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Sperm function tests; from past to present
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Infertilite, korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen, bir
yilin sonunda gebelik olusmamas1 durumudur ve reprodiiktif yas
grubundaki iftlerin %10-15’ini etkiler. Infertilite nedenleri erkek
ve kadin faktorleri arasinda neredeyse esit olarak boliinmiistiir;
her biri infertilite vakalarmim yaklasik %40’m1 olusturur, geri
kalan %20’si de her ikisinin ortak etkisinden kaynaklanir.
Erkek hastalarin ¢ogunda, infertiliteden sorumlu molekiiler
mekanizmalar bilinmemektedir. Etiyolojide genetik, epigenetik,
sistemik, c¢evresel faktorler veya bu faktorlerin birliktelikleri
yer alir. Sperm fonksiyonunu degerlendirmek igin bircok test
gelistirilmis, fakat henliz sperm fertilizasyon kapasitesini
ongorebilen bir test bulunamamustir. Giiniimiizde ise gelisen
teknoloji sayesinde genomik, protemik ve metabolomik gibi
yeni yontemler ile spermatogenezisin molekiiler mekanizmalari
ve erkek infertilite patogenezi arastirmalari yapilmaktadir. Bu
derlemede gecmisten giiniimiize gelen sperm degerlendirme
testleri tartisilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sperm, semen analizi, infertilite

GiRIS

Infertilite korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen, bir
yilin sonunda gebelik olugsmamasi durumudur ve reprodiiktif
yas grubundaki giftlerin %10-15"ini etkilemektedir. inferti-
lite nedenleri erkek ve kadin faktorleri arasinda neredeyse
esit olarak boliinmiistiir; her biri infertilite vakalarinin yak-
lasik %40’m1 olusturur, geri kalan %20’si de her ikisinin
ortak etkisinden kaynaklanir. Giiniimiizde erkek infertilitesi
tanisinda sperm konsantrasyonu, motilite ve morfoloji gibi
parametreleri iceren semen analizi, sperm degerlendirme
testlerinin temelini olusturur ve sperm kalitesi hakkinda bilgi
verir. Fakat erkegin fertilizasyon kapasitesini 6lgmemekte-
dir. Yapilan arastirmalarda normal semen analizi sonucuna

ABSTRACT

Infertility is the condition that pregnancy does not occur at the end
of'a year despite unprotected and regular sexual intercouse, affects
10-15% of couples in the reproductive age group. The causes of
infertility a real most equally divided between male and female
factors; each accounts for about 40% of infertility cases, while
there maining 20% is due to combined effect of both. In most male
patients, the molecular mechanisms responsible for infertility are
unknown. Etiology includes genetic, epigenetic, systemic and
environmental factors, or combinations of these factors. Several
tests have been developed to evaluate sperm function, but any test
has yet been found to predict sperm fertilization capacity. Today,
molecular mechanism of sperm production, maturation and
pathogenesis of male infertility are being investigated with new
methods such as genomic, proteomic, and metabolomic thanks to
developing technology. This review discusses the past, present
and future of sperm evaluation tests.
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sahip erkeklerde infertilite veya celiskili sonuglar oldugu
gozlenmistir. Bu nedenle spermatozoonun fertilizasyon ye-
tenegini analiz etmek i¢in daha ayrintili ve fonksiyonel
testlere ihtiya¢ vardir. Sperm disfonksiyonunu hiicresel ve
molekiiler diizeyde tanmimlamahdir. Ideal sperm fonksiyon
testi, spesifik sperm disfonksiyonunu teshis etmeli, fertili-
zasyonu ve gebelik oranlarmni tahmin etmeli ve tanimlanan
sperm disfonksiyonunu azaltmak i¢in uygun bir tedaviyi
isaret etmelidir. Erkek faktor infertilite etiyolojisinin dogru
analiz edilmesi, en uygun tedavi seklinin planlanmasi acisin-
dan olduk¢a 6nemlidir. Bu derlemede ge¢misten bugiine ge-
len sperm degerlendirme testleri ayrintili olarak ele alinmis
ve gelecege yonelik neler yapilabilecegi tartigilmistir (1,2)
(Tablo).
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Tablo. Sperm degerlendirme testleri
1. Semen analizi

2. Sperm fonksiyon testleri
- Antisperm antikor (ASA) testleri
- Akrozom reaksiyon testi
- Sperm penetrasyon testi
- Zona pellucida (ZP) baglanma ve penetrasyon testi: Hemizona
testi (HZA)
- Hyaluronik asit baglanma testi
- Sperm vitabilitesi

