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EFFECT OF PATERNAL AGE ON REPRODUCTIVE
OUTCOME IN OOCYTE DONATION PROGRAM

Ali Kizilkanat

UKCF Tup Bebek Merkezi, Magusa, KKTC

The effect of paternal age on reproductive function is still remain
controversial for several reasons. Paternal age has also shown to be
associated with increased risk of genetic diseases such as, DNA mutations
along with chromosomal aneuploidies. In thi study, we examined the effect of
paternal age on possible genetic (chromosomal) abnormalities between non-
oocyte donors and oocyte donors.

We studied voluntered 30 non-oocyte donors (40.9 £ 4.7) and 17 (36.6 + 2.3)
oocyte donors. ICSI has been carried on both oocyte groups with male
partners’ average age of respectively 39.3 £ 2.4 and 43.8 + 4.5. PGD was
used for analyzing the aneploidy of five chromosomes (13, 18, 21, X and Y)
by Fluorescence in situ hybridization (FISH) . In total, 166 embryos from
oocyte donors and 246 embryos from non-oocyte donors have been
analyzed by PGD-FISH.

51% of abnormal embryos from 246 non-oocyte donors and 40% abnormal
embryos from 166 oocyte donors were detected. Most frequent abnormalities
included 13.6% trizomy 13, 12% monosomy 18, 10.6% monosomy 21 and
continues with other choromosomal abnormalities such as monosomy 13
(6%), trizomy 21 (4.5%) and trizomy 18 (4.5%) for oocyte donors. Moreover,
for non-oocyte donors 9.6% monosomy 18, 8% trisomy 13, 7.2% monosomy
21 were observed.

This study suggests abormal chrosomal abnormality development is not
associated with paternal age between oocyte donors and non-oocyte donors
(P: 0.255). Thus, in our study paternal age does not play a significant role in
abnormal embryo development.

Anahtar Kelimeler: Oosit Donasyonu, IVF, ART technology
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1. GIRIS VE AMAG

Sperm DNA'sindaki kirik ya da hasarlar saglikli gocuk sahibi olma
oraninda duasus ve anomalili hamilelikler olusmasina neden oldugu
bilinmektedir (Evenson D and Wixon R, 2006). Spermde DNA hasar oraninin
yuksek olmasi embriyolarin gelisimini olumsuz etkilemekle birlikte,
spermlerdeki apopitoz ve mutasyon oraninda artisi oldugu gosterilmistir(Filho
RM ev ark., 2015). Sonug olarak, embriyolarin blastosist evresine gelme
sansi azalmakla birlikte duglk oraninda artig ve embriyoda anomali geligimi
gozlenebilmektedir. Fertilizasyon sonrasinda gergeklesen DNA tamir
mekanizmasi geng¢ oositlerde daha iyi ¢alistigindan sperm DNA si hasarl
olsa bile oositlerdeki tamir mekanizmalarinin tamir oranlarina gore de
saglkh gebelik ve dogum gergeklesme sansi artmaktadir (Evenson D and
Wixon R, 2006). Fakat hasarli sperm orani fazla ise tamir mekanizmasi
yetersiz kalmakta ve anomali gebelik sansi artmaktadir (Filho RM ev ark.,
2015).

Spermde DNA kiriklari ve artmig DNA hasar oraninin fertilizasyonu
etkilemedigi ve embriyo gelisimi gdzlendigi olgular bildiriimekte fakat ileri
asama olan Dblastosist gelismesini anlamli  derecede bozdudu
bildiriimistir(Sakkas D. Ve ark., 1998).Spermdeki DNA kiriklarina bagl
olarakDNA hasari artmigsa, gebelik sansi azalmakta ve dusuk gelisme riski
artmaktadir(Filho RM ev ark., 2015). Yapilan ¢alismalar dogrultusunda eger
saglikh bir gebelik bekleniyor ise hasarli DNA icermeyen sperm sayisinin
yani DFI'nin %30’un Uzerinde olmasi gerektigi gosterilmistir (Kocer A. Ve ark.,
2015).

ileri anne yasinin (+38) etkisi cok calisilmis olup, cesitli embriyonik
gelisim ve aneuploidiler ile baglantisi bulunmustur(Rink BD ve ark., 2015).
Baba yasinin nérodejeneratif genetik hastaliklar/vakalar Uzerindeki etkisi
bilinmekle birlikte eneuploidiler ile baglantisi ve genetik olarak etkisi tam
olarak bilinmeyip bu konudaki arastirmalar hi¢ denecek derecede azdir (Kari
S., 2012).



Tarkiye ve birgcok Ulkede donasyon programi yasal olmamasina
ragmen Kizey Kibris Turk Cumhuriyetinde belirli kosullar gercevesinde
donasyon programinin uygulanabilmesi yasaldir. Bu gergeve dogrultusunda
donasyon programi vaka sayisi fazla olan Kibrista baba yasinin tUreme
basarisi ve aneuploidiler Uzerine etkisinin arastirildigi calismamizin literattre

katki saglayacagini dusunmekteyiz.

Bu calismada oosit donasyon programinda baba yasinin Ureme basarisi

uzerine etkisi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Son 20 yilda siradan bir ydntem haline gelen tlip bebek uygulamasini,
kisaca 6zetlemek gerekirse, kadin ve erkege ait Ureme hucrelerine vucut digi
laboratuvar kosullarinda fertilizasyon saglanmasidir(Bradley J. Ve ark.,
2007).

2.1 Tup Bebek (IVF)Uygulamasi:

Tap bebek (IVF) uygulamasi, normal kosullarda gebelik sansi ¢ok az
olan yada hi¢ olmayan ciftlerde gebelik sansini artiran bir tedavi yontemidir.
ik IVF1978 yilinda Iingiltere’de uygulanirken Tirkiye'de ise 1989 yilinda Ege
universitesinde ilk IVFgerceklestirilmistir.Ozetle IVFislemi, kadindan alinan
oosit (germ Ureme hucresi) ile, erkekten alinan spermin in vitro ortamda
biraraya getirilerek oositnin fertilize olmasi ile gelisen embriyonun anneye
transfer edilmesi islemidir. Herhangi bir islem yapilmadan normal ciftlerde
normal bir adet déneminde canli dogum yapma orani %Z27.7 iken
IVFsikluslarinda bu oran %40-45 lere gikmaktadir (Seng SW, 2005).

IVFuygulamasi  oosit toplama islemi (OPU), ICSI (ICSl),
preimplantasyon genetik tani (PGD), embriyo transferi (ET) asamalarindan

olugmaktadir.

2.2 Yardimci ureme teknikleri:

Yardimci Greme teknikleri, folikillerden oosit toplanmasi ve gebelik

saglanmasi amaciyla kullanilan tim tedavi yontemlerini igermektedir .


http://www.kadinlarsitesi.com/tup-bebek-nedir/
http://www.kadinlarsitesi.com/
http://www.kadinlarsitesi.com/hucre/
http://www.centrumtupbebek.com/

2.2.1 in vitro fertilizasyon (IVF) :

Alinan oositlerin sperm ile laboratuar ortaminda fertilizasyonu ve olusan
embriyolarin  3-5 gun sonra anne rahmine transfer edilmesi olarak
Ozetlenebilir(Bradley J. Ve ark., 2007).

2.2.2 Gamet intrafallopian trasfer (GIFT):

Oosit ve sperm fallop tipu icerisine yerlestirilir ve burada fertilizasyonun
olmasi beklenmektedir. Gunumuzde bu yontem pek tercih edilmemektedir
(Masakuni S., 2014).

2.2.3 Zigot intrafallopian transfer (ZIFT):

Oosit ile spermin laboratuar ortaminda birlestiriimesi ve ertesi gun fallop
tupu igine yerlestirmesi islemidir ki ginimizde bu yontem de pek tercih
edilmemektedir (Toner JP., 2002).

2.2.4 intrasitoplazmik sperm Enjeksiyonu (ICSI):

Bu yontem oosit icerisine 6zel igne ile sperm birakilarak fertilizasyon
saglanmasi prensibine dayanmaktadir. Ozellikle sperm sayisinda ve
kalitesinde ciddi problem olan hastalarda tercih edilmektedir(G. D. Palermo,
Q. V. Neri, T. Takeuchi, et al.2009).

2.2.5 in vitro maturasyon (IVM):

Normal siklus veya ilag kullanilarak uyarilan yumurtlama sikluslarinda,
foliktllerde henluz yeterince olgunlagsmamig olan oosit hucrelerinin laboratuar
ortaminda olgunlastirimasi ve embriyo elde etmek Uzere kullaniimasi
esasina dayanmaktadir. Gebelik ve fertilizasyon oranlari folikuller igerisinde
olgunlasan(klasik IVFprosedurinde oldugu gibi) oosit hiicreleri ile elde edilen

basariya gore dusuktur (Yixuan Wu ve ark., 2015).



IVFbasarisini belirleyen en édnemli etken infertiliteye sebep olan nedenlerin
belirlenmesidir. Folikul rezervi azalmis hastalarda [|VFbasari orani
dusukken(%15) diger taraftan yumurtlama problemleri nedeniyle IVFyapilan

hastalarin basari sanslari (%38) daha fazladir.

2.3 IVFTedavisinde Basarisizligin Sebepleri:

IVFtedavisinin c¢esitli asamalarinda basarisizliklar ortaya gikabilmektedir

ve genellikle bunlarin tam sebebi bilinmemekle beraber :

1. ileri anne yasi, azalmis ovaryum rezervi, folikiillerin uygun sekilde

uyarilmamasi ve
2. Sperm morfolojisi ve yapisi

3. Laboratuar kosullarinin yeterli olmamasinin embriyo kalitesine

olumsuz etkileri

4. Rahim i¢ duvarinin embriyonun yerlesimine hazir ve uygun halde

olmamasi,

5. Rahime ait dogustan gelen veya sonradan olusan hidrosalpinks adi
verilen tlplerde sivi toplanmasi durumu ya da enfeksiyon gibi
faktorler de embriyonun rahime implante olmasina engel

olabilmektedir

Ayrica embriyo transferi sirasinda yasanabilecek servikal kanalinin
tramvatize olmasi gibisikintilar embriyonun rahime tutunmasini olumsuz

yonde etkileyebilmektedir.

Ancak basarisizhgin sebebinin genellikle tam olarak ortaya
konulamadigi unutulmamalidir. Bu nedenle, sebepleri ortaya koyabilmek
amaciyla, tekrarlayan IVFbasarisizliklarinda ¢iftin histereskopi, karyotip
analizi, Y-mikrodelesyon, Sperm FISH gibi ileri tetkikler ile degerlendiriimesi
gerekmektedir.



2.4 IVF kimlere Onerilmektedir?

Diinya Saghk Orgdtinin (WHO) 2010 yilindaki deklerasyonuna gére
35 yas uzeri kadinlarda 6 ay sonunda, 35 yas altindaki kadinlarda ise 1 yil
sureyle duzenli ve korunmasiz cinsel iligkiye ragmen gebelik saglanmadigi

taktirde cift infertil olarak kabul edilir ve ileri tetkikler yapilmalidir.
Yapilan tetkikler sonucunda;

1. Erkekten alinan semen Orneginde normal yollarla gebelik

saglanmasi igin yeterli sayl ve morfolojide sperm olmamasi

2. Kadin yasi (<35) diusuk olmasina ragmen, yapilan tetkikler

sonucunda oositlik rezervinin azaldiginin belirlenmesi

3. lleri anne yag! (38 yas ve Ustll) ve 6 ay korunmasiz devamli

cinsel iligkiye ragmen gebelik olusmamasi

4. Endometriozis’in, ovaryum-tlip iligkisinin bozulmasina sebep

olmasi

5. Yumurtlama fonksiyonunda bozukluk

(o2}

. Kadinlarda fallop tiplerinin tikali olmasi

Veya tum tetkiklerin sonucu normal olmasina ragmenbilinmeyen bir
sebeble infertilite gorulmesi durumlarinda c¢iftlerde 1VFuygulamasi

onerilmektedir.
2.5 Kadin Yasinin IVF uygulamasinda Onemi:

in Vitro Fertilization (IVF) tedavi ydontemlerinde anne adaylarinda 40
yas Uzerinde gebe kalma sansi azalirken, duslik yapma ve anomalili bebek
riski artmaktadir (Yan J. Ve ark., 2012). Kadinlarda ilerleyen yasa bagli
olarak oosit kalitesi azalmakla (Yan J. Ve ark., 2012;Vincent R ve ark., 2012)

birlikte sperm tarafindan déllenme olasiligi dismekte(Yan J. Ve ark., 2012)ve



dollendikten sonra da kaliteli bir embriyo olusma sansi da azalmaktadir(Yan
J. Ve ark., 2012;Shrim A. Ve ark., 2010).

Kirk yas Uzeri kadinlarda s6z konusu oositlerin dollenmesi durumunda
genetik  bozukluklar agisindan risk artmaktadir  (6rnegin, Down
Sendromu)(Yan J. Ve ark.,, 2012). ileri anne yasina bagl olarak
endometriumun (rahmin i¢ tabakasinin) déllenmis oositi tutma yetenegi
azalmaklabirlikte olusacak olan gebelik sansi da dugmektedir(Yan J. Ve ark.,
2012). Kadinlarda otuz yasin altinda gebe kalabilme sansi %20 iken, kirk yas
uzerinde bu sans %5 olarak bildirilmistir (Yan J. Ve ark., 2012;Vincent R. Ve
ark., 2012).

Kadinlarda yas ilerledikge ovaryumlarin yumurtlama kapasitesi ile
beraber oositlerin kalitesinde azalma baglamaktadir(Yan J. Ve ark., 2012).
(Yan J. Ve ark., 2012;Seng SW ve ark., 2005). Kadin yasinin ilerlemesi ile
beraber oosit kalitesi ve olusacak saglikli embriyo sayisi azalmakta bdylece
normal yollarla gebe kalma sansi da azalmaktadir. 35 yas alti hastalarda
canh dogum oranlari %40 civarindaykenbu oran 40 yas ve Uzeri hastalarda
%10 civarindadir(Yan J. Ve ark., 2012;Shrim A. Ve ark., 2010).

2.6 Erkek Yasinin IVF uygulamasinda Onemi:

Sperm kalite ve sayisinin dogum efektleri , aging (yaslanma) Alport
sendromu (FGFR3 mutasyonu), Kistik Fibrozis ( CFTR geni) gibi otozomal
dominant hastaliklar ile baglantih oldugu bilinmektedir (Kimberly ve ark.,
2012). Yapilan populasyon calismalarina gore erkek yasina bagh olasi
anlamliliklar populasyonlar arasinda degiskenlik gosterebilmektedir(Kimberly
ve ark., 2012; Domenico Dell ve ark., 2015; Kang Liu ve ark., 2015).

Spermdeki DNA hasarlari degdisen gevresel faktorler (Sigara icilmesi, cep
telefonunun genital bdlgeye yakin tutulmasi(Moskovtsev Sl ve ark., 2009),

dizistu bilgisayar sonucunda olusabilmektedir(Moskovtsev Sl ve ark., 2009).



