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Canliligimi Yitirmis Embriyolarda Gézlenen
Anoploidi Sikliginin Sperm-FISH ve
Sperm-Apoptozis Sonuglari ile
Karsilagtirilmasi

Comparison of Aneuploidy Frequency to
Sperm FISH and Sperm Apoptosis Results
in Embryos That Lost the Vitality

OZET Amag: Embriyolarda goriilen kromozom anomali oraninin spontan abortuslarda goriilen degerlere gére
daha yiiksek oldugu bilinmekte ve bu oran yaklasik %23 ile 80 arasinda degismektedir. Bu ¢aligmada gelisimi dur-
mus embriyolarda;
= 13,16,18,21 ve 22 nolu kromozomlara ait say1 anomalilerinin aragtirilmas:
= Kromozom anomali oranlari ile ayn: siklusta bulunan embriyolarin canlilik oranlar arasindaki iligkinin gos-
terilmesi,
= Ve aym siklusta elde edilmis sperm hiicrelerindeki kromozom say1 anomalileri ile apoptozis ilskisinin arasti-
rilmasi amaglanmagtir.
Gereg ve Yontemler: Gelisimi durmus 20 embriyoda 13,16,18,21 ve 22 nolu kromozomlarin sayisal anomalileri
FISH yontemi ile analiz edildi. Ayn1 yontemle emriyolarin babalarindan ayni siklusta elde edilen sperm hiicre-
lerinde X,Y ve 18 nolu kromozomlarin say1 anomalileri analiz edildi. Sperm hiicrelerinde apoptozis durumunu de-
gerlendirmek i¢in TUNEL testi kullanildi. Bulgular: Geligimi durmug embriyolardaki kromozom say1 anomali
oran1 %80 olarak bulunmustur. Embriyolarda goriilen sayisal anomali orani ile embriyolardaki canlilik oranlari
ve spermlerdeki toplam anomali orani arasinda anlamli iligki saptanmamugtir. Sperm apoptozisi ile embriyolarda
goriilen sayisal anomali oranlar1 arasinda iligski saptanmamugtir. Spermlerde goriilen kromozom anomali sayzsi ile
spermiogram sonuglar arasinda anlamh sonug saptanmustir. Sonug: Gelisimi durmus embriyolarda 13,16,18,21 ve
22 nolu kromozomlara ait sayisal anomali oran1 yiiksektir.Spermlerde goriilen sayisal kromozomal anomali ve
apoptozis siklig1 ile inceledigimiz embriyolarda goriilen sayisal kromozomal anomaliler arasinda iligki bulunma-
mus fakat baba adaylarindan elde edilen spermiogram sonuglari ile gelisimi durmus embriyolarda goriilen sayisal
anomaliler arasinda anlaml iligki bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Preimplantasyon tans; in situ hibridizasyon, fléresans; blastomerler;
anoploidi; in situ nick-end labeling

ABSTRACT Objective: Rate of chromosomal abnormality which is seen in embryos is higher than those in spon-

taneous aborts. This rate varies from 23 to 83 percent. In this study;

in embryos with development arrest, we aimed

= To investigate the number abnormalities in 13%¢, 16%, 18, 21* and 22" chromosomes,

= To show the correlation between the chromosomal abnormality rates in embryos with developmental arrest
and rate of live embryos in same cycle.

= To investigate the correlation between the apoptosis and the chromosomal number abnormalities in embryos
with developmental arrest and sperm cells that are obtained in same cycle.

Material and Methods: In twenty embryos with developmental arrest, the number abnormalities of 13, 16,

18", 21* and 22™ chromosomes were analyzed with FISH method. The chromosomal numbers of X, Y and 18"

chromosomes were analyzed with same methods in sperm cells that are obtained from the fathers of embryos at

the same cycle. Apoptosis status in sperm cells was assessed with TUNNEL test. Results: The chromosomal num-

ber abnormality ratewas 80 % in embryos with developmental arrest. No significant correlation was detected be-

tween the abnormality rate in embryos and living embryo rate as well as total abnormality rate in sperm cells. No

correlation was detected between sperm apoptosis and chromosomal abnormality rates in embryos. However a

significant correlation was detected between chromosomal abnormality rate and spermiogram results. Conclusi-

on: In embryos with developmental arrest, chromosomal abnormality rates were higher in 13", 16%, 18", 21* and

2274 chromosomes. Chromosomal abnormality and apoptosis frequency in sperms were not significantly correla-

ted with chromosomal abnormalities in embryos however a significant correlation was found between spermi-

ogram results of fathers and chromosomal abnormalities in embryos with developmental arrest.

