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Prof. Dr. imer OKAR

Histoloji ve Embriyoloji Uzmanlik Dernegimiz (HEMUD) Mayis 2022 tarihinde 4. olagan genel
kurulu toplantisi sonrasi olusturulan yeni yonetim kuruluyla yoluna devam etmektedir. Tibbi
histoloji ve embriyoloji uzmanlarinin haklarini ve mesleki onurunu korumak amaciyla kurulan
dernegimiz; ayrica sorumlusu oldugumuz tibbi histoloji ve embriyoloji laboratuvari, androloji
laboratuvari ve IVF laboratuvarlarinda en kaliteli hizmeti vermek ve bu laboratuvarlarda calisan

tim personelin haklarini korumak amacini da tasimaktadir.

HEMUD Yonetim Kurulu olarak online dergimizin ilk sayisini ¢ikarmanin heyecani icerisindeyiz.
ilk sayrmizin Cumhuriyetimizin kurulusunun 100. yilina denk gelmesi bizler igin ayrica bir seving
kaynagi oldu. Baslangi¢ta dergimizin yilda iki kez yayinlanmasini planliyoruz. Amacimiz Tibbi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ile ilgili gincel bilgileri sizlere duyurmak ve bilgilendirmek-
tir. Ayrica hocalarimiz, uzman ve asistan arkadaslarimiz ile mesleki bagi gili¢lendirmek ve bilgi
aligverigsinde bulunmak hedefimizdir. Dergimiz tibbi histoloji, embriyoloji, infertilite ve rejeneratif

tip alaninda iceriklerden olusacaktir.

Dergimizin her bir sayisinda; makale 6zetleri olacaktir. Kilavuz bilgilendirmeleri ve raporlar
6zet halinde sunulacaktir. Saglik Bakanligi'na bagli Uremeye Yardimci Tedavi Merkezlerin (UYTEM)
tanitimina yer verilecektir. Laboratuvarda kullandigimiz cihazlara ait bir tanitim bélimid olacaktir.
Bir bilim insani tanitimi yapilacaktir. Laboratuvar ve laboratuvar uygulamalar: ile ilgili teorik ve
pratik bilgiler iceren bir bdélim olacaktir. Son olarak da uzmanlik alanimizla ilgili haberler ve
duyurulara yer verilecektir. Bu boélimler daha sonraki sayilarda sizlerden gelen talep Ulzerine

yeniden sekillenebilecektir.

Bu sayinin hazirlanmasinda emegi gecen ve destek olan hocalarimiza ve meslektaslarimiza
HEMUD yoénetim kurulu adina ¢ok tesekkiir ederim. Dergimizin hepimiz i¢in hayirli olmasini

temenni ediyorum.
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Add-ons in the laboratory: hopeful, but not always
helpful

Sarah Armstrong 1, Monique Atkinson 2, Jeanette MacKenzie 2, Allan Pacey 4, Cynthia Farquhar 2

Hazirlayan:
Uzm. Dr. Fatma Nur KARAKUS
Eskisehir Yunus Emre Devlet Hastanesi

Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi

IVF laboratuvarinda ilave tedavi yontemleri: umut verici ancak her
zaman yardimci degil

OZET

Uremeye yardimci tedavi (UYTE) uygulamalarindaki her asama énemlidir ancak en 6nemlisi laboratu-
var asamasidir. Basari sansini artirmak igin ilave tedavi yontemleri 6nerilmektedir fakat yeni gelis-
tirilen her tibbi midahalede oldugu gibi, UYTE laboratuvarindaki ilave yéntemler de rutin uygulama
olarak hastalara sunulmadan &nce iyi tasarlanmis calismalarla gerekgelendirilmelidir. ilave yéntem-
lerle canli dogum sansini artirmak amacglanmaktadir ancak glvenlikleri ve etkinlikleri net degildir.
Ayrica ilave yoéntemlerin kullanimi ¢iftlere ekstra mali yik getirmektedir. Yaygin olarak kullanilan
ilave yontemlerin incelendigi bu yazida, bu yéntemlerin rutin kullanima girmesini destekleyecek
herhangi bir kuvvetli kanit bulunamamistir.

UYTE laboratuvar uygulamalari, tip bebek te- tuvar yontemlerinin ¢cogu farmasétik dizenleme-
davisi sonuclari igin kritik 6neme sahiptir. Pek lerin disindadir ve bu nedenle kullanima girme-
¢ok bilim adami ve klinisyen basari oranini artir- den once titiz degerlendirmelere tabi olmalari
mak icin geleneksel laboratuvar prosedirlerine gerekmemektedir. Sonu¢ olarak birgcogu iyi ta-
ilave yontem arayisindadir. Ginimizde tip be- sarlanmis arastirmalarla desteklenmemektedir.
bek laboratuvari, endlstri tarafindan yénlendi- ilave yontemler, randomize kontrolll ¢alismalar
rilen bazi ilerlemelerle birlikte bir¢ok hizli degi- (RKC) gibi yuksek kaliteli caligmalar tamamlan-
siklik ve yenilikle karsi karsiyadir. ilave labora- madan ¢ok édnce rutin uygulamalarin bir pargasi
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haline gelebilmektedir. Bu yontemlerin fayda ve

zararlarinin uygun bir sekilde degerlendirilmesi

tedavi maliyeti agisindan da énemlidir.

Birlesik Krallik insan Fertilizasyon ve Embri-
(HFEA), IVF
soyle tanimlamaktadir:

yoloji Kurumu ilave yontemlerini
“...size standart tedavi-
nize ek olarak, genellikle ek bir Gcret karsiligin-
da, istege bagli ekstralar sunulabilir. Son birkag
yildir gindemde olan ve bazi ¢alismalarda umut
verici sonuglar elde edilmis yeni ortaya c¢ikan
tekniklerdir ancak hamilelik veya dogum oranla-

rini iyilestirdikleri kanitlanmamistir.” (3).

Bu makalede, en yaygin olarak sunulan ilave
laboratuvar yontemlerinden bazilari tartisilarak,
kullanimlarina iliskin mevcut en iyi klinik kanit-

Category

Add-on

HFEA traffic
light scoring

Gamete, endometrial
and embryological

Time-lapse imaging of
embryos*

Assisted hatching*

EmbryoGlue*

Sperm DNA testing*®

Not considered
by HFEA

Egg activation with
calcium ionophore*

Physiological
intracytoplasmic sperm
injection (PICSI)*

Intracytoplasmic
morphologic sperm
injection (IMSI)*

Preimplantation genetic
screening (PGS) (on subset

lar 6zetlenmistir (Sekil 1). Andploidi taramasi of chromosomes)

Endometrial receptivity

icin preimplantasyon genetik testi (PGT-A), daha
array'

6nceki pek ¢ok yazida tartisildigi icin, bu yazida

Surgical procedures Endometrial :=,crz=1tching+

ele alinmamistir.

Drug therapies Reproductive

immunology*

TIME-LAPSE GORUNTULEME

Key

© Evidence of clinical effectiveness and safety
Conflicting clinical effectiveness

@ Evidence of clinical ineffectiveness

inkiibatérde gelismekte olan embriyolar, im-
plantasyon ve canli dogum sansi en yiksek olan-

larinin  sec¢imi i¢in embriyologlar tarafindan
edilmektedir (4-9). Rutinde bu

kdltar petrilerinin kontrolld inkibatér ortamin-

kontrol islem, Sekil 1: iIVF'te ilave tedavi yéntemlerinin etkin-

lik siniflamasi i¢cin HFEA trafik 1s1§1 derecelen-

dan kisa sireligine ¢ikarilip mikroskop altinda dirmesi.

incelenmesi seklindedir. Time-lapse sistemlerin-

de (TLS) ise gelisen embriyonun morfolojisi, er-

ol . : e Embriyolar kontrolli inkibatér ortamindan
ken mitotik bélinmelerin zamanlamasi ve senk- . .
) ) ] ) cikartlmadigi igin, sicaklik, pH, nem, gaz bi-
ronizasyonu ve morfokinetik parametreleri olus- T, . o
o . lesimi gibi kultir parametrelerindeki isten-

turan anormal inkibatoérden

klivaj paternleri,

meyen degisimlerin ve mekanik etkilerin

cikarmaya gerek kalmadan izlenebilmektedir dnlenmesi (12)
(10). Dinya ¢apinda IVF kliniklerinde yaygin bir e Transfer icin en uveun embrivonun secimine
sekilde TLS alimi olmustur (11). s V8 Y ¢

yardimci olan, morfokinetik parametreler ile

. ) ) se¢me ve dislama kriterlerinin kombinasyo-
TLS'nin potansiyel avantajlari sunlardir: . .
) T nundan olusan yazilimin mevcudiyeti (12-14).

e Embriyo gelisiminin time-lapse sekansinin

olus-turulabilmesi, gelismekte olan L . .
E ol Ig d§ | e6riintiilerini TLS'nin dezavantajlari ise sunlardir:
embriyolarin ayrintili dijital goruntulerinin , . Lo .
y. ) y J & e Bazi TLS'ler nemlendirilmedigi icin embriyo
mevcudiyeti R .
kiltiar droplarinda artan osmolalite
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e Siklus basina yaklasik 1000 dolar (USD) ma-
liyet (1, 15)

2019 yilinda yayinlanan, dokuz RKC (n=2955)
iceren Cochrane sistematik analizinde (16), kon-
vansiyonel inkibasyon ile TLS arasinda; biyokim-
yasal gebelik, devam eden gebelik, canli dogum,
disik, 614 dogum oranlari agisindan anlamli bir
fark olduguna dair yeterli kanit bulunamamistir.
HFEA, TLS icin bulunan dasdk kaliteli kanitlarin
celiskli oldugunu ve time-lapse gorintilemenin
canlit dogum oranlarint arttirdigina dair yeterli
kanit bulunmadigini belirtmektedir (3).

ASSISTED HATCHING

Zona pellusida, déllenme ve embriyo gelisimi
sirasinda gesitli streglerde rol alan aseliler gli-
koprotein yapida bir kiliftir. Blastokist uterusa
ulastiginda, zona pellusidadan ¢ikarak endomet-
riyumla etkilesime gecer ve implante olur. in
vitro kiltir sonucunda zona pellusida sertlese-
bilmektedir (17). Kalin ya da sert zona pellusida,
embriyonun c¢ikisini zorlastirmaktadir ve dola-
yisiyla embriyo implantasyon basarisini disur-
mektedir (18).

Assisted hatching; mekanik olarak, asitle ya
da lazer araciligiyla gerceklestirilebilir. Acid
tyrode zona pellusidayr sindirerek bir centik
acar. Parsiyel zona disseksiyonunda, mikropipet
araciligiyla zona pellusida mekanik olarak kesi-
lir. Lazer yardimli uygulamada ise ¢ok hassas ve
kontrollG bir sekilde aciklik olusturmak igin
fotoablasyon kullanilir.

Assisted hatching isleminin potansiyel avan-
taji, implante olacak embriyonun zona pellusi-
dadan c¢ikisint kolaylastirmaktir ancak embriyo
hasari ve cogul gebelik gibi riskler de mevcuttur
(19). Caligsmalarin ¢cogunda birden fazla embriyo
transfer edildigi icin ¢ogul gebelik riskindeki
artisin nedenini agiklamak gictir ama yapilan
inceltme islemi sirasinda gerceklesebilecek olasi

embriyo bdélinmesi nedeniyle monozigotik ikizle-
rin meydana gelebilecegi distinilmektedir (20).

Otuz bir RKC'den olusan Cochrane analizinde,
inceltme islemi uygulanan embriyolarda klinik
gebelik oraninda anlamli bir artis goézlenirken
(odss ratio [OR] 1.13, %95 given araligi [CI]
1.01-1.27; orta kalitede kanit), canli dogum oran-
larinda herhangi bir farklilik izlenmemistir (9
RKC; OR 1.03, 95% CI) (19). 2016 yilinda yayinla-
nan farkli bir sistematik derlemede de benzer
sonuglar elde edilmis, canli dogum oranlarinda
farklihik gézlenmezken (OR 1.09, 95% Cl 0.92-
1.30), zona inceltme yapilan grupta klinik gebelik
ve ¢ogul gebelik oranlarinda artis izlenmistir
(OR 1.50, 95% Cl 1.11-2.01). Her iki sistematik
derlemede de assisted hatching grubunda artmis
cogul gebelik oranlari izlense de genellikle bir-
den fazla embriyo transferi yapildigi icin bu veri-
Elektif tek
monozigotik c¢ogul

nin yorumlanmasi zordur (19,20).
embriyo transferi sonrasi
gebelik prevalansi % 1.36 idi ve zona inceltme de
dahil olmak lzere embriyo manipilasyonlariyla
iliskilendirildi (20).

sinda monozigotik ikiz gdzlenme

Baska bir kohort caligsma-
ihtimalinin
blastokist transferlerinde klivaj embriyolarina
gbére daha yiksek oldugu bildirildi (21).

Calismalardaki taraflilik ve anlamli istatistik-
sel heterojenite nedeniyle kanitlarin kalitesi ge-
nel olarak zayif ve orta dizeydedir. Ulusal Saglik
ve Bakim Mikemmeliyet Enstitistd (NICE-UK) ve
HFEA, asissted hatching yonteminin etkinligine
ve glvenligine dair yeterli kanit olmadigl gori-
stindedir (3,22). 2014 yilinda Amerikan Ureme
Tibbi  Dernegi (ASRM)
hatching ile ilgili kilavuzlar yayinlandi. Bu kila-

tarafindan asissted
vuzlarda zona inceltmenin koti prognozlu hasta-
larda klinik gebelik oranlarint biraz iyilestirdi-
gine dair iyi kalitede kanitlar oldugu ancak canli
dogum oranlarint iyilestirdigi sonucuna varmak
icin yeterli kanit olmadig belirtildi. ASRM, zona
inceltmeyi IVF tedavisi gdéren tim hastalar igin
rutin olarak dnermemektedir (23).
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HiYALURONIK ASiT

insanlarda implantasyon orani disiktir (%10-
30) ve geng¢ kadinlarda 6ploid embriyolarla yapi-
lan IVF sikluslarinda bile basarisizligin en yaygin
nedenlerinden biri implantasyon basarisizligidir
(24). implantasyon oranlarindaki iyilesme gebe-
lik ve canli dogum ihtimalini arttirirken, ¢oklu
embriyo transferine gereksinimi azaltarak ¢ogul
gebelik riskini disarar (25).

Konvansiyonel embriyo transfer medyumlari
implantasyon oranlarini arttirmak amaciyla hiya-
lironik asitle (HA) desteklenmektedir. Hyallro-
nik asitin implantasyon UGzerindeki olasi etki
mekanizmalari sunlardir:

e Anjiogenezi dolayli olarak tesvik eder ve
hicre-hicre ve hicre-matriks adezyonunu
iyilestirir, boylece embriyonun apozisyonuna
ve endometriyuma tutunmasina yardimeci

olur.

e Yiksek viskozitesi sayesinde embriyo trans-
ferini gelistirir ve transferden sonra embri-
yolarin uterus boslugundan atilmasini énler.

e Preimplantasyon embriyosunda ve endomet-
riyumda eksprese edilen primer hiyalironik

asit reseptori CD44 igin ligand islevi gorar.

2015 yilinda yayinlanan 16 RKC'yi (n=3687)
kapsayan Cochrane analizinde, hyalironik asitle
desteklenmis transfer medyumu kullanilan grup-
ta artmis canli dogum oranlari gézlenmistir (OR
1.41, %95 Cl 1.17-1.69; 6 RKC n=1950, orta kalite-
de kanit dizeyi) (25). Baska bir RKC'de ise 581
IVF siklusunda, HA iceren medyum ile konvansi-
yonel medyum karsilastirilmis ve anlamli bir fark
bulunamamistir (26). Artmis ¢ogul gebelik orani,
artmis implantasyon ve gebelik oraninin dogal
bir sonucudur. Dolayisiyla HA destekli transfer
medyumu kullanilan kliniklerde elektif tek emb-
cogul
gebelikler yakindan takip edilmeli, birden fazla

riyo transferi prosediri benimsenmeli,

embriyo transferi durumunda olasi riskler konu-
sunda hastalar yeterince bilgilendirilmelidir (2).

HFEA, hiyaltronik asitin faydalari konusunda

hastalarin, klinisyenlerin ve embriyologlarin
emin olabilmesi igin daha yiksek kalitede calis-

malara ihtiya¢ oldugu kanaatindedir.
SPERM DNA FRAGMANTASYON ANALizi

Sperm 6rneginin kalite belirtecleri sayi ve mo-
tiliteden ibaret degildir (27,28). Sperm DNA frag-
mantasyon analizi, canli dogum gibi IVF tedavi-
sinde istenilen sonuglari arttirmak amaciyla ileri
bilgi saglar. Sperm kromatin yapisi tayini (SCSA),
sperm kromatin dispersiyon testi (SCD), terminal
deoksintkleotidil transferaz (TdT) aracili deoksi-
Gridin trifosfat (dUTP) c¢entik ucu isaretleme
(TUNEL), tek hicre jel elektroforezi/COMET ana-
lizi gibi bir dizi sperm DNA fragmantasyon analiz
yoéntemi gelistirilmistir (29-36).

Defektif apoptozis, asiri reaktif oksijen tlrevi
Gretimi, azalmis seminal antioksidan dizeyi,
bazi ilaglarin toksik etkileri, sigara kullanimi,
cevre kirliligi, sistemik atesle iligkili artmis
testis sicakligl, varikosel ve ileri yas sperm DNA
fragmantasyonuna neden olan faktérlerdir (29).
Sperm DNA fragmantasyon analizi sayesinde,
ciftlerin bu faktdrlere maruziyetinin 6nlenmesi

saglanabilir.

Sperm DNA fragmantasyon analizinin klinik
yonetimi etkileyerek ¢giftlere getirecegi olasi
faydalar ile mali yuk karsilastirilmaktadir. Bu
amacgla yapilan pek ¢ok sistematik inceleme ve
meta-analiz mevcuttur (29-36). Subfertil erkek-
lerde antioksidan kullaniminin canli dogum
oranlarini arttirdigina yonelik distk kalitede
kanitlar olsa da (37), bu ¢alismalarin yiksek DNA
fragmantasyonuna sahip olan erkeklerden ziyade
UYTE merkezlerine bagvuran ciftlerde yapildig:
belirtilmelidir. DNA fragmantasyon indeksi (DFI)
>%20 oldugunda spontan gebelik ihtimali olduk-
ca dusukken, DFI >%30-40 oldugunda bu ihtimal
neredeyse sifirdir. Farkli DFI esiklerindeki spon-
tan gebelik ve yardimli Greme ile gebelik oran-
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larini karsilastiran herhangi bir ¢aligsma bulun-
mamaktadir (29).

ASRM (40) ve ingiliz Fertilite Toplulugu (41),
mevcut sperm DNA fragmantasyon analiz yon-
temlerinin IVF tedavi sonuglarini gtvenilir bir
sekilde 6ngéremedigi, dolayisiyla klinik kullanim
icin rutin olarak o6nerilemeyecegi gorasundedir.
Gebeligi 6ngormede sperm DNA fragmantasyon
6l¢imlerinin sinirli olusu, diger bircok faktorin
de gebeligi etkilemesi gercegine ikincil olabilir.
Ozelikle oosit kalitesi ve yasi, déllenme sonrasi
her iki ebeveynin genomundaki mevcut DNA
hasarlarinin tamirinde etkildir. Meta-analizleri
kullanarak kesin sonuglara varamama, calismalar
arasindaki heterojeniteden kaynaklanmaktadir.
Dahil etme kriterleri, kullanilan DNA fragman-
tasyon testinin c¢esidi, zamanlamasi ve esik
degerleri c¢alismalar arasinda farklilik goster-

mektedir (29-43).
YAPAY OOSIT AKTiVASYONU

Total fertilizasyon basarisizligi (TFF), IVF te-
davisi goren cgiftler igin yikict bir sonugtur. IVF
sikluslarindaki TFF orani yaklasik %3'tir (44).
Globozoospermi gibi TFF igin cesitli risk faktor-
leri vardir. Yine de normal déllenmenin goézlen-
digi 6nceki IVF sikluslarini takiben 6ngoériileme-
yen TFF gerceklesebilmektedir (45). Fertilizas-
yon basarisizliginin altinda yatan neden sperm
veya oosit faktorleri olabilir. Nihayetinde dol-
lenme sirasindaki molekiler olaylar dizisindeki
normal isleyisin bozulmasindan kaynaklanmak-
tadir. Oosit aktivasyonu, doéllenme ve embriyo
gelisimi icin kritik basamaklardan biridir. Sper-
min oosite girmesiyle tetiklenerek fosfolipaz C
zeta (PLCC) salinimi ve kalsiyum ossilasyonlari
gbzlenen fizyolojik bir strectir (46).

Oosit aktivasyonunun yapay olarak indiklen-
mesi, fertilizasyon basarisizligr i¢in olasi bir
tedavi olarak 6nerilmistir. Kimyasal, mekanik ve
elektriksel olmak lizere gesitli yapay aktivasyon

yontemleri,

ooplazmaya kalsiyum akisina vyol
acar ve teorik olarak dogal oosit aktivasyonunu
taklit eder (44).

RKC'leri inceleyen sistematik derlemeler, ya-
pay oosit aktivasyonunun pratikte kullanimini
6nermek icin yeterli klinik kanit olmadigi sonu-
cuna varmistir (47). Ozellikle canli dogum orani
verisini iceren calismalar olmak tGzere ileri calisg-
malar gerekmektedir.

