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OZET

Erkek Infertilitesi Nedeniyle yapilan Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu
Sikluslarinda Mikroakiskan Cip ile Secilen Spermlerin Klinik Sonuclara Etkisi Var

m1?

Giliniimiizde ileri diizey sperm se¢me yontemleri, yalnizca motilite ve morfolojisi
iyi spermleri degil, ayn1 zamanda Deoksiriboniikleik Asit (DNA) hasar1 ve DNA
fragmantasyon orani daha diisiik, DNA biitiinliigli daha yiliksek spermleri se¢gmeye olanak
tanimaktadir. Ileri diizey sperm se¢gme yontemlerinden MACS, IMSI ve cift kirilma
tekniklerinde klinik calismalar yapilmis olup, mikro akiskan sivi bazli bir sperm se¢me
yontemi olan Fertile Chip® ile yapilan, yaymlanmis klinik ¢aligma bulunmamaktadir. Bu
nedenle prospektif randomize planlanan ¢alismamizda erkek infertilitesi nedeniyle tiip
bebek tedavisi planlanan hastalarda fertile chip kullanilarak yapilan intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) sonrasi fertilizasyon oranlari, embriyo kalitesi ve gebelik oranlarini
arastirmay1 amacladik.

Calismamizda power analiz sonucuna gore erkek infertilitesi nedeniyle ICSI
tedavisi uygulanacak toplam 128 hasta randomize edilerek 64 hastanin sperm se¢imleri
konvansiyonel swim-up yontemiyle, 64 hastanin sperm se¢imi de fertile chip kullanilarak
yapildi. Siklusa baslanan tiim hastalara oosit toplama islemi yapildi. Calisma sonucu
yapilan analizlerde kontrol grubu ve g¢alisma grubunun demografik verileri, uygulanan
tedavi protokolleri ve tedavi dozlar1 arasinda istatiksel fark saptanmadi. Primer
sonuglarimizdan biri olan fertilizasyon oranlar1 arasinda istatistiksel fark saptanmadi
(p=0,41). Siklus basmna/ oosit toplama islemi basina implantasyon oranlar1 fertile chip
grubunda %53,17, kontrol grubunda %30,16 olarak bulundu, bu fark istatistiksel olarak
fertile chip grubu lehine anlamli saptandi (p=0,004). Embriyo transferi basina gebelik
oranlar1 incelendiginde, fertile chip grubunda %066,7, kontrol grubunda %47,6 olarak
bulundu (p=0,047). Embriyo transferi bagina klinik gebelik oranlarina bakildiginda ise,
fertile chip grubunda %57,1, kontrol grubunda %36,5 bulundu (p=0,032). Embriyo
transferi basina gebelik ve klinik gebelik oranlari, fertile chip grubunda, kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptandi. Tiim hastalar incelendiginde
calismaya dahil edilen hasta basina klinik gebelik oranlar1 fertile chip grubunda %56,3
kontrol grubunda %35,9 olarak saptandi. Bu fark istatistiksel olarak fertile chip grubu
lehine anlamli bulundu (p=0,033).

VIl



Calismamiz sonucunda, erkek infertilitesi nedeniyle ICSI tedavisi planlanan
hastalarda, sperm se¢im yoOntemi olarak fertile chip kullaniminin, konvansiyonel
yontemlere kiyasla, klinik gebelik basarisini arttirdigini saptadik. Ancak daha yiiksek

sayida ¢alisma gruplariyla yapilan analizlerle ¢alismanin desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA biitiinligii, DNA fragmantasyon indeksi, Fertile Chip,
ICSI.




ABSTRACT

Is There any Effect on the Clinical Outcomes of the Spermatozoa Selected by
Microfluidic Chip in the Intracytoplasmic Sperm Injection Cycle in Patients with

Male Factor?

Today, advanced sperm selection methods allow not only good sperm motility and
morphology, but also high sperm integrity with lower deoxyribonucleic acid (DNA)
damage and DNA fragmentation rates. Clinical studies have been performed on advanced
sperm selection methods such as MACS, IMSI and sperm birefringence techniques but
there is no clinical study performed with Fertile Chip®, a micro fluidic liquid based sperm
selection method. In this study, we aimed to evaluate the fertilization rates, embryo quality

and pregnancy rates after ICSI using the fertile chip in patients with male infertility.

A total of 128 patients according to the power analysis who would undergo ICSI
therapy for male infertility were randomized. Sixty-four patients were allocated to the
conventional swim-up method (control group) and 64 patients were allocated to the fertile
chip as the sperm sorting method (study group). Oocyte pick-up was performed in all
the patients. There was no statistically significant difference in the demographic data,
treatment protocols and doses between the study and control groups. There was no
statistically significant difference between fertilization rates (p=0,41). The implantation
rates per cycle were 53,17% in the fertile chip group and 30,16% in the control group, and
this difference was statistically significant in favor of the fertile chip group (p=0,004).
When the pregnancy rates per embryo transfer were examined, it was found as 66,7% in
the fertile chip group and 47,6% in the control group (p=0,047). When the clinical
pregnancy rates per embryo transfer were examined, it was 57,1% in the fertile group and
36,5% in the control group (p=0,032). The rates of pregnancy and clinical pregnancy per
embryo transfer were significantly higher in the fertile chip group than in the control
group. When all patients were examined, the clinical pregnancy rates per patient included
in the study were 56,3% in the fertile chip group and 35,9% in the control group. This
difference was statistically significant in favor of the fertile chip group (p=0,033).

As a result of our study, we found that the use of fertile chip as a sperm selection

method increases the success of clinical pregnancy in patients who are planned for ICSI



treatment due to male infertility. However, this study needs to be supported by analysis
with higher number of working groups.

Keywords: DNA integrity, DNA fragmentation index, Fertile Chip, ICSI.
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1. GIRIS ve AMAC

Infertilite diinya geneli yaklasik %10-15 cifti etkileyen 6nemli bir saglik sorunudur
(1). Giintimiizde infertil ¢iftlerin %20’sinde erkek faktoriin tek neden oldugu, %30-40’nda
ise onemli bir etken olarak kadin infertilitesine eslik ettigi bilinmektedir (2,3). Primer
testikiiler yetmezlige bagh diisiik sperm sayisi erkek infertilitesinin yaygin sebeplerinden
biridir. Nutrisyonel bozukluklar, stres, kronik inflamasyon sperm say1 ve kalitesini diisiiriir.
Diisiik sperm sayisi, diisiik sperm hareketi ile sperm yapisal bozukluklari, spermin oositi
dogal yoldan fertilize etme giiciinii zayiflatir (10).

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesi geleneksel olarak Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) standartlarina gore klasifiye edilen (11), sperm voliimii, konsantrasyonu, motilitesi
ve morfolojisini iceren semen analizine dayalidir. Ancak erkek faktoér nedeniyle takip
edilen infertil hastalarin yaklagik olarak %15’inin semen parametreleri normaldir (12).
Sperm DNA hasari, semen kalitesini gosteren, fertilizasyon, implantasyon ve babaya ait
genetik bilginin yavruya aktarilmasinda onemli rol oynayan, yeni bir parametre olarak
kabul edilmektedir (5,6). Son donemde Ozellikle erkek infertilitesinde, sperm DNA
hasarmin potansiyel etkileri tizerine dikkat ¢ekilmistir(4). Ek olarak infertil erkeklerin
semen Orneklerinin, hidroksil radikalleri (OH), siiperoksit anyonu (O,—) ve hidrojen
peroksit (H,O2) gibi, yiiksek derecede reaktif oksijen radikalleri (ROS) icerdigi
gbzlenmistir (9). Azalmis DNA biitlinliigiiniin fertiliteyi azalttig1, infertil erkeklerde artmis
ROS ve DNA fragmantasyonunun fertiliteyi olumsuz etkiledigi gosterilmistir (7,8,9).

Bu nedenle gilinlimiizde spermlerin DNA biitiinliiglinii, DNA fragmantasyon
oranlarini, ROS miktarini dlgen, {ist diizey semen analiz yontemleri lizerine ¢alisiimaktadir
(13). Yardimer lireme tekniklerinde sperm se¢imi i¢in giliniimiizde halen kullanilmakta
olan konvansiyonel yontemler, DNA biitiinliigli, ROS miktari, membran maturasyonu ve
apoptoza ugramamis sperm se¢imi gibi onemli faktorleri ihmal ederek, spermleri hareket
ve morfolojilerine gore se¢meye dayanir(9). Yapilan c¢aligmalarda konvansiyonel
yontemlerde sik¢a kullanilan santrifiij, pipetle karigtirma ve yikama gibi islemlerin ROS
tiretimine neden oldugu ve bunun bir sonucu olarak DNA biitiinliigiiniin bozulmas1 ve
DNA fragmantasyon oraninin artmasina neden oldugu iddia edilmektedir (14,15). Ayrica
santrifiij esasli sperm se¢me teknikleri fazla zaman alan, sonucglarin teknisyenden
teknisyene farkli degerlendirildigi tekniklerdir (16,17).

Kadin genital traktusunda dogal sperm seg¢ilimi; serviks ve uterusla baslayan ve

fertilizasyonun gergeklestigi tuba uterinada sonlanan bir dizi anatomik bariyerden etkilenir



(18). Mikro-akigkan sivi teknolojileri ise kimyasal ve reaktif oksijen radikalleri olugmasina
neden olabilecek santrifiij basamaklar1 yerine, kadin genital traktusundaki dogal sperm
se¢cim yollarini taklit eder. Boylece daha az oksijen radikali olustugu, spermlerin DNA
fragmantasyonlarinin  daha diisik, DNA biitiinliiklerinin daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda diger yontemlere gore sperm canlilik orani,
sperm toplam hareketlilik orani, sperm hiz oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(14,15).

Mikro akiskan sivi bazli sperm sec¢im kiti olan ‘Fertile Chip®” kullaniminin DNA
hasar1 agisindan daha iyi spermi segtigine dair ¢aligmalar olmakla birlikte bu secilen
spermlerle yapilan mikroenjeksiyonun klinik sonuglar ile ilgili yaym bulunmamaktadir.
Bu nedenle ¢alismamizda, erkek faktor sebebiyle infertilite tedavisi alan hastalarda fertile
chip kullanilarak yapilan ICSI sonrasi fertilizasyon oranlari, embriyo kalitesi ve gebelik

oranlarini aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. infertilite Giris

Infertilite diinya capinda yaklasik 72,4 milyon cifti etkileyen ciddi bir saglhk
sorunudur. Infertil ciftler gelismis iilkelerde iireme ¢agindaki ciftlerin %3,5-16,7’sini,
gelismekte olan iilkelerde %6,9-9,3’linli ve ortalama tiim diinyada %8-12’sini olusturur
(21,22). Infertilite, 35 yas altindaki kadmlar i¢in 12 ay boyunca hi¢bir korunma yontemi
kullanmaksizin, diizenli cinsel iliskiye ragmen gebe kalamama durumudur. Otuz bes yas ve
tizerinde olan kadinlarda ise bu siire 6 aydir (19). Daha 6nceden gebeligi olmayan giftler
primer, gebeligi olan ciftler ise sekonder infertil olarak kabul edilirler.

Fekundabilite; bir menstrual siklusta gebe kalabilme olasiligi olarak
tanimlanmaktadir. Fekundite ise bir siklusun canli dogumla sonlanabilme ihtimalidir.
Gorilinlirde normal olan ¢iftlerin korunmasiz ve diizenli cinsel iliski ile %80-90’1nin 12 ay
icerisinde gebelik elde edebildigi saptanmistir. Fekundabilitenin ise ilk li¢c ayda %25 iken,
sonraki dokuz ayda %11’e diistiigii goriilmiistiir. ilk bir yildan sonra fekundabilitenin daha
da azaldigi saptanmustir (20).

Fertilite ise gebelik elde etme kapasitesidir ve yas ile fertilite azalmaktadir.
Kadinlarda 20’li yaglarin sonlarindan itibaren, erkeklerde ise 35 yasindan itibaren fertilite
azalmaktadir. Kadinlarda 35 yasindan itibaren belirgin azalma goriiliirken, erkeklerde
belirgin azalma goriilen yas 50°’li yaglardir. Kadinlarda yasa bagli fertilite azalmasi

erkeklerden daha belirgindir (23).

2.2. infertilite Nedenleri
Insanlarda iireme siireci komplekstir. Temel 6gelerine ayirmak gerekirse saglikli bir
lireme i¢in:

e Sperm; ovulasyon zamaninda ya da ovulasyona yakin bir zamanda servikste
ya da servikse yakin bir yerde bulunmali, kadin genital traktusundan
ilerleyerek, fallop tiiplerine ¢ikmali ve oositi dolleyebilmelidir. (erkek
faktor)

e Matiir bir oosit, ideal olarak diizenli bir sekilde oviile olmalidir. (overyan
faktor)

e Serviks vajene gelen spermleri yakalayip, siiziip, beslemeli ve fallop

tiiplerine ulagmasina yardimci olmalidir. (servikal faktor)



e Uterus, kavitesine ulasan embriyo i¢in reseptif olmali ve embriyonun
biliylime ve gelismesini desteklemelidir. (uterin faktor)

e Fallop tiipleri oviile olan oositi yakalayabilmeli, spermi oosite
yakinlagtirmali ve olusan embriyoyu kaviteye etkin bir sekilde
tagtyabilmelidir. (tubal faktor)

Infertilite degerlendirilmesi tiim bu 6geleri ayirabilmek, islevselligini kontrol etmek
ve gebelik olusmasin1 engelleyebilecek herhangi bir anormalligi saptamak iizerine
kurulmustur. Primer ve sekonder infertilitede bu sikliklar benzer olmakla beraber son 25
yilda gelismis iilkelerde infertilite nedenleri belirgin olarak degismemistir (25).

Yapilan bir popiilasyon tarama calismasiin sonucuna gore infertilite nedenleri;
erkek faktor %26 (hipogonadizm, testikiiler problemler, seminifer tiibiil disfonksiyonlar1),
ovilatuar disfonksiyon %21, tubal hasar %14, endometriozis %6, koital problemler %6,
servikal faktor %3 ve %281 aciklanamayan infertilite olarak degerlendirilebilir (24). Sik
goriilen kadin infertilitesi nedenleri ve herhangi bir partnere veya her iki partnere bagh

infertilite nedenleri Tablo 2.1 ve 2.2°de belirtilmistir.

Tablo 2.1. Sik Gériilen Kadin Infertilitesi Nedenleri (26)

»  Ovulatuar Bozukluklar »  Tubal Patolojiler
*Polikistik over sendromu (PCOS) *Tubal tikaniklik
*Hiperprolaktinemi *Endometriyozis
*Hipotalamik hipogonadizm *Pelvik adezyon

*Prematur ovaryan yetmezlik
*Hipotiroidizm

*Konjenital adrenal hiperplazi

»  Uterin Patolojiler »  Oosit Kalitesi
*Myom *Yagsa bagli anoploidi
*Endometriyal polip
*Miilleryan anomali
*Servikal stenoz

*Intrauterin sinesi




Tablo 2.2. Herhangi Bir Partnere veya Her ki Partnere Bagh Infertilite Nedenleri
(26)

» Acgiklanamayan infertilite

* Fertilizasyon defekti

» Dengeli translokasyon tasiyiciligi

> lliski sikligmin az olusu

2.3. infertil Ciftin Degerlendirilmesi

Infertilite degerlendirilmesi, kadin yas1 35’in altindaysa, ciftlerin korunmadan ve
diizenli olarak 12 ay cinsel iliski sonrasi, gebelik elde edememeleri durumunda
baslanmalidir. Kadin yasinin 35 yasin iizerinde olmasi, bilinen veya siipheli erkek faktor
olmasi, uterin-tubal-peritoneal hastalik olmasi, evre 3-4 endometriozis olgular1 veya
oligomenore-amenore hikayesi olmasi durumunda diizenli iliski ile 6 ay boyunca gebelik
elde edilememigse erken degerlendirme gerekir (42). Eslerin ge¢misteki performanslarina
bakilip, yalnizca eslerden birine odaklanarak degerlendirme yapilmamali, ¢ift olarak

kapsamli tibbi Oykii ve fizik muayene ile degerlendirilmelidir.

