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OZET

SANCAR Cem. Sperm DNA Fragmantasyonu % 30 ve Uzerinde Olan Hastalarin 1.
Ejekiilat ve II. Ejekiilat Sperm Kullanim1 Sonras1 Embriyonik Gelisim Hiz1 Kalitesi ve
Gebelik Sonuglarimin Karsilastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2018.
Arastirmamizin amact; Infertilite nedeni bilinmeyen hasta grubunda tekrarlayan
denemeleri olan g¢iftlerden Sperm DNA Fragmantasyonu %30 ve iizerinde olan erkek
hastalarda, II. Ejekiilat (0-3 Giin Perhiz Siiresi) tedavisi kullanimi sonrasi gelisen
embriyolar1 ve gebelik oranlarmi, 1. Ejekiilat (3-7 Giin Perhiz Siiresi) ile yapilan
denemelerinde gelisen embriyo skorlari ve gebelik durumlariyla karsilagtirmaktir.
Yapilan ¢aligmanin sonucunda perhiz siiresinin sperm parametrelerine etkileri ve
sonuclarinin da embriyo iizerindeki etkileri hakkinda bir 0Ongorii olusturmak

amagclanmustir.

2010-2017 yillar1 arasinda Centrum Tiip Bebek Merkezinde en az 2 tiip bebek denemesi
olan, Sperm DNA Hasar1 %30’un iizerinde olan ve farkli cinsel perhiz siireleriyle tedavi

goren bireylerin embriyo ve gebelik sonuglari retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Arastirmanin sonucunda kisa perhiz siiresinin sperm parametreleri ve embriyo skorlari

tizerinde olumlu etkileri tespit edilmis fakat istatistiksel sonuglar anlamli ¢itkmamustir.

Anahtar Kelimeler : Sebebi bilinmeyen Infertilite, DNA Hasari, Embriyo gelisimi,

Ikinci Ejekiilat , Birinci Ejekiilat,
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ABSTRACT

SANCAR Cem. Comparison of I. Ejaculate and II. Ejaculate’s Embriyonic
development and pregnancy rates, patients who have sperm DNA Fragmentation %30
and over, Master’s Thesis, Ankara, 2018.

The purpose of our research is , compare the embryo scoring and pregnancy rates which
were prepared from first ejeculation , with second ejeculation embryo scoring and
pregnancy rates in unexplained patient group who has recurrent trials with Sperm DNA
Fragmentation of %30 or more. In the end of the study we aimed to make a prediction
about the effects of abstinence day on sperm parameters and the results of effect on the

embryo

We evaluated the embryo scoring and pregnancy rates which is made from different

abstinence day

As a results of the study we observed that , short abstinence day effects positive to sperm

parameters and embryo scoring but statistical results were not found significant

Key Words: Unexplained fertility , DNA Fragmentation, Embriyo development |,

Second ejeculation , First ejeculation
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1. GIRIS VE AMAC

Tim parametreler referans degerler icerisinde olmasina ragmen gebelik elde
edilememesi durumuna, agiklanamayan ya da sebebi bilinemeyen infertilite denir. Son
zamanlarda arastirmacilar yardimci iireme tekniklerinde gelistirilen yeni yontem ve
metodlar ile agiklanamayan infertilite grubundaki hastalara yonelik tedavi yontemini

belirlemeye ¢alismaktadirlar.

Sperm DNA Hasar1; Sperm olusumu siirecinde hiicrenin genetik materyalinin ¢esitli
sebeplerden dolay1 biitiinligiinii kaybetmesidir. Bu etkenler biyolojik ve c¢evresel
faktorler ile sperm DNA Hasarina yol acabilir. Bu etkenler elimine edilirse ICSI islemi

oncesi hasarsiz sperm kullanimi, basar1 sansini arttirir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gore belirlenen optimum cinsel perhiz siiresi 3
ile 7 giin arasindadir. Fakat yapilan bazi arastirmalar, 0-3 giin cinsel perhiz siireli
spermlerde motilite, morfoloji ve sperm DNA hasarinda olumlu yonde gelismeler
oldugunu vurgulamistir. Bu nedenle DSO heniiz sperm DNA hasar1 i¢in cinsel perhiz

stiresini standardize edememistir (1).

Calismamizda sperm DNA hasar1 %30’un iizerinde olan, kisa perhiz siiresi ve 3-7
giinliik perhiz siiresinin sperm parametrelerine etkileri, takiben yapilan ICSI islemi
sonucu ortaya c¢ikan embriyo Kkaliteleri, gebelik oranlar1 retrospektif olarak

karsilastirilmis ve literatiire katki saglamak amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Infertilite, bir y1l boyunca herhangi bir korunma ydntemi kullanmaksizin diizenli cinsel
iliskide bulunuldugu halde gebeligin olmamasi durumudur. Infertilite, ‘primer
infertilite’ (daha once hi¢ gebelik olusmamasi) ve ‘sekonder infertilite’ (6ncesinde
gebelik elde edilmis fakat son 1 yilda gebelik elde edilmemis) olarak iki baslikta
incelenebilir (2).

Ureme cagindaki ciftlerin yaklasik % 10-15'ini infertildir. Dogum kontrol yontemleri
kullanmayan fertil ¢iftlerin % 57'si ilk ii¢ ay i¢inde, %72'si alt1 ay i¢inde ve % 85’1 bir
yil iginde gebe kalabilmektedir (3).

Infertil ciftlere sunulan tedavi yontemleri arasmnda Uremeye Yardimci Teknikler
(UYTE), fertilite problemi olan hastalarin bagvurabilecegi ve tedavi gorebilecegi dnemli
bir alandir. Genel olarak, in vitro fertilizasyon (IVF), overlerden oositlerin
toplanmasini, in vitro ortamda oosit fertilizasyonunu ve embriyolarin uterusa transferini
(ET) igerir. Baz1 IVF islemleri, dogrudan oosit igine sperm enjekte edilerek
gerceklestirilir (Mikroenjeksiyon = ICSI). Spermin degerlendirilmesi infertil ¢iftlerin
tedavi siirecinin belirlenmesinde ve izlenecek yolun belirlenmesinde 6nemli bir rol

icerir (4).

Erkek germ hiicrelerindeki DNA fragmantasyonu ¢alismalart ve {ireme sonuglari
tizerindeki etkilerinin farkindaligi gittikge artmaktadir. Yapilan calismalarda; sperm
DNA fragmantasyonu tespiti ile infertil ve fertil erkek hastalar arasinda belirgin oranda
DNA fragmantasyonu farki saptanmis ve dogurganlhigin azalmasi ile baglantilari
gosterilmistir. Sperm DNA fragmantasyonunun fertilizasyon basarisizligi, implantasyon
problemleri, gebelik kayiplar1 ve yavas embriyo gelisimine sebebiyet verdigi

gosterilmistir (5). Infertil erkeklerin degerlendirmesinde sperm DNA hasarmin tespiti



icin cesitli teknikler gelistirilmistir. Sperm DNA'sinin fizyolojik/molekiiler biitiinliigi,
semen Kkalitesinin degerlendirmesinde yeni bir parametredir ve potansiyel dogurganlik
belirleyicisidir. Sperm DNA fragmantasyonu oranlarinin bilinmesi, infertil ¢iftlerin
fertilizasyon basarisina ve uygulanacak tedavi siirecinde embriyonun maruz kalabilecegi
risklerin kismen ongoriilmesine olanak saglamaktadir. Daha once yapilan bazi
calismalarda sperm parametreleri (sperm konsantrasyonu, motilite, morfoloji, vitalite)
ile sperm DNA hasar oranlar1 arasindaki iliski gosterilmistir. Genellikle DNA
Fragmantasyon orani %30 ve ilizerinde olan hastalarda implantasyon basarisizligina

ve/veya gebelik kayiplarina neden olmaktadir (6).

2.1. SPERMIN YAPISI

Sperm uzunlugu 60um kadardir. Bas, boyun, ve kuyruk boliimiinden olugmaktadir.

Sperm Bagi

Sperm Boynu

Sperm Kuyrugu
- Baglant
Orta

Esas

Son

Sekil 1. Spermin Yapisi (7)

2.1.1. Sperm Basi

Sperm bas1 4.5x3p'dir. Basin 2/3 6n kismi akrozom adi verilen bir kilifla kaplanmistir.

Sperm hiicresinin genetik materyali bas kisminda bulunur. Akrozom, dis ve i¢ olmak



tizere iki katmana sahiptir. Biiyiik bir kism1 plazma membranidir. Spermler sikistikca,
plazma zar1 ve dis akrozom kilif, icindeki enzimleri serbest birakmak i¢in (akrozomal
tepki) birlesir ve agilir. Bu enzimler, spermin yumurtay1 c¢evreleyen zarlar1 ve hiicre
tabakalarin1 asmasini saglar. Sperm basmin biiyiik kismi anterior hidrolitik enzimler

tasiyan akrozom ile kapli niikleusdan olugmaktadir (8).