Oosit aktivasyonu; normal embriyo gelisimini,
genomik imprintingi ve gebelik sonucunu etkile-
mektedir. Yapay oosit aktivasyonunda meydana
gelen muhtemelen bilinmeyen molekiler olayla-
rin yani sira normal kalsiyum ossilasyonlarindaki
onemli sapmalar; anormal gebelik, obstetrik veya
neonatal sonuclarin potansiyel nedenleridir (44).
Bu konuyla ilgili veri miktari sinirlidir. 237 iVF
siklusundan dogan 47 cocuktan olusan tanimla-
yici caligsmada, 3 aylik dénemde tespit edilen do-
gum oOzelliklerinin ve konjenital malformasyon-
larin beklenen aralikta oldugu bildirilmistir (48)
ancak caligsmaya dahil edilen ¢ocuk sayisinin
yetersizligi géz 6ntnde bulundurulmalidir.

HFEA; daha 6nceki IVF sikluslarinda fertilizas-
yon basarisizligi gézlenen hastalarda yapay oosit
aktivasyonu ile fertilizasyon oranlarinda artis
olabilecegini belirtmektedir ancak bu ydéntemin
etkinligini kanitlayan RKC'lerin ve glivenligine
dair izlem g¢alismalarinin bulunmadigini vurgu-
lamaktadir (49).

iLERi DUZEY SPERM SEGCIM YONTEMLERI

ileri diizey sperm secim ydntemleri ile IVF te-
davi sonucglarini iyilestirecegi beklentisiyle, dol-
lenme icin saglikli, olgun ve genetik olarak sag-
lam spermlerin sec¢imi amacglanmaktadir. Hiyalu-
ronik asite baglanma yetenegi (fizolojik intrasi-
toplazmik sperm enjeksiyonu [PICSI]), elektriksel
ylike gbére sperm secimi (Zeta potansiyeli olarak
da bilinmektedir.) (49), sperm apoptozuna gore
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manyetik aktive hicre ayirma (MACS) yéntemleri

bazi ileri dizey sperm secim ydntemleridir. Bu
yontemler dinya ¢capinda bazi merkezlerde kulla-
nilmaktadir ancak etkinlikleri net degildir.

PICSI tekniginde spermler, servikal mukusun
ve kimillis-oosit kompleksinin dogal polimerik
sekresyonu olan HA ile inkibe edilmektedir. Ce-
sitli laboratuvar caligsmalarinda, HA'ya baglan-
mak icin reseptér eksprese edilen spermlerde
daha iyi bir morfoloji, motilite ve kromatin
yapist ile daha distik bir DNA fragmantasyon
orani gozlendigi bildirilmistir. Dolayisiyla PICSI,
ICSI'de kullanilacak spermi belirlemek igin fay-
dali bir teknik olabilir.

PICSI, Zeta potansiyeli ve MACS yontemlerini
iceren sekiz c¢alismanin Cochrane analizinde,
canli dogum olasiliginda herhangi bir artisg bildi-
rilmemigtir (50). PICSI yéntemini inceleyen ge-
nis capli bir RKC'de de canli dogum oraninda
artis goézlenmemistir (51). Cochrane inceleme-
sinden elde edilen kanitlar, PICSI ile secilen
spermin canli dogum veya klinik gebelik Gzerin-
de ¢ok az etkisi olabilecegini veya hic¢ etkisi
olmadigini  ancak dastkleri
(50). Zeta

MACS yoéntemlerinin kullaniminin canli dogum,

azaltabilecegini
disindirmektedir potansiyeli ve
klinik gebelik ve disik oranlari tGzerindeki etki-
si, bu teknikler i¢in kanit kalitesinin ¢ok dustk
olmasi nedeniyle belirsizdir.

ileri dizey sperm secim ydntemlerinin rutin
pratikte kullanimi igin ileri caligmalar gerekmek-
tedir. HFEA bu tekniklerin etkin ve giivenli oldu-
guna dair herhangi bir kanit bulunmadigini be-
lirtmektedir (3).
ASRM yonergesi de bulunmamaktadir.

Bu konuyla ilgili herhangi bir

Gelismis sperm secim tekniklerinin kullanil-

dig1 gebeliklerde konjenital anomali Uzerine
RKC'lerden elde edilen ¢ok az veri vardir. ICSI
kullanimiyla iliskili riskler, ileri sperm sec¢im

teknikleri i¢cin de gecerlidir ve hasta veya emb-

riyo icin 6nemli bir ek risk yoktur. Sperm DNA
fragmantasyonu ylksek olanlarin mi yoksa diger
subfertilite etiyolojilerine sahip hasta gruplari-
nin mi bu gelismis sperm secim tekniklerinden
yararlanabilecegi de belirsizdir. Gelecekte yapi-
lacak arastirmalarda, gelismis sperm secim tek-
niklerinin konjenital anomaliler ve diger subfer-
tilite alt gruplari Gzerindeki etkilerine odakla-
nilmalidir.

MORFOLOJiK OLARAK SECIiLMiS SPERMIN
iNTRASITOPLAZMIiK ENJEKSiYONU (IMSI)

PICSI yénteminde oldugu gibi IMSI'de de ferti-
lizasyon potansiyeli yiksek olan en iyi spermle-
rin se¢cimi amacglanmaktadir. IMSl'de sperm seci-
mi i¢in; akrozom, post-akrozomal lamina, boyun,
mitokondri, kuyruk ve nikleus, morfolojik olarak
degerlendirilir (51). Bu degerlendirme vylksek
biyitme altinda (6000-13000) yapilir ve daha
fazla zaman gerektirir. Spermi degerlendirmek ve
se¢mek ig¢in gereken zamanin uzunlugu 6nemli
bir dezavantajdir (52). Hasta ve embriyo icin
olasi riskler rutin ICSI risklerle

benzerdir (3).

islemindeki

2013 yilinda yayinlanan Cochrane analizinde;
gebelik, canli dogum ve distk oranlari agisindan
ICSI ve IMSI arasinda fark gézlenmemistir (53).
Bu analizden ginimize sadece iki randomize
calisma yayinlanmistir ve bu c¢aligsmalarda da
IMS| kullanimi ile canli dogum oranlarinda her-
hangi bir artis olmadig bildirilmistir (54, 55).
Hem randomize hem de randomize olmayan
calismalarin sistematik bir incelemesi, randomi-
ze olmayan calismalarda IMSI kullaniminin iVF
tedavi sonuclari Gzerinde olumlu etkisinin oldu-
gunu, ancak randomize calismalarda olmadigini
gostermistir (56). Bu inceleme, dogru sonuglara
erisebilmek igin iyi tasarlanmis RKC'lerin yapil-
masinin dnemini hatirlatmaktadir.

Cochrane analizine dahil edilen caligsmalarin
hicbirinde IMSI'nin konjenital anomaliler Gzerine
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olan etkisi hakkinda bir veri bildirilmemistir.

IMSI ve ICSI ile dogan bebekleri karsilagtiran
retrospektif bir analizde, IMSI grubundaki bebek-
lerin ICSl'dekilere kiyasla gestasyonel yasa gore
daha dustk agirlikta (<2500 gr) olduklari bildi-
rilmistir. Perinatal sonucglarda baska higbir
anlamli derecede farklilik gézlenmemistir (57).

SONUC

Yardimla tGreme tekniklerinin basarisinda la-
boratuvar teknikleri kritik 6neme sahiptir. Teda-
vi sonuglarini iyilestirmeye yonelik pek ¢cok yeni-
lik getirilse de, bu yeniliklerin etkinlikleri ve
glivenliklerine dair yeterli kanit bulunmamakta-
dir. Laboratuvar igin arastirma o6ncelikleri gelis-
tirmek ve gelistirilen yeni yéntemlere akilci bir
yaklasim igin; klinisyenler, embriyologlar ve has-
talar arasinda daha fazla isbirligi gerekmektedir.
Guncel olarak elimizde kafa karistiran ve yanilti-
ci bir ilave yontem menlsd bulunmaktadir. Has-
talarin hakettigi sekilde daha iyi, etkinligi ve
glvenligi kanitlanmis tedavi yaklasimlart igin

ileri calismalar gerekmektedir.
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Sperm DNA fragmantasyonu: klinik uygulama kilavuzlarinin kritik
bir degerlendirmesi

OZET

Sperm DNA fragmantasyonu (SDF), erkek infertilitesi ve olumsuz Greme sonuglariyla iligkilidir. SDF'ye
katkida bulunanlar ve SDF'nin etiyolojileri yani sira SDF'nin etkileri ile ilgili bircok ¢alismanin yayin-
lanmasiyla birlikte, erkek fertilitesinin degerlendirilmesi i¢in SDF'nin uygulanmasinda klinisyenlere
yardimci olacak kilavuzlara ihtiyag duyulmaktadir. Bu yazida yakin zamanda Agarwal ve arkadaslari ile
Esteves ve arkadaslarinin yayinladig iki klinik uygulama kilavuzu degerlendirilip karsilastirilmistir.
Kilavuzlar arasindaki benzer éneriler bulunmus ve farklar vurgulanmistir.



Sperm DNA fragmantasyonu (SDF), spermato-

zoa genomundaki tek veya ¢ift sarmalli kirilma-
lari ifade eder. Olgun erkek gamet hicresi DNA
hasarini onarma vyeteneginden yoksun oldugu
icin (1) olusan bu kirilmalar devam etme egili-
minde olup erkek tGreme potansiyelini ve sonucg-
larint olumsuz yonde etkileyebilmektedir.

SDF iG¢ ana mekanizma ile olusabilir:
1.Apoptozise giden spermatozoanin siireci ta-
mamlayamamasi ve endonlkleazlarin etkisi
nedeniyle parcalanmis DNA'nin serbest kal-
dig1 abortif apoptoz
2.Normal sperm kromatin sikistirma islemi
esnasinda DNA c¢entiklerinin onarilmamasi,
kalict kirilmalarin yanit sira eksojen faktérler
tarafindan hasara daha duyarli olan daha az
kompakt DNA'ya yol acan kusurlu kromatin
olgunlasmasi
3.Reaktif oksijen tilrlerinin testislerde veya
spermatozoa erkek lGreme sistemi boyunca
hareket ederken dogrudan DNA kirilmalarina
neden olabildigi oksidatif stres (2).
Sperm DNA'sinda hasar testislerde, genital ka-
nallardan gegis sirasinda, ejakilasyondan sonra
veya kriyoprezervasyon esnasinda meydana ge-
lebilir.

SDF'nin erkek fertilitesi ve Greme potansiyeli
lzerinde olumsuz bir etkisi olabilir. SDF dizey-
leri daha ylUksek olan erkeklerde esin dogal yol-
larla gebe kalma olasiligi daha dasuktar (3).
Yiksek SDF, tekrarlayan gebelik kaybi riskinde
belirgin artig ile iliskilidir (4). Ayrica, SDF sevi-
yeleri yardimci Greme teknolojilerinin (ART)
sonuglarint da etkileyebilir. Yiksek SDF deger-
lerinin intrauterin inseminasyon (IUl) sonrasi
gebelik ve dogum oranlarini olumsuz etkiledigi
(5); in vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplaz-
mik sperm enjeksiyonu (ICSI) ile de distk gebe-
lik ve artan distik oranlari goézlendigi tespit
edilmistir (6,7).

Erkeklerde cesitli durumlar, bozukluklar ve
maruziyetler SDF ile iliskilendirilmistir. Variko-

selli infertil erkeklerde SDF'nin anlamli olarak
daha yiksek oldugu (8) ve varikoselektomi son-
rast DNA fragmantasyon indeksinin % 5'ten fazla
azaldigi bildirilmistir (9). Erkek genital trakt
enfeksiyonlari da yliksek SDF duzeyleri ile iligki-
lidir ve antibiyotiklerle tedavi SDF dizeylerinin
dismesine neden olabilir (10). ileri yas, obezite,
sigara, radyasyon ve c¢evresel toksin maruziyet-
leri de artan sperm DNA hasari ile iliskilendiril-
mistir (11). Ote yandan, daha kisa cinsel perhiz
slresinin SDF dizeylerini distrdiga bildirilmis-
tir (12). Antioksidanlarin sperm DNA'sI lizerinde-
ki etkisini inceleyen klinik calismalar SDF mikta-
rinda iyilesme oldugunu bildirmistir (13, 14).
Testikiler spermin, ejaktlat spermine oranla
daha az SDF'ye sahip oldugu, yapilan bazi aras-
tirmalar sonucunda da testikiler sperm kullani-
minin artan klinik gebelik orani ve azalan distk
oranlari gibi daha iyi sonuglar gosterdigi savu-
nulmaktadir (15). Teorik olarak testikiler sperm,
epididimal ve dis oksidatif strese daha az maruz
kaldigi i¢cin daha az invaziv yontemlerin basari-
sizligindan sonra kullanilabilir. Bununla birlikte,
azospermik olmayan yiksek SDF'ye sahip erkek-
lerde ICSI igin testikiler sperm kullanimina ilis-
kin yayinlanan makalelerin ¢ogu, yeterli kontrol
gruplari veya canli dogum oranlari bildirmeyen
kGicik kohortlar veya vaka serilerinden olusmak-
tadir (16).

SDF'yi 6lcen testler:

e Terminal deoksintkleotidil transferaz dUTP
centik ucu etiketleme (TUNEL) testi; DNA
centik bolgelerine etiketli bir ntikleotid ekler
ve daha sonra floresan derecesini degerlen-
dirir,

e Sperm kromatin dagilimi (SCD); denatiras-
yondan sonra c¢ekirdegin etrafinda saglam
DNA tarafindan bir halo olusumuna ve parga-
lanmis DNA ile daha kig¢ik veya eksik bir
halo olusumuna dayanir,

e Akridine oranj (AO) kullanan ve kirmizi flo-
resan (kirilma bélgelerinde tek sarmalli DNA



e 'yva bagh AO) ile yesil floresan (¢ift sarmall

saglam DNA'ya bagli AO) arasindaki oran
olarak tanimlanan DNA fragmantasyon in-
deksini 6l¢cen sperm kromatin yapi deneyi
(SCSA);

e kuyruklu yildizin basinda bozulmamis DNA
kalirken parcalanmis DNA'nin  bir kuyruk
olusturdugu tek hicreli bir elektroforez olan
comet assay (17).

SDF'nin erkek fertilitesi Gzerindeki zararl
etkisi ile ilgili artis gésteren caligma ve raporlar
bulunmakta, bu ¢aligsmalar ayrica SDF'yi artiran
veya azaltan dolayisiyla Gremeyi etkileyebilecek
cesitli faktorleri de goézden gecgirmektedir. Bu
calismalardan Agarwal ve ark. (18) kilavuzlarini
Agustos 2020'de “The World Journal of Men's
Health"de yayinlarken, Esteves ve ark. (19) Ekim
2020'de “Andrologia” de yayinlamislardir.

METODOLOJi

Agarwal ve ark. (18) ile Esteves ve ark. (19)
tarafindan hazirlanan kilavuzlar incelenmis ve
asagidaki gibi degerlendirilmistir:

e Her kilavuz tarafindan yapilan éneriler

e Her tavsiyeye verilen not

e Tavsiyelerin dayandig! kanitlar
Daha sonra her iki kilavuzun o6nerileri karsilas-
tirtlmis, benzerlikleri ¢ikarilip aralarindaki fark-
lari vurgulanmistir.

BULGULAR

Her iki kilavuz tarafindan yapilan 6neriler

Agarwal ve ark. (18) infertil bir ¢iftin deger-
lendirilmesinde SDF testinin wuygulanmasina
iliskin bir klinik algoritma olusturmuslar, SDF
testi icin 6 endikasyon ve 7 yd6netim stratejisi
6nermislerdir. Her bir o6neriyi Oxford Kanita
Dayali Tip Merkezi (OCEBM) &neri derecelerini

kullanarak derecelendirmiglerdir (Tablo 1).

Esteves ve ark. (19) tavsiyelerini listeleyen iki
tablo (kilavuzlarinda Tablo 4 ve 5) sunmuslardir.
SDF testinin teknik yonleriyle ilgili 13 adet, en-
dikasyonlariyla ilgili de 28 adet olmak Ulzere
toplam 41 tavsiyede bulunmuslardir. Her bir
tavsiyeyi OCEBM derecelerini kullanarak derece-
lendirmisler ve ayrica uzman goéristine dayali
baska bir gi¢ derecesi vermislerdir; her bir tav-
siye ya gicli (tavsiye cogu kisiye uygulanmali-
dir) ya da kosullu (duruma gére farkli segenekler
uygun olabilir) olmustur.

Tablo 1. Agarwal ve ark. (2020) tavsiyeleri (18)

The following men should undergo SDF testing
1. Men with unexplained or idiopathic male infertility (Grade C)
2. Couples experiencing recurrent pregnancy loss (Grade C)
3. Men with modifiable lifestyle risk factors (Grade C)
4. Men with clinical varicocele (Grade C)
5. Infertile couples prior to initiating or after failure of IUI or IVF
(Grade C)
6. Couples with recurrent miscarriage following 1CSI (Grades B-C)

The following treatment approaches can lower SOF (Grade C)
1. Oral anticxidant therapy
2. Lifestyle medification, including diet modification and weight
loss
3. Recurrent ejaculation
4, Control of infection and inflammation
Men with varicocele and high SDF should undergo varicocelectomy
(Grades B-C)
Patients with persistently high SDF should be directed towards ICSI
(Grade C)

Sperm processing and preparation or testicular sperm can be used
for ICS! with recurrent miscarriage and high SDF (Grades B-C)

Tavsiyeler icin kullanilan kanitlar

Her iki kilavuz da tavsiyelerini dayandirmak
icin meta-analizler ve yliksek kaliteli makaleler
kullanmistir. Sadece bu kanitlart nasil sunduk-
lari konusunda farklilik géstermislerdir. Agarwal
ve ark. (18) klinik durumlar ile SDF'yi iliskilen-
diren ¢alismalari 6zetlemis (kilavuzlarinda Tablo
2) ve bunu SDF testi endikasyonlarini énermek
icin kullanmistir. Ayrica, midahaleler ile SDF'yi

iliskilendiren ¢aligmalari 6zetlemigler (kilavuz-




larinda Tablo 3) ve bunu SDF i¢in tedavi strateji-
leri 6nermek amaciyla kullanmiglardir. Her calis-
maya OCEBM kanit dizeylerine gore bir derece-
lendirme vermiglerdir. Esteves ve ark. (19) kanit-
lari sirasiyla teknik yénler ve klinik endikasyon-
larla ilgili iki tabloda (kilavuzlarinda Tablo 2 ve
3) sunup her bir ifadeyi destekleyen caligmalari
belirtmislerdir.

TARTISMA

SDF, erkek Greme potansiyelini ve Greme so-
nuglarint etkileyebilen énemli bir faktérdar. Kli-
nik uygulamada SDF testinin uygulanmasi, aras-
tirma veya 6ngoérid amacli yapilabilir ve hedefle-
nen yonetim stratejilerine izin verebilir. Bircok
liremeye yardimci tedavi merkezinde normozoo-
spermisi olan veya ICSI i¢in yeterli spermatozoa-
si bulunan erkeklerin fertilite degerlendirilmesi
ihmal edilmektedir. Bu durum, erkek faktord
degerlendirmesi icin bir Urolog veya androloga
sevk edilmeden &énce birkag basarisiz ART dén-
glslne yol acabilir. SDF seviyesi de dahil olmak
lGzere erkek partnerin hizli bir sekilde degerlen-
dirilmesi altta yatan patolojik faktorlerin erken
tanimlanmasini saglayabilir ve gereksiz midaha-
lelerin veya tekrarlanan basarisiz ART'nin mali-
yetini ve yilkinlt azaltarak hedeflenen tedavi
yollarina yonlendirebilir. SDF testini savunan ilk
topluluk, 2017 yilinda SDF testi endikasyonlarini
tartisan ve onerilerde bulunan ve ayrica SDF
testlerini ve yonetim stratejilerini inceleyen The
Society for Translational Medicine (STM) olmus-
tur (20).

Avrupa insan Ureme ve Embriyoloji Dernegi
(ESHRE), tekrarlayan gebelik kaybini agiklamak
icin bir arac¢ olarak SDF testinin rolind tartis-
mistir (21). Avrupa Androloji Akademisi (EAA),
ART igin dlUsinilen oligoastenoteratozoospermik
erkeklerde temel semen analizinde SDF testinin
ilk testlere eklenmesini 6nermektedir (22). Avru-
pa Uroloji Birligi (EAU), SDF testini yalnizca
tekrarlayan

actklanamayan infertilitesi veya

gebelik kaybi olan ¢iftlerde 6nermektedir (23).
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Son zamanlarda, Amerikan Uroloji Dernegi (AUA)
ve Amerikan Ureme Tibbi Dernegi (ASRM) erkek
infertilitesi hakkinda bir kilavuz yayinladilar ve

dogurganligin ilk degerlendirmesinde SDF testi-
ne karsi tavsiyede bulundular ancak tekrarlayan
gebelik kaybi yasayan c¢iftlerde kullanimini ve
édnemini savundular (24).

Sperm DNA fragmantasyon testi

Her iki kilavuz da SDF igin dort gecerli test
olarak TUNEL testi, Comet assay, SCSA ve SCD
testini 6nermektedir. Her iki kilavuz da Santi ve
ark. (25) tarafindan yapilan ve SDF i¢in %20'lik
bir cut-off degerinin fertil erkekleri infertil er-
keklerden ayirt edebilecegini belirten bir meta-
analize atifta bulunmaktadir.

Agarwal ve ark. (18) ayrica gesitli ortamlarda
ve farkli Greme sonucglari i¢cin SDF testleri icin
yayinlanmis cut-off degerlerine sahip calismalari
6zetleyen bir tablo sunmuslar. Ayrica, ART igin
SDF testlerinin tanisal degerini artirmada oksi-
datif stresin bir belirteci olarak oksidasyon
azaltma potansiyelini 6l¢gmenin rolind tartismis-
lar ancak bu testlerin yerine 6nermemislerdir.

