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OZET

HYALURONIK ASIT iCERIKLi SPERM SECIMi VE
ANEUPLOIDI

Uygun olan spermin se¢imi IVF/ICSI uygulamalarinda c¢ok Onemlidir.
Geleneksel teknikler buna olanak vermemektedir. Glinlimiizde kullanilan teknik,
sperm canliligt ve morfolojisine gore se¢im ile sinirlidir. Hyaluronik asit
baglanmasina dayali gelistirilen teknik hakkinda arastirmacilar olumlu
yaklasmaktadir. Tk kez Huszar ve arkadaslar1 tarafindan olusturulan bu teknik
ile Oosit-kiimiiliis kompleksini ¢gevreleyen hiicre dis1 matrisin 6nemli bir bileseni
olan hyaluronik asite (HA) baglanan spermlerin daha olgun oldugu, daha iyi
DNA sikigmasina ve daha az kalint1 sitoplazmaya sahip oldugu rapor edilmistir.
“’Hyaluronik Asit Igerikli Sperm Secimi ve Aneuploidi’> ¢alismamizin amact,
aciklanamayan infertil olgularda canli dogum orani (LBR) {izerinde ICSI
oncesinde spermin hyaluronik asit (HA) se¢iminin geleneksel olarak sec¢ilmis
sperme kars1 etkinligini belirlemek, embriyo gelisimi ve aneuploidi sonuglari ile
test etmektir.

Bu retrospektif ¢alisma Istinye Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Gaziosmanpasa subesinin 2019-2023 verilerine dayanarak 27
aciklanamayan infertil hasta grubunda 15 ICSI, 12 de PICSI uygulamalarinin
sonuglarini icermektedir. Gruplari karsilagtiritlmas1 SPSS istatistik paketi ile
degerlendirilmistir.

Calismamiz sonucu PICSI yonteminin agiklanamayan infertil olgularda gebelik,

aneuploidi sonuglarini degistirmedigini ortaya koymustur (p>0,05).

Elde ettigimiz bulgular sonucunda, diger endikasyonlu hastalarda da
karsilagtirilmas1 ve bu yontemin etkinligi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi

gerekli goriilmiistiir.
Anahtar Kelimeler: Hyaluronik Asit, IVF, ICSI, PICSI, Aneuploidi

SELIN ARDA AYDEN, 2024
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ABSTRACT

HYALURONIC ACID CONTAINING SPERM SELECTION
AND ANEUPLOIDY

The selection of suitable sperm is very important in IVF/ICSI applications.
Traditional techniques do not allow this. The method used today is limited to
selection based on sperm viability and morphology. With this technique, first
created by Huszar et al., it has been reported that spermatozoa bound to
hyaluronic acid (HA), an essential component of the extracellular matrix
surrounding the oocyte-cumulus complex, are more mature, have better DNA
compression and less residual cytoplasm. The aim of our study "Content Sperm
Selection and Aneuploidy" is to determine the effectiveness of hyaluronic acid
(HA) selectionof sperm against traditionally selected sperm before ICSI on the
live birth rate (LBR) in unexplained infertile cases and to test it with embryo

development and aneuploidy results.

This retrospective study includes the results of 15 ICSI and 12 PICSI
applications in 27 unexplained infertile patient groups, based on Istinye
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Gaziosmanpasa Center
2019-2023 data. The comparison of the groupswas evaluated with the spss

statistical package.

The result of our study revealed that the PICSI method did not change pregnancy

andaneuploidy results in unexplained infertile cases (p>0.05).

It was deemed necessary to compare our findings in patients with other

indications and to conduct further research on the effectiveness of this method.

Key Words: Hyaluronic Acid, IVF, ICSI, PICSI, Aneuploidy

SELIN ARDA AYDEN, 2024
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1. GIRIS

Intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI), yaygin olarak kullanilan bir in vitro
fertilizasyon teknigidir. ICSI uygulamasinda sperm se¢imi morfolojik olarak
yapilmaktadir ancak bu sekilde se¢cim her zaman dogru spermin seg¢ilmesini
saglamamaktadir. Hyaluronik asit oosit ¢evresinde bulunan kiimiiliis-korona
hiicrelerinden salgilanir ve fertilizasyon Oncesi spermler i¢in kimyasal uyari
olusturarak kemotaksis hareketi baslatir (Vaughan 2019). Sperm basinda ise
hyaluronik asit reseptdrlerinin varligi, ayn1 zamanda sperm maturasyonunun da
bir gostergesi olarak yer alir (Jakab ve ark 2005). Bu kapsamda hyaluronik aside
baglananspermlerin kaliteli oldugu varsayilmaktadir (Jakab 2005, Dandekar ve
arkadaslari, 1992,Parmegiani ve digerleri, 2010; Mokanszki ve digerleri, 2014;
Rashki Ghaleno ve digerleri, 2016, West ve ark 2022). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) kriterlerine dayali standart sperm fonksiyonu oOlgiimleri arasindaki
uyumu bildiren c¢esitli caligmalar, anormal derecede diisiik HBS'ye sahip
erkeklerin genellikle kisir oldugunu ve bu nedenle ¢ocuk sahibi olmada zorluk
yasama olasiliklarinin daha yiiksek oldugunu 6ne siirmektedir. (Tarozzi ve ark.,
2014). PICSIolarak adlandirilan yontem, ICSI i¢in sperm se¢gmek amaciyla
gelistirilmis bir sperm se¢me teknigi olarak kullanilmaktadir (Huszar ve ark
2007). Bircok c¢alisma, geleneksel ICSI ile karsilagtirildiginda PICSI
kullanildiginda IVF tedavisi sonuglarinin iyilestigini bildirdi; ancak ¢aligmalarin

cogunlugunun giiciiniin yetersiz oldugu anlagilmaktadir (Worillow ve ark 2013).

Son yillarda yardimer iireme tekniklerinde kaydedilen ilerlemeler In Vitro
Fertilizasyon (IVF)tedavilerinde yeni yontemlerin gelistirilmesine ve canl
dogum oranlarinin artmasia olanak tammustir. Ik kez Huszar ve arkadaslari
tarafindan olusturulan bu teknik ile Oosit-kiimiiliis kompleksini g¢evreleyen
hiicre dis1 matrisin énemli bir bileseni olan hyaluronik asite (HA) baglanan
spermlerin daha olgun oldugu, daha iyi DNA sikismasina ve daha az kalinti
sitoplazmaya sahip oldugu rapor edilmistir (Huszar ve ark 2007). Bu baglamda
Hyaluronik Asit baglanan spermlerin secilerek mikro enjeksiyon isleminin
gerceklestirilmesi saglikli bir embriyo gelisimi i¢in umut verici bir yaklasim

olarak one c¢ikmaktadir. Hyaluronik asitin olgun ve genetik olarak saglikli



spermlerin  secilmesinde rol oynadigi bilinmektedir. Bu yontem ile
gerceklestirilen mikro enjeksiyon teknigi aneuploidi adi verilen kromozom
sayisinda degisiklik (artis-eksiklik) goriilmesine bagli kromozom anomalilerin

tespitinde kritik bir rol oynayabilir.

Son zamanlarda, Hyaluronik Asit Baglayict Sperm Se¢imi (HABSelect)
caligmast olarakbilinen biiyiik, cok merkezli, randomize kontrollii bir ¢alisma,
PICSI ile diisiik oranlarinda 6nemli bir azalma buldu, ancak canli dogum orani
iizerinde anlaml bir etkisi olmadi (Miller ve ark 2019). PICSI'nin uzun vadeli
yavru sagligimin iyilestirilmesi gibi gelecekteki arastirmalarla onaylanmasi
kosuluyla avantaj saglayabilecegi hala bir¢ok yol vardir. Diger gelismis sperm
secimi teknikleri arasinda intra sitoplazmik morfolojik olarak secilmis sperm
enjeksiyonu, manyetik olarak aktiflestirilen hiicre siniflandirmasi1 ve Zeta
potansiyeli sperm se¢imi; ancak en son Cochrane incelemesi, bu tekniklerin canli
dogum oranlart gibi klinik sonuglar iyilestirip iyilestirmedigini belirlemek i¢in
su anda yeterli kanit bulunmadig1 sonucuna varmistir (McDowell 2014). Mevcut
caligmalar endikasyonlarin dikkate alinmaksizin PICSI sonuglarini sunmustur.
Bu nedenle bu c¢alismada kadin yasinin ve kadinve erkekte onemli bir

endikasyon bulunmadig1 durumda sonuglar1 gérmek istedik.

Calismanmizin amaci Fizyolojik Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonunun
(PICSI) ve geleneksel Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonunun (ICST) farklarini
aciklanamayan infertil olgularda degerlendirmek, bu yontemlerin canli dogum
orant (LBR) tiizerinde ICSIoncesindeki hyaluronik asite baglanmis spermin
geleneksel olarak secilmis sperme karsi etkinligini embriyo gelisimi ve

aneuploidi sonuglar ile incelemektir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. infertilite

Infertilite, ¢iftlerin bir y1l boyunca diizenli ve korunmasiz iliskiye girmesine
ragmen gebelik elde edilememesi olarak tanimlanmaktadir. Ciftlerin tan1 almasi
icin her ikisinin de klinige basvurmasi gerekmektedir. Erkek ve kadinin ayri
olarak detayli klinik degerlendirilmelerinin yapilmasi gerekmektedir. Klinik
degerlendirmeler sonucu tedavi semasina karar verilmektedir. Klinik
degerlendirmeler sirasinda kadinda ovulasyon diizeni, Anti Mullerian Hormon
(AMH) diizeyi ve kadin {ireme sisteminde tespit edilebilecek herhangi bir
anomali (tubal faktor) gibi ¢esitli kriterler aragtirilmaktadir. Erkekte ise sperm
kalitesi, erkek iireme sistemi anomalisi gibi kriterler degerlendirilmektedir. Ek
olarak varikosel gibi infertilite iizerinde etkisi oldugu bildirilen rahatsizliklar

aragtirilmaktadir.

