlarca DNA fragmaninin es zamanli olarak dizilenmesine olanak taniyan paralel
dizileme prensibi benimsenmis ve genomik analizlerde devrim niteliginde bir ilerleme
saglanmistir. Bu gelisme, hem temel bilim arastirmalarinda hem de klinik tan
uygulamalarinda genom c¢apinda incelemelerin erisilebilir hale gelmesine katki
saglamistir (Metzker, 2010).

NGS teknolojilerinin temelini olusturan paralel dizileme yaklagimi sayesinde, tek bir
deneyde milyonlarca kisa DNA okumasi (read) elde edilebilmektedir. Bu durum, tiim
genom dizileme (whole genome sequencing), tiim ekzom dizileme (whole exome
sequencing) ve hedefe yonelik dizileme gibi farkli uygulamalarin gelistirilmesine
zemin hazirlamistir. Ayrica dizileme siiresinin saatler ile siirli olmasi ve birim baz
bagina maliyetin 6nemli Ol¢iide azalmasi, NGS’yi klasik dizileme yontemlerine
kiyasla ¢cok daha avantajli hale getirmistir. Giiniimiizde NGS, kanser genomikleri,
nadir hastaliklarin tanisi, prenatal ve preimplantasyon genetik analizler gibi pek ¢cok
alanda rutin olarak kullanilmaktadir (Shendure, 2017).

NGS tabanli analizler genel olarak birka¢ temel asamadan olusmaktadir: 6rnek
hazirlig, kiitiiphane olusturulmasi, amplifikasyon, dizileme ve biyoinformatik veri
analizi. Preimplantasyon genetik tarama (PGT-A) uygulamalarinda bu siireg, blastosist
evresinde gerceklestirilen trofektoderm (TE) biyopsisinden elde edilen sinirli sayidaki
hiicrelerle baslatilmaktadir. Bu biyopsi materyali genellikle 5-10 hiicre igerdiginden,
dizileme oncesinde DNA miktarinin artirtlmasi zorunludur. Bu amagcla tim genom
amplifikasyonu (whole genome amplification, WGA) yontemleri kullanilmaktadir.
WGA, mevcut DNA’nin rastgele veya yari rastgele ¢ogaltilmasini saglayarak dizileme
icin yeterli miktarda genetik materyal elde edilmesine olanak tanir (Handyside, 2010;
ESHRE PGT Consortium, 2018).

WGA sonrasinda elde edilen DNA, dizilemeye uygun uzunluklarda fragmanlara
ayrilmakta ve her fragmana platforma 6zgili adaptor dizilerine baglanmaktadir. Bu
adaptorler, DNA parcalarinin dizileme platformuna baglanmasini ve ayni ¢alismada
yer alan farkli Orneklerin birbirinden ayirt edilmesini miimkiin kilar. Kiitiiphane
hazirlama agamasi, NGS analizinin dogrulugunu ve giivenilirligini dogrudan etkileyen
en kritik basamaklardan biridir. Fragman boyut dagilimindaki diizensizlikler, adaptor

ligasyonundaki yetersizlikler veya DNA kayiplari, dizileme verilerinde yanliliklara
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yol agabilmektedir. Bu nedenle PGT-A gibi klinik uygulamalarda kiitiiphane kalitesi
titizlikle kontrol edilmelidir (Goodwin, 2014).

NGS platformlarinda dizileme islemi, kullanilan teknolojiye bagli olarak farkli
prensiplere dayanmaktadir. Illumina platformlari, “sequencing by synthesis” olarak
adlandirilan yontemi kullanmakta ve floresan isaretli geri doniisiimlii niikleotidlerin
eklenmesiyle dizileme gergeklestirmektedir. Ion Torrent sistemleri ise niikleotid
eklenmesi sirasinda agiga c¢ikan hidrojen iyonlarmi algilayan yari iletken tabanli bir
teknolojiye sahiptir. Her iki sistemde de amag, DNA dizisindeki bazlarin sirasini
yiiksek dogrulukla belirlemek ve milyonlarca kisa okuma iiretmektir. Bu ham dizileme
verileri, daha sonra biyoinformatik analizlerle referans genoma hizalanarak
yorumlanabilir hale getirilmektedir (Rothberg, 2008).

