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Kaliteli spermin seciminde guincel yontemler
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infertilite tedavisinde, yardimla tireme teknikleri yay-
gin bir sekilde kullaniimasina ragmen, canli dogum oran-
lart hala istenilen seviyede degildir (1). Daha onceleri,
gelisimin ilk evrelerinde oositin protein ve RNA sentezi-
ni gerceklestirdigi, spermin ise sadece babadaki genlerin
embriyoya tasinmasinda rol oynadig dustiniliyordu. G-
niimuzde ise spermin bir cok dnemli roltindn oldugu, ferti-
lizasyonun erken asamalari, implantasyon ve dahaileri ya-
sam evrelerinde de etkilerinin oldugu gosterilmistir (2,3).

Yardimla Greme tedavilerinde basarinin saglanmasi ka-
liteli gametlerin secilmesi ile mimkiin olmaktadir. iyi kali-
teli spermin seciminde, hala klasik yéntemler kullanldig
gibi gelistirilmis olan ve hatta gelistirilen yeni ydntemler
de mevcuttur. Rutin sperm hazirlama tekniklerinden olan
dansite gradyent santrifligasyon (DGS) ve ylzdirme yén-
temleri (swim-up) hali hazirda yardimla tGreme islemlerinin
temel bilesenleridir. Bu ydontemlerde spermler, sedimantas-
yon yada migrasyon temeline dayanarak aynstirilirlar (4).
Bu yontemlerle spermin motilite ve morfoloji 6zelliklerine
gore secim yapilmaktadir (5). Bununla birlikte rutin hazirlik
yontemleri ile spermin DNA buttinligu, membran maturas-
yonu, apopitotik ézellikleri, ultra yapisi gibi 6zellikleri tespit
edilememektedir. infertilite tedavisi sirasinda bu ézellikle-
rin belirlenerek sperm seciminin gerceklestiriimesi buyiik
onem tasimaktadir. Bu noktadan yola cikilarak, yeni sperm
secim yontemlerinin gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmustur.

infertil ciftlerin tedavisinde gelismis sperm secim yon-
temlerinin kullanilmasina yogun olarak ihtiya¢ duyulmak-
tadir. Ozellikle agir erkek faktdrii hastalarinin tedavisi icin
ICSI yogun bir sekilde kullaniimaktadir. Fakat DNA hasarli
spermler kullanildiginda sadece fertilizasyon degil, emb-
riyo gelisimi, implantasyon ve gebelik oranlari dismekte,
dusik oranlar artmakta ve dogan bebeklerde ciddi sorun-
lar gézlenebilmektedir (6—9).

Gelistirilen yeni se¢cim yéntemleri kisaca asagida 6zet-

lenmeye calisilmistir:
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1- Sperm yiizey yiikiine gére secim

Elektroforez temeline dayanan bir teknolojidir. Sperm-
lerin tasidiklan elektronegatif yiike ve biyukligline goére
ayrilma gerceklesmektedir (Microflow CS-10, Nusep Ltd.,
Frenchs Forest, Australia). Bir elektronegatif ylizey yuku
spermin normal olarak farklilastigini géstermektedir. Fark-
lilasmis sperm yuzeyinin CD52 antijenine sahip olmasi ge-
rekmektedir (10). CD52 ekspresyonunun, normal sperm
morfolojisi ve kapasitasyonu ile dogru orantili oldugu tes-
bit edilmistir. Elektroforetik ydntem ile spermin kalitesinin
yiksek oldugu, ayn1 zamanda I6kosit ve germ hiicreleri
uzaklastinldigindan izole bir sekilde spermlerin elde edi-
lebildigi 6ne strilmektedir (11).