Esteves ve ark. (19) SDF testinin kullanimina
iliskin daha kapsamli kanitlar ve teknik 6neriler
sunmuslar. Onerilen dért testle elde edilen so-
nuglarin farkli sekilde raporlandigini, her zaman
benzer sonuglar vermeyebilecegini ancak labora-
tuvar icinde ve laboratuvarlar arasinda iyi bir
korelasyonla birbirleriyle iyi iliskilendirildikleri-
ni séylemisler. Ayrica test sirasinda 6l¢llen SDF
seviyesini etkileyen faktorleri de tartismislardir.
Bunlar arasinda perhiz siresi, ejaktdlasyon ile
¢6zllme ve test arasindaki slre, ¢ozilmeden
sonra SDF seviyesini etkileyen kriyomedya tiru
ve dondurma teknigi ile sperm isleme teknikleri
bulunur. Bu faktérleri kontrol etmek icin de 6ne-
rilerde bulunmuslardir: 2-5 ginllik perhiz siresi,
herhangi bir midahalenin etkisini izlemek igin
sabit perhiz ve testin saf semenin likefaksiyo-
nundan sonraki 30-60 dakika i¢inde, 6rnek don-

mussa ¢6zme isleminden hemen sonra yapilmasi.

HEMUD




Tablo 2. Her iki kilavuzun 6nerilerinin karsilastirilmasi

Agarwal et al (2020) [18]

Esteves et al (2020) [19]

Technical aspects regarding SDF testing

Assays used to measure SDF are: TUKEL,

5C5A, 5CD, and Comet

Conditions for testing

Thresholds for discriminating fertile

and infertile men

Thresholds for predicting reproductive

The four assays were discussed as those used for
SDF testing, along with pros, cons, and
estimated cost

Mo explicit recommendations

Mo recommendation

Cut-off of 20% described in text
Mo explicit recommendations

Various cut-off values in different conditions

The four assays were described and any of
the four is recommended to test for SOF
(Grade B)

Recommendations regarding abstinence
length and dealing with frozen specimens
wiere made (various grades)

Cut-off of 20% (SCSA, TUNEL, SCD) and 26%
{Comet) (Grade B)

Thresholds exceeding 20-30% indicate a

outcomes summarized in a table higher likelihood of adverse reproductive
Mo explicit recommendations outcomes (Grade B)
Indications for SDF testing
LIBAL & InAI Recommended (Grade C) Recommended (Grades B-C)
RPL Recommended (Grade C) Recommended (Grades B-C)
]} Recommended (Grade C) Recommended (Grades B-C)
{before or after failure) (before or after failure)
IVF Recommended (Grade C) Recommended (Grades B-C)
(before or after failure) ibefore or after failure)
IC5l Recommended (Grades B-C) Recommended (Grades B-C)
{only after failure due to recurrent miscarriage) (before and after failure)
Clinical varicocele Recommended (Grade C) Recommended (Grade C)
Risk factors Recommended (Grade C) Recommended (Grade C)
Sperm cryopreservation Mo recommendation Recommended (Grade D)
Management of SDF
Antioxidant use Recommended (Grade C) Mo recommendation
Recurrent ejaculation Recommended (Grade C) Mo recommendation
Control of inflammation Recommended (Grade C) Mo recommendation
Lifestyle modification Recommended (Grade C) Recommended within the context of testing
Grade C)
Varicocelectomy Recommended (Grades B-C) Discussed within the context of testing
Mo explicit recommendation
ICSIif persistently high SDF Recommended (Grade C) Recommended (Grades B-D) - grades varied
depending on context of elevated SDF
(UMIAIMIRPL or 1UI or IVF or risk factors)
Alternative Method of Sperm Selection Recommended (Grades B-C) Mo recommendation
after failed I1C5I
Testicular Sperm after failed ICSI Recommended (Grades B-C) Recommended (Grade B)

Grades for recommendations are based on Oxford Centre for Evidence-Based Medicine (OCEBM) grades of recommendation.

SDF: sperm DNA fragmentation, TUNEL: terminal deoxynudeotidyl transferase dUTP nick end labelling, SC5A: sperm chromatin structure assay,
SCD; sperm chromatin dispersion, UML: unexplained male infertility, IMI: idiopathic male infertility, RPL: recurrent pregnancy loss, IUL intrautering
insemination, IVF: in vitro fertilization, ICS1: intracytoplasmic sperm injection.




Esteves ve ark. YUT'de SDF'nin éngérii potan-

siyelini de tartigsmislar ve %20-%30 esik deger-
lerinin gerek spontan gerekse ART sonrasi olum-
suz gebelik sonucglariyla iliskili oldugu sonucuna
varmislar ancak bu 6ngérinin mutlak olmadigini
da kabul etmiglerdir. Bu testlerin 6ngérici gt-
cint etkileyen faktorlerle ilgili; (1) DNA hasari-
nin tird, bolgesi ve kapsami, (2) etkilenen hicre
sayisi, (3) oositin SDF'yi onarma yetenegi, (4)
IVF/ICSI ile gebeligi tahmin etmede kadin yasi,
ve (5) semen hazirligi tGzerinde durmuslardir.

Her iki kilavuz da doért SDF testini karsilasti-
ran tablolar sunmustur. Esteves ve ark. her bir
testin prensibi, cut-off degerleri ve her biri igin
numune gereklilikleri hakkinda daha kapsamli
bir agitklama sunarken, Agarwal ve ark. her biri-
nin artilarini, eksilerini ve tahmini maliyetini

sunmustur.

Sperm DNA fragmantasyonu testi endikas-
yonlari

Genel olarak, her iki kilavuz da SDF testinin
gerekli olabilecegi benzer durumlari listelemis-
tir. Agarwal ve ark. literatlrdeki kapsamli veri-
leri, SDF'yi hem dogal hem de yardimla Greme
icin gebelik sonuclari veya hasta kosullari ve
infertiliteye katkida bulunabilecek faktorler gibi
cesitli durumlarla iliskilendiren bir tabloda 6zet-
lemistir. Esteves ve ark. da SDF'nin ART dzerin-
deki etkisini kapsamli bir sekilde incelemis ve
ART basarisizligindan sonra ART'ye (IUl, IVF veya
ICSI) baslamadan énce SDF testini énermistir.

Her iki kilavuz da klinik varikoselde SDF tes-
tini ameliyat énerisini yénlendirmek icin bir arag
olarak tartismis ve Onermistir. Esteves ve ark.
subklinik varikoselde test yapilmamasini 6ner-
mistir. Her iki kilavuz da idiyopatik erkek infer-
tilitesi, agiklanamayan erkek infertilitesi ve tek-
rarlayan gebelik kaybr icin SDF testi yapilmasini
onermistir. Ayrica her ikisi de yasam tarzi ve
maruziyet risk faktdrlerinin olumsuz etkilerini

gbzden gecirmistir. Esteves ve ark. SDF testi igin

bir endikasyon olarak sperm kriyoprezervasyo-
nunu da dahil etmis ve dondurmanin artan oksi-
datif stres nedeniyle spermi olumsuz etkileye-
bilecegine dair kanit saglamistir.

Sperm DNA fragmantasyonunun ydnetimi

Esteves ve ark. test endikasyonlari baglamin-
da yonetime iliskin kanitlari tartigmis ve yone-
tim stratejileri énermistir. Bunlar arasinda altta
yatan faktorlerin tedavisi, yasam tarzi dnerileri,
SDF seviyeleri ylksek kalirsa ICSI ve ICSI basari-
siz olursa testikiler sperm eldesi bulunmaktadir.
Anormal SDF seviyelerinin tespit edildigi durum-
larda bir uzman tarafindan kapsamli bir deger-
lendirme yapilmasinin énemini vurgulamislardir.

Agarwal ve ark. yénetim stratejileri i¢in bir
bolim ayirmis ve her bir stratejiye iliskin kanit-
lari 6zetleyen baska bir tablo sunmustur. Anti-
oksidan kullaniminin yararina iligskin 1. seviye
kanitlara atifta bulunmuslardir. Varikoselekto-
minin yararina iliskin kapsamli kanitlar sunmus-
lar ve genital sistem enfeksiyonlarinin tedavi-
sinde antibiyotiklerin rolGnd tartigsmiglardir.

Esteves ve ark. cinsel perhiz slresi ve bunun
SDF seviyesi Uzerindeki etkisini, géz o6nlnde
bulundurulmasi gereken bir faktér olarak deger-
lendirirken; Agarwal ve ark. bunu bir tedavi stra-
tejisi olarak 6nermis ve tekrarlayan ejaktlasyo-
nu SDF'yi azaltmanin bir yolu olarak sunmus-
lardir.

Esteves ve ark. gibi, Agarwal ve ark. da SDF
yiksekligi devam eden erkeklerin ICSl'ye yonlen-
dirilmesi gerektigini ve ICSI basarisizliginda tes-
tikiler spermin kullanilabilecegini savunmustur.
Bununla birlikte, Agarwal ve arkadaslari ayrica
daha az invaziv bir ydntem olarak ICSI basarisiz-
[iginda sperm secim tekniklerinin kullanilmasini
tavsiye ederek kanit saglamislar. Gerekgeleri ise
sunlardir: (1) SDF testi testikiler sperm icin
dogrulanmamistir, bu da testikller SDF seviyele-
rinin yorumlanmasini zorlastirmaktadir, (2) bir-



ka¢ calisma testikller sperm kullaniminin ART
sonuglart Uzerinde olumlu bir etkisi oldugunu
bildirse de kanit kalitesi dastuktir ve son olarak
(3) ICSl'de testikiler kaynakli sperm kullanimi
konusunda fikir birligi yoktur.

Son olarak, en iyi uygulama igin bir rehber

olarak kullanilabilecek her iki kilavuza ait éneri-
leri Tablo 3'te birlestirdik ve 6zetledik.

Tablo 3. Her iki kilavuzun dnerilerinin karsilastirilmasi

Testing for SDF
« Any of the following assays can be used to provide valid and
reliable information on 5DF levels: TUMEL, Comet, SC5A, and
SCD
« A cut-off level of 20% can be used to distinguish fertile from
infertile men
« Cut-off values for prediction of various pregnancy outcomes dif-
fer according to various factors, but adverse outcomes are gener-
ally associated with levels above 20%-30%
«Testing for SDF should be done after 2-5 days of ejaculatory ab-
stinence
« 50F tests should be performed within 30-60 minutes after lique-
faction or immediately after thawing
Indications for SDF testing
- Unexplained or idiopathic male infertility
- Recurrent pregnancy loss
- Clinical varicocele
« Lifestyle risk factors
« Before or after failure of ART=1UI, IVF, ICSI
- Recurrent pregnancy loss after ICSI
- Sperm freezing
Management of SDF
« Lifestyle advice and modification
- Use of antioxidants
« Recurrent ejaculation
- Treatment of underlying conditions - varicocelectomy, antibi-
otics
- Use of ICSI if SDF persistently elevated
« Another method for sperm selection after failed 1C5I
« Testicular sperm for failed 1CS1

ltems in bold are common to both guidelines.

SDF: sperm DMA fragmentation, TUNEL: terminal deoxynuclectidyl
transferase dUTP nick end labelling, SC5A: sperm chromatin structure
assay, SCD: sperm chromatin dispersion, ART: assisted reproductive
technologies, IUI: intrauterine insemination, IVF: in vitro fertilization,
ICSI: intracytoplasmic sperm injection.

SONUCLAR

Sonuc¢ olarak, her iki kilavuz da SDF testine
iliskin kapsamli kanitlar ve bilgiler sunarak ben-
zer durumlar i¢in test yapitlmasini 6nermektedir.
Esteves ve ark. SDF testinin teknik yonlerini ge-
nis bir sekilde degerlendirip tavsiyede bulun-
maktadir. Agarwal ve ark. daha ¢ok tedavi stra-
tejilerine odaklanmakta ve olasi yénetim yakla-
simlarina iliskin bir algoritma sunmaktadir. Her
iki kilavuz da kapsamli, SDF konusunda bilgi
edinilmesini saglayacak ve birbirlerini tamam-

layacak niteliktedir.
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Sperm DNA fragmentation index and cumulative live
birth rate in a cohort of 2,713 couples undergoing
assisted reproduction treatment
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Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi

Yardimci Gireme tedavisi goren 2.713 ¢iftlik bir kohortta sperm DNA
fragmantasyon indeksi ve kimulatif canli dogum orani

Amac: Sperm DNA fragmantasyon indeksi (DFI) yiksek olan ¢iftlerde ilk segilen yardimci Greme teda-

visi tipinin kimdlatif canli dogum oranini (CLBR) nasil etkiledigini arastirmak.

Hastalar: 2007-2017 yillari arasinda yardimci Gireme tedavisi goren toplam 2.713 infertil ¢ift calismaya
dahil edildi. Ciftlere sunulan tdm IVF/ICSI tedavileri (li¢ siklusa kadar taze ve ilgili tim donmus emb-
riyo transferleri) olmak tGzere toplam 5.422 siklus degerlendirildi.

Ana Sonug Olgiitleri: Birincil sonu¢ CLBR idi. ikincil sonuclar, déllenme orani ve diisiitk oraniydi.

Sonug: IVF grubunda CLBR degerleri normal DFI'li ¢iftler i¢in, yiksek DFI'li (>=20) ¢iftlere kiyasla da-
ha yiksek (sirasiyla, konservatif CLBR tahmini icin %48,1'e karsi %41,6 ve kadin yasi i¢cin dizeltme
yapildiktan sonra optimal CLBR tahmini icin %55,6'ya karsi %51,4) bulundu. ICSI grubunda DFl'ye bagl

bir fark gérilmedi.

Tartigma: Sonucglarimiz, yardimci tGremenin ilk siklusunda ICSI yerine IVF uygulanirsa, yiksek bir DFI'

nin istatistiksel olarak anlamli derecede daha disik bir CLBR 6ngdrdigini gdsterdi.




isveg'teki tim cocuklarin yaklasik %4'l, yar-

dimci Greme tedavisi (assisted reproductive
technology-ART); standart in vitro fertilizasyon
(in vitro fertilization-1VF) veya intrasitoplazmik
sperm enjeksiyonu (intracytoplasmic sperm
injection-1CSI) sonucu dinyaya gelmistir. Onem-
li fiziksel ve psikolojik stresle iliskili olmasinin
yani sira, IVF/ICSI tedavileri, hem tedavilerin
maliyeti hem de calisma saati kaybi nedeniyle
kaynak tiketir. Bu nedenle hem hastalar hem de
toplum Gzerindeki yiki en aza indirmek igin ART
tedavilerini canli dogum orani (live birth rate-
LBR) ag¢isindan mimkin oldugunca verimli hale

getirmek onemlidir.

Bugtin, ICSI ve standart IVF arasindaki sec¢im,
temel olarak geleneksel bir semen analizinin
sonuglarina; ham semen numunesindeki sperma-
tozoanin konsantrasyonu ve motilitesi ile sperm
hazirlama prosedirlerine dayanmaktadir. Stan-
dart IVF ile dislik fertilizasyon orani gibi diger
faktorler sonraki dongllerde ICSl'ye gecgise yol

acabilir.

Birka¢ calisma, yuksek bir sperm DNA frag-
mantasyon indeksinin (DFI) kétd bir ART sonucu
ile iliskili oldugunu goéstermistir. Biz —ilk ART
siklusu icin— sperm kromatin yap! testi (sperm
chromatin structure assay-SCSA) ile degerlen-
dirilen DFlI >%20 ise, canli dogum olasilik ora-
ninin (OR) DFI <%20 olan sikluslara kiyasla yak-
lasik 0,6 oldugunu bildirdik. Yayinlanan verilerin
timiyle olmasa da bazilariyla uyumlu olarak
ICSI tedavileri igin de boyle bir etki bulamadik.

ART uygulanan hastalarda DFI testinin rutin
olarak yapilip yapilmamas: hala tartisma konu-
sudur. DFI o&lgimlerini standart bir prosedur
olarak uygulamakla ilgili olarak maliyet-yarar
analizleri yapmanin 6nindeki engellerden bazi-
lari; mevcut verilerin tek siklusa dayanmasi,
birden fazla siklus iceren ART proseddrlerinin
karmasikligi ve IVF ve ICSI'nin yani sira bir ¢ifte

sunulan taze ve dondurulmus embriyo transfer-

lerinin birlikteliginin dikkate alinmamasidir. Bu
nedenle, bir ¢ifte sunulan tim tedavileri iceren
kimalatif LBR (cumulative live birth rate-CLBR),
ART'nin sonucu igin daha iyi bir 6l¢t olabilir.

Merkezimizde IVF ve ICSI icin kullanilan eja-
kilat spermlerinin SCSA DFl analizleri 2007
ytlindan itibaren rutin olarak yapilmaktadir. Bu
nedenle caligsmanin birincil amaci, ilk ART teda-
visinin IVF veya ICSI olmasina bagli olarak yuk-
sek bir DFI'nin CLBR Uzerindeki etkisini arastir-
makti. ikincil amaglar olarak, DFI'nin IVF ve ICSI
tedavilerinde fertilizasyon oranlari (fertilization
rate-FR) ve dusik orani Gzerindeki etkisini de
arastirdik.

MATERYAL VE METOT

Veriler, 2007 ve 2017 yillari arasinda Malmg,
isvec'teki Skane Universitesi Hastanesi, lciinci
basamak Ureme Tibbi Merkezinde (RMC) ART
sikluslarina iliskin boylamsal bir kohort calis-
masindan elde edilmistir.

Kohort 6zellikleri

En az bir yildir infertilitesi olup, 2007 ile 2017
yillari arasinda RMC, Malmé'de IVF/ICSI tedavisi
almis ve IVF/ICSI tedavisi i¢in kullanilan bir eja-
kilat i¢in en az bir DFI degerine sahip c¢iftlerin
arastirmaya katilmalari istendi. Dahil etme kri-
terleri; kadinin =40 yasinda olmasi, vicut kitle
indeksinin <30 kg/m2 olmasi veya vicut kitle
indeksi 30-35 kg/m2 ise %10 kilo vermis olmasi,
her iki partnerin de sigara icmemesi, erkek part-
nerin >55 yasinda olmamasi ve =1x106/mL sperm
konsantrasyonuna sahip olmasiydi. Calismaya,
5.422 taze ve donmus siklusu olan 2.713 c¢ift
dahil edildi (sekil 1). Bir IVF/ICSI tam déngisd,
yumurtalik uyarimi ile ortaya ¢ikan taze ve don-
mus tim embriyo transferleri olarak tanimlandi.
ilk siklusta standart IVF gerceklestirme kriteri,
ejakilatin gradyan santrifGjlenmesinden sonra
=5x106 spermatozoaya sahip olmasiydi.
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Sekil 1: Calismaya secilen ciftlerin dahil edilme/dis-

lanma kriterleri

istatistiksel analiz

Ciftler, mevcut ilk yonteme (IVF veya ICSI) go-
re iki gruba ayrildi. Tedavi gruplari ve alt gruplar
icin tanimlayicr istatistikler, Student t testi kul-
lanilarak karsilastirildi. DFI kategorize edilirken
ciftin ilk kullanilabilir DFI degeri dikkate alindi.
Konservatif ve optimal CLBR'ler hesaplandi. Kon-
servatif CLBR, bir sonraki dongiye ilerlemeyen
ciftlerin canli dogum yapma olasithiginin sifir
olacagini varsayityordu. Optimal CLBR, bir sonra-
ki dongiiye ilerlemeyen ¢iftlerin, bir sonraki dén-
gliye ilerleyen c¢iftlerle ayni canli dogum olasili-
gina sahip olacagini varsaymisti. Her siklus igin,
o siklusa kadar ve o siklus dahil olmak tzere
canli dogum yapan ciftlerin sayisi gincel grup-
taki toplam c¢ift sayisina bélindi. Disik orani,
disik sayisinin gebelik sayisina bélinmesiyle
hesaplandi. Onceki bulgular, DFI >%20 oldugun-

da standart IVF tedavilerinde canli dogum san-

sinin azaldigini goéstermistir. Buna goére DFI

<%20 normal olarak ve DFI =%20 yiksek olarak
kategorize edildi. Literatlr arastirmasina gore
disik sayisinin, DFI >%40 oldugunda énemli 6l-
clide arttig) gorialdi. Bu nedenle, dusik yapma
orani analiz edilirken cut-off seviyesi olarak
%40'l1k bir DFI kullanildr.

BULGULAR

Dahil edilen tim c¢iftler arasinda %36,0'1 bir
kara, %28,1"i iki kuri ve geri kalan %35,9'u g
kird tamamladi. Tablo 1, ilk tedaviye gére grup-
landirtlmis birinci tam dénginin baslangicindaki
ciftlerin temel 6zelliklerini sunar.

IVF  grubunda (n=1,718)
(n=1,224) tim sikluslar i¢in IVF yaptirmis ve

ciftlerin  %71,2'si

%27,7'si (n=476) ICSl'ye gecmistir. Bu gruplar
icin ortalama (:SD) DFI degerleri sirasiyla %12,9
(:+%7,46) ve %15,7 (£%9,12) idi.

Tablo 1: Tedavi tipine gore ilk tedavi siklusunda gift-
lerin temel 6zellikleri

Baseline characteristics of couples at the first treatment cycle
according to the treatment type.

