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OZET
Tiip Bebek Tedavisinde Mikro Akiskan Cip (Sperm Chip) Ve Yiizdiirme (Swim

Up) Yikama Yontemlerinin Embriyo Gelisimine Ve Gebelige Etkisi
Amag: Tiip bebek tedavilerinde spermin hazirlanmasi en 6nemli agamalardan biridir.
Tekrarlayan basarisiz tiip bebek denemesi olan hastalarda sperm hazirlama
yontemlerinden olan swim-up ve mikro akiskan ¢ip yontemlerinin embriyo gelisimi
ve gebelik olusumu iizerine etkilerini incelenmesi amacglanmastir.

Materyal ve Metot: Sebebi bilinmeyen infertilite ve tekrarlayan basarisiz tiip bebek
denemeleri olan 120 ¢ift galismaya dahil edildi. Semen 6rneklerinde swim-up ile mikro
akiskan cip yontemleri kiyaslanarak sperm konsantrasyonu, sperm hareketlilik ve
progresif hareketlilik, kadin yaslar1 ve tiim bu degiskenlerin embriyo kalitesi ve
gebelik oranlar1 lizerine olan etkileri incelenmistir.
Bulgular: Mikro akigskan ¢ip ve swim-up gruplarinda kadinlarin yas ortalamalari,
toplanan oosit sayilary, sperm hareketliligi, sperm progresif hareketliligi, transfer
edilen embriyo kaliteleri ve gebelik goriilme oranlar1 acisindan anlamli bir farklilik
saptanmamustir (P>0,05). Sperm konsantrasyonunun, swim-up grubunda mikro
akigkan ¢ip grubuna gore anlaml diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0,01).
A, B ve C embriyo kalitesine gore mikro akiskan ¢ip ve swim-up gruplar1 arasinda
kadmlarin yaslar1 a¢isindan anlamli bir farklilik saptanmamustir (P>0,05). Swim-up
grubundaki gebelik goriilen kadinlarmm yas ortalamasi, mikro akiskan ¢ip
grubundakilerden anlamli diizeyde yiiksektir (P<0,05). Mikro akiskan ¢ip ve swim-up
gruplar1 kendi i¢inde embriyo kalitesi ile gebelik oranlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligski saptanmamustir (P>0,05). Hem A kalitedeki hem de B ve C kalitedeki
embriyolarin oldugu grupta gebelik oranlar1 agisindan her iki yontem arasinda anlamli
bir farklilik gézlenmemistir (P>0,05).
Sonug: Mikro akiskan ¢ip metodu, swim-up yontemine go6re bir Gstinlik
saglamamistir. Swim-up yontemi, mikro akiskan ¢ip yOntemine gore ileri yas
grubundaki kadinlar i¢in gebelik orani agisindan daha yararli bir yontem oldugunu
diistindiirmektedir. Embriyo kalitesi agisindan her iki yontem arasinda gebelik oranlar1
acisindan bir farklilik gézlemlemedik.
Anahtar Kelimeler: Embriyo kalitesi, sperm konsantrasyonu, swim-up, mikro
akigkan c¢ip, gebelik

Buse AYYILDIZ, 2022



ABSTRACT

The Effect of Microfluidic Chip (Sperm Chip) and Swim Up Washing Methods
on Embryo Development and Pregnancy in IVF Treatment
Objective: Preparation of sperm is one of the most important steps in IVF treatments.
It was aimed to examine the effects of swim-up and microfluidic chip methods, which
are sperm preparation methods, on embryo development and pregnancy formation in

patients with repeated failed I\VVF attempts.
Materials and Methods: 120 couples with infertility of unknown origin and repeated
unsuccessful IVF attempts were included in the study. By comparing swim-up and
microfluidic chip methods in semen samples, sperm concentration, sperm motility and
progressive motility, female ages and the effects of all these variables on embryo
quality and pregnancy rates were investigated.
Results: There was no significant difference in the microfluidic chip and swim-up
groups in terms of the mean age of the women, the number of oocytes collected, sperm
motility, sperm progressive motility, transferred embryo quality and pregnancy rates
(P>0.05). Sperm concentration was found to be significantly higher in the swim-up
group than in the microfluidic chip group (P<0.01). There was no significant
difference between the microfluidic chip and swim-up groups according to the embryo
quality of A, B and C, in terms of age of the women (P>0.05). The mean age of
pregnant women in the swim-up group was significantly higher than those in the
microfluidic chip group (P<0.05). No statistically significant correlation was found
between embryo quality and pregnancy rates in microfluidic chip and swim-up groups
(P>0.05). There was no significant difference between the two methods in terms of
pregnancy rates in the group with both A quality and B and C quality embryos
(P>0.05).
Conclusion: The microfluidic chip method did not provide an advantage over the
swim-up method. The swim-up method suggest to be a more beneficial method in
terms of pregnancy rate for women in the advanced age group compared to the
microfluidic chip method. We did not observe any difference in terms of pregnancy
rates between the two methods in terms of embryo quality.
Keywords: Embryo quality, sperm concentration, swim-up, microfluidic chip,
pregnancy

Buse AYYILDIZ, 2022






1. GIRIS

Infertilite bir ciftin 12 ay veya daha uzun sire boyunca hicbir korunma
yontemini kullanmadan diizenli cinsel iliski girmesine ragmen gebelik elde
edilememesi durumundaki bir hastalik oldugu ifade edilmistir. Ureme c¢agindaki
ciftlerin %10-15’inde infertiliteye rastlanir. infertilitenin sikligi ve nedenleri bir
toplumdan digerine farklilik gosterebilir. Agiklanamayan infertilite; infertil giftler

arasinda en yaygin tanilardan biridir.

In Vitro Fertilizasyon (IVF) yontemi kullanilarak 1978 yilinda, oosit ve
spermatozoonun bir araya getirilerek olusan embriyonun transferi sonucunda ilk tiip
bebek diinyaya gelmistir. Bu gelismenin sonunca IVF alaninda birgok ¢alismalarin ve
tekniklerin gelistigi ifade edilmistir. Giiniimiizde infertil c¢iftler yardimla iireme

teknikleri (YUT) ile cocuk sahibi olabilmektedir.

Kaliteli spermatozoon seg¢imi i¢in birgok farkli yontem gelistirildigi ifade
edilmistir. Spermlerin yardimla tireme tekniklerinde kullanilabilmesi i¢in santrifiij
yapilmasi ve pelletin siispanse halde olmasi gerekir. Swim-up ydnteminde
spermatozoonlar kendi hareket yetenegi ile semenden ayrildigi ifade edilmistir.
Immotil spermatozoonlarin motil spermatozoonlara zarar verebildigi belirtilmistir
(Oguz Kabayel, 2019). Santrifiij islemi yapmadan iyi kalitede spermatozoonlar elde
etmek icin mikro-akiskan ¢ip yontemlerinin gelistigi ifade edilmistir. Mikro-akiskan
teknolojide sadece spermatozoonlarin kendi hareketliligi kullanilir. Mikro-akiskan
sistemde On islem basamagi olmadan likefiye halde olan semen Ornegi
kullanilmaktadir. Literatiirde en hizli ve serbest oksijen radikallerine en az maruz kalan

spermatozoonlarin ayristirilmasinda kullanilmasinin amaglandig bildirilmistir (Aydin

Deniz, 2017).



2. GENEL BIiLGILER

2.1 infertilite

Infertilite en az 12 ay veya daha fazla siire boyunca gebe kalinamamasi
durumundaki hastalik oldugu bildirilmistir. Bu siire gebelik isteyen ciftlerde bir
menstruel siklusta gebe kalma oranmin %20-25 oldugu kanitlara dayanmaktadir.
Ciftlerin % 30-40’mnda erkek, % 40-50’sinde ise kadin infertiliteden sorumludur.
Ciftlerin %210-15’inde ise giiniimiizdeki mevcut standart tanisal testler sonucunda

aciklanamayan infertilite tanis1 kondugu bilinmektedir (Ercan, 2015).

Kadinlarm her siklusunda yalnizca %25 gebelik sans1 oldugu belirtilmistir. 20-
25 yaslarindaki kadinlarda fertilite en tst dizeydedir. 35 yasindan sonra ise kaliteli
oosit sayisi azalwr, 40 yasindan sonra minimal diizeydedir. 20-30 yaslarindaki
erkeklerde kaliteli sperm sayisi en iist diizeydedir. 40 yasindan sonra kaliteli sperm

sayis1 azalir (A¢ikgoz, 2019).
2.2 Oogenez

Primitif germ hiicreleri dnce oogonia’lara ve daha sonra olgun oositlere
doniislim siirecini tanimlar. Primordial germ hiicreleri disi gonadlara ulastiktan sonra,
once oogonialara farklilasirlar ve daha sonra bir seri mitotik bélinme ile ¢ogalirlar.
Ucgiincii aym sonunda oogonialardan primer oositler olusur. Primer oositler tek tabaka
yasst folikiiller hiicre tabakasi ve etrafinda ovarian stroma hiicrelerinden olusan

konnektif doku ile ¢evrelenmis olup bu yap1 primordial folikiil olarak adlandirilir.

Olusan primer oositlerde 1. mayotik boliinme bagslar, ancak bu oositler sekstel
matiiritenin ve menstruel sikluslarin basladigi puberteye kadar mayoz bdliinmenin
profaz evresinde (dictyotene) kalirlar. Bunda primer oositlerin ¢evresindeki folikiler
hiicrelerden salgilanan ve oositin mayotik boliinmenin bu asamasinda kalmasimni
saglayan oosit maturasyon inhibitorii (OMI) olarak adlandirilan bir maddenin rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu siiregte oogonialarin ¢ogu mitoz ile gogalirken bir kismi
daha bilylik olan primer oositlere doniismektedir. intrauterin yasamimn yaklasik 5. ay1

civarinda overlerdeki germ hiicreleri maksimum bir degere, tahminen 7.000.000’a



ulagir. Bu evrede baglayan hiicre dejenerasyonu ile oogonialarin ¢ogu ve bu arada
primer oositlerin bir kismi atreziye ugrayarak yok olur. Yaklasik 7. ayda oogonilarin
cogu atretik hale gecerken canliligini siirdiiren primer oositler 1. mayoz bolinme
asamasinda kalirlar. Dogumdan hemen sonra tiim primer oositler ilk mayoz
boliinmenin profaz asamasindadir ve puberteye kadar ilk mayoz bdlinme
tamamlanmaz. Siirekli olan atrezi sonucunda dogumda geriye yaklasik 700.000-
2.000.000 primer oosit kaldigi ve bunlarin da ¢ogunlugu ilerleyen zamanda atrezi
sonucunda kayboldugu i¢in pubertede her iki overde yaklagik 400.000 oosit mevcuttur.
Puberteden sonra erkeklerde primer spermatositlerin tretiminin devam etmesine
karsin kadinlarda dogumdan sonra primer oositin olusumu s6z konusu degildir ve bu
sebeple kadinlar overlerinde belirli bir oosit rezervi ile diinyaya gelmektedirler. Cesitli
olaylarin sonucunda pubertenin baslamasi ile kadinlarda menstruel ve ovarian sikluslar
baslar ve hipotalamus, hipofiz, overler, uterus, fallop tiipleri, vajina ve meme bezleri

arasindaki etkilesimler ile lireme sistemi gebelige hazirlanir.

Sekil 2.1: Insan ovaryumlarinda neonatal yasamdan 51 yasma kadar folikiil
sayisindaki varyasyonlar

(Elder., Dale, 2013) In-Vitro Fertilizasyon kitabindan almmustir.



