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OZET

UGURLU Onat, izole Teratozoospermi Grubu Hastalarda Sperm DNA
Fragmantasyonu Ve Maturasyonu Sonuglarinin Sperm Morfoloji Sonucu Normal
Olan Hasta Grubu ile Embriyo Gelisim Ve Gebelik Oranlarinin Karsilastiriimasi,
Yuksek Lisans Tezi, Ankara 2018

Birgok arastirma erkek infertilitesi ve gebelik basarisizhiginin normal olmayan
sperm morfolojisi ile iligkili oldugunu saptamistir. Ote yandan sperm DNA hasarl
sadece infertil veya subfertil hastalarla sinirli degil, sperm morfolojisi normal
olan hastalarla da iligkili olabilece@i gosterilmigtir. Yayinlanan pek ¢ok yazida
ICSI ile sperm morfolojisi arasinda bir iliski bulunamamistir. Sperm
morfolojisinin sperm DNA'sIni etkileyebildigine dair aragtirmalar mevcuttur.
Paternal etkinin embriyo geligsim surecindeki gen ekspresyonunun hangi
asamasinda devreye girdigi, bu hasarli DNA’nin embriyoyu hangi geligsim
asamalarinda etkiledigi arastiriimak istenmektedir. Bu hasarli sperm DNA’sInIn
sperm DNA fragmantasyon testiyle tespit edilip, normozoospermi ve izole
teratozoospermi grubu hastalarda anlamli bir sonug vererek degisip
degismedigi incelenecektir. Sperm DNA fragmantasyon parametresinin izole
teratozoospermi hasta gruplari Uzerine prediktif sonuglar verecegini
disiinmekteyiz. izole teratozoospermi hasta gruplarinda normal morfolojili
sperme rastlanmadigi igin spermatogenesis sureci boyunca kromatin
modellemesindeki degisiklikler hep ayni ve hatali dizeyde gerceklesmis
olmalidir. Bunun bize izole teratozoospermi hasta grubu igin prediktif sonuglar

verip vermedigini normal hasta gruplariyla kargilagtirarak arastirilacaktir.

Sperm DNA’sInIn izole teratozoospermi hasta grubunda daha iyi kromatin
kondensasyonu gostermesi, sadece uygulanacak yardimci ireme teknigi
yonteminin secilmesi agisindan degil, tanisal ve tedavi edici bakis agisindan da
onemlidir. Paternal gen ifadesinin embriyonun erken ve ge¢ donemlerinde

gerceklestigini ortaya koyan galismalar bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: sperm DNA fragmantasyonu, sperm morfolojisi, embriyo
gelisimi, gebelik oranlari



ABSTRACT

UGURLU Onat, Comparing The Result Of Sperm DNA Fragmentation And
Maturation In The Isolated Group Of Patients With Teratozoospermia And The
Group Of Patients With Normal Sperm Morphology Results In Terms Of Embryo

Development And Pregnancy Rates, Master’s Thesis, Ankara 2018

Many researches suggest that male infertility and pregnancy failure have
something to do with abnormal sperm morphology. On the other hand, it has
also been indicated that damage to sperm DNA is not limited to the infertile and
subfertile patients but it can also be related with the patients whose sperm
morphology is normal. In many published articles, it is shown that there is no
connection between ICSI and sperm morphology. There are also researches
suggesting that sperm morphology can affect the sperm DNA. Researches
wanted to be conducted about in which level of gene expression during the
gastrulae does the paternal effect activates and during which development
process does the damaged DNA affect embryo. This sperm DNA will
determined with sperm DNA fragmentation test and analysed whether it has
significantly different results in the groups of patients with noormozoospermia
and isolated teratozoospermia. We believe that DNA fragmentation parameter
will cause predictive results in the group of patients with isolated
teratozoospermia. Because normal morphology sperm was not detected in
isolated group of patients with teratozoospermia, the changes in the chromatin
modelling along the spermatogenesis process come into being in the same way
and in a faulty way. To determine whether this results in predictive results in
isolated group of patients with teratozoospermia, a research will be conducted

in comparison with the normal group of patients.

The better condensation of sperm DNA in the group of patients with isolated
terastozoospermia does not only help choosing a better assisted reproductive
technique but also help in the diagnosis and treatment. There are researches
asserting that paternal gene come into being the in the early and late phase of

embryo.



Keywords: sperm DNA fragmentation, sperm morphology, embryo

development, pregnancy rate
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1. GIRIS VE AMAG

Paternal etkinin embriyo gelisim surecindeki gen ekspresyonunun hangi
asamasinda devreye girdigi, hasarli sperm DNA’sinin bu ifade ediligi
embriyonun hangi gelisim asamalarinda etkiledigi arastiriimak istenmektedir. Bu
hasarli sperm DNA’sinin sperm DNA fragmantasyon testiyle tespit edilip, sperm
morfolojisi normal ve izole teratozoospermi grubu hastalarda anlamli bir sonug
vererek degisip degismedigi incelenecektir. Sperm DNA fragmantasyon
parametresinin izole teratozoospermi hasta gruplari Uzerine prediktif sonuglar
verecegini diisinmekteyiz. izole teratozoospermi hasta gruplarinda normal
morfolojili sperme rastlanmadigi icin spermatogenesis sureci boyunca kromatin
modellemesindeki degisiklikler hep ayni ve hatali duzeyde gerceklesmis
olmalidir. Bunun bize izole teratozoospermi hasta grubu igin prediktif sonuglar

verip vermedigini normal hasta gruplariyla kargilagtirarak arastirilacaktir.

Sperm DNA’sinin izole teratozoospermi hasta grubunda daha iyi kromatin
kondensasyonu gostermesi, sadece uygulanacak yardimci dreme teknigi
yonteminin secilmesi agisindan degil, tanisal ve tedavi edici bakis agisindan da
onemlidir. Embriyo gelisimleri Gzerine etkileri konusunda da prediktif sonuclar

vermesi muhtemeldir.



2. GENEL BILGILER

Erkek Greme sistemi testis, penis, Greme yollari ve yardimci bezlerden
olusmustur. Bu sistem spermatozoa olarak bilinen erkek treme htcrelerinin
uretilmesi ve disi treme yoluna bu hucrelerin tasinmasindan, erkek dreme
hicrelerini besleyecek sivilarin Uretiimesinden ve depolanmasindan, erkek

ureme hormonlarinin tretiimesinden sorumludur.

2.1. SPERMATOGENESIS

Spermatogenesis, primordial germ hucrelerinin olgun spermatozoa’ya donisme
surecidir. Puberte ile birlikte adenohipofizden salgilanan FSH ve LH hormonu

salgilanmasi ile primordial germ hucreleri geligimini tetikler.
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Sekil 1: Hipotalamus — hipofiz ve gonodal eksenin salgi yollari ve salgi trlnleri
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Spermatogenesis, bu germ hicrelerinden spermatazoa Uremek icin 64 gunlik

bir surectir.

Spermatogenesis U¢ asamaya ayrilir:
1. Spermatositogenez

2. Mayoz

3. Spermiyogenez

Bu Ug evre spermatogonia, spermatosit ve spermatid ile iligkilendirilir.

2.1.1. Spermatositogenez

Mitotik asama olarak bilinen bu faz seminifer tibulln tabana yakin zarinda
spermatogonial kok hicrelerin bélinmesiyle baslar. Bu slUregte spermatagonia
bir takim farkhlagsmalar gegirir. Spermatogonia seminifer ttibulin bazalinda
diploid hicrelerdir (2n). Primordial germ hicrelerinden spermatogonial kok
hicreler agiga cikar ve bu kdk hicre populasyonlarindan Tip A spermatogonia
olusur, bu hicrelerin olusmasiyla spermatogonez baglamigstir. Tip A
spermatogonia histolojik boyolarla boyandiginda Ad (koyu) ve Ap (soluk) olmak
uzere 2 tip alt grup gosterir. Ad tipte olanlar Ap'yi olusturabilecek rezerv veya
proliferatif olmayan spermatogonial hicre populasyonunu temsil edebilir. Tip A
spermatogonia bir seri mitoz boélinme gegirerek kendinin kopyasli hiicreler
olusturur. Bu hucreler daha sonra primer spermatosit olugturmak tzere mitoz
bélinmeyle farklilagacak Tip B spermatogonia’yi olusturur. Spermatogonia,
mayozdan sonra sitokinezin tamamlanmamis olmasidan dolayl tamamen
ayrilmaz ve hlcreler arasi kdprulerle birlesmeye devam eder. Bu hicreler arasi
kontraksiyon spermatogenzin tim agamalarinda gézlenmeye devam edecek ve
biyokimyasal etkilesimlere katki saglayacaktir. Tip B spermatogonia mitozla

primer spermatositleri olusturur.



Sekil 2: a) Ad (koyu) spermatogonia b) Ap (soluk) spermatogonia (2)

2.1.2. Mayoz

1. mayoz profaz-1 agsamasi leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diakinez
evrelerinden olusur. Leptoten evresinde kromozomlar kisalip kalinlasarak
yogunlasir. Zigoten evresinde homolog kromozomlar orta noktalarindan birlesir
bu olaya sinapsis denir. Sinapsis olustugunda bu bdlge sinaptomel kompleks
olarak isimlendirilir. Pakiten evresinde sinaptomel komplekse ait 4 adet kromatid
tetrat yapisini olusturur. Bu evrede homolog kromozomlar arasinda krossing
over gergeklesir. Diploten evresinde krossing over tamamlanir. Kromatitler
diploten evresinde birbirinden ayrilmaya baglar. Kromatitlerde krossing over’in
gerceklestigi bolgelerde ayrilma tam olarak gergeklesmediginden kiazmata
denilen bolgeler olusur. Diploten evresinin sonuna dogru krossing over
tamamlanir. Diaknez evresinde kromozomlar birbirinden ayrilir. Tip B
spermatogonia preleptoten spermatositlerin gelisimine yol acar ve sertoli
hdcrelerinin taban zarindan ayrilarak primer spermatositleri olusturur.
Preleptoten evresinde DNA miktarlari iki katina ¢ikar. Diploid (2n) 46 kromozom
sayisina sahip primer spermatositler birinci mayoza girer. DNA replikasyonu ile
tetraploid yapida 2 kromatidli yapilar olusturur. Anneden ve babadan gelen bu
kromozomlar homolog kromozom ciftleri olusturur. Turetilen homolog

kromozomlar arasinda mayozun profazinda genetik materyal degisimi (crossing



over) gergeklesir. Birinci mayozon bitiminde primer spermatositlerden, sekonder
spermatositler olusmustur. 1. mayoz sonunda haploid kromozoma sahip, diploid
DNA 2 adet spermatosit olusmustur. Bunlar 2. mayoz gegirerek 4 tane
spermatid olusturur. 2. mayozda kromozom sayisi degismeden, DNA miktari

yariya inmigtir.
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2.1.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez, spermatidlerin nikleuslarinin yapisal sekillenmesi,
sitoplazmasini yitirmesini, organel olusumunu, akrozom ve flagellum gibi
aksesuar yaplilarinin olusmasi dénemidir. Bu asama sertoli hticrelerinin
sitoplazmasinda gercgeklesir. Spermiyogenezde merkezi konumda bulunan
cekirdek ve spermatidler uzadikga nukleusuda uzar boylece baslangictaki
yogunlugundan daha yogun bir hal alir. Spermatidlerin endoplazmik
retikulumlarinda uretilen hidrolitik enzimlerle golgi proakrozomal granulleri
olusur. Proakrozomal granduller, akrozom granullerini olusturur ve gekirdek
zarina tutunurlar. Cekirdek zarinin yaklasik tgte ikilik kismini érten bu vezikiler
yapl, baslik adinda yapiyi olusturur. Baslik i¢erisinde akrozin, hyaluronidaz,
néraminidaz, aril sulfataz gibi hidrolotik enzimler bulunur. Bu enzimler spermin

oosite girisinde, oositin zone pellucida tabakasinin eritimesinde gorev alir.

Sentrioller, nikleusun altinda konumlanir, distal ve proksimal sentriolleri
olusturur. Flagellum aksiyal filamenti (aksonem), spermatidin erken evresinde
distal sentriol tarafindan olusturulur. 9+9+2 yapisinda mikrotibul dizenlenisi ile

karakterizedir.

Aksonem spermatidlerde tomurcuk seklinde gikinti gosterir. NUkleer membrana

yapigsan proksimal sentriol boyun kismini olusturacaktir.

Spermiasyon, spermatidlerin sertoli htcrerinden tubudlin lGmenine atilmasi
islemidir. Hucreler arasi sitoplazmik baglar artik olarak kalir ve reziduel cisim
olarak atilir. Sertoli hlicreleri protoplazmik bilesenleri geri dontstlirmek icin

rezidUel cismi fagosite eder.



2.1.4. Spermatogenesisin Duzenlenmesi

Spermatogenesis, spesifik genlerin indiksiyon veya ekspresyonunu igeren

kompleks bir islemdir.

Germ hucresine 6zgu transkripsiyon faktoru siklik adenosin monofosfat (CAMP)
duyarl eleman modulatéri (CREM), mayoz sonrasi gen ekspresyonunun

diuzenlenmesinde 6nemli bir faktordur.

Germ hiucrelerinde dort gesit gen kiimesi gozlenir. Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz gibi germ hlicresi homologlari, transkripsiyona ugramis izoform
yapida germ hucreleri, germinal hucre farklilagmasinda duzenlenmig yapilar ve

benzersiz yaplilari igerir.

2.1.5. Epididimal Olgunlagma

Sperm epididime geldiginde hareketsizdir. Spermatozoonun epididim boyunca
yapigi yolculuk sirasinda, sperm membrani negatif ylkle ytklenir ve oosite
baglanmada etkili antijenler sentezlenir. Sperm membrani fiziksel ve kimyasal
degisim gecirir. Epididimin kaput bolgesinden kaudaya dogru gegis sirasinda
sperm hareketlilik kazanmistir ve bu hareketlilik maksimum duzeye ulasmistir.
ATP, cAMP ve magnezyum hareketliligi tetikleyicidir. Sperm hareketlilik
kazandiktan sonra hareketliligin devam edebilmesi i¢cin semen igerisinde fruktoz

gibi kaynaklara gereksinim duyacaktir.

2.2.  OLGUN SPERMIUMUN YAPISI

Elektron mikroskobu ve transmisyon elektron mikroskobu spermin yapisini, isik
mikroskobuyla yapilan aydinlik saha mikroskobik incelemesine gore daha iyi
ortaya koyar. Spermium, temel olarak bas ve kuyruktan (flagellum)

olusmaktadir.
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2.2.1. Flagellum

Spermatozoon, anotomik olarak bir flagelluma sahiptir. Ortalama 50 ym

uzunlugundaki bu yapi geregi 4 kisimda incelenebilir:

1) Boyun

2) Orta parga
3) Esas parca
4) Son parca

Boyun bolgesi spermin posterioriinde, ¢ekirdegin arkasinda segmentli bir
yapida baglanti kismiyla sperm bagina baglanir. Kalin mikrotubduller ve

proksimal sentriolu igerir.

Orta parca aksonemi igerir. Flagellumda aksiyal lifin aksonu tim yapi boyunca
uzanir. Aksonun kendisi, iki merkezi filamentin etrafinda radyal olarak
dizenlenmis dokuz ¢ift mikrotibulden olusur. Her ¢ift mikrotibul 26 nm ¢apinda
ve yan yana dizili tamamlanmig (A altbirim) 13 protofilament ve
tamamlanmamig (B altbirim) 10 protofilamentten meydana gelir. A’'dan B ye
uzanan protein yapida dynein kollar sayesinde sperm motilitesinde énemli rol
oynar. Ciftler neksin proteini tarafindan baglanir. Spiral lifle gevrelenmisg
merkezdeki mikrotubuller radyal yapida uzantilarla A altbirime baglanir.
Mikrotubdller, yogun kontraktil yapi gosteren liflerle gevrelenir. Radyal dizilmis
yogun fibrillerin dis periferi mitokondrilerle kaplidir. Sperm motilitesi igin gerekli

enerji bu mitokondriyonlarda uretilir.

Esas parga orta parcaya, orta parganin distalinden baglanir. Son parganin
annulustan itibaren uzanan dig mikrotubul yapisi posterior olarak devam eder

ve gittikge kaybolur.

Son parga, plazma membraniyla kaphdir ve iginde sadece aksonemi barindirir.

Aksonem spermin motilitesini saglar.
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2.2.2. Sperm Basi

Sperm basi, paternal genetik bilginin nesiller arasinda aktarilmasini saglayacak
DNA yapisina sahiptir. Cekirdek icinde DNA, baglayici histonlar ve protaminler
kondense pozitif ylklt yapi olusturup 4-5 um uzunlugunda ve 3-4 ym
genigligindedir.

Nukleusln kranial kisminda golgi tarafindan akrozomal kep olusturulur. Anterior
bdlgenin Ugte ikilik bir kisminda akrozin, hyaluronidaz, néraminidaz, aril silfataz
gibi hidrolotik enzimler bulunur. Spermin oositle birlesmesi sirasinda bu
enzimler zona pellucida’nin eritilip spermin girisini saglamaktadir. Spermin
postakrozomal bolgesi dollenme sirasinda oosit zariyla temas halinde

olacagindan onemli bir bolgedir.

