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KURS ÖNCESİ DEĞERLENDİRME:

Androlojik (erkek faktörü) değerlendirme:


Fertilizasyon: olgunlaşmış, kapasite olmuş ve akrozom reaksiyonuna hazır olan spermin kümülüs ooforustan penetre olması  ile başlayan  bir süreçtir.

Kapasitasyon, spermin akrozom reaksiyonuna hazırlanmasını sağlar . En belirgin değişiklik, sperm hareket​​​​liliğinde proksimal flagellumun aşırı kıvrılması olarak gözlenen hiperaktivasyondur. İn vivo koşullarda kapasitasyon, kadın alt genital organlarında meydana gelir.

Akrozom reaksiyonu ise, sperm başını bir kep gibi kaplayan akrozom adındaki  organelin içinde bulunan proakrozinin litik bir enzim olan akrozine dönüşmesi sonucu  membranının  eriyerek kaybolmasını içeren bir değişimdir. Akrozom reaksiyonu spermin oositle temas ettiği yerde meydana gelir. İn vivo şartlarda ise fallop tüplerinde gerçekleşir. Kapasitasyon geridönüşümlü, biyokimyasal bir reaksiyondur; akrozom reaksiyonu ise geridönüşümsüz ve morfolojik olarak gözlenebilen spermde fiziksel ve kimyasal değişiklikler meydana getiren bir reaksiyondur.  Akrozom reaksiyonu, yalnızca canlı spermlerde görüldüğünden,  dejenerasyon dolayısıyla meydana gelen membran değişikliklerinden kaynaklanan yalancı akrozom reaksiyonundan ayırd edilmelidir .

Akrozomun en önemli özelliği, “ekvatoryal segment” denilen bölümde içerdiği akrozomal enzimlerdir. Bu enzimlerden en önemlisi hyalüronidaz olup spermin kümülüs ooforusu geçmesinde önemli bir rol oynamaktadır. Kümülüsü geçen spermatozoa, zona pellucida’ya sıkıca bağlanır. Bu aşama spermin  membran reseptörleri ile zona pellucida arasındaki etkileşimler açısından önemlidir. Zona pellucidaya bağlanmış sperm, akrozom reaksiyonuna başlar. Böylece ekvatoryal segment denen akrozomal bölgenin alt kısmındaki bölümde yoğunlaşmış diğer akrozomal enzimler ve kapasitasyon ile hiperaktive olmuş sperm hareketliliği sayesinde sperm zona pellucidayı geçer ve perivitelline boşluğu geçip ooplazmaya tutunur. Bu ilk tutunma, ekvatoryal segmentin hemen üzerindeki bölümde meydana gelir. Bu tutunma sonrasında sperm ile oolemma arasında füzyon gerçekleşir ve spermin  membranı  eriyerek sperm oosit plazma membranının bir parçası haline gelir.


Sperm-oosit füzyonunu sonrasında, oosit metabolik olarak aktive olur ve kortikal granüllerin ekzositozunu takiben  mayoz tamamlanır. Kortikal granül aktivasyonu ile zona proteinlerinin geçirgenliği değişir ve diğer tüm sperm girişi engellenir; buna oosit “zona reaksiyonu” denir. 

Erkek Faktörünün  Değerlendirilmesinde Kullanılan Androlojik Testler:

Kliniklere infertilite problemi ile başvuran çiftlerin % 48’inde erkeğe bağlı  faktörün olması erkek fertilizasyon potansiyelinin araştırılmasını bir ön koşul olarak beraberinde getirmektedir.  Yardımcı üreme tekniklerinin (Assissted Reproductive Technologies = ART) gün geçtikçe daha daha önemli boyutlara ulaşması, bilim adamlarının erkek ve dişi gametler üzerindeki araştırmalarının daha da yoğunlaşmasına ve bu konudaki bilgi birikiminin artmasına yolaçmıştır.

İnsan sperminin fertilizasyon kabiliyeti ile ilgili yalnızca son on yıl içerisinde bile onlarca test tanımlanmıştır. Bunlardan çoğu deneysel olarak kullanılmış ve rutindeki yerini alamamıştır. Bu bölümde yalnızca rutinde kullanılan testlere değinilecektir.

