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Abstract

The Relationship Between Sperm Morphology-Acridine Orange Staining and
Fertilization Rate-Embryo Quality in ICSI
Objective: The aim of this study is to determine the relationship of sperm morphology with fertilization ratio and embryo
quality in ICSI cycles and also the relationship of sperm morphology with sperm DNA damage.
Materials and Methods: Fifty six infertile couples were included in this prospective study. Azospermic patients and women
over the age 35 were excluded from the study.
Controlled ovarian hyperstimulation was applied in the context of long protocol, using gonadotropin releasing hormone ana-
logue (GnRHa) and after the second day of her menses, recombinant gonadotropin (r-FSH) or human menapousal gonadot-
ropin (hMG) was applied. After the administration of 10.000 IU hCG IM, oocytes were collected by the transvaginal route.
Sperm morphology was evaluated in preparates dyed using Diff-Quick method, using Kruger strict criteria. If more than 4%
of spermatocytes had normal morphology then that patient was included in the normal group. Acridine orange dye was used
to determine the sperm DNA damage and if >56% green or <56% red fluorenscence was evident then that sample was inc-
luded in the AO(-) and the others in the AO(+) group. Fertilization was confirmed by the presence of 2 pronuclei and po-
lar body at 16-18 hours. The quality of embryos were evaluated in the third day and due to their being fragmented or even
they were classified as grade I,II,III.
Results: Fertilization ratio was 73.28%, in normal sperm morphology group and was 51.69% in abnormal morphology group.
When the two groups were compared according to embryo quality, normal group had a mean 50.17 grade I, 37.19 grade II,
46.91 grade III embryo’s. Abnormal group had a mean 53.50 grade I, 42.55 grade II, and 53.91 grade III embryo’s. 
In the group stained normal (undamaged DNA) with acridine orange (AO) sperm morphology was 60.6% normal and 39.4%
abnormal.
In the group stained abnormal (damaged DNA) with AO, sperm morphology was 21.27% normal and 78.3% abnormal.
Discussion: There is significant relationship between sperm morphology and DNA damage. It is shown by ICSI that sperm
morphology has an effect on fertilization ratios but no relation was found between sperm morphology and embryo quality.
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Özet
Amaç: Bu çal›flman›n amac› ICSI sikluslar›nda, sperm morfolojisi ile fertilizasyon oranlar›n›n ve embriyo kalitesinin iliflkisi-
ni araflt›rmak, ayr›ca sperm morfolojisi ile sperm DNA hasar›n›n karfl›l›kl› etkileflimini analiz etmektir.
Materyal ve Metot: Prospektif olarak planlanan çal›flmaya 56 infertil çift al›nm›flt›r. Azoospermik hastalar çal›flmaya da-
hil edilmezken, kad›n yafl› 35’in alt›nda tutulmufltur. Kontrollü overyan hiperstimulasyon uzun protokol kapsam›nda go-
nodotropin sal›verme hormon analo¤u (GnRHa) ve adetin 2. gününden itibaren rekombinan gonadotropin (r-FSH) ve-
ya insan menopozal gonadotropini (hMG) ile yap›lm›fl, 10 000 IU hCG’nin IM uygulanmas› sonras›nda 36. saatte trans-
vajinal olarak oosit toplama ifllemi gerçeklefltirilmifltir. Sperm morfolojisi Diff-Quick yöntemiyle boyanan preparatlar,
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Girifl 

‹nfertilitede erkek faktörünün önemi uzun zamand›r bilin-

mektedir. Günümüzde IVF’deki ilerlemeler sonucunda

gündeme gelen ve kullan›lan intra stoplazmik sperm in-

jeksiyonu (ICSI), özellikle erkek faktörü infertilite için

önemli bir tedavi yöntemidir. Üremeye yard›mc› teknik-

lerde kaydedilen ilerlemeler neticesinde, ciddi spermato-

genez bozuklu¤u gösteren, hatta tek bir canl› spermi bu-

lunan erkekler için bile çocuk sahibi olabilme flans› orta-

ya ç›km›flt›r (15).