Puberteyi baslatan olaylar sonucunda hipotalamustaki ndrosekretuar
hlcrelerden salgilanan gonadotropin salgilatici hormon (GnRH, Gonadotropin
Releasing Hormone) hipotalamohipofizer portal dolagim aracilig1 ile hipofiz bezinin
on lobundan over iizerine etkili olan ve siklik ovarian degisiklikleri baslatan folikiil
uyarict (FSH; Follicle Stimulating Hormone) ve luteinizan (LH; Luteinizing
Hormone) hormonlarin salgilanmasini saglar. Bu iki hormon overlerdeki siklik
degisikliklerin uyarilmasimni ve kontroliinden (ovarian siklus) sorumludur (Vicdan ve
Isik, 1999). FSH overlerde ovarian folikiillerin gelisimini ve folikiiler hiicrelerden
Ostrojen salgilanmasmi uyarirken; LH sekonder oositte 1. mayotik bolinmenin
tamamlanmasini, oviilasyonun tetiklenmesini ve olusan korpus luteumdan progesteron

salgilanmasini saglar.

Her bir ovarian siklusta salgilanan FSH’nin etkisi ile 5-15 primordial folikil
olgulagsmaya baslar, biiyiikliigiinde artis olur, ¢cevreleyen tek sira yassi epitel, kiiboid
ve ¢ok tabakali graniiloza hiicrelerine doniisir ve primer folikiil olusur (Vicdan ve Isik,
1999). Graniiloza hiicreleri ile onlar1 gevreleyen stroma arasindaki bazal membran teka
folikiilii olarak adlandirilir. Ayn1 zamanda graniiloza hiicrelerinden veya olasilikla
oositin kendisinden salgilanan glikoprotein yapisindaki zona pellusida oositin
yuzeyini kaplar. Foliklin blyltmeye devam etmesi icin teka hicreleri sekretuar
hicreleri iceren bir i¢ tabaka (teka interna) ve fibroblast hiicrelerini iceren konnektif
dokudan olusan bir dis tabaka (teka eksterna) olmak lzere organize olur. Gelisimin
stirmesi ile graniiloza hiicreleri arasinda i¢i sivi dolu bir bosluk sekillenerek antrumu
olusturur ve bu asamada folikil sekonder folikil olarak adlandirilir (Vicdan ve Isik,
1999). Zamanla antrum belirgin derecede biyir ve oositi cevreleyen graniiloza
hiicreleri saglam kalarak antrumdan ayrilir ve kumulus ooforusu olusturur.
Olgunlasma asamasina gelen folikiil bu siire¢ten sonra Graaf veya tersiyer folikiil
olarak adlandirilir. Graff folikiilii ¢cevreleyen teka interna, kan damarlar1 tarafindan
zengindir ve steroid sekresyonunu saglar, destek gorevi yapan teka eksterna ise ovarian

stroma ile yakin iligkidedir.



Follikuler - Primer oositin Zona .Teka ' Kumulus -
hacreler nikleusu pellisida interna ooforus

Sekil 2.2: Yetigkin insan overlerinin fotomikrografik kestileri

a) Primer oositleri iceren iki primordial folikil b) zona pellusida ve folikiler
hlcrelerle cevrili primer oosit iceren gelisen folikil ¢) matdr folikil

(In Vitro Fertilizasyon ve Mikromanipiilasyon Uygulamalarinda Laboratuvar
kitabindan alinmistir.)

Her bir ovarian siklusta bir ¢ok primordial folikiil gelismeye basladig1 ve
bunun sonucunda olgunluk asamasina ulasan folikiil veya folikiiller tespit edilmistir.
Digerlerinin ise atreziye ugradigi ve sonucunda atretik folikil olustugu ifade
edilmistir. Folikiilin maturasyona ulasmasi ile ve bu arada folikil hiicrelerinden
salgilanan Ostrojenin etkisi ile endojen LH salgilanmasi uyarilir ve primer oosit ilk
mayoz bdlinmesini tamamlar. Bu birbirine esit olmayan iki kardes hiicrenin olusumu

ile sonuclanir.

Her biri ¢ift yapili 23 kromozom igeren bu hiicrelerden biiylik olani sekonder
oosittir ve sitoplazmanin hemen tiimiinii alir, diger kiigiik olani ise birinci kutup
cisimeigidir. Birinci kutup cisimcigi zona ile oosit membrani arasindaki perivitellin
aralikta yer alir. Boylece ilk mayotik boliinme hemen ovulasyondan dnce gergeklesir.
Siklus ortasinda goriilen endojen LH piki ile ovulasyon gerceklestikten sonra oositin
2. mayotik boliinmesinin tamamlanmasi oositin fertilize olmasmma baglhdir.
Fertilizasyon gerceklesmezse oosit 24 saat igerisinde dejenere olurken, fertilizasyonun
gerceklesmesi durumunda DNA replikasyonu olmaksizin hiicre ikinci mayotik

bolinmesini tamamlar.



Primer oosit LH etkisi ile ilk mayotik boliinmesini tamamlarken ayni zamanda
over ylizeyinde bir ¢ikint1 olusur ve bu ¢ikintinin en u¢ noktasinda avaskiiler bir alan
belirir (stigma). Over yiizeyindeki bu lokal zayiflama bolgesinden artan folikdl ici
basing, prostaglandinler tarafindan uyarilan diiz kaslarin kasilmasi ve g¢esitli
enzimlerin etkisi ile folikiiler siv1 sizintis1 baslar ve daha sonra bu belirginleserek
folikiiler sivi, oosit ve onu g¢evreleyen granuloza hiicreleri overlerden atilir

(ovulasyon).

Ovulasyonu izleyerek folikiil duvarinda kalan graniiloza hiicreleri ve teka
interna hucreleri vaskilarize olur ve LH etkisi ile luteal hiicrelere doniiserek korpus
luteumu olustururlar ve progesteron sekresyonu baslatilir. Ovulasyon 6ncesi gelisen
folikiillerden salgilanan Gstrojenin etkisi ile proliferasyonuna ugrayan endometrium,
ovulasyondan sonra salgilanan progesteronun etkisi ile sekretuar faza gegerek

implantasyona hazirlanir (Gokgimen ve Temel, 2009).

Fertilizasyonun gergeklesmedigi durumda ovulasyondan yaklagik 9-10 gin
sonra korpus luteum dejenere olarak fibrotik bir doku olan korpus albikansa doniisur
ve es zamanli azalan progesteron sekresyonuna bagli olarak implantasyon igin
hazirlanan endometriumun menstruel kanama ile dokulir (menstruasyon).
Fertilizasyonun gerceklestigi durumunda ise gelisen embriyodaki trofoblastik
hlcrelerden salgilanan insan koryonik gonadotropininin (hCG; Human Chorionic
Gonadotropin) etkisi ile korpus luteum dejenerasyondan kurtulur ve gelisimini
stirdiirerek gebelik korpus luteumuna doniistlrtlir. Gebelik korpus luteumunun
fonksiyonlar1 gebeligin 3. aymnin sonuna kadar siirer ve daha sonra gerileyerek gorevini

gelismekte olan plasentaya birakir (Celikkalkan Sengoban ve Gaye Arzu, 2018).



2.3 Oosit Toplama Prosedurt (Oosit Pick Up; Opu)

Louise Brown’m dogmasi ile birlikte infertilite tedavisinde yeni bir dénemin
basladig1 ifade edilmistir. [IVF tekniklerinde ¢ok 6nemli gelismeler yasandig1 ve yeni
gelismelere acik bir konu olarak giincelligini korumakta oldugu belirtilmistir (Asyali
vd., 2010).

Ilk TVF bebegi naturel siklusta gelisen tek bir oositin laparoskopik yontemle
aspire edilip inseminasyonun hemen gergeklestirilmesinden sonra gelisen embriyonun
transferiyle diinyaya gelmistir. Bugiin ise diinyanin hemen her yerindeki IVF
merkezlerinde kontrollii ovaryan stimiilasyon protokolleriyle ¢ok sayida oosit elde

edilmektedir.

2.4 Morfolojik Olarak Oositlerin Degerlendirilmesi

IVF’de total dollenme defekti (Total Fertilization Failure, TFF) ile
karsilagildiginda oOnceden sperm parametreleri etkili oldugu disiintliirken;
fertilizasyon kontroliinde ddllenmeyen oositlerin bir bélimandin hala immatir oldugu
gbzlemlenmesi sonucu, oositlerde matiirasyon degerlendirmesinin ve inseminasyon
zamanlamasmin 6énemli oldugu bildirilmistir. Klasik IVF’de déllenmemenin nedeni
sperm penetrasyonun ger¢eklesmemesi seklinde ifade edilmesine karsin,
Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonunda (ICSI) da bir kisim oositlerin ddllenmeyisi
oosit aktive edici faktoriin (Oocyte Activating Factor, OAF) yetersizligine baglanmis
oldugu tespit edilmistir (Delilbasi, 2008).

IVF’de fertilize olmamis oositlerde morfolojik anomalilerin oldugu ifade
edilmistir (Delilbasi, 2008). IVF’den farkli olarak; ICSI’de oositlerin etrafindaki
kumulus-korona hiicrelerinin uzaklastirilmast ile birlikte oositlerin  yapisal

ozelliklerini ve morfolojik 6zelliklerini anlamak i¢in yararhdir.



2.5 Oositlerin Kumulus-Korona Kompleksine Gore Simiflandirilmasi

Klasik IVF’de oositlerin morfolojik 6zellikleri, g¢evrelerindeki kumulus-
korona hiicrelerinden dolay1 gozlenemez. Ancak oositlerin matiirasyonlarint ve
dolayisiyla inseminasyon zamanlamasmi saptayabilmek i¢in kumulus-korona
kompleksindeki (Cumulus-Corona Complex, CCC) hiicrelerin miktar, dagilim ve

diizenlerine gore degerlendirilir.

IVF’den farkli olarak ICSI isleminden 6nce oositin etrafindaki hicreler
mekanik ve kimyasal yontemlerle uzaklastirilir. Bunun sonucunda yapisal 6zellikleri
ve 00sit maturasyonu daha net olarak gdzlemlenebilir. iyi kalitedeki bir Metafaz 2
(MI1) oosit; seffaf veya hafifce graniiler sitoplazmaya sahip, perivitellin araligin dar

Ve zona pellusidanin renksiz gériindiigii bir hiicredir (Delilbasi, 2008).

Sekil 2.3: Oositlerin morfolojik degerlendirilmesi

(a) Metafaz II oosit. (b) Kutup cisimcigi olusmayan oosit. (c) Germinal vezikdl
iceren immatur (GV) oosit



2.6 Erkek Ureme Sistemi
Erkek treme sistemi spermatozoonun beslenmesinden, devamli iretimi ve

gegici depolanmasindan, erkek cinsiyet hormonlarmin sekresyon ve sentezinden
sorumludur (Aslan, 2019).

Ureterler

Idrar kesesi —mesane

Publk kemik
Duktus deferens ampullas:

Duktus deferens Seminal vezikil

Ejakulator kanal

Urogenital diafram Prostat bezi

Bulbodretral bez

Uretra

Anus
Penis

Glans

Sekil 2.4: Erkek genital sisteminin bilesenleri

2.6.1 Gonadlar

a) Testis: Penisin her iki yaninda yer alir. Sperm uretimi ve testosteron hormonu
salgilanmasi testislerin gorevleridir. Testisin hem ekzokrin hem de endokrin
salgilama 6zelligi vardir. Spermatozoon ekzokrin Grin iken, testosteron endokrin
urinddr. Vicuttaki testosteronun az bir kismi bobrek iistii bezlerinde iiretilirken

neredeyse tamamu testislerde Uretilir.

b) Seminifer tibiller: Holokrin tipte salgilama yapan testisin salgilayict dokusudur.
Igerisinde spermium iiretilir. Her bir testiste yaklasik olarak 250 lobiil vardir.
Herbir lobiilde katlanmig seminifer tiibiiller mevcuttur. Bu tiibiillerin epitelyum

yapisi baglica 3 tiir hiicreyi i¢inde bulundurmaktadir (Miettinen vd., 1985).



