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Özet: İn vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) için kullanılan spermin kalitesi, 
bu teknikler ile kaliteli embriyo üretiminin başarı oranını büyük oranda arttırmaktadır. ICSI operatörü tarafından 
sadece morfolojiye dayalı seçilen sperm, anormal kromozomlu embriyo gelişimine, yüksek oranda aborta ve 
ciddi gelişim riskine yol açabilmektedir. Spermin hyaluronik asit’e (HA) bağlanması ile sperm olgunluğunu ve 
fonksiyonunu değerlendiren yeni bir teknik geliştirilmiştir. İn vitro olarak hyaluronik aside bağlanan spermler, 
düşük anöploidi ve apoptozis gösteren, normal morfolojiye sahip canlı ve olgun spermlerdir. HA ile seçilen 
sperm ile fertilizasyon, implantasyon, gebelik oranı ve embriyo kalitesi artmaktadır. Spermin HA’ya bağlanması, 
erkek infertilitesinin klinik tanısında, rutin semen analizi, IVF ve ICSI için yararlı bir şekilde kullanılabilmekte-
dir. Sonuçta üstün niteliklere sahip ırklarda HA’ya bağlanarak seçilen olgun ve DNA bütünlüğüne sahip sperm-
ler ile IVF ve ICSI yöntemleri geliştirilebilir ve kaliteli embriyo üretilebilir. 
Anahtar Kelimeler: Hyaluronik asit sperm seleksiyonu, sperm matüritesi, fertilizasyon, ICSI.  

 
Hyaluronic Acid Binding Sperm Selection Method for In Vitro Fertilization and  

Intracytoplasmic Sperm Injection 
 

Abatract: Quality of sperm used for in vitro fertilization (IVF) and intracytoplasmic sperm injection (ICSI) 
increases success rate of good quality embryo production. Sperm selected only on the basis of morphology by 
ICSI operator leads to embryo development with anormal chromosome, high rate of abort and serious develop-
ment risk.  New method evaluating maturation and function of sperm with the sperm bind to hyaluronic acid 
(HA), was developed. Sperms binding to HA have normal morphology, low rate of aneuplody and apoptosis, and 
are live and mature. Fertilization, implantation and rate of pregnancy and good embryo quality are increasing 
with sperm selected with HA. Binding sperm to HA can be used for routine semen analysis, IVF and ICSI in 
clinical diagnosis of male infertility. In conclusion, IVF and ICSI techniques can be improved with sperms se-
lected by binding to HA and which is mature and has DNA integrity  
Key Words: Hyaluronic acid sperm selection, sperm maturity, fertilization, ICSI. 
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Giriş 

Veteriner hekimlikte embriyo transferinin 
ana amacı, üstün niteliklere sahip ırklardan ya 
da hayvansal üretim endüstrisinde az bulunan 
hayvanlardan fazla sayıda ve değerli embriyo 
elde etmektir. İnfertilite problemlerinde embri-
yo üretiminde; suni tohumlama, in vitro fertili-
zasyon (IVF), subzonal sperm enjeksiyonu 
(SUZI), intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu 
(ICSI) gibi yardımcı üreme teknikleri (YÜT) 
kullanılmaktadır. Bu yöntemlerden özellikle 
ICSI son yıllarda çok sık kullanılmaktadır23. 

İntra Stoplazmik Sperm Enjeksiyonu 
(ICSI) 

ICSI; spermin direkt ovositin sitoplazma-
sı içine mekanik olarak yerleştirildiği bir metot-
tur. ICSI yöntemi, ilk olarak hamster47, daha 
sonra fare24, domuz29 ve sığır11 embriyolarının 
in vitro üretiminde kullanılmış ve günümüzde 
de kullanımı devam etmektedir. ICSI enjeksiyo-
nu için kullanılan spermin kalitesi in vitro emb-
riyo üretiminin başarı oranını büyük oranda 
arttırmaktadır.  

