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OZET

Amag: Bu arastirmada; sperm DNA fragmantasyonu %30 ve lizerinde olan hastalarin, sperm elde etme yontemlerinden olan TESA ve microc-
hip tedavisi sonrasi embriyo gelisimleri ve gebelik oranlar1 iizerine etkileri incelenmistir. Boylece tedavilerin ne derece etkili oldugunu gézlem-
leyip tiip bebek merkezlerine basvuran infertile hastalara sunulacak tedavi yéntemlerini arttirmak amaglanmustir. Gereg ve Yontemler: 2016-2017
yillart arasinda Centrum Tiip Bebek Klinigindegi hastalarin veriler retrospektif olarak incelenerek yapilmistir. Arastirma gruplari, TESA ve mic-
rochip teknikleri ile DNA fragmantasyonuna ugramamis sperm elde elde etmek igin Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) islemine tabi tu-
tulan hastalardan olusturulmustur. Bulgular: TESA ve microchip tekniklerinin embriyo gelisimine olan etkisi karsilastirildiginda aralarinda
anlamlt bir fark bulunamamistir (p>0,05). TESA ve microchip tekniklerinin uygulandigi iki ayr1 grubun gebelik sonuglari karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir(p>0,05). Ancak say1sal verilerdeki gebelik sonucuna bakildiginda, TESA %52,8’lik
bir oranla microchip tekniginin %40°lik oranina gore daha avantajli sayilabilir. Sonug: Her iki sperm elde etme yonteminde de elde edilen sperm-
lerdeki DNA fragmantasyon oranmnin diistiigii birgok arastirmada desteklenmistir. Buna itafen se¢ilecek olan spermlerin bityiik bir kismi hasar-
s1z olup, hasarsiz sperm ile ICSI yapilan ve sonucunda olusan embriyo parametrelerinin daha iyi olacag: diisiiniilmektedir. Dolayistyla gebelik
oraninin embriyo kalitesine bagli olarak artacagi savunulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: infertilite; DNA fragmantasyonu; TESA; microchip

ABSTRACT

Objective: In this study , we examined the effect of TESA and Microchip sperm in patients who has 30% or more Sperm DNA Fragmentation to
the Development Rate and Pregnancy Outcomes. It was aimed to observe how effective treatments were and improve the treatment methods to be
offered to infertile patients who applied to IVF centers. Material and Methods: Between 2016 and 2017, the data of the patients at Centrum IVF
Clinic were retrospectively analyzed. Research groups were composed of patients who underwent Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) to ob-
tain sperm that had not undergone DNA fragmentation using TESA and microchip techniques. Results: There is no significant difference between
the use of TESA and Microchip sperm to the Embryo Development Rate, and Pregnancy outcomes (p>0.05). However , when we checked the preg-
nancy rate outcomes in numerical data TESA can be considered to the advantageous at a rate of 52.8% compared to the rate of 40.0% of microchip
technique. Conclusion: The both of sperm retrieval method reduces the sperm DNA fragmentation rate and this is highlighted by many researches.
It is thought that most of the sperms to be selected for this purpose are will be undamaged, So the embryo parameters that are made with ICSI and
resulting with undamaged sperm will be better. It is therefore argued that the pregnancy rate will increase depending on the embryo quality.
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Infertilite, bir ¢iftin herhangi bir kontrasepsiyon
yotemi kullanmaksizin bir y1l boyunca diizenli ilis-
kiye girdigi halde gebelik elde edememesi durumu-
dur. Infertiliteye yol acan nedenlerden bir kismu
genetik temele dayanirken, bir kismi ise sonradan
olusmaktadir.