3. Oksidatif stres
- Kemilliminesans
- Floresan teknikler
- NBT testi

4. Sperm DNA fragmantasyon testleri
- Basit hicre jel elektroforezi (Comet)
- Sperm kromatin analizi (SCSA)
- Terminal deoksinlkleotit transferaz aracili etiketlemesi (TUNEL)
- Spem kromatin dispersiyon (Halo) testi
5. Epigenetik yaklagim
- Proteomiks, genomiks, metabolomiks

1. SEMEN ANALIZi

Semen; testisten gelen sperm, epididimis, ductus defe-
rens, prostat, seminal vezikiiller, bulboiiretral bezlerden
gelen salgilarindan olusan alkali, opak, beyazimsi bir sivi-
dir. Erkek infertilitesinde, ilk ve temel tetkik semen analizi
(spermiyogram)’dir (3). Semen analizi yapilirken, Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) insan Semen Incelemesi Laboratuvar
El Kitab1, 2010 Baskis1 referans alinir (4).

Semen analizini etkileyen bir¢ok faktor bulunur. Bunlar; nu-
munenin tiimilyle toplanamamasi, aksesuar cinsiyet bezle-
rin yetersiz aktivitesi, son cinsel aktiviteden itibaren gegen
zamanin kisa veya uzun olmasi, sondan bir 6nceki cinsel
perhis siiresi, ejakiilat bagina diisen spermatozoon sayisi-
n1 etkileyen testis biyiikliigiidiir. Bu yiizden tek bir semen
analizi ile erkegin semen kalitesini tanimlamak miimkiin
degildir, 2 veya 3 numuneyi en az 15 giin ara ile incelemek
gereklidir. Numune toplama agamasindan once hasta ayrin-
til1 olarak yazili ve s6zlii bilgilendirilmelidir. Aksi takdirde
sonuglarin saghkli degerlendirilmesi miimkiin degildir. In-
celenecek ejakiilat en az 48 saatlik cinsel perhiz sonrasinda
mastlirbasyon ile steril bir kaba alinmal1 ve cinsel perhiz 7
giinii gegmemelidir. Ornek sicakligim muhafaza etmek icin,
laboratuvara yakin bir odada verilmelidir, nadiren hasta-
nin evden 6rnek getirmesine izin verilir, en ge¢ 30 dakika
icerisinde tetkik yapilacak laboratuvara, sicakligi korumak
amach belinde tastyarak getirilmis olmalidir (3,4).

Ejakiilatin makroskopik bakisinda goriintimii, miktari, like-
faksiyon zamani, viskozitesi, koku ve pH’s1 degerlendiri-
lir. Mikroskobik inceleme ise, faz kontrast mikroskobunda
Makler kamera ile sperm sayimi, 1slak preparat ve sperm
yayma preparati ile morfoloji incelenir. WHO 2010 semen
analizi normal degerler; Semen voliimii 1.5 ml, total sperm
sayist 39 milyon/ejakiilat, sperm konsantrasyonu 15 mil-
yon/ml, total motilite %40, ileri motilite %32, vitalite %58
canli sperm, sperm morfolojisi %4 normal formlar, pH>7.2,
peroksidaz-pozitif 16kosit 2.4pmol/ejakiilat, seminal fruktoz
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>13umol/ejakiilat, seminal notral glukozidaz >20 mU/eja-
kiilattir (3,4).

WHO insan semen analizinde referans degerleri belirlemis
olmasina ragmen, fertil erkeklerin bile semen parametrele-
rinde %50 referans degerlerin altinda olabilir (5). Patel ve
ark. (6) tarafindan yakin zamanda yapilan derlemede, her ii¢
semen parametresindeki anormallikler (sperm konsantras-
yonu, motilite ve morfoloji) subfertiliteyi gdsterebilir, ancak
asir1 kayiplan infertilitenin dogru tahminini ve infertiliteye
sebep olan patolojik bulgularin sadece azoospermi, agir as-
tenospermi ve globozoospermi oldugunu gostermislerdir.
Leushuis ve ark. (7) semen analiz sonuglarmin degiskenligi
ve tekrarlanabilirligini i¢in 5000°den fazla hastanin verile-
rini analiz etmis, semen analizi sonuglarinin hasta kaynakl
(6rnegin perhiz siiresi), analiz yontemi ya da degerlendiren
kisi kaynakl1 ve dogal biyolojik etkenler nedeniyle degise-
bildigini, tiim semen parametrelerinde %28 ile %34 arasinda
degiskenlik oldugunu ve semen analizlerinin sinirh tekrarla-
nabilirligini gdstermistir.

