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BEYAN

Bu tezin bana ait oldugunu, tiim asamalarinda etik disi davranisimin olmadigini,
icinde yer alan biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi,
kullanmis oldugum biitiin bilgilere kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin yiiriitiilmesi ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

Kiibra KUTUKOGLU

Imza



TESEKKURLER

Tez ¢alismam sirasinda kiymetli bilgi, birikim ve tecriibeleri ile bana yol gdsterici
olan , bagindan itibaren en biiylik katkiyr ve destegi gosteren saygideger hocam ve
degerli danigsmanim Prof. Dr. Tiilay IREZ’e sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Desteklerini hi¢gbir zaman esirgemeyen ve bu sektérde bana her seyi 68reten, yaninda
caligmaktan onur duydugum ve ayrica tecriibelerinden yararlanirken gostermis
oldugu hosgorii ve sabrindan dolayr ¢ok degerli hocam Bio. Mehmet Segkin
KIRMIT a ve birlikte ¢alismaktan keyif aldigim Avrupa Safak Hastanesi Tiip Bebek
ekibi ailesine tesekkiir ederim.

Tez galismas1 Ozel Avrupa Safak Hastanesi Tiip Bebek Merkezi tarafindan
desteklenmistir. Egitim-6grenim ve tez ¢alismam boyunca bana maddi manevi her
konuda destek olmuslardir. Tiim emegi gegenlere sonsuz minnet ve saygilarimi
sunarim.

Beni bu giinlere sevgi ve saygi kelimelerinin anlamlarini bilecek sekilde yetistirerek
getiren ve benden hi¢bir zaman destegini esirgemeyen bu hayattaki en biiyiik sansim
olan ailem. Hayatim boyunca bana dogruyu ve yanlis1 ayirt etmeyi Ogreten, tiim
hayatlarim1 bana ve kardeslerime adamis olan, degeri bicilmeyecek boyuttaki
sevgileriyle, sonsuz sabir, 6zveri, maddi ve manevi destekleriyle beni higbir zaman
yalmiz birakmayan sevgili annem Emine BALOTA’ya ve babam Beyazit
BALOTA’ya, benim degerlilerim, sevgili kardeslerim Tuba BALOTA Elif
BALOTA ve Ali Serdar BALOTAya sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Giizel dokunuslarla hayatimizi renklendiren, benim ve oglumun iizerinde emegi olan
destegini hi¢ esirgemeyen Meryem KIZILIRMAK ’a tesekkiir ederim.

Omriimii yildizlandirdin, hayata anlam kazandirdin, 2010°dan beri hep yanimda
oldun. Hayatimin her asamasinda huzur saglayan ve bizi yalniz birakmayan sevgili
esim Oguz Emre KUTUKOGLU’na sonsuz tesekkiir ederim.

En degerli varligim, canim oglum. Hayattaki sansim, giiniimii aydinlatanim, en
biiyiikk destek¢im, her daim yanimda olanim tesekkiirlerin en biiyligli sana Mete
KUTUKOGLU, iyi ki varsin. Annen seni ¢ok seviyor canim.

Kiibra KUTUKOGLU
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1.0ZET

Bu caligmada Erkek faktorli infertil olgularda embriyo gelisiminin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismaya Avrupa Safak Hastanesi Tiip bebek

Merkezi’nde tedavi géren ve IVF/ICSI uygulamasi yapilan hastalar dahil edilmistir.

Calismada sperm konsantrasyonu agisindan farkli olan, 15 mil/ml (zerinde
1501 ve 15 mil/ml altinda 407 toplam 1908 olgu bazal parametreler ve embriyo
gelisimi ve gebelikler agisindan degerlendirildi. Ciftler sperm sayilarina gore 2
gruba ayrilmig (grup 1’de >15mil/mL, grup 2’de ise <15mil/mL) ve buna gore

degerlendirmeye alinmistir.

Siklus oncesi bazal hormon degerleri, kullanilan gonadotropin dozu,
ovulasyon indiiksiyon siiresi ve HCG giinii E2 degerleri, ve ¢iftlerin yaslar1 agisindan
gruplar arasinda farklilik gériilmemistir. Ikinci grupta toplam oosit sayis1 ve immatiir
oosit anlamli olarak farkli bulundu. Fakat M2 oosit sayisi ve 2PN zigot sayisi benzer
olarak saptanmistir. Embriyo gelisimi ve erken boliinme degerlendirmesinde gelisen
Blastokist sayis1 sperm konsantrasyonu 15 mil/ml altinda bulunan olgularda diisiik
bulunmustur. Boliinen embriyo sayisi her grupta benzer bulunmustur. Sperm
parametrelerinden konsantrasyon, motilite ve normal morfoloji ikinci grupta daha
diistik bulunmugtur. Buna bagl olarak gebelik oranlar1 birinci grupta daha yliksek

bulunmustur.

Anahtar kelimeler: infertilite, erkek infertilitesi, ICSI, embriyo gelisimi



2.ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate embryonic development in male
infertile patients. Patients who were treated at Avrupa Safak Hospital IVF Center and
underwent IVF / ICSI were included in the study.

In the study, 1908 cases with a difference of 1501 on 15 mil/mL and 407 to
157 mil/mL, which were different in terms of sperm concentration, were evaluated
for basal parameters and embryo development and pregnancies. The couples were
divided into 2 groups according to their sperm count (group 1> 15mil/ mL, in group

2 <15 mil/mL) and were evaluated accordingly.

Pre-cyclic basal hormone levels, gonadotropin dose used, ovulation induction
time and HCG day E2 values, mean age of the couples were not different between
the groups. The total number of oocytes and immature oocytes were significantly
different in the second group. However, M2 oocyte count and 2PN zygote number
were similar. The number of Blastocysts in embryo development and early division
evaluation were found to be low in patients with sperm concentration less than 15
mil/ml. The number of dividing embryos was similar in each group. Sperm
parameters, concentration, motility and normal morphology were lower in the second

group. Pregnancy rates were higher in the first group.

Key words: infertility, male infertility, ICSI, embryo development



3.GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ne gore infertilite en az 12 ay boyunca diizenli
korunmasiz cinsel iligki denemelerinden sonra klinik bir hamileligin saglanamamasi
ile tanimlanan iireme sistemi hastalig1 olarak tanimlanmaktadir. Infertilite evli
ciftlerin yaklasik % 15'inde goriiliir ve vakalarin yaklagik % 30-50'sinde erkek
faktorler etkilidir (Tournaye ve Cohlen, 2012).

Semen parametreleri dogrudan erkek kisirligi ile koreledir. Azospermi, “bir
erkegin santrifiijlenmis bir semen Orneginin tortusunda“ spermlerin yoklugu “olarak
tanimlanir. Kriptozoospermi, c¢ok diisiik spermlerin konsantrasyonu (millionl
milyon/mL) olarak tanimlanir. Bu durumlar genellikle rutin bir erkek infertilitesi
aragtirmasi sirasinda teshis edilir. Azospermi erkek niifusunun yaklasik % 1'inde
gorulir ve erkek infertilite vakalarinda % 20 kadar ylksek olabilir (Jarvi ve ark.,
2010). Azospermi ve kriptozoosperminin insidans oranlari, genetik farkliliklara,
cografi bolgelere, yasa, meslege ve erkek partnerin viicut agirh@ina gore farklilik

gosterir (Sermondade ve ark., 2012).

Erkek infertilitesi incelemesinde ilk ve temel test standart test semen analizi
testidir. Butun infertil erkeklerin incelemesinde kullanilir. Klasik semen testinde
sperm konsantrasyonu, semen voliimi, semen Ph, morfoloji, hareketlilik ve semen
16kosit sayis1 incelenen faktorlerdir. Standart semen testi erkek infertilitesinin
incelemesinde genel olarak kullanilmakta, fakat incelenen parametreler infertil olan
ve olmayan erkeklerin ayriminda yeterli olmamaktadir. Sperm motilitesi, morfolojisi
ve konsantrasyonu erkeklerin fertil seviyelerini belirlemek i¢in kullanilabilir fakat

infertilite teshisi i¢in yeterli olmamaktadir (Sigman ve ark., 2009).

Erkek infertilite nedenleri arasinda genetik degisiklikler (Klinefelter
sendromu, Y kromozom anomalileri, tek gen hastaliklar1), hormonal anormallikler
(hipogonadotrofik hipogonadizm), anatomik nedenler veya enfeksiyonlar (orsit),
ameliyatlar (travma veya kanser) ve kanser tedavileri (kemoterapi, radyasyon)
bulunur (Dohle ve Gert, 2010; Menzies ve ark., 2010).

Sebep ve gorilme sikligindan bagimsiz olarak, durum infertilite

problemleriyle karst karsiya kalan birgok cifti etkilemektedir. Yardimer iireme



teknikleri, 6zellikle intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI), bu ciftler igin tek
tedavi secenegidir. Testikiiler sperm ekstraksiyonu metotlari ise genellikle azospermi
vakalarinda ve ¢ogu sperm hiicrelerinin testislerden elde edilen cerrahi biyopsi
materyallerinde arandig1 kriptozoospermi vakalarinda kullanilmaktadir (Karabulut ve

ark., 2018).

Bu calismada da IVF/ICSI uygulamas: yapilan sperm konsantrasyonu
acisindan farkli olan erkek faktorlu infertil olgularda embriyo gelisiminin ve gebelik

acisindan degerlendirilmesi amaglanmistir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1 infertilite Tanim

Kisirlik, korunmasiz bir yillik diizenli iliskiden sonra dogal olarak gebe
kalmama olarak tanimlanir. Subfertilite birincil veya ikincil olabilir. Birincil alt
kisirlik, 6nceden gebeligi olmayan bir ¢ift icin gecikmedir. Sekonder subfertilite,
daha once gebe kalmis bir ¢ift i¢cin bir gecikmedir, ancak hamilelik, diisiik ve ektopik
gebelik gibi basarili olmayabilir (Taylor, 2003).

Gebe kalma sansi, cinsel maruziyetin uzunluguna, koitus sikligina ve ciftin
yasina baghdir. Normal, geng ciftlerin, 1 aylik korunmasiz iligkiden sonra gebe
kalma sans1 % 25'tir. Ciftlerin % 701 6 ayda ve % 901 1 y1l gebe kalmaktadir.
Ciftlerin sadece % 5'i bir buguk y1l veya iki yil sonra gebelik yasamaktadir (Kakarla
ve Bradshaw, 2008; Kamel, 2010).

Hem erkek hem de kadinlar sebeplerden esit olarak sorumludur. Infertil
ciftlerin ¢cogu, bir erkek faktor, ovulator disfonksiyon veya tubal-peritoneal hastalik
dahil olmak uUzere bu U¢ ana nedenden birine sahiptir. Literatur, vajinismus ve
dispareuninin 20-24 yas arasi kadinlarda daha sik oldugunu gostermektedir (Tayebi
ve Ardakani, 2009).

Normal fizyolojide, iki gonadotropin hormonu, folikiil uyarict hormon (FSH)
ve luteinize edici hormon (LH) hipofizde {iretilir ve salgilanmasi hipotalamus
tarafindan salgilanan gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) tarafindan kontrol
edilir. Yeni bir dongiliniin baslangicinda, hipotalamus, FSH ve LH'yi serbest
birakmak i¢in hipofiz bezine etki eden GnRH'yi serbest birakmaya baslar. Bu iki
hormon yumurtalig1 uyarir ve folikiillerin gelismesine neden olur. Her ay yaklasik
30-40 folikiil FSH'ye cevaben biiyiimeye baslar, ancak her ay sadece tek bir olgun
yumurta salinir. Bu overden, hipofizden ve hipotalamustan hormon seklinde mesaj
iletimini igerir. Yumurta olgunlastiginda, olgun folikiil artan miktarda Ostrojen
salgilar, folikiilii kaplayan granulosa hiicreleri tarafindan iiretilir. Baskin folikiiliin
irettigi Ostrojen, kana bir dstrojen dalgasi salinincaya kadar yumurta olgunlastikca
miktar olarak artar. Ylksek oOstrojen seviyesi hipofizi blyik miktarda LH salmasi
icin uyarir, boylece LH dalgalanmasina yol agar. Bu LH, olgun folikiil iizerinde etki
eder ve olgun yumurtayr (yumurtlama) yumurtalikta serbest birakmasi igin

yirtilmasina neden olur (Fraser ve Cooper, 2009).



Testis veya vas deferens olmadan dogan erkekler kisir hale gelebilir. Baz1
erkeklerde her iki testis vardir ancak sperm iiretememektedirler veya ¢ok az sayida
sperm iiretebilirler. Ayrica, stres libido azalmasina neden olabilir ve ¢ift kisirliga

sahip olabilir.

4.2. infertilite Nedenleri
4.2.1.Erkek infertilitesi

Erkek kisirlik nedenleri asagidaki dort ana kategoriye ayrilmistir (Anwar,
2016):

Kusurlu Spermatogenez: Diabetes mellitus ve hipertiroidizm gibi endokrin
bozukluklarinin varligi azospermiye veya yumurtayr dolleme yetenegine sahip
olmayan hatali spermlerin olusumuna neden olur. Ayrica, testis bozuklugu da

dogurganlig etkileyebilir.

Kusurlu Tasima: Seminal vezikiillerin tikanmasi veya seminal kanallarin
bulunmamasi, spermlerin hareketliligini etkileyebilir ve bu nedenle kisirlifa neden

olabilir.

Etkili Teslim: Iktidarsizlik, ejakiilatér fonksiyon bozuklugu, fiziksel sakatlik,
hipospadias ve epizpadias gibi psikoseksiiel sorunlar erkeklerin verimliligini

etkileyebilir (Anwar, 2016).

4.2.2 Kadin inferilitesi

Kadm kisirligimin nedenleri, kusurlu yumurtlama, tagima ve implantasyon
dahil olmak {izere {i¢ genis kategoriye ayrilabilir. Bu kategoriler asagida daha

ayrintili olarak ele alinmistir (Anwar, 2016).

Hatali Oviilasyon
Hatali yumurtlama asagidaki nedenlerden dolay1 olusur:

Endokrin bozukluklari: Hipotalamus ve hipofiz bezinin fonksiyon bozuklugu
asirt miktarda prolaktin olmasina neden olabilir, bu yumurtlamayr Onleyebilir.
Ayrica, adrenal ve tiroid iceren diger endokrin bezleri de yumurtlamay1

geciktirebilir. Korpus luteum, uterus astarmi kalinlastirmak icin gereken yeterli



progesteron iiretemediginde, dollenmis yumurta implante edemeyebilir ve bu nedenle

kisirliga neden olabilir.

Fiziksel bozukluklar: Obezite, anoreksiya nervoza ve asir1 egzersiz gibi bazi
fiziksel bozukluklar asir1 kilo veya yetersiz beslenmeye ve daha sonra adet

dongiisiine yol agarak ¢iftin kisir olmasina neden olabilir (Anwar, 2016).

Over bozukluklari: Polikistik over hastaligi (PKO), artan miktarda testosteron
ve LH nedeniyle kisirliga neden olabilir. Kas, yag ve karaciger hiicreleri tarafindan
glikoz alimini azaltabilir ve pankreas tarafindan biiyilk miktarda insiilin tiretimi ile
sonuglanabilir. Diisiik FSH seviyeleri ayrica yumurtalik folikiillerinden yumurta
tiretimini engeller ve sonunda biitiin yumurtaliklar1 kaplayan ve gebe kalmayi

onleyen s1vi dolu yumurtalik kistlerinin olusmasina neden olur.

