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OZET

Bu c¢alismanin amaci mikroakiskan-tabanli sperm se¢me (MASS) yontemi ile
gergeklestirilen sperm hazirligi ile konvansiyonel Dansite Gradient (DG) yontemi ile
gerceklestirilen sperm hazirh@inin laboratuvar ve klinik verimliligi bakimindan
degerlendirmektir. Calisma infertilite tedavisi goren izole teratospermi vakalarinda
elde edilmis kardes oositlerin eslesmis iki grup halinde prospektif degerlendirmesi
seklinde gerceklestirildi. Matiir (mlII) oositler randomize olarak iki gruba ayrildi ve
birinci grup MASS yontemi ile ve ikinci grup DG yontemi ile elde edilmis spermler
kullanilarak Intrasitoplazmik Morfolojik olarak Segilmis Sperm Enjeksiyonu (IMSI)
teknigi kullanilarak insemine edildi. Elde edilen embriyolar laboratuvar ortaminda
blastosist agsamasina kadar takip edildiler ve uygun gelisim gozlenen tiim embriyolar
(3. Giinde veya blastosist asamasinda) donduruldu. Tim embriyo transferleri
dondurulmus/¢oziilmiis embriyo transferi (DCET) olarak gerceklestirildi. Fertilizasyon
orani, erken donem klivaj orani, 3. glinde grade I embriyo orani, blastosist gelisim
orani, klinik gebelik oran1 ve canli dogum orani ¢alismanin temel ¢ikt1 parametreleri
olarak belirlendi. Toplamda 30 hastanin 30 siklusundan 540 kiimiiliis oosit kompleksi
(KOK) ve 439 mll oosit elde edildi. MASS (n=217) ve DG (n=222) yontemi ile
insemine edilen oositler arasinda yapilan karsilastirmada temel laboratuvar
parametreleri olan fertilizasyon orani (73,7% vs. 77,4%), erken donem klivaj orani
(98,8% vs. 99,4%), 3. giinde grade I embriyo orani (71,5% vs. 74,7%) ve blastosist
gelisim oranm1 (45,8% vs. 48,4%) bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmedi (p>0.5). Gergeklestirilen In 26 DCET siklusu sonras1 18 pozitif b-hCG
(69,2%; ET basina) ve 17 Sac+ gebelik (65,4% ET basina) elde edildi. Onbiri tekiz ve
3’1 ikiz olmak tizere toplamda 17 saglikli bebek dogdu. Bebeklerin 4’ti MASS
yontemi ile se¢ilmis spermlerin kullanilmasi ile elde edildi. Calismamizdaki onciil

sonuglar, izole teratozoospermia vakalarinda DG yontemine kiyasla Fertile ®



trtiniiniin  kullanim1  dogrultusunda MASS yontemi ile gergeklestirilen sperm
seciminin kabul edilebilir laboratuvar ve klinik ¢iktilar olusturdugunu isaret
etmektedir., MASS yontemi ile sperm se¢iminin  konvansiyonel ~ART
uygulamalarindaki faydalarini valide etmek i¢in daha fazla yeni c¢aligmaya ihtiyag

vardir.



ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the laboratory and clinical efficiency of sperm
preparation through a microfluidics-based sperm sorter (MFSS) over conventional
density gradient (DG) sperm preparation approach. This is a paired prospective trial
with sibling oocytes of isolated teratozoospermia cases undergoing infertility
treatment. Mature (m2) oocytes were randomly allocated and inseminated by
intracytoplasmic morphologically selected sperm injection (IMSI) with spermatozoa
prepared either through MFSS or DG method. Resulting embryos were cultured up to
blastocysts stage before (or after if cryopreserved on day 3) a
cryopreservation/warming cycle. All embryo transfers were performed as frozen
embryo transfer (FET). Main outcome measures were fertilization rate, cleavage rate,
percent of grade | embryos on day 3 of embryo development, blastocyst development
rate, clinical pregnancy and live birth rates. A total of 540 cumulus oocyte complexes
(COCs) and 439 m2 oocytes were retrieved from 30 patients/cycles. In each case, m2
sibling oocytes were randomly (and equally where available) allocated either in MFSS
group or DG group for IMSI. After IMSI, resulting embryos were individually
cultured until blastocyst stage. No statistically significant differences were found with
respect to main laboratory performance indicators including fertilization rates (73,7%
vs. 77,4%), early cleavage rate (98,8% vs. 99,4%), grade | embryos on day 3 (71,5%
vs. 74,7%) as well as blastocyst development rate (45,8% vs. 48,4%) between groups
respectively (p>0.5). In 26 cycles, FET resulted in 18 positive b-hCG (69,2% per ET)
and 17 Sac+ pregnancies (65,4% per ET). A total of seventeen heathy babies have
been born as 11 singletons and 3 twins. Four of these babies developed from embryos
inseminated by spermatozoa selected through the MFSS device. Our preliminary
results indicate that, when compared to conventional DG sperm preparation method,

use of MFSS device for sperm preparation results in acceptable laboratory as well as