2. SPERM FONKSiYON TESTLERI

“Sperm fonksiyonu” terimi, spermatozoonun genetik mater-
yalini bir oosite basariyla iletme kabiliyetini belirtir. Ferti-
lizasyonda ejakiilasyon ile atilan sperm, disi genital siste-
minde kapasitasyonu tamamlamali, zona pellucida’ya (ZP)
baglanmali ve son olarak akrozom reaksiyonuna girmelidir.
Bu nedenle, sperm fonksiyon testleri fertilizasyon basamak-
larin1 degerlendirmeyi amacglamaktadir. Bunlar; ASA testi,
akrozom reaksiyon testi, zona pellucidaya baglanma ve pe-
netrasyon testidir (8).

ICSI yontemi gelismeden Once infertil ¢iftler i¢in yaygin
olarak yapilan sperm fonksiyon testleri, simdi esas olarak
arastirma amaciyla yapilmaktadir. Sebebi; ICSI sayesinde
fertilizasyonun ilk asamalarinin atlanmis olmasidir. IVF
sonuglari, infertil erkeklerin sperminde siklikla yetersiz ak-
rozomal reaksiyon ve/veya anormal sperm-zona pellucida
iligkisinin bulundugunu gdstermistir.

2.1. Anti-sperm antikor (ASA) testleri

Normalde testis ile kan arasinda bir bariyer vardir ve bu
bariyer spermlerin immiin sisteme maruz kalmasini Onler.
Sperm {iretimi puberte sonrasi bagladigi i¢in daha dnce olus-
mus olan immiin sistem, spermleri tanimaz ve yabanci ola-
rak degerlendirir. Sperm ile kan hiicrelerinin karsilagsmasi
durumunda antikor iiretimi gerceklesir. Sperm antikor olu-
sumu i¢in risk faktorleri; duktal obstriiksiyon, 6nceki genital
enfeksiyonlar, testikiiler travma, dnceden yapilmig vazo-
vazostomi veya vazoepididimostomidir. Sperm antikorlari,
spermlerin agliitinasyonuna (kiimelesme) neden olabilir.
Sperm {izerindeki antikorlar1 gosteren testler ‘direkt testler’
olarak adlandirilir. Bunlar; 1) karma antiglobiilin reaksiyonu
(mikstantiglobiilin reaksiyonu, MAR) testi, 2) immunobead
(IB) testidir. Indirekt testler ise; serumda veya semende an-
tikor tespit eder. ASA testleri; sperm sayisi normal, sperm
agliitinasyonu olan izole astenospermili kisilerde yapilma-
lidir. Direkt testler ile sperm ylizeyinde bulunan ASA indi-
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rekt testler ile serum ve seminal plazmada bulunan ASA’dan
daha fazla anlamhdirlar. Eger kisiye ICSI planlaniyorsa
ASA ol¢timii gerekli degildir (9).

2.2. Akrozom Reaksiyon Testi

Spermin zona pellucidaya baglanmasi, akrozom reaksiyonu
(AR) denilen hidrolize edici enzimlerin salinimini tetikler
ve sadece akrozom reaksiyonu gerceklesen spermatozoon,
ZP’ye niifuz edebilir, oosit membranini baglayabilir ve oo-
sit ile kaynasabilir. Litik enzimlerin serbest birakilmasi ve
membran reseptorlerinin varligi akrozom reaksiyonu igin
gereklidir, bu da spermin ZP yoluyla niifuz etmesi ve oole-
ma ile entegrasyona neden olur. AR, sperm baglanmasindan
sonra ZP’de baglar. Akrozomal durum mikroskopi, flowsito-
metri ve floresan igaretli lektinler ile degerlendirilebilir. Taze
ve depolanmis semende bulunan hasarli akrozom igeren
hiicrelerin yiizdesinin hesaplanmasi, semen degerlendirme-
sinde 6nemli kisimlarindan biridir. Zona baglanma testlerine
benzer sekilde, zayif AR testine sahip hastalar intrasitop-
lazmik sperm enjeksiyonuna (ICSI) yonlendirilmelidir. AR
testlerinde fertilizasyonun ongdriilmesinde yiiksek bir tah-
min giicli oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, AR testi su
anda klinik amaglardan ¢ok arastirma amaclh kullanilmak-
tadir (10).

2.3. Sperm Penetrasyon Testi

1980’lerde ve 1990’1arin basinda popiiler olan “hamster yu-
murta penetrasyon testi” (HES) veya “sperm penetrasyon
testi” (SPA) su anda ¢ok az sayida laboratuvarda kullanil-
maktadir. Sperm kapasitasyonunu ve fertilizasyon yetene-
gini 6lgmek icin hamster oositi kullanilarak spermin oosite
niifuz etme yetenekleri in vitro kosullarda test edilmis-
tir. Her ne kadar bu testte birka¢ modifikasyon gelistirilmis
olsa da, fonksiyonel prediktif degeri tartismalidir ve normal
semen parametreleri olan erkekler icin bile artik onerilme-
mektedir (11).

