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OZET

Diizcii, O. Yeni Sperm Segcme Teknigi Olan Mikrogip Yénteminin Embriyo
Kalitesi Uzerine Etkisi, Yeni Yiizyil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Klinik

Embriyoloji Programi. Yiiksek Lisans Tezi, istanbul, 2018.

Genel Bilgiler ve Amag; ICSI uygulamalarinda kullanilan spermlerin DNA bUtlnlagua
¢ok onemlidir. Bu amagla cgesitli sperm izolasyon yontemleri gelistirilmistir. Swim-up
ve yogunluk gradient yontemi bunlardan biridir. Son yillarda spermleri fizyolojilerine
goOre ayiran bir yontem olan mikroakiskan ¢ip yonteminin klinik sonuglari hentiz tam
olarak aydinlatimamistir. Bu nedenle bu caligmada mikroakiskan ¢ip yontemi ile

ayrilmis spermlerin ICSI sonuglarinin incelenmesi amacglanmigtir.

Gerecg ve Yontemler: Bu calismada erkek faktoru olan 290 ICSI olgusunun gradient
(100) ve mikroakigkan c¢ip (190) sperm secimi uygulanmis ve gebelik sonuglari elde
edilmistir. Olgularin bazal hormon dlzeyleri kaydedilmis, semen analizi WHO 2010
kriterlerine gére yapilmistir. istatistik degerlendirme SPSS 20 istatistik paketi yardimi
ile yapilmig, student’s T-testi uygulanmigtir. p degeri <0,05 ise anlaml olarak kabul

edilmistir.

Bulgular: Mikroakigskan ¢ip yontemi ile sperm izolasyonunun yogunluk siralayicisi
(dansite gradient) yontemine gore daha fazla sayida blast asamasinda normal
embriyo (p=0,005), daha fazla sayida 3. ginde duraklamis embriyo gelistirdigi
(p=0,002) ve daha yuksek oranda gebelik elde edilmedigi goruimustur (p=0,342).

Tartisma: Mikroakiskan ¢ip yonteminin klinik basarisinin ¢cok merkezli ve farkli hasta

gruplarinda denenmesi ve sonuglarinin degerlendirilmesi dnerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: ICSI, sperm sec¢imi, swim up, gradient siralama, mikrogip.

Xl



ABSTRACT:

Duzcu, O. The Effect of Microchip Method in which Newly Developed Sperm
Selection Technique on Embryo Quality. Yeni Yuzyil University Medical Sciences

Institute, Clinical Embryology Program. Master’s Thesis, Istanbul, 2018.

Aim of the Study and Purpose: DNA integrity of sperm used in ICSI applications is
very important. For this purpose various sperm isolation methods have been
developed. Swim-up and density gradient method are two of them. Clinical results of
microfluidic chip method, which is a method which differentiates according to sperm
physiology in years, has not yet been fully elucidated. For this reason, it is aimed to

investigate ICSI results of sperm separated by microfluidic chip method in this study.

Material and Methods: In this study, gradient (100) and microfluidic chip (187)
sperm selection were applied to the male factor 290 ICSI case and pregnancy results
were obtained. Baseline hormone levels of the cases were recorded and seminal
analysis was performed according to WHO 2010 criteria. Statistical evaluation was
performed with the help of SPSS 20 statistical package and student's T-test was
applied. A p value <0.05 was considered significant.

Results and Discussion: The microfluidic chip method showed more embryos at the
blast stage (p = 0,005), more arrested embryos at the blast stage (p = 0,002), and no
higher pregnancy rate than the density gradient method of sperm isolation ( p =
0.342). It is recommended to evaluate the clinical success of the microfluidic chip

method in multicenter and different patient groups and to evaluate the results

Key Words: ICSI, sperm selection, swim up, gradient sorting, microchip.

X



1. GIRIS

Yardimla Ureme yontemlerinin yaygin olarak kullaniimasina ragmen, canli
dogum oranlari hala istenilen seviyede olmadigi bilinmektedir (1). Gunumuizde
spermin sadece erkek genlerini embriyoya nakletmek gibi bir islevi olmadigi,
fertilizasyonun erken asamalari, implantasyon ve daha ileri yasam evrelerinde de
etkilerinin oldugu goésterilmektedir (2,3). Yardimla Greme ydntemi kullanilan tedavi
dongulerinde basarinin saglanmasi kaliteli gametlerin secilmesi ile mumkun
olmaktadir. lyi kaliteli spermin seciminde, hala klasik yontemler kullanildigi gibi gok
gelismis yeni yontemler de mevcuttur. Rutin sperm hazirlama tekniklerinden olan
dansite gradyent santrifigasyon (DGS) ve yuzdirme yodntemleri (swim-up) hali
hazirda yardimla Ureme iglemlerinde kullaniimaktadir. Bu yontemlerde spermler,
sedimantasyon ya da migrasyon temeline dayanarak secilmektedir (4). Bu
yontemlerle spermin motilite ve morfoloji 6zelliklerine gore segim yapilmaktadir (5).
Bununla birlikte bu yontemler ile spermin DNA butunlugu, kromatin kondansasyonu,
apopitotik 6zellikleri, ultra morfolojik yapisi gibi 6zellikleri tespit edilememektedir.
infertilite tedavisi sirasinda bu &zelliklerin  belirlenerek sperm  segiminin
gerceklestirimesi bliyuk 6nem tagimaktadir. Batin bu nedenlerle yeni sperm seg¢im

yontemlerinin gelistiriimesine gereksinim duyulmaktadir.