2.3.1. Kadin infertilitesinin degerlendirilmesi
2.3.1.1. Anamnez
Infertil bir kadinin degerlendirilmesine, dikkatli alinan bir ayrintili anamnez ile
baslanmalidir. Ve anamnez sunlari igermelidir (43,44);
e Infertilite Degerlendirmesi:
o Kontrasepsiyon yontemleri ve cinsel iliski siklig1
o Infertilite siiresi ve &nceki infertilite degerlendirmesine ait sonuglar ve
tedaviler
e Obstetrik Hikaye:
o Gravida, parite
o Daha once gebe kalindiysa gebelik sonuglari ve iligkili komplikasyonlar
e Jinekolojik Hikaye:

o Menars yasi, siklus siiresi, siklig1 ve dismenore baslangici, siddeti



o Gegirilmis cerrahi; endikasyonlar1 ve sonuglari, hospitalize olmasim
gerektiren durumlar, pelvik inflamatuar hastalik Oykiisii, cinsel yolla
bulasan hastalik oykiisii

o Onceki anormal pap smear sonucu ve ona bagl gériilen tedaviler

e Medikal Hikaye:

o Olagandis1 cocukluk ¢agi hastaliklari

o Siirekli kullanilan ilaglar ve allerji oykiisii

o Fertiliteye olumsuz etkileri olabilecek tiroit hastaliklari, diyabet, adrenal
yetmezlik gibi kronik hastaliklar, radyoterapi ve kemoterapi oykiist,

o Titiin, alkol, uyusturucu kullanimi

o Aile Oykiisii:

o Ailede, infertilite, tiroid hastaliklar, PCOS, obezite ya da tekrarlayan

gebelik kayiplari 6ykiisi,

o Ailede meme ya da over kanseri dykiisii

2.3.1.2. Fizik Muayene
Fizik muayene, anamnez ile birlikte ciftlerin infertilitesine katkida bulunan faktorlerin
saptanmasma yardimci olabilir. Infertil bir kadin igin fizik muayene asagidaki
degerlendirmeyi icermelidir (44):
e Genel Muayene:
o Boy ve kilo; obezite ya da anoreksiya gibi yeme bozukluklarina bagh
hormon anormallikleri agisindan degerlendirilmelidir.
o Nabiz; tasikardi ya da bradikardi, tiroid hastaliklar1 acisindan yol gdsterici
olabileceginden, nabiz 6l¢iilmelidir.
e Bas ve Boyun:
o Tiroidler, boyut, hassasiyet ve nodiilarite agisindan kontrol edilmelidir.
o Servikal, submandibular ve supraklavikiiler lenfadenopatiler agisindan
boyun degerlendirilmelidir.
e Meme:
o Tanner evrelemesine gore meme gelisimi incelenmeli, kitle varlig1 ya da cilt
degisikligi degerlendirilmelidir.

o Galaktore varligina bakilmalidir.



e Batin:
o Ele gelen kitle ve hassasiyet agisindan degerlendirilmelidir.
o Ameliyat skar1 agisindan incelenmelidir.
e Pelvis:
o Eksternal genitalya gelisimi degerlendirilmelidir. (Tanner evrelemesi)
o Spekulum muayenesi sirasinda vajinal ve servikal enfeksiyon veya patoloji
olup olmadig1 degerlendirilmelidir.
o Bimanuel ve rektovajinal muayene ile uterusa ait patoloji olup olmadigi,
adneksiyal yer kaplayan Kkitle, endometriyozis agisindan uterosakral

nodularite degerlendirilmelidir.

o Hirsutizm; ekstra killar agisindan yiiz, gogiis ve karin orta hattt kontrol
edilmelidir.
o Akantosis nigrikans; tipik olarak boyun kenarinda veya deri katlarinda

mevcut oldugundan, bu bolgeler dikkatle incelenmelidir.

2.3.1.3. Tam Testleri

Ayrintili anamnez ve fizik muayene sonrasi yapilacak olan degerlendirme, en basta
infertilitenin en yaygin sebepleri diisliniilerek, infertilitenin nedenlerini belirlemeye
yonelik, en az invaziv, sistematik, hizli ve maliyet-etkin olmalidir (43). Ilk tanisal
degerlendirme asagidaki basamaklari igermelidir (45);

e Ovulasyonun degerlendirilmesi

e Over rezervinin degerlendirilmesi

e Tiiplerin ve endometriyal kavitenin degerlendirilmesi

Oviilasyonun Degerlendirilmesi: Oviilasyon {iremenin vazgecilemez bir
bilesenidir (44). Tim infertil ciftlerin yaklasik %15’inde ovulatuar islev bozuklugu
saptanirken, bu oran infertil kadinlar arasinda %40 olarak bilinmektedir. Ovulasyonu
degerlendirmek i¢in asagidaki yontemler kullanilabilir (46).

e Menstiirel hikaye: Memede hassasiyet, bulanti, duygu durum degisikligi, akne,
dismenore gibi premenstural semptomlarin goriildiigii diizenli menstruasyon tipik

olarak ovulasyonu isaret eder (45).



Bazal viicut sicakhi@inin (BVS) monitorizasyonu: Basit ve ucuz bir yontemdir.
Oviilasyon dongiilerinde bifazik paternler karakteristiktir, monofazik patern ya da
liteal faz sicaklik yiikselmesinin oldukga kisa siirdiigii (11giin> ) hastalar,
anovulatuar ya da diisiik kalitede ovulasyona sahip hastalar olarak tanimlanirlar.
Ancak bazi kadinlar monofazik BVS paterni sergiler ve bu kisilerde, bu yontemle
ovulasyon zamani giivenilir bir sekilde tanimlanamaz (47).

Serum progesteron diizeyi ol¢iimii: Luteal evre boyunca, ovulasyon foksiyonunu
degerlendirmek i¢in kullanilir; 3,0 ng/mL’den daha yiiksek degerler, ovulasyona
ilisgkin varsayimsal kanit saglar (48). Progesteronun 5 ng/ml iizerinde oldugu
degerler her zaman ovulasyonun gerceklestigini gosterir ancak ne zaman oldugunu
veya yiiksek degerleri ovulasyonun kalitesini gostermez. Rutinde bakilan 21. giin
progesteron degeri menstrural siklus uzunlugu 28 giin olan hastalar i¢in optimal
zamanlamadir. Serum progesteron diizeyini degerlendirmek i¢in en uygun zaman,
menstriiel siklusun uzunluguna bagl olarak, beklenen adet giiniinden yaklasik bir
hafta oncesidir (45,49).

Liiteinize Hormon (LH) monitorizasyonu: Ticari “ovulasyon ongorme kitleri”,
idrardaki pre-ovulatuar LH artisin1 saptamak tizere tasarlanmistir ve konsantrasyon
normalde yalnizca LH dalgalanmasi sirasinda gozlemlenen bir esik degeri
astiginda, bu kitler "pozitif" olur. Testi uygulamaya, siklusun toplam uzunlugu goz
onilinde bulundurularak tahmini LH piki gilinlinden 2-3 giin once baglanir ve test
giinliik olarak uygulanir. Test bir glinden daha uzun siire pozitif olabilir ancak ilk
pozitif test ovulasyon zamanini en iyi 6ngoriir ve ilk pozitif test sonrasi testi tekrar
etmek gerekmez. Ovulasyon genellikle dalgalanmanin tespit edilmesinden 14-26
saat sonra gerceklesir ve oosit yalnizca yaklasik 24 saat dollenebilir oldugu igin,
dogurganhigin en yiiksek oldugu zaman LH piki ve sonrasi iki giindiir. Ilk pozitif
test sonrasi gilin, zamanlanmus iliski ya da intra uterin inseminasyon (1Ul) i¢in en iyi
giindiir (49).

Seri Transvajinal Ultrasonografi: Seri transvajinal ultrasonografi, gelismekte
olan folikiillerin boyut ve sayisini gésterir ayrica; progresif folikiiler biiylime, pre-
ovulatuar follikiiliin ani ¢Okiisli, acik¢a tanimlanmis folilkiilerin smirlarinin
diizensizlesmesi, ekojenitesinin artmasi ve cul-de-sac’taki sivi voliimii artisi,

ovulasyon ve luteinizasyona dair fikir edinmemizi saglar.



Infertil kadinda, menstrual siklus ya da diger testler, anovulasyon diisiindiiriiyorsa,
daha ileri tetkik olarak, endokrin degerlendirme diisiniilmelidir. Oligo-ovulasyon veya
anovulasyonun sik nedenleri olan; PCOS, tiroid hastaliklari, hipogonadotropik
hipogonadizm, hiperprolaktinemi ve adrenal hastaliklar i¢in laboratuvar degerlendirilmesi
yapilmadir. Kanda follikiil stimiile edici hormon (FSH), LH, &strodiol, prolaktin, tiroid
stimule edici hormon (TSH) ve androjenler bakilmalidir. Patoloji saptanmasi durumunda

tedavi altta yatan nedene yonelik olarak diizenlenmelidir (44).

Over Rezervinin Degerlendirilmesi: “Over rezervi” terimi overde kalan oosit say1
ve kalitesini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Over rezerv testleri, tanisal ve
prognostik dnemi olan, tiim infertil kadinlarda olmasa da bircogunun degerlendirmesinde,
yararli bilgi saglayan testlerdir (51). Kadinlarin yasi ile fertilite iliskisi iyi bilinmektedir; 4.
dekat boyunca fertilite gittikge azalir ve 40 yasindan sonra ¢ok daha hizli bir sekilde diiser
(52).

Dondr oosit ile gergeklestirilen in vitro fertilizasyon (IVF) dongiilerini takiben elde
edilen gebelik oranlari, tedavinin basarisinin, alicininkinden ziyade oosit vericisinin yasina
gore belirlendigini ortaya koymaktadir; bu, yasin oosit kalitesi Tlizerine etkisini
gostermektedir.

Yaygin olarak, yumurtalik rezervini test etmek icin; erken folikiiler donemde (siklus 2-4
giin) serum FSH diizeyi bakilmis ve 10-11 mlU/mL’den daha yiiksek FSH seviyeleri,
azalan oosit kalitesi ve infertilite ile iliskilendirilmistir. Erken follikiiler fazda, 2-10 mm’lik
antral follikiillerin sayist1 (AFS) ovaryan rezervi gostermede ve infertilite tedavisinin
basarisint 6ngérmede yararlt bir belirtegtir (53). Serum anti-miillerian hormon (AMH),
yumurtalik rezervinin en yeni isaretidir ve AFS’ye gore, siklustan bagimsiz olmas1 ve daha
objektif olmas1 nedeniyle daha avantajlidir. AMH gec preantral ve kii¢iik antral folikiillerin
graniilosa hiicreleri tarafindan salgilanan, overin kalan follikiil havuzunun O6l¢iimiinde
kullanilan bir belirtegtir (54). Diisik AMH diizeyleri, ovaryan stimulasyona zayif cevap,
IVF i¢in diisitk embriyo kalitesi ve olumsuz gebelik sonuglariyla iliskilidir (55,56). 2011
yilinda ESHRE tarafindan hazirlanan azalmis over rezervini tanimlayan Bologna

kriterlerinde AMH sinir degeri 0,5-1,1 ng/ml olarak kabul edilmistir (120).



Tablo 2.3. Over Rezervi Belirtecleri

e Yas
e FSH diizeyi
e AFS

e AMH diizeyi

Tuba Uterinalarin ve Endometriyal Kavitenin Degerlendirilmesi:

e Uterusun Degerlendirilmesi: Uterus 6zellikle endometrial tabaka, embriyonun
implantasyonu ve fetal gelisimi i¢in 6nemlidir. Uterus, erken embriyonik gelisim sirasinda
miillerian kanallarin orta hatta fiizyonuyla olusur. Fiizyon esnasindaki basarisizliklar,
uterusun uterin septum gibi infertiliteye eslik eden konjenital anomalilerine neden olabilir.
Ayrica, kadinlarda yasla birlikte endometriyum islevini bozan ve implantasyonu
engelleyen uterus fibroidleri veya endometrial polip gelisebilir. Uterusa yonelik cerrahi,

serviks veya endometrial kavitenin skari1 ile sonuglanabilir (44).

Uterus ve endometrial kaviteyi degerlendirilme yontemleri:

Histerosalpingografi (HSG): Uterin kavitenin biiyiikligii ve seklini tanimlar,
gelisimsel anomaliler olan unikorn, septat, bikornu uterusu ya da sonradan gelisen
endometrial polip, submukoz myom ve sinesiler gibi, fertiliteyi etkileyen olusumlari
gosterir. Ancak asemptomatik infertil bir kadinda HSG, endometrial polip ve submukoz
myomlar acisindan diislik sensitivite (%50) ve diisiik pozitif prediktif degere (PPD; %30)
sahiptir (57). Aym1 zamanda HSG septat uterus ile bikornu uterusu birbirinden ayirt
edemez ve ileri bir tetkik olarak pelvik manyetik rezonans (MR) goriintiileme ya da 3D
ultrasonografi (USG) gerekebilir (42).

Salin-infiizyon Sonografi (SIS) : Bu pelvik USG’de, uterin bosluga steril salin
asilamak i¢in kiiclik bir kateter kullanilir ve uterin kavitenin ile mevcut patolojilerin daha

duyarli bir degerlendirmesi yapilir (44).

Histeroskopi: Intrauterin patolojilerin tan1 ve tedavisinde en kesin yontemdir. Bu

yontem uterusu degerlendirmek icin, daha pahali ve invaziv bir yontem oldugundan,
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genellikle, daha az invaziv yontemler olan HSG ve SIS’te tanimlananan anormalliklerin

ileri degerlendirmesi ve tedavisi i¢in kullanilir (58).

e Tuba Uterinalarin Degerlendirilmesi:

Bir oosit serbest birakildiktan sonra fallop tiipii tarafindan yakalanmali ve uterusa
dogru hareket ettirilmelidir. Enfeksiyon, postoperatif yapisiklik veya endometriyozis
nedeniyle fallop tiipii zarar gordiigiinde, tubal fimbria ve siliyalarin fonksiyonu bozulabilir.
Fertilizasyon fallop tiiplinde gerceklesir.

Komplet tubal tikaniklik, fertilizasyonu onler, ¢iinkii sperm oosite ulasamaz; kismi
tubal tikaniklikta, dollenme gergeklesebilir, ancak oositin veya embriyonun normal

tasinmasi bozuldugundan, ektopik gebelik riski artmistir (44).

Tuba Uterinalar: degerlendirilme yontemleri (44):

Histerosalpingografi (HSG): Bu floroskopik goriintiileme yonteminde, serviksten
radyoopak boya enjekte edilir. Boya, endometriyal kaviteyi doldurduktan sonra, eger tuba
uterinalar patent ise, uzunlugu boyunca tuba uterinalari doldurur ve ardindan pelvik

bosluga dokiiliir.

Kromotubasyon: Kromotubasyon, laparoskopi sirasinda metilen mavisinin diliie
soliisyon seklinde serviks yoluyla enjekte edilmesidir. Boylece tuba uterinalarin patensi,
proksimal ya da distal tikanikligi hakkinda bilgi edinilir. Kromotubasyonla, daha az
invaziv bir yontem olan HSG’de ayirt edilemeyen, fimbriyal fimozis, peritubal adezyonlar

gibi tubal faktorler ayirt edilip diizeltilebilir.

Klamidyal Antikor Testi (KAT): Bu test, tubal patolojiyle iliskili olan Chlamidya
trachomatis antikorlarin1 saptamaya yonelik, noninvaziv bir serum testidir. Ancak klinik
kullanim1 siurlidir. Bu test tubal adezyon agisindan yiiksek riskli hastalar ile invaziv test

gerektirmeyen diisiik riskli hastalar ayirt etmek igin kullanilir (59).

2.3.2. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Erkek faktoriin infertil ¢iftlerin en az yarisina katkida bulundugu ve ciftlerin % 15
ile % 20’sinde infertilitenin tek nedeni oldugu bilinmektedir (60).

Fertilizasyon i¢in spermin normal spermatogenez basamaklarini tamamlamasi

gerekir. Normal fertilizasyon i¢in gereken spermatogenez basamaklari; maturasyon ve
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kapasitasyon, hiperaktivasyon, zona pellusidaya baglanma, akrozom reaksiyonu, sperm-
oosit membran flizyonu, kromatin dekondensasyonu ve erkek — kadin pronukleuslarinin
flizyonunu igerir (27). Tim bu basamaklarin gerceklesebilmesi i¢in normal genetik yap1
ve normal ¢aligan hormonal aks gerekir.

Son 20 yilda erkek iireme sisteminin anlagilmasi ve infertilitede erkek faktoriin
Ooneminin ortaya konmasi nedeni ile erkek infertilitesi ve yaklasimi ile ilgili tedavilerde
gelismeler hizlanmistir. Hafif fakat 6nemli erkek faktoriinde IUI, daha agir patolojilerde
ise IVF yontemi gebelik elde etmek i¢in kullanilabilir (28).