Key Words: Preimplantation diagnosis; in situ hybridization, fluorescence; blastomeres;
aneuploidy; in situ nick-end labeling
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mbriyolarin erken dénem kayiplarinda en
E onemli faktoriin genetik nedenli oldugu go-

rilmistiir. Bu nedenlerden en sik kromo-

zom sayl anomalilerinin sorumlu oldugu
bilinmekte ve kromozomlar1 agisindan saglikli em-
briyolarin secimi, gelisen teknoloji ile gerceklesti-
rilebilmektedir. Insan embriyolarindan yapilan
kromozom analizleri, anéploidi sikliginin prenatal
testlerde bulunanlardan daha fazla oldugunu gos-
termistir. Anomalili embriyolarin, gelisimin erken
basamaklarinda kayboldugu disiiniilmektedir.!®
Yapilan ¢aligmalarda, ileri anne yas: ile anéploidi;
embriyonel gelisim durmasi ile poliploidi ve yavas
gelisim ile post-mayotik kromozom anomalileri

arasinda dogrudan iliski gosterilmistir.*?

Spermlerde yapilan c¢aligmalar, cinsiyet kro-
mozomlari ile 21 ve 22 nolu kromozomlara ait ano-
malilerinin sikliginin yiiksek oldugunu goéstermis-
tir.'** Mayotik bozukluk gosteren olgular incelen-
diginde ise sperm diploidisinin en sik rastlanan
kromozom bozuklugu oldugu gosterilmistir."”
Spermlerdeki kromozom anomalileri ile kromozo-
mal anomalili embriyolar arasindaki iligkiyi sapta-
mak i¢in yapilan ¢alismalar; cinsiyet kromozom
anomalileri, otozomal dizomiler ve nadir goriilen
diploidileri ortaya ¢ikarmak {tizere yogunlagmus,
triploid gebelik tiriinlerinde, diploid spermin ol-
dukga 6nemli bir role sahip oldugu goriilmiis ve bu
durumun anafaz I evresinde sinaptik anomaliler
nedeniyle olusabilecegi 6ne siiriilmiistiir.'® Infertil
erkeklerin spermlerinde ¢ocuk sahibi olanlara go-
re daha ¢ok cinsiyet kromozom hiperhaploidileri
ve diploid sperm niikleuslar1 seklinde artmis anop-

loidi oranlari oldugu gosterilmigtir.!>16

Infertil erkeklerde kromozom anomalisi nor-
mal populasyona goére on kat artmis gériinmesine
ragmen, pek ¢ok infertil erkek normal karyotipe sa-
hiptir. Fakat bunlarin ¢ogunun spermiogramlar:
anormaldir. Yapilan ¢aligmalarda, bu grup i¢in art-
mis kromozom say1 anomalisi ve diploid sperm ora-
nina rastlanmistir. Bu bilgi klinik veri olarak
kullanilacak olursa, spermatositlerdeki anéploidi ve
diploidinin direkt olarak say1 ve motilite ile iligkili

oldugu séylenebilir.!>17-1

Artan baba yagiyla iligkili olarak germ hiicre
kusaginda hiicre hasarlanmas: goriilmektedir.?® Er-
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kek germ hiicrelerindeki bu DNA hasarlanmasi, bir
bakima DNA tamir mekanizmalarindaki azalma
nedeniyle karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle, sper-
matogenezis sirasinda hiicresel mekanizmalar, bu
hasarlanmis spermlerin tiimiiyle apoptozise girme-
sine izin verir ve esey hiicre farklilagmas: boylece
sorunsuz tamamlanmis olur.2?? Sonu¢ olarak
ejakule edilmis gametler hem mitotik hem de niik-
leer yonden genetik hasarlanmay: gosterebilmek-
tedir.”® Fertilizasyon sonras: donemde gerceklesen
en ufak bir hata ise kargimiza mutasyon olarak ¢1k-
makta ve dogumdaki sagliksiz ¢ocuklarin bir sebe-
bi olabilmektedir.?** Spontan disiiklerin yaklagik
9%50-70’inin kromozom anomalilerine, %50’sinin
ise bilinmeyen genetik ve epigenetik faktorlere
bagli oldugu diisiintilmektedir.?®* Sonugta, embri-
yo gelisimi ve saglikli dollerin olusturulmasinda ba-
baya ait etkinin arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu
etkiler, genetik ve epigenetik olarak insan sper-
minde gerceklesen DNA degisikliklerine baglidir.”