2.1.2. Sperm Boynu

Boyun, kuyruk ile sperm basi arasinda 0.5 pm uzunlugunda kisa bir parcadir. Sperm
hiicresine gerekli olan enerjiyi saglayan mitokondriler burada bulunur. Baglant1 pargasi
segmentli kolon seklindedir ve proksimal sentriol ile kalin mikrotubuluslardan

olusmaktadir (9).

2.1.3. Sperm Kuyrugu

Fertilizasyonun gergeklesmesi igin hareketlilik gerekli bir 6zelliktir. Spermin kuyruk
bolgesi, enerji iiretim bolgesi olup, sperm hareketinden sorumludur. Kuyrugun hareketi,
spermin boyun kisminda bulunan mitokondrilerden gelen enerji ile mikrotiibiillerin

birbiri tizerine kaymasi ile olusmaktadir (8).

Sperm kuyrugu dort pargadan olugmaktadir :

a) Sperm baglant1 boliimii (Connecting Piece)

Sperm bas ve kuyruk arasindaki kisa segmenti olusturur. Boliinmiis kolonlardan ve
yogun lifli yapidan olusmaktadir. Kapitulumun ve sperm kasinin kaudal taban tabakasi
sperm bas1 ve kuyruk arasinda bulunur. Kapitum ¢izgili bir yaka ile devam eder ve daha
sonra orta kisimdaki dis yogun lifler tarafindan yonlendirilir. Ayn1 yap1 aksonu cevreler.

Sperm bas1 ile kuyruk arasindaki siireklilik, baglanti parcasi olarak adlandirilir.



Kapitiillumdan geriye dogru uzanan 9 parca siitun, fiber yapilarla birbirine

baglanmaktadir. Dolayisiyla baglant1 parcasi kesintisizdir (8).

b) Orta béliim (Middle Piece)

Akson boyunca bulunan 9 yogun dis lif her biri bir mikrotubuler "¢ift" ile iligkilidir. Bu
boliimdeki mitokondriyal yap1 sarmal olarak diizenlenmistir ve enerji icin gereklidir. I¢
mitokondriyal membran enerji tretiminden sorumludur ve flagella motiliteden
sorumludur. Bu yap1 ¢ap1 proksimalden distale dogru azalir. Distal uglar, orta boliim ile

gobek boliimiinii birbirine baglayan bir halka ile sona erer (8).

c) Esas boliim (Principal piece)

Aksonem ve fibroz kiliftan olusur. Halka ve terminal yapisi arasindaki kisimdir. Fibroz
kilif, aksonem ve yogun dis lif bandaji. Fibroz kilif yapisi disiilfid baglarina bagli olarak

oldukga kararlidir ve sperm hareketliligine yardimei olur (8).

d) Son béliim (Terminal piece)

Yogun dis lif ve fibroz kilif yoktur, sadece 9 + 2 aksonemal yapilar mevcuttur (8).

2.2 SPERMATOGENEZ

Erkek germ hiicreleri olan spermler, spermatogenez olarak adlandirilan siirecin sonunda
olusurlar. Bu siire zarfinda, spermatogoniumdan sperm hiicresine kadar ilerleyen bir
maturasyon vardir. Spermlerin asil islevi erkek viicudundaki genetik materyali oosite

ulastirmaktir. Sperm hiicrelerinin bu gorevi yerine getirmesi i¢in, spermlerin morfolojik



ve fizyolojik gelisime ugramalar1 gerekir. Buna ek olarak, uygun bir kromozomal ve
genetik organizasyon 6nemlidir, yani kromozom ve DNA (Deoksiriboz Niikleik Asit)
biitlinliigli bulunmalidir. Spermatogenez sirasinda, spermatozoa, gelecekteki morfolojik
ve fizyolojik gelisimde, normal sperm fonksiyonu i¢in gerekli epididimal olgunlasma
stirecine katilmaktadir. Bu nedenle, spermatogenez esnasinda bir aksaklik meydana
gelirse, hatali sperm {iiretimi gergeklesebilir (6).

\\ Sperlmatogon)'um (Farkhlagmanusg
\ ve o sperm
Racelarinten v

C | GELISIM BUYOME

% Binncil spermatositler
= (Délleme yetenegine sahip
olmayan, olgunlagmams
C erkek cinsiyet hiicrelen)

] MAYOZ 1

perm
olgunlagmay:
tamamlamadan J \ \ FARKLILASMA
onceki hallen)
LR R
C Spermatozoon -
(Dolleme yetenefine

sahi - ¢
p spermler) \\ \ \'\\, \

Sekil 2: Spermatogenez (10)

2.2.1 Spermatositogenez

Spermatogoniumlardan mitoz béliinme ile Spermatogonia’A jenerasyonlart , kok
hiicrelere ve ara Spermatogonia A lar olusur. Spermatogonia A’lar farklilasarak

Spermatogonia B’yi olusturur (11).



2.2.2 Mayoz Evresi

Primer spermatositler 46 kromozom sayisina ve 2n DNA miktarina sahiplerdir 1.
mayoza girer ve DNA'larini replike ederler. Kromozomlarinin her biri 2 kromatidli hale
gelerek tetraploid olur. Anne ve babadan gelen bu kromozomlar homolog kromozom
ciftlerini olusturacak sekilde dizilirler. Crossing Over'dan sonra homolog kromozomlar
kutuplara ¢ekilir ve iki adet yeni hiicre olusur. Sekonder spermatositler homolog
kromozomlarin yarisini (23 diploid kromozom) ve DNA'nin yarisini1 (2n DNA) tasirlar
(12).

2.2.3. Spermiogenez

Mayoz boéliinmeler sonucu uygun genetik materyale sahip spermatidlerin sertoli
hiicreleri icindeki gelisim ve farklanma siirecleridir. Bu siire¢ sonunda spermatidler

olgun spermiumlar seklinde seminifer tiibiiliin limenine atilir (8).

Olgun Spermin 6zellikleri ;

e Olgun spermium 50-60 mikron uzunlugundadir. Disi viicudunda 48-72 saat canli
kalir.

e Spermiumlarin disi genital yollarindaki ters akintiya karsi 3-3.6 mm/dakikada

hareket etme kapasitelerine + rheotaxis ad1 verilir.

e Disi genital organlarindaki bazi kimyasal maddelere ilgi duyarak daha hizl

ilerlemeleri ise +chemotaxis olarak adlandirilir.

e Saglikli bir erkek bir defada 3-4 cc ejekiilat ¢ikartir ve bu da 200-300 milyon

sperm tasir.

e Spermatogenez yaklasik 70 giindiir. Bu siire¢ 40 yasina kadar siirer. Ileri

yaslarda da kesilmez ancak azalir.



2.3 SEMEN ANALIZI

Infertilite, bir y1l boyunca korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebelik yoklugu olarak
tamimlanir. Infertil olgularm %20'sini erkek faktdr olusturur. %30-40 oraninda, hem
erkek hem de kadin faktorler birlikte goriiliir. Infertil erkeklerin degerlendirilmesi
ayrintili bir dykii alma siireciyle baslar. Ik degerlendirme fiziksel muayene ve ilk
laboratuvar muayeneleri ile tamamlanir. Gegmis, fiziksel muayene ve laboratuvar

bulgularina bagli olarak, ayirici tanida ek 6zel testler gerekebilir (13).

Sperm analizi ejakiilatin degerlendirilmesidir. Infertilite tanis1 tek bir sperm analiziyle
belirlenmemelidir. Spermatogenez 70 giinliik bir siirectir. Bu nedenle, 70 giin 6nce
herhangi bir zararli etki sperm ozelliklerini etkileyebilir. Ornegin; yeni bir atesli
hastalik, sperm kalitesinde 3 aya kadar bozulmaya neden olabilir. Her bir hastanin iki
aylik araliklarla en az iki veya ii¢ spermiogram testi yaptirmast gereklidir. Sperm
parametreleri DSO’niin belirttigi standartlarin altina diistiikce gebelik durumunun

olusma sansi azalir (14).

Semen analizi i¢in incelenecek ejakiilat, en az 48 saatlik cinsel perhiz sonrasinda
mastiirbasyon yoluyla steril bir kap igerisine alinmali ve cinsel perhiz yedi giinii
gecmemelidir. Bu kosullarin disinda yapilan spermiogram testleri sperm parametrelerini
olumsuz olarak etkileyebilir. Numune en ge¢ 30 dakika icerisinde incelenmek {izere
laboratuvara getirilmelidir. Ejakiilatin makroskopik incelemesinde sivilagma, viskozite,
pH, semen miktari, perhiz siiresi degerlendirilir. Semen analizinin en 6nemli kismi
mikroskopik muayene yontemidir. Mikroskopik incelemede sperm sayisi, motilite,
yuvarlak hiicrelerin sayisi, agliitinasyon derecesi ve morfoloji degerlendirilir. DSO
tarafindan 2009 yilinda yayinlanan semen analizin referans degerleri Tablo 1'de
gosterilmistir. Bu referans sinirlari, dogum kontrol yontemlerinin birakilmasini takip
eden 1 yil igerisinde esleri hamile olan erkeklerin, sperm parametreleri referans alinarak

hesaplanmastir.