Xi



clinical outcome in isolated teratozoospermia cases. Further studies are needed to
validate the benefits of MFSS-based sperm selection approach in contemporary ART

practice.
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1. GIRIiS VE AMAC

Dogal veya yardimei iireme teknikleri (YUT) sonrasi elde edilen gebeliklerde gebelik
basaris1 6zellikle embriyoyu olusturan gamet hiicrelerinin fizyolojik, fonksiyonel ve
genetik yonden saglikli olup olmadiklar ile dogrudan iliskilidir. Calismalar, diinya
genelinde yaklasik 50-80 milyon ¢iftin kisirlik sorunu ile karsi karsiya oldugunu
bildirmektedir [1]. Dogal yollar ile ¢ocuk sahibi olamayan ve YUT tedavisi aday
ciftlerde bu yondeki problemlerin yaklasik %350’si sperm hiicrelerinin kantitatif
ve/veya kalitatif 6zellikleri yoniinden problem gozlenen erkek bireylerden, yani erkek
faktoriinden kaynaklanmaktadir [2]. Tedavi basarisinin miimkiin olan en iist seviyede
saglanabilmesi i¢in sperm hiicrelerinin miimkiin oldugu kadar dogal yapilar1 ve
ozellikleri korunarak hazirlanmasi biiyilk Onem tasimaktadir. Glinlimiizde
Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu yonteminin YUT tedavilerinde kullaniminin
diinya genelinde yayginlagsmasi ile ¢cok diisiik sperm sayilar1 ve hareketliligi gézlenen

olgularda bile basarili gebelikler ve canli dogumlar elde edilmektedir [3].

Her gecen giin yeni yontemler gelistirilmekte olsa da, giiniimiizde YUT tedavilerinde
kullanilan sperm hiicreleri, halen islem giinii erkek bireyden alinan semen Grneginin
yizdiirilmesi (swim up, SU) ardisik sentrifiigasyon asamalar1 ile ¢oktiiriilmesi
(dansite gradient, DG) ve yikanmasi ile seminal plazmadan ayrilmasi veya bu iki
yontemin kombine edilmesi sayesinde en hareketli sperm hiicrelerinin secilmesi
esasina dayanir [4, 5]. Bununla birlikte, ardisik sentrifiigasyon asamalarinin da
hiicrelerin tasidigi ve embriyoya saglikli olarak aktarilmasi gereken genetik materyal
tizerinde DNA hasar1 olusturabildigi yapilan bazi ¢aligmalarda gosterilmistir [6, 7].
Bu olas1 hasarlarin en aza indirilmesi ve tedavi silirecinde miimkiin oldugu kadar
dogala yakin bir sperm hazirligi saglanmasi amaci ile yakin bir siire Once
mikroakigkan  (microfluidics)  teknolojisi  kullanilarak  sperm  hazirliginin
saglanabilecegi bazi cihaz ve aparatlar gelistirilmistir [8, 9]. Halen gelistirilmesi ve
iyilestirilmesi devam eden bu fdirlinlerin klinik kullanim potansiyelleri ve

performanslar1 konusunda yeterli ¢aligma bulunmamaktadir.

Fertile ® marka MFSS aparati, androloji laboratuvarlarinda teknisyen ve uzmanlarin
rahatlikla ve sofistike ek techizat kullanimina gerek duymadan, santrifiij, pipet ile
karistirma gibi saglikli hiicrelere fiziki olarak ta zarar verebilecek teknikleri

kullanmadan, morfolojik, genetik ve fizyolojik olarak daha iyi durumda olan

1



spermlerin diger 6lii, olgunlasmamis ve diisiik kaliteli sperm hiicrelerinden ayrilmasini
saglamak amaci ile tasarlanmis mikroakigkan-tabanli bir sperm hazirlama ve se¢gme
aparatidir [10]. Uriiniinde numunenin uygulandig1 giris ve islem gdrmiis {iriiniin
alindig1 cikis hazneleri bulunmaktadir. Tek kullanimlik steril olarak iiretilen ve
kullaniciya sunulan iriin, pasif kuvvetler kullanan mikroakigkan teknolojisi ile
spermlerin hareketi i¢in disi lireme sisteminde bulunan dogal ortamin bir benzerini
olusturarak en iyi sonucu vermesi i¢in tasarlanmistir. Biyolojik olarak tamamen
uyumlu malzemelerden imal edilmektedir ve ergonomisi ve ¢alisma giivenligi

diisiiniilerek tasarlanmis olup kullaniciya en rahat islem yapabilecegi halde

sunulmustur.

Sekil 1. Mikroakiskan-tabanli sperm se¢imi i¢in kullanilan Fertile ® iiriinii

Fertile ® iiriinliniin firma tarafindan sperm kalitesinin hareketliliginin diisiik oldugu
hastalarda kullanilmas1 tavsiye edilmektedir. Ayrica firma tarafindan sperm
hazirliginda sentrifiigasyon ve vorteks gibi fiziksel olarak canli hiicreye zarar
verebilecek olan basamaklar kullanilmadigindan sperm hazirliginin kisa siirede, daha
az laboratuvar islemi/asamasi gerektirecek sekilde yapilabildigi ifade edilmektedir.
Boylece DNA kalitesi ve fizyolojik olarak en iyi durumdaki spermlerin secilmesi

saglandig1 belirtilmistir.

Calismamizda, yerli bir firma tarafindan {retilen ve klinik kullanima sunulan
mikroakiskan-tabanli {irliniin, sperm hazirligi ve se¢imi asamasindaki performanst, iyi

prognoz  beklenen izoleteratozoospermi  tanist  konmus  ¢iftlerin  kardes

2



yumurtalari/embriyolar iizerinde klasik (DG metodu) sperm hazirlama yontemi ile es
zamanl1 olarak karsilastirilmasi amaglandi. Islem sirasinda ve sonrasinda elde edilen
embriyo gelisim performanslari iki ayr1 sperm hazirlama metodu olarak analiz edildi,
gruplar arasi fertilizasyon, erken klivaj donemi ve blastosist donemi embriyo gelisim

parametreleri bakimindan karsilastirilarak yontemlerin etkinlikleri degerlendirildi.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calismaya dahil edilme Kkriterleri

