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1. GIRIS VE AMAG

Son 20 yil igerisinde sperm morfolojisinin, yardimci Ureme
merkezlerinde gunlik degerlendirmelerde pratik ve klinik yonde buyuk onem
tasidigr ortaya konulmustur. Sperm fonksiyonunu degerlendirmek igin pek
cok test geligtirilmistir. Bu testler ¢cok detayli, uygulamasi gug, standart olarak
her laboratuarin kullanimina uygunluk gdstermeyen o6zellikler tasidiklari
g6zlenmistir. Bununla birlikte, konvansiyonel semen analizi, detayli bir
morfolojik degerlendirme ile kombine edildiginde, erkek GUreme potansiyelinin
arastinrimasinda en onemli test haline gelmigtir. Boyle ayrintili bir
degerlendirme ile sperm fonksiyonunu yansitan ¢ok dederli bilgiler elde
edilebilir ve 6zellikle yardimci dreme tekniklerinin kullaniminda basari ya da
basarisizlik dnceden ortaya konulabilir. Sperm morfolojik degerlendirmesi, bir
laboratuarda uygun sekilde uygulanabildigi surecgte klinisyene kisa surede
onemli bilgiler verebilmektedir. Sperm kalitesinin en 6nemli gostergelerinden
biri morfolojisidir. Semen analizinde degerlendirilen parametreler igerisinde
spermin kapasitesi konusunda en énemli bilgiyi hareketlilik ile beraber sperm
morfolojisi saglamaktadir. Sperm  morfolojisinin  degerlendiriimesinde
kullanilan iki temel metot vardir. WHO kriterleri ve Kruger'in kesin degerleri.
Kruger’'in kesin degerleri, morfolojik dederlendirme konusunda daha detayl
bir inceleme imkani saglamasi nedeniyle en ¢ok kabul goren metottur. Bu
kriterlere gore yapilan incelemede spermin bas, boyun ve kuyruk bdlgesine
ait toplam 38 farkli anomali net bir sekilde tanimlanabilmektedir. Bu
degerlendirme sonucunda %4’Gn altinda normal bas bulunmasi

teratozoospermi olarak tanimlanir.

Bu c¢alismada normal bagsli sperme rastlanmayan (izole
teratozoospermi) ve normal sperme rastlanmamakla birlikte makrosefal
spermlerin %35 in Uzerinde izlendigi sperm 6rneklerinden, yiksek blyltme
altinda (6800x) sperm secimi yapilarak gelistiriimis embriyolar incelenmistir.

Calismanin amaci, bu gruptaki spermlerin kullanilma zorunlulugu oldugu



durumlarda pre-implantasyon genetik tani (PGT) isleminin normal embriyoyu

secip saglikli gebelige ulasmaktaki 6neminin ortaya konulabilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek Ureme sistemi; testisler, genital kanallar, yardimci genital
bezler ve penisten olugsmaktadir. Testisler hem hormonlari hem de
spermatozoa uretmesi agisindan ¢ift fonksiyona sahip organlardir. Genital
kanallar, testiste Uretilen spermleri penise tasiyan duktus epididimis, duktus
deferens (vas deferens) ve Uretradan olugsmaktadir. Yardimci genital bezler
ise seminal vezikuller, prostat bezi ve bulbouretral bezlerdir. Penis, erektil
dokudan olusmus kopulasyon organidir. Genital kanallar ve yardimci bezler,
diz kas kasilmalarinin da yardimi ile spermatozoayi kanallara gonderen
salgilari uretir. Bu salgilar ayni zamanda erkek ureme sistemi iginde bulunan
spermatozoonlar igin gerekli besinleri saglar. Spermatozoonlar ile birlikte
genital kanallar ve yardimci bezlerin salgisi, penis yoluyla digi Ureme

sistemine ileten semeni olusturur (Sekil 1) [1, 2] .

Membranéz Uretra
— Ampulla

5 | Seminal vezikiil
Uretra
[ Ejakulator kanal

Penis
" Bulboiiretral bez

Penisin korpus

—— Duktus deferens
kavernozumu

Uretranin korpus ‘ e Duktus epididimis

kavernozumu %

\

i Duktus efferentler
Prepisyum
Glans penis ‘Epididim
I

v/,
7— Mediyastinum testis
/
s

Tubuti rekti Rete testis — — —

Testikuler lobiller

Tunika albuginea

Tunika vajinalis

Sekil 1. Erkek Genital Sistemi



2.1.1. Testis Histolojisi

Testisler, karin boslugunun disinda skrotum iginde yer alan bir
cift organdir. Bu yerlesimleri testislerin, vicut sicakhgindan 2-3°C dusuk bir
sicaklikta olmalarini saglar. Normal spermatogenez igin 34°-35°C sicaklik

gereklidir.

Olgun testisin arka yuzu duktus epididimis ile iligkilidir. Hem
testis, hem de duktus epididimis, skrotal kese icerisinde duktus deferens,
spermatik arter, vendz ve lenfatik pleksuslari iceren spermatik kordon ile
asihdir. Testis, rete testisin yer aldigi yerde kalinlasarak mediastinumu
olusturan tunika albugina ile ¢evrelenir. Mediastinumdan testikuler kitleye
dogru uzanan fibréz septumlar dokuyu 250-300 lopguga ayirmaktadir. Her bir
lopguk, bir ile dort seminifer tubdl icerir. Her bir seminifer tubll yaklasik 150
Mm c¢apta ve 80 cm uzunlugunda iki ucu “U” seklinde olan ve rete testise
acllan tuplerdir. Rete testis, seminifer tubulde olusan testikuler spermatozoa,
salgisal proteinler ve iyonlari toplayan kanallar agidir. Seminifer tubdl iki
belirgin hicre popullasyonunu igeren Ozellesmis seminifer epitel ile doseli

merkezi bir limenden olusur.

Bu hucreler;

e Somatik Sertoli hicreleri

e Spermatogenik hicreler (spermatogonyumlar, spermatositler

ve spermatidler)

Seminifer tubll epiteli; bir bazal membran, kollagen lifler,
fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hicrelerden olusan bir duvarla
cevrelenmistir. Miyoid hdcreler hareketsiz spermatozoonlari rete testise

ilerleten ritmik kasiima aktivitelerinden sorumludur. Spermatozoonlar,



epididimal kanaldan gegtikten sonra ileri hareket 6zelligi kazanirlar. Seminifer
tubdller arasinda, kan damarlari, lenfatik kanallar veya sintzoidler, makrofaj

ve androjen Ureten Leydig htcre gruplari bulunmaktadir [1, 2].

2.1.2. Spermatogenez

Spermatogenez, erkek germ hdcrelerinin  olugsmasini,
sayllarinin artmasini ve olgun spermatozoonlara donusmesini saglayan bir
surectir. Bu sureg, tek sira Sertoli hicreleri ve spermatogenik seriye ait

hicrelerle gevrili seminifer tubullerde gergeklesir (Sekil 2, Sekil 3) [2].

Spermatogonyum &

Sertoli Hiicresi

Spermatosit I

Miyoid hiicre
Lenf Damar
Kapiller

Leydig Hiicresi

Sekil 2. Seminifer tbdller ve tubuller arasi saha ( H+E, x40)



(@) - (@) Tip A spermatogonyum
“ @)= (kok hiicreleri)

= Tip B spermatogonyum
(6ncll/progenitor hicreler)

® Mitoz bolinme

Primer spermatositier Birinci mayoz bolinme

Sekonder spermatositier Ikinci mayoz bélinme

Artik cisimeik
- Spermatidier

Spermiyogenez

Artik cisimecik

o Spermatozoonlar

Sekil 3. Spermatogenez ve Spermiyogenez evreleri

2.1.2.1.Spermatogonyal Evre

Spermatogonyumlar, seminifer tubul bazal kompartmaninda
bazal lamina ile dogrudan iligskide olan diploid spermatogenik hicrelerdir.
Sertoli hucreleri arasindaki zonula okludens altinda yer aldigindan, kan-testis
bariyeri disinda yer alirlar. Spermatogonyumlar, spermatogonyal kok

hicrelerinden koken alirlar ve puberte ile beraber mitotik hticre bolunmeleri
gegirirler.

iki temel morfolojik spermatogonyal hiicre tipi vardir:

e Tip A spermatogonyum (insan testislerinde koyu ve acik

spermatogonyumlar olarak gozlenir)



e Tip B spermatogonyum

Spermatogonyal kdk hucrelerin erkek infertilitesinde onemli
etkileri vardir. Bu hicreler kismen inaktif hicrelerdir ve bu nedenle radyasyon
ve kanser kemoterapisine direnglidirler.  Mitotik olarak  bdlinen
spermatogonyumlar, mayoz bolunme ile meydana gelen spermatositler ve
farkhlasmakta olan spermatidler kanser kemoterapisine ve radyasyona
duyarhdir. Radyoterapi veya anti-kanser kemoterapisinin
sonlandiriimasindan sonra, spermatogonyal kok hlcreler spermatogenik
sureci yeniden olusturabilirler. Postmitotik Sertoli hlcreleri bu tedavilere
yuksek oranda direnglidir. Basarili mitotik bolunmeler gegirdikten sonra, tip B
spermatogonyumlar, son S fazini (DNA sentezi) tamamlayip mayoz

boélinmenin profaz agsamasina girerler [1-3] .

2.1.2.2. Mayoz Boliinme

Tip B spermatogonyumlarin en son mitotik bdolunmesinin
ardindan, ortaya ¢ikan yavru hucreler, DNA sentezler (S fazi) ve G2 fazina
ilerler ve 4N DNA icerikleri ile birinci mayoz bolunmeye baglarlar. Birinci
mayoz bolinme, yaklasik 10 glin siren uzun bir profaz ile karakterizedir.
Birinci mayoz boélinmenin profazinin alt evreleri; leptoten (ipliksi), zigoten
(eslesen), pakiten (kalinlagsan), diploten (gift gbrinen) ve diyakinez

(uzaklasan) evreleridir.

Bu alt evreler 4 temel olayla karakterize edilir:

1. Zigoten-pakiten evresinde homolog kromozomlarin
(otozomlar ve seks kromozomlari X ve Y) eslemesini ya da sinapsini

kolaylastiran sinaptonemal kompleks olusumu,

2. Homolog kromozomlarin eslemesi (sinapsis),



3. Krossing-over: Homolog kromozomlarin kardes olmayan

kromatidleri arasinda genetik bilgi degisimi,

4. Ayrilma (disjunction): Eslesmis homolog kromozomlarin

ayrilmasi.

