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OZET

[AKBAYIR Mustafa]. [Sperm Dna Fragmantasyonu %30’un Uzerinde Olan
Hastalarin Microchip ve TESA Yéntemleriyle Elde Edilen Spermler ile Yapilan
Mikroenjeksiyon islemi Sonucu Embriyo Gelisim Hizi, Kalitesi ve Gebelik

Sonuglarinin Karsilastiriimasi], [Yuksek Lisans Tezi], Ankara, [2018]

Bu arastirmada; sperm DNA fragmantasyonu %30 ve Uzerinde olan hastalarin,
sperm elde etme ydntemlerinden olan TESA ve microchip tedavisi sonrasi
embriyo gelisimleri ve gebelik oranlari Uzerine etkileri incelenmistir. Tedavilerin
ne derece etkili oldugunu goézlemleyip tip bebek merkezlerine basvuran infertil

hastalara sunulacak tedavi yontemlerini arttirmak amaclanmistir.

TESA ve microchip tekniklerinin embriyo gelisimine olan etkisi
karsilastirildiginda aralarinda anlamh bir fark bulunamamistir (p>0,05). TESA
ve microchip tekniklerinin uygulandigi iki ayri grubun gebelik sonugclari
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir
(p>0,05). Ancak sayisal verilerdeki gebelik sonucuna bakildiginda, TESA
%52,8'lik bir oranla microchip tekniginin %40’lik oranina gore daha avantajli
sayllabilir. Her iki sperm elde etme yonteminde de elde edilen spermlerdeki
DNA fragmantasyon oraninin dustugu birgok arastirmada desteklenmistir. Buna
itafen secilecek olan spermlerin biylk bir kismi hasarsiz olup, hasarsiz sperm
ile ICSI yapilan ve sonucunda olusan embriyo parametrelerinin daha iyi olacagi
dusundlmektedir. Dolayisiyla gebelik oraninin embriyo kalitesine bagli olarak

artacagl savunulmaktadir.

Daha dogru ve guvenilir sonuglar elde etmek amaciyla, ayni gruplarda buyuk

Olcekli bir populasyonda degerlendiriime yapilabilir.

Anahtar Sézciikler: infertilite, DNA fragmantasyonu, TESA, Microchip.



ABSTRACT

[AKBAYIR Mustafa]. Comparison between microinjection procedure with
sperms that are obtained by microchip and TESA methods, in embryo
development rate, quality and pregnancy outcomes of patient whose sprem
DNA fragmantion %30 or more, [Master Thesis], Ankara, [2018]

In this study , we examined the effect of TESA and Microchip sperm in patients
who has %30 or more Sperm DNA Fragmentation to the Development Rate
and Pregnancy Outcomes. It was aimed to observe how effective treatments
were and improve the treatment methods to be offered to infertile patients who

applied to IVF centers.

In the Results , There is no significant difference between the use of TESA and
Microchip sperm to the Embryo Development Rate, and Pregnancy
outcomes.(p>0,05). However , when we checked the pregnancy rate outcomes
in numerical data TESA can be considered to the advantageous at a rate of
%52.8 compared to the rate of % 40.0 of microchip technique. The both of
sperm retrieval method reduces the sperm DNA fragmentation rate and this is
highlighted by many researches. It is thought that most of the sperms to be
selected for this purpose are will be undamaged, So the embryo parameters
that are made with ICSI and resulting with undamaged sperm will be better. It is
therefore argued that the pregnancy rate will increase depending on the embryo

quality.
This study aims to contribute to the literature and in order to obtain more

accurate and reliable results, a large-scale population assessment can be made

in the same groups.

Key Words: infertility, DNA fragmantation, TESA, Microchip



1. GIRIS VE AMAG

Infertilite, bir giftin herhangi bir kontrasepsiyon yétemi kullanmaksizin bir yil
boyunca duizenli iliskiye girdigi halde gebelik elde edememesi durumudur.
infertiliteye yol acan nedenlerden bir kismi genetik temele dayanirken, bir kismi

ise sonradan olugsmaktadir. (1)

Erkek iligkili faktorler, infertilitenin yaygin sebebi olmaya devam etmektedir.
infertilite vakalarinin yaklasik % 20’ sinden tek basgina sorumludur, erkek ve
kadin faktorindn bir arada oldugu vakalarin % 30-40’ inda ek bir artisa neden
olmaktadir. (2,3). Buna badl olarak fertil ve infertil erkegi kesin olarak
birbirinden ayiracak, gebelik sonuglarinin ilerisini kestirecek yeni belirteclere
ihtiyag artmistir ve sperm DNA butunliugu Gzerine dikkatler artmistir. Son on
yilda, arastirmalar erkek infertilitesinde sperm DNA batinliglu Gzerine
yogunlagsmistir. Bu c¢alismalarda, sperm DNA'sinin batanligunan, erkek

infertilitesinin belirlenmesinde iyi bir 6ngoru saglayabilecedi gozlemlenmistir (4).

Spermiyogenez sirasinda ve sonrasinda apopitoz, hasarli sperm hucrelerinin
yok edilmesi igin gereken normal bir mekanizmadir. Germ hucrelere hafif ila
orta derecede genotoksik ve sitotoksik etkiler apopitozu etkiler. Somatik
hicrelerin aksine, ejekulattaki spermlerin apopitoza girme kabiliyeti tam olarak
bilinmemektedir. Yaplan son c¢alismalarda apopitozun, spermatogenezi
dizenleyen en onemli mekanizmalardan biri oldugunu ve insanlar da dabhil
olmak Uzere bircok memeli turdeki germ hdcrelerinin  élumunun bu
mekanizmaya dayanarak gergeklestigi dusunulmektedir (5,6). Apopitoz,
spermatogenez sirasinda cesitli patolojilerin olusmasi veya spermatogenez
kontrol sisteminin baglattigi bir sirecin sonucu olarak disunulebilir (7). Yapilan
bir galismada; DNA onarim seviyelerinin azalmasi ve olusan DNA hasari
sonucunda hatali genetik bilgilerin embriyoya aktarilmasini engellemek igin son

adim olarak apopitoz dusunulmektedir (8).



Sperm orneklerinde DNA fragmantasyon orani; infertil bireylerdeki oranin, fertil
bireylerdeki orana goére daha ylksek seviyede oldugu bilinmektedir (9). DNA
fragmantasyonu tespit yontemleri ile her ydntemde farkh degerler elde
edilmistir. Fakat sonuclar genellenecek olursa, fertil bireylerin sperm DNA hasar
orani karsilagtirildiginda, infertil bireylerin sperm DNA hasar oraninin anlamli

derecede ylUksek oldugu gorulmastur (9,10).

Bu tezin amaci; Sperm DNA Fragmantasyonu %30 ve Uzerinde olan hastalarin
TESA ve microchip tedavisi sonrasi embriyo gelisimleri ve gebelik oranlar
uzerine etkilerini saptamak. Tedavilerin ne derece etkili oldugunu gorup tup
bebek merkezlerine basvuran infertil hastalara sunulacak tedavi yéontemlerini
arttirmaktir. TESA ydntemiyle elde edilen spermlerin, ejekulattan elde edilen
spermlere gore DNA fragmantasyon orani olduk¢a dusuk oldugundan, secilen
yontemlerden biridir. Ayni amacla yine microchip uygulamasi da ejekulat
sonucu elde edilen spermlerin microchip yontemiyle secilen spermlerde de DNA
fragmantasyon oranlarinin disuk oldugu dusunulerek bu iki teknikte yapilan
mikroenjeksiyon igleminin sonuglari incelenmektedir. Her iki tabloda embriyo
gelisim hizlari, kalitesi ve gebelik sonuglariyla dogrudan baglanti kurularak

deg@erlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SPERMATOZOANIN YAPISI

Spermatozoa morfolojik olarak bas ve kuyruk olmak Uzere iki kisimdan
olusur. Bas bdlgesi akrozomal ve postakrozomal olmak Gzere iki kisim, kuyruk
ise boyun, orta kisim, esas kisim ve son kisim olmak Uzere dort bolumde
incelenmektedir. Toplam uzunlugu yaklasik 60 um kadar olan spermin bas
kisminin boyu 4-5 um, eni 3 uym' dir. Spermin bas ve kuyruk bdlimlerini bir

plazma membrani sarar (Sekil 1) (11).

matur spermatozoa _~gekirdek

govde _
y . > & _— post akrozom
uyru > ) - :
(proksimal leim)/,. ; A niitekondri.\ hiicre zan

.-

kuyruk

)
(distal kisim) . periferal fibriller
/ ot

, = cift fibriller
,/'/ V\% \ fibril kilhfa

“~santral fibriller

Sekil 1: Spermatozoanin yapisi (11)

2.1.1. Bas:

Bas kismi; akrozom, nikleer membran ve nukleustan olusmaktadir. Akrozom,
lizozomal bir organel olup, glikoprotein yapisindadir ve hidrolik enzimler igerir
(hyalurinidaz, aril Ulfataz, akrosin, asit fosfataz, néroaminidaz). Akrozin, bir
proteazdir ve akrozomun fertilizasyon surecinde zona pellucidayi eritmesinde

basli bagina bir rolU vardir. (12,13)



Cekirdekteki DNA, tasima i¢in en az hacimde, oldukga siki bir sekilde paketlenir
ve yazilima kapalidir. Birgok sperm kromozomu, basit, olduk¢a pozitif yUklUu
protein olan protamin olarak paketlenir ve somatik hucrelerde histon icermez.
Akrozomal kese, sperm basi ve nukleer membranin 6n ucunda 6zellesmis bir
salgl kesesidir. Akrozomal kese, spermin zona pellucidaya nufuz ederek
delmesine yardimci hidrolitik enzimler igerir. Akrozom tepkimesi, ovum ile temas
ettiginde, sperm igeriginin ekzositozu ile salinir ve bu reaksiyon, spermin ovuma
sikica baglanmasina yardimci olan spesifik proteinlerin ortaya ¢ikmasina neden
olur (11).

