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TURKCE OZET

Infertilite olgularinin yaklasik %15’inde infertilite sebebi olabilecek bir
patoloji saptanmayip, agiklanamayan baska faktorlerden dolayr konvansiyonel
gebelik gerceklesmemektedir. Arastirmalar, sperm DNA hasarinin iiremeye yardimei
tekniklerin (UYT) sonucunu olumsuz etkiledigini ortaya koymustur. Son yillarda,
cekirdek biitiinliigli korunmus olan spermleri segmeye yonelik invaziv olmayan
yontemler gelistirilmeye baslanmig olmakla birlikte, bu yontemlerin agiklanamayan

infertilite olgularinda UYT basaris1 iizerindeki etkisi heniiz tartismalidir.

Bu c¢alismada; rutin sperm hazirlama teknigi olan dansite gradient santrifiijii
(DGS) yonteminin tek basina ve DNA’s1 hasarli spermlerin elenmesine yonelik
olarak gelistirilen invaziv olmayan yontemlerden olan manyetik aktivasyonla hiicre
ayirma (MACS) yontemiyle birlikte kullanimi sonucu elde edilen spermlerin
Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)’nin basaris1 iizerindeki etkisi
kargilagtirilarak en uygun semen hazirlama yoOntemin saptanmasi hedeflendi.
Aciklanamayan infertilite tamsiyla UYT programma alinan ¢iftlerde, DGS
yonteminin tek bagia ve MACS yontemiyle birlikte kullaniminin, kaliteli sperm elde
etmedeki basarisi, her iki yikama metoduyla elde edilmis spermlerde TUNEL
yontemi ile DNA biitiinliigi agisindan ve Hematoksilen Eosin boyamasiyla
morfolojik acidan degerlendirildi. Klinik parametrelere etkisine degerlendirmek
amacuyla, her iki yitkama ydntemiyle elde edilen spermlerin ICSI sonras1 fertilizasyon

ve embriyo gelisimsel potansiyeline bakildu.

MACS+DGS yontemiyle yikanan sperm Orneklerinde sperm DNA
fragmantasyon oraninin ve vakuol (+) sperm oraninin DGS yontemiyle elde edilen
spermlere kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 goriildii. DGS veya
MACS+DGS ile yikanan spermlerle mikroenjeksiyonu gergeklestirilen oositler
arasinda fertilizasyon ve embriyo gelisimsel potansiyelinde bir farklilik olugsmamasi
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu uygulamalarinda spermin dogal se¢iliminin s6z
konusu olmamasinin bir sonucu oldugu diisiiniilerek, MACS tekniginin ICSI
protokollerinde gerekli olmadig, spermin dogal seciliminin gerceklestigi. Intrauterin

Inseminasyon (1Ul) ve IVF uygulamalarinda daha etkin olacag1 sonucuna varilmistir.
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Anahtar Sozciikler: Sperm DNA Hasari, MACS, DGS, TUNEL, Hematoksilen
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ABSTRACT

Effect of Sperm DNA Integrity on Fertilization Success and Early Embriyonic
Development in Unexplained Infertility Cases

In almost 15% of infertility cases although any pathology cannot defined that
may cause infertility, due to other unexplained factors conventional pregnancy does
not occur. Investigations have evidenced that sperm DNA damage adversely affects
the outcome of assisted reproduction techniques (ART). In recent years, non-invasive
methods have begun to be developed to eliminate sperms, whose DNA has been
damaged and to select ones, whose nucleus integrity protected. However; the effect

of these methods on unexplained infertility cases is still controversial.

In this study, determining the most suitable sperm preparing method was
aimed though comparing the effects of sperms on the success of ICSI which are
obtained using density gradient centrifugation (DGC) method, a routine sperm
preparation technique, alone and in combination with magnetic activating cell sorting
(MACS), a non-invasive method developed for eliminating of sperms with DNA
damage. The success of using DGC method alone and in combination with MACS
method on achieving high quality sperm were analyzed by TUNEL method in terms
of DNA integrity and by Hematoxylin Eosin staining with morphological aspects in
couples who were admitted to ART program with the diagnosis of unexplained
infertility. In order to evaluate the effect on the clinical parameters, sperm obtained
by both techniques were followed up for their fertilization and embryo development
potential after ICSI. In the sperm samples washed with MACS + DGS method, the
sperm DNA fragmentation ratio and vacuole (+) sperm ratio were decreased in

statistical significance in compare to sperm obtained by DGS method.

Suggesting, as a result of lack of natural sperm selection in intracytoplasmic
sperm injection, there was no difference in fertilization and embryo development
potential between oocytes microinjected with sperm washed with DGS or
MACS+DGS. Thus, it is concluded that MACS technique is not necessary in ICSI



protocols and may be more effective in IUI and I\VVF applications which are based on

natural sperm selection.

Key Words: Sperm DNA Damage, MACS, DGC, TUNEL, Hematoxylin Eosin
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1. GIRIS

Erkek infertilitesinin tanisinda siklikla yararlanilan test rutin semen analizidir.
Bu analiz ile World Health Organization (WHO) nun belirledigi kriterler esas
alinarak sperm hiicrelerinim konsantrasyonu, motilite oran1 ve morfolojisi
degerlendirilmektedir. Bu olgularin biiyiik bir ¢ogunlugunda, rutin semen analizi
bulgular ile fertilizasyon basaris1 arasinda bir korelasyon vardir (Nallella ve ark.,
2006; Zinaman ve ark., 2000). Ancak, infertilite olgularin bir boliimiinii WHO’nun
referans olarak belirledigi semen parametrelerinin normal smirlarda oldugu
aciklanamayan infertilite olgulari olusturmaktadir (Cinthia ve ark., 2014 Nunez-
Calonge ve ark., 2012).

Spermlerin basarili bir fertilizasyon ve normal bir embriyoner gelisimin
gerceklestirebilmesi igin sekonder oosite hasarsiz bir gekirdek sunmasi gereklidir
(Aitken, 2006). Bu nedenle, aciklanamayan infertilite olgularinda kromozomal
anomalilerin saptanmasimin yani sira sperm DNA biitiinliiglinlin saptanmasin ve
embriyo gelisimi ve gebelik {izerindeki etkisinin incelenmesini hedefleyen ¢esitli
fonksiyonel analizler gelistirilmistir (Chohan ve ark., 2006; Delbes ve ark., 2010).
Bu yontemlerden en bilinenleri; sperm kromatin yapisinin incelenmesi yoluyla DNA
tek ve ¢ift iplik kiriklarinin saptanmasi ve spermdeki protamin miktar1 saptanarak
kromatin paketlenme hatalarinin tespit edilmesidir (Lin ve ark., 2008; Virro ve ark.,
2004). Bahsi gegen yontemlerin agiklanamayan infertilite olgularinda hasarinin
tiremeye yardimci tekniklerin (UYT) basaris {izerindeki etkisi tartigmali olmasina
ragmen sperm DNA hasarmin UYT’yi olumsuz etkiledigi konusunda fikir birligi
saglanmigtir. Bu nedenle, son donemde arastirmalar, klinik kullanima uygun, DNA’s1
hasarli olan spermleri eleyerek ¢ekirdek biitlinliigii korunmus olan spermleri segmeye
yonelik invaziv olmayan yontemler gelistirilmek iizerine yogunlasmistir (Henkel,
2012).

Anneksin 'V ile konjuge manyetik aktiflenme ile hiicre ayirma
(MACS—Anneksin V), ejakulattan DNA hasar1 bulunmayan sperm hiicrelerinin
ayrilmas1 amaciyla gelistirilen en umut verici yontemdir (Almeida ve ark., 2009;

Grunewald ve ark., 2013). DNA fragmantasyonu ejakulattaki normal veya abortif



apoptotik spermlerin karakteristik bir 6zelligidir (Kasai ve ark., 2002; Taylor ve ark.,
2004; Weng ve ark., 2002). Normalde sperm plazma zarinin i¢ yapraginda yer alan
fosfolipid fosfatidilserinin (PS) apoptotik hiicrelerde yer degistirerek plazma zarinin
dis yapragina tasmnmaktadir (Oosterhuis ve ark., 2000; Vermes ve ark., 1995).
Plazma zarinin dis yapragmna tasman PS’nin, sperm membranindan ge¢me
kabiliyetine sahip olmayan bir fosfolipid baglayici protein olan Anneksin V ile
isaretlenerek  belirlenmesi  mimkiindiir (Van Heerde ve ark., 1995).
MACS—Anneksin V yonteminde, Anneksin V proteini magnetik boncuklar ile
konjuge edilerek apoptotik sperm hiicrelerinin Anneksin V proteini ile isaretlenmesi
ve manyetik boncuklar sayesinde bir magnete tutulu kalmasi saglanmaktadir.
Boylece magnete tutunmayan Anneksin V ile isaretlenmemis sperm hiicrelerinin
ayrilarak kullanilmasi hedeflenmistir (Glander ve ark., 2002; Grunewald ve ark.,
2001). Bu teknik, klasik in-vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarinda sperm
hazirlamada kullanilan DGS ve ylizdiirme yontemlerine ek olarak uygulanmis olup
kaliteli spermlerin seciliminde ve implantasyon ve gebelik oranlarinda artis oldugu
ifade edilmistir (Lukaszuk ve ark., 2015; Simopoulou ve ark., 2016).

Bu calismada, agiklanamayan infertilite tams1 ile UYT programina alinan
ciftlerde, DGS yoOnteminin tek basina ve MACS yontemi ile birlikte kullaniminin
DNA biitiinligli korunmus, kaliteli sperm elde etmedeki basarisii ve DNA
biitiinliigli korunmus spermler ile yapilan ICSI olgularimin fertilizasyon ve erken

embriyoner gelisim siirecine etkisini degerlendirmek amacglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Infertilite Nedir?

International Committee for Monitoring Assisted Reproductive Technology
(ICMART) ve World Health Organization (WHO)’nun 2009 yilinda birlikte
hazirladig1 iiremeye yardimer tekniklerin terminolojisi sozliigiine gore; 12 ay veya
daha uzun bir siire boyunca, diizenli siklikta korunmasiz cinsel iligkiye ragmen
gebelik elde edilememesi durumu infertilite olarak tanimlanir (Zegers-Hochschild ve
ark., 2009). Infertilite primer ve sekonder infertilite olmak iizere iki grupta
incelenmektedir. Ciftlerin en az bir yil siireyle korunmamasina ragmen hi¢ gebelik
olusmamast durumu primer infertilite olarak degerlendirilirken, en az bir gebelik
gerceklesmesinden sonra en az bir yil siireyle korunmamaya ragmen gebelik
olusmamasi durumu sekonder infertilite olarak tanimlanmaktadir. WHO’nun 2004
yilindaki gelismekte olan tlkelerdeki infertilite raporuna gore, diinyada iireme
cagindaki ciftlerde primer infertilite oran1 farkli cografik bolgelere bagli olarak
yaklasik %3,9 ile %16,8 arasinda degismektedir. Bahsi gecen raporda Tiirkiye’de 25-
49 yag aras1 kadinlarda primer infertilite insidansinin %8,5 oldugu bildirilmistir
(ORC Macrove ark., 2004).

Infertilite olusumunda kadin ve erkek kaynakli faktorlerin goriilme siklig
benzer oranlardadir (Sadock ve ark., 2003). WHO’nun 1982-1985 yillar1 arasinda
cok merkezli olarak gerceklestirdigi bir arastirma sonucunda, infertilite olgularinin
%20’sinin erkek faktoriinden, %38’inin kadin faktériinden ve %27’sinin her iki
faktorden kaynaklandigi goriilmiistiir. Bunun yani sira, olgularin %15’inin ise kadin
ve erkekte infertilite nedeni olabilecek bir patolojinin saptanmadigi, nedeni
aciklanamayan faktorlerden kaynaklandigi saptanmaktadir. (World Health
Organization, 1987). Kadin ve erkek faktorlerine bagli infertilite nedenleri Tablo

1’de gosterilmistir.



Tablol. Kadm ve erkek infertilite sebepleri (Colgar, 2006).

Kadin faktorlii infertilite sebepleri

Kronik hiperandrojenik anovulasyon
Santral defektler Hiperprolaktinemi
Hipotalamik yetmezlik

Pituiter yetmezlik
(Travma, tiimér, konjenital)

Gonadal disgenezis
Prematiir ovaryan yetmezlik
Ovaryan timor
Ovaryan rezistans
Tiroid hastaligt
Karaciger hastalig1
Metabolik hastaliklar Bobrek hastaligi
Obezite
Androjen fazlalig
Appendisit
Enfeksiyon Pelvik enflamatuar hastalik
Uterin adezyonlar (Asherman sendromu)

Ovulatuvar Faktorler Periferal defektler

Pelvik Faktorler

Endometriozis
Dietilstilbestrol (DES)'e maruz kalma

Yapisal Anomaliler Reprodiiktif sistemin anormal flizyonu
Myom
by, DES' e maruz kalma
Konjenital et -
. b Miillerian kanal anomalileri
Servikal faktorler - -
. Cerrahi tedavi
Akkiz

Enfeksiyon

Erkek Faktorlii infertilite sebepleri
Hipotalamik disfonksiyon (Kallman sendromu)
Pituiter yetmezlik (Tiimér, radyasyon, cerrahi)
Hiperprolaktinemi (ilag, timor)
Eksojen androjenler
Tiroid hastaliklari
Adrenal hiperplazi
Konjenital vasa deferens yoklugu
Anatomik bozukluklar ~ Vasa deferens tikanikligi
Ejakulatuvar sistemin konjenital anomalileri
Kromozomal bozukluklar
Kabakulak orsiti
Kriptorsidizm
Kimyasal maddelere ve radyasyona maruz kalma
Sillia yoklugu (Kartagener sendromu)
Anormal motilite Varikosel
Antikor yapimi
Retrograd ejakulasyon
Sekstiel disfonksiyon impotans
Libido azalmasi

Endokrin hastaliklar

Anormal spermatogenez

2.2.Infertilitede Erkek Faktorii

Erkek faktoriine bagl infertilite, fertil bir kadinla 12 ay veya daha uzun siire
boyunca korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebelik elde edilememesi durumudur
(World Health Organization, 1999). Periyodik araliklarla (1 hafta) toplanmisg semen
orneklerinden gerceklestirilen sperm analizlerinde WHO’nun belirledigi normal
semen parametrelerinin  altinda degerlere sahip erkekler infertil olarak

tamimlanmaktadir (Plachot ve ark., 2002). Erkek infertilitesine yol agan nedenler 4



grupta incelenmektedir. Bunlar idiyopatik, obstriikktif (ektra-testikiiler), primer
(testikiiler) ve sekonder (pre-testikiiler) nedenlerdir (Bhasin ve ark., 2004; Cocuzza
ve ark., 2013; Plachot ve ark., 2002; Winters ve ark., 2014).

2.2.1.Erkek Faktoriniin Siniflandirilmasi

2.2.1.1.idiyopatik infertilite

Idiyopatik infertilite, olgularin %10-50’sinde gozlenmektedir. Bu olgularda
gebe kalamama tek bir faktdre baglanamaz. Hastalarda testesteron (T), follikiil
stimiilan hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH) diizeyleri normal seviyelerde
goriilmekte, ancak sperm sayisi ve/veya morfolojisi ve/veya hareketliliginde
anormallikler saptanmaktadir. Buna ragmen hastalarin fiziksel muayenelerinde
herhangi bir patoloji ortaya konamamaktadir. Bu tiir infertilitenin depresyon, gesitli
cinsel bozukluklar, cinsel tatmin ecksikligi ve buna eslik eden duygusal
rahatsizliklarla iliskili olabilecegini ifade eden goriisler olmakla birlikte, literatiirde
L-carnitine, L-acetylcarnitine ve Coenzyme Q-10 gibi mikroelementlerin eksikliginin
de bu tip infertilitenin olusmasinda 6nemli rol oynadigi ifade edilmektedir (Balercia

ve ark., 2004; Barazani ve ark., 2014; Sheweita ve ark., 2005).

2.2.1.2. Obstriiktif (Ektra-testikiiler) Infertilite

Ekstra-testikiiler infertilite hatali sperm transportu, cinsel iliskinin
gerceklesmemesi veya ejakulasyon bozukluklari ile iligkilidir. Etiyolojik agidan
bakildiginda, baz1 ilaclarin yan etkileri, post-operatif komplikasyonlar veya ziihrevi
hastaliklar ile iliskili olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica, kistik fibroz gibi bazi
sistemik hastaliklar ve Vas deferens'in konjenital bilateral aplazisi olarak tanimlanan
spermatik kanallarin tikanikligi bu tiir infertiliteye sebep olmaktadir (Bhasin ve ark.,
2007; Cocuzza ve ark., 2013; Winters ve ark., 2014).



2.2.1.3. Primer (Testikiiler) infertilite

Testikiiler infertilite hiicresel diizeyde, Sertoli veya Leydig hiicrelerinde
goriilen bir bozukluktur. Erkek infertilitesinin baslica nedenidir. Kromozomal
bozukluklar, Klinefelter sendromu gibi konjenital defektler, varikosel, omurilik
yaralanmalari, testis kanseri, enfeksiyon vb. hastaliklarin yanisira kemoterapi,
radyoterapi, alkol, kokain, nitrofurantoin, sulfasalazin, kolsisin gibi bazi ilaglarin
kullanimindan kaynaklanmaktadir (Aksglaede ve ark., 2013; Tournaye ve ark.,
2012).

2.2.1.4 Sekonder (Pre-testikiiler) Infertilite

Pre-testikiiler infertilite hipotalamo-hipofizer aksin bozukluklarindan
kaynaklanmaktadir. Bu tip infertilite ¢cogunlukla tiimorler, enfeksiyonlar, travma ve
merkezi sinir sistemindeki vaskiiler degisimler tarafindan tetiklenmektedir. Ayrica,
endokrin, sistemik veya genetik hastaliklarin (Kallmann sendromu) bir semptomu
olarak gozlenebilmektedir. Hipotalamo-hipofizer sistemin fonksiyonlar1 androjenler
(T, anabolik steroidler), yiikksek doz kortikosteroidler, siproteron veya spironolakton
gibi bazi ilaglarin yliksek dozda kullanimi sonucu bozulabilmektedir. Pre-testikiiler
infertilite erkek infertilitesinin %2’sini olusturan hipogonadotropik hipogonadizmi
(HH) tetiklemektedir. HH, FSH ve LH saliniminin bozulmasina yol agarak testislerin
yetersiz stimulasyonuna sebep olmaktadir (King ve ark., 2012; Silveira ve ark.,
2013).

2.2.2. Infertilitede Erkek Faktériiniin Belirlenmesi

Infertilitenin erkek kaynakli olup olmadigmin belirlenebilmesi igin rutin
incelemede en yaygin olarak arastirilan parametreler; rutin semen analizi ile
belirlenen sperm konsantrasyonu, sperm morfolojisi ve sperm hareketliligidir
(Colgar, 2006; Silveira ve ark., 2013). Rutin semen analizi spermin canlilik derecesi
hakkinda fikir versede, ejakulattaki progressif motil sperm orani %40’ altinda
oldugu durumlarda sperm vitalitesini belirlemede eozin boyama, eozin-nigrozin
boyama veya hipoozmotik sisme (HOS) testi gibi hiicre membran biitiinliigiiniin

degerlendirildigi analizler uygulanmaktadir.



