ARASTIRMA T AID

ICSI Sonrasi Fertilizasyon Sonuc¢larina Azoospermik ve
Oligospermik Hastalardaki Genetik Anomalilerinin
Etkisi

Impact of Genetic Abnormalities on Outcome of Fertilization after ICSI
in Azoospermia and Severe Oligozoospermia
Patients

Ozgiir Aldemir!, M. Hamza Miisliimanoglu®, Cavit Can’, Cengiz Bal*, Murat Cantiirk’, Ramazan
Emre’, Muhsin Ozdemir®, Hiiseyin Aslan’, Oguz Cilingir’, Sevilhan Artan®

'Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD, Hatay
*Yildiz Teknik Universitesi Fen Fak. Molekiiler Biyoloji ve Genetik AD, Istanbul
3Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji AD, Eskisehir
*Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyoistatistik AD, Eskisehir
SIstanbul Adli Tip Kurumu Istanbul
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD, Eskisehir
"Adana Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, Adana

Ozet

Bu ¢alismanin amaci; azoospermili ve oligozoospermili erkek hastalarda hem kromozom anomalilerinin hem de
Y mikrodelesyonlarinin sikligin1 ve tiplerini belirlemek; saptanan genetik anomaliler ile infertil erkeklerdeki
klinik veriler arasindaki iliskiyi incelenmistir. Genetik anomali saptanan azoospermik ve oligozoospermik
erkeklerde, genetik anomali varhiginin intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) sonrasi fertilizasyon basarisi
oranlari iizerine etkisini arastirmaktir. Bu calismada 97 infertil ve 10 fertil erkek incelenmistir. Bu calismada 97
infertil erkek hasta arasinda azoospermik olan 73 hastanin 2’sinde Y kromozom delesyonu saptanmstir.
Azoospermik 73 hastanin 13’iinde ve oligozoospermili 24 hastamin ise 3’iinde toplam 16 infertil hastada
kromozom anomalisi saptanmistir. Genetik anomalili hastalarin ICSI sonrasi gebelik sonuglar1 ile non-genetik
hastalarin ICSI sonrasi gebelik sonuclar1 arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamstir.

Anahtar Kelimeler: Azoospermi, oligozoospermi, intrasitoplazmik sperm injeksiyonu, kromozom anomalisi, Y
kromozom mikrodelesyonu

Abstact

We determined the incidence and types of Y microdeletion and chromosomal abnormalities in azoospermia and
oligozoospermia male patients; correlation between clinical data of infertile patients and genetic abnormalities.

We investigated the impact of genetic abnormalities which present in azoospermia and oligozoospermia male
patients’ fertilisation success rate after intracytoplasmic sperm injection (ICSI). We performed 97 infertile and
10 fertile males in this study. Among the studied of 97 infertile male patients, 73 were azoospermic and 24 were

oligozoospermic. A total of 16 patients detected with
Yazisma Adresi: Y chromosome microdeletions; 13 out of 73
azoospermic patients and 3 out of 24 oligozoospermic
patients detected with chromosomal abnormalities.
We invastigated the incidence of Y chromosome
microdeletions and chromosomal abnormalities and
total genetic abnormalities in those patients. Among
patients who had pregnancy after ICSI, there was not
any statistical correlation between patients those has
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genetic abnormalities and pregnancy. We detected
neither Y chromosome deletions nor chromosomal
abnormalities in the fertile control group of 10
people.

Key Words: Azoospermi,
intracytoplasmic sperm injection,
abnormality, Y chromosome microdeletion

oligozoospermi,
chromosome

inya saglik Orgiitiinin tanimina gore
Dinfertilite; eslerin bir yildan fazla siirede

diizenli iliskiye girmesine ragmen gebeligin
olusmamasidir. Infertilite genetigi alaninda son 10-
15 yilda yapilan c¢alismalar taniya ve tedaviye
yardimc1 olmus, etyolojiyi aydinlatmaya yonelik
onemli bilgilere ulagmamizi saglamistir (1, 2).
Erkek faktore bagli infertil vakalarda, o&zellikle
non-obstruktif azoospermik erkeklerde
azoospermiye yol agan Y mikrodelesyon ilk olarak
Tiepolo ve Zuffardi tarafindan infertil hastalarda

tanimlanmigtir (4). Erkek infertilitesinin
etyolojisinden bircok sebep vardir, bunlardan
baslicalari; infeksiyon, endokrin  hastaliklar,