Endometriozis: Bu, uterin astarin boliimlerinin vajina, overlar, fallop tlpleri
veya pelvis i¢ine yerlestirildigi bir durumu ifade eder. Bu implantlar her adet
dongusitnde biiyliyen ve sonunda kabarciklara ve yaralara doniisen sivi dolu kistler

olusturur. Bu izler daha sonra yumurtanin ge¢isini engeller ve hamileligi geciktirir

(Anwar, 2016).
Hatali Tasima
Asagidakiler, yamurta ve spermlerin hatali tasinmasina neden olabilir:

Ovum: Pelvik Inflamatuar Hastalik (PID), belsoguklugu, peritonit, dnceki tiip
cerrahisi ve fimbrial adezyonlarin ortaya g¢ikmasi tiip tikanmasina neden olabilir;
Sonu¢ olarak yumurta serbest birakilmaz ya da tuzaga diisiiriilmez, bu nedenle

anlayis1 geciktirir.

Karin ameliyatindan sonra skar dokusu: Karin ameliyatlarindan sonra skar
dokusu varlig1, yumurtaliklarin, fallop tiiplerinin ve uterusun hareketini degistirerek

kisirliga neden olabilir.

Sperm: Vajinismus veya disparoni gibi psikoseksiiel sorunlarin varligi

dollenmeyi engelleyebilir ve ¢iftin kisir olmasina neden olabilir.

Serviks: Travma, cerrahi, enfeksiyon, servikal mukustaki anti-sperm

antikorlar1 da gebeligi geciktirebilir.



Hatali Implantasyon
Asagidaki nedenlerden dolayr hatali implantasyon olusabilir:

Konjenital anomali ve fibroidler: Fallop tiipleri veya serviks yakinindaki
bikortnuat uterus ve uterus fibroidleri gibi konjenital uterus anomalileri, zigotun

implantasyonunu degistirebilir ve kisirliga neden olabilir (Anwar, 2016).

4.3. Oogenez

Yumurtaliktaki oogonia disi gamet iiretimine oogenez denir. Birincil oosit,
tek bir yumurta olusturan, mayoz bdliinerek ayrilan diploid hiicredir. Her iki
mayozun birinden birer iki kutup govdesi olusur. Oogenez, ergenlikten menopoza
kadar ayda bir kez meydana gelir. Oojenik germ hticrelerine kék hiicreler olan ve
kendini yenileyerek ovaya farklilastiran oogonia adi verilir. Embriyonik gelisim
sirasinda, embriyonun ikinci ila yedinci ayinda binlerce oogonia boliinmesiyle
kabaca 7 milyon germ hiicre Uretilir. Birincil oositler oogonia'dan mitozla Uretilir.
Birincil oositler, embriyonik doénemde ilk mayotik boliimiin diploten asamasina
kadar islenir. Hiicre boliinmesi ergenlige kadar oldugu gibi tutuklandi. Bazi birincil
oositler hiicre boliinmelerini yaklasik 50 yil boyunca tutuklarlar. Primer oositlerin
cogu yasam boyunca yok edilir ve sonugta ergenlikten sonra sadece yaklasik 400
primer oosit gamet haline gelir. Ergenlik, tutuklanan hiicre boliinmesini bagslatarak
birincil oositten ikincil oosit olusturur. Burada, birincil oosit, esit olmayan hiicre
bolinmesi ile bir ikincil oosit ve bir kutupsal gévde dretir. Tiim sitoplazma sekonder
oosit tarafindan bulunur ve polar gdvdenin cekirdegi tahrip edilir. Ikincil oosit,

yumurtlama sirasinda yumurtaliktan salinir (Lakna, 2017).
4.4. Folikilogenez
4.4.1. Primordial Folikul Evresi

Bir primordial folikiil, diizlestirilmis granulosa hiicrelerinin tek bir katiyla
cevrili bir yumurtahk folikiiliidiir. Ideal olarak, bir yumurtalik folikiiliiniin
yumurtlama i¢in uygun olan olgunlasmig bir folikiil haline gelinceye kadar birkag
gelisim evresi boyunca ilerlemesi gerekir. Bu gelisimsel siirece folikiilojenez adi
verilir ve primordial folikiil folikiilojenezin ilk asamasidir. Yumurtlama, olgun
oositin bir yumurtaliktan salinmasidir. Tipik olarak, bir yumurtalik dogumda belirli

sayida ilkel folikiil tagir. Bir primordial folikiil, mayozun diploten asamasinda



tutuklanan primer oosit (¢ap1 25 pm) icerir. Granulosa hiicreleri ve bir bazal lamina
ad1 verilen diizlestirilmis yass1 yass1 epitel hiicrelerinin tek bir katiyla ¢evrilidir. Ideal
olarak, insan primordial folikiiliiniin ¢ap1 0.03 mm'dir. Primordial folikiillerin

bagimsiz bir kan kaynagi olmadigindan, endokrin sisteme daha az maruz kalirlar.

Ilkel bir folikiiliin gelisiminin yeniden baslatilmas1 siirecine ergenlik
doneminde baslayan ilk ise alim denir. Primordial folikiiller yasam boyunca over
folikiillerinin ¢ogunlugudur. ilkel folikiillerin ilk alimi, yasam boyunca siireklidir. Ilk
ise alimin ilk gozle goriiliir isareti, granulosa hiicrelerinin skuamézden kiiboidale

degismesidir. Primordial folikiiliin 8 graniilosa hiicresi 19'a ulasir (Lakna, 2017).

@ Primordial follicle @ Primary follicle @ Secondary follicle

Oocyle Granulosa celis  Oocyle Granulosa cells

cells
Granulosa cells  Zona pellucida
nucleus cells l |
Corpus luteum @ Ovulating follicle Tertiary follicle
Ovary Oocyle Granulosa cells Antrum  Corlex
Corpus
luteum
Ovary Ruptured Granulosa
ollicie celis

Sekil 1. Folikiilogenez asamalari

4.4.2. Primer Folikul

Bir primer folikil, oositi ¢cevreleyen tek bir tabaka halinde diizenlenen bir
veya daha fazla cuboidal granulosa hiicresinin varligi ile tanimlanir. Primer folikilde
meydana gelen ana gelisimsel olaylar FSH reseptorii ekspresyonu ve oosit biiylimesi
ve farklilasmasini igerir. Granulosa hicreleri primer folikil evresinde FSH
reseptorlerini eksprese etmeye baglar (Oktay ve ark., 1997). FSH reseptori
ekspresyonunun uyaricilart arasinda FSH'nin kendisi, aktivin, siklik AMP ve TGF

bulunur (Findlay ve Drummond, 1997). Her ne kadar folikiil alimi1 ve folikiil
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biiylimesinin ilk asamalart gonadotropinlerden bagimsiz olsa da, primer folikil
gelisimi igin preantral asamada FSH gereklidir (Oktay ve ark., 1998). Hayvanlarda,
yiiksek seviyelerde plazma FSH, primer folikiil gelisimini hizlandirir (Fortune ve
ark., 2000). Bu, kadinlarda FSH'deki yasa bagli monotropik artisin primer folikuldeki

olaylar1 etkileyebilme olasiligini arttirir.

Birincil folikiil gelisimine oositdeki carpict degisiklikler eslik eder. Preantral
donemde oosit, ¢capt ~ 25 um ila ~ 120 um arasinda artar ve ¢evresindeki hiicre dis1
matris olan zona pellucida'y1 (ZP) gelistirir. Bu muazzam biiyiime, oosit genomunun
yeniden aktivasyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Biiylime fazi boyunca, oosit
yiiksek derecede transkripsiyonel olarak aktiftir, ¢iinkii oosit olgunlasmasi,
dollenmesi ve erken embriyo gelisimi igin kritik siireclerin yani sira kendi
blylmesini desteklemek icin yeterli proteinler ve mRNA transkriptleri Uretmesi
gerekir. Bazi oosit transkriptleri hemen terciime edilir ve ortaya ¢ikan proteinler
devam eden oosit biiylimesine ve farklilasmasina katkida bulunurken, gelecekteki
gelisim siiregleri igin gerekli olan digerleri daha sonra ¢eviri igin saklanir (Choi ve

Rajkovic, 2006).

Birincil folikiil gelisiminde 6nemli bir olay oosit ve graniilosa hiicreleri
arasindaki yakin hiicre i¢i baglantilarin gelistirilmesidir (Albertini ve ark., 2001).
Hem oosit hem de graniilosa hiicreleri, diflizyon i¢in son derece genis bir yiizey alani
olusturmak i¢in birbiriyle i¢ ice gecmis ¢ok sayida sitoplazmik c¢ikinti ve
mikrodamarlar hazirlamaktadir. Ek olarak, folikiil hiicresi mikrodamarlarinin ve
sitoplazmik ¢ikintilarin bazilari, oosit plazma zarmin yayilmasi yoluyla zaman
zaman niikleer membrana yaklasarak fiziksel olarak oositin derinliklerine niifuz eder.
Yapigkan baglantilardan ve bosluk baglantilarindan olusan hiicre-hiicre temaslar1 bu
bélgelerde kurulur. Connexins adi verilen proteinlerden olusan hiicreler arasi
kanallar olan bosluklar, iyonlarin, metabolitlerin ve sinyal molekiillerinin

difiizyonuna izin veren bitisik hiicreleri dogrudan birlestirir (Makabe ve ark., 2006).

4.4.3. Sekonder - Preantral Folikil

Ikincil folikiil gelisimi sirasinda meydana gelen ana degisiklikler arasinda,
oosit ¢evresinde ¢ok sayida katman olusturan artan sayida granulosa hiicresi birikimi

bulunur. Bir primerin tamamen biiylimiis bir sekonder folikiil i¢in gelisimi, oosit
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tarafindan tiretilen biiylime faktorlerini iceren aktif bir otokrin / parakrin diizenleme

stirecinden kaynaklanir.

Ikincil folikiil gelisimi, ikinci katman granulosa hiicrelerinin edinimi ile
baglar. Bu adim, birincil-ikincil folikiil gegisi olarak adlandirilir. Granulosa
hiicrelerinin diizeninde basit cuboidal epitelden tabakali veya psddostratize kolumnar
epiteline degisiklik yapilmasimi igerir. Hayvanlarda yapilan deneyler, primer /
sekonder evrenin folikiilojenez siirecinde kritik bir diizenlenmis adim oldugunu,
ornegin, GDF-9 ve BMP-15 yoklugunda sirasiyla farelerde ve koyunlarda folikiil
blyumesi ve gelisimi durdugunu gostermistir (Aradjo ve ark.,2014).

Sekonder folikiil gelisimi ayn1 zamanda thecal gelisme ile karakterizedir.
Primer / sekonder gecis zamaninda veya yaklasik olarak bazal lamina g¢evresinde
birka¢g stromal benzeri hiicre tabakasi belirir. Sicanda, bu hiicrelerin bazilari,
farklilasmis on hiicrelere, yani BMP-4'e yonelik yeni bir fonksiyonel markeri
eksprese eder. Bu 6nemli bir bulgu olup folikilojenezde, yani birincil / ikincil gegis

asamasinda ¢ok erken gelistigini gosterir (Aradjo ve ark.,2014).

Oosit, preantral folikiilojenez sirasinda biiylimesini tamamladiginda, folikiil
ortamindan ¢ikarilirsa kendiliginden mayozise devam edecektir. Bununla birlikte,
tamamen biiylimiis oositler folikiilojenez sirasinda nadiren mayiyozu siirdiiriir. Bu,
folikiil hiicreleri tarafindan lokal olarak kontrol edilen bir mayotik inhibe edici
mekanizmanin var oldugu kavramina yol agmistir. Siklik AMP'in mayozun devam
etmesini engellemede kritik bir rolii olduguna dair genis kanitlar vardir (Aradjo ve
ark.,2014).

4.4.5. Antral Folikul

Bir antral folikiil, folikiiler siv1 olarak adlandirilan siv1 igeren bir bosluk veya
“antrum” 1ile karakterize edilir. Folikiiler sivi, oosit ve graniilosa hiicrelerinden
salgilayan iriinlerle sartlandirilan bir plazma eksiidasidir. Grantlosa hucrelerinin ve
oositlerin bulundugu ve diizenleyici molekiillerin bu mikrocevreye gidip gelmek
zorunda olduklar1 ortamdir. Antrum gelisiminin baslangici, oositin bir kutbunda sivi
dolu bir boslugun ortaya ¢ikmasi ile karakterize edilir. Laboratuvar hayvanlarinda,
folikiiliin kendisi tarafindan eksprese edilen iki protein, antrum formasyonu, yani
granulosa tiirevi kit ligand ve oosit Cx37 i¢in esastir. Bu proteinlerden herhangi biri

mevcut degilse, o zaman higbir antral folikiil gelismez (Yu ve ark., 2005)
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Antrum olusumlarindan sonra, antral folikiiliin temel plani olusturulur ve
cesitli hiicre tipleri, kademeli biiyiime ve gelismeye yol agan uyaranlar1 bekleyen
uygun pozisyonlarinda bulunur. Bir antral folikiil, insan yumurtaliklarinda ¢ap1 0.4
ila ~ 25 mm olarak 6lcen nispeten buyik folikillerin heterojen ailesinin bir Gyesidir
(Ng ve ark., 2005). Antral folikiillerin yapist ve organizasyonu, biiyiik bir biiylimeye
ragmen ve adet dongiisiiniin agsamasina bakilmaksizin esasen ayni kalir. Bir antral
folikiiliin genel ebadi, biiylik Ol¢lide, daha sonra folikiiler sivinin hacmine gore
belirlenen antrum ebadina gore belirlenir. Folikiil boyutuna bagli olarak, folikiiler
stvinin hacmi 0.02 ila 7 ml arasinda degisir. Folikiil hiicrelerinin ¢ogalmasi folikiil
boyutuna da katkida bulunur. Baskin bir folikiilde, granulosa ve on hiicre, antrumun
folikiiler siv1 ile dolmasi ile birlikte yaygin olarak c¢ogalir. Bu nedenle, artmis
folikiiler sivi birikimi ve hiicre proliferasyonu, dongiiniin folikiiler fazinda baskin
folikiiliin muazzam biiylimesinden sorumludur. Atretik folikiiliin boyutunu siirlayan
folikiiler sivi olusumunun ve mitozun kesilmesidir. Bir atretik folikiil genellikle
kicik ila orta evre (1-10 m) otesinde gelisemez. Antral folikiillerin ve boyutlarinin
nispi bollugu, yas ve adet dongiisiinlin bir fonksiyonu olarak degisir. Bir kadinin
yumurtaliklarinda adet dongiisiiniin baslarinda bulunan toplam antral folikiil sayisi,
yumurtalik rezervinin bir gostergesi gibi gorinmektedir. Bu “antral folikiil sayis1”
ultrason ile belirlenebilir ve infertil kadinlarda uygun tedavi protokollerini belirlemek

i¢in klinik olarak kullanilmistir (Broekmans ve ark., 2010).