Erkek iligkili faktorler, infertilitenin yaygin sebebi
olmaya devam etmektedir. infertilite vakalarmin yak-
lasik %20’sinden tek basina sorumludur, erkek ve
kadin faktoriiniin bir arada oldugu vakalarin %30-
40’1inda ek bir artiga neden olmaktadir.>* Buna bagh
olarak fertil ve infertil erkegi kesin olarak birbirinden
ayiracak, gebelik sonuglarmin ilerisini kestirecek yeni
belirteclere ihtiyag artmistir ve sperm Deoksiribo Niik-
leik Asit (DNA) biitiinliigii iizerine dikkatler artmistir.
Son on yilda yapilan arastirmalarda, erkek infertilite-
sinde sperm DNA biitiinliigii iizerine yogunlagmustir.
Bu caligmalarda, sperm DNA’siin biitiinligiiniin,
erkek infertilitesinin belirlenmesinde iyi bir 6ngorii
saglayabilecegi gozlemlenmistir.*

Spermiyogenez sirasinda ve sonrasinda apopi-
toz, hasarli sperm hiicrelerinin yok edilmesi i¢in ge-
reken normal bir mekanizmadir. Germ hiicrelere hafif
ila orta derecede genotoksik ve sitotoksik etkiler apo-
pitozu etkiler. Somatik hiicrelerin aksine, ejekiilattaki
spermlerin apopitoza girme kabiliyeti tam olarak bi-
linmemektedir. Literatiirdeki ¢aligmalarda apopito-
zZun, en Onemli
mekanizmalardan biri oldugunu ve insanlar da dahil
olmak tizere bircok memeli tiirdeki germ hiicreleri-

spermatogenezi  diizenleyen

nin 6limiiniin bu mekanizmaya dayanarak gergek-
lestigi diistiniilmektedir.® Apopitoz, spermatogenez
sirasinda cesitli patolojilerin olugsmasi veya sperma-
togenez kontrol sisteminin baslattig1 bir siirecin so-
nucu olarak distiniilebilir.” Yapilan bir diger
calismada ise; DNA onarim seviyelerinin azalmasi
ve olusan DNA hasar1 sonucunda hatal1 genetik bil-
gilerin embriyoya aktarilmasini engellemek i¢in son
adim olarak apopitoz diistiniilmektedir.®

Sperm 6rneklerinde DNA fragmantasyon orant;
infertil bireylerdeki oranin, fertile bireylerdeki orana
gore daha yiiksek seviyede oldugu bilinmektedir.’
DNA fragmantasyonu tespit yontemleri ile her yon-
temde farkl degerler elde edilmistir. Fakat sonuglar
genellenecek olursa, fertil bireylerin sperm DNA
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hasar orani karsilastirildiginda, infertil bireylerin
sperm DNA hasar oraninin anlamli derecede yiiksek

oldugu gorilmiistir.>°

Bu calismada Sperm DNA Fragmantasyonu
%30 ve iizerinde olan hastalarin Testikiiler Sperm
Aspirasyonu (TESA) ve microchip tedavisi sonrasi
embriyo gelisimleri ve gebelik oranlari lizerine etki-
lerini saptayarak, tedavilerin ne derece etkili oldu-
gunu gorlip tiip bebek merkezlerine bagvuran infertil
hastalara sunulacak tedavi yontemlerini arttirmayi1
amagladik.

I GEREC VE YONTEMLER

Calisma 2016-2017 yillar1 arasinda Centrum Tiip
Bebek Klinigindegi hastalarin veriler retrospektif ola-
rak incelenerek yapilmistir. Arastirma gruplari,
TESA ve microchip teknikleri ile DNA fragmantas-
yonuna ugramamis sperm elde edilme amaci giidiile-
rek Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
islemine tabi tutulan hastalardan olusturulmustur.
Arastirmamiz bu iki teknigi karsilagtirmaya yonelik
oldugu i¢cin TESA ve microchip teknikleri embriyo
gelisimi ve gebelik sonuglarina gore karsilagtirilmig-
tir. Calismanin Helsinki Deklerasyonu Prensipleri’ne
uygun olarak yapilmistir.

