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OZET

Amag: Calismanin amaci, ICSI sikluslarinda sperm morfolojisi
ile fertilizasyon, gebelik orani ve embriyo kalitesinin iliskisini
arastirmak ayrica sperm morfolojisi ile erken yariklanma
yUzdesini karsilastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Reprospektif olarak planlanan calismaya
60 infertil ¢ift alinmistir. Azospermik hastalar calismaya dahil
edilmezken kadin yasi 40'in altinda tutulmustur. Sperm
morfolojisi hematoksilen ydntemiyle boyanan preperatlar,
Kruger morfoloji kriterlerine gére degerlendirilmistir. Sperm
morfolojisi =%4, normal kabul edilmistir. Fertilizasyon, 16-
18. saatte 2 pronukleus olarak kabul edilirken, embriyo
kalitesi embriyolarin 3. gunde morfolojik olarak glnuyle
uyumlu blastomer sayisi, blastomer buyukluklerinin esitligi ve
fragmentasyon durumuna goére grade 1, 2, 3 olarak klasifiye
edilmistir. Calismada, sperm morfolojisi ile fertilizasyon,
morfokinezis, embriyo kalitesi, erken yariklanma ve gebelik
oranlari degerlendirildi.

Bulgular: Normal morfolojili sperm orani <%4, (n=30;
calisma grubu), ve =%4, (n=30; kontrol grubu) olmak tzere
toplam 60 hastanin verileri istatistiksel degerlendirmeye
alindi. Fertilizasyon orani, normozoospermi grubunda %53,
teratozoospermi grubunda %46 bulunmustur (p>0,01). Bu
gruplar embriyo kalitesi olarak karsilastirildiginda grade 1, 2,
3 embriyo oranlarinda, gruplar arasinda fark izlenmemistir
(p>0,01). Erken yariklanma ile sperm morfolojisi arasinda
anlamli bir iliski bulunamamistir (p>0,01). Gebelik oranlari
incelendiginde sonug, teratozoospermi grubunda %45,
normozoospermi grubunda %55'dir (p>0,01).

Sonug: Bu calismada, sperm morfolojisi ile fertilizasyon,
embriyo kalitesi, erken yariklanma ve gebelik ylizdeleri
arasinda anlamli bir iliski géralmemistir.

Anahtar Kelimeler: Sperm morfolojisi, embriyo, erken
yariklanma

SUMMARY

Aim: Toinvestigate the correlation of embryo quality, fertilization and
pregnancy rates with sperm morphology in ICSI (Intracytoplasmic
sperm injection) cycles. Also, to compare early cleavage percentage
with the sperm morphology.

Methods: 60 infertile couples were included in this retrospective
study. Azoospermic patients were not included in the study and
female age was kept below 40. Sperm preparates were stained with
hematoxylin method and morphology was evaluated according to
Kruger criteria. Sperm morphology > 4% was accepted as normal.
Fertilization was accepted as 2 pronuclei between 16th and 18th
hours; embryo quality was classified as grade 1, 2,3 depending
on the morphology and uniform distribution of blastomeres,
and fragmentation on the third day. Fertilization, morphokinesis,
embryo quality, early cleavage and pregnancy rates were evaluated
according to sperm morphology in the current study.

Results: Study group with teratozoospermi (normal morphology
<%4, n=30) and control group with normozoospermi (normal
morphology =%4, n=30; kontrol grubu) were evaluated among
60 patients. Fertilization rates were 53% and 40% in the normal
and abnormal groups, respectively (p>0,01). Embryo quality were
similar among both groups according to grade 1, grade 2 and
grade 3 embryos (p>0,01). There was no significant correlation
between the early cleavage and sperm morphology (p>0,01).
Pregnancy rates were similar in both groups (45% and 55% in
study and control groups, respectively (p>0,01).