ileri erkek faktdrli olgularda ICSI  uygulamasi yogun bir sekilde
kullaniimaktadir. Fakat DNA hasarli spermler kullanildiginda sadece fertilizasyon
degil, embriyo gelisimi, implantasyon ve gebelik oranlari dismekte, abort oranlari
artmakta ve dogan bebeklerde ciddi genetik sorunlar gozlenebilmektedir (6-9).
Yardimla Ureme teknolojisi basari oranlari son vyillarda 6nemli Olgude artmigtir.
Ancak, blyik ilerlemelere ragmen, YUT tedavileri hala %50 basari oranlarinin
Uzerine ¢ilkamamaktadir. Erkek faktorlii olgularda YUT'nin basarisindaki gelismeler
sperm kalitesi ile yakindan iligkilidir. Sperm anormalligi, disik sperm sayisi ve
motilite, sperm hucrelerinin oositi dolleme yetenegini bozmaktadir (10). Bu nedenle,
fonksiyonel olarak normal sperm igin yeni segim araglarinin tasarimi, YUT tedavisi
sirasinda fertilizasyon ve hamilelik olasiligini arttirmak igin uygun bir strateji
olabilmektedir.



Sperm segiminde ana amag, nukleer anormallikler ve DNA hasari ile
spermatozoa yuzdesini 6nemli dlgide azaltarak; canli, hareketli ve morfolojik olarak
saglam olan spermleri se¢mektir. Ylzdurme ve dansite gradyen santrifUjleme
teknikleri de dahil olmak Uzere geleneksel sperm secim teknikleri, YUT tedavisi
sirasinda sperm seg¢imi i¢in en yaygin olarak kullaniimaktadir. Yuzdurme metodu,
duguk yogunluklu bir hareketli sperm uretirken, gradyan yogunluklu santrifujleme
teknigi, yogunluguna bagli olarak sperm hucrelerini segebilmektedir. Bununla birlikte,
santrifijleme sperm canhli§i Uzerinde zararli bir etkiye sahiptir ve sperm DNA
fragmantasyonu ile sonuglanabildigi ileri sirilmektedir (11). Onceki calismalar,
dansite gradyan santrifujunin, DNA hasari ve DNA fragmantasyonu ile sperm
yuzdesini onemli Olgude azalttigint ve daha ylksek mitokondriyal membran
potansiyeline sahip daha canl sperm segimine yol agtigini bildirmistir, ancak normal
kromatin kondansasyonlu sperm ylzdesi, ylzdikten sonra 6nemli 6l¢cide daha
dusuk oldugu gosterilmektedir (12-15). Son yillardaki galismalar, yogunluk gradyan
santrifujleme tekniklerinin kullaniminin, sperm DNA fragmantasyonunu azaltmadigini
bildirmektedir (11). islevsel olarak normal sperm seciminde hangi yéntemin ustiin
oldugu konusunda bir fikir birligi bulunmamaktadir. ileri sperm secim tekniklerinin
geligtiriimesi ile yiksek DNA buttinligune sahip olan, maturasyonu yuksek ve yapisal

olarak saglam spermin secilme sansini artirabilecegi dusunulmektedir.

Mikroakigkanlar, cesitli arastirma alanlarinda ve klinik uygulamalarda yaygin
olarak kullaniimakta ve YUT'li gelistirmek icin alternatif bir sperm siralama yontemi
olarak uygulanabilmektedir. Mikroakiskan sperm siralama cipinin temel dusuncesi,
fertilizasyon ve gebelik olasiligini artirmak igin en hareketli ve fonksiyonel olarak
normal spermi toplamaktir. Bununla birlikte, mikro-akiskan sperm seciminin YUT
dongulerinde gebelik sonuglari Uzerindeki etkisini degerlendirmek igin yeterli veri

bulunmamaktadir.

Bu retrospektif galisma, spermatozoalarin geleneksel gradyan temelli santrifQj
teknigi veya mikroakigkan sperm secgimi kullanilarak segildigi durumda YUT

sikluslarinin klinik sonucunu degerlendirmek igin tasarlanmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Semen Analizi

Diinya Saglik Orgiti’niin énerisine gore bir erkegin semen profiline karar vermek
icin her biri arasinda 7 gunden az ve 3 haftadan uzun olmamak tzere en az 2 6rnek
incelenmelidir. Ornekler alinmadan énce erkek 48 saatten kisa ve 7 glinden uzun
olmamak Uzere cinsel perhizli olmalidir. Yapilan bu analizler sonuglarina bakildiginda

cok fazla fark olursa analizler tekrarlanmalidir (15).
Sperm Dansitesi/Konsantrasyonu Olgiimii; Hemositometrik Yontem

10 yl semene 190 pl distile su veya metilen mavisi ile (%1-2) karistiriimis %1
formalin koyulur. 2-3 dakika yerlesmesi beklenir ve merkezdeki karelerden 5 kare (4
kése 1 merkez) sayilir (Sekil 1). Sayilan hiicre x10° = sperm konsantrasyonu/ml
bulunur. WHO 2010 kriterlerine gére semende bulunan spermlerin
konsantrasyonlarinin  dlgimlerinde hemositometrik yontemin tercih edilmesi

onerilmektedir (15).