4.4.6. Preovulatuar (Graaf) Folikul

Granuloza hicrelerinde devam eden proliferasyon ve devam eden likor
folikiilii olusumu olgun folikiil olarak da bilinen Graaf folikiili olusumu ile
sonuclanir ve ovulasyon esnasinda yaklasik 2,5cm biiyiikliige ulasabilir (Gartner ve
Hiatt, 2006). Folikiil maksimum biiyiikliigiine yaklastik¢a graniiloza hiicrelerinin
mitotik aktivitesi diiser. Ovulasyona hazirlanmak i¢in graniiloza hiicrelerinin
arasinda bosluklar olusur. Oositin etrafindaki korona radiata hiicreleri ve bunlara
zay1f sekilde tutunmus olan kumulus hiicreleri ovulasyonda oositle birlikte kalirlar.
Bu donemde teka interna hiicre sitoplazmasinda lipid damlaciklar1 goriilmeye
baslanir ve ultrastriiktiirel olarak tipik steroid sentezleyen hiicre goriiniimii kazanirlar

(Ross ve Pawlina, 2011).
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4.4.7. Folikluler Atrezi

Folikiiler atrezi folikiiliin yirtilma veya yumurtlamadaki basarisizligini ifade
eder. Daha genel olarak, folikuler atrezi, yumurtlama hedefleri haricindeki tim

folikdllerin 8lumuni kapsar.

Calismalarin ¢ogu eriskin overde folikiiler atreziye odaklanirken, siire¢ fetal
overde ve dogumdan sonra da baskindir. Folikiil olusum zamanindan 6nce ve
gelismekte olan over iginde kurulduktan sonra, ilkel germ hicreleri oogoniaya
dontisiir. Oogonia ¢ogalmaya devam ederken, ayn1 zamanda genis ¢apli apoptotik
oliimlere de maruz kalir. Gebeligin ortalarinda oogonia, mayozise giren, ancak daha
sonra dictyate asamada oositlere doniisiime ugrar. Bu ayn1 zamanda, oositlerin ilkel
folikiiller olusturmak iizere granulosa hiicreleriyle ¢evrelendigi donemdir. insan disi
fetiisiinde, en yiiksek oosit sayisina gestasyonun ortasina ulasilir (~7 milyon hucre),
ancak gebeligin son yarisinda, bunlarin en az iigte ikisi kaybolur ve 1 ila 2 milyon
rezerv birakir. Bu biiyiik germ hiicrelerinin kaybi, tiim gelisim agsamalarinda bu
hiicrelerin apoptozisinden kaynaklanmaktadir (Baker, 1963; Forabosco ve ark, 1991).
Oosit yipranmasi folikiil olusumundan 6nce dogum 6ncesi olarak da goriiliir. Germ
hiicrelerinin kaybi dogum sirasinda sonlanmaz. Insanda, ergenlik doneminde % 75

oraninda oosit kaybi1 vardir (Baker, 1963).

Dogum oOncesi durumun aksine, dogum sonrast oosit tiikenmesi folikiil
atrezisi tarafindan meydana gelir. Folikiiler gelisim, ¢cocukluk boyunca karakteristik
olarak dinamiktir, ergenlikteki folikiil rezervinin biiyiikligii, folikiiler durgunluk,

bliylime veya atrezinin dinamik sonuglarinin bir yansimasidir (Tingen ve ark., 2009).

Folikiiler atrezi folikiiler gelisimin tiim asamalarini etkiler, ancak atretik hale
gelen folikiillerin oran1 artmis folikiil biiylikliigl ile artar. Dogal dongiilerde, kiiciik
antral folikiiller 6zellikle atreziye egilimlidir (Gosden ve Spears, 1997; Hirshfield,
1991; Kaipia ve Hsueh, 1997). Folikiller atrezi, oositlerin disinin tireme hayati
boyunca yumurtlama i¢in hazir kalmasini saglamak i¢in sik1 kontrol altinda oldugunu

gosterir.
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4.5. Oosit — Folikiiler Hiicre Etkilesimi
Granilosa ve cumulus hiicre fonksiyonunun oosit kontroll

Yumurtalik ve oosit biyolojisinde son on yilda ortaya ¢ikacak énemli bir yeni
paradigma, oosit salgilanan faktor (OSF) folikiilojenez regiilasyonu kavramidir
(Eppig 2001; Gilchrist ve ark. 2004, 2008; McNatty ve ark. 2006; Scaramuzzi ve ark.
2010). Oositler, ¢ozlnlr parakrin biuyume faktorlerinin Gretimi yoluyla granulosa
hiicre biiyiimesini ve farklilagmasini diizenler. En o6nemli iki OSF, biiyiime
farklilasma faktorii 9 (GDF9) ve kemik morfogenetik proteini 15'tir (BMP15)
(Galloway ve ark. 2000).

Oosit salgilanan GDF9 ve BMP15 Sma ve Mad ile ilgili (SMAD) hiicre ici
sinyal transduserlerini aktive etmek igin, granilosa ve kimdalis hicreleri (CC'ler)
Uzerinde reseptorleri, kemik morfogenetik protein reseptoru tip 1l (BMPRII) ve
aktivin reseptorii benzeri kinazlar1 (ALK 'lar) iizerinde bir parakrin modda etki eder
(Kaivo-oja ve ark. 2006). Bu ligandlarin, reseptorlerin veya ikinci habercilerin
herhangi birinin ifadesi, yiksek tiire 6zgii bir sekilde sterillik, gelismis verim veya

over hastaligina neden olur (McNatty ve ark. 2004).

OSF'lerin folikiilojenezin antral fazi sirasindaki temel fonksiyonunun,
graniilosa hiicrelerinin kiimiiliis hiicrelerine farklilagmasini yonlendirmek ve
folikiilde bu farkli fenotipi korumaktir (Li ve ark., 2000). Bu, oosit kaynakli bir
lokalize konsantrasyon veya morfogenik gradyan olusturan OSF'ler tarafindan
basarilmig gibi goriinmektedir (Hussein ve ark. 2005). OSF sinyallerinin kiimiiliis
hlcre fonksiyonuna sonuglari1 ¢oktur (Gilchrist ve ark. 2008) ve bu aktif bir arastirma
alan1 olmaya devam etmektedir. OSF'lerin CC'ler iizerindeki etkilerinden bazilari,
luteinizasyonun inhibisyonu (Li ve ark. 2000), enerji metabolizmasinin diizenlenmesi
(Sutton ve ark., 2003; Sugiura ve ark. 2005), sterol biyosentezi (Su ve ark. 2008), CC
genislemesinin diizenlenmesi, biliylime ve oliim Onlenmesinin uyarilmasini igerir
(Gilchrist ve ark. 2001, 2006; Hussein ve ark. 2005). OSF'ler vasitasiyla, oosit,
oositin diisliik kapasiteye sahip oldugu fonksiyonlar1 yerine getirmesi igin CC'leri

yonlendirmektedir (Sutton-McDowall ve ark. 2010).

Son zamanlarda yapilan iki ¢alisma, OSF ile CC'lerde epidermal biiyiime
faktorii reseptorii (EGFR) sinyallesmesi arasinda onemli bir iliski oldugunu

gostermistir (Sasseville ve ark. 2010; Su ve ark. 2010).

14



ERK1/2
f ¥

+cGMP

?1"52 Starol biosynthesis
fl

/ PTX3 ' /' Metabolism —j
f i "/ " Luteinisation
fr 4 i Ty
SMAD23 < BMPRIl |,_—

ALKSG

Granulosa cell Cumulus cell Oocyte

Sekil 2. Oosit-folikiil hiicre etkilesimleri

Bir siiredir oosit kaynakli sinyaller ile CC'lerde kesisen folikiilden gelen
sinyaller arasinda O6nemli bir etkilesim oldugu bilinmektedir. Bu baslangicta,
kiimulus-oosit kompleksi (COC) genislemesi igin OSF'ler ve FSH i¢in gereklilik
gosterilmistir. Daha sonra, folikiiler sinyalin CCS'de ERK1 / 2 aracilik ettigi, FSH
veya epidermal biiylime faktorii ile aktive edilebildigi (Su ve ark. 2002, 2003) ve
oosit parakrin sinyalinin GDF9 / BMP15 aktiflestirici aracili oldugu gosterilmistir
(Dragovic ve ark., 2007; Yoshino ve ark., 2006; Diaz ve ark., 2007). Son
zamanlarda, bu iki yol arasinda granulosa ve cumulus hiicrelerinde GDF9 — SMAD3
sinyalini miimkiin kilan EGFR — ERKI1 / 2 yolu aracilik ettigini gostermistir
(Sasseville ve ark. 2010). Buna, ERK1/2'nin EGFR ile aktivasyonuna aracilik eder.
Bunun sonucunda SMAD3'i, baglanma bodlgesinde SMAD2 / 3- aracili gen
transkripsiyonu ile fosforile eder. Yakin zamanda yapilan bir bagka calisma,
oositlerin, GDF9/BMP15 sinyallesmesi yoluyla CC'lerde EGFR ekspresyonunu
destekledigini gostermistir (Su ve ark. 2010). Bu nedenle, CC'lerde GDF9 / BMP15
— SMAD2/3 ve EGFR-ERK1/2 sinyalleri arasinda GDF9/BMP15 — SMAD2/3 ile
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EGFR-ERK1/2 sinyalleri arasinda karmasik, karsilikli bagimli etkilesimler oldugu ve
bunlarin oosit-somatik iletisimin baginda oldugu goriilmektedir. Oosit ve onun
destekleyici somatik hiicreleri arasindaki bu otoregiilatuar dongii oosit gelisimi igin

cok 6nemli olabilir.
Oosit olgunlasmasinin folikiiler kontrolii

Oosit olgunlagsmasinin folikiil hiicre kontrolii agisindan, son birka¢ yilda
anlayista onemli ilerlemeler saglanmistir. Preoviilator LH dalgalanmasinin oosit
olgunlasmasina neden oldugu uzun zamandir bilinmekle birlikte, bu siireci
duzenleyen tam molekiler mekanizmalar on yillardir tartisma konusu olmustur. Bir
oosit meiyotik dizenleme ve surdlrme aracisi, oosit i¢inde yapisal olarak aktif G-
protein-esli reseptorler (Mehlmann ve ark., 2002) tarafindan sentezlenen ve ayrica
orosite mural graniilosa tarafindan tedarik edilen siklik AMP'dir (CAMP). Yiksek
oosit i¢ci CAMP seviyeleri, CAMP-bagimli protein kinaz A'yt (PKA) uyararak
olgunlagmay arttiric1 faktér (MPF) aktivitesini baskilayarak oositleri meiotik olarak
tutar. Oosit, CAMP'yi parcalayan enzim olan gucli bir tip 3 fosfodiesteraz (PDE3)
icerir (Tsafriri ve ark. 1996). Onemli olarak, folikiiliin somatik hiicreleri ayrica PDE
aktivitesini inhibe eden oosite (Tornell ve ark., 1991) siklik GMP (cGMP) saglar.
Oosit icerisindeki cAMP'nin paradoksu, ylksek seviyelerin folikiilojenez boyunca
mayotik tutmayi siirdiirdiigii, ancak gonadotropinlerin mitotik indiikleyici etkilerine
aracilik ettigidir. Bu, CAMP igindeki gegici bir etkinin bir mayoz olusturucu sinyal
irettigi fikri ile agiklanabilir (Downs ve Chen 2008). Son zamanlarda yapilan iki
onemli calisma, over gonadotrofin dalgalanmasinin, folikiiler ve oosit cGMP
seviyelerinde, oosit PDE aktivitesinde artisa neden olan, intraokosit cAMP ve
meiotik yeniden baglamasinda diislise neden olan, oosit PDE aktivitesinde bir diislise

neden oldugunu gostermistir (Norris ve ark. 2009; Vaccari ve ark. 2009).

Ikinci biiyiik yeni bulus, preoviilatér LH dalgalanmasinin, folikiiliin somatik
hiicrelerinde preoviilator LH dalgalanmasinin, EGF-benzeri peptidlerin - amfiregulin
(AREG), epiregulin (EREG) ve b-seliilinin (BTC) hizli bir sekonder kaskadi
olusturmasidir (Park ve ark., 2004). Bu peptitler baslangicta LH'ye cevaben MGC'ler
tarafindan dretilir ve EGC reseptorleri vasitasiyla MGC'ler ve CC'ler iizerindeki
parakrin etkileri tzerinde otokrin etkiler gosterir. Ortaya ¢ikan 6nemli bir kavram,

EGF reseptorinin, yumurtlama LH sinyalini, granilosa hicrelerinden, kimdalis
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hiicreleri boyunca oosite yaymada merkezi bir bag olmasidir (Reizel ve ark., 2010).
Merkezi MGC / CC sinyal iletimi, EGF reseptorini aktive eden EGF benzeri
peptitlerdir (Park ve ark. 2004; Fan ve ark. 2009). ERK1/2'nin aktivasyonu, bir sira
prostaglandin E2 (PGE2) ve p38MAPK indiksiyonunu indikler, bu da MGC'ler ve
CC'ler tarafindan EGF benzeri peptid {iretimini arttirir (Park ve ark., 2004
Ashkenazi ve ark., 2005; Shimada ve ark., 2006; Downs ve Chen 2008). EGF
benzeri peptitler, ERK1/2 gerektiren bir mekanizma yoluyla oosit meiotik yeniden

baslatilmasinin gii¢lii indiikleyicileridir (Fan ve ark., 2009).

Kimiulis hicresi ERK1 / 2 ile indiklenen mayotik yeniden baslatmanin
detaylar1 heniiz tam olarak tanimlanmamistir, ancak graniilosa kiimiiliis aralig
mekanizmanin kapanmasina yol acan connexin 43'iin (Cx43) fosforilasyonunu (Sela-
Abramovich ve ark., 2005), daha sonra folikiler cAMP ve cGMP'nin inhibe edici
etkilerinin kaybi (Sela-Abramovich ve ark. 2006; Norris ve ark. 2009) veya alternatif
olarak, CC'ler tarafindan uyarici bir mayoz olusturucu faktoriin {iretimi veya bunlarin

ikisinin bir kombinasyonunu igerebilir.

4.6.Spermatogenez

Erkek gametlerin (spermlerin) testiste spermatogoniadan (Uretilmesine
spermatogenez denir. Spermatogonium, diploid hiicrelerden olusur. Erkeklerde
primer lireme organi olan testisin minik tiiplerinde bulunur. Her spermatogonium,
dort haploid spermatozoanin iiretiminden sorumludur. Hicre bolinmesi mayoz
nedeniyle olusur. Spermatogenezis, erkeklerin ergenligiyle baslar. Spermatojenik
germ hcrelerine spermatogonia denir. Spermatogonia kendini yenileyebilen kok
hiicrelerdir. Spermatozoa'ya farklilasmay1 taahhiit eden ara spermatogonium‘a
farklilagirlar. Ara permatogonium’un mitozu, daha fazla mitoz geciren ve primer
spermatozit Greten B tipi spermatogonya uretir. Birincil spermler daha sonra iki
sekonder sperm tlireterek mayoz 1'e maruz kalir. Elde edilen haploid hiicreler, testis
l[Umeninin smirma sitoplazmik kopriiler vasitasiyla bagli olan spermatidler olarak
adlandirilir. Spermatitler yuvarlak, isaretlenmemis hiicrelerdir, spermiogenez
sirasinda olgunlasir ve spermlere farklilagirlar. Insan spermatik gelisimi siireci
tamamlamak icin yaklasik 70 giin siirer. Giinde insanlarda testisler tarafindan 100

milyon sperm uretilir (Lakna, 2017).
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4.7. Sperm
4.7.1. Spermin yapisi

Olgun evreye gecmis ve dolleme yetenegine sahip olan sperm; serbest olarak
yiizebilen, bas ve kuyruktan olusan hareketli hiicre olarak tanimlanmaktadir.
Spermde bas ve kuyrugun birlestigi bolgeye boyun adi verilmektedir. Spermin en
biiylik boliimii, bas kismidir ve haploid 16 niikleus icermektedir. Niikleusun 2/3 6n
kismi akrozomla kaplidir ve sapka goriiniimiinde olan bu keseye benzeyen yapi
enzimleri icerir. Burada bulunan enzimlerden en 6nemlisi akrozindir. Bu enzimler
salindiginda spermin fertilizasyon sirasinda korona radiata ve zona pellusiday1

gecmesi kolaylasmaktadir (Moore, 2009; Candan, 2017).