2.3.2.1. Spermatogenez

Spermatogenez, primordial germ  hiicrelerinden  sperm  {retimidir.
Spermatogonyalardan matiir sperm olusmasi icin gereken siire yaklasik 75 giindiir.
Insanlarda her 16 giinde bir, yeni spermatogonya kohortu spermatogenez igin siklusa
girmektedir (34).

Spermatogenez, dogumdan sonra spermatogonial kok hiicrelerin degisimiyle
baslayan, kompleks bir farklilasma stirecidir (30). Spermatogoniumlarin mitotik ¢ogalmasi,
spermatosit mayozu ve spermatidlerin haploid diferansiyasyonu olmak iizere li¢ fazdan
olusur (29). Farklilagan spermatogonialar (46 kromozomlu) mitoz bdliinmelerle sayilarini
cogaltir. Proliferasyon evresinden sonra, spermatositlerin uzun siireli kaldigi, homolog
kromozom ¢iftleri ve sinaps ve homolog rekombinasyonlarin olustugu 1. Mayoz
boliinmenin profaz evresi baglar (31). Daha sonra spermatositler, kardes kromozomlarina
ayrilarak iki hiicreye boliiniirler ve sekonder spermatositleri iiretir. Bu hiicreler yine ¢ok
hizli bir sekilde boliniirler ve elde edilen haploid yuvarlak spermatidler, spermiyogenez
adr verilen farklilasma evresini baslatir. Spermiyogenez sirasinda, flagellum ve akrozom
gibi spermlere Ozgili yapilar olusur, bunun yam sira nukleus kondanse olur, DNA
yapisindaki histonlarin ¢ogunun yerini sperm-spesifik protaminleri alir bdylece kromatinler
kompakt hale gelir (32). Tiibiiler liimen igine salinan spermatozoalar, spermasyon denilen
bu siirecte, son matiirasyonun saglanmasi ve depo edilmek i¢in epididime giderler (33).
Spermatozoalar yaklasik 10 giin epididimde progresif hareket kazanirlar ve olgunlasmaya
devam ederler (35).

Sperm ejakulasyona kadar epididimiste depolanir. Kadin genital traktusunda

kapasitasyon olur ve hiperaktivasyon olusur (36).
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Sekil 2.1. Olgun spermin sematik goriintiisii

Spermatogenezisin hormonal kontrolii, pulsatil olarak salinan, hipotalamik
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) salinimu ile uyarilan, hipofizden salgilanan FSH
ve LH ile saglanir. Hipotalamus, hipofiz, testis aksinda negatif feed-back kontrol sistemi
vardir. Yiiksek serum testosteron diizeyleri GnRH ve LH salinimin1 baskilarken, fizyolojik
testosteron diizeyleri FSH {izerinde baskilanma yaratmaz. FSH uyarimu ile sertoli hiicreleri

tarafindan salgilanan inhibin B, hipofizer diizeyde FSH salgilanmasin1 baskilar (37).
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Sekil 2.2. Seminifer tiibiillerde spermatogenezis
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2.3.2.2. Erkek Infertilitesi Nedenleri
Erkek infertilitesi 4 ana grupta incelenebilir (28):
e Hipotalamik-hipofizer  bozukluklar  (pretestikiiler =~ bozukluklar,
sekonder hipogonadizm) %1-2
e Testikiiler Bozukluklar (primer spermatogenez basarisizligi ve primer
hipogonadizm) %30-40
e Posttestikiiler Defektler (Sperm transport bozukluklart) %10-20
e Idiyopatik %40-50
Pretestikiiler nedenlerden en sik goriileni idiopatik izole gonadotropin eksikligidir
(38). Pretestikiiler nedenler digerlerine gore infertilite tedavisinde daha iyi prognoza
sahiptirler ve siklikla medikal olarak tedavi edilirler. Testikiiler sebepler siklikla gonadal
yetmezlige neden olurlar. Primer gonadal yetmezligin (hipergonadotropik hipogonadizm)
en sik sebebi Kleinfelter sendromudur (39). Testikiiler sebepler siklikla ciddi testikiiler
hasara neden olur ve hastalar genelde kotii prognoza sahiptirler (28). Posttestikiiler
nedenler arasinda sikliklar1 degisken olan kistik fibrozis (%1- 2), Kartagener sendromu

gibi genetik kokeni olan patolojiler mevcuttur (40, 41).
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Tablo 2.4. Erkek infertilite Nedenleri

Hipotalamik Hipofizer Nedenler:

-Idiopatik izole gonadotropin eksikligi

-Kallmann sendromu (konjenital GnRH eksikligi)

-Tek gen mutasyonlar: (6r. GnRH reseptdr, FSH veya hipofizer gelisimi Ilgilendiren
transkripsiyon faktor defektleri)

-Hipotalamik ve hipofizer timor (6r. Kraniofaringioma, makroadenom)

-Infiltratif hastaliklar (sarkoidoz, histiositozis, transfiizyon siderozis, hemokromatozis)
-Hiperprolaktinemi

-Ilaglar (GnRH analog, androjenler, dstrojenler, glukokortikoidler, opiatlar)

-Kronik hastalik veya malniitrisyon

-Enfeksiyonlar (6r. meninjit)

-Obezite

Primer Gonadal Bozukluklar

-Klinefelter sendromu

-Y kromozom delesyonu

-Tek gen mutasyonlar1 ve polimorfizmler (6r. Androjen, Ostrojen veya FSH reseptor
mutasyonu)

-Kriptorsidizm

-Varikosel

-Enfeksiyonlar (6r. Viral orsit, Lepra, Tiiberkiiloz)

-laglar (6r. Alkilleyici ajanlar, alkol, antiandrojenler, simetidin)

-Radyasyon

-Cevresel toksinler (6r. Sicaklik, sigara, metaller, organik ¢oziiciiler, bocek oldiiriictiler)
-Kronik hastaliklar (Bobrek yetmezligi, siroz, kanser, orak hiicreli anemi, amiloidoz,
vaskiilit, colyak hastaligi)

Sperm Transport Bozukluklar:

-Epididimal obstriiksiyon veya disfonksiyon

-Konjenital bilateral vaz deferens yoklugu (CFTR mutasyonuna sekonder)

-Vaz deferens obstrilksiyonuna neden olan enfeksiyonlar (6r. Gonore, klamidya,
tiiberkiiloz)

-Vazektomi

-Kartagener sendromu (primer silier diskinezi)

-Young sendromu

-Ejakiilatuar disfonksiyon (Or. Spinal kord hastaligi, otoimmiin disfonksiyon)

2.3.2.3. Anamnez
Erkek partnerin degerlendirilmesi, kadin partnerle ayn1 zamanda yapilmali ve
ayrica dikkatli medikal anamnez ile baglamalidir. Ve anamnez sunlar1 igermelidir (44).
e Infertilite Degerlendirmesi:
o Hastanin ge¢miste birini gebe birakma durumu
o Bagka bir partnerle ¢ocuk yapmay1 deneyip denemedigi
¢ Genitotiriner Hikaye

o Penil veya testikiiler hastalik, 6rnegin inmemis testis oykiisii varligi
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o Daha 6nce gecirilmis herhangi bir genital enfeksiyon varlig
o Ereksiyonu siirdiirmede ya da ejekiilasyonda sikint1 yagiyor mu?
o Kasik travmas1 oykiisii
o Testisler aras1 boyut farki
e Medikal Hikaye
o Sperm iiretimini etkileyebilecek, gecirilmis yliksek atesli hastalik ya da
kronik hastalik varlig
o Hastanin kullandig: ilaglarin sorgulanmasi ve bu ilaglardan herhangi birinin
sperm iiretimine veya islevine olan etkisinin degerlendirilmesi
o Hastanin genitoiiriner yapilar1 etkileyecek, orsiektomi, inguinal herni
onarimi veya vazektomi vb. operasyon oykiisii
o Sigara, alkol kullanimi1
o Pestisit ya da radyasyon gibi, mesleki maruziyetler
e Aile Oykiisii:
o Ailede infertilite dykiisii varligi

o Kag kardesi oldugu, kardesler aras1 yas farki

2.3.2.4. Fizik Muayene
Infertilite degerlendirmesi bir jinekolog tarafindan yapiliyorsa, erkek hastanin ilk
degerlendirmesinde anormal bir anamnez varlifi ya da semen analizinde bir problem
saptanmazsa, fizik muayene ertelenebilir. Ancak anormal semen analizi ya da anamnezde
anormallik, fizik muayene i¢in endikasyon olusturur ve hasta iirolog tarafindan
degerlendirilmelidir (61). Infertii bir erkek icin fiziksel muayene asagidaki
degerlendirmeyi icermelidir (44):
e Genel Muayene:
o Boy ve kilo; viicut kitle endeksi (VKE) hesaplanmalidir.
o Sekonder seks karakterleri acisindan degerlendirilmelidir
e (Gogus:
o Jinekomasti varlig1 degerlendirilmelidir.
e Pelvis:
o Penil gelisim ve iiretral meatusun yeri degerlendirilmelidir.

o Testikiiler hacim degerlendirilmeli
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o Vaz deferens varligt ve epididimal endurasyonun degerlendirilmesi
yapilmalidir.
o Endikasyonu varsa, dijital rektal muayene yapilmalidir.

Dikkatli bir fizik muayene ile erkekte, hipogonadizmi diisiindiiren ikincil cinsiyet
ozelliklerinin eksikligi veya obstriiktif azoosperminin bir nedeni olan vaz deferensin
yoklugu ortaya konabilir. Her ne kadar, fizik muayene semen analizinden Once
basvurulacak bir yontem olmasa da, klinik 6ykiide potansiyel bir sorun oldugu zaman veya
olas1 anormal sperm analiz parametrelerinin tersine ¢evrilebilir nedenlerini arastirmak igin

oldukga gereklidir (44).

2.3.2.5. Semen Analizi

Semen analizi, erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde; seminifer tiibiillerin,
epididimlerin ve aksesuar seks bezlerinin fonksiyonel durumu hakkinda bilgi veren, en
onemli parametredir (62). Ideal semen &rnegi icin 2-5 giinliik bir cinsel perhiz siiresi
gerekir. Perhiz stireleri kisaldiginda semen voliim ve yogunlugunda azalma olurken sperm
motilite ve morfolojileri degismez, perhiz siireleri uzadiginda ise semen voliimiinde ve
yogunlugunda artmayla birlikte 6lii, hareketsiz ve morfolojisi bozuk olan spermlerde artis
olur (64). Semen, mastiirbasyon yoluyla bir numune kabina alinabilir veya spermlere karsi
toksik maddeler igermeyen 6zel sperm toplama prezervatiflerinin kullanimai ile toplanabilir.
Ideal olarak, numune laboratuarda toplanmalidir. Numune evde toplanirsa, nakliye
esnasinda oda veya viicut sicakliginda tutulmali ve toplandiktan sonraki 1 saat icinde
laboratuarda incelenmelidir. Bazi parametreler incelemedeki gecikmeden etkilenebilir.
Ornegin 2 saat sonunda serbest radikal aktivitesi arttig1 i¢in motilitede progresif bir sekilde
azalma goriiliir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2010 klavuzuna gére semen analizinde su siralar takip
edilmelidir (63).

e 1lk 5 dakika: Spesimen likefaksiyon igin inkiibatérde veya uygun ortamda (37 °C)
bekletilmelidir.
e 30. ve 60. Dakikalar arasi:

- Semen likefaksiyonunun ve goriiniimiiniin degerlendirilmesi

- Semen voliimiiniin degerlendirilmesi

- Semen Ph’inin degerlendirilmesi (gerekiyorsa)

- Mikroskobik degerlendirme (vitalite, motilite, morfoloji)

- Sperm sayisinin hesaplanmasi i¢in diliisyonunun yapilmasi
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- Mixed antiglobulin reaksiyon testinin (MAR) yapilmasi (gerekiyorsa)
- Peroksidaz pozitif hiicrelerin belirlenmesi (yuvarlak hiicreler var ise)
- Immunobead testi i¢in spermatozoalarin hazirlanmasi (gerekiyorsa)
- Semenin santrifiijii (biyokimyasal belirtecler taranacaksa)
e Ilk 3 saat icerisinde: Gerekiyorsa omekler mikrobiyoloji laboratuarina
gonderilmelidir.
e 4 saat sonrasinda: Morfolojinin degerlendirilmesi i¢in siiriintiilerin hazirlanmasi
e Daha sonra veya materyal donduruldu ise birka¢ giin sonra
- Indirekt immunobead testi yapilmasi (gerekiyorsa)

- Aksesuar bez belirtecleri taramasi (gerekiyorsa)

Sperm degerlendirmesi, makroskobik ve mikroskobik olarak 2 sekilde yapilir:

Makroskobik Degerlendirme: Makroskobik olarak degerlendirilen parametreler:
koagulasyon, likefaksiyon siiresi, renk, goriiniim, viskozite, hacim ve pH’dur.

Koagiilasyon: Ejakulasyon sonrasi semenin sivi halden semisolid hale gegmesidir.
Semende bulunan vezikiiler ve epididimal proteinler nedeniyle koagulasyon olur.
Koagulasyonun olmamasi durumunda seminal vezikiiliin veya vas deferensin yoklugundan
stiphelenilir (85).

Likefaksiyon (sivilagsma siiresi): Seminal sivinin tekrar sivi hale gecmesidir.
Prostattan sekrete edilen prostat spesifik antijen (PSA) ile vezikiiler proteinlerin etkilesimi
ile gerceklesir. Koagulasyon sonrasi genellikle ilk 15 dakikada goriiliir. Ancak 60 dakikaya
kadar wuzayabilir. Nadiren sivilasma olmayabilir, mekanik veya enzimatik ¢6zme
gerekebilir. Likefaksiyon normal prostat islevinin gostergesi olarak kabul edilir (86).

Viskozite: Likefiye olan semenden bir pipet ile alinan 6rnek, yergekimi etkisiyle
damlamaya birakilir, pipet ile damla arasinda olusan iplik¢igin boyu 20 mm’yi
geememelidir, gegmesi durumunda artmis viskoziteden bahsetmek miimkiindiir. Artmis
viskozite sperm hareketinde azalmaya neden olur ve yapilan bir calismada infertil
erkeklerde artmis viskozitenin goriillme sikligt %?26,6 olarak bulunmustur. Viskozite
seminal vezikiillerin ve prostatin sekretuar aktivitesinin gostergesidir ve artmis viskozite
vezikill ve prostat fonksiyon bozuklugunu gosterir. Fonksiyon bozuklugunun pek cok
nedeni olabilmekle beraber siklikla enfeksiyon ve inflamasyon sorumlu tutulmaktadir (85).

Goriiniim: Sivilagmadan sonra normal bir 6rnek homojen ve gri-opak

goriiniimdedir. Cinsel perhiz stiresi arttikca rengi sarimsi renge doniisiir. Normal koku
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prostat sekresyonu ile oksidasyonu sonucu olusur. Normal disi kokular enfeksiyon
gostergesi kabul edilir,

Semen voliimii: DSO ¢alismasina gore ortalama semen voliimii 3,7 mL’dir. Semen
hacminin ¢ogunu seminal vezikiiller olusturur. Seminal vezikiiller friikktoz igerir ve alkali
vasiftadir. Obstriiksiyonunda semen pH degeri diiser, semen friikktoz ve sperm icermez.
Ejekiilator kanal tikanikliklarinda, transrektal ultrasonografide dilate seminal vezikiillerin
gosterilmesi ile tan1 konulabilir.

Azoospermi ya da ciddi oligozoospermi ile birlikte olan diisiik semen voliimleri
genital traktusta obstriiksiyon diisiindiiriir. Bu obstriiksiyonlar; vas deferens ya da seminal
vezikiillerin konjenital yoklugu veya seminal vezikiil ile ejekiilator duktusun obstriiksiyonu
olabilir.

Normal sperm konsantrasyonu ile birlikte diisiik semen voliimii muhtemelen sperm
toplama hatalar1 sonucu ya da parsiyel retrograd ejekiilasyon sonucu olusur. Ejekiilasyon
sonucu idrar analizinde sperm goriilmesi ile retrograd ejekiilasyon tanisi konulur.

Semen pH’s1: Ornek iyice karigtirildiktan sonra bir damla semen pH kagidi {izerine
konur ve 30 saniye i¢indeki renk degisimi kalibrasyon ¢ubugu ile karsilastirilir. Normal
pH, seminal vezikiil sekresyonlarina bagl olarak alkali 6zelliktedir. Normal bir 6rnek i¢in

alt referans degeri 7,2°dir.

