
©2019 Androloji Bülteni 33

Androl Bul 2020;22:33−42 
https://doi.org/10.24898/tandro.2020.99267

DERLEME | REVIEW

İstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi, Kadın Hastalıkları ve Doğum Anabilim Dalı, 
Reprodüktif Endokrinoloji ve İnfertilite Bilim Dalı, ÜYTE Merkezi, İstanbul, Türkiye

Yazışma Adresi/ Correspondence: 
Dr. Sibel Bulgurcuoğlu Kuran
İ.Ü İstanbul Tıp Fakültesi, Kadın Hastalıkları ve Doğum Anabilim Dalı, Reprodüktif 
Endokrinoloji ve İnfertilite Bilim Dalı, Tüp Bebek Merkezi, Çapa 34093 İstanbul, 
Türkiye
Tel:  +90 533 515 41 76
E-mail:  sbulgurcuoglu@yahoo.com

Geliş/ Received:  21.06.2019
Kabul/ Accepted: 09.08.2019

Erkek Üreme Sağlığı

IUI ve ICSI’de laboratuvar süreci
Laboratory procedure of IUI and ICSI

Sibel Bulgurcuoğlu Kuran

GİRİŞ

İnsan üreme fizyolojisine göre, bir grup sperm hücresi, 
yumurtalıkta ampulla bölgesine ulaşıncaya kadar etkili bir 
seçilime maruz kalmaktadır. Yolculuğu sırasında dişi üreme 
sisteminin farklı bölümlerinde bir takım değişikliklere uğ-
ramakta ve adım adım seçilimi gerçekleştirilmektedir. 

ABSTRACT

Basically, the sperm preparation methods which are used in assisted 
reproductive treatments (ART), aim to eliminate low quality sperm 
and select the quality sperm in vitro conditions by simulating in vivo 
conditions. Nevertheless, success rate is still under the desired goal in 
the classical or new developed methods. A better understanding of 
the selection mechanisms in vivo, determination of the characteristics 
of selected sperm, appropriately preparation of sperm, and increasing 
live birth rates are needed to increase the success of ART. Choosing 
the good quality sperm is very important for ART success. Especially 
during the ICSI procedure, sperm motility, morphology and vitality 
status are evaluated before choosing and fertilization and good embryo 
development are provided. In the traditional preparation methods, 
sperms are separated in respect of their tendency of sedimentation or 
migration and they selected according to their morphology and motility 
criteria. Apoptosis and similar symptoms of sperm, DNA integrity, 
membrane maturation, functional mitochondria status, ultrastructure 
and other characteristics of sperm cannot be determined. Besides, new 
methods are used which ensure understanding of these features and 
correspondingly promising results are obtained. But, to select the best 
method, there must be more randomized controlled study.
Keywords: sperm, sperm selection, IUI, ICSI

ÖZ

Yardımla üreme tedavilerinde (YÜT) kullanılan sperm hazırlama yön-
temleri, temelde in vivo koşulları taklit ederek in vitro koşullarda kaliteli 
spermin seçimini ve düşük kaliteli spermleri elemeyi amaçlamaktadır. 
Buna rağmen klasik ya da geliştirilen yeni yöntemlerde başarı hala iste-
nilen düzeyde bulunmamaktadır. YÜT’ün başarısını arttırmak için in 
vivodaki seçim mekanizmalarının daha iyi anlaşılması ve seçilen sperm-
lerin özelliklerinin belirlenmesi, spermin uygun olarak hazırlanması ve 
canlı doğum oranlarının arttırılmasına ihtiyaç duyulmaktadır. Doğru 
spermin seçimi tek başına başarı açısından oldukça önemlidir. Özellikle 
ICSI işlemi sırasında, spermin motilite, morfoloji ve vitalite (canlılık) 
durumu değerlendirilerek fertilizasyon ve iyi embriyonun geliştirilmesi 
sağlanmaktadır. Kullanılan geleneksel hazırlık yöntemlerinde spermler 
sedimantasyon yada migrasyon eğilimlerine göre ayrılarak, morfoloji 
ve motilite kriterlerine göre seçimleri gerçekleştirilmektedir. Spermin 
apoptoz ve benzeri belirtileri, DNA bütünlüğü, membran maturasyonu, 
foksiyonel mitokondri durumu ve ultra yapısı gibi spermin diğer karak-
teristik özellikleri tespit edilememektedir. Bu özelliklerin anlaşılmasını 
sağlayan yeni yöntemler kullanılmakta ve oldukça olumlu sonuçlar alın-
maktadır. Fakat en iyi metodu seçmek için daha fazla randomize kont-
rollü çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır.
Anahtar Kelimeler: sperm, sperm seçimi, IUI, ICSI
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Ejakulattan atılan spermler, vajinada biriktikten kısa bir 
süre sonra, seminal plazmadan ayrılarak, morfoloji ve ha-
reketlilik bakımından seçilimin yapıldığı yüksek oranda 
hidrate olan servikal mukusa ulaşmaktadır. Aynı zaman-
da burada seçilen spermler, düşük oranda çoklu doyma-
mış yağ asidi (PUFA) içeren plazma membran içeriğine 
de sahiptir. Daha sonra, hiperaktivasyon ve kapasitasyon 
için seçilimin yapıldığı uterusa taşınarak, işlevsel olmayan 
spermler elimine edilmektedir. Birçok hayvan türünün 
aksine, insanda önemli bir işlevi bulunmayan uterotubal 
kavşaktan geçildikten sonra, spermler fallop tüpünün ist-
hmusuna ulaşmaktadır. Bu bölgede spermler 5 güne kadar 
saklanabilmektedir. İsthmusa ve daha sonra da ampullada 
(yumurtalık kanalı) bulunan follikülün kümülusuna ula-
şan spermler, kapasitasyon, termo-kemotaksis duyarlılığı 
ve DNA bütünlüğü için seçilime maruz kalmaktadır. Son 
olarak, kümülusun içinden geçildikten sonra sperm, başka 
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bir morfolojik seçilimin gerçekleştiği zona pellusida’ya bağ-
lanmaktadır. Burada erkek germ hücreleri zona pellusidaya 
bağlama kabiliyeti ve DNA bütünlüğü için de ayrıca test 
edilmektedir. Ancak bu aşamadan sonra yumurtayı döl-
leyip, yeni bir bireyin genomuna katkı sağlayacak en iyi 
spermin seçilimi gerçekleşmektedir.[1,2].

