Does using testicular sperm
retrieval rather than ejaculated
spermatozoa improve reproductive
outcomes in couples with previous
ART failure and poor ovarian
response? A case-controlled study

Ejakulat spermlerinden ziyade testikiler sperm kullanimi ART basarisizligi oykisi ve kot overian
yaniti olan ciftlerde reproduktif sonuclari iyilestirir mi? Bir vaka-kontrol ¢alismasi

OZET

Bu calismanin amaci; kot overian yaniti olan ve daha 6nce ART basarisizligl olan kadinlarda,
testikiler alinan spermlerin, taze ejakulat spermleri ile kiyaslandiginda, reproduktif sonuglari arttirip
arttirmadiginin degerlendirilmesidir.

Calisma; Montreal, Quebec ve Kanada'daki tniversite merkezli bir Greme merkezinde; retrospektif
bir vaka-kontrol calismasi olarak yapildi. 18 kotd yanith hasta 54 kontrol ile eslestirildi( 3:1). Kot
yanit verenler, oosit toplamada <3 oosit elde edilenler olarak belirlendi. Vakalar; koti yanithilar
olarak tanimlandi ve daha 6nce vf basarisizligi olan testikuler sperm kullanimi endikasyonu olanlar
dahil edildi. Kontroller yas ve siklus girisim sayisi ile eslestirildi. Tim hastalar sadece bir kez dabhil
edildi. 1 Ocak 2009'dan 31 Aralik 2015'e kadar, tiim hastalar ve kontroller testikuler sperm veya
ejakilat spermi ile ICSI kullanilarak IVF siklusuna baslatildilar. Sonuglar canli dogum orani, gebelik
orani, distik orani, oosit sayisi ve embryo transfer (ET) gliniini icermektedir. Her iki grupta canh
dogum oranlari, gebelik oranlari ve diisiik oranlari benzer bulunmustur. Testikil sperm grubunda
kontrollerden daha az 2. giin ET'ler (% 8.5’e karsl % 48.6, p = 0.01) ve daha fazla 5. gilin blastosist
transferleri (% 25.0'e karsi% 5.4, p = 0.05) vardi. Boylece testikller sperm grubunda daha iyi embriyo
kalitesine dair genel bir diislince olustu. Bununla birlikte, genel olarak, testikiler sperm kullaniminin
az katki sagladig1 goriilmektedir. Ko6tl overian yaniti olan kadinlar tipik olarak canli dogum oranlari
acisindan kot prognoz gosterirler ve bu da bu ¢alismada desteklenmektedir. Testikiller sperm
grubunda daha iyi embriyo kalitesi diistincesi daha genis cok merkezli bir calismada tekrar
degerlendirilmesi gerekmektedir.

GIRIS
Geleneksel olarak, testikiiler spermatozoa etiyolojide obstriiktif veya obstriiktif olmayan azoospermi
vakalarinda kullaniimistir (Stahl ve ark., 2011). Yakin zamanda, testikller sperm kullaniminin zayif

sperm parametrelerinde veya Onceki ART basanisizliklarinda iyilesmis gebelik oranlar ile
sonuglanacagina dair bazi kanitlar bulunmustur (Ben-Ami ve ark., 2013; Esteves ve ark., 2015).

Ancak , testikiiler sperm alimi erkek hastada risk tasir; kanama, enfeksiyon ve geri donisiimsiiz
testikiler doku hasari gibi potansiyel komplikasyonlari bulunan invaziv bir cerrahi prosedirdir
(Gnoth ve ark., 2014). Bu nedenle, potansiyel yararlarin risklerden daha fazla olmasini saglamak igin
hastalara bu prosediirii 6nerirken dikkatli olmamiz gerekir. Tipik olarak, overian yaniti koétl olan
kadinlar, testikiiler spermlere bakan c¢alismalardan dislandi ve literatiirde tekrarlayan IVF



basarisizliklar olan ve kadin overian yaniti azalmis ciftlerde testikular sperm kullanimini inceleyen
rapor bulunmamistir. Bir calismada, yumurtalik rezervi azalmis kadinlarda anormal sperm DNA
parcalanmasinin Greme sonuglari lGizerinde olumsuz bir etkisi oldugu bulundu; ancak ¢alimada sadece
ejakuilat spermatozasi incelenmistir (Jin ve ark., 2015).

