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Ozet: In vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) i¢in kullanilan spermin kalitesi,
bu teknikler ile kaliteli embriyo {iretiminin bagar1 oranini bilyiik oranda arttirmaktadir. ICSI operatorii tarafindan
sadece morfolojiye dayali segilen sperm, anormal kromozomlu embriyo gelisimine, yiiksek oranda aborta ve
ciddi gelisim riskine yol agabilmektedir. Spermin hyaluronik asit’e (HA) baglanmasi ile sperm olgunlugunu ve
fonksiyonunu degerlendiren yeni bir teknik gelistirilmistir. in vitro olarak hyaluronik aside baglanan spermler,
diistik andploidi ve apoptozis gosteren, normal morfolojiye sahip canli ve olgun spermlerdir. HA ile secilen
sperm ile fertilizasyon, implantasyon, gebelik oran1 ve embriyo kalitesi artmaktadir. Spermin HA’ya baglanmasi,
erkek infertilitesinin klinik tanisinda, rutin semen analizi, IVF ve ICSI i¢in yararl bir sekilde kullanilabilmekte-
dir. Sonugta iistiin niteliklere sahip irklarda HA’ya baglanarak segilen olgun ve DNA biitiinliigline sahip sperm-
ler ile IVF ve ICSI yontemleri gelistirilebilir ve kaliteli embriyo iiretilebilir.

Anahtar Kelimeler: Hyaluronik asit sperm seleksiyonu, sperm matiiritesi, 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
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Giris

Veteriner hekimlikte embriyo transferinin
ana amaci, Ustiin niteliklere sahip irklardan ya
da hayvansal iiretim endiistrisinde az bulunan
hayvanlardan fazla sayida ve degerli embriyo
elde etmektir. Infertilite problemlerinde embri-
yo iretiminde; suni tohumlama, in vitro fertili-
zasyon (IVF), subzonal sperm enjeksiyonu
(SUZI), intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) gibi yardimei iireme teknikleri (YUT)
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden o6zellikle
ICSI son yillarda ¢ok sik kullanilmaktadir®.

intra Stoplazmik Sperm Enjeksiyonu
(ICSDH

ICSI; spermin direkt ovositin sitoplazma-
st i¢ine mekanik olarak yerlestirildigi bir metot-
tur. ICSI yontemi, ilk olarak hamster?’, daha
sonra fare’*, domuz” ve sigir'' embriyolarimin
in vitro {iretiminde kullanilmig ve giiniimiizde
de kullanim1 devam etmektedir. ICSI enjeksiyo-
nu i¢in kullanilan spermin kalitesi in vitro emb-
riyo Uretiminin basar1 oranimi biiylik oranda
arttirmaktadir.

ICSI icin Geleneksel Yontemle Sperm
Seciminin Dezavantajlar

Spermin yetersiz konsantrasyonu, motili-
tesi ve morfolojisi kusurlu embriyo {iretimine
neden olabilmektedir®*®. ICSI igin spermler,
morfoloji ve motilite baz alinarak segcilir, nor-
mal haploid kromozomlu ve DNA biitiinligiine
sahip spermlerin ayrimi yapilamaz**. Sadece
morfolojiye dayali se¢ilmis olan sperm, gelisim
riskine, anormal kromozomlu embriyo gelisimi-
ne, diisiik gebelige ve yiiksek oranda aborta yol
agmaktadir®. Bununla birlikte ICSI ile, kromo-
zomal olarak hasarli bir spermin segilerek en-
jekte edilme riski artmaktadir’®. Hayvanlarda
ICSI yonteminde DNA hasarli spermin enjeksi-
yonuyla gebelik ve dogumda olusan olumsuz
etkiler yaninda, erigkin hayvanlarda da, mesen-
simal tiimor, anormal davraniglar ve dengesiz
gelisme gibi yan etkiler belirlenmistir'’. Yapilan
IVF ve ICSI ¢alismasinda hasarli DNA’ya sahip
bir spermin, gebeligin kaybi ile pozitif yonde
korelasyon gosterdigi istatistiki olarak ortaya
konmustur’’. Bunun yaninda ICSI prosediiriinde
spermleri yavaslatmak i¢in kullanilan poly-
vinylpyrrolidone (PVP) medyumunun gamet ve
gelisen embriyo i¢in toksik oldugu ve yeni bir
sperm segme tekniginin gerekliligi bildirilmek-
tedir’'. Ayrica sperm konsantrasyonuna, motili-
tesine ve morfolojisine gore yapilan geleneksel
semen analizi erkek fertilitesini degerlendirme-

