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OZET

Yigit A. IUI olgularinda sperm fonksiyon testlerinin gebeligi 6ngormedeki degeri . Yeni
Yiizyl Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Klinik Embriyoloji programi. Yiiksek

Lisans Tezi. istanbul. 2015.
Genel bilgiler ve Amag

Intrauterin inseminasyon(iUI) infertilite tedavisinde in vitro fertilizasyon uygulamasi ncesi
gelistirilen bir yontemdir. IUI uygulamalarinda spermlerin hazirlanma sekli, motilitesi, total
motil sperm sayisi’nin klinik gebelik oranlarini etkilemesi agisindan yapilmis pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir.  Aciklanamayan infertilite olgularinda gebelik sansinin  Onceden

belirlenebilmesi infertil ¢iftlere zaman kazandirmasi agisindan ¢ok biiyiik nem tasimaktadir.

Bu c¢alismada spermlerin fizyolojik Ozelliklerinin ve DNA, membran , kromatin

biitiinliigiiniin IUT basarisinda belirleyici bir rolii olup olmadigini arastirmak amaglanmistir.

Gerec¢ ve yontemler: Calismamizda Universal Alman hastanesi Tiip bebek merkezinde hafif
erkek faktorlii ve agiklanamayan infertilite tanisit konan olgularda sperm fonksiyon testi olarak
HOS, Sperm kromatin kondansasyonu (anilin mavisi testi) ve sperm kromatin
dekondansasyonu testi (SCD) uygulanan 262 olgunun retrospektif olarak semen analizi ve
sperm fonksiyonlarinin gebe olan ve olmayan gruplarda karsilastirilmast yapilmistir.
Polikistik over, endometriosis ve zayif yanit veren olgular ¢alismaya alinmamistir.Verilerin

degerlendirilmesinde student’s t-testi ve Anova testi uygulanmaigtir.

Bulgular: Calismamizda temel semen analiz parametrelerinin gebeligi ongérmede yetersiz
oldugu, ancak kadin yas1 ve anilin mavisi ile uygulanan sperm kromatin kondansasyon
testinin TUI olgularinda gebeligi dngdrmede basarili oldugu ortaya ¢ikmistir.Sperm membran

biitiinliigii ve kromatin dekondansasyon testinin ise bu konuda basarisiz oldugu anlagilmstir.

Tartisma:.Calismamizda agiklanamayan infertil olgular ile hafif erkek faktorlii olgularda
semen analiz kriterlerinin gebeligi Ongdérmede yetersiz kaldigi, bu sonucun da g¢alisma
grubunun 6zelligine bagl olabilecegi, ancak sperm kromatin kondansasyon testinin 6zellikle
aciklanamayan infertil olgularda IUI basarisim1 6ngérmede 6nemli bir kriter olabilecegi

diistiniilmiistir.

Anahtar kelimeler: IUILHOS,Sperm Kromatin Dispersiyon testi(SCD) , Anilin mavisi
testi(Kromatin kondansasyonu)
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ABSTRACT:

Aim of the study: Intrauterine insemination had been developed prior to in vitro fertilization
practice for infertility treatment. Intrauterine insemination had been developed prior to in vitro
fertilization practice for infertility treatment. . In Ul practices, there are many studies dealing
with effects of sperm preparation ways, motility and total sperm count on clinical pregnancy
rates. In the cases with unexplained infertility, determine the chance of being prengnant is of

importance in providing couples for time.

Purpose: In this study, it was aimed to investigate whether physiological features of sperms
and as well as their DNA, membrane and chromatin integrity have certain roles in the success
of 1UI or not.

Material and Methods: In this study, comparing results of sperm analyzes and sperm
functions tests in either pregnant or non-pregnant groups were carried out by analyzing sperm
function test (HOS), sperm chromatin ( aniline blue test) test and sperm chromatin
decondensation (SCD) tests results of 262 cases, who were diagnosed as mild male factor and
unexplained infertility in Universal German Hospital IVF center, retrospectively.

Patients with polycystic ovary syndrome, endometriosis and poor responder were excluded
from study. Student t test and Anova test were used for evaluating data.

Results: This study deduced that in 1UI applied patients, main sperm parameters were
insufficient in predicting pregnancy, however, female age and aniline blue based sperm
chromatin test were successful in this respect. Moreover, both sperm membrane integrity and

chromatin decondestation tests were unsuccesful in this subject.

Discussion: In this study it was suggested that semen analysis criteria were incapable of
predicting pregnancy for patients with mild male factor and unexplained infertility cases due
to features of patient group, but sperm chromatin test would be important criteria for

foreseeing success of 1UI in unexplained infertile cases.
Key words: IUI,HOS,Sperm chromatin dispersion test (SCD),Aniline blue test(Chromatin

Condensation)
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GIRIS VE AMAC

Temel semen analizinin Ul basarisim1 6ngérmede yetersiz kaldigi olgular , hafif erkek
faktorlii ve agiklanamayan infertilite olgularidir.Bu tip hastalarda genellikle gebe kalan ya da
kalmayan olgular incelendiginde sperm motilitesi, morfolojisi, konsantrasyonu’nun anlamli
bir farklilik olusturmadigi goriiliir (1,2,3) . Genel olarak IUI basarisini etkileyen faktorler
incelendiginde sperm morfolojisinin énemi Kruger ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir
(4).Yapilan meta analizlere gore IUI sonuclarmi en fazla etkileyen faktdrler ovaryum
stimulasyon tedavisi, uygulama sayisi, sperm morfolojisi ve motilitesidir ( 5,6,7,8,9).Nedeni
bilinmeyen infertil olgularda yapilan ¢alismalar ile sperm DNA hasarlarinin erkek
infertilitesinde olduk¢a Onemli bir yeri oldugu ortaya ¢ikmustir (10,11,12). Memelilerde
spermiogenez sirasinda nukleus histonlart Once transisyon proteinleri daha sonra da
protaminler ile yer degistirmektedir ( 13).Daha sonra spermlerin epididimisten gegisinde
protamin molekiillerinin cysteine- thiol gruplar1 oksidize olarak disiilfit baglar1 gelistirir (
14). Bu islem kromatinin stabilizasyonu i¢in gereklidir.Bu nedenle sperm hiicreleri dis
etkenlere kars1 dayanikli hale gelirler. Evenson ve Wixon hasarli kromatine sahip spermlerin
fertilizasyon problemleri tasidigini ileri siirmiiglerdir (15). Buna ilaveten sperm kromatin
kondansasyon kusurlarinin sperm DNA hasarlari ile yakin iliskisi pek ¢ok arastirici tarafindan
gosterilmistir (16,17).Talebi ve arkadaslari spinal kord hasarli erkeklerde sperm kromatin
hasarlar1 ile birlikte apoptotik spermlerin artis gosterdigini ve protaminasyonun saglikli

kontrollere kiyasla istatistiki olarak anlamli diisiis gosterdigini agikladilar( 18).

Sperm kromatin dispersiyon testi (SCD) spermlerin fertilizasyonu takiben ¢oziilebilme
(dekondanse olma) yetenegini dlgen bir test olarak gelistirilmistir(19,20).Ayrica bu yetenegin
erkek pronukleus olusturmada onemi oldugu ileri siirilmiistir (21).En yaygin kullanilan
sperm nukleus dekondansasyon testi %1 SDS ve 6 M EDTA karisimi soliisyonu ile elde
edilendir (22).

