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OZET

TEKRARLAYAN YARDIMLA UREME TEDAVIiSi BASARISIZLIGI OLAN
VAKALARDA SPERM DNA HASARI OLCUMUNUN VE TESTiKULER
SPERM KULLANIMININ PROGNOSTIK DEGERI

Yardimla tireme tekniklerinde tedavi basarisizliginda %40 erkek infertilitesi
neden olarak bildirilmektedir. Tedavide prognostik deger olarak kilavuzlara girmis
temel sperm parametreleri yetersiz kalmakta ve erkek faktorii agisindan yeni
parametreler arastirilmaktadir. Giincel aday prognostik oOlgiit ve arastirma
konularindan biriside sperm DNA hasari, fragmantasyonu testidir. Amag
spermatogenez sirasinda ve lireme fizyolojisinde ugranan sperm hasarin yiizdesel

olarak tesbiti ve tedavi prognozundaki yerinin belirlenmesidir.

Calismamizin amaci; subfertil erkekte sperm DNA hasari oranina bakilarak,
tedavi yonteminin bu bakis agisiyla degerlendirilmesi ve sperm faktoriiniin basariya

prognostik etkisinin gosterilmesidir.

Hikayesinde yardimci tireme tedavi basarisizligi olup, diger prognostik
faktorleri (yas, over rezervi, lireme fizyolojisi normal) ve erkek subfertil (total
progresif motil sperm sayist 5 milyon ve Kruger morfoloji %4’lin iizerinde olan)
vakalarda sperm DNA hasar1, fragmantasyon testi uyguladik. Sperm DNA hasar orani
%15’in lizerinde olan 18 vakanin ilk sikluslarinda ejekiilat spermi kullanilmistik ve
mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyonlart normaldi. Ancak klinik gebelik negatif bu
sikluslarini 1. grup olarak aldik ve ikinci grup olarak yeni sikluslarinda ejekiilat spermi
yerine, testikiiler spermatozooa kullandik. iki grup tedavi siirecini, fertilizasyon, klivaj
olan embriyo orani, embriyo morfoloji skoru ve implantasyon oranlari, klinik gebelik

ve canli dogum oranina gore karsilastirdik.

Calismamizda grup 1 olarak adlandirdigimiz tedavilerle, grup 2 olarak
adlandirilan tedavilerimizin mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon ve klivaj olan

embriyo oraninda istatiksel bir farklilik gézlenmedi.

Fakat grup 2’de gelisen embriyo morfoloji skoru ve implantasyon orani grup 1’e gore

istatiksel agidan anlamli olarak farkl yliksek bulunmustur.



Calismamizda énemle belirtmek istedigimiz durum; eve bebek gotiirme orani
%15 olarak gergeklesen grup 2 tedavilerin, grup 1 tedavilere gore daha iyi embriyo
gelisimi ve buna bagl olarak implantasyon oranlarinin anlamli yiiksek oldugunu

vurgulamaktir.

Anahtar  Sézciikler: Sperm  DNA  Fragmantasyonu, Erkek infertilitesi,
Aciklanamayan Infertilite, Yardimla Ureme Teknikleri, Testikiiler Sperm
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ABSTRACT

PROGNOSTIC VALUE OF THE SPERM DNA INJURY MEASUREMENT
AND USE OF TESTICULAR SPERM IN REPEATED IMPLANTATION
FAILURE CASES

Male factor infertility plays a role in approximately 40% of infertile couples.
The baseline sperm parameters entered into the guidelines as prognostic value in
therapy are inadequate and new parameters are investigated in terms of male factor.
Current candidate prognostic criteria and research are sperm DNA damage,
fragmentation test at one point.

The purpose of our work; sperm damage during spermatogenesis and
reproductive physiology, and determine the location of the disease in the prognosis of
treatment. For spermatozoon to be fertile, DNA integrity is essential and and any form
of sperm chromatin abnormalities or DNA demage may result in male infertility and
subfertility but uncusselfull assisted reproduction attempts. Several methods are used
to assess sperm chromatin DNA which is considared an independent measure of sperm
quality that may yield better diagnostic and prognostic approaches than standard sperm

parameters (concentration, motility any morphology).

We performed sperm DNA damage, fragmentation test in cases of assisted
reproduction failure cases which paternal prognostic factors normal (age, over-reserve,
normal reproductive physiology) and these males definately subfertile (total
progressive motile sperm count at least 5 million and Kruger morphology 4% and
more). Ejaculate spermatozoa were used in the first cycles of 18 cases with sperm
DNA damage greater than 15% and fertilization was normal after microinjection but
negative pregnancy. We accepted these clinical cycles as the first group and as the
second group we used testicular spermatozoa of the same couples instead of ejaculate
spermatozoa in the new cycle. The two groups were compared according to treatment
duration, fertilization, cleavage embryo ratio, embryo morphology score and

implantation rates, clinical pregnancy and live birth rate.

vii



As a results, there was no statistically significant difference between the treatments
that we named group 1 and the group 2, about fertilization and cleavage embryo rates

after microinjection.

However, embryo morphology score and implantation rate were statistically

significantly higher group 2, fertilised embryos by testicular spermatozooa.

The situation we want to emphasize in our work to emphasize that group 2
treatments with a 15% rate of delivering a baby to the home have significantly higher

embryo development and consequently implantation rates than group 1 treatments.

Therefore, screening for sperm DNA damage may provide useful information
in cases of male idiopathic infertility and subfertility so in those men pursuing assisted
reproduction. Treatment should include methods for prevention of sperm DNA

damage and retrieval of less demaged spermatozooa.

Key Words: Sperm DNA fragmentation; male infertility; unexplained infertility;
assisted reproductive techniques; testicular sperm.

viii



INTIHAL RAPORU

TEKRARLAYAN YARDIMLA UREME TEDAVISI BASARSIZLIGI
OLAN VAKALARDA SPERM DNA HASARI OLCUMUNUN VE
TESTIKULER SPERM KULLANIMININ PROGNOSTIK DEGERI

ORIWINALLIK RAPORU

B 2 BN L %5

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET YAYINLAR

KAYNAKLARI

%1

OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

1

acikerisim.deu.edu.tr
internet Kaynagi

%0

&

www.fusabil.org
Internet Kaynagi

%3

[

www.korhek.org
Internet Kaynagi

%2

i

docplayer.biz.tr
internet Kaynag

%1

&

library.cu.edu.tr
Internet Kaynagi

%1

acikerisim.dicle.edu.tr
internet Kaynagi

<% 1

Alintilari gikart Kapat Eslesmeleri ¢ikar

Bibliyografyayi Cikart  Kapat

Kapat




ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI ..o Hata! Yer isareti tanimlanmamus.
YEMIN METNIL....cooiiiiiiieierie s iii
TESEKKUR .....ouitiiiiitieeceeteet ettt es st se et n sttt s s st s enene s tasans iv
OZET ..ttt v
ABSTRACT L. s vii
INTIHAL RAPORU ...ttt ix
ICINDEKILER ....covviectiteies ettt sttt esssas e en st esenssan e s s st snas X
TABLOLAR LISTESI ...ttt Xii
SEKILLER LISTEST .....oucuiviiii ittt ettt en st en st Xiii
KISALTMALAR LISTESL....oovuiiiiiiiiiiniieieissieessssisses e XVi
1. GIRIG. ... Y A A & A AW 1
2. GENEL BILGILER ......cooiiiiiiiiiiiiisic i 3
2.1, SPEIMALOYENEZIS ...uviveeuieieieiteeite e eteete st e ste et e e te et e s e st e et e sreesteebesneesaeenneanes 3
2.1.1. SPErmMatOSItOgENEZ........ccecieeeeireeieeie st esie et te e s sreesre e sreas 4

2.1.2. Mayoz BOIUNME ........cociiiiiiiiiiiieiie e 7

2.1.3. SPEIMIYOGENEZ ...oeeuveeeieitieiieette et eete e sttt steeste e e eeste e steebeanaesreas 9

2.2. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi...........ocevevecveiiirerercreieereseeesseanns 12
2.3. Sperm DNA HaSarl.....ccoviiiiiiiiiii it 15
2.3.1. Spermatozoon DNASI ....ccovviiiiiiiiiiiie e 15

2.3.2. Spermatozoon DNA’sindaki Hasar ve Onemi............ccccoveverinnnee, 15

2.4. Spermatozoon DNA Hasar1 Belirleme Yontemleri.........cccoooeviiiiiiiiiinnnn, 17
2.4.1. Asidik Anilin Mavisi BOyamasi ..........cccocueviiiinieiiniciicne e 17

2.4.2. Toluidine Mavisi BOyamast..........ccccoovoveiiiiiniiinieiic e 17

2.4.3. Chromomycin A3 (CMA3) YONtemMi ......ccevvrverieninieiieniiseeseenes 17

2.4.4. DBD-FISH (DNA breakage detection-fish) Yontemi..........c.ccc.e..... 17

2.4.5. In Situ-Nick Translasyon (NT)YONtemi ......cccccevvvenenvnnninnnnneennn, 18

2.4.6. Akridin Oranj (AO) BOyamast ........cccceeiieiiiiiniiciiiic e 18

2.4.7. Sperm Kromatin Dagilim Ydntemi (SCD)- HALOSPERM® ........ 18

2.4.8. COMET (Cluster Of Motifs E-value Tool) yontemi............cccoeueene.. 19

2.4.9. TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick end labeling) Yontemi............. 19



2.4.10. SCSA (Sperm Kromatin Striiktlir Analizi).........ccocvvvveeiiieeiineeniinnns 19

2.4.11. Yiksek Performansh Likit Kromotografi Yontemi.........cccoeveevinenns 20
2.5. Testikiiler Sperm Elde Etme YoOntemleri........ccocovvveviiiiniiiieiiiieciicc e 20
2.5.1. PESA (Percutanesus Epididymal Sperm Aspiration) - Perkiitan
Epididimal Sperm ASPIraSyOnU..........cccevvververieieesieerieseesieeeesaennens 20
2.5.2. MESA (Micro Epididiymal Sperm Aspiration) - Mikro
Epididimal Sperm ASPIraSyOnU..........cccevvereerieseesieeieseesieeeeseennens 20
2.5.3. TESA (Testicular SpermAspiration) - Testikiiler Sperm
ASPITASYONU ... eieeste et ste e ste et e et e et e e e sbeesaesneesreennenres 20
2.5.4. TESE (Testicular Sperm Extraction) - Testikiiler Sperm
EKSLraKSIYONU ....vveiiciecie st 21
2.5.5. Mikro - TESE (Microdissection TESE) .........c.ccccevvvivieviieveciecienenn, 22
2.6. Oosit Matiirasyonu ve Fertilizasyon ..........ccovivviiniiiieninnenieneseseseseseeeans 23
2.6.1. Oosit Matiirasyonu, Morfolojik Analiz ...........cccccoeiiiiiiiiicniennn 23
2.6.2. Normal fertilizasyon ..........cccccvoveiieiiiie i, 32
2.6.3. OPU (yumurta toplama 1S1emi)...........ccovveriiiiieniiniienic e 32
2.7. Yardimct Ureme TeKniKICi......oveveverevereeeeeieieieie e ste s, 33
2.7.1. Klasik (konvansiyonel) IVF ..., 34
2.7.2. ICSI (Intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu) .........ccccocvvereninneeennen, 34
2.8. Embriyo Geligimi ve SKOTlanmasi............ccovviiiiieiiiiiiie e 34
2.9. Embriyo Transfer ISIemi..........ccccciviiiiiiiuiiciiicccceeeeee e, 41
2.10. Yardimla Zonanin Inceltilmesi (Assisted Hatching) ..........c.cccoeveveveveriinennne, 41
3. GEREC VE YONTEM ...t see e 43
A, BULGULAR ...ttt ettt e et e e e e e e ne e e e nne e 45
TR 172N B 1 s PSR 49
6. SONUC ..ottt ee e ee s e e ee e ee s ee e ee e eeeeeees 52
KAYNAKLAR ettt e e e e e e e e e e srra e e e e ennaees 53
OZGECMIS oot 62

Xi



Tablo 4.1,
Tablo 4.2.
Tablo 4.3.
Tablo 4.4,
Tablo 4.5.

TABLOLAR LISTESI

Ejekiilattaki sperm temel sperm parametreleri......cccovvvvriiieiiieeiiiieennn. 45
DNA fragmantasyon testinin oranlart. ...........cccoceeevrieciiieiinienieeienenne, 46
Ejekiilat ile yapilan ICST oranlari. .........ccoceiiiiiiiiiiiciiiiccccee 46
Testikiiler sperm ile yapilan ICSI oranlari. ..........ccoevvvieiiiiniiiieiiiienn, 47
Ejekiilat ve testikiiler spermi ile yapilan mikroenjeksiyon sonuglarinin

birbiriyle karstlagtirtimast ..........ccooveiiiiiiiii 48

xii



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.

Sekil 2.8.
Sekil 2.9.

Sekil 2.10.

Sekil 2.11.

Sekil 2.12.

Sekil 2.13.

Sekil 2.14.

Sekil 2.15.

Sekil 2.16.

Sekil 2.17.

