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ONSOZ

Aciklanamayan infertilite ve tekrarlanan gebelik kayiplarinin etiyolojisinde
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OZET

Infertilite, bir yil siire ile herhangi bir korunma ydntemi uygulanmadan ve
diizenli cinsel iliskide bulunulmasina ragmen gebelik olmamasi durumudur.
Infertilite nedeniyle basvuran bir cifte nedene yonelik klinik ve laboratuvar
aragtirmasi yapmak soruna yonelik tedaviye karar verilebilmesini saglar.
Infertilitenin ciftlere oram degerlendirildiginde: %30-40 oraninda erkek faktdriiniin,
%40-%50 oraninda kadin faktoriiniin ve %25 oraninda ise her iki ¢ifte bagl
faktorlerin sebep oldugu ortaya g¢ikmaktadir. Aciklanamayan infertilite ise tiim
infertilite nedenlerinin yaklasik %15’ini olusturur. A¢iklanamayan infertilite, temel
infertilite arastirmalari sonucunda herhangi bir sebep bulunamayan c¢iftler igin
kullanilan bir terimdir. Tanida normal sperm analizi, ovulatuvar sikluslarin varligi,
normal uterin kavite ve en azindan bir tubanin ac¢ik oldugunun gosterilmesi gerekir.
Tedaviye karar veren hastalarda ise ti¢ siklus klomifen sitrat veya gonadotropinlerle
ovillasyon indiiksiyonu ve intrauterin inseminasyon sonrasi basarisiz olunursa

UYT’ye gegilir.

Infertil ¢iftin degerlendirilmesinde en onemli baslangig testi spermiyogram
analizidir. Hastanin gebe kalabilmesi i¢in spermin sayisi, hareketliligi, morfolojisi ve
DNA yapist 6nemlidir. Baz1 durumlarda spermin andploidi gibi bir sayisal genetik
dengesizligi olmamakta, bunun yerine DNA yapist bozulmaktadir. Bu durumda
spermiyogram analizinde anormal sonu¢ goriilmeyebilir. Bircok test farkli
ozelliklerle sperm hiicresinin DNA yapisin1 degerlendirmesine ragmen standart bir
teknik veya saptanan durumlarin klinikle iliskisinin ortaya konmasi noktasinda ortak
bir goriis yoktur. Bu konuda goriis birliginin olmamasi yapilan ¢aligmalarin yetersiz
kalmasindan dolayidir. Halbuki sperm kromatin ve DNA defektleri erkek fertilitesini
etkileyen faktorlerdir. Spermin genetik yapisinin biitiinliigliniin korunmasi normal
fertilizasyon ve saglikli bir embriyoya hayat verme agisindan onemlidir. Intra-
Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) uygulamasi sonucu spermde DNA
fragmantasyonu var ise, yumurta ile birlestiginde embriyonun Kkendini tamir
edebilme yetene8i olmasina ragmen embriyonun gelisim hizi ve implantasyonu

etkilenebilir. Bu durum klinik gebelik ve canli dogum oranlarini diistirmektedir. ICSI



i¢in kullanilan hasarli sperm DNA’sinin gelisecek embriyoda olusturabilecegi etkiler
heniiz ¢aligma asamasindadir ve ileri ¢alismalar gerektirmektedir. Normal semen
analizi olan erkeklerde yliksek derecede DNA hasari olabilecekken; ¢ok kotii sperm
kalitesi olan erkeklerde ¢cok az DNA hasari olabilir. Sperm DNA hasar1 ve andploidi
calismalari, daha c¢ok oligospermik ve siddetli male faktor hastalarinda yapilmis,
aciklanamayan infertilite hasta gruplarinda c¢alismalar yetersiz kalmistir. DNA
hasarmin in vitro Fertilizasyon (IVF) ve ICSI sonuglarina olan etkisi arastirilmakta
olup hala tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle agiklanamayan infertilite hasta
grubunda basarisiz ICSI denemelerini en aza indirmek ve gebelik oranlarini artirmak

icin yeni verilerle yeni ¢caligsmalara ihtiyag¢ vardir.

Aciklanamayan infertilite, tekrarlayan gebelik kayiplar1 ve DNA anomalileri
gibi durumlarin sperm DNA fragmantasyonu ile iliskili oldugu gdzlenmistir.
Ozellikle tekrarlayan gebelik kayiplarinda DNA fragmantasyonu gibi genetik
faktorler ve yasa da bagli olabilecek yiiksek andploidi oranlarindan s6z edilmektedir.
Literatiirde andploidi oran1 yiiksek olarak bildirilmis olan kromozomlar i¢in Floresan
in situ Hibridizasyon (FISH) testi kullanilarak normalde her bir spermde birer tane
bulunmas1 gereken bu kromozomlarin yoklugu veya fazlaligi arastirilir. Biz bu
calismamizda agiklanamayan infertilite tanis1 alan ve ICSI uygulamasi sonucu
gebelik elde edilememis hasta grubunun spermiyogram analizinde spermde andploidi
(sperm-FISH testi ile) ve sperm DNA fragmantasyonu incelenmesini
amaglamaktayiz. Bunun i¢in spermiyogram ornekleri sperm-FISH analizine alinacak
sonrasinda DNA kromatin ve fragmantasyonunu saptamak i¢in Sperm Kromatin

DNA Testi (SCD) ¢aligilacaktir.

Aciklanamayan infertilite hasta grubundaki IVF uygulama basarisizliklarina;
sperm DNA hasarmin etkisinin olup olmadig: ile ilgili yeterli sayida g¢alisma
bulunmamaktadir. Bunun i¢in hem sperm hiicresi DNA biitiinliigliniin bozulmasini
hem de bunun c¢iftlerin infertil durumuyla iliskisini degerlendirecek caligsmalara
ihtiyag vardir. Sonug olarak bu basarisiz uygulamalara sperm DNA hasarmin etkisi
olup olmadigi ve saptanabilecek andploidi oranlarinin  karsilastirilmasiyla,

aciklanamayan infertilitenin altinda yatan genetik faktorlerin etkisinin aciga



cikartilmasinin Uremeye Yardimci Tekniklerin uygulanmasinda ¢iftlerin saglikli

bebek sahibi olma basarisini artiracagini ongérmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Sperm DNA hasari, agiklanamayan infertilite, sperm, DNA

fragmantasyonu, erkek infertilitesi.



ABSTRACT

Infertility is a condition in which a woman is unable to become clinically
pregnant after one year of regular unprotected sexual intercourse. Couples admitted
to centers for infertility, laboratory research and clinical treatment are tested for the
detection of the problem. In 30 to 40% of cases the male is found to be the cause of
infertility, while in 40 to 50% of cases the cause of infertility lies with the female. In
25% of couples who experience infertility, the problem results from both the man
and woman. Unexplained infertility constitutes approximately 15% of all infertility.
Unexplained infertility is a term used for couples in which there is no identifiable
reason for infertility. In routine diagnosis semen analysis, the presence of ovulatory
cycles, a normal uterine cavity and at least one open fallopian tube should be seen.
Patients who have decided to undergo treatment, 3 cycles of clomiphene citrate
ovulation induction with gonadotropins and intrauterine insemination are assisted but

if this failsother reproductive techniquesare tried.

The most important first step in the evaluation of infertile couplesis to run a
sperm analysis. The number of sperm, their mobility, morphology and DNA integrity
are all important factors for becoming pregnant. In some cases, there are no
quantitative genetic imbalances/disruptions such as sperm aneuploidy; rather there
are problems in terms of DNA structural integrity. A large number of tests are
available to asses different aspects of sperm DNA integrity; but there is no consensus
on the optimal technique or appropriate clinical cut-off levels. This lack of consensus
is due in part to the fact that many studies have not yet been replicated as well as the
fact that many studies thus far have been inadequate. Sperm chromatin and DNA
defects determine male fertility. Maintenance of sperm structural integrity is
important for normal fertilization and a healthy embryo. DNA fragmentation occurs
in sperm as a result of Intra-Cytoplasmic Sperm Injection (ICSI). Despite the fact
that the embryo can repair itself after injection of the damaged sperm into the oosit,
embryonic development and implantation rates are affected. This reduces both
clinical pregnancy and live birth rates. In ICSI procedures, the ability of sperm with
DNA damage to bring about a successful pregnancy is still under investigation and



Vi

more advanced research is necessary. Men with normal semen analysis may have a
high degree of DNA damage while men with very poor semen quality can have very
little DNA damage. In studies of sperm DNA and aneuploidy, the majority of studies
have focused on oligospermia and severe male factor infertility while unexplained
infertility has been largely ignored. The effect of sperm DNA damage on In vitro
Fertilisation (IVF) and ICSI outcomes is still not clearly known. Therefore, new
studies are greatly needed to increase success rates in patients with unexplained
infertility suffering from unsuccessful ICSI attempts. Abnormalities such as sperm
DNA fragmentation have been associated with unexplained infertility and recurrent
miscarriage. Especially in the case of recurrent miscarriage, genetic factors such as
DNA fragmentation and high rates of aneuploidy may beto blame. For chromosomes
that have been shown to have a high rate of aneuploidy, the FISH method will be
used to examine sperm for absence or presence of extra copies. In this study, it is our
aim to analyze both sperm aneuploidy and DNA fragmentation in patients with
unexplained infertility for whom ICSI did not result in successful pregnancy. To this
end, samples acquired from semen analysis will be assessed for aneuploidy by
Multicolour fluorescent In Situ hybridization (sperm-FISH) and for chromatin

fragmentation by the Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test.

There is little data concerning the effect of sperm DNA damage on the success
of IVF procedures in cases of infertility of unknown etiology. Thus there is a great
need for research that can identify the mechanisms that cause sperm DNA damage
and that affect clinical outcomes. We aim to elucidatethe etiology of unexplained
infertility after IVF treatment with concrete evidence and data obtained through the
investigation of the effect of DNA damage and aneuploidy on sperm. In conclusion,
we anticipate the existence of underlying genetic factors in unexplained infertility
resulting from sperm DNA damange and aneuploidy, the discovery of which could

increase the hope of infertile couples to bring a healthy baby into the world.

Keywords: Sperm DNA damage, unexplained infertility, sperm, DNA

fragmentation, male infertility.



ICINDEKILER

Bilimsel Etik Bildirim Sayfasi

Onay Sayfasi

Onsoz

Tiirkce Ozet Sayfasi

Ingilizce Ozet Sayfasi

icindekiler Dizini

Simgeler ve Kisaltmalar Dizini

Tablolar Dizini

Sekiller Dizini

1. GIRiS

2. GENEL BILGILER

2.1. Infertilite Nedenleri
2.1.1. Erkek Infertilitesi
2.1.2. Polikistik Over Sendromu
2.1.3. Tubal Faktor
2.1.4. Endometriozis
2.1.5. Aciklanamayan Infertilite
2.2. Uremeye Yardimci Teknikler (UYT)

2.2.1. Invitro Fertilizasyon
2.2.2. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu

2.3. Spermatogenez

2.3.1. Spermatogonial Faz (Spermatositogenez)

2.3.2. Spermatosit Fazi (Mayoz)

vii

Sayfa

vii

Xi

Xii

10
11
12
13
13
14
15

15



viii

2.3.3. Spermatid Fazi (Spermiogenez) 16

2.3.4. Spermatogenezin Genetik Ozellikleri 17
2.3.5. Endokrin Faktorler 18
2.3.6. Diger Faktorler 18

2.4. Infertil Erkegin Degerlendirilmesi 19
2.4.1. Semen Analizi 22
2.4.2. Semen Toplanmast 22
2.4.3. Semenin Makroskopik Degerlendirilmesi 23
2.4.4. Semenin Mikroskopik Degerlendirilmesi 24
2.4.5. Endokrin Inceleme 27
2.4.6. Sperm ve Semene Ait Spesifik Testler 28

2.5. Genetik Arastirma 29
2.5.1. Sperm Orneginde Andploidi Tayini 29
2.5.2. Sperm DNA Anomalileri 30

2.6. Sperm Orneginde FISH Analizi 31
2.6.1. Infertil Ciftlerde Sperm Orneginde FISH Analizi 32

2.7. Sperm DNA Fragmantasyon Analizi 33
2.7.1. Sperm Kromatin DNA Testi 35

3. GEREC VE YONTEM 36
3.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Nitelikleri 36
3.2. Kullanilan Geregler 38
3.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler 39
3.4. Kullanilan Problar 40
3.5. Yontemler 41

3.5.1. Orneklerin FISH Analizine Hazirlanmasi 41



3.5.2. FISH Tekniginin Uygulanmast
3.5.3. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi
3.5.4. Orneklerin Sperm Kromatin DNA Analizine Hazirlanmasi
3.5.5. Preparatlarin Mikroskopta incelenmesi
3.6. Kullanilan Istatistiksel Analiz Y&ntemleri
4. BULGULAR
5. TARTISMA ve SONUC

6. KAYNAKLAR

42
44
47
47
48
50
63

71



SIMGELER ve KISALTMALAR DiziNi

UYT Uremeye Yardimci Teknikler
IVF In Vitro Fertilizasyon

ICSI Mikroenjeksiyon uygulamasi (Intra-Cytoplasmic Sperm Injection)
FISH Fluorescent In Situ Hybridization
DNA Deoksiribo Niikleik Asit

SCD Sperm Kromatin DNA Testi

FSH Folikiil Stimiilan Hormon

LH Liiteinizan Hormon

TRUSG  Transrektal Ultrasonografi
PKOS Polikistik Over Sendromu

cm Santimetre

cm’® Santimetre kiip

HSG Hidrosalpingografi

WHO Diinya Saglik Orgiitii

°C Derece santigrat

ml mililitre

u 10°°

T Testosteron hormonu

AZF Azoospermia Factor bolgesi (Y kromozomu iizerinde)
DFI DNA fragmantasyon indeksi

VKI Viicut Kiitle indeksi

PBS Fosfat Tamponlu Salin

HCI Hidrojen Kloriir



TABLO DiZiSi

Tablo 1. Infertil Erkegin Sorgulanmasinda Oykii

Tablo 2. infertil Erkegin Sorgulanmasinda Fizik Muayene

Tablo 3. Semen Incelemesinin Normal Degerleri (5)

Tablo 4. Kruger Kesin Kriterlerine Gére Sperm Morfolojisi

Tablo 5. Serum Hormonlari ile Erkekte Klinik Bulgular Arasindaki iliski
Tablo 6. Hasta ve Kontrol Grubu i¢in Anket formu

Tablo 7. Hasta ve Kontrol Grubunun Ozellikleri

Tablo 8. Saglanan Materyaller (AneuVysion kit)

Tablo 9. Calisma Reaktifi Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tablo 10. A¢iklanamayan Infertil Kontrol ve Hasta Grubu Yas, Sperm/ml ve
Motilite Karsilastirilmasi

Tablo 11. Kontrol Grubu ile Hasta Grubu Arasinda Erkek Yas/SCD Degeri ve
Sperm Say1s1/SCD Degerlerinin Korelasyon Degerlerine Gore Sperman Testi
ile Karsilastirma Tablosu

Tablol12. Hasta ve Kontrol Grubunun SCD % Degerlerinin Klinik Gebelik
Sonuglar ile Karsilastirilmasi

Tablo 13. Ki Kare Testi ile Yapilan Hasta Grubu ile Kontrol Grubu Arasinda
Klinik Gebelik ve Sperm Baslar1 Etrafinda Halo Olusturmasinin Yiizdelere
Gore Dagilimi Tablosu

Tablo 14. Otozomal Kromozomal Anomalilerinin Kontrol ve Hasta Grubunda
Dagilimi, Ortalama ve p Degerleri* (p> 0.05) (A. 13. Kromozomun, B. 18.
Kromozomun ve C. 21. Kromozomun Cinsiyet Kromozomlariyla Birlikteligi)
Tablo 15. Cinsiyet Kromozom Anomalilerinin Hasta ve Kontrol Gruplarinda
Dagilimi, Ortalama ve p Degerleri (p>0.05)

Tablo 16. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Toplam Anomalilerin Dagilima,
Ortalama ve p Degerleri (p>0.05)tablosu

Xi

Sayfa
20
21
23
26
28
37
38
42
46

51

52

53

54

57
58

59



SEKILLER DiZiSi

Sekil 1. ICSI [1]
Sekil 2. Spermatogenez [2]

Sekil 3. Fertilizasyon DNA hasar1 oran1 LOPES 1998 [3]

Sekil 4. Sperm ¢ekirdeginde X kromozomu (yesil floresan 1s1ma) igeren
normal sperm.

Sekil 5. Sperm ¢ekirdeginde Y kromozomu (kirmizi floresan 1s1ma) igeren
normal sperm

Sekil 6. Sperm ¢ekirdeginde 18. Kromozomu (mavi floresan 1s1ma) igeren
normal sperm

Sekil 7. %30 ve tstii DFO orani: Sperm basi ¢evresinde halo olusmayan ve
yiiksek oranda DNA fragmantasyonu igeren spermlerin gorinimdi.

Sekil 8. %30 iistii DFO orani: Sperm bas1 etrafinda halo olusmadigi gozlenir.

Sekil 9. %15-30 DFO orani: Sperm basi etrafinda kiiciik bir halo olustugu
gbzlenir.

Sekil 10. %15-30 DFO orani: Sperm bas1 etrafinda kii¢lik halo olusumu
gbzlenir.

Sekil 11. DNA fragmantasyonu igermeyen sperm (%15 DFO) (sperm bas1
etrafinda halo olustugu gozlenen) (sagda) ile DNA fragmantasyonu igeren
sperm (%30 DFO) (sperm bas1 etrafinda halo olugsmadigi gézlenen) (solda).
Sekil 12. %15 ve alt1 DFO oraninda, sperm bas1 etrafinda biiylik halo olustugu
(asagida) ve %15-%30 DFO oranina sahip, sperm basi etrafinda orta
biiyiikliikte halo olustugu (yukarida) gézlenen spermler.

Sekil 13. %15 ve alt1 DFO orani: Sperm bas1 etrafinda biiytlik halo olusumu ve
DNA fragmantasyonu icermeyen sperm goriintiisii.