Spermde kuyrugu orta, esas ve son olmak Uzere (¢ parcadan meydana
gelmektedir. Kuyruk spermin hareketini saglar ve fertilizasyonun gerceklesecegi
bolgeye hareket ettirmektedir. Kuyrugun orta pargasinda bulunan mitokondriler
hareket icin gerekli olan ATP’yi uretir (Moore, 2009). Spermin kuyruk olculeri 45
um uzunlugunda ve 0.4-0.5 pum c¢apindadir (Ford, 2010). Ergin haldeki spermin

morfolojik 6zellikleri Kruger kriterleri ve WHO kriterleri ile belirlenmistir.

Sekil 3. Insan Sperm Yapis1 Sematik Gosterimi

A. Bas, B. Boyun, C. Ara parca, C/E. Kuyruk, D. Esas parca, E. Kuyruk son
parca. 1. Pazma membrani 2. Dis membran 3. Akrozom 4. i¢ akromozal membran 5.
Niikleus 6. Proksimal sentriol 7. Distal sentriol 8. Dis yogun lif 9. Mitokondri 10.
Aksonem 11. Annulus (Bigeroglu, 2017)
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4.7.2. Spermin taginmasi

Sperm taginmasi, hem erkek iireme sisteminde hem de disi iireme sisteminde
meydana gelir. Erkek iireme sisteminde spermatozoanin taginmasi yapisal ve
fonksiyonel olgunlagmasi ile yakindan iligkilidir, oysa kadin {ireme sisteminde
spermatozoanin yumurtay1 bulabilecegi iist uterus tiipiine gegmesi 6nemlidir (Bruce

ve Carlson, 2014).

Seminifer tlbullerde spermiyojenezden sonra, spermler morfolojik olarak
olgundur, fakat bir yumurtay1r délleme yetenegine sahip degildir. Spermatozoalar,
testis sivisi araciligiyla, seminifer tiibiillerden, epididimisin kapagina (bas) efferent
duktiillerle aktarilir. Bunlar, seminifer tiiplerde iiretilen s1v1 basinci ile tahrik edilir ve
kanallardaki diiz kas kasilmala ve siliyer akimlarla desteklenir. Spermatozoa,
epididim kanalinda yaklasik 12 giin gegirir. Bu olgunlasma donemi, sperm basinin
plazma zarindaki glikoproteinlerdeki degisikliklerle iligkilidir. Spermatozoa,
epididiminin kaudasina (kuyruguna) ulastifinda, bir yumurtay1 délleme yetenegine

sahiptir (Bruce ve Carlson, 2014).

Bosalmada spermatozoa, duktus deferens'den hizla gecer ve seminal
vezikiillerden ve prostat bezinden gelen sivi salgilart ile karisir. Prostatik sivi sitrik
asit, asit fosfataz, ¢inko ve magnezyum iyonlar1 bakimindan zengin, seminal vezikul
stvist ise fruktoz (spermatozoanin baslica enerji kaynagi) ve prostaglandinler
bakimindan zengindir. 2 ila 6 mL ejakiilat (semen veya seminal siv1) tipik olarak
seminal vezikiillerden (toplamin% 60") alkalin siviyla karistirilan 40 ila 250 milyon
spermatozoa ve prostattan (% 30) asit sekresyonu (pH 6.5) icerir. Normal semen pH"
7,2 ile 7,8 arasinda degismektedir. Normalde ejakiilatta bulunan ¢ok sayida sperm (>
100 milyon) olmasina ragmen, ejakiilat bagina 25 milyon spermatozoa kadar kiiciik

bir say1 fertilite ile uyumlu olabilir (Bruce ve Carlson, 2014).

Disi iireme sisteminde, sperm tasinmasi iist vajinada baglar ve spermlerin
yumurta ile temas ettigi uterus tiipiiniin ampulla kisminda biter. Kopulasyon
sirasinda, seminal sivi normalde iist vajinaya birakilir, burada kompozisyonu ve
tamponlama kapasitesi spermatozoayr hemen iist vajinal bolgede bulunan asit
sivisindan  korur. Asidik vajinal sivi normalde servikal kanali patojenik
organizmalardan korumada bakterisit bir islev goriir. Yaklasik 10 saniye i¢inde, iist

vajinanin pH" 4,3'ten 7,2'ye cikarilir. Tamponlama etkisi insanlarda sadece birkag
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dakika siirer, ancak spermlerin sperm hareketliligi i¢in optimal olan bir ortamda (pH

6.0 ila 6.5) servikse yaklasmasi i¢in yeterli zaman saglar (Bruce ve Carlson, 2014).

Sperm hiicrelerinin agmasi gereken bir sonraki engel servikal kanal ve onu
tikayan servikal mukustur. Intravajinal basingtaki degisiklikler spermatozoayi
servikal os icine cekebilir, ancak yiizme hareketleri de spermatozoanin servikal

mukusa nifuz etmesinde 6nemli gibi goérinmektedir (Bruce ve Carlson, 2014).

Servikal mukusun kompozisyonu ve viskozitesi, adet donglsi boyunca
onemli Olgiide degisir. Servikal miisin ve ¢oziinen bilesenlerden olusan servikal
mukus, kolayca nifuz edilemez. Bununla birlikte, donginin 9 ve 16. gunleri
arasinda, su igerigi artar ve bu degisiklik, spermin yumurtlama siiresi boyunca rahim
agzindan gegisini kolaylastirir; Boyle mukus bazen E mukus denir. Yumurtlamadan
sonra, progesteronun etkisi altinda, sulu servikal mukus {iretimi durur ve su igerigi az
olan yeni bir tip yapiskan mukus iiretilir. Bu progestasyonel mukus, bazen G mukus
denir, sperm penetrasyonuna neredeyse tamamen direnclidir. Cok etkili bir dogal aile
planlamasi yontemi servikal mukusun 6zelliklerinden yararlanir (Bruce ve Carlson,

2014).

Servikste iki ana sperm tasima modu vardir. Bunlardan biri, bir miktar
spermatozoanin uterus tiiplerine 5 ila 20 dakikalik bosalma icinde ulasabilecegi,
baslangictaki hizl1 tasima agamasidir. Bu tiir hizli tasima, disi lireme sisteminin kas
hareketlerine, spermatozoanin hareketliliginden daha fazla dayanir. ikinci yavas
sperm tagima asamast, spermlerin servikal mukustan (2 ila 3 mm / saat hizda hareket
ederek) ylizmesini, servikal kraklarda depolanmasini ve servikal kanaldan en az 2 ila

3 arasindaki son geg¢islerini igerir (Bruce ve Carlson, 2014).

Spermatozoanin uterus boslugu icinden gecisi hakkinda nispeten az sey
bilinmektedir, ancak sperm hareketinden ziyade uterus diiz kasinin kasilmasi ana
intrauterin nakil mekanizmas1 gibi goériinmektedir. Bu noktada, spermler uterus

tiplerinden birine girer (Bruce ve Carlson, 2014).

Uterin tilipiin i¢ine girdikten sonra spermatozoa, isthmusta toplanir ve
yaklastk 24 saat boyunca epiteli baglanir. Bu siire zarfinda, kapasitasyon
reaksiyonundan gecmesi icin tupin salgilarindan etkilenirler. Kapasitasyonun bir

asamasi, kolesteroliin sperm yiizeyinden uzaklastirilmasidir. Kolesterol, bir semen
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bilesenidir ve erken kapasitasyonu engellemeye ¢alisir. Bir sonraki kapasitasyon
asamasi, epididimde gorev siireleri sirasinda spermatozoa ytizeyinde biriken birgcok
glikoproteinin uzaklastirilmasini igerir. Spermatozoanin bir yumurtayr doéllemesi igin
kapasitans gereklidir. Kapasite reaksiyonundan sonra, spermatozoa bir hiperaktivite
stiresine maruz kalir ve tubal epitelinden ayrilir. Hiperaktivasyon spermatozoanin
onlar1 tubal epiteli tutan baglardan arindirmasina yardimci olur. Ayrica spermin
niifuz eden isitmik mukusta oldugu kadar kova radiata ve ovumu ¢evreleyen zona
pellucida'da da yardimer olur. Belirli bir zamanda yalnizca az sayida sperm salinir.

Bu, polispermi sansin1 azaltabilir (Bruce ve Carlson, 2014).

Spermatozoa, isthmustan salinmalar1 tizerine, tiiplin kas hareketlerini ve bazi
yiizme hareketlerini bir araya getirerek tiipti yukart dogru ilerletir. Bir yumurtanin ve
spermatozoanin tiipe kadar eszamanli tasinmasi, uterus tiip kaslarinin peristaltik
kasilmalar1 temelinde acgiklanmaktadir. Bu kasilmalar tiipi bélmelere ayirir. Belirli
bir b6lmede, gamet, 1-2 giinden fazla bir siire yumurta ve spermatozoay1 bir araya
getiren calkalama hareketlerinde yakalanir. Yumurtanin dollenmesi normal olarak
uterus tiiplinlin ampullar kisminda (listte {icte) meydana gelir. Tahminler
spermatozoanin, kadin iireme kanalindaki islevini yaklasik 80 saat korudugunu

gostermektedir (Bruce ve Carlson, 2014).

4.7.3. Sperm Parametreleri

Rutin bir semen analizi, erkek fertilitesinin ilk arastirilmasinda “altin
standart” tir. Fiziksel Ozellikler (6rnegin renk, hacim, pH, koku, viskozite ve
stvilagma siiresi), sperm konsantrasyonu, hareketlilik, ilerleme, canlilik ve morfoloji
ve 1okosit sayis1 faktorler seminal bosalmada degerlendirilir. Sperm konsantrasyonu,
motilite ve morfoloji gibi sperm parametreleri erkek fertilitesinin belirtecleri olarak
islev gorebilir ve kisirligin testis nedenlerini yansitabilir. Ancak, semen analizi,
herhangi bir sonuca varilmadan once iki veya ii¢ ayr1 durumda yapilmalidir (WHO,

2010).
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Tablo 1. Semen parametreleri referans degerleri

Parametre En Diisiik Referans
Arahgi
Volim (ml) 1.5(1.4-1.7)
Ph >7.2
Sperm konsantrasyonu (106/ml) 15 (12-16)
Total sperm sayis1 (106) 39 (33-46)
Total motilite (PR+NP,%) 40 (38-42)
Morfoloji (normal formlar, %) 4 (3.0-4.0)
Vitalite (canli sperm, %) 58 (55-63)
Beyaz kireler < 2x106/ml
MAR test (%) <50

4.7.3.1.Semen hacmi

Semen hacmi analizinde kullanilan metod semen 6rnegi 15 ml hacmindeki
konik tiipe koymak ve 0,1 ml seviyesine kadar olan yerlerde okumaktir. Hacim
hesaplamas1 semen kabinin bos agirligini ve ardindan semeni koyup agirligini tespit
ettikten sonra ikisinin farkinin hesaplanmasi seklinde de yapilabilir (Ochninger ve

Kruger, 2009).

Seminal ve bulboiiretral bezler, prostat ve epididimi yapisinda var olan semen
hacmi, sperm sayiminda 6nemlidir. Semen hacmi i¢in belirlenen oran 1,5 ml'dir
(Kadioglu ve ark., 2011). Normal deger araliginda kabul edilen semen hacmi 1.0 ile
6.5 ml arasindadir. Alt referans araligmin altindaki seviyelere seminal vezikiil
tikaniklig1 veya islevsel anormallikler neden olmaktadir. Hacmin normalden az
olmasi hipospermi, olmamasi ise aspermi olarak tanimlanir. Semen voliimii 1 ml'den
az oldugunda semen Orneginin uygun sartlarda alinmasi kontrol edilir. Bu nokta
semen Orneginin ilk kisminin en yiliksek oranda sperm igermesi ve en yiiksek
motiliteye sahip olmasi dolayisi ile oldukc¢a dnemlidir (Oehninger ve Kruger, 2009).

Voliimiin yiiksek olmas1 durumunda enfeksiyon varligindan siiphe edilir (Bay, 2015).

4.8.3.2.Sperm motilitesi

Sperm hiicrelerinin hareketinin degerlendirilmesi yani sira spermlerin kalite
yoniinden incelemesi de yapilir (Kadioglu ve ark., 2011). Spermin ileri hareketlilik
derecesi gebelik oranlariyla iligkilidir. Spermlerin hareket kabiliyeti 1s1 vb.

degisikliklerden olumsuz etkilenmemesi i¢in diger parametreler gibi en az yarim
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saat, en fazla bir saat icinde incelenmelidir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO 2010)
kriterlerine gdre motilitenin %40 ve istiinde olmasi gerekmektedir. Motilitenin

normal sinirlar altinda olmasina astenozoospermi denilir (Gokge, 2011).

Motilite tayininde hareketsiz olan spermleri elemek icin hareketlilik
derecelendirme sistemi kullanilabilir. Sperm motilitesi su sekilde derecelendirilir

(Kadioglu ve ark., 2011).

Ileri hareket (Progresif Motilite): Diiz bir sekilde veya biiyiik bir daire

alaninda siirekli hareket halinde olan spermi tanimlar

Yerinde hareket (Nonprogresif Motilite): Her hareketi yapip ancak ilerleme
kaydetmeyen sperm yapisini tarif eder. Ufak halkalar seklinde ylizme, basini veya

kuyrugunu ¢ok zor hareket ettiren spermlere rastlanilabilir.
Hareketsizlik (Immotilite): Hareket kabiliyetinin yoklugu olarak tanimlanir.

Spermatozoanin motilitesi orta kisim ve kuyruk yapisinin anatomik ve
islevsel agidan diizgiin ¢alismasiyla ilgilidir. Orta kisimda yer alan mitokondilerce
uretilen ATP hareketin enerjisini verir (Hassa, 2003). Artan viskozite, ilaglar, sigara,
alkol, skrotal 1s1 artig1 vb. durumlar sperm hareketini azaltir veya yok eder (Kadioglu

ve ark., 2011).

Ejakiilasyondan 2 saat sonra spermatozoanin %50 sinin hareketlerini devam
ettirmeleri beklenir. Bu deger %30 un altina diismemelidir. Motilite degerlendirmesi
Ozellikle dusiik 1silardan etkilendiginden, semen likefaksiyonu siiresince ornegin
37°C’ye ayarl inkiibatorde bekletilmesi, mikroskobik incelemeninde tercihen 1s1
ayarli objektifi bulunan mikroskopta yapilmasi uygundur. Spermatozoa immotilitesi
denilince gergek olii spermlerden ayirt edilmesi gerekir. Zira hareketsiz her spermin

ol olmas1 gerekmez (Hassa, 2003).

