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OZET:Ocak 1996 — Aralik 2000 tarihleri arasinda Intrastoplasmik Sperm Injeksiyonu (ICSI) ile
gebelik elde edilmis ardisik 98 olgu ¢alisildi. Bu olgulara ait 142 fetus amniyotik hiicre kiiltiirti ile
tarandi. 142 fetusun 6 tanesinde ( %4,2 ) kromozom anomalisi saptandi. Bu anomaliler 46, XX /
69, XXX /92, XXXX, 46, XY / 69, XXY /92, XXYY, 47, XY+21, 47, XY+7, 47,XXY, 45,X0
seklinde gozlendi. Biri disinda tiim gebelikler ciftlerin onayr ile sonlandirildi. Gebeligin
sonlandirilmasini takiben yapilan fetal cilt fibroblast kiiltlirti ile 1 olgu disinda prenatal tam
dogrulandi.

ICSI gebeliklerinde kromozomal diizensizlik oranmin hafifce artmis oldugu goriilmektedir.
Morfolojik anomalili spermlerin kullanilmasiyla paternal faktorler, ileri anne yasi ile maternal
faktorler ve siklikla de novo olusan sex kromozomal diizensizlikler bu konuda sorumlu tutulabilir
[1].

[Anahtar kelimeler : kromozom anomalisi / ICSI / amniyotik hiicre kiiltiirii / prenatal tani. ]
ABSTRACT:From January 1996 to December 2000, 98 consecutive patients who had become
pregnant after Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI) were studied. Hundred and forty-two
fetuses of these patients were screened with fetal amniotic tissue culture. Chromosomal anomalies
were detected from 6 out of 142 (4.2%) fetuses. Anomalies were as follows, ‘46,XX / 69,XXX /
92, XXXX’, ‘46,XY /69, XXY /92 XXYY’, ‘47,XY+21’, ‘47, XY+7’, ‘47, XXY" and ‘45,X0’. All
except one pregnancies were terminated with the consent of the couples. Fetal skin fibroblast
cultures were also studied after termination of the pregnancy in order to confirm prenatal
diagnosis.

The ratio of chromosomal anomalies seems to be slightly increased in ICSI pregnancies, paternal
factors due to morphology abnormal spermatozoa maternal factors due to increased mother age
and more frequently, de novo occuring sex chromosome abnormalities may be responsable for this
outcome.

[Key Words : chromosomal anomalies /ICSI /amniotic tissue culture /prenatal diagnosis]

GENEL BILGILER nedeni ile IVF merkezlerine gelen iftler

genellikle mikromaniplasyon tekniklerine tabi

infertilite merkezlerine gelen ¢iftlerin  tutulur [3]. Genetik anomalilerin erkek

%60’1 erkek faktor nedeniyledir. ( %40 erkek, infertilite nedenlerinin %30’unu olusturmasi ve

%40 kadin, %20 erkek + kadin faktordiir) [2].  genellikle ileri anne  yasiin  olmasi

Kromozom anomalileri erkek faktor infertilite ~— embriyonun  kromozom  anomali  riskini
nedenlerinin %30’unu olusturur. Erkek faktor  oldukca arttiracagini diisiindiirmektedir.
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Spontan gebelik sonucu olusan ve bir
anomali ile canli dogan bebeklerin %3’iiniin
yasamini biiyiik dogmalik yap1 bozukluklar
tehdit etmektedir.Bu bozukluklarin genellikle
genetik yapida olusan diizensizlik sonucu
olustugu bilinmektedir [4].

Dogmalik yapi bozukluklarinin
nedenlerinin  %6’sin1  olusturan  kromo.om
anomalileri genetik hastaliklar icinde dogum
oncesi ve sonrasi tanimlamalari daha kolay
olan hastalik grubunu olusturmaktadir [5].
Yenidoganda 1:60  siklikla  belirlenen
kromozom anomalileri insan morbidite ve
mortalitesinde 6nemli bir etiyolojik faktordiir
[6]. Major kromozom anomalileri genellikle ilk
trimester da spontan abortuslara neden olur.