Hans van der Ven ve arkadaglart 1986 da spermlerin hipoosmotik ortamda sisme
(hipoosmotik sisme testi) yeteneginin in vitro fertilizasyon sonuglari ile korelasyon
gosterdigini buldular (23). Ramu ve jeyendran hipo-osmotik sigsme testinin sperm membran
biitiinliigiinii  gosterdigini  agiklamiglardir (24).Sperm membranlarinin  fertilizasyon ve
akrozom reaksiyonunda oOnemi c¢ok biiyiliktiir. Membran fonksiyonlarinin iyi olmasi bu
nedenle sperm fertilizasyon ve pronukleuslarin olusmasinda problem olmamasini gerektirir.

Sperm membran gegirgenliginin sperm oosit baglanmasinda, penetrasyon ve akrozom



reaksiyonunun ger¢eklesmesinde dnemi bilinmektedir, bu kapsamda Irez ve arkadaslar IVF
uygulamalarinda HOS test skorlarinin normospermik hastalarda fertilizasyon ve iyi embriyo

gelisiminde etkili olabilecegini ileri siirmiislerdir (25).

Literatiir incelendiginde agiklanamayan infertil olgularin IUI basarisini &ngdormede
mevcut yontemlerin yetersiz kaldigir anlasilmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda hafif erkek
faktorlii veya aciklanamayan infertil olgularda sperm fonksiyon testlerinin (kromatin
kondansasyon-anilin mavisi testi, sperm kromatin dispersiyon —-SCD, ve HOS) gebe olan ve
olmayan hasta gruplarindaki degerlerinin retrospektif olarak incelenmesi , bu testlerin 1UI

uygulamalarinda gebeligi 6ngérmedeki rolii’niin arastirilmasi amaglanmustir.

2. GENEL BIiLGILER
2.1. Semen analizi

Diinya Saghk Orgiitiiniin 6nerisine gore bir erkegin semen profiline karar vermek igin her
biri arasinda 7 ginden az ve 3 haftadan uzun olmamak {izere en az 2 Ornek
incelenmelidir.Ornekler alimmadan &nce erkek 48 saatten kisa ve 7 giinden uzun olmamak
izere cinsel perhizli olmalidir. Yapilan bu analizler sonuglarina bakildiginda ¢ok fazla fark

olursa analizler tekrarlanmalidir (21).
Sperm Dansitesi/konsantrasyonu o6l¢iimii; Hemositometrik yontem
10 ul semene 190 pl distile su veya metilen mavisi ile (%1-2) karistirilmis %1 formalin

Sekil 1 : Neubauer kamerasinda sayma alanlari




solisyonu ilave edilir (X20 diliisyon).Neubauer sayma kamarasina lamel kenarindan 10 pl
sizdirillarak koyulur. 2-3 dakika yerlesmesi beklenir ve merkezdeki karelerden 5 kare (4 kose
1 merkez) sayilir. Sayilan hiicre x10° = sperm konsantrasyonu/ml bulunur.WHO 2010
kriterlerine gore semende bulunan spermlerin konsantrasyonlarinin  dlglimlerinde

hemositometrik yontemin tercih edilmesi 6nerilmektedir (21).

Sperm konsantrasyonunun Makler sayma kamarasi ile ol¢iimii

4 mikrolitre semen sivist Makler sperm sayma kamerasina alinir.Hava kabarcig1 olusturmadan
iizeri cam kapak ile kapatilir.Isik mikroskobunda x20 objektif ile sagdan sola veya yukaridan
asagiya 10 kare sayilir ve sonug milyon olarak ifade edilir.Sperm sayis1 ¢ok diisiikse tiim saha
sayilir.Sirasiyla ileri dogru hizli ve yavas hareketli sperm sayilir,kaydedilir,daha sonra yerinde
hareketli ve hareketsiz spermler sayilir ve kayit edililir.Sayim ne kadar gecikirse kameranin

periferinden o kadar ¢ok sperm sayim sahasina yiizer ve yanlis sonug verilir (26).

Sekil 2 . Makler kamarasinda sayim alanlari
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SPERM MORFOLOJIiSININ DEGERLENDIRILMESI
Kruger kriterlerine dayali morfolojik (sekilsel) degerlendirme (WHO,2010)

Normal ve normale yakin morfolojiye sahip sperm hiicrelerinin segilmesi, infertilite
tedavisinde son derece onemlidir. Semen’in morfolojik degerlendirmesinde Kruger kriterleri

g0z Oniinde bulundurulmaktadir. Bu kriterler ile bas, akrozom, ¢ekirdek, boyun, kuyruk ve



orta parga anormalikleri degerlendirilmektedir (27,28). Diff quick, hematoxylin veya Giemsa
boyalar1 ile boyanan spermler immersion yagi ile 100x objektifde incelenir, akrozom ve
nukleus anomalileri ile orta kisim ve kuyruk anomalileri sayilir, yaklagik 200 sperm sayilarak
normal morfoloji orani elde edilir. 2010 diinya saglik oOrgiitii verilerine gore % 4 ve lizeri

normal sperm tasiyan semen Ornekleri morfolojik olarak normal kabul edilir.

Sekil:3  Kruger kriterlerine gbre sperm morfolojisinin  degerlendirilmesi  Kaynak
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Spermlerin morfolojik olarak degerlendirmesinin Diff quick boya ile boyanma prosediirii.( WHO

2010)(21)

Semen Ornegi homojenize edildikten sonra 20 mikrolitresi lam’a ince bir film tabakasi seklinde yayilr

ve oda isisinda kurumaya birakilir.lyice kuruduktan sonra sirasiile ;

1.Fiksatif 15 saniye
2. Hizli boyama ¢ozeltisi 1 10 saniye
3. Hizl boyama ¢o6zeltisi 2 5 saniye

4. Akan musluk suyunda fazla boyayi atmak icin lam tersinden 10-15 kez yikanir.



Her asamada lamlar emici filtre kagidi (izerine dikilerek fazla ¢ozelti akitilir.En son asamada’da musluk
suyunda yikandiktan sonrada emici filtre kagidi Gzerine dikilerek fazla suyun akmasi ve oda isisinda

kurumasi saglanir.

Boya setinde bulunan Reaktifler

1. Diff-Quik hizl boyama kiti icindekiler:
a) Fiksatif reaktifi (metanol icinde ¢6ziinmds triarilmetan boyasi);
b) Boyama ¢ozeltisi 1 (eozinofilik ksanten)
c) Boyama ¢ozeltisi 2 (bazofilik tiazin).

2. Fiksatif: 1000 ml % 95’lik metanolde ¢6ziinmis 1,8 mg tirarilmetan,( istege bagl olarak ilave edilir).

Tablo 1: Semen Analiziinde standard degerler Diinya saghk orgiitii (WHO 2010)(21)

Parametre En diisiik Referans
Semen volumii (ml) 1.5
Sperm konsantrasyonu (106/ml) 15
Total sperm sayisi (10%/ejakiilat) 39
Progressive motilite (PR, %) 32
Total motilite (PR +NP, %) 40
Vitalite (canli spermler, %) 58
Sperm morfolojisi (NF, %) >4
pH* >/=7.2
Lokosit* (10%/ml) <1

2.2 Intra Uterin inseminasyon ( 1UI)

Hazirlanmis semen 6rneginin uterus i¢ine verilmesidir.