Sekil 14. Kromozom 13 (yesil sinyal) i¢in, normal (bir adet sinyal) ve dizomi
(iki adet sinyal) goriilen spermler

Sekil 15. Kromozom 18 (mavi sinyal) i¢in, normal (bir adet sinyal) ve dizomi
(iki adet sinyal) goriilen spermler

Sekil 16. Kromozom 13 (yesil) ve Kromozom 21 (kirmiz1) i¢in normal sperm
(birer sinyal)

Sekil 17. Kromozom 21 (kirmizi sinyal) i¢in, ok ile gosterilen spermde iki1
adet kirmiz1 sinyal goriilmektedir (dizomi 21)

Sekil 18. Kromozom 18 (mavi) ve X kromozomu (yesil) i¢in normal sperm
(birer sinyal)

Sekil 19. Kromozom 18 (mavi), Y kromozomu (kirmiz1) i¢in normal 18, Y
(birer sinyal) sperm

Sekil 20. Kromozom 18 (mavi) ve Y kromozomu (kirmizi) i¢in; normal 18, Y
(birer sinyal) (yukarida) ve normal Y (bir sinyal) ile 18 i¢in dizomi (iki sinyal)
(asagida) igeren spermler

Sekil 21. X kromozomu (yesil) i¢in, anomalili XX sperm (gift sinyal)
(yukarida) ve normal sperm (tek sinyal) (asagida)

Xii

Sayfa
14
17
34

45
45
45

54
55

55

55

56

56
56
60
60
60
61

61
61

62

62



1.GIRIS

Infertilite, bir yil siire ile herhangi bir korunma yéntemi uygulanmadan ve
diizenli cinsel iliskide bulunulmasina ragmen gebelik olmamasi durumudur [1].
Infertilite problemi iireme cagindaki ciftlerin yaklasik %10-15"ini etkileyen bir
problemdir. Infertilite problemi olmayan bir ¢iftin her ovulatuvar siklus basma gebe
kalabilme sansi %25 civarindadir. Kontrasepsiyon uygulamayan normal ¢iftlerin
%57’s1 ilk li¢ ayda, %72’si alt1 ay i¢inde, %85°1 bir yil iginde gebe kalabilmektedir
[2]. Infertil giftlere sunulan tedavi alternatiflerinin arasinda, yiiksek basari oranlari ile
Uremeye Yardimer Teknikleri (UYT) 6nemli bir yer tutmaktadir. Genel olarak, in
vitro Fertilizasyon (IVF), kadin overlerinden oositlerin toplanmasi, laboratuvarda in
vitro oositlerin fertilizasyonu ve uterusa embriyolarin transferi asamalarini igerir.
Bazi IVF islemleri spermin direkt oositin i¢ine enjekte edilmesi ile gerceklestirilir
(Mikroenjeksiyon = ICSI). IVF/Mikroenjeksiyon uygulamasinda, klinik gebelik

basarisi, taniya bagli olarak, %30-%40 seviyelerinde diisiik oranlar gostermektedir

13].

Sperm analizi, ejakiilatin degerlendirilmesidir. Standart analizlerde
hastalardan en az iki en ¢ok yedi giinliik cinsel perhiz siiresine dikkat edilmesi
beklenerek mastiirbasyon ile steril bir kaba 6rnek vermesi istenmelidir. Ornegin
laboratuvarda verilmesi, miimkiin olmayan durumlarda 30 dakikayr gecmeyecek
stirede getirmesi istenilmelidir. Makroskobik incelemeye alinan ©rnek miktar,
likefaksiyon zamani, pHsi, viskozitesi ve genel goriiniimii olarak degerlendirilir.
Hastanin ilk bagvurusunda iki analiz yapilmalidir. Bu iki analiz arasinda gegen
zaman yedi glinden az, {i¢ haftadan ¢ok olmamalidir. Sperm analizinin en 6nemli
kismin1 mikroskopik inceleme olusturur. Mikroskopik incelemede sperm sayisi,
hareketliligi, yuvarlak hiicre sayisi, varsa agliitinasyonun derecelendirilmesi,

morfoloji ve yuvarlak hiicrelerin siniflandirilmasi incelenir [4].

Andploidi yani anormal kromozom sayisi riski ileri anne yasi ile birlikte
artmaktadir. Andploidi olusmasinda anneye ait faktdor olarak kromozomlarin

ayrismamasi, babaya ait faktorler arasinda ise gonadal mozaisizm, translokasyonlar



ve inversiyonlar gosterilebilir. Multicolour FISH testi sperm &rneklerinde

kromozomal anomali aragtirilmasinin yapilabildigi yontemlerden biridir.

FISH testi kullanilarak yapilan aragtirmalar, seks kromozomlarindaki artan
anOploidi frekanslarimi ortaya koyar. Spermlerin FISH testi ile incelenmeleri,
aragtirma diizeyinde olmakla birlikte 6zellikle belirtilen androlojik durumlarda sahip
olan erkeklerde calisilabilir yontemler arasindadir [5]. Spermler haploid yapida
olduklar1 i¢in, normalde otozomal kromozomlar ig¢in tek sinyal, -cinsiyet
kromozomlari igin X veya Y’nin birine ait sinyal alinmas1 gerekmektedir. Ornegin
18, X ve Y kromozomlarina ait 1g1ma sinyali alinmasina yonelik prob kombinasyonu
kullanildiginda, normalde biitiin spermlerden 18 nolu kromozom i¢in tek 1s1ma
sinyali, cinsiyet kromozomlar1 i¢in ise sperm X ya da Y kromozomlarindan hangisini
tagiyorsa ona ait olan tek 1s1ma sinyali alinacaktir. Yani sperm ¢ekirdegi ya 18 ve X
kromozomlarma ya da 18 ve Y kromozomlarina ait birer sinyal gosterecektir. Eger
sperm basi, bakilan kromozomlardan birisi i¢in net iki sinyal gosterirken, diger
kromozom i¢in net tek sinyal gosteriyorsa ve kuyruk tasiyorsa, sperm cekirdegi
birinci kromozom i¢in dizomik olarak degerlendirilir. Isimalarin net sinyal olarak
degerlendirebilmesi i¢in sinyallerin ayni biiyiikliikte, ayn1 renkte ve ayn1 yogunlukta
ve en az bir sinyal biiyiikliigli kadar birbirinden ayrilmis olmast gerekmektedir.
Bakilan sinyalin goriilmedigi nullizomik spermlerde beklenen deger, dizomiler ile
esit olacagi igin [6-8] ve bu durumun ayrilamama mi yoksa teknik hatadan mi

kaynaklandigi bilinemediginden degerlendirilmeye alinmamasi1 uygundur [8].

Aciklanamayan infertilite; temel infertilite arastirmalari sonucunda herhangi
bir sebep bulunamayan ciftler icin kullanilan bir terimdir. infertilite polikliniklerine
basvuran giftlerin yaklasik %30’unda bir neden bulunamaz. Ancak kadinin yas1 35
lizerinde ise agiklanamayan infertilite tanist1 daha siklikla goriilmektedir [9].
Aciklanamayan infertilite diyebilmek i¢in ciftlerden erkekde sperm analizi ile sperm
sayist ve yapisinin normal oldugu, kadinda ise ovulatuvar sikluslarin varligi,
anatomik olarak normal uterin kavite ve en azindan bir tubanin agik oldugunun
gosterilmesi  gerekir. Standart infertilite arastirmalarinda saptanamayan bazi

hastaliklarin da azalmis dogurganlifa yol ac¢tigr diisiiniilmektedir. Tedaviden



bagimsiz olarak aciklanamayan infertilite hastalarinda kadinin yasi ve infertilite
siiresi uzadik¢a gebelik sansi azalmaktadir [10]. Erkek faktorli infertilite ve
aciklanamayan infertilite vakalarinda basariyla kullanilmasi agisindan son 30 yilda

UYT’deki en dnemli gelismelerden birisi de ICSI’dir.

ICSI, tek bir spermin oosit sitoplazmasina birakilmasi esasina dayanir [11].
Spermin kaliteli morfolojik yapist ve DNA hasar1 olmamasi ICSI i¢in 6nemlidir.
Sperm DNA hasarmin genomu ne kadar etkiledigini bilmek imkansizdir. Sperm
yumurta ile birlestiginde embriyonun kendini tamir etme sansi olsa da embriyonun

gelisim hiz1 ve implantasyon tehlikededir [12].

Infertilite degerlendirilmelerinde bu durumun spermin DNA yapisinda
meydana gelen defektlerle iliskili oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢ok sayidaki in
vivo ve in vitro ¢aligmalarla bu defektlerin infertilitedeki rolii ortaya konulmaktadir.
DNA defektli spermatozoa oranlar1 arttik¢a gebe kalma sans1 azalmakta ve UYT igin
bagvurular artmaktadir [13]. ICSI uygulamasinda bu verilerin 6nemi: Spermin hasarl
DNA vyapisinda olmasina ragmen fertilizasyonun gergeklesebilecegi ve neticede bu
hasarli genetik materyali tasiyan embriyolarin olusabilme ihtimalinin olmasidir.
Dolayisiyla DNA defektli spermatozoa oranlart bilinirse hem bagvuran giftlerde
fertilizasyon durumlart hem de yapilacak UYT uygulamalarinda embriyonun maruz

kalabilecegi riskler kismen tahmin edilebilir [14].

Infertil giftlerde uygulanan UYT de 6zellikle spermatozoon niikleer kalitesi
kesin olarak belirlenememektedir. Yapilan ¢alismalarda sperm analiz parametreleri
(sperm konsantrasyonu, motilitesi, morfolojisi) ve sperm andploidi oranlari
arasindaki iliski gosterilmistir. Yiiksek sperm andploidisi oran1t UYT’in basarisinda
negatif bir parametredir. Andploid ve diploid sperm iiretimine yatkinlik kromozomal
olarak anormal konseptus riskini arttiracaktir. Sonug¢ olarak bu durum implantasyon
basarisizlign ve/veya gebelik kayiplarma yol acgacaktir. Ozellikle UYT’in ICSI’nin
gelismesi ile de novo kromozom anomalisi bulunan ¢ocuk sahibi olma riskinin arttig
bildirilmektedir [15].



Bu calismada infertilite teshisi konmus, agiklanamayan infertilite tanis1 alan
ve ICSI uygulamasi sonucu gebelik elde edilememis hasta grubunun spermiyogram
analizinde spermde anéploidi (sperm-FISH testi ile) ve sperm DNA fragmantasyonu
incelenmesini amaclanmistir. Bunun i¢in spermiyogram Ornekleri sperm-FISH
analizine alinarak andploidi  arastirilmistir.  Ayrica DNA  kromatin  ve
fragmantasyonunu saptamak i¢in Sperm Kromatin DNA Testi (SCD) c¢alisiimistir.
Her iki ¢alisma birbiriyle ve hastanin klinik bulgulariyla karsilagtirilarak

degerlendirme yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. infertilite Nedenleri

Infertilite, bir yil siire ile herhangi bir korunma ydntemi uygulanmadan ve
diizenli cinsel iliskide bulunulmasina ragmen gebelik olmamasi durumudur [1].
Infertilitenin ciftlere oram degerlendirildiginde: %30-40 oraninda erkek faktdriiniin,
%40-%50 oraninda kadin faktoriiniin ve %25 oraninda ise her iki ¢ifte bagh
faktorlerin sebep oldugu ortaya cikmaktadir. %10-15'inde ise tlim arastirmalara

karsilik infertiliteyi aciklayabilecek bir neden bulunmamaktadir.

Kadindaki en Onemli infertilite sebepleri yumurtlama bozukluklari,
endometriozis ve tliplerin hasarli veya tikali olmasidir. Erkekte goriilen infertilite
nedenleri arasinda ise sperm sayisinin, hareketliliginin yetersiz olmasi ve bazi
durumlarda da sperm hiicrelerinin yapisinin anormal olmasidir. Kadin fertilitesindeki
yasa bagli azalmanin mekanizmalar1 biiylik oranda hizlanmig folikiiler atrezi ve
yaglanan oositlerde andploidi insidansindaki artistir. Fertiliteyi etkileyen diger
onemli faktorler arasinda yasam stili ve gevresel faktorler de sayilabilir. Bunlardan
obezite, sigara i¢imi, asir1 alkol tiiketimi, kafein tiikketiminin fazla olmasi gibi
durumlar fertiliteyi olumsuz etkileyebilmektedir. Bu yiizden gebelik isteyen ciftlerin

bu zararl ¢evresel faktorlerden uzaklagmasi fertilite sanslarini artiracaktir [16].

Normal bir ¢iftin bir ay icgerisinde gebe kalma sanslart %20-25, alti ay
icerisinde %72 ve bir yil igerisinde ise %85°dir. Gebeliklerin ¢ogu ovulasyon giinii
veya ovulasyondan oOnceki alti giin igerisinde bulunan cinsel iligki neticesinde
goriliir. Sadece ovulasyonu takip eden giinlerde bulunulan cinsel iligkilerin ¢ok azi
gebelikle sonuclanir. Hem erkek hem de kadin icin 24 yasinda fertilizasyon oranlari
en yliksektir. Fertilizasyon oranlar1 bu yastan sonra her iki cinste de azalmaya baglar

[17].



2.1.1. Erkek Infertilitesi

Ciftlerin yaklasik %35’inde infertiliteye sebep olan faktor erkege bagh
nedenlerdir. Bu nedenle, infertile ¢iftin degerlendirilmesinde en 6nemli baslangic
testi semen analizidir. Sperm analizi, belli bir prosediire uygun olarak alinan

ejakiilatin degerlendirilmesidir [18].

Erkek infertiltesi degerlendirilirken, hastanin Oykiisii ayrintili olarak
alimnmalidir. Hikayede gelisimsel bozukluklar, testikiiler infeksiyonlar, travmalar,
kullanilan ilaglar, aliskanliklar sorulmalidir. Fizik muayenede iirogenital muayenenin

yaninda tiroid bezi ve jinekomasti agisindan meme muayenesi de yapilmalidir.

Cinsel perhiz siiresince giin bagina sperm sayisinda %25 artig olur, sperm
motilite ve morfolojisinde degisiklik olmaz. Bu siire bir haftay1 gegerse motilitede
azalma bildirilmistir. Semen analiz sonucuna gore mililitredeki spermatozoa sayisi
15 milyondan az olursa oligozoospermi, motil sperm sayisi %40’dan az olursa
astenozoospermi, normal morfolojiye sahip sperm orani Kruger kriterlerine gore
%4’ten diigiikse teratozoospermi olarak tanimlanir. Semen analizinde sperme
rastlanamamasi1 durumunda semen 3000 devirde 15 dakika santrifiij edilmeli, olugan
pellet mikroskop altinda incelenerek sperm aranmalidir. Bu incelemede sperm

bulunamazsa azoospermi olarak tanimlanir [19], [20], [21].

Normal semen analizi olan kisilerde genelde hipotalamus-hipofiz-testis
aksinda bir bozukluk yoktur. Her erkege rutin endokrin degerlendirme gerekli
degildir. Minimum hormonal degerlendirme i¢in, serum FSH ve testosteron
diizeylerinin Olgiilmesi yeterlidir. Hormonal diizey ile altta yatan patolojiyi tahmin
etmek miimkiin olabilir. Sperm konsantrasyonu 5-10 milyon/mL'nin altinda olan,
bozulmus cinsel fonksiyonu olan, 6zel endokrin bozuklugu diisiindiiren bulgular
saptanan erkeklerde endokrin degerlendirme yapilmasi gereklidir. Belirgin FSH
yiiksekligi ve 5 milyon/mL altinda sperm sayist varligi testikiiler yetmezligin bir
gostergesidir. FSH, LH ve testosteron diizeylerinde diisiiklik olmasi kazanilmig

hipogonadotropik hipogonadizmi diistindiiriir [22], [23].



Ejakulat volimii, 1 mL’nin altinda veya hi¢ ejakiilat yoksa retrograd
ejakulasyon, ejakulatuvar kanal obstriiksiyonu, hipogonadizm veya bilateral

konjenital vaz agenezisi ayirici tanida diistiniilmelidir.

Hipogonadizm ve bilateral konjenital vaz agenezisi tanisi ekarte ediliyorsa
retrograd ejakiilasyon tanisini koymak i¢in postejakulatuar idrar analizi yapilmalidir.
Postejakulatuar idrar, 10 dakika 300rpm devirde santrifiije edildikten sonra alinan

pellet mikroskopta 400X biiyiitmede incelenmelidir.

Postejakulatuar idrar analizinde sperm goriilmesi aspermili veya azoospermili
bir hastada retrograd ejakulasyon tanisini koydurur. Tani i¢in her sahada 5-10 sperm
goriilmesi yeterlidir. Postejakulatuar idrar analizinde sperm goriilmeyen, serum
testosteronu normal olan, fizik muayenesinde palpe edilebilen iki tarafli vaz
deferensleri bulunan diisiik ejakulat volumlii bir hastada transrektal ultrasonografi

(TRUSG) yapilmalidir.

Normal seminal keselerin 6n arka ¢aplari 1,5cm’den azdir. Seminal
vezikiillerde ve ejakulatuar kanallarda dilatasyon komplet veya parsiyel
obstriiksiyonu  diislindiiriir. Varikosel, spermatosel, vaz yoklugu, epididimal
endurasyon ve testikiiler kitle gibi ¢esitli skrotal patolojiler palpasyon ile
saptanabilir. Palpasyonun ¢ok kesin bilgi vermedigi testikiiler kitle veya subklinik

varikosel varligini ortaya koymak i¢in skrotal ultrasonografi yapilmalidir [24].

Bu testlerin yaninda immiinolojik testlerden anti-sperm antikorlarinin
degerlendirilmesi, sperm servikal mukus etkilesimi, bio-assaylerde kreatin kinaz
degerlendirmesi, akrozomal enzim aktivitesi tayini, fonksiyon testlerinden
hipoosmotik sigsme testi, sperm penetrasyon testi, hemizona testi de diger sperm

degerlendirme yontemleri arasindadir.

Erkekte genetik problemler %5-15 arasinda degismektedir. Ozellikle
azospermi veya siddetli oligoastenoteratospermisi olan erkeklerde anormal karyotip

goriilme olasiigi vardir. UYT ile IVF uygulamalarindaki giincel gelismeler



sonucunda erkek faktoriine bagli olarak ¢ocuk sahibi olamayan infertil g¢iftlerde
uygulanan mikroenjeksiyon teknikleri ile eskiden gebe kalmasi imkansiz olarak

tanimlanan hastalarda fertilizasyon ve ardindan gebelik elde edilebilmektedir [22].

2.1.2. Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu (PKOS) dogurganlik ¢agindaki kadinlarda en sik
goriilen endokrin bozukluktur. Kronik anovulatuvar infertilitenin en sik nedeni olan
PKOS, multisistemik reprodiiktif metabolik bir sendrom olarak; Tip 2 diyabet,
dislipidemi, kardiyovaskiiler hastalik ve endometriyal karsinoma gibi uzun dénem
saglik riskleri tagir. Sendromun prevalansi yaklasik %4-8 olarak bildirilmektedir [25,
26].

Ik kez 1935 yilinda Stein Leventhal tarafindan, yedi hastadan olusan bir
seride polikistik overler ve amenore birlikteligi seklinde rapor edilmistir [27].
PKOS’da teshis, 2003 yilinda European Society of Human Reproduction and
Embryology ve American Society for Reproductive Medicine’nin polikistik over
sendromu konsensus calistay grubu tarafindan bildirilen Rotterdam kriterleri ile
konulmaktadir. Buna gore teshis i¢in asagidaki ii¢ kriterden en az ikisinin olmasi

gerekmektedir;

* Ultrasonda overlerde polikistik goriiniim (12 veya daha fazla periferik yerlesimli
2-8 mm olan folikiil ya da artmig over hacmi>10 cm?)
* Oligo veya anoviilasyon

* Hiperandrojenizmin klinik veya biyokimyasal bulgulari.

PKOS gelisimi adolesan ¢agda baslar, pubertede hizli ve fazla kio alimi ile
devam eder. Genetik calismalar ve familial 6zellikleri ve genetik gegisi oldugu

bildirilmistir [28].



