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OZET

Tekrarlayan Tiip Bebek Basarisizhi@1 Olan Hastalarda, Alternatif Bir Yontem
Olarak, Mikroakiskan Sperm Ayiklama Ciplerinin Kullanimi
Amag: Tiip Bebek tedavilerinde sperm hazirlama tekniklerinin iyi kalitede
spermi se¢meye yonelik oldugu bilinmektedir. Bu c¢alismanin amaci, tekrarlayan
basarisiz tiip bebek denemesi olan hastalarda, sperm hazirlamada kullanilan yogunluk
gradient yoOntemi ile mikro-akiskan ¢ip yOntemini, dollenme ve gebelik oranlar
acisindan kiyaslamak ve bu yoOntemleri sperm morfolojisi ve sperm DNA

fragmantasyon indeksi agisindan degerlendirmektir.

Materyal ve Metot: Sebebi bilinmeyen infertilite ve tekrarlayan basarisiz tiip
bebek denemeleri olan 428 hasta calismaya dahil edildi. ilk defa tiip bebek tedavisi alan
hastalar ve tekrarlayan denemesi olan hastalarda, yontemlere gore déllenme ve gebelik
oranlar1 kiyaslandi. Grup igerisinden rastgele secilen 30 erkekden alinan sperm
orneklerinin morfoloji ve DNA fragmantasyon indeksi kiyaslamasi Toluidine blue

sitokimyasal boyama yontemi ile degerlendirildi.

Bulgular: Ilk defa tiip bebek denemesinde bulunan hastalarda gradient ve ¢ip
yontemlerine gore kiyaslama yapildiginda dollenme ve gebelik oranlari arasinda
istatistiksel olarak fark goriilmedi. Ikiden fazla basarisiz tiip bebek denemesi olan ve ilk
defa mikrocip kullanilan hastalarda dollenme oranlarinda anlamli fark goriliirken,
gebelik oranlar1 arasinda istatistiksel olarak fark goriilmedi. Grup iginden rastgele
secilen 30 kiside yapilan incelemede mikrocip yOnteminin, yogunluk gradient
yontemine gore sperm DNA fragmantasyon indeksini anlamli olarak azalttigi goriildii.
Her iki yontemde kontrol grubuna goére iyi morfolojide sperm yiizdelerini istatistiksel

olarak anlamli derecede artirurken kendi aralarinda bulunmada.

Sonu¢: Tekrarlayan basarisiz tiip bebek denemesi olan hastalarda mikrogip
yontemi Onerilebilir. Tedavi Oncesinde sperm DNA fragmantasyon testi yapilmasi

uygun sperm yikama yonteminin se¢ilmesinde yol gosterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Tiip Bebek, Sperm, Mikroakiskan, DNA fragmantasyonu,

¢ip, Toluidine Mavisi
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ABSTRACT

Microfluidic Sperm Sorting Chip usuage as an alternative method in recurrent
IVF failure patients
Aim: It is known that sperm preparation techniques in IVF treatments are

intended to select the best quality sperm. The aim of this study was to compare the
density gradient method and the microfluidic chip method in recurrent IVF failure
patients in terms of fertilization and pregnancy rates and also to evaluate these methods
according to sperm morphology and sperm DNA fragmentation index.

Material and Method: The study included 428 patients with unexplained
infertility and recurrent IVF failure patients. Fertilization and pregnancy rates were
compared in the the first time IVF trial patients and in the recurrent IVF failure patients
according to the methods. Morphology and DNA fragmentation index comparison of
sperm samples taken from 30 randomly selected men from the group were evaluated by

Toluidine Blue cytochemical staining method.

Results: There was no statistically significant difference between fertilization
and pregnancy rates when compared with gradient and chip methods in first time IVF
tial patients. However in recurrent IVF failure patients there was a significant difference
in fertilization rates but there was no statistically significant difference in pregnancy
rates. In the study performed in 30 randomly selected patients from the group, the
microchip method significantly decreased sperm DNA fragmentation index according to
density gradient method. Both methods significantly increased the percentage of sperm
with good morphology compared to the control group. There was no difference between
the methods in terms of morphology.

Conclusion: Microchip method may be recommended in patients with recurrent
unsuccessful in vitro trials. The sperm DNA fragmentation test prior to the treatment

will be helpful in selecting the appropriate sperm washing method.

Key Words: IVF, Sperm, microfluidic, DNA fragmentation, chip, Toluidine
Blue

Vi
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1. GIRIS

Infertilite diinya genelinde dogurganlik ¢agindaki ciftlerin % 8-12’sini etkileyen
onemli bir {ireme saghg1 sorunudur (1). Infertilite tedavisinin temel basar1 gostergesi
saglikli bir gebeligin olusmasi ve canli dogumun komplikasyonsuz gerceklesmesidir.
Giiniimiizde tiip bebek tedavisi, IVF (In Vitro Fertilizasyon), asilama (IUl=intra utein
inseminasyon) ve mikroenjeksiyon(ICSl=intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) gibi
yardime1 iireme teknikleriyle infertil ¢iftlere ¢ocuk sahibi olma sans1 vermektedir. Tiip
Bebek tedavisinde iki veya daha fazla denemesi olupda gebe kalamama durumuna,
tekrarlayan tlip bebek basarisizligi denir. Tedavinin basarili olmasi, embriyo kalitesine
ve rahmin gebeligi kabul etme potansiyeline baglidir. Tiip Bebek denemelerinin

ortalama %30’u canli dogumla sonuglanmaktadir (2).

Tip Bebek basarisiziginda erkek faktorii %30-50°lik etkiye sahiptir (3).
Oligozoospermik veya azospermik erkeklerin baba olma sansi mikroenjeksiyon gibi
yardimla iireme teknikleriyle artmistir. Clinkii bu teknik ile baba adayindan hi¢ sperm
elde edilmese bile ameliyat ile testislerden sperm hiicrelerine ulasilip mikroenjeksiyon
ile yumurta hiicresi dollendirilmektedir (4). Infertil ciftlere yapilan standart testlerde
hersey normal ¢ikan bir grup vardir ki buna sebebi bilinmeyen infertilite grubu denir.

Bu grup infertil giftlerin yaklasik %30 unu olusturmaktadir (5).

Tiip Bebek tedavisinde hastanin gebe kalabilmesi i¢in en basta olusturulacak
olan embriyonun morfolojik ve genetik agidan normal olmasi gerekir. Bunun igin
embryonun gelisim asamasindaki yapisal 6zellikleriyle beraber genetik inceleme sonrasi
saglikli kromozomal yapiy1 tasiyip tasimadigi degerlendirilir. ICSI o6zellikle erkek
infertilitesi i¢cin doniim noktasi olmustur. Sperm konsatrasyonu referans degerlerin
altinda olan hastalar da yeni bir yaklasim olarak giindeme gelmistir. ICSI’de
kullanilacak olan spermlerin se¢imi ig¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu konuda
mikroenjeksiyon islemini yapan embryologlar yaygin olarak DSO (Diinya Saglik
Orgiitii) niin veya Kruger’in sik1 kurallarina gore normal morfolojideki spermleri
se¢mektedirler. Spermlerin yardimla {ireme tekniklerinde kullanilabilmesi santriifiij ve
peletin siispansiyon haline getirilmesi islemleriyle gergeklestirilmektedir. Bu sekilde
seminal plazma uzaklastirilirken, ileri derecede hareketli spermlerin elde edilmesi,
spermlerin peletden yilizeye ylizdiiriilmesiyle (swim-up) elde edilir. Bununla birlikte

peletde birikebilen nétrofillerden, dejenere ve yash spermlerden salinabilen oksijen



radikalleri istenen iyi kalitede hareketli spermlere zarar verebilir. Ozellikle ¢ok sayida
bu tarz hiicreleri ihtiva eden peletlerde yiizeye yilizdiirme yontemi kagmilmaz olur.
Bunu 6nlemek icin hi¢ santriifiij yapmadan spermleri yiizeye yilizdiirmek bir secenek
olabilir. Gradient yontemi spermlerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan diger bir
yontemdir. Fakat gradient yonteminde sirali  santriifiij asamalarinin  sperm  ve
semendeki 16kositlerden anlamli bir sekilde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) salindig1 ve
bu durumun sperm fonsiyon bozukluguna ve sperm DNA biitiinliigline zarar verdigi
rapor edilmistir (6). Diger taraftan gradient ve swim-up yontemlerinde disiikk devir
santrifiigasyon yapildiginda minimum sperm fonksiyon bozuklugu ve iyi kalitede sperm
elde edildigini gosteren yayinlar da vardir (4, 6-8).

Son yillarda mikro-akiskan tekniklerin yayginlagsmaya baslamasiyla birlikte, tiip
bebek alaninda da kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle erkek infertilitesinde sperm
secimi konusunda kullanilmaya baslanan fakat heniiz ¢cok yeni olan bu yontemlerin
klinik ¢alismalar1 yok denecek kadar azdir. Mikro-akiskan aparatlari ya da diger adiyla
cipleri, laboratuarda bulunan biyolojik ve kimyasal analiz cihazlarin1 minyatiirize etmek
fikrinden koken almaktadirlar. Yardimer tireme tekniklerinde de kullanilmaya baglanan
mikro-akiskan sistemler Orneklerin canli olarak incelenebilmesi, islenebilmesi i¢in
ihtiya¢ duyulan bir ara¢ haline gelmistir. Embryo ve yumurtalarin yiikleme/bosaltma
islerinde, hiicre kiiltiiri asamasinda, kimyasal ve mekanik manipulasyon gibi islevlerde

kullanilmaya baslanmigtir (9).

Tiirkiye’de sperm hazirlanmasinda kullanilan 6zel bir Tiirk firmasinin {iretip
pazarladig iki tip mikro-akigkan ¢ip bulunmaktadir. Bir tanesi ICSI igin iiretilmis olan
yatay bir platformdaki kanaldan spermlerin karsi tarafa ylizdiiriilmeleri sonucunda
kaliteli spermlerin elde edilmesini hedeflemektedir. Bu sekilde hareketi iyi ve dogrusal
olan spermler kargi tarafa gecebilirler. Bir diger iiretilmis olan ¢ip Ul i¢indir. Bunda ise
spermler asagidan yukariya yiizdiiriiliirlerken ortada bulunan bir membran filtreden
gecerler. Bu membran filtre tizerinde sadece diizgiin morfolojik kriterleri ihtiva eden
spermlerin  gecebilecegi delikler bulunmaktadir. ICSI igin olan ¢ipde sperm
konsantrasyonu az ise santriifiij islemiyle 6n yikama yapilir. Sonunda az sayida ama
yeterli miktarda sperm elde edilir. Ul igin olan ¢ipde santriifiij kullanilmaz. Yiikleme
haznesi biiyiik oldugu icin daha fazla hacimde yiikleme yapilabilir. [UI’a uygun olarak
cok sayida sperm elde edilir. Spermler kendi hareketleriyle karsi tarafa gecerler.

Kullanilacaklari islem i¢in gegtikleri taraftan alinirlar.



Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde yeni yontemlerden bir tanesi sperm
DNA fragmantasyon testidir. DNA fragmantasyonu, sperm DNA’sindaki hasarlar ve
genomik kararsizliklar sonucu olusur. Sperm DNA fragmantasyonu testlerinde sinir
degerleri yapilan g¢alismalara gore %27-35 arasindadir (10). Bu testi yapmak igin
kullanilan yontemler ve tercih edilme oranlari sirastyla TUNEL (%30.6), SCSA
(%30.6), SCD (%20.4), KOMET (%6.1) ve Toluidine Blue boyama yonteminin de
icerisinde oldugu diger yontemler (%12.2) seklindedir (11). Sperm DNA fragmantasyon
testi en ¢ok tekrarlayan tiip bebek basarisizligi olan hastalar veya tedavi sonrasi diisiik
yapan hastalar ile dogal yollarla gebe kalipda ilk 3 ay icinde tekrarlayan diisiikleri olan
hastalarda teshis amaciyla istenmektedir (11). Sperm DNA fragmantasyon orani tedavi
protokoliinii dogrudan etkilemektedir. Bu test sonrasinda yardimla {ireme tekniklerinde
kullanilacak olan spermin kaynaginin ejakiilat m1 yoksa testis biopsisi mi olacagi, nasil
bir tedavi yonteminin segilecegi acisindan karar verdiricidir. Klasik semen analizi
testlerinde yapilan yeniliklere ve referans degerlerde yapilan diizenlemelere ragmen
normal semen parametresi olan erkeklerin %30’u infertildir (12). Bu agidan sperm DNA
fragmantasyon testi klasik sperm incelemesinin Oniine gegmistir. Sperm DNA
fragmantasyonu yiiksek ¢ikan hastalarda tiip bebek tedavisinin basari oranini artirmak
adina DNA fragmantasyonunu disiirmek i¢in cinsel perhiz stiresini kisaltma,
tekrarlayan ejakiilasyon, farkli sperm hazirlama tekniklerinin kullanimi veya testikiiler
Sperm biopsisi yontemleri uygulanmaktadir (13-16). Testis biyopsisinden sperm elde
etmeye yonelten sebep, spermin epididimden gecerken en ¢ok DNA hasarina maruz
kaldig1 diistintildigiinden DNA fragmantasyonunun en az testisde oldugu, dolayisiyla
buradan elde edilen spermlerde DNA hasarinin daha az oldugu 6ne siiriilmektedir (17).
Bu asamada hentiiz ¢ok yeni olan mikro-akigskan bir teknikle sperm hazirlanmasi DNA

fragmantasyonunu azaltmak adina alternatif olabilir.

Bu ¢alismanin amaci, sebebi bilinmeyen infertilite tanis1 konan ve en az iki kez
basarisiz tiip bebek denemesi olan hastalarda, mikroenjeksiyon i¢in sperm hazirlamak
amaciyla kullanilan tekniklerden yogunluk gradient yontemi ile mikro-akiskan ¢ip
(Fertile-plus) yontemlerini, sperm DNA fragmantasyon oranini etkileme yoniinden
karsilastirmaktir. Bu amagla 01.02.16-01.06.18 tarihleri arasinda Malatya Ozel
Dogufertil Tiip Bebek Merkezine bagvuran ve tiip bebek tedavisi gerektiren hastalarin
spermleri, gradient yontemine veya mikrog¢ip yontemine gore hazirlanarak ICSI sonrasi

embryo transferleri gergeklestirilmistir. Yumurta dollenme oranlari ve gebelik oranlar



karsilastirilmistir. Ayrica bu hastalar iginden rastgele secilen 30 kisiden alinan sperm
ornekleri ile ejakulat (kontrol) grubu, gradient ve ¢ip grubu olusturularak morfoloji ve

DNA fragmantasyon oranlar1 agisindan degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. infertilite (Kisirhk) Tanim

Infertilite bir hastaliktir. Amerikan Ureme Sagligi Uygulama Komitesi’nin
tamimina gore; infertilite heniiz tibbi ya da fiziksel muayene bulgularma gore
degerlendirme yapilmadan oOnce, en az 12 ay ve daha fazla silire boyunca gebe

kalinamama durumudur.
2.2. IVF (In Vitro Fertilizasyon) Tarih¢esi

IVF, vyani laboratuar sartlarinda dollenme c¢alismalar1 ilk olarak hayvan
deneyleriyle baslamistir. 1890 yilinda Walter Heape bir tavsan tiiriiniin tliplerindeki
embryolar1 yikama yontemiyle alip bagka bir tavsan tiirlinlin tiiplerine transfer ederek
tavsanlarin dogmasini saglamistir. 1890’11 yillardan 1951’11 yillara kadar bu konulardaki
bilimsel ¢aligmalar toplum ve g¢evre baskisi yiizlinden sessiz kalmistir. Tubal embryo
transferi (TET), Pronuklear agsamada transfer (PROST), Gamet intrafallopian transfer
(GIFT), Zigot intrafallopian transfer (ZIFT) uygulamalari tarihsel baslangi¢c olmustur.

MC.Chang ve CR.Austin 1951 yilinda yaptiklar1 c¢alismalarda “Sperm
kapasitasyon” 6zelligini ortaya c¢ikarmiglardir. Spermin kapasitasyon ozelligi sperm
fonksiyonlar1 ve dollenme agisindan 6nemli bir gelisme olmustur (18). 1959 yilinda
MC.Chang tavsanlarda yumurtanin in vitro sartlarda dollenebilecegini gostermistir (19).
Heape’nin transfer teknigi kullanilarak yapilan transfer (ET) sonrasinda ilk tiip tavsan
dogumu gergeklestirilmistir (20). 1960-1970 li yillarda hayvan giftliklerinde {istiin
genetik tiir besi hayvanlarn yetistirilmesinde morula yada blastokist evresindeki
embryolarin uterusdan “foley kateter” ile yikanarak dis ortama alinmasi ve yeni anne
adayma transfer edilmesiyle %100’e varan genetik {istiin yavrularin elde edilmesi
saglanmistir. Bu uygulamalar ile dogan buzagi sayisi diinya genelinde 200-300 bin
civarindadir. Bu yontem ile hayvanlarda gebelik oram1 %60 civarinda olup dogum
oranida minimal kayipla %50 civarindadir. 1970 sonrasinda hayvanlarda goriilen
basaridan sonra insanlarda tubal kisirlik olgularinda bu tarz yontemlerin kullanilmasi
i¢cin baskilar artmistir. O zamanlarda en biiyiik sorun olgun yumurtalarin ovulasyondan
once laboratuar ortamina alinamamasiydi. Bu zorluk jinekolog Patrick Steptoe ve

hayvan fizyologu Robert Edwards’in tavsanlardaki calismalari ile ¢oziime kavustu.