ICSI İçin Geleneksel Yöntemle Sperm 
Seçiminin Dezavantajları  

Spermin yetersiz konsantrasyonu, motili-
tesi ve morfolojisi kusurlu embriyo üretimine 
neden olabilmektedir6,46. ICSI için spermler, 
morfoloji ve motilite baz alınarak seçilir, nor-
mal haploid kromozomlu ve DNA bütünlüğüne 
sahip spermlerin ayrımı yapılamaz4,55. Sadece 
morfolojiye dayalı seçilmiş olan sperm, gelişim 
riskine, anormal kromozomlu embriyo gelişimi-
ne, düşük gebeliğe ve yüksek oranda aborta yol 
açmaktadır8. Bununla birlikte ICSI ile, kromo-
zomal olarak hasarlı bir spermin seçilerek en-
jekte edilme riski artmaktadır34. Hayvanlarda 
ICSI yönteminde DNA hasarlı spermin enjeksi-
yonuyla gebelik ve doğumda oluşan olumsuz 
etkiler yanında, erişkin hayvanlarda da, mesen-
şimal tümör, anormal davranışlar ve dengesiz 
gelişme gibi yan etkiler belirlenmiştir10. Yapılan 
IVF ve ICSI çalışmasında hasarlı DNA’ya sahip 
bir spermin, gebeliğin kaybı ile pozitif yönde 
korelasyon gösterdiği istatistiki olarak ortaya 
konmuştur57. Bunun yanında ICSI prosedüründe 
spermleri yavaşlatmak için kullanılan poly-
vinylpyrrolidone (PVP) medyumunun gamet ve 
gelişen embriyo için toksik olduğu ve yeni bir 
sperm seçme tekniğinin gerekliliği bildirilmek-
tedir21. Ayrıca sperm konsantrasyonuna, motili-
tesine ve morfolojisine göre yapılan geleneksel 
semen analizi erkek fertilitesini değerlendirme-

de yaygın olarak kullanılmasına karşın, elde 
edilen sonuçlar in vivo ve in vitro fertilitenin 
prognozu, spermin ovosite bağlanma yeteneği, 
nükleer olgunluk ve DNA’nın normal olması 
gibi spermin fonksiyonel özelliklerini belirle-
yememekte, sperm hakkında tam bir diagnostik 
ve prognostik bir bilgi vermemektedir1,2,16,27,50. 
Bu sebeplerden dolayı ICSI ile bağlantılı riskleri 
minimize etmek ve membran olgunluğuna 
ulaşmış normal sperm seçimi için yeni teknikle-
rin kullanımı gereklidir2,37. 

Sperm Yüzey Markerleri; CK-B ve 
HspA2 

Dr. Huszar ve arkadaşları olgun ve kro-
mozomal hasara sahip olmayan iyi bir spermi 
seçecek biyokimsal belirteçler bulabilmek için 
sperm yüzey markerleri üzerinde bir dizi araş-
tırmalar yapmışlardır. Semenlerinde, yüksek 
kreatin fosfokinaz B (CK-B) isoformu bulunan 
erkeklerin fertilite şansının düşük olduğunu14, 
spermiyogenezin son evrelerinde gerçekleşmesi 
gereken fazla sitoplazmanın atılımının doğru 
sekilde gerçekleşmediği durumlarla (sitoplaz-
mik tutulum), spermin yüksek CK-B aktivitesi-
ne, azalmış bir olgunluk ve fonksiyona sahip 
olduğunu belirlemişlerdir12,16. Bu bilgiler ışığın-
da sitoplazmik tutuluma sahip olgun olmayan 
spermlerin, zona pellusidaya yetersiz bağlanma 
gösterdiği bildirilmiştir16. Bununla birlikte 
sperm oluşum sürecinde olgun spermde DNA 
bütünlüğüyle bağlantılı Heat-shock A2 (HspA2) 
proteini eksprese olmakta ve oluşan kromozo-
mal anomalilerin HspA2’nin düşük ekspresyonu 
ve mayotik kusurlarla ilişkili olduğu vurgulan-
mıştır1,7,15.  

Spermin Hyaluronik Asit’e (HA) Bağ-
lanması: Olgun Sperm Belirteci 

Ovositler; kalın bir glikoprotein tabaka 
olan zona pellusida ve korona radiata hücreleri 
ile sarılmıştır. Ovosit membranına yapışmadan 
önce spermler bu iki katmanı geçmek zorunda-
dır. HA, reprodüktif sistemde kumulus ovoforus 
kompleksi, seminal sıvı ve ovidukt sıvısından 
salgılanmaktadır44. Medyuma hyaluronik asidin 
eklenmesinin taze ejakulatın ve dondurulmuş 
çözdürülmüş insan sperminin canlılığını, motili-
tesini ve hızını arttırdığı belirlenmiştir13,42,54.  