DAHIL EDILME KRITERLERI

Calismaya 20-40 yas arasinda, DNA Fragmantasyon
Indeksi (DFI) degerinin %30 ve iizerinde olan erkekler
dahil edilmistir. Varikosel, inmemis testis, testis timori
gibi ek hastaliklari olanlar ¢alisma diginda tutulmustur.
Bunu disinda Toluidin Mavisi testinin gozleme fazla-
styla dayali bir boyama olmasi sayimin rahat olmasi ve
dogruluk oraninin artmasi sebebiyle sperm sayilari 5
milyon/ml’den yiiksek olan ve en az 200 sperm sayilan
hastalar aragtirmaya dahil edilmistir.

Kadinlarda ise dahil edilme kriterleri olarak Anti
Miillerien Hormon (AMH) seviyesi 1-7 araliginda ol-
masi, myom ya da herhangi bir tubal faktdr bozuklu-
gunun olmamasi1 yas araliginin 20-44 araliginda
olmasi olarak belirlenmistir.

YONTEM

Sperm DNA fragmantasyonu %30 un iizerinde olan
hastalarin bir kisminin tedavisinde TESA, bir kismi-
nin tedavisinde de microchip kullanilmistur. Tedavi
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giinii 6rnek vermeye gelen hastalarin tiimiine DNA
fragmantasyon tayini yapilmak {izere dncelikle mak-
ler kamerasinda sperm sayilarina bakilmistir. Sperm
sayis1 5 milyon/ml’ den yliksek olan hastalarin DNA
fragmantasyonuna bakilmistir.

Bu arastirmada hastalarin DNA fragmantasyonu
tayini i¢in toluidin mavisi boyama yontemi kullanil-
mustir. Bu teknikle hazirlanan preparatlar kontrast 151k
mikroskobunda incelenerek DNA fragmantasyon orani
belirlenmistir. Bu hastalar arasinda %30 ve tizeri olan-
larm DNA Fragmantasyon verileri aragtirmada karsi-
lagtirllmak tizere toplanarak TESA uygulanan hastalar
ve microchip uygulanan hastalar olmak tizere iki grup
olusturulmustur. Bu hastalarin tedavi sonucu embriyo
gelisimleri ve gebelik takipleri karsilagtirtlmugtir.

Arastirma grubuna alinan hastalarin embriyo ge-
lisimi i¢in istatistiklel bir sonu¢ almak i¢in embriyo
kaliteleri ii¢ grupta sayisal olarak siiflandirilmigtir.
0: kotu kalite, 1: orta kalite ve 2: kaliteli olarak nite-
lendirilmistir. Bu degerlendirmede embriyo giinii
beklenen kaliteye gore Gardner ve Schoolcraft’in
BKS sistemi iizerinden siniflandirma yapilmistir.
BKS 24 ve iizeri olanlar kaliteli yani “2”, 16 ve 24 ¢
kadar olanlar orta kalitede yani “1”, 16’dan daha
diisiik degerdeki embriyolar ise kotii kalite yani “0”
olarak gruplandirilmistir. Embriyolar skorlandiktan
sonra her hasta i¢in embyolarin aritmetik ortalamasi
aliarak kaydedilmistir.

TOLUIDINE BOYAMA

Likefiye olan drnekler laminar flow igerisinde lam
iizerine pastor pipeti yardimi ile bir damla alinarak
damlatildi. Lamel ile 45 derecelik ac1 olusturduktan
sonra 0rnek lam lizerine yayilarak, oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Kuruyan 6rnek énceden hazirla-
nip +4 derecede bekletilen fiksatif igerisinde 30 da-
kika tutulmustur. Fiksasyon sonrasi lam 5 dakika

boyunca +4 derecede bulunan HCL igerisinde bekle-
tildi. Ayr1 ayr1 hazirlanan 3 adet distile su salesine
2’ser dakika olmak lizere toplamda 6 dakika bekle-
tildi. Yikama isleminin ardindan lam %5’lik Tolui-
dine Blue ile doldurulan saleye 5 dk birakildi Son
asamada boyanin lam iizerinden akmasi i¢in {izerin-
den distile su akitilarak odasicakliginda kurumaya bi-
rakildi. Preparat 151k mikroskobunda 1000x’lik
biiytitmede bakilaraki 300 adet sperm sayilir ve orta-
lamasi ylizde olarak belirlenir.