Seminal plazma, spermlerin servikal mukusa penetrasyonuna yardimci olmasina ragmen ,
intrauterin inseminasyon (IUI) veya in vitro fertilizasyon (IVF) gibi yardimli {ireme
tekniklerinde dogal engeller atlandig1 halde (semenin prostaglandinler, ¢inko gibi bilesenleri),

gebeligin gergeklesmesini engellemektedir (29).

Klinik uygulamada; hiicre dokiintiileri, germ dis1 hiicreler ve 6lii spermlerden arimnmis
yiiksek oranda morfolojik olarak normal ve hareketli hiicreler elde etme amaciyla, insan

spermleri seminal plazmadan ayristirilir.

IUI i¢in normozoospermik numuneler elde etme amaciyla, semeni Kkiiltiir soliisyonu ile

seyreltmek ve santrifiijleme halen kullanilan yontemlerdir (5).

Semen parametrelerinin biri veya birkagi anormal olan numunelerde, genellikle dansite

gradient (yogunluk siralayicisi) metodu ve dogrudan yiizdiirme (swim-up) metodu tercih
edilmektedir (30)

2.3. SPERM HAZIRLAMA YONTEMLERI

Ejakulat’tan sperm hazirlamasi veya yikamast en 6nemli islemlerden biridir.Dogru yapilmis
ejakulat hazirlamasi veya yikamasi IUI 'da ve ICSI’de basari sansmm oldukga arttirir
(31)..Ejakulatin yikanip hazirlanmast igin degisik yontemler bulunmaktadir, bu yontemlerden
hangisinin tercih edilecegi ise ejakulatta yapilan ilk inceleme belirgin olur,bu ilk incelemeye
bazal degerlendirme denir.Kullanilacak yontem hastalara gore degisebilecegi gibi ayni
hastanin farkli zamanlarda alinan 6rneklerindede bu yontemler degisebilir hangi ydntemin
secilecegi’de hastaya uygulanacak tedavi yontemi belirgin rol oynar.6rnek vermek gerekirse
;daha once yapilmis olan sperm analizinde , hacmi ve konsantrasyonu yiiksek bulunan bir

ejakulatin TUI islemi i¢in tamami kullanilirken ICSI islemi i¢in kiigiik bir kism1 kullanilabilir.

Sperm hazirlama isleminde iki yontem vardir ; Yikama ve dogrudanyilizdiirme yada yogunluk
siralayicist  (gradient) yontemleri. Ejakulatin yikanmasinda farkli kiiltiir soliisyonlari
kullanilabilir. HTF (human tubular fluid) soliisyonu bu amagcla kullanilmaktadir .IUI

uygulamasinda her iki yontem de kullanilabilir.
Yikama ve dogrudan yiizdiirme metodu

Semen 1,5 -2 kat voliim igerecek sekilde HTF soliisyonu ile karigtirilir. 1500 rpm de
santrifiijlenir . Ustte kalan supernatan atilir ve islem bir kez daha tekrarlanir. Supernatan

iizerine 45 derecelik egimle yavasca HTF soliisyonu eklenir, 30-45 dakika sonra iist faza
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yiizen spermler alinarak kullanilir. TUI icin 4 adet etiketlenmis konik tiipe oOrnek
paylastirilir. 10 dakika 300 g’ de santrifiij edilir.Supernatant steril pastor pipeti ile aspire edilir
ve atilir. Pellet iizerine 2ml sperm buffer (AllGrad Wash) eklenir ve pastor pipeti ile drnek
iyice homojenize edilir. Ornekler 10 dakika 300g’ de santrifiij edilir.Santrifuj sonras1 steril
pastdr pipeti ile supernatant aspire edilir ve atilir.Ornekler, tiip sporlarma 45° ac1 ile
yerlestirilir ve lizerlerine 1ml’lik (Falcon 7521) steril plastik pipet ile 0.25ml Sperm Buffer
(AllGrad Wash) eklenir.pelletin tlipin dibinden hareket ettirilmemesi esastir. Bu nedenle,
pipet ile tiipin i¢ yan yiizeyine dokunarak mediumun tiipiin dibine yavasga siiziilmesi
saglanir. Ornek tiipleri 45 derecelik agiyla 37°C sicaklikta kapagi tam kapali sekilde 10-60
dak gazsiz inkiibator’de inkiibasyona-ylizdiiriilmeye birakilir. Tiipli bu acgiyla koymaktaki
amag ylizey alanini arttirarak ylizen sperm sayisini arttirmaktir. Sperm Buffer Hepes icerdigi
icin tiipiin kapag: kapatilmalidir, aksi takdirde pH’1 degiserek asitlesmeye baslar.Ornekte total
progresif (+4 ve +3) sperm sayis1 arttikca inkiibasyon(yiizdiirme) siiresi azalir. Inkiibasyon-
ylizdiirme esnasinda spermatozoalar ylizeye dogru yiizdilkce berrak olan sperm buffer

bulaniklagmaya baslar.

Yiizdiirme sonrasi, ucuna 1 ml’lik falcon steril serolojik pipet takilmis puar yardimi
ile(toplam voliim IVF i¢in 0,4ml IUI i¢in 0,8ml ve ICSI i¢in 0,2 ml olacak sekilde)
slipernatantin en {st tarafindan yilizeye ylizmiis progresif spermatozoalar ¢ekilir ve 5 ml
(Falcon 2003) tiip igerisine alinir.5 pl alinarak makler sayma kamarasina yerlestirilir ve
hazirlik sonrasi hareketlilik, say1 ve  TPMS(total progressif motil sperm) degerlendirilerek,
hazirlik sonras1 degerlendirmeler olarak kayit edilir. ICSI uygulanacaksa, ICSI islemine kadar
ornek tiipiin agz1 kapali sekilde inkiibatérde tutulur. IVF uygulamasi icin ise 6rnek, isleme
kadar oda sicakliginda tutulur. IUI uygulamast igin ise, 6rnek 1 ml insiilin enjektoriine gekilir

ve inseminasyonu gerceklestirecek doktora ulastirilir.

Prosediir: Hastanin orneginin hazirlanmasinda kullanilan tiim tiipler en az iki belirtecin

oldugu etiketler ile etiketlenmelidir ( 6rn: Hasta protokol numarasi, hastanin adi-soyadi)

Swim up uygulamasinda progressif motiliteye sahip spermatozoalarin yikanmis peletten
ayrilip, taze kiiltiir mediumuna yilizmesi saglanir. Swim-up yonteminin uygulanabilmesi i¢in

kesinlikle asagidaki Tablo daki kriterler baz alinmalidir.



Tablo 2: Swim-up uygulayabilme kriterleri

Islem TPMSS Morfoloji

ICSI 0.3 x 106 sperm/ml Kuyruk anomalisi < %15, Bas anomalisi < %10,

Boyun anomalisi < %15

IVF-IUI 1.5 x106 sperm/ml Kuyruk anomalisi < %15, Bas anomalisi < %10,

Boyun anomalisi < %15

Yogunluk siralayicisi (Gradient) Yontemi (32)

Anormal spermler ile 6lii hiicrelerin ara fazlarda kalabilmesi ve normal hareketli spermlerin
dibe ¢okmesi prensipine dayanir.Gradient PVP ve silika partikiilleri i¢ceren sperm igin
fizyolojik  sayilabilecek  bir  soliisyonda  hazirlanmig degisik  yogunluktaki
preparatlardir. Tabakalar hazirlanirken en yogun olan her zaman en allta olacagindan normal
spermde santrifiij sirasinda bu en yogun tabakaya go¢ eder ve sediment olusturur.Semende
bulunan diger bilesenler ve anormal spermler yogunluk farkindan dolay1 iistte kalir ve boylece
saglikli sperm ejakulattan ayrilmis olur. Gradient yontemi semende hareketli sperm/toplam
sayt oranmnin diisiik oldugu ,sperm dis1 hiicre sayisinin yiliksek oldugu durumlarda ,ve
teratozoospermi olgularinda 6zellikle kullanilmaktadir.Rutin kullanimda iki tabakali gradient
kullanim1 yeterli olmaktadir.Gradient yontemi mutlaka konik tabanli tiip kullanarak
yapilmalidir.Gradientten stiziilen spermin konik tiipiin tabaninda olusturacagi ¢okelti boylece

gozlenir.