Bu uzamig profaz evresinden sonra, kardes kromatid ciftleri
metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden geger ve yavru hucrelere (sekonder
spermatositlere) dagilir. ikinci mayoz bélinme sirasinda, profaz, metafaz,
anafaz ve telofaz evreleri kardes kromatidleri yavru hiicrelere (spermatidlere)

dagilirlar.

Mayoz bdlinmenin U¢ 6nemli sonucu;

1. Spermatozoon ve oosit, her biri homolog kromozom ciftinin
sadece bir temsilcisini icerir.

2. Maternal ve paternal kromozomlar rastgele dagilir.

3. Krossing-over genetik gesitliligi arttirir [2, 3] .

2.1.2.3.Spermiyogenez

Haploid spermatidler, seminifer tubdl lGmenine yakin adluminal
kompartmanda yerlesmislerdir. Spermatidler, Sertoli hicrelerinin sitoplazma
¢okuntlleri icinde gomulludir. Spermatidler, spermiyogenez adi verilen

farklilagma strecine girerler (Sekil 3) [1].

Spermiyogenez, spermatogenezin son asamasidir. Ug ana olay

spermiyogenezi karakterize eder.



1. Flagellum (kamg¢i1) geligsmesi: Flagellum, distal sentriyolden
gelisir. Keratin iceren dig yogun lifler ve bir fibroz kilif ile gevrili bir aksoneme
(es merkezli dizilime sahip 9+2 mikrotubdl ¢iftleri) sahiptir. Mitokondriyumlar
kuyrugun proksimal bdlimu (orta parga) gevresinde helikoidal / sarmalimsi

bir kilif olusturur.

2. Akrozom geligsmesi: Akrozom olugsumu, ddllenme igin
gerekli olan hidrolitik enzimlerin surekli sentezinin gerceklestigi ve
depolandigi akrozomal keseyi icerir. Akrozomun gelismesi, Golgi evresi, kep
(sapka) evresi, akrozomal evre ve olgunlasma evresi olmak Uzere 4 ardigik

evreden olusur.

3. Niklear yogunlagsma: Somatik histonlar (H1, H2A, H2B,
H4), arjinin ve lizin zengin protaminler ile yer degistirdiginde nuklear
yogunlasma olusur. Bu somatik histonlarin protaminlere dénusimunden
sonra, nukleozomlar kaybolur ve ¢ekirdek materyalini yogunlastirmak i¢in duz
kromatin lifler yan yana dizilir. Spermiyogenezin olgunlasma asamasindan
sonra belirgin bir RNA sentezi yoktur. Sonuncu spermatid olgunlasma evresi
sirasinda, mitokondriler, gelismis flagellum boyunca dizilmelerini tamamlar,
cekirdek uzar, yogunlasir ve manset kaudal yonde goc¢ eder.Olgunlasma
islemi, cekirdek uzamig, yogunlagsmis seklini aldiginda, manset dagiimaya

basladiginda ve dis yogun lifler tamamen organize oldugunda tamamlanir

(Sekil 4) [1].



Sekil 4. Insanda Spermiyogenezisin Sematik Gésterimi

2.1.2.4.0lgun Spermatozoa

50—60 pm uzunlugunda hareketli bir hticredir. Spermiyum; bas,

boyun, orta parca ve kuyruk olmak Uzere 4 bolumden olusur;

1. Bas: Yassi oval bigcimdedir. Yogun kromatinli bir ¢ekirdek,
cekirdegin Uzerinde onu kep gibi saran akrozom ile bu ikisini kugatan ¢ok az

sitoplazma icerir ve en distan hucre zari ile gevrilidir.

2. Boyun: Spermatozoanin bas ile kuyruk orta pargasini
baglayan kisa bir bolimdur. Hemen ¢ekirdegin altinda yer alan transvers
yerlesimli proksimal entriyol ve bundan ¢ikan filum aksiyale bulunur (filum

aksiyale= 9+2 dizeninde mikrotubul sistemi).

3. Orta Parga: Bu bolumde spiral yerlesimli mitokondriyonlar
bulunur alt tarafta distal sentriyol ile sonlanir.
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4- Kuyruk: ki bélimdir:

a) Ana parga,

b) Son parca

Kuyruk ortada filum aksiyale, cevresinde kaba longitudinal
seyirli dig fibrillerden ve her ikisini digtan kusatan fibréz bir kiliftan olusur.
Son parcaya dogru kuyrugu olusturan bu yapilar yogunluk yonunden giderek

azalir ve son kisimda sadece mikrotubuller kalir (Sekil 5.) [3, 4].

Neck

Middle

Plasma membrane

Tail

Mitochondrion
(spiral shape)

Nucleus

Acrosome

Sekil 5. Olgun Spermatazoanin Yapisi

2.2. Erkek infertilitesi

Dunya saglik érgutt (WHO) infertilite tanimlamasini “en az bir
yil sureyle ciftlerin korunmasiz olarak iliskide bulunmalarina karsin gocuk
sahibi olamamalar” olarak yapmaktadir. Kisir giftlerin %25-30’unda yalnizca
erkege bagh faktorler, %35-40'inda vyalnizca kadina bagli faktorler
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bulunmaktadir. Ayrica %20-25'inde ise hem erkek hem kadin faktoru, %10-
15’inde ise nedeni bilinmeyen sorunlar bulunmaktadir. Bu yuzdelerden yola
cikarak kisirlik sebebinin erkek oldugu durumlar %50 civarindadir. Bu ylizden
tani yontemleri arasinda erkegin degerlendiriimesi onemlidir. Semen
parametrelerinin bilinmesi, bize hangi olgulara inseminasyon, hangi olgulara
klasik in vitro fertilizasyon (IVF) ve hangi olgulara intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) uygulamasi yapmamiz konusunda 1sik tutacaktir [5].
Klasik in vitro fertilizasyonun yeterli sayida motil spermin olmasi halinde
erkek subfertilitesinde de ¢6zUm olabileceginin gosterilmesi Uzerine IVF
uygulamalari anovulasyon, tubal faktér ve acgiklanamayan infertilite disinda
erkek subfertilitesinde de kullanilmaya baslanmistir. Ancak erkek
subfertilitesinde sperm parametrelerinin yetersiz olmasinin, fertilizasyon
oraninin dusmesine neden oldugu bilinmektedir [6]. Fertilizasyonda etkili olan
sperm parametreleri arasinda sperm sayisi 6nemlidir. WHO standartlarina
g6re 20 milyon/ml ve daha fazla olmasi normal kabul edilmektedir. Ejakulatta
hic sperm bulunmamasi anlamina gelen azospermi olgusu, erkeklerin

%1’inde, infertilite olgularinin ise %10-15’inde bulunur.

Erkek infertilite olgularinin tedavisinde en 6nemli ilerleme,
azospermi olgularinda testislerde spermatogenezin devam ettigi kuguk
odaklarin gosterilerek, bu odaklardaki olgun sperm hucrelerinin elde edilmesi

olmustur [7].

2.2.1. Semen Analizi

Semen sivisi, spermatozoanin testis ve epididimis salgisinin,
ejakulasyon sirasinda prostat, seminal vezikuller ve bulbouretral bezlerin
salgilarinin birlesmesiyle olusur. Sonug¢ olarak, olusan viskozitesi ylksek
salgr semen adini alir. Bu salgida spermatozoa, semen sivisinin %5’ini
olusturur [5] . insanda ejakiilat miktar kisisel farkliliklar gdstermekle birlikte
2-6 ml. kadardir. Semen pH’s1 7.2-8.0 arasinda degiskenlik gosterir ve diger
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pek ¢ok memeliden farkli olarak insan semeni ejakulasyonun hemen
sonrasinda yogunlasir ve yaklasik 20 dakika iginde yeniden ¢ozulerek likefiye
olur [8, 9].

2.2.1.2. Semen Analizinde Spermatozoanin Mikroskobik

incelenmesi

Olgun bir sperm, baslica bas, boyun ve kuyruk olmak Utzere u¢
bélimden olusur. Sperm basinin buylk bir kismini g¢ekirdek olusturur.
Cekirdegin 2/3’luk 6n kismini akrozom olusturur. Akrozom baslik bigciminde
olup zar ile sarli bir organeldir. Kaudalinde hicre zari ile ¢ekirdek zari
arasinda 6zellesmis post-akrozom denilen, hlcre zarina sikica yapismis bir
bant bulunur [6] . Dollenme sirasinda spermi saran hicre zari, sekonder
oositin hucre zari ile bu post-akrozom bolgesinden birleserek erir ve spermin

oosit sitoplazmasi icerisine gegcisi saglanir.

Spermin boyun kismi kisa bir par¢a olup baglantiyr saglamaya
yonelik segmentli kolonlardan ve proksimal sentriyolden olusur. Orta parca
ise sperm hareketini saglamak Uzere gerekli enerjiyi saglayan mitokondrileri

barindirir.

Kuyruk kismi ise sperme diklik veren fibroz tabaka ve spermin

hareketliligini saglayan aksonem tabakasindan olusur [6].

Semen analizi, konsantrasyon, motilite ve morfoloji olarak

baslica 3 baslik altinda yapllir.

1- Konsantrasyon

Ejakulatta bulunan sperm sayisi, likefaksiyonunu tamamlamig
ornekte iki yontemle degerlendirilir. Spermlerin hepsi immobilize edilerek

sayim yapilir ya da hareketli ve hareketsiz spermler birlikte degerlendirilir.
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Sperm sayimi i¢cin hemositometre, microcell, CellVU, StandartCount, Makler
gibi ¢esitli sayim kamaralari tanimlanmig olmakla birlikte ginumuzde yaygin
olarak Makler sayim kamarasi kullaniimaktadir. Makler kamara ile yapilan
degerlendirmede iyi sonu¢ alinmasi igin kamaraya konulan ejakulat
miktarinin 10ul’yi gegmemesi, kamaranin Ust kismi kapatildiginda 4 nokta
seklinde inkubatorlerde gokkusaginin gorulmesi, kamaranin analiz 6ncesinde
37°C’de ya da oda isisinda olmasi gerekir. Saglikli sonug alabilmek i¢in 100
karelik alan igerisinden en az on karede sayim yapilir ve on karede saptanan

say! milyon/ml olarak ifade edilir [8].

2- Motilite

Sperm sayimi yapilirken, sperm hareketleri 4 sinifa ayrilir.

e +4 hareketli spermatozoolar; lineer bir sekilde ileri yonde hizli

hareket ederler

e +3 hareketli spermatozoolar; ileri yonde daha yavas harekete

sahiptirler
e +2 hareketli spermatozoolar; olduklari yerde hareket ederler

e +1 hareketli spermatozoolar da immotil sekilde durmaktalar.