Aragtirmacilar tavsanlara disaridan verilen hCG hormonunun LH hormonunu artirarak

yumurtay1 olgunlastirdigini gosterdiler (19).

R. Edwards ve Barry Bavister Mart 1968 yilinda ilk kez insan yumurtasini dig
ortam kosullarinda déllemeyi bagaran aragtirmacilar olmuslardir. Sonrasinda Steptoe ve
Edwards’in kurdugu ekiple 1978 yilinda IVF teknigi ile diinyadaki ilk tiip bebek
basariyla dogmustur. Ilk tiip bebek olan Louise Brown Ingiltere’nin Oldham
kasabasinda 25 Temmuz 1978 yilinda dogmustur. Dogumundan bu yana 40 y1l gecmis
olup bu zaman zarfinda yardimla lireme teknikleri ¢ok gelismistir. Arastiricilar o
donemin pek ¢ok etik sorununa ragmen c¢aligmalarini sabir ve basari i¢inde siirdiirdiiler.
10 yil iginde tiipleri tikali, tubal faktor kisirligi olan hastalardan yaklasik 1000 tiip
bebek diinyaya geldi (20).

1992 yilinda G.Palermo, H.Joris,P.Devroey ve A.Steirteghem’in tek bir sperm
hiicresini yumurta igerisine enjekte etmesi ile elde ettikleri gebelikleri yayinladilar.
Boylelikle ciddi boyutdaki erkek kisirligi tedavisine yeni bir boyut kazandirdilar (4). Bu
yontem son 25 yila damgasin1 vurmustur. Insan genom projesinden sonra genetik teshis
yontemlerinin de gelismesiyle hastalikli embryolar anneye tutunmadan Once tespit

edilebilmektedirler.
2.2.1. Kisirhgi Etkileyen Faktorler

Insan {ireme sistemiyle ilgili sayisiz faktoriin oldugu bilinmektedir. Bu
faktorlerde yapilan degisiklikler sonucu gebelik sansi artirilmaktadir. Bilinen 6nemli

faktorler asagidaki gibidir;

Anne Yasi: Gebelik olusmasinda en onemli faktorlerden biri anne yasidir. Bir
kadinin dogurganligi 24 yasindan sonra azalmaya baglar. Bu azalma 37 yasindan sonra

hizlanir (21) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Anne yasina gore gebelik oranlari (19).

Dogumda 2 milyon civarinda olan primordial folikiil sayis1 addlasan doneme
girene kadar 600.000-700.000 arasina diiser. Sonrasinda menopoza kadar oosit olusumu
bu primordial folikiillerden gergeklesir. Folikiiller 37-38 yas araliginda hizla atrofiye
olmaya baglarlar. Bu yiizden bu yaslardan sonra hastalarin yumurta rezervleri azalir.
Bununla birlikte mayoz esnasinda gerceklesen hatalardan otiirii genetik materyaldeki
kromozomal bozukluk ihtimalleri de artar. Bunun sebebi de daha ¢ok spindle
bozuklugundan otiiriidiir. Bu sekilde olusan kromozomal dengesizlikler normal bir
dollenmeyi bozabilecegi gibi embryo gelisimini de durdururlar. Kromozomal
bozukluklarin %70-80°1 ilk trimesterde diisiik yapar. Yapilan calismalar ileri yas

kadinlarda anoploidi oranlarinin arttigini gostermektedir (22).

Baba Yasi: Kadinlarda oldugu gibi erkeklerde de gonadal fonksiyonlarda yasa
bagli azalma olmaktadir. Testesteron iiretiminde azalma 40’11 yaslardan sonra baslar.
Yetmis bes yasinda bir erkekde yirmi yasindakine gore testesteron miktarinda %50
azalma oldugu tespit edilmistir (23). Semen hacmi, sperm hareketliligi ve sperm
morfolojisi parametrelerin de de azalmalar olur. Erkeklerde yasa bagl anoploidi orani
sadece %2 dir ve erkeklerde yasa bagh diisiikleri acgiklayan bir bulgu yoktur (24).
Sadece cinsiyet kromozomlarina ait kromozomlarin dizomisinde artis oldugunu

gosteren ¢aligmalar vardir (25).



Kimyasal Faktorler: Genel saghigi etkileyen ajanlardan Ozellikle iireme
saghigini etkileyenler mevcuttur. Bunlardan nitrik oksidin infertiliteye ve spontan
diisiiklere sebep oldugu gosterilmistir (24). Kadinlarda kadmiyum, civa ve kuru temizlik
malzemelerinin infertiliteye sebep oldugu gosterilmistir. Erkekler anatomik olarak dis
etkenlerden etkilenme konusunda daha hassastir. Dibromochloropropane (pestisit)
tireten fabrikalarda c¢alisan erkeklerde infertilitede artis tespit edilmistir (26, 27).

Spermatogeneze toksik olan ajanlar Tablo 2.1 de siralanmustir.

Tablo 2.1. Sperm iiretimini bozan kimyasal ajanlar (26).

Kursun Dibromokloropropan (DBCP)
Karbaril Toluendiamin

Dinitrotoluen Etilen dibromid

Welding Etilen glikol monoetil eter
Perkloroetilen Kepon

Bromin buhari 2,4-Diklorofenoksi asetik asit

Diyet: Kadinlarda asir1 sismanlik overlerin fonksiyonunu bozup infertiliteye
neden olabilir. Viicut kitle indeksi <19 olan ekstrem durumlardaki kadinlarda ise
hipotalamusun fonsiyon bozuklugu riski artar yine viicut kitle indeksi ¢ok yiiksek olan
kadinlarda polikistik over sendromu hastaligit (PCOS) gelisebilir ki bu durumda da
yumurtlama bozukluklari olusur. Geng¢ kadinlarda goérillen PCOS tibbin tedavi
edilebilen en yaygin infertilite hastaligidir (28).

Sigara Kullanimi: Biitin faktorler icerisinde sigara en Onemlisidir. Sigara
kullaniminin {ireme tibbi tlizerine zararli oldugu ispatlanmistir. Yapilan bir¢ok ¢alismada

sigara kullanimimin infertiliteye sebep oldugu gosterilmistir (25, 29).

Kafein: Gebelik oncesinde giinliikk 900 mg dan fazla kafein tiiketimi spontan
abortuslari artirmaktadir (30).

Alkol: Gebelikte alkol kullaniminin zararlar1 iyi anlasilmistir. Doza bagli olarak
alkol tiiketimindeki artis gebelik sansini azaltmaktadir (31, 32).

Stres: Bu konuyla ilgili ¢ok tartisma yapilmaktadir. Goriinen o ki tiim infertilite

kliniklerine gelen hastalar streslidir. Cogu ya gebelik istemenin stresi ya da gebe
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kalamamanin hayal kirikliklarim1 yasamaktadirlar. Infertil kadinlarin %40’in da

anksiyete ve depresyon hakimdir (33).
2.3. Erkek Ureme Sistemi ve Erkek Infertilitesi
2.3.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi, spermin olusumundan ve erkeklik hormonlarinin

sentezinden sorumludur. Dort boliimden olusur (34, 35).

e Gonadlar
e Genital kanal sistemi (epididim, duktus deferens, ejakiilatuar kanal ve iiretra)

e Yardime ireme bezleri (seminal vezikiil, prostat ve bulbo iiretral bezler)

e Penis (Sekil 2.2).

bladder ureter

peritoneum )
seminal

vesicle
pubis

prostatic urethra rectum

corpus

cavernosum /" A Siiftu'atow
corpus ;
spongiosum prostate

urethra bulbourethral gland

lans penis
gansp ductus deferens

scrotum

Sekil 2.2. Erkek iireme sistemi semasi (36).

2.3.1.1. Gonadlar

a) Testis: Testisin ekzokrin ve endokrin salgilama 6zelligi vardir. Ekzokrin
irtinli sperm hiicreleridir. Endokrin iiriinii testesteron’dur. 2 tane olan testisler,
spermatogenezin olabilmesi igin viicut 1sisindan 2-3 derece daha diisiik 1sida olan,

skrotumun i¢ ylizeyini kaplayan, ¢ok kalin bir bag dokusu olan, tunica albuginea



icerisinde sag ve soltaraflara yerlesmislerdir. Testisler yaklasik olarak 4-5 cm x 2,5 cm
x 3 cm boyutlarindadir. Her biri 10-15 gr agirhiginda olup, sagdaki %10 daha agirdir
(34). Folikiil Stimiilan Hormon (FSH), Liiteinizan Hormon (LH), prolaktin hormonu ve
testis hacmi ile sperm sayisi arasinda dogrudan iliski vardir (37). Vicutdaki
testesteronun neredeyse tamamu testislerde, %5 den az bir kismi ise bobrek iistii

bezlerinde uretilir.

b) Seminifer tiibiiller: Testisin salgilayici dokusudur. Aktif holokrin tipde
salgilama yapar. Salgilama materyali spermium’dur. Her bir testisde yaklasik 250 lobiil
vardir. Herbir lobiilde yogun bir Sekilde katlanmis olarak seminifer tiibiiller mevcuttur.
Seminifer tubullerin igerigini olusturan spermler rete testis kanallarma bosaltilir (38,
39). Herbir lobiilde 1 ila 4 seminifer tiibiil mevcuttur. Bu tiibiillerin ¢ap1 150-250 um
arasindadir. Herbir tiibiiliin uzunlugu ortalama 50 cm dir. Bu tiibiillerin epitelyum yapisi

baslica 3 tiir hiicreyi ihtiva eder.

e Sertoli Hiicreleri
e Spermatogenik Hiicreler

e Leydig Hiicreleri

Sertoli hiicreleri: Bazal lamina iizerinde, seminifer epitel boyunca uzanan
piramidal hiicrelerdir. Puberteden sonra ¢ogalmazlar. Sitoplazmasinin apikal yiiziinde
spermiumlarin yerlesimine uygun girintiler igerir. Yan uzantilarla spermatogoniumlarve
spermatositler arasmna uzanip mekanik destek olurlar. Spermiumlarin otoimmiin
reaksiyonlardan korunmasini ve beslenmesini saglarlar. Ekstratiibiiler araliktan liimene
makromolekiillerin gecisini onleyen zonula okludensler sayesinde, germ hiicrelerinin
proteinlerine karsi antikor yapilmasi onlenmis olur. Bu yapi, kan testis bariyeri olarak

isimlendirilir (36).

Spermatogenik Hiicreler: Diizenli olarak bdliiniip olgun sperm hiicrelerine
farklilasirlar. Sertoli hiicrelerine komsudurlar. Olgunlagmamais hiicreler apikal kisminda
bulunup, spermatogonia adini alirken, olgunlagsmis hiicreler tiibiiliin liimen smirinda

bulunarak spermatid adini alir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Seminifer tiibiil ve hiicreler (36).

Leydig hiicreleri: Genis, poligonal, eosinofilik hiicrelerdir. Tipik olarak biiyiik
yag damlalan tasirlar. Kan kapillerleri ¢evresinde tek tek ya da gruplar halinde testise
0zgl 15-20 um capinda hiicrelerdir. Leydig hiicreleri, fotal hayatta plasental kokenli
gonadotropinlerin etkisiyle, 4.-5. aylarda tam gelismistir. Dogumdan sonra atrofiye
olurlar ve pubertede LH uyarimiyla tekrar goriilmeye baslarlar. Leydig ve Sertoli
hiicreleri siddetli radyo dalgalarina kars1 dayaniklidir ancak germinal hiicreler rontgen
1sinlarina ileri derecede hassastir (34, 38). Leydig hiicreleri giinde ortalama 7 mg
testesteron iiretirler. Uretilen bu testesteron kan bariyeri ve lenfatik kapillerleri gegerek
seminifer tiibiillerine ulasarak spermatogenezi uyarir. Testesteron seksiiel gelisim ve

sperm Uretimi i¢in gereklidir.
2.3.1.2. Genital Kanal Sistemi

Testis i¢indeki genital kanallar, tubuli rekti ve rete testis’dir. Testis disindaki
genital kanallar sirasiyla; duktuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus
ejakiilatoryus ve tiretra’dir. Bu kanallar baslangig yeri testislerden bitis yeri olan penisin

cikisina dek uzanirlar (34, 39).

a) Epididim: Duktuli efferentes ve duktus epididimis’i iginde barindirir.
Testislerin {ist, arka ylizeyinde uzanir. Yaklasik 7,5 cm uzunlugundadir. Epididimdeki
kanallar oldukc¢a katlanmis vaziyetdedir. Tamamen agilirlarsa 4-6 metre uzunluga ulasir.
Bas, boyun ve kuyruk olmak iizere 3 kisma ayrilmistir. Ductuli eferentes bas kismi,

ductus epididimisde orta ve kuyruk kismini olusturur. Testis de yeni olusan spermler
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duktuli efferentes sayesinde epididime gelirler ve buradaki kanallardan ilerledikge

hareket ve dolleme yetenegi kazanirlar. Bu olgunlasma siireci androjene ihtiya¢ duyar.

b) Duktus Deferens(Vas Deferens): Testis disindaki genital kanallardan
yaklasik 45 c¢cm uzunlugu ile en uzunudur. Epididimisin kuyruk kismindan duktus
ejakulatoriusa uzanir. inguinal kanaldan gecerek abdomene girer. Spermlerin iletiminde

rol alir.
2.3.1.3. Aksesuar Genital Bezler

Seminal Vezikiiller: Idrar kesesinin arka duvarinda, duktus deferensin
ampullasina paralel olarak sagda ve solda birer tane olacak Sekilde yerlesmistir. Uzun
ve oldukga katlanmis tubular salg1 bezlerinden olusur. Kisa salgilayici kanallarla ductus
deferensin ampullasi ile birleserek ejakiilatuvar kanali olusturur. Seminal vezikiillerin
salgiladig1 sivida basit sekerler, amino asitler, askorbik asit ve prostaglandinlerin

yaninda yogun olarak sperm metabolizmasinin temel subtrati olan fruktoz bulunur.

Prostat: En biiylik cinsiyet salgi bezidir. Morfolojik ve fonksiyon bakimindan
birgok boliime ayrilmustir. Biiyiikliigii ve sekli bakimindan cevize benzetilir. Esas
gorevi seminal sivinin olusumuna katkida bulunan kismen bazik (pH 7,29) berrak renkli
stv1 salgilamaktir. Pelvisde mesanenin asagisinda, mesanenin prostatik kismini ¢evreler.
30 ila 50 tubuloalveolar bezden olusur. Fibromuskiiler bir kapsiilii vardir. Prostatin arka
kismina ejakiilator kanallar acilir. Prostat sivisi prostatik asit fosfataz (PAP),

fibrinolizin, sitrik asit ve prostat spesifik antijen (PSA) ihtiva eder.

Bulbo-iiretral bezler (Cowper Bezleri): Bezelye biiyiikliigiinde, prostatin
altinda, tiretranin iki yaninda bulunurlar. Semen gelmeden dnceki siviy: salgilarlar. Agik
renkli mukusa benzer salgilladigi sivinin igerisinde ©nemli miktarda galaktoz,
galaktozamin, galakturonik asit, sialik asit ve metil pentoz bulunur. Seksiiel uyari ile

salgilanir. Seminal s1v1 gelmeden 6nce penisdeki tiretranin yaglanmasini saglar.
2.3.1.4. Penis ve Uretra

Penis korpuz spongioza, iiretra, iki adet korpuz kavernozum, derin facia,
albugenea, superficial facia ve derin dorsal damarlardan olusur. Ereksiyon esnasinda
korpuz kavernozum ve korpuz spongiozanin damarli alanlar1 kanla dolar. Parasempatik

ve sempatik sinir sistemine baglidir. Bir¢ok sinir sonlanmasi penis dokusuna
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yayilmistir. Korpuz spongiozum i¢inden gecen iiretra’nin ¢ap1 8-9 mm’ dir. Son halini

almis olan semen buradan disart atilir.
1.3.2. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogoniadan sperm olusuncaya kadar gecen evredir.
Yaklasik 74 giin siirer. Ug faza ayrilir (Sekil 2.4).

8 — type A dark spermatogonia
@) type A pale spermatogonia

g type A pale spermatogonia

B
OIS ty

O =0 type A pale sparmatogonia

pe A pale sparmatogonia

==

late spermatids

7N N sparmatozoa

Sekil 2.4. Spermatogenez fazlari (36).

a) Spermatogonial faz: Bu fazda spermatogonial kok hiicreleri mitozla boliiniir
ve ¢ogalirlar.3 tip spermatogonia vardir. Tip A agik boyanan, tip A koyu boyanan ve tip
B koyu boyanan. Bir ¢ok boéliinmeden sonra tip A spermatogia tip B spermatogonia ya

doniistir.

b) Spermatosit fazi: Tip B spermatogonia larin mitotik bdliinmesi primer
spermatidleri olusturur. Primer spermatositler mayoz boliinme ile kromozom sayilarini

yariya diisiirerek DNA larin1 azaltirlar. Ik mayotik bdliinme sonrasi olusan spermlere

13



sekonder spermatosit ad verilir. Ikinci mayoz béliinmenin sonunda 2 haploid spermatid

olusur.

c) Spermatid fazi1 (Spermiogenesis): Bu fazda hiicre tekrar Sekillenerek 4

asamada olgun bir sperm hiicresine dontisiir (Sekil 2.5).

Golgi Asamasi: Spermatidlerdeki c¢oklu golgi cisimciklerinde periodik asit-
Schiff(PAS) pozitif cisimcikler birikir. Akrosomal vesikiiller membrana yakindir.
Vezikiiller genisler ve igerigini arttirir. Akrozomal vesikiiller spermin 6n kutbunu
belirlerler. Bu asamada centrioller juxtanuklear kisimdan arka kutba gogerler. Burada
sentrioller Kuyruk yapisinda bulunan aksenomdaki 9 periferik ve 2 santral

mikrotubulleri olustururlar.