Hastadan alinan 6rnek 60 dakika kadar oda 1sisinda sivilagmaya birakilir.Semenin bulundugu
kabin agzi agik olmamalidir.Bu siire zarfinda arada sirada kap calkalanip 1s18a tutularak
stvilagip sivilasmadigr gozlenmelidir.Ejakulat tamamen sivi hale gelmelidir ve igersinde
lifimsi partiikiiller izlenmemelidir.Eger 60 dakika siiresinde sivilasma olmadiysa dereceli
pipet ile ejakulat yavasca gekilip birakilarak sivilasmasina yardimci olunabilir.Ejakulat bu
islemlere  ragmen  sivilasmadiysa  inkiibatorde  biraz = bekletmek  sivilagmay1
kolaylastirabilir.Bazen eger ejakulat ¢ok viskoz ise sivilagsmayabilir.Boyle durumlarda ise
ejakulat kabmna bir miktar HEPES yada bikarbonat tamponlu medium eklenerek biiyiik
hacimli pipetle pipetleme islemi tekrardan yapilabilir.Ejekiilat’tan 2-3 ml gradyen
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katmanlarinin iizerine yavasca konur ve 1500-2000 rpm de 10-15 dakika santrifiijlenir. Ust
faz ve ara faz atilir, dipte kalan ¢okelti birakilir. Cokelti iizerine 2 ml HTF soliisyonu
koyularak santrifiijleme islemi tekrarlanir.Bu islem iki kez yapilir.Yikanmis spermlerin

iizerine 0.5 ml HTF soliisyonu koyularak sperm siispansiyonu elde edilir.

Gradiem Swimup®
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Sekil 4. Sperm hazirlamada Gradient ve swim up yontemi

Kullanilan Mediumlar: Dansite garadient yonteminde genellikle iki tabakali gradient teknigi
uygulanir. %45°lik ve %90’lik dan olusan 1 ml’lik iki tabakali sistem (her biri 0.5ml hacimli)
hazirlanir. Ust tabakay1 %45°lik, alt tabakay ise %90’lik saf gradient olusturur.

Gradientler uygulama giinii hazirlanir . %100’liik saf gradientten diliisyonlar hazirlanmadan
once +4°C’den cikarilir, kullanilacak miktarda alinarak, steril falcon konik (Falcon 2095)
tiplere  boliiniir ve oda sicakligina avug igine alinarak gelmesi saglanir. Oda sicakligina
gelen puregradient 0.22um’lik filtrelerden gegirilerek steril edilir. Diliisyonlar Sperm Buffer
(AllGrad Wash) kullanilarak yapilir.

Sperm Buffer: 5mg/ml HSA igceren Hepes ile tamponlanmis kiiltlir mediumu. Albumin
spermatazoay reaktif oksijen tiirevlerinden korurken, Hepes atmosferik ortamda pH’y1 islem

icin uygun degerde tutmaya yarar. AllGrad Wash (LifeGlobal) bu islem i¢in kullanilmaktadir.



Saf gradient (Pure Gradient): %100°lik stok AllGrad (LifeGlobal) kullanilmaktadir.

Gradient’in Hazirlanmasi: Diliisyon miktarlar1 gilinlilk olarak hasta sayisina ve yapilan
isleme gore hesaplanmaktadir. Genellikle ejakiilat 6rnekleri iki tiipe esit boliinerek isleme

alinir. Bu nedenle hasta basina en az 2ml’lik diliisyonlarin yapilmasi gerekir.

Ust Tabaka: %45 ’lik tabaka, 4ml’lik %100’liik stok PureGradient ile 6ml Sperm Buffer
(AllGrad Wash) karistirilir.

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

Uygulama: Hastanin 6rneginin hazirlanmasinda kullanilan tiim tiipler en az iki belirtecin

oldugu etiketler ile etiketlenmelidir ( 6rn: Hasta protokol numarasi, hastanin adi-soyadi)

Hasta 6rnegi iki tiipe konur ,her tiip lizerine ler ml yikama soliisyonu konularak homojen
hale getirilir.  Bu siispansiyon, daha 6nce 5 ml (Falcon 2003) tiiplerde 0,5’er ml olarak
hazirlanmis iki katmanli Pure Sperm gradienti lizerine yavas yavas bir tabaka olusturacak
sekilde yerlestirilir. Spermatozoanin kag¢ gradient PureSperm’e maruz birakilacagina su

kriterlere gore karar verilir:
Tekli Gradient (%90): Total sperm sayis1 <1 x 10°
Ikili Gradient (Asagidan yukariya %90 , %50): Total sperm sayis1 1-5 X 10° arasinda ise.

Uclii Gradient (Asagidan yukariya %90, %70, %50) : Total sperm sayis1 >5 x 10° veya c¢ok
fazla debri igeriyorsa.2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.Bir pastor pipeti kullanilarak en
asagida bulunan %90’lik PureSperm tabakasina ulagilir. Bu tabakaya pipet ile girildigi anda
bir hava kabarcig1 verilir. Boylece %90’lik Percoll tabakasinin segtigi kisma, iist tabakalardan
herhangi bir karisma olmasi engellenmis olur. Tiiplin zemininden pellet ve gradient (%90)
birlikte 0.2-0.4 ml kadar aspire edilir, 4 ml sperm yikama mediumu igeren (Falcon 2095) tiipe
aktarilir. Ayni islem diger tiip icin de yapilir. 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edilir.
Supernatant (Falcon 2001) tlip i¢ine ayrilir, bu tiip atilir.Her iki tiipe 4’er ml sperm yikama
mediumu eklenir. 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edilir. Supernatant (Falcon 2001) tiip i¢ine
alinir, bu tiip atilir.Pellet 500 pl sperm yikama mediumu ile resiispanse edilir.30 dakikalik

inkiibasyondan sonra intra uterin inseminasyon i¢in kullanilir.
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Yikama soliisyonlarimin hazirlanmasi. Likefaksiyon sonrast ornek Semen Buffer ile

karistirilarak homojenize edilir. Sperm Buffer +2-8 °C ‘de buzdolabinda tutulur ve islemden
bir giin evvel vaka basina yaklasik 10ml olacak sekilde 25 cm? flasklara ( Falcon 353014)
konur ve 37 °C’ye 1sinmasi i¢in agzi kapali sekilde inkiibatore kaldirilir.

Sperm Buffer: 5Smg/ml HSA igeren Hepes ile tamponlanmis kiiltir mediumu. Albumin
spermatazooyu reaktif oksijen tiirevlerinden korurken, Hepes atmosperik ortamda pH’ 1 islem
icin uygun degerde tutmaya yarar. AllGrad Wash ( LifeGlobal) bu islem ig¢in
kullanilmaktadir.