Variables Total IcSt IVF
Couples (n) 2,713 995 1,718

Age women (y) 324(41) 318(41) 328(41)
BMI women 23.6(33) 237(33) 235(3.3
DF (%) 15.9(98) 19.7(11.3) 13.7(81)
FR (%) 530(28.0) 59.65(26.7) 49.3(28.0)
Good quality embryo (n)  2.0(1.7) 19(1.7)  20(1.D

Nare: The group charaCBrstics are e sed as mean SD). The DA & the frst avalable valus
in the database for a couple. BM = body mass index; DFI = DNA fragmentation index;
FR = fertilzation rate.

Vontina Spesn DFl and cumulaive bith . Fartl Stenl 2021

DFI, tedavi tipi ve FR

FR; IVF icin %49, ICSI icin %59'du. DFI ile FR
arasinda IVF igin negatif istatistiksel olarak an-
lamli bir iliski vardi (-0,34; %95 glven araligi
[Cl]: -0,49, -0,19; P<.001), bu da DFl'deki her
yizde puanlik artis icin FR'de yizde 0,34 puan
azalma anlamina geliyordu. ICSI i¢in anlamli bir
iliski yoktu (0,002; %95 GA:-0,106, 0,11; P=,973).

HEMUD



DFI, tedavi tipi ve CLBR
IVF grubundaki iki DFI kategorisi karsilastiril-

diginda, CLBR degerleri normal DFIl grubunda
yiksek DFI grubuna goére daha yuksekti (konser-
vatif CLBR icin %48,1'e karsi %41,6; optimal
CLBR i¢in %55,6'ya karst %51,4) ve dizeltilmemis
bir modelde her iki tahmin ic¢in de istatistiksel
anlamlilik dizeyine ulasti (sirasiyla P= .042 ve
.019). Bu fark, kadin yasi i¢in dizeltme yapildik-
tan sonra yalnizca optimal CLBR tahminleri icin
istatistiksel olarak anlamli kaldi (konservatif ve
optimal tahminler i¢in sirasiyla P= .115 ve P=
.045). ICSI tedavi kategorilerinde DFl'ye bagh
fark gorilmedi (%45,0'a karsi %46,5, P= .638
konservatif CLBR tahminleri i¢in normal ve yuk-
sek DFIl; %53,7'ye karsi %52,9, P= .973 optimum
CLBR tahminleri i¢in normal ve ylUksek DFI)
(tablo 2). ilk ART siklusunda ejakiilat Gzerinde
O6lcilen DFI degerlerinin %87'sine dayanan bir
duyarlilik analizi, daha 6nce sunulan risk tah-
minlerinde herhangi bir degisiklik gostermedi.

DFI ve diisiik orani

Ug siklusu tamamladiktan sonra kohortun he-
saplanan genel disik orani tahminleri Tablo 3'te
sunulmustur. Cut-off degeri olarak %40'lik bir
DFI kullanildiginda, ilk DFI degerinin <%40 oldu-
gu grupta disik yapma orani %31,3 iken, DFIl'nin

2%40 oldugu grupta %39,1'dir (OR=1,44; %95 GA
0,83-2,51; P= .195) (Tablo 3).

TARTISMA

Sperm DFl'si 2%20 olan ¢iftlerin -daha dustk
DFI degerlerine sahip olanlara kiyasla- ilk tedavi
siklusu i¢in ART yontemi olarak standart IVF
kullanildiginda daha disik bir CLBR elde ettigini
bulduk, oysa bu ICSI tedavisi i¢in dogru degildi.
Konservatif hesaplama modeli icin %16 ve opti-
mal tahmin icin %8'lik bagil fark, dizeltilmemis
modellerde istatistiksel olarak anlamliydi ve
ikinci hesaplama yoéntemi i¢in, kadin yasi igin
dizeltme yapildiktan sonra bile bu sekilde kaldi.

Ek olarak bu farkin, en azindan kismen, ICSI
prosedlrlerinde degil, klasik IVF'te DFI ve FR
arasindaki negatif bir iliski ile a¢iklanabilecegini
bulduk. DFI 2% 40 oldugunda goreceli olarak %25
daha yuksek dustk orani vardi; ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi.

Bildigimiz kadariyla bu, DFI ile ilgili tek bir
siklusun sonucunu degil, CLBR'yi inceleyen ilk
rapordur ve ART baglaminda DFI testinin yararli-
l1gina iliskin stregelen tartigsmaya katkida bulu-
nur. Birka¢ ¢aligsma, yiksek bir DFI'nin daha k&t

Tablo 2: Tedavi tipine gore ilk tedavi siklusunda c¢ift-lerin temel 6zellikleri
Cumulative live birth rate according to sperm DNA frapmentation index ( < 20% vs. 220%) and method of fertilization (IVF vs. ICSI).
Cumulative live birth rate % {95% CI)

DFl =< 20% DFI =20%

Group Cycle Couples® (live births) Conservative Optimal Couples” (live births) Conservative Optimal

IV 1 1,413 (376) 266 (243 289) 266(24.4;29.0) 3205 (54) 17.7(13.4; 22 .0) 17.7{(139: 22 4)
2 856 (205) 41.1(386,43.7) 442415 47.0) 210 (45) 3250272377 353(30.0;41.3)
3 479 (98) 48.1(45.5; 50.7" 55.6(52.7; 58.6F 113 (28} 41.6(36.1;: 47.2)® 51.4(44.9; 58.2)

IC51 1 580 (137) 236(201;27.1) 236204, 27.3) 415 (99) 239{19.8; 28.0) 239200, 28.2)
2 372 (72) I6.0(32.1:399) 384(344:427) 279 (59) 381(334:427) 400(353:45.0)
3 209 (52) 450 (41.0; 4917 53.7 (49.0; 58.6)° 163 (35) 46.5{41.7, 51.3)° 529{47.6; 58.3)°

Note: (I = confiderce interaal; CLBR = cumulatve lve birth rade; DF] = DNA fragmentation index; 1C5] = mbracytoplasmic sperm injection; WF = in vitro fertilzaton.
* Couples with at ket one [ve birth per complete opcle.

* Unadjustediadjrsted comparison of DFl.< 20% v DA = 20% for the cormenative CLER, P = 0427115,

* Unadjustediadjusted companson of DA-20% v DF| = 20% for the optimal CLER, P = 07190045,

= Mo statistical significance in either the unadpusted or adpusted comparison of DF-<20% vs. DFI >=20% for the consersative CLAR.

* Mo statutical significance in either the unadiusted or adjusted comparison of DFl<20% w= DA 2 209% for the opSmal CLER.

Wancina. Speam OF and cumulative birth mafe. Fertd Steed 2027,
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Tablo 3:
Owerall miscarriage rate and association with sperm DNA damage extent.

Cycle Group No. of pregnancies
All three cycles Cweral 1,926
Cycle 1 =1
Cycle 2 592
Cyele 3 338
All three cycles DA <40% 1,862
DH = 40% B4

Note: DA = DHA fragmentabon index
* Mo statstically significant diffenence bebtwesn groups.

Wancima. Sperm OF and comulatee Birth mate. Fertl Sterd 2027,

bir ART sonucu ile iliskili olabilecegini goster-
mis olsa da, bu yéntemin klinik kullanim:i hala
sorgulanmaktadir. Onceki galigmalarin bariz bir
kisttliligr, yalnizca tek bir tedaviye dayanmalari,
oysa hastanin ve toplumun bakis agisindan, tim
tedavilerin kimilatif sonucunun énemli 6lgide
daha biyik olmasiydi.

Genellikle ilk ART siklusunda uygulanan ferti-
lizasyon yoéntemi biuyuk o6l¢cide ham ejakilat
lGzerinde ve ylzdirme veya gradyan santrifijle-
me prosedlUrinden sonra yapilan standart bir
semen analizi ile belirlenir. Birinci veya sonraki
herhangi bir siklusta tedavinin basarisiz olmasi
durumunda, standart IVF, érnegin yetersiz ferti-
lizasyon nedeniyle ve/veya hastanin talebi Gze-
rine ICSI olarak degistirilebilir. Bu nedenle, ilk
ART prosedlrd i¢in en uygun ydntemi se¢mek
icin yeni bir kriter getirmenin CLBR Uzerinde
herhangi bir etkisinin olup olmayacagi 6nemli
bir sorudur.

Calismamiz, ilk ART girisiminden 6nce karar
verme slrecine bir DFI analizinin dahil edilmesi-
nin genel tedavi sonuglarini iyilestirebilecegini
gostermistir. DFI 2%20 olan ve geleneksel kri-
terlere gore standart IVF uygulanan c¢iftlerin
%18'inde CLBR, DFI <%20 olan ciftlerden daha
disukta; I1CSI yontemiyle tedavi edilen c¢iftler
icin ise DFI duzeyi herhangi bir rol oynamadr.
Kadin yasi i¢cin dizeltme yapildiktan sonra, kon-
servatif hesaplama yénteminde degil ama opti-
mal hesaplama yéntemi uygulandiktan sonra
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Ma. of miscarriages Miscarriage rate (%)
BO7 1.5
3114 41.4
184 1.1
110 325
SHL 31.3*
25 39.1°

fark istatistiksel olarak anlamli kaldi. ikincisi,
tedaviyi birakan ¢iftlerin sonraki dongtde canli
dogum olastliginin sifir oldugu varsayimina da-
yaniyordu. Bu, bazi kétlu prognozlu ¢iftler igin
dogru olsa da, ingiliz ve iskandinav arastirma-
lari, ART ile tedavi edilen tium ciftlerin yalnizca
%25-30'unun bu kategoriye ait oldugunu goster-
mistir.

CLBR'deki %4'ltik bir fark (%51,4 ile %56,6
arasinda) nispeten kictik olarak kabul edilse de,
yakin zamanda yayinlanan bir sistematik derle-
mede belirtildigi gibi, %1'lik bir iyilesme bile
dinya ¢apinda her yil binlerce ek canli dogum
anlamina gelecektir. Ayrica, bir¢cok ¢ift bir IVF
klinigi secerken LBR'nin birincil 6neme sahip
oldugunu disinir ve merkezler arasindaki farkin
siklikla <%5 oldugu bildirilir. Ayrica arastirma-
cilar, treme tibbindaki en buaytk caligsmalarin
LBR'de makul gelismeler tespit etmesinin olasi
olmadigl ve meta-analizlerin bu eksikligi telafi
etmedigi sonucuna varmiglardir. Bu nedenle,
bulgularimizin klinik olarak anlamli oldugunu
dislinlyoruz.

DFl =% 40 ve <%40 olan ¢iftler arasindaki di-
stk oranlarindaki fark %8'e yakindi ancak ista-
tistiksel olarak anlamli degildi. Yiksek DFI gru-
bunda 64 siklus ve 25 disik ile tip Il hata riski
gbz 6nidnde bulundurulmalidir.

Calismamizin en blyik giicl, >5.000 tedavi
siklusunun dahil edilmesi ve CLBR'yi klinik son
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nokta olarak kullanma olasiligiydi. Ek olarak,

tim tedaviler tek merkezde yapildi ve ART sik-
luslarinin >%g9o0't tek embriyo transferi olarak
yapildi. Hesaplamalar ilk ART siklusu i¢in uygu-
lanan yonteme dayaniyordu ancak vakalarin yal-
nizca %87'sinde bu tedavi i¢in kullanilan ejaki-
latin DFl degeri mevcuttu. DFl'de 6nemli birey
ici farkliliklar bildirilmis olmasina ragmen, er-
keklerin sadece kiglik bir kisminin yiksekten
disik DFI degerlerine gectigini veya bunun ter-
sini bulduk. Ayrica ilkinden sonraki ART tedavi-
lerinin birine ait DFl'de o6nemli bir degisiklik
nedeniyle yanhis siniflandirma, yiksek ve distk
DFI gruplari arasindaki CLBR farkini azaltma
egiliminde olacaktir. Duyarlilik analizi, yalnizca
ilk sikluslarinda DFIl 6l¢imi olan c¢iftlere bakil-
diginda sonuglarin sabit kaldigini gésterdi.

Bazi ¢iftlerde uygulanan 2. ve 3. kirlerde ART
tedavisinin tipindeki degisikligi dikkate almadik.
Bu bir zayiflik olarak gorilebilse de avantaji,
proje tasarimizin tedavi stratejisi degisikligine
iliskin kararlarin ¢esitli olasi prognostik faktor-
lere dayandigl gercek yasam durumunu yansit-
masiydi. ilging bir sekilde, zayif fertilizasyon
veya fertilizasyon basarisizligi, standart IVF'den
ICSl'ye gecgisin yaygin bir nedeniydi ve caligsma-
miz, 6nceki bulgulara benzer sekilde IVF'te DFI
ile FR arasinda negatif bir iliski gosterdi ancak
bu durum ICSI tedavilerinde gecerli degildi.

SONUC

Sonug¢ olarak, verilerimiz ilk ART siklusunda
standart IVF kullaniminin (bir ¢ifte sunulan g
tam tedavi siklusu tasariminda) DFl 2%20 olan
vakalarda, DFl'si bu seviyenin altinda olanlara
kiyasla daha dusik bir CLBR anlamina geldigini

gostermistir.
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Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi

Tanisal semen analizinde yuvarlak hucreler: laboratuvarlar ve
klinisyenler i¢in bir kilavuz

OzET

Seminal sividaki yuvarlak hicreler, |6kositler ya da immatir germ hicreleri olarak taninir. Semen ana-
lizi yapan laboratuvarlar genellikle bu hicre tiplerini birlikte konsantrasyon olarak rapor eder. Bu
hicrelerin (6zellikle l6kositlerin) infertilitedeki klinik énemi tartisma konusu iken bu hicre tiplerini
ayirt etmek i¢in kullanilan yontemler ¢ogu tani laboratuvarinin kapsami disindadir. Bu makale, yuvar-
lak hicrelerin tanimlanmasi, ayirt edilmesi ve yorumlanmasi i¢cin yardimci olmayi; klinisyenleri, has-
talarin gereksiz antibiyotik kullanimini azaltmaya ve ileri degerlendirmeye yonlendirmeyi amac¢lamak-
tadir.

Cogu laboratuvar, tanisal semen analizini yonu tespiti i¢in yontemleri ve bu hicre tipleri-
(TSA) mevcut Dinya Saghk Orgiti (DSO/WHO) nin dogrulanmasi i¢in daha fazla 6zgil teknigi
kilavuzlariyla uyumlu hale getirirken, TSA tek- detaylandirir. Yuvarlak htcreleri tiplerine ayir-
nikleri ve klinik tedavi, hicresel ve molekdiler mak uzmanlik gerektirir ve fertilite ve miteakip
sperm fonksiyonunu inceleyen arastirmalardaki eylemler Gzerindeki etkisi laboratuvar/klinisyen
gelismeye kiyasla zorlukla ilerlemistir (3). Se- yaklasimi icin net bir sekilde tanimlanmamistir.
mende bulunan l6kositler ve immatir germ hic- Bu makale, yuvarlak hicreleri tanimanin, hicre
releri birlikte "yuvarlak hacreler” olarak tanim- tipleri arasinda ayrim yapmanin 6nemini gézden
lanir (2). WHO 2021, yuvarlak hicre konsantras- gecirmeyi ve bunu hem laboratuvar hem de klinik

acidan ele almayr amaglamaktadir.
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Tablo 1: Fertilite sorgusunda semen analizini degerlendirmek icin asgari hasta 6ykisu icerigi

Question

Justification

Hawve you had any ilnesses within the past 6 months?

How often do you ejaculate through either sexual intercourse or
masturbation?

Have you had any surgery?

To ascertain if any febrile ilnesses or other infections that may contribute to sperm quiality and findings (35).

Discussed within text.

Some abdominal surgery may cause disruption or the reproductive tract. At the very least, the surgery

may have been due to a GU issue.

Have you ever had any cancer treatment?

Cancar treatment may include the use of cytotoxic drugs. These can induce severe oligozoospermia,

azo0spenmia or an increase in germ cell populations (35).

Do you take any recreational drugs, smoke or drink alcohol?

Several studies document the effects of recreational drugs and alcohol on sperm parameters and

round cells (39-42). The use of these drugs may also impact sexual and endocrine function.

Have you been diagnosed with any conditions? This may be geneticor  This is an open guestion but can be tailored and adapted depending on the service. It is aimed at

otherwise.

understanding if there are any issues that may impact fertility or findings in semen.

Lokositlerin Bagisiklik Yanitindaki Onemi
ve Semen ile iliskisi

Lokositler semende; notrofiller %12, makrofaj-
lar %0,9 ve lenfositler %0,17 olmak Gzere sperm
dist hicrelerin %13'Gni olusturur (6). Semende
yiksek [6kosit varliginin genellikle genitolriner
sistem (GUS) enfeksiyonunu, aksesuar bez en-
feksiyonunu veya enflamatuar sireci isaret etti-
gi varsayilir (7, 8). Bildirilen bakteriyospermi
prevalansi degiskendir (%6-68) (9) ancak ldko-
sitospermik o6rneklerin

yaklasik %g5o-8o'inde

mikrobiyal enfeksiyon bulunamamistir (10).

Semen o6rneklerinin rutin mikrobiyolojik kal-
tard ile ilgili gesitli kisithiliklar mevcuttur. Bu
konudaki standart isleyis prosedirleri ve ilgili
kilavuzlar sinirlidir ve normal zengin seminal
sivi mikrobiyomu ile yaygin olmayan patojenleri
ve diger enfektif ajanlari icermez. Multiplex PCR
ve yeni nesil dizileme teknikleri daha fazla bilgi
vermeye baslamistir (9, 12).

Prostatite neden olan etkenler arasinda

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella, Enterococcus, Enterobacter, Proteus ve
Serratia tirleri bulunur (13). E. coli testi pozitif
olan semptomatik prostatit hastalarinin (13) bir

kisminda cilt florasi kontaminasyonundan kay-
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naklandigr goérilmektedir (14-16). Erkek aksesuar
bez enfeksiyonlarina (MAGI) siklikla lékosito-
spermi, reaktif oksijen tirlerinde (ROS) artis ile
sperm kalitesi ve fonksiyonunda azalma eslik
eder (17, 18). Aksesuar bezlerde enfeksiyon var-
l1g1 klinik olarak obstriksiyona, orsite ve semi-
nal sivi Gretiminde bozulmaya neden olabilir
(17). Ejakulatuar kanal tikanikliginda (EDO), se-
men analizinde disik seminal pH, disik hacim
ve azospermi belirgindir. E. coli'ye ek olarak,
gram-negatif bakteriler Neisseria gonorrhoea,
Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum
ve mantar etkeni Candida albicans dahil olmak
Uzere cesitli mikroorganizmalar MAGI'ye katkida
bulunabilir (17, 18). Bakteriyel kaynakli idrar
yolu enfeksiyonlarinin (iYE), epitelyal hicre
kemokin dretimine yanit olarak buyudk &lgide
baslangi¢ctaki notrofil toplanmasina dayandigina
dair kanitlar vardir (20).

Notrofiller peroksidaz pozitif hicreler olarak

siniflandirilir.  Peroksidaz pozitifligi intrinsik
miyeloperoksidaz (MPO) iceren granilositlerle
sinirlidir (21). MPO, klorir iyonlari (Cl) ve bro-
mar iyonlart (Br) dahil maddeleri, hipokloréz asit
(HOCI) gibi radikal olmayanlar ve radikaller (en
az bir eslenmemis elektron iceren molekdller)
dahil olmak tzere reaktif Urinlere oksitledigi

icin énemlidir (21).
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Tablo 2: Erkeklerde gonokokal olmayan Gretrit (NGU)

etkenleri
Aetiology of NGU Proportion
of cases (%)

Chiamydia trachomatis 20-50%
Mycoplasma genitafium 10-30%
Ureaplasma urealylicum 5-10%
Trichomonas vaginalis (UK) 1-5%
Urinary tract infection 1-5%
Adenovirus 2-4%
Herpes simplex virus 2-3%

Miscellaneous Less than 5%

Viral enfeksiyonlar, enfeksiyon sirasinda lret-
radan veya dolasimdan kaynaklanir (22). Bulgu-
lar, idrar yollari disi kaynakli enfeksiyonun ar-
dindan semende Iokositlerin gérinimd ile sinir-
ltdir ancak bu 6zellikle B lenfositlerin humoral
antikor dretimi yaptigl viral enfeksiyonlarin en
son asamasi dustndldiginde dikkate alinma-
lidir.

Semende |6kosit sayisinin vazektomi sonrasi
%85-90 oraninda azalmasi, baylik ¢ogunlugunun
muhtemelen testis ve epididimden kaynaklandi-
gini gostermektedir (22). Semende kigiuk bir
l6kosit populasyonu normal kabul edilir ve muh-
temelen dejenere olan hicrelerin ortadan kaldi-
rilmasinda rol oynar (27) ancak semende anormal
derecede disik I6kosit sayisinin in vitro fertili-
zasyon kapasitesini olumsuz etkilemesi nedeniy-
le sperm fonksiyonu igin gerekli oldugu ileri st-
rilmektedir (28) ve sperm kapasitasyonu, sper-
me ek olarak |6kositler tarafindan Gretilen distk

ROS seviyeleri ile dizenlenir (29).

insan ejakiilatinda lékositlerin diginda hasarli
sperm, immatir sperm ve germ hucreleri dahil
olmak Gzere diger ROS kaynaklarini da vurgula-
mak gerekir (31). ROS, normal sperm fonksiyonu
icin gerekliyken redoks sisteminde bir dengesiz-
lik oldugunda oksidatif strese (OS) neden olabi-
lir. Asiri ROS dUretimi lipid peroksidasyonuna,
sperm motilitesinde azalmaya, DNA fragmantas-
yonunda artisa ve sperm apoptozuna neden ola-

bilir (32).
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Semende Sperm Hiicresi Progenitdrlerinin
Varhig

Germ hicrelerinin, sperm disi hicrelerin %
84'ini olusturarak vyuvarlak hicre varliginda
baskin hicre tipi oldugu bildirilmistir (6) ancak
referans normal seviye nicel olarak tanimlanma-
mistir (24). Semende yuvarlak hicrelerin, 6zel-
likle germ hicrelerinin varhigi, influenza gibi
gecici enfeksiyon ataklarindan sonra epitelyu-
mun aktif rejenerasyonuna veya spermiyogenezin
tamamlanmasinda basarisizliga bagli olabilir
(34). Testikiler olgunlagsmanin durmasi ile germ
hicre dokilmesinde de bir artis olabilir. Burada
erken arrest sirasinda germ hicreleri primer
spermatosit seviyesini, ge¢ arrestte ise yuvarlak
spermatid seviyesini gecemez (35). Artmis mas-
tirbasyon siklhigindan (37) veya gebelik i¢in sik
cinsel iliski gerektigi konusundaki yanlis inang-
tan dolayl uzun sireli sik bosalmasi olan erkek-
lerde matir sperm tedarikinde bir azalma ile
birlikte immatldr sperm ve germ hitcrelerinin

sayisinda artis oldugu da kaydedilmistir (36).