2.2.2.1.Rutin Semen Analizi

2.2.2.1.1. Sperm Konsantrasyonu
Saglikli erkeklerde 2-3 giinliik cinsel perhizden sonra mastiirbasyon yoluyla
elde edilen ejakulat hacmi referans degerleri 1,4 ml ile 1,7 ml arasinda degismektedir
(Trevor ve ark. 2010). WHO 2010 kriterlerine gore saglikli erkeklerde olmasi
beklenen sperm sayist her ejakulatta 39 (33-46) milyon olup toplam sperm
konsantrasyonu 15 (12-16) milyon/ ml’dir. 15 milyon/ml’den az sperm sayisi
“oligozoospermi” olarak tarif edilmektedir (World Health Organization, 2010).
Oligozoospermia gegici veya kalici bir durum olabilmektedir. Oligozoospermia 3
farkli seviyede tanimlanir (Padubidri, 2011).
1. Hafif oligozoospermia: 10-15 milyon sperm/ml
2. Orta oligozoospermia: 5-10 milyon sperm/mi
3. Agir oligozoospermia: <5 milyon sperm/ml
Oligozoospermianin yanisira, sperm konsantrasyonunda gozlenebilen diger
degisiklikler asagida belirtilen terimlerle ifade edilmektedir;
- Azospermia: Ejakulatta hi¢ sperm olmamasi
- Aspermia: Seminal plazma tiretiminin olmamasi
- Nekrospermia: Spermlerin 61ii olmasi

- Lokospermia: Semende l6kositlerin 1milyon/ ml’den fazla olmasi

2.2.2.1.2. Sperm Hareketliligi

Spermin hareket kabiliyeti fertilizasyon ve gebeligin gergeklesmesi igin en
onemli kosulllardan biridir. Spermin disi genital sistemde vajen, serviks ve uterus
kavitesini gecip, sekonder oositin bulundugu tuba uterinanin ampulla bdlgesine
ulasabilmesi i¢in ¢ok biiyiik mesafe kat etmesi gerekmektedir. Spermin 00siti saran
follikiil hiicrelerini, zona pellusiday1 ve 00sit hiicre membranin1 gegebilmesi igin
mutlaka yeterli miktarda hareket giiciine sahip olmasi gerekmektedir. WHO 2010
kriterlerine gore sperm motilitesi ileri progresif hareketli, hareketli ve hareketsiz
olarak derecelendirilmektedir. 37°C’de > 25um/ sn hizla hareket eden spermler hizli
hareketli, < 25um/sn hizla hareket eden spermler ise yavas hareketli olarak

tanimlanmaktadir. Ejakulattaki toplam sperm sayisi ile toplam ileri hareketli sperm



sayis1 ayr1 ayri ele alinmaktadir. Toplam hareketli sperm sayisinin %40 (38-42)’nin
altinda olmasi ve toplam ileri hareketli sperm sayisinin %32 (31-34)’nin altinda

olmas1 anormal sperm hareketliligi (astenozoospermia) olarak adlandirilmaktadir.

Spermin hareketi;

0: hareket yok

1: hareketli ancak ileri hareket yok

2: dengesiz hareketler ile yavas ve ileri hareket

3: orta hizda ileri hareket

4: hizli ileri hareket olarak derecelendirilmektedir (Alexander, 1982).

2.2.2.1.3. Sperm Morfolojisi
WHO’nun 2010 ve Kruger’in 1986 kriterlerine gore saglikli sperm
morfolojisi asagidaki gibidir (Coetzee ve ark., 1998; Kruger ve ark., 1986,
Menkveld ve ark., 1990, World Health Organization, 2010).
Bas:
- Diizgiin, oval bi¢cimli
- Uzunluk; 5-6 um
Cap; 2,5-3,5 um

- Akrozom: sperm basinin % 40-70’ini olusturmal.

Orta parca:

- Ince ve giizel hatli, eksensel olarak bagl

- 1 um genisliginde ve yaklasik olarak bas uzunlugunun 1,5 kati

- Sperm basimin yarisindan biiyiik sitoplazmik damlacigin olmamasi

Kuyruk:

- Tek, kirllmamas, diizgiin, 45 um uzunlugunda olmali, biikiilme veya halka
formasyonu olmamali.

Normal sperm morfolojisi fertilizasyon basarisi ile dogrudan ilisgkilidir.
Anormal morfolojiye sahip olan spermler genetik materyali oosit sitoplazmasina
tastyamazlar. Normal morfolojili sperm sayist %15 ve lizerinde ise hasta sperm
morfolojisi agisindan normal kabul edilmektedir. %4-14 arast normal morfolojili

sperm sayist sinir olarak kabul edilmekte ve normal sperm sayist %4’iin altinda ise



teratozoospermi olarak degerlendirilmektedir. (Coetzee ve ark., 1998; Kruger ve ark.,
1986; Menkveld ve ark., 1990; World Health Organization, 2010). Farkl

morfolojilerdeki sperm bozukluklar1 Sekil 1°de gosterilmektedir.

Bas kusurlan

Ayrillms  Biiviik Kiigiik Uzamis Bosalms Diizensiz Morfolojisi Kiigiik  Akrozomsuz
hag bozulmus akrozom

—
Bas Akrozomal - -
*Yitr YT ove
— Postakrozomal !
Boyun ___ hilge
Boyun ve Orta par¢a Kusurlari
Asimetrik Bilkiilmiis ince  Kalm Dvizensiz  Sitoplazmik damlacik
Orta parca
= P p? ¢ T ¥
Kuyruk Kusurlari
K“}Tl]k S§mal K§l ToTkl Kli Duplike Kuyruk ucn damlaeizn
Q o
Normal sperm morfolojisi Anormal sperm morfolojisi

Sekil 1. Normal ve anormal sperm morfolojileri

(http://fertilitysolutions.com.au/so-your-sperm-morphology-is-low-should-you-be-worried/).

Rutin semen analizi erkek iireme organlarinin ve hiicrelerinin yapisal ve
fonksiyonel kapasitesinin ongoriilmesine olanak saglar. Ancak, yapilan galismalar
semen parametrelerinin infertil ve fertil erkeklerde benzer ozellikte olabildigini
gostermistir (Hamada ve ark., 2011; Jarow, 2007; Lewis, 2007). Semen
parametreleri, ayn1 bireyden birka¢ gilin arayla alinan semen oOrneklerinde dahi
degiskenlik gosterebilmektedir (Jarow, 2007). Bu nedenle semen analizi sperm
fonksiyonundaki olas1 bozukluklar1 belirlemek konusunda yetersiz kalmaktadir.
Spermlerin sekonder oosite taginimi, servikal mukus ile sperm etkilesimi ve oosit ile
sperm etkilesimi gibi fertilizasyon siirecinin bir¢ok onemli asamasi konvansiyonel
semen analizi ile degerlendirilemez (Hamada ve ark., 2011). Bu nedenle rutin semen
analizi ile spermin fertilizasyon potansiyeli hakkinda elde edilen bilgi smirlidir
(Lewis, 2007). Spermin fertilizasyon potansiyeli hakkinda daha giivenilir veriler elde
edilebilmesi i¢in rutin diger semen parametrelerinin degerlendirilmesi ve semen

analizine sperm fonksiyon analizleri eklenmelidir (Hamada ve ark., 2011).


http://fertilitysolutions.com.au/so-your-sperm-morphology-is-low-should-you-be-worried/

2.2.2.1.4. Semen Analizinde Degerlendirilen Diger Parametreler

Fertil erkeklerde 1 ml ejakulatta 0,5 x10° — 1,0 x 10° polimorfoniikleer
(PMN) Iokosit ve 1 x 10° -2 x 10° toplam I6kosit bulunmaktadir (Wolff, 1995).
Ejakiilatta ¢ok fazla sayida I6kosit bulunmasi (I6kospermi, piyospermi) enfeksiyon
varligimin veya kotii sperm kalitesinin bir belirtisidir. Lokositler oksidatif saldiri
yoluyla sperm motilitesi ve DNA biitlinliigiinii bozabilirler (Aitken ve Baker, 1995;
Rossi ve Aitken, 1997; Tomlinson ve ark.,2005). Semende 6nde gelen 16kosit formu
peroksidaz pozitif graniilositlerdir. Bu nedenle, ¢jakulattaki 16kositlerin
belirlenebilmesi i¢in ilk olarak peroksidaz aktivitesi analiz edilir (Johanisson ve ark.,
2000; Wolff, 1995). Ejakiilattaki toplam peroksidaz pozitif hiicre sayis1 16kositlerin
yol actig1 inflamasyon derecesini yansitir (Wolff 1995). Peroksidaz aktivitesi
analizinin yanisira, ejakulattaki 16kosit sayisinin belirlenmesinde sperm hiicreleri ile
16kosit hiicrelerinin niikleuslar1 arasindaki boyanma ve biiylikliik farkindan da
yararlanilabilmektedir. Papanicolaou prosediiriiyle boyanmis yayma preparatlarda;
16kosit nukleuslar1 pembe gozlenen sperm nukleusuna kiyasla daha mavimsi bir
renkle boyanirlar (Johanisson ve ark., 2000). Hiicre cekirdeginin biiyiikligii de
tanimlamaya yardimci olabilir. Monositlerin ¢ekirdekleri ¢ok farkli boyutlar sergiler.
Lenfosit ¢ekirdekleri yaklagik 7 pm, makrofajlarin ise 15 pum’nin iizerinde olabilir.
Dejenerasyon ve boliinmeler hiicre ¢ekirdeginin  biiylikliiglini  olumsuz
etkilediginden, bu biiyiikliikler yalnizca bir kilavuz islevi goriir.

Immatiir germ hiicreleri; spermatidler, spermatositler ve nadiren
spermatogonialar1 igermektedir. Lokositler, ¢ok ¢ekirdekli spermatidlerle morfolojik
acidan benzerlik gosterse de Papanicolaou prosediiriiyle boyanmis yayma
preparatlarda, spermatidler pembemsi renge, PMN I6kositler ise mavimsi bir renkle
boyanir ve kolaylikla ayirdedilebilirler (Johanisson ve ark., 2000). Bununla birlikte,
ejakulatta bulunan immatiir sperm hiicreleri gelisen akrozom (Couture ve ark., 1976),
lektinler veya spesifik antikorlara 6zgii boyalarla (Ezeh ve ark., 1998; Homyk ve
ark., 1990) taninabilirler.

Semen analizinde degerlendirilmesi gereken parametrelerden biri de, sperm

otoimmiinitesine yol acarak sperm fonksiyonlarini ciddi derecede etkileyen anti-

sperm antikorlarin (ASA) varlifidir. Spermler agliitinasyon gosterirse (hareketli
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spermler birbirlerine basbasa, kuyruk-kuyruga veya karisik sekilde yapisirlar), bunun
nedeni ASA olabilir. Ancak, sperm agliitinasyonu olmaksizin da ortamda ASA
mevcut olabilir. Semendeki ASA’larin  biliyiikk cogunlugu IgA ve IgG
immiinoglobiilin antikor siniflarina dahildir. IgM antikorlar1 daha biiylik boyutlu
olduklarindan semende nadir bulunurlar (Jager ve Kremer, 1980). Sperm iizerinde
ASA varhiginin degerlendirilmesi icin direkt yontemler olan karma antiglobiilin
reaksiyonu (mikst antiglobiilin reaksiyonu, MAR) testi ve immunobead (IB) testi
kullanilir (Bronson ve ark., 1982; Clarke ve ark., 1982, 1985). Seminal plazma, kan
serumu ve ¢oziindiirilmiis servikal mukus gibi sperm igermeyen sivilarda ise ASA
varlig1 indirekt olarak degerlendirilir. Seyreltilmis, 1siyla inaktive edilmis, ASA
icerdiginden kuskulanilan sivi, seminal plazmadan yikanarak arindirilmis antikorsuz
verici spermiyle inkiibe edilir. Siipheli sivida var olan herhangi bir ASA, spesifik
olarak vericinin spermine baglanir. Daha sonra, MAR veya IB gibi direkt testler

uygulanarak ASA varlig1 degerlendirilir.

2.2.2.1.5. Sperm Fonksiyon Testleri

Insan spermlerinin fertilizasyon i¢in gerekli temel siiregleri (zona pellusidaya
baglanma, akrozomal ekzositoz, oositin vitellin membraniyla kaynagma vb.) yerine
getirme yetisinin  degerlendirilebilmesi amaciyla sperm fonksiyon testleri
gelistirilmigtir. Sperm fonksiyonunu diizenleyen molekiiler sinyal ileti yolaklari
hakkindaki bilgilerimiz arttik¢a, infertil erkeklerin spermlerinde kusurlu siireclerin
kesin dogasina iliskin ayrintili  bilgileri  olusturabilen tanisal testler

gelistirilebilecektir (Aitken ve Krausz, 2001; Virro ve ark., 2004).

11



2.2.2.1.5.1. insan Sperm-Oosit Etkilesim Testleri

Spermin zona pellusidaya baglanmasi akrozom reaksiyonunu baslatir, litik
akrozomal bilesenleri serbestlestirip bagli olanlar1 agiga ¢ikartir ve asir1 aktiflesmis
sperm kuyruklarinin ileriye dogru kamgisal hareketleriyle spermlerin itilerek zona
matriksine girmesine olanak tanir. Sperm-ZP baglanma kapasitesini degerlendirmek
icin otopsilerden alinan cansiz, fertilizasyon yetisine sahip olmayan insan oositleri,
cerrahi yolla alinan ovaryumlar veya basarisiz invitro fertilizasyon sonrasi
déllenmeyen oositler kullanilabilir. Bu testler genellikle insan oositlerinin
bulunmasindaki zorluklar nedeniyle kisitli olarak uygulanabilmektedir (Kruger ve
ark., 1991; Liu ve Baker, 1992; Liu ve ark., 2004; Yanagimachi ve ark., 1979)

2.2.2.1.5.2. insan Zona Pellusidasina Baglanma Testleri

Erkek faktoriine bagli infertilitede fertilizasyon oranimmi Onceden tahmin
etmeye yonelik testlerden biri de hemizona testidir. Bu yontemde spermin zona
pellusidaya baglanma orani 6l¢iiliir. Bir oosite ait zona pellusida mikrodiseksiyon ile
iki yarim kiireye ayrilir. Yarim kiirelerden biri kontrol spermleri ile, digeri 6zdes
konsantrasyonda hasta spermleri ile inkiibe edilir. Pipetaj sonras1 zona pellusidaya
baglanan spermler mikroskop yardimiyla sayilir. Asagidaki formiile gére Hemi zona
indeksi (HZI) hesaplanarak HZi< %30 olan spermler fertilizasyon orani diisiik
olarak, > %30 olan spermler fertilizasyon orani yiiksek olarak degerlendirilir

(Burkman ve ark.,1988).

% HZI= Zona pellusidaya penetre olan hasta sperm sayisi/ zona pellusidaya

penetre olan kontrol sperm say1six100

Farkli bir sperm- zona baglanma testinde, hasta ve kontrol spermleri farkli
renklerde floresans veren boyalar (6rn: fluorescein ve rodamin) ile isaretlenir ve ayni
zona pellusida ile 6zdes konsantrasyonda inkiibe edilirler. Pipetaj sonrasi zona
pellusidaya baglanan hasta ve kontrol spermleri mikroskopla sayilarak bir oran
bildirilir. Zona pellusidaya baglanma oraninin kontrol spermine kiyasla hasta
sperminde daha diisiik olmas1 veya hi¢ baglanmamasi genellikle bir sperm defektine

isaret eder (Liu ve ark., 1989).
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2.2.2.1.5.3. Akrozom Reaksiyonunun Degerlendirilmesi

Akrozom reaksiyonu, spermin zona pellusidaya baglanmasi sonrasi olusan bir
siiregtir.  Zona pellusida proteinlerine maruz birakilmis spermlerle akrozom
reaksiyonu degerlendirilebilmektedir (Franken ve ark., 2000; Liu ve Baker, 1994;
Liu ve Baker 1996). Fakat insan zona pellusidasinin elde edilmesindeki kisitlilik bu
testlerin yapilmasini sinirlandirmaktadir. Floresan veren maddeyle isaretlenmis
lektinler veya bir akrozom antijeni olan CD46’ya karsi olusan monoklonal
antikorlarla akrozom reaksiyonu tetiklenerek, mikroskopi veya akim sitometri
yontemi ile akrozin aktivitesi degerlendirilebilmekte ve akrozomun durumu
belirlenebilmektedir (Cooper ve Yeung, 1998; Fenichel ve ark., 1989). Normal
akrozom reaksiyonu oosit i¢ine kalsiyum girisi ile baslar. Bu nedenle iyonofor
yiikkleme (ARIC) yontemi ile oosit igine kalsiyum girisi tetiklenerek, kapasitasyona
sahip spermatozoanin akrozom reaksiyonu olusturma yetisi test edilebilir (Aitken ve

ark., 1993).

2.2.2.1.5.4. Zonasiz-Hamster Oosit Penetrasyon Testi

Zonasiz-hamster oosit penetrasyon testinde fertilizasyon kapasitesine sahip
spermin  gergeklesmesi  i¢in  spermin  gecirdigi  fizyolojik  olaylarin
degerlendirilebilmesi amaglanir. Hamster 0o0sit penetrasyon testinde insan spermleri
zona pellusidasiz hamster oositi ile insemine edilir. Bu yontem ile kapasitasyona
sahip sperm bast membranlarinin flizyon yetisine iliskin bilgi elde edinilebilmekle
birlikte, sik sik yalanci negatif sonuglar (hamster oosit testinde basarisiz olmalarina
ragmen in-vitro ve in-vivo ortamda insan oositlerini basariyla fertilize eden

spermlere sahip hastalar) bildirilmistir (WHO, 1986).

2.2.2.2. Sperm Kromatin ve DNA Yapisinin Degerlendirilmesi

Fertilizasyon ve embriyo gelisiminin kismen sperm DNA biitiinliigi ile
iligskili oldugu anlasildigindan, son 10 yildan bu yana agiklanamayan infertilite
olgularinda erkek faktoriiniin degerlendirildigi c¢alismalar spermin molekiiler
mekanizmasi iizerine yogunlagmistir (Agarwal ve ark., 2003; Lewis ve ark., 2013).

Sperm DNA’sinda histonlarin yaklagik %85’ inin yerini protaminler alir ve igi
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kromatinler ile sikica sarili olan toroid adi verilen yapilari olusturur. Epididimis
icinde, protaminler disiilfid ¢apraz bagli olarak bulunurlar (Agarwal ve ark., 2003;
Esteves, 2014; Sekil 2) ve sperm DNA’sinin 00site tasinmasi sirasinda olusabilecek
hasarlara kars1 koruyucu gorev tistlenirler (Erenpreiss ve ark., 2006). Protaminler ile
paketlenme tamamlanamaz ise sperm DNA’s1 hasarlanmaya acik hale gelir. Sperm
DNA biitiinliigiiniin bozulmasi ile sperm DNA fragmantasyonu olusur. Sperm
DNA’sindaki tek zincir kiriklar1 hasarlar1  oositin  sitoplazmasinda tamir
edilebilmektedir. Ancak bu mekanizma DNA’nin ¢ift zincirinde olusan hasarlarda
etkin degildir. DNA hasar sitoplazma onarim esigini astiginda infertilite sebebi

olabilir (Evenson ve ark., 1999).
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Sekil 2. Sperm DNA yapilanmasi (Esteves, 2014).

Sperm DNA fragmantasyonunun etiyolojisi ¢ok faktorliidiir. Spermatogenez
sirasinda anormal kromatin paketlenmesi ve/veya yeniden diizenlenmesi, asir1 reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretimi ve/veya seminal antioksidanlarin azalmasi sperm
DNA’sinda hasarlara yol agmaktadir (Gosalvez ve ark., 2015; Moustafa ve ark.,
2004; Sakkas ve ark., 2002; Shamsi ve ark., 2008; Shamsi ve ark., 2010; Venkatesh

ve ark., 2009;). Hiicreler siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksit radikalleri
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ve nitrik oksit gibi ROS’lara karst enzimatik ve non-enzimatik savunma
mekanizmalarina sahiptir. Ancak ROS miktarinin artmast membran ve sperm
kromatin biitiinliigiinii etkileyerek DNA zincir kopmalarina ve spermatid asamasinda
eksik protaminasyona neden olur (Cocuzza ve ark., 2007; Venkatesh ve ark., 2009,
Sekil 3).