Sperm seciminde kullanilan elektroforetik yéntemler
hizlidir ve kisa stirmektedir (2). Santrifij basamagi bulun-
madigindan, sonrasinda reaktif oksijen urlnlerinin (ROS)
olusmasi ve bu Urlnlerin olumsuz etkileri gézlenmemek-
tedir (12). Ayni zamanda I6kosit ve immatur germ hucre-
leri gibi ROS’un ana kaynaklari da bu yéntem ile uzaklas-
tinlabilmektedir. Ozellikle oligozoospermik, testikiiler ve
dondurulmus spermlere uygulandiginda elektroforetik
yontemlerden iyi sonucglar alinmistir. Fakat sperm hare-
ketliliginin negatif olarak etkilenmesi sonucu yéntemin
guvenirliligi ile ilgili bazi soru isaretleri olusmustur (2,13).
Ayrica ayristirma aparatinin kompleks bir yapiya sahip ol-
masi glinliik rutin kullanim i¢in sinirlayici bir faktér olabil-
mektedir (Sekil 1).

Bir diger elektroforetik yontem, spermin zeta (elekt-
rokinetik) potansiyeli temel alinarak gelistirilmistir (14).
Sperm membrani ve etrafinda 6lgiilen bu potansiyel ma-
tur bir sperm igin -16 ila -20 mV’tur (15). Zeta potansiyeli
kapasitasyonla birlikte azalmaktadir (16). Metodta; pozitif
yukli santrifiij tiipudnin icine, yikanmis olan sperm ornegi
pipetle alinir, lateks bir eldiven kullanilarak, 2—3 kez tup

icinde hafifce karistinilir. 1 dk sonra, tlp santrifdj edilir, tip
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Sekil 1. Elektroforetik yontemle spermin ayristirilmasi-MicroflowCS-10.

kenarina yapismayan spermler ve diger hticreler uzaklas-
tinhir (Sekil 2).

Zeta metodta, bir elektroforez ekipmanina ihtiya¢ du-
yulmadigindan ucuz ve yapilmasi kolaydir. Zeta islemi,
dondurup-¢ozilen sperm orneklerinde de basanl olarak
uygulanmuistir (17). Yiiksek-voltajli elektrik kullanimi bulun-
madigindan diger yonteme goére daha gtivenli bulunmak-
tadir. Fakat diisiik sperm sayisinin oldugu oligozoospermik
orneklerde basarsi sinirhdir. Ayrica testikiler/epididimal
sperm Orneklerinde yeterince test edilememistir (14).

Elektroforetik yontemler, DGS ydntemi ile karsilasti-
rildiginda, elde edilen spermlerin maturite, morfoloji ve
DNA butinlaguniin yiksek, fakat motilitesinin disik ol-

dugu goézlenmistir (14,17—19).
2- Apopitotik olmayan spermin secimi

Sperm membraninin dis ylizeyinde bulunan fosfatidil-
serin (PS)’in eksternalizasyonu (disa yerlesimi), erken apo-
pitozisin bir 6zelligidir. Bu yontemde bir manyetik-aktive
sorting system (MACS) kullanilarak, apopitotik olmayan
spermin sec¢imi saglanir. PS’nin eksternalizasyonu duru-
munda, Anneksin V ile bagh paramagnetik mikrobeadle-
re baglanarak apopitotik spermlerin isaretlenip ayriimasi
saglanir (20).

ilk basta heterojen bir sperm hiicre konsantrasyonu

Anneksin V-konjuge mikrobeadlerle inkiibe edilir, sadece

Sekil 2. Zeta potansiyeli ile spermin
aynistiriimasi.

ekternalize PS’li apopitotik spermler bu beadlere bagla-
nir. Bead/sperm karisimi icine bir miknatis yerlestirilmis
MACS klonundan gegirilir. Bu miknatis, kolonun i¢ kis-
minda mikrobeadlerle isaretli hiicrelerin tutulmasini, isa-
retlenmemis hiicrelerinde akip giderek uzaklastirilmasini
saglamaktadir (21). MACS ile I6kositler ve germ hiicreleri
uzaklastinlamadigindan, bu teknik DGS ile kombine uy-
gulanmaktadir (22) (Sekil 3).