Mikroskobik Degerlendirme

Sperm agregasyonu: Hareketsiz spermlerin birbirleri ile ortamdaki mukus iplikleri
gibi debris materyali ile veya sperm dis1 hiicreler ile yapismasi sonucu gozlenebilir.

Sperm agliitinasyonu: Hareketli spermlerin birbirine bas-bas, kuyruk-kuyruk veya
karisik olarak yapigarak bir arada bulunmasidir. Grade 1-4 olarak siiflandirilir.

Sperm konsantrasyonu: Sperm konsantrasyonu mililitrede bulunan sperm
sayisidir. Makler sayim kamarasi ile sayim yapildiginda 10 tane orta boy karedeki toplam
sperm sayist milyon/ml olarak kaydedilir. Ayni1 sayim dort kez 10 farkli karede tekrarlanir
ve ortalamasi alinir. Normal bir semende alt referans degeri 15X10%/ml’dir (69). Bu
degerin altindaki sperm konsantrasyonlari kétii fertilite prognozu ile ilgili iken 15X106/ml
tizerindeki konsantrasyonun fertilite prognozunu arttirdigina dair kesin kanitlar yoktur
(72). Baz1 kaynaklara gore ise de konsepsiyon ihtimali konsantrasyon 40-50X10%/ml olana
dek artar, iizerinde ise degismez (70,71). Konsantrasyon 5X10°/ml altinda ise ciddi
oligozoospermi olarak adlandirilir. Ciddi oligozoospermide endokrinolojik ve genetik

tarama yapilmalidir.
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Total sperm sayisi: Tiim ejakulattaki toplam sperm sayisidir ve alt referans degeri
39X10%°dir. Sperm konsantrasyonunun total hacim ile ¢arpimindan elde edilir. Ilk
mikroskobik incelemede sperm hiicresi goriilmemis ise tiim ejakulat 3000g ile 15 dakika
santrifiij edilerek dip kisimdan (pellet) damlalar yapilarak lam-lamel aras1 incelenir, sperm
hiicresi goriiliirse (kriptozoospermi), toplam sayi, hareket ve belirgin bir morfolojik
ozelligi varsa kaydedilir. Tim pellette sperm hiicresi goriilememisse azoospermi olarak
adlandirilir. Sperm yoklugu en az iki incelemede ispatlanmalidir.

Sperm motilitesi: Motilite, kuyruk hareketi olan spermlerin yiizdesidir.
Likefaksiyondan sonra 1 saat i¢inde yapilmalidir. Sperm hareketleri 5 skalaya ayrilir (65);

0- Hi¢ motilite yok,

1- leri progresyon gdstermeyen, tembel hareket,

2- Yavas, dogrusal olmayan, dolambagli ileri hareket,

3- Oldukca dogrusal ama orta hizda hareket,

4- Dogrusal ve hizli hareket.

Alternatif bir sistemle sperm hareketi 4 kategoride ele alinir;

A- {leri hizli hareket,

B- Yavas ya da tembel ileri hareket,

C- Ileri olmayan hareket,

D- Hareket yok.

Bu sisteme gore her bir kategoriye giren sperm yiizdesi degerlendirilir. DSO’ye
gore ‘a+b’nin %40’ istiinde, sadece ‘a’nin ise %32’nin iizerinde olmas1 gerekmektedir
(66). Hareket bozuklugu (astenospermi), motilitede veya ileri harekette ya da her ikisinde
de azalmayi1 belirtir. Bu hastalarda spermatozoanin yapisal anomalileri, uzamis cinsel
perhiz siiresi, genital enfeksiyonlar, anti-sperm antikorlar, varikosel, parsiyel duktal

obstriiksiyon ve idiopatik faktdrler sorumlu olabilir.
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Tablo 2.5. DSO Smiflamasina Gére Normal Semen Parametreleri (66)

Parametre Referans Aralhig:
Hacim 1,5ml (1,4-1,7)
Toplam sperm sayisi 39x10° (33-46)
Sperm konsantrasyonu 15x10%/ml (12-16)
Toplam motilite % 40 (38-42)

Ileri dogrusal motilite % 32 (31-34)
Canlilik % 58 (55-63)
Sperm morfolojisi % 4 (3-4)

Sperm morfolojisi: Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in spermin
boyanmasi gerekmektedir. Boyama ic¢in en sik kullanilan yontemler ‘Papanicolau’
yontemi ve ‘Diff-Quick’ yontemidir. Sperm morfolojisi degerlendirilirken en fazla
kullanilan kriterler DSO kriterleri ve Kruger’in strict kriterleridir (67). Spermin normal
olarak kabul edilmesi i¢in spermin bas, boyun, orta kisim ve kuyrugunun normal olmasi
gerekmektedir. Spermde normal morfolojiye sahip olan spermlerin oran1 Kruger’in strict
kriterlerine gore >%14, WHO’ya gore >%4 olmalidir. Semen analizindeki normal degerler
fertiliteyi saglamak i¢in gereken minimum degerler degildir. Bu degerler disinda da erkek
fertil olabilir. Ancak, sperm parametreleri normal araliklarda olanlar da infertil olabilirler

(68).

Abnormal

(]

Sekil 2.3. Spermin morfolojik degisiklikleri
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Sperm canhiligi: Sperm hiicre membrani biitiinliigliniin degerlendirilmesi esasina
dayanir ve progresif hareketli sperm orani1 <%40 oldugu durumlarda sperm canlilik testleri
Ozellikle 6nem kazanir. Eozin-nigrosin veya eosin-Y testinde membran biitiinligi
bozulmus spermler boyay: alirlar ve boyali olarak gézlenirler, hipoozmotik sisme (HOS)
testinde ise membran biitiinliigli olan spermler hipoozmolar siviyr hiicre igine alarak
siserler ve kuyruklart kivrik izlenir. Sperm canlilii i¢in en az 200 sperm hiicresi
saytlmalidir. Sperm canlilig1 testleri en diisiik referans degeri %58°dir.

Sperm dis1 hiicreler: Ejakulatta genitoiiriner sisteme ait epitelyum hiicreleri,
immatur germinal hiicreler ve 16kosit hiicreleri gozlenebilir. Lokosit disinda olanlara
yuvarlak hiicre de denir. Normal ejakulatta yuvarlak hiicre ve 16kosit sayisinin <1X10°/ml
olmasi gerekir, yuvarlak hiicre artigi saptanirsa 16kosit peroksidaz testi veya lokosit
belirtegleri calisilmali, 16kosit olup olmadiklar1 tanimlanmalidir.

Standart semen analizi normal deger sinirlarinin disinda olan bazi semen
anormallikleri agagidaki sekilde tanimlanir:

e Aspermi: Ejakulatin olmamasi, semen liretme basarisizligidir.

e Hipospermi: Ejakulat hacminin <1,5 mL olmasidir (73).

Hiperspermi: Ejakulat hacminin >5,5 mL olmasidir (73).

Hematospermi: Ejakulatta kan goriiniimii olarak tanimlanmaktadir.

Lokositospermi: DSO tanimlamasina gére ejakiilatta 1X10° /ml peroksidaz pozitif
16kosit varligidir (74,75).

e Azoospermi: Ejakulatta sperm olmamasidir.

Oligospermi: Ejakulatta < 15X10%/mL sperm olmasidir.

Polispermi: Ejakulatta > 250X10° /mL sperm olmasidir.

Asthenospermi: Hareketliligin ve/veya ileri dogru hareketliligin zayif olmasi

Teratospermi: anormal morfolojisi olan sperm varlhigi ile karakterize olan bir

durumdur (normal sekil yilizdesi <%4 kruger).

Nekrospermi: Supravital boyama ile tiim spermlerin 6lii olmasidir.

Globospermi: Yuvarlak bagh akrozomsuz sperm olmasidir.
Standart semen analizi parametrelerinin higbiri spermin fertilizasyon kapasitesini
gostermede spesifik degildir ve standart semen analizi kesin fertil - infertil ayiriminda

yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle sperm fonksiyon testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir
(76).
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2.3.2.6. Sperm Fonksiyon Testleri

Sperm fonksiyon testleri, DSO tarafindan arastirma testleri olarak kabul edilir ve
spermin fertilizasyon potansiyelini in vitro olarak dngoriilmesini amaclar (76).

Bilgisayar yardimh sperm analizi: CASA (computer assisted sperm analysis),
kapasitasyon siliresince spermin kazanmis oldugu hizli spiral hareket paterni ve
hiperaktivasyonunun yani sira sperm konsantrasyonunun, motilitesinin ve morfolojisinin
degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir (77).

Akrozom Reaksiyonu: Akrozom, proteolitik enzimler igeren spermin bas
bolgesindeki membrana bagli, zona pellusida penetrasyonu igin gerekli bir yapidir.
Akrozin bu proteolitik enzimlerden biridir. Infertil erkeklerde prematiir spontan akrozom
reaksiyonu vardir, bu da zona pellusidada penetrasyon bozuklugu yapar (78).

Zona pellusida baglanma testi: Zona pellusida (ZP); fertilizasyonun kontroliinde
temel rol oynar. Spermatozoanin zona pellusidaya ZP3 reseptorii ile baglanmasi akrozom
reaksiyonunu tetiklemektedir (79), bu baglanma akrozom reaksiyonunun tek fizyolojik
uyaranidir. Oosit fertilizasyonu i¢in sperm mutlaka ZP’deki tiire spesifik reseptorleri
tanimali ve baglanmalidir.

Zona pellusida baglanma testi olarak siklikla kullanilan iKi test vardir; ‘Hemizona
assay’ ve ‘competitive intact zona binding assay’ (77). Her iki testte insan oosit bulma
zorlugundan dolayi, erkek infertilite degerlendirmesinde ¢ok kullanilmamaktadir.

Hamster oosit penetrasyon testi: Invivo ve invitro fertilizasyon basarisini
gostermede belirleyici test olarak kullanilir (80). Test spermatozoanin kapasitasyonu,
akrozom reaksiyonu, oolemmay1 penetre etme yetenegini ve oositle flizyonunu
degerlendirmektedir.

Hipo - osmolar sisme testi (HOST): Su gegirgenligi tiim hiicre membranlarinin
onemli fizyolojik Ozelligidir. Membranlar sivi ve molekiillerin segici gegirgenligine izin
verir. Fertilizasyon siiresince 6nemli fonksiyonel rol oynayan sperm membran1t HOS testi
ile degerlendirilebilir. Semen Orneginde sisen sperm sayist ile kapasitasyonunu
tamamlamig ¢iplak hamster oositine penetre olan sperm sayisi arasinda iligki izlenmistir.
HOS testi canli spermatozoanin orta siddetli hipoosmotik streste canli kalma yetenegine
dayanir. Olii spermatozoalarin membranlar1 intakt olmadigindan sisemezler. HOS
reaksiyonu olan hiicreler sisme miktarina ve kuyruk kivrilmalarina goére A-G arasinda
simiflanirlar. 200 sperm sayisina ulasilinca % olarak raporlanirlar. %60’ tizerinde HOS

reaksiyonu olan spermler normal kabul edilir. %50’nin altinda kuyruk kivrilmasi anormal
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kabul edilir. %50 ile 60 arasi ara deger kabul edilir. HOS sperm canliliginin ek gdstergesi
olarak ve immotil silya sendromunun tanisinda kullanilabilir (77, 81).

Reaktif oksijen radikalleri: Oksidatif stres, erkek infertilitesinin ¢esitli
etyolojilerinde en O6nemli mediatérlerden biridir;, DNA hasar1 da dahil olmak {izere
spermlere kars1 birgok zararl etkiye sahiptir. Oksidatif stres; ROS ve diger serbest radikal
seviyeleri biiyiik oranda arttiginda veya oksitleyici maddeler ile antioksidanlar arasindaki
hassas denge bozuldugunda ya da antioksidan seviyeleri onemli Ol¢iide distiigiinde
meydana gelir. Oksidatif stresin azaltilmasi, erkek infertilitesi i¢in potansiyel bir tedavi
stratejisini olusturur. Seminal oksidatif stres Ol¢limii, tedaviden fayda saglayabilecek
hastalarin belirlenmesinde ve izlenmesinde kritik bir role sahiptir (82).

Mitokondriyal aktivite testleri: Spermatozoa, flajellar hareketi igin gereken
enerjiyi spermatozoanin orta boliimiinde bulunan mitokondrilerde iiretilen adenozin
trifosfattan (ATP) saglar. Spermatozoa kadin genital traktusunda, oosite ulasincaya kadarki
hareketi siiresince gerekli ATP’yi saglayabilecek yeterlilikte mitokondriyal aparata ihtiyag
duyar. Mitokondriyal oksido-rediiktaz enzimin gosterilmesinde kullanilan nitro blue
tetrazolium ve benzeri indikatorler vardir. Bu indikatorlerle hareketli, bol mitokondrili
spermlerin orta kismi belirgin boyanirken, hareketsiz ve az mitokondri aktivitesi olan
spermler ya hi¢c boyanmaz ya da az boyanirlar. Boyanmalarina gore mitokondriyal
aktiviteleri ve sperm hareketleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski gosterilmistir
(77).

DNA hasan testleri: DNA biitiinliigli normal embriyo gelisimi i¢in 6nemlidir.
Sperm DNA biitiinliigii kismen nucleusta kromatin kondensasyonunu saglayan protaminler
arasindaki disiilfit ¢apraz baglarimin etkisi ile korunur. Sperm DNA hasari, protamin
eksikligi ve mutasyonlar gibi i¢ faktorlerin bir sonucu olarak olabilecegi gibi, 1s1,
radyasyon ve gonadotoksin gibi ekstrinsik faktorlerden de kaynaklanabilir. "DNA
fragmantasyonu" terimi, tamir edilemeyen denatiire edilmis veya hasar gérmiis sperm
DNA’sm1 ifade eder. Sperm DNA fragmantasyon oranlarim1 6lgmek i¢in c¢esitli klinik
testler gelistirilmistir (60). Yillar gectik¢e, sperm DNA biitiinliigiinii degerlendirmek i¢in
gelistirilen testler artmaktadir. DNA biitiinliigiiniin degerlendirildigi bu testlerde
mekanizma g¢esitlilik gostermektedir; bazi testler dogrudan DNA sarmalindaki kiriklar
Olgerken, bazi testler sperm kromatin yapisindaki anormallikleri gosterir (87). Erkek germ
hiicrelerinde DNA hasarinin kotii semen kalitesi, preimplantasyonel gelisimde bozulma,

abortus riskinde artma ve infertilite ile iliskili oldugu goriilmektedir (88).
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1. Niikleer kromatin dekondensasyon testi: DNA miktarinin yarisina sahip olmasina
ragmen sperm hacmi normal dkaryotik bir hiicrenin 1/30’u kadardir. Hacimdeki azalma
nedeniyle DNA paketlenmesi oldukga zor bir siiregtir. Fertilizasyon dncesi spermatozoanin
kromatini yiiksek derecede kondanse halde bulunur. Uygun niikleer kromatin
dekondensasyonu ve takiben pronukleus olusumu fertilizasyon ig¢in gereklidir.
Spermatozoada kromatinin yiiksek derecede kondanse halde bulunmasinin sebebi histonlar
arasindaki S-S baglanidir. Baglar arasindaki ayrilma in vitro olarak EDTA
(etilendiamintetraasetik asit) veya glutatyon ile wuyarilabilir. Bu sekilde uyarilan
dekondensasyon, spermatozoanin iyi fertilizasyon yeteneginin gostergesidir. Yiizde 70’ten
fazla spermin nukleer dekonsasyon gostermesi normal kabul edilir (84).

2. DNA fragmantasyon indeksi: ‘TUNEL (terminal deoksinukleotidil transferaz
mediated deoksiuridin trifosfat) assay’, SCSA (sperm chromatin structure assay), ‘sperm
kromatin dagilimi’ veya ‘comet assay’ ile DNA fragmantasyonu ile DNA hasar1 direk
olarak degerlendirilebilir. DNA fragmantasyonu olan sperm yiizdesi ile normal sperm
morfolojisi ve hareketi arasinda negatif iliski gosterilmistir. DNA fragmantasyonuna neden
olabilecek etkenler; ileri erkek yasi, genetik nedenler, cevresel toksinler, endokrin

bozukluklar, alkol sigara ve diyet olabilir.

