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Yardimci iireme tekniklerinde (YUT) sperm seciminde
kullanilan teknikler ve yenilikler
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Cinsel iliski sonrasi dogal bariyerler ve eliminasyonlar
nedeniyle spermlerin sadece %10’u kadin genital siste-
minde servikse ulasirken; %1’i uterusa ; %0.1’i ise Fallop
tiplerine kadar gelebilmektedir. Spermatozoanin kadin
genital sisteminde ilerleyisi sonrasi 100-1000 adet sper-
matozoa kumulus ooforus kompleksine ulasmakta ve
sonucta sadece 1 adet spermatozoa oosit ile etkilesime
girerek fertilizasyonu saglamaktadir (1).

Yardimci tireme teknikleri (YUT) sirasinda kullanilacak
spermatozoanin son asamaya kadar ulasmis hiperkatif,
normal morfolojide, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu
yapabilecek normal DNA yapisinda spermatozoa olmasi
gereklidir. ilk tlip bebek denemesinden sonra zaman iceri-
sinde klinik ve embriyoloji alanindaki bilgi birikiminin hizl
artist yeni teknolojilerin gelisimini beraberinde getirmistir.
1990’h yillara ulasildiginda klasik in vitro fertilizasyon yon-
teminden sonra intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunun
(ICSI) kesfi ile tlip bebek alaninda yeni bir caga girilmistir
(2, 3). ICSI yontemi erkek infertilitesi yasayan ciftlerin be-
bek sahibi olabilmelerinin yolunu agmistir. ICSI yénteminin
yayginlasmasi ve her gecen gin artan sayida IVF merkezi
tarafindan kullanilmasi ile birlikte artan bilgiler, 6zellikle
erkek gamet seciminin dnemli oldugu sonucunu ortaya
cikartmiustir (4, 5). Bu noktadan yola cikarak geleneksel
sperm hazirlama yontemleri yakin incelemeye alinarak,
elde edilen sperm kalitesi anlaminda semen parametreleri
ve geri kazanim oranlari gibi sonuglarin arastiriimasina yol
acmustir (6, 7).

YUT'de kullanilacak spermatozoanin eldesi icin giini-
mizde farkli yontemler kullaniimaktadir. Bu yontemleri
bashca U¢ gruba ayrrarak degerlendirebiliriz: 1) Sofistike
yontemler ve morfolojik degerlendirmeler; 2) Elektriksel
yuke bagli olarak sperm secim teknikleri ve 3) Molektiler

baglanma mekanizmalari ile sperm sec¢imi.

Sofistike yontemler ve morfolojik degerlendirmeler ile

spermatozoa secimi

Sperm hazirhi@l ve izolasyonunda motil sperm elde-
sinin arttirlmasi ve ayni zamanda DNA hasarinin azaltil-
masinin doéllenme orani ve embriyo gelisiminde olumlu
etkileri oldugu gosterilmistir (8, 9, 10). Bu nedenle sperm
hazirhginda motil sperm elde ederken ayni zamanda daha
az DNA hasarina sebep olacak yontemlerin gelistiriimesi
YUT'de 6nem tasimaktadir.

Motilite, sperm Kkalitesinin degerlendirilmesi acisin-
dan en énemli parametrelerin basinda gdsterilmektedir.
Bu nedenle glvenli ve etkili bir sekilde motil sperm elde-
si saglayacak yontemler tercih edilmektedir. Bu metodlar
arasinda geleneksel yéontemlerden swim-up ve yogunluk
gradient metodu sayilabilir (11, 12). Bu sperm hazirlama
yoéntemlerinin avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir.
Ornegin; yogunluk gradient metodunda islemlerin sant-
rifiij ile yapilmasi sebebiyle reaktif oksijen tiirevlerinin
artisi ve bu nedenle DNA bozulmalari meydana geldigi
bilinmektedir (13, 14). Swim-up ydnteminde ise elde edi-
len motil sperm sayilarinda degiskenlikler gézlenmekte-
dir (11, 15, 16).