Tablo 1: DSO Semen Parametreleri Referans Degerleri (14)

Parametre

Alt Referans Limiti

Semen Hacmi (ml) >15(14-1.7)
Ph >1.2
Sperm Konsantrasyonu (106/ml) >15
Toplam Sperm Sayis1 (106/Eje) >39
Toplam Motilite (PR + NP, %) >40
Progresif Motilite (PR ,%) >32
Sperm Morfolojisi (Normal Formlar, %) >4
Peroksidaz — Pozitif Lokositler (106 /ml ) <10
MAR Testi (Bagli bulunan motil spermatozoa, % ) <50
Immunobead Testi (Bagli bulunan motil spermatozoa, % ) <50
Seminal Fructose ( mol / Eje ) 13
Seminal Nétral Glukozidaz (mU / Eje ) 20
Seminal Zinc ( mol/Eje) 2.4
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2.3.1 Semenin Makroskobik Olarak incelenmesi

Ejekiilatin makroskopik incelemesi yapilirken oncelikle pipet ile likefaksiyon durumuna
bakilmalidir. Likefaksiyon spermin sivilasmasi olarak tanimlanabilir. Likefaksiyon
yaklasik 15-30 dakika arasinda gergeklesir. Bu siirenin disinda kalan spermlerde
likefaksiyon problemi oldugu not edilmelidir. Likefaksiyonu saglamak icin ejakiilatin,
kabin iginde 37 °C'de tutulmasi litik siireci kolaylastirir ve kisaltir. Buna ek olarak;

renk, koku, viskozite ve diger 6zellikleri belirlenmeli ve kaydedilmelidir (15).

Tablo 2. Kruger Kesin Terimlerine Gére Sperm Morfolojisi (16)

BAS Uzunluk 5-6 Mikron / Genislik 2,5-3,5 mikron
AKROZOM Basin % 40-70°ini olusturmali
ORTA PARCA Genislik 1 mikron / Uzunluk 1.5 x Bas Uzunlugu
KUYRUK Boy : 45 Mikron / Uniform / Orta parcadan daha ince /

Kivrilmamais / Kirik bulundurmamali

STOPLAZMIK DAMLACIK Bag alaninin % 30-70‘inden az sadece orta pargada lokalize

2.3.2 Semenin Mikroskobik Olarak incelenmesi

Sperm sayist normal degerleri DSO referanslarina gore asgari 15 milyon / ml'dir. Bu
degerin altindaki sperm sayisina oligozoospermi denir. Say1 15 milyondan az ise,
testosteron ve FSH diizeylerinin incelenmesi Onerilir. Ejakiilatta sperm hiicresi
yokluguna azoospermi denir. Azoospermi; hormonal, genetik, kanal tikaniklig1 ya da

spermatogenez sirasinda olusan problemlerden kaynaklanabilir (14).
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Sperm motilitesi degerlendirmesi; likefaksiyon sonrasi bir saat icinde yapilmalidir. Bu
stire zarfinda oda sicakliginda muhafaza edilmelidir. Sperm ileri hareketinin kalitesi
kaydedilmeli ve degerlendirilmelidir. Hareketlilik; hizli ileri hareketli sperm, yavas ileri
hareketli sperm, yerinde hareketli sperm ve hareketsiz sperm olarak dort ana grupta
degerlendirilmelidir. DSO tarafindan sperm analizini standartlastirmak icin yayimlanan
laboratuvar klavuzu sperm hareketliligini A, B, C ve D dort kategoride
degerlendirmektedir. 'A'; hizli ileri hareketli, 'B'; yavas - ileri hareketli, 'C'; yerinde
hareketli, 'D'; hareketsiz olarak tanimlanir. Spermdeki en yaygin hareket kategorisi

degerlendirilir. Bu sistemde, her kategoriye giren spermin yiizdesi degerlendirilir (14).

Sperm morfolojisi; dogru morfolojik degerlendirme i¢in spermin boyanmasi gereklidir.
En sik kullanilan boyama yontemi "Diff-Quick™ metodudur. Degerlendirme i¢in birgok
kriter kullanilmasina ragmen, en sik kullanilan dlciitler DSO kriterleri ve Kruger'in
kesin kriterleridir. Spermdeki genel kusurlar, bas defektleri; biiyiik, kiiciik, diiz filiform,
yuvarlak, amorf, vakuole edilmis, kiiciik akrozomal, c¢ift basli ve bunlarin
kombinasyonlari1 seklindedir. Boyun ve orta parcanin bozukluklari; biikiilmiis boyun,
basa diizensiz baglanma, kalin boyun, ince boyun ve bunlarin kombinasyonlar
seklindedir. Kuyruk kusurlari; kisa, ¢coklu, ince, kirik, kivrik, genisligi diizensiz olabilir
ve bunlarin kombinasyonlar1 olabilir. Ejakiilatta normal morfolojiye sahip sperm orani,
DSO'niin Kruger kesin kriterlerine goére >4 (3.0-4.0) olmalidir. Agliitinasyon; hareketli
sperm hiicrelerinin  kafalari, boynu ve kuyruklarinin tek tek veya cesitli

kombinasyonlarda birbirlerine yapistigi anlamina gelir (14).
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Sekil 3: Sperm Makler Goriintiisii (17)

2.3.3 Semene Ait Spesifik Testler

Sperm analizi erkegin fertilite potansiyelini her zaman tam olarak yansitmayabilir. Bu
vakalarda, tanm1 koymak icin bagka Ozel testlere ihtiya¢ vardir. Sperm ve semenin
spesifik testleri, erkek faktoriin agiklanamayan infertilite vakalari ile iligkili olup
olmadigim1 belirler. UYTE ile tedavi secerken bu testler yararli olabilir (18). Bu
testlerden bazilari;; Sperm DNA Hasari, Ros Testi, Sperm Enzimleri Testi, Sperm
Antikor Testi, Sperm Vitalite Testi gibi testlerdir.

2.4 SPERM DNA HASARI

Yapilan son calismalarda sperm DNA hasarimin fertiliteyi ve embriyo gelisimini
etkiledigi diisiiniilmektedir. Ozellikle aciklanamayan infertiliteden sorumlu olabilecegi
halen c¢alisilmaktadir. Sperm olusumu siirecinde hiicrenin genetik materyali ¢esitli
sebeplerden dolayr biitiinligiinii kaybedebilmektedir. Bu hasarli sperm hiicreleri
eleminasyona ugramadan ejekiilata dahil olur ise agiklanamayan infertiliteye sebep
olabilecegi diisiinlilmektedir. Sperm DNA hasarina sebep olan faktorler iki baslhikda

incelenir (4).

Tablo 3 : Sperm DNA Hasarina Sebep Olan Faktorler (19)
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CEVRESEL FAKTORLER BIYOLOJIK FAKTORLER
Radyasyona maruz kalma Anormal Kromatin Paketlenmesi
Sigara aliskanlig Apoptozis

Kimyasal maddeye maruz kalma Reaktif Oksijen Tiirevleri
Kemoterapi

Varikosel

Genital Enfeksiyonlar

2.4.1 Anormal Kromatin Paketlenmesi

Sperm hiicrelerinin genetik materyalini tagiyabilecegi boyuta indirgemek igin,
spermiogenez esnasinda genetik materyalin diger hiicrelerden farkli olarak sikistirilmig
bir bigimde paketlenmesi gerekir. Bu paketleme esnasinda histon proteinleri yerini ara
proteinlere birakir, daha sonra ise protaminlere birakir. Protaminler sayesinde halkasal
bir sekil alan genetik materyal sperm basma sigabilecek duruma gelir. Biitiin bu
katlanma islemleri sirasinda olusabilecek hatalar sperm DNA kiriklarina sebep olur

(20).

2.4.2 Apoptozis

Apoptozis viicuttaki hiicrelerin programli 6limi olarak tanimlanabilir. Spermatogenez
sirsinda iki apoptotik gorev vardir. Birincisi anormal spermatozoonlari elemine etmek;
ikincisi ise germ hiicrelerinin sayisini sinirlandirmaktir. Apoptoz esnasinda olusabilecek
herhangi bir hatada bu spermatozoonlar yok edilmeyebilir. Boylece DNA hasarli sperm

hiicreleri ejekiilata dahil olur.
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Yapilan son caligmalar sonucu bazi proteinlerin apoptozis mekanizmasi ile iliskili
oldugunu vurgulamis ve bu proteinlerin miktarlarina gére apoptozis mekanizmasinda
degismelerin olabilecegini Ongdérmiistiir. Apoptozis mekanizmasinda olabilecek her
aksaklik hasarli genetik materyale sahip spermin ejekiilata aktarilmasina bu da sperm

DNA fragmantasyonunun yiikselmesine sebep olacaktir.