PGT-A uygulamalarinda NGS verilerinin degerlendirilmesi, kromozomlara ait okuma
sayilarinin kantitatif olarak karsilastirilmasina dayanmaktadir. Oploid embriyolarda
her kromozomdan elde edilen okuma sayilari belirli bir denge icerisindeyken, andploid
embriyolarda bu dengede anlamli sapmalar gdzlenmektedir. Okuma sayisindaki
artislar kromozomal kazanimlar1 (trizomi), azalmalar ise kromozomal kayiplari
(monozomi) isaret etmektedir. NGS’nin sagladigi yiiksek ¢oziiniirliikk sayesinde,
yalnizca tiim kromozomlara ait sayisal anomaliler degil, ayn1 zamanda daha kiiclik
segmental delesyon ve duplikasyonlar da tespit edilebilmektedir (Treff, 2015).

NGS yonteminin PGT-A alanindaki en Onemli avantajlarindan biri, embriyonik
mozaikligin saptanabilmesidir. Mozaik embriyolar, ayni embriyo icerisinde dploid ve
anoploid hiicre popiilasyonlarinin birlikte bulunmasiyla karakterizedir. NGS,
kromozomlara ait okuma oranlarinda gozlenen ara diizey degisimleri analiz ederek,
farkli mozaiklik oranlarmin tanimlanmasina olanak tanir. Bu 6zellik, embriyolarin
genetik yapisinin daha ayritili degerlendirilmesini saglamakla birlikte, klinik
sonuglarin yorumlanmasini da daha karmasik hale getirmektedir. Ozellikle diisiik
diizeyli mozaikliklerin klinik 6nemi konusunda literatiirde halen tartismalar devam
etmektedir (Viotti, 2020).

Bununla birlikte, NGS tabanli PGT-A analizlerinin bazi teknik smirhiliklar
bulunmaktadir. WGA  siirecinde  olusabilecek  amplifikasyon  yanliliklari,
kromozomlara ait okuma oranlarinda yapay sapmalara neden olabilmektedir. Ayrica

TE biyopsisinin yalnizca embriyonun dis hiicre tabakasini temsil etmesi, i¢ hiicre
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kitlesindeki genetik durumun birebir yansitilamamasina yol agabilir. Bu nedenle NGS
sonuglar1 degerlendirilirken biyopsi teknigi, embriyonun gelisim evresi ve morfolojik
ozellikler birlikte ele alinmalidir. Klinik kararlarin yalnizca genetik sonuglara degil,
biitiinciil bir embriyo degerlendirmesine dayanmasi Onerilmektedir (Greco, 2015;
Capalbo, 2017).

Sonug olarak NGS, PGT-A uygulamalarinda giiniimiizde en yaygin kullanilan ve en
kapsamli genetik bilgiyi saglayan yontem olarak kabul edilmektedir. Yiiksek analiz
kapasitesi, segmental anomalilerin ve mozaikligin saptanabilmesi gibi avantajlari
sayesinde embriyo se¢iminin daha objektif kriterlere dayandirilmasina katki
saglamaktadir. Ancak yontemin teknik sinirliliklarinin bilinmesi ve sonuglarin
deneyimli multidisipliner ekipler tarafindan yorumlanmasi, NGS verilerinin klinik
uygulamalarda giivenilir sekilde kullanilabilmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir

(Harper, 2018; ESHRE PGT Consortium, 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tiirii ve Deseni

Bu calisma, retrospektif ve tanimlayici-analitik nitelikte planlanmistir. Arastirmanin
temel amaci, blastokist kalitesinin embriyo andploidisi iizerindeki etkisini
degerlendirmektir. Bu kapsamda, preimplantasyon genetik test-andploidi (PGT-A)
uygulanmig blastokistlerin morfolojik kalite 6zellikleri ile kromozomal sayisal

durumlar arasindaki iligki incelenmistir.

