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ERKEK UREME SAGLIGI

Sperm DNA fragmantasyonu, hiperaktivasyonu ve hyaliironan
baglama yetenegi in vitro fertilizasyon ve intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonunda fertilizasyon ve embriyo gelisimi icin tahmin ettirici

faktorler midir?
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Konvansiyonel in vitro fertilizasyon (IVF) y&ntemiyle
karsilastirildiginda intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) 6zellikle kétli semen drnekleri olan hastalarda daha
yiksek bir fertilizasyon orani saglar. Ayrica ICSI total fer-
tilizasyon basarisizligindan (TFF) korur. Buna ragmen ICSI,
konvansiyonel IVFden daha invaziv bir inseminasyon
yontemidir ve spermatozoanin dogal seleksiyonunu at-
lar. Cogu infertilite kliniginde oosit inseminasyonunda IVF
yoénteminin mi ICSI yénteminin mi kullanilacaginin karari
spermatozoa konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisinin
g6z énlinde bulunduruldugu klasik semen analizine daya-
nir. Buna ragmen bu degerlendirmenin tanisal duyarlilig
dusiktir ve sadece bu li¢ parametrenin degerlendirilme-
siyle siklikla infertilitede erkek faktori taranmamis olur.
ispatlanml§ erkek kaynakl infertilitenin oldugu erkeklerin
yaklasik %15’inin spermiyogramlari normaldir. Spermato-
zoanin fonksiyonelligini degerlendirmek icin cesitli ilave
laboratuar testleri gelistirilmistir. Bunlarin arasinda sadece
hyaluronan baglama yetenegi (HBA), sperm DNA frag-
mantasyonu (Halosperm) ve spermatozoa hiperaktivas-
yonu testleri basit ve ayni semen 6rneginin oosit insemi-
nasyonu icin kullanilabilecegi sekilde yeterince hizlidir.

Bu calismanin amaci bahsedilen sperm fonksiyon test-
lerinin konvansiyonel IVF ve ICSI'da sperm fertilizasyon
yeteneginin dngorilmesinde, tanisal degerinin degerlen-
dirilmesidir.

Bu amagla, IVF-ICSI ile ilk ya da ikinci kez infertilite te-
davisi olan 133 cift calismaya dahil edilmistir. Kadinlar 37
yasinin altinda olup hicbirinde endometriosis, polikistik
over veya polikistik over sendromu yoktu. Daha énce hafif
erkek faktorli infertilitesi olan (dogal ejekulattaki sperm
konsantrasyonunun 5x10° /ml’'den yliksek 15x10°/ml’'den
distk oldugu ve motil sperm oraninin %25'den ytksek
%40’dan disiik oldugu) ciftler calismaya dahil edildi. Sti-
milasyon protokolii GnRH agonist/GnRH antagonist ve

rekombinan folikil stimiilan hormon/human menopozal

gonadotropin kombinasyonu seklindeydi. Ortalama foli-
kil cap1 18 mm’nin Gstlinde olan hastalara hCG uygulandi.
hCG enjeksiyonundan 35-36 saat sonra folikiiler punc-
ture ve oosit toplanmasi islemi uygulandi. Sperm motili-
tesi dogal ve yikanmis semen 6rneklerinde Sperm Class
Analyzer ile SCA 5.0 software versiyon kullanilarak deger-
lendirildi. Dogal semenden sperm morfolojisi Tygerberg’s
strict kriterleriyle degerlendirildi ve kesitler Papanicolaou
teknigiyle boyandi. Yikanmis spermlerin morfolojik 6zel-
likleri Cell-vu prestained kesitleriyle degerlendirildi. Motil
sperm kolloidal dansite gradiyenti kullanilarak %80’in 2
ml’si ve %40’1n 2 ml’'si tabakalariyla secildi. Semen volu-
mu gradiyentin st tabakasina eklendi ve tipler 20 dakika
600 xg de santrifige edildi. Supernatan ayrildi ve pellet
3ml sperm hazirlama ortamiyla tekrar suspanse edildi ve
600 xg de 10 dakika santrifiij yapildi. Supernatan tekrar
uzaklastirildi ve pellet 0.5 ml taze medyuma yerlestirildi
(37 C ve 30 dakika). Ust tabaka ayrildi ve hazirlana semen
ornegi IVF ve ICSI metotlarinda oosit inseminasyonu icin
veileri analizler icin kullanildi. DNA fragmantasyonunun
degerlendirilmesi Halosperm kit kullanilarak yapildi. Di-
stk erime noktall agarozun Epandorf tipteki jellesmis sivi
kismi 4 dk mikrodalgada bekletildi, sonra 37 C su banyo-
suna alindi. 5 dk inkiibasyondan sonra semen 6rneginin
25 ml'si Epandorf tipe eklendi ve agarozla karistirnld.
Bu karisimin 25 plsi kesitlerin lizerine pipetle verildi ve
22x22 mm lamelle kaplandi. Kesitler 4 C soguk plaklara
5 dk yerlestirildi. Lamel kaldinhp asit solisyonda 7 dk
bekletildi. Kesitler 25 dk 10 ml lizin soltisyonuna daldirildi.
Distile suyla 5 dk boyunca yikandiktan sonra etanol artan
konsantrasyonlarinda dehidrate edildi, havada kurutuldu
ve opak kapali kutularda oda sicakliginda saklandi. Parlak
alan mikroskopisiicin kesitler Wright boyama sollisyonu ve
fosfat tampon sollisyonu karisimiyla kaplandi (20-25 dk).
Daha sonra kesitler suyla yikandi ve kurutuldu. Mikrosko-