Bazi arastirmalar apoptozis yogunlugu arttikca sperm motilite yiizdesinin de anlaml
derecede arttigini gézlemlemistir. Bu sebeple hasarli spermlerin eliminasyonu sonucu

ejekiilata dahil olan spermde motilite oraninin artmasi beklenir (22).

2.4.3 Reaktif Oksijen Tiirevleri

Oksijen viicut gereksinimleri i¢in en onemli molekiillerden biridir. Viicudun giinliik
isleyisi sirasinda reaktif oksijen tiirevleri ortaya ¢ikar ve viicutta yayilir. Viicutta serbest
halde bulunan reaktif oksijen gruplari herhangi bir oksijen molekiilii ile karsilastiginda
DNA, protein, niikleotid ve lipid gruplarina zarar verir. Oksidanlara kars1 viicudun
savunmasi olarak antioksidanlar devreye girer. Bu ikisi arasinda olusan bir dengesizlik

hali oksidatif strese yol agmaktadir (21).

Reaktif oksijen olusumu spermin sagkalimi i¢in sorunlar teskil etmektedir. Sperm

hiicreleri epididimisten gecisi sirasinda lipid igeriginde degiskenlik gostermektedir (22).

Biitin bu mekanizmalar reaktif oksijenlerin spermin genetik materyalinde,
morfolojisinde istenmedik durumlara yol agmaktadir. Fakat kapasitasyon mekanizmasi

defekt goren spermlerin bir kismina tekrardan dolleyebilme yetenegi kazandirabilir (22).
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Q0 00 0:0:
Oxygen Superoxide anion Peroxide
o o -05°
H:Q:O'H ‘O'H :O'H
Hydrogen Peroxide Hydroxyl radical Hydroxyl ion
Hy0, +OH OH~

Sekil 4: Reaktif Oksijen Tiirleri (21)

2.5. SPERM DNA FRAGMANTASYON ANALIiZI

Sperm DNA fragmantasyonu bir¢cok olguda zaman igerisinde degisen ve gelisen bir
parametredir. Kabul edilen standartlara gore; hasar goren spermin sayisinin % 15'in
altinda olmasit beklenmektedir. %15-30 ara satha; %30'dan fazla anormal sperm iceren
spermiogram sonucuna sahip erkekler yiiksek DNA Fragmantasyonuna sahip olarak
kabul edilir. Boyle yiiksek DNA parcalanmast olan sperm oOrnekleri ICSI igin

kullanildiginda basarisiz dollenme oranlari, gebelik kayiplari yavas embriyo gelisimleri

gorilmistiir (23).
DFI <%15 : lyi Fertil Fertil Potansiyel %15- 30 DFI: Orta Fertil
Potansiyel

>0%30 DFI: Kotii fertil potansiyel



16

2.5.1 Sperm Dna Hasar Tespit Yontemleri

Erkek infertilitesinin teshisinde DSO semen parametreleri, sperm konsantrasyonu,
motilitesi ve morfolojisine dayanmaktadir. Bunula beraber bu parametrelerin hi¢birinin
tek bir ciftin tek basina dogurganlik potansiyelinin degerlendirmesinde giivenilir
derecede yeterli olmadig1 bilinmektedir. Ozellikle sebebi bilinmeyen, agiklanamayan

infertilite hastalarinda bu parametreler referans sinirlar1 arasindadir.

Sperm DNA fragmantasyonu bir¢ok olguda zaman igerisinde degisen ve gelisen bir

parametredir. DNA fragmantasyonu 6l¢iimiinde asagidaki tayinlerden yararlanilir.
2.5.1.1. Sperm Kromatin Yapist Tayini ( Sperm Chromatin Structure Assay )

SCSA anormal kromatin yapisina sahip DNA'nin, asit ve istya maruz kaldiginda
denatiirasyonuna daha yatkin olmasi prensibine dayanarak getirilmistir. Akridin
turuncusu asit eklendikten sonra denatlirasyona bagli olarak renk degisimi
gostermektedir. Bu renk degisimi akim sitometri teknigi kullanilarak belirlenmektedir.
SCSA ile olgiilen DNA denatiirasyonu, DNA fragmantasyon indeksi (DFI) olarak

tanimlanmistir. Bu testin en 6nemli avantaji standardizasyonunun olmasidir.

Stalnml:l sperm Photomultiplier

i Tube
T

e v

CGIIE{:tlng

Excitation source
(laser beam)

= = T
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Sekil 5: Flow Sitometri ile DNA Hasar1 Tespiti (24)

2.5.1.2. Toluidine Mavisi ile DFI Tespiti

Toluidine Blue fosfat rezidiilerini boyayan temel boyadir. Dogru olarak paketlenmis
kromatin yapisi ve fragmante uglarinda yer alan fosfat boyanmaya zemin hazirlar. Boya
fragmente yapiya katilarak sperme mavi rengini verir. Normal mikroskop ile

degerlendirmek yeterli olur ancak kisiler aras1 ve kisiler i¢i degiskenliklere agiktir.

Sekil 6: Toluidine Blue Boyama Y ontemi(25)

2.5.1.3. Akridin Turuncu Testi (AOT)

Akridin orange boyast niikleik asite 6zgii katyonik bir boyadir. Bu teknikte floresan
mikroskop kullanilir. Hizli, basit ve pahali olmayan bir yontemdir. Boyamaya bagh
olarak renk defektleri , renk ayriminin goézlemsel olmasi ve renklerin hizli kaybolmasi

bu teknigin dezavantajlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir (26).



18

Sekil 7 : Akridin Turuncu Testi Mikroskop Goriintiisii (27)

2.5.1.4. Anilin Mavisi Testi

Anilin mavisi asidik bir boyadir ve hasarli DNA’ya sahip spermde rezidiiel histonlarin
aciga cikmasi sonucu niikleoproteinlere daha kolay ulasilabilir ve bu durum anilin
mavisinin DNA’y1 boyamasimi saglar. Basit ve ucuz bir tekniktir, analiz i¢in 1s1k
mikroskobu yeterlidir, ancak AOT’de oldugu gibi heterojen boyama teknigi en 6nemli

dezavantajidir (27).

: AB*

AB- “

Sekil 8 : Anilin Blue Testi Mikroskop Goriintiisii(27)

2.5.1.5. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)
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Yogunlugu azaltilmis sperm agaroz jel tabaklari arasina yerlestirilir ve floresan
baglayan boya eklenmis elektroforetik bir gradiente maruz birakilir. Hasarli DNA’ya
sahip yap1 elektroforez esnasinda hareket eder ve kuyruklu yildiz goriintiisii ortaya
cikar. Saglam DNA yapisi ise hareket etmez. Boyanma yogunlugu ve kuyruklu yildizin
kuyruk uzunlugu DNA fragmantasyonunun derecesini belirler (25).

Undamaged Damaged

Sekil 9 : Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)(19)

2.5.1.6. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL)
Testi

Tunel testi ile hem tek hemde ¢ift DNA zincirindeki hasarlar tespit edilebilmektedir.
TdT enzimi ile tek veya ¢ift DNA zincirindeki kiriklar dUTP ile birlesir ve bu noktalar
isaretlenir. Isaretlenen noktalar Isik Mikroskobu, Floresan Mikroskobu ya da Akim
Sitometrisi ile degerlendirilir. Tunel testi SCSA’den sonra sperm DNA hasarini tespit
etmekte en ¢ok kullanilan testtir. Tunel testi ile asil tespit edilen DNA hasarindan ¢ok
DNA kiriklaridir. SCSA gibi standardizasyonun tam saglanamamis olmasi testin en

onemli dezavantajidir (28).
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TUNEL (=)

\

po.

TUNEL (+)

Sekil 10 : Tunel Testi Mikroskop Goriintiisii (28)

2.6. EMBRIYO GELIiSIMi

Fertilizasyon, sperm hiicresinin sekonder oosit ile temas etmesiyle baslar. Akrozom
reaksiyonu ile corona radiatalar1 temizlenen oositin zona pellucida'st yine akrozomdan
salinan néraminidaz ve akrozin enzimleri ile delinir. Buna Zona Reaksiyonu adi verilir.
Spermium oosit igerisine girdiginde sekonder oosit 2.mayozu tamamlayarak ovum
haline geger. Olusan ikinci kutup cisimcigi 1.si ile birlikte dejenere olarak
kaybolacaktir. 1ki olgun cins hiicresinin niikleuslar1 proniikleus halini alir. Ardindan

kaynasarak ilk ve olgun somatik hiicreyi, zigotu yaparlar (29).
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Sperm Kimulus hicrelerine Sentriyol Aktin

Temas eder s
= ona
O // pPellucida
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T

Sekil 11: Akrozom Reaksiyonu (30)

2.6.1. Embriyo Derecelendirme

Embriyolar ICSI islemi yapildiktan sonra giin asir1 gelisim kontrolii yapilir. Embriyo
kalitesi gebeligin olusmasi icin gereken en Onemli etkenlerden biridir. Embriyoda
herhangi bir fragmantasyon veya gerileme durumunun olmasi olumsuz olarak

degerlendirilir ve embriyonun gebelik olusturma ihtimalini azaltir.

