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1.GIRIS

1.1.Genel Bilgi
Primer infertilite eslerin istemelerine ve herhangi bir gebeligi Onleyici yontem
kullanmamalarima ragmen en az 1 yil igerisinde c¢ocuk sahibi olamamasi olarak

tanimlanmaktadir (Spira 1986 ).

Infertilite nedenleri %40 kadindan, % 40 erkekten, % 20 her ikisinden kaynaklanir.
Infertil ¢iftlerin yaklasik %10-20’si nedeni agiklanamayan infertiliteye sahiptir. Etyolojisi
belirlenememis tipte ciftlerin 3-5 yil iginde fertilite sans1 %56’dir. 5 yildan sonra bu oran
%30’a diiser. Infertilite nedenleri arasinda primer infertilite sebeplerinin %55-75, sekonder
infertilite sebeplerinin %25-40 oldugu bildirilmistir (Freidman 1989). Erkek faktoriine bagh
infertilite vakalarmin yaklasik %50’sinde ya spermatozoa konsantrasyon yetersizligi ya da

yoklugu goze carpmaktadir (Anafarta ve ark 2007, Abid ve ark 2008).

Infertilite teshis ve tedavisinde son yillarda biiyiik gelismeler olmus, daha énce ¢ocuk
sahibi olmas1 imkansiz gibi goriilen pek ¢ok hastanin, yeni yontemler yardimiyla ¢ocuk sahibi

olmas1 miimkiin olabilmistir.

Infertilite ¢oziimlemede en dnemli kriterlerden biri de semen kalitesidir (Kuster ve ark

2004).

Bu calismada erkek fertilitesinin en dnemli parametrelerinden biri olan spermatozoa
morfolojisi, floresan 1s1ma veren ve normal de floresan 6zelligi bilinmeyen rutin histoloji
laboratuarinda  kullanilan boyalarla (degisik konsantrasyonlarda) normospermik ve

oligospermik diizeyde degerlendirildi.
1.2. Testis Embriyolojisi

Kromozomal ya da genetik cinsiyet fertilizasyonda belirlenir. Sekonder oositi délleyen
spermatozoanin X ya da Y cinsiyet kromozomu tarafindan belirlenir. Y kromozomu
farklilanmamis gonadin medullasi iizerine, testis belirleyici etkiye sahiptir (Seftalioglu 2003,

Sadler 2005). Testislerin gelisimi bir seri genin indiiksiyonlarinin koordinasyonlar: ile

saglanir (Sadler 2005, Sekido ve ark 2010).

Testis belirleyici faktorii kodlayan Y kromozomu iizerindeki SRY (Sex determining

region on Y) geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlari testis veya mediiller kordonlar

1



olusturmak ftizere, ¢ogalmaya devam edip medullanin derinliklerine dogru ilerlerler (Sekido

2010).

Ovaryumlar Y kromozom yoklugunda meydana gelir. Boylece fertilizasyonda
saptanan cins kromozom kompleksi (XX ya da XY), gonadin tipini belirler. Farklanmamis
gonadin testis ya da ovaryuma farklanmasini saglar (Seftalioglu 2003, Sadler 2005, Sekido ve
ark 2010).

Embriyonun cinsiyeti, genetik agidan fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmasina
ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik 6zelliklerine sahip
degildir. Her iki cinste de genital sistem erken donemde birbirine benzemektedir. Gelisimin
baslangi¢ periyodu olan bu evre seksiiel gelisimin farklanmamis safhasi olarak bilinir (Rey ve
ark 2011, Young ve Heaty 2000).

Gonadlar, ii¢ kaynaktan koken almaktadir. Bunlar; karin arka duvarimi ddseyen
mezotel (epitel), altta bulunan mezenkim (bag dokusu) ve primordial germ hiicreleri (ilkel
cinsiyet hiicreleri)’dir. Gonadal gelisimin ilk belirtileri mezonefrozun medial bolgesi
tizerindeki s6lomik epitelyumun ¢ogalmast ve alt kisimdaki mezenkimin yogunlasmasi ile
meydana gelir (Moore 2002). Gelisimin 6. haftasina kadar bu genital sirtlar iginde germ
hiicreleri yoktur (Shalet 2009).

Gelisimin erken evrelerinde sferikal primordiyal germ hiicreleri yolk kesesinin
allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirirler (Sadler 2005, Moore
2002).

Son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek 5.
haftanin basinda primitif gonadlara ulasir ve 6. haftada genital sirtlar1 iggal ederler. Eger bu
hiicreler genital sirtlara ulagsamazlarsa gonadlar gelisemez. Primordiyal germ hiicreleri,
gonadlarin over veya testise farklanmasinda indiikleyici bir etkiye sahiptir. Primordiyal germ
hiicrelerinin primitif gonadlara ulasmasindan hemen once ve ulagmasi aninda, genital sirtin
epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri altlarindaki mezensimin i¢ine gomiiliirler. Bunlar
burada primitif cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz kordonlar1 olustururlar. Embriyoda bu
kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu donemde erkek veya disi gonadlar1 birbirinden ayirt

edilemez. Bu devredeki gonad farklanmamis gonad olarak bilinir (Shalet 2009).