Motilite hareketlilik anlamina gelmekte olup +4, +3 ve +2
hareketli spermatozoolarin toplam oranidir. Hizli hareketli sperm sayisi

(PMSS) sadece +4 ve +3 hareketli spermatozoolarin oranidir [5].

3- Morfoloji

Bir sperm hucresinin normal olarak kabul edilebilmesi icin sperm

basi, boynu (orta parga), ve kuyrugu normal olmalidir. Basin sekli oval
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olmalidir. Basin boyu 4-5um ve genigligi 2.5-3.5um olmalidir. Bas bdlgesinin
%40-%70Q’ini kapsayan iyi tanimlanmis bir akrozomal bodlge olmalidir. Orta
kisim ince uzun ve genisgligi 1um den az, boyu bas uzunlugunun 1.5 kati ve
basa aksiyal olarak baglanmis olmahdir. Kuyruk diz, dizgin bicimli, orta
kisimdan ince, kivriimamis ve yaklagik 45um uzunlukta olmalidir. Kruger

kriterlerine gore %4 ve Uzeri normal sperm olmahdir ([5], Sekil 6.).

a: Akrozom

e: Ekvatoral bolge
p: Nukleerbolge
m: Orta par¢a

f: Kuyruk

Sekil 6. Normal Morfolojiye Sahip Sperm Goruntiusu [10]

2.3. Sperm Morfolojisi

2.3.1. Sperm Morfoloji Degerlendirilmesinin Tarihsel
Gelisimi

insan spermatozoasinin tanimlanip ilk olarak cizimi 1677

tarihinde Antony Van Leeuwenhoek tarafindan yapilmistir. Carry 1916 yilinda
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erkek infertilitesi ve sperm morfolojisi arasindaki iliskiye dikkat gekmistir.1925
yihinda Williams ve Savage, 1931 yilinda Moench ve Holt sperm basinin

morfolojisi ile ireme potansiyeli arasindaki iligkiyi ortaya koymuslardir.

1934 yilinda ilk olarak yag immersiyon objektifi ve sperm
boyama solusyonlarini kullanan Cary ve Hotchkiss, sperm anomalilerini
sinifladilar. 1934 yilinda Williams spermi morfolojik olarak ilk kez bolumlere
ayirdi bas, boyun, orta kisim ve kuyruk boélimlerini tanimladi. Akrozomun
varhdi ilk kez ortaya kondu. Daha sonra Willims alti grupta sperm
anomalilerini siniflandirdi. 1951 yilinda Macleod ve Gold bu siniflandirmayi
gelistirdiler. 1966 yilinda Freund kuyruk anomalilerini bu siniflandirmaya
eklediler [11]. 1971 yilinda Eliasson, sperm basi dl¢llerini saptadi ve sperm
basi icin bu oélgllere gore ayrica bir standardizasyon saglandi. 1980 yilinda
Diinya Saglik Orguti (World Health Organization - WHO), piriform bas, orta
kisim defektleri, sitoplazmik artik ve kuyruk anomalileri 4 yeni grup olarak
siniflandirmayi zenginlestirdi. Ayrica pin-head ve yuvarlak bas anomalileride
ilave edildi [12, 13].

1992 yilinda ucuncu WHO kitabinda semen
degerlendirmesinde sperm morfolojisine daha fazla 6nem verildi. Strick
Tygerberg Kiriterleri daha fazla 6nem kazandi. Bu siniflandirmada
endoservikal kanalin proksimal ve distal kisimlarinda bulunan sperm
populasyonlarinin farkli morfolojik 6zellikler tasiyor olmasi yonlendirici faktor
halini aldi [14].

2.3.2. Strict Tygerberg Kriterleri

ilk olarak Kruger ve Menveld isimli arastirmacilarin dikkat
cektigi bu kriterler, spermlerin in-vitro ortamlardaki fertilizasyon potansiyelini
belirlemekte en siklikla bagvurulan degerlendirme ydontemi olmustur. Servikal

kanalin en proksimali olan internal ostium’da toplanan spermler fizyolojik
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suzilme prosesinden gecmis homojen bir populasyon olustururlar. Bu

populasyon normal sperm kriterleri igin 6érnek olusturur [15].

Strict Tygerberg kriterlerinin en énemli 6zelligi degerlendirmede
standardizasyon saglanmis olmasidir. Sperm morfolojisi
degerlendiriimesinde, degisik zaman araliklarinda yapilan
degerlendirmelerin, ayni sonugclari ortaya koyabilmesi ve degerlendiren farkl
kisilerin bu kriterleri dikkate almasi nedeniyle ayni sonuca ulasabilmeleri
saglanmistir. Bu siniflandirmaya strikt kriterler (siki kriterler) olarak
anilmasinin nedeni , borderline (sinir) formlarin da anormal olarak
degerlendiriimeleri ve sadece tamamiyle kusursuz olanlarin normal olarak
kabul edilmeleridir [16, 17] .

Dunya saglik 6rgitinin onceleri %50, daha sonra %30 olarak
verdigi sperm morfolojisine ait alt sinira karsilik ; Kruger (T.F. Kruger)
kriterleri ile bu alt sinirn %4 oldugu ortaya koyulmustur. Sperm ile ilgili
yapilan calismalar 6zellikle zonapellucidaya baglanan spermlerin morfolojik
degerlendirmesi sonrasinda tanimlanmis ve bu calismalar Kruger kriterlerinin
belirlenmesinde 6nclt  olmustur. Sperm tarafindan fertilizasyonun
gerceklesmesini saglayarak embriyogenez , haploid genom, sentrozom ve
oosit aktivasyonunu saglayacak sinyalizasyon gibi kompleks gelismelerin
sadece sperm morfolojisi ile aciklanmasinin mimkin olmamasina ragmen;
spermin yapisal bozukluk gosterdigi durumlarda gerek fertilizasyon, gerekse
embryo gelisimi ilgili problemlere rastlanmasi, spermin morfolojik énemini
arttirmistir. Coetze ve Kruger’in 1998 yilinda hazirladiklari meta analizde
konu ile ilgili 18 yayini de@erlendirip klasik IVF hastalarinda, sperm
morfolojisinin <%4 normal olarak saptandigi grupta gebelik oranlari %15,2
oldugu halde >%4 grubunda %26,0 olarak gézlenmigtir (Sekil 7.) [16, 17].
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Sekil 7. Kruger morfolojik kriterlerine gére sperm morfolojisi degerlendiriimesi

2.3.3. Sperm Morfolojisinin Klinik Onemi

Dinya Saglik Orguti (World Health Organizasyonu- WHO)
infertilitesi tanimlamasini sdyle yapmigtir: En az bir yil slreyle ciftlerin
korunmasiz olarak koitusta bulunmalarina karsin  ¢ocuk sahibi
olamamalaridir. WHO tarafindan gercgeklestirilen gok merkezli arastirmalarin
sonucunda infertilite kliniklerine basvuran giftlerin en az 30-50 sinde erkegde

bagli nedenler bulundugu ortaya konmustur.

infertilite nedenlerinin oransal gosterimi (19)

infertilite Nedenleri

Erkek Faktoru %30-50

Kadina Bagh Faktorler %40-50
Her ikisi %20-25
Aciklanamayan %10-15
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Bu nedenle, semen analizlerinin 6nemi kaginilmazdir. WHO
tarafindan kurgulanan konvansiyonel semen analizinde, volum, aglutasyon,
pH, spermatogenetik hlcre konsantrasyonu gibi parametrelerin yaninda en
onemli degerlendirme kriterleri sperm konsantrasyonu, motilite ve

progresyon, morfoloji olarak belirlenmigtir.

Erkek fertilitesi degerlendirmesinde bir ¢ok parametre
degerlendiriimekle birlikte bugine kadar tek basina fertilite potansiyelini
belirleyen bir test henlz ortaya konulamamistir. Strick kriterler ile
degerlendirilen sperm morfolojisi bu yeterlilige cok yaklasmistir. Klasik fertilite
arastirmalari arasinda yer alan postkoital test, sperm morfolojisi

degerlendiriimesinin temellerini olusturmustur.

Morales ve arkadaslari, normal morfolojiye sahip spermlerin
anormal spermlerden daha hizli yuzmelerinden baska, daha yuksek donme,
flagellar hareket sikligi ve flagellar hareket yuksekligine sahip olduklarini
goOstermiglerdir. Kisaca 6énce morfoloji diizgun olmalidir ve hareketlilikte buna

bagli olarak dizgun sekillenir [18].

2.3.4. Morfolojik Bozukluklarin infertiliteye Etkisi

Normal ve normale yakin morfolojiye sahip sperm hucrelerinin
secilmesi, infertilite tedavisinde son derece 6nemlidir. Ornegin; akrozom,
spermin oosite penetrasyonu igin gerekli enzimleri iceren dnemli bir bolge
oldugundan, akrozom anomalileri, sperm zona pellusida baglanmasinda
sorun yaratmaktadir [18]. Nukleus anomalileri, DNA icerik bozuklugu
anlamina gelmektedir. Bu da saglikli bir embriyo gelisimini engellemektedir
[19]. Sitoplazmik artik, spermin olgunlagsmadigi anlamina gelmektedir [20].
Globozoospermia, akrozomu olmayan spermatozoadir ve ddlleme kabiliyeti
sinirhdir [21]. Orta parga, mitokondrilerin oldugu énemli bir kisimdir. Buradaki

anomaliler, enerji desteginin noksanhgina neden olmaktadir. Bu durum
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sperm hareketliligini direkt etkilemektedir.Spermin non-aksiyel orta parcaya
sahip olmasi, progresif hareketini dusurmektedir. Kuyruk, spermin
hareketliligini ve dikligini saglayan bdlge oldugundan kuyruktaki anomaliler,

sperm hareketini kisitlayici etkiye sahiptir [5].

2.3.5. Morfolojik Terminoloji

Normospermi: Mililitredeki sperm sayisinin 20 milyon ve Uzeri

olmasidir.

Oligospermi: Mililitredeki sperm sayisinin 20 milyondan az

olmasidir.

Polispermi: Mililitredeki sperm sayisinin 20 milyondan ¢ok

fazla olmasidir.
Azospermi: Tum ejakullatta hi¢ sperm bulunmamasidir.
Aspermi: Seminal plazma uretiminin olmamasidir.
Nekrospermi: Spermlerin 6lu olmasidir.
Astenospermi: Motilitenin %30’dan daha az olmasidir.

