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1. BEYAN
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kaynaklar listesine aldigim, yine bu tezin ylrtdlmesi ve yazimi sirasinda patent ve
telif haklarim ihlal edici bir davramgimin olmadigini beyan ederim.

Emrah Gingor
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1. OZET VE ANAHTAR KELIMLER

Bu ¢alismanin amaci, infertilite tedavisi i¢in bagvurumus erkek faktorlii hastalarda
hem kromozom anomalilerinin hem de infertiliteye neden olan diger genetik
unsurlarin sikhigin1 ve tiplerini belirlemek, saptanan genetik anomaliler ile infertil
erkeklerdeki klinik veriler arasindaki iliskiyi incelemektir.

Calismamizda 1 Ocak 2016 ile 31 aralik 2018 tarihleri arasinda Istanbul Tiip Bebek
Merkezine gelen (n=168) hastanin dosyalar1 retrospektif olarak incelendi. Bu amagla
Biruni iiniversitesi girisimsel olmayan etik kurulundan 28.12.2018 tarih ve 2018/24-
02 sayih etik kurul izni alindi.

Caligmamizda FISH teknigi ile PGT uygulanan hastalar kromozomal endikasyonlara
gore gruplandirilarak andploidi oranlar analiz edildi. Gruplarin prognostik degerleri
ile istatsistiksel analiz (SPSS) sonuglarina gore kromozom anomalisi bulunan erkek
faktorlii hastalar (n=22) ile erkek endikasyonu olmayip semen degerleri normal
hasta gruplarinin (n=26) ve yas veya tekrarlayan gebelik kaybi olan (120) toplam 168
hastanin ~ embriyo gelisimi ve ICSI sonuglari incelendi. Kadin genetik 6zelligi
andploidi, translokasyon ve delesyon bulunan hastalarin tekrarlayan diisiik veya yas
faktorlii olgulara gore daha iyi embriyo gelistirdigi gozlendi. Erkek genetik 6zelligi
acisindan translokasyon, delesyon, inversiyon ve andploidi endikasyonlu olanlarin
normal kontrollere kiyasla daha iyi embriyo gelisimi gosterdigi, daha yliksek sayida
normal embriyo tasidigi goriildii.

Erkekte yapisal veya sayisal anomalili olan grupta secilmis embriyolar ile yapilan
transferlerin ise normal kontrollere kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek canli
dogum oran1 tespit edildi. Teratospermik hasta grubunda ve azoospermik olgularda
embriyo gelisimi blastokist gelisimi disinda anlamli farklilik gdstermedigi goriildii.
Gruplarda PGT normal embriyo sayisi agisindan, erkekte translokasyon olgularinin
disinda farklilik gézlenmedi.

Calismamizda gebeligi etkileyen faktorler incelendiginde blastokist sayisi, kadin yasi

ve PGT endikasyonu’nun etkiledigi anlasilmistir.

Anahtar kelimeler: Embriyo gelisimi, Erkek faktor, ICSI, Preimplantasyon genetik

tani



2. ABSTRACT

Evaluation Of Embryo Development And Ivf Results With Preimplantation
Genetic Diagnosis In Patients With Male Factors

The aim of this study was to determine the frequency and types of chromosomal
abnormalities and other genetic factors causing infertility in male patients who
applied for infertility treatment. Consequently, the study examine the relationships
between genetic abnormalities and clinical data in infertile male.

In this study the file of patients (n-168) who visited Istanbul IVF Center between 1
January 2016 and 31 December 2018 were examined retrospectively. For this
purpose, permission was obtained from the non-invasive ethics committee of Biruni
University dated 28.12.2018 and registered by 2018/24-02.

In our study the patients who underwent PGD with FISH technique grouped by
chromosomal indications and aneuploidy rates were analyzed. According to the
results of statistical analysis (SPSS) of the groups, in total 168 patient consist
followings groups male patients with chromosomal anomaly (n=22), male patients
with no indication semen normal patient groups (n=26) and age or recurrent
pregnancy loss (120) participated in our study to examine ICSI results.

Female genetic features such as aneuploidy, translocation and deletion showed
better embryo development rates than aspects such as age and recurrent abortus.In
terms of male genetic features, translocation deletion inversion and aneuploidy
indications showed better embryo development and higher number of normal
embryos than normal controls. In the male group with structural or numerical
anomalies, transfer rates with selected embryos were statistically higher than in
normal controls. Teratospermic patients and azoospermic cases, embryo
development did not differ significantly except blastocyst development. There was
no difference in the number of PGT nomal embryos in the groups other than
translocation in men.

When the factors affecting pregnancy were examined in our study, it was found that

the number of blastocysts affected female age and pgt indication.

Keywords: Embryo development, ICSI, Male factor, Preimplantation genetic

diagnosis,



3. GIRIS VE AMAC

Infertil hasta gruplarinda ciftlerin yaklasik %50’sinde déllenmeyi saglayacak
spermatazoa iiretemeyen erkege bagli nedenler yer almaktadir (Bienvenu ve ark.,
2003). Erkek kaynakli infertil hastalarin %60-70’inde azalan testis fonksiyon
bozukluklar1 oldugu belirtilmistir (Mittal ve ark., 2004). Sperm iiretiminden sorumlu
hormonlarin isleyisinde bozukluklar, testis yapi bozukluklari, veya ejakiilasyon
problemleri kisilerde ciddi infertilite nedenlerindendir. Erkek infertilitesinin
nedenleri arasinda vas deferens yoklugu, fiziksel travma, enfeksiyon ve yasam tarzi
(obezite sigara kullanimi, ¢evresel ajanlar vs. ) yer almaktadir (Griffin ve ark., 2005).
Sperm iretimindeki aksakliklar sperm parametreleri olan baglica spermin, sayi,
hareketlilik ve morfolojik yapisinda olusabilecek problemler ile iliskilidir
(Nagvenkar ve ark.,2005). Spermatogenezde ileri derecedeki bozukluklar sperm
kalitesinde diisiise neden olmakta ve bu spermlerden gelisen embriyolar genetik

anomali bakimindan risk altinda bulunmaktadirlar (Egozcue, 2000).

Olusan embriyonun genetik yapist anne ve babadan esit oranda genetik
materyal  tasir .Embriyoda  olusabilecek  genetik  anomalilik  oositten
kaynaklanabilecegi gibi ayni zamanda sperm DNA fragmantasyonu gibi bir
nedenden de embriyoda genetik bir sorun olusabilir ve gelisimini olumsuz
etkileyebilir (Tasarik ve ark., 2004). Embriyo olusumunda ve gelisiminde erkek
faktorlii  spermatozoa’dan kaynaklanan sperm DNA fragmantasyonu ilerde
embriyonun gelisiminde sorunlar olusturabilecegi belirtilmistir (Magli ve ark, 2007;
Cissen ve ark., 2016). Sperm kalitesindeki bozulma nedenlerinin baginda DNA
hasarlar1 oldugu distliniilmektedir. Burada 6zellikle cevresel faktorler basta olmak
tizere varikosel, hormon bozuklugu, sigara, testikiiler faktorler, spermatogenez
bozukluklari, sperm sitoplazma artiklar1 gibi ¢ok sayida etken spermin genetik
malzemesinde yapisal bozukluga neden olmaktadir. Yapilan genis aragtirma
gruplarinda, sperm DNA hasarlarinin sperm parametrelerinde bozulmaya ve anlamh
derecede gebelik kayiplarina yol actigi gosterilmistir (Borini, 2006). Sperm
hiicrelerinde mayoz boliinmede yada testis problemlerinden kaynaklanan sayisal
veya yapisal kromozom anomalilerinin spontan diisiiklerde etken olabilecegi

belirtilmistir (Egozcue, 2000).



Bu gibi risklerin goz oniinde bulundurulup saptanmasi olgularda izlenecek tedavi
seklinin belirlenmesi ve bu genetik kusurlarin bir sonraki kusaklara aktarilmasini
engellemek i¢in preimplantasyon genetik testler kullanilmaktadir. 1990’11 yillarin
basindan giiniimiize in vitro fertilizasyon (IVF) olgularinda embriyonun genetik
olarak incelenmesi i¢in PGT (Preimplantasyon genetik tani) yontemleri kullanilmaya

baslanmuistir.

PGT'de, in vitro fertilizasyon veya intrasitoplazmatik sperm enjeksiyonu ile
elde edilen embriyolar, genetik hatalar igin taranir boylelikle gebelik olusmadan 6nce
embriyo yapisal ya da sayisal kromozom anomalileri ve translokasyon gibi genetik
kusurlar bakimindan incelenip transfer i¢in sadece ‘'saglhikli' embriyolarin
secilmesine izin verir. PGT protokoliiniin bir bileseni, genetik olarak taranmasi igin
bir veya birkag hiicrenin elde edilmesi i¢cin embriyo biyopsisidir. Embriyo biyopsisi,
embriyolarin (8 hiicreli embriyolardan bir veya iki blastomerin ¢ikarilmasindan
olusan  blastomer biyopsisi-BB) veya blastokist evre embriyolarinda
(trofektodermden birkag¢ hiicrenin ¢ikarilmasini igeren, trofektoderm biyopsisi - TB)
biyopsi yontemleri ile gergeklestirilebilir PGT igin kullanilan bir¢ok yontem vardir.
Bunlara bazen tek kullanildigi gibi aym1 hastaligin  tanisinda beraberde
kullanilabilirler. Giincel olarak giiniimiizde kullanilanlar, Floresan in situ
hibridizasyon (FISH), Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), Kisa ardisik tekrarlar
(STR), Mikroarray ve yeni nesil sekans dizelemedir (next generation sequencing;
NGS). PGT yontemlerinden yararlanmakta temel amag, ebeveyn gecisli genetik
hastaliklar1 belirlemede, sayisal ve yapisal kromozom anomalilerini tespit etmekte ve
anne rahmine tutunma potansiyeli yliksek olan saglikli embriyoyu secerek basarili
gebelikler elde etmektir.

Bu c¢alismada amacimiz, gesitli erkek faktorlii infertil hastalarda, spermin, sayi,
hareketlilik ve kalitesine bagli endikasyonlart ve erkek karyotipi kromozom
anomalili hastalarin sonuglar1 géz oniinde bulundurularak embriyoda, sperme bagl
olusabilecek kromozomal anomalileri tespit etmek ve saglikli embriyo ile yapilan

transfer sonrasi canli dogum oranlari ile karsilastirarak incelemektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. infertilite

Infertilite ¢iftlerin bir yil diizenli olarak cinsel iliskiye girmesine ragmen
gebelik elde edememesi olarak tanimlanir. Daha once gebelik hi¢ olusmamissa
primer infertilite, en az bir kez gebelik yasanmis ise sekonder infertilite olarak
tanimlanir (Wallach, 1972).

Infertilite ciftlerin %15’inde goriiliip, vakalarin yaklasik olarak %50’inde erkek
faktorli sorumlu tutulmaktadir. Bu vakalarin %30°u yine erkek, %20 ise hem erkek
hem kadin nedenli olarak disiiniiliiyor. Erkek infertilitesi etiyolojisi yarisi
bilinememekte(idiyopadik), diger yarisini ise konjenital ve ya kazanilmis defektler

olusturmaktadir (Poongothai ve ark., 2009; Agarwal, 2016).

4.1.1. Kadin Infertilitesi

Infertilite tedavisi icin bagvurmus ciftlerde kadin faktoriin degerlendirmesi
tan1 ve tedavide O6nemli bir kriterdir. Kadin fertilitesinde gorev alan hipotalamik,
hipofiz ve ovaryum ekseninin koordinasyonu’na bagl olarak diizenlenmektedir. Bu
kardinasyon goz oniinde bulunduruldugunda kadin infertilitesine {ireme kanalinin
noroendokrin  ve immiin sistem fonksiyon bozukluklarma neden oldugu
goriilmektedir. Kadin infertilitesine neden olan baslica etkenler ovulasyon
bozukluklari, servikal faktor, tubal faktor ve agiklanamayan infertilitedir (Smith ve
ark., 2003). Infertiliteye neden olan baska 6nemli bir husus ise yas faktoriidiir.
Yapilan c¢alismalarda dogurganlik orani  ilerleyen yaslarda oldukca azalis
gostermektedir. Bu oranlart bagli olarak 25 ile 30 yas araliginda dogurganlik %10
azalig gosterirken 40 ile 45 yas aralifinda %90’lara kadar azalig gdstermektedir
(Maroulis,1991).

Yardimecr Ureme Teknikleri (YUT) cemiyeti ve Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi’nin 1989°da elde ettikleri verilere gore hasta yasinin YUT basarisii
etkileyen en 6nemli neden oldugunu belirtmiglerdir. Hasta yasinin ilerlemesi, 00sit

rezervinde ve kalitesinde, embriyo sayisinda ve aneuploidi sikliginda, implantasyon



oranlarinda diigiise embriyoda fragmantasyon oraninda ise artisa neden oldugu
gozlenmistir (Hull ve ark., 1996; Zieve ve ark., 2001).

Kadinda infertilite nedenleri arasinda ovulasyon bozukluklar1 kadin infertilitesinin
%30-40’11ik kismindan sorumlu tutulmaktadir. Bunlar amenore, anovulasyon ve adet
diizensizlikleri gibi bozukluklar ile kendini gostermektedir (Miller ve ark., 1999).
Ote yandan baska bir infertilite nedeni de tubal faktér diye tanimlanan tuba ve
periton anormallikleridir. Tubal yada peritoneal faktorler infertil giftlerin %20’inden
sorumlu tutulmaktadir. Hastanin tibbi ge¢misindeki pelvik inflamatuar hastalik,
apandisit, endometritseptik abortus, intrauterin ara¢ kullanimi gibi herhangi bir neden
yada pelvik enfeksiyonlar tubal faktorlere yol agabilir (Figicioglu ve Yesiladali,
2014; Barbieri, 2004).

Kadina ait infertil olgularin yaklagik %5-10 kadarinda servikal faktor sorumlu
tutulmaktadir. Servikal enfeksiyonlar mukusta kalite bozukluklarina neden
olmaktadir (Ozan, 2013). Servikal mukusun incelmesi ile hareketli spermatozoa
goriilmesi testin pozitif oldugunu gostermektedir (Eimers ve ark., 1994). Mukus

anormallikleri fertilizasyon basarisini etkilemektedir.

4.1.2. Aciklanamayan infertilite

Infertil giftler degerlendirilirken, erkege ait sperm testleri, fiziki muayene ve
kadina baglh ovulasyon testleri, tubal patolojiyi degerlendiren tetkiklerde herhangi bir
anormallik saptanamadiginda bu durum ‘‘acgiklanamayan infertilite’” olarak
tanimlanmaktadir. Aciklanamayan infertilite tanis1 konulmus olgularda sperm oosit
fonksiyonlarinda, fertilizasyon basarisi, embriyo gelisimi ve implantasyon
oranlarinda bozukluklar oldugu yapilan detayli analizler ile gosterilmistir
(Maheshwari ve ark., 2008).



4.1.3. Erkek infertilitesi

Infertil popiilasyonlarinda ~¢iftlerin  yaklasik %50’sinde  ddllenmeyi
saglayacak spermatazoa liretemeyen erkege ait nedenler yer almaktadir (Bienvenu ve
ark., 2003). Sperm iiretiminden sorumlu hormonlara ait bozukluklar, testis yap1
bozukluklar1 veya ejakiilasyon problemleri kisilerde infertilite nedenleri olarak
goriilmektedir. Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda vas deferens yoklugu, fiziksel
travma, enfeksiyon ve yasam tarzi (obezite sigara kullanimi, ¢evresel ajanlar vs.)
nedenlerde yer almaktadir (Griffin ve ark., 2005). Semen analizi erkek infertilitesinin
saptanmasinda en onemli test olarak goriilmektedir.Bu da spermin, sayi, hareketlilik
ve morfolojik yapisi ile iligkilidir (Nagvenkar ve ark., 2005). Sperm kalitesindeki
basta gelen bozulma nedeni, DNA hasarlaridir. Burada 6zellikle c¢evresel faktorler
basta olmak iizere varikosel, hormon bozuklugu, sigara, testikiiler faktorler,
spermatogenez bozukluklari, sperm sitoplazma artiklar1 gibi c¢ok sayida etken
spermin genetik malzemesinde yapisal bozukluga neden olmaktadir. Genis g¢aph
serilerde, sperm DNA hasarlarinin sperm parametrelerinde bozulmaya ve anlamli
derecede gebelik kayiplarina yol agtig1 ortaya konmustur (Borini, 2006).

Bunlardan yola ¢ikarak infertlitenin saglikli bir sekilde tedavisinin yapilabilmesi i¢in
infertil olgularda erkek faktoriiniin degerlendirmesi oldukca Onemlidir. Semen
degerlerinin bilinmesi intrauterin inseminasyon (IUl), in vitro fertilizasyon (IVF) ve
intrasitoplazmik  sperm  enjeksiyonu  (ICSI) olgularinin se¢iminde Onem
kazanmaktadir. Fertilizasyonun basart oranmin yiiksek olmasinda sperm sayisinin
onemli yeri vardir. Diinya Saglhk Orgiiti (WHO,2010) standartlarma gore sperm
sayisinin 15 milyon/ml ve daha fazla olmasi normal oldugunu 6ngérmektedir. Semen
orneginde hi¢ sperm olmamasi durumuna ise azoospermi denir. Erkeklerin %]1’inde

infertil olgularin ise %10-15’inde azoospermi gozlenmektedir (Turung, 2015).