Gercek sperm immotilitesi nedenleri enfeksiyonlar, sperm kuyrugunun
aksonemi ve dynein kollarindaki defektler, antisperm antikorlar, seminal I6kositler
ve “hostile seminal plasma” tarafindan asir1 siiperoksit yapimi, immotil silia
sendromu (Kartagener sendromu), kisa kuyruk ya da kuyruk yoklugu defektleridir
(Hassa, 2003).
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4.7.3.3.Sperm morfolojisi

Morfolojik agidan spermlerin incelenebilmesi i¢in hazirlanan yaymalarin
tercih edilen boya ile boyanarak incelenmesi gerekir. Ardindan morfoloji tayini igin
Kruger ve Diinya Saghk Orgiiti (WHO 2010) kriterleri kullanilir. WHO 2010
standartlarina goére normal morfolojiye sahip sperm vyizdesi %30’dan az
olmamalidir. 1986°daki Kruger kriterlerine gore ise, morfojik agidan tiim spermler
normal olmalidir. Bu durum IVF basarisinda onemli rol oynar. Yalnmiz 1990 da
Menkveld ve arkadaslar1 tarafindan bu kriter degistirilmistir. Insan spermlerinin
degisken morfolojisi degerlendirmeyi zorlagtirmaktadir. Teknolojideki ilerlemelerle
semendeki morfolojik a¢idan normal spermler bilgisayar destekli sistemlerle
belirlenebilir (Kadioglu ve ark., 2011).

Sik1 kriterlere gore lgiilmiis olan sperm morfolojisi, fertil ve infertil erkekler
arasinda ayrim i¢in en bilgilendirici semen Ol¢limii gibi goriinmektedir (Guzick ve
ark., 2001). Siki kriterlere gore sperm morfolojisinin incelenmesine baslarken temiz
mikroskop camlarinin hazirlanmasi, semen yaymalarimin dogru hazirlanmasi,
camlarin degerlendirilmesinin dogru yontemlerle yapilmasi ile dogru optik ve
blyutmelerin kullanilmasiyla baglar. Bundan bagka, dogru sayida spermatozoa
degerlendirilmeli ve hepsinden daha Onemlisi biyolojik kanitlara gbre normal
spermatozoa morfolojileri kullanilarak degerlendirmeler yapilmalidir. Ayrica bir ya
da daha fazla ekstra semen hazirlanmasi orijinal semen analizi uygun olmadiginda

kullanilabilmesi a¢isindan 6nemlidir (Oehninger ve Kruger, 2009).

Sperm preparatlarinin boyanmasinda en sik kullanilan 6zel boyalar sperm ve
hiicreleri kaliteli boyayan Papanicolaou boyasi, buna benzeyen Shorr boyasi ve hizl
sonu¢ vermesinden dolay1 tercih edilen Diff Quick boyalaridir. Bu boyalar sonucu
sperm bas1 agik-koyu mavi boyanirken, boyun kismi kirmizi ve kame1 kismi1 maviden

kirmizimsiya kadar bir renge biiriinebilir (Gokge, 2011).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO 2010) kriterlerinin morfoloji tayinine goére
sinirda olarak degerlendirdigi spermleri, anormal morfolojik olarak degerlendiren

oOlglte Kruger'in kesin olgtleri denir (Hassa, 2003).
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4.7.4.Semen Analizi ve Degerlendirilmesi
4.7.4.1.Yikama ve yuzdirme (swim up) yontemi

Swim up, sperm hazirlamada en sik kullanilan tekniklerden biridir. Swim up,
bir hiicre topagt veya sivilastirilmis bir semen numunesi kullanilarak
gerceklestirilebilir. Geleneksel swim up isleminde, yumusak bir dondiirmeyle elde
edilen onceden yikanmis bir sperm topagi konik bir tiip i¢ine bir kaplama kiiltiirii
ortamina yerlestirilir. Bu teknikte kullanilan ortam spermi besleyici bir ortamla
saglar ve sperm hiicrelerini ¢eker. Spermatozoa peletten ayrilir ve besiyerinde yizer.
Pelletten en uzaktaki sperm hicreleri, hareketli ve morfolojik olarak normal olma
ihtimalinin en yiiksek oldugu i¢in geri kazanilir. Swim up yontemi oligozoospermik
erkekler i¢in degistirilmistir (Makker ve ark., 2009) Bu modifiye metoda dogrudan
swim up denir ve hiicre topagindan yiizmek yerine semenden ylzmeyi icerir.
Dogrudan swim up, spermleri go¢ yoluyla ayirmanin en basit ve en hizli yontemidir.
Yuvarlak tabanli tiipler, semen ve ortam arasindaki yiizey alanini en st diizeye
¢ikarmak i¢in dogrudan yiizmek i¢in kullanilir (Bjorndahl ve ark., 2010). Bu arayiz
alanin1 daha da arttirmak ve alinan hareketli sperm sayisim1 artirmak igin kiigiik
hacimli ¢oklu tiipler kullanilabilir. Bu 6zel prosedurle, inkiibasyonun 37.5 ° C'da
inkiibasyondan daha yiiksek bir hareketlilige yol actigi bildirilen 34.5 ° C'de

gerceklestirilir. Swim up yontemi basit ve nispeten ucuzdur (Beydola ve ark., 2013).

Ancak, baz1 dezavantajlara sahiptir: Geleneksel swim up once bir hicre
topagi olusturmak i¢in gergeklestirilen santrifiijlemenin ROS iirettigi gosterilmistir.
Alinan hareketli spermlerin miktar1 nispeten diisiiktiir. Yuzmeye maruz kalan sperm
hicrelerinin  sadece ylzde 5-10'u geri alimir. Konsantre bir hicre peleti
kullanildiginda, bazi hareketli spermler peletin ortasinda tutulabilir ve bdylece
peletin kenarlarindaki sperm hicrelerine kadar hareket edemez (Beydola ve ark.,
2013).

4.7.4.2.Yogunluk (gradient) yontemi

Yogunluk gradyanli santrifiijleme, sperm hiicrelerini yogunluklarina gore
ayirir. Boylece, santrifiijlemenin sonunda, her bir spermatozoon yogunluguyla
eslesen gradyan seviyesinde bulunur (Bjorndahl ve ark., 2010). Morfolojik olarak
normal ve anormal spermlerin farkli yogunluklari vardir. Olgun bir normal

spermatozoon en az 1.10 g / mL yogunluga sahipken olgunlasmamis ve morfolojik
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olarak anormal bir spermatozoon 1.06 ile 1.09 g / mL arasinda yogunluga sahiptir.
Yiiksek derecede hareketli, morfolojik olarak normal, canli spermatozoa tiipiin
dibinde bir topak olusturur. Santrifiij kuvveti ve siiresi, 16kositler ve yasayabilir
olmayan sperm hiicreleri tarafindan ROS tiretimini en aza indirmek i¢in mimkin
olan en diisiik degerlerde (<300 g) tutulmalidir (Bourne ve ark., 2004). Ayrica, canli
olmayan sperm hiicreleri ve dokiintiiler canli spermden ayrilmalidir. Yogunluk
gradyanlar1 siirekli veya siireksiz olabilir. Yogunluk kademeli olarak surekli bir
degradenin tepesinden dibine kadar artar. Siireksiz degradelerin katmanlar1 arasinda
acik smirlar vardir. ikinci gradyan, birbirinin iizerine birkag azalan yogunluk katmani
yerlestirildiginde olusur. Yogunluk gradyanli sperm ayirma prosediiriiniin bilesenleri
arasinda HEPES'te temin edilen kovalent olarak bagli hidrofilik silan ile stabilize
edilmis bir koloidal silika parcaciklar1 siispansiyonu bulunur. Iki gradyan vardir: bir
alt faz (% 90) ve bir iist faz (% 45). Son topagi yikamak ve yeniden slispanse etmek
icin sperm yikama ortami (5.0 mg / mL insan albiimini ile modifiye edilmis HTF)

kullanilir (Beydola ve ark., 2013).
4.7.5.Embriyo Secim Parametreleri
4.7.5.1. Embriyo morfolojisinin 151k mikroskobu ile statik degerlendirilmesi

Embriyo morfolojisinin gorsel degerlendirmesi, embriyo seciminde en

geleneksel ve populer yontemdir.

Embriyolarin kalitesi hakkinda degerli bilgiler saglayan c¢esitli gelisim
asamalarinda ¢esitli parametreler degerlendirilebilir (Ebner ve ark., 2003).
Embriyolar déllenmeden sonra 1. giinde prontklelerinin morfolojisin (Montag ve
van der Ven, 2001), blastomerlerin sayis1 ve sekline, 2. veya 3. giinde parcalanma
derecesine (Hardarson ve ark., 2001) ve blastosistin morfolojisine gore
derecelendirilebilir. 5. veya 6. giinde (Richter ve ark., 2001). Prosediire bagli olarak,

embriyolar bir veya birkag gelisim asamasinda degerlendirilir.

Morfolojik degerlendirme ucuz ve klinik ortamda uygulanmasi kolay olsa da,
dezavantajlar1 vardir. Ilk olarak, embriyolarmn gorsel olarak derecelendirilmesi
ozneldir ve énemli bir uzmanlk gerektirir. Ustelik boyle bir uzmanlik mevcut olsa
bile, teknik her zaman dogru degildir: diislik dereceli embriyolar genellikle yiiksek

gelisim potansiyeline sahip olduklarini ve terim igin gelisebileceklerini kanatlar.
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Bu nedenle, embriyonun gelisimsel durumu hakkinda daha ayrintili bilgi
saglayan ve en Onemlisi, niceliksel ve objektif olan alternatif bir embriyo

degerlendirme metodu gelistirme yoniinde bir itiraz olmustur.

4.7.5.2.Preimplantasyon genetik tani ve tarama

Kalitsal genetik bozukluklar1 saptamak ic¢in preplantasyon genetik tani
gelistirilmigtir. Spesifik genetik mutasyonlar1 teshis etmek icin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) bazli teknikleri yada flioresans in situ hibridizasyonunu (FISH)
kullanir. Bir preimplantasyon genetik teshisi farkli asamalarda embriyolara
uygulanabilir: zigotlar (polar viicut biyopsisi), boliinme asamasi embriyolari
(blastomer biyopsi) veya blastosistler (trofektoderm biyopsi) (Spits ve Sermon,
2009).

Alternatif bir yaklasim, ileri yastaki annelerde, tekrarlayan diisiik veya
implantasyon basarisizligi veya siddetli erkek faktori kisirh@i vakalarinda
basvuranlarda IVF sonuglarini iyilestirmek icin gelistirilen preplanplantasyon genetik
taramadir. Bir boliinme asamasi embriyosunun bir blastomerinde sinirli sayida
kromozomun FISH degerlendirmesini i¢eren klasik preimplantasyon genetik tarama
formunun etkisiz oldugu ve karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) veya tek
niikleotid bazli teknolojiler ile yavas yavas degistirildigi gosterilmistir. Bu
yaklasimlarin her ikisi de biitlin embriyonik genomun analiz edilmesini ve
preimplantasyon genetik tanisi i¢in farkli embriyonik asamalarda kullanilmasini

saglar (Harper ve Harton, 2010; Harper ve Sengupta, 2011).

4.7.5.3. Taramada metabolik ve proteomik

Bir baska embriyo se¢im yoOntemi, embriyo metabolizmasinin analizine
dayanir. Kiiltlir ortamindaki piruvat veya glikoz konsantrasyonundaki degisiklikler,
embriyonun kalitesini belirlemeye yonelik bir ara¢ olarak faydali olmalarina ragmen
embriyonun enerji metabolizmasini yansitabilir. Ote yandan, oksijen tiiketimi ve
amino asit miktar1 bir embriyonun yasayabilirliginin daha giivenilir gostergeleri

oldugunu kanitlamistir (Lopes ve ark., 2007; Seli ve ark., 2008).

Son zamanlarda, tekli metabolitlerin analizi asamali olarak daha genis bir
yaklasimla degistirildi: bir embriyo metabolizmasinin ve gen ekspresyon
paternlerinin tam bir resmini sunan metabolomik veya protein sekretome profili. Her

ne kadar bir¢ok rapor embriyonun metabolik durumu ile uygulanabilirligi arasinda
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bir iliski gostermis olsa da, IVF klinikleri i¢in potansiyel degerini belirlerken, su
anda bu tekniklerin klinik ortamda uygulanmasi zor olmaya devam etmektedir.
Bunun nedeni, metabolomik veya salgilanmis protein analizlerinin, su anda pahali
ekipman ve yiliksek vasifli personel gerektiren spektroskopik / spektrometrik ve

kromatografik teknikleri icermesidir (.Nel-Themaat ve Nagy, 2011).

4.7.5.4. Hizlandirilmis goriintiileme ile embriyonik gelisimin dinamik

degerlendirmesi

Fare embriyolarinda olusturulan non-invaziv zaman atlamali gériintiilemedeki
son gelismeler nedeniyle, artik embriyo bdoliinmelerinin ve diger dollenme ile
tetiklenen olaylarin dinamiklerini takip edebilir ve bunlari embriyolarin gelisim
potansiyeli ile iliskileri ortaya konulabilmektedir ( Bischoff ve ark., 2008). Son
yillarda, bu teknigi cok farkli bir sekilde kullanan iki ¢alisma yapilmustir. ilk
caligmada, ilk iki embriyonik boliimiin zamanlamasi ve senkronizasyonunun insan
embriyolarinin gelisim potansiyelini etkiledigini gostermistir (Wong ve ark., 2010).
Yazarlar, birinci ve ikinci boliinme arasinda uzun siireli veya atipik olarak kisa bir
aralik olan veya iki hiicreli blastomerlerin yiiksek oranda es zamansiz bdliinmeleri
olan embriyolarin blastosist agsamasina ulasamadiklarin1 bildirdi. Bu, zamaninda
proniikleer olusum ve ardindan ilk ayrilmanin daha yiiksek kalitede insan
embriyolari ile korele oldugu 6nceki gozlemlerle uyumludur (Fenwick ve ark., 2002;

Lemmen ve ark., 2008).
4.7.6.Bolinme evresi degerlendirilmesi
4.7.6.1. Embriyo boliinme hizi

Boliinme asamasi embriyolari, 2 hiicreli asamadan 8-16 hiicreden olusan
sikigtirilmis morula kadar degisir. Blastomer sayisi en yiiksek prediktif degeri olan
ana karakter olarak kullanilir. Kaliteli embriyolar uygun kinetik ve bdlinme

senkronizasyonu sergilemelidir.

Normal gelisen embriyolarda hiicre boliinmesi her 18 ila 20 saatte bir
gerceklesir. Cok yavas veya cok hizli bdlen embriyolarin metabolik ve / veya
kromozomal kusurlar1 olabilir. Son zamanlardaki hizlandirilmis calismalar, sadece
boliinmenin zamanlamasinin degil, ayn1 zamanda her hiicre boliinmesi arasindaki
zamanin 6nemli oldugunu gostermektedir. Tiim blastomerler tam senkronize olarak

boliindiigiinde, yalnizca 2-, 4- veya 8 hiicreli embriyolar gozlenir. Bununla birlikte,
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asenkron geligsimin bir gostergesi olan 3-, 5-, 6-, 7- veya 9 hiicreli embriyolarin
gozlemlenmesi siktir. Ddllenme olayina gore puanlama zamani, hiicre boliinmesi
kinetiginin dogru bir sekilde degerlendirilmesi i¢in kesin olarak belirlenmelidir

(Scott ve ark. 2007)

4.7.6.2.Blastomer biiyiikliigii

2. giinde embriyolarda blastomer boyutunda yiiksek derecede diizenliligin,
yardimci iireme tedavilerinin ardindan artan gebelik sonuglari ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Diizensiz boliinme, yani iki esit olmayan buyukllkteki hicreye
boliinen bir hiicre, esit olmayan bir sitoplazmik molekiil dagilimina neden olabilir;
proteinler ve mRNA'lar ve daha yiiksek ¢oklu ¢ekirdeklesme ve andploidi insidansi
ile korele oldugu gosterilmistir. Embriyodaki nispi blastomer ebadi hem bollinme
asamasina hem de her boliinme boliimiiniin diizenine baghdir (Hardarson ve ark.,

2001; Magli ve ark., 2001).

