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Butunlugunun Fertilizasyon Basarisi ve Erken Embriyoner
Gelisime Etkisi

Elcin TEZCAN?, Isil KASAPOGLU?, Giirkan UNCU?, Berrin AVCI®

Bursa Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1p Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Bursa.

2 Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, Bursa.
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Bursa.
OZET

Infertilite olgularinin yaklasik %15’inde infertilite sebebi olabilecek bir patoloji saptanmayip, aciklanamayan sebeplerle konvansiyonel
gebelik gergeklesmemektedir. Arastirmalar, sperm DNA hasarimin iiremeye yardimei tekniklerin (UYT) sonucunu olumsuz etkiledigini
ortaya koymustur. Cekirdek biitiinliigli korunmus olan spermleri se¢gmeye yonelik non-invaziv yontemler gelistirilmekle birlikte, bu yontem-
lerin agiklanamayan infertilite olgularinda UYT basaris iizerindeki etkisi heniiz tartismalidir. Bu ¢alismada DNA hasarli spermlerin dansite
gradient santrifiijii (DG) yontemi ile tek basina ve non-invaziv manyetik aktivasyonla hiicre ayirma (MACS) yontemiyle birlikte eliminasyo-
nu sonrasi kullanilan spermlerin fertilizasyon ve erken embriyoner gelisime etkisi karsilagtirilarak uygun semen hazirlama yonteminin sap-
tanmasi hedeflenmistir. Agiklanamayan infertilite tanistyla UYT programina alian giftlerde, DG yénteminin tek basina ve MACS yontemiy-
le birlikte kullaniminin, kaliteli sperm elde etmedeki basarisi, her iki yikama metoduyla elde edilmis spermlerde TUNEL yontemi ile DNA
biitiinliigh agisindan ve Hematoksilen Eosin boyamasiyla morfolojik agidan degerlendirildi. Klinik parametrelere etkisini degerlendirmek
amaciyla, her iki yikama yontemiyle elde edilen spermlerin ICSI sonrasi fertilizasyon ve embriyo gelisimsel potansiyeline bakildi.
MACS+DG yontemiyle yikanan sperm drneklerinde sperm DNA fragmantasyon oraninin ve vakuol (+) sperm oraninin DG yontemiyle elde
edilen spermlere kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi goriildii. DG veya MACS+DG ile yikanan spermlerle mikroenjeksiyonu
gergeklestirilen oositler arasinda fertilizasyon ve embriyo gelisimsel potansiyelinde bir farklilik olugmamas intrasitoplazmik sperm enjeksi-
yonu uygulamalarinda spermin dogal seciliminin s6z konusu olmamasinin bir sonucu oldugu diisiiniilerek, MACS tekniginin ICSI protokol-
lerinde gerekli olmadigi, spermin dogal seciliminin gergeklestigi intrauterin inseminasyon (IUI) ve IVF uygulamalarinda daha etkin olacagi
sonucuna varild.

Anahtar Kelimeler: Sperm DNA Hasari. MACS. DG. TUNEL. Hematoksilen Eozin.
Effect of Sperm DNA Integrity on Fertilization Success and Early Embriyonic Development in Unexplained Infertility Cases

ABSTRACT

In almost 15% of infertility cases infertility related pathology cannot defined, and conventional pregnancy is prevented by unexplained
factors. Investigations evidenced that sperm DNA damage adversely affects the outcome of assisted reproduction techniques (ART). Recent-
ly, non-invasive methods have been developed to select nucleus integrity protectedsperm cells. However; the effects of these methods on
unexplained infertility cases remain controversial. In this study the usage of density gradient centrifugation (DG) alone and together with
magnetic activating cell sorting (MACS) for sperm separation were compared and the effect of selected spermson embryonic development
were investigated. In couples withunexplained infertility after DG and DG+MACS, sperm morphology and DNA quality were analyzed
using TUNEL and Hematoxylin Eosin staining methods, respectively. Obtained sperms were followed up by ICSI to observe their potential
for fertilization and embryo development. According to our findings, sperm DNA fragmentation and vacuole positivity were significantly
lower in MACS + DG treated group as compare to DG treated group. There was no significant difference in fertilization and embryo devel-
opment potential between oocytes microinjected with sperm washed with DG or MACS+DG which might be due to lack of natural sperm
selection in intracytoplasmic sperm injection. Therefore, our data suggest that; MACS may be more effectively used for natural based sperm
selection techniques, including; 1UIl and IVF, instead of ICSI.

