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BOLUM |

GiRiS

Dogal yollarla ¢ocuk sahibi olmakta zorluk ceken ailelere yardim etmek
amaciyla kurulan tip bebek merkezleri saglikli nesillerin dogmasini saglamaktadir.
Elde edilen embriyolarin en saglikli olaninin segilmesi igin yapilan ¢alismalar tup
bebek merkezleri ile genetik merkezlerini ayni amag ig¢in bir araya getirmigtir.
Embriyolarin erken dénemde kayiplarinda en énemli faktorin genetik nedenli oldugu
gorulmustdr. Bunlardan en sik kromozom sayi anomalilerinin sorumlu oldugu
bilinmekte ve kromozomlari agisindan saglikli embriyolarin sec¢imi, gelisen teknoloji
ile gerceklestirilebilmektedir. Bu ¢alismada, implantasyonu yapilacak embriyolar igin
merkezimizde uygulamaya ge¢meden Once, gelisimi durmus embriyolarda FISH
yontemi ile sik rastlanilan andploidi oraninin saptanmasi, embriyolardaki kromozom
anomalilerinin ebeveynlerin demografik 6zellikleri ile embriyo canli kalma oranlari ve
baba adaylarinin spermiogram Ozellikleri ile karsilastirlmasi amaglanmigtir.
Calismanin sonunda, PGT yonteminin kurum bunyesindeki IVF merkezinde

endikasyonu olan giftlere uygulanmasi hedeflenmigtir.



Embriyolojiye girig
1. Embriyo Gelisimi Asamalari

Oogenezis (ovogenezis), oogonium denilen primitif germ hucrelerinin olgun oositlere
donusmesiyle gerceklesen olaylar dizgisidir. Hucrelerdeki bu olgunlasma sureci

dogumdan dénce baslar, cinsel olgunluga erisildiginde sona erer.

o Oositlerin dogum oncesi olgunlagmasi: Erken fetal yasamda, oogonium
mitoz bolinmeyle ¢ogalir. Oogonia, dogumdan énce primer oositleri olusturmak icin
hacimce buydr. Primer oosit olustugunda, ovaryuma ait stroma hucreleri ile
cevrelenir. Bu yapi, tek tabakali duzlesmis folikiler epitel hicrelerini olusturur. Bu

hicre tabakasi ile gevrelenmis primer oosit primer follikill olusturur.

Puberte boyunca primer oosit bayur, follikiler epitel hticreleri énce kibik sonra
prizmatik bir gérinim kazanir, bdylece primer follikil olusur. Primer oosit kisa sirede

zona pellusida adi verilen renksiz, hicre igcermeyen glikoprotein ortusuyle ¢evrelenir.

Primer oosit, ilk mayoz bdlinmesine dogumdan énce baslar ancak profaz puberteye
kadar tamamlanmaz. Primer oosit puberte boyunca cinsel olgunluga eriginceye kadar

ve Ureme sikluslari baslayincaya kadar profazda bekler.

Oositlerin dogum sonrasi olgunlagmasi: Puberte ile baglayan donemde her ay
genellikle bir follikiil olgunlasir ve ovulasyon olur. ilk mayotik bélinmenin uzun
stirmesi mayotik hatalarin sikhgindaki ylksekligi kismen agiklayabilmektedir. Ornek
olarak, anne yasinin artmasi nedeniyle, eslesmis kromatitlerin ayrilamamasi

“nondisjunction” olay arasindaki iligki verilebilir.

Dogumdan sonra kizlarda primer oosit olusmaz, puberteye kadar ovaryum
follikGllerinde beklerler. Follikil olgunlastikga primer oositin boyutlari artar,

ovulasyondan hemen once birinci mayoz bolunmeyi tamamlar. Sekonder oosit



hemen hemen tim sitoplazmayi alir, birinci polar cisimcige ise ¢ok azi kalir. |. Polar
cisimcik (PB |) kiguk, islevsel olmayan ve kisa slrede dejenere olacak bir hicredir.
Ovulasyondan sonra sekonder oositin ¢ekirdedi ikinci mayoz bélinmeye baslar ama
bélinme durdugunda sadece metafaza kadar ilerlemistir. Eger bir sperm oositin igine
girerse ikinci mayotik boélinme tamamlanir ve yine sitoplazmanin ¢odu bir hicreye
fertilize olmus oosite veya olgun ovuma gecer. Diger hlcre yani Il. polar cisim (PB II)

kisa slrede yok olur. Il. Polar cisimcik atildiginda oositin olgunlagmasi tamamlanir.

Zigotun yariklanmasi: Zigotta, tekrarlayan mitotik bolinmeler ile olusan
yariklanmaya bagl olarak, blastomer adi verilen hicrelerin sayisinda hizla bir artis
gerceklesir. Baslangicta iki blastomere ayrilan zigot, sirasiyla dort ve sekiz hucreli
asamalara ulasir ve artmis yuzey adezyon glikoproteinleri sayesinde siki bir
paketlenme dénemi baslar. On iki-on bes hicreli asamada embriyo artik morula adini

almaktadir (73) .
2, Embriyolarda Sik Bulunan Kromozom Anomalileri

insan embriyolarindan yapilmis kromozom analizleri, anéploidi sikliginin prenatal
testlerde bulunanlardan daha fazla oldugunu gdéstermistir (131). Bu nedenle
kromozomal olarak anomalili embriyolarin, gelisimin erken basamaklarinda
kayboldugu dusunulmektedir. Kromozomal anomalilerin, oositler, embriyolar,
spontan dusukler ve canli dogumlarda, anne yasiyla birlikte arttigi gosterilmistir
(64,65,101,154). Embriyonel dénemdeki kromozom anomalileri, ileri yas anne
adaylarindaki In-Vitro Fertilizasyon (IVF) basarisizliginin en 6énemli nedenlerinden
biridir. Embriyonun uterusa yerlesmesi ise anne yasiyla etkilenen bir diger faktérdur
(101,109). Otuz yas Ustunde bayanlarda IVF uygulamasini sonrasi blastokist

formasyonun daha az oranda olustugu gosterilmistir (75).



Saglikli embriyonun segimi, implantasyon oranlarini arttirmadaki en énemli etkendir.

Embriyo segimi direkt ve indirekt yontemler ile yapilabilir:

Direkt yontem: Morfolojik degerlendirme yapilarak, gelisimsel veya genetik

anomalilerin kontrolu gergeklestiriimektedir.

indirekt ydntem: Kiiltiirde bekleyen embriyolardan hangisinin en uzun siireyle
yasamakta oldugu kontrol ediimekte ve blastokist formasyonu olusturmasi

durumunda sagdlikl olduguna karar verilmektedir (131).

Zigot ve bolinme asamasinda olan embriyodaki pek c¢ok morfolojik anomali,
kromozom bozukluklari ile iligkilendirilmistir (99). Fakat tim anormal morfolojiye sahip
embriyolar, kromozomlari agisindan anormal degildir. Bu nedenle blastokist olusumu

ile morfoloji ve andploid arasinda bir iligki kurulmaya calisiimaktadir (131).

Kromozomal anomalilerin ¢ogu |. Mayoz esnasinda meydana gelmektedir. Sik

gorulen trizomiler, anne yasi ile artmaktadir (71,136).

Genis kapsamli bir ¢alismada, 35 yas ustl olgulardan elde edilen 6733 oosit
degerlendiriimis ve tum oositlerin % 52,1’ i anormal; % 47.9° u normal olarak

bulunmusgtur (80) .

Embriyo dizeyinde 524 bolinme asamasi embriyo incelenmis ileri anne yasi ile
anoploidi; embriyonel arrest ile poliploidi ve yavas gelisim ile post-mayotik kromozom
anomalileri arasinda dogrudan iliski gosterilmigtir (101). Olgularin yas gruplarina
ayrildigi bir baska calismada ise 731 arrest embriyo tetkik edilmigtir. TUm
embriyolarin % 39’ u anormal iken bu oran 20-34 yas arasinda % 30,6; 35-39 yas

arasinda % 34 ve 40-47 yas arasinda % 52,4 olarak bulunmustur (92) .



A. Spermatogenez Basamaklari

Spermatogenezis, primitif germ hdcrelerinin  (spermatogonia) sperm veya
spermatozoona doénusmesi sirasindaki olaylari sirasiyla agiklar. Germ hucrelerinin
olgunlagsma sureci pubertede (13-16 yas) baslar ve yaslanincaya kadar devam eder.
Fetal hayatta spermatogonium, testis seminifer tubdllerinde inaktif durumdadir,
puberte ile birlikte sayilari artmaya baslar. Birkag mitoz bdlinme sonrasinda
spermatogonium buydr ve asamall bir gelisme sonrasi, seminifer tibul igindeki en
blylUk germ hicresi olan primer spermatosite donusur. Bundan sonra her primer
spermatosit, indirgenme bdlinmesi olan birinci mayoz bdlinmeye girer ve primer
spermatositin yarisi buyuklugunde iki adet haploid kromozomlu sekonder spermatosit
olusur. Sekonder spermatosit ikinci mayoz boélinmeye gecer ve dort adet haploid
kromozomlu spermatid olusur. Sekonder spermatositlerin yarisi buyuklagundeki
spermatidlerden, asamali olarak dort adet olgun spermium olusur. Gegirilen bu
degisim asamalari spermiogenezis olarak adlandirilir. Spermiogenezis dahil olmak
Uzere spermatogenezis yaklasik iki ay surer. Spermiogenezis tamamlandiginda
spermler, seminifer tibullerin lGmenine gecer.
Sertoli hucreleri, seminifer tubulde yerlesmis olan germ hucrelerini besler ve
destekler, ayrica spermatogenezisin duzenlenmesine katildiklari dusunuimektedir.
Spermler, seminifer tubulden, depolanacaklari ve iglevsel olarak olgun hale
getirilecekleri epididimise pasif olarak tasinir. Epididimis, testisin arka kisminda
yerlesmis ve uzun Kkivrintili kanallardan olusur ve bu kanal spermleri Uretraya tasiyan
ductus deferens ile devam eder.
Olgun sperm, bas ve kuyruktan olusan, serbest yUzebilen, aktif olarak hareketli bir
hdcredir. Spermin basi ile kuyrugunun birlestigi yer boyun kismidir, spermin basi,

hidcrenin en buyluk kismini olusturur ve haploid kromozomlu nukleus igerir.



Nukleusun 2/3 6n kismindaki akrozom yapisinin iginde buluanan pek ¢ok enzimden
en Onemlisi akrozindir. Fertilizasyon sirasinda bu enzimler salindigi i¢in spermin
korona radiata ve zona pellusidadan ge¢gmesi kolaylasir. Spermin kuyrugu, orta, esas
ve son parga olmak Uzere U¢ boélumden olusur. Kuyruk spermin hareketini saglar ve
fertilizasyonun gerceklesecedi bolgeye gitmesine yardim eder. Kuyrugun orta
parcasinda bulunan mitokondriler hareket icin gerekli olan adenozin trifosfati (ATP)
saglar. Bu mitokondrial kilifin, kuyrugun kamg¢i hareketlerini yaptirdigina
inaniimaktadir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, dondurularak hazirlanmis sigan spermatogonial
kok hucrelerinin ¢ozullp fare testisine implante edildikten sonra, dondr hucrelerinin
alicida da yeni iglevsel spermler Urettigi gozlenmistir. Bu nedenle, spermatogonial
kok hucrelerin farkli turlere transplante edilerek, anne babadan farkli yapida canli
elde edilmesi (ksenogenik spermatogenez) konusu tartisiimaktadir. Gelecekte, bu
konuda ¢ok sayida biyolojik ve tibbi uygulama olacagi dusunulmektedir.

Mayoz, germline diploid hucrelerin, haploid gamet hucrelerini vermek Uzere
bolinmesi olayidir. Mayoz, bir kez DNA sentezini takiben iki kez kromozom
segregasyonu ve hlcre bolunmesinden olusur. Germ hicre kusaginda, primer
spermatositler veya primer oositler, mayoz 6ncesinde bir seri mitoz bolinmelerle
cogalmistir. Erkek ve disi gametlerin gecirdikleri sureg¢ birbirinden farkli olmakla
beraber olaylarin sirasi aynidir.

Birbirini takip eden iki mayoz bolinme Mayoz | ve Mayoz Il olarak adlandirilir.
I. Mayoz bolinme, ayni zamanda indirgenme boliunmesi olarak bilinir guinkd; profaz
evresinde homolog kromozom sayisinin profazda homologlarin giftlesmesi mayoz | in
anafaz evresinde farkli hucrelere ayrilmasi ile diploid sayidan haploid sayiya

indirgendigi bélunmedir. I. Mayoz bolinme ayni zamanda genetik rekombinasyonun



(Mayotik krossing-over) oldugu asama olarak ta dikkati ¢eker. Krossing-over
sirasinda DNA nin homolog segmentleri homolog kromozom giftlerinin, homolog
olmayan kardes kromotidleri arasinda degistirilerek mayozda olugan gametlerin birbiri
ile 6zdes olmamasi garantilenir. Rekombinasyon i¢in I. mayoz sirasinda homologlarin
uygun noktaya gelinceye kadar kendi iginde fiziksel olarak eslesmesi gerekir ve bu
durum mayoz sirasinda kromozomlarin dogru ayrilmasinin garantilenmesi icin de
onemlidir. X ve Y kromozomlari ger¢cek anlamda homolog olmasalar da kisa
uclarinda homolog segmentleri vardir ve bu her iki bolge cift olusturur.

I. Mayoz bdlinmede dogdru rekombine olmayanlar kromozomlarin ayrilamamasi
“Mayotik non-disjunction”, Down sendromu gibi kromozom sayi anomalilerinin temel
nedenlerinden birini olusturur.

[I. Mayoz bdlinme sirasinda mitoz bélinmede oldugu gibi kromatidler ayrilir ve her
yavru hucreye her kromozomun bir kromatidi gecer (73).

1. Mayoz | (Birinci Mayoz Bollinme)

a. Profaz I: |. Mayoz bolinmenin profazi, dnemli genetik sonuglari nedeniyle mitotik
profazdan birgok yonde ayrilan gesitli evrelerle tanimlanan bir suregtir. Tum evreler
boyunca, kromozom surekli kondanse olur ve daha da kisalip kalinlasir.

- Leptoten: Sentez fazinda replike olan kromozomlar, kondanse olarak ince iplikler
seklinde gorunur hale gelir. Erken evrede kardes kromotidlerin birbirine ¢ok yakin
olmalari nedeniyle ayri olduklari belirgin degildir.

-Zigoten: Bu evrede, homolog kromozomlar tum uzunluklari boyunca birbirine
yaklasip ciftler olusturmaya baslarlar. Cift olusturma sureci veya sinapsis, normalde
tum kromozom boyunca birbirine kargi gelen uygun DNA dizilerini bir araya getiren
bir suregtir ve rekombinasyon iglemi igin sinaptonemal kompleks gerekli olup

kromozomlarin bir arada tutulmasini saglar.



-Pakiten: Kromozomlar kisalmis, katlanmasi artmis ve sinapsis tamamlanmistir. Her
homolog kromozom cifti bivalent olarak gortnir. Pakiten, mayotik krossing-over yani
genetik rekombinasyonun gergeklestigi evredir.

- Diploten: Bu asamada sinaptonemal kompleks ortadan kaybolur ve her bivalentin
iki komponenti birbirinden ayrilmaya baglar. Homolog kromozomlar ayriimakla
birlikte, her birinin sentromeri batunligunu korur ve kardes kromatidler birlikteligini
surdurdr. Sonugta “kiazma” denilen bdlgelerden birbirine tutunmus olarak bulunurlar.

- Diakinez: Bu evrede kromozomlar maksimum kondensasyona ulasir.

b. Metafaz I: Mitozda oldugu gibi niikleer membranin yok olmasi ile baslar. ig iplikleri
olusur ve kromozom giftleri sentromerleri farklh kutuplara dogru olacak sekilde ekvator
duzlemine yerlesgir.

c. Anafaz I: Her bivalentin iki Uyesi birbirinden ayrilir ve sentromerlerinden tutunmus
kardes kromatidler de ayrilarak hicrenin kutuplarina dogru cekilir. Boylece kromozom
sayisl yarlya iner ve |. mayoz bdolinmenin sonundaki hicreler haploid kromozom
sayisina sahip olur. Farkh bivalentler birbirinden bagimsiz bir araya gelir ve sonug¢
olarak, maternal ve paternal orijinli kromozom setleri rastgele kombinasyonlarla
siralanir. Yirmi U¢ kromozom iftinin gametlerde bulunabilecek olasi kombinasyon
sayisl 2% (> 8 milyon) tur. Aslinda ebeveynlerden c¢ocuklara gegirilen genetik
materyaldeki gesitlilik, krossing-over iglemi nedeniyle ¢ok daha fazladir. Bu iglem
sonunda tipik olarak her kromatid ebeveyn ciftlerinin Uyelerine ait pargalar igerir,
ornegdin bu evrede, tipik bir kromozom 1 degiserek paternal ve maternal orijinli 3-5
parcadan olusur. Hlcre bolinmesi sirasinda bir ¢ok hata olabilir. . mayoz
bolinmenin anafaz evresi, homolog kromozom ciftlerinin zit kutuplara gitmek yerine
ayni kutba gitmesi ile sonuglanan non-disjunction “ayrilamama” adi verilen hataya en

fazla yatkin evredir.



d. Telofaz I: iki haploid kromozom seti normalde zit kutuplarda toplanmislardir.
2, Sitokinezis

Telofaz | evresinden sonra, hicre iki haploid yavru hicreye bolinir ve
mayozun interfaz evresine girer. Spermatogenezde, sitoplazma iki yavru hlcreye
hemen hemen esit olarak bolinmektedir ancak oogenezde, Urlnlerden biri (ikincil
oosit) sitoplazmanin neredeyse tamamini alirken diger Urln birinci polar cisim halini
alir. Mitozdakinin tersine interfaz kisadir ve Il. mayoz bélinme hemen baslar. Mayoz
ve mitoz bolinmelerdeki interfaz evreleri arasindaki en dnemli nokta, birinci ve ikinci
mayoz bolinme arasinda DNA sentez fazinin olmamasidir.
3. Mayoz Il (ikinci Mayoz Béliinme)
ikinci mayoz bélinme siradan bir mitoza benzer fakat Il. mayoz béliinmeye giren
hicrelerin her birinden 23 ¢ift kromozom igeren dort haploid hlcre olusur. I. mayoz
bolinmedeki krossing-over nedeniyle olusan gametlerin kromozomlari da 6zdes

degildir (73).

C. Spermlerde gorilen kromozom anoploidi insidansi

Dekondanse sperm nikleuslarinda 1960’ yillarin basindan itibaren FISH ydonteminin
kullanilmaya baslanmasi, bu hucrelerin kromozomal durumlari hakkinda bilgiye
ulagabilmemizi saglamistir (39,40).

Spermlerin kromozomal yapisinin gosterilmesi igin yapilan ilk ¢alismalarda hamster
oositleri ile insan spermlerini iceren deney sistemi kullaniimig ve bu yaklagimin FISH
e gore avantajlarinin ve dezavantajlarinin oldugu rapor edilmistir. GUnumuze kadar
yapilan galismalarin bakildiginda temelinde de FISH analizi yonteminin kullanildigi
gorulmektedir. Pek ¢ok erkek, Ozelliklerine ve kontrol gruplarina gore incelemeye

alinmig ve sayisal kromozom anomalileri hakkinda bilgi toplanmistir. Bu 6zelliklere



bakilarak kromozomal anomali tasiyicilari, infertil erkekler, yasa goére farkliliklar veya
bireysel risklere gére kromozom durumlari bildirilmigtir.

Temel kromozom anomali dizeyi:

Spermlerdeki ortalama anomali miktarini tespit etmek icin yapilan ilk ¢alismalarda,
saglikh donodrlerden alinan drnekler kullanilarak veriler toplanmaya baglanmistir
(39,40,89).

Yapilan farkli ¢calismalar ve incelenen kromozomlar sayesinde tim kromozomlar igin
farkli seviyelerdeki dizomi miktarlari belirlenmigtir. Bu c¢alismalardan c¢ikan farkli
sonugclar, farkh seviyelerdeki dizomi miktarlarina isaret etmekte ve Kkisiler arasi
farklihklarin aydinlatilmasinda yol gosterici olmaktadir.

Yapilan galismalarda, cinsiyet kromozomlari ile 21 ve 22 nolu kromozomlara ait
anomalilerinin sikliginin daha yuksek oranda bulundugu pek ¢ok arastirici tarafindan
bildirilmistir (40,89,155,156).

Daha onceki sperm c¢aligmalarinda da belirtildigi gibi, kromozom sayi anomalilerinin
tespiti ve spermlerdeki dizomi sikhdini belirlenmesi icin FISH analizi en iyi yontemdir.
Yapilan c¢alismalar otozomal kromozomlar i¢in dizomi sikhginin % 0,13, cinsiyet
kromozomlari igin 0, 37 oldugunu gdstermis ve ortalama andploid sperm oraninin
yaklasik % 6,5 oldugu rapor edilmistir (40).

Buna ek olarak, ortalama diploid sperm oraninin % 0,06-0,24 arasinda bulundugu
diger calismalar ile de desteklenmistir (39).