de yaygin olarak kullanilmasina karsin, elde
edilen sonuglar in vivo ve in vitro fertilitenin
prognozu, spermin ovosite baglanma yetenegi,
niikleer olgunluk ve DNA’nin normal olmasi
gibi spermin fonksiyonel 6zelliklerini belirle-
yememekte, sperm hakkinda tam bir diagnostik
ve prognostik bir bilgi vermemektedir'*'**",
Bu sebeplerden dolay1 ICSI ile baglantili riskleri
minimize etmek ve membran olgunluguna
ulagsmis normal sperm se¢imi i¢in yeni teknikle-
rin kullanimu gereklidir™’.
Sperm Yiizey Markerleri; CK-B ve

HspA2

Dr. Huszar ve arkadaslar1 olgun ve kro-
mozomal hasara sahip olmayan iyi bir spermi
sececek biyokimsal belirtegler bulabilmek igin
sperm yiizey markerleri iizerinde bir dizi aras-
tirmalar yapmuslardir. Semenlerinde, yiiksek
kreatin fosfokinaz B (CK-B) isoformu bulunan
erkeklerin fertilite sansinin diisiik oldugunu'®,
spermiyogenezin son evrelerinde ger¢eklesmesi
gereken fazla sitoplazmanin atilimmin dogru
sekilde gerceklesmedigi durumlarla (sitoplaz-
mik tutulum), spermin yiiksek CK-B aktivitesi-
ne, azalmis bir olgunluk ve fonksiyona sahip
oldugunu belirlemislerdir'>'. Bu bilgiler 1s1g1n-
da sitoplazmik tutuluma sahip olgun olmayan
spermlerin, zona pellusidaya yetersiz baglanma
gosterdigi  bildirilmistir'®. Bununla  birlikte
sperm olusum siirecinde olgun spermde DNA
biitiinliigiiyle baglantili Heat-shock A2 (HspA2)
proteini eksprese olmakta ve olusan kromozo-
mal anomalilerin HspA2’nin diisiik ekspresyonu
ve mayotik kusurlarla iligkili oldugu vurgulan-
m1$t1r1’7’15.

Spermin Hyaluronik Asit’e (HA) Bag-
lanmasi: Olgun Sperm Belirteci

Ovositler; kalin bir glikoprotein tabaka
olan zona pellusida ve korona radiata hiicreleri
ile sarilmigtir. Ovosit membranina yapismadan
once spermler bu iki katmani gegmek zorunda-
dir. HA, reprodiiktif sistemde kumulus ovoforus
kompleksi, seminal sivi ve ovidukt sivisindan
salgilanmaktadir*. Medyuma hyaluronik asidin
eklenmesinin taze ejakulatin ve dondurulmus
¢Ozdiiriilmiis insan sperminin canliligini, motili-
tesini ve hizini arttirdign belirlenmistir'>**>*,

Spermatogenezis sirasinda, HA baglanma
ve zona pellusidaya baglanma yerlerinin sekil-
lenmesi, sitoplazma fazlaliklarinin atilmasi ve
nukleer histon-protamin degisiminin olmasi
stireclerini takiben spermin plazma membran
yeniden sekillenmis olur'®. Boylece, HA’ya
baglanan olgun spermde, sperm bas kismi iize-



rinde plasma membran HA reseptérii olusur. In
vitro olarak spermin HA’ya baglanmasi, erkek
fertilitesiyle baglantili olan sperm olgunlugu-
nun, canliliginm ve akrozomal durumunun iyi
oldugunu gosteren bir belirte¢ oldugu bildiril-
mektedir'®. Bundan dolay1 olgun bir sperm hya-
liironik aside, spermin zona pelliisidaya bag-
lanmas1 gibi yiiksek secicilikle baglanabilmek-
tedir®™. Olgunluga erismeyen spermlerde HA
baglanma bdlgesi yoktur ve bunun eksikligi
kromozomal sapmalarin sikligimin artmasiyla
orantilidir”®. Spermin HA’ya baglanmasi; sperm
olgunlasmasmin™'®, niikleer’ ve sitoplazmik
biitiinliigin'**' artmasi anlamma gelmektedir.
HA baglanma bolgesi olusmayan spermlerin
IVF teknigi kullanilsa bile ovositi délleme yete-
negi yoktur’®. HA’ya baglanan spermlerin nor-
mal morfoloji ve yliksek HspA2 aktivitesi, dii-
siik oranlarda andploidi ve caspase-3 aktivitesi
gosterirken, DNA fragmantasyonu ve CK-B
aktivitesini gostermedigi belirlenmigtir™'®'"'*2,

