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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 [U 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,ILIII.

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 11l embryo’s. Abnormal group had a mean 53.50 grade I, 42.55 grade I, 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.

Keywords: sperm morphology, fertilization, embryo quality, DNA damage

Ozet

Amag: Bu ¢alismanin amaci ICSI sikluslarinda, sperm morfolojisi ile fertilizasyon oranlarinin ve embriyo kalitesinin iligkisi-
ni aragtirmak, ayrica sperm morfolojisi ile sperm DNA hasarinin kargilikli etkilesimini analiz etmektir.

Materyal ve Metot: Prospektif olarak planlanan caligmaya 56 infertil ¢ift alinmistir. Azoospermik hastalar caligmaya da-
hil edilmezken, kadin yast 35’in altinda tutulmustur. Kontrollii overyan hiperstimulasyon uzun protokol kapsaminda go-
nodotropin saliverme hormon analogu (GnRHa) ve adetin 2. giiniinden itibaren rekombinan gonadotropin (r-FSH) ve-
ya insan menopozal gonadotropini (hMG) ile yapilmis, 10 000 [U hCG’nin IM uygulanmas: sonrasinda 36. saatte trans-
vajinal olarak oosit toplama islemi gerceklestirilmistir. Sperm morfolojisi Diff-Quick yontemiyle boyanan preparatlar,
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Kruger kesin kriterlerine gore degerlendirilmis, >%4 normal morfolojili spermi olanlar normal olarak kabul edilmistir.
Sperm DNA hasarina “Acridine Orange” (AO) ile boyanarak bakilmis, <%56 kirmizi floresans verenler AO (-), diger-
leri ise AO (+) grubu olusturmusglardir. Fertilizasyon 16-18. saatte 2 pronukleus ve polar cismin goriilmesi ile teyit edi-
lirken, embriyo kalitesi embriyolarin 3. giinde morfolojik olarak degerlendirilmesiyle fragmantasyon veya homojen ve
esit dagilimli olma durumuna gore grad I, I, III olarak klasifiye edilmistir.

Sonug: Sperm morfolojisine gére normal olan grupta fertilizasyon orant %73.28 iken, anormal olan grupta %51.69 bulunmug-
tur. Bu 2 grup hasta embriyo kaliteleri agisindan karsilagtirildiginda normal olan grupta grad I embriyo ortalamast 50.17 iken,
grad Il embriyo ortalamasi 37.19, grad III embriyo ortalamast ise 46.91’dir. Anormal morfolojili grupta ise grad I embriyo ora-
n1 53.50, grad II embriyo orani 42.55 ve grad III oran1 53.91 olarak gézlenmistir. Sperm DNA hasari, yani AQO ile boyanmay-
la sperm muorfolojisi karsilagtirildiginda, 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.

Tartisma: Sperm morfolojisi ile sperm DNA hasar1 arasinda anlamli bir iliski mevcuttur. ICSI’da sperm morfolojisinin ferti-
lizasyon oranlarmi etkiledigi saptanmus, fakat sperm morfolojisi ile embriyo kalitesi arasinda anlamli iligki bulunamamuistir.
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Giris

Infertilitede erkek faktoriiniin 6nemi uzun zamandir bilin-
mektedir. Giiniimiizde IVF’deki ilerlemeler sonucunda
giindeme gelen ve kullanilan intra stoplazmik sperm in-
jeksiyonu (ICSI), ozellikle erkek faktorii infertilite i¢in
onemli bir tedavi yontemidir. Uremeye yardimci teknik-
lerde kaydedilen ilerlemeler neticesinde, ciddi spermato-
genez bozuklugu gosteren, hatta tek bir canlt spermi bu-
lunan erkekler icin bile cocuk sahibi olabilme sans1 orta-
ya ¢ikmistir (15).

Erkek faktorii infertiliteyi degerlendirmeye yonelik bilinen
en eski ve yaygin test standart semen analizidir (18). Ne var
ki, standart semen analizi spermin fertilizasyon potansiyelini
tam olarak gosterememektedir. Fertilizasyon potansiyelinin
bilinmesi ise, ozellikle ICSI basarisizligi olan durumlarin
aciklanabilmesi acisindan onemli goriilmektedir (26,6). Iste
bu noktada da sperm morfolojisi ve DNA’nin saglam olmasi
onem kazanmaktadir.