2.3.2.7. Endokrin Testler

Hipotalamik-pituiter testikiiler eksenin hormonal anormallikleri iyi bilinir, ancak
erkek infertilitesinin yaygin nedenlerinden biri degildir. Normal sperm parametrelerinde
endokrin bozukluklar olduk¢a nadirdir.

Bir endokrin degerlendirme su durumlarda yapilmalidir:

1) Ozellikle sperm konsantrasyonu 10 X106 / mI’nin altinda oldugunda

2) Cinsel fonksiyon bozuklugu varliginda

3) Spesifik bir endokrinopati diisiindiiren klinik varliginda

Baslangi¢ hormonal degerlendirmede, serum FSH ve serum testosteron diizeylerine
bakilir. Testosteron seviyesi diisiikse, total ve serbest testosteron igin tekrarlanan bir
Olclimiin yanm: sira serum LH ve prolaktin diizeylerinin saptanmasi gerekir. Testosteron,
LH, FSH ve prolaktin iliskisi, klinik durumu tanimlamaya yardimci olur. Anormal
spermatogenez olan bir¢ok erkekte serumda FSH normaldir, ancak serum FSH’sinda

belirgin yiikselme, spermatogenezde bir anormalligin agik bir gostergesidir (89).
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2.3.2.8. Biyokimyasal Testler

Seminal plazma; seminal vezikiillerin ve prostat bezinin kendilerine 6zgii ¢esitli
sekresyonlarindan meydana gelir. Sekresyonlarinda bezlerin kendilerine 6zgii varhigini,
yoklugunu, fonksiyon bozuklugunu veya enfeksiyonunu gosteren karakteristik markerlari
vardir. Bu spesifik markerlarin sperm fonksiyonlart ile iliskisi tam olarak

aydinlatilamamistir (77). Klinik kullanim1 nadirdir.

2.3.2.9. Anti-Sperm Antikorlari

Antisperm antikorlar1 (ASA), erkeklerde infertilitenin seyrek bir nedeni olup, rutin
test gerektirmez ve bunlarda basvurulacak tedavi yontemi ICSI’dir. ASA testi, semen
analizinde normal sperm konsantrasyonunda izole asthenospermi tespit edildiginde veya
sperm agliitinasyonu varliginda yapilir. ASA’lar serumda, seminal plazmada veya
dogrudan sperme bagli olarak bulunabilir. ASA’lar kan testis bariyer biitiinligii bozulup,
bagisiklik sistemi ¢ok miktarda sperm antijenlerine maruz kaldiginda veya vazektomi
sonrasinda olusabilir. ASA olusumu i¢in risk faktorleri travma, torsiyon, biyopsi, orsit,
testis kanseri ve vazektomidir. Sperme karsi olusan antikorlar sperm motilitesini etkiler,
fertilizasyonu bozar. indirekt antikor agliitinasyon testleri, serumda veya seminal plazmada
ASA tespit etmek icin kullanilirken, sperm basi veya kuyruguna bagli ASA (IgG ve IgA)

tespiti i¢in dogrudan immiinobead testi kullanilir (60).

2.3.2.10. Genetik Testler

Genetik anormallikler, sperm iiretimini veya transportunu etkileyerek infertiliteye
neden olabilir. Erkek infertilitesiyle iliskili oldugu bilinen en yaygin ii¢ genetik faktor;

1) Vas deferens’in konjenital yoklugu ile iliskili kistik fibrozis (KF) gen
mutasyonlari; Konjenital olarak bilateral vas deferens yoklugu, hemen hemen tiim kistik
fibrozis gen mutasyonu (CFTR) olan hastalarda bulunur. Konjenital olarak bilateral vas
deferens yoklugu olan hastalarin iigte ikisinde diger KF klinik bulgular1 olmadan gen
mutasyonu goriiliir. Bu nedenle bu tip hastalar CFTR gen mutasyonu agisindan
degerlendirilmelidir. CFTR gen mutasyonu olan erkek partnerin spermleri tedavi igin
kullanilmadan 6nce kadin partnerin genetik taramasi da yapilmalidir (83).

2) Testikiiler fonksiyon bozukluguna neden olan kromozom anomalileri;
Azoospermik erkeklerin %10-15’inde, oligospermik erkeklerin %5’inde, normospermik

erkeklerin %1’inden azinda kromozomal anomali bulunur (90).
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3) lizole spermatogenik bozukluk ile iliskili Y-kromozom mikro-delesyonlari;
Azoospermi  veya oligospermisi olan erkeklerin  %10-15’inde 'Y kromozomu
mikrodelesyonu bulunur (91). Obstriikktif tip olmayan azoospermik erkeklere ve
oligozoospermik erkeklere tedavi oncesi karyotip ve Y kromozomu igin genetik test

mutlaka Onerilmelidir.

2.4. Erkek Infertilitesinde Tedavi

Kadin kaynakli infertilitenin aksine, primer erkek infertilitesinde medikal tedaviye
cevap sinirhdir. Yillardir, erkek faktdr kaynakli infertilitenin yonetimi ve tedavisi kanita
dayali olmaktan ziyade deneyime dayali olmustur (92).

A) Medikal tedavi: Patoloji hipotalamus ve hipofizde ise (prolaktinoma, Kallmann
Sendromu, izole gonadotropin eksikligi vb.) yani hipogonadotropik hipogonadizm
grubunda medikal tedavinin fertilite iizerine katkisi biyliktir (78). Fakat
hipergonadotropik hipogonadizmi olan olgularda testikiiler yetmezlik vardir. Infertil
erkeklerde semen kalitesinin ve fertilitenin herhangi bir medikal tedavi ile
diizeltilebilecegine dair bir kanit yoktur (78).

Ogonadotropik-hipoganadizmi olan grupta ciddi oligozoospermisi, anormal
derecede diisiikk testesteron diizeyi olan erkeklerde androjen tedavisi ve aromataz
inhibitorleri ile semen kalitesi arttirilabilir (93,94).

Retrograd ejakulasyon gibi 6zel sebepler gosterilmis erkek infertil hastalar
sempatomimetikler gibi medikal tedavilerden fayda gorebilirler, ayrica gosterilmis genital
enfeksiyonu olan hastalarda 16kositospermi de medikal tedaviye yanit verir.

B) Cerrahi tedavi: Obstriiktif azospermi veya varikoselin kotii etkilerine maruz
kalmis erkek grubunda 6zel cerrahi yontemlerin (vazovazostomi, vazoepididimostomi,
gjakulatuar kanallarin transiiretal rezeksiyonu, varikosel onarimi) Onerilmesi hala
gecerlidir. Hasta se¢imi 6zenle yapilmalidir (95,96).

Erkek infertilitesi ¢ogunlukla idiopatiktir, birka¢g onemli ve 6zel istisna disinda
erkek infertilitesi genelde medikal tedaviye cevap vermez (78). Spesifik tedavilerin endike
olmadig1 veya basarisiz oldugu durumlarda, yardimei iireme teknikleri (YUT), erkek faktor
infertilitesinde popiiler tedaviler haline gelmistir. YUT, fertilizasyon olasiligini artirmak
i¢in, spermatozoanin fonksiyonel bozukluklar1 nedeniyle asamayacagi bazi basamaklari
asmaya yardim ederek, spermatozoayr oosite yaklastirmayr ya da oositin igerisine

yerlestirmeyi amaglar. YUT leri erkek infertilitesinde en popiiler tedavi yontemleridir (92).
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2.5. Yardimer Ureme Teknikleri

Yardimci iireme tekniklerinin ¢ogu, infertil ¢iftlerin ¢ocuk sahibi olmalarina
yardime1 olmak i¢in, laboratuar sartlarinda konsepsiyonu kolaylastirmaya yarayan
yontemlerdir. En yaygin kullanilan YUT’ler, intrauterin inseminasyon (l1UI), in vitro
fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICS1)’dir (99). YUT’e hazirlik
icin erkekten spermatozoa alinmasi gereklidir. Semen toplanir ve en hareketli spermler,
yikama sonrasi swim-up veya dansite gradiyent santriflij teknikleri ile segilerek hazirlanir.
IUI i¢in, ovulasyon doneminde, spermatozoa uterusa insemine edilir. IVF ve ICSI i¢in,
overlerde follikiiler gelisim uyarildiktan sonra, primer oosit evresinde, oositler toplanir.
Implantasyon icin birden ¢ok embriyo elde etmek igin birden fazla oosit toplanir. Daha

sonra IVF veya ICSI’yi tamamlamak igin sperm ve oosit kullanilir (66).

2.5.1. intrasitoplazmik Sperm Injeksiyonu (ICSI)

ICSI teknigi dncelikle sperm motilitesinin veya morfolojisinin spermatozanin zona
pellusiday1r ge¢mesini saglayamadigi durumlarda, fertizilizasyona yardimei olmak i¢in
gelistirilmistir. Bu teknik, oositin fertilizasyonuna yardimci olmak ic¢in dogrudan oosit
sitoplazmasina bir spermatozoon enjekte etmeyi icerir (100).

ICSI ise spermatozoanin dogal konsepsiyonda karsilastigi zorluklarla artik
karsilagsmamasi ve dogal seleksiyonunun olmamasi nedeniyle, endise yaratmaktadir. Dogal
seleksiyon bu yontemde engellendiginden, basarili bir hamilelik gergeklesmesi i¢in iyi bir
DNA’ya sahip, canli bir spermatozoanin oositin i¢ine enjekte edilmesi gerekir (101). Dogal

yollarla sperm se¢imi olmadigindan dogru spermi se¢mek biiyiik 6nem tasir.

2.5.2. ICSI Tedavisinde Sperm Secimi ve Onemi

Infertilitenin tedavisinde uzun yillar YUT iin yaygin olarak kullanilmasina ragmen,
canli dogum oranlar1 nispeten diisiik kalmaktadir(97). Hastalik kontrol merkezine (Center
for Disease Control- CDC) gére, birgok YUT siklusunun yalnizca iigte biri canli dogumla
sonuclanirken, neden bu kadar c¢ok inseminasyon girisiminin fertilizasyon ile
sonuclanmadig1 belli degildir (98). Infertil erkekler, diisiik sperm konsantrasyonu, zayif
motilite, anormal morfoloji ve yliksek sperm DNA hasar1 seviyeleri gibi anormal sperm
parametrelerine sahip olma egilimindedirler. Kapasitasyon, hiperaktivasyon ve akrozom
reaksiyonu gibi temel sperm fonksiyonlar i¢in diisiik ROS konsantrasyonlar1 gereklidir ve
asirt ROS iiretimi genellikle antioksidanlar tarafindan kontrol edilir (103). Bununla

birlikte, yliksek ROS seviyesi ve azalmis antioksidan seviyeleri oksidatif strese neden
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olabilir, bu da sperm hareketliligini, DNA biitiinliigiinli ve yasayabilirligini azaltir. DNA
biitiinliiglindeki azalma, IVF ile elde edilen gebelik oranlarinda azalma, implantasyon
oncesi gelisim anormalliklerinde ve erken gebelik kaybinda artma ile sonuglanir (103).

Vajinaya dokiilen milyonlarca spermden yalnizca ¢ok kiigiik bir kismi oosite
ulagabilir. Bu kadin genital yollarinda dogal yollarla olusan, ¢ok siki ve miikemmel bir
eleme sistemidir. Spermlerin vajinaya ulagmasiyla vajinal mekanik stimiilasyonlar
spermlerin yiizme hareketine destek olarak spermleri uterus ve tubalara dogru yonlendirir.
Depolama alanina ulasan spermler burda kapasitasyon adi verilen matiirasyona ugrarlar.
Kapasitasyon sonrasi matiire olan spermler oosite dogru kemotaksi ve termotaksi ile ilerler.
Kemotaksi sonucunda spermler kiimiiliis hiicrelerine penetre olur, oositteki sperm
reseptorlerine baglanir ve akrozom reaksiyonu baslar. Bunun sonucunda da fertilizasyon
saglanir (102).

Giiniimiizde YUT igin sperm secimi teknikleri, dogal seleksiyon engellerini
atlamakta ve DNA biitlinliigti, ROS {iiretimi, membran olgunlagsmasi ve apoptotik olmayan
sperm sec¢imi gibi diger onemli faktorleri ihmal ederek baslica motilite ve morfolojiye
dayanarak, sperm se¢mektedirler (104). Ek olarak, dansite gradient santrifiijleme (DGS),
konvansiyonel ylizme (CSW) ve direkt yiizme (DSW) gibi geleneksel sperm segme
yontemleri, cesitli santrifiij basamaklarini kullanarak, yiiksek seviyede ROS olusumuna
sebep olur, boylece olusan oksidatif stres sperm DNA’sina zarar verir (105). Klinik veriler
DNA fragmantasyon indeksinin %30’un iizerinde olmasinin, hem dogal hem de yapay
yollardan konsepsiyon sansini azalttigini gostermistir (106).

Ayica fertilize oositler DNA tamir mekanizmalarina sahipken, spermatozoalarda
DNA tamir mekanizmas1 yoktur, bu nedenle spermiyogenez sonrast DNA kiriklarim
onaramaz (106). Bu nedenle, normal DNA ve daha az ROS iceren spermleri segmek, YUT
basar1 oranlarini iyilestirmek i¢in, var olan sperm se¢im yontemlerini gelistirmenin yani
sira yeni yoOntemler bulmak gerekmektedir. Yeni sperm se¢gme yontemleri, saglikli
spermlerin se¢ilmesini saglamak i¢in kadin genital traktusunun dogal segiciligini yakindan

taklit etmelidir.

2.5.2.1. Konvansiyonel Sperm Se¢me Teknikleri
Geleneksel sperm se¢me teknikleri, ¢oklu yikama ve santrifiij basamaklarini icerir.
En sik kullanilan konvansiyonel sperm se¢me yontemleri dansite gradiyent santrifiij

(DGS), konvansiyonel swim-up (CSW) ve direkt swim-up (DSW) olarak siralanabilir.
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Dansite Gradiyent Santrifiij (DGS) Teknigi: iyi kalitede spermlerin seg¢ilmesini,
spermlerin diger hiicre tipleri ve hiicre dokiintiilerinden ayirt edilebilmesini saglayabilir.
Swim-up teknigine gore standardize edilmesi daha kolay oldugu i¢in, daha tutarli sonuglar
vermektedir. IVF ve ICSI i¢in sperm eldesi amaciyla bu teknik kullanilir. Bu yontem,
dansite gradyanlarina gére seminal plazmanin santrifiijlenmesini kullanir. Bu yontemde,
kolloidal silika kapli silan igeren dansite gradyanlari, hiicreleri dansitelerine gore ayirirr.
Ayrica, hareketli spermler yiizerek gradyan materiyali i¢inden gecip tlipiin dibinde
yumusak bir pellet olusturur. En yaygin bi¢cimde kullanilan basit iki asamali kesintili
dansite gradyan hazirlama yontemi, tipik olarak % 40 (v/v) dansiteli iist katman ve % 80
(v/v) dansiteli alt katmandan ibarettir. Dansite gradyani santrifiijlemesi kullanarak
hazirlanan sperm preparatlari; genellikle hiicre dokiintiileri, kontamine edici l6kositler,
germ dis1 hiicreler ve dejeneratif germ hiicrelerinden arinmis ytliksek derecede hareketli
spermlerin elde edilmesini saglamaktadir (66).

Direkt Swim-up (DSW) Teknigi: Spermler seminal plazmadan disari, kiltiir
medyumu igine ylizme yetilerine gore secilebilir. Bu yaklagim yiizdiirme (“‘swim-up”)
teknigi olarak bilinmektedir. Bu teknigin uygulanmasindan once semen, tercihen
seyreltilmemeli ve santrifiijlenmemelidir. Aksi halde, sperm membranlarinda peroksidatif
hasara yol acilabilmektedir (107). O halde, hareketli spermleri ayirt etmede direkt
yiizdiirme teknigi tercih edilen bir yontemdir. Kiiltlir medyumunu likefiye olmus semen
lizerine veya sivilagsmis semeni kiiltlir medyumunun altina bir tabaka halinde yayarak
direkt yiizdliirme teknigi gerceklestirilebilir. Daha sonra, hareketli spermler kiiltiir
medyumu i¢ine dogru yiizerler. Bu prosediir, yilkama yontemine gore daha az sayida sperm
eldesi saglarsa da, spermler arasinda motiliteye gore se¢cim yaptig1 i¢in semendeki hareketli
sperm yiizdesinin diisiik oldugu durumlarda (6rn. IVF ve ICSI igin) yararlidir (66).