1- Sertoli Hicreleri: Seminifer tbdllerin prizmatik hicreleridir (Akgaoglu, 2018).

Gelisen spermatogenik seri hucrelerinin beslenmesini ve desteklenmesini saglar.
Bariyer olusturarak spermatogenik hiicreleri zararli etkenlerden korur. Fagositoz ve

sekresyon yapar.

2-_Spermatogenik (Germ) Hducreler: Seminifer tiibiilii kaplayan ¢ok katli epiteli

olustururlar ve 4-8 hiicre arasinda derinligi oldugu bilinmektedir. Bu hiicreler
cogalirlar, sekil degistirirler ve olgun spermiumlar1 olustururlar. Spermatogonia olarak
isimlendirilen olgunlagsmamis hiicrelerin apikal kisimda bulunurlar. Olgunlasmis

hicreler ise tiibultin limen tarafinda yer alip spermatid olarak adlandirilir.

3- Leydig Hicreleri: Interstisyumda yer alan poligonal, biyik asidofilik boyanan

graniillii hiicreler oldugu bildirilmistir. Biiyiik yag damlalar1 tasirlar. Kan kapilleri
etrafinda 15-20 um ¢apinda testise 6zgU hicrelerdir. Testosteron salgilanmasini, sperm
uretiminin baslamasini ve spermatogenezin devam ettirilmesini, aksesuar cinsiyet
bezlerinin sekresyon faaliyetini ve sekonder seks karakterlerinin gelisimini ve

devamlilig1 igin gereklidir (Kwang W. Jeon, 2004).

Spermiyogenez
baglangici

Mayoz
boliinme

Bazal
lamina

Fibroblast

> Kapiller @

Interstisyel hicreler

Sekil 2.5: Seminifer tiibiil duvarinda spermatogenik hticreler ile sertoli hiicrelerinin
yerlesimi
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2.6.2 Genital kanal sistemi

Testis i¢indeki genital kanallar, tubuli rekti ve rete testistir. Testis disindaki genital

kanallar; duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoryus duktuli efferentes,

ve iiretradir. Bu kanallar testislerden penisin ¢ikigina dek uzanir (Karagdz Can, 2020).

a)

b)

Epididim: Yarim ay seklindedir. Bas, boyun ve kuyruk olmak iizere incelenir.
Ductuli eferentes bas kismini, ductus epididimis orta ve kuyruk kismimi olusturur.
Testiste olusan yeni spermatozoonlar duktuli eferentes araciligiyla epididime gelip

hareket ve dollenme yetenegi kazanirlar.

Duktus deferens (Vas Deferens): Erkek genital bosaltim sisteminin en uzun
parcasidir. Yalanci ¢ok kath prizmatik epitel hlicreler ile doselidir. Uzun prizmatik
hicreler mikrovilluslara sahiptir. Duktus deferensin distal kisimlarinda normal
olmayan spermatozoonlarin fagositozunun ve absorpsiyonunun gergeklestigi
kabul edilmektedir (Dingel, 2019).

Duktus ejakilatoryus: Duktus deferensin ucu vezikilla seminalisin kanali ile
birleserek duktus ejakiilatoryusu olusturur. Kas lifleri duktus ejakiilatoryusu
sirekli olarak kapal tutarlar. Ejakiilatin bosalmasi sirasinda, duktus ejakulatoryus
limeni agilir. Duktus deferensteki kaslarin kasilmasi sonucu spermatozoonlar,

duktus ejakulatoryuslardan gecerek tiretraya atilir.
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2.6.3 Spermatogenez

Spermatogoniumdan spermatozoon olusumuna kadar gecen evredir. Yaklasik

olarak 74 glin surer. Sureg ug¢ evrede incelenebilir:

1. Proliferasyon (spermatositogenezis): spermatogonia

2. Reduksiyon bolinmesi (mayoz): spermatositler

3. Farklanma (spermiogenezis): spermatidler

Fotal testiste, primordial germ hicreleri spermatozoal kaynak hiicre olan tipA (A0)
spermatogoniumlara farklanirlar. Pubertede, spermatogonial hiicreler mitoz bélinme
ile prolifere olur ve bunu mayoz boliinme, hiicresel yapilarin reorganizasyonu ve son

olarak da sitoplazmanin fazlasinin atilmasi olay: izler.

Spermatositogenezis

Puberteden sonra seminifer tibdllerin germinal epitelindeki kaynak hicreler
(tip A spermatogonia) araliklarla DNA’larin1 ikiye katlar ve mitoz bolinme ile
bélundr. Her bir mitoz boliinme sonucu iki kardes hiicre olan tip A spermatogonium
ve tip B spermatogonium olusur. Ikinci grup hiicre liimenine daha yakidir ve mayoz

boliinme gegirerek farklanmaya baglar.
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Mayoz

Liimene yakin taraftaki hiicreler iki mayoz boliinme gegirerek ilk olarak kardes
sekonder spermatositleri meydana getirir ve bunun sonucunda dort tane erken
spermatid olusur. Bir seri farklanma evresinden gegirerek mayoz bdlunme (rediiksiyon
bolinme) ile 46 kromozomlu diploid kaynak hicreden (spermatogonium) 23
kromozom igeren haploid gametler meydana gelir. Birinci mayoz sonucunda tip B
spermatogoniumlar (2n:2c) primer spermatositleri (1n:2c) olustururlar. Bu hicreler de
tekrar bolinerek sekonder spermatositleri (1n:1c) meydana getirirler. Sekonder
spermatositler bu evreyi hizli gegerek ikinci mayoz boliinmeyi tamamlarlar ve olusan
yeni hicreler spermatid olarak isimlendirilir. Bu hiicreler spermatozoonlart (1n:1c)

meydana getirmek tizere maturasyon siirecinden (spermiogenez) gecerler.
Spermiogenez
Spermatidlerin farklanmas1 dort evrede gerceklesir:
1. Golgi evresi
2. Kep evresi
3. Akrozom evresi
4. Matlrasyon evresi

Spermatid ¢ekirdegi haploid kromozom seti igerir. Spermiogenezise girildiginde,
otozomlar rRNA, mRNA ve protein sentezlemeye devam ederler. Bu evrede yuvarlak
(round) spermatidler kondanse bir ¢ekirdek ve kuyrugu olan, uzun (elonge)
spermatidlere doniisurler. Bu hiicreler mitoz veya mayoz ile tekrar béllinmez, ancak

disi genital kanallarindan gecerek oositi fertilize edebilme fonksiyonunu

kazanabilmeleri i¢in degisiklige ugramalar: gerekir.
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Sperm modelasyonu sertoli hiicreleri tarafindan duzenlenir ve spermatogenez
ilerledikge hiicreler tiibiil limenine dogru hareket eder. Spermatogenez stresince
hiicrelerin gelisme hizi bellidir. Hormonlar gibi dig faktdrlerden etkilenmezler.

Depolanan mRNA translasyonunun zamanlamasi en 6nemli kontrol noktasidir.

2.6.4 Spermatozoon yapisi

Spermiyogenez; spermatozoonun olusmasi ile son bulur. Olgun bir spermin
uzunlugu yaklasik olarak 60 pm’dir. Spermatozoon basi yassit olup; 4,5 um
uzunlugunda 3 pum eninde ve 1 pm kalinhigindadir. Kuyruk 45-50 pm uzunlugundadir.
Boyun, orta parg¢a, esas parga ve son par¢a olmak iizere 4 kisma ayrilir (Grudzinskas
vd., 2022). Spermatozoonun hareket kazanmasmi mikrotiibiil yapis1 sayesinde

aksonem saglar.

Sentriol
Cekirdek

Akrozom
Mitokondriler

Sekil 2.6: Olgun bir spermiyumun yapisi
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2.7 Erkek Infertilitesi Ve Etiyolojisi
2.7.1 Erkek infertilitesi

Infertilitenin tek basina %20’sinden sorumludur. infertil ciftlerin yaklasik
%20-40’1nda kalitsaldir (Milardi vd., 2012). Vakalarm %90’ inda infertilitenin sebebi

sperm dretiminin gerceklesmemesidir (Kumar ve Singh, 2015).
2.7.2 Erkek infertilitesinin etiyolojisi

Erkek fertilitesinde azalma; genital sistem enfeksiyonlarindan, kazanilmis yada
konjenital Urogenital bozukluklardan, sktotal 1s1 artigindan, endokrin bozukluklardan,
genetik hastaliklardan ve immiinolojik faktorlerden kaynaklanabilir (Gorur, 2019).
Erkek subfertilitesinin baslica etiyolojik nedenleri dort ana grupta incelenebilir
(O’Flynn vd., 2010).

Primer bozukluklar (Testikiiler hastaliklar) = %30-40

Sperm iletimi bozukluklar: (Post-testikiler patolojiler) — %10-20

Hipotalamo-Hipofizer bozukluklar (Pre-testikler nedenler) mmms) %1-2

Sebebi bilinmeyen bozukluklar — %40-50
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1. Hipotalamo-Hipofizer bozukluklar (Pre-testikiler nedenler)

Kallman sendromu

Hipotalamik veya hipofizer
tumorler  (kraniofarengioma,

makroadenom)

[laglar (GnRH analoglari,

glukokortikoidler)

Tek gen mutasyonlari

Infiltratif hastaliklar

(sarkoidoz, histiyositoz)

Hiperprolaktinemi

2. Primer bozukluklar (Testikiiler hastahklar)

Klinefelter Sendromu Kriptorsidizm [laglar
Radyasyon Varikosel Y Kromozom
delesyonlar1

Tek gen mutasyonlari

Enfeksiyonlar

Cevresel faktorler
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3. Sperm iletimi bozukluklarn (Post-testikuler patolojiler)

Young sendromu Dogustan vaz deferens yoklugu

Vaz deferens tikanikligi (klamidya, | Kartagener sendromu (primer siliyer

tiberkiloz) diskinezi)
Vazektomi Epididimal tikaniklik veya fonksiyon
bozuklugu

2.8 Embriyonik Gelisim

2.8.1 Normal embriyonik gelisim

Fertilize olmus oosit zigot adimi alir. Zigot sferik, kiigiik ve vertikal eksen
boyunca polarizasyon gésteren bir hiicredir. Zigot mitotik aktivasyon ile bolinmeye

baslar ve hiicre boliinmesi sonucu blastomerler olusur.

Fertilizasyondan sonra iki haploid pronukleusun DNA’larmi ikiye
katlamalariyla mitoz bolinme baslar. Inseminasyondan 20-34 saat sonra iKi
pronukleus birlesip singami olusur. 35,6. saatte sitoplazma ikiye bolindr ve iki diploid

blastomer meydana gelir.