Kap Asamasi: Akrozomal vezikiil ¢ekirdegin 6n yarisina yayilir. Bu yeniden
Sekillenmis yapiya akrozomal kep denir. Niikleer zarfin, akrozomalkapagin altindaki

kism1 gozeneklerini kaybeder ve kalinlagir. Niikleer igerik de yogunlagir.

Akrazom asamasi: Spermatid kendine yeniden yon verir. Boylece bas kismi
sertoli hiicresine derinlemesine gomiiliir ve hiicre bazal laminayi isaret eder. Gelismekte
olan flagellum seminifer tiibiiliin liimenine uzanir. Spermatid’in yogunlasmis ¢ekirdegi
yassilagir ve uzar. Cekirdek ve {lizerini kaplayan akrozom hemen ©n plazma
membranina bitisik bir pozisyona hareket eder. Akrozom gelisimi tamamlandiginda
golgi cismi c¢ekirdegin 6n kutbundan sitoplazmanin bol oldugu bolgeye goc eder
(40,41). Olgun bir spermde akrozom 2/3 liik 6n kismu kaplar. Hyaluronidaz,
noraminidaz, asit fosfotaz ve akrozin denilen tripsin benzeri proteazlari ihtiva eder.

Doélleme esnasinda enzimatik yapi serbest kalmaktadir (40).

Olgunlasma fazi: Spermatitlerin flagellumlar1 etrafindaki fazla sitoplasma,
sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek olgun spermatozoa’ya doniistiiriiliirler (41,
42). Sonraki asamada sertoli hiicreleri ile olan baglantilar1 koparakserbestlesip limene
birakilirlar. Olgunlasan hiicrelere spermatozoa denir. Hareket ve dolleme kabiliyetlerini

epididim de kazanmiglardir (41).
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flagellum Golgi

acrosomal
vesicle

fibrous sheath
annulus

Sekil 2.5. Spermiyogenez asamalari (36).

2.3.3. Spermin Yapisi

Spermiogenesis yapisal olarak essiz bir hiicre olan sperm olusumuyla son bulur.
Olgun bir sperm yaklagik olarak 60 pm uzunlugundadir. Sperm kafasi yassilagmistir ve
4,5 um uzunlugunda,3 pm eninde ve 1um kalinligindadir. Akrozomda tasidigi enzimler
yumurta kabugu olan zona pelluciday: gegmeye yarar (43, 44) (Sekil 2.6). Kuyruk 45—
50 um uzunlukta olup boyun, orta par¢a, esas parca ve son parga olmak tlizere 4 kisma
ayrilir (43). Flagellumun merkezinde bir ¢ift, periferinde ise 9 ¢ift, aksonem adini alan
mikrotiibiil yapist sayesinde sperm hareket kazanir. Orta kistm mitokondriden

zengindir.

Akrozom
Plazma membram

; /" Gekirdek Aksial filament /’_\
e < ”

A Mitokondrionlar -
ool Serminal disk /(/ \\
TSN — /
AT A DN N\ -\ // \\\. —
\_/ =" 1\
NG |
Orta parga Wuk Son pﬁp

Sekil 2.6. Insan sperm hiicresinin yapis1 (45).
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2.4. Erkek infertilitesi

Infertilitenin tek basma %20°sinden sorumludur. infertil ¢iftlerin yaklasik %20-

40’1inda kalitsaldir (46). Vakalarin %90’inda infertilitenin sebebi sperm {iretiminin
bozulmasidir (47).

2.4.1. Etyolojisi

Erkek infertilitesinin yaklasik %40’inin sebebi bilinmemektedir. Bilinen

sebeplerinde ancak %30°u tedavi edilebilmektedir (48). Erkek infertilitesi dort ana

grupta incelenebilir (49).

Hipotalamo-hipofizer bozukluklar (Pre-testikiiler nedenler)  (%1-2)
. Primer gonodal bozukluklar (Testikiiler hastaliklar) (%30-40)

1
2
3. Sperm transport bozukluklari (Post-testikiiler patolojiler) (%10-20)
4. Idyopatik(sebebi bilinmeyen) (%40-50)

1. Hipotalamo-hipofizer bozukluklar (Pre-testikiiler nedenler)

Sebebi bilinmeyen gonadotropin eksikligi

Kallman sendromu

Tek gen mutasyonlari

Hipotalamik veya hipofizer timoérler (kraniofarengioma, makroadenom)
Infiltratif hastaliklar (sarkoidoz, histiyositoz)

Hiperprolaktinemi

[laglar (GnRH analoglari, glukokortikoidler)

Kronik sistemik hastaliklar, kritik hastaliklar, yiliksek ates yapan
enfeksiyonlar (menenjit, kabakulak)

Obezite

2. Primer gonodal bozukluklar (Testikiiler hastahklar)

Klinefelter Sendromu

Y Kromozom delesyonlari

Tek gen mutasyonlar: ve polimorfizmleri
Kriptorsidizm

Varikosel
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Enfeksiyonlar (viral orsid, tiiberkiiloz)
laglar (antiandrojen, alkali ajanlar)
Radyasyon

Cevresel faktorler (Is1, sigara, organik materyaller)

3. Sperm iletimi bozukluklar: (Post-testikiiler patolojiler)

Epididimal tikaniklik veya fonksiyon bozuklugu

Dogustan vaz deferens yoklugu (CFTR gen mutasyonlart)
Enfeksiyonlara bagl vaz deferens tikaniklig1 (klamidya, tiiberkiiloz)
Vazektomi

Kartagener sendromu (primer siliyer diskinezi)

Young sendromu

Ejakiilatuvar (spinal kord hastaliklari, otonomik disfonksiyon)

2.5. Semen Analizi

Spermatozoanin 6zellikleri (konsantrasyon, motilite ve morfoloji) ve seminal

stvinin analizinde degerlendirilen parametrelerdir.

Semen Orneklerinin ayni standartda olabilmesi i¢in 2-3 gilinlikk cinsel perhiz

yapilmasi1 Onerilir. Bu islemin 7 giinii gegmemesine dikkat edilir. Ayni kiside semen

ornekleri degisiklik gosterebilir. Bu yilizden 1 ay ara ile 2 semen 6rnegine bakmak daha

saglikli olur (50,51). Sperm say1 ve konsantrasyonu zaman iginde degiskenlik gosterir

(43) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Ay bireyin semen parametrelerinin zaman ic¢indeki degisimini gosteren
grafikler (43).

Diinya Saghk Orgiitii’'niin yapmuis oldugu son diizenlemeye gore semen

parametreleri referans degerleri Tablo 2.2 de gosterilmistir.

Tablo 2.2. DSO 5. Baskiya gére semen referans degerleri (43).

Goriiniim

Homojen, gri- opak

Voliim (ml)

>1.5(%95CL: 1.4-1.7)

Ph

7.2-8.0

Viskosite

<3

Sperm sayist (Spermatozoa / ml)

>15x10° (%95 CI: 12- 16)

Total sperm sayist (Spermatazoa / ml)

>39x10° (% 95 CI: 33- 46)

Total Hareketlilik (progresif+ nonprogresif)

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

Progresif hareketlilik

% 32 (% 95 CI: 31- 34)

Progresif hareketli sperm sayisi (spermatazoa / ml)

>3x10°

Morfoloji

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

Vitalite

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

Peroksidaz pozitif 16kosit says1 (x 105/ ml)

=1

Immiinobead test

< % 50 partikiille kapli sperm

MAR testi < % 50 partikiille kapl sperm
Cinko (mmol/ ejakiilat) >2.4

Fruktoz (mmol/ ejakiilat) >13

Alfa — glukozidaz (nétral)  (mU/ ejakiilat) >20




2.5.1. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ne gére sperm analizi terminolojileri

1. Aspermi: Disariya hi¢ meni gelmemesi durumudur. Retrograd ejakiilasyon
gibi dogustan veya sonradan kanal problemi olanlarda olabilecegi gibi, psikolojik
acidan sertlesme problemleri olanlarda goriilebilir. Seminal s1v1 haricinde prostat salgisi

gelebilir.

2. Hipospermi: Semenin voliimiiniin 1,5 ml’ den az olmasi demektir. Salgi

bezlerinde bir enfeksiyon, travma(ameliyat) veya tiimor kaynakli olabilir

3. Polizoospermi: Sperm konsantrasyonunun 250 milyon/ml’den fazla

olmasidir. Enfeksiyona bagli olabilir. Bu hastalarda akrozom aktivitesi diisiiktiir (52).

4. Ejekiilatta likefaksiyon(¢6ziinme) bozuklugu: Semenin 20 dakika igerisinde

37 derecede ¢oziinmemesi durumudur. Prostat ve bulbo- iiretral bez patolojilerinde olur.

5. Azospermi: Ejakulatta hi¢ sperm olmamasidir. Sebepleri arasinda Y
kromozomunun azf-b bolgesinde biiyiikk delesyonlarin olmasi gibi genetik sebepler,
hipogonadik hipogonadizm gibi hormonal hastaliklar veya mesleki hastalik(firincilik,

soforliik vb)’lar sonucunda olusabilir.

6. Oligozoospermi: Sperm konsantrasyonun 15 milyon/ ml’ nin altinda

olmasidir.

a) Hafif Oligozoospermi: Sperm konsantrasyonunun 5- 15 milyon/ ml’nin

arasinda olmasidir. Bu tarz hastalar subfertil grupdadir.

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

durumudur. Bu tarz hastalarda tedavi sekli mikroenjeksiyondur.

7. Astenozoospermi: Spermlerin toplam hareket yiizdesinin % 40’ altinda
olmasi veya ileri hareketliligin %32’nin altinda olmast durumudur. Enfeksiyon, 1s1, ilag

etken olabilir.

8. Teratozoospermi: Kruger kriterlerine gére morfolojik olarak normal sayilan
spermlerin - %4’iin altinda olmasidir. Genetik faktorler, toksik madde kaynakli veya
enfeksiyon kokenli olabilecegibir cok sebebi vardir. Infertilite teshisi koymakta 6nemli

bir kriterdir. Sperm konsantrasyonu gibi zamana bagli degiskenlik gostermez.
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9. Oligoastenoteratozoospermi: Sayi, hareket ve morfolojik kriterler beraber

degerlendirildiginde yukarda verilen referans degerlerin asagida olmasi durumudur.

10. Globozoospermi: Sperm kafalarinin yuvarlak basli olma durumudur.
Akrozom neredeyse hi¢ yoktur. Sperm DNA paketlenmesinde rol alan protamin
proteininde bozukluk goriiliir. Bu hastalarda mikroenjeksiyon yonteminde dahi ¢ok az

dollenme gergeklesir.

11. Nekrozoospermi: Semende % 25’ten fazla nekrotik sperm hiicresi igermesi
anlamina gelir. Semende vitalite testleri Eosin Y boyama veya HOS testleri ile yapilir.

Kesin sebebi tam olarak bilinmedigi gibi, toksik maddeler etken olabilir.

12. Virtual Azospermi: Hastanin ejakiilatinda farkli zamanlarda sperm goriiliip
goriilmemesi durumudur. Bu sebepten spermiogram testi yaparken 1 ay ara ile en az 2

test yapilmasi onerilir (43, 53).
2.5.2. Semen Toplanmasi

Semen o6rnegi alinmadan once en az 3 ila 5 giinliik cinsel perhiz 6nerilmektedir.
(54). Yapilan ¢alismalar gostermistir ki infertil olmayan erkeklerde bir giinliik cinsel
perhiz sonunda ejakiilat hacmi 0.4 ml, konsantrasyonu ise 10-15 milyon/ml artmaktadir.
1 haftay1 gegen uzun perhizlerde de hareket azalmaktadir (55). Hasta semen Ornegini
izole steril bir odada masturbasyonla verir. Ornek almak icin genis agizl steril, toksik
olmayan polikarbon kaplar kullanilir. Sonrasinda agzi kapali bu kaplar 37 derecede

muhafaza edilirler.
2.5.2.1. Makroskobik Degerlendirme

Semen oOncelikle likefaksiyon, renk, koku, voliim, viskozite ve pH ac¢isindan

degerlendirilir (43).

Renk: Semenin rengi sarimsi beyazdir. Enfeksiyon ve kanli durumlarda rengi

degisir. Sperm konsantrasyonuda rengi etkilemektedir.

Likefaksiyon: Normal bir semen Orneginde 37°C’de ¢6ziinme islemi 20
dakikayr ge¢gmez. Bu olayda prostat salgisi etkendir (56). Sperm hareketini ve

konsantrasyonunu etkilemektedir (51,56).

Hacim: Semen voliimii 1,5 ml’nin iizerinde olmalidir.
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pH: Ejakiilatin normal pH degeri 7,2 ile 8.0 arasindadir. Enfeksiyon
durumlarinda pH degiskenlik gosterir.

2.5.2.2. Mikroskobik Degerlendirme
Mikroskobik degerlendirmede konsantrasyon, hareket ve morfoloji incelenir.

Konsatrasyon: Erkek infertilitesi ile sperm konsantrasyonu arasinda direk
baglant1 vardir. Fertilite i¢in sperm sayisinin olmasi gereken alt limiti 15 milyon/mL’dir
(43). Mikroskobik incelemede sperm goriilmedigi zaman, semen santriifiij edilip pelet
incelemesi yapilmalidir. Yikama sonrasinda sperm goriilebilir (57). Total sperm sayisini
bulmak i¢in ejakiilat hacmi konsantrasyon ile carpilir. Konsantrasyon hesaplanirken,
sulandirilmis semen ornegi, x200 biiyiitmeli bir mikroskop altinda Makler sayim
kameras1 ile yapilir. Alternatif olarak Neubauer sayim kamarasi veHorwell sayim

kameralar1 da kullanilabilir (50).

Motilite (Sperm Hareketliligi): Hareket yiizde olarak hesaplanir. Bunun igin
toplam hareketli sperm konsantrasyonu, toplam konsantrasyona bdliiniiniir. Diinya

Saglik Orgiitiine gore spermler hareketliliklerine gore 4 grupda ayrilir.

a) lleri (progresif) hareketlilik
b) flerleri (progresif) olmayan hareketlilik
c) Yerinde hareketlilik

d) Hareketsiz spermler

Spermin Morfolojik Degerlendirmesi: Sperm morfolojisi spermatogenezin
kalitesini yansitir, morfoloji anormallikleri (teratospermi) bas, boyun ve kuyruga gore
smiflandirilir. Sperm morfolojisi bir ¢ok sekilde degelendirilebilir. En yaygin ve gegerli
klasifikasyon sistemi DSO (Diinya Saglik Orgiitii)’niin, Kruger’in kat: kurallarin igeren
3. ve 4. DSO standartlaridir(Sekil 2.8). DSO kriterlerine gére normal morfolojiye sahip
sperm yiizdesi %30'un iizerinde olmalidir. DSO 3.baski standartlar1 ya 1slak lam ya da
fiske edilip boyanmis preparasyon gerektirmektedir. Islak inceleme yapilacaksa 10-20
pl lik semen damlas1 lama yerlestirilir. Uzeri lamelle kapatilarak 400 biiyiitmede faz
kontrast mikroskopda bakilir. Alternatif olarak ayni hacimde fiksatifle fikse edilerek
Papannicolaou veya Diff Quick gibi boyalarla boyanarak 1000 biiyiitmede incelenir.
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Sekil 2.8. Sperm bozukluklarinin degisik yapilar1 (43). a) Yuvarlak kafa veya akrozomun
olmamasi, b) Kiiciik akrozom c¢) Uzamis Kafa d) Megalo kafa e) Kiigiik kafa f) Nokta kafa g)
Vakuollii kafa h) Amorf kafa i)Bisefalik(¢ift kafa) j) Gevsek kafa k) Amorf kafa I) Kirik boyun
m) Kivrik kuyruk n) Cift kuyruk o) Anormal kuyruk baglantis1 p) c¢oklu defektler q)

Olgunlasmamais germ hiicresi r) Uzamis spermatid s) Proksimal sitoplasmik droplet t) Distal

sitoplasmik droplet
DSO kriterlerine gére normal formlar asagidaki gibidir (Sekil 2.9).

Kafa: Oval ve diizgiin olanlar normaldir. Yuvarlak, piriform, nokta, ¢ift ve amorf
goriiniimde olanlar anormaldir. Kafa uzunlugu 5-6 um dir. Eni 2,5-3,5 pm dir. Akrozom

kafanin %40 ila %70 ini olusturmalidir.

Orta-Parga: Normali diiz ve kuyrukdan hafifce kalin olanidir. Kalinligi >1pum,

uzunlugu kafanin 1,5 katidir. Sitoplasmik droplet ihtiva etmez.

Kuyruk: Tek, kirik olmayan, diizgiin yapida olup, katlanma yada kangal

goriiniimii olmayanlar normaldir. Yaklagik 45 um uzunlugundadir.
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Sekil 2.9. Boyanmis spermlerin ¢izimsel gosterimi (43). a) Normal form bl) Hafif amorf kafa
b2) Boyun defekti cl ve ¢2) Anormal kii¢iikk akrozom yapilart ¢3) Akrozom olmamasi c4)

Akrozomun sperm kafasinin %70 inden biiylik olmasi.