Sperm nukleuslarinda herhangi bir kromozom igin gorulen dizomi sikhdinin, paternal
kaynakl trizomik durumlara gore daha az oranda oldugu belirtiimektedir. Fakat sonug
olarak; anormal sperm sikligi ile andploidilere paternal katki arasinda iligki ileri

tartisilmasi gereken bir konu olarak énemini korumaktadir.



Mayotik bozukluk gdsteren olgular incelendiginde, sperm diploidisinin en sik
rastlanan kromozom bozuklugu oldugu gosterilmigstir (41).
Spermlerdeki kromozom anomalileri ile kromozomal anomalili embriyolar arasindaki
iligkiyi saptamak icin yapilan caligmalar cinsiyet kromozom anomalileri, otozomal
dizomiler ve nadir gorulen diploidileri ortaya ¢ikarmak Uzere yodunlasmistir.
Yapilan galismalarda triploid gebelik GrGnlerinde, diploid spermin olduk¢a 6énemli bir
role sahip oldugu goériimuis ve bu durumun anafaz | evresinde sinaptik anomaliler
nedeniyle olusabilecedi 6ne surulmustar (43).
Triploid gebeliklerin nedenini acgiklamak Uzere yapilan bir g¢alismada, c¢ogunun
(60/91) paternal kaynakh oldugu gorulmustir. Bu olgularda, % 61,6 oraninda diandrik
triploid (dispermi), % 8,3 oraninda diploid sperm ve % 1 oraninda ise post mayotik
bozukluk nedeniyle olustugu tespit edilmistir. Diploid pronukleus orani oligospermik
olgularin Y2 Unde, kriptozoospermilerin 2 sinde ve azospermik olanlarin %2 sinde
gorulmastur (42).
Sperm anomalisi agisindan izlenen gruplar:

- Cinsiyet kromozom sayI anomalisi tasiyicilari

- Yapisal kromozom bozuklugu tagiyicilar

- Normal karyotipe sahip infertil erkekler

- Cinsiyet kromozom sayi anomalisi taglyicilart:

Dekondanse sperm nukleusunda gercgeklestirilien FISH c¢alismalarinin gogu, mozaik
veya mozaik olmayan Klinefelter sendromlu olgularin durumlarini ortaya ¢ikarmistir.
Bu c¢alismalarin ¢odu cinsiyet kromozom hiperhaploidilerini ve diploid spermlerin
varligini  gostermigtir (43). Cinsiyet kromozom hiperhaploidilerinin spermlerde
goOrulme sikliginin artmasi, mayotik sure¢ sirasindaki anormal dagilimin beklenen bir

sonucu olarak karsimiza cikmaktadir. Klinefelter olgularinda vyapilan FISH



calismalariyla; pakiten hacrelerinde % 60 oraninda XXY gdézlenmesi, anormal
hicrelerin mayoza girebilme yetisinin oldugunu goéstermistir. Fakat bu anormal
spermlerin mayotik sureci tamamlayamadiklari, sadece ¢ok az bir kisminin (% 0,1)
dizomik oldugu gosterilmistir (156). Bu sonuglar, Klinefelter olgularinin spermlerinde
gorulen cinsiyet kromozom dizomilerinin, normal bireylerde goérulen bdlinme
anomalilerinin sebebiyle ayni oldugunu disundirmektedir (98).
Sayisal cinsiyet kromozom anomalisi tasiyan olgular ¢ogunlukla cinsiyet
kromozomlari agisindan spermatositlerinde artmis dizomi insidansi gosterir (19,156).
Mozaik olmayan XXY-Klinefelter olgularinda yapilan c¢alisma, cinsiyet kromozom
dizomisinin % 7,69 ; mozaik (XY/XXY) olgularda % 2,54 ve XYY olgularinda ise %
3,97 oraninda oldugunu gostermistir (98).
Klinefelter sendromlu olgularin, gercekten mozaik olmadiginin gdsterilmesi, bu
duruma sahip olgularin ICSI (Intra cytoplasmic sperm injection) ile gocuk sahibi
olmasinin saglanabilmesi agisindan énem tasimaktadir. Normalde mozaik olmayan
Klinefelter sendromlu olgularin |. Mayoz asamasina gegcemedikleri bilinmektedir
(22,114). Klinefelter olgularinin germ line mozaik olmasi durumunda, spermatozoon
Uretebilmesi ve olgularin ICSI ile ¢ocuk sahibi olabilmeleri mumkuin olmaktadir.
Uretilen spermatositler de, XY hiicre kusadindan normal olarak koken aldigi igin
cinsiyet kromozom anomalilerinin gosterilmesine gerek duyulmamaktadir (59,146).
Sonug olarak, dusuk dizomik sperm frekansi nedeniyle, XXY ve XYY olgularinda,
ICSI dncesi iyi bir genetik danisma verilmesi dnerilmektedir.

- Yapisal Kromozom bozuklugu Tasiyicilari
Translokasyon tasiyicisi bireylerden elde edilen spermler pek ¢ok arastirmaci
tarafindan incelenmistir (20,28,49,56,91,152). Bu translokasyon tasiyicisi bireylerde

goOrulen kromozomlarin mayoz sirasinda ayrilmasi, i¢cerdigi kromozom pargalarinin



durumuna ve spermlerin dengeli olup olmamasina bagh olarak degisiklik
gOstermektedir (20).
Preimplantasyon genetik Tani (PGT) igin en uygun aday olan bu bireylerde, 6ncelikle
Fluoresan in-situ hibridizasyon (FISH) c¢alismalarinin yapilmasi o6nerilmektedir
(44,150,157). FISH c¢alismalari, uretkenlik durumlarinin belirlenerek risk yaklagimini
sekillendirecek ve saglikli bir genetik danigsma verilebilmesini kolaylagtiracaktir.
inversiyon tasiyicisi  olan olgularda bulunan anormal spermatosit frekansi,
inversiyonun uzunlugu ve ilmek olusturup olusturmama durumuna goére degisiklik
gostermektedir (1,29,74). Bu nedenle anormal sperm orani % 0 ile % 54,3 arasinda
degismektedir. Ornek olarak, inversion ilmegdi yoksa, rekombinant spermin
bulunmadidi fakat ilmek formu olusmugssa % 50 civarinda rekombinant spermin
oldugunu gorualmektedir.
Robertsonian translokasyon tasiyicilari igin anormal sperm orani % 3,4-40 arasinda
bulunurken, resiprokal translokasyon tasiyicilarinda bu oran % 47,5 ile % 81
arasinda degismektedir. Spermlerdeki bu dengesiz durumlar, kromozomlarin ve
translokasyon kismini igeren bdlgelerin 6zelliklerine goére sekillenmektedir. Bu
Ozelliklere, translokasyon pargasinin uzunlugu, G pozitif ve negatif bandlardaki
kiriklar, heterokromatin varligi ve kiazma olugsumu sirasinda bodlgeye yakinlik
gosterilebilir. Translokasyon tasiyicisi olgular Gretmis olduklari anormal sperm
yogunluklari nedeniyle beklenenden daha fazla oranda anormal embriyo
uretmektedirler. Bu nedenle PGD yaptirmak isteyen ailelere, ¢ok iyi genetik danisma
verilmelidir (46).

- Normal Karyotipe Sahip infertil Erkekler:
Yapilan ¢alismalarda, infertil erkeklerin spermlerinde ¢ocuk sahibi olanlara goére daha

yuksek andploidi oranlari oldugu gosterilmistir. Bu anomaliler daha ¢ok cinsiyet



kromozom hiperhaploidileri ve diploid sperm ntkleuslari seklinde olmaktadir (43,155).
Mayoz bélinmedeki duzensizlikler, oligoastenozoospermik olgularda anormal gamet
olusumunda esas rolu oynamaktadir. Ayrica spermatosit hareketi ve yogunlugundaki
anomalilerin, kromozom andploidi riski ile birliktelik gosterdigi bilinmektedir (155). Bu
durumun infertil olgulardaki etiyolojiyi agiklayacak genetik bir neden olarak 6ne
surllebilecegi  dusUnulmektedir. Agir oligoastenozoospermik  olgular, ICSI
uygulamasinin yapildigi en blyuk grubu olusturduklari i¢in, mayotik calismalar ve
sperm kromozom FISH analizlerinin gergeklestiriimesi ileri genetik danigsmanlik igin
gerekli gérilmektedir. ik trimestr disiikleri olan ¢iftlerden elde edilen spermatositler
incelendiginde daha yuksek oranda kromozom sayi anomalisine sahip olduklari
gOrulmustar (126).

infertil erkeklerde kromozom anomalisi normal populasyona gore on kat artmis
gorunmesine ragmen, pek ¢ok infertil erkek normal karyotipe sahiptir. Fakat bunlarin
¢ogunun spermiogramlari anormaldir. Yapilan c¢alismalarda, bu grup igin artmis
kromozom sayi anomalisi ve diploid sperm oranina rastlanmigtir. Bu bilgi klinik veri
olarak kullanilacak olursa, spermatositlerdeki andploidi ve diploidinin direkt olarak
sayl ve motilite ile iligkili oldugu sdylenebilir (26,52,127,155). Mayotik degisiklikler
anoploid ve diploid gametlerin olugsmasina neden olmaktadir. Anafaz | evresindeki
dizensizlikler, diploid sperm olusumunu, anéploid sperm olusumuna gore daha
kolaylastirmaktadir (43).
infertil erkekler ICSI uygulanan en biiyiik grubu olusturdugu icin, planlanan islemlerin

gerceklestirimesinden dnce ¢ok iyi bir genetik danisma almalari 6nerilmektedir.



D. Apoptozis ve infertilite iliskisi

infertilite tetkikleri arasina giren semen analizinde, giinden giine gelisen teknolojik
araclari kullaniimaktadir. Uygulanmaya basladigi ilk glnden itibaren laboratuvarlar
arasi farkh yontemlerin kullaniimasi, analizin subijektifligini ortaya koymaktadir.
Olgimler arasindaki bu farkliiklar, semen analizinin erkek infertilitesinin
aciklanmasindaki giiclini zayiflatirken, 1999 yilinda Diinya Saglik Orgitii (WHO)
yontemler arasindaki farklari ortadan kaldirmak Uzere kilavuz rehber hazirlamistir
(160). Bdylece ICSI uygulanacak olgularin sperm yogunlugu, hareketi ve morfolojileri
acgisindan incelenmesine bir standart getirilmistir. Bu standardizasyon, tedaviye
ragmen baba olamayan infertil erkeklere bu sansin ne oranda etki edeceginin
gOsterilmesini saglamistir.

Fakat her yeni yontemde oldugu gibi ICSI uygulamalarinda da bazi sorunlari
goOrulmektedir. ICSI uygulamasi yapiimis bebeklerde, normallerine goére artmig
cinsiyet kromozom anomalileri saptanmaktadir (66). Ayrica artan baba yasiyla iligkili
olarak germ hucre kusaginda hucre hasarlanmasi gorilmektedir (142). Erkek germ
hiucrelerindeki bu DNA hasarlanmasi, bir bakima DNA tamir mekanizmalarindaki
azalma nedeniyle karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle, spermatogenezis sirasinda
hicresel mekanizmalar, bu hasarlanmig spermlerin timuyle apoptozise girmesine
izin verir ve esey hucre farklilagsmasi bdylece sorunsuz tamamlanmis olur (57,95).
Sonug olarak ejakule edilmis gametler hem mitotik hem de nukleer yonden genetik
hasarlanmay1 gosterebilmektedir (133). DNA hasarlanmasi, zigot igine tasinabilmekte
ve ardindan birinci bolinme asamasina kadar tamir edilmesi gerekmektedir.
Fertilizasyon sonrasi donemde gerceklesen en ufak bir hata ise kargsimiza mutasyon

olarak ¢gikmakta ve dogumdaki sagliksiz gocuklarin bir sebebi olabilmektedir (3,5).



1. Sperm DNA'’ siI ve ozellikleri

Sperm kromatini, somatik hlcrelerdeki yapi ve kompozisyondan farklilik gdsterir.
Spermiogenezis sirasinda, kuglk boyutta temel protaminlere donen histonlar,
normaldekinin yarisina inerler. DNA ise tek superkoil seklindeki simitlere benzer bir
yapi olusturur ki “toroid” adini alir (53,121,158). insan spermatositlerinde bulunan iki
tip protamin (P1 ve P2) disulfid baglari icin daha dusuk thiol gruplarina sahiptir ve bu
durum spermi daha az stabil yapar. Sperm DNA si epididimis boyunca protamin
capraz baglari (crosslink) ile disulfit baglarini olusturarak, somatik hucrelerde
gorilenin altida biri boyuna kadar sikistiriimis olur (53). Bu yuksek duzeydeki ¢apraz
bagli yapi, sperm DNA sinin korunmasindaki dnemi gosterir. DNA hasarlanmasi fertil
erkeklerde bile meydana gelirken, pek ¢ok calismada, infertil erkeklerin sadece daha
fazla DNA hasarlanmasi degil, ayni zamanda H202 ve X radyasyonun zararli
etkilerinden daha fazla etkilendigi gorulmustur (69,93).

2. DNA Parcalanmasinin Nedenleri

Erkek esey hiucre kusagindaki DNA hasarinin kaynagi, bugune kadar
aydinlatilabilmis degildir. DNA hasari, testiste, epididimiste veya ejakulasyon sonrasi
donemde gergeklesebilir. Bazi DNA c¢entikleri, DNA nin tersiyer yapisinin
olusturulmasi sirasinda torsion stresini azaltmak igin ve spermatidlerin uzamasi
sirasinda, protaminlerin histonlarin yerine gegmesi asamasinda gerekli olmaktadir
(15,94,130). Fakat bu kalici centikler, asir topoizomeraz |l aktivitesi veya
topoizomeraz |l inhibitor eksikligi nedeniyle tamir edilemediginde ejakule edilmig
spermlerde DNA denatlrasyonu ve fregmantasyonu meydana gelebilir. Benzer bir
baska mekanizma da spermlerin epididimisten gecerken thiol gruplarinin yetersiz
oksidasyonu sonucu disulfit kopru formasyonu meydana gelmediginde, DNA’nin

hasarlanmaya karsi savunmasiz kalmasi ile sonuglanmaktadir.



3. DNA ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen radikalleri, artmis sentez ve azalmis antioksidan koruma nedeniyle
erkek infertilitesinde dnemli bir role sahiptir (4,45). Bu konudaki 6ncelikli mekanizma,
plazma membraninda lipid peroksidasyon kaskadinin uyarilmasi ile sperm-oosit
birlesmesi sirasinda gerceklesmektedir. Spermler, yliksek doymamis yag asidi ve
yetersiz tamir mekanizmasi nedeniyle, reaktif oksijen radikalleri tarafindan
etkilenmektedir. Oksidatif stres ile DNA hasar arasindaki iliskiyi gosteren calismalar
(32,38,71,149).  oksidatif stresin gelecekte erkek esey hlcre serisindeki DNA
hasarinin asil sorumlusu olarak gorilecegini dusundurtmektedir (6,10,132).

4. Sperm DNA Biitinligil ve Déllenme

H202 uyarimli oksidatif stres durumlarinin test edilmesi ¢galismalari sirasinda, dusuk
etkili streste, spermatositin dolleme yetenegdinin artmis oldugu gértlmektedir. Burada
az miktarda DNA hasarlanmasi olsa bile, tirozin fosforilasyon mekanizmalari bu
artisa neden olmaktadir. Yuksek orandaki oksidatif streslerde ise, sperm DNA si
yogun sekilde hasarlanmig, dollenme yetenegi de sperm plazma membranindaki
peroksidatif etkiden dolayr dugsmustur (5,10). Bu durumda, DNA hasarlanmasi ile in-
vitro fertilizasyon kliniklerindeki basari arasinda bulunan ters iliskinin desteklendigi
gorulmektedir. Dollenme icin kullanilan 1CSI yontemi, yuksek duzeydeki DNA
hasarlanmasindan etkilenmemektedir (8,48,67,84,87,145). ICSI uygulamasinda
kullanilan yontem, spermin direkt oosit igine yerlestiriimesi seklinde oldugundan ve
spermin fonksiyonel vyeterliligi 6nemli olmadigi igin, DNA hasarlanmasinin
dollenmeye etkisinin olmadigi sdylenebilmektedir.

5. Sperm DNA ve Preimplantasyon Gelisim

Dollenme, sperm DNA si ile oosit DNA sinin birlesmesi temeline dayanmasina

ragmen, DNA daki hasarlar dollenme sonrasi gelisimde rol oynamakta ve gelisimin



erken dénemde durmasina neden olmaktadir. Embriyo gelisimindeki bu bozuklugun,
baba kaynakli genomdan kaynaklanan transkripsiyon bozuklugu nedeniyle oldugu
dusundlmektedir (23,147). Preimplantasyon donemindeki embriyo gelisiminin, DNA
hasarlanmasi ile negatif yodnde iligkili oldugunun gosterilebilmesi igin Nick
Translasyon, COMET Assay, TUNEL ve SCSA gibi inceleme ydntemleri
geligtiriimigtir. Kromatin yapisindaki anormallikler, azalmigs embriyo bdlinmesiyle
sonuglandigindan ICSI uygulamasi yapilan baba kaynakli anormal genlerin bir
sekilde ortadan kaldiriimasi gerekmektedir. Blastosist kiltart yani uzun sureli kaltdr,
sadece canl ve saglikli embriyolarin yagsamasina olanak tanidigi icin basariyi

arttiracak gibi gérinmektedir.

6. Sperm DNA si ve Gebelik Kaybi Arasindaki iligki

Normal ciftlerde gorilen gebelik kaybi oraninin %10-12; IVF ve ICSI uygulamasi
yapilan bireylerde ise % 17-18 oldugunu gormekteyiz (141). Bu kayiplar, IVF
uygulamalarina umut baglamis ailelerde % 75 gibi basarisizlik oranlarini gosterirken,
psikolojik olarak streslerinin artmasina sebep olmaktadir. Spontan dusuklerin,
yaklasik % 50-70 oraninin kromozom anomalilerine, % 30-50 oraninin ise bilinmeyen
genetik ve epigenetik faktorlere bagh oldugu dusunulmektedir (120,139). Pek ¢ok
DNA anomalisi (DNA fregmantasyonu dahil), aciklanamayan tekrarlayici gebelik
kayiplari ile iligkili bulunmustur (27,132). Hayvan modellerinde toksik maddelerin
implantasyon sonrasi embriyonik kayiplara neden oldugu gdsterilmistir(63). Ayrica
ICSI yapilan olgularda, IVF yapilanlara gore daha fazla dusuk riski bulunmaktadir
(16). Cunku ICSI yontemi ile, normal kosullarda bir oositi dolleme yetenegine sahip
olmayan spermler de kullanilabilmekte ve spermde DNA hasarlanmasinin kontrolu

glnumuz teknolojisinde yapilamamaktadir.



Sonugta, embriyo gelisimi ve saglikli ddllerin olusturulmasinda babaya ait etkinin
arastirimasi oldukga onemli bir konuyu olusturmaktadir. Bu etkiler, genetik ve
epigenetik olarak insan sperminde gerceklesen DNA degisikliklerine baghdir. DNA
hasarlanmasi ile, basari orani dusmus doéllenme ve yuksek abortus oranlari arasinda,
dogru orantili bir iliski bulunmaktadir. Hatta ¢ocukluk c¢agi hastaliklar (6zellikle
kanserler) ile baba kaynakli DNA hasarlanmasi arasinda da bir iligki vardir (45).
TUNEL, COMET ve SCSA gibi inceleme yontemlerin kullaniimasina ragmen, insan
sperm DNA sindaki hasarlarin dogasi ve nereden kaynaklandigi tam olarak
bilinmemektedir. Bazi olgularda “xsenobioticlere” maruz kalma, sigara kullanimi,
mesleksel ¢evre faktorlerinin (agacg, metal isleri) anormal ¢ocuk sahibi olmaya neden
olabileceg@i belirtiimistir. Ayrica azalmig antioksidan koruma veya artmig serbest
oksijen turevleri nedeniyle oksidatif strese maruz kalma, erkek esey hucrelerindeki
DNA hasarlanmasiyla sonuglanmaktadir. Genetik, epigenetik ve c¢evresel faktorler
spermatogeneziste apoptozise, endojen endonukleazlarin aktivasyonu ile de

farkhlasan hucrelerde, DNA farklilagmasina neden olmaktadir (45).

E. Preimplantasyon genetik tani

Preimplantasyon genetik tani (PGT), prenatal taninin en erken sekli olup in-vitro
fertilizasyon (IVF) merkezlerinde olusturulmus embriyolarin iyi tanimlanmis genetik

hastaliklar agisindan analizini saglayan bir yontemdir (134).

PGT uygulamalari ilk olarak, 1990 yilinda Alan Handyside ve ark. tarafindan, X'e
bagli gecis gosteren hastaligi tasiyan anneden elde edilmis embriyolarin, erkek
cinsiyetine sahip olanlarinin ayrilmasi ile yapimigtir. Handyside ve ark bu
¢alismalarinda Y kromozomuna 6zgu primer dizilerini kullanarak polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) ydntemi tek hicrede gercgeklestiriimistir (62). Bu g¢alismanin



onderliginde PCR, daha sonra pek ¢ok tek gen hastaliginin tanisi igin dizenlenmis

ve farkli uygulamalari yapilmigtir (46).