Embriyolarda yapilan ¢alismalar %23-80 ora-
ninda andploidi bulundugunu gostermektedir.
Anoéploidinin nedeni anneye bagh faktérler olabi-
lecegi gibi problem baba kaynakli da olabilmekte-
dir.32%-3! Bu calismada, erken donemde bulunan
embriyolarda gelisimin durmasini agiklamaya ¢a-
lismak iizere embriyonun kendisinde ve babadan
elde edilen spermlerde aragtirma planlanmigtir.

I GEREG VE YONTEMLER

Caligma kapsamina, toplam 20 ciftten elde edilen
canliligini yitirmis embriyo dahil edilmis ve bu
embriyolarin olusturulmas: sirasinda kullanilan
spermleri iceren ejakulat sivilar1 incelemeye alin-
mistir. Caligma, Helsinki Deklerasyon 2008 pren-
siplerine uygun olarak yapilmis olup, Ege
Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir.
Her bir olgudan bilgilendirilmis onam formu im-
zatilarak alinmigtir.

Fertilizasyon sonras ti¢lincii giinil ve sonrasi
boliinme asamasinda durmus embriyolar blastomer
biyopsisi i¢in ayrilmistir.

Blastomer biyopsisi icin mekanik parcalama,
lazer biyopsi veya asid tyrode’s (pH: 2.4) yontem-
lerinden uygun olani ile gergeklestirilmistir. Blas-
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tomer fiksasyonu literatiirde tariflendigi gibi ger-
ceklestirilmigtir.32

On g, 16, 18, 21 ve 22 nolu kromozomlara uy-
gun direkt isaretli prob (MultiVysion PB, Vysis,
US) galisma protokoliinde belirtildigi gibi ¢aligil-
mis, denatiirasyon icin 73°C, 5 dakika; hibridizas-
yon i¢in 37 °C, 3 saat 30 dakika uygulanmigtir. Tim
degerlendirme islemleri fluoresan mikroskopta
(Olympus BX50) es zamanlh olarak iki kisi tarafin-
dan gerceklestirilmistir.

Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) yapi-
lacak ciftlerden mastiirbasyon yolu ile elde edilmis
semen spermlerin ICSI iglemi i¢in kullanildiktan
sonra floresan in-situ hibridizasyon (FISH) analiz
ve apoptozis analizi i¢in ayrilmistir. Sperm FISH
analizi literatiirde tariflendigi sekilde yapilmis olup
incelemeler iki kisi tarafindan es zamanh gercek-
lestirilmistir. FISH analizi sirasinda X,Y ve 18 nolu
kromozom problar: kullanilmistir (AneuVysion,
Vysis, US). Babalarda gozlenen spermiogram ano-
malileri, derecesine gore normalden agira dogru
(normal, teratospermi, oligospermi, oligoastenos-
permi, oligoastenoteratospermi, ve azospermi) si-
ralanmistir. Apoptozis icin TUNEL test (Roche
TUNEL Kit, Cat no.1684795) iiretici firma proto-
kolii esliginde kullanilmistir. Karsit boyama propi-
dium iodide (1 pg/ml) ile saglanmustir.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Gruplar arasindaki iliskinin gdsterilmesi i¢in i¢in
lineer regresyon, non-parametrik korelasyon (Ken-
dall’s tau) ve Pearson x?analizi uygulanmigtir. Ca-
lismada SPSS V.11 (Windows XP igin) paket
programi kullanilmig olup p< 0.05 degeri istatistik-
sel olarak anlamli kabul edilmistir.

I BULGU VE SONUCLAR

Incelenen embriyolarin anne adaylarinin yag orta-
lamas1 30.80 + 6.246 (min: 20, max: 41); baba aday-
larinin yas ortalamasi 35.20 + 6.502 (min: 20, max:
47) olarak bulunmustur.

Gelisimi durmus 20 embriyonun ebeveynleri-
nin in vitro fertilizasyon (IVF) merkezine bagvuru
nedenleri incelendiginde toplam 24 endikasyon
(baz1 olgularda birden fazla endikasyon vardi) ol-
dugu gorillmiistiir. Bu endikasyonlar goriilme sik-
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ligina gore androlojik (13/24); disiik oogenez ce-
vabi (4/24); nedeni belirlenemeyen infertilite (idi-
yopatik) (3/24); ileri anne yast (1/24); genital
tiiberkiiloz (1/24); tubal nedenler (1/24) ve tekrar-
layan IVF denemesi (1/24) seklinde siralanmistir.
Tiim olgularda spermiogram yapilmistir. Olgularin,
IVF merkezine bagvurma nedenleri ve spermiog-
ramlar1 Tablo 1’de verilmistir.