Ejakulat spermatozasi ile tekrarlayan IVF basarisizliklari nedeniyle testikuler spermatazoa kullanilan
ciftlerin kdtli overian yaniti olan kadin partnerleri énceki IVF basarisizliklarinda hem disi hem de
erkek faktorlerin rol oynayabilecegi icin, ilging bir micadele olusturmaktadir. Bu nedenle, cerrahi
olarak alinmis spermatozoa kullaniminin karari, kadin partnerin koétl overian yaniti géz onilinde
tutularak, testikiler sperm alimi ile iliskili riskler ve taze ejakulat spermatozoasi kullanimina ek bir
yarar saglayacagi yoniindeki belirsizlikler ile birlikte degerlenirilmelidir.

Bu calismanin amaci, overian yaniti azalmis ve ART basarisizhigl éykisi olan hastalarda testikiler
spermatozoa kullaniminin ejakulat spermatozoasi ile kiyaslaylp (ireme sonuglarini arttirip
arttirmadigini belirlemektir.

MATERYAL-METOD

Bu vaka kontrol ¢alismasi igin bir Universiteye tabanh reme merkezindeki elektronik veritabani veri
toplama amaciyla kullanilmistir.

Fertilizasyon igin testikuler spermleri kullanan tim ART sikluslari 1 Ocak 2009 ile 31 Aralik 2015
arasinda tanimlandi. Sekiz yiz iki dongi bulundu ve cizelgeler gbzden gegcirildi. Bologna kriterlerine
(Ferraretti ve ark., 2011) gore kotl overian yanitli hastalar, oosit toplama isleminde <3 oosit bulunan
hastalar olarak tanimlandi. Yz on bes hasta bu limite takildi. Bu olgular cerrahi sperm alimi
endikasyonuna gore analiz edildi: obstriktif azoospermi, obstriktif olmayan azoospermi ve
tekrarlayan ART basarisizliklari. Ejakulat spermatozoasi ile 6nceki IVF basarisizlik(lar)i igin testikiler
spermatozoa kullanilan 18 siklus gegiren 18 hasta ¢alismaya alindi. Ejakulat spermi ile ICSI uygulanan
kontrol grubu yas(12 ay icinde) ve siklus girisim sayisi ile vaka grubu ile eslestirildi; 3:1 oran tespit
edildi. 7. siklusunda 37 yasinda bir hasta ve 3. siklusunda 29 yasinda bir hasta mevcuttu ve ikisininde
yalniz yas veya yalniz siklus sayisi ile eslestirlebilen kontrolu mevcuttu. Bu iki hasta yaslari gozetilerek
kontroller ile eslestirildi, kontroller sirasiyla 6. ve 2. siklustaydilar. Tim kontroller, ayni Bologna
kriterleri (Ferraretti ve ark., 2011) kullanilan kot overian yanith hastalardi.

Tim hastalar sadece bir kez dahil edildi ve testikiler spermatozoa kullanilan vakalarda,
degerlendirilen siklus, hastanin testikiler spermatozoa kullanilan ilk siklusuydu.

18 erkek hastanin 16'sina, lokal anestezi altinda 10 mL'lik siringaya baglanan 14 ila 18 dlcilerinde
anjiyokateter ile testikiiler dokudan perkiitan aspirasyonu ile testikiler sperm aspirasyonu (TESA)
uygulandi. Geriye kalan iki hastaya daha 6nce literatiirde tanimlanan mikrodiseksiyon testikiiler
sperm ekstraksiyonu (mTESE) uygulandi (Schlegel, 1999). Spermatozoanin bulunmadigi tek bir hasta
(mTESE uygulanmis) vardi. Cogu, antagonist protokolu, mikrodoz flare protokolii ve uzun agonist
protokolu olmak (izere cesitli overian stimilasyon protokolleri kullanildi. Toplam doért hastada
midluteal pach protokoli veya dogal IVF sikllsi kontrol grubunda uygulandi.

Sonuglar; canli dogum orani (LBR), alinan oosit sayisi, MIl oosit sayisi, elde edilen 2PN embriyo sayisi,
fertilizasyon orani (2PN embriyo sayisi / MIl oosit sayisi), embriyo transferi(ET) yapilmayan hasta
sayisl, 2.glin ET, 3.glin ET, 5.glin ET yapilan hasta sayisi, gebelik orani (oosit toplama basina pozitif
kantitatif bHCG olarak tanimlandi) ve diisik orani idi.

