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IUI ve ICSI’de laboratuvar siireci

Laboratory procedure of 1Ul and ICSI

Sibel Bulgurcuoglu Kuran

Yardimla iireme tedavilerinde (YUT) kullanilan sperm hazirlama yon-
temleri, temelde in vivo kosullar: taklit ederek in vitro kosullarda kaliteli
spermin secimini ve diisiik kaliteli spermleri elemeyi amaglamakeadir.
Buna ragmen klasik ya da gelistirilen yeni ydntemlerde basar: hala iste-
nilen diizeyde bulunmamakradir. YUT iin basarisini arttirmak igin in
vivodaki secim mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasi ve secilen sperm-
lerin 6zelliklerinin belirlenmesi, spermin uygun olarak hazirlanmasi ve
canli dogum oranlarinin arturilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Dogru
spermin segimi tek basina basart agisindan oldukga 6nemlidir. Ozellikle
ICSI islemi sirasinda, spermin motilite, morfoloji ve vitalite (canlilik)
durumu degerlendirilerek fertilizasyon ve iyi embriyonun gelistirilmesi
saglanmaketadir. Kullanilan geleneksel hazirlik yéntemlerinde spermler
sedimantasyon yada migrasyon egilimlerine gore ayrilarak, morfoloji
ve motilite kriterlerine gore secimleri gerceklestirilmektedir. Spermin
apoptoz ve benzeri belirtileri, DNA biitiinliigii, membran maturasyonu,
foksiyonel mitokondri durumu ve ultra yapisi gibi spermin diger karak-
teristik dzellikleri tespit edilememektedir. Bu 6zelliklerin anlagilmasini
saglayan yeni yontemler kullaniimakta ve oldukea olumlu sonuglar alin-
makeadir. Fakat en iyi metodu se¢mek icin daha fazla randomize kont-
rollii ¢alismaya ihtiya¢ duyulmakeadir.

Anahtar Kelimeler: sperm, sperm secimi, IUI, ICSI

GIRiS

[nsan iireme fizyolojisine gore, bir grup sperm hiicresi,
yumurtalikta ampulla bélgesine ulagincaya kadar etkili bir
secilime maruz kalmakradir. Yolculugu sirasinda disi tireme
sisteminin farkli béliimlerinde bir takim degisikliklere ug-

ramakta ve adim adim segilimi gerceklestirilmektedir.
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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, TUI, ICSI

Ejakulattan aulan spermler, vajinada biriktikten kisa bir
siire sonra, seminal plazmadan ayrilarak, morfoloji ve ha-
reketlilik bakimindan secilimin yapildig: yiiksek oranda
hidrate olan servikal mukusa ulagmaktadir. Ayni zaman-
da burada secilen spermler, diisiik oranda ¢oklu doyma-
mis yag asidi (PUFA) iceren plazma membran icerigine
de sahiptir. Daha sonra, hiperaktivasyon ve kapasitasyon
icin secilimin yapildig1 uterusa taginarak, islevsel olmayan
spermler elimine edilmektedir. Bir¢ok hayvan tiiriiniin
aksine, insanda onemli bir islevi bulunmayan uterotubal
kavsaktan gecildikten sonra, spermler fallop tiipiiniin ist-
hmusuna ulagmaktadir. Bu bolgede spermler 5 giine kadar
saklanabilmektedir. Isthmusa ve daha sonra da ampullada
(yumurtalik kanali) bulunan follikiiliin kiimiilusuna ula-
san spermler, kapasitasyon, termo-kemotaksis duyarliligt
ve DNA bitiinltigi icin secilime maruz kalmaktadir. Son
olarak, kiimiilusun i¢cinden gegildikten sonra sperm, baska
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bir morfolojik secilimin gergeklestigi zona pellusida’ya bag-
lanmaktadir. Burada erkek germ hiicreleri zona pellusidaya
baglama kabiliyeti ve DNA biitiinliigii icin de ayrica test
edilmektedir. Ancak bu asamadan sonra yumurtay: dél-
leyip, yeni bir bireyin genomuna katki saglayacak en iyi
spermin segilimi gerceklesmektedir.2.

Ampulla bélgesine ulasan hiicreler 6zel bir yapiya sahip
oldugundan &zelliklerinin incelenmesi 6nem tagimaktadir.
Giiniimiizde yardimla iireme tedavilerinde (YUT) kul-
lanilan sperm hazirlama yéntemleri de in vivo kosullar
taklit ederek, in vitro kogsullarda kaliteli spermin se¢imi-
ni, bir bagka deyisle fertilizasyon kapasitesi diisiik sperm-
leri elemeyi amaglamaktadir. Klasik olarak kullanilan ve
gelistirilen yeni yontemlerde temelde baz alinan aslinda
bu noktalar olmakla birlikte basari hala istenilen diizeyde
bulunmamaktadir. YUT’iin bagarisint arttirmak igin in
vivodaki se¢im mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasi ve
segilen spermlerin hangi ozellikte oldugunun belirlenme-
si, spermin uygun olarak hazirlanmasi, se¢imi icin uygun
stratejilerin tasarlanmast ve canli dogum oranlarinin artu-
rilmasina ihtiya¢ duyulmakeadir.