Spontan abortuslarda goriilen %50 - 60
kromozomal anomali orani bunu
dogrulamaktadir  [7]. Yasamla bagdasan

durumlarda ise kromozomal anomali zihinsel
oziir, dismorfik gortinim, gelisme geriligi ile
karakterize sendromlar1 olusturmaktadir.

Spontan elde edilen gebeliklerde dahi
genetik anomali orami %3,2 [8] iken, %30
genetik anomali nedeniyle infertii olan
erkeklerden alinan immatiir, immotil, motil,
matiir spermlerin kullanilmasi ile elde edilen
fetusta kromozom anomali riskinin artacagi
beklenen bir durumdur.

Bu ¢iftlerde hem baba adaylarinda genetik
anomali oraninin yiiksek olmasi, hem de
immotil, immatiir spermlerinde kullanilarak
elde edilen fetuslarda genetik anomali riskinin
artacagini diistindiirmiistiir.

MATERYAL METOD

Bu c¢aligmada 1996 2000 tarihleri
arasinda erkek faktor infertilite nedeniyle
Yardimci  Ureme  Merkezine  bagvurup
mikroenjeksiyon programina alinan ve gebelik
elde edilen 98 ¢ift (196 birey) degerlendirmeye
alinmustir.

ICSI uygulamasi neticesinde gebelik elde
edilen tiim ciftlere amniyosentez ile prenatal
tant Onerilmistir. Ailelerin %93,5’1 tarafindan
prenatal tani fetusu kaybetme korkusu
nedeniyle rededilmistir. 1500 ICSI gebesinden
ancak 98’1 (%6,5) islemi kabul etmistir. Gissler
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ve arkadaslar1 [9] 1997 de Finlandiyada ICSI
uygulamasina giren ve gebelik elde eden
cgiftlerden %10’ nunun, Beral ve Doyle [10]

1990°da  Ingilterede %10, Bondulle ve
arkadaglar1 ise [11] 1998°’de Belgika'da
%40’nin  prenatal taniyr kabul ettiklerini
bildirmislerdir.

Prenatal taniyr kabul eden 98 olguya
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Uzmanlari
tarafindan 16-20. gebelik haftalar1 arasinda
yapilan amniyosentez sonucu elde edilen
amniyotik sivi doku kiiltiirli laboratuvarina
ulagtirllmigtir.  Steril sartlarda 2 ayr kiiltiir
flaski hazirlamak amaciyla 2 ye boliinen
amniyotik mayi 1300 rpm de 10 dakika
cevirilerek hiicrelerin ¢okmesi saglanmstir.
Amniyotik  hiicre  kiiltiiriinde Hoehn ve
arkadaslarinin protokolii uygulanmistir [12].
Dibe coktiiriilen hiicreler iizerine BIO-AMF
medium (%1 L-Glutamin, %1 Penesilin
Streptomisin) eklenmistir. Siispansiyon haline
getirilen hiicreler 25 cm?®lik kiiltiir flasklarina
aktarilmistir. 37 C° de %S5 CO, de ve nemli
ortamda inkiibe edilmistir. 24-96 saat sonra
kiiltiir flaskinin zeminine yapisan hiicre orani

invert mikroskopta izlenmistir.  Yapisma
gosteren hiicreler koloniler olusturmaktadir.
Kiiltiirlerin ~ medyumlar1  5-7 giinde bir
degistirilmistir.

Kiiltiir ortaminda uygun sayiya ve mitotik
aktiviteye ulasan amniyon hiicreleri
kromozomal c¢aligmaya alinmistir. Bu amacla
hiicrelerin ~ tizerine 0.02 ml’e kolsemid
soliisyonu (10pg/ml) eklenmistir. Kiiltiirler

tekrar 37°C’de %5 COy’li ortama alinip, 2-4
saat bekletilmislerdir. Bu siirenin sonunda flask
yiizeyine yapigan hiicreleri kaldirmak amaciyla
tripsin kullanilmigtir. Bu amacla steril ve —
20°C’de bekletilen tripsin EDTA soliisyonu
oda 1s1sinda eritilmis ve kiiltiir flaski igerisinde
1-2 ml konmustur. Hiicreler bir siire 37°C’de