Olgu embriyolarinin incelemesinin yapildig:
siklustaki tiim embriyolar dikkate alindiginda aile
basina elde edilen ortalama embriyo sayisinin 6.75
+ 3.89 ve canli kalan embriyo ortalamasinin 3.60 +
2.437 oldugu gorilmistiir. Siklusta elde edilen em-
briyo sayist ile bu embriyolarda gozlenen canl kal-
ma oranlari arasinda korelasyon analizi uygulanmig
olup istatistiksel olarak anlaml korelasyon saptan-
mastir (R: 0.579 ; p< 0.05).

Anne ve baba yaginin embriyolarin canli kal-
ma oranlar1 iizerine etkisi olup olmadig arastiril-
mig ve sonuglar anlamli bulunmamigtir (R: 0.261,
p> 0.05); (R: 0.197, p> 0.05).

Geligimi durmus embriyolarin bes kromozom
i¢in 13,16,18,21 ve 22 problar ile arastirildiginda
embriyolarin her birinin 0 ile 5 kromozomu ilgi-
lendiren anomali tagiyabildigi goriilmiis ve embri-
yo basina diisen anomali ortalamasi 1.85 + 1.599
olarak bulunmustur. Tiim embriyolarda toplam 37
farkli anomali tespit edilmis ve en sik rastlanan
anomali grubunun monozomi oldugu (27/37), bu-
nun diginda yedi embriyoda tetrazomi; iki embri-
yoda trizomi ve bir embriyoda nullizomi bulun-
dugu saptanmustir.

Incelenen kromozomlar acisindan yapilan da-
gilimda en sik 18 nolu kromozoma ait anomalilerin
bulundugu (%80) gériilmis, diger kromozomlar
icin (13,16,21,22) anomalilerin toplamin %20’sini
olusturdugu saptanmuistir.

Calisma sonucuna gore ortalama sperm-FISH
anomali ytizdesi %10 + 11.965 (min: %0; max: %47)
olarak tespit edilmistir.

Embriyo FISH anomali yiizdesi ile spermiog-
ram anomalisi arasinda Pearson x? analizi uygulan-
mig olup aralarinda anlamli istatistiksel fark
bulunmustur (x* 35.726, p< 0.05).

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(4)



Medical Genetics

Cankaya et al

TABLO 1: Olgularin in vitro fertilizasyon merkezine basvurma nedenleri ve spermiogram sonuglari.
Embriyo No Basvuru Nedeni Spermiogram Sonuglari
1 Androlojik Oligospermi
2 Androlojik+disiik-oogenez cevabi Azospermi
3 Tubal Normal
4 Androlojik Oligoasthenoteratospermi
5 Androlojik Oligoasthenoteratospermi
6 Androlojik Oligoasthenoteratospermi Siddetli
7 Androlojik Azospermi
8 Dusuk oogenez cevabl Normal
9 idiyopatik Normal
10 idiyopatik Normal
11 ileri anne yasl, genital tiiberkiiloz,tekrarlayan IVF denemesi Normal
12 Androlojik Oligospermi
13 idiyopatik Normal
14 Androlojik+disiik oogenez cevabi Teratospermi
15 Androlojik Oligospermi
16 Androlojik Teratospermi
17 Androlojik Oligoasthenoteratospermi
18 Androlojik Oligospermi
19 Dusik oogenez cevabi Normal
20 Androlojik Oligoteratospermi

Anne ve baba yas1 ile embriyo FISH anomali
sayis1 arasinda korelasyon analizi uygulanmis olup
anlaml iligki bulunmamistir (R: 0.362; p> 0.05/R:
0.392; p> 0.05) .

Sperm FISH sonuglar ile 6nceki IVF dene-
me sayis1 arasinda korelasyon analizi uygulanmis
olup anlamli sonug elde edilmistir (R: 0.380; p<
0.05).

Sperm FISH anomali oranlarinin embriyo
canlilik oranlarina olan etkisi aragtirilmis olup ista-
tistiksel anlamli sonug elde edilmemistir (R: 0.132;
p> 0.05).

