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TESEKKUR
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deneyimlerinden vyararlandigim saym hocalarim Yrd.
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TOPCU TARLADA CALISIR ile Yrd. Dog. Dr. Melike
SAPMAZ-METIN'e, tezimin degisik asamalarinda
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ve Embriyoloji Anabilim dalindaki arkadaslarima, maddi
destek icin TUBAP'a ve aileme tesekkiirlerimi bir borg

bilirim.
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GIRIS VE AMAC

Kisirlik (infertilite), reprodiiktif ¢agda olan bir ¢iftin herhangi bir dogum kontrol
yontemi kullanmaksizin, en az bir yil diizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin olugsmamasi
olarak tanimlanir. Infertilite reprodiiktif ¢cagdaki ciftlerin %15’ini etkilemektedir. Korunmasiz
gecen 12 aylik siire sonunda giftlerin %80°1 ilk 6 ay icinde, geri kalanlarin ancak %10’u takip
eden 6 ay icinde gebe kalabilmektedir. Tum infertil c¢iftlerin %30-40’inda erkek, %40-
50’sinde kadin faktorii etkilidir. Ciftlerin %20-25'inde hem erkek hem de kadina ait
patolojiler birlikte gozlenir. Infertil ciftlerin %15'inde ise tiim tanisal tetkikler sonucunda bir
infertilite nedeni tanimlanamaz (1).

Giiniimiizde, Uremeye Yardimci Tekniklerin (UYT) uygulandigi infertilite
merkezlerine bagvuruda bulunan hastalara, erkek infertilitesi ve aciklanamayan infertiliteye
bagl olanlara uygulana ilk tedavi ydntemi Intra Uterin Inseminasyon (IUI)'dur. IUI
prosediirii, esin spermlerinin degisik yontemlerle hazirlanarak, iyi ve hareketli olanlar
secilerek kateter vasitasiyla uterus i¢ine verilmesidir.

Spermlerin say1, hareketlilik ve morfoloji degerlendirilmesi Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) tarafindan belirlenen standardizasyona gdore yapilmaktadir. Fakat bu degerlendirme
spermlerin fertilizasyon potansiyelini belirlemek icin yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle son
yapilan arastirmalar, spermin in vitro kosullardaki fertilizasyon potansiyelini éngdrebilme
amacina yoneliktir. Insan sperminde deoksiriboniikleik asit (DNA) yapis: fertilizasyonda
onemli yer almaktadir. Yapilan caligmalarda, DNA igerigi normal olan spermlerin

fertilizasyon potansiyelinin daha fazla oldugu rapor edilmistir.



DNA hasarin1 6lgmek icin degisik yontemler kullanilmasina ragmen, gilinlimiizde
yaygin olarak TdT-mediated-dUTP nick end labeling (TUNEL) boyama yo6ntemi
kullanilmaktadir. TUNEL direkt olarak DNA kiriklarimi = 6lgmektedir. Terminal
deoksinukleotidyl transferase (TdT) enziminin kataliz ettigi bir reaksiyonla tek veya gift zincir
DNA kiriklarina, isaretlenmis deoksiuridine triphosphate (dUTP)'yi serbest 3'-hidroksil ucuna
birlestirilir ve DNA kiriklar isaretlenir. Isaretlenen bu kiriklar 151k mikroskopisi, floresan
mikroskopi ya da akim sitometrisi ile ol¢iiliir.

Yapilan literatiir taramalarinda, DNA hasar oraninin IUI uygulamasi sonrasi gebelik
olusmasi {iizerine etkisi ile ilgili ¢alismalar yetersiz oldugu tespit edilmistir. Planlanan bu
calismada, IUI uygulanmasi karar1 alinan infertil ¢iftlerden, erkek bireylerden elde edilen
spermlerin yikama iglemi sonras1 TUNEL boyama ile DNA hasar orani tespit edilip hamilelik

olusumu tlizerine etkisi arastirildi.



GENEL BIiLGILER

INFERTILITE

Kisirlik (infertilite), reprodiiktif cagda olan bir c¢iftin herhangi bir dogum kontrol
yontemi kullanmaksizin, en az bir yil diizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin olusmamasi
olarak tanimlanir. Infertilite reprodiiktif ¢agdaki ciftlerin %15’ini etkilemektedir. Korunmasiz
gecen 12 aylik siire sonunda giftlerin %80°1 ilk 6 ay i¢inde, geri kalanlarin ancak %10°u takip
eden 6 ay icinde gebe kalabilmektedir. Tim infertil ¢iftlerin %30-40’1nda erkek, %40-
50’sinde kadin faktori tespit edilir. Ciftlerin %20-25'inde ¢iftte hem erkek hem de kadina ait
patolojiler birlikte gozlenir. infertil ¢iftlerin %15'inde ise tiim tanisal tetkikler sonucunda bir
infertilite nedeni tanimlanamaz (agiklanamayan infertilite) (1).

Fertilite (dogurganlik) oranlar1 20-25 yas arasinda maksimuma ulasir. Otuz-otuz ikKi
yaslar arasinda rolatif bir azalma goriiliir ve 40 yas sonrasinda hizli bir diislise gecer. Toplam
fertilite oranlar1 25-29 yasta %4-8 azalirken bu oran 30-34 yas arasinda %15-19, 35-39 yasta
%26-46 ve 40-45 yasta %95 seklinde azalma gosterir (1). Ciftlerin %85°1 ilk bir yil i¢inde
gebe kalabildikleri icin bu siire zarfinda detayli bir inceleme yapmak yalanci pozitif test
sonuglarinin ve yararsiz tedavi uygulamalarinin artmasina yol agacagi ve spontan gebelik
sansin1 kagirabilecegi icin gereksizdir (2). Bu siireyi beklemeksizin arastirilmaya baslanacak
ciftler su kriterler ile sinirlandirilmistir:

1. 35 yas tistii kadinlar,

2. Oligoamenoreli kadinlar,

3. Bilinen ya da siiphelenilen uterin, tubal hastalig1 ya da endometriozisi olan kadinlar,

4. Abdominal ve pelvik cerrahi gegiren kadinlar,

5. Bilinen ya da siiphelenilen semen anormalligi mevcut olan erkekler,
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6. Gegirilmis iirogenital cerrahi ykiisii, genital patolojik bulgusu olan erkekler,

7. Cinsel yolla bulasan hastalik gecirmisi olan erkekler (1).

Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Infertil bir erkek degerlendirilirken ilk yapilacak islem, 4-6 hafta ara ile en az 2 kez
semen analizidir. Semen 6rnegi 3-6 giinliik cinsel perhiz sonrasi alinmali ve en ge¢ 1 saat
icinde degerlendirilmelidir. DSO, insan semeninin incelenmesi ve islemlerden gegirilmesi icin
Laboratuar El Kitab1 (2010 WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing of

Human Semen) referans degerler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1.Diinya Saghk Orgiitii'niin insan semen drnekleri icin referans degerleri (3)

Parametreler En diisiik referans degerleri
Semen voliimii (ml) 1.5(1.4-1.7)

Total sperm sayisi (milyon) 39 (33-46)

Sperm konsantrasyonu (milyon/ ml) 15 (12-16)

Total motilite (ileri hareketli (PR)+yerinde

hareketli (NP), % ) 40 (38-42)
Progressive motilite (PR, %) 32 (31-34)

Vitalite (canli sperm, %) 58 (55-63)

Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3.0-4.0)

pH >7.2

PR: Progresif, NP: Non Progresif, pH:Hidrojenin Giicil.

Semenin incelenmesinde, sperm sayisinin ve morfolojisinin 6zelliklerine gore;
-Normozoospermi: Referans degerlerle tanimlanan normal ejekiilat,
-Oligozoospermi: Referans degerlerden diisiik sperm konsantrasyonu,
-Asthenozoospermi: Hareketlilik i¢in referans degerden daha diisiik deger,
-Teratozoospermi: Morfoloji i¢in referans degerden daha diisiik deger,
-Oligoasthenoteratozoospermi: Her ii¢ degiskende olan bozukluga isaret eder,
-Azoospermi: Ejakiilatta hi¢ spermatozoa olmamast,

-Aspermi: Hig ejakiilat elde edilememesi durumu.

Eger degerler DSO kriterlerine gére normal ise, tek test yeterli kabul edilmelidir.
Sadece, en az iki testin de anormal bulunmasi1 durumunda, ileri androlojik arastirma gerekir.
Urolojik degerlendirmeye detayli anamnez ve fizik muayene ile baslanir. Pretestikiiler,
testikiiler ve posttestikiiler infertilite nedenleri arastirilmali, gerektiginde endokrinolojik,

genetik, ultrasonografik tetkikler ve biyopsiye bagvurulmalidir. Bdylece infertilitenin medikal
4



ya da cerrahi tedavi ile diizeltilemeyecegi durumlarda Ul ya da yardimci iireme teknikleri
kullanilacak hastalarin tanimlanmasi ve olas1 gebelikte cocuklar1 etkileyecek genetik

anormalliklerin belirlenmesi miimkiin olacaktir (1).