Bu ¢alismada amag, sperm morfolojisinin sperm DNA hasa-
11 ile olan iliskisinin yan1 sira, sperm morfolojisinin ICSI ile
fertilizasyon oranlart ve embriyo kalitesi {izerine etkilerinin
arastirtlmasidir.

Materyal ve Metot

Bir yili agkin siiredir ¢ocuk sahibi olamamig 56 infertil ¢ift
calismaya alindi. Ttiim olgularda kadin yast 35’in altindaydi.
Kadinlarin yag ortalamalar1 29.7 iken, erkeklerin ki 33.4 idi.
Ciftlerin 31’inde (%55.3) erkek faktorii infertilite, 7’sinde
(%12.5) tubal faktor, 18’inde ise (%32.1) agiklanamayan in-

fertilite mevcuttu. Semen analizleri WHO kriterlerine gore
degerlendirildi. Semen 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasinda,
oosit toplama giiniinde alindi. ICSI iglemi i¢in semen hazirlig
sperm sayist 20 milyon/ml’nin altinda olanlarda gradient yon-
temiyle, 20 milyon/ml’nin istiinde olanlarda ise “swim-up”
teknigiyle yapildi.

Azoospermik erkekler ¢alisma digt birakildi. Sperm mor-
folojisine Diff-Quick soliisyonlar1 ile boyanan preparat-
larda bakild1 ve Kruger’in kesin kriterlerine gore deger-
lendirildi (Tablo 1). Hastalar, normal morfolojili sperm
sayis1 %4’ilin iistiinde olan ve olmayanlar olarak 2 gruba
ayrildi.

Sperm DNA hasar1 AO ile boyanarak arastirildi. AO ile
boyanmak icin kullanilacak sperm 6rnegi ICSI islemi ya-
pildiktan sonra kalan semenden alindi. iki kuru lamele
1’er damla iglem gormiis semen Orneginden alinarak kalin
yayma yapildi ve havada bir gece bekletilerek kurutuldu.
Daha sonra fiksasyon iglemi icin yaymalar 20 dakika Car-
noy soliisyonunda (3:1 voliim oraninda metanol ve glasial
asetik asit) bekletildi. Fiksasyondan sonra kurutulan yay-
malarin boyanmasi, giinliik hazirlanan boyama soliisyonu
ile gergeklestirildi. Boyama soliisyonunu hazirlamak igin,
10 ml stok soliisyonu, 40 ml 0.1 M sitrik asit ve 2.5 ml
0.3M Na2HPO4.7H20 kullanilmistir. Stok soliisyonu ise
1000 ml distile su icinde 1 g “Acridine Orange” yar1
cinkoklorid icerecek sekilde hazirlanmis olup, karanlikta
ve + 4°C’da saklanabilmektedir. Boyama soliisyonunun
pH’si 2.5’e ayarlandiktan sonra boyama islemine gecildi.
Fikse edilmis yayma, iizerine 2-3 ml boyama solusyonun-
dan damlatildiktan sonra boyandi ve 15 dakika bekletil-

Tablo 1. Kruger kesin kriterleri

Bag Duz, oval

Uzunluk 5-6 y; geniglik 2.5-3 p. Geniglik/uzunluk 3/5-2/3 arasinda akrozom basin %40-70’ini 6rtecek

Boyun Bas ekseni ile ayni eksende uzanmali, bitiinligt bozulmus olmamali

Orta kisim Silindir seklinde ve 1 p genislikte olup, bas uzunlugunun 1.5 katini gegmemeli
Bas blyuklaginun yarisindan blyik sitoplazmik droplet icermemeli