Motil Sperm Organellerinin Morfolojik Degerlendiril-
mesi: Normal spermatozoa morfolojik degerlendirmesi
fiksasyon sonrasi 6zel boyalar ile hazirlanan preparatta
ve x1000 buyutme altinda yapilir. Ancak, ICSI isleminde
taze preparatta x400 blyttmede en normal gérinimli
spermatozoalar secilerek kullaniimaktadir. YUt basarisi
kullanilan spermin morfolojisi, fonksiyonu ve genetik ya-
pisi ile yakindan iliskilidir. Bu nedenle isik mikroskobu al-
tinda yapilan degerlendirme spermin fonksiyonel ézellik-
leri yani sira DNA hasar hakkinda da yeterli bilgi vermez.

Ryu ve ark. yaptiklar bir calismada sperm morfolojisi ile
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Sekil 1. Laminar sivi akis diizeninin sematik gésterimi. (Suh
ve ark 2003’den modifiye edilerek (54)).

genetik anomaliler arasinda baglanti oldugunu, 6zellikle
andploidik olgularda daha sik oldugunu ifade etmislerdir
(17). Bu durum YUT'de sperm seciminde farkli morfolojik
degerlendirme yontemlerinin arastinlmasina yol agmis-
tir. ilk defa Bartoov tarafindan tanimlanan Motil Spermin
Morfolojik Degerlendirilmesi (MSOME) olarak ifade edi-
len x6300-7000 buyiltme altinda Nomarski interferans
mikroskobu kullanilarak spermin yapisal 6zelliklerinin de-
gerlendirildigi goriintileme ydntemi tanimlanmistir (18).
Bu yontem ile spermatozoanin alti bolgesinde yapisal
ozellikler incelenir (i) Akrozomal bolge; ii) Post-akrozomal
bolge, iii) Boyun, iv) Mitokondri, v) Flajella ve vi) Sperm
kuyrugu). Ardindan, bas bélgesinde vakuol varligi ve va-
kuol ylizey alani hesaplanir (19).

MSOME ve ICSI'nin birlikte kullanildigi yéntem IMSI
olarak adlandirilir (20). Yapilan calismalar IMSI ile fertili-
zasyon, blastosist gelisimi, implantasyon ve gebelik oran-
larinda artis oldugunu gostermistir (21-24). Ancak, son
yillarda yapilan bir meta-analizde IMSI'niin sadece secil-
mis olgularda uygulanmasi gereken bir yéntem oldugu
ifade edilmektedir. Siddetli sperm morfolojik bozuklugu,
sperm DNA hasan varligl ve tekrarlayan implantasyon
basarisizligl olan olgularda IMSI ile daha basarili sonuclar
elde edildigi belirtiimektedir (25, 26).

Mikrofludik Sistemler: Mikrofluidik son yillarda hizla
gelisim gosteren ve molekiiler biyoloji, kimya ve tip alan-
larinda kullanimi umut vaat eden yeni bir tekniktir (27-29).
Yontemin temeli bir mikrocevre ortaminda sivilarin hare-
ketinin fizik prensiplerine dayanmaktadir.

Swvilarin mikrokanallar icerisindeki hareketi, hareket
eden svinin viskozitesi, dansitesi ve velositesi ile kanalin
geometri ve boyutlarina bagh olarak tiirbilans ya da lami-

nar hareket seklindedir. Gerekli sartlar saglanarak kanal
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icerisindeki sivi akisi kanal icerisinde iki ya da daha fazla
sayida sivi katmaninin tek yonli ve tahmin edilebilir lami-
nar akimi saglanabilir (Sekil 1). Bu akis sirasinda sivi taba-
kalarl arasinda diflizyon kuvveti ile cesitli molekiil ya da
yapilarin geometrik ozellikleri, hareketleri, elektrik yukleri
gibi farkli 6zelliklerinden faydalanilarak aynstirilip ayri kay-
naklarda toplanmasi saglanabilir.