Kadin Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Infertil bir ¢ifte yaklasimda, kadin faktoriiniin degerlendirilmesi tan1 ve tedavide
onemli bir unsurdur. Infertilite nedeni her ne olursa olsun gebelik, kadinin anatomi ve
fizyolojisi ile yakindan iligkilidir. Fizik muayene, ultrasonografi (USG), ovulasyonun

degerlendirilmesi, tubal ve pelvik patolojilerin degerlendirilmesi yapilir (1).

INFERTILITE NEDENLERI

Erkek Infertilitesinin Nedenleri

Primer testikiiler yetersizlik/nonobstriiktif azoospermi: Hipotalamo-hipofizer
hastaliklar disinda sperm yapiminda degisiklige neden olan tiim patolojiler bu grupta
degerlendirilebilir. Primer testikiiler yetersizlik ¢esitli tablolarla ortaya ¢ikabilmekle birlikte
Klinik olarak en agir formu nonobstruktif azospermi (NOA) olarak gozlenir. Etyolojide rol
oynayan faktorler Tablo 2'de 6zetlenmistir (3).

Tablo 2. Primer testikiiler yetersizlik nedenleri (3)

Anorsi

Konjenital faktorler (testikiiler disgenezi)

Kazanilmig faktorler (travma, testis torsiyonu, tiimor, cerrahi)

Inmemis testis

Klinefelter sendromu

Kromozomal anomaliler

Germ hiicre aplazisi

Komplet ya da fokal germ hiicre aplazisi (Sertoli-cell only sendromu), konjenital ya da
kazanilmis; inmemis testis, radyasyon, sitostatik ilaclar

Spermatogenik arrest

Post-inflamatuar (orsit)

Dis faktorler (ilaglar, toksinler, radyasyon, sicak)

Sistemik hastaliklar (siroz, bobrek yetmezligi)

Testis timori

Varikosel

Testis damarlanmasina zarar veren cerrahi islemler

Idiopatik




Genetik Hastahklar

Infertil erkeklerde kromozomal anomali oram %3,8'dir (3-5). Bu anomaliler sayisal
(6rn: trizomi) yada yapisal (Orn: inversiyon, translokasyon) olabilmektedir. Seks
kromozomlarinda saptanan anomalilerden en sik karsilasilani ise Klinefelter sendromudur.
Klinefelter sendromunda karyotip 47,XXY ya da 46,XY/47,XXY mozaizm olabilir. Erkek
infertilitesinde karsilasilan diger bir kromozomal anomali ise Y kromozomunda saptanan ve
AZFa-b-c olarak adlandirilan mikrodelesyonlardir. Genetik olarak incelenmesi gereken bir
durum da hastada konjenital bilateral vaz deferens yoklugu saptanmasidir. Bu hastalarda

Kistik fibroz transmembran regiilatér (CFTR) geninde mutasyon en 6nemli etkendir (3).

Obstriiktif Azoospermi

Proksimal ya da distal ejakiilator kanallarda bilateral obstriiksiyon nedeniyle semende
ve ejakiilasyon sonrasi idrar incelemesinde sperm ya da spermatogenik hiicre bulunmamasi
obstriiktif azoospermiyi (OA) tanimlamaktadir. Azoospermik hastalarda, non-obstriiktif
azoospermi daha sik goriilmekle birlikte, OA oran1 %15-20'dir. Obstriiktif azospermi

intratestikiiler, epididimal, vaz deferens ve ejakiilator kanal obstriiksiyonuna bagli olabilir (3).

Varikosel

Spermatik venlerin anormal dilatasyonu olarak tanimlanan varikosel normal
popiilasyonda %11.7 oraninda saptanmasina ragmen, infertil erkeklerde bu oran %25.4'tir
(3,5). Varikosel, ilerleyici testis hasar1 ile seyreden testis gelisiminde gerilemeye ve
spermatogenezi bozarak infertiliteye neden olabilir. Fertilite iizerindeki etkileri semen
anomalileri (sperm sayisi, motilite ve morfolojide bozulma), testikiiler voliimde azalma ve
Leydig hiicre fonksiyonunda azalmayla kendini gosterir (6). Varikosel, artmis DNA
fragmantasyonu ile de iliskilendirilmistir. Varikoselektomi sonrast DNA fragmantasyonunun

diizeldigi, yapilan arastirmalar sonucunda gosterilmistir (5).

Hipogonadotropik Hipogonadizm

Hipogonadotropik hipogonadizm, hipofizer ya da hipotalamik hastaliklar sonucu
ortaya ¢ikabilir ve konjenital ya da sonradan edinilmis olabilir. Tablo 3'te hipogonadotropik
hipogonadizmin siiflamasi gosterilmistir (5). Folikiil stimulan hormon (FSH) ve Luteinzan
hormon (LH) salgilarindaki yetersizlik androjen sekresyonunun azalmasina ve

spermatogenezin bozulmasina neden olur (3).



Tablo 3. Hipogonadotropik hipogonadizmin siniflandirilmasi (5)

Konjenital form Edinsel form

Hipotalamus ve hipofiz bezi tiimorleri
Kallmann sendromu Graniilomato6z hastaliklar

Idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm Obezite

Anabolik steroidler

Yas

Ejakiilasyon Bozukluklar:

Ejakiilasyon bozukluklar1 erkek infertilitesinin az rastlanilan ancak Onemli
sebeplerindendir. Anejakiilasyon, seminal emisyon yetersizliginden dolay1 semenin seminal
vezikiilden prostat ve ejakiilator kanallar aracilig ile iiretraya atilamamasinin sonucu olarak
antegrad ya da retrograd ejakiilasyonun gozlenmemesidir. Retrograt ejakiilasyon ise semenin
bir kisminin ya da tamaminin mesane igerisine kagmasma bagli olarak antegrad

ejakiilasyonun olmamasidir (3).

Kadin Infertilitesinin Nedenleri
Ovulatuar Bozukluklar

Kadma bagl infertilitenin  %30-40’1n1  olusturur. Ovulatuvar bozukluklar,
anovulasyon, amenore ve adet diizensizlikleriyle kendini gosterir. Infertil hastalarda
ovulasyonun olup olmadigi mutlaka tesbit edilmelidir. Ovulasyon, hipotalamus, hipofiz ve
over aksmin diizenli ¢aligmasiyla saglanir. Bu aksin herhangi bir asamasindaki bozukluk
sonucu anovulasyon olusabilir. Anovulasyon tanisi konursa, ayirici tanida hipotalamo-
hipofizer bozukluklar, polikistik over sendromu (PKOS), anoreksiya nevroza, prematiire over

yetmezligi, hipotiroidizm gibi hastaliklar diisiiniilmektedir (7).

Hipogonadotropik Hipogonadizm
Hipogonadotropik hipogonadizm’de hipotalamus yeterli miktarda gonadotropin
realising hormon (GnRH) sekrete edemez, yetersiz iiretim veya yetersiz pitiiiter gonadotropin

salmimi ile beraber olan pitiiiter bir bozukluk vardir. Hipogonadotropik hipogonadizm,



fizyolojik  gecikme, Kallmann sendromu, santral sinir sistemi tiimorleri ve
hipotalamik/pitiiiter disfonksiyon durumlarinda gériilebilir.

Fizyolojik gecikme: Fizyolojik ve konstitiisyonel puberte gecikmesi en sik izlenen formudur.
Kallmann sendromu: GnRH salgilanmasimin izole eksikligine neden olan otozomal

dominant bir durumdur. Hipoozmi ve renk korliigii ile birlikte goriiliir (8).

Hipergonadotropik Hipogonadizm

Hipergonadotropik hipogonadizm FSH seviyelerinin artmasi ile karakterizedir. Eger
gonadotropinler postmenopozal evredeki oranda artmissa ovaryen yetmezlik goriilmektedir.
En yaygin sebebi gonadal gelisim bozuklugudur ki bu durum Turner sendromunda oldugu

gibi kendini gosterir (9).

Polikistik Over Sendromu

PKOS, dogurganlik cagindaki kadinlarda en sik goriilen endokrin bozukluktur (10).
Anovulatuvar infertilitenin en yaygin nedenidir. Sadece USG (ultrasonografi) goriintiileri ile
morfolojik olarak tanimlanabilecegi gibi belirgin klinik, biyokimyasal, endokrin ve metabolik
patolojilerle de karsimiza ¢ikabilir.
Klinik o6zellikleri; menstriiel diizensizlikler, hirsutismus, akne, alopesi, anovulatuvar
infertilite ve tekrarlayan gebelik kayiplaridir.
Endokrin ézellikleri; artmis androjen, LH, Gstrojen ve prolaktin seviyeleridir.
Biyokimyasal ozellikleri; insulin direnci, obezite, lipid anormallikleri, glukoz tolerans

testinde bozulma ve artmis Tip 2 diabetes mellitus riski (11).