Ampulla bölgesine ulaşan hücreler özel bir yapıya sahip 
olduğundan özelliklerinin incelenmesi önem taşımaktadır. 
Günümüzde yardımla üreme tedavilerinde (YÜT) kul-
lanılan sperm hazırlama yöntemleri de in vivo koşulları 
taklit ederek, in vitro koşullarda kaliteli spermin seçimi-
ni, bir başka deyişle fertilizasyon kapasitesi düşük sperm-
leri elemeyi amaçlamaktadır. Klasik olarak kullanılan ve 
geliştirilen yeni yöntemlerde temelde baz alınan aslında 
bu noktalar olmakla birlikte başarı hala istenilen düzeyde 
bulunmamaktadır. YÜT’ün başarısını arttırmak için in 
vivodaki seçim mekanizmalarının daha iyi anlaşılması ve 
seçilen spermlerin hangi özellikte olduğunun belirlenme-
si, spermin uygun olarak hazırlanması, seçimi için uygun 
stratejilerin tasarlanması ve canlı doğum oranlarının arttı-
rılmasına ihtiyaç duyulmaktadır. 

İyi kaliteli bir spermi tanımlarken baş, boyun ve kuyruktan 
oluşan 3 ana bileşene sahip olması gerekmektedir. Organel 
yapısının yanı sıra fonksiyonel özelliklerinin de tam olması 
gerekmektedir. Spermin fertilizasyon kapasitesini belirle-
yen en önemli iki parametre morfoloji ve hareketliliktir.
[3] Bu parametrelerin dışında son yıllarda spermlerdeki ok-
sijen radikali türevlerinin varlığı, DNA fragmantasyonu, 
apoptoz ve mitonkondriyal zar potansiyelinin önemli ol-
duğunu gösteren çalışmalar da dikkat çekmektedir.[4-6]

YÜT’de infertil çiftin değerlendirilmesi sırasında, semen 
özelliklerinin doğru incelenmesi büyük önem taşımaktadır. 
Günümüzde yaygın olarak sayma kamaraları (Neubauer, 

Burker, Makler vs.) ile ışık mikroskobu altında sperm kon-
santrasyonu, motilite, morfoloji, aglütinasyon ve hücre-
sel elementlerin değerlendirilmesi altın standart yöntem 
olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte yakın zamanda 
geliştirilen birçok yeni teknik ile özellikle en iyi spermin 
seçilebilmesi için önemli mesafeler kat edilmiştir. Genel 
olarak fertiliteye ait normal değerlerle ilgili olarak sperm 
değerlendirmesinde çoğu merkez Dünya Sağlık Örgütü 
(World Health Organization-WHO-2010) kriterlerini esas 
almaktadır (Şekil 1).[3]

YÜT’DE SPERMİN SEÇİMİ VE HAZIRLIĞI
YÜT’leri infertilitenin medikal ya da cerrahi tedavi ile düzel-
tilemeyeceği durumlarda başvurulan yöntemlerdir. İlk olarak 
IUI (İntrauterin inseminasyon), daha sonra in vitro fertilizas-
yon (IVF) daha ileri aşamalarda ise intrasitoplazmik sperm 
enjeksiyonu (ICSI) uygulamaları gerçekleştirilebilmektedir. 
Erkek açısından baktığımızda, öncelikle semen analizi son-
rasında oligozoospermi (<15 milyon spermatozoa/ml), aste-
nozoospermi (<%32 motil spermatozoa) ve teratozoospermi 
(<%4 normal form) ayrımının yapılması önemlidir. Çoğu 
kez her üç patoloji, oligo-asteno-teratozoospermi (OAT) 
sendromu şeklinde de karşımıza çıkabilmektedir. Standart 
mikroskobik incelemede spermin olmadığı azoospermi, 
şiddetli OAT sendromu olan kriptozoospermi (<1 milyon 
spermatozoa/ml) ve akrozom yokluğu ya da eksikliğini ifa-
de eden globozoospermi durumlarınının belirlenmesi sperm 
hazırlığı açısından da önem taşımaktadır.