TEMEL  SEMEN ANALİZİ
Erkek fertilizasyon potansiyelinin araştırılmasındaki ilk adım rutin semen analizidir. Bu analizin

çerçevesi Dünya Sağlık Örgütü tarafından” WHO laboratory manual for the examination of

human semen and sperm cervical mucus interactions (1992). Cambridge, Cambridge

University Press, 3rd edn. Ve WHO manual for the standardized investigation and

diagnosis of the infertile couple(1993). Cambridge, Cambridge University Press, 1th edn.”

isimli kitaplar hazırlanmış ve dünyada en çok kullanılan referans kitaplar haline gelmiştir 


Rutin semen analizi için incelenecek ejakülat 3 ila 7 günlük cinsel perhiz sonrasında mastürbasyon (yada diğer bir özel yöntem ) ile steril bir kaba alınmalı ve  en geç 30 dakika içerisinde tetkik yapılacak laboratuara ulaştırılmış olmalıdır.

Ejakülatın makroskopik muayenesinde görünümü, miktarı, likefaksiyon zamanı, viskositesi, ve pH’sı değerlendirilir.


Semen analizinin en önemli kısmını ise mikroskobik inceleme oluşturmaktadır. Bunun için kullanılacak yöntem ve alet  çok iyi seçilmelidir. Laboratuarlarda rutin olarak kullanılmakta olan hemositometrelerin sperm sayım sonuçlarındaki doğruluğu bu aletlerdeki spermin konulduğu bölümün derinliğinin çok fazla olması nedeniyle  tartışmalıdır . Bunu önlemek amacıyla 1978 yılında Prof.Dr. Amnon Makler tarafından sperm sayımı için özel olarak tasarlanmış Makler sperm sayım aletleri (Makler Counting Chambers) kullanılmaktadır. Semen örneğinin incelendiği  odacığın 10 mikron derinliğinde olması spermatozoanın tek bir düzlemde serbest hareketine olanak sağlamaktadır; ayrıca sayım tek sıraya geçmiş olan spermlerde daha kolay yapılabilmektedir. Makler sperm sayım aletleri ile hareketlilik yüzdeleri de daha kesin olarak saptanabilmektedir.


Mikroskobik incelemede sperm sayısı, hareketliliği, yuvarlak hücre sayısı, aglütinasyonun varsa derecelendirilmesi, morfoloji ve yuvarlak hücrelerin sınıflandırılması incelenir.

Konsantrasyon (Sperm sayısı):  Hemositometre kullanılıyorsa dilüent solüsyon ile dilüe edilerek, Makler  sayım aleti kullanılıyorsa hiç bir muameleye tabi tutulmadan likefiye olmuş semen direk değerlendirilir. Güvenilir bir değerlendirme için ideal olan Makler sperm sayım aletindeki 100 karedeki spermleri saymaktır.Alete bağımlı olarak, Makler sperm sayım aletinde toplam 10 adet  karedeki sperm sayısı temel alınıp sayım  x106 /ml olarak ifade edilir.

Makler Sperm Sayma  Kamarası ile sayım şöyle değerlendirilir. Semen bir damla kamaranın merkezine damlatılıp üzerine kapak camı kapatılır kaide kısmında bulunan 4 adet kuvartz bacak sayesinde spermler 10 mikron derinlikte yüzeceklerdir.10mikronluk derinlik ancak bir adet sperm başının sığabileceği bir derinliktir bu sebeple bir hat üzerinde yapılacak sayım 20x objektifle hassas olarak yapılabilir; kamaranın kapak camı üzerinde her biri 0.1 mikron kare olan 100 adet kare içinden herhangi bir hat üzerinde 10 adet kare içinde bulunan spermler sayılır ve sayım sonunda bulunan değer mililitredeki milyon adet sperm olarak değerlendirilir.