2.4. Zona Pellucida (ZP) Baglanma ve Penetrasyon Testi:
Hemizona Test (HZA)

HZA, zona ylizeyindeki glikoprotein reseptorleri ZP3’e bag-
lanmak ve uygun bir sekilde aktivasyon ve akrozom reak-
siyonuna girmek i¢in spermatozoon kapasitesini incelemek
icin canli olmayan, ikiye boliinmiis insan oositlerini kulla-
nan fonksiyonel bir homolog gamet etkilesimi modelidir.
Bu analizin ana prensibi, sperm-zona baglanmasinin in vitro
olarak degerlendirilmesidir. HZA testinin SPA testine goére
daha iyi hassasiyet/6zgiilliik ve pozitif/negatif prediktif gii¢
gostermistir ve IVF sonucu ile korele oldugu tespit edilmis-
tir. Normal veya hafif anormal semene sahip erkeklerde bu
test uygulanabilir ve yardimer tireme tedavi planinda yarar-
lanilabilir (12).

2.5, Hyaliironik Asit Baglanma Testi

Insan oositi, dogal bir selektdr gdrevi goren hyaliironik asit
ile ¢evrilidir. Sadece hyaliironik aside 6zgii reseptorleri eks-

prese eden olgun spermatozoon oositlere ulasabilir ve onu
fertilize edebilir. Hyallironik aside baglanan sperm normal
bir sekle sahiptir. Bu da in vivo kosullarda hyaliironik asi-
din dogal bir sperm segici olarak rolii oldugunu diisiindii-
riir. ICSI i¢in segilen spermlerin hyaliironik asidi baglama
kabiliyeti degerlendirildiginde fertilizasyon orani ve gebelik
orani veya canli dogum orani icin bir katkisi izlenmemis-
tir. Bu nedenle, hyaliironik asit sperm se¢im tekniginin rutin
kullanimi i¢in kesin bir klinik kilavuz denilemez. Bu konu
hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi gerekir (13).

2.6. Sperm Vitalitesi

Her hareketsiz sperm, 6lii hiicre demek degildir. Sperm can-
l1ilig1, hiicre membran biitiinliigl ile degerlendirilir, Eosin-
nigrosin boyama veya hipotonik sigsme testiyle test edilir.
Hipo-ozmotik sigsme testi (HOST), canli spermatozoonun
membraninin saglam olup olmadigini test eder. Fertilizasyon
icin saglam bir sperm membrani gereklidir. HOST, ejakiilat-
ta cok az veya hi¢ hareketli sperm bulunmayan olgularda
endikedir. Hipo-ozmotik kosullarda, canli sperm hiicresi-
nin sitoplazmik alani siser ve kuyruk kivrimlari olusur. Olii
sperm, hipotonik ortamda sisemez ve bu 6zellikleri sergiler.
Bu testin sonuglari, morfoloji ve motilite gibi diger semen
degerlendirmeleri ile iligkilidir, ancak dogurganlik tizerinde-
ki etkileri hakkindaki veriler tatmin edici degildir (8).

Eosin-nigrosin boyama da canliligin degerlendirilmesinde
kullanilir. Teknik, 6l hiicrelerin eozini alacagi prensibine
dayanir ve sonug¢ olarak pembe boya olusturur. Nigrozin,
preperat/'yayma degerlendirmeyi kolaylastiran koyu renkli
bir fon saglar. Degerlendirme herhangi bir zamanda yapila-
bilir ve preperat/yayma gelecekteki degerlendirme ve kayit
icin de korunabilir (14).

3. OKSIDATIF STRES

Giliniimiizde popiiler olan antioksidan ve oksidan dengesi
sperm fonksiyonunu degerlendirmek i¢in de analiz edilmis
ve oksidatif stresin, erkek infertilite etiyolojisinde yer aldig
gosterilmistir. Oksidatif stres, sperm {iretimini, hareketliligi-
ni, hiicre zarin1 ve DNA biitiinliigiinii bozan reaktif oksijen
tiirleri (ROS) iretir (15).

Aslinda diisiik ROS seviyeleri, spermatozoon olgunlagmasi,
kapasitasyonu, hiperaktivasyon, akrozom reaksiyonu ve oo-
site flizyonundan sorumlu hiicre i¢i yollarin aktivasyonunda
énemli bir rol oynar (15). Ote yandan, yiiksek ROS sevi-
yeleri, sperm zarina zarar verebilir; bu da zayif hareketli-
lik, erken kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu, tastyict ve
haberlesme iyon kanallarmin anormal davranisi, fosfatidil
serin translokasyonu degisiklikleri, morfolojik anormal-
likler ve bozulmug sperm-oosit fiizyonuyla sonuglanabilir.
Oksidatif zincir reaksiyonlar1 ayrica lipit peroksidasyonuna,
protein bozulmasina, hiicre i¢i sinyal yollarinda degisiklik-
lere ve apoptoza yol agabilir. Ustelik oksidatif stres, sirayla
zay1f embriyogenez, abortus ve infertiliteye neden olabile-
cek sperm DNA hasari ile baglantili olmustur (16).