2.3.  KAPASITASYON VE AKROZOM REAKSIYONU

Kapasitasyon, ejekllasyondan sonra spermin fallop tlplerine kadar olan
yolculugunda bir dizi gecirdigi kimsayal degisiklikler butunuadur. Kapasite
olmamig bir sperm oosit membraniyla kaynasamaz ve dollenme
gerceklestiremez. Kapasitasyon sadece 37-39°C araliginda gergeklesir. Tirozin
fosforilasyonu, membran iyon degisikligi, aktif motilitenin desteklenmesi gibi
degisiklikleri igerir. Akrozom reaksiyonunun gerceklesmesi igin kapasitasyonun
tamamlanmis olmasi gerekir. Akrozom reaksiyonu, spermin dig akrozomal
membraninin plazma zariyla birleserek hidrolitik enzimlerin zona pellucida’ya

gbgudir. Akrozom reaksiyonu sadece Ca?*, varliginda gergeklesir.
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2.4. SPERM DNA FRAGMANTASYONU

Sperm DNA'’sI ortalama 60 kb buyukligunde olan yapidadir. Sperm
nukleoproteinleri %80 oraninda sikistirilmis yapida bulunur ancak bu diger canli
turlerinde daha gevsek yapidadir. P1 ve P2 protaminleri igeren sperm DNA’s!,
P1 protamini P2’ye gbre daha yodundur, bu ise artan disulfid baglarinin
sayisiyla acgiklanabilir. Diger tlrlerden farkh olarak P2 protaminin disuk

yogunluktaki bu yapisi sperm DNA fragmantasyonunun primer sebebi olabilir.

Spermiyogenez sirasinda protaminler, histonlarla yer degistirir. TP1 ve TP2
gecis proteinleri etkindir. Anilin boyamasi ile TP1 ve TP2’nin protamin histon

degisiminde rolu ispatlanmistir (5, 6).

Sperm DNA’sinin siki paketlenmis yapida olmasi protamin yapisina baglidir.
Déllenme sirasinda deformasyona ve persiste histonlarin varligini azaltmak icin
sperm DNA’sinin kompleks yapisi kararlidir. Sperm hicresi motilitesi siki

paketlenmis sperm DNA'’sIna ihtiya¢c duymaktadir.

Sperm DNA’sI herhangi bir onarim mekanizmasina sahip degildir. Somatik
hdcrelerinin aksine spermde olusabilecek DNA hasari embriyonel agidan daha
yikici sonuglara neden olmaktadir. Paternal genomun ekspresyonunun
gerceklesmeye basladigi andan itibaren kromozomal sapmalar sebebiyle,

dollenmede ve embriyo gelisiminde sorunlar ortaya ¢ikabilir (7).

Bu noktada onarim mekanizmasi olan oositi agiklamak gerekir ancak oositin
sperm DNA'’sinda tek zincir kiriklarini, ¢ift zincir kiriklarina gére daha kolay
onarabildigi bilinmektedir. Ancak onarim DNA hasari ¢ok genisse embriyo,

paternal DNA’nin tamamini degregasyona ugratabilir (8).

Sperm DNA’siI kromatinlerin yeniden sekillenmesi sirasinda topoizomeraz,

oksidatif stres ve apoptoz sebebiyle hasar ortaya gikartabilir.

Apoptotik hucre 1s1, radyasyon, kimyasal ve toksik maddeler gibi etkilesimlerle
olusabilir. Reaktif oksijen seviyesi fas proteininin ligandlara baglanmasini
tetikleyebilir ve hlicre apoptoza suruklenir. Semen parametresi normal

bireylerde %10’dan daha az bir seviyede ejekulatta atildigi gézlenir.
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Sertoloji hiicrelerinde apoptotik hicrelerin sayisi kontrol altinda tutulmahdir.
Round spermatid formlari sertoli hiicrelerinde meydana geldigini distinecek
olursak reaktif oksijen seviyesini sertoli hucreleri superoksit dismutaz, transferez
ve peroksidaz gibi enzimler varliginda surekli belirli bir seviyenin altinda
tutmaya calisir, bu hem hucresel bolunmelerin hem de apoptotik hicrelerin

kontrolunu saglar.

Sperm DNA fragmantasyonu sigara, radyasyon, kemoterapi, kimyasal maddeler
(bisfenol A, epoksi reginesi), 1si1, hava kirliligi, insektisit ve pestisitler (DDT),

|I6kospermi, varikosel, kanser gibi faktorler sebebiyle orataya ¢cikmaktadir.

Yardimci Greme tekniklerinde sperm dondurulmasi gibi iatrojenik etkiye sahip

islemler sperm DNA fragmantasyonunu arttirmaktadir.

2.4.1. Sperm DNA Fragmantasyonu Tespit Yontemleri

2.4.1.1. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End
Labeling (TUNEL)

Terminal deoksinukleotidil transferaz aracili dUTP etiketleme tayiniyle (TUNEL),
DNA'nin sarmalindaki kiriklarda dUTP’lerin baglanmasi temelli TdT enzimiyle
katalizlenen bir reaksiyondur. Enzim DNA sarmalinin hidroksi uglarina baglanir
ancak sarmalin hidroksi uglarini kapamasi enzimin tutunmasini engeller. Sperm
denaturasyonu gergeklesmeden bir tayin yontemidir. Ortalama 500-600
hicrenin sayildigi florasan i1sikta etiketlenerek spermlerin DNA

fragmantasyonunun tespit yontemidir.
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Sekil 6: TUNEL: Mavi spermler TUNEL negatif, yesil spermler TUNEL pozitif

DNA fragmantasyonunu gosterir (9)

24.1.2. COMET

Bir tek hiicre jel elektroforezidir. immotil sperm agaroz igerisine sabitlenip,
liziz’de elektroforeze birakilir. Negatif yukli DNA, pozitif yiklG uca dogru cekilir.
Sperm nukleusundan c¢ikan DNA iplikcikleri ile gelen sinyal ne kadar kuvvetliyse
DNA hasarida o derece fazladir. Ortalama 100 hucreyle bir analiz
tamamlanabilir. Sperm sayisi dusuk olgularda COMET analiz yonteminin

secilmesi uygun olacaktir.
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Sekil 7: COMET, A) DNA fragmantasyonu icermeyen spermler, B) YUlksek

seviyede DNA fragmantasyonu iceren spermler (10)

2.4.1.3. Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)

Akis sitometrik bir testtir. Denatlre olmus DNA in situ duyarlihdi l¢liimektedir.
Metakromatik olarak gruplanan DNA’lar mavi lazer isik altinda, kirmizi renkte
denatiire DNA, yesil 1sik normal DNA yapisini géstermektedir. Ortalama 15,000
sperm analiz edilir. Florasan isik altinda metakromatik boyanan hucreler kirmizi
ve yesil renklere gore gruplandirilip sayilir. P2 protamini gibi disik kondanse
yap! gOsteren veya seminal Ureme hucresi disindaki yapilarla bu kirmizi
renkteki denatire DNA orani yaniltici sonug verebilir. %15 altinda kirmizi renkte
boyanan denature DNA yapisi, iyi derecede sperm DNA yapisi butinlagunu
gosterir. %15-30 arasindaki kirmizi renkteki denatire DNA orani orta duzey
sperm DNA yapisi batanliguna gésterir. %30’dan buyudk kirmizi renkte boyanan
denature DNA yapisi, kotu sperm DNA yapisi butunligunu gosterir. DFI (DNA
Fragmentation Index) kavrami kirmizi renkteki denattire DNA orani ile
iliskilendirilir. HDS kavrami ise immatur spermatozoon’u temsil eder. HDS igin
%15 cut-off de@eri olarak belirlenmis bu dederin altinda az sayida immatur

hdcre, bu degerin Ustiinde ¢ok sayida immatur hicre oldugu sonucuna varilir.
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2.4.1.4. Acridine Orange Testi

Fikslenmis denatlire DNA'nin mikroskop altinda acridine orange ile boyanarak,
incelemede kirmizi; normal DNA buatunligune sahip spermlerin yesil renk
vermesi ile iligkilidir. Cut-off degeri %30’dur. Bu degerin Ustliinde yesil renk
veren sperm DNA batinltgu orani normaldir. SCSA’de kullanilan otomasyon
sistemlerinin analiz kabiliyeti, insan gdzuyle saymaya gore ¢ok daha yuksektir.
SCSA'den farkli olarak lam-lamel yuzey boyanmasi ve mikroskop altindaki
analizde farkl sonuglar ¢ikarabilmekte ayrica analizi yapan kiginin 6znelligine
dayal bir tespit yontemi oldugundan sonuglarin guvenilirligi SCSA yontemine

gore daha dusuktar.

Sekil 8: Sperm DNA fragmantasyonu tespiti igin Acridine Orange testi (11)
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2.4.1.5. Toluidine Blue Testi

Orthokromatik ve metakomatik bir boyama teknigidir. Sperm DNA’sInin
denaturasyonu ile sperm DNA’sina tutunan toluidine blue 1s1k mikroskobunda
analizine dayanan bir yontemdir. A¢ik mavi, mavi, mor menekse, pembe, koyu
mavi renkleri gosterir. Koyu mavi ve pembe renkler duzgun paketlenmemis
sperm DNA’sInin, sperm hucresinin bas kismina aldigi yuksek duzeyde
toluidine blue yuzinden kaynaklanir. Agik mavi, mavi ve mor menekse renkleri

normal DNA butunlugune sahip spermlerin gostergesidir.

Metakromatik mor boyama, sperm DNA’sinin agikta kalan fosfat gruplarina
toluidine blue’nun baglanmasiyla olugur. Metakromatik boyama, yuksek boya
konsantrasyonuyla spermin kot kromatin butinligunun gostergesidir (12).
Metakromatik boyama kooperatif boyama teknigi oldugundan bu testle sadece
ciddi orandaki DNA hasarlari ortaya ¢ikar (13). Ortokromatik mavi boyama,
dusuk boya konsantrasyonuyla kromatin Gzerindeki agiktaki fosfat gruplarina
erigilebilirligin az oldugu daha acik bir renk ile karakterizedir. YUksek oranda
paketlenmis kromatin veya katlantilar yaparak acgiktaki fosfat gruplarinin
erigilebilirliginin az oldugu sperm hucrelerinde agik mavi ve mavi tonlari daha

yuksek oranda gozlenmistir (14).

Denatire olmus sperm DNA’sini yiksek dogrulukta boyayan toluidine blue,
acridine orange yontemindeki denature DNA boyamasiyla r= 0.70 ve r= 0.67

P < 0.01 anlamhlik duzeyinde korele sonuglar vermistir (13). Ayrica SCSA ve
TUNEL yontemiyle r= 0.84 ve r= 0.80, P < 0.001 anlamlilik dizeyinde korele
sonuglar vermis, dogrulugu kanitlanmistir (14). SCSA, TUNEL, acridine orange
ve toluidine blue birbirleriyle yakin iligkili olsalar da ayni degillerdir. Toluidine
blue ile koyu tonlarda mor renkli sperm orani, SCSA’daki DFI’dan daha yuksek
ve bu iki testteki iki degerde TUNEL sonuglarindan daha ylksek ¢ikmistir.
Toluidine blue testi, SCSA ile dlgulen HDS ve DFI degerleri bakimindan toplam
normal olmayan kromatin konformasyonunu tespit etme kabiliyetine sahip
oldugu dikkati cekmektedir (14). Ancak periferik yaymalarda yapilan hatalar,

lam-lamel ylzey boya kalintisi, semen kalintilari analizde farkh sonuglar
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cikmasina neden olabilir. Analizi yapan kisinin 6znel bir degerlendirme yontemi
olabileceginden guvenilirligi SCSA ydntemine gére daha duguktar.

Sekil 9: Sperm DNA fragmantasyonu tespiti igin Toluidine Blue testi (15)

2.4.1.6. Sperm Chromatin Dispersion

Denature edilmis sperm DNA’sinin gekirdek proteinleri uzaklastirilip sulu agaroz
icerisindeki géruntisunin floresan mikroskobundaki analizi yontemidir.
Nukleotidler spermin gevresine yayilir. Bu bdlge halo bodlgesi olarak
isimlendirilir. Sperm DNA hasarinin yiksek oldugu durumlarda halo
bdlgesindeki yayillmalarda daha genis olacaktir. Mikroskop altinda ortalama 500
sperm analiz edilir. Diger testlerin aksine 6znellik tagsiyamayacak kadar 6zgin
bir testtir. Renk tayini gerektirmeksizin halo boélgelerinin genisligi ve sekli

temeline dayanmaktadir.
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Sekil 10: Sperm DNA fragmantasyonu tespiti icin Sperm Chromatin Dispersion
Testi, Sag Ust kdsedeki halo icermeyen sperm sperm DNA fragmantasyon
gOstergesi, halo bolgesinin genisledigi ortadaki spermler DNA fragmantasyonu

icermeyen spermlerdir (9)
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24.1.7. Acidic Aniline Blue

Lizin, arginin ve sistein acidic aniline blue ile boyanmasi ydontemidir. Lizin igin
reaksiyon gosteren bu boya, immatur spermin lizin seviyesindeki fazlalik
boyanin nufuz etmesiyle sonuglanir. Ancak matir spermler sistein ve arginin
bakimindan ylUksek, lizin seviyesi bakimindan dusuklerdir. Bu da boyanin daha
dusik oranda nufuz edeceginin ya da hi¢ nifuz etmeyeceginin gostergesidir.
Isik mikroskobuyla yapilan analizde ortalama 200 sperm sayilmasi yeterlidir.
Analizin saglikli olabilmesi i¢in eozin-Y gibi yardimci solUsyonlarin kullaniimasi,
boyanin nufuz etmedigi spermlerin tayininin yanlis yapilmasinin énine

gececektir.

(B)

Sekil 11: Sperm DNA fragmantasyonu tespiti igin Aniline Blue testi (15)
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2.5. SPERM DNA FRAGMANTASYONU iCIN SPERM HAZIRLAMA VE
SECIM TEKNIKLERI

IVF ve ICSl'da spermin seminal plazmandan ayrilabilmesi i¢cin ugulanmakta
olan swim-up ve dansite gradyent yontemlerindeki santrifujleme etkisiyle sperm
DNA'’sindaki fragmantasyon orani artabilmektedir. Santrifijlemenin defalarca
tekrarlanmasiyla sperm DNA yapisi ve butinligunu etkileyen reaktif oksijen
turleri (ROS) olugsmaktadir.

Swim-up yénteminin sperm DNA fragmantasyonu seviyesini disurmede etkili
oldugu saptanmistir (16, 17). Swim-up yéntemi ile dansite gradyent yontemi
kargilastirildiginda swim-up yontemiyle elde edilen spermin DNA butunlagu
oraninin daha yuksek oldugu saptanmigtir (18). Swim-up ve dansite gradyent
yontemlerinin birlikte yapildigi sperm hazirlama teknigi sayesinde sperm DNA

fragmantasyonu seviyesinin dustugu gozlemlenmistir (19).

Buna karsilik swim-up yontemiyle sperm bas morfolojisine,akrozomal bdlge
dizensizligine, dekondanse kromatine sahip immatir spermler elde
edilebilmektedir (20). Dansite gradyent bu zayif yanlari kargisinda swim-up
yonteminden daha Ustlin ancak, ardisik santrifijleme etkisiyle ROS olusumuna
neden olmaktadir. Yine de yapilan karsilastirmali analizde dansite gradyent
yonteminin sperm DNA fragmantasyonu seviyesini disturmede daha etkili

oldugu gosterilmistir (21).

Zeta Potential yonteminde, olgun bir sperm hicresi - 16 — 20 mV arasinda
negatif bir sperm membran ylUkune sahiptir. Santrifuj isleminin pozitif yuklu bir
tupte gercgeklestiridigi islemde, elektirik yukleri araciligiyla tip yuzeyine yapisan
negatif yukla, kaliteli spermler elde edilir. Bu yontemle matir sperm orani,
kondanse DNA butunlagu orani, sperm morfolojisi ve progresif motilite oranlari
yuksek spermler elde edilir. Oligozoospermik érnekler igin uygun bir yontem
degildir. Dansite gradyent ile zeta potential yonteminin birlikte yapilmasiyla
fertilizasyon ve gebelik oranlari istatistiksel agidan anlamli olacak sekilde artmis
ancak dansite gradyent yontemi ile zeta potential yontemi karsilastirildiginda
zeta potential yontemi daha ylksek gebelik oranlari vermis, bu fark istatistiksel

acidan anlamh degildir (22). Dansite gradyent ydntemi ve zeta yonteminin her
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ikisinde de islem sonrasi daha az sperm DNA fragmantasyonu saptanmis
ancak zeta yontemi, dansite gradyent yontemine gore daha da az sperm DNA
fragmantasyon orani ¢iktisi vermis ve daha fazla sayida sperm elde edilmistir
(22).

Manyetik destekli hicre siralama (Sperm Selection Using Magnetic Activated
Cell Sorting - MACS) sisteminde normal matir sperm hucreleri, apoptotik sperm
hicrelerinden ylksek oranda DNA batinliga sayesinde ayrilir. Manyetik
molekul ajan, apoptotik hucrelere baglanir. Manyetik molekuller annexin V ile
kaplidir. Sistem manyetik molekullerin manyetik bir kolandan gegiriimesiyle bu
manyetik kolona baglanan apoptotik hicrelerin ayirt edilmesini saglar. Manyetik
kolona tutunmamis spermler normal morfolojili ve disuk DNA fragmantasyon
oranina sahip spermlerdir. Normal morfolojili ve diisiik DNA fragmantasyon
oranina sahip spermler kolona yapismadigindan tampon bir ¢ozeltiyle yikanmak

suretiyle akarlar (23).

Elektroforez (Microflow) yonteminde mattr sperm hicresi sialik asit sayesinde
daha yuksek derecede negatif yukludur. Boyut ve membran yuku farkliliklarina
dayanarak, semendeki diger hucreleri anormal morfolojili ve immatir sperm
hlcrelerinden ayirmaktadir. Mikroakigkan odaciklarin disi elektrotlarla kapli igi
ise polikarbonat yapida bir membran iceren 5 ym kalinhginda bir yapidir. Bu
yapi semendeki epitel hicreleri ve I10kositleri elemektedir. Pozitif yuklu toplama
odasina dogru akis bu membrandan gegen sperm hucrelerinin 18-21 mV bir
voltaj ile eleme yoluyla seclimine dayanir (24). Toplama odasina protamin
icerigi normal seviyede, sperm DNA fragmantasyon orani daha az, ¢ok sayida

sperm geger (23).