İntrauterin inseminasyon (IUI), over stimülasyonunu 
(OS) takiben semenin laboratuvar ortamında ölü sperm, lö-
kosit ve seminal plazmadan ayrıştırılarak hareketli ve normal 
morfolojideki spermlerin transservikal yoldan uterin kavite-
ye verilmesi işlemidir. IUI başarısını; infertilite süresi, prog-
resif motil sperm sayısı, endometrial kalınlık, preovulatuar 

Şekil 1. Semenin karakteristik özelliklerinin alt referans limitleri (WHO 2010)



35Bulgurcuoğlu Kuran  n  IUI ve ICSI’de laboratuvar süreci

follikül sayısı ve diğer sperm parametrelerinin etkilediği bi-
linmektedir.[7,8] IUI tedavisi, açıklanamayan infertilite gibi 
normal sperm parametreleri ya da hafif erkek faktörünün 
olduğu hastalar için ilk basamak tedavi seçeneği olarak ka-
bul edilmektedir.[9,10] Yapılan birçok çalışmada genel kabul 
edilen görüş, IVF’te gebelik oranlarının sperm morfolojisiy-
le ilişkili olduğu belirtilirken, IUI için böyle bir bağlantı-
nın geçerli olup olmadığı tam olarak bilinmemektedir.[11,12] 
Yapılan bir çalışmada IUI’da, kadının yaşı >35, insemine 
edilen hareketli sperm sayısının <5×106/ml veya normal 
sperm morfolojisi <% 30 olduğu durumda başarı şansının 
oldukça azaldığı belirtilmektedir.[13] IVF, doğal fizyolojiye en 
yakın in vitro fertilizasyon yöntemidir. Spermler ile yumurta 
aynı kültür ortamında inkübe edilerek döllenme ve embri-
yo gelişimi elde edilmektedir. Bu yöntem, ilk etapta sperm 
konsantrasyonu ve ileri hızlı hareket oranı normal olan has-
talar için kullanılmaktadır. Ayrıca sperm hareketliliğinin 
yanısıra, kadın yaşının normal sınırlarda, oosit sayısı, ma-
turite ve kalitesininde iyi olması gerekmektedir. ICSI, erkek 
faktörü grubu öncelikli olmak üzere, bütün hasta gruplarına 
uygulanabilen yöntemdir. Hazırlanan sperm örnekleri, ICSI 
için özel hazırlanan petri kaplarına alınarak, uygun sperm 
seçilmektedir. Bu işlemler 400X büyütme altında ters ışık 
mikroskopları kullanılarak yapılmaktadır. Seçilecek sperm 
enjeksiyon petrisindeki polyvinylpyrolidone (PVP) dam-
lasına alınarak, hareketi yavaşlatıldıktan sonra seçim işlemi 
gerçekleştirilmektedir. 

Yardımla üreme tedavilerinde, hasar görmeden en iyi sper-
min elde edilebilmesi için farklı hazırlık yöntemleri bu-
lunmaktadır. Hazırlanan bu spermler içerisinde de en iyi 
durumda olanlar seçilerek, IVF ve ICSI uygulamalarında 
kullanılmaktadır. Sperm seçimi, YÜT başarısı açısından 
oldukça önemlidir. Özellikle ICSI işlemi sırasında, tek tek 
spermin motilite, morfoloji ve vitalite (canlılık) durumu de-
ğerlendirilerek fertilizasyon ve iyi embriyonun geliştirilme-
si sağlanmaktadır. Bu noktada bazı önemli anormal sperm 
yapı durumlarından bahsedilmesinde yarar bulunmaktadır.

ICSI İÇİN SPERM SEÇİMİ
Genel olarak, seçilen spermin ileri hızlı hareket oranının en 
az %32, a (+4) ve b (+3) özelliğinde olması gerekmektedir.[3] 
Baş kendi etrafında dönerek hareket ederken, kuyruk yüzme-
yi sağlayan ileri hareketi gerçekleştirmelidir. Atipik ve yavaş 
hareketi olmamalıdır. Motilitenin az olması ya da olmaması 
(tam astenospermi-absolute asthenospermia) ICSI’den ziya-
de IVF sonuçlarını olumsuz etkilemektedir. Ancak tam as-
tenospermi durumunda ICSI işlemi yapılsa bile iyi sonuçlar 
alınamamaktadır. Buradaki sorun immotil spermlerin, canlı-
lık (vitalite) durumlarının anlaşılamamasından kaynaklana-
bilmekte, mutlaka canlılığın tesbit edilmesi gerekmektedir. 

YÜT laboratuvarlarında kullanılan vitalite testleri ikiye ay-
rılmaktadır. Tanı amaçlı, eozin-nigrozin ve eozin Y testileri-
dir. Bir diğeri de, gerçek zamanlı, ICSI sırasında kullanılan 
hipoosmotik şişme testi/sperm curling test, pentoksifilin/te-
ofillin ile motilitenin uyarılması, mekanik olarak dokunma 
(non-kontakt diod lazer kullanımı), polarize ışık mikrosko-
bu kullanılarak, normal baş ve midpiecein kısmı çift kırılımlı 
yansımasının belirlenmesi şeklindedir.[14-16]

Hareketlilik ve vitalitenin yanısıra ters ışık mikroskobunda 
değerlendirdiğimiz bir diğer önemli parametre morfoloji-
dir. Fertiliteyi ciddi oranda etkileyebilen teratozoospermi 
durumunda baş ve boyun anomalileri ön planda bulun-
maktadır. Sperm baş anomalileri, temelde kromatin ve 
akrozom anomalilerine neden olmaktadır.[17,18] Özellikle 
ağır teratozoospermide rastlanılan çekirdek patolojilerinin 
çoğunda kromatin kondensasyonunda değişiklikler söz 
konusudur. Bu nüklear anomaliler, sıklıkla ileri amorf baş 
defekti olan spermlerde gözlenmektedir. 

