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1. GIRIS

Fertilite, Latince “fertilitis” kelimesinden koken alir ve iiretken olma
halini ifade eder. Ayn1 zamanda sperm kalitesinin dolleyebilir 6zellikte oldugunu
da gosterir (1).

Infertilite ise ¢iftlerin en az bir yil siireyle, higbir kontrasepsiyon ydntemi
kullanmaksizin, diizenli cinsel iliskide bulunmalarina ragmen, gebelik elde
edilememesi durumudur. Ureme cagindaki ¢iftlerin % 10-15’inde infertiliteye
rastlanir. Infertilitenin siklign ve nedenleri bir toplumdan digerine farklilik
gosterebilir. Ciftlerin % 30-40’1nda erkek, % 40-50’sinde ise kadin infertiliteden
sorumludur. Ciftlerin %10-15’inde ise giiniimiizdeki mevcut standart tanisal
testler ile agiklanamayan infertilite mevcuttur (2,3).

Yardime1 Ureme Teknikleri (YUT), infertilite sorununu ¢6zmeye yonelik
olarak gelistirilen bir¢cok teknigi icerir. Bu yontemlerden en yaygin olarak
kullanilanlar1 in vitro fertilizasyon (IVF) ve intrauterin inseminasyon (IUI)
uygulamalaridir (4). Hastanin yas, infertilite etyolojisi, suresi gibi bir¢ok faktor
gbz Onlne almarak cifte ¢6ziim olabilecek ve ekonomik olarak da cift ve
uygulamayr Yyapacak olan ekip ig¢in en avantajli teknigin segilerek
uygulanmasinda yarar vardir. Her iki YUT’nde de en 6nemli basamaklardan biri
sperm hazirlama islemidir. Bu islem, YUT’nin basarisinda c¢ok onemli
noktalardan birini olusturmaktadir (5).

Infertil bir ¢ifti ve ozellikle erkek infertilitesini degerlendirmede en
onemli basamak sperm analizidir. Yukarida bahsedildigi gibi sperm analizi

sonrasinda hastaya uygulanacak YUT’nin etkinligini artirmak ve islem &ncesi



yuksek kalitede sperm elde etmek icin spermin hazirlanmasi gerekir. Semen
sivist plazma, sperm, lokosit, hiicresel artiklar ve kontamine olmus ise
bakterilerden olusmaktadir. Morfolojisi veya motilitesi bozuk olan spermlerle
birlikte bakteriler, hiicresel kalintilar ve seminal sivi servikal mukus tarafindan
tutularak, serviksten yukariya ilerlemelerine izin verilmemektedir. Cinsel iligki
ile vajene birakilan milyonlarca sperm igin servikal mukus dogal bir bariyer
olarak motiliteyi artirici, hiperaktivasyonu saglayic1 etkilerinin  yaninda
morfolojik olarak normal spermlerin seciminde c¢ok 6nemli rol oynar.
YUT lerinde spermlerin hazirlanmasi igin kullanilan laboratuar yéntemlerinde
de servikal mukusun yaptigir bu fonksiyon taklit edilerek fertilizasyon olasilig
yiiksek spermlerin ayrilmasi amaglanmaktadir. Semeni YUT’lerinde kullanima
hazir hale getirmek i¢in uygulanan islemlere ‘sperm hazirlama (sperm
yikama) yontemleri’ adi verilmektedir. Sperm hazirlama teknikleriyle seminal
plazma uzaklastirilir, semen kontaminasyona neden olabilecek hiicre ve
dokiintiilerden kurtarilir, semendeki yabanct maddelerin istenmeyen etkileri
ortadan kaldirilir, reaktif oksijen radikalleri uzaklastirilir, homojen fertil sperm
populasyonu elde edilirken 6te yandan spermlerin kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonlar1 baglatilmis olur. Bu amaclara uygun olarak birgok sperm yikama
yontemi gelistirilmistir (6). Bunlar arasinda en yaygin kullanilan ve etkinligi
bilinen yontemler “Swim-up ve “Dansite Gradient” dir.

Son 10 yilda, sperm deoksiriboniikleik asit (DNA) fragmantasyonunun
degerlendirilmesi, semen kalitesinin belirlenmesinde 6nemli bir faktér olmustur.

Sperm DNA fragmantasyonu ile YUT’lerinin basaris1 arasinda negatif



korelasyon bildiren yayinlar mevcuttur (7-10). DNA fragmantasyonunun,
progresif motilite gibi diger sperm Ozelliklerine gore YUT’lerinin basarisini
6ngormede daha 6nemli bir faktor oldugu diistiniilmektedir (11).

Bu ¢alismanin amaci sperm yikamada en sik kullanilan yontemler olan
swim-up ve dansite gradient yontemlerinin sperm DNA fragmantasyonuna
etkisini basit, ucuz ve kolay uygulanabilen bir test olan Halosperm® Kkiti
kullanilarak arastirmaktir. Bu amagla Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek
Merkezi’ne basvuran daha once YUT tedavisi almamus infertil olgulardan
aciklanamayan infertilitesi olan 34 olgu ve erkek faktorii olan 31 olgunun sperm
ornekleri swim-up ve dansite gradient yontemleri ile hazirlanarak DNA

fragmantasyonu agisindan karsilastirtlmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Infertilite Tanim, insidansi ve Etiyolojisi

2.1.1. Tamim ve Insidans

Infertilite, bir yil siireyle, hi¢bir kontrasepsiyon yontemi kullanmaksizin,
duzenli cinsel iliskiye ragmen gebelik elde edilememesidir. Infertilite, iiretken
cagdaki ciftlerin %210-15’inde gorilen bir saglik problemidir (2). Ciftlerin % 30-
40’1nda erkek, % 40-50’sinde ise kadin infertiliteden sorumludur. Ciftlerin %10-
15’inde ise giiniimiizdeki mevcut standart tanisal testler ile agiklanamayan
infertilite mevcuttur (2,3).

Fekundabilite, bir siklusun gebelikle sonuglanma olasiligidir. Normal
ciftlerde % 20- 25 olarak bildirilmistir. Fekundabilite infertilite tedavisinin basari
oranlarin1 yorumlamada kullanilir.

Fekundite, bir siklusun canli dogumla sonuglanma olasiligidir. Yedi
menstriiel siklus sonunda fekundite % 10’ un altina diiser ve ciftlerin sadece %

3’01 12 siklus sonunda gebe kalabilir (4).

2.1.2. Etiyoloji

Son otuz yilda infertilite insidans1 degismeden kalmistir. Ancak infertilite
degerlendirme ve tedavisinde bu siire i¢inde 6nemli ilerlemeler olmustur. Baslica

infertilite nedenleri erkek faktor (%35), tubal ve pelvik faktor (%35), ovulatuar



disfonksiyon (%15) ve agiklanamayan subfertilite (%15) olarak bildirilmistir

(12).

2.2. Erkek infertilitesi

2.2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tlireme sistemi; germ hiicresi olan spermin devamli iiretimi ve
erkek seks hormonlar1 olan androjenlerin sentezi ve salininmindan sorumludur.
Gonadlar (testis), genital kanal sistemi (epididimis, duktus deferens, duktus
ejakulatuarius ve erkek dretrasinin bir kismi1), yardimci tireme bezleri (vesikiila
seminalis, prostat ve bulbo dretral bezler) ve penis olmak Uzere 4 bélimden

olusur (13,14).

2.2.1.1. Gonadlar (Testis)

a) Testis: Testisler erkek cinsiyetindeki primer iireme organidir, skrotum
igerisinde sagda ve solda yerlesmis bi¢imde, funikulus spermatiscusa asili olarak
bulunmaktadir. Testisler yaklasik olarak 4- 5 cm uzunlukta, 2. 5 cm genislikte, 3
cm kalinhikta ve 10-15 gr agirh@indadir (13). Testikiler hacim ile sperm
konsantrasyonu, Folikil Stimalan Hormon (FSH), Luteinizan Hormon (LH) ve

prolaktin diizeyleri arasinda dogrusal bir iliski oldugu gésterilmistir (15).



b) Seminifer tabudller: Testisin glanduler dokusu, seminifer tibullerdir.
Salgilama bi¢imi aktif holokrin olup, salgilama materyali canli hiicre
spermium’dur. Tek bir insan testisinde seminifer tiibiillerin toplam uzunlugu 250

metreyi bulur. Seminifer tubullerin igerigi rete testis kanallarina bosaltilir

(16,17).

c) Sertoli hicreleri: Bazal lamina {izerine yerlesmis, seminifer epitel
boyunca uzanan piramidal hiicrelerdir. Sitoplazmasinin apikal yiiziinde
spermiumlarin  yerlesimine uygun girintiler icerir; yan uzantilarla ise
spermatogonium ve spermatositler arasina uzanir ve onlara mekanik destek
olarak otoimmiin reaksiyonlardan korunmasini ve beslenmesini saglarlar.
Ekstratibiler araliktan liimene makromolekiillerin gegisini Onleyen zonula
okludensler sayesinde, germ hucrelerinin proteinlerine karsi antikor yapilmasi

Onlenmis olur. Bu yapi, kan testis bariyeri olarak isimlendirilir.

d) Leydig hicreleri: Kan kapillerleri cevresinde tek tek ya da gruplar
halinde testise 6zgu 15-20 pum c¢apinda hicrelerdir. Leydig hucreleri, fotal
hayatta plasental kokenli gonadotropinlerin etkisiyle, 4-5. aylarda tam
gelismistir. Dogumdan sonra atrofiye olurlar ve pubertede LH uyarimiyla tekrar
gorilmeye baslarlar.  Leydig ve Sertoli hiicreleri radyorezistandir ancak

germinal hiicreler rontgen 1sinlarina ileri derecede hassastir (13, 14, 16, 17).



2.2.1.2. Genital Kanal Sistemi

Tubuli rekti (diz tubuller), rete testis ve duktuli efferentesler
intratestikller bosaltici kanallardir. Aksesuar kanallar igcinde duktus epididimis,
duktus deferens, duktus ejakilatorius ve Uretra bulunur. Bu kanallar testislerden

penise dek uzanir (13, 14, 16, 17).

a) Epididim: Testislerin posterolateralinde bulunur. Yaklasik 6 metrelik
duktus epididimislerin biraraya gelerek olusturduklari yapidir. Daha genis bag
kismi caput epididimis adini alir ve testisten ¢ikan duktuli eferentesler caput
epididimise girerler. Burada duktus epididimise agilirlar. Spermatogenez sonrasi
olusan spermatozoanin olgunlasarak ejakulasyon oOncesi depolandigi major

bolimdr.

b) Duktus deferens: Muskuler yapida yaklaik 45 cm uzunlugunda boru
seklinde bir yapidir. Epididimisin kuyruk kismindan baglar, ductus ejakulatoriusa

spermlerin taginmasinda gorev alir.

2.2.1.3. Aksesuar Genital Bezler

a) Seminal vezikll: Rektum ile mesane arka yiizli arasinda bulunurlar.
Sagda ve solda birer adet olup uzunlugu 5 cm, genisligi 2.5 cm’dir. Hafif alkali,
spermiumlarin spermiumlarin enerji ihtiyacini karslayan friiktoz, askorbik asit,

fibrinojen ve pithitlasma enzimi vezikulaz igeren bir siv1 salgilar.



b) Prostat: Mesane boynundan baslayan ve arka fiiretray1r ¢epegevre
saran, 4x 3x 2 cm boyutunda bir bezdir. Fibromuskiiler bir kapsiilii vardir.
Prostatin arka kismina ejekiilator kanallar agilir. Prostat bezi giinliik salgis1 0.5- 2
ml kadardir. Ejakulatin %20-30’unu olusturur. Bazik prostat salgisi vajinanin asit
ortamini nétralize ederek spermiumlarin vajina igerisinde yagsamasini saglar.
Prostat sekresyonu parasempatik stimulasyon ile artar. Sekresyonun iginde asit
fosfataz, prostatik antibakteriyel faktor, sitrik asit, spermin, lipid, fruktoz, ¢inko,
proteolitik enzimler, immunglobulinler, sodyum, Kklor ve bikarbonat

bulunmaktadir.

c) Cowper bezleri (bulbotiretral bezler): Prostatin altinda, {iretranin 2
yaninda bulunan 1 cm c¢apinda sar1 renkli bir ¢ift bezdir. Cinsel uyarilma ile
birlikte iiretra i¢ine berrak, koyu ve mukus benzeri alkali bir sivi salgilamaya

baglarlar. Bu sayede idrarin asiditesini notralize eder.

2.2.1.4. Penis ve Uretra

Penis korpus spongioza, iiretra ve 2 adet korpus kavernozumdan olusur.

Uretra cap1 8-9 mm’ dir.

2.2.2. Spermatogenez

Spermatogenez; primitif erkek germ hucrelerinin (46 kromozomlu
spermatogonia), 23 kromozomlu spermatozoaya doniisme siirecidir. Germ

hicreleri bazalden limene dogru farklilasmanin ve olgunlasmanin degisik



evrelerini gostererek siralanirlar. Bu sira; spermatogonium, primer spermatosit,

sekonder spermatosit, spermatid ve spermatozoon seklindedir (18).

Primer Spermatosit

Spermatogonium’lara komsu olup liimene daha yakindirlar. Primer
spermatositler olusur olusmaz 1. mayoz boliinmenin profaz evresine girer. Profaz
evresi 22 giin siirer. Bu nedenle sayica en c¢ok goriilen hiicre tipi primer

spermatosit’ dir. 46 (diploid) kromozom tasir (19).

Sekonder Spermatosit

Primer spermatosit 1. mayozu tamamlayinca, 2 tane haploid yapida
sekonder spermatosit olusur. Olusan sekonder spermatositler 2. mayoza girerek,
23 haploid kromozom igeren spermatid’ leri meydana getirir. Bu evreye kadar
olan degisim siirecine “Spermatogenez” denir. Iki mayoz boliinme sonunda, 1
primer spermatositten, haploid kromozomlu 4 adet spermatid olusur. Bu
asamalar icin gerekli siire 64- 74 giin arasindadir. Bunlarin ikisi 22+ X, diger
ikisi de 22+ Y kromozom diizenine sahiptirler (19). Takiben her bir spermatitten,
karmasik bir farklilagma siireciyle 4 adet spermatozoa olusumuna spermiyogenez

denir.

2.2.2.1. Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatidlerden spermatozoonlarin bigimlenmesi olayidir

(metamorfoz). 4 faza ayrilir (Sekil 1).



a) Golgi fazi: Bu faz boyunca proakrozomal graniiller golgi aygitinda
birikir, sonra bu graniiller tek bir zarla g¢evrilir. Niikleus yakinindaki sentriol

posterior pole hareket eder ve 9+2 mikrotiibiil yapisinin olusumu baglatir (19,20).

b) Kap fazi: Akrozomal vezikil nikleusun o6n kismini kaplar ve
akrozomal baslik adin1 alir. Ayrica niikleer icerik yogunlasarak koyu bir

gorinim alir (19,20).

c) Akrozomal faz: Cekirdegin akrozom bolgesi plazma zarma yakinlasir,
cekirdek progresif olarak yassilasir ve uzar. Bu sirada kromatin grantlleri genisler,
boylar1 esitlenir bazi bosluklar disinda homojen bir bigcimde dagilir. Golgi
kompleksi, akrozom blyumesini tamamladiginda ¢ekirdegin 0n kutbundan
sitoplazmanin bol oldugu bdlgeye gbc eder (20,21). Akrozom, fertilizasyon icin
gerekli hyaluronidaz ve proakrozin gibi hidrolitik enzimler icermektedir.
Ovumun fertilizasyonu sirasinda, akrozomal membranin oosit plazma membrani
ile birlesmesi sonucunda akrozom reaksiyonu olusmakta ve enzimatik yapi

serbestlesmektedir (20).

d) Olgunlasma fazi: Sertoli hiicresi ile baglantt bozulur ve
spermatozoonlar serbestleserek limene verilir ve bu arada spermatozoon
olusumu sirasinda artan sitoplazma fazlaliklar1 sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilir (18-20).

Spermiogenezi tamamlayan hicrelere “spermatozoa” denir. Bunlar
morfolojik olarak matir; ancak fonksiyonel olarak immatirdurler. Spermler

motilitelerini epididimde kazanirlar. Epididim fonksiyonu i¢in gerekli olan
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hormon dihidrotestosterondur. Epididime ait patolojiler ejakilattaki spermlerin
karakter ve islevinde degisikliklere yol agarlar. Deneysel olarak, epididim
basindan alinan spermler ovumu fertilize edemezken; epididim kuyruk
boliimiinden alinan spermler edebilmektedir. Bu da spermlerin fertilizasyon
yeteneklerini  epididimde kazandiklarim1  gostermektedir (21). Spermlerin
epididimden gecis siiresi yaklasik olarak 2 giindiir. Daha sonra rete testis

stvisiyla duktus deferense gelirler.

SPERMATID GOLGI FAZ AKROZOM ERKEN ORTA
Fazl MATURASYOH  MATURASYON
FAZI FAZI

Flagellum

Hukleus

Akrozomal
graniil

Hukleus

i
Akrozomal vezikiil Akrozomal Hukleus

Orta parga,
Mitokondri

Boyun

Bag

Gartner LP, Color Texthook of Histology. P /b ia, W.B.S lers Comy; 1987 den uyar

Sekil 1. Spermiyogenez. Gartner LP, Color Textbook of Histology. Pennsylvania,
W.B.Saunders Company, 1997 (21).
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2.2.3. Spermiumun Yapist

Bas ve kuyruk olmak Gzere 2 bolumden olusur. Uzunlugu yaklasik 60 um
kadar olan spermatozoon bas kisminin boyu 3-5 um, eni 2-3 um’ dir. Basin

esas gorevi; DNA materyalini tasimak ve korumaktir (Sekil 2).

a) Bas gbolgesi: Niikleus, niikleer membran ve akrozomdan olusur.
Lizozomal organelin bulundugu akrozom g¢ekirdegin 2/3’Uni kaplar; glikoprotein
yapisindadir ve hidrolitik enzimler icerir (hyalurinidaz, aril Glfataz, akrosin, asit
fosfataz, néroaminidaz v.b). Akrozin tripsin benzeri bir proteazdir. Akrozomun
dollenme surecinde oosit zona pellusidasinin eritilmesinde ¢ok onemli islevi

vardir (22,23).

b) Kuyruk bolgesi: Yaklasik 45-50 pum uzunlukta olup boyun, orta
parga, esas par¢a ve son par¢a olmak tizere 4 kisma ayrilir (14, 22). Kuyrugun
merkezinde bir ¢ift, periferinde ise 9 ¢ift, aksonem adini alan mikrotiibiil yapisi
bulunur. Bu yap1 9 adet kalin fibriller ile g¢evrilmistir. Bu yogun dis fibriller
kuyruga diklik, aksonem ise hareketlilik saglar. Spermatozoa hareketini flagellum
(kuyruk) ile saglar. Sonug olarak sperm hiicresi oosit hiicresini fertilize edip,

genetik materyalini oosite aktarmak igin 6zellesmistir (14,18,20,22).
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Sekil 2. Spermatozoanin sematik gosterimi

2.2.4. Erkek Infertilitesi

Ureme ¢agindaki erkeklerin yaklasik %8’i infertilite nedeniyle tibbi destek
almaktadir (24). Infertil ¢iftlerin ise % 30-40’ mndan erkek sorumludur (2). Erkek
infertilitesinde dikkatli oyki ile etyoloji blyuk Olgude ortaya konabilir. Bu
nedenle erkek hastanin degerlendirilmesinde Oykii ¢ok oOnemlidir. Erkek

infertilitesinin en sik nedenleri asagida gosterilmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Erkek infertilitesi nedenleri (25, 26)

Seksuel nedenler (% 1.7)
Urogenital enfeksiyon (% 6.6)

Konjenital anomaliler (% 2.1)
Kazanilmis faktorler (% 2.6)
Varikosel (% 12.3)

Endokrin patolojiler (% 0.6)
Immiinolojik faktorler (% 3.1)

Diger nedenler (% 3)

Idyopatik anormal semen (oligo-asteno-teratozoospermi
sendromu) ya da kanitlanamayan nedenler (%75.1)

OO N g r~lw i -
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Erkek infertilitesi

nedenleri

konjenital

olabilecegi gibi sonradan

kazanilmig da olabilir. Tablo 2’ de akkiz ve konjenital erkek infertilitesi nedenleri

ve mekanizmalar1 siniflandiriimistir.