Calisma, 2023- 2025 yillar1 arasinda Ozel Momart Tiip Bebek Merkezi’nde IVF/ICSI
tedavisi uygulanmig ve PGT-A analizi gerceklestirilmis embriyolara ait kayitlar
tizerinden ylriitiilmiistiir. Arastirma, embriyoloji laboratuvart kayitlar1 ve genetik

analiz raporlar1 kullanilarak retrospektif olarak gerceklestirilmistir.
3.2. Arastirmanin Orneklemi

Arastirmanin  &rneklemini, belirtilen tarih arahginda Ozel Momart Tiip Bebek
Merkezi’nde IVF/ICSI tedavisi uygulanmig ve PGT-A analizi yapilmis, dahil edilme
kriterlerini karsilayan toplam 221 blastokist olusturmaktadir. Calismaya yalnizca
blastokist evresine ulasmig ve trofektoderm biyopsisi uygulanmig embriyolar dahil

edilmistir.
3.3. Veri Toplama Yontemi

Bu ¢alismada veriler, Ozel Momart Tiip Bebek Merkezi’nde Eyliil 2025 — Aralik 2025
tarihleri arasinda IVF/ICSI tedavisi uygulanmig hastalara ait embriyoloji ve genetik
laboratuvar kayitlar1 incelenerek retrospektif olarak elde edilmistir. Calismaya dahil
edilen tiim veriler, hasta kimlik bilgileri gizli tutulacak sekilde anonimlestirilmis

kayitlar iizerinden degerlendirilmistir.

Arastirma kapsaminda 98 hastaya ait toplam 221 blastokiste iliskin veriler

toplanmustir.
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Hastalara ait demografik veriler kapsaminda anne ve baba yasi klinik kayitlar

iizerinden elde edilerek analizlerde kullanilmak iizere kaydedilmistir.

3.4. Dahil Edilme ve Dislanma Kriterleri

Dahil Edilme Kriterleri

IVF/ICSI tedavisi uygulanmig hastalara ait embriyolar olmasi

o Blastokist evresine (giin 5 veya giin 6) ulagmig embriyolar

o Trofektoderm biyopsisi uygulanmis olmasi

e PGT-A analiz sonucu bulunan blastokistler

o Blastokist morfolojik degerlendirmesi (genisleme derecesi, ICM ve TE

skorlar) kayit altina alinmis embriyolar

Dislanma Kriterleri

o Blastokist evresine ulagmamig embriyolar

e Trofektoderm biyopsisi uygulanmamis embriyolar

e PGT-A analizi tamamlanmamis veya sonug raporu bulunmayan blastokistler

e Morfolojik degerlendirme verileri eksik olan embriyolar

3.5. Etik Kurul Onay1

Bu calisma i¢in etik kurul onay1, Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi Etik Kurulu’ndan
alimmigtir. Arastirma, 11.12.2025 tarihli ve 2025/012-1726 sayili toplant1 karari ile

onaylanmuistir.
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3.6. Blastokist Morfolojik Degerlendirme Kriterleri

Bu c¢aligmada  blastokistlerin ~ morfolojik  degerlendirilmesi,  embriyoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan Gardner ve Schoolcraft blastokist
siniflandirma sistemi temel alinarak gergeklestirilmistir. Tiim blastokistler, blastosol
genisleme derecesi ile i¢ hiicre kitlesi (inner cell mass, ICM) ve trofektoderm (TE)

morfolojileri agisindan degerlendirilmistir.

Blastosol genisleme derecesi, blastokistin gelisim evresini yansitacak sekilde 1’den
6’ya kadar smiflandirilmistir. Buna gore; erken blastokist (evre 1-2), tam blastokist
(evre 3), genislemis blastokist (evre 4) ve kismen veya tamamen zona pellusidadan

cikmis blastokistler (evre 5—6) olarak degerlendirme yapilmstir.

Ic hiicre kitlesi (ICM), hiicre sayisi, hiicrelerin kompakthigi ve diizenlenme
ozelliklerine gore A, B ve C olmak fizere li¢ kalite sinifina ayrilmigtir. ICM-A, siki
sekilde paketlenmis ve hiicre sayisi fazla olan yapilari; ICM-B, orta derecede kompakt
ve hiicre sayis1 orta olan yapilar;; ICM-C ise hiicre sayis1 az ve diizensiz yapilari

tanimlamaktadir.