GlnUmize kadar androloji alaninda kullaniimak Gzere
cesitli mikrofluidik sistemler gelistirilmistir. Ancak, ilk defa
Kricka ve ark. mikrofluidik bir sistemle motil spermlerin
bir semen 6rneginden ayristirilabilecegini gdstermislerdir
(30). Cho ve ark. paralel-laminar akiml mikrofluidik sistem
kullanarak hareketli spermlerin dusiik kaliteli ve hareket-
sizlerden ayrnistirmay1 basarmistir (31). Takip eden yillarda
3 kanalll mikrofluidik sistemde kimyasal gradient olustu-
rularak spermler kemotaksi ile ayristirilabilmistir (32, 33).
Ayni dénemde Segerink ve ark. elektrik empedans ozelli-
gi ile sperm hiicrelerini round spermatid, I6kosit ve diger
elemanlardan ayirt edebilen bir sistemi mikrofluidik kanala
adapte ederek sperm konsantrasyonu ve hareketli sperm-
lerin ylUzdesinin hesaplanmasini yapabilen entegre bir sis-
tem olusturmuslardir (34, 35).

Mikrofluidiklerin pek cok avantajlari olmasina ragmen
en bliylk dezavantaji olarak semen ytkleme kapasitesi-
nin mikrolitre seviyelerinde disik olusu sayilabilir. Reza
ve ark. 1 mililitre seviyesinde bazal semen ile calisiimasina
olanak taniyan sistem gelistirerek kapasite sorununun ¢6-

ziimiinde dnemli bir gelisme saglanmuistir (36).
Elektriksel yiike gore sperm secimi

Epididimal matilrasyon sirasinda spermatozoanin nor-
mal morfolojisi yani sira kapasitasyon diizeyini de etkile-
yen cesitli negatif yikli cesitli sekretuar proteinlerin bu-
lundugu bilinmektedir (1). Spermatozoanin sahip oldugu
elektriksel yik aracihgl ile gesitli sperm secim yontemleri
gelistirilmistir.

Zeta potansiyel: Sperm membraninin elektriksel yuki
-16mV’dan -120 mV’a kadar degismektedir ve “elektroki-
netik potansiyel” veya “zeta potansiyel” olarak adlandirilir
(37, 38). Membran potansiyelinden fakli olarak “zeta po-
tansiyeli” stispansiyonda ara ylzden uzaklasan hareketli
sperm hiicresinin diizlemdeki elektriksel potansiyelini ifa-
de eder. Kultir medyumu serum veya albiimin icermedigi
zaman spermatozoa negatif yikleri dolayisiyla cam yu-

zeye yapisirlar. Bu yontem ile sispansiyonda sarj edilmis
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sperm hiticreleri elde edilebilir. Bu spermatozoanin normal
DNA buttinligu, normal morfoloji ve normal kromatin yo-
gunluguna sahip oldugu ve hiperaktivasyona ge¢cme ye-
tenegi acisindan daha iyi oldugu kabul edilmektedir (38,
39). Bu yontemin kriyoprezervasyon sonrasi akrozom ve
DNA yapisi saglam sperm sec¢iminde kullanilabilecegi be-
lirtilmis ve ICSl ile fertilizasyon oranlari artmistir (40).
Duasuk maliyeti nedeniyle sperm seciminde kullani-
lan bir yéntem olmasina ragmen, X kromozom tasiyan
spermler daha negatif yiikli olduklan icin bunlarin seci-
minde tarafli olunabilir. Ayrica, sekretuvar proteinlerin hiz-
la azalip etkileri kayboldugu icin hazirlik sonrasi ydntemin
vakit kaybetmeden uygulanmasi gereklidir (1, 38).
Elektroforez: Matir sperm hicrelerini mikro akim tek-
nikleri kullanilarak immattr hticreler, disfonksiyonel germ
hicreleri ve I6kositlerden ayirmak icin gelistirmis bir yén-
temdir (41). Mikrofludik sistemlere benzeyen bu yéntemde
elektriksel yuk ile akiskanlk saglanmaktadir. Bu yontemle
fonksiyonel sperm hiicresi uygun captaki deliklerden ge-
cebilmekte; bodylece fonksiyonel, morfolojik ve genetik
olarak normal spermatozoa elde edilebilmektedir (42).
Yapilan calismalar elektroforetik olarak secilmis sperm-
lerin oksidatif stresten uzak oldugunu ve zona baglanma
kapasitelerinin normal oldugunu ortaya koymustur (43).
Ancak, bu yéntem pahali ekipman ve deneyim gerektiren