Genelde Sperm gelisirken DNA hasar goérebilmekte ve vicut bunu
onarabilmektedir(Hakan Koyuncu, 2011;Kocer A. Ve ark., 2015). Bu onarim
iglemini saglayan enzimlerin azligi ve onarim esiginin asildigi durumda
spermin oositle birlesip embriyoyu olusturmasi zor olmaktadir (Hakan
Koyuncu, 2011).

llerleyen erkek yagsi ile birlikte buna baglh nadir genetik bozukluklar
riskinde artis oldugu gosterilmistir(Risch N ve ark. 1987; Bellver J. Ve ark.,
2008). ileri baba yasi ile sizofreni , otizm ve bazi kanser tirleri arasinda
baglanti bulunmustur (Kong A. Ve ark., 2012;Glasson EJ ve ark., 2004).
National Birth Defects Prevention calisma verilerine gére baba yasinin, bazi
multifaktoryel dogum kusurlari igin bir risk faktorl olabilecegini gostermistir
(Green RF. ve ark., 2012). Artan baba yasina bagh olarak yarik damak,
diyafragma hernisi, sag ventrikul ¢ikis yolu tikaniklidi vakalarinin géraldugu
rapor edilmistir(Green RF. Ve ark., 2012).

Sperm DNA ‘sinin saglikh olmasi normal bir gebeligin gelismesinde
onemlidir. Son yillarda, sperm DNA’sindaki kirk ve hasarin ¢ocuk sahibi olma
oranlarinini dugurdugu gosteriimis olup hasarli DNA iceren spermlerin
sayisinin artmasinin da ciftlerde infertiliteye neden oldugunu gosterilmistir.
Spermlerindeki DNA hasari  ylUksek olsa dahi normal gebelik
gorulebilmektedir. Fakat bu oran anlamh derecede dismektedir. Clnku
spermdeki DNA hasar orani yuksek ise, sonrasinda olugsup gelisecek
embriyolarin geligsiminin de bozuk olmasi beklenmektedir. Bunun nedeni,
spermlerde meydana gelen apoptoz ve mutasyon oranlarindaki artigtir.
Sonugta embriyolarin blastosist evresine gelme sansi azalirken, dusukler
artar ve buna bagh olarak embriyoda anomaliler gelisebilmektedir (Sheena
E.M. Lewis., 2015;Pfeifer S. Ve ark., 2013).

Bircok calismada ileri baba yasinda spermde DNA hasarinin da arttigini
gOstermistir. Sperm DNA hasari, sonucunda aging, apoptoz ve infertiliteye
neden olmaktadir. Artan baba yasina bagh olarak Spermde DNA kiriklari da
meydana gelmektedir(Wyrobek AJ ve ark., 2006). Oksidatif stres, testis ve

ureme sistemi icindeki sperm DNA’sinin yani sira, sperm mitokondriyal ve



nikleer membranina zarar verebilir(Aitken RJ ve ark., 2003). Spermatogenez
sirasinda olan germ hlicre apoptosisi normal bir olay olarak gerceklesir,
Erkek farelerde yapilan galismalarda, yasl erkek farelerin testislerinde geng
yetigskinlere gore daha duslik apoptoz seviyesioldugu gozlenmistir
(Brinkworth MH. Ve ark., 2003).

2.7 IVFTedavisi Agsamalari

IVFuygulamasinin 4 basamagi vardir
1. Basamak :Oosit toplama iglemi (OPU)

ilk asamas! olarak birden fazla oosit elde edebilmek amaci ile
normal sartlarda vucutta Uretilen hormonlardan daha ylksek dozlarda
enjeksiyon yapilmasini takiben gelisen oositler sik sik ultrasonografi
ile takip edilerek kan tahlili ile Ostradiol seviyesi takibi yapilarak
(Yixuan Wu ve ark., 2015)oositler istenen boyutlara ulastiklarinda (18-
20mm) ovulasyonu saglamak igin tek dozluk (hCG, GnRHa)

uygulanarak olgunlasan oosit ¢catlamasi saglanmaktadir.

Yumurtlama ignesinin yapilmasindan 35-36 saat sonra ameliyathane
ortaminda anestezi altinda, transvajinal ultrasonografi ile beraber bir igne
yardimiyla oositler toplanmaktadir. Bu esnada erkekten alinan sperm ornegi

Ozel tekniklerle igsleme uygun hale getirilir.

IVFtedavisinin ilk basamagini olusturmaktadir.Toplama islemindetek tek
batin oositlerin igindeki sivi disariya alinir. Mikroskop altinda bu folikil
sivilart  incelenerek  oosit  hucreleri  bulunur.  Toplanan  oositlerin
matlirasyonunu saglamak amaciyla inktubatorde ayiklama islemine kadar 2

saat bekletilir. Sonrasinda ayiklama (denudasyon) iglemine gegilir.



IN VITRO FERTILIZATIOMN
EGG RET RIEVAL

ovarian follicles

suction controlled
by foot pedal

test tube under suction

Sekil 2.11VFtedavisinde OPU asamalari (thenew jersey infertility treatment center,2015)

2.Basamak:ICSI-Fertilizasyon

ICSI isleminde, oositin igine segilen tek bir sperm 6zel bir igne yardimiyla

enjekte edilerek oosit icine alinir ve fertilizasyon saglanir.
3.Basamak: Embriyo Takibi

Fertilizasyon sonucu olugan embriyo gelisimi izlenmektedir. Embriyolar
gelisim suresince takip edilerek, sayisal simetrik bolinme yetenekleri,
blastomerlerde c¢ekirdek olup olmamasi yada birden fazla bulunmasi,
blastomerlerin simetrileri, fragmentasyon oranlarinin dusuk olmasi gibi

Ozelliklerine gore takip edilir.
4. Basamak: Embriyo transferi
Embriyo gelisim takibi sonucunda rahme tutunma orani en olasi

embriyolar segilir. Secilen embriyolar, kullanilan 6zel kateterler ile anne
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rahmine vajinal yoldan yerlestirilir(Yixuan Wu ve ark., 2015). Gelisen
embriyolar arasindan transfer edilmeyen yuksek kaliteli embriyolar sivi azotta
dondurularak saklanip gebelik olmamasi durumunda tekrar transfer edilebilir
(CV Steer ve ark., 1992).

Fertilizasyon sonrasinda, olusan zigot hicre bolunmeleri (blastomer)
bélinmeye gecirerek embriyoyu olusturmaya baslar. Oosit toplanip
fertilizasyon gercgeklestikten sonra 3. Gluinde embriyolar 6-8 hucreli bir yapi
halini alir. Daha sonra blastokist (5. Gunde embriyolar) adi verilen hlcre
sayillarinin artigi ve daha siki halde oldugu evreye gelirler. Embriyo transferi

genellikle oosit toplamadan sonraki 3. Yada 5. Gunde yapilir(Sekil 2.2).

Hastadan toplanan oosit sayisi ile birlikte gelisen embriyolarin
gelisiminin iyi olmasi durumunda 5. Gun transferi (blastokist transferi)
yapilabilmektedir. Buradaki ama¢ embriyolardan en iyi gelisim gosterenlerin
ve anne rahmine tutunabilme yetenegi en fazla olanlarin secilmesidir. Yapilan
arastirmalarda 5. Gun yapilan transferin daha fazla canli gebelik oraniyla
sonuglandigi gorulmustar(Bradley J. Ve ark., 2007). Buna ragmen transfer
edilen embriyo gelisimini devam ettiremeyebilir ve 5. Glne ulagsamayabilir.
Sonrasinda bu embriyolar elenecektir.

Sekil 2.2 3. Gin embriyo (wikipedia.org).
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2.8 ICSI ve Klasik IVF Yontemi

Klasik IVF de oosit etrafina birakilan 100,000 spermden sadece biri oosit
dis zarini gecerek oosite girer ve fertilizasyon saglanir. ICSI islemi,invert
mikroskop altinda mikromaniplator ile yapilmaktadir. ICSI iglemi 1992
yilindan beri uygulanmaya baslanmasiyla 6zellikle ciddi sperm problemi olan,
5 milyon/mlI'nin altinda sperm sayisina sahip olan yada yeterli sayi olsada
sperm kalitesi dlsuk olan bireylerin gocuk sahibi olma sanslari ciddi élgtide
artirmigtir(CV Steer ve ark., 1992).

Idiyopatik infertilite ve tekrarlayan geleneksel in vitro fertilizasyon (IVF)
basarisizliklari ICSI endikasyonu icerir (CA Julsen. H. Benavida, L. Siano, et
al.1999). ICSI sonrasi fertilizasyon ileri yasa bagh olarak yaklasik % 70 - %
80 oraninda gerceklesmektedir (G. D. Palermo, Q. V. Neri, T. Takeuchi, et
al.2009) . infertil ciftlerde gergeklestirilen calismalarda baba yasinin
kromozomal andploidilerin yani sira DNA hasari ile de iligkili oldugunu

gOstermektedir (Armand Zimi ve ark., 2008).

Erkek infertilitesinde intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) olarak
bilinen yontem buayuk bir ¢igir acmisti(Mc Dowell S, 2010). ICSl'de
gérunumlerine bakilarak secilen spermler, annenin oositine enjekte edilerek
elde edilen embriyolar da annerahmine transfer edilmektedir. Ancak bazen
spermler normal gorunse bile, gelisim kusurlari, hasarli DNA'lar1 nedeniyle

dolleme gergeklesememekte ya da kotl embriyo elde edilmektedir.

Geleneksel ICSI uygulamalarinda spermler mikroskop altindaki sekil ve
hareketlerine gore secilerek DNA butunlugu ile ilgili herhangi bir segim
yapilimamaktadir.

Spermin bas kismi hyaluronabaglanmasini saglayan tanima bdlgelerini
barindirir. Olgun olmayan spermlerde bu tanima bdlgeleri olmadigindan
oosite baglanamazlar.. Oosite baglanmayan yani olgun olmayan spermlerde
protein miktari duguk ve DNA kiriklari yani genetik hasarlar artmaktadir(Mc
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Dowell S, 2010). PICSI, olgun spermlerin hyaluronan maddesine baglanma
Ozelligi sayesinde de sperm seciminde kullanilan bir yéntemdir. Dogal
fertilizasyonun onemli bir se¢im asamasi olan, spermin oosite baglanmasini
taklit etmesinden dolay! sperm hakkinda degerli bilgiler vermektedir. Bunun
sonucunda baglanma yetenegi yliksek olan sperm secilereklCSI isleminde
kullaniimaktadir(Mc Dowell S, 2010).

PICSI dish kullanilirken ayni dish igerisine hem oosit hem de spermler
konup, icinde DNA kirigi olmayan spermleri segme ve ayni anda oosit
icerisine enjekte edilmektedir. Bdylece hem klinik gebelik orani artmakta
hemde gebelik kaybi riski azalmaktadir(Mc Dowell S, 2010).

ICSI isleminde ejakulatlarindan detayli inceleme ile secilen goéreceli
olarak daha normal bas yapisina sahip spermler kullanilarak gelisen
embriyolar yapilan genetik tani (PGD) ile kromozomal olarak incelenerek
PGD sonrasi kromozomal olarak normal olan embriyolar anne adaylarina
transfer edilerek yuksek gebelik oranlari elde edilmistir(Munne S. Ve ark.,
2003; R. Beguen ve ark., 2014).

Spermlerin klasik yontemden farkh olarak mikroskop altindayuksek
blayutme ile secgilmesi IMSI yontemi adini almaktadir. Normalde 200-400
bayutme ile secilen spermler bu teknikle 8050 kez buyutilmekte ve sperm
DNA hasarina yol agabilen vakuollerin varligi tanimlanabilmekte ve bu
bozukluklari tagsimayan spermlerin segimi mumkin olmaktadir(Mc Dowell S,
201; Teixeria DM ve ark., 2013).

Gunumuzde makrosefal yada ¢ok buylk basli spermlerin agirlikh oldugu

orneklerde IMSI yontemi ile sperm secimi ve ICSI en yararli yontemlerdir.

2.9 ICSI igslemi kimlere uygulanir?

ileri diizey sperm sayi, hareket ve morfoloji bozuklugu olan ya da

sperm sayisi 5 milyon/ml'den disuk hastalarin ;

- Embriyolarina Pre-implantasyon genetik tani (PGD) uygulanmasi

endike hastalar

13



- Daha 6nce klasik IVF yontemi ile fertilizasyon olmamis hastalarda

gebelik sansini arttirmak igin ICSI iglemi uygulanir (Sekil 2.3).

Azoospermik bireylere Cerrahi ydntemlerle (TESE, TESA, PESA, vb. ) sperm
elde edildikten sonra ICSI islemi uygulanabilir.

Sekil 2.3 Mikroenjensiyon Sekli (Coskun Simsir, 2015)

2.10 Preimplantasyon Genetik Tani (PGD) ve Preimplantation
Genetic Screening(PGS)

Genetik alanindaki son gelismeler; [VFyontemleriyle gelistirilen
embriyolarda genetik incelemeler yapilmasina imkan tanimaktadir. Bu
yonteme embriyodan alinan tek bir hucreye genetik tani yapilma islemi yani
“‘embriyoda genetik tani” (Preimplantasyon Genetik Tani) adi veriimektedir.
implantasyon éncesi genetik tani (PGD) adi verilen bu islem; oosit ve sperm
hucrelerinin  laboratuvar ortaminda fertilizasyon sonucunda gelisen
embriyolardan  alinan 1 veya 2 adet balstomer ile
gerceklestirimektedir.Preimplantasyon Genetik Screening (PGS) yontemi ise,
kromozomlardaki sayisal ve yapisal anomalileri tespit etmekte
kullanilmaktadir; Preimplantasyon Genetik Tani (PGT) tek gen hastaliklarin
tanisinda kullaniimaktadir(Munne S. Ve ark., 2003).
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Buradaki ama¢ ilk bolunmelerinde alinan tek  blastomer
hicresindemolekuler sitogenetik ve/veya molekuler genetik  ydntemler
kullanilarak ve dodacak bebekteki sayisal ve yapisal kromozom bozukluklar
ile tek gen hastaliklarinin (Thallasemia, orak hucreli anemisi, kistik fibrozis
gibi) tanisi yapilarak saglkli embriyolarin anne adayina transferi yapilarak

saglikli bebeklerin dogmasi saglanabilmektedir.

2.11 Preimplantasyon Genetik Tani'nin Amaci :

PGD iglemi ginumuzde siklikla IVF uygulamalarinda anne-baba tasiyici
oldugu kromozomal anormallikleri embriyo asamasinda belirlenebilmek ve
saglikli ¢ocuklarin dogmasini saglayabilmek amaciyla yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica ileri anne yasina bagh olusabilecek kromozom
anomalilerinin, tekrarlayan implantasyon basarisizligi, anomalili fetus oykusu

olan bireyler de de kullanilarak saglikli gebelikler elde edilmektedir.