Trofektoderm (TE) degerlendirmesi ise hiicre sayisi, hiicrelerin diizenlenme bi¢imi ve
epitel biitiinliigii dikkate alinarak A, B ve C seklinde siniflandirilmistir. TE-A, ¢ok
sayida, diizenli ve homojen hiicrelerden olusan yapilari; TE-B, orta sayida ve kismen
diizensiz hiicreleri; TE-C ise az sayida ve diizensiz hiicrelerden olugan yapilar1 ifade

etmektedir.

Her bir blastokist, genisleme derecesi ile ICM ve TE skorlarinin kombinasyonu
kullanilarak kalite agisindan tanimlanmis; elde edilen morfolojik veriler, PGT-A
sonuclari ile iliskilendirilmek {izere analiz edilmistir. Degerlendirmeler, rutin klinik

uygulamalara uygun olarak deneyimli embriyologlar tarafindan gerceklestirilmistir.
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3.7. PGT-A Uygulama Yontemi ve NGS Protokolii

Bu c¢alismada blastokistlerin kromozomal sayisal durumlarinin degerlendirilmesi
amaciyla Preimplantasyon Genetik Test—Anoploidi (PGT-A) uygulanmis olup,
analizler yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing, NGS) temelli yontemler

kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.7.1. Trofektoderm Biyopsisi

PGT-A islemi kapsaminda, blastokist evresine ulasmig embriyolardan trofektoderm
(TE) biyopsisi alinmistir. Biyopsi iglemi, blastokistin i¢ hiicre kitlesine (ICM) zarar
vermeyecek sekilde, genislemis blastokist evresinde gerceklestirilmistir. Bu agamada
trofektoderm tabakasindan sinirlt sayida hiicre 6rneklenmis ve genetik analiz igin

uygun kosullarda muhafaza edilmistir.

Biyopsi  isleminin  ardindan  embriyolar, klinik = uygulamalara  uygun
olarak vitrifikasyon yontemiile dondurulmus ve genetik analiz sonuglari elde

edildikten sonra transfer planlamas1 yapilmistir.

3.7.2. DNA Amplifikasyonu ve Kiitiiphane Hazirhg:

Trofektoderm biyopsisinden elde edilen hiicrelerden izole edilen DNA 6rneklerine,
smirli miktardaki genetik materyalin analiz edilebilmesi amaciyla tiim genom
amplifikasyonu (Whole Genome Amplification, WGA) uygulanmistir. Bu asamada
elde edilen amplifiye DNA, NGS analizine uygun hale getirilmistir.

Amplifikasyon sonrasinda DNA Ornekleri, dizileme islemi igin kiitiiphane
hazirlama asamasina alinmistir. Kiitiiphane hazirlig siirecinde DNA fragmentasyonu,
adaptdr baglanmasi ve dizilemeye uygun yapilarin olusturulmas: saglanmistir.
Hazirlanan kiitliphaneler kalite kontrol asamalarindan gecirilerek dizileme

platformuna aktarilmigtir.
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3.7.3. Yeni Nesil Dizileme (NGS) ve Veri Analizi

Hazirlanan DNA kiitiiphaneleri, NGS platformu kullanilarak dizilenmistir. Dizileme
islemi sonucunda elde edilen ham veriler, biyoinformatik analizler araciligiyla

degerlendirilmis ve her bir embriyonun kromozomal kopya sayilar1 analiz edilmistir.

NGS tabanli analizler sayesinde tiim kromozomlar es zamanli olarak degerlendirilmis;
kromozomal kazanim veya kayiplar yiiksek ¢Oziiniirliikle tespit edilmistir. Analiz

sonuglarina gére embriyolar;

« Oploid (kromozomal olarak normal),

e Andploid (kromozomal sayisal anormallik iceren)

olarak siiflandirilmigtir. Mozaik embriyolar, NGS verilerinde gézlenen kopya sayisi

degisimlerine dayali olarak degerlendirilmistir.

NGS tabanli PGT-A yontemi; yiiksek duyarliligi, tim kromozomlari kapsayan analiz
olanag1 ve mozaik embriyolarin tespitine izin vermesi nedeniyle bu ¢alismada tercih
edilmistir. Elde edilen genetik analiz sonuclari, blastokist morfolojik kalite

parametreleri ile iliskilendirilerek degerlendirilmistir.