PKOS anovulatuvar infertilitenin en sik goriilen nedenidir, fakat anovulasyon
mekanizmas1 net olarak bilinmemektedir. Polikistik overlerdeki multipl antral
folikiillerin preovulatuvar faz Oncesine gelisimi olamamaktadir. FSH’1 arttiran
tedavilerle hastalarin ¢ogunda ovulasyon saglanabilir, fakat normal siklusun erken
folikiiler fazindakine gore serum FSH seviyesi hafif diisiik olmasma ragmen

PKOS’daki primer anormallik FSH eksikligi degildir [29].

Anovulasyon nedeniyle infertilite tedavisine basvuran kadinlarin yaklasik
%80-90’1inda PKOS bulunur [30]. Normal agirliktaki PKOS kadinlarin %30-40 ve
obez kadinlarin %80’inde goriillen hiperinsiilinemi anovulasyonla iliskilidir [31].
PKOS kadinlarin %40’inda artmig LH konsantrasyonu olarak goriilen anormal
gonadotropin sekresyonu vardir. Anovulatuvar PKOS kadinlarda endojen FSH’da bir
fonksiyonel yetmezlik goriillmektedir [9]. Yiiksek oranda spontan gebelik kaybina
sahip olduklari ile ilgili belirtiler olmakla birlikte bunlarin mekanizmalar1 tam agik
degildir. PKOS’da tekrarlayan gebelik kaybi prevalansini tayin etmek igin ilave

calismalar gerekmektedir.

2.1.3. Tubal Faktor

Tubal ve peritoneal faktorler kadin infertilitesinin =~ %20-40’1m
olusturmaktadir. Tubal faktor nedeniyle yapilan IVF uygulamalarinda kastedilen
tubal obstriiksiyondur. Tubal pasaji degerlendirmede kullanilan en yaygin yontem
hidrosalpingografi (HSG) siklusun 6-10. giinleri arasinda yapilir. HSG’nin tubal
tikaniklig1 saptamada sensitivitesi % 80’lerde iken, spesifitesi % 90’a yakindir.
HSG’de bilateral tubal patoloji saptanmigsa ileri tetkik gerekmektedir. Tubal ve
peritoneal patolojilerin tanisinda altin standart tanisal laparoskopidir. Tubal
faktodrlerin tedavisi cerrahidir. UYT deki basar1 oranlarmin giderek artmasiyla, tubal

faktor infertilitesinde cerrahi yaklagim endikasyonlar1 giderek azalmaktadir.
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Tubal infertiliteye sebep olabilecek patolojiler: pelvik adezyonlar, pelvik
inflamatuvar hastalik, gecirilmis pelvik operasyonlar, ekstragenital orijinli
enfeksiyonlar, genital tiiberkiiloz, endometriozis ve tubal nedenlerdir (tubal polipler
ve hidrosalpenks) [32].

Mekanizmast ¢ok net olmasa da su faktorler iizerinde durulmaktadir.
Mekanik etki, embriyo ve gametotoksisite, endometrial reseptivitede degisiklikler ve

endometrium iizerine dogrudan etki ile intrauterin siv1 birikimi [33].

Tubalarin siv1 ile dolmast anlamina gelen hidrosalpenks varliginda IVF
sonuclart daha diisik olmaktadir. Hidrosalpinks 6zellikle ultrasonografi ile
gozlenebildiginde, IVF basarisint olduk¢a azaltmaktadir. Tubal onarim sonrasi ise

basar1 hizlar1 normale donmektedir.

Inflamatuar karakterdeki hidrosalpenks sivisinin uterin kaviteyle temasinda
endometrium ve embriyo iizerinde toksik etki yaptigi ve implantasyonu bdylece
engelledigi diistiniilmektedir. Hidrosalpenksi olan ¢ogu kadinda endometrial integrin

azalmig ve salpenjektomi sonrasi normale donmiistiir [34].

Ana mekanizmanin over stimiilasyonu sirasinda daha da artan hidrosalpinks
ici stvinin uterus kavitesine akist oldugu disiliniilmektedir. Bu sivi endometrial
ortamin implantasyon O6zelligini azaltmaktadir. Hidrosalpinks olgularinda gebelik
orani, implantasyon ve dogum oranlar1 azalirken, gebeliklerin erken gebelik kaybu ile

sonlanma olasilig1 artmaktadir.

2.1.4. Endometriozis

Endometriozis endometrial dokunun, gland ve stroma olarak, uterus
kavitesinin disinda yerlesmesidir. En sik implantasyon yerleri, pelvik organlar ve

periton olmakla birlikte, farkli doku ve organlarda da gozlenebilir. Endometriozis
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lokal ve sistemik inflamasyon ile karakterize, infertilite teshisi koyulmus iireme

cagindaki kadinlarin %20-40’1nda goriilen bir hastaliktir [35].

Endometriozisli pek ¢ok kadinin fertilitesi korunmakta, gebe kalip dogum
yapabilmektedir. Bununla birlikte fertil kadinlarda ayda yaklasik %20 olan olan
dogurganlik oraninin endometriozisli olgularda %2-10 [36], donor inseminasyon
sikluslarinda minimal endometriozisi olanlarda %36, olmayanlarda %12 oldugu [37],
minimal ve hafif endmetriozis olgularinda dogurganligin fertil kontrol olgularindan

farkli olmadigi degisik ¢caligmalarda gosterilmistir [38, 39]

Bilinen geleneksel tedavi yontemleriyle 35 yas ve alti erken evre
endometriozis olgularinda 1 yil, ileri evre endometriozis veye 35 yas iistiinde ise 6 ay

gebelik denemesinden sonra UYT in giindeme gelmesi gerekmektedir.

Endometriozisin yol agtig1 inflamasyon, azalttig1 over rezervi, oosit kalitesi
ve implantasyon iizerine olumsuz etkisi, oosit toplanmasini zorlagtirmasi gibi
nedenlerle IVF basarisimi distirdiigii ileri stiriilmistiir [40]. Fertilizasyon, gebelik ve
implantasyon hizlarmi sirayla %81, %56, %86 oranlarinda azaldig:i [41], siklus
iptallerinin %50 oldugu [42], ancak kiimiilatif gebelik oranlarmin diger infertilite

nedenlerinden farkli olmayarak yiiksek oldugu [43] rapor edilmistir.

2.1.5. Agiklanamayan Infertilite

Aciklanamayan infertilite temel infertilite arastirmalar1 sonucunda herhangi
bir sebep bulunamayan ciftler icin kullanilan bir terimdir. Infertilite polikliniklerine
bagvuran ¢iftlerin yaklasik %30’unda bir neden bulunamaz. Ancak kadinin yas1 35

tizerinde ise agiklanamayan infertilite tanis1 daha siklikla goriilmektedir [9].

Aciklanamayan infertilite orani, hangi testlerin yapildigma bagli olarak

degisebilir. Tanida normal sperm analizi, ovulatuvar sikluslarin varligi, normal uterin
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kavite ve en azindan bir tubanin acik oldugunun gosterilmesi gerekir. Bu gruba giren
hastalarin normal dagilimli bir tireme etkinliginin alt sinirda oldugu kabul edilir. Bu
hastalarda sperm ve oosit fonksiyonunda, fertilizasyon, implantasyon veya erken
embriyo gelisiminde bozukluklar oldugu disiiniilmektedir. Standart infertilite
aragtirmalarinda saptanamayan bazi hastaliklarin da azalmis dogurganliga yol actig1
diisiiniilmektedir. Bu durumlar; minimal ve hafif endometriozis, subklinik azalmisg
over rezervi, tubal fonksiyon bozukluklar1 gibi durumlar olabilir. Tedaviden
bagimsiz olarak ac¢iklanamayan infertilite hastalarinda kadinin yasi ve infertilite
stiresi uzadikca gebelik sans1 azalmaktadir. Bu hastalarda aylik fekundite %2-4’diir
ve normal ¢iftlerin (%20) olduk¢a altindadir [10]. Agciklanamayan infertilite
hastalarinin ¢ogu, kadinin yas1 ve infertilite siiresine bagli olarak, kendiliginden
gebelige ulasir. Iyi prognozlu hastalarda spontan gebelik oranlar1 daha yiiksektir
[44]. Genel olarak infertilite siiresi kisa ve kadinin yasinin geng oldugu durumlarda
beklemek tercih edilmeli, diger hastalarda konsepsiyonu hizlandirmak icin tedavi
baslanmalidir. Tedaviye karar veren hastalarda ise 3 siklus klomifen sitrat veya
gonadotropinlerle oviilasyon indiiksiyonu ve intrauterin inseminasyon sonrasi

basarisiz olunursa UY T e gecilmelidir.

2.2. Uremeye Yardimer Teknikler (UYT)

Infertilite sebebiyle bagvuran giftlerin ilk arzusu fizyolojik yoldan ¢ocuk sahibi
olabilmektir. Erkekte tedaviyi takiben fizyolojik yoldan eslerinde gebeligin
saglanabilecegi birgok diizeltilebilir faktér bulunmaktadir. Béyle durumlarda UYT
kullanilmasi gerekmektedir. Buna ragmen olgularin énemli bir kisminda fizyolojik
yollardan gebelik saglanamamaktadir. UYT’in kullanilmas: ile infertilite olgularinda
sorun biiyiik oranda ¢dziimlenebilmektedir. Giiniimiizde iki ¢esit UYT uygulamasi

yapilmaktadir: IVF ve ICSI.
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2.2.1. Invitro Fertilizasyon (IVF)

Genel olarak, In vitro Fertilizasyon (IVF), kadin overlerinden oositlerin
toplanmasi, laboratuvarda in vitro oositlerin fertilizasyonu ve uterusa embriyolarin

transferi asamalarini igerir.

2.2.2. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Bu yontem, tek bir spermin oosit sitoplazmasina birakilmasit esasina dayanir
(Mikroenjeksiyon=ICSI) (Sekil-1). ICSI fertilizasyon siirecinde kapasitasyon,
akrozom reaksiyonu ve hiperaktivasyon sperm yumurta fiizyonu gibi birgok
basamag atlar. ICSI sonrasi fertilizasyon basarisizligi, sperm-yumurta fiizyonundan
sonra gelisen fertilizasyon basamaklarindaki aksakliklardan kaynaklanir. Bu

durumlar:

1. Oosit aktivasyonundan olmamasi

2. Proniikleus apozisyon bozukluklari (%23)

3. Embriyonun ilk mitotik boliinmesinin metafaz boliimiinde duraklama (%13)
4. Sperm veya oosit DNA’sinda fragmantasyon (%50)

5. Sperm DNA’sinin prematiir kromozom kondensasyonu (%6)

6. Sperm basi dekondensasyonunun olugamamasi (%11)

7. Spermin oosit atilmasi (% 23) [45, 46].

UYT’de kullanilmadan énce semenin hazirlanmasi gerekir. Bu yontemlerin
hepsinde de seminal plazma ortamdan uzaklastirilirken, motilitesi bulunmayan

spermler ve 16kositler elimine edilerek motil sperm se¢imi yapilir.

IVF/Mikroenjeksiyon tedavisinde, klinik gebelik basarisi, tantya bagli olarak,
%30-%40 seviyesinde diisiik basar1 oranlar1 gostermektedir [3]. Fakat giiniimiizde

yeni teknikler, oOzellikle ICSI gibi girisimler Onceden kabul edilen IVF
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endikasyonlarin daha Gtesine gecerek, klasik IVF’in ¢6ziim {iretemedigi hasta
grubunda da basarili sonuglar alinmasimi saglamistir. Bu nedenle de Kklasik IVF

uygulamalari geri planda kalmistir.

Sekil 1. ICSI [45].

2.3. Spermatogenez

Insan viicudundaki en karisik hiicresel farklilasma olaylardan birisi olan
spermatogenez, spermatogoniumdan olgun spermiumun gelistigi bir siiregtir [47, 48].
Insanlarda tiim spermatogenik siire¢ yaklasik olarak 64 giin siirer [49]. Olgun
spermatozoanin ejekiilatta goriilmesi ise 74 giin alir. Spematogenez, testiste
seminifer tiibiillerde meydana gelir. Bu bolgede, Sertoli hiicreleri ve
spermatogoniumlar olmak {iizere iki tip hiicre vardir. Vitellus kesesinin duvarinda
gelisen endodermal kokenli germ hiicreleri, embriyonik hayatta testise go¢ ederek
seminifer tiibiillere yerlesir ve spermatogonium adini alirlar. Puberte Oncesinde
seminifer epitelin ¢ok biliyilk bir kismimi  Sertoli hiicresi olusturur
Spematogoniumlarin gelisimi, hipofizden salgilanan gonadotropinlerin etkisiyle
puberteden hemen 6nce baslar, yasam boyu devam eder ve seminifer epitelyumdaki
cogunlugu ele gegirir [48, 49]. Spermatogoniumlar, Sertoli hiicreleri tarafindan
olusturulan bazal kompartmanda yer alirken, primer ve sekonder spermatositler,
spermatidler ve spermiumlar ise adluminal kompartmanda yer alir. Spermatogenez;

spermatogonial, spermatosit ve spermatid olmak tizere 3 ayr1 fazda incelenir [50].
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2.3.1. Spermatogonial Faz (Spermatositogenez)

Seminifer tiibiil bazal membrani lizerinde oturan spermatogoniumlar, kiigiik
diploid germ hiicreleridir. Bu hiicreler puberteye kadar boliinmezler [50]. Pubertede
spermatositogenez baglar, spermatogoniumlar mitoz boliinmeyle ¢ogalarak, yerlerine
yeni gelecek spermatogoniumlart ve en nihayetinde primer spermatositleri olusturur
[48, 50]. Spermatogoniumlar 151k mikroskobik incelemede niikleuslariin belirgin
koyu goriiniimleriyle ayirt edilirler [47]. Insan spermatogoniumlar rutin histolojik

preparatlardaki goriiniimleri temel alinarak {i¢ tipe ayrilmistir:

1-Koyu Tip A spermatogoniumlar: Seminifer epitelin kok ya da rezerv
hiicreleri olarak degerlendirilirler. Diizensiz araliklarla béliinerek, hem yeni koyu Tip

A spermatogoniumlari, hem de acik Tip A hiicreleri meydana getirirler [48, 50, 51].

2-Acik Tip A spermatogoniumlar: Koyu Tip A hiicrelerle ayn1 6zelliklere
sahiptirler. Testosteronun etkisiyle mitoz bdliinmeyle ¢ogalirlar. Hem yeni agik Tip

A hiicreleri ve hem de Tip B hiicreleri meydana getirirler [50].

3-Tip B spermatogoniumlar: Ac¢ik Tip A spermatogoniumlara benzerler.

Mitozla boliinerek primer spermatositleri meydana getirirler [50].

2.3.2. Spermatosit Fazi1 (Mayoz)

Primer spermatositler olustuktan kisa bir siire sonra (preleptoten asamadinda)
bazal kompartmandan adliiminal kompartmana go¢ ederler. Bu hiicreler mayoz
baslamadan 6nce DNA’larin1 replike ederler [50]. Boylece her bir primer spermatosit
diploid kromozoma ve 2n miktarda DNA’ya sahip olur. Ardi ardina gelen iki mayoz
boliinme, hem kromozom sayisinda, hem de DNA miktarinda azalma ile sonuglanir.

Ikinci mayoz béliinme ile her bir sekonder spermatositten, n (haploid) miktarda
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DNA’ya ve ayni miktarda kromozoma sahip iki adet spermatid meydana gelir [48,
50].

2.3.3. Spermatid Faz1 (Spermiogenez)

Spermatidler 8u capinda, kiigiik yuvarlak haploid hiicrelerdir. Tek bir agik
Tip A spermatogoniumdan meydana gelen biitiin spermatidler, hiicreler arasi
kopriilerle birbirlerine baghidir. Bir spermatid olustuktan sonra, bir daha bdliinme
olmaz. Haploid spermatidler, olgun spermiumu meydana getirecek olan ve
spermiogenez olarak adlandirilan bir farklilasma siirecine girerler. Yogun bir
transformasyonun gergeklestigi bu siirecte, niikleus karakteristik seklini alir.
Sonrasinda artik sitoplazma elimine edilir, akrozom ve kuyruk geligir. Insanlarda bu

asama yaklagik 16- 22 giin stirer [48, 50, 52, 53].
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Sekil 2. Spermatogenez [4].

2.3.4. Spermatogenezin Genetik Ozellikleri

Y kromozomunun uzun kolu (Yq) ilizerinde spermatogenezden sorumlu ii¢
adet bolge vardir: Azoospermia Factor (AZF) olarak adlandirilan AZFa, AZFb ve
AZFc (DAZ) bolgeleri. Bu bolgelerde spermatogenezi saglayan cok sayida gen yer
alir. AZFa bolgesindeki genlerin kaybi Sertoli cell only sendromundan, AZFb
matiirasyon arrestinden, AZFc bolgesindeki genlerin kaybi ise degisik derecede
oligo-azoospermiden sorumludur. Her ne kadar, genotip/fenotip arasinda kesin bir

iliski kurulamamis olsa da, ¢ogu calismalar bu goriisii desteklemektedir. idiopatik
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infertilite olgularmin yaklasik %40’mnin androjen yetersizligi sonucu olusan

azoospermi ya da oligozoospermiye bagli oldugu gosterilmistir [54].

2.3.5. Endokrin Faktorler

Hipofizden salgilanan gonadotropinler olan FSH ve LH spermatogenezin esas
diizenleyicileridir [49, 51, 55, 56]. LH, Leydig hiicrelerini testosteron sentezlemesi
icin uyarir [55]. Testosteronun testiste dolasimdakinin en az 200 kati kadar
bulunmasi, spermatogenik hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagmasi i¢in gereklidir. FSH
ve testosteron normal spermatogenez igin yasamsal Onem tasir [48, 55]. Germ
hiicreleri FSH ve testosteron reseptorleri igermediklerinden, bunlarin esas etki alani
Sertoli hiicreleridir [38, 39, 54]. FSH un spermatogonial proliferasyonu uyarici etkisi
sayesinde, Sertoli hiicreleri spermatogenezde primer diizenleyici olarak rol oynarlar
[38, 41]. Testosteron, Sertoli hiicrelerinin spermatidlere yapismasini, dolayisiyla
spermiogenezi indiikler. Ayrica peritiibiiler hiicreleri de etkiler. Hem FSH hem de
testosteronun, germ hiicre apopitozisini Sertoli hiicreleri araciligiyla indirekt olarak
baskiladigi gosterilmistir. Seminifer epitelin hormonal uyariya yaniti, lokal

faktorlerin etkisiyle diizenlenir [48, 57].

2.3.6. Diger Faktorler

Spermatogenezin kontroliinde, hiicreler arasi iligkiler (Sertoli hiicresi, Leydig
hiicresi, germ hiicresi, peritiibliler miyoid hiicreler), sitokinler, biliylime faktorleri,
enzimler, transport proteinleri ve adezyon molekiilleri etkilidir. Kalsiyum,
magnezyum, bakir ve ¢inkonun spermatogenez i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir.