Léokositosperminin Fertilitede ve Hastaya
Yaklasimda Anlami ve Klinik Onemi

Tim semen Orneklerine, hastanin sagligina
iliskin bazi 6nemli sorularin yanitlandigi bir ka-
bul formu eslik etmelidir (éneriler i¢cin Tablo 1'e
bakiniz).

GUS enfeksiyonlari, semptomlar éyki alma ile
birlikte degerlendirilerek teshis edilmelidir (fizik
muayene ile tamamlanabilir) (43). Semptomlar
iseme fazi degisikliklerini, Gretral akintiyr, agriyi
(6zellikle bosalmada) ve testikiler/lokal hassa-
siyeti icerebilir. Bir hasta asemptomatik ise ola-
st maruziyeti gésteren anlamli kanitlar olmadik-
ca enfeksiyonun tanimlanmasi ¢ok daha zor ola-
caktir ve kesin tani konulamayabilir.

Semen analizinde ylUksek sayida I6kosit sap-
tanan hastalar igin birincil endise alanlarindan
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biri, bunlarin hem mikroskobik bakida spermin
dogrudan islevleri Gzerinde hem de spermiasyo-
nu ve/veya spermatogenezi engelleyerek hasta-
nin fizyolojisi Gzerinde neden olabilecekleri ola-

si1 zararli etkilerdir.

Bakteriyel prostatit; diziri, stk idrara ¢ikma
ve artan idrar retansiyonu ile seyretmekle birlik-
te agri, ates, titreme, halsizlik ve mide bulantisi
gibi ciddi belirtilerle sonuglanabilir (13). Yeterli
tibbi 6ykd alirken kateterizasyon veya transrek-
tal biyopsi prosedirleri gibi iyatrojenik nedenler
sorgulanabilir ancak vakalarin ¢ogunun toplum-
dan edinilmis oldugu tahmin edilmektedir (13).
Non-gonokoksik Gretrit (NGU), bir dizi etken
(Tablo 2)
(44). Hastalar tretral akinti, dizdri, Gretral bat-

mikroorganizmadan kaynaklanabilir
ma/kasinti ile basvurabilir ya da asemptomatik
olabilir (45). Akintinin varhigi, polimorfontkleer
l[6kositler iceren pirilan semenle sonucglanir,
direk yayma ve hizli boyama teknikleri kullanila-
rak kolayca gosterilebilir veya orta akim idrar
cubuk testinde >1+ olarak saptanabilir (46). Uzun
streli veya tekrarlayan NGU'lu erkeklerde komp-
likasyon olarak epididimoorgit (EO) gelisebilir.
EO, testis endokrin fonksiyonunu etkilemenin
yani sira testise ve takiben spermatogeneze
dogrudan zarar verebilir (47,48).

infertil ciftler Gzerinde yapilan caligsmalarda,
mevcut veya gec¢mis enfeksiyona dair bariz bir
kanit olmaksizin, cesitli yasam tarzi faktorleri-
nin seminal l6kosit popllasyonunu arttirdigi
gosterilmistir. Bunlar arasinda sigara i¢mek,
esrar ve agir alkol kullanimi yer alir (49). Léko-
sitlerin ve germ hicrelerinin diger nedenleri

Tablo 3'te verilmistir.

Yuvarlak hicrelerin laboratuvarda tanimlan-
masi, ayirict taniyr ve ardindan hastanin yeniden
gbzden gecirilmesini saglamalidir. "Yuvarlak
hicrelerin® ilk tespitinden elde edilecek olasi
sonug, hastanin semptomlari, o6ykisi, semen

analizi ve hasta yonetimi olanaklari ile uyum

Tablo 3: Semende [6kosit ve germ hiicre varliginin

nedenleri
Leucocytes in semen Germ cells in semen
Bacterial infection Varicocale
Viral infection Cytotoxic treatment i.e., chemotherapy
Recovery from ilness Cryptorchidism

Stress and acute iliness Maturation arrast
Chronic ilinass Prolonged frequent ejaculation
Recreational drug use including alcohol and smoking
Trauma

icinde olmalidir. Bu slire¢ en dogru klinisyen ta-
rafindan gerceklestirilir. Onemli sayida yuvarlak
hicre gordldaginde ayirici tani gerceklestirilme-
lidir (tahmini sayim i¢in hemositometre kullani-
mi gecerli bir yontemdir). WHO 2021 ile uyumlu
olarak z1 x 106 yuvarlak hicre/ml konsantras-
yonunun énemli oldugunu distinilmektedir (2).
Bu asamadaki laboratuvar yaklasimi, hasta oy-
kisine, 6nceki semen analizine ve ayrici taninin
sonucuna bagli olacaktir. Sekil 1'deki yol yuvar-
lak hucrelerin saptanmasiyla ilgili raporlamayi
ve yaklasimi desteklemek i¢cin laboratuvara 6zgi
bir yonlendirmenin olmadigi durumlarda 6neril-
mektedir. Bu yol egitim, yeterlilik, klinik gézetim
ve yéntemlerin/personelin sinirlamalari ile belir-
lenecektir. Ejaktlati etkileyebilecek klinik hu-
suslar ve c¢esitli faktorleri 6ne sdren Avrupa
Uroloji Dernegi'nin (EAU) kilavuzu (53) ve WHO
2021 (2) gibi ilgili ¢ok az kilavuz mevcuttur.
Pozitif peroksidaz testi ve bir tani laboratuva-
rinin takip edip gelistirebilecegi mikrobiyolojik
kdltarler disinda tam olarak énerileri yoktur. Bu
nedenle laboratuvar, sevk eden klinisyen tara-
findan toplanan bilgileri tamamlayabilir. Bir
klinisyen hastayi incelerken ileri arastirma ge-
rektiren semptomlar oldugunu farkederse, semen
analizi tekrari veya (remeye vyardimci tedavi
(ART) i¢in yoénlendirmeden &énce yerinde test
yapmayi veya gerekirse spesifik testler, es takibi
ve hastayr tedavisi i¢in bir genitotriner klinigine
sevk etmeyi distinmelidir. Tanimlanabilir bir
nedeni olmayan hastalarda, klinisyen antioksi-
danlari, yasam tarzi degisikliklerini sagladiktan

sonra testi tekrar etmeyi distinebilir. Bazi du-
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A

rumlarda radyolojik inceleme yontemleri gereke-

bilir. Ultrason taramalari genellikle teshiste ya-
rarlt bir aragtir ancak tim hastalar i¢cin endike
degildir.

Yuvarlak Hiicreleri ve Diger Gorilintiileri
Tanimlamak igin Laboratuvar Yontemleri

Yuvarlak hiicrelerin analizi genellikle morfolo-

jik inceleme sirasinda boyali yayma dzerinde
yapilacaktir. Yuvarlak hdcrelerin konsantrasyo-
nu, konsantrasyon analizi ig¢in uygulanan ayni
(altin
standart, gelistirilmis Neubauer hemositometre

yontem kullanilarak tespit edilecektir
olarak belirtilmektedir) (2). Bu noktada yaklasim
ayirict taninin gerekli olup olmadigina veya yu-
varlak hicre tahmininin kullanilip kullaniimaya-
cagina karar vermek olacaktir. Bircok laboratuvar

nihai raporda klinik olarak iliskili bir bilgi ver-

Leucocytes = 1 x 10%/mL

Possible Actions Following Differentiation

Leucocytes < 1 x 105%/mL

Is there a possible cause
known?

Consider germ cell
population.

Comment on this if they are
the predominant cell type.

Report Comment: 2 1.0
x 10° leucocytes/ml
detected in this sample.

Report Comment: 2 1.0
x 10 leucocytes/ml
detected in this sample.

This may be
important if there
are reduced
numbers/quality
of semen,

Consider further
investigation if clinically
relevant.

Report Comment: This
may be due to FREE
TEXT INFORMATION,

Report Comment;
Management is at
clinical discretion.

Report Comment:
Consider specific advice
.e. 3 month repeat,
scan, confirmation

Sekil 1: Semende [6kosit ve germ hicre varliginin nedenleri

PAS)
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meyecektir ancak sayr z1 x 106 /ml olarak hesap-
lanirsa, basit¢ce yuvarlak hicrelerin mevcut oldu-
gunu belirten bir yorum igerebilir. Yuvarlak htc-
relerin raporlanmasi I6kositlerin veya germ hic-
relerinin oranina dair hig¢bir bulgu vermez. So-
runlar, laboratuvarlarin isterlerse ayirici taniyi
nasil yapacagina ve yaptiklarinda ise son kulla-
nicinin bu bilgilerle ne yapacagina iliskin yon-
temlerden kaynaklanmaktadir.

WHO, yuvarlak hicrelerin miktarinin belirlen-
mesi i¢cin onerilen yontemler pratik veya labora-
tuvar i¢in uygun olmayabilir demektedir. Loko-
sitlerin degerlendirilmesi i¢cin seminal granilosit
elastaz testi, imminokimya ve peroksidaz testi
dahil olmak lGzere uygulanabilecek bircok yéontem
vardir (54). Tavsiye edilen en basit yéntem gra-
nilositlerde bulunan peroksidaz enziminin bo-
yanmasidir. Peroksidaz enzimi ile boyamanin
sinirliligr, kronik enfeksiyonda oldugu gibi son
asamalardaki bir hastaligi veya enfeksiyonu
degil, yalnizca erken evrede aktif bir hastaligi
veya enfeksiyonu tanimlayacak olmasidir (55).
Genellikle daha az tercih edilen secenek, boyali
preparatlar ve morfolojik ayrimin kullaniimasi-
dir ancak 6zellikle peroksidaz testi gibi yontem-
ler granitl icermeyen hicreleri veya aktif bilesik-
lerini salmis hacreleri kacirdiginda, subjektif
olmakla birlikte boyali preparatlarin kullanimi
klinik olarak ilgili bilgileri verebilmektedir. Bo-
yama ve ayirict tani, o6zellikle preparasyonun
[6kosit tespitinde kullanilabilen rutin kan yay-
malarindan farkli olmasi nedeniyle, hucrelerin
yanlis yorumlanmasina yol acgabilir. Hicrelerin
sitolojik subjektif yorumundaki bu celiskiler,
o6zellikle servikal sitoloji olmak Uzere sitoloji
disiplinleri arasinda yillarca bir tartisma konusu
olmustur (56). Ornegin boyali semen yaymala-
rinda, notrofilleri ¢ok c¢ekirdekli spermatidlerle
karsilastirirken notrofil

cekirdek segmentleri

arasindaki kiclik kromatin koéprilerini gorsel
olarak belirlemede zorluklar olabilir. Bu, perok-
sidaz degerlendirmelerinin, diger boyama yén-
temlerine kiyasla subjektif yorumlamay: destek-

leyebilecegi bir yerdir. . WHO 2021 yonergeleri

HEMUD

"Iokositler ile immatidr germ htcreleri arasinda
yiksek bir kesin ayrim yapmanin mimkin olma-
digini" belirtirken (2), bu vurgunun referansinin
1966 yilina ait oldugunu (58) ve daha fazla ca-
[ismanin ve verinin gerekli oldugunu belirtmek
gerekir. 2003'te yapilan kicik bir ¢calisma (59),
peroksidaz pozitifligi ve elastaz dizeylerinin
iliskisini gozden gecirdi ve iki test arasinda hig-
bir korelasyon bulamadi, bu da semende perok-
sidaz testinin lokositlerin mutlak bir belirleyicisi
olmayabilecegini gostermektedir. Alternatif yon-
temler bu makalede ele alinmamistir. Fotomik-
rografik goérintaler (Sekil 2-6), laboratuvar pro-
hicrelerin tanimlanmasi

fesyonellerine farkli

icin kiigtik bir atlas sunacaktir.

Sekil 2: Rapid Romanowsky boyama, x100 objektif ve
x10 optik ile gorintileme. (A) N&trofil (A1), spermatid
(A2). (B) Olasi lenfosit (B1), ¢oklu spermatozoa (B2).
(C) fagosite edilmis materyal iceren biylk fagositik
makrofaj (C1), lenfosit (C2) (D) Ug nétrofil (D1), iki mo-
nosit (D2, D3). (E) Bélinen spermatosit (E1), sitoplaz-
mik kalinti (E2). (F) Olasi lenfosit (F1), spermatid (F2).

26



4 Gl
. \ Hl
&%
)
H2 —> gy
[—— N [ ==
.
.81 A YT L Al
' ’
. J2 . ¥ " .
[ L ]
- * i » o K1 P+ K3
. -
» ﬁ - 4‘
> [
L el e , ’:]ﬂ-l-l!--- o -

L » M
- »
W o——— M2
\“ ‘.‘
T ® +t— L2
L1 2 O —m
R — T [ ———

Sekil 3: Papanicolaou boyama, x100 objektif ve x10 optik ile gériintiileme. (G) Noétrofil (G1). (H) iki kicik nétrofil
(H1, H2). (J) Spermatid (J1), olasi dejenere/hasarli nétrofil (J2), nétrofil (J3), olasi dejenere monosit (J4). (K) Notro-

filler (K1, K2), spermatid (K3). (L) Sitoplazmik kalinti (L1), spermatosit (L2). (M) Spermatosit (M1), spermatidler
(M2).




‘ o
f"_ .
wi
P |

Sekil 4: Rapid Romanowsky boyama, x100 objektif
ve x10 optik ile gérintileme. (N) Fagositik makrofaj
(N1). (P)
santrifijlenmis &érnek (Q) Skuaméz epitel hicresi
(Q1). (R) Eritrosit (R1). (S) Kigik monosit (S1). (T)
Olasi lenfosit (T1).

Spermatid  (P1), eritrositler (P2);

TARTISMA

Semende l|okositlerin 6nemi ve anlami ¢ok sayida
calismada tartisiimistir. Bu iyi bilinmesine ragmen
laboratuvarlar, analizin tamamen sayisal oldugu du-
rumlarda hekimlere yorum igin yeterli bilgi sagladik-
larindan emin olamamaktadir. Bu, gereksiz antibiyotik
receteleri de dahil olmak tzere uygun olmayan tedavi
uygulama riskini veya erkek sagligini, sperm kalitesini
ve gebe kalmaya calisan ¢ifti iyilestirme olasiligini

kagirma riskini artirir. Klinisyenleri dogru teshis arag-

Sekil 5: Faz kontrast mikroskop, x20 optik ile
gorintileme. (X hari¢ yapay olarak %50 blydtilmas).
(U) Olasi spermatid (U1). (V) Spermatid (V1), skuaméz
epitel hicreleri (V2). (W) Spermatidler (W1, W2). (X)
Spermatosit (X1), debris ve sperma-tozoa agregasyonu
(X2).

larint kullanmaya yonlendirmek i¢in laboratuvar bulgu-
larinin yani sira hastanin uygun sekilde gézden geciril-
mesi de dikkate alinmalidir. Hastalar, 6zellikle cinsel
yolla bulagmayan GUS enfeksiyonlari ile ilgili olarak
alaka dizeyini yanlis anlayabileceginden, raporlama ve
hasta incelemesine hassas bir yaklasim saglamak ¢ok
6nemlidir. Laboratuvarlar, giivenilir sonuglar ve sonug-
larin net olmasini saglayarak, gerektiginde yeterli tav-
siyelerde bulunarak klinisyenleri yénlendirebilir. Netlik
veya tavsiyenin gerekli oldugu durumlarda, 6zellikle
olagan disi veya anormal gériinen birgok hiicrenin be-
lirtildigi durumlarda, teshis slirecinde androloglari
desteklemek i¢cin hematologlar ve sitopatologlardan
yararlanilabilir veya konsUltasyon gortsintn kullantil-
masi, uygulamaya deger bir yaklasim olabilir. Gerekir-
se dogrulama ile birlikte egitim ve yeterlilik degerlen-
dirmeleri, laboratuar profesyonellerinin hiicreleri tani-

ma becerisine dair glivence saglamak icin her zaman



Sekil 6: Sekil 6. Faz kontrast mikroskop, x 40 objektif, x 20 optik ile gériintileme. Uzun sireli cinsel perhiz sonrasi
(10 gtinluk ejaktlasyonu) hastadan alinan semenin fotomikrografisi, coklu spermatositleri, spermatidleri ve yaslan-
mis spermi gdsteriyor. Ayri olan nukleer yapilarin ¢ok daha yuvarlak ve tek bi¢cimli gérinimd, 6rnegin Sekil 2, A1 ve
D1 hiicrelerinde gorildigu gibi, ince kromatin koprileriyle birlestirilmis kaba kimelenmis kromatin loblarina sahip
notrofillerden agikca ayirt edilir. Hicreler spermatid cekirdekleri iceren spermatidden olgun sperme degisen

asamalara ve spermin ortaya ¢ikmasindan dolayi vakuollere sahip olabilir.

6nemli olacaktir. Genel amag, tek tek akyuvar tiplerine
ve germ hicre tlrlerine goére kategorik olarak ayirma-
nin aksine, hekime baskin hiicre poptilasyonu hakkinda
bir fikir vermek olmalidir. Yiksek dizeyde egitimli per-
sonelin semen analizine katildigi laboratuvarlarda, bu
ayrim daha ileri bir testle ustlenilebilir. Bu, laboratu-
varlari yalnizca katr alt referans limitleri ve yizdelikler
yerine, klinik karar degerlerine yoénlendiren mevcut
WHO 2021 yénergeleriyle birlikte ele alindiginda, hasta
yonetimi yaklasiminin analizin merkezinde oldugu bir
yere tasiyacaktir. Ayni zamanda dogru yénetim plan-
larinin ortak bir karar ve paylasiimis bir sorumluluk ile
yapilmasiyla hastaya uygun klinik incelemeyi sagla-

yacaktir.
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Infertilitesinin Epidemiyolojisine Etkisi

OZET

infertilite, modern toplumda diinya ¢apinda énemli sayida cifti etkileyen énemli bir sorundur. Agir
metaller ve diger bir dizi faktor, infertiliteye nedensel olarak baglanmistir. Bu ¢caligmanin amaci agir
metaller olan kursun, kadmiyum ve bakirin erkek ve kadin infertilitesinin epidemiyolojisi Gzerindeki
etkisini belirlemektir. PubMed, Google Scholar, Science Direct ve diger bilimsel veritabanlarinda erkek
ve kadin infertilitesi ve agir metaller gibi ilgili anahtar kelimeler kullanilarak 1982'den 2020'ye kadar
yayinlanan makaleler arandi. Sonucglar, son yillarda infertil bireylerin sayisinin arttigini géstermistir.
Cesitli cevresel, mesleki ve genetik faktorler potansiyel nedenler olarak tanimlanmistir. Agir metaller
kursun, kadmiyum ve bakir; sperm motilitesinde degisiklikler, semen kalitesinde azalma veya yumurta
Gzerindeki etkiler gibi cesitli mekanizmalar yoluyla ¢iftlerde infertiliteye neden olur. Radyasyon (iyo-
nize veya mikrodalga) ve 1si gibi fiziksel olgulara maruz kalma, stres ve zihinsel bozukluklar, sigara,
solunum kirleticileri (kursun), bécek ilaglari ve bécek ilaglarindan kaynaklanan kimyasallar, anestezik

gazlar, civa ve sitotoksik ilaglar da infertilitenin baslamasina katkida bulunabilir.




Sanayilesmeden kaynaklanan yasam tarzi degi-
siklikleri kadin ve erkek sagligini etkilemistir. Diinya
Saghk Orgiti'ne (WHO) gére ireme saghgi, potan-
siyel olarak kisirliga yol acabilecek bir dizi faktérden
etkilenmektedir (Sarvari ve ark, 2010). infertilite
cogu ilkede biyiyen bir halk saghg sorunudur ve
vakalar 1955'ten beri %5o artmistir. infertilitenin
toplumlarin ekonomik ve sosyal gelisimi Gzerindeki
etkisi mikro ve makro diizeyde hissedilmektedir
(Haslegrave & Olatunbosun, 2003; Shafi ve ark.,

2016; Direkvand-Moghaddam ve digerleri, 2014).

Epidemiyolojik calismalar, diinyada infertilite pre-
valansinin ortalama %10 oldugunu gostermektedir.
En disik ve en yiksek prevalans sirasiyla Avustralya
ve Afrika'ya aittir (Direkvand Moghaddam ve ark,
2016). Amerika Birlegik Devletleri'nde infertilite pre-
valansi %10-15'tir (Marchlewicz ve digerleri, 2007),
Cin'de %9 civarindadir (Che & Cleland, 2002) ve
iran'da %13,2'dir (Zarif Golbar Yazdi ve ark, 2020).
Calismalar, ciftlerin altida birinin kisirliktan muzda-
rip oldugunu ve bunun ortaya c¢ikmasiyla iliskili un-
surlar olarak c¢evresel, mesleki ve 6zellikle genetik

faktérlerin  tanimlandigini goéstermektedir (lrvine,

1998).