2.1.2. Kuyruk:

Hareket eden kuyruk uzun bir kamcidir ve orta akson cekirdegin hemen
arkasinda bulunan bazal cisimden cikar. Akson sperm kuyruk hareketinin
temelini olusturur. Aksonem, esit olarak aralikli, iki tek merkez mikrotibull
cevreleyen dokuz cift mikrotibulden olusur. Spermin kamgisi, aksonemin 9 + 2
kalibini gevreleyen dokuz yogun dis lif icerir. Lifler bikilme ve daralma

Ozelliklerine sahiptir (11).

Spermatozoa kuyrugu; boyun, orta parga, esas parga ve son parca olarak dort

kisimda incelenir (Sekil 2).

Bas Boyun  Orta parca Ana parca Son parca

Sekil 2: Spermatozoanin kuyruk yapisi (14)



2.1.2.1. Boyun:

Spermin bagi ile kuyrugu arasindaki proksimal sentriollerin olugturdugu yogun
fibroz yapidaki baglanti pargasidir (15). Proksimalde, iki major ve iki minor
olmak Uzere basin alt kisminda bu iki ¢ift fibréz yapi birlesmektedir. Distalde ise
ust Uste capraz bir yapi olusturarak orta parcanin dis fibrilleriyle birlesirler.
Boylece boyun bolgesine esneklik kazandirarak bag ve orta parga arasinda

gerilim yaratmadan esnemeyi saglar (16,17).

2.1.2.2. Orta parga:

Aksonem, dokuz mikrotlbul ¢ifti iceren iki kat ciftli mikrotlbuler bir yapidan
olusur ve orta kisim, yogun dis fibrilleri cevreleyen mitokondriyal ve
aksonemlerden olusur. Bu yapilar sperm hareketini saglamak igin mitokondrinin
olusturdugu ATP’yi mekanik enerjiye gevirerek yapar. Orta parca distale dogru

incelir ve esas parcayi birlestiren bir halka ile biter (18).

2.1.2.3. Esas parca:

Esas parcanin aksonem yapisinin ¢evresinde kalin dis fibriller bulunur. En dis
kisminda ise plazma membrani ile sarili fibréz kilif yer alir. Spermatozoanin en
uzun parcasidir ve ¢api yaklasik olarak 0,5 um, uzunlugu ise 40 um’ dir. Fibréz
kilif, yapisindaki disulfit baglari sayesinde olduk¢ga dayanikli ve siki
baglanmistir. Spermatozoanin kuyruk hareketlerini kisitlar ve dogrusal hareket

etmesi icin kontrol eder (15,19).

2.1.2.4. Son parga:

Fibréz kihfin distal bdlgesi ¢ekirdek boliminin uzak ucunu tanimlar. Buradaki
kuyruk parcasi son parga adini alir. 5-7 ym uzunlugundadir ve sadece flagellum
membranla kapli akson tarafindan olusturulmustur. Bu nedenle silyuma
benzemektedir (20)



2.2. SPERMATOGENEZ

Spermatogenez ergenlikten 6nce baslar, gonadotropin dizeyi iliskisiyle orantili

olarak yasam boyu surer (21,22)

Spermatogenez slreci, spermatogoniumlarin poliferasyonu, mayoz bélinme ve
spermiyogenez asamalarindan olusan, germ hiicre bolinmesi ve olusumundaki
karmasik bir surectir. Bununla birlikte sitoplazmik yapi degigikligi ve somatik

hicre histonlarinin protaminlerle yer degistirdigi gorulur (15) (Sekil 3).

Yapisal olarak anormal ve genetik olarak bozulmus spermler arasinda onemli
bir iliski oldugu bilinmemektedir. Germ hucrelerinin farklilagsmasindan olgun
spermlere olusuma kadar, spermatogenezdeki uzun olaylar hem yapisal hem

de genetik hasarin net bir yolu haline geliyor (23).
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Sekil 3: Spermatogenez (14)



Spermatogenez, spermatozoa olusumunda proliferatif ve hicresel degisiklikleri

icerir ve ug¢ fazda incelenir;

1. Spermatositogenez (Poliferasyon): Tip A spermatogonia, birgok kez
bolinerek sayica c¢ogalir ve Tip B spermatogenezi olusturur. Son

spermatogonianin bolinmesiyle, birincil spermatositler meydana gelir.

2. Mayoz Bolunme (Rediiksiyon): Spermatositler kromozom sayisini yariya

indirmek ve spermatid kimeleri olusturmak igin iki matriste ayrilir.

3. Spermiyogenez (Farklanma): Spermatidler bir dizi hicre degisikliklerine

ugrarlar ve farklanma sonucu spermatozoaya donusurler (24).

2.2.1. Spermatositogenez

Spermatogonialar bazal lamina Uzerine vyerlesir ve puberteden sonra
testosteron hormonu etkisiyle hicre dongusune girerler. Koyu Tip A, acik Tip A,

ve Tip B olmak Uzere Ug tip spermatogonia vardir (12,24).

2.2.1.1. Koyu Tip A

Klguk kup seklinde gorunumdedir ve oval yassilasmis ¢ekirdeginin
heterokromatini bol oldugu igin koyu bir gérinume sahiptir. Bu hicreler rezerv
hacrelerdir ve hiucre siklusuna girmezler. Ancak mitoz bolunme ile koyu Tip A ve

acik Tip A’yi olustururlar (24).

2.2.1.2. Acik Tip A

Acik tip A spermatogoniumlar, poliferasyon asamasinda testosteron hormonu
ile uyarilir. Mitoz bélinme sonucu bu spermatogoniumlar sayilarini arttirarak

acik Tip A ve Tip B spermatogoniumlari olugtururlar (15,19).



2.2.1.3.Tip B

Bazal lamina Uzerindedir ancak baglantilari daha azdir. Cekirdekleri yuvarlak ve
sitoplazmasinda A tiplerine gore daha fazla ribozom vardir. Tip B
spermatogoniumlar mitoz bolinme sonucu primer spermatositleri meydana
getirirler (15,19)

2.2.2. Mayoz Bolinme

Tip B spermatogoniumlarin son mitozundan sonra olusan spermatositler, mayoz
boélinme icin DNA sentezlemeye baslarlar ve 22 gunlik uzun profaz evresine

girerler (13).

ilk mayoz bélinmeden hemen énce primer spermatositler DNA'larini eslerler.
Bdylece 46 kromozom yapisina sahip primer spermatosit ilk mayoz boélunmeden
sonra 23 kromozomlu sekonder spermatosite donusurler. Sekonder
spermatositler ikinci mayoz bolunmeyi tamamlayarak yeni spermatid hucrelerini
olustururlar. Spermatid hucreleri 23 kromozomludur ve spermleri olusturmak

icin spermiyogenez (maturasyon) surecinden gecerler (25).

Mayoz boliunmenin tii¢ 6nemli sonucu:

1. Sperm ve oosit, her bir ¢ift homolog kromozomun sadece bir temsilcisini
igerir.
2. Anne ve babanin kromozomlari rastgele dagitilir.

3. Capraz gegis (crossing over) genetik gesitliligi artirir (26).



2.2.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez, spermatidlerin spermiyumlara kadarki olgunlagsma surecidir.
Spermatidin spermiyuma farklilagsmasini saglayan 3 ana olay vardir. Bunlar

Akrozom evresi, flagellum gelisimi ve nukleer yogunlasmadir (Sekil 4) (26,20).

Adluminal kompartman

Spermatidler

Primer spermatosit

Zonula okludens

Sertoli hiicresi

kompartman

Bazal

Spermatogonyum

Leydig hiicresi

Sekil 4: Spermiyogenez (14)

2.2.3.1. Akrozom Geligimi

Fertilizasyon igin gerekli olan hidrolitik enzimlerin depolanmasi i¢in akrozomal
kesenin olusum surecidir. Akrozomun gelismesi; golgi evresi, kep evresi,
akrozomal evre ve olgunlasma evresi olmak Uzere 4 evrede gergeklesir (Sekil
4) (26).

Golgi evresi: Bu evrede proakrozomal granuller golgi aygitinda toplanir ve bu
granuller tek bir fiboréz zarla cevrilir. Boylece tek bir akrozomal vezikilu

olustururlar (26).
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Kep evresi: Akrozomal granul, akrozom vezikulu tarafindan olusturulan kepin

icine yerlesir ve nukleusun 6n kismini kaplar (24).

Akrozomal evre: Manset olusmasiyla birlikte spermatid belirgin olarak uzar,
sitoplazma c¢ekirdegin arkasina dogru flajelin proksimaline dogru hareket eder.
Boylece hucrenin 6n ucundaki membran ile akrozom membrani, arada
sitoplazma kalmayacak bigimde birlesir (24). Akrozom, fertilizasyon igin gerekli
hyallironidaz ve proakrozin gibi hidrolitik enzimler icerir. Ovumun fertilizasyonu
sirasinda akrozom reaksiyonu olugsmakta ve enzimatik yap! serbestlesmektedir
(19)

Olgunlagsma evresi: Sertoli hicresiyle baglanti ayrilir ve spermatozoalar
serbestlesir. Bu arada spermiyum olusumu sirasinda artan sitoplazma

fazlaliklari sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir (19,27).

2.2.3.2. Flagellum Geligimi

Flagellum, distal sentriolden gelisir. Keratin iceren dis yogun fibriller ve fibréz
kilif ile gevrili ayni merkezde dizim yaparak 9+2 mikrotlbll aksonem yapisina
ulagirlar. Mitokondriler ise kuyrugun proksimal bdlgesinde sarmal Kkilif

olusturarak esas pargayl meydana getirir (28).

2.2.3.3. Nuikleer Yogunlagma

Somatik histonlar (H1, H2A, H2B, ve H4) arjinin ve lizin zengin protaminlere
donustugunde nukleer yogunlasma meydana gelir. Bu somatik histonlarin
protaminlere donusmesinden sonra, nukleozomlar kaybolur ve nuUkleusu
yogunlastirmak icin kromatin lifler yan yana dizilirler. Protaminlerdeki disulfit
gapraz baglar saglam bir yapi kazanarak kromatinin direngli olmasini ve

stabilizasyonunu saglar (26,29).
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2.3. SEMEN ANALIZzi

Semen analizi, bireyin klinik durumu hakkinda bize genel bilgi saglar. Dogru
sonuglar ve vyararli veriler elde etmek icin semenin toplanmasi ve

degerlendiriimesi, kabul gérmus yontemlerle uygun sekilde yapilmalidir.(12).