Cinko, spermium niikleusunun kromatin yogunlagmasinda islev goriir.
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Spermatogenik hiicreler, 6zellikle spermatositler toksik ajanlara karsi ¢ok
duyarlidir. Beslenme bozukluklari, sistemik hastaliklar, yaygmm ya da lokal
infeksiyonlar, genetik bozukluklar, testikiiler 1sinin yiikselmesi, steroid hormonlar ve
onlara benzer ilaclar, kemoterapotik ilaglar, antimetabolitler, kadmium tuzlan,
kursun ve pestisitler gibi toksik ajanlar, mutajenler ve radyasyon spermatogenezi
etkileyen faktorler arasinda sayilabilir. Bu ajanlar, hem sperm {iiretimini azaltirlar

hem de kromozomal ve morfolojik anomalilere yol agarlar [48, 51, 58].

2.4. Infertil Erkegin Degerlendirilmesi

Infertilite, bir y1l korunmasiz cinsel birlesmeye ragmen gebeligin olusmamasi
olarak tanimlanir. Infertilite olgularmin yaklasik %20’si tamamiyla bir erkek
faktoriinden kaynaklanmaktadir. %30-40’1nda ise hem erkek hem de kadin faktorleri
birlikte goriiliir. Dolayisiyla infertil giftlerin yarisinda en az bir erkek faktorii soz
konusudur [17]. Infertil erkegin degerlendirilmesine ayrintili dykii alinmasi ile
baslanir. ik degerlendirme fizik muayene ve baslangi¢ laboratuar incelemeleri ile
tamamlanir. Oyki, fizik inceleme ve laboratuvar sonuglarina gore ayirici tani igin ek

0zel testlere ihtiyag duyulabilir (Tablo 1 ve Tablo 2).
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Tablo 1. infertil Erkegin Sorgulanmasinda Oykii

Infertilite Oykiisii:
- Siiresi

- Onceki gebelikler
- Onceki tedaviler

- Esin durumu ve aldig1 tedaviler

- Kontrasepsiyon (vazektomi)

Cerrahi Oykii:

- Orsiyektomi (testis kanseri, torsiyon)
- Retroperitoneal yaralanma

- Pelvik yaralanma

- Pelvik, inguinal, skrotal cerrahi

- Mesane boynu operasyonlari

- Prostatektomi
Seksiiel Oykii: Enfeksiyonlar:
- Potans - Viral-Febril
- Kayganlastiricilar - Mumps orsiti
- Seksiiel iliski zamanlamasi - Veneral
- liski siklig - Tiiberkiiloz
- Mastiirbasyon siklig1
Cocukluk Cag: Gonadotoksinler:

- Genitoiiriner anomaliler

- Inmemis testis ve orsiyopeksi
- Herniorrafi

- Mesane boynu Y-V plasti

- Testikdiler torsiyon

- Testikiiler travma

- Kimyasallar (Pestisitler)
- flaglar

- Termal

- Radyasyon

- Sigara

- Keyif vericiler

- Puberte baglangici
Tibbi Oykii: Aile OyKkiisii: Sistemlerin Gozden
- Sistemik hastaliklar - Kistik fibrozis Gegirilmesi:
- Diyabet - Androjen reseptor | - Solunum yolu
- Multiple skleroz eksikligi enfeksiyonlari
- Hipo-Hipertiroid - Birinci derece - Anosmi
- Tedaviler yakinlarda kisirlik | - Galaktore
- GOrme alan1 bozuklugu
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Tablo 2. infertil Erkegin Sorgulanmasinda Fizik Muayene

Genel Viicut incelemesi Skrotum
Viicut killarinda azalma Testis hacmi
Jinekomasti Epididim
Enukoid orantilar Vaz Deferens
Varikosel
Hemi-spermatosel-hidrosel
Penis Parmakla Rektal Inceleme
Peyroni Prostat biiyiikliigi
Konjenital penil kruvatiir Prostat/Seminal kese kitleleri ve
Hipospadias endurasyonu
Epispadias Bulbokavernoz refleks
Mikropeni

Erkeklerde infertiliteye yol acan durumlari tespit etmek degerlendirmenin
temel amacidir. Infertiliteye yol acan &zel bir neden bulunursa tedavi ona
yonlendirilerek sonuca gidilir. Infertilitenin arastirilmasina genel iireme hikayesinin

alinmasi ve bir ay arayla 2 semen analizi yapilarak baslanir.

Ureme hikayesinde;

* Cinsel iligki siklig1 ve zamanlamasi,

« Infertilite siiresi ve onceki fertilizasyon durumu,
* Cocukluk hastaliklari,

* Cocukluk ve puberte gelisimi,

* Sistemik hastaliklar ve gecirdigi ameliyatlar,

* Cinsel yasam,

* Cinsel yolla gecen hastaliklar,

* Gonadal toksinlere maruz kalma sorgulanmalidir [59].
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2.4.1. Semen Analizi

Sperm analizi, ejakiilatin degerlendirilmesidir. Fertilite potansiyeline tek bir
sperm analizi ile karar verilmemelidir. Sekil 2’de incelendigi gibi spermatogenez 70
giinliik bir siire¢ icinde olmaktadir. Bu nedenle 70 giin 6nceki herhangi bir zararh
etki sperm Ozelliklerini etkileyebilir. Bu siire epididimisteki sperm matiirasyonu ve
transportu icin gereken 12-21 giinliik siireyi de kapsamaktadir. Yakin ge¢cmiste olan

atesli bir hastalik sperm kalitesinde 3 aya kadar siiren bozukluga neden olabilir [4].

Her hastanin iki ay araliklarla yapilan, en az iki ya da ii¢ semen analizi
bulunmalidir. Infertil erkegin degerlendirilmesinde semen analizi ¢ok énemli bir yer
tutar. Azoospermi diginda semen analizi, hastalarin steril ve fertil gruplar seklinde
kesin ayiriminin yapilmasini saglamaz. Semen parametrelerinin kalitesi azaldikca
istatistiksel olarak gebelik sansi da azalir ama sifira inmez. Buna ragmen dogru
sekilde yapilmig bir semen analizi infertil erkegin degerlendirilmesinde 6nemli bir
kriterdir [60].

2.4.2. Semen Toplanmasi

Klasik semen analizi i¢in incelenecek ejakiilat en az 48 saatlik cinsel perhiz
sonrasinda, mastiirbasyon ile steril bir kaba alinmali ve cinsel perhiz yedi giinii
gegmemelidir. Bu siirenin kisalmasi sayr ve voliimii, uzamas: ise hareketliligi
olumsuz etkileyecektir. Ornek en ge¢ 30 dakika igerisinde tetkik yapilacak
laboratuvara getirilmis olmalidir. Ejakiilatin makroskopik muayenesinde, goriiniimii,
miktari, likefaksiyon zamani, viskozitesi ve pH’s1 degerlendirilir. Ik degerlendirme
icin iki 6rnek almmalidir. Iki 6rnek arasinda gecen zaman yedi giinden az, ii¢
haftadan ¢ok olmamalidir. Semen analizinin en ©6nemli kismini mikroskopik
inceleme olusturur. Mikroskopik incelemede sperm sayisi, hareketliligi, yuvarlak
hiicre sayisi, varsa agliitinasyonun derecelendirilmesi, morfoloji ve yuvarlak

hiicrelerin siiflandirilmasi incelenir. Bu konu, Diinya Saglk Orgiiti (WHO)
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tarafindan bir kitap halinde hazirlanmis ve diinyada en ¢ok kullanilan referans kitap
haline gelmistir. WHO’nun 2009 yilinda yayinladigi semen analizinin referans
degerleri Tablo 3’de degerlendirilmistir. Bu referans limitler kontrasepsiyonu
biraktiktan sonra 1 yil i¢inde esleri gebe kalan erkeklerin sperm parametreleri

referans alinarak hesaplanmistir [4].

Tablo 3. Semen incelemesinin Normal Degerleri (5)

Parametre Alt Referans Limiti
Semen Hacmi (ml) =1.5(1.4-1.7)
pH >7.2

Sperm Konsantrasyonu (106/ml) =15 (12-16)
Toplam Sperm Sayis1 (106 / ejekiilat) =39 (33-46)
Toplam motilite (PR + NP, %) =40 (38-42)
Progresif Motilite (PR, %) =32 (31-34)
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) =4 (3.0-4.0)
Peroksidaz-pozitif 1okositler (106 / ml) <1.0

MAR testi (bagl bulunan motil spermatozoa, %) <50
Immunobead testi (bagli bulunan motil spermatozoa, %) | <50

Seminal zinc (mol/ejekiilat) 2.4

Seminal fructose (mol/ejekiilat) 13

Seminal notral glukozidaz (mU/ejekiilat) 20

PR: progresif motilite; NP: non-progresif motilite
(WHO Laboratory manual for the examination and processing of human semen- 5.
Baskidan alinmustir).

2.4.3. Semenin Makroskopik Degerlendirilmesi

Ornegin verilmesinden itibaren ejakiilatin 5-30 dakika igerisinde likefiye
olmasi (s1vilagmasi) gerekir. Semenin koagiile olmasina neden olan faktorler seminal
vezikiil, likefiye olmasini saglayan proteolitik enzimler ise prostat kaynaklidir.

Semen analizi sirasinda Ornegin viskozitesi daima likefaksiyon sonrasi
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degerlendirilmelidir. Likefaksiyonun saglanmasi i¢in kaptaki ejakiilatin 37°C’da

bekletilmesi likefaksiyon siirecini kolaylastirir ve kisaltir. Ayrica semenin renk,
koku, viskozite gibi 6zellikleri de belirlenerek kaydedilmelidir [4, 60, 61].

2.4.4. Semenin Mikroskopik Degerlendirilmesi

Sperm sayisi:

WHO’nun referanslarina goére olmasi gereken en az sperm sayist 15
milyon/ml’dir. Bu degerin alti oligospermi olarak adlandirilmaktadir. izole
oligospermi nadirdir. Cogu zaman sebebi bilinmez ve bazen androjen eksikligine
bagli olabilir. Sayr 10 milyon/ml’den az olursa testosteron ve FSH diizeylerinin
bakilmas1 Onerilmektedir. Sadece FSH yiiksekligi spermatogenezdeki sikintiy1
gosterir ve tam bir endokrinolojik degerlendirmeye gerek yoktur. Oligospermiye
neden olabilecek saptanabilir en sik neden varikoseldir. Bunda da seminal
parametrelerde multipl defekt vardir. Ejakiilatta spermatozoa hiicresinin hig
goriilmemesi azoospermi olarak adlandirilir. Azoospermi; yetersiz hormonal
stimiilasyon (hipogonadotropik hipogonadizm), spermatogenez anormallikleri ya da

obstriiksyon nedeniyle meydana gelebilir [5, 62].

Sperm Hareketliligi (sperm motilitesi):

Motilite kuyruk hareketi gdsteren sperm yiizdesidir. Motilitenin
degerlendirilmesi likefaksiyondan sonra bir saat iginde yapilmalidir. Bu siire
icerisinde semen oda sicakliginda saklanmalidir. Spermin ileri hareketinin kalitesi
degerlendirilerek kaydedilmelidir. Hareketlilik; progresif hareketli sperm, hareketli
sperm ve hareketsiz sperm olarak ii¢ ana grupta degerlendirilmelidir. Tatmin edici bir
sonu¢ verebilmek icin kullanilan sayim kamarasinin sayim yapilacak 10 sahasi
onceden laboratuvar protokollar1 ile belirlenmeli ve bu karelerdeki

degerlendirmelerin sonucu bildirilmelidir. Saymin diisik oldugu durumlarda tiim
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karelerdeki (100 kare) spermler kolaylikla sayilarak kaydedilebilir. WHO tarafindan
yayinlanan ve semen analizini standardize etmeye yonelik laboratuvar kilavuzu
sperm hareketliligini a, b, ¢, d olmak iizere 4 kategoride degerlendirmektedir. ‘a’ ileri
progresyon gostermeyen, tembel hareketi; ‘b’ yavas, dogrusal olmayan, dolambagli
ileri hareketi; ‘c’ olduk¢a dogrusal ama orta hizda hareket eden spermi; ‘d’ ise
dogrusal ve hizli hareketi belirtir [63]. Spermde en fazla goriilen hareket kategorisi
degerlendirmeye alinir. Bu sistemde, her bir kategoriye giren sperm yiizdesi
degerlendirmeye alinir. WHO toplam motilitenin %40’1n, sadece progresif
motilitenin ise %32 nin tizerinde olmasi gerektigini belirtmistir [5]. Sperm hareket
bozuklugu (astenospermi) motilitede ya da ileri harekette veya her ikisinde birden

azalmayi ifade eder.

Sperm morfolojisi:

Sperm morfolojisi degerlendirmesi, taze semende elektron mikroskop ile, taze
semende faz kontrast mikroskop ile ve spermleri ¢esitli yontemlerle boyayarak
yapilabilir. Dogru bir morfolojik degerlendirme i¢in spermin boyanmasi gereklidir.

En ¢ok kullanilan boyama yontemi “Diff- Quick” yontemidir.

Degerlendirmede bir¢ok kriter kullanilmasina karsin en fazla kullanilanlar
WHO kriterleri ve Kruger’in kesin kriterleridir [64]. Bir spermin normal kabul
edilebilmesi i¢in bas, boyun, orta kistm ve kuyrugun normal olmasi gereklidir.
Normal sperm basi: oval yapida, boyu 5-6p, eni 2.5-3.5u, boyunun genisligine orani
1.5- 1.75 olmalidir. Bas bolgesinin %40-70’ini kapsayan akrozomal bdlge olmalidir.
Orta kisim ince uzun ve genisligi <Ilp , boyu basin 1.5 kat1 ve basa aksiel olarak
baglanmis olmalidir. Sitoplazmik artiklar normal bas alanmin yarisindan az
olmalidir. Kuyruk diiz, orta kisimdan ince ve yaklasik 45p uzunlugunda olmalidir.
WHO kriterlerine gore ara formlar normal, Kruger’in kesin kriterlerine gore anormal

kabul edilir. (Tablo 4.)
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Tablo 4. Kruger Kesin Kriterlerine Goére Sperm Morfolojisi

Bas
Uzunluk: 5-6 mikron
Genislik: 2.5-3.5 mikron

Akrozom

Basin % 40-70’ini olusturmali

Orta parca
Genislik 1 mikron

Uzunluk 1.5 x bas uzunlugu

Kuyruk

Boyu yaklasik 45 mikron
Uniform

Orta parcadan daha ince
Kivrilmamais

Kirik igermeyen

Sitoplazmik artik
Bas alaninin % 30-70’inden az

Sadece orta pargada lokalize

Spermde yaygin goriilen defektler: Bas defektleri: Biiyiik, kiiciik, yassi
filiform, yuvarlak, amorf, vakuollii, kii¢ilk akrozomlu, ¢ift bas ve bunlarin
kombinasyonlar1 seklinde olabilir. Boyun ve orta kisim defektleri: Biikiik boyun,
basa diizensiz baglanma, kalin boyun, ince boyun ve bunlarin kombinasyonlari
seklinde olabilir. Kuyruk defektleri: Kisa, birden fazla, ince, kirik, kivrik, diizensiz
genislikte ve bunlarin kombinasyonlar1 seklinde olabilir. Ejekulatta normal
morfolojiye sahip sperm orant WHO’ya gore Kruger’ in kesin kriterlerine gore >4

(3.0-4.0) olmalidir [5].

Yuvarlak hiicre sayisi:

Ejekiilat icerisinde sperm hiicrelerinin disinda yuvarlak hiicreler olarak

adlandirilan, {rogenital sisteme ait eiptel hiicreleri, prostata ait hiicreler,
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spermatogenetik seriye ait hiicreler ve lokositler olmak iizere degisik hiicreler de

goriilebilir. WHO tiim bu hiicreler i¢in iist limiti 5 milyon/ml olarak belirlemistir.

Lokositler, ¢ogunlukla nétrofil olmak iizere semende sik rastlanmakla birlikte
1 milyon/ml nin fzerinde oldugunda (l6kositospermi) enfeksiyon ve sperm
kalitesindeki bozukluklara neden olmaktadir [65, 66]. Lokositosperminin ayirict
tanisi icin ejakiilattan alinacak orneklerde intraseliiler peroksidaz tayini yapilabiecegi
gibi, 16kosit spesifik antijenler kullanilarak 16kosit sayisi saptanabilir ve giinlimiizde
bu tetkikler LeucoScreen gibi kullanima hazir soliisyonlarla da yapilabilmektedir.
Lokositospermi saptanan olgularda tam idrar tetkiki, idrar kiltiirii, semen kiiltiirii

gibi ileri testlere bagvurmalidir [23].

Agliitinasyon:

Agliitinasyon hareketli sperm hiicrelerinin bas, boyun ve kuyruklarmin tek
tek veya degisik kombinasyonlarda birbirine yapismasi anlamina gelir. Agliitinasyon
degerlendirilmesi sadece kameradaki sayim alaninda degil, tiim sahalarda
yapilmalidir. Hareketsiz sperm hiicrelerindeki kiimelenmeler, sperm hiicrelerinin
semendeki dokiintiilere yapigmast ya da tam likefiye olmamis oOrneklerdeki

yapisikliklar spesifik olmayan agregasyon olarak degerlendirilmelidir [67].

2.4.5. Endokrin inceleme

Normal semen analizi olan kisilerde genelde hipotalamus-hipofiz-testis
aksinda bir bozukluk yoktur. Her erkege rutin endokrin degerlendirme gerekli
degildir. Minimum hormonal degerlendirme i¢in, serum FSH ve testosteron

diizeylerinin 6l¢iilmesi yeterlidir [22].

Erkekte istenecek temel hormonlar serum FSH, testosteron ve Ostradiol’diir

[68]. Testosteron diisiik bulunursa toplam ve serbest testosteron dl¢iimlerinin tekrari
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yani sira LH ve prolaktine de bakilmalidir. Spermatogenezi bozuk olan erkeklerin
cogunda serum FSH degerleri normal bulunmakla birlikte, FSH asir1 yiikselmis ise
bliyiik olasilikla spermatogenez bozukluguna isaret eder. Testosteron, FSH, LH ve

prolaktin arasindaki iligki klinik durum hakkinda bilgi verir [59].

Tablo 5. Serum Hormonlari ile Erkekte Klinik Bulgular Arasindaki iliski

Klinik durum FSH LH T Prolaktin
Normal spermatogenez Normal Normal Normal Normal
Hipogonadotropik

. ] Diisiik Diisiik Diisiik Normal
Hipogonadizm
Spermatogenez Yiiksek/

Normal Normal Normal

Bozuklugu* Normal
Total testikiiler yetmezlik /

. ] Normal/
Hipergonadotropik Yiiksek Yiiksek Normal

. . Distik
hipogonadizm
Prolaktin salgilayan Normal/ Normal/

. Diisiik Yiksek
hipofiz tiimori Diisiik Diisiik

* Spermatogenezi bozuk erkeklerin ¢ogunda serum FSH normal bulunmakla birlikte,
FSH agin1 yilikselmis ise biiyiik olasilikla spermatogenez bozukluguna isaret eder.

