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BEYAN

Bu tez galismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasmdan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dig1 hi¢bir davramigimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez g¢aligmasi sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢aligilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadigim beyan ederim.

Bio. Ipek CALICIOGLU
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1. OZET

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) sonrasi total fertilizasyon basarisizlig,
sperm veya oosit kaynakli pek ¢cok faktérden kaynaklanabilir. En 6nemli sperm faktorleri
immotil sperm ve globozoospermi diye adlandirilan yuvarlak basli spermlerdir. Yuvarlak
bash spermler akrozomal membran ve akrozinden yoksundur. Bu yiizden onlar oosite
penetre olma ve oositi aktive etme kapasitesine sahip degildir.

Bu c¢alismada oOnceki denemesinde diisiik fertilizasyon oran1 elde edilen,
globozoospermik, en az 5 matiir oosit elde edilen 37 gift incelenmistir. Ikinci
denemelerinde tiim matiir oositlere ICSI sonrasi kalsiyum iyonofor tedavisi yapilmistir.
Akrozoma sahip olmayan globozoospermlerin ancak bu sekilde oosit aktivasyonunu
saglayabilmesi beklenir. ICSI’den 20 saat sonra yapilan fertilizasyon kontroliinde
pronukleus degerlendirmesi yapilmistir. Fertilize oositlerin mitotik boliinme evresi olan
klivaj ve embriyo transferlerini takiben elde edilen gebelik oranlart degerlendirilmistir.

Yapilan degerlendirmede, Onceki denemelerinde diisiik fertilizasyon oranina sahip
olan veya total fertilizasyon basarisizlig1 yasayan hastalara, oosit aktivasyonu amaciyla
yapilan Ca™" iyonofor uygulamasmin fertilizasyon oranlarini anlamli olarak arttirdig:
g6zlenmistir. Fertilizasyon oraninin artmasina bagli olarak klivaj oranlar1 ve vaka bagina
gebelik oranlarinda da anlamli artis gozlenmistir.

Ca™”" iyonoforun globozoospermik vakalarin fertilizasyonu, klivaji ve vaka bagina
gebelik oranlar lizerinde etkili oldugu sdylenebilse bile canli dogum oranlariyla ilgili fikir

sahibi olabilmek i¢in daha kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.



2. SUMMARY

Total fertilization failure after ICSI may be explained by different factors related to
oocyte or semen characteristics. The most important semen factors are total immotile or
round-headed spermatozoa called globozoospermia. Round-headed spermatozoa lack the
acrosomal membrane and acrosin contents. Therefore they not only lack the capacity of
penetrate oocytes but also are deficient in their oocyte-activating capacity.

In this study, 37 patients of globozoospermia with a previous low fertilization rate,
whose wife is under the age of 38 and has at least 5 mature oocytes. On their second
attempt, all the MIl oocytes were treated with ICSI , followed by calcium ionophore
oocyte activation. Therefore oocyte activation can be possible with akrosom free
globozoospermia. The fertilization control has been made 20 hours after ICSI by
pronukleus check.

It has been observed during the evaluation carried out that fertilization rate of the
application of Ca™" ionophore applied with the purpose of oocyte activation to the patients
who has lower fertilization rate or total fertilization in previous studies, has been increased
expressively. Also it has been observed that cleavage rates and gestation rates per
incidence depending on fertilization rates have been increased expressively.

Even thought it may be said that the fertilization of globozoospermia incidences of
Ca™" ionophore is effective on gestation rates per incidence and cleavage, more extensive

studies must be done in order to gain insight about live birth rates.



3. GIRIS VE AMAC

Total fertilizasyon basarisizligi, elde edilen oositlerin tamaminin fertilize olmadigina
isaret eder. Klinisyen ve hasta acisindan olduk¢a moral bozucu bir durumdur. Fertilizasyon
basarisizligi, ICSI sonrasi yaklasik %30 oositte gozlenen bir olaydir. Fertilize olmamig
oositlerde mayozdan mitoza gegis olamaz. Bu basarisizligin pek ¢ok sebebi vardir (1).

In vitro fertilizasyonda (IVF), isleme hazirlanan oosit ve spermin in vivo ortamda
gecirdigi tiim yapisal ve kimyasal degisimleri gecirmesi saglanir. Bu agamalardan herhangi
birinde sorun olursa fertilizasyon basarisizligi gozlenir. Bu sorun oosit veya sperm
kaynakli olabilir.

ICSI’de spermin oosit sitoplazmasimna verilmesi dolayisiyla fertilizasyonun
gerceklesmemesi halinde farkli alternatiflerin digiiniilmesinde yarar vardir. Yapilan
calismalarda elde edilen oosit sayisinin ICSI’de total ddllenme basarisizligina neden
olabilecegi belirtilmistir. Bu da ovaryan yaniti iyi olmayan hastalarda elde edilen oositlerin
sitoplazmik matilirasyonlarinin yetersizligine baglanmistir (2). Bazi arastirmacilar ise
soruna sperm faktoriinii inceleyerek yaklagmislardir. Klasik IVF’de oositi dolleyecek
spermin se¢imi dogal yollarla gerceklesirken ICSI’de sperm se¢imi uygulayici tarafindan
yapilmaktadir. Bu nedenle 6zellikle immotil spermlerle calisildiginda segilen sperm o6lii
olabilir (3). ICSI’de fertilizasyonun ger¢eklesmemesinin bir diger sebebi de
globozoospermidir. Globozoospermlerin akrozomal membran ve akrozinleri yoktur. Bu
sebeple oosit aktivasyonunu saglayamazlar (4).

Oositin fertilize olabilmesi icin, spermin kapasitasyonunu tamamlamis olmasi

gerekir (5). Buna ardisik olarak sperm motilitesinde hiperaktivasyon ve akrozom
reaksiyonunun gerceklesmesi igin Ca'™" iyonlarinin salinimi gereklidir. Sperm akrozomal
membrani ile oosit plazmasinin fliizyonu geri doniisiimii olmayan ekzositotik bir olay-
dir (6).