1.3. Erkek Genital Sistem Anatomi Ve Histolojisi

Erkek genital sistem gonadlar (testis), genital bosaltim yollar1 (duktus efferents, duktus
epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoryus, iiretra ), bosaltim yollarina agilan bezler ve

kopulasyon organi olan penisten olusur (Junqueira ve ark 1998, Kalayci 1986).
1.3.1.Gonad-Testis

Testisler funiculus spermaticus’a asili durumda bulunurlar ve sagl sollu bir ¢ift olup
karm boslugunun dorsal duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler. Daha sonra ise spermatik
kordonlarin sonunda skrotum denilen kivrimli bir deri kesesi i¢inde asili olarak bulunurlar.
Testisler yaklasik olarak 4-5 cm uzunlugunda, 2,5cm genisliginde, 3 cm kalinliginda ve

ortalama 15-20 g agirligindadir (Weiss 1988).

Testisin medialis ve lateralis olmak iizere iki ylizii vardir; anterior ve posterior olmak
iizere iki kenari, superior ve inferior olmak {izere de iki ucu vardir. Testislerin uzun eksenleri
tam vertikal yonde bulunmaz. Ust ucu biraz 6nde ve dista, alt ucu biraz arkada ve icte
bulunur. Konveks 6n kenari da digsa-asagi dogru, daha diizgiin olan arka kenari1 da biraz
yukari-ige dogru bakar. Buna gore uzun ekseni yukaridan asagiya, distan ice ve dnden arkaya

dogru agil1 olarak bulunur (Kuran 1983).

Testisler ekzokrin endokrin salgi fonksiyonuna sahiptir. Ekzokrin salgis1 canli hiicre
spermiumdur. Salgilama bigimi aktif holokrindir. Endokrin salgisi 6zel hiicrelerde (Leyding
hiicreleri) yapilir. Testisler skrotum iginde asili durumdadir. Skrotum ¢ok ince, melanin
pigmenti icerdiginden kahverengi renktedir. Ince killar, yag bezleri, cok bol ter bezi bulunan,
sinir sonlanmalarindan zengin bir yapiya sahiptir. Testisin 1sismnin ayarlanmasinda skrotum

onemli rol oynar.

Skrotum ile testis dokusu arasinda 3 tabakali testikiiler kapsiil bulunur. Bunlar;

1. Tunika vaginalis: Karin bolgesinin arka duvarinda gelisir, sonradan skrotuma inisi
sirasinda peritonu skrotum igine siiriikler. Bu nedenle Tunika vaginalis 2 yaprakli
(parietal ve visseral yapraklar) periton uzantisidir. Hillus diginda testisin 6n ve yan
duvarlarmi tamamen Orter. Tunika vaginalis epiteli yap1 olarak peritona benzer. Bag

dokusu tizerine yerlesmis bir sira yass1 mezotel hiicresi bulunur.



2. Tunika albuginea: En belirgin olan bu tabakadir. Tunika vaginalisin visseral yapragini
icten Orter. Kalin fibro-elastik bag dokusu arasinda ¢ok az sayida da olsa diiz kas
fibrilleri bulunur.

3. Tunika vaskiiloza: Tunika albugineanin i¢ yiiziinde yer alir. Damardan zengin gevsek
bag dokusudur. Tunika albugineanin testis i¢ine olan uzantilarinin (septum) i¢ yiiziini
de orter, dolayistyla tunika vaskiiloza biitiin lobiilleri distan sarar. Gelisimi sirasinda
prosessus vaginalis oniinde bulunan abdominal duvarin kas tabakasindan tiireyen ince

bir ¢izgili kas tabakasi bulunur (Kalayci 1986).

