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ERKEK INFERTILITESINDE
KULLANILAN TESTLER

Semen; spermatozoonlar, testis ve epididim
salgilari ile ejakiilasyon sirasinda prostat, seminal
vezikiiller ve bulboiiretral bezlerin salgilarinin bir
araya gelmesi sonucu olugur. Vizkositesi yiiksek
olan bu sivi “ejakizilat” olarak adlandirilir.

Semen analizi, spermatozoonlarin tizerinde yapilan
degerlendirmeler ile semenin fiziksel ve kimyasal
inceleme parametrelerini kapsamaktadir.
Ejakiilasyona ugramis spermatozoonlarin tiimii
tizerinde yapilan degerlendirmeler, fertilizasyon
sahasina ulasanlarin fertilizasyon kapasitesini
tanimlamada yeterli degildir; ancak semen analizi
bireyin klinik durumu hakkinda genel bir bilgi
verir.

Giinlimiizde cevresel faktérlerin, beslenmenin ve
tarimda kullanilan insektisidlerin sperm tiretimini
olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir. Viicutta
biriken toksik kimyasallar, hava kirliligi, yakitlardan
atilan kursun vb. toksik elementler sperm nukleusu
ve DNA yapisini olumsuz bicimde etkileyerek,
erkek infertilite oraninda artisa yol agmakeadir. Bu
da semen analizinde yeni testlerin gelistirilmesine,
ozellikle sperm fizyolojisine yonelik ve nukleus
yapisini ilgilendiren testlerin rutine konmasina
yardimci olmustur.

Semen analizi makroskopik ve mikroskopik
inceleme, sperm vitalitesinin degerlendirilmesi,
sperm konsantrasyonunun dl¢iilmesi ve antisperm
antikorlarinin incelenmesini icerir. Son yillarda
bunlara ilave olarak sperm fonksiyon ve kromatin
testleri de giincel hale gelmistir. Bunun diginda
aksesuar genital organ fonksiyonunu
degerlendirmek icin cesitli biyokimyasal
parametrelerden faydalanilabilir. Prostat bezi ile
ilgili olarak sitrik asit, ¢inko, gamma-glutamil

transpeptidaz ve asit fosfataz; seminal vezikiil icin
fruktoz ve prostaglandinler ile epididim icin serbest
L-karnitin, gliserofosfokolin ve nétral alfa-
glukozidaz tayinleri yapilabilir.

Semende antisperm antikorlarinin varligi
spermatozoon’un fertilizasyon yetenegini azaltir.
Fizyolojik kogullarda kan testis bariyeri araciligiyla
spermler erkek immiin sisteminden korunurlar,
ancak bu bariyerdeki herhangi bir travma,
infeksiyon veya obstriiksiyon antisperm
antikorlarinin yapimini indiikler. Semende bulunan
antikorlar immiinglobulin A ve G sinifindandir.
IgA antikorlarinin aksesuar bezlerden salindigi
bilinmektedir. IgG antikorlari ise genital kanallarda
sentezlenir. Antisperm IgA ve IgG antikorlari
serum ve semende bulunurlar. IgM antikorlari
molekiiler biiyiikliikleri fazla oldugu icin semende
nadiren bulunur. IgA antikorlarinin klinik
oneminin IgG’lere gore daha fazla oldugu
gosterilmistir. ASA pozitifliginde aglutinasyon,
sitotoksik etki, spermin zona'ya baglanmasinda
giicliikler gibi bozukluklar gériilebilir. Antisperm
antikor tayininde tarama testi niteliginde
Immunobead (IBT) ve Mixed Antiglobulin
Reaction (MAR) testleri gelistirilmistir.

Spermin yumurtayi fertilize etmesinden gebelik
olusmasina kadar gecirilen asamalar ve basarili bir
gebelifin meydana gelmesi spermlerin
fonksiyonunun normal olmas: ile miimkiindiir.
Fonksiyonel olarak normal bir sperm “#yi morfolojiye




sahip, bizlt hareket yetenegi olan, membran gegivgenligi
normal, akrozom reaksiyonunu yeterince gergeklestiven,
ovum zona pellusida’sins penetre edebilen ve kromatin'i
ovum sitoplazmasi’'nda iyi kondanse olan” sperm
demektir. Idiopatik erkek infertilitesinin, toplam
erkek infertilitesi olgularinin yaklagik olarak %
25’ini olusturdugu disiiniiliirse, fertilizasyon
belirteci olarak fonksiyon testlerinin kullamilmasinin
onemi daha iyi anlagilabilir.