2-, 4- ve 8 hiicreli embriyolarin blastomerleri, evreye 0zgii olmayan
embriyolar ve esit evreye 0zgii embriyolar olmalidir. Buna karsilik, 2, 4 ve 8'den
bagka hiicre numaralarina sahip embriyolarin blastomerleri, bir veya daha fazla
blastomerin boliinmesinde asenkron oldugu i¢in farkli boyutlara sahip olmalidir. Bir
3 hicreli embriyo tercihen bir buyik ve iki kicik blastomere; 5 hicreli bir embriyo,
Uc buyuk ve iki kiglk kuglk blastomer; 6 hicreli bir embriyo, iki buyuk ve dort
kiiglik blastomer ve bir 7 hiicreli embriyo, bir biiyiik ve alt1 kiigiik blastomere sahip
olmalidir. Bununla birlikte, digerlerinden ¢ok daha biiyiik bir veya iki blastomere
sahip 4 hiicreli bir embriyo; tim blastomerlere sahip 3 hucreli bir embriyo; iki blyik
ve (¢ kiglk blastomere sahip bir 5 hiicreli embriyo; veya bir kiiglik ve dort blyik
blastomere 6 hicreli bir embriyo ve (¢ buyuk ve dort kiiguk blastomere sahip 7
hicreli bir embriyonun tim blastomerlerin boyutunda olsa normal blastomer
boyutlarina sahip oldugu diisiiniilmez ve bu nedenle kabul edilmez (Fernando ve
ark., 2012).

4.7.6.3.Transfer guni secimi

IVF de embriyolar genellikle 2-4 hiicrelik asamadan 2 gun sonra transfer
edilmistir. Bunun nedeni uterusun, uygun kiiltiir sistemlerinin yoklugunda,
embriyonun hayatta kalmasi i¢in en giivenli ortam olmasidir (Laverge ve ark., 2001).

3. giinde uterusa embriyo transferi, dogal ortama daha yakin fizyolojik sartlar1 saglar
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(Laverge ve ark., 2001). Embriyo transferinin geciktirilmesi en uygun embriyolarin
secimine olanak verir. Laverge ve ark. (2001) embriyolarin 3. giine kadar kiiltiirde
tutuldugu zaman embriyo kalite skorunun azalmasina ragmen, embriyo transferinin
implantasyon ve gebelik oranlar1 agisindan 2. ve 3. giin embriyolar igin
karsilastirilabilir oldugunu bulmustur. Genis bir retrospektif calisma Schwarzler ve
ark. (2004), toplam 1259 hastada blastokist evre transferleri ile ilgili olarak 2-3
gunlik embriyo transferlerinin sonuglarindaki farkliliklar1 degerlendirdi. Yazarlar,
blastosist transferleri ile gebeligin 2-3 giinliik transferleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugunu bildirmiglerdir. Blastosist transferine kars1 2-3 gunlik
embriyolarin transferinde elde edilen gebelik oranlari arasinda anlamli bir fark
bulunmadigr belirtilmistir (Coskun ve ark., 2000). Rienzi ve ark. (2002) daha sonra
blastosist Kkiiltiirliniin, transfer giinii 3. embriyolara karst klinik sonuglar
iyilestirmedigini dogrulamistir. Gliniimiizde blastosist transferi ve neonatal / fetal
dogum defektlerindeki rolii hakkinda yeterli veri bulunmamakla birlikte, blastokistler
tizerinde boyle bir rolii dogrulayabilecek preimplantasyon genetik tani ¢alismalari

eksiktir (Schwarzler ve ark. 2004).
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5.MATERYAL METOD

Bu ¢alisma Avrupa Safak Hastanesi Tiip Bebek Merkezinde prospektif olarak
gergeklestirilmistir. Calismaya kadin yasinin 18-35 arasinda oldugu ¢iftler alinmistir.
Tim hastalar infertilite agisindan detayli olarak degerlendirilmistir ve kadin hastalara
tubal patolojinin ekarte edilmesi amaciyla HSG ¢ekilmistir. Erkek hastalarin hepsi
semen analizi ile degerlendirilmis olup sperm sayis1 >15x106/ml ve <15x106/ml

olacak sekilde 2 gruba ayrilmistir ve hastalar calisma kapsamina alinmistir.
5.1. ICSI protokolleri ve yamurta toplama islemi
Kullanilan cihaz, soliisyon ve malzemeler

Calismada, fertilizasyon sonrasi dinamik embriyo kiiltiirii ve takibi amach
olarak Unisense Fertilitech tarafindan iiretilmis olan kendi igerisinde optik bir
gbzlem ve kayit sistemi olan ve i¢ haznesine yerlestirilen embriyolarin %6 CO:2 ve
%5 O, gaz karisiminda ve 37°C’de dis ortamdan izole bir sekilde gelistirilmesine

olanak veren Embryoscope ® marka time-lapse cihazi kullanilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan soliisyonlarin bilgileri

Soliisyon adi Katalog No: Uretici Firma
Modifiye HTF medium 90126 Irvine Scientific
Sperm yikama medium 9983 Irvine Scientific
PureSperm-100 ET-HIS05-QI1/04 | Nidacon

Single Step mediumu (SSMTM) 90161 Irvine Scientific
Serum Substitute Supplement (SSSTM) | 99193 Irvine Scientific
Hyaluronidase Sollisyonu 90101 Irvine Scientific
%10’luk PVP 90123 Irvine Scientific
Embriyo kiiltiir yagi 9305 Irvine Scientific
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Tablo 3. Kullanilan malzemelerin bilgileri

Malzeme adi Katalog No Uretici Firma
Konik tip (15 ml) Falcon 352095 BD Sciences
Yuvarlak tabanli (15 ml) tiip Falcon 352001 BD Sciences
Yuvarlak tabanli (5 ml) tiip Falcon 352003 BD Sciences

25 cm2 “lik flask Falcon 353009 BD Sciences

60 cm kiiltiir kabi NUNC 150270 Thermo Scientific
60 cm kiiltiir kabi Falcon 353652 BD Sciences
Oosit toplama seti Smiths ONS1833 | Smiths Medical

5.2. ICSI teknigi ile inseminasyon uygulamasi
Komplet medium hazirlig

15 ml yuvarlak tabanli Falcon tiip igerisine 9 ml Single Step Medium
(SSM™) ve 1 ml Serum Substitute Supplement™ (SSS™) ilave edilmesi ile

hazirlanir.
OPU Fkiiltiir kabr hazirligi

Her bir 60 cm’lik kiiltiir kabinda ii¢ adet 300 ul’lik komplet medium
damlacig1 olacak sekilde, iki adet 60 cm’lik kiiltiir kabi1 olarak hazirland1 ve

damlaciklarin lizeri embriyo kiiltiir yag ile ile kaplanir.
Hyaluronidase kiiltiir kabt hazirligi

Her bir 60 cm’lik kiiltir kabinda dort adet 30 ul’lik komplet medium
damlacig1 olacak sekilde iki adet 60 cm’lik kiiltiir kab1 olarak hazirland1 ve

damlaciklarin lizeri embriyo kiiltiir yagi ile ile kaplanir.
IVF kiiltiir kabt hazirligi

Her bir tip igerisine 2 ml komplet medium olacak sekilde iki adet 5 ml’lik
tiip olarak hazirlanir. Her bir kuyucugunda 0,7 ml komplet medium olacak sekilde
bir adet 4-kuyucuklu NUNC kiiltiir kab1 hazirlanir. Her bir kuyucugun tizeri 0,3 ml

embriyo kiiltiir yagi ile kaplanir.
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Embryoslide kiiltiir kabt hazirligi

Toplamda 12 adet kuyucugu bulunan embryoslide kiiltiir kabi igerisine %10
luk protein igeren 25 ul komplet kiiltiir mediumu konulur ve sonrasinda kuyucuklarin

tizeri 1.2 ml kiiltiir yagi ile kaplanir.
Standart kiiltiir kabt hazirlig

ICSI sonrast oositlerin fertilizasyon kontrol zamanina kadar biiyiimelerini
saglamak amaciyla hazirlanan kiiltiir kabidir. Bir giin 6nceden hazirlanan kiiltiir
kaplar1 ve tiipler, igerdikleri kiiltiir mediumlarinin uygun gazlanmasini saglayabilmek
i¢cin kapaklar1 yar1 agik sekilde %5 O2 , %6 CO2 igeren ve 37°C ve %95 nem

kontroliinde olan inkiibatorlerde gece boyunca gazlanmaya birakilir.
ICSI kiiltiir kabinin hazirlig

Hazirlik sonrasi en az 30 dk’lik bir siire 1sinmasi i¢in 37°C etiive kaldirilir.
ICS| kiiltiir kabinda Polyvinylpyrrolidone (PVP) damlacigr hazirlanmast

%10’luk PVP damlacik hazirligi, yogun ve vizkdéz yapisindan dolay1r PVP,
ICSI 6ncesi sperm hareketini yavaslatarak daha saglikli morfolojik degerlendirme ve

manipiilasyon yapabilme amaciyla kullanilir.
Qosit toplama iglemi (OPU)

Oosit toplama iglemi steril kosullarda ve bu islem i¢in 6zenle secilmis bir
ultrason {initesi ve aspirasyon cihazi kullanilarak kisa stireli anestezi altinda,
ultrasonografi esliginde ve islem igin 6zel olarak tasarlanmis steril 0osit toplama seti

ve ignesi kullanilarak gerceklestirilir.

Igne yardimi ile her bir overden aspire edilen folikiil sivilar1 ve icerdikleri
kimulus-oosit kompleksleri (KOK), bir giin 6nceden hazirlanip uygun sekilde
gazlanmig modifiye HTF mediumu iceren 15 ml’lik yuvarlak tabanli tiip igerisine
toplanir ve laboratuara ulastirilir. Tiip icerisinde laboratuara ulastirilan bu KOK
yapilar1 embriyolog tarafindan once steril pastor pipeti kullanilarak ve LAF kabin
icerisinde konumlandirilan bir stereo mikroskop altinda gerceklestirilir. KOK
yapilari sonrasinda bir giin 6nceden hazirlanan ve gazlanarak pH degerinin 7,25-7.35

araliginda sabitlenen kiiltiir mediumunda toplanilir.
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ICSI i¢in sperm érneginin hazirlanmasi

Oositleri toplanan hastanin esi islem gilinlinde iizerinde adi soyadi yazili
hasta protokoli ve barkodu olan steril sperm toplama kabi, hastaya da okutularak ve
kimlik kontrolii yapildiktan sonra gerekli hasta bilgilendirmesi yapilarak 6rnek alimi
icin Ozel olarak tasarlanmis odaya alinir. Sperm Ornegi mastiirbasyon yontemiyle
steril sperm kabinin igerisine toplanir ve sperm verme odasini laboratuar kismina
baglayan ara bolme yardimu ile laboratuara ulastirilir. Islem giinii hastanin esinden
yukarida bahsedildigi sekilde elde edilen sperm ornegi, asagidaki asamalar takip
edilerek ICSI i¢in hazirlanir.

Yikama soliisyonlarinin hazirlanmast

Likefaksiyon sonras1 6rnek Semen Buffer ile karistirilarak homojenize edilir.
Sperm Buffer +2-8 °C ‘de buzdolabinda tutulur ve islemden bir giin evvel vaka
basina yaklasik 10ml olacak sekilde 25 cm2 flasklara konulur ve 37 °C’ye 1sinmasi

icin agz1 kapal sekilde inkiibatore kaldirilir.

Sperm Buffer: Smg/ml HSA igeren Hepes ile tamponlanmis kiiltiir mediumu.
Alblmin spermatazooyu reaktif oksijen tirevlerinden korurken, Hepes atmosperik
ortamda pH’ 1 islem icin uygun degerde tutmaya yarar. AllGrad Wash ( LifeGlobal)

bu islem icin kullanilmaktadir.

€ 9

Kalibrasyon: Santrifiijler kalibre edilmelidir. “g” degerini rpm’ ya ¢evirmek

icin asagidaki denklem kullanilir.
g =0,0000112 x r x N2
g = santrifuj kuvveti
r = tlipiin dibinden santrifiijiin rotoruna olan uzaklik (cm cinsinden)
N = dakikadaki donme sayis1, ( RPM, revolutions per minute)

Sperm Ornegi, 30-40 dakikalik bir likefaksiyon siiresi sonrasinda iyice
akiskanlik kazandig1 gozlemlendiginde makler kamerasi ve mikroskop altinda sperm
sayma islemi yapilir ve androloji kayit defterine sperm sayisi, hareketliligi, morfoljik

degerlendirmesi not edilir.
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Yukarida belirtildigi gibi daha 6nceden hazirlanmis olan gradient soliisyonlari

yardimt ile sperm yikamada kullanilacak 2’li gradient tabakasi hazirlanir.

Saf gradient (Pure Gradient)

%100’1iik stok AllGrad (LifeGlobal) kullanilmaktadir.

Gradient’in Hazirlanmasi: Diliisyon miktarlar1 giinliik olarak hasta sayisina
ve yapilan igleme gore hesaplanmaktadir. Genellikle ejakiilat 6rnekleri iki tiipe esit
boliinerek isleme alinir. Bu nedenle hasta basina en az 2ml’lik diliisyonlarin

yapilmas1 gerekmektedir.

Ust Tabaka: %45 ’lik tabaka, 4mlI’lik %2100’liik stok PureGradient ile 6ml
Sperm Buffer (AllGrad Wash) karistirilir.

Alt Tabaka: %90 ’lik tabaka, 9ml’lik %100’lik stok PureGradient ile 1ml
Sperm Buffer (AllGrad Wash) karistirilir.

Yikama i¢in 15 ml’lik falcon konik tiip igerisine once %90 lik olan
mediumundan 1 ml tiiblin dibine konulur. Bu tabakanin iizerine, 1 ml %45 lik
gradyen mediumu cam pastor pipet ve enjektér yardimiyla ¢cok yavas bir sekilde bir

tabaka olusturacak sekilde yerlestirilir.

e On incelemesi yapilmis olan sperm drneginin 1 -1,5 m1’lik kismi, hazirlanmis
olan bu ikili gradiyent tabakasi {lizerine 45 dercelik ac1 ile steril pastér cam
pipet ve pipetor vasitasiyla konularak en {ist kisimda yeni tabaka olusturmasi
saglanir.

e Bu sekilde hazirlanan tiim 6rnekler, 1800 rpm de 20 dakika santrifij edilir.

e Santrifiij sonras: yikanarak ayrigan ve tiibiin tabaninda toplanan spermler,
steril cam pastor pipeti ile ve enjektor yardimiyla ¢ekilir ve ardisik olarak
1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek yikanir. Yikanmis spermler swim-up
yontemi ile falcon tupleri icerisinde yuzdurilur. Gradient yontemi ve swim-
up ile ayrilan spermlerin iizerine bir giin O6nce hazirlanmis olan %10
SSS™katilmig ve gazlanmis SSM mediumu eklenir.

e Hazirlanan sperm 6rnegi, ICSI isleminde kullanilmak amaciyla 4-kuyucuklu
kiiltiir kab1 igerisine eklenir ve 30-45 dakika 37 C de CO?2 inkiibatoriinde

tutulur.
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e Yikama sonunda elde edilen sperm hiicreleri makler kamarasi ve mikroskop

yardimiyla degerlendirilerek androloji kayit defterine kaydededilir.
5.3.1CSI 6ncesi hayluronidase enzim uygulamasi

Uygulama yapilmasi planlanan zamandan en az 4 saat 6nce 15 ml’lik mavi
kapakl1 konik falcon tiip i¢erisine 9ml mHTF ve 1 ml SSS™ ileve edilerek 37°C etiiv

igerisine konulup 1sinmasi beklenir.

