
259

Yardımcı üreme tekniklerinde (yüt) sperm seçiminde 
kullanılan teknikler ve yenilikler

ERKEK ÜREME SAĞLIĞIDerleme

Cinsel ilişki sonrası doğal bariyerler ve eliminasyonlar 

nedeniyle spermlerin sadece %10’u kadın genital siste-

minde servikse ulaşırken; %1’i uterusa ; %0.1’i ise Fallop 

tüplerine kadar gelebilmektedir. Spermatozoanın kadın 

genital sisteminde ilerleyişi sonrası 100-1000 adet sper-

matozoa kumulus ooforus kompleksine ulaşmakta ve 

sonuçta sadece 1 adet spermatozoa oosit ile etkileşime 

girerek fertilizasyonu sağlamaktadır (1).

Yardımcı üreme teknikleri (YÜT) sırasında kullanılacak 

spermatozoanın son aşamaya kadar ulaşmış hiperkatif, 

normal morfolojide, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu 

yapabilecek normal DNA yapısında spermatozoa olması 

gereklidir. İlk tüp bebek denemesinden sonra zaman içeri-

sinde klinik ve embriyoloji alanındaki bilgi birikiminin hızlı 

artışı yeni teknolojilerin gelişimini beraberinde getirmiştir. 

1990’lı yıllara ulaşıldığında klasik in vitro fertilizasyon yön-

teminden sonra intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunun 

(ICSI) keşfi ile tüp bebek alanında yeni bir çağa girilmiştir 

(2, 3). ICSI yöntemi erkek infertilitesi yaşayan çiftlerin be-

bek sahibi olabilmelerinin yolunu açmıştır. ICSI yönteminin 

yaygınlaşması ve her geçen gün artan sayıda IVF merkezi 

tarafından kullanılması ile birlikte artan bilgiler, özellikle 

erkek gamet seçiminin önemli olduğu sonucunu ortaya 

çıkartmıştır (4, 5). Bu noktadan yola çıkarak geleneksel 

sperm hazırlama yöntemleri yakın incelemeye alınarak, 

elde edilen sperm kalitesi anlamında semen parametreleri 

ve geri kazanım oranları gibi sonuçların araştırılmasına yol 

açmıştır (6, 7).

YÜT’de kullanılacak spermatozoanın eldesi için günü-

müzde farklı yöntemler kullanılmaktadır. Bu yöntemleri 

başlıca üç gruba ayırarak değerlendirebiliriz: 1) Sofistike 

yöntemler ve morfolojik değerlendirmeler; 2) Elektriksel 

yüke bağlı olarak sperm seçim teknikleri ve 3) Moleküler 

bağlanma mekanizmaları ile sperm seçimi.
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Sofistike yöntemler ve morfolojik değerlendirmeler ile 

spermatozoa seçimi

Sperm hazırlığı ve izolasyonunda motil sperm elde-

sinin arttırılması ve aynı zamanda DNA hasarının azaltıl-

masının döllenme oranı ve embriyo gelişiminde olumlu 

etkileri olduğu gösterilmiştir (8, 9, 10). Bu nedenle sperm 

hazırlığında motil sperm elde ederken aynı zamanda daha 

az DNA hasarına sebep olacak yöntemlerin geliştirilmesi 

YÜT’de önem taşımaktadır.

Motilite, sperm kalitesinin değerlendirilmesi açısın-

dan en önemli parametrelerin başında gösterilmektedir. 

Bu nedenle güvenli ve etkili bir şekilde motil sperm elde-

si sağlayacak yöntemler tercih edilmektedir. Bu metodlar 

arasında geleneksel yöntemlerden swim-up ve yoğunluk 

gradient metodu sayılabilir (11, 12). Bu sperm hazırlama 

yöntemlerinin avantaj ve dezavantajları bulunmaktadır. 