Amorf baş, sık rastlanılan anomalilerdendir ve düzensiz bir 
baş kontur yapısı mevcuttur. Ağır formlarında sperm baş-
larında iri vakuoller, akrozom eksikliği, anormal kromatin 
maturasyonu ve kompaktlaşması gözlenmektedir (Şekil 
5).[19] Elektron mikroskobisi ile bakıldığında, düzensiz baş 
şekillerinde büyük (1-3 µm) parlak ya da boşluklar şeklinde 
(lacuner), alanlar gözlenmiştir. Normal kompakt kromatin-
den belirgin bir şekilde ayrılmış ve bir membranla sınırlandı-
rılmamıştır. Bu vakuoller, kromatin yapı ve fonksiyonunda 
ciddi defektleri işaret etmektedir. İnfertil hastalarda, vaku-
ollerden dolayı olan kromatin kondensasyon defektlerinde 
fertilizasyon oranları düşmüş, anormal embriyonik gelişim 
ve de ilk trimester gebelik kayıplarının olduğu gözlenmiştir.
[17] Önemli sorun teşkil eden baş anomalilerinden iribaş-me-
galohead ve noktabaş-pinhead çoğunlukla mikroenjeksiyon 
için kullanımı uygun olmayan spermlerdir. Megalohead’te 
sıklıkla çift ya da çoklu kuyruk mevcuttur, genel olarak eja-
kulatta ve testiküler örneklerde megalo ve pinhead spermlere 
birlikte rastlanmaktadır. (Şekil 2)

Şekil 2. Megalo-pinhead görünümü (Kahraman S et al. Hum Reprod. 1999)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kahraman S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10221704
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Megalohead spermlerde, kromozomal olarak poliploidi du-
rumu sözkonusu olduğundan bu spermlerle yapılan ICSI 
işlemi sonrasında fertilizasyon ve gebelik oranlarının düşük 
olduğu gözlenmiştir.[20-22] Pinhead spermlerde ise; genellik-
le başın boyutunun çok küçük olması ile birlikte, orta ana 
hat kuyrukla birleşmiştir. Başsız (asefalik) olarakta adlandı-
rılan bu spermlerin spermatogenezin geç evresinde spermin 
bağlantı parçasının oluşumunda, proksimal sentriollerde ve 
nüklear yapılarda defekt sözkonusudur. Baş ve orta kısım 
bağlantısı düzgün değildir.[23] Akrozom yoktur ya da çok 
azdır. Bu spermlerle yapılan mikroenjeksiyon sırasında ferti-
lizasyonun gözlendiği, fakat singami (PN’lerin birleşmesi) ve 
embriyo bölünmesinin gerçekleşmediği belirtilmektedir.[24] 
Bu spermlerde mevcut olan sentrioldeki bozukluk, zigotta 
mikrotübül yapısının oluşmasına engel olmaktadır.[25]

Bir diğer baş anomalisi de globozoospermi durumudur ve 
akrozom eksikliği ya da yokluğu söz konusudur. Golgi or-
ganelinden gelişen akrozom sperm başının 2/3’nü kapla-
maktadır. Bu vakalarda başarı büyük oranda örnekteki glo-
bozoospermik spermin oranına bağlıdır. Yüzde 100 yani 
komplet olan örneklerde başarı çok düşük olmakla birlikte, 
%50–60 civarında olan parsiyel globozoospermi de başarı 
biraz daha fazladır. Akrozomsuz bu spermlerin oositi ak-
tive edememesinden dolayı fertilize etme kapasitesi bu-
lunmamaktadır. Bazı çalışmalarda globozoospermide Ca+2 
iyonofor, stronsiyum ya da elektriksel aktivasyon yapılarak 
oosit aktivasyonu gerçekleştirilmiş ve farklı sonuçlar elde 
edilmiştir. Bu spermlerin kullanımınında başarı hala sınırlı 
düzeydedir.[18]

Sitoplazmik damla (droplet), seminifer tübül tarafından 
salgılanan spermatozoanın boyun, orta parça ve bazen de 
kuyruğunda görülen sitoplazma parçacıklarıdır. Bu yapı 
lizozomal enzimden zengindir. Ejakülatta dropletlerin 

varlığı, yoğun dış fiberler ve fibröz kılıf gibi yapıların eli-
minasyonuna bağlı epididimal fonksiyon bozukluğu ve 
fertilizasyonun azalması ile birliktedir. Geçmişte sitoplaz-
mik damlaların normal sperm başı alanının üçte birinden 
büyük olması anormal olarak değerlendirilirken, günü-
müzde bu oranın % 50’ye çıktığı bildirilmektedir.[26] Bu 
durum spermiyogenez sırasındaki bir duraklama sonucu, 
midpiece-orta kısmında fazla sitoplazmanın kalmasıdır. Bu 
parçacıklarda sitoplazmadaki enzimlerin seviyesi artmıştır 
ve reaktif oksijen ürünleri fazla miktarda bulunmaktadır. 
Sitoplazmik dropletin büyüklüğünün fazla olduğu durum-
da, sperm motilitesi, morfolojisi ve fertilizasyon potansiyeli 
olumsuz etkilenmektedir (Şekil 3).[27]

Boyun ve kuyruk anomalileri genellikle, motilite kusuru 
olarak ortaya çıkmaktadır. Azalmış veya kaybolmuş motili-
te durumlarında birçok aksonem defektin varlığının oldu-
ğu bilinmektedir. Bununla birlikte önemli kuyruk anoma-
lilerinden biri olan nadir rastlanan kısa, kalın kuyruk (tail 
stump) durumudur (Şekil 4).