Tablo 1 Erkek infertilitesi nedenleri ve etiyolojisi(WHO, 1994; ESHRE, 2010) .

ERKEK INFERTILITESI ETiYOLOJI
GENEL NEDENLER KADIN+ERKEK
Hipotalamik/Hipofizer %1-2 Erkek faktorii 0423
nedenler(Sek.hipogonodizm)
[
Testis ile iligkili nedenler 9630-40 ?:#Il:fyc?r? %18
(Spermatogenezl de bozuklu)lldarl
yetersizlik ve hipogonadizm) Tubal nedenler %14
Endometriozis %9
Testis sonrasi nedenler %10-20 Koital nedenler %5
(Sperm transport Servikal faktor | %3
bozukluklari) Aciklanamayan %28
Siniflandirilamayan Grup %40-50

4.1.3.1. Erkek iireme sistemi ve spermatogenez

Erkek genital sistemini bir ¢ift gonad (testisler), genital bosaltim sistemi(rete
testis, tubila rekti, ductuli effentes, epididimis ductus, deferens, ductus ejekulatorius)
aksesuar bezler (prostat, glandula bulboiiretralis, vezikula seminalis) ve penis
olusturmaktadir.

Testisler esas olarak gametlerin (Sperm hiicresi, spermatoza, spermium) olusumunu
ve steroid hormanlarin iiretimi ve salgilanmasini saglar. Testislerin endokrin gorevi
leydig hiicreleri tarafindan saglanir. Leydig hiicreleri testislerdeki loblarda, bag
dokularinin arasinda bulunur ve steroid yapida bulunan hormonu (testesteron) iiretip
dogrudan kana verirler. Testesteron ise hipofiz bezinin 6n lobunda salgilanan
LH’m(luteinlestirirci hormon) stimiilasyonunu saglar.

Testislerin en dis tabakasi tunika vaginalis ile sarilidir. Testislerin arka tarafinda ise
bu tabaka bulunmaz. Kan damarlari, sinirler ve lenfamatik damarlar testise bu
bolgeden girer ve yine bu bdlgeden orgami terk ederler. Bu bolgenin hemen alt
kisminda bulunan tunika albuginea ise igerisinde sperm hiicrelerinin iiretimini
sagladig1 seminifer tiibiillerin oldugu bolgeyi fibroz bag dokusu ile ¢evreler. Testisin
arka yiiziinde ise igerisinde kan ve lenf damarlarin1 bulundugu tunika albuginea
madiastinum yer alir. Tunika albugineadan ince bir fibréz bag dokusu ile ayrilarak

mediastinuma uzanan 200-300 kadar bolme testisi piramidal lobiillere ayirirlar.Her



bir lobiil igerisinde sayilar1 2 ile 4 arasinda degisen seminifer tiibiil bulundurur.Bu
tiibiillerin ¢apt 150-250 uzunluklar1 ise 30-80 santim arasi degismektedir. Erkek
genital bosaltim yollar1 tubila rekti ile baslayip Once testisin i¢inde daha sonra
disinda devam eder ve farkli sistem ve isimler ile tanimlanirlar. Seminifer tiibiiller
belirli bazal membran ile cevrilidirler ve bunun disinda ise gevsek bag yapidan
olusan lamina propria vardir. Bazal membranin dis kisminda ise insanda 3-5 sira
myoid hiicre dizisi yeralir. Bu hiicrelerin ritmik olarak kasilmalar1 ile seminifer
tiibiillerdeki spermler bosaltma kanalina gegerler. Lamina propriada kiimeler halinde
leydig hiicreleri yer almasi, kalinlasarak fibroz bir karakter olusmasi, erkek
infertilitesi nedenlerindendir. Seminifer tiibiiller ¢ok katli kompleks bir ortii ile
cevrili olup, sertoli ve spermotogenetik olmak iizere yapisinda iki grup hiicre
bulundurur (Irez, 2014).

Spermatogenezis

Sperm ftiretimi olduk¢a uzun zaman alan karmasik bir siiregtir. Olgun sperm
tiretimi pubertede baslayip 72 giinliik sikluslar halinde 6miir boyu devam eder. Germ
hiicresi denilen Oncii hiicrelerin farklilagarak olgun sperm hiicresi haline gelmesi
olayina spermatogenez denir (Mazumdar ve Levine, 1988).

Bu siirecte germ hiicreleri 46 kromozoma sahip diploit yapidan mayoz gegirerek 23
kromozomlu haploid yapiya doniisiirler. Olgun sperm hiicresi 23 kromozomlu
haploid formda iken yine 23 haploid kromozomlu yumurta hiicresi ile birleserek 46
kromozomlu diploit bireyi olusturur.

Spermatogenez poliferasyon, rediiksiyon-boliinme ve farklilasma fazi olmak {izere 3
asamadan meydana gelir. Bu asamalarin her birinden sperm hiicreleri,
spermatogonia, spermatosit, spermatid gibi yapilara farklilasarak olgunlasirlar. Testis
dokusu igerisinde kan damarlari, kas ve sinir hiicrelerinin bulundugu kapsiil seklinde
cevrelenmis (skrotum) yapmin iginde yer alir. Spermatogenez testiste seminifer
tiibiillerde gergeklesir. Testislerin her birinin iginde yaklasik 500 seminifer tiibiil
bulunur ve bu tiibiillerin her birinin yaklasik uzunlugu 30-70 santimetredir. Seminifer
tiibiiller testisin yaklasik olarak hacminin %80-90 ‘anin1 kaplar. Boylelikle testisin
hacmi bizlere, sperm iiretim potansiyeli hakkinda kabaca fikir verir (Turek, 2000;

Sigman ve Howards, 1998). Seminiferdz epiteli olusturan iki farkli hiicre tipi vardir.



Bunlar sperm yapiminda gorev alan spermatogenetik hiicreler yada germ hiicreleri ve
sperm hiicrelerinin hem besin kaynagi hemde destek saglayan sertoli hiicreleridir.
Testislerde bulunan diger bir hiicre grubu ise erkek seks hormonu olan testesteronun
tiretiminden sorumlu Leydig hiicreleridir. Seminifer tiibiillerde, spermatogenezin
olustugu asmalarda goérev alan Oncii hiicreler yer alir. Farklilasma evrelerini
tamamlayan hiicreler seminifer tiibiillerde salinirlar. Boylece testisin farkli
alanlarinda baska evrelerde sperm fiiretimi devam eder (Kaya vd., 2000; Casey vd.,
1993).

Proliferasyon faz

Germinal epitel igerisinde olgunlagsma evresinin ilk basamaginda olan bu hiicreler
spermatogonyumlardir. Mitoz boliinme sonucunda olusan bu hiicrelerin bir kismi
spermatogenezise girerken dejenere olurlar (Turek, 2000; Sigman ve Howards,
1998).

Rediiksiyon-boéliinme fazi

Insan sperm hiicrelerinde Tip A acik spermatogonyumlar, Tip A koyu
spermatogonyumlar ~ ve Tip B spermatogonyumlar olmak iizere 3 grup
spermatogonyum tanimlanmigtir. Tip A koyu spermatogonyumlar reserv(stem)
hiicreler olarak gorev alirlar ve boliinerek Tip A agik spermatogonyumlara
farklilagirlar. Tip A acik spermatogonyumlar ise mitoz ile bolinerek Tip B
spermatogonyumlar1 olustururlar. Tip B spermatogonyumlar ise bir sonraki primer
spermatositleri olusturan (progenitor) hiicrelerdir (Sigman, 1998; Mazumdar, 1998).
Primer spermatositler birinci mayoz ile boliinme gegirerek sekonder spermatositleri
olustururlar. Hemen ardindan ikinci mayozu gegirerek haploid sayida kromozomlari
iceren spermatidleri olustururlar. Spermatogenetik hiicrelerin puberteden Once
seminifer tiibiil limenine gecisleri sertoli hiicrelerinin arasindaki bdliimler ile
engellenir. Bu asamalardan sonra spermatosit diye isimlendirilen hiicreler DNA

miktarlarmni iki katina ¢ikardiktan Sonra 4 hiicreye boliiniirler ve bu 4 hiicrenin her

biri 23 kromozom igerirler (Turek, 2000; Kaya, 2000).
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Farkhilasma fazi

Genetik materyallerini boliinme sonucu yariya indiren bu yeni hiicreler
morfogenez ile farklilasarak spermatoozanlar1 olustururlar. Bu olaya spermiyogenez
denir. Spermiyogenez akrozomun olugmasi, nukleus uzamasi ve yogunlagmasi,
flagellumun gelismesi ve sitoplazmanin kaybolmasi gibi karmasik olaylari igerir.
Farklilagma tamamlandiktan sonra, spermatozoonlar Sertoli hiicrelerinden ayrilarak
seminifer tiibiillerin limenine gegerler (spermiasyon). Bu doénemde spermler
morfolojik  olarak  olgunlagmalarinda ragmen fonksiyonel olarak daha
olgunlasmamislardir. Hareket yetenekleri heniiz olusmamis bu hiicrelerin oositi
dolleme kabiliyetleri ise heniiz sinirlidir, hareket yetenedi epididimde kazanilir

(Kaya, 2000; Onder vd., 2011).

spermatogony S
olugturan mitoz

@ béldnme

@——7 Birincil spermatosit

Ikincif spermatosit

@ Sperm ana
hdcresi (2n)
Gok sayidn t ,(-uyum) Seminifer tiipciikleri

Gekirdek

Akrozom

Sekil 1 Spermatogenez (Gilbert, 2000).
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4.1.3.2. Erkek infertilitesi genetik

Erkek infertilitesine %15-30 oraninda genetik etmenler sebep olarak
gosterilmektedir. Infertilite tedavisinde etiyolojik faktdrlerin saptanmasi ,vakalarda
izlenecek yolun belirlenmesi i¢in 6nem tagimaktadir.Bu amag ile genetik etmenlerin
saptanmas1 bunlarin gelecek kusaga aktarilmasini 6nlemek i¢in Preimplantasyon
genetik tan1 (PGT) uygulamalar tedavide 6nemli bir yer tutmaktadir. Bazi olgularda

tedavinin yoniinii belirlemede saglikli kararlarin alinabilmesi i¢in 6nemlidir.

Sayisal ve yapisal komozomal anomaliler

Kromozomal anomaliler sayisal yapisal yada her iki durumunda bulundugu
belirte¢ durumlari kapsamaktadir. infertil erkeklerdeki kromozomal anomali oraninin
yaklagik %5 oldugu bildirilmistir. Azoospermik olgularda ise %15 oraninda
kromozomal anomali goézlenmektedir. Kromozomal anomaliler arasinda en sik
gozlenen sayisal anomalilerdir. Non-obstriiktif azospermi hasta gruplarinda cinsiyet
kromozomlar1 ile iligkili olan sayisal anomaliler daha sik bulunurlar. Bu kisiler
tirettikleri spermlerde anomalili oldugu i¢in bir bagka kusaga da aktarirlar. XXY
kromozom setine sahip olan Klinefelter sendromlu olgular bu grup arasinda en sik
gozlenenidir. Bu kromozomal anomali tipi oligospermilerde %5 agir oligospermi ve
azoospermi olan olgularda ise %10 oraninda goriillmektedir. Anomali tipleri mozaik
ve mozaik olmayan formlarda da gorilmektedirler. 46 XY/47, XXY kromozom
kurulusuna sahip bu mozaik olgularda %74 oraninda ejakiilat spermi veya testikiiler
sperm bulma olasilig1 vardir. Mozaik olmayan olgularda ise sperm bulma olasilig
%25 olarak bildirilmistir. Bu olgularda IVF tedavisi ile ICSI igin kullanilacak
spermlerde andploidi bulunmasi miimkiindiir ve bu nedenle PGT endikasyonu
bulundurduklart bilinmekle birlikte farkli gruplarin ¢aligmalarinda bu olgularda elde
edilen spermlerin Oploid germ hiicrelerinden gelistigi ve bu kisilerin irettikleri
spermlerin normal kromozomal yapilarda olduklar1 bildirilmis ve normal saglikli

dogumlar gozlenmistir.
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Erkek infertilitesine genetik olarak neden olan bir baska kromozomal anomali grubu
ise translokasyonlardir. Bunlarin infertil erkek gruplarinda 4-10 kat daha fazla
bulunan otozomal translokasyonlardir. Bunlardan Robertson tipi translokasyonlar,
13, 14, 15, 21 ve 22. kromozomlarin ¢ok kiigiik olan kisa kollarindan birlesmesi ile
olusur ve infertil erkeklerin % 0.8’ini olusturur ancak bu oran normal popiilasyona
gore 9 daha kat fazla oldugu agiklanmistir. Robertson tipi translokasyonlar
azospermik vakalarda 9%1.6 oraninda, oligospermilerde ise %0.09 oraninda
gozlenmektedir (Bahge, 2018). Bu bireyler hem normal hem de infertil olabilirler.
Fakat bu fertil kisilerde yada bunlardan ICSI ile olusan gebeliklerde fetal olarak
kromozomal anomali riski tagimaktadirlar. Bu olgular prenatal yada preimplantasyon

genetik tan1 i¢in adaydirlar (Bahge ,2018).

Y kromozom mikrodelesyonlar:

Y kromozomu mikrodelesyonlart oligospermilerde %5-10 oraninda
azospermi olgularinda ise %10-15 oraninda gozlenmektedir. AZF bolgesi
delesyonlart genellikle AZFb ve AZFc bolgelerinde olusur ve delesyona ugrayan
bolgeye gore ¢ok farkli durumlar ile meydana gelebilirler. Bu delesyonlar ve ortaya
¢ikan klinik sonuclarin korelasyonu, yeni karsilasilan vakalarda durumun anlasilmasi
acisindan hareket tarzinin bilinmesi son derece Onemlidir. AXFA bolgesindeki
USPY9Y ve DBY genlerinin kayb1 “‘Sertoli Cell Only’’ sendromuna sebep olur ve
ejakiilatta sperm bulunmaz. AZFb bolgesinde bulunan temel olarak RBMY'1 geni
bulunur ve bu genin alti adet kopyasi vardir. RBMY1 geninin RNA baglayici bir
proteini kodladigr bildirilmistir. PRY geni ise AZFb bolgesinde bulunup, anormal
spermlerin apoptozis regiilasyonu ile eleminasyonunda gorev almaktadir. AZFDb
bolgesindeki bulunan RBMY ve PRY genlerinin delesyonu spermatogenetik arreste
sebep olmaktadir(Voght, 1998). AZFc bolgesindeki gen delesyonlar1 ise
spermatogenezisi etkileyip ve oligospermiden azospermiye kadar neden olup farkl
tablolar ortaya cikarir. Non-obstriiktif azospermilerde %12, agir oligospermilerde
%6 oraninda AZFc bolge delesyonlart mevcuttur. AZFc bolge delesyonlar
sonrasinda gelisen total Y kromozom delesyonlarina doniisiip bunlarin sonucunda bu
mekanizmanin 45, X(18,19) ve 45, X/46, XY mozaik vakalarmn olusumasinda rol

aldigt bildirilmistir. Azospermik ve oligospermik vakalarin tedavisinde dogru yolun
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izlenmesinde ve tant konulmasinda IVF Oncesi kritik oneme sahiptir. AZF
bolgelerindeki genler disinda yine Y kromozomun uzun koluna lokalize ve
spermatogeneziste rol alan CDY ve TSYP genleri bulunur ve bu genlerin fonksiyon
bozukluklar1 spermatogenezisi onemli derecede olumsuz etkiler (Kathrine vd.,
2010).

CFTR geni erkek infertilitesinde 6nemli bir yere sahiptir.Konjenital bilateral vas
deferens agenezis (KBVDA) olgularinda CFTR geni %60-90 oraninda etkilenmistir.
Bu mutasyonlarinda %60-70’ini delta F508 mutasyonu olusturmaktadir. Ayrica
genin 8. ekzonun sonlarinda polyT sayisida KBVDA vakalarinda 6nem kazanir
(Vilma vd., 2007). Bu alelde klasik mutasyon tasiyan ve diger aleli 5T olan
vakalarda KBVDA olma olasilig1 yiiksek oldugu bildirilimistir. Bu taninin konulmasi
ve esinde CFTR mutasyon oldugunu taramak ve varligi durumunda PGT yontemi ile
fetiise bu hastaligin gegisi engellenebilmektedir. Bu nedenle bilateral vas deferens
agenezisi saptanan olgularda CFTR mutasyon taramasi olduk¢a dnemlidir (Kathrine
vd., 2010).

Bunlarin disinda seks hormon baglayici globuliin (SHBG), dstrojen reseptor genil,
metil tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) ve 2 (ESR1,2), FSH reseptor geni (FSHR),
DAZL ve INSL3 genleride spermatogenezis ve erkek infertilitesinde problem
yarattig1 bildirilen genlerdir. Fakat bu genlerin mutasyon ve etki mekanizmalar1 ile
ilgili galigmalar devam etmektedir (Kathrine vd., 2010).