Spermatozoon ve oosit déllenmesi sonucu, sentriyol ve mikrotubtller erkek ve
disi pronukleuslarini bir araya getirir ve inseminasyondan yaklasik 16-18 saat sonra
oosit  sitoplazmasinin  ortasinda pronukleuslar gozlenir (Delilbasi, 2007).
Pronukleuslarin i¢indeki nukleolus ve nuklear prekiirsor cisimcikler (Nucleolar
Precursor Body, NPB), yerlesim yerlerine gére embriyonun gelisimi ve kromozomal

ozellikleri hakkinda bilgi verir.
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Normal fertilize olmus oositlerde, iki pronukleusun birlesmesinin ardindan,
kromozomlar kalin bir ig boyunca dizilirler ve singami olusur. Sentriyoller
kromatidleri ¢eker, her iki kutup arasinda gerilme olur ve inseminasyonu takiben

ortalama 35,6 saate zigot, iki hticreli bir embriyo haline gelir (Delilbasi, 2007).

Sekil 2.7: Dollenmis oosit goruntileri

(a)Normal fertilizasyonda goriinen 2 kutup cisimcigi ve 2 pronukleus oosit. (b)
Dollenmis oosit faz kontrast gorintaleri.

Anormal fertilizasyon genelde ikinci polar cisimcigin kaldigi anormal veya
fragmente pronukleus (PN) igeren oositler olarak 2 grup altinda incelenir. Degisik
kombinasyonlar1 olabilir. En sik goriilen fertilizasyon anormallikleri 1PN ve 3PN’dir
(Isik ve Vicdan, 1999a).

Sekil 2.8: ICSI sonras1 merkezi yerlesimli {i¢ pronukleus igceren bir oosit.
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1- Bir pronukleus (1 PN): Tek bir pronukleusun olmas1 durumudur. Iki pronukleusun

olusmasi sonucu fertilizasyonun basarili oldugunu bildirse de gorulmemesi durumu
fertilizasyon basarisizhigma gosterge degildir. Partenogenetik aktivasyon yada
fertilizasyonla iliskili olaylarin zamanlamasinda bir gecikmenin gostergesidir (Elder

ve Dale, 2014a).

2- Ug pronukleus (3 PN, triploidi): Genellikle oositlerin immatiir veya postmatiir

olmasiin bir sonucudur. 3 PN’den gelisen embriyolarin transfer edilmesi uygun

gorulmemektedir.

Nedenleri;

Polispermiye kars1 blokajin yetersiz olmasi

e 2 nukleuslu bir spermatozoanin tek nukleuslu normal bir oositi penetre etmesi

e 2 nukleuslu bir oositin tek nukleuslu normal bir spermatozoon ile penetrasyonu

e QOositin birinci ve ikinci polar cisimciginin retansiyonu

o Kotii kiiltiir kosullarmin varhig1 veya ICSI tekniginde yetersizlik nedeniyle

olabilir.
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2.8.2 Embriyo gelisiminin degerlendirmesi ve embriyolari siniflandirma

Bolunmeye devam eden embriyolarm gelisim evrelerinin ve morfolojik
ozelliklerinin degerlendirildigi evredir. Embriyolarin morfolojik 6zellikleri inverted
mikroskopta degerlendirilir (Isik ve Vicdan, 1999b):

e Fragmantasyonun varlig: ve ytizdesi

e Embriyonun blastomer morfolojisi

e Embriyonun blastomer nukleuslari

e Embriyonun blastomer sayist

e Embriyonun blastomer biiyiikligi

Embriyo gelisiminin degerlendirilmesinde; embriyo blastomer sayisi ve

fragmantasyon orani en 6nemli iki Kriterdir.

2.8.3 Fragmantler

Insan embriyolarnda fragmantasyon, in vitro gelisen embriyolarin %75’ini
etkileyen genel bir durum olup fragmantasyona yol acan sebeplerin kiiltiir kosullari,
folikller stimtlasyonun etkisi veya insan gelisiminin karakteristik bir 6zelligi sonucu
olup olmadigi ifade edilmistir. Yaygin fragmantasyonun implantasyon basarisizligi ile
iliskisi oldugu sOylenmektedir; fakat fragmantasyon derecesi ile embriyo gelisim

potansiyeli arasindaki iligki heniiz kanitlanmis degildir.

Alikani ve arkadaslar1 tarafindan %15°ten az ve fazla fragmantasyonu olan
embriyolarm blastokist kiiltiirii yapilmistir (Yildirim, 2015). Bu kiltiurde %15°ten az
fragmantasyonu olan embriyolarla karsilastirildiginda daha az morula, daha az kavite

ve daha az blastokist olusturdugu ifade edilmistir.
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Alikani ve Cohen, hiicre fragmantasyonu ve implantasyon potansiyeli
arasindaki iligkiyi belirlemek amaciyla insan embriyolarinda hiicre fragmantasyon
paterni analizini kullanmis ve sadece fragmantasyon derecesinin degil fragmantasyon
modelinin de implantasyon potansiyelini belirledigini bildirmistir. 3. gin gozlenebilen
5 farkli fragmantasyon modeli belirlendigi ifade edilmistir (Elder ve Dale, 2014b):

Tip I: Perivitellin aralikta hacminin <%5’inde fragmant bulunmasi

Tip II: Bir veya iki hiicreye iliskili kii¢iik, tek yerde lokalize fragmant bulunmasi

Tip III: Cok hiicreyle iligkili kiigiik, dagmik fragmantler gézlenmesi

Tip IV: Perivitelin aralik boyunca dagilmis ve bir ¢ok farkli boyutlarda hiicre ile iligkili

yaygin, dagmik fragmantler goriilmesi

Tip V: Kontraksiyon ve graniiler sitoplazma ile iliskili, hiicre sinirlarmin goriilmedigi,

dejenere gdziiken, perivitelin aralik boyunca fragmant goriilmesi.

Bazi embriyolar belli  bir fragmantasyon modeli gdstermezler.
Fragmantasyonun kesin sebebi heniiz bilinmemesine karsin; yliksek sperm sayisi ve
buna bagli yiliksek serbest radikal seviyeleri, sicaklik, pH soku ve stimiilasyon

protokolleri olabilir.

2.8.4 Embriyo siiflandirma: Boliinme asamalarn

Kalite 1/A:

e Esit boyda, diizenli yuvarlak blastomerler

e Orta derecede refraktilite (cok koyu olmayan)

e Bozulmamis zona

e Fragmantsiz veya ¢ok az (<%10) fragmant olmas1
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Kalite 2/B:

e Esit olmayan ve diizensiz sekilli blastomerler

e Refraktilitede hafif varyasyon

e Blastomerlerde %10’dan fazla az fragmantasyon

Kalite 3/C:

e Blastomerlerde %50’den daha az fragmantasyon

e Kalan blastomerler en azindan uygun durumda olmali (Grade 2)

e Hiicre yasayabilirligi ile iliskili refraktilite

e Bozulmamis zona pelusida

Kalite D:

e Blastomerlerde %50’den fazla fragmantasyon

e Refraktilitede biiylik ¢esitlilik

e Kalan blastomerler yasayabilir gériinmeli

Kalite 5:

e 2.gun iki pronukleuslu zigot (1.gln fertilizasyon ve yeniden inseminasyonda

gecikme)
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Kalite 6:

e Cansiz: fragmanth, lizize ugramis, kontraksiyonu olan veya koyu renk

blastomerler

o Cansiz hiicreler

Sekil 2.9: 2 ve 3. giin embriyolarin mikroskop goriintiileri (a) Erken bélinme
asamasindaki insan embriyolarinda morfolojik varyasyonlar. (b) Fragmantsiz, 2
hicreli 2. gin embriyosu. (c) 3. gun kalite 3 embriyosu.

Sekil 2.10: 2. giin insan embriyolarinin morfolojik varyasyonlar1 (a) Buyik bir
dominant blastomer igeren, farkli boyutlarda blastomerlere sahip 2. giin embriyosu.
(b) Bir blastomerinde buyuk vakuoller géziken, kalite 2/3 2. glin embriyosu. (c) 2.

gun 4 hucreli kalite 1 embriyo.
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Sekil 2.11: 2. giin embriyolar1 ve 3. giin 6 hiicreli embriyonun mikroskop goriintuleri
(a) 2. glin kalite 3 embriyo. (b) 2. gun kalite 4 embriyo (c) 3. gun 6 hucreli kalite 1
embriyo

2.8.5 Blastokist transferi

5. ve 6. giinde transfer gerceklestiginde endometrium ile embriyo arasinda
daha 1iyi etkilesim oldugu ifade edilmistir. Bunun yami sira zigotik genomun
aktivasyonu sonrasit genetik veya metabolik defektler yiiziinden gelisemeyen
embriyolarin elimine olmasini saglar. Blastokist kiiltiirii i¢in 6nemli bir kosul optimum
IVF laboratuvari ortamidir; eger 2. ve 3. giin implantasyon oranlari zaten yeterli degil
ise kiltur slresini uzatmak avantajli degildir. Klivaj asamasinda ayrintili morfolojik
degerlendirme ile birlikte 3. giin embriyo transferi yapilmasinin blastokist transferi ile

ayni basariy1 sagladigi tespit edilmistir (Elder ve Dale, 2014c).

Blastokist transferinin olas1 faydalar1 (Glujovsky ve Farquhar, 2016);

e Gergek embriyo canliligt embriyonik genom aktivasyonu sonrasi
degerlendirilebilir.

e Kisith gelisim potasniyeli olan embriyolar elimine edilebilir.

e Uterus ve embriyonun evreleri senkronize edilerek embriyo tzerindeki
hiicresel stres azaltilir.

e Embriyonun hiperstimiile uterus ortamina maruz kalmasi azatilir.

e Olast uterus kasilmalar1 riski azaltilarak embriyonun digar1 atilma

ihtimali minimize edilir.
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e Klivaj asamasinda embriyo biyopsisi yapilarak sonuglar hazir olunca
blastokist transferi yapilabilir.

e Yiiksek implantasyon orani: ¢ok sayida embriyo transfer etme
ihtiyacini azaltir.

e Sadece bir veya iki embriyo transfer etmeye ihtiya¢ oldugu i¢in cogul

gebelik oranlar1 azalir.

Saglikli blastokistlerin se¢ilme durumunun olmasi blastokist transferinin
basarisinda onemli oldugu bildirilmistir. Blastokistin genisleme, ¢atlama durumu, i¢
hiicre kiitlesinin durumu ve trofoektodermin gelisimini g6z Oniine alarak bir

smiflandirma sistemi olusturulmustur:

1. Erken blastokist: Blastosel embriyonun hacminin yarisindan azini kaplar.

2. Blastokist: Blastosel embriyonun hacminin yarisini veya daha fazlasini kaplar.

3. Tam blastokist: Blastosel embriyonun timuini kaplar ama zona incelmeye

baslamamustir.

4. Genislemis blastokist: Blastosel embriyonun hacminin tamamini kapsar ve

zona incelmeye baglamistir.

5. Catlamaya hazir (Hatching) blastokist: Trofoektoderm hiicreleri zonadan disar1

cikmaya baslamistir.

6. Catlamis (Hatch olan) blastokist: Blastokist zonadan tamamen disar1 ¢gikmistir.
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I¢ hiicre kiitlesi ve trofoektoderm morfolojisi daha sonra inverted mikroskop altinda

incelenir.

IC HUCRE KUTLESI

TROFOEKTODERM

A. Sikica gruplanmis, cok sayida

hicre

A. Birbirine baglanmig ve epitel

olusturan bir¢ok hiicre

B. Gevsekge baglanmis az sayida
hiicre

B. Gevsekge epitel olusturan az sayida

hiicre

C. Cok az sayida hiicre

C. Cok az sayida biiyiik hiicreler

Sekil 2.12: Blastokist embriyosunun gelisim evreleri (a) Blastokist gelisim evreleri.
(b) Kompaksiyon gosteren morula. (c) Kavitasyonun erken safthalari.
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Sekil 2.13: 5. giindeki embriyolarin mikroskop gorintuleri(a) Tam geniglemis en iyi
kalite blastokist, iyi gelismis i¢ hiicre kiitlesi ve trofoektoderm, incelmis zona,
catlama (hatching) baglamis. (b) Catlama gergeklesen en iyi kalite blastokist. (c)
Zonadan ¢ikmak tizere olan ¢atlamig blastokist.