SEKILLER LISTESI

Spermatogenez de mitoz boliinme (Akkus M). .....cooocveviiiiiiiiiniiiciiiens 6
Spermiyogenez (AKKUS M)......coouoiiiiiiiiiiiiiicee e 10
TeSA tEKMIZH. ...t 21
TESE TEKNIGI..evvevieireie ettt e re e ans 22
Mikro TESE teKniGi......ccccveiviiiiiiiiiiiiiieeeieeeee e 23
Mikro TESE yontemiyle doku alinmast. ...........cccooveviiieiiiiiiicnice 23
Polarize 151k mikroskobu kullanilarak gozlenen Metafaz II oosit
(400xbiiylitme): mayotik spindle (kisa ok ile gosterilen) ve zona
pellusida tabakasi (uzun oklar ile gosterilen). .........cocevveriiiiiiiiennnnn, 24
Oositin, kiimiiliis ooforus kompleksi (COC’s) ile gegit baglanti .......... 25
Oosit ve kiimiiliis ooforus kompleksi (200xbiiylitme) (Bakii
Medical Plaza IVF Merkezi). .......ccccoveieiiiiiiciie e 25
Deniidasyon yapilmis Metafaz I oosit. Perivitellin bosluk ve birinci

polar cisimcik net bir sekilde goriilmektedir (400xbiiyiitme) (Bakii

Medical Plaza IVF Merkezi). ........ccccoiviiiiiiiiiiii e 26
Soldaki normal biiyiikliikte olan oosit, sagdaki iri (giant) oosit
(200X DUYTIMC) -.vvevveeeeesiieesiee sttt 26
Iki mayotik spindle bulunduran iri (giant) bir oosit. (400xbiiyiitme)
............................................................................................................... 27
Cekirdek (nukleus) ve birinci polar cisimcik bulundurmayan
deniidasyon yapilmis bir metafaz I oosit (400xbiiyiitme). (Bakii
Medical Plaza IVF Merkezi). ........ccoooiiiiiiiiiiine e 27
Dentidasyon yapilmis GV oosit (400xbiiyiitme) (Bakii Medical
Plaza IVF METIKEZI). ....coveieiie ettt 28
Ovoid MII 00sit (200XDUYTME) ....eervveeriieiiiieiienieeee e 28
Graniilli bir metafaz II oosit (400% biiyiitme). Zona pellusida
kalinlig1 anormal derecede farklilik gostermektedir. (Bakii Medical
Plaza IVF MEIKEZI) ...c.ooiviiiiiie et 29
Sitoplazmasinda biiyiik bir refraktil cisimcik barindiran bir oosit
(400X DUYTIMC) .vvevveeeieeiteesiee ettt esn e esne e 29

Xiii



Sekil 2.18.

Sekil 2.19.

Sekil 2.20.

Sekil 2.21.

Sekil 2.22.

Sekil 2.23.

Sekil 2.24.

Sekil 2.25.

Sekil 2.26.

Sekil 2.27.

Sekil 2.28.

Sekil 2.29.

Sekil 2.30.

Sekil 2.31.

Sekil 2.32.

Sitoplazmasinda merkezinde graniiler bolge (organelle clustering)
bulunduran bir Metafaz 11 00Sit.............coviiiiiiiie e 30
Sitoplazma merkezinde diiz endoplazmik retikulum (SER) diski

iceren, fragmente polar cisimcige sahip Metafaz II oosit (400%

Normal biiyilikliiglinden 5-6 kat daha biiyiik bir polar cisimcige
sahip Metafaz 11 00Sit........ccccviieiieii e 31
Perivitellin aralikta biiylik bir birinci polar cisimcige ve biiylik
fragmente parcaciklar iceren Metafaz I1 00Sit.......cccevveriiiiiieenieninnne 31
Normal fertilizasyon. (400x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF
T N4 ) RSSO 32
Overler de gelisen folikiillerin ultrason goriinlimii (Bakii Medical
Plaza IVF MEIKEZI). .....ocviiiiiieeie e 33
Intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu islemi (ICSI) (200x biiyiitme)
(Bakii Medical Plaza IVF MErKEZi........ccccovovveiveiiiie i 34
Normal olarak dollenmig bir oositin time - lapse kayit sisteminde
EOTUNTUIENIMEST. .. 35
Iki polar cisimcigi (PB) ve iki pronukleusu (PN) net bir sekilde
goriilen dollenmis oosit; pronukleusun (PN) icinde niikleolar

prekiirsor cisimcik (NPBs) dizilimi (Bakii Medical Plaza IVF

IMIEIKEZI). ...t 36
Erken insan embriyo gelisimindeki iki hiicreli embriyo. (200x
biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi). .........ccocovevvviivnivnennnnn, 36
Erken insan embriyo gelisimindeki dort hiicreli embriyo. (200x
biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi). .........cccccoevvvnvnvninnnnnn, 37
Erken insan embriyo gelisimindeki sekiz hiicreli embriyo. (200x
biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi). .......ccccoocevveiiininennnn. 37
Erken insan embriyo gelisimindeki kompaktlasmaya baslamis olan
embriyo. (200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi)............. 38
Erken insan embriyo gelisimindeki kavitasyonu basglayan embriyo.

(200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi). ........cccccceeevvinnnns 38

Xiv



Sekil 2.33.

Sekil 2.34.

Sekil 2.35.
Sekil 2.36.

Erken insan embriyo gelisimindeki blastokist asamasina gelmis

embriyo. (200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi)............. 39
Erken insan embriyo gelisimindeki hatchingi baslamis blastokist.

(200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).........c.c.cceevvvennns 39
3. Glin embriyo sKOrlamast.........coceeiieeiiiiiiiiiieeese e 40

Lazer yardimiyla assisted hatching islemi (200x biiyiitme) (Bakii
Medical Plaza IVF MErkezi). .......cccoovevuviiiiieii e 42

XV



ABP

AH
AMH
AO

CGCs
CMA3
COC’s
COMET
DBD-FISH
DFI
DNA
dUTP
EM

FSH
GIFT
GV

Hcg

ICSI

IM

1UI

IVF

LH

M I

M
MESA
mg
Mikro-TESE
MS
NOA
NPBs

KISALTMALAR LiSTESI

Androjen baglayici peptid

Assisted hatching

Anti Miillerian Hormon

Akridin Oranj

Oositle baglant1 icinde olan kiimiiliis hiicreleri
Chromomycin A3

Kiimiiliis oosit kompleksi

Cluster Of Motifs E-value Tool
DNA breakage detection-fish

DNA fragmantasyon indeksi
Deoksiribo Niikleik Asit
Deoksiuridin trifosfatin

Elektron mikroskop

Folikiil stimiilan hormon

Tubal oosit ve sperm transferi
Germinal Vezikiil

insan koryonik gonadotropini
Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
Isik mikroskobu

Intrauterin inseminasyon

In vitro fertilizasyon

Liiteanize edici hormon

Metafaz | oosit

Metafaz 11

Mikro Epididimal Sperm Aspirasyonu
Miligram

Mikrodiseksiyon TESE

Mayotik ag

Non Obstriiktif (Tikanikliga bagli olmayan tip) Azospermi

Niikleolar prekiirsor cisimcik

XVi



NT
OA
oS

PB
PESA
PN
RNA
ROS
SCD
SCSA
SER
TESA
TESE
TET
TPMSS
TUNEL
WHO
YUT
ZIFT
(ds)
(ss)
8-OHdG

In Situ-Nick Translasyon
Obstriiktif (Tikali tip) Azospermi
Oksidatif stres

Polar cisimcigi

Perkiitan Epididimal Sperm Aspirasyonu
Pronukleus

Reoksiribo Niikleik Asit

Reaktif oksijen artiklari

Sperm Kromatin Dagilim Y ontemi
Sperm Kromatin Striiktlir Analizi
Diiz endoplazmik retikulum
Testikiiler Sperm Aspirasyonu
Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu
Tubal embriyo transferidir

Total Progresif Motil Sperm Sayisi
TdT-mediated-dUTP nick end labeling
Diinya Saglik Orgiitii

Yardime1 iireme teknikleri

Zigot intrafallopian transfer
DNA’da dogal DNA

DNA’da denatiire DNA

8-hidroksideoksi guanozin

XVil



1. GIRIS

Yardimla iireme tekniklerinde tedavi basarisizligina yol a¢an nedenlerden
yaklasik olarak %40’ erkek infertilitesi olusturmaktadir. Gliniimiizde temel sperm
parametrelerinin  degerlendirilmesi yetersiz kalmakta ve yeni parametrelerin
degerlendirilmesi kaginilmaz olmustur. Bu giincel yaklasimlardan biriside sperm DNA
fragmantasyonu testidir. Bu testte spermatozoon hiicrelerinin spermatogenez sirasinda
ugramis oldugu hasarin yiizdesel olarak belirlenmesi esasina dayanir. Erkek
infertilitesinin sperm DNA hasar1 nedeniyle oldugunu bildiren pek ¢ok g¢alisma
yapilmstir @-9), Sperm DNA hasarima neden olan patofizyolojik mekanizmalar heniiz

tiimiiyle anlasilmamistir ve tedavi konusundaki arastirmalarda devam etmektedir.

Hiicredeki apoptozisin klasik hiicre 6liim uyarit yolaginin kaspaz (caspase)
aktivasyonu ve sonrasinda fosfotidilserinin hiicre disma atilmasiyla bu hiicrenin
isaretlendigi ve fagositoza ugrandigi bilinir. Germ hiicrelerinin sertoli hiicrelerine
bagl iken bu klasik yolaga bagli apoptozisten etkilendigi bilinmektedir. Farkli ve
ilging olan ise hasarli olan testis dokusundaki sertoli hiicrelerinden serbestlesmis germ
hiicrelerinin bu klasik yolaktan bagimsiz olarak (kaspaz aktivasyonu ve fosfotidilserin
salinmas1) germ hiicrelerinde DNA hasari, fragmantasyonunun goriilmesidir.
Dolayisiyla spermatid ve spermatozoanin sertoli hiicrelerinden ayrildiktan sonra
klasik, bilinen hiicre 6limii (apoptozis) uyart yolaklarindan bagimsiz olarak DNA

hasarmin baslamasidir %19,

Pek ¢ok calisma ile sperm DNA hasarinin ortamdaki
oksidatif stres ile basladigi bildirilmistir @ 1219 ve bu hasarm spermatazoa ve
spermatidlerin sertoli hiicrelerinden besin desteginden ayrilmig, kurtulmus testis
dokusu seviyesinde basladigi ve sertoli hiicrelerinin sonrasinda hasarin intratiibiiler
ortamda aksesuar seks bezelerinde devam ettigi hipotezi bildirilmistir 2. Ejakiilattaki
sperm DNA hasar yiiksek olan vaka gruplariin bir kismindan, testisten elde edilen
spermler ile yardimci tireme yontemi uygulandiginda ve bu grup ejakiilattan kullanilan

spermatazoalar ile yapilan yardimci tireme yontemlerinin sonuglari ile (fertilizasyon



orani, embriyo Kalitesi, gebelik ve implantasyon orani) karsilagtirildiginda farkli

olmasi gerektigi beklenebilir, tezimin hipotez konusudur.

Erkek infertilitesi konusuldugunda spermdeki oksidatif stres seviyesinin sperm
DNA hasarinin ve apoptozun i¢ ige gectigini goriiyoruz. Literatiirde bu patojenik
mekanizmalarin spermatogenez ve yardimci tireme tedavileri basarisinin tizerindeki
etkisini incelemek tizerine gelismektedir. Yeryiiziindeki tiim aerobik hiicreler normal
yasam kosullarinda normal seviyelerde reaktif oksijen artiklar1 (ROS) ile
yasamaktadir. ROS seviyelerinin yilikselmesiyle oksidatif stres (OS) artmakta ve hiicre
hasar1 goriilmektedir. Oksidatif stresin yiikselmesi semende ROS seviyelerinin
yiikselmesi infertil erkeklerin biiylik kismindaki patolojik nedendir. ROS
yiikselmesiyle kromatin ¢apraz baglarinda hasar olur, kromozom delesyonlar: goriiliir,
DNA siralarinda kirilmalar ve niikleotit bazlarinda oksidasyon goriiliir. ROS seviyeleri
sitokrom c, kaspase 9, kaspase 3 lizerinden apoptozisi uyararak tek sirali ve ¢ift sirali

DNA dizilerinde tek sirali ve ¢ift sirali hasarlara sebep olarak patolojiye sebep olur
(16)

Cogu klinik ve laboratuvar degerlendirilmesinde konvansiyonel sperm
parametreleri ve sperm kalitesinden bagimsiz olarak artan OS, patojenik ROS
seviyelerini belirleyici testlerden yararlanmaktadir. Apoptoz, sperm DNA hasari,

sperm DNA kromatin yapisinin diismesi erkek subfertilitesinin belirteci olabilir %17,

Normozoaspermik bir erkekte agiklanamayan infertilite durumunda oksidatif
stres ve semendeki ROS seviyesi infertiliteye neden olabilir. Idiopatik infertil ¢iftlerin
erkeklerinde semendeki ROS seviyeleri daha yiiksek goriilmektedir ve saglikli fertil

ciftlere gore antioksidan 6zellikleri diisiik bulunmaktadir ).

Somatik hiicrelerde goriilen programli hiicre 6liimii (apoptozis) ile sperm DNA

hasarmin (fragmantasyon) benzerligi pek ¢ok calismada incelenmistir (1% 19.20),

Calismamizin  amaci; yardimla {ireme tekniklerinde temel sperm
parametrelerinin normal goriilen ciftlerin sperm DNA hasarina bakilarak, yiiksek
olanlarinda tedavi yonteminin bu bakis acistyla degerlendirilerek tedavilerinin

planlanmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spermatogenezis

Erkekte germ hiicreleri olan spermatozoalar, spermatogenez adi verilen 6zel
bir iglem sonucu olusurlar. Bu sirada spermatojenik kok hiicreleri genom miktarinda
azalma ile morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere ugrar ve diploid hiicrelerden
haploid hiicrelere farklilasirlar. Spermatozoa sadece govde olarak en kiigiik (sperm bas
uzunlugu: 4-5 um) ve en polarize (sperm bas1 6nde, flagellum arkada) hiicre olmakla
kalmayip kadin iireme sistemi gibi baska bir viicut dis1 ortamda dahi islev gorebilen
tek hiicredir. Bu nedenle spermatozoalarin gorevi, genetik bilginin erkekten disiye,
yani oosite hiicresine tasinmasini saglayan ileri derecede 6zellesmis olan hiicrelerdir.
Sperm hiicrelerinin bu gorevi yerine getirebilmeleri i¢in spermatozoanin morfolojik ve
fizyolojik birtakim gelisim basamaklarindan gegtikten sonra olgunlagsmasi
gerekmektedir. Ayrica uygun bir kromozomal ve genetik yapilanmayr kazanmasi

onemlidir, yani kromozom ve DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) biitiinliigii igermelidir.