Bireylerin, tasidiklari kalitsal hastaligi dedisik oranlarda c¢ocuklarina
aktarma riskleri nedeniyle genetik hastaliklarin ciftlerde ve embriyolarda
belirlenmesi saglikli cocuk sahibi olabilmesi igin dnemlidir. Ginimuzde farkh
teknikler kullanilarak ¢ok sayida kalitsal hastaligin hentiz embriyo duzeyinde
iken tanimlanmasi mumkun hale gelmistir. Preimplantasyon Genetik Taninin
amaci, oncelikle genetik hastaliklarin embriyo asamasinda tanimlanmasidir.
Ayrica infertilite problemi nedeni ile IVFtekniklerinin uygulanacagi ciftlerin
embriyolarin da olusmasi muhtemel genetik bozuklarin tanimlanmasi igin
kullaniimaktadir. Sadece kalitsal hastaliklar degil fertilizasyon sonrasi
embriyoda bodlinmeler sonrasi ortaya c¢ikabilecek embriyo anomalileri

belirlenir.

2.12 Preimplantasyon Genetik Tani (PGT) ve preimplantasyon genetik
tarama (PGS) de Kullanilan Yontemler :

Preimplantasyon Genetik Screening (PGS), kromozomlardaki sayisal ve
yapisal anomalileri tespit etmekte kullanilirken; Preimplantasyon Genetik
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Tani (PGT) tek gen hastaliklarin tanisinda kullaniimaktadir(Ferraretti AP ve
ark., 2004;Munne S. Ve ark., 2003).

PGT, kromozomal anomailer ve tek gen hastaliklarda bakilmakta olup
infertilite olmaksizin da kullaniimaktadir.PGS ise, ileri anne yasi, tekrarlayan
dugukler, tekrarlayan IVF basgarisizigi, aneuploidili gebelik hikayesi ve
kromozomal aneuploidi taramsi yapilmasi durumlarinda
kullaniimaktadir(Harper ve ark., 2012;Kahraman ve ark., 2011).

Déllenen ve iyi gelisen hicrelerden (embriyo) 3. ginde 1-2 tane hicre
alinarak Kromozomal hastaliklar igin Floresence in situ hibridizasyon (FISH),
Karsilagtirmali genomik hibridizasyon (CGH), Array CGH, Tek gen
hastaliklari i¢in ise Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA dizi analizi

(sequencing) yapilabilmektedir.

PGSiglemi, molekuler sitogenetik metod olan FISH (Fluorescence In Situ
Hybridisation) yontemiyle yapilmaktadir(Scriven P.N. ve ark., 2011). FISH
yonteminde kromozomlara 6zel olarak hazirlanan floresan isaretli problar
kullanilmaktadir.  Biyopsi sonrasinda embriyodan alinan hucrelerin
kromozomlarina bu floresan problarin baglanmasindan sonra bu htcrelerden
alinan  sinyalleremikroskopta  bakilarak  sinirli  sayidakromozomlar
incelenmektedir. Ayrica FISH ydnteminin dezavantaji kromozomlara ait

sinyallerinin Ust Uste geldigi durumlarda sonucun degerlendirilememesidir.

DNA dizi analizi, ¢cogunlukla gen mutasyonlarinin (mutasyon, delesyon,
insersiyon, vb gibi) tespiti yada rekombinant DNA olusumunun yapi tayininde
kullanilmaktadir.Kalitsal hastalik tasiyan (Thallasemia, vb) eglerde IVF
tedavisi sirasinda embriyolardan izole edilen DNA’lar DNA dizi analizi
yontemi ile analiz edilerek tek hastaligi tagiyan embriyolar elenerek tek gen
hastaliyi tasimayan saglikh embriyolarin transferine imkan saglanmaktadir
(Dominic Grun ve ark., 2015).

Embriyolarda tum kromozomlarin daha detayl incelenebilmesi igin gesgitli
yontemler kullanilmaktadir. ilk defa 1996 yilinda blastomerlerde uygulanan
Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (Comparative Genomic Hybridization

— CGH) yontemi, hucrenin buatin kromozomlarinin incelenebilmesini
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saglamaktadir. CGH yonteminin FISH ydntemine gbre uygulamasinin kolay
olmasi ve tim genomu taramasi nedeniyle blyuk bir avantaj saglamaktadir.
CGH yonteminde, tim kromozom sayilari yanisira kromozom Uzerindeki
mikro delesyonlar veya duplikasyonlar duplikasyonlar da belirlenebilir ve
saptanabilir. CGH ydntemiyle belirlenebilen kromozom bozukluklarinin %20-
40’1 FISH yontemi ile belilenememektedir(de Ravel TJ ve ark., 2007).

2.13 PGT/PGS Onerilen Durumlar
Genetik predispozisyon gosteren;
- Ciftlerde genetik veya kalitsal bir tasiyiciligi bulunmasi
- Daha d6nce genetik hastaligi olan ¢ocuk veya gocuklara sahip giftlerde
- Bagisiklik sistemi hastaliklarinda HLA (doku) tiplemesi icin
- Erkek infertilite durumlarinda
- lleri yas grubundaki kadinlarda (35 yas ve lizeri)
- Tekrarlayan gebelik kayiplari bulunan ciftlerde
- Basarisiz IVFdenemeleri (2 veya daha fazla)
- Nedeni agiklanamamis kdkeni bilinmeyen infertilite durumunda

- Ailede bilindik bir translokasyon tagiyiciligi olan durumlardan az birini
tasiyan bireylere infertilite nedeniyle yardimci Greme teknikleri
uygulanacakgiftlere énerilmektedir.

Molekuler sitogenetik inceleme icin Sayisal kromozom anomalilerinin
tanimlanabilmesi igin gelistiriimis olan ve bes farkli kromozomu igeren iki ayri
panel mevcut olup bunlar 13, 18, 21, X , Y veya 13, 16, 18, 21, 22
kromozomlarini igerir. Ginumuzde, gerekli durumlarda yedi (13, 16, 18, 21,
22, X ve Y) veya dokuz kromozomu (13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X ve Y)

iceren daha genis kromozom taramasi da yapilabilmektedir.
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Molekuler genetikte kullanilan PGD isleminde ise , kalitsal hastalik
taslyicisi olan veya daha 6nce genetik hastalikla dogan gocuk veya ¢ocuklari
bulunan ailelerde saglikli bir bebek sahibi olmalarini saglamaktir. Onceden
genetik bir hastalik kesin tanisi konamayan kisilerde embriyo dizeyinde
genetik inceleme yapmak mudmkin dedildir. Clnku, hastalida neden olan
genetik degisim her hastalik i¢in farkli olup PGT isleminin yapilabilmesi igin
gerekli olan mutasyonu belirleyici genetik degisiklige 6zgu test uygulanmasi
gerekmektedir(Scriven P.N. ve ark., 2011).

Teknik imkanlarin gelismesi ile birlikte ginumuzde birgok kalitsal hastalik
genetik testlerle kesin olarak ortaya konabilmektedir. Kesin tani konmus
ailelerde saptanmis olan genetik bozukluga spesifik set-up yapilmasi

sonrasinda PGD islemi rahatlikla uygulanabilmektedir.

2.14 Mutasyon ve Mutasyon Cesitleri :

Mutasyon,somatik  hicreler yada gamet hicrelerinin  genetik
materyalindemeydana gelen dedisikliklerdir (Bilge BD. Ve ark.
2006).Mutasyonun en dnemli etkilerinden biri, bir sonraki nesile farkli genetik
Ozellikler aktariimasina neden olmasidir. Esey uUreme (gamet) hucresi
mutasyonlari kalitsal olan ve bir sonraki nesillere aktarilan mutasyonlardir.
Canlida farkli fiziksel &zelliklerin olusumuna sebep olmaktadirlar.

Mutasyonlar ;
1. Kromozom mutasyonlari
2. Nokta(gen) mutasyonlari olarak ikiye ayrilir.

2.14.1 Kromozom Mutasyonlari:

Sayisal ve yapisal kromozom mutasyonlari olmak Uzere 2'ye ayrilr.
Kromozom mutasyonlari,kromozomun bir par¢casinda kopma veya parca
degisimi (crossing-over) sirasinda yanlis yapisal ya da sayisal degisiklikler
sonucu olugsmaktadir. Mayoz ve mitoz bolunme sirasinda meydana gelen

hatalardan kaynaklanir ve daha agir hasarlar olusturmaktadir. Mayoz
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bélinmenin ilk evrelerinde crossing-over (homolog kromatitler arasi parga

degisimi) olayi gerceklesir ve genetik gesitlilik olusumu saglanilir.

Bazen kromatitler, crossing-over  olmadan parca  degisimi
gerceklestirebilmektedir. Herhangibirkromozomun bir kisminin kendi kendini
eslemesi, bir kromozomun bagka bir kromozoma tutunmasi, kromozomun bir
parcasinin kopup kaybolmasi, kromozomal materyalde eksilme veya artma,
kromozomun uglarinin kopmasi ve halka seklinde birlesmesi gibi degisiklikler
kromozomun yapisinda meydana gelen degisimlerdir.

Nondisjunction, mayoz agsamasinda gametlere az yada ¢ok kromozom
ayrilmasi olayl olup ayriimama ve anafazda gecikme olarak 2.4 sekilde
gerceklesmektedir.

Sekil 2.4 Mayoz bélinmede gergeklesen nondisjunction, 2 ayri hiicreye gitmesi gereken bir
kromozom giftinin her iki Gyesinin birbirinden ayrilmayip yeni hiicreye gitmesi seklindedir.
Bdylece gametlerden birinde adi gecen kromozomdan hi¢ bulunmazken; digerinde normalde
1 tane olmasi gerekirken 2 tane olacaktir. Bu gamet, s6z konusu kromozomdan normal
olarak 1 tane tasiyan karsi cins gametle birlesince normalde zigotta 2 kromozom bulunurken
; bu zigotta 1 adet bulunacaktir. Béyle bir hiicreye monozomik diyoruz (Sezgin i., 2006).
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iki kromozom iceren gamet bir diger normal gametle birlesince, zigotta bu
kromozomdan 3 adet olur ki buna da trizomi denir (Herder Lexikon der
Biologie, 2004).Trizomi Orneklerininen basinda Down Sendromu seks
kromozom monozomilerigelir(Len Leshin, 2003). Monozomik durum otozomal
kromozomlarda meydana gelmisse hayatla bagdasmaz. Otozomal trizomiler
¢cok sik gozlenir. Klasik Down sendromu, Edwards sendromu (trizomi 18),

Patau sendromu (trizomi 13) buna 6rnektir(Len Leshin, 2003).

Kromozomlar mitoz ve mayoz bolinme sirasinda bazen duizenli olarak
ayrilmazlar. Sonugta kromozom sayisi bakimindan farkli hicreler meydana

gelir ve kalitsal agidan bazi sorunlar olugturur.

Bir kromozom kriklarinin olusup yeniden duzenlenmesiylekromozom
yapisal degisiklikleri meydana gelmektedir. Translokasyonlar,
Delesyonlar, Duplikasyonlar, insersiyonlar, Ring (Yizik, Halka)
Kromozomlar, inversiyonlar Kromozom yapisinda meydana gelen
degisimlerdir (Nussbaum, 2001). Delesyonlar, kromozom yapisindaki bir
parcanin kaybolmasi durumudur. Bu durumda en sik rastlanan ornekler,
Wolf-Hirschhorn sendromunda gorilen 4. Kromozomun kisa kolunda bir
parcanin yok olmasi ve Jacobsen sendromundaki 11. Kromozomun terminal
ksminda meydana gelen delesyonlardir. Dublikasyonlar, bir kromozomun
kendisini bir parcasi ile eslemesi ve fazla miktarda genetik materyal
olusturulmasi sonucu olusan duzensizliklerdir. Rett sendromu ve Bloom
sendromu dublikasyonlara 6rnektir. Translokasyonlar, Bir kromozom pargasi
yada kromozomun bagka bir kromozom ile birlesmesi sonucu olusan
duzensizliklerdir. 13, 14, 15, 21 ve 22. Kromozomlarda siklila gorulmektedir.
inversiyonlar, kromozomdaki bir bdlgenin kopup, ters doénerek tekrar ayni

yere baglanmasi ile meydana gelen duzensizliklerdir.

Ring (halka) kromozomlar, kromozomda bir parganin koparak halka seklini
alarak kendiyle birlesmesisonucunda olusan duzensizliktir (Thomson and
Thomson 2015).
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2.14.1.1 Kromozom Sayisindaki Degisiklikler :

Normal sartlarda gamet olusumunda ataya ait kromozom sayisi mayozla
yariya iner. Yani homolog kromozomlar esit olarak birbirinden ayrilir ve
karsilikli kutuplara cekili. Ancak mayozda homolog kromozomlar bazen
birbirinden ayrilmayarak ayni kutba gider. Bu olay sonucunda yeni olugsan
esey hucrelerinin birinde fazla, digerinde ise eksik kromozom bulunur. Bu
olaya non-disjunction (ayrilmama) denir(Simmons, 2006). Ayrilmama olayi
hem gonozomlarda hem de otozomlarda gorilebilir. Otozomlarda ayrilmama:
insanlarin otozomlarinda ayrilmama sonucu olusan ve en sik gérilen

mutasyon 6rnegi Down sendromudur(Simmons, 2006).

Down sendromu ilk kez 1866'da John Langdon Down (Con Langdin Davn)
tarafindan tanimlanmistir (Simmons, 2006). genellikle Anne yasina bagli bir
durum olup 21. kromozomun ayrilmama durumu olarak netelndirilen bir
durumdur. Annenin otozomlarindan birinin ayrilmamasi sonucu 24 (23+X) ve
22 (21+X) kromozomlu oositler olusur. Bu oositler normal sperm (22+Y) ile
dodllendiginde olusan bireylerin kromozom sayisi 45 veya 47 olur. 45
kromozomlu disi (43+XX) ve erkek (43+XY) bireyler 6lirken 47 kromozoma
sahip Down sendromlu disi (45+XX) ve erkek (45+XY) bireyler yasamlarini
surdurdr (Sekil 2.4).
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Sekil 2.5 Gametlerde ayrilmama sonucu ortaya ¢ikan genotipler(webhatti,
kromozomlardaki-degisiklikler, 2015).

Kromozom sayisindaki degisimler, bir yada daha fazla haploid
kromozom takiminin ilavesinden bir yada daha fazla kromozom ilavesi
veyakaybi seklinde degiskenlik gésterebilir. Oploidi ve Anéploidi olarak ikiye
ayrilir(Nussbaum, 2001).

Andploidiler  genellikle anne ebeveyn Ureme hicresinde
gametogenezde meydana gelen ayrilma olaylari nedeniyle oldugu
bilinmektedir. Birgok calismada andploidilerin mayoz asamasindaki non-
disjunction (ayrilmama) kaynakli oldugu ispatlanmistir (R. Garcia-Cruz ve
ark., 2010).