Normal semen analizinde Kruger kriterlerine gore %4 ‘lin altt anormal kabul
edilir. Sperm morfolojisin direk olarak doélleme kapasitesiyle alakali oldugu tespit
edilmistir. Bu anormal yapidaki spermlerin normal genetik yapiyr yumurtanin
sitoplasmasina iletememesinden kaynakli olabilir. Video kayitlarindan kesin olarak
tespit edildigi kadariyla anormal spermlerde hareket bozulmus, azalmis veya hic
olmamaktadir. Spermlerdeki bu azalmis veya anormal hareketlilik, kafa sekli nedeniyle
hidrodinamik verimsizlik, kuyruk yapisindaki normal hareketi 6nleyen anormallikler
velveya hareketlilik i¢in gerekli enerji liretimindeki eksiklikler sonucunda olabilir (58,
59). Bozulmus sperm hareketliliginin yaninda anormal spermler, normal yapidaki
spermler gibi yumurta kabugunu olusturan zona pellucidaya baglanamazlar. Bu durum
yarim zona baglanma testleri ile gosterilmistir (60). Yapilan bir¢ok ¢aligma gostermistir
ki, Kruger'in kati morfoloji belirleme yontemi klasik asilamada dollenme kapasitesi

hakkindabilgi veren en tutarl yontemdir (61, 62).
2.6. Spermin DNA yapisi

Memeli sperm kromatin yapisinin kendine has bir 6zelligi vardir. Oldukga
organize, yogun paketlenmis kompakt yapidadir. Bu Sekilde erkek ve kadin genital
organlarinda transportu esnasinda korunarak yumurtaya iyi bir durumda ulagir. Memeli

sperm DNA’s1 eukaryotik DNA’lar igerisinde en kompakt olanidir (63). Bu ozelligi
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somatik hiicrelerden ¢ok farklidir. Somatik hiicre niiklear DNA’s1 histonlardan olusan
bir oktamerin etrafina sarilarak nukleozom seklinde paketlenirler ve sonrasinda
solenoidleri olustururlar (64). Bu paketleme sekline ilave olan histonlar kromatin
hacmini artirirlar. Sperm ¢ekirdeginde bu tip paketlenme igin yeterli hacim yoktur,
farkli bir paketleme sekli mevcuttur (63). Spermiyogenez sirasinda, sperm kromatini,
histonlarin kayboldugu ve bunun yerine gecis proteinleri ve sonunda protaminlerin
oldugu bir dizi tadilattan geger (65, 66, 67). Protaminler histonlarin yaklasik yarisi
kadardir (68). DNA iplikgikleri, bu protaminler tarafindan yogunlastirilir ve sperm
kromatinin temel paketleme birimi olan toroid olusturulur. Toroidler ayrica,
protamindeki sistein kalintilar1 arasindaki inter ve intra molekiiller aras1 disiilfit capraz
baglari ile daha da sikilastirilir (69). Tiim bu sikistirma ve organizasyon islemleri, erkek
ve disi lireme sistemi yoluyla tasinma sirasinda sperm kromatininin korunmasina
yardimct olur ve ayni zamanda baba genomunun tasidigi genetik bilgiyi dogru bir
Sekilde ifade etmesini saglar (70). insan sperm kromatini bu kadar yiiksek oranda
organize ve kompakt yapiy1 icermesine ragmen, histonlarin yaklasik % 15'i insan sperm
kromatininde tutuldugundan diger memelilere gére daha az kompaktdir (71, 72). infertil
erkeklerin sperm kromatinlerinde histone/protamin oraninin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (73, 74). Insan spermi P1 ve P2 olmak iizere iki tiir protamin igerir. P2
protaminler daha az sistein grubu icerdiginden daha az disiilfit capraz baglantist igerir
(75). Bu durum teorik olarak DNA'y1 hasarlara karsi daha duyarl hale getirir. Infertil
erkeklerde P2 ekspresyonundaki degisikliklerin yaygin oldugu bildirilmistir (76).

2.7. Sperm DNA hasar1 mekanizmalar: ve Etyolojileri

Spermin gorevi babaya ait genetik materyali yumurtaya tasimaktir. Sperm
DNA’sinin biitiinligii sonradan olusacak olan embryonun sagligi agisindan oldukga
onemlidir. Spermatozoadaki 23 adet kromozoma ait DNA’larda olasi genetik hasarlarin
nedenleri ve mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Sperm hiicrelerinde DNA

hasar1, morfolojik gdriiniim ve sperm mobilitesi ideal olmasina ragmen miimkiindiir.
Dikkate alinmasi gereken birkag farkli sperm kromatin anomalisi vardir.

1. Tek zincir veya ¢ift zincir kirikliklar
2. Histonlarin protamine doniisiimiinii etkileyerek DNA paketlenmesini

bozacak olan niiklear protein defektleri
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3. Tersiyer kromatin konfiglirasyonunda degisiklife neden olan kromatin

yapisal anormallikleri.

Cevresel stres, gen mutasyonlart ve kromozomal anormalliklerin tamamu,
spermatogenez sirasindaki biyokimyasal olaylar1 etkileyebilir, bu da sonugta
infertiliteye sebep olan anormal kromatin yapisina yol agabilir (77). Yumurta, sperm
DNA hasarini belli bir dereceye kadar onarabilir (78). Bununla birlikte, sperm DNA
hasar1 yogun oldugunda, yumurta normal gelismeye izin verecek olan tamiri yeterince

yapamayabilir.
2.7.1. Etyolojik Faktorler

DNA fragmantasyonunun teknik olarak anlami, apoptotik programlanmis hiicre
olimi programinin sonucu endonukleazlara bagh ¢ift zincir kirigindan gelmektedir.
Sperm DNA fragmantasyonu ve/veya bozulmus kromatin biitinligi ile iliskili ¢esitli
etyolojik faktorler vardir. Bu nedenler ¢ok genistir. Sigara igiciligi (79), radyasyon (80)
ve kemoterapi (81, 82) gibi ¢evresel kosullardan, 16kospermi (83, 84) varikosel (85, 86)
ve kanser gibi patofizyolojik kosullara kadar g¢esitlilik gosterir(87). Spermin
dondurulmas1 (88, 89) gibi iyatrojenik sebepler bile sperm DNA hasar ile
iliskilendirilmistir. Bu kosullarin sperm DNA hasarina ve/veya kromatin
anormalliklerine yol ac¢tig1 molekiiler mekanizmalar kesin olarak anlasilmis olmasa bile
3 ana baglik altinda toplanabilir. 1) kromatin paketleme anormallikleri, 2) reaktif oksijen

tiirleri ve 3) apoptozis

Kromatin Paketleme Anormallikleri: Spermatogenez esnasinda kromatin
sekillendirilirken histonlarin protaminlerle yer degistirdigi 6nemli bir asama vardir.
Kromatin histon hiperasetilasyonu ile gevsetilir ve siipersargilanmadan kaynaklanan
burkulma stresini gidermek icin sperm DNA'sinda gecici centikler lireten DNA
topoizomeraz Il (Topo II) islev goriir (90, 91, 92). Bu gegici gentikler spermiogenesis
ve ejakiilasyondan once ayni enzim Topo |l tarafindan onarilir. Eger bu ¢entikler tamir

edilmezse, ejakiilatta DNA’s1 par¢alanmis spermler bulunabilir (93).

Reaktif Oksijen Tiirleri: Sperm DNA hasari, yiiksek seviyelerde reaktif
oksijen tiirleriyle (ROS)’de iliskilendirilmistir (94). Disiik seviyelerde ROS, sperm
olgunlagsmasinda ve kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi fonksiyonlarda énemli bir

rol oynar (95). Seminal plazma sperm DNA'sinin korunmasina yardimci olan
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antioksidanlar igerir (96). Bununla birlikte, seminal plazmanin ve erkek iireme
sisteminin antioksidan kapasitesinin Otesinde asir1 miktarda ROS firetildiginde,
patojenik sonug genellikle hiicresel hasar ve DNA hasaridir (97). Infertil erkeklerin
yaklagik% 25'inin sperminde yiiksek ROS seviyeleri bildirilmistir (98). Ayrica sperm
DNA fragmantasyonu ve ROS arasinda pozitif bir iligki oldugu bildirilmistir (94).
Semendeki baslica ROS kaynaklar1 I6kositler ve spermin kendisidir, 06zellikle
olgunlagsmamis, bozuk morfolojik kafa yapisi olan, sitoplasmik artiklari ihtiva eden
spermler iretmektedir (99-101). Spermin hareketinin enerji ihtiyact oldukca aktif
mitokondrileri tarafindan saglanir ki bu durum ortamdaki ROS miktarin1 artirmaktadir.
Spermde plasma membranindaki ¢oklu doymamis yag asitleri ROS ataklarina oldukca
duyarlidir (102). Hiicrelerin oksidatif strese maruz kalmast DNA hasarinin olugmasi igin
yeterlidir, dolayisiyla bu spermlerden dogal yolla dolleme yapmasi beklenemez. ROS
un kaynagi i¢sel veya dissal nedenlerden otiiridiir. Esasen dnemli mikrari igsel olarak
metabolik olaylardan olusur. Bunlar, Sperm mitokondrilerinde oksidatif fosforilasyon
esnasinda olusan superoksid anyonlar1 ve plasma membraninda nitrik oksid sentetaz
tarafindan {iretilen nitrik oksittir. Digsal nedenleri sirasiyla semendeki l6kositler
(graniilositler), bilinmeyen kimyasal/toksinler, ¢evre kirliligi, beslenme eksikligi,
laboratuar islemleri, ileri yas, fizyolojik ve fiziksel stres, sigara ve alkol kullanimi,
kafein, kanser ve anti kanser ilaglari, hiicrelerin enflamasyon durumlar1 olarak
siralayabiliriz. Igsel sebepler digsal sebeplere gore sperm DNA sina daha ¢ok zarar
verir. Digsal ROS un igsel kadar etkili olabilmesi i¢in 1000 kat daha fazla olmasi
gerekir (103). Sperm DNA fragmantasyonunun lokositlerin olusturdugu ROS’dan
ziyade i¢sel ROS ile korelasyonu vardir (104).

Apoptozis: Sperm DNA hasarinin olasi baska bir yolu ise basarisiz,
tamamlanamamis apoptozdur. Apoptozis, viicuttaki bir¢ok hiicrede meydana gelen
programlanmis hiicre oliim siirecidir. Testislerde apoptoz normal olarak germ
hiicrelerinin asir1 iiretilmesini 6nlemek ve hasarli germ hiicrelerini secerek yok etmek
icin ortaya ¢ikar (105). Sertoli hiicreleri testiste yalnizca smirl sayida germ hiicresini
destekleyebilir. Sertoli hiicrelerinin destekleyebilecegi miktarda germ hiicresi
populasyonu ile sinirlandirmak igin apoptozis gereklidir (106). Bu apoptotik yolun,
Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan Fas ligantin (FasL) germ hiicre yiizeyinde
bulunan Fas proteini ile etkilesimi ile tetiklendigi One siiriilmistiir (107). Bununla

birlikte, FasL olmayan farelerde hala germ hiicre apoptozunun kanitlarinin goriilmesi bu
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yolakdan farkli bagkalarininda oldugunu gostermektedir (108). Seminal parametreleri
zay1f olan erkeklerde, siklikla Fas ekspresyonunda artis s6zkonusudur (70). Bu durum,
spermlerin bazilarinin DNA hasarinin, Fas ekspresyonu ile basladig1 ancak daha sonra
apoptotik yoldan kagtiklar1 “abortif apoptozis™ (tamamlanamamis apoptoziz) dnerisine
yol agmustir (109). Son yapilan fonksiyon kaybi ¢alismalarinda spermatogenez sirasinda
DNA hasar1 kontrol noktalarinda, eksizyon onarim genlerinin, uyumsuzluk onarim

genlerinin ve p53’iin rol aldig1 gosterilmistir (110).
2.8. Sperm DNA hasari belirleme ve DNA fragmantasyonu yontemleri

Yardimer iireme tedavilerinde 1iyi kalitede spermi se¢gmede morfolojik
ozelliklerden yararlanilmaktadir. Fakat son zamanlarda morfolojik 6zelliklerin dolleme
yeterliligi ve saglikli embryo gelisimi hakkinda bilgi vermesi konusunda yetersiz
kalmasi tizerine DNA fragmantasyonu’nu arastiran ¢alismalar ¢ogalmistir. Giiniimiizde
kullanilan ¢ok farkli sperm DNA hasar1 belirleme yontemleri mevcuttur. Bu yontemler
basit boyama yontemleri olabilecegi gibi daha komplike yontemler olabilmektedir.
Sperm DNA fragmantasyon yontemleriyle rutin incelemerin yaninda spermlerin DNA
biitiinliigli hakkinda incelemeler yapilmakta ve infertilitenin hangi boyutta oldugu
belirlenmektedir. Sperm DNA fragmantasyonun belirlenmesinde ¢esitli yontemler

mevcuttur. Bunlar sirasiyla asagidaki gibidir;

e Anilin Blue

e Toluidine Blue

e Kromomisin A3

e FISHyontemi

e In situ nick translation yontemi

e Akridin orange yontemi

e Komet yontemi

e TUNEL yontemi

e Sperm Kromatin yap1 analizi (SCSA)

e Sperm Kromatin Dagilimi1 (SCD) (Halo yontemi)

a) Anilin Mavi Boyamasi: Anilin mavisi, sperm kromatin biitiinligini
degerlendirmek i¢in kullanilan asidik bir boyadir. Fragmente DNA igeren spermler

siklikla artik, kalinti histonlarin varligimi gosterir. Bu kalinti histonlar, daha diisiik
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kromatin paketlemesine yol acar, bu da niikleoprotein bazik gruplarinin erisilebilirligini
arttirir ve daha sonra anilin mavisi gibi asidik boyalarin baglanmasina afinite gosterir
(111). Bu teknik lizinden zengin histonlar ile arginin sistein zengin protaminler arasinda
ayrim yapma prensibine dayanir ve ejakiilattaki spermatozoanin temel niikleer protein
bilesiminin farkliliklarii belirler. Histondan zengin immatiir spermatozoa lizinden
zengin olup mavi boyanirken, protaminden zengin matiir spermatozoa ise arginin ve
sisteinden zengindir ve boyanma gostermez (112). Anilin asidik boyama sonuglarmin
anormal sperm kromatin yapist ve erkek infertilitesini belirlemede basarili oldugu

gdsterilmistir. In vitro fertilizasyon sonuglarini tahmin etmede iyi bir gdstergedir.

b) Toluidine Mavi Boyama: Toluidine Mavi Boyama yontemi (TB) sperm
kromatin biitiinliigiindeki ve paketlenmesindeki bozukluklar tespit etmede kullanilan
temel bir boyadir(113). Sperm kromatin anomalilerinin tespitinde kullanilmaktadir
(114). Gevsek bir sekilde paketlenmis kromatin ve/veya pargalanmis DNA igeren sperm
cekirdegindeki fosfat kalintilari, TB gibi bazik boyalarla baglanmaya kars1 yiiksek
afinite gosterir (113). TB negatif yiiklii fosfat kalintilarina baglanan, katyonik bir
boyadir. Bu sebeple hafifce veya ortokromatik boyanan hiicrelerde ¢ok az TB baglanma
bolgesi oldugunu, dolayistyle DNA'nin biitiin bir yapida oldugunu gostermektedir. Bu
durumun tam tersi koyu, diger bir deyisle metakromatik boyanan hiicrelerde ¢ok fazla
miktarda TB’nin baglandigi fosfat bolgelerinin oldugu yani zayif bir DNA
biitiinligliniin oldugu, DNA kirikliklarinin mevcut oldugu (Sekil 2.10) gosterilir.
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Sekil 2.10. Toluidine Blue yontemi ile boyanmis sperm 6rnegi. Koyu boyanan
spermlerde DNA fragmantasyonu pozitif. Ag¢ik renkli boyananlarda DNA
fragmantasyonu negatifdir (115).