Sekil 1: Neubauer Kamerasinda Sayma Alanlari



2.2 Sperm Morfolojisinin incelenmesi

Kruger Kriterlerine Dayali Morfolojik (Sekilsel) Degerlendirme (WHO,2010)
(15)

Sekil 2’de goruldigu gibi, normal ve normale yakin morfolojiye sahip sperm
hicrelerinin - secilmesi, infertilite tedavisinde son derece ©Onemlidir. Semen’in
morfolojik degerlendirmesinde Kruger kriterleri goz 6nunde bulundurulmaktadir. Bu
kriterler ile bas, akrozom, cekirdek, boyun, kuyruk ve orta parga anormalikleri
degerlendiriimektedir (16,17). Diff quick, hematoxylin veya Giemsa boyalari ile
boyanan spermler immersion yagi ile 100x objektifde incelenir, akrozom ve nukleus
anomalileri ile orta kisim ve kuyruk anomalileri sayilir, yaklagik 200 sperm sayilarak
normal morfoloji orani elde edilir. 2010 Dinya Saglik Orgtl verilerine gére % 4 ve

Uzeri normal sperm tasiyan semen ornekleri morfolojik olarak normal kabul edilir.

Spermlerin Morfolojik Olarak Degerlendirmesinin Diff Quick Boya ile Boyanma
Prosediirii (WHO 2010)(15)
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Sekil:2 Kruger Kriterlerine Gore Sperm Morfolojisinin Degerlendiriimesi (15)



Semen 6rnedi homojenize edildikten sonra 20 mikrolitresi lam’a ince bir film

tabakasi seklinde yayilir ve oda isisinda kurumaya birakilir. lyice kuruduktan sonra

sirasi ile;

1.Fiksatif 15 saniye
2. Hizli boyama ¢ozeltisi 1 10 saniye
3. Hizli boyama ¢ozeltisi 2 5 saniye

4. Akan musluk suyunda fazla boyayi atmak igin lam tersinden 10—15 kez yikanir.

Her asamada lamlar emici filtre kagidi Gzerine dikilerek fazla ¢oézelti akitilir.En son
asamada’da musluk suyunda yikandiktan sonrada emici filtre kagidi Gzerine dikilerek

fazla suyun akmasi ve oda i1sisinda kurumasi saglanir.

Boya Setinde Bulunan Reaktifler

1. Diff-Quik Hizli Boyama Kiti icindekiler:
a) Fiksatif reaktifi (metanol iginde ¢ézinmus triariimetan boyasi);
b) Boyama c¢ozeltisi 1 (eozinofilik ksanten)
c) Boyama ¢ozeltisi 2 (bazofilik tiazin).

2. Fiksatif: 1000 ml % 95’lik metanolde ¢d6zinmus 1,8 mg tirariimetan (istege badli

olarak ilave edilir).

Tablo 1: Semen Analizi Referans Degerleri Diinya Saglik Orgiti (WHO 2010) (15)

Semen Parametresi En disiik Referans
Semen volumi (ml) 1.5
Sperm konsantrasyonu (10°/ml) 15
Total sperm sayisi (10%/ejakiilat) 39
Progressive motilite (PR, %) 32
Total motilite (PR +NP, %) 40
Vitalite (canli spermler, %) 58
Sperm morfolojisi (NF, %) >4
pH* >[=7.2
Lokosit* (10°/ml) <1




2.3 Sperm Hazirlamada Yogunluk Siralayicisi (Gradient) Yontemi

Anormal spermler ile 6lU hicrelerin ara fazlarda kalabilmesi ve normal hareketli
spermlerin dibe ¢Okmesi prensipine dayanmaktadir. Gradient PVP ve silika
partikulleri iceren sperm igin fizyolojik sayilabilecek bir solisyonda hazirlanmis
degisik yogunluktaki preparatlardir. Tabakalar hazirlanirken en yogun olan her
zaman en allta olacagindan normal spermde santrifij sirasinda bu en yogdun
tabakaya go¢ eder ve sediment olusturmaktadir. Semende bulunan diger bilesenler
ve anormal spermler yogunluk farkindan dolayi ustte kalir ve bdylece saglikli sperm
ejakulattan ayrilmis olmaktadir. Gradient yontemi semende hareketli sperm/toplam
say! oraninin duguk oldugu, sperm disi hucre sayisinin yuksek oldugu durumlarda ve
teratozoospermi olgularinda 6zellikle kullanilmaktadir. Rutin kullanimda iki tabakali
gradient kullanimi yeterli olmaktadir. Gradient yontemi mutlaka konik tabanl tip
kullanarak yapilmahdir. Gradientten sizlilen spermin konik tlpun tabaninda

olusturacagi ¢okelti bdylece gdézlenmektedir.

Hastadan alinan 6rnek 60 dakika kadar oda isisinda sivilagsmaya birakilir.
Semenin bulundugu kabin agzi agik olmamalidir. Bu sure zarfinda arada sirada kap
calkalanip 1s1ga tutularak sivilagip sivilasmadigi gézlenmelidir. Ejakulat tamamen sivi
hale gelmelidir ve igersinde lifimsi partikdller izlenmemelidir. Eger 60 dakika
suresinde sivilasma olmadiysa dereceli pipet ile ejakulat yavasca cekilip birakilarak
sivilagsmasina yardimci olunabilir. Ejakulat bu islemlere ragmen sivilasmadiysa
inkUbatorde biraz bekletmek sivilasmayi kolaylastirabilir. Bazen eger ejakulat ¢ok
viskoz ise sivilagsmayabilir. Boyle durumlarda ise ejakulat kabina bir miktar HEPES ya
da bikarbonat tamponlu medium eklenerek buylk hacimli pipetle pipetleme islemi
tekrardan yapilabilir. Ejekulat'tan 2-3 ml gradyen katmanlarinin Uzerine yavasca
konur ve 1500-2000 rpm de 10-15 dakika santriftjlenir. Ust faz ve ara faz atilir, dipte
kalan c¢okelti birakilir. Cokelti Uzerine 2 ml HTF solUsyonu koyularak santrifijleme
islemi tekrarlanir. Bu iglem iki kez yapilir. Yikanmig spermlerin Uzerine 0.5 ml HTF
solUsyonu koyularak sperm suspansiyonu elde edilir.