Motil sperm organel morfoloji dederlendirmesi (Motile Sperm Organelle
Morphology Examination - MSOME) teknigi alti bin alti yaz kat (6600x)
buyutmede gerceklesir. ICSI yontemine gore dort yuz kat (400x) buyutmede
spermin bas, boyun, orta parga, esas parga ve son parga morfolojik defektlerini
saptamada daha hassastir. Nomarski optikleri kullanilarak ters faz kontrast
mikroskopta iglem gergeklestirilir. MSOME spermin akrozom, postakrozomal

bdlge, boyun, mitokondri, nukleus ve kuyruk bdlgelerinin ayrintisini dort yiz kat
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(400x) buyutmeye gore daha ayrintili bicimde ortaya koymakta, ICSI yontemini
geligtirici bir etki saglamaktadir. MSOME teknigi kullanilarak yapilan bir
arastirmada oligozoospermik grupta mitokondriyal aktivitenin zayif olmasi,
kromatin dekondansasyonu, sperm andploidileri ile iligkili oldugunu ancak bu
grupta MSOME ile tek bir hareketli sperm igin yapilan segimde bu
parametrelerin, segim yapilmayan sperm hucrelerine gore daha kaliteli
oldugunu gostermigtir (25). ICSI'da enjekte edilen spermin ger¢gek zamanli
olarak MSOME degerlendirmesiyle segilmesi ve bu spermin kullaniimasi,
intrasitoplazmik morfolojik olarak secilmis sperm enjeksiyonu (Intracytoplasmic

Morphologically-Selected Sperm Injection - IMSI) olarak adlandiriimistir (26).

Cift kirlma (Birefringence) yontemine gore 1sik akrozomal bolgeden gegerken
protoplazmada ¢ift kirllima ugrar. Protoplazmanin ve protein filamanlarinin
durumuna gore kismi veya tim cift kirllma gerceklesmektedir. Kismi ¢ift kirilma
akrozom reaksiyonu gergirmemis bir sperm ile iligkilidir ve akrozom
reaksiyonuna girmis bir spermi akrozom reaksiyonuna girmemis spermden ayirt
etmek igin kullanilmistir (27, 28). Kismi ¢ift kirilma, tim c¢ift kirilma ile
karsilastirildiginda sperm DNA fragmantasyonu orani anlamli decede disuk
ctkmistir (29).

Mikroakigkanlar (Microfluidics), spermleri kanallar sisteminden gegirerek
morfolojik ve progresif motilitelerine gore ayirt edilmesine dayali bir tekniktir.
Polydimethylsiloxane (PDMS) polimerler yapili kanallar sistemidir. Mikroakiskan
cihaz ve swim-up yontemiyle yapilan bir calismada sperm DNA fragmantasyon
orani mikroakigkan sistemde %8,4 iken swim-up yénteminde %16,4 ¢gikmistir
(30).
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2.5.1. intrasitoplazmik Morfolojik Olarak Segilmis Sperm
Enjeksiyonu (Intracytoplasmic Morphologically Selected
Sperm injection - IMSI)

IMSI ile sperm eldesi, morfolojik olarak spermlerin segcilim kriterlerine gore en iyi
kalitedeki sperm hucresini oositle birlestirme esasina dayanir. IMSI ile spermin
nakleer vakuollerinin saptanmasi ve spermin kalitesinin skorlanmasi esasina
dayanarak yapilan bir calismada, blastokist donemi embriyolarin gelisiminde
onemli 6lclide negatif etki yapan nikleer vakuollerin saptanmasinda yardimci
oldugu saptanmistir. Blastokist formasyonundaki embriyolar i¢in grade 1 ve
grade 2 kalitesindeki spermlerle gergeklestirilen IMSI, grade 3 ve grade 4
kalitesindeki spermlerle gerceklestirilen IMSI gruplarina gore istatistiksel agidan
0,001 anlamlihik dizeyinde anlamlidir ve daha fazla oranda blastokist embriyo
gelistirmistir (31).

Sperm bas morfolojisini, tasidiklari vakuol sayisini ve vakuol blyukltklerini esas
alan bir skorlama geligtirilmistir (31). Buna gore:

Grade 1: Sperm bas morfolojisi normal form, vakuol icermeyen spermlerdir.

Grade 2: Sperm bas morfolojisi normal form, 2 veya daha az sayida kiguk

vakuoller iceren spermlerdir.

Grade 3: Sperm bas morfolojisi normal form, 2’den fazla sayida kiguk vakuoller

iceren veya 1 adet buyuk vakuol iceren spermlerdir.

Grade 4: BuyUk bir vakuol, anormal sperm bas morfolojisi veya diger defektler

iceren spermlerdir.

Sperm bas bolgesindeki vakuolizasyonlar sperm DNA fragmantasyonun bir
gostergesidir ve embriyo gelisimini negatif yonde etkilemektedir (25). Sistematik
bir calisma ile ICSI ve IMSI'yi karsilastiran meta-analizde IMSI'nin Kklinik

sonuglar agisindan daha basarili sonuglar ortaya koydugunu gostermistir (32).

IMSI’da mikroskobik degerlendirme kriterleri spermin akrozom, postakrozomal
lamina, boyun, mitokondri, kuyruk ana pargasi ya da flagellum ve nikleus

kisimlarinin incelenmesine dayalidir (33). Buna gore:
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Sperm bas morfolojisi: Kliguk oval, buyuk oval, 2.9 ym’den dar, 3.7 ym’den
genis, 4.2 ym’den kisa, bolgesel bozukluklar

Akrozomal bdlge: Yoklugu, kismi olusu, kabarcikli olusu (prizsuz bir ylizeye

sahip olmamasi)
Postakrozomal lamina: Yoklugu, kabarcikli olmasi
Kromatin igerigi: Nukleer alanin %4’ten daha az bir kisminin vakuol icermesi

Sperm kuyruk morfolojisi: Eksiklik, sarmal, kirik, birden ¢ok sayida kuyruk

icermesi, kisa, kit olmasi
Sperm boyun morfolojisi: Abaksiyal olusum, diizensizlik, sitoplazmik droplet
Mitokondri: Eksiklik, kismi olusu, dizensizlik

6600x ‘lik toplam buyltme = mikroskop buyutmesi (150x) X video ¢ogaltici
blyltmesi (0.99x) X video buyutmesi (44.45x) sonucunda agiga gikar (34).

Sekil 12: a) DUsuk buylitme, b-d)YlUksek buylitme, c) Sperm bas morfolojisi ve
vakuollerin varliginin ayrintili gérintulenmesi, d) Vakuol icermeyen bir sperm
hicresi (33)
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2.6. SEMEN PARAMETRELERI

2.6.1. Semen Hacmi

Semen ejekilasyonla atildiktan sonra yodun bir yapida olup vezikula
seminalis’ten gelen ve prostattan salgilanan sivilari icermektedir. Semen
ejekllasyonla atilirken ki ilk kisim prostat sivisiyla gevrili sperm hucrelerini
icerir. Semenin glandula bulbo-Uretralis ve epididimden gelen sivilarida icerdegi
bilinmektedir. Semen hacmi igin cut-off degeri Diinya Saglik Orgiiti’niin 2010

standartlarina gére 1,5 ml’dir.

Toplam semen hacmini dereceli serolojik pipetlerle dlgmek mumkuindur, ancak
bu yontemle semenin tamaminin serlojik pipet igerisine alinmasi mumkun
olmadigindan 0,1-0,2 ml yaniima payi ile sonug verebilir. Bunun yaninda semen
kabinin darasi alinip, hastanin ejektlasyondan sonraki brit kitlesinin tekrar
hesaplandiktan sonra semenin net kitlesininde raporlanmasi Dinya Saglik
Orglitii 2010 standartlarina gére mumkiindir. Semenin 6zkitlesi ve kitlesinden

hacmine gegis yapilabilir.

2.6.2. Semen pH’si

Yardimci ireme bezlerinden gelen sivilarin olusturdugu asidik ve alkali sivilar
pH=7,2 duzeyinde deger verir. Analiz yapilirken heterojen yapidaki semenin
homejenize edilmesi ve pH Olgimunun daha sonra yapilmasi sonucun

dogrulugu agisindan énemlidir.

2.6.3. Sperm Motilitesi

Sperm motilitesi, erkek yasi, cinsel perhiz suresi, testislerin maruz kaldigi dis
faktorler (1s1, radyasyon, kimyasal maruziyet) tarafindan etkilenebildigi gibi
semenin asitlik-baziklik derecesi, ortam isisi gibi faktorler etki etmektedir.
Spermin elde edilme yontemi dogrudan, muhafaza kosullari (ortam 1sisi,
saklandigi kabin toksisitesi, pH’si) spermin motilitesine dolayl yoldan etki eden

faktorler arasindadir.
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Semen analizinde, ejekulatin semen kabina alindiktan sonra dis ortamla
maruziyetinin kesilip, herhangi bir kontaminasyon olmadan likefaksiyon 37°C’de
inkibe edilmesi gerekmektedir. Likefaksiyon ortalama 15 dakika iceresinde
gergeklesir, bu surenin ardindan en fazla 30 dakika igerisinde semen analizinin
ve semen motilitesinin tayininin yapiimis olmasi gerekmektedir. Artan surelerde
semen pH’si ve Isiya bagli etkenlerden sperm motilitesi dugsecektir. Sperm
motilitesinin analizi igin 10 ul’lik bir semenin lam-lamel arasi 11k mikroskobu
veya tercihen faz-kontrast mikroskobunda incelenmesi gerekmektedir.
Mikroskobun tablasinin sicakligida analizi etkileyecek faktorler arasindadir.
Tablanin 27-37°C arasinda oldugundan emin olunmalidir. Mikroskobik
incelemede en az 5 ile 10 lam-lamel goruntu alanini degerlendirilmesi,
degerlendirmede aglutinasyon, agregasyon gibi parametrelerin raporlanmasi,
en az 200 spermin degerlendirmeye alinmig olmasi gerekir. Mikroskobik
alanlardan incelemeye alinan bolgenin tekrar degerlendiriimemesi igin lam-
lamel yuzeyinin degisik bolgelerinin degerlendiriimesi dogru bir analiz igin

oldukca 6nemlidir.

Degerlendirmede lam-lamel ylzeyinin ve mikroskobik yakinlasmanin
derecesinde 6nemlidir. Dort yuz kat (x400) buyutmede inceleme yapilabilir.
Lam-lamel derinlik hesabinda ise 20 pl'lik derinlik igin 22x22 mm lamel

kullaniimasi ve 10 ul semen damlatiimasi gerekmektedir.

Sperm motilitesini hesaplamada yardimci araglardan makler kamarasinda
kullaniimaktadir. Makler ylzeyinde bir satir veya sutunda toplam 10 karede

sperm motilitesi analizi yapilmali ve raporlanmalidir.
Sperm motilitesi analizinde kullanilan siniflandirma:

+4 Motilite: Dogrusal bir hat boyunca, hizli hareket gosteren

spermatozoonlardir.

+3 Motilite: Dogrusal bir hat boyunca progresyon gosteren ancak +4 motiliteli
gruba gore daha yavas veya dogrusal bir hat boyunca hareket etmeyen

spermatozoonlardir.

+2 Motilite: Yerinde hareketlilik gosteren spermatozoonlardir.



+1 Motilite: Hareketsiz spermatozoonlar bu grupta yer alir.

Diinya Saglk Orguti’'niin 2010 standartlarina gére sperm motilitesi cut-off

degeri %40'tir. ileri hareketlilik iginse cut-off degeri %32'dir.

lleri hareketlilik A+B yani +4 ve +3 motiliteye sahip spermatozoonlarin

toplanmasiyla elde edilir.

Toplam sperm motilitesi ise A+B+C yani +4,+3 ve +2 motiliteye sahip

spermatozoonlarin toplanmasiyla elde edilir.

29
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2.6.4. Sperm Morfolojisi

Sperm morfolojisi normal bir spermin sperm basi 4-5 ym uzunlugunda ve 3-4
pMm genisliginde oval, sperm basinin hatlari duzgun bir sekilde olmalidir.
Flagellum ortalama 50 um uzunlugunda olmali ve bu yapinin boyun, orta parga,

esas parcga, son parca kisimlarinin defekt icermemesi gerekmektedir.

RERERE R
YT -
RS R A

Sekil 13: Sperm anomalileri: A) Round bas, akrozom yok, B) Kiglk akrozom, C)
Elonge bas, D) Megalo bas, E) Kugluk bas, F) Pinhead, G) Vakuol iceren bas,
H) Amorf bas, 1) Cift bas, J) Serbest bas, K) Amorf bas, L) Kirik boyun,



31

M) Kivrik kuyruk, N) Cift kuyruk, O) Abaksiyal kuyruk eki, P) Coklu defekt, Q)
immatiir germ hiicresi, R) Elonge spermatid, S) Proksimal sitoplazmik droplet,
T) Distal sitoplazmik droplet (35)

Sperm bas anomalileri: Makrosefal bas (buyuk bas), kiiguk bas, tapered (uzun)
bas, round spem bas anomalisi, amorf bag, akrozomal bdlge %40’tan alani
kapsiyorsa, akrozomal bolge sperm basinin %70’inden buyUk bir alani
kapsiyorsa, diadem defektleri (vakuoller), dizgln olmayan sperm bas bdlgesi

sinirlari, piriform bas, igne uglu (pinhead), ¢ift bas.

Sperm boyun ve orta par¢ca anomalileri: Boyun bolgesindeki sinirlari duzgun
olmayan, uzun veya kisa orta parga, abaksiyal olarak bas bodlgesine baglanma,
bukik ve agili olmasi, kruger kriterlerinde ortalama kalinligi 1 um olarak
belirlenmis degerin Ustundeki ve altindaki degerler, boyun bodlgesindeki
sitoplazmik tagmalar (sitoplazmik dropletler), sperm basinin %50’sinden daha

fazla kalinhktaki orta parga bolgesi, kuyruksuz spermler.

Sperm kuyruk anomalileri: Kivrik kuyruk, uzun ve kisa kuyruk, birden fazla
sayida kuyruk iceren spermler (gift, Uglu), bukuk ve acili kuyruk, kit kuyruk,

terminal droplet.

Sperm morfoloji testi Papanicolaou, Shorr, SPERMAC ve Diff-Quik boyalari
kullanilarak yapilabilir. Sperm morfoloji testi igin en ideal boya
Papanicolaou’dur. Akrozomal bolge boyanmasini en iyi sekilde ortaya
koymaktadir. Diff-Quik, Papanicolaou’ya gére boyama isleminin daha kisa

surmesi yuzunden tercih edilebilir.

2.6.5. Sperm Konsantrasyonu

Sperm sayisinin mililitre basina sayisi ve toplam ejekulattaki sayisinin tayini
semen analizinde dnemlidir. Sperm konsantrasyonu tayininde hemositometre,
Makler kamarasi ve tek kullanimlik sayim kamaralari kullaniimaktadir. Spermin
sayisi ornegin likefaksiyon durumu, sayim iglemi sirasinda 1s1ga maruz kaldigi
bdlge, homejenizasyon, sayim kamarasina yukleme prosedurinin dogrulugu

gibi faktorler sperm sayiminin dogrulugunu etkilemektedir. Makler gibi sperm
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sayim kamarasinin sperm seyreltmesine gerek olmaksizin sayma iglemine
gegilebilir, katman olusmadan spermlerin ¢ift sayiminin dntine gecilebilmesi,
sperm motilitesinin tayini, tekrar kullanilabilmesi ve temizliginin pratik olusu
sebebiyle tercih edilmektedir. Diinya Saglik Orgiiti’niin 2010 laboratuvar el

kitabinda sperm sayisi cut-off degeri <15 milyon / ml olarak belirlenmistir.

Hemositometrenin derinliginden on kat daha dar olan Makler sayim
kamarasinda (10 mikron), 0,1 x0,1 mm’lik 100 tane kare bulunmaktadir.
Homojenizasyon ve likefaksiyon islemi tamamlanmis ejekulattan 10 pl alinarak
sayim kamarasinin igerisine yerlestirilir ve mikroskobik incelemesi x20’lik
objektifle gergeklestirilir. Dikey veya yatay 10 karedeki spermler sayilir ve
milyon/ml sayisi olarak sonug raporlanir. Sayim yapilirken islemin kisa strede
gerceklestiriimesi, spermlerin mikroskop 1s1ginin oldugu boélgede toplanmasi
yuzinden yaniltici sonug verebilecedinden 6nemlidir. Sayim kamarasinin

sicakligida 27 - 37°C araliginda olmahdir.
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2.6.6.  Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Semen Paremetreleri Referans
Degerlerinin Yillara Gore Degisimi

Tablo 1: DSO Semen Paremetreleri Referans Degerlerinin Yillara Gore
Degisimi (36)

- DSO DSO DSO DSO
SEMEN PARAMETRELERI 1987 1992 1999 2010
Hacim (mL) =2 22 22 =215
6
Sperm Konsantrasyonu (10 > 20 > 20 > 20 > 15
/mL)

Toplam Sperm Sayisi (10°) =40 240 > 40 > 39
Toplam Motilite (%) =50 =50 =50 =40
Progresif Motilite (%) =25 =225(a) | 225(a) 232
- - - (a+b)

Canlilik (%) =50 275 275 > 58

Morfoloji (%) =50 = 30 =14 >4
Lokosit Sayisi (106 /mL) <1.0 <1.0 <1.0 <1.0

2.7. FERTILIiZASYON

Fertilizasyon, sperm ve oositin nukleer materyal ve sitoplazmalarinin
birlesmesidir. Tuba uterina’nin ampulla bolgesinde gerceklesen ddllenme
oncesinde sperm bir kapasite olmalidir. Kapasite olmamig bir sperm, oosit
membraniyla kaynasamaz ve dollenme gergeklestiremez. Spermatogenesis’de
epididimiste spermlerin spermlerin kapasite olmalari baskilanir. Ancak kadinin
servikal mukus tabakasiyla karsilastiginda tirozin fosforilasyonu, membran iyon
degisikligi, aktif motilitenin desteklenmesi gibi degisiklikler gegirir. Akrozom

reaksiyonu, spermin dis akrozomal membraninin plazma zariyla birleserek
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akrozin, esteraz, néraminidaz enzimlerinin zona pellucida’ya gégudur. Akrozom
reaksiyonu sadece Ca?* varliginda gerceklesir. Motil spermlerin kiimliis
hicreleri arasinda daha kolay ve hizli ilerleyebilmesi, zona pellucida ve oosit
membranina ulagabilmesi icin hiperaktivasyon gecirir. Fertilizasyonda, sperm ve
oosit membranlari arasinda fertilin-integrin kompleksi seklinde birbirine tutunma
gercgeklesir. Daha sonra oosit, spermlerin tutunmasini ve penetrasyonuna
engel olmak igin kortikal ve zona reaksiyonlari gegirir. Zona pellucida’nin

glikoprotein yapisi enzimler araciligiyla ZP2 ve ZP3 proteinlerini uzaklastirir.