Toluidin mavisi ile yapilan boyama sperm kromatini hakkinda giivenilir bir
metod olarak kabul edilir. Bu boyama yontemi DNA yapisini ve paketlenmesini
belirlemede hassastir (116). Dollenme oranlarint 6ngdérmede faydali bir test olarak
Onerilmistir. D6llenme orani %50 nin altinda olan vakalarda sperm DNA fragmantasyon
indeksi dolayisiyle koyu boyanan sperm ortalamasi yiiksek ¢ikmistir (117). TB testinin
sonuglarinin, SCSA ve TUNEL testleriyle kiyaslandig1 bir calismada sonuglar arasinda
yiiksek korelasyon oldugu, fark olmadig1 gosterilmistir (118). Sonuglar 151k mikroskobu

ile incelenebilmekte ve preparatlarin kalici olarak saklanabilme avantaji vardir.

c) Kromomisin A3 Yoéntemi: Kromomisin A3 yontemi, protaminden fakir
DNA’ nin indirek gozlenmesi yoluyla, zayif paketlenmis kromatin yapisini ortaya
cikarir. Guanin-sitozinden zengin bolgelere spesifiktir. Kromomisin A3 ve protaminler
DNAicinde ayni yere baglanmak i¢in yarisirlar. Yiiksek kromomisin A3 floresansi
gosteren bolgelerin diisiik protaminasyona sahip oldugu kabul edilir (119). Sakkas ve
arkadaslar1 ICSI olgularinda, kromomisin A3 pozitifliginin tiimiiyle fertilizasyon
basarisizligini  gostermedigini, zayif kromatin paketlenmesine isaret ederek

dekondansasyonu ve olast diisiik fertilizasyon kapasitesini gosterdigini bildirmislerdir
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(120). Erkek infertilitesinde kromomisin A3 pozitifligi sperm konsantrasyonu, motilitesi

ve Ozellikle normal morfoloji ile negatif korelasyon gostermektedir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Anilin Blue, Toluidine Blue ve Kronomisin A3 boyamalarin birlikte gésterimi a)
Anilin Blue ile dfi si yiiksek spermler(okla gosterilenler) koyu mavi boyanmis. b) Toluidine
Blue ile dfi si yiiksek spermler(okla gosterilenler lacivert boyanmis ¢) Kromomycin A3 ile dfi
yiiksek olan spermler parlak yesil boyanmis. d) Boyanmamis spermler (119).

d) DNA Kirik Tespiti-Fluorescent In Situ Hibridization (FISH): Agar
matrikse gomiilii hiicreler alkali soliisyona maruz birakilarak, DNA c¢ift iplik¢iklerinin
tek sarmal DNA’ya doniismesi saglanir. Deoksiriboniikleik asit kirilmasi arttik¢a tek
sarmal DNA olusum orani artar. Bu yontem in Situ olarak DNA kiriklarinin ve
miktarinin belirlenmesine olanak saglar (120). Teknik kromatinin yapisal 6zelliklerini
ortaya koyar ancak pahalidir, zaman alici ve karmagiktir. Bununla birlikte diger

yontemlere Ustiinliigliniin olmamasi kullanimini siirlayic bir faktordiir.

e) In situ nick translasyon (NT Testi): Bu yontem dUTP'nin DNA kopmalarina
dahil edilmesini 6lgmesi bakimindan TUNEL yontemine benzer. Bununla birlikte, hem
tek iplikli hem de ¢ift iplikli DNA kopmalarini tanimlayan TUNEL'in aksine, in situ NT

testi sadece sablona bagli enzim DNA polimeraz 1 tarafindan katalize edilen bir
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reaksiyonda, tek iplikli DNA kopmalarini tanimlar. Her ne kadar yapmasi basit bir test

olsa da, diger testlere kiyasla hassasiyetten yoksundur (96).

f) Akridin Orange: Akridin Orange testi (AOT), DNA denatiirasyonunun
derecesini belirlemek i¢in AO'mun yesilden kirmiziya metachromatik kaymasinin
kullanildigt SCSA ile benzer prensiplere dayanmaktadir. AOT, flow sitometri
gerektirmeyen, floresan mikroskop altinda gorsel yorumlama yapilabilen ve SCSA'dan
¢ok daha basit ve daha ucuz bir yontemdir (121). Bununla birlikte, belirsiz renkler, hizli
solma ve heterojen lekelenme sorunlar1 gorsel yorumlamada zorluklara neden olabilir
(122). Asit uygulamasi sonrasi olusan DNA denatrasyonunu o6lger. Akridin orange
uygulamasi ile yesil renkte floresans veren normal yapidaki DNA, asitle denatiirasyon
sonrast kirmizi floresans verir. Normal sperm ile varikosel gibi farkli androlojik
patolojilere bagli anormal sperm yapisini ayirt etmede daha hassatir (123). Akridin
orange ile boyanan hiicreler, boyanmayanlara gore daha fazla yapisal anormallik
(vakuollii niikleus gibi) tasirlar. Tek sarmallt DNA degerlendirmesinde akridin orange
analizi ve diger tekniklerin (Terminal Transferaz Analizi gibi) giiclii iliskileri vardir
(122).

g) Komet (Tek Hiicre Elektroforez) Yontemi: Komet islemi, diger adiyla tek
hiicre elektroforezi, sperm DNA kirilmalarinin dogrudan degerlendirildigi, erkek
kisirhigimin incelenmesinde hassas bir yontemdir(124). Islem sirasinda yogunlastirilmig
sperm hiicreleri agaroz sollisyonunun i¢inde ince bir tabaka olarak yayilip deterjan ve
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda eritilirler. Boylelikle DNA’nin super katlanmis
halkalari, protaminler ve histonlar uzaklagtirilir. Alkali pH ortamu ¢ift zincir DNA nin
katlanmasini engeller. Sonrasinda bir elektroforetik isleme tabi tutulur. Elektroforezde
kirik olan pargalar anoda dogru hareket ettirilir. Floresan DNA baglayici boya ile
boyanir ve daha sonra goriintiileme yazilimiyla goriintiilenir. Hem tek iplikli hem de ¢ift
iplikli DNA kirikliklari, karakteristik olarak elektroforez isleminden sonra kuyruklu
yildiz goriinimii olusturur (125). Gériiniim floresan mikroskop altinda kuyruklu yildiza
benzedigi i¢in yontem komet ismini almistir (126). DNA'nin yiiksek molekiiler agirlikli
bozulmamis kisimlar1 gé¢meyecek ve kuyruklu yildizin basinda kalacaktir.
Goriintlileme yazilimi1 kuyrugun uzunlugunu ve yiiksek miktarda DNA iplik kopmasiyla
spermde artan kuyruk floresan yogunlugunu dlgmek i¢in kullanilir (127). Bas ve kuyruk
daki DNA miktarina gére DNA hasarinin seviyesi tespit edilir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Komet assay ile 6l¢lilmiis olan DNA hasarlarinin mikrograf ile gosterimi. (a)

% 0 veya hig hasar yok (b) % 12 hasarli hiicre (¢)% 45 hasarli hiicre ve (d) % 95 hasarli
hiicre (127).

Komet yontemi ile ¢esitli hiicre tiplerinde UV radyasyon, karsinojenler, toksik
maddeler ve radyoterapinin etkileri incelenebilmektedir (128). DNA hasari olan
hiicreler florasan mikroskop altinda hasarin siddetine gore kuyruklu yildiz seklinde
goriiliirler. Pargalanmamis, hasar almamis genetik materyal ¢ekirdek iginde kalirlar.
Komet assay islemi noétral ya da alkali ortamda yapilabilir. Notral tamponlarda sadece
cift zincir kiriklar tespit edilirken, alkali tampon kullanildiginda tek veya cift zincir

kiriklari tespit edilebilir (129).

h) Terminal Uridine Nick- End Labeling (TUNEL) Yontemi: TUNEL
yonteminde kaliba ihtiya¢ duymayan Terminal Deoxynucleotidyl Transferaz(TdT)ad1
verilen DNA polimeraz enziminden faydalanilir. Buenzim tekveya ¢ift zincir
DNA'nin 3'-hidroksil grubuna rastgele deoksiriboniikleotitler (dUTP) ekler (130) (Sekil
2.13). Kopan yerlere baglanan dUTP daha sonra etiketlenir ve flow sitometri ile
veyafloresan mikroskop kullanilarak Ol¢iiliir. Bununla birlikte ¢ift zincir kiriklarinda

3’OH grubu her zaman olmayabilir. Bu durumda bunlar tespit edemez.
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Sekil 2.13. Tek zincir kiriklarinda Tunel isleminin semasi (131).

Testin sonunda sperm TUNEL pozitif veya negatif olarak siniflandirilir ve

popiilasyondaki toplam spermin yiizdesi olarak ifade edilir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14. TUNEL ile sperm DNA fragmantasyon 6rnegi. Mavi goriinenler DNAs1

normal olanlar, yesil ile boyananlar DNAs1 fragmente olanlar.

i) Sperm Kromatin Yapr Analizi (Sperm Chromatin Structure Assay)
(SCSA): Bu yontem anormal kromatin yapili spermdeki DNA'nin asit veya 1s1
denatiirasyonuna daha yatkin oldugu fikrine dayamr (61). iki yontem ayni sonuglart
vermekle birlikte asitle sperm kromatin yapi analizi daha kolay uygulanabilmektedir

(132). Akridin Orange boyasmin (AO) metakromatik ozelliklerini kullanan SCSA,
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sperm DNA'sinin in situ asit ya da 1s1 kaynakli denatiirasyona duyarliligin1 6lger. Flow
sitometrisi kullanilarak asit veya 1s1 muamelesinden sonra AO'nun bu metakromatik
kaymasinin yesilden kirmiziya dogru dSlgiilmesiyle, DNA denatiirasyonunun derecesi
belirlenir (61). Spermlerde DNA kiriklar1 yaninda histonlarin protaminlere oranlarinda
bir anormallik varsa onuda gosterir. Sonuclart olduk¢a kesin ve tekrarlanabilirdir. Bu
yontemde DNA fragmantasyon indeksi (DFI) sinir1 %30 olarak belirlenmistir (77).
Sperm DFI oran1 % 30 un iizerinde olan hastalarda dogal yollardan gebe kalma sansi
cok uzamaktadir, diisiilk oranlar1 artmaktadir veya gebelik olusmamaktadir. Yasam
tarzini degistirmek % DFI oranini azaltabilmektedir. DFI indeksi >%30 olan hastalarda
ICSI tedavi 6nerilmektedir. Hatta >50% tizerinde testikiilersperm ekstraksiyonu (TESE)
ile birlikte ICSI 6nerilmektedir.

j) Halo Sperm Yontemi-Sperm Chromatin Dispersion (SCD): Sperm
kromatin dispersiyon (SCD) testi, sperm DNA kiarikliklarini direk tespit eden bir testdir
(133). Sperm 6rnegi, lam tizerinde bir agaroz matrikse daldirilir, denatiire etmek igin bir
asit ¢oOzeltisi ile muamele edilir ve daha sonra bir lizis tamponu ile membran ve
proteinler uzaklagtirilir. Sonunda preparat  boyanarak boyama tipine gore 11k
mikroskobu yada floresan mikroskopda incelenir. Merkezde ¢ekirdek olacak Sekilde
DNA biitiinliigii olan spermlerde biiyiikk bir hale goriintlisii vardir. DNA kirikliklar
olanlarda halo formu olusmaz ya da ¢ok az olusur (Sekil 2.15).

&
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Sekil 2.15. Halo testi sonrasi Diff-Quick boyasi ile boyanmis olan spermler. Yildizlilar
DNA fragmantasyonu olan spemler. Etrafinda hale goriilenler (yildizsiz olanlar) DNA

kirig1 olmayan spermler (134).
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Sperm DNA Fragmantasyon testleri agagida listelenen kisilere onerilebilir:

Aciklanamayan Infertilitesi olanlar

Embriyo gelisiminde duraklama yasayan ciftler

Yardimci tireme yontemi kullaniminda anormal embriyo gelisimi olanlar
Tekrarlayan Tiip bebek ( IVF/ICSI) basarisizligi olanlar

Tekrarlayan Gebelik Kaybi olanlar

o B~ W D

2.9. Sperm Hazirlama (Yikama) Yoéntemleri

Spermin yumurtay: déllemeye hazir hale gelmesine kapasitasyon denir. in vivo
sartlarda  servikal mukus, sperm hiicrelerinin mikro-gevresini  olusturan  ve
kapasitasyonu engelleyen seminal plazmadan kagmasini saglayarak kapasitayon
basarisini artirir. Asilama, IVF islemleri veya deneysel caligmalarda invitro sartlarda
kapasitasyonu gergeklestirmek i¢in sperm hiicrelerini kapasitasyonu bloke eden
epitelyal hiicreler, immiin hiicreler, debris ve bakterilerden uzaklastirmak gerekir. Bu
nedenle IVF calismalarinda semen yikama islemi sperm hiicresini seminal plazmadan
ayirmak amaciyla yapilmaktadir. Uzun siire seminal plasma igerisinde bekleyen
spermlerin de dolleme kapasiteleri, akrozomal reaksiyonlar1 gibi fonksiyonlari
kot etkilenmektedir  (135). Sperm  hazirlama yontemi ileri  hareketli spermleri,
morfolojisi diizgiin olanlar1 ve ayrica DNA hasar1 olmayan spermleri se¢mek
zorundadir.

Tiip Bebek uygulamalarinin erken safhalarinda semen ornekleri basit bir yikama
yontemi olarak kiiltiir sivisi ile karistirilarak, hiicrelerin Santriifiijle ayrismasi saglanirdi.
Bu teknik, spermin serbest oksijen radikalleri tarafindan oksidatif hasarima neden
olabilecegi icin elestirilmistir (136). Tip bebek uygulamalar ilerledik¢e sperm
hazirlama teknikleri de gelisti. Bunlardan en yaygin olanlari, 1980l yillarda
tamimlanmis  olan, swim-up(yiizdirme) ve yogunluk gradient santrifugasyon
yontemleridir. Bunlardan bagka rutin uygulamalarda ¢ok kullanilmayan baska yikama

yontemleride mevcuttur (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. Tiip Bebek uygulamalarinda alternatif sperm yikama yontemleri

Swim up

Yogunluk Gradient Yontemi

Glass-wool kolon filtrasyonu

Zeta Yontemi

Elektroforez
MACS yontemi

Mikro-akiskanlar

2.9.1. Swim-up Y ontemi

Swim-up yonteminin ¢esitli varyasyonlar1 miimkiindiir. Seminal plazma
dogrudan kiiltiir sivistyla kaplanabilir ve sperm seminal plazmadan kiiltiir ortamina
yiizmeye birakilabilir. Bunu takiben, sperm siispansiyonunun seminal plazma
bilesenlerinden yeterli Sekilde ayrilabilmesi i¢in yikanmalidir. Alternatif olarak semen
ornegi seyreltilip santriifiij edildikten sonra pellet gevsetilip {lizeri kiiltiir soliisyonuyla
kaplanir yada seyreltme yapilmadan santriifiij yapilir. Sonrasinda pellet gevsetilerek
tizerine kiiltiir sivis1 eklenip spermlerin yukar: yiizmesi saglanabilir. Bu son teknik daha
ziyade sperm konsantrasyonu az olan oligozoospermik hastalarda yapilmaktadir. Eger
dondurulup ¢oziilmiis sperm kullanilacaksa dillisyon sivisi ¢ok yavas eklenmelidir.
Uzerine kiiltiir sivis1 eklendiginde 37 derecede inkiibatorde 45-60 dakika bekletilip
spermlerin yukar1 ylizmesi saglanir. Kullanilacak olan spermler ylizeyden toplanir.
Swim-up yontemi daha gok sperm sayist ve hareketliligi iyi olan semen materyallerinde

kullanilir.
2.9.2. Yogunluk Gradient Yontemine Gore Sperm Hazirlanmasi

Sperm hazirlama yontemi ileri hareketli spermleri, morfolojisi diizglinolanlari ve
ayrica DNA hasar1 olmayan spermleri segmek zorundadir. Yogunluk gradient yontemi
spermleri yogunluklarma gore ayirmaktadir. Sonugta yogunluguna gore ayrilan
spermler soliisyon igerisinde belli bir lokasyonda toplanmaktadirlar. Olgun, morfolojik
olarak normal kabul edilen spermlerin yogunlugu >1,12 g/ml'dir. Diger taraftan
olgunlasmamis ve anormal yapidaki spermlerin yogunlugu 1,06-1,09 g/ml arasindadir

(137).
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Yogunluk gradient yontemi 1980 lerin baslarinda ticari bir iiriin olan Percoll’{in
kullanilmaya  baslanilmasiyla  populer hale  gelmistir.  Percolllin  acilimi
polyvinylpyrrolidone ile kapl kolloidal silika pargalar1 demektir (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden). %80lik percoll(v/v) spesifik olarak 1.10 g/ml yogunluktadir. Bu
Sekilde sadece en olgun spermler bu yogunlugun altina gegebilirler (Sekil 2.16). Ancak,
Percoll’in  endotoksik  olmasindan  &tiirli, yardimc1 {lireme  teknikleri’nde
kullanimiyasaklanmistir. Sonrasinda endotoksik olmayan silane kapl silika parcalari
gelistirilmistir. Isolate, Puresperm, Spermgrad, Suprasperm, pureception, Sil-Select ve

Sidney IVF gibi markalarin gradient soliisyonlar1 klinik kullanima girmistir (138, 139).

[ ] — [ —
Centrifuge Washing/Swim up
Semen — =t Seminal plasma
R Dead sperm X
Density gradient = & fon ,Fp..m cols | % ——Fresh medium
2y
CHR ALY
“
WLz
= Lrvesp«m ‘?,\‘K_mem

Sekil 2.16. Yogunluk Gradient yontemine gore spermlerin hazirlanmasi (140).

2.9.3. Mikro-akiskan Teknolojiler ve Mikro-akiskanlarla Sperm

Hazirlanmasi

Mikro-akiskanlar, biyolojik ve kimyasal analizlerde, immunodiagnostik
testlerde, klinik ve adli analizlerde, molekiiler ve tibbi tanilarda kullanilmaktadir (141-
144). Sperm sec¢iminde kullanilan mevcut mikro-akiskan teknolojiler asagidaki tabloda

gosterilmistir (Tablo 2.4).

Simdiye kadar mikro-akiskan teknoloji ile sperm se¢iminde kemoatraktifler, sivi
akist ve termotaktik giliclerden faydalanilmistir. Pasif mikro-akiskan teknolojide ise
bunlarin hi¢ biri yoktur. Kullanilan gii¢ sadece spermin kendi hareketliligidir. Pasif

mikro-akiskan teknolojide amag, en hareketli spermlerisantriifiij olmadan mikro-akiskan
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kanallarin ¢ikigindan optimum bir siirede toplarken, daha az hareketli veya hareketsiz

spermleri mikrokanallarda geride birakmaktir.

Tablo 2.4. Sperm se¢iminde kullanilan mikro-akiskan aparatlar.