Sperm-Hyaluronik Asit Baglanma Tes-
ti

Bu test, saglam kromozom yapisina sahip
ve iyi morfolojideki spermlerin HA tarafindan
segici bir sekilde baglanmasi esasina dayanmak-
tadir. Olgun spermlerin HA’ya baglanarak uzun
stire hareketli kaldig1 ve hareketin arttig1 bildi-
rilmektedir'®. Bu bilgiler 1s1ginda Dr. Huszar ve
arkadaslar1 tarafindan IVF igin insan sperm
olgunlugunu ve fonksiyonunu degerlendiren
hyaluronan kapli slaytlar iceren HBA (Sperm-
hyaluronan-binding assay) test (Biocoat INC.
Fort Washington, PA) gelistirilmistir'>'®. Bu
test bir tarafi kaplanmamis (A odacigi), diger
tarafi (B odacigl) ise kat1 formda HA ile kap-
lanmis slaytlar igermektedir. A odaciginda sa-
dece semen Ornegindeki hareketli sperm sayisi
hesaplanmakta, B odaciginda ise HA’ya bagla-
nan sperm yiizdesi belirlenmektedir. Bu amagla
7 ul PBS ile yikanmig semen HA yiizeyinde oda
1s1sinda 5-10 dk. inkiibe edilmektedir'®.

HBA slaytlarinin A ve B kisimlarindaki
spermlerin morfolojileri degerlendirildiginde ise
HA'’ya baglanan spermlerde Tygerberg kriterle-
rine gére normal morfolojiye sahip sperm ora-
ninin, semendeki spermlere gore 3 kat daha
fazla oranda (%95) oldugu gosterilmistir™. Ya-
pilan bir ¢aligmada ise HBA testi kullanilarak
spermlerin HA’ya baglanmasi ile anti sperm
antikorlarinin spermlere baglanmasi arasinda
negatif korelasyon oldugu ve bu negatif kore-
lasyona gére immunolojik infertilitenin diagno-
zu hakkinda bilgi sahibi olunabilecegi bildiril-
mistir’. Sonugta HBA testinin erkek infertilite-
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sinin klinik diagnozunda rutin semen analizi,
IVF ve ICSI igin yararl bir sekilde kullanilabi-
lecegi rapor edilmistir’.

Fizyolojik ICSI; ICSI i¢cin HA ile
Sperm Secme Teknigi

IVF laboratuvarlarinda HA igeren sivi
medyumlar hazirlanarak kullanilabilecegi gibi,
ICSI uygulamalar i¢in yine Dr. Huszar ve arka-
daslan tarafindan “PICSI” (preselected intracy-
toplasmatical sperm injection) adi verilen HA
kapli petriler ticari olarak gelistirilmigtir
(PICSI® Sperm Selection Device, Midatlantic
Scientific, Mount Laurel, NJ, USA). ICSI i¢in
HA’ya baglanarak sperm se¢me yontemi “Fiz-
yolojik ICSI” olarak tanimlanmistir’’.

PICSI Prosediirii

Steril PICSI petrileri; ICSI uygulamalari
i¢in 3 adet 100 mikron ¢apinda HA ile kaplan-
mis mikronoktalar ile gelistirilen polystrene
kiiltiir petrilerinden olusur. PICSI petrileri mine-
ral yag altinda inkiibasyona birakilir ve 15 dk
icinde spermler bas kisimlariyla HA ile kaph
mikronoktalara baglanarak hizli kuyruk hareket-
leriyle bas bolgesi etrafinda donerler. ICSI igin
en hareketli olarak baglanan spermler enjeksi-
yon pipeti kullanilarak toplanir ve tek tek ovosit
icine enjekte edilir',

