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ABSTRACT

AIM: Damage in sperms’ DNA is an important cause of male infertility
and effects the outcomes of in vitro fertilization. We aimed to study
the influence of DNA fragmentation rate on IVF-ICSI outcomes.

METHODS: A total of fifteen patients were included in the study.
The patients were involved in a grouping process according to the
treatment protocols of antagonize and long protocols, or accord-
ing to the DNA fragmentation rate of 30% and more or less than
30%. The outcomes of the IVF-ICSI processes were evaluated by
comparison of the groups. DNA fragmentation rates were demon-
strated by using the halosperm technique.

RESULTS: Infertility characteristics of the comparison groups
were similar. The comparison according to the treatment proto-
cols did not show significant differences between the outcomes
of the treatments (p>0.05). In addition, comparison according to
the sperms’ DNA fragmentation rates also did not show significant
differences between treatment outcomes (p>0.05). The total fertil-
ization rate was 29.7% and the clinical pregnancy rate was 6.6%.
Mean DNA fragmentation rate of the sperms was 25.2+13.6.

CONCLUSION: Although, our study could not demonstrate a cor-
relation between the DNA fragmentation rates of the sperms and
the IVF-ICSI outcomes, we think that future prospective random-
ized controlled trials with larger samples will be more enlightening.

Key words: /CSI; in vitro fertilization; DNA fragmentation rate; sperm;
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OZET

AMAC: Sperm DNA hasari erkek infertilitesinin 6nemli bir sebebi-
dir ve IVF’in sonuglarini etkiler. Bu calismada DNA fragmantasyon
oraninin IVF-ICSI sonuclari lizerine etkisini arastirmayr amacladik.

YONTEM: Toplam 15 hasta calismaya dahil edildi. Tedavi protokoli-
nlin antagonist ve uzun protokol olmasina ve DNA fragmentasyonu-
nun %30 ve Ustiinde ya da %30°un altinda olmasina gdre hastalarin
iki ayn gruplama islemi sonrasi IVF-ICSI sonuglar degerlendirildi.
DNA fragmentasyonu halosperm teknigi ile hesaplandi.
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BULGULAR: Karsilastirma gruplarina gére calismada yer alan
hastalarin infertilite &zellikleri benzerdi. Tedavi protokoliine gére
kiyaslamada gruplar arasi anlamii farklilik izlenmedi (p>0,05). DNA
fragmentasyon oranina gére kiyaslamada da tedavi sonuclar agi-
sindan farklilik izlenmedi (p>0,05). Fertilizasyon orani % 29,7 olarak
bulundu. Klinik gebelik orani % 6,6 idi. Spermlerin ortalama DNA
fragmantasyon orani (DFQ) 25,2+13,6 idi.

SONUC: Calismamiz spermatozoadaki DNA fragmentasyon orani-
ni IVF-ICSI sonuclari ile iliskisiz bulsa da, daha blyiik 6rneklemle
yapilan prospektif randomize kontrollii calismalarin daha aydinlatici
olacagini disdnuyoruz.

Anahtar kelimeler: /CS/; in vitro fertilizasyon; DNA fragmentasyon orani;
sperm; Halosperm teknigi; belirleme

Giris

Erkek kaynakl infertilite; infertil ciftlerin % 40’inda
gortlen bir problemdir ve rutin olarak semen analizi
ile degerlendirilmektedit’. Konvansiyonel semen ana-
lizi 6rnekteki spermlerin morfoloji, hareket ve sayisint
dikkate almakta ancak, bu parametreler fertilite potan-
siyelini belitlemede yetersiz kalmaktadir. Bu hastalarin
% 20’sinde spermiogram sonuglarinin normal olarak
saptanmasina ragmen gebelik gerceklesmemektedit?.
In vitro fertilizasyon ve intrasitoplazmik sperm enjek-
siyonu (IVE, ICSI) tekniklerinin tim diinyada yaygin
bir sekilde uygulandigt g6z 6niine alindiginda rutin se-
men analizi ile kargilastirildiginda tanisal degeri daha
yiksek olan bir yéntemin 6nemi yadsinamaz.