Motilite (Hareketlilik): Dünya Sağlık Örgütü hareketliliği 4 sınıfta değerlendirmektedir: a - hızlı doğrusal progresif hareket, b - yavaş doğrusal ya da doğrusal olmayan hızlı hareket c - progresif olmayan hareketlilik d - hareketsiz . 


Herne kadar hareketlilik kabaca yukardaki dört grupta inceleniyorsa da, özellikle yardımcı üreme tekniklerinde kullanılanacak tanı kriterleri doğrultusunda modifikasyon gerekliliği duyulmuş ve hareketli olan spermler iki sınıfta değerlendirilmiştir  . Buna göre hareketlilik yavaş, tembel ya da hareketin belirgin bir morfolojik defekt ile sınırlandırıldığı durumlar olarak tanımlanmış ve progresif hareket hızlı ve doğrusal progresif hareket olarak tanımlanmıştır. 


Progresif Hareketli Sperm Sayısı mililitredeki progresif hareketli sperm sayısının milyon olarak ifadesidir 
Morfoloji : Spermin fertilite kapasitesinin morfolojik inceleme ile etkin bir index olarak değerlendirilmesi 1951 yıllarına kadar uzanır. Kruger ve arkadaşları tarafından “Strict” kriterler ile morfoloji değerlendirilmesinin tanımlanmasıyla bu parametre giderek artan bir önem kazanmıştır. Bu yöntem ilk kez 1986 yılında yayınlanmış ve 1990 yılında Menkveld ve arkadaşları tarafından modifiye edilmiştir . Kısa süre içerisinde rutin incelemede yerini alan bu yöntemin, Dünya Sağlık Örgütü kriterlerine göre morfoloji değerlendirmesi yöntemine olan üstünlüğü  de gösterilmiştir. Morfoloji değerlendirilirken SperMAC sperm boyası kullanılarak spermin akrozom ,nükleus boyun ve kuyruk kısmının ayrı renklerde boyanması sağlanır ve immersiyon kullanılarak 400x yada 600x büyütmede WHO kriterleri kullanılarak ya da Kruger'in Strict kriterleri kullanılarak spermler değerlendirilir.Normal olanlar, 100-200 adet sperm sayılarak değerlendirilip % oranları hesaplanır.Bunun dışında spermler Papanicolaou,Diff-Quik Dade-Toluidine blue-pyronine gibi boyalarla da boyanıp incelenebilir .Ancak unutmamak gerekirki her boya içeriğine göre boyanan spermler farklı renk şekil ve büyüklükte görülecektir.
Strict Morfoloji Kruger Kriterlerine Göre Normal Sperm Değerlendirmesi:
Spermin Başı; Düzgün oval yapıda ,Akrozom başın ön kısmının %40-70’ini oluşturmalı başın SperMac boya ile boyandığında uzunluğu 3-5 mikron eni 2-3 mikron olmalı:

Spermin Boyun Kısmı: İmplantasyonu başın uzun ekseni boyunca ve intakt olmalıdır.

Spermin Orta kısmı: Eni yaklaşık 1 mikron boyu ise başın uzunluğunun 1,5 misli olmalıdır.

Stoplazmik artık mevcudiyeti başın ½ sini geçmemelidir.

Spermin kuyruğu: Düzgün yapıda ve orta kısmından biraz daha ince ,kıvrım ve bükülme olmayan 45mikron civarında uzunluğa sahip yapıda olmalıdır.

Bu yapıların dışındaki tüm ara formdaki spermler anormal olarak değerlendirilmelidir.

İmmünolojik Testler


Spermatogenez esnasında sperm yüzeyinde antijenler oluşmaktadır. Fakat, gerek erkek, gerekse dişi üreme organlarının yapısal bütünlüğü ve epiteliyal döşemesi, sperm antijenlerinin sistemik kan ya da lenf akımına karışmasını önleyici bir bariyer oluşturur. Erkekte, vazektomi, testiküler veya epididimal yaralanma ya da enfeksiyonlar anti sperm antikorları (ASA) oluşmasına neden olabilmektedir.

