SPERM HAZIRLAMA TEKNIKLERINDE PERCOLL YERINE PURESPERM
KULLANIMININ DEGERLENDIRILMESI
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PREPARATION TECHNIQUES
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OZET

Bu ¢alismada intrauterin inseminasyon ve invitro fertilizasyon i¢in sperm hazirlanmasinda kullanilan
Percoll ile yeni bir iiriin olan PureSperm’in karsilagtinlmas: yapilmstir. Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gére 40
semen omegi analiz edilmis ve Percoll ve PureSperm ile ayn ayn gradyan santrifiij yontemi kullanarak
hazirlanmuslardir. Bu semen 6meklerinden 20si infertilite disi ¢esitli nedenlerle spermiogram istenmis olan ve
Dinya Saglik Orgiiti semen analiz kriterlerine gére normal bulunan 20 erkege aittir. Diger 20 omek ise erkek
faktor nedeni ile intrauterin inseminasyon programina alinarak Androloji Laboratuanmuzda degerlendirilen 20
hastaya aittir. Hareketli sperm elde etme oram son yikamadan sonra mevcut olan hareketh sperm sayisi
kullamilarak hesaplanmugtir. [leri hareketlilik ve morfolojik olarak normal sperm yiizdeleri her iki hazirlama
yontemi i¢in hesaplanmig,ortalamalar birbini ile karsilasinlmig ve Student’s t testi ile tekrarlanan élgiimlerin egik
degerlen ile kargilagtinlarak istatistik anlamlilikla farkhihik aranmugtir.

Her iki grupta PureSperm ve Percoll kullamlarak yapilan sperm hazirlamada ileri hareketlilik oranlan veya
Kruger Strict Morfolojide istatistiki anlamlilik gésteren saptanmamstr ( p > 0.05 ). Bununla birlikte ki
grubunda her iki kategorisinde PureSperm ile alinan neticeler istatistiki anlamhlik icermese de daha istiin
¢ikmugtir, Calismamiz morfoloji ve hareketlilik agisindan insan spermlenini aynstirmada PureSperm’in Percoll
kadar bagan ile kullamilabilecegini ortaya koymugtur. Androloji Laboratuanmizin bu yeni iiriiniin kullanimina
gegisinde aym gradyan yayma ve santrifilj tekniklerinin kullamlmasi 6nemli kolaylik saglayacaktir.

ABSTRACT

Puresperm a new commercially available sperm preparation media is compared with Percoll for possible
use in artificial insemination and [VF.

Forty semen samples were analyzed according to current World Health Organization guidelines and
prepared using gradient centrifugation with Percoll and PureSperm. Twenty belonged to normal males which
spermiograms were required for various reasons and were normal according to W.H.O. Criteria.

The remaining 20 semen samples belonged to males which were referred to our Andrology Laboratory for
the intrauterine insemination program due to male factor. The recovery for each preparation method was
calculated as the percentage of the number recovered after final wash. The mean ( £ SD ) vitality, progressive
motility, percentage of morphologically normal spermatozoa were calculated for each of the two preparation
methods. Means were compared with each other and the baseline values by means of a repeated measure paired
Student’s - t test for possible statistically significant differences.
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PURESPERM ILE SPERM HAZIRLAMA

easy for an Andrology Laboratory.

In both IUI group and normal group there has been no significant difference noted between the sperm
populations obtained by using PureSperm and Percoll in terms of either the percentage vield for progressively
motile fraction or Kruger Strict Morphology ( p>0.05 ). Moreover, recovery rale with PureSperm as slightly
better than Percoll in all categories of both groups even though statistical significance was not present ( p>0.05 ).

Our study proves that PureSperm can be used instead of Percoll as it also allows the preparation of highly
motile sperm populations of human’s spermatozoa which are also morphologically selected. The fact that the
same gradient technique and centrifugation conditions can be used will make the transition to this new medium