Infertilite tanist alan ciftlerin %85’inde infertilitenin tespit edilebilen bir nedeni
vardir. Geri kalan %15°lik kismi olusturan ¢iftler ise tanimlanamayan infertilite
tanis1 almaktadir (Thurin- Kjellberg, A., & Carlsson, P., 2023). Tanimlanamayan
infertiliteye asir1 kilo alimi, sigara kullanimi gibi yasam tarzi ve g¢evresel
faktorlerin sebep olabilecegi dngoriilmektedir. Infertilite, kadin faktérlii, erkek
faktorlii ya da ciftlerden her ikisinde de goriilebilecek iireme fonksiyonu
bozukluklarindan kaynaklanabilmektedir. Gebeligin olusabilmesi i¢in kadin
iireme sistemi, hipofiz bezi ve endokrin sisteminin saglikli bir sekilde ¢alismasi

gerekmektedir.

Kadin faktorlii infertilitede bircok sebep ile karisilabilmektedir. Ovulasyon
diizensizlikleri, endometriozis, Polikistik Over Sendromu (PCOS), AMH
diisiikliigi, ileri yas veya tiroit hormon bozukluklar1 kadin faktorli infertilite
sebepleri arasinda yer almaktadir. Ek olarak tedavi edilmemis ¢ift tarafli tubal
faktér durumu da in vitro fertilizasyon ile endikedir. Kadin tireme sisteminin bir
parcast olan fallop tiiplerinin tikaniklig1 tubal faktor olarak adlandirilmaktadir.
Gebeligin dogal yollar ile gerceklesmesi icin fallop tiiplerinin embriyonun

taginmasina ya da gegisine izin vermesi gerekmektedir.



Unilateral Bilateral
tubal factor tubal factor

Sekil 2.1.1: Kadin Ureme Sisteminde Tubal Faktor

Erkek iireme sisteminde ise sperm iiretimi fertilizasyonda biiyiik 6neme sahiptir.
Sperm iiretimi ve olgunlasmasi yaklasik olarak 74 giin siirmektedir. Sperm,
canlilik hareketlilik ve sekil olarak degerlendirilmektedir. Sperm kriterleri

fertilizasyon icin elverisli olmalidir.

Erkek faktoriiniin infertilite tanisinda %30-50’lik payday1 olusturdugu tahmin
edilmektedir (Barratt et al., 2017). Testis fonksiyonlarinin bozulmasi, semen
kalitesinin diisiik olmas1 gibi etmenler erkek faktorli infertilitede rol
oynamaktadir. in vitro fertilizasyon &ncesi kaliteli sperm se¢imi biiyiik 6nem arz

etmektedir. Siddetli erkek faktorii infertilitede in vitro fertilizasyon ile iligkilidir.

2.2. InVitro Fertilizasyon

Infertilite tanis1 almis ciftler i¢in umut verici bir yontem olan in vitro
fertilizasyon, modern tibbin en 6nemli basarilarindan biridir. IVF, on iki ay
boyunca korunmasiz cinsel iligkiye girmesine ragmen dogal yollarla gebe
kalamayan infertil tanis1 almis ciftler i¢in gelistirilen birtedavi yontemidir. Bu
yontemde, kadin  hasta i¢in yumurta toplama (OPU) islemi
gergeklestirilmektedir. Yumurtaliklarindan alinan olgun yumurtalar laboratuvar
ortamindaerkek hastadan toplanan sperm hiicreleri ile fertilizasyon igin bir araya
getirilir. Bagarili fertilizasyondan sonra elde edilen embriyolar rahim igine

transfer edilir.



IVF tedavisi, birka¢ adimdan olusmaktadir. Tedavide ilk adim olarak, kadin
hastanin overleri uygun hormon ilaglariyla uyarilir ve uyarilma sonucu
olgunlasan yumurtalar toplanir. Daha sonra, erkek hastadan sperm 6rnegi alinir.
Spermler morfolojik ve canlilik kriterlerine bakilarak degerlendirilir. Spermler
yumurta hiicresi ile bir araya getirilir. Bu asamada, laboratuvar ortaminda

ertilizasyon gerceklesir ve embriyolar olusur.

Olusan embriyolar, laboratuvar ortaminda uygun sartlarda birkag¢ giin boyunca
izlenir ve bu embriyolar arasinda en saglikli olan segilerek rahim igine transfer
edilir. Transfer islemi genellikle hastanin dogal siklusuna uygun olarak yapilir,

bdylece embriyonun tutunma sansi artar.

IVF tedavisi, bircok ¢ift icin basarili sonuglar saglamaktadir. Fakat, her tedavi
stireci ve her ciftin sonucunu etkileyecek faktorler farklilik gdsterebilmektedir.
Yas, infertilite nedenleri, yumurta kalitesi ve sperm kalitesi gibi degiskenler bu
faktorler arasinda yer almaktadir.IVF tedavisinin son yillarda hastalar icin
sundugu avantajlar artmistir (Human Reproduction Update, n.d.). Yalnizca
infertilite sorunu yasayan ciftlerin tedavi yontemi olarak kullanilmamakta, es
zamanda genetik hastaliklarin 6nlenmesi veya nesilden nesile aktarilmasiriskinin
azaltilmas1 i¢in de kullanilabilmektedir. Ornegin, genetik hastaliklarin
bulundugu ailelerde, embriyolarin genetik analizinin yapilmasi ile transfer
doneminde saglikli  embriyolarin kadin  hastaya transfer edilmesi

saglanabilmektedir.

Ancak her tedavi yonteminde oldugu gibi IVF tedavisinin de bazi riskleri
bulunmaktadir. Abort ve ¢oklu gebelik riskler arsinda gdosterilebilmektedir
(Barratt et al., 2017). Tedavi siireci detayli klinik degerlendirmeler ile

planlanmalidir.



2.3. Kadin Ureme Sistemi

Kadin iireme sisteminin {i¢ temel islevi bulunmaktadir. Viicudun gebelige
hazirlanmasi, menstrual siklusun diizenlenmesi ve gebelik siireci kadin iireme
sisteminin islevleri arasinda yer almaktadir. Kadin iireme organlar i¢ genital
iireme organlar1 ve dis genital iireme organlari olarak ikiye ayrilmaktadir. Kadin
i¢ genital organlar1 vajina, serviks, overler ve uterustan olusmaktadir. Kadin dig
genital organlart ise labium major, klitoris, labium minér, iiretral acgikliktan

olusmaktadir.

Dis genital organlar, i¢ genital organlar1 enfeksiyondan korur ve spermin
vajinaya girisine olanak saglamaktadir. Dis genital organlarin biitiiniine vulva

ad1 verilmektedir.

Labia major dis iireme organlarini ¢evreler ve korur. Puberte doneminden labia
majorde deride killanma goézlemlenmektedir (McLaughlin, 2023). Ter ve yag

salgilayan bezler de burada bulunmaktadir.

Labia minor ¢esitli boyut ve sekillerde olan ¢ok hassas bir dis genital organdir.

Labia majoriini¢ kisminda bulunmaktadirlar.

Klitoris, labia mindrlerin arasinda bulunmaktadir. Bir¢cok sinir hiicresi
icermektedir. Dolayis1 ile uyarilmaya karsi ¢ok hassastir. Klitorisin altinda ise

iiretral agiklik bulunmaktadir, idrar buradan viicut disina atilmaktadir.

Kadin i¢ genital organlarindan biri olan vajina mukozal yapisi sayesinde nemli

kalmaktadir. Uterusu viicut digina baglayan kanaldir.



Fatapian tube

Sekil 2.3.1: Kadin Ureme Organlari

Fallop tiipleri yumurtanin overlerden uterusa gegisini saglayan kanallardir.

Fertilizasyon fallop tliperinde ger¢eklesmektedir.

Uterus doguma kadar embriyonun gelisimini ve biliylimesini tamamladig1 yerdir.
I¢i bos kalinduvarli bir yapiya sahiptir. Fertilizasyonda énemli bir role sahiptir,
embriyonun implante oldugu ve gelistigi kadin i¢ genital organidir. Uterus ii¢
tabakadan olugmaktadir. Endometrium, myometrium ve perimetrium
katmanlarindan olugmaktadir. En i¢ kistm endometriumdur. Menstrual siklus
boyunca degisimler gostererek fertilizasyon gerceklesmez ise her menstrual
siklus doneminde 3/2’si atilmaktadir. Orta tabakasina myometrium denir.
Myometrium uterusun en kalin tabakasidir, istemsiz calisan diiz kaslardan
olusur. Bu kaslar menstriiasyon esnasinda uterusun i¢inde biriken kan1 kasilarak
viicuttan atmaktadir. Bu kaslar dogum esnasinda da kasilarak bebegin anne
viicudundan ¢ikmasinda gorev almaktadir. Perimetrium; en dis tabaka ise dis

ylizeyi kaplayan ince membran ile kaplidir.