Bin dokuz yUz doksanlarin basinda, tek hicrenin kromozom dizeyinde analizini
saglayan Fluoresan in-situ Hibridizasyon (FISH) ydnteminin geligtiriimesi ile, bu
yontem PGT calismalarinda uygulamaya girmis ve cinsiyet seciminde PCR yerine
tercih edilen bir uygulama olarak kabul edilmistir. FISH uygulamasi sadece cinsiyet
kromozomu i¢in degil, diger kromozomal sayi anomalilerinin analizini de saglamasi

nedeniyle kullanim alani genislemistir (143).

PGT nin kullanimindaki en temel amag, IVF merkezlerindeki implantasyon
bagarisinin arttirilmasi veya dusUklerin azaltlmasidir (100). ileri anne yasinda
gorulen oosit kalitesindeki bozukluk, implantasyon basarisizligindaki en o6nemli
nedendir (109). Spontan abortuslarda ve canli dogumlarda kromozomal sayi
anomalileri ile anne vyasl arasindaki dogru oranti, boélinme asamasindaki
embriyolarda da gosterilmigstir (70,93,101,154). Embriyo ve oosit dlizeyinde yapilan
¢alismalar, kromozom anomali oraninin spontan abortuslara goére ¢ok yuksek
oldugunu gostermistir (100). Bu durumun kromozomal anomalili embriyolarin klinik
olarak tani almadan ortadan kayboldugunu godstermektedir. Anne yasi ile
kromozomal sayl anomali sikligi arasindaki dogru orantinin, kromozomal anomalili
embriyolarin elenmesi ile tersine doneceg@i dusunulmektedir (78,107). Gunumuzde
kromozomal anomalili embriyolarin in-vitro fertilizasyonda kullanilmamasi, polar

body (PB) ve/veya blastomer analizini kapsayan PGT ile yapilabilmektedir (100).

Kavram olarak “genetik tani” (diagnosis) terimi, o6zel bir genetik hastaligin
mutasyonun veya kromozomal bozuklugun arastiriimasi demektir. Cinsiyete bagh
hastaliklar i¢in bazi durumlarda, mutasyonun tanimi imkansizdir, klinik olarak zordur

veya potansiyel hastalara uygulanamayabilir. Bu nedenle cinsiyet segimi amaciyla



yapillan PGT uygulamalari da “genetik tani” kavrami igine dahil edilebilir. Diger
yandan, tarama “screening” risk altinda olan popullasyonun tim bireylerinde bir
genetik hastaligin aranmasini, “preimplantasyon genetik tarama” ise, risk altindaki
embriyolarin, spesifik bir bozukluk amaciyla taranmasini ifade etmektedir. Risk
altindaki embriyolarin degerlendiriimesi, defektin ciddiyeti ve goérilme sikhgina
timuyle bagimh oldugundan, bazi PGT uygulayicilari PGD-Aneuploidy Screening
(PGD-AS) terimini kullanmaktadir. Fakat bu tarama, ortak bir 6zellige sahip risk
altindaki bir topluluk (6rn: anne yasi) ve aile hikayesi olmayan artmis genetik risk

altindaki bireylere uygulansaydi ger¢ek anlamda bir taramadan s6z edilebilirdi (137).

GUnumuzde kromozom anomalilerinin tespiti icin yapilan PGT uygulamalarinda,
endikasyonu olmadigi halde yapilanlari bir kenara ayiracak olursak, timunun PGT-

AS tanimina uyacak populasyonlari igerdigini gormekteyiz.

Etik yonden bakildiginda, PGT uygulamasinin avantajlari; ailenin gelecekte kargisina
cikabilecek bozuk ddllerinden korunmus olmasi, ailenin yasam kalitesinde bir artigin
gerceklesmesi ve “ahlak etkisi” denilen ebeveynlerin psikolojik olarak etkilenmeden

tekrarlayan hamilelik sonlandirmalarina gerek kalmamasidir.

PGT yapilmadan 6nce, uygulayici ekibin riskleri ¢ok iyi degerlendirmesi, hastayi
bilgilendirmesi ve birlikte karar verilmesi gerekmektedir. Her grup, kendince uygunsuz
buldugu durumlari rahatca belirtebilmelidir. Sonugta verilen karar, aday ve merkezin
ortak bir kesisim karari olmasi gerekmektedir. Bu yontem “paylasiimis ortaklik”
seklinde tanimlanabilir. Bununla birlikte, esnekligin sorumlulugu, uygulayici (saghk

uzmani) tarafinda olmalidir (137).



F. Preimplantasyon Genetik Tani Uygulama Yontemleri

PGT uygulamasi, biyopsi isleminden sonra, yapilacak iglemlerin 6zelligine gore
farklik gosterdiginden incelemesi yapilacak olan hastaliklarin kalitsal 6zellikleri g6z

onune alinmaktadir. Bunlar:
e Kromozom sayi anomalisi ve yapisal bozukluklar,

e Tek gen defektleri: otozomal dominant-resesif ve mutasyonu belli X’ e bagli

hastaliklar icin farkli algoritmler,
e Molekuler patolojinin gésterilemedigi cinsiyete bagimli hastaliklar (24).
1. Ovum Stimulasyonu ve Embriyoloji

infertilite klinikleri, bilimsel teknolojik ydntemler sayesinde, giderek artan sayida oosit
veya embriyoda PGT uygulamasi yapmaktadir. PGT uygulamasi i¢in oncelikle, ovum
stimulasyonun vyapilmasi ve oositlerin elde edilmesi gerekmektedir. Eksojen
gonadotropinler sayesinde ovum stimulasyonu ile pek ¢ok folikll olusturulmakta ve
bu sureg pelvik ultrasonografi (US) ile kolayca takip edilebilmektedir. Folikll sayi ve
gelisimi uygun hale geldiginde, oosit maturasyonu hormonal olarak duzenlenmekte
ve 34-38. saatler arasinda, oositler transvaginal US esliginde follikller sivi igerisinden
aspire edilmektedir. IVF amaciyla, oositler uygun besiyeri ortamina aktarilarak,
spermler ile fertilize olmasi i¢in gece boyu inkiube edilmekte veya tek bir spermin,
olgun oosit igine yerlestiriimesini sadlayan intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
yontemi uygulanmaktadir. ICSI yontemi, duslik sayi, zayif hareket yetenegi veya
bozuk sperm morfoloji sorunu olan hastalar icin tercih edilmesi gereken bir yontemdir
(115). Bu uygulama ile 6nceki IVF denemelerinde basarisizligi olan olgular ve tum

PCR yapilmasi gerekecek PGT olgulari fayda gormektedir. Fazla sayida spermin



zona pellucida igine gecip paternal DNA’ nin yanhs tani durumlarina yol agabilmesini

engelledigi i¢in ICSI tercih edilmesi en uygun yontemdir (24).

Oositin, IVF igleminden sonraki guininde iki pronukleusun goériimesi iglemin basarili
olarak gergeklestigini gostermektedir. Bu embriyolar, ayrilarak gelisimini devam

ettirmesi icin kiltar ortamina yeniden yerlestirilir.

Genetik test igin biyopsi 6rnedi, gelisim basamaklarinin farkli zamanlarinda
uygulanabilir. Kromozomal sayi anomali taramasi (PGT-AS) i¢cin PGT uygulamasinin
ilk basamag@inda segcilecek olan en uygun biyopsi yontemi belirlenir.
2. Biyopsi yontemleri:

d. Polar body biyopsisi

e. Bolinme agsamasi embriyo biyopsisi

f. Blastokist biyopsisi

g. Dondurma islemi sonrasi biyopsi
a. Polar Body (PB) Biyopsisi:

PB biyopsisi, ekstra embriyonik materyal olmasi ve embriyonun gelisimine etkisinin
az olmasi nedeniyle avantajlidir. Ayrica etik agidan daha kabul edilebilir bir durum

olarak degerlendirilmektedir.

Olgun oosit, 23 adet bivalent maternal kromozom igeren |.PB nin gorulmesiyle
karakterizedir. Fertilizasyon Oncesi, |. PB, oositten uzaklastirilabilir kromozomlardaki
sayisal anomalileri gostermede kullanilabilir. Fertilizasyon sirasinda atilan 23
maternal kromatit iceren Il. PB de oositin durumunu belirlemek amaciyla genetik
testler igin kullanilabilir. Fakat PB, sadece anneden kalitilan genetik materyal

hakkinda bilgi vermekte, babadan kalitilan hastaliklar icin, tani araci olarak



kullanilamamaktadir. Buna ek olarak |.Mayoz sirasinda kromatitlerin anormal
ayrilmasini veya kirik noktalari tespit edilemeyen rekombinasyonlar icin PB

biyopsisinde PGT her zaman mimkun olmamaktadir (24).
b) Boliinme Asamasi Biyopsisi

iki veya 4 hiicreli asamada iken yapilan biyopsi, embriyoda bol miktarda hiicrenin
kaybina neden olmakta ve bu kayip embriyonun gelisimsel potansiyeli Uzerine negatif
etki etmektedir. Bolinen embriyonun her bir hicresi, 8-16 hilcreli asamaya ve
embriyonun paketlenme (sikilasma) surecine kadar kadar ne yonde gelisecegi
belirgin degildir. On alti hicreli asamadan itibaren, siki baglantilar (tight junctions)
sekli olusturmaya baslar ve hicresel yonlenme (apposition) her bir hicreyi ayirmaya
bagslar. Hucre sayisi 8-12 adet iken, blastomerler totipotent yetenegde sahiptir ve siki
baglantilar gergeklesse bile, biyopsi basariyla uygulanabilmektedir. PGT merkezleri
tarafindan kabul edilen bu siki embriyonun biyopsisi, Ca-Mg icermeyen besiyerinde
(hucresel apozisyonu azaltmak igin) kisa bir sure inkube edildikten sonra

gerceklestirilir (24).

Bolinme asamasinda yapilan biyopsi hakkinda en ¢ok tartisma, alinacak blastomer
sayisinin bir mi yoksa iki mi olacagina karar verme sirasinda olmaktadir. iki hiicrenin
alinmasi, embriyonun hucresel miktarini ve gelisimsel kapasitesini azaltmaktadir.
Taninin dogrulugu, her iki hucreden elde edilen sonuglarin birbiri ile uyumlu gikmasi
ile arttirlmig olur. Gebelik olusturulmasi igin embriyolarin sayisi ve kalitesi dnemlidir.
Bu embriyolardan elde edilen iki hicre arasinda farkli sonuglarin ¢ikmasi, transfer

edilecek uygun embriyo sayisini ve hamilelik olasiligini azaltmaktadir (85,151).

Genetik taninin yapilmasindan sonra, gelisimin dordincu veya besinci guninde

(Blastokist asamasi) uygun embriyolar transfer edilmektedir (54). Bolunme asamasi



embriyo biyopsisinin etkinligi ve glvenligi ilk olarak fare embriyosunda gosterilmis ve

bu teknik gunumuize kadar pek ¢ok klinik uygulamada kullaniimistir (33,46,86).
c) Blastokist Biyopsisi

PB veya bodlinme asamasinda yapilan biyopsilerde temel sorun, elde edilen
materyalin azligi nedeniyle yetersiz ve dogru olmayan genetik taniyla
sonuglanabilmesidir. Blastokist agsamasinda yapilan biyopsilerde, embriyonun g
yuzden fazla hicre igermesi, embriyodan herhangi bir yikici etki yaratmadan daha
fazla hicre alinabilmesi kolaylagsmaktadir. Ayrica, blastokist biyopsisinde daha ¢ok
trofoektoderm hucresi alinarak fetlisu olusturan i¢ hicre kitlesinin (inner cell mass)
hasarlanmasi 6nlenmekte ve bdylece etik sorunlarin ortaya ¢cikmasi engellenmektedir

(37).

Blastokist biyopsisi, genel olarak fertilizasyondan sonraki besinci veya altinci giinde
yapilmaktadir. Hulcrelerin alinmasindan once, zona pellusida Uzerinde bir delik
acllmakta, hdcreler ya ignenin yavasca kaldirmasiyla ya da trofoektodermin

uyariimasi ile fiziksel olarak ayrilarak biyopsi gergeklestiriimektedir.

Blastokist biyopsisi, fare embriyolarinda basariyla uygulanarak, yuksek basari

oranlari ile hamilelik gerceklestirilmistir(37) .

Bu calismadan sonra, blastokist asamasina kadar insan embriyo kultGrandn

yapilmasindaki sorunlar nedeniyle, uzun bir stre insan g¢alismalari yapilamamistir.
d) Dondurma iglemi sonrasi biyopsi

GUnumuzde, iyi morfolojiye sahip ve duzenli bolinme gdsteren fazla embriyolarin
dondurulmasi, IVF/ICSI iglemlerinin rutin bir pargasidir. Fakat dondurulma iglemi
sonrasi, zona pellusidanin zayif olmasi nedeniyle biyopsi iglemi daha zordur.

Dondurma islemi sirasinda sik kullanilan protokol; embriyolarin pronukleer, bolinme



veya blastokist asamalarinda, buatinligd korunmus zona pellusidadan, koruyucu
maddenin  (cryoprotectant) difuzyon yoluyla embriyo igine aktariimasiyla
yapilmaktadir. Bu iglemin, biyopsi yapilmamis ayni dénemdeki embriyolarda, biyopsi
yapilanlara gére daha uygun oldugu gorulmustar (77). Buna ragmen, PB biyopsisi ve
bélinme asamasi biyopsisini takiben dondurulmasi ve ardindan eritilip anne adayina
yerlestiriimesiyle hamilelik gergeklestirildigi farkli yayinlarda bildirilmistir (83,162). Bir
diger calismada da, bolinme evresi biyopsisini takiben olduk¢a yuksek sag-canli
kalim oranlari gosterilmis ve ardindan yapilan transferlerdeki basari oraninin % 25

gibi yuksek bir degerde oldugu belirtiimigstir (82).

G. Preimplantasyon genetik tani endikasyonlari
1. Tek Gen Hastaliklari

Tek gen hastaliklari, embriyo duzeyinde taniya yonelik ilk caligmalari
olusturmaktadir. Tek hicreden elde edilen DNA’ nin analizi i¢in kullanilan klasik PGT
biyopsi ve PCR yontemleri, hizli ve guvenilir sonuglar verse de hala zahmetli ve zor
uygulamalardir. Tek gen hastaliklarinda, PGT uygulamalari igin ilk tanimlama kistik
fibrozis igin yapilmistir. Kistik fibrozis, Avrupa topluluklarinda 1/2500 sikhkta
gorulmekte ve hastalarin ¢gogunlugu, homozigot AF508 mutasyonunu tasimaktadir.
Ayrica, belirli toplumlarda sik goérulen B globin gen defektleri (Orak hicre anemisi, 3
talasemi) ve spinal muskuller atrofi gibi otozomal resesif hastaliklar i¢cin PGT

uygulamalari yapilmistir (134).

Myotonik distrofi, Huntington hastali§i ve Marfan sendromu gibi otozomal dominant
hastaliklar icin de PGT uygulamalari da gelistiriimeye baslanmistir. Otozomal

dominant hastaliklara PGT uygulama sikligi, otozomal resesif olanlara gore daha



azdir. Fakat otozomal dominant hastalida sahip bireylerdeki % 50 defektli dol
olusturma riskinin, resesif bireylerdeki % 25 ten fazla olmasi nedeniyle, yakin zaman

icinde PGT uygulamalarinin artacagi dastunutlmektedir (134).

European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) PGT
Konsorsiyumu’ nun yayinladigi Gguncu raporda, 26 farkli merkezden alinan veriler ile
toplam 33 farkh tek gen hastaliginin tanisinin PGT ile konabildigi belirtiimigstir.
Prenatal tanisi yapilan hastaliklarin sayisina gore oldukg¢a az olan bu listede, sayinin
artmasi icgin gelismis PGT merkezlerinin daha ¢ok c¢abasi gerektigi disuntlmektedir

(46).
2. Cinsiyete bagiml hastaliklar

X e bagli hastaliklardan Duchenne Muskuler Distrofi ve Hipoksantin Fosforibozil
Transferaz defekti, PGT uygulamalarinda ilk kez tanisi gergeklestirilen hastaliklardir.
Burada yapilan islem basit bir cinsiyet se¢imi oldugu igin molekuler olarak tek
hicrede tanisi konmus hastalik olarak degerlendiriimemektedir. Yapilan bu ilk
calismada sadece disi embriyolar transfer edilmigtir (62). Fakat PGT
uygulamalarindaki bu tarz bir yaklagsim, tim erkek embriyolarin yaklasik yarisinin
saglikh olmasi nedeniyle bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica disi
embriyolarin da yaklasik yarisinin tasiyici oldugunu unutmamak gerekir. X’ e bagl
hastaliklardan Frajil X ve Duchenne Muskuler distrofi gibi kizlarin da etkilenebilecegi
hastaliklar icin tek bagina cinsiyet seciminin yetmeyecegi agiktir. Her gecen gun X’ e
bagli hastaliklarin molekiler genetik temeli aydinlatilabilmekte ve bunlar igin
gerceklestiriien DNA tanilari PGT uygulamalarina uyarlanabilmektedir. Etik yonden
bakildiginda, kabul gbren dusunce sekli ise; tasiyici olmayan kiz ve saglikli erkek

embriyolarin yerlegtiriimesidir (34,46).



PGT dbéneminde embriyoda cinsiyet segimi, prenatal taniyla cinsiyet segimine tercih
edilmektedir. Ayrica bu hastalik grubu igin yapilan cinsiyet sec¢imi ile toplumdaki
dagihim carpiklasmayacaktir. Cinkli PGT sayesinde, sadece ¢ok sinirli bir grubun
cocuklarinin cinsiyeti secilebilmektedir. Aile istedi ve ailenin dengesinin strdurdlmesi

amacilyla yapilan cinsiyet secimi bu noktada ayri olarak degerlendirilmelidir (134) .
3. Kromozomal anomaliler

Kromozomal anomali nedeniyle PGT uygulamalarinin blyldk bdlimunu translokasyon
tasiyicisi ebeveynler olusturmaktadir. Saglikh tasiyicilarin, kromozomal acgidan
dengesiz dollerinin gergeklesebilmesi nedeniyle konjenital anomalili ve/veya mental
retardasyonlu ¢ocuk sahibi olma, tekrarlayan dusik veya 6zellikle erkek tasiyicilarda

infertilite gibi sorunlar kargimiza gikabilmektedir.

Translokasyon tasicisi ciftler igin yapilmis calismalardan birinde translokasyon
tasiyicisinin anne olmasi nedeniyle I. PB kullaniimis ve oositin kromozomal agidan
saglikh olup olmadigina karar verilebilmistir (102). Bu c¢alismanin en fazla sorun
yaratan noktasi, sadece annenin tasiyicisi oldugu translokasyonlarda

kullanilabilecegidir.

Son yaklasimlarda, bdlinme asamasindaki embriyoda blastomer biyopsisi tercih
edilmektedir. Robertsonian translokasyonlar igin kullanilan FISH prob seti, bir
kromozomun lokus spesifik bolgesini i¢ine alan kirilma noktasini ve diger
kromozomun telomer bolgesini igermektedir. Resiprokal translokasyonlar igin ise
kromozomun kirik bolgesini igceren sentromerik problar ve diger koldaki Gguncu bir
telomerik prob seklinde olmaktadir (30,31). Kirik noktalarina uygun sentromerik ve
telomerik prob karigimlari, saglikh olanlar ayirt etmekte ise yaramakta ancak,
burada  embriyonun  dengeli  translokasyon tasiyicisi  olup  olmadigi

goOsterilememektedir. Genellikle, her olguda farkli resiprokal translokasyonlar



goruldugu icin, her érnekte farkl prob karisimlarinin test edilmesi gerekebilmektedir.
Pek ¢cok merkezde, translokasyonlu ebeveynlerden elde edilen embriyolarin % 80’
den fazlasinda kromozomal olarak anomali bulunmasi nedeniyle transfer
yapllamamasi da siklus basina hamilelik oranini dustrmektedir. Resiprokal
translokasyonlu bireylerde tekrarlayan dusukler ve infertilite nedeniyle PGT, simdilik
uygulanabilecek tek yontem olarak gorulmekte ve bunlar PGT den en fazla

yararlanan grubu olusturmaktadir (46,134).

4. Anoploidi Taramasi (Aneuploidy Screening)

Embriyolarda yapilan klasik sitogenetik calismalar, % 23 ile % 80 oranlarinda
anoploidi gostermistir (118,163). Bu kromozomal anomalilerin tipleri ve neden ortaya
cikabilecekleri konusunda, FISH yontemi bazi bilgiler vermektedir. Munne ve ark.nin
yaptiklari calismada, PGT sonrasi embriyolar X ve Y kromozomlari igin FISH problari
ile deg@erlendirilerek, monozomi X ve trizomi/triploidi agisindan mozaik durumlar
bildirilmistir. Embriyolar, bes kromozom (X,Y,13,18,21) igin spesifik FISH problari ile
kontrol edilmis ve anormal gelisim gosterenlerde en az bir kromozom igin anomali
saptanmigtir  (35,107). Bolunme asamasinda canhiligini yitirmis 1255 adet
embriyonun incelendigi bir bagka ¢alismada ise, anne yasinin kromozomal anomali
insidansi ile artmis oranda birlikteligi gosterilmis ve poliploidi ve mozaik durumlarin

zayif embriyo kalitesi ile bir arada bulundugu bildirilmigtir (92).

lleri anne yasgi ile fetal andploidi arasindaki iliskiye 6rnek olarak tariflenen diisiiklerde,
fetislerin % 50-60 oraninda fetal andploidi tasidigi bildiriimistir (21). Embriyoda
yapilan kromozom sayl anomalilerinin tespitine yonelik ¢alismalar, IVF sonuglarinin
daha iyi olmasini ve kromozomal defektli ¢ocuklarin dogmasinin engellemesini

saglamaktadir.