Şekil 4. Kısa, kalın kuyruk (tail stump)

Şekil 3. Sitoplazmik dropletin büyüklüğünün fazla olduğu durumdaki patolojik etkisinin diyagramı Sitoplazmik droplet (A, B) ve büyük sitoplaz-
mik droplet (C, D) görünümü (Rengan et al. Reprod Biol Endocrinol.2012)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rengan+et.+al.+2012+sperm
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Boyun ve kuyruk anomalileri spermiyogenezin son dönem-
lerine ait bir fonksiyon bozukluğudur. Kısa kuyruk send-
romunda; normalde 9+2 olan aksonem yapısı; 9+1 veya 
9+0 şeklinde olup, dynein kolları yada santral ikili mik-
rotübüller bulunmamaktadır. Sperm başı normaldir ancak 
mitokondriler yerlerine yerleşmemiştir. Kısa kuyruk, fibroz 
kılıf displazisinde (DFS)’de rastlanan tipik sperm görüntü-
südür. Genellikle boyun anomalilerinde kalın boyun ya da 
droplet gözlenmekle birlikte, mitokondriyel anomalilerin 
varlığı söz konusudur. Boyun anomalilerinde ciddi motili-
te bozukluklarının yanısıra, düşük fertilizasyon potansiyeli 
izlenmektedir. Bu hastalarda ICSI yöntemi kullanılsa bile, 
fertilizasyon, gebelik ve sağlıklı çocuk doğma oranları dü-
şük olarak gözlenmektedir.[28]

Şekil 5. Testiküler sperm ekstraksiyonu (TESE) ile edilen amorf baş+sitoplaz-
mik dropletli ve boyun anomalili spermler

SPERM HAZIRLIK YÖNTEMLERİ
Genel olarak kullanılan klasik hazırlık yöntemlerinde 
amaç; iyi kalitedeki spermin hareketsiz ve anormal mor-
folojiye sahip olan spermden ve semenin içerdiği debriden 
ayrılarak belli bir hacimde konsantre edilmesidir. İdeal 
sperm ayırma tekniği;

(i) Hızlı, kolay ve uygun maliyetli olmalı,
(ii) Mümkün olduğunca hareketli spermler izole edilmeli,
(iii) Sperm hücrelerinin hasarına veya fizyolojik olmayan 

değişikliklerine neden olmamalı,
(iv) Ölü spermler, lökositler, bakteriler ve diğer hücreler 

elimine edilmeli,
(v) Dekapasitasyon faktörleri, reaktif oksijen türleri 

(ROS) gibi toksik veya biyoaktif maddeler elimine 
edilmeli,

(vi) Büyük ya da çok düşük semen hacimlerinin işlenme-
sine izin vermelidir.

Uygulanacak sperm hazırlama protokolünün seçiminde 
semen analizi kritik önem taşımaktadır. Semen analizinin 

doğru olarak değerlendirilmesinden sonra ancak uygun 
sperm hazırlık yöntemine karar verilmektedir. En sık kul-
lanılan klasik yöntemler; yıkama, yukarı yüzdürme (SU) 
ve yoğunluk gradient (DG) yöntemleridir. Örneğin; nor-
mozoospermik hastalarda hem SU, hem de DG yöntemiy-
le yeterli sayıda ileri hızlı hareketli sperm elde edilirken, 
oligoastenozoospermi vakalarında dansite-gradient yönte-
miyle elde edilen hareketli sperm sayısı daha yüksektir.

Yıkama Yöntemi

YÜT’te kullanılan ilk yöntemlerden biri olan semenin yı-
kama solüsyonu ile hazırlanarak sperm elde edilmesidir. 
Tekniğin prensibi; tüm semenin santrifüj yapılması ile 
(400 g’de 10 dk) spermlerin seminal plazmadan ayrılması 
ve konsantre edilmesidir. Yıkama yöntemi SU, DG, man-
yetik hücre ayrıştırma gibi farklı sperm hazırlama proto-
kolleriyle kombine olarak uygulanabileceği gibi, normo-
zoospermik vakalarda tek başına hızlı IUI uygulamaları 
için de kullanılabilmektedir. Ancak, oluşan pellet motil 
spermin yanı sıra ölü sperm hücreleri, lenfositler ve debriyi 
de içermektedir. Pelletteki ölü spermler ve lenfositler ser-
best oksijen radikallerinin oluşumuna neden olmaktadır. 
Bu durumda sperm membranında bulunan yağ asitlerinin 
akışkanlığının bozulmasına yol açarak, fertilizasyon süre-
cinde spermin füzyonunu olumsuz etkileyebilmektedir. 
Ayrıca serbest oksijen radikallerinin, sperm DNA’sında 
kırıklara yol açtığı da bilinmektedir. Bu nedenlerle klasik 
IVF’te bu yöntemin kullanılması sonucunda fertilizasyon 
oranlarında azalma gözlenebilmektedir. Yıkamanın bir di-
ğer modifiye formu olan çöktürme yöntemi özellikle eja-
külatta sperm sayısının çok düşük olduğu kriptozoospermi 
vakalarında; yüksek hızda, kısa süreli santrifüjü (1800 g, 
5 dk) takiben spermlerin konsantre edilerek hazırlanması 
sırasında sıklıkla kullanılmaktadır. 