Key Words: Sperm DNA Damage. MACS. DG. TUNEL. Hematoxylin Eosin.
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77



gosterilmis olmasina ragmenl’2 bu olgularm bir bolu-
miinde WHO’nun referans olarak belirledigi semen
parametrelerinin normal sinirlarda oldugu g6zlenmek-
te olup, infertilite sebebi agiklanamamaktadir®*,

Basarili bir fertilizasyon i¢in sperm hiicresinin sekon-
der oosite hasarsiz bir ¢ekirdek sunmasi gereklidir. Bu
nedenle sperm DNA’sinin kalitesi fertilizasyonun ve
embriyoner gelisimin basarisina etki edebilmektedir®.
Son yillarda, aciklanamayan infertilite olgularinda
DNA biitiinligiini koruyan spermlerin secimini ve bu
anomalilerin embriyo gelisimi ve gebelik {izerindeki
etkisini azaltmay1 hedefleyen yontemler gergeklesti-
rilmektedir®’. Bu yontemlerin agiklanamayan infertili-
te olgularinda iiremeye yardimeci tekniklerin (UYT)
basaris1 {izerindeki etkisi hakkinda farkli goriisler
olmasina ragmen, sperm DNA hasarinin UYT’yi
olumsuz etkiledigi konusunda fikir birligi saglanmis-
tir®. Bu nedenle, son dénemde arastirmalar DNA hasa-
1 olan spermlerin elenerek klinik kullanima uygun,
cekirdek bitinliigi korunmus olan spermlerin segil-
mesini amaglayan invaziv olmayan yontemlerin gelis-
tirilmesi iizerine yogunlasmlster.Bu amagcla gelistiri-
len umut verici ydntemlerden biri Anneksin V ile
konjuge manyetik aktiflenme ile hicre ayirma
(MACS—Anneksin V) yontemidir®°. DNA fragman-
tasyonu ejakulattaki abortif apoptotik spermlerin ka-
rakteristik bir 6zelligidir'™*?"> MACS—Anneksin V
yonteminde, DNA fragmantasyonu olan apoptotik
sperm hiicrelerinin Anneksin V ile isaretlenmeleri ve
Anneksin V ile konjuge olan manyetik boncuklar

sayesinde bir magnete tutulu kalmalari saglanmaktadir.

Boylece magnete tutunmayan saglikli sperm hiicrele-
rininDNA fragmantasyonu tagiyan spermlerden ayrila-
rak toplanmast saglanabilmektedir'**®.
MACS—Anneksin 'V yontemiin-vitro fertilizasyon
(IVF) uygulamalarinda kullanilan standart yontemler
olan DG ve yuzdirme ydntemleri ile birlikte uygulan-
diginda kaliteli sperm segiliminde ve implantasyon ve
gebelik oranlarinda artis oldugu ifade edilmistir*®*’.

Bu calismada, agiklanamayan infertilite tanis1 ile UYT
programina alinan ¢iftlerde, DG yonteminin tek basina
ve MACS—Anneksin V yontemi ile birlikte kullanimi-
nin DNA biitlinliigii korunmus, kaliteli sperm elde
etmedeki bagarisinin ve bu ydntemle elde edilen
spermlerin ICSI olgularinda fertilizasyon ve erken
embriyoner gelisim siirecine etkisinin degerlendiril-
mesi amaglanmaistir.

Gerecg ve YOntem
Hasta Populasyonu

Caligmaya Kasim 2016- EKim 2017 tarihleri arasinda
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi (BUUTF)
Uremeye Yardimer Tedavi (UYT) Merkezi’ne basvu-
ran,kadin ve erkek partnerde infertilite sebebi olabile-
cek herhangi bir patoloji saptanmamus, kadin partner-
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de metafaz II oosit sayisi en az 6 olan, oosit morfoloji-
lerinin normal oldugu ve erkek partnerde sperm kon-
santrasyonu en az 15x10%/ml, motilitesi en az %40 ve
normal sperm morfolojisi %1 ile %12 arasinda olan 17
aciklanamayan infertilite olgusu dahil edildi. Olgula-
rm tamami mevcut arastirmanin kapsamu ile ilgili
agtklamalar igeren gonilli olur formu ile bilgilendiri-
lerek onaylar1 alindi (BUUTF 01.11.2016 tarihli ve
2016-18/35 nolu Etik Kurul onayu ile).