GIRIS

[nsan semeninden hareketli ve morfolojik
olarak normal spermlerin sc¢ilmesi igin degisik
invitro yontemler kullamlmistr'. Arastirma ve
klinik amagclar ile son 13 il iginde Percoll (Phar-
macia. Biotek AB. Upsala-Sweden) dansite grad-
vanlan sperm hazirlamada basan ile ve siklikla
tercih edilen yontem olmustur. Uretici firma
tarafindan Percoll'iin tiim klinik kullanimlardan
geri ¢ekilmesi sonucu Androloji Laboratuarnmiz
intrauterin inseminasyon uygulamalan igin alter-
natif bir sperm hazirlama teknigi bulmak zorunda
kalmisur. Bu nedenle Percoll ile silanc kaph kol-
loid silika partikiillerinin hepes tamponlu izoto-
nik solusyvonundan olugan ve PuroSperm (Nida-
con Lab. AB. Géteborg, Sweden ) ticari adi ile
temin edilebilen yeni bir dansite gradvan mater-
yalini karsilastirmayr amagclayan bu cahsmayi
hazirladik.

HASTALAR VE YONTEMLER

Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gore 40
semen 6megi analiz edildi ve Percoll ve PureS-
perm ile ayn ayn gradyan santrifiij vontemi kul-
lamlarak hazirlandi. Bu semen 6rneklerinden 20°
si infertilite dist gesitli nedenlerle spermiogram
istenmis olan ve Diinya Saghk Orgiitii semen
analiz kriterlerine gére normal bulunan 20 kisiye
aittir. Birbirine paralel olarak iki konik tiipte
olusturulan 1.5 ml.’lik Percoll ve PureSperm g-
radyanlarinin iizerine aym kisiden alinan likefiye
semen drneginin pipetlencrek homojenize edilen
Iml. ’lik miktan yavild.

Percoll gradyanlan %45 ve 90°lik (v/v oriji-
nal Percoll ). PureSperm gradyanian %40 ve 80°
liktir (v/v). Gradyanlar paralel olarak 300 g* de
20 dakika santrifiij edildi ve daha sonra olugan
pelletler PureWash sivi ortaminda ( Hepes tam-

ponlu modifiye Earle’s Balanced Sait Solution
+%0.2 Human Serum Albumin: Nidacon Lab.
AB. Géteborg, Sweden ) ¢oziildii ve 600 g” de 10
dakika santrifiij edilerek vikandi. Daha sonra su-
pernatantlanin atilmasi ile her iki pellet 0.5-1.0
n1|!ik PureWash sivi ortaminda yeniden ¢oziil-
di”.

Bu ¢ozeltinin mikroskobik incelenmesi ile
her iki hazirlama vonteminden elde edilen sonug-
lar baslangigta gradyan iizerine konulan dmek-
lerdeki ilen hareketli sperm yiizdesi ile son yika-
ma sonucu elde edilenin karsilastirilmasi sonucu
saptandi. Degerler saptanan ortalamalann stan-
dart deviasyon sapmalariyla birlikte hesaplandi.
Ortalamalar birbirleri ile ve esik degerler ile
muhtemel istatistiki farkliliklan saptamak igin
tckrarlanan ¢iftlenmis Student's-l testi ile
karsilastirildi. Tiim analizlerde < 0.05 p degeri
istatistiki anlamlilik olarak kullamlidi.

SONUCLAR

Hem intrauterin inseminasyon grubunda
hem de normal kisilerden olusan grupta PureS-
perm vc Percoll kullamlarak elde cdilen sperm
ormeklerinde ileri hareketli yiizdesinde veva Kru-
ger Strict Criteria Morfolojisinde farkhlik sap-
tanmadh ( p>0.05) (Tablo — | ve Tablo — 2). Buna
ck olarak her iki grubun tiim kategorilerinde Pu-
reSperm ile elde edilen sonuglar Percoll'den ista-
tistiki anlamlilik igermese de daha iistiin ¢ikmus-

ur ( p>0.05).

Semen Ort. Percoll | PureSperm
| degerleri Deger

lleri hare- | 65142 |92+17.3 | 96+16.6
ketlilik(%)

Canlilik(%) | 71x16.1 | 84x14.5 | 92+13.8
Normal 5.242.1 |5.8£1.7 |6.1%£2.2
morfoloji(%

Table 1. Normal grup
(Elde edilen toplam sperm vilzdesi: %59.4£18.7)
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Semen Ort. Percoll | PureSperm
| degerleri deger

fleri hare- |26+10.6 |84+19.1 |89+18.6.2.
ketlilik (%)

Canhilik(%) [54£17.5 | 73£13.2 | 80£10.2
Normal 2316 [4.2+1.5 [4.8+16
morfoloji

(%)