PGT, bireysel olarak ileri anne yasi ile birlikte giden problemlerin aydinlatiimasinda
ve translokasyon tasiyicisi olmadigi halde tekrarlayan duasukleri olan giftlerde
kullaniimaktadir (35,126,162). Anoploidi taramasi (AT), digerlerine goére kolaylikla
uygulanmasi nedeniyle, PGT uygulamalarinda en fazla kullanilan ydntemdir ve
uygulanan potansiyel hasta grubu oldukg¢a genistir (46). PGT-AT de yanhs tani orani,
tek embriyo biyopsisinde yaklasik % 7 ve embriyodaki blastomerlerdeki mozaiklik
nedeniyle % 6 olarak belirtiimistir (126). Genis serilerin kullanildigi retrospektif
calismalardan elde edilen sonuglar, PB biyopsisi sonrasi implantasyon oranlarinin
secim yapilmadan uygulanan transferlerdekinden daha yuksek oldugunu gdstermistir.
Son yillarda yapilan g¢alismalarda, 7 ve 9 probun kullanima dahil edilmesiyle, PGT

uygulamalarinda implantasyon oranlarinin arttigi géralmustar (103).

GUnumuze kadar kromozom sayi anomalisi tespitine yonelik 2000’ den fazla PGT

uygulamasi gercgeklestirilmistir (134).

H. PGT uygulamasinin amaglari
1. Spontan abortuslarin azaltilmasi

Spontan abortuslar, IVF merkezlerine basvuran ciftlerde 6nemli bir endikasyon
grubunu olusturmaktadir. Bu abortuslarin dnlenebilmesi igin, yardimci Ureme
teknikleri sonucunda elde edilmis embriyolarin kontrol edilmesi tercih edilerek,
sagliksiz embriyolarin ayiklanmasi planlanmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, kontrol
grubunda gozlenen % 23 abortus oraninin PGT uygulananlarda % 9 oranina indigi
gOsterilmis ve bu sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtiimigtir. PGT
amaclyla kullanilacak prob setinin planlanmasi igin, en sik gortulen kromozom

bozukluklar tespit ediimeye calisilarak, X, Y, 13, 15, 16, 18, 21 ve 22 nolu



kromozomlarin, karyotip agisindan fetuslardaki sorunun % 83 UnU ortaya c¢ikardigi

g6zlenmistir (104).

Bu prob karisiminin guncel standart olmasi nedeniyle yapilan c¢alismalarda PGT
uygulamasi, dusuk riski olan anomalili tum embriyolarin yaklasik % 80’ ini ortaya
cikarmistir. Bu prob setiyle 36 yasindan buylk 313 kadini kapsayan vyapilan

calismada dusuk orani sadece % 9 bulunmustur (76).
2. implantasyon oranlarinin arttiriimasi

IVF merkezleri, uyguladiklari yontemler ile kendi implantasyon oranlarini arttirmayi
hedeflediklerinden, yeni yontem gelistirme c¢abalari yaninda yeni dizenlenme
¢alismalari da yapmaktadirlar. Ortalama anne vyasinin 36 oldugu bir PGT
¢alismasinda, X, Y, 13, 18 ve 21 nolu kromozomlara 15, 16 ve 22 nin eklenmesiyle
%10,2 olan implantasyon oraninin , % 22,5 oranina yukseldigi gosterilmigtir (55).
Yapilan ilk ¢calismalardaki disuk implantasyon oranlari, yeni problarin eklenmesiyle
arttinlmigtir. Farkh kromozomlar agisindan 1600 embriyonun incelenmesi sonucunda
azalan siklikla 22, 16, 15 ve 21 no’ lu kromozomlarin andploidilerinin en sik; X, Y, 6,
14 ve 18 nolu kromozomlarin andploidilerinin en az oldugu bildiriimistir Bu nedenle
klasik uygulamada kullanilan X, Y, 13, 18 ve 21 nolu kromozomlara 16, 22 ve 15 in

eklenmesiyle implantasyon oranlarinda anlamli artis saptanmigtir (55,100).
3. Coklu gebeliklerin ve dondurulmus embriyolarin azaltilmasi:

PGT, kromozom sayi anomali taramasi, ¢oklu gebeliklerin sayisinin azaltiimasina
yardimci olmaktadir. Pek ¢ok embriyonun bu donemde anormal olmasi, PGT sonrasi
daha az sayida olan kromozom anomalisiz embriyonun yerlegtiriimesine olanak

saglamaktadir. Boylece, embriyolarin sadece kuguk bir kisminin dondurulmasi,



saklanacak embriyo sayisinin azalmasi, depolama ve ortadan kaldirma islemlerinde

karar vermeyi kolaylastirmaktadir (100).

I. Kromozomal Sayi Anomalileri igin PGT Endikasyonlari
1. ileri anne yasi

ileri anne yasi (IAY), prenatal taninin bir endikasyonu oldugundan, PGT igin
tartisilmaz bir uygulama nedeni olmaktadir. Yapilan ¢alismalar, 39 yas Ustli anne
adaylarindan elde edilen embriyolarda, kromozomal anomali oraninin en yuksek
oldugunu gostermektedir (92,101). Ayrica bu amagla yapilan PGT, implantasyon

oranlarini da arttirmaktadir (100).

Pek cok IVF merkezi, 36-42 yas arasindaki anne adaylari i¢cin PGT sonrasi benzer
implantasyon oranlarini bildirmiglerdir (565,104). Kirk yasindan sonra yuksek oranda
gOrulen kromozomal sayl anomalisine ragmen, PGT oldukga glvenilir bir yontem
olmakta ve olgularda tek embriyo yerlestirilse bile yuksek implantasyon oranlari

gerceklesmektedir (110).
2. Tekrarlayan dustkler

Tekrarlayan dusukler, normal karyotipe sahip bireylerde U¢ veya daha fazla sayida
ardigik spontan dusugun 20-28 haftaliktan 6nce meydana gelmesi olarak
tanimlanmaktadir. Spontan abortus olma olasiligi, bir hamilelikte % 15 ise, ardigik U¢
hamilelikte tekrarlayan duguk olma ihtimalinin % 0,3 olmasi gerekirken, gdzlenen

deger buna gore daha yuksek olan % 1 oranindadir (154).

Kromozomal anomaliler, dusuklerin en dnemli nedenidir (159). Kromozomal olarak
anomalisi olan hamilelikler, % 99 oraninda dustkle sonuclanirken, normal olanlarda

sadece % 7 oraninda dusuk gorulmastur. Fakat bir diger farkli durum olarak;



sporadik abortuslarda, anormal karyotip sikligi tekrarlayan dusuklerde bulunan
degerlere gbre daha yuksek bulunmustur [% 40; % 60] (96). Buna ek olarak 2-4
ardisik hamilelikte disuk olmasi durumunda, % 60 olan kromozom anomalili embriyo
oraninin, 4 ten fazla olan dusuklerde sadece % 29 unun anormal oldugu
g6zlenmistir. DUguUkler konusunda yapilmig tim galismalar, klinik olarak tanimlanmig

hamileliklerde gergeklestirilmistir (112).

Valencia In-vitro inseminasyon grubu, tekrarlayan dusukleri olanlarda kromozomal
anomali sikliginin kontrollere gore daha yuksek oldugunu gostermistir [% 71; % 45,
p<0,0001]. Fakat bu iki grup arasinda, implantasyon ve hamilelik oranlari ile ilgili fark

bulunmamistir (119,126,157).
3. Tekrarlayan IVF basarsizliklar (TIB)

TIB, tanim olarak; toplam ondan fazla embriyonun yerlegtiriimesini iceren 3 veya
daha fazla sayidaki IVF uygulamasi sonunda bebek sahibi olunamamasidir.
Tekrarlayan IVF basarisizligi endikasyonu ile yapilan PGT sonuglarinin yayinlandigi
pek c¢ok calisma bulunmaktadir (3,55). Kromozom anomalilerinin, basarisiz
sikluslarin sayisini arttirmasi ile ilgili bir galismada, bu artis oranlari; 2 uygulama igin
% 40; 3 uygulama icin % 50 , 5 ve Ustundeki uygulamadaki basarisizlikta % 67 olarak
bildirilmistir (55). Bagka bir g¢alismada kromozom anomali sikliginin, daha geng¢
yastaki olgularin kontrol olarak alindigi gruba goére daha yuksek oldugu (%60)
bildirilmistir (65). Anomalilerin asil nedeninin, sadece anéploidi degil, mozaiklik,
poliploidi ve haploidi oldugu belirtiimistir (55,117). Tekrarlayan IVF basarsizligu olan
olgularda, kontrol grubuna gore daha ylUksek oranda kromozomal anomalinin
saptandidi [%67; %32,], bir calismada ise, asil sorunun mozaiklik degil, % 75 siklikta

gorulen andploidi oldugu belirtilmigtir (117).



TIB olan olgularda, kromozomal anomalinin tespit edildigi pek ¢ok ¢alisma bulundugu
icin PGT bu hastalara bir alternatif olarak énerilmektedir (55,117). Yirmi bes merkezin
sonugclarini toplayip degerlendiren ESHRE PGD Consortium tarafindan, tekrarlayan
IVF basarisizliklari i¢in bulunan % 7 hamilelik orani, ileri anne yasi ve tekrarlayan
gebelik kayiplari icin yapilan PGT uygulamalarinda ¢ikan % 28 orani ile
karsilastiriimistir (46). Yapilan bir calismada tekrarlayan IVF basarsizli§i grubunda,

% 19,8’ lik implantasyon orani bildirilmigtir (117).

Bu gune kadar olan yapilan c¢alismalarda, TIB nedeniyle, olgularin PGT
uygulamasindan buyuk yarar saglayabileceg@i goriusu kesin bir netlik kazanmamisgtir.
Bu hastalarda, implantasyon basarisizliginin kromozomal anomali nedeninden bagka
sebeplerle oldugu dusunulmektedir. Sinirli sayida calisma olsa da, sitoplazma
transferinin, tekrarlayan IVF basarisiz hastalarda daha ylksek implantasyon ve
hamilelik oranlarini sagladigi gosterilmistir (25). Bunlarin diginda yapilan bazi
¢alismalar da yapisal kromozom bozukluklarinin TIB hastalarinda ylksek oranda
bulundugu fakat bu bozukluklarin rutin bir igslem haline gelen andploidi taramasi

sirasinda gosterilemedigini dugsindurmektedir (122).
4. Non-Obstruktif Azospermi

Epididimal sperm aspirasyonu (MESA) veya testikuler sperm ekstraksiyonu (TESE)
gerektiren asiri derecede infertil erkeklerden elde edilen embriyolarda, yuksek oranda

kromozomal anomali saptanmistir (55,140).

TESE grubunda, mozaik embriyolarin ¢odu kaotik olmakla beraber, embriyoyu
olusturan blastomerlerin birbirinden farkli kromozom anomalilerine sahip oldugu

gorulmastar (140).



Erkek sentrozomunun ilk mitotik ig ipliklerinin organizasyonunda merkez rolline sahip
olmasi nedeniyle, sperm anomalisinin sonraki embriyolardaki mozaisizmin sebebi
oldugu dustnulmektedir. TESE ile elde edilen spermin, tamamlanmamis veya
gelismemis sentrozom vyapisina sahip olabilmesi, embriyolardaki mozaisizmi
aciklayabilir. Kaotik olarak mozaik embriyolarin timu veya timune yakin hlcrelerinin
anormallige sahip olmasi nedeniyle, TESE olgularinda, sadece bir hiicrenin PGT ile

anoploidi tetkikinin yapilmasinin yeterli oldugu belirtiimektedir (140).
5. Kromozomal Translokasyon Taslyicisi Ebeveynler

Kromozomal agidan dengeli translokasyon tagsiyicilarin toplumdaki sikhgr % 0,2
olarak belirtilirken, bu oran infertil giftlerde % 0,6, IVF denemesi 10 kez basarisiz

olanlarda % 3,2 ve ardisik U¢ dusugu olan giftlerde % 9,2 olarak bildiriimektedir (144).
Translokasyonlar U¢ grup altinda toplanir:

a. Robertsonian Translokasyonlar: iki akrosentrik kromozomun flizyonu
seklinde tanimlanmaktadir. En sik goérulen durum 13 ile 14 nolu kromozomlarin
birlesmesi seklindedir. Genel olarak tim robertsonian translokasyonlarin % 75’ inin

D-D grubu kromozomlar arasinda oldugu gortulmektedir (123).

b. Resiprokal Translokasyonlar: Kromozomlar arasinda genetik materyalin
karsilikli olarak degisimini igeren translokasyon tipidir. En sik bildirilen resiprokal

translokasyon 11 ile 22 nolu kromozomlar arasinda gerceklesmektedir (113).

c. intersisyel Translokasyonlar: Bir kromozomda bulunan genetik materyalin
bagska bir kromozomun ug¢ bdlgeleri hari¢, kromozom igine entegre olmasi ile
gerceklesmektedir. Bu translokasyon tipinin digerlerine oranla nadir goruldugu

bilinmektedir.



Kromozomal agidan dengeli translokasyon tasiyicisi ebeveynler, PGT uygulamasi
icin en uygun aday grubunu olusturmaktadir. Yapilan galismalarda, oosit basina
disen hamilelik oraninin % 29 dan % 38’ e yukseldigi goOsteriimis ve tasiyici
ebeveynlerin dogdal hamileliklerinde goérilen % 92’ lik abortus oraninin, PGT

uygulamasi sonrasi % 12,5 oranina geriledigi bildirilmigtir (61,83).

Resiprokal ve robertsonian translokasyon tasiyicisi ebeveynlerden elde edilen
embriyolarin incelenmesi sonucunda, robertsonian translokasyonlu bireylerin
embriyolarinin % 21’ inin translokasyona % 31’ inin sik rastlanan kromozom
anomalilerine bagli oldugu gorulmuis ve % 36’ sinin ise her iki durumu icerdigi tespit
edilmistir (55). Resiprokal translokasyonlu bireylerde, translokasyon nedeniyle
anomali saptanan olgular, toplamin % 65’ ini olustururken, sadece % 6 oraninda
embriyoda sik rastlanan kromozom sayi anomalileri gbézlenmektedir ve % 16
oraninda her iki sorun birlikte bulunmaktadir. Bu nedenle robertsonian
translokasyonlu olgularda, kromozomlar arasi etkilesimin 6énemli bir roli oldugunu
dusunulmekte ve bu giftlerin kromozomal sayl anomalileri agisindan artmis risk iginde

olduklarini bildiriimektedir (55).
6. Gonozomal Mozaisizm:

Periferik kanlarinda kromozomal mozaiklik bulunan hastalarin, esey hucrelerinde de
mozaiklik olabilecegi varsayilimaktadir (55). Buna Kkarsit olarak, yapilan bazi
calismalar gonozomal mozaisizmin tekrarlayan anoploidiye neden olmadigini
belirtmektedir. Annenin neden oldugu trizomi (35/37) olgularini kapsayan bir
¢alismada, sonraki hamileliklerinde PGT yapildiginda dnceki anomali i¢in artmig riskli

bir aile bulunmamistir (125).



J. Preimplantasyon Genetik Tani Uygulamasinda Etik Durumlar:

European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) grubunun, etik
durumlar konusunda yapmig oldugu caligsmalar 2003 yilinda yayinlanmistir. Yapilan
calismalar, tum Avrupa Ulkelerinde PGT islemini yapan kurumlara tavsiye niteligini
tasimaktadir. Bunun disinda her Ulke PGT ile ilgili olarak, kendi koydugu kanun ve

kurallari uygulamaktadir.
Baslangi¢ olarak iki ana etik kural bulunmaktadir:

-Gelecek kusaklarin teknolojinin zararli etkilerinden korunmasi ve ¢ocuklarin

refahinin arttirnilmasidir.

- PGT uygulamasi sirasinda, ebeveynlerin karar mekanizmasindaki s6z haklarini
icermesi. Ebeveynler hem teknik secimi hem de uygulamanin yapilmasi konusunda

kendi kararlarini verebilmelidirler.

PGT, aileyi tekrarlayan gebelik kurtajlari sonucu olugsan psikolojik ¢okuntiden uzak
tutmakta ve etik yonden ailelerin i¢ huzurlarini korumalarina yardimci olmaktadir.
Aileler, PGT uygulamasi ile kendinden sonra gelecek kusaklara aktaracaklari saglkh

genetik materyalin korunmasini saglamis olurlar.

IVF siklusu ve PGT uygulamasina karar verilmeden once, hasta ve uygulayici ekip
arasinda mutlaka bir goriugsme-anlagsma olmasi gerekmektedir ve anlagsamadiklari
konularda birbirlerine gorus bildirme hakkina sahiptirler. Klinik yonden bakilacak
olursa; PGT islemine ragmen olusturulacak c¢ocuk, genetik hastalik agisindan ¢ok
yuksek risk taglyorsa uygulayici klinik, hastaya PGT uygulama iglemini yapmayabilir.
Son karar “paylasiimis ortaklk” denilen ve merkez ile hasta arasinda olmasi gereken
ortak bir karardir. Bu esnekligin sorumlulugu da, hasta ile ilgilenen kisi tarafinda

olmalidir.



1. Guivenlik Durumlarti:

Simdiye kadar yapilmis c¢alismalar, embriyodan bir hicre alinmasinin canlihidina
etkisi olmadigini gostermektedir. Fakat iki hlicre alinmasi ile ilgili henlz yeterli veri
elde edilememis olmasina ragmen, taninin daha dogru olmasi saglanmaktadir. PGT
uygulanan embriyolardan dogan bebeklerde neonatal problemler veya

malformasyonlar agisindan artmis risk gérilmemektedir.

Ailelerin bilgilendirilmesi, PGT uygulamalarinin en énemli kurahdir. IVF, ovaryum
stimulasyonu, etkilenmemis embriyo elde edilememesi, yanlis tani agisindan PGT
yonteminin sinirliliklari, yetersiz tani veya su ana bilinmeyen ancak gelecekteki
negatif etkilerinin neler olabilecegi konularini kapsayacak sekilde Dbilgilendirme

yapilmahdir (137).
2. Ozel Problemler:

PGT uygulamalarinda, énemli bir konu da tagiyici embriyolarin “6jenik uygulama” adi
altinda ortadan kaldirilma iglemidir. Diger yandan ebeveynler, bu embriyolardan
olacak ¢ocuklarin gelecekte kendileri gibi zor bir karar vermek zorunda kalmalarini
engellemek icgin, yerlestirimelerini istememe hakkina sahip olduklarini
dusunmektedir. Bu noktada hastaligin tipi, karar vermede dnem teskil etmektedir.
Eger bir cocuk otozomal resesif hastalik icin tasiyici konumda ise (Kistik fibrozis gibi),
bu gocugun cocuklarinin etkilenme ihtimali yaklasik % 1 dir. X’ e bagli bir hastalik igin
(Duchenne Muskuler distrofi gibi) tasiyici bir kadinin erkek ¢ocuklari igin % 50 risk
bulunmaktadir. PGT sonrasi hem saglikli hem de tagiyici embriyolar varsa, onceligin
saglkh embriyolara veriimesi ve tasilyici olanlarin dondurularak saklanmasi
Onerilmektedir. Eger sadece tasiyici embriyo elde edilmisse ebeveynler bu
embriyolarin karsilasabilecekleri riskler hakkinda bilgilendirilmelidirler. Tagliyici

embriyolarin transferi konusu, 6zellikle X’ e bagh hastaliklar i¢in gok dnemlidir. Sonug



olarak ciftler, tasiyici embriyolarin yerlestirilip yerlestirimeyecedine kendileri karar

vermelidir.

Ge¢ baslangich ve multifaktoriyel hastaliklar, PGT uygulamalarinda énemli bir
sorunu olusturmaktadir. Bu hastaliklar igin yeni tedavi planlarinin bu g¢ocuklarin
dogmasindan hastaliklarinin ortaya ¢ikisina kadar olan surede gelistirilip
gelistiriemeyecegi dederlendirilerek, ailelere bdyle ¢ocuklara sahip olup olmama

hakkina sahip olduklari belirtiimelidir.

PGT, meme kanseri gibi (BRCA) bazi multifaktériyel durumlar igin de kabul edilebilir.
PGT uygulamasinda tetkiki istenen hastaligin kabul edilmesi, hastaligin siddeti ve
gelecek kusaklardaki yasam Kkalitesine etkisi degerlendirilerek karar verilmelidir.
Multifaktoriyel hastaliklar, genetik yapi zemininde gelisebilme riski olan hastaliklar
grubudur ve genetik yaplyl tasiyan tum bireylerde hastalik goérilmez. Bu nedenle
uygulanacak PGT, gelecekte bir hastaligi gelistirmeyecek bazi embriyolarin da yok
edilmesine sebep olmaktadir .Bu tarzda bir yaklasim, daha c¢ok X' e bagl

hastaliklardaki cinsiyet secimine benzer sorunlari akla getirmektedir (137).