Kuyruk Orta kisimda hafifge incelen, kivrim icermeyen, 45 u uzunlukta
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dikten sonra, yaymalar saf suyla yikanarak kurumadan la-
melle kapatildi. Bir kagit havlu yardimiyla neminin alin-
masini takiben, seffaf tirnak cilasiyla lamel lama yapisti-
rildi. Yaymalar ayni giin i¢inde, 490 nm eksitasyon, 530
nm bariyer filtresi olan floresans mikroskopla 10x100 bii-
ylitme altinda 100’er hiicre sayilarak degerlendirildi. De-
gerlendirmede, belirgin yesil floresans veren tiim sperm-
ler, “yesil” olarak skorlandi. Sari-turuncu-kirmizi renkler-
de floresans veren tiim spermler ise DNA igeriklerinde az
(sar1-portakal rengi) ya da ¢ok (kirmizi) oranda denaturas-
yon siirecinin basladigi diisiiniilerek “kirmizi” olarak
skorlandi. Spermatozoalarin %56’dan fazlasinin kirmizi
olarak skorlanmasi, semen 6rneginde DNA hasarinin ¢ok
oldugu seklinde yorumlandi. Bunlar AO pozitif (+) olarak
kabul edildi (20,23).

Kontrollii ovaryen hiperstimulasyon i¢in, uzun protokol kap-
saminda bir 6nceki adetin 21. giiniinde baglanan 500 mikrog-
ram dozunda Gonodotropin Saliverme Hormon Analogu
(GnRHa) ve adetin 2. giiniinden itibaren rekombinan gona-
dotropin (r-FSH) veya insan menopozal gonadotropini
(hMG) uygulandi. Transvajinal ultrasonografi (TV-USG) ile
yapilan follikiil takibinde en biiyiik folikiil cap1 18 mm oldu-
gunda son r-FSH veya hMG dozundan 24 saat sonra 10 000
IU hCG IM olarak uygulandi. Oosit toplama islemi (OPU)
hCG uygulamasindan 36 saat sonra, TV-USG egliginde, fo-
likiil aspirasyonu ile gergeklestirildi. Folikiil aspirasyonu,
ultrasonografi cihazi vajinal probuna adaptor araciligiyla ta-
kilan aspirasyon ignesiyle vajen yan fornikslerinden girilerek
yapild1.

Tiim matiir oositlere (metafaz-1I) 4-6 saat iginde ICSI prose-
diirii uygulandi. inseminasyonu takip eden 16-18. saatlerde
insemine edilmis oositlerde proniikleus kontrolii yapildi. Tki
proniikleus ve polar cisim varlig1 normal fertilizasyon olarak
kabul edildi. Oosit ve embriyo kiiltiirii i¢in ardisik kiiltiir or-
tamlar1 kullanildi.

Transfer oncesinde embriyolar 3. giinde morfolojik olarak
degerlendirildi. Grad I, II, IIT (A, B, C kalite) embriyolar
olarak klasifiye edildiler. Grad I-A, blastomerlerin homo-
jen oldugu, fragmantasyon bulunmayan; Grad II-B, blas-
tomerlerin biraz bozuk veya diizensiz bir sekilde oldugu
ve %10’a kadar fragmantasyon gosteren, Grad III-C blas-
tomerlerin homojen ve esit dagilimli olmadigi, %50’ye
kadar fragmantasyon bulunan embriyolar olarak kabul
edildiler.

Istatistiksel analizler SPSS kullanilarak “student’s-t” testi,
“Mann-Whitney U” ve 2 testi ile yapilmistir.

Tablo 2. Fertilizasyon ile sperm morfolojisi karsilastirmasi

Morfoloji n Fertilizasyon % + SD P
Normal 25 73.28+18.08 0.003
Anormal 31 51.69+30.08 0.002~
*p <0.01
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Tablo 3. Embriyo kaliteleri ile sperm morfolojisinin karsilastirnimasi

Morfoloji n Fertilizasyon % +SD p

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 4255424 .22

Embriyo C Normal 17 46.91+31.47 0.514*
Anormal 16 53.91+29.21

*p <0.05

Sonuc¢

Fertilizasyon oranlari, sperm morfolojisine gore normal
grupta %73.28 iken anormal olan grupta %51.69 olarak
bulundu (p<0.01) (Tablo 2). Bu 2 grup hasta embriyo ka-
liteleri agisindan karsilastirildiginda, morfolojisi normal
olan grupta grad I embriyo ortalamas1 50.17 iken, grad II
embriyo ortalamasi 37.19, grad III embriyo ortalamasi
46.91 seklinde kaydedildi. Anormal morfolojili grupta
ise grad I embriyo orani 53.5, grad II embriyo orani
42.55 ve grad III orani 53.91 olup, iki grup arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir
(p>0.053) (Tablo 3).