HA igeren firiinlerin enjeksiyon sonrasi
zigot gelismesine hicbir olumsuz etkisi olmadig1
ve ovosit tarafindan HA’ ’nin metabolize edildigi
bildirilmistir*®. PICSI’ler ICSI icin kromozomal
anomaliler bakimindan diisiik frekansa sahip,
olgun ve normal kromozomal yapiya sahip bir
spermin se¢imini kolaylastirmaktadir'®. Akridin
Oranj Floresan yontemi kullanilarak yapilan bir
calismada, semen Orneklerinde DNA biitiinlii-
giniin % 54.9 oldugu, buna karsin PICSI petri-
lerde HA’ya baglanan spermlerin % 99.1 gibi
cok yiiksek oranda saglam DNA biitiinliigiine
sahip olduklari gosterilmistir”. Yine FISH yon-
temi kullanilarak HA ile secilen spermler ince-
lendiginde oligospermik ve normospermik po-
pulasyonlarda anoploid ve diploid spermlerin
elimine edildigi gosterilmistir’. Sonugta HA ile
sperm secimi Oncelikle ICSI kullanimi igin ge-
netik ve DNA biitiinliigli olarak gelismis bir
sperm secilmesi anlamina gelmekte ve ICSI i¢in
potansiyel olan kalitimsal riski minimuma in-
mektedir'*™,

Klinik Calismalarda HA fle Sperm
Sec¢menin Etkinligi

Ye ve ark.’® HBA testini standart semen
analizi ile karsilastirmis ve HBA skoru ile
sperm motilitesi, normal morfolojisi ve fertili-
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zasyon orani arasinda yiiksek oranda korelasyon
belirlemislerdir. Nasr-Esfahani ve ark.” yaptik-
lar1 ¢alismada anormal sperm morfolojisi, DNA
fragmantasyonu, protamin eksikligi ile HA bag-
lanma yiizdesi arasinda istatistiki anlamda ters
oranti bulmuslardir. Parmegiani ve ark.’’ HA
tarafindan normal nukleus ve saglam DNA’ya
sahip spermler ile yapilan ICSI (HA-ICS]) ile
embriyo kalitesi ve gelisim oraninin geleneksel
PVP-ICSI yontemine gore istatistiki anlamda
diizeldigini’’; yine bir baska ¢alismalarinda ise
fertilizasyon ve gebelik oranlarimin iyilestigini,
embriyo kalitesi ve implantasyon oranimin ista-
tistiki derecede arttigini, implantasyon oraninin
PVP-ICSI’de % 10.3, HA-ICSI grubunda ise
%17.1 oldugunu gostermislerdir’®. HA’nin ge-
netik hatalar1 azaltmasi ve toksik etkisinin ol-
mamasindan dolayr ICSI 6ncesi fizyolojik
sperm seciminde ilk tercih olarak diigiiniilmesi
gerektigi bildirilmistir’®. Yine bazi arastirmaci-
lar tarafindan HA ile segilen spermler ile ovosit-
lere enjeksiyon yapildiginda fertilizasyon orani-
nin yiiksek oldugu rapor edilmistir*®*. Worri-
low ve ark.”' benzer klinik sonuglarla, HA ile
secilen sperm ile embriyo kalitesi ve implantas-
yon oranmn arttirildigini, erken embriyonik
Olimlerin  azaldigim1  belirterek  geleneksel
ICSI’ye gore PICSI’nin etkinligini kanitlamis-
lardir. Worrilow ve ark.”” yaptiklar son arastr-
mada ise HA grubunda gebelik oraninin arttiril-
digmi, gebelik kayiplarinin ise geleneksel
ICSI’ye gore azaldigmi (HA grup % 3.3; kont-
rol grup % 15.1, p=0.21) belirlemislerdir.

Bu aragtirmacilarin aksine bazi aragtirma-
cilar ise HA-ICSI’nin fertilizasyon®, embriyo
kalitesi®?"*>* ve gebelik orani® acisindan
normal ICSI yontemine gore bir fark olugturma-
digim1 ve kullaniminin simirhi oldugunu bildir-
mektedirler.