Oploidi :

Kromozom sayisindaki artis ve azaliglar temel kromozom sayisinin tam
katlari kadar oluyorsa buna 6ploidi ve sayiya da 6ploid denir. Oploidide temel
kusur, hucrede c¢ekirdek boélinmesi oldugu halde sitoplazma bdlinmesinin

olmamasidir(endoreduplikayson)(Nussbaum, 2001).
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Anoploidi :

Andploidi, bazi kromozomlarin genomdaki kaybi (eksilmesini) veya
¢ogalmasini (ilavesini) ifade eder. Bu durum gametogenezde hatali bir
kromozom ayrilmasi ile ortaya c¢ikmaktadir. Normalde mayoz bolinme
sirasinda homolog ciftin biri bir kutuba digeri karsit kutuba gider. Fakat bazen
bir kromozom bir kutuba homologu ile birlikte ¢ekilerek ayni gamette yer
alirlar. Bu olaya mayotik non-disjunction(homolog kromozom ciftlerinin
segregasyonu sirasinda birbirinden ayriimamasi) denilmektedir (Nussbaum,
2001). Diger bir andploidi mekanizmasi ise anafaz lag. Anafazlag’dir (anafaz
safhasinda geri kalma veya kaybolma).  Burada hicre bdlinmesi sirasinda
uzunlamasina bolinerek  karsit kutuplara giden kromozomlardan biri
anafazda geri kalir.Hareket etmekte ge¢ kalan bu kromozom ya 6zdesinin
bulundugu kromozom grubuna katilir ya da kaybolur(Pampaloma J. Ve ark.,
2016;Kara T. Ve ark., 2016)

Anoploidi Cesitleri:

Monozomi (2n-1): Eger “n-1"gameti “n” gameti ile dollenirse “1”
gameti, “n” gameti ile dollenirse olusan gamete monozomik (2n-1) gamet,
bdyle canlilara da monozomik canlilar denir. Bir hucrede dolayisiyla
organizmada ahenkli bir denge icin gerekli olan genetik denge alt Ust olur.
ikincisi ise tek kalan kromozomdaki herhangi bir resesif allel, hemizigotluk
sonucu direkt olarak fenotipte gorilebilmesidir. Monosomi olayina insanlarda
gorulen Turner Sendromunu (45, X) verebiliriz. % Trisomi Trisomi (2n+1):

Egder “n+1” gameti, “n” gameti ile dollenirse olusan gamete trizomik (2n+1)

gamet, boyle canlilara da trizomik canlilar denir.

2.14.2 Gen (nokta) Mutasyonlari:

Kromozomlarin yapisinda ya da sayisinda herhangi bir degisiklik

olmadan DNAnin kisith bir béliminde dogal veya rastgele meydana gelen
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mutasyonlardir. Mutasyona ugramis bir gen olusan tahribat miktarina gore

nadiren eski haline dénebilir(Herder Lexikon der Biologie, 2004).

Ureme hiicrelerinde olusan nokta mutasyonlari nesilden nesile aktarilir.
DNAya baz ilavesi (insersiyon) veya DNA'dan baz cikariimasi (delesyon)
genetik bilgiyi dedistirmede en etkin iki mutasyon tipi olarak 6ngoértlmektedir.
Kod okuma cgergevesinin kaymasi ile gen yapisinda onemli degisiklikler
meydana gelir. Ultraviyole isinlari, X 1ginlari, radyasyon, radyoaktif

materyaller, bazi mutajenik kimyasallar gen mutasyonlarina neden olurlar.

Mutasyona yol agan ajanlara ise "mutajenik faktér" denir(Herder Lexikon
der Biologie, 2004).

Gen mutasyonlari, hucredeki kalitsal bilgiyi tasiyan, cift nukleotid
zincirinden olusan, DNA (deoksiribonukleikasit) molekulindeki gen denilen ve
belirli bir 0ozelligi kodlayan bolimundeki degigiklikten kaynaklanir.
Mutasyonlar, bir DNA zincirindeki bazin (A, T, G, C) baska bir bazla yer
degistirmesi sonucunda ortaya c¢ikabilecegi gibi, zincire bir ya da daha ¢ok
bazin eklenmesi veya zincirdeki bazlarin eksilmesi sonucunda da ortaya
cikabilir(Herder Lexikon der Biologie, 2004).

2.15 Mutasyonun Sebep ve Etkileri :

DNA'nin kendini dogru olarak kopyalayamamasi ve orijinal DNA'nin
yapisinin bozulmasi ile  DNA kopyalarinin birebir birbirini tutmamasi dogal
sebeplerle olugsan mutasyonlari meydana getirir. Mutasyonlar birkag
sebepten dolayl meydana gelebilir.

1) DNA'nin kendini dogru olarak kopyalayamamasi: Hucre
bolunurken, DNA'sinin bir kopyasini gikarir ve bazen bu kopyalar birebir
olmaz. Replikasyon hatalaridir.
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2) Dis etkiler mutasyona sebep olabilir: Mutasyonlar ayrica belirli
kimyasallara ya da radyasyona maruz kalindiginda gerceklesebilir. Bunlar
DNA'da bozulmaya sebep olur. Dogal olmayan yollarla gergeklesmesi
zorunlu degildir - en izole ve bozulmamis ¢evrelerde bile, DNA bozulur. Bu
durumda, hucre DNA'yi onarirken, her zaman mukemmel sekilde

gercgeklestiremez.

Mutasyonlar; yararl, etkisiz ya da =zararli olabilir. DNA'daki bir

degisiklik oraganizmanin herhangi bir 6zelliginde degisime sebep olabilir.

2.16 Sperm Morfolojisi

Sperm kalitesinin en dnemli gostergelerinden biri olan morfoloji Kruger
kriterlerine gore yapilmaktadir. Ozel bir boyama sonrasi (Spermac) spermin
sekli (morfoloji) 6zellikleri incelenerek sperm &6rnegdinin fertilite (dolleme)
kapasitesi belirlenir. Bu boya sperm c¢ekirdegini kirmizi renkte, akrozom,
boyun ve kuyrugu ise yesil renkte boyar. Semende spermlerin %4’Gnden
fazlasinin normal sekle sahip olmasi gerekir. Eger normal sekle sahip sperm
sayisi %4’den az ise bu durum IVFuygulamalarindaki basariyi olumsuz
yonde etkileyebilir. infertil ciftin degerlendiriimesinde erkegin roliine dair ilk
yapilan tanisal inceleme semen analizidir(spermiogram). Bu analizde sperm
sayisi, motilitesi  (hareketliligi) ve  morfolojisi  (sekil  6zellikleri)
degerlendirilirrSemen analizinde en az 100 sperm degerlendirilir. Dogru ve
detayli bir sekilde uygulanan semen analizi, tedavi yonunden alinacak

kararlari ciddi olgude etkilemektedir.

Semen analizinde degerlendirilen parametreler igerisinde spermin dolleme
potansiyeli konusunda en Onemli bilgiyi sperm hareketliligi ve sperm
morfolojisi vermektedir(WHO lab, 2010).Sperm morfolojisi ile fertilizasyon
basarisi  arasindaki iligki birgok arastirmaci  tarafindan  ortaya
konmustur.(WHO lab, 2010 ; Jiang WJ ve ark., 2016; He B ve ark., 2016).
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Sperm morfolojisinin  degerlendiriimesinde kullanilan yaygin 2 metod
vardir, WHO kriterleri ve Kruger kriterleri (Kruger’s strict criteria)
(Sariibrahim B ve ark., 2013). Kruger kriterleri, morfoloji konusunda ¢ok daha
detayli bir inceleme imkani saglamasi nedeniyle en ¢ok kabul goren ve
merkezimizde de kullanilan metoddur. Bu kriterlere gore yapilan incelemede
spermin bas, boyun ve kuyruk bdlgesine ait bilinen toplam 38 farkli anomali
agisindan deg@erlendiriimektedir. Bu degerlendirme sonucunda %4’Un altinda
normal morfolojili sperm gobzlenmesi durumu Teratozoospermi olarak

tanimlanir.

Bu oranin alti ve Ustindeki degerler fertilizasyon ve gebelik olusmasi
yonunden o©Onemli bulunmus ise de her laboratuarin kendi kriterlerini
belirlemesi ayrica 6nem arz etmektedir. Bir bagka deyigle Kruger'e gore
yapilan siniflamada %4 Un altinda normal formlarin bulunmasi durumunda,
anomalilerin alt dagilimina bakilmaktadir. Alt dagihimda sperm basina ait
anomaliler siddetli ve hafif olarak ayrilmaktadir. Merkezimizde Kruger
kriterlerine goére sperm bas anomalilerinin %80'den fazla gorilmesi dnemli

kabul edilmektedir.

Sperm uretimi (spermatogenez) kompleks ve hassas bir siure¢ olup,
genetik yapiya vicudun i¢ ortamina ya da dis etkenlere baglh olarak degisik
asamalarda meydana gelen bozulmalar teratozoospermiye neden olabilir.
Sperm hucresi u¢ kisimdan meydana gelir: bas, orta kisim ve kuyruk. Bas,
genetik materyali icerir. Orta kisim, sperm hareketi igin gerekli enerjiyi, kuyruk
kismi ise sperm hareketini (motiliteyi) saglar. Morfoloji degerlendirmelerinde
normal bir spermin bas uzunlugu 4 ila 5 um(WHO lab, 2010). bas eni 2.5 ila
3.5 ym, (WHO lab, 2010). basin uzunluk/en orani 1.50-1.75 olmaldir(WHO
lab, 2010).0Orta kisim silindir 0.5um-1um kalinlkta, 7-8 ym uzunlugunda ve
basa aksiyal olarak baglanmalidir (WHO lab, 2010).Kuyruk orta kisimdan
biraz daha ince, kivrimsiz, duzgun bigimli ve yaklagik 40-50 um uzunluktadir.
(Griswold MD ve ark., 2015; AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE
MEDICINE, 2015)
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2.17 Siddetli Sperm Morfolojik Defektleri :

Dunya genelinde tim ciftlerin yaklagsik %15’inde birincil veya ikincil
dereceden infertilite sorunu mevcuttur ve infertil ciftlerin yarisina yakininda
erkek kaynakh problemler asil infertilite nedenini olusturmaktadir.
Gunumduzde, IVFuygulamarinda kullanilan sperm hazirlama
teknikleri, intrasitoplasmik sperm enjeksiyonu (ICSI) (WHO lab, 2010). ve son
zamanlarda ¢ok etkin olarak kullaniimaya basglanan intrasitoplazmik
morfolojik olarak secilmis sperm enjeksiyonu (IMSI) erkek kaynakli infertilite

sorununu buyuk él¢ide ¢are olmaktadir(WHO lab, 2010).

Sperm morfolojik anomalilerinin spermin dolleme kapasitesini degisik
oranlarda olumsuz etkilemektedir ve bu oran anomalinin siddetine gore
degismektedir(WHO lab, 2010). En énemli anomaliler buyuk bas (Megalo
head, Makrosefali), yuvarlak bas (Round head, Globozoospermia) ve
kuyruga ait anomali olup sperm bas bodlgesinde de anormallikle birlikte
gorulen Tail-stump sendromlaridir(WHO lab, 2010°; Griswold MD ve ark.,
2015). Bu anomaliler, mevcut olduklari 6rneklerde yluksek oranda
bulunmalari ve dolayisiyla normal sperm seciminin ¢ogunlukla mumkun
olamamasi nedeniyle yuksek fertilizasyon basarisizhgi, koétu ve / veya yavas
embriyo, blastosist gelisimi gorulebilir,( WHO lab, 2010; AMERICAN
SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2015).

Normal sperm (insanda 23) de 1N olarak gdsterilen kromozomal igerik
bliylk basli spermlerde, katlanarak 2N, 3N (poliploidy) hatta daha fazla
olabilmektedir. Ayrica bu spermlerde bir veya daha fazla kromozomda
anormal sayisal degisiklikler (yuksek anodploidi) saptanmaktadir. Bu nedenle
yuksek oranda buyldk spermi olan vakalarin spermleriyle yapilan
enjeksiyonlarda dusuk fertilizasyon oranlariyla, embriyolarda ylksek
kromozomal anormallikleriyle ve duguk gebelik oranlariyla karsilasiimaktadir.

Son vyapilan c¢alismalar, ejakulatinda yuksek oranda buylUk bas
anomalisine sahip sperm bulunan vakalarda, normal bas yapisina sahip
sperm bulunsa dahi, bunlarin kromozomal olarak anormallikler igcerme

ihtimalinin ¢ok yuksek oldugunu gostermektedir(WHO lab, 2010; Varghese
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AC ve ark., 2009). Bunun sebebi de spermin olusmasi esnasinda fonksiyonel
olan genlerden birinin bozuk olmasi, yani genetik bir problemin
olmasidir(WHO lab, 2010; Vagnini L. Ve ark., 2007). Bu anomalinin mevcut
oldugu orneklerde bassiz (pin-head) spermlerede siklikla rastlanir.(WHO lab,
2010).

ilk olarak 1977 yilinda tanimlanan spermlerdeki biiyiik bas sendromu,
ejakulatta ¢cok yuksek oranda buyuk basli, ileri derecede bas anormallikleri
olan ve birden fazla kuyrugu olan spermlerin varligi ile
tanimlanmaktadir.(WHO lab, 2010; Sloter E. Ve ark., 2006; Singhup ve ark.,
2003). Makrosefali(Blyuk Bas) olarak bilinen bu sendrom siddetli erkek
infertilitesi olan vakalarin %1'den daha azinda goérulmektedir.(WHO lab,
2010; Mc Dowell S ve ark., 2014;Seli E. Ve ark., 2004).

2007 yihinda 10 infertil erkekte yapilan bir calismada, sperm mayoz
bolinme mekanizmasinda o6nemli rolu olan bir gen bolgesindeki
"aurorakinase C" eksikliginin; neden oldugu saptanmistir.(WHO lab, 2010;
Elvan ok, 2010; Fischer MA ve ark., 2003). Genetik faktorin yani sira dis
etkenler nedeniyle veya zamanla spermin mayoz bolinme mekanizmasinda
meydana  gelebilecek  problemlerinde  sorumlu  olabilecegi  6ne
surtlmektedir.(WHO lab, 2010; Greco E. Ve ark., 2005).

Tanisal olarak testler, COMET Assay, Halosperm, TUNEL,
Chromomycin A3 Test, DNA Breakage Detection-FISH, Sperm Chromatin
Structure Assay (SCSA) kullaniimaktadir.(WHO lab, 2010; Fischer MA ve
ark., 2003).
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1 GEREG

3.1.1 Kullanilan Geregler

Bu projede hassas terazi, otomatik pipetler, 37°C inkiibatér (Esco miri
multi room incubator, XQ1), CO2 inkiibatérii, Azot tanki, buzdolabi (+4°C),
derin dondurucu (-20°C), hood, santrifuj, 1si blogu, invert Mikroskop, Makler
sperm sayma makinesi, polizinli lam(Menzel- Superfrost), pH metre,
Mikromanipilator (TE300410709, Nikon) ve laminer kabin kullanildi.

3.1.2 Kimyasallar

PBS(p3813, Sigma), Tween 20(p9416, Sigma), 1N HCL (193155,
Sigma).

3.1.3 Standart Solusyonlar

Standart solusyonlar , LIFEGLOBAL AllGrad 45%,LIFEGLOBAL
AllGrad 90%, LIFEGLOBAL AllGrad Wash,Sage 1-step (REF
67010060A),Flushing Medium (REF 10840125A)- Glass Bottles, Sol A, Sol

B, Fiksatif solusyon.