ICSI islemi yapilan oositlerin yaklasik %40 - %50'si blastosist evresine ulasir. Bunlarin
ise yaklastk %30-50’si implantasyon basaris1 getirir. Bu sebeple embriyo
derecelendirmesini yapip transfer i¢in en iyi embriyoyu se¢cmek olduk¢a onemlidir
(Jonathan Van Blerkom, 1992). Embriyonun normal gelisimini direkt olarak oositin
niikleer ve stoplazmik maturasyonuna baglidir. Fertilize oosit 2 Pronucleus ve 2 polar
body’e sahip olmalidir. Uygun oosit ile ICSI igslemi yapildiktan 16- 18 saat sonra PN
degerlendirmesi yapilabilir. 2 pronucleus da ayn1 boyutlarda olup karsilikli ve merkezde

konumlanmig olmalidir (31).
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Nucleous

Polar Body

Sekil 12: 2pn Mikroskop Goriintiisii (31)

[k béliinme degerlendirmesi; zigotun boliinmeye baslama zamani embriyonun hem
kalitesini hem de implantasyonu igin bir 6ngérii olusturur (32). Erken boliinmeye

baslayan kromozomal olarak ge¢ boliinenlere gére daha az hatalidir.

2.6.2. Embiyolarin 2. ve 3. Giin Degerlendirmesi

Inseminasyondan 43-45 saat sonra 2. giin degerlendirmesi, 67-69 saat sonra ise 3. giin
degerlendirmesi yapilir. Morfolojik olarak skorlama; blastomer sayisi, blastomerlerin
esit biiylikliikkte olmasi, blastomerlerin tek ¢ekirdekli olmasina bakilarak belirlenir. Bu
degerlendirmede en sik goriilen endikasyonlar; fragmantasyon, ¢ok ¢ekirdeklilik ve
asitmetridir. Mozaizm, haploidi, polyploidi gibi anomalilere sebep olurlar.
Fragmantasyon diizeyi %35’in iizerinde olan embriyolarda mozaizm ve diger post-
zigotik anomaliler goriiliir (33). 2. giin Embriyo hiicre sayisi 4 olmalidir. Bunun yaninda
hiicre boyu esit ise 1, degil ise 2 rakamlariyla belirtilir. Fragmantasyon ise seviyesine
gore diisiikten yiliksege dogru 1, 2 veya 3 numaralandirilmasiyla yapilir. 3.giin embriyo

hiicre sayis1 8 olmalidir hiicre boyu ve fragmantasyonu da 2. giindeki gibi belirlenir.
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Blastomerler

Sekil 13: 2. Giin Embriyosu (33)

Blastomerler

Sekil 14: 3. Giin Embriyosu (33)

2.6.3 Embriyolarin 4. ve 6. Giin Degerlendirmesi ( Morula ve

Blastosist)

Embriyonun genom aktivasyonundan sonra birlesme basladigi i¢in Onemlidir. Bu
evrede trofoektoderm degerlendirmesi implantasyon igin énemli bir 6ngérii olusturur. I¢
hiicre kitle degerlendirmesi ise fetus gelisimi i¢in Onemli bir Ongdrii olusturur.

Blastosist gelisimi lizerinde embriyonun 3. giindeki hiicre sayisinin énemi vardir (33) .
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Sekil 15. 4. Giin (33)

4. giin embriyosu inseminasyondan 91-93 saat sonra degerlendirilir. Degerlendirme

asagidaki gibi yapilir (33) ;

MOR1 Kalite: Tiim embriyo i¢ hiicre kitlesinin birlesmesi.

MOR?2 Kalite: i¢ hiicre kitlesinin biiyiik ¢ogunlugunun birlesmesi.

MOR3 Kalite: I¢ hiicre kitlesinin yarisindan daha kiigiik kisminin birlesmis 2,3

blastomerin disarda kalmis olmasi.

5. glin embriyosu inseminasyondan 115-117 saat sonra degerlendirilir. Degerlendirme

1’den 6’ya kadar numaralandirilarak yapilabilir (33).

1. Kalite : Kavitenin embriyonun yarisindan daha az yer kaplamasi.

2. Kalite : Kavitenin embriyonun yarisindan daha fazla yer kaplamasi.

3. Kalite : Kavitenin tamaminin Blastosist olup trofoektoderme baski yapmasi.

4. Kalite : Baskidan dolay1 Zona Pellucida’nin oldukga incelmis olmasi.

5.Kalite : Embriyonun bir pargasinin zonayi asip disari ¢gikmas.

6. Kalite : Embriyonun tamaminin digar1 ¢ikmasi.

5. giin embriyosu i¢ hiicre kitlesinin durumunu belirlemek i¢cin A B ve C harfleri

asagidaki gibi kullanilir.

A: Birg¢ok hiicrenin sayis1, Siki paketlenme

B: Ortalama Hiicre sayisi, Gevsek paketlenme
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C: Az sayida hiicre sayisi

5.Gilin embriyosu dis hiicre kitlesinin durumunu belirlemek i¢in A B ve C harfleri

asagidaki gibi kullanilir (33).

A: Cok sayida hiicre, Birlesik bir tabaka

B: Daha Az hiicre sayis1 ve siki olmayan tabaka

C: Az hiicre sayis1

Sekil 16. 5. Giin Embriyolar1 (33)
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3. GEREC VE YONTEM

Yapilan caligma 2016 — 2017 yillar arasinda Centrum Tiip Bebek Merkezinde yapilmis

Retrospektif, Gozlemsel / Analitik / Kohort veri tarama ¢alismasidir.

3.1. ARASTIRMAYA DAHIL ETME KRITERLERI

Calismamizda olusturulan hasta grubu Centrum Klinik'de 2010-2017 yillar1 arasinda tiip
bebek tedavisine baslayan ve Sperm DNA Fragmantasyon indeksi %30 ve iizerinde
olan hastalardan olusturulmustur. Erkek bireyler i¢in ¢alismaya dahil edilme Kriterleri
DFI %30 ve tlizerinde olmasi, varikosel, inmemis testis, testis timort gibi herhangi bir
rahatsizliginin olmamasi1 ve 18-50 yas araliginda olmasidir. Toluidine Blue testinin
gozleme fazlasiyla dayali bir boyama olmasi sayimin rahat olmasi ve dogruluk oraninin
artmasi sebebiyle sperm sayilart 5 milyon / ml' den yiiksek olan ve en az 200 sperm

sayilan hastalar ¢aligmaya alinmistir.

Kadinlarda ise ¢alismaya dahil edilme Kriterleri olarak AMH seviyesi 1 - 7 araliginda
olmasi, myom ya da herhangi bir tubal faktér bozuklugunun olmamasi olmasi olarak

belirlenmigtir. Diger kadin faktorleri diglanmastir.

I. ve II. ejekiilat embriyo gelisimleri ve gebelik sonuglarinin tespit edilmesi ig¢in
tekrarlayan denemeleri olan hastalar ¢alismaya dahil edilmistir. Ilk denemelerinde 1.
Ejekiilat spermi ile embriyosu elde edilmis ve transferi gerceklesmis, ikinci
denemelerinde ise II. Ejekiilat spermi ile embriyosu elde edilmis ve transferi

gerceklesmis hastalar ¢alismaya dahil edilebilir.
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72 saat ile 168 saat arasinda (3-7 giin) cinsel perhiz sonucu elde edilen sperm I.
Ejekiilat, 0 ile 72. Saat aras1 perhiz siiresi ile elde edilen sperm ise II. Ejekiilat kategorisi
icerisine alinmustir. II. Ejekiilatlar genellikle ard arda alinan 6rneklerden olugsa da bu

durum galisma sirasinda degiskenlik gostermistir.

3.2. ORNEK ALIMI VE SPERMiIOGRAM TESTI

Ornegin steril kosullarda alinmasi testin giivenilirligi icin en énemli basamaklardan
biridir. Dogru bir islem igin, ornekler masturbasyon ile verilmeli, masturbasyon
sirasinda herhangi bir kayganlastirici kullanilmamistir. Ornek alimi sirasinda gerekli
etiketlemeler yapilmis ejekiilatlar perhiz siiresine gore 1. ve II. ejekiilat olarak dogru bir
sekilde not alinmistir. Alinan 6rnegin {lizerine hastanin bilgileri okunabilir sekilde not
edilmeli ve hastaya gerekli bilgiler dogru bir sekilde anlatilmalidir. Hastaya 6rnegi
disariya kagirmamasi gerektigini belirtmek dnemlidir. Boyle bir durumda 6rnek alimi en
uygun zamanda tekrarlanmali ve spermiogram testi yapilmalidir. Mecbur kalinmadikga
ornek merkezde alinmali, 6rnek verildikten sonra en ge¢ 15 dakika igerisinde 37 °C
olan inkiibatore alinmali ve likefiye olmasi igin beklenmelidir. Likefaksiyon islemi 15-

30 dk arasinda gerceklesmektedir.