Örneğin; yoğunluk gradient metodunda işlemlerin sant-

rifüj ile yapılması sebebiyle reaktif oksijen türevlerinin 

artışı ve bu nedenle DNA bozulmaları meydana geldiği 

bilinmektedir (13, 14). Swim-up yönteminde ise elde edi-

len motil sperm sayılarında değişkenlikler gözlenmekte-

dir (11, 15, 16). 

Motil Sperm Organellerinin Morfolojik Değerlendiril-

mesi: Normal spermatozoa morfolojik değerlendirmesi 

fiksasyon sonrası özel boyalar ile hazırlanan preparatta 

ve x1000 büyütme altında yapılır. Ancak, ICSI işleminde 

taze preparatta x400 büyütmede en normal görünümlü 

spermatozoalar seçilerek kullanılmaktadır. YÜT başarısı 

kullanılan spermin morfolojisi, fonksiyonu ve genetik ya-

pısı ile yakından ilişkilidir. Bu nedenle ışık mikroskobu al-

tında yapılan değerlendirme spermin fonksiyonel özellik-

leri yanı sıra DNA hasarı hakkında da yeterli bilgi vermez. 

Ryu ve ark. yaptıkları bir çalışmada sperm morfolojisi ile 
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genetik anomaliler arasında bağlantı olduğunu, özellikle 

anöploidik olgularda daha sık olduğunu ifade etmişlerdir 

(17). Bu durum YÜT’de sperm seçiminde farklı morfolojik 

değerlendirme yöntemlerinin araştırılmasına yol açmış-

tır. İlk defa Bartoov tarafından tanımlanan Motil Spermin 

Morfolojik Değerlendirilmesi (MSOME) olarak ifade edi-

len x6300-7000 büyütme altında Nomarski interferans 

mikroskobu kullanılarak spermin yapısal özelliklerinin de-

ğerlendirildiği görüntüleme yöntemi tanımlanmıştır (18). 

Bu yöntem ile spermatozoanın altı bölgesinde yapısal 

özellikler incelenir (i) Akrozomal bölge; ii) Post-akrozomal 

bölge, iii) Boyun, iv) Mitokondri, v) Flajella ve vi) Sperm 

kuyruğu). Ardından, baş bölgesinde vakuol varlığı ve va-

kuol yüzey alanı hesaplanır (19). 

MSOME ve ICSI’nin birlikte kullanıldığı yöntem IMSI 

olarak adlandırılır (20). Yapılan çalışmalar IMSI ile fertili-

zasyon, blastosist gelişimi, implantasyon ve gebelik oran-

larında artış olduğunu göstermiştir (21-24). Ancak, son 

yıllarda yapılan bir meta-analizde IMSI’niın sadece seçil-

miş olgularda uygulanması gereken bir yöntem olduğu 

ifade edilmektedir. Şiddetli sperm morfolojik bozukluğu, 

sperm DNA hasarı varlığı ve tekrarlayan implantasyon 

başarısızlığı olan olgularda IMSI ile daha başarılı sonuçlar 

elde edildiği belirtilmektedir (25, 26).

Mikrofludik Sistemler: Mikrofluidik son yıllarda hızla 

gelişim gösteren ve moleküler biyoloji, kimya ve tıp alan-

larında kullanımı umut vaat eden yeni bir tekniktir (27-29). 

Yöntemin temeli bir mikroçevre ortamında sıvıların hare-

ketinin fizik prensiplerine dayanmaktadır. 

Sıvıların mikrokanallar içerisindeki hareketi, hareket 

eden sıvının viskozitesi, dansitesi ve velositesi ile kanalın 

geometri ve boyutlarına bağlı olarak türbülans ya da lami-

nar hareket şeklindedir. Gerekli şartlar sağlanarak kanal 

içerisindeki sıvı akışı kanal içerisinde iki ya da daha fazla 

sayıda sıvı katmanının tek yönlü ve tahmin edilebilir lami-

nar akımı sağlanabilir (Şekil 1). Bu akış sırasında sıvı taba-

kaları arasında difüzyon kuvveti ile çeşitli molekül ya da 

yapıların geometrik özellikleri, hareketleri, elektrik yükleri 

gibi farklı özelliklerinden faydalanılarak ayrıştırılıp ayrı kay-

naklarda toplanması sağlanabilir.