Bu sekilde hazirlanip uygun sicakliga ulasan medium ile hem ayiklama
islemi hem de mikroenjeksiyon (ICSI) islemi i¢in kullanilacak kiiltiir kaplari
hazirlanir. Ayiklama ic¢in kullanmilacak kiiltiir kaplar1 igerisine Oncelikle enzim
uygulamasinda kullanilmak tizere 375 ul mHTF + 125 ul Hyaluronidase solisyonu
karistirilarak enzim damlacigr hazirlanir. Bu damlacigin yanimna/etrafina mHTF
mediumu kullanilarak 20 ul’lik 6-7 adet kiiciik damlaciklar (enzim uygulamasi
sonrasi elde edilen oositlerin yikanmasi ve enzimin uzaklastirilmasi amaciyla)
hazirlanir. Tiim damlaciklar hazirlandiginda iizerleri embriyo kiiltiir yag ile kaplanir

ve etlive konarak an az 30 dakika uygun sicakliga gelmesi ve dengelenmesi saglanir.
5.4.1CSI uygulamasi

ICSI islemi 6ncesinde mikromaniplatore oositi sabit tutma isinde kullanilan
holding (Humagen Mph-SM-30) ve ICSI (Sunlight Medical SIC-50H-30) igneleri

takilarak islem oncesi hazirlik yapilir.

Inseminasyon Oncesi uygun sekilde hazirlanmig olan sperm Ornegi,
hazirlanmis olan ICSI kiiltiir kabi igerisinde yer alan PVP damlacigi icerisine pastoér
pipeti yardimiyla konulur ve boylece ICSI sirasinda oosit igerisine enjekte edilecek
spermler secilmek iizere hazirlanir. Uygun sartlarda ve siirede spermlerin se¢ilmesini
ve immobilizasyon sonrasi hazirliklarin1 miiteakip, oositler spermin bulundugu kap
igerisine hazirlanmis olan droplara konulur ve embriyolog tarafindan her bir oosite 1
sperm enjekte edilecek sekilde mikroenjeksiyon islemi gerceklestirilir. Bu islem
bittikten sonra oositler vakit kaybetmeden 1 gin o6nceden hazirlanmis ve
dengelenmis olan standart embriyo kiiltiir kaplarina, stereo mikroskop, pastor pipeti
ve agiz pipeti yardimiyla her bir damlacik (drop) icerisinde 1 oosit olacak sekilde ve

aktarilir. Bu sekilde aktarimi yapilan kiiltiir kab1 inkiibator ortamina kaldirilir.
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5.5.Fertilizasyon kontrolt ve ileri embriyo kultara

Inseminasyon islemlerinin yapildig1 giinden bir giin sonra sabah saatlerinde
(Inseminasyon sonrasi 16-20. Saatler) ICSI ile inseminasyon yapilan oositlerde
inverted 33 mikroskop kullanilarak fertilizasyon kontrolii gerceklestirilir. Normal
fertilizasyon gozlenen (d6llenen) oositler yeni medium’a aktarilmak tizere ayrilir. Bu
kontroller yapildiktan sonra her iki gruba ait dollenmis oositler (zigotlar) oncelikle
kiiltiir kabinin her bir kuyucuguna ICSI ile ddélenmis olan oositler embriyoslide
igerisine aktarilir ve embryoslide time-lapse inkubatort icerisine (EmbryoScope;
Unisense Fertilitech, Denmark) yerlestirildi. Bu asamada cihaz iizerinde gerekli
zamansal bilgiler ve veri girisleri gerceklestirilerek inkiibasyon siireci baslatilir. Her
bir embriyonun dinamik kiiltiirde biiytitiildiigii siire boyunca gelisimleri 7 farkli fokal

diizlemde ve 20 dakikalik araliklar ile elektronik olarak kayit altina alinir.

Embriyolarin blastosist asamasina kadar biiyltilmesi planlanan olgularda
embriyo gelisiminin 3.gliniinde kayit duraklatilir, gelismekte olan tiim embriyolar
yeni embryoslide kiiltiir kabina aktarilir embryoslide cihaza yiiklenir ve kayit ve

skorlama siireci kadig1 yerden devam ettirilir.
5.6. Istatiksel Analiz

Veriler, ortalamalar ve %95 giiven araliklar1 (CI) olarak belirtilmistir.
Ortalamalarin karsilastirilmasinda t- testi kullanilmistir. Istatistiki anlamlilik derecesi

olarak p<0,05 alinmustir.
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6.BULGULAR

Avrupa Safak Hastanesi Tiip bebek Merkezi’nde tedavi gdren uygun
kriterlerdeki 288 ¢ift arastirmaya dahil edilmistir. Ad1 gecen giftlerin baz1 genel
tanimlayici ozellikleri Tablo 4’te gosterilmistir. Ciftler sperm sayilarina gore 2 gruba
ayrilmig  (grup 1’de normospermik >15mil/mL, grup 2’de ise oligoasteno

teratospermik<15mil/mL) ve buna gore degerlendirmeye alinmistir.

Gruplarda kadin yasi, erkek yasi,infertilite siiresi ve bazal hormon degerleri

arasinda fark bulunmamuistir.

Tablo 4’de verilen bazal parametre oranlar1 baz alinarak FSH, LH ve E2

oraninda bir farklilik goriilmemistir.

Erkek yas1 faktorlii caligmalarda 50 yas {iizeri olan hastalarda DNA
fragmantasyonu yiiksek bulunmustur. Bizim ¢alismamizda >15mil/mL sperm
oranina sahip olan grupl hastalarinda erkek yas orani 35,6515,37 oldugu icin yas

faktoriine dahil degildir.

Tablo 4. Hastalarin demografik verileri

>15 mil/ml <15 mil/ml

N= 115 N=173 p*

Grup 1 Grup 2
Kadin yas1 (y1l) 32,26 +4,90 31,31+4,84 0,109
Erkek yas1 (yil) 35,65 + 5,37 35,18+45,77 0,499
Infertilite siiresi (y1l) | 8,76 + 5,42 8,21 +4,71 0,059
Bazal FSH 7,70 £4,69 7,23 +4,13 0,082
Bazal LH 5,63 £4,15 5,29 +2,90 0,131
Bazal E2 54,91 + 52,54 65,23+£21,98 0,123

*student’s t test

Siklus 6ncesi bazal hormon degerlendirilmesi sonucuna gore her iki gruptaki
hastalarda; kullanilan gonadotropin dozu, oviilasyon indiiksiyon siiresi ve HCG giinii

E2 degerleri agisindan gruplar arasinda farklilik gortilmedi.
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Tablo 5. Gruplara gore ovulasyon indiiksiyon sonuglari

Grup 1(>15 mil/ml) | Grup 2(<15 mil/ml) | p

Toplam gonadotropin
(V)

Ovulasyon induksiyon
stresi (giin)

2411,56 + 1312,23 2392,23 +1142,79 | 0,210

8,77 +1,89 8,64 +1,74 0,209

HCG glnu E2 1879,55 + 1689,25 1915,12 £1633,06 | 0,780

Her iki grup i¢in yapilan oosit degerlendirilmesine gore; toplam oosit sayisi
acisindan anlamlilik gdzlenmemistir. Immatiir oosit sayis1 grup 2 deki hastalarda
anlamli olarak farkli bulundu. Ancak M2 oosit sayist ve 2PN zigot sayis1 benzer

bulundu.

Bu durumda matiir oosit sayisi agisindan farklilik gézlenmemistir. Embriyo

gelisimim sonucu agisindan matiir oosit sayis1 onemlidir.

Tablo 6. Gruplarda oosit degerlendirmesi

Grup 1 Grup 2 p
Toplam oosit sayisi 8,97 +6,5 9,14 +6,60 0,728
M2 oosit 6,78 +3,97 6,75 + 6,60 0,116
M1 oosit 1,30+ 0,96 1,31 +0,68 0,948
GV oosit 1,91+1,39 2,20+1,71 0,033

Incelenen embriyo gelisimlerine gére; erken boliinme ve gelisen blastokist
sayis1 grup 1 deki hastalarda oransal olarak ylksektir, bu da istatistiksel olarak
anlamlidir. Sperm konsantrasyonunun yiiksek olmast durumunda erken boliinme ve

blastokiste gidiste artis gézlemlenmektedir.

Erken bolinme olusan embriyolarda, gebelikle sonuglanan sikluslarda sonug
her zaman daha yiiksek bulunmustur. Blastokiste giden embriyo sayis1 grupl deki
hastalarda daha yiiksektir ve oransallik agisindan anlamli bir sonug¢ gozlenmistir.
Incelenen her iki grup hastalarmin embriyolarinda; fertilizasyon, boliinen embriyo

say1s1 ve toplam G1-G2 embriyo sayis1 benzer bulunmaktadir.
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Tablo 7. Gruplarda embriyo gelisimi

Grup 1 Grup 2 0*
2PN zigot 5,13+3,56 5,29 £3,87 0,129
Boliinen embriyo sayis1 | 4,93 £3,49 | 5,12 +3,53 0,331
Erken bolunme 2,19+1,36 | 1,80+0,89 0,048*
Toplam Grl embriyo 2,53+1,77 | 2,60£1,90 0,589
Toplam Gr 2 embriyo 2,27 1,27 | 2,35+1,34 0,343
Blast 2,88+1,72 |0,69+0,13 0,000*

Hastalarin incelenen sperm parametrelerinde; grupl deki hastalarin sperm
konsantrasyonu, sperm motilitesi, sperm morfolojisi, hazirlama sonrasi sperm
konsantrasyonu, hazirlama sonrasi sperm motilitesi sonuglar1 istatistiki olarak

anlaml bir sekilde yiiksek bulunmaktadir. Bu veriler dogrultusunda grupl deki

hastalarin gebelik oran1 yiiksek bulunmusgtur.

Tablo 8. Gruplarda sperm parametreleri

Grup 1 Grup 2 0*

Sperm konsantrasyonu (mil/ml) 53,16 £ 6,24 13,56 +9,23 0,004
Sperm motilitesi (%) 30,85 +15,52 15,43 +£11,07 | 0,000
Sperm morfolojisi (%) 4,59 +2,25 1,33+£1,02 0,000
Ha_z1rlanm1$ sperm konsantrasyon 2047 +20,78 | 10,51 +9,95 0,000
(mil/ml)

Hazirlanmis sperm motilite (%) 69,24 +22,41 45,23 £22,37 | 0,000
Gebelik (sak pozitif) %45 %27 0,003

Her iki grupta da 3.gilin grade 1 embriyo gelisim orani ve 5.giin blastosist

gelisim orani benzer olarak tespit edilmistir.
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7. TARTISMA

Ciftlerin yaklasik %15’ korunmasiz bir cinsel hayata ragmen ilk bir yil
icerisinde ¢ocuk sahibi olamamaktadirlar. Olgularin %20’sinde erkek infertilitesi
varligt neden olmakta, %30-40’inda ise kadin infertilitesinin 6nemli oldugu
belirtilmistir. Bu durum infertilite olgularinin yarisinda erkek infertilitesinin neden
oldugunu gostermektedir (Tournaye ve Cohlen, 2012). Bundan dolay:r erkek
infertilitesi degerlendirilirken semen analizi kullanilan en temel analizlerdendir. Bu
analiz tiim infertil erkek degerlendirilmesinde kullanilir. infertil erkekler sperm
sayisina gore WHO 2010 kriterlerine gore, sperm sayisi >15 milyon/ml olanlar, NZS
(Normozoozpermi); sperm sayist 5-15 milyon/ml arasinda olanlar, hafif OZS
(Oligozoospermi); sperm sayist <5 milyon/ml arasinda olanlar, siddetli OZS
(Oligozoospermi); ejekilatta sperm olmayan hastalar ise AZO (Azoospermi) olarak
siifalandirimaktadir (Tournaye ve Cohlen, 2012). Genellikle infertil erkeklerde
%10-15 oraninda azospermi goriiliirken, genel erkek populasyonunun %1 ’inde

azospermi izlenir (Jarvi ve ark., 2010).

1976°da ilk canli tiip bebek dogumunu takiben yillar i¢inde yardimei lireme
tedavi (YUT) yontemlerinde oldukca koklii degisiklikler olmustur (ART, 2000).
ICSI'nin gelisimi yardimer lireme teknikleri alaninda yeni bir ¢cag yaratmis ve erkek
infertilitesinde yardimci tireme teknigi protokollerinde ©nemli degisiklikler
olusturmus ve siddetli erkek infertilitesinin tedavisinde ©nemli bir ilerleme
saglamistir. Genel olarak geleneksel IVF tedavisi ile karsilastirildiginda ICSI tedavisi
erkek infertilitesinde oosit basina daha yiiksek fertilizasyon oranlarina ulagsmistir. Bu
yontem ejakulatta siddetli oligoastenoteratoazospermisi olan hastalarda baslangi¢
tedavisi olarak sunulmaktadir. Oligoastenospermi gibi siddetli vakalar bile ICSI ile
basarili bir sekilde tedavi edilmektedir (Van der Wersterlaken ve ark., 2000).
Azospermik erkegin testisinden elde edilen spermatozoa kullanilarak 1993 yilinda ilk

basarili gebelik gerceklestirilmistir (Schoysman, 1993).

Erkek faktorleri ya da anormal semen parametrelerinin  bulundugu
durumlarda ICSI artarak kullanilmaktadir. ICSI sonuglart ile ilgili birgok arastirma
yapilmistir fakat ICSI sonuglarinin analizinde erkek infertilitesinin rolii daha az
belirgindir. ICSI evli ¢iftlerde, sadece erkek faktoriinde degil ayn1 zamanda kadin

faktoriinde ve ikisinin beraber oldugu durumlarda da olasi canli dogumlarda artmaya
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neden olmustur. Tek basina erkek faktoriintin ICSI basarisi ¢cok agik degildir. Sperm
kaynagi ve infertilitenin tipi nadiren incelenmis, potansiyel Onemli sonuglara

ulagilamamustir (Nelson ve Lawlor, 2011).

Sperm morfoloji ve motilitesinin ICSI sonrasi fertilizasyon oranlarina etkisi
rapor edilmistir. Ancak sadece birka¢ c¢alismada sperm konsantrasyonu ve
motililitesinin ICSI sonuglarina etkisi arastirilmistir. Ayni zamanda sperm

kaynaginin ICSI basar1 oranlarina etkisi hakkinda tartismali sonuglar elde edilmistir.

Calismamizda erkek infertilite faktorlerinin embriyo gelisimi {izerine
etkilerini incelemek amaciyla ¢alismaya dahil edilen ciftler sperm sayilarina gore 2
gruba ayrilmis (grup 1’de >15mil/mL, grup 2’de ise <15mil/mL) ve buna gore

degerlendirmeye alinmistir.