Kalibrasyon: Santrifiijlar kalibre edilmelidir. “g” degerini rpm’ ya ¢evirmek igin asagidaki
denklem kullanilir.

g =10,0000112 x r x N?

g = santrifuj kuvveti

r = tiiplin dibinden santrifiijun rotoruna olan uzaklik (cm cinsinden)

N = dakikadaki dénme say1s1, ( RPM, revolutions per minute)

2.4 SPERM FONKSiYON TESTLERI
1-HOS testi (23,24)

Hipoozmotik sisme testiyle vitalite

Hiicre membraninin ozmotik strese dayanikliligi esasina dayanan bir testtir.

Boya dislama teknigine bir alternatif olarak, vitaliteyi degerlendirmek i¢in hipoozmotik
sisme testi (HOS) kullanilabilir (23,24) . Spermlerin canli olarak islem gormesi gerektigi
durumlarda, 6rnegin ICSI i¢in sperm segerken, HOS yararli bir testtir. Saglam
membranlt spermler hipoozmotik ortamda 5 dakikada siser ve kamgisal (flagellar)
sekillerin tiimii 30 dakika iginde stabilize olur (33).

Bu durumda;

« rutin tanisal islemler i¢in 30 dakika inkiibasyon,

eancak tedavi amacli kullanim i¢in spermle calisilacaksa, bes dakika siireyle inkiibasyon
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yeterlidir.
Reaktiflerin hazirlanmasi

Tamnisal amaglar icin hipoozmotik ¢ozeltinin hazirlanmasi:

100 ml saf su iginde 0,735 g sodyum sitrat dihidrat ve 1,351 g D-fruktozu ¢6zdiiriiliir. Bu

¢ozelti 1 ml’lik oranlarda steril tiipler iginde —20 derecede saklanabilir.

Tedavi amagh kullanimi: kullanilacak sperm yikama soliisyonu 1+1 (1:2) steril saf suyla

seyreltilir.
Prosediir :
1. Donmus hipoozmotik ¢6zelti 37 C’de ¢oziiliir ve kullanmadan 6nce iyice karigtirilir.
2. Hipoozmotik ¢dzeltinin 1 ml’si veya 1+1 (1:2) oraninda seyreltilmis medyumun
1 ml’sini kapali bir mikrosantrifiij tiiplinde 37°C’de 5 dakika 1sitilir.
2. Semen numunesi homojen hale getirilir.

3. Semenden 100 pl’lik bir miktar alinip ve hipoozmotik ¢dzeltiye eklenir. Pipete ¢ekip

birakarak yavasca karistirilir.

4. Tam olarak 5 dakika veya 30 dakika 37°C’de inkiibe edilir ve daha sonra 10 pl’lik bir

kism1 temiz bir lam iizerine koyulur ve 22 mm x 22 mm lamelle kapatilir.
5.Hazirlanan lam faz kontrast mikroskobunda x200 veya x400 biiylitmede incelenir.
6. Sismemis (6lii) ve sismis (canli) hiicreler sayilir.

7.Hata payini en aza indirebilmek i¢in, 200’er sperm 1iki es boliintiide degerlendirilir .

8. Farklilik ¢ok yiiksekse, ayn1 numuneden iki taze preparat hazirlanarak degerlendirme

tekrarlanir.

9. Canli(kuyruklar1 sismis) spermlerin ortalamasi rapor edilir.

Hipoozmotik strese maruz birakilmis insan spermatozoasindaki morfolojik degisikliklerin
sekilsel goriiniimii sekil 5 de gdsterilmistir.
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(a) degisiklik yok. (b)-(g) kuyruklarda olusan degisikliklerin gesitli tipleri. Kuyruklarda
sisme gri alanla gosterilmistir.Calismamizda a tipi HOS 1, b tipi sisme HOS 2, c,d,e,f
tipi sismeler

HOS 3 ile ve g tipi sisme HOS 4 ile kategorize edilmistir (Irez ve ark,2014).(25)

Q?ﬁ

A b C d e f g
Sekil 5.HOS skorlari a,b,c,d,e,f,g
kaynak Jeyendran RS, Van der Ven HH, Perez-Pelaez M, Crabo BG, Zaneveld LID. (1984)

( 34) Journal of Reproduction and Fertility, 70: 219-228. © Society for Reproduction and
Fertility (1984). Izin alinmustir.

Bu sekilde;
a) rutin tanisal islemler i¢in 30 dakika inkiibasyon,
b) ancak tedavi amaclh kullanim i¢in spermle ¢alisilacaksa, bes dakika siireyle inkiibasyon

yeterlidir.

Skorlama :

1. Sigmis spermatozoa, kuyrugun sarmal hale gelmesi gibi hiicrenin seklinde olan

degisikliklerle fark edilir .
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2. Canli hiicreler, sperm kuyrugunda sisme bulgulariyla ayirt edilirler. Sismis kuyruklarin

tiimii canl1 spermler olarak sayilirlar.

Olii spermlerde yetersiz osmoz nedeni ile plazma membrani patlar ve bu nedenle
kuyruklar asir1 sisme gosterir,ancak bu spermlerdeki goriinlim kuyrugun sopa goriiniimiinde

olmasidir.

HOS test degerleri eozin testi sonuglarina ¢ok yakindir (35). Vitalitenin referans alt sinir
(membrani saglam spermatozoa) % 58’dir, kuyruklarin kivrilmasi %50’nin altinda ise negatif

sonug olarak degerlendirilir.

2-Asidik anilin mavisi (Anilin blue)(AAB)

Immatiir sperm niikleuslar: lizin aminoasidi yéniinden zengin histonlar igermeleri
nedeniyle Asidik Anilin Blue boyamasi ile ortaya cikarilabilirler. Bu boyama teknigi lizin
icin 6zel olan pozitif reaksiyon ihtiyacini karsilar ve menideki spermin temel protein
bilesiminin farkliliklarini ortaya koyar.Olgunlasmamis, Histondan zengin sperm niiveleri lizin
yoniinden zengindir.Sonugta Asidik Anilin Blue boyasi ile boyanirlar.Yiiksek oranda lizin
iceren proteinlerin orani kromatin kondensasyonunda defektlere neden olabilir. Spermiogenez
sirasinda, histonlar ara donem niikleoproteinlerle yer degistirirler. Daha sonra bu grup arginin
ve sistin yoniinden zengin protaaminlerle tekrar yer degistirir. Yapilan arastirmalar AAB
boyamasi sonucu saptanan niiklear maturasyon sonuglarinin sperm FISH sonuglarinda
gozlenen dizomi oranlar1 sonuglari ile korelasyon i¢inde bulundugunu gdstermistir.

Yapilan ¢aligmalar ayrica AAB ile boyali basa sahip spermlerin ayn1 zamanda anormal
sperm kromatini ile erkek infertilitesi arasinda belirgin bir iliski oldugunu gostermistir
(36).Bu sperm’lerin morfolojik agidan anormal olduklar1 bildirilmistir. Ancak normal olarak
da kabul edilen spermlerin %20’sinin de AAB ile baslar1 tamamen veya kismen
boyanmaktadir. Ayrica infertil hastalarda morfoloji yoniinden normal olarak tanimlanan
spermlerin % 23-78’nin AAB ile boyanmasi sonucunda immatiir niikleusa sahip olduklarini
gostermistir ( 37).