3.8. istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda elde edilen verilerin istatistiksel analizi, blastokist morfolojik
kalite parametreleri ile embriyo kromozomal durumu arasindaki iliskinin
degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirilmistir. Analizlerde blastokistlerin genisleme
derecesi, i¢ hiicre kitlesi (ICM) ve trofektoderm (TE) kalite skorlar1 ile PGT-A

sonuclari (Oploid ve andploid) karsilastirilmistir.

Tanimlayici istatistikler, kategorik degiskenler i¢in say1 (n) ve yiizde (%) olarak ifade
edilmistir. Blastokist kalite parametreleri ile kromozomal durum arasindaki iligkinin

degerlendirilmesinde ki-kare (y?) testi kullanilmistir.
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Blastokist morfolojik 6zelliklerinin Oploid olma olasilig1 {iizerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla lojistik regresyon analizi kullanilmistir. Bu analizde bagimh
degisken olarak embriyonun kromozomal durumu (6ploid / 6ploid olmayan), bagimsiz
degiskenler olarak ise blastokist genisleme derecesi, ICM ve TE kalite skorlar1 ele

alinmustir.

Istatistiksel analizlerde anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul edilmistir. Elde edilen

sonuglar tablolar halinde sunulmus ve bulgular literatiir esliginde yorumlanmaigtir.
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4. BULGULAR

Calismaya toplam 98 hastaya ait 221 blastokist dahil edilmistir. Hastalarin yaslar
degerlendirilmis olup, yas degiskeni tanimlayici istatistikler ile analiz edilmistir.

Blastokistlerin PGT-A sonuglar1 6ploid, andploid ve mozaik olarak siniflandirilmistir.

Tablo 1. Hastalarin Demografik Ozellikleri

Minimum-
Yas Ortalama =+ SS Maksimum
Anne 38,14 + 6,29 24_48
Baba 40,53 £ 6,27 27-56

Hastalarin (n=98) demografik 6zelliklerine iliskin ortalama ve standart sapmalar Tablo

4.1’ de verilmistir.

Blastokistler Gardner ve Schoolcraft morfolojik siniflamasina gore degerlendirilmis;
4BA ve lizeri kaliteye sahip blastokistler iyi kalite, 3AA—4BC aras1 blastokistler orta
kalite, 5CC ve alt1 blastokistler ise diisiik kalite olarak gruplandirilmistir.
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Tablo 2. Blastokistlerin Gardner Morfolojik Siniflamasina Gore Kalite
Gruplaria Dagilimi

Blastokist Kalite Blastokist Kalitesi n Y%
Grubu

o | Besman [

ek I

Toplam 221 100

Calismaya dahil edilen 221 blastokistin %55,7’si iy1 kalite, %32,1°1 orta kalite ve
%12,2’si diisiik kalite blastokist olarak siniflandirilmistir.

Tablo 3. Blastokist Kalitesi Ile Andploidi Durumu Arasindaki iliskinin

Degerlendirilmesi

BlaStkuSt Oploid (n, Anoploid Toplam .

Kalite %) (n, %) (n) P p

Grubu ° >0

Iyi 67 (%54,5) | 56 (%45,5) 123

Orta 28 (%39,4) | 43 (%60,6) 71 17,4 | 0,001

Koti 2 (%7,4) 25 (%92,6) 27
Toplam 147 0439 | 124 %s6.1)| 221

Iyi kalite blastokistlerde &ploidi oran1 %54,5 iken, bu oran orta kalite blastokistlerde
%39,4’e, diisiik kalite blastokistlerde ise %7,4’e diigmiistiir. Blastokist kalitesi

azaldik¢a andploidi oraninin belirgin olarak arttig1 gdzlenmistir.

Blastokist kalite gruplar ile kromozomal durum arasindaki iligkinin istatistiksel olarak

anlamli oldugu saptanmistir (3> = 17,4; sd = 2; p <0,001).
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Sekil 3. Blastokist kalite gruplarinda dploid ve andploid embriyolarin
yiizdesel dagilima.