Bu bilgiler 1s18inda planlanan calismamizda, fertilizasyon problemi yasayan
globozoospermi hastalarinda oosit aktivasyonunu saglamak amaciyla Ca™" iyonofor
kullanimmin fertilizasyon, klivaj ve gebelik oranlarina etkisinin  gdsterilmesi

amaglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. FERTILIZASYON

Fertilizasyon, gametlerin (sperm ve oosit) yeni bir bireyi meydana getirmek {iizere
nukleus ve tiim sitoplazmik komponentlerinin katilimiyla gergeklesen bir olaylar zinciridir.
Insanda in vivo fertilizasyon tuba uterinalarin ampulla bdlgesinde gergeklesir. In vivo ve
klasik IVF’te fertilizasyonun gerceklesebilmesi spermlerle oositlerin karsilagsmasi, iki
hiicrenin temas1 ve spermin oosit sitoplazmasi igerisine girmesi sonrasinda oositin aktive
olmastyla devam eden bir siiregtir ve aktive olan oositin iki hiicreli embriyoyu meydana
getirmesiyle sonlanir (7,8).

Fertilizasyonun gerceklesmesi icin spermlerin oositlerle bir arada bulunmalari
gerekli, ancak yeterli degildir. Oositin fertilize olabilmesi i¢in 1. mayoz bdliinmeyi
tamamlayarak 1. kutup cisimcigini atmasi, yani olgun oosit 6zelliklerini kazanmasi gerekir.
Buna ek olarak, spermler ancak kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu tamamlayarak
hiperaktivasyon hareket yetenegini kazandiklarinda dolleyebilme kapasitesine sahip olur-
lar (7,9).

Basarili bir fertilizasyon icin gerekli asamalar sunlardir:

1) Spermin kapasitasyonu

2) Spermin oositin zona pellusida takabasina baglanmasi

3) Akrozom reaksiyonu

4) Zona pellusidaya penetrasyon

5) Plazma membranlarinin fiizyonu

6) Oositin 2. polar cisimcigini atmasi ve mayozu tamamlamasi
7) Oositin metabolik aktivasyonu

8) Sperm nukleusunun dekondansasyonu

9) Pronukleuslarin olusmasi (10).

In vivo fertilizasyon igin, spermler vajinaya birakildiktan sonra oositle
karsilagacaklar1 ampulla bdlgesine dogru ilerlerler. Serviksten fallop tiiplerine gegis i¢in
spermlerin uterusdaki silli epitelyum hiicrelerinin salgilarina ihtiyact vardir. Spermlerin

serviksten tuba uterinalara ulasmasi ortalama 4-7 saatlik bir zaman alir. Istmus bdlgesine



ulastiklarinda hareketleri yavaglar ve dururlar. Daha sonra ovulasyonla birlikte, oosit
cevresindeki hiicrelerin salgiladigi kemoatraktif maddelerin etkisiyle yeniden motilite
kazanan spermler tuba uterinalarin en distal bolgesi olan ampullaya ulasirlar.

IVF’de ise kapasitasyon, kiiltiir medyumunda uyarilir. Ancak kapasitasyonunu
tamamlamig spermler zona pellusidaya baglanabilir. In vivo fertilizasyonda oosit
sitoplazmasina ¢iplak sperm nukleusu girerken, ICSI’de tiim sperm hiicresi oosit igine

enjekte edilir (11).

4.1.1. Spermde Meydana Gelen Degisiklikler

4.1.1.1. Kapasitasyon

Kapasitasyon, spermlerde yapisal bir degisiklige neden olmayan ve genellikle
akrozom reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in gerekli bir olgunlagsma siireci olarak kabul
edilir. Spermlerin vajinadan tuba uterinalara ulagsmasi sirasinda gecen siirece yayilan
kapasitasyon sirasinda spermlerin plazma memnbranlarinda bazi degisiklikler gozlenir.
Akrozomal kep bolgesindeki plazma membranindan seminal plazma proteinleri ve
glikoprotein Ortli  uzaklastirilir. Yine bu siirecte sperm plazma membranindaki
intramembrandz partikiillerin yer degistirdigi gozlenir, intraselliiler kalsiyum ve sodyum
seviyesi yiikselir (12).

Spermler kapasitasyonun bir boliimiinii disi genital kanallarinda, bir boliimiini ise
oositle karsilastiginda, kumulus-korona hiicreleri tarafindan salgilanan glikoproteinlerin
etkisiyle tamamlayabilirler. Yani spermlerin, kapasitasyon 0Ozelliklerini oositle
karsilagmadan once kazanmis olmalari gerekir. Kapasite olan spermlerde yapisal bir
degisiklik gozlenmese de metabolik degisiklikler olur ve intraselliiler iyonlarin yeniden
organizasyonu gerceklesir. Molekiiler diizeyde ise adenilat siklaz / protein siklaz aktivitesi
yeniden diizenlenir ve nukleus proteinlerinde degisimler olur (10).

In vitro kapasitasyon sirasinda seminal plazmadaki dekapasitasyon faktorii
uzaklastirilmaktadir. Spermler yeniden seminal plazma igine alindiklarinda kapasitasyon

Ozelliklerini kaybederler. Bu da kapasitasyonun geri doniisiimlii bir olay oldugunu gdésterir.



4.1.1.2. Hiperaktivasyon

Kapasitasyon yetenegini tamamlayan spermlerin motilite kinetigi degisir ve
hiperaktive olurlar. Hiperaktivasyon, spermlerin kuyruk hareketlerindeki agilanmanin ve
ileriye dogru olan hizinin artmasi olarak tanimlanir. Spermin hiperaktive olmasi kuyruk
hareketlerinin giiclenmesi ve bdylece oositi ¢evreleyen hiicresel yapilari daha kolay agmasi

icin dnemlidir (13).