Tubal Faktorler

Infertil ciftlerin yaklasik %20’sinde tubal ya da peritoneal faktdr sorumludur. Pelvik
inflamatuar hastaliklar, apendisit, septik abortus, onceki tubal cerrahi, pelvik enfeksiyona
neden olan intrauterin dilatasyon (IUD) kullanimi, Chlamydia trahomatis ile subklinik pelvik
enfeksiyonlar, tubal kaynakli infertiliteye katkida bulunurlar. Tubal durumu degerlendirmek
icin en ¢ok kullanilan testler histerosalpingografi (HSG) ve laparoskopidir. HSG’nin avantaji
uterin kavite ile ilgili bilgi saglamast ve peritoneal ortami1 degistirmek suretiyle
fekundabiliteyi arttirabilmesidir (12). Tubal faktorler arasinda olan hidrosalpenks, Yunanca
bir kelime olup tubalarin siv1 ile dolmasi anlamina gelmektedir ve fimbrial ucun tikanmasi

sonucu distal kismin sivi ile distansiyonuna denmektedir. Fimbrial obstruksiyonun sebebi



siklikla pelvik inflamatuar hastalik, apendiksin inflamasyonu veya endometriozistir (13).
Hidrosalpenks varliginda IVF sonuglari daha disiik olmaktadir (14,15). Retrospektif
sonuclarin incelendigi bir meta-analizde gebelik oranlarinin % 50 azaldigi, spontan diisiik

oraninin ise 2 kat arttig1 gosterilmistir (14).

Servikal Faktorler

Normal servikste salgilanan mukus spermin gegisini kolaylastiran 6zelliklere sahiptir.
Konjenital malformasyon ve servikal travma normal mukus iiretimini engeller. Servikal
mukus yeterliligini ve sperm-mukus etkilesimini degerlendirmek igin postkoital test
kullanilmaktadir. Mukusun incelenmesinde motil spermatozoa goriildiigiinde postkoital test

pozitif kabul edilmeli ve servikal faktor diisiiniilmemelidir (16).

Endometriozis

Klinik olarak progresif bir hastalik olan endometriozis, endometrial dokunun, bez ve
stroma olarak, uterus kavitesinin disinda yerlesmesine denir. En sik implantasyon yerleri,
pelvik organlar ve periton olmakla birlikte, farkli doku ve organlarda da gozlenebilir. Son
yillarda elde edilen bulgular gdstermektedir ki, endometriozis ile iligkili infertilitede esas
olarak dort faktoriin rolii vardir. Bunlar; bozulmus folikiilogenez, azalmis fertilizasyon,

immiinolojik faktorler ve implantasyon defektleridir (17).

Diger Nedenler
Infertilite ile iliskili diger nedenler sunlardir; konjenital uterin anomaliler, edinsel

uterin anomaliler, endometrial fonksiyon bozukluklari ve luteal faz defektidir.

Aciklanamayan Infertilite

Agiklanamayan infertilite; infertilite nedenleri i¢in yapilan tetkikler sonucunda
herhangi bir neden saptanamamasi olarak tanimlanir. Yardimei tireme teknikleri merkezleri ve
farkli caligmalar arasinda degiskenlik olmakla beraber, bagvuran ciftlerin ortalama % 15’1
aciklanamayan infertilite tanis1 almakta ve agiklanamayan infertilite insidansi merkezler
arasinda infertilite referanslarindaki farkliliklar ve ¢alismalara dahil edilen grup farkliliklar
nedeniyle % 0-% 37 arasinda degismektedir (18, 19). Agiklanamayan infertilite’de olas1
etyolojiler Tablo 4'te belirtilmistir.



Tablo 4. izah edilemiyen infertilite olas1 etyolojileri (20)

Antagonist servikal sekresyonlar

Erken embriyonel implantasyonda defektif endometrial reseptivite

Anormal tubal siliyal aktivite

Defektif ovum pick-up mekanizmasi

Luteinize unriiptiire follikiil sendromu

Ek hormonal anormaliteleri, ornek. Luteal faz defekti

Bozulmus oosit ve/veya sperm fertilizasyon kapasitesi

Minimal veya orta diizeyde endometriozis

Immiinolojik faktorler

Bozulmus peritoneal makrofaj aktivitesi

Bozulmus peritoneal s1v1 antioksidan fonksiyonu

YARDIMCI UREME TEKNIKLERI

Yardimla iireme teknikleri (YUT), infertilite sorununu ¢dzmeye yodnelik olarak
gelistirilen birgok teknigi igerir. Hastanin yasi, infertilitenin etyolojisi, siiresi gibi bir¢ok
faktor goz Oniine alinarak ¢ifte ¢oziim olabilecek ve ekonomik olarak da ¢ift ve uygulamayi
yapacak olan ekip i¢in en avantajli teknigin segilerek uygulanmasi gerekir (9). Bunlar, Gamet
Intrafallopian Transferi (GIFT), Zigot Intrafallopian Transferi (ZIFT), In Vitro Fertilizasyon-
Embriyo Transferi (IVF-ET) ve Intrastoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) prosediirlerini
icermektedir. Bu yontemlerden ilk gelistirilen ve en yaygin olarak kullanilan IVF teknigidir
9).

In Vitro Fertilizasyon-Embriyo Transferi (IVF-ET)

In vitro fertilizasyon kadimin yumurtaliklarindan bir ya da daha g¢ok sayida olgun
yumurta hiicresinin alinarak, bunlarin kadinin esinden alinan sperm ile viicut disinda 6zel bir
ortamda dollenmesidir. Embriyo transferi ise dollenen bu yumurtalarin rahime veya fallop

tiiplerine yerlestirilmesidir (21).

Gamet Intrafallopian Tiip Transferi (GIFT)

1984 yilinda ilk olarak Asch tarafindan tanimlanan bu yontem, baslangigta tubal
patolojinin olmadigi, agiklanamayan ve erkek infertilitesinde tercih edilmistir. Bu yontemde
toplanan oositler ve spermler biraraya getirilip laparoskopik olararak tuba uterinanin ampuller

bolgesine transfer edilir. Uygulama esnasinda genel anestezi verilmesi, fertilizasyon ve
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embriyo gelisimininin in Vitro izlenmemesi ve ektopik gebelik riski fazla olmasindan dolay1

bu yontem fazla kullanilmamistir (22,23).

Zigot Intra Fallopian Tiip Transferi (ZIFT)
Chen tarafindan 1986 yilinda 6nerilmis bir tekniktir. Bu teknikte in vitro olarak elde
edilen zigot tuba uterinalara transfer edilir (23,24).

Subzonal Sperm Injeksiyonu (SUZI)

Bu yontemde spermleri tasiyan mikropipet zona pellusidayr boydan boya asarak
spermleri perivitellin araliga ulastirir. Fertilizasyon siirecinde sperm-oosit iligkisinin
membranlar diizeyinde kurulmasi esasina dayanir. Perivitellin araliga 5-25 adet sperm

birakilir. Bu yontem siddetli erkek infertilitesinde kullanilmustir (25).

Intrasitoplazmik Sperm Injeksiyonu (ICSI)

Yontem, tek bir spermin oosit sitoplazmasina birakilmasi olarak tanimlanabilir (25).
Giintimiizde ICSI ciddi erkek infertilitesine sahip vakalarin tedavisinde en 1yi secenektir. ICSI
endikasyonu sadece bozuk morfolojiye sahip spermatozoon ile kisitlanmamakta, ayni
zamanda disiik sperm sayisina ve kotii kinetik kaliteye sahip sperm hiicreleri igin de
kullanilmaktadir. ICSI isleminde, erkek iireme kanallarinda herhangi bir obstriiksiyon
varliginda, epididimis veya testisten elde edilen spermatozoa da kullanilabilmaktedir.
Testikiiler bozukluktan kaynaklanan azoospermi olgularinda, testikiiler doku 6rneklerinde

yeterince spermatozoon elde edilebildiginde ICSI islemi uygulanabilmektedir (25).

Sperm Elde Etme Teknikleri

MESA

Mikroskopik epididimal sperm aspirasyonu (MESA), OA’de, ozellikle konjenital
bilateral vaz deferens yoklugunda ve vazektomi sonrasi sperm elde etmek igin ideal bir

yontemdir. Islem ameliyathane sartlarinda yapilmalidir ve operasyon mikroskopu gerektirir
(26).
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TESE

Testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE), NOA’de testiste sperm iretiminin heterojen
dagilimi nedeni ile tek bir bolgeden parga almak yerine testisin farkli bolgelerinden parca
alinir ve bir testiste sperm bulunamadiginda diger testise gegilerek benzer islemler yapilir
(26).

Mikroskopik TESE
Operasyon mikroskopu yardimi ile 6-8x biiylitme altinda yapilan TESE'dir (26).