Konvansiyonel Swim-up (CSW) Teknigi: Konvansiyonel swim-up tekniginde
inkiibasyon Oncesi spermler santrifiij edilerek ¢oktiiriiliir. Ardindan {ist tarafta ylizen 1
ml’lik kisim pipetle alinarak kullanilir. Tamamen sperm hareketliligine bagl bir
yontemdir. Astenozoospermi ve oligozoospermi vakalarinda uygun olmayabilir. Bu
nedenle siddetli erkek infertilitesi vakalarinda kullanimi kisithidir.

Konvansiyonel yontemler motil ve morfolojik olarak normal spermleri segcmede
oldukg¢a basarili olsalar da, sperm DNA biitiinliigii, membran matiirasyonu, ayrintil1 yapisal

ozellikleri ve apopitotik olmayan spermleri se¢gmede yetersizlerdir (108).
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2.5.2.2. leri Diizey Sperm Se¢me Teknikleri

Zeta Potansiyeli: Spermin zeta potansiyeli, sperm zari ve g¢evresi arasindaki
elektriksel potansiyeldir ve yaklasik -16 mV ile -20 mV’dir. Bu yontemde; pozitif yiikli
santriftij tlipiiniin i¢ine, yikanmis olan sperm Ornegi pipetle alinir, lateks bir eldiven
kullanilarak, 2—3 kez tiip i¢inde hafif¢e karistirilir. Bir dakika sonra, tiip santrifiij edilir, tiip
kenarina yapismayan spermler ve diger hiicreler uzaklastirilir(Sekil 2). Zeta metotta, bir
elektroforez ekipmanina ihtiya¢ duyulmadigindan ucuz ve yapilmasi kolaydir. Zeta islemi,
dondurup-¢oziilen sperm orneklerinde de basarili olarak uygulanmistir (109). Fakat diisiik
sperm sayisinin oldugu oligozoospermik 6rneklerde basarist sinirhidir.

Elektroforetik yontemler, DGS yontemi ile karsilastirildiginda, elde edilen
spermlerin maturite, morfoloji ve DNA biitiinliiglinlin yiiksek, motilitesinin ise diisiik

oldugu gozlenmistir (109, 110).

Sekil 2.4. Zeta potansiyeli ile spermin ayristirillmasi

Manyetik Aktive Sperm Secimi (Magnetic-Activated Cell Sorting System)
(MACS): Sperm membraninin dig ylizeyinde bulunan fosfatidilserinin  (PS),
eksternalizasyonu erken apopitozisin bir 6zelligidir. Bu yontemde bir MACS kullanilarak,
apopitotik olmayan spermin se¢imi saglanir (111). PS’nin eksternalizasyonu durumunda,
Anneksin V ile bagli paramagnetik mikrobeadlere baglanarak apopitotik spermlerin
isaretlenip ayrilmasi saglanir. Ilk basta heterojen bir sperm hiicre konsantrasyonu Anneksin
V-konjuge mikrobeadlerle inkiibe edilir, sadece eksternalize PS’li apopitotik spermler bu
beadlere baglanir. Bead/sperm karigimi i¢ine bir miknatis yerlestirilmis MACS kolonundan
gecirilir. Bu miknatis, kolonun i¢ kisminda mikrobeadlerle isaretli hiicrelerin tutulmasini,

isaretlenmemis hiicrelerinde akip giderek uzaklastirilmasini saglamaktadir (112). MACS
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ile 16kositler ve germ hiicreleri uzaklastirilamadigindan, bu teknik DGS ile kombine

uygulanmaktadir (113) (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. MACS yontemi ile spermin ayristirilmasi

ICSI ile yapilan son ¢aligmalar, MACS ile veya MACS olmadan hazirlanan sperm
orneklerini  karsilastirdiginda, Orneklerde fertilizasyon, gebelik, embriyo kalitesi,
implantasyon oranlari, diisiik dogum oranlar1 ve canli dogum oranlar1 arasinda anlamli bir
fark olmadigimi gosterdi (114). Bu teknik yalnizca sinirli sayidaki 6rnekle degerlendirildi
ve ICSI prosediirlerinde etkinligi konusunda herhangi bir karara varilmadan 6nce daha
biiyiik 6rneklem boyutlu ¢aligmalarla degerlendirilmelidir.

Hyaluronik Asit Baglanma: Hyaliironik asit (HA), cumulus oophorus’un hiicre
dis1 matriksinin ana bilesenidir. Sperm plazma membranindaki hiyaliironik asit baglama
alanlari, sperm olgunlugunu gosterir. HA’ya baghh spermi se¢mek igin fizyolojik
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (PICSI) ve sperm-slow prosediirii de dahil olmak tizere
iki yontem vardir; Her iki yontem sperm yikama veya santrifiijleme yoluyla sperm hazirligi
gerektirir.

Spermin se¢ilebilmesi i¢in, HA’nin sabitlendigi 4 isaretli kutucugun oldugu “PICSI
dish” diye adlandirilan bir iirlin gelistirilmistir. Yikanan spermin bir damlast HA
noktasinin kenarina birakilir ve HA-bagli spemler 15 dk sonra enjeksiyon pipeti ile

toplanarak ICSI igin kullanilir (115) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. PICSI petrisinde spermin goriiniimii

HA baglanmasi kromozomal anomali siklig1 diisiik olan matiir spermi segcmede de
siklikla  kullanilmaktadir. Bu da ICSI sonrast genetik komplikasyon riskini
azaltabilmektedir. Fertilite tedavisi goren erkeklerin semen Ornekleri ¢alisildigi bir
calismada, HA bagl spermler ile baglanmayan spermler karsilastirildiginda otozomal
dizomi, diploidi, seks kromozomu dizomisi 6nemli oranda diisiik bulunmustur (115).

Elektroforez Bazlhh Sperm Secimi: Elektroforez (Microflow CS-10), spermlerin
yiizey yiiklerine gore seg¢ilmesine dayanan bir teknolojidir. Normalde matiir spermler
yiizeylerinden eksprese edilen CDS52 ve glikolize fosfotidilinositol nedeniyle negatif
yiikliidiir. Elektroforez cihazi, bir bdlmeye bir semen 6rneginin yerlestirildigi ve bir voltaj
uygulandigr ve morfolojik olarak normal, negatif yiikli spermin, 5S5pum polikarbonat
membran boyunca pozitif elektroda dogru hareket ettigi, olgunlasmamis sperm ve
l6kositleri geride biraktigi, bir kasetten olusur (116). DGS ile elektroforez arasinda, DNA
biitlinliigli, sperm morfolojisi ve motilitesi arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Ek
olarak, elektroforezle sperm sec¢iminde, santrifiij basamagi olmadigindan, ROS

maruziyetindeki azalma nedeniyle daha az oksidatif DNA hasar1 olur (116).
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Sekil 2.7. Elektroforetik yontemle spermin ayristiritlmasi-MicroflowCS-10

Motil Sperm Organellerinin Morfolojik Degerlendirilmesi (Motile Sperm
Organellar Morphology Examination) (MSOME): Motil sperm organellerinin
morfolojik degerlendirilmesi ile yapilan sperm sec¢imi yiiksek biiyilitmeli mikroskoplar
altinda spermlerin morfolojisi incelenerek yapilir. Standart ICSI 600x biiylitmede
yapilitken MSOME ise 6300 kata kadar biiylitme yapilarak uygulanir. Bartoov ve
arkadaglar1 tarafindan bulunan bu yontemde spermin yapisal Ozellikleri ayrintilariyla
incelenir. Akrozomal bolge, post akrozomal bolge, boyun, mitokondri, flajella, kuyruk
kismi, vakuol alanlar1 ve bu vakuol alanlarinin bas bolgesine orani hesaplanarak en saglikl
sperm secilmeye calisilir (117). MSOME standart ICSI prosediirleri ile birlikte kullanilarak
intrasitoplazmik morfolojisine gore segilen sperm enjeksiyonu (IMSI) adimi almistir. Ciddi

erkek infertilitesi olan hastalarin sperm se¢ciminde 6nemli role sahiptir.

34



Sekil 2.8. IMSI icin spermin secimi

Cift Kirllma: Spermin ¢ift kirilimi polarize lenslerin oldugu bir inverted
mikroskop ekipmani kullanilarak degerlendirilmektedir. Cift kirilim ile sperm motilite ya
da canliligi negatif etkilenmeden ICSI sirasinda reaktif akrozomlu spermin se¢ilmesi
saglanmaktadir (118) (Sekil 2.9). Cift kirilima sahip sperm mikroenjeksiyon igin
secilebilmektedir ve bu spermlerin kalitesinin iyi oldugu one siiriilmektedir. Cift kirilimli
spermlerin orani ile konsantrasyon, motilite ve canlilik gibi diger sperm parametreleri
arasinda 6nemli bir pozitif korelasyon bulunmaktadir (118). MSOME ve IMSI’de oldugu
gibi yine polarize mikroskobi ile sperm se¢imi sirasinda ek ekipman, zaman ve teknik
deneyime ihtiya¢ duyulmaktadir. Yine sperm ¢ift kirtlimimin degerildirilmesi ile yapilan
mikroenjeksiyon yontemi ile rutin ICSI’nin kiyaslandig1 agir erkek faktorlii hastalarda bu

yeni yontemle yliksek gebelik orani ve azalmis diisiik oran1 gozlenmistir (118).
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Sekil 2.9. Polarize 151k mikroskobu ile reaktif akrozomlu spermin se¢imi

Mikro Akiskan Sivi Modeliyle Sperm Secimi: Geleneksel sperm hazirlama
yontemlerinde ortaya ¢ikan sperm kayiplar1 ve DNA hasarinin 6niine gegebilecek, sperm
secimine yonelik gelistirilen yontemlerden biri de “mikroakiskan kanal sistemi
(spermchip)” yontemidir. Bu yoOntem gelistirilirken dogal konsepsiyonda spermin
izleyecegi yol 6rnek alinmistir. Bu sistem, spermin intrauterin ortam, servikal ve vajinal
kanal mikrogevresine benzeyen bir mikrokanal igerikli ¢ip 6zelligindedir. Mikrogipte, 1,5
mm kalinliginda Polimetilmetakrilat kombinasyonu (PMMA) ve 50 mikron kalinliginda
cift tarafli yapigkan (DSA) film mikroakiskan kanallar1 olusturmaktadir. Mikroakigkan
kanal i¢inde sperm hareketini otomatik kaydini etkinlestirmek igin ¢ipe bir mikrogip
birlestirilmis cihaz (CCD) entegre edilmistir. Entegre sistem mikroakiskan kanala
yerlestirilmistir. Mikroakiskan kanal ortami serum ile desteklenmis, taze human tubal fluid
(HTF) medium ile 6nceden doldurulmustur. Sperm Ornegi siitunun en iist kanal girisine
pipetle yiiklenir. Belirli uzunluktaki kanal sistemlerinden spermlerin yiizmesi beklenir.
Yiizen spermler toplanarak ICSI i¢in kullanilir. Ayrica mikrogip birlestirilmis cihaz (CCD)
lizerine yerlestirilebildiginden spermin gdlge hareketi izlenerek kayit da yapilabilmektedir

(119) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Mikroakiskan kanal sistemi

Mikro-akiskan sivi teknolojileri, ROS olusmasina neden olabilecek santrifiij
basamaklar1 yerine, kadin genital organlarinda gerceklesen dogal sperm se¢im yollarimi
taklit eder. Boylece daha az oksijen radikali olustugu, spermlerin DNA
fragmantasyonlarinin daha diisik, DNA biitiinliiklerinin daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda diger yontemlere gore sperm canlilik orani,
sperm toplam hareketlilik orani, sperm hiz oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(14,15), ancak bu yontemle secilen spermlerle yapilan mikroenjeksiyonun klinik sonuglari
ile ilgili ¢aligma bulunmamaktadir. Bu nedenle c¢alismamizda, erkek faktor sebebiyle
infertilite tedavisi alan hastalarda fertile chip kullanilarak yapilan ICSI sonrasi fertilizasyon

oranlari, embriyo kalitesi ve gebelik oranlarini arastirmay1 amacladik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Secimi
Prospektif randomize kontrollii planlanan bu arastirma Baskent Universitesi Adana
Uygulama ve Arastirma Merkezi Ureme Endokrinolojisi ve Infertilite kliniginde 03 Mart
2017 ve 20 Eyliil 2017 tarihleri arasinda gerceklestirildi. Klinik aragtirma siirecine Klinik
Arastirma ve Etik Kurul onay1 (Proje No: KA16/232) ve T.C Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Ilag
ve Tibbi Cihaz Kurumu onayi alindiktan sonra baglandi. 2010 yilinda klinigimizde
Kiligdag E.B. ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada fertilizasyon orani %65
bulunmustu (127). Calisma Oncesi biyoistatistik ile yapilan g¢alismalar sonrasinda, bu
calisma baz alinarak fertilizasyon oranim1 %65°ten %80°e ¢ikaran %15°lik bir artis i¢in,
%10 hata pay1 ve %95 giivenilirlikle yapilan power analiz sonucunda 64 kontrol grubu ve
64 Fertile Chip grubu olmak iizere toplam hasta sayist 128 olarak belirlendi. Hasta
secimleri ve randomizasyonu, erkek inferilitesi tanist ile kontrollii ovaryan
hiperstimiilasyon tedavisine baglanan hastalarda hCG giinii ¢aligmayla ilgisi olmayan bir
hemsire tarafindan segilmesiyle olusturuldu. Randomizasyon igin kapali zarflar ‘Fertile
Chip’ ve ‘Kontrol Grubu’ olarak 1/1 oraninda hazirlandi. Kontrol grubunda spermler
konvansiyonel swim-up yontemiyle secildi, ¢alisma grubunda ise spermler Fertile sperm
se¢me cipleri ile se¢ildi. Ardindan her iki gruptan elde edilen spermler ICSI ile oositlere
enjekte edildi.
Calismaya dahil edilme kriterleri:
Kadm i¢in;
e 20-39 yas aras1 kadin olmasi
e Hastanin erkek faktorii olan infertilite grubunda olmasi
Erkek i¢in;
e 20-45 yas arasi, spermlerinde hareket ve/veya sayica azalma tespit edilen
erkek olmasi
e Sperm sayisi; >1milyon - < 15 milyon olmasi

e Sperm hareketliliginin %32’den az olmas1
Calismaya dahil edilmeme kriterleri:

Kadin i¢in;
e 20-39 yas araliginin disinda kalan kadin hastalar
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e 3’ten fazla sayida IVF basarisizligi olanlar
e Endometriozisi ya da endometriomast olan kadin hastalar
Erkek i¢in;
e 20-45 yas araliginin disinda kalan erkekler
e Sperm sayisi 1 milyon altinda olan erkek hastalar ile 15 milyon iizerinde
olan erkek hastalar
e Sperm hareketliligi %32 den fazla olan erkek hastalar
e OPU giiniinde sperm veremeyip, cerrahi yontemle sperm alinan hastalar
Calismanin birincil sonucu fertilizasyon oran1 olarak alinmustir. ikincil sonuglari ise
klinik gebelik oranlar1 olarak alinmistir. Calismaya ilk hasta 03 Mart 2017 tarihinde alind1
ve 20 Eylil 2017 tarihinde son hastalar ¢alismaya alinarak toplam 128 hastalik ¢alisma

grubuna ulasildi.

3.2. Sperm Secimi

Her iki grupta da spermler, hastalardan perhiz siireleri uygun sekilde
mastilirbasyonla alindiktan sonra 30 dakika likefaksiyona birakildi. Likefaksiyon sonrasi
spermler gruplarina gore islemlere alindilar.

Kontrol grubu: Santrifiij tiiplerine altta %80, listte %55 gradiyentler hazirlanarak
en iste likefiye olmus spermler konuldu. Tiipler santrifiij cihazinda 20 dakika 1200 rpm’de
santrifiijje edildi. Ardindan iistte kalan siipernatant alindi ve 3 ml IVF medyum eklenerek
reslispanse edildi. 1200 rpm’de 10 dakika da santrifiije edilerek supraspermdeki kolloidal
parcalar ayristirildi. Siipernatant kisim yeniden uzaklastirildi. Kalan pellet 0,5 ml IVF
medyum ile resiispanse edildi ve swim-up’a birakilmak iizere 37 °C inkiibatorde 30 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra spermler pipetle alind1 ve ICSI islemine baslandi.