2.4.6. Sperm ve Semene Ait Spesifik Testler

Erkek infertilitesinin standart arastirmasinda sperme ait spesifik testlerin
yapilmasi1 gerekmez. Ancak sperm analizi de her zaman erkegin fertilite potansiyelini
tam olarak yansitmayabilir. Bu durumlarda tani1 koyabilmek icin diger spesifik
testlere gereksinim vardir. Agiklanamayan infertilite olgularinda erkek faktoriiniin de
eslik edip etmedigini ortaya koymak icin, ya da UYT ile tedavi se¢imi yapilmasinda

sperm ve semene ait spesifik testler yararli olabilir.
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2.5. Genetik Arastirma

Genetik infertilite olgularinda spermatogenik bozuklugun altinda yatan
molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilacak genis
tabanli assosiasyon calismalari, testikiiler ve spermatozoal ekspresyon c¢alismalari,
spermatogenezin molekiiler mekanizmalarimi aydinlatacak, gelecekte bu konudaki
tan1 ve tedavinin dogru yonlendirilmesini saglayacaktir. Spermin genetik yapisindaki

bozulma ile infertilite arasinda kuvvetli bir birliktelik goriilmektedir [69].

2.5.1. Sperm Orneginde Anéploidi Tayini

Andploidi; veya anormal kromozom sayisi riski ileri anne yasi ile birlikte
artmaktadir. Anoploidi; anneye ait genlerin ayrigmamasi, babaya ait gonadal
mozaisizm, translokasyonlar ve inversiyonlardan dolayr meydana gelmektedir.
Monozomiler genellikle letaldir. Bununla birlikte bazi trizomili fetiisler doguma ve
sonrasinda belli yaslara kadar yasayabilmektedir. Translokasyonlarin %60’1
nonhomolog kromozomlar arasindaki degisimle meydana gelen resiprokal veya
dengeli translokasyondur. Biitiin genetik materyal korunmustur. Fakat mayoz
boliinme sirasinda anormal kromozomlar germ hiicrelerine dogru ayrilirken fetal
anoploidi olusabilir. Translokasyonlarin %40°1 iki akrosentrik kromozomun birlestigi
ve kisa kollarin1 kaybettigi robertsonian tipindedir. Robertsonian translokasyonlar

her zaman fetal andploidi ile sonuglanir.

Multicolour FISH testi spermlerde kromozomal anomali aranabilmesini
saglar. Spermde FISH analizini kromozom anomalilerinin orijinini etkileyen
mekanizmalar1 anlamak i¢in gamet hiicrelerinin incelenmesi gerekir. Clinkii boliinme
kusurlarimin biiyiik bir boliimii mayoz sirasinda olugmaktadir. FISH testi kullanarak
yapilan aragtirmalar, 6zellikle seks kromozomlarindaki artan andploidi frekanslarini

ortaya koyar. Spermlerin FISH testi ile incelenmeleri, arastirma diizeyinde olmakla
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birlikte 0Ozellikle belirtilen androlojik durumlarda sahip olan erkeklerde

desteklenmelidir [5].

Spermde andploidi tayini; literatiirde andploidi oram1 daha fazla bildirilmis
baz1 kromozomlar se¢ilip, FISH testi kullanilarak normalde her bir spermde birer
tane bulunmasi gereken bu kromozomlarin yoklugu veya fazlaligi aragtirilir. Verilen
semen numunesinde yiizlerce sperm degerlendirmeye alinir. Saptanan anormal sperm

orani esik degerlerinin tizerindeyse rapor edilir.

2.5.2. Sperm DNA Anomolileri

Spermiyogonez siirecinde son asamalarda kromatinin uzadigi ve kondanse
oldugu gozlenir. Akrozom yapisindaki gelismenin tamamlanmasiyla beraber sperm
bas1 tipik yapisina ulasmis olur. Kromatin yapisinda gelisen kondansasyon sirasinda
histon yapisinda degisiklikler go6zlenir. Bu degisiklikler argininden zengin
protaminleri igerir ve bu yapiy1 stabilize etmek tizere disufid baglari kurulur [70].
Protamin-DNA etkilesmesi sonucunda paketlenme tamamlanir ki bu sayede genetik
yapinin kapladigi alan azaltilmig olur. Bu sayede sperm daha az enerji kullanarak
hareketliligini saglamis olur [71]. Ayrica agregasyonun saglanmasiyla fiziksel ve
kimyasal etkilere karsi spermin korunmasi saglanir. Ooplazma i¢inde gergeklesebilen
dekondasyon sirasinda oncelikle disiilfid baglar1 kirilir. Bu sayede protamin kdkenli
histonlarin ovum kokenli olanlarla yer degistirebilmesi saglanmis olur [72]. Bu
asamada sperm Kkalitesini ve fertilizasyon yeterliligini bozan en sikintili durum
protaminlerde meydana gelen hata, kusur ve eksiklik sebebiyle paket yapisinin
bozulmasidir. Paket yapisinin bozulmasi ve DNA kiriklar1 spermatogenez sirasinda
olusan durumlardandir [73]. DNA’nin tek iplik yapisinda oldugu durumlarda hem
kromatin kondansasyonunun yetersizligi hem de kromozomal anomaliler daha sik
izlenir [74]. Kromatin yapisinda meydana gelebilecek degisiklikler DNA yapisinda

bozulmalara sebep olabilecegi icin fertilizasyon etkilenecektir. Bu durum
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spermatogenezde gecikmelere sebep olabilecektir. Klinik olarak da embriyonik

gelisimde sorunlar ve hatta embriyonik donemde kayiplar gézlenebilir [75].

2.6. Sperm Orneginde FISH Analizi

Multicolour FISH testi spermlerde kromozomal anomali aranabilmesini
saglar. Spermde FISH analizini kromozom anomalilerinin orijinini etkileyen
mekanizmalart anlamak i¢in gamet hiicrelerinin incelenmesi gerekir. Bdliinme
kusurlarinin biiyiik bir boliimii mayoz sirasinda olugmaktadir. FISH testi kullanarak
yapilan aragtirmalar, 6zellikle seks kromozomlarindaki artan andploidi frekanslarini
ortaya koyar. Spermlerin FISH testi ile incelenmeleri, arastirma diizeyinde olmakla
birlikte 06zellikle Dbelirtilen androlojik durumlarda sahip olan erkeklerde
desteklenmelidir [5].

Spermde anoploidi tayini; literatiirde andploidi oran1 daha fazla bildirilmis
bazi kromozomlar segilip, FISH testi kullanilarak normalde her bir spermde birer

tane bulunmasi gereken bu kromozomlarin yoklugu veya fazlalig: arastirilir.

Sperm FISH Testinden Fayda Gormesi Muhtemel Hastalar - Endikasyonlar

« Agiklanamayan Infertilite

* Tekrarlayan Tiip bebek (IVF/ICSI) basarisizlig

* Tekrarlayan diisiik — gebelik kayb1

* Hormon taramalarinda hipergonadotropik hipogonadizm

* Sperm anomalisi: Spermiyogramda ozellikle oligoasthenoteratozoospermi

ve ciddi teratozoospermia tespit edilen hastalar

Interfaz FISH tekniginin kiiltiire edilmemis hiicrelerde DNA problar ile
interfaz kromatininin incelenmesine imkan vermesi sperm ¢alismalarina da yeni bir
yaklagim getirmistir. Kromozom spesifik DNA problariyla FISH teknigi, insan

interfaz spermlerinin andploidi agisindan taranmasi i¢in hizli, alternatif bir tekniktir.
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FISH testi bir molekiiler sitogenetik tekniktir. Genom iizerinde bir hedef bolgeye
karsilik gelen komplementer baz dizilisine sahip floresan isaretli bir DNA dizisi
(prob) bu hedef dizinin varligi ve/veya yoklugu hiicresel ortamda tesbit eder.
Yontemin avantaji hem metafaz kromozomlarina hem de interfaz niikleusuna
uygulanabilir olmasidir. Bunun yaninda kisa siirede ¢ok sayida niikleusun
degerlendirilebilir olmasi, 6zgiinliigiiniin ve duyarliliginin yiliksek olmasi, mozaik
yapiy1 degerlendirebilmesi yontemin diger avantajlaridir. Bu nedenle yontem, intakt
sperm niikleusunu degerlendirebilmek ayn1 zamanda ¢ok sayida sperm niikleusunda
sonug¢ almak i¢in son derece uygundur. Ayrica bu yontemle birbirinden farkli sperm
nukleuslarinin farkli andploid yapilari ortaya konabilmekte ve sonuglar bir oran
seklinde verilebilmektedir [76].

2.6.1. Infertil Ciftlerde Sperm Orneginde FISH Analizi

Bircok infertil ¢iftte problem, erkekte anormal karyotip nedeniyle yetersiz
sperm Uretimidir. Azoospermi ya da oligospermili %3-13 erkekte sayisal ya da
yapisal gonozomal anomaliler (¢ogunlukla XXY ve Y yeniden diizenlenmeleri) ve
yapisal otozomal anomaliler (¢ogunlukla resiprokal ve robertsonian translokasyonlar)
goriiliir [13, 77, 78]. Nadir goriilen anomaliler Y; otozom translokasyonlari ve kii¢iik
izodisentrik 15 anomalileridir. Translokasyon tastyicilari klasik kromozom analizi ile
belirlenmektedir. Y kromozomunun uzun kol mikrodelesyonlar1 gesitli molekiiler
genetik teknikler ile ortaya konmaktadir. Infertil erkeklerde bu iki anomali grubu
ayirt edildikten sonra normal karyotipe sahip ve Y kromozomunun AZF bolgesinde
mikrodelesyonu olmayan bireyler kalmaktadir [77, 78]. Ozellikle karyotipik olarak
normal fakat sperm sayisi anormal azalmis olgularda sperm aneuploidi ve/veya
diploidi oraninda artis belirlenmistir. Bu artis 6zellikle seks kromozomlarinda dizomi
egilimi olarak kendini goOstermistir. Siddetli oligospermisi olan 40 yas ve iistl
erkeklerde bu durum ¢ok daha belirgindir. 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarindan
kaynaklanan sperm dizomi sikligiin sperm sayist ve motilitesi ile yakindan iligkili

oldugu gosterilmistir. Siddetli oligoastenozoospermili erkeklerden yapilmis olan
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testis biyopsilerindeki univalent veya oligokiyazmatik ve akiyazmatik bivalentlerin
sik¢a gdzlenmesi bu agiklamay1 dogrulamaktadir. Azoospermisi olan erkeklerde bazi
otozom ve X/Y kromozom dizomilerinin daha da yiikselmis oranlarda saptandigi
bildirilmistir [13, 79, 80]. Sonug olarak bu durum implatasyon basarisizlig1 ve/veya
gebelik kayiplarina yol acacaktir. Bu nedenle sperm andploidi oraninin belirlenmesi
iki agamali bir test seklinde onerilmektedir. Birincisi tiim infertil ¢iftlerde reproduktif
uygulamalara gegmeden once sperm andploidi seklini ortaya koyan bir prediktif test
olarak, ikincisi de basarisiz ii¢ ICSI denemesinden sonra uygulanan bir tani testi

olarak kullanilmasi dnerilmektedir [13, 81].

2.7. Sperm DNA Fragmantasyon Analizi

Sperm DNA fragmantasyonu zamanla degisen ve bir¢ok vakada diizelme
gosteren bir olaydir. Kabul gormiis standartlara gore; sayisal analizlerde hasarli
sperm oraninin %15’in altinda olmasi1 beklenmektedir. %15-30 arasi ara kademe
olup; %30‘dan fazla anormal sperm igeren spermiyograma sahip erkekler

fertilizasyon i¢in risk altinda kabul edilir.

Erkek faktor infertilitesinde sperm DNA hasarinin arttigi disiiniilir [82].
Spermiyogram analiz sonucu koétii olan ve IVF’de diisiik fertilizasyon ve klivaj orani
gosteren spermlerde, artan oranlarda DNA fragmantasyonuna rastlanmistir [83]. Bu
gibi yiiksek DNA fragmantasyonu olan sperm 6rnekleri ICSI i¢in kullanildiginda
basarisiz fertilizasyon oranlar1 goriilmiistiir (Sekil 3) [84].
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ICSI yapilan olgularda sperm DNA hasari
arttikca, fertilizasyon da diser.

i

<%20 920-39 %4059 %6D-T9 >
Fertilizasyon oram

Sekil 3. Fertilizasyon DNA hasar1 oran1 LOPES 1998 [84].

Sperm DNA Fragmantasyon Testi Yapilma Endikasyonlart:

* Aciklanamayan infertilite

* Embriyo gelisiminde duraklama olan ¢iftler

» Anormal sperm analiz sonuglari

« {leri erkek yas1 (>50y)

* Reprodiiktif toksik maddelere maruziyet

« UYT’in kullaniminda anormal embriyo gelisimi

» Tekrarlayan Tiip bebek uygulamalarinda ( IVF/ICSI) basarisizlik
* Tekrarlayan Gebelik Kayb1

Sperm DNA hasar1 sebepleri, erkek infertilitesi sebepleri ile aymidir:
Kimyasallar/toksin ve 1s1 maruziyeti, varikosel, enfeksiyon, ileri yas, sigara, testis
kanseri hastaliklar, diyet, ila¢ kullanimi, yiiksek ates, hava kirliligi, radyasyon,
spermde serbest radikallerin artis1 vb. Giiniimiizde teknolojinin gelismesi hayatimiza
giren cep telefonu ve internetin bu sebeplere katki sagladigi halen arastirma

konusudur.

Embriyonun kalitesi ve fertilizasyon, yumurtanin DNA’siin kendini onarma
kapasitesi ile smrlidir. Spermin heterojen yapisi dikkatle incelenmelidir. Kaliteli
morfoloji ve DNA hasar1 ICSI i¢in 6nemlidir. Sperm DNA hasarinin genomu ne
kadar etkiledigini bilmek imkansizdir. Sperm yumurta ile birlestiginde embriyonun
kendini tamir etme sansi olsa da embriyonun gelisim hizi ve implantasyon

tehlikededir. DNA fragmantasyonu var ise kaliteli bir embriyo elde edilemeyebilir.
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Basarisiz IVF denemelerini en aza indirmek ve gebelik oranlarini artirmak igin
arastirmalar yapilmalidir. Bu arastirmalar esnasinda hasta i¢in kromozom ve genetik
kusurlarin erken embriyogenetik iletim riskini belirlemek esastir. Hasarin belirsizligi,
dogurganlhigin karmasik yapisi, bizi belirsizlige gotiirse de erkek faktoriiniin
infertilite iizerindeki etkisi bakimindan DNA fragmantasyon testleri klinik a¢idan
onemlidir [12]. Spermin genetik yapisindaki bozulma ile infertilite arasinda kuvvetli
bir birliktelik goriilmektedir. Sperm DNA hasarlarinin infertilitedeki 6nemi ¢ok
sayida in vitro ve in vivo calismada gosterilmistir. DNA hasarli spermatozoa orani

arttikca (>%30-40) dogal yolla gebe kalma sans1 da azalmaktadir [12, 85].

2.7.1. Sperm Kromatin DNA Testi (SCD)

Sperm kromatin DNA testi (SCD) metodu en ¢ok kullanilan testlerdendir. Bu
testle DNA kromatin ve fragmantasyonunu saptanir. Bu testte DNA’y1, DNA zincir
kiriklarindan ayirmak icin spermi disiik pH ile denatiire edilir. Akridin orange ile
boyama sonrasinda elde edilen goriintiide yesil oranlarin native DNA, kirmizi
oranlarin denature DNA oldugu bilgisine ulasilir. SCD metodu ICSI uygulamasi ile
hastanin gebe kalabilme sansin1 artirir. Klinik gebelik sonrasi diisiik oranini azaltir ve
tekrarlayan IVF uygulama basarisizliklarinin dniine gegilmesini saglar [86, 87]. Buna
gore DNA fragmantasyon indeksi (DFI), sperm 6rneginde DNA fragmantasyonu
olan spermlerin yiizdesi olarak tanimlanir. Istatistiki olarak, infetilite acisindan
bildirilen sinir >30 % DFI’dir. Bu smirin {izerinde hi¢ normal fertilizasyon ve erken
embriyo gelisimi olmayacak diye bir sart yoktur. Yine de terme ulagsan gebelik oran
%50 - %100 oraninda azalir. DFI %15’ asarsa, duraklamis embriyo gelisimi
nedeniyle transfer iptali artar. (18.2 % ICSI). Diisiik oranlar1t DFI % 15°ten fazla ise 4
katina ¢ikar (37.5 % ICSI) [88, 89]. DFI oranlar1 ve fertilizasyon potansiyeli igin

genel kabul goren durumlar:

<%15 DFI: miikemmel fertil potansiyel
%15- 30 DFI: iyi-orta fertil potansiyel
>%30 DFI: kotii fertil potansiyel
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3. GEREC VE YONTEM

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan
desteklenen (Proje No: 114S169) bu c¢alismada; infertilite teshisi konulmus,
aciklanamayan infertilite tanis1 alan ve ICSI uygulamasi sonucunda gebelik elde
edilemeyen 20 hasta ile agiklanamayan infertilite tanisi alan ve ICSI uygulamasi
sonucunda gebelik elde edilen 20 hasta kontrol grubunu olusturmustur. Bu gruplari
olusturan toplam 40 hastanin sperm Ornekleri temin edilmistir. Spermiyogram
orneklerinde sperm-FISH analizi yapilarak sonrasinda DNA kromatin ve

fragmantasyonunu saptamak i¢in Sperm Kromatin DNA Testi (SCD) ¢aligiimistir.

Tim hastalar ilk basvurulari sirasinda ¢alisma hakkinda bilgilendirilerek

calismaya dahil edildiklerine dair yazili bilgilendirilmis onamlar1 alinmistir.

Bu proje ¢aliymamz Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan degerlendirilerek ¢’07.02.2014, Karar no: 99950669/141”° ile

onaylanmaistir.

3.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Nitelikleri

Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali Tiip Bebek Unitesine bagvuran IVF tedavisi uygulanacak 40
hasta ¢alismaya dahil edildi.

Bizim bu ¢alismamizda infertilite teshisi konulmus, agiklanamayan infertilite
tanisi alan ve ICSI uygulamasi sonucunda gebelik elde edilemeyen 20 hasta ile
aciklanamayan infertilite tanis1 alan ve ICSI uygulamasi sonucunda gebelik elde
edilen 20 hasta kontrol grubumuzu olusturmustur. Bu gruplar1 olusturan 40 hastanin
sperm Ornekleri cinsel perhiz siiresi de dikkate alinarak, ICSI uygulamasi 6ncesi

toplanmistir. Bu sperm 6rnekleri; WHO nun belirledigi kriterlere gore; likefiye



olduktan sonra; makler sayim kamarasi ile sayimlari yapilmistir. Son olarak da

spermiyogram ornekleri sperm-FISH analizine alindu.
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Hasta ve kontrol grubuna uygulanan anket formu Tablo 6’de belirtilmistir.