Tablo 2. Erkek infertilitesine neden olan “Konjenital” ve Akkiz” nedenler ve etki

mekanizmalar1 (25-30)

Hastahk

Infertilite Mekanizmasi

Konjenital (Genetik) Hastalhklar

Kartagener Sendromu

Immotil sperm

Kistik Fibrozis

Immotil sperm, bilateral konjenital vaz
deferens yoklugu

Androjen Reseptor Eksikligi

Genital malformasyon

Coliak Hastaligi Testikiler hasar

Inmemis Testis Testikiiler hasar

Enfeksiyon

Kabakulak Testikiler atrofi ve sperm Uretim defektleri
Tuberkiiloz, Gonore Obstriiksiyon ve orsit

Klamidya Obstriiksiyon

Tifo, Influenza, Brusella, Sifiliz Orsit

Endokrin Hastahklar

Tirotoksikoz

Hormonal disfonksiyon

Diabetes Mellitus

Testikiler yetm.ve erektil disfonksiyon

Sistemik Hastahklar

Hepatik yetmezlik

Hormonal disfonksiyon

Renal yetmezlik

Testikiler yetmezlik ve libido kayb1

Sekonder Testikuler Yetmezlik

Kromofob adenom

Hipofizer yetmez.+androjen eksikligi

Astrositom+ teratom+ sarkoidoz

Hipofizer yetmez.+androjen eksikligi

Solunum Yolu Hastalhklar:

Bronsiektazi, Kronik bronsit

Immotil sperm

Norolojik Hastaliklar

Parapleji Erektil disfonksiyon

Tibbi Tedavi

KT/RT Alkilleyici ajanlar ve RT geri doniisiimsiiz
testis harabiyeti yapar.

Simetidin Reseptdr  diizeyinde androjen  etkisinin
inhibisyonu

Sulfazalin Direkt toksisite

Spironolakton

Androjen antagonizasyonu

Nitrofurantoin

Direkt toksisite

Niridazol

Spermatogenezin inhibisyonu

Kolsisin

Spermatojenik toksisite

Antihipertansif ilaglar/ Trankilizanlar

Erektil disfonksiyon
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2.2.4.1. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Infertilitenin degerlendirilmesinde oncelikle detayl bir tibbi 6ykii alinmali
ve fizik muayene yapilmalidir; sonrasinda ise semen analizi ve hormon profili
(FSH, LH, Prolaktin, Testesteron, TSH) incelenmelidir. Gerekirse ileri
degerlendirme i¢in ek incelemeler (endokrinolojik, ultrasonografik ve genetik

incelemeler) yapilmalidir.

Anamnez (25,27)

Oncelikle ayrintil1 8ykii alinmal1 ve asagidaki faktorler sorgulanmalidir.

- Daha onceki fertilite Oykiisli, kullanilan kontraseptif yontem, daha
onceki tedaviler, parterin yas1 ve fertilite durumu (yapilan testler,
onceki gebelikler vb.)

- Cocuklukta ve pubertede gecirilen hastaliklar (viral orsit veya atesli
hastaliklar gibi), kriptoorsitizm, herni, testikiiler travma, seksiiel
maturasyon, puberte yasi

- Pelvik ve inguinal bélgeyi ilgilendiren gegirilmis cerrahi

- Sistemik hastaliklar (diabetes mellitus, siroz, sistemik hipertansiyon,
cinsel yolla bulasan hastaliklar)

- Gonadotoksin maruziyeti:

i Pestisit, alkol, kokain, mariuhana
i Kemoterapi, simetidin sulfasalazine, nitrofurantain, allopurinol,
kolsisin, tiazid, alfa-beta blokdrler, kalsiyum kanal blokorleri,

finasterid, anabolik steriodler
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W Organik ¢oziiciiler, agir metaller
i Yiksek 1s1, elektromanyetik alan, radyasyon maruziyeti
- Aile oykiisii: Kistik fibrozis, ailede infertilite, endokrin hastaliklar
- Mevcut saglik durumu: Anosmi, galaktore, gérme bozukluklari,

obezite

Fizik Muayene (4,5,27)

1) Penis muayenesi, Uretral meatusun yeri: hipopadias, cinsel yolla bulasan
hastaliklar

2) Testislerin palpasyonu ve buyiklikleri

3) Vazlarin ve epididimlerin varlig1 ve yapisi

4) Varikosel, hidrosel varligi

5) Seksiiel gelisimin degerlendirilmesi: Viicut killarinin ve saglarin
dagilimi, jinekomasti, unikoid gérianim

6) Dijital rektal muayene

Semen Analizi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), daha &énce gesitli senelerde revize ettigi
sperm analizi degerlendirme kilavuzunu, son olarak 2010 yilinda yeniden
diizenlemistir (Tablo 3) (22, 31, 32).

Semen analizinde sonuglarin standardize edilebilmesi i¢in en az 72 saatlik
cinsel perhiz onerilir. Bu surenin 48 saatten az ya da 7 glinden uzun olmamasina

dikkat edilmelidir. Semen parametreleri fertil erkeklerde bile zaman i¢inde bazi
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degisiklikler gosterebilir, bu nedenle en az 2 hafta araliklarla en az 2 sperm 6rnegi

incelenmelidir (33-38).

Tablo 3. Semen analizi normal referans degerleri (WHO, 5. Baski, 2010) (22).

Gorundm Homojen, gri- opak
Volim (ml) >1,5(%95ClI: 1,4-1,7)
Ph 7,2-8.0
Viskosite <3

Sperm sayis1 (Spermatozoa / ml)

>15x 10° (%95 CI: 12- 16)

Total sperm sayis1 (Spermatazoa / ml)

> 39 x 10° (% 95 CI: 33- 46)

Total Hareketlilik (progresif+ nonprogresif)

> % 40 (% 95 CI: 38- 42)

Progresif hareketlilik

% 32 (% 95 CI: 31- 34)

Progresif hareketli sperm sayis1 (spermatazoa / ml)

>3 x10°

Morfoloji

>% 4 normal (% 95 CI: 3- 4)

Vitalite

> % 58 (% 95 CI: 55- 63)

Peroksidaz pozitif 16kosit sayis1 (x 10%/ ml)

<1

Immiinobead test

<% 50 partikiille kapli sperm

MAR testi <% 50 partikiille kapl sperm
Cinko (mmol/ ejakulat) >2,4

Fruktoz (mmol/ ejakiilat) >13

Alfa — glukozidaz (notral)  (mU/ ejakiilat) >20
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WHO parametrelerine gore sperm analizi terminolojilerinin

tanimlari ve nedenleri (31,39):

1. Aspermi: Ejakiilat yoklugu demektir. Aspermi yapan nedenler
arasinda retrograd ejakiilasyon, vaskiiler nedenler, hormonal nedenler ve

ereksiyon bozukluklart bulunmaktadir.

2. Hipospermi: Ejakulatin 1,5 ml” den az olmasi1 demektir. Hipospermi
yapan nedenler arasinda prostat, seminal vezikiil ve vas deferensin enfeksiyonu,
travma ve tliimorlerinin yami sira; androjen eksikligi, ejakiilator kanallarin

tikanikliklar1 ve retrograd ejakiilasyon da bulunmaktadir.

3. Hiperspermi/ polizoospermi: Sperm konsantrasyonunun sirekli
olarak 250 milyon/mlI’den fazla olmasidir. Prostat ve seminal vezikillerin
enfeksiyonunda veya cinsel iliskinin seyrek olmasi durumunda goriliir.
Polizoospermik hastalarda akrozin aktivitesinin diisilk oldugu ve akrozom

reaksiyonunun gergeklesemedigi gosterilmistir (105).

4. Ejakulatta koagiilasyon bozuklugu: Ejakiilatin koagiile olmamasi

durumudur. Seminal vezikil patolojilerinde goralur.

5. Ejekulatta likefaksiyon bozuklugu: Ejakiilatin likefiye olmamasi

durumudur. Prostat ve bulbo- Uretral bezin patolojilerinde goruldr.

6. Azospermi: Ejakulatta sperm yoklugu demektir. Azospermi yapan
nedenler arasinda genetik bozukluklar, hormonal degisiklikler, germinal aplazi,
bilateral vas deferens yoklugu ve ejakiilator kanallarda tikanikliklar sayilabilir.
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7. Oligozoospermi: Sperm sayisinin 15 milyon/ ml’ nin altinda

olmasidir.

a. Hafif Oligozoospermi: Sperm sayismin 5- 15 milyon/ ml’ nin

arasinda olmasidir.

b. Siddetli Oligozoospermi: Sperm sayisinin 5 milyon/ ml’ nin altinda

olmasidir.

Oligozoospermi idiyopatik olabildigi gibi; sistemik ve genital
enfeksiyonlar, kromozomal bozukluklar, inmemis testis, ilaglar, kronik sistemik

hastaliklar ve koit sikligina bagli olarak da gelisebilir.

8. Astenozoospermi: Ileri hareketli spermatozoa’ nin < % 40 olmasi ya
da ileri hizli hareketli olanlarin < % 32 olmas1 anlamina gelir. Pek ¢ok konjenital

(Kartegener Sendromu) ve akkiz nedenlerle (enfeksiyon, ilag, 1s1) olusabilir.

9. Teratozoospermi: Normal spermatozoa morfolojisinin belirli bir
oranin altinda (< %4) olmas1 demektir. Teratozoospermi yapan nedenler arasinda
kromozomal bozukluklar, toksik maddeler, seminal kanallarda deformasyon ve

epididim enfeksiyonu bulunmaktadir.

10. Astenoteratozoospermi:  Spermlerin  motilite  ve morfolojik

incelemesinin her ikisininde normal sinirlarin altinda olmasidir.

11. Oligoastenoteratozoospermi:  Spermlerin  say1r, motilite ve

morfolojik incelemesinde {i¢iiniin birden normal sinirlarin altinda olmasidir.
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12. Nekrozoospermi: Numunenin % 25’ ten fazla 6lu sperm hcresi
icermesi anlamimna gelir. Idiyopatik olabildigi gibi; toksik maddelerle temas,

Kartagener Sendromu ve cinsel iliski sikliginda azalma nedeniyle de olusabilir.

Semen Toplanmasi

Genellikle 3-5 ginlik cinsel perhiz déneminden sonra semen Ornegi
alinmasi tavsiye edilmektedir (40). Normal erkeklerde her bir giinliik cinsel
perhizde semen volimi 0.4 ml, semen konsantrasyonu 10-15 milyon/ml artar ki
bu artis 5 guine kadar devam eder. Sperm motilite ve morfolojisi 5-7 ginlik cinsel
perhizde etkilenmez. Bir haftadan sonra ise motilitede bozulma meydana gelir
(41). En uygun semen 6rnegi laboratuvarda mastiirbasyonla alinandir. Bu sekilde
semenin genel muayenesi, bilhassa koagiilasyon ve likefaksiyon olaylarinin
gbzlenmesi ve motilitenin dogru bir sekilde degerlendirilmesi miimkiin olur.
Semen ornegi laboratuarda 6zel olarak hazirlanmis odalarda alinmalidir. Burada
gerekli tim temizlik imkanlari, uygun 1s1 ve ses ortami saglanmalidir. Ornek
almak igin genis agizli ve Kkilitlenebilen cam kavanoz, petri kutusu veya
poliprolen, polietilen kaplar kullanilabilir. Bu kaplar kesinlikle deterjan ve diger

zararli maddeler igermemeli, viicut 1s1sinda olmalidir.

Makroskopik inceleme
Semen koagulasyon, likefaksiyon, goriinim, hacim, viskozite ve pH

acisindan degerlendirilir (22).
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Renk: Semenin rengi mat beyazdir. Cinsel perhiz siiresi fazla oldugunda

renk sarimsi veya gri-krem renkte olabilmektedir.

Koagulasyon: Ejakulasyondan hemen sonra semen sivi haldeyken hizla

koagulum haline gelir. Bu gegis ¢ok kisa zamanda olur.

Likefaksiyon: Normal bir semen &rneginde 37°C’de likefaksiyon
yaklasik 10-20 dakika i¢inde gergeklesir. Bu olay prostattan salgilanan
fibrinolizin, fibrinokinaz ve aminopeptidaz adli enzimlere baghdir (43).
Likefaksiyon, normal prostat fonksiyonunun bir gostergesidir. Likefaksiyon
sonrasi, semen yapi ve renk olarak homojen goriiniimdedir. Eger likefaksiyon hig
olmuyorsa ya da 30 dakikadan uzun siiriiyorsa, bu muhtemel gegirilmis prostatite
bagh prostatin normal islev gormediginin bir belirtisidir. Likefaksiyon siresi

spermatozoonun hareketlik kazanmasi agisindan 6nemlidir.

Hacim: Semen hacmi 1,5 ml ve ustiinde olmalidir.

Viskozite: Viskozite semen akiskanligina karsi olusan diren¢ veya
yapiskanlik demektir. Likefaksiyonu baglatan proteolitik enzimler prostatta
bulunur ve seminal vezikiillerden salgilanan maddeler semeni koagile eder.
Yetersiz likefaksiyon hipervisk6z semene yol acar. Yiksek viskozite spermi
olumsuz etkilemektedir. Ozellikle motiliteyi, konsantrasyonu ve spermin antikorla

kaplanmasini etkileyebilmektedir (31, 43, 44).

pH: Normal ejakiilatin pH degeri 7,2 ile 8.0 arasinda degisir. Akut

prostat, vezikula seminalis, epididim enfeksiyonlarinda pH 8.0'in {izerinde
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saptanabilir. Bu organlarin kronik enfeksiyonlarinda ise pH 7,2 altinda
saptanabilir. Semen analizinin en Onemli kismim1 ise mikroskobik inceleme

olusturmaktadir (22).

Mikroskopik inceleme

Konsatrasyon:

Sperm konsantrasyonu ile erkek fertilitesi arasinda baglanti oldugu eskiden
beri bilinmektedir. Fertilite icin sperm sayisinin olmasi gereken alt limiti 15
milyon/mL’dir (22). Bunun altindaki degerler oligozoospermik olarak
siniflandirilirlar, 5 milyon/mL’ nin altinda ise ciddi oligospermi s6z konusudur.

Azoospermi tanisi konulurken dikkatli olunmalidir. Semen 15 dakika
stireyle 3000g santrifuj edilip pelet incelemesi yapilmadan azoospermi tanisi
konulmamalidir. Azospermi tanisi alan erkelerin bu sekilde ayrintili incelenmeleri
sonucu sperme rastlanabilir (45).

Total sperm sayis1 basit¢e sperm hacmi ile sperm konsantrasyonun garpimi
ile elde edilir.

Konsantrasyon hesaplanirken, sulandirilmis semen 6rnegi, x400 biyttmeli
bir mikroskop altinda Neubauer sayim kamarasiyla (hemositometre)
incelenebildigi gibi, sperm sayimi i¢in 6zel iiretilmis olan ve sulandirilmadan
sayima olanak veren Horwell veya Makler sayim kamaralar1 da kullanilabilir. Bu
0zel kamaralar aynm1 anda motilite ve morfolojinin de saptanmasina izin

verdiginden siklikla tercih edilirler (33).
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Motilite:
Sperm motilitesi total sperm populasyonunda hareketli olan spermlerin

yiizdesidir. Diinya Saglik Orgiitii hareketliligi 3 simifta degerlendirmektedir (22):

a ) Ilerleyici (progresif) hareket
b) ilerleyici (progresif) olmayan hareket

c) Hareketsiz

DSO kriterlerine gore motilitenin (a+b) <%40 ve/veya ileri dogru

hareketin (a) <32% oldugu erkekler astenozoospermik olarak siniflandirilirlar.

Morfoloji:

Sperm morfolojisi spermatogenezin kalitesini  yansitir, morfoloji
anormallikleri (teratospermi) bas, boyun ve kuyruga gore siniflandirilir. DSO
kriterlerine gbre normal morfolojiye sahip sperm yuzdesi %30'un Uzerinde
olmalidir. DSO’niin énerdigi morfolojik degerlendirme 6zelliklerini ayni alan
ancak smirda kabul edilen spermatozoayr da anormal gruba sokan daha kesin
oOlgiitlerin kullanildig1r degerlendirme sistemi Kruger’in kesin olcUtleri olarak
bilinir (46). Bas, diiz oval yapida olmali, basin eni uzunlugunun 3/5 -2/3’
arasinda degismeli ve uzunluk 5-7 um, en 2,5-3,5 um arasinda olmaldir.
Akrozom basin 6n kisminin %40-70’ini olusturmalidir. Sinirda normal basg
sekilleri ve/veya oval sekle yakin ise beraber gros bir sekil bozuklugu olmasa da
bu anormal kabul edilmelidir. Boyun; implantasyon basin uzun ekseni boyunca ve
intakt olmalidir. Orta kisim; silindir sekilli ve basin uzun ekseni dogrultusunda

baglanmis olmalidir. Eni yaklasik 1 pum, boyu ise basin uzunlugunun 1,5 kati
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olmalidir. Bagin biiyiikliiglinln %2’ sini gegen sitoplazmik artiklar ya da sayica 3
adetin {izerinde olanlar anormal kabul edilmelidir. Kuyruk; diizgiin yapida ve orta
kismindan biraz daha ince olmali, kivrim ve biikiilme olmamalidir. Uzunlugu 45
um olmalidir. Bu degerlendirmeye gére normal morfolojiye sahip sperm yuzdesi
%14’in tzerinde olmalidir. %14 ve altindaki degerler anormal kabul edilir

(Teratozoospermi).