2.7.1. Zona Pellucida’ya Baglanma

Motil bir sperm hiicresi, oositin kimulUs hicre tabakasini gegerek oositin
oolemmasina ulasabilmesi i¢in zona pellucida tabakasina postakrozomal

bdlgeden yapismasi gerekmektedir.

Sperm akrozom reaksiyonunu zona pellucida tabakasina baglandiktan sonra
gecirir. Zona pellucida’nin glikoprotein yapisi, spermin akrozom reaksiyonunu
aktive eder. Zona pellucida tabakasi Uzerinde ZP3 proteinlerinin yapisi, spermin
akrozom reaksiyonunu uyarir ve sperm akrozomal enzimlerini zona pellucida

uzerine bosaltir, birincil baglanmayi boylece tamamlar.

ikincil baglanma ise zona pellucida’nin glikoprotein yapisinda yer alan ZP2
proteinine baglanan spermlerin, akrozomal aktivasyon yani sira akrozom

membrani ve enzimleriyle iligkisini belirtir.

Zona pellucida sperm morfolojisi seciminde rol oynar. Sperm morfolojisi normal

olmayan spermler zona pellucida’nin ZP2 gibi baglanma noktalarina ulasamaz.

Ca?* osilasyonu varliginda akrozom reaksiyonlarini ve hiperaktivasyonlarini
tamamlamis spermler flagellumlarinda guglu bir itme kuvveti kazanir ve bu

kuvvet sayesinde zona pellucida’ya penetre olur.
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2.7.2.  Sperm - Oosit iligkisi

Zona pellucida ile oosit membrani arasindaki alan perivitellin bosluktur.
Spermatozoon zona pellucida ve oosit membranini teget bigimde gecer.
Kapasitasyonunu tamamlamis bir sperm akrozom reaksiyonu gegirir ancak bu

sayede zona pellucida’ya baglanma ve fizyon gergeklesir.

Sperm oosit membraniyla yuzey iligkisi kurar. Metafaz 2 bir oositte, metafaz
plaginin ¢gevresinde olmamak kaydiyla sperm oosit membrani baglantisi
gerceklesir. Benzer sekilde intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(Intracytoplasmic Sperm Injection - ICSI) isleminde, oositin kutup cisimciginin
saat 12 yonunde tutulmasi, metafaz plaginin kutup cisimcigi ¢gevresinde
bulundugunun éngdrualmesi ve bu plaga zarar vermeden islemin
gerceklestiriimesi temeline dayanir. Sperm oosit membranina ekvatoryal-
postakrozomal bolgeden baglanir. Membranlarin birbirine kaynagsmasindan
sonra spermin nukleer ve sitoplazmik materyali oositinkiyle birlegir, bu
birlesmede oositin aktin ve miyoz fibrinleri etkilidir. Sitoplazmanin iginde immotil

olan spermin, pasif yolla hareketiyle kromatin sitoplazmada dagilir.

Sitoplazmik ve nukleer birlesmenin yaninda hicre membranlarida birbirine
karigir. Spermin oositin oolemmasina tutundugu boélgede spermin akrozomal

membrani bu bolgede kalir.

Spermatozoon flagellumunun orta pargasi aksonemi igerir. Flagellumda aksiyal
lifin aksonu tim yapi1 boyunca uzanir. Aksonun kendisi, iki merkezi filamentin
etrafinda radyal olarak dizenlenmis dokuz cift mikrotibullden olusur.
Mikrotubdller gevresindeki fibrillerin dis periferi mitokondrilerle kaplidir. Spermin
oosite fuzyonu sirasinda postakrozomal membran, nikleer materyal,
sitoplazmik organeller tamami alinirken sperm flagellumunun bir kismi veya
tamami sitoplazma igerisine girer. Paternal kaynakli mitokondrionlar oosit

sitoplazmasi tarafindan yok edilir.
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2.7.3. Kortikal Reaksiyon

Oosit sitoplazmasina ¢oklu sperm girisini dnleyebilmek igin, fertilizasyondan
sonra kortikal granuller aktif taginmayla disari salinir ve kortikal reaksiyon
gerceklesir. Kortikal granuller, spermin zona pellucida’yl asip perivitellin araligi
gecerek oolemma ile birlestigi noktadan itibaren oolemma ile birlegserek icerigini

perivitellin boslugu birakir.

Memelilerde kortikal reaksiyon fertilizasyondan bagimsiz olarak immatuar
oositlerde ¢oklu sperm girigsine engel olmak igin engel olusturur. Bu bir koruma

mekanizmasidir ve sperm immatur oosit i¢erisine girmeden gergeklesir.

Ca?* osilasyonu, endoplazmik retikilum araciligiyla gergeklesir. Inozitol trifosfat

(IP3) sayesinde fertilizasyondan sonra hiicre i¢i Ca®* orani artis gosterir. Protein
kinaz C, fosforilasyonla oosit aktivasyonunu saglar. Kalsiyum osilasyonunda ve
Protein kinaz C’nin fosforilasyonunda fosfolipaz C¢ (zeta) oldukga 6nemli bir rol

oynar.

2.7.4. Zona Reaksiyonu

Kortikal reaksiyon zona reaksiyonunu tetikler. Perivitellin araliktaki korikal
enzimler beta-1,4-Galactosyltransferase (GalTase) noktalarini yok eder. ZP3
proteinlerinin inaktivasyonu bu yolla gerceklesir. Kortikal enzimler ayrica ZP2

proteinini ayristirir ve baglanti noktasi kaybolur.

Kortikal graniiller endolazmik retikilumdan Ca?* osilasyonuyla aktif tagsinmayla
perivitellin araliga salgilanmasi ve ikinci mayoz bolinmenin tamamlanmasi

oositin aktive oldugunun birincil gostergesidir.

2.7.5. Pronukleuslarin Geligimi

Paternal kaynakli pronukleus sperm nukleus zari erimesi ve bunu takiben
sperm kromatin dekondensasyonu, pronukleus zarinin olusumu agamalarini
gegirir. Sperm kromatinin vezikller yapida dekondense olur ve oosit

sitoplazmasi iginde yayilir.
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Cekirdek zari icermeyen canli turlerinde zarin yikimi ve yapimi gerekli

olmaksizin fertilizasyon gergeklesmektedir.

Nukleus, spermatidden izole edilerek paternal pronukleusun gézlemlenebilmesi
mumkunddr. ICSl ile sperm nikleer membran dogrudan, membran yikilmadan

enjekte edilir.

Spermin nukleer materyali histon ve protamin yapisi sikica paketlenmistir. P1
ve P2 protaminlerinden olusan nukleer yapi protaminin daha yogun yapisi

sebebiyle dis mutajenlere kargi kapalidir.

Vezikuler yapida dekondense olan sperm kromatini oosit i¢ine yayilir ve

endopazmik retikulum ile sarilir. Paternal kaynakli pronukleus bu sekilde olusur.

Maternal kaynakli pronukleus, kardes kromatidler ayrilarak oosit sitoplazmasi
icinde zit kutuplara dagildig1 anafaz 2 evresinde daginik halde bulunurken,
kromozomlar vezikuller yapilar igerisine alarak birlesmesiyle pronukleusu

olusturur.

Sentrozomlarin asterleri ve mikrotlbul yapisi pronikleuslarin konumlarinin
belirlenmesinde etkin bir rol alir. Paternal kaynakli prontkleus ve maternal
kaynakli pronukleusu aster mikrotlbul yapisi merkeze iter. Uygun bir gelisimde
esit bayuklukte ve merkezi konumda bulunan pronukleuslar, yapilacak
transferin belirlenmesinde ve andploidinin 6ngoérilmesinde 6nem arz eder.
Paternal kaynakli pronukleusun asterlerle itiimeden dnceki penetrasyon yolu,
spermin oosite giris yaptigi bolgeden itibaren, kopulasyon yolu ise maternal

pronlkleusla merkezi konumda kargilasmasini ifade eder.

Merkezi maternal ve paternal pronukleuslarin, prontkleer membranlarin
eriyerek ¢ekirdekgiklerin kaynasmasi ve pronukleuslarin birlesmesi singami

olarak tanimlanir.
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2.8. EMBRIYO GELIiSimi

Tuba uterina’nin ampulla bélgesinde dollenme gergeklestikten sonra zigot silli
epitel yardimiyla uterusa dogru hareket eder. Bu yolculuk boyunca hucresel
bdlinme dizeyinde degisim gegiren embriyo, hacminde bir blyume
gozlenmezken arka arkaya iki, dort, sekiz ve on alti hucre olmak Uzere hucreler
meydana getirir, her bir hlcreye blastomer adi verilir. Blastomerler, totipotent
kok hucrelerdir. Blastokist bir embriyo endometriyum i¢ yuzeyine implante
olmak i¢in hatching blastokist formuna gecger ve zone pellucida’dan ayrilan

embriyo endometriyuma implante olur.

Hucresel duzeyde bolinmede mitotik bolinmenin kontroli 6nem tagir. DNA
replikasyonu igin gerekli hucresel organellerin, RNA ve proteinlerin sentezinin
gerceklestigi evre G1 evresidir. Protein sentezinin G1 evresine gore sentez hizi
en ust duzeye ¢cikmig, histon ve nukleoproteinler DNA yapisina katilip DNA
replikasyonu gerceklesmis oldugu ve sentriollerin sayisinin iki katina ¢iktigi evre
S evresidir. G2 evresinde protein ve RNA sentezinin devam ettigi ve tubilin
proteinin ve MPF (Maturation Promoting Factor) sentezlendigi evredir. M
evresinde kromatinin kondansasyonu ve dekondansasyonu gergeklesir.
Karyokinez ve sitokinez birbirini takip eden bolunmelerle ger¢ceklesmeye devam

eder.

2.8.1. Klivaj

Zigot, karyokinez ve sitokinez sonrasinda birbirine egit buyuklukte iki htcre
olusturur ve bu hucreler blastomer olarak isimlendirilir. Blastomerlerin
blayuklugu, genetik materyalin paylagimi dizgun bigimde gergeklesmediginde
anormal kromozom sayisina sahip ¢oklu gekirdek igeren blastomerler
g6zlemlenebilir ve bu embriyolar transfer icin uygun degildir. Hicre bolinmesi
once iki hucre daha sonra bu iki hucrenin tekrar bolunmesiyle dort hucre
olusturur. Her hicre bolinmesinde sitoplazmik materyal, kromozomlar ve
organeller paylasildidi igin blastomer hacimlerinde de bir kiigllme ancak
blayuklUklerin birbirine esit olmasi beklenir. Blastomerlerin sayisi, hacmi,

morfolojisi ve intraselller sitoplazmik fragmantasyon gibi parametreler
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embriyonel secilimde skorlama parametreleridir. Transfer 6ncesinde embriyonel
secilim implantasyon bagarisini arttiracagindan dogru embriyonun segilmesi
onem tasimaktadir. Sitoplazma ve karyokinez her bir blastomer igin gergeklesir,
blastomer sayisi her bolinmede iki katina gikan embriyolar eszamanl bir
bdlinme gecirir. Buna karsilik hiicresel bélinme eszamanli bir bigcimde
gerceklesmek yerine mitozun farkli zamanlarda gergeklesmesine bagli olarak
embriyo ikinci ginde Ug¢ blastomer, GUglincu gunde de alti, yedi blastomerde

icerebilir. Hucresel bolinmeyi bu dizeyde gegiren embriyolar ise eszamanl

bolinmeyen embriyolardir.

Sekil 14: A) 2PN olusumu, B) 2 hcre klivaj embriyosu, C) 3 hucre klivaj
embriyosu, D) 4 hiicre klivaj embriyosu, E) 5 hiicre klivaj embriyosu, F) 8 hlcre
klivaj embriyosu

Perivitellin araliktaki sitoplazmik fragmantasyon, hicrenin toplam hacmindeki
oranina bakilarak belirlenir ve bir oran seklinde ifade edilir. Blastomer

morfolojisinin kontrolliinde blastomer sekli, cok ¢ekirdekli olup olmamasi
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perivitellin araliktaki sitoplazmik fragmantasyon sebebiyle yapilan skorlamayi

zorlastirabilmektedir.

Embriyolarin fragmantasyon igerip icermemesi ve fragmantasyon oraninin
artmasina bagli olarak, gebelik oranlari ile korelasyonunu igeren birgok calisma
yapilmistir. Fragmante olmayan embriyolarin, fragmante embriyolara gore

transferiyle daha ylksek gebelik oranlari saglandidi gosterilmistir (37-39).

Kromozomal anomaliler ile fragmante embriyolar arasinda iligki incelendiginde
ileri yas kadin gruplarinda fragmantasyon oraninin yuksek oldugu embriyolarda

poliploidi ve mozaisizm orani artmaktadir (40-42).

Ik Klivaj degerlendirmesi IVF veya ICSI'dan 24-28 saat sonra yapilmalidir (43-
45). lIk klivaj degerlendirmesinde dustik kalitede siniflanmig bir embriyo,
transfer guntinde iyi bir gelisim kalitesine gelmis olsa dahi disuk implantasyon
oranlari gostermiglerdir (44, 46, 47). Klivaj degerlendirmesinde diger embriyo
kontrolleri 40-44. saat ve 64-68 saatlerinde yapiimalhdir (48-50).

Klivaj embriyolari skorlamasinda 3 karakterli bir siniflama yontemi
bulunmaktadir (51).

e Birinci karakter embriyonun igerdigi blastomer sayisini (sayi olarak)
e ikinci karakter blastomer morfolojisini (harf olarak)
A- Simetrik Blastomer
B- Simetrik Olmayan Blastomerler
C- Sitoplazma defektine sahip blastomerler
e Uclincu karakter embriyonun fragmantasyon oranini (sayi olarak)
1- Fragmantasyon icermeyen embriyo
2- Fragmantasyon orani %20’den az embriyo
3- Fragmantasyon orani %20-50 arasindaki embriyo

4- Fragmantasyon orani %50’den fazla embriyo

Bu kriterlere gore 4B2, 8A1 gibi skorlama yapilabilmektedir.
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Ugtincti glin embriyo skorlamasini blastomerlerin durumu ve embriyo
fragmantasyon oranlarina gore sayi cinsinden puanlama yaparak inceleyen bir

baska sistem bulunmaktadir (48).

1. Blastomerler esit buyuklUkte

2. Kompaktlagsma belirtileri gostermesi

3. Blastomerlerin perivitellin araliktaki boslugu oldukc¢a az birakarak
genislemesi (zona pellucida’ya degmesi)

4. Blastomerlerin sitoplazmalarinin vakuol icermemesi

5. Sitoplazmik gukurlarin varhigi
Fragmantasyon igin:
FP-1: Tek bir blastomer ile birlikte minimum seviyede fragmantasyon

FP-2: Sitoplazmik fragmantasyonun bir kisminin perivitellin araliktaki

lokalizasyonu
FP-3: Embriyonun kavitesinde ve perivitellin aralikta dagiimis fragmantasyon

FP-4: Tek bir blastomer buyukligunde dagilmis fragmantasyon pargalari ve

simetrik olmayan blastomer buyuklukleri

FP-5: Fragmantasyonun neredeyse embriyonun tamamina yayilmig olmasi ve

blastomerlerin ayirt edilemeyisi

3.Gun Embriyo Kalitesi Skoru = Blastomerlerin sayisi — 2 (eger FP>2) + 0,4 x n

(n=Blastomer Morfolojisi Skoru)

Ugtincti glin embriyolari igin diger bir siniflama bes farkli gelisim kademesinde

blastomer ve embriyo fragmantasyon oranini birlikte degerlendirmigtir (52).

Grade 1: Embriyo blastomerleri egit buyukltktedir ve fragmantasyon

icermemektedir.

Grade 2: Embriyo blastomerleri esit buyukluktedir ve dusuk oranda

fragmantasyon icermektedir.

Grade 3: Embriyo blastomerlerinin buyukligu farkli ancak bu fark ¢ok belirgin

degildir. Fragmantasyon orani az veya hi¢ yoktur.
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Grade 4: Embriyo blastomerleri esit veya esit olmayan buyukluktedir.

Fragmantasyon orani oldukga yuksektir.

Grade 5: : Embriyo blastomerleri herhangi bir boyuttadir. Cok fazla oranda ya

da embriyonun tamamini kaplamig fragmantasyona sahiptir.