Embriyo transferinin zamanlanmasi icin kriterler, hasta yasi ve siklus sayisina (yani birinci siklus ve
sonraki sikluslar) dayandirildi. ilk sikliislerini geciren 36 yas alti hastalarda, iki veya daha fazla kaliteli,



8-hiicreli 3. giin embriyosu varsa, embriyo blastosist evresine kiiltiirlendi. Yoksa, 3.giin embriyo
transferi yapildi. Birinci siklusta bir blastosist elde edildiyse, <36 yasindaki hastalar i¢in sonraki
sikluslarda embriyo blastosist evresine kiiltlirlendi. Aksi takdirde, herhangi bir blastokist elde
edilemediyse, ilk siklusta blastokisti bulunmayan hastalarda 3. giinembriyo transferi distntlda.
Ancak 3. giinde embriyolarin kalitesi iyi gorlinlyorsa, goriisme sonrasinda blastosist evresine
kiltirleme uygulanmasi disitnildi. 36 yasin Uzerindeki ilk siklusutaki hastalarda, dért veya daha
fazla iyi kalitede, 8 hiicreli 3. glin embriyosu varsa embriyo blastosist evresine kiltirlendi. Yoksa ,
3.glin embriyo transferi yapildi. 36 yas (st sonraki sikluslarda olan hastalar; eger birinci siklusta iki
veya daha fazla blastosist elde edilmisse embriyo blastosiste kiltirlendi (daha 6nce elde edilen
blastokistlerin kalitesi cok zayif olmadigi slirece).

istatistiksel analiz, STATSDIRECT istatistiksel yazilimi (stirim 3.0, StatsDirect Ltd., Cheshire, ingiltere)
kullanilarak yapildi. Bagimsiz gruplar t-testi ve Mann-Whitney U-testi kullanilarak iki grubun temel
ozellikleri karsilastirildi. Sonuglar bagimsiz gruplar t-testi ve ki-kare testi kullanilarak analiz edildi.

Bu calismanin retrospektif grafik incelemesi ve analizi i¢in kurumsal etik onayi alindi (IRB # 15- 388-
MUHC). Bu g¢alisma, insan deneklerini iceren Helsinki Tibbi Arastirmalar Bildirgesi'ne uygun olarak
yurGtilmustar.

SONUCLAR

Kadin ve erkek vyasi, siklus sayisi ve ejakilat sperm parametrelerini iceren temel 6zellikler iki grup
arasinda benzerdi (tablo1). Testikiiler sperm grubunda hastalarin cogunluguna antagonist protokoli
[% 33.3 (n = 6)] ve mikrodoz flare protokolii [% 33.3 (n = 6)] uygulandi, ardindan overian stimulasyon
icin uzun agonist protokolu, dogal siklus IVF ve midluteal patch protokolu [sirasiyla % 16.7 (n = 3); %
11.1 (n = 2); % 5.6 (n = 1)] uygulandi. Kontrol grubunda hastalarin ¢ogunluguna mikrodoz flare
protokoll [% 46.3 (n = 25)] uygulandi, bunu antagonist protokolu, uzun agonist ve midluteal pach
protokoli izledi [sirasiyla % 40.7 (n = 22); % 11.1 (n = 6); % 1.9 (n = 1)]. Kontrol grubundaki hicbir
hastada overian stimiilasyon icin dogal siklus IVF protokolii uygulanmadi. Cerrahi sperm alinmasinda
TESA % 88.9, mTESE % 11.1 oraninda uygulandi. Reprodiktif sonuglar Tablo 2'de gosterilmektedir.

Bu sonuglar, testikiil sperm grubunda, kontrollere kiyasla, daha az 2. giin ETleri ve daha fazla
blastosist transferini gostermektedir, bu da testikiler sperm grubunda daha iyi embriyo kalitesi
oldugunu duslndlirmustir . Bununla birlikte, her iki grup arasindaki diger reprodiktiif sonuglari
benzerdi.

TARTISMA

Bildigimiz kadariyla bu calisma, azalmis overian yaniti oldugu bilinen, tekrarlayan IVF basarisizhg
bulunan ciftlerde testikiiler spermatozoa kullanimini inceleyen ilk ¢calismadir.

Ozellikle subnormal sperm kalitesi (Ben-Ami ve ark, 2013; Esteves ve ark, 2015)ve/veya artmis sperm
DNA fragmantasyonu (Esteves ve ark, 2015) durumlarinda ICSI ile basarisizlik 6yklsu olan ciftlerde
ejekilat spermlere karsi testikller spermlerin kullaniimasinin son literatiirde desteklenmesine
giderek artan bir ilgi duyulmaktadir. Testisden alinan spermlerin, daha az oksidatif hasara sahip
oldugu, boylece fresh ejakilatin kullanimina kiyasla ICSI ile daha iyi sonuglara yol agabilecek daha iyi
sperm kromatin yapisinin bitinlGginin saglanmasi oOnerilmistir (Abhyankar ve ark., 2016).
Tekrarlanan IVF basarisizliklari icin testikiler spermlerin kullaniimasini 6neren galismalar literatirde
sinirhdir ve celigkili sonuglar vermektedir ; ama yinede ¢ogunluk testikiler sperm kullanimini fresh
ejakulatta tercih etmektedir(Ben-Ami ve ark., 2013; Negri ve ark., 2013; Alrabeeah ve ark, 2014).