Ornek likefiye olduktan sonra homojenize edilmekte ve makler kamerasina 1 damla
damlatilarak sperm sayimi, motilite oraninin belirlenmesi, progresyonun belirlenmesi,

cinsel perhiz siiresinin not edilmesi gerekmektedir.

3.3 TOLUIDINE BLUE iLE SPERM DNA FRAGMANTASYON
TAYINIi
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Toluidine blue boyasi ile DFI hesaplamak i¢in “‘IHC World / Toluidine Blue Staining

Protocol for Mast Cells NovaUltra Special Stain Kits’’ protokolii kullanilmis ve EK

1’de protokol kaynag1 gosterilmistir.

3.3.1 Laboratuvar Malzemeleri;

1. 6 Adet Sale

2. Lam Lamel

3. Isik Mikroskobu
4

Immersiyon Yag1

3.3.2 Fiksasyon Malzemeleri ve Hazirlanisi

1. Aseton
2. Ethanol %96 Extra Saf

Fiksatif; sale icerisine 25ml %96°lik ethanol ve 25ml asetonun
sale icerisinde homojenizasyonu yapilir.

3.3.3 Boyama Malzemeleri ve Hazirlanmisi;

1. Toluidine Blue

2. Mcvallin Tamponu (Di sodium hydrogen phosphate dehydrate , Distile su , Sitrik

Asit)
Mcvallin Tamponu :
1. 14,2 gr NazHPOg4
2. 9,6 gr Sitrik Asit

3. 500 ml Distile su

Toluidine Blue:

1. 47,5 ml mevallin Tamponu Karnistirarak homojenize edilir

2. 2.5 ml Toluidine Blue Boyasi

Kanstirarak homojenize edilir
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HCL Tamponu Hazirlanisi:

1. Distile su } 50 ml distile suya 5 ml HCL eklenir. Homojenize edilir
2. HCL

3.4 BOYAMA ISLEMI

Likefiye olan 6rnekler laminar flow igerisinde lam iizerine pastor pipeti yardimi ile bir
damla alinarak damlatilir. Lamel ile 45 derecelik ag1 olusturduktan sonra 6rnek lam

tizerine yayilir. Oda sicakliginda kurumaya birakilir.

Kuruyan 6rnek 6nceden hazirlanip +4 derecede bekletilen fiksatif igerisinde 30 dakika
tutulmustur. Burda amac¢ spermlerin lam {lizerine yapismasidir. Fiksasyon sonrasi lam 5
dakika boyunca +4 derecede bulunan HCL igerisinde bekletilir. Burdaki amag¢ Toluidine
Blue’nun asidik yiizey ile temas1 sonrast sperm hiicrelerine nufiiz etmesini saglamaktir.
Daha sora 3 asamali distile su ile yikama islemi yapilir. Ayr1 ayri hazirlanan 3 adet
distile su salesine 2'ser dakika olmak flizere toplamda 6 dakika bekletilir. Yikama
isleminin ardindan lam %5'lik Toluidine Blue ile doldurulan saleye 5 dk birakilir. Son
asamada boyanin lam iizerinden akmasi i¢in lizerinden distile su akitilarak oda
sicakliginda kurumaya birakilir. Preparat 151k mikroskobunda 1000x’lik biiyiitmede
bakilir. 400 adet sperm sayimi sonrasi hasarli olan (koyu mavi renkli) spermlerin orani

%' lik dilime uyarlanarak tespit edilir.
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4. SONUC VE BULGULAR

Geriye doniik taramalarimiz sonucu g¢alismamiza dahil olabilecek 25 hasta ve bu
hastalardan elde edilen 98 adet I. Ejekiilat embriyosu, 112 Adet II. Ejekiilat embriyosu
tespit edilebilinmistir. Hastalarin vermis oldugu 2 farkli perhiz siiresine sahip sperm
ornegi ile eslerinden toplanan oositlere ICSI islemi uygulandiktan sonra embriyo
gelisimleri takip edilmistir. Calismaya katilan kadinlarin 23 yas ile 49 yas arasinda
bulunmakta olup, yas ortalamalar1 36,56+6,48’dir. Sonuglara iliskin degerler asagida

verilmistir.

Tablo 4. Calismaya katilan bireylerin eslerinin yas1 ve DNA fragmantasyonlarinin

degerlendirilmesi

X SS Medyan Min WEUS
Esin Yas1 36,56 6,48 37,0 23,0 49,0
DNA Fragmantasyonu 41,86 12,63 39,0 30,0 85,0

X aritmetik ortalama, SS; standart sapma, Min; minimum deger, maks;maksimum

Tablo 5. Calismaya katilan bireylerin 1. Ejekiilat tedavi sonuglarina gore

degerlendirilmesi

X SS Medyan Min Maks
Sperm Sayisi 41,84 32,85 24,0 50 120,0
Perhiz 3,16 0,47 3,0 3,0 50
Motilite 49,88 17,76 48,0 21,0 75,0
Toplam Oosit 6,72 4,08 6,0 1,0 16,0
M2 4,36 2,86 4,0 1,0 14,0

Fert 3,88 2,91 3,0 1,0 14,0
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Embriyo Giinii 4,16 1,18 4.0 3,0 8,0

X aritmetik ortalama, SS; standart sapma, Min; minimum deger, maks;maksimum

Matur oosit yiizdesi : %65 Fertilizasyon oram :

%88

I. ejekiilattan yapilan sperm tahlilleri sonucu ortalama sperm sayis1 41,84x10%/ml,
motilite %49,88 bulunmustur. Bu hastalarin her birinin eslerinden ortalama 6,72 oosit
toplanmistir ve bunlardan 4,36’s1 olgun oosittir. Yapilan ICSI islemi sonrasi her bir
hastada ortalama 3,88 fertilizasyon yakalanmistir. Yani fertilizasyon oranimiz
3,88/4,36’dan %88 bulunmustur. Yapilan islemler sonucu embriyolar ortalama 4,16.

giin transfer edilmistir.

Tablo 6. Calismaya katilan bireylerin Il. Ejekiilat tedavi sonuglarina gore
degerlendirilmesi

X SS Medyan Min WEUS
Motilite 51,52 18,34 54,0 20,0 85,0
Toplam Oosit 6,36 4,38 6,0 1,0 16,0
M2 5,08 3,75 4,0 1,0 15,0
Fert 4,64 3,28 3,0 1,0 15,0
Embriyo Giinii 4,64 1,11 4.0 3,0 5,0
X aritmetik ortalama, SS; standart sapma, Min; minimum deger, maks;maksimum
Matiir Oosit Yiizdesi : %79 Fertilizasyon orani:
%091

. ejekiilattan yapilan sperm tahlilleri sonucu ortalama sperm sayisi 42,57x10%/ml,
motilite %51,52 bulunmustur. Bu hastalarin her birinin eslerinden ortalama 6,36 00sit
toplanmistir ve bunlardan 5,08’1 olgun oosittir. Yapilan ICSI islemi sonrasi her bir

hastada ortalama 4,64 fertilizasyon yakalanmistir. Yani fertilizasyon oranimiz
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4,64/5,08’den %91 bulunmustur. Yapilan islemler sonucu embriyolar ortalama 4,64.

giin transfer edilmistir

Tablo 7. Calismaya katilan bireylerin ejekiilat tedavi sonuglarina gore degerlendirilmesi

. EJEKULAT Il. EJEKULAT p
Sperm Sayisi 24,0 (5,0 — 120,0) 40,0 (5,0-110,0) 0,858
Motilite 49,88 + 17,76 51,562 + 18,34 0,657
Mature Oosit 4,0 (1,0-14,0) 4,0 (1,0-15,0) 0,475
Fertilizasyon 3,0 (1,0-14,0) 3,0 (1,0-15,0) 0,432

II. ejekiilat tedavisi uygulanan grubun I. ejekiilat uygulanan gruba gore sperm sayisi ve
motilite degerleri daha yiiksek olmasina karst anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).
Sperm sayis1 ve motilite ejekiilata gére anlamli degisiklik gostermemistir. Veri normal
dagilmadigr i¢in medyan degerine bakildi ve ayni hastalar {lizerinde ¢alisildigr icin
Wilcoxon Singed-Rank Test uygulandi. Median degerleri arasinda farklilik olmasina

ragmen test istatistigi anlamsiz ¢ikmuistir.

I. ejekiilat ve II. ejekulat tedavileri kullanilan hastalarda M2 oosit ve bu oositlerin

fertilizasyon oranlari arasinda anlamli bir degisiklik yoktur (p>00,05).