Anti Sperm Antikorları (ASA) Araştırılması: Literatürde ASA değerlendirmesi için pekçok teknik tanımlanmışsa da günümüzde ençok kullanılan iki yöntem mixed antiglobülin reaksiyonu testi (MAR test) ve immünobead testidir (IBT test).


Her iki test için Dünya Sağlık Örgütünün verdiği alt değer, sperme yapışık partikül yüzdesinin % 10 olması ve bu değer üzerinde olan örneklerde muhtemel bir immünolojik faktör düşünülmesidir 


 MAR testinin IBT testine üstünlüğü pratik bir test olması ve IBT de 0.5 ila 2 ml’ye varan semen örneği gerekirken, MAR için gereken volümün 10 mikrolitre olmasıdır.

ASA değerlendirilmesi özellikle klasik semen analizinde aglütinasyonun saptandığı ve  açıklanamayan infertilite olgularında ayırımcı tanı yönünden çok değerlidir.

Tüm bu özelikler dikkate alındığında Semen değerlendirmesi ;

WHO standartlarına göre şöyle yapılır.
Antikor kaplı Spermatozoa. MAR/IB test :>%10 (motil spermatozoada antikor bağlı ise).

Normal Semen: Normal spermatozoa ve seminal plazmalı.



Spermatozoa


konsantrasyon:>20.0mill/ml



motilite:+4 kategorisi>%25,+4-+3 kategorisi>%50



morfoloji:>%30 normal başlı



SpermMAR/IB testi<%10 antikor kaplı spermatozoa ve 





aglutinasyonunun bulunmaması 

Seminal plazma


hacim>2.0 ml



görünüşü ve kıvamı normal (herikisi)



pH:yaklaşık 7.2 ile 7.8 arasında



lökosit sayısı 1 mill/ml den düşük.



kültür sonucu:negatif yada ml başına 1000 bakteriden az.

Teratozoospermi:    Spermatozoa



konsantrasyon:>20.0mill/ml



motilite:+4 kategorisi>%25 (ileri doğru hızlı hareketli)



morfoloji:<%30 normal başlı

  Asthenozoospermi:    Spermatozoa



konsantrasyon:>20.0mill/ml



motilite:+4 kategorisi<%25 (ileri doğru hızlı hareketli)

Oligozoospermi:    Spermatozoa


konsantrasyon:<20.0mill/ml

Azoospermi:    Spermatozoa



konsantrasyon=0.0 mill/ml



Seminal plazma


hacim:>0.0 ml

Aspermi:      Seminal plazma



hacim:=0.0 ml

Azoospermide sperm elde etme yöntemleri:

1. Semenin uzun süre işlenmesi:

Yapılan mikroskobik inceleme sonucu bir çok görüntü alanının taranmasına karşılık hiç sperme rastlanmayan olgularda tüm ejakülat birkaç farklı santrifüj tüpüne alınıp santrifüj edilir. Bu işlem neticesinde tüplerin dibine çökelmiş olan tüm tanecikli partiküller mikroskop altında iyice incelenir. Bu işlem sırasında bir adet spermatozoaya dahi rastlamak klinik öneme sahiptir.

2. Cerrahi olarak sperm elde edilmesi:

MESA ve TESA ile sperm eldesi ve hazırlanması:


Konjenital vas defferens yokluğu ya da restore edilemeyen obstrüktif olgularda epididimal (Microsurgical epydidimal sperm aspiration = MESA) ya da testiküler (Testicular sperm aspiration = TESA), nonobstrüktif azoospermik olgularda da testiküler sperm elde edilebilmektedir.


 Cerrahi yöntemlerle elde edilen bu sperm popülasyonunda gerek fertilizasyon gerekse gebelik yüzdeleri açısından optimal sonuçlar yalnızca ICSI prosedürü uygulanarak elde edilmektedir. Bu yöntemler ile bildirilen fertilizasyon oranları  %45 olup hasta başına klinik gebelik oranları % 20-30 olarak bildirilmiştir .