Embriyonel gelisimleri 16-18 saat, 25-27 saat ve 64-67 saat araliklarinda
degerlendiren ve bu gelisim kademelerinde her bir agamadaki durumu ayri
olarak puanliyan ve bu puanlarla toplam bir skor hesaplayan yontem mevcuttur
(43). Toplamda en fazla 100 puan Uzerinden olmak Uzere gelistirilen bir

skorlama sistemidir. Buna gore:

e 16-18 saat araliginda nikleuslarin belirli bir aksiyal eksen Uzerinde
hizalanmis ise: 20 puan
e 25-27 saat araliginda:
» Blastomerlerin bolinmesi dizenli ve simetrikse: 30 puan
Fragmantasyon igin:
* Fragmantasyon yok ise: 30 puan
* Fragmantasyon %20’den az ise: 25 puan
* Fragmantasyon %20’den ¢ok ise: 0 puan
e 64-67 saat araliginda blastomer sayisi:
*+ 7vegrade 1, 8 ve grade 1, 8 ve grade 2, 9 ve grade 1 ise: 20
puan
« 7 vegrade 2, 9 ve grade 2, 10 ve grade 1, 11 ve grade 1,
kompaktlasma: 10 puan
(Grade 1: Simetrik blastomerler ve fragmantasyon icermeyen
embriyolar; Grade 2: Belirgin olmayan oldukg¢a az seviyede
dizensiz, purizli yapida ve dizgln morfolojiye sahip olmayan
blastomerler, %20‘den az fragmantasyon iceren embriyolar;
Grade 3: Cok belirgin bicimde duzensiz, purtzll yapida ve duzgun
morfolojiye sahip olmayan blastomerler, %20’den fazla

fragmantasyon i¢ceren embriyolar)
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2.8.2. Kompaktlagsma Ve Blastokist

Embriyonel gelisimin Gguncu klivaj asamasinda RNA ve protein sentezinde artig
ve buna bagl olarak genomun transkripsiyonu ile blastomerler birbirlerine karsi
itilir ve aralarinda membran bilesimlerinde baglanti gergeklesir. Siki baglanti
birimleri (tight junktion) ve desmozomlar blastomerler arasinda membran
bilesimlerindeki baglantiyi gerceklestirir. integral ve periferal proteinler
baglantinin olusturulmasinda gorev alir. Gap junktion bolgeleri blastomerler
arasinda iletisimin ve sitoplazmik metabolit transferini saglar. Blastomerlerin
birlesme noktalarindaki fragmante hicreler, granile hicreler kompaktlagsma
gercgeklestiremez. E-kadherinin blastomerlerin zona pellucida bolgelerinde
dagilarak, hucre sinirlarini ortadan kaldirici ve blastomerlerin ek bir yapi gibi
gbzukmesini saglayacaktir. Kompaktlasmadan sonra morula evresi baslayacak,
mitotik aktivitenin hizlanmasiyla RNA ve protein sentezi artacak fosfat gruplara

eklenecektir.

12-32 blastomere sahip embriyo Na* , K* ve ATPaz aktivitesiyle blastosel

olusumu gergeklesir. Bu evre kavitasyon evresi olarakta bilinmektedir.

Trofoektoderm hucreleri, embriyonun zona pellucida’ya bakan bolgesindeki
blastomerlerin olusturdugu epitel tabakasi ile ile olugur. Na* , K* ve ATPaz
aktivitesiyle embriyonun merkezindeki artan ozmotik basing ile blastosel olusur.
Embriyonun i¢ tarafindaki blastomerler i¢ hicre kitlesini olusturmak Gzere
farkhlasir. Embriyo kavitesi, trofoektoderm hucrelerinin diziligi, i¢ hiicre
kitlesindeki hlcreleri sayisi ve paketlenmesi gibi faktorlere bakilarak blastokist
bir embriyonun skorlamasi yapilamaktadir. ince bir zona pellucida tabakasi,
trofoektoderm hicrelerinin dizilisi ve hiicrele ylzeylerinin dizgunlagu, ¢ok
hacreli siki paketlenmis bir i¢ hicre kitlesi iyi gelismis bir blastokist donemi

embriyosunu tanimlar.
Blastokist embriyolar Gardner ve ark. (53) kriterlerine gore:

Grade 1: Early blastosist - blastosel embriyonun hacminin yarisindan daha

azdir.
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Grade 2: Blastosist - blastosel embriyonun hacminin yarisindan daha biyuk

veya esittir.
Grade 3: Full blastosist - blastosel embriyoyu tamamen doldurur.

Grade 4: Expanded blastosist — blastosel hacmi erken embriyonunkinden daha

blyuktlr ve zona pellucida incelmisgtir.

Grade 5: Hatching blastosist — Trofoektoderm hicresi zona pellucida’dan

cikmaktadir.

Grade 6: Hatched blastosist — Blastosist zona pellucida’dan tamamen digari

cikmigtir.

ic hiicre kitlesi ve trofoektoderm tabakasi siniflandirmasi grade 3’ten grade 6’ya

kadar olan embriyolar icin yapilmalidir Buna gore:

A: ic hicre kitlesindeki hiicreler sikica paketlenmis ve bircok hiicre

bulunmaktadir.

B: i¢ hiicre kitlesindeki hiicreler gevsek bir sekilde paketlenmis ve birkag hiicre

bulunmaktadir.
C: ic hiicre kitlesi cok az hiicreden olusmaktadir.
Trofoektoderm hucrelerinin siniflandirmasi:

A: Epitelyum tabakasi siki bir rgu olusturmustur ve birgok hicreden

olusmaktadir.
B: Birkag hucreden olusmaktadir.
C: Gevsek bir epitelyum tabakasi ve ¢ok az hiicreden olusmaktadir.

Bu siniflamaya gore 5AA, 4AB gibi blastokist ddonemi embriyolari i¢in siniflama

yapilabilmektedir.
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Sekil 15: Gardner kriterlerine gore blastokist embriyo skorlamasi: a,b) ic hiicre
kitlesi siniflamasindasikica paketlenmis, Grade A olarak siniflanir; c,d)
Trofoekdoderm hucreleri gok sayida ve birbirine yapigiktir, Grade A olarak
siniflanir; e-h) 3AA; i-l) 4AA; m,n) 5AA; o,p) 3CC; q,r) 5BB; s,t) 5BA

Rehman ve ark.(54) blastokist kalite skorlamasini sayisal olarak ifade eden bir
bagka yontem gelistirip Gardner siniflamasini expantion derecesi (1’den 6’ya
kadar derecelendirme), i¢ hlcre kitlesi ve trofoektoderm tabakasi kalitesini A =
3, B =2, C =1 degerleriyle ifade edip her bir degeri birbiriyle carpmaktadir.
Ornegin 4AA bir blastokist 4 x 3 x 3 = 36 puan ile ifade edilmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. GALISMAYA DAHIiL EDILEN HASTA GRUPLARI VE OZELLIKLERI

Calismaya tlp bebek tedavisi goérmek igin Centrum Klinik Kadin Sagligi Ve Tup
Bebek Merkezi'ne 2016-2017 yillari arasinda bagvuran 63 hasta dahil edilmistir.
Basvuran hastalarda erkeklerin sperm morfoloji degerlendirmesi sonuglarina
gore 34 birey izole teratozoospermi (zero normal), 29 birey normozoospermi’dir.
Bu bireylerin tup bebek tedavisine baglamadan once Toluidine Blue yontemiyle
sperm DNA fragmantasyon oranlari dlgulmustar. Calisma retrospektif bir
¢alismadir, uygulanacak protokollerin bitlin hastalar i¢in belirli bir
standartizasyonda olmasina dikkat edilmistir. Calismaya katilan 63 hasta igin

uygulanmig protokoller ¢galismada yer verilmigtir.

3.1.1. Parametrelerin Elde Edilme Ve incelenis Detaylari

Sperm Morfoloji sonuglari ve sperm DNA fragmanstasyon sonuglari Centrum
Klinik Kadin Sagligi Ve Tup Bebek Merkezi laboratuvar veritabanindan elde
edilmistir. Sperm morfoloji degerlendiriimesi icin SPERMAC Boyama Teknigi
disinda uygulanmig higbir teknik arastirmaya dahil edilmemigtir. Sperm DNA
fragmantayonu igin Toluidine Blue testi diginda uygulanmis higbir teknik

arastirmaya dahil edilmemisgtir.

Embriyo gelisim skorlari ve Beta hCG degerleri bu hasta gruplari igin
Embriyoloji Centrum Klinik Kadin Saghgi Ve Tup Bebek Merkezi Embriyoloji
laboratuvar defterine ayrintili olarak istenilen kriterler gergevesinde islenmistir,
bu verilerin tamamlayicisi ve gerek ek bilgilerin tedariki icin hastalara ait

Embriyoloji Laboratuvar formlarina ulasiimigtir.

Embriyo transferinden 12 gutin sonra Centrum Tup Bebek gebelik takip
listesinden hastalarin Beta hCG degerleri kontrol edilmis ve pozitif veya negatif
seklinde sonug raporlanmistir. Beta hCG degeri, gebelik sonucu negatif olan
kadinlarda (ve embriyonun tutunmamasi halinde) sifir veya sifira ¢ok yakin (0.1

- 0.001) olacaktir. Gebelik varliginda deger genellikle 10'un tzerinde hatta 50,
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100 veya daha yuksek degerlerdedir. Kanda Beta hCG degeri yukselisi takip

edilir ve ilgili doktor vaginal ultrasonografi ile kese olusumunu kontrol etmigtir.

3.1.2. incelenmis Parametreler

Arastirmaya kruger kriterlerine gore sperm morfoloji sonuglari, sperm DNA
fragmantasyon ylzdesi sonuglari, semen hacmi (ml), sperm konsantrasyonu,
toplam sperm sayisi, toplam sperm motilitesi, ileriye dogru sperm hareketliligi,
toplanan oosit sayisi, toplanan olgun oosit sayisi, fertilize olan oosit sayisi,
fertilizasyon orani, 3.gun gelisen embriyo sayisi, 3.gln gelisen embriyo orani,
blastokist embriyo sayisi, blastokist embriyo orani, transfer edilen embriyo
sayisl, embriyo gelisim skorlari, gebelik oranlarini tayin edebilmek i¢in Beta

hCG degerleri, implantasyon orani dahil edilmistir.

3.1.3. Arastirmaya Dahil Edilmis Hasta Detaylari

Aragtirmada 18-65 yas arasi hastalar incelenmistir. OPU (oocyte pick-up) gunu
spermleri kullanilacak bireyin islem éncesinde son 6 ay herhangi bir ilag
kullanmamistir. Semeni dogrudan ejekilasyon yoluyla vermigstir. Erkek
bireylerde sperm morfolojisi ve sperm DNA fragmantasyon test sonugclarini
iceren hastalar arastirmaya dahil edilmistir. Kadinlarda AMH degerleri normal,

endometriyum kalinligi normal bireyler arastirmaya dahil edilmigtir.

3.1.4. Arastirmaya Dahil Olmama Ve Arastirmaya Almama Kriterleri

18-65 yasi disindaki hastalar arastirmaya dahil edilmemistir. Sperm 6rnegini
masturbasyonla ejekulasyon disinda herhangi bir yolla verenler arastirmaya
dahil edilmemistir. Erkeklerde ila¢ kullanan bireyler arastirmaya dahil
edilmemistir. Yine erkeklerde 14 glinden fazla perhizli bireyler arastirmaya dahil
edilmemistir. Kadinlarda AMH degeri az olan ve endometriyum kalinhigi anormal

olan bireyler arastirmaya dahil edilmemigtir.
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3.1.5. Arastirmadan Cikarilma Kriterleri

OPU (oocyte pick-up) gunu oosit alinamayan cift arastirmadan ¢ikariimistir.
Semende sperme rastlanmayan (azospermik) birey ve esi arastirmadan

cikarilmistir.

3.2. HASTADAN SEMEN ORNEGININ ALINMASI

1. OPU (yumurta toplama) giinu ejektlat vermek igin gelen hastaya ejekulat
verme odasinda verecegi ejekulatin kendisine ait oldugunu belirten bir
onam formu imzalatilir.

2. Semen verecek olan hastaya ejekulat verme teknikleri ayrintilariyla
anlatilir.

3. Semen 6rnegi, steril kapali kap iginde kabul edilir.

4. Ejekulat verecegi kap, hastanin gozu 6nunde agcilir.

5. Strelil ejekulat kabinin igerisine eliyle temas etmeden, semeni tek
seferde mastlrbasyon yoluyla kabin igerisine vermesi istenir.

6. Ejekulat vermeden once ellerini yilkamasi ve kurulamasi, ornek verirken
vazelin, krem, jel kullanmadan vermesi gerektigi belirtilir.

7. Ejekulatin steril semen verme kabi igine alindiktan sonra agzinin sikica
kapatilmasi, érnegi zaman gegcmeden androloji laboratuvarina teslim
etmesi gerektigi sdylenir.

8. Ejekulatin tamaminin 6rnek kabinin igerisine alindigindan emin olunmali,
Ozellikle ejekulatin ilk kisminin sperm yogunlugu agisindan en zengin
kisim oldugu aciklanir ve kabin disarisina kagirmadan ejekulati vermesi
gerektigi belirtilir.

9. Hastaya semen kabi teslim edilmeden hemen dnce semenin alindigi
saat, hasta adi, hastanin da gorecegi sekilde kutu Uzerine cam kalemiyle
yazilir. Yazi i¢in gazli kalem kullaniimamalidir ginki spermatotoksik

madde igeriginden dolay1 ve sperm motilitesi ve vitalitesi etkilenebilir.
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3.3. ALINAN ORNEGIN LIKEFASIYON iCiN MUHAFAZA EDILMESI

Ejekulat steril kapali kap igerisinde teslim alindiktan sonra, igerisindeki ornek
herhangi bir kontaminasyona ugramadan likefaksiyon igin 37°C’de inkubatorde
15 dakika bekletilir.

3.4. UYGULANAN SPERM HAZIRLAMA TEKNIKLERI

3.4.1. Swim-Up

1. 15-30 dakika 37°C’de likefiye olmus semen 6rnegi, pasteur pipetiyle
(Falcon® Disposable Transfer Pipets 3ml) homojenize edilir.

2. Konik bir tupe (Falcon 15ml Conical Centrifuge Tubes) likefiye olmus ve
homojenize edilmis semenden 2 ml alinarak aktarilir. Uzerine 1:1
oraninda, 2 ml sperm yikama medyumu (Irvine Scientific Sperm Washing
Medium) eklenip tekrar homojenize edilir.

3. Konik tiip, 1600 rpm’de 5 dakika santrifijj edilir. islem sonrasinda pellet
olusur. Pellet Gzerinde kalan seminal plazma ve medyum karisimi
pasteur pipetiyle atilir.

4. Tupteki pellet tzerine 1,5 — 2 ml sperm yikama medyumu tekrar eklenip
ve homojenize edilir, 1600 rpm’de 5dk santrifuj edildikten sonra pellet
Uzerindeki seminal plazma ve medyum karisimi pasteur pipetiyle atilir.

5. Konik tip, zeminle 45° ‘lik a¢I yapacak sekilde Uzerine 0,3 — 0,5 ml
sperm ylkama medyumu eklenip ve 37°C’de yuzdirmeye birakilir.
Yuzdurme islemi 45°’lik roklar icerisinde gercgeklestirilir.

6. inkiibasyona birakilan konik tiip Gizerindeki medyumun bulaniklastig
g6zlemlenmelidir. Spermin ylizmesi igin 60 dakikalik bir inkiibasyon
gerekmektedir.

7. Pellet Uzerindeki sperm yikama medyumunun yuzeyinden cam pasteur
pipeti ile 0,1 — 0,4 ml ¢ekilerek Falcon Round-Bottom Tubes 5 ml
icerisine aktarilir.

8. Aktarilan kismin, protokolin diizgln islediginin teyidi amacl lam-lamel

arasi preparat incelemesinin yapilmasi gerekir.
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3.4.2. Dansite Gradyent

1. 15-30 dakika 37°C’de likefiye olmus semen 6rnegi, pasteur pipetiyle
(Falcon® Disposable Transfer Pipets 3ml) homojenize edilir.

2. Konik bir tupe (Falcon 15ml Conical Centrifuge Tubes) 0,5 ml %80’lik
gradyent medyumu tzerine 0,5 ml %40’lik gradyent medyumu birbirine
karismayacak sekilde eklenir.

3. 1,5- 2 ml likefiye olmus semen %80’lik ve %40’lik gradyent
medyumlarinin Gzerine birbirlerine karismayacak sekilde eklenir. Semen,
%40 ve %80’lik medyum iceren 3 katmanl tabaka olusur.

4. Konik tap, 1300 rpm’de 10 dakika santrifdj edilir.

5. 0,5 ml %80 lik kisim pasteur pipeti ile gekilip ve atilir. Uzerine 1 ml sperm
yikama medyumu (lrvine Scientific Sperm Washing Medium) eklenir ve
homojenize edilir.

6. Konik tip, 2600 rpom’de 8 dakika santriflj edilir. SGpernatant, tipun
icerisinde kalan hacim (pellet+stpernatant) 0,5 ml oluncaya kadar ¢ekilip
atilir.

7. Uzerine 1 ml sperm yikama medyumu eklenir ve homojenize edilir. Daha
sonra tekrar 2600 rpm’de 8 dakika santriftij edilir.

8. Konik tupun icerisinde kalan kisim 0,3 ml olacak sekilde geriye kalan
kisim gekilip atilir.

9. 0,3 ml kisim homojenize edilir lam-lamel arasi preparat incelemesinden

sonra Falcon Round-Bottom Tubes 5 ml igerisine aktarilir.

3.5. YUMURTA TOPLAMA iSLEMi (OOCYTE PICK-UP - OPU)

Ovaryumlara tek veya cift [imenli ignelerle girilerek, folukillerin yikama sivisiyla
(flush medyum) yikanip oositlerin negatif basing araciligiyla steril tiplere alinip,
bu tuplerin igerisindeki sivinin isik mikroskobu altinda oositlerin toplanmasi
islemidir. Folikul yikama solusyonlari, Flush medyumu gibi medyumlar dig ortam
medyumu oldugu i¢in pH sabitleyici bir tampon, kan pihtilagmalarini 6nlemek

icin heparin icermektedir.
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Yumurta toplama iglemi prosedurleri:

1.

Ultrason vajinal prob ve ucunda steril opu ignesi (tek veya ¢ift lumenli)

araciligiyla transjainal folikll aspirasyonu gergeklestirilir.

2. Tuplerin isitici blok igerisinde 37°C olmasi gerekmektedir.

Aspirasyon tuplerinin, inceleme i¢in dokuldugu petri dishleri yine 37°C
olmaldir.

Flush medyum 37°C olmali aspirasyonda bu isinin dismeden korunarak
islemin gerceklestiriimesi onemlidir.