Yüzdürme Yöntemi-Swim Up (SU)

IVF olgularında sıklıkla tercih edilen sperm hazırlama yön-
temi olan yüzdürme, sperm sayının normal, orta düzeyde 
ve ileri hareketli oranının yüksek olduğu örnekler için kul-
lanılması uygundur. Yöntemde, spermin ileri hareket özelli-
ği ön planda olduğundan ağır oligospermi ve astenospermi 
olgularında kullanışlı değildir. Hazırlık sonrasında da, özel-
likle ileri hareketli sperm yüzdesi artmış ve normal morfo-
loji oranı yüksek temiz fraksiyona sahip spermler elde edil-
mektedir. Bu şekilde elde edilen spermler IUI, IVF ve ICSI 
için güvenle kullanılabilmektedir.[29] Yüzdürme yöntemi, 
doğrudan semenin kullanılması ya da santrifüj sonrasın-
da seminal sıvı uzaklaştırıldıktan sonra elde edilen sperm 
pelleti kullanılarak yapılabilmektedir. Ancak WHO’nun 
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kılavuz kitabında, yüzdürme yöntemi öncesinde santri-
füjün kullanılması ile sperm membranına hasar verilebile-
ceği belirtilmektedir.[30] Teknik kısaca; yıkama aşamasından 
geçirilmiş yada yıkanmamış örnekler eşit miktarlarda steril 
tüplere alınarak, üzerine yaklaşık 1 ml kültür sıvısı eklen-
mesinden oluşmaktadır. Tabakalanmanın ardından örnek, 
yüzey alanını artıracak şekilde 45° eğimle, 37°C’de ve 1 saat 
süreyle inkübe edilmektedir. Normozoospermik hastalarda 
ileri hareketli spermlerin temiz kültür sıvısının üst ¾’lük 
kısma yüzmesi beklendikten sonra, üst faza yüzen spermler 
toplanarak kısa bir santrifüje tabii tutulmaktadır.

Yoğunluk Gradient Yöntemi – Dansite Gradient 
(DG)

DG yönteminde, ejakülat steril konik bir tüp içerisinde 
farklı yoğunluktaki sıvı katmanlardan (silan kaplı kolloi-
dal silica partikülleri) oluşturulan bir sütun üzerine yayılır. 
Bu sıvılar tek katman olursa devamlı (continuous), birden 
fazla katmanın üst üste hazırlanması şeklinde ise devamsız 
(discontinuous) gradient santrifügasyon olarak isimlendi-
rilmektedir. Ayrılma, hücre ve/veya diğer partiküllerin yo-
ğunluk farklarına göre, santrifüj kuvvetine karşı gradient 
sıvılarının gösterdiği direnç ile gerçekleşmektedir.

Bu yöntem de uyarlamalara açıktır ve hastadan alınan ör-
neğin özelliğine göre farklı şekillerde uygulanabilmektedir. 
Motil sperm sayısı 4-5×106/mL’den yüksek olduğu durum-
larda iki tabakalı (%40–80 ve %50–90) yoğunluk gradient 
yöntemi kullanılmaktadır. Mini-perkol olarak isimlendi-
rilen üç tabakalı (%90, %70, %55) gradient sistemi yine 
normal değerlerin altında özelliği olan örnekler ve viral 

yük söz konusu olduğunda tercih edilmektedir. Buna göre 
sıklıkla tercih edilen yoğunluk kombinasyonları literatürde 
yüksek fertilizasyon ve gebelik oranlarıyla karakterize olan 
%40–80 ve %50–90’dır. Bu şekilde elde edilen spermlerin 
morfolojik açıdan ve DNA bütünlüğü açısından, SU’a üs-
tünlüğünü gösteren yayınlar olsa da, bu iki temel metodun 
benzer sperm seçme kapasitelerine sahip olduğu öne sü-
rülmektedir.[6,31] Bu yöntem ile de SU’da olduğu gibi hare-
ketli ve temiz sperm fraksiyonu elde edilebildiğinden tüm 
YÜT için kullanımı uygundur. Özellikle sperm yoğunluğu 
çok düşük olan hastalar ve testis dokusundan sperm elde 
edilmesi için farklı modifikasyonlar yapılarak kullanılabil-
mektedir. Genel olarak lökositler, eritrositler, lenfositler, 
küçük yuvarlak spermatidler ve mikrobiyolojik ajanların 
(HBV, HCV, HIV) kısmen uzaklaştırılması mümkün ola-
bilmektedir. Bununla birlikte, santrifüjden dolayı serbest 
radikal oluşumu ve akrozomal bölgede hasar oluşabilmek-
tedir. Ayrıca bazı durumlarda zayıf hareketliliği olan testis 
sperminin motilitesinin azalması ya da tamamen kaybı ile 
karşılaşılabilmektedir.