Spermatogenez devam ederken spermatozoalar ileride normal sperm
fonksiyonu i¢in gerekli epididimal olgunlasma siirecine katilacak olan morfolojik ve
fizyolojik birtakim siiregten gegerler. Bundan dolay1 spermatogenez basamaklarinin
herhangi bir agsamasinda meydana gelen bir problem, kusurlu ve islev gérmeyen erkek
germ hiicreleriyle meydana gelmesini saglayacaktir. Bundan dolay1r iireme
fizyolojisini 1y1 anlayabilmek i¢in spermatogenez ile morfolojik ve genetik olaylarin

iyi sekilde bilinmesi bilyiik onem tagimaktadir.

Yapisal olarak anormal ve genetik olarak kusurlu spermatozoa arasindaki iligki
onemli bir bilinmeyen olarak ortaya ¢ikmaktadir. Germ hiicre farklilagmasindan olgun
spermatozoa olusumuna kadar siiren spermatogenezdeki uzun olaylar zinciri hem

yapisal hem de genetik hasarlara acik bir yolculuk halinde devam etmektedir 2V,

Spermatogenez  spermatogonyadan spermatozoa olusumu  sirasindaki

proliferatif ve hiicresel degisiklikleri sonucu olusur ve 3 fazda incelenir:



1. Spermatositogenez: Tip A spermatogonya arka arkaya boliinmeye

ugrayarak sayica ¢ogalir ve Tip B spermatogonyayr olusturur. En son olusan

spermatogonyanin boliinmesiyle primer spermatositler olusur.

2. Mayoz boliinme: Spermatositler iki olgunlasma boliinmesine ugrayarak

kromozom sayisini yariya indirir ve spermatid kiimelerini meydana getirirler.

3. Spermiyogenez: Spermatidler belirgin hiicresel degisikliklerine ugrayarak

spermatozoaya farklilasirlar ??,

2.1.1. Spermatositogenez

Puberte safhasina gelinilmeden once testisin igerisinde ¢ok miktarda Sertoli

hiicresi bulunmaktadir @3,

Sertoli hiicresinin islevleri su sekilde anlatilabilir:

1.

Biiyiimekte olan {ireme hiicrelerini fiziksel olarak ve beslenme
bakimindan destek saglamak.

Spermiyogenezde atilan sitoplazmanin fagositozunu yerine getirmek.
Komsu Sertoli hiicreleri arasinda siki baglanti bolgeleri olusturarak kan-
testis bariyerini kurmak.

Androjen baglayici peptid (ABP) sentezi ve salinimin1 gergeklestirmek.
ABP, Leydig hiicrelerinden salgilanan testosteronu baglar ve onu
tiibiilliimenine tagiyarak epididimise yonlendirilmesini saglamak.

AMH (Anti Miillerian Hormon)’nun embriyogenez sirasinda sentezi ve
salinimini gergeklestirmek.

Inhibin sentezlemek ve salgilamak.

Spermlerin iireme kanallarindaki gegigini ve beslenmesini saglayan
friikktozdan zengin salg1 yapmak.

Testikiiler transferrini sentezlemek ve salgilamak. Testikdiler transferrin de
proteindir ve iireme hiicrelerine demir ulastirdigina inanilmaktadir.
Kandaki demir tasiyan protein, serum transferrini, Sertoli hiicresinin
bazalindeki 0zel reseptdrlere baglanir ve sitoplazmaya alinir. Burada

demir serum transferriniden testikiiler transferrine taginilir, bu da demiri



seminifer epitelin adluminal kompartimanindaki gelisen iireme

hiicrelerine gonderir 2,

Spermatogeneze ait siire¢, gonadotropin hormonlarinin serbest birakilmasi ile
hipotalamus-hipofiz ekseni sayesinde kontrol edilir. Sertoli hiicrelerinden, hipofizden
salgilanan FSH (Folikiil stimiilan hormon)’a yanit olarak androjen baglayici proteinler

(ABP) salgilanir ¥,

ABP testesteron ve dihidrotestesteron androjenlerine yiiksek baglanma
afinitesinde olan bir salgisal proteindir. Androjen-ABP kompleksi, daha fonksiyonu

giintimiizde bilinmemektedir, epididimisin proksimal kisimlarina taginir.

Hem ABP hemde androjen reseptorii androjenler igin baglanma afinitesine

sahip olsalarda bunlarin farkli proteinler oldugunu bilinmesi gerekir.

Sertoli hiicreleri, inhibin ve aktivin altiinitelerini salgilarlar. Inhibin (oo
heterodimeri) 6n hipofizden ve hipotalamustan salgilanan FSH ve gonotodropin
salgilatic1 faktor iizerine negatif feedback (geri etki) bir etki gosterir. Aktivin (oo veya

BB homodimer) FSH salinim1 iizerine pozitif feedback bir etki gosterir.

Sertoli hiicreleri puberte gelisiminin sonrasinda postmitotiktir. Eriskin

testisinde mitotik hiicre boliinmesi goriilmez @),

Insan spermatogonium rutin histolojik preparatlar iginde cekirdeklerinin

gorliiniimiine gore {i¢ tipe ayrilir.

Koyu tip A spermatogonia; yogun bazofilik, ince graniil kromatinli oval
cekirdegi vardir. Bu spermatogonium seminifer epitelin kok hiicreleri oldugu
diisiiniilmektedir ?®. Bunlar rezerv hiicrelerdir ve hiicre siklusuna girmezler. Ancak
mitoz yaparak koyu Tip A diger jenerasyon hiicreleri yaparlar ve sonug olarak agik

Tip A hiicresi olusur @2,

Acgik Tip A spermatogonia; ince graniil kromatinli, soluk boyali oval
cekirdekleri barmdirilar ?®, iki cekirdekeigi bulunur. Bu hiicrelerin organelleri azdir
ve testesteronla uyarilinca cogalarak, mitozla yeni acik Tip A ve Tip B

spermatogonyay1 yapar.



Tip B spermatogonia; agik Tip A’ya benzer. Fakat daha yuvarlak ve

merkezde yerlesen ¢ekirdegi ve daha kaba heterokromatini ile birbirlerinden ayrilirlar.

Spermatogenezin ilk evresinde germinal epitelin bazal membranina komsu
yerlesimli Tip A spermatogonya denen ilkel spermatogonya 4 kez mitozla boliinerek
16 adet, daha farklilagmis hiicreler olan Tip B spermatogonyayi olustururlar. Bu
evrede spermatogonya Sertoli hiicrelerine dogru ilerler. Sertoli hiicreleri ¢ok biiytiktiir
ve membranlart bazal ve yan yiizlerde birbirine sikica baglanti yapmis olarak
bulunurlar. Boylece bir bariyer meydana gelir. Ortalama 24 giinliik bir siire sonra
Sertoli hiicre bariyerini gecen her spermatogonyum biiyiir ve primer spermatositi

meydana getirir. Primer spermatositler daha biiyiik yuvarlak hiicrelerdir (Sekil 2.1) 2.
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Sekil 2.1. Spermatogenez de mitoz boliinme (Akkus M).

Tip A spermatogonyalar ara spermatogonya ve tip B spermatogonyumlara
farklilagir ki, bunlarda boliinerek spermatozoa olusumuyla sonuglanan farklilagsma
yolagina giderler. Bu hiicresel programlama olay1 geri doniisiimsiiz bir olay gibi
goziikmektedir, ¢linkii bir kez farklilagmaya girdiklerinde spermatogonyalar kok hiicre

olusumuna neden olan yolaga tekrar girememektedir. Genetik olarak kusurlu



spermatogonyumlar tartismasiz onem tagimaktadir, ¢iinkli kisinin hayat1 boyunca

spermatozoalarin kokeni vazifesini gorecek olan hiicreler bunlardir.

Yiiksek sayida spermatogonya kok hiicrelerin apopitoza ugramasi sonucu
‘kusurlu’ kok hiicrelerin uzaklastirilmasini saglayan ileri diizenleyici mekanizmalarin
oldugunu disiindiirmektedir. Bu donemde somatik hiicrelerde apopitoz
mekanizmalarimi agiklayan calismalar konusunda ciddi bir 6nem ve dinamizm
bulunmaktadir. Arastirma gayretleri spesifik kok hiicre gruplarinin  hangi
mekanizmalarla hiicre 6limi igin hedef secildigi konusunda derinlestirilmelidir.
Ozellikle testiste, (muhtemelen 6zgiin monitdrizasyon sistemleriyle) farklilasan germ
hiicrelerinin hangi mekanizmalarla siirekli degerlendirildiginin anlasilmas1 genetik

olarak kusurlu germ hiicre olusumunun engellenmesinde biiyiik rol oynayacaktir ¢V,

2.1.2. Mayoz Boliinme

Tip B spermatogonyumlarin en son mitotik bdliinmesinin ardindan, ortaya
cikan yavru hiicreler DNA sentezlerler (S fazi) ve 4C DNA igerikleri ile birinci mayoz

boliinmeye baslatmasini saglarlar.

Birinci mayoz béliinmenin profazi bes evreden olusur. Bunlar sirasiyla;
leptoten (iplik halinde), zigoten (eslesmis halde), pakiten (kalinlagmis halde), diploten
(cift goziiken halde) ve diyakinez (uzaklasmaya devam eden) evreleridir ¢,

Leptoten evresinde homolog kromozomlarin boylar1 daha uzundur ve histolojik

preparatlarda ayirim edilmesi zordur.

Zigoten evresinde homolog kromozomlar eslesir, haploid sayida sinaptik ¢ift

yaparlar ve bunlar rutin preparatlarda ayirt edilmesi kolaydir.

Pakiten evresinde kromozom ¢iftleri longitudinal olarak kasilir, kalinlasir ve

daha goriiniir hale gelir. Tetrat meydana gelir.

Diploten evresinde eslesen kromozomlarin ilgili boliimleri karsilikli degis

tokus olurlar. Buna: ‘krosing over’ denir.



Birinci mayozun profazi olduk¢a uzundur, 22-24 giine kadar uzamasi
goriilebilir. Bu nedenle epitelde profazin degisik sathalarindaki spermatositler
goriilebilir. Profazin sonunda ¢ekirdek zar1 ortadan kaybolur ve tetratlar metafaz
ekvatoryal plaginda siralanirlar. Anafazda her homolog kromozom ¢iftinin {iyesi
ayrilir ve zit kutba hareket eder. Boylece telofazda kromozom sayisi her yavru hiicrede

yartya inmis olur.

24 giiniin sonunda her primer spermatosit iki sekonder spermatositi olusturmak
lizere boliinme gecirir. Bu bdliinme normal bir béliinme degildir. Buna birinci mayoz
boliinmesi adi verilir. Boliinmenin baslangicinda 46 kromozamdaki tiim DNA replike
olur. Bu olayda 46 kromozomun her biri iki kromatidlidir ve sentromerlerinden
birbirine baglant1 igerir. Bu arada primer spermatosit 2 sekonder spermatosite
boliinmiis durumdadir. Her kromozom ¢ifti ayrilarak 23 kromozomdan olusan iki grup
meydana getirirler. Her bir kromozom hala 2 kromatidten olusmaktadir ve boylece iki
sekonder spermatosite giderler. Sekonder spermatositler interfazda ¢ok kisa kalir, bu
nedenle seminifer tiibiil kesitlerinde az goriiniirler. Sekonder spermatositin omrii
insanda yaklasik olarak 6 saattir. Ikinci mayozun profazi kisadir. 2-3 giin igerisinde
ikinci mayoz bdolinme olusmaktadir. Metafazda kromozomlar sentromerlerinden
boliinerek kromatidlerine ayrilir ve 23 kromozomdan 2 set meydana gelir. Anafazda
bir set kardes spermatide, diger set diger spermatide gider. Telefazda haploid sayida
kromozoma sahip 2 spermatid olusur. Sonugta her spermatid sadece 23 kromozom ve

orijinal spermatogonyumdakinin yaris1 kadar gen tasimaktadir 2.

Mayoz boliinmeye, kromozom sayis1 yartya indigi i¢in, rediiksiyon boliinmesi
ya da cins hiicresinin olgunlagsmasini sagladigi iginde, olgunlagsma béliinmesi de

denilmektedir 3,

Mayoz bdliinmenin ii¢ dnemli sonucu:

1. Sperm ve ovosit her bir homolog kromozom ¢iftinin sadece bir temsilcisini
igerir.

2. Maternal ve paternal kromozomlar rastgele dagilirlar.

3. Krossing over genetik gesitliligi artirir ),



Mayoz boliinmenin tiirlerin devami ic¢in gerekli olmasindan dolay1
kromozamal DNA’nin eslesmesi, kirilmasi ve tamiri i¢in Ozellesmis bir dizi
diizenleyici mekanizma ortaya cikmistir. Boylesi diizenleyici mekanizmalarin
varligina ragmen mayotik boliinme sirasinda translokasyonlarin ve andploidinin sik

sekilde gergeklestigi bilinmesi gerken ayr1 bir konudur.