Conclusion: There is no significant relationship between sperm
morphology and fertilization, , embryo quality, early cleavage and
pregnancy rates in the current study.
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GIRIS

Embriyo gelisimi cok dinamik bir strectir ve embriyonun
morfolojik gérinimdu, birkag saat icerisinde ¢ok hizli
bir sekilde degisebilir Klasik morfolojik degerlendirme
slreclerinde  embriyolar, transfer glninde, c¢ok
sinirll zaman icerisinde degerlendirilir. Konvansiyonel
morfolojik  gdzlemlerle  embriyonun  her  bir
farklilagmasini analiz etmek olasi degildir ve yariklanma
zamanlari tam olarak tespit edilemez. Time-lapse
gorintileme sistemleri ile embriyolar strekli ve tam
zamanli izlenerek, embriyonun gelisimini karakterize
eden kinetik parametreler elde edilir (1). Yariklanma
dénemindeki embriyonun gelisimine ait morfokinetik
bilgiler, transfer icin en iyi embriyonun secimine daha
erken safhada karar verebilmemize imkan saglar (2).
Farkli sebeplere bagli olarak ortaya c¢ikan erkek
infertilitesinin  degerlendiriimesinde  éyki  ve fizik
muayeneyi takiben semen analizi dnem tasimaktadir.
Sperm  morfolojisinin  degerlendirilmesinde  1sik
mikroskobu, elektron mikroskobu ya da farkli boyama
teknikleri  (Papanicolaou,  Spermac,  Diff-Quick,
Hematoksilen gibi) kullanilir. incelemeler sonucu bir
spermatozoanin anormal veya normal oldugunu
belirleyen kriterleri ortaya koymak oldukca zordur.
Kruger'in  Tygerberg kriterlerine gére, morfolojik
degerlendirmenin sonuglar; normal (%14'ten fazla
normal form mevcut), iyi prognozlu (%4 -14 aras
normal form mevcut) ve kétl prognoziu (%4'ten az
normal form mevcut) olmak lGzere 3 gruptur (3). Diinya
Saglk Orgiitd’niin 2010 yilindaki rehberinde, Tygerberg
kriterlerinin %4 oraninin altinda olmasinin tedavi
yardimi gerektiren kriter olarak alindi§i gérilmektedir
(4).

Cogul gebelikler, hem anne, hem de bebekler acisindan
erken dogum, disik dogum agirhgi gibi riskler teskil
etmektedir. Cogul gebeliklerde karsilasilan sorunlar,
tekil gebeliklerde karsilasilan komplikasyonlardan cok
daha fazladir. Gebelik olasiligini azaltmadan cogul
gebelikleri azaltmak icin az sayida embriyo transfer
edilmesi ve transfer edilecek dodru embriyonun
secilmesi cok énemlidir.

Bu calismada ozellikle erkek infertilitesi ile ilgili
parametreler incelenmistir. Rastgele secilmis 40 yas
alti kadinlarda eslerinin  sperm morfolojisi Kruger
ydntemine gére incelenmis ve fertilize olmus yumurtalar
Time-Lapse yani tam zamanli gorintileme sistemi
ile takip edilmistir. Boylece embriyo morfokinetiginin
sperm morfolojisi ile iliskisi arastirlmistir. Amacimiz
morfokinetik parametreler ile secilen en kaliteli
embriyonun, sperm morfolojisi ile baglantili olup
olmadigini arastirmaktir.

METHODS

Galismamiz 2014-2015 tarihleri arasinda EuroFertil
TUp Bebek Merkezi'ne bagvuran 60 hastanin verileri
kullanilarak gergeklestirildi. Calismamiz icin Maltepe
Universitesi Tip Fakultesi, Klinik Arastimalar Etik Kurulu
onayi alindi. Bu calisma retrospektif olarak calisilmis olup
randomize olarak secilen ciftlerde, 40 yas alti kadinlarin
yumurtalari ile eslerinin spermleri kullanilmistir. Ejakulat
sperm elde edilen hastalarin, globozoospermisi olanlar
ile, total immotil sperm tanisi almig olanlar ¢alismamiz
disinda tutuldu. Bdylece normal morfolojili sperm
orani <%4, (n=30; calisma grubu), ve =%4, (n=30;
kontrol grubu) olmak tzere toplam 60 hastanin verileri
istatistiksel degerlendirmeye alind.

