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Ozet

Amag: Calismamizda, dondurulmus ejekiilat
ve dondurulmus testikiiler spermin Intrasitoplaz-
mik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) sonuglar1 tizerine
etkisinin aragtirilmasi amaglanmistir.

Geregve Yontemler: Calismamizda 11.10.2016-
12.09.2017 tarihleri arasinda infertilite nedeniyle
ICSI tedavisine alman ve spermleri dondurulan
36 cift caligmaya alinmistir. Hastalarin 14 tanesine
ejekiilat sperm kriyoprezervasyonu, 22 tanesine de
micro testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) sperm
kriyoprezervasyonu gergeklestirilmistir. Tki grubun
ICSI sonuglar (fertilizasyon orani, embriyo gelisme
orani ve gebelik oranlari) karsilastirimigtir.

Bulgular: Sperm parametreleri degerlendirildi-
ginde ejekiilat ve TESE spermlerinde dondurma 6n-
cesi ve dondurma sonras: toplam motilite ve canlilik
oranlar1 arasinda istatistiksel bir fark belirlenme-
mistir (>0.05). Fertilizasyon oranlari, implantasyon
oranlari ve embriyo gelisme oranlar1 arasinda ista-
tistiksel olarak anlaml bir fark gézlemlenmemistir
(>0.05). Gebelik oranlari ise dondurulmus ejekiilat
grubunda dondurulmus testikiller sperm grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (<0.05).

Sonug: Sperm kriyoprezervasyonun uzun yil-
lardir ICSI tedavilerinde kullanilmasina ragmen
yontemin etkinligi tizerine aragtirmalar devam
etmektedir. Calismamizin bulgular1 dogrultusun-
da spermin ICSI siirecini olumsuz ekilememesine
ragmen gebelik oranlarinda anlaml disiise neden
oldugu sonucuna varilmistir. Bunun, implantasyon
stirecinde spermin oynadigi rol nedeniyle olabilece-
¢i distiniilmektedir. Bu etkinin ortaya koyulabilme-
si ve implantasyon siirecinde gorev alan mekaniz-
malarin aydinlatilabilmesi i¢in, daha biiyiik hasta
gruplariyla yapilmis molekiiler seviyede ¢alismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kriyopreservasyon, Sperm,
TESE, ICSI

Abstract

Objective:The aim of the present study is to
investigate the effect of frozen ejaculate and frozen
testicular sperm on ICSI results.

Materials and Methods: 36 infertile couples
that underwent an ICSI cycle and that the semen
samples were frozen between 11.10.2016-12.09.2017
in were included in the study. Ejaculate sperm cryo-
preservation was performed in 14 patients and mi-
cro TESE sperm cryopreservation was performed in
22 patients.ICSI results (fertilization rate, embryo
development rate and pregnancy rates) of the two
groups were compared.

Results: There were no statistically significant
difference between total motility and viability rates
before and after freezing in ejaculate and testicular
sperm extraction (TESE) sperm (> 0.05). When ICSI
parameteres were compared nostatistically signifi-
cant difference were observed between fertilization
rates, implantation rates and embryo development
rates (> 0.05). But pregnancy rates were found sta-
tistically significantly higher in frozen ejaculate
group than frozen testicular sperm group (<0.05).

Conclusion: Although sperm cryopreservation
has been used in ICSI treatments for many years, re-
search and debate on the effectiveness of the method
continues. According to our results frozen testicular
sperm had no adverse effect on ICSI parameteres
but we analyzed a significant decrease in pregnancy
rates. This may be partially explained by the role of
sperm in the implantation process. In order to dem-
onstrate this effect and to elucidate the mechanisms
involved in the implantation process, molecular
studies with larger patient groups are needed.

Keywords: Cryopreservation, Sperm, TESE,
ICSI
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Kriyoprezervasyon, hiicre ve dokularin -176°C’ye
kadar sogutularak, biyolojik aktivitelerinin durdurulma-
s1ve daha sonra kullanilmak amaciyla saklanmasi olarak
tanimlanmaktadir. Kriyoprezervasyonun amaci canli bir
hiicre veya dokunun diisiik 1s1 altinda minimum hasarl
ya da hasarsiz olarak uzun stireli saklanmasidir (1).