Apopitotik olmayan spermin Anneksin V manyetik
hiicre aynstiricisi ile aynistirlmasi basit, hizli, ucuz ve yik-
sek spesifiteye sahiptir. Bununla birlikte, teknikte &zel
laboratuvar ekipmanina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ek ola-
rak DGS ve MACS kombinasyonu olmasi gerektiginden
santriflij ve resiispansiyon basamaklarinin ézellikle diistik
sperm sayisinin oldugu semen érneklerinde, olumsuz et-
kilerinin oldugu goézlenmistir (23). MACS mikrobeadleri
parcalanabilir ve bu durumdan hicre canhhg etkilenebil-
mektedir (24).

lanan sorunun 6niline ge¢cmek icin glass wool ayristirma

Serbest ylizen mikrobeadlerden kaynak-

kolonu (GW) kullanimi énerilmektedir (20).

DGS ile birlikte kullanilan MACS y6ntemi sonrasi elde
edilen spermlerin ytiksek motilite, canlilik, morfoloji, kri-
yosurvival orani ile azalmis apopitoz ve DNA fragmantas-
yon oranina sahip oldugu 6ne surilmektedir (23,25-27).
Ek olarak baska bir calismada, bu sisteme Anneksin V-GW

eklendiginde, diisiik caspase aktivasyonu olan ve yiiksek
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Sekil 3. MACS yontemi ile spermin ayristirilmasi.

mitokondriyal membran potansiyeline sahip spermin se-
cilebilecegi belirtilmistir (20).

DGS ile birlikte kullanilan MACS ve DGS’nin karsilas-
tinldigr calismalarda; 6zellikle anormal sperm parametre-
lerine sahip olan ve ayni zamanda apopitotik marker se-
viyeleri ve DNA fragmantasyon orani yiksek saptanmis
infertil hastalarda, DGS-MACS uygun bir yontem olarak
goziikmektedir. Bu calismalarda fertilizasyon oranlar ba-
kimindan bir farkhlik gézlenmezken, DGS ile birlikte kulla-
nilan MACS grubunda, embriyo bélinme ve klinik gebelik
oranlari daha ylksek bulunmustur (28). Son yillarda da
MACS yo6nteminin kullanimi ile ICSI sonrasi saglikli bebek-
lerin dogdugu rapor edilmistir (29,30). Bu nedenle yliksek
bir apopitoz insidansi ve DNA fragmantasyon oraninin ol-
dugu vakalarda ART protokollerinin icine MACS'In yerles-

tirilmesinin faydal olacag diistintilmektedir.

3- Sperm membran olgunlugu (maturitesi)

temel alinarak yapilan secim

Sperm plazma membraninda hyaluronik asit (HA) bag-
lanma bélgesinin olusu, sperm maturitesinin en édnemli
isaretlerinden biridir. Bu yontemde spermin secimi bu
ozellige dayanilarak yapiimaktadir (31). Spermin segilebil-
mesi icin, HA'in sabitlendigi 4 isaretli kuyucugun oldugu
“PICSI dish” diye adlandirilan bir Grln gelistirilmistir (Mi-
dAtlantic Diagnostics Inc., Mt Laurel,N], USA). Yikanan
spermin bir damlast HA noktasinin kenarina birakilir ve
HA-bagh spemler 15 dk sonra enjeksiyon pipeti ile topla-
narak ICSI i¢in kullanilir (32) (Sekil 4).

Metod, yuksek spesifiteye sahiptir ve minimal gtivenlik

endisesi vardir (33). Clinkli HA normalde servikal mukus,
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kumulus hiicreleri ve follikiiler sivininin normal bir bilese-
nidir. Sperm baglanmasindan 6nce hazirlik asamalarinda
fazla zamana ihtiya¢ duyulabilmektedir.Yontem, 6zellikle
mikroenjeksiyon yapilacak oosit sayisi fazla oldugunda
sorun olabilmektedir.

Yine DGS y6ntemi ile karsilastinldiginda, HA baglanma
yontemi sonrasi elde edilen spermlerin canhlik oranlar ve
motilitesi ylksek, caspase-3 aktivitesi ve DNA fragman-
tasyon oraninin duisik oldugu gézlenmistir (33—306).