Testiküler sperm elde etmek için yeni eksize edilmiş testis dokusu gerekir.Bu işlem sırasında hastanın rızası alınarak lokal anestezi yapılması uygun olur.Testis tümüyle ortaya konularak epididim obstrüktif bulgular yönünden incelenmelidir.Epididim normal ise Tunica Albuginea 3mm uzunlukta insize edilerek tübüllerin dışarıya taşması sağlanır. Küçük bir doku parçası alınıp 1ml Sperm Washing (Flush) medium içine konularak mikroskop altında sperm varlığı incelenir. Bu işlem sperm bulana yada bulunamıyacağına kanaat getirilene kadar tekrarlanır.Tunica insizyonları işlem sonunda prolen yada atravmatik kromik katgüt ile kapatılmalıdır.


Mikrocerrahi Epididimal Sperm Aspirasyonu lokal aneztezi altında yapılabilir.2 ila 4 kat büyütmeli binokülerli bir cerrahi mikroskop gerekmektedir. Skrotum cildi ve katları kesilerek testis dışarı alınır.Pariteal tunica vaginalis kesilerek askıya alınır ve epididim üste gelecek şekilde stabil edilir.Mikroskop yardımı ile tüm epididim gözden geçirilerek dilate tübül olan bölgeler taranır . Epididimin kaput kısmına yakın olanı tercih edilmelidir.Epididim serozasındaki kapilerler koterize edilerek dilate tübül diseksiyonla ortaya çıkarılır.Tübülün avasküler bir bölgesi 1mm uzunluğunda kesilir.İnsizyon yapılır yapılmaz sızan tüm sıvı içinde 0.1ml civarında sperm washing medium olan bir ppd enjektörüne çekilir. Alınan sızıntı mikroskoptan sperm varlığı ve varsa kalitsi bakımından değerlendirilir. Yeterli sperm olmadığı durumlarda işlem tekrarlanabilir. Tübüle yapılan insizyonun spontan iyileştiği için dikilmesi şart değildir. Kanama kontrolünden sonra tunica devamlı dikişle kapatılır. Ancak son dikiş bağlanmadan önce minimum bir hidrosel oluşturacak şekilde 1/10 Dekort solüsyonunun enjekte edilmesi daha sonra gerekecek operasyonda yapışıklıkla karşılaşılmaması için tavsiye edilmektedir.   

Sperm Hazırlama (Seleksiyon) Yöntemleri

Yardımcı üreme teknolojilerinin pek çoğunda semen klasik laboratuar ortamında işlenmektedir.

Semen; seminal plazma , sperm , beyaz küreler , kontamine bakteriler ve hücresel artıklardan oluşmaktadır. Doğal ilişki ile döllenme sırasında  sperm  servikal mukus içerisinden geçerken seminal plazmadan fizyolojik bir yüzme ile ayrılır   ve kadın üst genital traktüsüne erişir. Böylece motil spermler ovum ve fallopian tüplerin çevresine erişirken diğer seminal plazma bileşenleri alt genital kanalda elenerek  kalır. İşte yardımcı üreme tekniklerinde kullanılan  sperm hazırlama yöntemlerinin asıl amacı,  spermi seminal plazma ve kontamine bakterilerden ayırmak, hızlı ve kaliteli bir sperm popülasyonu elde etmek ve sperm kapasitasyonunu sağlamaktır.

Günümüzde çeşitli sperm hazırlama teknikleri kullanılmasına rağmen  hangi tekniğin en iyi olduğu konusunda tam bir görüş birliğine henüz  varılamamıştır.Kullanılan tekniğin cinsine göre işlem sırasında %10-50 arasında  sperm kaybı meydana gelir. Kullanılan yöntemin komplike olması ile doğru orantılı olarak, elde edilen motil sperm sayısı artmakta, fakat totalde kaybedilen sperm sayısının artmasına neden olmaktadır.

Normal ilişki sonrasında kapasitasyon  kadın genital kanalında post-koital 5-6 saat içerisinde  gerçekleşirken in vitro ortamda bu amaçla uygun kültür solüsyonları kullanılarak semen hazırlama işlemi ile kapasitasyon sağlanmaktadır.  Kapasitasyonun in vitro ortamda indüklenmesi sağlanırken akrozom reaksiyonu için durum böyle olmayıp spermin zona pellüsida ile in vivo ortam da  karşılaştığı zaman olması gerekmektedir.