Spermlerin Hazirlanmasi

Ejakulatornekleri masturbasyon yolu ile alindi ve
likefaksiyonun gerceklesmesi i¢cin 37°C’deki inkiiba-
tor icinde 30 dk bekletildi. “Makler sayim kamaras1”
kullanilarak sperm konsantrasyonu ve motilitesi de-
gerlendirildi. Her bir olgunun ejakulat 6rnegi, tek
basima DG yontemi ile yikanmak iizere (Grup 1)veya
MACS—Anneksin 'V ile birlikte DG yodntemi
(MACS+DG) ile yikanmak tzere (Grup 2) iki gruba
ayrildi. Her iki gruba ait spermler kardes oositlerin
dollenmesinde kullanildi.

Ejakulattan dansite gradient (DG) yontemi ile sperm
eldesi icin Grup 1’e ait numuneler likefaksiyon sonra-
st, Grup 2’ye ait numuneler MACS uygulamasi sonra-
st %80 ve %40’lik konsantrasyonlarda "ISolate den-
sity gradient sperm separation solutions" (MILTENY1
BIOTEC)ile yikandi. Ejakulat 6rnegi ve gradient so-
liisyonlar1 500 xg’de 15 dk santrifuj gergeklestiril-
di.Santrifiij sonras1 tlpun dibinde kalan 1ml pellet 2
kez2 ml G-IVF (VITROLIFE) yikama soliisyonu
eklenip, 300 xg’de 10 dk santrif(j edilerek yikandi.
Pellet ICSI islemine kadar 37°C’de, %98 nem, %5 O2
ve %7 CO?2 igeren inkibatérde muhafaza edildi.

Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS) Yontemi
ile Sperm Eliminasyonu

Grup 2’ye ait numuneler ejakulatin likefaksiyonunun
hemen ardindan,gradient soliisyonu ile yikanmadan
once, 1-5X10"konsantrasyonundaki sperm &rnegi
MACS® ART Annexin V System kullanilarak filtras-
yondan gegirildi. 100 pl sperm numunesi 200 pl “Bin-
ding Buffer” ile seyreltilerek 300 xg’de 4 dk santrif(ij
edildi. Pelletin Gzerine 10 pl “Annexin V Reagent”
eklendi. Toplam hacim “Bindingbuffer” kullanilarak
50 pl’ye tamamlandi ve oda sicakliginda 15 dk inkiibe
edilerek apoptotik sperm hcrelerinin manyetik olarak
isaretlenmeleri saglandi. Manyetik ayirimi gergekles-
tirmek icin MACS ART Column ve MACS ART
Separation Unit (Miltenyi Biotec)kullanildi.Sperm
numunesi kolondan gegirilirken Manyetik olarak An-
neksin V ile isaretlenmemis olan gecis fraksiyonu
toplandi. Magnette asili kalan isaretlenmemis gecis
fraksiyonunun toplanabilmesi ic¢in kolon 50 pl “Bin-
ding buffer” ile yikandi. MACS isleminden sonra,
apoptotik olmayan sperm hicre siuspansiyonu DG
yontemiyle yikandi.
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Spermlerin morfolojik analizi

DG (Grup 1) ve MACS+DG (Grup 2) ile hazirlanan
sperm oOrneklerinden yayma preparat hazirlanarak,
detayli morfolojik degerlendirme icin hematoksilen-
eosin (H-E) boyamasi ve DNA fragmantasyonunu
degerlendirmek i¢in Terminal deoksinukleotidil trans-
feraz dUTP ile agik ug isaretleme(TUNEL) boyamasi
gerceklestirildi. TUNEL boyamada In Situ Hicre
Olum Tespit Kiti (Roche Molecular Biochemicals,
Ref: 11684817910, ABD) kullanildi ve boyama pro-
tokolu reticinin talimatlarina gore gergeklestiril-
di.Sperm DNA fragmantasyonu indeksi yuzdesi (%
DFI), TUNEL pozitif boyanan sperm sayis1 x 100) /
(Toplam sperm hiicre sayis1) formiilii ile hesaplandi.