PESA

Perkiitan epididimal sperm aspirasyonu (PESA) epididimal kanallardaki tikanikliga
bagli olarak spermin disariya atilamadig1 hastalarda, ciltten igne ile epididime girilerek sperm
alinmasidir. MESA'ya alternatif olarak yapilan bu islem ¢ok daha basit olup, ¢ok daha kisa bir
stire iginde yapilabilmektedir (26).

Ovulasyon Indiiksiyonu

Overlerin follikiiler gelisimini saglamak ya da arttirmak amaci ile g¢esitli ovariyan
stimiilasyon ajanlari ile follikiilogenez ve steroidogenezin uyarilmasidir. Ovulatuar problemi
¢ozmek, ovulasyonun zamanlamasini kontrol edebilmek, hafif ve orta derecede erkek
faktoriinde ve servikal faktorde IUI basarisini arttirmak, agiklanamayan infertilitede ve
endometriyoziste gebelik sansini arttirmak, IVF ve ICSI programlarinda toplanan oosit

sayisini arttirmak i¢in over stimiilasyonu yapilmaktadir (11).

INTRAUTERIN INSEMINASYON (1UI)

IUT prosediirii, esin spermlerinin degisik yontemlerle hazirlanarak, iyi ve hareketli
olanlar secilerek kateter vasitasiyla uterus i¢ine verilmesidir (27). Hastanin klomifen sitrat
veya gonadotropinlerle stimule edilerek (superovulasyon), siklusun ovulasyon donemine
kadar monitorizasyonu, ovulasyonun human koryonik gonadotropin (hCG) ile
tetiklenmesinden sonra ovulasyon ile senkron olarak yikanmis ve hazirlanmis spermin
inseminasyonu, [UI sikluslarinda en sik uygulanan klinik ve laboratuar teknikleridir. Semen
hazirlama yontemleri ile seminal plazma ic¢indeki sitokinler, prostoglandinler, oksijen
radikalleri, antijen ve enfeksiyon ajanlar1 yaninda kotii kalite spermatozoa, 16kosit ve hiicre

artiklar1 ayrilmaktadir. Aym1 zamanda bu islemler sirasinda spermatozoa'nin oositi
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dolleyebilmesi i¢in gerekli olan ve in vivo olarak servikal kanal ve uterus i¢cinde kazanilan
kapasitasyon yetenegini saglar (3). IUI diger yardimci tireme tekniklerine gére daha ucuz,
daha basit ve daha az invazif olmas1 6zellikleriyle infertilite tedavisinde siklikla bagvurulan
yontemlerin baginda gelir. Hasta se¢im kriterleri, ¢esitli kadin infertilite faktorlerinin varligi,
ovulasyon indiiksiyonu metodlarinin ve monitorizasyonunun farkliligi, uygulanan siklus
sayis1 ve sperm parametrelerindeki farkliliklar, IUI basarisini etkileyen faktorler olarak dikkat
cekmektedir. Sperm morfolojisi, sperm hazirlik yontemleri, inseminasyon sirasindaki sperm

sayis1 ve motilitesi IUI ile gebelik oranlarini etkileyebilecek 6nemli parametrelerdir (28).

IUI Endikasyonlar:

a-Hem kadin hem erkek faktorii olan agiklanamayan infertilite olgularinda IUI ilk
tedavi secenegidir.

b-Kadin faktorlerinden servikal faktor, endometriozis ve ovulatuar disfonksiyonda
kullanilir.

c-Erkek faktori (orta derecede oligoasthenoteratozoospermi).

d-immunolojik sebepler.

e-Cesitli ejakulatuvar (impotans, spinal kord kesisi ve prematiir ejakulasyon) ve koital

(hipospadias, vajinismus) sorunlar i¢in de tedavi yontemidir (29,30).

DNA FRAGMANTASYONU

insan Sperm Kromatininin Yapisi

Sperm ¢ekirdeginin durumu spermiyogenez sirasinda meydana gelen iki ana olayla
belirlenir: ¢ekirdegin son seklini elde etmesi ve kromatinin sikica paketlenmesine yol agan,
somatik tip histonlarin protaminler ile (sperme 0Ozgli temel c¢ekirdek proteinleri) yer
degistirmeleri gerekir. Sperm DNA's1 6zel bir davranisla ¢ekirdek iginde kromatini yogun ve
dengeli tutacak sekilde diizenlenmistir. Mitotik kromozomlardan alti kat daha yogundur.
Hemen hemen tiim c¢ekirdek hacmini isgal edecek sekildedir. Oysa somatik hiicre DNA's1
sadece ¢ekirdegin bir kismini isgal eder. Sperm kromatin paketlenmesinin organizasyonu dort
farkli seviyede olur:

a-Kromozomun sikica baglanmasi anlamina gelen DNA'nin niikleer annulusa

baglanmas;
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b-DNA'min yeni eklenen ¢ekirdek matriksine tutunurken DNA halka bdlgelerinin
meydana gelmesi;

c-Histonlarin protaminler ile yer degistirmesi;

d-DNA'y1 kalin cidarli simit gibi yogunlastirip kromozomlarin yerlerinin belirlenmesi.

Histonlar once gecis proteinleri tarafindan yerlerinden ¢ikarilir. Bunlar ileri
asamalarda yogunlasan kromatinden ¢ikarilirlar ve protaminler ile yer degistirirler.

Epididimdeki sperm olgunlagmasi son kromatin organizasyonu asamasini igerir (31).

Sperm DNA Hasan

Spermdeki DNA hasarlarinin hangi nedenlere bagli olarak ortaya ¢iktigi konusu tam
olarak izah edilebilmis degildir. DNA hasar1 gegiren sperm tamir olabilir, tamir kapasitesini
asmis ise hasarli olarak c¢ogalmasina devam edebilir, spermatogenez bir Seviyede

duraklayabilir (maturasyon duraklamasi) ya da hiicre 6liir (32).

Niikleer DNA Hasar ve Kaynagi

Onceleri erkek germ hiicre hattindaki DNA hasarmin iki tipi tanimlanmistir. Ilki
replikasyon hatalari, ikincisi ise DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarini igeren DNA
fragmantasyonudur (33). Insan ejakulatindaki bu anomalilerin kaynagini agiklamada
giiniimiizde farkli mekanizmalar tamimlanmistir (34). ilk teori DNA hasarinin, spermatozoon
matiirasyonu sirasinda yanlis paketlenmesi ve ligasyonu nedeniyle oldugudur (35). Ikinci
teori, apopitozisin yol a¢tigt DNA fragmantasyonu (35,36); tigiincii teori ise oksidatif stresin
DNA hasarina neden oldugudur (37,38).

Cevresel stres, gen mutasyonlart ve kromozom anormallikleri spermiyogenez sirasinda
meydana gelen oldukga rafine biyokimyasal olaylari aksatabilir. Bu durum, kromatini eninde
sonunda verimlilik ile bagdagmayacak anormal bir yapiya sahip olmaya iter. Sperm kromatin
anormalliklerine katkis1 olan etkenler arasinda I6kositospermia, sigara, 1sin tedavisi,
kemoterapi ve sperm hazirlama teknikleri sirasinda tekrarlanan yiiksek hiz santrifiij islemleri

gosterilebilir (31).

Spermatozoon DNA Hasari Belirleme Yontemleri
-Asidik anilin mavisi boyamasi,

-Toluidine mavisi boyamast,

-Chromomycin A3 (CMA3) Yontemi,

14



-DBD-FISH (DNA breakage detection-Floresan insitu Hibridizasyon) yontemi,
-In Situ-Nick Translasyon (NT)ydntemi,

-Akridin Oranj (AO) boyamasi,

-Sperm kromatin dagilim yontemi (SCD),

-COMET (Cluster of Motifs E-value Tool) yontemi,

-TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick end labeling ) yontemi,

-SCSA (Sperm Kromatin Striiktiir Analizi),

-Yiiksek Performansh Likit Kromotografi yontemi.

TUNEL Metodu

TUNEL, DNA hasarini belirlemede en yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir.
Ik olarak, programlanmis hiicre 6liimii yada apoptozis geciren hiicreleri boyama metodu
olarak tanimlanmistir. Fakat, daha sonra sadece apoptotik hiicrelerin belirlenmesi ile sinirlt
kalmadigi anlagilmigtir. TUNEL ayn1 zamanda apoptozla iligkili olmayan DNA hasarlarin
belirlemek igin de kullanilmaktadir. Ornegin; toksik bilesiklere ve diger hasar verici etkenlere
maruz kalma sonucu nekrotik hiicre oliimii ve aktif DNA onarimi gegiren hiicrelerin
belirlenmesi gibi (39). Bu test, direkt olarak DNA kiriklarin1 Slgmektedir. Terminal
deoksinukleotidyl transferase (TdT) enziminin kataliz ettigi bir reaksiyonla tek veya gift zincir
DNA kiriklarina, isaretlenmis deoksiuridine triphosphate (dUTP)'yi serbest 3'-hidroksil ucuna
birlestirilir ve DNA kiriklar isaretlenir. Isaretlenen bu kiriklar 151k mikroskopisi, floresan
mikroskopiya da akim sitometrisi ile Olgiiliir. TUNEL metodu benzer olarak sperm
hiicrelerinde var olan DNA hasarlarinin gosterilmesinde de kullanilmaktadir (40).