2.9 Semen Analizi

Semen analizi, erkek hastalarda infertil tanis1 koymak igin ilk kriterdir. Sperm
uretiminde ve iireme sisteminde bir sorun olup olmadigi konusunda semen analizi
yardimer olur. Semen analizi degerleri 1992 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
tarafindan belirlenmis ve normal semen kalitesi a¢isindan minimum Kkriter olarak
olarak kabul edilmistir. 2010 yilinda Kriter olarak kabul edilen degerler giincellenerek
yeniden belirlenmistir. Semen tahlilinde herhangi bir deger diisiik ¢ikarsa istatiksel
olarak gebelik ihtimalinin diigmesine sebep olabilir. Say1 ve hareketliligin semen

degiskenleri icinde fertilite ile daha ¢ok baglantili oldugu goriilmektedir.
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Tablo 2.1: Diinya Saglik Orgiitii’niin belirledigi 1999 ve 2010 yil1 normal semen

parametreleri

PARAMETRE WHO 1999 WHO 2010

Hacim > 2ml >1.5ml

pH 7.2-8 >7.2

Sperm sayisi (milyon/ml) | > 20 >15

Total sperm  sayisi | >40 >39

(milyon)

Hareketlilik > 50 ileri hareketlilik (a | > 40 ileri ve yerinde
ve b kategorileri) hareketli

Morfoloji > 30 normal formlar > 4 normal formlar

Canhhk > 75 canli > 58 canli

Beyaz kure (milyon/ml) | <1 ( 1 milyonu <1
asmamali)

Immiinobead testi <%20 partikillere | <%50 partikillere tutunan
tutunan hareketli | hareketli spermler
spermler

MAR testi <%10 partikillere | <%50 partikillere tutunan
tutunan hareketli | hareketli spermler
spermler

Seminal ¢inko

> 2.4 mmol/ ejakiilat

> 2.4 mmol/ejakiilat

Seminal fruktoz

> 13 mmol/ ejakiilat

> 13 mmol/ ejakulat

Seminal notral

glikozidaz

> 20 mU / ejakiilat

> 20 mu/ ejakiilat

2.9.1 WHO’ya gore sperm analizi terminolojileri

1. Aspermi: Meninin disartya hi¢ gelmemesi durumudur. Psikolojik agidan, dogustan

veya sonradan olusan kanal problemi olanlarda gorilebilir.

2. Hipospermi: Semen voliimiiniin 1,5 ml’den daha az olmasidir.
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3. Polizoospermi: Konsantrasyonda 250 milyon/ml’den fazla sperm olma durumudur.
Enfeksiyon sonucu olabilir. Polizoospermi hastalarinda akrozom aktivitesi diisiiktiir
(Oner, 2020).

4. Ejakulatta likefaksiyon bozuklugu: Semen orneginin 20 dakika igerisinde 37

derecede ¢0ziinememesi durumudur.

5. Azospermi: Ejakulatta hi¢ sperm olmamasidir.

6. Oligozoospermi: Konsantrasyonda 15 milyon/ml’nin altinda sperm olmasidir.

a) Hafif Oligozoospermi: Konsantrasyonda 5-15 milyon/ml’nin arasinda sperm

olmasidir.

b) Siddetli Oligozoospermi: Konsantrasyonda 5 milyon/ml’nin altinda sperm

olmasidir.

7. Astenozoospermi: Spermlerin toplam hareket yiizdesinin %40’ altinda olmasi

veya ileri hareketliligin %32 nin altinda olmasidir.

8. Teratozoospermi: Kruger kriterlerine gére morfolojik olarak uygunluk gdstermeyen

anormal sayilan spermlerin %4’tin Ustiinde olmasidir.

9. Oligoastenoteratozoospermi: Sayi, hareket ve morfolojik kriterlerin hepsinin

belirlenen degerlerden diisiik olmasidir.

10. Globozoospermi: Spermlerin yuvarlak basl olmasidir. Akrozom neredeyse hig

gorilmez.

11. Nekrozoospermi: Semende % 25°ten fazla nektrotik sperm hiicresi olmasidir.

12. Virtual Azospermi: Hastanin ejakiilatinda farkli zaman araliklarinda sperm
goralip goralmemesi durumudur. Bu nedenle spermiyogram testi yaparken 1 ay ile en

az 2 test yapilmasi onerilir (Ugurlu, 2017).
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2.9.2 Sperm motilitesi ve hareketliliginin degerlendirilmesi

Semen analizinde DSO’iin onerdigi sperm hareketliligini 4 farkhi agidan
degerlendiren sistem tercih edilir. Motilite, ejakulattaki progresif hareketli sperm
yuzdesi olarak belirtilen ileri dogru hareketli spermlerin veya % 25 hizli ileri dogru
hareketli sperm yuzdesi olarak kabul edilmektedir. WHO sperm hareketliligini dort

smifta degerlendirir:

[EEN
1

Hizli ileriye dogru progresif hareket (+4)

N
1

Yavas ileriye dogru dogrusal olmayan hareket (+3)

w
1

Yerinde olan hareket (+2)

N
1

Hareketi olmayan anormal (+1).

2.9.3 Makroskobik degerlendirme

Semende ilk olarak likefaksiyon, renk, viskozite, voliim, koku ve pH’in
degerlendirilir (Satar ve Gencdal, 2013) .

Goriintim ve Yogunluk: Semen kokusuz gri opak goriiniime sahip olmalidir.

Likefaksiyon ve Viskosite: Ejakulat koagulim seklindir ancak 30 dakika igerisinde

likefiye olmasi gerekmektedir. Eger likefaksiyon gergeklesmemis ise yada viskosite
fazla ise kaydedilmelidir. Bu olayda prostat salgisi1 etkendir (Lilja ve Laurell, 2009).

Sperm hareketini ve konsantrasyonunu etkilemektedir (Amelar, 1962).

Hacim: Semenin voliimi 1,5 ml’nin tizerinde olmalidir.

pH: Ejakulatin normal olarak kabul edilen pH degeri 7,2 ile 8,0 arasinda olmalidir.
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2.9.4 Mikroskobik degerlendirme

Mikroskobik degerlendirmede sperm dig1 hiicre, hareket, morfoloji ve

konsantrasyon incelenir.

Sperm dis1 hiicreler: Ejakulat icerisinde spermatozoon hiicrelerinin disinda {irogenital

sisteme ait prostata ait hiicreler, spermatogenetik seriye ait hiicreler, epitel hiicreler ve
l6kositler olmak tizere yuvarlak hiicreler olarak adlandirilan degisik hiicreler de
goriilebildigi bildirilmistir. DSO sperm dis1 hiicreler igin tst limit olarak 5 milyon/ml
olarak belirlemistir. Lokositler; semende sik rastlanmakla birlikte ¢ogunlukla nétrofil
olmak tiizere 1 milyon/ ml’nin iizerinde olmasi durumunda (l6kositospermi)
enfeksiyon ve sperm kalitesinde bozukluklara neden oldugu belirtilmistir (Lackner
vd., 2010).

Konsantrasyon: Sperm sayisinin alt limiti fertilizasyon i¢in 15 milyon/mL’dir (Wang
ve Swerdloff, 2014).

Motilite (Sperm Hareketliligi): Spermler DSO’niin verilerine gdre hareketlilikleri 4
gruba ayrilir:

a) lleri (progressif) hareketlilik: Sperm hiicresi dogrusal ya da genis dairesel
hareket ile ilerleyici olarak hareket eder.

b) Ileri olmayan (Nonprogresif) hareketlilik: Ileriye dogru olmayan
hareketlerin timdnd igerir.

c) Yerinde hareketlilik: Sperm hucrelerinin  yerinde hareket etmesi
durumudur.

¢) Hareketsiz spermler: Hig hareketin olmamasi durumudur.

Morfoloji: Bas, boyun ve kuyruga gore morfoloji anormallikleri siniflandirilir. Normal

formlu sperm htcreleri igin en diistik referans deger %4°tur.
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Sekil 2.14: Gelistirilmis Neubauer hemositometresi

Bir spermatozoonun normal kabul edilebilmesi icin sperm basi, boynu, orta

kism1 ve kuyrugu normal olmalidir.

a)

b)

Bas defektleri: Kiiclik, artmutlasmis, yuvarlak, genis, sekilsiz baglar, yassi,

vakuollii baslar, kiigiik akrozomal bolge i¢eren baslar ve ¢ift baslilar veya bunlar1

iceren herhangi bir kombinasyonu olma durumudur.

Boyun defektleri: Orta kismin basa asimetrik girisi, biikiikk boyun, kalin

veya

sekilsiz orta kisim, anormal derecede ince orta kisim; veya bunlar1 iceren herhangi

bir kombinasyonu olma durumudur.

Kuyruk defektleri: Kisa, birden fazla, u-seklinde bikilmiis, kirik veya biikiik

kuyruklar (>90°), duzensiz aralikta kuyruklar, halkali kuyruklar veya bunlar1

iceren herhangi bir kombinasyonu olma durumudur.

A. Bas defektleri

@) ()
Koni Piriform Yuva lak Amortf ($eK"S‘Z) Vakuollu Dar akrozom
alan:

? TTIYITeTY

B. Boyun ve orta parca defektleri C. Kuyruk defektleri D. Asin rezidael
sitoplazma
© o ) ™) ()
Bukuk ssssss Ksl n Ince Kisa BDKUK Kivrimh Basin > 1/3’G
2%?2’ e

Sekil 2.15: Insan spermatozoasinin bazi anormal formlarinin sematik resmi
(Kruger vd., 1993)
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2.10 Sperm Hazirlama (Yikama) Yontemleri

Spermatozoonun oositi dollemeye hazir hale gelmesi kapasitasyon olarak
adlandirilir. Ejakule edilmis semen viskoz bir sivi olup sperm igeren testikiiler ve
epididimal sekresyonlarin, ejakulasyon sirasinda prostattan salinan sekresyonlari ile

karigimindan olugmaktadir.

Spermin hazirlanma amaci hareketli spermlerin konsantre edilerek seminal
plazma ve cokeltiden uzaklastirilmasidir. In vivo durumda servikal mukus, sperm
hiicrelerinin g¢evresini olusturan ve kapasitasyonu engelleyen seminal plazmadan
kagmasini saglayarak Kkapasitasyon basarisini arttirir. IVF iglemlerinde in vitro
sartlarda kapasitasyonu gerceklestirmek amaciyla sperm hicrelerini kapasitasyonu
engelleyen hiicreler ve bakterilerden uzaklastirmak gerekir. Semen yikama
prosedirleri sperm hiicresini seminal plazmadan ayirmak amaciyla yapilmaktadir. Ileri
hareketli, morfolojisi diizgiin spermleri ve DNA hasar1 olmayan spermleri segmek

amaciyla sperm hazirlama yontemleri kullanilir.

Tilp bebek uygulamalar ilerledik¢e sperm hazirlama tekniklerinin de gelistigi ifade
edilmistir. En yaygin olarak kullanilan yontemler, swim-up (ylizdiirme) ve yogunluk

gradient yontemleridir.