Tunika albuginea testisin arka yiizii boyunca kalinlagir, mediastinum testis adin1 alir.
Mediastinum testisten bez icine giren radier seyirli ince fibroz bolmeler (septum) organi
piramit bi¢imli lobiillere ayirir (200-300 kadar). Yerine gore lobiillerin hacmi degisir. Orta
kisimdakiler biiyiik ve uzundur. Lobiillerin apikal kisimlari (piramidin tepesi) mediastinuma
dogrudur. Ancak septumlar yer yer kesintili olmasindan dolayi lobiiller birbirleriyle oldukca
sik1 baglanmistir. Her lobiilde yaklasik 1-5 kadar sayida asiri kivrimli tubiiler yapilar tubuli
kontorti semineri ve tubuller arasin1 dolduran gevsek bag dokusu interstisyum bezin stromasi

bulunur (Junqueira ve ark 1998).
1.3.2.Seminifer Tiibiiller

Her bir seminifer tubul yaklasik 15-25 pm capinda ve 30-70 cm uzunluktadir.
Karmagik yapida ¢ok katli epitelyum ile gevrilidir. Bir testisteki tubullerin toplam uzunlugu
25000 cm civarindadir. Kivrimli tubuller bir sebeke olustururlar. Bu tubuller kor uglu veya
dallara ayrilmis durumdadir. Her bir tubul sonlanirken liimen daralir ve diiz tubuller veya
tubuli recti adiyla bilenen kisa segmentler halinde siirer. Bu diiz tubuller, rete testis denilen,
epitel ile kaplanmis kanallarin olusturdugu labirente seminifer tubiillerin baglanmasini saglar.
Mediastinumun bag dokusunda bulunan rete, 10-20 ductuli efferentes ile epididymis’in bas
kismina baglanmigtir (Jungueira 1998).

Seminifer tubiiller interstisyumun mezenkimal hiicrelerinden koken alan adventisyal
hiicre tabakasiyla ¢evrilmistir. Seminifer tubuller bir fibroz bag dokusu kilifi, iyi belirgin bir

basal lamina ve kompleks bir germinal veya seminifer epitelden olusur (Fawcett 1994).

Seminifer tubiilii saran fibroz tunica propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur.
Diiz kas 6zellikleri gosteren ve bazal laminaya yapisik olarak bulunan bu tabaka yassilasmis

myoid hiicrelerden olusur (Jungueira 1998).



Myoid hiicreler testosteron i¢in ylizey resptorlerine sahiptir ve son bir bulguya gore
seminifer tiibiil epitelindeki destek hiicrelerinin sentetik etkinligini etkileyen bir protein
yapmaktadir. Myoid hiicre tabakasi ayrica kan-testis bariyerinin 6nemli bir komponentidir

(Cheng ve ark 2012 ).

Seminifer tubiiller spermatogenik ve destek hiicrelerini igeren karmasik ¢ok katli bir
epitelle doselidir. Sertoli hiicreleri destek hiicreleridir ve tek tiptir. Spermatogenik hiicrelerin
morfolojik olarak ayirt edilebilen gesitli tipleri vardir: spermatogonya, primer spermatosit,
sekonder spermatosit, spermatid ve spermatozoa. Bunlar ontogenik olarak farkli hiicre tipleri
degildir, fakat iireme hiicresi farklilasmasindaki degisik evrelerin temsilcisidirler (Fawcett
1994).

Bazal lamina {lizerine oturmus seminifer epitelde 2 grup hiicre vardir:

1- Tastyic1 Elemanlar: Sertoli hiicreleri

2- Spermatogenik Hiicreler: Cogalip farklilagarak spermiyumu olugturan hiicreler
serisidir. Gonadta bulundugundan gonosit terimi de kullanilir. (Fawcett 1994, Kalayci 1986).

1.3.3.Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis pramidal
hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunurlar, apikal uglar ise siklikla
seminifer tubuliin limenine bakar. Sertoli hiicrelerinin ¢ok sayida lateral uzantilar
spermatogenik serideki hiicreleri ¢evreledigi icin, 1sitk mikroskobunda bu hiicrenin sinirlar
zayif olarak goriilmektedir. Elektron mikroskobunda yapilan caligmalarda hiicrelerin bol
miktarda diiz endoplazmik retikulumu, iyi gelismis Golgi kompleksi ve ¢ok sayida
mitokondria ile lizozomlar igerdigi gosterilmistir. Belirgin bir nukleolus, az sayida
heterokromatin ve genellikle {iggen bi¢iminde olan uzamis nukleusta ¢ok sayida kivrilmalar

gortliir (Heyn ve ark 2001).

Sertoli Hiicrelerinin Fonksiyonlari

1. Gelisen spermiyumlar: destekler, besler ve korur.

2. Spermiyogenezde dokiilen spermatid sitoplazmasin1 fagosite ederek ortadan
kaldirirlar.

3. Sperm transportu i¢in kullanilan bir siv1 salgilar.

4. Androjen baglayan protein ve inhibin salgilar.



5. Anti-Miillerian hormon salgilarlar. Erkek fetusta Miiller kanalinin gerilemesini
saglayan bir glikoproteindir.

6. Kan-testis bariyerini olusturur. Komsu Sertoli hiicreleri birbirlerine siki baglanti
kompleksleri ile baglanarak biiylik molekiillerin gecisini engeller. Bu yolla germ

hiicreleri kan kaynakli yabanci ajanlarin hasarlayici etkisinden korunur (Esrefoglu

2004, Noyan 1993).