Günümüze kadar androloji alanında kullanılmak üzere 

çeşitli mikrofluidik sistemler geliştirilmiştir. Ancak, ilk defa 

Kricka ve ark. mikrofluidik bir sistemle motil spermlerin 

bir semen örneğinden ayrıştırılabileceğini göstermişlerdir 

(30). Cho ve ark. paralel-laminar akımlı mikrofluidik sistem 

kullanarak hareketli spermlerin düşük kaliteli ve hareket-

sizlerden ayrıştırmayı başarmıştır (31). Takip eden yıllarda 

3 kanallı mikrofluidik sistemde kimyasal gradient oluştu-

rularak spermler kemotaksi ile ayrıştırılabilmiştir (32, 33). 

Aynı dönemde Segerink ve ark. elektrik empedans özelli-

ği ile sperm hücrelerini round spermatid, lökosit ve diğer 

elemanlardan ayırt edebilen bir sistemi mikrofluidik kanala 

adapte ederek sperm konsantrasyonu ve hareketli sperm-

lerin yüzdesinin hesaplanmasını yapabilen entegre bir sis-

tem oluşturmuşlardır (34, 35).

Mikrofluidiklerin pek çok avantajları olmasına rağmen 

en büyük dezavantajı olarak semen yükleme kapasitesi-

nin mikrolitre seviyelerinde düşük oluşu sayılabilir. Reza 

ve ark. 1 mililitre seviyesinde bazal semen ile çalışılmasına 

olanak tanıyan sistem geliştirerek kapasite sorununun çö-

zümünde önemli bir gelişme sağlanmıştır (36).

Elektriksel yüke göre sperm seçimi

Epididimal matürasyon sırasında spermatozoanın nor-

mal morfolojisi yanı sıra kapasitasyon düzeyini de etkile-

yen çeşitli negatif yüklü çeşitli sekretuar proteinlerin bu-

lunduğu bilinmektedir (1). Spermatozoanın sahip olduğu 

elektriksel yük aracılığı ile çeşitli sperm seçim yöntemleri 

geliştirilmiştir. 

Zeta potansiyel: Sperm membranının elektriksel yükü 

-16mV’dan -120 mV’a kadar değişmektedir ve “elektroki-

netik potansiyel” veya “zeta potansiyel” olarak adlandırılır 

(37, 38). Membran potansiyelinden faklı olarak “zeta po-

tansiyeli” süspansiyonda ara yüzden uzaklaşan hareketli 

sperm hücresinin düzlemdeki elektriksel potansiyelini ifa-

de eder. Kültür medyumu serum veya albümin içermediği 

zaman spermatozoa negatif yükleri dolayısıyla cam yü-

zeye yapışırlar. Bu yöntem ile süspansiyonda şarj edilmiş 

Şekil 1. Laminar sıvı akış düzeninin şematik gösterimi. (Suh 
ve ark 2003’den modifiye edilerek (54)).

Laminar Sıvı Akışı

Sıvı Akış Etkileşim Bölgesi

Akım 1

Akım 2
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sperm hücreleri elde edilebilir. Bu spermatozoanın normal 

DNA bütünlüğü, normal morfoloji ve normal kromatin yo-

ğunluğuna sahip olduğu ve hiperaktivasyona geçme ye-

teneği açısından daha iyi olduğu kabul edilmektedir (38, 

39). Bu yöntemin kriyoprezervasyon sonrası akrozom ve 

DNA yapısı sağlam sperm seçiminde kullanılabileceği be-

lirtilmiş ve ICSI ile fertilizasyon oranları artmıştır (40). 