varikosel, travma, spermatik kanal obstruksiyonu,
sistemik hastaliklar, testis timori v.b. Literatiire
gore erkek infertilitesinde genetik sebepler i¢inde
en sik rastlanan kromozom anomalileri %2 ile %10
arasinda bir siklikla rastlanir. Y mikrodelesyon
sikligr ise farklt c¢alismalarda farkli oranlarda
bildirilmistir. Y mikrodelesyonu ilgili AZF
lokusunun (AZFa, b, c) yeri ve biiytkliigiine gore
normozoospermiden agir azoospermiye kadar farkli

durumlara yol agar. Azoospermi ve/veya
oligospermi bulgusu olan hastalarda genetik
etyolojiyi  aydinlatmaya  yonelik 3  durum
arastirilmalidir.

1. Kongenital vas deferens yokluguyla giden
kistik fibrozis gen mutasyonu
2. Testikuler  disfonksiyona neden olan
kromozomal anomalilerin arastirilmasi
3. izole spermatogenetik hasarla iliskili Y
mikrodelesyonlari
Y  mikrodelesyonu  erkek infertilitesinde
Klinefelter sendromundan sonra ikinci en Onemli
nedendir. Tek gen hastaliklart olarak bilinen grup
icinde kistik fibrozis de dahil olmak iizere 50’ye

yakin hastalik erkek infertilitesiyle
iligkilendirilmistir (1, 2). Mitokondriyal gen
mutasyonlari, mitokondrinin  kendi  niiklear
genomundaki genlere ait mutasyonlar enerji

iiretimini azaltarak spermin motilitesini azaldig1 ve
infertiliteye yol ac¢tig1 diistiniilmektedir (16).

Y mikrodelesyonun lokustaki yerine gore
spermatogenez lzerine farkli etkiler olusturur.
Ornegin AZFc delesyonu olan cogu hastada
ejakulatta sperm bulunur; ancak sperm sayisi ciddi
oranda azalmistir. AZFc¢ delesyonu, siddetli
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oligospermik ve azoospermik erkeklerde %2-10
oraninda goriilmektedir. AZFb delesyonlarinda
testis dokudan alinan biopsilerde sperm bulunma
sanst ¢ok diigiiktir (12). Giinimiizde AZFc
delesyonu olan hastalarda elde edilen spermlerin

dondurularak korunmasi isleminin Onemi
anlasilmistir. AZFc delesyonu olan
oligozoospermik  hastalarda  sperm  sayisinin

zamanla daha azaldigi goriisii dnem kazanmistir.
Bu ag¢idan AZFc delesyonu bulunan hastalarda
spermlerin  dondurularak  saklanmasi ileride
yasanacak infertilite problemine ¢Ozlim
saglayacaktir (15, 16).

Non-obstruktif azoospermi hastalarinda TESE

(testikuler ~ sperm  ekstraksiyonu)  dncesinde
testislerde  sperm  bulma oranimi  etkiledigi
disiiniillen  parametreler  bulunmus ve  bu
parametreler ile ilgili ¢ok sayida arastirma

yapilmistir. Bu agidan en ¢ok rutinde uygulanan
caligmalar testis volumii, FSH diizeyi, daha Once
yapilan testis biopsi sonucu ve kromozomal
anomalilerinin bulunup bulunmamas1 iizerinedir
(17). TESE, azoospermili hastalarda testisten sperm
elde etmek i¢in uygulanan iiremeye yardimct tedavi
metodudur. Daha 6nce TESE islemi testisin sadece
bir odagindan biyopsi alinarak sperm bulma sansini
arttigr goriilmiistir. Non-obstruktif azoospermili
hastalarda TESE sonrasi sperm bulma orani
ortalama %50 olup ICSI sonrasi gebelik basari
oranlart %35 ile %52 arasinda degismektedir. ICSI
(Intrasitoplazmik sperm injeksiyonu), basarili bir
TESE islemi sonrasinda elde edilen canli spermin
mikroenjeksiyonla oosit sitoplazmasina enjekte
edilmesi islemine denir. Invitro ortamda yapilan bu
islemler sonrasinda elde edilen embriyo, kalitesi
iyi ise uterusa transfer edilir (11).