Erkek faktörü infertiliteyi de¤erlendirmeye yönelik bilinen

en eski ve yayg›n test standart semen analizidir (18). Ne var

ki, standart semen analizi spermin fertilizasyon potansiyelini

tam olarak gösterememektedir. Fertilizasyon potansiyelinin

bilinmesi ise, özellikle ICSI baflar›s›zl›¤› olan durumlar›n

aç›klanabilmesi aç›s›ndan önemli görülmektedir (26,6). ‹flte

bu noktada da sperm morfolojisi ve DNA’n›n sa¤lam olmas›

önem kazanmaktad›r.

Bu çal›flmada amaç, sperm morfolojisinin sperm DNA hasa-

r› ile olan iliflkisinin yan› s›ra, sperm morfolojisinin ICSI ile

fertilizasyon oranlar› ve embriyo kalitesi üzerine etkilerinin

araflt›r›lmas›d›r.

Materyal ve Metot

Bir y›l› aflk›n süredir çocuk sahibi olamam›fl 56 infertil çift

çal›flmaya al›nd›. Tüm olgularda kad›n yafl› 35’in alt›ndayd›.

Kad›nlar›n yafl ortalamalar› 29.7 iken, erkeklerin ki 33.4 idi.

Çiftlerin 31’inde (%55.3) erkek faktörü infertilite, 7’sinde

(%12.5) tubal faktör, 18’inde ise (%32.1) aç›klanamayan in-

fertilite mevcuttu. Semen analizleri WHO kriterlerine göre

de¤erlendirildi. Semen 3-5 günlük cinsel perhiz sonras›nda,

oosit toplama gününde al›nd›. ICSI ifllemi için semen haz›rl›¤›

sperm say›s› 20 milyon/ml’nin alt›nda olanlarda gradient yön-

temiyle, 20 milyon/ml’nin üstünde olanlarda ise “swim-up”

tekni¤iyle yap›ld›.

Azoospermik erkekler çal›flma d›fl› b›rak›ld›. Sperm mor-

folojisine Diff-Quick solüsyonlar› ile boyanan preparat-

larda bak›ld› ve Kruger’in kesin kriterlerine göre de¤er-

lendirildi (Tablo 1). Hastalar, normal morfolojili sperm

say›s› %4’ün üstünde olan ve olmayanlar olarak 2 gruba

ayr›ld›.

Sperm DNA hasar› AO ile boyanarak araflt›r›ld›. AO ile

boyanmak için kullan›lacak sperm örne¤i ICSI ifllemi ya-

p›ld›ktan sonra kalan semenden al›nd›. ‹ki kuru lamele

1’er damla ifllem görmüfl semen örne¤inden al›narak kal›n

yayma yap›ld› ve havada bir gece bekletilerek kurutuldu.

Daha sonra fiksasyon ifllemi için yaymalar 20 dakika Car-

noy solüsyonunda (3:1 volüm oran›nda metanol ve glasial

asetik asit) bekletildi. Fiksasyondan sonra kurutulan yay-

malar›n boyanmas›, günlük haz›rlanan boyama solüsyonu

ile gerçeklefltirildi. Boyama solüsyonunu haz›rlamak için,

10 ml stok solüsyonu, 40 ml 0.1 M sitrik asit ve 2.5 ml

0.3M Na2HPO4.7H2O kullan›lm›flt›r. Stok solüsyonu ise

1000 ml distile su içinde 1 g “Acridine Orange” yar›

çinkoklorid içerecek flekilde haz›rlanm›fl olup, karanl›kta

ve + 4°C’da saklanabilmektedir. Boyama solüsyonunun

pH’si 2.5’e ayarland›ktan sonra boyama ifllemine geçildi.