bir uygulamadir.
Molekiiler baglanma yéntemleri

Sperm yulizeyindeki molekiiller epididimal matiirasyon
ve normal sperm fonksiyonu icin dnemli yapilardir. Ayrica,
bu yapilar oositi dolleyebilecek spermin saptanmasi igin
de kullanilabilir. Bu amacla iliskili iki madde tanimlanmuistir:

Anexin V ve Hyaluronik asit.

Kaynaklar

1. Henkel R. Sperm preparation: state-of-the-art-physiological aspects
and application of advanced sperm preparation methods. Asian J An-
drol. 2012 Mar;14(2):260-9.

2. Palermo G., Joris, H., Devroey, P. and Van Steirteghem, A.C. Pregnancies
after intracytoplasmic injection of single spermatozoon into an oocyte.
Lancet, 1992; 340, 17-18.

3. Palermo G., Camus M., Joris, H. et al. Sperm characteristics and outcome
of human assisted fertilization by subzonal insemination and intracyto-
plasmic sperm injection. Fertil. Steril. 1993, 59, 826-835.

4. Westergaard HB., Tranberg Johansen AM., Erb K. and Nyboe Andersen A.
Danish National In-Vitro Fertilization Registry 1994 and 1995: a con-
trolled study of births, malformations and cytogenetic findings. Hum.
Reprod., 1999, 14, 1896-1902.

5. Liu DY., Baker HWG. Evaluation and assessment of semen for IVF/ICSI
Asian J Androl 2002 Dec; 4: 281-285.

Anexin V: Canli hiicre plazma membrani i¢ ylziinde
negatif yUkli fosfotidil serine (PS) baglanan 35 kD agir-
liginda bir proteindir. Apoptozis erken bulgusu olarak PS
ic tabakadan dis tabakaya cikar. Ayrica, PS’in sperm dis
yuzine dogru yer degistirmesi DNA hasari ile de iliskilidir
(44, 45). Bu bulgular dikkate alinarak YUT'de dis membra-
ninda Anexin V icermeyen spermatozoalarin secimi (non-
apoptotik/Annexin V negatif sperm) tanimlanmistir

Hyaliironik Asit (HA): Benzer sekilde olgun sperm htic-
releri ylizeyinde HA reseptorleri vardir ve bu durum sperm
motilitesi ve akrozom reaksiyonu ile iliskilidir (46, 47).
Hyaluran bagl spermatozoa diisiik DNA hasari ve dusuk
kromozomal anéploidi icermektedir (48, 49). Bununla bir-
likte yapilan calismalarda HA bagl spermlerle elde edilen
fertilizasyon, implantasyon ve gebelik oranlart HA bagl ol-

mayanlar ile yapilanlardan farkl bulunmamuistir (50).
Gelismekte olan yontemler

Uygulanmakta olan tim tekniklere ragmen halen
daha uygun sperm secimine yonelik incelemeler de-
vam etmektedir. Bu amacgla “Raman Mikrospektromet-
resi” ile spermatozoa DNA yapisinin degerlendirilmesi;
“Konfokal+Spektroskopik Mikroskobi” ile spermatozoanin
hiicresel dizeyde incelenmesi ve “Polarizasyon Mikros-
kobi” ile spermatozoanin niikleer yapisinin ortaya konul-
masina yonelik arastirmalar henliz deneysel olarak devam
etmektedir (51, 52, 53).