Hasta ve kontrol grubunun 6zellikleri Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 6. Hasta ve Kontrol Grubu i¢in Anket formu

Adi-Soyadz:

Cinsiyet:

Yas:

Boy:

Viicut Kiitle indeksi (VKI) (Kg/m2):
Kan Grubu:

Meslek:

Evlilik siiresi:

Infertilite siiresi (y1l):

Infertilite nedeni:

Primer/Sekonder:

Akraba evliligi: Evet () Hayir ()
Alerji: Evet () Hayir ()
[la¢ Kullanima: Evet () Hayir ()

Tanis1 konulmus diger hastalik/ hastaliklar:

Ameliyat:

Jinekolojik miidahale:

Soygecmis:

Alkol kullanima: Evet () Hayir ()

Sigara kullanim1 (i¢en veya birakmis ise sigara adedi ve siiresi)

Icmeyen () Icen () Birakmis ()
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Yas Ortalamast
(Y1)

Yas

Infertilite

Siresi

Sigara icme

aliskanlig1

Alkol kullanma

aliskanligt

[la¢ kullanma

aliskanlig1

3.2.Kullanilan Gerecler

Distile su cihazi (Thermo scientific barnstead)
Otomatik Pipetler (Gilson pipettman)

Hassas terazi (Shimadzu AUWD unibloc)
Santrifiij (Hitachi)

Buzdolabi1 (Bosch)

Vorteks (VWR Galaxy ministar)

-20 Derece Dondurucu (Bosch)

Su banyosu (Niive)

Otoklav (Niive)

Floresan atagmanli mikroskop (Leica DM300)
Isiticili blok (Techne)

Etiv

Mikrosantrifiij (VWR Galaxy 14D)



pH Metre (Hanna)

Konik Tiip (15 ml)

Lam

Lamel

Sperm Kabi

Steril Cam Pipet

Ependorf (1.5 mI’lik)

Steril Pipet Ucu (20 mikrolitre)
Steril Pipet Ucu (200 mikrolitre)
Steril Pipet Ucu (1000 mikrolitre)
Beher (600ml) (Cam)

Beher (1000 ml) (Cam)
Erlenmayer (500 ml) (Cam)
Erlenmayer (1000 ml) (Cam)
Meziir (100 ml)

Yatay ve Dikey Sale

Lam Boyama Kabi1 (10 lamlik)
Kronometre

Enjektor (10 cc)

Termometre

Cam Kalemi

Parafilm

3.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Absoliit Alkol
DAPI/Antifade soliisyon
DAPI (5 mg)

DDT (25 mg)

HCI (1 Mol/L(1N)

39
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Immersiyon yagi

Ksilol

LIS

Metanol

Na3C6H507.2H20

NaCl

NaOH

Pepsin (100 gr)

Rubber Cement (50 gr)

Sitrik Asit

Tris

Tween 20

Aneuvysion prob seti

Prenatal Control slides for positives Control (5 slayt)
Prenatal Control Slides for Amniocyte;Male Control (5 slayt)
Halosperm; Sperm DNA Fragmantasyon Kiti
Diff-Quick Sperm Morfoloji Boyama Seti

3.4. Kullanilan Problar

Ticari olarak elde edilen problari sperm FISH ¢alismalarinda kullanmadan
once prob kombinasyonlar1 yapilarak bu kombinasyonlar saglikli bireylerin metafaz
ve interfaz hiicrelerinde optimize edildi. Periferik kandan elde edilen metafaz ve
interfaz hiicrelerinde kombine problarda spesifik sinyaller aldiktan sonra sperm-
FISH calismalar1 icin optimizasyon yapildi. 13, 18, 21, X veY kromozomlarinin
analizine yonelik uygulanan problar iki grup halinde kombine edildi. Birinci grupta
kromozom 18 (yesil), X (kirmizi) ve Y (aqua) olarak ti¢ farkli renkli, ikinci grupta
ise kromozom 13 (yesil) ve 21 (kirmiz1) olarak iki farkli renkli prob kombinasyolariu

kullanilarak analizler yapildi.
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FISH analizi i¢in AneuVysion Prob Seti kullanilmistir. Prob seti ii¢ renkli

olup iki vialden olugmaktadir.

Viall:

* CEP18: D18Z1 Alpha Satellite DNA Probe (18p11.1-q11.1 Spectrum Aqua)
* CEP X: DXZ1 Alpha Satellite DNA Probe (Xp11.1-g11.1 Spectrum Green)
* CEP Y: DYZ3 Alpha Satellite DNA Probe (Yp11.1-q11.1 Spectrum Orange)

Vial 2:

* LSI 13: RB1 Gene DNA Probe (13q14 Spectrum Green)
* LSl 21: D21S259, D21S341, D21S342 DNA Probe (21922.13-922.2 Spectrum
Orange)

Preparatlar Leica floresan mikroskobunda uygun filtrelerle incelendi. Her
olgu i¢in prob basma 2000 sperm nukleusu degerlendirildi. Floresan mikroskoba
bagli bilgisayar sistemi ile sinyaller analiz edilerek kamera araciligiyla
resimlendirilip arsivlendi. Analiz sonunda sayisal kromozom anomalilerinin (dizomi,
nullizomi ve diploidi) orani ortaya konuldu. Sonuglar klinik bulgularla eslestirilerek

degerlendirildi.

3.5. Yontemler
3.5.1. Orneklerin FISH Analizine Hazirlanmasi

Orneklerin Yikanmasi: Alinan taze semen 6rnegi, 6ncelikle bir konik tiipe
koyuldu. Islem gérmeden santrifiij edildi. (5dk. 1000rpm) sonrasinda iistiindeki pelet
atildi. Kalan kisim %0,56 KCL ile muamele edildi. Bunun i¢in KCL damla damla
8ml olana kadar eklendi. Peletin bulundugu konik tiip 37 + 1 °C’lik hazirlanmus sicak

su banyosunda 30 dakika siireyle inkiibe edildi.
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Prefiksasyon: 30 dakika sonunda damla damla 6nceden hazirlanmig -20
derecede 2 ml fiksatifi (3/1 metanol asetik asit) hiicrelere /hipotonik ¢ozeltiye
eklenerek yavasca vorteks edildi. 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi. Uzerinde

kalan kisim dibinde 1 ml kalana kadar atilir.

Fiksasyon: Kalan 1 ml pelet iizerine, islemden yarim saat 6nce hazirlanarak
-20 derecede buzdolabinda bekletilen soguk fiksatif (3/1 oraninda hazirlanan
metanol/asetik asit) 6 ml olacak sekilde damla damla ecklenir. Sonrasinda
1000rpm’de 5 dakika santrifiij edilir ve list kismi atilarak fikse edilir. Bu islem 3-4
kez tekrarlanir. En sonunda cam slaytlara damlatana kadar iist kisim 1 ml kalacak

sekilde atilir. Kalan pelet +4 derece de buzdolabina kaldirilir.

Cam slaytlar 6ncesinde %100’liik alkolle yikanir. -20 derecede buzdolabinda
tutulur. Hazirlanan fikse edilmis sperm siispansiyonu soguk cam slaytlara 10ul iKi
hibridizasyon alani1 olacak sekilde esit halde damlatilir. islemlerin sonunda preparat

oda sicakliginda kurumaya birakilir.

3.3.2. FISH Tekniginin Uygulanmasi

Tablo 8. Saglanan Materyaller (AneuVysion Kit)

LSI 13/21 DNA probu

Cep 18/X/Y DNA probu

DAPI 2 karsit boya

Np-40

20X SSC

Kuruyan preparatlart 2XSCC soliisyonunda 1 saat siireyle 37 +/- 1°C'de
bekletildi. Slaytlar1 13 dakikalik siireyle 37°C’de, taze hazirlanmis pepsin ¢aligma
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¢ozeltisine (50ml 0.01N HCI’ye 2.5 mg pepsin eklenerek elde edilen ¢ozelti)
yerlestirildi. Slaytlar1 fosfat tamponlu salinde (PBS) oda sicakliginda 5 dakika
siireyle durulandi. Slaytlar islemlerden sonra kurutuldu. Slaytlar oda sicakliginda
%70 etanole batirildi. Slaytlar %70’lik etanolden ¢ikarildi. Sirayla ayni islem %85 ve
%100’lik etanolle uygulandi. Sonrasinda denatiirasyon islemine kadar slayt

kurumaya birakildi.

Prob Hazirlama: Problar oda sicakligina gelene kadar beklenildi. Bu sayede

viskozite diistli ve dogru pipetleme yapmak miimkiin hale geldi.

Denatiirasyon ve Hibridizasyon: Kuruyan slaytlarin bir alanina 10ul cep
18/X/Y prob karisimi, diger alanina 10ul LSI 13/21 prob karisimi uygulandi. Prob
karisimi lizerine hemen 22mm™*22mm lameli yerlestirildi ve ¢ozelti lamel altinda esit
bir sekilde dagilana kadar bekletildi. Kauguk tutkali ile lamelin sizdirmazliginm
ayarlamak icin: kauguk tutkalin1 Sml’lik siringaya ¢ekip az miktarda tutkali lamelin
¢evresine hem lameli hem de slayti kapatacak sekilde kapatilarak etrafinda bir miihiir
oluturuldu. Slayt 6nceden hazirlanmig 73°C slayt 1siticisi lizerine yerlestirildi. Problar
1isiktan  etkilenmesin diye {izeri kapatilarak 7 dakika denatiire edildi. Islem
tamamlandiktan sonra hibridizasyon asamasi i¢in slayt nemlendirilmis hibridizasyon
bdlmesine (kabin yan tarafina bantlanmis nemli bir kurutma kagidi veya kagit havlu
parcasiyla birlikte hava gecirmez kap) konularak 151k gormeyecek sekilde kapagi
kapatildi. Bu sekilde 37°C’lik etiivde 24 saat inkiibe edildi.

Hibridizasyon sonrasi yikamalar: Bir salede 0,4 SSC/ %0,3 NP-40
hazirlandi. En az 30 dakika 73°C sicakliktaki su banyosunda bekletildi. 24 saat
hibridize olan slaytin {izerindeki tutkal yavas¢a kaldirilarak iizerindeki lamel yavasca
styrildi. Slayt 73°C sicak su banyosunda 2 dakika salede bekletildi. Onceden
hazirlanmig 2XSSC soliisyonuna 1 damla tween-20 eklenildi. Slayt bu soliisyonda
5-60 saniye yikandi. Sonrasinda slaytin karanlikta kurumasi saglandi. Slaytin her bir
hedef alanma 10ul DAPI karsit boya uygulandi. Uzeri cam lamel ile kapatildi. Sinyal

sayimindan once slaytlar1 karanlikta saklanmasina 6zen gosterildi.
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Saklama: Hibridize edilmis slaytlar (lamelleriyle birlikte) -20°C’da karanlik
ortam olusturularak saklandi. Bu kosullar altinda slaytlar, floresan sinyal
yogunlugunda belirgin bir kayip olmadan 12 aya kadar saklanabilir. Uzun siireli
saklama istenirse, kurumay1 énlemek amaciyla lameller miihiirlenebilir ve — 20°C’da

saklanabilir.

Sinyal Saymmu: Slayt yeterliligi asagidaki kriterlere gore degerlendirilir.

e Prob sinyali yogunlugu: Sinyal parlak, belirgin ve kolayca
degerlendirilebilir olmalidir.

e Arka plan: Koyu ve siyah goriinmeli ve floresan partikiiller veya
bulaniklik icermemelidir.

e Capraz hibridizasyon/ Hedef spesifikligi: Prob, kromozom lizerinde
yalniz ilgili hedef DNA ile hibridize etmeli ve onu aydinlatmalidir.

3.5.3. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi

Sayim taramasi: Floresan mikroskobunda 40X objektif kullanilarak slayta
immersiyon yagi damlatilip secilen alanin iist sol ¢eyreginden analize baslanilir ve
soldan saga tarayarak, her degerlendirilebilir metafaz yayilimindaki veya her
degerlendirilebilir interfaz hiicresi niikleus sinir1 i¢indeki sinyalleri sayilir. En az 200
sperm niikleusu sayilmalidir. Sinyal sayimi igin; X (yesil), Y (kirmizi), 18 (aqua)
probu ve 13 (yesil), 21 (kirmizi) prob kullanildi. Spermler haploid yapida olduklar
icin, otozomal kromozomlar i¢in her sperm hiicresinde tek sinyal, cinsiyet
kromozomlart i¢in ise spermin X veya Y kromozomu igerdigi goz Oniinde
bulundurularak bir sinyal alinmasi normal olarak kabul edilmelidir. Ornegin 18, X ve
Y kromozomlarina ait prob kombinasyonu kullanilarak yapilan analizde: normalde
biitiin spermler 18 nolu kromozom i¢in tek sinyal, cinsiyet kromozomlari igin ise X
ya da Y kromozomlarindan hangisini tasiyorsa ona ait olan tek sinyali igermelidir
(Sekil 4-6). Yani sperm ¢ekirdegi ya 18 ve X kromozomlarina ya da 18 ve Y
kromozomlarinda ait birer sinyal gosterecektir (Sekil 18-19). Eger sperm basi,

net tek sinyal gosteriyorsa ve kuyruk tasiyorsa, sperm cekirdegi birinci kromozom
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icin dizomik olarak degerlendirildi. Net sinyal olarak analiz edebilmek i¢in ayni
biiyiikliikte, ayn1 renkte ve ayni yogunlukta ve en az bir sinyal biiylkliigii kadar
birbirinden ayrilmis olmasina dikkat edildi. Bu tiir net sinyaller degerlendirilmeye

alindi.

Spermde X
kromozomu

Sekil 4. Sperm ¢ekirdeginde X kromozomu (yesil floresan 1s1ma) igeren normal

sperm.

Sekil 5. Sperm ¢ekirdeginde Y kromozomu (kirmizi floresan 1s1ma) iceren normal

sperm.

Sekil 6. Sperm ¢ekirdeginde 18. Kromozomu (mavi floresan 1s1ma) igeren normal

sperm.
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Interfaz sayim:

* Cok yakin ve yaklasik olarak ayni boyutta fakat goriinlir bir baglant1 ile bagl
olmayan iki sinyal, iki sinyal olarak sayildi.

* Sinyalin dagilim1 bitisik ve kabul edilebilir bir sinir igerisinde ise, daginik bir
sinayli bir sinyal olarak sayild1.

* Gortiniir bir baglant1 ile bagl iki kiiciik sinyal bir sinyal olarak sayildi.

* CEP 18, LSI 13 ve LSI 21 i¢in niikleus sayisin1 0, 1, 2, 3, 4 veya >4 sinyal ile
sayildi. Yalniz herhangi bir renkte bir veya daha fazla FISH sinyali olan niikleuslar
sayildi.

* CEP X/Y i¢in, niikleus sayisin1 0, 1, 2, 3, 4 veya >4 sinyal ile saymn (hem turuncu
hem de yesil sinyaller i¢in) ardindan niikleuslarin yiizdesini X, XY, XX, XXY, XYY,
XXX ve digerleri ile hesaplandi. Yalniz herhangi bir renkte bir veya daha fazla FISH
sinyali olan niikleuslar sayildu.

* Belirsiz sinyalleri olan niikleuslar1 degerlendirmeye alinmadi.

Tablo 9. Calisma Reaktifi Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Denatiirasyon
20X SSC 0.4X SSC 0.4X SSC L
Cozeltisi
66gr 20X SSC 950ml saf su 100ml 20X SSC 49 ml Formamid
200ml saf su 20ml 20x SSC 849ml saf su 7 ml 20X SSC
250ml nihai hacim 3 ml NP-40 1ml NP-40 14 ml saf su
o ) 1000ml nihai o )
Ph: 5.3 1000ml nihai hacim _ 70 ml nihai hacim
hacim

3.5.4. Orneklerin Sperm Kromatin DNA Analizine Hazirlanmasi

Sperm Ornegini, konsantrasyonu 5-10 milyon olacak sekilde sperm yikama
soliisyonu ile sulandirildi. Konsantre de edilebilir. Agaroz iceren eppendorf
mikrodalga firinda akiskan hale gelene kadar yaklasik 3-4 dakika cevrildi.

Agarozdan 20 mikrolitre, semenden 15 mikrolitre alinarak iyice karistirildu.
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14 mikrolitre karisimdan lam iizerine koyularak {izerine lam kapatildi. Buzdolabinda

yaklagik 5 dakika bekletildikten sonra lamel siyrilarak yavasca ¢ikartildi.

Lizis soliisyonu oda sicakliginda bekletildi. Asit denaturant soliisyonu
hazirland1 (10 ml distile suyun igerisine 80 mikrolitre denaturant soliisyonu eklendi).
Asit denaturant soliisyonu, inkiibasyon yapilacak kabin i¢ine dokiildii. Lam yatay bir
pozisyonda denaturant soliisyonu igerisinde 7 dakika bekletildi. 10 ml lizis soliisyonu
farkli bir inkiibasyon kabinda 5 dakika bekletildi. Lam yatay bir pozisyonda lizis
sollisyonu igerisinde 25 dakika bekletildi. Lizis soliisyonunu uzaklastirmak icin lam,
yeterli miktarda distile su igeren bir inkiibasyon kabinda 5 dakika bekletildi. Lam
yatay olarak dnce % 70 etanol, % 90 etanol ve daha sonra %100 etanol igeren
kaplarda 2’ser dakika tutuldu. Lam oda sicakliginda kurumaya birakildi. Boyama
i¢in, yatay tutulan lamin iizerine Eosin soliisyonu ( kirmizi) damlatilarak 6 dakika
bekletildi. Eosin soliisyonu lamin iizerinden dokiilerek Azur B soliisyonu (mavi)

damlatild1 ve 6 dakika bekletildi. Lam oda sicakliginda kurumaya birakildi.

3.5.5. Preparatlarin Mikroskopta incelenmesi

Slayt kuruduktan sonra floresan mikroskobunda 500 spermatozoa sayildi.
DNA’sinda fragmantasyon olmayan spermlerin halo olusturdugu, fragmantasyon

olan spermlerin halo olusturmadigi goriildii. Bunlar sayilarak oranlama yapildi.

SCD= Fragmantasyonlu sperm/ Spermlerin tamami1*100

Sonuca gore %15 fragmantasyon olanlar iyi; % 15-30 normal; % 30 {izeri olanlar

anormal kabul edildi.
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Bu analize gore spermler fragmantasyon oranlarina gore bes gruba ayrilir.

a Biiyiik halo:

b. Orta biiytikliikte halo:
C. Kiigiik halo:

d. Halo yok:

e. Dejenere halo:

Hasarli DNA iceren spermlerin oram1 (% DFO = DNA FRAGMANTASYON
ORANI) asagidaki parametrelere gore degerlendirildi.

a. % 15 DFO ve alt1: Cok iyi derecede sperm DNA biitiinliigii
b. % 15-30 DFO: lyi—kabul edilebilir sperm DNA biitiinliigii
C. % 30 DFO ve lizeri: Orta—kotii derecede sperm DNA biitiinliigii

3.6. Kullanilan istatistiksel Analiz Yontemleri

Kontrol ve olgu grubundan elde edilen semen parametreleri ile SCD testi ve
sperm-FISH testi sonuglariin birbirleri ile karsilagtirilmasi istatistiki olarak yapildi.
[statistiksel analizler SPSS versiyon 21 yazilimi kullanilarak yapildi. Normal dagilim
gosteren iki grup arasindaki ortalamalar arasi farklilik T testi ile incelendi. Normal
dagilim gostermeyen iki grup arasindaki farklilik i¢in Mann-Whitney U testi
kullanild1. Degiskenlerin normal dagilim gosterdigi belirlendiginden bu parametreler
kadin yasi, erkek yasi, total motilitenin kontrol ve olgu grubu ile karsilagtirilmasi

sirasinda T testi (Independent Samples test) kullanildi.