4.1.1.3. Akrozom Reaksiyonu

Akrozom reaksiyonu, sperm basinda yer alan ve i¢i hidrolitik enzimlerle dolu
olan yapinin serbestlesmesi olayidir. Akrozomal kep iceriginin sperm basi etrafinda
dagilmas1 spermde yapisal degisiklige neden olur. Bu yilizden akrozom reaksiyonu
kapasitasyonun tersine geri doniisiimii olmayan bir olaydir.

Akrozom reaksiyonu ancak spermin oositle karsilastigi donemde gergeklesebilir.
Bu reaksiyonu dnceden tamamlayan spermler oositin kumulus-korona hiicreleri arasinda
ilerleyemeyeceginden, ilerlese bile zona pellusidaya penetre olamayacagindan fertilizasyon
basarisizlig1 gozlenir (14).

Akrozom reaksiyonunun spermin oositle karsilastiginda gecirilmesi gereken bir
degisim siireci olduguna gore, zona pellusidanin bu olaymn gerceklesmesinde etkili olan
yapilara sahip olmasi gerekir. Oosit yiizeyindeki transmembran proteinler oldugu
diisiiniilen sperm reseptorlerinin bu donemde rol oynadig: diisiintilmektedir (9).

Akrozomal kep icerigi halinde zarla cevrili olan, endoplazmik retikulum ve golgi
kompleksi tarafindan {iretilen ve akrozom reaksiyonunda islevi olan enzimler
hyaluronidaz, asit proteinaz, ariminidaz, akrozin, esteraz, fosfataz, aril siilfataz, kollajenaz,
fosfolipaz C, alfa- glukorinidaz ve ndrominidazdir. Akrozom reaksiyonu tamamlandiginda
sperm bas1 ylizeyindeki hiicre zar1 ve dis akrozomal membran tamamen kaybolmustur. Bu
iki yap1 sadece spermin ekvatoriyal segmentinde bozulmamis olarak kalir. In vivo ve in
vitro fertilizasyonda sperm-oosit birlesmesinin, spermin postekvatoriyal bdlgesinde
gerceklestigi  disiiniilir. Cilinkii burada hiicre zar1 intakt olarak kabul edilir.
Akrozom reaksiyonu sonucu hidrolitik enzimlerin serbest kalmasiyla lokal olarak zona

pellusida erir ve spermler perivitellin araliga gegerler (15).



L2 bilee

Sekil 1. Akrozom Reaksiyonu Sirasinda Akrozom I¢ Membranina Bagh
Enzimlerin A¢iga Cikmasi (16)

4.1.2. Oositte Meydana Gelen Degisiklikler

4.1.2.1. Kortikal Reaksiyon

Gametlerin birlesmesi ve spermin oosit sitoplazmasina girmesinden hemen sonra
oosit sitoplazmasinin periferinde yerlesik olan kortikal graniiller hiicre ylizeyine
salgilanarak polispermiye kars1 blok olustururlar. Bu olaya kortikal reaksiyon denir. Bu
reaksiyon sirasinda kortikal graniillerin oolemmanin elektrostatik yapisini degistirerek
salgilandiklari, salgilanmanin 6nce spermin oosite girdigi bolgeden basladig1 ve dalgalar
halinde tiim oosit ylizeyinde devam ettigi bilinmektedir. Kortikal reaksiyon sirasinda her
bir graniil ayr1 ayr1 oolemma ile birleserek igerigini oosit ylizeyine bosaltir (11).

Kortikal graniillerin ekzositozunu baslatan mekanizma hiicre icinde Ca™" artisina
bagl olarak gelisen bir olaydir. Nitekim oosit sitoplazmasi i¢ine Ca™" enjeksiyonu, serbest
++

Ca"" a baglanan selasyon ajanlar1 ve oositin A 23187 veya amfoterin B ile muamele

edilmesiyle kortikal reaksiyon baslatilabilmektedir (17).

4.1.2.2. Zona Reaksiyonu

Fertilize olan oositlerde zona pellusidaya baglanmis spermlerin varligi, zona
pellusidanin diger spermlerin oosite penetre olmasini engelleyici oldugu diislincesine

neden olmustur. Fakat fertilize olan tavsan oositlerinin perivitellin araliklarinda da



spermlerin olabileceginin gozlenmesi, polispermiye karst blok olusumunda zona
pellusidanin tek basina degil, oolemmayla birlikte rol aldigini diistindiirmistiir.
Zona reaksiyonu iki farkl yolla gerceklesir :
1) Zona pellusidanin sperm baglama yetenegi azalir, zona pellusida diger spermlerin
penetrasyonuna karsi direng olusturur.
2) Zona pellusidanin ¢6ziiniirliige karsi direnci artar (18).

Zona reaksiyonu, zona pellusidadaki ZP2 ve ZP3 molekiillerinin
modifikasyonuyla gerceklesir. Bu gelisimde kortikal reaksiyon sirasinda salgilanan
proteazlar ZP2’nin proteolizisine neden olurlar. Zona reaksiyonu sirasinda gerceklesen
olaylar in vitro fertilizasyon uygulamalarinda daha da netlestirilmistir. Zona reaksiyonunda
ZP2 molekiiliinin yam1 sira ZP3 molekiili de degisime ugrar. ZP3 molekiiliindeki
karbonhidrat igeriginin sindirilmesine bagli olarak sperm baglama kapasitesinin
kayboldugu gosterilmistir. Bu degisim de kortikal graniillerin igeriginin 6zelliginden

kaynaklanmaktadir (18).

4.1.2.3. Oosit Aktivasyonu

Oosit aktivasyonunun spermin ooplazmaya girisini takiben sperm nukleusu
dekondanse edici faktorlerin (SNDFs) baslattigi diisiiniilmektedir. SNDFlerin girisinden
sonra sperm basi siser ve spermdeki periniikleer alandan oosit aktive edici faktorler
(SAOAFs) salmir. Spermin oosite girisinden 4-5 saat sonra mayoz tamamlanir ve sperm
bas1 dekondansasyonu gerceklesir.