Lokositospermi: Semende |6kositlerin 1 milyon/ml’den daha

fazla olmasidir.
Hiperspermi: Semen hacminin 6 mI'den daha fazla olmasidir.
Hipospermi: Semenin 1 ml veya daha az olmasidir.
Globozoospermi: Spermde akrozom yoklugudur.

Teratospermi: Morfolojik olarak anormal spermlerin ¢ogunlukta

olmasidir.

izoleteratozoaspermi: Yapilan morfolojik inceleme sonucunda
Kruger’in kriterlerine goére semen o6rneginde hi¢ normal morfolojiye sahip

sperm gortlmemesi durumuna verilen addir [22].
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2.3.6. Morfolojik Degerlendirme

2.3.6.1. Sperm Anomalilerinin Tanimlanmasi

Kesin kriterler ile sperm morfolojisi dederlendirmesinde
yukarida boyutlari verilerek tanimlanan spermler disinda kalan tum spermler
anormal olarak kabul edilir. Anormal sperm formlari asagidaki sekillerde
olabilir.

1.Bas Sekil Anomalileri:

a) Borderline (sinirda) bas anomalileri: Bunlar hafif

anomaliler olup, ilgili spermi belirli bir anormal form sinifina sokmaz.

b) Piriform (amorf): Deforme olmus bas anomalisidir ve kontur

bozukluklari icerir (Resim 1.).

Resim 1. Normal Sperm ile Piriform (Amorf) Karsilastirmasi.

c)Makrosefal sperm (Buyuk bas): Sperm basinin olmasi
gereken normal boyutundan (4-5um boy ve 2.5-3.5um genislik) daha buyulk

olmasi durumudur (Resim 2,3,4,5,6). Makrosefal basli sperme uygulanan
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sperm FISH islemi sonrasi 18. kromozomun 3 tane olmasi (Trizomil8) ve bir
X iki Y kromozom olmasi (XYY) bir non-disjunction (kromozomlarin olmasi
gerektigi kurulumda ayrilamamasi) problemidir ve spermdeki abnormal

segregasyonun (anormal kromozomal dagilim) sonucudur (31)

Resim 3. Makrosefal Morfolojiye Sahip Sperm Goérluntusu
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Resim 5. Makrosefal Morfolojiye Sahip Sperm Goruntusu
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Resim 6. Makrosefal Morfolojiye Sahip Sperm Goruntisu

d) VYuvarlak Bas Sperm (Globozoospermia):Genellikle
akrozom yoklugu nedeniyle sperm basi yuvarlak sekil alir. immatirite

isaretidir(Resim 7.).

Resim 7. inverted Mikroskop Gériintiisii Ve Spermac Boyama Sonrasi
Yuvarlak Bas Sperm Goruntusu.
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e) Pin-head (igne Bas) Sperm: Sperm basi toplu igne
seklindedir (Resim 8.).

Resim 8. Pin Head Sperm Goéruntusu.

f) Diadem defekti: Sperm bagi Uzerinde (nUklear kisimla
akrozomal kisim arasindaki ekvotaryal bdlgede) yer alan igeri dogru

invajinasyonlardir. Nukleus i¢ine dogru olan invajinasyonlardir (Resim 9.).

Resim 9.Diadem Defekt.
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g) Uzun ve Sivri (Tapered) Sperm: Sperm basinin uzun ve
sivri olmasi durumudur. Akrozom yoklugu veya anomalisi durumunda ortaya
cikar (Resim 10).

Resim 10. Tapered Sperm Goriuntisu

h) Uzamig(Elonge)Sperm : Sperm basi tapered formda oldugu
gibi  sivri degildir, ancak tanimlanan boyutlardan daha uzundur.
Postakromozom kisminda incelme s6z konusudur (Resim 11).

Resim 11. Elonge Sperm Goruntisu
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1) Cift Bags Sperm: Tek kuyruk, tek orta kisim oldugu halde
sperm basinin ¢ift olmasi durumudur. immatiirite isareti olabilir (inkomplet

seperasyon) (Resim 12).

Resim 12. Cift Bagh Sperm Goérintusu

j) Yank Bas Sperm: Ayni sperm basi iginde birden fazla
nikleus bulunmasi durumunda gorulebilir. Bu durumda sperm haploid
degildir. immatiirite isareti olabilir (Resim 13).
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Resim 13. Yarik Basli Sperm Gortintusu

k) Vakuol: Sperm basinda boya almayan igi sivi dolu bosluklar
vardir (Resim 14).

Resim 14. Vakuol Bulunduran Sperm Goéruntisu
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2.Akrozom Anomalileri

a) Primer Akrozom Anomalileri: Spermin gelismesi ve
diferansiyasyonu sirasinda meydan gelen anomalilerdir. Anormal formasyon,

anormal dagilim ve sperm basina anormal baglanma seklinde ortaya ¢ikar.

b) Akrozomal Kistler: Primer akrozom anomalileridir (Resim
15).

Resim 15. Akrozomal Kist Bulunduran Sperm GoruntusU
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c) Nipple kist: Akrozomun en ug¢ kisminda yer alan kistlerdir
(Resim 16).

Resim 16. U¢ Kisminda Kist Bulunduran Sperm Goruntusu.

d) Aberan Akrozom: Primer akrozom anomalileridir. Homojen

olmayan boya dagilimi ve kontur bozuklugu vardir (Resim 17).

Resim 17. Aberan Akrozom Gorulen Sperm Goruntusu
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e) Sekonder Akrozom Anomalileri: Sperm membraninin
eksternal etkenler, yaslanma veya harabiyetine bagl olarak akrozom
iceriginin kaybidir veya akrozomun sperm basinin %40’ indan daha azini

kaplamasidir (Resim 18).

Resim 18. Akrozom Kaybi.

f) Kuglik Akrozom: Akrozomun sperm basinin %40’indan daha

azini kaplamasidir (Resim 19).

/

Resim 19. Klguk Akrozoma Sahip Sperm Goéruntusu

g) Buyuk Akrozom: Akrozomun sperm basinin %70’inden

daha fazlasini kaplamasidir
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e) Vakuol: Akrozom iginde boya olmayan alan olarak gorultr
(Resim 20).

Resim 20. Akrozomal Vakuol iceren Sperm Gériintiisi.

3.Nukleus Anomalileri: Cekirdek boyanmasinin homojen

olmadigi ve sekil bozukluguna sahip oldugu durumlardir.

a) Nukleus vakuolleri: Cekirdek icinde bosluk alanlari vardir

(Resim 21).
0' ’
-
L
L d - *
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Resim 21. Niikleus Vakuolleri Goriilen Sperm Ornegi
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4.0Orta Kisim Anomalileri: Mitokondrilerin yer aldigi bolim
oldugu icin ¢cok 6nem arz ederler. Spermin enerji desteginden yoksun
kalmasi s6z konusu olabilir ve bu durumlarda sperm hareketi veya
progresyonu etkilenebilir. Orta kisim anomalileri bas veya kuyruk anomalileri

ile birlikte olabilir.

a) Segmental Mitokondriyal Aplazi: Orta kismin belirli bir
bélimdndn ince ve mitokondriden yoksun olmasi durumudur. Genel orta

kisim kalinhigindan daha dar bir alan olarak boyanirlar (Resim 22).

F

Resim 22. Segmental Mitokondriyal Aplazi Gériilen Sperm Ornegi

b) Kivrilmig Kuyruk: Bas ile kuyruk arasinda orta kisim
zayifigi veya yoklugu s6z konusudur. Basg ile orta kisim, sitoplazmik bir parca
ile birbirine tutunur. Bu spermlerin progresif motilite gdstermeleri s6z konusu
degildir (Resim 23).

Resim 23. Kivrilmig kuyruga sahip sperm goruntusu.
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c) Abaksiyel Yerlesim: Sperm basgi ile orta kisim ayni aks
uzerinde degildir. Progresif motiliteyi guglestirir (Resim 24) [23].

Resim 24. Abaksiyel yerlesime sahip sperm goruntisu

5.Kuyruk Anomalileri: Total motilite yoklugu veya non-

progresif motilite seklinde hareketlilik bozukluklarina yol acabilen defektlerdir.

a) Cift kuyruk: Tek bas ve ¢ift kuyruk seklinde olur ve motiliteyi
etkiler (Resim 25).

|
g
\‘
r .

‘ -

Resim 25. Cift Kuyruklu Sperm Goruntisu.
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b) Kisa ve kit kuyruk (tail-stump): Tanimlanan boyutlardan
daha kisa ve kalin kuyruk boyu s6z konusudur(Resim 26).

Resim 26. Kisa Ve Kut Kuyruklu Sperm Goruntisu.

c) Dag defekti: Kuyruk mikrofibillerinin anomalisidir. Kuyruk
sekil bozuklugu olarak goézlenir. Kuyruk batundyle kivrilmis durumdadir
(Resim 27).

Resim 27. Dag Defekti Gorllen Sperm Goruntisu.
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d) Coiled (sarmasik): Progresif motiliteyi engelleyecek sekilde
kivrik bir kuyruk yapisidir. Kuyrugun u¢ kisminda veya tiumunde olabilir.

Genelde basin ¢evresine kivriimis kuyruk yapisi s6z konusudur(Resim 28).

Resim 28. Kivrilimis Kuyruklara Sahip Sperm Gaéruntuleri.

6. Karnigtk Anomaliler: Bas ve kuyruk anomalilerinin ayni

sperm Uzerinde bulunmasi durumudur.

7. immatiir Form: Primer ve sekonder spermatositler veya
spermatidler olabilir. Cok ntkleuslu olabilir. Kuyruksuz, yuvarlak formda veya

immatur kuyruk yapisina sahip olabilirler.

8. Aglutinasyon: Spermlerin kimelendigi kalabalik alanlardir.
imminolojik interfilite nedeniyle kiimelenme olabilir. Ancak lam Uzerine
semenin yayilmasi esnasinda yapilabilecek hatalar da ayni kimelenmeye
neden olabilir [24].

9.Siniflandirilamayan: Yukarida tanimlanan anomalilerden

herhangi birine giremeyen bozuk sekilli olan spermlerdir.
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2.4. IMSI iglemi

Normal sartlarda ICSI iglemi 200-400 kat buyutme altinda 6zel
ekipmanl mikroskoplar ile yapilmaktadir. IMSI 6zellikle siddetli erkek faktorl
(teratozoaspermi - izole teratozoospermi) olan hastalarin tedavisi igin
gelistirilmig bir yontemdir. Bu yontem ile ylksek buyutmeli objektifler ve 6zel
gorunttleme filtreleri ve sitemleri ile olusturulan mikroskoplar kullanilarak
yaklagik 8000 kat kadar buyutme olanagi saglanmaktadir. Boylece spermler

daha detayli olarak incelenebilmektedir[25].

