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Ozet

Abstract

Mikroenjeksiyon sonuglari maniptilasyon ve islem asamalarindan
etkilenmektedir.  Sperm hazirlamasinda  santrifijin  etkisinin
arastirllmasi amaclanmistir.  Sperm hazirlamak igin 2 grup
olusturuldu. Grup 1’de (G1, n:28) likefaksiyondan sonra 2 asamali
santriflij islemi gerceklestirildi. Grup 2’de (G2, n:31) likefaksiyondan
sonra bire bir medyum eklendi ve ylizdirilme uygulandi. Oosit sperm
mikroenjeksiyonu (ICSI) uygulandiktan 18-20 saat sonra pronukleer
gelisme kaydedildi. Sonuglar bagimsiz t-Testi ile degerlendirildi.
Toplanan metafaz 2 oosit sayisi; Grup 1igin 7,5 + 2,1 ve Grup 2 igin
7,2 £ 2,1 oldu, bu iki deger istatistiksel olarak farkli yorumlanmadi.
Fertilizasyon yiizdesi ise Grup 1 igin 52,5 £ 15,4 ve Grup 2 igin 66,6 +
19,0 olarak hesaplandi ve p dederi 0,03 bulunarak istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu. Androloji laboratuarlarinda ICSC igin sperm
hazirlama santrifij streci genellikle 10-15 dakika sirmektedir (1200-
1800 rpm). Yiksek santrifiij islemi yiksek sperm kondenzasyonuna
ve serbest radikallerin olusmasina sebep olmaktadir. Dekondanse
sperm enjeksiyonu disik fertilizasyon ve gebelik oranlarina sebep
olmaktadir. Direk swim up ile hazirlanan sperm, in vivo ortamdaki
spermlere daha yakin ve daha dusik dekondanzasyon oranina sahip
olmaktadir. Laboratuar maniplasyonlari igin avantaji daha az zaman
almasidir.

Anahatar kelimeler: Sperm, metod, fertilizasyon

The manipulation and process stages effect microinjection
results. Evaluation of zygote forming by the effect of centrifugation
on sperm preparation was aimed. Two groups were prepared for
sperm processing. In Group1 (G1, n:28) after liquefaction, two
steps of centrifugation were done. While in Group 2 (G2, n: 31)
after liquefaction, medium was added as 1:1 volume and layering
was performed. After oocyte retrieval, intracytoplasmic sperm
microinjection (ICSI) was done, 18-20 hours later pronuclear
development was recorded. Results were evaluated by independent
sample’s t-Test. Collected metaphase 2 oocytes were 7,5 + 2,1
and 7,2 + 2,1 respectively for G1 and G2 which is statistically no
meaningful. Fertilized oocytes number were 52,5 + 15,4 and 66,6
+ 19,0 respectively for G1 and G2 which is statistically meaningful
( p value, 0,03 ). In andrology laboratory, ICSI sperm preparation
centrifugation process usually takes 10-15 minutes ( for 1200-1800
rpm). Higher centrifugation rates cause higher sperm condensation
and free radical problems. Decondensated sperm injection is a
cause for lower fertilization and implantation rate. Direct swim up
prepared sperm can be more close to in vivo sperm, with lower
decondensation rates, and as an advantage needs less time for
laboratory manipulation.
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GIRIS

Dollenme sperm ve yumurtanin dogrudan etkilesimi sonucu hiicre
membranlarinin flizyonuyla beraber disi ve erkek gametlerin birlesmesi
ile gerceklesir. Bu surecin tamamlanmasi ve bunu takiben embriyo
gelisimi sperm DNA biitinlugine baghdir (1). Kondanse sperm DNA'sI
hatasiz bir sekilde genetik materyalin gegisi i¢in gereklidir. Problemli
DNA fertilizasyon olusmasini engelleyebilir veya olusursa embriyolarda
konjenital anomalilere yol agabilir (2). Yardimer ireme teknikleri(YUT),
sperm, yumurta veya embriyonun in vitro maniplasyonunu gerektiren
islemlere verilen genel bir terimdir (3).

Spermin  hazirlanmasi  asamalari - mikroenjeksiyon  sonuglari
{izerinde etki etmektedir. insan spermatozoasi hazirlamadaki geleneksel
tekniklerden birisi de basit bir kiltir ortaminda tekrarlayan santrifij
asamalarini kullanmaktir. Bu prosedir spermi seminal plazmadan
ayirmada kullanilir.  Yiiksek hareket kapasitesine sahip spermler

santrifiij sonucu olusan pelletten kiiltir vasatina dogru yizmesi ile
ayrilir (4). Santriflij sonucu ortaya gikan etkilerinden birisi de semendeki
alt populasyon hiicreleri tarafindan serbest oksijen radikallerinin
(ROS) (retilmesidir (4,5). Santrifijle artarak olusan ROS'un kalici
DNA hasarlarina yol agtigi bildirilmistir (5). infertil erkeklerin %25'nin
semeninde yliksek seviyelerde bulunmustur. Bununla beraber normal
sperm fonksiyonu igin dlslk seviyede ROS’a ihtiyag duyulur. Yiiksek
oranlar hatali sperma ve semen I6kositleri tarafindan (retiimektedir
ve bu da sperm disfonksiyonu ile sonuglanmaktadir. Dogal ortamda
DNA hasarli sperm yumurtayr déllemede basarisiz olacaktir. Bu
bize dogal olarak normal fertilizasyonda saglam DNA biitinlugine
sahip spermatazoanin basarili oldugunu gosteriyor. Bununla birlikte
YUT'de bu seleksiyon islemi pas gegiliyor ve bu da yanlishkla DNA
hasarli spermatozoa kullanimiyla sonuglanabilir. Hayvanlarla yapilan
calismalarda DNA hasari zayif gebelik ve embriyo gelisimine neden
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Sekil 1. Santrifujli yéntemde Pronukleus olugsma dagilimi.

olmaktadir (6). Bu galismada da sperm haziriginda santrifjlii ve
santrifijsiiz iki ydntemin zigot gelisimine olan etkisi degerlendirildi.