X kromozomu fiizerinde yer alan androjen reseptor geni gametogeneziste onemli
derecede rol almaktadir. Hem mayoz boliinmede hemde spermatositlerin yuvarlak
spermatidlere doniistimiinde rol aldig1 bildirilmektedir (De Gendt vd., 2004). Ayrica
androjen reseptor gen mutasyonlart androjen duyarsizlik sendromu ve Kennedy
sendromuna sebep olup fertiliteyi olumsuz etkilemektedir. X kromozomu tizerinde
bulunan USP2 geninin de spermatogenezis erken olusmasinda gorev aldigi
bildirilmis olup, rutin klinik kullanim i¢inde ¢ok veriye ihtiya¢ oldugu
soylenmektedir (Stouffs vd., 2005). KAL1 gen mutasyonlar1 ise Kallmann sendromlu
vakalarin %30-70’inde gbzlenmistir. FGR1 genine ait mutasyonlarida Kallmann
sendromunun hiposmik veya anosmik tipere neden oldugu bildirilmistir.

Erkek infertilitesinde epigenetik programlamalarda oOnemli yer almaktadirlar.
Epigenetik programlama ile temel DNA dizilimi degismeden DNA ya eklenen metil

gruplar1 ve histon proteinleri gibi molekiiler ile DNA’daki bilginin RNA molekiiliine
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aktarilmasinda yer alan transkripsiyon basamaginda modifikasyonlar yapilarak gen
ifadelerinin diizenlenmesi olarak bilinmektedir. Spermatogeneziste insanda kromatin
paketlenmesi basamaginda yer alan P1 ve P2 isimli iki proteinin 6nemli derecede bu
islemde etkili oldugu gosterilmistir. P1 proteinin o6zellikle erken sentezlenmesi
spermatogenezisin arrest olmasina ve nukleusun prematiir kondensasyonuna Sebep
oldugu bilinmektedir. P2 proteini ise anormal DNA paketlemesi ve DNA da hasar
olusmasindan sorumlu tutulmaktadir. Metilasyon epigenetik modifikasyonlarda
onem arz etmektedir. Infertil hastalarin metilasyon hatalart bulundurduklar:
bildirilmistir. Oligospermik hastalarin da ayrica imprintig defektlerine bagli hastalikli
cocuk sahibi olma ihtimallerinin oldukg¢a yiiksek oldugu bildirilmektedir. Diger
yandan IVF isleminde maturasyonunu ve dolayisi ile epigenetik modifikasyonlarini
tamamlamis spermlerin kullanilmasi dogacak bebeklerde imprinting hastaliklarina
neden olabilecektir. Bundan dolay1 bu konu iyice arastirilip tartisilmalidir. Hartmann
ve ark.lar1 tarafindan yapilan bir aragtirmada infertil ve normal fertil erkeklerden
elde edilen spermatogonialar arasinda imprinting hatalar bakimindan iki grup
karsilastirildiginda  bir fark bulunmamistir (Hartmann vd., 2006). Ancak iki ayri
yapilan bagimsiz calismalarda bir imprintig hastalig1 olan Angelman sendromunun
ICSI sonras1 dogan ¢ocuklarda daha sik oldugu gozlemlenmistir (Cox vd., 2002; De
Rycke vd., 2002). Yine bir imprinting hastaligi olan Beckwith-Wiedemann sendromu
da normal popiilasyonda %1 siklikta gozlenirken IVF ile dogan c¢ocuklarda %5
oraninda oldugu gozlemlenmistir (De Baun vd., 2003).

4.1.3.3 Semen analizi ve degerlendirmesi

Semen s1visi, spermatozoanin ejakiilasyon sirasinda testis ve epididimisten
salgilanan sivilarin prostat, seminal vezikiiller ve bulboiiretral bezlerin salgilar ile
birlesmesi ile olur. Bunlarin birlesmesi ile olusan vizkozitesi yiiksek siviya semen
denir. Bu sivinin %5’ini spermatozoa olusturur (WHO,1999). insandaki ejakiilat
miktar1 kisiden kisiye degismekle beraber yaklasik 2-6 ml. kadardir. pH degeri ise
7.2-8 arasindadir. Insan semeni ejakiilasyonun hemen sonrasinda yogunlasip,
yaklasik 20 dk. iginde ise ¢oziilerek likefiye olur (Delilbasi, 2008; Turung, 2015).
Olgun bir sperm hiicresi baglica bas, boyun ve kuyruk olmak {izere 3 kisimdan

olusur. Sperm bas kisminin biiyiik bir bolimii ¢ekirdekten olusmustur. Cekirdegin
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2/31 ise 6n kisimda akrozom olusturur. Akrozom etrafi zar ile ¢evrili baslik seklinde
bir organeldir. Akrozomun alt tabakasinda ise hiicre zar ile ¢ekirdek zari ile
birlesmesini saglayan 6zel paketlenmis post-akrozomal kisim bulunur (Irez, 2014).
Déllenme zamani spermi saran zar ile sekonder oosit zar1 bu post-akrozomal

bolgeden birleserek erir ve spermin oosit sitoplazmasina girisini saglar.

1-Konsantrasyon

Semen analizi hastadan 3-4 giinliik cinsel perhiz ile verilen ejakiilat drnegi
incelenerek yapilir. Faz kontrast mikroskop araciligr ile lam-lamel yada birim
mililitre basina diisen sperm konsantrasyon incelenmek istendiginde bir hiicre sayma
kamaras: ya da makler kamarasi denilen 6zel lam lamel diizenegi ile hesaplanabilir.
Semen analizinde optimal bir degerlendirme yapabilmek i¢in birka¢ hafta aralik ile
toplanmus iki yada ii¢ semen 6rnegi incelenerek yapilir.

Sperm say1 degerlendirmesi iki sekilde yapilir. Ya biitiin spermler immobilize edilip
toplam say1 alinir, yada hareketli ve hareketsiz spermler birlikte degerlendirilir.
Spem sayimi hemositometre, microcell, Cell\VU, Standartcount, Makler gibi bir¢ok
cihaz ile sayilmasi miimkiindiir. Ancak glinlimiizde yaygin olarak Makler sayim
kamarast kullanilmaktadir. Maklerde iyi bir degerlendirmenin yapilabilmesi igin
ejakiilat miktarinin 10ul ‘yi gegememesi, kamaranimn Ustiiniin iyi kapatilmasi, 100
karelik alanda en az 10 farkli alanin sayilmasi ve kamaranin 37°C* de ya da oda

1s1sinda olmasi saglikli sonuglar almak i¢in 6nem kazanmaktadir (WHO, 1999).
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Bir sperm analizinin WHO’ya gore (2010) normal degerleri su sekildedir.

Tablo 2 Normal Semen Degerleri (WHO, 2010).

Parametre Alt Referans Degeri

pH >7,2

Semen hacmi (ml) 151,4-17)
Toplam sperm sayis1 (10%/ejakiilat) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (10%/ml) 15 (12 -16)
Toplam motilite (PR+NP, %) 40 (38 -42)

ileriye dogru hareketlilik (PR, %) 32 (31 - 34)

Vitalite (canli spermler, %) 58 (55 -63)
Sperm morfolojisi (normal,%) 4(3,0-4,0)
Peroksidaz pozitif I6kositler(10%/ml) <1
2-Motilite

Diinya Saglk Orgiiti(WHO, 1999) referans bilgilerine gore sperm
motilitesini belirlemede farkli karmasik cihazlara gerek duymadan 4 dereceli
degerlendirmeyi onermektedir:

a. Hizl1 dogrusal progresif hareket,

b. Yavas dogrusal yada dogrusal olmayan hareket,

c. Progresif olmayan hareketlilik,

d. Hareketsiz.

Sperm motilitesi, semen ornegindeki progresif hareketli sperm yada %25 hizli ileri
hareketli sperm yiizdesi olarak tanimlanir. Sperm hareketliligi Diinya Saglik Orgiitii
(WHO): +4 hizli ileri progresif hareket, +3 yavas dogrusal olmayan hareket, +2
yerinde hareketli ve +1 hareketsiz arasinda dort sinifta degerlendirmektedir. Sperm
motilitesi WHO 2010 kriterlerine gore 3 kategoride incelenmektedir. Bu analizde

hizli ve yavas hareket birlestirilerek ileri hareketli spermlerin yiizdesi alinmakta,
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progresif olmayan ve hareketsiz spermlerin yiizde degerleri ise benzer sekilde
hesaplanmaktadir (WHO, 2010).
3-Morfoloji

Rutin olarak semen analizinde morfoloji,spermin fiziksel olarak 6zelliklerinin
gorsel olarak degerlendirilmesidir. Normal bir sperm bas ve kuyruk olmak iizere iki
parcadan meydana gelir. Bas kisminda, akrozom, post akrozomal kisim ve
¢ekirdek(nukleus) bulunur. Kuyrukta ise boyun, orta parga, ana parga ve son
par¢adan olusmustur. Orta par¢ada spermin temel enerji gereksinimini karsilayan
mitokondriler yer almaktadadir. Spermin kuyruk kisminda meydana gelen anomaliler

spermin motilitesi {izerine olumsuz etkiye neden olur (Kruger, 1987; Gardner, 2004).

Bas Akrozom

Postakrozom
Boyun

Mid-piece

Kuyruk Ana Kuyruk

Ug kuyruk

Sekil 2 Normal spermin kisimlari (Orhon, 1995).

Normal spermin morfolojik degerleri Kruger strict kriterleri ve WHO
kriterleri ile tanimlanmistir. Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gére toplam sperm
sayist tzerinden %30’unun normal morfolojide olmasi gerekir. Kruger strict
kriterlerine gdre spermin normal olmasi i¢in tim morfolojik 6zelliklerinin tam
olmas1 gerekir, en ufak anomali olmasi bile spermin anormal oldugunu belirtilir. i1k
defa 1986 yilinda Kruger ve ark.’nin tarafindan belirlenen bu kriteleri, 1990 yilinda
Menkveld ve ark.’lar1 tekrardan revize etmislerdir (Menkveld ve ark., 1990).
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Sperm morfolojisi fertilite agisindan 6nemli bir potansiyele sahiptir. Kruger kesin
kurallarina gore normal morfolojiye sahip spermlerin IVF basaris1 ile pozitif
korelasyonu vardir. Kruger’e gore sperm morfoloji degeri %4’ten az oldugu zaman
oosit bagina fertilizasyon oran1 %7,6 iken, morfoloji %4 ten fazla normal morfolojiye

sahip spermlerin oldugu vakalarda fertilizason oran1 %63,9’a ulagmaktadir.

A. Bag defektleri

(a) () © d (e) M
Koni Piriform Yuvariak Amorf ($elols‘z) Vakuolli Dar akrozom
? ’Akmzom KLIQUR
= -
B. Boyun ve orta parga defektleri C. Kuyruk defektieri D. Agin rezidiel
sitoplazma
(@ ()] ® ] (k) M (m) (n)
Bukuk Asimetrik Kalm Ince Bikik Kiveimb Basin > 1/3'()

APLT 1Y

Sekil 3 Anormal Sperm Morfolojileri (WHO, 2010).
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Spermiogram sonucundan elde edilen degerler WHO’a (2010) gore su sekilde
siiflandirilir.

Normospermi : Semende 15 milyon/ml iizerinde sperm bulunmasi
Oligospermi : Semen iginde sperm sayisinin 15 milyondan az olmasi
Astenospermi : ileri hareketliligin %40’1n altinda olmas1

Teratospermi : Morfolojinin %4 altinda olmast
Oligoastenoteratospermi: Her ti¢ degiskende olan bozukluga isaret eder

Azospermi: Ejakiilatta hi¢ spermatozoa olmamasi
Aspermi: Hig ejakiilat elde edilememesi(WHO, 2010).

4.1.3.4. Azoospermi

Erkek infertilitesine konjenital ya da sonradan ortaya ¢ikmis iirogenital
kusurlar, enfeksiyonlar, skrotumda sicakliga neden olan durumlar (varikosel)
endokrin bozukluklar, genetik kusurlar yada tmmiinolojik faktorler neden
olabilmektedir. Etiyolojisi bilinmeyen idiopatrik erkek infertilitesi popiilasyonu %30
oranidadir. Idiopatrik erkek infertilitesine neden olan faktdrler kronik stres, ¢evresel
kirlilige bagli endokrin bozukluklar oksidatif stres ve genetik bozukluklar yer
almaktadir. Idiopatrik infertiliteye sahip erkeklerde herhangi bir hastaliga ait dykiileri
ve hormonal bozukluklart olmamasina ragmen semen analizinde bozukluklar
bulunmaktadir. Bunlar sperm sayisinin azligi (oligospermi), sperm hareketliliginin
diisikligii (astenospermi) ve anormal sperm morfolojisine sahip (teratospermi) gibi
anormalliklere sahiptirler. Bu sperm anormalliklerin hepsinin bir arada ayni hastada
olmas1 durumu da oligo-asteno-teratospermi (OAT) olarak adlandirilir (Tiittelmann,
2010).

Azoospermi, ejakiilattan spermin yoklugu olarak tanimlanir, bu da infertil
erkeklerin tahmini olarak % 10-20'sini etkiler. Olgularin % 40'mda tikanikliga bagl
obstriiktif, diger olgularda ise spermatogenez basarisizligi nedeniyle non-obstriiktif
azoospermi (NOA) goriiliir ( Jarow vd., 1989). Non- obstriiktif azoospermi (NOA)
olgun sperm hiicrelerinin testiste ¢cok az bulunmasi yada hig tiretilmemesinden dolayi

ejakiillatta sperm yoklugu olarak bilinmektedir. Non- obstriiktif azoospermi (NOA)
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azospermi neden olan faktorler testis travmasi, anorsi, inmemis testis, Klinefelter
sendromu, germ hiicre aplazisi, matiirasyon arresti, orsit, radyasyon sicaklik artist,
siroz,bobrek yetmezligi ¢esitli testis tiimorleri, varikosel ve idiopatrik nedenler yer
alir (Hopps vd., 2002). Non- obstriiktif azoospermi vakalarinda testislerde
spermatogenezin oldugu odaklar bulunup, bu odaklardan olgun sperm hiicreleri elde
edilir. Bu sekilde sperm eldesine testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) denir
(Turunc, 2006). Giincel olarak TESE sperm bulma ihtimali yiiksek olan mikroskop
ile (mikro-TESE) yapilmaktadir (Dabaja ve Schlegel, 2013).

Bu erkeklerde sperm ecjakiilattan yok olsa da, testislerden alinabilir ve ICSI ile
gebelige ulagmak icin kullanilabilir. Son raporlar infertil erkeklerin spermlerinde

epigenetik anormalliklerin varligin1 gostermistir ( Kobayashi vd., 2007).

4.2.Cerrahi Sperm Elde Etme Teknikleri

Azospermi, infertil erkeklerin yaklasik %10- 15’inde goriilmektedir.
Azospermi saptanan hastalarin %40’inda OA, %60’inda NOA saptanmaktadir.
Sperm elde etme yontemleri azospermik (obstriiktif ve non-obstriiktif ) olan infertil
erkeklerde yardimci tireme yontemleri igin testisten ya da epididimden sperm elde
etmek icin kullanilir. Genel olarak sperm elde etme yontemleri sunlardir;

1) Perkiitan Epididimal Sperm Aspirasyonu (PESA)

2) Mikrocerrahi Epididimal Sperm Aspirasyonu (MESA)
3) Testikiiler Sperm Aspirasyonu (TESA)

4) Konvansiyonel Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu (TESE)
5) Mikrocerrahi Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu (m-TESE)

1) Perkiitan epididimal sperm aspirasyonu (PESA): Bu yontemde teknik olarak
once testis hazirlanir ve lokal anestezi uygulanir. Epididim lokalize edilerek 23 G ve
10 ml igne epididim i¢ine gelecek sekilde batirilir ve 5 ml negatif basingla aspirasyon
yapilir. Gelen materyal hizli bir sekilde laboratuvara gonderilir. Bu yontem ile
vaskiiler yaralanma ve hematom gelisme oranlarinin diger yontemlere gore daha
yiiksek bulunmaktadir.

2) Mikrocerrahi epididimal sperm aspirasyonu (MESA): MESA konjenital vaz

deferens agenezisi saptanan hasta grubunda yapilmaktadir. Teknik olarak, 2-3 cm’lik
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skrotal transvers insizyonla testis dogurtulur. Tunika vajinalis agilarak epididime
ulasilir. Epididim, mikroskop altinda 16x-25x biiyiitme ile incelenir ve epididimal
tunika sedef renkli dilate tubiillerin lizerinden ag¢ilir. Daha sonra epididimal sivi
mikropipet yardimi ile alinir. Testis ve epididim nazik¢e komprese edilip gelen sivi
miktar1 arttirilabilir. Bu yontemle, 10-20 pl epididimal sivi elde edilebilir. MESA ile
genellikle hem sperm dondurma hemde IVF/ICSI igin yeterli sperm alinabilmektedir.
3) Testikiiler sperm aspirasyonu(TESA): Lokal anestezi altinda, spermatogenezin
normal oldugu hastalarda uygulanir. Skrotal ciltten ignenin testis i¢ine batirilip
aspirasyonu yontemine dayanir.

4) Konvansiyonel testikiiler sperm ekstraksiyonu(TESE): NOA de, testiste sperm
tiretiminin heterojen dagilimi nedeniyle farkli bolgelerinden 6rnek almak, bir testiste
sperm bulunamadiginda diger testise gegilir.