Asidik anilin mavisi (Aniline blue) boyama protokolii;

1.Hazirlik sonras1 lamlara yayilan 6rnekler (her hasta i¢in en az iki slayt olacak sekilde)
oda sicakliginda kuruduktan sonra 30 dakika stireyle %3’liik fosfat tamponlu tuz
cozeltisindeki glutaraldehit ile fikse edilir.

2.Fikse edilen preparatlar oda 1sisinda havada kurutulur.
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3. Fikse edilen 6rnekler 5-7 dakika boyunca %5°’lik anilin mavisi soliisyonun’da
(pH:3,5) boyanir.

4. Immatiir kromatin yapis1 tasidig1 varsayilan sperm baslar1 koyu mavi renge boyanr.
Matiir olanlar daha agik renk mavidirler yada hi¢ boya almazlar.

Anilin mavisi ile boyanan spermlerin degerlendirilmesi en az 200 sperm saymak suretiyle
100x biiyiitmede 151k mikroskobunda yapilir.Boyanmayan spermlerin yiizdesi bulunur.
Boyanmayan spermlerin yiizdesi ylizde olarak kromatin kondansasyonunu verir.Baska bir
deyisle bu sonu¢ normal maturasyonlu sperm yiizdesi demektir.

3-Sperm Kromatin Dispersiyon testi(SCD)(38)

Eger par¢alanmamig DNA’ya sahip sperm hiicreler’i agar matriks igerisine gomiiliir ve
direkt eritici sollisyonlara tabi tutacak olursak, ortaya ¢ikan depolarize niikleotidleri floresan
mikroskobu ile inceledigimizde DNA dagilimini’ni genislemis haleler seklinde goriiriiz. Kirik

DNA varlig1 niikleotid halesinin kii¢iik kalmasina sebep olmaktadir.

Sperm kromatin dagilim testinin esast spermlerin eritici tampon Oncesinde asidik bir
sollisyona maruz birakildiklarinda niive proteinlerinin ¢ikarilmasindan sonra pargalanmamis
DNA’ya sahip sperm niivelerinde goriilen DNA dagilim haleleri,parcalanmis DNA’ya sahip

sperm niivelerinde ya ¢ok az yada hig iiretilmedikleri prensibine dayanmaktadir.
Hazirlamis Teknigi:

Hazirlanmis  meni  oOrnekleri  5-10  milyon/ml  yogunlukta  olacak  sekilde
hazirlanir.Stispansiyonlar %1 diisiik erime noktasina sahip sulu agar ile 37°C 1sida
karistirthir(Sonugta %0.7°lik agar soliisyonu elde edilir).Karisimin 50 pl damlalar1 6nceden
%0.65 standart agar ile kaplanmis ve 80°C 1sida kurutulmus cam lam fizerine pipetle
damlatilir.Lamel ile kapatilir.Sertlesmesi i¢in 4°C sicaklikta 4 dakika kadar bekletilir, sonra
lameller dikkatli bir sekilde kaldirilir.Lamlar hizli bir sekilde yatay olarak taze hazirlanmig
22°C sicaklikta ve karanlikta tutulan asit denaturasyon soliisyonu(0.08N HCL) salesinde 7
dakika kadar bekletilir.Burada kirtk DNA’ dan tek sarmal’li DNA motifleri olusturulur.Daha

sonra denatiirasyon durdurulur.

1) Lamlar1 oda 1sindaki birinci etkisizlestirme ve eritme soliisyonunu (0,4mol/l Tris,
0,8mol/I DTT , %1 SDS ve 50 mmol/l EDTA , Ph 7,5) salesine aktrilarak 10 dakika bekletilir

ve proteinler ortadan kaldirilir.

2) Lamlar daha sonra oda 1sinda ikinci olarak bir diger etkisizlestirme ve eritme soliisyonu

(0,4 mol/l TRIS,2 mol/l NaCl ve %1 SDS, Ph 7,5)icerisinde 5 dak.inkiibe edilir. Lamlar iyice
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Tris-borat-EDTA tamponu (0,09 mol/l Tris-borat ve 0,002 mol/l EDTA , Ph 7,5) ile 2 dakika
bekleterek yikanir.

3) Lam’lar %70 , % 90 ve % 100’liik etanol serisi banyolarinda 2’ser dakika tutularak suyu
giderilir.

4) Preparatlar daha sonra havada oda 1sisin’da kurumaya birakilir.Hiicreler DAPI (4°,6-
diamidino-2 penilindol) (2ug/ml) ile floresan mikroskop igin veya Diff Quick ile 11k

mikroskobu i¢in boyanur.
Bu testin en 6nemli Gistiinliigii renk veya floresan yogunlugunun belirlenmesini gerektirmez.

Ciplak gozle veya mikroskopla kolay ve giivenilir bir sekilde ¢ok kii¢iik veya hi¢ olusmamis
haleler veya dagilmamis niivelerinin yiizdesi tayin edilir.Ayrica basittir,hizlidir ve giivenilir

olarak tekrarlanabilir bir testtir.

3.GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada Universal Alman Hastanesine basvuran ve 2013-2014 yillarinda intra Uterin
inseminasyon uygulanan 262 hafif erkek faktorlii veya acgiklanamayan erkek infertilite tanili
ciftin semen analizi ve sperm fonksiyon test ve gebelik sonuclar1 retrospektif olarak

incelenmistir.Calisma Yeni yiizy1l Universitesi Etik kurulu tarafindan kabul edilmistir.

Caligmada semen analizleri WHO 2010 kriterlerine gore uygulanmistir (21). Semen
orneklerinin hazirlanmasi sirasinda 20 pl lik yaymalar yapilarak bir preparat Alkolde , diger
preparat ise glutaraldehitte fikse edilmis, alkolde fikse edilmis preparat Diff Quick boyasi ile
glutaraldehit’te fikse edilmis Ornek ise asidik anilin mavisi ile boyanmistir.Diff quick
sonuglart WHO 2010 kriterlerine gore , ve Kruger kesin kriterlerine gore degerlendirilmistir
(WHO Laboratory Manual for semen analysis). Asidik anilin mavisi boyasi ile spermler 7
dakika boyanmis ve fosfat tampon ile yikanarak kurutulmus, immersiyon objektifinde (X100)
incelenerek 200 spermdeki boyanmamis spermleri sayarak yiizde kromatin kondansasyon
degeri elde edilmistir. 20 pl’lik diger 2 6rnek ise HOS ve SCD testi i¢in kullanilmistir. HOS
solisyonu HTF kiiltiir soliisyonunun 1:1 oraninda steril distile su ile karistirilmasi ile
hazirlanmis ,30 dakikalik inkiibasyon sonrasi sismeyen, kuyruk ucu sisen , hafif kivrilan ve
tamamen kivrilan spermlerin yiizdesi 200 sperm sayilarak saptanmistir.Buna gore HOS
skorlar1 1,2,3,4 sekline tanimlanmistir (Irez ve ark 2014,25)(.Sperm Kromatin dispersiyon

testi SDS ,EDTA ile uygulanmis kromatin dispersiyonu saglanarak, hi¢ sismemis spermler

16



SCD 1, hafif sismis spermler SCD 2 ve ¢ok sismis olanlar SCD 3 seklinde tanimlanmiglardir
(Fernandez ,2003)(39). IUI uygulamasi yapilmis olan kadin hastalarda Klomifen sitrat ile
ovulasyon indiiksiyonu gergeklestirilmis, HCG enjeksiyonu ile en az 1 folikiil 18 mm {izerine
ciktifinda ovulasyon amaci ile uygulanmistir HCG uygulamasmi takiben 36 saat sonra

intrauterin inseminasyon gergeklestirilmistir.