Oosit aktivasyonu ile hiicre igi kalsiyum artis1 2 asamada gergeklesir :

- Hiicre i¢i kalsiyum artist ilk olarak(trigger)  sperm-oosit membranlarinin
integrasyonu sonucu, oosit korteksinden baglar. ICSI sirasinda ise bu dogal
tetikleme yerine yalanci bir tetikleme ile aktivasyon saglanir ve enjeksiyon ile
kalsiyum akis1 gergeklesir. ICSI sirasinda ilk kalsiyum artig1 20-30 dakika sonra
baslar fakat bu yiikselme tek basina oositi aktive etmeye yeterli degildir.

- 30 dakika sonra daha kisa siiren, yiiksek amplitiidlii bir seri kalsiyum yiikselmesi 3-
4 saat boyunca devam eder (osilator). Osilatér fonksiyonu, sperm kaynakli oosit
aktive edici faktorlere (SAOAFs) baghdir. Bu faktér 1siya duyarlidir ve oositin

hiicre i¢i depolarindaki kalsiyum tekrarlayan saliniminin frekansini kontrol eder.



Bu sinyalin tekrarlama 6zelligi oositin tam aktivasyonu i¢in gereklidir. Osilasyon
fonksiyonunun devami i¢in sperm demembranizasyonu gereklidir. Bu durum, osilator
fonksiyona sahip sitozolik sperm faktOriinlin serbestlesmesinin hizlanmasi agisindan

onemlidir (19).

4.2. PRONUKLEUSLARIN OLUSUMU

4.2.1.Erkek Pronukleuslarinin Olusumu

Sperm c¢ekirdek zari, spermin oosit sitoplazmasina girmesinden sonra i¢ ve dis
membranlarinin bircok yerde birlesmesiyle vezikiiler bir yap1 kazanir. Bu vezikiillerin
0osit sitoplazmasinda dagilmasiyla vezikiilleri ¢evreleyen membranlar yikilir ve kondanse
olmus sperm kromatini ooplazmada serbest kalir.

Erkek pronukleuslarinin olusumu sperm nuklear zarinin erimesiyle baslar, sperm
kromatinin sitoplazmada dagilmasiyla devam eder ve pronuklear zar olarak nuklear zarin
yeniden sekillenmesiyle tamamlanir.

Pronukleus zarinin sekillenmesinde oosit sitoplazmasindaki endoplazmik
retikulum gorev yapar. Endoplazmik retikulumun dagmik halde bulunan kromatinin

cevresinde yer yer birlesmeye baglamasiyla pronuklear membran sekillenir (11).

4.2.2. Disi Pronukleuslarinin Olusumu

2. mayoz bdliinmenin anafaz evresinde olan oosite ait kromozomlar sitoplazmada
daginik halde bulunurlar. Vezikiiller bir siire sonra kromozomlarin ¢evresinde toplanarak
onlar1 i¢lerine almaya baslarlar. Boylece vezikiillerin birbirleriyle birlegsmeleri sonucu disi
pronukleusu olusur. Olusan pronukleus zamanla genisleyerek yuvarlaklasir ve iginde
cekirdekgikler olugsmaya baslar.

Pronukleuslar zigot sitoplazmasmin merkezine yerlestikten sonra birlesirler.
Fakat pronuklear zarlarin erimesi sebebiyle mikroskopta gozlenemez ve bu doneme
singami denir. Oosit sitoplazmasinda merkezi yerlesim gosteren iki pronukleus ve
perivitellin araliktaki iki kutup cisimcigi fertilizasyonun gergeklestiginin goOsterge-

sidir (11).



Resim 1: Merkezimizde Cekilen Bir Fertilize Oosit X 40 Biiyiitme

4.3. FERTILiZASYON ANOMALILERI

4.3.1. Total Fertilizasyon Defekti (TFF)

Oositlerin higbirinin fertilize olmamasina total fertilizasyon defekti denir. Bunun
birgok sebebi olabilir. Sorun oosit kaynakli olabilecegi gibi sperm kaynakli da olabilir.
Klasik IVF’de fertilizasyonun gerceklesmemesi oositlerin immatiir veya postmatiir
olmasindan kaynaklanabilir. Immatiir oositlerde mayotik olgunluk yakalanamadig1 igin,
postmatiir oositlerde ise kortikal reaksiyon zamanlamasi sebebiyle fertilizasyon
gerceklesmeyebilir (20). Spermlerin oosite ulasmasinda etkili olan bas anomalileri
nedeniyle zona pellusidaya penetre olamadigi veya reseptor diizeyindeki bir problem
sebebiyle fertilizasyonun gerceklesmedigi diisiiniilmelidir. Ayrica inseminasyonun az
sayida ve yetersiz 0zelliklerdeki spermlerle yapilmis olmasi, sperm hazirlama teknigi veya
mediumun igerigine bagli olarak kapasitasyonun ger¢eklesmemesi veya inkiibator

kosullariin yetersizligi s6z konusu olabilir (21).

4.3.2. Polispermik Fertilizasyon

Polipronukleasyon en ¢ok 3 pronukleus olarak gozlenir ve hem klasik IVF hemde

ICSI sonrasi gozlenen fertilizasyon anomalisidir. Daha az olmakla beraber oositlerin 4
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veya 5 pronukleus icerdikleri de saptanabilir. 3 pronukleus klasik IVF’de dispermik
fertilizasyon sonucu olusur. Immatiir veya postmatiir oositlerde kortikal reaksiyonun erken
ya da gec¢ olmasi polispermik fertilizasyona neden olmaktadir. ICSI’de 3 pronukleuslu
zigotlar uygulama hatas1 sonucu 2 sperm verilmesinden veya oositin ikinci kutup
cisimcigini atamamasindan kaynaklanabilir. Uremeye yardimci merkezlerde 2’den fazla
pronukleus igeren zigotlardan gelisen embriyolar, iyi bir gelisim gosterseler bile transfer
edilmemelidir. Bu embriyolarin transferi halinde genetik problemlerden dolay1 abortusa

neden olabilecegi gibi ayn1 zamanda triploidik bebeklere de sebep olabilir (22).