Materyal-metod

Bu calismada Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik, ESOGU
Uroloji ve ESOGU Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
klinigi tarafindan 2007 ile 20011 yillar1 arasinda
yaptigi ortak yiriitiilen bir calismadir. 97 erkek
infertil hastada, kromozom analizi ve Y
mikrodelesyon analizi 10 STS primeri kullanarak
bakilmis. ESOGU Tip Fakiiltesi Ureme Saglig
merkezi tarafindan TESE sonrast ICSI yapilan
hastalarda gebelik basari sonuglari
degerlendirilmistir. PCR analizi 6ncesinde Qiagen
QIAamp blood kit  genomik DNA o&rnekleri
kullanilarak 10 farkl: tiipte her bir tiipte 0.2mL STS
spesifik PCR primer miksi konulmustur. Her tiipe
15ul olacak sekilde; 2ul hasta DNA’s1, 0.15ul Taq
polimeraz, 10 ul PCR miks A, 10 pl PCR miks B.
PCR analizi 30 siklus olacak sekilde, sonra PCR
drtiinleri %2’ lik agaroz jelde yirttilmistiir.
Amplifiye olan DNA ornekleri 505bp internal
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kontrolle karsilastirilmistir. Amplifiye olan DNA
ornekleri jel dékiimantasyon sisteminde
gorlintiilenmistir. STS primerleri  sY84, sY85
(AZFa), sY127, sY134 (AZFb), sY157, sY254,
sY255, sY152, sY153 (AZFc) kullanilarak Y
mikrodelesyon analizi ger¢eklestirilmistir.

Istatistik analiz i¢in SPSS versiyon 16.0
kullanilmigtir. Mann-Whitney U-test ve ki-kare
testleri uygulanmistir. P < 0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir.

Sayisal kromozomal anomalisi olan 16 hastanin,
13’tinde 47,XXY, bir hastada 46,XY,14 ps+, bir

hastada 45, XY,t(13;14) ve bir hastada 45,
XY,t(Y;12). Tim Y mikrodelesyonu olan
hastalarda AZFc delesyonu saptandi. Higbir
hastada AZFa, AZFb delesyonu saptanmadi.
Sayisal kromozomal anomalisi olan 16 hastadan, 3
‘iinde klinik gebelikle sonug¢lanmistir ve bir
hastada  kimyasal  gebelik  olusmustur. Y

mikrodelesyonu saptanan 5 hastada, ikisinde Grade
3 embyro gelisimi (embryo transferine uygun
degil). Diger {i¢ hastada canli sperm bulunamamis
ve ICSI tedavisine baslanmamistir (Tablo 1 ve 2).

Tartisma

Tiepolo and Zuffardi ve ark. tarafindan 2542
infertil erkek hastanin karyotip analizi yapilmistir
ve 176 hastada (%7) seks kromozom anomalisi
saptanmistir, 40 hastada (1,6%) otozomal
kromozom anomalisi saptanmistir (4). Bourrouillou
ve ark. 952 hastanin karyotip analizini sonucunda
65 hastada seks kromozom anomalisi ve
33(3.3%)’iinde otozomal kromozom anomalisi
bulunmustur (3).

Ceylan ve ark. 90 infertil erkekte yaptigi
caligmada  11(%2) hasta AZF  delesyonu
bulmuslardir, bu delesyonlardan 4’4 AZFb
delesyonu, 6’st AZFc delesyonu ve biri ise AZFa
ve ¢ delesyonu olarak tanimlanmistir. Tirk
populasyonunda yapmis oldugumuz bu ¢alismada
73 hastadan 2’sinde 27 oligozoospermik vakadan
3’tinde AZF delesyonu bulunmustur. Calismamizda
ise azoospermik hasta grubunda 2(%?2.6) tam AZFc
delesyonu saptanmistir (6).

Foresta ve ark.‘nin ¢aligmasinda azoospermik
grupta 16 hastadan 6’sinda AZF delesyonu
saptanmig, oligozoospermik grupta 22 hastanin
5’inde AZF delesyonu saptanmistir (7). Bizim

calismamizda ise 97 azoospermik ve
oligozoospermik erkek hastadan sadece 2 hastada
AZFc  delesyonu  bulunmustur, toplam Y
mikrodelesyon sikligr  %2’dir. Caliymamizdaki
hasta sayisimin fazlaligt  ve kullanilan STS
primerlerinin O0zglnligi nedeniyle Y
mikrodelesyon sikligi, Foresta ve ark.’larinin

yaptig1 calismaya gore literatiir oranlarina daha
yakin bulunmustur (7).