Prognoza gore 2’ye ayrilir:
Iyi prognoz (G pattern): Normal morfolojili sperm oran1 %5-14 aras1
Kotu prognoz (P patern): Oran %4’den azdir.
Kruger kesin kriterlerinde belirtilen normal morfoloji smirt WHO’nun son
siniflamasinda %4 olarak kabul edilmistir.
Ek testler: Tim semen parametrelerinin fertilizasyon Uzerine etkisi olmakla
birlikte; spermin konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi anormal oldugunda
spermin ovuma yapisip yapismayacagl ve fertilize etme yetenegi tam olarak

belirlenemez. Bunlar1 belirlemek i¢in de baz1 6zel testlere ihtiyag duyulur (4,47).

a) Antisperm antikorlarimn degerlendirilmesi: Kan testis bariyeri
spermleri immiin yanittan korur. Bu bariyer bozuldugunda antijenik cevap gelisir.
Risk faktorleri; duktus obstriksiyonu, genital enfeksiyon, testikiler travma,
torsiyondur (47,48). Serumdaki antisperm antikorlarinin klinik 6nemi olmamakla
beraber sperme bagli antikorlarin sperm motilitesini etkiledigi ve fertilizasyonu

etkiledigi bilinmektedir (49-52).
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i. MAR testi (Mixed Antigloblin Reaction Test)

ii. IBT ( Immunobead Test)

b) Sperm penetrasyon testi: Kobaylardan toplanan oositlerin, yikanmig
insan spermi ile inkiibe edilmesi ve bu spermler tarafindan penetre edilen oosit
oranlarinin fertilitesi bilinen kisilerden alinan spermlerle karsilastirilmasi ile

yapilir (53).

c) Insan zonasina baglanma testi: Overdeki zona dokusu kullanilarak,

vakalardaki baglanma ile fertil kontrol spermi karsilastirilarak yapilir (54).

d) Sperm sayr1 ve motilite analizinde bilgisayar yardimh sperm
cozumleyicileri (CASA, Computer- Aided Sperm Analyser): Kesin, otomatize,
objektif sperm konsantrasyonu ve hareket karekteristikleri degerlendirmesini

saglar (55).

e) Akrozom reaksiyonu: Infertil erkeklerde spontan akrozom reaksiyonu

kaybinda artis goriilmiistiir (56).

f) Semenin biyokimyasal analizi: Semende kreatin fosfokinaz ve rekatif

oksijen radikallerinin élcimana icerir (57).

g) Spermin kromatin yapisi ve DNA: Infertil erkeklerin biiyiik
cogunlugunda artmis DNA hasar1 vardir ve son zamanlardaki tiim semen
parametreleri normal olsa dahi bulgular bu durumun erkek infertilitesini kot
yonde etkiledigini gostermektedir (58-65). Anormal semen parametreleri olan

olgularda DNA fragmantasyon indeksi yiiksek oranda saptanir (58,62-65).
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h) Sperm-servikal mukus etkilesimini degerlendiren testler: in-vivo
test (postkoital test: Sims-Huhner Testi) veya invitro test (modifiye Miller-

Kurzrok testi).

i) Ejekiilasyon sonrasi idrar oOrneginin mikroskopik incelemesi:
Ejekulat hacmi 1 ml’nin altinda oldugunda, retrograd ejekiilasyonu

degerlendirmek i¢in kullanilan bir yontemdir.

Jj) Genetik tarama: Karyotiplendirme ve Y kromozomu PCR analizi.

2.2.5. Sperm DNA Hasart

Spermatozoadaki DNA hasarinin nedenleri ve mekanizmasi hakkinda
giinlimiizde yeterli bilgi birikimi bulunmamaktadir. Yiiksek DNA hasar1 iceren
semen oOrnekleri IVF ve ICSI uygulamalarinda diisiik fertilizasyon hizlar1 ve
embriyo boliinmesi ile iliskilidir ve erken embriyo kaybi ile iligkili olabilir (70).
Bu yontemlerde en iyi morfolojik gérintme sahip, hareketli spermler secilmesine
ragmen DNA hasar1 olasiligi her zaman mevcuttur. YUT lerinin dezavantaji
spermin oosite penetrasyonundaki dogal se¢im asamalarinin atlanmasidir. Béylece
anormal genetik materyal iceren sperm oosite minimal efor (IVF) ile yada hi¢ efor
sarfetmeksizin (ICSI) ulasabilir (70). ICSI uygulamalar1 sonrasi diisiikk oranlarinin
yiiksek olmasi da anormal genoma sahip spermlerin kullanilmasi sonucu

embriyoda onarilamaz hasarin gostergesi olarak diistiniilebilir (71-72).
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2.2.5.1. Sperm DNA Hasart Mekanizmalart

Erkek germ hiicre proliferasyon ve maturasyon siireci olan spermatogenez
kompleks bir olaydir. Sperm DNA hasar1 veya kromatin yapisindaki degisiklikler
spermatogenezin her asamasinda meydana gelebilir (73). Son zamanlarda yapilan
caligmalarda insan spermatozoasindaki DNA hasarini agiklamak ic¢in 3 teori

ortaya atilmistir.

a) Anormal ya da dizensiz kromatin paketlenmesi: Sperm kromatin
yapist DNA ve sperm niikleer proteinleri arasindaki essiz iliskiyi saglamak igin
sik1 bir sekilde paketlenmistir. Bu niikleer proteinler agirlikli olarak ylksek bazik
Ozellik gosteren protaminlerden olugmaktadir. Sperm DNA iplikleri siki ve
diizenli ilmekleri olusturmak iizere protaminler etrafinda sikica sarmalanmistir.
Sikistirma ve stabilizasyon islemleri sisteinden zengin inter ve intramolekiiler
disiilfid capraz baglar ile saglanmaktadir. Spermatozoa kromatin yapisinin biiytik
kismi1 protaminlerle sikica paketlenmigken, yalnizca %15’ lik bir kismi histonlarla
daha gevsek olarak paketlenmistir. infertil erkeklerin fertil erkeklere oranla artmis
histon/protamin oranina sahip olduklar1 gosterilmistir. Bu durum anormal
kromatin paketlenmesi olarak adlandirilir ve spermin dis strese Kkarsi
duyarliliginin artmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Infertil erkeklerin %5-
15’inde protamin eksikligi oldugu gosterilmistir (74). Yeni c¢alismalarda da
protamin eksikligine bagli sperm DNA hasar1 ve disiik fertilizasyon kapasitesi

arasindaki iliski gosterilmistir (75).
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Spermatozoanin mitokondrial DNA’s1 kiiciik, dairesel yapidadir ve
herhangi bir 6zel protein ile paketlenmemistir. Bu nedenle mitokondrial DNA’nin
sadece yardimci sadece esas tamir mekanizmalarina sahip olduguna inanilir. Daha
onceki calismalarda sperm motilitesinin spermin orta kismindaki mitokondrial
DNA voliimii ile dogru orantili oldugu gosterilmistir. Mitokondrial sperm DNA’s1
fazla sayida mutasyon ve delesyonlar gostermekte ve azalmis sperm motilitesine
neden olmaktadir. Mitokondrial DNA’nin kalitimi %99 oraninda maternaldir,
olgularin sadece %1’inde mitokondrial DNA mutasyonlarinin paternal gegisi s6z
konusudur (76, 77).

b) Apopitozis: Apotozis spermatogenezde 2 olasi rolii bulumaktadir:
Bunlardan ilki germ hiicre populasyonunu sertoli hiicreleri tarafindan
desteklenebilecek sayiya indirmek ve ikincisi anormal spermatozoalarin secilerek
yok edilmesidir (78). Yasam boyu apopitozis ile yaslanmis, enfekte, hasarli yada
mutasyona ugramis hiicreler secgilerek yok edilmektedir. Normal kosullarda erkek
potansiyel germ hiicrelerinin yaklasik yaris1 spermatogonya ve spermatosit
asamasinda kaybedilmektedir (79).

Apopitozis sirasinda hiicreler kiigiiliir, hiicre zar1 pargalanir, hiicre iskeleti
tekrar dlzenlenir, niikleer yogunlasma ve intraniikleosomal DNA fragmantasyonu
olusur. DNA hasar1 ve par¢alanmasi apopitotik hiicre 6liimiinii yansitan en iyi
biyokimyasal markerdir ve tam1 amag¢hi kullanilmaktadir (80). Apopitozis
normalde fizyolojik bir siirectir, ancak asiriya kagmasi durumunda sperm

sayisinda azalma ve infertiliteye neden olabilmektedir. Bu durum toksik
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kimyasallara ya da radyasyona maruziyet sonucunda da ortaya ¢ikabilmektedir
(82).

Caspas (cysteinyl aspartate-specifi ¢ proteinases) olarak adlandirilan bazi
spesifik proteinazlar apopitoz regiilasyonunda onemli role sahiptir. Insan
seminifer tlbdl epitelinde inaktif proenzimler olarak eksprese edilen ve
proapopitotik sinyallerle aktive olan bircok proteinazin varhi@i bildirilmistir.
Bunlardan caspas-3 en dnemlisidir (82, 83). Caspaslar tarafindan aktive edilen
DNAaz’lar DNA fragmantasyonundan sorumludur (80). Bcl-2 ailesi proteinleri
(bcl-x, bcl-w, bax, bak, bid, bad), timér stpresér p 53 proteini, nukleer faktor
kappa B ve 1s1 sok proteinlerinin (HSP) apopitozu diizenlemede gorevli olduklar
gosterilmistir (84-87). Son c¢alismalar antiapopitotik fonksiyon sergileyen ve
spermatozoon matiirite isareti olarak kabul edilen HSPA2 adli protein ve erkek
fertilitesi Uzerinde yogunlasmistir. HSPA2 bir spermatozoon matirite isareti
HSP70 saperon protein ailesinin yesi olan testis spesifik proteinidir. HSP70
bloke edilen farelerde mayoz duraksamasina ek olarak karekteristik apopitotik
DNA patern bozulmasiyla germ hiicre apopitozisi artis1 goriliir. Yapilan
calismalarda HSPA2 gen ekspresyonu oligozoospermik grupta normozoospermik
gruba goére daha dusik bulunmustur (88). HSP70’in apopitoziste c¢alisma
mekanizmasi, apopitotik enzimler olan Caspas-3 ve-9’un salinmasiyla gergeklesir.
Boylece HSPA2, apopitotik siirecin olasi inhibitoridiir (89).

Anormal sperm parametrelerine sahip erkeklerde semende yuksek oranda
apopitotik markerlar (bclx, p53, annexin V) saptanmistir (90,91). Sakkas ve

arkadaglart bu olgularda ozellikle Fas + spermatozoalarin oranimnin %50’lere
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ulastigini bildirmislerdir (81). Anormal semen parametreleri olan erkeklerde
apopitotik markerlara (6rn. Fas+ veya DNA hasari) sahip spermatozoalarin ¢ok
miktarda bulundugu ve uygun olmayan apopitozise neden olduklar1 da
gosterilmistir (81). Uygun olamayan apopitozis sonugta anormal apopitotik
marker seviyeleri, diisiik protaminli anormal kromatin paketlenmesi ve DNA iplik
hasarima neden olmakta ve oksidatif hasar/cevresel faktorlere daha duyarli sperm
tiretimi gergeklesmektedir (92).

c) Oksidatif stres: Serbest radikal bir ya da daha fazla ciftlenmemis
elektronu bulunan atom ya da molekiil olarak tanimlanmistir. Reaktif oksijen
radikalleri (ROS) yuksek derecede reaktif oksijenlenmis ajanlara sahip serbest
radikaller siifidir (93). ileri derecede reaktiftirler. DNA, proteinler ve doymamis
yaglarda ciddi kimyasal degisikliklere neden olurlar. ROS reperfiizyon hasari,
kanser, inflamatuvar hastaliklar ve yaslanma gibi ¢ok sayida patolojiden sorumlu
tutulmuslardir (94). ROS sperm plasma membraninda lipid peroksidasyonuna
neden olarak sperm fonksiyonu ve fertilizasyonda gorevli bazi protein
aktivitelerinin degismesine, tek/cift iplik DNA hasarina neden olurlar (95,96).
Superoksit (O, 7) ve hidroksil radikallerinin mutajenik olduklari, kromozom
delesyonlarina ve kardes kromatin degisikliklerine neden olduklar1 bilinmektedir
(97,98).

Fertil erkeklerde semen sivisindaki antioksidanlar spermi ROS hasarindan
korumaktadir. Antioksidanlarin koruma kapasitesini asan diizeyde ROS {iretimi
olan olgularda ise reprodiiktif kapasite azalmaktadir (99). Ancak bu olgularda

daha ¢ok kabul géren mekanizma azalmis antioksidan tiretimidir (100).
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Semendeki yiksek ROS’un ana kaynagi morfolojik olarak anormal
spermatozoalar ve lokositlerdir (99). Aktive Iokositler, aktive olmayanlara gore
100 kat fazla ROS dretme kapasitesine sahiptir (101). Anormal semen
parametrelerine sahip erkelerin sperm DNA’ lari, 16kosit aracili ROS hasarina
daha duyarhidir. Eger semende lokosit konsantrasyonu 3 milyon/ml'yi gecerse
fertilizasyonda anlamli bozulma goézlenir (22).

ROS'un ikinci kaynagi spermatozoonun kendisidir. Insan spermatozonu
endojen ROS’un az bir kismini kontrollii bir sekilde olusturma yetenegine sahiptir
(83,101). Aslinda spermatozoon kapasitasyonu i¢in sinyal iletim mekanizmasi
sirasinda faydalanilmak tizere az miktarda siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit
uretmektedir (102). Spermatozoonun H202’nin dustik konsantrasyonuyla inkiibe
edildiginde kapasitasyonu (97), hiperaktivasyonu, akrozom reaksiyonu ve o00sit
flizyon yetenegi kazanmasi ile fertilizasyon yeteneginin stimule edilebildigi
gosterilmistir (103). Erken evre spermatositler, yuvarlak ve uzamis spermatidler
hepsi ayni diizeyde ROS vyaparlar. Epididimisteki heniiz maturasyonunu
tamamlamamis spermatozoon bunlardan daha fazla ROS lretmektedirler (97,81).
Matilrasyonu bozulan spermatozoon spermiyogenezin son evresinde fazla
sitoplazma artigin1 atamaz. Sonugta spermatozoon normalden daha fazla ROS

yapar ve oksidatif stres belirtileri verir (97).
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2.2.5.2. Sperm DNA Hasart Belirleme Yontemleri

Giliniimiizde kullanilan ¢ok farkli sperm DNA hasar1 belirleme yontemleri
mevcuttur. Bu yontemler basit boyama yontemleri olabilecegi gibi daha komplike

yontemler olabilmektedir (Tablo 4).

Tablo 4. Sperm Kromatin Hasarini1 Belirleme Y 6ntemleri

Yontem Parametre Analiz metodu
Asidik Anilin Mavisi Nkleer ma“;g;jls DNA protein Tstk Mikroskop
Toluidine Mavisi Nkleer matl;g;?/SIDNA protein Isik Mikroskop
Kromomisin A3 Nkleer maturite/ DNA protein Floresan Mikroskop
yapist
Speerm kromatin .
dagihmi analizi (SCD) DNA pargalanmasi (tek sarmal) Floresan Mikroskop
e . Floresan Mikroskop
In situ nick translation DNA parcalanmasi (tek sarmal) Elow sitometre
- . DNA g¢ift iplik sarmalinin Floresan Mikroskop
Akridin oranj birnirinden ayrilmasi Flow sitometre
Terminal transferaz Isik/Floresan
analizi (TUNEL) DNA pargalanmasi mikroskopu
Flow sitometre
Comet yontemi DNA parcalanmasi (dsDNA) Floresan mikroskopu
Sperm kromatin yapisi DNA cift iplik sarmalinin .
analizi-(SCSA) birnirinden ayrilmasi (asit/1s1) Flow sitometre
Y Uksek performansh Yiiksek basingli sivi
. 8-OhdG L
s1vi kromatografisi kromatografisi

a) Asidik Anilin Mavi Boyamasi: Bu teknik lizinden zengin histonlar ile
arginin sistein zengin protaminler arasinda ayrim yapma prensibine dayanir ve
ejakiilattaki spermatozoanin temel niikleer protein bilesiminin farkliliklarini

belirler. Histondan zengin immatir spermatozoa lizinden zengin olup mavi
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boyanirken, protaminden zengin matlir spermatozoa ise arginin ve sisteinden
zengindir ve boyanma gostermez (104). Anilin asidik boyama sonuglarinin
anormal sperm kromatin yapisi ve erkek infertilitesini belirlemede basarili oldugu
gosterilmistir. In vitro fertilizasyon sonuglarmi tahmin etmede iyi bir gosterge
olmakla birlikte fertilizasyon/boliinme potansiyelini ve ICSI sonrasi gebelik

hizlarimi 6ngérmede yetersizdir (105).

b) Toluidine Mavi Boyama: Toluidine mavisi bazik bir niikleer boyadir
ve kromatinin metakromatik ve ortokromatik boyanmasini saglar. Bu boyama
yontemi DNA yapisini ve paketlenmesini belirlemede hassastir (106). Zayif sperm
bitlinligiinii gésteren metakromatik boyama sadece agir DNA hasarini gosterir.
Bununla birlikte toluidin mavisi ile yapilan boyama sperm kromatini hakkinda
giivenilir bir metod olarak kabul edilir. Akridin oranj ile ortaya ¢ikan kirmizi
portakal rengi sperm basit sayimlarinin anormal niikleus sayimlart ile ilskisi
gosterilmistir (107). Asidik anilin mavisi ve toluidin mavisi metodlar1 basit ve
ucuzdur. Geleneksel mikroskoplarda incelenmek {izere kalicci preparatlarin
hazirlanmasi1 gibi bir dstiinliige sahiptir. Toluidin mavisi ek olarak hicrelerin
morfolojik yapisin1  belirlemede kullanilabilir. Ancak her 2 metodun
tekrarlanabilme yetnegi smirlidir ve az sayida hiicrenin degerlendirilmesinde

yardimcidirlar.

c) Kromomycin Az Yontemi: Kromomisin Az yontemi, protaminden
fakir DNA’ nin indirek gozlenmesi yoluyla zayif paketlenmis kromatin yapisini

ortaya ¢ikarir. Guanin-sitozinden zengin bolgelere spesifiktir. Kromomisin Az ve
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protaminler DNA i¢inde ayn1 yere baglanmak i¢in yarisirlar. Yiiksek kromomisin
As floresansi gosteren bolgelerin diisiik protaminasyona sahip oldugu kabul edilir
(108). Sakkas ve arkadaslart ICSI olgularinda, kromomisin Az pozitifliginin
timiiyle  fertilizasyon  basarisizligii ~ gostermedigini, zayif  kromatin
paketlenmesine isaret ederek dekondansasyonu ve olas1 diisiik fertilizasyon
kapasitesini gosterdigini bildirmislerdir (109). Erkek infertilitesinde kromomisin
As pozitifligi sperm konsantrasyonu, motilitesi ve 6zellikle normal morfoloji ile

negatif korelasyon gostermektedir (108).

d) DNA Kirik Tespiti-Fluorescent in Situ Hibridization (FISH): Agar
matrikse gomuli hucreler alkali solisyona maruz birakilarak, DNA ¢ift
iplikcgiklerinin tek sarmal DNA’ ya doniismesi saglanir. Deoksiriboniikleik asit
kirilmas arttikga tek sarmal DNA olusum orani artar. Bu yontem in situ olarak
DNA kiriklarinin ve miktarinin belirlenmesine olanak saglar (109). Teknik
kromatinin yapisal Ozelliklerini ortaya koyar ancak pahalidir, zaman alic1 ve
karmasiktir. Bununla birlikte diger yontemlere istiinliigiiniin olmamasi

kullanimini sinirlayici bir faktérdar.