bekletilerek, invert mikroskop ile takip
edildiginde flaskin alt yiizeyine yapisan
hiicrelerin  kalktigi  gozlenmistir.  Hiicreler

tamamen kalktiktan sonra santrifiij tiipiine
aktarilmislar ve 1200 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmigtir. Siipernatan atilmis pellet
tizerine vorteks araciligi ile 4,5-5 ml’e 0,075M
KCL, hipotonik soliisyon damla damla



eklenmigtir.  37°C  sicaklikta 20 dakika
bekletilmis, 10 dakika 1200 rpm’de santrifiij
edilmis ve sonra siipernatan atilmistir. Pellete
taze hazirlanmis fiksatif soliisyonundan (3:1-
metanol: asetik asit) 4,5-5ml’e damla damla
eklenmistir.  Bu  soliisyon  buzdolabinda
+4°C’de saklanmistir. Bir giin sonra, fikse
edilen soliisyon 1200 rpm’de 10 dakika
cevrilerek siipernatan atilmig ve fiksasyon
islemi ii¢ kez tekrarlanmistir. En son
fiksasyondan sonra iistte kalan kisim atilmig
ve altta kalan c¢okelti kismu pipet ile
kanstirllmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu
asetik asit ve alkol ile temizlenmis, lamlara bir
pastor pipeti yardimi ile lam 30-45° derece
egim yapacak sekilde damlatilmis ve

kromozom preparatlari hazirlanmustir.
Preparatlar 37°C’de 3 giin bekletilerek
kurutulmus ve modifiye Seabright yontemi ile
GTG bantlama yontemi uygulanmustir.

Yapilan bandlama sonucu elde edilen
preparatlatda en az 20 metafaz
degerlendirmeye alinmistir. Anomali gozlenen
metafaz  alanlart  ile normal metafaz
alanlarindan ikiser metafaz plag
fotograflanarak karyotip yapilmigtir.

SONUCLAR
ICSI uygulamasina alinan ve gebelik elde

edilen 98 annenin yaslar1 ve tasidiklar fetus
sayilar1 Tablo I de verilmistir.

Tablo I : 98 annenin yaslari ve tasidiklan fetus sayilari.

Anne Yasi Anne Sayisi Fetus Sayisi
19-25 11 15
26-30 25 38
31-35 30 44
36-40 26 38
41-45 6 7

Toplam 98 142

98 annenin tasidig1 142 fetusa yapilan prenatal tan1 sonucunda elde edilen karyotip sonuglar: Tablo

IT de verilmistir.

Tablo II: 98 annenin tagidig1 142 fetusa yapilan prenatal tani sonuclari.

Karyotip

Fetus Sayisi

46, XX

71

46,XY

65

47,XY+21

47,XXY

45,X0

46,XX /69, XXX /92, XXXX

46,XY /69, XXY /92, XXYY

g e r T

46,XY /47, XY+7

Kromozom anomalisi gosteren fetusa
sahip anne ve baba adaylarinin karyotipleri,
yaslan. infertilite siirelert, babalarin

spermiyogramlari, fetuslara ait karyotipler

Tablo IIT de yer almustir.
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Tablo III: Anne ve baba adaylarinin karyotipleri, yaslari, infertilite siireleri, babalarin
spermiyogramlart, fetuslara ait karyotipler.

|
Fetuslara Ait | Kadmlara Ait | ErkeKlere | o g tarn | Erkeklerin Ciftlerin rkeklon: Alt
Karyotipl Karyotipler A% Yas1 Yas: infertilite Siireleri Spermiyograml
aryotipler yotip Karyotipler $ d ar
Vol:5 ml
— - 650.000/ml
47,XY+21 46, XX 46,, XY 42 45 15 %1444 %1043
%20+2 %55+1
Vol:4,5 ml
47, XXY 46, XX 46,, XY 36 42 10 Wl
i 2 ” %0+4 %0+3
%0+2 %0+1
Vol:4 ml
300.000/ml
45,X0 46, XX 46,, XY 34 41 10 %1544 %1043
%0+2 %75+1
46,XX 100.000/mi
69,XXX / 46, XX 46,, XY 27 33 ¢ =
92.XXXX %45+4 %19+3
? %06+2 %30+1
46,XY 100.0007m
69,XXY / 46, XX 46,, XY 27 33 T i
92.XXYY %45+4 %19+3
’ %06+2 %30+1
Vol:4 ml
46,XY /47, 200.000/ml
XY+7 46, XX 46,, XY 36 40 16 %10+4 %543
%0+2 %85+1
anomali yoniinden degerlendirmislerdir. 1562
TARTISMA hastanin 1012’sinde normal karyotip (%64.8)