Fertile Chip Grubu: Fertile Chip mikrotiinelleri sorting soliisyondan alinan
medyumla inlet kismindan 14 mikrolitre verilerek hat dolduruldu. Likefiye spermden 2’ser
mikrolitre alinarak inlet kismina temas olmadan birakildi. Oil ile 6nce outlet iistii ardindan
inlet iistii kapatildi. 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda outlet
kismindan her kuyucuktan 4-5 mikrolitre ¢ekildi ve ICSI igin segime geg¢ildi.
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3.3. Embriyo Takibi
Embriyologlarimiz tarafindan ICSI islemi sonrast olusan embriyolar giinliik takip
edildi. Embriyolarin morfolojilerine gore hastalara 3, 4 ve 5. ve 6. giinlerde transferleri

yapildi.

3.4. Istatistiksel Metot

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 17.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olctimler say1 ve yiizde olarak, siirekli 6l¢iimlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde minimum - maksimum) olarak 6zetlendi. Gruplar arasindaki siirekli 6l¢timlerin
karsilagtirlmasinda dagilimlar kontrol edildi, parametrik dagilim o6n sart varsayimi
saglandiginda Student T testi; parametrik dagilim 6n sart1 saglanmadiginda Mann Whitney
U testi kullanildi. Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda da Ki-Kare ve ya Fisher

Exc. testi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel 6nem diizeyi 0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

Baskent Universitesi Adana Uygulama ve Arastirma hastanesi Kadin Hastaliklari
ve Dogum Anabilim Dali Ureme Endokrinolojisi ve Infertilite Merkezinde prospektif
randomize olarak planlanan ¢alismamizda, power analiz sonucunda ¢alismaya dahil edilen

toplam 128 hastanin sonuglar1 analiz edildi.

Hastalarin genel ozellikleri: Calismaya dahil edilen infertil ciftlerde kontrol
grubunda kadinlarin yast minimum 19, maksimum 38 yas, ortalama yast 29,804+4,91 yas
saptandi. Erkeklerin yas1 kontrol grubunda minimum 24, maksimum 44 yas, ortalama yasi
33,61+4,39 yas bulundu. Fertile chip grubunda ise kadinlarin yas1 minimum 20,
maksimum 38 yas, ortalama yas1 30,69+4,83 yas olarak bulundu (p=0,29). Erkeklerin yas1
ise minimum 26, maksimum 45 yas, ortalama yas 34,03+4,47 olarak saptandi (p=0,59).
Infertil ciftlerin ortalama yaslarinda istatistiksel olarak bir fark saptanmadi. Kontrol
grubundaki hastalarin infertilite stireleri minimum 1 yil, maksimum 15 yil, ortalama
infertilite siiresi 5,45+3,56 yil saptandi. Fertile chip grubunda minimum 1 yil, maksimum
18 yil, ortalama infertilite siiresi ise 5,16+3,46 olarak saptandi. Infertilite siireleri arasinda
istatistiksel bir fark saptanmadi (p=0,64) (Tablo 4.1).

Kadin hastalarin viicut kitle endeksi oranlari, erkek hastalarinsa semen analizleri
incelendiginde kontrol grubu ve fertile chip grubunda VKE oranlar (p=0,73) ve toplam
motil sperm sayis1 (TMSS) (p=0,57) acisindan istatistiksel bir fark saptanmadi.

Kadinlarin antral follikiil sayilar1 kontrol grubunda ortalama 7,25+2,80, fertile chip
grubunda ise 6,71+2,32 olarak saptandi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak fark
saptanmadi (p=0,29).

Calismaya dahil edilen hastalarin kontrol grubunda olanlarin %71,90’mn 1. Siklus,
%28,10’unun 2. Siklusu oldugu, fertile chip grubundaki hastalarin %68,80’inin 1. Siklus,
%31,20’sinin 2. Siklusu oldugu belirlendi ve her iki grup arasinda siklus sayilari agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,14).

Bulgular asagida 6zetlenmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Demografik Veriler

Fertile Chip (n=64) Kontrol Grup (n=64) P
Kadin Yas1 30,69+4,83 29,80+4,91 0,29
Erkek Yasi 34,03+4,47 33,61+4,39 0,59
Infertilite Siiresi (y1l) 5,16+3,46 5,45+3,56 0,64
VKE 24.86%5,03 25,17+4.27 0,73
TMSS (x10°) 4,70+2,70 4,90+2,74 0,66
Antral Follikiil Sayis1 (n) 6,71+2,32 7,254+2,80 0,29
Siklus no(%) 1. Siklus 68,80 71,90 0.14
2. Siklus 31,20 28,10

VKE: Viicut Kitle Endeksi
TMSS: Toplam Motil Sperm Sayisi

Hastalarin tedavi o6zellikleri: Hastalara uygulanan tedavi protokollerine
bakildiginda, kontrol gurubundaki hastalarin %28,60’sina agonist protokol uygulanirken,
%71,40’line antagonist protokol uygulandig saptandi. Fertile chip grubunda hastalarin %
32,80’ine agonist protokol uygulanirken, %67,20’sine antagonist protokol uygulandigi
saptandi. Her iki grup arasinda uygulanan tedavi protokolleri karsilagtirildiginda anlamli
bir fark saptanmadi(p=0,53) (Tablo 7).

Hastalara kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon tedavileri i¢in baglanan ortalama FSH
dozlar1 kontrol grubunda 235,90+60,93 IU, fertile chip grubunda ise 226,71+59,63 1U
olarak saptandi (p=0,45). Hastalara kontrol grubunda ortalama 9,04+2,68 giin, fertile chip
grubunda ortalama 9,0+2,14 giin indiiksiyon yapilarak totalde kontrol grubunda
2494,16+878,68 1U, fertile chip grubunda 2456,74+£830,66 IU gonadotropin dozu
kullanild1 (p=0,93 ve p=0,80). Tedaviye baslanan FSH dozlari, indiiksiyon siireleri ve total
alinan gonadotropin dozlari karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 4.2).

Human chorionic gonadotropin (hCG) giinli serumda bakilan estradiol diizeyleri
kontrol grubunda ortalama 2158,36+1075,64 pg/mL, fertile chip grubunda ise
2117,32£1057,69 pg/mL saptandi (p=0,83). Hcg giinii bakilan progesteron diizeyleri
kontrol grubunda ortalama 1,10+0,91 ng/mL, fertile chip grubunda ise 0,98+0,34 ng/mL
olarak saptandi(p=0,36). Hastalara hCG giinii bakilan estradiol diizeyleri ve progesteron
diizeyleri arasinda, iki grup arasinda istatistiksel olarak fark saptanmadi. Hastalarin hCG

giinli endometrial kalinliklar1 kontrol grubunda ortalama 11,214+2,55 mm, fertile chip
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grubunda 11,11£1,97 mm olarak saptandi. 1ki grup arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=0,80) (Tablo 4.2).

Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon sonrasi oosit toplama islemlerinde 14 mm ve
tizeri aspire edilmesi dngoriilen follikiil sayilar1 kontrol grubunda 13,28+4,97, fertile chip
grubunda 12,46+6,44 olarak hesaplandi. iki grup arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=0,43). Oosit toplama islemlerinde elde edilen oosit sayilari kontrol grubunda
16,35+8,53, fertile chip grubunda 14,0+7,60 olarak saptandi ve iki grup arasinda
istatistiksel fark saptanmadi (p=0,10).

MII oosit sayist kontrol grubunda ortalama 13,48+7,40, fertile chip grubunda
10,71+6,55 adet saptandi. Kontrol grubunda, fertile chip grubuna kiyasla MII oosit sayisi
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptandi (p=0,03) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrollii Ovarian Hiperstimiilasyon Siklus Karakteristikleri

Fertile Chip Kontrol Grup 5

(n=64) (n=64)

Tedavi protokolleri (%) Agonist 32,80 28,60
Antagonist 67,20 71,40 0,53
FSH baslangi¢ Dozu (IU) 226,71+£59,63 235,90+60,93 0,45
Indiiksiyon Siiresi (giin) 9,0+£2,14 9,04+2,68 0,93
Total Gonadotropin Dozu (1U) 2456,74+830,66 | 2494,16+878,68 0,80
hCG giinii serum ostradiol (pg/mL) 2117,32+1057,69 | 2158,36+£1075,64 | 0,83
hCG giinii serum progesteron(ng/mL) 0,98+0,34 1,10+£0,91 0,36
hCG giinii endometrium (mm) 11,11+£1,97 11,21+2,55 0,80
Indiiksiyon sonrasi1 olusan follikiil (n) 12,46+6,44 13,28+4,97 0,43
Aspire edilen oosit sayist (n) 14,0+7,60 16,35+8,53 0,10
Metafaz II Oosit sayisi (n) 10,71+6,55 13,48+7,40 0,03

Fertilizasyon oranlar1 kontrol grubunda ortalama %357,884+20,39, fertile chip
grubunda ortalama %60,84+19,10 olarak hesaplandi. Calismamizin primer sonuglarindan
biri olan fertilizasyon oranlar1 agisindan iki grup arasinda istatistiksel fark saptanmadi

(p=0,41) (Tablo 4.3).
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ICSI islemi sonrasi elde edilen embriyo sayilari kontrol grubunda ortalama
7,77+4,78, fertile chip grubunda ortalama 6,16+3,99 olarak saptandi. Kontrol grubunda
fertile chip grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde fazla sayida embriyo gelistigi
izlendi (p=0,045) (Tablo 4.3).

Kontrol grubunda transfer edilen ortalama grade 1 embriyo sayisi 0,75+0,61,
ortalama grade 2 embriyo sayist 0,53+0,73 saptanirken, fertile chip grubunda transfer
edilen ortalama grade 1 embriyo sayisi 0,83+0,65, ortalama grade 2 embriyo sayisi
0,53+0,73 bulundu. Her iki grup arasinda transfer edilen ortalama grade 1 embriyo
sayisinda (p=0,48) ve grade 2 embriyo sayisinda (p=1) istatistiksel fark saptanmadi.
Transfer edilen embriyo sayilari kontrol grubunda ortalama 1,39+0,49, fertile chip
grubunda ortalama 1,44+0,50 bulundu. Bu fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu
(p=0,59).

Kontrol grubunda elde edilen total grade 1 embriyo sayist 2,13+£2,46, total grade 2
embriyo sayis1 1,87+2,40 olarak bulundu. Fertile chip grubunda elde edilen total grade 1
embriyo sayist 1,84+2.15, total grade 2 embriyo sayist 2,36+6,97 bulundu. Her iki grup
arasinda total grade 1 (p=0,47) ve grade 2 (p=0,59) embriyo sayis1 agisindan istatistiksel bir
fark saptanmadi. Total grade 3 embriyo sayist kontrol gurubunda 3,04+3,95, fertile chip
grubunda 1,84+2,68 olarak saptandi. Elde edilen total grade 3 embriyo sayisi kontrol
grubunda fertile chip grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek izlendi
(p=0,046).

Embriyo transfer giinleri kontrol grubunda %30,2’si 3.giin, %4,8’1 4.glin, %63,5’i
S.glin, %1,6’s1 6.glin olarak saptandi. Fertile chip grubunda grubunda %44,4°1 3.giin,
%1,6’s1 4.glin, %52,4’1 5.giin, %1,6’s1 6.glin olarak saptandi, bu fark anlamli bulunmadi
(p=0,34). Kontrol grubunda %55,6 hastanin kalan embriyolarina dondurma iglemi
yapilirken, fertile chip grubunda bu oran %58,7 olarak saptandi. Iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0,85). Bulgular asagida O6zetlenmistir

(Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu Sonras1 Embriyoloji Verileri

Fertile Chip Kontrol Grup 5
(n=64) (n=64)

Fertilizasyon oran1 (%) 60,84+19,10 57,88+20,39 0,41
Embriyo Sayis1 (n) 6,16£3,99 7,77+4,78 0,045
Transfer edilen Gradel embriyo (n) 0,83+0,65 0,7540,61 0,48
Transfer edilen Grade2 embriyo (n) 0,53+0,73 0,53+0,73 1,0
Transfer edilen Embriyo sayis1 (n) 1,44+0,50 1,39+0,49 0,59
Transfer Giinii 3.Giin (n) (%) 28 (%44,4) 19 (%30,2)
Transfer Giinii 4.Giin (n) (%) 1 (%1,6) 3 (%4,8) 034
Transfer Giinii 5.Giin (n) (%) 33 (%52,4) 40 63,5)
Transfer Giinii 6.Giin (n) (%) 1 (%1,6) 1 (%1,6)
Total Gradel embriyo (n) 1,8442,15 2,13+£2.46 0,47
Total Grade2 embriyo (n) 2,36+6,97 1,87+2,40 0,59
Total Grade3 embriyo (n) 1,84+2,68 3,04+3,95 0,046
Dondurulmus embriyo orant (n) (%) 37 (%58,7) 35 (%55,6) 0,85

Her iki hasta grubunda oosit toplama islemi yapilmayan hasta olmadi. Her iki
grupta da ikiger hastanin transferi yapilamadi. Kontrol grubundaki iki hastadan ilkinde
fertilizasyon olmamasi nedeniyle, ikincisinde progesteron yiiksekligi nedeniyle embriyo
transferi gerceklestirilemedi. Fertile chip grubundaki iki hastadan birinde fertilizasyon
olmamasi, digerinde embriyo sayisi az oldugu igin, embriyo havuzu olusturmak amaciyla
transfer yapilamadi.

Kontrol grubundan bir, fertile chip grubundan bir hastanin embriyolari
dondurularak bu hastalara thawing transfer yapildi.

Taze ve dondurulmus sikluslar beraber degerlendirdigimizde kontrol grubunda bir
hastada fertilizasyon basarisizligi nedeniyle toplam 63 hastaya, fertile chip grubunda da
ayni sekilde bir hastada fertilizasyon basarisizligi nedeniyle toplam 63 hastaya transfer
yapilabildi. Implantasyon ve gebelik oranlar1 hesaplanirken taze transfer yapilan 124 siklus
ve iki thawing transfer siklusu incelemeye dahil edilmistir.

Toplam 128 hasta i¢in siklus basina/oosit toplama islemi basina implantasyon

oranlart kontrol grubunda %30,16, fertile chip grubunda %53,17 olarak bulundu. Fertile
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chip grubunda kontrol grubuna kiyasla siklus basina implantasyon oranlar istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,004).

Embriyo transferi basina gebelik oranlar1 incelendiginde kontrol grubunda %47,6,
fertile chip grubunda ise %66,7 bulundu (p=0,047). Embriyo transferi basina klinik gebelik
oranlaria bakildiginda ise, kontrol grubunda %36,5, fertile chip grubunda %57,1 bulundu
(p=0,032). Embriyo transferi basina gebelik ve klinik gebelik oranlari arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi. Tiim hastalar incelendiginde ¢alismaya dabhil
edilen hasta basina klinik gebelik oranlan fertile chip grubunda %56,3 kontrol grubunda
%35,9 olarak saptandi. Bu fark fertile chip lehine istatistiki olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu (p=0,033).

Olusan gebeliklerin takibinde, kimyasal gebelik orani kontrol grubunda %16,7,
fertile chip grubunda %7,1 olarak bulundu, istatistiksel olarak iki grup arasinda fark
saptanmadi (p=0,43). Abortus orani kontrol grubunda %6,7, fertile chip grubunda %9,5
olarak izlendi, istatistiksel olarak iki grup arasinda fark saptanmadi (p=1). Cogul gebelik
kontrol grubunda %3,3 iken, fertile chip grubunda %7,1 olarak bulundu ve iki grup
arasinda istatistiksel fark saptanmadi (p=0,44). Bulgular asagida 6zetlenmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Gebelik Sonuclari

Fertil Chip Kontrol 5
(n=64) Grup (n=64)

Implantasyon orani (siklus basina) (%) %53,17 %30,16 0,004
Klinik gebelik orani (E.T basina) (n) (%) 36/63 (%57,1) | 23/63(36,5) | 0,032
Gebelik oran1 (E.T basia) (n) (%) 42/63 (%66,7) | 30/63 (%47,6) | 0,047
Kimyasal gebelik oran1 (n) ( %) 3/42 (%7,1) 5/30 (%16,7) | 0,43
Abortus orani (n) ( %) 4/42 (%9,5) 2/30 (%6,7) 1
Cogul Gebelik (n) (%) 3/42 (%7,1) 1/30 (%3,3) 0,44
Calismaya alinan hasta basina klinik gebelik
orant () (%) 36 (%56,3) 23 (%35,9) 0.033

E.T: Embriyo transferi
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5. TARTISMA

Bu prospektif randomize kontrollii ¢calismada, erkek infertilitesi nedeniyle ICSI
planlanan hastalarin tedavileri sirasinda sperm se¢iminde fertile chip kullaniminin klasik
konvansiyonel swim-up yontemine gore lstiinliigii gosterilmis olup, ¢alismaya alinan hasta
basina klinik gebelik oraninda anlamli bir etkisi gézlenmistir.