Oosit eldesi ve 1CSI uygulamasi

Her hastadan toplanan normal morfolojili metafaz 11
oositler randomize edilerek 2 gruba ayrildi. Birinci
grup oositlere, partnerinden alinanve DG ile yikanmig
semen Orneklerinden secilen motil ve normal morfolo-
jili spermler ile, ikinci grup oositlere ise MACS + DG
yontemi ile yikanmus semen o6rneklerinden segilen
motil ve normal morfolojili spermler ile mikroenjeksi-
yon uygulandi.

Fertilizasyon ve erken embriyoner gelisimin deger-
lendirilmesi

ICSI sonrasi oositler, parafin yag ile kapli erken do-
nem (Kklivaj) embriyo kdltir medyumu (G1-
VITROLIFE) droplarinda %98 nem, %5 O, ve %7
CO; igeren inkiibator ortaminda 18 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan oositler inverted mikroskop
altinda degerlendirilerek fertilizasyon degerlendirmesi
yapildi. Erkek ve disi proniikleus gelisimi goriilen
oositler fertilizasyon pozitif olarak kaydedildi ve blas-
tosit gelisim siirecine kadar embriyo kiltiriine devam
edildi (yumurta toplama igleminin ardindan sonra 5+2
giin). ICSI sonras1 2. giin (klivaj asamasinda embriyo),
3. gln (klivaj agamasinda embriyo) ve 5. giin (blasto-
sist asamasinda embriyo) embriyo gelisimi ve kalitesi
inverted mikroskop altinda degerlendirildi ve kayde-
dildi. Klivaj asamasindaki embriyolar Rienzi ve
ark.’mnls, blastosist asamasinda embriyolar Gardner
ve ark.’min™ tammlamasina gére simflandirildi.

istatistiksel Analiz

Tlm istatistik analizler SPSS ver.20 (SPSS Inc., Chi-
cago, IL, USA) progranmu kullanilarak gergeklestirildi.
Sperm orneklerinin DFI degerleri arasindaki fark,
bagimsiz T testi ile, sperm DFI degeri ve semen mor-
foloji parametreleri arasindaki iliski Pearson korelas-
yon analizi ile saptandi. DGC veya MACS+DGC ile
yikamanin sperm parametrelerine ve morfolojisine
etkisi Mann Whitney U test ile, fertilizasyon basarisi-
na etkisi bagimsiz T testi ile karsilastirildi. Tiim ana-
lizlerden elde edilen sayisal degerler ortala-

mazstandart sapma olarak ifade edildi. Tim analiz-
ler %95 giiven araliginda degerlendirilmis olup, <0,05
oldugu belirlenen p degerleri istatistiksel olarak an-
laml1 kabul edildi.

Bulgular ve Sonuclar

Calismaya dahil olan kadin ve erkek hastalarin de-
mografik bilgileri Tablo I’de verilmistir.

Tablo I. Calismaya dahil olan kadin ve erkek hastala-
rin demografik bilgileri

Kadin hasta - Erkek hasta .
karakteristik Ort.. Laifer | S karakteristik Ort_. Deger | Standart
ozellikleri | (MINMaX) | SapMA | "oy jgerj | (Min-max) | sapma
vas (gi_vg) 430 Yas é;‘;jj) 465
25,49 27,48
BMI (19:31.3) 3,35 BMI (22:36) 4,24
2,04 3,46
AMH (ng/dl) (17.20) 1,62 | FSH (miU/ml) (055-5.89) 173
Antral follikil 11 Prolaktin 7,00
sayisi c24) | 4% (mgm) | @95-1030)] 2%
4,97 Testosteron 431
e (i) @800) | M | omon) |@az73y| M8
41 Semen volimii 2,74
Ll 43107) | 2% m) | @soa50 | O
32 Sperm'say|— 52,82
E2 (ng/ml) (18-62,35) 12,38 | si/1ml ejakulat | (16,00~ 22,19
; (109) 96,00)
Ovulasyon
T - 2453,12 I, 71,18
Eg(l::;s/%%n Gini (712-7416) 1981,93 | Motilite (%) (41'83) 11,89
Gonadotrophin 230,41 8108 TPMSS *(109) 17,82 6.44
Dozu (Unite) (120-360) ' (500 pl) (5-27) '
Toplanan oosit 12,23 494 Normal Sperm 3 262
sayisi (OS) (6-22) ' Morfolgjisi (%) |  (1-12) '
Toplam matr
’ 12
oosit sayls| 4,40
Mos) Y (6-20)
infertilite 6,23
siresi (yil) a1y | 972
. 1,47
Siklus sayisi (13) 0,17

*TPMSS: Total progressif motil sperm sayisi

DG ve MACS+DG yontemlerinin sperm paramet-
releri Uzerine etkisi

H-E boyamasi sonrast morfolojik analizdeanormal
morfolojili sperm tanimlamasi Sekil 1’de goriildigi
sekilde bas, boyun, kuyruk, sitoplazmik droplet, kirtk
boyun ve vakuol varligi dikkate alinarak degerlendi-
rildi.