Martinez ve ark. ‘lar1 57 azoospermik ve 71
oligozoospermik hastada Y kromozom delesyonu
varlig arastirilmistir ve 9 STS primeri kullanilarak
3 farkli bolgeye (AZFa, b ve c¢) bakilmistir. AZFb
ve AZFc delesyonu 9(%7) hastada saptanmistir.
DAZ gen delesyonu 9 hastanin 8’inde bulunmustur
(13).

Osterlund ve ark.’nin isve¢ populasyonunda 192
azoospermik ve oligozoospermik erkekte yaptigi
calismada 13 STS primeri kullanilmis ve 4 hasta
AZFb kismi delesyon ve AZFc tam delesyon
saptanmistir. Bizim ¢alismamiz Tiirk
populasyonundaki azoospermik 2 hastada (%2,6)
10 STS primeri kullanilarak AZFc tam delesyonu
saptanmistir. Literatiirdeki bazi ¢alismalarla bizim
sonuglar arasindaki farkliligin kullanilan STS
primerinin sayisit ve bakilan bolge farkliligi olarak
agiklayabiliriz (14).

Maiburg ve ark. tarafindan 1565 ICSI yapilmis
cifte aile Oykiisii genetik hastaliklar i¢in pozitif
olanlarin veya infertiliteye neden olan genetik
faktorlere sahip olanlarin ICSI sonrasi fertilizasyon
sonrast basari oranlart karsilagtirilmistir. ICSI
tedavi  sonuglariyla  obstruktif  azoospermik,
kromozom aberasyonu olan, Y mikrodelesyonu
olan ve aile oykiisii pozitif olan hasta alt gruplari
karsilastirilmis  ve fakat ICSI tedavisi basari
oranlar1 arasinda ne genetik faktorler acgisindan

Tablo 1. Kromozom Anomali ve Y mikrodelesyon olan
hastalarinda ve olmayan FSH degerlerinin karsilastirilmasi

Y mikrodelesyon (+) 5 13,48+5,32  P<0.05 ns’
Y mikrodelesyon (-) 93 17,76+1,62 P<0.05s
Kromozom anomalisi (+) 16 20,2+1,93 P<0.001
Kromozom anomalisi (-) 82 9,23+1,35 P<0.001

*Mann Whitney-U test

Tablo 2. Azoospermili ve oligozoospermili hastalarin tedavi sonrasi gebelik sonuglari

Klinik Biyokimyasal Klinik ve Biyokimyasal
Gebelik Gebelik Gebelik
Y delesyon olan hastalarin ICSI sonuglari 3 1 12
Kromozom anomali olan hastalarin ICSI sonuglari 3 1 12
Y mikrodelesyon ve kromozom anomalisi olan 22 2 58

hastalarin sonuglar1
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aile Oykiisii pozitif olanlarda, ne de genetik
anomalileri olanlarda anlaml bir fark
bulunmamistir (11). Bizim g¢alismamizda Maiburg
ve ark. yaptig1 c¢aligmasiyla benzer olarak ICSI
tedavisi basaris1 acisindan genetik Oykiisii olan ve
genetik anomalisi olanlarla olmayanlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir.
Kihaile ve ark. tarafindan 118 Japon azoospermik
ve oligozoospermik erkek {izerinde yapilan
¢alismada ICSI tedavisi uygulanmistir, 9 vakada Y
mikrodelesyonu bulunmus, bunlardan 5°i AZFc
delesyonuymus. AZFc delesyonu olan ve ICSI
tedavisi uygulanan vakalarda embriyo gelisimi,
fertilizasyon ve gebelik oranlar1 karsilastirildiginda
gebelik sonuglarini olumsuz etkiledigine dair bir
sonu¢ bulunamamistir, bu vakalarda gebelik
basarist van Golde ve ark.’nin yaptig1 calismaya
gore disiik cikmamistir. Y mikrodelesyonu olan
hastalarda matiir canli sperm eldesi basarili bir
ICSI tedavisi i¢in yeterli olabilecegi ongorilmistiir
(8). Calismamizda 97 azoospermik ve
oligozoospermik ICSI tedavisi uygulanan vakanin
fertilizasyon ve gebelik anomalisi olan grupta
gebelik oranlarinin  diisik oldugu saptanmistir.