Sperm fonksiyonlarini degerlendirmek
amaciyla su testler yapilabilir:

| > Sperm otoantikorlart
> Postkoital test

> Hipo-ozmolar sisme testi (HOS)

> Akrozin tayini
> Akrozom reaksiyonu

> Hamster yumurta penetrasyon testi

> Hemizona baglanma testi

> Servikal mukus penetrasyon testi
> Hyaluronik asit baglanma testi (HBA)

Jeyendran ve arkadaglar: tarafindan spermlerin
hipoozmotik ortama konuldugunda dis ortamdan
hiicre icine sivi almasi ve hiicrenin sismesi
prensibine dayanilarak gelistirilen bir testtir.
Normal membran yapisina sahip olan spermlerin
hipoozmotik sivida su alarak sistigi ve kivrildig:
gozlenmistir. Anormal HOS reaksiyonu veren
spermlerin diger fonksiyonlarinin da bozulmus
oldugu saptanmistir. Giiniimiizde hipoozmolar
sisme testi bir sperm fonksiyon testi olmasinin
yanisira, sperm canlilifinin degerlendirilmesinde
de kullanilmaktadir. Testis biyopsilerinde veya
hareketsiz sperm 6rnekleri ile ICSI (intracytoplasmic
sperm injection) uygulamalarinda HOS testi canli
sperm ayriminda kullanilmaktadir.

Sperm akrozomu spermatogenez sirasinda Golgi
kompleksinin bir iiriinii olarak gelisir. Akrozomun
spermin fertilizasyon bélgesinde reaksiyon gecirerek
enzim igerigini aktif hale getirdigi ve cumulus
oophorus hiicrelerinin tirtinii olan matriksi eriterek
zona pellusida’ya baglandigi bilinmektedir.
Akrozom, baslica hyaluronidaz ve akrozin enzimleri
olmak iizere pek cok sayida proteolitik enzim
icermektedir. Normal akrozom reaksiyonunu
baslatan olayin kalsiyumun igeri akis1 olduguna
inanilmaktadir. Akrozom reaksiyonunu indiikleyen
baslica ajanlar cumulus matriksi, zona pellusida
glikoproteinleri, progesteron, folikiiler sivi,
lizofosfatidilkolin, Ca-iyonofor A 23187 ve albiimin
olarak sayilabilir.

Spermatozoon’un zona pellusida’ya baglanmasi
akrozom reaksiyonunun baglamasina, litik akrozom
iceriginin serbest kalmasina ve spermatozoonun
zona matriksi'ne penetrasyonuna sebep olur. HZA,
spermin ovum zona pellusida’sina baglanma
yetenegini aragtirma amact ile gelistirilen bir
yontemdir. Bu test i¢in IVF ve ICSI uygulamasinda
fertilize olmayan oositler kullanilmakeadir. Test
sonucunda spermin zona pellusida’ya baglanma
orant hesaplanir. Hemizona indeksi %35 iizerinde
ise normal kabul edilir.

Spermin zona pellusida’s: giderilmis hamster
oositini delmesi prensibine dayanan bu test, IVE
sonuglari ile ¢ok yiiksek korelasyon gistermektedir.
Ancak hamster oositi bulunmasindaki teknik
zorluklar testin yaygin olarak kullanilmasini
engellemektedir.

Sperm Fonksiyonlarinin Belirtecleri

FONKSIYON UYGULANAN TEST

Servikal mukus penetrasyonu

Postkoital test
Tru Trax, Penetrax

Kapasitasyon IVFE, SPA, Mannose receptor assay
Akrozom reaksiyonu IVFE ,SPA, AR testi

Zona pellusida baglanmasi IVE, HZA

Zona pellusida penetrasyonu IVE

Oosit- Sperm fiizyonu IVE, SPA

Sperm kromatin dekondansasyonu
ve pronukleus fiizyonu

Kromatin dekondansasyon testi (SDS EDTA)
Aniline Blue kromatin kondansasyonu testi
DNA denaturasyonu testi (Acridine Orange)
DNA fragmentasyon testleri (COMET, TUNEL)