Sperm DNA hasarlarinin ikinci nedeni, ejakulattaki spermlerin apoptotik
aktivasyonudur. Apoptoz, germ hiicre sayisin1 spermatogenezde rol oynayan Sertoli
hiicrelerinin kapasitesi ile dengede tutan programli bir hiicre 6liimiidiir (Sinha Hikim
ve ark., 1999). Bu nedenle, apoptoz programlanmasinda bozukluk olusmasi semende
anormal spermatozoa varligina yol agar (Barroso ve ark., 2000; Sakkas ve ark., 1999;
Sakkas ve ark., 2002). Somatik ve testikiiler germ hiicrelerinin aksine, ejakulattaki
sperm hiicrelerinde apoptozun olusum nedeni tartismalidir (Oehninger ve ark., 2003).
Ejakulatta bulunan spermler incelendiginde, gozlenen apoptotik aktivasyon somatik
hiicrelerde goriilen programli hiicre 6liimii gibi saglikli bir siire¢ olabilecegi gibi,
spermatogenez sirasinda gelisen anormal spermlerin ortadan kaldirilabilmesi icin
gerceklesen abortif apoptoz siirecinin yetersizliginin bir sonucu olabilir (Sakkas ve
ark., 1999; Sakkas ve ark., 2002; Taylor ve ark., 2004). Ayrica gevresel toksinler,
ilaglar, kemoterapi, radyoterapi ve sigara dumanina mazur kalma, atesli hastaliklar ve
varikosel gibi hastaliklar ve ileri yas sperm DNA fragmantasyonu oranimi arttiran
diger faktorlerdir (Rubes ve ark., 2005; Sharma ve ark., 2013; Sharma ve ark., 2016)
(Sekil 3).
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Sekil 3. Sperm DNA hasarina yol acan etmenler (Agarwal ve ark., 2011)

American Urological Association (AUA) ve European Association of
Urology (EAU)nin son kilavuzlarinda sperm DNA fragmantasyonunun erkek
infertilitesi ile iliskisine yer verilmis olup, son yillarda erkek infertilitesinin
degerlendirilmesinde siklikla géz 6niinde bulundurulmaktadir (Dohle ve ark., 2012;
Jarow ve ark., 2011). Sperm DNA fragmantasyonunun belirlenmesine yonelik, histon
(anilin blue) veya niikleik aside baglanan boyalarin (akridin orange, kromomisin)
kullanildig1 histolojik veya akim sitometrik yontemler, terminal TdT-aracili dUTP-
terminal ug¢ isaretlemesi (TUNEL), kuyruk analizleri (COMET) veya spermde
kromatin dagilim1 (SCD) testi gibi rutin kullanima uygun ¢ok sayida test mevcuttur
(Tablo 2). Bu testlerin farkli klinik olgulardaki spesifik faydasi ile ilgili bilgilerimiz
heniiz yetersiz olmakla birlikte, DNA fragmantasyon testi i¢in 6zel endikasyonlar
tanimlayan aragtirmalar devam etmektedir (Esteves ve ark., 2015a ve 2015b; Zidi-

Jrah ve ark., 2016).

16



Tablo 2. Sperm DNA Fragmantayonunu belirlemede kullanilan testler (Agarwal ve ark., 2016).

Testin ad1 Prensibi Avantajlar Dezavantajlar
Acridine orange (AO) test AO, niikleik asitlere segici olarak Hizly, basit ve ucuz bir ~ Mikroskopta
baglanan bir boyadir. DNA tek iplik yOntemdir. degerlendiren kisiye

ya da ¢ift iplik kiriklarinin floresan
mikroskobunda goriintiilenmesini
saglar. AO cift iplige baglandiginda
eksitasyon: 502 nm ve emisyon: 525
nm'de 151ma yaparak yesil renk
goriintii verir. Tek iplige
baglandiginda ise eksitasyon: 460
nm ve emisyon: 650 nm'de 1g1ma
yaparak kirmizi renk goriintii verir.
Boylece DNA’da olusan kiriklarin
tipi belirlenebilir.

gore verilerde
farklilik olabilir. Bu
nedenle birbirinden
bagimsiz birden fazla
kisinin degerlendirme
yapmasi giivenilirligi
arttirir.

Aniline blue (AB) boyamast

AB olgunlagmamis spermlerde
lizince zengin histonlara yiiksek
hassasiyetle baglanan asidik bir
boyadir. Olgun spermatozoanin
yiiksek oranda protamin iceren
nukleusu ise arjinin ve sistein igerir
ve AB ile boyanmaz. Spermde AB
boyamasinin yiiksek olmasi
kromatinin diizgiin sekilde
paketlenmedigini gosterir.

Hizli, basit ve ucuz bir
yontemdir.

Mikroskopta
degerlendiren kisiye
gore verilerde
farklilik olabilir. Bu
nedenle birbirinden
bagimsiz birden fazla
kisinin degerlendirme
yapmasi giivenilirligi
arttirir.

Chromomycin A3 (CMA3) boyamasi

CMAZ3 guanin-sitozin spesifik bir
floresan boyadir ve DNA'da
protaminler ile ayn1 bolgelere
baglanir. Bu nedenle CMA3
boyamasi yiiksek oranda pozitif
oldugunda DNA'ya protamin
baglanma oranmnm diisiik oldugunu,
dolayisiyla sperm kromatinin
diizgiin sekilde paketlenmedigini
ifade eder.

Diger yontemlerle
korelasyon gosteren
gtivenilir veriler elde
edilir.

Mikroskopta
degerlendiren kisiye
gore verilerde
farklilik olabilir. Bu
nedenle birbirinden
bagimsiz birden fazla
kisinin degerlendirme
yapmasi giivenilirligi
arttirir.

Toluidine blue (TB) boyama

TB thiazin metakromatik bir boyadir
ve sperm DNA'sindaki fosfat
rezidiivlerine baglanir. TB boyasi
hasarli kromatin yapisi igerisine
yogun sekilde yerlesir ve 151k
mikroskobunda menekse mavisi bir
goriintii olusturur.

Hizl, basit ve ucuz bir
yontemdir.

Mikroskopta
degerlendiren kisiye
gore verilerde
farklilik olabilir. Bu
nedenle birbirinden
bagimsiz birden fazla
kisinin degerlendirme
yapmast giivenilirligi
arttirir.

Terminal deoxynucleotidyl
transferase (dUTP) nick end
labeling (TUNEL) analizi

dUTP'nin enzimatik olarak kirtk
DNA'nin serbest 3'OH uglarina
baglanarak goriintiilenmesini saglar.
Bu yontem hem 151k hem de floresan
mikroskobunda degerlendirme
yapmaya elverislidir. Ayrica DNA
kiriklarina dUTP baglanmasi sonucu
elde edilen 1s1ma akim sitometri
cihazinda kantitatif olarak
belirlenebilmektedir.

Hassas ve giivenilir bir
yontemdir.
Degerlendiren kisiye
gore farkls veri elde
etme orani olduk¢a
diigiiktiir. Analiz az
sayida sperm Ornegi ile
de gergeklestirilebilir.

Giivenilir sonuglar
elde edilebilmesi igin
laboratuvarlar
arasinda
standardizasyon
yapilmasi gereklidir.

SCSA

Sperm DNA'sinin 1s1 veya asidik
ortama maruz kaldiginda
denatiirasyona ugrama oranini
kantitatif olarak o6lger. AO testinin
akim sitometik versiyonudur.

Sperm DNA hasari
yiizdesi ile ilgili
giivenilir veri elde
edilir.

Pahali bir cihaz olan
akim sitometri
cihazina ve bu
cihazin kullanimi
konusunda deneyimli
teknisyenlere
gereksinim vardir.

SCD veya HALO testi

Pargalanmis DNA'l1 spermde, asit
denatiirasyonundan ve niiklear
proteinlerin uzaklastirilmasindan
sonra, par¢alanmamigs DNA'T
spermde gozlemlenen daginik DNA
dongiilerinin karakteristik bir
6zelligi olan halkasal goriintii
olugsmaz. Denatiirasyon sonucu

Basit bir testtir.

Mikroskopta
degerlendiren kisiye
gore verilerde
farklilik olabilir. Bu
nedenle birbirinden
bagimsiz birden fazla
kisinin degerlendirme
yapmasi giivenilirligi
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olugsan DNA fragmanlari 151k ve arttirir.
floresan mikroskobunda
goriintiilenerek degerlendirilir.

SCGE veya COMET analizi Parcalanmis DNA fragmanlarinin Hassas ve giivenilir bir ~ Mikroskopta
elektroforez ile degerlendirilmesine  yontemdir. Analiz az degerlendiren kisiye
dayanir. Kuyruk seklinde olusan sayida sperm Ornegiile  gore verilerde
DNA fragmanlar1 floresan de gergeklestirilebilir. farklilik olabilir. Bu
mikroskobunda gériintiilenir. nedenle birbirinden

bagimsiz birden fazla
kisinin degerlendirme
yapmasi giivenilirligi
arttirir.

2.3.Nedeni A¢iklanamayan Infertilite

Kasim 2011°de yayinlanan Tiirkiye Saglik Uygulama Tebligi’nde hem erkek
hem de kadinin tetkiklerinin normal olmasimna ve gonadotropinlerle en az iki kez
ovulasyon indiiksiyonu ve intrauterin inseminasyon (OI+IUI) uygulanmasina
ragmen, evlilik tarihinden itibaren 3 yil veya daha uzun siireli gebe kalamama hali

aciklanamayan infertilite olarak tanimlanmaktadir (Www.sgk.gov.tr). Infertilite

olgularinin yaklasik %15°1 kadin ve erkege ait infertilite sebebi olabilecek bir
patoloji saptanmamasina ragmen, agiklanamayan baska faktorlerden dolay1
konvansiyonel gebeligin gergeklesmedigi hastalardan olusmaktadir (Hamada ve ark.,
2011).

Nedeni aciklanamayan erkek infertilitesinin antisperm antikorlarimin varhigi,
sperm DNA hasari, ROS ve sperm disfonksiyonu gibi faktorlerin varligi sonucu
olabilecegine dair goriisler mevcuttur (Hamada ve ark., 2012). Ayrica cinsel iliskinin
uygun olmayan zamanlamasi, erektil disfonksiyon veya anejakulasyon gibi koital
faktorlerin de agiklanamayan erkek infertilitesine yol acan etmenler arasinda
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu olgularda infertilite sebebinin anlasilabilmesi igin;
ayrintili bir cinsel dyki alinarak jinekolojik muayenenin yapilmasi gerekmektedir.
Ayrica otoimmiin infertilite ve sperm kusurlarimi test eden ileri tetkikler
gerceklestirilerek kapsamli  bir baslangic degerlendirmesinin  yapilmasi 6nem
tagimaktadir (Hamada ve ark., 2012).

18


http://www.sgk.gov.tr/

2.4. Uremeye Yardimc1 Tedavi Teknikleri

UYT ovaryan folikiillerden aspire edilen oositler ile ejakulattan veya cerrahi
yollar ile elde edilen spermlerin laboratuvar ortaminda bir araya getirilmesi,
fertilizasyonu ve in vitro Kkiiltir sartlarinda gelisimini takiben, embriyolarin
intrauterin kaviteye transferinin gerceklestirildigi bir tedavi siirecidir. Giiniimiizde
UYT teknolojisi tubal ve peritoneal kusurlar, endometriyozis, over yetmezligi, erkek
faktorlii infertilite ve agiklanamayan infertilite gibi pek ¢ok olgunun tedavisinde

uygulanmaktadir.

Giiniimiizde siklikla uygulanan UYT uygulamalari; IUI, IVF ve ICSI’dir.

2.4.1. intrauterin Inseminasyon (IUI)

Spermin internal servikal os hizasindan daha yukariya enjekte edilmesi
islemine IUI adi verilmektedir. Bu yontem ile vajinal asidite ve servikal mukus
bariyeri gibi faktorlerin ortadan kaldirilmasi, hareketli ve normal morfolojiye sahip
spermlerin oosite yakin mesafeye yerlestirilmesi hedeflenmektedir.

IUL infertilite tedavisinde siklikla kullanilan bir yontemdir. Erkek faktori,
servikal faktor, ovulatuvar disfonksiyon, endometriyozis, immiinolojik nedenler ve
aciklanamayan infertilite olgularinda ve cesitli ejakulatuvar ve koital sorunlarin
tedavisinde Ul uygulanabilmektedir (Duran ve ark., 2002; Lambalk ve ark., 2006;
Zikopoulos ve ark., 2005). Kasim 2011°’de yayinlanan Tirkiye Saglik Uygulama
Tebligi’ne gore agiklanamayan infertilite olgularinda Oncelikle gonadotropinlerle
“OI+IUI” tedavisi uygulanmaktadir. En az iki deneme gonadotropinlerle “OI+IUI”
tedavisi  sonrast  gebelik elde edilemedigi durumda IVF tedavisi
gerceklestirilmektedir (www.sgk.gov.tr).

IUI gibi UYT protokollerinde infertiliteye yol acan dogal engeller atlandig
halde, seminal plazmada bulunan prostaglandinler, antijenik proteinler ve ¢inko gibi
bilesenler uterus aktivitesini arttirarak ve enfeksiyon riski olusturarak gebeligin
gerceklesmesini  engelleyebilmektedir. Bu  nedenle IUI’da  ejakulattaki
spermatozoidler seminal sividan ayrilarak, hiicre dokiintiileri, germ hiicresi disindaki

hiicreler ve 6lii spermlerden arinmis, morfolojik olarak normal ve hareketli hiicreler
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elde etmek hedeflenmektedir. Bu amagla 3 farkli yontemle sperm hazirlig
yapilabilmektedir (Alexander ve ark., 1982; Cohlen ve ark., 2005; Loy ve ark., 1990;
Saridogan 1991).

1.
2.

2.4.4.

Taze ejakulat: Taze semen likefaksiyon sonrasi 2 saat iginde kullanilir.

Split ejakulat: Ejakulasyonun ilk gelen birkag damlasina split ejakulat adi
verilmektedir. Split ejakulat kullanimi ile semen konsantre edilmis ve kismen
de seminal plazmadan arindirilmis olmaktadir. Split ejakulat hastalarin %
95’inde tiim ejakulattaki spermatozoidlerin %80’ini ihtiva eder ve ayrica
prostoglandin miktar1 da daha azdir. Ancak hastalarin %5’inde tam tersi de
gbzlenebilmektedir. Bu nedenle sperm hastaya verilmeden 6nce mikroskop
altinda incelenmelidir. Ejakulasyon hacmi 3mL’den fazla ise split ejakulat
kullanilabilir.

Hazirlanmis semen: IUI igin normozoospermik numuneler elde etme
amactyla semeni kiiltiir medyumuyla seyreltmek ve santrifiijleme yontemleri
kullanilmaktadir (Boomsma ve ark., 2004). Semen parametrelerinin biri veya
birka¢i anormal olan numunelerde dansite gradient santrifiijlemesi ve
dogrudan yilizdiirme (swim-up) yontemi tercih edilmektedir (Morshedi ve
ark., 2003).

In-vitro Fertilizasyon (1VF)

IVF, fertilizasyon isleminin invitro sartlarda laboratuvar ortaminda, Ozel

kiltiir ortaminda gerceklesmesi islemidir. Bu tedavi yonteminde, kontrollii ovaryan

stimiilasyon ile folikiillerin olgunlagmasi saglanir. Folikiillerde olgunlasan oositler

cerrahi

yontemle toplanir ve invitro ortamda fertilizasyon gerceklestirilir.

Fertilizasyon sonucu gelisen embriyo uterusa transfer edilir. Transferin basarisi

gebelik testi ile analiz edilir.

e Kontrollii ovaryan stimiilasyon: Folikiillerin gelisimini baslatmak i¢in Klomifen

sitrat, gonadotropinler veya aromataz inhibitorleri gibi ilaglar kullanilarak

kontrollii hiperstimiilasyon uygulanmaktadir. Bu uygulama ile c¢ok sayida

follikiiliin gelismesi ve iyi kalitede matiir oosit elde edilmesi amaglanmaktadir.
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Ovaryan stimiilasyonda hangi yontemin kullanilacagina kadmin bireysel
ozellikleri, yasi ve gonadotropin (GnRH) diizeyi gibi endokrinolojik 6zelliklerine
bakilarak karar verilmektedir (Speroff ve ark., 2005). Folikiillerin gelisimi serum
Ostradiol (E2) diizeyinin analizi ve ultrasonografik goriintiileme ile takip
edilmektedir. Normal ovaryan dongiide siklus ortasinda serum E2 diizeyi
200—400 pg/ ml olarak kabul edilmektedir. Ancak, ovulasyon ve gebelik sansinin
arttirtlabilmesi i¢in indiiksiyon tedavisi ile serum E2 diizeyi 500-1000 pg/mL
seviyesine yiikseltilmektedir (Collins, 1991). Yapilan arastirmalar uyarilmis
sikluslarda folikiil gelisimi ile serum E2 diizeyi arasinda dogrusal bir iligki

oldugunu ortaya koymustur (Hull ve ark., 1986; Tulandi ve ark., 1987).

Oositlerin toplanmasi: Ovaryan stimiilasyon sonrasi, en biiyiigii 18-19 mm olmak
lizere en az ii¢ tane 16-18 mm biyiikligiinde folikiil gelistiginde ovulasyonu
tetiklemek amaciyla kadina Korionik Gonadotropin (hCG) enjekte edilir. hCG
folikiildeki oositin normal gelisimini destekleyen ve ovulasyon sirasinda 00sitin
salimmasini uyaran bir hormondur. hCG enjeksiyonunu takiben, 34-36 saat sonra
folikiil aspirasyonu (oocyte pick-up; OPU) gerceklestirilmektedir. Folikiil sivisi
ve ic¢indeki kumulus-oosit-korona kompleksi ultrasonografi esliginde, anestezi

altinda, transvajinal yolla toplanmaktadir (Van Os ve ark., 1992).

Oosit kiltiiri ve invitro fertilizasyon: Oosit toplama islemi esnasinda kadinin
partnerinden mastiirbasyon yoluyla ejakulat toplanir. Rutin semen analizi
yapilarak toplanan spermlerin sayisi, motilitesi ve morfolojisi degerlendirilir.
Semen parametreleri dikkate alinarak ejakulat uygun metotla yikanir ve
inseminasyon i¢in hazirlanir. Fertilizasyon i¢in, I. mayoz bdliinmesini
tamamlamis, metafaz II asamasindaki sekonder oositler ile, oosit basina 20.000
progressif hareketli sperm denk gelecek sekilde, kiiltiir ortaminda inseminasyon
yapilir. Embriyo kiiltiirii 37°C’de, %98 nemli ortamda, %5 CO, ve %5 O’li
ortamda gergeklestirilir. Inkiibasyondan 16-18 saat sonra mikroskobik
degerlendirme yapilir. Erkek ve disi pronukleuslarin varhig fertilizasyonun

kanmitidir. Erkek faktorii varhiginda ya da nedeni aciklanamayan infertilite
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olgularinda IVF yerine ICSI tercih edilmektedir (Karamahmutoglu ve ark; 2014,
Cissen ve ark. 2016).

e Embriyo kiiltiirii ve transferi: Fertilizasyon gerceklestikten sonra embriyo kiiltiirii
uygulanir. Proniiklear asamadan blastosist asamasina kadar embriyo kiiltiiri
yapilir. Embriyoner gelisimin 3. (klivaj asamasi) veya 5. giinlii (blastosist
asamasi) embriyo transferi gerceklestirilir. Transfer ic¢in morfolojik

degerlendirme sonucunda en iyi kalitede embriyo segilir.

2.4.3. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Sperm parametreleri diisiik olan olgularda, motilitenin yetersizligi, anormal
kapasitasyon ve/veya akrozom reaksiyonunun bir sonucu olarak spermin zona
pellucidaya penetrasyonu  gergeklesmediginden  fertilizasyon  basarisizlikla
sonuclanir.  Ozellikle oligoasthenoteratozoospermi  (OAT) olgularinda IVF
uygulamalari sirasinda zona pellucida fertilizasyona engel olusturdugundan, olgular
bu yontemden yeterince yarar saglayamamaktadir. Bu nedenle erkek faktoriine bagh
infertilite olgularinda ve/ veya zona pellucida ve oolemma seviyesindeki gamet
etkilesimi bozukluklarinin gézlendigi olgularda ICSI yontemi kullanilarak, tek bir
spermin zona bariyerini asarak oosit i¢ine mekanik olarak enjekte edilmesi
fertilizasyon basarisin1 nemli oranda arttirmaktadir (Palermo ve ark., 2009).

ICSI uygulanan olgularda, IVF prosediirii ile benzer sekilde follikiil
stimiilasyonu uygulanir ve follikiillerin biiylimesinin ardindan oositler toplanir
(Palermo ve ark., 2009). Oosit toplama islemi sirasinda erkekten ejakulat alinir ve
rutin semen analizi ile sperm sayisi, morfolojisi ve hareketliligi degerlendirilir.
Semen parametrelerine gore, secilen ejakulata yikama prosediirii uygulanir (Palermo
ve ark., 2009). Rutin semen analizine gore sperm sayisinin yetersiz oldugu ya da
semende canli sperm belirlenemeyen olgularda perkiitan epididimal sperm
aspirasyonu (PESA) ile epididimisten, testis sperm aspirasyonu (TESA) veya
mikrocerrahi yontemiyle testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) ile testisten sperm
toplanir (Alrabeeah ve ark., 2014; Ketabchi, 2016; Park ve ark., 2015).