GEREG ve YONTEM

Seminal plazmadan mikroenjeksiyon igin sperm hazirlanirken orta
dereceli oligospermia’li iki grup olusturuldu. Grup 1'de (n:28) likefaksiyon
sonrasi yikama amagl iki santrifij uygulandi (1500rpm,1300rpm
ve 15dk,10dk), 20-30 dakika swim up sonrasi elde edilen spermler
toplandi. Grup 2'de (n:31) likefaksiyondan sonra ejakulat mediumla 1/1
oraninda karistirildiktan sonra karigimin izerine taze medium ilavesi
karisimi bozmayacak sekilde ( layering) yapildi, 20-30 dakika beklenildi
ve spermler toplandi. Oosit toplama ve mikroenjeksiyon éncesi rutin
islemlerden sonra ICSI (intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu) uygulandi
ve 18-20 saat sonra pronukleuslarinin sayisi ve 48 saat ilerlemelerinin
gelisim verileri karsilastirmali independent sample’s t-testi istatistiksel
metoduna gére yapildi.

BULGULAR

Toplanan metafaz 2 oosit sayisi; Grup 1icin 7,5 £ 2,1 ve Grup 2
i¢in 7,2 £ 2,1 oldu, bu iki deger istatistiksel olarak farkli yorumlanmad.
Fertilizasyon ytlizdesi ise Grup 1 igin 52,5 + 15,4 ve Grup 2 igin 66,6
+ 19,0 olarak hesaplandi ve p degeri 0,03 bulunarak istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu. Santrifijjlii yéntemde 80 adet oositten 26
adet pronukleus olustu, pronukleus olusma orani %32,5 iken (Sekil

Sekil 2. Santrifljsiz yéntemde Pronukleus olusma dagilimi

1), santrifijjstiz yontemde 77 adet oositten 44 adet pronukleus olustu,
oran % 57'ye cikmstir (Sekil 2). Santrifiijli yontemde 80 oositten 33
adet 4 blastomer ve istu embriyo olustu, oran %41,25 iken (Sekil 3),
santrifljsiiz yontemde 77 oositten 48 adet 4 blastomer ve Ustli embriyo
olustu, orani %62,33'ye ¢ikmistir (Sekil 4).

TARTISMA

Yardimci treme tekniklerinde sperm dondurma ve sonraki ¢ozdiirme
prosediirlerinde sperm motilitesi azalmaktadir (7,8). Kriyoprotektan
media uzaklastirldiinda ve santrifiij yapildiginda motilite daha da
dusmektedir (8). Sperm DNA biitinligi fertilizasyon igin en fazla 6nem
tasiyan kriterlerden biridir (9). IVF ve ICSI'da kromatin defektlerindeki
artis ile fertilizasyon oraninda ters oranti bulunmaktadir. Dekondanse
spermin yumurtaya enjeksiyonu distik fertilizasyon ve implantasyon
oranlari ile sonuglanmaktadir (10).

100 g, 300 g ve 500 g'de 10’ar dakika yapilan santrifiij denemeleri
sonucu 100 g ve 300 g'de motil spermlerin sayisinin belirgin sekilde
fazla oldugu belirtilmistir. Santrifiij islemini elimine edebilen daha etkili
kriyopreservation teknikleri ve hazirlama metotlarina ihtiyag duyuldugu
belirtilmistir (8). Percoll gradient ve swim up tekniginin karsilastirildigi
galismalarda swim up metodunun normal semeni hazirlamak igin yeterli
oldugu sonucuna varilmistir (11).

Sperm hazirliginda santrifiijli ve santriflijsiiz iki yontem denenen
bir arastirmada, santrifiijstiz yontemde daha fazla motil spermatozoa
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Sekil 4. Santrifijsiiz yontemde 4 blastomer ve isti embriyo dagilimi
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ve zamandan tasarruf elde edilmistir. Ayrica santrifljin olusturdugu
stresin sperm canlihgini etkiledigi belirtilmistir (12). Tekrarlayan santrifij
yontemlerinin spermatozoa hazirlamada kullaniimaya devam edilmesi
halinde stratejilerin DNA hasarini en aza indirmeye yonelik olmasi
gerektigi onerilmektedir (13).

ideal sperm hazilama metodu maliyet agisindan en uygun ve
genis hacimde ejakiilat toplama islemine izin vermelidir ve elde edilebilir
spermatozoa oranini en yiksek seviyeye ¢ikarmalidir. Calismamizda
santrifiijstiz yontemle hazirlanan spermlerle fertilizasyon ve 4 blastomer
ve Ustl embriyo olusum sayisi oraninda artis oldugu ortaya cikmistir.
Galismamizin sonucunda santrifilj islemini tamamen egale edecek
prosedurlerin gelistiriimesi ve uygulanmasinin gerektigi dlistintiimektedir.

Direkt swim-up yonteminin in-vivo sperm seleksiyonuna benzerlik
gostermesi, diisiik dekondanse oranlarina sahip olmasi, daha az zaman
almasi ve laboratuar yiikiini hafifletme gibi avantajlara sahiptir.
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