Fikse edilmifl yayma, üzerine 2-3 ml boyama solusyonun-

dan damlat›ld›ktan sonra boyand› ve 15 dakika bekletil-
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Kruger kesin kriterlerine göre de¤erlendirilmifl, >%4 normal morfolojili spermi olanlar normal olarak kabul edilmifltir.
Sperm DNA hasar›na “Acridine Orange” (AO) ile boyanarak bak›lm›fl, <%56 k›rm›z› floresans verenler AO (-), di¤er-
leri ise AO (+) grubu oluflturmufllard›r. Fertilizasyon 16-18. saatte 2 pronukleus ve polar cismin görülmesi ile teyit edi-
lirken, embriyo kalitesi embriyolar›n 3. günde morfolojik olarak de¤erlendirilmesiyle fragmantasyon veya homojen ve
eflit da¤›l›ml› olma durumuna göre grad I, II, III olarak klasifiye edilmifltir.
Sonuç: Sperm morfolojisine göre normal olan grupta fertilizasyon oran› %73.28 iken, anormal olan grupta %51.69 bulunmufl-
tur. Bu 2 grup hasta embriyo kaliteleri aç›s›ndan karfl›laflt›r›ld›¤›nda normal olan grupta grad I embriyo ortalamas› 50.17 iken,
grad II embriyo ortalamas› 37.19, grad III embriyo ortalamas› ise 46.91’dir. Anormal morfolojili grupta ise grad I embriyo ora-
n› 53.50, grad II embriyo oran› 42.55 ve grad III oran› 53.91 olarak gözlenmifltir. Sperm DNA hasar›, yani AO ile boyanmay-
la sperm morfolojisi karfl›laflt›r›ld›¤›nda, AO ile normal boyananlarda sperm morfolojisi %60.6 normal iken, %39.4 anormal-
dir. AO ile anormal boyananlarda ise sperm morfolojisi %21.27 normal iken %78.3 anormaldir.
Tart›flma: Sperm morfolojisi ile sperm DNA hasar› aras›nda anlaml› bir iliflki mevcuttur. ICSI’da sperm morfolojisinin ferti-
lizasyon oranlar›n› etkiledi¤i saptanm›fl, fakat sperm morfolojisi ile embriyo kalitesi aras›nda anlaml› iliflki bulunamam›flt›r.

Anahtar sözcükler: sperm morfolojisi, fertilizasyon, embriyo kalitesi, sperm DNA hasar›

Bafl Düz, oval

Uzunluk 5-6 μ; genifllik 2.5-3 μ. Genifllik/uzunluk 3/5-2/3 aras›nda akrozom bafl›n %40-70’ini örtecek

Boyun Bafl ekseni ile ayn› eksende uzanmal›, bütünlü¤ü bozulmufl olmamal›

Orta kk›s›m Silindir fleklinde ve 1 μ genifllikte olup, bafl uzunlu¤unun 1.5 kat›n› geçmemeli

Bafl büyüklü¤ünün yar›s›ndan büyük sitoplazmik droplet içermemeli

Kuyruk Orta k›s›mda hafifçe incelen, k›vr›m içermeyen, 45 μ uzunlukta

Tablo 1. Kruger kesin kriterleri
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dikten sonra, yaymalar saf suyla y›kanarak kurumadan la-

melle kapat›ld›. Bir ka¤›t havlu yard›m›yla neminin al›n-

mas›n› takiben, fleffaf t›rnak cilas›yla lamel lama yap›flt›-

r›ld›. Yaymalar ayn› gün içinde, 490 nm eksitasyon, 530

nm bariyer filtresi olan floresans mikroskopla 10x100 bü-

yütme alt›nda 100’er hücre say›larak de¤erlendirildi. De-

¤erlendirmede, belirgin yeflil floresans veren tüm sperm-

ler, “yeflil” olarak skorland›. Sar›-turuncu-k›rm›z› renkler-

de floresans veren tüm spermler ise DNA içeriklerinde az

(sar›-portakal rengi) ya da çok (k›rm›z›) oranda denaturas-

yon sürecinin bafllad›¤› düflünülerek “k›rm›z›” olarak

skorland›. Spermatozoalar›n %56’dan fazlas›n›n k›rm›z›

olarak skorlanmas›, semen örne¤inde DNA hasar›n›n çok

oldu¤u fleklinde yorumland›. Bunlar AO pozitif (+) olarak

kabul edildi (20,23).