2.5. ICSl iglemi

ICSI, tek bir spermin oosit sitoplazmasi igine enjekte
edilmesidir. Bu islem 6zel ekipmanli mikro-manipulatorler ile yapiimaktadir.
Tek bir spermin igine girebilecegi boyutlardaki 6zel mikro igneler ile oosite
zarar vermeden oosit sitoplazmasi igine sperm birakilarak doéllenme iglemi

gerceklestirilir[25].

2.6. Embriyo Biyopsi islemi

Embriyo biyopsi, embriyonun, genetikte incelenen kromozomlar
agisindan, normal olup olmadigini, teshis etmek amaciyla uygulanan bir
yontemdir. Embriyo biyopsi iglemi ile embriyonun transferi yapilmadan 6nce
test edilmesi ¢iftlerin herhangi bir genetik hastalik tasiyip tasimadigi
hakkinda bilgi veren onemli bir yontemdir. Embriyodan biyopsiyle alinan
hicre, genetik bolumuine iletilir. Burada, alinan blastomer biyopsisi uygun
teknikler ile inceleme yapilarak kromozomal anormallikler belirlenir. Bu islem
implantasyon Oncesi genetik tanimlama ( PGT ) olarak adlandirilir. Yapilan
genetik inceleme sonucunda tanimlanan normal embriyolarin transferi

gerceklestirilir.
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Embriyoloji laboratuarinda, embriyo biyopsi islemi embriyonun 3
farkh doéneminde endikasyona badli olarak biyopsi uygulanir. 1- Zigot
déneminde Polar body- kutup cismi biyopsisi, 2- 3. glinde Blastomer

biyopsisi (embriyo biyopsi), 3- Blastosist doneminde Trofoektoderm biyopsisi.
[25].
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3.GEREG ve YONTEM

3.1. Gereg¢ ve Malzemeler

Konik Tup (Falcon)

Sperm Yikama Mediumu (Sage)
Gradient Medium (Sage)

Serolojik Pipet (Falcon)

HEPES Tamponu HTF-Human Tubal Fluid Medium (Sage)
Human Serum Albumin (Sage)
Single Step Medium (Sage)

Paraffin Yag (Sage)

CaMg Free Biyopsi Mediumu (Sage)
Kalttr Dishleri (Nunc)

ICSI ignesi (Humagen)

Biyopsi ignesi (Humagen)

Holding ignesi (Humagen)

Pastor Pipetler (Falcon)

Mikropipet (Ependorf)

Makler Sperm Sayim Kamarasi
Spermac Sperm Boyama Kiti

Hyase (Sage)

ICSI Dish (Nunc)

Denudasyon Pipetleri (Research)

Transfer Kateterleri (Wallace)
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3.2. Androlojik Degerlendirme igin Semen Verme Teknigi

a) Guvenilir bir sonuca ulagabilmek igin ejakulat, masturbasyon
ile elde edilir. Ejakulat, koitus interraptus, toksik olmayan 6zel prezervatifler
ya da prostat masaji ile de alinabilir fakat bu yollarla elde edilecek drneklerin

degerlendiriimesi saglikli olmayabilecedi unutulmamalidir.

b) Ejakulatin merkez disindan getiriimesine izin verilmemelidir.
Disaridan getirilen spermler, 1s1 degigikligi ve gunes Isigina maruz

kalabileceklerinden elde edilecek sonuglar etkilenebilir.

c) Hastaya oncelikle psikolojik rahatlama saglanmalidir.
Masturbasyon ile ejakllat vermenin hastalar Uzerinde psikolojik bir baski
yaratabilecegi goz onune alinarak, hastalarin mimkun oldugunca rahat bir
ortamda olmalari ve ejakulatin toplanacagi yerde bu is i¢in hazirlanmis 6zel

bir odanin olmasi gerekmektedir.

d) 3 ile 5 gun arasinda cinsel perhiz saglanmalidir.

e) Masturbasyon Oncesi hastanin ellerini normal bir sabunla
yikamasi ve kurulamasi gerekmektedir. Masturbasyon icgin vazelin,
spermotoksik olabilecek sabun ve diger yagh maddeler (krem, jel)

kullanilmamalidir.

f) Ejakdlatinin  timUnun oOrnek kabinda toplanabilmesi
saglamalidir. Ozellikle ilk damlalarin ¢ok degerli oldugu, sperm
konsantrasyonunun bu kisimda en yogun olarak bulundugu konusunda hasta

bilgilendirilmelidir.
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3.3. Spermi Kabul Etme islemi

a) Sperm verecek olan hastaya semen verme teknikleri

ayrintilariyla anlatilir.

b) Semen 6rnegi, kapal kutu iginde kabul edilir.

c) Semenin alindigi saat, hasta adi, hastanin da gorecegi

sekilde kutu Uzerine cam kalemiyle yazilir.

d) Ornek kutusu giines 1S1§1 gérmeyecek sekilde ve oda

Isisinda , 20 -30 dakika likefaksiyon igin bekletilir.

3.4. Spermin incelenmesi

Hasta tarafindan steril sperm kabina verilen 6rnek sayi, hareket
ve morfoloji ydninden degerlendirilir. Ornegdin dederlendirme asamalari su

sekildedir:

e Ornek oda Isisinda veya 37 derece inkiibatérde 20-30 dakika
likefaksiyon icin bekletilir.

e Likefiye olan sperm 6rnegi, dederlendirme 6ncesi bir pipet
yardimi ile 6rnek homojenize edilir.

e Makler sperm sayma kamarasi ile sperm sayimi yapilir. Eger
ornekte Smilyon /ml ‘den daha az konsantrasyonda sperm varsa ornek
konsantrasyon igslemi uygulanir. Boylece incelenecek ornek alanindaki sperm
sayisi arttirilir,

e Boyamasi yapilacak sperm oOrnegdi lam uzerine ince sekilde

yaylilip kurutularak, yayma preparat hazirlanir.
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¢ Yayma igleminde lam Uzerine bir damla sperm damlatilir, lam

veya lamel yardimiyla 45 acl ile damlacik lam Uizerine yayilir.

3.5. Sperm Morfoloji Degerlendirilmesi icin Spermac

Boyama Teknigi

a) Lam Uzerine yayillan sperm oda sicakliginda kurutulduktan

sonra spermlerin lama yapismasi icin fiksasyon (FI1X) solisyonuna alinir.
b) Fiksatif igcerisinde 5 dakika bekletilir.

c) Lam su dolu sale igerisine hafifce c¢alkalanarak fiksatif

yikanir.

d) Ornek soliisyon A’da 90 saniye bekletilir.

e) Su dolu sale icinde Ornek calkalanarak solisyon A’dan
arindirilir.

f) Sollisyon B’de 90 saniye bekletilir.

g) Su dolu sale iginde o6rnek calkalanarak solisyon B’den
arindirihir,

h) Solusyon C’de 45 saniye bekletilir.

1) Su dolu sale icinde Ornek calkalanarak solisyon C’den
arindirilr.

I) Boyanmig lam oda sicakliginda bekletilerek kurutulur.

J) Morfolojik degerlendirme, 100x objektif ile immersiyon yagi

kullanilarak yapilir

k) Spermlerin morfolojik yapisi degerlendirilir.
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I) Degerlendirme sirasinda hicre kumelerinin  bulundugu

bdlgelerdeki spermler degerlendirme digi birakilir.

m) Preperatin farkh boélgelerinden minimum 200 hicre sayilarak

degerlendirme.(Resim 29,30)

Resim 29. sperm morfolojisi boyama teknigi.

Resim 30.1000X Biyiitme Altinda immersiyon Yagi Ve Objektifi Kullanilarak
Sperm Morfolojisi Bakilir.
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3.6. Sperm Hazirlama Teknikleri

3.6.1. Gradient Hazirlama Yontemi

Semen 6rnegi likefiye olduktan sonra gradient yontemi ile ICSI
islemi icin hazirlanir. Sperm gradient sollsyonu ile sperm yikama sollsyonu
konik tuplere %90, %45 oraninda hazirlanip en yogun katman altta olacak
sekilde yerlestirilir. Ardindan Uzerlerine 1ml likefiye olmus ejakulat steril cam
pipet ile konik tip 45 derecelik aglyla tutularak gradienti bozmadan yavasca
Uzerine eklenir. 1200 rpm de 20 dakika santrifij edilir. Santrifij sonrasi
olusan pellet steril cam pastor pipet ile ¢ekilerek 1 ml temiz sperm ylkama
solisyonuna eklenerek gradient mediumundan arindiriimak Gzere 1500 rpm
de 5 dk santriflij edilir. Santrifij sonrasi 6rnek 0,2-0,4 ml kalacak sekilde Ust
kismi pipet yardimiyla uzaklastirilir. Pellet kismi homojenize edilerek, Uzerine
hasta ve esinin ad ve soyad bilgilerinin yazildig1 kuiguk tuplere aktarilir. Daha
sonra bu tuplerden mikropipet yardimiyla alinan sperm érnegi, ICSI yapiimak

uzere dish icine basilir.

3.6.2 Swim Up Sperm Hazirlama Yontemi

Semen ornegdi likefiye olduktan sonra eger sperm sayisi ve
hareketi uygun ise Swim Up yontemi ile sperm ICSI islemi igin hazirlanir.
Likefiye olmus semen 6rnegi ile sperm yikama mediumu birebir oraninda
konik tuplere eklenerek homojenize edilir. Genellikle 2ml semen 6rnegdi, 2mi
sperm yikama mediumu kullanilir. Homojenize edilen 6rnek 1600 rpm de 5
dakika santrifij edilir. Daha sonra dibe ¢oken pellet kisminin Ustindeki
supernatant pipet yardimiyla uzaklastirihr. Yaklagik 0,2-0,5 ml pelletin
uzerine, konik tup 45 derece acliyla egilerek pellet kaldirilmadan sperm
yikama mediumu eklenir. Pelletin Gst kisminda temiz sperm ylkama medium
katmani olusturularak spermlerin buraya yuzlemeleri beklenir. Medium

eklendikten sonra tlip 45 derecelik egimli sekilde inkubatore kaldirilir. 30-45

44



dakika sonra temiz mediuma dogru yizmus olan spermler gekilerek hastanin
ve esinin ad ve soyadlarinin yazildigi ayri ku¢uk tup icerisine alinarak ICSI

islemi icin hazir hale getirilir.