Cevre kirliligi ve agir metallere maruz kalma din-
yada blylyen sorunlardir. Agir metaller erkeklerde
ve kadinlarda cesitli Greme fonksiyonlarini degistirir;
sperm sayisi, hareketliligi, canliligi ve spermatoge-
nezde azalmaya, hormonal dengesizlige, folikller
atreziye ve gecikmis yumurta olgunlasmasina yol
acar. Agir metaller dogurganligin 6nemli bir toksiko-
lojik yonini olusturur. Bazi metallere Greme toksin-
leri denir ve "endokrin bozucular (EB'ler)" olarak
bilinirler. Bu toksik metallerin bazilarina maruz kal-

mamak kaginilmazdir (Clementi ve digerleri, 2008).
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Kadmiyum ve kursun, hormon seviyelerini degistiren ve

dogurganlik sorunlarina neden olan metallerden en
cok c¢alisilanlardandir (Ghahremanei & Ghaem, 2005).
Bellas ve ark. (2001), infertilite vakalarinin yaklasik
%s5'inin ciftliklerde ultra yiksek frekansli radyasyona,
agir metallere, herbisitlere ve bocek ilaglarina maruz
kalmanin zararli etkilerinden kaynaklandigini goster-
mistir. Radyoloji, endlstriyel ve kimyasal solvent fab-
rikalari, rafineriler ve kursun madenlerinde calismak
gibi bazi meslekler de kisinin dogurganlik durumunu
etkileyebilir (Koskimies ve ark., 2010; Wegner ve ark.,
2010). Arabalardan ¢ikan egzoz dumanlari gibi hava
kirleticiler, erkek ve kadinlarin gametogenezinde ku-

surlara neden olur (Carré ve ark., 2017).

Kadmiyum ve bakir, Greme sistemi Gzerinde yikici
etkilere sahip olabilir ve kisirhiga yol acabilirler (Asadi
ve ark., 2013). Bir calisma, civa ve kursuna maruz kal-
manin normal aktiviteyi bozabilecegini ve sperm moti-
litesini bozabilecegini gostermistir (Bellas ve ark.,
2001). Hayvan calismalari, farkli konsantrasyonlarda
agir metallerin balik sperminin hareketliligini ve ultra-
morfolojik parametreleri Gzerindeki etkilerini, dustk
konsantrasyonlarda bile spermin hareketini etkileye-
bilecegini agiklamistir. Kursun, hipofiz bezinin agirli-
gini azaltir, sonug olarak LH ve FSH konsantrasyonun-
da azalmaya yol agar. LH'nin Ostrojen ve progesteron
hormonlarindaki degisiklikler Gzerinde dogrudan etkisi
vardir. LH'deki azalmalar 0&strojen ve progesteron
konsantrasyonlarinda distslere neden olur (Parvizi ve
Ellendorff, 1982).

Bilimin ilerlemesi, endistriyel gelisme, bu kimyasal-
larla yapilan drdnlerin piyasaya sirilmesi ve yasam
tarzi degisiklikleri, psikolojik ve sosyal sonuglari olan
erkek ve kadin infertilite vakalarinin sayisini artirdi. Bu
calisma, toksik agir metaller olan kursun, kadmiyum ve
bakirin erkek ve kadin kisirhig Gzerindeki etkilerini

arastirmayi amacladi.

HEMUD



ARAC VE YONTEMLER

Bu calisma, 1982-2021 yillari arasinda yayinlanan
makalelerin taranmasi seklinde yapiImistir. Bu amacla
Magiran, Google Scholar, SID, Scopus, PubMed, Science
Direct ve ISl veritabanlarinda infertilite, agir metaller,
kursun, kadmiyum, bakir, erkek ve kadin anahtar keli-

meleri ile makale taramasi yapiimistir.
SONUCLAR VE TARTISMA

Dinyanin son ylzyilda sanayilesmesi, bircok yonden
insan yasam kosullarini iyilestiren Grinlerin Gretimine
yol a¢mis olsa da bazi durumlarda bu drinler veya
bunlari Gretmek igin yaratilan isler halk saghgina za-
rarlidir ve diger organlardan daha hassas olan tGreme
sistemi de dahil olmak tGzere insan vicudunun gesitli
organlarinda meydana gelen rahatsizliklara yol agmak-
tadir. Agir metaller insan vicuduna hava yolu, su ve
yiyecekler yoluyla girebilir. Kadmiyum, cevreye en yay-
gin dagilan metallerden biridir. Bu metal, bobrekler ve
karaciger dahil olmak tGzere vicudun cesitli dokularina
zarar verir. Kadmiyum, toksik maddeler &n listesinde
yer almakta ve hastalikla baglantili yiksek riskli toksik
maddeler arasinda yedinci sirada yer almaktadir. insan
vlicudunda, ovaryumlar ve testisler de dahil olmak
lzere yetiskinlerin tGreme organlarinda ciddi hasara
neden olur. Kadmiyum, vicudun organlari Gzerinde iki
mekanizma ile olumsuz etkilere neden olur; bircok
enzimde ¢inkonun yerini alirken diger yandan da pro-
teinlerin tiyol gruplari ile reaksiyona girerek ve onlarin
yapi ve fonksiyonlarini degistirerek toksik etki gésterir

(Haji Ghasemkhan, 2007).

Kadmiyum, Nijerya'daki infertil ¢iftlerden 60 gontllu
erkekte incelenmistir. Arastirmacilar, kadmiyumun
spermatogenez lzerindeki gli¢li yikici etkisinin siste-
mik sitotoksisiteden kaynaklanabilecegini ileri sur-

muslerdir (Akinloye ve ark., 2006). Hemmati Borujeni

HEMUD

ve ark. (2020), erkek sicanlarda kadmiyum klorir uygu-
lamasinin germ hicrelerinin yitkimina ve azalmasina
yol actigini géstermistir. Disi sicanlarda oositlerde
artan kadmiyum birikimi ile metafaz Il'ye ulasan oosit
sayist énemli 6l¢ide azalir (Pisa ve ark., 1990). Agir
metallerin deve dogurganligi Gzerindeki etkisiyle ilgili
bir ¢alisma, plazma magnezyum ve kadmiyum konsant-
rasyonlari ile sperm anormallikleri yizdesi arasinda
pozitif bir korelasyon gosterdi (Meligy ve ark., 2019).
Kadmiyum sperm tiplerine zarar verir ve hiicre deje-
nerasyonuna neden olur. Calismalar, sigara ve mesleki
risk yoluyla agir metallere maruz kalmanin neden ol-
dugu timérleri tanimlamistir. Tipik bir sigara 1.5 H/gr
kadmiyum igerir (Chia ve ark., 1994) ve sigara icenler-

de astenozoospermiye neden olur (Omu ve ark., 1995).

Sperm DNA'sinin sagligi, dollenme ve dogurganlikta
anahtar faktorlerden biridir. Sperm DNA'si endojen ve
eksojen faktorler tarafindan zarar gorebilir ve fetlisln
saghgini tehlikeye atabilir (Simon ve ark., 2013). Kad-
miyuma maruz kalma testikller oksidatif stresi ve epi-
didimde ROS Uretimini artirabilir, sperm Gretimini,
motilitesini, antioksidan kapasitesini azaltabilir ve
lipid peroksidasyonunu artirabilir (Marchlewicz ve ark.,
2007). Yetiskin erkek sicanlara 1 veya 5 mg kadmiyum
kloriirin (CdCl2) subkutan enjeksiyonu, testis, ventral
prostat ve seminal vezikillerin agirliginda anlaml
disutslerle, azospermi ve oligospermi ile sonuglanir

(Saksena ve digerleri, 1977).

Kursun, sinir sistemine, bobreklere, akcigerlere, ke-
mik iligine buylk dl¢lide zarar verir ve bozulmus he-
moglobin biyosentezine ve anemiye, hipertansiyona,
distklere, erken doguma, erkek infertilitesine ve 6g-
renme bozukluklarina neden olur (Shimbo ve ark.,
2001). Kursun cevresel bir kirletici olarak kabul edilir.
Bu nedenle kursunun etki mekanizmasi, kalsiyuma
baglanarak hiicrenin endotel sistemlerini bozabilecek

sekildedir. Kursuna maruz kalma (yillarca 4o0g/dl veya
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25g/dl) dogurganhg azaltir ve dusik, erken dogum,

distk dogum agirhigi riskini artirir (Bellinger, 2005).

Aciklanamayan erkek infertilitesi, ¢esitli kimyasal
maddelere cevresel ve mesleki maruziyete de baglana-
bilir. Onemli 6lciide kursuna maruz kalan bireylerin,
maruz kalmanin hipofiz ve tiroid hormonlari Gzerindeki
etkilerinden dolayr yumurtalik ve testis bliylimesi tze-
rinde olumsuz etkiler gdésterme olasiligi daha yuksektir
(Sokol, 1987). Kurgun zehirlenmesi vakalarinin genel-
likle isgileri etkiledigi bildirilmektedir (Khan ve ark.,
1995). Kalantari ve ark., bir eritme tesisinin firin ala-
ninda calisan kisilerde kursun seviyelerinin diger bol-
gelerden gelen iscilerde gorilen seviyelerden daha
yUksek oldugunu ve ayrica tesisin diger bodlgelerine
atanan isgilere gére daha ylksek prolaktin ve proges-
teron seviyelerine sahip olduklarini  bulmuslardir
(2009). Sharma ve ark., gebelik ve dogum sonrasi
kursunun goreceli etkilerini degerlendirmistir (2013).
Kursun asetat, fetal ve neonatal yasam sirasinda yu-
murtalik gelisiminde ciddi hasara neden olabilir, pri-
mer ve sekonder foliktllerde degisikliklere neden ola-
bilir ve Ureme sistemi islevini bozabilir (Sharma ve
ark., 2013). Omari ve ark. (2015), Kenya'da satilan mar-
kalarin sigara dumaninda bulunan agir metal sayisini
arastirdi ve kursunun tdm sigara markalarinda en
ylksek konsantrasyona sahip oldugunu buldu. Epide-
miyolojik ve hayvan arastirmalarindan elde edilen
deneysel verilerin incelenmesi, farkli konsantrasyon-
larda kursunun spermatogenez fonksiyonunu, sperm
fonksiyon parametrelerini ve UGreme hormonlarini

bozdugunu géstermektedir (Teijon ve ark., 2006).

Chowdhuri ve ark. (2001), kurgunun spermin yumur-
talara baglanma yetenegini 6nemli dl¢lide azalttigini
gOstermistir. Kursun kontaminasyonu farelerde sperm
hareketliligini ve canliligini azaltmistir (Golshan-
[ranpour & Emami, 2011). Civanin sigan spermi Gzerin-

de siddetli toksik etkileri de rapor edilmistir (Pacey ve
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ark., 1994). Bakir, insan vicudunun ihtiya¢ duydugu
temel elementlerden biridir. Bu element karacigerde
depolanir ve hemoglobin yapiminda ve vicudun doku-
larina oksijen verilmesinde yer alan kimyasal etkile-
simlerde bir katalizor goérevi gorir (Preston & Snell,
2001; Babaei ve ark., 2012). infertil erkeklerin semen
plazmasindaki bakir miktari, fertil bireylere gore an-
lamli derecede ytksektir. Bakir, oksidatif hasarin etki-
lerine aracilik edebilir ve spermatogenez ve erkek
infertilitesinde énemli bir rol oynayabilir. 100 mg/l'nin
Gzerindeki konsantrasyonlarda bakir, Dicentrarchus
labrax baliklarinda sperm hareketliligini etkilemistir

(Kime ve ark., 1996).

SONUC

Farkli ¢evresel risk faktorleri, insan vicudunun ge-
sitli organlarinda bozukluklara yol acabilir. Bazi gevre-
sel faktorler erkeklerde konsantre sperm dretimine
neden olabilir. Kursuna, diger agir metallere ve bocek
ilaglarina maruz kalma, erkek ve kadin kisirligiyla ilis-
kilendirilmistir. Isiya asiri maruz kalma, mikrodalga
radyasyonu, ultrason ve diger saglk riskleri ve kisirlik
gibi diger faktorler arasindaki iliski konusunda hala

tartismalar stirmektedir.

HEMUD



Zeynep Kamil UYTEM

Uzm. Dr. Géksen Derya REiS KOSE
Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklari EAH
UYTEM Laboratuvar Sorumlusu

Misir'da baslayip, tarla zorluklari

istanbul'a uzanan bir askin; yoksul bir ailenin

asarak

cocugu olarak Malatya'da dinyaya gelen Yusuf
Mehmet Ali Pa-

hikayesinin 141

Kamil'le, Misir Valisi Kavalali

sa'nin kizi Ziheyla Zeynep'in
yillik tezahtridir Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk

Hastaliklari Egitim ve Arastirma Hastanesi.

Ziheyla Zeynep Sultan, Hidiv Sarayi'nin pren-
sesiydi ve Kahire'nin yoksullarina yardim eder,
Yusuf
Kamil ise zeki, becerikli, dirist ve caliskan ol-

herkesin dertleriyle ilgilenmek isterdi.

masiyla taninirdr.
Ziheyla Zeynep ve Yusuf Kamil, Yusuf Kamil'in

Misirda Hidiv
baslamasindan

Sarayi'nda katip olarak i-se

sonra tanisirlar. Bu slregte
Mehmet Ali Pasa'nin takdir ve begenisini kaza-
nir Yusuf Kamil. Ziheyla Zeynep'le evlenmek is-
teyenler coktur ancak Mehmet Ali Pasa, Yusuf
Kamil'le evlenmesini ister kizinin. Bu evlilik Hi-
div sarayinda pek hos karsilanmaz. Kamil Pa-
sa’'nin Sultan Abdilmecid tarafindan da fazlaca
itibar goérmesiyle, Misir'in ileri gelen esraf ve
Mehmet Ali

Pasa’'nin ve ardindan yerine gecen oglu ibrahim

devletlileri kendisine cephe alir.
Pasa'nin da &lmesiyle vali olan Abbas Pasa bo-
sanmalarini zorunlu kilar ve Kamil Pasa'yr sir-
glne yollar. Kamil Pasa hastalanir, doktor veril-
mez; ya bosanacaktir ya da zindana atilacaktir.
Tam zindana girecekken Zeynep Sultan’in bir
terlik icerisinde goénderdigi gizli mektubu alir.

Mektupta, “"Hastasin, zindana girme. Seni 6mri-

min sonuna kadar bekleyecegim.” yazmaktadir.

Kamil Pasa bu satirlari okuduktan sonra goénil
rahatlhigiyla kendisine uzatilan bosanma belge-
sini imzalar ve bosanirlar.

Kamil Pasa ancak strgindeki G¢ ayr dolduk-
tan sonra Sultan Abdilmecid'i durumdan haber-
dar edebilir. istanbul'a déner ve yine Sultan Ab-
dilmecid'in fermaniyla Zeynep Sultan'in da is-
tanbul'a gelmesi saglanir. Uzunca bir zaman
sonra Zeynep ve Kamil nihayet birbirlerine ka-
vusurlar. Gegen zaman igerisinde yaslari da geg-
mistir ve cocuklari olmaz; ancak pek ¢ok o6ksiz

ve yetime kol kanat gererler, anne-baba olurlar.

Hastane yapma fikri yardimseverliklerinin ni-
hai sonuclarindan biridir. Yer olarak Uskidar se-
cilir. 24 Haziran 1875'te temeli atilir; ancak ne
yazik ki 10 Ekim 1876'da Kamil Pasa Hakk'in rah-
metine kavusur. Onun &6liminden sonra Zeynep
Sultan ise devam eder. insaat 7 yil sirer. 2 Mart
1882 Persembe ginu gorkemli bir térenle acilisi

yapitlir.

Acilisindan bu yana, kisa araliklarla farkl ko-
nularda hizmet vermis olsa da bina kadin ve ¢o-
cuk hastaliklari hastanesi olarak gdérev yapiyor
ve Zeynep Sultan ile Kamil Pasa hastane bah-
cesindeki ebedi istirahatgahlarinda uyuyorlar.
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Gecen 140 yili askin sirede binlerce ¢ocuk
dinyaya burada goézlerini agti. Binlerce ¢ocuk
tedavi edildi. Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk Has-
taliklari Hastanesi, alaninda dlkenin en aktif
calisan, en 6nct hastanelerinden biri oldu. Bu
rolind yine lGlkenin en ¢ok hastaya ulasan Ure-
meye yardimci tedavi merkezlerinden birini ku-
rarak taclandirdi. istanbul’da bulunan hastane-
ler icerisinde ilk Gremeye yardimci tedavi mer-
kezi 2000 yilinda hastanemizde kuruldu. 2003
yilindan itibaren Gremeye yardimci tedavi yon-
temleri konusunda egitim vermek dzere yetki-
lendirildi.

SAGLIK |

Unitemizde ginimize kadar yaklasik 20 bin
ailenin infertilite tedavisi gergeklestirilmistir.
Egitim yetkisi olan merkezimizde, klinikte ve
embriyoloji labortavuvarinda goérev alacak ylzin
tzerinde adaya egitim verilmistir.

Dogal yollarla ¢ocuk sahibi olamayan ¢ift-
lerin umut yolculuklarinda ¢ok 6nemli bir durak
Zeynep Kamil. Bu hasta gruplarinda; gereginde
klasik ovulasyon indiksiyonu ve intrauterin in-
seminasyon (astlama), gereginde IVF (klasik tip
bebek) ve ICSI
assisted hatching, embriyo ve gonad hicreleri-

(mikroenjeksiyon) islemleri,
nin dondurulup cézilmesi ile testis biyopsisi gi-
bi etkinligi bilimsel dizeyde kanitlanmis tim
tani ve tedavi yontemleri, ayrica; laparaskopi ve
histereskopi gibi cerrahi girisimler uygulanabil-
mektedir. Merkezimizde ayda yaklasik olarak 150
ciftin asilamasi ve yine 150-200 ¢iftin tip bebek

tedavisi gerceklestirilmektedir.

Embriyoloji laboratuvarimizda 2 tanesi ikili, 1
tanesi tekli olmak Gzere toplamda 5 adet stereo
mikroskop iceren 3 adet laminar flow hood bu-
lunmaktadir. inkibatérlerimiz; Gc¢li benchtop,
biri konvansiyonel ve ikisi kabin i¢i olmak Gzere

toplam 6 tanedir. iki tane lazer sistemi dona-
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nimli ve mikromaniptlatérld invert mikroskop-

umuz bulunmaktadir. Mikro TESE cerrahisi igin
ameliyathane mikroskobumuz vardir. Androloji
laboratuvarimizda 2 adet tekli laminar flow
hood, 1 adet etlv, 2 adet santrifij ve 2 adet faz
kontrast mikroskobu vardir. Embriyoloji ve and-
roloji laboratuvarlarinda ayri ayri birer adet
buzdolabr kullanilmaktadir. Ayda yaklasik 30
hastaya ait embriyo ve gonad dokusunun don-
durularak saklanmasi ve ¢ézllerek transfere ha-
zir hale getirilmesi islemi yapilmaktadir. Merke-
zimizde hepatit B hastalari gibi kontaminasyon
riski olan hastalara ait 6rneklerin saklandigi 1
adet kontaminasyon tanki olmak ilzere toplam

10 adet azot tanki bulunmaktadir.

Merkezimiz 5 kadin dogum uzmani, 6 his-
toloji ve embriyoloji uzmani, 2 biyolog, 2 tibbi
laborant, 8 hemsire, 4 sekreter ve 2 yardimci
personelle hizmet vermektedir. Tim unsurlariyla
ekip olmanin bilincinde, kalite standartlarini 6n
planda tutarak, baydk bir is birligi icerisinde,
Zeynep Kamil'li olmanin sorumlulugu ve onu-

ruyla caligmaktayiz.




Floresan Mikroskop

Hazirlayan:
Prof. Dr. Ender ERDOGAN
Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji AD

Floresan mikroskobu, bir gérinti olusturmak
icin floresans o6zelligini kullanan optik mikros-
koplardir. Isigin organik ve inorganik numuneler
tarafindan sogurulmasi ve muteakiben yeniden
isimasi, tipik olarak fosforesans/fotoluminesans
olarak tanimlanir (1). ingiliz bilim adami George
G. Stokes ilk olarak 1852'de floresansi tanimladi
ve florspar mineralinin ultraviyole aydinlatildi-
ginda kirmizi 1s1k yaydigini gézlemledi (2). Gina-
muzdeki gibi floresan mikroskoplar 20. yy bas-
larinda (3), imminfloresan isaretlemeler ise ikin-

ci yarisinda kullanilmaya baslanmistir (4).

Genel 6zellikler

Florokromlarla isaretlenmis kesitler, belli bir
dalga boyundaki floroforlarca absorbe edilen 1-
ve Stokes

stkla aydinlatilir (uyarma/excitation)

yasasina gore; absorbe edilen i1siktan farkli bir
renkte (daha uzun bir dalga boyunda) ve kiresel
olarak tim vyonlerde yayilan ancak uyarma 1sik
siddetine goére oldukga dustk bir (yayilim/emis-
sion) 1s1k ile gérintd alinir (5). Bu da yansiyan
Isinin preparata goénderilen 1siktan ayrimini/se-

¢cimini kolaylastirir.

Klasik bir floresan mikroskobu konvansiyonel
Johan S.
ikinci  bir

dlzenegine

stk mikroskobuna goére farkli olarak

Ploem tarafindan gelistirilen ve
(istten/epi-fluoresan)
sahiptir (6).

ve daha beyaz bir 1sik veren 1s1k kaynaklari; civa

aydinlatma
Burada genellikle ¢cok daha kuvvetli

buharli lamba, xenon veya led lambalar kullantlir.