ISTATIKSEL ANALIiZ

Bu arastirmanin istatistiksel analizi SPSS v:24.0 kul-
lanilarak yapilmistir. Gruplar frekans analizi ile ortaya
konmus olup, gruplar arasinda nonparametrik Mann-
Whitney U testi kullanildi. Gruplarin sonuglarla olan
iliskisini saptamak icin ise Chi-Square testi kullanild.
P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

I BULGULAR

Embriyo gelisim sonuglar1 incelendiginde TESA ve
microchip tekniklerinin embriyo gelisimine olan et-
kisi karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark bu-
lunamamistir (p>0,05) (Tablo 1).

Embriyo transferinden 12 giin sonra kanda be-
lirlenen >15 mIU/mL B-hCG degeri ve bundan 2 giin
sonra tekrarlanan B-hCG testinde en az iki katina ¢ik-
mis olan B-hCG degeri, basarili gebelik olarak de-
gerlendirilmistir. TESA ve microchip tekniklerinin
uygulandig iki ayr1 grubun gebelik sonuglar karsi-
lastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamistir (p>0.05) (Tablo 2).

I TARTISMA

TESA epididime igne ile invaziv girisim yapilarak
sperm elde etme yontemidir. TESA; IVF ve ICSI i¢in

TABLO 1: TESA ve microchip gruplarinda embriyo gelisimi karsilastirimasi.

Embriyo Geligimi

Uygulanan iglem N Mean Std. Deviation
TESA 490 1.59 0.34
Microchip 40 1.64 0.35
Toplam 80 1.61 0.34

Median Minimum Maximum p
1.6 0.75 2
1.68 0.33 2 0.379
1.64 0.33 2

Mann-Whitney U test.
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TABLO 2: TESA ve microchip gruplarinda gebelik sonucu

karsilastiriimasi.

Uygulanan islem Gebelik Sonucu Total p
Pozitif Negatif

TESA 19 17 38
%52.8 %47.2 %100

Microchip 16 24 40 0.26

%40 %60 %100

Toplam 35 41 76

%486.1 %53.9 %100

Chi-Square Tests

diger yontemlere gore sperm elde etme basarist yo-
niinden ortalamay1 yakalamigtir. Bazi merkezlerde ilk
secenek olarak kullanilmaktadir ¢linkii doku hasari-
nin ve doku kaybi riskinin az olmasi nedeniyle tercih
edilen minimal invaziv girigimdir.'"-?

Asghar ve ark. swim-up yontemi ile microchip
yontemini DNA fragmantasyon orant ve ROS aci-
sindan degerlendirmislerdir. DNA fragmantasyon in-
celemesi agisindan kullanilan chip metaryelinin kanal
boyu uzunlugu 8 pum olarak belirlendiginde frag-
mante DNAya sahip sperm hiicrelerinin elenerek ge-
ride kaldigini gézlemlemislerdir. Swim-up yontemi
kullanildiginda ROS ve DNA fragmantasyon oran-
lar1 anlaml1 6lglide daha yiiksek saptanmistir. Bu ¢a-
lismaya gore microchip yontemi, santrifiijsiiz motil
ve morfolojik olarak normal spermler elde edilmesi
acisindan swim-up yontemine alternatif bir teknik
olarak sunulmustur.'> Wang S. ve ark. ise swim-up
ve microchip yontemleriyle ROS ve DNA fragman-
tasyon oranlarini karsilastirmak iizere yaptiklari ¢la-
1smada, microchip yonteminin swim-up yontemine
kiyasla santrfiij kullanmadan motil ve morfolojik ola-
rak normal spermlerin se¢ilmesi ve fragmante DNA
ya sahip hiicrelerin ayiklanmasi agisindan daha ve-
rimli bulmuglardir.' Biz de yapmis oldugumuz aras-
tirmada, DNA fragmantasyon orani %30 ve iizeri
olan hasta gruplarindan microchip yontemi uygula-
nanlar1 tespit ettik ve bu hastalarin embriyo gelisim
ve gebelik sonuglarini arastirdik. Microchip uygula-
nan 40 infertil erkekte yapmis oldugumuz inceleme-
0,
gruplandirdigimiz embriyolarin gelisim ortalamasi
1,6427+0,35610 olarak saptanmistir. TESA uygula-
nan hastalarla karsilastirdigimizda ise istatiktiksel