Olgulardan elde edilen spermlere uygulanan
TUNEL test sonucuna goére ortalama apoptozis ora-
n1 %10.490 + 9.2417 olarak tespit edilmistir.

Sperm apoptozis sonuglarinin baba yaslar ile
karsilagtirilmas: sonucu anlamli iligki saptanma-
mustir (R: 0.07; p> 0.05).

Sperm apoptozis sonuglari ile sperm FISH so-
nuglar arasinda anlamb iligki saptanmamistir (R:
0.135; p> 0.05).

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(4)

Sperm apoptozis oranlarinin embriyo canlilik
oranlarina olan etkisi aragtirilmig olup istatistiksel
anlamli sonug elde edilmemigtir (R: 0.109; p> 0.05).

I TARTISMA

Androlojik nedenli infertilite, in vitro fertilizasyon
(IVF) merkezlerine bagvuran ciftlerin yaklagik
%50’sinde s6z konusu olup spermlerin kalitatif-
kantitatif problemleri ve/veya iletici kanallardaki
defekt-tikaniklik nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir.333*
Ulkemizde infertilite olgularinda éncelikle kadina
uygulanan tedavi yontemleri sayesinde ¢iftlerin bir
kisminda hamilelik gerceklesmektedir. Eger hami-
lelik olmazsa ikinci segenek olarak erkege bakil-
makta ve bu durum sorunun erkekte oldugu olgular
icin IVF merkezine yapilan bagvurulardaki artisi
aciklayabilmektedir. Androlojik nedenler ile bas-
vuran olgularimizin spermiogramlarinda; azosper-
mi, oligoastenoteratospermi, oligospermi,
oligoteratospermi ve teratospermi bulunmaktaydi
(Tablo 1). Bu endikasyonlar, IVF merkezlerine bas-
vuran ¢iftlerde testikiiler sperm ekstraksiyonu (TE-
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SE) ve ICSI uygulamalarini gerektirmektedir. Bu
yontemlerin uygulamaya girmesiyle, oositlerde
dollenme orami artmistir.®

Tiip bebek merkezleri, anne adayina yerlesti-
rilecek embriyo secimi i¢in farkli degerlendirme
yontemleri uygulamaktadir. Burada en saglikh
embriyonun segilerek anne adayinin ¢oklu gebe-
liklerden korunmasi amaglanmaktadir. Se¢im ya-
pilacak grup ne kadar biiyiik olursa saglikli olan
bireylerin de ayn1 oranda daha fazla olacag: bilin-
mektedir. Bu amacla tiip bebek merkezleri elde et-
tikleri embriyolarda canlilik oranlarinin arttiril-
mas1 amaciyla kiiltiir ortamlarindan etiiv kosullari-
na kadar her seyi ayarlayan diizenlemeler yapmak-
tadir.® Literatiirde efektif bir preimplantasyon
genetik tan1 (PGT) siklusunda elde edilmesi gere-
ken minimum embriyo miktarlar: belirtilmistir.
Vandervorst ve ark. PGT yapilmasi planlanan bir
siklusta en az alt1 adet embriyonun olmasini dner-
mektedirler.’” Bizim inceledigimiz grupta, siklus
bagsina elde edilen embriyo sayis: ortalama 6.75 +
3.89 olarak bulunmustur. Calistigimiz olgularda
PGT yapilmamstir. Fakat bu olgular, PGT yapila-
cak bir grup olarak degerlendirilseydi elde edilen
ortalama embriyo sayilar: literatiirde belirtilen
efektif PGT sartlarini saglayabilecekti. Embriyo el-
de etmenin ardindan ikinci 6nemli basamak bu em-
briyolarin  canliligini  devam ettirilmesinin
saglanmasidir. Elde edilen embriyolardaki canlilik
orani, transfer edilecek embriyolar icin alternatif-
leri arttirmasi agisindan 6nemlidir. Gardner ve ark.
yaptiklar ¢alismada elde ettikleri embriyolarin sa-
dece %46.5’inin blastokist agamasina ulastigini gos-
termistir.® Caligtifimiz grupta embriyolarda canl
kalma orani %49 olarak bulunmustur. Siklusta el-
de edilen embriyo oranlar ile bu embriyolarda goz-
lenen canlilik oranlar arasindaki iligkiyi saptamak
i¢in korelasyon analizi uygulanmis ve gruplar ara-
sinda anlaml sonug elde edilmistir. Siklusta ne ka-
dar ¢ok embriyo elde ediliyorsa bu embriyolardaki
canli kalma oranlar1 da o kadar yiiksek olmaktadir.