3.7. Folikiil Aspirasyonu (OPU) , Denudasyon ve

intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) islemi

OPU iglemi ile hasta ovaryumundaki gelisen foliklllerden 6zel
OPU igneleri ile folikal sivilar aspire edilerek laboratuara iletilir. Bir tip ile
laboratuara iletilen folikil sivilari igerisinden kimdallis oosit kompleksleri
toplanarak Hepesli HTF icerisine toplanir. Buraya biriktirilerek toplanan
kimulus oosit kompleksleri daha sonra tek asamali kultir mediumu igine
alinarak. pH1 7,30 olacak sekilde CO2 ve 02 seviyeleri ayarlanan
inkUbatorlere kaldirnlarak 2-4 saat inkibe edilir. Bu surenin sonunda,
denudasyon iglemi uygulandi. Denudasyon HTF igerisine 40 [U/ml
yogunlugunda hazirlanan hyallronidaz solusyonu iginde mekanik pipetleme
ile gerceklestirilir. Bu islemden sonra oositler 60 dakikalik bir inkiibasyon
sonrasi ICSI islemine alinir. ICSI iglemi 6zel olarak hazirlanan ICSI dishleri
icinde yapilir (Sekil 8). Sperm havuzu igerisinden segilen sperm PVP
havuzuna alinir. Bu havuzun 6zelligi spermin hareketini yavaslatarak sperm
havuzundan toplanan spermlerin incelenip normale en yakin olanlarin
secilmesi ve spermin immobilizasyona olanak saglamaktir. Sperm
immobilizasyonunda, mikroenjeksiyon pipetinin u¢ kismi ile sperm, boynuna
yakin kismindan hafifce immobilize edilir. Kuyruga dogru pipet ucu ileri geri
kaydirilarak sperm kendi etrafinda dondurilir. Sonunda ani bir hareketle
kuyrugun kivrilmasi ve sperm membranin zedelenmesi saglanir. immobilize
edilmis spermin kuyruk kismindan aspire edilerek ICSI pipeti icerisine alinir.
Sperm ICSI pipeti icinde iken yag icinden ¢gikmadan Hepesli HTF iceren ilk
oosit dropletine gidilir. Droplet icindeki oosit, Holding pipeti ile hafifce aspire
edilerek sabitlestirilir. ICSI pipeti ile oosit, kutup cisimcigi saat 6-12 yonunde

olacak sekilde hizalanir. ICSI pipetiyle oositin ekvatoral dizleminden ICSI
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ignesi ile icine yavasgga girilir (Resim 29.). Oositin ortalarina gelindiginde oosit
icerigi yavasca pipet icine aspire edilir. Aspirasyon yapilirken oolemma
kinldig1 anda sitoplazmasinin aspirasyonu hizlanir. Kirilma goruldukten sonra
aspire edilen sitoplazmayla beraber sperm oosit igcerisine birakilip, pipet
oositin digina ¢ikarilir (Resim 31,32). Bu igslem tum oositlerde sirayla
uygulanir. ICSI sonrasi oositler HEPES'li HTF iginden alinarak her bir
droplete bir oosit gelecek sekilde tek asamali kultir mediumundan olusan
dishlere yerlestirilip inklibatérdeki yerlerine kaldirilir. Oositlerin déllenmesini
takiben (1.gln) 3.gun sabahina kadar embriyolar tek asamali kaltir ortami

icerisinde muhafaza edilir.

Sperm Havuzu HEPES'li HTF

Sekil 8. ICSI islemi icin hazirlanan ézel dish Ornegi
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Resim 31. ICSI iglemi Sirasindan Gériintii

Resim 32.ICSl islemi
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3.8. Biyopsi islemi

ICSI islemini (0.gun) takiben 3. Gune kadar embriyo geligimi
takip edilir. Normal sartlarda 2. Ginde 4 hucreli, 3. Glinde en az 8 hucreli
embriyo gozlenir. 3. Gunde 8 hucreli embriyo biyopsi islemi igin uygun
haldedir (Resim 33,34). Biyopsi iglemi, embriyolarin blastomer sayilari bu
islem igin elverigli ise, 3.gUn sabah saatlerinde yapilir. Embriyo biyopsi islemi
Kalsiyum ve Magnezyum iyonlarini icermeyen sukroz ve HEPES iceren,
kaltdr ortaminda (37°C de inklbe edilmis) gerceklestirilir. Bu islem Silikon
yag igeren, biyopsi pipeti ile mikromanipulatér sistemi olan, isitici tablah
(37°C) invert mikroskop altinda gercgeklestirilir. 10X-40X objektifler kullanilir.
Embriyo biyopsisine uygun embriyolara, zona pellusidasina lazer ile
olusturulan acikliktan silikon yag iceren, biyopsi pipeti (30-35 um) ile bir
blastomer aspire edilir. Biyopsi uygulanan embriyolar, tek asamali kultar
ortaminda yikanarak biyopsi mediumundan temizlenir. Daha sonra tek
asamali kdltir ortami igceren petri icinde inklbatére kaldirilir. Aspire edilen

blastomerler uygun sekilde isaretlenerek genetik tahlil merkezine iletilir.
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Resim 33. 72. Saatte Biyopsi islemine Uygun 8 Hiicreli Embriyo

Kalsiyum Magnezyum

icermeyen Hepes'li HTF

00

0O
00 O
00 O

00

Sekil 9. PGT Uygulamasi igin Yapilan Dish Ornegi
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Resim 34. Embriyo Biyopsi islemi
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Amaci

Bu ¢alismada, toplam 142 hastanin embriyo gelisimi, gebelik ve
dusuk sonuglari, preimplantasyon genetik tarama (PGT) yapilan ve PGT
yapillmayan olarak siniflandinlip karsilastirilarak, PGT sonrasi anéploidi
oranlarinin incelenmesi saglanmistir. Calisma 2010 mayis — 2015 mayis
aylari arasinda Taksim Alman Hastanesi ve Ankara Centrum Tup bebek
merkezinde tedavi gormus vakalarin sonuglari ile hazirlanarak
tamamlanmistir. Calismada nihai hedef, PGT sonrasi ortaya konan sonuglar
isiginda, bu iki gruptaki hastalarin embriyo transfer iglemi 06ncesi
embriyolarinin  genetik olarak tanimlanmasinin  gerekliliginin  ortaya

konulmasidir.

4.2. Galigma Modeli

Calismada morfolojik inceleme sonrasi normal sperme
rastlanmayan izole teratozoospermi vakalar ile normal morfolojili spermleri
bulunmayip makrosefal spermlerin dominant yer aldigi (%35 in Gzerinde)
vakalardan elde edilen embriyolarin, PGT uygulanan ve uygulanmayan
olarak karsilagstirmali embriyo gelisim skorlari (gebelik, implantasyon ve
dusuk) ve anoploidi oranlari izlenmistir. PGT uygulanmayan grup kontrol
grubu olarak degerlendirilmistir. Calisma sonrasinda Kruger’in siki kriterlerine
g6re normal sperm bulunmayan 1. Grup hastalarin ve normal sperm olmama
Ozelligi yaninda dominant olarak makrosefal spermlere sahip olan 2. Grup
hastalarin, hazirlanan sperm o6rneklerinde bulunan, normal morfolojiye en
yakin olan spermlerin se¢imi ve mikro-enjeksiyonu sonrasi elde edilen

embriyolarin gebelik ve dusik oranlari karsilastiriimistir.
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4.3. Galigma Dizayni

Calismada toplam 142 hastanin siklus verileri ve sonuglari
degerlendirilmistir. Sonuglar siklus sayisi, ortalama kadin ve erkek hastalarin
yaslari ve infertilite surelerine gore degerlendirmeye alinmigtir. Daha sonra
da siklus verileri, fertilizasyon oranlari, transfer edilen embriyo sayilari,
gebelik ve duslk oranlarina gore degerlendirilmigtir.1. grup (n=84) 18 hasta
PGT yapilarak, 66 hasta PGT yapilmaksizin de@erlendiriimislerdir (PGT
uygulamasi sonrasi 4 hastanin normal embriyosu olmamasi nedeni ile
embriyo transferleri iptal edilmistir).2. gruptaki hastalar (n=58) 14 PGT ve 44
PGT yapilmadan degerlendirilip karsilastiriilmal olarak analiz edilmigtir (PGT
uygulamasi sonrasi 2 hastanin normal embriyosu olmamasi nedeni ile
embriyo transferleri iptal edilmistir). Daha sonrasinda PGT uygulanmis olan
toplam 32 hasta ve 96 embriyo analiz sonuglarina gore istatistiksel olarak

degerlendirilmiglerdir.
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4.4. Galisma Sonuglar

Sperm orneginde hi¢ normal baglh sperme rastlanmamis 1.
gruptaki hasta sayisi, ortalama kadin ve erkek yasi, infertilite sireleri PGT
uygulanmig ve uygulanmamis olarak iki kategoride kargilagtiriimistir.
(Tablo:1).

Tablo 1. PGT uygulanan ve uygulanmayan izole teratozoospermi grubu
(Grup 1) morfolojiye sahip hastalarin siklus bilgileri.

PGT
YAPILMAYAN

Siklus Sayisi

Ort.Kadin Yasi 31,1+2,31

30,2+211

Ort.Erkek Yasi 38,13+ 2,15 36,12 + 2,08 Ns

infertilite Siiresi 10,2 + 2,11 8,82 +2,3 Ns
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1. Gruptaki hastalarin (izoleteratozoo) fertilizasyon oranlari,
transfer edilen ortalama embriyo sayisi, gebelik orani ve dusuk orani PGT
uygulanan ve uygulanmayan olarak karsilastiriimigtir. Déllenme, gebelik ve

dusuk oranlarinda anlamli bir farklilik gérilmemistir (Tablo 2).

Tablo 2. PGT uygulanan ve uygulanmayan hi¢c normal morfolojiye sahip
olmayan hasta sikluslarinin (Grup |) embriyo gelisim skorlari.

PGT
YAPILMAYAN

Fertilizasyon Orani
%61.32

Transfer Edilen Ortalama
Embriyo Sayisi 1,86+0,6 1,98+0,8

Gebelik Orani %42.9(6/14) %40,9(27/66) Ns

%16.66(1/6) %25,9(7/27) Ns

(#): Chi Square Test

Sperm 6rneginde hi¢ normal basl sperme rastlanmamakla

beraber dominant olarak buylk bagsl spermlerin yer aldigi (%35 in Gzerinde)
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2.grupta; hasta sayisi, ortalama kadin ve erkek yasgi, infertilite sureleri, PGT
uygulanmis ve uygulanmamis olarak iki kategoride karsilastiriimistir. (Tablo
3).