IVF yonteminde oosite yakin yerlestirilen 20.000 progressif hareketli
spermden birisi dogal seleksiyon ile oositi dollerken, ICSI yonteminde spermin dogal

secilim siireci atlanir ve sperm embriyolog tarafindan segilerek ooplazma igine

22



mekanik olarak yerlestirilir (Colgar, 2006; Palermo ve ark., 2009). Mikroenjeksiyon
I. mayoz bdliinmesini tamamlamig, metafaz Il asamasindaki sekonder oositlere
uygulanir.

ICSI islemi, mikromanipiilator ve inverted mikroskop kullanimi1 ile
gerceklestirilir. Oosit cam tutucu mikropipetle sabit tutulur. Spermi tasiyan cam
enjeksiyon mikropipetin, oosit i¢indeki mitoz mekigine zarar vermesini Onlemek
amaciyla, 00sitin kutup cisimcigi saat 12 veya 6 hizasinda konumlandirilir (Sekil
4A). Cam enjeksiyon mikropipeti yardimiyla morfolojisi ve motilitesi dikkate
alinarak segilen spermin kuyrugu kirilir. Bu islem kuyruk {izerine mekanik basing
uygulamasiyla gerceklestirilir. Sperm kuyrugu, ooplazma icine enjekte edildiginde
hareket etmesini engellemek ve ooplazmik aktivasyonu gergeklestirmek amaciyla
kirilir. Bu asamanin ardindan mikroenjeksiyon pipeti i¢ine ¢ekilen sperm ooplazma
icine enjekte edilir (Sekil 4B-4E). Fertilizasyon islemi tamamlandiktan sonra oosit
hiicre kiiltiir sollisyonuna almarak 37°C’de %5 CO’li etiive almir. 12-17 saat
inkiibasyon siiresi sonunda erkek ve disi proniikleus varligina bakilarak fertilizasyon

kontrol edilir (Gardner ve ark., 2004) (Sekil 4E).
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Sekil 4. ICSI. A. Oosit tutucu pipeti (solda) ve sperm enjeksiyon pipetinin (sagda) ICSI igin
hazirlanmasi. B—D. Spermin ooplazmaya enjeksiyonu E. Sperm enjeksiyon pipetinin oositten geri
cekilmesi. F. Fertilizasyon isleminden 12—17 saat sonra gézlenen 2 proniikleuslu ve 2 kutup cisimcikli
zigot (Merchant ve ark., 2011).
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2.5. Sperm Kalitesinin Arttirilmasi

Yaklasik 20 infertilite olgusundan birinde erkek infertilitesi gozlenir ve erkek
infertilitesinden  etkilenen  olgularm  ancak yarismda UYT’den  yarar
saglanabilmektedir (McLachlan, 2013). A¢iklanamayan infertilite olgularinda UYT
basarisinin arttirilabilmesinde sperm kalitesinin arttirilmast 6nemli rol oynamaktadir
(Zinaman ve ark., 2000). Yapilan arastirmalar sperm DNA hasarlarmin erkek
faktorlii  infertilitedeki olumsuz etkilerini ortaya koymustur. Bu nedenle,
aciklanamayan infertilite olgularinda saglikli bir fertilizasyon ve embriyo gelisimi
icin UYT’de kullanilacak spermlerden DNA hasar1 tastyanlarin uzaklastirilmasi ve
fertilizasyonun genomik acidan saglikli olan spermler secilerek gerceklestirilmesi
onem tagimaktadir (Bucar ve ark., 2015; Chi ve ark., 2016). Saglikli bir fertilizasyon
ve embriyo gelisimi i¢in sperm DNA fragmantasyon indeksi (DFI) nin < %22 olmasi
gereklidir (Bungum ve ark., 2007). Bu degerden daha yiiksek olan DFi’nin gebelik
ve canli dogum oranlar ile negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Bungum ve

ark., 2007). Bu amagla cesitli sperm hazirlama teknikleri gelistirilmistir.

2.5.1. Klasik Sperm Secim Yontemleri

En yaygin kullanilanlar1 standart sperm yikama teknikleri, swim-up ve
DGS’diir. Standart sperm yikama yontemlerinde santrifiij ile semen Orneginden
seminal plazma uzaklastirtlir. Ancak bu yontemler DNA hasari tagiyan spermlerin

uzaklastirilmasinda yetersiz kalmaktadir (Kishi ve ark., 2015).

2.5.1.1. Swim-up

Swim-up tekniginde motil spermler medyumun altindan iistiine dogru hareket
ederek motil olmayan spermlerden ve semen debrisinden ayrilirlar. Ejakulatta motil
sperm sayist >50-60 milyon ve/veya Ornek viskdz degilse swim-up yoOntemi

uygulanmaktadir.

2.5.1.2. Dansite Gradient Santrifiijii
DGS ile sperm hazirlama yonteminde sperm hiicreleri yogunluk santrifiijleme
esasina dayali olarak dansitelerine gore ayrilir. Morfolojik olarak normal ve anormal

olan spermlerin dansiteleri birbirinden farklidir. Normal morfolojiye sahip matiir bir
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spermin dansitesi > 1,10 g/mL iken, normal morfolojiye sahip olmayan ve immatiir
spermin dansitesi 1,06 g/mL ile 1,09 g/mL arasindadir. Oligozoospermi,
teratozoospermi, astenozoospermi vakalarinda sperm hazirlama yontemi olarak DGS
tercih edilmektedir (Karamahmutoglu ve ark., 2014; Ricci ve ark., 2009). DGS
islemi i¢in ejakulat 6rnegi silan kapl, kolloidal silika pargaciklar1 igeren bikarbonat
ve HEPES tamponlu medyum ile yikanir. Soliisyon santriifiij tiipiine doldurulur ve
ornek tliplerinin dikey pozisyonda kaldigi dikey rotora sahip bir ultrasantrifiijde
dondiiriiliir. Santrifiij islemi sirasinda ejakulatta bulunan her sperm hiicresi kendi
dansitesine uygun gradient diizeyine yerlesir. DGS tamamlandiginda, normal
morfolojiye sahip, motil ve canli sperm hiicreleri %80’lik alt fazda, anormal
morfolojili, diigsiikk motiliteli ve immotil sperm hiicreleri %40°lik iist fazda yer alir.
%401k ist faz ile seminal plazma arasinda kalan ara faz ise l10kositleri ve hiicre
debrisini igerir (Allamaneni ve ark., 2005; Beydola ve ark., 2013; Elkreem, 2016;
Temizkan ve ark., 2012) (Sekil 5). DGS ile sperm eldesinin avantajlar1 ve

dezavantajlar1 Tablo 3’te gosterilmektedir.

Semen
ornegi

Seminal plazma

Lokositler,
hiicre debrisi

Anormal
morfolojili,

Arafaz

motil ve canh
spermler

Sekil 5. Semen 6rneginden kaliteli spermlerin DGS ile toplanmasi (Abd-Elkreem, 2016)
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Tablo 3. DGS yo6ntemi ile sperm elde etmenin avantaj ve dezavantajlar

Avantajlar Dezavantajlar

Cok sayida temiz motil sperm elde edilir. Pahali bir yontemdir.

Sperm konsantrasyonu diisiik 6rneklerden de sperm eldesi Endotoksinler risk olugturur.
saglanir.

Yiiksek verimlilikle sperm elde edilir. Uzun ve zahmetli bir yontemdir.

Ejakulattaki sperm dis1 debris ve hiicreler elimine edilir.
Reaktif oksijen radikalleri azalir.
Standardizasyonu kolaydir.

Kronik viral hastaliklarda diger yontemlerden daha etkindir.

DNA fragmantasyonuna sahip sperm oranini azaltir.

Bazi olgularda, daha yiiksek kaliteli sperm elde edebilmek i¢in swim-up ve
DGS yonteminin birlikte kullanilmasi tercih edilmektedir (Semprini ve ark., 1992).
Swim-up ve DGS’nin birlikte kullanimi sayesinde, spermin morfoloji ve motilite
ozelliklerine gore ayirim saglanabildigi, bunun yaninda bu kullanimin DNA hasar1
olan spermlerin uzaklastirilmasinda etkin bir yontem oldugu rapor edilmistir.
(Ghumman ve ark., 2011; Jayaraman ve ark., 2012). Swim-up ve DGS’nin birlikte
kullantminin, yalniz DGS uygulamasina kiyasla sperm DNA kalitesi acisindan bir
tstiinliik gostemedigini bildiren galismalar da mevcuttur. (Kim ve ark., 2015; Luppi
ve ark., 2015).

2.5.2. Gelismis Sperm Secim Yontemleri

Son yillarda, saglikli sperm se¢iminde swim-up ve DGS ydnteminin yetersiz
kaldigr  olgularda, spermin membran  maturitesinin, yilizey yiikiiniin,
ultramorfolojisinin, apoptotik 6zelliklerinin ve DNA biitiinliigiiniin temel alindig

sperm ayirim yontemleri gelistirilmistir.

2.5.2.1. Hyaluronik Asit Baglanma Y 6ntemi

Sperm membran maturitesi temel alinarak gergeklestirilen ayirim yonteminde
sperm plazma membraninda hyaluronik asit (HA) baglanma bdlgesinin varligindan
yararlanilir (Huszar ve ark., 1997). Bu yontemde “PICSI dish” ad1 verilen kapta yer
alan HA’nin sabitlendigi 4 isaretli kuyucugun kenarina birer damla sperm Ornegi
damlatilir ve HA’e baglanan spemler enjeksiyon pipeti ile toplanarak ayrilir (Jakab

ve ark., 2005). Bu yontem yliksek spesifiteye sahip olsa da sperm baglanmasindan
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once hazirlik agamalarinda fazla zamana ihtiya¢ duyulabilmekte ve elde edilen sperm
sayist mikroenjeksiyon yapilacak oosit sayisi fazla oldugunda yetersiz olabilmektedir

(Huszar ve ark., 2003).

2.5.2.2. Elektroforetik Yontemler

Elektroforetik yontemler sperm yiizey yiikiiniin temel alindig1 yontemlerdir.
Normal farklilasmis spermlerde bulunan CDS52 antijeni sperm yiizeyinde bir
elektronegatif ylizey yiikii olusturmaktadir. Bu sayede normal spermler, yiizey
yiikiine bagli olarak elektroforetik yontemlerle ayrilabilmektedir (Schroter ve ark.,
1999). Sperm hazirlamada kullanilan elektroforetik yontemler;

Mikrofluidik yontem: Bu yontem ile sperm hiicrelerinin elektronegatif yiizey yiikiine
dayali olarak yiiksek kaliteli spermlerin ayirimi saglanabilmektedir (Schréter ve ark.,
1999). Mikrofluidik yontem I6kositlerin de uzaklagtirilmasini sagladigindan
spermlerin izole bir sekilde elde edilebilmesini saglar (Giuliani ve ark., 2014).

Zeta (elektrokinetik) potansiyeline dayali ayirim: Zeta potansiyeli matiir bir sperm
icin -16 ila -20 mV olup, kapasitasyon ile birlikte azalmaktadir (Della Giovampaola
ve ark., 2001; Ishijima ve ark., 1991). Yikanmis sperm Ornekleri pozitif yiiklii
santrifiij tlipline alinarak, santrifiij tiipliniin ylizeyine tutunmayan hiicrelerin
ortamdan uzaklastirllmasi sonucu zeta potansiyeline dayali sperm ayirimi
gerceklestirilebilmektedir.

Sperm sec¢iminde kullanilan elektroforetik yontemlerde santrifiij basamagi
bulunmadigindan, sonrasinda ROS olusumu goézlenmese de bu yontemler sperm
motilitesini olumsuz yonde etkilemektedir (Aitken ve ark., 1988, Chan ve ark.,
2006).

2.5.2.3. Sperm Ultramorfolojisine Dayali Ayirim

Sperm ultramorfolojisine dayali olarak gergeklestirilen ayirim yonteminde X
630 biiyiitme altinda gergek-zamanli olarak motil spermlerde, 6 sperm organelinin
(akrozom, postakrozomal lamina, boyun, kuyruk, mitokondriler ve nukleus)
morfolojisinin incelemesi (MSOME) ile normal spermin secilmesi saglanmaktadir

(Bartoov ve ark., 2002).
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2.5.2.4. Spermin Apoptotik Aktivitesine Dayah Ayirim

Spermin apoptotik aktivitesinin temel alindig1 manyetik aktivasyon ile hiicre
ayrma (MACS) yéntemi Saghk Bakanhiginin onayr ile UYT programlarinda
kullanilan, hizli, giivenilir ve invaziv olmayan bir hiicre ayirim yontemidir. Bu
yontem, immiinspesifik reaktifler kullanilarak hassas bir sekilde hiicre ayirimina
olanak saglar. Ayrilmak istenilen hiicrelere spesifik proteinler veya antikorlara
konjuge edilmis magnetik boncuklar kullanilarak, ilgili hiicrelerin magnetik olarak
isaretlenmesi esasina dayanmaktadir (McCloskey ve ark., 2003).

Erkek faktoriine baglh infertilite olgularinda uygulanan ICSI isleminde
fertilizasyon basarisini etkileyen faktorlerden biri hiicre DNA biitiinliigii bozulmamis
olan sperm hiicresinin se¢imidir. MACS ydntemi ile yiiksek DFI’ye sahip olan sperm
hiicreleri yikanmis semen i¢ginden uzaklastirilarak DNA kalitesi yiiksek sperm elde
etmek hedeflenir (Chi ve ark., 2016; Said ve ark., 2006). Hiicrenin apoptotik
aktivasyonu siirecinde, normalde sperm hiicre membraninin i¢ yiizeyinde bulunan
fosfolipidler arasinda olan PS’in yer degistirerek hiicre membraninin dis yiizeyine
taginir (Oosterhuis ve ark., 2000; Vermes ve ark., 1995). Annexin V, PS'ye karsi
yiiksek afiniteye sahip olan, fakat saglam bir sperm membranindan ge¢me
kabiliyetine sahip olmayan bir fosfolipid baglayici proteindir (Van Heerde ve ark.,
1995). Annexin V’in sperm membran yiizeyine baglanmasi, PS’nin sperm plazma
membraninin dis ylizeyinde yer aldiginin ve hiicrenin apoptozise gitmekte oldugunun
bir gostergesidir (Glander ve ark., 1999). MACS yontemi ile Anneksin V
kullanilarak apoptotik sperm hiicrelerini tanimak (Annexin V- pozitif) ve bu sperm
hiicrelerinin diger spermlerden ayrilmalarini saglamak miimkiindiir.

MACS—Anneksin V yonteminde, apoptotik olan spermatozoa membraninin
dis yiizeyinde yer alan PS’nin, paramanyetik mikrobilyelerle konjuge edilmis
Annexin V’e baglanmasi saglanir. Boylece Annexin V mikrobilyeleri iceren MACS
ile yalnizca apoptoz sinyali veren veya hiicre zar1 hasarlanmis olan hiicreler ayrilir
(Glander ve ark., 2002; Grunewald ve ark., 2001 Sekil 6). MACS—Anneksin V
yontemi, sperm dansitesi ve hareketliligine dayanan rutin sperm degerlendirme
parametrelerinden farkli olarak molekiiler diizeyde bir ayirim saglar. IVF
uygulamalarinda DNA fragmantasyonu icermeyen sperm hiicrelerinin  ayirt

edilmesinde annexin V mikrobilyeleri igceren MACS sisteminin kullanilmasinin
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kaliteli spermlerin segilimini arttirdigit ve bu sayede implantasyon ve gebelik
oranlarinin arttig1 gesitli aragtirmacicilar tarafindan rapor edilmistir (Lukaszuk ve
ark., 2015; Simopoulou ve ark., 2016). MACS yo6nteminin DGS ile birlikte
kullaniminin, yalniz DGS uygulamasina kiyasla, spermleri morfolojik 6zelliklerinin
yanisira apoptotik ozelliklerine gore de ayrilmalarini sagladigindan, sperm DNA
kalitesi agisindan daha etkin bir yontem olabilecegi ifade edilmektedir (Bucar ve

ark., 2014; Chi ve ark.,2016)

[
(=]

Sekil 6. MACS—Anneksin V yonteminin sematik diagrami. A. Kolonda yer alan semen 6rneginde yer alan, dis zarinda PS
iceren hiicreler Anneksin V ile konjuge manyetik boncuklarla ile isaretlenirler. Bu hiicreler manyetik boncuklarin miknatis
etkisi ile magnete baglanmalari sayesinde kolonun ¢eperinde tutunurlar. B. Anneksin V (+) hiicrelerin kolon g¢eperinde
tutulmasmin biyiitilmis bir goriintiisi C. Anneksin V ile isaretlenmemis hiicreler kolon ¢eperinde tutulmadiklarindan,
kolondan serbestce akarlar. Boylece apoptotik olmayan sperm hiicreleri elde edilmis olur (Said ve ark; 2008).

IVF sonrasi diisiik fertilizasyon basaris1 gosteren agiklanamayan infertilite
olgularinda MACS sisteminin sperm preparasyonunda etkinligini degerlendiren
literatiirdeki tek calisma da dansite gradient + MACS uygulamasinin apoptotik sperm
sayisint anlamli diizeyde azalttig1 rapor edilmistir (Lee ve ark., 2010). Ad1 gecen
calismada MACS sisteminin UYT uygulamasi sonrasi embriyoloji laboratuvari
sonuglarma ve klinik sonuglara etkisi degerlendirilmistir. Sperm DFi’ndeki

azalmanin UYT uygulamalarinda ve klinik uygulamalarda faydali olabilecegi

yorumunda bulunulmustur. (Chi ve ark., 2016; Lee ve ark., 2010).
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2.5.2.5. DNA Biitiinliigiine Dayali Ayirim

DNA biitiinliigiiniin temel alindig1 bir sperm ayirim yontemi olan Mikrogip
yonteminde, semende bulunan en hareketli ve saglikli spermlerin herhangi bir
kimyasal madde kullanmadan ve sperme zarar vermeden ayirimi saglanir. Mikrogip
yontemi bir giris ve ¢ikist olan, spermin intrauterin ortam, servikal ve vajinal kanal
mikrogevresine benzeyen bir mikrokanalin gomiilii oldugu, spermin bir golge
gorilntiisiinii elde edebilen lenssiz ve 1s18a duyarl bir dijital yiizeye yerlestirilmis bir
sistemdir. Bu yontemde, tiim spermlerin mikrokanal boyunca yilizmesi beklenir ve
sperm hareketliligi ger¢ek zamanli olarak kayit altina alinir. Mikrocip kanali boyunca
yiizen en hareketli spermlerin ayrilmasi saglanir (Zhang ve ark., 2011). Mikrogip
yontemi saglikli, hareketli ve morfolojik olarak normal sperm eldesi i¢in santrifiij
temelli yontemlere alternatif bir tekniktir. Bu teknikle elde edilen sperm ornekleri
swim-up yontemi ile elde edilen sperm oOrnekleri ile karsilastirildiginda, mikrogip
yontemi ile elde edilen spermlerde ROS ve DNA fragmantasyon oraninin anlamli

olgtide diistik oldugu gosterilmistir (Asghar ve ark., 2014).

2.6. Aciklanamayan Infertilite Olgularinda UYT Uygulamalari

Aciklanamayan infertilite olgularinda semen analizi, tubal aciklik,
ovulasyonun laboratuvarda tayini verileri normal olarak degerlendirildiginden dolayz,
bu olgular infertilitenin sebebi agisindan heterojen bir grup olusturmaktadirlar. Bu
olgularda ampirik olarak uygulanan bromokriptin, tiroid hormonlari, danazol ve
antibiyotik tedavilerinden basarili sonuglar elde edilememis olmakla birlikte,
kontrollii ovaryan hiperstimiilasyonu ile kadin gamet sayisinin arttirilmasinin gebelik
potansiyelini arttirabilecegine dair goriisler mevcuttur. Ancak bu olgularda semen
parametrelerine yansimayan erkek faktdrii de olabileceginden dolayi, yapilan
randomize c¢alismalar kontrollii ovaryan hiperstimiilasyonunun veya tek basina
IUT’1n etkisinin olmadigi ya da sinirda yarar sagladigini gostermistir (Colgar, 2006).

IVF yonteminde fertilizasyonun basariyla gerceklesip saglikli embriyo
geligebilmesi ic¢in oosit basina 20.000 progressif hareketli sperm hazirlanarak
laboratuvar ortaminda inseminasyon yapilmaktadir. Nedeni agiklanamayan infertilite

olgularinda bu kadar yiiksek miktarda DNA hasari olmayan sperm elde etmek
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oldukca zordur. Yapilan ¢aligmalarda bu olgularda IVF yonteminden yeterince basari
elde edilememektedir. (Hamada ve ark., 2012; Palermo ve ark., 2009).