Sonu¢ olarak, YUT'de sperm eldesi icin geleneksel
sperm hazirlama ydntemlerinde ortaya ¢ikan sperm ka-
yiplart ve DNA hasarinin 6niline gecebilecek, ayrica var
olan sperm DNA hasarini ortaya koyarak saghkli ve fertili-
zasyon sansi yuksek sperm secimine yonelik hizli teknik-

leri gelistirmek amaciyla arastirmalar devam etmektedir.

6. Henkel RR., Schill WB. Sperm Preparation for ART. Reprod. Biol. Endocri-
nol. 2003; 14, 108-129.

7. Boomsma CM., Heineman MJ., Cohlen BJ., Farquhar C. Semen Prepara-
tion Techniques for Intrauterine Insemination. Cochrane Database Syst.
Rev. 2007, 4.

8. Mortimer D. Sperm preparation techniques and iatrogenic failures of in
vitro fertilization. Hum Reprod. 1991, 6:173-6.

9. Donnelly ET., O'Connell M., McClure N., Lewis SE. M. Differences in Nucle-
ar DNA Fragmentation and Mitochondrial Integrity of Semen and Pre-
pared Human Spermatozoa. Hum. Reprod. 2000, 15, 1552-1561.

10. Marchetti C, Obert G., Deffosez A., Formstecher P., Marchetti P. Study of
mitochondrial membrane potential, reactive oxygen species, DNA frag-
mentation and cell viability by flow cytometry in human sperm. Hum.
Reprod. 2002, 17, 1257-1265.

11. Englert Y., Vandenbergh M., Rodesch C., Bertrand E., Biramane J., Legreve

261



ERKEK UREME SAGLIGI

Derleme

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

A. Comparative auto-controlled study between swim-up and percoll
preparation of fresh semen samples for invitro fertilization. Hum. Re-
prod. 1992; 7, 399-402.

Trounson, AO. and Gardner, DK. (2000) Handbook of In Vitro Fertiliza-
tion, 2nd edn. CRC Press LLC, Boca Raton

Aitken RJ.,, Clarkson JS. Significance of reactive oxygen species and an-
tioxidants in defining the efficacy of sperm preparation techniques. J.
Androl. 1988; 9, 367-376.

Zini A., Finelli A., Phang D., Jarvi K. Influence of semen processing tech-
nique on human sperm dna integrity. Urology 2000, 56, 1081-1084.
Smith S., Hosid S., Scott L. Use of postseparation sperm parameters to
determine the method of choice for sperm preparation for assisted re-
productive technology. Fertil. Steril. 1995; 63, 591-597.

Ricci G., Perticarari S., Boscolo R., Montico M., Guaschino S., Presani G.
Semen preparation methods and sperm apoptosis: swim-up versus gra-
dient-density centrifugation technique. Fertil. Steril. 2009, 91, 632-638.
Ryu HM., William W Lin, Dolores J Lamb, Weber Chuang, Larry | Lipshultz,
Farideh Z Bischoff. Increased chromosome X, Y, and 18 nondisjunction
in sperm from infertile patients that were identified as normal by strict
morphology: implication for intracytoplasmic sperm injection., ertility
and Sterility, 2001; Volume 76, Issue 5, Pages 879-883,

Bartoov B, Berkovitz A, Eltes F, Kogosowski A, Menezo Y, Barak Y. Real-
time fine morphology of motile human sperm cells is associated with
IVF-ICSI outcome. J Androl. 2002 Jan-Feb;23(1):1-8.

Oliveira JB, Massaro FC, Mauri AL, Petersen CG, Nicoletti AP, Baruffi RL,
Franco JG Jr. Motile sperm organelle morphology examination is stricter
than Tygerberg criteria. Reprod Biomed Online. 2009 Mar;18(3):320-6.
Bartoov B, Berkovitz A, Eltes F, Kogosovsky A, Yagoda A, Lederman H,
Artzi S, Gross M, Barak Y. Pregnancy rates are higher with intracytoplas-
mic morphologically selected sperm injection than with conventional in-
tracytoplasmic injection. Fertil Steril. 2003 Dec; 80(6):1413-9.
Vanderzwalmen P, Bach M, Neyer T, Stecher A, Zintz M, Zech N. Blasto-
cyst formation after intracytoplasmic morphologically selected sperm
injection (IMSI) according to the morphological integrity of human
sperm nuclei. RBBMonline November 2008

Setti SA, Ferreira RC, Paes de Almeida Ferreira Braga D, de Cdssia Sdvio
Figueira R, laconelli A Jr, Borges E Jr. Intracytoplasmic sperm injec-
tion outcome versus intracytoplasmic morphologically selected sperm
injection outcome: A meta-analysis. Reprod Biomed Online. 2010 Oct;
21(4):450-5.