! i Centrifugation for 20 minutes ! i
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Sekil 3. Sperm Hazirlamada Gradient Yénteminin Cizim ile Gdsterilmesi (18)

Kullanilan Mediumlar: Dansite gradient yonteminde genellikle iki tabakali
gradient teknigi uygulanir. %45’lik ve %90’lik dan olugan 1 ml’lik iki tabakali sistem
(her biri 0.5ml hacimli) hazirlanir. Ust tabakayi %45'lik, alt tabakayi ise %90’lik saf

gradient olusturur.

Gradientler uygulama gunu hazirlanir. %100’l0k saf gradientten dilisyonlar
hazirlanmadan 6nce +4°C’den cikarilir, kullanilacak miktarda alinarak, steril falcon
konik (Falcon 2095) tuplere bolunur ve oda sicakhdina avug igine alinarak gelmesi
saglanir. Oda sicakligina gelen puregradient 0.22um’lik filtrelerden gecirilerek steril

edilir. Dilisyonlar Sperm Buffer (AllGrad Wash) kullanilarak yapilir.

Sperm Buffer: 5mg/ml HSA igceren Hepes ile tamponlanmis kiltir mediumu.
Albumin spermatazoayi reaktif oksijen tlrevlerinden korurken, Hepes atmosferik
ortamda pH’yi islem i¢in uygun degerde tutmaya yarar. AllGrad Wash (LifeGlobal) bu
islem icin kullaniimaktadir.

Saf Gradient (Pure Gradient): %100’ luk stok AllGrad (LifeGlobal)
kullaniimaktadir.



Gradient’in Hazirlanmasi: Dilisyon miktarlari glnlik olarak hasta sayisina ve
yapilan isleme gore hesaplanmaktadir. Genellikle ejakulat ornekleri iki tupe esit
bolinerek igleme alinir. Bu nedenle hasta basina en az 2mllik dilusyonlarin

yapilmasi gerekmektedir.

Ust Tabaka: %45 ’lik tabaka, 4,5ml'lik %100’lik stok PureGradient ile 5.5 ml
Sperm Buffer (AllGrad Wash) karigtirilir.

Alt Tabaka: %90 'hk tabaka, 9ml'lik %100’lUk stok PureGradient ile 1ml Sperm
Buffer (AllGrad Wash) karistirilr.

Uygulama: Hastanin érneginin hazirlanmasinda kullanilan tim tlpler en az iki
belirtecin oldugu etiketler ile etiketlenmelidir ( Orn: hasta protokol numarasi, hastanin

adi-soyad).

Hasta Ornegi iki tipe konur, her tip Uzerine 1’er ml yikama sollsyonu
konularak homojen hale getirilir. Bu sUspansiyon, daha 6énce 5 ml (Falcon 2003)
tiplerde 0,5’er ml olarak hazirlanmis iki katmanl Pure Sperm gradienti Gzerine yavas
yavas bir tabaka olusturacak sekilde vyerlestirilir. Spermatozoanin kag¢ gradient

PureSperm’e maruz birakilacagina su kriterlere gore karar verilir:
Tekli Gradient (%80): Total sperm sayisi <1 x 10°

Ikili Gradient (Asagidan yukariya %90, %45): Total sperm sayisi 1-5 x 10°

arasinda ise

Uglii Gradient (Asagidan yukariya %90, %70, %50): Total sperm sayisi >5 x
10° veya cok fazla debri iceriyorsa 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Bir pastér
pipeti kullanilarak en asagida bulunan %90’lik PureSperm tabakasina ulasilir. Bu
tabakaya pipet ile girildigi anda bir hava kabarcidi verilir. Boylece %90’lik Percoll
tabakasinin sectigi kisma, Ust tabakalardan herhangi bir karisma olmasi engellenmis
olur. TUpun zemininden pellet ve gradient (%90) birlikte 0.2-0.4 ml kadar aspire edilir,
4 ml sperm yilkama mediumu igeren (Falcon 2095) tlipe aktarilir. Ayni igslem diger tip
icin de yapilr. 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edilir. Supernatant (Falcon 2001) tip
icine ayrilir, bu tap atilir. Her iki tipe 4’er ml sperm yikama mediumu eklenir. 5 dakika

1500 rpm’de santrifij edilir. Supernatant (Falcon 2001) tap igine alinir, bu tap atilir.



Pellet 500 pl sperm yikama mediumu ile resUspanse edilir. 30 dakikalik

inkibasyondan sonra intra uterin inseminasyon icin kullanilir.

Yikama Solusyonlarinin Hazirlanmasi: Likefaksiyon sonrasi 6rnek Sperm
Buffer ile karistirllarak homojenize edilir. Sperm Buffer +2-8 °C ‘de buzdolabinda
tutulur ve iglemden bir gin evvel vaka basina yaklagik 10ml olacak sekilde 25 cm?
flasklara (Falcon 353014) konur ve 37 °C’ye i1sinmasl i¢in adzi kapali sekilde
inkibatore kaldirilir.