5)Mikrocerrahi  testikiiler = sperm  ekstraksiyonu(m-TESE): m-TESE
konvansiyonel TESE’ye gore daha spesifik teknik gerektirir. m-TESE’de testis
parankimi 15x veya 25x bilylitme altinda incelenir. Spermatogenez olan tiibiiller
digerlerine gore daha genis, opak ve beyaz olarak goriiliir. Avantajlari, yiiksek sperm
bulma oranlari, gereksiz testis dokusu alinmamasi ve komplikasyonun diisiik oranda
bulunmasidir. TESE ile sperm bulma oram1 %35 iken, m-TESE ile bu oran %52

olarak bulunmustur (Kadioglu ve Ermeg, 2017).

4.3.Yardimc1 Ureme Teknikleri

Yardimc1 iireme teknikleri hipersitiimiilasyon ile overden ovulasyon
saglanarak elde edilen oositlerin,ejakiilattan yada cerrahi yollar ile alinan spermler ile
laboratuvar ortaminda bir araya getirilerek, olusturulan embriyonun uterin kaviteye

transferini saglayan bir tedavi siirecidir (Guzick vd., 1998).

4.1.1.Intrauterin inseminasyon(1Ul)

Intrauterin inseminasyon infertil hastalarda uzun siiredir yaygin olarak
kullanilan bir ydntemdir.Intrauterin inseminasyon (lUI), elde edilen spermlerin
dogrudan uterus bosluguna aktarilmasi metodudur (Tarlatzis vd., 1991). Diisiik

sperm sayl ve motilitesi, zayif penetrasyon yetenegi ve servikal faktorlerde bu
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yontem, daha fazla motil spermin fertilizasyon alanina ulasmasini saglar. Intrauterin
inseminasyon bir¢ok endikasyon ile uygulanmakta ve farkli gebelik oranlar1 elde
edilmektedir. Normal cinsel iliski sonrasi kadin genital yollarinda sperm sayisinin
10°-10° oraninda azaldigi bilinmektedir (Mortimer ve Templeton, 1982). infertil
ciftlerde IUI yontemi uygulandiginda, yalnizca ovulasyon zamanlamasi yapilmasi,
cinsel iliskilere gore daha basarili sonuglar elde edilmektedir (McGovern vd., 1989).
Bu basarida iyi ovulasyon zamanlamasinin yaninda yiiksek sayida sperminde oosit
yakinina aktarilmasinin da payr oldugu diisiiniilmektedir (Hoing vd., 1986).
Intrauterin inseminasyon basarisinin, over hiperstimiilasyon ile birlikte uygulanmasi
basarty1 arttirdi@i birgok arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir (Dodson ve
Haney, 1991; Di Marzo, 1992; Chaffkin, 1991).

4.1.2. Klasik in vitro fertilizasyon (IVF)

In vitro fertilizasyon, uygun laboratuvar kosullarinda oosit kiiltiir kabinda
00sit ve spermatozoanin bir araya konularak, spermatozoalarin kendi yetenekleri ile
oositi dollemesi temeline dayanan bir yontemdir (Carr ve Blackwell, 1998).
Gliniimiiz teknigi olan mikroenjeksiyon yontemine gore uygulamasi basit ve diisiik
maliyetli olmasi ve oosite uygulanan manipiilasyonun daha az olmasi,
spermatoozoanin disardan miidahalaye maruz kalmadan oosit ile birlesmesi avantaj
saglamaktadir. Sperm sayis1 yeterli oldugu durumlarda Ivf yontemi tubal faktdr,
anovulasyon ve agiklanamayan infertilite disindaki olgularda kullanilmaya
baglanmistir (Trounson, 1982). Diisiik sperm (oligospermi) degerleri ve morfoloji
kriterinin %4 (teratozospermi)’ iin altinda olmasi, klasik Ivf’te fertilizasyon oranini
diistirmektedir (Kruger vd., 1988). Bu nedenle sperm ve oosit birlesmesini
kolaylastiracak yeni yontemlere gidilmistir. Bunlardan biri hiyaluronidaz ile oositin
etrafinda bulunan kiimiiliis-korona yapisindaki hiicreleri ayristirarak uzaklastirmaktir
(Mahadevan ve Trounson, 1985). Klasik Ivf’teki diisiik erkek subfertilitesinin diisiik
fertilizasyon oraninin az ve kaliteli embriyo olusturma oranini azaltmasi, yeni

mikromanipiilasyon tekniklerinin gelistirilmesini saglamistir.
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Baslica bu teknikler;

Parsiyel zona diseksiyonu (PZD): Bu yontemde zona pellusidasi tizerinde delik ile
acilan oositler i¢inde spermatozoalarin bulundugu kiiltiir kabina birakilir(Cohen ve
ark., 1991)

Subzonal inseminasyon (SUZI): Hareketli birka¢ spermin  oositin previtelin
araligina birakilmasi yontemidir(Gardner ve ark., 2004)

intra stoplazmik sperm enjeksyonu (ICSI): Tek bir spermatazonin
mikromanipiilator yardim1  alinarak oositin stoplazmasi igerisine birakilarak

déllenmenin saglanmasi yontemdir ( Palermo vd., 1992).

4.1.3. Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (1CSI)

ICSI, bir sperm hiicresini 6zel bir pipet yardimi ile zona pellusida ve
oolemmay1 asarak oositin sitoplazmasina birakilmasi esasina dayanir. 1CSI genel
olarak erkek kaynakli infertilite olgularinda kullanilan mikromanipiilasyon iglemidir.
Infertilite sonucu bagvuran erkek hastanimn ejakiilatindaki sperm konsantrasyonu 2
milyon/ml’den az olmasi (Van Steirteghem vd., 1993) sperm motilitesinin %5’ten
diisiik olmas1 ve Kruger’e gore sperm normal morfolojisinin (Kruger’in Kesin
Kriterleri) %4’ten daha diisiik olmast durumunda ICSI yodntemine basvurulur
(Kruger, 1986). Ejakiilatta sperm hiicresi bulunmuyorsa cerrahi yontemler ile
epididimal veya testikiiler spermatozoon elde edilir ve yine ICSI yontemi uygulanir
(Plachot vd., 2002; Pinheiro vd., 1999; Zollner vd., 2001). Onceden klasik Ivf
yontemi denenmis ve sonu¢ alinmamissa hastalarda da ICSI yontemi kullanilir.
Bunlarla beraber ileri kadin yasi yada diisiik over rezervli kadin faktérlerinde yine
ICSI yontemi tercih edilmektedir (Gardner vd., 2004).

Birden ¢ok oosit elde etmek icin ovulasyon indiiksiyonu veya kontrollii
ovaryen hiperstimiilasyonu denilen islemler ile ilaglar yardimiyla ovaryumlar
uyarilir. Bu islemler hastanin yasi, 6nceki denemeleri, 00sit rezervi, Folikiil stimiilan
hormon diizeyine (FSH) gore hastaya indiiksiyon uygulanir. Ovaryumda bulunan
folikiiller istenilen biiyiikliige ulastiginda ve uygun Ostrojen degerleri saglandiginda
hastaya insan karyonik gonotropini (HCG) enjekte edilir. Bu protokolden 36 saat
sonra vajinal yol ile ultrasonografi esliginde yumurta toplama islemi yapilir (OPU).
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Yumurtalar toplandiktan sonra ayiklama (deniidasyon) islemi adi verilen o0ositin
etrafinda bulunan kiimiiliis ve graniiloza hiicrelerinden arindirilma islemi uygulanir.
Daha sonra elde edilen olgun (Metafaz 11) evresindeki oositler erkekten alinan
semeni  yikayarak  hazirlanan  spermatozoonlar ile  kiiltiir = ortaminda

mikromanipiilasyon mikroskobu ile ICSI islemi yapilir (Gardner ve ark., 2004).

Germinal VezikullG Metafaz 1 asamasinda Metafaz 2 asamasinda
(GV) Oosit (M1)Oosit (M2)Oosit

Sekil 4 Gv, M1 ve M2 oosit (Magli ve ark., 2012).

Semen hazirlama isleminde amag en iyi hareket ve morfolojiye sahip kaliteli
spermatozoonu se¢mektir. ”Swim up” yada “Density Gradient” iglemleri sperm
yikama da kullanilan iki yontemdir. Swim up tekni8i, semen Ornegi gazli bir
inkiibatorde dengelenmis olan kiiltiir medyumu ile karistirip belli bir siire santrifiij
edilip,daha sonra elde edilen pellet {izerine konulan kiiltiir medyumu ile 45°’lik a¢1
ile 37° C* lik gazl inkiibatdrde yaklasik bir saat bekletilir. Bu siire de iyi hareket ve

morfolojiye sahip spermatozoonlar iist faza yiizmiis olur.

Density Gradient yonteminde ise iki farkli yogunlukta soliisyonun iizerine birakilan
likefiye semen Orneginin belli hiz ve siire ile santrifiij edilerek en iyi morfoloji ve
hareketlilige sahip spermatozoonlarin dibe ¢okertilerek elde edilmesi yontemidir.
Dibe ¢oken spermatozoonlar temiz medyum ile karistirilip iki kere daha belli bir
stire satrifiij edilip yikanir. Boylelikle elde edilen kaliteli spermatozoonlar ile ICSI
islemi uygulanir (Scott ve Smith, 1998).

Yikama islemi sonrasi elde edilen iyi hareket ve morfolojiye sahip spermatozoonlar
secilerek tutucu pipet ile sabitlenen oositin sitoplazmasina enjeksiyon pipeti ile
birakilir.
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Mikroenjeksiyon isleminden 16-18 saat sonra erkek ve disiye ait birer proniikleusun
olustugu dollenme emaresi gdzlemlenerek fertilizasyon kontrol edilir. ki
proniikleuslu bu yap1 “zigot” olarak adlandirilir. Mikroenjeksiyon igleminden 24 saat
sonra ise zigot ilk boliinmeyi gostererek, iki blastomerli embriyo yapisini olusturur.

Olusan embriyolar in vitro ortamda belirli sicaklik, nem ve gaz oranlarina sahip
inkiibatorlerde boliinmeleri takip edilir. Embriyolar 2. Giin tekrar boliiniip 8
blastomer, 4. giin ise blastomerlerin sayillamadigi kompakt bir sekil alir ve 5. giinde

ise blastosist yapisini olusturur (Trounson, 1993).

4.4 Fertilizasyon ve Embriyo Gelisimi

Fertilizasyon erkek sperm hiicresinin disi oosit hiicresi ile cekirdek ve
sitoplazmik komplementleri ile birlesip yeni bir birey olusturmasi siirecidir
(Delilbasi, 2007).

Tuba uterinanin ampulla bolgesinde oosit ve spermin birlesmesi ile baslayan
fertilizasyon, oosit aktivasyonu ile 2 hiicreli embriyo olusana kadar devam eder
(Gardner ve ark., 2004). Fertilizasyonda ilk asama spermin, oositin etrafin1 saran
korono radiata hiicrelerini asip sitoplazmaya ulagsmaktir. Bu agsamada kapasite olmus
sperm korona hiicrelerini agmay1 saglar. Kapasitasyon asamasinda sperm, tubal epitel
hiicreleri ile etkileserek seminal plazmanin etkisi ile sperm etrafindaki glikoprotein
yapisindan kurtularak akrozomun agiga ¢ikip birlesmeye hazir hale gelir. Koronayi
asan sperm oositin diger yapisi zona pellusida (ZP) ile karsilagir. Sperm bu engeli ise
ZP’de bulunan ZP3 proteini ile etkilesime girerek, akrozomda bulunan akrosin
enzimlerinin salinmasini saglar ve buda spermin ZP’yi ge¢cmesini saglar. ZP’yi
gectikten sonra sperm oositin bir diger yapist olan oolemma ile temas eder. Oositin
etrafindaki bu zar tek bir sperm ile aktive olur ve yapasindaki bazi kimyasallar
salgilamas1 sonucunda bagka bir sperm hiicresinin oosite girmesini engeller. Boylece
basgka bir sperm ile dollenmeyi engeller buna polispermi engeli denir. Oolemma ve
sperm arasindaki bu kimyasal degisimlerden biri kalsiyum (Ca™" ) artisidir. Bunun
disinda bazi degisimler ise ZP lizerindeki sperm reseptorlerinin bagka kimyasallar
tarafindan inhibe edilmesi ile oositin gecirgenliginin yok edilmesidir. Bir baska
salgilanan madde ise kortikal graniillerdeki lizozom enzimleridir. Kimyasal

degisimlerden dnce oositin oolemmast ile birlesen sperm, zarindaki fertilin enzimini
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salgilayip oosit zarindaki integrinler ile etkilesime girer ve zarlarin kaynagmasiyla
sperm zarimi disarda birakir. Boylece sperm bas, boyun ve kuyrukla beraber oositin
sitoplazmasina girmis olur (Sadler,1995). Sperm ve oosit birlesenec kadar bazi
hazirlik asamalarindan gecerler. Oolemma ve o0osit birlestiginde metafaz 11
sathasinda duraksamis olan oosit sperm ile aktive olur ve bu sathayr tamamlar.
Sperm ile aktive olan oosit ikinci polar cisimcigini atar ve disi pronukleus (PN)
olusur. Sperm ise paket halinde bulunan kromotinlerini agarak zarini yok eder.
Oosite benzer spermde, bazi degisimler gostererek erkek pronukleusunu olusturup
disi pronukleusa dogru yonelir (Sadler, 1995). Disi ve erkek pronukleuslar hiicrenin
merkezine dogru ilerleyip kaynasirlar. Bu arada her iki hiicrenin genetik materyali iki
katina yiikselir. Bu arada pronukleus zarlar1 ortadan kalkar ve kromozomlar karsilikli
olarak sentromerleri aymi hizaya gelip, ig ipliklerine baglanip metafaz plagina
dizilirler. Boylece mayoz tamamlaninca ayni biiyiikliikte es iki adet blastomer olusur.
Bu blastomerlerde 48 saat sonra iki blastomere daha olusturup 2. giinde 4 bastomerli
embriyo yapisint olusturur. Boliinmeler senkronize devam edip her blastomer bir
nukleus icermelidir. ikinci boliinme tamamlandiktan sonra 40-50 saat sonra 4,
liclincli boliinme tamamlandiginda yani 60 saat sonra ise 8 blastomerli embriyo
yapist olusur (Sadler, 1995).

Fertilizasyondan itibaren {i¢ giin sonra embriyo 16 blastomerli olup,her biri kaynasip
artik “Morula” yapisini olusturacaktir. Morula yapisi ise kompaklasan i¢ hiicreleri
embriyonun, i¢ hiicre kitlesini, distaki hiicreler ise ilerde plasentay1 olusturacak olan
trofoblast yapisini olustururlar. Embriyonun i¢ hiicre kitlesini olusturan hiicrelere
embriyoblast denir. Embriyoblastlar hiicrenin kutup cisimcigini attigi ana bolgede
toplanirlar. Bu yapilar yaklasik yiiz ve {izeri hiicre sayisina sahiptir. Embriyoblast ile
trofoblast arasinda sivinin biriktigi bir alan olusur,buna blastosdl denir. Yaklasik 8
embriyoblast ve 99 trofoblast hiicresinin olusturdugu bu embriyo yapis1 blastosist
olarak adlandirilir. Blastosist devamli geliserek genislemeye, bdylece zona
pellusiday: baskilayip incelmesine neden olur. Zona pellusida belirli bir incelmeden
sonra yaklasik besinci giinde artik patlar (Sadler, 1995). Embriyoda PN’ler
merkezde ilk 17+1’saatte dizilmis ve esit biiyiikliik ve yapida yanyana belirgin olarak
gozlenmeleri lazzim. PN’lerin goriilme zamami ve yapilart ilerde olusacak olan

embriyonun kalitesi hakkinda ilk degerlendirmeyi saglar (Magli ve ark., 2012).
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Sekil 5 Fertilizasyon (Magli vd., 2012).

Embriyo ilk giin olusumunda bazen 1 PN, bazende 3 veya daha fazla sayida
PN yapisin1 gosterebilir.Bu durumlarda asenkronize gelisim gdsteren PN ler, 1 PN
olusumuna ve birlesmesine neden olur.Boylece zigot diploid sekilde ikiye
boliinebilir. Bazi durumlarda ise tek kutup cisimcigi gézlemlenebilir. Bu durumda bir
genetik anormallik diisiiniilebilir.Sitokinezin tamamlanmamasi,iki spermin oositi
dollemesi gibi durumlarda 3PN olusumuna neden olur. Boyle durumlarda embriyo
normal olarak ikiye boliinebilir ancak yinede genetik bir sorunun oldugu
belirtilmektedir (Magli vd., 2012).

Sekil 6 Anormal Fertilizasyon: Dollenmemis oosit (FF), Tek ¢ekirdekli ~ dollenme
(1 PN), Ug cekirdekli déllenme (3 PN) (Magli vd., 2012).

Sperm oosit sitoplazmasina girdikten sonra kromotinlerini yine oosite ait
proteinler tarafindan acar. Bu durum spermden gelen PN’nin biiyiikliigiinii belirler.
Erkek PN, disi PN’den daha biiyiik olabilir (Magli vd., 2012). Oosit olgun degilse
eger ilk 171 saatte PN’ler daha kiigiik olabilirler. PN’lerin kiigiik olmasi geg

doéllenme ve embriyoda genetik anamollige neden olabilir (Payne vd., 1997). PN’ler
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eger normalden cok daha biiyiikse buda hem fragmantasyon hemde kromozomal
anomalinin olabilecegi belirtilmektedir (Magli vd., 2012).