Kan-Testis Bariyeri: Testis kapilerleri pencerelidir. Fizyolojik ve morfolojik ¢alismalar
Sertoli_Sertoli baglantili komplekslerinin bir kan_doku bariyeri olusturdugunu gostermistir.
Kan-doku bariyerleri, beyin, testis, timus gibi ¢ok az bazi dokularda bulunmaktadir. Burada ki
ama¢ immun sistemin etkisinden, yabanci hiicre olarak kabul edilen spermi korumaktir

(Seckin ve ark 2008).
1.3.4. Spermatogenik Hiicreler (Germ Hiicreleri)

Bazal lamina ile liimen arasinda bulunan 4-8 katli hiicre serisidir. Bu hiicreler bir¢cok kez
cogalip, farklilasarak spermiyumlart olusturur. En gen¢ ve bazal lamina iizerine oturan
olduk¢a kiiclik hiicreler spermatogonyumlardir (Kalayci 1986). Sertoli hiicreleri arasinda
bulunan zonula okludens altinda yer alirlar ve bu sebeple de kan testis bariyerinin disinda yer
alirlar. Cogalan spermatogonyumlar baski yaparak yeni gelisen hiicreleri limene dogru
yiikseltir. Sonug olarak, liimene en yakin olanlar spermiumlari yaparlar (Weiss 1988). Hemen
her klasik embriyoloji kitabinda ayn1 gelisim ve ilerleme siras1 gozetilerek konu agiklanir, bu

gelenege bagli olarak agiklamalar yapilmigtir.
1.3.5. Spermatogonyum (Gonosit)

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan diploid
spermotogenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin altinda yer alirlar
ve bu nedenle kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar (Kierszenbaum 2006).
Spermatogonyumlar spermatogonyal kok hiicreden koken alirlar ve pubertede baslayan
basarili mitotik hiicre boliinmeleri gegirirler. Spermatogonyum kendisinden gelisen hiicre
tipleri ile kiyaslandiginda daha kiigtiktiir. Cekirdegin biiyiikliigii, bi¢cimi, kromatin dagilimi ve
histokimyasal 6zelliklerine gore 2 tipe ayrilir:

1- Tip A (Stem cell): Cekirdegi ovaldir. Mitozla ¢ogalinca yaris1 tip A olarak kalir,
diger yaris1 biiyiiyerek tip B’ye doniisiir. Tip A spermatogonyumlarin kaynagi durumundadir.



2- Tip B: Ana spermatogonyumlardan daha biiyiik hiicrelerdir. Cekirdegi yuvarlak
sekildedir ve koyu renkte boyanir. Tip B’nin mitozla ¢ogalmasiyla olusan hiicrelerin hepsi
farklilagarak primer spermatositleri olusturur. Primer spermatosit bazal laminadan uzaklasir

ve hacmi artar (Kalayci 1986).
1.3.6. Spermatogenezis

Spermatogenezis bir gelisme olgusudur ve farklanmamuis ilkel erkek cins hiicrelerinin
(spermatogonyumlar),  ileri  derecede  farklanmis  spermiumlara  doniigsmesidir.
Spermatogenezis ii¢ sathaya boliinebilir. Spermatositogenezis, mayoz, spermiogenezis
(Seftalioglu 2003).

1.3.6.1. Spermatositogenezis

Puberteden o6nce, seminifer tubullerin epiteli, az sayida Sertoli hiicresi barindirir.
Pubertede, hipotalamustan salgilanan gonodotropin salgilayict hormonun etkisi ile hipofiz 6n
lobundan, gonodotropik hormonlar salgilanmaya baslar. Bu hormonlar folikiil uyarict hormon
(FSH) ve luteinlestirici hormon (LH)’dur. Bu hormonlarin stimulasyonu ile en geng olan
spermatogonium Tip A’lar, bir dizi mitoz bdliinme gegirerek ¢ogalirlar ve spermatogonyum
A’lari meydana getirirler. Bunlarin bir kismi, ileri yaslara kadar devam eden
spermatogeneziste, kaynak ya da ana (stem) hiicreler olarak islev goriirler. Digerleri ise ara
(intermediate) spermatogoniumlari olusturduktan sonra spermatogonyum B’lere farklilanirlar.
Primer spermatositler spermatogonyum B’lerin mitoz bdliinmeleri ile meydana gelir ve
primer spermatositler, spermatogenezin, mayoz safhasi baslangicini olustururlar (Weiss

1988).
1.3.6.2. Mayoz

Primer spermatositleri Tip B spermatogonialar olusturur. Olusmalarindan hemen sonra
bu hiicreler ilk mayotik bolinmenin profaz basamagma girerler. Bu arada primer
spermatositin 46 (44+XY) kromozomu vardir ve DNA’s1 da 4 N’dir. Bu profazda hiicreler;
leptoten, zigoten , pakiten ,diploten ve diakinesis safhasina ulasirlar ve burada kromozomlar
ayrilirlar. Mayoz safhasinda, genlerdeki ‘crosing over’ olusur. Daha sonra hiicre metafaz
safthasina girer. Kromozomlar anafazi takip ederek kutuplara dogru giderler (Jungueria ve ark
1998).