Bunun 6tesinde biiyiik sayidaki bir infertil erkek popiilasyonunda germ hiicre
farklilasmasi mayoz sirasinda durmaktadir. Eslesme ve kromozomal ayrilma
anomalileri muhtemelen bu grup infertil hastalarda ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, mayoz
icin gerekli ¢ok sayidaki 6zgiin molekiiler asama germ hiicre olusumunun durmasina
neden olan genetik hasar ve yapisal defektlerin gelismesine hedef olusturmaktadir.
Erkek ve kadinda mayoz boliinme mekanizmalariyla ilgili hizla artan bilgimiz erkek

infertilitesinin sebeplerine yonelik énemli agilimlara olanak taniyacaktir ¢9,

2.1.3. Spermiyogenez

Bu terim spermatidin spermatozoaya doniistiigii mayoz sonrasindaki
degisiklikler dizisini gostermektedir. Mayozdan sonraki birka¢ haftada her spermatid
kendisini ¢evreleyen Sertoli hiicresi tarafindan beslenir ve yeniden sekillendirilir.
Boylece giderek spermatozoona doniisiir. Bu sirada sitoplazmasinin bir kismini
kaybeder, ¢ekirdek kromatini yeniden organize olur, kompakt bir bas meydana gelir
ve kuyruk olusur. Bu olaylarin ¢ogu IM (1s1k mikroskobu) ile izlenebilir, ancak ince
ayrintilarin ¢ogu EM (elektron mikroskop) ile tanimlanabilir. Spermiyogenezdeki

olaylar sunlardir:

1. Cekirdek kondenzasyonu ve ¢ekirdegin hiicrenin periferine ulagsmasi.
2. Modifiye bir lizozom olan akrozomun olusmasi ve gekirdek yiizeyine
tutunmasi.

3. Flagellum olusumu, sentriyolden aksonem olugmasi.

4. Artik cisimlerin atilmasi 42,

Spermiyogenez, spermatogenezin son basamagidir. Ug farkilasma

spermiyogenezi olusturur (Sekil 2.2):
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Sekil 2.2. Spermiyogenez (Akkus M).

1. Flagellumun (kamgi) gelismesi: Flagellum, distal sentriyolden olusur.
Keratin i¢eren dis yogun lifler ve bir fibroz kilif ile gevrili bir aksonem (esmerkezli
dizilimli, 9+2 mikrotiibiil ¢iftleri) bulundurur. Mitokondriyonlar kuyrugun proksimal

boliimii (orta parca) ¢evresinde helikoidal/sarmalimsi bir kilif igerirler.

2. Akrozom gelismesi: Dollenme igin gerekli olan hidrolitik enzimlerin
bulundurulmasi ve devamli olarak iiretiminin yapildigi akrozomal keseyi yapilarinda
bulundururlar. Akrozomun gelismesi dort birbirini takip eden asamalarin sonunda

olusur:
a) Golgi evresi,
b) Kep/sapka evresi,
c) Akrozomal evre,

d) Olgunlasma evresi.

3. Niikleer yogunlagsma: Somatik histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin

ve lizin-zengin protaminlerle yer degistirdiginde niikleer yogunlasma gelisir.

Bu somatik histonlarin protaminlere doniisiimiinden sonra, niikleozomlar

kaybolur ve ¢ekirdek materyalini yogunlastirmak icin diiz kromatin lifler yan yana
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siralanirlar. Spermiyogenezin olgunlagsma asamasindan sonra belirgin bir RNA sentezi
yoktur @,

Yiiksek derecedeki kromatin yogunlagsmasi olgun spermi fiziksel ve kimyasal
hasarlara karsi1 korur. Sperm oosit i¢ine girince disiilfit baglar1 kopar ve sperm
kromatini dekondanse olur ve protaminler oositin histonlariyla yer degistirir. Kromatin
kondenzasyonunu tamamlamamis spermatozoa ¢ift iplikli DNA’dan ¢ok tek iplikli
DNA igerir veya kromozom anomalileri igerirler ??. Dekondanse DNA’ya sahip
spermde bas tamamen boyay1 alarak lacivertimsi-siyah homojen renkte goriintii verir.
Inflamasyon, apopitoz, sigara ve serbest oksijen tiirleri spermde kromatinin kondanse
hale gegmesini engel olur. Kromatinde yeteri kadar kondansasyon gelismez ise sperm
DNA’s1 da kirllmaya kars1 hassaslasir ?”. Sperm kromatini kalitesi fertilizasyonda,
ozellikle de oositi dollemesi i¢in bir tek spermatozoonun secildigi intrasitoplazmik

sperm enjeksiyonu (ICSI) olgularinda kritik bir 6nem tasir ?2),

Spermiyumlarin Sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiil limenine atilmalar

olayina spermiasyon adi verilir ¢,

Spermatozooanun salinmasi esnasinda bas Sertoli hiicresinden aktif olarak
atilir ve flask sekilli artik sitoplazma pargasi ayrilir, spermatozoon serbest hale gelir
ve artik cisimcik Sertoli hiicresine alinir. Spermiyasyondan sonra kopriiler parcalanir
ve artik cisimcikler Sertoli hiicresi tarafindan fagosite edilir ve lizozomal hidrolazlar
ile sindirilir. Yeni salinan sperm seminifer tiibiilden ileri dogru Sertoli hiicrelerinden
salgilanan bir sivi igerisinde ilerlemeye baslar. Bu ilerleme peritiibiiler myoid
hiicrelerin kasilmasiyla gerceklesir. 5-6 m“lik epididimise gectiginde artik motil

formda olmaktadir ?2.

Spermiyogenez sirasinda meydana gelen yogun degisiklikler dikkate
alindiginda spermiyogenez sirasinda germ hiicre blokaji olan durumlarin erkekte
infertiliteye yol agmasi sasirtict bir durum degildir. Orta kisim, aksonem, mitokondri
veya kuyruk sentezi sirasinda meydana gelebilecek kusurlar genellikle zayif motiliteye
sahip anormal spermatozoa gelisimine yol agacak, sperm ¢ekirdegi veya bas kisminin
yogunlagmasi i¢in gerekli proteinlerin sentezinde olusacak mutasyonlar anormal basl

spermlerin olugsmasimi saglayacaktir. Anormal gOriinlimlii spermatozooOalarin
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varligimin bilinmesine karsin morfolojik alterasyonlarla genetik aberasyonlart es
tutmak i¢in daha erken bir donemdir. Daha oOncesi kritik genlerde spermatozoon
morfolojisini bozmayacak minér baz-¢ift yer degistirmeleri genetik olarak kusurlu

fakat goriiniis olarak normal spermatozooalarmn olusmasina neden olacaktir V),

2.2. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Fertilite kelimesi, Latincede: ‘fertilitis’ kelimesinden tiirer ve bireyde tiretken
olma durumu igin kulllanilir. Erkek i¢in sperm o6zelliklerinin yeterli, kars1 cinsin

hiicresini dolleyebilecek kapasiteye sahip oldugunu bildirir. 9,

Infertilite durumu, ¢iftlerin bir yil boyunca herhangi bir korunma yontemi
olmaksizin diizenli iliski olmasina ragmen ¢ocuk sahibi olamamasi durumudur. Bu

durum birgok nedene baglidir ).

Bir yil igerisinde yaklasik olarak %85 oraninda ciftlerde gebelik elde edilir.
Gebelik elde edilmeyen bu %15°1lik kisim infertilite durumu ile kars1 karsiya gelmistir.
Infertilitenin erkekten kaynaklanan orani %20 civarindadir. Her iki birey birlikte

degerlendirildiginde erkek faktorii yaklasik %50 gibi bir orana yaklagmaktadir.

Ergenlige ulamis bir erkegin sadece %6’Sinin ¢ocugu olmamaktadir. Bu
kisilerin yaklasik olarak %85-90’1inda spermatogenez basamaklarinin herhangi birinde

olusan hasara bagl oldugu diistintilmektedir.

WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan 7000’den fazala cift iizerinde
infertilite nedenine gore yapilan ¢alismada %41 oraninda kadin, %24 oraninda erkek,
%24 kadin ile erkek beraber ve %11’inde de herhangi bir sebep olmadigi bildirilmistir.
Bu ¢alismaya bakacak olursak erkek kaynakli neden %48 diizeyinde olacaktir G%.,

Birkac defadir infertilitenin bir yillik siire boyunca ciftlerin istemelerine
ragmen ¢ocuk sahibi olamamasi olarak tanimlanmis olup bir yilin sonunda herhangi
bir korunma yapmayip bir y1l boyunca diizenli iliski kurmalarina ragmen ¢ocuk sahibi
olamayanlarin incelenmesinin gerekli oldugu belirtilmistir. Bu siireg, epidemiyolojik
caligmalarin sonuglarina gore ortaya konulmus olup bir yilin sonunda ¢iftlerin yaklasik

%85’inde gebeligin elde edildigi bildirilmistir. Bu nedenle, bir yilin sonunda ¢iftlerin
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yalnizca %15°1 infertilite nedeniyle degerlendirilmesi i¢in ihtiya¢ duymaktadir. Bu
kanitin arkasinda mantikli bir neden olmasina ragmen infertil ¢iftlerin hikayeleri ve

son durumlarina gore yaklasimlar degistirilebilmektedir @),

Klinik arastirma yapilirken erkek detayli olarak degerlendirilmelidir.
Goristilirken; anamnez, fizik muayene ve hastadan spermiogram testi istenilir.
Hastanin 6nceden yapilan testleri tetkiklerine bakilir. Infertilite siiresi, cinsel yasam
Oykisli, c¢ocukluk zamaninda gecirilmis hastaliklari, enfeksiyonlar, gecirilmis
ameliyatlar, tireme sisteminin toksinlere temasinin varligi veya yoklugu, sistemik
hastaliklar, kullandig1 herhangi bir ilag varsa ve ailesi hakkinda bilgiler toplanmalidir.
Erkek infertilitesi degerlendirilirken tibbi ve tireme Oykiisii, bir androlog ya da iirolog
tarafindan muayene edilmeli ve ik ay ara ile spermiogram testi istenerek
degerlendirilmelidir. Sonuca gore infertilitenin nedeni géz 6iinde bulundurularak
bagka testlerde yaptirilabilir. Bu testleri; baska bir kez daha spermiogram, kan testleri,
retrograd ejekiilat i¢in idrar analizi, ultrasonografi, semen ve spermin hasarini

olcebilen testler ve spermin genetik yapisini gosteren testler de istenebilir GV,

Infertilitede erkegin degerlendirilmesi asagidaki amaclari igermelidir:

e Varsa, diizeltilebilir problemi ortaya ¢ikartmak,

e Diizeltilemeyecek problemin varliginda yardimci iireme tekniklerinden
yararlanip yararlanamayacagini bildirmek,

e Infertilite probleminin altinda yatabilecek hayati tehdit eden bir hastalig
varsa ortaya ¢ikarmak ve gerekli tedavileri uygulamak,

e Yardimci iireme teknikleri kullanilacaksa, gelecek kusaklara gecgebilecek

olas1 genetik anormallikleri saptamak.

Erkekte diizeltilebilir bir problem saptandiginda, hemen yardimeci {lireme
tekniklerine yonelmek yerine, oncelikle erkek faktoriiniin tedavi edilmesi gereken
yaklasim olmalidir. Sonugta bu yaklasim, hem daha ekonomik hem de kadin esi

icermediginden daha kolay bir yontemdir %2,

Infertilitenin iki tiirii bulunmaktadir, bunlar primer ve sekonder infertilitedir.
Primer infertilite, herhangi korunma yontemlerinden higbiri kullanilmaksizin iligki

boyunca hi¢ gebelik olusmamis olan durumdur. Sekonder infertilite ise, birliktelik
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boyunca en az bir kez gebe kalinilmis ancak, bu durumdan bir yil gectikten sonra

herhangi bir korunma yontemi olmaksizin gebelik elde edilemedigi durumlari kapsar
(29)

Deney hayvanlarinda yapilan c¢alismalar ¢ok sayida cevresel etkenin erkek
tireme fonksiyonunu etkileyebilecegini ortaya koymakla beraber, insanlardaki
farkliliklar bu etkenlerden ancak bir kisminin erkek tireme sistemini etkileyebilecegini

ortaya koymaktadir.

Normal sartlar altinda biitiin erkeklerde semen miktar1 ve niteligi biiyiik 6lgiide
farklilik gosterir. Buna ek olarak ayni1 kisiden farkli zamanlarda alinan 6rneklerde dahi
birbirinden farkli olarak sperm sayisi, harekeketlik gibi parametrelerin degiskenlik

gosterebilecegi bilinmektedir.

Hastalik, kisisel aligkanliklar, mevsim degisiklikleri ve diyet semenin
ozelliklerini degistirebilir. Sperm nitelikleri viral veya bakteriyel enfeksiyonlardan
etkilenebilir. Asir1 alkol tiiketimi gibi birtakim aligkanliklarda ve skrotumdaki 1s1

artisina baglantili olan atesli hastaliklar sperm tiretimini etkiler.

Mevsim degisikliklerinin sperm veriminde etkili oldugu bilinmektedir. Sperm

sayist, Ornekler alinmadan 6nceki giin ve haftalarda ejakiilasyon sikligina gore degisir.