Sperm Buffer: Smg/ml HSA igeren Hepes ile tamponlanmig kaltir mediumu.
Albumin spermatazoayi reaktif oksijen tlrevierinden korurken, Hepes atmosferik
ortamda pH’ 1 islem igin uygun degerde tutmaya yarar. AllGrad Wash ( LifeGlobal) bu

islem icin kullaniimaktadir.

2.4. Mikroakiskan Yontemi ile Sperm izolasyonu

Microfluidic Chip —_—

Lammnar flow

.‘k]mli;lj
\“‘-‘,___f"

~~a» 1\ [otile sperm
: —< Dead sperm

Figure 2: The schematics of multiple channel microfluidic chip. The motile
sperms would be sorted either with random swimming direction by laminar

flow.

Sekil. 4. Mikroakigkan Yontemi ile Olusturulmus Lam Tasarimi (19)

Mikroakigkan siralama (SCMS) sistemi semada gosterilmistir. Sekil 4’ de
goraldugu gibi, mikrogip etkili sperm siralama igin farkl kanal uzunluklarina sahiptir.
Kanal girigleri ve c¢ikiglari i¢in olgek cubuklart 1 cm' dir. Hareketli normal spermler

toplanarak ICSI i¢in kullaniimaktadir.



2.5. ICSI Uygulamasi Ve Embriyo Takibi

ICSI iglemi inverted mikroskoba adapte edilmis Hoffman modullasyonu
kullanilarak 37°C 'de X 400 bayutme kullanilarak yapilmaktadir. ICSI petrisi dnceden
hazirlanarak 37°C ’de ICSI kabi igerisinde ve yine mikroskop ve tutucu ve enjeksiyon
pipetleri manuel olarak kullanilarak mikroskop tablasinda gercgeklestiriimektedir.

Hepes tamponlu ICSI mediumu bu amagla kullaniimaktadir.

Mikroenjeksiyon isleminde morfolojik olarak normal gérinimli motil spermler
segilir. Secilen spermler, ICSI pipeti kullanilarak PVP igerisinde spermlerin kuyruk
kismi hasarlanarak immobilize edilir. Daha sonra herbir sperm hicresi oosit
stoplazmasi icerisine enjekte edilir.  Fertilizasyon ve embriyolarin degerlendiriimesi
ASRM, ESHRE ve ALPHA kriterlerine gore yapilir (20).

Mikroenjeksiyon isleminden sonra birinci gin sabahi 16-18 saatlerde déllenme
kontrolleri yapilir. Embriyolar transfer edilecekleri ya da dondurulacaklari giine kadar
4.gun hari¢ diger gunler kontrol edilir. Embriyolarin ilk 3 gunlik gelisimlerinden
fertilizasyon, 2.gun, 3. gin ve 5. gin embriyo degerlendirmeleri blastomer parlakligi,

esitligi ve fragmantasyon durumuna gore yapilir.
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3.GEREG VE YONTEM

Bu calismada Acibadem Maslak Hastanesi IVF Merkezine basvuran ve 2016-
2018 yillarinda ICSI uygulanan 200 erkek infertilite tanili giftin ICSI uygulamasinda
standart dansite gradient ve mikroakiskan yontem ile segilmis spermlerin
kullaniimasinda embriyo gelisim ve gebelik oranlari retrospektif olarak incelenmisgtir.
Calisma Acibadem Universitesi Etik Kurulu tarafindan kabul edilmistir ( 2018-8/1).

Calismada semen analizleri WHO 2010 kriterlerine gore uygulanmigtir (15).
Semen orneklerinin hazirlanmasi sirasinda 20 ul'lik yaymalar yapilarak bir preparat
alkolde fikse edilmis, alkolde fikse edilmis preparat Diff Quick boyasi ile boyanmistir.
Diff quick sonuglari WHO 2010 kriterlerine gore ve Kruger kesin kriterlerine gore
degerlendirilmistir (WHO Laboratory Manual for semen analysis, 2010). Sperm
hazirlama yogunluk gradyen teknigine ve mikroakigkan yontemine gore yapilmis, 2
ml semen 2 ml HTF soludsyonu (Irvine Sci, USA) karistirilarak % 45 ve % 90 gradyen
(sil select,) Uzerine yayillmig, 2000 rpom de 10 dakika santrifijlenerek dipte kalan
¢cOkelti disinda kalan tabakalar atilmis ve c¢okelti Gzerine iki kez HTF solisyonu
konularak 1500 rpm de iki kez yikanmistir. Gradyen yontemi ile ayrilan spermler
uzerine 1 ml HTF (%10 serum ilave edilerek hazirlanmig) eklenmis ve 30-45 dakika
37°C de CO2 inkubatoérinde tutulmus ve ICSI uygulamasina hazirlanmistir. Embriyo
transferi sonrasi 14. gun BHCG testi yapilarak kimyasal gebelik, 12. hafta ise
ultrasonda fetal kalp atimi tespiti ile klinik gebelik saptanmistir. Calisma sonuglari

klinik gebelik pozitifligine gore degerlendirilmistir.

3.1. Mikroakigkan Sperm Siralama Cip

Sperm ayrnistirmasi igin steril bir mikro-pipet kullanarak, giris portundan
mikroakigskan sperm siralama ¢ipinin (Sekil 4) kanallarina 13 yL ayirma sollsyonu
yerlestiriimis ve daha sonra 2 uL sivilastiriimis semen Ornegi yavasgcga giris portuna
eklenmistir. Mikroakigskan sperm siralama cipinin medya c¢ikisina t ¢ikis portunda

toplam 2 pL hafif mineral yag konulmustur (19).