Sperm DNA hasart infertil erkeklerde daha sik g6-
rilmektedir ve DNA fragmentasyon orant (DFO)
arttikea fertilite bozulmaktadir®. Bu ¢alisma sperma-
tozoadaki DNA hasari ya da bagka bir deyisle kro-
matin yapisindaki degisikligin glincel bir ydontem olan
halospermi kiti ile degerlendirilmesini ve bu deger-
lendirmenin IVF-ICSI sonuglari tizerine olan etkisini
belirlemeyi amaglamaktadir.



Yontem

Bu calismaya en az 1 kez IVF-ICSI basarisizligi olan,
spermiogram ve Halospermi teknigi ile bakilmis
sperm DNA raporu olan 15 hasta alindi. Calismaya
alinan erkekler sigara igmiyordu ve tibbi 6ykiilerinde
bilinen bir infertilite nedeni yoktu.

Erkeklerde yas, sperm sayi, hareket, morfoloji ve
DNA fragmentasyon oranlarini igeren parametreler
kaydedilirken, kadinlarda yas, beden kitle endeksi,
bazal FSH ve estradiol diizeyleri kaydedildi. Folikiil
aspirasyonu oncesi stimiilasyonla gelisen ovaryan fo-
likiiller 12—17 mm ve 18 mm ya da istiinde olmalari-
na gore sayildi. Ayni donemde her kadinda endomet-
rium kalinligr belirlendi. Ovum aspirasyonunda elde
edilen toplam oosit ve metafazin 2. evresindeki oosit
sayilart belirlendi. Fertilizasyonu degerlendirmek igin
2 hiicreli embryo, embryonun bélinmeye baslamast,
transfer edilen embryo sayisi, klinik ve devam eden
gebelik sayilart belirlendi.

Sperm o6rnekleri 3—5 glinliik sekstiel abstinans son-
ras1 mastiirbasyon ile alindi. Likefaksiyon sonrasin-
da semen Ornekleri IVF-ICSI ve sperm DNA ana-
lizi igin olmak tzere ikiye ayrildi. Spermler Gamet
20 mediumu (Goteborg, Isvec) ile 1/10 oraninda
seyreltildi, 200 devirde 10 dakika santrifiij edildi, ve
spermatozoalar swim-up yontemi ile yuzdirilda.
Spermlerin morfoloji, motilite, ve konsantrasyonu
Diinya Saglik Orgiiti’niin (DSO) verilerine gére
degerlendirildi.

Sperm sayist O ¢tkan 6 olguda testikiler sperm eks-
traksiyonu (TESE) uygulandi.

Sperm DNA’sinin Hazirlanmasi
Eppandorf tipleri mikrodalga firinda 5 dakika 1s1-

tildr. 25 mikrolitre semen 6rnegi ilave edildi ve ka-
ristirildr. Karisimdan 15 mikrolitrelik bir 6rnek slayt
tzerine konuldu ve icindeki agari katilastirmak igin
+4 derecede 5 dakika fikse edildi. 10 ml distile suya
80 mikrolitre denattire edici soliisyon eklendi. Slayt
denatiire edici solisyonda 7 dakika bekletildi. Daha
sonra slayt denatiire edici soliisyondan ¢ikarild: ve
lizis soliisyonunda 25 dakika muamele edildi. Slayt
distile suda 5 dakika boyunca yikandi. Sonra sirasty-
la %70, % 80 ve % 90’lik etil alkol soliisyonlarinda
ikiser dakika bekletildi. Oda 1sisinda kurutuldu, dif-
kuik boyast ile boyandu. Slaytlar Olympus BX 50 151k
mikroskobu (Olympus Comp., Tokyo, Japonya) kul-
lanilarak incelendi. Sperm niikleusu etrafinda olugan
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halonun genisligi Slciilerek sperm DNA’sinin hasarl
olup olmadig1 degerlendirildi.