Mauri AL, Petersen CG, Oliveira JB, Massaro FC, Baruffi RL, et al. Com-
parison of day 2 embryo quality after conventional ICSI versus intracy-
toplasmic morphologically selected sperm injection (IMSI) using sibling
oocytes. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2010; 150:42-6.

Wilding M, Coppola G, di Matteo L, Palagiano A, Fusco E, Dale B. Intra-
cytoplasmic injection of morphologically selected spermatozoa (IMSI)
improves outcome after assisted reproduction by deselecting physi-
ologically poor quality spermatozoa. J Assist Reprod Genet. 2011 Mar;
28(3):253-62.

Setti AS, Paes de Almeida Ferreira Braga D, laconelli A Jr, Aoki T, Borges
E Jr. Twelve years of MSOME and IMSI: a review. Reprod Biomed Online.
2013 Oct; 27(4):338-52.

Perdrix A, Rives N. Motile sperm organelle morphology examination
(MSOME) and sperm head vacuoles: state of the art in 2013. Hum Re-
prod Update. 2013 Sep-Oct; 19(5):527-41.

Weigl BH., Yager P. Microfluidics: microfluidic diffusion-based separa-
tion and detection. Science, 1999; 283, 346-347.

Takayama S., Ostuni E., LeDuc P., Naruse K., Ingber D. E., Whitesides G. M.
Laminar Flows: Subcellular Positioning of Small Molecules. Nature 2001,
411, 1016-1016.

Hao HC, Tang KT., Yang CM., Chao JS., Li CH., Ku PS., Yao DJ. A portable
electronic nose based on bio-chemical surface acoustic wave (saw) ar-
ray with multiplexed oscillator and readout electronics. Sensors Actua-
tors B Chem. 2010; 146, 545-553.

Kricka, LJ., et al., Applications of a microfabricated device for evaluating
sperm function. Clinical Chemistry, 1993; 39(9): p. 1944-1947

31 Cho BS., Schuster TG., Zhu XY., Chang D., Smith GD., Takayama S.
Passively driven integrated microfluidic system for separation of motile
sperm. Anal. Chem. 2003; 75, 1671-1675.

262

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

Koyama S, Amarie D, Soini HA, Novotny MV, Jacobson SC. Chemotaxis as-
says of mouse sperm on microfluidic devices. Anal Chem 2006,78: 3354-9
Xie L, Ma R, Han C, Su K, Zhang Q, Qiu T, Wang L, Huang G, Qiao J, Wang
J, Cheng J. Integration of sperm motility and chemotaxis screening with
a microchannel-based device. Clin Chem. 2010 Aug; 56(8):1270-8
Segerink, LI, et al., On-chip determination of spermatozoa concentra-
tion using electrical impedance measurements. Lab on a Chip, 2010; 10:
1018-1024.

Segerink, LI, et al., A. Lab-on-a-chip technology for clinical diagnostics:
the fertility chip. Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk, 2012; 37: 61-63.
Reza Nosrati, Marion Vollmer, Lise Eamer, Krista Zeidan, Maria C. San
Gabriel, Armand Zini, David Sinton. Microfluidic separation of motile
sperm with millilitre-scale sample capacity. The DFD12 Meeting of The
American Physical Society 2012.

Ishijima SA, Okuno M, Mohri H. Zeta potential of human X- and Y-bear-
ing sperm. Int J Androl. 1991 Oct; 14(5): 340-7

Chan PJ, Jacobson JD, Corselli JU, Patton WC. A simple zeta method
for sperm selection based on membrane charge. Fertil Steril. 2006 Feb;
85(2): 481-6.