Bir baska konu da, embriyolarinda ge¢ baslangi¢h bir hastalik igin test yaptirmak
isteyen ailelerde karsimiza c¢ikmaktadir. Bu bireyler, yaptirdiklari tetkik igin
kendilerindeki durumu kesinlikle 6grenmemek isteyebilirler. Bu gibi durumlarda
ailenin dusuncesi degerlendiriimeli ve durumlari hakkinda bilgi kaynagi olabilecek en
ufak bir ipucunun verilmesinden bile kaginilmalidir. Genetik danisma, PGT surecinin

her asamasinda gerekli bir rutin islem olmahdir (108).
3. HLA Uygun Embriyo Amach Preimplantasyon genetik tani yapilmasi

Pek cok hastalik icin hemopoetik kok hlcrelerinin transplantinin tedavide tek segcenek

oldugu bilinmektedir. Boyle bir hastalik icin sagliksiz bir ¢cocugu olan ebeveynler



planladiklari sonraki ¢ocuklarinin, hasta olana hemopoetik kdk hicre veya doku
vererek yardimci olmasini istemektedirler. Vericinin uygun olmasi igin, HLA uygun

olan ve ayni hastalik agisindan saglikli olani embriyo da secilebilecektir.

Hasta bireyin yasaminin kurtarilmasi amaciyla yapilan iglem sonundaki yararlar eger
verici gocugun hayatini tehlikeye sokacak, yenilenemeyen organ hasari
olusturacaksa, sahip olunmaya c¢alisilan ¢ocuk igin tum veriler dikkatli bir bicimde
sorgulanmalidir. Bu durum, sadece verici bir gocuk yapmak yerine, zaten bir gocuk

sahibi olunmak istenmesi kosulunda kabul edilebilmektedir.

4. Etkilenmis embriyolarin se¢imi:

Herhangi bir rahatsizligi veya bir 6zru olan bireyler, ayni durumu gdsteren bir ¢ocuga
sahip olmak isteyebilirler (Ornek: Sagirlik). PGT, bu amagla kullanilabilecek teknik
yeterlilige sahiptir, fakat sagliksiz veya benzer rahatsizliga sahip bir bireyin topluma

kazandiriimasi amaciyla PGT dnerilmemektedir.
5. Tibbi Olmayan Nedenlerle Cinsiyet Se¢imi:

Bu konuda olusturulmus herhangi bir ortak karar bulunmamaktadir. Bu amagla
yapilan uygulamalar, iki baslik altinda toplanmaktadir. Bunlardan ilki timuyle sadece
cinsiyet secimini digeri ise aile dengelerinin saglanmasi icin PGT uygulamalarini

icermektedir.
6. Cinsiyet Segimi ve insan Haklari:

Sosyal nedenlerle cinsiyet sec¢imi, insan haklarinin bir konusudur ve uluslar arasi
kararlar ile ayrimciliga yol agmamasi igin engellenmistir (Universal Declaration of

Human Rights, 1948/ European Convention of Human Rights, 1950) (68). Bu



kararlar dogrultusunda, ebeveynlere cinsiyetin kendi bagina bir hastalik olmadigi

sOylenmelidir.
7. Aile Dengesinin Korunmasi Amaciyla Cinsiyet Se¢imi:

Etik durumlar g6z 6nline alindiginda, sadece ailenin bUutinliginin korunmasi
amaciyla cinsiyet segimine izin verilmesi gerektigini savunanlar da vardir. Fakat bu
amagla yaptirilmak istenen PGT, dnceki gocugunun cinsiyeti ile ayni veya her iki cins
acgisindan esit sayida ¢ocugu olan ailelerde kabul edilmemektedir. Bu konu, etik

acidan hala tartisiimaktadir.

BOLUM II
GEREC-YONTEM
A. Olgularin Segimi:

Olgular, Ege Universitesi Tip Fakdltesi Aile Planlamasi ve Kisirlik Arastirma Merkezi’
ne 2002-2004 tarihleri arasinda basvuranlar arasindan segcilmistir. Embriyo elde
edilme asamasinda IVF veya ICSI yéntemi kullaniimistir. Calisma, Ege Universitesi
Etik Kurulu’ tarafindan onaylanmistir. Hazirlanan bilgilendiriimis onam formlari

genetik danismanin anlatimi sonrasinda olgular tarafindan imzalanmigtir.

Calisma kapsamina, toplam 20 ciftten elde edilen canlihdini yitirmis embriyo dahil
edilmis ve bu embriyolarin olusturulmasi sirasinda kullanilan spermleri igeren

ejakulat sivilari incelemeye alinmigtir.

Fertilizasyon sonrasi Ug¢uncu gunu ve sonrasi bolinme asamasinda durmus (arrest

olarak degerlendirilen) embriyolar blastomer biyopsisi igin ayriimigstir.



B. Blastomer biyopsisi

Mekanik pargalama, lazer biyopsi veya asid tyrode’s (pH: 2,4) ydntemlerinden uygun
olani ile gergeklestiriimistir. Embriyolar igin kullanilan biyopsi ortami, Ca-Mg

icermeyen fosfat-buffer tuzu (PBS) ve % 0,4’ luk serum albumin igermektedir.
C. Blastomer Fiksasyonu

Kullanilan Malzeme Listesi:

Mikroskop lamlari

- Ependorf tapleri

- Cam pastor pipetler

- Alev kaynag

- AQiz pipeti

- Cam igareyetleyici

- Metanol (Merck)

- Glasial asetik asit (Merck)
- Steril dH20

- HCI (Merck)

- Tween 20 (T20) (Merck)

Inverted Mikroskop (Olympus CK40)
Metot:

1. Fiksatif solusyonu (Methanol:Asetik asid-3:1), kullanimdan 6nce hazirlandi ve

-20°C’ de sakland.



2. Alev kaynag! kullanarak yaklagik 6 yl i¢ ¢capl pipetler yapildi.
3. Lamlar fiksatif solisyonu ile temizlendi.

4. Lam arka yuzine cam isaretleyici ile daire gizildi.

5. Pipet ile aspire edilen blastomer, lam Uzerine alindi.

6. HCI-T20 solUsyonu, hiicre membraninin pargalanmasi amaciyla lam ustline

damlatildi.
7. Blastomer membraninin pargalanmasiyla nukleus goérulur hale geldi.
8. Gorunur hale gelen nukleus Uzerine, kurumaya yakin fiksatif solisyonu eklendi.

9. Sitoplazmayi ortamdan timuyle uzaklastirincaya kadar fiksatif sollisyonu

damlatildi.

10.Fikse olmus blastomerin etrafi cam isaretleyici ile isaretlendi ve kullanimina kadar

oda sicakligi veya +4 °C’ de bekletildi.
D. Prob Uygulamasi ve Hibridizasyon

Kullanilan Malzeme Listesi

Termal Plate (HyBrite-Vysis,US)
- Inkiibatér (Heraus)

- Mikrosantrflj (Eppendorf)

- Vortex

- 1-10 ul mikropipet (Eppendorf)

- 18x18 lamel (Isolab)

- Parafilm (3M)



Direkt isaretli prob (MultiVysion PB, Vysis, US); Problara ait ayrintili bilgi asagida

verilmigtir:
o LSI 13: RB1 geni, Lokalizasyon; 13q14
o LSI21: D21S59, D21S341ve D21S342, Lokalizasyon; 21922.13-q22.2

o CEP 18: D18Z, Lokalizasyon;18p11.1-q11.1
o CEP X: DXZ1, Lokalizasyon; Xp11.1-q11.1

o CEPY:DYZ3, Lokalizasyon ; Yp11.1-q11.1

Metot:

1.

E.

MultiVysion PB problari, saklanma kosulu olan -20°C’ den ¢ikarild1.

. Hybrite cihazi nemli ortam saglamak Uzere i1slak kagit havlu ile desteklendi

Hybrite cihazi 37°C’ ye getirildi.

. Calisma problari, 37°C’ ye gelmesi igin inklibatore yerlestirildi.

2-3 ul prob, lam Gzerindeki isaretli bolgeye mikropipet araciligiyla yerlestirildi.

Uygun boyutta kesilmis lamel, prob Gstline kapatildi.

. Lam, parafilm ile kapatildi

Lamlar, Hybrite cihazina yerlestirildi

73°C’ de 5 dakika denaturasyon ve 37°C’ de (¢ buguk saat hibridizasyon

programi uygulandi.

Yikama ve Zit Boyama

Kullanilan Malzeme Listesi

Su banyosu (NUve)



Dik sale

Lamel (24x60, Isolab)

1-10 ul mikropipet (Eppendorf)
Civali Termometre

20xSSC (Vysis,US)

NP40 (Vysis,US)

Antifade soltsyon (Vysis,US)

Metot:

Yikama Solusyonu I: (0,4xSSC / % 0,3 NP40) pH:5,3 (NaOH ile ayarlandi)

Yikama Solusyonu Il: (2xSSC / % 0,1 NP40) pH:5,3 (NaOH ile ayarlandi)

1.

Yikama sollisyonu |, dik sale iginde 73°C’ ye ayarlanmis su banyosu igine

yerlestirildi, 1sI termometre ile kontrol edildi.

. Lam Gzerindeki parafilm uzaklastirildi ve lam yikama solUsyonu i¢inde 5 dakika

sureyle birakildi

Ardindan, yikama solusyonu Il icinde 30 saniye bekletilen lamlar, saf sudan

gegirilerek kurumasi igin karanlik ortama birakildi.

Kuruyan lamlar Gzerinde isaretli bolgeye, 3 pl Antifade solisyon mikropipet

araciligiyla damlatildi
Ustiine lamel kapatilan lam, mikroskopta izleninceye kadar +4°C’ de bekletildi.

Degerlendirme:



1. Degerlendirme islemi fluoresan mikroskopta (Olympus BX50), uygun filtre seti ile

(DAPI; Spectrum Blue; Gold; Aqua; FITC; Texas Red), es zamanli olarak iki

kKisinin incelemesiyle tamamlandi.

2. Her embriyo igin Image Analysis (Appied Imaging System) sistemi kullanilarak

fotograf gekildi.

G)

Sperm Eldesi:

ICSI yapilacak infertil erkeklerden masturbasyon yoluyla elde edilen spermatositler:

H)

. 37 °C etlivde ¢oziinme (likefaksiyon) stirecini tamamlamasi igin birakildi.

. Likefaksiyon surecini tamamlamig spermatositler, 10 cc Ham’s F10 ile

yikandi.

Canliligini koruyan spermlerden uygun olani, ICSI proseduru igin ayrildi.

ICSI sonrasi geriye kalan spermler, FISH analizi ve apoptozis incelemesi igin
genetik laboratuvarina iletildi.

Spermatositlerin Analize Hazirlanmasi:

. Elde edilen spermler 15 ml lik Falcon Tuplere alindi.

. Her bir tlp iginde bulunan spermatositler, 10 cc fosfat buffer solUsyon ile

yikandi.

Yikamasi yapilan spermatositlere, 1100 rom de 10’ santriflj yapildi.

. Supernatant, pastor pipetler yardimiyla uzaklastirild

Pellet Uzerine 10 cc 0.75 M KCI ¢ozeltisi (hipotonik) eklendi.
37 °C lik etlivde 20’ bekletildi.
1100 rpm de 10’ santrifuj yapildi.

KCl iceren supernatant uzaklastirildi.



9. Pellet Uzerine taze hazirlamis 10 cc Karnoy fiksatifi (3:1 methanol/asetik asit,
Merck) damla damla eklendi.
10. 30’ +4 °C de buzdolabinda bekletildi.
11. 1100 rpm de 10’ santriflij yapilarak, stpernatant uzaklastirildi.
12. Pellet Gzerine 10 cc taze fiksatif eklendi.
13. 1100 rpm de 10’ santrfuj yapildi, sipernatant uzaklastirildi.
14. Pellet Gzerine 10 cc taze fiksatif eklendi, ¢alismasi yapilacak zamana kadar
-18 °C de bekletildi.
1) Sperm FISH Caligsmasi
Bu ¢alismada X, Y ve 18 nolu kromozomlar igin sayisal anomalilerin
arastiriimasi planlandi. Bu amagla FISH problari ( Vysis Aneuvysion, IL USA) temin
edildi. Problara ait ayrintili bilgi agagida verilmigtir:
CEP 18: D18Z, Lokalizasyon;18p11.1-q11.1
CEP X: DXZ1, Lokalizasyon; Xp11.1-q11.1
CEP Y:DYZ3 Yp11.1-q11.1
Metot:
1. Fiksatifte bekleyen spermatositler 1100 rpom de 10’ santrifuj yapildi.
2. Supernatant atildi, pellet taze hazirlanmis fiksatif ile yikandi.
3. 1100 rpm de 10’ gevrildi, supernatant atildi, pellet homojenize edildi.
4. Onceden temizlenmis ve — 18 °C de bekletilen lamlar (Superfrost) lzerine
birer damla sperm suspansiyonu damlatildi.
5. Lamlarin kurumasindan sonra 37 °C de, 2xSSC soliisyonunda 30’ bekletildi.
6. SSC den ¢ikan lamlar saf su ile yikandi.
7. 25 mmol/L dithiothreitol igceren 1 mol/L Tris-HCI (pH9,5) ¢ozeltisi iginde 5’

bekletildi.



8. Lamlar 2xSSC de 5’ bekletildi.

9. Lamlar PBS te & bekletildi.

10. % 70, % 85 ve % 100 IUk alkol serilerinde Uger dakika tutuldu.

11. Lamlar, kurumasi igin oda isisinda birakildi.

12. Kuruyan lamlar Gzerine X, Y ve 18 nolu kromozomlara ait 5 pl prob karisimi
kondu (Vysis Inc, Downer Groove II,USA).

13.Prob, lamel ile kapatilip etrafi parafiim (3M,USA) ile kaplandi.

14.Lamel, Hybrite cihazina yerlestirilerek, asagidaki protokol uygulandi.

15.73 °C 5’ denatiirasyon ; 37 °C tiim gece boyunca nemli ortamda
hibridizasyona birakildi.

16. Ertesi gun lameller, lam Uzerinden uzaklastirilip hibridizasyon sonrasi yikama
islemine alindi.

17. ik olarak 73 °C de %0,3 lik NP40 in 0,4xSSC ¢ozeltisi icinde 5 yikandi.

18. Oda sicakhginda % 0,1 lik NP40 in 2xSSC ¢ozeltisi iginde 30” yikandi.

19. Saf sudan gegirilen lamlar, kurumasi igin karanlik alanda en az 15’ bekletildi.

20. Kuruyan lamlar Gzerine 10 yl DAPI (Vysis, Inc, Downer Groove II,USA)
damlatilip lamel ile kapatildi.

21. Fluoresan eklentili mikroskopta, FITC; Red, Aqua ve DAPI filtreleri esliginde
en az 200 hucre sayildi (FITC: X kromozomu; Red: Y kromozomu; Aqua:

kromozom 18 ve DAPI: antifade)

J) Apoptozis Analizi
Metot:
1. Pellet igindeki spermatositler Uzerine 10 cc PBS eklendi.

2. +4 °C ve 1100 rpm de 10’ santriflijlenerek, slipernatant atild.



3. 1 ve 2 nolu islemler tekrarlandi.
4. Pellet 0,5 cc PBS ile dilie edildi.
5. Pelletden pastoér pipeti yardimiyla birer damla hiicre stispansiyonu alindi, bu
suspansiyon lam (Superfrost) Uzerine yayildi.
6. Lamlar, cam sale igindeki % 4 Ik methanolsiz formaldehidin PBS igindeki
(pH 7.4) gozeltisinde +4 °C de 25’ bekletildi.
7. Lamlar, PBS icinde 5’ yikandi.
8. Hucreleri gecirgen hale gelmesi icin % 0,2 Triton X-100 in PBS igindeki
cozeltisinde 5  bekletildi.
9. Ardi sira iki kez oda sicakhgindaki PBS icinde beser dakika yikama islemi
yapildi.
10. Lamlar kurutulduktan sonra, 100 ul equlibration buffer lam Uzerine eklendi ve
5-10’ bekletildi.
11. Nukleotid karisimi, buz Uzerinde erimeye birakildi ve yeterli miktarda rTdT
inkiibasyon tamponu her bir 6rnek igin asagida belirtildigi seklilde hazirlandi:
rTdT inkibasyon tamponu:
e Equlibration buffer: 45 pl
¢ Nukleotid karigimi 5ul
o rTdT enzimi 1l
12. 5-10’ sonunda, lamlarda bulunan fazla sivi alindi ve yerine nukleotid karigimi
eklendi ve Uzerine lamel kapatildi.
13. 37 °C nemli etiivde 60’ bekletildi.
14. Oda sicakhgindaki 2xSSC i¢inde, reaksiyonun durmasi icin 15’ bekletildi.

15.Lamlar PBS iginde 5’ yikandi ve iglem 3 kez daha tekrar edildi.



16. Lamlar, 1 uyg/ml olacak sekilde hazirlanmis propidium iodid (Sigma Cat
No:P4170) solusyonu iginde 15’ bekletildi.
17.Lamlar iki kez saf su icinde yikandi.
18. Lamlarin kurumasindan sonra flloresan eklentili mikroskopta yesil (520 nm),
kirmizi (620 nm) ve DAPI (460 nm) filtreleri ile inceleme yapildi.
K) Istatistik analizi
Gruplar arasindaki iligskinin gosterilmesi i¢in non-parametrik regresyon, X2
analizi uygulanmistir. Calismada SPSS V.11 (Windows XP igin) paket programi
kullaniimis olup istatistiksel olarak anlamli kabul etmek icin p<0,05 degeri kabul

edilmistir.



BOLUM Il

BULGU VE SONUCLAR

Calismaya, IVF ile olusturulmus toplam 20 adet gelisimi durmus embriyo dahil

edildi. incelenen embriyolarin anne adaylarinin yas ortalamasi 30,80 +6,246 (min: 20,

max:41); baba adaylarinin yas ortalamasi 35,20+ 6,502 (min: 20, max:47) olarak

bulundu. Ebeveynlerin yaslari Tablo.1 de 6zetlendi.

Tablo.1 Ebeveynlerin yaslari ve yas ortalamalari

Embriyo No Anne yasi Baba yasi
1 23 32
2 40 41
3 23 37
4 26 29
5 22 29
6 26 27
7 32 35
8 30 32
9 27 34
10 39 44
11 41 47
12 25 25
13 31 36
14 28 29
15 29 32
16 34 35
17 27 30
18 38 43
19 40 45
20 35 42
Ortalama 30,80 + 6,246 35,20 * 6,502

incelenen embriyolarin ebeveynlerinin 6nceki hamilelikleri sorgulandiginda iki

ciftin farkh eslerinden saglikli gcocuklari oldugu, Gg ¢iftin ikiser adet dugukleri oldugu

goruldu. Ciftlerin on birinde (% 55) daha 6nce IVF denenmisti. Dusuk ortalamasinin



0,30 £ 0,733; dnceki IVF deneme sayi ortalamasinin 0,95 + 1,356 oldugu goraldu.
Calismada incelenen ebeveyler arasinda sadece bir ailede (% 5) esler arasinda
akrabalik bulunmaktaydi (16 no’lu embriyo ebeveyni). Calismaya alinan giftlerin
onceki gebelikleri, IVF denemeleri, digukleri ve bunlara ait ortalamalari Tablo.2 de

Ozetlenmistir.

Tablo.2 Onceki gebelik, diisiik ve IVF denemeleri

Embriyo No  Canli gocuk Onceki gebelik Dusik sayisi  Onceki IVF
sayisl sayisl sayisl

0O~NO OB WDN -~

—

o
2, OO0 OO0 O0OONOOODODOO0OOOOOoOOoOo
WODNOOOONOOOOOOODOONDNDO

20

0 1
2 1
2 1
0 1
0 1
0 1
0 0
0 0
0 1
0 0
0 5
0 0
0 0
0 4
0 0
0 0
0 1
2 2
0 0
0 0
0, 0,

Ortalama 30 £0,733 95 + 1,356

* Onceki evlilik, **2 kiiret, I dogum

Geligimi durmus 20 embriyonun ebeveynlerin IVF merkezine basvuru
nedenleri incelendiginde toplam 24 endikasyon (bazi olgularda birden fazla

endikasyon vardi) oldugu goruldu. Bu endikasyonlar gorilme sikhigina gore androlojik



(13/24); duslk oogenez cevabi (4/24); nedeni belirlenemeyen infertilite (idiyopatik)

(3/24); ileri anne yasi (1/24); genital tiberkuloz (1/24); tubal nedenler (1/24) ve

tekrarlayan IVF denemesi (1/24) seklinde siralanmaktadir. Tim olgularda

spermiogram yapilmisti. Olgularin, IVF merkezine bagvurma nedenleri ve

spermiogramlari Tablo.3 te verilmigtir

Tablo. 3 Olgularin IVF Merkezine Basvurma Nedenleri ve Spermiogram Sonuglari

Embriyo No infertilite Nedeni Spermiogram Sonuglar
1 Androlojik Oligospermi
Androlojik+Dugsuk oogenez
2 cevabi Azospermi
3 Tubal Normal
Oligoasthenoteratospermi
4 Androlojik (OAT)
5 Androlojik Oligoasthenoteratospermi
Oligoasthenoteratospermi
6 Androlojik Siddetli
7 Androlojik Azospermi
8 DusuUk oogenez cevabi Normal
9 idiyopatik Normal
10 diyopatik Normal
lleri anne yasi, Genital
Tuberkuloz, Tekrarlayan IVF
11 denemesi Normal
12 Androlojik Oligospermi
13 idiyopatik Normal
Androlojik+Dusuk oogenez
14 cevabi Teratospermi
15 Androlojik Oligospermi
16 Androlojik Teratospermi
17 Androlojik Oligoasthenoteratospermi
18 Androlojik Oligospermi
19 Dusuk oogenez cevabi Normal
20 Androlojik Oligoteratospermi




Olgularin embriyolarinin incelemesinin yapildigi siklustaki tim embriyolar
dikkate alindiginda aile basina elde edilen ortalama embriyo sayisinin 6,75 + 3,89 ve
canl kalan embriyo ortalamasinin 3,60 + 2,437 oldugu goruldi. Siklusta elde edilen
embriyo sayisi ile bu embriyolarda gézlenen canli kalma oranlari arasinda non-
parametrik regresyon uygulanmig olup istatistiksel olarak anlamli korelasyon
saptanmistir (R:0,579 ; p<0,05). Yani bir siklusta ne kadar ¢ok embriyo elde
edildiyse, canli kalma orani da o kadar yuksek oluyordu. Embriyo sayi ve canlihgi ile
ilgili sonuglar ve siklusta elde edilen embriyo sayisi ile bu embriyolarda gézlenen

canli kalma oranlarinin karsilastiriilmasi Tablo.4 te 6zetlenmistir.