Sperm hazırlama işlemi için kullanılan kültür solüsyonları tamponlanmış izotonik tuz solüsyonlarıdır.Tampon bileşiği solüsyonun  pH’ının devamlılığını sağlar .Eğer bir CO2 inkübatörü varsa  bikarbonat tampon kullanılabilir. Eğer CO2   li inkübatör yoksa HEPES tamponu  pH  devamlılığını sağlar.

İnsan  veya bovin serum albümini  ise tamponun protein kaynağı olup uzun süreli inkübasyon ve kapasitasyonun indüklenmesi için gereklidir. Son olarak  Ca++ ve K+ da   kapasitasyonun oluşabilmesi için gerekli elementlerdir. Sık kullanılan sperm hazırlama solüsyonlarına örnek olarak EBSS, Hams F10 , BWW ve modifiye human  tubal fluid (HTF) sayılabilir. HTF, fallop tüplerinden salgılanan sekresyonun  sentetik  eşdeğeridir.

En basit sperm hazırlama yöntemi semenin yıkanarak sperm hücrelerinin ayrılmasıdır.  Ejakülat kültür solüsyonu ile 1:5 - 1:10 oranında karıştırılarak 300 g de 10 dk. santrifüj edilir, pellet (topak)  üstü atılır. Bu işlem 1-2 kez tekrarlandıktan sonra son pellet  0.5 cc %1 HSA (Human Serum Albümin) ya da %10 hasta serumu  içeren  kültür solüsyonu içerisinde çözülür.  

İyi bir hazırlama yöntemi olmayıp, pellet içerisinde  sellüler artıklar ve  ölü spermler kalabileceğinden yalnızca sperm hücrelerinin izolasyonunu sağlar. Beyaz küreler  ve defektli spermler  motil sperme zarar verecek bileşikler salgılarlar. Bu bileşikler içersinde  lizozomal enzimler ve reaktif oksijen türleri oosite de zarar verebileceğinden ART’de basit yıkama yerine daha  geliştirilmiş yöntemler kullanılır. Basit yıkamanın avantajı ise çabuk ve ucuz olmasıdır.

Swim-up: (Yukarı Yüzdürme):

Bilinen en eski yöntemlerden olup normospermik olgularda standart olarak kabul edilmektedir. Sperm Rise olarak da tanımlanmış olup self (aktif) migrasyon esasına dayanır, işlemin  kolay olup, ucuz ekipman gerektirmesi avantajları arasında sayılabilir. 

Sperm basit yıkama yöntemi ile tüp dibinde hazırlandıktan sonra üzerine kültür solüsyonu(Sperm washing Medium-Flush) ilave edilir. Hareketli spermler  bu media içinden yukarıdaki katmana yüzer. Üst kısımdan alınan  spermler ART sırasında kullanılır .

Uygulamada 1:3 oranında kültür solüsyonu (Sperm washing Medium-Flush)  ile ejakülat dilüe edilir  ve 450-500 g de 10 dk santrifüj edilir. Pelletin üst kısmı atıldıkdan sonra  üzerine 2 ml  kültür solüsyonu (Sperm washing Medium-Flush)  ilave edilir ve  450-500 g de 10 dk. yeniden santrifüj edilir , süpernatant atıldıktan sonra  üzerine  0.5 cc  kültür solüsyonu kültür solüsyonu(Sperm washing Medium-Flush)  ilave  edilip,   tüp 37O C’de  45O eğim ile %5  CO2 li ortamda(Kullanılan kültür solüsyonu(Sperm washing Medium-Flush)  içerisinde hepes tamponu yoksa) 30-60 dk. inkübe edilir. 

Daha sonra pellete dokunulmadan süpernatan dikkatle aspire edilerek  işlemde kullanılır. 