e) In situ nick translation: Bu yontem DNA polimeraz 1 kalip bagimh
enzim ile katalize edilen reaksiyon araciligi ile tek DNA iplik kirilmalarinin
biyotinize edilmis deoksiuridin trifosfat (dUTP) ile birlesme miktarini tayin eder.
Spermatozoadaki nikleer DNA’nin yeniden yapilanmasi sirasinda agia ¢ikan
anormallikleri belirler. Bu sayede morfoloji ile belirlenemeyen 1s1 maruziyetine

veya lokositlerin iirettigi serbest radikal maruziyetine bagli sperm hasarin
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belirlemede daha hassastir (110). In situ nick translation ile belirlenen sperm
nukleus biitiinliigli sperm motilitesi ve yapisi arasindaki agik iliskiyi

gostermektedir (92,99).

f) Akridin Orange: Bu yoéntem floresan 1s1k ya da flow sitometre igin
kullanilabilir. Asit uygulamasi sonrasi olusan DNA denatrasyonunu 6lcer. Akridin
orange uygulamasi ile yesil renkte floresans veren normal yapidaki DNA, asitle
denatiirasyon sonrasi kirmizi floresans verir. Normal sperm ile varikosel gibi
farkli androlojik patolojilere bagli anormal sperm yapisini ayirt etmede daha
hassatir (111). Akridin orange ile boyanan hiicreler, boyanmayanlara goére daha
fazla yapisal anormallik (vakuollii niikleus gibi) tasirlar. Bu analiz sperm
kalitesini belirleyen dengeli bir élgimduir. Tek sarmalli DNA degerlendirmesinde
akridin oranj analizi ve diger teknikler (terminal transferaz analizi gibi) giiglii
iliskiler vardir (62).

g) Comet Assay: Tek hucre jel elektroforezi olarak da bilinir. Notral
elektroforez tamponlari siiper helezonlagsmis niikleus ile kuyrugu diiz olan hasar
gormiis hiicreden ¢ift sarmalli DNA spirallerinin go¢iinii gostermek i¢in kullanilir.
Bu goriiniim floresan mikroskop altinda kuyruklu yildiza benzedigi i¢in yontem
comet ismini almistir (112). Kryopreservasyon sonrast DNA hasarini belirlemede
Ozellikle basarilidir. Ayrica aciklanamayan infertilite olgularinda embriyo
gelisimini tahmin etmede kullanilabilir (61).

h) Terminal Uridine Nick- End Labeling (TUNEL) Assay: Bu yéntem
¢ift sarmal DNA kiriklarinda birlesen dUTP’ lerin deoksintkleotidil transferaz

(TdT) enzimi ile katalize edilen bir reaksiyonla belirlenmesi esasina dayanir.
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Sperm Kromatin/DNA anormalliklarine bagh erkek infertilitesinde bu ydntem
siklikla kullanilmaktadir. Sperm motilitesi, DNA fragmantasyon yiizdesi ve
ejakilattaki sperm konsantrasyonu ile terminal transferaz analizi sonuglar
arasinda negatif korelasyon gosterilmistir ve IUI gebelik hizlarini, IVF embriyo
boliinme hizlarm1 ve ICSI fertilizasyon hizlarimi tahmin etmede kullanilabilir
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica tekrarlayan gebelik kayiplarinda da etyoloji
saptamada yararli olabilmektedir. Ancak diger yontemlere gore daha pahali ve

emek isteyen bir yontemdir (61,63).

i) Spern Kromatin Yap1 Analizi-Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA): Bu yontem asit kullanilarak olusturulan heliks sarmal yapisinin akridin
oranj kullanilarak belirlenmesine dayanir. Bu protokol 1s1 veya asit kullanilarak
farkli 2 sekilde yapilabilir. iki yéntem ayn1 sonuglar1 vermekle birlikte asit sperm
kromatin yap1 analizi daha kolay uygulanabilmektedir (113). DSO’niin semen
parametrelerinde kullanildigi igin erkek infertilitesi ile ilgili epidemiyolojik
calismalarda kullanilmaktadir. Fertil ve infertil erkeklerin semen drneklerinde
%30 DNA parcalanma indeks esigi degeri kullanilarak DNA hasarin1 dogru
sekilde tahmin edebilen bir yontemdir (114). Fakat pahali cihazlar (flow
sitometre) ve yiksek tecrubeli personel gerektirmektedir. Terminal transferaz
analizi yontemi ile gercek DNA hasar1 olgiiliirken sperm kromatin yapi analizi
yontemi DNA denaturasyonuna yatkinligi yani DNA kirilganligin1 6lgmektedir

(60).
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J)  Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi: Oksidatif DNA hasar1

yan uriinu olan 8-OHdG seviyesinin 6l¢imini yapar (115).

k) Halo Sperm Ydntemi-Sperm Chromatin Dispersion (SCD)
Prensip: Fragmante olmayan DNA agaroz matriks ortamina birakildiktan
sonra pargalayic1 soliisyonlara maruz birakilirsa niikleoidlerde genis haleler

olusur. DNA kiriklart mevcut ise bu haleler ¢ok daha genis boyutlara ulasir. Sekil

3 (116).

Sekil 3. Sperm kromatin hasarinin Halosperm® yontemi ile gosterilmesi

*Textbook of assisted reproductive techniques: labaratory perspectives/ David K.
Gardner, Ariel Weissman, Colin M. Howles, Zeev Shoham.

(a) Floresan ile boyanmuis spermlerdeki DNA dagiliminmin farkli kaliplar halinde
gosterilmesi:

1:blyik boy halo,  2: orta boy halo, 3: kuglk boy halo,  4: halo yok

(b) 1: Hasara ugramis sperm , 2: Hasara ugramamus sperm
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Teknik (117)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Oncelikle ham veya yikanmis sperm &rnekleri 5-10 milyon/mL
konsantrasyon araliginda olacak sekilde ayarlanir.

Siispansiyon 37 C’ de %1° lik diisiik erime noktasina sahip agaroz ile
karigtirilir.

Bu soliisyondan 50 mL alinarak yiizeyi 80 C* de kurutulmus %0.65’
lik standart agaroz ile kapli cam lama alinir. Uzerine lamel kapatilarak
4 C’ de 4 dakika sabitlesmesi i¢in beklenir.

Lamel dikkatli bir sekilde alindiktan sonra lam taze hazirlanmis asid
soliisyonuna (0.08 N HCL) birakilir, karanlikta 22 C’ de 7 dakika
beklenir. Denatlirasyon olusturulur.

Proteinleri uzaklastirmak icin lam notralize edici ve parcalayici
soliisyonlardan ilkine (0.4 mol/L Tris, 0.8 mol/L DTT, %1 SDS, 50
mmol/LEDTA ph 7.5) birakilir, oda sisinda 10 dakika beklenir.

Daha sonra lam notralize edici ve pargalayict Ozellikteki ikinci
soluisyona (0,4 mol/L Tris, 2 mol/L NaCl, %1 SDS, ph 7.5) birakilarak
5 dakika oda 1sisinda beklenir.

Lam 2 dakika boyunca Tris-Borat EDTA soliisyonu ile yikanir.
Sirasiyla ikiser dakika siireyle %70, %90 ve %100 ethanol banyosu ile
dehidrate edildikten sonra 2 dakika havada kurutulur.

Hicreler DAPI (2ug/ml) ile boyanarak floresan miroskop ile incelenir.
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Avantaj ve Limitasyonlar: Yontemin en énemli avantaji renk belirlemesi
yada floresan yogunlugu belirlenmesine gerek olmamasidir. Kii¢iik haloya sahip
olan ya da olmayan spermatozoalar ile biiyiik haloya sahip spermatozoalarin
yiizdesini belirlemek Onemlidir. Ayrica test hizli, basit ve tekrar edilebilir
Ozelliktedir. Sonuglar1 sperm kromatin yapi analizi (118) ve terminal transferaz
analizi (119) ile benzerdir. Klinik ¢alismalarda sperm DNA hasar1 belirlemede
basar1 ile kullanilmaktadir Gerektiginde anoploid sperm sayisini belirlemek igin
FISH ile kombine edilebilir (120). Oksidatif DNA hasar1 da 8-oxoguanin DNA
probu kullanilarak bu yoéntem ile belirlenebilir (121). Ticari olarak sunulan
Halosperm® kiti (Halosperm® DNA SL, Madrid, Spain; Conseption
Technologies, San Diego, USA) son vyillarda gelistirilmistir ve siklikla
kullanilmaktadir. Caligmalar SCD yontemi ile belirlenen sperm DNA
fragmantasyonunun YUT lerinde fertilizasyon hizi, embriyo kalitesi ile negatif
korelasyon gosterdigini ancak klinik gebelik hizlart ve dogum ile iligkili

olmadigini goéstermektedir (122,123).

2.3. Aciklanamayan Infertilite

Aciklanamayan subfertilite bir yillik korunmasiz cinsel iligskiye ragmen
gebe kalamayan c¢iftlerde yapilan tanisal testler sonucu herhangi bir nedeninin
bulunamamast durumudur (12,124). Aciklanamayan subfertilitenin ortalama
insidans1 %15 olarak bildirilmektedir (12,124,125). Agiklanamayan subfertilitenin
insidansinin kullanilan tanisal kriterlerin farkli olmasina bagli olarak %10-30

e

arasinda degistigi bildirilmistir (12,124-126). Agiklanamayan subfertilite tanisi

39



konabilmesi i¢in tam bir infertilite arastirilmasi yapilmalidir. Tani igin c¢esitli

caligmalarda farkli tanisal islemler Onerilmesine ragmen hangi testlerin daha

onemli ve gerekli olduguna dair bir goriis olusmamustir.

2.3.1. Agiklanamayan subfertilite tanisi i¢in 6nerilen testler

Infertilite tanis1 icin Oneriler tanisal testlerin uygulanmasinda bugiin igin

kabul edilen genel goriis pahali ve gereksiz testler ve tedavilerden sakinilmasina

0zen gosterilmesi olarak bildirilmektedir (127-131). 1992’de European Society of

Human Reproduction and Embriology’nin (ESHRE) agiklanamayan subfertilite

caligmasinin sonuclarina gore gebelik hizi ile korelasyonuna dayali olarak

infertilite ¢alismalarinin 3 kategori i¢inde degerlendirilmesi onerilmistir (127).

1.

Kategori: Semen analizi, HSG ve L/S ile tubal agikligin
degerlendirilmesi ve midluteal progesteron ile ovulasyonun tespiti gibi
gebelikle korelasyonu olan testler;

Kategori: Zona free hamster egg penetration test, postkoital test ve
antisperm test ve antisperm antikor 6lciimii gibi gebelikle uyumlu
korelasyonu olmayan testler

Kategori: Endometrial gilinlendirme, varikosel aragtirilmasi ve
klamidya testleri gibi gebelikle korelasyonu olmadigi diisiiniilen

testler.

Daha sonra bu simiflama 1996 ve 2000 yilarinda Capri’de yapilan

Workshop’larda ESHRE tarafindan giincellestirilmistir (128,129). 1996 “ESHRE
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Capri workshop’’unda tedavi almayanlar ile karsilastirildiginda; bu neden tedavi
edildiginde fekundabilite saglaniyorsa sozkonusu nedeni gosteren anormal test
infertiliteyle iliskili olarak kabul edilmistir (129,130). 2000 ESHRE Capri
Workshop’unda ise ovulasyonu dogrulamada en iyi testin progesteron Sl¢iimii
oldugu, uterus ve tiiplerin yapisinin primer arastirilmasinin HSG ile yapilmasi
gerektigi; ultrasonun 6zellikle basit kontrast madde ile 6nemli bilgi verebilecegi;
laparoskopinin ise endoskopik cerrahide yada daha ileri tanisal islemler igin

saklanmasi gerektigi bildirilmistir (129,130).

2.3.2. A¢iklanamayan subfertilitenin tedavisi

Agiklanamayan subfertilitenin belirli bir etyolojik faktorii olmadigi igin
tedavisinde de standart bir yontem yoktur. Tedavide genellikle fekunditenin

artirilmasina yonelik ampirik metotlar uygulanmaktadir.

Aciklanamayan subfertilite tedavisinde kullanilan ampirik uygulamalar:
1. Oral veya enjektabl medikasyonlarla superovulasyon

11. Intrauterin inseminasyon

1. Intrauterin inseminasyon + siiperovulasyon

1v. Yardimci treme teknikleri

Yukarida sayilan tedavi yontemlerinin sonuglarimin degerlendirilmesi
hastalarda bazal bir spontan gebelik oraninin varligi nedeniyle olduk¢a zordur.
Acgiklanamayan subfertilitesi olan ve tedavi edilmeyen kadinlarda g&zlenen

ortalama siklis fekunditesi yaklagik %2-4’tiir.  Bu degerler ortalama siklus
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fekunditesi %20-25 olan normal fertil ciftlerden yaklasik %80-90 oraninda
disiiktiir (132). Tedaviden bagimsiz gebelik olasiliginin infertilite siiresi ve

kadinin yasi ile ters orantili oldugu ve progresif olarak azaldigi gosterilmistir

(133,134).

2.4.Sperm Yikama Yontemleri

Semen Ornegi; seminal sivi, spermatozoa, epitelyal hicreler, immin
hlcreler, debris ve bakterilerden olusmaktadir. Bu komponentlerin hepsinin
spermin kalitesi Uzerinde olumsuz etkileri vardir, insan spermi seminal plazma ile
30 dakikadan daha uzun siireli temas ettiginde spermler fertilizasyon 6zelligini
kaybeder (6). Bu nedenle YUT’lerinde semen yikama islemi sperm hiicresini
seminal plazmadan ayirmak amaciyla yapilmaktadir. Seminal plazma spermin
kapasitasyonu engelleyen ¢esitli faktorler igerdigi i¢in sperm hiicresi semen s1visi
icindeyken dolleme yetenegi yoktur (6,93).

In vivo olarak koitusta fornikse bosalan semen igindeki spermler hizla
servikal kanala gecerek seminal plazmanin olumsuz etkilerinden kurtulurlar. Ayn1
kosulu saglamak amaciyla in vitro yontemlerin kullanilacagi durumlarda sperm
yikama iglemi uygulanir. Semen yikama islemiyle taklit edilen sey aslinda sperm
hiicrelerinin serviksten gecerken iginde bulunduklar1 plazmadan uzaklagmasi
islemidir. Cesitli yontemler ile sperm Ornegi laboratuar ortaminda bircok
asamadan gegirilerek motilite ve morfoloji gibi sperm fonksiyonlarinda diizelme
ve spermlerin zararli olabilecek c¢evresel etkenlerden uzaklastirilmasi

saglanmaktadir. Bu yontemler ile seminal plazma, 6lii veya zarar gormiis anormal
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spermatazoa, immatir germ hcreleri, bakteri, hiicresel artiklar, beyaz kiireler ve

prostaglandinleri uzaklastirilir. Giiniimiizde bir¢ok farkli sperm hazirlama teknigi

mevcuttur (Tablo 5) (6, 93, 135).

Tablo 5.Sperm Hazirlama Teknikleri

W Yikama ve santrifiij

&  Yikama ve swim-up

&  Temiz sperm ile swim-up (tabakalandirma)
i Self migrasyon sedimentasyon

i  Glass-wool column filtrasyonu

i  Glass-bead separasyonu

i@  Albumin sutiinlarma dogru swim-down
i Percoll, saf sperm veya isolate gradient
&  Mini-percoll gradient

&  Nycodenz gradient

&  Ficoll ile sperm secimi

&  Parafin alunda sedimentasyon

&  Transmembran migrasyon

i  Nikel mesh karsisinda migrasyon

i Sephadex sutiinlar

Bunlarin arasinda en sik kullanilan yontemler:

i Klasik swim-up, migrasyon sedimentasyon, dansite gradient, glass

wool filtrasyon yontemleridir (135).
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Calismamizda kullanilan iki yikama ydntemi swim-up ve gradient
yontemleridir.

W Swim-up yonteminde sperm kendi hareketliligi ile semenden ayrilir.
Ejakulattaki hareketli sperm sayisinin tiim sayiya orani yiiksek ve sperm disi
hiicre sayis1 diisiik ise bu yontem tercih edilir.

i Gradient yontemi normal sperm ile anormal olanlarin yogunlugunun
farkli olmasi prensibine dayanir. Tabakalar hazirlanirken en yogun olan her
zaman en altta olacagindan normal sperm de santrifiij sirasinda bu en yogun
tabakaya go¢ eder ve cokelti olusturur. Semende bulunan diger bilesenler ve
anormal sperm de diger tabakalar go¢ eder ve bdylece saglikli sperm semenden
ayristirilmis olur (135).

Kaliteli sperm se¢me potansiyeli yiksek olan gradient ve swim-up

yontemlerinin dzellikleri karsilastirmali olarak Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Dansite gradient ve swim-up yontemlerinin 0zellikleri

o oo Dansite -
Ozellik gradient Swim-up
= Motil spermleri diger hiicrelerden ayirir + +
(68,136,138,147-152)
= Immatiir, yash ve élen spermleri ortadan + +
kaldirir (137-139)
= Anormal morfolojide spermleri ortadan + +
kaldirir (68,137-139)
“  Kromatini hasarli olan spermleri ortadan + +
kaldirir (137,139,147,157-163)
“ Bakteri ve viriisleri ortadan kaldirir + +
(140,141)
= Reaktif oksijen turlerini ortadan kaldirir N +
(93,136,150)
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2.4.1. SWim-up (yukart yiizdiirme) yontemi (136)

Swim-up yonteminde spermin genis yiizeye yayilmasi hareket edebilecek
sperm sayisini arttirir. Bu nedenle yuvarlak tabanli tiipler kullanilmalidir. Bu
tipler konik tabanl tiiplerin tersine tabanda daha genis bir yiizey saglarlar.

Yikama sonrasinda elde edilen 0,5 ml’lik 6rnek yavasga pipete edilerek
homojen bir karigim elde edilir. 1 ml kiiltiir sivis1 bu karisimin {izerine yavasga
birakilarak 2 ayr1 katman olusumu saglanmalidir. Teknigin basarili olabilmesi i¢in
alt ve st katmanlarin birbirine karistinlmamasi1 gerekir. Spermlere
yiizebilecekleri maksimum ylizey saglamak i¢in konik dipli tiipe 45 derece egim
verilerek % 5 CO, inkiibatore yerlestirilir ve 1 saat 37°C’de inkibe edilir.
Inkiibasyon sonrasinda iist kisimdaki sivimin % ii (yaklasik 0,75 ml) dikkatli bir

sekilde pipete edilerek steril bir tiip icerisine alinip bu 6rnekten sayim yapilir.