Iyi kaliteli bir spermi tanimlarken bas, boyun ve kuyruktan
olusan 3 ana bilegene sahip olmasi gerekmektedir. Organel
yapisinin yani sira fonksiyonel 6zelliklerinin de tam olmasi
gerekmekeedir. Spermin fertilizasyon kapasitesini belirle-
yen en 6nemli iki parametre morfoloji ve hareketlilikeir.
[l Bu parametrelerin diginda son yillarda spermlerdeki ok-
sijen radikali tiirevlerinin varligi, DNA fragmantasyonu,
apoptoz ve mitonkondriyal zar potansiyelinin énemli ol-
dugunu gosteren galigmalar da dikkat gekmektedir.[*l

YUTde infertil ciftin degerlendirilmesi sirasinda, semen
ozelliklerinin dogru incelenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Giintimiizde yaygin olarak sayma kamaralari (Neubauer,

Burker, Makler vs.) ile 15tk mikroskobu alunda sperm kon-
santrasyonu, motilite, morfoloji, agliitinasyon ve hiicre-
sel elementlerin degerlendirilmesi alun standart yontem
olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte yakin zamanda
gelistirilen bircok yeni teknik ile 6zellikle en iyi spermin
secilebilmesi icin 6nemli mesafeler kat edilmistir. Genel
olarak fertiliteye ait normal degerlerle ilgili olarak sperm
degerlendirmesinde ¢ogu merkez Diinya Saglk Orgiitii
(World Health Organization-WHO-2010) kriterlerini esas
almakeadir (Sekil 1).F!

YUT’DE SPERMIN SECiMi VE HAZIRLIGI

YUT leri infertilitenin medikal ya da cerrahi tedavi ile diizel-
tilemeyecegi durumlarda bagvurulan yontemlerdir. [lk olarak
IUI (Intrauterin inseminasyon), daha sonra in vitro fertilizas-
yon (IVF) daha ileri agamalarda ise intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) uygulamalari gerceklestirilebilmektedir.
Erkek acisindan bakugimizda, oncelikle semen analizi son-
rasinda oligozoospermi (<15 milyon spermatozoa/ml), aste-
nozoospermi (<%32 motil spermatozoa) ve teratozoospermi
(<%4 normal form) ayriminin yapilmast énemlidir. Cogu
kez her ii¢ patoloji, oligo-asteno-teratozoospermi (OAT)
sendromu seklinde de karsimiza cikabilmektedir. Standart
mikroskobik incelemede spermin olmadigi azoospermi,
siddetli OAT sendromu olan kriptozoospermi (<1 milyon
spermatozoa/ml) ve akrozom yoklugu ya da eksikligini ifa-
de eden globozoospermi durumlarininin belirlenmesi sperm
hazirligs agisindan da 6nem tagimaktadir.

Intrauterin inseminasyon (IUI), over stimiilasyonunu
(OS) takiben semenin laboratuvar ortaminda 6l sperm, 16-
kosit ve seminal plazmadan ayristirilarak hareketli ve normal
morfolojideki spermlerin transservikal yoldan uterin kavite-
ye verilmesi islemidir. IUI basarisini; infertilite stiresi, prog-
resif motil sperm sayisi, endometrial kalinlik, preovulatuar

Parametre Al referans Brmiti
Semen hacmi (mi 1,6 (1,4-1.7)
Toplam zperm zayiat (10%eiakilat) 3813345
Sperm konsantragyenuy (105 mi) 18 (12-16)
Toplam motilite (PR=MF. %) 40 (3842)
lleriye dogru harskstlilik (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite {zanh spermler %) 58 (65-63)
Sperm morfolojizi (normal formiar, %) 4 (3.0-4.0)
Uzlagilan difer agik degsriar

pH =7.2
Perokaidaz pozitf [Ekoaitler (10°/ml) =10

MAR testi (partiklllere bagh harsketli spermlar, %) = 50
immunobead test jpencuklann baglandid harsketli zpermler, %) = 50
Seminal ginke [umoliajakilat) =24
Seminal fruktoz {pmeliajakilat) =13
Seminal ndtral glikozidaz (mll/ajakiliat) =20