bun 200 objektifinde her érnekte en az 500 sperm skor-
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landi. Cok kiiciik halkali, halkasiz spermler degrade sperm
hicreleri gibi fragmante DNA iceriyor olarak degerlendi-
rildi. Hiperaktivasyon analizi, SCA kullanilarak yapildi. SCA
ile asagidaki hareket parametreleri Sl¢uldi ve istatistiksel
analizde kullanildi. Lateral bas yerlesim bozuklugu (ALH),
capraz carpma sikhgi (BCF), kurvilineer hiz (VCL), diiz hat
hizi (VSL), ortalama yol hizi (VAP), dogrusallik (LIN). Hipe-
raktif spermatozoa su parametrelerle tanimlanmistir: ALH
2 5um, LIN < %60, VCL 2 100um/s. Yikanmis semende-
ki spontan ve indiklenmis hiperaktif sperm ylizdesi he-
saplandi. Hiperaktivasyon HAmax reagent ile induklendi.
Hyaluronan baglama yetenegi olan sperm ytizdesi séyle
belirlendi: 10 pl semen HBA ¢emberine eklendi. Cell-Vu
1zgara lamel eklendi. 15 dakika inkiibasyon sonrasi bag-
lanmamis ve baglanmis hareketli spermler sayildi. Ayni ka-
redeki enaz 200 sperm yada 100 kare sayildi. Motil hare-
ketli spermin toplam baglanmis ve baglanmamis hareketli
sperm sayisina béliinmesiyle ytizde elde edilmistir.

IVF sikluslarinda fertilizasyon orani ve embriyo kalitesi
ile sperm DNA fragmantasyonu arasinda negatif korelas-
yon saptanmustir. Fertilizasyon orani ile hyaluronan bagla-
ma yetenegi veya indiklenmis hiperaktivite arasinda po-

zitif korelasyon bulunmustur. Diistk fertilizasyon oranli IVF
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sikluslarindaki semen érnekleri (grup 1) yuksek fertilizas-
yon seviyesi olan grupla (grup 2) karsilastinldiginda ista-
tistiksel olarak belirgin yliksek sperm DNA fragmantasyo-
nu ve disik hyaluronan baglama yetenegi ile karakterize
bulunmustur. ICSI sikluslarinda sperm fonksiyon testle-
riyle fertilizasyon orani ve embriyo kalitesi arasinda iliski
bulunamamistir. Halosperm test, HBA test ve indiklenmis
hiperaktivite IVF'de oosit fertilizasyonunda sperm yetene-
ginin éngorilmesinde kullanishidir ve IVF ve ICSI i¢in uy-
gun semen oOrneklerinin belirlenmesinde yardimcidir.
Sonug olarak her ¢ fonksiyon testi, konvansiyonel
IVF sonrasi fertilizasyon orani tahmin etmek icin yararl
araclardir. Bu testler, sperm fonksiyonalitesinin analizi icin
oldukga basit ve glvenilir yontemlerdir. Ayrica, tim Ug
fonksiyon testin sonuglari 2 saatten kisa siire icinde elde
edilebilir. Bu testler IVF icin semen analizinin rutin bir par-
casi olabilir. Clinkl oosit inseminasyonu icin IVF ya da ICSI
karan verilmesi asamasinda yardimci olacaklardir. Halos-
perm testi, embriyo gelisimi sonuclarinin dngoérilmesinde

yararhdir.
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