Resim 2: Bir PN ve U¢ PN

4.3.3. Monopronukleus Olusumu (1PN)

Tek bir pronukleus varliginda yaklasik 4 saat sonra ikinci bir degerlendirme
yapilarak pronukleer durumun degisip degismedigi kontrol edilir. Bazilarinda disi
pronukleus gelismisken (ginogenetik), digerlerinde ise erkek pronukleusu gelisebilir
(androgenetik). Bu 6zellikteki oositler normal gelisimlerini tamamlayamazlar. 1 PN igceren
oositlerin meydana gelisini agiklayan bir baska durum da erkek ve disi pronukleuslarinin

birlesmesidir (singami). Bu durumda 1 PN diploiddir (18).
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4.4. SPERME AiT ANORMALLIKLER
4.4.1. Globozoospermi

Globozoospermi, akrozomun komple yoklugunda niiklear yapr degisligi ile ,
klasik yuvarlak basli sperm goriinlimiine yol acar. Nadir rastlanan bu durumda sperm
hareketli olmasina ragmen akrozomu ve postakrozomal kilifi yoktur, ara parca ve
mitokondrileri de normal degildir. Globozoospermide niikleer sekil bozuk ve mitokondri
anormaldir. Bu nedenle globozoospermiden etkilenen erkekler infertildir ve IVF veya

subzonal inseminasyondan fayda gérmezler. Oositi aktive etme kapasiteleri yoktur (23).
4.4.2. Teratozoospermi

En sik goriilen erkek infertilite sebebidir. Teratozoospermi ejakiilatta referans
degerinden daha diisiik sayida (%30) normal sekilli sperm bulunmasi olarak tanimlanir
(24). Kruger’in Kkesin kriterlerine gore ise semende %16 ’dan daha az normal sperm

bulunmasidir (25).
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Resin 3: Teratozoospermi (26) Resim 4: Globozoospermi (26)
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDE VE COZELTILER

Global (Life Global LGGG 50)
Global For Fertilization (Life Global LGGF 50)
All Grad %100 (Life Global AGSS 100)
All Grad Wash (Life Global GALW 100)
Paraffin Qil (Life Global LGPO 100)
Protein Supplement (Life Global LGPS 20)
PVP (Life Global LPVP 2)
Hyase — 10X (Vitrolife 10017)

HTF w/HEPES (Life Global GMHH 100)
Sigma A23187 (Sigma Ca ionofor)

HCG (Diagnostic Products Corp.)
DMSO (Sigma D5879-100)

13



5.2. CALISMA GRUBU
5.2.1. Hasta Secimi

Bu calismaya infertilite merkezimize ¢ocuk sahibi olmak i¢in bagvurmus
hastalaridan 38 yas alti, herhangi bir kadin endikasyonu bulunmayan,indiiksiyon sonucu en

az 5 matur oosit (MIl) elde edilen, globozoospermi tanisi konulan, gegmisinde diisiik

fertilizasyon basarisizigi olan hastalar dahil edildi. Bu vakalar Ca’  iyonofor

kullanilmayan ve Ca™" iyonoforla muamele edilen olmak {iizere 2 grup altinda

degerlendirildi.
5.3. HASTALARA UYGULANAN iSLEMLER

Calismaya alinan hasta grubumuza birden fazla oosit elde edebilmek amaci ile
ovaryan stimulasyon uygulandi. Stimiilasyon sirasinda gonadotropin salgilatici hormon
(GnRH) agonist / antagonist ile rekombinant gonadotropinler kombine kullanildi.
Olgunlasan oositler iiriner insan koryonik gonadotropini (hCG) yapilarak, enjeksiyondan
ortalama 36-40 saat sonra toplandi. Tedaviye alinan tiim hastalara esit kosullarda ayni

islemler uygulandi.
5.3.1. Sperm Hazirlama

Tiim hastalarin oosit toplama (OPU) giinii mastiirbasyon yoluyla toplanan semen
ornekleri gradient yontemiyle hazirlandi. Bu islemde %90 ve %45°lik gradient medyumlari
(All Grad %100 Life Global) hazirlandi. Konik tiipiin altina sirasiyla %90’lik iizerine
%45’lik sperm grad medyumu ve bunlarin iizerine de 1 ml semen 6rnegi konuldu. Tiipler
1500 rpm de 12 dakika santrifiij edildi. Bir pipet yardimi ile gradient ve semen tabakalari
gecilerek dipteki pellet alind1 ve temiz bir tiipe aktarilip 2 ml yikama medyumu (All Grad
Wash Life Global) ile karigtirilip 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Tekrar siipernatant
alinarak sperm sayisina bagli olarak 0.5-1 ml pellete kiiltiir medyumu eklenerek, %5 CO;

ortaml1 inkuibatore kaldirildi.
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5.3.2.00sit Toplama Islemi (OPU)

Oosit toplanmasi igslemi transvajinal ultrasonografi esliginde genel anestezi altinda,
cift liimenli steril igne kullanilarak yapildi. Folikiiler sivida oosit aranmasi laminar air flow
altindaki stereomikroskop yardimu ile gerceklestirildi. Otomatik aspirasyon pompasi i¢inde
onceden 1sitilmis yerlerinde duran tiipler aspire edilen folikiil sivist ile birlikte, laminar
flow’un 1sitilmis yiizeyinde duran biiyiik petri kaplarina (Falcon 3803) dokiildii. Oosit
bulundugunda, pastor pipeti ile oosit korona kiimulus kompleksi alind1 ve bir giin 6nceden
etiive konulan iizeri yag ile kapatilmis HTF w/HEPES soliisyonuna kaldirildi. Islem
sirasinda oosit kalitesini ve embriyo gelisimini etkileyebilecek olan 1s1, osmolarite ve pH
degisimlerini en aza indirmek i¢in, oositler en kisa zamanda kiiltiir medyumuna alinip

inkibatore kaldirildi.