Semen orneklerini inceleme, hatali olanlarini bir araya getirme ve sperm tiirtinii
hemen analiz etmekteki basarisizlik, semen analizlerinin sonuglarinda biiyiik

degisikliklere neden olur ©2),

Erkek infertilitesinin dnemli nedenlerinden biri de sperm DNA yapisindaki
birtakim hatalar1 olusmasidir. Kotii kalitedeki spermatozoa DNA’s1 fertilizasyonun
bozulmasina neden olur. In vitro fertilizasyon (IVF) yapilan hastalarda hasarli genetik
yapiya sahip spermatozoada fertilizasyon oranlar1 azalmaktadir. Intrasitoplazmik
sperm enjeksiyonunda (ICSI) ise hasarli DNA’dan fertilizasyon olusmussa
embriyolarin genetik yapisinda bozulma olacaktir. Bunun sonucunda, ejekiilatta
hasarli DNA’ya sahip spermatozoa oraninin bilinmesi fertilizasyon basarisinda ve

saglikli embriyonunun elde edilebilmesi igin biiyiik nem tasir 7).
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2.3. Sperm DNA Hasar

Bilgi tasiyicist olarak gorev yapan DNA, RNA’ya gore daha 6nemli ve genis
Ol¢iide dikkati ¢ekmektedir. Organizmalarda ve fajlarin ¢cogunda DNA karakteristik
bir molekiil bulundurur. Kalitimda aktif olarak rol alan DNA her zaman ¢ekirdegin
icinde ve bazen de hiicrenin diger boliimlerinde bulunmakta olup, gelismis canlilarda

kalitsal materyalin temelini meydana getirir %,

2.3.1. Spermatozoon DNA’s1

Somatik hiicrede DNA her dongiisiinde 6 adet niikleosom iceren bobin
spiralleri (selonoit) halinde kistirilmis olup 60.000 baz ¢ifti araliginda niikleer matrikse
yapisik halde bulunur. Aktif genler niikleer matriks ile ilgili olmaya meyillidir.
Spermatozoon niikleusunda protaminler DNA’ya baghdir, onun negatif yiikiinii
notralize eder ve siki halkalar seklinde bulunurlar. Memelilerde sperm niikleusu
niikleer halka denilen tek tip bir yap1 igerir. Spermatozoon ¢ekirdeginin DNA’s1 bu
halkaya demirlenmis bir durumda bulunur. DNA spermatogenezis sirasinda
spermatoozoona 6zel protaminler ile niikleer histonlarin bir araya gelmesiyle siki bir
yap1 halne gelir. Sikilasmis DNA, protaminler {izerinde bulunan siilfidril gruplarinin
oksidasyonuyla sekillenen disiilfid baglar1 sayesinde bir arada tutulan kangallasmas,
ortas1 delikli ¢orek benzeri olan kromatin, bir spiral halindedir. Bu spiraller normal

somatik hiicrenin tipik bobin benzeri spiral DNA’sindan ¢ok daha dar bir yapi igerirler
(33)

2.3.2. Spermatozoon DNA’sindaki Hasar ve Onemi

Cesitli i¢ ve dis nedenlerden dolay1 DNA’da farkli diizeyde hasarlarin olustugu
bilinmektedir. Spermatozoon DNA’s1 hasarina insan ve fare, at, domuz, balik gibi pek
¢ok hayvan tiirlinde rastlanmaktadir. DNA’da olusan bu hasarlarin baslicalari;
kromatin yapisinin bozulmasi, DNA bazlarmin oksidasyonu, yanlis eslesmesi ve
tubulin polimerizasyonun baskilanmasi, bazlarin kimyasal olarak degismesi, kromatin
yapisindaki anomaliler, DNA zincirinin kirilmasi, DNA-DNA ve DNA- protein

caprazlasmalari, DNA da mutasyonlar gibi cesitli yapisal bozulmalardir 2.
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Ayni zamanda bir hipoteze gore spermiyogenezin kritik asamasindaki defektif
kromatin paketlemesinin insan spermatozoasinda DNA hasar1 olarak goriilebilir.
Kromotin yapisindaki defektler ya da topoisomeraz sisteminin kendi aktivitesi yiiksek

diizeylerde DNA fragmantasyonu gosteren gametlerin olusmasina yol agabilir.

Gergekten bu hipotezi destekleyen diger bir gdzlemde, kromatin paketleme
hatalar1 cogunlukla germ ¢izgisindeki DNA hasart ile iligkilidir. Diger bir hipoteze
gore, defektif sperm fonksiyonu ve erkekteki DNA hasar1 her ikisi birlikte yiiksek
diizeyde oksidatif strese bagli olarak meydana gelir. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS)
yogun bir bi¢imde liretimi ya da maruz kalinmasi istatistiksel olarak bagimsiz
caligmalarda sperm fonksiyonlarinda defekt ya da DNA hasar1 yaptigi
bildirilmistir ?Y.

Spermdeki DNA hasar1 dogal konsepsiyon sonrasi ve farkli yardimci tireme
tekniklerinin (YUT) kullammi fertilizasyonun ve gebeligin belirleyicisidir. Bu
yardimci tireme teknikleri i¢in olduk¢a onemli bir anlami vardir ¢linkii ne kadar
invaziv bir teknik kullanilirsa oosite transfer edilen ve oositi invitro fertilize eden erkek

genomunun genetik hasarlanma ihtimali de o kadar fazla olacaktir.

Semen kalitesi diisiik olan hastalarda DNA kirik oran1 anlamli olarak yiiksektir
ve DNA hasar1 ICSI igin enjekte edilecek spermatozoa segiminde belirlenemez,
ICSI’de defektif spermatozoa kullanim ihtimali ytliksek olur, bu da hasarli DNA’nin

oosit ile islem yapilma oranini arttirmaktadir ¢34,

Yine sigara igen baba adaylarinin spermatozoonlarindaki DNA hasarina bagl
olarak ¢ocuklarinda dogumsal anomaliler, kusurlar ve g¢ocukluk c¢aginda kansere

yakalanma oran1 artmaktadir @9,

Sperm DNA fragmantasyonunun derecesi gametin genetik materyalinin
biitiinliiglinii yansitir. Sperm DNA hasarini belirlemek i¢in en siklikla kullanilan

teknikler TUNEL, Comet ve sperm kromatin yapis1 (SCSA) testleridir .
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2.4.  Spermatozoon DNA Hasari Belirleme Yontemleri

2.4.1. Asidik Anilin Mavisi Boyamasi

Lizinden zengin histonlarla, arjinin/sistein zengini protaminlerin ayirt
edilebilmesi i¢in kullanilan bir karisimdir. Olgun olmayan spermatozoonun bol
miktarda lizin igeren histon barindiran niikleusu islem bitiminde mavi renge
donecektir. Olgun spermatozoonun arjinin-sistein zengini protaminli niikleusu az

miktarda lizin ihtiva ettigi i¢in anilin mavisiyle renk almayacaktir %),

2.4.2. Toluidine Mavisi Boyamasi

Kromatinin metakromatik olarak renklenmesi i¢in uygulanir. Cok mbiiyiik
miktardaki hasarli yogun kromatinde yumak olmus halde bulunur. Bu karisimda DNA
paketlenmesine karsi hassasiyet gosterir. Az miktarda spermatozoon biitiinligiinii ve
biiyiik orandaki DNA hasarmi belirler 9. Erenpreiss 2004’te yaptig1 arastirmada bu
karisimin spermatozoon DNA fragmantasyonu ya da anormal kromatin yapisinin

belirlenmesinde farkli yontemlerle kabul edilebilir sonuglar verdigini gostermistir G7).

2.4.3. Chromomycin A3 (CMA3) Yontemi

Spermatozoonda az miktarda paketlenen kromatinde, farkli yollarla
protaminden eksik DNA’nin boyanmasinda kullanilan guanin-sitozin 6zel bir
karisimdir. CMA3 ve protaminler DNA’da ayni bolgeye baglanir. Bundan dolay1
siddetli CMA3 floresani, spermatozoonun az miktardaki protaminasyonunun
gostericisidir. CMA3 metodu, spermatozoon kromatin degerlendirilmesinde farkli

yontemlerle biiyiik oranda benzer sonuglar vermektedir %,

2.4.4. DBD-FISH (DNA breakage detection-fish) Yontemi

Floresan in situ hibridizasyon ¢ok sayida mikrodelesyon gibi kromozom
anomalilerini bulabilmek i¢in uygulanan bir yontemdir. Hiicreler bir agaroz matriksle
bir slayta maruz kaldiginda bir alkali ¢oziicii (denatiire) karisimla pargalanir. SSDNA

motifleri DNA zincir kiriklarina farklilagir. Notralize edildikten sonra protein
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uzaklastirilir, ssDNA, biitiin genom ya da spesifik DNA problariyla melezlendirilerek
floresan 151k altinda frekanslarina gore degerlendirilir. Pahali, zor uygulanir olmasi ve

klinik agidan ¢ok anlamli sonuglar vermedigi i¢in ¢ok kullanilan bir yontem degildir
(36, 39)

2.4.5. In Situ-Nick Translasyon (NT)Yontemi

NT yontemi biyotinlenen deoksiuridin trifosfatin (dUTP) ssDNA kiriklarinda
kalip bagimli DNA polimeraz I enzimi tarafindan Kkatalizlendigi tepkimede
kaynasmasi prensibi ile calismaktadir. Ozel olarak endojen DNA hasarin1 belirler ve
degisken seviyelerini barindiran spermatozoonu boyar. NT yontemi spermatozoonda,

niikleer DNAnin yeniden sekillenmesi asamasinda ortaya ¢ikan anomalileri saptar ©®),

2.4.6. Akridin Oranj (AO) Boyamasi

Spermatozoon niikleer DNA’sinin  asit eklenmesiyle denatiirasyon
duyarliligina in situ (yerinde) olarak belirlenmesi esasina dayanir. Metakromatik AO
karisimu ¢ift zincir (ds) DNA’da (dogal DNA, yesil) monomer olarak bulunurken, tek
zincir (ss) DNA’da (denatiire DNA, kirmizi) agregat sekilde bag yapar. ssDNA
degerlendirmesinde uygulanan farkli metodlara uygun sonuglar vermektedir. Bu
yontemde eger floresan mikroskobundan yararlanilirsa arastirmacinin ozellikleri

netice agisindan farkli sonuglar veriebilir %42,

2.4.7. Sperm Kromatin Dagilim Yéntemi (SCD)- HALOSPERM®

Sperm Kromatin Dagilim Yontemi (SCD)- HALOSPERM® yonteminde
analizin yapilmasi esasi; spermatozoonun, parcaliyici ¢ozeltiden 6nce asit karisimina
maruz kaldiginda fragmante olmayan DNA’li spermatozoonda niikleer protein
bertaraf edildikten sonra DNA dagilim halolar (fragmante DNA’l1 spermatozoonda
bu halolar ya hi¢ yoktur ya da minimaldir) meydana gelir. Hasara ugtramis
spermatozoonda bu halo olugmayabilir veya ¢ok az miktarda goziikebilir. DNA
kiriklarinin  gériilmesi niikleoititteki halonun biiylimesiyle artar. Floresan lamba
kullanimi olmadan goriilebilir olmasi kullanim avantaji agisindan ¢ok tercih

edilmektedir. Yontemin kolay uygulanir olmasi, az bir zamanda sonug vermesi ve
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SCSA (sperm kromatin striiktiir analizi) ile karsilastirilabilir olmasi kullanim

acisindan en biiyiik avantajlarindandir % 42-47),

2.4.8. COMET (Cluster Of Motifs E-value Tool) yontemi

Bu metod DNA hasar1 analizinde tek hiicre jel elektroforezi kullanimi
gerektirir. Hasara ugramis hiicrede dSDNA zincir gogii seklinde tespit edilir. DNA
kiriklart COMET’in bas kisminda yogun halde bulunurken, ¢ift ve tek DNA
zincirindeki kiriklar COMET’in kuyruguna dogru yonelir. Spermatozoon DNA
fragmantasyonunun tespiti alkali ortamda, nétral ortama gére hem tek hem de ¢ift
zincir kiriklarint gosterebildigi igin kullanimi daha avantajli bir metoddur. Floresan
mikroskobundan yararlanilir. Sonuglarin iyi ve diizgiin bir sekilde verilebilmesi igin

yetismis insanlara ihtiyag duyulmaktadir ¢6:49),

2.4.9. TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick end labeling) Yontemi

Kalip bagimsiz TdT (Terminal Deoksinukleotidil Transferaz) enziminin
katalizledigi tepkimede tek ve ¢ift zincirli DNA’da dUTP’nin (deoksiuridin trifosfatin)
katilim1 prensibi ile ¢alisir. Bu enzim biyotinlenen dUTP’nin DNA kiriginin oldugu
kisimlarda DNA 3’- OH’da sinyal verir. Normal DNA’I1 spermatozoonda yalnizca
arkadaki boliim floresan isikta goriiliir, fragmante DNA (¢oklu kromatin 3’-OH uglari)
acik floresan 1sikta goriiliir. Sonuclar daha gilivenilir olamsina karsin, zor uygulanmsi
ve pahali olmasi1 dezavantajidir. Floresan TUNEL giivenilir metodlara bakildiginda

yakin sonuglar vermektedir #249-52),

2.4.10. SCSA (Sperm Kromatin Striiktiir Analizi)

Anormal kromatinli spermatozoon in situ kismi DNA denatiirasyonuna karsi
cok duyarlidir. Is1 ya da asite maruz kaldiginda DNA denatiirasyonu metakromatik
olarak farklilagan akridin oranj boyamasi ile flow sitometrik saptanmasi prensibi ile
calisir. SCSA asit yonteminden yararlanilmasi pratiktir. SCSA’da saptanan DNA
hasar1 DFI (DNA fragmantasyon indeksi) oranlarina gore yorumlanir. DFI alt limiti

infertillerdebiiyiik oranda %30’dur. Flow sitometrik bir teknik oldugu i¢in hem pahali
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hem de gbzlemcinin tecriibesi gerekli oldugundan pek tercih edilmeyen bir yontemdir
(42, 43, 53-55)

2.4.11. Yiiksek Performansh Likit Kromotografi Yontemi

Spermatozoonda oksidatif DNA hasari yan iiriinii olarak ortaya ¢ikan 8-OHdG
(8-hidroksideoksi guanozin) miktarmin Slgiilmesi prensibi ile ¢alisir. Bu en ¢ok
kullanilan ilerlemis oksidatif DNA hasar1 biyo isaretleyicisidir. Cesitli oksidatif DNA
eklentileri arasindan 8-OHdG, oksidatif DNA hasarininin  saptanmasindaki
hassasiyeti, mutajenik potensiyeli ve DNA’da bulunan karmasik durumun rolatif

fazlahigryla yaygm olarak kullanilir @9,
2.5. Testikiiler Sperm Elde Etme Yontemleri

2.5.1. PESA (Percutanesus Epididymal Sperm Aspiration) - Perkiitan
Epididimal Sperm Aspirasyonu

Epididim i¢ine ince bir igne ile girilerek sperm elde edilmesi yontemidir.