2.4.2. Gradient Yontemi

Gradient teknigi Percoll, aloimin, Nycodenz, Ficoll ve sukroz polimerleri
gibi malzemelerle gradientler olusturup sperm hiicrelerinin santrifiij yardimi ile bu
stv1 kolonlardan stzdirilmesidir (142). Polivinilpirolidon (Polyvinylpirolidonne,
PVP) ile kapl kolloidal silika partikiilleri igeren Percoll soliisyonu bu ydntemde
kullanilan ilk materyaldir. Giliniimiizde kiiltiir ortamlar1 {reticileri degisik
isimlerle gradientler Uretirler ve timindeki ortak 6zellik, kolloidal silika
partikiilleri icermeleridir. Percoll, gecmiste yaygin kullanim alam1 bulmus
olmasma ragmen endotoksin kontaminasyonu olasilifi nedeniyle giiniimiizde

Nycodenz igeren solisyonlar tercih edilmektedir.
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Gradient uygulamalarinda 2 katman kullanilir, gradient konsantrasyonlari
azaldikca elde edilen sperm sayist daha fazla olmasina ragmen, normal ve dolayis1
ile fonksiyonel olan spermler daha yogun oldugundan alt katmanin
konsantrasyonu yiiksek tutulmalidir. Yapilan c¢alismalarda alt katman
konsantrasyonlar1 % 72 ile % 95 arasinda denenmis % 80 esik deger olarak kabul
edilmis ve alt tabakada en az % 80 konsantrasyonun kullanilmasi &nerilmistir
(143). Uygulamalarda genellikle % 90 gradiyent konsantrasyonu tercih edilir.

Santrifiij hiz1 300g olarak uygulanmalidir. Calismalarda santrifiij siiresi ile
ilgili slirenin uzamasi ve santrifiij hizinin yiikselmesine bagli olarak spermin hasar
gérme ihtimalinin arttigi gozlemlenmistir (144). Bu nedenle uygulamalarda g
giicli, sperm degerleri goz Oniine alinarak santrifiij uygulama protokoli
belirlenmelidir (Tablo 7).

Steril konik dipli 14 ml hacimli tlipe % 90 konsantrasyonda 1 ml soliisyon
konulur. Uzerine 1 ml % 50’lik konsantrasyonundaki soliisyon tiip kenarindan
yavasca akitilarak eklenir ve tabakalar olusturulur. Bu tabakalarin iizerine en fazla
2 ml semen eklenerek 20 dakika santrifiij edilir. Rutin olarak gradient islemlerinde
18 dakika 600 g uygulanmaktadir. Santrifiij sonras1 dipte kalan 0,5 ml disindaki
kisim tiip disina alinarak dipte kalan kismin iizerine 3 ml kiiltiir sivis1 eklenerek
yikama islemi uygulanir, bol miktarda kiiltiir sivis1 ile yikamadaki amag silika
partikillerin uzaklastirilmasini saglamaktir. Supernatan uzaklastirilirken pelete
dokunmamaya ve pipetleme sirasinda anafor olusturmamaya 6zen gosterilmelidir.

Bu amagla bu islem i¢in otomatik pipetorlerin kullanilmasi uygundur.
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Tablo 7. Gradient Miktar1 Se¢im Kriterleri

Gradient miktari

Endikasyon

1ml

Yikama yapmadan
semen gradientler
lizerine yerlestirilir

Santrifuj slresi

Normal sperm

Total Motil Sperm 15 milyon/ml
Volum >0,5 ml

Say1 >20 milyon/ml

>%30 motil

10-20 dakika >5 normal morfoloji
+3, +4 progresyon
0,5ml Hafif erkek faktor

Voliim 1,5 ml’den fazla
ise katmanlandirma
yapmadan 6énce

yikama yapilmalidir

Santrifuj slresi

Total Motil Sperm 5-15 milyon/ml
Voliim <0,5 ml

Say1 6-19 milyon/ml

< %30 motil

< % 5 normal morfoloji

10-30 dakika + 1 progresyon

0,3ml Ciddi erkek faktori
Yikama a. Total Motil Sperm
Yapilmalhdir <5 milyon/mi

Santrifuj slresi
15-45 dakika

b. Total Motil Sperm
6-8 milyon/ml

<%?5 normal morfoloji

Yontemin erkek infertilitesi olgularinda yaygin kullanimi suboptimal

sperm Orneklerinde modifikasyonlar yapilmasmi gerektirmistir. Ozellikle

oligoastenoteratozoospermik olgularda ve testis biyopsisiyle elde edilen

orneklerde 0,3 ml gradient kullanilarak uygulanan mini-percoll teknigi gerek

fertilizasyon oranlar1 gerekse gebelik oranlarinda artiga yol agmistir (145, 146).
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Bu yOntemin kullanilmasi ile gradient voliimlerinin azaltilmasi hem katmanlar
arasinda sperm migrasyonunu artirmakta hem de miktarin az olmasina ragmen

seminal plazmanin ayristirilarak temiz bir preparat edilebilmesini saglamaktadir.

48



3. MATERYAL VE METOD

Bu prospektif randomize ¢alismada sperm yikama yontemi olarak *““swim-
up” (sperm yuzdirme) ve “gradient” (farkh yogunluk ayirma) teknikleri
aciklanamayan infertilite ve erkek faktori infertilite tanisi alan ve calisma
Kriterlerine uyan 65 hastada sperm DNA fragmantasyon oranlar1 karsilastirildi.
Calisma Ocak 2009-Nisan 2012 tarihleri arasmnda “Gazi Universitesi Tip
Fakdiltesi Tlp Bebek Merkezine” ¢ocuk istemi ile bagvuran, hastalarda uygulandi.
Calisma 6nce “Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulun’a” sunuldu ve
etik kurul onay1 alindi. Calismaya primer infertil daha 6nce YUT uygulanmamis

olan hastalar dahil edildi.

3.1.Hasta Se¢imi

3.1.1. Calismaya dahil olma kriterleri:

-En az 1 y1l diizenli cinsel iligski ve korunmamaya ragmen gebe kalamamais
olmak
-Infertilite incelemesinde:
1. Diizenli menstriiel sikliislara sahip olmas.
2. Ovulasyonun bazal viiciit 1s1s1 (bifazik, midliiteal progesteron, serum
progesteron 6lcimi > 3 ng/dl ) 6lgtimleri veya ultrasonografik olarak
ovulasyonun gosterilmesi ile teyit edilmis olmas.

3. Histerosalpingografide her 2 tuba uterinanin acgik olmasi.
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Erkegin semen analizinin Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine
gore normal olmasi (agiklamayan subfertilite) veya yikama islemi
oncesi sperm yogunlugunun 15 milyon/ml az olmasi (erkek
infertilitesi)

Daha 6nce herhangi bir YUT ile tedavi almamis olmak.

Bu kriterlere uyan hastalarda aciklanamayan/erkek infertilite sorunu

oldugu kabul edilip ¢alismaya alinmistir. Calismanin sonunda agiklanamayan ve

erkek faktori infertil ¢iftlere ait sonuglar ayr1 olarak degerlendirilmistir.

3.1.2. Bu calismada dahil edilmeme kriterleri ise sunlardir

[EEN

Infertil ciftten kadinin yas1 <20 ve >40 yas olmasi

. Endokrinolojik bozukluklar gostermesi (polikistik over sendromu,

tedavi  edilmemis  hipotiroidi  veya  hipertiroidi,  diabet,
hiperprolaktinemi, hipogonadotropik hipogonadizm).

Diger sistemik problemlerinin olmasi, (tedavi sonrasi gebe kalmasi
durumunda gebeligin devaminin kadinin yagamim tehlikeye sokacagi
sistemik hastaliklarinin (kalp hastaliklari, regiile olmamis diabet,
bobrek hastaliklari vs.) olmas.

Tek over olmast.

Over rezervinin hormonal olarak bozuk olmasi (bazal FSH >15 IU/ml)
Daha 6nce hormon tedavisi alan hastalarda, bu ilaglara kars1 herhangi

bir yan etki gelismesi.
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7. Sperm isleme yontemi olarak arastirmada kullanilan gradient veya
swim-up yontemlerinin ile islem yapmaya uygun olamayacak diizeyde
siddetli oligoastenospermisi olan hastalar (islem 6ncesi sperm sayis1 <1
milyon/mL). (“Kruger Kkriterlerine” goére sperm morfolojisi hasta

se¢iminde gbz Online alinmadi).

3.2. Sperm Hazirlama Ydntemi Secimi

Inseminasyon icin tiim semen drnekleri “Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Yardime1 Ureme Merkezi Androloji Laboratuar’inda” hazirlandi. Hastanin
esinden 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi, islem giinii laboratuarda semen ornegi
alindi. Sperm yikama ydntemi olarak tiim hastalarin ¢alisma kapsaminda alinan
sperm Orneklerine “Swim-up” ve “Gradient” yoéntemlerinin ikiside uygulandi.
Islem sonras1 hazirlanan sperm solusyonlari tedavi amaciyla (IUI veya IVF/ICSI)

kullanilmadi.

3.3. Calismamizda Kullanilan Yontemler

Inseminasyon igin semen &rnegi, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Yardimer Ureme Merkezi Androloji Laboratuvari’nda hazirlandi. Hastanin
esinden 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi, islem giinii laboratuarda semen 6rnegi

alindi.
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3.4. Swim-Up

20 dakika kadar etiivde bekletilerek likefiye olmasi saglanan semen
ornekleri, daha sonra sperm hazirlama iglemine alindi. Bazal semen 6rneginden
sperm saymmi i¢in 5 pL. alindi ve islem Oncesi sayr ve motiliteye bakildi.
Semenin yapilan mikroskopik incelemesinin ardindan semen swim-up yontemi
ile yikandi. Progresif motiliteye sahip spermlerin  medyum igerisinde
yuzdirtlmesi yontemi olan swim-up islemine, semen ornegi falkon konik tiipe
konuralak baslandi. Uzerine 1/1 oraninda medyum (Sperm Rinse Solusyonu,
Vitro Life, Isveg) eklendi. Pipetleme islemi sonras1 6rnek 900 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant pipet yardimiyla alindi. Tiip spora 45 derece aci ile
yerlestirilip, pelet tizerine 0,25 ml medyum (Sperm Rinse Solusyonu, Vitro Life,
Isveg) eklendi. A¢1 bozulmadan 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Supernatan’dan bir
miktar alinarak, sperm say1 ve motilitesi tekrar incelendi ve kaydedildi. Son
olarak, tiipiin acis1 bozulmadan pipet yardim ile toplam 0,3-0,5 ml olacak sekilde
tiip ylizeyinden sperm solusyonu ¢ekilerek inseminasyon i¢in kullanilmak iizere

falcon 5 ml tipe aktarildi.

3.5. Gradient Yontemi

Gradient sollisyonu olarak bicarbonate ve hepes-tamponlanmis silane
kapli colloid silica solusyonu (Sperm Grad-125, Vitrolife) kullanildi. Solusyon
once G-IVF plus (Vitrolife, Isveg) kullanilarak % 40 ve % 90’lik iki farkl
konsantrasyonda hazirlandi. Falkon konik tiipiin dibine % 90’lik, onun iizerine

dikkatlice, birbirine hi¢ karistirmayacak sekilde % 40’lik gradiyent soliisyonu
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konuldu. 37°C derecede 10-15 dakika bekletilip, lizerine pipet yardimiyla yavas
yavas semen ilave edildi. 1400 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Ust kismi pipet
yardimiyla dikkatlice alinip ve atildi. En altta kalan pellet falkon 4 ml’lik tiipe
aktarildi. Uzerine ortalama 3 ml sperm yikama soliisyonu (G-IVF plus, Vitrolife,
Isveg) eklenerek santrifujda tekrar 1400 devirde 10 dakika cevrildi. Ustte kalan
siipernatant alinip, dipte kalan 0,3-0,5 ml sperm solusyonu {UI i¢in kullanilmak

lizere pipet yardimiyla alinarak falcon tiipe konuldu.

3.6. Sperm Dna Fragmantasyonunun Degerlendirilmesi

Sperm DNA fragmantasyonu degerlendirilmesi i¢in Halosperm® Kit
DNA fragmantasyon degerlendirme teknigi kullanildi ve asagidaki basamaklar
izlendi.
1- Agarozun eritilmesi icin eppendorf tiipleri mikrodalgada veya 100°C
su banyosunda 5 dakika siireyle 1sitildi
2- Tapler 37 OC 1s1da tutulan su banyosunda 5 dakika tutuldu
3- 25 pL semen Ornegi eklenerek karistirildi
4- 15 pL karisim kitin slayti iistiine alind1 ve {istii kapatildi
5-  Slayt soguk bir yiizeye alind1 ve agarozun katilasmasi i¢in 5 dakika
siireyle buzdolabinda tutuldu
6- Denature edici solusyonun 80 pL’si 10 ml distile su ile karistirildi
7- Buzdolabindan ¢ikartilan slaytin {ist cover1 ¢ikartildi

8- Slayt denatire edici solusyonda 7 dakika inkibe edildi
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9- Denatiire edici solusyondan ¢ikartilan slayt lysis solusyonunda 25
dakika inkibe edildi

10- Lysis solusyonundan ¢ikartilan slayt distile su i¢inde 5 dakika inkiibe
edildi

11- Slayt % 70’lik etanolde 2 dakika inkibe edildi

12- Slayt % 90’lik etanolde 2 dakika inkibe edildi

13- Slayt % 100’lik etanolde 2 dakika inkiibe edildi

14- Oda 1s1sinda kurumasi beklendi

15- Diffquick ile boyand1

Daha sonrasinda mikroskop altinda spermlerin halolarinin buyukluklerine,

halosuz ve degrede olmalarina gore yiizdeleri hesaplandi (Sekil 4).

without fragmentation | with fragmentation 2

—— " (&. ]
' 9 9 e & 2 o
& s 1 e

1 . _ 1

1. big halo | 2.mediumhalo | 3.small halo | 4. without halo | 5. degraded |
|

Sekil 3. Halosperm® DNA fragmantasyon kiti kulanim klavuzu

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler toplanarak bilgisayar ortaminda SPSS istatistik veri tabanina
(Statistical Package for Social Science, Version 11.5 for Windows) aktarildi.
Hasta bilgileri ve sikluslara ait bilgiler iki ayr1 SPSS dosyasi icinde toplandu.
Sonuglardan herhangi bir etkilenme olmamasi igin tiim karsilastirmalar galisma
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tamamlandiktan sonra yapildi. Demografik degerlerin karsilastirilmasinda’’Mann-
Whitney U’’ kullanildi. Hasta gruplarina ait yikama oncesi ve yikama islemleri
sonrast; ikili gruplarin karsilastirmasi i¢in >>Wilcoxon Isaretli Siralar testi’’, {iclii
ve daha tlizeri gruplarin karsilastirilmasinda *’Kruskal Wallis’” testi kullanildi.
Hastalarin sonuglarin1 degerlendirirken 0.05’den kii¢iik p degerleri istatiksel

olarak anlaml: kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu prospektif calismada, Eylil 2011 ve Eyliil 2012 tarihleri arasinda
“Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yardimc1 Ureme Merkezine” ¢ocuk istemi ile
bagvuran, ¢alisma kriterlerine uyan ve agiklanamayan subfertilite (n:34, %52,3)
veya erkek infertilitesi (n:31, %42,7) tanisi alan 65 hastada 2 farkli sperm
hazirlama yontemi olan swim-up ve dansite gradiyent yontemlerinin DNA
fragmantasyonu {izerine etkileri arastirildi. Altmigbes hastanin yikama Oncesi
sperm verileri ve  DNA fragmantasyon yizdeleri hesaplandi sonrasinda tiim
spermlere swim-up ve dansite gradient yontemleri ayr1 ayr1 uygulandi ve her hasta
icin her iki yontem ile yikama sonrasi sperm verileri ve DNA fragmantasyon
yiizdeleri hesaplanarak yikama 6ncesi bazal verilerle karsilagtirildi.

Hastalarin demografik 0zellikleri ve bazal sperm degerleri gruplar
arasinda karsilastirildiginda agiklanamayan infertilite ile erkek faktorii arasinda
erkek yasi, kadin yasi ve infertilite siireleri agisindan fark bulunmamaktadir.
(p>0,05). Bu bulgular ayn1 zamanda gruplardaki hastalarin homojen olarak
dagildigin1 gostermekte ve infertilitede en 6nemli prognostik faktoér olan kadin
yas1 ve infertilite siirelerinin sonuglara etkisini minimuma indirmektedir. Erkek
yaslar1 agisindan iki grup arasinda fark olmamasi sperm sayisinin erkek yasindan
cok etkilenmedigini goOstermektedir. Beklenildigi iizere aciklanamayan
subfertilite ve erkek infertilitesi gruplar1 arasinda yikama Oncesi sperm sayisi,
progresif hareketli sperm yuzdesi ve morfolojileri yoniinden istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (sirasiyla, p=0,0001, p=0,005, p=0,009). Yine yikama

oncesi DNA fragmantasyon yiizdeleri karsilagtirildiginda erkek faktorii grubunda
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fragmantasyon oranlar1 daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlh

fark bulunamamustir (p=0,313) (Tablo 8).

Tablo 8. Hastalarin demografik 6zelikleri ve bazal sperm degerlerinin gruplar

arasinda karsilastirilmasi

Aciklanamayan -

Degiskenler Infertil Er(l;e;l: Iialg;oru p Degeri
Ort (+ SS) (& SS)

Erkek yas1 30,08+3,2 31,746,2 0,670
Kadin Yasi 28+4.92 29,616 0,300
Infertilite siiresi (ay) 35,1+24,0 51,19451,09 0,710
Yikama Oncesi sperm sayisi 38.8+19.9 8,8+3.9 0,0001*
Yikama 8ncesi progresif 48,7+15.4 39,41+15,86 0,005*
hareketli sperm %
Yikama oncesi 41,85+22,04 46,6+19,3 0,313
fragmantasyon yuzdesi
Yikama oncesi morfoloji 1,156+1,1 0,48+0,77 0,009*

* Mann-Whitney U Testi.

Sperm sayilarinin yikama yontemine gore degisimi incelendiginde, hem
swim-up hem de gradient sonrasinda sperm sayimlarinin yikama oncesi bazal
degerlere gore istatistksel olarak anlamli sekilde diisiik oldugu goriildii. Bu farkin
hem agiklanamayan subfertilite hem de erkek faktorii grublarinda mevcut oldugu
saptanmistir (her 2 grupta p<0,0001). Ayrica, erkek faktorii grubunun bazal
sperm sayisinin agiklanamayan subfertilite grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml diisiik oldugu bulunmustur (p<0,0001).
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Yine ayn sekilde, yikama sonrasi progresif hareketli sperm yiizdelerinin yikama

oncesi bazal degerlere gore her iki infertilite grubunda da arttigi bulunmustur

(swim-up p=0,002, dansite gradient p<0,0001). Ayrica, her iki infertilite grubu

arasinda arasinda sperm sayilarinda oldugu gibi yikama 6ncesi progresif hareketli

sperm yuzdeleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii, erkek

faktorii grubunda yikama 6ncesi progresif motil sperm ylizdesi agiklanamayan

subfertil gruba gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir (p=0,005) (Tablo 8 ve 9).