DG yontemi ile yikanan sperm Ornekleri, yikama
Oncesi ile karsilagtirildiginda motilitesinin, toplam
progresif motil sperm sayis1 (TPMSS) ve normal mor-
folojili sperm sayisinin istatiksel olarak anlamli sekil-
de arttig1 goriildi (Sekil 2, Tablo 11). MACS-DG yo6n-
temi ile yikanan sperm Ornekleri, yikama oOncesi ile
kargilagtirildiginda sperm konsantrasyonunun azaldig,
normal morfolojili sperm sayisinin ise istatiksel olarak
anlamli bir gekilde arttigi goriildii (Sekil 2,Tablo I1).
MACS-DG yontemi ile yikanan sperm orneklerinde
DG yontemine gdre sperm konsantrasyonunun ve
toplam progresif motil sperm sayisinin istatistiksel
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olarak anlamli sekilde azaldigi goriildii (Sekil 2, Tablo  1/3’Unl  kaplayacak buyUklik tevakuol (+) sperm
I1). MACS-DG yontemi ile yikanan numunelerde bir  oraninin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigt,
veya birden fazla ve sperm gekirdeginin yaklagitk  diger anomalilerin benzer oranlarda oldugu saptandi

(Tablo I1).
W
.
B € D E
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4
P} ’
.
Sekil 1.

Hematoksilen-Eosin boyamas: sonucu gézlenen sperm morfolojileri (X100). A: Normal sperm morfolojisi, B—I:
Bags anomalileri (B: Biiyiik bas, C: Kiiciik bag, D: Uzun bas, E: Yuvarlak bag, F: Vakuol, G: Priform bag, H:
Amorf bas, I: Pinhead), I, J: Boyun anomalileri (I: Kirtk boyun, J: Sitoplazmik droplet), K, L: Kuyruk anomalile-
ri (K: Cift kuyruk, L: Kivrik kuyruk).

A . B .
* 85 |
g:: X 80
250 — o
E--w E?S
Esu §7°'_
gzn
S 65 -
§ 60 -
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:
7 30 2
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Sekil 2.

Yikama oncesi, DG ve MACS-DG yontemleri ile ytkama sonrasi sperm konsantrasyonu, motilitesi, total progres-
sif motil sperm sayisi (TPMSS) oranlar, A-D:normal sperm morfolojisi. E:DG ve MACS+DG ydntemleri ile
yikanan sperm orneklerinde vakuol iceren sperm oranu.
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Tablo I1. DG ve MACS-DG’nin sperm parametreleri-
ne ve sperm morfolojisine etkisi (n=17).

DG ve MACS+DG yontemlerininFertilizasyon
Basarisi ve Embriyo Kalitesitizerine etkisi

DG ve MACS-DG yoéntemlerinin fertilizasyon bagarist,
2. ve 3. glin Grade 1 ve Grade 2 embriyolar1 ve blasto-
sist gelisimi Uzerine etkisi degerlendirildiginde;
Mann-Whitney U testine gore ayni hastanin DG ve
MACS+DG ile yikanan spermle mikroenjeksiyonu
gergeklestirilen  oositleri  arasinda  fertilizasyon
(p=0,54), 2. giin Grade 1 ve 2 embriyo orani (sirastyla
p=0,97, p=0,19), 3. glin Grade 1 ve 2 embriyo ora-
ni(sirastyla p=0,76, p=0,27) ve 1. ve 2. kalite blasto-
sist gelisim oran1 (sirastyla p=0,59, p=0,76) acisindan
anlamli bir fark goriilmedi.