Spermatogenezis sırasında, HA bağlanma 
ve zona pellusidaya bağlanma yerlerinin şekil-
lenmesi, sitoplazma fazlalıklarının atılması ve 
nukleer histon-protamin değişiminin olması 
süreçlerini takiben spermin plazma membranı 
yeniden şekillenmiş olur16. Böylece, HA’ya 
bağlanan olgun spermde, sperm baş kısmı üze-



 

 

13 

rinde plasma membran HA reseptörü oluşur. İn 
vitro olarak spermin HA’ya bağlanması, erkek 
fertilitesiyle bağlantılı olan sperm olgunluğu-
nun, canlılığının ve akrozomal durumunun iyi 
olduğunu gösteren bir belirteç olduğu bildiril-
mektedir16. Bundan dolayı olgun bir sperm hya-
lüronik aside, spermin zona pellüsidaya bağ-
lanması gibi yüksek seçicilikle bağlanabilmek-
tedir28. Olgunluğa erişmeyen spermlerde HA 
bağlanma bölgesi yoktur ve bunun eksikliği 
kromozomal sapmaların sıklığının artmasıyla 
orantılıdır19. Spermin HA’ya bağlanması; sperm 
olgunlaşmasının2,16, nükleer19 ve sitoplazmik 
bütünlüğün14,41 artması anlamına gelmektedir. 
HA bağlanma bölgesi oluşmayan spermlerin 
IVF tekniği kullanılsa bile ovositi dölleme yete-
neği yoktur36. HA’ya bağlanan spermlerin nor-
mal morfoloji ve yüksek HspA2 aktivitesi, dü-
şük oranlarda anöploidi ve caspase-3 aktivitesi 
gösterirken, DNA fragmantasyonu ve CK-B 
aktivitesini göstermediği belirlenmiştir3,16,17,19,26.  

Sperm-Hyaluronik Asit Bağlanma Tes-
ti 

Bu test, sağlam kromozom yapısına sahip 
ve iyi morfolojideki spermlerin HA tarafından 
seçici bir şekilde bağlanması esasına dayanmak-
tadır. Olgun spermlerin HA’ya bağlanarak uzun 
süre hareketli kaldığı ve hareketin arttığı bildi-
rilmektedir16. Bu bilgiler ışığında Dr. Huszar ve 
arkadaşları tarafından IVF için insan sperm 
olgunluğunu ve fonksiyonunu değerlendiren 
hyaluronan kaplı slaytlar içeren HBA (Sperm-
hyaluronan-binding assay) test (Biocoat INC. 
Fort Washington, PA) geliştirilmiştir1,2,16. Bu 
test bir tarafı kaplanmamış (A odacığı), diğer 
tarafı (B odacığı) ise katı formda HA ile kap-
lanmış slaytlar içermektedir. A odacığında sa-
dece semen örneğindeki hareketli sperm sayısı 
hesaplanmakta, B odacığında ise HA’ya bağla-
nan sperm yüzdesi belirlenmektedir. Bu amaçla 
7 µl PBS ile yıkanmış semen HA yüzeyinde oda 
ısısında 5-10 dk. inkübe edilmektedir16.  

HBA slaytlarının A ve B kısımlarındaki 
spermlerin morfolojileri değerlendirildiğinde ise 
HA’ya bağlanan spermlerde Tygerberg kriterle-
rine göre normal morfolojiye sahip sperm ora-
nının, semendeki spermlere göre 3 kat daha 
fazla oranda (%95) olduğu gösterilmiştir40. Ya-
pılan bir çalışmada ise HBA testi kullanılarak 
spermlerin HA’ya bağlanması ile anti sperm 
antikorlarının spermlere bağlanması arasında 
negatif korelasyon olduğu ve bu negatif kore-
lasyona göre immunolojik infertilitenin diagno-
zu hakkında bilgi sahibi olunabileceği bildiril-
miştir53. Sonuçta HBA testinin erkek infertilite-

sinin klinik diagnozunda rutin semen analizi, 
IVF ve ICSI için yararlı bir şekilde kullanılabi-
leceği rapor edilmiştir2.  

Fizyolojik ICSI; ICSI İçin HA ile 
Sperm Seçme Tekniği 

IVF laboratuvarlarında HA içeren sıvı 
medyumlar hazırlanarak kullanılabileceği gibi, 
ICSI uygulamaları için yine Dr. Huszar ve arka-
daşları tarafından “PICSI” (preselected intracy-
toplasmatical sperm injection) adı verilen HA 
kaplı petriler ticari olarak geliştirilmiştir 
(PICSI® Sperm Selection Device, Midatlantic 
Scientific, Mount Laurel, NJ, USA). ICSI için 
HA’ya bağlanarak sperm seçme yöntemi “Fiz-
yolojik ICSI” olarak tanımlanmıştır37. 