Sperm immaturitesi ve aneuploidinin altinda yatan
en yaygin faktér HspA2’'nin ekspresyonunun azalmasin-
dan kaynaklanmaktadir (37). Bu nedenle, HA baglanma-
s1 kromozomal anomali sikligi diisik olan matur spermi
secmede de siklikla kullanilmaktadir. Bu da ICSI sonrasi
genetik komplikasyon riskini azaltabilmektedir. Fertilite
tedavisi goren erkeklerin semen o6rnekleri calisildig1 bir
calismada, HA bagl spermler ile baglanmayan spermler
karsilastirildiginda otozomal dizomi, diploidi seks kro-
mozomu dizomisi énemli oranda disik bulunmustur
(32). Yine yapilan arastirmalarda HA baglanma yontemi
ile ilgili olarak farkli ART sonuglar saptanmistir. Kimi ca-
lismalarda bu spermler kullanildiginda sonugclar ile her-
hangi bir iliski saptanmamisken (36,38), bazilarinda ise
farkli ART parametreleri ile iliskilerinin oldugu gosteril-
mistir (39,40). Sonug olarak, HA bagli spermlerin pozi-
tif etkisi, DNA bttnlGgu iyi olan, matur ve disik DNA
fragmantasyon oranlari olan spemlerin secimine imkan
verdigi distintlmektedir (39). Bununla birlikte, ICSI son-
rasi HA bagl olmayan spermlerde sonuclarin daha riskli
oldugu, 6zellikle aneuploidi ve DNA fragmantasyon sik-

liginin yiiksek oldugu tesbit edilmistir (40).
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Sekil 4. PICSI petrisinde spermin goérinim.

4- Sperm ultramorfolojisi temel alinarak secim

Sperm morfolojisi, erkekte in vivo ve in vitro fertilitenin
en 6nemli belirleyicilerinden biri olarak tanimlanmaktadir
(41—-43). Mikroskop altinda X1000 biiyiitmede boyanmis
hicrelerin rasgele degerlendirildigi morfoloji sinirlandiril-
mis bir degerdir. Bununla birlikte ICSI sirasinda X400 buytit-
me altinda boyanmamis spermler secilerek kullanilabilmek-
tedir (44). Dolayisiyla boyanmis 6rnekler semenin kalitesi
hakkinda énemli bilgiler verirken, ICSI i¢in fazla bir katkisi
bulunmamaktadir. Alternatif bir ydntem olarak, X6300 bu-
ylitme altinda gercek-zamanl motil sperm organel morfo-
loji incelemesi (MSOME) ile normal spermin se¢imi gtivenli
bir sekilde yapilabilmektedir (44). Bu islem de, 6ncelikle
rutin sperm hazirlama yéntemi ile hazirlanan motil sperm
stispansiyonundan bir mikro-damlacik hazirlanir. Daha son-
ra dijital olarak buyGtilmus yliksek gucli Nomarski optikle-
re adapte edilmis inverted isik mikroskobunda, immersiyon
yagj altinda degerlendiriimektedir. MSOME icin 6 sperm or-
ganelinin tesbiti yapilmaktadir (akrozom, postakrozomal la-
mina, boyun, kuyruk, mitokondriler ve nukleus). Nukleusun
hem sekil hemde kromatin icerigi (vakuolar alan) ayrica de-
gerlendirilmektedir. Clinkii organeller arasinda sperm nuk-
leusunun ART sonuglarini etkileyen en énemli yapi oldugu
belirtiimektedir (44). Daha sonra, intrasitoplazmik morfolo-
jik olarak secilen spermin enjeksiyonu yontemi (IMSI), ICSI
yoénteminin bir modifikasyonu olarak gelistirilmistir (44).
Bu yaklasim globozoospermide, akrozomal komponentler

gibi spesifik sperm organellerinin belirlenmesi durumlarin-

da ézellikle faydali oldugu diistinilmektedir (45) (Sekil 5).