ICST’nin  kullaniminda en c¢ok merak
edilen ve sorgulanan konu, ¢ocuklarin
kromozom anomalisi tasiyip tasimayacagidir.
Bu teknik sayesinde immatur spermatozoa
oositi dollemek amaci ile kullanilabilmektedir.
Bunun da kromozom anomalisi riskini
artiracagl diistiniilmektedir [13]. Siddetli erkek
infertilitesi  nedeniyle ICSI  kullanilarak
olusmus gebeliklere ait genetik riskler
uygulanan islemlerin kendisine ya da hastalarin
ozelliklerine bagli olarak degisebilir. Gamet
hiicrelerinin ICSI islemi i¢in hazirlanmasinin
kromozom anomali riskini artirmadigi fikri
giiniimiizde ©n plandadir. Ancak hasta
populasyonunun o6zellikleri genetik endisenin
asil nedenini olusturmaktadir.

Peschka ve arkadaslari 1999’da erkek
infertilitesi nedeniyle IVF'de basarisiz olup
ICSI programina giren 781 cifti kromozomal
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ve 204 hastada kromozomal anomali (%13.1)
bulmuslardir [14]. Normal populasyondaki
kromozomal anomali orani %0.6 [15] iken, bu

calisma  grubunda artmus olmasi1 fetal
kromozomal anomali oranini arttiracagini
diistindiirmektedir.

1999 yilinda yapilan bir ¢aligmada ICSI
uygulamasindaki 301  ciftin  sitogenetik
sonuglarinda  %3.6  kromozomal  yapi
bozuklugu bulunmustur. Bunlardan %2.9’u
erkeklerde ve %0.7’1 kadinlardadir [16].

Erkek infertilitesi etyolojisinde %30
genetik nedenler s6z konusudur [3]. Fakat
kromozomal olarak normal olan infertil
erkeklerin spermatozoolarinda otozom ve seks
kromozomu dizomilerinin arttig1 izlenmistir.
Bu da ICSI’'de seks kromozom anomalisi
artisini agiklayabilir [17].

Siddetli  oligozoospermik
periferik  lenfosit  karyotiplerinde

erkeklerin
yiiksek



oranda (%]13.7-15.4) kromozomal anomali
saptanmaktadir [18]. Bu kadar riskli bir
topluluktan elde edilecek fetuslarin yiiksek
oranda kromozomal anomaliye sahip olacagi
beklenebilir

In’t Veld ve arkadaglarinin 1995 yilinda
ICSI sonrasi elde edilen 15 gebelikte yaptiklari
prenatal tanida %33.3 seks kromozom anomali
oran1 bildirerek biiyiik bir tartigmaya neden
olmuslardir [19]. Van Opstal ve arkadaslari
daha fazla sayida ICSI gebeligini (71) prenatal
tan1 ile incelemislerdir. 71 gebede bulunan 71
fetusun 9 tanesinde kromozomal anomali
(%12.7) bulunmus, 2 tanesi maternal, 6 tanesi
paternal kokenli, 1 tanesi de novo olarak
bildirilmistir [20]. Yapilan ilk ¢aligmaya gore
kromozomal anomali oram1 daha diisiik
olmakla  birlikte normal popiilasyondan
yiiksektir. Ik ¢alismaya gore daha fazla hasta
sayis1 olmakla birlikte, incelenen olgu sayisi
yetersiz kabul edilmektedir.