Tablo. 4 Embriyo incelemesinin Yapildigi Siklusta Elde Edilen Embriyo Sayilari ve

Embriyo Canlilik Oranlari

Embriyo Siklusta elde edilen Canli embriyo Canli embriyo orani
No embriyo sayisi sayisl

1 7 6 % 85
2 2 1 % 50
3 6 0 % 0
4 4 2 % 50
5 17 6 % 35
6 9 5 % 55
7 7 5 % 71
8 5 3 % 60
9 9 7 % 78
10 6 3 % 50
11 8 7 % 87
12 5 3 % 60
13 9 3 % 33
14 4 3 % 75
15 9 4 % 44
16 1 0 %0
17 13 7 % 54
18 2 0 %0
19 3 1 % 33
20 10 6 % 60
Ortalama 6,75 3,89 3,60 2,437 % 49

R: 0, 579 (p<0,05)

Anne ve baba yasinin embriyolarin canli kalma oranlari Uzerine etkisi olup
olmadigi arastirilmis ve sonuglar anlamli bulunmamistir (R:0,261, p>0,05);

R:0,197,p>0,05). Sonugclar Tablo. 5 te verilmistir.



Tablo.5 Anne ve Baba Yasinin Canli Embriyo Oranlari ile Kargilastiriimasi

Embriyo No Anne yasi Baba yasi Canli embriyo orani
1 23 32 % 85
2 40 41 % 50
3 23 37 % 0
4 26 29 % 50
5 22 29 % 35
6 26 27 % 55
7 32 35 % 71
8 30 32 % 60
9 27 34 % 78
10 39 44 % 50
11 41 47 % 87
12 25 25 % 60
13 31 36 % 33
14 28 29 % 75
15 29 32 % 44
16 34 35 % 0
17 27 30 % 54
18 38 43 % 0
19 40 45 % 33
20 35 42 % 60
Ortalama 30,80 * 6,246 35,20 £ 6,502 % 49
R: 0,261 R: 0,197
(p>0,05) (p>0,05)

Ebeveynlerde gorulen spontan abortus orani ile incelenen siklusta elde edilen
canli embriyo orani kargilastiriimis ve spontan abortus olanlarda canli embriyo
oraninin anlamli olarak dusuk oldugu gorulmustar (R: - 0,386,p<0,05). Sonuglar

Tablo.6 da verilmigtir.



Tablo.6 Spontan Abortus Sayisi ile Canli Embriyo Oranlari, Ortamlalar ve

Oranlarin Karsilastiriimasi

Embriyo No Spontan Abortus Sayisi Canli embriyo orani
1 0 % 85
2 2 % 50
3 2 % 0
4 0 % 50
5 0 % 35
6 0 % 55
7 0 % 71
8 0 % 60
9 0 % 78
10 0 % 50
11 0 % 87
12 0 % 60
13 0 % 33
14 0 % 75
15 0 % 44
16 0 % 0
17 0 % 54
18 2 % 0
19 0 % 33
20 0 % 60
Ortalama 0,30 £ 0,733 % 49

R: - 0,386 (p<0,05)

Gelisimi durmus embriyolarin bes kromozom igin 13,16,18,21 ve 22 problari
(Vysis, US) kullanilarak FISH analizi ve andploidi degerlendirmesi yapildi.
Embriyolarin her birinin 0 ile 5 kromozomu ilgilendiren anomali tagiyabildigi géruldu.

Embriyo basina disen anomali ortalamasi 1.85 + 1,599 olarak bulundu. Tim



embriyolarda toplam 37 adet anomali tespit edildi. En sik rastlanan anomali grubunun
monozomi oldugu (27/37) goéruldi. Bunun disinda 7 embriyoda tetrazomi; 2
embriyoda trizomi ve 1 embriyoda nullizomi bulundugu saptandi. Embriyolara ait
anomaliler ve anomali sayilari ve ortalama Tablo. 7 de, embriyolardan elde edilen
FISH goéruntlleri Resim.1 de gosterilmigtir.

incelenen kromozomlar agisindan yapilan dagihmda en sik 18 nolu kromozoma ait
anomalilerin bulundugu (% 80) goéruldu. Diger kromozomlar igin (13,16, 21, 22)

anomaliler toplamin % 20 sini olusturmaktaydi.



Tablo. 7 Embriyolara Ait Anomaliler ve Anomali Sayilari ve FISH Anomali Ortalamasi

Embriyo No Embryo FISH Anomali Sayisi Embryo FISH Sonug¢

1 1 Mon 16

2 0 Normal

3 2 Mon 18, Mon 22

4 5 Haploidi

5 0 Normal

6 5 Tetraploidi

7 1 Trizomi 21

8 1 Mon 18

9 4 Mon 16, mon 18, mon 21, mon 22
10 0 Normal

11 0 Normal

12 2 Mon 13, Mon 16

13 2 Mon 16, Trizomi 18

14 1 Nullizomi 16

15 4 Mon 13, mon 18, mon 21, mon 22
16 2 Mon 18, Mon22

17 1 Mon 16

18 2 Tetrazomi 13, tetrazomi 18

19 1 Mon 22

20 3 Mon 13, mon 18, mon 21
Ortalama 1,85+ 1,599 Normal: % 20 ; Anomalili: % 80

Embriyo FISH anomali sayisi ile babalarda gézlenen spermiogram
anomalilerinin derecesine gére normalden agira dogru (normal, teratospermi,
oligospermi, oligoastenospermi, oligoastenoteratospermi, ve azospermi) seklinde
siralanmistir (111). Bu siralama ile embriyo FISH anomali sayisi arasinda regresyon
uygulanmis olup aralarinda anlamli istatistiksel fark bulunmustur (X*: 3572, p<0,05).

Kargilagtirmali tablo ve degerlendirme Tablo.8 ve Tablo. 9 da verilmistir.



Tablo.8 Embriyo FISH Anomali Sayisi ve Spermiogram Sonuglari

Embriyo No Embryo FISH Anomali Sayisi

Spermiogram Sonuglari

1 1 Oligospermi

2 0 Azospermi

3 2 Normal

4 5 Oligoasthenoteratospermi
5 0 Oligoasthenoteratospermi
6 5 Oligoasthenoteratospermi Siddetli
7 1 Azospermi

8 1 Normal

9 4 Normal

10 0 Normal

11 0 Normal

12 2 Oligospermi

13 2 Normal

14 1 Teratospermi

15 4 Oligospermi

16 2 Teratospermi

17 1 Oligoasthenoteratospermi
18 2 Oligospermi

19 1 Normal

20 3 Oligoteratospermi
Ortalama 1,85 1,599

Tablo.9 Spermiogram Siddetine Gore Embriyo FISH anomali Dederlendirmesi

Spermiogram Kod Standart Sapma
Azospermi 4,9333 2 4,96622
Oligoastenoteratospermi, 18,2500 5 12,17005
Oligoteratospermi

Oligospermi 10,3250 4 6,16462
Teratospermi 12,0000 2 14,99066
Normal 8,1000 7 8,28895
Toplam 10,4900 20 9,24172

X% 3572, (p<0,05)



Resim.1 Embriyo FISH goéruntdleri

Embriyo No: 1 Embriyo No: 2

Embriyo No: 3 Embriyo No: 4



Embiyo No: 5 Embriyo No: 6

Embriyo No: 7 Embriyo No: 8




Embriyo No: 9 Embriyo No: 10

Embriyo No: 11 Embriyo No: 12




Embriyo No: 13 Embriyo No: 14

Embriyo No: 15 Embriyo No: 16



Embriyo No: 17 Embriyo No: 18

Embriyo No: 19 Embiyo No: 20

Resim Acgiklamasi: Kullanilan problara ait renkler, resimde asagida belirtildigi
gibidir:

Texas Red (kirmizi): Kromozom No. 13

Aqua (Acik mavi): Kromozom No. 16

Spectrum Blue (mavi): Kromozom No. 18

FITC (yesil): Kromozom No.21

Gold (sar1): Kromozom No. 22



Anne ve baba yasi ile embriyo FISH anomali sayisi arasinda lineer regresyon
uygulanmig olup anlamli iligki bulunmamistir (R: 0,362;p>0.05 / R:0.392;p>0.05) .

Sonuglar Tablo. 10 da sunulmustur.

Tablo. 10 Embriyo FISH Anomali Sayisinin Anne ve Baba Yasiyla Karsilastiriimasi

Embriyo No Anne yasi Baba yasi Embriyo FISH
Anomali Sayisi

1 23 32 1

2 40 41 0

3 23 37 2

4 26 29 5

5 22 29 0

6 26 27 5

7 32 35 1

8 30 32 1

9 27 34 4

10 39 44 0

11 41 47 0

12 25 25 2

13 31 36 2

14 28 29 1

15 29 32 4

16 34 35 2

17 27 30 1

18 38 43 2

19 40 45 1

20 35 42 3

Ortalama 30,80 + 6,246 35,20 * 6,502 1,85 + 1,599

R: 0,362 (p>0.05) R:0.392 (p>0.05)



Sperm-FISH sonuglari:

incelemesi yapilan embriyolarin babalarindan elde edilen spermlere X, Y, 18
nolu kromozom problari ile FISH analizi uygulandi. Spermlerde ayni kiside birden
fazla sayida farkli anomaliler bir arada bulundugu igin bu anomalilerin ¢esidi ayri ayri
verilmemigstir. Sadece anomalileri gdsteren (anomali cinsi ne olursa olsun) spermlerin
yuzdesi verilmigtir. Olgularda saptanan Sperm FISH anomali ytzdeleri ve
spermiogramTablo. 11 de 6zetlenmigstir. Sperm FISH 6rnekleri ile elde edilen bazi
ornekler Resim. 2 de gdsterilmistir. Calisma sonucuna goére ortalama sperm-FISH

anomali yuzdesi % 10 £11,965 olarak tespit edildi.



Tablo. 11 Sperm-FISH Anomali Ylzdeleri ve Spermiogram Sonuglari

Embriyo No Sperm FISH Anomali (%) Spermiogram Sonuglari

1 26 Oligospermi

2 2 Azospermi

3 6 Normal

4 6 Oligoasthenoteratospermi (OAT)
5 47 Oligoasthenoteratospermi

6 22 Oligoasthenoteratospermi Siddetli
7 1 Azospermi

8 0 Normal

9 20 Normal

10 2 Normal

11 6 Normal

12 0 Oligospermi

13 1 Normal

14 7 Teratospermi

15 7 Oligospermi

16 5 Teratospermi

17 9 Oligoasthenoteratospermi

18 7 Oligospermi

19 2 Normal

20 24 Oligoteratospermi

Ortalama 10 £ 11,965




Resim.2 Sperm-FISH gorintileri

Diploid ve Normal Sperm Diploid Spermler

Normal Spermler XY, YY ve Normal Spermler




Tetraploid Sperm XYY,+18 Sperm

Normal Spermler Triploid ve Normal Spermler

Sperm FISH sonuglari ile 6nceki IVF deneme sayisi arasinda non-parametrik
regresyon uygulanmis olup anlamlh sonug elde edilmistir (R: 0,380; p<0,05.

Karsilastirma Tablo.12 de gdsterilmistir.



Tablo. 12 Sperm FISH anomalisi ile Onceki IVF Deneme Sayisinin Karsilastiriimasi

Embriyo No Sperm FISH anomali (%) Onceki IVF sayisi

1 26% 1
2 2% 1
3 6% 1
4 6% 1
5 47% 1
6 22% 1
7 1% 0
8 0% 0
9 20% 1
10 2% 0
11 6% 5
12 0% 0
13 1% 0
14 7% 4
15 7% 0
16 5% 0
17 9% 1
18 7% 2
19 2% 0
20 24% 0
Ortalama 10 £11,965 0,95 + 1,356

R: 0,380, (p<0,05)

Sperm FISH anomali oranlarinin embriyo canllik oranlarina olan etkisi arastiriimis
olup istatistiksel anlamli sonug elde edilmemistir (R: 0,132; p>0,05). Sonuglar,

Tablo.13 te gosterilmistir.



Tablo. 13 Sperm FISH Anomali Oranlarinin Embriyo Canlilik Oranlarina Etkisi ve

Ortalamalar
Embriyo No  Baba yasi Sperm FISH anomali (%) Canli embriyo
orani
1 32 26% % 85
2 41 2% % 50
3 37 6% % 0
4 29 6% % 50
5 29 47% % 35
6 27 22% % 55
7 35 1% % 71
8 32 0% % 60
9 34 20% % 78
10 44 2% % 50
11 47 6% % 87
12 25 0% % 60
13 36 1% % 33
14 29 7% % 75
15 32 7% % 44
16 35 5% % 0
17 30 9% % 54
18 43 7% % 0
19 45 2% % 33
20 42 24% % 60
Ortalama 35,20 + 6,502 10 ¥11,965 % 49

R: 0,132 (p>0,05)

Sperm Apoptozis Sonuclari:

Baba adaylarindan elde edilen spermlerde apoptozis degerlendirmesi igin
TUNEL testi uygulandi. Olgulardan elde edilen spermlere uygulanan TUNEL test
sonucuna gore ortalama apoptozis orani % 10,490 + 9,2417 olarak tespit edildi.

Sperm Apoptozis sonuglarinin baba yaslari ile kargilastiriimasi sonucu anlamli
iligski saptanmamistir (R:0,07; p>0,05) . Baba yaslari, sperm apoptozis sonuglari ve

ortalamalar Tablo.14 de gosterilmigtir.



Tablo. 14 Baba yaslarinin Sperm Apoptozis Sonuglari ile Karsilastiriimasi

Embriyo No Baba yasi Apoptotik Sperm (%)

1 32 13,10

2 41 0,50

3 37 12,90

4 29 30

5 29 1,30

6 27 22,50

7 35 10,30

8 32 0,60

9 34 2,20

10 44 22,60

11 47 12,90

12 25 16,70

13 36 0,80

14 29 1,40

15 32 2,30

16 35 22,60

17 30 19,20

18 43 9,20

19 45 4,70

20 42 4

Ortalama 35,20 + 6,502 10,490 * 9,2417
R: -0,07
(p>0,05)

Sperm apoptozis sonuglari ile sperm FISH sonuglari arasinda anlamli iligki
saptanmamigtir (R: 0,135; p>0,05). Spermlerde gorulen apoptozis oranlari, ortalama
ve sperm FISH sonuglari ile karsilastirmasi Tablo.15 te, apoptozis goruntu érnekleri

Resim.3 te gosterilmistir.



Tablo.15 Sperm FISH sonuclari ile Apoptotik Sperm Oranlarinin Karsilastiriimasi

Embriyo No Apoptotik Sperm (%) Sperm FISH anomali (%)
1 13,10 26%
2 0,50 2%
3 12,90 6%
4 30 6%
5 1,30 47%
6 22,50 22%
7 10,30 1%
8 0,60 0%
9 2,20 20%
10 22,60 2%
11 12,90 6%
12 16,70 0%
13 0,80 1%
14 1,40 7%
15 2,30 7%
16 22,60 5%
17 19,20 9%
18 9,20 7%
19 4,70 2%
20 4 24%
Ortalama 10,490 + 9,2417 10 £11,965

R: 0,135 (p>0,05)

Sperm apoptozis oranlarinin embriyo canlilik oranlarina olan etkisi
arastiriimis olup istatistiksel anlamli sonug elde edilmemistir (R:0,109; p>0,05).

Sonuglar, Tablo.16 da gdsterilmistir.



Tablo. 16 Apoptotik Sperm Oranlarinin Embriyo Canlilik Oranlarina etkisi ve

Ortalamalar
Embriyo No Baba yasi Apoptotik Sperm (%) Canli embriyo orani
1 32 13,10 % 85
2 41 0,50 % 50
3 37 12,90 % 0
4 29 30 % 50
5 29 1,30 % 35
6 27 22,50 % 55
7 35 10,30 % 71
8 32 0,60 % 60
9 34 2,20 % 78
10 44 22,60 % 50
11 47 12,90 % 87
12 25 16,70 % 60
13 36 0,80 % 33
14 29 1,40 % 75
15 32 2,30 % 44
16 35 22,60 % 0
17 30 19,20 % 54
18 43 9,20 % 0
19 45 4,70 % 33
20 42 4 % 60
Ortalama 35,20 £ 6,502 10,490 *9,2417 % 49
R: 0,109

(p>0,05)




Resim.3 Sperm Apoptozis Goruntileri

Resim aciklamasi: Yukarida gorilen sperm hicrelerinin Propidium lodide ile
boyananlari (kirmizi) non-apoptotik, yesil fluoresan ile boyananlari apoptotik hicreleri

gOstermektedir.



BOLUM IV

TARTISMA

Preimplantasyon genetik tani (PGT), genetik gegisli hastaliklari énlemede,
teknolojinin insanliga sunmus oldugu en ileri ve en bilimsel yontemlerden biridir.
Gelisen bilimsel arastirmalar, her gegen gun sinirlari zorlamakta ve hizmet alan insan
sayisi bu gelismeyle dogru orantili olarak artmaktadir. PGT ydntemi ile sadece
bireysel fayda degdil ayni zamanda toplumsal faydalar da saglanmaktadir (137). PGT,
hizmet talep eden kisilere gore bireysel uygulanan bir yontem olarak dusunulebilir.
Fakat bu bireylerin olusturdugu dalgasal etki g6z 6nine alindiginda hizmetin tum
toplumu kapsadigi gorulmektedir.

Endikasyonlarina gbére PGT uygulamalari, kromozom bozukluklari ve
molekuler genetik bozukluklari incelemek Uzere iki ana grupta toplanmaktadir
(100,134). Molekuler genetik uygulamalar bu g¢alismanin kapsami diginda bir konu
olmasina ragmen Uzerinde durulmasi gereken bir hastalik grubunu olusturmaktadir.
CunkU bu hastaliklar, taslyici ailelerde toplumda tespit edilen risklere gore oldukca
yuksek oranlara ulagsmaktadir.

PGT uygulamalari, sayisal olarak her gegen gun artmaktadir. Buna paralel
olarak yapildigi Ulkelerin sayisi da ¢ogalmaktadir. Uygulamalarin ¢ogu kromozom
say! anomalilerinin tanisi icindir (80,99,137). Bilindigi gibi kromozom sayi1 anomalileri
embriyonal donemde oldukg¢a siktir. Bu siklik, hamileligin sonuna dogru azalmaktadir.
Ik (¢ aydaki disukleri olan ciftlerin dusiik materyalleri incelendiginde kromozom
anomalisinin % 50-80 arasinda oldugu gortulmektedir (97,112). Embriyonel donemde
kromozom anomali sikligi beklenenden fazla olmasina ragmen hamileligin erken

donemlerinde dusukle sonuglanmasi nedeniyle fark edilmemektedir. Embriyolar



Uzerinde yapilmis calismalarda bu oranin % 23 ile % 80 arasina bulundugunu,
oositlerde yapilmisg ¢alismalarda ise bu anomali oraninin % 18-63 arasinda oldugu
goOrulmektedir (118,163).

Bu c¢alismada, implantasyonu yapilacak embriyolar igin merkezimizde
uygulamaya ge¢meden Once, gelisimi durmus embriyolarda FISH ydntemi ile sik
rastlanilan anéploidi oraninin saptanmasi, embriyolardaki kromozom anomalilerinin
ebveynlerin demografik Ozellikleri ile embriyo canli kalma oranlari ve baba
adaylarinin spermiogram o6zellikleri ile karsilastirilmasi amaglanmigtir. Calismanin
sonunda, PGT ydénteminin kurum blnyesindeki IVF merkezinde endikasyonu olan
cgiftlere uygulanmasi hedeflenmistir. Ayrica arrested embriyolar Uzerinde yapilmig
¢alismalar, kromozom bozuklugunun dusUklerde veya saglam embriyolarda
bulunanlara gére daha yuksek oranlarda oldugunu gdostermistir (124).