Ureme hiicreleri ve dokularinin da dondurulup sak-
lanabilmesi ve istendiginde ¢oziilebilmesi Yardimla Ure-
me Teknolojilerinin (YUT) gelisimi agisindan biiyiik
onem tagimaktadir (2). Ulkemizde Uremeye Yardimci
Teknikler (UYTE)Yonetmeligine gore sperm hiicreleri,
cerrahi yontemlerle sperm elde edilmesi halinde, kemo-
terapi ve radyoterapi gibi gonad hiicrelerine zarar veren
tedaviler oncesinde, tireme fonksiyonlarinin kaybedil-
mesine yol agacak olan ameliyatlar (testislerin alinmasi
vb.) 6ncesinde ve ¢ok az sayida sperm olmasi (kriptozo-
ospermi) durumlarinda, ¢esitli yontemlerle elde edilen
sperm hiicreleri hastanin onay1 alinarak dondurulabil-
mekte, boylece fertilitenin uzun yillar korunabilmesi
miimkiin hale gelmektedir(3).

Kriyoprezervasyon, hem ejekiilat spermine hem de
testikiiler yontemlerle elde edilen spermlere uygulana-
bilmektedir. Testikiiler sperm elde edildiginde hasta-
nin ikinci bir cerrahi miidahaleye gerek kalmadan aymni
spermlerinin kullanilabilmesi miimkiin olabilmektedir.
Bu da hem hastanin cerrahi miidahaleden dogacak risk-
lerini ortadan kaldirmakta, hem maliyeti diistirmekte
hem de bir daha sperm elde edilemeyecek vakalarda
hastaya yeni bir sans verilmesini olanakli kilmaktadur.

Testikiiler sperm elde etme yontemleri azospermi
olarak tanimlanan ejekulatta sperm olmamasi durumla-
rinda ya da kriptozoospermi olarak adlandirilan sperm
sayisinin ¢ok az olmasi durumlarinda uygulanabilmek-
tedir. Azoospermi, erkek niifusun %1-3’tinde ve infertil
erkeklerin yaklasik %10’unda bulunmaktadir (4). TESE
yontemiyle elde edilen spermler intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonunda(ICSI) kullanilarak saglikli gebelikler
saglanabilmektedir. ICSI, ilk olarak 1992 yilinda Paler-
mo tarafindan uygulanmis ve gebelik gerceklesmistir
(5). TESE, onceleri konvansiyonel ¢oklu biyopsilerle
yapilmaktayken gilintimiizde mikrodiseksiyon yonte-
mi ile (mikro TESE) uygulanmaktadir. Mikro TESE ilk

kez Schlegel tarafindan 1999 yilinda tanimlanmustir (6).
Micro TESE, testisten farkli bolgelerin mikroskop altin-
da agilarak biyopsi ile sperm elde edilmesi islemidir (7).
Calismamizda, dondurulmus ejekiilat ve dondurulmus
testikiiler sperminin ICSI sonuglarina etkisinin karsilas-
tirilmast amaglanmustir.

Bu amag i¢in yas ortalamasi, toplam oosit ortalama-
s1, olgun oosit ortalamasi, fertilizasyon orani, embriyo
gelisme orani ve gebelik durumlari gibi parametreler

karsilagtirilmali olarak degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEMLER

Caligmamizda 11.10.2016-12.09.2017 tarihleri ara-
sinda infertilite nedeniyle ICSI tedavisine alinmis ve
spermleri dondurulmus ve bir sonraki siklusta sperm-
leri ¢oziilerek ICSI uygulanmis 36 ¢ift 6rneklemimizi
olusturmustur. Hastalarin 9 tanesi kemoterapi, 5 tanesi
kriptozoospermi nedeniyle olmak iizere toplam 14 ta-
nesine ejekiilat kriyoprezervasyonu, azoospermik 22
hastaya ise micro TESE islemi nedeniyle sperm kri-
yoprezervasyonu gerceklestirilmigtir. Tki grubun ICSI
sonuglari (fertilizasyon orani, embriyo gelisme orani ve
gebelik oranlari)kargilagtirilmigtir. Bu hastalardan esleri
> 35 yas olan, endometriozisli, genetik hasar belirlenen,
distik over rezervine sahip (FSH >10) olanlar alinma-
muigtir.

Caligmamizin, Istanbul Medipol Universitesi, giri-
simsel olmayan klinik aragtirmalar etik kurulundan etik

onay1 alinmustir.