11



3.2. Istatistiksel Analiz

Analizler, Sosyal Bilimler igin istatistik Paketi, versiyon 24 (SPSS, Chicago, IL)
kullanilarak yapilmistir. Veriler ortalama + SD veya say! ve yuzde olarak rapor
edilmistir. Degiskenler normal dagilmis olup olmadiklarini belirlemek igin
Kolmogorov-Smirnov  testi  kullanilarak  arastinimistir.  Degiskenler  normal
dagildigindan, karsilastirma igin iki bagimsiz érnek t-testi kullaniimistir. Degiskenler
normal olarak dagilmamis ve bu nedenle ¢alisma ve kontrol gruplarini kargilagtirmak
icin Mann-Whitney U testi kullaniimistir. Uygun oldugunda Ki-kare ve Fisher’in kesin
testleri, gruplarin oranlarini kargilastirmak icin kullaniimigtir. Son olarak, kategorik
degiskenleri frekans tablolari seklinde karsilastirmak igin bir Ki-kare testi

kullaniimistir. Bir p degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmisgtir.
3.3. Kullanilan Malzemeler

Calismada kullanilan malzemeler, firma adi ve alindigi Ulkelerin bilgisi ile

birlikte Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2: Calismada Kullanilan Malzemeler, Firma Adi ve Alindigi Ulkeler

1 | Falcon Grubu Tamami B.D.Bionsciences ABD
Pipetler Tupler

2 | Single Step Medium Life Global ABD

3 | Sss Life Global ABD

4 | Nunc (150270-4well) Thermoscientific Danimarka

5 | Hamilton Enjektor Hamilton Company ABD

7 | Ependorflar Eppendorfgmbh Almanya

8 | Laminar Flow K System Danimarka
Micro Floudic Chips Koekbiotech Tarkiye

9 | Laminar Flow igindeki Olimpus Almanya
Mikroskop

10 | Mikromaniplator Narishigescientificint. Lab. Japonya

11 | ICSI ignesi Sunlight ABD

12 | incubabator Marka K System Hollanda
Model Vs O2 Kontrollu

13 | Santrifuj Thermo Danimarka

14 | Opu Toplama Seti Sarsted Gmbh Almanya

15 | Pastor Pipetler Heinzherenzmedi. Gmbh Almanya

16 | Sperm Wash Life Global ABD

17 | Pure Sperm Nidaconinernational isvec

18 | 200 Likpipetor Eppendorfgmbh Almanya

19 | 10 Mikrolitrelikpipetor Eppendorfgmbh Almanya

20 | Steril Sperm Toplama Falcon ABD
Kabi

21 | Opu Toplarken Isolablab. Gmbh Almanya
Kullanilan Pipet Puari.

22 | Mini inkubator Labotec Almanya

23 | Makler Kamerasi Sefimedical Israil

24 | Sperm Sayiminda Olympus Almanya
Kullanilan Mikroskop

25 | Hyalurinidase Irvine Scentific ABD

26 | Pvp Irvinescentific ABD

27 | Ol Irvinescentific ABD

28 | 150 mikrolitrelik Research Instruments ingiltere
Denudasyon (Ayiklama
Pipeti)

30 | Transfer Kateterleri CooperSurgical Fertility ABD

Companies
31 | Steril Eldiven Beybi Plastik Tarkiye
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4. BULGULAR

Bu calismada 287 olguda yapilan istatistiki degerlendirme sonucunda

asagidaki bulgular elde edilmistir (Tablo 3).

Toplam 287 ICSI dongusu analiz edilmigtir. Her iki grubun erkek ve kadin yasi
ve infertilite tipi acisindan benzer oldugu goérlilmastir (Tablo 3). Perm
konsantrasyonunun mikroakiskan ayirma yonteminde daha dusuk oldugu halde,
sperm motilitesinin daha yuksek oldugu, ayirma islemi sonrasi degerlerin ise
mikroakigkan yontem lehine istatistiki anlamli yUksek oldugu goérulmuastur (p=0,005,
tablo 4). iki grup arasinda fertilize oosit sayisinin mikroakiskan yénteminde daha
yuksek oldugu (p=0,001), 2. glin 4 blastomerli embriyo, 3. glin 8 blastomerli embriyo
sayisi ve 5. gun blastokist sayisinin mikroakigkan yonteminde daha yuksek oldugu
gorulmustar (Tablo 4, p=0,017,p=0,002,p=0,005). Mikroakiskan yonteminin daha iyi
embriyo geligtirmesine karsin klinik gebelik oranlarinin benzer oldugu anlagiimigtir
(Tablo 5, p=0,342).