Obstriiktif (Tikalr tip) Azospermide uygulanir.

2.5.2. MESA (Micro Epididiymal Sperm Aspiration) - Mikro Epididimal

Sperm Aspirasyonu

Epididime cerrahi olarak girisimsel olarak yapilan islemler sonucu doku

aliabilmesi ve sperm elde edilmesi yontemidir.

2.5.3. TESA (Testicular Sperm Aspiration) - Testikiiler Sperm

Aspirasyonu:

Genellikle spermatazooa tiretimi olan fakat herhangi bir nedenle spermi disar1
yani ejekiilat ile disar1 ¢ikamayan kisilerde kullanilan sperm elde etme yontemidir
(Sekil 2.3). Tikanikliga bagli olan azospermili erkeklerde sperm bulunma orani

yiiksektir. Aspirasyonun yapilacag yerler belirlendikten sonra, dokular alinilir ©®.
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Sekil 2.3. Tesa teknigi.

2.5.4. TESE (Testicular Sperm Extraction) - Testikiiler Sperm
Ekstraksiyonu

Bu ii¢ yontemle sperm bulunamayan vakalarda TESE yontemi uygulanir.
Testisten doku drnekleri alinarak sperm elde edilmesi yontemidir (Sekil 2.4). Genel ya
da bolgesel uyusturma yapilarak cerrahi olarak testise ulasilir ve buradan dokular
alinarak embriyologlara gonderilir. Embriyologlar 6rnegi inceler, eger sperm hiicresi
bulunursa iiroloji uzmanina haber verilir ve ameliyat sonlandirilir. Cok siddetli
spermatogenez bozuklugu olan, testikiiler yetmezlikli olgularda, NOA’1i vakalarda da
bu yontemle sperm hiicreleri bulunabilmektedir. Azoospermili bireylerde ise %50 -
60’inda, fokal spermatogenez goriilebilmektedir. Bu tip olgularda sperm hiicresi
bulabilme sans1 %50-60 tir ®7). Tikanikliga bagli olan azospermide ise sperm hiicrei
bulabilme sans1 %100¢diir ©8).
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Sekil 2.4. Tese teknigi.

2.5.5. Mikro - TESE (Microdissection TESE)

Schlegel ve arkadaslari, bu yontemi yakalagik 20 yil 6nce uygulamiglardir.
Ameliyat mikroskobu ile 1-5 mg agirligindaki testis dokusu cikarilir 9. (Sekil 2.5),
(Sekil 2.6). Bu yontemin diger konvansiyonel yontem olan TESE ameliyatina gore bir
takim avantajlari bulunmaktadir. Bu yontemle daha az doku alinmaktadir. Bu das
hastanin ameliyat sonrasi daha az problemle karsilagmasina neden olacaktir. Olumsuz
yonil ise, ameliyat mikroskobunun gerekli olmasi ve bu girisimin siiresinin uzun
olmasidir. Bu siire igerisinde testise fazla zarar vermeden ve cok sayida sperm elde
edebilmek amaglanmistir. Bu yontem ile sperm hiicresi elde edilebilme sans1 artmis ve
testis daha az zarara maruz kaldigi i¢in daha sonra bu ameliyat tekrar
yapilabilmektedir. Mikro - TESE yontemi ile tikanikliga bagli olmayan vakalarda
sperm hiicresi bulma oran1 yaklagik %60 civarindadir. Kanallarinda tikaniklik olan bir
hastada sperm bulma sans1, hormonal veya genetik problemi olan hastalara gore daha
yiiksektir ®. TESE endikasyonu olan her hastaya yan etkilerinin diisiik ve basarisinin

yiiksek olmas1 nedenleri ile Mikro-TESE yapilmas1 daha uygundur.

22



SRR

A 0 TN SRR A

Sekil 2.5. Mikro TESE teknigi.

Sekil 2.6. Mikro TESE yontemiyle doku alinmasi.

2.6. Oosit Matiirasyonu ve Fertilizasyon

2.6.1. Oosit Matiirasyonu, Morfolojik Analiz

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu yapabilmek igin, oositi cevreleyen
kiimiiliis-korona hiicrelerini hiirenin etrafindan koparmak; niikleer maturasyon
durumunu ve sitoplazma morfolojisi ve sitoplazma dis1 yapilar1 gézlemlemek igin
kolaylik saglamaktadir. Birinci kutup cismi (polar body) varligi oositin ¢ekirdek
maturasyonunun bir gostergesi olarak kabul edilir. Buna ragmen, son yapilan
calismalarda polarize 151k mikroskobu yardimiyla oosit kutup cisimcigine sahip olsa

dahi immatiir durumda olabilir Y,

Sadece mayotik ag (MS) varlig1 goézlenen yumurtalar metafaz II agsamasinda
yumurta olarak kabul edilir. MS’ nin pozisyonu ve durumu yumurtanin gelisimin

tamamlamasi ile iliskilendirilmistir.
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Sekil 2.7. Polarize 151k mikroskobu kullanilarak gozlenen Metafaz II oosit
(400xbiiyiitme): mayotik spindle (kisa ok ile gosterilen) ve zona pellusida
tabakasi (uzun oklar ile gosterilen) 62,

Son zamanlarda yapilan analizlerde, MII oosit ile mayotik ag (spindle)
blastokist asamasina kadar dollenme ve embriyo kalitesi arasinda iliski kurulmasina

ragmen implantasyon orani ve gebelik i¢in herhangi bir iliski kurulamamistir 3,

Niikleus maturasyonu tek basina, yumurta kalitesini belirlemek igin belirleyici
degildir. Niikleus ve sitoplazmik maturasyon, fertilizasyon i¢in gereken tiim kosullar
saglamak tizere koordineli bir sekilde birbirini tamamlamasi gerekmektedir. En ideal
olgun insan yumurtasi, morfolojik acidan normal goériiniimlii, tek polar cisimcigi olan,

uygun kalinlikta zona pellusida ve uygun perivitellin aralig1 igeren hiicrelerdir ¢¥.

Folikiiler antrum olusumunda, graniiloza hiicreleri mural graniiloza hiicrelerine
farklilasarak folikiiler duvar yapisin1 ve korona hiicreleri adin1 alarak oositin etrafini
sarmistir. Kiimiiliis kiitlesinin igerisinde, oositle baglanti icinde olan kiimiiliis hiicreleri
(CCs) zona pellusida boyunca uzanarak oosit sitoplazmasi ile gecit baglantisi olarak
bulunmaktadir. (Sekil 2.8) Bu yap1 kiimiilis oosit kompleksi (COC’s) olarak
adlandirlir 9. (Sekil 2.9)
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Sekil 2.9. Oosit ve kiimiiliis ooforus kompleksi (200xbiiyiitme)
(Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).
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Sekil 2.10. Deniidasyon yapilmis Metafaz II oosit. Perivitellin bosluk ve birinci
polar cisimcik net bir sekilde goriilmektedir (400xbiiyiitme)
(Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).

Morfoloji, dollenme ve gelisim acisindan yorum yapmak icin yeterli degildir
2) Qosit morfolojisi genetik anomalileri diisiindiirebilir. Bu duruma ilave olarak, bir
kromozom dizisi daha iceren iri (giant) oosit icinde gegerlidir. Bu oositler, polarize
151k mikroskobunda incelendiginde iki ayri mayotik ag (MS) i¢ermektedirler. Bu
hiicrelerin kullanim1 IVF veya ICSI yontemi i¢in tehlikelidir.

Sekil 2.11. Soldaki normal biiyiikliikte olan oosit, sagdaki iri (giant) oosit
(200x biiyiitme) 7).
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Sekil 2.12. iki mayotik spindle bulunduran iri (giant) bir oosit.
(400xbiiyiitme) 7).

Sekil 2.13. Cekirdek (nukleus) ve birinci polar cisimcik bulundurmayan
deniidasyon yapilms bir metafaz I oosit (400xbiiyiitme)©?).
(Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).
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Sekil 2.14. Deniidasyon yapilmus GV oosit (400xbiiyiitme)
(Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).

Laboratuvar bulgularina gore; MI ve GV oositler IVF ve ICSI yapilabilmesi
icin uygun oositler degillerdir. Ancak gerekli kosullarda gerekli zaman diliminde

CO2’ 1i inkiibatorlerde tutulduklarinda mayoz boliinme asamalarini tamamlayip MII

dedigimiz olgun oosit haline gelebilirler.

Sekil 2.15. Ovoid MII oosit (200xbiiyiitme) 69,
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Sekil 2.16. Graniillii bir metafaz I1 oosit (400% biiyiitme). Zona pellusida
kalinh@ anormal derecede farkhlik gostermektedir (79,
(Bakii Medical Plaza I\VVF Merkezi)

Sekil 2.17. Sitoplazmasinda biiyiik bir refraktil cisimcik barindiran bir oosit
(400x biiyiitme) (0.
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Sekil 2.18. Sitoplazmasinda merkezinde graniiler bolge (organelle clustering)
bulunduran bir Metafaz 11 oosit (9.

Sekil 2.19. Sitoplazma merkezinde diiz endoplazmik retikulum (SER) diski
iceren, fragmente polar cisimcige sahip Metafaz I1 oosit (400x biiyiitme) (/2.
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Sekil 2.20. Bol vakuollii bir oosit (200xbiiyiitme) (V).

Sekil 2.21. Normal biiyiikliigiinden 5-6 kat daha biiyiik bir polar cisimcige
sahip metafaz 11 oosit (3,

Sekil 2.22. Perivitellin aralikta biiyiik bir birinci polar cisimcige ve
biiyiik fragmente parcaciklar iceren Metafaz II oosit ("4,
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2.6.2. Normal fertilizasyon

Oviilasyonu takiben yumurta fallop tiiplerinden birine tasinir. Fertilizasyon,
tuba uterinanin ampulla bolgesinde oldugu i¢in spermler vajina ve servikal mukus ile
birlikte servikal kanaldan gecerek uterusa son olarak spermin oosit ile birlesecegi

fallop tiiplerine dogru yiizebilmelidir.

Fertilize olmug matiir oosit, boliinerek (cleavage) fallop tiiplerinden gelisimine

devam edecegi uterusa dogru gidebilmesi gerekmektedir.

Sekil 2.23. Normal fertilizasyon (). (400x biiyiitme)
(Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).

2.6.3. OPU (yumurta toplama islemi)

ICSI (intrasitoplazmik sperm enjeksiyon) genellikle kotii sperm kalitesi ve

daha 6nce IVF (in-vitro fertilizasyon) basarisizligi olan hastalar i¢in yapilmaktadir.

Oosit toplama islemi (OPU), genellikle hCG enjeksiyonundan 34-36 sonra

uygulanmaktadir.

Oosit toplama islemi, tek kullanimlik ovum aspirasyon ignesi ile vajinal

ultrason altinda gelisen folikiillerin, 1sitilmis 15 ml falkon tiip igerisine aspire
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edilmesiyle gerceklesir. Prosediir, lokal anestezi, intravendz sedasyon ve hafif genel

anestezi verilerek yapilabilir.

IVF siklusun da zamanlama olduk¢a oOnemlidir. Vajinal ultrasonografi

bakilarak folikiillerin gelisimine gore, overler degerlendirilir.

12/47/2017 PERDS
11:09:10 PM

Sekil 2.24. Overler de gelisen folikiillerin ultrason goriiniimii
(Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).

Ultrason ve kan testleri yardimiyla folikiillerin durumu jinekologlar tarafindan
degerlendirilerek, oosit toplama isleminin ne zaman olacagi belirlenilir. Genellikle 8-
14 giin stimiilasyon gerekir. Folikiiller hazir oldugunda, hCG ya da esdegeri olan diger

ilaglar verilir.

hCG, LH dalgalanmasini degistirerek yumurtay1 son hali olan matiir (metafaz
I1) formda fertilize olabilmesi igin sabit tutmaktadir.

2.7. Yardimecr Ureme Teknikleri

Overlerden oosit alimini takiben yapilan islemlerin tiimii yardimci lireme
teknikleri (YUT) diye adlandirilir. Bu tekniklerden giiniimiizde en yaygin
kullanilanlari; Klasik (konvensiyonel) IVF ve ICSI’ dir. Diger yontemler ise;
laparoskopi ile yapilan tubal oosit ve sperm transferi (GIFT), zigot intrafallopian
transfer (ZIFT) ve tubal embriyo transferidir (TET). Ge¢mis yillarda bu invaziv

teknikler baz1 infertil hastalarda kullanilirken, son yillarda tercih edilmemektedir /®).
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2.7.1. Klasik (konvansiyonel) IVF

IVF, erkege ait spermlerle kadina ait oositlerin laboratuar ortamin da kiiltiir
kaplar1 (dish) i¢erisinde biraraya getirilerek fertilizasyonun saglanmasi i¢in kullanilan
bir yardimci iireme teknigidir. Dollenen oositlerden olusan embriyolar transfer
edildiginde implantasyon gerceklesebilir. Iyi kalitedeki embriyolar gelecekte
kullanilmak iizere dondurulabilirler. Baslangicta, IVF fallop tiipleri zarar gormiis,
tikali veya eksik olan kadinlara, uygulanirdi. Bugiinler de ise, endometriozis ve

aciklanmayan infertilite gibi durumlarda IVF tedavisi uygulanmaktadir.