Son yillarda ayri bir gi¢ kaynagi gerektirmemesi,
soguk 1sik saglamasi, bu nedenle de enerji tasar-
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rufu ve daha uzun kullanim émdrlerine sahip ol-
malari nedeni ile led 151k kaynaklari tercih edil-
mektedir.

Istk kaynag: ile objektif arasinda belli dalga
boyunda isik saglayan uyarma filtreleri ve 6zel
bir ¢ift kiricilt dikroik/dikromatik ayna bulunur-
ken objektif ile okller arasinda preparattan yan-
styan 15181 segen dikroik ayna ve emisyon filtre-
leri bulunur. Filtreler ve dikroik 1sin ayirici, nu-
muneyi isaretlemek i¢in kullanilan floroforun u-
yarim ve emisyon Ozelliklerine uyacak sekilde
secilir (1,5). Bir epi-illiminasyonlu floresan mik-
roskop semasi Sekil 1'"de gosterilmistir.

“%

Emisyon Filtresi

— I
V. :

/ Is1k Ka«gman;j1

Uyarma Filtresi

Dikroik Ayna

uony
FLUAR

10% 3
et

Ornek kesit

Sekil 1. Klasik trinokdler epi-floresan mikroskop kesiti

Cogu mikroskop firmasi kullanici tercihine

gore filtre kuplerinden olusan filtre c¢arkli
konfiglrasyonu secenegini ile bir mikroskop-
ta birden fazla filtre seti montaji imkanini

sunar. Maksimum floresan yogunlugunu elde
etmek icin, bir florofor genellikle uyarma eg-
risinin pikindeki dalga boylarinda uyarilir ve
algilama i¢in de emisyon tepe noktasini da i-
ceren genis bir emisyon dalga boyu araligina
sahip filtre segilir.

Objektif olarak; floroforlarin kullandig:i dalga

HEMUD




Floresan Mikroskop

boylarindaki 15181 daha iyi geciren (fluor/fluorit
[fluatar vs) ve emisyon yapilan isik zayif oldu-
gundan bu goérintiyl ylksek ¢oztUndrlikle alabi-
lecek NA degerleri objektifler ile bu goérintiyd
kaydetmek icin de yuksek ¢ézandrlaklt dijital ka-
meralar tercih edilir.

Dizgin yapilandirilmis bir mikroskopta, ortaya
cikan floresan yapilarin cok koyu (veya siyah) bir
arka plan UGzerinde yiksek kontrastla Ust Uste
gelmesi icin gbéze yalnizca emisyon 151§l ulasma-
lidir. Bu sayede ayni preparatta birden fazla isa-
retli floroforlar farkli filtreler ile ayri ayri gérin-
filtre
dan elde edilen bu goriantller yine mikroskop go-

tilenebilir. Ganimuzde, farkh kanallarin-
rintd analiz yazilimlari ile Gst Gste ¢akistirilabil-

mektedir.

Bir kesitin floresan mikroskobunda incelene-
bilmesi i¢in floresan bir boya (florofor/florok-
rom) ile isaretli olmasi gerekir. Floresan floro-
forlar ile isaretli bir preparat da ancak bir flore-
san mikroskop ile incelenebilir. Biyolojik yapila-
rin bazilari kendiliginden (otofloresan) bu 6zel-
lige sahipken, tibbi ve biyolojik incelemelerde
daha ¢ok 6zel floresan boyalarla isaretleme kul-
lantlir. Bu boyalarin bazilari (DAPI ve HOECHST
gibi nltkleik asit boyalari ve aktini isaretlemede
kullantlan fallodin gibi toksinler ile kollajeni
isaretleyen Collagen Hybridizing Peptide gibi
proteinler) dogrudan bir biyolojik proteini/mole-
kild isaretleyebilirken, cogu kere de bir antikora
eklenerek numunedeki antijenik yapilarin spesi-
fik ve hassas bir sekilde isaretlenmesini (immdin-
floresan) saglar. Florokrom problardan ilk bulu-
nani (Coons, 1942) FITC (Fluoresan isotiyosiya-
nat) olup; 490 nm mavi isik ile uyarilmakta ve
yaklasik 519 nm'de yesil floresan emisyon ver-
mektedir (7). Daha sonra Rhodamin (TR-ITC,
tetrametil isotiyosiyanat) bulunmus olup; yak-
lasik 570 nm kirmizi floresan emisyona sahiptir.
Son yillarda 6zellikle lazer-konfokal ve multi-
foton mikroskoplarin yaygin kullanimi ile spekt-
rumdaki hemen hemen tim renklerde emisyon
yapan floroforlar da sentezlenmistir.

Ayrica genetikte saglanan gelismeler ile
knock-in ile biyolojik yapi ve organizmalarin flo-
resan bir proteini sentezlemesi de saglanarak

hicre/dokularin dogrudan canli floresan incelen-

HEMUD

me imkani da dogmustur.

Avantaj/dezavantajlari
Florokromlarda aydinlatma ve goérintileme
Prof.

1930'daki doktora tezinde tanimlanan floresans

slreci Alexander Jablonsky tarafindan

prensibine dayandigindan gorintileme sireci

belli bir zamanla sinirlidir (8). Bu olaya fosfore-
sans denir. Bir stGre sonra photoleeching (solma)
olayr gergeklestiginden floroforlar floresans ye-
teneklerini kaybeder ve yeterince kuvvetli gorin-
tilenemezler. Bunun Ustesinden gelmek icin; op-
tik kalitesi yiksek objektifler yani sira, isaretle-
me ve inceleme sirecinin karanlik bir ortamda
yapilmasi; incelemenin planli ve hizli bir sekilde
gerceklestirilmesi, goéruntilerin  kaydedilmesi,
daha stabil (Alexa (9), dyLight (10), Q-dots (11)
gibi) ve dayanikli yeni nesil floroforlar ile sol-
may! geciktirecek kimyasal ve kapatma medyum-
larinin  kullanilmasi 6nemlidir. Canli floresan
incelemelerde 1s1g1in da canliliga toksik etki ya-
pabilecegi (fototoksisite) unutulmamalidir. Yine
dikkatsizce segilen florokromlarin uyarma ve e-
misyon egrilerinin birbirleri ile ¢akisan bodlge-

lerinden vyalanci pozitif floresans alinmasi
(photo-bleeding) olasiligi da akilda tutulmalidir.
Ayrica elde edilen goérintld konfokal mikroskop-
taki secilen belli bir Z dizleminden elde edilen
optik kesit gorantlisinin aksine kesitin timin-
den yansiyan gdrintlyl icerdiginden kesit kalin-
ligr arttikca gorantide de ‘blurlagsma’ (bulanik)
gorilir. Bu nedenle; konfokal mikroskoptaki 20-
5o mikrometrelik kalin kesitlerin aksine klasik
floresan mikroskopta 3-4 mikrometrelik ince ke-
sitler tercih edilir. Floresan ve konfokal mikro-

grafilerdeki bu fark, Sekil 2'de gosterilmistir.

Uygun immin isaretlemeler ile ayni seansta
ikili (double) ve t¢la (triple) isaretlemeler yapi-
labilmesi ve bu isaretlenmelerin daha rahat yo-
rum ve analizlerinin yapilabilmesi dolayisi ile de
birden fazla antijenik fenotipin birbiri ile ayni
preparatta kiyaslanabilmesi de i1sitk mikroskopi

esasli imminhistokimyasal isaretlemelere gore
avantaj saglar. Ornegin: bir kortikal beyin kesiti-
nde astrosit ve oligodendrosit gibi belirli bir gli-
ya hicresini veya spesifik bir isaretleme ile de
néronu ayirt ederken myelin, nérotibll, nérofi-
lament veya akson gibi bir yapi veya organeller

de ayrica gosterilebilir (Sekil 2).
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Sekil 2. Bir arka kék gangliyonunda (DRG): Konvansiyonel floresan mikroskop ile alinmig G¢li imminhistokimyasal
isaretle-mesi (5 PIm) (sol resim) ve konfokal mikroskopla alinmis ikili isaretleme (50 Mm) (orta resim), DRG
kiltGrinde: ikili isaret-leme; granller endoplazma retikulumu NISSL/Neurotrace ile aksonlar ise NFH

(nérofilament H) ile isaretlenmistir (sag re-sim) (E. Erdogan’a ait farkli caligmalardan alinmigtir).

Kaynakca 10. DyLight Fluors - Technology and Product Guide.
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Bir Androloji Laboratuvari Nasil Kurulur?

Uzm. Dr. Emine AKSOY
Trabzon Kanuni EAH
UYTEM Laboratuvar Sorumlusu

Androloji laboratuvari erkek infertilitesinde
temel test olan sperm analizinden, gonad hitc-
resinin (sperm) veya gonad dokusunun (testis)
dondurulup saklanmasi islemine kadar UGreme
saglig: ile ilgili bir ¢cok test ve incelemenin ya-
ptldigi; ayrica asilama ve tlip bebek tedavisinde
sperm oOrneginin  hazirlandigr laboratuvardir.
Androloji laboratuvarinin bu hizmetleri basaril
ve gilivenli bir sekilde verebilmesi igin yeterli
teknik alt yapi ve donanima sahip olmasi

gerekir.

Androloji laboratuvari ihtiyaca gére kamu ve
6zel hastane biinyesinde kurulabilir. Uremeye
Yardimci Tedavi Merkezi (UYTEM) icerisinde ola-
bilir veya bagimsiz bir birim olarak ayri bir alan-
da konumlandirilabilir. Bagimsiz bir Gnite olmasi
halinde androloji laboratuvari ile birlikte; sperm
verme odasi, uygulama alani, hasta kabul ve
bekleme alani, hasta bilgilendirme odasi, perso-
nel dinlenme ve calisma odasi, hasta ve perso-
nel icin lavabo-tuvalet olmalidir.

Androloji laboratuvari: Sperm verme odasi ile
baglantili, icerisinde gerekli olan arag¢ ve gereg
ile lavabo bulunan, en az 8 m2 buayudkliginde
laboratuvardir. Isisi ayarlanabilir olmalidir.

Sperm verme odasi: Androloji laboratuvariyla
baglantisi bir pencere ile saglanan, i¢inde lava-
bo ve dus bulunan, gerekli donanima sahip 6zel
bir oda seklinde olmalidir.

Uygulama béltiimii: En az 7 m2 biytkltiginde,

icerisinde lavabo bulunan, intrauterin insemi-

nasyon (lUl) ve hicresel tedavilerin uygulana-

cagl bir oda seklinde olusturulur.

Hasta kabul ve bekleme alani: Yeterli genis-
likte ve rahat sekilde désenmis bir hasta kabul
alani ile hasta ve yakinlarinin bekleyebilecekleri
bir alan bulunur.

Hasta bilgilendirme odasi: Hastalarin bilgilen-
dirilmesi ve egitimi amaciyla dizenlenen en az
10 m2 blyltklGginde odadir. Hasta ve yakinlarina
bilgilendirme yapilabilecek sekilde dizenlemeler
yapilir. Bilgisayar, ¢aligma masasi, sandalyeler,
dolap vs. olmalidir.

Dondurma saklama alani: Bu alan bdlgenin ve
ilin ihtiyacina goére dizenlenir. Dondurulmasi
gereken numunelerin (sperm, gonad dokusu, kék
hicre vb.) saklanmasi i¢in dizenlenen en az 6
m2 bluylkliginde bir alandir. Bu alan androloji
Gnitesi icerisinde kapi ile ayrilmis bir birim ola-
bilecegi gibi uygulama alani igerisinde dondurul-
mus numunelerin saklama alani olarak da olus-
turulabilir. Bu alanda sivi azot ana depo tanklari
ve yedek tank bulunur. Planlanan ilave her bir
tank i¢cin 1 m2 alan eklenir.

Merkezde gerekli olan tibbi ve teknik
donanim

Laboratuvar, hizmetin strekliligi icin gerekli

enerji, gli¢ kaynagi, su, iletisim, bilisim gibi or-
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tam destek sistemlerini igerecek sekilde ya-

pilandirilir.

Laboratuvar teknik alanlarinin kapilarr,
acil durumda ¢ikisa engel olmayacak sekilde
otomatik kayar kapr veya disari dogru acila-
bilen kapilar olmalidir. Ayrica yetkisiz kisi-
lerin girislerine engel olacak sekilde dizen-
leme yapiimalidir.

Laboratuvar ile varsa dondurma-saklama
alaninin zemini ve tezgahlar antibakteriyel,
antistatik malzeme ile kapli olmalidir.

Laboratuvarin havalandirma sistemi; taze
hava UGfleyen, mikroorganizma gecirmeyecek
sekilde filtre sistemi ile desteklenmis olma-
litdir. Pencere kesinlikle olmamali varsa iptal
edilmelidir.

Personel durumu: Laboratuvar sorumlusu o-
larak tibbi histoloji ve embriyoloji uzmani, en
az bir tibbi laborant olmak Gzere ideali iki
tibbi laborant veya bir tibbi laborant ve bir
biyolog, bir sekreterden (Groloji poliklinik
sekreteri de olabilir) olusur.

Androloji laboratuvari icin olmasi gereken
cihazlar

1. Faz kontrast mikroskop
2. Etdv

3. En az bir adet santriflj cihazi

. Laminar flow kabin

. Vorteks cihazi

. Makler kamerasi (en az iki adet)
Otomatik pipet seti (stantli)

. Isitici tabla

. Buzdolabi

10. Oda tipi termometre
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11. Dijital termometre

12. Sperm ve gonad dokusu dondurma iglemi
varsa; sivi azot ana depo tanki, dondurulmus
6rnek depolama tanki ve koruyucu ekipman

Androloji laboratuvari i¢cin olmasi gereken
sarf malzemeler

Sperm yikama medyumu

. Sperm ayristirma medyumu

. Steril plastik pastor pipeti

. Non steril plastik pastor pipeti

. Steril konik santrifaj tapd (15cc)

. Non steril konik santrifdj tapd (15¢cc)

. Yuvarlak tabanli aspirasyon tiapi (5 cc)
. Lam, lamel
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. Otomatik pipet ucu

10. Steril numune kabi

11. Sperm boyama sollsyonu seti

12. Ucli sale seti

13. Penset

14. insilin enjektori

15. IUI katateri

16. Parafilm

17. Laboratuvar temizlik solisyonu

18. Dondurma tipl (cryovial) (sperm/gonad do-
kusu dondurma iglemi varsa)

19. Sperm dondurma medyumu (sperm/gonad
dokusu dondurma islemi varsa)

Androloji laboratuvari icin pratik bilgiler

e Ginumuzde kullanilan sperm yikama med-
yumlari bikarbonat tamponla desteklendik-
leri i¢in kullanilmadan &nce inkibatorde
gazlanmalari zorunlu degildir. Dolayisiyla
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medyum kullanilmayacak ise i1sitma amagli

laboratuvarda yalnizca tamponlu

etiv kullanimi daha uygun bir yaklasim olur.




Bir Androloji Laboratuvari Nasil Kurulur?

e Sperm yitkama medyumu icerisindeki human
serum albimin (HSA) miktari %5 ve Gzeri ol-
malidir.

e ideal olani; sperm sayimi igin bir faz kont-
rast mikroskop ve sperm morfoloji degerlen-
dirmesi icin bir 1stk mikroskobu olmasidir.

e Laminar flow kabin Class Il dlizeyinde, ylze-
yi 1sitmasiz, iki kisinin ¢alismasina uygun o-
lacak sekilde en az 120 cm olmalidir.

e Faz kontrast mikroskobunun, makler kama-
rasinda sayim i¢in 20'lik bliyitme objektifi

olmalidir.
e Faz kontrast mikroskobunun, sperm morfo-
loji degerlendirmesi i¢in 100'lik buyitme

objektifi olmalidir.

e ideal olani; biri sogutmali ézellikte iki adet
santrifdj olmasidir.

e Buzdolabinin biro tipi olmasi yeterlidir.

e Androloji laboratuvarinda mutlaka internet

baglantili bilgisayar ve yazici olmalidir.




Mikroskobun Kesfi

Uzm. Dr. Betiil SARI
SBU istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tip Bebek Unitesi

insan gézi 200-250 um’'den daha biiyik olan
nesneleri gorebilir. Daha kigik canli ve nesne-
leri géormek igin ise mikroskop gereklidir. Mikro
dinyanin kapitlarint agan, goérinmezi goérindr,
bilinmezi bilinir kilan mikroskoplarin icadi bilim
dinyasinda yeni kesiflere yol agarken tip dinya-
sinda hastaliklarin teshis ve tedavisi agisindan
da ¢ok 6nemli olmustur.

Ginumiuizde ¢ok gesitli mikroskoplar kullanil-
maktadir. Bunlar 1s1k kaynagina gore gozle gori-
nen ve gozle gdérinmeyen isinlarin kullanildig:

mikroskop tirleri olarak iki ana gruba ayrilir.

Gozle gorinen 1sinlarin kullanildigr mikroskop
tarleri:

e Aydinlik alan mikroskobu

e Karanlik alan mikroskobu

e Faz kontrast mikroskobu

e Polarizasyon mikroskobu

e interferens mikroskobu

e invert mikroskobu

Gozle gortilmeyen isinlarin kullanildigr mik-
roskop tirleri :
e Ultraviole mikroskobu
e Fluoresan mikroskobu
e Konfokal mikroskobu
e Elektron mikroskobu

Bilimin en 6nemli buluslarindan olan mikros-
kobun icadinin ilk temelleri Romalilar tarafindan
atilmistir. 13.ytzyilda Romalilar, ortasi kalin ke-
narlari ince olan camlarin cisimleri daha buayudk
gosterdigini kesfetmisler, mercimege benzeyen
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bu camlari latince mercimek kelimesinden tlre-
yen lens adini vermislerdir. Bu camlar daha son-
ra optik sektériinde kullanilmaya baslanmistir.

Mikroskobu ilk kesfedenin kim oldugu konu-
sunda kesin bir bilgi yoktur. Ayni anda bir¢ok bi-
lim insaninin ¢alismasi oldugu bilinmektedir. Bu-
nunla birlikte Hollandali Hans Janssen ve oglu
Zacharias Janssen, 16. Yizyilda birden fazla mer-
cegin cisimleri daha fazla biyUtebilecegini dust-
nerek iki mercegi tip seklinde bir alete koyarak
cisimlerin tek mercekle olandan ¢ok daha buyuk
gortindiklerini goézlemlemistir. Bu goézlem saye-
sinde ilk optik mikroskobun kesfi gerceklesmis-
tir.

Jassen
Microscope

. Objective

Galileo Galli ise casus cami adini verdigi mik-
roskobu ile cisimleri ¢cok daha fazla blyiterek
bocekleri incelemis ve resmetmistir.

sarkaciar ve saather

e

Lronclofi

mikroskog

Su pompalama makinass

Galileo Galli ve buluslari

Robert Hooke optik mikroskobu enstriman
yapimcisi olan Christopher Cock ile birlikte
gelistirmistir. Bircok canliyr ve nesneyi ince-
leyen Robert Hooke “Micrograpia” isimli bir

kitap yayirmlamistir. Kitabinda inceledigi
seylerin ¢izimlerini de yapan Hooke

inceledigi
HEMUD




Mikroskobun Kesfi

sise mantarinda kesfettigi bos odaciklara 'hicre’ Ernst Ruska ise 1sik yerine elektron demeti
ismini vererek literatlre hicre tanimini kazan- kullandigi elektron mikroskobunu ile nesneleri
dirmistir. yaklastk bir milyon kez biyitmeyi basaran elekt-

ron mikroskobunu bulmustur.
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Robaeit Hooke (1665) I

Anton van Leeuwenhoek bir kumas ticcaridir

ve nesneleri 270 kat biyiten bir mikroskop tre- Ernst Ruska
(1906-1988)

tip bircok inceleme yapmistir.

1934

%.

iki Alman bilim insani Gerd Binnig ve Heinrich

Rohrer, taramali tinelleme mikroskobu gelistir-

mistir. Bu mikroskoplar bilgisayarlar ile kontrol

edilebilmekte ve bu mikroskoplar ile G¢ boyutlu

gorintlt alinabilmektedir.

Anton van Leeuwenhoek’in ¢izdigi sperm resimleri

Bu yeni mikroskop ile Robert Hooke, kendi di-
sinden aldigi 6rnekleri inceleyerek 'mikroorga-
nizmalar'i kesfetmistir.

19. ylzyilda Louis Pasteur mikroskoptan yarar-

lanarak hasta hayvanlardaki bakterileri incelemis
ve bu mikroorganizmalarin hastaliklara neden ol-
dugunu gostermistir. Pasteur bugin bilinen bir- Bilim cok giicli bir isiktir ve tam varolusu ay-
ok aginin da bulusunu yapmistir. dinlatir. Gegmis, simdi ve gelecekte pozitif bili-
min 1sigina katkida bulunan herkese sevgi ve

saygilarimla...




Mozaik Embriyolarin Transferine iliskin PGDIS
Gorus Raporu (19 Agustos 2021)

Uzm. Dr. Emine AKSOY
Trabzon Kanuni EAH
UYTEM Laboratuvar Sorumlusu

Uluslararasi Preimplantasyon Genetik Tani
Dernegi (PGDIS)

PGT (Preimplantasyon Genetik Tani) sidrecin-
de teknik yeterlilik ve tim test sonuglarinin
dogru yorumlanmasi dahil olmak lGzere, embriyo
analizinin tim asamalarinda kalite slreglerinin
uygulanmasina 6ncilik eder. Bir 6nceki PGDIS
gbéris beyanindan (2019) bu yana, mozaik emb-
riyo transferinin olasi sonucglari konusunda be-
lirsizlik devam etmektedir. Bu raporun amaci,
mevcut en son bilgileri géozden gecirmek ve mo-
zaik embriyo transferiyle ilgili test laboratuvar-
larina, kliniklere, klinisyenlere ve genetik danis-
manlara; PGDIS adina diizenlenen 6dnceki 2016 ve
2019 (Cram ve ark., 2019) belgelerinin yerine
gececek giincellenmis bir 6zet saglamaktir.