40 yas alti kadinlarin olgun yumurtalari Oosit Pick-up
(OPU) yapilmasindan sonra inkiibatérde, minumum 2
saat inklbe edildi. Ardindan hyase enzimi ile cumulus
kiimeleri denude edilip corona hdcreleri soyulduktan
sonra, esinin spermi ile mikroenjeksiyon yapildi. Tam
zamanli morfokinetik takibe alinarak kaydedildi. Sperm
morfolojisinin dollenme Uzerindeki etkisini embriyoskop
cihazi esliginde tam zamanli inceledik ve ayni zamanda
embriyo morfolojisi Gizerindeki etkilerini arastirdik.
Kruger strict kriterlerine gére normal morfolojili sperm
orani <%4 olan hasta grubu ile >%4 olan hasta grubu
ICSI siklusuna alinarak elde edilen embriyolarin kaliteleri,
fertilizasyon ve klinik gebelik oranlari karsilastirild.
Fertilizasyon, 16-18. saatte 2 pronukleus olarak kabul
edilirken, embriyo kalitesi embriyolarin 3. glinde
morfolojik olarak glndyle uyumlu blastomer sayisi,
fragmentasyon orani veya esit blyuklikte blastomer
durumuna gore grade 1,2 ve 3 olarak siniflandiriimistir.
Galismada ana parametreler olarak fertilizasyon, erken
yariklanma, morfokinezis, gebelik ve embriyo kalitesi
degerlendirildi.

ISTATISTIK ANALIiZ

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 17.0 paket
programi kullanilmistir.  Kategorik &lctmler sayi ve
ylzde olarak, strekli élciimlerse ortalama ve standart
sapma olarak degerlendirilmistir. Gruplar arasi strekli
6lcimlerin karsilastirilmasinda Hosmer- Lemeshow test
teknigi kullanilmistir. Tim testlerin istatistiksel dnem
dizeyi 0,05 olarak alinmistir.

BULGULAR

Galismada her iki grup arasinda sirasiyla fertilizasyon,
erken yariklanma, embiryo kalite degerlendirmesi,
gebelik ve embriyo morfokinetigi acisindan istatistiksel



anlamli sonug izlenmedi.

Fertilizasyon oranlari, sperm morfolojisine gére normal
grupta (n =4) %53 iken anormal olan grupta (n<4)
%46 olarak bulundu (p>0.01) (Tablo 1). Gruplar,
embriyo  kaliteleri  agisindan  karsilastirldiginda,
normozoospermili grupta grade | embriyo ortalamasi
%36 iken, grade Il embriyo ortalamasi %36, grade
Il embriyo ortalamasi %29 seklinde kaydedildi.
Teratozoospermili grupta, grade | embriyo orani %35,
grade Il embriyo orani %37 ve grad lll orani %26 olup,
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.053) (Tablo 2).

Bizim calismamizda Grade 1 kalitesinde embriyo
transferi yapilan 40 hastanin sperm morfolojisine gore
klinik gebelik sonuclar Tablo 3 de goéruldtgu gibi olup
istatistiksel anlamli fark bulunmamistir (p>0,01).

Ayni zamanda bu calismada Embriyoskop cihazi
varliginda gézlemlenen 60 hastadan alinan yumurtalarla
elde edilen 183 embriyonun, 25.0 ile 27.5 saatleri
arasinda ve disinda kalan embriyolarin erken yariklanma
ylzdelerinin ~ sperm  morfolojisi ile  baglantisina
bakilmistir. 183 embriyonun sperm morfolojisine bagli
olarak erken yariklanma zamanlari veri olarak girilmis
ve Tablo 4'de goruldigu gibi gérece olarak morfoloji
normali =4 olanlarda biraz daha ytksek olmakla birlikte
istatistiksel anlaml fark bulunmamistir (p>0,01).