Tekrarlayan IVF basarisizhgl durumunda testikiiler sperm kullanimi ve kétl overian yanith kadin
partner henz birlikte incelenmemistir.

Testikller sperm ekstraksiyonunun potansiyel faydasini artifisyel olarak arttirmak istemedigimiz icin,
bilerek testikiler sperm grubunun sonuglarini 6nceki basarisiz sikluslarinin  sonuglariyla
karsilastirmamayi sectik. Bunun yerine, testikiiler sperm aliminin reprodiktif sonuglar tzerindeki
etkisinin daha iyi bir sekilde karsilastirilabilmesi icin, ayni calisma doneminde ayni merkezden yas ve
siklus sayisinin eslestirildigi kontrolleri kullanmayi segtik.

Bu calismada, testikiiler sperm grubu ile olgu eslestirmeli kontroller arasinda sonuclar benzerdir,
ancak kontrol vakalarinin sayisi, bunu kesin olarak sonuglandirmak i¢in ¢ok azdir. Testikuler sperm
veya ejakulat spremi kullanildiginda kotl prognozlu poptlasyonda hem gebelik oranlari hem de canli
dogum oranlari disiktir. Bununla birlikte, testikiiler sperm grubunda daha iyi embriyo kalitesi (daha
fazla 5.glin ET’i ve daha az 2.giin ET'i tespit edildigi icin) diisiincesi vardir. LBR testikller sperm
grubunda (% 16.7) , ejakulat sperm grubuna (% 11.1) kiyasla daha yiksek olmasina ragmen, az
sayidaki olgu nedeniyle bilyiik oranda istatistiksel olarak anlamli degildir. K&tli overian yanitlilarda
toplam gebelik oraninin % 11 ve odds orani 1.5 olarak varsayildiginda; 6rneklem buylkIGgi
hesaplamalari, kotli overian yanit ile iliskili tekrarlayan IVF basarisizliklari oykiisiinde testikiler
spermatozoa kullanilan 644 olgu ve 1932 kontrolun (3: 1 orani igin) % 5 ve% 80'lik test giicl ile
istatistiksel olarak anlamli olmasi icin incelenmesi gerektigini gostermektedir. Bu sayinin tek bir
merkezde basarilmasi mimkiin degildir.

Calismanin en zayif yonu, kiiclik 6rneklem buyuklagiadir. Buna ek olarak, olgular yas ve siklus girisim
sayllari ile kontrollerle eslestiriimesine ragmen, analizde yer almayan altta yatan female faktor ve
parite gibi baska karistirici degiskenler mevcut olabilir. Buna ek olarak, olgular sadece kadin yasina
gore eslestirildi ve olgular ve kontroller arasinda erkek yasta istatistiksel olarak anlamh farkhhk
olmamasina ragmen, gruplar arasinda eslestirme Ozellikle erkek vyas icin yapilmadi. Bu
popilasyondaki genel diisik LBR ve gebelik oranlari nedeniyle, testikuler ve ejakiilat spermatozoa
arasinda anlaml bir fark olup olmadigini degerlendirmek icin daha bliylk sayilara ihtiyac vardir.
Genellikle, infertilite tedavisi géren hastalarin yalnizca kigik bir alt grubunu temsil etmesi ve
nispeten kot prognozu goéz oniline alindiginda, birden fazla IVF siklusundan gecme olasiligi disiik
olmasi nedeniyle, bu ol¢iitlere uyan ¢ok sayida hastayi almak zordur. Belirtildigi gibi, Greme sonuclari
Uzerine istatistiksel ve klinik olarak anlamli bir etki gostermek igcin daha biylk bir 6rneklem
blyliklagu gereklidir.