Tum hastalara standart IVF-ICSI islemi uyguland.
Hastalara daha 6nceki tedaviye verilen yanit, beden
kitle endeksi ve yasa gore uzun protokol (long proto-
col) ya da antagonist protokol uygulandi.

Uzun protokoldeki hastalara bir 6nceki siklusun 21.
guntinde 1mg/glin dozunda Loprolid asetat (Luctin®
daily 0.25 mg Abbott, USA) baslandi. En az 10 giin-
lik tedavi uygulandiktan sonra, ovaryan baskilanmay1
saptamak amactyla hastalar menstriel dénginin 2.
gliniinde transvajinal ultrasonografi ve serum estra-
diol (E,) diizeyleri agisindan takibe alindi. Ovaryan
baskilanma dogrulandiktan sonra (serum E, seviyesi-
nin 50 pg/ml’nin altna distigl teyit edilince) hasta-
lara ileti derecede saflastirilmis triner FSH (Fostimon
HP® 150 IBSA, Switzerland) 450 TU dozunda baslan-
dt ve GnRHa (Loprolid asetat) dozu 0,5 mg/gin’e

diistiriildii.

Antagonist protokoldeki hastalara, folikillerin
gelismesine (6nde giden folikil 13—-14 mm ¢apa
ulasinca) ve B, dizeyine gore (B, seviyesi 600-800
pg/ml olunca) siklusun 6. ya da 7. giiniinde bas-
lanan Cetrorelix (Cetrotide® 0.25 Merck-Serono,
Isvigre) hCG ile triger yapilacak giine kadar ayni
dozda verildi. Kontrolli ovaryan stimiilasyona
(KOS) siklusun 3. giininde 225 iu triner FSH
dozu ile baglandi ve doz E, dlgtimleri ve folikiil
gelisimine gore ayarlandi. Bir ya da iki folikil 17
mm ¢apa ulastigt zaman final matirasyonu igin
hCG (Pregnyl® 10.000 iu, Schering-Plough, USA)
verildi. hCG verildikten 36 saat sonra transvaginal
ultrasonografi esliginde folikiiler sivi aspirasyo-
nu uygulandi. Toplanan oositler 2-4 saat boyun-
ca inkiibatérde inkiibe edildikten sonra dentidas-
yon islemi icin hyaluronidaz (Vitrolife, Tsvec AB,
Kungsbacka, Isve¢) uygulandi.

Istatistiksel analiz icin SPSS 17.00 (SPSS Inc.,
Chicago) kullanild1. Degiskenlerin grup ici dagilimi-
n1 incelemek icin Kolmogorov-Smirnov testi uygu-
land1. Uzun ve antagonist protokol ve DNA frag-
mentasyonunun %30 ve tstiinde ya da %30 altinda
olmasina gére olusturulan gruplar Mann Whitney
U testi ile kiyaslandilar. DNA fragmentasyon orani-
nin diger calisma parametreleriyle iliskisi Spearman
korelasyon testi kullanilarak &lctldi. P degerinin

0,05’ten kiicik olmasi istatistiksel olarak anlamli ka-
bul edildi.
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Bulgular

Calismada yer alan kadinlar yas, infertilite siiresi, be-
den kitle endeksi, bazal FSH dtizeyi, bazal E, diizeyi
gibi demografik parametreler agisindan degerlendiril-
diginde, uygulanan protokol farkliligina gére gruplar
arasinda anlamli farklilik izlenmedi (Tablo 1).