Tablo 1: Fertilizasyon oranlan

Sperm Marfoloji=n Embriyao sayisi 2% Fertilizasyon
nz4 98 053

n<4 85 046

Toplam embriyo sayisi 183

n=sperm morfolojisi p>0.01

Tablo 2: Sperm morfolojisine bagh olarak embriyo skorlamasi

Hasta says1 =60 n<4 n=4 p
Grade 1 26/75 (0,35) 39/108 (0.36)
Grade 2 29/75(0,37) 38/108 (0.36) p>0.01
Grade 3 20/75 (0.26) 31/108 (0.29)
Toplam embriyo sayis 75 108

n=sperm morfolojisi , p>0.01

Tablo 3: Sperm morfolojsi ile gebelik oranlannm karsilagtinlmas:
Sperm morfolojisi n<d nzd Toplam P
Gebelik zayis 9 11 20
% Gebelik %43 (9/20) %35 (11/20) %30 (20/40)* p20.01

n=sperm morfolojisi; p>0.01, *ortalama gebelik
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Tablo 4: Erken yanklanmanin sperm morfolojisi 1le karsilagtinlmas:

Hasta sayis1 =60

n=4 n<4

34 26 P
Erken klivaj 41776 (%33) | 35/76 (%47) | =001
giisteren embriyo
yilzdest
Erken klivaj 60/107 (%56) | 47/107 (%44) | >0,01
gbstermeyen
embriyo yiizdesi
Toplam embriyo 101 82
say1s1 (183)

n=5perm morfolojisi

TARTISMA

Sperm morfolojisi baska calismalarda da gosterildigi
gibi sperm nikleer batanlagu ile iliskilidir. Kotd
morfoloji, DNA hasarinin ve dolayisiyla da ICSI'daki
dusuk fertilizasyon oranlarinin énctsu olabilir.

ICSI" de teratosperminin fertilizasyon, implantasyon
ve klinik gebelik oranlari Gzerine etkisinin olmadigini
savunan calismalar mevcuttur. Bu calismalardan, Nagy
ve Ark, 966 vakalik serisinde spermin sadece morfoljik
olarak degil, diger parametrelerin de ICSI sonuclarini
etkilemedigini rapor etmektedir (5). IVF programinda,
ylksek sayr ve hareketlilikte spermler fertilizasyonu
arttirirken, morfoloji ile belirgin etki izlenmemektedir
(6). Her ne kadar implantasyon ve gebelik oranlar distk
olsa da, morfolojisi timden bozuk olan hastalardaki tek
tedavi yontemi olarak ICSI 6nem kazanmaktadir. Bu
distincelere karsit olarak morfolojinin sonuclari negatif
yonde etkiledigini savunan yayinlar da mevcuttur (7, 8).
Sperm morfolojisinin  ICSI sonuclarini kétd  yénde
etkilerinde, sekil bozuklugu olan spermin kromozomal
sayl anomalisi ya da DNA zincir fragmantasyonuna
sahip olmasi rapor edilmektedir (8). Ozellikle
bas anomalilerinin bu sonuglara yol acabilecegi
belirtiimektedir (9).
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Galismamiz  sirasinda  sperm  degerlendirmesinde,
bas defekti olmayip boyun ya da kuyruk defekti olan
spermler de anormal olarak degerlendirildi. Boyun ve
kuyruk anomalileri in vivo ortamda ya da konvansiyonel
IVF de gebelik oranlarini negatif yénde etkilerken
ICSI sonuclarini  etkilemediginden ve ICSI islemi
esnasinda embriyolog, sperm seciminde normale en
yakin bas yapisina sahip olan spermi sectigi icin bas
deformitelerinin olusturacagi fark azaltiimis olabilir.
Bircok calisma morfolojinin  fertilizasyonda  sinirli
degeri oldugunu gosterse de, farkl sonuclarin, farkli
boyama teknikleri, sperm hazirlama protokolleri ve
morfoloji klasifikasyon sistemlerinden kaynaklandigi
distnulmektedir. (10-13).

Grow ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada, sperm
morfolojisi Kruger kriterlerine gore, normal sayisi <%4,
%4-14, >%14 olan 3 grup hastada IVF sonuclarina
bakilmis, >%14 olan grupta fertilizasyon oranlari >%85
olarak saptanmis, bu nedenle morfolojinin fertilizasyon
kapasitesini belirleyen 6nemli bir gdsterge oldugu
belirtilmstir (14). Donelly ve arkadaslarinin yaptiklari
baska bir calismada, %50'nin Gzerinde fertilizasyonun
oldugu hastalarda sperm morfolojisinin anlamli olarak
daha iyi oldugu gorilmustar (15).