Sperm hazırlık yöntemlerine göre, DNA fragmantasyon 
oranlarının kıyaslandığı bir çalışmada, sperm ayırma tek-
niklerinden; DG ve SU yöntemlerinde fragmantasyon oran-
larının benzer olduğu, fakat sperm sayısının çok az olduğu 
non-obstrüktif azoospemi ve çok ağır OAT olgularında 
DG+SU yöntemi kombine olarak kullanıldığında fragman-
tasyon oranının daha düşük olduğu tesbit edilmiştir.[32]

Sperm hazırlığı için kullanılan tekniklerde hala geniş 
bir değişkenlik bulunmaktadır. Her bir prosedürün po-
tansiyel yararları ve risklerinin değerlendirilmesi gerek-
mektedir. Bahsettiğimiz yöntemlerde sadece spermler 

Şekil 6. Yüzdürme yöntemi –swim up (SU)
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sedimantasyon ya da migrasyon eğilimlerine göre ayrıla-
rak, morfoloji ve motilite kriterlerine göre seçimleri ger-
çekleştirilmektedir. Klasik yöntemler fizyolojik değildir, 
kadın genital ortamında gerçekleşen sperm seçme süreç-
leri ile uygunluk göstermemektedir. Spermin apoptoz ve 
benzeri belirtileri, DNA bütünlüğü, membran maturas-
yonu, foksiyonel mitokondri durumu ve ultra yapısı gibi 
spermin diğer karakteristik özellikleri tespit edilememek-
tedir. Bu noktada gelişmiş sperm seçim yöntemlerinin 
kullanılmasına yoğun olarak ihtiyaç duyulmuş ve yeni 
yöntemler geliştirilmiştir. Burada asıl amaç; yöntemle-
rin gebelik ya da yardımla üreme tekniklerinin başarısı-
nı arttırmaktan ziyade epigenetik olarak normal sağlıklı 
nesillerin elde edilmesini sağlaması gerekmektedir. Son 
yıllarda konu ile ilgili bir çok yöntem geliştirilmiştir. En 
başarılı sonuçların alındığı yöntemleri gruplandıracak 
olursak: spermin yüzey yüküne bağlı seçim, apoptoz özel-
liğine gore seçim, hyaluronik aside bağlanma, spermin 
morfolojik olarak değerlendirilmesi (intrasitoplazmik 
morfolojik seçilen spermin enjeksiyonu-IMSI), çift kırılı-
mının değerlendirilmesi ve DNA bütünlüğü ile oksidatif 
stresin değerlendirilmesi (mikroakışkan kanal sistemleri 
–spermchip) gibi yöntemler sayılabilmektedir. 

Manyetik Hücre Ayrıştırma-(Magnetic Activated 
Cell Sorting- MACS)

Apoptotik olmayan spermlerin seçilmesi sağlanır. Sperm 
membranının dış yüzeyinde bulunan fosfatidilserinin 
dışa doğru yerleşimi, erken apoptozisin bir göstergesidir. 
Yöntemde; Annexin-V antikorunun, apoptozun erken 
belirteçlerinden olan, hücre zarının dış yüzüne yerleşen 

fosfatidilserine olan afinitesi temel alınarak geliştirilmiş bir 
yöntemdir.[33] Teknik; basit, hızlı ve yüksek spesifiteye sa-
hiptir. Bununla birlikte, özel ekipmana ihtiyaç duyulmak-
tadır. Lökosit ve immatür germ hücrelerinin eliminasyo-
nunu sağlamak için DG yöntemiyle birlikte uygulanması 
önerilmektedir. DG+MACS tekrarlayan santrifüj ve re-
süspansiyon basamakları içerdiğinden, uygulamayı taki-
ben sayı ve hareketlilikte düşüş izlenebilmektedir. Ayrıca 
kullanılan mikrobeadler işlem sırasında parçalanarak ve 
hücre canlılığı olumsuz etkileyebilmektedir. Bu durumu-
nun önüne geçmek için glass wool (GW) kullabilmektedir.
[34] DG+MACS uygulanan kontrollü randomize bir çalış-
mada fertilizasyon oranlarında anlamlı bir artış izlenme-
mekle birlikte, gebelik oranları istatistiksel anlamlı olarak 
artmış (%48 ve %37) bulunmuştur.[35] MACS+ SU/DG 
yapıldığında da sperm kalitesine anlamlı ölçüde bir fayda 
sağlamadığı, aksine ileri hareketli sperm sayısında azalmaya 
yol açtığı bildirilmiştir. Bu açıdan rutin sperm hazırlığında 
kullanımı kısıtlı bir yöntemdir.[36,37]

Hyaluronik Asite Bağlanma Kapasitesine Göre 
Seçim (HA Bağlanma Testi)

Sperm plazma membranında hyaluronik asit (HA) bağlan-
ma bölgesinin oluşu, sperm maturitesinin en önemli işaretle-
rindendir, seçim bu özelliğe dayanılarak yapılmaktadır.[38,39] 
Günümüzde yöntem iki şekilde uygulanmaktadır. HA’in 
sabitlendiği işaretli kuyucukların olduğu PICSI “fizyolojik 
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu” ya da SpermSlow adı 
verilen HA içeren visköz bir medium ile uygun yavaşlatıl-
mış spermler seçilmektedir. Bu metodun, yüksek spesifitesi 
ve minimal güvenlik endişesi vardır, çünkü HA fizyolojik 