Bu calisma Subat 2017-Agustos 2017 tarihleri arasinda Bahgeci Fulya Tiip Bebek
merkezinde tedavi goren ve calisma kriterlerine uygun bulunan 30 vakanin kardes
oositleri lizerinde prospektif olarak gergeklestirilmistir. Caligmaya, her iki partnerin de
karyotip analizlerinin normal oldugu, kadin yasinin 20-38 araliginda oldugu, OPU
sirasinda en az 10 KOK elde edilmis, stimiilasyona iyi yanit alinan, erkekte izole
teratozoospermia diginda belirgin bir sperm probleminin gézlenmedigi vakalar dahil
edilmistir. Calismaya dahil edilen vakalarin ve sikluslarin genel demografik 6zellikleri
Tablo 1.” de goriilmektedir. Bu 6zelliklerin yaninda olgularin 8’inde en az 1 erken
gebelik kaybi Oykiisii tespit edildi ve 7 vakada gelisen embriyolarda kapsamli
kromozom taramasi amacli olarak PGT-A (Iimplamantasyon 6ncesi genetik tani)
uyguland1. Calisma Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi

(N0.29122016/006).

Tablo 1. Hastaya ve siklusa ait demografik 6zellikler

n, Ortalama +SS
Hasta/siklus sayisi 30
Kadin yas1 (yil) 30,8 +4,6
Erkek yasi (y1l) 348+4,3
Onceki deneme sayisi 15+2,3
hCG giinii E2 degeri (pg/ml) 2851,9 £2581,5
hCG giinii P4 degeri (ng/ml) 1,0 0,6
Toplam FSH dozu (1U) 1929,3 £894,4
Alinan KOK sayis1 17,8+5,2
M2 oosit sayist 145+47
Fertilize oosit sayis1 (2pn) 109+4,6
DG o6ncesi sperm kons. (milyon/ml) 55,2+ 21,3
DG o6ncesi sperm motilitesi (Total) 455+58
DG sonrasi sperm kons. (milyon/ml) 46,1 +19,4
DG sonrasi sperm motilitesi (Toplam) 86,8 £5,0




‘ Transfer edilen embriyo sayisi

1,3+05

2.2. Calismada kullanilan cihaz, soliisyon ve tek kullanimhik malzemeler

2.2.1. Calismada kullanilan cihazlar

Calismada kullanilan cihazlara ait marka ve model bilgileri Tablo 2’de gosterilmistir:

Tablo 2: Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz adx Marka Model
Aspiratdr ve 1sitic1 blok SCANLAF | Fortuna 1200
LAF SCANLAF | Fortuna 1200
Stereomikroskop ZEISS Stemi 508
Invert mikroskop ZEISS Observer21
Mikromanipulator ZEISS Observer 21
Inkiibator ESCO Miri

MVE

Kriyotank XC47/11-6

2.2.2. Calismada kullanilan soliisyonlar

Calismada kullanilan soliisyonlara ait katalog ve iretici firma bilgileri Tablo 3’te

gosterilmistir:

Tablo 3: Calismada kullanilan soliisyonlar

Soliisyon adi Katalog no Uretici firma
Modifiye HTF (mHTF) mediumu 90126 Irvine Scientific
Sperm yikama mediumu 9983 Irvine Scientific

Puresperm-100

ET-HIS05Q1/04

Nidacon

CSCM™ Mediumu (Komplet)

90165

Irvine Scientific

Serum substitute supplement (SSS™) 99193 Irvine Scientific
Hyaluronidase solution 90101 Irvine Scientific
PVP %10'luk 90123 Irvine Scientific
Embriyo kiiltiir yagi 9305 Irvine Scientific

Sorting mediumu

KOEK Biotechnology




2.2.3. Calismada kullanilan tek kullanimhik malzemeler
Calismada kullanilan tek kullanimlik atilabilir malzemelere ait katalog ve tiretici firma

bilgileri Tablo 4’te gosterilmistir:

Tablo 4:Calismada kullanilan tek kullanimlik malzemeler

Malzeme adi Marka Katalog no Uretici firma
Oosit toplama seti Smiths ONS1833 Smiths Medical
Konik tiip(15 ml) Falcon 352095 BD Sciences
5 ml'lik tiip Falcon 352003 BD Sciences
25 cm?'lik flask Falcon 353009 BD Sciences
60 cm kiiltiir kabi Falcon 353652 BD Sciences
60 cm kiiltiir kabi NUNC 150270 Thermo Scientific
MASS iirlinii Fertile KOEK Biotechnology
Holding pipeti Humagen MPH-SM-30 Origio
Mikroenjeksiyon pipeti Sunlight SIC-50H-30 Sunlight Medical




2.3. Hazirhik islemleri

2.3.1. OPU Kkiiltiir kab1 hazirh@
Her bir vaka i¢in yumurta toplama islemi sirasinda ve islem tamamlandiktan sonra

aktarma isleminde kullanilmak tizere 2 adet 60 cm’lik kiltiir kabir kullanildi. Her

birine 3 adet 300 pl’lik CSCM mediumu havuzu yapildi ve lizeri embriyo kiiltiir yagi
ile kapatildi (Sekil 2).

Sekil 2: Yumurta toplama islemi i¢in hazirlanan kiiltiir kab1

2.3.2. Hyaluronidaz (ayiklama) sonrasi i¢in Kiiltiir kabi hazirhg:
Her vaka i¢in bir tane olmak iizere 60 cm’lik kiiltiir kabina 4 adet 30 ul’lik CSCM
mediumu damlacig yapilip lizeri embriyo kiiltiir yagi ile kapatildi (Sekil 3).

Sekil 3. Hyaluronidaz uygulamasi i¢in hazirlanan 4 damlacikli kiiltiir kabi



2.3.3. Hepesli medium hazirhg:
Konik tiip icerisine 9 ml mHTF mediumu ve iizerine 1 ml SSS (Serum Substitute

Supplement, Sentetik Serum Katkisi) ilave edilerek hazirlandi.