Sperm Dondurma ve C6zme

Likefiye olan semen kriyoprotektif ajanlarla (Sperm
Freeze, Vitrolike, Isvi¢re) 1/1 oraninda ve ¢ok yavag bir
sekilde karistirildi. Karisim kriyovial ya da straw icine
almip 30 dakika siireyle nitrojen buharinda tutuldu ve
bu sirada 1sinin tedricen diigmesi saglandi. Stirenin so-

nunda strawlar sivi1 nitrojen tankina aktarildi.

intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)-
Mikroenjeksiyon Oviilasyon indiiksiyonu

Cesitli infertilite nedenleriyle ICSI uygulanacak
hastalara, gonadotrophin-releasing hormon (GnRH)
analoglariyla kisa ya da uzun ovaryanstimiilasyon pro-
tokolii uygulandi. Folikiillerin gelismesi i¢in humanme-
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nopozalgonadotropin (HMG) ya da rekombinant folikiil
stimiilasyon hormonu (FSH) kullanildi. Oositler, 10000
IU human koryonik gonadotropin (hCG) enjeksiyonun-
dan 36 saat sonra transvajinal yolla ultrasonografi esli-

ginde toplandi.

Oosit Deniidasyonu ve ICSI

Toplanan oositler enzimatik (Hyase 10X, Vitrolife,
Kungsbacka, Sweden) yoéntemle soyularak Narishige
mikroenjeksiyon sistemi atagmanli ve Hoffmanmodii-
lasyonluinverted mikroskop (Olympus IX71, Japan)
kullanilarak mikroenjekte edildi. Mikroenjeksiyon isle-
mi Van Steirteghem ve ark. tarafindan belirtildigi sekil-
de uygulandu (8).

Embriyo Kiiltiirii

Enjekte edilen oositler 1 giin 6nceden hazirlanip %5
02 ve %6 CO2 ortamina sahip inkiibatérde (ESCO)
bekletilen sequential kiiltiir medyumuna (Sagemedia,
Origio) aktarilip 16-18 saat sonra fertilizasyon varlig: (2
proniikleus ve 2 polar cisimcik varlig1), 24, 48 ve 72. sa-
atlerde de embriyo gelisim(hiicre sayisi ve boliinme hizi)
ve kaliteleri (fragmentasyon seviyesi, blastomer biiyiik-
lagd, sitoplazmik yap1) kontrol edilerek skorlandi ve not
edildi.

Embriyo Transferi

Embriyo transferleri, gelisen embriyolarin sayis1 ve
kalitesine gore 3. ya da 5. glinde ultrasonografi esligin-
de transvajinal yolla gergeklestirildi. Embriyo transfer
isleminden 12 giin sonra kandaki p-hCG seviyesi 6l¢ii-
lerek gebelik olusup olusmadig: belirlendi. 10 mIU/ ml
B-hCG degeri pozitif gebelik olarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz
SPSS 22.0 software for Windows kullanilarak iki gru-

bun verileri Mann-Whitney U Test ve t-test ile karsilas-
tirildi. p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Sperm parametreleri degerlendirildiginde ejekiilat
ve TESE spermlerinde dondurma éncesi (DO) ve don-
durma sonrasi (DS) toplam motilite ve canlilik oranlari
Tablo 1de gosterilmistir. Cozme sonrasinda gruplar ara-

Tablo 1: Hasta gruplarinin toplam motilite ve vitalite oranlarinin kar-

silasgtirilmast.
DO: Dondurma Oncesi CS: Cozme Sonrast
Hasta gruplar1 | Ejekiilat Grubu TESE Grubu pdegeri
DO | CS | Fark | DO | CS | Fark
Toplam
Motilite oran1 | 48 | 32 | -16 | 32 | 18 | -14 >.08
(%)
Vitalite oran1
53 | 38 | -15 | 42 | 20 | -22 >1
(%)

Tablo 2:Hasta gruplarinin dagilimlar1 ve ICSI parametrelerinin kargi-

lagtirilmast.