Bondulle ve arkadaglar1 yalnizca ICSI
endikasyonu ile oldukga biiyiik bir grup olan
1082 gebeye amniyosentez yapilmiglar ve 28
(%2.6) fetusta kromozomal anomali tespit
etmislerdir. Bunun %0.92’si maternal/paternal
kaynakli kromozom anomalisi, %1.66 de novo
diizensizlikler  (%50’si  seks  kromozom
anomalisi, %50’si  otozomal kromozom
anomalisi) olarak bildirilmislerdir. Kromozom
anomalisi bulunan 28 fetusun biri disinda
hepsinin babasinda kromozom anomalisi
bulunmustur [21].

Bu calismada 98 gebe ve 142 fetus
incelemeye alinmistir. Fetuslarin 54 tanesi tek
(%55), 44 tanesi (%45) ikizdir. Amniyotik
hiicre kiiltiiri ile yapilan fetal kromozom
incelemesinde, 6 fetusta (%4.2) kromozom
anomalisi tespit edilmistir. Bunlardan 2 tanesi
(%1.4) seks kromozom anomalisi iken, 4 tanesi
(%2.8) otozomal kromozom anomalisidir.
Anoploidi sayist 4 ( %66) iken, Oploidi sayisi
2°dir (%33).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda ICSI
sonucu elde edilen fetuslerde otozomal
kromozomal anomali oraninin fazla artmadig,
fakat seks kromozom anomali oraninin arttig1
(% 0,83) bildirilmektedir [21].

Calismamizda ise bunun aksine otozomal
kromozom anomali oran1 %2.8 iken seks
kromozom anomalisi oran1 %1.4 olarak
bulunmustur.

Bu konuda yapilan diger c¢alismalar ve
bulduklar1 sonuglar ise soyledir; 1997°de
Meschede ve arkadaslart ICSI gebeliklerinde
incelenen fetuslarda seks kromozom anomali
oranin arttigini iddia etmislerdir [22]. 1996’da
Wisonto ve arkadaslar1 ejakulat, testikiiler,
epididimal spermatozoa ve dondurulmus
embriyo kullanilarak elde edilen 904 ICSI
gebeliginin incelenmesi sonucunda fetuslarin
%97.6’sinda normal, %1.2’sinde de novo ve
%]1.2’sinde kaliimsal kromozom anomalisi
olmak tlizere toplam %?2.4’iinde kromozom
anomalisi rapor etmislerdir [23].

Gordts ve arkadaglart da 1998’de
yaptiklart  bir calismada, ICSI  sonrasi
konjenital malformasyon oranin toplumdan
yiiksek olmadigini, fakat erkek infertilitesinde
genetik  faktoriin - 6nemli rol oynamasi
nedeniyle seks kromozom anomalisi yoniinden
gelecek neslin inceleme altinda olmasim
savunmuglardir - [24].  Wennerholm  ve
arkadaslarinin 2000 yilinda yaptiklar1 bir
calismada, 149 bebege prenatal tani yapilmis
ve 4 fetusda (%2.7) kromozom anomalisi
bulunmustur [13].

Cruikshank ve arkadaslar1 1983’de 35-39
yasindaki annelerin gebeliklerinde %3, 40 yas
ve tizerindeki annelerin gebeliklerinde ise %7.2
oraninda kromozomal anomali bildirmislerdir
[25]. Golbus ve arkadaglarinin 1974 yilinda
fertil toplumda 2700 anneden alinan amniyotik
siviya yaptiklari amniyotik hiicre  kiiltiirii
neticesinde fetuslarin %3’linde kromozomal
anomali tespit etmislerdir [26]. Ogur ve
arkadaglari  1994’de, 122 olgu igeren
caligmalarinda  %3.2 kromozomal anomali
bildirmislerdir [8]. Anne yas1 35 ve lizerinde
olan olgularda %2-3, anne yas1 40 ve iizerinde
olan olgularda ise %4-7 dolayinda kromozomal
anomali goriilmektedir [25, 27].