Tablo 2.2: Tiip Bebek uygulamalarinda alternatif sperm yikama yontemleri

Swim-up

Mikro-akigkan cipler

Yogunluk Gradient Yontemi

Zeta YOntemi

Glass-Wool Kolon Filtrasyonu

MACS Yontemi

Elektroforez
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Sperm hazirlama yontem yada yOntemlerinin hareketli sperm sayisina,
hareketli : hareketsiz sperm sayismin oranina, voliimiine, antikor, agliitinasyon ve

sperm dis1 hiicrelerin olma durumuna bagli olarak segilir.

2.10.1 Swim-up yontemi

Motil spermlerin immotil spermlerden ayirilabilmesi igin gelistirilen bir

yontemdir.

2.10.2 Yogunluk yontemi (Gradient yontemi)

Yogunluklarma gore spermatozoon hiicrelerini aymran yontemdir. Her bir
spermatozoon santrifijlemenin ardinda, yogunluguyla ayni durumdaki gradyan

seviyesinde bulunur.
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2.10.3 Mikro akiskan teknolojiler ve mikro akiskanlarla sperm hazirlanmasi

Pasif mikro akiskan teknolojide sadece spermatozoonlarin Kkendi
hareketliliginin kullanildig1 belirtilmistir. En hareketli spermatozoonlar1 santrifiij
olmadan mikro akiskan kanallarm ¢ikisindan optimum bir siirede toplarken, daha az
hareketli ve hareketsiz spermatozoonlar1 mikrokanallarda geride kalmas1 pasif mikro-

akigkan teknolojinin amacidir.

Sekil 2.16: Mikro akigkan ¢ip yontemine gore spermlerin hazirlanmasi
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 Cahsma Protokolii

Bu ¢aligmada, agiklanamayan infertilite durumundaki ve tekrarlayan basarisiz
tip bebek denemeleri olan; sonucunda infertil tanis1 konan Acibadem Fulya Hastanesi
tiip bebek boliimii yardimer tireme tekniklerine basvurmus erkek hastalardan semen
analizinde swim-up ve mikro-akigskan ¢ip kullanmis hastalarin laboratuvar sonuglari

retrospektif olarak incelenmistir.
3.2 Hasta Segimi

Hasta veri tabani olusturmak amaciyla Mart 2015 - Aralik 2020 tarihleri
arasinda Acibadem Fulya Hastanesi tiip bebek boliimii yardimei iireme tekniklerine
basvurmus olan ve erkek hastalarmn semen analizinde swim-up ve mikro akigkan ¢ip
kullanilmis 120 hastanin kayitlar1 incelenmistir. Bunlar igerisinde birden fazla kaydi
olanlar, spermi farkli bir yontemle elde edilen hastalar dislanmistir. Erkek hastalardan
alinan semen Orneklerine uygulanan sperm hazirlama yontemlerinin (Swim-up ve
mikro-akiskan ¢ip) embriyo Kkalitesi ve gebelige etkilerini degerlendirmek

amaclanmustir.
3.3 Bakilan Parametreler

Hasta bilgileri; hastalarin dosyalar1 Acibadem Fulya Hastanesi tiip bebek
boliimii yardime1 iireme tekniklerine bagvurmus olan hastalarin veri tabani
kullanilarak olusturuldu. Hastalarin mevcut hastaliklari, kullandiklari ilaglar, sigara ve

alkol i¢ip igmediklerini igeren tibbi ykiileri degerlendirildi.
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3.3.1. Hasta sec¢im kriterleri

e Mikro-akiskan ¢ip yontemi 5 x 10° ml’den fazla sayidaki sperm
ornekleri ile galisildigindan, sperm konsantrasyonu 5 x 10° ml’den fazla

olan hastalar ¢calismaya dahil edildi.

e Kadm hastalarin yaslar1 35 yas alt1 ve 35 yas tistli olarak ¢alismaya
dahil edildi.

e 2’den fazla tiip bebek (mikroenjeksiyon) denemesi yapilan hastalar

caligmaya dahil edildi.

3.4 Etik Kurul izni

“Tiip bebek tedavisinde mikro akiskan ¢ip (Sperm Chip) ve yiizdiirme (swim-
up) yikama yontemlerinin embriyo gelisimine ve gebelige etkisi’’ baslikli ¢alismamiz
icin Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi Fen, Sosyal ve
Girisimsel Olmayan Etik Kurul Baskanligina yapilan basvurumuz, etik ve bilimsel

acidan incelenerek uygun bulunmustur.

3.5 istatiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
IBM SPSS Statistics 23 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanildi. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilks testi, Q-Q grafikler ve histogramlar ile
degerlendirildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metotlarin
(ortalama, standart sapma, medyan) yani sira normal dagilim gostermeyen niceliksel
verilerin iki grup arasi degerlendirmelerinde Mann Whitney U testi kullanildi.
Niceliksel verilerin ikiden grup fazla grup arasi degerlendirmelerinde Kruskal Wallis
testi, farkliliga neden olan grubun tespitinde ise Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney
U testi kullanildi. Niteliksel verilerin degerlendirilmesinde Pearson Ki-Kare testi
kullanildi. Korelasyon analizi i¢gin Spearman Rho Korelasyon Katsayis1 kullanildi.

Anlamlilik P <0,05 ve P <0,01 duzeylerinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasi, yaglar1 20 ile 45 arasinda degismekte olan 120 ¢ift ile
yapilmistir. Tiip bebek tedavisi i¢in gruplarin yarisma “Mikro akigskan ¢ip”, diger
yarisina ise “Swim-Up” yontemi uygulanmistir ve bu yontemlerin embriyo Kalitesi ile
gebelik iizerine olan etkisi arastirilmistir. Kadmlarin %50’si 35 yasin altinda, geri

kalani ise 35 yas ve tizerindedir.

Mikro akiskan ¢ip ve swim-up gruplarinda kadinlarin yas ortalamalar1 ve
toplanan oosit sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamastir
(P>0,05). Sperm konsantrasyonunun, swim-up grubunda mikro akigkan ¢ip grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek oldugu tespit edilmistir (P=0,006;
P<0,01). Sperm sayilar1 kategorize edildiginde (>40, 15-40, <15); mikro akiskan ¢ip
ve swim-up gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur
(P<0,001; P<0,01). Mikro akiskan ¢ip grubunda sperm sayisinin 15 milyonun altinda
goriilme orani (%87), swim-up grubuna (%13) gore anlaml diizeyde yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Mikro akigskan ¢ip ve swim-up gruplari arasinda sperm hareketliligi ve
sperm progresif hareketliligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamustir (P>0,05). Transfer edilen embriyo kaliteleri agisindan kiyaslandiginda
mikro akiskan ¢ip ve swim-up gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik
gbzlenmemistir (P>0,05). Mikro akiskan ¢ip ve swim-up gruplari1 arasinda gebelik
goriilme oranlar1 agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir

(P>0,05) (Tablo 4.1).

A, B ve C embriyo kalitesine gore mikro akiskan ¢ip ve swim-up gruplari
arasinda kadinlarin yaglar1 acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamustir (P>0,05) (Tablo 4.2). Mikro akigskan ¢ip ve swim-up gruplar1 kendi
icinde degerlendirildiginde ise her iki grup i¢in de yas gruplar: ile embriyo kalitesi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gézlenmemistir (P>0,05) (Sirasiyla;
Tablo 4.3 ve Tablo 4.4).
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Tablo 4. 1: Hastalara iliskin genel 6zelliklerin, embriyo kalitelerinin ve gebelik

oranlarinin degerlendirilmesi

Mikro akiskan ¢ip Swim-up
_ _ Test
Genel ve Embriyolojik Ozellikler (n=60) (n=60) P Degeri
Degeri
Ort+SS (Medyan) Ort+SS (Medyan)
Kadin yagt (yil) 33,77+4,59 (33,5) 34,8745,11 (35,5) t=-1,241 0,217
Oosit sayisi 11,63+5,43 (11) 12,0045,42 (12) 7=-0,338 p=0,735
Sperm konsantrasyonu (x10%/ml) 38,47+34,60 (28) 49,40+26,46 (45) Z=-2,727 p=0,006**
Sperm konsantrasyonu grup
(x10%/ml)
>40 22 (%38,6) 35 (61,4)
15-40 18 (45) 22 (55) ©=15930  p<0,001**
<15 20 (%87) 3 (%13)
Sperm hareketliligi (%) 59,98+14,49 (63) 60,44+13,24 (62) 7=-0,047 p=0,963
Sperigiggresit halgggllik (%) 32,41+13,75 (33) 36,10+13,77 (35) z=-1183  p=0237
Embriyo kalitesi
A 39 (%54,2) 33 (%45,8)
B 14 (%43 8) 18 (%56,3) x2=1,250 p=0,535
c 7 (%43,8) 9 (%56,3)
Gebelik
Var 33 (%50) 33 (%50)
%2=0,001 p=1,000
Yok 27 (%50) 27 (%50)

t= Student-t Testi
p<0,01**

Z=Mann Whitney U Testi

x?=Pearson Ki-Kare Testi

Tablo 4. 2: Gruplardaki kadin yaglarinin embriyo kalitesine gore degerlendirilmesi

Mikro akigskan ¢ip Swim-up
Kadin Yasi (y1l)
(n=60) (n=60)

Embriyo

o Ort£SS (Medyan) Ort£SS (Medyan)
kalitesi
A 34,08+4,69 (34) 34,42+4,51 (35)
B 32,39+3,94 (33) 34,94+6,48 (35,5)
C 35,00+5,16 (35) 36,33+4,33 (37)

Test
Degeri

Z=-0,199
Z=0,083
Z=-0,583

P Degeri

p=0,843
p=0,084
p=0,560

Z=Mann Whitney U Testi

2% Kruskal Wallis Testi
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Tablo 4. 3: Mikro akigkan ¢ip grubunda kadmlarin yas gruplari ile embriyo kalitesi
arasindaki iliskinin degerlendirilmesi

Yas Grubu
Mikro akiskan
. 35 yas ve lizeri Test
¢Ip 35 yas alt1 (n=35) P Degeri
(n=25) Degeri
Embriyo kalitesi n (%) n (%)
A 21 (%60) 18 (%72)
B 11 (%31,4) 3 (%12) ¥?=3,372 p=0,185
C 3 (%8,6) 4 (%16)

2% Pearson Ki-Kare Testi

Tablo 4. 4: Swim-up grubunda kadinlarm yas gruplar1 ile embriyo kalitesi arasidaki
iliskinin degerlendirilmesi

Yas Grubu

Swim-up 35 yas ve iizeri Test

35 yas alti (n=35) P Degeri

(n=25) Degeri

Embriyo kalitesi n (%) n (%)
A 16 (%64) 17 (%48,6)
B 6 (%24) 12 (%34,3) v?=1,403 p=0,496
C 3 (%12) 6 (%17,1)

2% Pearson Ki-Kare Testi

Gebeligin  goriildiigii  kadinlarin  yaglar1  degerlendirildiginde swim-up
grubundaki kadinlarin yas ortalamasi, mikro akiskan ¢ip grubundakilerden istatistiksel
olarak anlaml diizeyde yiiksektir (P=0,011; P<0,05). Ancak gebeligin goriilmedigi
kadinlarin yaslar1 i¢in her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (P=0,842, P<0.05) (Tablo 4.5).