Profaz evresinden sonra, kardes kromatid ciftleri metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden
gecer ve sekonder spermatositlere dagilirlar. Tkinci mayoz boliinme sirasinda, profaz, metafaz,

anafaz ve telofaz evreleriyle kardes kromatidler spermatidlere dagilir (Kierszenbaum 2006 ).
1.3.6.3 Spermiogenezis

Sekonder spermatositlerin  boliinmesi ile spermatidler olusur. Bunlar, diger
hiicrelerden kiiclik boyutlu, yogunlagsmis kromatin bolgeleri tasiyan ¢ekirdekleri ve seminifer
tubullede liimen yakininda yerlesimleri ile taninirlar. Spermatidler spermiogenezis denilen ve
akrozomun sekillenmesini igeren karmasik bir farklilasma siireci gegirirler, bunun yani sira
spermiogenezisde nukleusun yogunlastigi ve uzadigi, filagellum olustugu ve sitoplazmanin
cogunun kayboldugu goriiliir. Sonugta seminifer tubulun liimenine salgilanan olgun

spermatozoon meydana gelir (Jungueria ve ark 1998 ).
Ug ana olay spermiogenesisi karakterize eder:

1. Flagellumun gelismesi
2. Akrozom gelismesi

3. Nuklear yogunlasma (Kierszenbaum 2006 ).

1.3.7. Spermin yapisi

Olgun sperm hareketli olup bas ve kuyruktan olusur. Bas, babadan ogula gegen tiim
genetik ozellikleri tasir. Kuyruk, spermiuma hareketlilik saglar. Bir baglant1 parcasi ile bas
kuyruga baglanir (Kierszenbaum 2006).

Kuyruk {i¢ parcaya boliinmiistiir: Orta parca, esas parca, ve son parca. Spermin bas ve
kuyruk kisimlar1 bir plazma membrani ile sarilidir.

Bas: Insan sperm basi, 6nden oval goriiniimli yandan bakildiginda ise armut
bi¢cimindedir. U¢ kisma dogru gidildikce incelir (Seftalioglu 2003). Bas akrozomla sarilmig
cekirdekten olusur. Cekirdek yassilagmis yogun bir yapidir. Cekirdegin anteriyor (6n) yarisini
akrozom oOrter ve lizozomlarda sik¢a bulunan hidrolitik enzimler (proteazlar, asit fosfatazlar,
hiyaluronidaz, ve yani sira néraminidaz) igerir. Genellikle akrozom, 6zel bir tip lizozom
olarak kabul edilir.

Akrozomal enzimler, ovositi saran korona radiyata ve zona pellusida’yr sperm girisini

kolaylastirmak i¢in dollenme aninda salinir.



Baglant1 pargasi, bir ¢ift sentriyoliin bulundugu dar bir pargadir. Distal sentriyol, sperm
kuyrugunun merkezi pargasi olan aksonem’e kaynaklik yapar. Kuyrugun orta parcasi, sarmal
olarak dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiler aksonem ve dis
yogun lifler adi verilen sperm boynundaki baglanti pargasindan kuyruk boyunca uzanan
dokuz uzamina seyreden kolonlardan olusur. Orta parganin alt sinir1 mitokondriyel sarmalin
annulus’ta sonlanmastyla belirgindir.

Esas parca, kuyrugun en uzun parcasidir. Yedi dis yogun lifce sarili (orta parcadaki dokuz
liften farkli) merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan olusur.

Fibroz kilif, es uzakliktaki uzamina kolonlardan c¢ikan dairesel iskelet tarafindan
olusturulur. Hem dis yogun lifler, hem de fibroz kilif, spermin 6ne hareketi sirasinda
mikrotiibiiler kayma ve kivrilma igin saglam bir iskelet olusturan proteinler olan keratin igerir.

Son parga, dis yogun lifler ve fibroz kilifin erken sonlanmasindan dolay1, sadece aksonem

bulunan kuyrugun ¢ok kisa bir pargasidir (Kierszenbaum 2006 ).

Tail

Mitochondrion
(spiral shape)

Nucleus

Acrosome
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Sekil 1.1. Olgun sperm yapis1 ( What is the structure of a mature human sperm cell?
2013)



1.3.8. Testisin Bosaltici Duktuslari
1- Tibiili rekti
2- Rete testis
3- Duktuli efferentes
4- Duktus epididimis
5- Duktus deferens
6- Ampulla duktus deferens

7- Duktus ejakulatoryus ( Kalayc1 1986, Kuran 1983).