5.3.3. Oosit Soyma Islemi (Denudasyon)

Oositlere, OPU islemini takiben 2 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 1/3 oraninda
hyaliironidaz enzimi igeren HTF w/HEPES medyumunda 10 saniye siireyle pipetleme
islemi  gerceklestirildi. Kiimulus hiicrelerinden temizlenen oositler hyaliironidaz
enziminden kurtarilmak amaciyla temiz damlalara alind1 ve ve tekrar pipetlendi. Pipet ¢ap1
azaltilarak oositlerin etrafindaki tim kiimulus hiicrelerinin temizlenmesi saglandi.
Pipetleme islemi sonrasi stereo mikroskop altinda 100X biiyiiltmede maturasyon
degerlendirmesi yapildi. [. polar cisimcigi bulunan oositler metafaz II olarak

degerlendirildi ve islem yapilmak iizere tekrar inkiibatore kaldirildi.

5.3.4. Mikroenjeksiyon islemi (ICSI)

Oositlerin denudasyon isleminden 45 dakika sonra Hoffman modiilasyonu olan
inverted mikroskobun 1sitici tablasi iizerinde X400 biiylitmede motil spermler secildi. 12-
15 mikrometre c¢apinda mikropipetler ile hareket eden spermler toplanarak, sperm
immobilizasyonunu saglayan PVP’de ani bir hareketle sperm kuyrugunun kivrilmasi ve
sperm membraninin zedelenmesi saglandi. Bu islem in vitro ortamda spermin kapasitasyon

ozelligini kazanmasi i¢in gerceklestirilir. Mikroenjeksiyon pipeti ile alinan sperm, oositin
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bulundugu damlada oosite enjekte edildi. Enjeksiyon islemi sirasinda oositi in vitro
ortamda aktive edebilmek icin, hafif bir sitoplazma aspirasyonu yapildi. ICSI islemi
tamamlandiktan sonra bir giin 6nceden hazirlanan kiiltiir mediumuna (LG for fertilization)

konularak inkiibatore kaldirildi.

5.3.5. Iyonomisin Islemi

ca™” iyonofor (Sigma A23187) 1 mmol/L lik stok soliisyon olan dimetil siilfoksit
(DMSO) de ¢oziiliir. 10 pmol/L iyonofor iceren final soliisyonu ICSI den hemen 6nce IVF
medyumu (Global ) ile dilue edilir.

ICSI sonrasi inkiibatore kaldirilan oositler 30 dakika sonra iyonomisinle muamele
edilmek tizere laminar flow kabine alindi. 10 umol/ L iyonofor A23187 ( Sigma) igeren
kiiltiir medyumlarinda 37° C , %5.5 CO; ‘li ortamda 7 dakika muamele edildi. Daha sonra
sperm enjeksiyonu yapilmis oositler iyonoforsuz taze kiiltiir medyumuyla bolca yikanarak
inkiibatore kaldirildi (27).

5.3.6. Fertilizasyon Degerlendirmesi

ICSI islemini takiben 18. saatte inverted mikroskop altinda Hoffman modiilatoriiyle
1sitict tablanin iizerinde incelenen oositlerde, biri oositten digeri ise sperm hiicresinden
gelen iki adet pronukleusun, 1. ve 2. kutup cisimciginin goriilmesi fertilizasyon bulgusu

olarak degerlendirildi.
5.3.7. Klivaj Degerlendirmesi

Laboratuarimizda 2. giinden 4. giline kadar olan klivaj donemindeki embriyolar
mitotik agidan degerlendirilirken g6z Oniine alinan kriterler blastomer sayisi, blastomer
morfolojisi, embriyonun igerdigi fragmantasyon ve sitoplazma yapisiydi. Normal klivaj
hizina sahip bir embriyo 24-25. saatte 2 hiicre, 2. giinde 3-4 hiicre, 3. glinde 6-8 hiicre ve 4.
giinde birlesme isaretlerine bagli olarak 10 ve iizerinde hiicreye sahip olan embriyo olarak
kabul edildi.
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5.3.8. Gebelik Degerlendirmesi

Oosit toplama tarihinden 15 giin sonra kanda yapilan BHCG testi sonucu 20mIU/mL’

nin tizerinde ¢ikan degerler pozitif gebelik olarak degerlendirildi.
5.3.9. istatistiksel Degerlendirme
Calisma gruplar1 yas ortalamasi, ortalama MII oosit sayisi, fertilize olan oosit sayilari

istatistiksel olarak "T Test" ile hesaplandi. Hastalarin klivaj ve gebelik oranlar1 "Chi-

Square Test" ile hesaplandi. Anlamlilik sinir1 p<0.005 olarak alindi.
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6. BULGULAR

Calismamizda 37 ¢iftin dahil edildigi iyonomisin tedavisinin fertilizasyon, klivaj ve
gebelik sonuglar1 degerlendirildi. Iyonomisinin, dnceki denemelerinde total fertilizasyon

basarisizlig1 olan veya diisiik fertilizasyon gosteren globozoospermi endikasyonlu hastalara
faydas1 olup olmadigini tespit etmek amaciyla yapilan bu ¢alismada, hastalarin Ca™"
iyonofor kullanilmayan ilk denemeleri ile Ca™" iyonoforla muamele edilen 2.

denemelerindeki fertilizasyon, klivaj ve gebelik oranlari karsilagtirildi.

*FERTILIZASYON

*ORTALAMA FERTILIZASYON ORANI

P DEGERI

Sekil 2. Yapilan Calismada Grup 1 ve Grup 2 Arasindaki Fertilizasyon Oranlar1 Farki.

(Grup 1: ilk deneme, Grup 2: ikinci deneme)
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Calisma grubunda 37 hasta bulunmaktadir. Bu hastalarin yas ortalamalari
30.018+3.77 bulundu. Grup 1, bu hastalarin Ca™" iyonofor kullanilmayan ilk denemelerine
ait sonuglar1 igermekteydi, ortalama MII sayis1 8.189+2.58 idi. Grup 2’de ise ayn1 hasta
grubuna Ca*™ iyonofor uygulamasi yapildi. 2. grubun ortalama MII sayis1 8.946+1.99 idi.