Kontrollü ovaryen hiperstimulasyon için, uzun protokol kap-

sam›nda bir önceki adetin 21. gününde bafllanan 500 mikrog-

ram dozunda Gonodotropin Sal›verme Hormon Analo¤u

(GnRHa) ve adetin 2. gününden itibaren rekombinan gona-

dotropin (r-FSH) veya insan menopozal gonadotropini

(hMG) uyguland›. Transvajinal ultrasonografi (TV-USG) ile

yap›lan follikül takibinde en büyük folikül çap› 18 mm oldu-

¤unda son r-FSH veya hMG dozundan 24 saat sonra 10 000

IU hCG IM olarak uyguland›. Oosit toplama ifllemi (OPU)

hCG uygulamas›ndan 36 saat sonra, TV-USG eflli¤inde, fo-

likül aspirasyonu ile gerçeklefltirildi. Folikül aspirasyonu,

ultrasonografi cihaz› vajinal probuna adaptör arac›l›¤›yla ta-

k›lan aspirasyon i¤nesiyle vajen yan fornikslerinden girilerek

yap›ld›.

Tüm matür oositlere (metafaz-II) 4-6 saat içinde ICSI prose-

dürü uyguland›. ‹nseminasyonu takip eden 16-18. saatlerde

insemine edilmifl oositlerde pronükleus kontrolü yap›ld›. ‹ki

pronükleus ve polar cisim varl›¤› normal fertilizasyon olarak

kabul edildi. Oosit ve embriyo kültürü için ard›fl›k kültür or-

tamlar› kullan›ld›.

Transfer öncesinde embriyolar 3. günde morfolojik olarak

de¤erlendirildi. Grad I, II, III (A, B, C kalite) embriyolar

olarak klasifiye edildiler. Grad I-A, blastomerlerin homo-

jen oldu¤u, fragmantasyon bulunmayan; Grad II-B, blas-

tomerlerin biraz bozuk veya düzensiz bir flekilde oldu¤u

ve %10’a kadar fragmantasyon gösteren, Grad III-C blas-

tomerlerin homojen ve eflit da¤›l›ml› olmad›¤›, %50’ye

kadar fragmantasyon bulunan embriyolar olarak kabul

edildiler.

‹statistiksel analizler SPSS kullan›larak “student’s-t” testi,

“Mann-Whitney U” ve χ2 testi ile yap›lm›flt›r.

Sonuç

Fertilizasyon oranlar›, sperm morfolojisine göre normal

grupta %73.28 iken anormal olan grupta %51.69 olarak

bulundu (p<0.01) (Tablo 2). Bu 2 grup hasta embriyo ka-

liteleri aç›s›ndan karfl›laflt›r›ld›¤›nda, morfolojisi normal

olan grupta grad I embriyo ortalamas› 50.17 iken, grad II

embriyo ortalamas› 37.19, grad III embriyo ortalamas›

46.91 fleklinde kaydedildi. Anormal morfolojili grupta

ise grad I embriyo oran› 53.5, grad II embriyo oran›

42.55 ve grad III oran› 53.91 olup, iki grup aras›nda ista-

tistiksel olarak anlaml› bir fark bulunamam›flt›r

(p>0.053) (Tablo 3).

Sperm DNA hasar›, yani AO ile boyanmayla sperm morfolo-

jisi karfl›laflt›r›ld›¤›nda, AO ile normal boyananlarda sperm

morfolojisi de %60.6 normal iken, %39.4 anormal bulundu.

AO ile anormal boyananlarda ise sperm morfolojisi %21.27

normal iken %78.3 anormaldi. Bu grupta istatistiksel olarak

anlaml› fark bulunmaktad›r (Resim 1 ve 2).
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Morfoloji nn Fertilizasyon %% ±± SSD pp

Normal 25 73.28±18.08 0.003

Anormal 31 51.69±30.08 0.002*

*p <0.01

Tablo 2. Fertilizasyon ile sperm morfolojisi karfl›laflt›rmas›

Morfoloji nn Fertilizasyon %% ±± SSD pp

Embriyo A Normal 18 50.17±23.69 0.680*

Anormal 17 53.50±23.70

Embriyo B Normal 18 37.19±22.46 0.477*

Anormal 22 42.55±24.22

Embriyo C Normal 17 46.91±31.47 0.514*

Anormal 16 53.91±29.21

*p <0.05

Tablo 3. Embriyo kaliteleri ile sperm morfolojisinin karfl›laflt›r›lmas›

Resim 1. AO ile boyand›¤›nda yeflil floresans veren normal DNA’l›
spermler
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Tart›flma