Tiim sperm DNA hasarn testleri birbirinden farklidir. Klinik olarak yararli olmalari
icin, sperm DNA testleri, hamilelik olusumu ile ilgili ciddi tahmin edici 6zellikte olmalar
gerekir (41). Yardimla tireme tekniklerinin kullanimindaki artis ve sperm genom biitiinliigiine
olan ilginin artmasi ile birlikte DNA hasar1 testlerinin kullanimi biiyiik oranda tesvik
edilmistir. Bircok test DNA biitiinligiinii belirledigini iddia etmesine ragmen, her testin
gercekten neyi Ol¢tiiglinii anlamamiz ¢ok 6nemlidir. Bazi prosediirler, COMET ve TUNEL
yontemlerinde oldugu gibi DNA ¢ift zincir kiriklarmi belirlemektedir. Diger yaklagimlar
DNA'nin denatiirasyon hassasligini 6lgmektedir. Giiniimiizde uygulanan testler sinirhdir,
clinkii bazilar1 klinik olarak 6nemli DNA fragmantasyonlarini 6nemli olmayanlardan ayirt

edemezler. Dollenme sonrasi sperm hiicresinin niikleusundaki tek zincirli DNA kiriklart oosit
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tarafindan onarilabilir ve klinik olarak bir negatif etkisi olmaz, oysa ¢ift zincirli DNA kiriklar
geri dontlisiimii olmayan hasarlardir (42).

Sperm DNA hasarin1 6lgmede genellikle en ¢ok kullanilan 2 test, TUNEL veSperm
Kromatin Striiktiir Analizi (SCSA)'dir. SCSA ile DNA'nin degerlendirilmesi yaygin olarak
standardize edilmistir ve tek ana referans laboratuarlarda ya da bu laboratuarlarin onayladigi
merkezler tarafindan gergeklestirilmektedir. TUNEL ise bu boyutta standardize edilmemis ve

laboratuarlar tarafindan klinik tespit i¢in kullanilabilir (43).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiza 31.03.2014-18.09.2014 tarihlerinde Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tiip Bebek Boliimii poliklinigine bagvuran ve IUI uygulamasi karar1 alinan 81 ¢ift
dahil edildi. Calismamiz prospektif, randomize, kontrollii bir ¢alisma olarak planlandi.
Calismamiza, hastanemizin Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
17.12.2013 tarih 2013/20 nolu onay verildi.

Ciftlere ¢alisma ile ilgili bilgi verilip izinleri alindiktan sonra semen O6rnegi alindi.
Semen ornekleri 3-5 giinliik ideal cinsel perhiz sonras1 mastiirbasyon ile elde edildi. Ornek
steril ve genis agizli bir kapta toplandi. 37°C, etiivde 15-60 dakika likefiye olmasi igin

beklendi ve daha sonra analizi yapildu.
SEMEN ANALIZi

Makroskopik Degerlendirme

Likefaksiyon: Elde edilen orneklerin oda 1sisinda 15-60 dakika sivi hale gelmesi
beklendi.

Goriiniim: Likefaksiyondan sonra 1 saat icerisinde yapildi. Normalde homojen, gri-
opelasan goriiniimde olan semen 6rnekleri Normal (N) olarak degerlendirildi.

Voliim: Steril enjektor veya dereceli pipete ¢ekilerek degerlendirildi.

Viskozite: Likefiye olduktan sonra semen 5 ml'lik bir pipete ¢ekildi ve kendi agirlig

ile pipetin ucundan damlamas1 saglandi.
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pH: Bunun i¢in 6.1- 10.0 arasinda indikator kagitlar kullanildi. Bir damla semen
ornegi bu indikator tizerine damlatildi. Olusan renk degisimi, skala ile karsilastirilarak pH

tayin edildi.

Mikroskopik Degerlendirme

Spermatozoon konsantrasyonu ve motil spermatozoon yiizdesinin belirlenmesi igin
Makler Sayim Kamerasi kullanildi.

Konsantrasyon: Makler Sayim Kamerasinin ortasina 10 pl semen 6rnegi konup tist
kapak kapatilarak 20x biiyiitme altinda yan yana 10 kare sayilarak mililitredeki spermatozoon
say1s1 tespit edildi.

Motilite: Spermatozoonlar hareketlerine gore siniflandirilarak yiizdeleri hesaplandi.

(a) Hizl ileri (progresif) hareketli

(b) Yavas ileri (progresif) hareketli

(c) Yerinde hareketli

(d) Hareketsiz (immotil)

Morfoloji: Morfolojik degerlendirme i¢in Spermac Stain seti kullanildi. Kitin boyama
prosediiriine uygularak boyama yapildi. Ornekler Kruger’in mutlak degerlerine gore, 151k

mikroskbunda 100x biiyiitmede immersiyon yagi ile degerlendirildi.

Sperm Orneklerinin IUI icin Hazirlanmas:

Likefiye olan 6rnek, konik tabanli tiipe sirasi ile %90 ve %50'lik gradiyent {izerine 1:1
oraninda konarak 1600 rcf'de 20 dk santrifiij edildi. Ustteki siv1 atilarak dibe ¢oken spermler 5
ml sperm yikama medyumu ile 1600 rcf'de 5 dk santrifiij edilerek yikandi. Yine istteki sivi
atilarak kalan ¢okeltinin iizerine 1 ml sperm yikama mediyumu koyarak 45 derece egim ile 37
derecelik etiivde ylizdiirmek i¢in 45dk bekletildi. Siirenin sonunda insiilin enjektori ile Ustteki

stvidan 0.5-0.7 ml ¢ekilerek yumusak kateter yardimi ile hastaya uygulandi.

Sperm Orneklerinin TUNEL I¢in Hazirlanmasi

IUI i¢in hazirlanan 6rneklerden, uygulama sonrast kalan 0.5-0.3 ml'lik kisim 1790
rcf'de 30 dk santrifiij edilerek ¢okelti elde edildi. Uzerindeki tiim siv1 atilarak 1 ml Phosphate
Buffered Saline (PBS) eklendi ve vorteksle karigtirilarak tekrar 1790 rcf'de 20 dk santrifiij
edildi. Uzerindeki sivi atilarak ml'de 20 milyon sperm olacak sekilde PBS eklendi. Elde

edilen 6rnek onceden hazirlanan %4'lik paraformaldehit (PFA) ile 1:1 oraninda karigtirilarak
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fiksasyonu yapildi ve 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilerek +4 dereceye buzdolabina, en az 1

gece bekletilmek iizere kaldirildi.

Sperm Orneklerine TUNEL Uygulanmasi

Buzdolabinda bekletilen 6rnekler ¢ikartilarak oda 1sisina gelmesi saglandi. Silan kapl
lamlar tizerine 75ul 6rnek damlatilarak 30 derece etiivde kurutuldu. Daha sonra lamlar 2 kez 1
dk PBS'de bekletildi. %10'Tuk sodyum sitrat ve %0.1'lik triton X ile hazirlanan gegirgenlik
soliisyonu i¢inde 4-5 dk buzdolabinda bekletildi. 2 kez 5 dk PBS ile yikanarak Orneklerin
tizerine 50pul TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, POD, USA) karisimindan damlatildi.
60 dk 37 derece etiivde, nemli ve karanlik ortamda bekletildi. Daha sonra 2 kez 5 dk olacak
sekilde PBS ile yikama yapildi. Hazir olan Orneklere en son olarak 15ul horseradish
peroxidase (POD) damlatilarak floresan mikroskopta (Leica DM 2500) immersiyon yagi
damlatilarak, sayim yapilip gerekli yerlerin fotograflart ¢ekildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin normal dagilima uygunlugu tek orneklem Kolmogorov Smirnov test ile
incelendi. Gebelik gozlenen grup ile gebelik gdzlenmeyen grubun semen Orneklerinin analiz
sonuclart ve TUNEL boyama sonuglarinin karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi
kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi. Istatistiksel analizler T.U.
Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dalinda SPSS 20.0 (Lisans No:
10240642) paket programi kullanilarak yapildi.
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BULGULAR

31.03.2014-18.09.2014 tarihlerinde Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tiip
Bebek Boliimii poliklinigine bagvuran ve IUI uygulamasi karari alinan 81 ¢ift ¢calismamiza
katildi. Bu g¢iftlerden 18 tanesinde gebelik (+), 63 tanesinde ise gebelik (-) olarak tespit edildi.
Siklus basina klinik gebelik oran1 %22.22 olarak elde edildi. Deneye dahil edilen bireylerde
yas ortalamasi1 32.95, gebelik (+) olan grupta 34.5 ve gebelik (-) olan grupta da 32.5 olarak
bulundu.