N uterine cavity

cervix

Sekil 2.3.2: Endometrium Katmanlar1 ve Uterus Boliimleri



Overler kadin i¢ genital organlarindan bir digeridir. Uterusun her iki tarafinda
bulunmaktadir. Her bir overin igerisinde yumurta iiretiminde gorev alan ¢ok
sayida folikiil bulunmaktadir. Overler saglikli bir kadinda gametogenez ile her
ay uterusa fallop tiipleri araciligir ile ovum gonderilmesinden sorumludur.

Ostradiol ve progesteron iiretiminde gorev almaktadirlar.

Ostrojen  hormonu kadimlarda cinsiyet &zelliklerinin ~ gelismesi  ve
stirdiiriilmesinde gorev almaktadir. Progesteron ise endometriyum ve memelerin
gelismesinde gorev almaktadir. Overlerden Ostrojen ve progesterona ek olarak
relaksin ve inhibin hormonu da salgilanmaktadir. Relaksin hormonu gebeligin
sonunda simfizis pubisin gevsemesinden sorumludur. inhibin ise FSH salgisinin

inhibasyonunda goérev almaktadir.

2.3.1. Oogenez

Oogenez kadinlarda fetal hayatta baslamaktadir. Spermatogenezin aksine yasam
boyu siirmez, menapoz doneminde kadinlarda oogenez sona ermektedir.
Gebeligin 5-6. aylarinda oogonia sayisi en yiiksek degere ulagsmaktadir. 6-7
milyon oogonia olusmaktadir. Ilk mayoz boliinme bu evrede baslar. Birincil
oosit ise dogumda 1-2 milyon, puberte doneminde 400.000 civarinda olup
menopozda sayr giderek diiser ve oogenez silireci menopoz doneminde

durmaktadir (Jensen & Skakkebaek, 2024).

Overlerde ¢ok sayida over folikiilii bulunmaktadir. Her folikiilde bir adet birincil
oosit bulunmaktadir. Her ay bir yumurta hiicresi olgunlasarak fertilizasyonun

gerceklesebilmesii¢in overlerin digina birakilmaktadir.

Kadinlarda oogenez siireci iki kez duraksamaktadir. Ilk duraksama dogum

oncesi ikinciduraklama ovulasyon dncesinde gerceklesir.

Oogenez iki evrede gerceklesmektedir. Birinci evre dogum Oncesi olgunlagma
evresi ikinci evre ise dogum sonrast olgunlasma evresidir. Dogum oncesi

olgunlagsma evresinde yumurtalikana hiicresi mitozla ¢ogalarak oogonyumlari



olusturur. Olusan oogonyumlar mitoz bdliinme ile birincil oositleri
olusturmaktadir. Birincil oositler doguma yakin siliregte mayoz 1 profaz
evresinde duraksar. Dogum sonrasi olgunlagsma evresinde tiim birincil oositler,
1. Mayozun profaz evresinde dinlenmededir. Oogenez siireci puberte donemine
kadar duraklar. Puberte donemi ile folikiil olgun hale gelir ve mayoz 1
tamamlanir. Haploid kromozomlu 2 yavru hiicre olusur. Yavru hiicrelerin
biiyiikliikleri birbirinden farklidir. Biri sitoplazmanin biiyiik bir kismini igeren
ikincil oosit digeri ise az sitoplazma igeren birinci kutup cisimcigidir. Kutup
cisimcigi az sitoplazma igermesi nedeni ile bir siire sonra kaybolmaktadir. ikincil

oosit mayoz Il siirecine girer.

Ikincil oosit mayoz II metafaz evresinde iken ovulasyon gerceklesir. Ovulasyon
ile folikiilden disar1 birakilan ikincil oosit fallop tiiplerine alinir. Ikincil oosit
fallop tiiplerinde bir sperm ile karsilasir ise fertilizasyon ile 2. Mayoz boliinme
tamamlanir ve zigot olusur. ikincil oosit fallop tiiplerinde sperm ile karsilasmaz

ise zamanla ikincil oosit dejenere (DJ) olmaktadir.
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2.3.2. Menstrual siklus

Kadin genital sistem fizyolojisi, hipotalamus, hipofiz ve kadin genital organlar
arasinda hormonlar ile diizenlenen karmasik bir yapiya sahiptir. Bu karmasik
fizyolojide temel olarak rol oynayan hormonlar hipotalamustan salgilanan
gonadotropin salgilatici hormon (GnRH), hipofizden salgilanan folikiil stimiile
edici hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH), overlerden salgilanan

Ostrojenler, androjenler, progesterondur.

Menstrual siklus tiim genital sistemi etkileyen degisimleri kapsar ve folikiiler
(proliferatif) fazve luteal (sekretuar) faz olmak {izere iki dénemden olusur.

Menstrual siklus ortalama olarak28 giindiir (Stern & McClintock, 2023).

LH

Progesteron

A

1.giin Folikiiler faz 14.giin yumurtilama Luteal faz 28.giin
Adet Adet

Sekil 2.3.2.1: Menstrual Siklus Déneminde Hormon Diizeyleri

Folikiiler faz adetin birinci giiniinden LH yiikselmesinden Onceki giine kadar
olan siireyi kapsamaktadir. Luteal faz, LH ylikselmesi ile baslar ve bir sonraki
menstrilasyona kadar siirer.Adet dongiisii dort ayr1 yapinin uyumlu bir sekilde
caligmas1 sonucunda endometriumda olusan degisikliklerle gergeklesir. Bu
yapilar; hipotalamus, hipofiz, overler ve uterustur. Bu dort boliimiin herhangi
birisinde problem oldugunda menstrilasyon diizensizligi ya da amenore

meydana gelmektedir.
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Menstrual siklusta rol oynayan hormonlar arasinda GnRH, LH, FSH, estradiol,
progesteron ve Ostrojen bulunmaktadir. Gonadotropin salgilatici hormon,
hipotalamustaki hiicrelerdeniiretilir. Hipofiz bezi luteinize edici hormon ve
folikiil uyarici hormonlarini iiretir. FSH,grantiiloza hiicrelerinin gelisimini uyarir
ve androjenleri Ostrojenlere ¢eviren aromataz enzimini indiikler. FSH hormonu
on hipofizden salgilanir ve GnRH tarafindan kontrol edilir. FSH, folikiilleri
uyarir ve overlerden salgilanan estradiol artar. FSH azalirken estradiol artmaya
devam eder. Estradiol artinca pozitif feed back mekanizmasi ise LH peak yapar
(Herbison & Moenter, 2023). LH’1n peak yapmas1 yumurtanin son maturasyonu
ve folikiiliin ¢atlamas1 i¢in ¢ok dnemlidir. Progesteronun peak yaptigi donemde
embriyo uterin kaviteye gelmektedir. Luteal fazda Gstrojen harici diger tiim

hormonlarin seviyesinde diisiis vardir.

Fertilizasyon gerceklesmez ise LH, Ostrojen ve progesteron seviyeleri diiger.
Korpus Iluteum bozulur. Korpus luteum bozulmasi sonucunda yumurta

endometriyum dokulari ile viicuttan disar1 atilmaktadir.

2.4. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sisteminin 3 temel islevi bulunmaktadir. Spermatogenezin
diizenlenmesi, testosteronun salgilarmin diizenlenmesi ve erkek cinsel islem

performansinin diizenlenmesi erkek iireme sisteminin islevleridir.

Erkek tireme sistemi de kadin lireme sistemi gibi dis genital organlar ve i¢ genital
organlardan olugmaktadir. Erkek iireme sistemi sperm ve gametleri
olusturmaktadir. Penis ve skrotum dis genital organlar1 olusturmaktadir. Testis,

vaz deferens, epididim ve salgi bezleri ise i¢ genital organlar1 olusturmaktadir.
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Sekil 2.4.1: Erkek Ureme Sistemi

Dis genital organlardan penis, slingerimsi dokuya sahip erkek iireme organidir.
Bas ve govde olmak iizere iki kisimdan olugsmaktadir. Bas kisminda ¢ok sayida
sinir ucu bulunmaktadir. Gévdenin igerisinde iiretra yer almaktadir. Uretra hem

ejakiilatin hem de idrarin viicuttan disar1 atilmasindan sorumludur.

Erkek dis gential organlarindan olan skrotum, i¢inde testisleri sperm kanallarini
ve ¢ok sayida damart bulundurmaktadir. Skrotumun sperm iiretiminde ¢ok
biiyiik bir rolii vardir. Testislerin viicut 1sisindan daha soguk durmasini saglayan
torba sekline benzer bu yap1 erkek lireme sistemi i¢in ¢ok 6nemlidir. Skrotumun

1s1s1 32 derecedir. Spermatogenez bu 1sida devam etmektedir.