Mediastinum

Lobule N'r 3 NS >3 Ductus
- epididymis

binie Efferent

ductules

Interstitium
Tubulus rectus
(straight tubules)

Sekil 1.2. Testis Bosaltict Duktuslar1 (Histoloji 2013)

1.3.8.1. Tiibiili Rekti

Her lobiiliin tepesinde seminifer tiibiiller diiz seyirli tiibiili rektilerle devam eder. Seminifer
tiibiil epiteli tiibiili rektilere dogru biraz degisiklik gostermeye baslar; spermatogenik hiicreler

giderek ortadan kaybolur, sertoli hiicreleri ise say1 olarak artar. Sonunda tiibiili rektilerde
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sadece yapisi biraz degismis olan (sitoplazmasinda c¢ok fazla yag bulundugundan cok
vakuollii, ¢ekirdek kromatini yogunlagmis) Sertoli hiicreleri bulunur. Tiibiili rektiler ¢ok kisa
yapidadir. Epiteli tek katli kiibiktir. Cevresinde mediastinum bag dokusu bulunur (Junqueira

ve ark 1998, Kalayc1 1986).
1.3.8.2. Rete Testis

Tunika albuginea’nin kalinlagsmasiyla olusmus, damardan ¢ok zengin olan
mediastinum i¢ine yerlesmis, birbirileriyle anastomozlasan tiibiiler yapilardir. Boylece tiibiilus
ag1 olustugundan rete (ag) terimi uygundur (Junqueira ve ark1998, Kalayc1 1986).Tek katl
kiibik veya alcak prizmatik epitel ile doseli diizensiz, anastomozlasan kanallardir. Epitel
hiicreleri tek bir apikal silyum ve birka¢ mikrovillus igerir. Epitelin yaslandigi bazal membran
mediyastinumun bol kan damarli bag dokusu ile sarilidir (Esrefoglu 2004). Spermiumlar
tiibiili rekti ve rete testisten hizla gectigi icin, kesitlerde liimende spermiuma c¢ok nadiren

rastlanir (Kalayc1 1986).
1.3.8.3. Duktuli Efferentes

Rete testisi epididimise baglayan kanallardir (Esrefoglu 2004 ). Rete testisten yaklasik
15-25 adet ductuli efferents ¢ikar (Junqueira ve ark 1998). Kanallar1 déseyen yalanci ¢ok kath
prizmatik epitel, prizmatik ve kiibik hiicrelerden olusur. Epitelyum yiizeyi girintili ¢ikintili
goriiliir ¢linkii hiicre boylar1 esit degildir. Uzun boylu prizmatik hiicreler genellikle
silyaliyken kisa boylu hiicreler silya icermez. Bu hiicreler ¢cok sayida mikrovillus, pinositoz
vezikiilii, membranla smnirli cisimcik igerir ve endositoz yaparlar. Seminifer tiibiilden
salgilanan sivinin biiyiik bir boliimii duktuli efferentesin bu hiicreleri tarafindan reabsorbe
edilir. Epitelde lenfositlere de rastlanir. Elastik lif i¢eren, ince bir sirkiiler kas tabakasi kanali
cepecevre kusatir. Silyalarin hareketi ve kas tabakasi sayesinde spermler bu kanallar boyunca
ilerlerler (Esrefoglu 2004, Noyan 1993).

1.3.8.4. Duktus Epidididmis

Testisin arka yiizii boyunca uzanan, son derece kivrimli, uzun bir kanaldir ( Esrefoglu
2004 ). Epididimisi olusturan kanalin toplam uzunlugu 600 cm’dir ( Gokmen 2003 ). Bu uzun
kanal c¢evresini saran bag dokusu ve kan damarlar ile epididimisin, kuyruk ve gdvdesini
olusturur. Tiipilin limeni silindirik hiicrelerden olusmus yalanci ¢ok katli silindirik epitel ve

yuvarlak bazal hiicreler ile kaplidir. Diiz kas hiicreleri ile desteklenmis bazal lamina, hiicreleri
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sarmaktadir. Bu diiz kaslarin peristaltik kasilmalar1 spermin kanallar boyunca ilerlemesine
yardim eder, kanallar ve kan kapillerlerinden zengin olan bag dokusu tarafindan
cevrelenmiglerdir. Yiizeyleri ise uzun, dallanmig ve sterosilia adi verilen diizensiz
mikrovilluslar ile kaplanmistir. Tim bu hiicreler glycerophosphocholine denilen ve
spermatozoanin fertilizasyon i¢in hazirladig: siireci yani capacitation’u inhibe eden bir madde
salgilar. Duktus epididimis epiteli spermatogenezis siiresince temizlenen artik cisimciklerin

sindirilmesine ve ortadan kaldirilmasina Katilir (Jungueria ve ark 1998).
1.3.8.5. Duktus Deferens