Prensip Malzeme Soliisyon Sperm Ornek Goriintiileme Referans
Kaynagi miktari
Pasif PMMA-DSA- HTF Fare 1ul Lenssiz sarj 145
Cam baglantili
cihaz(CCD)
Pasif PMMA-DSA- BSA’L HTF Insan, Fare 1l CCD baglantili 146
Cam inverted mikroskop
Pasif PMMA-DSA- %1 BSA It insan 560 ul CCD baglantili 147
Cam HTF inverted mikroskop
Pasif PDMS-Cam HTF Insan,boga 1mi CCD baglantili 148
inverted mikroskop
Kemoatraktan  Silikon-cam Hepes Insan <2ul Kaset kayit edici 149
(Cumulus, tamponlu HTF tabanli B&W TV
asetilkolin) kamerasi ve
mikroskop
Kemoatraktan ~ PDMS-Cam HTF Fare Yaklasik CCD baglantili 150
(Kumulus 25,000 sperm inverted mikroskop
hiicreleri)
Kemoatraktan ~ PDMS-Cam HTF Fare Yaklasik CCD baglantili 151
(yumurta) 25000 sperm inverted mikroskop
Kemoatraktan ~ PDMS-Cam HTF Fare 1 CCD baglantili 152
(asetil kolin) pl inverted mikroskop
Sivi Akis PDMS %0,2BSA’ li  Insan 50 ul CCD baglantili 153
HTF inverted mikroskop
Sivi Akist PDMS DPBS Boga, fare, 20 ul Mikroskop ve dijital 154
insan kamera
Sivi Akist PDMS-Cam RPMI, seminal insan 200 pl Elektrik direngli 155
plasma darbe bulma
Siv1 Akist PDMS-Cam RPMI, %0,1 insan 2,3 ul Mikroskop ve dijital 156
polyvinyl kamera
alcohol, %3
BSA
Termotaksis PDMS HTF insan 0,5 pl CCD baglantili 157
inverted mikroskop
Basing ve PDMS-Cam %1PBS,%1 Fare Belirtilmemis ~ CCD baglantili 158
Kemoatraktan BSA (w/v) inverted mikroskop
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Teknolojik gelismelere bagli olarak zamanla ¢ok sayida spermi ayni anda
gozlemleyebilmek ve klasik mikroskobideki dar/kisitli alanda inceleme yOntemini
asmak i¢in mikro-akigkan ¢iplere kamera mercegi yerlestirildi (145). Bu mikro-akiskan
platform sayesinde spermlerin gectigi yerlerin, iz diistimlerinin incelenmesi yapildi.
Mikrokanallar ve spermlerin hareketi genis bir alanda hem yatay hem dikey

diizlemlerde incelendi (Sekil 2.17).

I3
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Hole
Pipette tip ) Sperm in microfluidic

injecting sperm f1 ) channels
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glass
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Sekil 2.17. Genis alan lesns takilmis pasif mikro-akiskan diizenegi(A) CCD kamera
tarafindan spermlerin iz diigiimleri alintyor. (B) Biiyiitiilmiis goriintii(C) 50 mmlik
diizlemde klasik 10 X objektifli mikroskop goriintiisii ve (D)ayni alanin mikrogipdeki

genis alan gorilintiisii.

Bu platform sayesinde, mikro-akiskan ¢ipin ¢ikisinda daha yiiksek bir
hareketlilik, giriste ise daha diisiik bir hareketlilik tespit edilebildi. Bundan yola ¢ikarak
gelistirilen, ham spermin islenmesi konusundaki pasif mikro-akiskanlarin
tasarimlarinda, tek bir kanal ve bir polikarbonat membran filtresi olabilecegi gibi yatay
diizlemde ¢oklu kanallardan olusan diizenekler gelistirildi. Ornegin yatay diizlemde 500
kanalin 400 um aralikla yanyana yerlestirildigi bir mikrociple yapilan bir ¢alismada,

klasik spem hazirlama yontemleri ile kiyaslandiginda 20 dakikadan az bir siirede, boga
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spermlerinde %89’dan fazla, insan spermlerinde ise %80 inde DNA biitiinliigii olan
canli spermler elde edilmistir (Sekil 2.18).

g
1 ml ham semen -

4
SN //

~100 000 sperm

-« Canlisperm
-~ Anormal sperm
* Debris

Sekil 2.18. Pasif iletimin oldugu, santriifiijlemenin olmadigi ¢ip. 1ml semen
kullanilarak, 20 dakikada kanallar sonunda en iyi hareketi olan spermlerin ayiklanmasi
(148).

Mikro-akiskan ¢iplerde, en iyi spermin segilebilmesi ig¢in kemoatraktanlar da
kullanilmistir. In vivo olarak, yumurtadan salinan sitokinler, yumurta kanal1 icerisinde,
spermleri, yumurtaya dogru g¢eken, kademeli bir biyoaktif kalintt olusturur. Dogal
olarak olusan bu fenomenden etkilenerek, mikro-akiskan kanallara spermlerin kimyasal
etkilesimi de eklenerek en ¢ok etkilesime giren spermin uygun zaman aralifinda
toplanmasin1 saglayan diizenekler gelistirilmistir. 1993 yilinda, mikrokanallarda, ya
hyaluronik asit ya da servikal mukus ile doldurulmus mikro bdlmeler kullanilarak,

sperm se¢imine kemoatraktan kullanimi gergeklestirildi (Sekil 2.19).

Kemoatraktan

Sperm Hareketi |::>

Sekil 2.19. Sperm se¢iminde kemoatraktan kullanma diizenegi (149).
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Nonoksinol-9 ve C13G gibi farkli  spermisitlerin ve  spermisit
konsantrasyonlarinin multipleks degerlendirmesi yapildi. Numuneler ayrica insan anti-
IgG antikor kapli boncuklar1 kullanarak sperm spesifik antikorlarin varligi icin
degerlendirildi. Bu tarz ¢oklu parametrelerle sperm se¢iminin toplama haznesindeki
sperm sayisint %96’ ya kadar ¢ikardigi goriildii. Embryo kiiltiiriiniin mikro-akiskan
platformda yapilmasi ve blastokist gelisim oranlarinin diiz petri kaplari ile kiyaslanmasi
sonucunda fark bulunmadi. Bu sonuglar, tek bir iinitede sperm ve oosit manipiilasyon
tekniklerini birlestiren mikro-akiskan platformlar i¢in biiyilk umut vaat etti. Yakin
zamanda baska bir PDMS-cam mikro-akiskan tasarimi kemoatraktan olarak asetilkolin
kullanarak hareketsiz spermlerden ileri hareketli spermleri ayirmak icin gelistirildi
(152). Bu diizenekte spermler asetil koline iyi cevap verdiler ve sonugta elde edilen

spermlerin nerdeyse %100°i hareketli oldu.

Baska bir tip mikro akiskan diizenekde sivi akimi1 kullanilmistir. Spermlerin hem
hareket hemde belli bir sivi akigindan kurtulma o6zelliklerinden faydalanarak sperm

secebilmek i¢in bu yontem gelistirilmistir (Sekil 2.20).

Yuvarlak
(B) Hareketsiz Sperm —o Hareketli Sperm ~o Hiicre W

— > - s
»,?. /\.V ’;7 = V,'Z e @ e /A.‘V;A: ‘v".“‘ ¥ l
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7 1 . . s ~a . % Sperm
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Soliisyon
/ N Hareketli
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Sekil 2.20. Akiskan Cip A) Akiskan diizenek goriintiisii B) Diizenek ¢alisma sistemi
(152).

Stvi akimi, harici bir giic kaynagi olmadan, kilcal kuvvetler ve yercekimi
tarafindan sabit bir hidrolik basingla pasif bir sekilde olusturulur. Diizenek hareketli
spermleri hareketsiz spermlerden ve diger hiicre debrislerinden ayirabilmek icin
spermin  hareketinden ve sivi hareketinden disar1 yiizebilme becerisinden
faydalanmaktadir. Bu sekilde neredeyse %100 hareketli sperm elde edilmesini

saglanmistir. Ayrica morfolojik olarakda ¢ok daha iyi spermler elde edilmistir.
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Bir bagka tip mikro-akiskan diizenekte ise termotaksis kullanilmistir (Sekil
2.21). Sperm kalitesinin degerlendirmesinde termotaksinin nemli bir faktér oldugu
gosterilmistir (157). Buna gore ileri hizli hareketli spermlerin 1s1ya yoneldigi diizenekler

yapilmis ve ona gore sperm eldesi yapilmistir.

,:Bo | Thermotaxis

Sperm —
Ornegi =

~ Dijital Is1

Kontrolii

Sekil 2.21. Dijital 1s1 kontrolii ile sperm segilmesinin semasi (157).

Ozetle, son zamanlarda spermlerin uzun siire inkiibe edilmesi ve santrifiigasyona
muamele edilmeleri neticesinde, spermlerde kromatin hasarina yol acabilen reaktif
oksijen tiirevlerinin (ROS) arttig1 goriilmiistiir (159). Sperm DNA hasar1 da infertilite ve
tiip bebek basar1 oranlarini etkileyen bir faktor oldugundan, ROS miktarini
arttirmayacak yeni yontem arayiglara girigilmistir. Bunun i¢in son on yilda non-
invaziv MSOME (motile sperm organelle morphology), sperm yiizey elektriksel yiikii,
Zona pellusida baglanma kapasitesi, apoptik olmayan sperm se¢imi ve mikro-akiskan

araglarin kullanilmasi gibi yontemler gelistirilmistir.

Mikro akigkanlar, sivilarin mikro 6lgekde mekanigini ¢alisan ve cok kiiciik
miktardaki sivilara ve/veya hiicrelere miidehale edebilmek icin cihazlarin veya montaj

malzemelerin mithendisliginden faydalanan bir bilim dalidir (160).

Tiip Bebek alaninda mikro akigkanlarin kullanilmaya baslamas: ilk olarak sperm

se¢imi i¢in Onerilmistir.

Bu ¢aligmada kullanilan mikrogipin 2 haznesi vardir. Ortada polikarbonat filtre
mevcuttur. Bu filtrenin tizerinde 8 um, 14um ve 20 um caplarinda delikler mevcuttur.

Islem gérmemis semen ornegi alt hazneye birakilir. Ust hazneye %35 lik insan serum
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albumini tasiyan, insan tubal sivist birakilir. Sekil 2.22 de mikro-akiskan sperm

ayiklama aparat1 gosterilmistir.

(A) (B)
Toplama Haznesi
Girig < - » >
l ,.\' (/ o ! s Toplama Haznesi
v 1 F(.’i\.u "(|4— Filtre
( ( <\ Giris

o/ oo e / " -~ \‘—SemenHaznesl

Sekil 2.22. Calismada kullanilan ¢ip diizenegi A) Mikrogip islevinin sematize edilmis
hali B) Mikrogipin iistden fotografi
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari
3.1.1.Kullamlan Kimyasal Maddeler
3.1.1.1. Toluidine Blue

Metakromatik bir boyadir DNA boyanmasinda kullanildi. % 50 Mcllvain
tamponu igerisinde pH 3,5 olacak Sekilde %0,01 olarak hazirlandi (SIGMA 89640).

3.1.1.2. N-HCL

DNA fragmantasyon testinde fixasyon sonrasinda kullanildi  (Merck
HC73096157).

3.1.1.3. Di sodyum hidrojen fosfat (Na2PO4)

Toluidine boyamasi igin gerekli olan Mcllvain tamponu hazirlanmasinda

kullanildi (Merck K49142680722).
3.1.1.4. Sitrik Asit
MclIVain tampon hazirlanmasinda kullanildi (Merck K48283044724).
3.1.1.5. Aseton
Fiksasyon asamasinda kullanildi (Merck K49117214723).
3.1.1.6. Etanol
% 100 liik etanol fiksasyonda kullanildi (Merck K49215483728).
3.1.1.7. Distile Su

DNA fragmantasyon testinde soliisyonlarin hazirlanmasi ve prosediirii esnasinda

kullanildi (Eczacibasi).
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3.1.2. Soliisyonlar ve Tampon Cozeltiler
3.1.2.1. Gradient Soliisyonu

Sperm hazirlanmasi esnasinda kullanildi. Hazir olarak alinan %100 stok

soliisyonundan %40 ve %80’lik soliisyonlar hazirland: (Isolate Irvine scientific 99306).

Hazirlamis1: %100’liik stok soliisyonu, son hacim 10 ml olacak Sekilde 15
ml’lik konik tiiplerde, sperm yikama soliisyonu ile %80 ve %40 ‘lik konsantrasyonlarda
hazirlandi. %80’lik i¢in 8 ml gradient soliisyonu 2 ml sperm yikama soliisyonu ile
karistirildi. %40°hik icin 4 ml gradient soliisyonu 6 ml sperm yikama soliisyonu ile

karigtirildi.
3.1.2.2. Sperm Yikama Soliisyonu

Sperm hazirlama islemlerinde kullanildi. Hazir olarak alindi. (Irvine Scientific
9983).

3.1.2.3. Mcllvain Tamponu Hazirlanisi

3,56 gr di sodyum hidrojen fosfat ile 2,1 gr sitrik asit 100 ml de eritilerek pH 3,5

e ayarlandi. Toluidine Blue boya tamponu olarak kullanildi.
3.1.2.4. Fiksatif Hazirlanisi

Hiicreleri sabitlemek igin kullanilan fiksatif i¢in son hacim 60 ml olacak Sekilde,
28,8 ml etanol, 1,2 mldistile su ve 30 ml aseton salenin i¢inde hazirlandi. Fiksatif
kullanilmadan iki saat once hazirlandi ve buzdolabinda saklandi. Her seferinde preparat

yapim isleminden iki saat dnce taze olarak hazirlanip kullanildi.
3.1.2.5. 0.1 N HCL Cozeltisi Hazirlanisi
Son hacim 50 ml olacak Sekilde 45 ml distile su 5 ml 1 N HCL ile karistirildu.
3.1.3. Kullamlan Deney Ekipmanlar:
3.1.3.1. Santriifiij

Rotor ¢ap1 30 cm olan ve 4000 rpm e kadar yiikselebilen devir hizi, 99 dakikalik

zaman ayarlayici ve 28 tiip kapasiteli santriiftij kullanild1 (Niive nv 800).
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3.1.3.2. Sogutucu Dolap

+4 derecede sabit 1s1 verebilen buzdolab1 kullanildi (Argelik).

3.1.3.3. Hassas Terazi

Kimyasallarin tartilmasinda 0,001 gr hassasiyetindeki terazi (Precisa) kullanildi.
3.1.3.4. Otomatik pipetor

200,1000 pul kapasiteli otomatik pipetorler kullanildi (Eppendorf).

3.1.3.5. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan binokiiler 1s1ik mikroskobu

(ISOLAB) preparat incelemesi sirasinda kullanildi.
3.1.3.6. Flow kabin (Steril Kabin)

Hiicre kiiltiirii tiiplerine hiicre ekiminin yapilmasi, test soliisyonlarinin
hazirlanmasi ve kiiltiir tiiplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir ortam olarak, %99.9
partikiil tutma 6zellikli filtreye sahip, UV ve floresan 15181 olan flow kabin (Holten IVF
Tech) kullanildi.

3.1.3.7. Inkiibator

Hiicrelerin 37 derece de inkiibe edilmesi i¢in kullanildi (Sanyo MCA -5AC).
3.1.3.8. pH Metre

Kimyasallarin pH degerlerini saptamak i¢in pH metre (Hanna Phep) kullanildu.
3.1.3.9. Sale

3.1.3.10. Serolojik pipet

3.1.3.11. Analizor

Sperm analiz islemleri 151k mikroskobundan gériintiiyli alip isleyip analiz etmeye

yarayan bir bilgisayar programi ile yapild1 (ISOLAB).
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3.1.3.12. Konik Tiip

15 ml lik mavi vidali kapakli (Falcon) tiipler kullanildi.

3.1.3.13. Mikro akiskan ¢ip

Sperm hazirlanmasi esnasinda kullanildi (KOEK FERTILE PLUS).
3.2. Hasta Se¢imi

Bu prospektif randomize ¢alisma agiklanamayan infertilite ve tekrarlayan
basarisiz tiip bebek denemeleri olan, infertil tanis1 konan ve Subat 2016-Haziran 2018
tarihleri arasinda “Malatya Ozel Dogu Fertil Tiip Bebek Merkezi’ne” ¢ocuk istemi ile
basvuran, toplam 428 hastada uygulandi. Calisma once “Malatya Klinik Aragtirmalar
Etik Kurulu”na sunuldu ve etik kurul onay1 alindi (Protokol no:2017-34).

Calisgmaya katilan hastalardan alinan semen Orneklerinden gradient ve ¢ip
yontemleri kullanilarak spermler hazirlandi. Gradient sperm ayiklama teknigi uygulanan
312 hasta ile mikro-¢ip sperm ayiklama teknigi uygulanan 116 hastanin déllenme ve

gebelik basar1 oranlart takip edilerek karsilagtirildu.

Ayrica, tedaviye katilan ve her iki gruba ait 30 hastadan ileriye doniik olarak
sperm Ornekleri alindi. Calismaya kadin yasi, tedavi siiresi, kullanilan ilag miktari,
toplanan yumurta sayisi, sperm sayisi, sperm hareketliligi agisindan benzer hastalar
dahil edildi. Semen 6rnekleri kontrol grubu, gradient grubu ve ¢ip grubu olmak iizere {i¢
alt gruba ayrildi. Toluidine Blue ile boyanan sperm hiicreleri DNA fragmantasyonu ve

morfolojisi agisindan karsilagtirilarak degerlendirildi.