Ozellikle Y mikrodelesyonu olan vakalarda ICSI
sonrast gebelik oranlarinin disiikliigii ve embriyo
gelisiminin kotii oldugu (Grade 3) saptanmistir (8).
van Assche ve ark. tarafindan 10.728 infertil
erkekte genis hasta serisinde yapilan calismada
47,XXY karyotipi %3,5 ve otozomal kromozom
anomalisi %1.3 oraninda saptanmistir (18).

Vicdan ve ark.’nin 208 infertil erkekte yaptigi
calismada 119 azoospermik hastanin 17 (%14.3)’
sinde Y  kromozom  mikrodelesyonu, 89
oligozoospermik hastadan 2(%?2.2)’sinde toplamda
19 hastada (%9.1) Y kromozom delesyonu
bulunmustur (10). van Golde ve ark.’nin
oligozoospermili 300 erkek hastada yaptig1 Y
mikrodelesyonu c¢alismasinda 8 (%2.7) hastada
delesyon saptanmistir ve delesyonlarin tamami
AZFc bolgesine ait delesyonlardir. AZFa ve b
delesyonlar1 saptanmamistir (20).

Calismamiz ile literatiirdeki diger calismalarin
Ozeti verilmis olup, kromozom anomalisi ve Y
kromozom delesyonu ag¢isindan farkli ¢calismalarda
farkli oranlar dikkati ¢ekmektedir (Tablo 3). iki
vakaya ICSI tedavisi uygulanmis, fakat gebelik
saglanamamistir. Ayrica kromozom anomalisi olan

Table 3. Literatiir 6zeti

Referenslar Toplam Say1 Tani Y mikrodelesyon(+) Toplam
Tiepolo-Zuffardi ve ark.(3) Azoo 113 0 0
1170 Oligo 960 6 (%5.3) 12 (%1)
Mallidis ve ark.(4) 1543 92 (%6) 92 (%6)
Simoni ve ark.(5) Azoo 74 2 (%2) 0
168 Oligo 94 3 (%3) 5 (63)
Silber ve ark.(9) Azoo 51 10 (%19) 0
81 Oligo 30 14 (%17)
Van Golde ve ark.(11) 300 Oligo 300 8 (%2.7) 8 (%2.7)
Vicdan ve ark.(10) Azoo 119 17 (%14) o
208 Oligo 89 2 (%2) 19/(%9)
Ceylan ve ark.(14) Azoo 30 5 (%16)
90 Oligo 30 4 (%13) 11 (%12)
Normo 30 2 (%7)
Foresta ve ark.(16) Azoo 16 6(%37.5) o
38 Oligo 22 5(%22.5) 1 (%29)
Pryor ve ark.(17) 08 Azoo 26 1 (%1) 2 (%2)
Oligo 72 1 (%)
Kleiman ve ark.(21) Azoo 139 7 (%5.4) o
133 Oligo 28 1 (%3.6) 8 (%6)
Martinez ve ark.18) Azoo 57 5 (% 8.8) o
128 Oligo 71 4 (%5.6) o (%7)
Chiang ve ark.(19) Azoo 134 12 (%9) o
220 Oligo 86 10 (%11) 22 (%10)
Osterlund ve ark.(20) Azoo 139 . .
192 Oligo 53 4 (%3) 4 (%2)
Kremer ve ark.(22) 130 Azoo 19 - 7 (%5.4)
Oligo 111 7 (%6)
This study Azoo 73 2 (%2) o
100 Oligo 27 3 (%l12) 5 (%3)
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hastalarin ICSI sonrasi gebelik sonuglarinda ii¢
klinik gebelik ve bir biyokimyasal gebelik
saglanmistir. Genetik anomalisi olan hastalarda
ICSI sonrasi gebelik oranlari diigiik bulunmustur,
fakat genetik anomalisi olan ve olmayan hastalarin
ICSI sonras1 gebelik oranlar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu
alanda daha genis hasta populasyonunda ve
kapsamli caligmalara ihtiyag vardir, gelecekte bu
konuda olan ¢ok merkezli ve genis vaka serilerinde
yapilacak ¢aligmalar, genetik anomalisi olan
bireylerinde gebelik basarisi arttirilmaya yonelik
uygulamalarin fayda saglayacagini diisiinmekteyiz.
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