Tablo 8: Calismaya katilan bireylerin ejekiilat tedavi sonuglarma gore elde edilen

embriyolarinin degerlendirilmesi

L. Ejekiilat Gelisimi Durmus Embriyolar 28 28,9

Gelisimi Yavas Embriyolar 26 26,8

Iyi Gelisim Gosteren Embriyolar 43 44,3
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Toplam 97 100,0
I1. Ejekiilat Gelisimi Durmus Embriyolar 33 29,7
Gelisimi Yavas Embriyolar 22 19,8
Iyi Gelisim Gosteren Embriyolar 56 50,5
Toplam 111 100,0

I. Ejekiilat sonucunda iyi gelisim gosteren embriyo sayisi 43 (%44,3) iken, II. Ejekiilat

sonucunda iyi gelisim gdsteren embriyo sayisi 56 (%50,5)’dr.

Tablo 9. Calismaya katilan bireylerin DNA fragmantasyonlarina gore degerlendirilmesi

30-39,9 (n:14) 40-49,9 (n:7) 50 ve iistii (n:4)

Medyan Min Max Medyan Min Max  Medyan Min Max

Kadin Yas1 35.00 28.00 49.0 36,50 23.00 40,0 39.00 37.00 44,0
Sperm Savist 3.50 5.00 90.0 61,00 6.00 96.0 24,00 16,00 120.0
o Motilite 4450 2100 750 5400 2500 700 60,00 30,00 720
I. Ejekiilat .
Toplam Oosit 7.00 1,00 16,0 6,00 400 150 4,00 1.00 6.0
sonuglar
M2 4.50 1.00 14.0 3.50 1.00 8.0 4.00 1.00 5.0
Fert 3.00 1.00 14.0 3.00 1.00 7.0 3.00 1.00 4.0
Sperm Savisi 32.50 5,00 100.0 46,50 6,00 110.0 40.00 9.00 110.0
L Brewiga MOt 5500 2100 850 4000 2000 850 4800 2200 800
‘4% Toplam Oosit 6.50 1.00 16.0 4.50 400 160 4.00 1.00 6.0
SOGEEIAI M2 5.00 1.00 15.0 4.00 L0090 3.00 1.00 6.0
Fert 4,00 1.00 15.0 3.50 1.00 8.0 3.00 1.00 50

. Normal dagihm gdstermeyen

ilerde medyvan (mini —r i deger). Gruplar arasi karsilagtrmada kruskal Wallis testi kullaniimugtir.

I. Ejekiilat uygulamasi sonuglarina gore sperm sayist en yiiksek 2. grupta, motilite en
yiksek 3. grupta, toplam oosit en yiiksek 1.grupta, M2 en yiiksek 1.grupta,
fertilizasyonda biitiin gruplarda yaklagik olarak aynidir. Fakat bu farkliliklar istatistiksel
olarak anlamh degildir. (p>0,05)

0,379
0,295
0.894
0.196
0.817
0.630
0,620
0.420
0.410
0412
0.700
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Tablo 10. Calismaya katilan bireylerin ejekiilat tedavilerine gore gebelik durumlari

Gebelik I. Ejekiilat II. Ejekiilat

n % n %

1 4,0 1 4,0 0,240
Negatif 22 88,0 17 68,0
Pozitif 1 4,0 6 24,0
Yok 1 4,0 1 4,0

I. Ejekiilat tedavisi sonucunda 1 (%4,0) hastada gebelik olusurken II. ejekiilat tedavisi
sonucunda 6 (%24,0) hastada gebelik olusmustur. Istatistiksel olarak anlaml1 degildir.

Tablo 11: Hastalarin Denemelerindeki Embriyo Skor Ortalamalart

I. EJEKULAT  II. EJEKULAT

1. HASTA 0 0,555
2. HASTA 2 1

3. HASTA 1,333 0

4. HASTA 1,5 1,5

5. HASTA 2 2

6. HASTA 1,333 1,333
7. HASTA 2 0,8333
8. HASTA 0,42857 2

9. HASTA 2 1,8
10. HASTA 1,1428 1,75
11. HASTA 2 0

12. HASTA 2 1

13. HASTA 2 0,8333
14. HASTA 0,571 0,8
15. HASTA 1 2




16. HASTA 1,33 1
17. HASTA 0,7143 2
18. HASTA 2 0,8
19. HASTA 1,33 0,75
20. HASTA 1 2
21. HASTA 1 1
22. HASTA 0,33 1,33
23. HASTA 1,33 2
24. HASTA 0,8 2
25. HASTA 1,33 2
1,29 1,3298

35
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5. TARTISMA

Yardimli iireme tekniklerinde sperm ve oosit kalitesi, ICSI islemi 6ncesi embriyonun geligimi
tizerinde etkili olan en 6nemli parametrelerden biridir. Gerek morfolojik gerek embriyonun
genetik materyalinde olusan anormal durumlar, fertilizasyondan gebelige kadar olan tiim

asamalarda olumsuz etkiler gosterebilir.

Erkek infertilitesinde sperm DNA hasarinin kaynagi simdiye kadar bir¢ok farkli mekanizma
ile aciklanmaya c¢alisilmistir. Bunlardan ilki spermatogenez sirasinda spermatozoonun
kromatin paketlenmesi sirasinda oldugu goriisiidiir (20, 43, 44). ikinci faktor ise reaktif
oksijen maruziyetinde kalan spermlerde olusan DNA kiriklaridir (43, 44, 18). Ugiinciisii ise
germ hiicrelerindeki apoptozis mekanizmasinda olusan eliminasyon hatasi sonucu ejekiilata

dahil olan hasarli spermlerdir.

Yapmis oldugumuz ‘‘Sperm DNA Fragmantasyonu %30’un {izerinde olan hastalarin I.
Ejekiilasyon ve II. Ejekiilasyon sperm kullanimi sonrasi embriyo gelisim hizi, Kkalitesi ve
gebelik sonuglarmin karsilastirilmasi®  isimli retrospektif g¢alismamizin sonucunda |II.
Ejekiilat kullanilan vakalarda embriyo skorlamalari sonucunda daha 1iyi bir netice elde
edilmistir. Fakat gerekli istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, gerek sperm
parametrelerinde gerek II. Ejekiilat kullanilan embriyo skorlamalarinda ortaya ¢ikan fark
anlamli degildir. Literatiirler artan cinsel perhiz siiresi ile sperm sayisinda ve semen
voliimiinde artis oldugunu fakat morfoloji ve motilite oranlarinda daha kotiiye giden bir grafik
oldugunu sdylemistir (30). Sperm DNA Hasar1 ve cinsel perhiz arasindaki iliskiyi arastiran bir
cok arastirma olmasmna ragmen bu calismalar sonucunda net bir cinsel perhiz siiresi

belirlenememistir (36).

I. Ejekiilat embriyolarindaki yavas gelisimin sebebi, artan perhiz siiresi boyunca reaktif
oksijen maruziyetinde kalan spermlerde olusan motilite, morfoloji ve sperm DNA hasar1 gibi
faktorlerin sperm kalitesini etkilemesi sonucu embriyonun gelisiminde bir gerilemeye sebep

olmus olabilir (35).
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Yapilan bir ¢ok ¢alismada, normozoospermi grubu hastalarinda azalan cinsel perhiz siiresinin
oligozoospermik hastalara gore sperm sayisi ve voliim parametresi i¢in referans degerlere
yaklagik 3 kat daha yakin oldugu gozlemlenmistir. Bu yilizden II. Ejekiilat kullanilacak
oligozoospermik hastalarda en az iki giin cinsel perhiz siiresi ile pooling islemi yapilmasi
basariy1 arttirmak i¢in Onerilmistir. Kisa perhiz siiresi ml’deki sperm sayisini ve voliimii
diistirdiigii icin oligozoospermik hasta gruplarinda tercih edilmemeli, klinik pratikte ikinci

ejekiilat tedavisinin 6zellikle normozoospermik bireylere uygulanmasi 6nerilmistir (37).

Kullandigimiz veriler incelendiginde, II. Ejekiilatta diismesi beklenen sperm sayisinda
%1,7’lik bir artis gozlemlenmistir. Beklenmeyen bu fark icin kesin bir yorum yapabilmek
heniiz miimkiin degildir. Fakat normozoospermi grubu hastalarin yogunlugu buna sebebiyet
vermis olabilir. Perhiz siiresince testiste reaktif oksijen maruziyetine kalan ve mitokondriyel
enerjileri tiikenen spermlerde motilite oraninin diismesi beklenmektedir. II. Ejekiilatta elde

edilen veriler 15181nda bu artis gozlemlenmistir fakat istatistiksel anlamli degildir.