Aziz ve ark. (14) infertil ve fertil erkeklerde sperm ROS de-
gerlendirmisler ve sperm ROS {iretimi ile spermin normal
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morfoloji arasinda anlamli bir negatif korelasyon varken,
morfolojik olarak deforme olmus sperm ve 16kositler ile po-
zitif korelasyon oldugunu gostermislerdir. Zamanla seminal
oksidatif stres seviyelerinin degerlendirilmesi, antioksidan
tedavilerin izlenmesine ve etkili doz ve siirelerin tanimlan-
masina yardimci olacaktir. Artan caligmalara ragmen, in-
fertil erkeklerin degerlendirilmesinde oksidatif stresin rutin
testleri heniiz belirtilmemistir. Nedeni, temel olarak testin
kullanlabilirligi, karmasikligi, maliyet etkinligi ve daha da
onemlisi, evrensel olarak kabul gérmiis bir analiz yontemi-
nin olmayzst ile ilgilidir. Insan semenindeki oksidatif stresi
Olemek icin cesitli dogrudan ve dolayl: testler olmak iizere
ikiye ayrilir. Direkt testler; kemiliminesans, flow sitomet-
11, nitro mavi tetrazolyum (NBT) testi iken indirekt testler;
myeloperoksidaz testi, lipid peroksidasyon ol¢timii, total
antioksidan kapasite 6l¢timiidiir. Dogrudan dlciimler, sperm
hiicre zar1 i¢indeki oksidasyon derecesini 6l¢gmektedir (17).

3.1. Kemiliiminesans

Kemiliiminesan yontemler, ayn1 anda farkli ROS’leri ince-
leme imkani sayesinde oldukga hassastir ve spesifiktir (17).

3.2. Floresan Teknikler

Spermin i¢ine yiiklenebilen redoks duyarli floresan problari,
flowsitometre veya floresan mikroskopisi ile izlenebilir. Mi-
tokondrinin hiicresel ROS’un ana kaynagi oldugu g6z onii-
ne almdiginda, mitokondriye 6zgii siiperoksit ile floresan
mikroskobu kullanilarak goriintiilenebilir. Hiicre i¢i ROS
Ol¢limiinde floresan teknikler, kemiliiminesans yontemden
daha yiiksek bir 6zgiilliige, hassasiyete, duyarlilia ve tekrar
tiretilebilirlige sahiptir. Spermatozoonun spesifik analizleri
ile ilgili olarak, akis sitometrisi, yalnizca erkek germ hiicre-
lerine odaklanabilmesi bakimindan avantajlidir. Ayrica, gok
say1da hiicre kolayca analiz edilebilir, bu da yiiksek 6zgiillitk
ve hassasiyete yol acar (17).

3.3. NBT Testi

Nitro mavi tetrazolyum (NBT) testi, hiicresel oksidatif me-
kanizmay1 ve nétrofil fonksiyonunu 6lgmek i¢in basit ama
etkili bir laboratuvar yontemi olarak ortaya cikmistir
(16). Bu testin temeli, NBT’nin, spermatozoon veya l6ko-
sitlerden salinan siliperoksit ile etkilesime girdikten sonra di-
formazam ad1 verilen mavi bir pigmente doniistiiriilmesine
dayanir. Diformazam konsantrasyonu daha sonra 6l¢iilebilir
ve hiicre i¢i ROS konsantrasyonu ile korele edilebilir (17).

En yaygin kullanilan yontem, tiyobarbitiirik asit (TBA) testi
ile malondialdehit (MDA) seviyesi Ol¢iimiidiir. Bu tetkik-
te, MDA, florometre veya spektrofotometre ile dlgiilebilen
renkli bir madde tireten, TBA ile baglanir. Seminal plazma
MDA seviyeleri spermden 5-10 kat daha yiiksektir ve stan-
dart spektrofotometrelerle 6l¢tim yapilmasint miimkiin kilar.
MDA ol¢iimiiniin klinik 6nemi, infertilite tanili erkeklerde
seminal ROS seviyeleri ile anlaml1 pozitif korelasyonundan
kaynaklanir, Ayrica, in vitro ¢alismalarda, spermin motilite-
si, DNA biitiinliigii ve sperm-oosit flizyonu anormallikleri-
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nin MDA konsantrasyonunda artigla ROS kaynakli oldugu
gosterilmistir (17).