Gebelik oranlar1 kadin yasinin artmasi sonucunda azalmaktadir. Menopoz
baslangicinda birka¢ yil once diizenli ovulatuar sikluslari olmasina ragmen kadin
fertilitesinde azalma yasanir. Literatiir ¢aligmalar1 fertilitenin kadinlarda yas artmasi
sonucunda azaldigr bildirilmistir. IVF sikluslarinda yasin ilerlemis olmasi olumsuz
sonuglara neden olmaktadir (CGP, 2008).Calismamizda her iki grupta da kadin yasi
ortalamasi 35 yas altinda bulundugundan verilerimize yas faktorii dahil

olmamaktadir.

Yaptigimiz  calismada  hastalar ile  gergeklestirilen inseminasyon/
mikroenjeksiyon Oncesi grupl ve grup 2 hastalar1 arasinda ki kadin yasi oraninin
ortalama 33 oldugu saptanmistir. Bu oran istatistiksel olarak anlamli olarak
bulunmamistir. Erkek faktorlii infertil olgularda klinik verilere gore kadin yas
faktoriiniin istatistiksel olarak bir etkisi bulunmamaktadir. Ayrica bazal parametre
oranlart baz alinarak FSH, LH ve E2 oraninda bir farklilik gériilmemistir. Buna ek
olarak erkek yas1 faktorlii calismalarda 50 yas {izeri olan hastalarda DNA
fragmantasyonu yiiksek bulunmustur. Bizim ¢alismamizda >15mil/mL sperm
oranina sahip olan grupl hastalarinda erkek yas oranmi1 37,73+12,43 oldugu i¢in yas

faktorune dahil olmadigr gorilmistiir.

Martin ve ark. (2006) yaptiklar1 c¢alismada gonadotropin stimiilasyon
siiresinin ve dozunun gebelik sonuglar1 lizerinde bir etkisi olmadigi belirtilmistir.

699 adet siklusla yapilan bir degerlendirmede ise gonadotropin stimiilasyon siiresinin
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uzamasinin, canlt dogum seviyelerinde azalmaya neden olabilecegi bildirilmistir
(Chuang ve ark., 2010). Calismamizda ise siklus ©ncesi bazal hormon
degerlendirilmesinde gonadotropin dozu, ovilasyon induksiyon suresi ve HCG gln

E2 degerleri agisindan gruplar arasinda farklilik gériilmemistir.

Genel olarak, oosit i¢ine enjekte edilecek spermatozoanin secimi briit
morfoloji ve hareketliliklerine dayanir. Dislik kalitede meni durumlarinda,
yanliglikla DNA hasarli spermatozoa kullanma riski biiyiik olasilikla daha yiiksektir.
Diisiik kalitede spermin, DNA fragmantasyonuyla birlikte spermatozoanin daha
yiiksek oranda igerdigi bildirilmistir. Spermatozoanin DNA hasarinin yani sira sperm
konsantrasyonu ve motilitesinin, geleneksel IVF sikluslarinda déllenme ve gebelikile

negatif korelasyon gosterdigi bulunmustur (Henkel ve ark. 2003).

Bununla birlikte, 1CSI dongilerinde, DNA parcalanma indeksi ile sonug
arasindaki iliski konusunda bir fikir birligi yoktur. Hashimato ve ark(2010)’nin
calismasinda MlI'de iki pronuklei (PN) oosit enjekte edilmis ve 2. giinde yiksek
kaliteli embriyolarin gelisimi, ayrica 5. giinde blastosist formasyon hizi,
implantasyon orani, klinik gebelikler ve fetal kayip incelenmistir. Sperm
konsantrasyonunda, sadece 2PN oosit embriyolarinin yiizdesi i¢in anlamli bir iliski
gozlemlenmedigi, ancak hafif oligozoospermi ve ICSI'de ¢ok siddetli oligozoospermi
vakalar1 arasinda klinik sonug¢ igin anlamli bir fark gozlendigi bildirilmistir. EK
olarak, zigot Uretiminde veya spermatozoa ile <% 40 hareket kabiliyetine sahip
spermatozoa ve >% 40 hareket ile spermatozoa arasinda anlamli bir fark bulunmadigi
bildirildi.

Ayrica,yapilan caligmalar sperm morfolojisinin ICSI sonuglarinda da énemli
bir rol oynadigin1 gostermistir (Chemes ve ark., 2003). Bununla birlikte, bu
caligmalar, fertilizasyonun olusumunu basarili bir sekilde tahmin edebilecek bir veya
daha fazla sperm parametresi icin esik degerlerini belirleyemedi ve boylece bireysel
hastalar igin en uygun tedaviyi belirlemek i¢in kullanildi. Optimal cinsel yoksunluk
donemi, taze ve donmus sperm arasindaki farkliliklar ve kriptozoosperminin nasil
tedavi edilecegi de dikkate alinmalidir. Cok agir oligozoospermili hastalardan
spermatozoa kullanarak ICSI yaparken gozledigimiz gibi, morfolojik spermatozoa
secimi klinik gebelik oranini artirabilir. Cok siddetli oligozoospermili hastalar, 2PN

oositin anlamli olarak daha diisiik bir yiizdesini gosterir. Bu, Ozellikle ¢cok agir
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oligozoospermili hastalarda oosit enjeksiyonu icin kaliteli sperm secilmesinin
Oonemini vurgulamaktadir. Erekin (2015) ’nin yaptig1 ¢alismada da farkli olarak ¢ok
siddetli oligospermi (0 to <1x106/ml) grubunda 2PN sayis1 anlamli diisiik bulunmusg
ancak klinik gebelik oranlar1 agisindan gruplar arasinda anlamli fark izlenmemistir .
Calismamizda ise her iki grup i¢in yapilan oosit degerlendirilmesinde toplam oosit
sayist agisindan anlamlilik gézlenmemistir. Toplam immatlr oosit sayis1 grup 2 deki
hastalarda anlamli olarak farkli bulundu. Ancak M2 oosit sayis1 ve 2PN zigot sayisi
benzer bulundu. Embriyo gelisiminin sadece M2 oositler ile saglanmasi nedeni ile

immatiir oosit sayisinin sonuglari etkileme acisindan bir degeri bulunmamaktadir.

Bir calismada erkek infertilitesi nedeniyle intrasitoplasmik sperm enjeksiyonu
uygulanilan hastalarda, ejakiilat ve testis kaynakli spermin tedavi iizerme olan
etkileri incelenmistir. 141 ciftin dahil edildigi bu calismada hastalar iki gruba
ayrilmistir (Seckin ve ark 2012). Fertilizasyon ve klinik gebelik oranlar1 gruplar
arasinda incelenmis ve fertilizasyon orami en yliksek oranda ejakiilatuar sperm
grubunda saptanmistir. Fakat istatistiksel olarak farklilik goriilmemistir. Bunun
yanisira klinik gebelik seviyelerine bakildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel
anlamda degisiklik gozlemlenmemistir (Seckin ve ark., 2012). Yapilan baska bir
caligmada semen parametrelerine gore hastalar gruplara ayrilarak incelenmis ve
semen kalitesi azaldik¢a fertilizasyon oranlarmin azaldign fakat klinik gebelik
oranlarinda fark saptanmadigi belirtilmistir (Loutradi ve ark., 2006).

Nagy ve ark. (2005) 966 mikro injeksiyon siklusunu fertilizasyon, embriyo
gelisimi ve gebelik oranlar1 agisindan analiz etmek igin toplam sperm sayisi, sperm
hareketliligi ve morfoloji faktorlerini inceleyerek, ICSI sonuglarimi ortaya
koymuslardir. Sperm bozuklugunun derecesinin ve seklinin ICSI sonuglarinda gok
fazla etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Sadece bir hareketsiz sperm oosit igine
enjekte edilirse ICSI sonucuna onemli Ol¢iide etki edecegi belirtilmistir. Bundan
dolayr mikro-enjeksiyonda oosit basina en az bir canli spermin olmasi ICSI igin

basaril1 bir sonug olusturacagi anlamina gelmektedir.

Calismamizda ise hastalarin incelenen sperm parametrelerinde; grupl deki
hastalarin sperm konsantrasyonu, sperm motilitesi, sperm morfolojisi, hazirlama
sonrast sperm konsantrasyonu, hazirlama sonrasi sperm motilitesi sonuglari istatistiki

olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulunmus olup, grup 1 hastalarinda gebelik orani
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daha yiiksek olarak bulunmugstur. Her iki grupta da 3.giin grade 1 embriyo gelisim
orant ve 5.giin blastosist gelisim orani benzer olarak saptanmistir. Ayrica erken
boliinme ve gelisen blastokist sayist grup 1 deki hastalarda oransal olarak daha
yiiksek ¢ikmistir. Sperm konsantrasyonunun yiiksek olmasi durumunda erken
boliinme ve blastokiste gidiste artis gozlemlenmistir. Erken bdliinme olusan
embriyolarda, gebelikle sonuclanan sikluslarda sonu¢ her zaman daha yiksek
bulunmustur. Blastokiste giden embriyo sayis1 grupl deki hastalarda daha yiksek
bulunmustur. Calismamizda fertilizasyon, boliinen embriyo sayist ve toplam G1-G2
embriyo sayisida her iki grupta da benzer olarak bulunmustur.Calismamizda erken
embriyo boliinmesinin ve blastokist sayisinin grup 1 de anlamli bir artis gostermesi

klinik gebelik sonuglarini da agiklamaktadir.
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8. SONUCLAR

Bu calismada IVF/ICSI uygulamasi yapilan sperm konsantrasyonu agisindan
farkli olan, 15 mil/ml iizerinde 115 ve 15 mil/mil altinda 173 toplam 288 olgu bazal

parametreler ve embriyo gelisimi ve gebelikler agisindan degerlendirildi.

e Iki grupta kadin ve erkek yas1 agisindan farklilk gdzlenmedi
(p=0,109, p=0,499). Ve ortalama degerlerin kadinda 33 yas altinda
oldugu goriilmiistiir.

e Siklus 6ncesi bazal hormon degerleri, kullanilan gonadotropin dozu,
ovulasyon indiiksiyon siiresi ve HCG giinii E2 degerleri agisindan
gruplar arasinda farklilik gériilmemistir.

e Toplam oosit sayisi ve immatiir oosit (GV) 2. Grupta anlamli olarak
farkli bulundu. Ancak M2 oosit sayisi ve 2PN zigot sayist benzer
bulunmustur.

e (Calismamizda embriyo gelisimi incelendi ve erken boliinme, gelisen
Blastokist sayis1 sperm konsantrasyonu 15 mil/ml altinda bulunan
olgularda diistik bulunmustur.

e Boliinen embriyo sayisi, toplam Gr.l1 ve Gr.2 embriyo sayisi benzer
bulunmustur.

e Sperm parametreleri ise, konsantrasyon, motilite ve normal morfoloji
2. Grupta anlamli olarak diisiik bulunmustur.

e [CSI spermlerin morfolojik se¢imi ile gerceklestirilmektedir. Gruplar
arasinda gebelik agisindan goriilen anlaml farklilik sperm kromatini
ve DNA fragmantasyonu gibi degerlerin farkli olabilecegini

animsatmaktadir.
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AVRUPA SAFAK HASTANESI TUP BEBEK MERKEZi

“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR” iCIN
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi : FErkek faktorlii infertil olgularda embriyo gelisiminin

degerlendirilmesi.

Sizi “ Erkek faktorlii infertil olgularda embriyo gelisiminin degerlendirilmesi” baslikli bir
arastirmaya davet ediyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmama kararim1 vermeden Once,
aragtirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun
okunup anlasilmasi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Asagidaki bilgileri dikkatlice okumak igin
zaman ayiriniz. Eger anlayamadigiiz ve sizin i¢in agik olmayan bilgiler varsa, ya da daha
fazla bilgi isterseniz bize sorunuz. Bu calismaya katilmak tamamen goniilliilik esasina
dayanmaktadir. Calismaya katilmama hakkina sahipsiniz. Calisma hakkinda tam olarak bilgi
sahibi olduktan sonra ve sorularinizi cevapladiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu
formu imzalamaniz istenecektir. Bu formlardan elde edilecek bilgiler tamamen arastirma

amaci ile kullanilacaktir.

Sorumlu Arastirmaci: Prof. Dr. Tiilay IREZ

Calismanin amaci nedir; benden baska kac kisi bu calismaya katilacak?

Bu c¢alismada erkek faktorlii hasta eslerinin bazal parametreleri, siklus 6ncesi bazal hormon
degerleri, kullanilan gonadotropin dozu ve buna bagl oviilasyon indiiksiyon siiresi ve HCG
giini E2 degerleri arasindaki iliski ve ICSI sonrasi oosit gelisimi ve embriyo gelisimi

incelenmesinde sperm parametrelerinin gebelige etkisi aragtirilacaktir.

Farkli sperm hazirlama yontemleri kullanilarak 2 farkli sperm sayis1 grubunda erkek faktorlii

infertil olgularin embriyo gelisiminin degerlendirilmesini incelemek amaglanmastir.



Bu calismaya katilmali miyim?

Bu caligmada yer alip almamak tamamen size baglidir. Su anda bu formu imzalasaniz bile
istediginiz herhangi bir zamanda neden gostermeksizin c¢aligmay1 birakmakta 6zglirsiiniiz.
Eger katilmak istemezseniz veya g¢alismadan ayrilirsaniz, vermis oldugunuz doku 6rneginin
analiziyle ilgili silire¢ rutin olarak devam edecek ve islem sonucunuzu yine planlanan tarihte
almis olabileceksiniz. Kisacasi bu ¢alismaya katilip katilmamaniz analiz siirecini pozitif ya da

negatif herhangi bir sekilde etkilemeyecektir.

Bu ¢alismaya katilbmin maliyeti nedir?

Bu ¢alismanin maliyeti Avrupa Safak Hastanesi tarafindan karsilanacaktir.

Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?

Aragtirma sorumlusu, kisisel bilgilerinizi, arastirmay1 ve istatistiksel analizleri yiiriitmek i¢in
kullanilacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca geregi halinde, sizinle
ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar inceleyebilir. Calisma sonuglar1 ¢alisma
bitiminde yalnizca bu arastirmada olmak iizere tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak

kimliginiz a¢iklanmayacaktir.

Daha fazla bilgi icin kime basvurabilirim?

Calisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunda asagidaki kisi ile liitfen iletisime
geciniz.

ADI : Kiibra KUTUKOGLU

GOREVI : Arastirmaci

TELEFON : 05304812041

Avrupa Safak Hastanesi Tiip Bebek Merkez Laboratuvari’nda Biyolog Kiibra KUTUKOGLU
tarafindan tibbi bir aragtirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler

bana aktarild1 ve ilgili metni okudum.



Bu bilgilerden sonra bdyle bir aragtirmaya “katilime1” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1
reddedersem, bu durumun tibbi bakimimma ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir neden gostermeden
arastirmadan cekilebilirim. (Ancak arastirmacilar1 zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma
herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma disi da tutulabilirim.
Arastirma ic¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir. Tiim harcamalar1 Avrupa Safak Hastanesi
karsilamaktadir.

Arastirmadan elde edilen benimle ilgili kisisel bilgilerin gizliliginin korunacagini biliyorum.
Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerden meydana gelebilecek herhangi bir saglik
sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli
giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).
Arastirma swrasinda  bir sorun ile karsilastigimda; Bio. Kiibra KUTUKOGLU’nu
05304812041 nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve zorla olmaksizin, goniilliiliik

igerisinde kabul ediyorum.
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