Duktus epididimis’in genislemis olarak devam eden boliimiidiir. Tipik olarak dar bir
limeni ve kalin bir kas tabakasi vardir. 25- 30 cm uzunlugunda ¢ap1 baslangicinda 2 mm,
sonlanma yerine yakin 4 mm’dir. Organin liimen ¢api ise 0.5 mm’dir. Sterosilyali yalanci ¢ok
katli prizmatik epitelle kaplidir. Mukozas1 kivrimli olup lamina propriasi elastik liflerden
zengindir. Kalin kas tabakasi icte ve dista longitudinal ortada ise sirkiilerdir. Mukoza tabakasi
ampulla boyunca ejekiilatuar duktusun i¢ine kadar devam ederken kas tabakasi ampulladan
sonra bitmektedir (Gokmen 2003, Junqueira ve ark 1998). Baslangicindan itibaren funikulus
spermatikus i¢indedir (Ozan 2004). Ampulla duktus defferentiste, ejekiilasyondan once bir

miktar spermatozoa depolandigi bilinmektedir (Kuran 1983).
1.3.8.6. Ampulla Duktus Deferens

Duktus deferens prostata girmeden 6nce ampulla denen kismi olusturur (Junqueira ve
ark 1998). Bu kismin duktus deferense gore liimeni daha genis, epiteli daha kalin, mukozada
kivrimlar daha fazladir. Enine kesitte epitel kivrimlarmin birbirleriyle kaynasmalar,
dallanmalar yapmalari nedeniyle, liimen ticgenimsi gozenekleri olan agimsi bir yap:
seklindedir (Kalayct 1986). Burada epitel kalinlasir ve olduk¢a fazla kivrimlar yapar
(Junqueira ve ark 1998). Kiibik ya da silindirik salgilayici tiptedir. Sitoplazmasinda bol salgi
graniili ve siklikla sar1 renkli pigment bulunur. Tunika muskularis; duktus deferense kiyasla

daha incedir (Kalayc1 1986).
1.3.8.7. Ductus Ejakulatoryus

Basit prizmatik veya yalanci ¢ok katli prizmatik epitelyum ile doselidir. Duvarinda kas

tabakasi bulunmaz, epitel fibroz bag dokusu sarar (Esrefoglu 2004).
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Ampulla duktus deferentes’in daralmis olan ucu prostata’nin tabanina dogru vesikiila
seminalis’in kanali ile birleserek duktus ejakiilatoryus’u olusturur. Prostatin lobus medius
arka smir1 hizasinda asagi ve 6ne dogru uzanip, iiretra’nin pars prostatikasinda kollikulus
seminalis’in her iki yanina ag¢ilir. Duktus ejakulatoryus yaklagik 2 cm uzunlugundadir. Disg
tabakasinda bulunan kas lifleri duktus ejakulatoryus’u sikistirarak siirekli kapali tutarlar.
Ejakiilatin bosalmasi durumunda kaslarin tonusunun azalmasi ile duktus ejakulatoryus agilir.
Duktus defferens’in gevresindeki kaslarin kasilmasiyla spermatozoa biiyiik bir hizla agilmig
bulunan duktus ejakulatoryus’dan gecerek iiretra’ya atilirlar (Seftalioglu 2003, Gdékmen
2003).

1.3.9. Yardimc1 Genital Bezler

Bu bezler prostat bezi, seminal vezikiiller ve bulboiiretral bezlerdir (Jungueria ve ark
1998, Kalayci 1986).

1.3.9.1. Prostat

Asit fosfataz, fibrinolizin ve sitrik asit sentezleyen prostat bezi yardimci bezlerden en
bliylik olanidir . 30-50 adet dallanmis tiibiiloalveoler bezin olusturdugu bir topluluktur; bu
bezlerin kanallar1 prostatik iiretraya bosalir. Prostat prostatik siviyr iiretir ve bunun ig¢
kisminda biriktirir. Bu sivi ejakiilasyon sirasinda itme giicii i¢in gereklidir. Prostat diiz kas
liflerinden zengin, fibroelastik bag dokusundan bir kapsiil ile kusatilmistir. Kapsiilden ayrilan
septumlar bezin i¢ine dogru uzanarak loblar1 olustururlar. Bezleri saran stroma da kapsiilii
gibi ¢ok miktarda diiz kas lifi igeren fibroelastik bag dokusudur. Prostaltik bezlerin liimeninde
siklikla 0.2-2 mm capinda glikoprotein yapisinda kiigiik kiiresel cisimcikler bulunur. Bunlar
prostat taslar1 ya da korpora amilasea olarak isimlendirilir (Weiss 1988, Noyan 1993,
Esrefoglu 2004).