Arastirmalar, spermatozoa'daki yiiksek DFI oranlarinin IUI ve IVF'de
dollenmede basarisizliga yol agtigim1 ve DFI yiizdesi yiiksek olan agiklanamayan
infertilite olgularinda en yiiksek gebelik basarisinin, spermin embriyolog tarafindan
secilerek oosite mekanik olarak yerlestirildigi ICSI yonteminden saglandigini
gostermektedir (Hamada ve ark., 2012; Palermo ve ark., 2009).

Aciklanamayan infertilite olgularinda UYT’nin basar1 ile sonuglanabilmesi
icin dogru UYT protokoliiniin belirlenmesinin yanisira, dogru sperm hazirlama
tekniginin uygulanmast da 6nem tasimaktadir. Giiniimiize kadar ¢ok sayida sperm
hazirlama teknigi gelistirilmistir. Bu tekniklerin temel amaci; fertilizasyon igin
zararli faktorlerin ve uterus kaslarinin kasilmasina yol acabilecek prostaglandinlerin
uzaklagtirllmasini saglamak ve sperm konsantrasyonu ve motilitesinin arttirarak

sperm kapasitesini yiikseltmektir (Mortimer, 1994).

2.7. Calismamizin Amaci

Literatiirde aciklanamayan infertilite tanisiyla UYT uygulamasma alinan
hastalarda, ayn1 hastanin oositlerinin randomizasyonuyla tek basina DG ile MACS+
DG yikama sonucu elde edilen spermlerle mikroenjeksiyonun fertilizasyon, embriyo
gelisimi ve implantasyon basarisina etkisini karsilastiran bir ¢alisma yoktur.

‘Aciklanamayan infertilite olgularinda semen parametreleri normal olan
ejakulatta, muhtemel infertilite nedeni oldugu Ongoriillen DNA fragmantasyonuna
sahip spermlerin MACS sistemi ile eliminasyonu ICSI uygulamalarinda
fertilizasyon, embriyo gelisimi ve klinik bagari oranini arttirir.” hipotezinden yola
cikarak bu ¢alisma planlanmustir.

Calismanin birinci amaci agiklanamayan infertilite UYT programina alinan
ciftlerde, DGS yoOnteminin tek basmma ve MACS yontemi ile birlikte kullaniminin
DNA biitlinliigii korunmus, kaliteli sperm elde etmedeki basarisinin karsilastirmali
olarak degerlendirilmesidir. Boylece, bu olgularda yiiksek kaliteli sperm elde etmek
icin en uygun olan yontemin belirlenebilmesi hedeflenmistir.

Calismanin ikinci amaci, IUI ve IVF ile basar1 elde edilememis

aciklanamayan infertilite olgularinda uygulanan ICSI ydnteminde, sperm se¢iminin
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dogrudan motilite ve morfolojisi degerlendirilerek uygulandigindan, morfoloji ile
DFi korelasyonu ve bu spermlerin MACS sistemi ile eliminasyonu sonuglari
degerlendirilecektir.

Calismanin iiglincii amaci, DGS yonteminin tek basina ve MACS yontemi ile
birlikte kullanimu ile diisiik kaliteli spermlerin eliminasyonu sonucu elde edilen DNA
biitiinligi korunmus spermlerin ICSI yontemi kullanilarak ooplazma igine
enjeksiyonu sonrasi laboratuvar persfektifinde fertilizasyon ve embriyo gelisimsel
potansiyeline etkisinin ve klinik perspektifle implantasyon basarisindaki roliiniin
degerlendirmesidir. Bdylece tek basina DGS uygulamasi ve DGS’nin MACS ile
birlikte uygulanmasi sonucu elde edilen spermlerin ICSI’nin basarisi tizerindeki
etkisi karsilastirilarak en uygun semen hazirlama yontemin saptanmasi

amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Populasyonu

Tez c¢alismasia, kadin ve erkek partnerde infertilite sebebi olabilecek
herhangi bir patoloji saptanmamus, sperm konsantrasyonu en az 15x10°, motilitesi en
az %40 ve normal sperm morfolojisi %1 ile %12 arasinda olan 17 agiklanamayan
infertilite olgusu dahil edildi. Olgularin tamami mevcut projenin kapsamu ile ilgili
aciklamalari iceren goniillii olur formu ile bilgilendirilerek onaylar1 alind1 (Olgularin
projeye dahil edilebilmesi icin gerekli olan etik kurul onay1 Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulunun 06.02.2017 tarihli ve 2017-17/02 nolu karari ile alinmistir).
Tezin gerceklestirilecegi olgulardan, masturbasyon yolu ile steril plastik kaplar
icerisine ejakulat 6rnegi alindi. Semen 6rnekleri likefaksiyonun gergeklesmesi icin
37°C’deki inkiibator iginde 30 dk bekletildi. Semen 6rneklerinin likefaksiyon siiresi,
inkiibasyon sonras1 goriiniimii ve rengi degerlendirilerek kaydedildi. Ayrica “Makler
sayim kamarast” kullanilarak sperm konsantrasyonu ve motilitesinin mikroskobik

degerlendirmesi yapildi.

3.2. Deney Gruplarin Olusturulmasi ve Mikroenjeksiyon i¢in Spermlerin
Hazirlanmasi

Mikroenjeksiyonda kullanilacak semen materyalinin hazirlanmas: siirecinde,
hastadan  alman ejakulat Orneginin  sperm  konsantrasyonu, motilitesi

degerlendirilerek kaydedildi. Ejakulat 6rnegi iki kisima ayrildi.

1. kisim; calismada Grup 1’1 olusturan oositlerin mikroenjeksiyonunda
kullanilan, sadece DGS yontemi ile yikanan sperm materyali
2. kisim; c¢alismada Grup 2’yi olusturan oositlerin mikroenjeksiyonunda

kullanilan, MACS+ DGS yontemi ile yikanan sperm materyali
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3.2.1. Dansite Gradient Yontemi ile Sperm Eldesi
Ejakulattan DGS yontemi ile sperm eldesi i¢in "ISolate density gradient sperm

separation solutions" (gradient soliisyonu) kullanildi.

Protokol:

- Tim soliisyonlar, pH dengesinin saglanmasi i¢in, yikama isleminden bir giin
once 37°C’de, %98 nem, %5 O, ve %7 CO, igeren inkiibatore konarak gece
boyunca gazlanmalari igin bekletildi.

- Tek kullanimlik 15 ml’lik steril konik santrifiij tiipii icerisine, 5 cc’lik steril
enjektor yardimi ile 0,5 ml %80 konsantrasyondaki “Alt faz gradient
soliisyonu”ndan kondu.

- “Alt faz gradient sollisyonu” nun iizerine, yeni bir 5 cc’lik steril enjektor yardimi
ile santrifiij tiipiiniin kenarindan sizdirarak, 0,5 ml %40 konsantrasyondaki
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“Ust faz gradient soliisyonu”’ndan kondu. Ust faz soliisyonunun alt faz
sollisyonu ile karismamasina 6zen gosterildi.

- “Ust faz gradient soliisyonu” nun iizerine, steril bir pastor pipeti kullanilarak,
benzer sekilde santrifiyj tiiplinlin kenarindan sizdirarak, 0,5 ml ejakulat 6rnegi
kondu. Ejakulat Orneginin st faz soliisyonu ile karismamasina Ozen
gosterildi.

- Santrifiyj tiipti 500 xg’de 15 dk santrifiij edildi.

- Santrifiij sonras, tiipiin dibinde 1 ml pellet kalacak sekilde siipernatan atildi.

- Pelletin tizerine 2 ml G-IVF yikama soliisyonu eklendi.

- Santrifijj tiipti 300 xg’de 10 dk santrifiij edildi.

- Santrifiij sonras, tiipiin dibinde 1 ml pellet kalacak sekilde siipernatan atildi.

- 2. kez pelletin lizerine 2 ml yikama soliisyonu G-I1VF eklendi.

- Santrifiij sonrasi, tiipiin dibinde 1 ml pellet kalacak sekilde siipernatan atildi.

- Mikroenjeksiyonda kullanilacak olan spermleri iceren pellet steril cam tiipe
alinarak, ICSI islemine kadar 37°C’de, %98 nem, %5 O, ve %7 CO, i¢eren

inkiibatorde muhafaza edildi.

3.2.2. Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS) Yontemi ile Sperm Eldesi

Ejakulatin likefaksiyonunun ardindan numune gradient soliisyonu ile
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yikanmadan &nce, 1-5X10" konsantrasyonundaki sperm &rnegi MACS® ART
Annexin V System kullanilarak, spermler apoptotik aktivasyonuna gore On
filtrasyondan gegirildi (Sekil 7).

Protokol:

Manyetik isaretleme:

- 100 pl sperm numunesi, tek kullanimlik 15ml’lik steril konik santrifiij tlipi

igerisinde, 200 pl “BindingBuffer” ile seyreltildi.

Santrifiij tiipii 300 xg’de 4 dk santrifiij edildi ve slipernatan atild1.

Sperm pelletinin tizerine 10 pl “Annexin V Reagent” eklendi.

Toplam hacim “Bindingbuffer” kullanilarak 50 pl’ye tamamlandi ve
pipetajlanarak homojenize edildi.
- Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi ve dis membraninda PS igeren sperm
hiicrelerinin manyetik olarak igsaretlenmeleri saglandi.
Manyetik ayirma:
Manyetik ayirimi gergeklestirmek icin kolon olarak MACS ART Column, ayirma
tinitesi olarak MACS ART Seperation Unit (Miltenyi Biotec) kullanildi (Sekil 7).

Sekil 7. MACS® ART Annexin V Sistemi (Miltenyi Biotec) ile sperm eldesi

Kolon kullanilmadan 6nce 100 pl “Binding buffer” ile durulanda.

- Manyetik olarak isaretlenmis olan sperm numunesi kolondan gegirildi.
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- Magnetik olarak isaretlenmis spermler magnete tutunurken, isaretlenmemis olan
gecis fraksiyonu toplandi.

- Magnette asili kalan isaretlenmemis gecis fraksiyonunun toplanabilmesi igin
kolon 50 pl “Binding buffer” ile yikandi.

MACS isleminden sonra, apoptotik olmayan sperm hiicre siispansiyonu 3.2.1°de

belirtildigi sekilde DGS islemine tabii tutuldu.

3.3. Mikroenjeksiyon icin Oositlerin Hazirlanmasi

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi UYT Merkezinde
kontrollii ovaryan stimiilasyon programina alinan 17 hastaya, hasta ozelliklerine
uygun olarak rekombinant veya iliriner FSH veya LH kombinasyonu uygulandi.
Hasta ozelliklerine gore luteal baskilama hastalarin ¢ogunda GnRH antogonistleriyle
belli oranlarda da agonistleriyle yapildi. Follikiilometri 2- 3 giinlik araliklarla ve
transvajinal ultrasonogrofi ile gerceklestirildi. Follikiil ¢ap1 en az 3 follikiilde 16-18
mm’ye ulastiginda oosit matiirasyonu i¢in rekombinant hCG uygulandi. Ovaryan
hiperstimiilasyon sendromu (OHSS) gelisme olasilig1 olan olgularda son matiirasyon
icin GNRH agonist uygulamasi yapildi. Son matiirasyonun tetiklemesini takiben 34-
36 saat sonra genel anestezi altinda 18 gauge igne ile follikiil aspirasyonu (OPU)
gergeklestirildi. Follikiil aspirasyonu 110-120 mm Hg basing ile gergeklestirildi ve
14 ml’lik steril cam tiiplere alinan follikiil sivisi embriyoloji laboratuvarinda
stereomikroskop altinda degerlendirildi. Follikiil sivisini  ve oosit-kumulus
kompleksini (OCC) igeren aspirattan OCC pipetle ayrildi. OCC, iizeri parafin yag
(Ovoil-VITROLIFE) ile kapli dis ortam medyumu i¢ine alinarak (G-MOPs medium-
VITROLIFE) yikanmasi gergeklestirildi. OPU islemi tamamlandiktan sonra toplanan
OCC’leri iizeri parafin yag ile kapli onceden gazlanarak pH dengesi saglanmis
fertilizasyon medyumu (G-IVF medium-VITROLIFE) igeren Kkiiltiir kaplarina
taginarak, 2-4 saat 37°C’de, %98 nem, %5 O, ve %7 CO, iceren inkiibator ortaminda
bekletildi. Inkiibasyonun ardindan kumulus ve korona radiata hiicrelerinin oositten
uzaklagtirllmasi1 amaciyla enzimatik ve mekanik denudasyon islemi gergeklestirildi.
Enzimatik denudasyon OCC kompleklerinin %2 hyaluronik asit iceren dis ortam
medyumunda yikanmasi ile, mekanik denudasyon ise farkli ¢aplarda denudasyon

pipetleriyle pipetaj uygulayarak gergeklestirildi. Denilidasyon sonrasinda tiim
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oositlerin inverted mikroskop altinda niiklear matiirasyon agamalar1 tayini yapildi.
Oositlerin niiklear matiirasyonu degerlendirilirken; germinal vezikiiliin silinmesinin
gergeklesip, 1. kutup cisimciginin atildig1 oositler sekonder oosit (metafaz II) olarak
kaydedildi ve ICSI uygulamasina alindi.

Calisma kapsamina alinan hastalarin se¢iminde; metafaz II oosit sayist en az
6 oosit olan ve oosit morfolojilerinin normal oldugu hastalar ¢alismaya dahil edildi.
ICSI 6ncesi ayn1 hastadan toplanan normal morfolojili metafaz 11 oositler randomize
edilerek 2 gruba ayrildi.

Grup 1; DGS ile yikanmig semen Orneklerinden secilen motil ve normal
morfolojili spermlerle mikroenjeksiyonunun gergeklestirildigi sekonder oositlerden
olustu.

Grup 2; MACS + DGS yontemi ile yikanmis semen Orneklerinden secilen
motil ve normal morfolojili spermlerle mikroenjeksiyonunun gergeklestirildigi
sekonder oositlerden olustu.

ICSI sonrast oositler, igerisinde 1 giin 6nceden hazirlanmis {izeri parafin yag
ile kapl1 erken donem (klivaj) embriyo kiiltiir medyumu (G1- VITROLIFE) bulunan
kiiltiir kaplari icerisinde %98 nem, %5 O, ve %7 CO, igeren inkiibator ortaminda 18
saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan oositler inverted mikroskop altinda
degerlendirilerek fertilizasyon degerlendirmesi yapildi. Erkek ve disi proniikleus
gelisimi goriilmesi fertilizasyon pozitif olarak kaydedildi ve embriyo kiiltiir siirecine
devam edildi. Embriyo kiiltiirii blastosit gelisim siirecine kadar gerceklestirildi (5+2
giin). ICSI sonras1 1. (proniikleus formasyonu), 2. (klivaj asamasinda embriyo), 3.
(klivaj asamasinda embriyo) ve 5. giin (blastosist asamasinda embriyo) embriyo
gelisimi ve kalitesi inverted mikroskop altinda degerlendirildi ve kaydedildi. OPU
sonras1 5. giin matiirasyon ve morfolojisine gore en iyi kalitede olan 1 veya 2
embriyonun transferi gerceklestirildi. Gelisimin 5. giinii blastosist asamasina
ulagamayan embriyolarin kiiltiir siiresi 2 giin daha uzatilarak, blastosist formasyonu

gerceklesen embriyolarin kriyoprezervasyonu gergeklestirildi.

3.4. Embriyo Morfolojik Degerlendirmesi

ICSI sonrast 16-18. saatte pronukleuslarin sayisi, lokalizasyonu, biiytikliigii,
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birbirine gore pozisyonlari, niikleolar prekiirsor cisimlerin (NPB, ¢ekirdek onciilleri)
sayisi, yerlesimi ve ¢evresindeki ooplazmanin morfolojik 6zellikleri degerlendirildi.
Erkek ve disi pronukleusun goriilmesi basarili fertilizasyon olarak kabul edildi
(Week ve ark; 1999).

Erken embriyoner gelisimin 2. ve 3. giiniinde erken boliinme hizi, blastomer
biiyiikliigii, blastomerlerin niiklear Ozellikleri, fragmantasyon derecesi ve erken
kompaktlagma  parametreleri g6z Oniinde bulundurularak  degerlendirildi.
Embriyolarin  grade’lenmesinde blastomer sayisi, ve blastomer yapisini+
fragmantasyon derecesini belirten derecelendirme yapild: (Orn. 6 blastomerli Grade
1 veya 2 olarak). Blastomerler su sekilde degerlendirildi:

A. Simetrik Blastomerler

B. Asimetrik Blastomerler
Fragmantasyonlar ise su sekilde degerlendirildi:

1. Fragmantasyon yok

2. %20 ve %20’den az fragmantasyon

3. %20’nin lizerinde fragmantasyon

0 Blastomerler esit biiyiikliikte, fragmantasyon yok ve sitoplazma homojen ise
embriyolar Grade 1 olarak kabul edildi.
0 Blastomerler esit biiylikliikte, fragmantasyon oranit %20 ve %?20’den az ise
embriyolar Grade 2 olarak kabul edildi.
0 Blastomerler esit biiylikliikte ya da degil ve fragmantasyon orani %20’den daha
bliylik ise embriyolar Grade 3 olarak kabul edildi.
5. gin embriyo morfolojik degerlendirmesinde; kavitasyon ilerledikge,
kompaktlagma sirasinda blastomerlerin kutuplagmasi ile 2 farkli hiicre grubu
meydana geldi:
a. Ekstra embriyonik dokuyu olusturacak Trofoektoderm
b. Embriyo gelisimini siirdiirecek i¢ hiicre kitlesi (inner cell mass-1CM)

Embriyo degerlendirilmesi yapilirken, blastosdl kavitesinin gelisimi baslamig
olan embriyolar degerlendirmeye alindi. Blastosol kavitesinin ekspansiyon orani,
ICM-TE morfolojisi, zona pellusidanin incelik-kalinlik durumu ve hatching’in

baslamasi dikkate alindi (Gardner DK ve Schoolcraft W., 1999).
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Zona pellusidanin incelik-kalinlik durumuna gore blastosist degerlendirme kriterleri
su sekilde degerlendirildi:
1) Erken Blastosist:
Blastosol embriyo hacminin yarisindan daha kii¢iik olmali.
Embriyo biiyiikliiglinde heniiz bir artis olmamali.
Zona Pellusida incelmeye baslamali
Blastosol tam olarak siviyla dolmali
Blastosistin ¢ap1 biiyiimeli
Trofoblastik hiicreler belirginlesmeli.
2-3) Blastosist:
Blastosol embriyo hacminin yaridan fazlasini ya da tamamini doldurmali.
Embriyo biiyiikliigiinde gézlenebilen bir artis olmal
Incelmis zona pellusida olmali
4) Expanded Blastosist:
Blastosol embriyoyu tamamen doldurmali
Embriyo biiytikliigli tamamen artmis olmali
Cok incelmis zona pellusida olmali
5) Zona pellusidanin kirildig1 ve embriyonun zona disina ¢ikmaya basladigi
(Hatching) Blastosist:
Trofoektodermler zona pellusida disina ¢ikmaya baslamis olmali
6) Tamamen zona pellusiadadn ¢ikmis (Hatching tamamlanmis) Blastosist:
Zona pelusidadan ayrilmis blastosist
(Gardner DK ve Schoolcraft W 1999).
- I¢ hiicre kiitlesi (ICM) durumu
0 Sikica paketlenmis ¢ok sayida hiicre bulunur (A).
0 Gevsek bir sekilde gruplasmis, ¢ok sayida hiicre vardir (B).
0 Az sayida hiicre vardir (C).
- Trofoektoderm (TE) durumu
0 Blastosisti ¢evreleyen hiicreler birbirine sikica tutunarak siralanmislardir (A).
0 Az sayida hiicre vardir gevsek bir sekilde gruplagsmislardir (B).
0 Az sayida hiicre vardir (C)
(Gardner DK ve Schoolcraft W, 1999).
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Tiim blastosdl ekspansiyon seviyelerinde (1-6) ICM ve TE morfolojisine gore
AA, AB, BA ve BB olan blastosistler Grade 1 olarak kabul edildi. ICM ve TE
morfolojisi BC, CB, CC olan blastosistler Grade 2 olarak kabul edildi.

3.5. Sperm Kalitesinin Tayini

Mikroenjeksiyon iglemleri sonrasinda Grup 1 ve Grup 2’ye ait artan sperm
orneklerinden ayr1 ayri 2 yayma preparat hazirlanarak, hematoksilen-eosin (H&E)
boyamasi yapilan preparatlar detayli morfolojik analiz icin TUNEL boyamasi
yapilan preparatlar apoptotik sperm sayis1 (%DFI)’nin belirlenmesi amaciyla

degerlendirildi.