Semen analizi erkek infertilitesinin teshisinde
kullanilan temel bir yéntem olmasina kargin, artik
standart sperm konsantrasyonu ile sperm motilitesi
ve morfoloji dl¢limlerinin yeterli olmadif:
goriilmiigciir. Sperm nukleus matiiritesi, DNA
fragmentasyonu ve denaturasyonu fertiliteyi
olumsuz yénde etkilemektedir. Sperm kromatin
anomalileri ve DNA hasarlar: spermatogenez
sirasinda veya sonrasinda meydana gelebilir. Bu
konuda gelistirilmis {i¢ ayr1 hipotez vardir. Bunlar
sirasiyla defektif sperm kromatin paketlenmesi,
apoptosis ve oksidatif stres olarak 6zetlenebilir.
Lokospermi veya varikosel olgularinda sperm DNA
hasarlarinin ortaya ¢ikeigi bilinmekle birlikee,
semen parametreleri normal olan olgularda gériilen
fertilizasyon yetersizlikleri aragtirmacilara sperm
DNA incelemeleri icin yeni bir yaklagim getirmistir.

Fertilizasyon sonrasi spermin kromatini ¢oziiliir,
sonra da erkek pronukleus olusumu gozlenir. Bu
test spermlerin kromatinlerinin gigme ve
coziilebilme yetenegini arastirmaktadir.

Spermatogenezde, spermler morfolojik degisime
ugrarken nukleer protein yapisini da degistirirler.
DNA histonlar: protaminlerle yer degistirerek,
epididimal pasajda protaminler arasinda disiilfit
baglar: olusmakta ve kromatin yapisi stabilize hale
gelmektedir, boylece matiirasyonunu tamamlamig
spermlerin gelisimi saglanir. Sperm kromatin
yapisinin normal olusu bagarili bir fertilizasyon
prosesini saglamaktadir. Sperm nukleuslarinda
histonlarin bulunusu immatiirite kriteridir ve
Aniline Blue Testi immatiir spermleri isaretleyerek
(histon pozitif) spermiohistogenezdeki hatalar:
belirlemektedir.

Bu test sperm kromatininin aside veya sicaklia
maruz kaldigi durumdaki dayanikliligini
olgmektedir.Yesil floresan normal DNA yapisini,
kirmizi floresan ise denature DNA yapisini
gostermektedir.

Sperm Kromatin Anomalilerinin Arastirilmasinda Kullanilan Testler

Acidic Aniline Blue Nukleer matiirite (DNA protein icerifi)
Toluidine Blue DNA fragmentasyonu

Kromomisin A3 Nukleer matiirite (DNA protein igerigi)
Sperm Kromartin Dispersiyon Testi DNA fragmentasyonu

DNA Kirilimi Tayini (FISH) DNA fragmentasyonu (ss DNA)

In Situ Nick Translation DNA fragmentasyonu (ss DNA)
Acridine Orange DNA denaturasyonu (asit)

TUNEL DNA fragmentasyonu

COMET DNA fragmentasyonu(ds DNA)

Sperm Kromatin Striiktiir DNA denaturasyon (asit/sicak)
8-OHdG ol¢iimii 8-OHdG (8-hidroksi-2'-decksiguanosin)

Laboratuvarimizda intrauterin inseminasyon uygulamalarinda kullanilmak iizere
tek ve iki tabakali dansite gradient yontemi uygulanarak sperm hazirlanmasina
baslanmistir. Laboratuvarimizda semen degerlendirmesinde direkt ve indirekt
IBT (immunobead) yontemi ile ASA tayini, sperm fonksiyonlarinin arastirilmasi
amaciyla yapilan HOS, Eozin canlilik, Ca-iyonofor indiitklenmis akrozom

reaksiyonu, semende ROS tayini ile sperm penetrasyon testleri rutin olarak
uygulanmaktadir. Ayrica sperm Kkromatin yapisinin incelenmesi amaciyla
Toluidine Blue DNA fragmentasyon ve Aniline Blue sperm immatiirite testleri
ile Acridine Orange, SDS-EDTA kromatin dekondensasyon testi yapidmaktadir,
Yakinda SCSA testinin rutin olarak uygulanmasina baslanilacaktir.
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