Embriyo kalitesi daha iyi olmasina ragmen, LBR | halen ¢ok disuktiir. Bu; kotli overian yaniti, male
faktor infertilitesi ve donceki ART basarisizliklari gibi zorlu klinik durumlarda hastalara danismanhk
yaparken onemlidir. Bu hastalara genel olarak daha disiik olan LBR nin gercekgi olasiliklarinin
anlatilmasi onlarin prognozunu tam olarak anlamalari icin ¢cok 6nemlidir. Calismamizda testikiler
sperm alimindan herhangi bir komplikasyon olmasa da (tartisilan gibi) cerrahi sperm alimi ile iliskili
potansiyel dnemli riskler vardir ve eve saglikli bebek gotiirmenin makul beklentileri giftle birlikte
ayrintili olarak konusulmahdir. Testikiiler sperm kullanimi ile gelisen embriyo kalitesi ile muhtemel
thmli sonuglarda bile, genel gebelik oranlari distktir ve bu muhtemel etkiyi dogrulamak veya
cliritmek icin daha fazla ¢alisma gerekmektedir.

ONERILER

Koth overian yaniti olan hastalar klinisyenler icin sikinti teskil eder; c¢linkii otolog oositler
kullanildiginda herhangi bir miidahalenin (testikiler sperm kullanimi dahil) gebelik ve canli dogum
oranlarini anlamli olarak iyilestirdigine dair cok az kanit bulunmaktadir. Bu calismanin sonuglari,
¢giftlere prognoz konusunda danismanlik alirken yardimci olabilir ve cerrahi sperm aliminin potansiyel



riskleri ile ve ayni zamanda kotl overian rezervi ile karsi karsiya kaldiklarinda gergekgi beklentiler de
bulunmalari icin yardimci olabilir. Fertilizasyon icin testikiler spermlerin kullanildigi kot overian
yanith kadin hasta populasyonunda daha fazla arastirma gerekmektedir.

Bu; kotli overian yanit ile tekrarlayan ART basarisizligl olan ciftlerde testikuler spermlerin kullanimini
degerlendiren ilk ¢alismadir. Bu poptlasyondaki canli dogum orani disliktlir ve muhtemelen ok
faktorlidir ve ozellikle oosit kalitesi diisiik oldugu icin provake edilmektedir. Testikiler sperm
kullanimi, canli dogum oranini artirabilir, ancak, bu soruya kesin olarak cevap vermek icin ¢ok daha
bilylk, prospektif randomize bir ¢alismaya (n> 1000) ihtiyag vardir; ¢linkl bu populasyondaki canli
dogum oranindaki kiiclk artislar bile anlamhdir. Testiskuler spermatozoa kullanilan 800'den fazla IVF
siklusunun goézden gegirildigi kendi kurumumuzda bile, bunlarin icinden sadece 18 cift IVF basarisizligi
oykusil ve kotl overian yanita sahip olma kriterlerine uymaktadir. Amacimiz, bu ¢alismanin bu zorlu
klinik soruyu daha iyi cevaplamak icin gerekli olabilecek potansiyel ¢cok merkezli bir calismanin
baslangic noktasi olmasidir.
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Table 1 Baseline characteristics (mean + standard deviation is shown when
data are normally distributed, and median &+ IQR is shown when data are
not normally distributed)

Testicular sperm Control group p-value
group (n = 18) (n=54)

htean female age AB.0(+3.79) 38.1 (+£3.87) 0.95
Mean male age 429 (1£5.59) 40.6 (£5.83) 0.14
Mean IVF attempt number 3.8(£1.42) 38(x1.36) 0.84
Median basal semen volume 25(41.5) 21+ 0.89
Mean sperm concentration 296 (47600 489 (4£58.11) 0.21
hedian total sperm motility 25.5% (+0.41) 47% (+0.56) 0.30
hMedian normal morphology 3% (£1.3) 4% (+0.12) 1.00

by Kruger strict criteria

Table 2 Reproductive outcomes (mean + standard deviation is shown
when data are normally distributed, and percentages are shown when two
independent proportions are examined)

Testicular sperm Control group p-val ue

group (n=18) (n=54)
Mean oocytes retrieved 2.2 (+0.88) 2.0(+0.7%) 0.54
Mean Ml 1.8 (£0.79) 1.6 (+0.74) 0.21
Mean 2PN 1.2 (£0.99) 1.0 (0.80) 0.58
Fertilization rate 54.7% 50.9% 0.71
Mo ET 33.3% 31.5% 0.88
Day 2 ET 8.3% 48.6% 0.01*
Day 3 ET 66.7% 45.9% 0.21
Day S ET 25.0% 5.4% 0.05*
Pregnancy rate 22 2% 16.7% 0.60
Miscarriage rate 25.0% 33.3% 0.76
LER 16.7% 11.1% 0.54

*Statistical significance.