Calismada yer alan erkeklerin temel sperm paramet-
releri (say1, motilite ve morfoloji) normal degerler
ile siddetli oligo-asteno-teratozoospermi arasinda
degisen genis bir spektrumda seyrediyordu. Sperm
parametrelerinin  ve sperm DNA fragmentasyon
oranlarinin tedavi protokoline gére karsilastirilmast
ve ortalama degerler Tablo 2’de 6zetlenmistir. Sperm

DFO’lar %9 ile %58 arasinda degisiyordu ve ortala-
ma DFO %25,2413,6’ydi. Karsilagtirllan parameter-
ler acisindan iki grup arasinda anlamlr farkliik izlen-
medi (p>0,05). Erkeklerin yas ortalamast 29,2+4,2
olarak bulundu.

On 1ki hastaya antagonist, ti¢c hastaya ise uzun proto-
kol tedavisi uygulandi. Tablo 3 ovulasyon indiiksiyo-
nu sonrast elde edilen veriler ve IVF-ICSI verilerinin
tedavi protokollerine gore karsilastirilmasini 6zetle-
mektedir. Cift pronukleus ve boliinme sayist disinda
gruplar arast anlamli farklhilik izlenmedi. Fertilizasyon
orant % 29,7 saptandu.. Yalnizca 1 gebelik elde edildi.
Klinik gebelik orant 1/15 (%0,6) idi.

Tablo 1. Calismada yer alan kadinlarin yaslarinin, siklus basindaki hormonal durumlarinin ve beden kitle endekslerinin ovaryan stimilasyon gruplarinda

karsilastirimass.**

Karakteristik Antagonist protokol (n=12) Long protokol (n=3) P degeri**
Yas 27 30 >0,05
infertilite siresi (yil) 3,5 4 >0,05
Bazal FSH diizeyi (iu/l) 6,6 8,3 >0,05
Bazal E, diizeyi (pg/ml) 41,15 37,30 >0,05
Viicut kitle indeksi (kg/m?) 28 30 >0,05
*Vleriler medyan degerleri ile sunulmustur
**Gruplarin karsilastinimasinda Mann Whitney U Testi kullanilmistir
Tablo 2. Calismada yer alan hastalarin temel sperm parametreleri ve DNA fragmentasyon oranlarinin gruplara gore karsilastiriimasi.

SS (x108/ml) SM (%) M (%) DFO (%)
Antagonist protokol grubu 5,58+10,41 9,17+14,04 0,08+0,29 22,75+11,84
Long protokol grubu 20,00+20,88 19,67+19,40 0,00+0,00 30,67+23,86
P degeri* >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
SS: Sperm sayisi, SM: Sperm motilitesi, M: Morfoloji, DFO: DNA fragmentasyon orani, * Mann Whitney U Testi
Tablo 3. Calismada yer alan hastalarin IVF-ICSI sonuglarimin gruplara gére karsilastiriimasi

Antagonist protokol gurubu Uzun protokol gurubu P degeri*

Gelismekte olan folikl sayisi (12—17mm) 8,67+4,70 8,00+1,73 >0,05
Matiir folikill sayisi (>18mm) 3,17+1,03 3,00+0,00 >0,05
hCG oncesi endometrial kalinlik (mm) 9,92+1,00 10,67+3,78 >0,05
hCG 6ncesi Estradiol (pg/ml) 1311,67+599,10 1334,00+331,00 >0,05
Aspirasyondaki toplam oosit sayisi 12,67+5,76 11,00+2,64 >0,05
Metafazin II. Evresindeki oosit sayisi 9,17+5,24 7,00+1,00 >0,05
Gift proniikleus sayisi 1,92+2,15 5,33+2,08 <0,05
Bélinme sayisi 1,667+2,19 5,33+2,08 <0,05
Transfer edilen embryo sayis 1,08+1,24 1,67+0,58 >0,05
Klinik gebelik sayis 0,00+0,00 0,33+0,58 >0,05

*Mann Whitney U Testi
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Sperm DNA fragmentasyonu oraninin %30 ve Us-
tinde olmast ile %30’un altinda olmasi acisindan iki
grup olusturuldugunda (Tablo 4), sperm parametre-
leri, transfer edilen embryo sayisi, embryo bélinme
sayist ve klinik gebelik acisindan iki grup acisindan
anlamlt farkhilik saptanmadi (p>0,05).