Swim-up ile bol miktarda progresif hareketli sperm elde edilebilmesine rağmen, sperm sayısında önemli ölçüde düşüş olur, bu nedenle şiddetli erkek faktöründe kullanımı kısıtlı kalmaktadır, diğer bir deyişle oligozoospermik olgularda kullanımı kısıtlıdır. Ayrıca  işlem süresinin uzun olması ve visköz ejakülatlarda iyi sonuç vermemesi de kısıtlamalar getirmektedir.

Swim-down: (Aşağı Yüzdürme):

Ejakülat dansitesi seminal sıvıdan daha fazla olan bir solüsyon üzerine konularak  30-60 dk. 37O C’de  45O eğim ile %5  CO2 li ortamda inkübe edilir, tüpün en altından  0.5 cc aspire edilerek ART’de kullanılır.

 Basit olması ve santrifüj kullanılmaması avantajı olup progresif hareketli sperm elde etme şansı çok azdır.Bu yöntem içerisinde albumin gradientleri de kullanılmaktadır.

Dansite Gradient  (Faz farkı ile ayırma):

Gradient metoduna dayanan bir ayırma-yıkama işlemidir .Silan kaplı kollaidal silika partikül solüsyonunun  kültür solüsyonu (Sperm washing Medium-Flush) ile dilüe edilerek hazırlanan farklı fazların içerisinden santrifüj etkisi ile spermlerin ayrılması esasına dayanır. 

 Preperasyon sonucunda semen içerisinde bulunan immotil veya anormal spermler, akyuvar hücreleri ve diğer tüm hücresel fazlalıklar ayrılarak sadece motil ve sağlıklı spermler  kalır ve nontoksik olması sebebi ile Sperme,endometriuma ve oosite hiç zarar vermez.

İzotonik bir solüsyon olan Silan kaplı kollaidal silika partikül solüsyonu Sperm Washing Medium yada Flush Medium (Sperm Yıkama Maddesi” (İçinde  HSA bulunan Earle' s balanced tuz solüsyonu/HTF- HEPES tamponu )ile dilüe edilerek farklı gradientler halinde kullanıldığı gibi genellikle çift gradient halinde de kullanılmaktadır. Alt faz ( % 90 lık solüsyonu ) ve üst faz ( % 47 lik  solüsyonu) kullanılır.  

Solüsyonlar ve örneklerle, kullanılacak malzeme 37 °C ye getirilir.Steril bir disposable santrifüj tüpüne 2,5 ml  üstfaz ( % 47 lik solüsyonu) yerleştirilir, 2,5ml  alt faz (%90 lık  solüsyonu ) üst fazın üst kısmından hafifçe tüpün altına yerleştirilir. Bu işlemi yaparken çok yavaş olunmalıdır.

 Alt ve üst fazlar arasında istenen gradient.maksimum bir  saat stabil kalır.Bir transfer pipeti yada şırınga kullanılarak 2 ml likefiye semen üst fazın üzerine aktarılır.

Bu üç fazlı tüp 20 dakika 350--450 g de santrifüj yapılır. Santrifüj sonunda görülebilir bir pellet kısmı yoksa satrifügasyon tekrarlanabilir.Santrifikasyon sonunda hemen süpernatant alınarak pelletten uzaklaştırılır. 2.5-3 ml Sperm Yıkama Maddesi” (İçinde Antibiyotik ve HSA bulunan Earle' s balanced tuz solüsyonu/HTF- HEPES tamponu)”ilave edilip pellet çözülerek süspanse edilir (çalkalamadan hafifçe).

Süspanse edilen karışım 8 -10 dakika 300 ile 400 g arasında santrifüj edilir Süpernatant alınarak pelletten uzaklaştırılır. Bu yıkama işlemi tekrarlanır  ve böylece  yıkama işlemi tamamlanan spermler çalışma ve araştırmalar için hazırdır.   

Gradient uygulamasının dezavantajları fazla zaman alması, mediumun pahalı olması ve seçilmiş spermlerden silika partiküllerini ayırmak için yeniden yıkama ve santrifüj gerektirmesidir 

Mini Gradient uygulamasında ise  gradientler 0.3 cc olarak  hazırlanır.
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