Aciklanamayan infertil hasta ve kontrol gruplari arasinda klinik gebelik
sonuglarina ile sperm sayis1 yapilan karsilastirmalarda normal dagilim
gostermediginden Mann- Whitney U testi uygulandi. XY kromozomlarinin da
sonuglart degerlendirilirken T testi kullanildi. P degerinin 0,05’in altinda oldugu

durumlar istatistiksel olarak anlamli sonuglar seklinde degerlendirildi. Hasta grubu
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ve kontrol grubumuzun SCD/yas ve SCD/sperm sayist karsilagtirmalarinda normal
dagilim gostermediginden Sperman testi korelasyon analiz yontemi kullanildi. SCD
testinde sperm basar1 etrafinda olusan halonun hasta ve kontrol gruplarinda klinik
gebeliklere gore dagilimi i¢in ki kare testi uygulandi. Cikan sonuglarin p degeri

0.01°den diisiik oldugu i¢in anlamli kabul edildi.

Tanimlayici analizler normal dagilim gostermeyen degiskenlerde ise Mann-
Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. Kontrol ve olgu grubunun sperm sayisi
ile karsilastirilmasi ve sperm FISH testi Sonuglarmin karsilastirilmasinda da Mann-
Whitney U testi kullanildi. P degerinin 0,05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel
olarak anlamli sonuglar seklinde degerlendirildi. P degerinin 0,05’den yiiksek oldugu

durumlarda anlamli kabul edilmedi.
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4. BULGULAR:

Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum AD IVF
Unitesi’ne infertilite nedeniyle basvuran ve agiklanamayan infertil tanis1 alan ICSI
uygulamasi sonucunda gebelik elde edilemeyen 20 hasta ile a¢iklanamayan infertilite
tanis1 alan ve ICSI uygulamasi sonucunda gebelik elde edilen 20 hasta galigmaya
dahil edilmistir. Hasta grubunun kadin yas ortalamasi 31,15 + 5,2 ve kontrol
grubunun kadin yas ortalamasi1 32,45 + 3,8 olup aralarinda istatistiksel olarak fark
gozlenmedi (p = 0,37) (p>0.05).

Hasta grubunun erkek yas ortalamasi 35,45 + 4,58 ve kontrol grubunun erkek

yas ortalamasi 35,7 £+ 4,10 olup aralarinda istatistiksel olarak fark gézlenmedi (p =
0,85) (p>0.05)

Farkl1 sahalarda yapilan incelemede SCD testi ile degerlendirmeye alinirken
500 sperm hiicresi, FISH testi ile 200 sperm hiicresi sayimi yapildi. Bu sonuglara
gore; hasta grubunda 18, X, Y probu ile analiz edilen spermlerin %52,3’i X
kromozomu, %47,7°si Y kromozomu tasirken, kontrol grubunda 18, X, Y probu ile
analiz edilen spermlerin %42,1’1 X kromozomu, %57,9’u Y kromozomu tasiyordu.
Hem hasta grubunda hem de kontrol grubunda X/Y oranlar1 arasinda istatistiki olarak
fark gozlenmedi (p=0,053) (p>0.05).

Hasta ve kontrol grubuna iligkin yas, motilite ve sperm sayilart ayri ayri
Tablo 10’da gosterilmistir. Hasta grubu ile kontrol grubuna ait spermiyogram
sonuglar1 karsilagtirildiginda sperm sayist bakimindan hasta grubunun ortalama
degeri 31,15 ve kontrol grubunun degeri 32,45 olarak bulundu. Normal dagilima
uymadig1 icin Mann-Whitney U testi yapildi. Istatistik analizinde p degeri (p=0,074)
olarak saptandi. Total motilite ortalama degeri hasta grubunda 55,4 ve kontrol
grubunda 51,7 olarak bulundu. Normal dagilim gosterdiginden T testi uygulandi.
Degerler arasinda istatistiksel olarak fark gézlenmedi (p= 0.267).



Tablo 10. A¢iklanamayan Infertil Kontrol ve Hasta Grubu Yas, Sperm/ml ve

Motilite Karsilastirilmasi

Gruplar Olgu Yasi Sperm/ml (x106) Motilite %
Hasta 1 45 84 50
Hasta 2 44 145 68
Hasta 3 32 75 60
Hasta 4 39 37 69
Hasta 5 31 47 43
Hasta 6 34 180 43
Hasta 7 35 43 54
Hasta 8 34 62 61
Hasta 9 41 60 50
Hasta 10 35 49 74
Hasta 11 36 100 35
Hasta 12 35 67 47
Hasta 13 32 72 58
Hasta 14 36 30 57
Hasta 15 41 25 64
Hasta 16 28 16 51
Hasta 17 32 68 50
Hasta 18 29 31 74
Hasta 19 34 18 65
Hasta 20 36 53 51
Kontrol 1 39 32 62
Kontrol 2 39 52 57
Kontrol 3 39 40 68
Kontrol 4 31 60 40
Kontrol 5 29 22 59
Kontrol 6 39 24 55
Kontrol 7 39 59 44
Kontrol 8 36 15 40
Kontrol 9 34 20 65
Kontrol 10 36 62 61
Kontrol 11 36 24 57
Kontrol 12 37 15 61
Kontrol 13 43 15 40
Kontrol 14 33 43 40
Kontrol 15 34 120 44
Kontrol 16 26 16 42
Kontrol 17 37 79 52
Kontrol 18 31 29 44
Kontrol 19 39 61 61
Kontrol 20 37 72 42

51
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Kontrol ve hasta grubunun SCD testi sonuglarinin yas ve sperm sayisi ile iligkisi
Tablo 11’de gosterilmistir. Kontrol grubu ile hasta grubu arasinda yag/SCD degeri ve
sperm sayist/SCD degeri normal dagilim gostermediginden Sperman korelasyon
analiz yontemi kullanildi. Elde edilen veriler arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamustir. P degerleri sirasiyla (p= 0,08, p= 0,095) (p>0.05) (Tablo 11.).

Tablo 11. Kontrol Grubu ile Hasta Grubu Arasinda Erkek Yas/SCD Degeri ve
Sperm Say1s1/SCD Degerlerinin Korelasyon Degerlerine Gore Sperman Testi ile
Karsilastirma Tablosu

Sperman Korelasyon
Korelasyon L.

korelasyon Katsavisi | P degeri katsayisi Anlam
test y degerlendirme

D Diisik ve 3 .
SCD/ r=0572 | p=0,08 | 0.05-0.30 usuk ve onemstz
sperm sayist korelasyon
SCD/ = 0.383 0= 0,095 0.30-0.40 Diisiik orta derecede
erkek yasi korelasyon

Kontrol grubu ile Hasta grubunun klinik gebelik degerleri ile SCD degerleri
arasinda ise anlamli bir fark bulunmustur (p< 0,001). Hasta grubu klinik gebelik
degeri/ SCD ortalama degeri 19,8+ 7,2 ve kontrol grubu klinik gebelik degeri/ SCD
ortalama degeri 11,7+ 4,8 olup p degerleri p<0,001°dir (Tablo 12).

Hasta ve kontrol gruplarinin SCD testinin % sonuglarina gore klinik gebelik
oranlar1 ile karsilastirilmast ve olusturdugu haloya gore % dagilimi tablo 12. ve
13’de analiz edilmistir. Cikan sonuglara gore klinik gebelik degerleri hasta ve kontrol
gruplarinda olusturdugu haloya gére anlamli bulunmustur (p= 0,002). Istatistik

analizinde p<0,01 saptanmasi sebebiyle bu durum 6nemli bir anlamlilik diizeyidir.



Tablo 12. Hasta ve Kontrol Grubunun SCD % Degerlerinin Klinik Gebelik
Sonuglari ile Karsilagtirilmasi

Gruplar SCD degeri (%) Halo olusumu (%) Klinik gebelik
Hasta 1 24 15-30 Negatif
Hasta 2 21 15-30 Negatif
Hasta 3 7 <15 Negatif
Hasta 4 19 15-30 Negatif
Hasta 5 12 <15 Negatif
Hasta 6 24 5-30 Negatif
Hasta 7 21 15-30 Negatif
Hasta 8 26 15-30 Negatif
Hasta 9 16 15-30 Negatif
Hasta 10 27 15-30 Negatif
Hasta 11 8 <15 Negatif
Hasta 12 32 >30 Negatif
Hasta 13 11 <15 Negatif
Hasta 14 15 <15 Negatif
Hasta 15 27 15-30 Negatif
Hasta 16 21 15-30 Negatif
Hasta 17 12 <15 Negatif
Hasta 18 19 15-30 Negatif
Hasta 19 31 >30 Negatif
Hasta 20 23 15-30 Negatif
Kontrol 1 15 <15 Pozitif
Kontrol 2 22 15-30 Pozitif
Kontrol 3 10 <15 Pozitif
Kontrol 4 15 <15 Pozitif
Kontrol 5 6 <15 Pozitif
Kontrol 6 16 15-30 Pozitif
Kontrol 7 13 <15 Pozitif
Kontrol 8 11 <15 Pozitif
Kontrol 9 9 <15 Pozitif
Kontrol 10 8 <15 Pozitif
Kontrol 11 8 <15 Pozitif
Kontrol 12 5 <15 Pozitif
Kontrol 13 8 <15 Pozitif
Kontrol 14 6 <15 Pozitif
Kontrol 15 15 <15 Pozitif
Kontrol 16 7 <15 Pozitif
Kontrol 17 22 15-30 Pozitif
Kontrol 18 12 <15 Pozitif
Kontrol 19 14 <15 Pozitif
Kontrol 20 13 <15 Pozitif
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Tablo 13. Ki Kare Testi ile Yapilan Hasta Grubu ile Kontrol Grubu Arasinda Klinik
Gebelik ve Sperm Baslar1 Etrafinda Halo Olusturmasinin Yiizdelere Gore Dagilimi
Tablosu

DNA FRAGMANTASYON ORANI (% DFO) (Halo)
<15 15-30 >30
n=6 n=12 n=2

Hasta grubu
%30 %60 %10
n=17 n=3 n=0
Kontrol grubu
%85 %15 %0
n=23 n=15 n=2
Toplam
%57,5 %37,5 %5

Sonuglart 6zetlersek: Hasta grubunda DNA fragmantasyonu arttikga Klinik
gebelik gergeklesmez. Sonug negatif olur. Sperm basi etrafinda halonun ya kiigiik
oldugu ya da olusmadigi gozlenir (% DFO >30 ve istii) (Sekil 7-10). Kontrol
grubunda DNA fragmantasyonu az olunca klinik gebelik elde edilir. Sonug pozitif
olur. Sperm bagmin etrafinda biiyiik halo olustugu goézlenir (<15 ve %15-30) (Sekil
11-13). Her iki grupta da p<0,01 olmasi sebebiyle bu 6nemli bir anlamlilik diizeyidir
(p<0.001).

Sekil 7. %30 ve istii DFO orani: Sperm basi ¢cevresinde halo olusmayan ve yiiksek

oranda DNA fragmantasyonu igeren spermlerin goriiniimii.
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Sekil 8. %30 iistii DFO orani: Sperm bas1 etrafinda halo olusmadigi gozlenir.

Sekil 9. %15-30 DFO orani: Sperm basi etrafinda kii¢iik bir halo olustugu gozlenir.

Sekil 10. %15-30 DFO orani: Sperm basi etrafinda kii¢lik halo olusumu gézlenir.
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Sekil 11. DNA fragmantasyonu icermeyen sperm (%15 DFO) (sperm basi etrafinda
halo olustugu gézlenen) (sagda) ile DNA fragmantasyonu i¢eren sperm (%30 DFO)

(sperm bas1 etrafinda halo olusmadig1 gbzlenen) (solda).

Sekil 12. %15 ve alti DFO oraninda, sperm bas1 etrafinda biiytik halo olustugu
(asagida) ve %15-%30 DFO oranina sahip, sperm basi etrafinda orta biiyiikliikte halo
olustugu (yukarida) gézlenen spermler.

Sekil 13. %15 ve altt DFO orani: Sperm basi etrafinda biiyiik halo olusumu ve DNA

fragmantasyonu igermeyen sperm goriintiisii.



Tablo 14. Otozomal Kromozomal Anomalilerinin Kontrol ve Hasta Grubunda
Dagilimi, Ortalama ve p Degerleri* (p> 0.05) (A. 13. Kromozomun, B. 18.
Kromozomun ve C. 21. Kromozomun Cinsiyet Kromozomlariyla Birlikteligi)
Ns: Istatistiksel anlamli1 fark bulunmamustir.

A. 13. Kromozom:

Otozomal X,-13 X,+13 y,-13 y,+13
Hasta
13 13 17 4
n=20
Ortalama 0,6 0,65 0,85 0,2
Kontrol
11 3 10 2
n=20
Ortalama 0,6 0,15 0,5 0,1
p degeri 0,757 0,200 0,616 0,971

B. 18. Kromozom:

Otozomal X,-18 X,+18 y,-18 y,+18
Hasta
8 13 12 13
n=20
Ortalama 0,35 0,55 0,6 0,8
Kontrol
6 11 9 15
n=20
Ortalama 0,35 0,65 0,45 0,6
p degeri 0,508 0,726 1,00 0,901

C. 21. Kromozom:

Otozomal X,-21 X,+21 y,-21 y,+21
Hasta
11 8 11 2
n=20
Ortalama 0,55 0,4 0,9 0,1
Kontrol
3 10 18 14
n=20
Ortalama 0,15 0,5 0,95 0,7
p degeri 0,200 0,725 0,839 0,177
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Hasta ve kontrol grubu kendi arasinda tasidigi otozomal kromozom
anomalilerine gore grup olarak siniflandirildi (Tablo 14). Yapilan sperm sayimlarina
ve almman sinyal durumlarina gore spermlerin hangi kromozom eksikligi veya
fazlaligi oldugu tabloda belirtildi. Ortalama ve p degerleri hesaplandi. Spermler
tizerinde yapilan sperm FISH calismasinda tasidigt anomaliye ve monozomi
(eksikligi) veya dizomi (fazlali§1) durumlarina gore hasta ve kontrol gruplart ile
karsilastirildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak fark gézlenmedigi tespit edildi
(p>0.05). Calismamizda otozomal kromozomlar1 (13, 18, 21) patolojik durumlarina
gore degerlendirildiginde inceledigimiz otozomal kromozomlar ve goriilen

anomaliler Sekil 14-20’de gosterilmistir.

Hasta ve kontrol grubu kendi arasinda tasidigi cinsiyet kromozom

anomalilerine gore grup olarak siniflandirildi (Tablo 15).

Tablo 15. Cinsiyet Kromozom Anomalilerinin Hasta ve Kontrol Gruplarinda
Dagilimi, Ortalama ve p Degerleri (p>0.05)

Cinsiyet XXY XYY XY yoklugu
Hasta n=20 29 28 2

Ortalama 1,45 1,4 0,10
Kontrol n=20 30 19 0

Ortalama 15 0,95 0,00

p degeri 0,507 0,195 0,152

Ns: Istatistiksel anlamli fark bulunmamustir.

Ayrica hasta ve kontrol gruplarinda toplam anomalilerin dagilimi analiz edildi
(Tablo 16). Yapilan sperm sayimlarinda alinan sinyal durumlarina gore spermlerde
hangi kromozom eksikligi veya fazlaligi saptandig tabloda belirtildi. Ortalama ve p
degerleri hesaplandi. Spermler iizerinde yapilan sperm FISH ¢alismasinda tasidigi
anomaliye gore hasta ve kontrol gruplart karsilastirildi. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark gozlenmedigi saptandi (p>0.05). Calismamizda cinsiyet kromozomlari
(X, Y) patolojik durumlarina gore degerlendirildiginde goriilen anomaliler Sekil 18-

21°de gosterilmistir.



Tablo 16. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Toplam Anomalilerin Dagilimi, Ortalama

ve p Degerleri (p>0.05)
Toplam Tool insivet
Gruplar Otozomal optam CInSIYet | 1oplam anomali
S anomalileri
anomalileri
Hasta n=20 105 59 164
Ortalama 7,05 2,95 10,1
Kontrol
112 49 161
n=20
Ortalama 6,1 2,45 8,55
p degeri 0,77 0,546 0,439

Ns: Istatistiksel anlamli fark bulunmamustir.
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Toplam otozomal anomalileri hasta ve kontrol gruplarinda otozomal

kromozomlarinda gézlemlenen anomalilerinin toplami olarak ifade edildi. P degeri

p>0.05 ‘den biiyiik oldugundan anlamli bir fark gézlenmedi (p= 0,439). Toplam

cinsiyet anomalileri

hasta ve kontrol gruplarinda cinsiyet kromozomlarinda

gbzlemlenen anomalilerinin toplami olarak ifade edildi. P degeri p>0.05 ‘den biiytik

oldugundan anlamli bir fark gézlenmedi (p= 0,77). Toplam anomali terimi ise hasta

ve kontrol gruplari i¢in ayr1 ayri incelenen kromozomlarda gozlenen cinsiyet ve

otozomal anomalilerin toplam orani olarak ifade edildi. P degeri p>0.05 ‘den biiyiik

saptandig1 i¢in anlaml1 kabul edilmedi (p= 0.546).
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Dizomi 13

Sekil 14. Kromozom 13 (yesil sinyal) i¢in, normal (bir adet sinyal) ve dizomi (iki

adet sinyal) goriilen spermler.

‘ Normal 18

Dizomi 18

Sekil 15. Kromozom 18 (mavi sinyal) i¢in, normal (bir adet sinyal) ve dizomi (iki

adet sinyal) goriilen spermler.

Normal 21

Sekil 16. Kromozom 13 (yesil) ve Kromozom 21 (kirmizi) i¢in normal sperm (birer

sinyal).
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Dizomi 21

Sekil 17. Kromozom 21 (kirmizi sinyal) i¢in, ok ile gosterilen spermde iki adet

kirmizi sinyal goriilmektedir (dizomi 21).

Normal 18, X sperm

Sekil 18. Kromozom 18 (mavi) ve X kromozomu (yesil) i¢in normal sperm (birer

sinyal).