3.5.1. Hematoksilen-Eosin Boyamasi

- DGS ve MACS&DGS uygulamalar1 sonrasinda elde edilen sperm 6rneklerinden
40 pl alinarak lam iizerine yayma preparat hazirlandi ve 1 saat oda sicakliginda
acik havada kurutuldu.

- Kuruyan preparatlar %4 paraformaldehit igerisinde 1 saat fikse edildi.

- Fiksatiften almman preparatlar oda sicakliginda kurutuldu ve +4°C’de boyama

islemi uygulanana kadar saklandi.

- Boyama giinii buzdolabinda bekletilen kesitler 3 dk %100’luk alkolde, 3 dk

%90’11k alkolde ve 3 dk %70’lik alkolde bekletildi.

- Alkolden alinan preparatlar akan musluk suyunda 3 dk bekletildi.

- Ardindan preparatlar Harris hematoksileni i¢inde 1,5 dk bekletildi.

- Kesitler mavilesinceye kadar akan musluk suyunda 5 dk siireyle yikandi.

- Amonyakli suya 7 kez batirilip ¢ikarildi.

- Akan musluk suyunda 2-3 dk durulandu.

- Eosin i¢inde 3,5 dk bekletildi.

- Preparatlar akan musluk suyunda su berraklagincaya kadar yikandi.

- %70, %90 ve %100 alkol igerisine sirastyla 10 kez batirilip ¢ikarildi.

- Ardindan ksilol igerisinde 20 dk bekletildi.

- Entellan ile kapatild1.

3.5.2. TUNEL Analizi

TUNEL analizi “ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit
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(EMD, Millipore, USA)” kullanilarak gergeklestirildi.
Soliisyonlarin hazirlanmasi:

Fiksasyon soliisyonu, Proteinaz K soliisyonu, Endojen Peroksit soliisyonu,
Stop/Wash Buffer soliisyonu ve DAB soliisyonu asagida belirtildigi sekilde
hazirlandi.

Fiksasyon soliisyonu:

Fiksasyon islemi %4 paraformaldehit (fosfat buffer saline- PBS icinde, pH: 7.4) ile

gerceklestirildi.

- 10 gr paraformaldehit 62,5 ml dH,0O igerisinde 58°C’de magnetik 1siticili blok
tizerinde ¢oziildii.

- Cozelti rengi berraklasana kadar NaOH ilave edildi.

- Hazirlanan ¢ozeltinin homojen olmasi saglandi.

- Cozelti hacmi PBS ile 250 ml’ye tamamlandi.

- Hazirlanan ¢6zelti magnetik 1siticida karistirildi.

- HCI ve NaOH kullanilarak pH: 7,4’e ayarlandi.

Proteinaz K soliisyonu:

- 30 pl proteinaz K, 70 ul PBS ile dilue edildi.

Endojen Peroksit soliisyonu:

- 5 ml %3’lik H,O, 45 ml PBS dilue edilerek 9%0,3’liik H,O, soliisyonu

hazirlandi.

TdT Enzimi:

- 77 pl reaction buffer (RB) tizerine 33 ul TdT enzim ilave edildi.

Stop/Wash Buffer Uygulamasi:

Cam sale igerisinde 2 ml stop wash buffer 68 ml dH,0 ile dilue edildi.

DAB Soliisyonu:

3 ul DAB 147 pl dilution buffer ile dilue edildi.

Protokol:

On Uygulama:
DGS ve MACS&DGS uygulamalari sonrasinda elde edilen sperm 6rneklerinden
40 pl alinarak lam {izerine yayma preparat hazirlandi.

- Preparatlar, taze hazirlanmis fiksasyon soliisyonu ile 1 saat silire ile oda

sicakliginda fikse edildi.
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Hazirlanan preparatlar TUNEL analizi gergeklestirilinceye kadar +4°C’de
muhafaza edildi. TUNEL boyama Oncesi preparatlarda degerlendirilmesi

planlanan alanin sinirlar1 Pappen ile isaretlendi.

1. Proteinaz K ile Muamele:

Taze sulandirilmig proteinaz K, pappenle ¢izili alana 20 pl gelecek sekilde
uygulandi.

Preparatlar 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Ardindan ornekler cam sale igerisinde distile suda 2x2 dk bekletildi.

2. Endojen Peroksit ile Muamele:

Preparatlar hazirlanmis %0,3’likk hidrojen peroksit igerisinde 5 dk kadar
bekletildi.
Ardindan preparatlar 2x5 dk cam sale igersinde PBS ile yikandi.

3. Equilibration Buffer (EB) ile Muamele:

Preparatlarda isaretli alanin ¢evresindeki fazla PBS kurutma kagidi ile alind1.
Her bir kesit iizerine 65 pl EB uygulanda.
Oda sicakliginda 10 sn inkiibe edildi.

4. Stop/Wash Buffer Uygulamasi:

Preparatlar Stop/Wash soliisyonu igerisinde oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

5. Anti-digoxigenin Uygulamast:

Preparatlar 3x1 dk PBS ile yikanda.

Kesitin ¢evresindeki PBS kurutma kagidi ile alind1 ve kesit {izerine 65 pl anti-
digoxigenin uygulanda.

Nemli ortamda oda sicakliginda 30 dk bekletildi.

6. PBS’de Yikama:

Preparatlar 4x2 dk PBS ile yikandi.
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7. Peroxidan Substrat ile Boyama:

- Kesit ¢cevresindeki PBS kurutma kagidi ile alind1 ve kesit lizerine 75 pl peroxidan

substrat uygulandi.

8. DAB ile Muamele:

- Kesit lizerine 6 dk siire ile DAB kromojen uygulanarak boyama gerceklestirildi.
- Optimal boyanma zamanini kontrol etmek i¢in kesit mikroskop altinda kontrol

edildi.

9. Yikama:

- Preparatlar 3x1 dk ve 1x5 dk dH,O ile yikandi.

- 3x2 dk ksilen i¢inde bekletildi.

- Kesitler entellan ile kapatildi.

- Hazirlanan preparatlar immersiyon objektifi kullanilarak 1sik mikroskobunda
goriintlilendi.

- Cekirdegi kahverengi boyanan hiicreler DNA fragmantasyonu pozitif, apoptotik
aktivasyon gosteren hiicreler olarak degerlendirildi.

- Pappenle sinirli alan i¢inde kalan sperm hiicrelerinin sayis1 belirlendi. Tim
degerlendirme ve sayimlar aym kisi tarafindan tekrar edildi. Elde edilen

kantitatif sonuglar ile %DFI degeri asagidaki formiil kullanilarak belirlendi.

% DFI= Pozitif boyanan sperm sayis1 x 100) / (Toplam sperm hiicre sayis1)
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3.6. Degerlendirme ve Istatistiksel Analiz

Tim istatistik analizler SPSS ver.20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak gergeklestirildi. Tek basma DGC veya MACS& DGC uygulamasi
sonucu elde edilen sperm drneklerinin DFI degerleri arasindaki fark, bagimsiz T testi
ile aragtir1ldi. Her iki grup iginde sperm DFI degeri ve semen morfoloji parametreleri
arasindaki iliski Pearson korelasyon analizi ile saptandi. ICSI uygulamasi sonunda,
DGC veya MACS &DGC ile elde edilen sperm 6rneklerinin oositleri fertilize etme
basaris1 bagimsiz T testi ile karsilastirildi. Tim analizlerden elde edilen sayisal
degerler ortalama+tstandart sapma olarak ifade edildi. %95 giiven araliginda, <0,05

oldugu belirlenen p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta karakteristik ozellikleri

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Uremeye Yardimci Tedavi
Merkezi’ne basvuran ve aciklanamayan infertilite tanisi ile kontrollii ovaryan
stimiilasyon ve ICSI uygulamasina alinan 17 gift dahil edildi. Ciftlerin ortalama
infertilite siireleri 6,23+0,72 y1l ve ortalama siklus sayilar1 1,47+0,17 idi.

Kadin partnerlerin yas ortalamasinin, viicut kitle indeksinin ve kadin
partnerlerin menstrual dongiiniin 3. giini E2 degerlerinin, kontrollii ovaryan
stimiilasyon protokoliinde uygulanan ortalama gonadotropin dozunun ve kontrollii
ovaryan stimulasyon sonrasi toplanan toplam oosit sayilariin istatiksel olarak
parametrik bir dagilim gosterdigi belirlendi. Kadin partnerlerin yas ortalamasi
32,1744,30 ve viicut kitle indeksi ortalamasi 25,49+3,35 olarak hesaplandi.
Stimulasyon 6ncesi bilateral antral follikiil sayilarinin, ovulasyon indiiksiyon giinii
E2 degerlerinin ve follikiil aspirasyonu sonrasi elde edilen matiir oosit sayilarinin,
biyokimyasal veri olarak serum AMH, FSH ve LH degerlerinin istatistiksel olarak
parametrik dagilim gostermedigi goriildii. Kadin partnerlerin biyokimyasal verileri
degerlendirildiginde, serum AMH diizeyi ortalamasi 2,04 (1-7,2) ng/dl, FSH degeri
ortalamas1 4,97 (3-8) mlU/ml; LH degeri ortalamas1 4,1 (1,43-10,7) mlU/ml;
menstrual dongiliniin 3. giini E2 degeri ortalamasi 41,32+12,38 ng/ml olarak
belirlendi. Kontrollii ovaryan stimulasyon protokoliinde ortalama 230,41+81,08 U
gonadotropin dozu uygulandi. Stimulasyon Oncesi bilateral antral follikiil sayilarinin
ortalamasi 11 (6-24), ovulasyon indiiksiyonunun yapildigi giin E2 diizeyi ortalamasi
2453,12 (712-7416) ng/ml olarak belirlendi. Kontrollii ovaryan stimulasyon sonrasi
toplanan toplam oosit sayist ortalamasi 12,23+4,94 ve matiir (metafaz II) oosit sayis1
12 (6-20) idi.

Erkek partnerlerin yasi, viicut kitle indeksi, semen voliimii ve biyokimyasal

verilerinde; serum FSH, prolaktin ve testosteron degerlerinin istatiksel olarak
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parametrik dagilim gosterdigi belirlendi. Erkek partnerlerin  yas ortalamasi
34,94+4,65 ve viicut kitle indeksi ortalamas1 27,48+4,24 olarak hesaplandi. Sperm
konsantrasyon ve motilitesinde istatiksel olarak parametrik bir dagilim olmadigi
gorildii. Biyokimyasal veriler degerlendirildiginde, serum FSH degeri ortalamasi
3,46+1,73 mlU/ml, prolaktin degeri ortalamas1 7+2,8 mlU/ml, testosteron degeri
ortalamasi 4,31+1,66 mlU/ml olarak belirlendi (Tablo 4).

4.2. Semen Parametreleri
Calisma kapsamina alinan 17 erkek hastanin mastiirbasyon yontemi ile alinan

ejakulatlarinin likefaksiyonu gergeklestikten sonra ortalama volimii 2,74+0,89
olarak belirlendi. Sperm konsantrasyonlar1 ortalama 52,82+22,19 x10° (16-96),
sperm motilitesi ortalamasi yiizde olarak 71,18 (41-83), 500 upl’de toplam
progressif motil sperm sayisi ortalama 17,82+6,44x10° ve normal morfolojili sperm
orani 3+2,62 olarak hesaplandi (Tablo 4).

Tablo 4.Calismaya dahil olan kadin ve erkek hastalarin demografik bilgileri

Kadin hasta Deger Standart sapma Erkek hasta Deger Standart sapma
karakteristik (min-max) karakteristik (min-max)
ozellikleri ozellikleri
32,17 4,30 34,94 4,65
Yas (24-38) Yas (27-44)
25,49 3,35 27,48 4,24
BMI (19-31,3) BMI (22-36)
2,04 1,62 3,46 1,73
AMH (ng/dI) (1-7,20) FSH (0,55-5,88)
11 4,27 7,00 2,80
Antral follikiil sayis1 (6-24) Prolaktin (2,95-10,30)
FSH (m1U/ml) 4,97 1,26 431 1,66
(3-8,01) Testosteron (2,43-7,33)
41 2,86 2,74
LH (mIU/ml) (1,43-10,7) Semen voliimii (1,50-4,50) 0,89
41,32 12,38 Sperm sayisi/1ml 52,82 22,19
E2 (ng/ml) (18-62,35) ejakulat (10% (16,00-96,00)
Ovulasyon
Indiiksiyon Giinii 2453,12 1981,93 71,18 11,89
E2(ng/ml) (712-7416) Motilite(%) (41-83)
TPMMS (10° 17,82
Gonadotrophin Dozu 230,41 81,08 (500 pl) (5-27) 6,44
(Unite) (120-360)
Toplanan oosit sayist 12,23 494 Normal Sperm 3 2,62
(0S) (6-22) Morfolojisi Sayist (1-12)
Toplam matiir oosit 12 4,40
sayis1 (MOS) (6-20)
Infertilite 6,23 0,72
stiresi (y1l) (1-12)
1,47 0,17
Siklus sayisi (1-3)
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4.3. Sperm histolojik bulgulari

Mikroenjeksiyon islemleri sonrasinda DG ve MACS-DG gruplarindan artan
sperm Orneklerinden yayma preparat hazirlanarak morfolojik anomalilerin
belirlenebilmesi amaciyla uygulanan Hematoksilen&Eosin boyamasi sonuglari ve
DFi’nin (%) belirlenebilmesi amaciyla uygulanan TUNEL boyama sonuglart

degerlendirildi.

4.3.1. DG ve MACS-DG yontemlerinin sperm morfolojisi iizerine etkisi

Hematoksilen&Eosin boyamasina gére; DG ve MACS-DG ile elde edilen
spermlerin morfolojik goriintiileri Sekil 8’de, bas, boyun, kuyruk, sitoplazmik

droplet, kirik boyun ve vakuol oranlar1 Tablo 5’ te gosterilmistir.
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Sekil 8. Hematoksilen&Eosin boyamasi sonucu gozlenen sperm morfolojileri (X100). A: Normal sperm morfolojisi, B-I: Bas
anomalileri (B: Biiyiik bag, C: Kiigiik bag, D: Uzun bas, E: Yuvarlak bas, F: Vakuol, G: Priform bas, H: Amorf bas, I:
Pinhead), i, J: Boyun anomalileri (i: Kirik boyun, J: Sitoplazmik droplet), K, L: Kuyruk anomalileri (K: Cift kuyruk, L:

Kivrik kuyruk).
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Tablo 5. Yikama oncesi, DG ve MACS-DG uygulamasindan sonra norma morfolojili sperm oranlari ve yikama sonrasi
saptanan bas, boyun, kuyruk anomalili ve sitoplazmik dropletli, kirik boyunlu ve vakuollii sperm oranlart

Olgu no 1 ]2 [3 4 5 6 [7 [8 J9 J10 111213141516 ] 17
Normal sperm morfolojisi | YO 2 3 12 |3 2 6 1 4 4 2 1 1 2 5 4 3 3
(%) DG 3 |6 |7 4 4 6 |3 [4 |5 |3 3 |4 3[4 [4 ]6 |5
MACS-DG 4 14 |6 6 5 7 [3 [3]5 |4 3 |4 [6 |8 [6 [5 |4
* Bas anomalisi | DG 61 [ 98 [ 100 [ 100 [ 98 [ 97 [ 99 | 95 [ 99 [ 95 [97 [ 91 [97 [ 98 [ 92 [ 97 | 99
Anormal (%) MACS-DG 95 [ 93|95 [ 99 [ 100 [ 99 [ 98 |94 [ 99 [ 100 |94 |81 [86 |77 |97 |96 | 100
sperm Boyun DG 36[0 [0 0 1 3 [1 [5]1 ]2 3 ]9 [3 1 7 ]2 a1
morfolojisi | anomalisi (%) | MACS-DG 0 |4 |5 0 0 0 [0 |3 |1 |oO 6 [19]12]20]2 |3 Jo
(%) Kuyruk DG 3 [2 Jo 0 1 0 |o [o o |3 0 Jo Jo [1 1 ]1 Jo
anomalisi (%) | MACS-DG 5 3 0 1 0 1 2 3 0 0 0 0 2 3 1 1 0
Sitoplazmik droplet (%)** DG 0 [2 |0 0 1 2 [10[2 [o JoO 0 |4 [2 |4 [0 [30]s
MACS-DG 0 o [2 2 2 0 [o [oJo o 0 |9 [12]24]0 J10]o
Kirik boyun (%)*** DG 0 [0 Jo 0 0 0 [2 [10]4 |2 0 [13]0 Jo Jo [2 Jo
MACS-DG 4]0 Jo 0 0 0 |2 [s o Jo 6 120 |4 [o J12]0
Vakuol (%)**** DG 0 [0 |6 7 10 [8 |6 [4 o [12 ]9 [o Jo [1 Jo |6 Jo
MACS-DG 0 o [2 0 5 2 [5 o Jo Jo 0 Jo [o |1 Jo Jo Jo

Y O=yikama &ncesi, DG=dansite gradient grubu, MACS-DG=MACS+dansite gradient grubu

*  Bag anomalisi, boyun anomalisi ve kuyruk anomalisi kendi aralarinda anormal sperm morfolojisi

temel alinarak degerlendirildi.

**  Sitoplazmik droplet anomali yiizdesi, boyun anomalileri igerisinde degerlendirildi.
**%  Kirik boyun anomali yiizdesi, boyun anomalileri i¢erisinde degerlendirildi.

***% Vakuol anomali yiizdesi, bas anomalileri icerisinde degerlendirildi.

Gergeklestirilen Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk Test’lerine gore
bulgularimizin %95 giiven aralifindaki dagilimi homojen olmadigindan, DG ve
MACS-DG yontemlerinin sperm morfolojisi ve sperm parametreleri iizerine etkisi
Mann—Whitney U testi ile degerlendirildi (Tablo 6). DG yontemi ile yikanan sperm
ornekleri, yitkama oncesi ile karsilagtirildiginda motilitesinin, toplam progresif motil
sperm sayist ve normal morfolojili sperm sayisinin istatiksel olarak anlamli sekilde
arttig1 gorilda. (sirastyla; p=0,03, p<0,01, p=0,02 Tablo 6). MACS-DG yontemi ile
yikanan sperm Ornekleri, yikama Oncesi ile karsilagtirildiginda  sperm
konsantrasyonunun azaldigi, normal morfolojili sperm sayisinin ise istatiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1 gortildi (p<0,01 Tablo 6). MACS-DG yontemi ile yikanan
sperm Orneklerinde DG ydntemine gore sperm konsantrasyonunun ve toplam
progresif motil sperm sayisinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi goriildii
(swrasiyla; p<0,01, p<0,01 Tablo 6). Anormal morfolojili sperm oranlar1 agisindan
bulgulart MACS-DG yontemi ve DG yontemi karsilastirildiginda; bir veya birden
fazla, toplamda sperm ¢ekirdeginin yaklagik 1/3’1 biiyiikliigiinde vakuol (+) sperm
oraninin MACS+DG yontemiyle yikanan sperm Orneklerinde istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azaldigi goriildii (p=0,03). DG ve MACS-DG yo6ntemleri ile

hazirlanan spermlerde motilite, bas, boyun, kuyruk anomalileri, sitoplazmik droplet
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ve kirik boyun gozlenme oranlarinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (tim

parametrelerde p> 0,05).

Tablo 6. DG ve MACS-DG’nin sperm parametrelerine ve sperm morfolojisine etkisi (n=17).