3.1.4 Calisma Grubu
Cahigsmamiz 2 yilhik bir sire icerisinde toplan 68 rutin vaka ve dondr

uzerinde yapiimis olup,¢alismada bulunan 46 rutin vakanin embriyolari
kontrol grubu olarak belirlenirken 22 dondre ait embriyolar ise c¢alisma
grubunu olusturmaktadir.Blastokist gelisimi olan ve transfer iglemi

gergeklestiriimis bu hasta grubunda antagonist protokol uygulanmigtir.
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Kontrol grubunun belirlenmesinde, oosit toplanacak olan kadinlarin
anemnezinde bilinen krozomal genetik bir hastaliginin bulunmamasi, iyi bir
overial rezervinin bulunmasi, 2 yillik bir infertilite gegmisi ve ilk IVFdenemesi
olmasi yonunden belirlenirken, c¢alisma grubunda bulunan kadinlarin
belirlenmesinde anemnezinde bilinen krozomal genetik bir hastalik
birhastaliginin bulunmamasi, geng¢ yasta olmalari ve iyi overial rezervinin

bulunmasi yonunden belirlenmistir.

Yapilan c¢alisma kapsaminda toplam 68 siklus degerlendirmeye alindi.
Calisma grubunda, Oosit donasyonu yapilan 22 siklusta 201 embriyo
degerlendirilirken, kontrol grubunda kendi oositine ICSI uygulanan (46 siklus)
352 embriyo analiz edildi. Kontrol grubunda yas ortalamasi 35 iken,
donasyon uygulanan kadinlarda yas ortalamasi 42 ve dondr yasi ortalamasi
ise 22 olarak hesaplandi (Tablo1). Yapilan bu ¢alismada tim vakalarda blast
gelisimi gézlenmis olup PGD igleminde 3. Gun biyopsisi sonrasi fikse edilen

cekirdekler 5 kromozom (13, 18, 21, X ve Y) icin incelendi.
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3.2 YONTEMLER

3.2.1 Kesintili Yogunluk Gradient (Gradient Yontemi) :

Kesintili dansite gradyanlari; iyi kalitede spermlerin segilmesini,
spermlerin diger hucre tipleri ve hicre dokuntulerinden ayirt edilebilmesini
saglayabilmektedir. Yuzduirme teknigine gore standardize edilmesi daha
kolay oldugu igin, daha tutarli sonuglar vermektedir. IVF ve ICSI igin sperm

eldesi amaciyla bu teknik kullaniimaktadir.

Gradient yonteminde, kolloidal silika kapli silan igeren dansite
gradyanlari, hucreleri dansitelerine gore ayirilir. Ayrica, hareketli spermler
yuzerek gradyan materiyali icinden gecip tupun dibinde yumusak bir pellet
olusturur. En yaygin bigimde kullanilan basit iki asamali kesintili dansite
gradyan hazirlama ydntemi, tipik olarak % 45 (v/v) dansiteli Ust katman ve %
90 (v/v) dansiteli alt katmandan ibarettir. Dansite gradyani santrifujlemesi
kullanarak hazirlanan sperm preparatlari; genellikle hicre dokuntuleri,
kontamine edici I0kositler, germ disi hlcreler ve dejeneratif germ
hicrelerinden arinmis yuksek derecede hareketli spermlerin elde edilmesini

saglamaktadir.

Dansite gradyan medyumlarinin ¢odu, vyapisal olarak dusuk
osmolaliteye sahip goreceli yuksek molekuler kitleli bilesenleri icerdigi igin,
genellikle kadin Ureme yolu sivilariyla izoozmotik bir kultir medyumunda

hazirlanirlar.

1. Hasta d6ncelikle semen analizinin verilmesi igin bu amagla hazirlanmis
O0zel semen analizi odasina alinir. Hastaya analizi vermesi igin steril
Ozel bir kap verilir bu kap hastanin yaninda agilir ve hastanin bilgileri
kabin Uzerine yazilir ve hastaya teslim edilir gerekli kurallar hastaya
bildirilir.
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. Teslim edilen semen 0Ornedi tipik olarak yari kati koaglle Kkitle
seklindedir. Oda sicakliginda birka¢ dakika icinde genellikle likefiye
olmaya (incelmeye) baglar. Bu sirada sivi iginde heterojen topaklardan
olusan karigim gorulecektir. Likefikasyon devam ederken semen daha

homojen ve hemen hemen su gibi bir hale gelir.

. Son evrelerde yalnizca kiguk koagtlasyon alanlari kalir. Numunenin
tumU oda sicakliginda genellikle 15 dakika icinde likefiye olur, bu

durum nadiren 60 dakika veya daha uzun zaman alabilir.

. Likefiye olan semen 6Oncelikle makroskopik agidan incelenir. Burada

semen kokusu, rengi ve volumu bakilir.

. Makraskobik inceleme sonrasinda semen analizi mikroskobik olarak

incelenir. Burada Makler® Sperm Sayma Kamerasi 10 mikrolitre
semen 6rnegdi mikroskopta 20’lik blyttme ile kamera Uzerinde bulunan
kareler sagdan sola dogru 10 tanesi Uzerine de bulunan hareketli ve
hareketsiz tum spermler sayilir. Cikan sayi milyon ile garpilir boylece
semen orneginin 1 ml icerisindeki toplam sayisi bulunur. Bulunan sayi
ile ayni karelerdeki hareketsiz spermler ayri olarak sayilir ve hareketli

spermlerle orantilanarak hareketlilik yizde olarak belirlenir.

. Makroskobik ve mikroskobik olarak incelenen semen KESINTILI
DANSITE GRADYANLARI (GRADIENT YONTEMI) ile hazirlamak igin
steril Falcon konik tabanli 15 ml’lik tlpe steril serolojik pipet ile 6nce
LIFEGLOBAL AllGrad® 90% 1ml olacak sekilde tabana konur bunu
Uzerine tip 45° tutularak ve iki katman karismayacak sekilde steril
serolojik pipet yardimi ile LIFEGLOBAL AllGrad® 45% 1 ml olacak

sekilde 2. kat olacak sekilde konik tupun i¢ine eklenir.

. Konik tipln Uzerine yine 45° tutularak steril serolojik pipet ile
kopurtilmeden karistiriimis semen 6rnegi 1 veya 2 ml olacak seklide
tipun Uzerine eklenir. Boylece konik tup icerisinde 3 kat seklinde bir

yap!i olusur.
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8. Bu tlp dengeleyici tliple beraber santrifuje konur ve 15-20 dk 300-400

g’'de santriftjlenir.

9. 37 C° inkubatorde bekletilen LIFEGLOBAL AllGrad Wash® - Glass
Bottles steril yuvarlak tabanli 5ml tape steril serolojik pipet ile 3 ml

olacak sekilde medium eklenir.

10.Santirifuj islemi biten semen 6rnedi 3 mllik steril cam pastér pipet
yardimiyla diger katmanlardan bulunan vasati ¢ekmeden dikkatli bir
sekilde konik tupun tabaninda toplanan pelet alinir ve LIFEGLOBAL
AllGrad Wash® igeren steril yuvarlak tabanli 5 ml’lik tipUn icerisine al-

ver yapllarak konur.

11. Hazirlanan yeni tup pelet icerisinde bulunan ve spermatozoonlari
silika kapli silanlardan temizlemektir. Hazirlanan tip 5-7 dk 200-300

g’'de santriftje edilir.

12.Santrufdj islemi sonrasinda tlp igerisine ki Ust vasat serolojik pipet

yardimiyla uzaklagtirilir. Semen ICSl iglemi i¢in hazirdir.

3.2.2 IVFYdnteminin Basamaklar
3.2.2.1 Kontrollii Ovariyal Hiperstimiilasyon :

Ureme cagindaki bir kadinda her ay overlerde bir grup primordial folikil
gelisimi baslamakta ve bunlarin olusturdugu havuzdan segilen sadece bir
folikildeki oosit hicresi (oosit) mayoz bdlinme surecine girerek ovulasyon
oluncaya kadar mayoz bolinmenin diploten agsamasinda duraksamaktadir.

Her adet déneminde adetin basinda hypotalamustan salgilanan GnRH
(gonadotropin releasing hormon) beynin hipofiz boélgesinden folikul stimule
edici hormon (FSH) salgisini uyarmaya baslar. FSH etkisi ile folikal gelisimi
devam ettikge artan Estradiol (E;) seviyeleri endometrial proliferasyonu ve
servikste sperm penetrasyonuna izin verecek degisikliklere yol acar.
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Normalde tek bir follikil dominans kazanarak matir follikil (Graaf
folliklli)haline gelirken gelismekte olandiger folliklller atreziye ugrar ve
rezorbe olurlar.

Maximal E, duzeylerine ulasildiginda artan estradiol’un pozitif feedback
etkisi ile LH salgisini artirmaya baslar. LH aniden yUkselmeye baslayarak
oositteki granulosa hucrelerinin luteinizasyonunu ve progesteron uretimini
baglatir. Artan progesteron duzeyleri ise prostaglandinlerle birlikte follikul
rupturiinden sorumlu proteolitik enzimlerin aktivitesini artirir. LH piki olduktan
sonra 10-12 saat sonra, E,pik duzeylerine ulasildiktan 24-36 saat sonra
oositin follikil digina cikisini saglayan follikl ruptdrt, yirtilmasi (ovulasyon)
gergeklesir. Oosit bu donemde 2. Mayoz bolinmenin metafaz asamasindadir
ve fertilizasyon gergeklestiginde 2. Mayoz bélinme tamamlanir.

Disariya atilan oosit tuba uterinalarin ucunda bulunan fimbrialarla
tutularak tiba icine alinir. Spermle oosit tubada karsilasir, fertilizasyon olursa
2-3 gun sonra uterusa embriyo geger, 3-6 glun icinde de emdometriuma
implante olur. Fertilizasyon gergeklesmezse endometrium adet olarak
dokalur. Kontrolli Ovarian Hiperstimulasyonda (KOH) birden fazla oosit
gelismesi amaclanmaktadir. Iyi sayida ve kalitede oosit elde ediimesi igin
gerekli olan KOH protokoll, her hasta icin kendi Ozellikleri dogrultusunda
planlanmalidir.

KOH protokolleri hipotalamus-hipofiz-over aksinin tedavi siklusu
oncesinde baskilanip baskilanmamasina gore uzun ve kisa protokoller olarak
ayriir.  Bu amag¢ igin GnRH analoglari  kullanilmaktadir. GnRH
antagonistlerinin kullanima girmesi, prematutr LH ylUkselmesi korkusuna karsi
kullanilan uzun protokoller, GnRH analogu kullanimi  ve overlerin
baskilanmasi gerekliligini ortadan kaldirmigtir. GUnlik enjeksiyonlar ile
prematir LH yukselmesi Onlenmekte ve bu sekilde baskilayici bir ajan
yardimina gerek duyulmadan multiple follikil gelisimi saglanabilmektedir.

Antagonist protokolde GnRH antagonistleri 2 sekilde kullanabilir. Sabit
uygulama semasinda 2. ve 3. GUnuU basglatilan gonadotropin kullaniminin 6.
Gununde cetrorelix veya ganirelix baglatiir ve gonadotropinlerle birlikte
ovulasyonun tetiklenmesine dek (HCG glinl) o glinde dahil olacak sekilde

kullanilir.

34



Degisken semada ise Onde giden folikil boyutlarinin 13-14 mm ye
ulasmasini ve kan Ostrojen seviyesi yaklasik 600 pg/ml Uzerine ¢ikmasini
takiben 0,25 mg antagoniste bagslanir ve fix semada oldugu gibi devam edilir.
FolikGllerdenen az 3-4 adeti 17-19 mm olunca (18-20 mm kabul eden yelerde
bulunmaktadir). Hastalara human coryonik gonadotropin ignesi uygulanir. 34-
36 saat sonra oosit toplama islemi OPU gercgeklestirilir.

KOH uygulamasinda hangi protokol uygulanirsa uygulansin temel hedef
erken gonadotropinlerin uyarisi ile ideal sayr ve kalitedeoosit elde
edilmesidir.Gonadotropinler FSH ve HMG olarak tek basina veya birarada
kullanilabilir. Bazal LH’sI ylUksek polikistik hastalarda yalnizsa FSH uyarisi
tercih edilmektedir.

Foliktllerin  monitorizasyonu ultrasonografi ve gelisme gOsteren
folikllerden salgilanan E; tayinidir. Vaginal ultrasonografi tercih edilmelidir.
FolikUllerin matur oosit barindiracak buyuklige ulastigina karar verildiginde
ovulasyon tetiklenir. Burada amaclanan olusturulan LH piki etkisi sayesinde
ovulasyonun gergeklestiriimesi degil, oositin metafaz 2 safhasina gegisini

uyarmaktir.

3.2.2.2 Oosit Toplanmasi (OPU, Oocyte Pick-Up):

1. OPU igleminden bir glin o6nce embriyoloji laboratuar islem

hazirliklari yapilir.

2. OPU islemi sirasinda gelecek olan oositlari toplamak igin éncelikle
toplama petrisi hazirhdi icin falcon centre-well petrisi orta kismina
ve gevresinde ORIGIO Flushing(REF 10840125A)medium with
10IU/ml heparinoosit toplamada dis ortam mediumu olarak
kullanildi.

3. Flushing’den steril serolojik pipet yardimiyla 2’ser ml konur ve 37

C’ye ayarlanmis gazsiz inkubatore kaldirildi.

4. Fertilizasyon petrisi hazirligi, Nunc steril 60 mm petri icerisine sage

1-step medium’la 500 mikrolitre 2 adet drop ve 40 mikrolitre 4 adet
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3.2.2.3

yapilir ve drobun Ustli tamemen vitrolife parafin oil(cat no:LGPO-
500)(embriyonun iginde bulundugu mediumun osmolaritesini, 1sisini
ayrica dis etkenlerden embriyonun bulundugu ortami korumak igin
kullanilir) ile steril serolojik pipet yardimi ile kaplandi vesonra %6
CO2 ve 37 C’ye ayarli inkUbatore kaldiridi.

Kaltur petrisi hazirligi icin Nunc 60 mm petriye (cat no:150270,
nunc) sage one step mediumla 25 mikrolitre olacak gekilde 3 adet
ylkama ve 15 adet kultir drobu yapilir ve Uzerleri steril serolojik
pipet yardimiyla vitrolife parafin oil ile tim droplar kapanacak

sekilde kaplandi ve %6 CO2 ve 37 C’ye ayarli inktbatore kaldirildi.

Anestezi altina OPU yapilan hastalarin toplanan oositlari folikul
sivilariyla beraber 15 ml'lik steril tipler ile embriyoloji laboratuarina

getirilir ve tapler falcon 100 mm petrisine bosaltildi.

Kabin i¢erisinde bulunan sterio mikroskop altinda steril cam pasteur
pipet ile granulosa ve kumulus hdcresi igeren oositler toplandi ve

toplama petrisi olan center-well’in dis kismina konur.