Tablo 9. Yikama sonrasi sperm parametrelerinin infertilite gruplari arasinda

karsilastirilmasi
Aciklanamayan S
Degiskenler Infertil Grup Ergilf (IJ:raSk;;)ru p Degeri
Ort ( SS) *

Swim-up sonrast sperm 22,3+17.89 5,10+3,32 0,0001*
sayisi
Swim-up sonrasi
progresif hareketli sperm 73,91+17,62 59,5+19,3 0,002*
sayisi
Gradient sonrasi sperm 26,44+22.9 6,42:4,55 0,0001*
sayisi
Gradlen:[ sonrasi progresif 72.2414.2 55,16+18.8 0,0001*
hareketli sperm sayisi
Swim-up sonrast 28,5+21,9 30,32+18,2 0,374
fragmantasyon yuzdesi
Gradient sonrasi 38,7+22,3 44,03+20,87 0,245

fragmantasyon ytzdesi

* Mann-Whitney U Testi.
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Infertilite nedeni goz &niine alinmadan toplam 65 hastanin yikama &ncesi
DNA fragmantasyon yuzdeleri, swim-up ve gradient sonrasi degerleri ile
karsilastirildi. Buna goére, swim-up yontemiyle yikama sonrasi fragmante DNA
yiizdesinde yikama Oncesine gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptanmistir (p=0,0001). Gradient yontemi yikama Oncesine goére fragmente
DNA yuzdesini azaltsada (44,1£20,79 vs 41,2+21,62), aradaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p=0,129), (Tablo 10).

Tablo 10. infertilite nedeni goz 6niine alinmadan yikama éncesi ve yikama

sonrast DNA fragmantasyon yiizdelerinin karsilastirilmasi.

DNA Fragmantasyon Yuzdeleri Ort (£ SS) p Degeri
Yikama oncesi fragmantasyon yiizdesi 44,1+20,79
Swim-up sonrasi fragmantasyon yiizdesi 29+20,10 0,0002*
Yikama oncesi fragmantasyon ylzdesi 44,1+20,79

0,129

Gradient sonrasi fragmantasyon yiizdesi 41,2+21,62

Swim-up sonrasi fragmantasyon yiizdesi 29+20,10

*
Gradient sonrasi fragmantasyon yiizdesi 41,2+21,62 0,0001

* Wilcoxon Signed Rank Test.

Yikama oncesi ve her iki yikama yontemi sonrasi elde edilen sperm
parametreleri her iki infertilite grubu icin ayr1 ayri degerlendirilmistir.
Aciklanamayan subfertilite grubunda sperm sayisi ve progresif hareketli sperm
yiizdeleri yikama oncesi, swim-up ve gradient yontemleri ile yikama sonrasi

sonuglari karsilastirildiginda, her iki yontem ile yikama islemi sonrasinda sperm
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sayilarinin yikama oncesine gére onemli 6lciide azaldigi goriilmiistiir (Swim-up
icin p<0,0001 ve gradient icin p<0,001). Swim-up ve gradient yontemleri ile
yikama sonrasi elde edilen sperm sayilar1 kendi arasinda karsilastirildiginda,
swim-up yénteminde yikama sonrasi elde edilen sperm sayilart daha diisiik
olmakla birlikte, iki yotem arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir  (p=0,195). Aciklanamayan subfertilite grubunda progresif
hareketli sperm yiizdeleri karsilastirildiginda ise, swim-up ve gradient yontemleri
ile yikama sonrasinda yikama oncesine gore progresif hareketli sperm yiizdeleri
onemli Olgiide artigi gorilmistir (swim-up ic¢in p<0,0001, gradient icin
p=0,001). Swim-up ve gradient yontemleri ile yikama sonrasi elde edilen
progresif hareketli sperm oranlar1 yikama yontemleri arasinda karsilastrildiginda
ise, her iki yOntem arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir

(73,91+17,62 vs 72,20+14,28, p=0,293), (Tablo 11).

Tablo 11. Agiklanamayan grupta sperm hazirlama yontemleri ile sperm

paremetrelerinin karsilastirilmasi.

Aciklanamayan Infertil Grup Ort (= SS) p degeri
Yikama oncesi sperm sayisi 38,82+19,92
Swim-up sonrasi sperm sayisl 22,32+17,8 | 0,0001*
Yikama oncesi sperm sayisi 38,82+19,92 0.001*
Gradient sonrasi sperm sayisi 26,4422 92 '
Swim-up sonrasi sperm sayisi 22,32+17,8
Gradient sonrasi sperm sayisi 26,4422 92 0,195
Yikama oncesi progresif hareketli sperm sayisi 48,48+15,44 0.0001*
Swim-up sonrasi progresif hareketli sperm sayisi 73,91+17,62 '
Yikama oncesi progresif hareketli sperm sayisi 48,48+15,44 0.0001*
Gradient sonrasi progresif hareketli sperm sayisi 72,20+14,28 '
Swim-up sonrasi progresif hareketli sperm sayisi 73,91+17,62
Gradient sonrasi progresif hareketli sperm sayisi 72,20+14,28 0,293

* Wilcoxon Signed Rank Test.
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Aciklanamayan subfertil hasta grubunda yikama oncesi ile swim-up ve
gradient yontemleri ile yikama sonrasinda sperm DNA fragmantasyon
yiizdelerindeki degisimler karsilastirildiginda; swim-up yonteminin yikama
oncesi bazal degerlere gore fragmante DNA yiizdesini 6nemli Ol¢ude azalttig
bulunmustur (p<0,0001). Gradient yontemi yikama Oncesine gore fragmante
DNA vyulzdesini azaltsada (41,85+22,04 vs 38,79+22,30) istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamadi (p=0,160). Her iki yontemle yikama sonrasi fragmante
DNA yiizdelerinin karsilastirilmasi sonucunda swim —up yontemi ile fragmante
DNA oraninin gradient yontemine gore belirgin olarak daha diisiik oldugu

bulunmustur (p<0,0001), (Tablo 12).

Tablo 12. Agiklanamayan grupta sperm hazirlama yontemleri ile DNA

fragmantasyon oranindaki degisimlerin karsilastirilmasi.

Aciklanamayan Infertil Grup Ort (= SS) p degeri
Yikama oncesi DNA fragmantasyon % 41,85+22,04

0,0001*
Swim-up sonras1 DNA fragmantasyon % 28,58+21,93
Yikama oncesi DNA fragmantasyon %o 41,85+22,04

0,160

Gradient sonras1 DNA fragmantasyon % 38,79+22,30
Swim-up sonras1 DNA fragmantasyon % 28,58+21,93

0,0001*
Gradient sonras1 DNA fragmantasyon % 38,79+22,30

* Wilcoxon Signed Rank Test.

Erkek faktori grubunda sperm sayist ve progresif hareketli sperm
yiizdeleri yikama Oncesi sonuglari ile, Swim-up ve gradient uygulamalart sonrasi

sonuglari karsilastirildiginda her iki yikama yonteminde de yikama 6ncesine gore
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sperm sayilarinin 6nemli 6l¢iide azaldigr gorilmistiir (swim-up icin p<0,0001,

gradient icin p<0,001). Bu grupta, swim-up ve gradient yontemleri sonrasi sperm

sayilarindaki azalma yoniinden karsilastirma yapildiginda swim-up ydnteminde

daha fazla sayr azalmasi saptanmistir (p=0,002). Progresif hareketli sperm

yiizdeleri karsilastirildiginda, swim-up ve gradient yontemleri sonrasinda yikama

oncesine gore progresif hareketli sperm vyizdelerinin énemli Olclide artig

gOrulmistir (swim-up icin p<0,0001, gradient icin p<0,0001). Yine erkek faktori

grubunda agiklanamayan infertil gruptan farkli olarak swim-up ve gradient

yontemleri kendi arasinda karsilastrildiginda swim-up sonrasi progresif hareketli

sperm yuzdesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde fazla oldugu goriilmiistiir

(59,5+19,35 vs 55,16+18,87, p=0,027) (Tablo 13).

Tablo 13. Erkek faktori grubunda sperm hazirlama yontemleri ile sperm

paremetrelerinin karsilastirilmasi.

Erkek faktora Ort (+ SS) p degeri

Yikama oncesi sperm sayisi 8,83£3,9
Swim-up sonrasi sperm sayisi 5,10£3,32 0,0001*
Yikama oncesi sperm sayisi 8,83+£3,9

0,001*
Gradient sonrasi sperm sayisi 6,42+4,55
Swim-up sonrasi sperm sayisl 5,10£3,32

0,002*
Gradient sonrasi sperm sayisi 6,42+4,55
Yikama oncesi progresif hareketli sperm sayisi 39,41+15,86
Swim-up sonrasi progresif hareketli sperm sayisi 59,5+19,35 0,0001*
Yikama oncesi progresif hareketli sperm sayisi 39,41+15,86 0.0001%
Gradient sonrasi progresif hareketli sperm sayisi 55,16+18,87 ’
Swim-up sonrasi progresif hareketli sperm sayisi 59,5+19,35
Gradient sonrasi progresif hareketli sperm sayisi 55,16+18,87 0,027*

* Wilcoxon Signed Rank Test.
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Erkek faktorl grubunda yikama oncesi, swim-up ve gradient yontemleri
sonrasinda  sperm  DNA  fragmantasyon  yiizdelerindeki  degisimler
karsilastirildiginda; agiklanamayan infertilite grubuna benzer sekilde swim-up
yonteminin yikama 6ncesine (p<0,0001) gore fragmante DNA yuzdesini dnemli
Olgiide azaltigi bulunurken; gradient yonteminde ise yikama Oncesine gore
fragmante DNA yuzdesini azaltsa da (46,61+19,38 vs 44,03+20,87) istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0,470). Her iki yontemle yikama sonrasi
fragmante DNA yiizdelerinin karsilastirilmasi sonucunda swim —up yontemi ile
fragmante DNA oraninin gradient yontemine gore belirgin olarak daha diisiik

oldugu bulunmustur (p<0,0001), (Tablo 14).

Tablo 14. Erkek faktorii grubunda sperm hazirlama yontemleri ile DNA

fragmantasyon oranindaki degisimlerin karsilastirilmasi.

Erkek Faktori Ort (£ SS) p Degeri
Yikama oncesi DNA fragmantasyon yiizdesi 46,61+19,38
; . . 0,0001*
Swim-up sonrasi DNA fragmantasyon yiizdesi 30,32+18,20
Yikama oncesi DNA fragmantasyon yiizdesi 46,61+19,38
. . . 0,470
Gradient sonras1 DNA fragmantasyon yiizdesi 44,03+20,87
Swim-up sonrast DNA fragmantasyon yuzdesi 30,32+18,20
. .. . 0,0001*
Gradient sonras1 DNA fragmantasyon yiizdesi 44,03+20,87

* Wilcoxon Signed Rank Test.
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Calisma grubuna alinan hastalar ¢alisma 6ncesinde herhangi YUT ile
tedavi edilmemmis hastalardan se¢ilmistir. Caligma bitiminde hastalarin hepsine
en az bir kez (65 hasta) IUI tedavisi uygulanmistir. Ul Sonrasi gebelik olan ve
olmayan hasta gruplar1 yitkama 6ncesi bazal ve swim-up ve gradiyent yontemleri
sperm ylzdesi ve

sonrasinda progresif hareketli DNA fragmantasyon

yuzdelerinin gebelige etkileri yoniinden degerlendirilmistir. Buna gore gerek
yikama Oncesi bazal gerckse de yikama sonrasi progresif hareketli sperm ve
DNA fragmantasyon ylizdeleri agisindan gebe kalan ve kalmayan hasta gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamistir (p>0,05), Yine gebelik

olan ve olmayan gruplarin yikama Oncesi morfolojileri karsilastirildiginda

istastiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05), (Tablo 15).

Tablo 15. IUI sonrasi gebelik oranlarinin yikama 6ncesi ve yikama sonrasi sperm

verilerinin etkilerinin karsilastiriimasi.

IUI Sonrasi Ge?\?l(lé(s)YOk Geklealg;/ ar p Degeri
Yikama oncesi progresif hareketli

sperm % Ort (+ SS) 44,81+15,24 41,40+21,54 0,477
Yikama oncesi DNA fragmantasyon

% Ort (+ SS) 43,78+20,83 46,00+21,57 0,776
Swim-up sonrasi progresif hareketli 67 54+20.56 64.30+14 61 0466
sperm % T e ’
Swim-up sonras1t DNA

fragmantasyon % Ort (+ SS) 29,03+20,97 31,50+15,10 0,398
Gradient sonrasi progresif hareketli

sperm % Ort (+ SS) 63,60+£19,05 66,70+16,47 0,906
Gradient sonras1 DNA

fragmantasyon % Ort (+ SS) 39,89+21,60 49,00+21,18 0,235
Yikama oncesi morfoloji Ort (= SS) 0,87£1,02 0,77£1,09 0,680

Mann-whitney U Test.
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Ayni1 parametreler agiklanamayan ve erkek faktorii subfertil hasta

gruplarinda ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Buna gore hem agiklanamayan hem de

erkek faktorii subfertil hasta gruplarinda gebe kalan ve kalmayan hastalar

arasinda bazal, yikama sonrasi progresif motilite, DNA fragmantasyon yuzdeleri

ve yikama oncesi morfolojileri yoniinden karsilastirildiginda anlamli bir iliski

bulunamamustir (Tablo 16 ve Tablo 17).

Tablo 16. Agiklanamayan infertil grupta IUI sonrasi gebelik oranlarinin yikama

Oncesi ve yikama sonrasi sperm verilerinin etkilerinin karsilastirilmasi.

Aciklanamayan Infertil Grupta 1UI

Sunrac: Gebelik Yok | Gebelik Var | p Degeri
:gé(:l;lg/fgcretsgggg)reSif hareketli 50,03+13,72 | 43,71+21,40 | 0,258
gzlgm;gcsf)m DNA fragmantasyon 42,33+22,74 | 40,0020,61 | 0,881
;X\éltmm-l;/f)) sonrasi progresif hareketli 7588+17,71 66,28+16,21 0,129
OSA)W(i)nr]';l(lE ;‘g)ﬂ‘aﬁ DNA fragmantasyon | 58 77,347 | 27851603 | 0,764
fp’?r?m g):tr?;lslgogl’eﬁf hareketli 72,66+14,09 | 70421599 | 0,564
g)rg(:ie(nit ;gl)lram DNA fragmantasyon 38.20+23 34 40,71+19,24 0,748
Yikama oncesi morfoloji Ort (+ SS) 1,15+1,12 1,16+1,16 0,959

Mann-whitney U Test.
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Tablo 17. Erkek faktorii grubunda IUI sonrasi gebelik oranlarinin yikama dncesi

ve yikama sonrasi sperm verilerinin etkilerinin karsilastirilmasi.

Erkek Faktort Grubunda IUI Sonras1 | Gebelik Yok | Gebelik Var | p Degeri
:g:fr;ng/:gcm il_)lgég)l‘esif hareketli 30,78+15,16 | 36£2553 0,546
glrl;a(gng éi)ncesi DNA fragmantasyon % 45,17+19.12 60+20 0,184
;X\él;nrr;l;/f)) sonrasi progresif hareketli 59,50+20,16 59,66+11,23 0,947
OSA)WCI)n:t-l(l-E ;(ér)lram DNA fragmantasyon 29,28+18,69 40+10 0,124
Spgiiie% ggrzt:spsgogresif hareketli 54,85+19 32 58+17,08 0,840
OGA)rg(:ite(ntt ggl)lrm DNA fragmantasyon | 41 15,2008 | 68,33+10,40 | 0,029
Yikama éncesi morfoloji Ort (+ SS) 0,54+0,8 0 0,182

*Mann-whitney U Test

Infertilite nedenine bakilmaksizin erkek yasinin sperm paremetreleri ve

DNA fragmantasyon yuzdelerine etkilerine bakildiginda yikama oncesi sperm

sayis1 ve progresif hareketli sperm yizdelerinin yasla birlikte (6zellikle 40 yas

listii grupta) azaldig1 goriiliirken fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

(p>0,05), Yikama oncesi DNA fragmantasyon yiizdelerinde yas gruplar1 arasinda

fark bulunmamustir. (p>0,05). Swim-up ve gradient yontemleri sonrasi sperm

sayis1 ve progresif hareketli sperm yuzdelerinin yasla azaldigi goriiliirken

istastiksel olarak yas gruplari arasinda anlamli fark bulunamamistir. (p>0,05).

Swim-up yontemi sonrast DNA fragmantasyon ylzdelerinin yastan etkilenmedigi

goriilmiistiir (p>0.05), Gradient yontemi sonrast sperm DNA fragmantasyon
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yuzdelerine bakildiginda ise yasla birlikte fragmantasyon oranlar1 artsa da fark

istastiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05), (Tablo 18).

Tablo 18.Tiim gruplarda erkek yasinin yikama 6ncesi ve yikama yontemleri

sonrasi sperm paremetreleri ve DNA fragmantasyon ylizdelerine

etkisinin karsilastiriimasi.