Tablo 3. PGT uygulanan ve uygulanmayan dominant makrosefal morfolojiye
sahip hasta grubunun ( GRUP 11) siklus bilgileri.

GRUP I PGT
YAPILMAYAN

Siklus Sayisi

Ort.Kadin Yasi 34,2+1,78

33,5+2,01

37,3+2,13 35,2+1,89 Ns

14,2+2,3 12,4+2,1 Ns

infertilite Siiresi

Ort.Erkek Yasi

(#): Chi Square Test
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2. Grup hastalardaki siklus bilgileri karsilastiriimigtir. Dollenme
ve transfer edilen embriyo sayisi ortalamalarinda anlamli fark bulunmamakla

birlikte, gebelik oranlarinda anlamli farklilik gézlenmistir.

Bu gruptaki hastalarda, PGT uygulanan grupta %12,5 oraninda
daha yuksek gebelik elde edilmistir (Grup 1l, PGT uygulanan grubun gebelik
orani %25 iken PGT uygulanmayanlarda %12,5tir). Bununla birlikte elde
edilmis gebeliklerde disik s6z konusu oldugunda, PGT uygulanan grupta
dusuk gorilmedigi halde; PGT uygulanmamis grupta gebelik kaybi oraninin
%20 oldugu gozlenmistir. Gebelik kaybi oranlarinda karsilagtirilan sayilarin
dusuk olmasi nedeniyle farklilik oranlari, istatistiksel olarak anlamli sonug

vermemistir (Tablo 4).
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Tablo 4. PGT wuygulanan ve uygulanmayan dominant makrosefal
morfolojideki hasta sikluslarinin (GRUP II) embriyo gelisim
skorlarinin istatistiksel verileri.

PGT
YAPILMAYAN

GRUP Il

Fertilizasyon Orani

Transfer Edilen

Ortalama Embriyo

Gebelik Orani %25(3/12)*

Sayisi

%12,5(5/40)*

%0(0/3) %20(1/5) NS

(#): Chi Square Test
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GRUP | ve GRUP Il de bulunan hastalara ait embriyolarin PGT
sonrasi degerlendiriime oranlari ile birlikte, kromozomal kurulumlarinin
normal ve anormal degerleri karsilastirilmig ve anlaml farklihik gézlenmistir.
Grup I'deki embriyolara yapilan genetik tanimlama sonrasi %18 oraninda

daha fazla normal embriyo bulundugu gézlenmektedir (P>= 0,05) (Tablo 5).

Tablo 5. GRUP | ve GRUP II nin preimplantasyon genetik tanimlama
(PGT)islemi sonrasi sonuglarinin karsilastiriimasi

GRUP Il

Hasta sayisi

Deg.emb.

sayisi

Normal

Anormal

*P<0.05 (Pearson’s correlation analysis)
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Her iki grup icinde anormal embriyolarin anomalileri tanimlanip
siniflandinimis ve deg@erleri kargilagtiriimistir. 2. Grubun monozomi, trizomi
ve kompleks andploidi oranlarinin 1. Gruba goére daha yuksek oranda
oldugunu goézlemlemektedir (Monozomi orani Grup | de %29,17 iken Grup Il
de %33,33 olarak ,Trizomi orani Grup | de %33,33 iken Grup Il de %37,5
olarak , kompleks andploidi orani Grup | de %16,66 iken Grup II'de %20,83’e
yukselmistir) (Tablo 6). Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamh fark

olugturmamistir.

Tablo 6. GRUP | ve GRUP Il nin preimplantasyon genetik tanimlama (PGT)
islemi sonrasi andploidi oranlarinin karsilastiriimasi

Grupl(n) Grupl % Grupli(n) Grupll% p

Anormal Embriyo 34 63* 34 81* 0,05*

Anoploidi 24 66,66 24 70,6 NS

Monozomi 7 29,17 8 33,33 NS

Trizomi 8 33,33 9 37,5 NS

Tetrazomi 2 8,33 2 8,33 NS

Kompleks 4 16,66 5 20,83 NS

Nullzomi 3 12,5 0 0 NS

Triploidi 3 8,3 4 11,8 NS

Haploidi 4 111 3 8,8 NS

Tetraploidi 3 8,3 3 8.8 NS

*p<0.05 (Pearson’s correlation analysis)
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5.TARTISMA

Yakin zamanda vyapilan c¢aligmalar infertilite nedeniyle
degerlendirilen ciftlerin %40-50 sinden fazlasinda erkek faktérinin sorumiu
oldugunu gostermistir [26]. Erkek infertilitesinin  degerlendiriimesinde,
infertilite sebeplerinin gosteriimesinde semen analizi oldukga 6nemlidir.
Semen analizinde degerlendirilen parametreler; ejakulat miktari, sperm
hareketi, total sperm sayisi ve sperm morfolojisidir. Gecgmiste sperm
morfolojisinin degerlendiriimesi ve klinik énemi erkek infertilite potansiyelinin
tayini yonunde tartismali olsada yakin zamanda yapilan galismalar morfolojik
degerlendirmenin ciftlerde gebelik sonuglari igin sensitif ve spesifik oldugunu
belirtmektedir [16, 17]. Bazi ¢alismalar anormal morfolojinin ICSI sonugclarini
etkilemedigini iddia etmistir [27-32]. Ornegin McKenzie ve arkadaslari
IVF/ICSI uygulanan 45 olguyu Kruger kriterlerine gore incelemisler ve agir
teratospermi gorulen olgularda gebelik oranlarinin kabul edilebilir sinirlarda
oldugunu belirtmislerdir [33]. Yaptigimiz calismalar gdsteriyor ki normal
morfolojiye sahip olmayan (izole teratozoospermi) spermlerle hazirlanan
embriyolarin gelisim skorlari incelendiginde gebelik ve duguk oranlart PGT
yapilan embriyolarla kargilastirildiginda anlamli bir fark olusturmamigtir. PGT
yapiimamis grupta duasik orani %16,7 PGT uygulanmayan grupta %25,9
olarak gozlenmistir (Tablo 2). PGT uygulamasi ile distk orani daha az
gorulmekle birlikte istatistiksel anlamlilik goralmemistir. PGT uygulanan 1. ve
2. Grup spermlerle olusturulan embriyolarda karsilastigimiz bu durum
anomalilerin  saptanmasi  dogrultusunda saglikh embriyo segiminin
gerceklestirilebilecegini ispatlar niteliktedir. Yukarida belirttigimiz gibi grup |
de PGT, gebelik oranlarinda anlamli bir farklihk yaratmamigtir. Fakat;
Ozellikle 2. gruptaki spermler ile gelisen embriyo transferlerinde PGT
uygulanan vakalarda anlamli olarak daha yuksek oranda gebelik gozlenmigtir
(Grup I, PGT uygulanan grubun gebelik orani %25 iken PGT
uygulanmayanlarda %12,5’tir) (Tablo:3).Yani bu sonu¢ dogrultusunda

dominant makrosefal grubunda PGT uygulanarak anomalilerin saptanmasi
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izole teratozoospermi grubundaki gibi dusuk oranina pozitif etki etmemis
fakat ilk gruptan farkli olarak, gebelik oranlarini olumlu yonde etkilemigtir.
Guichaua ve arkadaslarinin calismasinda makrosefalik sperm oranlari
yuksek olan erkeklerde yardimci Ureme yontemleri ile gebelik oranlarinin
%13 oldugu bu oranin bu parametrenin olmadigi grupta %28 olarak
belirtildigi gorulmektedir [30]. Biz de c¢alismamizda izole teratozoospermi
grubunun PGT uygulanan ve uygulanmayan gruplarinda, dominant
makrosefal grubuna oranla Guichaua ve arkadaslarinin ¢alismasinda oldugu
gibi belirgin yuksek gebelik orani gézlemledik. Kahraman ve arkadasglari ise
intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) yapilan olgular icerisinde buyuk
bas spermatozoasi olan 17 olguyu incelemis ve gebelik oranlari bas
anomalisi olanlarda % 9.1 iken kontrol grubunda % 40 olarak belirlenmistir
[31].

Bu calismalar 1siginda, calismamizda oldugu gibi PGT
sayesinde, anoéploid embriyolarin ayrilmasiyla, makrosefal grubumuzda
gebelik orani pozitif olarak etkilenmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde ettigimiz
istatistiksel veriler, yapilan bu iki calismayi destekler niteliktedir. izole
teratozoospermia ve makrosefal grubun PGT sonuglari dahilindeki andploidi
oranlarini karsilastirdigimizda ise goze carpan ilk nokta anormal embriyo
oraninin makrosefalik grupta anlamli olarak daha yliksek olmasidir (Grup Il
de PGT sonucunda anormal gorulen embriyo orani %81, Grup | de bu oran
%63’dur)(p<0,05). Diger yandan anlamli olmamakla birlikte monozomi (Grup
| de monozomi goérilen embriyo orani %29,16 iken Grup Il de %33,33'dlr),
trizomi (Grup | de trizomi goérilen embriyo orani %33,3 iken Grup Il de
%37,5'dir) ve kompleks anodploidi (kompleks andploidi orani Grup | de %16,6
iken Grup I'de %20,83’e yukselmigtir) goérilme oranlarinda makrosefal

grupta daha fazladir (Tablo 5).

Makrosefal spermler ile islem yapilmamasina ragmen bu

morfolojiye sahip spermleri dominant olarak bulunduran érneklerdeki diger
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spermlerinde abnormal kromozomal segragasyon anomalisi tasidigi
dugunulmektedir. Dominant Makrosefal sikluslardaki bu yuksek anormal
embriyo orani, makrosefal gruba PGT uygulanmamasi durumunda elde
ettigimiz gebelik oraninin, PGT uygulananlara gore dusuk olmasini, disuk

oraninin da PGT uygulananlara gore yuksek olmasini agiklar niteliktedir.
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6. SONUG

Bu ¢alismada normal morfolojili sperm bulunmayan iki ayri izole
teratozoospermi grubu gebelik, diuslk oranlari, anormal embriyo orani ve
kromozomal anoploidi oranlari ile karsilastirilmistir. 1. Grup sadece normal
spermi bulunmayan spermlerden ikinci grup ise normal sperm olmamasi
yaninda %35 uzeri dominant makrosefal (blylkbas) anomalisi iceren gruptan
olugsmaktadir. ICSI uygulamasinda en uygun buyuklik ve morfolojide

spermler segilmigtir.