Hastalardan alinan semen Ornekleri makroskopik ve mikroskopik olarak androloji
laboratuarinda degerlendirildi. Yapilan hazirliklardan sonra 6rnekler hem histolojik hem de
immun floresan inceleme i¢in boyandi. Histolojik goriintiileri histoloji laboratuarinda CX31
Olympus (Japan) marka 151k mikroskobu ile elde edildi. Immunfloresan gériintiileri de genetik
laboratuarinda Leica DM 2500 floresan mikroskobu ile elde edildi.

Isik Mikroskopik Sonuglar

Yapilan Kruger boyamasi sonuglarinda ¢ift bas ve ¢ift kuyrukluluk, kuyruk defekti
(kivrik), sitoplazmik droplet ve bas sekil bozukluklari gibi morfolojik bozukluklar tespit
edildi (Sekil 1- 5).
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Sekil 1. Cift kuyruklu ve bas defektli sperm goriintiisii, gebelik (-) grup,
Spermac Stain (1000X)

Sekil 2. Cift bash sperm, gebelik (+) grup, Spermac Stain, (1000X)
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Sekil 3. Kivrik kuyruk, bas defektli ve sitoplazmik dropletli sperm
goriintiileri, gebelik (-) grup, Spermac Stain (1000X)
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Sekil 4. Kiiciik bas (kalin ok), sitoplazmik droplet ve biiyiik bas (ince

ok) ve kuyruk ve bas defektli sperm (ok basi), gebelik (-) grup,
Spermac Stain (1000X)
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Sekil 5. Boyun (kalin ok), sitoplazmik vakuol (ince ok) ve bas defektli
sperm goriintiisii (ok basi), gebelik (-) grup, Spermac Stain
(1000X)

Semen Analiz Sonuclar

Gebelik gozlenen ve gebelik gozlenmeyen gruplara ait sperm hareketlilik yiizde
sonuglar1 ile semen oOrneklerinin viskozite karsilastirma sonuglari Tablo 5'te verilmistir.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede, gebelik (+) ve gebelik (-) gruplar arasinda sperm
hareket yiizdelerinde istatistiksel anlamliliginin olmadig1 goriildii. Gebelik (-) grupta 3 ornek,

gebelik (+) grupta ise 1 semen 6rnegi viskoz olarak tespit edildi.

Tablo 5. Gebelik gozlenen grup ile gebelik gozlenmeyen grup arasindaki spermlerin

hareket yiizdeleri ile semen viskozitelerinin karsilastirilmasi

Hizh ileri ileri Hareket Yerinde Hareketsiz o
] Viskozite
Hareket (%0) (%0) Hareketli (%0) (%)
16.48 36.05 7.56 39.06 n=18
Gebe (-) | +16.31 +15.70 +3.68 +20.21 3 viskoz
P=0.70 P=0.82 P=0.65 P=0.99
18.17 33.72 8.94 39.17 n=63
Gebe (+) _
+24.15 +16.66 +4.93 +22.62 1 viskoz
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Semene Ait Morfolojik Bulgular

Gebelik pozitif ile gebelik negatif olan gruplara ait spermlerin morfolojik

degerlendirmelerine ait sonuglar1 Tablo 6'da sunulmustur. Gebelik (-) grupta morfoloji, boyun

ve kuyruk defekti gebelik (+) gruptan yiiksek olmasina karsin istatistiksel olarak 6nemli
degildi (p>0.05). Bununla birlikte, bas defekti gebelik (+) grupta (84.06+4.49) gebelik (-)
gruba (82.29+8.19) gore daha yiiksek oldugu belirlendi.

Tablo 6. Gebelik gozlenen grup ile gebelik gozlenmeyen grup arasindaki spermlerin

morfolojik yiizdelerinin karsilastirilmasi

Morfoloji (%) Bas (%) Boyun (%) Kuyruk (%) Sit.Droplet (%)
Gebe (-) 2.90+1. 82.29 5.81 6.14 2.87
45 +8.19 +3.93 +3.26 +4.39

P=0.19 P=0.88 P=0.79 P=0.48 P=0.14
Gebe (+) | 2.39+0. 84.06 5.44 5.61 1.89
92 +4.49 +2.48 £2.20 +2.40

Semene Ait pH Sonuclar

Caligmamizda yer alan gebelik gozlenen ve gebelik gozlenmeyen gruplara ait semen

pH degerleri karsilastirildiginda negatif grupta 7.38 iken gebelik poztiflerde 7.44 olarak tespit

edildi. Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde gruplar arasindaanlamlilik saptanamadi (P

>0.05; Sekil 6).

Gebelik (-)

Gebelik (+)

Sekil 6. Semen orneklerine ait pH degerleri
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Likefaksiyon Siiresi Sonuclari

Semen oOrneklerinin likefaksiyon siireleri iki grubunkarsilagtiriimasinda gebelik (-)
grupta 44.95 dk olarak tespit edilirken, gebelik (+) grupta 39.17 dk olarak belirlendi (Sekil 7).
Ama yapilan istatistiki degerlendirmelerde, gruplar arasi 6nemli istatistiksel anlamliligin

olmadig tespit edildi (P=0.16).

Likefaksiyon siiresi, dakika

46
44 -
42 -
40 -
38 -
36 -

—

Gebelik (-) Gebelik (+)
Sekil 7. Likefaksiyon siireleri

Semen Voliim Sonuglari

Semen Orneklerinin Slgiilen voliimii, gebelik pozitif grupta en fazla 8ml, en az 0.3ml
ve ortalama 2.61+1.88 ml olarak belirlendi. Gebelik negatif grupta ise en fazla 8 ml, en az 1
ml ve ortalama 2.94+1.59 ml olarak 6l¢iildii. Elde edilen bu sonuglara gore, iki grubun voliim

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamliligin olmadigi tespit edildi (P>0.05; Sekil 8).

Voliim/ml
4
3 .
2 .
1 -
0 - .
Gebelik (-) Gebelik (+)

Sekil 8. Semen voliim dl¢iimleri
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Mililitredeki Sperm Sayim Sonuglari

Gebelik pozitif grupta, mililitredeki sperm sayisi en fazla 190x10%/ml, en az
15x10%/mlve ortalama 95.78+67.88x10%/ml oldugu tespit edildi.Gebelik negatif grupta ise
sperm sayis1 en fazla 230x10°%/ml, en az 8x10°/ml ve ortalama olarak 102.27+68.22x10%/ml

tespit edildi. iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gériilmedi (P=0.585; Sekil 9).

10%/ml
104
102
100 -
98 -
96 -
94 -
92 -

Gebelik (-) Gebelik (+)

Sekil 9. Mililitre hacimdeki sperm sayisi

TUNEL Sonuclar:

Yapilan TUNEL boyamasindan elde edilen pozitif hiicre yogunlugu Tablo 7’de
verildi. Yapilan TUNEL boyamasina ait immunfloresan goriintiiler Sekil 10-13’de gosterildi.
Yapilan TUNEL boyama sonuglarinda her ne kadargebelik (-) grupta TUNEL (+) sperm
sayisi fazla (21.27+£9.39) olsa da, gebelik (+) gruptan (17.94+7.97) istatistiksel olarak 6nemli
farklilik gostermedi (p>0.05).

Tablo 7. TUNEL boyama sonugclari

TUNEL (+) hiicre (%)
Gebe(-) 21.2749.39
P=0.23
Gebe(+) 17.94+7.97
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Sekil 10. TUNEL (+) spermler, gebelik (+) grup, TUNEL (1000X)

Sekil 11. TUNEL (+) ve (-) spermler, gebelik (+) grup, TUNEL (1000X)
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Sekil 12. TUNEL (+) spermler, gebelik (-) grup, TUNEL (100X)

Sekil 13. Cift bas ve boyun defektli TUNEL (+) spermler, gebelik (-) grup,
TUNEL ( 1000X)
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TARTISMA

Poliklinigimize bagvuran 81 infertil ¢ifte birer siklus IUI uygulanmis ve 18 klinik
gebelik elde edilmistir. Siklus bagina gebelik oran1 %22.22 olarak tespit edilmistir. Demirel
ve ark. (2013) 172 infertil hasta {izerinde yaptiklar: 279 siklusluk IUI denemesinde toplamda
57 ve klinik olarak ise 37 gebelik elde ettiklerini bildirmislerdir (44).