Ejekllatin spermden zengin olan ilk kisminin kaybi, ejekllatin son kisminin
kaybina gore analiz sonuglarini daha olumsuz etkilemektedir. Spermatozoa,
epididimde toplanir daha sonra aksesuar cinsiyet bezlerin aktivitesi sonucu
seyreltilerek Uretra igine aktarilir. Epididimin islevleri bozulmadigi surece
spermlerin  vitalitesi ve  kromatini cinsel perhizin uzamasindan

etkilenmemektedir (12).

Epididimler tek bir ejekulasyonda tamamen bosalmadigindan bir onceki
ejekllasyondan bir miktar spermatozoa kalmaktadir. Kalan spermatozoalar, bir
sonraki ejekulasyonda semenin kalitesini olumsuz etkilemektedir. Fakat etki
boyutunu saptamak zor oldugu i¢in semen analizinde hesaba katiimamaktadir
(12).

Bu turde degisken ve kontrol edilmesi olanaksiz faktorler g6z Onune
alindiginda, bir kez alinan semen numunesi Uzerinden semen analizi yaparak
dogru sonuca ulasmak mumkun degildir. Bu nedenle ayri zamanlarda alinan iki

veya U¢ numuneyi analiz etmek daha dogru sonug verir (12).

Semen analizi agagidaki adimlari igerir:

1) ilk 5 dakika igerisinde:

* Numune kabi likefaksiyon icin 37°C’de inkibatorde bekletilir.
2) 30 - 60 dakika arasinda:

* Likefaksiyon ve semen gorinumleri degerlendiriimesi.

* Sperm hacmi élgimu.

» Semen pH'sinin dlgllmesi (gerekirse).
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+ Sperm sayisini ve motilitesini degerlendirmek Uzere makler kamerasinin
hazirlanmasi.
» Sperm canhliginin degerlendirilmesi (motilite orani disikse).
 Sperm morfolojisinin  de@erlendiriimesi i¢cin semen yayicl preparat
hazirlanmasi.
* Sperm konsantrasyonunu degerlendirmek i¢in semenin seyreltiimesi.
» Sperm antikor testinin (MAR) uygulanmasi (gerekirse).
* Peroksidaz (+) hucrelerin degerlendiriimesi (I6kositler varsa).
* IB testi uygulanmasi (gerektiginde).
» Semenin santriflju (eger biyokimyasal testler yapilacaksa).
3) 3 saatigerisinde:
* Numunelerin kaydedilip mikrobiyoloji laboratuarina nakli (gerekirse).
4) 4 saat sonra:
* Hazirlanan yayma preparatlarinin fiksasyonu, boyanmasi ve sperm

morfolojisinin degerlendiriimesi (12).

2.3.1. Semen Numunesi Toplama

2.3.1.1. On Hazirlik

+ Semeni ortam sicakhgina bagh degisikliklere marz birakmamak igin
numunenin verildigi 6zel odanin laboratuvara olabildigince yakin mesafede
olmasina dikkat edilmelidir. Bdylece nummunjenin toplanmasi ile analizi

arasindaki zaman farki en aza indirgenmis olacaktir.

* Numune en az iki en ¢ok yedi gunluk cinsel perhiz sliresi sonunda alinmalidir.
ilave olarak ikinci ve Gglincii analiz igin numune gerekirse, her defasinda cinsel

perhiz surelerinin ayni olmasi istenmelidir.

* Bireye semen numunesinin dogru bir sekilde toplanabilmesi igin anlasilir yazili
ve s0zlu bilgilendirme yapiimalidir. Numunenin bir kisminin ziyan olmasi

halinde gorevliye bildirilmesi gerektigi soylenmelidir.
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* Semen toplama raporunda su bilgiler yer almalidir; kisinin adi soyadi, dogum
tarihi, esinin adi, cinsel perhiz suresi, numunenin eksiksiz olup olmadigi,

numunenin alindigi tarih ve saat, semen analizine baglama saati (12).

2.3.1.2. Tanisal veya Arastirma Amaciyla Semenin Toplanmasi

» Ejakllat, genis agizli ve steril bir kap icine alinmalidir. Cam veya plastik
malzemeden yapilmis olan numune toplama kabi, spermatozoa agisinda toksik
etki olusturmamalidir.

* Ejakulasyondan sonra ortam sicakligi spermatozoayi olumsuz olumsuz yonde
etkilemeyecek dizeyde olmasi igin, numune kabi 20°C - 37°C arasinda bir
ortamda tutulmali, kabin Uzerine erkegin adi soyadi, esinin adi, kod numarasi,
numunenin alindigi tarih ve saat yazili olmalidir.

» Semenin likefiye olmasi icin numune kabi 37°C’lik bir inklibatérde birakilir.

+ Semen numunesinde, spermden zengin ilk kisim eksikse semen toplama
raporuna mutlaka kaydedilmelidir. Numune eksikliginde dncekiyle esit bir cinsel

perhiz suresi sonunda tekrar ikinci bir numune toplanmalidir (12).

2.3.1.3. UYTE igin Semenin Steril Toplanmasi

* Numune kaplari, karistirma pipetleri ve pipet uclari steril tek kullanimlik toksik
olmayan maddelerden olmalidir. Semen toplama islemi, tani amacgli numune

toplamada uygulandigi gibi olmalidir (12).

2.3.1.4. Numunelerin Giivenli Bigimde iglenmesi

Semen numuneleri tehlikeli enfeksiyon etkenleri (6rn: HIV, hepatit virUsleri veya
herpes simpleks virtsu) igcerebildiginden, biyolojik agidan riskli maddeler olarak
ele alinmalidir. Numune; biyolojik analiz, 1UI, IVF veya ICSI igin islemlerden
gecirilecekse yada semen kultiru yapilacaksa steril malzemeler ve teknikler
kullaniimahdir (12).
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2.3.2. Makroskobik Degerlendirme

Semen analizi, likefaksiyondan hemen sonra nitel inceleme ile baglamalidir.
Semen Ozelliklerini olumsuz yonde etkileyen dehidratasyon veya Isi
dalgalanmasini 6nlemek igin, ejekulasyondan tercihen 30 — 60 dakika igerisinde

analiz gergeklestiriimelidir (12).

2.3.2.1. Likefaksiyon

Ejekulasyondan hemen sonra, toplama kabindaki semen tipik olarak bir koagtile
kitle seklindedir. Oda sicakhdinda birka¢ dakika icinde, genellikle likefiye
olmaya (incelmeye) baslar. Bu arada semende, heterojen koagulle alanlarin
karigsimi goérular. Likefaksiyon devam ederken semen daha homojen hale gelir
(12). Bu durum prostat salgilayan fibrolitik enzimlerden kaynaklanir. Bununla
birlikte, fibrinojenez ve aminopeptidaz olarak bilinen iki proteolitik enzim ile
gerceklesir. Bu nedenle likefaksiyon normal prostatik fonksiyon sergilemektedir
(23,24).

Likefaksiyon islemi 37°C’de bir inkUbator icerisinde iki boyutlu karistiriciyla
nazikge ve surekli olarak karigtiriimasi durumunda daha homojen bir numune
elde edilebilir. Son asamalarda sadece kuguk koagule alanar kalabilir. Semenin
oda sicakhginda likefiyo olmasi ortalama 15 dakika surer. Likefaksiyon nadiren
60 dakikaya uzayabilir. 60 dakika ve daha fazla slrede hala tam likefiye

olmuyorsa bu durum kaydedilmelidir (12).

2.3.2.2. Semen Viskozitesi

Likefaksiyondan sonra semenin, genis kalibreli (yaklasik 1,5 mm g¢apinda) olan
tek kullanimlik bir plastik pipet ile aspire edilerek ve yer ¢ekimi ile yavascga
damlatiimaya birakildigi zaman olusan iplikgigin gozlenmesiyle numunenin

viskozitesi tahminen hesaplanabilir (12).
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Viskozite normal ise, semen pipetten farkh kiguk damlaciklar halinde duser.

Viskozite anormal ise, damla 2 cm’den uzun bir iplikgik olusturur (12).

Alternatif olarak viskozite, numuneye bir cam ¢ubuk yerlestirilerek ve ¢ekilerek
olusan iplik¢igin uzunlugunun gozlenmesi ile de degerlendirilebilir. 2 cm’den

uzun iplikgik olugturan semenin viskozitesi anormal olarak kaydedilir(12).

Artan viskozite, seminal, vesikul ve prostat gibi genital yapilarin
enfeksiyonlarina sekonder olarak anormal prostat fonksiyonunun ortaya gikmasi
ile olugabilir. Bu ayni zamanda, uygun olmayan saklama kaplarinin kullaniimasi
veya hastanin siklikla ejekllasyon yapmasi gibi fizyolojik bir nedenden

kaynaklanmaktadir (23).

“Yuksek viskozite, sperm motilitesi ve konsantrasyonunun belirlenmesini,
antikor kaph spermlerin saptanmasini ve biyokimyasal belirteglerin dlgimun

olumsuz etkileyebilir’ (12).

2.3.2.3. Ejakiilatin Goruniumui

Normal sartlarda likefiye olmus semen 06rnedi; homojen, gri opak bir
gorunumdedir. Sperm konsantrasyonu ¢ok dusukse, opak gorinmeyebilir veya
herhangi bir nedenden rengi farkli olabilir. Ornegin; eritrositler varsa kirmizi-
kahverengi (hemospermi) veya hasta bazi vitamin ilaglari kullaniyorsa sari
olabilir (12).

2.3.2.4. Semen Hacmi

Semen hacminin dlgiimesinde ginimuzde hala kullaniimakta olan yontem; 15
ml'lik bir boyuta konik tipe yerlestirmek ve 0,1 ml'ye kadarki yerlerde okumaktir.
Hacim hesaplamalari ayni zamanda semen kabinin bos agirhgl ile semen

koyduktan sonraki agirlik arasindaki farkin hesaplanmasi ile yapilabilir (23).



16

Ejakulat hacmi; seminal keseler, prostat bezi, bulboulretral bezler, epididimden
gelen sivilar ve spermatozoalarin hacmi ile tamamlanir. Hacmin dogru
saptanmasi, semen analizi icin son derece onemlidir, ¢unku ejakulattaki
spermatozoa oraninin ve diger hucrelerin toplam sayisinin hesaplanmasinda
belirleyicidir (12).