3.2.1. Hasta Secim Kriterleri

En az 1 y1l istemesine ragmen gebe kalamamis olmak.

e Sigara igmemek.

e Sperm ¢ip yontemi 5 milyon/ml den fazla sayidaki sperm Ornekleri ile
calistigindan, sperm konsantrasyonu 5 milyon/ml den fazla olan hastalar
caligmaya dahil edildi.

e Kadina bagli sebeplerde yumurtalik rezervi en dnemli genel faktdrlerden

biri oldugu i¢in tiip bebek isleminde toplanan yumurta sayisi 5 den fazla
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olan hastalar g¢alismaya dahil edilerek zayif yanithi hastalar ¢alismadan
cikarildi.

e ilk defa tiip bebek(mikroenjeksiyon) denemesi yapilan hastalar ile 2 den
fazla denemesi olan hastalar ¢alismaya dahil edildi.

e Onceki tiip bebek denemelerinde spermleri mikro-¢ip ile hazirlanan

hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.

3.3. Sperm Orneklerinin Hazirlanmasi
3.3.1. Gradient Yontemine Gore Spermlerin Hazirlanmasi

Tiip bebek hastalarindan yumurta toplama giinii 6zel bir odada steril kaplara
sperm Ornegi alindi. Alman 6rnek 37 derecede 20 dakika inkiibe edilerek ¢dziinmesi
saglandi. Mikroskopda 20x biiylitmede sperm konsantrasyonu hesaplandi. 1 ml %80 lik
gradient soliisyonu 15 ml lik konik tiipe kondu. Uzerine 1 ml %40 Ik gradient
soliisyonu eklendi. En iiste 2 ml likefiye olan sperm 6rnegi eklendi. 20 dakika 1290 rpm
de ¢evrildi. Sonrasinda pelletin istii atildi. 2 ml sperm yikama soliisyonu eklendi. 1670
rpm de 10 dakika ¢evrildi. Supernatant atildi. 0,1 ml sperm yikama soliisyonu eklenerek
37 derece de inkiibator igerisinde 45 derece ag1 ile mikroenjeksiyon saatine kadar en
fazla 2 saat inkiibe edildi. Sonrasinda spermlerin bir kism1 mikroenjeksiyon isleminde
kullanildi. Bir kismi ise sperm DNA fragmantasyon incelemesi ve sperm morfoloji

incelemesi igin lamlara yayildi.
3.3.2. Mikro-¢ip Yontemine Gore Spermlerin Hazirlanmasi

Tiip Bebek uygulamasi yapilacak olan hastalardan yumurta toplama giinii sperm
ornekleri steril kaplara alindi. Alinan 6rnek 37 derecede 20 dakika bekletilerek ¢oziildii.
Mikroskopda 20x biiylitmede sperm konsantrasyonu hesaplandi. Sonrasinda 800 pl
sperm pipet vasitasiyla mikro ¢ipin yiikleme haznesine dikkatlice ytliklendi. Membran
filtrenin tlizerine 37 derecede 1 ml sperm yikama soliisyonu eklendi. 30 dakika 37
derece de inkiibe edildi. Sonrasinda toplama haznesinden sperm Ornekleri alinarak bir
kism1 mikroenjeksiyon isleminde kullanildi. Bir kismi ise sperm DNA fragmantasyonu

vesperm morfoloji incelemesi igin lamlara yayildi.
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3.4. Sperm DNA Fragmantasyonu incelemesi

Lama yayilan sperm oOrnekleri 1 giin boyunca oda 1sisinda kurumaya birakildi.
Lamlar 1:1 aseton ve %98'lik etil alkolden olusan soliisyonunda +4 C°de 30 dakika
bekletilerek fiksasyona tabi tutuldu. 5 dakika +4 derecede HCL ¢ozeltisinde bekletildi. 2
dakika siireyle 3 kez oda 1sisinda distile su igerisinde bekletilerek yikama yapildi.
Preparatlar 5 dakika siire ile %50 mcllvain soliisyonu i¢inde hazirlanmis % 0,01’°lik
Toluidine Blue boyasi ile boyandi. Sonrasinda distile suya daldirilip ¢ikarilarak oda
1sisinda kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar 100x biiyiitmede immersiyon yaginda
analiz programi yardimiyla incelendi. Koyu lacivert boyananlar DNA fragmantasyonu
pozitif olarak ac¢ik mavi olanlarda negatif olarak degerlendirildi. Her grupta ortalama

300 sperm sayildi. DNA fragmantasyonu toplam sayiya boliinerek oranlandirildi.
3.5. Spermlerin Morfolojik Ac¢idan Degerlendirilmesi

Toluidine mavisi ile boyamasi yapilan sperm oOrnekleri x100 biiyiitmede
immersion yagi ile mikroskobik analizleri yapildi. Sperm morfoloji degerlendirmesinde

bas, boyun, kuyruk analizlerinde Kruger Kriterleri dikkate alindi.
3.6. Istatistiksel Analiz

Gradient yontemi ve mikro-¢ip yontemi ile spermleri hazirlanmis olan hastalarda
gruplarin yas ortalamalari, ortalama tedavi stireleri, kullanilan ortalama ilag miktarlari,
toplanan ortalama yumurta sayilari, ortalama sperm sayilart ve ortalama sperm
hareketlilikleri, 6rneklem sayis1 >50 oldugundan Kolmogorov-Smirnov normallik testi
ile degiskenlerin dagilimina bakildi. Normal dagilim gostermedikleri i¢in grup
ortalamalar1 Mann-Whitney U testi ile kiyaslandi. Gruplar arasi dollenme ve gebelik
oranlari, gruplar bagimsiz ve non-parametrik sartlardan dolayr Ki-kare testi ile
degerlendirildi. DNA fragmantasyonu ve morfoloji kiyaslamalari igin ¢alismanin
basinda power analizi yapilarak en az 30 hasta olmasina karar verildi. Calismaya katilan
hastalar i¢inden rastgele alinan 30 sperm 6rnegi kontrol, gradient, mikro-¢ip gruplart
olarak 3’e ayrildi. Bagimli ¢oklu grup oldugu icin kiyaslanmasi i¢in Friedman ve
Wilcoxon testleri kullanilds. Istatistiksel olarak P<0.05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

41. Tiip Bebek Yonteminde Mikroenjeksiyon Icin Sperm Hazirlama
Teknigine Gore Elde Edilen Bulgular:

Calismamiza dahil olan, 428 hastanin spermi gradient yontemine gore hazirlanan
hastalar “Gradient grubu” (n=312), spermi ¢ip ile hazirlanan hastalar “Cip grubu”
(n=116) olarak gosterildi. Gruplarda orneklem sayisi (n) 50 den fazla oldugu igin
Kolmogorov-Smirnov testi ile normallik testi yapildi ve normal dagilim olmadig
saptand1. Grup ortalamalart Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. Uygulama gruplari
kiyaslandiginda gruplar arasinda bakilan parametreler agisindan fark bulunmadi (Tablo

4.1).

Tablo 4.1. Calismaya alinan hastalarin yas, tedavi siiresi, kullanilan ilag miktari,
yumurta sayisi, sperm sayisi ve motilite karsilastirilmasi

Gradient Grubu Cip Grubu P degeri

X+ SD X+ SD
Kadin yas1 31.49+0.5 31.07+0.3 0.39
Tiip bebek tedavi siiresi (giin) 9.4+0.05 9.3+0.08 0.26
Tedavide kullanilan ila¢ miktari (iinite) 1828+35 1721+60 0.15
Toplanan oosit sayisi 13.6+0.39 13.06+0.56 0.9
Sperm sayis1 (milyon/ml) 53.5£1.5 49.5+3 0.19
Sperm hareketliligi (%) 54.1+0.85 52.3+1.5 0.15

Tiip bebek uygulamalarinin basarili olup olmadiginin belirlenmesi i¢in gruplar
arasit dollenme oranlar1 ve gebelik oranlar1 ki-kare testi kullanilarak karsilastirildi
(Tablo 4.2). Dollenme oranlari, déllenen yumurta sayist ICSI yapilan yumurta sayisina
boliinerek hesaplandi. Gebelik oranlari ise transfer tarihinden 12 giin sonra kandan
bakilan beta-HCG testi (gebelik testi) sonucu >100 IU olanlar gebe kabul edildi.
Biyokimyasal gebelikler ¢alismaya dahil edilmedi. Caligmamiza katilan hastalardan ilk
defa tiip bebek tedavisi alan hastalarda (n=336) ki-kare sonucuna gore gruplar arasinda

dollenme oranlar1 ve gebelik oranlari acgisindan fark goriilmedi.
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Tablo 4.2. 1k tiip bebek denemesi olan hastalarda, gruplar aras1 dollenme ve gebelik

oranlarinin karsilastirilmasi

Gradient Grubu (n=256) Cip Grubu(n=80) P degeri

Oran % Oran %
Dollenme oranlar 1950/2776 70.20 563/811 69.40 0.65
Gebelik oranlari 130/256 50.70 43/80 53.75 0.64

Calismamiza katilan hastalardan énceden en az 2 tiip bebek denemesi olup da
gebe kalamamig 92 hastada gradient ve ¢ip yontemlerine gore dollenme ve gebelik
oranlar kiyaslanmasi Tablo 4.3 de gosterilmistir. Gruplar arasinda gebelik oranlarinda

fark goriilmedi. Dollenme oranlarinda anlamli fark goriildii p<0.05.

Tablo 4.3. ikiden fazla denemesi olan hastalar, gruplar arasi déllenme ve gebelik

oranlarinin karsilagtirilmasi

Gradient Grubu (n=56) Cip Grubu (n=36) P degeri

Oran % Oran %
Dollenme oranlari 2721432 62.9 271/369 73.4 0.002
Gebelik oranlari 23/56 50 19/36 52 0.9

4.2 Sperm hazirlama tekniklerinin morfoloji ve sperm DNA

fragmantasyonu iizerine etkileri

Calismaya katilan hastalardan prospektif olarak rastgele segilen 30 erkekten
sperm Orneklerialindi. Alinan O6rnekler, higbir islem uygulanmamis ve ejakulat
spermlerinden olusan kontrol grubu, gradient grubu ve ¢ip grubu olarak 3 gruba ayrildi.
Sperm hiicreleri, morfolojik olarak ve DNA fragmantasyonu bakimindan
degerlendirildi. Her grup i¢in 300 hiicre analiz edildi. Morfolojisi diizgiin spermler (%)
olarak hesaplandi. Toluidine blue ile koyu boyananlar DNA fragmantasyonu pozitif

hiicreler (%) olarak hesaplandi. Non-parametrik kosullarin gecerli oldugu bagimli
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gruplar arasinda Friedman testi ile degerlendirme yapildi. Fark olan gruplarda grup igi

Wilcoxon testi yapildi. P<0,05 anlamli kabul edildi.

Gradient ve ¢ip sperm yikama yontemlerinin kontrol grubuna kiyasla morfolojik
olarak iyi morfolojide sperm ortalamasini artirdig1 ve bu artisin Wilcoxon testi sonrasi
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (Tablo 4.4). Gradient ve ¢ip sperm yikama

teknikleri arasinda morfoloji bakimindan fark bulunmadi.

Tablo 4.4. Gruplarin sperm morfolojisi a¢isindan degerlendirilmesi

Gruplar Kruger Morfolojik Standart sapma (max- P
Degerlendirmesi (%) (n=30) min) degeri

Kontrol Grubu 4.5 2.1 (2-10)

Gradient Grubu 6.4* 2.9 (3-12) P<0.05

Cip Grubu 5.8* 3.0(2-12)

*Kontrole gore anlamli farkl

Sperm DNA fragmantasyonu bakimindan uygulama ve kontrol gruplarimin
karsilagtiritlmas1 Tablo 4.5 de gosterilmektedir. Friedman testi sonrasi gradient ve ¢ip
gruplarinda DNA fragmantasyonu oranlar1 kontrol grubu oranlarindan farkli bulunmadi.
Gradient ve ¢ip gruplarinin kendi aralarinda yapilan degerlendirmede ise gradient
grubunda DNA fragmantasyonu orani ¢ip grubuna gore anlamli yiiksek bulundu
(p=0.01).

Tablo 4.5. Gruplar arasi sperm DNA Fragmantasyonunun karsilagtirilmasi

Gruplar Sperm DNA Fragmantasyonu  Standart sapma P degeri
(%) (max-min)
Kontrol Grubu 24.1 11.8 (6-52)
Gradient Grubu 29.5* 21.9 (5- 85) 0,01
Cip Grubu 22.3* 13.9 (2-54)

* Gruplar arasi anlamli farkli

DNA fragmantasyonunu analiz etmek icin toluidine blue boyanan sperm

hiicrelerinin mikroskobik gortiniimleri Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’ de verilmistir.
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Sekil 4.1. TB Kontrol Grubu. Kontrol grubunda (Ejakiilattaki spermler) DFI yiiksek

hiicreler (koyu boyanan numaralandiriimis) (1000x)

Sekil 4.2. TB Gradient grubu. Gradient yontemi sonrast DNA fragmantasyonu olan

hiicreler (koyu boyanan numaralandirilmig) (1000x)
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Sekil 4.3. TB Cip Grubu.Cip yontemi sonrast DNA fragmantasyonu olan hiicreler (koyu

boyanan numaralandiriimis) (1000x)
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5. TARTISMA

Korunmasiz cinsel yasama ragmen bir yilda gebeligin olmamasinda erkek
faktorii olduk¢a Onemlidir. Semen analizi erkek infertilitesinin tam olarak
anlasilmasinda ve tiip bebek tedavisinin basarisinda ilk ve temel standarttir. Embryo
gelisimine direk etkisi olan spermin kalitesini teshis etmekte kullanilan, DNA
biitiinliglinii  tespit eden yontemler sayesinde erkek infertilitesi biraz daha
aydinlatilmistir (161-163). Ancak geleneksel semen analizleri teshis etmede ve gerekli
tedavinin uygulanmasinda yetersiz kalabilmektedir. Ornegin her ne kadar sperm
morfolojisi ile DNA biitlinligii arasinda bir korelasyon olsa da (164), morfolojik olarak

normal goriinen spermlerde DNA fragmantasyonu olabilmektedir (165).

Sperm hazirlanmasinda kullanilan mikrogiplerin ortaya ¢ikis amaci hizli, daha
nazik, dogal sartlar1 taklit ederek spermlere zarar vermeden uygun olanini se¢gmektir. En
iyi sperm hiicrelerini se¢meye yonelik gelistirilen sperm ayiklama ydntemlerinden
gradient ve swim-up yontemleri yaygm kullanilan geleneksellesmis tekniklerdir
(166,167). Her iki yontemin sperm Kalitesi agisindan simirliliklart ve olumsuz yonleri
vardir. Swim-up yonteminde hareketli spermler hareketsiz olanlardan {izerlerine konan
yiizdiirme soliisyonuna konarak uzaklastirilirlar. Ancak bu yontemde az sayida hareketli
sperm eldesi saglanir. Gradient yonteminde ise spermler yogunluklarina gore
ayristirihirlar. Santrifugasyon gerektiren bu igslemin sperm canliligina negatif etkisi
olabildigi ve sperm DNA kirikliklarina yol acabildigi bildirilmistir (168). Bu tekniklerle
in vivo sartlardaki sperm ayiklamaya yonelik dogal bariyerler atlanir ayrica uygulama
sirasinda deneysel islemler spermlerde DNA hasar yaratilabilir (163,169,170). Sonug
olarak fertilizasyon basarisi, gebeligin devamliligi ve embryo sagligi acgisindan uzun

vadede bir takim olumsuz etkiler ortaya ¢ikarabilirler (171).

Yaptigimiz ¢alismada kullandigimiz mikro-akigskan cipler asilama yontemi i¢in
retilmislerdir. Bizim bunu mikroenjeksiyonda kullanmamizin sebebi hem swim-up
yontemi gibi spermin kendi hareket giicii ile ortamdan siyrilmasindan faydalanmak,
hem de gradient yontemi gibi morfolojik olarak iyi morfolojideki spermleri se¢mektir.
Bunun i¢in ¢ipde bulunan membran filtreden faydalanilir. Ayn1 zamanda santrifiigasyon
gerektirmeyen bu yontem klasik sperm hazirlama tekniklerinin avantajli yonlerini almis
olacaktir. Yaptigimiz bu c¢alismada gradient ve fertile-plus ¢ip teknikleri arasinda

spermin morfolojik ve genomik biitlinliikk bakimindan en iyisinin seg¢ilmesinde ve
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gebelik basarisinda fark olup olmadigi arastirildi. Literatiire baktigimizda her iki
yontem ile hazirlanan spermlerle elde edilen gebeliklerin kiyaslandigi ilk c¢aligsma

oldugunu diisiiniiyoruz.

Bildigimiz kadariyla bizim kullandigimiz ¢ipi iireten firmaya ait baska bir ¢ip
modeliyle (fertile-cip) yapilan son ¢alisma Baskent Universitesine aittir (172). 2018
yilinda yayinlanan bu ¢alismada sebebi bilinmeyen tiip bebek hastalarinda swim-up ve
mikrocip yontemleri kiyaslanmaktadir. Bu arasgtirmaya gore gebelik oranlart ve
dollenme oranlar1 arasinda fark bulunmamistir. Bizim c¢alismamizda ise swim-up
yontemi yerine gradient yontemi kullandik ve benzer sekilde dollenme ve gebelik
oranlarinda yontemler arasinda fark bulunmadi. Bu durum literatiir bilgilerini
desteklemekte ve benzer calismalarla uygunluk gostermektedir. Ancak ¢alismamizda
ikiden fazla denemesi olan sebebi bilinmeyen infertilite hastalarinda ¢ip kullanilmasi
gebelik oranlarinda fark yaratmasa da déllenme oranlarinda anlamli fark yaratmistir.
Dolayisiyla tekrarlayan tiip bebek basarisizligi olan hastalarda dollenme oranlarini

artirmak i¢in mikro-akiskan ¢ip kullanimi bir alternatif olabilir.