Testis ise bir erkek iireme sistemi i¢ organidir. Embriyogenezde abdominal
kavitede yer alan testisler ingunial kanal yolu ile skrotuma inerler. Testislerin
skrotumuna inmeyerek abdominalkavitede kalmasi1 durumu kriptorsidizm olarak
adlandirilmaktadir (Leslie, Sajjad, & Villanueva, 2023). Erkeklerde bu durumda
spermatogenez  ger¢eklesmemektedir. Testis skrotumun igerisinde yer
almaktadir. Testisler sperm {iretiminden sorumlu organlardir. Fertilizasyonda
onemli bir rol oynamaktadir. Testisler seminifer tiip¢iikler igerir. Tiip¢iiklerin

icinde yer alan hiicreler ile testisler, testosteron hormonu salgilamaktadir.
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I¢ organlardan bir digeri ise epididimdir. Testis kanalciklari ile baglantili olan
epididim sperm hiicrelerinin olgunlasgtigi ve depolandigi yapidir. Epididim

sarmal tlip yapidadir.

Vaz deferens, epididim ile iiretra arasindaki kanaldir. Ana sperm iletim kanali

olarak fertilizasyonda gorev almaktadir.

Prostat, bulboiiretral bezler ve vesika seminalis yardime1 cinsiyet bezleri olarak
gorev almaktadir. Bezler spermin i¢inde yasadigi ve ejakiilasyonla birlikte
viicuttan disar1 atilan seminal siviyr iretmektedirler. Seminal Vezikiiller,
mesanenin bir tarafindaki vas deferense baglanan kese benzeri yapilardir.
Fruktoz iceren yapiskan sarimsi bir siv1 tiretirler. Fruktoz sperm hareketliligi igin
enerji saglamaktadir. Erkek lireme sisteminde prostat bezi ise, mesanenin hemen
altinda, liretranin tabanindaki bosalma kanallarin1 ¢evreler. Prostat Bezi, sperm
hiicreleri, prostat sivisi ve seminal sividan olusan sivi bir karisim olan meni
iiretiminden sorumludur. Bulbouretral bezler, iiretranin yanlarinda, prostat

bezinin hemen altinda yer alan iki kii¢iik bezdir.

=

prostatic
utricle

seminal
colliculus

rectum

ejacuiatory
duct
buibourethral

S Cowper’s) gland
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Sekil 2.4.2: Erkek Ureme Sistemi i¢ Organlari
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2.4.1. Spermatogenez

Spermatogenez  sperm  hiicrelerinin  olusumudur, seminifer tiibiillerde
gerceklesmektedir. Puberteden hemen Once baglamaktadir. Yashilikta giderek

azalmaktadir. Oogenez siirecinin aksine yagam boyu siirmektedir.

Diploid hiicreler, tiibiillerin dis duvarinin yakininda bulunur. Bu hiicreler siirekli
mitoz boliinmeyle ¢ogalir. Yaklagik 3 milyon tanesi mayoz boliinme gegiren
primer spermatositlere farklilagir. Olusan birincil spermatositin mayoz [
evresinde, her biri haploid (n=23) sayida kromozoma sahip olan ikincil

spermatositleri iiretilmektedir.

Hiicreler hala kopya halindedir ve her biri iki 6zdes kromatitten olusur. Bu
haploid hiicrelerin her birinin farklilagmasiyla bir sperm hiicresi gelismektedir.
Gelisen sperm hiicreleri seminifer tlibiiliin merkezine iletilmektedir. Sperm
hiicreleri  seminifer tiibiilden epididimise gecerek olgunlagir. Sperm
olgunlagsmasi yaklasik olarak 65-70 giin siirmektedir. Epididimde olgunlasan

spermler ejakiilasyona kadar yine epididimde depolanmaktadir.

Testosteron, luteizan hormon (LH), folikiil stimulan hormon (FSH), androjen
baglayici proteinlerin ve biliyiime hormonu spermatogenizi etkileyen hormonal

faktorler arasinda yer almaktadir.

Testisin esas endokrin salgist olan testosteron interstisyel hiicreler (Leydig
hiicreleri) tarafindan sentez edilmektedir. Salgilanan testosteron hormonu sperm
olusumu sirasinda germinal hiicrelerin  boliinmesi ve gelisiminde rol
oynamaktadir. FSH, sertoli hiicrelerini uyarmaktadir. Boylelikle androjen
baglayict protein (ABP) sentezi ve salinimini stimiile eder. Ayni zamanda
spermatidlerin sperme doniisiimiinde rol oynamaktadir. Androjen baglayici
protein spermin olgunlasma siirecine de yardimci olmaktadir. FSH
spermatogenezinbaglatilmasinda, LH ve testosteron ise siirekliliginde 6nemli bir
role sahiptir. Biiyiime hormonu ise testislerin temel metabolik islevlerine

yardimci olarak spermatogonyumlarin erken bdliinmesini hizlandirir.
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Sekil 2.4.1.1: Spermotogenez Semast

2.4.2. Sperm hiicresinin anatomik yapisi

Kadin ve erkek iireme sistemi insanlarin yagamlarini siirdiirebilmeleri i¢in kritik
bir role sahiptir. Bu sistemdeki en 6nemli role sahip hiicrelerden biri ise sperm
hiicresidir. Erkeklerin iireme yetenegini saglar ve fertilizasyon siirecinde dnemli
bir rol oynamaktadir. Fertilizasyon siirecini incelemek, infertilite tanit ve
tedavisinde sperm hiicresinin anatomik yapisini ve fizyolojik ozelliklerini
incelemek gerekmektedir. Sperm, bas boyun ve kuyruk olmak iizere {i¢ana

boliimden olusmaktadir.
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Bas Boyun Kuyruk

Sekil 2.4.2.1: Sperm Hiicresinin Béliimleri

Bas boliimii spermin 6n kismini olusturmaktadir. Sperm hiicresinin bast
cekirdegi icinde barindirmaktadir. Cekirdek sperm hiicresinin  genetik
materyalini tasimaktadir. Fertilizasyon siirecinde yumurta hiicresi ile birlesen
sperm hiicresinin c¢ekirdegi kaynasir ve embriyo olusumu baglar. Sperm
hiicresinin basinda ¢ekirdege ek olarak akrozom adi verilen kapsiile benzeyen
bir yap1 bulunmaktadir. Akrozomun i¢inde bulunan enzimler sayesinde sperm

yumurta hiicresini delip yumurta hiicresinin i¢ine girebilmektedir.

Sperm hiicresinin diger bir ana boliimiinii olusturan boyun boélgesi, bas ile
kuyruk arasinda kalan kisimdir. Boyun bdlgesi mitokondri organelini
icermektedir. Sperm boyun bolgesinden yer alan mitokondrinin iiretmis oldugu
enerji sayesinden ileri dogru hareket gosterebilir.Boylelikle yumurta hiicresine

ilerler ve fertilizasyon gerceklesebilmektedir.

Kuyruk boliimii, sperm hiicresinin hareket etmesini saglayan uzun ve ince bir
yapidir. Flagellum olarak bilinen bu yap1 dalgali bir sekilde hareket ederek sperm

hiicresini ileri dogruitmeye yardimci olur.

Spermin anatomik yapisinin yani sira yapisal oOzelliklerinin fertilizasyon
siirecinde Onemi biiyiiktiir. Sperm hiicresinin dis zar1 spermin dis etkilerden
korunmasma ek olarak yumurta ile etkilesimini kolaylastiran proteinler ve
reseptorler icermektedir. Yumurtaya ulasan sperm akrozom reaksiyonu

sayesinde salgiladig1 enzimler ile yumurtanin dis zarimi deler ve fertilizasyon
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baslamis olur. Tiim bu 6zelliklerin detayl1 bir sekilde arastirilmasi ¢iftlerin tireme
saghigini degerlendirmek i¢in 6nemli bir adimdir. Bu nedenle, spermin anatomik
yapist ve fizyolojik 6zellikleri infertilite tan1 ve tedavisinde biiyiik bir role

sahiptir.

2.4.3. Ejakiilasyon

Ejakiilasyon, semenin penisten disar1 atilmasidir. Cinsel iligki sirasinda semen,
sperm kanallarmin giiclii kas kasilmalar1 yoluyla viicuttan zorla disar1 atilir.
Cinsel uyarilmalar ile epididim, seminal kesecikler, prostat bezi ve vas
deferensteki kaslar kasilir. Es zamanli olarak mesanenin tabanindaki sfinkter
kaslarindan biri kasilarak idrarin mesaneden {iretraya sizmasini 6nler. Baska bir

sfinkter de kasilarak iiretranin penise girisini kapatir.

Ejakiilasyonun ikinci agamasi olan semenin digar1 atilmasi asamasinda, penisin
tabanindaki sfinkter gevser ve semenin penise alinmasini saglar. Ejakiilasyon
sirasinda penis tabani ¢cevresinde ve iiretra boyunca bir dizi giiclii kas kasilmasi

semeni viicuttan disari atar.

. e Vas Ejakulator -

Sekil 2.4.3.1: Spermin Viicut Igerisinde Izledigi Yol

2.4.4. Semen analizi

Diizenli olarak bir yil boyunca korunmasiz iliskiye girmis ancak gebelik elde
edememis ¢iftler infertil olarak kabul edilmektedir. Erkek infertilitesi
arastirilirken bagvurulan ilk yontem sperm kalitesini degerlendirmek amaci ile
semen analizidir. Semen analizinde caligilacak ejakiilatin en az 48 saatlik cinsel
perhiz sonrasinda alinmasi Onerilmektedir (Xie, Himmerli,& Leeners, 2024).