Incelenen embriyolarin ebeveynlerinin énceki hamileliklerinin sorgulanmasi
sonucu ug¢ ciftin ikiser dusigu oldugu ve on bir ¢iftin daha 6nce IVF denedigi
ogrenildi. Bunun disinda iki ciftin farkli eslerinden saglikli gocuklari bulunmaktaydi.
Bu iki ailede farkl eslerden ¢cocuk olmasina ragmen inceledigimiz grubun tamamini
primer infertil ¢ift olarak degderlendirebiliriz (Tablo. 2). Tekrarlayan IVF denemesi, tup
bebek merkezlerine basvuru sebeplerinden birini olusturmaktadir. Kahraman ve ark
PGT amaciyla bolimlerine basvuran olgularin % 17 sinde tekrarlayan IVF
denemesinin bir neden oldugunu gérmuslerdir (79). inceledigimiz grupta, on bir aile
en az bir kez IVF denemesi yapmisti. Tekrarlayan IVF denemesi tanimi, en az Ug
deneme olmasina ragmen klinik olarak hamileliginin gerceklesmemesi seklinde
yapilmaktadir (88,117). Burada sundugumuz olgulardan sadece iki tanesi bu tanima
uymaktaydi. Fakat tekrarlayan IVF denemesi olarak degerlendiriimese de incelenen

grupta toplam dokuz ¢ift, en az bir kez IVF denemisti.



Akraba evliligi Turkiye’ de vyaklasik olarak % 20-25 arasinda oldugu
gorulmekte olup bdlgeler arasinda farkl ylzdeler karsimiza c¢ikmaktadir (148) .
Akraba evliliginin artmig anomalili gocuk dogurma riski ile birlikte oldugu bilinmekle
birlikte bu turdeki evliliklerde daha ¢ok otozomal resesif hastaliklar agisindan yuksek
risk bulunmaktadir. Kromozom anomalili ¢gocuk dogurma riski ile akraba evliligi
arasinda literatlrde bildirilmis bir yayin bulunmamaktadir. Arastirmaya konu olan
grubumuzda sadece bir ¢iftin arasinda akrabalik vardi. Bu durumda grubun akraba
evliligi orani % 5 olarak bulunmus ve topluma goére dusiuk bir dederde oldugu
gOralmustar.

Yapilan galismalarda PGT endikasyonlari; ileri anne yasi, tekrarlayan gebelik
kayiplari, tekrarlayan IVF denemeleri, translokasyon tasiyicisi ebeveyn varligi,
siddetli azospermi ve 6nceki ¢ocuklarinda kromozom bozuklugu gibi durumlarda
uygulanmaktadir (81).

Androlojik nedenli infertilite, spermlerin ya kalitatif kantitatif problemlerinden
ya da iletici kanallardaki defekt veya tikaniklik nedeniyle ortaya gikmaktadir. infertilite
nedeniyle IVF merkezlerine bagvuran giftlerin yaklasik % 50 sinde androlojik nedenler
s6z konusudur (11,59). Androlojik nedenler ile bagvuran olgularimizin
spermiogramlarinda azospermi, oligoastenoteratospermi, oligospermi,
oligoteratospermi ve teratospermi bulunmaktaydi (Tablo 3). Bu endikasyonlar, IVF
merkezlerine basvuran ciftlerde testikller sperm ekstraksiyonu (TESE) ve intra
sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) uygulamalarini gerektirmektedir. Calistigimiz
grupta androlojik nedenli olgularin sikhigini agiklamak igin bir hipotez gergeklestirecek
olursak; Turkiye’ de oncelikle kadina uygulanan tedavi yontemleri sayesinde ciftlerin
bir kisminda hamilelik gerceklesmektedir. Eger hamilelik olmazsa ikinci segenek

olarak erkege bakilmasi planlanmaktadir. Bu da sorunun erkekte oldugu durumlar



icin IVF merkezine yapilan bagvurulardaki artisi agiklayabilecektir. TESE ve ICSI, IVF
merkezlerinde en sik uygulanan yontemlerdir. Bu yontemlerin uygulamaya
girmesiyle, oositlerde déllenme orani artmistir (114). Uygulanan yéntemin bir sorunu
bazen genetik olarak matur hale gelmemis spermler oosit igine yerlestirilebilmekte ve
sonucta ddllenmemis veya arrest olmus embriyolar olusmaktadir. inceledigimiz
grupta gelisimi durmugs embriyolarin kullanilimi ile androlojik sebeplilerin ilk planda
olmasi literatlr ile uyumludur.

Gelisen laboratuvar ve teknik yontemlere karsin infertilite nedeni belli olmayan
ve idiyopatik olarak adlandirilan bir grup hala bulunmaktadir. Bizim grubumuzda %
20 oraninda infertilite nedeni belli olmayan olgu bulunmaktaydi. Bu oran literarirde
bildirilen degerler ile uyumlu bulunmustur (12,50,51).

IVF  merkezlerine basvuran olgularin ¢ogu primer infertil ciftlerden
olusmaktadir. Primer infertilite, canli ¢ocuk dogumu gergeklesmemis ciftler igin
kullaniimaktadir. inceledigimiz grupta ciftlerin timu primer infertildi. iki ciftin simdiki
eslerin disinda gerceklestirdikleri evliliklerinden olan ¢ocuklari bulunmaktaydi. Primer
infertilite, aileler Uzerinde sosyal baski olusturan bir faktdor olarak konumunu
korumaktadir. Konunun aile bazinda incelenmesindense bir halk saghgi sorunu
oldugunu kabul etmek, toplumsal yararlari agisindan daha faydahdir (50). Primer
infertilite, toplumsal baskisini aileler Uzerinde oncelikle yakin akraba ve cgevre ile
olusturmaktadir. Bu baski, toplumda gorulen ¢ocuk sahibi olma isteginin yogunlugu
ile de pekistiriimektedir.

Tup bebek merkezleri, primer infertil giftlere saglikli gocuk sahibi olmalari igin
yardim ederken uygulamalar, basvuran ¢iftlerdeki endikasyonlara gore
siniflandiriimaktadir. Basvuru nedenlerine bakilacak olursa androlojik nedenler,

duslik oogenez cevabi, kadin nedenli sebepler (tubal enfeksiyon, polikistik over



sendromu) ve idiyopatik basliklarinin en sik olarak karsimiza ¢iktigini goruriz (36).
Cahstigimiz  gruptaki giftlerin  ¢godunlugunun  androlojik kaynakli  oldugunu
gormekteyiz. Bu nedenler disinda idiyopatik, duslk oogenez cevabi, yas ve genital
tuberkuloz da bulunmaktaydi.

Tup bebek merkezleri, anne adayina yerlestirilecek embriyo secimi igin farkl
degerlendirme yontemleri uygulamaktadir. Burada en saglikli embriyonun secilerek
anne adayinin ¢oklu gebeliklerden korunmasi amaglanmaktadir. Segim yapilacak
grup ne kadar buyuk olursa saglikh olan bireylerin de ayni oranda daha fazla olacag
bilinmektedir. Bu amagla tip bebek merkezleri elde ettikleri embriyolarda canlilik
oranlarinin arttirlmasi amaciyla kultir ortamlarindan etuv kosullarina kadar her seyi
ayarlayan duzenlemeler yapmaktadir (17). Bizim inceledigimiz grupta, siklus basina
elde edilen embriyo sayisi ortalama 6,75+3,89 olarak bulunmustur (Tablo.4).
Literatirde efektif bir PGT siklusunda elde edilmesi gereken minimum embriyo
miktarlari belirtiimistir. Vandervorst ve ark PGT yapilmasi planlanan bir siklusta en
az alti adet embriyonun olmasini énermektedirler (153). Bizim c¢alismamizda elde
edilen oranin literaturde bildirilen bu oran ile uyumlu oldugu gorilmustar. Calistigimiz
olgularda PGT vyapilmamistir. Fakat bu olgular, PGT yapilacak bir grup olarak
degerlendirilseydi elde edilen ortalama embriyo sayilari literatirde belirtilen efektif
PGT sartlarini saglayabilecekti. Embriyo elde etmenin ardindan ikinci énemli konu
bu embriyolarin canlihgini devam ettirmesinin saglanmasidir. Elde edilen
embriyolardaki canlilik orani, transfer edilecek embriyolar icin alternatifleri
arttirmaktadir. Gardner ve ark yaptiklari ¢calismada elde ettikleri embriyolarin sadece
% 46,5 inin blastokist agsamasina ulastigini goéstermistir (54). Calistigimiz  grupta
embriyolarda canl kalma orani % 49 olarak bulunmustur. Bulunan deger literatir ile

uyumludur. Siklusta elde edilen embriyo oranlari ile bu embriyolarda gozlenen canlilik



oranlari arasindaki iligkiyi saptamak igin non-parametrik regresyon analizi uygulanmis
ve gruplar arasinda anlamli sonug¢ elde edilmistir. Siklusta ne kadar ¢ok embriyo
elde ediliyorsa bu embriyolardaki canli kalma oranlari da o kadar ylksek oluyordu.
Bu grupta ilk basta elde edilen yaklasik alti embriyonun yarisi islem sirasinda
kaybolmustur ve sonug¢ olarak her siklusta ortalama (¢ embriyo kalmaktaydi.
incelenen grubun gelisimi durmus embriyolardan olustugu diisiniilecek olursa, bu
kadar az embriyonun canli kalmasi beklenen bir durum olabilir.

PGT ve prenatal tanida anéploidi taramasi icin ileri anne yasinin  siniri
ulkeden ulkeye degismektedir (100,134). Genel olarak 35 ile 39 yas arasindaki bir
yas, sinir deger olarak kabul edilmektedir ve bu yasin Ustinde IVF uygulamasi
yaptiranlara PGT iglemi énerilmektedir. ileri anne yaginin mayotik ayrilamama “non-
disjunction” ile olan iligkisi iyi bilinmektedir (73). Bu nedenle ileri anne vyasi
gebeliklerinde embriyonun ve/veya fetusun kromozomal agidan herhangi bir
anomaliye sahip olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla prenatal tani
yontemlerinin veya PGT yontemlerinin uygulanmasi énem kazanmaktadir. Prenatal
tani amaciyla Turkiye’de genel olarak ileri anne yasi i¢in sinir otuz bes olarak kabul
edilmektedir. Bu yas grubundaki anne adaylarina bakildiginda Down sendromlu
cocuk dogurma risklerinin yaklagik 1/350 oldugunu gormekteyiz (2). Calistigimiz
grupta annelerin yaslari 22 ile 41 arasinda idi ve grubun yas ortalamasi 30.80
(x6,246) olmasi nedeniyle grup, ileri anne yasina girmeyen anne adaylarindan
olusmaktaydi. Bu ciftlerin on ikisi IVF klinigine androlojik nedenler ile bagvurmustur.
Calisma grubunda androlojik veya nedeni belli olmayan (idiyopatik) olgular, toplamin
% 80 ini olusturmaktadir. Tup bebek merkezlerine basvurularda nedeni
belirlenememis veya androlojik olgular, ¢ogunlugu olusturmaktadir (135). Bu agidan

bakildiginda inceledigimiz grubun literaturde bildirilen basvuru nedenleriyle uyumlu



oldugu goérulmustar. Calismaya dahil edilecek arrested embriyolar icin anne yasi bir
secim kriteri degildir. Olgulardan galismaya alinan arrested embriyolarin ebeveylerine
ait demografik veriler kayitlardan elde edilmigtir.

Anne ve baba yaslarinin embriyo canliliklari Gzerine olan etkisinin arastirmasi
icin lineer regresyon uygulanmis olup sonuglar arasinda anlamli iligki
saptanmamigtir (Tablo 5). Baba yasinin sperm Kkalitesi ile iligskisi bilinmektedir.
Eskenazi ve ark yaptiklari galismada ilerleyen baba yasi ile sperm kalitesinde
bozulma oldugunu gdstermistir(47). Fakat bu kalite bozuklugunun infertilite ile iligkisi
olmakla birlikte literatirde bu durumun elde edilen embriyolardaki canlilik oranlarina
etkisini gosteren bir arastirma bulunmamigtir. Yaptigimiz ¢alismada, incelenen olgu
sayisinin az olmasina ragmen bu konuda yapilan ilk ¢alisma nedeniyle sonuglarin
onemli oldugunu dustinmekteyiz. Bu nedenle baba yasinin embriyo canllik oranlari
uzerine etkisinin olmadidini, bu konuda ayrintili bilginin ise genis serileri kapsayan
¢alismalarin yapilmaya baglanmasiyla kesinlik kazanacagini dusiunmekteyiz. Baba
yasinin fertiliteye olan etkisi igin bu kadar az galisma olmasina ragmen anne yasinin
infertil olgularda sikga arastiriimis oldugunu bilmekteyiz. Oositte meydana gelen
mayotik yetersizlikler, mayoz sirasinda olan ve kromozom sayl anomalilerinin
yarattigi embriyo canlihdi Uzerine olan negatif etki ve sitoplazmik nedenler infertiliteye
direkt etki etmektedir (13).

Spontan abortus, devam eden hamileligin yirmi haftaliktan dnce kaybi seklinde
tanimlanmaktadir. Spontan abortusu olan bireylerde yapilan arastirmalar pek c¢ok
nedene isaret etmektedir. Kromozomal bozukluklar bu duguklerin yaklasik % 50-80
inden sorumludur (58). Tekrarlayan dugukleri olan giftlerde kromozomal
translokasyon taslyicisi olma riski bulunmaktadir. Translokasyon tasiyicisi

ebeveylerden olusan dengesiz genetik materyal dusuklere yol agabilmektedir.



Calstigimiz grupta spontan abortusu olan bireylerden elde edilen embriyolarin
canhlik oranlari ile karsilastirilmasi sonucu ters oranti bulunmustur (Tablo.6). Yani
spontan abortus sayisi artttkga canli embriyo elde etmenin daha zor oldugu
gorulmektedir. Bu durum IVF igslemine baglamadan Once islemin uygulayicilarina
siklusun basarisi ile ilgili 6n fikir verebilecek bir bilgi oldugunu disinmekteyiz.

En sik gorulen sayisal kromozom bozukluklarinin 13, 16, 18, 21 ve 22 nolu
kromozomlara ait oldugu bilinmektedir. Bunlari 15 ve 17 no’lu kromozomlarin
sayisal bozukluklari izlemektedir (80). Kromozom bozukluklarinin embriyo gelisimine
etkisi genetik materyalin eksikligi veya fazlaligi seklinde olmasi nedeniyle ¢ok
onemlidir. incelenen kromozom sayisinin arttirilmasina yénelik galismalar vardir.
Tum genomun taranip butin kromozomlarda sayr anomalisinin olup olmadiginin
sOylenmesi ideal sonug¢ olmakla birlikte tim genom taramasi igin hala sorunlar
bulunmakta ve bunlarin agiimasi icin ¢alismalar yapilmaktadir (161). Embriyolarda
bulunan kromozom say1 anomalilerinin tespiti icin simdilik en gegerli, guvenilir ve hizli
sonu¢ veren yontem belli kromozomlara yonelik FISH tir. Embriyoda FISH
yonteminin sayisal kromozom bozukluklarinin tespiti igin ¢ok kisa surede bilgi
vermesi hem genetik merkezler hem de tlip bebek merkezleri igin bir avantajdir. Tum
testlerde oldugu gibi bir testin islerlik kazanabilmesi igin gecerlilik ve guvenilirliginin
yuksek olmasi gerekmektedir. Embriyoda FISH analizi basariyla uygulanmaktadir.
Embriyo incelemelerinin belki de en temel noktasini olusturan zamana karsi yaris
durumu nedeniyle teknigin ¢ok kisa surede uygulanip sonuglandiriimasi
gerekmektedir. Embriyolarin blyuk ¢ogunlugu, inceleme asamasina doéllenmenin
yaklasik dglncu guninde ulagsmaktadir (73). Bu ddonemde yapilan biyopsi islemi,

inceleme surecini baslatmaktadir. Sdre, in-vitro kosullarda bekleyen embriyonun



aleyhine iglemekte ve embriyonun bozulmasindan ©Once transfer edilmesi
gerekmektedir.

Calismamizda toplam 20 gelisimi durmus embriyo, FISH yontemi ile 13, 16,
18, 21 ve 22 nolu kromozomlarin sayisal anomalileri agisindan incelendi. Bu
kromozomlarin segimindeki neden; embriyonel dénemde bu kromozomlara ait
bozukluklarin digerlerine oranla daha sik gorulmesi, ticari olarak bulunmasinin ve
uygulamasinin daha kolay olmasidir (131). Gelisimi durmus embriyolar igin en
onemli nedenin kromozom bozuklugu oldugu belirtiimigtir (18). Yapilan ¢alismalarda
% 23 ile % 80 arasinda kromozomal anomalinin tespit edildigi gosterilmistir. Bu
¢alismada anomalili embriyolarin orani % 80 oldugu gorulmus ve sonuglar literatur
ile uyumlu bulunmustur (Tablo. 7).

Calismamizda her embriyo, 5 kromozom acisindan incelenmis ve bu
kromozomlarin her birine ait anomaliler ayri ayri kaydedilmistir. Toplamda 0 dan 5 e
kadar olan anomali sayisi icin ¢izelge vyapildidinda 0: normal olarak
degerlendiriimigtir. Embriyo basina disen anomali sayisi 1.85 olarak bulunmustur.
Toplam olarak 37 sayisal anomali saptanmistir. Bu anomaliler: Monozomi, Trizomi,
nullizomi, tetrazomi basliklari altinda incelenmistir. Bu 37 anomalinin 27 sinde
Monozomi tespit edilmigtir. Anomaliler iginde monozominin en fazla oranda oldugu
tespit edilmis ve litaratur ile uyumlu oldugu goralmustar (105,106). Sandalinas ve ark
yaptiklari galismada monozomik embriyolarin ancak % 9 unun blastokist agamasina
ulastigini gostermistir. Bunun diginda Rubio ve ark gelisimi durmus embriyolarda
anoploidi arastirmiglar ve yaptiklari galismada monozomik embriyolarin trizomik
olanlara gore daha fazla oldugunu bildirmiglerdir. Onceki calismalar dikkate
alindiginda  buldugumuz sonuglar literatir ile uyum saglamaktadir (117,131).

Genetik materyalin kaybi, canllar igin yasamla bagdasmayacak bir durumdur. Bu



sekilde ortaya ¢ikan gebelik Urlnlerinin erken déonemde kaybedildigi bilinmekte olup
hicresel dizeyde bdyle bir embriyonun canlihdini strdirip fetus haline gelmesinin
zor oldugu bilinmektedir (144). Bu donemde in-vivo gergeklesen anomalili
embriyolarin buylk kismi hamile kalindigi fark edilmeden kaybedilmektedir. Tup
bebek ydntemleri, ddllenmenin in-vitro kosullarda gergeklesmesi nedeniyle
embriyonun gozlenmesine olanak tanimaktadir. Bu dénemde gorulen canlilik
oranindaki dusuklik, hamileligin erken doénemindeki kayiplarda bulunan yuksek
oranlari agiklayan bir durumdur. Tap bebek ydntemlerinin baslangicindan itibaren
tum cabalar, canli ve saglikh cocuk sahibi olma oraninin arttiriimasi yoéninde
yapilmaktadir. Bu donemdeki embriyolarin gelisimini nigin durdurdugunun
saptanmasina yonelik ¢alismalarda, ilk olarak genetik sebepler aranmigtir. Ardindan
FISH yonteminin kullanilmaya baslamasi ile kromozomal agidan sayisal anomalili
embriyolari saptamak mumkin olmus ve bunlarin oraninin yuiksek oldugu
gOrulmustar (131). Bu calismanin PGT igin bir 6n ¢galisma olmasi nedeniyle, pek ¢ok
merkezin yaptigi gibi dncelikle canlihgini yitirmis embriyolarin kullaniimasi tercih
edilmistir. Bu gelisimi durmus embriyolardaki andploidi aranmasi i¢in yapilan FISH
¢alismalari, daha sonra gergeklestirdigimiz PGT vakalarinda buyuk yarar saglamistir.

incelenen embriyolarin % 80 ini kapsayan anomalilere bakildiginda, en sik 18
nolu kromozoma ait sayisal anomali oldugu saptanmistir. Daha sonra sirasiyla; 16,
22, 13 ve 21 nolu kromozomlara ait sayisal anomalilerin varhigi gosterilmistir. Munne,
Sandalinas ve Cohen; 22, 16, 15 ve 21 nolu kromozom bozukluklarinin daha sik
gorualdugunu XY, 14, 6, ve 18 nolu kromozomlara ait bozukluklarin ise daha az tespit
edildigini belirtmiglerdir (100). Bizim ¢alismamizda en sik goérilen kromozom
bozuklugunun 18 nolu kromozoma ait olmasi literatirde bulunan degerlerden farkh

olmustur.



Yapmis oldugumuz c¢alismada spermiogramda gorilen anomali siddeti ile
embriyolarda goérilen kromozom anomali sikhglr arasinda anlamli korelasyon
bulunmustur (Tablo. 8). Bu durum siddetli erkek infertilitesinin en énemli PGT
endikasyonu olarak kullaniimasini anlamli kilmistir (129). Bdyle bir durumda PGT igin
basvuru yapmis ciftlerin incelenmesinde sperm FISH analizinin ne kadar gerekli
oldugunun sorgulanmasi gerekmektedir. Standart tlp bebek basvurularinda
uygulanan spermiogram incelemesinin elde edilen embriyolarda PGT uygulamasi
icin yeterli bir sebep olacagini dislinmekteyiz.