IMSI icin spermin seciminde kullanilan MSOME, uzun ve
karmasik bir islemdir. Rutin ICSI islem siirelerine ek olarak,
yapihsi 5 saat kadar sirmektedir (46). Ayni zamanda énemli
bir masrafi olan 6zel cihaza ihtiya¢ duyulmaktadir. Sperm
ultramorfolojisinin bir diger smnirlayici etkisi, onun yaygin
olarak kullanimini etkilemektedir. Bu da normal spermin
ultramorfolojisinin siniflandirlmasi yapan kisinin egitimi ve
tecriibesine bagl olmasidir. Gézlemciler arasi farkliik MSO-
ME sirasinda sinirlayici olurken, diger yandan teknik ytiksek
seviyede deneyime sahip olmay: gerektirmektedir (44).

Yapilan ¢alismalarda, X 13000 yiiksek biiyiitme altinda-
ki, ntiklear vakuoliin olmadig1 immotil spermlerde yuksek
mitokondriyal membran potansiyeli, diistiik DNA fragman-
tasyon ve aneuploidi orani gézlenmistir (47). Buyuk niikle-
ar vakuollerin (2%50 sperm niiklear alanin) oldugu sperm-
lerde, normal nikleuslu bir spermle karsilastirildiginda,
yuksek DNA fragmantasyonu ve denaturasyon gozlen-
mistir (48). Gebelik ve canli dogum oranlari, ICSI'den zi-
yade IMSI'de daha yiiksek bulunmustur, diisiik oranlarida
azalmis bulunmustur (44,46). Fakat fertilizasyon, bolliinme
ve embryo morfolojisinde bir farkhilik bulunmamaktadir
(49—51). Bu calismalara ek olarak, bir metaanalizde 357
IMSI, 349 ICSI yapilmis ve sonuglar karsilastirildiginda;
gebelik ve disiik oranlart IMSI'de daha iyi, fertilizasyon
oranlarinda ise bir farkhlk gézlenmemistir (52).

Bir diger optik sistem, spermin cift kinhminin (birefrin-

gence) belirlenmesi seklindedir. Bu sistemde boyuna yer-
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Sekil 5. IMSI icin spermin secimi.

Sekil 6. Polarize 151k mikroskobu ile reaktif akrozomlu spermin
secimi.

lesmis olan (longitudinally) subakrozomal protein mikrofi-
lamentlerinin varligina gére matur form belirlenmektedir

(53). Spermin cift kinhmi polarize lenslerin oldugu bir in-
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verted mikroskop ekipmani kullanilarak degerlendirilmek-
tedir. Cift kinlim ile sperm motilite ya da canliigl negatif
etkilenmeden ICSI sirasinda reaktif akrozomlu spermin
secilmesi saglanmaktadir (54) (Sekil 6).

Cift kirlma sahip sperm mikroenjeksiyon icin secilebil-
mektedir ve bu spermlerin kalitesinin iyi oldugu 6ne surul-
mektedir. Cift kinhmli spermlerin orani ile konsantrasyon,
motilite ve canlilik gibi diger sperm parametreleri arasinda
onemli bir pozitif korelasyon bulunmaktadir (54). MSOME
ve IMSI'de oldugu gibi yine polarize mikroskobi ile sperm
secimi sirasinda ek ekipman, zaman ve teknik deneyime
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yine sperm cift kirliminin degerildirilmesi ile yapilan
mikroenjeksiyon ydntemi ile rutin ICSI'nin kiyaslandigi
agir erkek faktorli hastalarda bu yeni yontemle yiiksek
gebelik orani ve azalmis dusiik orani goézlenmistir (54).
Polarize mikroskoplar reaktif akrozomlu spermin secimine
imkan verdiginden, akrozom reaksiyonu olmayan sperm-
lerle karsilastirildiginda daha yuksek gebelik oranlari alin-
dig1 gosterilmistir (55).