Ejakiilat  incelenirken  viskozite, —miktar1 ve likefaksiyon  siiresi
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degerlendirilmektedir. ilk degerlendirmeden hastadan iki &rnek almmasi
onerilmektedir. Giliniimiizde semen analizi degerlendirmesinde WHO

parametreleri kullanilmaktadir.

Tablo 2.4.4.1: Diinya Saglik Orgiitii Semen Analiz Kriterleri

Volim 1.4 (ml)
Sperm Sayisi 39 (milyon)
Hareketlilik 42 (%)

Canlilik 54 (%)

Konsantrasyon 15 (milyon/ml)
Sperm Morfolojisi 4 (%)
Progressive Motilite 30(%)

Semen analizinin degerlendirilmesinde sperm konsantrasyonuna gore bir
smiflandirma yapilabilmektedir. Azospermi, incelenen ejakiilatta hi¢ spermatoza
bulunmamasidir. Normospermi, sperm hiicrelerinin canli ve hareketli olmasidir.
Oligospermi ejakiilatta sperm sayisinin az olmasidir. Teratospermi, sekil
bakimindan saglikli olan spermin az olmasidir. Astenospermi ise ejakiilattaki

spermlerin hareketliliginin normal degerden diisiik olmasi durumudur.

2.5. Aneuploidi

Insanlarda her hiicre normalde 23 ¢ift kromozom igerir, yani toplam 46
kromozom. Otozom adi verilen bu c¢iftlerden 22'si hem erkeklerde hem de
kadinlarda aymi gériiniir. Insanlarda 22 ¢ift numarali kromozom (otozom) ve bir

cift cinsiyet kromozomu (XX veya XY) olmak iizere toplam 46 adet bulunur.

Kromozom sayisinda degisiklik (artig-eksiklik) goriilmesine aneuploidi
denilmektedir. Kromozomlarin ayrilamamasina (non-disjunction), mayoz I veya

mayoz II’deki anormal hiicre béliinmeleri neden olabilir. Bu durum aneuploidi
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ile sonuglanmaktadir. Kromozomlarin mayozun I. anafazinda birbirinden ayrilip
z1t kutuplara ¢ekilmesi gerekmektedir. Baz1 durumlarda birbirinden ayrilmayip
birlikte ayn1 kutba giderler. Sonugta, bir mayozla meydanagelen iki ¢esit esey
hiicresinden biri ayn1 kromozomdan ikisini birden tasiyacaktir. ‘‘n+1° olarak
degerlendirilecektir. Diger esey hiicresi ise bu kromozom ¢esidini hig

tagimayacaktir. “‘n-1"" olarak degerlendirilecektir.

Trizomi, somatik hiicrelerde kromozom sayisinin normalden bir fazla olmasidir.
Trizomi, mayoz sirasinda ayrilmamasi sonucunda gergeklesebilir. Ug tip trizomi
bulunmaktadir. Birincisi trizomi 13, ikincisi ise trizomi 18’dir ve sonuncusu

trizomi 21°dir.

Tablo 2.5.1.: Otozomal Aneuploidiler

Down Sendromu Trizomi 21
Edward Sendromu Trizomi 18
Patau Sendromu Trizomi 13

Trizomi 21, en sik goriilen kromozomal rahatsizliktir. Kromozomlarin mayoz
béliinmede ayrilmamas: ile karakterizedir. insanda 21. Kromozomun fazladan
bir kopyasma sahip olunmast durumudur. 47, XX olarak tanimlanmistir.
Anneden alman kan Orneginden ya da fetiisiin amniyotik sivisindan alinan
hiicrelerde Floresan In Situ Hibrizasyon (FISH) yontemi ile tespit
edilebilmektedir. Anne adaymin yasmin ilerlemesi ile Trizomi 21 riski de

artmaktadir.

Trizomi 13, Patau sendromu olarak da bilinmektedir. Trizomi 13 viicut
hiicrelerinde bulunmakta olan 13. Kromozomun 2 kopya yerine 3 kopyasinin
bulundugu genetik bir sendromdur. 10.000 dogumdan birinde goriilmektedir.
Trizomi 13 oldukga agir bir anomali tiiriidiir. Bu neden ile dogan bebeklerin
%951 1lk y1lda kaybedilmektedir. Patau sendromunda mozaik durum s6z konusu
olabilmektedir. Bu durumda hiicrelerin bir kism1 normal yapida olacagindan
belirli bir slire yasam miimkiin olabilmektedir. Sendromun prognozu koti
olduguicin erken prenatal tan1 ¢ok 6nemlidir. Down sendromunda oldugu gibi

Patau sendromunda daanne yas1 arttik¢a risk artmaktadir (Pereira, 2023).
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Trizomi 18 de bir kromozom anomalisidir. Cift kopya olmasi gereken 18.
Kromozomun ii¢ kopya olmasi ile Trizomi 18 meydana gelmektedir. Edwards
Sendromu olarak da bilinmektedir. Trizomi 18, Down sendromundan sonra
goriilen en sik ikinci anomalidir.Genellikle fetiis tam gelisemez ve gebelik 6lii

dogum ile sonuglanmaktadir. Dogum sonrasiise diisiik sagkalim goriilmektedir.

Triploidi, 3 takim kromozom seti bulunmast durumudur. Genellikle yasam ile
uyumsuzdur. Abort ile sonuglanan gebeliklerde embriyolarda yapilan kromozom
analizleri ile tespit edilmistir. Triploidi iki spermin tek bir yumurta hiicresi ile

birlesmesi sonucunda goriilebilmektedir.

Monosomi, somatik hiicrelerde bir kromozomun eksikligidir. Genellikle
gonozomol kromozomlarda goriilmektedir. Otozomal kromozom kayiplar

cogunluklar letaldir. Turner sendromu bir monosomi 6rnegidir.

Tablo 2.5.2: Kromozomal Aneuploidiler

Turner Sendromu 45, XO
Triple X Sendromu 47, XXX
Klinefelter Sendromu 47, XXY
Jacobs Sendromu 47, XYY

Turner Sendromu, kadinlarda goriilen bir kromozomal anomalidir. Esey
kromozomlarindan biri olan X kromozomun eksikligi ya da yapisal bozuklugu
olarak tanimlanmaktadir. Insidansi 1/2.000°dir. Sendroma sahip kadinlarda
menstriiasyon goriilmemektedir. GoOgiis ve kalga gelisimi olmamaktadir.

Belirgin olarak genis bir boyun ve omuz yapilar1 bulunmaktadir.

Triple X sendromu, siiper disi sendromu olarak da adlandirilmaktadir. En sik
goriilen aneuploidilerden biridir. 2.000 dogumdan birinde goriilebilmektedir.

Normal fiziksel ve mental gelisim goriilmektedir.
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Klinefelter Sendromu (47,XXY), erkekte testosteron eksikligine bagli olarak
cinsel gelisimin yavaglamasi ile birlikte infertilite ile iligkili en yaygin goriilen
kromozomal anomalidir. 1.000 dogumdan birinde klinefelter sendromu

goriilmektedir.

Jacob’s Sendromu (47,XYY), siiper erkek olarak da adlandirilan kromozomal
bir anomalidir. Hastalarda ¢ocukluk doneminde 6grenme giicliigii ve konusma

becerisinde zorluk goriilebilmektedir.

1
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Sekil 2.5.1: Triple X Sendromu Sekil 2.5.2: Turner Sendromu

2.6. Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Laboratuvar ortaminda tek bir spermin sec¢ilerek mikro enjeksiyon ignesi ile
yumurta hiicresine enjekte edilmesi intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu olarak
tanimlanmaktadir. Geleneksel in vitro fertilizasyon yonteminde laboratuvar
ortaminda spermlerin ve olgun yumurtanin karsilastirilarak fertilizasyonun
gerceklesmesi beklenmektedir. ICSI siddetli erkek faktorlii infertil ciftlerde
tedavi amaci ilk olarak 1992 yilinda gelistirildi. (Palermo ve ark., 1992).

Ik olarak siddetli erkek faktorlii infertil ciftlerde tedavi olarak kullanilmasina
karsin 2000°1i yillarin basinda erkek faktoriine bakilmaksizin infertil ¢iftlerde
siklikla tercih edilenbir teknik haline gelmistir. (Boulet ve ark., 2015).

ICSI teknigi infertilite tanimlanmis ¢iftlerde yapilan semen analizinde sperm
sayis1 ya da hareketliligi az ise tercih edilebilmektedir. Kadin hastada ovulasyon
diizensiz ya da ovum {iretimi yetersiz ise ICSI teknigine fertilizasyon sansini

arttirmak amaci ile bagvurulabilmektedir.
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Agiklanamayan infertilite tanis1 almis ciftlerde de siklikla ICSI teknigi tercih
edilmektedir. (Check ve ark., 2011)

ICSI teknigi ii¢ asamal1 bir siiregtir. Ilk olarak laboratuvar ortaminda kadin
hastadan aliman yumurtalar uygun kosullar altinda biiyiitilmek i¢in
toplanmaktadir. Yumurtalarin biiylime siireci agsama asama mikroskop altinda
kontrol edilmektedir. Olgunlasan yumurtalar tespit edilir ve ICSI islemine
hazirlanir. Tkinci asama olarak ICSI isleminde enjekte edilecek hastadan alinan
sperm mikroskop altinda incelenir. Tek bir sperm hiicresi segilir. Islemin son
asamasi olarak secilen sperm mikro enjeksiyon ignesi ile mikroskop altinda

yumurta hiicresinin i¢ine enjekte edilir.