Bazi galismalarda morfolojik olarak normal spermlerle
yapilan ICSI sonucunda %5.1 oraninda biyokimyasal
gebelik elde edildiginin gosterilmesi, morfolojik olarak
normal sperm hucresinde de embriyo gelisimine ve
gebelige etki eden sakli hasarlarin bulunabildigine
isaret etmektedir. Kotl sperm kalitesinin, sperm
nikleer butinlagu ile ilgili oldugu kabul edilmistir.
Sperm anormalliklerinin oldugu erkeklerde, spermde
gevsek kromatin paketi ve endojen sarmal kiriklar daha
coktur. Bu durum gebelik sonuclarini etkilemektedir
(16-18). Genetik olarak hasarli sperm, ICSI sonrasinda
fertilizasyon saglayabilse de, erkek pronikleusunun
ilk klivaj bolinmesi ve sonrasindaki kaderi belirsizdir
(19,20). Daha 6nceden tekrarlayan ICSI basarisizligi olan
hastalarda, IMSI, PICSI gibi ileri ydntemlerle morfolojisi
ve motilitesi normal olarak spermler secilerek denenen
ICSI sikluslarinda gebelik basarisinin belirgin olarak
artmasi, ICSI sirasindaki sperm nukleusunun Ustin
morfolojik durumunun gebelik saglanmasinda énemli
oldugunu goéstermektedir. Ayrica embriyo kalitesinde,
implantasyon ve gebelik oranlarinda kesin bir artisin
saptanmasi da bunu desteklemektedir (21).

Sperm morfolojisinin IVF basarisinin éngérilmesinde
6nemsiz ya da az dneme sahip oldugunu vurgulayan
calismalarin yani sira (7, 8), farkl calismalarda
morfolojinin IVF/ ICSI basarisi ydninde belirleyici etken
oldugu izlenmektedir (22,23). Bu farkli sonuclarin
nedeni, kullanilan  morfoloji  kriterlerinin  farkli
olmasindandir

Erkek infertilitesinin  tedavisindeki ICSI ile, daha
6nceden basarisiz olunmus IVF denemeleri olan veya
ciddi derecede bozuk sperm parametreleri bulunan
infertil hastalarda fertilizasyon ve gebelik elde edebilme
sansi dogmustur (24). ICSI ile birka¢ hareketli sperm
varliginda bile fertilizasyon elde edilmektedir, ¢lnkd
anormal sperm varliginda, séz konusu olan dogal
seleksiyon basamaklari ekarte edilmektedir (25).

Sperm morfolojisinin embriyo kalitesi ile iliskisi, bizim
calismamizda istatistiksel anlamli saptanmamis olmakla
beraber literatirde bu iliskiyi destekleyen ve &nemli
bulan arastirmalara ait sonuclar vardir. Daha genis
hasta serilerini iceren yeni, detayli calismalar daha
dogru sonuclar icin sarttir. Bizim calismamizda sperm
morfolojisi ile erken yariklanma ve fertilizasyon ylzdesi
arasinda anlamli bir sonu¢ bulunmamaktadir. Gebelik
oranli ise embriyo transferi yapilan 40 hasta Gzerinden
degerlendirilmis olup anlamli olarak katki saglamadigi
goralmustar.

Morfolojinin ICSI sonuclari Gzerindeki etkisinin en biyik
sebebi olarak spermin kromozomal yapi anomalileridir;
ancak direkt gozlem ile bu ayrim yapmak muimkin
olmamakadir. Sperm kromatin degerlendirmesi gibi
daha kompleks yontemlerin  kullaniimasi  objektif
sonuglarin elde edilmesine yardimci olacaktir.

Sonuc olarak, globozoospermi ve immotil silia
sendromu haricinde, sperme ait baska hicbir bozukluk
tam zamanli (embriyoskop esliginde) izlendiginde ICSI
sonuglarina dnemli bir sekilde etki etmemektedir. Ancak
tek embriyo transferinde en iyi kalitede embriyonun
secilmesi ve impantasyon oranlarinin artmasi igin time-
lapse, konvansiyonel takip yontemlerine gore daha
avantajlidir.
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