lerde embriyo gelisimini 1 ve 2 olarak
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olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamaistir (p=0,379).
Yani embriyo gelisim hiz1 ve kalitesini bu skala cer-
cevesinde diislindiigiimiizde ortalamasi 1,5 ve lizeri
olan degerleri kaliteli olarak siniflandirabiliriz. Bu
nedenle ortalama 1.6427>1,5 oldugundan microchip
uygulanan hastalarin embriyolari kalitelidir diyebili-
riz. Ayni sekilde gebelik oran1 ise %40 pozitif oldugu
goriilmistir. TESA uygulanan hastalarin %52,8li-
koranina karsilik istatistiksel olarak anlamli bir iliski
kurulamamustir (p=0,264).

Esteves SC. ve ark. DNA fragmantasyon orani
%30 olan 172 hastay1 calismaya dahil etti. 81 hasta-
nin ICSI” sinde testis spermi kullanildi. 91 hastanin
ise ejekiilat spermi kullanildi. Klinik gebelik oranlari;
testis spermlerinde %51,9, ejekiilat spermlerinde
%40,2 olarak belirlemislerdir. Sonuglar istatistiksel
olarak anlamsiz kabul edilmistir.'> Al-Malki ve ark.
asthenozoospermi olan hastalarda TESA yontemi ile
elde ettikleri spermler ile ICSI sonucu gebelik oran-
larin1 degerlendirmiserdir. Verilere gore siddetli ast-
henozoospermi olan ¢iftlerde gebelik oranlari,
TESAICSI ve ejekiilat-ICSI gruplar arasinda anlaml
bir fark olmadigimi 6ne siirmiglerdir.'® Bizim ¢alig-
mamizda da DNA fragmantasyonu %30 ve {izeri olan
hasta gruplarindan TESA yontemi uygulananlari tes-
bit ettik ve bu grubun gebelik sonuglarini aragtirdik.
TESA uygulanan 40 infertil erkekte yapmis oldugu-
muz aragtirmada embriyo gelisim ortalamasi
1,5924+0,34618 olarak saptanmigtir. Microchip uy-
gulanan hastalarla karsilastirildiginda istatistiksel ola-
rak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,379). Bu
sonuca gore kalite yoniinden ortalama 1,5924>1,5 ol-
dugundan TESA uygulanan hastalarin embriyolari
kalitelidir diyebiliriz. TESA grubunun gebelik orani
ise %52,8 pozitif oldugu tespit edilmistir. Microchip
uygulanan hasta grubumuzla gebelik sonuglar karsi-
lastirildiginda %40°lik orana karsilik aralarinda an-
lamli bir iligki kurulamamistir (p=0,264).

Sonug olarak 40 microchip ve 40 TESA uygu-
lanan hastalar birbirleri ile karsilastirilarak embriyo
gelisimleri ve gebelik sonuglarinin incelendigi bu
calismada, TESA ve microchip uygulamalari ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski buluna-
mamustir. Arastirmanin daha genis hasta gruplariyla
yapilacak olan yeni ¢eligmalarin yararl olabilecegi
diistiniilmektedir.
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Finansal Kaynak

Bu ¢alisma swrasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili
dogrudan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi
alet, gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya
herhangi bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme
stirecinde, ¢calisma ile ilgili verilecek karari olumsuz etkileyebile-

cek maddi ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamistir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismast potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite

iiyeligi veya iiyeleri ile iligkisi, danismanlik, bilirkisilik, herhangi

bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlart yok-

tur.
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