Mikro akigkan ¢ip grubunda yas gruplari ile gebelik oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski gézlenmistir (P=0,002; P<0,01). Mikro akiskan
¢ip grubunda yer alan 35 yas altindaki kadinlarda gebelik goriilme oraninin (%71,4),
35 yas ve iizeri olan kadinlara (%32) gore anlamli sekilde yiiksek oldugu saptanmistir
(Tablo 4.6). Swim-up grubunda yas gruplari ile gebelik oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iligski gozlenmistir (P>0,05) (Tablo 4.7).
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Tablo 4. 5: Gruplardaki kadin yaslarinin gebelik durumuna gére degerlendirilmesi

Mikro akiskan ¢ip Swim-up

Kadin Yas (y1l) Test

(n=60) (n=60) P Degeri

Degeri
Gebelik Ort+SS (Medyan) Ort+SS (Medyan)
Var 32,58+3,55 (33) 34,88+4,65 (36) Z=-2,599 p=0,011*
Yok 35,22+5,30 (36) 34,85+5,72 (35) Z=-0,199 p=0,842
Z=Mann Whitney U Testi *p<0,05

Tablo 4. 6: Mikro akigkan ¢ip grubunda kadmlarin yas gruplari ile gebelik oranlari
arasindaki iliskinin degerlendirilmesi

Yas Grubu
Mikro akiskan
. 35 yas ve iizeri Test
¢Ip 35 yas alt1 (n=35) P Degeri
(n=25) Degeri
Gebelik n (%) n (%)
Var 25 (%71,4) 8 (%32)
¥*=9,160 p=0,002**
Yok 10 (%28,6) 17 (%68)
2% Pearson Ki-Kare Testi **p<0,01

Tablo 4. 7: Swim-up grubunda kadmlarmn yas gruplar1 ile gebelik oranlar1 arasindaki
iligkinin degerlendirilmesi

Yas Grubu
Swim-up
35 yas alt1 (n=35) 35 yas ve iizeri (n=25) Test Degeri P Degeri
Gebelik n (%) n (%)
Var 13 (%52) 20 (%57,1)
v?=0,156 p=0,693
Yok 12 (%48) 15 (%42,9)

2% Pearson Ki-Kare Testi

Mikro akigkan ¢ip ve swim-up gruplar1 kendi iginde degerlendirildiginde ise
her iki grup i¢in de embriyo kalitesi ile gebelik oranlar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iligki saptanmamustir (P>0,05) (Tablo 4.8 ve Tablo 4.9).
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Tablo 4. 8: Mikro akigkan ¢ip grubunda embriyo kalitesi ile gebelik oran1 arasindaki
iligkinin degerlendirilmesi

Mikro akiskan Gebelik Oram

¢ip Var (n=33) Yok (n=27) Test Degeri P Degeri
Embriyo kalitesi n (%) n (%)

A 22 (%36,7) 17 (%28,3)

B 8 (%13,3) 6 (%10) ¥°=0,474 p=0,789
C 3 (%5) 4 (%6,7)

2% Pearson Ki-Kare Testi

Tablo 4. 9: Swim-up grubunda embriyo kalitesi ile gebelik orani arasindaki iliskinin

degerlendirilmesi
Gebelik Oram

Swim-up

Var (n=33) Yok (n=27) Test Degeri P Degeri
Embriyo kalitesi n (%) n (%)
A 19 (%31,7) 14 (%23,3)
B 8 (%13,3) 10 (%16,7) x*=1,394 p=0,498
C 6 (%10) 3 (%5)

2% Pearson Ki-Kare Testi

Embriyo kalite durumlari, iyi kalitedeki embriyo (A) ve diger embriyolar (B
ve C) olmak iizere iki gruba ayrilarak gebelik goriilme durumlari ile kiyaslanmistir. A
kalitedeki embriyolarin oldugu grupta, gebelik oranlar1 agisindan mikro akiskan ¢ip ile
swim-up yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir
(P>0,05). Ayrica B ve C kalitedeki embriyolarin oldugu grupta da gebelik oranlari
acisindan her iki yOntem arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gbzlenmemistir (P>0,05) (Tablo 4.10).
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Tablo 4. 10: Embriyo kalite gruplarinin gebelik oranlar1 agisindan mikro akiskan ¢ip
ve swim-up yontemleri arasinda karsilastirilmasi

Mikro akiskan .
. Swim-up
Embriyo . ¢Ip
o Gebelik (n=60) Test Degeri P Degeri
Kalitesi (n=60)
n (%) n (%)
Var 22 (%56,4) 19 (%57,6)
A ¥?=0,010 p=0,921
Yok 17 (%43,6) 14 (%42,4)
Var 11 (%52,4) 14 (%51,9)
BveC ¥?=0,001 p=1,000
Yok 10 (%47,6) 13 (%48,1)

2% Pearson Ki-Kare Testi
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5. TARTISMA VE SONUC

In vitro fertilizasyon (IVF) gibi yardimci1 iireme tekniklerinin kullanildig: tiip bebek
tedavilerinde kaliteli disi ve erkek iireme hiicrelerinin se¢imi, kaliteli embriyo
olusturulabilmesi agisindan oldukca dnemlidir. Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) teknigi, yaklasik olarak %30 oraninda yalnizca erkek infertilitesinin gézlendigi
vakalarda siklikla kullanilan bir tedavi yontemi olarak karsimiza ¢ikar ve bu durumda

dogru kalitedeki spermatozoonu se¢imi Kritiktir (Cardona vd., 2020).

Hareketliligin yiiksek oldugu normal morfolojiye sahip spermatozoonlari segmek
igin guinimiizde swim-up ve yogunluk gradient gibi sperm yikama teknikleri siklikla
kullanilmaktadir ancak bu tekniklerde numunelerin santrifiij edilmesinin,
spermatozoonlarda DNA hasarina sebep oldugu gosterilmistir (Alvarez vd., 1993;
Shirota vd., 2016). Santrifiijle birlikte ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirevlerinin artisi,
embriyo kalitesini yiiksek oranda etkilemekte ve denemelerin basarisizlikla
sonuglanmasina sebep olmaktadir (Colaco ve Sakkas, 2018; Piccolomini vd., 2018).
Bu nedenle mikro akiskan c¢ip teknigi gelistirilerek spermatozoonlarda santrifiij
kaynakli DNA hasarinin dnlenmesi hedeflenmis ve bu agidan basarili sonuclar elde
edildigi gosterilmistir (Anbari vd., 2021; Parrella vd., 2019). Bu tez ¢alismasinda
siklikla kullanilan geleneksel swim-up sperm yikama metodu ile yeni bir yontem olan
mikro akiskan ¢ip metodu arasindaki farkliliklarin arastirilmasi amaglanmistir. Ancak
literatlirde mikro akigkan ¢iplerin swim-up yontemi ile karsilastirildigi ¢alismalar
yeterli sayida olmadigindan bu bolimde yer yer yogunluk gradient yonteminin

kullanildig1 caligmalar da degerlendirilmisitr.

Calismaya kadin yaslar1 20 ile 45 arasinda degisen 120 ¢ift dahil edilmistir ve
kadlarn yaris1 35 yasin altinda, diger yaris1 35 yas ve tizerindedir. Bu ¢aligma, mikro
akigkan ¢ip ve swim-up yontemlerini karsilastirarak kadm yasi ile embriyo kalitesi,
kadin yas1 ile gebelik oran1 ve embriyo kalitesi ile gebelik orani agisindan literatiire
yeni veriler kazandirmakta; kiyaslanan diger degiskenler i¢in de literatiire giincel

veriler sunmaktadir.

44



Mikro akigkan ¢ip ile swim-up gruplarindaki kadinlarin yas ortalamalar1 ve
toplanan oosit sayilar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir ve bu acidan
gruplarin homojen dagildig1 gosterilmistir.

Swim-up ve yogunluk gradient gibi gelencksel yontemlere kiyasla mikro akiskan
c¢iplerin kullanildig1 caligmalarda sperm konsantrasyonunun bazi ¢alismalarda farklilik
olusturmadigi (Ozcan vd., 2021; Yetkinel vd., 2019; Yildiz ve Yuksel, 2019) ancak
bazi caligmalarda da sperm konsantrasyonunun ¢ip kullanilan grupta anlaml diizeyde
azaldig1 gosterilmistir (Anbari vd., 2021; Guler vd., 2021; Quinn vd., 2018). Bu
calismada swim-up ile mikro akiskan ¢ip gruplar1 kiyaslandiginda sperm sayisinin,
swim-up grubunda anlamli diizeyde yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Bu sonuca gore
swim-up yonteminin kullanimi, daha fazla spermatozoon elde edilmesi agisindan daha
avantajli goriinmektedir.

Geleneksel yontemler ile mikro akiskan c¢iplerin sperm hareketliligi acisindan
kiyaslandig1 calismalarda bazilar1 iki yontem arasinda anlamli bir farklilik olmadigini
gostermis (Yetkinel vd., 2019; Yildiz ve Yuksel, 2019), baz1 ¢alismalar ise mikro
akigkan ¢ip yonteminde sperm hareketliliginin anlaml diizeyde arttigimi bildirmistir
(Chinnasamy vd., 2016; Gode vd., 2019; Parrella vd., 2019; Zhang vd., 2015). Baz1
calismalarda da swim-up ile yogunluk gradient yontemleri kiyaslanmis ve swim-up
yonteminde sperm hareketliliginin anlamli diizeyde daha yiliksek oldugu gosterilmistir
(Gode wvd., 2020; Jon Romero vd., 2021). Bununla birlikte sperm progresif
hareketliligin degerlendirildigi ¢alismalarda mikro akiskan ¢ip metodunun geleneksel
metodlara gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu gosterilmis (Anbari vd., 2021; Guler
vd., 2021; Parrella vd., 2019; Quinn vd., 2018) ancak bir ¢alismada da anlaml1 bir fark
olmadig1 bildirilmistir (Gode vd., 2020). Calismamizda hem hareketlilik hem de
progresif hareketlilik agisindan mikro akiskan ¢ip ve swim-up gruplar1 arasinda
anlamli bir farklhilik olmadig1 saptanmistir. Bulgularimiza gére mikro akigkan c¢ipler
daha hareketli spermatozoon elde etmek agisindan bir farklilik olusturmamustir.

Embriyolarin kalitesini arastiran ¢alismalar1 incelendiginde bazi ¢alismalar swim-
up grubuna kiyasla mikro akigskan ¢ip grubunda yiiksek kalitedeki embriyo oraninin
anlamli diizeyde daha yiiksek oldugunu bildirmis (Anbari vd., 2021; Yetkinel vd.,
2019) ancak bir ¢caligmada da anlamli bir farklilik olmadigi gosterilmistir (Yalcinkaya
Kalyan vd., 2019). Bununla birlikte yogunluk gradient yontemi ile mikro akigkan ¢ip

yontemini kiyaslayan ¢aligmalarda ise ¢ip kullanilan gruplarda daha ytiksek oranda iyi
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kalitede embriyo gelistigi bildirilmistir (Guler vd., 2021; Keskin vd., 2021; Pabuccu
vd., 2018). Bu tez ¢aligmasinda ise embriyo kaliteleri agisindan kiyasladigimizda her
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gozlemlenmistir.
Bulgularimiza gore mikro akigkan ¢iplerin, daha kaliteli embriyo elde etmek a¢isindan
bir yarar saglamadig1 ortaya ¢ikmuistir.