Embriyo FISH sonuglarinin anne ve baba yasi ile karsilastiriimasi igin lineer
regresyon uygulanmigtir ve aralarinda anlaml iligki tespit edilmemistir (Tablo 10).
Embriyolarda goérilen sayisal kromozom anomalilerinin anne yasi ile baglantisini
gOsteren calismalar mevcuttur (3,100). Bizim galismamizda anlamli sonug¢ elde
edilememis olmasinin iki nedeni olabilir. Bunlardan birincisi, inceledigimiz grupta
bulunan anne adaylarinin yas ortalamasinin geng anne grubunda olmasiyd. ikinci
neden olarak inceledigimiz gruptaki olgu sayisinin az oldugunu diusunmekteyiz. Baba
yasinin ilerlemesi ile cinsiyet kromozomlarin artmis andploidi riskini gosteren
literatirde bildirilmis yayinlar vardir. Martin ve ark yaptiklari ¢alismada otozom
kromozomlarinda baba yasi ile birlikte artmis risk gdstermelerine ragmen diger
¢alismalarda anlamli sonug elde edilmemistir (14,59,90). Bizim yaptigimiz ¢alismada,
baba yasinin embriyolarda saptanan FISH anomalileri ile karsilastirlmasi sonucunda
anlamli sonug elde edilememigtir. Bu sonuglar ile, baba yasinin embriyoda gorulen
kromozom sayi anomalilerine etki etmedigini disunebiliriz.

Sperm hucrelerine genel olarak bakildiginda genetik materyalin oldukga iyi
korundugu gorulmektedir. Korumadaki bu hassasiyet gelecek kusaklara aktarilacak

olan genetik materyalde bir sorun olmamasi yénindedir. Uretilen sperm hiicre



sayisinin miktarina gore korumadaki bu hassasiyet spermdeki kondensasyon
mekanizmalari ile gergeklesmektedir (73).

FISH ydntemlerinin  uygulamaya baslanmasindan itibaren  sperm
ndkleuslarindaki  kromozomal durumun ortaya ¢ikarilmasi igin  c¢alismalar
yapillmaktadir (39,40,89). FISH ybénteminden 06nce sperm kromozomlarinin
gOsterilmesi i¢in hamster oosit-insan sperm ortak sistemi kullaniimigtir. Bu amagla
yapilan iglemde tim kromozomlarin gérilmesi saglanirken yéntemin zorlugu, genis
bir arastirmaci kitlesi tarafindan kullaniimasini engellemistir. Bu c¢alismada sperm
hicreleri X, Y ve 18 nolu kromozomlara ait FISH problari ile sayisal anomali var/yok
seklinde incelenmistir. incelemede X, Y ve 18 nolu kromozomlarin segilmesinin iki
nedeni bulunmaktaydi. Bunlardan ilki cinsiyet kromozom anomalilerinin spermlerde
daha sik karsimiza ¢ikmasi, ikincis prob setinin ulasilabilirliginin kolay olmasiydi
(40,89,155). Ayrica literatirdeki galismalarda gogunlukla bu prob seti kullaniimisti.
Sperm FISH sonuglarinda anomali orant % 0 ile % 47 arasinda bulunmus olup
ortalamasi %10 (x11,965) olarak tespit edilmigtir (Tablo. 11).

Spermlerdeki ortalama kromozom anomali dizeyinin saptanmasi i¢in yapilan
ilk calismalar saglikli vericilerden elde edilen spermlerle kontrol edilmistir. Egozcue
ve ark yaptiklari ¢calismada otozomal kromozomlar i¢in dizomi sikliginin % 0,13;
cinsiyet kromozom anomali sikhdinin % 0,37 oldugunu gostermis ve ortalama
anoploidili sperm oraninin yaklasik % 6,5 oldugunu rapor etmistir (40). Yapmis
oldugumuz calismada spermiogramlari agisindan normal olarak degerlendirilen
bireylere bakildiginda bunlarda goérilen anomali oraninin % 0, 1, 2, 2, 6 ve 20
oldugu goérulmuastir (Tablo. 11) . Bu normal bireylerden elde edilen sonuglarin
ortalamasi yaklasik % 5,1 bulunmus olup bu oranin Egozcue ve ark tarafindan

bulunan % 6,5 degerine yakin oldugu gorulmustar.



Spermiogramda godzlenen durumun sperm FISH ile ileri tetkik edilmesi,
klinisyene PGT uygulamasi sirasinda ek bilgi saglayacaktir. Bu durumda sperm FISH
sonuglari gerek ve sart olmamakla birlikte PGT uygulayici ekip igin uygulama
sirasinda olabileceklerin 6nceden fark edilmesine yardimci olabilecektir. Ayrica
calismamizda tespit ettigimiz sperm FISH anomali sikligi ile 6énceki IVF denemesi
sayisi arasindaki anlamli korelasyon, tlip bebek uygulamasi igin ilk basvuru yapan
ciftlerde uygulamanin basarisi hakkinda bilgi saglayici olabilecektir (Tablo.12).

Triploid gebeliklerin nedenini agiklamak Uzere Egozcue ve ark 1 tarafindan
yapilan bir galismada doksan bir olgunun altmiginda nedenin baba kaynakli oldugu
gOsterilmistir. Bu olgularin gogu dispermi nedeniyle olmasina ragmen az bir kisminda
gorulen diploid sperm, triploidinin ger¢ceklesmesine sebep olmaktadir. Diploid sperm
orani, oligospermik olgularin %4 Unde, kriptozoospermilerin 2 sinde ve azospermilerin
Y2 sinde gorulmektedir (42). Cinsiyet kromozom anomalilerinin spermlerde sik oldugu
bilindigi halde inceleme sirasinda bir otozom kromozomu (kromozom no;18)
eklenmistir. Bu kromozomun eklenmesindeki amag¢ ploidi anomalilerinin
saptanmasini kolaylastiracagini disiinmemizdi. incelenen grupta diploid sperm orani
icin tanimlayici bir sonu¢ verme sansimiz, olgu sayisinin az olmasi nedeniyle yeterli
olmadigi disunulmustar.

Sperm FISH anomali oranlari ile embriyolarda canli kalma oranlari arasinda
yapilan non-parametrik regresyon analizinde anlamli sonug¢ tespit edilmemigstir
(Tablo. 13). Sperm FISH anomalilerinin incelendigi farkh gruplarda birbiri ile uyumlu
sonugclar elde edilmistir. Bu calismalarda genel olarak infertilite nedeniyle basvuru
yapan olgularda yuksek oranda kromozom sayi anomalisi gorulmektedir. Myung-
Geol ve ark yaptiklari ¢calismada ICSI uygulanan olgularda daha yuksek oranda

sperm FISH anomali orani tespit etmiglerdir (60). Martin ve ark oligozoospermik



olgularda kromozom sayi anomalileri i¢in artmis risk oldugunu goéstermiglerdir. ICSI
uygulanan veya infertilite nedeniyle IVF merkezlerine basvuran olgularda gortlen bu
yuksek orandaki kromozom sayi anomalisinin embriyolarda bulunabilecek kromozom
sayl anomalileri icin artmis riski beraberinde getirebilecegini disunlyoruz. Ayrica
embriyolarin gelisiminin durmasindan en fazla genetik faktérlerin sorumiu oldugunu
bilmekteyiz (124). Sperm FISH anomalileri ile embriyo canliliklari arasinda anlamli
bir sonug elde edilememis olmasi nedeniyle inceledigimiz grupta tek basina sperm
FISH anomalilerinin yeterli olmadidini dusunebiliriz. Etki eden diger faktorlerin
arastiriimasi igin planlanan ¢alismalarin, embriyo canlihdini arttirmak icin yol gdosterici
olacagini dusunmekteyiz.

Sperm hucrelerinde gercgeklestiriimis apoptozis c¢alismasinin az olmasi
nedeniyle sonuglarimizi tartismak oldukga zor olmustur. Erkek germ hdcrelerinde
olusan DNA hasarlanmasi baba yasi ile birlikte artmaktadir. Bu hasarlanmalar normal
kosullarda DNA tamir mekanizmalar ile duzeltimekte ve sorunsuz olarak
ureme/fertilizasyon devam etmektedir. Hasarlanmis spermler, tamir edilemeyecek ise
diger tim hucreler gibi apoptozis surecine girecektir. Bu sekilde ejakulat icinde inaktif
edilmis spermlerin fertilite yetenegi ortadan kalkmis ve gelecek kusaklar bozuk
genlerden korunmus olacaktir (57). Tamir edilebilecek spermlerde bulunan minimal
DNA hasari, embriyo igine tasinabilmektedir. Bu tasinan hasarin birinci bolinme
asamasina kadar tamir edilmesi gerekmektedir (9) .

Spermlerdeki DNA hasarlanmasini  gostermek igin  farkli  yontemler
kullaniimaktadir. Oksidatif DNA hasarlanmasini gostermek igcin en sik kullanilan
bioigaretleyici 8-Hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) dir. Bu isaretleyicinin
gosterilmesi icin yluksek ¢ozunuarluklu likid elektrokromotografi (HPLC-EC) veya gaz

kromotografi yontemlerinden biri tercih edilir. HPLC-EC pek ¢ok arastirici tarafindan



tercih edilen bir yontemdir (138). DNA fragmantasyonun goésteriimesinde kullanilan
diger populer yodntemler ise tek hicre jel elektroforez (SCGE veya COMET
uygulamasi) ve terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) nick end-labeling assay
(TUNEL) dir (145). Bu kullanilan yéntemler arasinda guvenilirlik ve gecerlilik farki
bulunmamaktadir. Bu sayede DNA apoptozisini gdstermek isteyen gruplar istedigi
metodu segme 6zgurliglne sahip olmaktadir.

Spermlerdeki DNA hasarindan s6z edilmesine ragmen, sperm DNA si cift
sarmalda bulunan disulfit baglari ile kondanse yapisini korur ve digtan gelebilecek
negatif uyaranlara karsi bozulmalarini engeller. Fakat DNA hasarlanmasi uretken
erkeklerde bile meydana gelmektedir. Mckelvey ve ark nin yaptiklari ¢alismada H>O,
ve X radyasyonunun sperm DNA hasarlama etkisinin infertil erkeklerde gorilenden
daha fazla oldugunu gostermistir (93). Hughes ve ark yaptiklari ¢alismada, infertil ve
fertii erkekler arasinda DNA hasarlanma farklilklarini test etmislerdir. infertil
erkeklerde ilk asamada alinan spermlerde fertil erkeklere goére DNA hasarlanma farki
olmamasina ragmen bu sperm hucrelerinin oksidatif ajanlara daha hassas olduklarini
gostermiglerdir (69).

DNA hasari ve fragmantasyonun erkek esey hucrelerindeki nedeni hala kesin
olarak belli degildir. DNA hasarina sebep olan reaktif oksijen radikalleri, artmis sentez
veya yetersiz antioksidan koruma, erkek infertilitesinde énemli bir role sahiptir. Irvine
ve ark insan sperm hucrelerinde DNA hasarlanmasini gostermek icin IVF merkezine
basvuran erkekleri incelemigler ve bunlarda normal populasyona gore daha yuksek
oranda apoptozis oranlarini tespit etmislerdir (72). Calismamizda inceledigimiz sperm
apoptozis oranlari % 0,50 ile % 22,6 arasinda (ortalama: % 10,90+9,2417) oldugu
gOrulmustar. Sun ve ark yaptiklari ¢alismada IVF klinigine basvuran olgularda sperm

apotozis oranini yaklasik % 4 olarak bulmuslardir. Sun ve ark ait bu ¢alismadaki



ortalama deger bizim buldugumuz degerden daha azdir fakat Sun ve ark nin
calismasindaki apoptozis oranlari olgularin % 27 sinde % 5 ile % 40 arasindaydi
(145). Zini ve ark yaptiklari calismada DNA fragmantasyonunu % 13,3 bulmusglardir
(164). Zini ve ark yaptiklari calismada elde ettikleri sonuglar bizim sonuglarimiza
daha yakindir. Literatirden de goéruldiagu gibi konu ile ilgili olduk¢a az sayida ¢alisma
mevcut olup farkli sonuglar bildirilmistir. Bu ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglarin ve
literatirde bulunan farkli degerlerin daha fazla sayida olguyu igeren arastirma
projeleri ile agikliga kavusacaginizi distnuyoruz.

Gorzyca ve ark yaptiklari galismada baba yasinin sperm apoptozisinde énemli
bir role sahip oldugunu bildirmiglerdir (57). Bu g¢alismamizda baba yas! ile sperm
apoptozis oranlari arasinda anlamli korelasyon tespit edilmedi (Tablo. 14).
Calismadaki yas gruplarina gore olgu sayisinin az olmasi sonucu etkilemis olabilir.
Ayrica incelenen gruptaki erkekler, gelismesini durdurmus embriyolarin ebeveynleri
oldugu icin ve IVF basgvurulari nedenleri igcinde en sik androlojik nedenler geldigi igin
bdyle bir iliskinin aranmasinin bir grupta uygun olmayacagi dustunulmastur.

Sperm FISH sonuglari ile sperm apoptozis oranlari ile karsilastirmasi sonucu
aralarinda anlamli iligki saptanmamistir (Tablo.15). Erkek infertilitesinin sebeplerini
aciklamak igin yapilan galismalarda ayri ayri olarak kromozom sayi anomalileri ve
apoptotik hdcre oranlari kullaniimistir. Literatire bakildiginda bu iki parametrenin
birlikte degerlendirildigi Carrell ve ark ait ¢alisma bulunmustur (27). Bu ¢alismada
tekrarlayan dusukleri olan ciftlerdeki erkeklerden elde edilen sperm o6rneklerinde
sperm FISH anomalileri ile apoptotik hucre oranlari birbiri ile uyumlu bulunmustur.
DNA fragmantasyonu ile spermlerdeki kromozom sayi anomali orani arasindaki bu
uyum ilgi ¢cekicidir. Bu durumu acgiklamak igin spermatogenezis sirasinda gergeklesen

mekanizmalara bakabiliriz. Spermatogenezis ve mayoz, mayotik kontrol noktalari ile



dizenlenmektedir. Bunlarda gergeklesen mayotik hatalar hlcresel apoptozisi
uyarabilir ve bu sekilde spermlerde sayisal kromozom anomalileri ile apoptozis
oranlari arasinda uyum gorulebilir. Bizim buldugumuz sonucun bu ¢alismada bulunan
sonugctan farkli olmasini agiklamaya galisacak olursak incelenen gruplarin birbirinden
farkl oldugunu gormekteyiz. Calistigimiz grupta hicbir ¢iftin Ugten fazla disugu
bulunmamaktaydi. Yani ciftler arasinda tekrarlayan gebelik kaybi bir endikasyon
degildi.

Apoptotik sperm hiicre oranlari ile embriyolarda gézlenen canli kalma oranlari
arasinda yapilan non-parametrik regresyon analizinde anlamli sonug¢ elde
edilmemigtir (Tablo. 16). Embriyo canli kalma oranlarina embriyoya ait genetik
materyal en onemli etkendir. Bunun disinda embriyo kultir kosullari, oositin
sitoplazma durumu etki etmektedir (54). Yapmis oldugumuz c¢alismada ayni siklusta
elde edilen spermler incelemeye alinmistir. incelenen spermler ile embriyoyu
dolleyen spermlerin birbirinden farkh oldugu icin embriyo canlilik oranina etkisinin

olmadigini dusunebiliriz.

Bu calismada, implantasyonu yapilacak embriyolar igin merkezimizde
uygulamaya ge¢meden once bir on ¢alisma yapilmasi amaglanmistir. Bu amagla
gelisimi durmus embriyolarda FISH yontemi ile sik rastlanilan andploidi oraninin
saptanmasi ilk hedef segilmis ve incelenen embriyolardaki kromozom durumlarinin
ebeveynlerin demografik 6zellikleri, embriyo canli kalma oranlari ve baba adaylarinin
spermiogram ozellikleri ile kargilagtiriimasi amaglanmistir. Calisma sonunda PGT
yontemi, kurum bunyesindeki IVF merkezinde endikasyonu olan ciftlere uygulanir

hale gelmistir.



SONUG

BOLUM V

Calismada incelenen embriyolarin elde edildigi anne adaylarinin yas
ortalamasi  30,80+6,246; baba adaylarinin yas ortalamasi
35,20+6,502 olarak bulunmustur. Anne-baba yasinin canli embriyo
oranlarina ve embriyolarda goérilen kromozom andploidilerine etki
etmedigi goruimustar.

Her siklusta elde edilen embriyo sayisi ile canli kalan embriyo
oranlari arasinda anlamli  korelasyon saptanirken oOnceki
hamileliklerde gorllen spontan abortus oranlari ile canli embriyo
oranlari arasinda ters yonde iligki saptanmistir.

Embriyolarda % 80 oraninda sayisal kromozom anomalisi saptanmig
olup, bu anomalilerin en sik (% 80) 18 nolu kromozoma ait oldugu
gOrulmustar. Embriyolarin en sik (27/37) monozomik oldugu dikkati
cekmistir.

Spermiogramda gorulen anomalilerin embriyoda gorulen sayisal
kromozom anomali sayisi ile uyumlu oldugu gorulmustuar.

Ayni siklusta elde edilen spermlerde X,Y, 18 kromozomlari agisindan
% 10+11,965 oraninda sayisal anomali tasidigi tespit edilmis olup,
bu oranlarin 6nceki IVF deneme sayisi ile dogru orantili oldugu tespit
edilmistir.

Sperm FISH anomali oranlari ile sperm apoptozis oranlarinin

embriyolarin canli kalma oranlarina etkisi olmadigi saptanmigtir.



Sperm FISH sonuclari ile sperm apoptozis sonuglari arasinda iliski

bulunmamistir.



BOLUM VI

OZET

Giris-Amacg: Embriyolarda gortlen kromozom anomali oraninin spontan abortuslarda
gorulen degerlere gore daha yuksek oldugu bilinmekte ve bu oran yaklagik % 23 ile
80 arasinda degismektedir. Calismamizin amaci:
e Gelisimi durmugs embriyolardaki kromozomal durumun 13,16,18,21 ve
22 nolu problar yardimi ile aydinlatilamsi
e Gelisimi durmus embriyolardaki kromozom anomali oranlari ile ayni
siklusta bulunan embriyolarin canlilik oranlari arasindaki iligkinin
gosterilmesi
e Gelisimi durmus embriyolardaki kromozom sayi anomalileri ile ayni
siklusta elde edilmis sperm hucrelerindeki kromozomal durum ile
apoptozis oranlarinin iliskilendirilmesidir.
Gereg-Yontem: Gelisimi durmus 20 embriyo 13,16,18,21 ve 22 nolu kromozom
problari ile analiz edildi. Gelisimi durmus embriyolarin babalarindan ayni siklusta elde
edilen sperm hucreleri X,Y ve 18 nolu kromozom problari analiz edildi. Sperm
hicrelerine ayrica TUNEL test ile apoptozis testi uygulandi.
Bulgular: Gelisimi durmus embriyolardaki kromozom sayi anomali orani % 80 olarak
bulunmustur. Embriyolarda gorulen sayisal anomali orani ile embriyolardaki canlilik
oranlari ve spermlerdeki toplam anomali orani arasinda anlamli iliski saptanmamistir.
Sperm apoptozisi ile embriyolarda goértlen sayisal anomali oranlari arasinda iligki
saptanmamigtir. Spermlerde goérulen kromozom anomali sayisi ile spermiogram

sonuglari arasinda anlamli sonu¢ saptanmigtir.



Sonug: Spermlerde gorulen sayisal kromozomal anomali ve apoptozis sikhgi ile
inceledigimiz embriyolarda goérilen sayisal kromozomal anomaliler arasinda iliski
bulunmamakta fakat baba adaylarindan elde edilen spermiogram sonuglari ile
gelisimi durmus embriyolarda goérllen sayisal anomaliler arasinda anlamli iligki

bulunmustur.



BOLUM Vi

ABSTRACT

Chromosomal abnormality rates in the embryos are observed more frequently
than in spontaneous abortions and it has been reported that the incidence of
aneuploidies varies between 23% and 89% in embryos in the literature.

In this study we investigated:

e Chromosomal aneuploidy rate for chromosome 13,16,18,21 and 22 in
arrested embryos,

e The relationship between the aneuploidies found in arrested embryos
and viability rate of embryos obtained in the same cycle,

e The relationship between the aneuploidy rate in arrested embryos and
sperm apoptosis, sperm FISH for chromosome X)Y and 18 and
spermiogram.

Materia and -Method: Twenty arrested embryos were analysed using PGD FISH
probes (13,16,18,21 and 22). The sperm which was obtained from the father of the
arrested embryos was analysed using FISH probes (X,Y and 18). To evaluate
apoptosis, TUNEL test was performed on sperm.

Results: Chromosomal aneuploidy frequency in arrested embryos was found to be
80%. There was no relationship between the aneuploidies found in arrested
embryos and the viabilty rate of the embryos obtained in the same cycle or total
aneuploidy rate in sperm. No correlation was found between sperm apoptosis and
chromosomal aneuploidy rates found in arrested embryos. There was a significant
correlation between the spermiogram and the number of chromosome aneuploidies

in the arrested embryos.



Conclusion: Although there is no significant correlation between the sperm FISH,
the sperm apoptosis results and the number of chromosomal aneuploidies in

embryos, we propose the spermiogram results are efficacious as an indication of

preimplantation genetic diagnosis
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