Goriiniim olarak oosit stoplazmasimin homojen bir yapida olmasi gerekir. Ancak
graniiler ve vokuollii olabilir. Graniillii yapinin stoplazmada olugmasinin embriyo
gelsimine etkisi ile ilgili belirgin bir bilgi bulunmamaktadir (Magli vd., 2012). Fakat

14 pm’den biiyilk olan vokuoliin embriyonun daha az sayida blastomere

boliinmesine neden oldugu bilinmektedir (Ebner, 2005).

Sekil 7 Vokuol ve graniile yapiya sahip embriyo A. Saat 12 yoniinde vokuol yapisi.
B. Graniile yapiya sahip embriyo (Magli vd., 2012).

Embriyo blastomerlere boliindiigiinde olusan c¢ekirdeksiz hiicre yapilar
fragman olarak adlandirilir (Antczak ve Van Blerkom, 1999). Bu fragmanlar bazen
embriyonun her doneminde gozlemlernlenirken bazen bazi evrelerinde goriiliip yok
olabilirler (Van Blerkom vd., 2001). Fragman oranin ¢oklugu hiicre dagilim ve
yerlesimini etkileyebilir. Ayn1 zamanda fragmantasyon embriyo implantasyon ve
anoploidi ile iliskisi oldugu soylenmektedir(Munné, 2006). Fakat embriyoda
fragmantasyon oranin %10 ve altinda olmasi herhangi bir olumsuzluga neden

olmadig1 belirtilmistir (Holte vd., 2007).
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Resim 1 Klivaj embriyolarinda %10 oraninda fragmantasyon (Magli vd., 2012).

Oosit mitoz ile ilk bolindiigiinde iki blastomerli yapida olmasi gerekirken
bazen li¢ blostomere boliniir. Bu duruma “Direkt Boliinme” adi verilir. Direkt
bolinmenin kromozomal bir kusurun gostergesi oldugu ifade edilmektedir. (Rubio
vd., 2012).

Embriyo bazen bdliiniirken, bir blastomerini geri alip tekrar bolinmesi “Geri
Birlesme” olarak adlandirilir. ki tip geri bitlesme olur. Bunlardan tip-I"de
embriyolarak tam olarak ayrildiktan sonra birlesirler, tip-II’de ise sitokinez
tamamlanir sonra geri birlesme olur. Tip-II birlesme daha sik goézlenmektedir. Geri
birlesme embriyonun implantasyon oranini diisiirdiigii, coklu niikleus olusumuna ve
genetik anomalili durumlarin olugsmasina neden oldugu ifade edilimektedir (Liu vd.,
2014).

Embriyo boliinmesi esnasinda her blastomer sitoplazmayr esit sekilde
biiliismemektedir bu durumda stoplazmadaki molekiillerde esit degerde dagilmazlar.
Boyle durumlarda her blastomere esit oranda mRNA, protein vb yapilardaki
molekiilleride esit oranda icermezler. Bu durum, implantasyon oranini diisiiriirken,
multiniikleasyon ve andploidi oraninida artisa neden olmaktadir (Magli vd., 2001).
Blastomerlerin esit olmadigi ve fragmantasyonun fazla olmasi embriyoda
multiniikleasyona neden olur (Van Royen, 2003). Multinukleasyon embriyoda
genetik kusurun oldugunu gosterir(Moriwaki ve ark., 2004; Agerholm ve ark., 2008).
Birden fazla niikleusun olmasi embriyonun abort olmasi oranimi yiikseltir (Scott ve
ark., 2007).

Blastomer sayilar1 8 ve daha fazla artiginda hiicreler arasi baglant1 nokltari, hiicreler
aras1 baglantilar olan E-cadherin sayilar1 artar. Bu durumda hiicrler arasi birlesme

yani kompaksiyon durumu olusur. Bazen biitiin blastomerlerde birlesme olmaz buda
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embriyonun iyi kalitede olmasmi engeller. Kompaksiyon yani birlesmeyi
degerlendirmek i¢in morulanin morfolojik yapist gozlenmelidir (Magli ve ark.,
2012).

Embriyoda blastomerler arasi birlesmeden sonra hiicre sinirlart belirginligini
kaybettiginde artik embriyo morula evresine ge¢mistir. Bu evrede morula 16-32
blastomerli yapiya sahiptir (Magli ve ark., 2012). Embriyo yapisinda sivi bir alan
olusur buda kaviteden dolay1 olusur. Bunun devaminda Na/K-ATPase kanallariin
tuz konsantrasyonlarini degistirmesi gergeklesir. Embriyo sivi almaya devam ederek
Zona Pellucida (ZP)’y1 baskilar (Watson ve ark., 2004).

Blastokist evresinde embriyolar 6 parametrede degerlendirilir.

1-Bastosdl embriyo boyutunun yarinsindan azdir.

2-Blastosdl embryonun boyutunun yarisi kadar yada daha fazladir.

3-Embryonun i¢i tamamen s1v1 ile dolmustur.

4-Embriyo biiyliyerek ZP incelmeye baslamistir.

5-Embriyo boyutu artmis, ZP delmis bir miktar disar1 ¢ikmastir.

6-ZP ¢atlatan embriyonun tamami disar1 ¢ikmistir(Magli vd., 2012).

En sik kullanilan blastokist simiflandirmasi Gardner ve Schoolcraft yontemine gore
degerledirilir. 3. derece ve sonrasi i¢in blastokist kalitesi embriyonun i¢ hiicre kitlesi
(ICM), blastomer sayist ve trofoektoderm (TE) yapisina bakilarak yapilir (Magli vd.,
2012).

I¢ hiicre kitlesinin biiyiikliigii ayn1 zamanda implantasyon oranmm yiikseltigi
ifade edilmektedir (Balaban ve ark., 2000). Trofoektoderm ise implantasyonda ve
sonrasinda embriyonun dis zarlarini1 olusturdugu sdylenmektedir (Aplin, 2000). I¢
hiicre kitlesi ve trofoektoderm siniflandirmasi hiicre baglant1 ve yogunluguna gore 3
sinifa ayrilir. Hiicre yogunlugu ve sikiligi en iyi kaliteyi belirtir (Ahlstrom, 2011).

A- Sik1 paketlenmis ve ¢ok sayida hiicreden olusmasi
B -Gevsek kiimelenmis ve az sayida hiicreden olugmasi

C- Cok az sayida hiicrden olugmasi
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Resim 2 Blastosist asamasi embriyolari1 ( Magli vd., 2012).

A. Hiicreler arasi birlesmenin basladigi (morula) erken evre blastosist

B. Hiicreler arasi kavitenin olustugu (kavitasyon) erken evre blastosist

C. Dis trofektoderm tabakanin ve ICM (i¢ hiicre kitlesinin yeni olusmaya basladigi
erken evre blastosist (early blast)

D. i¢ hiicre kitlesi (ICM) ve Trofektoderm tabakinmn belirgin halde gozlendigi

blastosist.

4.5. Preimplantasyon Genetik Testler

Preimplantasyon genetik tani, in vitro fertilizasyon yontemleri kullanilarak
elde edilen embriyoda ortaya ¢ikabilecek kromozom anomalileri tespiti yanisira tek
gen hastaliklari, mitokondriyal DNA igerigi ve mosaizm gibi genetik analizleri
saglayan yontemdir. PGT yakin tarihinde 1968 yilinda Gardner ve Edward tarafindan
bir tavsan embriyosunun blastosist hiicrelerinde biyopsi alinarak yapilmis ve X
kromozomunun kromotinleri incelenmistir (Gardner ve Edward, 1968). Insan
embriyolar1 i¢in PGT diinyada ilk defa Polar Hiicre Biyopsisi (PHB) ile 1987 yilinda
yapilmis ve Verlinsky ve arkadaslar1 tarafindan uluslararast bir kongrede

sunulmustur. 1990 yilinda ise Verlinsky ve arkadaglari  a-1 antitripsin igin
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heterozigot olan bir anneden polar hiicre biyopsisi alinmigs PGT yontemini
uygulamiglardir (Verlinsky ve ark., 1990). Storm ve arkadaslar1 ayn1 yaptiklar1 Polar
Hiicre Biyopsisi ile kistikfibrozis olan giftin embryolarina PGT  uygulamislardir
(Strom ve ark., 1990). PGT, yardimc1 tireme teknikleri yayginlagsmasi ve molekiiler
genetik alanindaki gelismeler ile beraber diinayanin bir ¢ok iilkesinde yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir.

Klinikte kullanilan iki farkli preimplantasyon genetik testi vardir. Pre implantasyon
Genetik Tan1 (PGT) ve Preimplantasyon Genetik Tarama (PGT-A).

4.4.1.Preimplantasyon genetik tam (PGT)

Preimplantasyon genetik tan1 (PGT)’da belirli bir mutasyona sahip
ebeveynlerden biri yada ikisinin tasiyict olmasi durumunda, bu mutasyondan
etkilenmeyen bir gebelik olusturmaktir. Ayn1 zamanda translokasyon yada cinsayete
bagl gecisli kromozomal anomaliler, insan 16kosit antijen (HLA) tiirii gibi spersifik
genlere sahip embriyolar1 segmek amagh kullanilir. Bu uygulamalarda karsimiza en
cok c¢ikan endikasyon grubu denegeli trasnlokasyon tastyiciligi karsimiza
¢ikmaktadir. Bu endikasyona sahip ebeveynlere ait herahangi bir saglik tehlikesi
bulunmamasina ragmen, dogacak olan cocugun dengesiz translokasyona bagh
genetik defektlere maruz kalabilir. Yapilan klinik ¢aligmalarda dengeli
translokasyona sahip ebeveynlerin, implantasyon 6ncesi incelenen embriyolarin PGT
sonuclarinda; canli dogum oranlarmin %11,5° ten, %79,4°e arttig1 ve gebeligin
abortus ile sonlananlarin orani ise, % 95’ten %12,5’e diistiigii gézlenmistir.

Tek gen hastaliklar1 agisindan risk tasiyan ebeveylerede PGT islemi uygulama
giinimiizde basarili sonuglar ile giivenilir hale gelmis ve kullanim1 artig
gostermektedir. Son zamanlarda genetik alanindaki teknolojilerin hizlanmasi ile
hasta ¢ocuga sahip aileler, Human Leukocyte Antigen (HLA) uyumlu kardes igin
yardimci tireme tekniklerinden yararlanarak elde edilen embriyolarda PGT ydntemi

ile hasta ¢ocuklar1 i¢in HLA uyumlu kardes aramaktadirlar (Yang ve ark., 2012).
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4.4.2 Preimplantasyon genetik tarama (PGT-A)

PGT-A’da ise de-novo kromozomal anomalileri incelemek i¢in basvurulur.
Yani PGT-A oploid oldugu bilinen ¢iftin embriyolarindaki subkromozomal
delesyonlar1 ve eklemeleri iceren de-novo andploidilerin belirlenmesini saglar. insan
infertilitesinde biiyilk bir neden olarak anoploidiler gosterilebilir. Ciinkii
implantasyon  basarisizliklarinin ~ biiyiikk  ¢ogunluguna  andploidiler neden
olmaktaktadir. Yeni doganlarda andploidi insidansinin olduk¢a diisiik olmasi,
abortusun temel nedeni oldugu diisiiniilmektedir (Nagaoka ve ark., 2012).
PGT-A ile elde edilen 6ploid embriyolar: transfer edildiginde abortus oranlarinda
azalma ve basarili implantasyon sonuglari alinacaktir. Ancak yapilan bir klinik
caligmada ileri maternal yasta PGT-A nin faydasi olmadig1 ve aksine genel olarak
gebelik sansimi azalttigi bildirilmistir (Mastenbroek ve ark., 2011). Bu da zaman
icinde PGT-A yonteminde kuskuya yola agmistir. Ancak bu caligmalar yapildigi
donemde standart yaklasim blastomer biyopsisi ve ile Floresan in situ hibridizasyon
(FISH) yontemi ile analizi idi. Fakat teknoloji ilerledik¢e daha etkili karsilastirmali
analiz yontemleri, kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (gPCR), mikroassay
kompetetif genomik genomik hibridizasyon (aCGH), tek niikleotit polimorfizm
(aSNP), yeni nesil dizeleme (next generation sequencing; NGS) gelistirilmistir.
aCGH metodu kullanilabilirligini degerlendirilmesi ag¢isindan Yang ve ark.
tarafindan 2012 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada blastokist biyopsisi ve aCGH yapilan
Oploid embriyolari, sadece morfoloji ile degerlendirilen embriyolarla klinik gebelik
ve devam eden gebelik acisindan karsilastirildiklart goriilmekte, aCGH grubunda
sonuglarin anlamli olarak yiiksek bulundugu gézlenmistir (%70.9 vs %45.8 p=0.017;
%69.1 vs %41.7, p=0.009; sirasiyla) (Yang ve ark., 2012).
2012 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada Scott ve ark. 21-42 yas arasi1 kadinlarda
blastokist biyopsisi ile kromozomal tarama yapilmasinin implantasyon ve dogum
oranlar1 lizerine etkisini arastirmak i¢in qPCR kullanmiglardir. Tarama yapilmayan
grupta implantasyon oranlar1 % 47.9 olarak saptanmistir, kromozom taramasi yapilan
grupta ise bu oran %66.4 olarak raporlanmistir(p=0.001). Dogum oranlar1 da
sirastyla %67.5 ve %84.7 olarak verilmistir (p=0.03) (Scott ve ark., 2012).
2014 yilinda yaymlanan bir c¢aligmada blastokist biyopsisi yapilmig qPCR

uygulanmis Oploid tek embriyo transferi ile rastgele iki embriyo transferini
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karsilastirdiklarinda, sonu¢ olarak dogum oranlari agisindan fark saptanmadigi,
ancak iki embriyo transferi yapilan grupta ¢ogul gebelik, preterm dogum, diisiik
dogum agirlikli infant riskinin arttigr goriilmektedir. Genel olarak iki embriyo
transfer yapilan gruptan dogan bebeklerin yogun bakimda kalma stiresi daha uzun
olarak hesaplanmistir (Forman vd., 2014). Andploidi taramasi yapilarak tek oploid

embriyo transfer edilmesiyle gebelik sonuglarinda iyilesme saglanabilir.

4.6. Embriyo Biyopsi Yontemleri

Laboratuvarda gilinlimiiz PGT yontemi uygulamak igin c¢esitli biyopsi
teknikleri gelistirilmistir. Genel olarak 3 farkli yontem yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlar tek kullanilacagi gibi taniy1r dogrulamak icinde beraberde
kullanilabilirler. Bu biyopsi teknikler zigotta polar hiicre biyopsisi, hiicre boliinme
evresindeki blastomer biyosisi ve blastosist evresindeki trofoekdoderm biyopsisi
olarak gruplandirilirlar. Kullanilan teknik ve uygulayan kisinin tecriibesi teknigin

hem giivenirligi a¢isindan hemde embriyonun gelisimi acisindan 6nem arz eder.

4.5.1. Kutup cismi biyopsisi (PBB)

Kutup cisimcikleri  hiicre yumurta hiicresinin  olgunlastiktan  ve
fertilizasyondan sonra mayoz béliinme ile ortaya cikan yapilaridir. iki tipi vardir.
Birinci ve ikinci kutup cismi. Yumurta hiicresi yumurtaliktan atildiginda birinci
kutup cismine sahiptir ve genetik olarak yarisini temsil eder. Eger mayozda crossing
over olayr olamadiysa birinci kutup cismi yumurtanin genetik yapsinin tamamini
icerir. Devam eden olaylarda sperm ve yumurta hiicresi fertilizasyon icin
birlestiginde ise ikinci kutup cismi de hiicrenin kopyast olarak disina atilir.
Embriyodaki kromozomal anomalilerin biiyiik ¢ogunlugunu birinci kutup cismi
icermektedir (Salvaggio, 2014). Kutup cismi biyopsisi PGT yontemi ile ¢aligilmasi
yaklagik 25 yillik bir siiredir uygulanmaktadir (Verlinsky ve ark., 1990). Kutup cisim
biyopsisi avantajlarin yaninda dezavantajlar1 daha ¢oktur. Ciinkii paternal ve mitotik
kaynakli anoploidileri saptayamamaktadir. Bundan dolay1 giiniimiizde pek tercih
edilen bir yontem degildir. Ornegin Scott ve ark. 2103 yilinda yaptiklar1 bir
caligmada kutup cisim biyopsisi yapilmis vakalarda %45 oraninda andploidi tespiti
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yapamamiglardir (Scott ve ark., 2013). Tim yumurta hiicreleri fertilize
olamayacaklar1 icin ve fertilizasyon olsa bile zigotlarin 3. Giine gitmesi belirsiz
oldugu i¢in PGT yapilan cogu yumurta hiicresi bosa ¢alisilmis olacak. Bundan dolay1
bu yontemde andploidi tespit igin maliyet oldukca fazla olacaktir (Capalbo ve ark.,
2013).