Grup 1’de fertilize olan oosit sayist ortalama 0.973+1.00 olarak bulundu. Ca™
iyonofor uygulamasi sonrast Grup 2’de fertilize olan oosit sayis1 ortalama 4.216+0.83
olarak bulundu. Grup 1 ve Grup 2’nin fertilizasyon oranlar1 karsilastirildiginda Grup 2’de

anlamli bir artis saptand1 (p<0,0001), (Sekil 2).

*KLIVAJ

*ORTALAMA KLiVAJ OLAN EMBRIYO SAYISI

Sekil 3: Grup 1 ve Grup 2’nin Klivaj Oranlari. (Grup 1: ilk deneme, Grup 2: ikinci

deneme)

Yapilan degerlendirme sonucu klivaj oranlarinin Grup 1’de 0.837+3.75 iken Grup
2’de 3.756+0.83 olarak bulundu. Klivaj oranlarmin iyonofor kullanilan Grup 2’de,
iyonofor kullanilmayan Grup 1’e oranla anlamli olarak arttigi gozlendi (p <0,0001),

(Sekil 3).
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*GEBELIK

18.9

15.0

10.0

50

*ORTALAMA GEBELIK ORANI

T

Sekil 4: Grup 1 ve Grup 2’deki Vaka Basina Gebelik Oranlari. ( Grup 1: ilk deneme, Grup

2: ikinci deneme)

Grup 1 ve Grup 2 ‘nin gebelik oranlar1 karsilastirildiginda Grup 1 ‘in vaka basina
gebelik orani 13.54+1.26 iken Grup 2’nin 18.94+1.06 olarak hesapland ve istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,0001), (Sekil 4). Grup 1’de embriyo transferi iptal oran1 %37,8 iken
grup 2’de embriyo tansfer iptaline rastlandi. Embriyo transferi basina gebelik oranina
bakildiginda ise grup 1°de % 21,7, grup 2’de ise %18,9 olarak bulundu ve anlamli bir fark
tespit edilmedi (P=0,363).
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7. TARTISMA

Fertilizasyon basarisizligi, ICSI sonrasi yaklasik olarak %30 oositte gézlenen bir
olaydir. Diisiik fertilizasyon orani; ICSI sonrasi oositlerin %25 inden azinin fertilizasyonu
olarak tanimlanir (28). ICSI sonrasi olusan total ferilizasyon basarisizligi ise %1.29 ile %3
arasinda gozlenen bir olaydir (29).

Globozoospermi, teratosperminin nadir goriinen bir ¢esididir ve ilk olarak 1971
yilinda tanimlanmistir (21). Biyokimyasal olarak spermlerin akrozin ve kalisin eksikligiyle
karakterizedir (5). Globozoospermik vakalar akrozom eksikligi sebebiyle zona pellusidaya
baglanamaz ve oosit oolemmasiyla fiizyonu ger¢eklesmez (30).

Oosit aktivasyonu igin, fertilizasyon sirasinda hiicre i¢ine Ca™" salimmu gereklidir.
Bu salinim, sperm-oosit flizyonundan sonra sperm kaynakli oosit aktive edici faktorlerin
serbest kalmasiyla saglanir. Ca™" iyonofor, oosit aktivasyonu amaciyla ilk olarak 1990’
larda kullanilmaya baslanmistir (28).

Hoshi ve arkadaglart 1995 yilinda fertilizasyon oranmi arttirmak amaciyla ICSI
sonrasi oosit aktive edici olarak Ca " iyonofor kullanmis ve ilk gebeligi rapor etmisler-
dir (31).

Battaglia ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada ilk denemesinde %7 fertilizasyon
orani elde elmis globozoospermi hastasinin fertilize olmamis oositlerine , ICSI den 20 saat

sonra Ca'" iyonofor uygulamislardir. Toplam oositlerin %79’ unda fertilizasyon ve

boliinme bildirmislerdir. Ayni hastanin 2. denemesinde ICSI yapilan 28 oositin 8’ ine ca™”
iyonofor uygulamis , kalan 20 oosite iyonofor uygulamamislardir. iyonoforla muamele
edilenlerin %75’ 1 normal dollenme gosteririken, iyonofor kullanilmayanlarin sadece %10’
u dollenmistir. Bu dollenmeyen oositlere 20 saat sonra yapilan iyonomisin uygulamasinin
sonucunda %73 fertilizasyon bildirmislerdir. Fakat her iki denemede de gebelik elde
edilmemistir (32). Bu yaptigimiz calismada da benzer sekilde Ca’" iyonoforun oosit
aktivasyonunu saglayarak fertilizasyon oranin arttirdigini gézlemledik.

Tejera ve arkadaslar1 globozoospermik bir hastanin esinden toplanan 23 metafaz 11
oosite yapilan enjeksiyon sonrasi, oositlerin 14 tanesine kimyasal bir islem uygulamazken
(Grup 1) , 9 adet oosite oosit aktive edici olarak Ca™" iyonofor uygulamislardir (Grup 2).

Grup 1’ deki fertilizasyon oran1 %35’ ken, grup 2 deki fertilizasyonu %355 olarak
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bildirmislerdir. Grup 1° deki embriyo gelisimi yavas ve zayif kalitede devam ederken, Ca
* iyonofor uygulanan grupta daha iyi bir boliinme orani izlemislerdir. Grup 2’ deki 2
embriyonun transferi sonucu gebelik ve canli dogum rapor etmislerdir (28).

Birka¢ nadir ¢alismada normal fertilizasyon rapor edilmesine karsin
globozoospermi, diger teratozoospermilerle kiyaslandiginda ICSI’ de fertilizasyon
oranlarimi diisiirtir. Liu ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada da 7 globozoospermik
hastanin 4 iinde ICSI sonrasi total fertilizasyon basarisizli§i goriilmiistiir (21). Kalsiyum
iyonofor ile oosit aktivasyonu artmis ve canli dogumlar bildirilmistir (32).