PICSI Prosedürü 
Steril PICSI petrileri; ICSI uygulamaları 

için 3 adet 100 mikron çapında HA ile kaplan-
mış mikronoktalar ile geliştirilen polystrene 
kültür petrilerinden oluşur. PICSI petrileri mine-
ral yağ altında inkübasyona bırakılır ve 15 dk 
içinde spermler baş kısımlarıyla HA ile kaplı 
mikronoktalara bağlanarak hızlı kuyruk hareket-
leriyle baş bölgesi etrafında dönerler. ICSI için 
en hareketli olarak bağlanan spermler enjeksi-
yon pipeti kullanılarak toplanır ve tek tek ovosit 
içine enjekte edilir19.  

HA içeren ürünlerin enjeksiyon sonrası 
zigot gelişmesine hiçbir olumsuz etkisi olmadığı 
ve ovosit tarafından HA’nın metabolize edildiği 
bildirilmiştir48. PICSI’ler ICSI için kromozomal 
anomaliler bakımından düşük frekansa sahip, 
olgun ve normal kromozomal yapıya sahip bir 
spermin seçimini kolaylaştırmaktadır16. Akridin 
Oranj Flöresan yöntemi kullanılarak yapılan bir 
çalışmada, semen örneklerinde DNA bütünlü-
ğünün % 54.9 olduğu, buna karşın PICSI petri-
lerde HA’ya bağlanan spermlerin % 99.1 gibi 
çok yüksek oranda sağlam DNA bütünlüğüne 
sahip oldukları gösterilmiştir55. Yine FISH yön-
temi kullanılarak HA ile seçilen spermler ince-
lendiğinde oligospermik ve normospermik po-
pulasyonlarda anoploid ve diploid spermlerin 
elimine edildiği gösterilmiştir19. Sonuçta HA ile 
sperm seçimi öncelikle ICSI kullanımı için ge-
netik ve DNA bütünlüğü olarak gelişmiş bir 
sperm seçilmesi anlamına gelmekte ve ICSI için 
potansiyel olan kalıtımsal riski minimuma in-
mektedir19,55.  

Klinik Çalışmalarda HA İle Sperm 
Seçmenin Etkinliği 

Ye ve ark.56 HBA testini standart semen 
analizi ile karşılaştırmış ve HBA skoru ile 
sperm motilitesi, normal morfolojisi ve fertili-
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zasyon oranı arasında yüksek oranda korelasyon 
belirlemişlerdir. Nasr-Esfahani ve ark.33 yaptık-
ları çalışmada anormal sperm morfolojisi, DNA 
fragmantasyonu, protamin eksikliği ile HA bağ-
lanma yüzdesi arasında istatistiki anlamda ters 
orantı bulmuşlardır. Parmegiani ve ark.37 HA 
tarafından normal nukleus ve sağlam DNA’ya 
sahip spermler ile yapılan ICSI (HA-ICSI) ile 
embriyo kalitesi ve gelişim oranının geleneksel 
PVP-ICSI yöntemine göre istatistiki anlamda 
düzeldiğini37; yine bir başka çalışmalarında ise 
fertilizasyon ve gebelik oranlarının iyileştiğini, 
embriyo kalitesi ve implantasyon oranının ista-
tistiki derecede arttığını, implantasyon oranının 
PVP-ICSI’de % 10.3, HA-ICSI grubunda ise 
%17.1 olduğunu göstermişlerdir38. HA’nın ge-
netik hataları azaltması ve toksik etkisinin ol-
mamasından dolayı ICSI öncesi fizyolojik 
sperm seçiminde ilk tercih olarak düşünülmesi 
gerektiği bildirilmiştir39. Yine bazı araştırmacı-
lar tarafından HA ile seçilen spermler ile ovosit-
lere enjeksiyon yapıldığında fertilizasyon oranı-
nın yüksek olduğu rapor edilmiştir20,33. Worri-
low ve ark.51 benzer klinik sonuçlarla, HA ile 
seçilen sperm ile embriyo kalitesi ve implantas-
yon oranının arttırıldığını, erken embriyonik 
ölümlerin azaldığını belirterek geleneksel 
ICSI’ye göre PICSI’nin etkinliğini kanıtlamış-
lardır. Worrilow ve ark.52 yaptıkları son araştır-
mada ise HA grubunda gebelik oranının arttırıl-
dığını, gebelik kayıplarının ise geleneksel 
ICSI’ye göre azaldığını (HA grup % 3.3; kont-
rol grup % 15.1, p=0.21) belirlemişlerdir.   

Bu araştırmacıların aksine bazı araştırma-
cılar ise HA-ICSI’nın fertilizasyon48, embriyo 
kalitesi25,30,35,45 ve gebelik oranı30 açısından 
normal ICSI yöntemine göre bir fark oluşturma-
dığını ve kullanımının sınırlı olduğunu bildir-
mektedirler.  