4.5.2.Blastomer biyopsisi

Bu yontemde, gelisiminin 3. giiniindeki embriyodan bir hiicre alinir ve
genetik olarak incelenir. Tecriibeli bir embriyolog tarafindan bu embriyo biyopsisi
sonrasinda embriyo gelisimini devam ettirip eksik hiicreyi hemen telafi ederek hicbir
zarar gormeden biiyiimeye devam eder. Genetik olarak incelenen hiicre embriyonun
genetik bir anomaliye sahip mi yoksa degilmi, saptanir ve hastaya sadece genetik
olarak normal olan embriyolar transfer edilir. Embriyo gelisiminin 3. giiniinde
olams1 gereken hiicre sayis1 6 - 8 arasindadir. Bu hiicreler blastomer olarak
adlandirilir ve ileride bu hiicrelerden herbirisi birer kok hiicre gorevi yaparak
embriyonun ileri gelisiminde tamamen farkli organ ve dokulara doniiserek yeni
yapilar olusturacaklardir. Bu hiicrelerden bir veya iki tanesinin biyopsi i¢in
cikartilmasi, embriyonun ileri gelisimini ¢ok fazla etkilememektedir. Kalan diger
hiicreler kendi aralarinda bu durumu ekarte ederek eksigi hemen telafi edip gelisimi
sirdiiriirler. Embriyoyu olusturan bu hiicreler farkli dokulara doniisebilme
kapasitesine sahip olduklarindan ileride olusacak bebekte herhangi bir doku veya

organ eksikligi gozlenmez.

Embriyo 3. Giiniinde biyopsi islemi i¢in gelisim hizi kontrol edilir. 3. giinde yavas
gelisen embriyolar blastomer biyopsisinden olumsuz etkilenmektedirler. Bundan
dolaytr embriyonun canliligi i¢in risk olusturacagindan, sadece 1iyi gelisen
embriyolara genetik inceleme iginbiyopsi islemi uygulanir. Biyopsi islemi igin
embriyonun etrafinda yer alan zona pellusida zari mikromaniipiilatér mikroskop
yardimi ile lazer enerjisi kullanilarak agilir ve blastomer burdan alinip genetik
inceleme igin kiiltiir ortamina alinir. Alinan blastomer genetik olarak embriyonun
tamamin1 temsil eder. Genetik sonucu sonrasi anormal tespit edilen yada hatal
calisilan embriyo transfer edilmez. Bu emnbriyo bundan dolayr rahim igine

tututunamayacak tutunsa bile saglikli bir gebelik olusturmayacaktir.
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Embriyonun genetik inceleme i¢in en uygun zamanin 3. gin oldugu kabul
edilmektedir. Embriyodan alinip genetik olarak incelenck hiicre tam olarak
embriyoyu yansitacagindan, polar cisim biyopsisinin aksine hem yumurta hem de

spermden kaynaklanan hatalar1 gozlemlemekte avantaj saglar. (Aksoy., 2018).

Blasotomer biyopsisi birgok genetik andploidi taramasi igin olanak saglar. Sayisal ve
yapisal kromozom anomalileri, otozomal resesif yada dominant gegisli tek gen
hastaliklar1 tarama, tekrarlayan diisiikler, HLA geni doku tiplemesi ve ileri anne yasi
gibi oldukga genis bir alanda kullanilir (Bielanska ve ark., 2005).

4.5.3.Trofoektoderm biyopsi

Embriyo dollenmesinden 5 giin sonra olusan blastoksiste uygulanan biyopsi
cesitidir. Son zamanlarda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Diger biyopsi
cesitlerine nazaran uygulanmasi daha avantajli bu yontem embriyoda birkag¢ hiicre
alinmasina olanak saglar. Biyopsi materyali embriyonun trofektoderm tabakasindan
alindigr icin embriyo canlilifl i¢in daha az 6neme sahip hiicre gruplar1 alinir.
Boylece embriyo daha az etkilenmis olur ayni zamanda embriyonun implantasyon
oraninida etkilenmemis olur. Trofektoderm biyopsi ile bir seferde 6-7 hiicre alindigi
icin hem kontaminasyon hemde mozaisizm gibi teknik hatalar ortadan kalkmis olur.
Embriyolar 5. Giine kadar kiltir edildikleri igin bircogu blastosist
olusturmaktadirlar. 5. giine kadar gelisimlerini devam ettiremeyen embriyolar hem
andploidi oranlar1 bakimindan yiiksek hemde implantasyon oranlar1 diisiik oldugu
ifade edilmektedir (Scott ve ark., 2013). Bundan dolay1 blastosist evresinde olan
embriyolarin normal olma ihtimali yiiksek oldugu icin PGT ydnteminde daha az
embriyo calisilir maliyet diisiiriiliir ve normal embriyo segme orani ve implantasyon
yetenegi daha yiiksek olur. Son ¢aligmalarda embriyo trasnsferi i¢in uygun giin 5.
giin ve genetik analiz i¢inde trofektoderm biyopsi yapilmasi uygun goriilmiistiir

(Scott vd., 2013).

4.6.Preimplantasyon Genetik Tan1 Endikasyonlar:

Son zamanlarda uygulanan PGT yonteminin genetik hastaliklart belirlemede

bircok endikasyon alami yer almaktadir. Tek gen hastaliklar1 bakimindan tasiyici
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kisiler, genetik hastaligi bulunan c¢ocuklara sahip aileler, ileri yasta ¢ocuk sahibi
olmak isteyen ¢iftler, bircok Ivf basariziligi olan bireyler, HLA uyumlu kardes

isteyen aileler gibi bir¢ok endikasyona sahip vakalar PGT yonteminden yararlanirlar.

4.6.1. Kromozomal anomaliler

Kromozomal anomaliler, sayisal ve yapisal anomaliler veya belirteg
kromozom gibi her ikisinin de birlikte oldugu durumlari kapsamaktadir. Kromozom
anomalileri, yenidoganda yaklasik olarak 1/200 olarak gozlenir. Erken dogum ve
diisiiklerde bu oran daha yiiksek oldugu bilinmektedir (Karkucak, 2016).
Kromozomal anomaliler sayisal ve yapisal kromozom anomalileri olarak iki ana grup

altinda incelenir.

4.6.1.1. Sayisal kromozom anomalileri

Oploidi

Hiicrelerdeki kromozom sayis1 o organizma tiirii i¢in temel gametik sayinin
tam kat1 kadar artis gdsterir. Burada haploit kromozom seti, 3, 4 ve daha fazla kat
artis1 (3n, 4n, 5n gibi) s6z konusudur. Bu durum poliploidi olarakta isimlendirilir.
Oploidide temel kusur, hiicrede ¢ekirdek boliinmesi oldugu halde sitoplazma
bolinmesinin olmamasidir. Bununla birlikte polar cisim atilmamasindan, bir
yumurtanin iki sperm ile dollenmesinden ve esey hiicrelerinde 6nceden var olan bir

Oploididen dolay1 olusabilir.

Anoploidi

Kromozom bozukluklar1 arasinda en sik goriileni ve en 6nemli olamidir.
Klinik olarak tani konan tiim gebeliklerin en az, %3-4’iinde bulunmaktadir. Temel
kromozom sayisinin katlar1 kadar olmayan artma yada eksilmelere andploidi denir.
Yani diploid kromozom setindeki bir kromozom setindeki bir veya birden fazla eksik
veya fazla olmasidir. Homolog kromozomlardan birinin eksiliginde o kromozomun,

monozomisi bir kromozom fazlalifinda ise o kromozomun trizomisi s6z konusu
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olur.Bir kromozomun 2 tane fazla olmasi durumunda ise ilgili kromozomun

tetrazomisi s0z konusu olur.

Miksoploidi (Mozaisizm, Kimerizm)

Mozaisizm: Aym zigottan kaynaklanan bir organizmada kromozom sayilari
birbirinden farkli birden ¢ok doku yada hiicrenin bulunmasi durumuna mozaisim
denir, boyle kisilerede mozaik denir. Mozaisime neden mitoz bolinmedeki
kromozomlarin ayrilmamasi yada kromozomlarin anafazda geri kalmasidir.
Kimerizm: Kiside birden fazla zigottan kaynaklanmis iki ya da daha ¢ok genotipin

yada hiicrenin bulunmasina kimerizm denir (Kasap., 2010).

4.6.1.2. Kromozomlardaki yapisal anomaliler

Yapisal kromozomal anomaliler, hiicre dongiisliniin herhangi bir evresinde
bir veya daha fazla kromozomda olusan kirilma ve yeniden diizenlemeler sekilde
ortaya ¢ikar. Bu yeniden diizenlemeler nadiren kendiliginde olusabildikleri gibi,
iyonize radyasyon viral enfeksiyonlar ve bazi kimyasal ajanlarcada uyarilabilirler.
Yapisal kromozom diizensizlikleri sitoloji diizeyde beklenen genotipin sapma

gostermesiyle genetik diizede saptanirlar.

a. Translokasyonlar

Bir kromozomdan kopan bir parcanin es olmayan baska bir kromozoma
yapismasi seklinde goriilen kromozom diizensizligidir. Gen sayisinin ve niteliginin
ayni kaldig1 translokasyonlara dengeli, gen sayisinin ve niteliginin degistigi ve
cogunlukla fenotipik diizensizliklere yol aganlara dengesiz translokasyonlar denir.

Bunlar, resiprokal, robertsonian ve inversyonal tipi translokasyonlardir.

1. Resiprokal translokasyon: Bir kirilma sonucu ,homolog olmayan iki
kromozomdan kopan pargalarin karsilikli yer degistirmeleri ile olusur. Genellikle
sadece iki kromozomu ilgilendirir. Olduk¢a sik rastlanir ve yaklasitk 600 yeni

dogandan birinde goriiliirler. Genellikle kendiliginden diisiik dykiisii olan ailelerin ve
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kisir erkeklerin incelenmesi, prenatal tani sirasinda ve anormal bir ¢ocugun, anne-

babasina karyotip analizi incelenmesi sonucunda gortiliirler.

2. Robertsonian translokasyon: Akrosentrik kromozomlarda goriilen bir
translokasyon tipidir. Burada iki kromozomun sentromer bélgesinde kirik olusur,

daha sonra uzun kollar birlesir ve kisa kollar kaybolur. Buna sentrik kaynasma denir

(Kasap, 2010).
b. Inversiyonlar (parasentrik, perisentrik)

Bir kromozomda olusan iki kirik sonucu kopan parganin kaybolmadan, kendi
ckseni etrafinda 180° dénerek yine eski yerine fakat ters bicimde yapismasina ters
donme yada inversiyon denir. iki tiirlii ters donme sekli vardir. Bunlar Parasentrik ve

Perisentrik inversiyonlardir.

Parasentrik, kirllma sentromerin disinda, uzun yada kisa kollardan birinde olur ve
aradaki kromozom pargasi ters doner. Kromozomun goriiniisii degismemesine karsin

gen sirast degismis olur.

Perisentrik, kromozomun uzun ve kisa kollarinda iki kirilma sonucu, kirilan
sentromerli aradaki parca kendi ekseni etrafinda 180° donerek eski yerine yapismasi

ile ortaya ¢ikar. Bu tiir donmelerde hem gen siras1 hem de kromozom sekli degisir.
c. Delesyonlar-duplikasyon

Kromozom herhangi bir bdliimiiniin kaybma delesyon, ek bir kopyasinin

bulunmasinda ise duplikasyon ad1 verilmektedir (Karkucak, 2016).
4.6.2.Tek gen hastaliklar:

Molekiiler genetik ve biyopsi yontemlerinin gellismesi ile PGT teknigi
onemli 6lgiide kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle tek gen hastaliklarinin tespitinde
PGT yontemi oldukga faydali bir ara¢ haline gelmistir. Bu gelismeler dogrultusunda

4000’inin iizerinde tek gen hastalig1 belirlenmistir. Ciftlerden her ikisinin otozomal

40



resesif tastyici olmasi yada ikisinden birinin otozomal dominant hasta olmas1 PGT
tekniginin uygulanmasi i¢in endikasyon olarak belirlenmistir. Tek gen hastalilarinda
geni bilinen tiim g¢esitleri giinimiizde PGT yonteminden yararlanabilir. Aym
zamanda tek gen mutasyonunun yaninda ayni embriyoya ait 23 kromozomda
anoOploidi taramasi yapilarak gebelik basarisi elde edilmektedir. (Berger ve Baker,
2014).

Diinya genelinde tek gen hastaliklarindan, talesemi, Kistik fibrozis, kas hastalig1 ve
huntington hastalig1 gibi bircok endikasyonda PGT yontemi sayesinde ¢iftler saglikli
bebek sahibi olmaktadirlar.

4.7. Preimplantasyon Genetik Tam i¢cin Kullanilan Yéntemler

PGT islemi i¢in kullanilan bir¢ok yontem vardir. Bunlar yalniz kullanilacag:
gibi baz1 durumlarda ayni hastalik i¢in beraber de kullanilabilir. PGT i¢in en sik
giinlimiizde kullanilan yontemler, FISH (Fluorescence In Situ Hybridisation), SNP
(Single  Nucleotid Polymorphism), a-CGH (Array-karsilastirmali  genomik
hibridizasyon ), NGS (Next Generation Sequencing)’dir.

4.7.1. Floresan in situ hibridizasyon (FISH)

Bu yontem sayisal ve yapisal kromozom anomalileri i¢in kullanilir.Bu
yontem ile biyopsi materyali cam bir lama fiksasyonu ile floresan isaretli bir markir
prob ile uygulanip sirasi ile denatiirasyon hibridizasyon ve yikama asamalarindan
olusmaktadir.Bu hazirlanan preparatlar incelenmek tizere farkli dalga boyu 1sinlar
siizen filtreler ile 151k mikroskobunda analizi gergeklestirilir.Sayisal kromozom
anomalileri i¢in farkli markirlar mevcuttur.Bunlar ile 13,18,21 X ve Y kromozomlar1

icin andploidi taramasi yapilir(Sanchez ve ark., 2009).

FISH yontemi dengeli translokasyonlar gibi 0Ozellikle yapisal kromozomal

bozukluklarda tercih edilen bir yontemdir (Qian ve ark., 2008).

FISH yontemi ile PGT yapilacaksa ¢ok ciddi bir hazirlik gerektirmektedir. Ozellikle

ebevynler iizerinde kullanilacak problarin calistigi goriildiikten sonra embriyolar
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calisilmalidir. Aksi taktirde sinyallerin olusmamasi gibi durumlar olusabilir buda

teknik olarak yanlis sonuclar dogurabilir.

4.7.2. Array-karsilastirmalh genomik hibridizasyon (a-CGH)

Genetik caligmalarin Onciisii olan bu yontemde incelenecek olan DNA ile
kontrol DNA nin dozaj farklarindan yararlanarak metafaz kromozomlarinda
anomalileri tespit etmekte kullanilan yeni bir yontemdir. Bu yontem ile embriyolarda
yapisal ve sayisal anomalililer saptanabilmektedir. 24 kromozomdaki delesyonlar,
duplikasyonlar ve translokasyon gibi kromozom anomalililer incelenebilirler. Genel
olarak kromozomlardaki yapisal ve sayisal anomalileri tespit etmekte sik¢a bu
yontem kullanilir. Yapilan ¢alismalarda bu yontemin FISH yontemine goére yapisal
ve sayisal anomalileri tespit etmekte daha yararli oldugu ve kullanilabilirligi daha
kolay oldugu o6ne siiriilmiistiir(Huang ve ark., 2013). a-CGH ile kisa bir siirede
embriyo kromozom analizi yapilmakta ve embriyonun dondurulmasina gerek

kalmadan transfer edilebilmektedir.

4.7.3. Yeni nesil dizeleme (Next generation sequencing; NGS)

Bu yontemde embriyoda biyopsi ile alinan materyal hiicre eritme (liziz)
soliisyonunun i¢ine atilir. Boylece hastaligin bulundugu genomik DNA serbest kalir
ve bu bolgeye 6zgii markirlar kullanilarak milyonlarca kopya elde edilir. Daha sonra
dizeleme yontemi ile hastaliga neden olan mutasyon ve delesyonlar tespit edilir ve
patolojisine bakilir. Bu yontem ile diger dizeleme metodu olan Sangere gére hem tek
gen hastaliklarimi tespit etmekte hemde kromozomlardaki andploidileri bulmakta
avantaj saglamaktadir (Martin ve ark., 2013; Lu ve ark., 2013). NGS ile bir¢cok
birgok embriyoya ait biyopsi materyali c¢alisilabilir. Buda maliyet ve is yiikiinii
azaltir. Ngs ile ayni genetik analiz diizenegi kullanilarak ayni biyopsi orneginden
andploidi, translokasyonlar ve genetik bozukluklar kii¢lik kopya sayis1 varyasyonlar,
diisiik oranda mozaizim (<% 25) ile incelemeyi saglar. Farkli teshis tekniklerinin
Klinik etkisini degerlendirmek i¢in, Maxwell ve ark. aCGH tarafindan analiz edilen

ve diisiikle sonuglanan 6ploid embriyolar aragtirdilar.
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Daha 6nce aCGH ile 6ploid tanis1 konan embriyolarin %31,6’s1t mozaik ve % 5,2’si
yiksek  ¢oztnirlikli NGS ile analiz  sonrasi  poliploid  olduklar
belirlendi. Arastirmada, NGS'nin mozaizm ve triploidi aCGH'den daha iyi tespit
ettigini ve bu saptamadaki diizelmenin, diisiik insidans1 azaltarak Kklinik sonuclar

tizerinde olumlu bir etkiye sahip olabilecegini 6ne siirdii ( Maxwell ve ark., 2016).
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5. GEREC VE YONTEM

2017 ile 2018 tarihleri arasinda Istanbul Tiip Bebek Merkezi’ne basvurmus,
erkek faktorlii endikasyona sahip tiip bebek hastalarinda, in vitro fertilizasyon
yontemleri ile gelistirilmis embriyolarin anne adayina transferi yapilmadan &nce
genetik analiz c¢alisilmig 168 hastanin preimplantasyon genetik tani1 raporlar

hastalarin dosyalarindan retrospektif olarak incelendi.