PGT ve prenatal tanida anéploidi taramast i¢in
ileri anne yaginin sinir iilkeden iilkeye degis-
mektedir.”* Genel olarak 35-39 yas aras: sinur de-
ger olarak kabul edilmekte ve bu yasin tstiinde
IVF uygulamas: yaptiranlara PGT islemi 6neril-
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mektedir. Ileri anne yaginin mayotik ayrilamama
“non-disjunction” ile olan iligkisi iyi bilinmekte-
dir.** Bu nedenle ileri anne yag1 gebeliklerinde em-
briyonun ve/veya fetusun kromozomal acidan
herhangi bir anomaliye sahip olup olmadiginin
tespit edilmesi amaciyla prenatal tan1 yontemleri-
nin veya PGT yoéntemlerinin uygulanmasi énem
kazanmaktadir. Prenatal tan1 amaciyla tilkemizde
genel olarak ileri anne yas1 i¢in sinir otuz bes ola-
rak kabul edilmekte ve bu yas grubundaki anne
adaylarinda Down sendromlu ¢ocuk dogurma ris-
kinin yaklagik 1/350 oldugunu goriilmektedir.*!
Calistigimiz grupta annelerin yaslar1 22 ile 41 ara-
sinda idi ve grubun yas ortalamas: 30.80 (+ 6.246)
olmas1 nedeniyle grup gen¢ anne adaylarindan
olusmaktaydi.

Calisma grubunda androlojik veya nedeni bel-
li olmayan (idiyopatik) olgular, toplamin %80’ini
olusturmaktadir. Tiip bebek merkezlerine bagvu-
rularda nedeni belirlenememis veya androlojik ol-
gular, cogunlugu olusturmaktadir. Bu acidan
bakildiginda inceledigimiz grubun literatiirde bil-
dirilen bagvuru nedenleriyle uyumlu oldugu goriil-
miigtiir.*2

Baba yasinin sperm kalitesi ile iligkisi bilin-
mektedir. Eskenazi ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada
ilerleyen baba yas1 ile sperm kalitesinde bozulma
oldugunu gostermistir.* Fakat bu kalite bozuklu-
gunun infertilite ile iligkisi olmakla birlikte litera-
tirde, bu durumun elde edilen embriyolardaki
canlilik oranlarina etkisini gosteren bir arastirma
bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada anne ve baba yas-
larinin embriyo canliliklar iizerine olan etkisinin
arastirilmas: i¢in korelasyon analizi uygulanmis
olup sonuglar arasinda anlaml iligki saptanmamasg-
tir. Calisgmamizda, incelenen olgu sayisinin az ol-
masina ragmen bu konuda yapilan ilk caligma
olmas1 nedeniyle sonuglarin 6nemli oldugunu dii-
sinmekteyiz. Bu nedenle, baba yasinin embriyo
canlilik oranlar: iizerine etkisinin olmadigini, bu
konuda ayrintih bilginin ise genis serileri kapsayan
calismalarin yapilmaya baglanmasiyla kesinlik ka-
zanacagin diisiinmekteyiz. Baba yasinin fertilite-
ye olan etkisi i¢in bu kadar az ¢aligma olmasina
ragmen anne yasinin infertil olgularda sikga arasti-
rilmis oldugunu bilmekteyiz.?
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Gelisimi durmus embriyolar i¢in en dnemli
nedenin kromozom bozuklugu oldugu belirtilmis-
tir.* Yapilan ¢aligmalarda %23 ile %80 arasinda
kromozomal anomalinin tespit edildigi gosteril-
mistir. Bu ¢alismada ise anomalili embriyolarin
oraninin %80 oldugu goriillmiis ve sonuglar litera-
tlir ile uyumlu bulunmustur.

Munne; 22, 16, 15 ve 21 nolu kromozom bo-
zukluklarinin daha sik goriilldigini X, Y, 14, 6, ve
18 nolu kromozomlara ait bozukluklarin ise daha
az tespit edildigini belirtmistir.®* Bizim ¢aligma-
mizda en stk goriilen kromozom bozuklugunun 18
nolu kromozoma ait olmast literatiirde bulunan de-
gerlerden farkli olmustur. Calistigimiz grupta lite-
ratirde c¢alisilanlardan farkli olarak gelisimi
durmus embriyo kullanimi nedeniyle sonuglar
farkli bulunmus olabilir.