Hayvanlarda Klinik Çalışmalarda HA 
İle Sperm Seçmenin Etkinliği 

Domuzlarda medyuma HA eklenmesinin 
geleneksel IVF süresince polispermi durumunu 
azalttığı44, fertilizasyonda ICSI tekniğin başarı-
sının, enjeksiyon için seçilen spermin kalitesine 
bağlı olduğu bildirilmektedir36. Park ve ark.36 
yaptıkları çalışmada domuz spermlerinde kro-
mozomal anormallik oranını %6.25 olarak belir-
lemişlerdir. Bu çalışmada domuzlarda PVP 
grubu ile karşılaştırıldığında HA’ya bağlanarak 
seçilen sperm ile ICSI etkinliğinin arttırıldığı, 
HA’ya bağlanarak elde edilen spermler ile yapı-
lan ICSI’de PVP grubuna (68.2%) göre istatisti-
ki olarak anlamlı derecede yüksek normal diplo-

idi (75.5%) ve çok düşük anöploidi sıklığına 
sahip embriyo elde edildiği gösterilmiştir. HA 
ile seçilen sperm ile embriyo transferinde emb-
riyodaki kromozomal hasardan kaynaklanan 
erken embriyonik ölümlerin engellenebileceği 
ve embriyo transferinin başarısının artacağı 
bildirilmiştir36.  

HBA ve PICSI petrileri aygır spermlerin-
de suni tohumlama ve ICSI amacıyla değerlen-
dirilmiştir. Aygırlarda PICSI petrileri kullanıla-
rak seçilen spermler ile operatör tarafından sa-
dece normal morfolojik görünümü temel alına-
rak seçilen sperme göre yüksek oranda blasto-
kist aşamasına gelen yarıklanmış ovosit üretil-
miştir31. Colleoni ve ark.5 aygır spermlerinin 
HA ile bağlandığını ve PICSI ile seçilen sperm-
ler ile gelişen embriyo ve blastokist oranının 
arttığını bildirmişlerdir. HBA dondurulmuş 
aygır spermlerinde kullanılmış ve aygır sperm-
lerinin %11-%24 oranında HA’ya bağlandığı32 
bunun da insan spermlerindeki HA’ya bağlanma 
oranlarından (%28-%89) daha düşük olduğu 
rapor edilmiştir56. Daha düşük olmasının ise 
deneyde kullanılan ejakulatların ticari bir solüs-
yon (INRA96; IMV) içinde buzdolabında 1 
gece bekletildikleri için spermlerin bazı HA 
bağlanma bölgelerinin inaktive olmalarından 
kaynaklandığı düşünülmektedir.  

İn vitro üretilen sığır embriyosunda kro-
mozomal anormallik oranı FISH tekniği ile 
%13- 25 arasında bulunmuştur43,49. Döl tutma-
yan ineklerde %14.3 oranında kromozom bo-
zukluklarına rastlandığı bildirilmektedir18. Mor-
folojik olarak anormal spermlerin sayısının 
artmasının boğalarda fertilite düşüklüğünün bir 
göstergesi olduğu22, sığır ovositlerinin kromo-
zomal olarak anormal sığır spermleri ile fertilize 
edildikleri zaman yarıklanabildiği fakat geliş-
menin ilerleyen aşamalarda bloke olduğu göste-
rilmiştir9. Bu tip durumlarda embriyolog tara-
fından PICSI petrilerde HA’ya bağlanan olgun 
ve DNA bütünlüğüne sahip spermin seçilmesiy-
le elde edilen embriyoların kalitelerinin arttırıl-
ması sağlanabilecektir. 

Sonuç 

1- HA ile sperm seçme yöntemi, embri-
yologlara enjeksiyon için en iyi spermi seçmeye 
yardımcı olmaktadır.  

2- Bu teknik kullanılarak geliştirilen 
HBA testi erkek infertilitesinin klinik diagno-
zunda, rutin semen analizi, IVF ve ICSI için 
yararlı bir şekilde kullanılabilmektedir.  
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3- Son on yılda insan hekimliğinde yay-
gın olarak kullanılmaya başlanılan bu tekniğin 
veteriner hekimlikte de kullanılması hayvan 
türlerinde embriyo kalitesi, blastokist formas-
yonu, gebeliğin arttırılması ve abortun azalması 
gibi parametelerin iyileştirilmesine ve infertilite 
problemlerinin çözümüne katkı sağlayacaktır. 
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