1.Grup 2.Grup

Hasta gruplar: Dond. Ej/ Dond. | p degeri
Sp. TESE

Yas ortalamasi 32,07 33,5 >.19
Toplam oosit 7,14 9,86 >3
Olgun oosit 4,78 7,18 >1
Fertilizasyon orani(%) 66,9 72,8 0.07
Embriyo gelismeorani(%) 100 88,8 >.6
Transfer yapilmayan hasta sayisi 1 3
Gebelik orani(%) 35,7 9,09 0.034
Implantasyon orani 28,2 6,3 >.15

sinda toplam motilite ve vitalite oranlar1 arasinda istatis-
tiksel bir fark bulunmadi (p>0.05).

ICSI parametreleri agisindan degerlendirildiginde,
gruplar arasinda toplam oosit, olgun oosit, implantas-
yon oranlar1 ve embriyo gelisme oranlari farkli olmasina
ragmen gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik
gozlemlenmedi (p>0.05). Her iki gruptaki hasta dag:-
limlar: ve gebelik sonuglar: Tablo 2 de gosterilmistir.

Fertilizasyon oranlari, TESE islemi uygulanarak
dondurulmus ejekilatta normal dondurulmus ejekii-
latli gruba gore daha yiiksek olarak gozlemlenmesine
ragmen sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0.07). Implantasyon oranlari ve embriyo gelisme
oranlari arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmedi(p>0.05). Gebelik oranlari ise dondurul-
mus ejekiilat grubunda dondurulmus testikiiler sperm
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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Dondurulmus spermlerin fertilitede ilk kez 1949 y1-
linda Polge ve arkadaglar: tarafindan kullanilmistir (9).
Kriyoprezerve edilmis sperm ve taze spermin ICSI so-
nuglar1 tzerine etkisi gesitli calismalarda tartigtlmistir.
Taze sperme oranla dondurulmus spermde fertilizasyon
orani, embriyo gelisme orani ve gebelik oranlari gibi pa-
rametrelerin diigmesine ragmen,sonuglar kabul edilebi-
lir sinirlar igerisindedir (10).

Borges ve ark. taze ejekiilat spermin, dondurulmus
ejekiilat sperme oranla daha yiiksek fertilizasyon orani-
na sahip oldugunu ileri siirerken (11) Kuczynski ve ark.
ise taze ejekiilat sperm ile dondurulmus ejekiilat sper-
min fertlilizasyon ve implantasyon oranlarinda herhan-
gi bir farkliligin olmadiginu ileri stirmiiglerdir (12).

Testikiiler sperm ektraksiyonu(TESE) azoospermi ya
da kriptozoospermi belirlenen hastalardan sperm elde
etmek amaciyla biyopsi alinmasi islemleridir. Ejekiile
sperm ile testikiiler spermin avantajlar1 ve dezavantajlari
bircok aragtirmaci tarafindan arastirilarak cesitli calis-
malarda tartisilmistir. Bazi aragtirmacilar, ejekiile sperm
ve testikiller spermin taze olarak kullanildiginda ICSI
parametreleri {izerine daha faydali sonuglar verdigini
ileri stirerlerken bazilar1 da ejekiile sperm ve testikiiler
spermin dondurularak kullanilmasinin taze halleri ka-
dar iyi sonuglar verdigini ileri siirmiiglerdir. Romero ve
ark. dondurulmus testikiiler spermde fertilizasyon orani
ve gebelik oraninin diisiik oldugunu ileri siirerken (13),
Gil-Salom ve ark. taze sperm kadar iyi fonksiyon yapabil-
digini savunmustur (14). Hessel ve ark. ise yapmus olduk-
lar1 ¢alismada, testikiiler sperm kullaniminin gebelik ve
dogum oranini etkilemedigi sonucuna varmslardir (15).

Bizde yapmis oldugumuz ¢alisgmada dondurulmus
ejekiilat sperm ile dondurulmus testikiiler spermin ICSI
parametreleri iizerine etkisini aragtirdik ve gruplar ara-
sinda fertilizasyon oranlari, embriyo gelisme oranlari,
implantasyon oranlar1 ve gebelik oranlarinmi kargsilagti-
rarak degerlendirdik. Ayrica dondurma-¢6zme sonra-
sinda sperm parametreleri (%toplam motilite, %vitalite)
arasindaki farkliliklar1 belirleyip gruplar arasinda karsi-
lagtirdik.