Calismamizda izole teratozoospermi grubu ve Makrosefal
morfolojili spermlerle elde ettigimiz embriyolara PGT uygulanmis ve ayni
gruba ait PGT uygulanmamis (kontrol grubu) hasta sikluslariyla gebelik,
dusuk, anormal embriyo orani ve andploidi oranlari karsilastirimistir. Bu
bulgular dogrultusunda; izole teratozoospermi grup spermlerle (Grup 1) elde
edilen embriyolardan olusan grubun verileri incelendiginde PGT uygulanan
ve uygulanmayan embriyolara ait hastalarin gebelik ve dusuk oranlar
arasinda anlamli farkhlik goérilmemistir. Makrosefal dominant semen
ornegindeki (Grup IlI) spermlerle elde edilen embriyolardan olusan grubun
verileri incelendiginde ise PGT uygulanan hasta sikluslarinin disuk orani
PGT uygulanmayan grupla birbirine yakin degerlerde olmasiyla beraber
PGT’nin pozitif olarak gebelik oranina yansidigini gérmekteyiz. Bu dogrultuda
elde edilen veriler i1s13inda; PGT uygulamasi anomalilerin belirlenmesi ve
gebelik oraninin artmasini saglamakta; bu durum istatistiksel olarak anlamli
farkla desteklenmektedir [34, 35].
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Karsilastirmali olarak iki grubun PGT sonuglarina bakilarak
anormal embriyo ve andploidi oranlari incelendiginde, analiz edilen embriyo
sayisi ortalamalari birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen kromozom anomalisi
saptanan anormal embriyo orani dominant makrosefal de ¢ok daha ylksek
citkmistir. YUksek oranda morfoloji bozuklugu iceren spermlerle olusturulan
embriyolarda kromozom anomalilerinin PGT yOntemiyle tayin edilip saglikl
embriyolarin secilebilmesi, bu ¢alismanin da destekledigi Uzere canli dogum

oranina pozitif yonde katki saglamaktadir.
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7. OZET

Amag: Sperm kalitesinin en énemli gostergelerinden biri sperm
morfolojisidir. Kruger’in kriterleri dahilinde yapilan detayli incelemeler
sonucunda %4’'ten daha az oranda normal bag bulunmasi, teratozoospermi
olarak adlandiriimaktadir. Bu parametrelere sahip hasta sikluslarinin embriyo
gelisim  skorlarinda ve anoploidi oranlarinda sapmalar oldugu

dusunulmektedir.

Bu calismada amacimiz izole teratozoospermi (semen
orneginde normal basli sperme rastlanmayan hasta grubu) ve izole
terazoospermia ile beraber makrosefal spermlerin dominant olarak
rastlandigi iki farkli grup sperm 6rnegi gorulen sikluslarda, gebelik, dusuk ve
PGT (pre-implantasyon genetik tani) sonuglarindaki andéploidi oranlarini,
kargilagtirarak degerlendirmek, bdylece siddetli morfolojik sperm defekti

bulunan hastalarda PGT endikasyonunun énemini vurgulamaktir.

Materyal ve Metod: Centrum Tup Bebek Merkezi’ne tedavi igin
bagvuran, sperm morfoloji bozuklugu bulunan hasta sikluslarindan
olusturulan izole teratozoospermi (Grup I) ve makrosefal dominant grup
(Grup 1) degerlendirmeye alindi. Bu gruptaki hastalar, PGT uygulanan ve
PGT uygulanmayan (kontrol grubu) olarak ikiye ayrildi. Bu hasta
sikluslarindan elde edilen embriyolara 3.gun blastomer biyopsisi yapildi ve bu
embriyolar 13, 18, 21, X ve Y kromozomlari Uzerinde ¢aligiimak tzere FISH

analizi ile yapilacak olan PGT testine gonderildi.

Bulgular: Bu g¢alisma sonucunda elde edilen verilere gore;
Normal morfolojiye sahip olmayan (izole teratozoospermi) spermlerle
hazirlanan embriyolarin gelisim skorlari incelendiginde, gebelik ve dusik

oranlari, PGT yapilan embriyolarla karsilastirildiginda anlamh bir farkhlik
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gozlemenmigtir. PGT uygulanan grupta, dusuk orani daha az goérulmekle
birlikte istatistiksel anlamlilik gostermemistir. PGT uygulanan 1. ve 2. Grup
spermlerle olusturulan embriyolarda karsilastigimiz bu durum anomalilerin
saptanmasi dogrultusunda saglikli embriyo segiminin gergeklestirilebilecegini
ve gebelik artigi saglanabilecegini ispatlar niteliktedir. Yukarida belirttigimiz
gibi PGT, 1. Grupta gebelik ve dusuk oranlarinda anlamh bir farklilik
yaratmamistir. Fakat; Grup II'deki spermler kullanilan vakalarda, PGT
uygulamasi sonrasi anlaml olarak daha yuksek oranda gebelik elde edildigi
gOzlenmigtir. PGT wuygulanan grupta gebelik orani %25 iken PGT
uygulanmayan grupta %12,5 olarak goézlenmistir. izole teratozoospermi ve
dominant makrosefal grubun PGT sonuglari dahilindeki andploidi oranlarini
karsilastirdigimizda ise; goze carpan ilk nokta anormal embriyo oraninin
makrosefalik grupta anlamlh olarak daha yuksek olmasidir (Grup Il de PGT
sonucunda anormal gorulen embriyo orani %81, Grup | de bu oran %63’dir)
(p<0,05). Diger yandan anlamh olmamakla birlikte trizomi (Grup | de trizomi
gorulen embriyo orani %33.3 iken Grup Il de %37.5dur) ve kompleks
anoploidi gorulme oranlarinda makrosefal grupta artis goéraimustir (Grup | de

kompleks andploidi goérulen embriyo orani %16.6 iken Grup Il de %20.83’dir).

Tartisma: izole teratozoospermi grubu spermlerle (Grup 1) elde
edilen embriyolardan olusan veriler incelendiginde, PGT uygulanan ve
uygulanmayan embriyolara ait hastalarin gebelik ve dusiuk oranlarinda
birbirine yakin degerler elde edilmigtir. Makrosefal dominant semen
ornegindeki (Grup IlI) spermlerle elde edilen embriyolardan olusan grubun
verileri incelendiginde ise PGT uygulanan hasta sikluslarinin gebelik orani,
PGT uygulanmayan grupla karsilastiginda anlamli farklihk gorGimektedir.
PGT’nin pozitif olarak gebelik oranina yansidigi gérilmustur. Bununla birlikte,
izole teratozoospermi grubu olgularinda oldugu gibi dusuk orani, PGT
yapilan grupta azalmis fakat bu azalma anlaml farklihk olusturmamistir. Bu
dogrultuda elde edilen sonug; PGT sayesinde andploidilerin belirlenmesi,

gebelik oraninin artisini saglamaktadir. Kargilastirmali olarak iki grubun PGT
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sonuglarina bakarak anoploidi oranlari incelendiginde, analiz edilen embriyo
sayisi ortalamalari birbirine gok yakin olmasina ragmen, kromozom anomalisi
saptanan anormal embriyo orani makrosefalde ¢ok daha yuksek ¢ikmistir.
Yuksek oranda morfoloji bozuklugu iceren spermlerle olusturulan
embriyolarda kromozom anomalilerinin PGT yontemiyle tayin edilip saghkli
embriyolarin secilebilmesi bu ¢alismanin da destekledigi Uzere canli dogum

oranina pozitif yonde katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: izole teratozoospermi, Dominant

Makrosefal Sperm, Sperm Morfolojisi, PGT, Gebelik, Duguk Orani.
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8.SUMMARY

Aim Of The Study:

Sperm morphological evaluation is the important parameters of
sperm analysis. According to Kruger's criteria, the result of detailed semen
investigation, if the normal sperm morphology is lower than the %4, that
case is called as teratozoaspermia. In the that case of patient cycles,
considered to be a variation in the rate of embryo development scores and

aneuploidy rates.

The aim of this study was to evaluate the pregnancy results and
aneuploidy rates with PGD application between the izole teratozoospermi
and dominant macrosphal izole teratozoospermi patient groups. As a result
the major aim is emphasize the importance PGD application in the patient
cycles with high morphological sperm defects.

Material and Method:

The patient cycles has the sperm morphological deffects with
izole teratozoospermi (Group 1) and dominant macrosphal izole
teratozoospermi (Group II) from Centrum IVF Center taken to the evaluation.
The patients in that groups was regrouped to PGD applied or non-applied
(control group). Blastomere biopsy was performed on day 3 embryos
obtained from these patients cycles. Embryo biopsies was sent to PGD
analysiz to examination of the 13, 18,. 21, X and Y chromosomes.
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Results:

According to the results of this study, when the developed
embryos growing from zeronormal morphology sperm sample examined,
pregnancy and abortion rates compared as preimplantation genetic diagnosis
(PGD) performed or witout PGD results are evaluated. Without PGD abortion
result is 25.9% but after pgd abortion rates diminished to 16,7%. But the
difference of that abortion results is not statistically significant. A second
group (macrocephal dominant group) pregnancy result increase statistically
significant with PGD technique increase from 12,5% to 25%.Abortion rates
also decrease with PGD at the same group (from 20% to 0%).When we
compare 2 group’s aneuploidy results anormal embryo rates of second group
higher first group (81% vs 63%) .On the other hand trisomy and complex
aneuploidy results show also enhancement but this not show any statistical
significancy (for trisomy increase from 33,3% to 37,5 % and complex

aneuploidy rate increase from 16.6% to 20,83%).

Anormal embryo and aneuploidy rates in dominant
macrosephal cycles describe that the lower pregnancy rate and higher
abortion rate in non-applied PGD group than the PGD applied group.

Discussion:

Considering the results of the embriyos which developed with
izoleteratospermia sperms (Group 1), PGD applied groups pregnancy and
abortion rate is aproximately similar to without PGD group. The abortion rates
of embryos obtained by dominant makrocephalsperm sample (Group Il) is
close in PGD applied to without applied groups. But the findings are showing
the results from PGD application has been shown to positively affected. The
results obtained in this direction; determination of the aneuploidy with PGD,

increase in pregnancy rates but not effect to abortion rates. When the
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comparative aneuploidi rates examined with PGD results, Although the
average number of embryos analyzed too close together amd the embriyos
with chromosomal anomaly is higher in dominant macrocephal group. Also
trisomy and complex aneuploidy rates are higher at second group, because
abnormal genetic segregation effects sperm chromosomal structure in

amcrocephal dominant group.

Healthy embryo selection with PGD application is effecting
positively the pregnancy rates in embryos developed with anormal sperm

morphology Our study also supports these results.

Keywords : izole teratozoospermi, Dominant Macrocephal

Sperm, Sperm Morphology, PGD, Pregnancy, Abortion Rate .
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