Gebelik oranlarini kiyaslayan caligmalar incelendiginde, bir caligma swim-up
grubuna kiyasla mikro akiskan ¢ip grubundan elde edilen gebelik oraninin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugunu bildirirken (Anbari vd., 2021) bazi
caligmalar ise iki grup arasinda anlamli bir farklilik olmadigini bildirmistir (Leisinger
vd., 2021; Yalcinkaya Kalyan vd., 2019). Yogunluk gradient ve mikro akigskan ¢ip
yontemlerini kiyaslayan ¢alismalar incelendiginde de bazi ¢caligmalar iki grup arasinda
anlamli bir farklilik gézlemlemedigini bildirirken (Gode vd., 2019; Keskin vd., 2021,
Parrella vd., 2019; Yildiz ve Yuksel, 2019) bir ¢alisma da gebelik oraninin ¢ip
grubunda anlamli diizeyde artis gosterdigini bildirmistir (Ozcan vd., 2021).
Calismamizda ise her iki grup arasinda gebelik goriilme oranlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik olmadig1 gézlemlenmistir. Bu anlamda ¢alismamiza gore
mikro akigkan ¢ip kullaniminin, gebelik oranmi arttirmak acisindan bir avantaj
saglamadigmi diisiindiirmiistiir.

Calismamizda kadin yasi ile A, B ve C kalitesindeki embriyolar arasindaki iliskide
her iki grup agisindan bir farklilik tespit edilmemistir. Bunun yani sira mikro akiskan
¢ip ve swim-up gruplar1 kendi iginde degerlendirildiginde de kadm yasinin embriyo
kalitesi tizerinde anlamli bir etkisi olmadigi saptanmistir. Calismamiza gore kadin
yas1, embriyo kalitesi lizerinde anlamli bir etki olusturmamistir. Embriyo kalitesi ile
kadin yas1 arasindaki iliskiyi mikro akiskan ¢ip ve geleneksel yikama yontemlerini
temel alarak kiyaslayan bir calisma bildigimiz kadari ile yoktur. Bu anlamda
calismamuz literatiire yeni bir veri sunmustur.

Bir calismada kadin yasinin gebelik oranlar1 iizerine olan etkisi mikro akiskan ¢ip
ve yogunluk gradient yontemleri i¢in arastirilmis ve her iki yontem arasinda anlamli
bir farklilik bulunmadigi bildirilmistir (Ozcan vd., 2021). Bununla birlikte bu iki
degiskeni swim-up ile mikro akigkan ¢ip yontemleri igin kiyaslamis bir ¢alismada
bildigimiz kadar1 ile yoktur. Calismamizda swim-up ile mikro akiskan c¢ip
yontemlerini kiyasladigimizda swim-up grubundaki gebelik goriilen kadmlarin yas

ortalamasmin, mikro akigkan ¢ip grubundaki yas ortalamalarma gore anlaml diizeyde
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daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak gebeligin goriilmedigi gruplari
kiyaslandiginda her iki grup arasinda kadin yaglar1 acisindan anlamli bir farklilik
bulunamamistir. Sonugta swim-up yonteminin ilerleyen kadin yasi igin gebelik
goriilme oranmi arttirdigini, mikro akigkan ¢iplerin ise bu konuda anlamli bir etki
olusturmadigini sdyleyebiliriz.

Mikro akiskan ¢ip ve swim-up gruplari, kendi igerisinde 35 yas alt1 ile 35 yas ve
iistli olmak tizere iki grup halinde yasin gebelik {izerine olan etkisi degerlendirilmistir.
Sonuglarimiza gore mikro akigkan ¢ip yonteminde 35 yas altindaki gruptaki gebelik
goriilme orani, 35 yas ve lizerindekine gore anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Swim-up yonteminde ise her iki yas grubu i¢in kadin yasmin gebelik
goriilme orani iizerine anlamh bir etkisi bulunamamistir. Bulgularimiza gore mikro
akigkan cip yontemi 35 yas altindaki kadinlarda gebelik goriilme oranin arttirmakta,
35 yas ve {izeri i¢in anlaml bir etki olusturmamaktadir. Swim-up yontemi ise her iki
yas kategorisi i¢cin de birbiri arasinda anlamli bir etki olusturmayacak diizeyde etkili
olmaktadir. Elde ettigimiz sonuglar1 kiyaslayabilecegimiz bir ¢aligmaya rastlamadik,
bu anlamda ¢alismamaiz literatiire yeni veriler sunmustur.

Calismamizda embriyo kalitesi ile gebelik oranlar1 arasindaki iligkiyi mikro
akiskan ¢ip ve swim-up yontemleri i¢in ayr1 ayri degerlendirilmistir. Bulgularimiza
gore hem mikro akiskan ¢ip yontemi i¢in hem de swim-up yontemi igin embriyo
kalitesi ile gebelik orami arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit
edilmemistir.

Calismamizda mikro akiskan ¢ip ve swim-up gruplarindaki embriyo kalite
durumlari, 1yi kalitedeki embriyo (A) ve diger embriyolar (B ve C) olmak tizere iki
gruba ayrilarak gebelik oranlari agisindan degerlendirilmistir. Bulgularimiza gore
mikro akiskan ¢ip ve swim-up yontemlerinin kullanilarak elde edilen ve iyi kalite
olarak tanimlanan A kalitedeki embriyolarin transfer edilmesi, gebelik oranlarini
arttirmak agisindan anlamli bir etki olusturmamustir. Ayrica diger embriyolar olarak
tanimlanan B ve C kalitedeki embriyolarin transfer edilmesi de gebelik oranlari
acisindan her iki yontem kiyaslandiginda anlamli bir farklilik olusturmamistir. Sonug
olarak farkli yontemlerle elde edilen spermler ile iyi veya diger kalitedeki embriyolarin

transfer edilmesi, gebelik orani agisindan anlamli bir farklilik olusturmamaktadir.
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Bulgularimiz1 kiyaslayabilecegimiz bir ¢alisma ile karsilagsmadigimiz i¢in bu
noktada da literaturre yeni bir veri sunmaktayiz. Ancak karsilastirdigimiz bu verilerin,
gebelik orani agisindan kadinlardaki hormon diizeyleri ve endometriyal durumlar gibi
farkli degiskenler agisindan da degerlendirilmesi ve literatiirdeki bu agikligin

doldurulmasi gerektigini soyleyebiliriz.

5.1 Sonug

Calismamizin sonuglarina baktigimizda literatiiriin sundugu bazi verilerin de
paralelinde mikro akigkan ¢ip metodu, swim-up yontemine gore bir Ustinlik
saglamamistir. Beraberinde swim-up yontemi, mikro akigkan ¢ip yontemine gore ileri
yas grubundaki kadmlar i¢in gebelik orani agisindan daha yararli bir yontem gibi
goziikmektedir. Mikro akiskan ¢ip yonteminin ise 35 yasin altindaki kadmnlar igin
gebelik orami agisindan daha yararli oldugunu soyleyebiliriz. Embriyo kalitesi
acisindan karsilastirdigimizda da her iki yontem arasinda gebelik oranlar1 agisindan
bir farklilik gézlemlemedik. Bu nedenle elde ettigimiz sonuglara gore mikro akigskan
¢iplerin kullanimi, maliyet agisindan da diisiliniildiiglinde tekrardan degerlendirilmesi
gereken bir konudur. Santriftij kullanimin1 gerektiren geleneksel yontemlerin, her ne
kadar DNA fragmantasyonu ve akabinde reaktif oksijen tiirevlerinin artisini
indiikledigi gosterilmis olsa da olusan hasarin diizeyi blastokist ve embriyo kalitesi,
beraberinde gebelik oranlar1 ve canli dogum oranlar1 agisindan daha detayli
incelenmelidir. Belki de embriyonun plastisitesi agisindan bakildiginda olusan hasar
embriyo tarafindan bertaraf edilmektedir. Tiim bu sorulara yanit bulabilmek i¢in daha

fazla klinik ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugunu bildirmekteyiz.
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Degerhi katilime, sizi Tiip bebek tedavisinde Mikro-akiskan Cip (Sperm Chip) ve farkh sperm
yikama ydntemlerinin embriyo gelisimine ve gebelige etkisi konulu aragtirmaya katilmaya davet
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S6z konusu ¢aligma, bir tez galigmas: gerekliligidir.

Bu calismamin amaci:

Intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) yapilmus olan erkek faktérii olgulara ait verilerin
retrospektif olarak kullamiimas: planlanmaktadur. Tiip bebek tedavisi uygulanmig hastalarda, farkh
sperm yikama yontemlerinin etkisini arastirmak amactyla hastalanin embriyo gelisimi ve gebelik
olusumunu kargilagtrarak incelenmesi amaglanmgtir. Infertilite, daha dnce diizenli iligkiye
girmelerine ragmen | yil igerisinde gebelik gergeklegtirememis ¢iftlerdir.llgili olgularda embriyo
geligimi ve gebelik olusumu sonuglarinda uygulanmy farkli sperm yikama ydntemlerinin etkisini
karsilagtirarak incelenmesi amaghyoruz.

Kullamlacak yontemler:

Caliymamizda embriyo geligimi ve gebelik olusturmast igin spermler farkly yikama yontemleri
kullanilarak yumurtanmn dollenmesinde hangi sperm yikama ydnteminin daha baganl oldugunu
gostermek amaciyla incelenecektir. Bu galigmada sperm hazirlama yontemi ile embriyo gelisimi ve
gebelige etkisini incelemek igin ylizdirme (swim up) yontemi ve Mikro-akigkan Cip (Sperm Cip)
yontemi uygulanan hastalar karyilagtnlacakur. Yiizdiirme (swim up) yénteminde semen drnegi dnce
sperm yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra tiipiin dibinde kalan pelletin iizerine sperm yiizdiirme
solusyonu cklenerek iyi kalitede spermler elde etmek igin kullamimustr. Mikro-akigkan Cipler (Sperm
Cip), en iyi spermin segilebilmesi amaciyla kullamimistr.
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Ulusal Bilimsel Toplantilarda Sunulan Ve Bildiri Kitabinda Basilan
Bildiriler:

1. Ayyildiz Buse ve Giindogan Giil Ipek “Ishikawa Endometrium Kanseri
Hiicre Hatt1 Uzerinde Portakal Ve Okaliptiis Yaginm Etkisi” GEKON 2019
(Geng Eczacilar Kongresi) /Lionel Bayrampasa Hotel SOzIU bildiri / 8-10 Mart
2019

2. Gundogan Gl ipek, Ayyildiz Buse, Bakir Piar “ID:52 MCF-7 meme
kanseri hticre kilttirtinde Curcumin’in etkisi” EMK 2019 24. Ulusal Elektron
Mikroskopi Kongresi (Uluslararasi Katilimli) Poster bildiri 24-26 Nisan 2019/
Edirne
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	ÖNSÖZ
	Acıbadem Fulya Hastanesi tüp bebek bölümü kapılarını açan, tez döneminde gerekli tüm imkanları sağlayan ve bana yol gösteren hocalarıma ve ekip arkadaşlarıma teşekkür ederim.
	Tez çalışmamda yardım, destek ve deneyimlerini esirgemeyen tez danışmanım İstanbul Yeni Yüzyıl Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı öğretim üyesi Dr. Öğr. Üyesi Gül İpek GÜNDOĞAN’a teşekkür ederim.
	Eğitim hayatım boyunca her zaman yanımda olan ve tüm bu süreçte beni destekleyen, bana her daim güvenen ve inanan annem Selma AYYILDIZ ve babam Sedat AYYILDIZ’a çok teşekkür ederim.
	Ayrıca sevgisi ile yanımda olan ve desteğini hiçbir zaman esirgemeyen değerli eşim Efe MAZLUMOĞLU’na sonsuz sevgi ile teşekkür ederim.
	İSTANBUL, 2022      Buse AYYILDIZ
	İÇİNDEKİLER
	5.1 Sonuç