Razavi SH, Nasr-Esfahani MH, Deemeh MR, Shayesteh M, Tavalaee M.
Evaluation of zeta and HA-binding methods for selection of sperma-
tozoa with normal morphology, protamine content and DNA integrity.
Andrologia. 2009; 42:13-9.

Kam TL, Jacobson JD, Patton WC, Corselli JU, Chan PJ. Retention of mem-
brane charge attributes by cryopreserved-thawed sperm and zeta selec-
tion. J Assist Reprod Genet. 2007 Sep; 24(9): 429-34.

Ainsworth C, Nixon B, Aitken RJ. Development of a novel electrophoretic
system for the isolation of human spermatozoa. Hum Reprod. 2005 Aug;
20(8): 2261-70.

Ainsworth C, Nixon B, Jansen RP, Aitken RJ. First recorded pregnancy and
normal birth after ICSI using electrophoretically isolated spermatozoa.
Hum Reprod. 2007 Jan; 22(1): 197-200.

Aitken RJ, Hanson AR, Kuczera L. Electrophoretic sperm isolation: opti-
mization of electrophoresis conditions and impact on oxidative stress.
Hum Reprod. 2011 Aug; 26(8): 1955-64.

van Heerde WL, de Groot PG, Reutelingsperger CP. The complexity of
the phospholipid binding protein Annexin V. Thromb Haemost. 1995 Feb;
73(2): 172-9.

Vermes I, Haanen C, Steffens-Nakken H, Reutelingsperger C. A novel as-
say for apoptosis. Flow cytometric detection of phosphatidylserine ex-
pression on early apoptotic cells using fluorescein labelled Annexin V. J
Immunol Methods. 1995 Jul 17; 184(1): 39-51.

Huszar G, Willetts M, Corrales M. Hyaluronic acid (Sperm Select) im-
proves retention of sperm motility and velocity in normospermic and
oligospermic specimens. Fertil Steril. 1990 Dec; 54(6): 1127-34

Slotte H, Akerlof E, Pousette A. Separation of human spermatozoa with
hyaluronic acid induces, and Percoll inhibits, the acrosome reaction. Int
J Androl. 1993 Dec; 16(6): 349-54.

Jakab A, Sakkas D, Delpiano E, Cayli S, Kovanci E, Ward D, Revelli A,
Huszar G. Intracytoplasmic sperm injection: a novel selection method
for sperm with normal frequency of chromosomal aneuploidies. Fertil
Steril. 2005 Dec; 84(6): 1665-73.

Nasr-Esfahani MH, Razavi S, Vahdati AA, Fathi F, Tavalaee MEvaluation
of sperm selection procedure based on hyaluronic acid binding ability on
ICSI outcome. J Assist Reprod Genet. 2008 May; 25(5): 197-203.
Parmegiani L, Cognigni GE, Filicori M. Risks in injecting hyaluronic acid
non-bound spermatozoa. Reprod Biomed Online. 2010 Mar; 20(3): 437-8
Huser T, Orme CA, Hollars CW, Corzett MH, Balhorn R. Raman spectros-
copy of DNA packaging in individual human sperm cells distinguishes
normal from abnormal cells. J Biophotonics. 2009 May; 2(5): 322-32.
Gianaroli L, Magli MC, Ferraretti AP, Crippa A, Lappi M, Capitani S, Bac-
cetti B. Birefringence characteristics in sperm heads allow for the selec-
tion of reacted spermatozoa for intracytoplasmic sperm injection. Fertil
Steril. 2010 Feb; 93(3): 807-13

Baccetti B. Microscopical advances in assisted reproduction. J Submi-
crosc Cytol Pathol. 2004 Jul-Oct; 36(3-4): 333-9.

Suh RS., Phadke N., Ohl D.A., Takayama S., and Smith GD.: Rethinking
gamete/embryo isolation and culture with microfluidics. Human Repro-
duction Update, 2003; 9(5), 451-461.