Sekil 19. Kromozom 18 (mavi), Y kromozomu (kirmizi) i¢in normal 18, Y (birer

sinyal) sperm
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Normal 18, Y

Dizomi 18, Y
Sekil 20. Kromozom 18 (mavi) ve Y kromozomu (kirmizi) i¢in; normal 18, Y (birer
sinyal) (yukarida) ve normal Y (bir sinyal) ile 18 icin dizomi (iki sinyal) (asagida)

igeren spermler.

Sekil 21. X kromozomu (yesil) i¢in, anomalili XX sperm (gift sinyal) (yukarida) ve

normal sperm (tek sinyal) (asagida).
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5. TARTISMA VE SONUC:

Infertilite, bir yil siire ile herhangi bir korunma yéntemi uygulanmadan ve
diizenli cinsel iliskide bulunulmasina ragmen gebelik olmamasi durumudur [1].
Infertilite; %30-40 oraninda erkege ait, %40-%50 oraninda kadma ait nedenlerle
ortaya ¢ikmaktadir. Ciftlerin %25'inde erkek ve kadin faktorii birlikte bulunmaktadir.
%10-15"inde ise tiim arastirmalara karsilik infertiliteyi agiklayabilecek bir neden

bulunmamaktadir [4].

Aciklanamayan infertilite; temel infertilite arastirmalar1 sonucunda herhangi
bir sebep bulunamayan ciftler i¢in kullanilan bir terimdir. Infertilite polikliniklerine
basvuran giftlerin yaklasik %30’unda bir neden bulunamaz. Ancak kadinin yasi 35
lizerinde ise agiklanamayan infertilite tanist daha siklikla goriilmektedir [45].
Aciklanamayan infertilite orani, hangi testlerin yapildigina baglh olarak degisebilir.
Tanida normal sperm analizi, ovulatuvar sikluslarin varligi, normal uterin kavite ve
en azindan bir tubanin acik oldugunun gosterilmesi gerekir. Standart infertilite
arastirmalarinda saptanamayan bazi hastaliklarin da azalmis dogurganliga yol actigi
diistiniilmektedir. Tedaviden bagimsiz olarak acgiklanamayan infertilite hastalarinda
kadimin yas1 ve infertilite siiresi uzadikga gebelik sans1 azalmaktadir [12]. Bu
calismada Marchesi ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptig1 calismadan farkli olarak
kadin yas1 ile gebelik arasinda anlamli fark goriilmedi (p=0,379). Bu durumun bu
calismada gruplart olusturan hasta sayisinin az olmasiyla iligkili olabilecegi

diisiincesindeyiz.

Klinik olarak tespit edilmis gebeliklerin %15°1 spontan abortusla sonuglanir.
Bunlarin da yarisindan fazlast konsepsiyondaki genetik defektlere bagli oldugu
diistiniilmektedir. Genel olarak gebelik kaybi, gebelik siirecinde ne kadar erken
haftalarda olusursa kromozomal kaynakli olma olasiliginin o kadar fazla oldugu

diistiniilmektedir [15].

Anoploidi; anneye ait genlerin ayrismamasi, babaya ait gonadal mozaisizm,

translokasyonlar ve inversiyonlardan dolayr meydana gelmektedir. Spermde
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andploidi tayini; literatiirde andploidi oran1 daha fazla bildirilmis bazi kromozomlar
secilip, FISH yontemi kullanilarak normalde her bir spermde birer tane bulunmasi

gereken bu kromozomlarin yoklugu veya fazlalig: arastirilir [78, 90].

Bizim c¢alismamizda Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Kadim
Hastaliklar1 ve Dogum AD, IVF Unitesi’ne infertilite nedeniyle basvuran ve
aciklanamayan infertilite tanisi alan, klinik gebelik elde edilmis 20 kontrol ve gebelik
elde edilemeyen 20 hasta calisma grubunu olusturmustur. Calismamiza katilan
gruplarin DNA fragmantasyonu ve sperm kromozom anomali frekansi sonuglari

(sperm FISH testi ile) spermiyogram sonuglari ile tartisilacaktir.

FISH yontemi 1990’11 yillarda spermlerdeki kromozomal anomalilerin
tespitinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir ve sperm niikleuslarinda
kromozomlarin spesifik olarak tanimlanmasina izin vermektedir. FISH teknigi hizl,
giivenilir olmasi ve teknik olarak ¢cok sayida spermatozoa incelenmesine izin vererek

elde edilen istatistiksel verinin daha giivenilir olmasina olanak saglamistir.

Calismamizda son literatiirlerde de kullanilmis olan {i¢ renkli FISH yontemi
kullanilmistir. iki prob seti halinde hazirlanan ticari kitlerle 18, X, Y ve 13, 21
kromozom analizleri yapilabilmektedir. Bu sayede ayni sperm igerisinde {li¢ farkl
kromozom sayis1 ayni anda incelenebilmistir. Yontem diploid ve dizomik spermlerin
kolayca ayrilmasina ve belirlenmesine olanak vermistir. Bu nedenle dizomi 13,
dizomi 18, dizomi 21, monozomi 18, monozomi 21, monozomi 13 otozomal
kromozomlar ile XY, XX, YY cinsiyet anomalileri igeren sperm Orneklerinin
analizleri yapilarak elde edilen veriler degerlendirilmistir. Bu anomalilere sahip
spermler fertilizasyon sonrasi toplumda en sik gozlenen ve yasamla bagdasan Patau
Sendromu (trizomi 13), Edwards Sendromu (trizomi 18), Down Sendromu (trizomi
21) ve cinsiyet kromozom anomalilerine neden olmalar1 bakimindan Onem

tasimaktadirlar [77, 81].

Kromozom anomalilerini etkileyen mekanizmalari anlamak igin gamet

hiicrelerinin incelenmesi gerekir. Ciinkii boliinme kusurlarmin biiyiik bir bolimii
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mayoz sirasinda olusmaktadir. Spontan abortus ve intrauterin 6limlerin en 6nemli

nedeni kromozom andploidileridir [91, 92]

Infertil erkeklerin spermleri kullanilarak gergeklestirilen ICSI gibi UYT
sonrasi olusan gebelik sonuglari, bu kromozom anomalilerinin biiyiik kisminin
paternal kaynakli oldugunu gostermistir[93]. Sperm parametrelerindeki anormallikler

sperm anoploidileri ile iligskilendirilmektedir [90].

Calogero ve arkadaslarinin 2001 yilinda 13 normospermi [sperm sayis1 > 15
(12-16 milyon/ml)] ve 18 oligospermi (sperm sayisi <15) arasinda yaptiklari
calismada ICSI ile gebelik elde edilmek istenen ciftlerin spermlerinin FISH testi ile
incelenmesi sonucu sperm sayisi diisiik oldugunda sperm andploidi oraninin artmig
oldugu bildirilmektedir. ICSI ile gebelik saglanan ¢iftlerde Sperm sayist normal
literatiir degerlerinde olan spermiyogramlar degerlendirildiginde daha az sperm
anoploidisi goriilmiis ve daha anlamli sonuglar elde edilmistir [94]. Bu ¢alismada ise
aciklanamayan infertil ve ICSI tanis1 almig Klinik gebelik elde edilen (kontrol) veya
edilemeyen (hasta) iki grubun erkek yasi ve total motilitesinin karsilastirilmasinda
anlamli bir fark gozlenmedi. Sirasiyla p degerleri (p=0,857 ve p= 0,267). Her iki
grup sperm sayilart bakimindan incelendiginde de ¢alismaya katilan ¢iftlerin sperm
sonuglart klinik gebelik oranlarinda anlamli bir bulguya rastlanmamistir (p>0,05)

(p=0,074).

Her iki grup da sperm sayis1 >15 (12-16) oldugundan erkegin spermleri FISH
testi ile incelendiginde sperm andploidisi agisindan anlamli fark bulunmamistir. Her
iki grupta Kklinik gebelik oranlari otozomal ve gonozomal kromozomlarda sperm
andploidisi bakimindan karsilastirilldiginda p>0,05 oldugundan anlamli bir fark

gozlenmemistir.

Calogero ve arkadaglar1 ¢alismalarinda bulgularii klinik gebelik agisindan
karsilastirmamistir. Bizim ¢alismamizin en biiyiik 6zelligi ve farkliligi ise klinik
gebelik sonuglarina gore sperm sayist ve kromozom anomalilerinin karsilagtiriimasi

ve ayrica ¢alisilan hasta sayisinin anlamli bir oranda daha fazla olmasidir.
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Cooper ve arkadaslarimin 2010 yilinda yaptiklart ¢aligmada sperm
parametreleri ve sperm kromozom anomalileri arasinda anlamli bir baglanti oldugu
ve diisiik kalitede sperm parametreleri bulunan olgularda sperm kromozom anomali
oraninin, normal dondrlerle karsilastirildiginda 2 ila 10 kat yiiksek olarak saptandigi
rapor edilmistir. Bu nedenle sperm sayisi normal kabul edilen olgularda daha az
sperm kromozom anomalisi gozlenmistir [4]. Bu calismada ise ICSI islemi
uygulanan agiklanamayan infertilite 6n tanili ¢iftlerden klinik gebelik elde edilen
(n=20) ve edilmeyen (n=20) hasta gruplarindan eclde edilen sperm Orneklerinde
kromozom anomalisi oranlarinda anlamli bir fark goriilmemistir. Bu durumun
calisma gruplarint olusturan hastalardan elde edilen sperm Orneklerinin analizinde,
orneklerin normal sperm parametre aralifinda oldugunun saptanmasiyla iligkili

oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismaya katilan hastalarin spermleri FISH testi ile incelendiginde hasta
grubunda 18, X, Y probu ile analiz edilen spermlerin %52,3’ti X kromozomu,
%47,7’si Y kromozomu tasirken, kontrol grubunda 18, X, Y probu ile analiz edilen
spermlerin %42,1°1 X kromozomu, %57,9’u Y kromozomu tasiyordu. Hem hasta
grubunda hem de kontrol grubunda X/Y oranlar1 arasinda istatistiki olarak fark
saptanmadi. Benzer sekilde kontrol grubu ile hasta grubu arasinda da fark
gozlenmedi (p = 0,053) (p>0.05).

Hasta ve kontrol grubu kendi arasinda tasidigi otozomal kromozom
anomalilerine gore grup olarak smiflandirildi. Kromozom eksikligi veya fazlaligina
gore gruplara ayrildi. Buna gore sperm cekirdeginde X veya Y kromozomu
bulundurmasma ve tasidigi anomaliye gore dizomi 13, dizomi 18, dizomi 21,
monozomi 13, monozomi 21, monozomi 18 ve diploid kromozom kurulusuna sahip
sonuglar degerlendirilmistir. Cikan sonuglara gore anlamh bir fark saptanmamustir.
Sirastyla tasidigi otozomal anomaliye gore p degerleri:[(X,-13 i¢in p= 0,757); (x+13
icin p=0,2); (y-13 igin p=0,616); (y+13 i¢in p=0,971); (x-18 i¢in p=0,508); (x+18
igin 0,726); (y-18 i¢in p=1,00); (y+18 i¢in p=0,901); (x-21 i¢in p=0,2); (X+21 igin
p=0,725); (y-21 i¢in p=0,839); (y+21 i¢in p=0,177)].
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Calismamizda agiklanamayan infertil kontrol ve hasta hasta grubumuzun
spermleri FISH testi ile incelendiginde, kendi arasinda tasidigi cinsiyet
kromozomlarinin azhi§i veya fazlaligmma gore degerlendirildi (XXY, XYY, XY
yoklugu). Cikan sonuglara gére anlamli bir fark bulunmadi. Sirasiyla tasidigi cinsiyet
anomalisine gore p degerleri; [(XXY i¢in p=0,507); (XYY i¢in p= 0,195); XY
yoklugu i¢in p=0,152)].

Hasta ve kontrol grubunun toplam cinsiyet ve toplam otozomal anomalileri
degerlendirildiginde istatistik analizine gore anlamli bir fark goriilmedi. Toplam
cinsiyet anomalisi i¢in p degeri; p=0,546 ve toplam otozomal anomali igin p degeri;

p=0,775 bulundu. Toplam anomalilerin p degeri ise p=0,439 olarak saptandi.

Yiiksek sperm kromozom andploidisi oran1 UYT’in basarisinda negatif bir
parametredir. UYT’e en ¢ok yonlendirilen olgu grubu oligozoospermik erkeklerdir
[93]. Yapilan calismalarin g¢ogunlukla oligospermik erkeklere yonelik oldugu
gbzlenmektedir. Bu ¢alismada ise UYT uygulamalarinda sik karsilasilan, farkli bir
infertilite nedeni olarak heniiz bilimsel olarak ac¢iklanamayan infertilite hasta grubu
secilerek diger c¢aligmalara gdre sperm anomalisi sonuglarmin klinik gebelik

acisindan degerlendirmesi yapilmistir.

Bu bulgular 15181nda ¢aligma yapilan gruplardaki 6rnek sayisinin az olmasi ve
bunun yaninda heniiz ¢ok giincel olan bu konuda ve infertilite konusunda yeni yeni
tanimlanan agiklanamayan infertilite on tanili hastalarda yapilan ¢aligsma sayisinin da
az olmasi nedeniyle tartigmay1 yonlendirecek yeterli veriye ulasilamamaktadir. Bu
nedenle elde edilen bu verilerin bir baslangic olarak yapilacak diger caligmalarla

karsilastirilmast ve sonuglarin degerlendirilmesi gerektigi kanisindayiz.

Ozellikle UYT uygulamalarinda sperm DNA’sinin degerlendirilmesinin,
fertilizasyon kapasitesini 6lgmede daha kiymetli oldugu ve oOncelikli kullanilmasi
gerektigi diisiincesindeyiz. Bizim de yapilmasini Onerdigimiz sperm DNA yapisi
analizinin  halen rutin uygulamalarinda yer alan sperm morfolojisinin,

konsantrasyonun ve motilitesinin analizlerinin yapildig1 klasik sperm degerlendirme
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yontemine gore de daha fazla ve Oncelikli tanisal 6nemi oldugu diisiiniilmektedir.
Rutin semen analizi her zaman sperm DNA’sinin kalitesini gdstermez. Aslinda analiz
sirasinda sperm DNA’s1 hasarli olsa da bu rutin analizde fark edilemeyip

degerlendirilemeyebilir [95].

Sperm DNA hasar1 ve meydana gelen DNA fragmantasyonunu belirlemek
icin sperme uygulanan SCD testi sonucu merkezi bir ¢ekirdek gevresinde DNA’larin
ayrilmasi sonucu periferal bir halo (hale) olusur. Normal DNA’ya sahip olan
spermler genis bir halo olustururken, hasarli DNA igeren spermler ¢ok kiiciik halo

verir ya da hi¢ halo vermez [96].

Son on yillik siirecte, erkek infertilitesinde sperm niikleer DNA biitiinliigiliniin
roliinii arastiran ¢aligmalar artmistir. Bu ¢alismalarda erkek infertilitesini ongormede
sperm DNA biitlinliigiiniin rutin semen analizine gore daha iyi bir belirte¢ olabilecegi
hipotezi savunulmustur. Sperm DNA hasarinin infertil erkeklerde fertil erkeklere
oranla daha fazla gorildigi ve sperm DNA hasarinin bu hastalarda fertilite
potansiyelini olumsuz etkiledigi gosterilmistir [85] Sperm DNA hasari infertil
erkeklerde daha sik goriilmektedir ve DNA fragmantasyon orani (DFO) arttik¢a
fertilite bozulmaktadir [97, 98]. Sperm DNA hasar1 erkek infertilitesinin énemli bir

sebebidir ve IVF uygulamalarinin sonuglarini belirgin olarak etkiler.

Bu konuda Zini ve arkadaslarmin 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada anlamh
sonuclara ulasildigi rapor edilmistir. Giiniimiizde calismalar infertil erkeklere
yogunlagsmistir. Sperm sayisi normalden diisiikk olan hastalarda gebelik orani
diiserken DNA fragmantasyon oraninin arttigina dair ¢aligmalar dikkat cekmektedir.
Bu nedenle sperm sayisi1 normal ve infertilite nedeni belli olmayan ¢iftlerde de DNA
fragmantasyon oranlarima bakilmasit dogru bir yaklasim olacaktir. DNA
fragmantasyon oraninin diisiik veya yiiksek oldugu hastalarda klinik gebelik elde

edilip edilmemesi bizi dogru sonuglara gétiirecektir.

Yapilan ilk ¢alismalarda IVF ve ICSI sonuglar1 ile sperm DNA biitlinliigii

arasinda bir iliskinin varlig1 tam olarak gosterilememistir. Bircok klinik calismada
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sperm DNA hasar1 ile fertilizasyon oranlar1 arasinda anlamli korelasyon
bulunamamistir [99]. Bunlarin istiine yapilan ¢alismalarda ise hasta sayisi arttik¢a
istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmeye baglanmistir. Bizim ¢alismamizda
sperm DNA hasarmin %30 ve isti DFO oranlarda oldugunda fertilizasyon ve

gebelik oranlarini etkiledigi saptanmustir.

Sperm DNA hasarinin lireme iizerine etkilerini degerlendirmek i¢in en 6nemli
parametrelerden biri klinik gebelik sonuglaridir. Ancak bu konu tartigsmali olup ¢ok
farkli goriisler rapor edilmistir. ilk ¢alismalar yiiksek sperm DNA hasar1 olan
hastalarin IVF ve ICSI ile diislik gebelik oranlarina sahip oldugunu gostermektedir
[100]. Daha sonra yapilan caligmalarda ise yliksek sperm kromatin hasari olan

hastalarda da basarili gebelik oranlari bildirilmistir [101-103]

Zini ve arkadaglarmin 2001 yilinda yaptig1 ¢aligmada semen analizi normal
olan erkeklerin %8’inde DNA hasar1 oldugunu gostermislerdir [104]. Evenson ve
arkadaglar1 sperm DNA’sindaki hasar %30’dan fazla oldugunda dogal gebeligin
miimkiin olmadigimi bildirmislerdir [105]. Bu veriler de calismamizi destekler

niteliktedir.

Sonug:

Aciklanamayan infertil hastalarda saglikli klinik gebelik elde edilmesi,
diisiiklerin Oniine gegilmesi ve anomalili eve bebek riskini ortadan kaldirmak icin
ICSI uygulama basarisizliklarinda sperm DNA hasar testi ve sperm FISH testinin
hastalara onerilmesi gereken yardimeci testler oldugu diisiincesindeyiz Tiim bu veriler
beraber degerlendirildiginde elde edilecek bulgular ile klinik olarak riskli ¢iftler i¢in
saglikli bir bebege sahip olma sansi hakkinda kisisel bir risk belirleme 6n
goriilebilecektir. Hastalara gerekli durumlarda genetik danismanlik verilmeli

preimplantasyon tan1 ve prenatal taniya yonlendirilmelidirler.
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Ayrica daha ¢ok sayida hasta popiilasyonu ile yapilacak yeni ¢alismalarin bu
konuya agiklik getirecegi diisiincesindeyiz. Calismalar daha fazla hasta popiilasyonu
ile yapilirsa tireme bozukluklari1 tedavisinde ilerleme kat edilmesini saglayabilecegi

kanisindayiz.
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