Sperm DNA fragmentasyon orantyla sperm para-
metreleri, pronukleus sayisi ve sonrasindaki bélinme
sayisi, transfer edilen embryo sayist ve gebelik oranla-
11 arasinda korelasyon kurulamadi (p>0,05).

Tartisma

Sperm DNAsinin - degerlendirilmesi, fertilizasyon
kapasitesini 6lgmede giderek artan bir siklikta kul-
lanilmaktadir ve sperm morfolojisi, konsantrasyonu
ve motilitesi ile yapilan klasik sperm degerlendirme
yontemine gore de daha fazla tanisal ve prognostik
Onemi olan bir belirtectir. Rutin semen analizi her za-
man sperm DNAsinin kalitesini géstermez. Aslinda
analiz sirasinda sperm DN A’s1 hasarli olsa da bu rutin
analizde gorilmeyebilit®. Zini ve ark. semen analizi
normal olan erkeklerin % 8inde DNA hasart oldu-
gunu gostermislerdir™”.

IVEF-ICSPnin yaygin bir sekilde kullanildigr giini-
miizde sperm DNA kalitesini degerlendirmek elzem
hale gelmistir. Seli ve arkadaslart hasarli DNA’ya sahip
olan spermlerle yapilan IVF-ICSI’lerde embriyonik
lethalite olabilecegini ileri siirmuslerdit®. Evenson ve
arkadaslari sperm DNA’sindaki hasar % 30’dan fazla
oldugunda dogal gebeligin miimkiin olmadigint bildir-
mislerdit’. Bizim calismamizda sperm DNA%sindaki
hasar orani ortalama 25,2413,6 idi. Bulunan bu deger
literatiirde belirtilen % 30’luk esik degerin altinda ol-
masina ragmen yalnizca 1 hastada (%06,6) gebelik ger-
ceklesti. Ayrica bizim yaptigimiz korelasyon analizinde
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DNA fragmentasyonu ile pronukleus sayisi, boliinme
sayist, transfer edilen embriyo ve klinik gebelik sayi-
st arasinda da bir iligki kurulamamustir. Ancak bizim
hasta gruplarimizin kii¢ikligii belki de var olan bir
iliskinin maskelenmesine sebep olabilir.

Sperm DNA bitunligini goéstermek icin pek ¢ok
test kullanilmaktadir. Bunlardan Halosperm testinde
spermler agaroz matriks jele yerlestirilir ve denatiire
olmas igin asit soliisyon eklenir. Sonra sperm memb-
rani ve proteinlerinin uzaklastirilmasi i¢in litik bir
tampon soliisyonu eklenir. Béylece merkezi bir ¢ekir-
dek cevresinde DNAlarin ayrilmast sonucu periferal
bir halo (hale) olusur. Normal DNAya sahip olan
spermler genis bir halo olustururken, hasarli DNA
iceren spermler ¢ok kii¢lik halo verir ya da hi¢ halo
vermez'. Bu c¢alismada sperm DNA hasarint sapta-
ma yontemlerinden Halospermi yontemi ve bunun
klinik yansimast degerlendirilmistir. Hasta sayisinin az
olmast ¢alismanin degerini azaltsa da literatiirde ayn1
hasta sayilar1 ile yapilan benzer ¢alismalar mevcuttur.
Greco ve ark. 18 hastalik calismalarinda testikiiler ve
cjakiilat spermatozolarini karsilastirmis ve testikii-
ler spermatozoalar ile yapilan IVF-ICSI sonuglarini
anlamli sekilde daha iyi olarak bulmuslardir''. Bizim
calismamizda 6rnekler ejakiilat spermatozoalarindan
alindi. Spermiogrami yetersiz olan 6 olguda TESE
uygulanarak sperm bulundu.