2.7.2. ICSI (Intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu)

Klasik IVF’ da hareketli spermler oositle birlikte fertilizasyonunun
gerceklesmesi icin bir gece inkiibatorlerde tutulurken ICSI’de ise; tek bir sperm

hiicresi her bir matiir oosite enjekte edilir ve inkiibe edilir.

Sekil 2.25. intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu islemi (ICSI) (200x biiyiitme)
(Bakii Medical Plaza IVF Merkezi.

2.8. Embriyo Gelisimi ve Skorlanmasi

Sperm—oosit etkilesimi ile dinamik ve kompleks olaylar dizisi sirasiyla
fertilizasyon ve zigot olusumunu saglamaktadir. Bu siire¢ sperm penetrasyonu, sperm
oosit flizyonu ve oosit aktivasyonu, erkek ve disi pronukleuslarin (PN) gelisimi ve

pronukleus ¢iftinin kademeli bir sekilde oosit merkezine gociiyle devam etmektedir.
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Insanlar da sperm sentrioller, pronukleuslarin (PNs) sitoplazma igerisinde

gbc¢linil ve rotasyonunu saglayan mikrotiibiillerin olusumunda 6ncii bir rol iistlenirler.

Sekil 2.26. Normal olarak déllenmis bir oositin time - lapse kayit
sisteminde goriintiilenmesi.

A ve D’de graniillii sitoplazma bdlgesi yildiz ile isaretlenmistir. C’de
dekondense sperm basi ok isaretiyle gosterilmistir. D’de metafaz plagi ok ile
belirtilmigstir. E> de sitoplazmik parlamalar ve A ve D’de gosterilmis birinci polar

cisimcigin (PB) iistiinde uzanan ok ile isaretlenmis ikinci polar cisimcik. F’ de erkek
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ve disi pronukleusun (PN) ok ile gosterimi ve G ve H’ de ise poniikleer kaynagmanin

acik bir sekilde gosterimi (7,

Sekil 2.27. iki polar cisimcigi (PB) ve iki pronukleusu (PN) net bir sekilde
goriilen dollenmis oosit; pronukleusun (PN) icinde niikleolar prekiirsor cisimcik
(NPBs) dizilimi ® (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).

Sekil 2.28. Erken insan embriyo gelisimindeki iki hiicreli embriyo (7679,
(200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).
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Sekil 2.29. Erken insan embriyo gelisimindeki dort hiicreli embriyo (7679,
(200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza I\VVF Merkezi).

Sekil 2.30. Erken insan embriyo gelisimindeki sekiz hiicreli embriyo (7679,
(200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).
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Sekil 2.31. Erken insan embriyo gelisimindeki kompaktlasmaya baslamis olan
embriyo (679 (200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).

Sekil 2.32. Erken insan embriyo gelisimindeki kavitasyonu baslayan embriyo
(76.79) (200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).
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Sekil 2.33. Erken insan embriyo gelisimindeki blastokist asamasina gelmis
embriyo (679 (200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).

Sekil 2.34. Erken insan embriyo gelisimindeki hatchingi baslamms blastokist
(76.79) (200x biiyiitme) (Bakii Medical Plaza IVF Merkezi).
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Embriyo Skorlama Sistemi

[k sembol hiicre sayisiyla iliskili
Ikinci sembol blastomerlerin yapisiyla iliskili
A) Blastomerlerde simetri

B) Blastomerler arasinda belirgin asimetri

C) C- Sitoplazma defekti

Ugiincii sembol fragmentasyona deginmektedir;
1-Fragmentasyon yok

2-Fragmentasyon %20’ den az
3-Fragmentasyon %20-50 arasinda

4-Fragmentasyon %50’ den fazla

A B C
equal size blastomeres unequal size blastomeres defects of cytoplasm

4
fragmentation >50%

1 2
no fragmentation [fragmentation <30%

Sekil 2.35. 3. Giin embriyo skorlamasi €0,

Iyi kalite embriyo ¢ok sayida blastomer bulundurur ve fragmentasyon yoktur.
Optimal blastomer sayis1 ikinci giin 4-6, iigiincii giin 8-12 arasindadir. Ornek verecek
olursak; ikinci giin kiiltirinde 4A1, {giincii gin kiltirinde ise 8Al diye

tanmimlanir €9,
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Lucinda Veeck’ e gore embriyo siiflandirmasi su sekildedir:

Kalitel: Esit biiyiikliikte blastomerlerden meydana gelen embriyo, sitoplazmik

fragmentasyon bulunmama durumu;

Kalite 2: Esit biylikliikte blastomerlerden meydana gelen embriyo, az

miktarda ya da kabarcik seklinde fragmentasyon olma durumu;

Kalite 3: Esit olmayan blastomerlerden meydana gelen embriyo, hi¢ ya da ¢ok

az fragmentasyon olma durumu;

Kalite 4: Esit ya da esit olmayan blastomerlerden meydana gelen embriyo,

anlaml1 oranda fragmentasyon olma durumu;

Kalite 5: Cok az ya da hi¢ blastomer bulundurmayan embriyo, komple

fragmentasyon olma durumu @2,

2.9. Embriyo Transfer islemi

Embriyo transferi islemi sirasinda, bazi kadinlara hafif bir sakinlestirici
yapilmasina ragmen anesteziye gerek yoktur. Jinekolog, vajinal spekulum kullanarak
serviksi temizler ve gerekli hazirliklari yapar. Ardindan bir ya da iki embriyo enjektor
yardimiyla medyum igerisinden ince uzun kateterin i¢ine ¢ekilir. En son olarak hekim
yavas bir hamleyle kateteri uterusa dikkatli bir sekilde embriyolar1 birakip aym

hassasiyetle katateri ¢ikarir.

2.10. Yardimla Zonanmn Inceltilmesi (Assisted Hatching)

Assisted hatching (AH), embriyo transfer Oncesinde embriyonun zona
pellucida tabakasindan daha kolay ¢ikip implante olabilmesi i¢in zonanin lazer aparati

yardimiyla en distan ice dogru inceltilme islemidir.
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Sekil 2.36. Lazer yardimiyla assisted hatching islemi (200x biiyiitme)
(Bakii Medical Plaza I\VF Merkezi).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Bakii Medikal Plaza hastanesi iiremeye yardimci tedaviler
merkezine Aralik 2014-Ocak 2016 aylar1 arasinda bagvuran; demografik ve lireme
fizyolojisi parametreleri normal, agiklanamayan infertilite kriterlerine uyan vakalar ile

yapildi.

Calismamizda hikayesinde yardimci iireme tedavi basarisizligi olup, diger
prognostik faktorleri (yas, over rezervi, lireme fizyolojisi normal) ve erkek subfertil,
total progresif motil sperm sayist 5 milyon iizerinde ve Kruger morfoloji %4’iin
tizerinde olan vakalar degerlendirmeye alinmistir. A¢iklanamayan infertilite nedeniyle
en az bir defa basarisiz yardimci iireme tedavisi basarisizligi olan intra stoplazmik
sperm enjeksiyonu (ICSI) yapilmus, ejakiilattaki sperm Orneginden %15°ten fazla
DNA hasari olan 18 vaka tespit edildi. Erkeklerin yas aralig1 26-51 idi. Kadinlarin yas
araligr 23-42 idi. Vakalarin hicbirinde ICSI oncesinde sperm kalitesini etkileyecek
spesifik ya da ampirik onciil tedavi yapilmadi. Tiim vakalarin en az bir sikluslar
ejekiilattaki spermatazooa ile yapilmisti. Bu vakalarin yeni sikluslar1 ayni yil igerisinde
testikiiler yoldan elde edilen sperm Ornegi ile ICSI yapildi. Fertilizasyon orani,

embriyo morfoloji skoru, gebelik ve implantasyon orani gibi parametrelere bakildi.

Sperm DNA hasar1 sperm kromatin dagilim yontemi olan halosperm kiti ile

degerlendirildi. Literatiirde tarif edilen sekilde sperm DNA hasarlar1 kayit altina alindi
(39,42-47)

Ejekiilattaki spermatozoa 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi klinikteki sperm
verme odasinda alindi. ICSI i¢in gamete 20 medyumu ile 1/10 diliie edildi. Santrifiij
(200g,10 dakika) sonrasinda gamete 20 medyumu iizerine yiizen (Swim up) pellet
spermatazoasi kullanildi. Bu yontemle elde edilen spermatazoanin DNA saglamliginin
gradient yontemi ile elde edilen pelletten daha iyi oldugu bildirilmektedir %, Temel
sperm parametreleri (konsantrasyon, hareketlilik, morfoloji) WHO 2010 kriterlerine

gore kaydedildi.

Testisten sperm eldesi ince igne aspirasyonu TESA ya da agik testis biyopsisi

ile yapildi @9, Inversiyon mikroskop altinda x200 ya da x400 altinda spermatazoa
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goriildii. Sperm mikropipet (humagen) ile ICSI i¢in spermatazoa segildi, artan 6rnekler

gelecekte kullanim igin kriyoprezervasyon yapildi. (kitazato)

Rekombinant Folikiil Stimiilan Hormon (recFSH 1800-3500 IU) follitropin
alfa gnrh antagonist sonrasinda 18 mm’nin iizerinde en az 3 folikiil goriiliip hcg
(10.000 IU) ile oviilasyon uyarild1. 36 saat sonra oositler transvajinal ultrason esliginde
folikiiller aspire edilerek toplandi. Kontrollii ovaryan uyari, oosit toplanmasi, ICSI

literatiirde tarif edildigi gibi yapildi @V,

Zigot ve embriyolar ICSI sonras1 birinci,
ikinci, ticlincii giinde daha once tariflenmis olan skorlama sistemi ile degerlendirildi

(22-24) TCSI sonras1 3.giinde embriyo skoru en iyi 1-4 embriyo transferi yapildi.

Embriyo transfer isleminden 12 giin sonra ¢iftler hastaneye c¢agirilarak
bayanlardan alinan kanda beta hcg testi bakilarak sonuclar daha sonra istatistik agidan
degerlendirme i¢in kaydedildi. Klinik gebelik takibi ve eve bebek gotiirme oran1 dosya
takipleri ile yapildu.
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4. BULGULAR

Ejekiilattaki temel sperm parametreleri (konsantrasyon, hareketlilik, morfoloji)
yardimci iireme tedavilerinde ICSI mikroenjeksiyon ile fertilizasyon i¢in prognostik

olarak olumlu ancak vakalar arasinda farkliliklar gostermektedir. (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Ejekiilattaki sperm temel sperm parametreleri.

KONSANTRASYON o o MORFOLOJIi
HASTANG MILYON/ML MOTILITE (a+1) % KRUGER %
(40 milyon iizeri normal (%e32 uzerl normal (%4 ve iizeri
< deger)
deger) normal)
1 312 36 5
2 47 41 4
3 195 39 4
4 168 44 5
5 53 46 5
6 58 52 4
7 86 36 6
8 50 35 6
9 46 38 5
10 72 42 4
11 356 44 5
12 82 48 6
13 84 36 4
14 70 34 5
15 50 32 8
16 124 38 5
17 48 43 4
18 64 37 4

Calismaya dahil olan 18 erkekte ilk sikluslarinda kullanilan sperm 6rneklerinde

%20 tizerinde DNA hasar1 bulunmaktadir. (Tablo 4.2)
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Tablo 4.2. Dna fragmantasyon testinin oranlari.

Hasta no Sperm dna hasari
1 53
2 62
3 54
4 42
5 22
6 27
7 38
8 26
9 39
10 58
11 46
12 38
13 41
14 48
15 30
16 44
17 49
18 34

Bu vakalarin ikinci sikluslarinda testikiiler sperm kullanilmistir. Tim vakalarin
her iki over sitiimiilasyon protokolii ayn1 gergeklesmis ejekiilat spermi ile yapilan
mikronjeksiyon islemindeki oosit kaliteleri, sayilari, fertilizasyon oranlari, klivaj
oranlari, embriyo morfoloji skoru, transfer edilen embriyo sayisi ve implantasyon

oranlar1 tabloda gosterilmistir. (Tablo 4.3)

Tablo 4. 3. Ejekiilat ile yapilan ICSI oranlari.

hasta oosit normal fertilizasyo klivaj olan klivajo embriyo  transfer edilen  klinik  kese 'rgflggt canh
no sayis1  zigot noram  embriyo ram morfolojisi embriyo sayis1 gebelik sayisi or);m dogum
1 12 8 61.53 6 75 3 3 0 0 0 0
2 7 4 57.14 3 75 4 3 0 0 0 0
3 11 6 54.54 4 66.66 3 4 0 0 0 0
4 6 4 66.66 4 100 2 4 0 0 0 0
5 14 11 78.57 9 64.28 3 3 0 0 0 0
5 13 10 76.92 9 90 4 3 0 0 0 0
7 15 9 60 7 77.77 3 3 0 0 0 0
8 9 7 77.77 5 71.42 4 3 0 0 0 0
9 10 7 70 6 85.71 4 3 0 0 0 0
10 10 6 60 4 66.66 4 4 0 0 0 0
11 12 8 66.66 5 62.5 4 4 0 0 0 0
12 10 6 60 3 50 4 3 0 0 0 0
13 11 7 63.63 4 57.14 3 4 0 0 0 0
14 13 5 38.46 2 40 4 2 0 0 0 0
15 9 2 22.22 2 100 3 2 0 0 0 0
16 14 8 57.14 6 75 4 3 0 0 0 0
17 16 11 68.75 7 63.63 4 4 0 0 0 0
18 13 9 69.23 5 55.55 3 3 0 0 0 0
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Ejekiilat spermiyle yapilan mikroenjeksiyon sonucu hi¢ gebelik olugsmamistir.