Semen Ortalama Standart Ikili kargilagtirma
parametresi (min-maks) Sapma p degeri*
YO 52,58 (16-113) [29,15 YO-DG 0,95
Sperm/ml N
(109 DG 58,11 (21-100) 25,50 YO-(MACS-DG)  <0,01
MACS-DG [30,88 (10-60)  |15,83 DG-(MACS-DG)  <0,01
YO 75 (41-83) 11,89 YO-DG 0,03
Motilite (%) |DG 80 (45-96) 14,29 Y.0-(MACS-DG) 0,18
MACS-DG |76,23 (33-100) |16,40 DG-(MACS-DG) 041
Y0 20,76 (7-42) 10,18 YO-DG <0,01
TPMSS(109) | DG 47,58 (16-80) (22,96 Y.0-(MACS-DG) 0,38
MACS-DG |22 (5-83) 18,70 DG-(MACS-DG)  <0,01
Normal YO 3(1-12) 2,62 Y-DG 0,02
rsnp:rrfgojisi DG 4(37) 1,27 Y.0-(MACS-DG)  <0,01
%) MACS-DG  |4,88(3-8) 1,45 DG-(MACS-DG) 0,31
Bas DG 94,88(92-100) (2,20
anomalisi 0,66
(%) MACS-DG [94,29(96-100) [1,64
Boyun DG 4,41(0-36) 2,06
anomalisi 0,79
() MACS-DG  |4,41(0-20) 1,57
Kuyruk DG 0,71(0-3) 0,25
anomalisi 0,27
() MACS-DG  [1,29(0-5) 0,36
Sitoplazmik |DG 3,65 (0-30) 1,76 056
0 }
droplet (%) [MACS-DG |3,59 (0-24) 1,59
Kirik boyun |DG 1,94 (0-13) 0,92
% 0,59
(%) MACS-DG  |4,94 (0-40) 2,42
DG 4,00 (0-11) 0,99
Vakuol (%) 0,03
MACS-DG  [0,88(0-5) 0,41

*p < 0,05 anlamli kabul edildi.
YO=Yikama o6ncesi, DG=dansite gradient grubu, MACS-
DG=MACS+dansite gradient grubu

DG ve MACS+DG yontemlerinin DNA hasarh
spermeliminasyonu Uzerine etkisi

TUNEL analizi sonrasi (Sekil 3); bagimsiz T testine
gore ejakulatin MACS-DG yontemi ile hazirlanmasi
sonras1 sperm %DFi’nin DG ile yikanan spermlere
gore anlamli sekilde azaldigi gorildl (sirasiyla
41,00+18,67 (10-78), 80,12+14,48 (50-96);p< 0,01;
Sekil 3A). DG ve MACS-DG uygulamalari sonrasinda
saptanan (%) DFI oranlari ile H-E boyamasinda belir-
lenen anormal sperm morfoloji arasinda anlamli bir
iligkisi olmadig1 goriildii (p>0,05).

* A

20
100 -
0
10
o
) . 9
0 ’

DG MACS-DG

Sekil 3.A4:

DG (Grup 1) ve MACS-DG (Grup 2) yontemlerinin
sperm (%) DFI oramina etkisi, B: TUNEL analizi so-
nucu (+) ve (-) olarak degerlendirilen sperm goruntu-
leri (X100). Ba: TUNEL (+), Bg: TUNEL ().

Tartisma

Bu calismada agiklanamayan infertilite tanisi ile UYT
merkezinde ICSI programina alinan olgularda, semen
materyalini dansite gradient yontemi ile ytkamanin tek
basina ve MACS yontemi ile birlikte kullaniminin
fertilizasyon hizi ve kaliteli embriyo gelisimi iizerin-
deki etkisi ve iki farkli yikama metodunun DNA bi-
tiinliigli korunmus, kaliteli sperm elde etmedeki basa-
ris1 karsilagtirmali olarak degerlendirildi. MACS yon-
teminin sperm DNA fragmantasyon oranim1 ve DNA
fragmantasyonu ile korelasyon gosteren niklear va-
kuol igeren sperm orani diigilirdiigii goriilmekle bir-
likte, ICSI sikluslarinda kullaniminin fertilizasyon
basarisina ve erken dénem embriyoner gelisime olum-
lu etkisi olmadig1 goriildii.