Yaptigimiz calismada spermlerin morfolojik degerlendirmeleri sonucu gebelik (+)
grupta morfoloji ortalama %2.39 iken, gebelik (-) grupta ortalama %2.90 olup, istatistiksel
olarak IUI ile gebelik elde etme arasinda pozitif korelasyon olmadigr goriildi. Demirel ve ark.
(2013)'nin yaptiklar1 arastirmada, morfolojisi >4 olan grupta gebelik daha yiiksek olmasina
ragmen, morfolojisi <4 olan grupla gebelik oraninin istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit
edilmistir. Benzer olarak, Leu ve ark. (1995) IUI uyguladiklart hastalarda strict kriterlerine
gore normal morfolojiyi <%14 ve >%14 olarak gruplandirdiklarinda gebelik oranlari arasinda
istatistiksel olarak bir farkin olmadigini bildirmisler (45).

Yapilan bir arastirmada, strict kriterlerine gére normal morfoloji <4, %5-14 ve >14
olarak gruplandirilan hastalarda, gebelik oranlari sirasiyla %30, %26 ve %20 elde edilmis
olup, bu arastirma sonucunda diisiik morfoloji ile diisiik gebelik oraninin orantili olmadigini
ileri stiriilmiistiir (46). Yine yapilan baska bir arastirmada, Kruger kriterlerine gore <4, 4-9 ve
>9% sinflandirilan hastalardan<4 ve >9 olarak ayrilan gruplar arasinda gebelik oranlarinin
istatistiksel olarak farkli oldugu bildirilmistir (47). Hauser ve ark. (2001) yaptiklari benzer
aragtirmada, <4, 4-14 ve >%14 olarak ayrilan bireylerde IUI sonucu elde edilen gebelik
oranlari, sirastyla yiizde olarak 11.1, 36.1 ve 50 elde edilmistir (48).
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Utsuno ve ark. (2013) yaptiklari ¢aligmada, anormal sperm bas morfolojisi DNA
fragmantasyon oranlarmin morfoloji bozuklugunun tiiriine gore degistigi bildirilmistir. Bu
calismada, eliptik bas morfolojili spermlerde DNA fragmantasyonu %6.1, agisal bas
bozuklugu olan spermlerde %S5.5 ve biiylik niiklear vakuollii spermlerde %4.7 olarak
belirlenmistir (49).

Benchaib ve ark. (2003) yaptiklari bir arastirmada, DNA fragmantasyonu ile sperm
konsantrasyonu arasinda, DNA fragmantasyonu ve sperm motilitesi arasinda ve yine
fragmantasyon ile atipik sekilli sperm yiizdesi arasinda negatif bir korelasyonun oldugu tespit
edilmistir (50). Bir¢ok calismada, yine sperm motilitesi ile DNA fragmantasyonu arasinda
negatif iliski bildirilmistir (32, 51-53). Muratori ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢alismada, sperm
orneklerini yiizdiirme oncesi ve sonrasi degerlendirdiklerinde, DNA fragmantasyonu ile ileri
hareketli sperm orani arasinda negatif iligski bildirmislerdir. Bu degerlendirmeye dayanarak,
sperm DNA fragmantasyon orani ile immotil sperm orani arasinda pozitif iliski; ileri hareketli
olmayan sperm orani ile ise bir iliskinin olmadig1 bildirilmistir (54). Bununla birlikte, Ahmadi
ve Ng (1999) yaptiklar1 galismada, yiikksek sperm DNA fragmantasyonunun fertilizasyon
oraninin etkilenmedigi ama blastokist formasyonunu azalttig1 ileri stiriilmiistiir (55).

Benchaib ve ark. (2003) yaptiklar1 bir arastirmada, DNA fragmantasyonu ile embriyo
kalitesi arasinda dogru bir orantinin olmadigi tespit edilmistir. IVF uygulamasinda DNA
fragmantasyonu ile gebelik orani arasinda istatistiksel olarak bir anlamliligin olmadigi
saptanmistir (50). Lopes ve ark. (1998) yaptiklari bir ¢alismada, sperm DNA fragmantasyonu
%40°dan biiyiik oldugu durumlarda fertilizasyon oranini etkilemedigi ama %40’dan az oldugu
durumlarda ise fertilizasyonu artirdigi belirlenmistir (56).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, sperm DNA fragmantasyon degerlendirmesi gebelik
oraninin belirlenmesinde 6nemli bir belirteg olarak kullanilmaktadir (57). Yapilan bir
calismada, TUNEL ile belirlenen DNA fragmantasyon yiizdesi infertil erkeklerde fertil
erkeklere gore yiiksek bulunmustur (sirasiyla; %40.9, %13.1). Yine bu calismada, fertil
erkekler ile infertil erkekleri ayirt etmek i¢cin TUNEL esik degeri %20 olarak belirlenmistir
(58). Bir ¢ok arastirmaci farkli kriterler kullanarak farkli esik degerlere ulasmiglardir (54,59-
61).Pek ¢ok calismanin sonucu, DNA fragmantasyonunun yiiksek oldugu infertil hastalarda,
anormal sperm parametrelerinin de gozlemlendigini gostermektedir (57,62). Sperm DNA
hasarlarinin varligi IUI uygulamalarinda da gebelik oranini negatif olarak etkiledigini bildiren

¢lismalar bulunmaktadir (63, 64).
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Yapilan aragtirmalar, sperm DNA fragmantasyonun yiizdesi ile ICSI sonucu elde
edilen fertilizasyon arasinda negatif bir iliskinin oldugu bildirilmistir (56). Ay sekilde
Huang ve ark. (2005) IVF ve ICSI sonucu elde edilen fertilizasyon oranlari ile DNA
fragmantasyon oranlar1 arasinda negatif iliski bulmuslar (65). Ama baska arastirma gruplari,
fertilizasyon oranini etkilemedigini ileri siirerken embriyo kalitesini (66) ve gebelik oraninin
(50) disiirdiigiinii ileri siirmiislerdir. Henkel ve ark. (2003) yaptiklari ¢alismada, TUNEL
pozitif spermlerin IVF uygulamasinda gebelik oranlarin1 kaydadeger oranda azalttigini
gostermislerdir (67). Bir baska ¢alismada, TUNEL ile belirlenen DNA hasar orani1 gebelik (-)
(15.04£1.1) grupta, gebelik (+) (8.79+0.56) gruba gore istatistiksel olarak anlamli oranda
yiiksek bulunmustur (68). Sunulan bu ¢aligmada da, TUNEL pozitif sperm sayis1 gebelik (-)
grupta yiiksek olmakla beraber istatistiksel olarak anlamlilik ifade etmemektedir (P>0.05).

Kussler ve ark. (2014) yaptiklari bir arastirmada, farkli viskoziteye sahip sperm
orneklerinde DNA fragmantasyonlar1 arasinda bir degisimin olmadigini gostermislerdir.
Sunulan bu ¢aligmada, gebelik (+) grupta 3 6rnekte viskozite saptanirken, gebelik (-) grupta
ise 1 ornekte viskoziteye rastlanildi ve bu da farkli viskoziteye sahip orneklerden elde edilen
spermlerle yapilan IUI uygulamasimin gebelik orani Tlzerine bir etkisinin olmadigi
gostermektedir (69). Sunulan bu ¢alismada, viskozitesi yiiksek olan orneklerde likefaksiyon
stiresi normal 6rneklere gore daha uzun olarak tespit edildi ve bu da Adrade-Rocha (2005) nin
calismasi ile benzerlik gostermektedir (70).

Sperm motilitesi ile ilgili yapilan bir arastirmada, total hareketli sperm sayisi 5 milyon
ile< 10 milyon olan grupta, total hareketli sperm sayis1 <1 milyon, 1 milyon ile <5 milyon ve
>10 milyon olan gruplara gore hamilelik orani istatistiksel olarak yiiksek bulunmus (71).
Yapilan bu c¢alisgmada, gebelik (-) grupta total motilite yiizdesi 60.09+35.69 olarak
belirlenirken, gebelik (+) grupta 60.83+45.75 oldugu tespit edildi. Terada ve ark. (1995)
yaptiklar1 ¢alismada, total motil sperm sayis1 gebelik (-) grupta 79.4 ve gebelik (+) grupta ise
86.1 olarak bildirmislerdir (72). Her iki c¢alismada da gruplar arasinda anlamliligin
bulunmamasi bakimindan bizim sonuglarimiz ile benzerlik goriilmektedir. Benzer sekilde
Tarlatzis ve ark. (1991) ¢alismasinda da, 111 1UI siklusunda motilitenin gebelik orani tizerine
etkisinin olmadig1 bildirilmistir (73).