4. SPERM DNA FRAGMANTASYON TESTLERI

Uremeye yardimei tedavi laboratuvarlari icin dnemli bir test
olma potansiyeline sahip olmasina ragmen infertil erkegin
sperm fonksiyon degerlendirmesi igin rutin bir test degildir
ve halen anormal bir DNA biitiinligiinii diizeltecek hicbir
tedavi yoktur (17,18).

4.1. Basit Hiicre Jel Elektroforezi (Comet)

Spermatozoon DNA’sindaki hasarin diizeyinin 6l¢iilme-
sinde kullanilan en yaygin 6lgme yontemlerinden birisidir.
Bu yontem pek c¢ok ¢alismada kullanilan gorsel floresan bir
tekniktir. Notr veya alkali kosullar altinda gerceklestirilen
tek hiicreli jel elektroforezinden olusur. Bu yontemle, birgok
hiicreyi analiz etmek miimkiindiir ve tek ve cift iplik DNA
kirik yiizdeleri kolayca tespit edilebilir, ancak teknik kuru-
lum zahmetlidir, sonuglari analiz etmek i¢in 6zel bir yazilim
gerektirir (18).

4.2, Sperm Kromatin Analizi (SCSA)

Acridin eorange, tek (kirmizi) veya ¢ift sarmalli (yesil) DNA
varliginda farkli bir floresan 6zellige sahip bir metakromatik
boyadir. Test kolay ve hizlidir, ancak gozlemciler arasi 6z-
nellik ve floresanin hizli solmasi ile sinirlidir. SCSA, akridin
orange boyamanin akis sitometrik versiyonudur ve sperm
DNA’nin kirilmaya karsi duyarliligini 6lger ve ¢ok sayida
spermin analizine izin verir. Bununla birlikte, sadece DNA
kirtlmalarina karsi duyarliligr yiiksek olan sperm yiizdesini
verir, ancak tek bir spermdeki DNA hasar1 miktari1 hakkinda
fazla bilgi vermez (19).

4.3. Terminal Deoksiniikleotit Transferaz Aracili
Etiketlemesi (TUNEL)

Bu testin gebelik i¢in, Ozellikle intrauterin inseminasyon
icin yiiksek bir prediktif degeri oldugu bulunmustur. Yiik-
sek prediktif degeri ve test kitinin ticari kullanilabilirligi g6z
ontine alindiginda, TUNEL testi su anda sperm DNA frag-
mantasyonunu 6l¢gmek i¢in 6nerilmektedir (11,17).

4.4. Sperm Kromatin Dispersiyon (Halo) Testi

Halo testi, spermatozoon i¢in tek/cift DNA zincirinde ki-
rilmalariin sayisini kolayca tespit edebilir. Floresan mik-
roskop altinda sperm kromatin dispersiyonu degerlendirilir.
Fragmantasyon igermeyen spermde halo izlenir. Comet tes-
tinde oldugu gibi, kurulum kolay degildir, 6zel yazilim ge-
reklidir ve DNA hasar yiiksek oranda tahmin edilebilir (11).

5. EPIGENETIK YAKLASIM

‘Gen Ustii” anlamina gelen epigenetik kavrami, DNA sekan-
sim1 degistirmeyip DNA, protein ve RNA’larin fonksiyo-
nunun ve regililasyonunun degisimi ile sonuclanan modifi-
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kasyonlart igerir. Epigenetik isaretler olarak adlandirilan bu
degisiklikler; DNA metilasyonu, histon modifikasyonlart,
kromatin yapisinin yeniden diizenlenmesi ve kodlanmayan
RNA’lar ile iligkili mekanizmalar araciligi ile gerceklesir.
Epigenetik isaretler; gen ifade diizeyleri, DNA-protein et-
kilesimleri, hiicresel farklilasma, embriyogenez ve genomik
imprinting gibi hiicresel siireglerin kontroliinde anahtar rol
oynar. Yapilan caligmalarda epigenetik diizenlemelerden
sorumlu olan mekanizmalardaki hatalarin kanser, norolojik
hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve ¢esitli gelisim bozuk-
luklarina yol agtig1 gdsterilmistir (20).