2.3.4. IMSI Kiiltiir kab1 hazirhg:

Altmis ml’lik Falcon 353652 kiiltiir kabinin kapagina saat 3, 6, 9 ve 12 hizasina mll
oositler i¢in 5 pl‘lik Hepesli medium damlaciklar1 hazirlandi. Saat 9 ve 12 hizasindaki
damlaciklarin arasina mll oositleri yikama amacglh 3 adet 10 pl‘lik Hepesli medium
damlaciklar1 hazirlandi. Merkezde bos kalan alanin sol tarafina 10 pl‘lik  sperm
havuzu amaglt 10 pl‘lik Hepesli medium dikdortgen seklinde yayildi. Sag tarafa da
10 pl‘lik  %10’luk PVP (Polyvinylpyrolidone) damlacigr dikdortgen seklinde
yayildiktan sonra iizeri yeteri miktarda embriyo kiiltiir yag: ile kaplandi. En az 30
dakika 37°C’de etiivde bekletildi (Sekil 4).

Sekil 4: ICSI i¢in kullanilan kiiltiir kab1

2.3.4. Embriyo Kiiltiir kab1 hazirhg:

Her vaka i¢in 0., 1., ve 3. Giin kullanilmak tizere toplamda 3 adet ve kullanimdan 1
giin 6nce hazirlanacak sekilde 60 cm’lik kiiltiir kabina 18 adet 15 ul’lik CSCM
mediumu damlacigi yapilip tizeri embriyo kiiltiir yagi ile kapatildi (Sekil 5).



Sekil 5: Embriyo kiiltiirii i¢in kullanilan kiiltiir kabi

Yukarida hazirlik asamalart detayli olarak belirtilen kiiltiir kaplart vakada
kullanilacaklar1 giinden bir giin 6nce hazirlandi. Hepesli medium igeren ICSI kiiltiir
kabi haricindeki kaplar kiiltiir mediumunun gazlanmast igin kapaklari yari agik olarak
%6 CO2, %5 02, %95 nem ve 37°C sicakliga sabitlenmis inkiibatorlere yerlestirilerek
gazlanmalar1 saglandi. Ayrica yumurta toplama islemi sirasinda gerekli olan mHTF
mediumu her vaka igin bir tane olmak tizere 25 cm2’lik flasklara 25 ml olarak boliiniip

bir giin 6ncesinden 37° C ‘ye ayarl etiive konuldu.

2.4. Protokoller

2.4.1. Oviilasyon indiiksiyonu protokolleri ve yumurta toplama islemi (OPU)

Tim hastalar menstriiel siklusun 2. veya 3.giinii merkeze gelerek kan ve
transvajinal ultrasonografik degerlendirmeleri yapildi. Kanda progesteron
diizeyi 1.5 ng/ml’nin altinda ve transvajinal ultrasonografide kistik olusum
gbzlenmeyen hastalara oviilasyon indiiksiyon protokolii uygulanmaya baslandi.
Indiiksiyonun 6.giinii antagonist (Cetrotide, Merck, Isvec) tedaviye eklendi ve
hCG gilinline kadar devam edildi. Hastalar belirlenen zamanlarda kan ve
ultrasonografik olarak degerlendirildi ve 18mm ve iizeri 3 folikiil
goriildiigiinde hCG (Ovidrelle Merck, Isvec) enjeksiyon saati verildi. Yumurta

toplama islemi (OPU) hCG enjeksiyonundan 35 saat sonra steril sartlarda,



genel anestezi altinda, transvajinal ultrason esliginde aspirasyon cihazi, oosit

toplama seti, 0osit toplama ignesi kullanilarak gegeklestirildi (Sekil 6).

Transvajinal ultrason esliginde aspire edilen folikiil sivilar1 37 dereceye ayarl 1sitici
tablada muhafaza edilen 15 ml‘lik tiiplere bir giin 6nceden hazirlanmis mHTF

soliisyonu kullanilarak toplandi ve en kisa siire igerisinde laboratuvara ulastirildi.

Laboratuvara ulastirilan folikiil s1vist yumurta toplama kabina dokiiliip laminar flow
kabin igerisinde stereo mikroskop altinda kiimiiliis oosit kompleksi (KOK) varligi
acisindan kontrol edildi. Bulunan KOK yapilart steril pastor pipet yardimiyla bir giin

onceden hazirlanip gazlandirilmis kiiltlir kabina aktarildi.

Sekil 6: OPU isleminde kullanilan cihazlar

2.4.2. Sperm orneginin hazirlanmasi

Dansite Gradient (DG) yontemi:

Yumurtalar1 aspirasyon yontemi ile alinan hastanin esi islem giinlinde {lizerinde adi
soyad1 es-ad1 yazili hasta protokolii ve barkodu olan steril sperm toplama kab1 hastaya
da okutularak ve kimlik kontrolii yapildiktan sonra gerekli hasta bilgilendirmesi
yapilarak ornek alimi i¢in Ozel olarak tasarlanmis odaya alindi. Sperm Ornegi
mastiirbasyon yontemiyle steril sperm kabinin igerisine toplandi ve sperm verme

odasini laboratuvar kismina baglayan ara bélme yardimu ile laboratuvara ulastirildi.
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Islemin yapilacagi sabah 2-8 °C’de bulunan sperm yikama mediumu ve PureSperm ®-

100 soliisyonlar1 buzdolabindan ¢ikartilarak oda 1sisina gelmeleri saglandi. Bu iiriinler
kullanilarak sirasi ile %50, %70 ve %90’lik gradientler seklinde, Tablo 5’te belirtildigi
sekilde karistirilarak hazirlandi.