Tablo 3: Gruplarin Ozellikleri

Mikroakigkan Sperm Ayirici Cip | Dansite-Gradient ayirma (n=100) | P Degeri
(n=187)
Kadin Yasi 32,3545,08 33,4245,43 0,097
Erkek Yasi 36,3815,79 36,0416,57 0,12
infertilite Tipi
Primer 81,7% 80,8% 0,9
Sekonder 18,3% 19,2%
infertilite Siiresi 503 + 3,48 6,13 + 4,1 0,048
Viicut Kitle indeksi 25,63+12,27 25,01+11,12 0,456
Bazal FSH (IU/L) 6,69+2,4 7,31+1,99 0,34
Bazal E2 (pMol/L) 46,12+12,27 45,69+14,29 0,24
Bazal LH (IU/L) 5,57+3,87 6,2+3,13 0,38
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Tablo 4. Sperm Oosit Ozellikleri ve Embriyo Gelisimi

Sperm segimi n Ortalama Std. Sapma p*

Dansite-Gradient ayirma 101 3,10 1,24

Semen Volim 0,140
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 189 2,89 1,04

Sperm Dansite-Gradient ayirma 101 53331683,17 31504735,93 0.016

Konsantrasyonu sixroakigkan sperm ayirici gip 189 43298306,88  34830548,07 ’

Dansite-Gradient ayirma 101 45,12 17,50

Motilite 0,005
Mikroakiskan sperm ayirici gip 189 63,70 17,80
Dansite-Gradient ayirma 55 5,80 4.65

Hizh 0,417
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 187 6,55 6,36
Dansite-Gradient ayirma 101 12,51 8,51

Toplam Oosit 0,005
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 189 18,40 13,64
Dansite-Gradient ayirma 99 8,71 6,38

m2 Oosit 0,001
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 189 12,21 9,17
Dansite-Gradient ayirma 101 6,95 5,36

Fertilize Oosit 0,001
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 189 9,89 8,15
Dansite-Gradient ayirma 101 3,37 3,59

Blastomer 2.Giin 0,017
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 189 4,47 3,81
Dansite-Gradient ayirma 101 0,48 1,04

Arrest 2.Giin 0,360
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 189 0,59 1,04
Dansite-Gradient ayirma 101 2,44 2,78

3. Guin 8 Hiicre 0,002
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 189 3,79 3,92
Dansite-Gradient ayirma 83 0,22 0,73

3. Guin Arrest 0,012
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 189 0,53 1,01
Dansite-Gradient ayirma 101 2,25 3,06

5. Giin Blast 0,005
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 189 4,23 4,52
Dansite-Gradient ayirma 56 1,41 1,47

5. Giin Morula 0,929
Mikroakiskan sperm ayirici ¢ip 146 1,44 2,13

*: Bagimsiz gruplarda t testi.
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Tablo 5: Sperm Secimi Gruplarinda Gebelik Durumu

Sperm Segimi
P Toplam
Dansite-Gradient Ayirma ginrl)(roak@kan Sperm  Ayirici
~ Say 37 92 129
Negatif
% 42,5% 48,7% 46,7%
Gebelik
Sayi 50 97 147
Pozitif
% 57,5% 51,3% 53,3%
Sayi 87 189 276
Toplam
% 100,0% 100,0% 100,0%

P=0,342 (Ki-Kare Analizi)

5.TARTISMA

Embriyo kalitesini etkileyen faktorler arasinda sperm kalitesi oosit,
endometriyal ortam ve endometriyum gibi ¢ok fazla kontrol edilemeyen faktor vardir.
Sperm Kalitesi ile YUT basarisi arasinda gUglu bir korelasyon vardir (21,22). Ayni
ejakulat icinde c¢ok farkli sperm oldugu ve normal morfoloji % 4 ve Uzerinde
bulundugu dusunuldigunde sperm secim yontemlerinin dnemi daha iyi anlasilacaktir.
Bdylece basari, uygun yontemler kullanilarak ejakulattaki spermlerden basarili bir
sperm secgimine dayanmaktadir. Dollenme igin basarih sperm, iyi morfolojiye, dogru
yapliya, motiliteye ve normal genomik igerige sahip olmalidir. Geligtirilen yeni sperm
secim teknolojileri, YUT basarisini arttirmak igin basarili spermlere daha c¢ok
odaklanmaktadir. Bu tir sperm segiminin ana amaci, DNA fragmantasyonu olmayan

bir cekirdegi iceren oldukga hareketli, morfolojik olarak normal bir sperm saglamaktir.

Ayrica vajinanin asidik dogasi, servikal mukus, uterotubal baglantinin darhgi
veya spermin oosite giden yolculugu sirasinda bagisiklik sisteminin cevabi gibi digsi

ureme sistemi igin birgcok dogal fizyolojik tarama ydntemi vardir. Bu dogal sperm
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secimi, secilmis birka¢ en hareketli ve fonksiyonel olarak normal spermin délleme igin
oosite ulasmasina izin vermektedir. Mikroakiskan sistemi, spermin disi Ureme
sistemindeki oosit dogal hareketini taklit eder ve kanal sistemi boyunca basarili

spermi izole etmektedir (23-25).