Sperm hiicresinin temel islevi, embriyoya DNA dizisinde
kodlanan paternal genetik mesaji ve epigenetik bilgiyi ilet-
mektir. En iyi gosterilmis epigenetik kalitim mekanizmast,
gen ekspresyonu diizenlemesinde yer alan baskilanmig gen-
lerdeki sitozin kalintilarinin sitozin-guanin dintikleotitlerin-
de geri doniistimlii metilasyonudur. Birgok ¢alisma infertil/
subfertil hastalarda sperm DNA metilasyon paternlerinde,
RNA igerigi ve histon retansiyonunda degisiklikler oldugu-
nu gostermistir. Histon tutulmasindaki degisiklikler sperm
fonksiyonunu iki diizeyde etkileyebilir. Ilk olarak, spermin
fertilizasyon kapasitesinin azalmasma ve spermde DNA
hasarina neden olabilir. Tkincisi, normal embriyo gelisimi
iizerinde etkisi olabilecek gelisimsel genlerin kromatin or-
ganizasyonunu degistirebilir. Aslinda, saglikli erkeklerde
bulunan histona 6zgii dizilim paketlemesinin, subfertiliteli
hastalarda rastgele sperm DNA kromatin dagilimiyla sonug-
landig1 gosterilmistir (2).

5.1. PROTEOMiK, GENOMiK, METABOLOMIK

Gliniimiizde tireme kliniklerinde erkek fertilitesinin rutin
degerlendirmesi semen parametrelerinin incelenmesiyle
siirlidir. Her ne kadar sperm konsantrasyonunun, hareket-
liliginin ve morfolojisinin degerlendirilmesi bazi infertilite
vakalarini agiklasa da, bu parametreler yardimci tireme teda-
visinin (YUT) gebelik sonuglari ile orantili bulunmamustir.
Bu gozlem, erkek infertilitesini ayirt edebilen ve farkli do-
gurganlik tedavilerinin basarisini dngdren molekiiler biyo-
belirtecler geligtirme ihtiyacini vurgulamaktadir (2).

Proteomik, insan {ireme ve dogurganligin arastirilmasinda
yaygin olarak uygulanmis, tireme fizyolojisine yararli bil-
giler saglayan ve basarili bir YUT gebelik icin potansiyel
biyobelirtecleri ve/veya tedavi planlamasinda rol oynayan
proteinlerin tanimlanmasina yol acan, hizla gelisen ve tek-
noloji odakli bir bilimdir (21). Gelisen proteomik teknoloji-
ler ile 6ngoriilen biyobelirtecler klinikte karsiligi dogrulan-
diktan sonra, ELISA gibi daha ucuz ve daha uygulanabilir
testler gelistirmek miimkiin olabilir (2).

Proteomik analizi yliksek verimlilik ve yiiksek hassasiyete
sahip bir yontem olmasina ragmen, proteomik tekniklerin
giinliik klinik pratigine dahil edilmesinde hala agilmasi1 gere-
ken bazi engeller var. Ornegin, biyolojik 6rneklerde albiimin
veya immiinoglobulinler gibi proteinlerin fazlahigi, diisiik
seviyede olan proteinlerin taninmasini engeller. Ayrica pro-
teomik yontemlerinin pahali olmasi da kisitlayict bir diger
faktordiir (21,22).

SONUC

Semen analizi erkek infertilitesinde ilk ve temel test olarak
kullanilmaktadir. Fakat erkek fertilitesinin degerlendirilme-
sinde semen analizi yeterli degildir. Bu nedenle molekiiler
ve hiicresel diizeyde degerlendiren fonksiyonel testler gelis-
tirilmelidir. Gelistirilen testlerin standardizasyonu, etkin ol-
mas1, maliyeti, degerlendirme siiresi, insan giicli 6nemlidir.
Molekiiler biyoloji tekniklerinin ilerlemesi ve bu testlerin
optimizasyonu, erkek infertilitesinin yonetiminde yeni tani
ve tedavi gelistirmelerine yol agacaktir.

MADDI DESTEK VE CIKAR iLiSKisSi

Maddi olarak destekleyen kisi/kurulus yoktur ve yazarlarin
herhangi bir ¢ikara dayali iliskisi yoktur.

KAYNAKLAR

1. Speroff L, Fritz MA. Clinical gynecologic endocrinology and
infertility, Ninth Edition: Lippincott Williams &Wilkins; 2019.

2. Castillo J, Estanyol JM, Ballesca JL, Oliva R. Human sperm
chromatin epigenetic potential: genomics, proteomics, and male
infertility. Asian J Androl.2015 Jul-Aug; 17: 601-9.

3. Satar D, Gengdal S, Sperm Degerlendirmesi, sperm analizi. Arsiv
Kaynak Tarama Derg 2013; 22: 532-42.

4. World Health Organization, WHO laboratory manual for the
examination and processing of human semen 5th Edition, 2010,
ISBN: 978 92 4 154778 9.