Düşük maliyeti nedeniyle sperm seçiminde kullanı-

lan bir yöntem olmasına rağmen, X kromozom taşıyan 

spermler daha negatif yüklü oldukları için bunların seçi-

minde taraflı olunabilir. Ayrıca, sekretuvar proteinlerin hız-

la azalıp etkileri kaybolduğu için hazırlık sonrası yöntemin 

vakit kaybetmeden uygulanması gereklidir (1, 38). 

Elektroforez: Matür sperm hücrelerini mikro akım tek-

nikleri kullanılarak immatür hücreler, disfonksiyonel germ 

hücreleri ve lökositlerden ayırmak için geliştirmiş bir yön-

temdir (41). Mikrofludik sistemlere benzeyen bu yöntemde 

elektriksel yük ile akışkanlık sağlanmaktadır. Bu yöntemle 

fonksiyonel sperm hücresi uygun çaptaki deliklerden ge-

çebilmekte; böylece fonksiyonel, morfolojik ve genetik 

olarak normal spermatozoa elde edilebilmektedir (42).

Yapılan çalışmalar elektroforetik olarak seçilmiş sperm-

lerin oksidatif stresten uzak olduğunu ve zona bağlanma 

kapasitelerinin normal olduğunu ortaya koymuştur (43). 

Ancak, bu yöntem pahalı ekipman ve deneyim gerektiren 

bir uygulamadır. 

Moleküler bağlanma yöntemleri 

Sperm yüzeyindeki moleküller epididimal matürasyon 

ve normal sperm fonksiyonu için önemli yapılardır. Ayrıca, 

bu yapılar oositi dölleyebilecek spermin saptanması için 

de kullanılabilir. Bu amaçla ilişkili iki madde tanımlanmıştır: 

Anexin V ve Hyaluronik asit.

Anexin V: Canlı hücre plazma membranı iç yüzünde 

negatif yüklü fosfotidil serine (PS) bağlanan 35 kD ağır-

lığında bir proteindir. Apoptozis erken bulgusu olarak PS 

iç tabakadan dış tabakaya çıkar. Ayrıca, PS’in sperm dış 

yüzüne doğru yer değiştirmesi DNA hasarı ile de ilişkilidir 

(44, 45). Bu bulgular dikkate alınarak YÜT’de dış membra-

nında Anexin V içermeyen spermatozoaların seçimi (non-

apoptotik/Annexin V negatif sperm) tanımlanmıştır

Hyalüronik Asit (HA): Benzer şekilde olgun sperm hüc-

releri yüzeyinde HA reseptörleri vardır ve bu durum sperm 

motilitesi ve akrozom reaksiyonu ile ilişkilidir (46, 47). 

Hyaluran bağlı spermatozoa düşük DNA hasarı ve düşük 

kromozomal anöploidi içermektedir (48, 49). Bununla bir-

likte yapılan çalışmalarda HA bağlı spermlerle elde edilen 

fertilizasyon, implantasyon ve gebelik oranları HA bağlı ol-

mayanlar ile yapılanlardan farklı bulunmamıştır (50).

Gelişmekte olan yöntemler

Uygulanmakta olan tüm tekniklere rağmen halen 

daha uygun sperm seçimine yönelik incelemeler de-

vam etmektedir. Bu amaçla “Raman Mikrospektromet-

resi” ile spermatozoa DNA yapısının değerlendirilmesi; 

“Konfokal+Spektroskopik Mikroskobi” ile spermatozoanın 

hücresel düzeyde incelenmesi ve “Polarizasyon Mikros-

kobi” ile spermatozoanın nükleer yapısının ortaya konul-

masına yönelik araştırmalar henüz deneysel olarak devam 

etmektedir (51, 52, 53). 

Sonuç olarak, YÜT’de sperm eldesi için geleneksel 

sperm hazırlama yöntemlerinde ortaya çıkan sperm ka-

yıpları ve DNA hasarının önüne geçebilecek, ayrıca var 

olan sperm DNA hasarını ortaya koyarak sağlıklı ve fertili-

zasyon şansı yüksek sperm seçimine yönelik hızlı teknik-

leri geliştirmek amacıyla araştırmalar devam etmektedir.
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