IVF ve ICSI uygulamalarinda ylksek sperm DNA
hasar1 ve abortif apoptoz oranmnin fertilizasyon basari-
sizligi,embriyo gelisimsel potansiyelinde azalma,
diisik oranlarinda ve konjenital malformasyonlarda
artis gibi ¢esitli olumsuz sonuglarla korelasyon gos-
terdigiraporlanmustir>?*?, Klinik basar iizerine etkin-
ligi agisindan sperm DNA fragmantasyon oramt %9
ile %82 arasinda oldukca genis aralikta verilmistir®.
Aciklanamayan infertilite olgularinda, bazal semen
parametreleri (konsantrasyon, motilite, total progressif
motil sperm sayis1) normal olan hastalarda sperm
DNA fragmantasyon oraninin normal simirlarin lize-
rinde oldugu bildirilmistir®*, Calismamiza dahil edilen
aciklanamayan  infertilite  olgularinda  saptanan
80,12+14,48 oraninda sperm DNA fragmantasyonu
literatiir bilgisine gore klinik basartyr olumsuz etkile-
yecek deger araligindadir.

Saglik Bakanliginin 6ngordiigii sekilde, total ileri
progressif motil sperm sayisinin 5 milyon ve iizerinde
oldugu infertil giftlerde 2 siklus intrauterin inseminas-
yon (IUD)uygulamasinin basarisiz olmasi durumunda
IVF-ICSI uygulamalarina gecilmektedir
(www.sgk.gov.tr). Spermatozoa ¢ekirdegi DNA frag-
mantasyonu oraninin yiiksekligi IUI basarisizlig: ile
direkt iliskilidir®** ve IUI basarist igin sperm
DFi %11,5-30 arasinda verilmistir®?*?". 1UI uygula-
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malarinda kullanilan DG yontemi semen konsantras-
yonu ve progressif sperm sayisini azaltmakla birlikte
total ve progressif motilite, normal morfolojili ve viabl
hiicre sayisini arttirdidi ve apoptotik-nekrotik sperm
sayisini azalttid1 i¢in tercih edilen bir yikama teknigi-
dir®#%_ Caligmamiz kapsamma aliman olgular DG
yontemi ile yikanan semen materyali ile 2 siklus IUI

basarisizlig1 sonrasi ICSI programina alinan olgulardir.

Caligma kapsamindaki olgularda DG yontemi ile yi-
kama sonrasi DFI oran1 %50-96arasinda saptanmustir.
Bu oran literatiirde belirtilen oranin ¢ok iizerinde olup,
bu caligma kapsamina alinan olgulardaki IUI basari-
sizligini agiklamaktadir.

DNA biitiinliigiinii koruyan spermlerin segilmesi ama-
ciyla MACS yonteminin kullanimu literatiirde agirhikl
olarak TUI olgular iizerinedir®*%. 1CSI uygulamala-
rinda MACS yonteminin etkinligini laboratuvar ve
klinik parametreler acisindan degerlendiren g¢aligma-
larda mevcuttur. Bu ¢aligmalarda sperm yikama yon-
temi olarak MACS ardindan DG,tek basina MACS
yontemi®3435%37 NMACS  sonrasi swim-up***veya
DG sonrast MACS®*4° yéntemleri kullamlmis ve
MACS ardindan DG uygulamasinin daha etkili oldugu
raporlanmistir. Ancak, literatirde MACS’in standart
yontemlerle kombine edildigi sperm hazirlama yon-
temlerinin %DFI (DNA fragmantasyon indeksi) uize-
rindeki etkinligini arastiran birka¢ ¢alisma bulunmak-
tadir *+%414243 By makaleler MACS yénteminin tek
basmna ya da diger yikama metodlariyla kombine kul-
lanimmin semen parametrelerine etkinligi ile ilgili
ortak bir goriis olusturmamaktadir. Bu ¢alismada aym
infertilite etyolojisine sahip olgularda MACS ardindan
DG yontemi ile sperm hazirliginin anormal morfolojili
ve/veya DNA hasarli sperm eliminasyonuna ve fertili-
zasyon basarisi ile erken embriyoner gelisime etkisi
birlikte degerlendirilmistir. Cissen ve ark.sperm %
DF1I oranlarmin IVF ve ICSI sonrasi gebelik basarisi-
na etkisini degerlendirdikleri meta-analizde TUNEL
ve Comet analizlerinin DNA kiriklarinin saptanma-
sinda daha yiiksek spesifiteye sahip olduklarii ifade
etmislerdir®®. Bu nedenle ¢alismamizda sperm DNA
hasart TUNEL analizi ile degerlendirilerek her bir
olguya ait % DFI hesaplandi. Dirican ve arkadaslari
ile Tavalee ve arkadaslarimin®“*sonuglarimi destekler
nitelikte, bu ¢aligmada da DG yontemi ile yikamanin
sperm konsantrasyonu ve total progressif sperm sayisi
acisindan MACS-DG yontemine gore daha etkin ol-
dugu gorildi. DNA biitiinliigii bozulmus spermlerin
eliminasyonunda MACS-DG yonteminin%DFi orani-
n1 %39,12 oraninda azaltmasi(p<0,01)ve normal mor-
folojili sperm oranlarmi degistirmemekle birlikte
vakuol igeren sperm oranini azaltmasi ICSI’de DNA
biitiinliigiini koruyan, normal morfolojili sperm say1-
sin1 ve se¢ilme sansini arttirabilecegi yoniinde yorum-
lanabilir.Fakat normal sartlarda ICSI uygulamalarinda
sperm se¢iminde ilk kriterin sperm motilite ve morfo-
lojisi olmasi ve fertilizasyonu gerceklestirecek olan
spermin dogal segiliminin ekarte edilmesi nedeniyle
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MACS uygulamasiin bu sikluslarda etkinligi tartis-
malidir. Calismamizin sonuglart dogrultusunda fertili-
zasyon ve erken embriyoner gelisimde fark olustur-
mamasi bu goriisii destekler niteliktedir.