Negatif basing araciliyla folukullerin igerisindeki oosit kimulus-korana
kompleskleri Falcon Round-Bottom 17x100 mm tdplere alinir.
Aspirasyon tupleri, hemsire araciliiyla embriyoloji laboratuvarina iletilir.
Aspirasyon tupleri 1Is1ga maruz birakilmadan, embriyolog araciliyla
100x15 mm ‘lik petri dishine dokultp; tupun igerisinde kalabilecek
kalintilar! tekrar toplamak igin flush medyum ile yikanir.

Folikul sivisi igeren tlpler mikroskop altinda incelendikten sonra toplanan
oositler, OPU sabahi hazirlanan %5 HSA iceren HTF medyumunun
bulundugu uzeri mineral yag ile kapatiimig daha kuguk dishlere alinir ve
kUmulus tabakasi disekte edilir. (HSA iceren HTF medyumu OPU
isleminden bir gun énce hazirlanmig olmalidir).

Diseksiyon, ucu egri insllin enjektora ile yapilmalidir. Embriyolog sag ve
sol eline birer insulin enjektora alip ve bir eliyle kimulUs hucresini dish’in
tabanina sabitleyip diger eliyle de kimulus tabakasini mekanik yolla

oositten ayirir.

10. Diseksiyon isleminden sonra oosit, steril cam pastor pipetleri yardimiyla

oositin gapina uygun olan bayuklukteki polish yapilmis bir cam pastor

pipetiyle kultir medyumlarina aktarilr.

11.Kultar medyumlarinda 2 saat inkube edildikten sonra dentdasyon

islemine gegilir.
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3.6. OOSIT SOYMA iSLEMi (DENUDASYON)

ICSI igleminin basariyla gergeklestirilebilmesi icin kimdults hlcreleri oositten
ayiklanmalidir. Diseksiyon igleminin dogru yapilmis olmasi, denudasyon
isleminin daha kaliteli yapilmasina olanak saglar. Diseksiyon sirasinda iyi
disekte edilmemis veya yikanmamis artik kalan kimulus hucreleri, dentidasyon
sirasinda oositlerin cam pastor pipeti i¢ yuzeyine yapismasina ve islemin daha
zor gergeklesmesi hatta iglemin kalitesinin daha kotl olmasina neden
olmaktadir. Diseksiyondan arta kalan daha buylik kimulis tabakasina sahip
oositler daha uzun sureler denidasyon igin enzimatik ortamda bekletiimekte ve
bu da oosite zarar vermektedir. Denlidasyon hem mekanik hem kimyasal bir
islemdir. Mekanik kisim igin oositler enzim igerisinde bekletilmeli, ucu farkl
bayuklUkteki pipetlerle al-ver yapilarak igslem gergeklestiriimelidir. Kimyasal
kismi icin ticari olarak mevcut hyaluronidaz enzimi kullaniimaktadir.
Hyaluronidaz enzimi igerisinde oosit 10 saniyeden fazla tutulmamalidir.
Denudasyon isleminde ¢ok fazla oosit varsa bitlin oositler ayni anda degil islem
birkag pargaya bolunerek tekrarlanmalidir. Enzim igerisinden alinan KOK
(kimulus-oosit-kompleksi) farkli damlaciklarda seyreltilip mekanik igleminde
etkisiyle kimulUsten arindi§i gézlenir ve islem sonrasi tekrar kiltar ortamina

alinir.

3.7. INTRASITOPLAZMIK SPERM ENJEKSYONU (Intracytoplasmic
Sperm Injection - ICSI)

3.7.1. ICSI Dishlerinin Hazirlanmasi

Sperm havuzu, sperm toplama damlacigi, oosit mikroenjeksiyon damlaciklari,
PVP ve yikama damlaciklari %5’lik HSA iceren HTF (HEPES’li) medyumu ile
hazirlanir. Toplamda 11 adet 5 yl'lik damlacik, 1 adet 50 ul'lik sperm toplama
havuzu ve 2 adet 5 pl'lik yikama damlaciklari ve 5 pl'lik PVP havuzu hazirlanir.
Batin damlaciklarin Gzeri kapanacak sekilde mineral yag ile kapatilir ve inkiibe
edilir. PVP havuzu, ICSI isleminden 1 saat kadar 6nce %5’lik HSA iceren HTF
(HEPES’li HTF) cekilerek Uzerine PVP basilir.
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3.7.2. ICSI PROTOKULU

1. 30° ac¢ih mikroenjeksiyon ve holding pipetleri u¢ kisimlari zemine paralel
olacak sekilde manipulatorin kollari sabitlenir.

2. Spermler hareketsiz ise pertoksifilin tirevli medyumlar sperm havuzunun
Uzerine dogrudan basilabilecegi gibi, morfolojik agidan se¢im yapilmasi
gerekiyorsa sperm toplama damlacigina goturulebilir veya
mikroenjeksiyon pipetine hareketli spermler dogrudan alinip PVP
damlacigina goéturulerek sperm immobilizasyonu ve sperm aktivasyonu
gerceklesmesi saglanir.

3. Spermler kuyruk kirma isleminden sonra mikroenjeksiyon pipetinin
icerisine alinabilecek en az PVP medyumu ile birlikte alinir.

4. Holding pipeti, oositi 1.kutup cisimcigi saat 12 hizasinda olacak sekilde
konumlandirarak tutulur.

5. ICSI mikroenjeksiyon pipeti ve holding pipeti paralel olacak sekilde
konumlandirilir.

6. Pipetlerin oositle ayni duzlemde olmasi gerekir. ICSI pipeti PVP
damlaciginin kenarina géturalup, PVP damlacigi kenar gizgisi ICSI
pipetiyle net olacak sekilde ayarlanir.

7. Oosit sitoplazmasinin igine girildikten sonra oolemmanin tamamen
delinebilmesi i¢in oosit sitoplazmasinin ¢ok az bir kismi ICSI pipetine
cekilip ve oolemmanin tamamen delindiginden emin olunduktan sonra bir

adet sperm hucresi oosit sitoplazmasinin igerisine birakilir.

3.8. SPERMAC BOYAMA PROSEDURU

1. Likefiye olmus semen preparat yaymasi yapildiktan sonra 25°C’de 15-20
dakika bekletilip ve kurumasi saglanir.

2. Lam, FIX isimli fiksatif solisyonunda 15 saniye veya 48 saat araliginda
olmak Uzere fiksasyona maruz birakilir.

3. FIX solusyonundan ¢ikartilan lam 10 kez distile suyun dolu oldugu
yilkama salesine batirilip ¢ikartilarak yikanip, kurutma kagidiyla fazla su

sizdirilir.
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4. SPERMAC A solusyonunda 90 saniye bekletilir.

5. Lam, 10 kez distile suyun dolu oldugu yikama salesine batirilip
cikartilarak yikanip, kurutma kagidiyla fazla su sizdirilir.

6. SPERMAC B solusyonunda 90 saniye bekletilir.

7. Lam, 10 kez distile suyun dolu oldugu yikama salesine batirilip
cikartilarak yikanip, kurutma kagidiyla fazla su sizdirilir.

8. SPERMAC C solusyonunda 90 saniye bekletilir.

9. Lam, 10 kez distile suyun dolu oldugu yikama salesine batirilip
cikartilarak yikanip, kurutma kagidiyla fazla su sizdirilir.

10.Oda sicakliginda 15 dakika kurumasi saglanir.

11. Bin kat (1000X) buyutmede 151k mikroskobunda immersiyon yagiyla
mikroskobik inceleme yapilir.

3.9. SPERM DNA FRAGMANTASYONU TESPITI iCiN TOLUIDIN BLUE
BOYAMA TEKNIGI

1. Semen 37°C’de 15 dakika likefaksiyona maruz kaldiktan sonra lam
Uzerine preparat yaymasi yapilir. Preparat 15 dakika havada kurutulur.

2. Kuru preparat yaymalari 96% Ethanol : Acetone (1:1) ile 4°C de 30
dakika fikse edilip ve havada kurutulur. (Oda sicakliginda 1 ay
saklanabilmektedir)

3. Preparatlar 4°C’de 5 dakika 0.1 N HCI de hidroliz edlip ve distile su
icinde 3 kere her birinde 2 dakika olmak Uzere yikanir.

4. Boyama igin %0,05 Toluidine blue (Gurr-BDH Chemicals Ltd., Poole, UK)
icinde 5 dakika bekletilir.

5. Boyama tamponu, 50% Mcllvain’s citrate phosphate tamponu (pH 3.5)
igerir.

6. Lamlar kisa bir sure distile su ile dolu yikama salesinde yikanip ve alt
yuzey kurutma kagidi ile kurulanir.

7. Degerlendirme, bin kat (1000X) buyutme altinda immersiyon yagi ve
objektifi kullanilarak yapilir. Preparatin farkli bélgelerinden minimum 500

hicre sayilarak degerlendirilir. Aydinlik sperm hticre basi: agik mor (LV),
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mavi (B) acik mavi (LB) renginde gortnenler normal DNA butinlagine
sahip olarak skorlanir. Koyu olanlar: koyu mavi (DB), mor (V) renginde

goérunenler ise hasarli DNA butlunligune sahip olarak skorlanir.

3.10. EMBRiIYO SKORLAMASI

3.10.1. 3.Giin Embriyo Skorlamasi

Grade 1: Embriyo blastomerleri esit blyUkllkte ve fragmantasyon

icermemektedir.

Grade 2: Embriyo blastomerleri egit buyuklukte ve duguk oranda fragmantasyon

icermektedir.

Grade 3: Embriyo blastomerlerinin buyukligu farkli ancak bu fark ¢ok belirgin

degildir. Fragmantasyon orani az veya hi¢ yoktur.

Grade 4: Embriyo blastomerleri egit veya esit olmayan buyukluktedir.

Fragmantasyon orani oldukca yuksektir.

Grade 5: : Embriyo blastomerleri herhangi bir boyuttadir. Cok fazla oranda ya

da embriyonun tamamini kaplamis fragmantasyona sahiptir.

Verilerin analizinde istatistiki hesaplamanin yapilabilmesi igin verilerin
yetersizligi, istatistiki hesaplamanin varsayimlarinin yerine getirilebilmesi igin
gruplarin birlestirmesi yapilmigtir. Buna gore 3.gun embriyolarinin skorlamasi
(55);

Grade 1: Embriyo blastomerleri egit buyuklukte, homojen ve fragmantasyon

icermemektedir.

Grade 2: Embriyo blastomerlerin biraz bozuk veya duzensiz bir sekilde oldugu

ve fragmantasyon orani %10’a kadar olan embriyolardir.

Grade 3: Embriyo blastomerleri herhangi bir boyuttadir , homojen ve esit

dagihml degildir. %50’ye kadar fragmantasyon igermektedirler.
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3.10.2.  5.Gun Embriyo Skorlamasi

Blastokist embriyolar Gardner ve ark. (53) kriterlerine gore:

Grade 1: Early blastosist - blastosel embriyonun hacminin yarisindan daha

azdir.

Grade 2: Blastosist - blastosel embriyonun hacminin yarisindan daha buyuk

veya egittir.
Grade 3: Full blastosist - blastosel embriyoyu tamamen doldurur.

Grade 4: Expanded blastosist — blastosel hacmi erken embriyonunkinden daha

buayuktur ve zona pellucida incelmigtir.

Grade 5: Hatching blastosist — Trofoektoderm hlcresi zona pellucida’dan
cikmaktadir.

Grade 6: Hatched blastosist — Blastosist zona pellucida’dan tamamen disari

cikmistir.

ic hiicre kitlesi ve trofoektoderm tabakasi siniflandirmasi grade 3’ten grade 6'ya

kadar olan embriyolar igin yapiimahdir.
Buna gore:

A: i¢ hicre kitlesindeki hiicreler sikica paketlenmis ve bircok hiicre

bulunmaktadir.

B: i¢ hiicre kitlesindeki hiicreler gevsek bir sekilde paketlenmis ve birkag hiicre

bulunmaktadir.
C: ic hiicre kitlesi cok az hiicreden olusmaktadir.
Trofoektoderm hucrelerinin siniflandirmasi:

A: Epitelyum tabakasi siki bir rgu olusturmustur ve birgok hicreden

olusmaktadir.
B: Birkag hiicreden olusmaktadir.

C: Gevsek bir epitelyum tabakasi ve ¢ok az hicreden olugmaktadir.
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4. BULGULAR

Calismaya 63 hasta katilmigtir. Bunlarin 34 tanesi izole teratozoospermi olan
hasta grubudur ve Grup A olarak tanimlanmigtir. Hastalarin geriye kalan 29
tanesi normozoospermi olan hasta grubudur ve yizde 4 normal ve Uzeri sperm

morfolojisine sahiptir, Grup B olarak tanimlanmistir.
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Tablo 2: Calismaya dahil edilen izole teratozoospermi (Grup A) grubu hastalarin

bilgileri

Grup A

OrttSS Min.-Max. | Medyan
Semen Hacmi (ml) 3,456+1,509 1-6 3
Sperm Konsantrasyonu (108 ml) 32,38+18,47 2-75 35
Toplam Sperm Sayisi (10/Ejakiilat) | 108,07+79,57 | 10-294 87
Toplam Sperm Motilitesi (PR+NP, %) | 45,82+7,868 31-60 46
ileriye Dogru Sperm Hareketliligi
(PR, %) 31,12+6,044 18-45 30
Sperm Morfolojisi
(Normal Formlar, %) 0 (zero Normal)
Sperm DNA Fragmantasyon Orani | 23,419+11,672| 4-51,5 22,75
Toplanan Oosit Sayisi 8,6215,075 1-19 9
Toplanan Olgun Oosit Sayisi 7,2114,491 1-18 6,5
Fertilize Olan Oosit Sayisi 3,88+2,371 1-10 4
Fertilizasyon Orani (%) 53,88
3.Guin Gelisen Emb. Sayisi 3,712,236 1-10 3,5
3.Gun Geligsen Emb. Orani (%) 95,45
Blast Emb. Sayisi 2,24+1,924 1-8 2
Blast Emb. Orani (%) 57,58
Transfer Edilen Embriyo Sayisi 1,6810,475 1-2 2
Gebelik Orani (%) 26,47
implantasyon Orani (%) 22,81

Tablo 2’ye gore izole teratozoospermi grubu (Grup A) hastalarda ortalama

semen hacmi 3,456+1,509 ml (min.-maks. 1-6 ve medyan 3) ‘dir. Sperm

konsantrasyonu ortalama 32,38+18,47 milyon/ml (min.-maks. 2-75 ve medyan

35) ‘dir. Toplam sperm sayisi ortalamasi ise 108,07+79,57 milyon/ml (min.-

maks. 10-294 ve medyan 87) ‘dir. Toplam sperm motilitesi ortalamasi (progresif
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+ non-progresif) %45,82+7,868 (min.-maks. 31-60 ve medyan 46) ‘dir. ileriye
dogru sperm hareketliligi ortalamasi (sadece progresif) %31,12+6,044 (min.-
maks. 18-45 ve medyan 30) ‘dur. Kruger kriterlerine gore sperm morfolojisi zero
normal hasta grubu segilmigstir, bu hastalarin sperm morfoloji analizlerinde
kruger kriterlerine gére normal morfolojili sperme rastlanmamistir. Sperm DNA
fragmantasyon orani ortalama %23,419+11,672 (min.-maks. 4-51,5 ve medyan
22,75) ‘dir. Bu hasta grubundaki kadinlardan ortalama 8,62+5,075 (min.-maks.
1-19 ve medyan 9) oosit toplanmistir. Bu toplanan oositlerin ortalama
7,211£4,491 (min.-maks. 1-18 ve medyan 6,5) tanesi olgundur. Fertilize olan
oosit sayisi 3,88+2,371 (min.-maks. 1-10 ve medyan 4)’ tir. Fertilizasyon orani
ise %53,88dir. Uglincii glin gelisen embriyo sayisi ortalama 3,71+2,236 (min.-
maks. 1-10 ve medyan 3,5) ‘dir. Uglincii glin gelisen embriyo orani %95,45'ir.
Blast embriyo sayisi ortalama 2,2411,924 (min.-maks. 0-8 ve medyan 2) ‘dur.
Blast embriyo orani %57,58 ‘dir. Transfer edilen embriyo sayisi ortalama
1,680,475 (min.-maks. 1-2 ve medyan 2) ‘tir. Izole teratozoospermi hasta

grubunda gebelik orani %26,47, implantasyon orani ise %22,81 ‘dir.
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Tablo 3: Calismaya dahil edilen normozoospermi (Grup B) grubu hastalarin

bilgileri

Grup B

Ort+SS Min.-Max. | Medyan

Semen Hacmi (ml) 3,31+1,448 1-6 3,5
Sperm Konsantrasyonu (108/ ml) 35,55+22,184 2-80 33
Toplam Sperm Sayisi (10%/Ejakiilat) 108,59+81,40 | 12-320 77
Toplam Sperm Motilitesi (PR+NP, %) |51,97+12,385 30-70 51
ileriye Dogru Sperm Hareketliligi
(PR, %) 38,55+12,243 | 20-60 40
Sperm Morfolojisi
(Normal Formlar, %) ot 2 48 °
Sperm DNA Fragmantasyon Orani 13,991+12,3 | 1,25-49,75| 8,75
Toplanan Oosit Sayisi 9,76+4,564 2-17 9
Toplanan Olgun Oosit Sayisi 8,074,131 1-15 8
Fertilize Olan Oosit Sayisi 7,8614,147 1-15 7
Fertilizasyon Orani (%) 97,44
3.Giin Gelisen Emb. Sayisi 7,41+4,339 1-15 7
3.Giin Gelisen Emb. Orani (%) 94,3
Blast Emb. Sayisi 6,28+3,9 1-12 6
Blast Emb. Orani (%) 79,82
Transfer Edilen Embriyo Sayisi 1,970,186 1-2 2
Gebelik Orani (%) 55,17
implantasyon Orani (%) 40,35

Tablo 3’e gore normozoospermi grubu (Grup B) ortalama semen hacmi

3,311,448 ml (min.-maks. 1-6 ve medyan 3,5) ‘dir. Sperm konsantrasyonu

ortalama 35,55+£22,184 milyon/ml (min.-maks. 2-80 ve medyan 33) ‘dir. Toplam

sperm sayisi ortalama 108,59+81,40 milyon/ml (min.-maks. 12-320 ve medyan

77) ‘dir. Toplam sperm motilitesi (progresif + non-progresif) ortalama



62

%51,97+12,385 (min.-maks. 30-70 ve medyan 51) ‘tir. ileriye dogru sperm
hareketliligi (sadece progresif) ortalama %38,55+12,243 (min.-maks. 20-60 ve
medyan 40) ‘tur. Kruger kriterlerine gére normal sperm morfolojisi ortalama
%5,9+1,611 (min.-maks. 4-8 ve medyan 6) ‘dir. Sperm DNA fragmantasyon
orani ortalama %13,991+12,3 (min.-maks. 1,25-49,75 ve medyan 8,75) ‘tur. Bu
hasta grubundaki kadinlardan ortalama 9,76+4,564 (min.-maks. 2-17 ve
medyan 9) oosit toplanmigtir. Bu toplanan oositlerin ortalama 8,074,131 (min.-
maks. 1-15 ve medyan 8) tanesi olgundur. Fertilize olan oosit sayisi 7,861+4,147
(min.-maks. 1-15 ve medyan 7) 'dir. Fertilizasyon orani ise %97,44tir. Uglinci
gln gelisen embriyo sayisi ortalama 7,41+4,339 (min.-maks. 1-10 ve medyan
3,5) ‘dur. Uglincli giin gelisen embriyo orani %94,3tiir. Blast embriyo sayisi
ortalama 6,28+3,9 (min.-maks. 1-12 ve medyan 6) ‘dur. Blast embriyo orani
%79,82'dir. Transfer edilen embriyo sayisi ortalama 1,97+0,186 (min.-maks. 1-2
ve medyan 2) ‘tir. Normozoospermi hasta grubunda gebelik orani %55,17,

implantasyon orani ise %40,35ir.