Semen ]
parametresi Ortalama Ikili karsilagtirma
- Standart Sapma
(min-max)
p degeri*

Sperm/ml (x105 | YO 52,58 (16-113) 29,15 YO-DG 0,95
DG 58,11 (21-100) 25,50 YO-(MACS-DG)  <0,01
MACS-DG 30,88 (10-60) 15,83 DG-(MACS-DG) <0,01

Motilite (%) YO 75 (41-83) 11,89 YO-DG 0,03
DG 80 (45-96) 14,29 Y.O-(MACS-DG) 0,18
MACS-DG 76,23 (33-100) 16,40 DG-(MACS-DG) 041

TPMSS(10%) YO 20,76 (7-42) 10,18 YO-DG <0,01
DG 47,58 (16-80) 22,96 Y.O-(MACS-DG) 0,38
MACS-DG 22 (5-83) 18,70 DG-(MACS-DG) <0,01

Normal ~ sperm | YO 3(1-12) 2,62 YO-DG 0,02

morfolojisi (%) DG 4 (3-7) 1,27 Y.0-(MACS-DG) <0,01
MACS-DG 4,88(3-8) 1,45 DG-(MACS-DG) 0,31

Bag anomalisi (%) | DG 94,88(92-100) 2,20 0,66
MACS-DG 94,29(96-100) 1,64

Boyun anomalisi | DG 4,41(0-36) 2,06 0,79

(%) MACS-DG 4,41(0-20) 1,57

Kuyruk anomalisi | DG 0,71(0-3) 0,25 0,27

(%) MACS-DG 1,29(0-5) 0,36

Sitoplazmik DG 3,65 (0-30) 1,76 0,56

droplet (%) MACS-DG 3,59 (0-24) 1,59

Kirik boyun (%) DG 1,94 (0-13) 0,92 0,59
MACS-DG 4,94 (0-40) 2,42

Vakuol (%) DG 4,00 (0-11) 0,99 0,03
MACS-DG 0,88(0-5) 0,41

*p degerleri Mann—Whitney U testi kullanilarak belirlendi. p < 0,05 anlamh kabul edildi.

YO=Yikama dncesi, DG=dansite gradient grubu, MACS-DG=MACS+dansite gradient grubu
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Sekil 9. Yikama oncesi, DG ve MACS-DG yontemleri ile ytkama sonrast sperm konsantrasyonu, motilitesi, total progressif
motil sperm sayis1 (TPMSS) oranlari, normal sperm morfolojisi (Grafik 1-4). DG- ve MACS+DG yontemleri ile yikanan sperm
orneklerinde vakuol igeren sperm orani (Grafik 5).
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4.3.2.

TUNEL Boyamasi Sonuclari
TUNEL analizine gore; DG ve MACS-DG ile elde edilen TUNEL (+) ve

TUNEL (-) spermlere ait goriintiiler Sekil 10°da ve her bir olgu i¢in saptanan sperm

DFI oranlar1 Tablo 7°de gosterilmektedir.

Sekil 10. TUNEL analizi sonucu (+) ve (-) olarak degerlendirilen sperm gorintiileri (X100). A: TUNEL (+), B: TUNEL (-).

Tablo 7. DG ve MACS-DG uygulamasindan sonra TUNEL analizi ile spermlerde saptanan DFI oranlar1 (%)

¢

Olgu no 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 | 15 | 16 | 17
DFi | DG 70 [ 95 | 95 |90 [80 |78 |96 [ 86 |85 | 70 [70 |88 |60 |50 [95 |60 |94
(%) MACS-

DG 30 |35 |27 |28 |10 |35 |24 [ 54 |33 |35 [60 |22 |78 |60 |72 |50 |44

bulgularimizin %95 giiven araligindaki dagilimi homojen oldugundan DG ve
MACS-DG yontemlerinin (%) DFI iizerindeki etkisi Bagimsiz T Testi ile
degerlendirildi. Sperm DNA fragmantasyon oraninin ejakulatin MACS-DG yontemi

ile hazirlanmasi sonrast anlamli sekilde azalttig1 goriilmiistiir (p< 0,01; Tablo 8, Sekil

11).

Gergeklestirilen Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk Test’lerine gore
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Tablo 8. DG (Grup 1) ve MACS-DG (Grup 2) yikama sonrast sperm DFI oranlar

N Ortalama Standart sapma p degeri*
DFI (%)(min-max)
Grup 1 17 80,12(50-96) 14,48 <0,01
Grup 2 17 41,00(10-78) 18,67

*p degerleri Bagimsiz T Testi kullamlarak degerlendirildi. p < 0,05 anlamh kabul edildi.

% DFi

120

100

80

60

40

20

DG MACS-DG

Sekil 11. DG (Grup 1) ve MACS-DG (Grup 2) yontemlerinin sperm (%) DFI oranina etkisi

DG ve MACS-DG yéntemlerine bagh olarak belirlenen (%) DFI oranlarinin

sperm morfoloji anomalileri ile korelasyonu Spearman's rho testi ile degerlendirildi.

DG ve MACS-DG uygulamalari sonrasinda saptanan (%) DFI oranlari ile anormal

sperm morfoloji arasinda anlaml bir iliski olmadig1 goriildii (p > 0,05; Tablo 9).

Sekil 12’de benzer morfolojilere sahip spermlerin DNA fragmantasyonu varliginda
TUNEL (+), DNA biitlinliigiinii koruyan spermlerde TUNEL (-) goriiniimiine ait

ornekler gosterilmistir.

Tablo 9. DG ve MACS-DG uygulamalari sonrasinda saptanan (%) DFI oranlari ile sperm morfoloji anomalileri arasindaki

iliski
Genel morfolojik degerlendirme Ayrintili morfolojik degerlendirme
Yontem (%) DFi Bag anomalisi Boyun Kuyruk Sitoplazmik  Kirik boyun  Vakuol
(%) anomalisi (%)  anomalisi (%) | droplet (%) (%) (%)
DG Korelasyon 0,32 -0,34 0,12 -0,08 -0,09 -0,16
(n=17) atsayisi (r)
p degeri* 0,21 0,18 0,64 0,77 075 0,54
MACS-DG ]'fore'asy"” 0,253 -0,309 -0,239 -0,061 -0,13 0,41
(n=17) atsayisi (r)
p degeri* 0,327 0,228 0,355 0,817 0,63 0,11

* p degerleri Spearman's rho testi kullanilarak degerlendirildi. p < 0,05 anlamh kabul edildi.
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Sekil 12. Hematoksilen&Eosin boyamasina gore benzer morfolojik anomaliye sahip spermlerin DNA fragmantasyonu varligina
gére TUNEL (+) ve TUNEL (-) goriintiileri (X100). A: Normal sperm morfolojisi, B-I: Bas anomalileri (B: Biiyiik bas, C:
Kiiciik bas, D: Uzun bas, E: Yuvarlak bas, F: Vakuol, G: Piriform bas, H: Amorf bas, I: Pinhead), i, J: Boyun anomalileri (i:
Karik boyun, J: Sitoplazmik droplet), K, L: Kuyruk anomalileri (K: Cift kuyruk, L: Kivrik kuyruk).
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4.4 Fertilizasyon Basaris1 ve Embriyo Kiiltiirii Sonuclari

Gergeklestirilen Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk Test’lerine gore

bulgularimizin %95 giiven araligindaki dagilimi homojen olmadigindan DG ve

MACS-DG yontemlerinin fertilizasyon, 2. ve 3. giin Grade 1 ve Grade 2 embriyolari

ve blastosist oranlart {izerine etkisi Mann—Whitney U testi ile degerlendirildi. Ayn1

hastanin DG ile yikanan spermle mikroenjeksiyonu gergeklestirilen oositleri (Grup 1)

ile MACS+DG ile yikanan spermle mikroenjeksiyonunun gerceklestirildigi oositlerin

(Grup 2) fertilizasyon (p=0,54), 2. giin Grade 1 ve 2 embriyo orani (sirasiyla p=0,97,

p=0,19), 3. giin Grade 1 ve 2 embriyo sayis1 (sirastyla p=0,76, p=0,27) ve 1. ve 2.

kalite blastosist gelisim orani (sirastyla p=0,59, p=0,76) arasinda anlamli bir fark

goriilmedi (Tablo 10).

Tablo 10. DG ve MACS yontemlerinin mikroenjeksiyon basarisina etkisi.

Grup 1 (n=17)

Grup 2 (n=17)

Ortalama Standart sapma Ortalama Standart sapma P degeri
(min-max) (min-max)
Fertilizasyon 73.07(0-100) 4.49 63.82 (33-100) 1.16 0.54
(%)
2. giin Grade 1 | 5.07 (0-33) 2.8 5.47 (0-33) 31 0.97
embriyo (%)
2. giin Grade 2 | 66.11(0-83) 6.33 56.58(0-100) 6.48 0.19
embriyo (%)
3. giin Grade 1 | 9.47 (0-40) 4.95 6.64(0-67) 3.6 0.76
embriyo (%)
3. giin Grade 2 | 62.00 (0-100) 7.31 51.47 (0-100) 7.46 0.27
embriyo (%)
Blastosist 26.23(0-33) 4.66 21.11 (0-67) 3.76 0.59
Grade 1
Blastosist 3.88(0-25) 2.65 1.47 (0-33) 1.47 0.76
Grade 2

*p degerleri Mann—-Whitney U testi kullamlarak degerlendirildi. p <0,05 anlamh kabul edildi.
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5. TARTISMA

Bu calismada agiklanamayan infertilite tanis1 ile UYT merkezinde ICSI
programina alinan olgularda, semen materyalini dansite gradient yontemi ile
yikamanin tek bagina ve MACS yontemi ile birlikte kullaniminin fertilizasyon hizi ve
kaliteli embriyo gelisimi tizerindeki etkisi ve iki yikama metodunun DNA biitlinliigii
korunmus, kaliteli sperm elde etmedeki basarisi karsilastirmali olarak degerlendirildi.
Bu kapsamda, calismaya dahil edilen tiim olgularda erkek partnerden alinan semen
materyali iki kisima ayrildi ve iki farkli yikama metodu (DG ve MACS-DQ) ile
yikandi. Kadin partnerden toplanan kardes (sibling) oositler iki gruba ayrildi1 ve DG
ve MACS-DG yontemleri ile elde edilen spermler ile mikroenjeksiyonlar
gerceklestirildi.  Oositlerin  fertilizasyon sonuglar1 takip edilerek, MACS-DG
yonteminin fertilizasyon bagarisini arttirici etkisi degerlendirildi. Embriyo kiiltiir
stirecinde; embriyolarin morfolojik kaliteleri takip edildi ve MACS-DG yonteminin
embriyo kalitesi ve blastosist gelisim potansiyeli {izerine etkisi degerlendirildi. DG
ve MACS-DG yontemlerinin kaliteli sperm elde etmedeki etkinlikleri detayl
morfolojik degerlendirme yapilarak, apoptotik aktivasyon gosteren sperm
eliminasyonunda etkinligi ise TUNEL yontemi ile boyama sonrast DNA
fragmantasyon orani belirlenerek karsilastirildi.

Spermatogenez siirecinde kromatinin yeniden diizenlenmesi siirecinde
gerceklesen hatalar sperm DNA fragmantasyonuna ve ejakulatta immatiir spermlerin
goriilmesine yol agmaktadir (Sakkas ve Alvarez, 2010). Saglikli bireylerde,
spermatogenez siirecinde apoptoz yoluyla anormal germ hiicreleri elimine edilir ve
ejakulatta sperm DNA fragmantasyon orani diigiiktiir. Baz1 infertilite olgularinda
spermatogenez sirasinda anormal sperm hiicrelerinde yetersiz apoptoz nedeniyle
ejakulatta DNA fragmantasyonuna sahip, abortif apoptozun gozlendigi spermlere
rastlanabilmektedir (Sakkas ve ark., 1999). Aciklanamayan infertilite olgularinda,
semen parametreleri (konsantrasyon, motilite, total progressif motil sperm sayist)

normal siirlarda olan erkek hastalarda sperm DNA fragmantasyon oraninin normal
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sinirlarmn tizerinde oldugu rapor edilmistir (Cinthia ve ark., 2014 Nunez-Calonge ve
ark., 2012). Literatiire bakildiginda, IVF ve ICSI uygulamalarinda klinik basari
tizerine etkinligi acisindan sperm DNA fragmantasyon orami olarak %9 ile %82
arasinda olduk¢a genis aralikta degerler verilmistir (Cissen ve ark., 2016). Bu
calismada agiklanamayan infertilite olgularinda semenin rutinde kullanilan dansite-
gradient yontemi ile yikanmasi sonrasinda 80,12+14,48 oraninda DNA
fragmantasyon orani goriilmiistiir. Yapilan arastirmalar ejakulatta gozlenen yiiksek
sperm DNA hasar1 ve abortif apoptoz oraninin fertilizasyon basarisizligi, embriyo
gelisimsel  potansiyelinde  azalma,  diisik  oranlarinda  ve  konjenital
malformasyonlarda artis gibi ¢esitli olumsuz sonuglarla korelasyon gosterdigini
ortaya koymustur (Aitken ve Koppers, 2011; Beshay ve Bukulmez, 2012; Shamsi ve
ark., 2011). Bu nedenle, agiklanamayan infertilite olgularinda UYT uygulamalari
sonras1 basarida kaliteli spermlerin se¢ilmesi 6nem tagimaktadir. Bu nedenle bu
calismada agiklanamayan infertilite olgularinda MACS yonteminin semen kalitesini
arttirici etkisi degerlendirilmistir.

UYT uygulamalarinda semen, sperm motilite ve kapasitasyon oranini
arttirmak, normal morfolojili, ileri progressif hareketli spermleri elde etmek ve
ejakulatta sperm DNA biitiinliigliniin bozulmasindaki temel nedenlerden biri olan
serbest oksijen radikallerini uzaklastirmak i¢in yikanmaktadir. Dansite-gradient
yontemi, her ne kadar pahali ve zahmetli bir yontem olmasma, semen
konsantrasyonu, progressif sperm sayisini azaltmasina ragmen, total motiliteyi,
progressif motilite oranini, normal morfolojili ve viabl hiicre sayisini arttirdig1 ve
apoptotik-nekrotik sperm sayisini azalttigi igin oncelikli tercih edilen bir yikama
teknigidir (Facio 2016; Ricci 2009; Karamahmutoglu 2014). Bu ¢alisma kapsamina
alinan olgular dansite-gradient yontemi yikanan semen materyali ile 2 siklus Ul
basarisizlig sonrast ICSI programina alinan olgulardir. Spermatozoa ¢ekirdegi DNA
fragmantasyonu oraninin yiiksekligi IUI basarisizligi ile direkt iligkilidir (Aziz ve
Agarwal 2008; Duran 2001). Literatiirde IUI basaris1 i¢in sperm DNA fragmantasyon
indeksi %11,5-30 arasinda verilmistir (Oleszczuk ve ark., 2012; Thomson 2011,
Vandekerckhove ve ark. 2016). Bu ¢alismada dansite-gradient yontemi ile yikama

sonrast DFI oran1 %50-96 arasinda saptanmustir. Bu oran literatiirde belirtilen oranin
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cok {lizerindedir, bu calisma kapsamina alinan olgulardaki IUI basarisizligin
aciklamaktadir.

Rutin sperm hazirlama teknikleri sedimantasyon ya da migrasyon temeline
dayanarak ayristirilmakta ve sperm kalitesine motilite ve morfoloji 6zelliklerine gore
karar verilmektedir (Akerlof ve ark., 1987; Le Lannou ve ark., 1988). Spermin DNA
biitiinligli goz oniine alindiginda, bu yontemler hasarli hiicrelerin eliminasyonunda
yeterli goriilmedigi icin, hiicrelerin ylizeysel Ozelliklerine gore ayirimini saglayan
elektroforetik bir yontem olan zeta potansiyel testi, membran maturasyona gore
ayirim saglayan hyaluronik asit baglama kapasitesi analizi ve apoptotik aktivitesine
gore ayirim saglayan MACS gibi gesitli sperm ayirma yontemleri gelistirilmistir
(Mcdowell ve ark., 2014; Nasr-Esfahani ve ark., 2012; Said ve ark., 2006; Said and
Land, 2011; Sakkas, 2013; Rappa ve ark., 2016). Zeta potansiyel testi ucuz ve
yapilmasi kolay bir yontem olmakla birlikte, oligozoospermik orneklerdeki basarisi
siirhidir (Chan ve ark., 2006) ve spermlerde motilite kaybina yol agtig1 gézlenmistir
(Chan ve ark., 2006; Kam ve ark., 2007; Kheirollahi-Kouhestani ve ark., 2009;
Razavi ve ark., 2010). Insan oositleri matiir spermleri dogal olarak baglama
yeteneginde olan hyaluronik asit ile ¢evrilidir (Nijs et al., 2009; Tarozzi et al., 2009;
Razavi et al., 2010). Hyaluronik asit tarafindan baglanan spermler normal
morfolojiye ve diisiik DNA fragmantasyonuna sahiptir (Huszar et al., 2007; Jakab et
al., 2005; Mokanszki et al., 2012; Mongkolchaipak and Vutyavanich, 2013). Ancak
bu yontemin fertilizasyon oranina, embriyo kalitesine ve gebelik oranlarma etkisi
tartismalidir (Kovacs et al., 2011; Nijs et al., 2009; Parmegiani ve ark., 2010; Pregl
Breznik et al., 2013; Tarozzi et al., 2009; Ye et al., 2006). Yedi farkli ¢alismanin
degerlendirildigi, 1437 ICSI dongiisii sonuglarmi irdeleyen bir metaanalizde
hyaluronik asit baglayici sperm se¢im tekniginin fertilizasyon ve gebelik oranlarinda
iyilesme saglamadigi rapor edilmistir (Beck-Fruchter ve ark., 2016). Hiicrelerde
normal kosullarda plazma membraninin i¢ yapraginda bulunan fosfotidilserin
apoptozun erken evrelerinde plazmanin dis yapragina transloke olur (Martin ve ark.,
1995). Fosfotidilserin translokasyonu, apoptotik sperm hiicrelerinin taninmasini ve
fagositoz yoluyla uzaklastirilmalarin1 saglamaktadir (Makker ve ark., 2008). Bu
bilgiye dayandirilarak gelistirilen MACS yonteminde, fosfotidilserine yliksek afinite

ile baglanabilme yetenegine sahip olan Annexin V manyetik mikrokiireler ile
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birlestirilir ve bir manyetik alana maruz birakilir. Bdylece apoptotik (Annexin V (+)
fraksiyon) ve apoptotik olmayan (Annexin V (-) fraksiyon) spermler, canliligindan
odiin vermeksizin elektroforetik olarak ayrilabilmektedir (Ainsworth ve ark., 2005).
MACS yonteminin literatiirde belirtilen avantajlar1 dikkate alinarak, bu calisma
kapsaminda DNA hasarli spermlerin eliminasyonunda etkinligi degerlendirilmistir.

Arastirillan sperm hazirlama yontemlerinin ise yararhigi hakkinda farkl
goriislerin  ortaya ¢ikmasinda %DFI  oram1 saptanirken kullanilan testlerin
hassasiyetinin farkli olmasinin da etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Cissen ve
ark., IVF ve ICSI uygulamasi sonucunda olusacak gebelik sansini saptayabilmek
amaciyla gerceklestirdikleri sistematik inceleme ve meta-analiz de olgularin sperm %
DF1I oranlarnin saptanmasinda TUNEL, Comet, SCSA ve SCD testlerinin etkinligini
karsilastirmislar ve TUNEL ve Comet analizlerinin DNA kiriklarinin saptanmasinda
SCSA ve SCD testlerine gore daha yiiksek spesifiteye sahip olduklarini ifade
etmiglerdir (Cissen ve ark., 2016). Bu nedenle bu g¢alismada DG ve MACS-DG
yontemleri ile elde edilen spermler TUNEL analizi ile degerlendirilerek her bir
olguya ait % DFI’i hesaplandh.

Saglik Bakanliginin 6ngordiigii sekilde, total ileri progressif motil sperm
sayisinin 5 milyon ve {izerinde oldugu infertil ¢iftlerde 2 siklus IUI uygulamasinin

basarisiz olmast durumunda UYT uygulamalarma gegilmektedir (Www.sgk.gov.tr).