Toplanan oositler center-well’'in orta kisminda SAGE one step (REF
67010060A) ile yikandi. Yikama islemi tamamlanan oositler
fertilizasyon petrisinde 500 mikrolitrelik droplarin birinde yikandiktan
sonra diger 500 mikrolitrelik droba konur ve %6 CO2 ve 37 C'ye

ayarl inkUbatore kaldirildr.

Oosit Dentidasyon ve ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection):

1. Oosit aspirasyonu sonrasi kimilis oosit kompleksleri sage 1-
step petrisine alinipbir géztinde yikanip diger gézinde 2 saat
boyunca %6 CO2 ve 37 C’ye ayarh inkUbatorde bekletildi.

Bekletilen oositlerin olgunlagmalari saglanir .

2. Denudasyon, oositlerin  ¢evresinde  bulunan  kumulus

hlcrelerinin uzaklastirnimasidir. Bu islem kimyasal ve fiziksel
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olarak 2 asamada yapilmaktadir. Bu iki asama ayri ayri degil

ayni anda yaplilan bir iglemdir.

. Bu iglem igin oositlerin beklemesinin 1. saatinde nunc 60mm
petri icerisine ORIGIO Flushing medium with 101U/ml
heparin’den 300 mikrolitre buyuk bir drop yapildi ve bu drobun
icerisine 100 mikrolitre lifeglobal hyaluronidaz (LGHY-010)
eklendi.

. Bu drop kimyasal denidasyon islemi igin kullanilir. Bu drobun
cevresine 40 mikrolitre olacak sekilde 4 adet yikama ve fiziksel

dentdasyon droplari olusturuldu.

. Petri Gzerinde bulunan droplarin UGzerleri tamemen vitrolife
parafin oil ile steril serolojik pipet yardimi ile kaplandiktan sonra
37 C’ye gazsiz inkubatore kaldirildi ve 1 saat kadar isinmasi
beklendi.

. Iki saati dolmasindan sonra steril cam pastor pipet yardimiyla
fertilizasyon petrisinde bulunan dis hucre Kkitleli oositler

dentdasyon petrisindeki kimyasal dentidasyon bolimine konur

Steril cam pasteur pipet yardimiyla al ver vyapilarak
hyaluronidaz enziminin etkisi ile oositlerin etrafini saran kimults

hdcrelerinin pargalanmasi saglanir.

Artik 2- 3 kath corona radiata hucre katmani ile kalan oosit
petride bulunan diger yikama drobuna denudasyon pipeti
yardimiyla toplanir ve burada ylkanan oositler hyaluronidaz
etkisinin dejeneratif etkisini azaltmak amaciyla diger droplara

aktarilir.

. Sunlight (REF:SDP-130)dentdasyon pipeti ile al ver yapilan
oositlerlerin cevresinde bulunan son kat corona radiata

hlcreleride uzaklastirilir boylece fiziksel denldasyon islemi de
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tamamlanir. Denudasyon islemi sonrasinda yalnizca zona

pellicuda zarli oositler kalir.

10.Zona pellucuda zar ile kalan oositler 4 sinif Gzerinde ayrilir. Bu
siniflardan 3 tanesi bolunme evresi 1 tanesi dis etkilerle ilgilidir.
Oositler kalitesine ve skorlanmasina goére farkh evrelerde

incelenir.

11.Metafaz Il, metafaz |, germikal vezukul ve dejenere olarak ayrilir
ve steril cam pasteur pipet yardimiyla fertilizasyon petrisinin
yikama drobunda yikandi ve diger droba aktarilir ve %6 CO2 ve

37 C’ye ayarli inktbatdre kaldirilir.

12.Denidasyon igleminin 2 saat sonra sonrasinda ICSI| islemi
yapilir. ICSI islemi metafaz Il evresindeki oositlere spermlerin

igne yardimiyla sperm enjekte edilmesi islemidir.

13. Denidasyon isleminin 1 saat sonrasinda falcon ICSI petrisi
(Falcon, 351006)hazirligi yapilir. Falcon ICSI petrisine ORIGIO
Flushing medium with 101U/ml heparin’den 5 mikrolitre 4 adet
ICSI drobu 10 mikrolitre 3 adet yikama drobu ve 1 adet 15

mikrolitre sperm havuzu hazirlanir.

14.Ayni petri Uzerine Lifeglobal clinical grade PVP(LPVP-502) for
ICSI mediumdan 3 mikrolitre PVP havuz yapilir ve uzerleri
tamemen vitrolife parafin oil ile steril serolojik pipet yardimi ile
kaplandiktan sonra 37 C’ye ayarli gazsiz inkibatore kaldirilir ve

1 saat kadar i1sinmasi beklenir.

15. PVP(Polyvinylpyrrilodone) sperm hareketi yavaslatmasi ve
rahat islem yapma olanagi saglar. Denudasyon iglemi 2 saat
sonrasinda nikon manipilator hazirlanir ve manipilatore sunlight

holding pipeti ve ICSI pipeti takilir.
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16. Steril cam pastér pipet yardimiyla fertilizasyon petrisinde
bulunan metafaz Il evresindeki (matlr) oositler ICSI petrisinde

yikama drobunda yikanir ve ICSI droplarina dagitilir.

17. ICSI petrisinin androloji laboratuvarinda hazirlanan spermden
steril cam pastor pipet ile 2 mikrolitre alinir ve sperm havuzuna

konur.

18. ICSI petrisi hazirlanan manipilatorin (marka ve nr)izerine
yerlestirilir. ICSI ignesi ile sperm havuzundan normal morfoloji
ve harekete sahip spermler secilir. Segilen spermler PVP
havuzuna konur.Burada spermin boyun ve bas kismina
dokunan kuyruk bdylesi ile boyun bdlgesinin arasina ICSI ignesi
ile suUrme hareketi yapilarak spermin hareketsizligi ve
karakteristik Z goérinimu saglanir. Bu islemin yapilis nedeni

spermlerin akrozom reaksiyonun baglamasini saglamakiir.

19.Hareketsizligi saglanan spermler ICSI ignesinin igine tek tek
cekilir ve ICSI drobunda bulunan metafaz 1l evresindeki

oositlerin yanina getirilir.

20.Holding pipeti yardimiyla oositler tutulur ve metafaz Il
evresindeki oositlerin karakteristik polar body mikroskop altinda
ICSI ignesi yardimiyla saat 12 veya 6 yonunde ayarlanir bunun
amacli oositlerin polar body bolgesine yakin kisimlarinda
spindlelarin varligidir. ICSI ignesinin bunlara zarar vermesini

onlemek icin bu islem yapllir.

21. Ayarlanan oositler holding pipeti ile sabit tutulur. ICSI ignesinin
icerisinde bulunan sperm ignenin ug kismina getirilir ve igne tam
olarak orta kisimdan oositin igine girilir ve oositin orta noktasina
kadar ilerlenerek yavasca oositin sitoplazmasinda oositte
karakteristik dalgalanma goérulene kadar yavasga ICSI ignesinin

igine cekilir. Sitoplazmanin ICSI ignesi igine c¢ekilmesindeki
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amag¢ oositin  metafaz evresinin tamamlama uyarisinda

bulunmak ve CA reaksiyonun baslamasini saglamaktir.

22. Igeri gekilen sitoplazma ile sperm oositin igine birakilir ve ICSI
ignesi oositin igcinden ¢ikarildi. Bu iglem metafaz Il evresindeki

oositlerin tamamina uygulandi.

23.ICSl islemi sonrasinda steril cam pastor pipet yardimiyla oositler
bir gin 6nceden hazirlanan kultar petrisinin yikama drobunda

yikandi ve petrinin diger droplarina tek tek dagitildi.

24.0osit iceren kultir petrisi %6 CO2 ve %5 02 gazlar ile

ayarlanmigs ESCO benchtop inklibatériine konulur .

Resim1.1 Mikromanipilator resmi (TE300410709, Nikon)

3.2.2.4 Fertilizasyon, Klivaj Ve Blastokist :

islem yapilan oositlerin fertilizasyon durumlari incelenmesi  ICSI

sonrasindan 16-18 saat sonra yapilir. Bdylece oositlere uygulanan ICSI
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islemi gunu 0. gun olarak kabul edilir. Embriyolar 5 gun boyunca takip altinda

tutulur. 5. gln ya transfer yapilir veya vitrifikasyon yontemiyle dondurulur.

Embriyolar bu donemlerde farkl isimler alirlar. Farkh isimler almasiyla

beraber 5 gunluk sure boyunca erken embriyo doneminde morfolojik

degisimlerle beraber gelisim olaylariyla ilgili farkl olaylarda gercgeklesir. Saat

bazinda incelediginde ICSI 0. saat olarak kabul edilir ve 120 saat surer. 0-4

saatleri arasinda fertilizasyon 4-10 saatleri arasinda DNA sentezi ve DNA

yeniden programlanmasi 30-72 saatleri arasinda genom aktivasyonu 72-120

saatleri arasinda ise transkripsiyon,kompaksiyon, ekspansiyon ve farklilasma
baslar (Henig ve ark., 2004).

1.

3.

Erken  embriyolarin  degerlendirimesinde = morfolojik  olarak
siniflandirma gézlem yoluyla mikroskoplarda oda isisi kosullarinda
yapilir. Bunu igin birinci gin pronudcleus (PN) varliginin ve 2. polar
body gozlenir. Pronlcleus sperm ve oosit nucleuslarinin gézlenmesidir
ve ideal olarak 1.gunde 2 adet pronucleus gozlenir. 2. polar body
metafaz Il. evresinin tamamlanmasiyla az bir sitoplazma ile beraber
previtellin arahiga kiguk bir yapi atilmasidir ve ideal olarak 2 adet polar

body gozlenir.

2 ve 3. gun htcre sayisi, hicrelerde nucleus varligi, fragmantasyon
varligl ve ylzde olarak derecesi, hucre bolinmesinin simetrikligi ve
hdcrelerin  sitoplazma renk tonu olarak degerlendirilir. Bu

degerlendirme kisaltmalar kullanilarak yapilir.

3. gun gelisimi takip edilen embriyolar ICSI isleminin Gzerinden 66 ile
72. Saatler arasinda mikromanipulatéorde 3. gin degerlendiriimesi
yapilir. Yapilan degerlendirme de en az 6 hucreli %20'den az
fragmente, cekirdekleri gozlenen, acik renkli ve esit blastomer

bolinmesi olan embriyolar belirlenerek petri inkiibatore kaldirilir.
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. FALCON 90x5 1icsI petrisi (ref:351006) uUzerine SAGE quinn’s
advantage with hepes (CaMg free) (ref:4100-12) 5 mikrolitre olacak
sekilde iglem yapilarak embriyo sayisi kadar drop olusturulur.
Sonrasinda bu droplarin tzeri 10 ml falcon serolojik pipet (ref:356551)
yardimiyla life global paraffin oil (ref: LGPO-500 ) ile butin droplar
ortulecek sekilde kaplanir. Hazirlanan bu petriye biopsi petrisi denir.
Biopsi petrisi 37°C 1siya ayarlanmis etiive kaldirilarak 1sinmasi igin 1

saat beklenir.

. Embriyo  biyopsisi 6ncesi mikromanipilatér hazirlanmasi igin
mikromanipilatorin sag koluna ORIGIO biopsy pipeti (ref:MBB-FP-M-
30) sol koluna ise ORGIO holding pipeti (ref.MPHCO001-30) takilir. 1
saat beklemeden sonra cam pastor pipet yardimiyla kultar petrisinden
Oonceden belirlenen embriyolar alinir ve biopsi petrisinde bulunan

droplara tek tek yerlegtirilir ve kultur petrisi tekrar inkibatore kaldirilir.

Biopsi petrisi mikromaniplatorde bulunan lazer objektif (HAMILTON
THORNE ZILOS-tk) ile embriyolarin zonalarina delik acilir ve agilan
bu delikten her bir embriyodan 1 adet c¢ekirdegi gozlenen blastomer
biyopsi pipeti yardimiyla c¢ikarihr. Ve her bir blastomer kendi

bulundugu embriyonun yaninda birakilir.

Biopsi iglemi sonrasinda embriyolar numaralandirilarak tekrar kulttr
petrisine aktarilir ve bu iglem ortalama 15 dk sirmektedir. Cikarilan
blastomerler biopsi petrisinde numaralandirilan embriyolar ile ayni

numaralara ait blastomerler fiksasyon iglemine hazir hale getirilir.

. Her bir blastomer bir dakika PBS te bekletilir. Sonra spreading
solisyonu yardimi ile polizinli lamda hipotonik olarak patlatilip
cekirdeginin fikse edilmesi saglanir. Ve bu g¢ekirdegin lokasyonu daha
sonra genetik laboratuvarina bildirmek icin kagit Uzerinde belirlenir bes
dakika PBS de bekletilir. Sonrasinda %70, %85 ve %100 lik alkolde
ikiser dakika bekletildikten sonra kurutulup cekirdekler invert
mikroskopta tekrardan kontrol edilir. Sonrasinda PGT analizi igin

Genetik Laboratuvarina gonderilir.
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9.

3 gun igin ideal bir erken embriyo 8 hucreli, tum hucrelerde ¢ekirdek
varligi, %0 fragmantasyon, hucrelerin tamami simetrik ve hicre
sitoplazmasi agik renk olmalidir. Bu siniflandirmanin disina ¢ikan 3.
gun embriyolar olabilir. Bunlar kompak bir yapi olan marula

evresindeki embriyolardir.

10.Blastokist siniflandirmasinda erken embriyo farkllasma gozlenir.

Embriyo ICM (i¢c hucre kitlesi), embriyo i¢i kavite ve kaviteyi saran
trofektoderm hucrelerinden olusurlar. Burada siniflandirmada GRADE

yontemi kullanilir.

11.Embriyonun ICM kalitesi, blastokist gelisimi ve trofektoderm durumuna

12.

gore degerlendirilir. Buna gore blastokist gelisimi ve goérunim 1’den
6'ya kadar farkli sayilarla numaralandiriir. 1 blastokistin kavitesi
embriyonun toplam goérintinin yarisinda az oldugunda 2 blastokistin
kavitesinin embiroyonun toplam goéruntisunin yarisindan fazla
oldugunda 3 embriyonun iginin kaviteyle kaplh oldugunda 4 kavite
geniglemesiyle zonanin ince bir yapi almasi 5 ve 6 embriyonun hatch
(zonadan embriyonun kurtulmasi) yapmasina goére siniflandiriir(EK
1.2).

ic hiicre kitlesine gore siniflandirma A, B ve C harfleri kullanilir. Buna
gore A ¢ok sayida i¢ hucre kitlesi siki bir sekilde paketlenmisdir. B i¢
hicre kitlesi gevsek sekilde gruplanir. C i¢ hlcre kitlesi cok az olarak
gozlenir(EK 1.2).

13. Trofektoderm hcrelerine goére siniflandirmasi A, B ve C harfleri

kullanihr. Buna goére A trofektoderm hucrelerinin birgogu uyumlu bir
tabaka olustururlar. B trofektoderm hucrelerinin az bir kismi epitelyal
bir goérinume sahiptir. C trofektoderm hucrelerinin buyuk ve az

sayidadir.
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14.