Infertilite tedavisi i¢in klinige basvurmus her ¢iftin degerlendirmesi dosyalarindan
elde edildi. Calisma parametreleri olan ¢iftlerin yaslart hormon degerleri,
spermiogram degerlendirmeleri, gelisen embriyo Kkaliteleri, normal veya anormal

¢ikmig embriyo sayilari istatistik verileri olarak islendi ve analiz gergeklestirildi.
Kontrollii over hiperstimiilasyonu

Dosyalardan elde edilen verilere gore, hasta adetinin 2. Veya 3. Giiniinde
tedaviye baslatildi. Tedavi siiresi her kadin i¢in farklilik gostererek yaklasik 12 ile 18
giin arasi kadar siirdii. Kadina ait glinliikk olarak 6strojen (E2), degeri kan alinarak
Olciildii. Belirli giinler ultrasyon ile hastanin folikiil boyutlar1 o6l¢iildii. Over
stimiilasyonu i¢in ila¢ tedavisi yapildi. Hastaya gonodotropin salgitict hormon ve
rekombinant gonodotropinler uygulanarak folikiil gelisimleri saglandi. Ultrasyon ile
gelisimleri izlenen folikiiller belirli bir siire sonra 18-20 mm boyutlarina gelince hCG
ignesi hastaya verildi. hCG ignesinden sonra 32. Veya 35. Saatte yumurta toplama
islemi yapildi.

Yumurta toplama islemi(OPU)

Yumurta toplama islemi genel anestezi islemi altinda yapildi. Kadinin vajen
bolgesi temizlenerek,steril olarak isleme hazirladi. Doktor tarafindan opu ignesi
yardimut ile ultrasyon kullanilarak folikiiller aspire edildi. Aspire edilen folikiiller siv1
ile medyumlar kullanilarak tiiplere aktarildi. Tiiplerden ise embriyologlar tarafindan
petri kaplara dokiiliip stereo mikroskoplar yardimi ile bu bu ortamdan alinip baska

bir kiiltir ortami olan 6zel tampon ¢ozeltili HEPES medyumuna kandan
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temizlenerek alindi. Oosit-kiimiiliis kompleksi belli bir oranda disekiye edilerek oosit

kiltiir medyumuna alinip inkiibatore yerlestirildi.

Kiiltiir medyumlarimin hazirlanmasi

Ivf laboratuvarlarinda i¢ ve dis ortam olmak {izere iki ¢esit medyum
kullanilir. Dis ortam igin oosit hiicrelerinin toplanip deniidasyon ve ICSI gibi
islemlerin yapildigi dis ortam ile muamele edildiklerinde HEPES’li tampon
medyumu kullanilar. ICSI isleminden sonraki embriyonun ilk olusacagi giinden
transfer yada dondurulacagi 3. Veya 5. Giine kadarki gececek i¢ ortamda ise kiiltiir
medyumlar1 kullanilir. Kiiltiir medyumu farkli olarak en az 4-6 saatlik i¢c ortam
inkiibatorlerde 37 C derecede CO2 gazi ile muamele olmasi gerekmektedir. i¢ yada
dis ortam medyumlar1 konulduklar1 petri kaplarda stabilitelerini korumalari igin

tizerleri 6zel yaglar ile kapatilir.

Deniidasyon

Yumurtalar toplandiktan sonra 37.saatte etraflarinda bulunan kiimiilis
hiicrelerinden temizlemek amaci ile icerlerinde belirli oranda hiyaluronidaz enzimi
bulunan medyum ile 10-20 saniye muamele edilip pipet ile al ver yapildi. Farkli
boyutlardaki pipetler ile yumurtalar kiimiiliislerden temizlenip 6nceden hazirlanan i¢
ortam medyumlarinda aktarildi. Daha sonra temizlenen oositler degerlendirildi.Olgun
MII seviyesinde olan oositler ICSI islemi i¢in ayr1 gruplandirilarak inkiibatore

yerlestirildi.

Semen Analizi

Laboratuvarda uygulanan prosediirlere gore erkek hastalar 3 ile 5 giin arasi
cinsel perhiz ile 6rnek vermesi saglandi. Yumurta toplama giinii hastadan
mastiirbasyon ile semen Ornegi istendi.Semen Orneginin likefiye olmasi i¢in 20-30
dk. aras1 beklendi. Likefiye olan o6rnek pipet ile homojenize edilerek makler

kamarasinda say1 ve motilite degerlendirmesi yapildi. Degerlendirme makler ile 151k
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mikroskopunda X20’lik objektifte yapildi. Degerlendirme Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) kriterlerine gore yapildi.

ICSI isleminden Once semen Ornegi iki tabakal1 gradient yontemi kullanilarak sperm
yikama islemi gerceklestirildi. Bu tabakalar %9011k ve %50 lik gradient medyumlari
(All Grad%100 Life Global) ile hazirlandi. Islemlerde kullanilan konik tiipler &nce
alt kisma 0.5 ml %90’lik lizerine 0.5 ml % 50’lik spermgrad medyumu konulup
ejakiilat 6rnegi ise yine ayn1 miktarda 0.5 ml bu tabakalarin iizerine konuldu. Tiipler
1500 rpm. 12 dakika santriflij edildi. Daha sonra alt tarafa ¢oken pellet pipet ile {ist
tabakalar gecilerek alindi. Temiz bir tiipe aliman pellet lizerine 1 ml yikama
medyumu (All Grad Wash Life Global) konularak homojenize edildi ve 1000 rpm de
10 dakika tekrar santrifiij edildi. Tekrar pellet kism1 alinarak iizerine kullanilacak
miktarina gore 0.5-1 ml yikama medyumu konularak ICSI isleminde kullanilmak

tizere inkiibasyona kaldirildi.

ICSI (intrastoplazmik sperm enjeksiyonu)

Icsi islemi igin Ozel petrilere HEPES iceren medyum ile hazirlik yapildi.
Petrilerde sperm havuzu, yumurta damlalari ve bunlarin arasina sperm
immobilizasyonu yapilan olduk¢a yogun bir medyum olan PVP (polivinilpirolidin)
konuldu. Opu isleminden sonra hCG saatine gore 40. Saati geciktirmeden ICSI
islemi yapildi. Mikromanipiilator ayarlar1 sifirlandi. ICSI ve holding pipetlerinin
acilart ayarlandi. Daha Once hazirlanan ICSI petrisinin sperm havuzuna erkek
hastanin spermleri ve karsida bulunan oosit damlalarina ise esinin oositleri koyuldu.
ICSI pipeti ile sperm se¢ildi PVP de kuyrugu kirilarak immobilize edildi. Daha sonra
holding ile yumurta damlasinda bulunan MII yumurta alinip hareket etmesi
engellemek amacl ve polar body yonii 12 veya 6 yoniine getirilip sabitlenip segilen
sperm yumurtanin igerisine enjekte edildi. ICSI sonras1 yumurtlar diger damlalarda

yikanarak kiiltiir medyumuna aktarilip inkiibatore kaldirildi.

Fertilizasyon ve Embriyo kontrolii

ICSI isleminden sonra 16.-18. saatlerinde fertilizasyon kontrolii yapildi.

Yumurtalarin PN kontrolleri yapilarak hasta dosyalarina ve elektronik sistemde kayit
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altina alind1. Ilerleyen giinlerde embriyo gelisimleri sabah saatlerinde kontrol edilip
kayit altina alindi.

Embriyo transferi

transfer i¢in uygun oldugu zaman ¢ift klinige c¢agrildi. Kadin transferden once
mesanesi dolu olarak hazirlandi. Doktor tarafindan ultrasyon ile trial kateter
kullanilarak rahim i¢ine embriyonun koyulacagi bdlgede iken embriyologa bilgi
verildi. Embriyolog tarafindan diger katetere yiiklenen embriyo rahimdekinin igine

doktor tarafindan koyulup embriyo rahime nakledildi.

Gebelik testi

Embriyonun implantasyonunun olup olmadigini hastanin kanindan bakilan £
Hcg testi ile belirlendi. Bu test embriyo transferinden 10 giin sonra bakildi. Cikan
sonug pozitif ise iki giin sonra test tekrar yapildi. Eger sonug yiikselmis ise kadina
gebe oldugu bilgisi iletildi. Eger deger ilk bakilana gore diismiis ise sonug
biyokimyasal gebelik olarak degerlendirildi.

Embriyo biyopsi yontemi

Calismaya dahil edilen FISH yontemi ile PGT uygulanmis hastalarin
embriyolar1 3. gilin biyopsisi ile genetik analizleri yapildi.
FISH yontemi uygulanacak hastalarin embriyolar1 ICSI isleminden sonra %6.8 CO2,
%S35.5 02 ve 37°C inkiibe edilerek takip edildi. Embriyolar gelisimlerinin 64-65. saat
araliginda yani 3. giliniinde kontrol edildi. Embriyolar blastomer sayisi, c¢ap
farkliliklar1 ve fragmantasyon oranlarina gore siniflandirildi. Embriyo se¢im
kriterlerine gbre en az 6 ve lizeri blastomer sayisina sahip gelisimleri devam eden
embriyolar ¢aligmaya dahil edildi. Embriyolar kalsiyum ve magnezyumdan yoksun
medyum (Quinn’s Advantage, Ca++2, Mg++2 Free/Sage) ile ICSI petrisine
embriyolarin konacagi damlaciklar yapildi, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Manipiilatorlere  embriyoyu tutmak i¢in tutucu ve biyopsi islemini
gerceklestirebilmek igin ise biyopsi pipeti (Origio MBB-FP-L-30) takild.
Embriyolar biyopsi islemi i¢in petriye aktarildi. Zona pellusiday1 lazer yardimiyla
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birkag atig yapilarak (OCTAX Lazer Show, OCTAX Microscience GmbH,
Germany), biyopsi pipetinin gegebilecegi kadar delik agilmasi saglandi. Biyopsi
islemi iki sekilde gergeklestirilebilir, embriyoya baski uygulamak suretiyle
blastomerin centikten digar1 ¢ikmasi veya pipet yardimi ile blastomer hiicresinin
cekilmesi (Resim 5.2). Islem bitiminde embriyolar yeniden kiiltiir ortamina almirken,
blastomerler ise FISH yontemi ile andploidi taramasi yapilmasi igin kiiltiir ortamina
alarak genetik merkeze ulastirildi. Embriyolar ise kiiltiir ortamlarina alinarak 5.

giine kadar gelisimleri takip edildi.

Resim 3 Biyopsi Kiiltiir Petrisi (Istanbul Tiip Bebek Merkezi laboratuvarinda
cekilmisgtir).

Resim 4 3. giin embriyo biyopsi islemi (istanbul Tiip Bebek Merkezinde ¢ekilmistir).
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Genetik taramasi yapilan embriyolar, transfer islemi i¢in uygun birden ¢ok
Oploid embriyo olmasi halinde, dondurma islemi oncesi en iyi morfolojik seviyeye
sahip embriyo ¢0ziillip, transfer isleminden 6nce 2-3 saat inkiibasyonu saglanip anne
adayma transfer edilir. Genetik analiz sonrasinda tespit edilen normal embriyolar,
embriyo transfer islemi i¢in ayni giin i¢cinde ¢oziiliip, transfer edilmeden birkag saat
once Once canlilik ve belirtilen morfolojik kriterlere gore tekrar degerlendirilip,
embriyolog tarafindan katetere (COOK®, Bloomington, ABD ) yiiklenip hekim ile
ultrasyon esliginde anne adayina transfer edildi.
Transfer edilen embriyo sayisi, kadin yasi ve deneme sayisi goz Oniinde
bulundurularak 6 Mart 2010 tarihli Saghk Bakanhig UYTE yonetmeligine uygun
olarak belirlendi. Genetik Laboratuvar Testlerinden; 3. giin embriyolarina floresan in

situ hibridizasyon teknigi ( FISH) uygulandi.
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6. BULGULAR

6.1. Istatistik Degerlendirmesi

Bu calismada kadin (n=22) ve erkekte (n=26) translokasyon delesyon ve
inversiyon kromozom anomalisi bulunmast durumunda embriyo gelisimi kontrol (n=
120) preimplantasyon genetik tan1 (PGT) yapilmig olan tekrarlayan diisiik ve yas
faktorli  olgular ile karsilastirilmistir.  Toplam 168  olguda ¢alisma
gergeklestirilmistir.

Calisma igin Biruni Universitesi girisimsel olmayan etik kuruldan 2018/24-02 say
ve 28.12.2018 tarihli onay karar alinmistir.

Tablo 3 Kadinda andploidi, translokasyon, delesyona sahip kromozomal anomali
bulundugunda gebelik ve dogum sonuglarinin ileri kadin yasi endikasyonu bulunan

normal kontrol olgulari ile kiyaslanmasi

Kontrol Grubu Kromozomal Anomali
n=120 n=22 P*
Ort.xSD Ort.xSD
PGT normal embriyo 1,18+1,78 2,0041,61 0,323
Gebelik % 37 45 0,433
Sak+ % 41 45 0,083
Dogum % 40 45 0,231

*unpaired student’s t-test

Tablo 3 degerler bakildiginda kadinda kromozom anomalisi bulundugu durumda
anomali tagimayan PGT hasta grubu ile kiyaslandiginda IVF sonuglar1 anlamli bir

farklilik gostermemektedir.(p>0,05)
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Tablo 4 Kadin andploidi, translokasyon ve delesyona sahip kromozomal anomalili
olgularinin embriyo gelisiminin kontrol olgular ile kiyaslanmasi

Kontrol Grubu

Kromozomal Anomali

n=120 n=22

orttSD orttSD p*
M2 oosit sayisi 8,14+7,98 16,36+10,49 0,002
Fertilize oosit 6,83+6,75 13,72+7,91 0,002
2. glin G1 embriyo 1,47+2,00 3,27+3,46 0,009
2. glin G2 embriyo 5,1345,65 9,55+7,35 0,017
3. glin G1 embriyo 5,20+5,34 1,07+1,84 0,233
3. gin G2 embriyo 5,20+5,34 10,73+6.85 0,002
Blastokist 3,40+3,75 7,36+5,93 0,002

*unpaired student’s t-test

Calismamizda kadinda andploidi, translokasyon ve delesyon bulundugunda

embriyo gelisiminin tekrarlayan gebelik kaybi veya ileri kadin yasinin bulundugu

ancak genetik olarak problemi bulunmayan kontrollere kiyasla daha iyi oldugu

goriilmiistiir (p<0,05) (Tablo 4). PGT normal embriyo sayisinin kadinda kromozom

anomalisi bulunan grupta daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Ancak gebelik ve dogum

oranlarmin benzer oldugu goézlenmistir (p>0,05) (Tablo 3).
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Tablo 5 Erkekte kromozom anomalisi bulunan olgularinin kontrollere
kiyasla gebelik sonuglari

Konrol Grubu Kromozomal Anomali
n=26 n=22 P*
ort.zSD orttSD
Oosit sayisi 10,07£9,69 19,00+£16,22 0,023
M2 oosit 6,737,022 13.13£11,92 0,027
sayisi

Fertilize oosit 5,3844,92 11,454+10,39 0,011

2.giin G1 1,35+1,52 2,09+2,99 0,311
embriyo
2.giin G2

embriyo 3,15+3,60 9,14+8,84 0,003

3.gln G1 0,69+1,08 2,0542,43 0,014
embriyo
3.giin G2

. + +
embriyo 3,31+£3,28 8,91+8,41 0,003
Blastokist 3,2343,80 4,09+4.,40 0,433

*p unpaired student’s t-test

Tablo 6 Erkekte sayisal ve yapisal kromozom anomalisi olgularinin gebelik ve canli
dogum sonuglar1 normal semen analizli kontrollerle kiyaslamasi

Kontrol Grubu Kromozomal Anomali
n=26 n=22 p*
orttSD orttSD
PGT Normal 0,42+0,64 2,59+2.23 0,000
embriyo sayisi

Gebelik % 45 42 0,932
Sak+ % 40 47 0,000
Dogum 40 71 0,000

*unpaired student’s t-test

Bu caligmada erkek genetik Ozelligi agisindan translokasyon, delesyon,
inversiyon ve anoploidi olgularinin kromozomal normal ileri kadin yasi olan

kontrollere kiyasla daha iyi embriyo gelisimi gosterdigi, daha yiiksek sayida PGT
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normal embriyo tasidigi goriilmistir (p<0,05) (Tablo 5). Kromozom anomalisi

grubunda sec¢ilmis embriyolar ile yapilan transferlerin ise normal kontrollere kiyasla

daha yiiksek canli dogum orani ile sonuglandigi goriilmiistiir (p<0,05) (Tablo 6).

Calismamizda canli dogumla sonuglanan gebeliklere etki yapan faktorler

incelendiginde blastokist

sayisl,

PGT endikasyonu,

konsantrasyonunun etkili oldugu anlagilmistir( Grafik 1).