Sperm niikleusunda goriilen vakuol sayisinin ve bu-
yikligiinin DNA fragmantasyon orani ile korele
oldugunu vurgulayan ¢alismalar mevcuttur***. Nor-
mal bag morfolojisine sahip spermlerde vakuol varli-
ginm sperm DNA fragmantasyonu agisindan anlaml
oldugu, agir teratozoospermik olgularda vakuol varli-
ginin DNA biitiinligiinii koruyan spermi ayirt etmek
agisindan anlamli olmadigi rapor edilmistir®. Bu
calismada Kruger kriterlerine gore*’ yikama 6ncesi
ortalama normal morfolojili sperm oran1 %1 ve 12
arasinda olan semen ornekleri ¢alisildi. MACS uygu-
lamasmin vakuol iceren sperm konsantrasyonunu
azaltmasi ve buna paralel olarak sperm DNA fragman-
tasyon oranimin da %40’a yakin oranda azalmig olmasi
literatirdeki niklear vakuol-DNA fragmantasyonu
korelasyonunu destekler niteliktedir.

Rutin uygulamada sperm DNA biitiinliigiinii deger-
lendiren testlerin kullanimina yonelik data yetersizdir.
Yapilan ¢aligmalar tedavi sonuglarini belirleyici nite-
likte degildir. Belirsizligin nedeni; ¢alismalarin ¢ogu-
nun level 2 seviyesinde olmasi, 6rnek sayilarinin kisit-
I1 olmasi, degisken hasta populasyonunun degerlendi-
rilmis olmasi, kadin faktoriiniin kontroliiniin eksik
olmasi, metodlarin farkliligi ve zayif istatistiksel me-
todolojilerdir*®.Olgu sayisimin diisiik olmasi ve klinik
sonuglarin degerlendirme kapsaminda olmamasi bu
¢aligmanin limitasyonlar1 olmakla birlikte, infertilite
etiyolojisi ayni olan hasta grubuna bakilmis olmasi,
oosit kalitesinin standardize edilmesi ve iki yikama
metodunun sibling oositlere uygulanmasi sayesinde
olas1 kadin faktoriiniin sonuca olumsuz etkisinin ekar-
te edilmesi ¢aligmanin olumlu yonleridir.

Sonug olarak MACS yodntemi dansite-gradient yonte-
mi ile kombine edildiginde sperm DNA fragmantas-
yon oranin1 ve DNA fragmantasyonu ile korelasyon
gosteren niiklear vakuol igeren sperm oranmni azalt-
maktadir. Bu yontemin fertilizasyon, implantasyon ve
klinik gebelik basarisina etkisi fertilizasyonu gergek-
lestirecek spermin dogal segiliminin s6zkonusu oldu-
gu IUI ve IVF uygulamalarinda daha etkin olacagi,
ICSI sikluslarinda DNA biitiinliigii bozulmus spermle-
rin eliminasyonunun fertilizasyon basarisin1 ve embri-
yo kalitesini etkilemedigi sonucuna varilmigtir.
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