Şekil 7. Yoğunluk gradient yöntemi –dansite gradient (DG).
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ortamda yer almaktadır. DNA bütünlüğü iyi, matur, dü-
şük DNA fragmantasyon ve caspase-3 aktivitesi düşük olan 
spermlerin seçimine imkan vermektedir.[40,41] Fakat sperm 
bağlanmasından önce hazırlama aşamalarında biraz fazla 
zamana ihtiyaç duyulmaktadır, işlem 30 dk kadar sürebil-
mektedir. Enjeksiyon yapılacak oosit sayısı fazla olduğun-
da sorun olabilmektedir. Son Cochrane verisinde ise, HA 
bağlanması ile seçilen spermlerin ART’de canlı doğum veya 
gebelik sonuçlarını iyileştirip iyileştiremediği ile ilgili yeterli 
çalışmanın olmadığı sonucuna varılmıştır.[37,42]

İntrasitoplazmik Morfolojik Seçilen Sperm 
Enjeksiyonu-IMSI

Çok büyük büyütmeler altında (X8000-X6300) ger-
çek-zamanlı olarak motil sperm organel morfolojinin 
ayrıntılı incelemesi (MSOME) ile normal spermin se-
çiminin yapılıp, sonrasında ICSI’nin gerçekleştirilmesi-
dir. Sperm başında iri vakuollerin varlığında ya da glo-
bozoospermide akrozomal komponentler gibi spesifik 
sperm organellerin belirlenmesi durumlarında faydalı bir 
yöntemdir.[43,44] ICSI sırasında anlık olarak spermin se-
çimine imkan vermektedir. Bununla birlikte IMSI için 
kullanılan MSOME, uzun ve karmaşık bir işlemdir. Bu 
işlem için özel bir cihaza ihtiyaç duyulmakta olup mali-
yetlidir. Ayrıca sperm ultramorfolojisinin sınıflandırılma-
sını yapan kişinin eğitimi ve tecrübesi oldukça önemlidir.
Yapılan çalışmalarda gebelik ve canlı doğum oranlarının 
yüksek[45], düşük oranlarının azalmış[46], doğan çocuk-
larda sağlıkla ilgili risklerinin azalmış[47] olduğu gösteril-
miş olmakla birlikte, fertilizasyon, bölünme ve embriyo 
morfolojisinde bir farklılığın bulunmadığı[48,49] ve yine 
tekrarlayan ART başarısızlığında uygulandığında da imp-
lantasyon, klinik gebelik ve canlı doğum oranlarında bir 
farklılık olmadığıda belirtilmektedir.[37,50]

Spermin Çift Kırılımının (Birefringence) 
Belirlenmesi

Spermde yer alan boyuna yerleşmiş olan (longitudinal-
ly) subakrozomal protein mikrofilamentlerin varlığına 
göre matur formu belirlenmektedir.[51] Sperm motilite 
ya da canlılığı olumsuz etkilenmeden ICSI sırasında re-
aktif akrozomlu spermin seçilmesi mümkün olmaktadır. 
Sperm çift kırılımının değerlendirilerek yapılan mikro-
enjeksiyon yöntemi ile normal ICSI’nin kıyaslandığı ağır 
erkek faktörlü hastalarda yüksek gebelik oranı ve azalmış 
düşük oranı gözlenmiştir.[52] Fakat yine IMSI’de de oldu-
ğu gibi, polarize mikroskobi ile sperm seçimi sırasında 
da ek ekipman, zaman ve teknik deneyime ihtiyaç duyul-
maktadır.[37]

Mikroakışkan Kanal Sistemleri –Spermçip

Spermlerin belli bir akışkan sistem içinde, mikrokanallar 
boyunca, gradiente karşı hareket ederek seçilmesini sağlayan 
sistemlerdir. Sperm DNA fragmantasyonunun, SU ve DG’ye 
göre daha başarılı şekilde elimine edilebildiği gösterilmiştir 
[53]. Bu noktadan yola çıkarak geleneksel hazırlık yöntemle-
rinde ortaya çıkan sperm kayıpları ve DNA hasarının önüne 
geçebilmek için mikroakışkan kanal sistemleri geliştirilmiştir, 
ancak ileri çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.[37]

Sonuç olarak; yeni çalışmalarla ilgili net bir bilgi mevcut 
olmamakla birlikte merkezler her zaman kendi laboratuar 
şartlarına uygun, en az karmaşık olan ve en iyi sonucu ve-
ren, maliyeti düşük yöntemi uygulamaya gayret etmelidir. 
Bu metodların bazıları yaygın kullanılabilmekle birlikte, 
bazılarının sadece belirli hasta gruplarında tercih edilmesi 
gereklidir. Metod seçiminin bu doğrultuda yapılması ha-
linde ART sonuçlarında genel bir iyileşme sağlanabilmesi 
mümkün olabilecektir. Fonksiyonel olarak yetkin sperm-
lerin seçiminde optimal verimini elde etmek için mevcut 
yöntemlerin hiçbiri bu gerekliliklerin çoğunluğunu kar-
şılamadığından, klinik uygulamada çeşitli sperm ayırma 
tekniklerinin tek ya da birlikte kullanılması zorunluluğu 
doğmuştur. Sperm hazırlama metodlarının sistematik de-
ğerlendirmesinde en iyi metodu seçmek için daha fazla 
randomize kontrollü çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır.
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