Sekil 1. Semenin karakteristik 6zelliklerinin alt referans limitleri (WHO 2010)
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follikiil sayisi ve diger sperm parametrelerinin etkiledigi bi-
linmektedir.#l TUT tedavisi, agiklanamayan infertilite gibi
normal sperm parametreleri ya da hafif erkek faktoriiniin
oldugu hastalar icin ilk basamak tedavi secenegi olarak ka-
bul edilmekredir.>' Yapilan bir¢ok calismada genel kabul
edilen goriis, IVFte gebelik oranlarinin sperm morfolojisiy-
le iliskili oldugu belirtilirken, IUI i¢in bdyle bir baglanu-
nin gegerli olup olmadigt tam olarak bilinmemektedir.["2
Yapilan bir ¢alismada IUI'da, kadinin yast >35, insemine
edilen hareketli sperm sayisinin <5x10°ml veya normal
sperm morfolojisi <% 30 oldugu durumda basart sansinin
oldukga azaldig1 belirtilmekrtedir.®l IVE dogal fizyolojiye en
yakin in vitro fertilizasyon yontemidir. Spermler ile yumurta
ayni1 kiiltiir ortaminda inkiibe edilerek déllenme ve embri-
yo gelisimi elde edilmektedir. Bu yontem, ilk etapta sperm
konsantrasyonu ve ileri hizli hareket orani normal olan has-
talar icin kullanilmaktadir. Ayrica sperm hareketliliginin
yanisira, kadin yasinin normal sinirlarda, oosit sayist, ma-
turite ve kalitesininde iyi olmasi gerekmekeedir. ICSI, erkek
faktorii grubu oncelikli olmak tizere, biitiin hasta gruplarina
uygulanabilen yéntemdir. Hazirlanan sperm 6rnekleri, ICSI
icin 6zel hazirlanan petri kaplarina alinarak, uygun sperm
secilmektedir. Bu islemler 400X biiyiitme altinda ters 151k
mikroskoplari kullanilarak yapilmaktadir. Secilecek sperm
enjeksiyon petrisindeki polyvinylpyrolidone (PVP) dam-
lasina alinarak, hareketi yavaslauldiktan sonra secim islemi
gerceklestirilmekeedir.

Yardimla tireme tedavilerinde, hasar gérmeden en iyi sper-
min elde edilebilmesi icin farkli hazirlik yontemleri bu-
lunmaktadir. Hazirlanan bu spermler icerisinde de en iyi
durumda olanlar segilerek, IVF ve ICSI uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Sperm segimi, YUT basarist agisindan
olduk¢a énemlidir. Ozellikle ICSI islemi sirasinda, tek tek
spermin motilite, morfoloji ve vitalite (canlilik) durumu de-
getlendirilerek fertilizasyon ve iyi embriyonun gelistirilme-
si saglanmaktadir. Bu noktada bazi 6nemli anormal sperm
yapt durumlarindan bahsedilmesinde yarar bulunmaktadr.

ICSI iCiN SPERM SECiMI

Genel olarak, segilen spermin ileri hizli hareket oraninin en
az %32, a (+4) ve b (+3) 6zelliginde olmasi gerekmektedir.!
Bas kendi etrafinda dénerek hareket ederken, kuyruk yiizme-
yi saglayan ileri hareketi gerceklestirmelidir. Atipik ve yavas
hareketi olmamalidir. Motilitenin az olmast ya da olmamast
(tam astenospermi-absolute asthenospermia) ICST'den ziya-
de IVF sonuglarini olumsuz etkilemektedir. Ancak tam as-
tenospermi durumunda ICSI iglemi yapilsa bile iyi sonuglar
alinamamakradir. Buradaki sorun immotil spermlerin, canli-
lik (vitalite) durumlarinin anlagilamamasindan kaynaklana-
bilmekte, mutlaka canliligin tesbit edilmesi gerekmektedir.
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YUT laboratuvarlarinda kullanilan vitalite testleri ikiye ay-
rilmaktadir. Tant amagli, eozin-nigrozin ve eozin Y testileri-
dir. Bir digeri de, ger¢ek zamanli, ICSI sirasinda kullanilan
hipoosmotik sisme testi/sperm curling test, pentoksifilin/te-
ofillin ile motilitenin uyarilmasi, mekanik olarak dokunma
(non-kontakt diod lazer kullanimi), polarize 15tk mikrosko-
bu kullanilarak, normal bas ve midpiecein kismu ¢ift kirtlimlt
yanstmasinin belirlenmesi seklindedir.[*]

Hareketlilik ve vitalitenin yanisira ters 151tk mikroskobunda
degerlendirdigimiz bir diger 6nemli parametre morfoloji-
dir. Fertiliteyi ciddi oranda etkileyebilen teratozoospermi
durumunda bas ve boyun anomalileri 6n planda bulun-
maktadir. Sperm bas anomalileri, temelde kromatin ve
akrozom anomalilerine neden olmakradir.!”" Ogzellikle
agir teratozoospermide rastlanilan ¢ekirdek patolojilerinin
¢ogunda kromatin kondensasyonunda degisiklikler soz
konusudur. Bu niiklear anomaliler, siklikla ileri amorf bas
defekti olan spermlerde gozlenmektedir.