Yapmis oldugumuz ¢aligmada spermiogramda
goriilen anomali siddeti ile embriyolarda goriilen
kromozom anomali siklig1 arasinda anlamli kore-
lasyon bulunmustur. Bununla birlikte sperm FISH
sonuglar ile embriyolarda goriilen kromozom ano-
mali s1klig1 arasinda anlamh korelasyon saptanma-
migtir. Bu durum siddetli erkek infertilitesinin
onemli bir PGT endikasyonu olarak kullanilmasini
anlaml kilmistir.* Boyle bir durumda PGT igin
basvuru yapmis ciftlerin incelenmesinde sperm
FISH analizinin ne kadar gerekli oldugunun sorgu-
lanmas: gerekmektedir. Standart tiip bebek bagvu-
rularinda uygulanan spermiogram incelemesinin
elde edilen embriyolarda PGT uygulamasi icin ye-
terli bir sebep olacagini diisiinmekteyiz.

Embriyolarda goriilen sayisal kromozom ano-
malilerinin anne yasg1 ile baglantisini gosteren ¢a-
lismalar mevcuttur.?*** Bizim calismamizda anlamh
sonug elde edilememis olmasinin iki nedeni olabi-
lir; birincisi, inceledigimiz grupta bulunan anne
adaylarinin yag ortalamasinin geng anne grubunda
olmasi, ikincisi inceledigimiz gruptaki olgu sayisi-
nin az olmasi. Baba yaginin ilerlemesi ile cinsiyet
kromozomlarinin artmig anéploidi riskini gosteren
literatiirde bildirilmis yayinlar vardir. Martin ve
ark. yaptiklar1 ¢caligmada otozom kromozomlarda
baba yas1 ile birlikte artmis risk gostermelerine rag-
men diger ¢aligmalarda anlamh sonug elde edilme-
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mistir.>*4¢%7 Bizim c¢aligmamizda, baba yaginin
embriyolarda saptanan FISH anomalileri ile karsi-
lagtirilmasi sonucunda anlamli sonug elde edileme-
mistir. Bu sonugclar ile, baba yasinin embriyoda
goriilen kromozom say1 anomalilerine etki etmedi-
gini diistinebiliriz.

FISH yontemlerinin uygulamaya baslanma-
sindan itibaren sperm niikleuslarindaki kromozo-
mal durumun ortaya ¢ikarilmas: i¢in ¢aligmalar
yapilmaktadir.'®'? Bu ¢aligmada sperm hiicreleri X,
Y ve 18 nolu kromozomlara ait FISH problar ile
say1sal anomali var/yok seklinde incelenmistir. In-
celemede X, Y ve 18 nolu kromozomlarin segilme-
sinin iki nedeni vardir: Bunlardan ilki cinsiyet
kromozom anomalilerinin spermlerde daha sik kar-
simiza ¢ikmasi, ikincisi prob setinin kullanilabilir-
liginin kolay olmasiydi. Sperm FISH sonuglarinda
anomali oran1 %0 ile %47 arasinda bulunmus olup
ortalamas1 %10 (+ 11.965) olarak tespit edilmistir.

Spermiogramda goézlenen durumun sperm
FISH ile ileri tetkik edilmesi, klinisyene PGT
uygulamas: sirasinda ek bilgi saglayacaktir. Bu du-
rumda sperm FISH sonuglar: gerek ve sart olma-
makla birlikte PGT uygulayici ekip i¢in uygulama
sirasinda olabileceklerin dnceden fark edilmesine
yardimci olabilecektir. Ayrica ¢alismamizda tespit
ettigimiz sperm FISH anomali siklig1 ile 6nceki IVF
denemesi say1s1 arasindaki anlamli korelasyon, tiip
bebek uygulamas: i¢in ilk bagvuru yapan ciftlerde
uygulamanin bagaris1 hakkinda bilgi saglayici ola-
bilecektir.