Hayvanlarda Klinik Calismalarda HA
Ile Sperm Secmenin Etkinligi

Domuzlarda medyuma HA eklenmesinin
geleneksel IVF siiresince polispermi durumunu
azalttigi*, fertilizasyonda ICSI teknigin basari-
siin, enjeksiyon i¢in se¢ilen spermin kalitesine
bagli oldugu bildirilmektedir’. Park ve ark.’®
yaptiklart caligmada domuz spermlerinde kro-
mozomal anormallik oranin1 %6.25 olarak belir-
lemiglerdir. Bu c¢alismada domuzlarda PVP
grubu ile karsilastirildiginda HA’ya baglanarak
secilen sperm ile ICSI etkinliginin arttirildigi,
HA'’ya baglanarak elde edilen spermler ile yapi-
lan ICSI’de PVP grubuna (68.2%) gore istatisti-
ki olarak anlamli derecede yiiksek normal diplo-

idi (75.5%) ve ¢ok diisiik anoploidi sikligina
sahip embriyo elde edildigi gosterilmigtir. HA
ile segilen sperm ile embriyo transferinde emb-
riyodaki kromozomal hasardan kaynaklanan
erken embriyonik Oliimlerin engellenebilecegi
ve embriyo transferinin basarisinin artacagi
bildirilmistir®.

HBA ve PICSI petrileri aygir spermlerin-
de suni tohumlama ve ICSI amaciyla degerlen-
dirilmistir. Aygirlarda PICSI petrileri kullanila-
rak segilen spermler ile operatdr tarafindan sa-
dece normal morfolojik goriiniimii temel alina-
rak secilen sperme gore yiiksek oranda blasto-
kist agamasina gelen yariklanmis ovosit iiretil-
mistir’’. Colleoni ve ark.” aygir spermlerinin
HA ile baglandigin1 ve PICSI ile segilen sperm-
ler ile gelisen embriyo ve blastokist oranimin
arttigin1  bildirmiglerdir. HBA  dondurulmus
aygir spermlerinde kullanilmis ve aygir sperm-
lerinin %11-%24 oramnda HA’ya baglandigi’™
bunun da insan spermlerindeki HA’ya baglanma
oranlarindan (%28-%89) daha diisiik oldugu
rapor edilmistir’®. Daha diisiik olmasmin ise
deneyde kullanilan ejakulatlarin ticari bir soliis-
yon (INRA96; IMV) i¢inde buzdolabinda 1
gece bekletildikleri icin spermlerin bazi HA
baglanma bdlgelerinin inaktive olmalarindan
kaynaklandig diistiniilmektedir.

In vitro iiretilen sigir embriyosunda kro-
mozomal anormallik oran1 FISH teknigi ile
%13- 25 arasinda bulunmustur™*. D&l tutma-
yan ineklerde %14.3 oraninda kromozom bo-
zukluklarina rastlandig: bildirilmektedir'®. Mor-
folojik olarak anormal spermlerin sayisinin
artmasimin bogalarda fertilite diislikliigiiniin bir
gostergesi oldugu®, sigir ovositlerinin kromo-
zomal olarak anormal sigir spermleri ile fertilize
edildikleri zaman yariklanabildigi fakat gelis-
menin ilerleyen asamalarda bloke oldugu goste-
rilmistir’. Bu tip durumlarda embriyolog tara-
findan PICSI petrilerde HA’ya baglanan olgun
ve DNA biitlinliigiine sahip spermin se¢ilmesiy-
le elde edilen embriyolarin kalitelerinin arttiril-
masi saglanabilecektir.

Sonug

1- HA ile sperm se¢me yontemi, embri-
yologlara enjeksiyon icin en iyi spermi segmeye
yardime1 olmaktadir.

2- Bu teknik kullanilarak gelistirilen
HBA testi erkek infertilitesinin klinik diagno-
zunda, rutin semen analizi, IVF ve ICSI i¢in
yararli bir sekilde kullanilabilmektedir.



3- Son on yilda insan hekimliginde yay-
gin olarak kullanilmaya baglanilan bu teknigin
veteriner hekimlikte de kullanilmasi hayvan
tiirlerinde embriyo Kkalitesi, blastokist formas-
yonu, gebeligin arttirilmasi ve abortun azalmasi
gibi parametelerin iyilestirilmesine ve infertilite
problemlerinin ¢dziimiine katki saglayacaktir.
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