15.

16.

17.

18.

Blastokist evresindeki erken bir embriyo buna gére siniflandirilir ve en

iyi blastokist olarak 6AA kalitesi soylenebilir .

ICSI gunu 1.gun igin ve 2. gunde 3. gun icin kultur petrisi hazirlanir.
Kontrol edilen embriyolar 1. gin ve 3. gun birer gin énce hazirlanan

petrilere aktarma yapilarak degistirildi.

Kaltur petrisi hazirhi@r icin Nunc 60 mm petriye sage one step
mediumla 25 mikrolitre olacak sekilde 2 adet yikama ve 15 adet kultur
drobu yapildi ve Uzerleri steril serolojik pipet yardimiyla vitrolife parafin
oil ile tum droplar kapanacak sekilde kapladi ve %6 CO2 ve 37 C'ye

ayarli inkubatore kaldirildi.

1.gun embriyolar ICSlI'den 16-18 saat sonra sicak zeminli

mikromanipilator mikroskopta tek tek kontrol edildi.

PN ve 2. polar body varliklarina gére belirlenir. Belirlenen embriyolar
steril cam pastor pipet yardimiyla bir gin 6nceden hazirlanan kultur

petrisine aktarildi.

19. Aktarma igleminde yikama droplarinda embriyolar yikandi ve diger

20.

21.

22.

droplara tek tek dagitildi.

Embriyo iceren kultlr petrisi %6 CO2 ve %5 O2 gazlari ile ayarlanmis

ESCO inkubatér benchtop inkibatérine konulur.

2.gun sicak zeminli micromanipilator mikroskopta tek tek kontrol edilir

ve embriyolarin ilk klivaj (bélinme) gozlenir.

Embriyolar hicre sayisi, hicrelerde nucleus varligi, fragmantasyon
varligi ve yuzde olarak derecesi, hicre bdlinmesini simetrik ve

hicrelerin sitoplazma renk tonu olarak degerlendirilir.
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23. Ayni petri %6 CO2 ve %5 O2 gazlari ile ayarlanmis ESCO benchtop

24.

25.

26.

217.

28.

29.

inkUbatortine konulur .

3.gun sicak zeminli mikromanipulatér mikroskopta tek tek kontrol edilir
ve embriyolar hicre sayisi, hucrelerde nucleus varligi, fragmantasyon
varligi ve yuzde olarak derecesi, hucre boluinmesini simetrik ve

hicrelerin sitoplazma renk tonu olarak degerlendirilir.

Degerlendirilen embriyolar yerlerini ayni kalacak sekilde steril cam
pasteur pipet yardimiyla bir gun onceden hazirlanan kiltur petrisine
aktarilir. Aktarma igleminde yikama droplarinda embriyolar yikanir ve

diger droplara tek tek dagitilir.

Embriyo iceren kultur petrisi %6 CO2 ve %5 O2 gazlari ile ayarlanmis

ESCO inklbatér benchtop inklibatériine konulur .

5. guin sicak zeminli mikromanipulator mikroskopta tek tek kontrol edilir
ve embriyonun ICM Kkalitesi, blastokist gelisimi ve trofektoderm

durumuna gore degerlendirilir.

Degerlendirilen embriyolar ayni gun transfer etmek icin tekrar petri %6
CO2 ve %5 02 gazlar ile ayarlanmigs ESCO inkUbatér benchtop

inkUbatorine konulur.

Belirlenen embriyolar ayni gun transfer saatine kadar 37°C %6 CO2
ve %5 02 gazlari ile ayarlanmis ESCO inkibatoérdebekletilir.
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3.2.3 PGT (Preimplantasyon Genetik Tani) :

Uglincli giin embriyolarina gergeklestirilen blastomer biyosisi sonrasi
gerceklestirilen fiksasyon islemi sonrasinda blastomerde PGD FISH islemi
yapllmist,. PGD FISH islemi Yakin Dogu Universitesi Genetik
Laboratuvarinda Scriven ve arkadaslarinin belirttigi sekilde

gerceklestiriimigtir(Scriven P.N. ve ark., 2011).

3.2.4 Biyoistatistik Degerlendirme :

Arastirmada incelenen tim degdiskenler igin tanimlayici istatistikler
hesaplanmigtir. Kategorik degiskenler icin frekans ve yuzdeler, surekli
degigkenler igcinse ortalama, standart sapma, ortanca, minimum ve
maksimum gibi istatistikler hesaplanmistir. Tum gerekli tanimlayici istatistikler
metin icerisinde sunulmaktadir. Kategorik degiskenlerin gruplar arasindaki
degisiminin istatistiksel analizinde Pearson ve Fisher Kesin Ki Kare testleri
kullaniimistir. Surekli degiskenlerin dagilim 6zellikleri Shapiro Wilk Normallik
testi ile incelenmistir. Buna gore, iki grup arasindaki farklliklarin incelenmesi
amaciyla ki Ortalama Arasi Farkin Onemlilik testi ve ikiden ¢ok grup
kiyaslanmasi durumundaysa Tek YOnlu Varyans Analizi uygulanmigtir.
Arastirma degigkenleri arasindaki olasi iligkilerin incelenebilmesi amaciyla
Pearson Korelasyon Analizi kullaniimistir. TGm arastirma analizlerinde SPSS
(Versiyon 18.0) ve grafik cizimlerinde de MsExcel (Microsoft Office for Mac -
2016) yazilimlart  kullaniimistir.  Anlamhlik duzeyi alfa=0,05 olarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Morfolojiye Gore Saghkli Embriyo

Kontrol ve ¢alisma grubunda dollenen oositlerin 22+ 46 siklusda 553
embriyo analiz edilerek ortalama 2/3’G saglikli bulunarak bir sonraki isleme

yani 3. Gun biyopsisi, PGT’ye ve transfer islemine gidildi.

Tablo 4.1Calismaya alinan donasyon olan ve donasyon olmayan hastalara ait yas
ortalamasi, hasta basina embriyo transfer ortalamalari normal ve anormal embriyo
hesaplamasi.

OOSIT OOSIT
DONASYONU DONASYONU OLMAYAN

SIKLUS SAYISI 22 46

Yas Ortalamasi 42,6 35,8
EMBRIYO 201 352
NORMAL 125 190
ANORMAL 76 162
ET 46 82

ET Ortalamasi 2,09 1,78

Mikroskopik incelemede morfoloji ve bdlinme kalitesine gore
donasyon grubunda analiz edilen 201 embriyoda % 62 oraninda normal
embriyo saptanirken, oosit donasyonu olmayan kontrol grubunda 352

embriyoda % 53 normal ve % 47 anormal embriyo gozlenmistir.
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4.2 Biyopsi/ PGD

PGD FISH islemi igin Yakin Dogu Universitesi Genetik Laboratuvarina
gonderilmistir (Tablo 4.1).

4.2.1 Transfer

Cikan sonuca gore es zamanl olarak embriyonun blastosiste gelisme
durumlari ve normal/anormal hali gozetilerek ayni zamanda hastanin yasi ve

embriyonun kalitesi disunulerek 5. Glinde transferleri gergeklestiriimistir.

4.3 PGD degerlendirme sonuglarinda gorulen anoploidi
turlerinin, gruplarin kendi igcinde ve diger grup ile
karsilagtiriimasi

Donasyon olan ve donasyon olmayan hastalarda PGD sonrasi 13, 18,21,XY’

lerde gorulen anomali oranlari hesaplanmigstir (Tablo 4.2).
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Tablo4.2Donasyon olan ve donasyon olmayan hastalarda bakilan PGD sonrasi aneuploidi

oranlari.

Donasyon Donasyon Olmayan
CA13 3 (% 1,5) 10(% 2,8)
Monozomi 13 16(% 8) 29(% 8,3)
Normal 13 162(% 81) 286(% 81,5)
Trizomi 13 18(% 9) 24(% 6,8)
Tetrazomi 13 1(% 0,5) 2(% 0,6)
CA18 2(% 1) 5(% 1,4)
Monozomi 18 20(% 10) 29(% 8,3)
Normal 18 167(% 83,5) 286(% 81,5)
Trizomi 18 9(% 4,5) 29(% 8,3)
Tetrazomi 18 2(% 1) 2(% 0,6)
CA21 1(% 0,5) 11(% 3,1)
Monozomi 21 20(% 10) 35(% 10)

Normal 21 169(% 84,5) 283(% 80,6)
Trizomi 21 8(% 4) 21(% 6)
Tetrazomi 21 2(% 1) 1(% 0,3)

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda donasyon olan ve olmayan

hastalarda ayri ayri aneuploidi ve normal embriyo oranlari belirlenmigtir.
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Aneuploidi 13 i¢in donasyon hastalarinin %81’'i normal, %19'u anormal
(CA13, Monozomi 13, Trizomi 13, Tetrazomi 13), donasyon olmayan
hastalarin %81,5’i normal, %18,5’i anormal (CA13, Monozomi 13, Trizomi 13,
Tetrazomi 13). Aneuploidi 18 igin donasyon olmayan hastalarda %81,5
normal, %18,5 anormal (CA18, Monozomi 18, Trizomi 18, tetrazomi 18),
donasyon hastalarinin %83,5 normal, %16,5 anormal (CA18, Monozomi 18,
Trizomi 18, tetrazomi 18). Aneuploidi 21 igin donasyon hastalarinin %84,5’i
normal, %15,5’i anormal (CA 21, Monozomi 21, Trizomi 21, tetrazomi 21),
donasyon olmayan hastalarda %80,5 normal, %19,5 anormal (CA 21,
Monozomi 21, Trizomi 21, tetrazomi 21) olarak bulunmus olup Grafik 4.1 de

gOsterilmisgtir.
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Grafik 4.1: Donasyon olan ve donasyon olmayan hastalarin aneuploidi % oranlari.
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Aneuploidi oranlarina bakilarak istatistiksel analizler (p value)
hesaplanmigstir. Donasyon olan ve donasyon olmayan hastalarda PGD analizi
sonucu 13, 18, 21, XY kromozomlarindaki kompleks anomali, monozomi,
trizomi ve tetrazomi sonuglarina bakilarak baba yasi ile baglantili olup
olmadigia bakmak igin p value hesaplamasi yapiimistir. istatistiksel analiz
sonucunda baba yasi ve aneuploidiler arasinda anlaml bir baglanti
gorulmemistir (Tablo 4.3) (Ek 1.1).
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Tablo 4.3 Aneuploidi oranlari ile baba yasi arasindaki istatistiksel hesaplama. Yapilan p
value hesaplamasi sonuncunda baba yasi ile ¢iftlerin andploidik embriyo oranlari arasinda
bir baglanti bulunmamistir.

DONASYON n (%) |DONASYON OLMAYAN n (%)
ANEUPLOIDILER| YOK (%) |VAR (%)| YOK (%) VAR (%) p
CA13 197 (% 98,5) | 3(% 1,5) | 341(% 97.2) 10(% 2.8) |0,393
MONOZOMI 13 184(% 92) | 16(% 8) 322(% 91.7) 29(% 8.3) |0,914
Kromozom 13
TRiZOMi 13 182(% 91) | 18(% 9) 327(% 93.2) 24(% 6.8) 0,358
TETRAZOMI 13 199(% 99.5) | 1(% 0.5) | 349(% 99.4) 2(% 0.6) 1
CA18 198(% 99) | 2(% 1) 346(% 98.6) 5(% 1.4) 1
MONOZOMi 18 180(% 90) | 20(% 10) | 322(% 91.7) 29(% 8.3) |0,491
Kromozom 18
TRizoMmi 18 191(% 95.5) | 9(% 4.5) | 322(% 91.7) 29(% 8.3) 0,094
TETRAZOMI 18 198(% 99) | 2(% 1) 349(% 99.4) 2(% 0.6) 0,624
CA21 199(% 99.5) | 1(% 0.5) | 340(% 96.9) 11(% 3.1)  |0,064
MONOZOMi 21 180(% 90) | 20(% 10) 316(% 90) 35(% 10) 0,991
Kromozom 21
TRIZOMi 21 192(% 96) | 8(% 4) 330(% 94) 21(% 6) 0,316
TETRAZOMi 21 198(% 99) | 2(% 1) 350(% 99.7) 1(% 0.3) 0,299
Diger XY 170 30 297 54 0,904
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Oositdonasyonu olan hastalarda bakilan PGD sonuglarina gére toplam

aneuploidi ve normal blastomer sonuglari ile baba yasi arasindaki anlamliliga

bakilmis olup bir anlamliik saptanmamistir. Bu sonuglar ile karsilastirma

yapilarak oosit donasyon olmayan hastalardaki

aneuploidi ve normal

blastomer sonuglari ile de baba yagi arasindaki istatistiksel analiz sonucunda

da bir baglanti bulunmamistir (Tablo 4.4ve Tablo 4.5).

Tablo 4.4 Donasyon olan ve donasyon olmayan hasta gruplarinda normal embriyo

yuzdelerinin karsilastiriimasi.

64,56 + 14,40

56,19 £ 17,10

0,052

Tablo 4.5 Toplam 68 ciftte anne yasi ve baba yas! ile aneuploidiler arasindaki korelasyon

analizi.

Normal Embriyo
Yiizdesi (r; p)

BABA YASI

r=+ 0,223 ; p=0,070

ANNE YASI

r=+ 0,309 ; p=0.011
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Donasyon olan ve donasyon olmayan gruplarda saglikli embriyolarin
5. Gun blasta gitme ve sonrasinda fertilizasyon ylzdesine bakilmis olup bu
gruplar arasinda da bir anlamlilik bulunamamistir (p>0.005) (Tablo 4.6 ve
Tablo 4.7).

Tablo 4.6 Donasyon olan ve donasyon olmayan hasta gruplarinda

normalembriyolarin blasta gitme oranlarinin karsilastiriimasi

67,01+20,16

69,22+25,71

Tablo 4.7 Baba yasi ve anne yasinin fertilizasyon ylzdesi ile kargilastiriimasi.

79,42+14,31

81,44+14,02
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Arastirma bulgularina gére normal embriyo elde edilebilme yuzdesi ile

baba yasi arasinda anlamli bir korelasyon go6zlenmezken, anne yasi ile

pozitif ve anlamh bir korelasyon oldugu goézlenmistir. Donasyon olan ve

donasyon olmayan gruplar kendi igerisinde ayri ayri degerlendirildigi zaman

donasyon olan grupta anne yasi ile baba yagi arasinda bir korelasyon oldugu

g6zlemlenmis olup, donasyon olmayan grupta anne yasi ve baba yasi

arasinda korelasyon olmadigi bulunmustur(p<0.005)(Tablo 4.8).

Tablo 4.8 Anne yasi ve baba yasinin donasyon olan ve donasyon olmayan

gruplarda karsilastiriimasi.

BABA YASI
ANNE YASI
BABA YASI 0,018 0,908
ANNE YASI -0,028 0,856
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Baba vyasini 3 gruba (<39, 40-44, >44) ayirarak donasyon
hastalardaki aneuploidi sonuglari ile karsilastirilarak anlamliligina bakilmis ve

bir baglanti bulunmamistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9 Baba yasinin 3 gruba (<39, 40-44, >44) ayrilarak normal embriyo ylzdelerinin
karsilastiriimasi.