Giintimiizde yardime1 iireme tedavilerinde sperm hazirlama yontemlerinin amact
oncelikle seminal sivida bulunan istenmeyen biyokimyasal ajanlar ve sperm dist
yuvarlak hiicrelerin uzaklastirilip délleme kapasitesi olan en iyi spermleri elde etmektir
(173). lyi kalitede spermi segmede morfolojik 6zellikler, say1 ve hareketliligin yaninda

artik sperm DNA fragmantasyon testlerinden de faydalanilmaktadir.

Calismamizda hem gradient hem de ¢ip yikama yontemlerinin iyi morfolojideki
sperm konsantrasyonunu anlamli bir sekilde artirdigin1 belirledik. P.Van Der
Zwalmen’in 1991 yilinda gradient yontemini swim-up yontemine gore kiyasladigi
calismada gradient yonteminin iyi morfolojideki spermleri segmede anlamli olarak ¢ok
daha iyi oldugu belirtilmistir. Yine ayn1 ¢alismada devam eden gebelik oranlarinin
gradient yonteminde ¢ok daha iyi oldugu belirtilmistir (174). Pranav ve ark. 1995
yilinda yapmis olduklar1 ¢caligmada gradient yontemi ile swim yontemi karsilagtirilmis
gradient yonteminin iyi morfolojideki spermi segmede ¢ok iistiin oldugu belirtilmistir
(175). Biz de yapmis oldugumuz g¢alismamizda gradient ve ¢ip yontemlerinin kontrol
grubu ile kiyasladigimizda anlamli olarak ¢ok daha iyi morfolojideki sperm
ortalamasini arttirdigin1 gordiik. Gradient ve ¢ip gruplarinin ikili kiyaslamasinda fark

¢ikmadi. Her iki yontemde iyi morfolojideki spermi segme acisindan basarili bulundu.
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Diger taraftan sperm DNA fragmantasyonu degerlendirmesinde, ¢ip teknigi ile
elde edilen spermlerde DNA fragmantasyon oraninin gradient yontemine gore daha az
oldugu gorildii. Muratori ve arkadaslarimin 2016 yilinda yapmis olduklar1 bir
caligmada, gradient yonteminden sonra sperm Orneklerinde, DNA fragmantasyonlari
acisindan %50’ye yakin oranda artis oldugunu bildirmislerdir (176). Yaptiklar
onermede gradient yonteminin bazi hastalar i¢in glivenli olamayacagi, bu tarz hastalarda
farkl1 sperm hazirlama yontemlerinin kullanilmasinin daha saglikli olacagini
sOylemislerdir. Yaptigimiz calismada da gradient grubunda 30 6rnekten 13’{inde kontrol
grubuna gore DNA fragmantasyonunda artis tespit ettik. Mikrogip grubunda ise 30
ornekten 7’sinde DNA fragmantasyonunda artis tespit ettik.

Ghaleno ve arkadaglarinin 28 erkekte yaptiklar1 santriifiijlemenin oldugu
gradient yontemi, swim up yontemi ve santriifiijlemenin olmadig1 modifiye direk swim
up yontemlerini karsilastirdiklar1 bir ¢alismada DNA fragmantasyonunun en fazla
gradient yonteminde oldugu swim-up ve santriifiijsiiz swim up yOntemleri arasinda
DNA fragmantasyonu agisindan fark bulunmadigi rapor edilmistir (177). Bizim
calismamizda gradient yonteminde ortalama tiist sinirda yiiksek ¢iksa da istatistiksel
olarak farkli bulunmamistir (p=0.06). Biz iki tabaka gradient soliisyonu kullandik.
Ghaleno ve arkadaglarinin yaptigi caligmada ise ii¢ tabaka gradient soliisyonu
kullanilmis olmasi ve fiziki kuvvet olarak santriifiij ‘g’ degerlerinin bizimkilerden
yiiksek olmast DNA fragmantasyon oranini anlamli derecede yiikseltmis olmasinda
etken olabilir. Bizim ¢alismamizda da swim-up ydntemine benzer santriifiijlemenin
olmadigi  mikro¢ip yoOnteminin kontrol grubu ile kiyaslamasinda DNA
fragmantasyonunu azaltma yoniinde oldugu fakat anlamli fark bulunmadig
gorilmistiir. Diger taraftan calismaya katilan hasta sayisini artirmak yontemin
glivenilirligini sorgulamak adina faydali olabilir. Esasen gradient ve ¢ip yontemleri
birbiri ile kiyaslandiklarinda aradaki fark acilarak anlamli fark olusturmaktadir.
Gradient yonteminde DNA fragmantasyon orani artmis, ¢ip yonteminde ise anlamli

Olgiide azalmistir.

Zini ve ark 2000 yilinda 22 semen orneginde yapmis olduklar1 bir ¢aligmada
(178) gradient yonteminin DNA fragmantasyon orani ortalamasini ¢ok az arttigini ama
istatistiksel olarak fark olmadigini en iyi DNA biitiinliigiiniin swim-up yonteminde elde
ettiklerini rapor etmislerdir. Biz de gradient yontemi sonrasi tamamen benzer sonuglar

bulduk. Biz ¢alismamizda swim-up yontemi yerine ¢ip yontemi kullandik. Yine Zini ve
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ark. 2000 yilinda yapmis olduklar1 44 infertil, 9 fertil olan 53 erkegin katildig1 bir bagka
calismada ise gradient yontemi sonrasi fertil erkeklerde DNA fragmantasyonu agisindan
bir fark c¢ikmazken, infertil hasta grubunda gradient yontemi sonrasi DNA
fragmantasyonunda artig bildirilmistir (179). Buna gére yogunluk gradient yonteminin
acil olarak sperm DNA hasarin1 minimize edecek sekilde yeniden revize edilmesi
Onerilmigtir. Wang ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada gradient yonteminin

siddetli oligozoospermik hastalar haric DNA fragmantasyonunu azalttigi belirtilmistir
(180).

Diger taraftan gradient yonteminin DNA fragmantasyonunu azalttigina dair
calismalar mevcuttur (181-185). Gradient yontemi sonucu DNA fragmantasyonunun
artmasi veya azalmasina iliskin farkli sonuglarin elde edilmesinin nedeni baslangictaki
hiicresel DNA fragmantasyon oranlarindaki farkliliklar veya santrifugasyon metotlar

olabilir.

Mikrogiple ilgili 2018 yilinda Quinn ve ark. tarafindan yaymlanmis olan ¢ip
ireticisinin de i¢inde bulundugu c¢alismada gradient ve mikrogip yOntemlerini
karsilastirmiglardir. Bu ¢aligmaya gore mikrogip yonteminde DNA fragmantasyon
oraninin gradient yoOntemine kiyasla neredeyse %0 olacak kadar azaldigini
bildirmislerdir. Ancak bu calismada tiip bebek tedavisinde esas sonu¢ olan gebelik

oranlari ile ilgili bir degerlendirme yapilmamistir (186).

Sperm DNA fragmantasyonunun degerlendirilmesinde ¢ogunlukla SCSA, SCD,
TUNEL, KOMET, Anilin Blue ve Toluidine Blue gibi yontemler kullanilmaktadir.
Yapilan meta-analizlerde bu testlerin sperm DNA fragmantasyonunu tespit etmede
farklihk gostermedikleri ortaya konmustur (187,188). Ozellikle SCSA, TUNEL ve
Alkali KOMET islemleri zahmetli ve maliyetli yontemlerdir (188). Erenpreisis ve
arkadaglarinin 2004’de TUNEL islemi ve SCSA ile toluidine blue yontemini spermlerde
kiyasladiklar1 ¢alismada toluidine blue pozitif DNA fragmantasyon indeksinin birebir
bu testlerle ortiistiigiinii, sperm DNA biitiinliigliniin ve/veya anormal kromatin yapisinin
degerlendirmesinde rutin uygulamada kullanilabilecek bir test olabilecegini
onermiglerdir (118). Hatta fertil kisilerde DNA fragmantasyon oraninin bu yontem ile
%35°1 gegmedigi belirtilerek bir cut-off degeri verilmistir. Bu yiizden hizli ve efektif bir
yontem olan toluidine blue yontemi ¢esitli tiirlerin spermlerinde basarili bir sekilde

standardize edilmistir (188). Biz de c¢alismamizda etkili pratik ve giivenilir sonug
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vermesi nedeniyle DNA fragmantasyon goriintiilemesinde toluden blue boyama
teknigini tercih ettik. Caligma sonug¢larimiza baktigimizda DNA fragmantasyon indeksi
¢ip grubunda daha diisiik (%22.3) ve gradient grubunda daha yiiksek (%29.5) oldugu ve
¢ip uygulamasinin DNA hasarli hiicreleri se¢mede daha basarili oldugu anlasildi.

Yapilan bir ¢alismada sperm DNA fragmantasyon indeksi %27-30 arasinda olan
kisilerin ¢ocuk sahibi olabilmesi i¢in gereken siire ortalamanin ¢ok {izerinde bulunmus
(189). Bir baska c¢alismada ise sperm DFI >%30 oldugu vakalarda mikroenjeksiyon
yonteminin gebelik elde edilmesinde daha basarili oldugu bildirilmistir (190). Bizim
calismamizda bu ¢alismalardan farkli olarak tedavi Oncesinde sperm DNA
fragmantasyon orani dikkate alinmadi. Bu sperm hiicreleri ile yapilan tiip bebek tedavisi
sonrasi klinik degerlendirmelerde de, gebelik oranlari bakimindan uygulamalar arasinda

anlamli bir fark olusmadig tespit edildi.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada Malatya Ozel Dogu Fertil Tiip Bebek Merkezine ¢ocuk istemi ile
basvuran, ¢alisma kriterlerine uyan 30 hastada iki farkli sperm hazirlama yontemi olan
yogunluk gradient yontemi ile mikro-akigkan ¢ip yoOntemi uygulanarak, sperm
morfolojisi ve DNA fragmantasyonu tizerine etkileri arastirildi. Bu ¢aligma bildigimiz
kadariyla sperm gradient ve mikro-akiskan ¢ip yikama tekniklerinin klinik sonuglari ile

birlikte degerlendirildigi ilk ¢alismadir.

Calismamizda gradient ve ¢ip yontemleri Kruger Kriterlerine gore iyi
morfolojide sperm konsantrasyonunu artirmada basarili bulundu. DNA fragmantasyonu
acisindan ¢ip yonteminde daha iyi kalitede DNA’s1 olan spermler elde edildi. Bu
sonuglar bir arada degerlendirildiginde, sperm DNA’sin1 etkiledigi diisiiniilen
santriifiijlemenin olmadig ve iyi morfolojide spermlerin gecmesine izin veren membran
filtresi sayesinde fertile-plus mikrogip yikama yontemi ICSI prosediiriine sperm
hazirlamada yogunluk gradient yontemine alternatif olarak onerilebilir. Diger taraftan
mikrogip yonteminin ilk IVF denemesi yapilan hastalarda klinik sonuglar {izerinde
beklenen etkisi olmamustir. Ancak tekrarlayan IVF denemesi olan hastalarda déllenme
oranlarinda anlaml artis goriildii. Dolayistyla cok denemesi olan hastalarin sperm DNA
larmin daha hassas olabilecegi diisiiniilerek, tedavi oncesi yikama teknigi belirlemek
dollenme oranlarini artirmak igin faydali olacaktir. Literatiire baktigimizda gradient ve
mikro-akiskan ¢ip yontemi ile hazirlanan spermlerle tekli veya ¢coklu IVF denemesi olan
hastalarda fertilizasyon ve gebelik basarilarinin takip edilip kiyaslandigi ilk c¢aligma

oldugunu diisiliniiyoruz.

Calismamizdaki denek sayisi sinirlayici faktor olmustur. Calisma verilerimizin
uzun vadedeki sonuglarini ortaya koyabilmek i¢in denek sayisinin artirilmasi ve

hastalarin uzun siireli takibi gerekmektedir.
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EK 2: Etik Kurul Karar

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

]

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Tekrarlayan tiip bebek basarisizlig1 olan hastalarda, alternatif bir yontem olarak,
mikro akigkan sperm ayiklama ¢iplerinin kullanimi

VARSA ARASTIRMANIN

PROTOKOL KODU 2017734
o ETiK KURULUN ADI MALATYA KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
e ; I r
S % %‘ ACIK ADRESI: Inonii Universitesi Merkez Kampiisii, 44280, Malatya, Tiirkiye
— C
E = TELEFON +90422 3410660/ 1219
z. FAKS +90 422 341 00 36
E-POSTA inu.dhek@inonu.edu.tr
KOORDINATOR/SORUMLU P i
ARASTIRMACI :)OQ.DI'. Sengl’il YUKSEL
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU . _
ARASTIRMACININ UZMANLIK | In6nii Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik AD
ALANI S
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ MALATYA
BULUNDUGU MERKEZ B
VARSA IDARI SORUMLU
UNVANI/ADI/SOYADI
DESTEKLEYICI
% PROJE YURUTUCUSU
UNVANI/ADI/SOYADI
o\ (TUBITAK vb. gibi kaynaklardan
é destek alanlar igin)
~ DESTEKLEYICININ YASAL
= TEMSILCISI
w T
= FAZ | O
.—? FAZ 2 O
rH
FAZ 3 )
&
FAZ 4 ]
ARASTIRMANIN FAZI VE Gozlemsel ilag ¢alismasi ]
TURU Tibbi cihaz klinik arastirmas: | (1
In vitro tibbi tani cihazlari ile
yapilan performans u
degerlendirme ¢alismalari
flag dis1 klinik arastirma ]
Diger ise belirtiniz_
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ GOK MERKEZL ULUSAL
MERKEZLER 0 { 0O ULUSLARARASI []
Etik Kurul Bagkani

Unvani/Adi/Soyadi: Prof. D

Imza:
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ARASTIRMANIN ACIK ADI

Tekrarlayan tlip bebek basarisizlig1 olan hastalarda, alternatif bir yontem olarak,
mikro akiskan sperm ayiklama ¢iplerinin kullanimi

VARSA ARASTIRMANIN
PROTOKOL KODU

2017/34

N BELGELER

DEGERLENDIRILE

Belge Adi

Tarihi

Versiyon
Numarasi

Dili

ARASTIRMA PROTOKOLU

Tiirkge

ingilizce (]

Diger []

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR
FORMU

Tiirkge

ingilizce (]

Diger []

OLGU RAPOR FORMU

Tiirkge

Ingilizece (]

Diger []

ARASTIRMA BROSURU

Tiirkge

0o =

Ingilizce (]

Diger []

Belge Ad1

Aciklama

SIGORTA

ARASTIRMA BUTCESI

BiYOLOJIK MATERYEL TRANSFER
FORMU

ILAN

YILLIK BILDIRIM

DIGER BELGELER

SONUC RAPORU

DEGERLENDIRILEN

GUVENLILIK BILDIRIMLERI

DIGER:

Oooo0O o go

Karar No:2017/34

Tarih:22.03.2017

KARAR
BiLGILERI

Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler arastirmanin/galismanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak
incelenmis ve uygun bulunmus olup arastirmanin/¢alismanin basvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gerceklestirilmesinde etik ve bilimsel
sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul tiye tam sayisinin salt gogunlugu ile karar verilmistir.
{lag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalari Hakkinda Y®onetmelik kapsaminda yer alan arastirmalar/caligmalar igin Tirkiye ilag ve Tibbi
Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir.

KLIiNiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ETiK KURULUN CALISMA ESASI
Kilavuzu

ilag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Aragtirmalari Hakkinda Y onetmelik, lyi Klinik Uygulamalari

BASKANIN UNVANI/ ADI / SOYADI:

Prof. Dr. Saim YOLOGLU

Unvan/Ady/Soyad Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet Am?:;;::im ile Katihim * imza
. x NPT inoni Universitesi Tip . =
Prof. Dr. Saim YOLOGLU Biyoistatistik Fakiiltesi EXR | kO |0 |HEA |EO |HO _ #
———
Prof. Dr. Metin GENC Halk Sagh@ —— g;‘;{‘:ﬁ{:;‘f“ Tip ER |kO |EO |vO |0 |u0O (“\*‘— WVV
Prof, Dr. [brahim SAHIN i¢ Hastaliklari dad ‘l;’:l‘(fjtr:;‘les‘ Lo ER (kO |0 |u0O |0 |uO
: - inonii Universitesi Tip
Prof. Dr. Sedat YILDIZ Fizyoloji Bdlillie EXR (kO |[EO |[HE | AL |HO Moﬁn
in6nii Universitesi T ) //J‘ 7
. . o nonii Universitesi Tip ] il
Prof. Dr. Baris OTLU Mikrobiyoloji e ER (kO |0 |HR |ed [nOY
o . . inonii Universitesi Tip
Prof. Dr. Mehmet GUL Histoloji Fakilltesi EX | kKO |Ed |HE (E@ | HO %/
Prof. Dr. Cemalettin AYDIN Genel Cerrahi bl ‘};J:gjl’:‘s‘fs‘ Tip ER |kO |ed |uO |0 |u0O m/\
\YJ
Etik Kurul Baskani
Unvani/Adi/Soyadi: Prof. Dr. Sai OLOGLU
Imza: /EZ//}
~ 79

Not: Eftik kurul bagkarminmin her sayfada imzasinin olmasi gerekmektedir.



KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Tekrarlayan tiip bebek basarisizligi olan hastalarda, alternatif bir yéntem olarak,
mikro akiskan sperm ayiklama ¢iplerinin kullanimi

VARSA ARASTIRMANIN

PROTOKOL KODU 2017/34
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