Tablo 2. [UI grubu
(Elde edilen toplam sperm yiizdesi: %42.5+21.3)

TARTISMA

Percoll gradyan santrifiij yontemi birgok
Androloji Laboratuarimin  yillardir kullandigy
standart sperm hazirlama yontemidir'’. Birgok
¢alismada Percoll gradyanlanmn giivenilir olarak
motil spermleri ayirdifi, debrisi uzaklastirdigy, in
vitro fertilizasyon ve intrauterin inseminasyon
uygulamalaninda fertilizasyon ve hamilelik
oranlarini artirdifz saptanmgtir'*’. PureSperm
insan cjakiilatindan santrifiij yontemi ile sperm
hiicrelerini  ayngtirmak igin  kullanima yeni
sunulan bir dansite gradyan kolloid tuz
solusyonunun tescilli ismidir. PureSperm izoto-
nik tuz solusyonu iginde silane ile sikica kaph
silika partikiillerinin kolloidal ¢ozeltisinden olus-
maktadir. Oda sicakliginda ve 37 C’ de pH dege-
ri 7.4 - 7.8 arasinda olup 300 - 310 mlO/kg izo-
tonik yapidadir. PureSperm hepes ile tamponlan-
mus olup glikoz igerir, son asamada otoklav yon-
temi ile sterilize edilmis olup diisitk endotoksin
seviyeleri icermektedir. PureSpermin Percoll ile
formiilasyonunda benzerlik olmasinda organik-
ten ziyade mineral yapida bulunmasi ve diisiik
yogunluk ve osmatik etkiye ragmen yiiksek spe-
sifik gravitesinin olmasi rol oynamaktadir. Yik-
sek oranda hareketli ve morfolojik olarak normal
hiicrelerin segilmesini saglamasi nedeni ile ¢alig-
mamiz PureSperm dansite gradyammin Percoll
yerine kullanilabilecegini gdstermistir. Aym g-
radyan ve santrifiij tekniklerinin uygulanabilmesi
bu yeni medyuma gegiste Androloji Laboratuar-
larina 6nemli kolayhik saglayacaktir.

282

5.

6-

KAYNAKLAR

Frydman N, Guthauser B, Conord C, et al: IVF
and ICSI outcome after separation of motile
spermatozoa by PureSperm and Percoll gradi-
ents. 14 th Annual Meeting, Goteborg, 21 — 24
June 1998. Hum Reprod. Vol 13, Abstract book
1,p-126.

Kossakowski J, Morrison L and Mortimer D:
Evaluation of PureSperm gradients instead of
Percoll for Human spermatozoa. 13 th annual
meeting of the European Society of Human
Reproduction and Embryology, Edinburg, 22 —
25 June 1997, Vol 12, abstract no: O - 179.
Menkweld R, Claassens OFE, Harrison KL, et al:
Evaluation of three substitutes for Percoll in
sperm isolation by density gradient centrifugati-
on. 14 th Annual Meeting, Goteborg, 21-24 June
1998. Hum Reprod. Vol. 13, Abstract book 1, p-
020.

Carell DT, Peterson CM, and Thorp C: Compari-
son of motile sperm recovery, HOS reactivity,
longevity, and penetration capability following
gradient centrifugation with Percoll or two
commercially available sperm preparation gradi-
ent solutions. 14 th Annual Meeting, Géteborg,
21-24 June 1998. Hum Reprod. Vol. 13,
Abstract boo 1, p-024.

Lundin K, Soderlund B, Forsberg AS, et al: A
new gradient separation medium. 5 th intematio-
nal congress on ART, Rome, 16-19 Sepiember
1997, preliminary program.

Hossain A, Rizk B, Viyouh N, et al: Efﬁcacv of
sperm preparation column in eliminating sper-
matozoa possesing abnormal DNA. 16 th world
congress on fertility and stenlity and 54 th annu-
al meeting of the American society for reproduc-
tive medicine, 4-9 October 1998, program supp-
lement to Fertility and Sterility. Abstract no: p-
591.

Herruzo A, Molina J, Hortas ML, et al: Sperm
preparation techniques and chromatin condensa-
tion. Journal of Assisted Reproduction and Ge-
netics, Canada , 24-28 May 1997, Vol. 14, No 5,
abstract no: p-17-385.