Sperm morfolojisinin, fertilizasyon kapasitesinin önemli

bir göstergesi oldu¤u uzun zamand›r düflünülmektedir. Li-

teratürdeki verilere göre %4 normal morfolojinin eflik de-

¤er olarak al›nd›¤› IVF sikluslar›nda fertilizasyon flans›n›n

maksimum oldu¤u gösterilmifltir. Birçok çal›flma morfolo-

jinin fertilizasyonda s›n›rl› de¤eri oldu¤unu gösterse de,

farkl› sonuçlar›n, farkl› boyama teknikleri, sperm haz›rla-

ma protokolleri ve morfoloji klasifikasyon sistemlerinden

kaynakland›¤› düflünülmektedir (11,2,17,14). Ayr›ca, mor-

folojik olarak normal spermlerin, fertilizasyon oranlar› ve

gebelik oranlar› ile belirgin olarak do¤rudan iliflkili oldu¤u

görülmekte ve bu nedenle de morfolojik olarak normal

sperm yüzdesinin fertilizasyon ve gebelik oranlar›n› etkile-

di¤i söylenmektedir (11,25).

Grow ve arkadafllar›n›n yapt›klar› bir çal›flmada, sperm mor-

folojisi kesin kriterlerine göre, normal say›s› <%4, %4-14,

>%14 olan 3 grup hastada IVF (In vitro fertilizasyon) so-

nuçlar›na bak›lm›fl, >%14 olan grupta fertilizasyon oranla-

r› >%85 olarak saptanm›fl, bu nedenle de morfolojinin fer-

tilizasyon kapasitesini belirleyen mükemmel bir biyolojik

göstergesi oldu¤u belirtilmifltir (8). Donelly ve arkadafllar›-

n›n yapt›klar› baflka bir çal›flmada da, %50’nin üzerinde

fertilizasyonun oldu¤u hastalarda sperm morfolojisinin an-

laml› olarak daha iyi oldu¤u gösterilmifltir  (p<0.05) (5).

Baflka bir yay›nda ise, bunu destekler flekilde morfolojinin

fertilizasyon oranlar›n› etkiledi¤i bildirilmifl ve hatta her bir

morfolojik bozukluk için fertilizasyon oranlar›na bak›lm›fl-

t›r. Fertilizasyon oranlar›; elonge baflta %63.4, sitoplaz-

mada droplet varl›¤›nda %63.3, amorf baflta %59.6, k›r›k

boyunda %34.1 olarak bildirilmifltir. Normal morfolojide

ise fertilizasyon oran› %74.4’tür (9).

Bizim çal›flmam›zda ortalama fertilizasyon oran› %61.5 ola-

rak bulundu. Sperm morfolojisi normal olanlarda fertilizas-

yon oran› %73.2 iken, anormal olanlarda %51.6’da kald›. Bu

da anormal morfolojinin, fertilizasyonu anlaml› oranda düflür-

dü¤ünü göstermektedir. Çal›flmada sperm morfolojisinin anor-

malliklerine göre ayr›m yap›lmad›¤›ndan, her bir morfolojik

bozukluk için olan fertilizasyon oranlar› belirlenmemifltir.

Embriyo kalitesi ile sperm morfolojisi aras›ndaki iliflkiye ba-

k›ld›¤›nda, embriyo kalitesinin yine spermin özellikle bafl

anormalliklerinden etkilendi¤i gözlemlenmektedir. Çünkü

sperm erken embriyogenezde önemli bir role sahiptir (17).