20-29 Yas 30-39 Yas 40 Yas Ustii P Degeri
glr‘;a(';gg)"mi Sperm Sayist 1 25,13+21,53 | 26,09+21,18 7,75+2,98 0,101
E;‘::gi‘lf;‘;ee?:npggéeri"zi g5 | 438341529 | 4577£1731 | 36,25¢1550 0,572
]}i;l;ﬂr%ﬂnf:;;g;'g/?gn (= 59) 40,93+21,73 | 47,25%+19,57 43,7524,95 0,419
(S)V‘r’if?i'“sl’s)s"“ms‘ SPErm Sayisl | 159041752 | 13,74+14,42 3,50+1,91 0,065
E‘;Vrlg?(e‘;ﬁ ;gg:ﬁ'%rggrze(fss) 69,06+21,86 | 66,48+1826 | 56,25¢11,08 0,223
fg;";;rl]’t;g;‘;zs(%‘)gﬁ (= 59) 27,40+21,68 | 31,61+19,38 27,50+15 0,482
g:_;“(‘ielslg)so“m‘ SPErmSayISt | 90,03+22,79 | 15,48+16,71 4,25+2,36 0,084
hG;fedklng :g::;sg/l’()r(‘;%tre(ifs g | 647341082 | 6574:1682 | 462541701 0,110
Gradient sonrast DNA 39,30+24,25 | 42,41+17,74 | 47,50+32,27 0,623

fragmantasyon % Ort (£ SS)

Kuruskal Wallis Test
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5. TARTISMA

Yardimci tireme tekniklerinin uygulamaya girmesi infertilite tedavisinde
devrim yaratmistir. Yillar igerisinde kadina ait faktorler yaninda, erkege ait
faktorlerin de infertilite etyolojisinde Onemli rolii oldugu anlagilmistir. Bu
nedenle, YUT ile tedavi edilen hastalarda kullanilacak spermlerin kullanilmadan
once hazirlanmas1 amaciyla semen icerisindeki immotil, kot morfolojiye sahip ya
da fertilizasyon kapasitesi az olan spermlerin normal spermlerden ayrilmasi i¢in
degisik sperm hazirlama (yikama) yontemleri gelistirilmistir (2,22,58-65,135).
Koitus sonrasi vajinaya birakilan semen icerisindeki sperm hiicreleri servikal
mukus tarafindan siiziiliir ve fertilizasyon potansiyeli en yiiksek olan spermler
fertilizasyonun gerceklesecegi fallop tiiplerine ulasir. In vitro kosullarda ise bu
siire¢ sperm yikama protokolleri ile gerceklestirilir. Sperm yikama teknikleri
klinikte IUI veya IVF/ICSI 6ncesi sperm hazirlama amaciyla kullanilmaktadir. Bu
amacla yillar igerisinde bir¢ok sperm hazirlama yontemi denenmistir. Tim
yontemlerin ortak amaci seminal plazma ve igerisindeki sperm dis1 hiicreler ve
biyokimyasal ajanlar1 uzaklastirip, fertilizasyon kapasitesi en yiiksek olan
spermlerin ayristirilmasidir (6,135). Ideal sperm hazirlama yontemi sperme en az
zarar veren ve yuksek sayida fonksiyonel sperm elde etme olanagi saglayan
yontemler olmalidir (135). Androloji laboratuarlarinda YUT” lerinde kullanilacak
sperm soliisyonunun ayristirilmasi i¢in pek ¢ok yikama yontemi tanimlanmistir.
Bunlardan etkinligi en ¢ok bilinenleri gradient ve swim-up Yyontemleridir

(6,139,144,153,154).
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Giiniimiizde YUT’leri igin sperm Kkalitesini belitlemek amaciyla
morfolojik  ozellikler siklikla  kullanilmaktadir  (22,31). Yeni bilgiler
gostermektedir ki morfolojik o6zellikler fertilizasyon kapasitesini belirlemede
yetersiz kalmaktadir. Sperm morfolojik O6zellikleri ile sperm sayisi, kromatin
kondansasyonu ve sperm parametreleri arasinda iliski olmadigr yapilan
caligmalarla gosterilmistir (153-155). Bu bilgiler 1s18inda, son 10 yilda, sperm
DNA fragmantasyonunun degerlendirilmesi, semen Kkalitesinin belirlenmesinde
onemli bir faktér olmustur. Bu nedenle son yillarda sperm hazirlama
yontemlerinin  DNA fragmantasyonu {izerine etkilerini arastiran caligmalar
tizerinde yogunlasilmistir. Percoll dansite gradient yontemini takiben yuksek
motiliteye sahip, morfolojik olarak normal spermler yiiksek dansite tabakasinda
ayristirihirken, swim-up yonteminde ise yine yiksek motiliteli ve normal
morfolojiye sahip spermler iistte ylizen tampon tabakada ayristirilir (137-139). Bu
prospektif ¢alismada swim-up ve dansite gradient yontemlerinin sperm DNA
fragmantasyonuna etkileri karsilagtirilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
en sik kullanilan iki sperm yikama yonteminden swim-up’un gradient yontemine
gbre DNA fragmantasyonu olmayan spermleri daha iyi ayristirdigini géstermistir.
Bu etkinin acgiklanamayan ve erkek faktorii subfertil hasta gruplarinda da ayr1 ayri
mevcut oldugu da gosterilmistir.

Sperm yikama yontemlerinin sperm kromatin yapisina etkisini gosteren
gecmiste yapilan ¢alismalar hem kullanilan sperm yikama yontemleri hem de
sperm kromatin hasarini saptama yontemleri agisindan farkliliklar gostermektedir.

Bu calismalardan bir kisminda sadece swim-up (156,157) bir kisminda sadece
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gradient ve digerlerinde de swim-up ve/veya gradient ile degisik yikama
yontemleri (68,147,148,150,152,165) karsilastirilmistir. Literatiirde sadece swim-
up yonteminin sperm DNA yapisina etkisinin arastirildigi iki ¢alisma mevcuttur.
Bunlardan 1999 yilinda Spano ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ilk ¢alismanin
sonuglart swim-up yonteminin sperm kromatin yapi bozuklugu olmayan
spermlerin se¢cimini sagladigr yoniindedir (158). Bu c¢alismada bizim
calismamizdan farkli olarak hasta popilasyonu olarak infertilite problemi
polmayan 19 saglikli goniillii kullanilmis ve DNA fragmantasyonunu SCSA
yontemi ile degerlendirmislerdir. 2001 yilinda yapilan diger bir ¢alismada ise
Youglai ve arkadaslar1 swim-up yonteminin ve yikama islemi sirasinda yapilan
santrifiij isleminin DNA fragmantasyonunu arttirabilecegi hipotezi iizerinden
klasik swim-up ve santrifiijsiiz dogrudan swim-up yontemlerini karsilastirmigtir
(159). DNA fragmantasyonunun TUNEL yontemi ile degerlendirildigi bu
caligmanin sonuclarina yikama Oncesi bazal degerlere gore klasik swim-up
(santrifiij ile) ile yikama sonrasinda sperm DNA hasarli sperm oraninda diisme
gortliirken, ilging olarak sperm hasarina yol agma potansiyeli olan santrifiij
isleminin kullanilmadigi dogrudan swim-up yontemi ile yikanan spermlerde bazal
degerlere gore DNA hasarli sperm oranindaki diisiis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Bizim c¢alismamizla bu iki c¢alismanin verileri birlikte
degerlendirildiginde, her ii¢ ¢alismada kullanilan sperm DNA hasar1 belirleme
yontemleri farkli olmakla birlikte swim-up yontemi ile sperm yikama isleminin
sperm  DNA hasar1 olmayan spermleri ayristirmada etkili oldugunu

gOstermektedir.
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Literatirde dansite gradient yonteminin sperm kromatin yapisin etkisinin
tek basma degerlendirildigi birka¢ ¢alisma mevcuttur. Dansite gradient
yonteminin DNA fragmantasyon oranina etkisini gosteren ve 1999 yilinda yapilan
ilk c¢alismada, Larson ve arkadaslari gradient yontemi ile yikamanin DNA
fragmantasyon oranini azalttigin1 gostermislerdir (165). Bu ¢alismaya 26 infertil
erkek dahil edilmis ve DNA fragmantasyonu SCSA yontemi ile
degerlendirilmistir. Tomlinson ve arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda yapilan 140
infertil erkegin dahil edildigi bir ¢alismada da yukaridaki ¢alismanin verilerine
benzer olarak bazal degerlere gore dansite gradient sonrasinda DNA
fragmantasyonunun anlaml sekilde azaldigi rapor edilmistir (68). Bu galismada
ayrica DNA fragmantasyonun degerlendirilmesi i¢in in situ nick translation ve
kromomisin A3 yontemleri karsilastirilmis ve 2 yontemin birbirinden farkh
olmadig bildirilmistir. Bu iki ¢alismanin veriler bizim sonuc¢larimizla farklilik
gOstermektedir. Bizim ¢alismamizda dansite gradient yonteminin her 2 hasta
subgrubunda yikama sonrasi DNA fragmantasyonunu yikama O&ncesi bazal
degerlere gore belirgin degistirmedigi goriilmektedir. Zini ve arkadaslari’nin 2000
yilinda yaptiklar1 bir bagka calismanin sonuglar1 da kismen bizim c¢aligmamizla
benzerlik gostermektedir (148). Bu ¢alismada dansite gradient yontemi ile
yikama sonrast DNA fragmantasyon oranlariin infertil erkeklerde arttigi, fertil
erkeklerde ise degismedigi bildirilmis ve c¢alismanin sonuglar1 dansite gradient
yonteminin DNA fragmantasyonuna etkisinin baglangi¢ semen kalitesine bagh
oldugu seklinde yorumlanmistir (148). Ancak bizim c¢alismamizda fertil erkek

grubu olmadig1 i¢in tam karsilastirma yapmak miimkiin degildir. Sonug¢ olarak,
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sadece dansite gradient yontemi kullanilarak sperm DNA hasarina etkisinin
degerlendirildigi ge¢cmis calismalarin sonuglarima goére bu yontemin DNA
fragmantasyonu olan spermlerin ayiklanmasindaki etkinligi konusunda net bir
fikir ortaya koymak miimkiim degilidir.

Giliniimiizde sperm DNA fragmantasyon oraninin yiiksek olmasinin
fertilite ve embriyo gelisiminde kisitlayici faktor oldugu diisiiniilmektedir (59,66,
114,60,61). Sperm DNA fragmantasyonu ile YUT lerinin basaris1 arasinda negatif
korelasyon bildiren yayinlar yaninda, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
uygulamalarinda agiklanamayan basarisizlik nedeninin paternal etki yani sperm
DNA Kkalitesinde bozukluk olabilecegi goriisiinii destekleyen yayinlar mevcuttur
(7-10, 74). Sperm hazirlama yontemlerinden en sik kullanilan dansite gradient ve
swim-up yontemlerinin sperm fragmente DNA yizdesini azaltmada ayri ayri
etkinliklerini degerlendiren pek c¢ok c¢alisma yayinlanmis olmasina ragmen
hangisinin daha {istiin oldugu konusu tartismalidir. Bizim g¢alismamizda elde
edilen verilere gore, agiklanamayan infertilite ve erkek faktorii gruplarimin her
ikisinde de swim-up yontemi ile yikama sonrast DNA fragmantasyon oranlarinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diistiigii, dansite gradient yontemi ile yikama
yonteminin ise DNA fragmantasyon oranlarina etki gostermedigi goriilmektedir.
Sonug olarak ¢alismamizda swim-up yontemi dansiye gradient yéntemine gore
sperm fragmante DNA ylzdesini diisiirmede daha etkili bulunmustur. Literatiirde
swim-up ve dansite gradient yontemlerinin DNA fragmantasyonuna etkisinin
karsilastirlldigi Zini ve arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda yapilan, non-

azospermik olup infertilite nedeniyle basvuran 22 erkegi dahil ettikleri ilk
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calismada bizim sonuglarimiza benzer sekilde swim-up yonteminin fragmante
DNA oranmi azaltmada daha iistiin oldugu gosterilmistir (147). Bu c¢alismada
DNA fragmantasyonunu saptamada akridine orange yontemi kullanilmigstir. 2010
yilinda Marchesi ve arkadaslari tarafindan yapilan 32 hastayr dahil ettikleri
calismada modifiye swim-up (santriflijsiiz) ve dansite gradient ydntemlerinin
DNA integritesi Uzerine etkileri toluidine mavisi yontemiyle karsilastirilmistir
(152). Bu galismada her 2 yonteminde DNA kalitesini artirdig1 ve fragmante DNA
oranini azalttigi Saptanirken, modifiye swim-up yoénteminin daha etkili oldugu
sonucuna vartlmistir (152). Dansite gradyent yontemi dncesinde de rutin olarak
santrifiigasyon uygulandigr i¢in biz c¢alismamamizda santrifiigasyonu igeren
konvansiyonel swim-up yontemini kullandik. Dolayisiyla, yukaridaki ¢alismada
ayri bir grup olarak konvansiyonel swim-up yonteminin kullanilmamasi
caligmamizla karsilastirma yapma agisindan kisitlayici bir faktor olmustur.
Santrifiigasyonun DNA fragmantasyonunu indiikleyip indiiklemedigini aragtirmak
amaciyla Ghaleno ve ark tarafindan yapilan saglikli goniillii 28 erkegin dahil
edildigi bir c¢alismada, konvansiyonel swim-up, dansite gradient ve direk
(modifiye)  swim-up  yontemleri  DNA  fragmantasyonu  agisindan
karsilagtirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore yikama sonrasi en yliksek DNA
fragmantasyon oran1 dansite gradient yontemi ile hazirlanan 6rneklerde
saptanirken, konvansiyonel swim-up ve modifiye swim-up yontemleri arasinda
ise fark bulmamiglardir (150). Bu ve Youglais ve ark tarafindan yukarida
sonuglart1  verilen iki calismanin birlikte degerlendirilmesi sonucunda

santrifiigasyonun DNA hasarini indiiklemedigi s6ylenebilir (150,159).
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Infertil erkek popilasyonunda swim-up ve dansite gradient yonteminin
karsilastirildigr Sakkas ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise,
bizim ¢alismamizdan farkli olarak dansite gradient metodu sonrast kromomisin
A3 yontemini kullanarak saptanan DNA hasarli sperm yiizdesinin azaldigini,
swim-up yontemi sonrast ise DNA fragmantasyon oranlarinda azalma
saptanmadigi bildirilmistir (139). Amiri ve arkadaslar1 da saglikli goniilliilerde
comet yontemi ile DNA hasari belirledikleri caligmalarinda Sakkas ve arkadaslari
ile benzer sekilde DNA fragmantasyonunun dansite gradient yontemi sonrasi ¢ok
daha az oldugunu bildirmislerdir (151). Jarayaman ve arkadaslari ise TUNEL
yontemini kullandiklar1 ¢alismalarinda normozoospemik, teratozoospermik ve
oligozoospermik oOrneklerden olusan 3 grupta dansite gradient ve Swim-up
yontemlerinin DNA fragmantasyonu lizerinde pozitif etkiye sahip oldugunu ancak
bizim c¢alismamizdan farkli olarak 2 ydntemden birinin {istiin olmadigim
bildirmislerdir (164). Bu ¢alismada en olumlu yanitlar oligozoospermik grupta
elde edilmistir. Bizim calismamizda da infertil erkek grubu oligospermik
olgulardan olugsmaktaydi ancak biz swim-up yontemini fragmante DNA ytizdesini
azaltmada c¢ok daha etkili bulduk. Goriildiigii gibi literatiirdeki sonuclar
celigkilidir. Bu konuda yapilan arastirmalarin DNA fragmantasyonu agisindan
daha standardize metodlarla, daha genis olgu serilerinde yapilmasi faydali olabilir
diisiincesindeyiz.

Calismamizda swim-up ve dansite gradient yontemleri sonrasi progresif
motil sperm sayisi, erkek faktorii ve agiklanamayan infertilite gruplarinin her

ikisinde de istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmustir; iki yoéntem
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karsilastirildiginda ise agiklanamayan infertilite grubunda motilite artis1 agisindan
fark yokken, erkek faktorl grubunda swim-up yontemi daha etkili bulunmustur.
Daha onceki c¢alismalarda her iki yontemin de yiiksek progresif motiliteli ve
normal morfolojili spermleri ayirmada etkili oldugu gosterilmistir (68,138,152).
Swim-up ve dansite gradient yontemleri motil ve normal morfolojili spermleri
ayirma bagarist agisindan karsilastirildiginda ise pek c¢ok calismada dansite
gradient yontemi daha etkili bulunmustur. Ricci ve arkadaslari (149) erkek
faktoriine bagh infertilitesi olan 62 olguyu dahil ettikleri ¢alismalarinda total ve
progresif motilite, canli sperm sayisi agisindan dansite gradient yontemini daha
basarili bulmuslardir. Yine Amiri (151) ve arkadaslar1 total motilite ve normal
morfoloji saptamada dansite gradient yontemini daha etkili bulmuslardir. Marcesi
ve arkadaglar1 (152) ise santrifiigasyon kullanilmayan modifiye swim-up yontemi
ile yikanan spermlerin, dansite gradient yontemi ile yikananlarla
karsilastirlldiginda daha fazla motilite ve say1 igerdiklerini rapor etmislerdir.
Swim-up yonteminin tstiin bulunmasi santrifiigasyon basamaginin atlanmasina
bagl olabilir, ancak c¢alismada klasik swim-up yontemi ile karsilastirma
yapilmadigi i¢in bu konuda yorum yapmak giictiir. Ghaleno ve arkadaslar1 (150)
ise 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada konvansiyonel swim-up, direk (modifiye)
swim-up ve dansite gradient yontemlerini motilite, normal morfoloji saptama ve
reaktif oksijen radikali olusumu agisindan karsilastirmiglar ve normal morfolojiye
sahip sperm sayist ve motilitenin konvansiyonel swim-up ve dansite gradient
yontemlerinde direk swim-up yontemine gore daha iyi oldugunu bildirmislerdir

(150). Ayrica, intraselliiler hidrojen peroksit olusumu konvansiyonel swim-up ve
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dansite gradient yontemleri ile artarken hticre ici superoksit radikalleri ise direk
swim-up yonteminde artmis olarak bulunmustur. Bu c¢alismanin sonuglari ile
Marchesi ve arkadaglarinin bildirdikleri sonuglar uyumlu degildir. Bu nedenle,
direk swim-up yontemi ile konvansiyonel swim-up yonteminin karsilastiran farkli
caligmalara ihtiyag vardir.

Paternal yasin YUT lerinin sonuglar1 ve embriyo kalitesi iizerine etkileri
ile 1lgili yapilmis ¢alismalardan ¢ikan genel goriis ileri paternal yasin azalmis
reprodiiktif sonuglar ile ilgili oldugu yoniindedir (45,74,75,155). 2006 yilinda
yayinlanan bir ¢alismada, paternal yas ile sperm morfolojik 6zellikleri ve sperm
sayis1 arasinda negatif iligki saptanmazken, ileri paternal yasin sperm DNA
fragmantasyonunda artisa neden oldugu ileri siriilmistir (156). Bizim
caligmamizda yasin sperm parametreleri iizerine olan etkisini aragtirmak igin
erkek hastalarin yaslarina gore (20-29 yas, 30-39 yas, 40 yas iizeri) ¢alisma
popiilasyonu 3 gruba ayrilarak degerlendirme yapilmistir. Buna gore, swim-up ve
dansite gradient uygulamasi 6ncesi ve sonrasinda sperm progresif motilite hizlari,
sperm sayilar1 ve DNA fragmantasyon oranlar1 3 ayri grupta (20-29 yas, 30-39
yas, 40 yas tlizeri) karsilastirilmis ve anlamli fark bulunmamustir.

Biz ¢alismamizda DNA hasarini saptamak i¢in Halosperm® yontemini
kullandik. Literatiirdeki caligmalarda DNA hasar1 saptamada pek cok farklh
yontem kullanilmistir. Calismalar arasindaki bu farkli sonu¢lar DNA hasarim
saptamada standart bir yontemin kullanilmamasindan kaynaklaniyor olabilir. Feijo
ve arkadaslar1 2013 yilinda yayinlanan bir ¢calismada 20 agiklanamayan infertilite

olgusunda DNA fragmantasyonu belirlemedeki basariyr degerlendirmek igin,
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SCD (Halosperm®) ve TUNEL yontemlerini karsilastirmiglar, bizim
calismamizda da kullandigimiz SCD yonteminin DNA fragmantasyonu
saptamada daha etkili oldugunu bildirmislerdir (166). Zhang ve arkadaglar
benzer sekilde 20 saglikli goziilli, 32 infertil erkekte swim-up yontemi ile
hazirlanan sperm orneklerinde DNA fragmantasyonu belirleme agisindan SCD ve
TUNEL yontemlerini karsilastirmislar ve SCD yonteminin DNA fragmantasyonu
belirlemede daha guvenilir oldugunu rapor etmislerdir (167). DNA fragmantasyon
belirleme yontemlerinin dayandigi prensipleri birbirlerinden oldukca farklidir. Bu
da DNA hasar belirlemedeki yeteneklerinin birbirinden farkli olmasina neden
olur (168). Bu da, caligmalarin sonuglar1 arasindaki farkliliklar1 kismen izah
edebilir. Ancak bizim ¢alismamizda kullandigimiz SCD (Halosperm®) yontemi
diger yontemlere gore uygulamasi kolay, klinik androloji laboratuarlarinda
rahatlikla kullanilan diger yontemlere gore nispeten ucuz bir yontem olarak one
¢ikmaktadir.