Sperm hazirlama yogunluk gradyen teknigine gore yapilmis, 2 ml semen 2 ml HTF
soliisyonu (Irvine Sci,USA) karistirilarak % 45 ve % 80 gradyen (sil select,) izerine yayilmus,
2000 rpm de 10 dakika santrifiijlenerek dipte kalan ¢okelti diginda kalan tabakalar atilmis, ve
cokelti lizerine iki kez HTF soliisyonu konularak 1500 rpm de iki kez yikanmistir.Gradyen
yontemi ile ayrilan spermler iizerine 1 ml HTF (%10 serum ilave edilerek hazirlanmis)
eklenmis ve 30-45 dakika 37 C de CO2 inkiibatoriinde tutulmus ve inseminasyona
hazirlanmistir.inseminasyon sonras1 14. Giin BHCG testi yapilarak kimyasal gebelik, 12.
Hafta ise ultrasonda fetal kalp atimi tespiti ile klinik gebelik saptanmistir.Calisma sonuglari

klinik gebelik pozitifligine gore degerlendirilmistir.

Verilerin degerlendirilmesinde student’s —t testi,Anova kullanilmig SPSS20 istatistik

programi yardimi ile sonuglar elde edilmistir.

; p

Resim 1. Anilin mavisi ile sperm kromatin kondansasyonunun gosterilmesi X100

Okla isaretli kromatin kondansayonu normal, yildiz isaretli anormal kromatin paketlenmesi
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Resim 2.Sperm kromatin dispersiyon testi degerlendirilmesi 1. Yildizla isaretli
fragmente sperm, 2. Hafif sismis sperm (0k),3. Sismis olan normal DNA’ya sahip
sperm(kalin ok) Kaynak, http://orient-ivf.com/site/node/615
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4, Kullanilan malzemeler:

1 | Falcon grubu tamamu pipetler tiipler B.D.Bionsciences USA

2 | Single step medium Life Global USA

3 | SSS Life Global USA

4 | Nunc (150270-4wel) ThermoScientific DENIMARKA

5 | Hamilton enjektor Hamilton Company USA

6

7 | Ependorflar EppendorfGmbh ALMANYA

8 | Laminar flow

9 | Laminar flow i¢indeki mikroskop Carl ZeissGmbh ALMANYA

10 | Mikromaniplator NarishigeScientificint.Lab. JAPONYA

11

12 | incubabator marka model vs 02 IKSInternational HOLLANDA
kontrollu

13 | Santrifuge LaboGene APS DENIMARKA

14 | opu toplama seti SarstedGmbh ALMANYA

15 | pastor pipetler HeinzHerenzMedi.Gmbh ALMANYA

16 | sperm washirvine IrvineScentific USA

17 | pure sperm nidakon Nidaconlnernational ISVEC

18 | 200 likpipetor EppendorfGmbh ALMANYA

19 | 10 mikrolitrelikpipetor EppendorfGmbh ALMANYA

20 | Streril sperm toplama kabi Firat Med TURKIYE

21 | Opu toplarken kullanilan pipet puari. IsolabLab. Gmbh ALMANYA

22 | Mini inkubatorlaboteclaminar LabotectLab.Tec. Gmbh ALMANYA

23 | Makler kameras1 SefiMedical ISRAIL

24 | sperm sayiminda kullanilan Carl ZeissGmbh ALMANYA
mikroskob

25 | hyalurinidase Irvine Scentific USA

26 | Pvp IrvineScentific USA

27 | QOil IrvineScentific USA

28 | 150 likdenudasyon(ayiklama pipeti) GyneticsMed. Produc BELCIKA

29 | M HTF IRVINE IrvineScentific USA

30 | transfer kateterleri Smith Medical MEXICO

31 | steril eldiven Beybi Plastik TURKIYE

Tablo. 3 Calismada kullanilan malzemeler, firma adi ve alindigi {iilkeler tabloda

gosterilmistir.

5.BULGULAR

Calismamizda 262 olguda yapilan istatistiki degerlendirme sonucunda agagidaki bulgular elde
edilmistir (Tablo 4)
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- Kadin yasmin ve anilin negatif sperm oraninin (% kromatin kondansasyonu)
intrauterin inseminasyon sonucunda gebeligi ongdrmesi agisindan istatistiki anlamda
onemi ortaya ¢ikmistir (p= 0.020 ve p=0.029)(Tablo 4 Grafik 1).

- ROC analizinde anilin testinin Grafikte gorildiigi gibi gebelik ile ilgili Cut off degeri

%20 tizeridir. Testin Sensitivitesi: 82,35 , Spesivitesi : 50,38 bulunmustur.(grafik 2)

- Sperm hipoosmotik sisme parametrelerinin ve sperm kromatin dekondansasyon
degerlerinin IUI olgularinda gebeligi 6ngdrmede yetersiz oldugu saptanmistir. (Tablo

4 grafikler 3,4)

gebelik n OrtalamatSD |t p

Kadin yasi var 22 27,5+ 5,6 2,342 0,020
yok 240 30,2+ 5,1

Erkek yasi Var 22 32,215,6 0,304 0,761
yok 240 32,545,0

Sperm kons var 22 49,0+38,7 0,122 0,903
yok 240 47,9+37,6

Tot motilite var 20 28,9+18,7 0,751 0,453
yok 240 26,4+14,7

Normal morf | var 22 4,613,2 1,335 0,183
yok 240 3,7+3,3

HOS1 var 22 57,0+27,6 0,381 0,703
yok 240 59,2+25,5

HOS2 var 22 22,5+18,3 0,459 0,647
yok 240 20,5+18,6

HOS3 var 22 8,7+7,3 0,616 0,539
yok 240 10,049,2

HOS4 var 22 11,949,6 0,920 0,359
yok 240 10,0+8,5

SCD1 Var 22 30,8+15,2 1,176 0,241
yok 240 36,5+19,6

SCD2 var 22 35,6+12,9 0,382 0,703
yok 240 34,1+16,5

SCD3 var 22 32,9+21,0 0,644 0,520
yok 240 29,8+18,9

Anilin(-) var 22 35,2+20,8 2,208 0,029
yok 240 24,6+18,2

Tablo 4. TUTI olgularinda gebelik pozitif ve negatif olgularda sperm fonksiyon

Parametrelerinin karsilastirilmasi
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40,0 A
35,0 A
30,0 A
25,0 A
20,0 -
15,0 -
10,0 ~
5,0 -+
0,0

Gebelik var Gebelik yok

Grafik 1 ; Gebelik kriterine gore anilin boyasi ile tespit edilen kromatin kondansasyon

degerlerinin gebe olan ve olmayan gruplardaki degeri.

anilin

100

80

60

40

20

100-Specificity

Area under the ROC curve (AUC)=0,653

95% Confidence interval:0,571 to 0,729
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Significance level P (Area=0.5)=

Associated criterion:>20

0,0267

Grafik 2 ; Anilin mavisi boyamasi ile tespit edilen sperm kromatin hasarinin gebelik ile

iligkisinde ROC egrisi ile tespit.( Area under the ROC curve (AUC)=0,653

95% Confidence interval:0,571 to 0,729 Significance level P (Area=0.5)=0,0267

Associated criterion:>20)

59,2
600 1 42

50,0 -
40,0 -
30,0
22,5

20,0 -

10,0 -

0,0

B Gebelik var

B Gebelik yok

11,9
g7 10,0

hos 1 hos 2

hos 3 hos 4

Grafik 3. Hipoosmotik sisme skorlarinin gebe olan ve olmayan gruplarda dagilimi
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Grafik 4. Sperm kromatin dekondansasyon skorlarinin gebe olan ve olmayan gruplardaki

dagilimi

5.TARTISMA

Bu calismada sperm fonksiyon testlerinin intrauterin inseminasyon sonuglarini belirlemede
rolii olup olmadigi, Asidik anilin mavisi (AB test) , sperm kromatin dekondansasyon testi
(SCD test) ve sperm membran permeabilitesini 6lgen hipoosmotik sisme testi (HOS) ile

arastirilmastir.