Sperm segimi icin ideal teknik hizli, yogun emek icermeyen, ucuz, normal
morfoloji ve nukleer olgunluga sahip en hareketli spermi izole etmeli ve santrif(j
adimlarini ortadan kaldirarak ROS uretimini ve DNA fragmantasyonunu azaltmalidir.
Intrauterin inseminasyon (IUl) igin semen hazirlama tekniklerinin basgarisini
degerlendiren yeni bir meta-analiz, |Ul icin spesifik bir hazirlama teknigini 6nerecek
yeterli kanit olmadigini gostermistir (26). Boylece, YUT icin sperm secgim teknikleri
sadece teorik duslncelere dayanabilmektedir. Sperm segimine yodnelik mevcut
standart prosedurler arasinda, yuzdurme ve yodunluk igeren siralamali santrifjleme
yer alir ve en yaygin olarak sperm siniflandirmasi i¢in kullaniimaktadir (27). Bununla
birlikte, teknikler bazi sinirlamalara sahiptir: bunlar zaman alici, emek yogun ve
teknisyenlere bagimhidir. Ayrica sperm kalitesini daha yliksek ROS olusumu ve DNA
fragmantasyonu ile azaltabilmektedir (11,27). Diger se¢im yontemlerinden Dansite
Gradient Santrifijleme (DGS) ile birlikte kullanilan MACS ve DGS’nin karsilastirildigi
calismalarda; 6zellikle anormal sperm parametrelerine sahip olan ve ayni zamanda
apopitotik marker seviyeleri ve DNA fragmantasyon orani yiksek saptanmis infertil
hastalarda, DGS-MACS uygun bir yontem olarak gézukmektedir. Bu calismalarda
fertilizasyon oranlari bakimindanbir farkliik gézlenmezken, DGS ile birlikte kullanilan
MACS grubunda, embriyo boélinme ve Klinik gebelik oranlari daha ylksek
bulunmustur (28). Son yillarda da MACS yonteminin kullanimi ile ICSI sonrasi saglikli
bebeklerin dogdugu rapor edilmistir (29,30). Bu nedenle ylksek bir apopitoz insidansi
ve DNA fragmantasyon oraninin oldugu vakalarda ART protokollerinin icine MACS’In
yerlestiriimesinin faydali olacagi dusunulmektedir. Batin bunlara ragmen MAC’S
yonteminin ¢ok da pratik olmadigi gézonunde tutulmalidir.

Bir mikroakigkan sperm siralama ¢ip basit, maliyet-etkin, kimyasal-igermez,
mekanik pertlirbasyon icermez ve santrifUjleme adimini ortadan kaldirmaktadir.
Dogru yapiya, yuksek DNA butunligune ve daha az ROS'a sahip en hareketli ve
fonksiyonel sperm, daha az hareketli veya immotil spermi geride birakarak optimize
edilmis bir zaman noktasinda mikroakiskan sperm siralama ¢ipinin mikro

kanallarindan selektif olarak gegebilmektedir (31,32).
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irez ve arkadaslari 2014 de yaptiklar bir calismada PVP ye dayali sperm
seciminin klinik gebelik oranlarini anlamli bir sekilde artirdigini géstermislerdir (33).
Bu calismada bazi spermlerin PVP gradyenine dayali bir diren¢ gosterdigi ve direngli
olanlarin seciminde basarili gebelikler elde edildigi gosterilmistir (33). Bu ¢alisma ise
mikroakigkan sperm siralama ¢ipinin sonuglarint ICSlI sonucu Uzerine ilk
degerlendiren ve bu sonuglari gradyan yogunluklu santrifijleme ile karsilastiran bir
calismadir. Mevcut c¢alisma sonuglarl, secgilmemis infertii populasyonda
kullanildiginda mikroakigskan sperm siralama ¢ip grubunda klinik gebeliklerin anlamli
olarak daha yuksek olmadigini gostermektedir, ancak gradyen yontemine kiyasla
embriyo gelisiminin daha iyi oldugu anlasilmaktadir. Sperm konsantrasyonlarinin 10
milyon / ml'den ylksek oldugu hastalarda fertilizasyon ve gebelik oranlarindaki
dizelmenin daha belirgin oldugu saptanmistir. Sperm konsantrasyonlari 10 milyon /
ml'nin altinda olan diger gruplarda gebelik oranlarinin artmasina yonelik bir egilim
olmasina ragmen, diger sperm sayisi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli farklar
elde edilememistir. Mikroakiskan cihazlar, “labs-on-a-chip”, bir seminal plazma, olgun
ve olgunlagsmamis spermatozoa, ureme olmayan hucrelerin bir karigimindan nispeten
klguk sperm oOrnekleri ile ileri hareketli sperm siralama igin tek kullanimlik, kullanimi
kolay ve ucuz bir yontemdir. Secilmemis infertil bir popllasyonda sperm segiminde
mikroakigkan sperm siralama c¢ipinin kullaniimasi ile embriyo gelisiminin daha iyi
oldugu gdézlenmistir. Calismanin secilmis hasta gruplarinda tekrarlanmasi gerektigi

dusunulmektedir.
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6.SONUG

Sonug¢ olarak mikrochip yonteminin daha iyi kaliteli embriyo gelistirmede
basarisi bu galismada gdsteriimistir. Ozetlenecek olursa gelistirilen bu yéntemde
amag; IVF ya da ICSI sirasinda matur, apopitotik olmayan, DNA fragmantasyonu
bulunmayan, morfolojik olarak normal spermi se¢cmektir. Yontemin IVF ya da ICSI'de
kullanimi sonucu elde edilen ilk sonuglar fertiilizasyon ve embriyo gelisimi agisindan
olumlu ydnde etkileyebilecek potansiyelde olduklari seklindedir. Bu umut verici
sonuglara ragmen yeterli hasta sayisinda galigiimasi, randomize kontrolli ¢calismalar
ile sonuglarin dogrulanmasi gerekmektedir. Bu alanda yapilan g¢alismalarin ¢ogu,
gebelik ve canh dogum oranindaki farkhliklari sonuglandirmak igin yeterince
gucludar, fakat bazilarn yetersiz bulunmustur. Gelismis sperm secim yontemleri igin
guvenlik ve etkinlik onlemlerinin alindigi; ozellikle dogan cocuklarin uzun sure

takipleri yapilarak, etkinligi tespit edilmelidir.
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