Semen hacminin WHO kriterlerine goére alt referans sinirt 1,5 ml’dir. Semen
hacmi 1 ml'den dislkse, semen numunesinin dogru sekilde alinmis olup
olmadigi kontrol edilmelidir. Bu nokta ¢ok dnemlidir ¢ginkl semen numunesinin

ilk kismi en Ust duzeyde sperm icerir ve en yluksek motiliteye sahiptir (23).

Yuiksek semen hacmi, aksesuar bezlerin inflamasyonu sonucu aktif
eksldasyonu yansittigi dusunilmektedir. Disuk semen hacmi ise ejekulator
kanalin obstruksiyonu veya seminal keselerin geelismemis olmasi gibi

dogumsal kaynal bir belirti olarak gorulebilir (12).

2.3.2.5. Semen pH’si

Semen pH’si, baglicasi alkalen seminal kese salgisiyla, asidik prostat salgisi
olan farkli aksesuar bez salgilarinin pH degerleri arasindaki dengeyi temsil
eder. pH, likefaksiyondan sonra sabit bir zaman, tercihen 30 dakika gectikten
sonra Olculmelidir. Ancak her durumda, Uretiminden itibaren olugsan CO2
kaybindan etkilendigi icin, pH olcUmu ejakulasyondan sonraki bir saat icinde
mutlaka yapiimig olmahdir. Normal numuneler igin 6,0-10,0 arasindaki pH

kagidi kullaniimahdir.

* Semen numunesi iyice karistirilir.
* pH k&gidinin Uzerine bir damla semen duzglnce yayilir.
» Semeni absorbe eden bodlgenin homojen olarak renklenmesi beklenir.

» pH’y1 okumak igin olusan renk, kalibrasyon seridiyle karsilastirilir (12).



17

Normal semen pH’si1 7,2 — 8,0 araliginda hafif alkalendir (12). Akut enfeksiyon

halinde veya ge¢ semen analizinde pH 8,0'in Gzerine c¢ikabilir (24)

Tablo 2: Semenin karakteristik 6zelliklerinin alt referans limitleri (12)

Parametre Alt referans limiti
Semen hacmi (ml) 1,5(1,4-1,7)
Toplam sperm sayisi (108/ejakiilat) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (106/ ml) 15 (12-16)
Toplam motilite (PR+NP, %) 40 (38-42)
ileriye dogru hareketlilik (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite (canh spermler, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3,0-4,0)
Uzlasilan diger esik degerler

pH 27,2
Peroksidaz pozitif I6kositler (106/ml) <10

MAR testi (parcaciklara bagl hareketli spermler, %) <50
immunobead test (kiirelerin baglandigi hareketli spermler, %) <50
Seminal ¢inko (umol/ejakulat) 224
Seminal fruktoz (umol/ejakulat) =13
Seminal nétral glikozidaz (mU/ejakilat) =20

2.3.3. Mikroskobik Degerlendirme

2.3.3.1. Sperm Motilitesi

Spermatozoalarin motilitesi progresif, nonprogresif ve immotil olarak tU¢ grupta

derecelendirilir;

1. Progresif Motilite (PR): Hizdan badimsiz olarak dogrusal ve ileri yonde

aktif olarak hareket etmesidir.

2. Nonprogresif Motilite (NP): ileriye dogru hareketin olmadigi diger

hareketlilik kaliplariyla yerinde hareket saglamasidir.

3. immotilite (IM): hareketsiz spermatozoa (12).
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2.3.3.2. Sperm Vitalitesi

Spermatozoanin canlilik derecesidir ve tum numunelerde vitalite orani
saptanabilmektedir. Ancak sperm motilitesinin %40°’tan az oldugu numunelerde
vitalite parametresi ¢ok daha oOnemlidir. Dogal olarak 6l sperm oraninin,
hareketsiz sperm oranini gegmemesi gerekir. Bu nedenle motilite oraniyla bu
testin saglamasi yapilabilir. Normal sartlarda canli sperm orani, hareketli sperm

oranini agmaktadir (12).

Canli spermlerin orani, boyama testi veya hipoozmotik basing testi ile saglam
membranli spermler belirlenerek vitalitesi degerlendirilir. Boyama testinde canli
olmayan hucreler, normalde membrana penetre olmayan boyalarin hicre igine
girmesine izin verir. Boyanan hucreler bize 6l spermatozoalari géstermektedir.
Hipoozmotik basing testinde ise saglam membranli (canl) spermatozoalarin
hipotonik sivilarda sisecegdi ilkesine dayanir. Oli spermatozoalarin ise

mebranlari zarar gordugu icin sismez (12).

Semen numunesi alinip likefaksiyon slreci tamamlandiktan hemen sonra
tercinen 30 dakika igerisinde sperm vitalitesi degerlendirilmelidir. Dehidratasyon
ve 1sI degisikliklerinin sperm vitalitesini olumsuz yonde etkileyeceginden, bu
zararh etkileri sinirlamak igin ejekulasyondan sonraki ilk 1 saat igerisinde

mutlaka degerlendiriimelidir. (12).

Hareketsiz spermlerin 0lU veya canh olduklari klinik agidan son derece
onemlidir. Canli ancak hareketsiz spermatozoalarin yiuksek oranda olmasi,
sperm kuyrugunda morfolojik kusurlarin bir igsareti olabilir. Hareketsiz ve 6lu
spermatozoalarin yuksek oranda olmasi ise epididim patolojisinimn bi

gostergesi olabilir (12).
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2.3.3.3. Sperm Sayisi

Ejakllattaki sperm sayisi, semenin dederlendirmesi sirasinda olgulen sperm
konsantrasyonundan hesaplanir. Sperm konsantrasyonu, semenin birim
hacmindeki spermatozoa sayisini gostermektedir. Semendeki spermatozoa
konsantrasyonu fertilite ve gebelik oranlari ile korelasyon géstermesine ragmen,
seminal veziklllerin ve prostat sivilarin salinan hacminden etkilenir ve testis

fonksiyonunun spesifik bir dlgusu degildir (12).

Makler Sperm Sayma Kamerasi;

Makler® sperm sayma kamerasi hizli ve ideal bigcimde sperm sayisi ve
motilitesini degerlendirmek ic¢in kullanilan bir sayma kamerasidir. Optik olarak
diiz iki parga camdan meydana gelir. Ust cam, kapak gérevi gérmekle birlikte
merkezinde her biri 0,1x0,1 mm’lik 100 kareye bolinmis 1mm?lik ince klavuz
gizgiler bulunmaktadir. Analiz edilis bigimi ise; iyice sivilagsmig ve karistiriimig
ancak seyreltimemis semenden kuglUk bir damla alinarak diskin merkezine
konulur ve Uzerine kapama cami kapatilarak mikroskop altinda 20’lik objektif ile
sayim yapllabilir. Yukaridan agagiya ya da soldan saga 10 karelik bir alan
icindeki spermler sayilir. Bulunan sayi ml'de ka¢ milyon sperm oldugunu

gOsterir. Sperm sayimi yapilan alandaki hareketsiz spermler sayilir ve toplam

sperm sayisl ile orantilanarak hareketli (motil) sperm sayisi hesaplanir.
(Sekil 5) (30).
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Sekil 5: Makler Sperm Sayma Kamerasi (30)
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2.3.4. Semen Kalitesine iligkin Terminoloji

Tablo 3: Semen Kalitesine iliskin Terminoloji (12)

Aspermi Semen yok (retrograd ejakiilasyon var veya yok)
Astenozoospermi ileri hareketli spermlerin (PR) yiizdesi alt referans limitin altinda

Hem ileri hareketli spermlerin (PR) hem de morfolojik olarak
Astenoteratozoospermi normal spermlerin yiizdesi alt referans limitlerinden diisiik
Azospermi Ejakdlatta hi¢c sperm yok

Kriptozoospermi

Taze preparatlarda sperm olmamasina ragmen
santrifujlenmis pellette gdzlenir

Hemospermi
(Hematospermi)

Ejakulatta eritrositlerin varligi

Lokospermi
(I6kosito-spermi, piyospermi)

Ejakllatta esik deger Ustlnde I6kosit varligi

Nekrozoospermi Ejakulatta diislk yizdede canli ve yiksek yluzdede cansiz spermler
Alt referans limitlerine esit veya yuksek toplam sperm sayisi, ileriye
Normozoospermi dogru hareketli ve morfolojik olarak normal spermatozoa ylzdeleri

Oligoastenozoospermi

Alt referans limitlerinden dusuk toplam sperm sayisi ve ileri
hareketli spermazoa yuzdesi

Oligoastenoteratozoospermi

Alt referans limitlerinden dusuk toplam sperm sayisi, hem ileri
hareketli hem de morfolojik olarak normal spermlerin yluzdeleri

Oligoteratozoospermi

Alt referans limitlerinden dusuk toplam sperm sayisi ve morfolojik
olarak normal spermlerin ytzdesi

Oligozoospermi

Alt referans limitinden distk toplam sperm sayisi

Teratozoospermi

Alt referans limitinden disuk yizdede morfolojik olarak normal
spermler
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2.4. ERKEK INFERTILITESININ DEGERLENDIRILMESI

Erkek infertilitesinin teshisi dncelikle semen analizi ile konmalidir. Ancak fertil ve
infertil erkekleri birbirinden ayiracak kesin tani yontemlerine ihtiya¢g duyulmus ve
sperm DNA fragmantasyonu Uzerindeki c¢alismalar ile sperm fonksiyonuna

yonelik testler gelistirilmigstir (31).

Erkek infertilitesinin 6nemli nedenlerinden biri, sperm DNA yapisinin
bozulmasidir. Duguk kaliteli sperm DNA'si fertilizasyonun bozulmasina neden
olur. In vitro fertilizasyon (IVF) hastalarinda spermatozoa fertilizasyon
oranlarinda genetik kusurlar azalmistir. intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) sirasinda DNA hasarli spermin kullanilmasi durumunda, embriyolarin
genetik yapisi bozulabilir. Sonug¢ olarak, DNA fragmantasyon oraninin bilgisi,

fertilizasyon basarisi ve saglikli embriyo gelisiminde énemlidir (32).