Tablo 7 Teratospermik olgularda embriyo gelisimi ve PGT normal embriyo gelisimi

parametreleri

kadin yas1 ve

Normospermi Teratospermi
n=35 n=56 p*
orttSD orttSD
Kadin Yasi 37+7,48 37+6,84 0,532
Erkek Yasi 39,2846,72 40,21+7,35 0,233
Endometrium Kalinhgi 10,1+3,28 8,98+2,20 0,332
Sperm Sayisi 59,08+34,52 54,26+29,38 0,854
Hareket 54,25+10,40 49.76114,65 0,212
Morfoloji 4,22+1,83 0,75+0,85 0,323
Oosit 12,45+11,49 13,57+12,60 0,434
M2 8,74+9,00 9,16+8,96 0,321
Fertilize 7,31+7,12 7,60+7,40 0,234
2. glin G1 embriyo 1,40+1,49 1,93+2,2,80 0,456
2. glin G2 embriyo 5,0546,13 5,6345,88 0,322
3. glin G1 embriyo 1,06+1,90 1,32+2,19 0,534
3. glin G2 embriyo 5,17+5,79 5,86+5,87 0,123
Blastokist 3,37+43,81 4,0214,01 0,211
PGTNR 1,11+1,62 1,27+1,91 0,123

sperm

*unpaired student’s t-test

Tablo 7’ da ileri diizeyde sperm morfolojik bozuklugunda PGT normal embriyo

sayisinin degismedigi anlasilmistir.
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Tablo 8 Azoospermik olgularda kontrol ile kiyasla embriyo parametrelerinin ve

PGD normal embriyo sayisinin kiyaslanmasi

Normospermi Azospermi
n=35 n=5 P*
ortxSD ortxSD
Kadin Yasl 37+7,48 37+5,68 0,532
Erkek Yasi 39,2846,72 41,60+8,38 0,233
Endometrium Kalinligi 10,1+3,28 10,96+0,67 0,323
Sperm Sayisi 59,08+34,52 0,00+0,00 0,000
Hareket 54,25+10,40 0,00+0,00 0,000
Morfoloji 4,22+1,83 0,00+0,00 0,000
Oosit 12,45+11,49 21,80+14,75 0,787
M2 8,74+9,00 13+£10,65 0,09
Fertilize 7,31+7,12 12,6+10,31 0,454
2. glin G1 embriyo 1,40+1,49 2,60+13,28 0,432
2. glin G2 embriyo 5,05+6,13 9,20+9,12 0,455
3. glin G1 embriyo 1,06+1,90 0,40+0,54 0,08
3. glin G2 embriyo 5,17+5,79 106,67 0,788
Blastokist 3,3743,81 7,40+5,94 0,03
PGDNR 1,11+1,62 2,40+43,36 0,322

*unpaired student’s t-test

Tablo 8’de azoospermik grupta embriyo gelisim parametreleri blastokist
sayisinin diginda farkli bulunmamistir. PGD normal embriyo sayisinin da kontrole
kiyasla anlamli farklilik gostermedigi anlagilmistir (p>0,05).

54



Tablo 9 Erkekte translokasyon bulunmasi durumunda IVF sonuglarinin

Degerlendirilmesi
Tekrarlayan Gebelik Translokasyon
Kaybi
n=22 P*
n=28 orttSD
ort+SD -
Kadin Yasl 33,85+5,90 32,59+45,39 0,878
Erkek Yasi 37+4,69 36,2745,84 0,233
Endometrium Kalinhig 9,79+2,39 11,02+2,66 0,439
Sperm Sayisi 39,61+37,58 25,30+26,37 0,000
Hareket 39,96+19,97 40,72+20,42 0,000
Morfoloji 1,57+2,01 1,81+2,10 0,000
Oosit 15,75+10,05 17,63+14,56 0,544
Fertilize 8,75+4,91 9,4549,41 0,781
2. glin G1 embriyo 1,68+1,98 2,18+3,09 0,656
3. glin G1 embriyo 1,04+1,73 1,77+2,15 0,435
Blastokist 5,57%3,65 3,14+4,44 0,876
Gebelik 0,36+0,48 0,59+0,50 0,984
Sak + 0,32+0,47 0,45+0,51 0,456
Dogum 0,42+0,69 5,59+0,73 0,451
PGTNR 0,82+0,86 2,00+2,00 0,122

*unpaired student’s t-test

Tablo 9 da goriildiigii gibi erkekte translokasyon olgularinda embriyo gelisimi
gebelik ve dogum tekrarlayan gebelik kaybi ve yas endikasyonlu hastalarla kiyasla
farkli bulunmamistir (p>0,05).



Grafik 1: Roc Analizi ile gebelik sonucunu etkileyen parametreler
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Grafik 1: Canli dogum oranlarini etkileyen faktorlerin ROC egrisi ile gosterilmesi.
Test sonucu degiskeni canli dogum orani , blastokist, kadinyas, pgd endikasyonu,
morfoloji, spermsayi1, hareket, pozitif gergek durum grubu ile negatif gergek durum
grubu arasinda en az bir baga sahiptir.

Grafik 1’ de calismamizda canli dogum sonucunu etkileyen faktorler
gosterilmistir.Blastokist sayis1 ve PGD endikasyonunun canli dogumu pozitif yonde,

kadin yasinin da negatif yonde etkiledigi gozlenmistir.
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7.TARTISMA

Erkek infertilitesinin nedenleri olarak %15-30 oraninda genetik etmenler
sorumlu tutulmaktadir. Yapilan g¢alismalar ile bu konuda etiyolojik faktorlerin
belirlenmesi ve olgularda izlenecek ¢6ziim yolu bulunmasi ve genetik anomalinin bir
sonraki kusaga gecisinin 6nlenmesi tedavinin yonlendirilmesinde Preimplantasyon
genetik tan1 (PGT) gilinlimiizde 6nemli bir yer almistir. Erkek infertilitesinde % 5
civarinda kromozomal anomali bulundugu ileri siiriilmektedir. Bu oranin azospermik
hastalarda %15 ‘e c¢iktigi belirtilmistir (Ferlin vd., 2007). Kromozom say1
anomalilileri bunlarin i¢cinde en fazla goriilen kromozomal diizensizliktir. Sperm
hiicrelerinde mayoz béliinmede veya testise ait problemlerden kaynaklanan sayisal
veya yapisal kromozom anomalilerinin spontan diisiiklere neden olabilecegi ve
bunun da in vitro fertilizasyon (IVF) basarisizliginin 6nemli bir nedeni olabilecegi
ileri stirilmustiir (Egozcue, 2000).

Embriyolarin pre-implantasyon genetik taramasi1 (PGT) gittikce artan sekilde
kullanilan bir embriyo se¢im yontemi haline geldiginden, 6ploid blastokist elde etme
olasiligini ortaya ¢ikaran teknikler her zaman giincel olarak kalmaktadir. Blastokist
anoOploidi oranlar1 anne yas1 ile giiglii bir sekilde korelasyon gostermektedir (Hodes
ve Wertz, 2012). Non-obsriiktif azospermi vakalarinda sayisal anomali oran1 daha
yiiksek oldugu arastiricilar tarafindan dile getirilmektedir (Harton, 2013).Bu kisilerin
tirettikleri anormal kromozoma sahip spermleri sonraki kusaga aktarmaktadirlar. Bir
bagska yiiksek gruba sahip XXY karyotipli Klinefelter sendromlu olgularin ise
oligospermi olanlar1 %5, agir oligospermi yada azopermilerin %10 u kromozomal
anomali tasiyicisi oldugu dile getirilmistir (Franasiak, 2014). Kromozomal anomalili
tastyici olan bu olgular infertilite tedavisi i¢in basvurduklarinda, ICSI i¢in kullanilan
spermlerinde andploidi riski olabilecegi ve bunun i¢in PGT endikasyonlu hasta
grubuna dahil oldugu goriisii vardir (Bahge, 2018).

Caligmamizda kadin genetik 6zelligi ve semen analizi normal ancak yas ve
tekrarlayan diisiik endikasyonu olan olgular ile kadinda genetik olarak andploidi,
translokasyon, inversiyon veya delesyon tanis1 konmus embriyolarin PGT sonuglari

ile erkek ve kadinda genetik 6zellik bulunmayan olgular ile erkekte translokasyon,
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anoploidi, delesyon veya inversiyon bulunan olgularin PGT sonuglari incelenmistir.
Toplam168 olguda ¢alisma gergeklestirilmistir.

Calismamizda de FISH yontemi uygulandigi olgularda hastalarin klinik
ozellikleri ve embriyo gelisimi, gebelik sonuglar1 gosterilmistir
PGT normal embriyo sayisinin erkek kromozom anomalili grupta daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Ancak gebelik ve dogum oranlarmin benzer oldugu
gbzlenmistir.

Calismamizda kadinda andploidi ,translokasyon ve delesyon bulundugunda

embriyo gelisiminin ileri kadin yasimin bulundugu ancak genetik olarak problemi
bulunmayan normal kontrollere kiyasla daha iyi oldugu goriilmiistiir.
Embriyo segiminde morfolojik kriterler halen ¢ok gegerli se¢im yontemi olma
ozelligini tasimaktadir. Ancak bu calismada elde ettigimiz veriler evebeynde
kromozomal anomalinin bulundugu durumda daha iyi gelisim potansiyeline sahip
embriyolarin bulundugunu gostermektedir. Baltact ve arkadaslarinin 2006 da
yaptiklar1 ¢alismada andploid embriyolar arasinda oldukea yiiksek oranda (% 66.1)
iyi kalitede (Sinif I ve Siuf IT) embriyo bulundugu gosterilmistir( Baltaci, 2006).

Ozgiir ve ark. Tarafindan yapilan calismada 97 infertil azospermik ve
oligozospermik hasta ve 10 fertil hastanin dahil edildigi ¢alismada genetik anomali
tasiyicist olan hastalar ile genetik olarak normal karyotipe sahip hastalarin alt
gruplarmin, ICSI, fertilizasyon ve gebelik sonuglar1 karsilastirildi. Calismanin
sonucunda genetik anomalili hastalarin ile anomalisi bulunmayan hastalarin ICSI
sonrast gebelik sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(Ozgiir vd., 2013).

Bizim c¢alismamizda embriyo gelisimi bakimindan incelendiginde kromozom
anomalisi tastyan erkek olgularda, normal kromozom yapisina sahip olan grup
karsilagtirildiginda kromozom anomalisi tagiyan 3. Giin embriyolarinda grade 1
embriyo sayisi daha fazla oldugu goézlemlenmistir. Istatistiksel olarakta anlamli
sonuglar elde edilmistir. Blastokist gelistirme orani1 agisindan ise kromozom

anomalisi tasiyan ile normal grup arasinda bir farklilik gézlenmemistir.

Calismamizda erkekte kromozom anomalisi olgularmin gebelik ve canli dogum

sonuglar1 ile normal semen analizli kontrollerle karsilastirildiginda ise secilmis
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embriyolar ile yapilan transferlerin ise normal kontrollere kiyasla daha yiiksek canli
dogum orani ile sonuglandig1 goriildii.

Maiburg ve ark. Tarafindan 1565 ICSI yapilmis infertil ¢iftin aile oykiisiinde

genetik anomali bulunan yada infertiliteye neden olan genetik faktdr bulunanlarin
ICSI sonrasi fertilizasyon oranlar1 karsilagtirilmistir. Aile Oykiisii genetik anomali
olarak pozitif olan ile normal gruplar, Y mikrodelesyonu ve obustriiktif azospermik
ve kromozomal anomalisi olan hasta alt gruplar karsilastirdiginda gruplar arasinda
ICSI tedavisi basar1 oranlart ile genetik faktorler arasinda bir farklilik
gozlenmemistir(Maiburg ark., 2009). Calismamiz Maiburg ve arkadaslarinin
bulgulart ile paralellik tagimaktadir.
Kihaile ark. Tarafindan 118 erkek faktorlii infertil azospermik, oligozoospermik ve Y
mikrodelesyon bulunduran kromozomal anomalili hasta grubu ile normal gruplar
karsilastirildiginda ICSI basaris1 ve gebelik sonuglari bakimindan bir farklilik
gozlemlenmemstir (Kihaile ve ark., 2004).

Bizim c¢alismamizda da erkek endikasyonu olarak kromozomal anomalili
tasiyict olan olgularin, normal semen degerleri ve kromozom yapisina sahip olanlara
gore oosit fertilizasyonu acisindan da gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik
gozlenmedi.

Erkek faktorii goz oOniline alindiginda ICSI sonuglarimin kontrole kiyasla
farkli olmadigimi gostermektedir. Teratospermik ve azoospermik hastalarin embriyo
gelisimini inceledigimizde PGD normal embriyo sayisinin kontrole kiyasla benzer
oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda Oploid embriyo sayisinin yapisal ve sayisal kromozom
anomalisine sahip bireylerin embriyolarinda daha yiiksek oldugu gortildii. Bu grupta
kadin yasmin kontrol grubuna kiyasla daha gen¢ olusunun etkisi olabilecegi
diisiiniilmelidir. Calismamiz elde edilen gebelik oranlarinin evebeyn tasiyici grupta
daha yiiksek olmasmnin PGT uygulamasinin iyi bir embriyo se¢im yoOntemi
olabilecegini diigiindlirmektedir. A. Stecher ve arkadaglarinin 2014 te yaptiklar
calismada embriyo gelisiminin morfokinetik verileri ile Oploid embriyo gelisimi
iligkisi incelenmis, erken hiicre boliinmesinin andploid embriyolarda daha geciktigi,
ancak t5, cc3 ve t5-t2 (1-3) i¢in esik sinirlamalart veya 2/3. Giinde statik morfolojik
degerlendirme Oploidi i¢in Ongoriicii olmadigr gosterildi. 96.2 saat sonra zonanin

yirtilmasi ile embriyolarin, % 21.5 andploid olma olasiligi daha yiiksek bulundu.
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Bununla birlikte, blastosistlerin statik morfolojik degerlendirmeleri karsilastirilabilir
ve ayrica istatistiksel olarak anlamli prediktif degere sahipti, suboptimal kalite
blastosistlerinin genetik olarak anormal olma olasiliginin arastiricilarca % 19.9
olarak bulundu. Dengesiz translokasyonlar i¢in, yliksek kaliteli blastosistler olarak
siiflandirildiklarinda, dengesiz translokasyonlara sahip daha diisiik bir embriyo
orant egilimi tespit edildi. 5. giinde blastosist olusumunun kinetigi ve blastosist
kalitesinin statik morfolojik degerlendirmesi, andploidi i¢in karsilastirilabilir ve
istatistiksel olarak anlamli bir 6ngorii degerine sahip bulundu. Her iki parametrenin
birlestirilmesi, 6ongdrii degerini artirdi, ancak her iki kriteri de yerine getiren tim
blastosistlerin sadece % 45'i olarak bulundu. Arastiricilar blastosist kiiltiiri ve statik
morfolojik gozlemin su anda transfer igin embriyolarin se¢iminde en iyi ve en uygun
maliyetli yontem olarak gériinmekte oldugunu ileri siirdiiler. Bu ¢alisma sonuglarina
gore, ne statik ne de kinetik morfoloji, su anda bir klinik uygulama i¢in euploidiyi
yeterince tahmin edememektedir (Stechera ve ark. 2014). Bu bulgular da bizim

calismamizda elde ettigimiz sonuglar1 dogrulamaktadir.
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8. SONUC VE ONERILER

Calismamizda erkek ve kadinda kromozom anomalisinin bulundugu durumda
embriyo gelisiminin kadin yas endikasyonu bulunan olgulara gore daha iyi oldugu
gbzlenmistir. Bu agidan olgularin embriyo kalitesine bakarak genetik anomali riskini
ongdrmek olast goriilmemektedir. PGT aneuploidi taramasinda gebelik ve dogum
oranlarinin kontrole kiyasla farkli olmadig: tespit edilmistir.

Genetik olarak kromzomal anomalili olan hastalarda 1CSI sonrasi gebelik oranlari
yiiksek bulunmustur, ancak genetik anomali tasiyici olan ve olmayan hastalarin ICSI
sonrasi blastokist ve gebelik oranlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gozlenmemistir. Bu alanda daha genis hasta gruplarinda ve kapsamli
calismalar yapilmalidir. Gelecekte bu konuda olan ¢ok merkezli ve genis vaka
serilerinde yapilacak c¢aligmalar, kromozomal anomali tasiyicilarinda basarili
sonuglar elde edilmesi saglanmasi ve sonucunda genetik hastalik bakimindan saglikli
cocuklarin dogmasi IVF alaninda daha ileri diizey gelismelerin temellerini

olusturacagini diisiinmekteyiz.
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Biruni Universitesi Girigimsel Olmayan Aragtirmalar Ftik Kurulu

28122018
Saywn Prof.Dr.Tilay IREZ

Biruni Universitesi Girigimsel Olmayan Aragtrmalar Etik Kurulu yapilan inceleme
sonucunda  planladifs “Erkek Faktdrli Hastalarda Embrivo Gelisimi ve IVF
Sonuglarinin Preimplantasyon Genetik Tam lle Degerlendirilmesi’ isimli arsgtirmanizin
kurulumuzun 28,12.2018 tarihli toplantisinda etik yonden uygun olduguna karar verilmigtir.
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Ftik Kurul Bagkan
Prof.Dr.Can Polat EYIGUN
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