Tablo 4. Anne Yas1 ve Blastokist Kalite Gruplarina Gore Ploidite Dagilim1

‘;‘:;’ Kalite f)ploid (n, %) | Anoéploid (n, %) | Toplam
lyi 39 (%55,7) 31 (%44,3) 70
<35 Orta 17 (%51,5) 16 (%48,5) 33
Koti 2 (%20,0) 8 (%80,0) 10
Iyi 28 (%47,5) 31 (%52,5) 59
235 Orta 11 (%34,4) 21 (%65,6) 32
Koti 0 (%0,0) 17 (%100) 17

Anne yas1 >35 olan grupta, blastokist kalite gruplarinin tiimiinde andploid blastokist
oranlarmin <35 yas grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu gdzlenmistir. Ozellikle kotii

kalite blastokistlerde >35 yas grubunda andploidi orant %100 olarak saptanmigtir.
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Tablo 5. Anne Yas: ve Blastokist Kalitesinin Andploidi Riski Uzerine
Etkisini Gosteren Cok Degiskenli Lojistik Regresyon Analizi

Degisken OR %95 Giiven Arahg: p
Blastokist Kalitesi
Iyi (Referans) 1,00 - -
Orta 1,37 0,75-2,50 0,311
Kaoti 12,33 2,79- 54,44 0,001
Anne Yasi
<35 (Referans) 1,00 - -
>35 1,66 0,95-2,90 0,078

Bagimli degisken embriyonun kromozomal durumu (andploid/6ploid) olup, bagimsiz
degiskenler blastokist kalite grubu (iyi referans) ve anne yasi (<35 referans, >35)
olarak analize dahil edilmistir. Sonuglar odds oran1 (OR), %95 giiven araligi (GA) ve

p degeri olarak sunulmustur.

Analiz sonuglarina gore, kotii  kalite blastokistlerin, 1iyi kalite blastokistlere
kiyasla andploid olma olasiliginin anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (OR
=12,33; %95 GA: 2,79-54,44; p < 0,001). Buna karsilik, orta kalite blastokistlerde
anoploidi riski iyi kalite blastokistlere gore artmis olmakla birlikte bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir (OR = 1,37; %95 GA: 0,75-2,50; p = 0,311).

Anne yas1 degerlendirildiginde, 35 yas ve iizerindeki olgularda andploid embriyo
goriilme olasiligl, 35 yas altiolgulara gbre daha yiiksek olmakla birlikte bu
iligkinin istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagsmadig: goriilmiistiir (OR = 1,66; %95
GA: 0,95-2,90; p = 0,078).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada blastokist morfolojik kalitesi ile embriyo andploidisi arasindaki iliski
degerlendirilmis ve blastokist kalite diizeyinin andploidi riski tizerinde belirleyici bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Elde edilen bulgular, blastokist kalitesi azaldik¢a
andploid embriyo oranlarinin anlamli bigimde arttigin1 ortaya koymustur. Bu sonuglar,
embriyo morfolojisinin yalnmizca gelisimsel potansiyeli degil, ayni zamanda

embriyonun kromozomal biitiinliiglinli de yansitabilecegini diislindiirmektedir.

Calismamizda yapilan ¢ok degiskenli lojistik regresyon analizi sonucunda, kotii kalite
blastokistlerin andploid olma olasiliginin iyi kalite blastokistlere kiyasla yaklagik 12
kat arttig1 saptanmistir. Bu bulgu, blastokist morfolojik degerlendirmenin yalnizca
implantasyon potansiyelini degil, ayn1 zamanda embriyonun genetik yapis1 hakkinda
da bilgi saglayabilecegini gostermektedir. Literatiirde yer alan bircok caligmada da
blastokist morfolojisi ile kromozomal durum arasinda anlamli bir iligki bildirilmistir.
Ozellikle i¢ hiicre kitlesi (ICM) ve trofoektoderm (TE) kalitesinin diisiik oldugu
blastokistlerde andploidi oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Capalbo vd.,
2014; Hill vd., 2013; Irani et al., 2018). Benzer sekilde Capalbo ve arkadaslar1 (2014),
blastokist morfolojik kalitesi arttikga Oploid embriyo oranlarmin da arttigini

bildirmistir.