2.4.1. Sperm DNA Fragmantasyonu Mekanizmasi

Sperm DNA fragmantasyonuna neden olabilecek ¢ temel mekanizma vardir.
Bunlar; spermatogenez sirasinda yanlis kromatin paketlenmesi, ejektlasyon

oncesi apopitoz, ejekulatta yuksek oranda ROS turlerinin olusmasi (25).

Spermdeki DNA hasari; hem mitokondriyal, hem de nukleer DNA’da
gerceklesebilir. Bu hasar, sperm hucrelerinin taginmasi ya da uretim surecinde
meydana gelir ve spermatogenez sureci boyunca apopitoz gozlenir.
Spermatogenez surecinde sperm kromatinin yeniden bigimlendiriimesi sirasinda
DNA zincir kiriklari meydana gelebilir. Bu mekanizmalardan sperm DNA
fragmantasyonu igin esas rol oynayanlardan digeri ise, spermlerin epididime
tasinmasi sirasindaki post-testikuler hasardir. DNA fragmantasyonu, testikiler
spermler ile karsilastirildiginda kaudal epididim ve ejekllasyon spermlerinde
daha yuksektir (33).
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2.4.1.1. Spermatozoa Kromatin Paketlenmesi;

Sperm kromatini, DNA ve sperm nukleer proteinlerinin siki bir sekilde
paketlenmesiyle olusur. Bu nukleer proteinler cogunlukla bazik 6zellik gosteren
protamnlerden olugsmaktadir. Sperm DNA iplikleri bu protaminlerin etrafinda
duzenli ve siki ilmekler olusturacak bigimde sarmalanmistir. Spermatozoa
kromatin yapisinin bayuk bir kismi protaminlerle sikica paketlenmigken, %15’lik
bir kismihistonlarla daha gevsek bir yapida paketlenmigtir. Fertil erkeklerde bu
oran korunurken, infertil erkeklerde bu oranin artmis oldugu gosterilmistir. Bu
anormal kromatin paketlenmesi, spermin dis strese daha duyarli oldugunu
dusundlirmektedir (27, 34).

2.4.1.2. Apopitoz

Apopitoz vuacutta bulunan buatan dokularin normal sekilde fonksiyonlarini
surdurebilmelerinde énemli rol oynar. Bu durum spermatozoa igin de aynidir.
infertilite nedeni olarak bilinen faktérler, spesifik mekanizmalarla apopitoza yol
acar. Apopitoz dogal olarak meydana gelebildigi gibi ROS, hormonal faktorler
ve cevresel toksinlerin etkileriyle de uyarilabilmektedir. Ayni zamanda
spermatogonia sayisi, sertoli hicrelerinin destek kapasitesini asarsa fazla

hdcreler yine apopitoz ile pargalanirlar (35).

Apopitoz ve mitoz bdélinme, dokuda slrekli denge halinde gerceklesir ve
sureklilik gosterir. Buna dayali olarak bir dokuda hicre poliferasyonu mitozla
gerceklesirken, o dokuda olmasi gereken hicre sayisi apopitoz ile belirlenir.
Apopitoz surecinde kromatin yogunlagsmasi sonucu nukleozomal DNA

fragmantasyonu ve apopitotik cisimcikler gorultr (36).

Apopitozun DNA fragmantasyonuna etkisi biyokimyasal bir surectir. DNA,
endonukleaz ile c¢apraz bag yapan bir proteindir. Kaspazlar, endonukleazi
serbestlestirmek igin DNA yikimini baslatirlar. Cekirdek igine giren Ca*? ve Mg*?
bagimli ndkleazlar, DNA kiriklarini olustururlar (37).
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Yapilan bir ¢alismada apopitozun; DNA hasari ve DNA onariminin azalmasi
sonucunda, hatali DNA materyalinin embriyoya ge¢mesini engelleyen son
basamak oldugu dusunulmustur (38). Erkek Greme sisteminde |6kositlerin etkisi
gOsterilmistir ancak seminal |Okositlerin iglevi tam olarak bilinmemektedir.
Enfeksiyon yoklugunda drogenital kanallardaki mevcut |okositlerin  asil

fonksiyonlarindan biri, apopitotik spermatozoalari yikmak olabilir (39).

2.4.1.3. ROS (Reaktif Oksijen Turleri);

“Serbest radikaller, digs atomik orbitallerinde bir veya daha fazla gift
olusturmamis elektron iceren yuksek enerijili, kararli olmayan bilesiklerdir. Bu
ciftenmemis elektron, serbest radikallere buyuk bir reaktiflik kazandirarak
protein, lipit, DNA ve nukleotid koenzimler gibi birgok biyolojik materyale zarar

vermelerine neden olmaktadir” (40).

Semendeki ROS kaynagi IOkositler ve morfolojik olarak anormal
spermatozoadir. Lokositler spermatozoaya gore ¢ok daha fazla ROS kaynagi
oldugu bilinmektedir. Semendeki |0kositleri prostat ve epididim olusturmaktadir.
Lokositler mikroorganizmalara kargl koyarken ortama superoksit (O2) salarlar.
Bu superoksit anyonu diger ROS ve oksidanlarla reaksiyona girerek hidrojen
peroksit (H202), hidroksil grubu (OH ) veya hipoklorid (CIO™) gibi toksik

maddelerin olusmasina neden olur (41, 42).

ROS’ un diger kaynadi olan spermatozoa, diger hiucrelere gore daha hassastir.
Cunklu spermatozoanin plazma membrani yuksek oranda yag asitleri,
sitoplazmalarinda ise dusUk konsantrasyonda antioksidan enzimler igerirler.
MatUrasyonunu tamamlayamayan spermatozoa, spermiyogenezin son
safhasinda sitoplazma fazlaligindan kurtulamaz ve normalden daha fazla ROS
yapar. Bu nedenle ROS toksisite mekanizmasli sonucu spermatozoa

nukleusunda DNA hasari olusmasi muhtemeldir (42, 43, 44)
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2.4.2. Sperm DNA Hasari Tespit Yontemleri

2.4.2.1. Toluidin Mavisi Boyamasi

Kromatinin metakromatik boyanmasinda kullanilir.  Yodunlasmis hasarl
kromatine agir bir sekilde baglanir. Toluidin mavisi DNA paketlenmesinde
hassastir. Zayif spermatozoa butinlugunu ve siddetli DNA hasarini gosterir
(A40). Katyonik bir boya olan toluidin mavisinin DNA veya nukleohistonlara
interkalasyon (araya girme) veya agregasyon (kiUmelesme) yoluyla baglandigi
dusundlmektedir. Toluidin mavisi sperm DNA'sinda bulunan histonlarin fosfat
gruplarina baglanarak sperm kromatin yogunlagmasinin ortaya gikmasini saglar
(Sekil 7) (45,46).

Sekil 6: Toluidin mavisi molekil yapisi (47)

Erenpreiss 2004’te toluidin mavisi ile yaptidi calismada sperm DNA
fragmantasyonunu gostermede diger metotlarla korelasyon gdsterdigini

saptamistir (48).
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Sekil 7: Toluidin mavisi boyamasi (49).

Beyaz oklarla gosterilen baslari agik mavi sperm hucresi normal olarak
skorlanirken, siyah oklarla gosterilen baslari mor (koyu mor) sperm hicresi,

kromatin hasarli olarak skorlanir (49).

2.4.2.2. Anilin Mavisi Boyamasi

Histonlar ile protaminler arasinda ayrim yapma prensibine dayanir. Lizinden
zengin histonlarla, arjinin/sistein zengini protaminlerin ayriminda kullanilan bir
boyadir (Sekil 8) (50).

Sekil 8: Anilin mavisi molekul yapisi (51)
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Matlr spermatozoanin arjinin-sistein zengini protaminli nikleusu ¢ok dusuk lizin
icerdigi igin anilin mavisiyle tamamen boyanmayacaktir (Sekil 9). Immatur
spermatozoanin lizinden zengin histon tasiyan nikleusu sonug¢ olarak daha

koyu mavi rengi alacaktir (Sekil10) (50).

Sekil 9: Anilin mavisi boyama yéntemi ile gérilen normal kromatin yogunlagmasi (52)
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Sekil 10: Anilin mavisi boyama ydntemi ile gértlen anormal kromatin yogunlasmasi
(52)
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2.4.2.3. Terminal Uridine Nick- End Labeling (TUNEL) Metodu

Apopitoz surecince meydana gelen DNA kirilmalarini tespit etmek amaciyla
kullanilan yontemlerden biridir. Biotin, digoxigenin, flourescein gibi farkl
enzimatik isaretleyiciler ile isaretlenen DNA kiriklari; 1s1k mikroskobu,
floresan mikroskobu ve flow sitometri ile belirlenebilir. Bdylece apopitotik
hicrelerin ve DNA fragmantasyon yuzdelerinin dlgilmesi mumkin
olmaktadir (Sekil11) (53).

Nukleozom

T
QOOQOQ e

Endojen
Endoniikleaz
Niikleozom

TdT
+ lsaretlenmis dUTP &
dCTP

Sekil 11: Kromatin kiriklarinin TUNEL metodu ile isaretlenmesi (54)

TUNEL(-)

v

7

TUNEL (+)

Sekil 12: Spermde apopitozun saptanmasi igin TUNEL testi (55)
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Floresan mikroskobu altinda normal DNA (apoptotik olmayan sperm) acik yesil
renkte gorulurken hasar gormis DNA (apoptotik sperm) parlak yesil (x 100
mercek buyltme) olarak gorulir (Sekil 12) (55).

2.4.2.4. Chromomycin A3 (CMA3) Yontemi

Spermatozoada zayif paketlenen kromatinde, indirekt yolla protaminden eksik
DNA'nin goruntilenmesinde kullanilan guanin-sitozin spesifik bir boyadir.
CMAS3 ve protaminler DNA’da ayni yere baglanir. Bu yuzden yuksek CMAS3
floresani, spermatozoanin distk protaminasyonunun igaretidir (Sekil 13).
CMA3 yontemi, spermatozoa kromatin degerlendiriimesinde diger yontemlerle

guglu korelasyon gosterir (56).