De Jonge ve arkadaglar1 (36) 1, 3, 5, ve 8 giinliik cinsel perhiz siirelerinin kiyaslandigi
caligmalarinda yapmis olduklar1 artan perhiz siiresi ile birlikte semen voliimii ve sperm
konsantrasyonunun arttig1 fakat total, progresif motilite ve morfolojinin cinsel perhiz siiresi

ile iligkili olmadigini tespit etmislerdir.

Biz de yaptigimiz calismada ejekiilatlar arasi sperm sayilari arasinda anlamli bir fark
gozlemleyemedik. Fakat bunun sebebini hasta grubumuzda normozoospermia grubuna dahil

bir¢ok hastanin bulunmasi olabilir seklinde yorumlayabiliriz.

Carlsen ve arkadaslart (37) ejakulasyon sikligmin semen parametrelerine etkisinin
degerlendirildigi calismada sperm konsantrasyonunun ve toplam saymnin 4. giine kadar

belirgin artis gosterdigini, sonrasinda ise artmaya devam etmekte fakat artis orani daha az
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oldugunu ortaya koymustur. Yine bu ¢alismada morfoloji ve total motilitenin cinsel perhiz

stiresinden etkilenmedigi tespit edilmistir.

Yaptigimiz calismada sperm motilitesinin II. Ejekiilatta arttifini fakat bu artisin anlamli
olmadigimi gozlemledik. Bunun sebebi olarak da reaktif oksijen maruziyetinde daha az kalan
spermlerin  hareketlilik ve canlilik fonksiyonlarim1  kaybetmemis olmasi olarak

yorumlayabiliriz.

Elzanaty ve arkadaslari (38) 2-3 giin, 4-5 giin, 6-7 giin cinsel perhiz siirelerinin sperm
parametreleri tizerine etkisini degerlendirdikleri ¢caligmada ise sperm konsantrasyonu ve total
sayinin 4-5 giin perhizi olan grupta 2-3 giine gore anlamli olarak yiiksek oldugu fakat 6-7 giin
perhizi olan grupla benzer oldugu saptanmistir. Yine ayni ¢calismada progresif motilitenin 4-5
giin perhiz siiresi olan grupta diger gruplara gore fazla oldugu 2-3 giin olan grubun

motilitesinin 6-7 giin olan gruba gore artmis oldugu saptanmustir.

Desai ve arkadaslar1 (21) tek bir fertil erkegin 1-10 giin cinsel perhiz siireleri sonrasi elde
edilen 36 semen Orneginin semen parametreleri ve reaktif oksijen radikalleri agisindan
degerlendirildigi calismalarinda, reaktif oksijen radikalleri diizeylerinin cinsel perhiz siiresi ile
iliskisiz oldugunu, semen parametrelerini etkilemedigini saptamiglardir. Oksidatif stresin

bagimsiz bir infertilite nedeni oldugunu vurgulamislardir.

Embriyonun dollenme ve 5. giine gitme oranini gozlemledigimizde; II. Ejekiilat
embriyolarinin 1. Ejekiilat embriyolarina gore gelisimi yaklasik yarim giin ileridedir. Bu
sonugtan II. Ejekiilat tedavisinin embriyonun 5. giine gitme kuvvetini arttirdig1 diistiniilebilir.

Fakat dollenme oranindaki saptanan %3’liik fark icin kesin bir yorum yapilamaz.

Elde ettigimiz embriyolarin gelisimlerini iyi gelisim, yavas gelisim ve gelisimi durmus olarak
grupladigimizda I1. Ejekiilat embriyolarinda iyi gelisim oranlarinin %6 oraninda daha yiiksek

yavas gelisim oranlarinin ise %7 daha diisiik oldugunu saptadik. Fakat aralarindaki fark
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istatistiksel olarak anlamli degildi. Embriyolarin gelisim ortalamalarinda bu fark saptandiktan
sonra hastalar denemelerine gore ayrildi ve embriyo skorlart kategorize edildi. Minimum 0
maximum 2 degerini alan embriyolar arasinda II. Ejekiilat lehine % 9,7 lik olumlu bir fark

oldugu gozlemlendi.

Jurema ve arkadaslarinin (39) IUI sikluslarinda degisen cinsel perhiz siirelerinin gebelik
basarisi ile iliskisi agisindan degerlendirildigi ¢alismada 3 giin ve altindaki cinsel perhiz

stirelerinde gebelik basarisinin artan gilinlere gore daha yiiksek oranda oldugu bildirilmistir.

Perhiz siiresi embriyoyu dolayli olarak etkilemektedir. Sperm kalitesini degistirdigi ongoriisii
varsayildiginda ICSI islemi yapilan spermin embriyoya etkisi perhize gore degiskenlik
gostermelidir. Fakat yaptigimiz ¢alismalar sonucunda perhiz siiresindeki degisiklikler sperm
parametrelerinde anlamli degisikliklere sebep olmamis, dolayisiyla embriyo iizerinde de

anlaml1 bir degisiklige neden olamamustir.

Sonug olarak II. Ejekiilat kullanimi sonrasi degisen sperm parametrelerinde ve bunlarin
embriyo iizerindeki etkilerinde istatistiksel anlamli bir fark gézlemlenememistir. Bu sonug
kisa cinsel perhiz siiresinin, 3-7 giinliik perhiz siireli ejekiilat ile arasindaki farkin %30 Sperm

DNA Fragmantasyon ve iizerinde anlamli olmadigini gostermistir.

Calismamizin sonucunda Sperm DNA Fragmantasyonu %30un iizerinde olan ve tekrarlayan
denemeleri olan hastalarda testikiiler sperm kullanimi ya da microchip kullaniminin daha
olumlu sonuglar dogurabilecegini diisiinmekte ve II. Ejekiilatin testikiiler operasyon gormek
istemeyen ya da ekonomik nedenlerden dolayr diger tedavi ydntemlerini tercih etmeyen
hastalarda kullanilmas1 tedaviye katki saglayacaktir. Calismamizin literatiire katki
saglayabilecegini diistinmekteyiz. Cinsel perhiz siiresinin sperm parametrelerine ve embriyo

geslisimine etkisi hakkinda daha ¢ok calisma yapilmas1 gerekmektedir.
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EK1

Toluidine Blue Protokolii

Mast hiicreleri bag dokusunda bulunur ve sitoplazmalar1 heparin ve histamin i¢eren grantiller
(metakromatik) igerir. Toluidin mavisi, mast hiicrelerine mavi - mor ve arka planda mavi renk
verir (ortokromatik boyama). Metakromasia, boya soliisyonundan farkli renkte boyanan doku
elemanlari, pH, boya konsantrasyonu ve bazik boyanin sicakligindan kaynaklanmaktadir.
Mavi veya mor renkli boyalar kirmizi renk kaymasi gosterecek ve kirmizi boyalar

metakromatik doku unsurlariyla sar1 renkli bir kayma gosterecektir.

Fiksasyon : 10% Formalin

Boliimler : 5 mikrolitre parafin béliimleri

Soliisyon ve Reaktifler :

Toluidine Blue Stock soliisyonu:

Toluidine mavisi O (Sigma) --------------- 1g

70% alkol --------=-=-=-mmmmmmmem e 100 mi

Coziinmesi i¢in karistirilmali

Sodium Chloride (1%):

Sodium chloride -----------=-=--=-=-=m---- 059
Distilled water -------------=------=-=-m---- 50 mi

Coziinmesi i¢in karistirilmali (her seferinde bu soliisyon taze hazirlanmalidir).

Prosediir

1. 30 dk Fiksasyon

2. 5 dk HCL maruziyeti



3. 2 ser dakika arayla 3 kez distile su ile asitten arindirma
4. Toluidine mavisi maruziyeti

5. Preparatin havada kurumasi
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EK-2

MAST HUCRELERI - TOLUIDINE MAVISi

AMAC: Bu hiicreler bag dokusunda yaygin olarak bulunurlar. Mast Hiicrelerinin

sitoplazmasi, heparin ve histaminden olusan graniiller i¢erir. Bu graniiller metakromatiktir.

PRENSIP: Genetik materyalinde hasarlar bulunan sperm hiicreleri toluidine mavi
boyast ile karsilastiginda kirmizi-mor (metachromatic staining) ve arka planinda mavi renk

gosterir. Hasarli olmayan hiicreler boyay1 almaz ve agik mavi ya da beyaz renk goziikiir

FiKSATIF : %100’liik Aseton ve %96°lik Etanol 1/1 oranda

TEKNIK : TB teknik

Toluidine Blue Stock Soliisyonu

Mcvallin Tamponu :

4. 14,2 gr NaoHPO4
5. 9,6 gr Sitrik Asit
6. 500 ml Distile su

Karnstirarak homojenize edilir

Toluidine Blue:

3. 47,5 ml mevallin Tamponu Karnistirarak homojenize edilir
4. 2.5 ml Toluidine Blue Boyas1

HCL Tamponu Hazirlanis::

3. Distile su 50 ml distile suya 5 ml HCL eklenir. Homojenize edilir
4. HCL
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