ICSI isleminden sonra fertilizasyon 15-24 saat icerisinde gerceklesmektedir.
Yumurta mikroskop altinda incelenmektedir. islemden bir giin sonra yumurtada
pronukleus saptanmasi beklenmektedir. Pronukleus saptanan doéllenmis
yumurtanin belirli bir slire uygun kosullarda besiyerinde tutularak boliinmeye
baslamasi beklenmektedir. Daha sonra gelisen embriyolar uygun transfer tarih

ve kosulunda anne adayina transfer edilmektedir.

2.7.  Fizyolojik Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (PICSI)

Fizyolojik Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (PICSI) in vitro fertilizasyon
tedavisinde kullanilan tekniklerden biridir. Bu teknik ile yumurta ile birlesecek
olan spermin se¢imi sirasinda hedef en 1yi kalitedeki spermleri segerek

toplamaktir.

Fizyolojik Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu da geleneksel intra sitoplazmik
sperm enjeksiyonu gibi secilen bir spermin yumurtaya enjekte edilmesi esasina
dayanmaktadir.Geleneksel ICSI tekniginde enjekte edilecek sperm morfoloji ve
motilite kriter kontrolleri iginmikroskop altina alinmaktadir (Chen, Y., Zhao, X.,
& Zhang, Y. ,2019). Sadece morfolojik vemotilite kriterleri kontrol edildiginde

kromozomal hasara sahip spermin se¢ilme olasilig1 da artmaktadir.
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PICSI tekniginde ise geleneksel ICSI yonteminden farkli olarak sperm DNA
hasar1 da degerlendirilmektedir (Thompson, C., & Steer, P. J., 2020).

Sekil 2.7.1: Sperm Mikroenjeksiyonu

Son yillarda yapilan ¢alismalarda arastirmacilar Hyaluronik asit baglanmasina
dayali gelistirilen tekniklere olumlu bakmaktadir. Ilk olarak Huszar ve
arkadaslar1 tarafindan olusturulmus bu teknik sayesinde Oosit-kiimiiliis
kompleksini ¢evreleyen hiicre dis1 matrisin énemli bir bileseni olan hyaluronik
asite (HA) baglanan spermlerin daha olgun oldugu, daha iyi DNA sikismasina
ve daha az kalinti sitoplazmaya sahip oldugu rapor edilmistir (Dandekar ve
arkadaslari, 1992). (Parmegiani ve digerleri, 2010; Mokanszki ve digerleri,
2014; Rashki Ghaleno ve digerleri, 2016, West ve ark 2022). Calismada canli ve
cansiz spermi ayirt etmek icin FertiLight kiti kullanilmistir. Anilin mavisi
kromatin boyama ile kalici histonlar tespit edilirken pisum sativum lektin
boyama ile akrozomal biitiinliik ortaya cikarildi. Yalnizca canlispermde HA
baglanmasi1 goriildii. Ek olarak Hyaluronik asit bagli spermde reaksiyona

girmemis akrozomlar goriliir.

Calismanin amacina uygun olarak sperm olgunlugunun veolgunlasmamisliginin
tiim belirtecleri, HA'ya bagli spermin olgun oldugu hipotezinidestekledi.

PICSI teknigi ile DNA hasar1 olmayan spermlerin fertilizasyon icin se¢ilmesi
bdylelikle canli dogum oranlarinin arttirilmasi ve dogan bebeklerde aneuploidi
riskini en aza indirgemek hedeflenmektedir (Bernstein, J., & Juarez, M. A.

2018).
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2.7.1. Fizyolojik ntra sitoplazmik sperm enjeksiyonu protokolii

Fizyolojik ICSI in vitro fertilizasyon tedavi yontemlerinde spermin yumurtaya
baglanma yetenegini arttirmayr amaclayan tekniktir. Geleneksel mikro

enjeksiyondan farki sperminfizyolojik bir caligma protokoliine tabii tutulmasidir.

Fizyolojik ICSI dért adimdan olusmaktadir. Ilk adim spermin baglanma
ozelligini imceleyebilmek i¢in Petri kab1 hazirlik asamasidir. Bu protokolde petri
kabi hyaluronik asit ile kaplanmaktadir. Ikinci adim ise semen analizi ile
degerlendirilip hazirlanmis spermlerin hazirlanan hyaluronik asit kapli petri
kaplarina eklenmesidir. Sperm eklenen petri kab1 laboratuvar ortaminda belirli
sicaklik ve PH degerinde inkiibe edilmektedir. Bu sayede sperm orneklerinin
hyaluronik asit ile kaynasmasi beklenmektedir. Son adim olarak petri kaplari
mikroskop altinda incelenmektedir. Hyaluronik asite baglanan spermler
mikroskop altinda tespit edilir ve intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu i¢in hazir
edilir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar hyaluronik asite baglanan spermin daha az
DNA sikismast gosterdigi ve daha az DNA hasarina sahip oldugunu

gostermektedir.

—

Sekil 2.7.1.1: Petri Kab1 Icerisinde Sperm Ornekleri

2.8.  Floresan In Situ Hibridizasyon

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) molekiiler biyoloji alaninda énemli role
sahip bir tekniktir bu teknik sayesinde hiicrelerin DNA dizileri belirlenebilir.
FISH sayesinde hiicrelerdeki DNA dagilimi ve organizasyonu arastirilabilir

ozellikle kromozomlar anomalilerin tespit edilmesinde ve genetik tanida yaygin
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olarak kullanilan bir tekniktir (Peters, Steele, & Breg, 2023). Son yillarda
infertilite tedavisinde kullanilan in vitro fertilizasyon tedavisinde embriyonun
olusturulmasi ve embriyonun olusturulmasindan sonraki siirecte genetik
yapilarinin incelenmesi ve saglikli gebelik sansii arttirmak i¢in 6nemli bir
adimdir. FISH teknigi IVF tedavisinde embriyolarinin genetik yapisini analiz
etmek i¢in onemli bir rol oynamaktadir (Peters, Steele, & Breg, 2023).
Embriyolarin kromozomal yapilarin1 incelemek i¢in pre-implantasyon genetik
tanida FISH teknigi iyi bir segenektir. [VFtedavisinde embriyolarda meydana
gelebilecek herhangi bir genetik anomali embriyonun implantasyonunu
engelleyebilir veya abort durumuna neden olabilir. Bu neden ile embriyolarinin
genetik yapisinin incelenmesi saglikli bir gebelik sansin1 ve canli dogumoranini
arttirabilir (Wang & Zhang, 2023). FISH teknigi genetik analiz i¢in kromozomal
anomaliler hizl1 ve hassas bir sekilde tespit edebilmektedir. Bu teknik sayesinde
hem hizli sonuglar elde edilmekte hem de embriyonun genetik yapisini
incelemek icin minimal bir hiicre 6rnegi yeterli olmaktadir. FISH teknigi
ozellikle belirli kromozomal anomalileri tespit edebilmek i¢in yiiksek duyarlilik
saglar. FISH tekniginde belirli kromozom bolgelerine DNA problart baglanir ve
bdylece bu kromozomlarin varligini veya yoklugunu tespit edebiliriz. FISH
teknigi, 6rnek hazirligi, hedef DNA’nin denatiirasyonu, problarin hazirlanmasi,
hibridizasyon, yikama, boyama, mikroskopi ve sonuglarin yorumlanmasi
adimlarmdan olusmaktadir Ormek hazirhigi asamasinda doku veya hiicreler
toplanir daha sonrasinda mikroskopla yayilir ve hiicreler fiksasyon yontemi ile
sabitlenir. ikinci adim olan hedefDNA nin denatiirasyonu ise hiicrelerin igindeki
DNA nin iki zincirinin birbirinden ayrilmasidir. Bunun i¢in yiiksek sicaklik veya
kimyasallar kullanilmaktadir. Bu adimda DNA tek zincirli hale gelir. Ardindan
floresan problarin se¢imi gergeklestirilmektedir. Spesifikkromozomal bolgeleri
hedefleyen floresan boyalarla isaretlenmis DNA proplari hazirlanir. Proplar da
hedef DNA gibi tek zincir haline getirilir. Hibridizasyon i¢in prop hedef DNA
zinciri tizerine uygulanmaktadir. Proplar DNA’ya baglanmak i¢in hiicrelere
niifus eder bu hibridizasyon siirecidir. Hibridizasyon sonrasi hiicreler
baglanmamis veya spesifik olmayan proplar1 uzaklagtirmak i¢in yikanmaktadir.
Yikama asamasindan sonra hiicre ¢ekirdeklerinin kontrast olusturmasi igin

floresan boyalarla boyanir. Son asama olarak ise 6rnekler floresan mikroskopta
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incelenir. Spesifik kromozom boélgelerine bagli olan floresan proplar belirli
renklerde 1s1ma/parlama yapmaktadir. Boylelikle mikroskop altinda spesifik
kromozom bolgeleri incelenebilir bu nedenle FISH tekniginde kromozomlardaki
sayisal veya yapisal degisiklikler tespit edilebilir. Embriyo gelisim siirecinde

aneuploidi varliginin tespiti i¢in biiylik 6nem arz etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Aragtirma retrospektif olarak Istinye Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Gaziosmanpasa subesinde yiiriitiilmiistiir. Hyaluronik Asit Igerikli
Sperm Segimi ve Aneuploidi konu baslikli tez calismamiz, Istanbul Yeni Yiizyil
Universitesi Fen, Sosyal, ve Girisimsel Olmayan Saglik Bilimleri Arastirmalar
Etik Kurulu’nun gergeklestirmis oldugu 06.05.2024 tarih ve 2024/05-1270 sayil
toplantis1 sonucunda ‘UYGUN’ bulunmustur.