Amorf bas, sik rastlanilan anomalilerdendir ve diizensiz bir
bas kontur yapist meveuttur. Agir formlarinda sperm bas-
larinda iri vakuoller, akrozom eksikligi, anormal kromatin
maturasyonu ve kompakdagmast gozlenmekeedir (Sekil
5).0% Elektron mikroskobisi ile bakildiginda, diizensiz bag
sekillerinde biiyiik (1-3 pm) parlak ya da bosluklar seklinde
(lacuner), alanlar gzlenmistir. Normal kompakt kromatin-
den belirgin bir sekilde ayrilmis ve bir membranla sinirlandi-
rilmamistir. Bu vakuoller, kromatin yap1 ve fonksiyonunda
ciddi defektleri isaret etmektedir. Infertil hastalarda, vaku-
ollerden dolay: olan kromatin kondensasyon defektlerinde
fertilizasyon oranlari diismils, anormal embriyonik gelisim
ve de ilk trimester gebelik kayiplarinin oldugu gézlenmistir.
['7] Onemli sorun teskil eden bas anomalilerinden iribag-me-
galohead ve noktabas-pinhead ¢ogunlukla mikroenjeksiyon
icin kullanimi uygun olmayan spermlerdir. Megalohead’te
stklikla cift ya da goklu kuyruk mevcuttur, genel olarak eja-

kulatta ve testikiiler 6rneklerde megalo ve pinhead spermlere

birlikte rastlanmaktadir. (Sekil 2)

Sekil 2. Megalo-pinhead goériinimi (Kahraman S et al. Hum Reprod. 1999)
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Sekil 3. Sitoplazmik dropletin biyukliaginin fazla oldugu durumdaki patolojik etkisinin diyagrami Sitoplazmik droplet (A, B) ve biyuk sitoplaz-

mik droplet (C, D) gorinimu (Rengan et al. Reprod Biol Endocrinol.2012)

Megalohead spermlerde, kromozomal olarak poliploidi du-
rumu sozkonusu oldugundan bu spermlerle yapilan ICSI
islemi sonrasinda fertilizasyon ve gebelik oranlarinin diisiik
oldugu gozlenmistir.[2*?4 Pinhead spermlerde ise; genellik-
le bagin boyutunun ¢ok kiigiik olmast ile birlikte, orta ana
hat kuyrukla birlesmistir. Bagsiz (asefalik) olarakta adlandi-
rilan bu spermlerin spermatogenezin geg¢ evresinde spermin
baglant parcasinin olusumunda, proksimal sentriollerde ve
niiklear yapilarda defeke sozkonusudur. Bas ve orta kisim
baglanust diizgiin degildir.?®! Akrozom yoktur ya da ¢ok
azdir. Bu spermlerle yapilan mikroenjeksiyon sirasinda ferti-
lizasyonun gozlendigi, fakat singami (PN’lerin birlesmesi) ve
embriyo boliinmesinin gergeklesmedigi belirtilmektedir. 2
Bu spermlerde mevcut olan sentrioldeki bozukluk, zigotta
mikrotiibiil yapisinin olusmasina engel olmaktadir.[**]

Bir diger bas anomalisi de globozoospermi durumudur ve
akrozom eksikligi ya da yoklugu s6z konusudur. Golgi or-
ganelinden gelisen akrozom sperm baginin 2/3’nii kapla-
maktadir. Bu vakalarda basari bityiik oranda 6rnekeeki glo-
bozoospermik spermin oranina baglidir. Yiizde 100 yani
komplet olan 6rneklerde basari ¢ok diisiik olmakla birlikee,
%50-60 civarinda olan parsiyel globozoospermi de basar1
biraz daha fazladir. Akrozomsuz bu spermlerin oositi ak-
tive edememesinden dolay: fertilize etme kapasitesi bu-
lunmamaktadir. Bazi ¢alismalarda globozoospermide Ca*?
iyonofor, stronsiyum ya da elektriksel aktivasyon yapilarak
oosit aktivasyonu gerceklestirilmis ve farkli sonuglar elde
edilmistir. Bu spermlerin kullanimininda basart hala sinirls
diizeydedir.["®]

Sitoplazmik damla (droplet), seminifer tiibiil tarafindan
salgilanan spermatozoanin boyun, orta parga ve bazen de
kuyrugunda goriilen sitoplazma parcaciklaridir. Bu yap1

lizozomal enzimden zengindir. Ejakiilatta dropletlerin

varligi, yogun dis fiberler ve fibroéz kilif gibi yapilarin eli-
minasyonuna bagli epididimal fonksiyon bozuklugu ve
fertilizasyonun azalmasi ile birliktedir. Gegmiste sitoplaz-
mik damlalarin normal sperm bast alaninin tigte birinden
bityitk olmast anormal olarak degerlendirilirken, giinii-
miizde bu oranin % 50’ye ¢ikug: bildirilmektedir.l?¢! Bu
durum spermiyogenez sirasindaki bir duraklama sonucu,
midpiece-orta kisminda fazla sitoplazmanin kalmasidir. Bu
parcaciklarda sitoplazmadaki enzimlerin seviyesi artmistr
ve reaktif oksijen triinleri fazla miktarda bulunmaktadir.
Sitoplazmik dropletin biiyiikliigiiniin fazla oldugu durum-
da, sperm motilitesi, morfolojisi ve fertilizasyon potansiyeli
olumsuz etkilenmekrtedir (Sekil 3).%7

Boyun ve kuyruk anomalileri genellikle, motilite kusuru
olarak ortaya ¢tkmaktadir. Azalmis veya kaybolmus motili-
te durumlarinda birgok aksonem defektin varliginin oldu-
gu bilinmektedir. Bununla birlikte 6nemli kuyruk anoma-
lilerinden biri olan nadir rastlanan kisa, kalin kuyruk (tail

stump) durumudur ($ekil 4).