Bu c¢alismalarin hepsinde de ileri anne
yasinda kromozom anomalisi ozellikle 40
yasindan sonra ¢ok artmaktadir. Snijders ve
Nicoladies ise 1996’da invitro tedavi edilen
kadinlarda elde edilen gebeliklerde kromozom
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anomalisi oraninin artmis olmasini ileri anne
yasi ile ilgili oldugunu savunmustur [28].

Bu ¢aligmada 36-40 yaslari arasinda yer
alan anne sayist 26 olup fetus sayisi ise 38’dir.
Kromozom anomalili fetus sayist ise bu grupta
2°dir (%5.2). 40 yas ve iizerinde olan 6 anne ve
7 fetus yer almaktadir. Kromozomal anomalili
fetus sayisi ise 1 kadardir (%14). Sonuglarimiz
yas gruplarina gore fertil popiilasyondan biraz
yiiksek olmakla birlikte, onlara paralellik
gostermektedir.

ICSI sonras: eldeedilen gebeliklerdeki
kromozom  anomalisi ~ oranmnin  normal
toplumdakinden ¢ok da fakli goriilmemesi
embriyo se¢imi nedeniyle olabilir. Laverge ve
arkadaslarimin 1997 yilinda yaptiklart  bir
calismada  ICSI sonucu elde edilen kotii
morfoloji sergileyen, birden fazla niikleusu
olan ve kotii skorlamaya sahip 116 embriyo,
FISH metodu ile X, Y, 13, 16, 18, 21 nolu
kromozomlari incelenmis ve embriyolardan 54
tanesi (%47) normal diploidi gosteriyorken, 62
tanesinde  (%53) kromozom  anomalisi
saptanmuistir [29], 2 embriyoda non-disjunction
izlenmis ve 39 embriyoda anoploidi
bulunmustur. Anéploidi izlenen embriyolarin
22 tanesi mozaik, 17 tanesi haploid, triploid ya
da tetraploid, 12 embriyo da kaotik olarak
degerlendirilmigtir. ~ Goriildigii  gibi ~ koti
skorlamaya sahip embriyolardaki kromozomal
anomali orani oldukga yiiksektir. Ebeveynleri
dikkate alindiginda, bu sonu¢ c¢ok sasirtic
gelmemektedir.  Belki de  embriyolarin
gozlenebiliyor olmast ve iyi kalitede
embriyolarin anneye transfer edilmesi ICSI
sonrast elde edilen fetuslardaki genetik
anomali oranini diisiiriiyor olabilir .

ICST uygulamast ¢ogunlugunu erkek
faktoriin - olusturdugu  infertil  giftlerde,
1991°den beri basari ile uygulanmaktadir.
Erkek infertilitesinin ~ %30’unu  genetik
nedenlerin olusturmasi, sperm ve oositin
laboratuvarda tabi tutulduklart islemler ve
immatiir  spermlerin  bu teknikte oositi
dollemek icin kullanilabilmesi  fetuste
kromozomal anomaliyi arttirabilecegini
diisiindtirmektedir. Bu diislince ile yaptigimiz
calismada degerlendirilen 142 fetusun 6
tanesinde (%4,2) tespit edilen kromozomal

anomali orani, normal popiilasyondaki ayni yas
gruplarinda yer alan gebelere yapilan prenatal
tanida elde edilen kromozomal anomali
oranina (%3,2) yakindir [8].

Bu sonug¢ ICSI’nin giivenilir bir yontem
oldugunu ve fetuste kromozom anomali oranini
artirmadig1 sonucunu vermektedir. Ancak yine
de bu teknik ile elde dilen fetuslarin prenatal
tant ile incelenmesinin devam  etmesi
gerekliligini de ortaya koymaktadir.

Her ne kadar ICSI teknigi giivenilir olarak
kabul edilse de, paternal kromozomal anomali
oraninin bu toplulukta yiiksek olmasi, ailenin
yillar sonra ¢ok fazla masraf ve emek
neticesinde sahip olacaklar1 bebegin saglikli
olmasi i¢in de bu grupta, PGT teknikleri ile
tim kromozomlar degerlendirilebilince ye
kadar, amniyosentez ile prenatal tani
uygulanmalidir.
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