Tablo 4: izole teratozoospermi (Grup A) ve normozoospermi (Grup B)

gruplarinin ortalamalari arasindaki iligkiler
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GRUP A GRUP B P
Hasta Sayisi 34 29
Semen Hacmi (ml) 3,456+1,509 3,31+£1,448 NS
Sperm Konsantrasyonu (108/ ml) 32,38+18,47 |35,55+22,184| NS
Toplam Sperm Sayisi (10%/Ejakiilat)| 108,07+79,57 |108,59+81,40| NS
Toplam Sperm Motilitesi
(PRHNP, %) 45,82+7,868 |51,97+12,385|P<0,05
ileriye Dogru Sperm Hareketliligi
(PR, %) 31,12+6,044 |38,55+12,243 | P<0,05
Sperm Morfolojisi
(Normal Formlar, %) O (Zero Normal)| 5,9+1,611 |P<0,05
Sperm DNA Fragmantasyon Orani | 23,419+11,672 | 13,991+£12,3 | P<0,05
Toplanan Oosit Sayisi 8,6215,075 9,76+4,564 NS
Toplanan Olgun Oosit Sayisi 7,214,491 8,07+4,131 NS
Fertilize Olan Oosit Sayisi 3,88+2,371 7,8614,147 | P<0,05
Fertilizasyon Orani (%) 53,88 97,44 P<0,05
3.Giin Gelisen Emb. Sayisi 3,712,236 7,414,339 | P<0,05
3.Gun Gelisen Emb. Orani (%) 95,45 94,3 NS
Blast Emb. Sayisi 2,2441,924 6,28+3,9 |P<0,05
Blast Geligsim Orani (%) 57,58 79,82 P<0,05
Transfer Edilen Embriyo Sayisi 1,68+0,475 1,9710,186 |P<0,05
Gebelik Orani (%) 26,47 55,17 P<0,05
implantasyon Orani (%) 22,81 40,35 P<0,05

Tablo 4’e gore semen hacmi ortalamalari iki grup arasinda istatiksel olarak
anlaml bir farkhlik 3,456+1,509 / 3,31+1,448 (p>0,05) géstermemektedir.

Sperm konsantrasyonu (108 ml) ortalamalari izole teratozoospermi ve

normozoospermi gruplari arasinda istatiksel olarak anlaml bir farkhlik
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32,38+18,47 / 35,55+£22,184 (p>0,05) gbstermemektedir. Toplam sperm sayisi
(10%/Ejakulat) ortalamalari izole teratozoospermi ve normozoospermi gruplari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkliik 108,07+79,57 / 108,59+81,40
(p>0,05) gostermemektedir. Toplam sperm motilitesi ortalamalari izole
teratozoospermi ve normozoospermi gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli
bir farklihk 45,82+7,868 / 51,97+12,385 (P <0,05) gostermistir. Benzer sekilde
ileriye dogru sperm hareketliligi ortalamalari izole teratozoospermi ve
normozoospermi gruplari arasinda istatiksel olarak anlaml bir farkhlik
31,12+6,044 / 38,55+12,243 (P <0,05) gdstermistir. izole teratozoospermi ve
normozoospermi hasta grubunda normal sperm morfolojisi skoru ortalamalari
istatiksel olarak anlamli bir farklilik gostermistir (P<0,05). Sperm DNA
fragmantasyon orani ortalamalari izole teratozoospermi ve normozoospermi
gruplari arasinda istatiksel olarak anlaml bir farkhlik 23,419+11,672 /
13,991+12,3 gostermistir (P<0,05). Toplanan oosit sayisi izole teratozoospermi
ve normozoospermi gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkhlik
8,6215,075/ 9,76+4,564 (p>0,05) gostermemektedir. Toplanan olgun (M2) oosit
sayisl izole teratozoospermi ve normozoospermi gruplari arasinda istatiksel
olarak anlamli bir farkhhk 7,21+4,491 / 8,074,131 (p>0,05) géstermemistir.
Fertilize olan oosit sayisi izole teratozoospermi ve normozoospermi gruplari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkhlik 3,88+2,371 / 7,864,147 (P<0,05)
gOstermistir. Fertilizasyon orani izole teratozoospermi ve normozoospermi
gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkhihk 53,88 / 97,44 (P<0,05)
g6stermistir. Uglinci glin gelisen embriyo sayisi izole teratozoospermi ve
normozoospermi gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkhlik gostermis
olsa da 3,71+2,236 / 7,414,339 (P<0,05), Gguncu gun gelisen embriyo oranlari
izole teratozoospermi ve normozoospermi gruplari arasinda istatiksel olarak
anlaml bir farkhlik 95,45 / 94,3 (p>0,05) gostermemistir. Blast embriyo sayisi
izole teratozoospermi ve normozoospermi gruplari arasinda istatiksel olarak
anlaml bir farkhlik 2,24+1,924 / 6,28+3,9 (P<0,05) gostermistir. Blast embriyo
gelisim orani izole teratozoospermi ve normozoospermi gruplari arasinda
istatiksel olarak anlamli bir farkhlik 57,58 / 79,82 (P<0,05) gdstermistir. Transfer

edilen embriyo sayisi izole teratozoospermi ve normozoospermi gruplari
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arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkhlik 1,68+0,475 / 1,970,186 (P<0,05)
gOstermigtir. Gebelik orani izole teratozoospermi ve normozoospermi gruplari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik 26,47 / 55,17 (P<0,05) gostermistir.
implantasyon orani izole teratozoospermi ve normozoospermi gruplari arasinda
istatiksel olarak anlamli bir farkhlik 22,81 / 40,35 (P<0,05) goéstermistir.
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Tablo 5: izole teratozoospermi (Grup A) ve normozoospermi (Grup B)
gruplarinin sperm DNA fragmantasyon oranlarina gére 3.glinde gelisen embriyo
skorlamasi. (Grade 1: Embriyo blastomerleri esit bayuklikte, homojen ve
fragmantasyon icermemektedir. Grade 2: Embriyo blastomerlerin biraz bozuk
veya duzensiz bir sekilde oldugu ve fragmantasyon orani %10’a kadar olan
embriyolardir. Grade 3: Embriyo blastomerleri herhangi bir boyuttadir, homojen

ve esit dagilimh degildir. %50’ye kadar fragmantasyon igcermektedirler.)

3.Giin Embriyo Gelisimleri
SDFO
Grade 1 Grade 2 Grade 3 Arrest
(%)
n % n % n % n %
0-10 8/18 44.4 8/18 444 | 2/18 | 111 0 0
z 11-20 6/32 18,8 | 16/32 50 9/32 | 28,1 | 1/32 3,1
D
% 21-30 5/41 122 | 28/41 |68,3| 6/41 |146 | 2/41 | 49
30> 1/41 2,4 16/41 39 21/41 | 51,2 | 3/41 7,3
0-10 | 96/133 | 72,2 | 28/133 | 21,1 | 5/133 | 3,8 | 4/133 3
2 11-20 | 26/50 52 20/50 40 1/50 2 3/50 6
D
% 21-30 5/32 156 | 19/32 |59,4| 4/32 | 125 | 4/32 | 125
30> 1/13 7,7 8/13 615 | 2/13 | 15,4 | 2/13 | 15,4
P<0,05

Tablo 5’e gore Ugunclu gunde izole teratozoospermik grupta yer alan ciftlerin
embriyo gelisim kaliteleri ile sperm DNA fragmantasyon oranlari arasinda 0,05
anlamlilik duzeyinde (P<0,05) bir iligki vardir. Bu iligki sperm DNA
fragmantasyon orani %0-10 arasinda olan grupta grade 1 de %44,4’tur ve bu
deger istatistiksel agidan anlamhidir. Sperm DNA fragmantasyon oraninin en
dusuk oldugu bu aralikta iyi kalitede embriyo gelismesi beklenen bir durumdur.

Sperm DNA fragmantasyon orani %11-20 oldugu aralikta grade 2’de %50 iken
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grade 1’de %18,8'dir. Sperm DNA fragmantasyon oraninin %11-20 oldugu bu
aralikta embriyolar grade 2’de daha fazla gelisim géstermistir. Sperm DNA
fragmantasyon orani %21-30 oldugu aralikta grade 2’de %68’3’tir. Sperm DNA
fragmantasyon oraninin %21-30 oldugu bu aralikta embriyolar grade 2’de diger
batin gruplara oranla daha fazla gelisim géstermistir. Sperm DNA
fragmantasyon orani %30 ve Uzeri oldugu grupta grade 3’'te %51,2°dir. Sperm
DNA fragmantasyon oraninin %30 ve Uzeri oldugu grupta embriyolar grade 3’de
diger butlin gruplara oranla daha fazla gelisim gostermistir. Bu bakimdan
dglncu glnde izole teratozoospermik grupta sperm DNA fragmantasyon orani

arttikca gelisen embriyo kalitesi dugmausgtur, arrest orani artmigtir.

Tablo 5’e gore Uguncl ginde normozoospermik grupta yer alan giftlerin embriyo
gelisim kaliteleri ile sperm DNA fragmantasyon oranlari arasinda 0,05 anlamlilik
dizeyinde (P<0,05) bir iligki vardir. Bu iliski sperm DNA fragmantasyon orani
%0-10 arasinda olan grupta grade 1’de %72,2'dir. Sperm DNA fragmantasyon
oraninin en dusuk oldugu bu aralikta iyi kalitede embriyo gelismesi beklenen bir
durumdur. Sperm DNA fragmantasyon orani %11-20 oldugu aralikta grade 1’de
%52 iken grade 2'de %40’tir. Sperm DNA fragmantasyon oraninin %11-20
oldugu bu aralikta embriyolar grade 1’de daha fazla gelisim gostermistir. Sperm
DNA fragmantasyon orani %21-30 oldugu aralikta grade 2'de %59,4 iken grade
1’de %15,6°dir. Sperm DNA fragmantasyon oraninin %21-30 oldugu bu aralikta
embriyolar grade 2’de daha fazla gelisim gostermistir. Sperm DNA
fragmantasyon orani %21-30 oldugu aralikta grade 3 oranida beklenen degerin
ustiinde ¢ikmistir ve bu fark istatistiksel agidan anlamlidir. Sperm DNA
fragmantasyon orani %30 ve Uzeri oldugu grupta grade 2'de %61,5’tir ve
istatistiksel agidan anlamlidir. Bu bakimdan tg¢uncu gunde normozoospermik
grupta sperm DNA fragmantasyon orani arttikga grade 1 asamasina ulasan

embriyo orani dugmustir. Arrest oranlari birbirlerine yakin degerlerdedir.



Tablo 6: izole teratozoospermi (Grup A) ve normozoospermi (Grup B)
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gruplarinin sperm DNA fragmantasyon oranlarina gore 5.gtiinde gelisen embriyo

skorlamasi. (Grade 1: Expanded blastosist ve Uzerinde gelisim gosteren

embriyolar, Grade 2: Full blastosist, Grade 3: Early blastosist, Grade 4:

Kavitasyon embriyo, Grade 5: Kompaktlasma asamasindaki embriyo)

5.Giin Embriyo Geligimleri
SDF
(@] Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4 Grade 5 Arrest
(%)
n % n % n % n % n % n %
0-10 | 2/18 |11,1| 4/18 |22,2| 2/18 |11,1| 7/18 |38,9| 2/18 [{11,1| 1/18 | 5,6
< |11-20| 1/31 | 3,2 | 13/31 |41,9|10/31|32,3| 3/31 | 9,7 | 3/31 | 9,7 | 1/31 | 3,2
o
D
% 21-30| 1/39 | 2,6 | 7/39 |17,9|14/39|35,9| 10/39 |25,6| 5/39 [12,8]| 2/39 | 5,1
30> 0 0 4/38 |10,5|18/38|47,4| 4/38 |10,5| 8/38 |21,1| 4/38 |10,5
0-10 |73/129|56,6 | 33/129|25,6 | 7/129| 5,4 |12/129| 9,3 |3/129| 2,3 |1/129| 0,8
m | 11-20 | 14/43 |32,6| 22/43 |51,2| O 0 3/43 7 | 2143 | 4,7 | 2/143 | 4,7
o
-
% 21-30| 11/28 |39,3| 7/28 | 25 | 3/28 |10,7| 2/28 | 7,1 | 3/28 {10,7| 2/28 | 7,1
30> 5/15 |33,3| 4/15 [26,7| 3/15 | 20 0 0O | 1/25 | 6,7 | 2/15 |13,3
P<0,05

Tablo 6’ya gore besinci giinde izole teratozoospermik grupta yer alan giftlerin

embriyo gelisim kaliteleri ile sperm DNA fragmantasyon oranlari arasinda 0,05

anlamlihk dizeyinde (P<0,05) bir iligki vardir. Bu iligki sperm DNA

fragmantasyon orani %0-10 arasinda ve embriyo gelisim kalitesi grade 1'de

olan hastalarda %11,1’dir ve bu oran diger bitln gruplarda grade 1 embriyo

kalitesi acisindan en ylksektir. Sperm DNA fragmantasyonunun en dusuk

oldugu bu grupta grade 1 embriyo gelistirme orani en yluksek olmasi beklenen
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bir durumdur. Ayni zamanda grade 4’te %38,9’luk bir degerle istatistiksel agidan
anlamlidir bu grade 4’te embriyolarin gelisimlerini yavaslatmistir. Sperm DNA
fragmantasyon orani %11-20 oldugu aralkta grade 2’de %41,9 iken grade 1'de
%3,2'dir. Sperm DNA fragmantasyon oraninin %11-20 oldugu bu aralikta grade
2 embriyo gelisim kalitesi diger butin gruplardan daha yuksektir. Sperm DNA
fragmantasyon orani %21-30 oldugu aralikta grade 3’'de %35,9’dur ve
istatistiksel agidan anlamhdir. Sperm DNA fragmantasyon orani %30 ve Uzeri
oldugu grupta grade 1 embriyo gelisimi gbzlemlenmemistir, grade 3 embriyo
gelisim orani %47,4'tlr ve bu deder diger butln gruplardan daha yuksektir ve
grade 5 embriyo gelisim orani diger butun gruplardan yuksektir, degerler
istatistiksel agidan anlamlidir ve gelisim yavaslamistir. Bu bakimdan besinci
glnde izole teratozoospermik grupta sperm DNA fragmantasyon orani arttikga
gelisen embriyolar grade 2, grade 3’de embriyo gelisimleri yavaglamistir.

Embriyo arrest oranlari ise sperm dna fragmantasyon orani artikga artmistir.