Sekil 4. Kisa, kalin kuyruk (tail stump)
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Boyun ve kuyruk anomalileri spermiyogenezin son dénem-
lerine ait bir fonksiyon bozuklugudur. Kisa kuyruk send-
romunda; normalde 9+2 olan aksonem yapisi; 9+1 veya
9+0 seklinde olup, dynein kollar1 yada santral ikili mik-
rotiibiiller bulunmamaktadir. Sperm bast normaldir ancak
mitokondriler yerlerine yerlesmemistir. Kisa kuyruk, fibroz
kilif displazisinde (DFS) de rastlanan tipik sperm goriintii-
siidiir. Genellikle boyun anomalilerinde kalin boyun ya da
droplet gozlenmekle birlikte, mitokondriyel anomalilerin
varligt s6z konusudur. Boyun anomalilerinde ciddi motili-
te bozukluklarinin yanisira, diisiik fertilizasyon potansiyeli
izlenmektedir. Bu hastalarda ICSI yontemi kullanilsa bile,
fertilizasyon, gebelik ve saglikli cocuk dogma oranlart dii-
siik olarak gozlenmektedir. (2]

Boyun anomalisi-

Sekil 5. Testikller sperm ekstraksiyonu (TESE) ile edilen amorf bas+sitoplaz-
mik dropletli ve boyun anomalili spermler

SPERM HAZIRLIK YONTEMLERI

Genel olarak kullanilan klasik hazirlik yontemlerinde
amag; iyi kalitedeki spermin hareketsiz ve anormal mor-
folojiye sahip olan spermden ve semenin icerdigi debriden
ayrilarak belli bir hacimde konsantre edilmesidir. Ideal
sperm ayirma teknigi;

(i) Hizly, kolay ve uygun maliyetli olmali,

(i) Miimkiin oldugunca hareketli spermler izole edilmeli,

(iii) Sperm hiicrelerinin hasarina veya fizyolojik olmayan
degisikliklerine neden olmamali,

(iv) Oli spermler, lokositler, bakteriler ve diger hiicreler
elimine edilmeli,

(v) Dekapasitasyon fakedrleri, reakeif oksijen tiirleri
(ROS) gibi toksik veya biyoaktif maddeler elimine

edilmeli,

(vi) Biiyiik ya da ¢ok diisitk semen hacimlerinin islenme-
sine izin vermelidir.

Uygulanacak sperm hazirlama protokoliiniin se¢iminde
semen analizi kritik 6nem tagimaktadir. Semen analizinin

ANDROLOJI BULTEN]

dogru olarak degerlendirilmesinden sonra ancak uygun
sperm hazirlik ydntemine karar verilmektedir. En sik kul-
lanilan klasik yéntemler; yikama, yukari yiizdiirme (SU)
ve yogunluk gradient (DG) yontemleridir. Ornegin; nor-
mozoospermik hastalarda hem SU, hem de DG yontemiy-
le yeterli sayida ileri hizli hareketli sperm elde edilirken,
oligoastenozoospermi vakalarinda dansite-gradient yonte-
miyle elde edilen hareketli sperm sayist daha ytikseketir.

Yikama Yontemi

YUT e kullanilan ilk yéntemlerden biri olan semenin yi-
kama soliisyonu ile hazirlanarak sperm elde edilmesidir.
Teknigin prensibi; tim semenin santrifiij yapilmas: ile
(400 g'de 10 dk) spermlerin seminal plazmadan ayrilmasi
ve konsantre edilmesidir. Yikama yéntemi SU, DG, man-
yetik hiicre ayristirma gibi farkli sperm hazirlama proto-
kolleriyle kombine olarak uygulanabilecegi gibi, normo-
zoospermik vakalarda tek bagina hizli TUI uygulamalari
icin de kullanilabilmektedir. Ancak, olusan pellet motil
spermin yani sira 6lii sperm hiicreleri, lenfositler ve debriyi
de igermektedir. Pelletteki olii spermler ve lenfositler ser-
best oksijen radikallerinin olusumuna neden olmaktadir.
Bu durumda sperm membraninda bulunan yag asitlerinin
akiskanliginin bozulmasina yol acarak, fertilizasyon siire-
cinde spermin flizyonunu olumsuz etkileyebilmektedir.
Ayrica serbest oksijen radikallerinin, sperm DNA’sinda
kiriklara yol acug1 da bilinmektedir. Bu nedenlerle klasik
IVFte bu yéntemin kullanilmasi sonucunda fertilizasyon
oranlarinda azalma gézlenebilmektedir. Yikamanin bir di-
ger modifiye formu olan ¢oktiirme yontemi ozellikle eja-
kiilatta sperm sayisinin ¢ok diisiik oldugu kriptozoospermi
vakalarinda; yiiksek hizda, kisa siireli santrifiijii (1800 g,
5 dk) takiben spermlerin konsantre edilerek hazirlanmasi
strasinda siklikla kullanilmaktadir.