¢ 1
\ CMA3 (+)
CMA3 (- /
@

Sekil 13: Sperm protamin eksikliginin degerlendirilmesi icin CMAS testi (55)

Parlak sari yuvarlak baglh sperm hucreleri CMA3(+) protamin eksikligini
gOsterirken, sarimsi yesil yuvarlak basl sperm hucrelerini CMA3(-) normal
protamin igerigini (floresan mikroskobu, x 100 mercek buyutme) géstermektedir
(Sekil 13) (55).
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2.4.2.5. Akridin Turuncu Boyamasi

Spermatozoa DNA’sina asit ilavesiyle denatlrasyon hassasiyetinin dlgtlmesine
dayanir. Floresan mikroskopta goruntulenebilir. Yesil renkte goruntulenenler
normal DNA’ya sahip spermatozoalari gosterirken, sari ve kirmizi renkte

go6runttlenenler DNA hasari olan spermatozoalari gosterir (Sekil 14) (57).

Sekil 14: Akridin turuncu boyamasi (58)

2.4.2.6. Sperm Kromatin Dagihm Yoéntemi (SCD) - HALOSPERM®

DNA kiriklarinin saptanmasi igin spermler asit ile denatlire edilir ve niukleer
proteinlerin ¢ikmasindan sonra gelisen halo degerlendirilir. Bu siniflandirma
halolarin buyuklugu ile orantili olarak yapilmaktadir. Eger Sperm DNA
fragmantasyonu yok ise veya minimal dizeyde ise sperm etrafinda buylik halo
olusturur (Sekil 15). Sperm DNA fragmantasyonu ¢ok olan spermlerde halo

yoktur ya da ¢ok minimal seviyededir (59).
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Sekil 15: Halosperm yontemiyle sperm DNA fragmantasyonu testi (59)

2.4.2.7. Fluorescent in Situ Hibridization (FiSH)

Agar matrikse goémuli hicreler alkali solisyona maruz birakilarak, DNA cift

iplikgiklerinin tek sarmal DNA’ ya dontismesi saglanir. DNA kirilmasi arttikga tek

sarmal DNA olugsum orani artar. Bu yontem in situ olarak DNA kiriklarinin ve

miktarinin belirlenmesine olanak saglar (Sekil 16) (60).

Sekil 16: FISH ydntemiyle tespit edilen normal ve andploid sperm nikleusu (61)

-
-

(A) normal, (B) ve (C) hiperploid, (D) hipoploid kromozom yapisindadir.
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2.4.2.8. in Situ-Nick Translasyon (ISNT) Yontemi

NT ydntemi biyotinlenen deoksiulridin trifosfatin (dUTP) ssDNA kiriklarinda kalip
bagimli  DNA polimeraz | enzimi tarafindan katalizlendigi reaksiyonda
kaynasmasi esasina dayanir. Spesifik olarak endojen DNA hasarini tespit eder
ve degisken seviyelerini igeren spermatozoayr boyar. NT yontemi
spermatozoada, nukleer DNA’'nin yeniden modellenmesi sirasinda meydana
gelen anomalileri gosterir (50). Halosperm teknigi ile korelasyon gostermektedir
(Sekil 17) (62).

Fragmented

Sekil 17: ISTN testinin yorumlanmasi (62)

Spermatozoa, buylk haloya sahipse ISTN—, klguk haloya sahipse yada halo
yoksa ISTN+ olarak isimlendirilmigtir. Yani ISTN— ile gosterilenler DNA
fragmantasyonu olmayan spermatozoalari, ISTN+ ise DNA fragmantasyonu

olan spermatozoalari gostermektedir (Sekil 17) (62).
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2.5. SPERM ELDE ETME YONTEMLERI

2.5.1. MICROCHIP

DNA hasarinin 6nune gecgebilecek, sperm secimine yodnelik gelistirilen
yontemlerden biride “mikroakigskan kanal sistemi (spermchip)” yontemidir.
Aslinda bu yontem gelistirilirken dogal ortamdan esinlenilmigtir. Bu sistem,
spermin intrauterin ortam, servikal ve vajinal kanal mikro ¢evresine benzeyen

bir mikrokanal igerikli ¢ip 6zelligindedir (63).

Mikrogipte 1.5 mm kalinliginda Polimetilmetakrilat kombinasyonu (PMMA) ve 50
mikron kalinliginda cift tarafli yapiskanli (DSA) film mikroakigkan kanallari
olusturulmustur. Sperm hareketliliginin otomatik olarak kaydedilmesini saglamak
icin mikro bosaltici kanala bir lenssiz sarj kuplaj cihazi (CCD) entegre edilmistir.
Entegre sistem, mikroakigkan bir kanal ile donatilmistir. Mikro akiskan kanal
ortami, serum eklenmis yeni insan tubdl sivisi (HTF) ortami ile 6nceden
doldurulmustur. Sperm numunesi, kolonun Ust kanal girisine pipetle gonderilir.
Sperm'in belli bir uzunluktaki kanal sistemlerinden ylzmesi beklenir. YUlzen
sperm toplanir ve ICSI icin kullanilir. Buna ek olarak, mikrogip kombine bir
cihaza (CCD) yerlestirilebildiginden, sperm goélgesi hareketini izleyerek de kayit
yapilabilir (Sekil 18) (63).

Genel olarak, sperm hazirlama ve sec¢imin teknik acidan zor oldugu
bilinmektedir. Bu durum g6z onune alindiginda, kullanimi kolay, tekrarlanabilir
ve guvenilir oldugu i¢in mikroakiskan cihazin avantajli oldugu dusunulmektedir.
(64).
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Filtrelenmig Hareketli
Sperm

ween  Semen G’ﬂeﬁl

Girig Filtre

<«—— Toplama Odasi

<«—— Sperm Odasi

<«—— (Cam Tabla

Sekil 18: Mikroakiskan kanal sistemi (65)

2.5.2. TESTIKULER SPERM ASPIRASYONU (TESA)

Testis sperminin perkutan aspirasyonu. Mikro cerrahi ile sperm bulma sansi
yuksek olan hastalarda tercih edilir. Nonobstriktif azoospermide de tercih
edilebilir. TESA, invaziv sperm elde etmenin en iyi yontemidir. 10-20 kez 23
yuksek emme kuvveti ile igne ile testise giriimektedir. Hematom, agri, testis ve
epididimal hasarin sik goértlen komplikasyonlaridir. Testisteki spermatozoa
iceren bolgeleri tespit etmek icin tanisal haritalama yontemi olarak kullanilabilir
(66).
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2.6. ICSI PROSEDURU

ICSI; spermin dogrudan oositin sitoplazmasina invaziv olarak yerlestirildigi
metottur. ICSI yonteminin kaliteliteli sperm ve oosit varliginda diger yontemlere

gOre basari orani daha fazladir (67).

ICSI'de polivinilprolidon (PVP), viskozite 6zelliklerinden dolay! yaygin olarak
kullanilir. PVP, spermin hareket yetenegini azaltarak yavaglamasini sadlar,
bdylece yakalanarak kuyruk kirma iglemi dogru sekilde gergeklestirilir. PVP’nin
yogunlugundan dolayr mikroenjeksiyon sirasinda sperm kontrolli bir sekilde

oosit sitoplazmasina enjekte edilebilir (68).

2.6.1. Temel Unsurlar
e Enjeksiyon pipeti yardimiyla sperm boynunun hemen altindan kuyruk

kismi kirilarak sperm hareketsizlegtirilir.

e Sperm, oosit sitoplazmasinin icine enjekte edilir. Enjeksiyon pipetiyle

birlikte disari clkmamasina dikkat edilir.

e Spermin perivitellin bosluga atiimasini engellemek icin, az miktarda

sitoplazma igeri ¢ekilerek zona pellucida’nin kirilmasi saglanir.

e |CSlicin kullanilan PVP hacmi en aza indirgenmelidir (68).

2.6.2. Uygulama

1. ICSI damlaciginin merkezine 1-2 yL sperm suspansiyonu yerlestirilir.
Spermin, damlacigin dis c¢evresine goc¢unl kolaylastirmak icin isitic

tabla Uzerinde birkag dakika isitilir.
2. Spermin enjeksiyon pipeti igerisine yapigsmasini engellemek igin ICSI igin
hazirlanan PVP ile doldurulur.

3. Soyulmus ve hazirlanmis oositler, G-MOPS™/G-MOPS™ PLUS ya da
G-GAMETE™ damlaciklarina yerlestirilir.
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Enjeksiyon pipeti kullanilarak secilen sperm kuyrugu kirilir ve bir sperm
hareketsizlestirilir. Spermin boyun bolgesi hasar gérmemelidir. Cuinku bu
bolgede kromozomlarin gogunu saglayan entrioller hayati Oonem

tasimaktadir. Hareketsiz hale gelen sperm aspire edilir.

Oosit damlacina odaklanilir ve oositi sabitlemek amaciyla bir holding
pipet kullanilir. Kutup cisimcigi saat 7 yada 1 yonunde olacak sekilde
oosit konumlandirilir. Sperm, saat 4 yénunde olabilecek en az miktarda
PVP ile oosite enjekte edilmelidir. Boylece oosit en az zararla ICSI

isllemine tabi tutulmus olur.

Tum oositlere sperm enjekte edildikten sonra birkag yikama
damlaciginda yikayip, gece boyu kultirlemek igin kualtir sistemlerine

yerlestirilir.

. Ertesi gin oositler 2 PN ve 2 kutup cisimciginin durumuna goére gore

fertilizasyon acisindan dederlendirilip, fertilize olanlar yeni bir

kiltarkabina transfer edilir (68).

2.7. FERTILIZASYON

Fertilizasyon; sperm ve oositin, nukleus ve sitoplazmik organellerinin birlesmesi

sonucu yeni birey meydana getirmesindeki olaylar butinaduir (69).

Bir oositin fertilize olabilmesi i¢in birinci kutup cisimcigini atmasi gerekirken,

spermatozoanin ise kapasitasyon ve akrozom reaksiyonlarini tamamlamasi
gerekir (70).

Fertilizasyon ug¢ temel asamada gergeklesmektedir;

1.

2.