Duran ve ark. (2002) yaptiklar1 arastirmada, gebelik (+) grupta motilite ylizde olarak
66.6, gebelik (-) grupta ise 64.2 olarak tespit etmisledir. Aymi ¢alismada, sperm
konsantrasyonu gebelik (+) grupta 110 milyon/ml ve gebelik (-) lerde ise 130 milyon/ml
olarak bildirilmistir (64). Ayni sekilde baska bir calismada, gebelik (-) grubun sperm
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konsantrasyonu gebelik (+) gruptan daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla; 104.53 milyon/ml
ve84.87 milyon/ml) (68). Sunulan bu ¢alismada da, gebelik (+) grupta sperm konsantrasyonu
95.78 milyon/ml, gebelik (-) grupta ise 102.27 olarak tespit edilmis olup istatistiksel olarak
anlamlilik belirlenmemistir. (P>0.05). Bu sonuglar Duran ve ark. (2002) ve Simon ve
ark.(2014) caligmalart ile benzerlik gostermektedir (64). Sergerie ve ark. (2005) ise yaptiklar
calismada, fertil erkeklerde sperm konsantrasyonu 102.4 milyon/ml, infertil erkeklerde de
62.9 milyon/ml olarak bildirmislerdir (58).

Yapilan bir arastirmada, DNA fragmantasyonu ile semen hacmi ve pH degerleri
arasinda bir iligkinin olmadig1 belirlenmistir (54). Sunulan bu ¢alismada da, gebelik (+) ve
gebelik (-) gruplara arasinda, DNA fragmantasyonu ile semen hacmi ve pH degerleri arasinda

bir korelasyonun olmadigi belirlenmistir.
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SONUCLAR

Yardimla iireme teknikleri, geleneksel tedavi yontemlerinin basarisiz oldugu, tiipleri
hasarli veya ileri derecede sperm problemi olan ciftlerde gebelik elde edebilmek igin
uygulanan tedavi yontemlerinin tiimiinii kapsamaktadir. Bu yontemlerin en basiti “asilama”
olarak da bilinen intrauterin inseminasyondur (IUI). Bu uygulama yumurtlama doneminde
erkegin spermlerinin canli ve hareketli olanlarinin secilerek, ince bir tiip yardimi ile dogrudan
rahim igine verilmesidir.

Calismamizda; intrauterin inseminasyon uygulanmasi karar1 alinan ¢iftlerin semen
ornekleri incelenerek, degisik parametrelerin gebelik ilizerine etkileri arastirildi. Elde edilen
sonuglar:

1. Spermlerin  hareketlilik  yiizdeleri  gebelik () ve gebelik (+)
gruplarkarsilastirildiginda hizli ileri hareketli sperm yiizdesi gebelik (+) grupta 18.17, gebelik
(-)grupta 16.48 (P=0.707), ileri hareketlilik oran1 gebelik(+) grupta 33.72, gebelik (-) grupta
36.05(P=0.820), yerinde hareketlilik orani gebelik (+) grupta 8.94, gebelik (-) grupta
7.56(P=0.651), hareketsiz sperm orani da gebelik (+) grupta 39.17, gebelik (-) grupta
39.06(P=0. 986) olarak tespit edildi.

2. ki grup arasinda spermlerin morfolojik karsilastirilmas: yapildiginda, gebelik (+)
grupta normal morfoloji yiizde ortalamasi 2.39, gebelik (-) grupta 2.90 olarak bulundu.

3. Semen oOrneklerinin voliimii, gebelik (+) grupta ortalama 2.61+1.88 ml, gebelik (-)
grupta ortalama 2.94+1.59 ml olarak dl¢iildi (P=0.277)

4.Semene ait pH degerleri karsilastirildiginda gebelik (-) grupta 7.38, gebelik (+) grupta
7.44 olarak tespit edildi (P=0.629)
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5. Mililitredeki sperm say1 ortalamasi gebelik (+) grupta ortalama 95.78+67.88 x10%/ml,
gebelik (-) grupta 102.27+68.22 x10°/ml oldugu tespit edildi (P=0.585).

6. Semen Orneklerinin likefaksiyon stireleri gebelik (-) grupta 44.95 dk, gebelik (+)
grupta 39.17 dk olarak belirlendi. Gebelik olmayan grubun siiresi uzun olmasina ragmen
istatistiksel orak anlamli bulunmadi (P=0.160)

7.TUNEL boyama sonucunda elde edilen sperm DNA fragmantasyon yiizde orani
gebelik (-) grupta 21.27+9.39, gebelik (+) grupta 17.94+7.97 olarak tespit edildi. Gebelik (-)
grupta DNA fragmantasyon orani yiiksek olarak bulunurken istatistiksel olarak anlamsizdi
(P=0.228).
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OZET

Bu calismada, IUI uygulamasi karar1 alinan infertil ¢iftlerden, erkek bireylerden elde
edilen spermlerin 6zel hazirlama yontemleri sonrasinda TUNEL boyama ile DNA hasar
oranini tespit etmek ve hamilelik olusumu {izerine etkisini arastirmak amaglandi.

Calismamiza 81 ¢ift dahil edildi. Ciftlerin semen ornekleri, oncelikle Androloji
laboratuarinda makroskopik ve mikroskopik olarak degerlendirildi. Her 6rnek, likefiye olmasi
icin 5 dk aralarla kontrol edilerek en fazla 60 dk beklendi ve bu siireyi asan 6rnekler viskoz
olarak kaydedildi. Enjektor yardimi ile voliim belirlendi, pH degeri de 6zel indikator kagit ile
Olctldii. Mililitredeki sperm sayisim1 ve hareketlilik ylizdesini bulmak i¢cin Makler sayim
kameras1 kullanildi. Morfolojik degerlendirme, spermlerin Spermac Stain boya seti ile
boyandiktan sonra Kruger'in mutlak degerlerine gore yapildi.

Spermler, gradiyent ve yiizdiirme yontemleri kullanilarak IUI i¢in hazirlandi. En iyi
yiizen spermler toplanarak IUI uygulamasi yapildi ve geriye kalan spermler TUNEL boyama
icin hazirlandi. TUNEL boyama hazirlig1 icin 6rnekler PBS ile yikanarak %4'liik PFA ile
fiksasyonlar1 yapildi. Fiksasyon sonrasinda drnekler en az bir gece +4 derece buzdolabinda
bekletildi. TUNEL boyama kitindeki prosediire gére boyama islemi yapildi ve 6rneklerin
sperm DNA hasar oran1 fluoresan mikroskop ile tespit edildi.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda gebelik elde edilen grup ile gebelik elde
edilmeyen grup arasindaki semen Orneklerinin likefaksiyon siiresi, voliimleri, pH degerleri,
sperm konsantrasyonlari, hareketlilikleri ve morfolojik 6zellikleri arasinda anlamli bir fark

elde edilemedi. Yine iki grup arasinda sperm DNA hasar oranlar1 degerlendirildiginde gebelik
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(+) olan grupta gebelik (-) olan gruba gére TUNEL (+) olan sperm orani diisiik olmasina
ragmen, aralarinda istatistiksel olarak bir anlam bulunamamustir.
Sonug olarak, semen Orneklerinin 6zelliklerine ve spermlerin DNA hasar oranina

bakilarak, IUI uygulamas1 sonrasi gebelikle ilgili bir 6ngoriide bulunulamayacagi kanisina

varildi.

Anahtar kelime: IUI, DNA hasari, sperm, TUNEL
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THE EFFECT OF SPERM DNA FRAGMENTATION ON PREGNANCY
RATES INTRAUTERINE INSEMINATION (1Ul) CYCLES

SUMMARY

In this study, we aimed to detect the DNA damage ratio of the sperm samples of
infertile couples scheduled to intrauterine insemination treatment with TUNEL test and
observe its effect on the rate of pregnancy.

In our study, 81 men were included. Semen samples were examined macro- and
microscopically in the andrology laboratory. Each sample was observed for liquefaction 5
minutes intervals for maximum 60 minutes. Time to liquefaction was noted. The samples
liquefied after 60 minutes were accepted as viscous. The volume of each sample was
measured by drawing into a syringe and the pH was read after the immersion of pH indicator
paper into the sample. Sperm number and percentage of motility were estimated with Makler
counting chamber. The morphological evaluation was done according to absolute values of
Kruger's strict criteria after staining with Spermac Stain.

Gradient and swim-up sperm preparation techniques were used for intrauterine
insemination (IUl). The most motile sperms in the supernatant after swim-up were used for
intrauterine insemination and the sperms in the pellet were prepared for TUNEL staining. For
TUNEL staining preparation, the samples were bathed with PBS and fixed with 4% PFA.
After stabilization/fixation, the samples were kept overnight under + 4°C. The staining was
done according to the TUNEL staining kit procedure and the ratios of defected DNA in the

sperms were determined by fluorescent microscopy.
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There was no statistical difference between the pregnancy and no pregnancy groups in
terms of liquefaction time, volume, pH, sperm concentration, motility and morphology.
Although DNA damage percentage measured by TUNEL test was less in the pregnancy
achieved group compared to no pregnancy group, it did not reach statistically significant
levels.

In conclusion, the characteristics of semen samples and the ratio of the sperm DNA

damage can not be used to predict pregnancy rates in IUI cycles.

Key words: 1Ul, DNA damage, sperm, TUNEL
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