Tablo 5: Sperm hazirligi amagh gradient soliisyonlarinin hazirlanisi

%50 %70 %90
Sperm yikama mediumu | 5 ml 3mi 1ml
PureSperm-100 5mil 7mi 9mi

Islem giinii hastanin esinden yukarida bahsedildigi sekilde elde edilen sperm ornegi,

asagidaki asamalar takip edilerek inseminasyon i¢in hazirlandi:

e Sperm Ornegi, 30-40 dakikalik bir likefaksiyon siiresi sonrasinda iyice
akigkanlik kazandigi gozlemlenerek makler kamerast ve mikroskop altinda
degerlendirildi ve androloji kayit defterine sperm sayisi, hareketliligi,
morfolojik degerlendirmesi not edildi.

e Daha oOnceden hazirlanmis olan gradient soliisyonlart yardimi ile sperm
yikamada kullanilacak 3’lii gradient tabakasi hazirlandi. Bu amagla;

e 15 ml’lik Falcon 2095 konik tiip igerisine dnce %90’lik olan mediumundan 0,5
ml tiiptin dibine konuldu,

e Bu tabakanin iizerine, 0,5 ml %70’lik gradient mediumu cam pastor pipet ve
enjektor yardimiyla ¢ok yavas bir sekilde bir tabaka olusturacak sekilde
yerlestirildi,

e Daha sonra %50 lik olan mediumdan 0,5 ml’lik bir kisim yine pastor pipet
yardimiyla tiipiin dibine yavas bir sekilde konuldu ve bdylece tiglii bir gradient
hazirlandi.

e On incelemesi yapilmis olan sperm drneginin 1-1,5 ml’lik kismi, hazirlanmis
olan bu iiclii gradient tabakasi lizerine 45 derecelik ag1 ile steril pastor cam
pipet ve pipetor vasitastyla konularak en iist kisimda yeni tabaka olusturmasi
saglandi.

e Bu sekilde hazirlanan tiim ve 6rnek, 1300G’ de 20 dakika santrifiij edildi.
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Santrifiij sonras1 yikanarak ayrisan ve tiipiin tabaninda toplanan spermler, steril
cam pastor pipeti ile ve enjektor yardimiyla ¢ekildi ve ardisik 1700G’de 5
dakika santrifiij edilerek yikandi.

Sperm yikama amaciyla, bir glin 6nce hazirlanmis olan gazlanmig CSCM
mediumu kullanilda.

Yikama sonunda elde edilen sperm hiicreleri makler kamarasi ve mikroskop

yardimiyla degerlendirilerek androloji kayit defterine kaydedildi.

Mikroakiskan-tabanh sperm se¢cim (MASS) yontemi:

Steril paketinden ¢ikarilan Fertile ® iiriini tizerine hasta kimlik bilgileri uygun
sekilde yazildi.

Uriin iizerinde bulunan 5 kanalin giris (Inlet) deliginden 13 ul  sorting
soliisyonu yavasca pipetlendi. Her iiriin i¢in ayr1 sorting soliisyonu kullanildi.
Likefiye olmus drnekten alinan 2 pl giris deliginden yavasca pipetlendi.

Cikis (Outlet) deliklerine 2’ser ul, giris deliklerine 1 pl mineral yag damlatildu.
Hazirlanan iiriin 36,5° C ‘de 30 dakika inkiibasyona birakildu.

Inkubasyon sonras1 spermlerin konumu ve hareketliligi calismay: etkilemeden
mikroskop altinda incelendi. Spermlerin hareketleri yavas ise inkiibasyon
sliresi uzatildi.

Cikis haznesinde birikmis olan hareketli spermleri barindiran sivi dipten ve her
bir kanaldan 2 pl ve toplamda 3x2 = 6 ul olacak sekilde mikropipet ile
toplandi.

2.4.3. Inseminasyon oncesi hyaluronidaz (ayiklama) enzimi uygulamasi

Hyaluronidaz uygulamasi ic¢in kullanilan kiltir kabi Sekil 7°de goriilmektedir.

Uygulamada kullanilacak medium 15 ml’lik mavi kapakli konik falcon tiip igerisine 9

ml mHTF ve 1 ml SSS™ ilave edilerek hazirlandi ve islem i¢in planlanan zamandan

en az 4 saat 6nce 37°C etiiv icerisine konulup 1sinmasi beklendi.

Bu sekilde hazirlanip uygun sicakliga ulasan medium ile hem ayiklama islemi hem de

IMSI islemi i¢in kullanilacak kiiltiir kaplar1 hazirlandi. Ayiklama i¢in kullanilacak

kiltir kaplart igerisine Oncelikle enzim uygulamasinda kullanilmak tizere 375 pl

mHTF + 125 pl hyaluronidaz soliisyonu karistirilarak enzim damlacigr hazirlandi. Bu
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damlacigin yanina/etrafina mHTF mediumu kullanilarak 20 pl’lik 6-7 adet kiigiik
damlaciklar (enzim uygulamasi sonrasi elde edilen oositlerin yikanmasi ve enzimin
uzaklagtirllmas1 amaciyla) hazirlandi. Tim damlaciklar hazirlandiginda iizerleri

embriyo kiiltiir yag: ile kapland1 ve etiive konarak an az 30 dakika uygun sicakliga

gelmesi ve dengelenmesi saglandi.

Sekil 7: Hyaluronidaz uygulamasi i¢in kullanilan kiiltiir kab1

2.4.4. IMSI uygulamasi
IMSI islemi dncesinde mikro manipiilatore oositi sabit tutma igsinde kullanilan holding

ve mikroenjeksiyon igneleri takilarak islem oncesi hazirlik yapildi.