5. Blickenstorfer K, Voelkle M, Xie M, Frohlich A, Imthurn B,
Leeners B. Are WHO Recommendations to perform 2 consecutive
semen analyses for reliable diagnosis of male infertility still valid?
J Urol 2019 Apr; 201: 783-91. doi: 10.1016/j.juro.2018.11.001.

6. Patel AS, Leong JY, Ramasamy R. Prediction of male infertility by
the World Health Organization laboratory manual for assessment
of semen analysis: a systematic review. Arab J Urol 2017; 16: 96.

7. Leushuis E, van der Steeg JW, Steures P, et al. Reproducibility
and reliability of repeated semen analyses in male partners
of subfertile couples. Fertil Steril 2010 Dec; 94: 2631-5. doi:
10.1016/j.fertnstert.2010.03.021.

8. Kosteria I, Anagnostopoulos AK, Kanaka-Gantenbein C, Chrousos
GP, Tsangaris GT. The use of proteomics in assisted reproduction.
In Vivo 2017 May-Jun; 31: 267-83.

9. Gardner DK, Weissman A, Howles CM, Shoham Z. Textbook
of assisted reproductive techniques, laboratory and clinical
perspectives, 4ndEdition. New York, Taylor& Francis, 2012.

10. Ochninger S, Franken DR, Sayed E, Barroso G, Kolm P, Sperm
function assays and their predictive value for fertilization outcome
in IVF therapy: a meta-analysis. Hum Reprod Update 2000 Mar-
Apr; 6: 160-8.

11. Sikka SC, Hellstrom W1J, Currentupdates on laboratory techniques
for the diagnosis of male reproductive failure. Asian J Androl 2016
May-Jun; 18: 392-401. doi: 10.4103/1008-682X.179161.

12. Kizilay F, Altay B, Sperm function tests in clinical practice, Turk
J Urol 2017 Dec; 43: 393-400. Published online 2017 Dec 1. doi:
10.5152/tud.2017.96646

13. Vogiatzi P, Chrelias C, Cahill DJ, et al. Hemizona assay and
sperm penetration assay in the prediction of IVF outcome: a
systematic review. Biomed Res Int 2013; 2013: 945825. doi:
10.1155/2013/945825. Epub 2013 Oct 21. Review.

14. World Health Organization. 5th ed. Geneva: WHO; 2010. WHO
Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human
Sperm.

15. Gosalvez J, Tvrda E, Agarwal A. Free radical and superoxide
reactivity detection in semen quality assessment: past, present,
and future. J Assist Reprod Genet 2017 Jun; 34: 697-707. doi:
10.1007/s10815-017-0912-8. Epub 2017 Mar 25. Review.

16. Talwar P, Hayatnagarkar S.Sperm function test. ] Hum Reprod Sci

75


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/male-fertility
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proteomics
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sikka SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27056346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hellstrom WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27056346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27056346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%26%23x00131%3Bz%26%23x00131%3Blay F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29201498
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Altay B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29201498
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5687198/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5687198/
https://dx.doi.org/10.5152%2Ftud.2017.96646
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Talwar P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26157295
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hayatnagarkar S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26157295
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26157295

J Health Sci Med

Sperm degerlendirme testleri

17.
18.
19.

20.

21.

22.

76

2015 Apr-Jun; 8: 61-9. doi: 10.4103/0974-1208.158588.

Agarwal A, Majzoub A, Laboratory tests for oxidative stress.Indian
J Urol 2017 Jul-Sep; 33: 199-206. doi: 10.4103/iju.lJU_9 17.

G Tiirk, E Hicazi, A Bozkurt, Spermatozoon DNA Hasar1, FU Sag
Bil Derg 2006; 20: 85-95.

Evenson DP. Sperm chromatin structure assay (SCSA®). Methods
Mol Biol 2013; 927: 147-64.

GK Kiirekgi, M Bunsuz, G Onal, P Dinger, Kazanilmis epigenetik
degisikliklerin kalitimi ve hastaliklara yatkinliktaki rolii, Ist Tip
Fak Derg 2017; 80: 1. J Ist Faculty Med 2017; 80: 1.

Jodar M, Soler-Ventura A, Oliva R; Molecular Biology of
Reproduction and Development Research Group. Semen
proteomics and male infertility. J Proteomics 2017 Jun 6; 162: 125-
34. doi: 10.1016/j.jprot.2016.08.018. Epub 2016 Aug 26.Review.
Barazani 'Y, Agarwal A, Sabanegh ES, Functional sperm testing and
the role of proteomics in the evaluation of male infertility, Urology
2014 Aug; 84: 255-61. doi:10.1016/j.urology.2014.04.043.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agarwal A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28717269
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Majzoub A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28717269
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28717269
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28717269
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barazani Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25065986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agarwal A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25065986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sabanegh ES Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25065986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25065986