Retrospektif ¢alismamiz, PICSI veya ICSI ile se¢ilen spermler ile yapilan intra
sitoplazmik sperm enjeksiyonu sonrasi gelisen embriyolarin PGD yontemi ile
aneuploidi taramasmma dayali, embriyo gelisim parametrelerini ve IVF
sonuglarini igermektedir. Embriyolarin incelenmesinde PGD yontemi olarak
Floresan In Situ Hibridizasyon teknigi kullanildi. Olgulardan elde edilen veriler
Excel tablosuna yerlestirilip istatistiksel degerlendirme yapilmis olup PICSI
yonteminin gelisen embriyolarda aneuploidi se¢iminde ne gibi yarar1 oldugu
arastirildi.  Calismada tiim prosediirler etik kurul onayr dogrultusunda

gerceklestirildi.
3.1. Hasta Popiilasyonu ve Dahil Edilme Kriterleri

Sebebi tanimlanamayan infertil kabul edilen 27 ¢ift aragtirmaya dahil edildi. Yas
aralig1 25-35olan kadin hasta ve 25-45 yas araliginda esleri calismaya dahil
edildi. Eslerde semen analizinde sperm bulunan olgular degerlendirmeye alindi.
35 yag iistii kadin hasta, azoospermiye sahip erkek hastalar arastirmaya dahil
edilmedi. Tiim olgular PGD testinden ge¢mistir. Bu kriterleri tasimayan olgular

arastirmaya dahil edilmemistir.

Hastalar onceden programlandigindan arastirmadan c¢ikarilma s6z konusu
olmamistir. Caligma, bir diagnostik test ile ilgili oldugundan ve hastalara bir

tedavi uygulanmadigindan ¢ikarilma kriteri bulunmamaktadir.
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3.2. incelenen Parametreler

Hasta yast1, oosit sayisi, fertilizasyon oranlari, gelisen embriyo kalitesi,
gebelik, gebelikkayiplar: ve dogum oranlari ile PGD sonuglari her iki
grupta degerlendirildi.

3.3. Istatiksel Analizler

Sonuglar, normal sayisal degiskenler i¢in ortalamatstandart sapma (SD),
kategorik degiskenler icin medyantgeyrekler arasi aralik ve ylizde olarak ifade
edildi. Normal dagilima sahip ve yeterli biiyiikliikkteki 6rneklerin ortalamalari,
bagimsiz 6rnekler parametrik testi (bagimsiz ornekler t-Testi) ile karsilastirildi.
Nicel degiskenlerin normal dagilim kontrolii shapiro wilk analizi ile kontrol
edilmistir, normal dagilim gosteren nicel degiskenlerde grup karsilastirmasi one
way anova ile, normal olmayan dagilim i¢in medyanlar, Mann-Whitney U-testi
parametrik olmayan test ile karsilastirildi. Kategorik degiskenler ki-kare testi
kullanilarak karsilastirilmig olup, P-degerleri <0.05 anlamli kabul edildi.
Istatistiksel analiz, Statistical Package for the Social Sciences 20 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Tablo 4.1: Kadin Hasta Demografik Bilgileri.

n=27 Minimum Maksimum Ortalama Std. Sapma
Yas 23,00 34,00 29,19 3,09
Toplam oosit 13,00 34,00 21,78 5,00
M2 (%) 58,82 100,00 80,72 11,09
M1 (%) 0,00 20,00 7,13 7,16
GV (%) 0,00 20,00 8,24 6,89
DIJ (%) 0,00 10,00 1,88 341
EZ (%) 0,00 20,00 2,03 4,89
Sol over (3. giin) 5,00 16,00 9,81 2,84
Sag over (3. giin) 2,00 17,00 9,81 3,04
E2 (pg/ml) 8,50 63,00 31,57 13,21
Indiiksiyon dozu (IU) 1425,00 4500,00 3033,33 846,57

Yas ortalamasi 29 olan 27 kadin hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Calismada

incelenen toplamoosit sayisinin ortalamasi 21°dir. Calismada tespit edilen M2

diizeyi ortalama olarak %80°dir.
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B M2 (%)
M1 (%)
B GV (%)
H D) (%)
HEZ (%)

Sekil 4.1: Oosit dagilimi.

M2 diizeyine ulasan oosit sayisi ortalama olarak %80,72’dir. Caligmada
dejenere olan oositsayisi ortalama %1,88’dir.

Tablo 4.2. : Gruplarda Kadin Hasta Demografik Bilgileri ve Karsilastirma.

ICSI(n=15) PICSI(n=12)
Ortalama  Std.Sapma Ortalama Std. Sapma VA p
Yas 29,40 2,82 28,92 3,50 0,27 0,787
Toplam oosit 22,47 4,69 20,92 5,45 1,18 0,238
M2 (%) 79,49 12,40 82,25 9,51 0,69 0,489
M1 (%) 8,30 7,83 5,66 6,22 0,75 0,452
GV (%) 7,29 7,49 9,44 6,18 0,89 0,373
DIJ (%) 1,79 3,72 1,99 3,14 0,47 0,635
EZ (%) 3,13 6,11 0,67 2,31 1,22 0,221
Sol over (3. giin) 9,80 3,05 9,83 2,69 0,05 0,959
Sag over (3. giin) 10,07 3,51 9,50 2,43 0,72 0,474
E2 (pg/ml) 32,03 10,36 31,00 16,60 0,44 0,660
Indiiksiyon dozu (TU) 3070,00 705,54 2987,50 1027,77 0,10 0,921

wkk Mann-Whitney Test
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Kadin demografik 6zellikleri gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir

(p>0,05).

Ciftlerden 15’ine ICSI teknigi uygulanmstir. Ciftlerden 12’sine PICSI teknigi
uygulanmistir. Her iki grup arasinda kadin hasta yas farkinda anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir.

ICSI uygulanan 15 kadin hastada ortalama M2 diizeyine ulasan oosit sayisi
%79,49’dur. PICSI uygulanan 12 kadin hastada ortalama M2 diizeyine ulasan oosit
say1s1 %82,25’tir.

Tablo 4.3. : Erkek Hasta Sperm Ozellikleri.

n=27 Minimu Maksimu Ortalama Std. Sapma
m m
Yas 25,00 41,00 32,15 4,87
Sperm sayis1 21,00 185,00 54,15 32,38
Motilite 30,00 83,00 50,37 12,44
Morfoloji 5,00 9,00 7,04 1,02
volum (ml) 1,50 4,50 2,20 0,79
Sperm sayis1 (yikama) 8,00 60,00 21,93 11,21
Motilite (yikama) 62,00 95,00 717,56 9,30
Morfoloji (yikama) 9,00 17,00 12,78 2,17

Calismaya ortalama yas1 32 olan 27 erkek hasta dahil edilmistir. Sperm

sayis1 ortalama 54milyondur. Ortalama motilite %50°dir.



Tablo 4.4. : Gruplarda Erkek Hasta Sperm Ozellikleri ve Karsilastirma.

ICSI (n=15) PICSI (n=12)
Z*** p
Ortalama Std. Sapma Ortalama  Std. Sapma

Yas 32,27 4,99 32,00 4,94 0,12 0,902
Sperm sayisl 56,13 20,77 51,67 43,78 1,76 0,079
Motilite 50,33 11,54 50,42 14,00 0,20 0,845
Morfoloji 7,07 0,88 7,00 1,21 0,26 0,796
volum (ml) 2,07 0,53 2,38 1,03 0,36 0,716
Sperm sayisi

(yikama) 22,47 8,43 21,25 14,35 1,30 0,194
Motilite (yikama) 78,73 8,51 76,08 10,41 0,91 0,365
Morfoloji

(yikama) 13,13 1,85 12,33 2,53 0,81 0,416

wkk Mann-Whitney Test

Erkek hasta sperm ozellikleri gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir
(p>0,05).

Ciftlerden 15’ine ICSI teknigi uygulanmistir. Ciftlerden 12’sine PICSI teknigi
uygulanmigtir. Her iki grup arasinda erkek hasta yas farkinda anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir

Her iki grup arasinda ortalama sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisi anlamli
bir farklilikgostermemektedir.

Tablo 4.5. : Gruplarda Gebelik ve Dogum Durumu, Karsilastirma.

ICSI (n=15) PICSI (n=12) Ki Kare P
% n %

i Pozitif 9 60,0% 9 75,0%
Gebelik o ° 0,67 0,411
Durumu Negatif 6 40,0% 3 25,0%

5 Dogum

Dogum g 0.50*
Durumu Diisiik 3

*: Fisher's Exact Test
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Pozitif gebelik ICSI grubunda %60, PICSI grubunda %75 tir; istatistiksel olarak
onemli farksaptanamamistir (p=0,411).