Gilinlimiizde, ag¢iklanamayan infertilite olgularinda IVF-ICSI uygulamalarinin
karsilastirildigi ¢alismalarda ICSI basarisinin daha 6n planda olmasi dikkate alinarak
(Cissen ve ark. 2016; Karamahmutoglu ve ark.; 2014), ¢ogu merkezde UYT yontemi
olarak ICSI protokolii tercih edilmektedir. Literatiire bakildiginda agirlikli olarak IUI
olgular1 olmakla birlikte (Khalid ve Qureski 2011b; Romany ve ark. 2010), ICSI
uygulamalarinda MACS yonteminin etkinligini laboratuvar ve klinik parametreler
acisindan degerlendiren c¢alismalar mevcuttur. Tek basina veya MACS yontemi ile
kombine yikama yontemlerinin laboratuvar parametrelerine etkisini degerlendiren bir
calismada MACS yontemi ile sperm hazirlamani, DG yontemine kiyasla normal
morfolojili sperm sayisinda artisa yol agtigini, bununla birlikte DG islemini takiben
uygulanan MACS ve DG+swim-up teknigi birbiriyle karsilastirildiginda ise sperm
DNA fragmantasyonu, motilite ve morfoloji tizerindeki etkisi agisindan DG-Swim-

up uygulamasinin daha etkin oldugunu rapor etmislerdir (Nadalini ve ark., 2014)
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MACS ardindan DG daha etkili yapilan ¢alismalarda sperm yikama yontemi
olarak tek bagina MACS yontemi (Alvarez Sedo ve ark., 2010; Dirican ve ark., 2008;
Gil ve ark., 2013; Troya ve Zorrilla, 2015; Van Thillo ve ark., 2011) MACS sonrasi
swim-up (Nadalini ve ark., 2014; Romany ve ark., 2010) veya DG sonrasi MACS
(Khalid ve Qureshi, 2011a,b; Rawe ve ark., 2010;) yontemleri kullanilmistir. Ancak,
literatirde MACS’in standart yontemlerle kombine edildigi sperm hazirlama
yontemlerinin %DFI iizerindeki etkinligini arastiran birka¢ calisma bulunmaktadir
(Berteli ve ark., 2017; Bucar ve ark., 2015; Dirican ve ark. 2008; Nadalini ve ark.,
2014; Tavalaee ve ark., 2012). Bu makaleler MACS yonteminin tek basina ya da
diger yikama metodlariyla kombine kullaniminin semen parametrelerine etkinligi ile
ilgili ortak bir goriis olusturmamaktadir. Dirican ve arkadaslari ile Tavalee ve
arkadaslarinin sonuglarin1 destekler nitelikte, bu calismada da DG yontemi ile
yikamanin sperm konsantrasyonu, total progressif sperm sayist ve normal morfolojili
sperm orani agisindan MACS-DG yoOntemine gore daha etkin oldugu goriilmiistiir.
DNA biitiinliigii bozulmus spermlerin eliminasyonunda MACS-DG yonteminin (%)
DFI oranmi %39,12 oraninda azalttigi goriilmiistiir (p<0,01). Ayrica vakuol igeren
sperm oraninin azalmasi ICSI’de DNA biitiinliigiinii koruyan, normal morfolojili
sperm sayisini ve secilme sansini arttirmistir.

Literatiirde morfoloji ile DNA fragmantasyon indeksinin korelasyonunun
degerlendirildigi caligmalarda sperm niikleusunda goriilen vakuol sayisinin ve
biiyiikliigiiniin DNA fragmantasyon orani ile korele oldugunu vurgulayan ¢aligmalar
mevcuttur (Hammoud 2015, Pastuszek 2017). Sperm DNA biitlinliigiiniin ve niiklear
vakuollerin korelasyonunun degerlendirildigi farkli bir ¢alismada normal bas
morfolojisine sahip spermlerde vakuol varliginin sperm DNA fragmantasyonu
acisindan anlamli oldugu, agir teratozoospermik olgularda vakuol varliginin DNA
biitlinliigiinii koruyan spermi ayirdetmek acisindan anlamli olmadigi rapor edilmistir
(Lavolpe 2015). Bu calismada Kruger kriterlerine gore (Kruger ve ark., 1986)
yikama Oncesi ortalama normal morfolojili sperm oran1 %1 ve 12 arasinda olan
semen Ornekleri calisildi.  MACS uygulamasinin  vakuol igeren sperm
konsantrasyonunu azaltmasi ve buna paralel olarak sperm DNA fragmantasyon

oranimnin da %40’a yakin oranda azalmis olmasi literatiirdeki niiklear vakuol-DNA
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fragmantasyonu korelasyonunu destekler niteliktedir. MACS+DG yontemi her iki
parametreyi de olumlu yonde degistirmistir.

Literatirde MACS yoOnteminin laboratuvar ve klinik parametrelere
etkinliginin degerlendirildigi c¢alismalara bakildiginda; bir hayvan g¢alismasinda,
semen materyalleri DG yontemi ile yikanan erkek farelerin spermleri matiir ve
immatiir fraksiyonlarma ayirilmis ve matiir fraksiyonlari islem uygulamadan,
immatiir fraksiyonu ise MACS islemi sonrasi artifisyal inseminasyonda
kullanilmistir. MACS grubunda matiir sperm kullanilan gruba kiyasla gebelik
oraninda ve implantasyon sayisinda anlamli artis rapor etmislerdir (Khalid ve
Qureshi, 2011a). Ay ekip, Ul uygulanacak agiklanamayan infertilite olgularinda 3
dongli boyunca almman semen Ornekleri yalmz DG veya kombine DG-MACS
yontemini  karsilastirmiglardir.  Ag¢iklanamayan infertilite olgularinda 6zellikle
IU'nin 1. dongilistinde, MACS yodnteminin DG yontemine gore gebelik ve dogum
oranini arttirabilecegini belirtmislerdir (Khalid ve Qureshi, 2011b). IUI sikluslarinda
MACS etkinligini degerlendiren farkli bir ¢alismada swim-up ve swim-up-MACS
yonteminin sperm se¢imindeki basarisi karsilastirilmis ve iki yontemin gebelik
oraninina etkisi arasinda anlaml bir farklilik olmadigini rapor etmislerdir (Romany
ve ark. 2010). IUI uygulamalarinda oositi fertilize eden spermin testikiiler ve
epididimal matiirasyonunu tamamlamis olmasi, disi genital sisteme girisi ile birlikte
kapasitasyonunun gerceklesmesi gerekmektedir (Colgar, 2006). Ancak bu
matiirasyon siireglerini  bagariyla tamamlayan sperm oositi fertilize etme
potansiyelini kazanacaktir ve dolayisiyla, ICSI’den farkli olarak, IUI’da spermin
dogal secilimi s6z konusudur. Bu nedenle hasarli spermin MACS ile eliminasyonu
fertilizasyon ve gebelik oranini arttirmaktadir. Benzer etkinlik IVF uygulamalarinda
da goriilmektedir (Gil ve ark; 2013). ICSI uygulamalarinda MACS yonteminin
fertilizasyon basarisin1 (Van Thillo ve ark. 2011), implantasyon ve gebelik oranini
arttirdigin1 (Alvarez Sedo ve ark., 2010; Dirican ve ark. 2018; Rawe ve ark., 2010;
Troya ve Zorrilla 2015; Van Thillo ve ark. 2011), ektopik gebelik ve abortus oranini
azalttigin1 (Van Thillo ve ark. 2011) rapor eden ¢alismalar mevcuttur. ICSI protokolii
uygulanan 499 olgunun degerlendirildigi bir meta-analizin sonucunda MACS
yonteminin DG ve swim-up yontemlerine gore gebelik oranlarin1 anlamli sekilde

arttirdigr rapor edilmistir (Gil ve ark. 2013). Bunun yaninda embriyo kalitesini
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etkilemedigini (Nadalini ve ark., 2014; Troya ve Zorrilla, 2015), fertilizasyon
basarisina etkisinin olmadigini ve abortus insidansini etkilemedigini vurgulayan
calismalar da mevcuttur (Alvarez Sedo ve ark., 2010). Bu calismalarda MACS
teknigi farkli semen yikama protolleri ile birlikte ya da tek basina uygulanmis ve
pratik uygulamada kullanimu ile ilgili ortak bir goriis olugsmamistir. Ayrica yapilan
calismalarda infertilite etyolojisi agisindan bir standardizasyon yapilmamis ve oosit
faktorii ekarte edilmemistir.

Bu ¢alismada konsantrasyon ve motilite acisindan normal degerlerde, fakat
normal morfoloji oran1 normal degerlerin altinda 6rneklerde tercih edilen yikama
metodu olan dansite-gardient yontemi ile MACS+DG yo6ntemi karsilastirilarak, rutin
yaklagimlarin yeterliligi degerlendirilmek istenmistir. Infertilite sebebi olarak
yalnizca acgiklanamayan infertilite grubunun ¢aligmaya katilmasi ve fertilizasyon ve
embriyo kalitesine etkisi agisindan oosit faktoriiniin etkisini ortadan kaldirmak
amaciyla kardes (sibling) oositlerin sonuglarinin karsilastirilmast bu g¢aligmanin
olumlu yoOniidiir. Bu ¢alismada DG ve MACS-DG yikama yontemlerinin ICSI
sikluslarinda fertilizasyon basarisi ve embriyo kalitesine etkisinde bir fark
olusturmamasi, normal sartlarda ICSI uygulamalarinda sperm se¢iminde ilk kriterin
sperm motilite ve morfolojisine gore olmasi ve fertilizasyonu gergeklestirecek olan
spermin dogal se¢iliminin ekarte edilmesi seklinde agiklanabilir.

UYT uygulamalarinda sperm DNA fragmantasyonu fertilizasyon
basarisizligi, embriyo gelisim arresti, implantasyon ve gebelik oranlarinin diisiik
olmasiin sebepleri arasinda goriilmektedir (Frydman ve ark., 2008; Lewis ve ark.,
2005; Seli ve ark., 2004; Smith ve ark., 2006; Simon ve ark., 2010; Virant-Klun ve
ark., 2002; Speyer ve ark., 2010). DNA hasarina sahip bir sperm hiicresi ile oositin
fertilizasyonu gergeklesebilse de embriyoner gelisim stirecleri saglikli sekilde
gerceklesmez (Avendano ve ark., 2010; Sakkas ve ark., 2010). Ozellikle 4-8
blastomerli asamada embriyonik genomik aktivasyonun baslamasi ile birlikte
embriyoner gelisimsel silirecte duraksamalar ve arrestler goriiliir (Artley, PR.
Braude., 1992; Braude ve ark., 1988; Baran ve ark. 1995; Chandolia ve ark., 1999;
Christians ve ark., 1994; Memili ve ark., 1999; Taylor ve ark., 1997). Sperm % DFI
oraniin niikseden gebelik kayiplar1 ve diisiikk yapma orani ile pozitif korelasyon

gosterdigi ortaya konmustur (Agarwal ve Said, 2003; Zidi-Jrah ve ark., 2016).
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Fertilize oositin embriyonik gelisim siireglerini saglikli sekilde ilerletebilmesi igin
sperm %DFI’ nin < %30 olmas1 gerekliligi (Trisini ve ark., 2004; Bungum ve ark.,
2007) vurgulansa da, halen sperm DNA fragmantasyon indeksinin kabul edilmis bir
cut-off degeri yoktur (Cissen ve ark. 2016).

Rutin uygulamada sperm DNA biitiinliigiinii degerlendiren testlerin kulanimi
icin data yetersizdir. Yapilan calismalar tedavi sonuglarini belirleyici nitelikte
degildir. Bu datalarin belirsizliginin nedeni; ¢alismalarin gogunun level 2 seviyesinde
olmasi, Ornek sayilarmin kisithh olmasi, degisken hasta populasyonunun
degerlendirilmis olmasi, kadin faktoriiniin kontroliiniin eksik olmasi, metodlarin
farklilig1 ve zayif istatistiksel metodolojilerdir (Hornstein, 2016). Bu ¢aligmada, her
nekadar klinik sonuglar degerlendirme kapsamina alinmasa da, rutin klinik
uygulamalarda sperm DNA biitiinliigiiniin degerlendirilmedigi aciklanayan infertilite
olgularinda kullanilan yikama yonteminin semen parametrelerine, fertilizasyon
basarisina ve embriyo kalitesine etkisi degerlendirildi. Ornek sayis1 kisitli olmakla
birlikte, ayni infertilite alt grubuna ait hastalarin oosit ve semen orneklerin
sonuglarinin karsilastirilmis olmasi, oosit kalitesinin standardize edilmesi ve iki
yikama metodunun sibling oositlere uygulanmasi sayesinde olast kadin faktoriiniin
sonuca olumsuz etkisinin ekarte edilmesi calismanin olumlu yonleridir. DG
yontemiyle yikama sonrast %50-96 araliginda olan sperm DFi’nin, MACS
yonteminin yikama protokoliine eklenmesiyle %39,12 oraninda azaldig goriildii.

Sonu¢ olarak MACS yontemi dansite-gradient yontemi ile kombine
edildiginde sperm DNA fragmantasyon oranimmi ve DNA fragmantasyonu ile
korelasyon gdsteren niiklear vakuol igeren sperm oraninmi azaltmaktadir. Bu yontemin
fertilizasyon, implantasyon ve klinik gebelik basarisina etkisi fertilizasyonu
gerceklestirecek spermin dogal segiliminin sézkonusu oldugu IUI ve IVF
uygulamalarinda daha etkin olacagi, ICSI sikluslarinda DNA biitiinliigii bozulmus
spermlerin  eliminasyonunun fertilizasyon basarisi1  ve embriyo Kkalitesini

etkilemedigi sonucuna varilmistir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

: Mikrometre

: Aniline blue

: Acridine orange

: American Society for Reproductive Medicine Practice

Committee

: American Urological Association

: Chromomycin A3

: DNA fragmantasyon indeksi

: Dansite Gradient Santrifiijii

: Deoksiribo Niikleik Asit

: Terminal deoxynucleotidyl transferase
: Ostradiol

: European Association of Urology

: Follikiil Stimiilasyon Hormon

: Korionik Gonadotropin

: Hipogonadotropik Hipogonadizmi

: Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu

: Intrauterin Inseminasyon

. in-vitro fertilizasyon

: Kontrollii Over Hiperstimiilasyonu

: Luteinizan Hormon

: Manyetik Aktivasyon ile Hiicre Ayirma
: Oligoasthenoteratozoospermi

: Oocyte Pick-Up

: Perkiitan Epididimal Sperm Aspirasyonu
: Fosfatidilserin

: Reaktif Oksijen Seviyesi

: Testesteron

: Toluidine blue

: Testis Sperm Aspirasyonu

: Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu

: dUTP nick end labeling

: Uremeye Yardimei Teknikler

: World Health Organisation
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8. EKLER
8.1. Sekil Listesi

Sekil 1. Normal ve anormal sperm morfolojileri
(http://fertilitysolutions.com.au/so-your-sperm-morphology-is-low-should-you-be-
worried/).

Sekil 2. Sperm DNA yapilanmasi (Esteves, 2014).
Sekil 3. Sperm DNA hasarina yol agan etmenler (Agarwal ve ark., 2011).

Sekil 4. ICSI. A. Olgun oositi tutma pipeti (solda) ve sperm enjeksiyon pipetinin
(sagda) ICSI ig¢in hazirlanmasi. B—D. Spermin oosite enjeksiyonu E. Sperm
enjeksiyon pipetinin oositten geri ¢ekilmesi. F. Fertilizasyondan 12—17 saat sonra
gozlenen 2 proniikleuslu ve 2 kutup cisimcikli oosit (Merchant ve ark., 2011).

Sekil 5. Semen orneginden kaliteli spermlerin DGS ile toplanmasi (Abd-Elkreem,
2016).

Sekil 6. MACS—Anneksin V yonteminin sematik diagrami. A. Kolonda yer alan
semen Orneginde yer alan, dis zarinda PS iceren hiicreler manyetik boncuklarla ile
konjuge Anneksin V ile isaretlenirler ve bu hiicreler manyetik boncuklarin miknatis
etkisi ile magnete baglanmalar1 sayesinde kolonun ¢eperinde tutunurlar. B.Anneksin
V (+) hiicrelerin kolon ¢eperinde tutulmasinin biyiitilmiis bir goriintiisii C.
Anneksin 'V ile isaretlenmemis hiicreler kolon c¢eperinde tutulmadiklarindan,
kolondan serbestce akarlar. Boylece apoptotik olmayan sperm hiicreleri elde edilmis
olur (Said ve ark; 2008).

Sekil 7. MACS® ART Annexin V Sistemi (Miltenyi Biotec) ile sperm eldesi

Sekil 8. Hematoksilen&Eosin boyamasi sonucu goézlenen sperm morfolojileri
(X100). A: Normal sperm morfolojisi, B—I: Bas anomalileri (B: Biiyiik bas, C:
Kiigiik bag, D: Uzun bas, E: Yuvarlak bas, F: Vakuol, G: Priform bas, H: Amorf
bas, I: Pinhead), I, J: Boyun anomalileri (i: Kirik boyun, J: Sitoplazmik droplet), K,
L: Kuyruk anomalileri (K: Cift kuyruk, L: Kivrik kuyruk).

Sekil 9. Yikama oncesi, DG ve MACS-DG yontemleri ile yilkama sonrasi sperm
konsantrasyonu, motilitesi, total progressif motil sperm sayisi (TPMSS) oranlar
(Grafik 1-4). DG- ve MACS+DG yontemleri ile yikanan sperm 6rneklerinde vakuol
igeren sperm orani (Grafik 5).

Sekil 10. TUNEL analizi sonucu (+) ve (-) olarak degerlendirilen sperm goriintiileri
(X100). A: TUNEL (+), B: TUNEL (-).
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Sekil 11. DG (Grup 1) ve MACS-DG (Grup 2) yontemlerinin sperm (%) DFI oranina
etkisi

Sekil 12. Hematoksilen&Eosin boyamasina gore benzer morfolojik anomaliye sahip
spermlerin DNA fragmantasyonu varligima goére TUNEL (+) ve TUNEL (-)
goriintiileri (X100). A: Normal sperm morfolojisi, B-1: Bas anomalileri (B: Biiyiik
bas, C: Kiigiik bas, D: Uzun bas, E: Yuvarlak bas, F: Vakuol, G: Piriform bas, H:

Amorf bas, I: Pinhead), 1, J: Boyun anomalileri (i: Kirik boyun, J: Sitoplazmik
droplet), K, L: Kuyruk anomalileri (K: Cift kuyruk, L: Kivrik kuyruk).

8.2. Tablo Listesi
Tablo 1. Kadin ve erkek infertilite sebepleri (Colgar ve ark., 2006).

Tablo 2. Sperm DNA Fragmantayonunu belirlemede kullanilan testler (Agarwal ve
ark., 2016).

Tablo 3. DGS yontemi ile sperm elde etmenin avantaj ve dezavantajlari

Tablo 4. Calismaya dahil olan kadin ve erkek hastalarin demografik bilgileri

Tablo 5. Yikama oncesi, DG ve MACS-DG uygulamasindan sonra norma
morfolojili sperm oranlar1 ve yilkama sonrasi saptanan bas, boyun, kuyruk anomalili

ve sitoplazmik dropletli, kirik boyunlu ve vakuollii sperm oranlari

Tablo 6. DG ve MACS-DG’nin sperm parametrelerine ve sperm morfolojisine etkisi
(n=17)

Tablo 7. DG ve MACS-DG uygulamasindan sonra TUNEL analizi ile spermlerde
saptanan DFI oranlar1 (%)

Tablo 8. DG (Grup 1) ve MACS-DG (Grup 2) yikama sonrasi sperm DFI oranlar

Tablo 9. DG ve MACS-DG uygulamalari sonrasinda saptanan (%) DFI oranlari ile
sperm morfoloji anomalileri arasindaki iligki

Tablo 10. DG ve MACS yontemlerinin mikroenjeksiyon basarisina etkisi.
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9.TESEKKUR

Tezim boyunca yaptigi katkilardan dolayr danisman hocam Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali1 Ogretim Uyesi Dog. Dr. Berrin AVCI’ya ve Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Uremeye Yardimci Tedavi Merkez
Sorumlusu Prof. Dr. Giirkan UNCU ve Uzm. Dr. Is1l KASAPOGLU na;

Calisma boyunca bilgi ve deneyimleri ile yol gosteren Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagkani1 Prof. Dr. Semiha ERSOY ve Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. ilkin CAVUSOGLU’na, Prof.
Dr. Zeynep KAHVECI’ye, Prof. Dr. Zehra MINBAY’a ve Prof. Dr. Ozhan
EYIGOR’e;

Tez projesinin her agmasinda gosterdikleri manevi destekten dolayi, tiim
asistan arkadaglarima, yardimlarini esirgemeyen Aras. Gor. Goktan Kuspinar’a ve
diger Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ve Merkez Embriyoloji laboratuvari

calisanlarina,

Tiim egitim hayatim boyunca sabir ve emegini esirgemeyen aileme tesekkiir

ederim.

ELCIN TEZCAN
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10.0ZGECMIS

24 Ekim 1989 yilinda Bursa’da dogdu. Ilk ve orta okul egitimini Setbas1 Ilk
Ogretim okulunda 2002 yilinda, lise egitimini Bursa Cumhuriyet Lisesi’nde 2007
yilinda tamamladi. 2008 - 2013 yillar1 arasinda Ege Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji lisans egitimini takiben 2014 yilindan itibaren Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ureme Biyolojisi ve Klinik
Embriyoloji Boliimii’nde yiiksek lisans yapmaktadir.
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