Sperm FISH anomalilerinin incelendigi farkl
gruplarda birbiri ile uyumlu sonuglar elde edilmis-
tir. Bu caligmalarda genel olarak infertilite nede-
niyle bagvuru yapan olgularda yiiksek oranda
kromozom say1 anomalisi goriilmektedir. Geol ve
ark. yaptiklari ¢caligmada ICSI uygulanan olgularda
daha yiiksek oranda sperm FISH anomali orani tes-
pit etmiglerdir.*® Martin ve ark. oligozoospermik
olgularda kromozom say1 anomalileri i¢in artmig
risk oldugunu gostermislerdir.* ICSI uygulanan ve-
ya infertilite nedeniyle IVF merkezlerine basvuran
olgularda goriilen bu yiiksek orandaki kromozom
say1 anomalisinin embriyolarda bulunabilecek kro-
mozom say1 anomalileri i¢in yiiksek riski de bera-
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berinde getirebilecegini diisiiniiyoruz. Ayrica em-
briyolarin gelisiminin durmasindan en fazla gene-
tik faktorlerin sorumlu oldugunu bilmekteyiz.!%#
Calismamizda sperm FISH anomalileri ile embriyo
canliliklar1 arasinda anlamli bir sonug elde edile-
memis olmas: nedeniyle inceledigimiz grupta tek
basina sperm FISH anomalilerinin yeterli olmadi-
gin1 diisiinebiliriz. Etki eden diger faktorlerin aras-
tirilmasi i¢in planlanan ¢aligmalarin, embriyo can-
liligini arttirmak icin yol gosterici olacagini diisiin-
mekteyiz.

Gorzyca ve ark. yaptiklari ¢calismada baba ya-
sinin sperm apoptozisinde 6nemli bir role sahip ol-
dugunu bildirmiglerdir.?! Bu ¢aligmamizda baba
yast ile sperm apoptozis oranlar: arasinda anlamlh
korelasyon tespit edilmedi. Caligmadaki yas grup-
larina gore olgu sayisinin az olmasi sonucu etkile-
mis olabilir. Ayrica incelenen gruptaki erkekler,
gelismesini durdurmus embriyolarin ebeveynleri
oldugu icin ve IVF bagvurular: nedenleri i¢inde en
sik androlojik nedenler geldigi i¢in boyle bir iligki-
nin aranmasinin bir grupta uygun olmayacag: dii-
stintilmisgtir.

Erkek infertilitesinin sebeplerini agiklamak
i¢in yapilan ¢aligmalarda ayr1 ayr olarak kromo-
zom say1 anomalileri ve apoptotik hiicre oranlar
kullanilmistir. Literatiirde bu iki parametrenin bir-
likte degerlendirildigi Carrell ve ark.na ait ¢caligma
bulunmustur. Tekrarlayan diisiikleri olan ciftler-
deki erkeklerden elde edilen sperm 6rneklerinde
sperm FISH anomalileri ile apoptotik hiicre oranla-

r1 birbiri ile uyumlu bulunmustur.>® DNA fragman-
tasyonu ile spermlerdeki kromozom say1 anomali
orani arasindaki bu uyum ilgi ¢ekicidir. Spermato-
genezis sirasinda gerceklesen mekanizmalar bu du-
rumun agiklanmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Spermatogenezis ve mayoz, mayotik kontrol nokta-
lar ile diizenlenmektedir. Bunlarda gergeklesen
mayotik hatalar hiicresel apoptozisi uyarabilir ve
bu sekilde spermlerde sayisal kromozom anomali-
leri ile apoptozis oranlar: arasinda uyum goriilebi-
lir. Sperm FISH sonuglar1 ile sperm apoptozis
oranlar: kargilagtirmasi sonucunda aralarinda an-
laml iligki saptanmamistir. Sonucumuzun bu ¢alis-
mada bulunan sonugtan farkli olmasini agiklamaya
calisacak olursak incelenen gruplarin birbirinden
farkli olmasiyla agiklayabilirz. Calistigimiz grupta
higbir ¢iftin iicten fazla diistigii bulunmamaktayda.
Yani ¢iftler arasinda tekrarlayan gebelik kayba bir
endikasyon degildi.

Sonug olarak; gelisimi durmus embriyolarda
%80 oraninda sayisal kromozom anomalisi saptan-
mis olup, bu anomalilerin en sik 18 nolu kromozo-
mu ilgilendirdigi ve en ¢ok da monozomi (27/37)
oldugu gortlmiistiir. Her siklusta elde edilen em-
briyo sayisi ile canli kalim oranlari birbiri ile kore-
lasyon gostermistir. Spermiogramda goriilen ano-
mali siddetinin embriyoda goriilen kromozom ano-
malileri ile uyumlu oldugu bulunmus, sperm FISH
anomali oranlar ile sperm apoptozis oranlarinin
embriyolarin canli kalma oranlarina etkisi olmadi-
g1 saptanmustir.
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