ICSI grubunda 9 pozitif gebeligin 6’s1 dogum ile sonuglanmistir. PICSI

grubunda 9 pozitifgebeligin 7’si dogum ile sonu¢lanmistir.

Tablo 4.6. : Gruplarda 1. ve 2. Giin Fertilizasyon Siireci ve Karsilagtirma.

M2 DEGERLENDIRMELERI:

ICSI (n=235) PICSI (n=235)
Ki Kare p
n % n %
o 2 pronikleus 186 79,1% 202 86,0%
1.Gin  Fronikleus 4,78 0,042
olusumu Dejenere /FF 49 20,9% 33 14,0%
n=186 n=202
Yok 158 84,9% 176 87,1%
Fragmantasyon 0,38 0,535
Var 28 15,1% 26 12,9%
Esit 94 50,5% 113 55,9%
Bolunme esitligi 1,13 0,287
Esit degil 92 49,5% 89 44,1%
2. gin
Aydinlik 185 99,5% 202 100,0%
Hucre i¢i rengi 0,479*
Karanlk 1 0,5%
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma t* p
Blastomer sayisi 3,86 1,08 3,75 1,08 0,98 0,328

*: Fisher's Exact Test

** : Bagimsiz gruplarda t Testi

Birinci giinde 2 pronukleus olugma oran1 PICSI grubunda (%86,0) daha fazladir

ve istatistiksel olarak &nemlidir (p=0,042). Ikinci giinde fragmantasyon,

boliinme esitligi vehiicre i¢i rengi bakimindan gruplar farkli degildir.
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Tablo 4.7. : Gruplarda 3. Giin Fertilizasyon Siireci ve Karsilagtirma.

ICSI (n=186) PICSI (n=202)
Ki Kare p
n % n %
Yok 158 84,9% 168 83,2%
Fragmantasyon 0,22 0,633
Var 28 15,1% 34 16,8%
510 Esit 72 38,7% 85 42, 1%
Bolunme ’ ’ " 045 0499
esitligi Esit degil 114 61,3% 117 57,9%
Aydinlik 181 97,3% 201 99,5%
Hucre igi rengi 0,109*
Karanlik 5 2,7% 1 0,5%
Ortalama Std.Sapma Ortalama Std. Sapma t** p
Blastomer sayisi 6,72 2,53 7,00 2,57 1,08 0,281

*: Fisher's Exact Test

** : Bagimsiz gruplarda t Testi

Ugiincii giin fertilizasyon siireci incelendiginde fragmantasyon, béliinme

esitligi ve hiicre i¢irengi bakimindan farklilik saptanmamuistir.

Tablo 4.8. : Gruplarda Kromozom Ozelligi.

ICSI PICSI )
" o Ki Kare p
Kromozom 13 Normal 3 37,5% 36,4% Gy
(n=19) Ansploid 62,5% 7 63,6% ’
Kromozom 18 Normal 80 82,5% 108 i 0,65 0,420
(n=222) Andploidi 17 17,5% 17 13,6% ’ '
Kromozom 21 Normal 37,5% 18,2% -
(n=19 Andploidi 62,5% 9 81,8% ’
Kromozom X Normal 84 86,6% 1 S 1,20 0,273
(n=222) Anéploidi 13 13,4% 11 8,8% ’ '
0, 0,
Kromozom Y Normal 47 e o 40.8% 1,29 0,255
(n=222) 50 51,5% 74 59,2% ’ '
Andploidi ’ '

*: Fisher's Exact Test
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Istatistiksel analizler:

Nitel degiskenlerin karsilastirilmasinda Pearson Ki Kare Analizi, Fisher's Exact
Test, ortalamalarin karsilastirilmasinda Bagimsiz gruplarda t Testi ve Mann-

Whitney Testuygulanmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Demografik bilgileri bakimindan aralarinda anlamli farkin bulunmadigi, 27 ciftin
incelendigi retrospektif calismamiz sonucunda ICSI ve PICSI teknigi uygulanan

hastalarda canli dogum oranlar1 ve kromozomal anomaliler incelenmistir.

Her iki yontemde tek bir spermin mikroenjeksiyon ignesi ile dogrudan oosite
enjekte edilmesine dayanmaktadir. PICSI tekniginde ICSI teknigine kiyasla,
sperm hiicresinin hyaluronik asit kapli bir petri kabina baglanma yetenegini temel
almaktadir (Miller et al., 2019). PICSI tekniginin bdylelikle daha olgun ve DNA
biitlinliigii daha yiiksek spermlerin se¢ilmesine olanak tanidigi son yillarda

arastirmacilar tarafindan one siirtilmektedir (Ribas-Maaynou 2022).

Calismamiz ICSI teknigi ile secilmis spermler ve PICSI teknigi ile secilmis
spermler ile gerceklestirilen fertilizasyon sonuglarinda kromozomal anomaliler ve
canli dogum oranlar1 agisindan anlamli bir fark olmadigini ortaya koymustur. Bu
bulgular her iki yonteminde klinisyenler ve tedavi amaci ile klinige bagvuran

hastalar tarafindan dikkate alinmasi gereken 6nemli unsurlardir.

Nasr Esfehani ve ark 2008 de yaptiklar1 bir ¢alismada sperm kalitesi ve DNA
fragmantasyon parametrelerini PICSI yontemi sonrasi elde edilen spermlerde
arastirdilar ve hyaluronan’a baglanan sperm orani ile DNA fragmantasyonlu

sperm arasinda negatif bir iligki elde ettiler (2008).

Literatiirde, PICSI yonteminin 6zellikle genetik hasar1 daha az olan spermlerin
secilmesine olanak tanidigindan daha saglikli embriyolar elde edilmesine katki
saglayacag1 belirtilmektedir (Huszar, 2005,2007). Ancak PICSI ve ICSI
yontemini gebelik oranlari ve kromozomal anomalileri degerlendirerek
gerceklestirmis oldugumuz retrospektif calismamiz bu beklentiyi destekleyecek

veri sunmamaktadir.
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Insan oositleri déllenme siirecinde dogal olarak Hyaluronik Asit ile gevrelenir ve
bu durum dogal sperm seciminin gerceklestigi ortamdir. Ayrica olgun
spermatozoada hyaluronik asit reseptorlerinin varligi tespit edilmis ve sperm
maturasyonu, akrozom reaksiyonu, motilite, hyaluronidaz aktivitesi ve sperm-
zona baglanmasinda en az ¢ hyaluronan baglayict protein rol aldigi

gosterilmistir (Kizilay ve ark. 2017).

Jakab ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢calismada Hyaluronik Aside bagli spermatozoanin
sperm maturasyon siirecini basari ile tamamladigini, ve testiste eksprese edilen bir
saperon proteini olan HSPA2'nin artan seviyelerini sergiledigini bildirmistir
(Jakab 2005). Ayrica, Hyaluronik Aside bagl spermatozoa ayni zamanda DNA
fragmantasyonundanve apoptotik belirte¢ olan kaspaz 3'ten de yoksundur. Cayl
ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada Hyaluronik aside bagli spermatozoanin,
baglayici olmayan benzerlerinekiyasla daha diisiik bir kromozomal aneuploidi
siklig1 sergiledigini gosterdiler (Cayli ve ark2004). Gelisimsel olgunlagsmanin bu
biyokimyasal ve molekiiler parametrelerinin her biri, bagarili implantasyon 6ncesi
embriyo gelisimine babanin katkisinda kritik bir rol oynar. Ahmadi ve ar. 2022 de
yaptiklar1 calismada cesitli sperm se¢im yoOntemlerini agiklanamayan infertil
hasta grubunda incelediler, MAC’s yonteminin bu konuda en basarili oldugunu
gosterdiler (Ahmadi 2022). DNA fragmantasyon indeksi ile Macs sonuglariin
negatif korelasyonu bulundugunu, ancak PICSI ve swim up ydnteminde bu
korelasyonun elde edilemedigini ifade ettiler. Arastiricilarin bu sonuglariin bizim

sonuc¢larimiza benzer oldugu anlasilmistir.

Ek olarak infertilite tedavisine bagvurmus erkek faktoriine sahip ¢iftlerde PICSI
tekniginin ICSI teknigine kiyasla daha basarili oldugunu kanitlamak i¢in yeterli
bilginin de heniliz mevcut olmadigi kaynaklarda bildirilmistir (Avalos-Duran,
2018). Gode ve arkadaslarinin 2023 de yaptiklar1 ¢aligmada PGTA sikluslarinda
cesitli sperm se¢cim yontemleri ve euploidi iliskisini incelediler, tek embriyo
transfer sikluslarindabu se¢im yontemlerinin gebelik basarisina herhangi bir
katkisinin  bulunmadigini, ancak bu bulgularin dogrulanmasi i¢in genis caligma
gruplart ile prospektif randomize ¢alismalara ihtiya¢ bulundugunu agikladilar

(Gode ve ark 2023).
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Bulgularimiz dogrultusunda, infertil ciftler i¢in gelistirilen yardimer iireme
teknolojileri alaninda gelecek c¢alismalarin, PICSI ve ICSI yontemlerinin
etkilerinin daha detayli incelenmesi ve uygulanabilirlik ile ilgili daha genis ¢apta

caligmalaryapilmasi gerektigi sonucuna varilmstir.
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