Spermatozoanin oosite tutunmasi
Gametlerin birlesmesi ve oositin aktivasyonu

Spermatozoa nukleusunun dekondensasyonu ve pronukleus olusumu
(70).
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2.8. EMBRIYO GELISiMi VE SINIFLANDIRILMASI

2.8.1. Temel Unsurlar

e Zigot morfolojisi; blastokist gelisimi, implantasyon ve gebelik ile dogru

orantilidir.

e Skorlama sistemi, zigotun gelisim kapasitesini degerlendirmek igin
kullaniimaktadir ve iki pronukleusun (2PN) morfolojisi temeline

dayanmaktadir.

e Pronukleer Skorlama; 3. GuUn veya Dblastosist skorlama ile
iligkilendirilebilir (68).

2.8.2. Blastokist Degerlendirilmesi

2.8.2.1. Genigsleme Derecesi ve Hatching Durumu

1. Erken Blastosist; blastosel kavitesi, embriyo hacminin yarisindan daha az

olan embriyolar.

2. Blastosist; blastosel kavitesi, embriyo hacminin yarisindan blyuk ya da

yarisina egit olan embriyolar.

3. Tam Blastosist; blastosist kavitesi, embriyo i¢ hacmini tamamen dolduran

embriyolar.

4. Ekspanse Blastosist; blastosist hacmi artik erken embriyonun hacminden

daha buyuk ve zonasi incelmis olan embriyolar.

5. Hatching Blastosist; trofektoderm hucreleri, zona yoluyla ¢ikinti yapmaya

baglayan embriyolar.

6. Full Hatching Blastosist; zonadan tamamen ¢ikmis olan embriyolar ($ekil
19) (68).
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Sekil 19: Embriyo genisleme ve hatching durumu (71)

Gardner ve Schoolcraft, blastosist genislemesi ile ilgili olarak blastosistlere 1 ile

6 arasinda sayisal puan vermigtir.

2.8.2.2. g Hiicre Kiitlesi (ICM) Siniflandirmasi

A. Siki bigcimde gruplanmis, ¢ok sayida hucre
B. Gevsek bigcimde gruplanmis, birkag hicre

C. Cok az sayida hucre

2.8.2.3. Trofektoderm Siniflandirmasi

A. Birbirine bagh bir epitelyum olugturan ¢ok sayida hucre
B. Gevsek bir epitelyum olusturan az sayida hticre

C. Cok az sayida hucre (68).
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Tablo 4: Blastosist siniflandirma tablosu (68)

i¢ Hiicre Kiitlesi (ICM) Trofektoderm

A B C A B C

Sekil 20: Blastosist siniflandirma érnekleri (72)

(2) 3AA: (b); 3AB; (c) 3BA:; (d) 4AA; (e) 4AB:; () 4BA; (g) 4CC; (h) 5AA; (i) 5CA.



Sekil 21: Gardner ve Schoolcraft'in BKS (blastosist kalite skorlama) sistemi (73)

Inner cell mass -
iICM

Trophectoderm -
TE

Gardner and Schoolcraft

Morphology grading
(Gardner and Schoclcraft, 1999)

Expansion ICM grade  TE grade
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Blastocyst Quality Score
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Blastosist morfolojisinin sayisal BKS ye donisum yontemi (Sekil 21). BKS,

1’den 6’ya kadar olan genigsleme derecesinin yani sira ICM ve TE derecelerine

gore bir siniflama sistemidir. Bu sisteme goére A=3, B=2 ve C=1 olarak sayisal

ifadelerle temsil edilmigtir. Bu durumda zaten sayisal degerde olan genisleme

derecesi ile ICM ve TE sayisal degerlere donusturular, bu G¢ sayinin ¢arpimi
ise bize BKS’yi verecektir (73).

Tablo 5: Gardner ve Schoolcraft’ in blastosist kalite skoru (73)

Gardner ve Schoolcraft’ in blastosist kalite skoru

Morfoloji | BKS Morfoloji | BKS Morfoloji | BKS
1AA 9 3AA 27 S5AA 45
1AB/1BA 6 3AB/3BA 18 5AB/5BA 30
1BB 4 3BB 12 5BB 20
1AC/1CA 3 3AC/3CA 9 5AC/5CA 15
1BC/1CB 2 3BC/3CB 6 5BC/5CB 10
1CC 1 3CC 3 5CC 5
2AA 18 4AA 36 6AA 54
2AB/2BA 12 4AB/4BA 24 6AB/6BA 36
2BB 8 4BB 16 6BB 24
2AC/2CA 6 4AC/ACA 12 6AC/6CA 18
2BC/2CB 4 4BC/4ACB 8 6BC/6CB 12
2CC 2 4CC 4 6CC 6
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3. METRYAL VE METOD

Arastirmamiz  2016-2017 vyillann arasinda Centrum Tup Bebek Kiliniginde

retrospektif olarak yapilmistir.

Arastirma gruplarimiz, TESA ve microchip teknikleri ile DNA fragmantasyonuna
ugramamis sperm elde edilme amaci gudulerek ICSI iglemine tabi tutulan
hastalardan olusturulmustur. Arastirmamiz bu iki teknigi kargilastirmaya yonelik
oldugu icin TESA ve microchip teknikleri embriyo gelisimi ve gebelik

sonuglarina gore karsilastiriimistir.

3.1. ARASTIRMAYA DAHiL EDILME KRITERLERI

Bu arastirma 2012-2017 yilari arasinda Centrum Tup Bebek Klinigi’'nde yapilan
geriye donuk taramalardan elde edilmistir. Hasta grubu, tup bebek tedavisine
baglayan ve Sperm DNA Fragmantasyon Indeksi %30 ve uUzerinde olan

hastalardan olusturulmustur.

Arastirmamiz, hastalarin demografik 6zelliklerine bakilmaksizin homojen bir
sekilde yuratulmustir. Hasta gruplari icin arastirmaya dahil edilmesindeki temel
kriter, DFI degerinin %30 ve Uzerinde olmasidir. Diger kriterler ise; varikosel,
Inmemis testis, testis timori gibi herhangi bir rahatsizhdinin olmamasidir.
Hasta gruplarinin 20 - 44 yas araliginda olmasidir. Toluidin Mavisi testinin
g6zleme fazlasiyla dayali bir boyama olmasi sayimin rahat olmasi ve dogruluk
oraninin artmasi sebebiyle sperm sayilari 5 milyon/ml' den yiksek olan ve en
az 200 sperm sayilan hastalar arastirmaya katilmistir. Hastalardan ortalama

300 sperm sayilmasina dikkat edilmigtir.

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

araliginin 20 — 44 araliginda olmasi olarak belirlenmistir.
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3.2. YONTEM

Sperm DNA fragmantasyonu %30’un Uzerinde olan hastalarin bir kisminin
tedavisinde TESA, bir kisminin tedavisinde de microchip kullanilmigtir. Tedavi
gunu ornek vermeye gelen hastalarin timine DNA fragmantasyon tayini
yapilmak Uzere oncelikle makler kamerasinda sperm sayilarina bakilmigtir.
Sperm sayisi 5 milyon/ml' den yuksek olan hastalarin DNA fragmantasyonuna

bakilmigtir.

Bu arastirmada hastalarin DNA fragmantasyonu tayini icin toluidin mavisi
boyama yontemi kullaniimistir. Bu teknikle hazirlanan preparatlar kontrast isik
mikroskobunda incelenerek DNA fragmantasyon orani belirlenmistir. Bu hastalar
arasinda %30 ve Uzeri olanlarin DNA Fragmantasyon verileri arastirmada
kargilastirimak (zere toplanarak TESA uygulanan hastalar ve microchip
uygulanan hastalar olmak Uzere iki paralel grup olusturulmustur. Bu hastalarin

tedavi sonucu embriyo gelisimleri ve gebelik takipleri karsilastiriimistir.

Arastirma grubuna alinan hastalarin embriyo gelisimi igin istatistiklel bir sonug
almak igin embriyo kaliteleri t¢ grupta sayisal olarak siniflandirilmigtir. 0: koétu
kalite, 1: orta kalite ve 2: kaliteli olarak nitelendirilmistir. Bu degerlendirmede
embriyo gunu beklenen kaliteye gore Gardner ve Schoolcraftin BKS sistemi
uzerinden siniflandirma yapilmistir. BKS 24 ve Uzeri olanlar kaliteli yani “2”, 16
ve 24 e kadar olanlar orta kalitede yani “1”, 16’dan daha disik degerdeki
embriyolar ise kotu kalite yani “0” olarak gruplandiriimistir. Embriyolar
skorlandiktan sonra her hasta icin embyolarin aritmetik ortalamasi alinarak

kaydedilmigtir.

Arac Gerecler

Aseton, %96 ekstra saf etanol, toluidin mavisi, hidroklorik asit (HCI), sitrik asit,
disodium phosphate (Na2HPOa4), distile su, lam — lamel, kontrast sk
mikroskobu, immersiyon yagi, 6 adet sale.
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3.2.1. TOLUIDIN MAVISIi ILE SPERM DNA FRAGMANTASYON TAYINI

3.2.1.1. Toluidin Mavisi Protokolii ve Boya Malzemesi Hazirlanmasi

Toluidin Mavisi:
Formul: CisHis CIN3S
Molekul agirligi: 305.824 g/mol (47)

Toluidin Mavisi Hazirlanmasi: %5 oran saglayacak bicimde 47,5 ml Mcilvaine
tampon ile 2,5 ml toluidin mavisi homojenize edilir. Oda sicakliginda saklanir.
(74)

Mcilvaine Tamponunun Hazirlanmasi: 500 ml distile su, 14,2 g Na2HPO4
(disodyum fosfat) ve 9,6 g sitrik asit ile homojenize edilir (pH3,5) (75).

Fiksatif Hazirlanmasi: %96 ekstra saf etanol ile aseton 1/1 oraninda sale
icerisinde homojenize edilir. +4 derecede saklanir. (75)

HCI Tamponu Hazirlanmasi: 50ml| Distile Su ile 5 ml HCI| $Sale igerisinde
homojenize edilir. +4 derecede saklanir.

Distile Su: Sale igerisine lamel seviyesince distile su eklenir.