Bazi galigmalar globozoospermisi olan erkeklerde kromatin kondensasyonu, yapisal
ve numerik kromozom anormallikleri olmadigini ve yardimci fertilizasyon teknikleri ile
gebelikler elde edilebilecegini savunurken diger c¢aligmalar; irregiiler niikleer
kondensasyon, diisiik protamin 1 ve 2 seviyeleri, degisen P1 ve P2 oranlari, yiliksek
seviyede niikleer histonlar ve artmis andploidi oranlart rapor etmistir. Bu hastalarda ICSI
ve oosit aktivasyonu fertilizasyonu gerceklestirir ancak saglikli canli bir gebelik
saglanabilir mi bilinmemektedir (33,34).

Spermlerde bulunan ve oositlerde putatif aktivasyonu saglayan faktor ilk kez
hamster sperm ekstrelerinden 1997 yilinda elde edilebilmistir. Parrington ve arkadaslarinin
bu ¢alismasinda osillin adi1 verilen oligometrik proteinin fare oositlerine enjeksiyonuyla
Ca’" un dalgalar halinde salgilanmasi (osilasyon) uyarilabilmistir. Arastirmacilar bu
proteinin karsit1 olan antikorlar1 kullanarak bu molekiiliin hamster ve insan spermlerinin
ekvatoriyal segmentine lokalize oldugunu goézlemlemislerdir. Bu da in vivo ve klasik
IVF’de fertilizasyon silirecinde spermin oositle ekvatoriyal segment bdlgesinden
birlesmesinin nedenini daha iyi agiklayabilmektedir (35).

Lawrence ve arkadaslarinin deneysel ¢alismasinda fare oositlerinde spermin 0o0site
baglanmasinin kesilmesine karsin Ca'™” dalgalanmalarinin devam etmesi; sinyalizasyonun
sperm baglanmasiyla degil, fakat gametlerin membran flizyonundan sonra gelistigini
gostermistir (36). Bu bulgular oosit aktivasyonunun reseptorlerce yonlendirilen bir olay
olmadigini, spermin oosite aktardigi bir faktoriin kalsiyum metabozilmasini etkilemesiyle
gerceklestigini gostermektedir (37).

Fertilizasyon siirecinde oosit sitoplazmasi i¢inde kalsiyumun periyodik olarak
artmasmin klasik IVF ve in vivo fertilizasyonda benzer olmasi beklenir, ancak ICSI de

fertilizasyon siirecinin bircok basamagi atlandigi i¢in bu gelismeler daha dikkat cekici

22



olarak degerlendirilmistir. ICSI sonras1 oositlerin nasil aktive oldugu sorusuna ilk cevaplar
Tesarik ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alisma ile gelmistir (38).

Arastirmacilar ICSI de pipetin oosit sitoplazmasina sokulmasiyla oositin bir miktar
mekanik yolla uyarildigini ve uyarinin aslinda pipetin iginde sperm bulunmasindan
kaynaklandigini belirtmislerdir. Ayn1 arastirmada oositin ICSI den sonraki 4-12 saat i¢inde
aktive oldugu ve siirenin degisken olmasinin oositler arasindaki farkliliklardan
kaynaklandig1 belirtilmistir. Bu ¢alismanin bir baska yorumu da; sperm tarafindan oosite
aktarilan SAOAF’nin Ca’" modiilasyonunda etkin rol oynadigr ve ayni ozelliklerin
gerceklesmesine karsin ICSI’den sonra fertilizasyonun klasik IVF ve in vivo
fertilizasyondakinden bir miktar farklilhik gdsterdigidir. Bu farkliliklar da aslinda
enjeksiyon  prosediiriiniin  kendisinden veya secilen spermin  Ozelliklerinden
kaynaklanabilir. Ancak yapilan tiim arastirmalarin sonucunda ulagilan ortak goris; oosit
aktivasyonunda sperm tarafindan oosite taginan oositi aktive edici faktoriin etkili oldugu

yoniindedir (19).
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8. SONUC

Bu caligmada fertilizasyon problemi yasayan globozoospermi hastalarinda oosit
aktivasyonunu saglamak amaciyla Ca™" iyonofor kullaniminin fertilizasyon, klivaj
ve gebelik oranlarina etkisinin gosterilmesi amaglanmustir.

e Bu amacgla oOnceki denemesinde diisiik fertilizasyon oram1 elde edilen,
globozoospermik, en az 5 matiir oosit elde edilen 37 ciftin ikinci denemelerinde
tiim matiir oositlere ICSI sonrasi kalsiyum iyonofor tedavisi yapilmistir.

Calismanin sonucunda dnceki denemelerinde diisiik fertilizasyon oranina sahip olan
veya total fertilizasyon basarisizligi yasayan hastalara, oosit aktivasyonu amaciyla
yapilan Ca'" iyonofor uygulamasinin fertilizasyon oranlarin1 anlamli olarak
arttirdig1 goézlenmistir.

Yapilan degerlendirme sonucu klivaj oranlarmin iyonofor kullanilan Grup 2’de,
tyonofor kullanilmayan Grup 1’e oranla anlamli olarak arttig1 gozlenmistir.

Grup 1 ve Grup 2 ‘nin gebelik oranlar karsilastirildiginda; iyonofor kullanilan
Grup 2’nin vaka basina gebelik orani ile Grup 1’e gore anlamli olarak yiiksek
oldugu bulundu. Embriyo transferi bagina gebelik oranina bakildiginda ise Grup 1
ve Grup 2 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir gebelik orani bulunamadi. Bunun
yant sira Grup 1°de embriyo transferi iptal orani yiiksek iken Grup 2’de embriyo
tansfer iptaline rastlanmamustir.

e Sonug olarak fertilizasyon problemi yasayan globozoospermi hastalarinda Ca™’
iyonofor kullanimimin fertilizasyon, klivaj ve total gebelik oranlarini arttirdig:
gozlenirken, embriyo transferi basina gebelik oraninda anlamli bir artis olmadigi

bulunmustur.
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