Sperm DNA hasart, yani AO ile boyanmayla sperm morfolo-
jisi karsilastirildiginda, 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
anlamli fark bulunmaktadir (Resim 1 ve 2).

Resim 1. AO ile boyandiginda yesil floresans veren normal DNA’ll
spermler
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Resim 2. AO ile normal (yesil) ve anormal (kirmizi) boyanan
spermler

Tartisma

Sperm morfolojisinin, fertilizasyon kapasitesinin onemli
bir gostergesi oldugu uzun zamandir diisiiniilmektedir. Li-
teratiirdeki verilere goére %4 normal morfolojinin esik de-
ger olarak alindig1 IVF sikluslarinda fertilizasyon sansinin
maksimum oldugu gosterilmistir. Bircok calisma morfolo-
jinin fertilizasyonda sinirli degeri oldugunu gosterse de,
farkli sonuclarin, farkli boyama teknikleri, sperm hazirla-
ma protokolleri ve morfoloji klasifikasyon sistemlerinden
kaynaklandig diisiiniilmektedir (11,2,17,14). Ayrica, mor-
folojik olarak normal spermlerin, fertilizasyon oranlar1 ve
gebelik oranlar ile belirgin olarak dogrudan iligkili oldugu
goriilmekte ve bu nedenle de morfolojik olarak normal
sperm yiizdesinin fertilizasyon ve gebelik oranlarini etkile-
digi soylenmektedir (11,25).

Grow ve arkadaglarinin yaptiklar: bir calismada, sperm mor-
folojisi kesin kriterlerine gére, normal sayis1 <%4, %4-14,
>%]14 olan 3 grup hastada IVF (In vitro fertilizasyon) so-
nuglarma bakilmis, >%14 olan grupta fertilizasyon oranla-
1 >%85 olarak saptanmig, bu nedenle de morfolojinin fer-
tilizasyon kapasitesini belirleyen miikemmel bir biyolojik
gostergesi oldugu belirtilmistir (8). Donelly ve arkadaglari-
nin yaptiklart bagka bir calismada da, %50’nin lizerinde
fertilizasyonun oldugu hastalarda sperm morfolojisinin an-
lamli olarak daha iyi oldugu gosterilmistir (p<0.05) (5).
Bagka bir yayinda ise, bunu destekler sekilde morfolojinin
fertilizasyon oranlarini etkiledigi bildirilmis ve hatta her bir
morfolojik bozukluk icin fertilizasyon oranlarina bakilmis-
tir. Fertilizasyon oranlari; elonge basta %63.4, sitoplaz-
mada droplet varliginda %63.3, amorf basta %59.6, kirik
boyunda %34.1 olarak bildirilmistir. Normal morfolojide
ise fertilizasyon oram1 %74.4’tiir (9).

Z

Bizim calismamizda ortalama fertilizasyon orani1 %61.5 ola-
rak bulundu. Sperm morfolojisi normal olanlarda fertilizas-
yon oran1 %73.2 iken, anormal olanlarda %51.6’da kaldi. Bu
da anormal morfolojinin, fertilizasyonu anlamli oranda diistir-
diigiinii gostermektedir. Calismada sperm morfolojisinin anor-
malliklerine gore ayrim yapilmadigindan, her bir morfolojik
bozukluk i¢in olan fertilizasyon oranlari belirlenmemistir.