3.2.1.2. Toluidine Blue Boyama Yontemi Basamaklari

1. Semen 6rnedi 30 - 60 dakika arasi likefaksiyon igin 37°C’lik
inkubatorde bekletilir. Likefiye olan 6rnek, laminar flow igerisinde lam
Uzerine pastor pipeti yardimi ile 1 damla alinarak damlatilir. Lamel ile

lamel arasinda 45°C’lik a¢i olusturulduktan sonra yayma yapllir.

2. Lam 37°C’de kurutulur.

3. Kuruyan preparattaki spermler yapismasi igin +4°C’de saklanan fiksatif

salesine atilir ve 30 dk burada tutulur.
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4. Fiksatiften c¢ikarilan ornek +4°C’de muhafaza edilen HClI'de 5 dk
bekletilir. Bu asama toluidin mavisi agamasi i¢in bir hazirliktir. Toluidin

mawvisi, asidik ortama mavi rengini kolayca verebilir.

5. HCI'den g¢ikan 6rnek arindiriimak Uzere 3 adet distile suda ikiser dakika
bekletilir.

6. Ornek boyanmak Uzere toluidin mavisi soliisyonunda 5dk bekletilir.
Mavi boya genomik olarak buatanligunt kaybetmis spermlerin

DNA'sindaki kiriklara yerlesir.

7. Son olarak boyadan alinan preparat 1-2 saniye boyunca distile suya

birakilir ve lamin ylzeyindeki toluidin mavisinden arindirihr.

8. Preparatin oda sicakliginda havada kurumasi beklenir.

9. Kuruyan preparat 100x’lik objektifte incelenmek Uzere mikroskoba

yerlestirilir.

10. Koyu mavi renkte gorulen spermler DNA butunlugunt kaybetmis
hasarli sperm olarak nitelendirilir. Agik mavi renkteki spermler ise DNA

batinligund koruyan hasarsiz sperm olarak nitelendirilir.

11. Preparattan ortalama 300 sperm sayilir ve ortalamasi ylzde olarak
belirlenir. (75)

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu arastirmanin istatistiksel analizi SPSS v:24.0 kullanilarak yapilmistir. Gruplar
frekans analizi ile ortaya konmus olup, gruplar arasinda nonparametrik Mann-
Whitney U testi kullanildi. Gruplarin sonuglarla olan iligkisini saptamak igin ise

Chi-Square testi kullanildi. P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu retrospektif arastirmaya dahil edilen olgular, 2016 ve 2017 yillar arasinda
Centrum Tup Bebek Merkezi’'ne erkek infertilitesi sikayeti ile bagvuran hastalar
arasindan arastirmaya dahil edilme kriterlerine gore secilmistir. Sperm DNA
hasarini belirlemek amaciyla toluidin mavisi boyama yontemi uygulanmis olup,
her olgu icin ortalama 300 sperm sayilmistir. Sperm DNA hasari %30 ve Uzeri
olan erkek hastalara TESA veya microchip islemleri uygulanmigtir. TESA
uygulanan (n:40, %50) ve microchip uygulanan (n:40, %50) hastalar iki gruba
ayrilmistir. Embriyo gelisimi ve gebelik sonuclari kaydedilmistir. Kadin yasi 20-
44 arahginda tutulmus olup, embriyo gelisimi ve gebelik oranlarinda erkek yasi

baz alinmamistir.

Gelisen blastosistler Gardner'in tanimlamis oldugu i¢ hicre Kkitlesi ile TE
hicrelerinin morfolojisi ile gelisen blastosistin ekspansiyon ve fragmantasyon

derecesine gore degerlendirilmistir (Tablo 6).

Tablo 6: TESA ve microchip gruplarinda embriyo gelisimi karsilastiriimasi

Embriyo Gelisimi
Uygulanan N | Mean Std. Median | Minimum | Maximum P
Islem Deviation
TESA 4011,5924] 0,34618 | 1,6000 0,75 2,00
Microchip 40|1,6427| 0,35610 | 1,6870| 0,33 2,00 0,379
Total 80]1,6175] 0,34987 | 1,6425 0,33 2,00

Mann-Whitney U test

Embriyo gelisimi i¢cin bu sonuglara gore TESA ve microchip tekniklerinin
embriyo gelisimine olan etkisi karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0,05), (Tablo 6).



Gebelik Tayini

Embriyo transferinden 12 gtin sonra kanda belirlenen 215 mlU/mL B-hCG

degeri ve bundan 2 gun sonra tekrarlanan B-hCG testinde en az iki katina

¢ctkmig olan B-hCG degeri, basarili gebelik olarak degerlendirilmigstir.

Tablo 7: TESA ve microchip gruplarinda gebelik sonucu karsilastiriimasi

Uygulanan islem

Gebelik Sonucu

Pozitif Negatif Total P
19 17 36
TESA
%52,8 %47,2| %100,0
16 24 40| 0,264
Microchip
%40,0 %60,0| %100,0
35 41 76
Toplam
%46,1 %53,9| %100,0

Chi-Square Tests

TESA ve microchip tekniklerinin uygulandigi iki ayri grubun gebelik sonuglari
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karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir

(p>0.05), (Tablo 7).



46

5. TARTISMA VE SONUC

TESA epididime igne ile invaziv girisim yapilarak sperm elde etme yontemidir.
TESA; IVF ve ICSI icin diger yontemlere gore sperm elde etme basarisi
yonunden ortalamay! yakalamistir. Bazi merkezlerde ilk segenek olarak
kullaniimaktadir ¢cunklt doku hasarinin ve doku kaybi riskinin az olmasi

nedeniyle tercih edilen minimal invaziv girisimdir (76,77).

Asghar W. ve arkadaslar swim-up yontemi ile microchip yontemini DNA
fragmantasyon orani ve ROS agisindan degerlendirmislerdir. DNA
fragmantasyon incelemesi acgisindan kullanilan chip metaryelinin kanal boyu
uzunlugu 8 pm olarak belirlendiginde fragmante DNA'ya sahip sperm
hicrelerinin elenerek geride kaldigini gozlemlemiglerdir. Swim-up yontemi
kullanildiginda ROS ve DNA fragmantasyon oranlari anlamli oélglide daha
yuksek saptanmistir. Bu ¢alismaya goére microchip ydntemi, santriflijsiiz motil ve
morfolojik olarak normal spermler elde edilmesi agisindan swim-up yontemine

alternatif bir teknik olarak sunulmustur (65).

Wang S. ve arkadaslari swim-up ve microchip yontemleriyle ROS ve DNA
fragmantasyon oranlarini karsilastirmak Gzere calisma yapmiglardir. Bu
¢alismada, microchip yonteminin swim-up yontemine Kkiyasla santrfQj
kullanmadan motil ve morfolojik olarak normal spermlerin segilmesi ve
fragmante DNA ya sahip hicrelerin ayiklanmasi acgisindan daha verimli
bulmuslardir (63).
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Biz de yapmis oldugumuz arastirmada, DNA fragmantasyon orani %30 ve Uzeri
olan hasta gruplarindan microchip yontemi uygulananlari tespit ettik ve bu
hastalarin embriyo gelisim ve gebelik sonuglarini arastirdik. Microchip
uygulanan 40 infertil erkekte yapmis oldugumuz incelemelerde embriyo
gelisimini 0, 1 ve 2 olarak gruplandirdigimiz embriyolarin gelisim ortalamasi
1,6427+0,35610 olarak  saptanmistir. TESA uygulanan hastalarla
karsilastirdigimizda ise istatiktiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamistir
(p=0,379). Yani embriyo gelisim hizi ve Kkalitesini bu skala cergcevesinde
digundugumuzde ortalamasi 1,5 ve uUzeri olan degerleri kaliteli olarak
siniflandirabiliriz. Bu nedenle ortalama 1.6427>1,5 oldugundan microchip
uygulanan hastalarin embriyolar kalitelidir diyebiliriz. Ayni sekilde gebelik orani
ise %40 pozitif oldugu goérdimustir. TESA uygulanan hastalarin %52,8’lik

oranina karsilk istatistiksel olarak anlamli bir iligki kurulamamigtir (p=0,264).

Esteves S.C. ve arkadaslari DNA fragmantasyon orani %30 olan 172 hastayi
calismaya dahil etti. 81 hastanin ICSI’ sinde testis spermi kullanildi. 91 hastanin
ise ejekulat spermi kullanildi. Klinik gebelik oranlari; testis spermlerinde %51,9,
ejekulat spermlerinde %40,2 olarak belirlemiglerdir. Sonuglar istatistiksel olarak

anlamsiz kabul edilmistir (78).

Al-Malki AH. ve arkadaslari asthenozoospermi olan hastalarda TESA ydntemi
ile elde ettikleri spermler ile ICSI sonucu gebelik oranlarini degerlendirmigserdir.
Verilere gore siddetli asthenozoospermi olan ciftlerde gebelik oranlari, TESA-
ICSI ve ejekilat-ICSI gruplari arasinda anlamhl bir fark olmadigini 6ne

surmuslerdir (79).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Malki%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28187532
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Biz de yapmis oldugumuz arastirmada DNA fragmantasyonu %30 ve Uzeri olan
hasta gruplarindan TESA yontemi uygulananlari tesbit ettik ve bu grubun
gebelik sonuglarini arastirdik. TESA uygulanan 40 infertil erkekte yapmis
oldugumuz arastirmada embriyo gelisim ortalamasi 1,5924+0,34618 olarak
saptanmigtir. Microchip uygulanan hastalarla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamigtir (p=0,379). Bu sonuca gore kalite
yonunden ortalama 1,5924>1,5 oldugundan TESA uygulanan hastalarin
embriyolari kalitelidir diyebiliriz. TESA grubunun gebelik orani ise % 52,8 pozitif
oldugu tespit edilmistir. Microchip uygulanan hasta grubumuzla gebelik
sonuglari karsilastirildiginda %40’lik orana karsilik aralarinda anlaml bir iligki

kurulamamistir (p=0,264)

Bu arastirmada 40 microchip ve 40 TESA uygulanan hastalar birbirleri ile
karsilagtinlarak embriyo gelisimleri ve gebelik sonuglari incelenmigtir. TESA ve
microchip uygulamalari arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligki
bulunamamigtir. Arastirmanin daha genis hasta grupllariyla yapilacak olan yeni

celismalarin yararl olabileceg@i dusunulmektedir.
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