Yiizdiirme Yontemi-Swim Up (SU)

IVF olgularinda siklikla tercih edilen sperm hazirlama yon-
temi olan yiizdiirme, sperm sayinin normal, orta diizeyde
ve ileri hareketli oraninin yiiksek oldugu 6rnekler icin kul-
lanilmasi uygundur. Yontemde, spermin ileri hareket 6zelli-
gi on planda oldugundan agir oligospermi ve astenospermi
olgularinda kullanigh degildir. Hazirlik sonrasinda da, 6zel-
likle ileri hareketli sperm yiizdesi aremis ve normal morfo-
loji orani yiiksek temiz fraksiyona sahip spermler elde edil-
mektedir. Bu sekilde elde edilen spermler IUT, IVF ve ICSI
igin giivenle kullanilabilmektedir.?! Yiizdiirme yontemi,
dogrudan semenin kullanilmasi ya da santriftij sonrasin-
da seminal sivi uzaklagtirildiktan sonra elde edilen sperm
pelleti kullanilarak yapilabilmektedir. Ancak WHO’nun
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Sekil 6. Yuzdirme yontemi —swim up (SU)

kilavuz kitabinda, yilizdiirme yontemi 6ncesinde santri-
fijiin kullanilmasi ile sperm membranina hasar verilebile-
cegi belirtilmekrtedir.*% Teknik kisaca; ytkama agamasindan
gegirilmis yada yikanmamig 6rnekler esit miktarlarda steril
tiiplere alinarak, tizerine yaklagtk 1 ml kiileiir stvist eklen-
mesinden olusmaktadir. Tabakalanmanin ardindan &6rnek,
ylizey alanini artracak sekilde 45° egimle, 37°C’de ve 1 saat
stireyle inkiibe edilmektedir. Normozoospermik hastalarda
ileri hareketli spermlerin temiz kiiltiir stvisinin tist 3%4’lik
kisma ytizmesi beklendikten sonra, tist faza ytizen spermler

toplanarak kisa bir santrifiije tabii tutulmaktadir.

Yogunluk Gradient Yontemi - Dansite Gradient
(DG)

DG yénteminde, ejakiilat steril konik bir tiip icerisinde
farkli yogunluktaki stvi katmanlardan (silan kapli kolloi-
dal silica partikiilleri) olusturulan bir siitun {izerine yayilir.
Bu sivilar tek katman olursa devamli (continuous), birden
fazla katmanin iist iiste hazirlanmasi seklinde ise devamsiz
(discontinuous) gradient santriftigasyon olarak isimlendi-
rilmektedir. Ayrilma, hiicre ve/veya diger partikiillerin yo-
gunluk farklarina gére, santrifiij kuvvetine karst gradient

sivilarinin gosterdigi direng ile gerceklesmekeedir.

Bu yontem de uyarlamalara aciktir ve hastadan alinan 6r-
negin 6zelligine gore farklr sekillerde uygulanabilmektedir.
Motil sperm say1st 4-5x10°/mL’den yiiksek oldugu durum-
larda iki tabakali (%40-80 ve %50-90) yogunluk gradient
yontemi kullanilmaktadir. Mini-perkol olarak isimlendi-
rilen ti¢ tabakali (%90, %70, %55) gradient sistemi yine

normal degerlerin alunda ozelligi olan 6rnekler ve viral

yiik s6z konusu oldugunda tercih edilmektedir. Buna gore
siklikla tercih edilen yogunluk kombinasyonlari literatiirde
yliksek fertilizasyon ve gebelik oranlariyla karakterize olan
%40-80 ve %50-90°dir. Bu sekilde elde edilen spermlerin
morfolojik acidan ve DNA biitiinliigii agisindan, SU’a iis-
tinliigiint gdsteren yayinlar olsa da, bu iki temel metodun
benzer sperm se¢me kapasitelerine sahip oldugu one sii-
riilmektedir.[**" Bu yontem ile de SU'da oldugu gibi hare-
ketli ve temiz sperm fraksiyonu elde edilebildiginden tiim
YUT igin kullanimi uygundur. Ozellikle sperm yogunlugu
cok diisiik olan hastalar ve testis dokusundan sperm elde
edilmesi i¢in farkli modifikasyonlar yapilarak kullanilabil-
mektedir. Genel olarak l6kositler, eritrositler, lenfositler,
kiiciik yuvarlak spermatidler ve mikrobiyolojik ajanlarin
(HBV, HCV, HIV) kismen uzaklastirilmast miimkiin ola-
bilmektedir. Bununla birlikte, santrifiijjden dolay: serbest
radikal olusumu ve akrozomal bolgede hasar olusabilmek-
tedir. Ayrica bazt durumlarda zayif hareketliligi olan testis
sperminin motilitesinin azalmasi ya da tamamen kaybu ile
karsilagilabilmektedir.