Yeni sikluslarinda testikiiler olarak elde edilen spermlerle yapilan
mikroenjeksiyon isleminde kullanilan oosit kaliteleri, sayilari, fertilizasyon oranlari,
klivaj oranlari, embriyo morfoloji skoru, transfer edilen embriyo sayis1 ve

implantasyon oranlari tabloda gosterilmistir. (Tablo 4.4)

Tablo 4.4. Testikiiler sperm ile yapilan ICSI oranlari.

hasta oosit normal fertilizasyo klivaj olan klivajor embriyo transfer edilen klinik kesesa canh

no sayis1  zigot n orani embriyo am  morfolojisi  embriyo sayis1  gebelik  yis1  dogum
1 13 10 76.92 8 80 2 3 1 1 1
2 3 2 66.66 2 100 2 3 1 1 1
3 8 4 50 4 100 1 3 1 2 2
4 3 3 100 3 100 3 3 0 0 0
5 7 5 71.42 4 80 2 4 0 0 0
6 20 12 60 8 66.66 2 3 1 0 0
7 11 3 27.27 3 100 1 3 0 0 0
8 18 8 44.44 6 75 2 3 0 0 0
9 7 5 71.42 2 40 2 3 1 0 0
10 11 7 63.63 5 71.42 2 3 1 1 1
11 10 7 70 6 85.71 2 2 0 0 0
12 14 2 14.28 2 100 3 3 0 0 0
13 9 9 100 5 55.55 2 3 1 0 0
14 12 4 33.33 2 50 2 2 0 0 0
15 16 10 62.5 7 70 1 2 1 1 1
16 9 8 88.88 5 62.5 3 4 0 0 0
17 11 4 36.36 4 100 1 2 1 1 1
18 12 9 75 6 66.66 2 3 1 0 0

Testikiiler sperm ile yapilan 18 vakada 6 ciftte klinik gebelik olusmustur.
Kardiyak aktivite fk pozitif goziiken 7 adet gestasyonel kese 6l¢iilmiistiir. Bunlardan

5 tanesi tekil 1 tanesi ikizdir. Toplam 7 tane saglikli bebek dogumu gerceklesmistir.

Ejekiilat spermi ile testikiiler sperm ile yapilan tedavilerin karsilagtirlmasi tablo

5’te gosterilmistir. (Tablo 4.5)
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Tablo 4.5. Ejekiilat ve testikiiler spermi ile yapilan mikroenjeksiyon
sonuclarinin birbiriyle karsilastirilmasi

incelenen parametreler Ejekiilat spermi ile % Testikiiler sperm ile% p degeri
Matiir Oosit sayist 11,3+2,6 10,7+4,5 0,3
(2pn) zigot sayis1 7,1£2,4 6,243 0,2
Fertilizasyon orani (%) 62+14 62+24 0,9
Klivaj embriyo sayist 542 4,542 0,4
Klivaj orani (%) 72+16 77£19 0,2
Embriyo morfoloji skoru 3,5+,6 1,9+,6 <0.01
Transfer edilen embriyo sayisi 3,240,6 2,9+0,5 0,1
Implantasyon orani (%) 0 15+5 0,03

Calismanin Wilcoxon signed rank testi kullanilarak istatistiksel agidan

karsilastirilmistir.

Ejekiilat spermi ve testikiiler sperm ile yapilan mikroenjeksiyon isleminde
matiir oosit sayis1, zigot sayisi, fertilizasyon orani, klivaj embriyo sayisi, klivaj orani,
transfer edilen embriyo sayisi agisindan farklilik olmadig1 benzer sonuglarin oldugu
ortaya konmustur. Lakin ejekiillat sperminde olusan embriyo kalitesi
degerlendirildiginde embriyo morfoloji skoru 3,5+,6 bulunmustur. Buna karsilik
testikiiler olarak elde edilen spermlerle yapilan tedavilerde gelisen embriyo morfoloji
skoru 1,9+,6 ‘dur. Istatiksel olarak baktigimizda testikiiler olarak elde edilen
spermlerle yapilan tedavilerde p degeri <0.01 ¢ikmistir. Bu da anlamli olarak iyi
embriyo gelisimi saglandigimi gostermektedir. Ayrica ejekiilat spermi ile yapilan
tedavilerde implatasyon oran1 %0 iken testikiiler olarak elde edilen spermlerle tedavi
edilen grupta %1545 bulunmustur, p degeri ise 0,03 bulunmustur. Bu da testikiiler
spermle yapilan tedavinin ejekiilat spermiyle olan tedavilere gore anlamli olarak daha

1yi gebelik oranlarini elde edildigini gostermektedir.
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5. TARTISMA

Infertilite nedenlerine bakilacak olursa bu durumun %20 sinin erkek nedenli
cocuk sahibi olunamadiginmi gostermektedir. Infertilite durumundaki giftler birlikte
incelendiginde erkegin burdaki rolii yaklasik %40°1 bulmaktadir ®2). %20 infertilitede
ise biitiin bilinen 6n tan1 yontemleri ve prognostik belirteclere ragmen teshis ve tedavi
konusunda belirsizlikler bulunmaktadir. Sebebi bilinmeyen infertilite tanisi
kullanilmaktadir. Erkek infertilitesi ve subfertilitesi icin literatiirde: sigara ile
bozulmus iireme fonksiyonu arasinda nedensellik iliskisinden siiphe edilmektedir ©%.
Ancak, erkek infertilitesi {izerine tiitlinlin gergek etkisi halen tartismalidir.
Spermatogenezin bozuldugu, sperm ultrastriiktiirel yapisal anomalilerin indiiksiyonu

ve apopitoz gibi ¢ok sayida mekanizma 6ne siiriilmiistiir 4.

Calismamizda ejekiilat 6rneginde sperm DNA hasar1 yiliksek olan infertil
erkeklerin yardimci lireme yontemleri ile tedavisinde testisten sperm kullanilarak
uygulamalarinin daha basarili  olduklarim1 isaret etmektedir. Testis i¢inde
spermatazoanin erken gelisim fazlarinda da DNA hasarlar1 oldugu bilinmektedir.
Lakin bu klinik gbzlemdeki sonucumuz sperm DNA hasarinin ¢ogunun testis
sonrasinda oldugunu gostermektedir. Sperm DNA hasart 6l¢limiinii prognostik bir
deger olarak aldigimizda ¢alisma grubumuzdaki kriterlere uyan hastalarda ejekiilat
ornegi ile yardimci tireme tedavileri yapmak yerine daha az DNA hasar1 olan testikiiler
sperm hiicreleriyle tedavi yapilmasi olumludur. Testikiiler sperm ile ejekiilat spermi
fertilizasyon oranlar1 agisindan ayni olmakla birlikte embriyo kalitesi, implantasyon
oranlar1 ve klinik gebelik sonuglari testikiiler sperm ile yiiksek olmaktadir. Heniiz
kontrollii ve karsilastirilmali ¢alismalar ile bu klinik yaklasimin sperm DNA hasarina
gore tedavi karari ve yontemi segimini kilavuzlara standart sperm parametreleri
Ol¢iisiinde girmedigini belirtmekle birlikte tekrarlayan basarisiz yardimci iireme
tedavileri ile karsilagilan aciklanamayan infertilite vakalarinda sperm DNA hasar
oranin1 prognostik bir Sl¢iit olarak aldigimizda klinik gebelik sonuglar1 agisindan
testikiiler spermin daha basarili olabilecegini sdylemeliyiz. Daha onceki ¢alismalarin
isaret ettigi gibi spermatazooa DNA hasarli olsada oosit fertilize etmesi ve iyi
morfolojili embriyo gelisimi olmaktadir. Fakat bu embriyolarin implantasyonu

diisiiktiir ve implantasyondan kisa bir siire sonra abort olmaktadir ¢ 4 78 8587,
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Tam tersine birka¢ calismada ise DNA fragmantasyonu ve fertilizasyon
oranlar1 arasinda negatif korelasyon bildirilmistir 2%8®)_Sperm DNA hasar1 olmadan
ama yinede konvansiyonel sperm parametresindeki bozukluklar nedeniyle goriilen
zayif embriyo kalitesi durumuna literatiir ‘erken paternel etki’ terimini kullanmaktadir.
DNA hasarli spermatazooa ile elde edilen embriyolarin erken embriyo klivajinda
belirgin negatif bir durum olmamasina ragmen gozlenen gelisimsel dezavantaja ‘gec

paternal etki’ terimi kullanilmaktadir ¢ 19,

Bununla birlikte testisten sperm eldesi invaziv bir islemdir ve faydasi her vaka
ile tartisilmalidir. Sperm DNA hasarinin yardime iireme yontemlerinde prediktif bir
deger olma konusunda arastirmalar devam etmektedir. DNA hasar1 6l¢iimii arasindaki
farkliliklar ve hangi hasar yiizdesinin daha patolojik oldugu konusundaki klinik
yaklagim farkliliklar aragtirma konusudur. DNA hasarin1 akridin orange caligsmasiyla
belirten bir calisma gebelik oranlarmin %50’nin altinda kaldigini bildirmistir ©.
SCSA (sperm chromatin structure assay) metodu ile %30 iizerinde DNA hasari
bulundugu durumda yardimci tireme tedavisi (ICSI, IVF, IUI) ile klinik gebeliklerin
doguma ulasmadig bildirilmistir © %-°9. Bununla birlikte SCSA parametresi ile ICSI
ya da IVF sonuglarinin degismedigini bildiren ¢alismalarda olmustur ®®. SCSA sperm
DNA’sinin fragmantasyona olan yatkinligini gostermekteyken TUNEL assay metodu
sperm DNA’sindaki hasarlar1 direk gostermektedir. TUNEL metodu ile %20’nin
tizerinde DNA hasar1 bulundugunda 54 ICSI girisiminin higbirinde gebelik
bildirilmemistir @. Literatiirde bundan sonra yapilan pek ¢ok caligma ile %15-20
arasinda bildirilen DNA hasarli spermlerin yardimla tireme tekniklerinde negatif
prediktif deger olacagi sdylenmektedir. Lakin tam kesin deger i¢in ¢alismalar devam

etmektedir.

Akla gelen bagka bir soru ise %20-40 oranlarinda sperm DNA hasarli hiicre
bulunsada hala yaridan fazla spermatazoada DNA hasari oldugu bilinmesine ragmen
bu spermlerle yardimla iireme yontemlerinde klinik gebeligin neden tamamlanmadig:
s6z konusudur. Testikiiler sperm ile klinik gebeliklerin daha basarili olmasi 6lgiilebilen
DNA hasarinin ve yontemlerinin buzdaginin sadece goriinen ug kismi olabilecegidir.
Negatif TUNEL reaksiyonu i¢inde heniiz bilinmeyen yontemler c¢ikacagi

diisiiniilmektedir. Alternatif olarak sperm DNA hasar1 bulunan vakalarda bazi sperm
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sitoplazmik faktorlerinde sorunlu olabilecegi sdylenmektedir. ICSI sonrasi oosit
aktivasyonu ve erken embriyo gelisiminin ‘oocyte-activating substance’ ya da sentriol

ile oldugu bilinmektedir. Bu siirecte de hasar olabilecegi diisiiniilmektedir.

Antioksidan tedavilerin erkek subfertilitesinde yardimeci tireme tedavilerinin
basarisim arttirdig1 bilinmektedir ®®. Bu klinik faydaninda sperm DNA hasarmin
azalmasi ile oldugu bildirilmektedir. Testikiiler sperm eldesi 6ncesinde antioksidan
tedavi kullanimininda faydasi metaanalizleriyle sperm DNA hasarinin sagaltilmasi ve
tedavi basarisinin artmasi konusunda yaygin klinik kullanilmaktadir. Sperm DNA
hasar1 bulunan 6rnekler ile yardimci tireme tedavileri sonuglarinda yenidoganda artmis
genetik hastalik tespiti ve ayrica yine sperm DNA hasari ile korele artan g¢ocuk
kanserleri arasinda iliski bulundugu ve bu klinik vakalarin 1s181inda sperm DNA hasar1
yiksek durumda yardimer lireme tedavisinde testikiiler sperm ile Klinik gebeligin

genetik hastaliklar ve onkolojik agidan koruyucu, dnleyici olabilecegi bildirilmistir @4
(97)
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6. SONUC

Bu calismada bulgularimiz agiklanamayan infertil vaka grubunda tekrarlayan
tedavi basarisizliginda sperm DNA hasart 6l¢iitiiniin kullanimi ile prognostik olarak
ejekiilat spermi yerine daha az DNA hasar1 bulunan testikiiler sperm kullanildiginda
yardimer iireme tedavisinin klinik sonuglarinin daha basarili oldugu yoniindedir.
Orneklem gruplarmizin kiigiikliigii calismanin smirliliklaridir. Ancak, daha giivenilir
sonuglarin elde edilebilmesi i¢in; ayn1 gruplarda ve genel popiilasyonda yapilacak
biiyiik 6lgekli karsilastirilmali, kontrollii ¢alismalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.
Yardimci tireme tedavi basarisizligi olan vakalarda, yeniden yapilacak olan tedavilerin
oncesinde sperm DNA hasart testini de bir prognostik 6l¢iit olarak alip patoloji tespit
edilen vakalarda standart semen parametleri normal ve yerterli olmasina ragmen
testikiiler olarak elde edilecek spermatazooa ile yapilacak olan mikroenjeksiyon islemi

basarili klinik sonuglar getirebilecektir.
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