OZET

PGT-A gibi kromozomal testler, morfolojiye
dayali embriyo secimlerinde istenmeden yapilan
anbéploid embriyo transferini 6nleyerek IVF so-
iyilestirir. NGS (Next
Sequencing) gibi daha yeni teknolojiler bazi

nuglarini Generation
embriyolarin, trofektoderm (TE) mozaisizmi di-
sindiren, intermadiate tam veya segmental kro-
mozom kopya sayisi sonuglarina sahip gibi gori-
nebilecegini ortaya c¢ikarmistir. TE mozaik ara-
[1§1 sonucuna sahip bir embriyo bazi hastalarda
transfer icin tek secenek olabilir.

Son veriler mozaik embriyolarin anormal do-
gum riski olmadan transfer edilebilecegini gos-
termektedir. Yayinlanmis birkag kontrolll ¢alis-
mada, mozaik embriyo transferlerinin, artan im-
plantasyon basarisizligi ve disik oranlari ile
iliskili oldugunu (sekil 1) ve yiksek oranli moza-
ik embriyolarda hastadan iyi sonu¢ alma ihtima-
linin azaldigini 6ne sirer. Disik oranli mozaik
embriyolarin transferinde, bazi gruplarin 6ploid
embriyolara benzer sonuglar gésterdigi raporlar
bulunurken (Capalbo ve ark., 2021), bazi gruplar
da daha yiksek gebelik basarisizligi oranlari bil-
dirir (Wang ve ark., 2021). Mozaik embriyo trans-
ferlerinin sonuglariyla ilgili veriler hala sinirli-
dir, sadece 1000'den fazla vakanin takibine ait
sonuglar mevcuttur. Bu gdris raporunda, mozaik
embriyolarin ise yararliligi ve transferine iliskin
tartigsmalara yardimci olmak igin laboratuvarlara,
kliniklere, klinisyenlere ve
rehberlik edilir.

danismanlara

GiRiS

Anéploidi i¢in PGT-A'nin amaci, morfolojiye
dayali embriyo secimlerine 6zgi andploid embri-
yo transferinin sayisini ve etkisini azaltarak, IVF
transfer sonuclarini iyilestirmektir. Bir &ploid
embriyo transferinin, andploid embriyolara gore
implantasyon, gebelik ve canli dogum i¢in daha
iyi oranlara sahip oldugu gésterilmistir. ilk ca-
[tsmalarin ¢ogu, bélinme asamasi biyopsisi ile
sinirli FISH analizi kullanilarak gerceklestirilen
PGT-A'nin bir avantajini gésterememistir. Artik
embriyonun kromozomal durumunun degerlendi-
rilmesinde optimal olanin birkag TE hicresinin
biyopsisi ile birlikte kapsamli kromozom analizi
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oldugu kabul edilmektedir. Erken evre biyopsisi-
nin (3.gin) embriyo sonuglarini kisitlama potan-
siyeli oldugundan artik tercih edilmemektedir.
Bununla birlikte, tek seferde birden fazla hicre-
nin analizi, intermadiate kromozom (tam/seg-
mental) kopya sayisi olasihigini ortaya ¢ikarir.

“igure 1. Relationship botween level of mosaicism and transfer outcomes of a mosaic embryo.
Arrows on the right side show increasing mosaicism in either euploid or aneuploid embryos.

Mozaik Embriyo insidansi

Kromozom mozaikligi, genellikle embriyolarin
sadece kiguk bir kisminda olmasina ragmen,
yaygin olarak gézlenir. Array CGH ve NGS tabanli
yontemler gibi hassas teknolojiler, uniform a-
noéploidileri (biyopsideki tim hicreleri etkile-
yen) mozaik andploidilerden (biyopsideki yal-
nizca bazi hicreleri etkileyen) degisken bir se-
kilde ayirt edebilir. Blastokist asamasinda, NGS
yontemleri kullanilarak rapor edilen mozaisizm
insidansi klinikler arasinda olduk¢a degiskendir;
%2'den %40'a kadar degisir ve kliniklerin buyuk
¢ogunlugu arastirilan yas grubuna bagli olarak
%5-15 arasinda oran verir. Belirli bir klinikte st-
rekli olarak ytuksek mozaik embriyo insidansi,
hasta yas grubu, klinik tedavi ve spesifik emb-
riyoloji uygulamalari ile iliskili olabilirken; tim
kliniklerde ylUksek mozaisizm, daha zayif test
laboratuvari uygulamalarinin géstergesi olabilir.
Bu durumlarda klinik ve test laboratuvari, uygu-
lamalarini gézden gecirmelidir. Genetik labora-
tuvarlari embriyo mozaik oranlarini ve cut-off
degerlerini agiklamalidir. Bu, kliniklerin kendi
performanslarini ve laboratuvarin analitik yete-
neklerini degerlendirmelerine yardimci olacaktir.

Mozaik Embriyolarin Transfer Sonucglari
Mozaik embriyo transferi sonrasi basarili ge-
belikleri bildiren ilk yayinlanmis ¢alismadan bu

yana (Greco ve ark., 2015), diger gruplar da daha

fazla sayida mozaik embriyo iceren sonuglar bil-
dirmistir (Munne ve ark., 2017; Victor ve ark.,
2019a; Viotti ve ark., 2021; Zhang ve ark., 2019;
Zore ve ark., 2019). Bu calismalar, mozaik veya
mozaik segmental embriyolarin saglikli gebelik-
lerle sonuclandigini ortaya koymustur (Tiegs ve
ark., 2021; Viotti ve ark., 2021) ancak; bu tar
transferler disik implantasyon oranlari ve sik-
[tkla daha yiksek distk oranlari ile iliskilidir
(Wang ve ark., 2021). Mozaik embriyo transfer
verileri yaklasik 1000 mozaik embriyoyu kapsa-
maktadir. Mozaik embriyolarin biydk bir kismi 6-
nemli dizeyde gelisimsel yetkinlige sahiptir ve
transfere uygundur. Genel olarak, disik mozaik
embriyolarin (%50 alti) transferinden sonra yik-
sek basari oranlari elde edilirken, TE biyopsi 6r-
neginde daha yiksek anormal hiicre seviyesine
sahip mozaik embriyolarda (%50 (zeri) gebelik
olasiligi daha dustktir. Mozaik embriyo trans-
ferinden sonra olusan gebeliklerin prenatal tes-
hislerinin neredeyse timd, normal 6ploid fetls-
lerdir ve bildirilen canli dogumlarda kromozomal
Mozaik
transferleri ile sendromik olmayan ¢ok disik se-

sendromlar gorldlmemistir. embriyo
viyeli bir mozaik bebek (Kahraman ve ark., 2020)
ve etkilenen bir bebek (Mounts ve ark.,2019)
dogmustur. Yakin zamanlarda, mozaik embriyo-
larin analizi ile mozaik blastokistlerin kromozo-
mal yapisi hakkinda ek bilgiler ortaya ¢ikmistir
(Viotti ve ark., 2021). Genel olarak, ilk biyopside
yiksek mozaiklik diizeyi varsa, sonraki TE ve ICM
biyopsileri tam bir anoéploidi gosterir. Bununla
birlikte, sonraki TE ve ICM biyopsilerinde daha
disik bir mozaiklik seviyesi saptanan bircok
embriyo uniform &ploiddir (Marin ve ark., 2021;
Ou ve ark., 2020; Victor ve ark., 2019).

Bu Durum Klinik Uygulamada Anéploidi
Testini Nasil Etkiler?

TE biyopsi sonuglarinin ¢cogu (>%8s5) tim kro-
mozomlar i¢in tek tip 6ploid veya bir ya da daha
fazla kromozom icin tam andploid olmasina rag-
men, embriyo biyopsilerinin ki¢ik bir kismi, bir
veya daha fazla kromozom igin intermadiate
kopya sayisi degisiklikleri gosterebilir. TE biyop-
silerinde tespit edilen mozaisizm teorik olarak
fetlis ve/veya plasenta lGzerinde (plasental dis-
fonksiyon, sendromik canli dogumlar vb.) klinik
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etkilere sahip olabilir. Mozaik embriyolarin
transferi, hastaya uygun danigsmanlik ve alter-
natifler tartisildiktan sonra distnulebilir. Dogal
gebeliklere kiyasla gercek risk dastktir (Viotti
ve ark., 2021) ve mindr TE mozaikligi veya arte-
faktlar arasinda mozaik

muhtemelen gergek

transferlerini temsil eder.

Genetik Laboratuvari igin

Kromozom kopya sayisini 6l¢gmek igin kullani-
lan NGS ve iliskili veri analizlerinin bazen yanlis
bir sekilde mozaiklik gosterebilir (Fragouli ve
ark., 2019; Marin ve ark., 2021). Teorik olarak,
mozaiklik degerleri su durumlarda yanlis sonucg-
lanabilir:
(i) Zayif biyopsi teknigi
(ii) Zayif numune isleme/tasima
(iii) Suboptimal DNA amplifikasyonu ve kitip-
hane olusturma
(iv) Kromozom haritalama yerlerini standardize
etmek i¢cin kullanilan algoritmalarin se¢imi

IVF Klinigi icin

Sirecin kalan embriyo Gzerindeki etkisini en
aza indirmek ve ayni zamanda saglam, dengeli
bir amplifikasyon saglamak igin 5-10 TE hlcresi-
ne biyopsi yapilmasi 6nerilir. Embriyo Gzerinde
minimum etki olusturmak i¢in her zaman 6zen
gosterilmelidir. Orijinal embriyonik hicreleri
yansitan bir DNA drinli elde etmek i¢in hem
ytkama ve yikleme protokolleri hem de biyopsi
sirasinda hicrelere verilen hasar en aza indiril-

melidir.

Genetik Danisman/Klinik Destek icin

Literatirde ve sosyal medyada yer alan bilgi-
lerin cesitliligi ve kalitesi, mozaik embriyolarin
tip bebek
anlayislarda kafa karisikligina yol agar. PGT-A,

tedavisindeki yararliligina iliskin
transfer sonuglarini iyilestirmek igin en basaril
olma potansiyeline sahip kromozomal yapidaki

embriyolarin secimini saglar. Anéploid embriyo-

larda gebelik basarisizligi tartisiimaz oldugu gibi
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basarili bir gebelik i¢in dengeli bir kromozom
dizisinin gerekliligi de tartisiimazdir. Ara seviye-
nin varligi, mozaik (karma) durum olarak adlan-
dirilir. Embriyodan sadece kigik bir parca alin-
digindan, mozaik durum biyopsi yapilan bélge ile
sinirli olabilir veya embriyonun diger kisimlarin-
da mevcut olabilir. Herhangi bir kisinin ¢alisilan
edilebilir
olmayabilir veya mozaik olarak siniflandirilan

embriyolarinda, transfer embriyosu
birka¢ embriyosu olabilir. Her bir hasta 6zeldir
ve farklidir. Bu nedenle, karar verme siirecinin
uygun bir profesyonel ile tam olarak tartisiimasi

gerekir.

Unutulmamalidir ki mozaik embriyolar her
zaman var olmustur ve bu sekilde tanimlanma-
dan 6nce de tip bebek stirecinde kullaniimistir.
Transfer igcin secilen 6ploid embriyolardan bazi-
larinin, trofektodermin baska bir bdlgesinden
biyopsi alinmasi halinde mozaik olabilecegi de
bilinmelidir. Mozaisizmin dogasi ve erken embri-
yonik gelisim sirasinda ortaya ¢ikma sekli goz
6nltne alindiginda, mozaik olarak karakterize
edilen tek bir biyopsi 6rnegi, embriyonun geri

kalaninin da mozaik oldugunu kanitlamaz.

Klinisyen igin Oneriler

Kromozomal profilde embriyonun ilgili kromo-
zom kopya sayisi basit ve resimli bir sekilde
sunulabilir. Preimplantasyon embriyolarindan
biyopsi alinan hastalara, bir veya az sayida hic-
renin 6rneklenmesine dayali herhangi bir genetik
testin, teknik ve biyolojik faktérlerin etkisiyle
%100 dogru olamayacagl séylenmelidir. Anéploi-
di testi i¢in hasta bilgileri ve onay formlari,
mozaik sonug olasiligini icerecek sekilde dizen-
lenmelidir. Genel olarak, baska endikasyonlar
ortaya ¢ikmadik¢a (hasta tercihi gibi), normal
6ploid sonuca sahip blastokistlerin transferine
Mozaik bir

transfer edilmesi, bir 6ploid embriyonun trans-

6ncelik verilmelidir. embriyonun
ferine kiyasla risksiz degildir. Bir mozaik blas-
tokistin transferini distinlrken, hastayla asagi-
daki segenekler tartigilabilir:

(i) Transfer i¢in bir 6ploid blastokist belirleme
sansint artirmak i¢in baska bir PGT-A donglsi

(ii) Potansiyel risklerle ilgili olarak uygun kon-

sGltasyondan sonra mozaik blastokistin transferi

Prenatal Secenekler

Oploid veya mozaik PGT'den sonra olusan bir
gebeligin prenatal tanisi PGDIS tarafindan 6neri-
lir. Bu, gebe kalma yontemi veya 6nceki genetik
testlerden bagimsiz olarak, prenatal taninin her
gebelik icin tartisiimasi ve saglanmasi gerekti-
gini belirten mevcut ACOG/ACMG tavsiyeleriyle
tutarhidir.

Noninvaziv Test

Erken ebelik arastirmalari icin, séz konusu
mozaik kromozomu/kromozomlari iceren 24 kro-
mozomlu NIPT metodolojisi tercih edilmelidir.
Bir¢ok tlkede bulunan basit 5 kromozomlu NIPT
testleri (21, 18, 13, X ve Y) bazi 6zel arastirmalar
icin uygun olmayabilir. PGT-A tarafindan tespit
edilen segmental ané6ploidinin, NIPT'nin tespit
sinirlarinin altinda olabilecegine dikkat edilme-
lidir. Laboratuvar segmentin algilama sinirlari
icinde olup olmadiginin farkinda olmalidir. Non-
sadece kromozom

invazif testlerin plasental

durumunu degerlendirebilecegi ve bunun her
zaman kalan yapilari veya fetlsid yansitmadigi

bilinmelidir.

invaziv Test

Gebeligin 14. haftasindan itibaren yapilan
amniyosentez, fetisin kromozomal durumunun
en iyi gostergecidir. Daha erken gebelik
asamasinda, koryon villus érneklemesi (CVS)
distntlebilir, ancak NIPT'de oldugu gibi,
yalnizca fetal kromozomdan farkli olabilen
plasental kromozom yapisini ortaya ¢ikarabilir.
Her durumda, tim segeneklerle ilgili yonlendirici
olmayan bir danismanlik sunulmalidir.

Transferi Diislintilen Mozaik Embriyolarin
Onceliklendirilmesine iligkin Oneriler

1. Daha yiksek dizeyde mozaisizme sahip
embriyolar, daha dusik dizeyde mozaisizme
kiyasla daha az olumlu sonuglarla iliskilendiri-
lebilir. Su anda yiksek dereceli mozaik embriyo
transferleri konusunda ¢ok az deneyim bulun-
maktadir. Mozaisizmin relatif yizdesi, sonucun
ilgili spesifik kromozom(lar)dan daha iyi bir gés-
tergesi gibi gorinmektedir ve bu nedenle rapor-

lamaya ve hasta tartismasina dahil edilmelidir.



Mozaik Embriyolarin Transferine iliskin PGDIS
Gorus Raporu (19 Agustos 2021)

2. Bir mozaik embriyo transfer etme karari,
mozaisizm dilzeyine veya mozaisizm tirlne
gére (tim kromozom/segmental degisiklikler)
6nceliklendirilebilir. Benzer mozaisizm seviye-
lerine sahip iki embriyodan birinin transferi ile
ilgili bir se¢im vyapilacaksa, tercih embriyo
morfolojisine, daha yuksek morfolojik derece-
nin daha iyi sonug¢ verme egiliminde olmasina
veya varyasyonun dogasina gore degerlendiri-
lebilir (segmental mozaik embriyo transferleri,
tim kromozom mozaik embriyo transferlerine
gore Oploid embriyolara daha benzer sonuglar

verir).

SONUC

PGT icin genomik teknolojilerdeki gelismeler,
tam kromozom ve sonuglara iliskin mevcut bilgi-
nin eksik oldugu ve hala gelismekte olan seg-
mental mozaisizm alanlari dahil olmak dzere,
kromozom anormalliklerinin daha eksiksiz bir
spektrumunun tanimlanmasina olanak sagla-
mistir. Mozaik embriyo transferinin kaginilmaz
oldugu tarihsel IVF sonucglari, dogal gebeliklere
kiyasla canli dogumlarda kromozom bozukluklari
icin artan risk géstermedi. Mozaik embriyolarin
transferi, ciftler i¢in nispeten giivenli bir sece-
nek gibi gériinmektedir; herhangi bir gebelik igin
gecerli risklerin 6tesinde dogum i¢in distk veya
minimum olumsuz sonug¢ riski vardir. NIPT'nin
bircok nadir (canli olmayan) trizomiyi bile tespit
edebildigi gosterilmistir (Scott ve ark., 2018).
Boylece, orijinal TE mozaisizm sonucunun non-
invaziv ve invazif takibi artik mevcuttur. Aras-
tirma dlizeyinde, bagislanan mozaik embriyolarin
kromozom analizi, ilk biyopsi degerlendirme-
lerinin 6nemine 1sik tutmaya devam ediyor ve
mozaik embriyolarin genetik vyapisi hakkinda
degerli bilgiler veriyor. Benzer sekilde, dogum
sonrast plasentanin ayrintili kromozom incele-
mesi, transfer edilen mozaik embriyoda goézlenen
mozaisizmin dogasi ve derecesi hakkinda degerli
bilgiler katacaktir. Daha ileri bilgiler ortaya

ciktikca bu bildirim gincellenecektir.




HABERLER

1) istanbul Kartal Dr. Litfi Kirdar Sehir Hastanesi UYTE Merkezi Aralik 2022'de hizmete agilmistir. Bir
profesér ve bir doktor 6gretim Ulyesi olmak lzere iki kadin hastaliklari ve dogum uzmani, bir tibbi
histoloji ve embriyoloji uzmani, iki hemsire, bir biyolog, bir tibbi laborant, G¢ sekreter ve iki yardimeci
personel ile bolge halkina hizmet vermektedir.
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2) Erzurum Sehir Hastanesinde Androloji Unitesi Ocak 2023'de acilmis olup iki tibbi histoloji ve
embriyoloji uzmani, bir biyolog ve iki tibbi laborant ile bélge halkina hizmet vermektedir. igerisinde
androloji laboratuvari, sperm numune odasi, hasta bilgilendirme alani, uygulama alani, personel
calisma-dinlenme odasi gibi bir ¢ok bolimi icermektedir. Temel semen analizinden baslayarak
intrauterin inseminasyon icin sperm hazirlama da dahil bircok androlojik test yapiIlmaktadir.




HABERLER

3) Trabzon Kanuni Egitim ve Arastirma Hastanesi UYTE Merkezi Kasim 2022'de hizmete aciIlmistir. Bir
profesér, bir dogent, bir doktor &6gretim Uyesi ve bir operatér doktor

olmak dzere doért kadin
hastaliklari ve dogum wuzmani, ¢ tibbi histoloji ve embriyoloji uzmani,

bir Groloji uzmani, alti

hemsire, G¢ tibbi laborant, iki sekreter, bir hasta kabul gorevlisi ve iki yardimci personel ile bdlge
halkina hizmet vermektedir.

4) Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi UYTE Merkezi Mayis 2022'de hizmete aciimistir. Bir profesér,
bir docent ve bir operatér doktor olmak Ulzere G¢ kadin hastaliklari ve dogum uzmani, dért tibbi

histoloji ve embriyoloji uzmani, bes hemsire, iki biyolog, bir tibbi laborant, iki sekreter ve iki yardimci
personel esliginde bdlge halkina hizmet vermektedir.




HABERLER

5) Kadin hastaliklari ve dogum konulari ile beraber embriyoloji ve fonksiyonel tip oturumlarini da
iceren 6. Karadeniz Jinekoloji ve Obstetrik Kongresi 2-4 Haziran 2023 tarihleri arasinda Trabzon'da
basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

6. KARADENIZ
JiNEKOLOJi ve OBSTETRIK

KONGRESi

Ramada Plaza by Wyndham, Trabzon m

6) Pediatri diinyasinin Gnli kurumu Scientex Conference serisinin bu yilki toplantilarinin onur konugu

keynote speaker olarak kurucu baskanimiz Prof. Dr. Bahar Uslu idi. Baslhigi "Embriyodan c¢ocukluga

etik, hukuk ve yeni dizenlemeler” olan konusmada ayrica dernegimizin tanitimi da yapilip kurulus
amact anlatildi. Konusmanin énemi pediatristlerin de icinde bulundugu katilimcilarla birlikte dinyada
ilk kez embriyo haklarinin konusuldugu, Tirk modeli olarak uzmanligimizin éneminin vurgulandigi,
yeni hukuksal ve hiyerarsik dizenlemelerin &6nerildigi, tip bebek camiasi ile etik ve hukukgularin
bulustugu bir toplanti olmasiydi.
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