Sperm  hazirlik yontemlerine gére, DNA fragmantasyon
oranlarinin kiyaslandigi bir calismada, sperm ayirma tek-
niklerinden; DG ve SU yontemlerinde fragmantasyon oran-
larinin benzer oldugu, fakat sperm sayisinin ¢ok az oldugu
non-obstriiktif azoospemi ve ¢ok agir OAT olgularinda
DG+SU yontemi kombine olarak kullanildiginda fragman-
tasyon oraninin daha diisiik oldugu tesbit edilmistir.2

Sperm hazirligy icin kullanilan tekniklerde hala genis
bir degiskenlik bulunmaktadir. Her bir prosediiriin po-
tansiyel yararlari ve risklerinin degerlendirilmesi gerek-
mektedir. Bahsettigimiz ydntemlerde sadece spermler
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Sekil 7. Yogunluk gradient yontemi —dansite gradient (DG).

sedimantasyon ya da migrasyon egilimlerine gore ayrila-
rak, morfoloji ve motilite kriterlerine gore secimleri ger-
ceklestirilmektedir. Klasik yontemler fizyolojik degildir,
kadin genital ortaminda gergeklesen sperm segme siireg-
leri ile uygunluk gostermemektedir. Spermin apoptoz ve
benzeri belirtileri, DNA biittinligii, membran maturas-
yonu, foksiyonel mitokondri durumu ve ultra yapist gibi
spermin diger karakteristik 6zellikleri tespit edilememek-
tedir. Bu noktada gelismis sperm se¢im ydntemlerinin
kullanilmasina yogun olarak ihtiya¢ duyulmus ve yeni
yontemler gelistirilmistir. Burada asil amag; yontemle-
rin gebelik ya da yardimla tireme tekniklerinin basarisi-
ni arturmakean ziyade epigenetik olarak normal saglikli
nesillerin elde edilmesini saglamasi gerekmektedir. Son
yillarda konu ile ilgili bir ¢ok yontem gelistirilmistir. En
basarili sonuglarin alindigr yontemleri gruplandiracak
olursak: spermin ylizey yiikiine bagli secim, apoptoz 6zel-
ligine gore se¢im, hyaluronik aside baglanma, spermin
morfolojik olarak degerlendirilmesi (intrasitoplazmik
morfolojik secilen spermin enjeksiyonu-IMSI), ¢ift kirili-
minin degerlendirilmesi ve DNA biittinliigii ile oksidatif
stresin degerlendirilmesi (mikroakigkan kanal sistemleri
—spermchip) gibi yontemler sayilabilmektedir.

Manyetik Hiicre Ayristirma-(Magnetic Activated
Cell Sorting- MACS)

Apoprotik olmayan spermlerin secilmesi saglanir. Sperm
membraninin dis yiizeyinde bulunan fosfatidilserinin
disa dogru yerlesimi, erken apoptozisin bir gostergesidir.
Yontemde; Annexin-V antikorunun, apoptozun erken

belirteglerinden olan, hiicre zarinin dig ylziine yerlesen
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fosfatidilserine olan afinitesi temel alinarak gelistirilmis bir
yontemdir.[**l Teknik; basit, hizli ve yiiksek spesifiteye sa-
hiptir. Bununla birlikte, 6zel ekipmana ihtiya¢ duyulmak-
tadir. Lokosit ve immatiir germ hiicrelerinin eliminasyo-
nunu saglamak icin DG yontemiyle birlikte uygulanmasi
onerilmektedir. DG+MACS tekrarlayan sanwriftij ve re-
siispansiyon basamaklar1 igerdiginden, uygulamay: taki-
ben say1 ve hareketlilikte diistis izlenebilmektedir. Ayrica
kullanilan mikrobeadler islem sirasinda pargalanarak ve
hiicre canliligt olumsuz etkileyebilmektedir. Bu durumu-
nun éniine gegmek icin glass wool (GW) kullabilmektedir.
B4 DG+MACS uygulanan kontrollii randomize bir galis-
mada fertilizasyon oranlarinda anlamli bir artis izlenme-
mekle birlikte, gebelik oranlari istatistiksel anlamli olarak
artmis (%48 ve %37) bulunmustur.?s! MACS+ SU/DG
yapildiginda da sperm kalitesine anlamli 6l¢iide bir fayda
saglamadigi, aksine ileri hareketli sperm sayisinda azalmaya
yol a¢tig1 bildirilmistir. Bu agidan rutin sperm hazirhiginda
kullanimi kisitlt bir yontemdir. 2671

Hyaluronik Asite Baglanma Kapasitesine Gore
Secim (HA Baglanma Testi)

Sperm plazma membraninda hyaluronik asit (HA) baglan-
ma bolgesinin olusu, sperm maturitesinin en 6nemli isaretle-
rindendir, segim bu &zellige dayanilarak yapilmakeadr.[*8%]
Giiniimiizde yontem iki sekilde uygulanmaktadir. HA’in
sabitlendigi isaretli kuyucuklarin oldugu PICSI “fizyolojik
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu” ya da SpermSlow ad:
verilen HA iceren viskoz bir medium ile uygun yavaslaul-
mus spermler secilmektedir. Bu metodun, yiiksek spesifitesi