Tablo 6’ya gore besinci ginde normozoospermik grupta yer alan ciftlerin
embriyo gelisim kaliteleri ile sperm DNA fragmantasyon oranlari arasinda 0,05
anlamlihk dizeyinde (P<0,05) bir iligki vardir. Bu iligki sperm DNA
fragmantasyon orani %0-10 arasinda ve grade 1 embriyo gelisim kalitesine
sahip olan hastalarda %56,6’dir. Sperm DNA fragmantasyonunun en dugsuk
oldugu bu grupta grade 1 embriyo gelistirme orani en yuksek olmasi beklenen
bir durumdur. Sperm DNA fragmantasyon orani %11-20 oldugu aralikta grade
2'de %51,2’dir. Sperm DNA fragmantasyon oraninin %11-20 oldugu bu aralikta
grade 2 embriyo gelisim kalitesi diger butun gruplardan gozlenen ve beklenen
degerler g6z éninde bulunduruldugunda en ylksektir. Sperm DNA
fragmantasyon orani %21-30 oldugu aralikta grade 5’te %10,7 oraninda gelisim
gostermigtir. Grade 5 evresindeki besinci gun embriyolarinda gézlenen ve
beklenen degerler g6z dnunde bulunduruldugunda istatistiksel agidan anlamli
bir farklilik ortaya koymustur ve bu evrede embriyolar yavaglamaya baglamistir.
Sperm DNA fragmantasyon orani %30 ve Uzeri oldugu grupta degerler birbirine

¢ok yakindir, gdézlenen degerler beklenen degerleri gegcememigtir.
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Grafik 1: 5.gin Grade 1 embriyo gelisim oranlarinin izole teratozoospermi
(Grup A) ve normozoospermi (Grup B) gruplarinda sperm DNA fragmantasyon
oranlarindaki degisime gore karsilastiriimasi
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Grafik 2: 5.glin Grade 1 ve Grade 2 embriyo gelisim oranlari toplaminin izole
teratozoospermi (Grup A) ve normozoospermi (Grup B) gruplarinda sperm DNA
fragmantasyon oranlarindaki degisime gore karsilastiriimasi
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Tablo 7: izole teratozoospermi (Grup A) ve normozoospermi (Grup B)
gruplarinin 5.gtinde gelisen embriyo skorlamasi. (Grade 1: Expanded blastosist
ve uzerinde gelisim gosteren embriyolar, Grade 2: Full blastosist, Grade 3:
Early blastosist, Grade 4: Kavitasyon embriyo, Grade 5: Kompaktlagsma

asamasindaki embriyo)

5.Gin Embriyo Geligimleri

Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4 Grade 5 Arrest

n % n % n % n % n % n %

GRUP A | 4/126 3,2 |28/126|22,2 |44/126 | 34,9 | 24/126 |19 |18/126 | 14,3 |8/126 | 6,3

GRUP B | 103/215| 47,9 |66/215 | 30,7 | 13/215 | 6 17/215|7,9(9/215 |4,2 |7/215|3,3

P<0,05

Tablo 7’ye gore Grup A ve grup B yer alan giftlerin sperm morfolojileri ile
embriyo geligim kaliteleri arasinda 0,05 anlamlilik duzeyinde (P<0,05) bir iligki
vardir. izole teratozoospermik grupta yer alan ciftlerin grade 3, grade 4, grade 5
embriyo oranlari sirasiyla %34,9, %19 ve %14,3’tlr, arrest orani ise %6,3 tur,
bu degerler gézlenen beklenen deger agisindan istatistiksel agidan anlamhdir.
Tablo 7’ye gore normozoospermik grupta ise grade 1 ve grade 2 embriyo
gelisimi sirasiyla %47,9 ve %30,7’dir ve gdzlenen beklenen deger agisindan
istatistiksel agidan anlamlidir.

Normozoospermik grup grade 1 embriyo gelistirme acgisindan daha basarilidir.
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Tablo 8: izole teratozoospermi (Grup A) ve normozoospermi (Grup B)
gruplarinin sperm DNA fragmantasyon oranlarina gore gebelik oranlarinin

kargilastiriimasi

GEBELIK
POZITIF NEGATIF
n % n %
< 0-20 7/15 46,7 8/15 53,3
o
o)
g 21> 2/19 10,5 17/19 89,5
m 0-20 14/23 60,9 9/23 39,1
o
D)
g 21> 2/6 33,3 4/6 66,7

Grup A: p<0,05
Grup B: p>0,05

Tablo 8 e gore izole teratozoospermik grupta yer alan ciftlerin sperm DNA
fragmantasyon oranlari ile gebelik oranlari arasinda 0,05 anlamlilik dizeyinde
(p=<0,05) bir iligki vardir. Buna gore izole teratozoospermik grupta sperm DNA
fragmantasyon orani %0-20 araligindaki gebelik orani, %21 ve Uzeri sperm
DNA fragmantasyon istatistiksel anlamda daha yUksektir.

Tablo 8 e gore normozoospermik grupta yer alan c¢iftlerin sperm DNA
fragmantasyon oranlari ile gebelik oranlari arasinda 0,05 anlamlilik dizeyinde
(p>0,05) bir iligki yoktur. Buna gére normozoospermik grupta sperm DNA
fragmantasyon orani %0-20 araligindaki gebelik orani, %21 ve Uzeri sperm
DNA fragmantasyon oranindan daha yuksektir ancak bu fark istatistiksel agidan

anlamli degildir.
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Tablo 9: Sperm morfolojisi ve sperm DNA fragmantasyon oranlarinin

korelasyonunun incelenmesi

Sperm DNA Fragmantasyon

r

P

Sperm Morfolojisi

-0,418193

0,000648

P<0,01

Tablo 9’a gore sperm morfolojisi ile sperm DNA fragmantasyonu 0,01 anlamlilik

duzeyinde korelasyon katsayisi -0,418193 bulunmustur. P<0,01 oldugundan

sperm morfolojisi normal sperm orani azalirken, sperm DNA fragmantasyon

oraninin arttigini bize gostermektedir.
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5. TARTISMA

Siddetli teratozoospermi olan hasta gruplarinda ICSI islemi sonrasi fertilizasyon,
gebelik orani ve embriyo kalitesi sonuglarini degerlendiren bir ¢alismada; sperm
morfolojisi %0 ve %4 arasi her degerdeki giktilari degerlendirmis, kontrol
grubunda %5-7 arasi ile %7 ve yukarisi gibi iki kategoriye ayirip, bu
degisiklikleri kontrol grubuyla karsilastirmistir. Sonuclar degerlendirildiginde her
grup icin fertilizasyon oranlari %74-77 arahiginda dagiimigtir ve istatistiki agidan
anlamli sonu¢ bulunamamigtir. Benzer sekilde %50-60 aralidinda dagiimig
gebelik oranlari gozlemlenmistir ve istatistiki agidan anlamh degildir. Blastokist
embriyo kalitesi %0 normal grupta, %5 ve Uzeri olan grupla kiyaslandiginda
yuksek ¢ikmis ve bu deger istatistiki agidan anlamhdir (37% vs. 28%; P<.005).
Ancak bu degeri daha iyi anlamak i¢in hasta gruplarini daha ayrintili
incelemisler ve %0 normal morfolojili hasta grubu eslerinde primer infertilite
sebebi erkek faktoru olarak saptanmisg, %7 ve yukarisinda ovulatuvar
disfonksiyon, tubal faktér ve endometriosis gibi kadin faktérleri, ciftlerin %
45'inde primer tani olarak saptanmigtir. Buna karsilik %7 ve yukarisinda
motilite, sperm sayisi gibi erkek faktorleri %14 oraninda saptanmistir. Calisma
ICSI ile Kruger kriterlerine gére morfolojik inceleme yapilmis spermlerle
fertilizasyon oranlari, klinik gebelik oranlari ve blastokist embriyo kalitesi

arasinda bir iliski bulamamistir (56).

Sperm morfolojisini Kruger kriterlerine goére degerlendirip normal sperm oranini
%4 ve altini kotl, %4-14 arasini iyi, %14’ten buyuk olanlari ¢ok iyi olmak tzere
uc grup altinda inceleyen bir baska ¢alismada fertilizasyon, gebelik ve
implantasyon oranlari arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark

bulunamamistir (57).

Konvensiyonel IVF ve ICSI ile yapilan olgularin morfoloji gruplandirmalarinda
Kruger kriterleri kullanihp gruplari normal sperm orani %5 altindakiler, %5-9
arasindakiler ve %10’dan buylk morfolojili olmak Gzere Ug¢ grup altinda
inceleyen bir bagka ¢alismada konvensiyonel IVF sonuglarinda normal sperm
morfolojisi %10’dan buyuk olan grupta olan grupta %68 fertilizasyon, %10’dan

klgUk olan grupta ise %54 fertilizasyon gézlemlenmis, bu farklilik istatistiksel
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acidan anlamli bulunmustur (P=0.00002). Normal morfolojili sperm orani %5
altinda olan grupta fertilizasyon orani %35 bulunmus ve iyi prognoz gdsteren
gruptan istatistiksel agidan énemli dlgude duguk degerde anlamli sonug
verdigini gostermistir (p=0.016). Gebelik oranlari butliin gruplarda beklenen
degerde ¢cikmis ve farklilik gruplar arasinda gézlemlenmemistir. ICSI tedavisi
uygulanmis grupta fertilizasyon ve gebelik oranlari arasinda istatistiksel agidan
anlaml bir farkhlik bulunamamigtir. Bu ¢alisma litaratirde %14 olan normal
morfoloji sinirinin %10’a ¢ekilmesinin ve yeni cut-off degeri olabilecegdinin altini

cizmistir (58).

Sperm DNA fragmantasyonuyla sperm morfolojisini karsilastiran bir calismada
19 hasta Uzerinde yapilan klinik arastirma sonucunda fertil grupta, sperm DNA
fragmantasyonu ile normal morfoloijili sperm iliski gdstermemistir. Ancak infertil
grupta normal morfolojili spermlerle (%4 ve Uzeri) iligki gostermistir (59). Bunun
yaninda sperm DNA fragmantasyonuyla sperm morfolojisi arasinda negatif

korelasyonun oldugunu gésteren pek ¢cok ¢alisma mevcuttur (60-71).

Simon ve arkadaslari infertil hastalarda sperm DNA fragmantasyon oraninin
embriyonik gelisime etkisini inceleyen bir calismada IVF ve ICSI tedavisi
sonrasinda gelisen embriyolari ikinci, igincu ve besinci gin gozlemlemigler ve
gelisim kalitelerini iyi orta ve kotu olarak gruplandirip sperm dna
fragmantasyonu oranini %30 ve alti dusuk, %31 ve %70 arasi orta, %70 ve
yukarisini yiksek sperm gruplarindan nasil etkilendiklerini incelemislerdir. ICSI
sonrasi, iyi kaliteli embriyolarin ylizdesinde ve sperm DNA fragmantasyon orani
arttikga duguk kaliteli embriyolarin yluzdesinde bir artis gozlemlenmistir.
Bununla birlikte, klasik IVF sonrasi boyle bir korelasyon gozlenmemigtir.
Embriyo gelisiminin ilerlemesi, 2. gunden 3. gune kadar olan DNA hasar
gruplari arasinda istatistiksel olarak farkli degildir (P>0,05). Ancak embriyo
gelisimi 3. gunden 5. gune analiz edildiginde DNA hasar gruplari arasinda
istatistiksel agidan énemli bir fark gértlmustur (P<0,05). Klinik gebelik oranlari
dusuk DNA hasar grubunda %69,7, orta DNA hasar grubunda %68,6 ve ylksek
DNA hasar grubunda %44,8 idi ve bu fark istatistiksel agidan anlamli

bulunmustur (72).
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Bizim yaptigimiz calismada embriyonel gelisimin sperm DNA
fragmantasyonuyla iliskisi sonuglarinda en ¢ok benzeyen ¢alisma Simon ve
arkadaslarinin yaptigi calismadir. Biz, besinci gunde geriden gelen embriyo ve
arrest oraninida takip ettik, raporladik. Besinci glinde blast gelisimini ge¢
expanded blast ve daha iyi gelisim kalitelerini bir grup olacak sekilde, full blast
ve erken expanded blast arasi gelisimi bir grup, early blast ve full blast arasi
gelisimi bir grup altinda inceledik. Gelisen embriyo sayilarinin diguk
olmasindan dolayi istatistiksel agidan bir inceleme yapabilmek i¢in bu tarz bir
gruplandirma yapilmasi gerekmekteydi. Benzer gsekilde sperm DNA
fragmantasyon orani %50 ve yukarisinda olan hasta sayisi az oldugundan ve
embriyonel geligsimlerin takibinin bu grupta yapilmasinin anlam ifade
etmeyeceginden dolay! %30 ve yukari sperm DNA fragmantasyon orani altina
dahil ettik. Ayrica sperm morfolojisinin iki grup altina alinip izole
terazozoospermik grupta ve normozoopsermik grupta ayri ayri incelenmesi, her
bir grup igin embriyonel gelisimin sperm DNA’sindan etkilenme derecesini

ortaya koymaktadir.

Calismamizda ilk kez izole teratozoospermi ve normozoospermi hasta
gruplarinin sperm DNA fragmantasyon oranlariyla embriyonel gelisimin buyuk
Olglde etkilendigini gdzlemledik ve bu etkilenme izole teratozoospermi hasta
grubunda daha siddetli ortaya ¢cikmaktadir. Bu sonucun izole teratozoospermi
morfolojik bozukluk sebebiyle kromatin modellemesindeki degisiklikler hep ayni
ve hatali diuzeyde gergeklesmis olabilmesinden kaynaklanabilir. Daha 6nce
klivaj embriyolarinin evreleri ve gelisim hizlarinin blastokist embriyolara
doénusmesi arasindaki iliski gézlemlenmistir (73-75). Bu iligkinin iyi gelisim
gOsteren daha hizli gelisen embriyolarda daha yuksek gebelik oranlari
sagladigini gostermistir(76). Sperm DNA fragmantasyon oraninin, embriyonik
gelisme ile dogrudan iligkili oldugunu digunmekteyiz. Sperm DNA
fragmantasyonunun, tamir mekanizmalari, transkripsiyon ve hicre
dongusundeki kontrol mekanizmasini etkileyebilecegini gostermistir(77). Buna
gore paternal sperm DNA’sinin embriyonik bolunmeleri etkiledigini gosteren

calismalarda mevcuttur(7).
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6. SONUG

Calismamizda infertil 63 hastada sperm DNA fragmantasyonunun, izole
teratozoospermik grupta normozoospeermik gruba gore daha yuksek sperm

DNA fragmantasyon orani saptanmistir.

Sperm DNA fragmantasyon orani izole teratozoospermik grupta,
normozoospermik gruba gore daha dusik oranda Expanded blastosist ve Ustu
kalitede embriyo gelisimiyle sonuclanmistir. izole teratozoospermik grupta early
blastosist ve full blastosist gelisim kalitesinde yavaslama gézlenmistir. Embriyo

arrest oranlari ise sperm DNA fragmantasyon orani arttikga artmaktadir.

izole teratozoospermik grupta sperm DNA fragmantasyon orani arttikca
expanded blastosist ve Ustu kalitede embriyo gelisimi azalmaktadir.
Nomozoospermik gruptada benzer sekilde sperm DNA fragmantasyon orani
arttikga gelisen expanded blastosist ve Ustu kalitede embriyo orani
azalmaktadir. izole teratozoospermi grubunda %30 ve lizerinde hi¢ expanded
blastosist ve Ustu kalitede embriyo gelismemigtir. Bu sonu¢ 5.gun embriyo
gelisim kalitesinin sperm DNA fragmantasyonundan izole teratozoospermik
grubun, normozoospermik gruba gore daha negatif bir bigimde etkilendigi, bu
negatif etkinin izole teratozoospermik grupta ¢ok daha siddetli ve normal
olmayan embriyo gelisimleri, yavaslamalari ve arrest oranlari ile ortaya ¢iktigi
gozukmektedir. Bu sonucu takiben izole teratozoospermik grupta,
normozoospermik gruba gore ¢cok daha duguk fertilizasyon oranlari, gok daha
dusuk gebelik oranlari ve ¢ok daha duguk implantasyon oranlari
g6zlenmektedir. Sperm DNA fragmantasyonundaki bu artis izole
teratozoospermik grupta yardimci ireme teknikleri yonteminin kesinlikle
degistiriimesi gerektigine vurgu yapmakta veya yardimci dreme tekniklerinde

uygulanacak yontemin gelistiriimesi gerekmektedir.

IMSI ydntemi spermin bas bolgesindeki vakuolizasyonlar, akrozom,
postakrozomal lamina, boyun, mitokondri, kuyruk ana pargasi ya da flagellum
ve nukleus kisimlarinin morfolojik olarak ICSI'da saptanamayan defektlerin
saptanmasi agisindan énemlidir. Spermdeki vakuoller sperm DNA

fragmantasyonula iligkili oldugu bilinmekte, blastokist embriyo gelisiminde
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negatif ydonde etkilemektedir. Sperm morfolojisi ile sperm DNA fragmantasyonu
arasinda negatif korelasyonun oldugu bilinmekte, bu yizden, akrozom,
postakrozomal lamina, boyun, mitokondri, kuyruk ana pargasi ya da flagellum
ve nukleus kisimlarinin alti bin alti yiz kat (6600x) buyitmede daha ayrintili
incelenmesi ve herhangi bir defektin kaciriimasinin éniine gecmektedir. izole
teratozoospermik ve normozoospermik grupta morfolojik bozukluklarin fazlaligi
sebebiyle hem normal spermin segilebilmesine (secilen normal spermin ICSI'da
goéruntilenemeyen defektlerin 6nline gegmesi sebebiyle), segilen normal
morfolojili sperm ile daha disik sperm DNA fragmantasyon oranina sahip
olabilecegi ve daha iyi kalitede embriyolar gelistirebileceginden IMSI, ICSI

yontemine gore avantaj saglayacaktir.

Standart olarak kullanilan swim-up ve dansite gradyent yontemlerinin birlikte
uygulanmasinin tekli sperm yikama islemine gére sperm DNA fragmantasyon
oranini distirmede daha etkili oldugu bilinmektedir. izole teratozoospermik ve
normozoospermik grupta sperm DNA fragmantasyonunu dusurebilmek icin
swim-up ve dansite gradyent kombinasyonlu sperm hazirlama teknigi

kullaniimasi onerilir.

Dansite gradyent ve zeta yonteminin her ikisinde de iglem sonrasi daha az
sperm DNA fragmantasyonu saptanmis ancak zeta ydéntemi, dansite gradyent
yontemine gore daha da az sperm DNA fragmantasyon orani ¢iktisi vermis ve
daha fazla sayida sperm elde edilmistir. Sonug olarak izole teratozoospermik ve
normozoospermik grupta standart dansite gradyent yontemine gore zeta

yontemi tercihi yapiimalidir.

Microfluidics (Mikroakiskanlar) sistemi ve swim-up yontemleri
kargilastirmasinda, her iki yontemde de iglem sonrasi sperm DNA
fragmantasyon oranini azalmig ve morfolojik agidan normal sperm orani
artmistir ancak Microfluidics cihazlar, swim-up yontemine gore ¢ok daha yuksek
oranda normal morfolojili sperm elde etmekte etkili ve bu spermlerin DNA
fragmantasyon oranlarinin gok daha disuk ¢ikmasini saglamaktadir. Sonug
olarak izole teratozoospermik ve normozoospermik grupta standart swim-up

yontemine gore Microfluidics ydntemi tercihi yapiimasi 6nerilmektedir.
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