Her iki grupta, spermler dondurulup ¢éziildiigiinde

toplam motilite ve vitalite oranlarinda beklenen diizeyde

bir azalma meydana gelmistir (%15-%18.5) ancak ejekii-
lat ve testikiiler sperm gruplar1 arasinda istatistiksel ag1-
dan bir fark gézlemlenmemistir. Bulgularimiz, Hauser
ve ark’nin testikiiler spermatozoanin dondurma-¢6zme
islemi stirecinde motilitenin dustigini bildirdikleri
¢aligmanin bulgulari ile benzerdir (16). Levron ve ark.
dondurma ve ¢ézme islemi siirecinde motilitenin ko-
rundugunu bildirmislerdir (17).

Fertilizasyon oranlarimmi karsilastirdigimizda, testi-
kiiler sperm grubu ile ejekiilat sperm grubu arasinda an-
laml1 bir fark gozlemlenmemistir. Bu noktadaki bulgu-
larimiz literatiirii destekler niteliktedir. Karacan ve ark.
da yapmis olduklar1 ¢aliymada dondurulmus testikiiler
sperm kullaniminin toplam oosit, olgun oosit, transfer
edilen embriyo say1si, implantasyon orani, fertilizasyon
orani ve gebelik orani gibi ICSI parametreleri iizerine
olumsuz bir etki gostermedigini sylemislerdir (18).
Literatiirdeki bazi ¢alismalar ise bulgularimizdan farkl
sonuglar bildirmiglerdir. Hauser ve ark. yapmis olduk-
lar1 galismada, testikiiler sperm donduruldugunda ha-
reketliliginde azalma meydana geldigi icin fertilizasyon
oraninda anlamli diigiis oldugunu séylemislerdir (16).
Bulgulardaki bu farkliligin ¢aligmaya alinan hastalarin
eslerinden kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.

Embriyo gelisme oranlari agisindan her iki grubu
karsilastirdigimizda ejekiilat sperm grubunda testikiiler
sperm grubuna oranla embriyo gelisme oranlarini daha
yiiksek olarak gozlemlenmesine ragmen belirlenen fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. Caligmamizin bulgu-
lar1 Tsai ve ark’nin yaptig1 calismadaki embriyo gelisme
orani sonuglar1 (%92.3) ile benzer bulunmustur (19).

Gruplar1 gebelik oranlari agisindan karsilagtirdi-
gimizda, ejekiilat grubunda testikiiler sperm grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek gebelik
oranlar1 belirledik (p<0,05).Sonuglarimiz bu anlamda
literatiirti desteklemektedir. Testikiiler sperm grubunda
gebelik oranlarimin diigiik bulunmasinin nedeni olarak
sperm hiicrelerinin hiicresel matiirasyonlarini tamamla-
mamast digiiniilebilir (20). Ayrica, microTESE ile alin-
rak dondurulan spermlerden elde edilen embriyolarda
daha ytiksek oranda aneuploidi belirlenmesi de bizim
sonuclarimizi destekler niteliktedir (21).

Dondurulmus ejekiilat sperm ile dondurulmus tes-
tikiiler sperm gruplarini implantasyon oranlar1 acisin-
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dan karsilastirildigimizda dondurulmus ejekiilat sperm
grubunda daha yiiksek implantasyon oranlari belirle-
dik. Bulgularimiz Hauser ve ark’nin taze ve dondurul-
mus testikiiler sperm ile ejekiilat spermin iimplantasyon
oranlar1 agisindan karsilagtirdiklarinda, taze testikiiler
spermde implantasyon oranini daha ytiksek olarak goz-
lemledikleri ¢alismanin bulgularini destekler nitelikte-
dir (22).

Sperm kriyoprezervasyonu uzun yillardir ICSI te-
davilerinde kullanilmasina ragmen, yontemin etkinligi
ve glivenligi lizerine arastirmalar devam etmektedir.
Calismamizin bulgular1 dogrultusunda, sperm kriyop-
rezervasyonunun spermin ICSI siirecini olumsuz ekile-
memesine ragmen gebelik oranlarinda anlaml diisiise
neden oldugu sonucuna varilmigstir. Bunun, implantas-
yon siirecinde spermin oynadig rol nedeniyle olabile-
cegi diistiniilmektedir. Bu etkinin ortaya koyulabilmesi
ve implantasyon siirecinde gorev alan mekanizmalarin
aydinlatilabilmesi i¢in, daha biiyiik hasta gruplariyla
yapilmis molekiiler seviyede ¢aligmalara ihtiya¢ duyul-
maktadir.
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