ve minimal giivenlik endisesi vardir, ¢iinkiit HA fizyolojik
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ortamda yer almaketadir. DNA bucinltgi iyi, matur, di-
siik DNA fragmantasyon ve caspase-3 aktivitesi diisiik olan
spermlerin segimine imkan vermektedir.[***l Fakat sperm
baglanmasindan 6nce hazirlama asamalarinda biraz fazla
zamana ihtiya¢ duyulmaktadir, islem 30 dk kadar siirebil-
mekeedir. Enjeksiyon yapilacak oosit sayist fazla oldugun-
da sorun olabilmektedir. Son Cochrane verisinde ise, HA
baglanmasi ile secilen spermlerin ART de canli dogum veya
gebelik sonuglarini iyilestirip iyilestiremedigi ile ilgili yeterli

calismanin olmadig1 sonucuna varilmigtir. 42

intrasitoplazmik Morfolojik Secilen Sperm
Enjeksiyonu-IMSI

Cok biuytk biyiitmeler alunda (X8000-X6300) ger-
¢ek-zamanli olarak motil sperm organel morfolojinin
ayrinuli incelemesi (MSOME) ile normal spermin se-
¢iminin yapilip, sonrasinda ICSI'nin ger¢eklestirilmesi-
dir. Sperm baginda iri vakuollerin varliginda ya da glo-
bozoospermide akrozomal komponentler gibi spesifik
sperm organellerin belirlenmesi durumlarinda faydal: bir
yontemdir.**#4 ICSI sirasinda anlik olarak spermin se-
cimine imkan vermektedir. Bununla birlikte IMSI igin
kullanilan MSOME, uzun ve karmasik bir islemdir. Bu
islem icin 6zel bir cihaza ihtiya¢ duyulmakta olup mali-
yetlidir. Ayrica sperm ultramorfolojisinin siniflandirilma-
sint yapan kisinin egitimi ve tecriibesi olduk¢a onemlidir.
Yapilan caligmalarda gebelik ve canli dogum oranlarinin
yiiksek[*3l, diisitk oranlarinin azalmis*l, dogan gocuk-
larda saglikla ilgili risklerinin azalmis™*” oldugu gosteril-
mis olmakla birlikte, fertilizasyon, béliinme ve embriyo
morfolojisinde bir farkliligin bulunmadigi*®* ve yine
tekrarlayan ART basarisizliginda uygulandiginda da imp-

lantasyon, klinik gebelik ve canli dogum oranlarinda bir
farklilik olmadigida belirtilmektedir. 7501

Spermin Cift Kinliminin (Birefringence)
Belirlenmesi

Spermde yer alan boyuna yerlesmis olan (longitudinal-
ly) subakrozomal protein mikrofilamentlerin varligina
gore matur formu belirlenmektedir.*l Sperm mortilite
ya da canliligi olumsuz etkilenmeden ICSI sirasinda re-
aktif akrozomlu spermin se¢ilmesi miimkiin olmaktadir.
Sperm cift kiriliminin degerlendirilerek yapilan mikro-
enjeksiyon yéntemi ile normal ICSI'nin kiyaslandig1 agir
erkek fakeorlii hastalarda yiiksek gebelik orani ve azalmig
diisitk orani gozlenmistir.® Fakat yine IMSI'de de oldu-
gu gibi, polarize mikroskobi ile sperm secimi sirasinda

da ek ekipman, zaman ve teknik deneyime ihtiya¢c duyul-
maktadr.*7]

Mikroakiskan Kanal Sistemleri -Spermcip

Spermlerin belli bir akiskan sistem icinde, mikrokanallar
boyunca, gradiente kargi hareket ederek secilmesini saglayan
sistemlerdir. Sperm DNA fragmantasyonunun, SU ve DG’ye
gore daha bagarili sekilde elimine edilebildigi gosterilmistir
(5231, Bu noktadan yola gikarak geleneksel hazirlik yontemle-
rinde ortaya ¢ikan sperm kayiplari ve DNA hasarinin 6niine
gecebilmek i¢in mikroakiskan kanal sistemleri gelistirilmistir,

[37]

ancak ileri calismalara ihtiya¢ duyulmakradir.

Sonug olarak; yeni ¢aligmalarla ilgili net bir bilgi meveurt
olmamakla birlikte merkezler her zaman kendi laboratuar
sartlarina uygun, en az karmagik olan ve en iyi sonucu ve-
ren, maliyeti diisiik ydntemi uygulamaya gayret etmelidir.
Bu metodlarin bazilari yaygin kullanilabilmekle birlikee,
bazilarinin sadece belirli hasta gruplarinda tercih edilmesi
gereklidir. Metod se¢iminin bu dogrultuda yapilmast ha-
linde ART sonuglarinda genel bir iyilesme saglanabilmesi
mimkiin olabilecektir. Fonksiyonel olarak yetkin sperm-
lerin seciminde optimal verimini elde etmek i¢in meveut
yontemlerin hicbiri bu gerekliliklerin ¢ogunlugunu kar-
stlamadigindan, klinik uygulamada ¢esitli sperm ayirma
tekniklerinin tek ya da birlikte kullanilmasi zorunlulugu
dogmustur. Sperm hazirlama metodlarinin sistematik de-
gerlendirmesinde en iyi metodu se¢mek icin daha fazla

randomize kontrollii ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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