5- Sperm DNA biitiinliigii arttirnlarak ve
oksidatif stress azaltilarak yapilan secim

Motilite, sperm Kkalitesinin degerlendiriimesi agisin-
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Sekil 7. Mikroakiskan kanal sistemi.

dan énemli bir parametredir. Motil sperm ylizdirme ve
DGS yontemleri ile elde edilmektedir (56,57). DGS y6n-
teminde, islemlerin santrifijj ile yapilmasi sebebiyle reak-
tif oksijen turevlerinin (ROS) artmasi ve bu nedenle DNA
yapisinda bozulmalarin meydana geldigi (58,59), ytzddr-
me yonteminde ise elde edilen motil sperm sayilarinda
degiskenliklerin olabildigi bilinmektedir (56,60,61). Bu
noktadan yola cikarak geleneksel sperm hazirlama yoén-
temlerinde ortaya ¢ikan sperm kayiplari ve DNA hasarinin
oniine gecebilecek, sperm secimine yonelik gelistirilen
yontemlerden biride “mikroakiskan kanal sistemi (sperm-
chip)” yontemidir. Aslinda bu yéntem gelistirilirken dogal
ortamdan esinlenilmistir. Bu sistem, spermin intrauterin
ortam, servikal ve vajinal kanal mikrocevresine benzeyen

bir mikrokanal icerikli ¢ip 6zelligindedir.

Mikrogipte, 1.5 mm kalinliginda Polimetilmetakrilat
kombinasyonu (PMMA) ve 50 mikron kalhnhginda cift
tarafli yapiskan (DSA) film mikroakiskan kanallar olus-
turmaktadir. Mikroakiskan kanal icinde sperm hareketini
otomatik kaydini etkinlestirmek icin ¢ipe bir lensless char-
ge-coupled cihaz (CCD) entegre edilmistir. Entegre sistem
mikroakiskan kanala yerlestirilmistir. Mikroakiskan kanal
ortami serum ile desteklenmis, taze human tubal fluid
(HTF) medium ile dnceden doldurulmustur. Sperm 6rnegi
stunun en Ust kanal girisine pipetle ytklenir. Belirli uzun-
luktaki kanal sistemlerinden spermlerin ylizmesi beklenir.
Yizen spermler toplanarak ICSI icin kullanilir. Ayrica mik-
rocip birlestirilmis cihaz (CCD) lizerine yerlestirilebildigin-
den spermin golge hareketi izlenerek kayit da yapilabil-
mektedir (62) (Sekil 7).
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Genel olarak, spermin hazirlanmasi ve seciminin, tek-
nik acidan zorlayici oldugu bilinmektedir. Bu durum goéz
oniine alindiginda, mikroakiskan cihazin kolay kullanim-
I, tekrarlanabilir ve guvenilir olmasindan dolayr avantajli
oldugu 6ne sirilmektedir (63). Mikrokanaldan olusan
mikrogip yontemi santrifij olmadan, saghkh, hareketli
ve morfolojik olarak normal sperm eldesi icin alternatif
bir teknik olarak sunulmaktadir. Bu teknikle elde edilen
sperm oOrnekleri ylizdirme ydntemi ile karsilastirildiginda,
anlamli olarak dustik ROS ve DNA parcalanma oranlarinin
oldugu gosterilmistir. Bu calismada, ylzdirme yéntemi ile
ROS ytizdesi %10.6x%1.1 iken, sperm MMSS cip (macro-
microfluidic sperm sorter) kullanildiginde kanal boyutuna
bagli olarak ROS uretimi; %0.8+%0.4 (3 pm MMSS chip),
%0.7£%0.1 (5 pm MMSS chip) ve %1.0+0.1 (8 ym MMSS
chip) seklinde bulunmustur. DNA fragmantasyon anali-
zine bakildiginda ise, ylzdirme ydnteminde %3.7+%1.2
sonucu alinmustir. Cip kullanildiginda ise farkli kanal uzun-
luklarinda %1.1£0.3 (8 pm MMSS), %2.1+0.7 (5 pm MMSS
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