Sperm DNA fragmantasyonu testlerinin sadece yikama ydntemlerinin
etkinligini degerlendirmede degil YUT tedavilerinin sonuglarmi 6ngérmede de
kullanilabilecegi uzun suredir Uzerinde durulan bir konudur. Bu baglamda,
literatiirde 1UI, IVF veya ICSI prognozu icin DNA fragmantasyon testlerinin
kullamldig1 az sayida calisma bulunmaktadir. Biz ¢calismamizda daha 6nce YUT
tedavisi almamis hastalar1 kullandigimiz ig¢in bu g¢alisma populasyonunu daha
sonra Oncelikle IUI tedavisine aldik. Dolayisiyla, c¢alisma sonucunda IUI
tedavisine alinan hastalarin tedavi prognozu ile DNA fragmantasyon sonuglarini

karsilagtirma sansimiz oldu. Bizim sonuglarimiza gore, IUI sonrasi gebelik olan
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ve olmayan gruplar DNA fragmantasyon orani ve progresif hareketli sperm
yiizdesi acisindan karsilastirildiginda gebe kalan ve kalmayanlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamustir (p>0,05). Literatlirdeki ¢alismalar
SCD yontemi ile belirlenen sperm DNA fragmantasyonunun YUT lerinde
fertilizasyon hiz1 ve embriyo Kalitesi ile negatif korelasyon gosterdigini ancak
klinik gebelik hizlart ve dogum ile iliskili olmadigin1 gostermektedir
(122,123,169,170,171). 2004 yilinda Bungum ve arkadaslar1 131 1Ul, 109 IVF ve
66 ICSI olgusunda SCSA yontemi ile DNA frakmantasyon indeksi (DFI)
belirlemisler. IUI i¢in, DFI <%27 olan olgularda gebelik sansinin DFI>%27 olan
olgulara gore anlaml sekilde yiiksek oldugunu saptamislardir. ICSI ve IVF igin
DFI>%27 ise ICSI yonteminin kullanilmasinin gebelik elde etme acisindan daha
basarili oldugunu bildirmislerdir (OR %95 giiven araliginda: 20 (2.3+117)) (169).
Yine Bungum ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaptiklar1 bir baska g¢alismada
benzer sekilde; 387 IUI, 388 IVF ve 223 ICSI olgusunda SCSA yodntemi ile DFI
belirlemigler. IUI uygulamalarinda DFI>%30 grupta klinik, biyokimyasal ve canl
dogum oranlart DFI<%30 olan gruba gore belirgin olarak diisiikk oldugunu
bulmuslardir. ICSI ve IVF uygulananlarda DFI<%30 olan grupta gebelik oranlari
her iki yontemde de DFI>%30 olan gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksekken, DFI >%30 olan olgularda secilmesi gereken yontemin ICSI oldugunu
bildirmislerdir (170). Son olarak Yang XY ve arkadaslar1 ise 2013 yilinda 482 IUI
uygulanan olguda SCSA ile DFI<%25 olan olgularda gebelik olusma hizinin,
DFI>%25 olan olgulara gbére anlamli sekilde yiliksek oldugunu bildirmislerdir

(171). Bizim c¢alismanin sonuglari ile yukarida belirtilen ¢alismanin sonuglar
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farklilik gostermektedir. Bu durum ¢alismaya alinan populasyonundaki hasta
sayisinin az olmasindan ve/veya DNA fragmantasyonunu saptamada kullanilan
yontemin farkli olmasindan kaynaklanabilir.

Sonug olarak; ¢alismamizda YUT igin sperm hazirlama ydntemlerinden
en sik kulanilan ikisi olan swim-up ve gradient yontemlerinin DNA
fragmantasyonunu azaltmadaki etkileri agisindan karsilastirilmasi sonucu swim-
up yonteminin gradient yontemine gore fragmante DNA oranini azaltmada daha

basarili oldugu goriilmektedir.
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6. SONUCLAR

Bu prospektif ¢alismada “Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yardime1 Ureme
Merkezi’ne” c¢ocuk istemi ile basvuran, c¢alisma kriterlerine uyan ve
aciklanamayan subfertilite (n:34, %52,3) veya erkek infertilitesi (n:31, %42,7)
tanis1 alan 65 hastada 2 farkli sperm hazirlama y6ntemi olan swim-up ve dansite
gradiyent yontemlerinin DNA fragmantasyonu iizerine etkileri aragtirildi.
Altmigbes hastanin yikama Oncesi sperm verileri ve DNA fragmantasyon
yuzdeleri hesaplandiktan sonra tiim sperm &rneklerine swim-up ve dansite

gradient yontemleri ayr1 ayr1 uygulandi ve asagida belirtilen sonuglar bulundu.

1. Hastalarin demografik ozellikleri ve bazal sperm degerleri gruplar
arasinda karsilastirildiginda agiklanamayan infertilite ile erkek faktori
arasinda erkek yasi, kadin yas1 ve infertilite siireleri agisindan fark yoktu
(p>0,05). Bu bulgular aynm1 zamanda gruplardaki hastalarin homojen
olarak dagildigin1 goOstermekte ve infertilitede en ©énemli prognostik
faktor olan kadin yas1 ve infertilite surelerinin sonuclara etkisini
minimuma indirmektedir. Erkek yaslar1 agisindan iki grup arasinda fark
olmamasi1 sperm sayisinin erkek yasindan c¢ok etkilenmedigini
gostermektedir. Beklenildigi tlizere agiklanamayan subfertilite ve erkek
infertilitesi gruplar1 arasinda yikama Oncesi sperm sayisi, progresif
hareketli sperm yizdesi ve morfolojileri yonunden istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur.(sirastyla, p=0,0001, p=0,005, p=0,009). Yine

yikama oncesi DNA fragmantasyon yiizdeleri karsilastirildiginda erkek
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faktorli grubunda fragmantasyon oranlar1 daha yliksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir. (p=0,313)

2. Sperm sayilarinin yikama yontemine gore degisimi incelendiginde, hem
swim-up hem de gradient yontemi sonrasinda sperm sayimlarinin yikama
oncesi bazal degerlere gore istatistksel olarak anlamli sekilde diisiik
oldugu goriilmiistiir. Bu farkin hem acgiklanamayan subfertilite hem de
erkek faktorii grublarinda mevcut oldugu saptanmamustir (her 2 grupta
p<0,0001). Ayrica, erkek faktorii grubunun bazal sperm sayisinin
aciklanamayan subfertilite grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik
oldugu bulunmustur (p<0,0001).

3. Yine aym sekilde, yikama sonrasi progresif hareketli sperm yizdelerinin
yikama Oncesi bazal degerlere gore her iki infertilite grubunda da arttig
bulunmustur. (Swim-up p=0.002, dansite gradient p<0.0001). Ayrica, her
iki infertilite grubu arasinda arasinda sperm sayilarinda oldugu gibi
yikama 6ncesi progresif hareketli sperm ylizdeleri yoniinden istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu gorildi, erkek faktorii grubunda yikama
oncesi progresif motil sperm yiizdesi agiklanamayan subfertil gruba goére
daha diisiik bulunmustur.(p=0,005).

4. Infertilite nedeni gdz 6niine alinmadan toplam 65 hastanin yikama 6ncesi
DNA fragmantasyon yizdeleri, swim-up ve gradient sonrasi degerleri ile
karsilastirildi. Buna gore, swim-up yonteminde yikama sonrasi fragmante
DNA yiizdesinde yikama Oncesine gore istatistiksel olarak anlamli bir

azalma saptand1 (p=0,0001). Gradient yontemi yikama Oncesine gore
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fragmente DNA ylzdesini azaltsada (44,1£20,79 vs 41,2+21,62),
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,129).

5. Yikama oOncesi ve her iki yikama yontemi sonrasi elde edilen sperm
parametreleri her iki infertilite grubu i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.
Aciklanamayan subfertilite grubunda sperm sayis1 ve progresif hareketli
sperm yiizdeleri yikama Oncesi, swim-up ve gradient yontemleri ile
yikama sonrasi sonuglar1 karsilastirildiginda, her iki yéntem ile yikama
islemi sonrasin da sperm sayilarinin yikama Oncesine gére onemli
6lclide azaldigr goriilmiistiir (Swim-up i¢in p <0,0001 ve gradient icin p
<0,001). Swim-up ve gradient yontemleri ile yikama sonrasi elde edilen
sperm sayilar1 kendi arasinda karsilastirildiginda, swim-up yonteminde
yikama sonrasi elde edilen sperm sayilar1 daha diisiik olmakla birlikte, iKi
yotem arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,195).
Aciklanamayan subfertilite grubunda progresif hareketli sperm yizdeleri
karsilastirlldiginda ise, swim-up ve gradient yontemleri ile yikama
sonrasinda yikama Oncesine gore progresif hareketli sperm yiizdeleri
onemli Ol¢tide artigr goriilmiistiir (Swim-up i¢in p<0,0001, gradient icin
p=0.001). Swim-up ve gradient yontemleri ile yikama sonrasi elde edilen
progresif hareketli sperm oranlar1 yikama yoOntemleri arasinda
karsilastrildiginda ise, her iki yontem arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamustir (73,91£17,62 vs 72,20+14,28, p=0,293).

6. Agiklanamayan subfertil hasta grubunda yikama Oncesi ile swim-up ve

gradient yontemleri ile yikama sonrasinda sperm DNA fragmantasyon
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7.

yiizdelerindeki degisimler karsilastirildiginda; swim-up yonteminin
yikama Oncesi bazal degerlere gore fragmante DNA ylzdesini 6nemli
Olgide azalttigi bulunmustur (p<0,0001). Gradient yontemi yikama
oncesine gore fragmante DNA yizdesini azaltsada (41,85+22,04 vs
38,79+22,30) istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p=0,160). Her
iki  yontemle yikama sonrasi fragmante DNA  yiizdelerinin
karsilastirilmas1 sonucunda swim-up yontemi ile fragmante DNA
oraninin gradient yontemine gore belirgin olarak daha diisiik oldugu
bulunmustur (p<0,0001).

Erkek faktori grubunda sperm sayist ve progresif hareketli sperm
yiizdeleri yikama Oncesi sonuglari ile, swim-up ve gradient uygulamalari
sonrast sonuclart karsilastirildiginda her iki yikama yonteminde de
yikama Oncesine gore sperm sayilarimin onemli Olglide azaldig
gorilmiistir (swim-up ic¢in p<0,0001, gradient i¢in p<0,001). Bu grupta
swim-up ve gradient yontemleri sonrasi sperm sayilarindaki azalma
yoénunden karsilastirma yapildiginda swim-up yonteminde daha fazla sayi
azalmas1 saptanmistir (p=0,002). Progresif hareketli sperm yuzdeleri
karsilagtirildiginda, swim-up ve gradient yontemleri sonrasinda yikama
oncesine gore progresif hareketli sperm yuzdelerinin 6nemli 6l¢iide artigi
gorilmistir (swim-up icin p<0,0001, gradient i¢in p<0,0001). Yine
erkek faktorii grubunda agiklanamayan infertil gruptan farkli olarak
swim-up ve gradient yontemleri kendi arasinda karsilastrildiginda swim-

up sonrasi progresif hareketli sperm yilzdesinin istatistiksel olarak
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anlamli sekilde fazla oldugu gorilmustir (59,5+19,35 vs 55,16+18,87,
p=0,027).

8. Erkek faktorii grubunda yikama oncesi, swim-up ve gradient yontemleri
sonrasinda sperm DNA fragmantasyon yiizdelerindeki degisimler
karsilagtirildiginda; aciklanamayan infertilite grubuna benzer sekilde
swim-up yoénteminin yikama oncesine (p<0,0001) gore fragmante DNA
yuzdesini 6nemli Ol¢iide azaltigi bulunurken; gradient yonteminde ise
yikama Oncesine gore fragmante DNA ylizdesini azaltsa da (46,61+19,38
vs 44,03+20,87) istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(p=0,470). Her iki yontemle yikama sonras1 fragmante DNA ylizdelerinin
karsilastirilmas: sonucunda swim—up yontemi ile fragmante DNA
oraninin gradient yontemine gore belirgin olarak daha diisiik oldugu
bulunmustur (p<0,0001).

9. 1UI sonrasi gebelik olan ve olmayan hasta gruplar1 yikama oncesi bazal,
swim-up ve gradiyent yontemleri sonrasinda progresif hareketli sperm
yuzdesi ve DNA fragmantasyon yuzdelerinin gebelige etkileri yoninden
degerlendirilmistir. Buna gore gerek yikama Oncesi bazal gerekse de
yikama sonrasi progresif hareketli sperm yizdesi ve DNA
fragmantasyon yiizdeleri agisindan gebe kalan ve kalmayan hasta gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamistir (p>0,05).Yine
gebelik olan ve olmayan gruplarin yikama Oncesi morfolojileri
karsilagtirildiginda  istastiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Aynmi parametreler agiklanamayan ve erkek faktorii subfertil hasta
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gruplarinda ayr ayr1 degerlendirilmistir. Buna gére hem agiklanamayan
hem de erkek faktorii subfertil hasta gruplarinda gebe kalan ve kalmayan
hastalar arasinda bazal, yikama sonrasi progresif motilite, DNA
fragmantasyon yiizdeleri ve yilkama Oncesi morfolojileri ydniinden

karsilagtirildiginda anlamli bir iliski bulunamamuistir.

10. Infertilite nedenine bakilmaksizin erkek yasinin sperm paremetreleri ve

DNA fragmantasyon yuzdelerine etkilerine bakildiginda yikama oncesi
sperm sayisi ve progresif hareketli sperm ylzdelerinin yasla birlikte
(6zellikle 40 yas tistii grupta) azaldigi goriiliirken fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05). Yikama oncesi DNA fragmantasyon
yiizdelerinde yas gruplari arasinda fark bulunmamustir. (p>0,05). Swim-
up ve gradient yontemleri sonrasi sperm sayisi ve progresif hareketli
sperm Yyuzdelerinin yasla azaldigi goriilirken istastiksel olarak yas
gruplari arasinda anlamli fark bulunamamistir. (p>0,05). Swim-up
yontemi sonrast DNA fragmantasyon ylzdelerinin yastan etkilenmedigi
goriilmistir  (p>0,05), Gradient yontemi sonrasi sperm DNA
fragmantasyon yuzdelerine bakildiginda ise yasla birlikte fragmantasyon

oranlari artsa da fark istastiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).
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8. OZET

SPERM HAZIRLAMA YONTEMIi OLARAK “SWIM-UP VE GRADIENT”
TEKNIKLERININ DNA FRAGMANTASYONUNA ETKILERININ
KARSILASTIRILMASI

Bu prospektif ¢alismada agiklanamayan ve erkek infertilite tanisi konan
ciftlerde sperm hazrlanmasinda kullanilan iki sperm yikama yontemininin DNA
fragmantasyonuna etkisi degerlendirilmistir. Bu amagcla, tiip bebek merkezine
bagvuran agiklanamayan infertil 34 hasta ve erkek infertilitesi tanis1 alan 31
hastanin yikama oncesi, gradient ve swim-up yontemleri sonras1 fragmante DNA
oranlarindaki degisimler karsilastirilmistir.

Infertilite nedeni gdz oOniine almmadan toplam 65 hastanin yikama
oncesine gore fragmante DNA yilzdelerinin, swim-up yodntemi sonrasi
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi goriilmiistiir (p=0,0001). Gradient
yontemi yikama oOncesine gore fragmente DNA vyiizdesini azaltsa da farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 izlenmistir (p=0,129).

Aciklanamayan subfertilite ve erkek infertilitesi gruplarinda swim-up ve
gradient yontemleri ile yikama Oncesi ve yikama sonrast sperm DNA
fragmantasyonu degerlerine bakildigindiginda; her iki infertilite grubunda da
swim-up yonteminin yikama Oncesi bazal degerlere gore fragmante DNA
yiizdesini 6nemli 6l¢iide azalttigi bulunmustur (p<0,0001). Gradient yéntemi her
iki infertilite grubunda yikama oncesine gore fragmante DNA yiizdesini azaltsa
da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (agiklanamayan infertilite:

p=0,160 ve erkek infertilitesi: p=0,470). iki grupta da her iki yontemle yikama
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sonras1t fragmante DNA ylizdelerinin karsilastirilmasi sonucunda swim-up
yontemi sonrasi fragmante DNA oraninin gradient yontemine gore diisiik oldugu
bulunmustur (p<0,0001).

IUI sonrasi gebelik olan ve olmayan gruplarin sonuglarina bakildiginda;
gerek yikama Oncesi gerekse de yikama sonrasi progresif hareketli sperm ylizdesi
ve DNA fragmantasyon yiizdeleri agisindan gebe kalan ve kalmayan hasta
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamastir.

Bu ¢alismanin sonucunda swim-up yontemi gradient yontemine gore
sperm fragmante DNA yizdesini 6nemli olglide azaltigi bulunmustur. Ayrica,
DNA fragmantasyonunun IUl prognozu fizerine etkisini belirlemek igin, genis

serilerle yapilacak daha fazla sayida calismaya ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Swim-up, gradient, DNA fragmantasyonu, halosperm, SCD.
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9. SUMMARY

THE EFFECT OF SWIM-UP AND GRADIENT SPERM PREPARATION
TECHNIQUES ON DEOXYRIBONUCLEIC ACID (DNA)

FRAGMENTATION

In this prospective study, we evaluated the impact of the two sperm
washing techniques (swim-up and density gradient) on DNA fragmantation in
couples who diagnosed with unexplained and mild male factor infertility. 34
unexplained infertility and 31 mild male factor infertility subjects were included
in the study.

There was a significant decrease in the percentage of DNA fragmentations
before and after washing with swim-up method in the total study group
(p=0,0001). Although the gradient technique decreased the DNA fragmentation
rate (44,1+20,79 vs. 41,2+21,62) in the total group, the difference was not
significant between before and after washing (p=0,129).

In both of the infertility groups, there was a statistically significant
decrease in the DNA fragmentation rates before and after washing with swim up
technique (p<0,0001). Although the gradient technique decreased the DNA
fragmentation in both groups, the difference was not significant between before
and after washing (unexplained infertility: p=0.160 and male factor infertility
p=0.470). When we compared the fragmentated DNA percentages of the two
techniques before and after washing, sperm percentage with fragmentated DNA
after swim-up technique was significantly lower than the gradient technique

(p<0,0001).
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When we looked at the results of the patients with and without pregnancy
after I1UI, there was no statistically significant relationship between the
percentages of progressive motil sperm and DNA fragmentation before and after
washing.

In conlusion, swim up technigque seems to lower the DNA fragmentation
more than gradient technique. Further studies in larger series would be useful to
improve our understanding of the prognostic value of sperm DNA integrity to 1Ul
outcome.

Key words: Swim-up, gradient, DNA fragmentation, halosperm, SCD
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