IMSI islemi Hoffman modiilasyonu olan inverted mikroskob kullanilarak
gerceklestirildi. Inseminasyon dncesi uygun sekilde hazirlanmis olan sperm ornegi,
b6liim 2.3.4°te anlatildig1 sekilde hazirlanmis olan IMSI kiiltiir kab1 igerisinde yer alan
PVP damlacig1 icerisine pastor pipeti yardimiyla konuldu ve bdylece IMSI sirasinda
oosit igerisine enjekte edilecek spermler secilmek iizere hazirlandi. Uygun sartlarda ve
stirede spermlerin yiiksek biiyiitme (6000x) altinda segilmesini ve immobilizasyon
sonrast hazirliklarin1 miiteakip, oositler spermin bulundugu kap icerisine hazirlanmig
olan damlaciklara konuldu ve embriyolog tarafindan her bir oosite 1 sperm enjekte
edilecek sekilde mikroenjeksiyon islemi gerceklestirildi. Bu islem bittikten sonra
oositler vakit kaybetmeden 1 giin 6nceden hazirlanmis ve dengelenmis olan standart
embriyo kiiltiir kaplarina, stereo mikroskop, pastor pipeti ve agiz pipeti yardimiyla her
bir damlacik (drop) icerisinde 1 oosit olacak sekilde ve aktarildi. Bu sekilde aktarimi

yapilan kiiltiir kab1 inkiibator ortamina kaldirildi.
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2.4.5. Fertilizasyon ve ileri embriyo Kiiltiirii

Inseminasyon islemlerinin yapildigi giinden bir giin sonra sabah saatlerinde
(Inseminasyon sonrasi 16.-20. Saatler) invert mikroskop kullanilarak fertilizasyon
kontrolii gergeklestirildi. MASS yontemi ile DG yontemi sonucunda normal
fertilizasyon gozlenen (ddllenen) oositler yeni hazirlanmis kiiltiir kaplarina aktarilmak
tizere ayrildi. Yeni kaplara aktarilan dollenmis oositler tekrar inkiibatore kaldirildilar.
Embriyolar transfer edilecekleri yada dondurulacaklari giine kadar giinliikk olarak
kontrol edildiler. Erken klivaj donemi kontrollerinde embriyolar hiicre sayilari,
hiicrelerin biiyiikliikleri, hiicreler arasi fragmantasyon yapilarinin varligr ve dagilimi
vb. kriterlere gore degerlendirilerek kalite siniflamalar1 yapildi [11, 12]. Blastosist
donemi embriyolar siniflandirilirken Gardner ve arkadaslarinin tanimladigi sekilde

kavite olusumuna gore asagidaki sekilde degerlendirildi [13]:

e 1. Erken Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo voliimiiniin yarisindan daha az
olan embriyolar,

e 2. Blastosist :Blastosel kavitesi embriyo voliimiiniin yarisindan fazla olan
embriyolar,

e 3. Tam Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo hacminin tamamini kaplayan
embriyolar,

e 4. Ekspanse Blastosist: Blastosel kavitesi voliimii iyice artmis, ¢ap biiyiiyerek
zonasl iyice incelmis olan embriyolar,

e 5. Hatching Blastosist: Trofoektoderm hiicrelerinin bir kismi1 zonayi patlatarak
disar1 ¢ikan embriyolar,

6. Full Hatching Blastosist: Tamamen zonasini terkeden embriyolar.

Embriyo dondurma: Embriyo transfer islemi ¢esitli nedenlerle yapilamayan yada
Embriyo transfer islemini takiben hastanin geride kalan embriyolarinin belirli say1 ve
kalite kriterlerinin karsilanmasit durumunda oda sicakliginda ve soguk zeminde

dondurulmas yapildi.

Embriyo c¢ézdiirme: Embriyosu ¢ozdiiriilecek hastaya ait hasta dosyasi incelendi ve
hastanin adi, soyadi, protokol numaras1 ve ka¢ tane embriyo donduruldugu kontrol

edildi.Embriyo ¢ozdiirme islemi oda sicakliginda ve soguk zeminde gergeklestirildi.

Embriyo transfer : Embriyo transfer sayisi ve giinii hastanin klinik durumuna ve
embriyolarin kalitesine gore degerlendirildi.. Transfer edilecek embriyo se¢imi

¢Ozdiirme isleminden sonra ayr1 bir CSCM igeren kiiltiir kabina alind1 ve steril olarak
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hizli bir sekilde embriyo transfer kataterine ¢ekilerek ortalama 20-25 mikrolitre CSC

ile hastaya transferi gergeklestirildi.
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3.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarda gergeklestirilen 30 OPU siklusu sonrasinda toplam

540 KOK elde edildi ve hyaluronidaz enzimi uygulamasi sonrasi elde edilen

KOK’larin 439’unun mll agamasinda oldugu tespit edildi. Yontem kisminda detayli

aciklandig1 sekilde her bir vakada elde edilen mll oositler esit sayilarda iki gruba

ayrilarak iki farkli yontem kullanilarak hazirlanmis spermler ile insemine edildiler.

Calisma bitiminde MASS (n=217) ve DG (n=222) olarak iki farkli yontemle insemine

edilen oositler ve bu oositlerden elde edilen embriyolara ait gelisim oOzellikleri ve

veriler toplanarak karsilastirildi. Gruplar arasinda elde edilen ve karsilastirilan

laboratuvara ait parametreler Tablo ‘da goriilmektedir.