Anne yas1 ile embriyo andploidisi arasindaki iliski uzun siiredir bilinmektedir ve ileri
anne yasinin embriyolarda kromozomal anormallik riskini artirdig1 birgok calismada
gosterilmistir (Hassold & Hunt, 2001; Fragouli & Wells, 2011). Bununla birlikte,
calisgmamizda anne yasinin blastokist kalitesi ile birlikte modele dahil edildigi ¢ok
degiskenli analizlerde bagimsiz bir risk faktorii olarak istatistiksel anlamlilik diizeyine
ulagmadig1 goriilmiistiir. Buna karsin, >35 yas grubunda andploidi oranlarinin <35 yas
grubuna kiyasla daha yiiksek olmasi, anne yasmnin embriyo genetik biitiinliigii
izerindeki etkisini destekler niteliktedir. Bu durum, anne yasinin embriyo kalitesi ve
blastokist morfolojisi lizerinden dolayli bir etki gosterebilecegini diislindiirmektedir.
Blastokist kalite gruplarina gore yapilan alt grup analizlerinde, her iki yas grubunda

da blastokist kalitesi diistiikce andploidi oranlarmin arttig1 gézlenmistir. Ozellikle >35
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yas grubunda diisiik kaliteli blastokistlerde andploidi oraninin %100 olarak
saptanmast, ileri anne yas ile birlikte kotii morfolojik 6zelliklerin birlestiginde genetik
riskin belirgin sekilde arttigin1 géstermektedir. Bu bulgu, ileri yas olgularda embriyo
seciminde morfolojik degerlendirmenin 6nemini vurgulamaktadir. Literatiirde yapilan
bazi caligmalarda da ileri anne yasina sahip hastalarda diigiik morfolojik kaliteye sahip
embriyolarda andploidi oranlarinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Irani vd., 2018;

McCoy, 2017).

Bununla birlikte, bazi1 calismalar blastokist morfolojisi ile kromozomal durum
arasindaki iligkinin smirli oldugunu veya morfolojik olarak iyi degerlendirilen
embriyolarda da andploidi goriilebilecegini bildirmistir (Munne vd., 2017; Greco et
vd., 2015). Bu durum, embriyo seciminde yalnizca morfolojik degerlendirmenin
yeterli olmayabilecegini ve genetik degerlendirme ydntemlerinin klinik 6nemini
ortaya koymaktadir. Ozellikle yeni nesil dizileme (NGS) tabanli preimplantasyon
genetik testlerinin (PGT-A) kullanima girmesi ile birlikte embriyolardaki kromozomal
anomalilerin daha yiiksek dogrulukla saptanabilmesi miimkiin hale gelmistir (Treff &

Zimmerman, 2017; Fiorentino vd., 2014).

Bu c¢alismanin bazi siirliliklar1 bulunmaktadir. Caligmanin retrospektif tasarima sahip
olmasi, hasta sayisinin tek merkezle sinirli olmasit ve mozaik embriyolarin ayr1 bir
analiz grubu olarak degerlendirilmemesi ¢alismanin baslica sinirliliklar: arasinda yer
almaktadir. Bununla birlikte, tiim embriyolarda NGS temelli PGT-A analizinin
uygulanmig olmasi ve blastokist morfolojisinin standardize edilmis degerlendirme

kriterlerine gore siniflandirilmasi ¢calismanin giiclii yonlerini olusturmaktadir.

Sonug olarak, bu calismanin bulgulari, blastokist morfolojik kalitesinin embriyo
andploidisi ile anlamli ve giiclii bir iliski gdsterdigini ortaya koymaktadir. Ozellikle
kotii kalite blastokistlerde andploidi riskinin belirgin sekilde arttig1 saptanmistir. Anne
yast andploidi i¢in 6nemli bir faktdr olmakla birlikte, blastokist kalite diizeyinin
embriyonun kromozomal durumunu O6ngdrmede bagimsiz ve giiglii bir belirleyici

oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen bulgular, yardimci iireme tekniklerinde embriyo seciminde blastokist

morfolojik degerlendirmenin klinik 6nemini desteklemekte ve ozellikle ileri yas

50



olgularda diisiikk kaliteli blastokistlerin  genetik risk acisindan dikkatle
degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir. Gelecekte yapilacak daha genis
orneklemli ve prospektif ¢alismalarin blastokist morfolojisi ile embriyo kromozomal
biitiinliigli arasindaki iligkinin daha net ortaya konmasmna katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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