<39 55,78+16,53
40-44 57,19+13,68 0,172
>44 64,52+18,56

Bulgularimiz baba yasinin oosit donasyonunda erkek yasinin Ureme ve
aneuploidiler Uzerine bir etkisi baglantisi olmadigi bulunmustur. Tium 68 cift
deg@erlendirildiginde, baba yagi gruplarina gore normal embriyo elde edilme

yuzdeleri arasinda anlamli bir farkhlik bulunmamigtir (p=0.172).

0- 40-44 45 ve ustu
Baba Yasi Gruplari

Aneuploidi Orani (%)

B Donasyon M Donasyon Olmayan

Grafik 4.2:Baba yasinin 3 gruba (<39, 40-44, >44) ayrilarak donasyon olan ve donasyon
olmayan gruplaraki aneuploidi% oranlari.
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5.TARTISMA

Wyrobek ve arkadaslari 22-80 yas araligindaki 97 erkekte yapmig
olduklari ¢alismada erkek yasi ile DFI(DNA fragmentation index) arasinda
anlaml bir baglanti bulmalarina ragmen, erkek yasi ile cinsiyet, aneuploidi ve
gelismemis kromatin arasinda bir baglanti olmadigini bildirmiglerdir (Wyrobek
ve ark., 2006).

Bodri ve arkadaslarinin 222 oosit dondr hastada yapmis oldugu
calismada embriyo da kromozom anomalileri (13,18,21kromozomlar) ile
artan baba yasi arasinda bir anlaml baglanti olmadigi bulunmustur (Bodri D,
2007).

intrasitoplazmik  sperm  enjeksiyonu  (ICSI) vyapilan oositlarda
fertilizasyon, embriyo kalitesi ve anomali agisindan karsilastinildiginda farkh
yas gruplan (35, 36-39, 40 ve >40) acisindan bakildigi zaman erkek yasina

bagli anlamli bir sonu¢ bulunamamistir (Elvan Ok ve ark., 2010)

ileri erkek yasi sonucunda elde edilen gebelik sonuglarina gore; artan
gebelik kayiplari, epilepsi, Down sendromu, Diyabet ve meme kanseri
iliskilendirilmistir (Kleinhaus K, Obstet Gynecol 2006). Carmen ve
arkadaslari 32 gen¢ oosit dondr hastasinda GnRH (gonadotropin) hormon
seviyesine bakarak aneuploidi oranlarini arastirmistir. Bunun sonucunda iki
doz uygulanan (yluksek doz: 225IU ve dusik doz:150 IU) GnRHhormonu
sonucunda 22 hastada olumlu sonug almiglardir. Bu 22 hastanin duguk doz
(150IU) GnRH hormon verilen 12’sinde fertilizasyonda iyi sonug alinip,

aneuploidilerde dusus saptanmistir (Carmen Rubio ve ark.,2010).
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Daha onceki ¢caligsmalarda erkek yasinin disuk seminal hacmi ve hareketli
spermatozoa yuzdesi ile iligkili oldugunu gdstermektedir (Kidd ve ark., 2001;
Eskenazi ve ark., 20013). Bizim calismamizda ise erkek yasi ile oosit

donasyonu arasinda bir anlamhlik bulunmamigtir.

Begueria ve arkadaslari 36 yas alti 4887 oosit donasyon hastasinda ICSI
yontemi kullanilarak baba yagi ve sperm kalitesinin onemli olup olmadigina
bakmistir. Calisma sonucunda baba yasinin Ureme ve anomaliler agisindan
taranan 36 yas alti oosit dondr hastalarinda etkili olmadigi bulunmustur.
Buna bagll olarak baba yagindan once anne yasinin Ureme ve anomaliler
Uzerine daha etkili oldugu bulunmus olup, ICSI yontemi ve oosit kalitesinin
yasa bagli olarak sperm kalitesinden daha 6nemli oldugu bildirilmigtir (R.

Begueria ve ark., 2014).

Sagi-Dain L ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada 12,538 oosit
donasyon hastasinda ileri baba yasi ve dollenme orani, bolunme embriyo
gelisimi, implantasyon, gebelik, duslik, ya da canli doguma bagli olarak
istatistiksel bir anlamhilik bulunmamigtir. Blastosist embriyo olusumundaki
degisime bagh istatistiksel anlamlilik sadece iki makalede 6ne suruldu.
Hacim ve muhtemelen hareketlilik disinda, konsantrasyon ve morfoloji gibi

diger sperm ozellikleri yagla birlikte degistirmedi (Sagi-Dain L ve ark., 2015).

Bernard ve arkadaslarinin yapmis oldugu arastirmaya gore geng erkek
yasina (<30) sahip babalarin down sendromlu cocuk sahibi olma riskleri,
yash erkek yasina (>30) gore iki kat daha fazladir. Bunun spermdeki DNA

hasari ile ilgili oldugu disunulmektedir(Bernard Steiner ve ark., 2015).
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Son yillarda yapilan c¢alismalar dogrultusunda spermdeki kirlk ya da
hasarli DNA sayisinin artmasi bireylerde infertiliteyi artirdigi ve ¢ocuk sahibi
olma oranlarini digurdigu gosterilmistir (Aitken RJ ve ark., 2009). Bu bilimsel
calismalar hasarli DNA ya sahip sperm oraninin artmasinin saghkh gebelik
oran ve gelisimini de dnleyebilecegini ortaya koymustur (Varghese AC ve
ark., 2009). Erkege ait spermdeki DNA hasari yuksek olsa dahi normal
gebelikler ve saglikli dogumlar gordlebilir. Bunun nedeni, spermdeki DNA
hasarinin orani ylksek ise, spermlerde meydna gelen apopitoz ve mutasyon
oranindaki artisa bagli olarak olusabilecek embriyo geligsimi de bozulmaktadir
(Moskovtsev SlI ve ark., 2009). Sonug olarak embriyolarin blastosist evresine
gelme sansi azalmakla birlikte dusuk oranlarinda artis ve embriyolarda

anomaliler geligsebilmektedir(Tarozzi N. Ve ark., 2007).

Javier Garcia-Ferreyra ve arkadaslari yapmis olduklari calismada,
embriyolardaki aneuploidi oranlariile ileri baba yasi arasindaki baglanti olup
olmadigina bakmiglardir. Caligsma <39,40-49 ve >50)yas grubu olmak Uzere
baba yas! 3 grupta analiz edilmis olup, oosit donasyonu olan grupta>50 baba
yasl grubu ile birlikte embriyolardaki andéploidi oranlarini artirdigini ileri
surmektedirler. Ayrica >50 baba yasi olan grubun diger iki gruba (<39 ve 40-
49) gore yuksek DNA hasari, dusuk blastosit gelisimi ve embriyolada yuksek
aneuploidi orani oldugunu gozlemlemislerdir(Javier Garcia-Ferreyra ve ark.,
2015).Bizim yapmis oldugumuz calismada baba yas! ile aneuploidiler
arasinda bir baglanti bulunmaz iken sadece donasyon olan grupta anne yasi
ve baba yasl arasinda anlamh bir korelasyon gorulmustur. Bu anlamli
korelasyonun donasyon olan gruptaki oositlerin daha kaliteli ve geng
oldugundan dolay! oldugunu diasinmekteyiz. Calisma gurubumuzun sayisini
artirarak sadece 13,18,21,X,Y anomalileri degilde, embriyolarda PGS analizi
yaparak ileri baba yas! ile aneuploidiler (delesyon, inversiyon,dublikasyon)

arasindaki baglantiya bakmayi disiunmekteyiz.
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Spermin bas kisminda bulunmakta olan DNA molekull enfeksiyon, sigara,
atesli hastaliklar, yas ve cevresel faktorlere badli olarak hasara ugramaktadir
(Evenson D ve ark., 2006). Yapilan bilimsel ¢calismalar, sperm oositya girdigi
zaman yani dollenme sirasinda oositda bulunan enzimler hasarli DNA’ yi
tamir edebildigi gosterilmistir. Geng¢ oositda bulunan enzimler tarafindan
yapilan tamir mekanizmasi daha iyi calismaktadir (Evenson D. Ve ark.,
2006). Spermdeki hasarli DNA orani fazla olsa bile kadin yasi ne kadar
gencgse saglikl gebelik ve dogum olusma orani o kadar artmaktadir( Greco
E. Ve ark., 2005). Fakat sperm hasari ¢ok fazla ise tamir mekanizmasi
yetersiz kalabilir. Buna bagl olarak dollenme ve embriyonun ilk bolunmesi
etkilenebilir, embriyonun blastosist gelismesi bozulabilir, gebelik sansi
azalarak duguk orani artabilir (Guerin P. Ve ark., 2005;Virro MR ve ark.,
2004; Gandini L. Ve ark., 2004).Yapmis oldugumuz calismada 553 oosit'de
aneuploidiler ile erkek yasi arasinda bir korelasyon bulunmaz iken, anne yasi
ile aneuploidiler ve normal embriyo olusmasi arasinda anlamlilik

bulunmustur(p<0.005).

Camargos ve arkadaslari yapmis olduklari calismada fertilizasyon
Uzerinde oosit morfolojisinin etkili olmadigini ileri sirerken, Wilding ve
arkadaslari ise bilimsel galismalar sonucunda oositin morfolojisinin embriyo
gelisimi ve fertilizasyon ile baglantilh oldugunu bildirmistir (Camargos ve ark.,
2012;Wilding ve ark., 2007). Bizim bulgularimiza gére donasyon olan grupta
anne yasl ve baba yagi arasinda anlamli bir korelasyon bulunmus olup
(p<0,005), donasyon olmayan grupta anne yasi ve baba yasi arasinda

anlamli bir korelasyon goézlenmemistir

Brian ve arkadaslarinin yapmig olduklari galigmada artan erkek yasi ile
oosit donasyonu arasinda istatistiksel bir anlamhlik bulunamamigtir. ART
(assisted reproductive technologies) teknikleri kullanilarak yapilan ¢alismada
donorlerin tedavi dongusu ve yas dikkate alindiginda erkek yasi ile anlamlilik
bulunamamistir (Brian ve ark., 2011). Diger bir calismada erkek yasinin
sperm kalitesi ve fertilizasyon ile baglantil oldugu, ayrica bu durumun >40
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yas Uzeri anne adaylarindadaha net goraldigu bildirilmistir. Bu durumda

Ozellikle Down sendromu bulgusuna rastlanmistir (Isiah D. Ve ark., 2011).

Artan erkek yasina bagl olarak gevresel faktorler- toksinlere maruz
kalmanin sperm kalitesini azalttigi ve DNA kiriklarinin arttigr bulunmustur
(Isiah D. Ve ark., 2011). Epigenetik etkilerinde sperm hasari ve yapisi Uzerin
etkili oldugu diusunulmektedir. Spermdeki DNA hasarinin erkek fertilizasyonu
ve gebelik oranini azalttigi, gebelikte dusukleri artirdidr bulunmustur
(Mausumi Das ve ark., 2013).

Kari Stefansson ve arkadaslari, ¢gocugun saghgi ve gelisimi Uzerinde,
annenin degil babanin yasinin daha c¢ok etkili oldugunu gostermiglerdir
(James X. Sun ve ark., 2012). Yapiimis olan birgok bilimsel arastirma
sonucuna gore Down sendromunun ileri anne yasina bagli oldugu bildirilmis
olmasina gore, sizofreni ve otizm gibi nérodejeneratif hastaliklarin anne yasi
degil, babanin yasinin etkisi altinda oldugu bildirilmigtir. Spermde meydana
gelen anomaliler sadece sayisal kromozomal onamaliler ile sinirli degildir Dr.
Stefansson ve arkadaglari, 78 ebeveyn ve cocuklarinin DNA'larindaki
mutasyonlar incelemislerdir. Bunun sonucunda, c¢ocugun DNA'sindaki
mutasyon veya ufak degisimler ile babasinin yasi arasinda dogrudan bir
korelasyon oldugunu bulmuslardir (James X. Sun ve ark., 2012). Bulunan
sonuglara gore, 20 yasindaki bir baba ¢ocuguna ortalama 25 mutasyon
aktarirken, 40 yasindaki bir baba yaklaskk 65  mutasyon
aktarmaktadir.Calismanin gosterdigi bir diger sonug¢ ise ¢ocuda gegen
mutasyonlarin %97’sininileri baba yasina (>47) bagh oldugu ve bir erkegin
babaligi erteledigi her yil i¢cin ¢gocuga iki mutasyon fazla aktarma ihtimali
oldugudur(James X. Sun ve ark., 2012). Mutasyonlarin sebebinin kadina
degil erkege bagli olmasi, erkeklerin hayatlari boyunca sperm Uretmeleri ve
olasi yaslanmaya bagh Uretim hatalarindan dolayr oldugu seklinde
aciklanmigtir(James X. Sun ve ark., 2012). Clinkid meydana gelen genetik
mutasyonlar erkek yasi arttikga sperm Uretimi esnasinda meydana
gelmektedir. Bizim bulgularimiza gore baba yasi ile aneuploidiler arasinda
baglanti bulunmamis olup, c¢alismamizda sadece en sik gorulen
13,18,21,X,Y kromozomlarina ve bunlardaki aneuploidilere bakilmistir.
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Literaturlere uygun olarak 68 siklustan elde ettigimiz bulgularla baba
yasinin Ureme basarisi ile ve embriyonal kromozom anomalileriyle iligkisi
olmadigi gosterilirken dondr programinda donér yasi ile ilgkisi oldugu ileri

surtlmektedir.
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EKLER

EK 1.1 Donasyon olan ve donasyon olmayan hastalarda aneuploidi
oranlarinin karsilastiriimasi.

Donasyon olan ve donasyon olmayan hastalarda CA13, Monozomi 13,
Trizomi 13, Tetrazomi 13 sonuglarinin gosteriimesi
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Donasyon olan ve donasyon olmayan hastalarda CA18, Monozomi 18,
Trizomi 18, Tetrazomi 18 sonugclarinin gosteriimesi
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Donasyon olan ve donasyon olmayan hastalarda CA21, Monozomi 21,
Trizomi 21, Tetrazomi 21 sonuglarinin gosteriimesi
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Donasyon olan ve donasyon olmayan hastalarda cinsiyet
kromozomlarinda normalsonuglarinin gésterilmesi

Diger

15,4
15,3
15,2

15,1

15
” -
14,8

Donation No Donation

86



EK 1.2 Embriyo gelisiminde oositlerin durumsal incelenmesi formu.

TOPLAM OOSIT

1. GUN

2.GUN

3. GUN

5.GUN

2 PN

KLiVAJ

ERKEN
EMBRIiYO

BLASTOKIST

METAFAZ 2

METAFAZ 1

GERMINAL
VEZIKUL

DEJENERE

ZONA FREE

EZ

87




	ALİ  TEZ SON ŞEKLİ-BASKI.pdf (p.1-14)
	GİRİŞ VE AMAÇ-ALİ- BASKI.pdf (p.15-101)