Tablo 6: Gruplara ait laboratuvar gelisim parametreleri

Parametreler Grup | Grup 11
(MASS) (DG)
IMSI uygulanan mlI oosit sayisi 217 222

Fertilizasyon oran1 %, (n)

73,7 (160/217)

77,4 (171/221) (*)

3.giin klinaj oran1 %, (n)

98,8 (158/160)

99,4 (170/171) (*)

3.giin grade I embriyo orani %, (n)

71,5 (113/158)

74,7 (127/170) (%)

Blastosist olusum orani %, (n/ 2PN)

45,8 (71/155)

48,4 (78/161) (*)

(*):p>05

Tablo 6’da goriildiigii lizere, incelenen temel laboratuvar parametrelerine gore

gerceklestirilen karsilastirmada iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gozlenmedi.

Gergeklestirilen 30 OPU siklusu sonrasi tim embriyolar1 dondurulan hastalarin

26’sinda (%86,6) dondurulmus-¢6ziilmiis embriyo transferi (DCET) gergeklestirildi.
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Iki siklusta heniiz embriyo transferi gergeklestirilmedi. Bir siklusta embriyo biyopsi
islemi sonrasinda genetik olarak normal embriyo bulunamadigindan tedavi iptal edildi;
1 siklusta ise embriyolar blastosist asamasina ulasamadigindan tedavi iptal edildi.

DCET gergeklestirilen 26 siklusa ait klinik sonuglar Tablo 7 ‘de goriilmektedir.

Tablo 7: Sperm hazirlama yontemine gore klinik ve canli dogum sonuglari

MASS DG MASS+DG
Toplam TET | IET | TET | IET IET
ET yapilan siklus 26 5 1 1 9 5
sayl1st
b-hCG+ gebelik 0
% () 69.2% (18) 3 1 9 2 3
ik ©
Fn‘;se““ gebelik% | esa0617) | 3 | 1 | 8 2 3
Missed abort 3 (17.6%) 1 - 1 - 1
Implantasyon ’
orant % (n) 57,1% (20/35)
Dogum 14 (53.8%) 2 1 7 2 2
Tekiz 11(78.6%) 2 1 5 2 1
Ikiz 3 (21.4%) - - 2 - 1

TET: Tek embriyo transferi; IET: Iki embriyo transferi

Toplamda 26 DCET sonrasinda 18 b-hCG pozitif gebelik elde edildi (69,2% ET
basina) ve 17 gebelikte kese gozlendi (65,4% ET basina). 17 klinik olarak konfirme
edilen gebeligin 3’iinde erken donemde gebelik kayb1 yasandi ve 14’1 (11 tekiz, 3 ikiz
gebelik) canli doguma ulasti (53.8%). DG grubunda olup tek embriyo transferi
sonrasinda ikiz gebelik elde edilen iki olguda bebekler monokoryonik monoamniotik

olarak saglikl1 bir sekilde dogdu.

DCET sonuglar1 ayn1 zamanda transfer edilen embriyolarin tek veya iki olusuna gore

ve MASS veya DG grubundan olup olmadigina gore degerlendirildi. Bilinen
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implantasyon sonuglarina gore (BIS) degerlendirildiginde, 3 tekiz dogumun MASS-
TET grubundan ve 1 bebegin de birlesik grupta elde edilen ikiz gebelikten (dikoryonik
diamniyotik) olustugu, toplamda MASS ile segilmis spermler ile 4 saglikli dogum elde
edildigi gézlendi.

4.  TARTISMA VE SONUC
Giiniimiiz kosullarinda YUT uygulamalarinda sperm hazirlama ve se¢me amaciyla
sperm yiizdiirme veya birden fazla santrifiij asamasi gerektiren DG yontemleri
kullanilmaktadr. Tlk uygulandig 1993 yilindan bugiine kadar mikroenjeksiyon teknigi
ile milyonlarca bebegin saglikli dogmus olmasi, sperm hazirlamak ve se¢gmek igin
kullanilan adi gegen yontemlerin etkin oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte
yakin donemde gerceklestirilen bir¢ok caligmada segilmis spermatozoa'nin diisiik
DNA Kalitesi ve yiiksek DNA fragmantasyonuna sahip olabildigi bildirilmistir [6, 14-
16]. Mevcut sperm hazirlama ve segme metodlarinin yiiksek DNA hasar1 tasiyan
spermleri verimli bir sekilde dislayamamas1 nedeniyle, YUT tedavilerinde
beklenmedik sekilde karsilagilan ve neden bulunamayan fertilizasyon basarisizligi,
diisiik embriyo kalitesi ve/veya erken gebelik kayiplar1 gozlenen bazi vakalarda adi

gecen olumsuz sonuglarin sperm hazirligi yontemi ile iligkilendirilmektedir [5, 17-19].

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda Santrifiij islemleri uygulanmadig i¢in reaktif
oksijen tiirevlerinin (ROS) tiretiminden kaginilabilmesi ve boylece daha diisiik DNA
hasar1 gozlenen spermlerin elde edilmesine izin vermesi sayesinde sperm hazirliginda
mikroakigkan yontem kullanilmasimin konvansiyonel sperm hazirlama yontemlerine
gore daha avantajli olabilecegi vurgulanmaktadir [7, 20-23]. Adi gecen galismalarda
mikroakigkan yontemler ile secilen spermlerin kalitesinin mevcut konvansiyonel
sperm hazirlama yontemlerine kiyasla daha iyi oldugu belirtilmekle birlikte,
bilebildigimiz kadar ile literatiirde mikroakigkan teknolojisi ile hazirlanan spermlerin
klinikteki olasi etkinligini gosterir herhangi bir klinik ¢alisma mevcut degildir. Mevcut
calismamiz sperm se¢iminde rutin olarak kullanllan DG yontemi ile MASS
yonteminin kardes  yumurtalar kullanilarak etkinliklerinin laboratuvar ve klinik