Embriyo kalitesi ile sperm morfolojisi arasindaki iligkiye ba-
kildiginda, embriyo kalitesinin yine spermin o6zellikle bag
anormalliklerinden etkilendigi gozlemlenmektedir. Ciinkii
sperm erken embriyogenezde 6nemli bir role sahiptir (17).
Ayrica sperm morfolojisinin blastomer klivajinin, yani emb-
riyonun potansiyel geligsiminin belirlenmesi i¢in énemli bir
prognostik faktor olabilecegi de soylenmektedir (3). Bununla
beraber, yapilan bircok ¢alisma embriyo gelisiminin sadece
sperm hiicresinin morfolojisinden etkilenmedigini goster-
mektedir (4,23). ICSI’nin kullanilmasiyla siddetli erkek infer-
tilitesi faktorii olan olgularda bagka segenek kalmadiginda
aberan ve immatiir spermatozoa tiirleri enjekte edilebilmekte-
dir. Bu, giivenli embriyo olusumu agisindan tartismali bir du-
rumdur. Ciinkii, calismamizda da ortaya kondugu gibi, sperm
morfolojisi ile kromozom yapis1 arasinda net bir iligki oldugu
saptanmigstir (5,14). Amorf bagh spermlerde, yapisal kromo-
zomal aberasyonlar normale gore 4 kat daha fazladir. Anor-
mal sperm hiicreleriyle ICSI yapildiktan sonra elde edilen
embriyolarin transferlerinde daha az gebelik ve implantasyon
gozlenmektedir. Yani, morfolojik olarak anormal hiicrelerin
(amorf, elonge basg, sitoplazmik droplet) enjeksiyonu diisiik
implantasyon potansiyeli olan embriyolarin gelismesine yol
acmaktadir. Bu diisiik implantasyon oranlarinin, embriyoya
enjekte edilen spermden kaynaklanan kromozomal defektle-
rin seviyesi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

Bazi ¢alismalarda morfolojik olarak normal spermlerle yapi-
lan ICSI sonucunda %35.1 oraninda biokimyasal gebelik elde
edildiginin gosterilmesi, morfolojik olarak normal sperm
hiicresinde de embriyo gelisimine ve gebelige etki eden sak-
l1 defektlerin bulunabildigine isaret etmektedir. Kotii sperm
kalitesinin, sperm niikleer biitiinliigii ile ilgili oldugu kabul
edilmistir. Sperm anormalliklerinin oldugu erkeklerde,
spermde gevsek paketlenmis kromatin ve endojen sarmal ki-
riklar1 daha ¢oktur. Bu durum gebelik sonuglari ile de iligki-
lidir (20,22,13). Genetik olarak hasarlt sperm, ICSI sonrasin-
da fertilizasyon saglayabilse de, erkek proniikleusunun ilk
klivaj boliinmesi ve sonrasindaki kaderi belirsizdir (25,10).

Daha 6nceden tekrarlayan ICSI bagarisizlig1 olan ciftlerde,
morfolojisi ve motilitesi normal olarak sec¢ilen spermlerle de-
nenen ICSI sikluslarinda gebelik basarisinin belirgin olarak
artmast, ICSI sirasindaki sperm nukleusunun {istiin morfolo-
jik durumunun gebelik saglanmasinda énemli oldugunu ka-
nitlamaktadir. Ayrica embriyo kalitesinde, implantasyon ve
gebelik oranlarinda keskin bir artigin saptanmasi da bunu
desteklemektedir (1).

Bu c¢alismada sperm morfolojisi ile embriyo kalitesi ara-
sindaki iliskiye bakildiginda, morfolojinin normal ve anor-
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mal oldugu grupta, grad A,B,C embriyo oranlar1 acisindan
anlamli fark bulunamamistir. Ne var ki, bu ¢alismada imp-
lantasyon oranlar1 ve gebelik oranlari acisindan degerlen-
dirme yapilmadig: i¢in daha ileri bir yorum yapilmasi da
dogru olmayacaktir. Embriyo kalitesinin, gebelik ve imp-
lantasyon basarisini etkileyen en 6énemli faktorlerden biri
oldugu bilinse de, her graddaki embriyonun implantasyon
ve gebelik saglama potansiyeli bulunacagi da unutulma-
malidir.

Ozetlemek gerekirse; sperm morfolojisi baska calismalarda
da gosterildigi gibi sperm niikleer biitiinligi ile iligkilidir.
Kotii morfoloji, DNA hasarinin ve dolayistyla da ICSI’daki
diisiik fertilizasyon oranlariin Onciisii, habercisi olabilir.
Sperm morfolojisi ile embriyo kalitesi arasindaki iligki, bi-
zim ¢alismamizda saptanmamis olmakla beraber literatiirde
bu iliskiyi destekleyen ve 6nemli bulan arastirmalara ait so-
nuglar vardir. Daha genis hasta serilerini iceren yeni, detayli
calismalar daha dogru sonuglar i¢in sarttir.
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