Erkek faktorii, giiniimiizde infertil ¢iftlerin %20°sinde infertilitenin tek nedeni
olarak biliniyorken, %30-40’nda 6nemli bir etken olarak kadin infertilitesine eslik ettigi
bilinmektedir (2,3). Semen analizi, erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde 6nemli bir
parametredir. Motilite, morfoloji, canlilik, DNA biitiinliigli, apopitoz ve maturite gibi
sperm parametreleri, YUT basarisinin kritik belirleyicileri arasindadir. Ozellikle, son
dénemde sperm DNA biitiinliigliniin, normal fertilizasyon ve embriyo gelisimi i¢in temel
bir faktor oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle ileri diizey sperm se¢im teknikleri ile ICSI
tedavisinde kullanilacak daha kaliteli ve daha saglikli spermler bulunmaya caligilmaktadir.
Daha once de bahsedilen bu yeni sperm se¢me yontemlerinin biiyilk ¢ogunlugunda,
spermler arasinda DNA biitiinliigli daha yiiksek, DNA fragmantasyon oram1 daha diisiik
spermlerin segilebildigi gosterilmesine ragmen, yalnizca MACS, IMSI ve c¢ift kirilma
tekniklerinde klinik calismalar yapilmig ve gebelik {izerine etkisinin olup olmadigi
gosterilmistir (118,121,122).

Mikro-akistan sivi teknolojileri kullanilarak yapilan sperm se¢gme yontemleri de,
klinik sonuglar1 heniliz net olarak bilinmese de son zamanlarda lizerinde en ¢ok ¢alisilan
iler1 diizey sperm se¢me yoOntemlerinden biridir. Yapilan c¢aligmalarda konvansiyonel
yontemlerde sik¢a kullanilan santrifiij, pipetle karistirma ve yikamanin ROS iiretimine ve
bunun bir sonucu olarak DNA biitiinliigliniin bozulmas1 ve DNA fragmantasyon oraninin
artmasina neden oldugu iddia edilmektedir. Mikro-akiskan sivi teknolojilerinin ise
kimyasal ve reaktif oksijen radikalleri olusmasina neden olabilecek santrifiij basamaklari
yerine, kadin genital traktusundaki dogal sperm se¢im yollari taklit ettigi, boylece daha
az oksijen radikali olusumuna yol actig1, elde edilen spermlerin DNA fragmantasyonlarinin
daha diisiik, DNA biitiinliiklerinin daha yiiksek oldugu iddia edilmektedir. Ayrica yapilan
caligmalarda diger yontemlere gére sperm canlilik orani, sperm toplam hareketlilik orani,
sperm hiz oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (14,15).

Mikro akigkan sivi bazli sperm se¢im kiti olan ‘Fertile Chip®’ kullanimimin DNA
hasar1 agisindan daha iyi spermi sectigine dair ¢alismalar olmakla birlikte bu secilen

spermlerle yapilan mikroenjeksiyonun klinik sonuglar ile ilgili yaym bulunmamaktadir.
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Bu nedenle ¢alismamizda, erkek faktor sebebiyle infertilite tedavisi alan hastalarda fertile
chip kullanilarak yapilan ICSI sonrasi fertilizasyon oranlari, embriyo kalitesi ve gebelik
oranlarini arastirdik. Sonuglarimizi karsilastirmak icin diger ileri diizey sperm seg¢me
yontemlerinin klinik ¢alisma sonuglarini ve heniiz yayin olmayan ESHRE’17 de ve 19.
Diinya IVF kongresinde poster olarak sunulan fertile chip ¢aligmalarini baz aldik.

2008 yilinda Gineroli L. ve arkadaglarinin ¢ift kirilma yontemiyle yaptigi bir
calismada 112 adet normal, oligoastenospermik ve testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE)
spermlerinden olusan ornekleri ¢ift kirilma yontemi ile secerek ICSI tedavisi
uygulanmistir. YUz on dokuz adet aymi oOzellikli kontrol grubunda ise spermler
konvansiyonel yontemlerle secilmis ve ICSI islemi yapilmistir. Caligmalarinda
fertilizasyon oranlari kontrol grubunda % 72, g¢alisma grubunda %74 saptanmis ve
aralarinda istatistiksel fark saptanmamistir. Klivaj oranlar1 arasinda istatistiksel fark
saptanmamistir. Grade 1 embriyo olusumu kontrol grubunda %20, ¢alisma grubunda %33
bulunmustur ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,025). Transfer edilen
embriyo sayilar arasinda ve klinik gebelik oranlarinda anlamli bir fark saptanamamustir.
Abortus yiizdeleri kontrol grubunda % 41, calisma grubunda %16 saptanmistir (p=0,035).
Devam eden gebelik oranlart da kontrol grubunda % 11, calisma grubunda %23
saptanmistir (p<0,025). Caligma grubundaki diisiik abort orani ve yiiksek devam eden
gebelik orani istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (118).

2013 yilinda IMSI i¢in Teixeira DM. ve arkadaslar1 tarafindan derlenen cochrane
derlemesinde ICSI ve IMSI tedavilerinin basarilar1 karsilagtirilmistir. Bu meta-analizde
2008-2012 yillart arasinda yayinlanan dokuz ¢alisma derlenmistir. Meta-analiz sonucunda
klinik gebelik, canli dogum, diisiik ve konjenital anomaliler karsilastirllmis ve klinik
gebelik oranlar1 hari¢ anlamli fark saptanmamistir. Dokuz randomize kontrollii ¢aligmada
2014 kadin hasta sonucunda sadece klinik gebelik oranlari IMSI kullaniminda ICSI’ye
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla bulunmustur (RR 1.29, 95% CI 1.07-
1.56 12=57%, kanit diizeyi oldukg¢a diisiik) (122).

2013 yilinda Gil M. ve arkadaglarinin MACS kullaniminin sonuglar1 hakkinda
yayinladigt sistematik derleme ve meta-analizde bes prospektif randomize c¢aligma
degerlendirmeye alinmistir. Meta-analiz sonucunda gebelik oranlar1 dort ¢alismadan 367
hasta analizi sonras1 gebelik oranlar1t MACS kullanimi sonucu istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde daha yiiksek saptanmistir (RR=1.50, 95 % CI 1.14—1.98 1>=%4). iki calismada

toplam 834 hasta ile yapilan meta analiz sonras1 implantasyon oranlarinda istatistiksel fark
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saptanmamustir. Sadece bir ¢aligmada diisiik oranlar1 raporlanmis ve 60 hastalik ¢alisma
grubunda yapilan analiz sonucunda istatistiksel bir fark saptanmamigtir (121).

2017 yilinda ESHRE kongresinde poster olarak O. Alagéz ve arkadaslarinin yapmis
oldugu retrospektif bir calismada fertile chip kullanimi1 ile DGS kiyaslanmis. Fertilizasyon
ve implantasyon oranlari agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak bir fark
saptanmazken fertile chip grubunda istatistiksel olarak anlamli dl¢iide daha fazla gebelik
rapor edilmistir (p=0,03). Calisma detayl olarak incelendiginde hastalarin ilk IVF siklusu
olan ya da daha 6nce bir defa IVF siklusu olan hastalar, daha 6nce iki ya da ti¢ IVF siklusu
olanlar, daha once dort ya da daha fazla IVF siklusu olan hastalar olarak gruplandirildigi
goriilmiistiir. Gruplar arasi gebelik, fertilizasyon ve implantasyon oranlar1 incelendiginde,
iki-lic IVF basarisizlig1 olan grupta gebelik ve implantasyon oranlarin arttirdigi (p=0,01 ve
p=0,02) gosterilmistir (123). Biz, ¢alismamizda ise ilk ya da ikinci siklusta erkek faktorii
olan hastalarda implantasyon ve gebelik oranlari iizerine etkili oldugunu bulduk.

2017 yilinda ESHRE kongresinde poster olarak sunulan, S. Ramakrishnan ve
arkadaglan tarafindan yapilan, sperm se¢me yontemlerinden DGS teknigi ile Fertile chip
karsilastirmasinda, fertile chipin islenmis numunede DNA fragmantasyon endeksini (DFE)
onemli Olglide azalttigin1 gostermektedir. DFE fertile chip grubunda, DGS grubuyla
kiyaslandiginda anlamli derecede diisiik olarak saptanmistir (p<0,05). Bizim ¢alismamizda
saptadigimiz gibi, bu caligmada da iki grup arasinda fertilizasyon ve embriyo kalitesi
acisindan belirgin fark saptanmamugtir. Ancak fertile chip, daha az semen voliimii
gerektiren, kullanimi kolay ve basit bir yontem olarak gozlemlenmistir (124). Biz de
calismamizda fertilizasyon oranlari agisindan iki grup arasinda belirgin bir fark bulamadik
ancak, embriyo kalitesi acisindan fertile chip grubunda grade 3 embriyo sayisin1 anlaml
olarak az ve klinik gebelik oranlarin1 anlamli olarak yiiksek bulduk.

2017 Diinya IVF Kongresinde G. Ozkara ve arkadaslar tarafindan poster olarak
sunulan; mikroakigskan ¢ip kullaniminin blastokist gelisimine etkisi baslikli caligmada,
toplam 364 hastada sperm ayristirma teknigi olarak mikroakiskan ¢ip kullaniminin DGS
yontemine gore blastokist gelisimine etkisi retrospektif ve randomize olarak
karsilastirilmistir. Hasta verilerinin karsilagtirilmasinda, hasta yasi, elde edilen toplam oosit
ve MII oosit sayilari, dollenme oranlar1 ve sperm sayilar ile total hareketlilik, progresif
hareketlilik orani, kruger kriterlerine gore normal morfolojide sperm orani1 benzer olarak
bulunmustur. Blastokist gelisimi (toplam blastokist/dollenen oosit (%)) agisindan her iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (DGS: 42,76+28,42, Cip:
39,91+26,64 p=0,08) (125).
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2017 Diinya IVF Kongresinde G. Ozkara ve arkadaslarmin retrospektif olarak
yaptiklari, diisiik sperm degerlerine sahip hastalarda mikroakiskan ¢ip kullaniminin
blastokist gelisimine katkisi ile ilgili ¢alismada, fertile chip kullanimi ile DGS ydntemi
karsilastirilmistir.  Oligozoospermi  hastalarinda DGS grubunda blastokist gelisimi
%40,69+28,05 ve fertile chip grubunda 35,91+25,42 olarak bulunmustur. Iki grup arasinda
istatistiksel fark saptanmamistir(p=0,45). Astenozoospermi hastalarinda DGS grubunda
blastokist gelisimi %41,49+28,46 ve fertile chip grubunda 37,81+31,09 olarak
bulunmustur. iki grup arasinda istatistiksel fark saptanmamistir (p=0,54). Teratozoospermi
hastalarinda DGS grubunda blastokist gelisimi %41,59+28,07 ve fertile chip grubunda
37,87+25,64 olarak bulunmustur. Iki grup arasinda istatistiksel fark saptanmamistir
(p=0,26). Sonug olarak sperm degerleri diisiik hastalarda sperm ayristirma teknigi olarak
mikroakiskan ¢ip kullanimmin DGS y6ntemine gore blastokist gelisimi tizerine istatistiksel
olarak anlamli bir etkisi gézlenmemistir (126).

Klinigimizde daha oOnce yapilan prospektif randomize kontrollii c¢alismada;
aciklanamayan infertilite nedeniyle ICSI tedavisi uygulanacak toplam 122 hasta randomize
edilerek 61 hastanin sperm se¢imleri CSW yontemiyle, 61 hastanin sperm se¢imi de fertile
chip kullanilarak yapildi. Calisma sonucu yapilan analizlerde kontrol grubu ve calisma
grubunun demografik verileri, uygulanan tedavi protokolleri ve tedavi dozlar1 arasinda
istatiksel fark saptanmadi. Primer sonug olan fertilizasyon oranlar1 ve ICSI islemi sonrasi
elde edilen embriyo sayilar1 arasinda istatistiksel fark saptanmadi (p=0,098 ve p=0,409).
Siklus basina klinik gebelik oranlar1 (p=0,57) ve embriyo transferi basina klinik gebelik
oranlar1 (p=0,39) arasinda da istatistiksel bir fark saptanmadi. Calisma grubunun
aciklanamayan infertilite yerine erkek faktor gibi sperm morfolojik parametreleri bozuk ya
da DNA fragmantasyon oranlar1 yiikksek olan gruplar segilerek farkli bulgular
saptanabileceginden yola ¢ikarak, biz de erkek infertilitesi nedeniyle ICSI planlanan
hastalarda fertile chip kullaniminin yararini arastirdik.

Biz c¢alismamizin sonucunda, MII oosit sayilar1 ve embriyo sayilar1 kontrol
grubunda fertile chip kullanilan gruba gére anlamli olarak yiliksek olmasina ragmen her iki
grupta transfer edilen grade 1 ve grade 2 embriyo sayilar1 arasinda istatistiksel fark
saptamadik. Ancak elde edilen total grade 3 embriyo sayisini, kontrol grubunda istatistiksel
olarak anlamli derecede yliksek bulduk. Fertile chip ile secilen spermlerle yapilan ICSI
islemi sonrasi diisiik kalitedeki embriyo sayisinin, istatistiksel olarak anlamli derecede az

olmasi, tezimizi desteklemektedir.

50



Gineroli L. ve arkadaslar1 ¢ift kirllma yonteminde grade 1 embriyo sayisinda
anlaml yiiksek fark saptamislardi (118) ancak biz ¢alismamizda grade 1 ve grade 2
embriyo sayilar1 arasinda fark saptamadik. Transfer edilen embriyo sayisi ve transfer giinii
arasinda da fark saptamadik.

Gebelik oranlarni inceledigimizde, biz de c¢alismamizda, MACS ve IMSI klinik
basarilarina ait meta-analizlerdeki anlamli yiiksek klinik gebelik basarilarina benzer (121,
122), fertile chip kullanilan grupta, siklus ve embriyo transferi basma klinik gebelik
oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli yiiksek fark saptadik.

Sonug olarak erkek infertilitesi nedeniyle tedaviye aldigimiz hastalarin, ICSI
tedavilerinde sperm sec¢imi islemi sirasinda fertile chip kullaniminin klinik gebelik
basarisini etkiledigini bulduk. Ancak hasta sayimiz sinirlt oldugundan, daha yiiksek sayida
calisma gruplartyla yapilan analizlerle desteklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle ileri

diizey arastirmalarin devami uygun olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizin sonucunda her iki ¢aligma grubunun demografik verileri arasinda
istatistiksel fark saptanmadi.

Calisma gruplarinda hastalarin tedavi protokolleri arasinda istatistiksel fark
saptanmadi.

Kontrol grubunda iki, fertile chip grubunda iki siklus iptal edildi ve bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Iki grup arasinda MII oositler acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptand.
Kontrol grubunda MII oosit sayist yiiksek bulundu ancak regresyon analizinde bu farkin
gebelik oranlari lizerinde anlam1 olmadig anlasildi.

Calisma gruplarinda elde edilen total grade 1 embriyo ve grade 2 embriyo agisindan
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken, ICSI islemi sonras1 elde
edilen toplam embriyo sayisi ve elde dilen total grade 3 embriyo sayisi, kontrol grubunda
istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek bulundu.

Fertile chip ve kontrol grubunda transfer edilen embriyo sayisi ve transfer giinii
arasinda istatistiksel fark saptanmadi.

Calisma gruplarinda hastalarin fertilizasyon oranlari, hastalara transfer edilen grade
1 ve grade 2 embriyo sayis1 arasinda istatistiksel fark saptanmadi.

Calismamizin primer sonuglarindan olan embriyo transferi basina klinik gebelik
oranlart ile siklus basmna klinik gebelik oranlari, kontrol grubuna gore, fertile chip
grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptandi.

Calismamiz sonucunda erkek infertilitesi nedeniyle tedavi alan hastalarin ICSI
tedavileri sirasinda sperm se¢iminde fertile chip kullaniminin, konvansiyonel yontemlere
gore gebelik sonuglari tizerine {istiin oldugunu saptadik. Ancak daha yiiksek sayida calisma

gruplariyla yapilan analizlerle ¢alismanin desteklenmesi uygun olacaktir.
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