etkinliginin degerlendirildigi ilk ¢aligmadir.
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Calismamiza diinya saglik orgiitii kriterlerine gére normal konsantrasyon ve
motilite degerlerine sahip olan fakat izole teratozoospermia gozlenen erkekler ve
ovaryen stimiilasyona normal yanit veren kadinlardan olusan ¢iftler dahil edilmistir.
Bu hasta grubunu segmemizin nedeni diisiik konsantrasyon ve motilite gozlenen
erkeklerde belirgin oranda DNA fragmantasyonuna rastlandigindan normal sinirlarda
say1 ve hareketlilige sahip olgularin calismaya dahil edilmesi ile sperm hazirlama
tekniginden bagimsiz yiikksek DNA fragmantasyonu gozlenme olasigin1 en aza
indirmek, boylece calismada bu sekilde bir yanlilik olusturma ihtimalini azaltmakti.
Yakin zaman once Borges ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen bir calismada
gosterildigi tizere, ¢alisgmamizda anormal sperm morfolojisinin olumsuz etkilerini
azaltmak i¢in IMSI yontemi de kullanildi [24].

Bugular kisminda yer alan Tablo 6'da gosterildigi lizere ¢alismamizda elde edilen
sonuclar DG yontemi ve MASS yontemi ile elde edilerek secilen spermlerin kardes
oositlerin inseminasyonunda kullanildiklarinda fertilizasyon asamasindan baslayarak
blastosist asamasina kadar benzer bir embriyo gelisim morfokinetigine sahip
olduklarin1 gostermektedir. Calismamizda ayrica izoleteratozoospermi tanisi konan
grupta MASS teknolojisini kullanarak segilen spermlerin kabul edilebilir gebelik ve
dogum oranlar1 olusturdugu da gozlemlenmistir (Tablo 7). Heniiz 6nciil veriler olarak
degerlendirilse de elde edilen bu sonuglar MASS yonteminin izole teratozoospermia
olgularinda DG yontemine basarili bir alternatif olabilecegine isaret etmesi

bakimindan 6nemlidir.

Calismamizda ayrica elde edilen olumlu bulgular yaninda ileride Fertile ® veya baska
benzer MASS aparatlar ile gergeklestirilecek galismalara 151k tutmasi agisindan bazi
onemli konularin da ele alinmas: gerektigi sonucu ortaya ¢ikmustir. Ilk olarak, MFSS
aparatinin kullanimi kolay olmakla birlikte, farkli sperm kalitesi ve konsantrasyonuna
sahip hasta gruplarinda etkin kullanimi agisindan detayli bir standardizasyon
gereksinimi oldugunu gozlemledik. Laboratuvarda yapmis oldugumuz Onciil test
calismalarinda, oligoastenoteratozoospermi (OAT; <10 milyon sperm/ml, <20% total
hareketlilik) vakalar1 ve siddetli OAT vakalarinda MASS yontemi ile etkin bir sperm
se¢imi saglayamadik (n=7; veriler gosterilmemektedir) ve bu sonuglar bize Fertile ®
trlinliniin  mevcut formunda bahsi gecen vakalardaki inkubasyon siiresinin ve
uygulama protokoliinliin optimize edilmesi gerekli oldugunu gosterdi. Bu yiizden,

calismamizda adi gegen iriiniin MASS yontemi olarak yaygin ve etkin sekilde
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kullanilabilmesi i¢in yeni optimizasyon c¢alismalar1 yapmasi gerckmekte oldugu
sonucunu ¢ikardik. Uriiniin daha etkin ve yaygin olarak kullanilabilmesi icin ikinci
onemli kosul mevcut kullanilan konvansiyonel sperm hazirlama yontemlerine oranla
daha az zaman harcamasi gerekliligi idi. Aylik OPU sayialr1 fazla olan yogun klinikler
acisindan daha kisa siirede ve etkin sperm hazirliginin ve se¢iminin yapilmasi biiyiik
Oonem tagimaktadir. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan dansite gradient yontemi ile
Fertile ® {irlinii ile ger¢eklestirdigimiz MASS yontemi kiyaslandiginda her iki yontem
de hemen hemen ayni zamanda sperm hazirlama olanagi sunmaktadir. Bu da yaklasik
40 dakikadir. MASS aparati1 kullanilarak vaka basina sperm hazirlamak i¢in harcanan
zamanin 6nemli Olgiide azalmasi embriyologlarin is yiikii agisindan ¢ok daha daha
faydali olacaktir. Bu senaryo g6z oniine alindiginda muhtemelen klinik agidan farkli
bir sonug¢ olusturmayacak olsa bile yaratacagi zaman tasarrufu sayesinde MASS
yontemi yakin gelecekte ciddi ve onemli bir tercih sebebi olabilir. Ayrica MASS
kullanimimin kolay olmasi ve tekrarlanabilen sonuglar vermesi sayesinde teknisyen,
malzeme ve soliisyon gibi degiskenlerden kaynaklanan hata ve islem farkliliklarini

ortadan kaldirabilecegi icin ek bir avantaj da saglayacaktir.

Yaptigimiz ¢alismanin goze carpan zayifligi, ¢alismaya dahil edilen hasta
sayisinin smirli olmasidir. Ancak, paylastirilmis yumurta ve degerlendirmeye alinan
embriyo sayisi laboratuvar sonuglarinin verimli ve anlamli olarak degerlendirilmesi
icin yeterlidir. Yakin gelecekte MASS ile gergeklestirilecek ve daha yiiksek hasta
sayilarinin dahil edilecegi yeni calismalar sayesinde adi gecen {iriiniin klinikte hangi
hasta gruplarinda nasil bir performans gosterecegi daha etkin olarak

belirlenebilecektir.
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