Evenson ve arkadaslari 25 yildan daha fazla za-
mandir kullanilmakta olan sperm kromatin yapisal
deneyi (SKYD) ile Halosperm testini karsilastir-
diklart calismalarinda her iki yontemin tanisal ba-
sar1 acisindan birbirine benzer oldugunu sonucuna
varmiglardit'. Chohan ve atkadaglart ayni sekilde
Halosperm’in SKYD kadar degerli bir test oldugunu
vurgulamislardir®.

Tablo 4. Calismada yer alan hastalarin IVF-ICSI sonuglarinin DNA fragmentasyon oranlarina gore karsilastiriimasi

(zellik DNA fragmentasyonu <%30 DNA fragmentasyonu >%30 P degeri*
Erkeklerin yas 29,91+4,70 29,75+2,50 >0,05
Sperm sayisi (x10°/ml) 9,09+15,01 6,75+9,91 >0,05
Normal sperm motilitesi (%) 14,09+16,79 3,50+3,51 >0,05
Normal sperm morfolojisi (%) 0,09+0,30 0,00+0,00 >0,05
Gift proniikleus sayisi 2,73+2,80 2,25+1,71 >0,05
Bélinme sayisi 2,45+2,80 2,25+2,22 >0,05
Transfer edilen embryo sayisi 1,18+1,17 1,25+1,26 >0,05
Klinik gebelik sayis 0,09+0,00 0,00+0,00 >0,05

*Mann Whitney U Testi
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Biz bu calismada Halosperm teknigi ile bakilan
DFO’nun IVF-ICSI tzerine etkisini gosteren 15
hastalik ilk sonuglart sunmayr amagcladik. Klinik
gebelik orant % 6.6 idi. Toplam 6 hastada embri-
yo gelisimi olmadig1 i¢in transfer islemi yapilamadi.
Calismamizin sonuglarina gére DNA fragmentasyo-
nu ile gebelik orani iliskisiz bulunmustur. Bu daha
onceki calisgmalarda bulunan sonuglarla uyumsuz-
dur®?. Calismadaki katilimet sayimizin az olmasi ve
hastalarda farkli tedavi protokolleri olmasi bu farkli-
ligin sebebi olabilir.

Bugiin en iyi IVF merkezlerinde bile eve canli be-
bek gotirme orant %30’larda seyretmektedir. Bu
oran Ozellikle hasarli sperm DNA’sinin kullanildi-
g1 IVF-ICSI sikluslarinda daha da dusiik olacaktir.
Tekrarlayan IVF sikluslarindaki basarisizlik da ¢ift-
ler tzerinde mali, emosyonel ve psikolojik kiilfet
olusturacaktir. Her ne kadar sperm DNA hasari
gebelik olusma sansini azaltsa da gebelik icin sinir
deger bilinmemektedir'®. Halosperm testi definitif
bir tetkik olmayabilir. Ancak yapilmasi ve yorumlan-
masinin kolay olmast temel bir teste ya da laboratu-
ar 6l¢imine entagrasyonunu mimkun kilmaktadir.
Daha karmasik olan diger DNA testlerinin aksine
basittir ve 6nceki ¢alismalara gére hassas ve glive-
nilirdir. Halosperm testi standart semen analizine
ilave edilirse IVF-ICSI basarisini ve sonucu 6ngor-
meyi artirabilir.

Bizim calismamizda DNA fragmentasyonunun ge-
belik basarist ve fertilite parametreleriyle uyumsuzlu-
gunun arastirilmasi icin daha iyi standardize edilmis,
daha buytk katilimcr olan gruplarla test edilmesi ge-
rekir. Calismamiz spermatozoadaki DNA fragmen-
tasyon oranint IVF-ICSI sonuglart ile iliskisiz bulsa
da, daha biiytik 6rneklemle yapilan prospektif rando-
mize kontrollii ¢calismalarin daha aydinlatict olacagini
dustiniiyoruz.
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