Bulgular {UI olgularinda kadin yasmin ve sperm kromatin biitiinliigiiniin sonuglart
belirlemede etkili oldugunu ortaya g¢ikarmistir.Anilin mavisi ile yapilan sperm kromatin
kondansasyon testinin duyarliligmin(sensitivite) % 82,5 ve 6zgiinliigiiniin(spesivite) %50,38

oldugu goriilmiistiir.

Erkek infertilitesinin tanis1 semen analizi ile yapilmaktadir. Semen analizinde sperm
morfolojisi,motilitesi ve konsantrasyonu gibi bazal degerler ile iiretim agisindan tani
koyulabilmektedir. Ancak agiklanamayan infertil olgularda bu yontem ¢ogunlukla yardimci
olmamaktadir (40)(.Bu nedenle agiklanamayan infertilite olgularinda semen analizine ek
olarak yeni testlerin gelistirilmesi amaglanmistir.Bu testler sperm DNA biitiinliigiinii
ilgilendiren DNA hasar testleri ve kromatine ait protein yapisini igeren kromatin

kondansasyon testleri olarak Ozetlenebilir( 41 ).Ayrica sperm membran gegirgenliginin
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hipoosmotik ortamda sisme parametreleri ile gdsteren Hipoosmotik sisme testi (HOS) bu

gruba girebilir( 25 ).

Anilin mavisi(AB) ile yapilan kromatin kondansasyon testinde Histon tasiyan immatiir
spermler anilin mavisi ile boyanmaktadir (42 ). Sperm kromatininin organizasyonunun
spermiogenesis sirasinda gercgeklestigi ve anormal paketlenmenin infertil bireylerde daha
yiiksek oldugu gosterilmistir ( 43 ).Sperm bas anomalilerinin Anilin mavisi pozitif spermlerin
artisina neden oldugu pek c¢ok calismada gosterilmistir (44 ).Kazerooni ve arkadaslari
yiiksek oranda Anilin mavisi pozitif olgularin sperm morfolojik anomalileri ile korelasyon
gosterdigini buldular ( 45 ).Ayrica Armand Zini ve arkadaslar teratozoospermik bireylerde
yiiksek oranda AB pozitif sperm saptadilar ( 46 ). Buna Karsilik N.Hoffman ve B.Hilscher
Normospermik fertil ve infertil bireylerde kromatin kondansayon diizeylerine anilin mavisi ile
baktilar ve infertil normospermik kisilerde % 23 ile %62 oraninda kondansasyon bozuklugu
saptadilar, iki grup kiyaslandiginda infertil normospermik bireylerin istatistiki olarak anlamli
kromatin defekti tasidigin1 gosterdiler ( 47  ).Sellami ve arkadaslar1 %20°nin iizerinde ve
altinda bulunan maturasyon defektlerinin karsilastirilmasinda sperm motilite konsantrasyon
ve morfoloji anomali oranlarinin farkli olmadigini gosterdiler (48 ). Bizim ¢alismamizda da
normospermik ve hafif erkek faktorlii olgularda sperm morfoloji, motilite ve
konsantrasyonu’nun gebe olan ve olmayan bireylerde farkli olmadigini gordiik. Ancak
kromatin kondansasyon oranlarinin istatistiki olarak farkli bulundugunu saptadik. Bu sonuglar
ozlellikle normospermik veya hafif erkek faktorlii olgularda kromatin kondansayon testinin
IUI gebeliklerinin 6ngdriilmesinde énemi oldugunu gostermektedir. Calismamizda 6zlellikle
%20 tizerindeki kondansasyon defektinin belirleyici oldugunu ve bu olgularn IVF’e
yonlendirilmesi ydniinde énemi oldugunu ileri siirebiliriz.Sonuglarimiz Irez ve arkadaslarinin
IUI ve ICSI olgularinda yaptig1 ¢calismada oligospermik ve teratozoospermik olgularda oldugu
gibi Anilin mavisi ile yapilan kromatin kondansasyon testinin agiklanamayan infertil

olgularda da belirleyici oldugunu gordiik (42).

Hipoosmotik sisme testi( HOS test) WHO 2010 kriterlerine gore sperm membran
biitiinliglinli 6lgen , alt sinir1 %58 olan bir test ozelligi tagimaktadir ( 21 ). lrez ve
arkadaslar diisik HOS4 skorlarinin IVF uygulamalarinda fertilizasyon problemi olan hastalar
ile iligkili olabilecegini ileri siirdiiler (25 ). HOS test degerlerinin diagnostik degeri ile ilgili
pek cok calisma bulunmaktadir.Ancak smirlarinin arastiricilara gore farklilik gosterdigi

anlasilmaktadir (33,34,35).
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Tim arastiricilarin ortak diisiincesi sperm canliliginin HOS test ile korelasyon gosterdigi
seklinde oOzetlenebilir (35). Bu calismada HOS test skorlarinin agiklanamayan infertil
olgularinda ve hafif erkek faktorlii olgularda IUI gebeligini etkilemedigi anlasiimistir. HOS
testi ile ilgili testin uygulanis siiresi ve skorlarin kesin olarak belirlenmesi ve en etkili skorun

hangisi olabilecegi konusunda halen aydinlatilmas1 gereken noktalar oldugu agiktir.

Bu calismada Sperm kromatin dispersiyonunun gebe olan IUI olgularinda daha fazla
oldugu ancak bu oranin istatistiki anlamliliginin bulunmadigi gosterilmistir (Tablo 4,grafik 4).
Sperm DNA hasarlarinin gebelik ile iliskisi konusunda pek ¢ok c¢aligma bulunmaktadir (36,
37,38,49,50 ). Ribas Mayneau ve ark (2013) yaptiklar1 ¢alismada sperm DNA hasarlarini
gostermede pek ¢ok testle birlikte SCD testinin de yararli oldugunu ileri siirdiller ( 51 ).
Bizim ¢alismamizda agiklanamayan infertilitede 1Ul sonucu gebe olan ya da olmayan
olgularda SCD degerlerinin farkli olmadigini gordiikk , ancak kromatin kondansasyonu
farkliliklari, histon pozitif spermlerin fertilizasyon, implantasyon ve gebeligin devaminda
onemi oldugunu ve bunun iizerinde daha ileri arastirmalar yapilmasi gerektigi konusunda fikir

vermesi agisindan ,DNA hasarlarinin disinda arastirilmasi gerektigini gostermektedir.
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