Ayr›ca sperm morfolojisinin blastomer klivaj›n›n, yani emb-

riyonun potansiyel gelifliminin belirlenmesi için önemli bir

prognostik faktör olabilece¤i de söylenmektedir (3). Bununla

beraber, yap›lan birçok çal›flma embriyo gelifliminin sadece

sperm hücresinin morfolojisinden etkilenmedi¤ini göster-

mektedir (4,23). ICSI’n›n kullan›lmas›yla fliddetli erkek infer-

tilitesi faktörü olan olgularda baflka seçenek kalmad›¤›nda

aberan ve immatür spermatozoa türleri enjekte edilebilmekte-

dir. Bu, güvenli embriyo oluflumu aç›s›ndan tart›flmal› bir du-

rumdur. Çünkü, çal›flmam›zda da ortaya kondu¤u gibi, sperm

morfolojisi ile kromozom yap›s› aras›nda net bir iliflki oldu¤u

saptanm›flt›r (5,14). Amorf bafll› spermlerde, yap›sal kromo-

zomal aberasyonlar normale göre 4 kat daha fazlad›r. Anor-

mal sperm hücreleriyle ICSI yap›ld›ktan sonra elde edilen

embriyolar›n transferlerinde daha az gebelik ve implantasyon

gözlenmektedir. Yani, morfolojik olarak anormal hücrelerin

(amorf, elonge bafl, sitoplazmik droplet) enjeksiyonu düflük

implantasyon potansiyeli olan embriyolar›n geliflmesine yol

açmaktad›r. Bu düflük implantasyon oranlar›n›n, embriyoya

enjekte edilen spermden kaynaklanan kromozomal defektle-

rin seviyesi ile ilgili oldu¤u düflünülmektedir.

Baz› çal›flmalarda morfolojik olarak normal spermlerle yap›-

lan ICSI sonucunda %5.1 oran›nda biokimyasal gebelik elde

edildi¤inin gösterilmesi, morfolojik olarak normal sperm

hücresinde de embriyo geliflimine ve gebeli¤e etki eden sak-

l› defektlerin bulunabildi¤ine iflaret etmektedir. Kötü sperm

kalitesinin, sperm nükleer bütünlü¤ü ile ilgili oldu¤u kabul

edilmifltir. Sperm anormalliklerinin oldu¤u erkeklerde,

spermde gevflek paketlenmifl kromatin ve endojen sarmal k›-

r›klar› daha çoktur. Bu durum gebelik sonuçlar› ile de iliflki-

lidir (20,22,13). Genetik olarak hasarl› sperm, ICSI sonras›n-

da fertilizasyon sa¤layabilse de, erkek pronükleusunun ilk

klivaj bölünmesi ve sonras›ndaki kaderi belirsizdir (25,10).

Daha önceden tekrarlayan ICSI baflar›s›zl›¤› olan çiftlerde,

morfolojisi ve motilitesi normal olarak seçilen spermlerle de-

nenen ICSI sikluslar›nda gebelik baflar›s›n›n belirgin olarak

artmas›, ICSI s›ras›ndaki sperm nukleusunun üstün morfolo-

jik durumunun gebelik sa¤lanmas›nda önemli oldu¤unu ka-

n›tlamaktad›r. Ayr›ca embriyo kalitesinde, implantasyon ve

gebelik oranlar›nda keskin bir art›fl›n saptanmas› da bunu

desteklemektedir (1).

Bu çal›flmada sperm morfolojisi ile embriyo kalitesi ara-

s›ndaki iliflkiye bak›ld›¤›nda, morfolojinin normal ve anor-
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mal oldu¤u grupta, grad A,B,C embriyo oranlar› aç›s›ndan

anlaml› fark bulunamam›flt›r. Ne var ki, bu çal›flmada imp-

lantasyon oranlar› ve gebelik oranlar› aç›s›ndan de¤erlen-

dirme yap›lmad›¤› için daha ileri bir yorum yap›lmas› da

do¤ru olmayacakt›r. Embriyo kalitesinin, gebelik ve imp-

lantasyon baflar›s›n› etkileyen en önemli faktörlerden biri

oldu¤u bilinse de, her graddaki embriyonun implantasyon

ve gebelik sa¤lama potansiyeli bulunaca¤› da unutulma-

mal›d›r.

Özetlemek gerekirse; sperm morfolojisi baflka çal›flmalarda

da gösterildi¤i gibi sperm nükleer bütünlü¤ü ile iliflkilidir.

Kötü morfoloji, DNA hasar›n›n ve dolay›s›yla da ICSI’daki

düflük fertilizasyon oranlar›n›n öncüsü, habercisi olabilir.

Sperm morfolojisi ile embriyo kalitesi aras›ndaki iliflki, bi-

zim çal›flmam›zda saptanmam›fl olmakla beraber literatürde

bu iliflkiyi destekleyen ve önemli bulan araflt›rmalara ait so-

nuçlar vard›r. Daha genifl hasta serilerini içeren yeni, detayl›

çal›flmalar daha do¤ru sonuçlar için flartt›r.
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