1.3.9.2. Seminal Vezikiiller

Oldukg¢a kivrimli seyreden, yaklasik uzunluklari 15 cm’ye ulasan bir ¢ift tiibiiler
bezdir (Esrefoglu 2004). Kivrimli yapiya sahip olan bu tiibiiloalveolar bezlerin i¢ kisminda
liimene dogru uzanan salgi epitelinin dosedigi bag dokusu girinti ve ¢ikintilart bulunur. Cok
incelikli katlar olusturan mukoza dall1 ve birbirine baglantilar olusturan petekli bir goriiniime
sahiptir (Ovale ve Nahimey 2009). Mukoza kivrimlart salgi graniillerinden zengin, yalanci

cok katl silindirik epitel ile kaplanmistir (Junqueira ve ark 1998). Prizmatik hiicreler protein
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sentezleyen hiicre 6zelligi gosterir. Lamina propriya elastik liflerden zengindir (Esrefoglu
2004). Seminal vezikiillerin viskoz sarimsi sekresyonu, spermatozoayi aktivite eden fruktoz,
sitrat, inositol, prostaglandinler ve c¢esitli proteinlerden zengindir. Bu bezler tarafindan
iiretilen erkek iireme sistemi ile ilgili karbonhidratlar seminal siviya salgilanirlar ve sperm
motilitesi i¢in enerji kaynagi olustururlar. Monosakkarid fruktoz bu karbonhidratlar igerisinde
en fazla bulunamdir. Insan ejakulatinn %70’i seminal vezikiillerden kdken alir. Epitel
hiicrelerin boyutlar1 ve salgilamadaki aktivitelerinin dereceleri testosterona baglidir

(Junqueira ve ark 1998).
1.3.9.3. Bulboiiretral Bezler (Cowper Bezleri)

Caplar1 3-5 mm olan ve iiretranin membranéz kismina proksimal olarak yerlesip
buraya agilan bezlerdir (Junqueira ve ark 1998). Dis yiiziinde iskelet kaslar1 igeren bag dokusu
kapsiilii ile kusatilmislardir. Bu kapsiilden ayrilan septumlar organi lobiillere ayirir.
Septumlarin bag dokusu elastik liflerden, diiz kas ve ¢izgili kas liflerinden zengindir.
Sekretuar bolimi mukus salgilayan tek katli kiibik veya prizmatik epitel ile doselidir
(Esrefoglu 2004). Sekresyonu, kaydirici olarak gorev yapan mukustur (Noyan 1993,
Junqueira ve ark 1998). Bu iiriin galaktoz, galaktozamin ve siyalik asitten zengindir
(Esrefoglu 2004).

Sperm hiicrelerinin hareketliliginin saglikli olmast bu sekresyonlarin biyokimyasal
ozelliklerinin yanisira ozmotik 6zelliklerinin de saglanmasina baghdir bu da kiiciik bezlerin

salgisina baglidir (Rossato ve ark 2002).
1.4. Semen

Ejakiilasyon ile disar1 atilan; spermatozoa, epididimis, seminal vesikiil, prostat ve
bulboiiretral bezlerin salgilarindan olusan grimsi opak bir sividir (vesikula seminalis %60,
prostat %30, bulboiiretral bez %10).

Ayrica yapisinda prostaglandinler, epitel dokiintiileri, bag dokusu gezgin hiicreleri,
kokeni bilinmeyen yuvarlak hiyalin cisimler, prostat taslari, lipitler, proteinler ve pigment

graniilleri bulunur.

Semenin sadece %]1’ini spermatozoa olusturur. Geriye kalanlar erkek genital
bezlerinden gelen sivilardir. Bu sivilar spermatozoay1 beslemek i¢in friiktoz, spermatozoay1

hareketsiz kilan vajina ve {retra ortamindaki asiditeyi nétralize eden alkalin salgi,
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spermatozoay1 hareketli kilan tamponlayic1 tuzlar ve fosfolipitleri icerir. Semenin %901
sudur. Ancak pek cok madde de icerir. Bunlardan en goze carpani enerji kaynagi olan
friikktozdur. Ayrica vitamin C ve inositol gibi vitaminler ile Ca, Zn, Mg, Cu, siilfiir gibi iz
elementleri de igerir. Viicutta en yiiksek prostaglandin konsantrasyonu semendedir. Ereksiyon
sirasinda bulboiiretral bezlerin salgilar ile iiretra kayganlasir. Ejakiilasyon baslangicinda asit
fosfataz ve sitrik asitten zengin prostat sivisi, bunun arkasindan duktus deferens ve duktus
epididimisin distal kismindaki kaslarin kontraksiyon giicii ile spermiumlar salinir. En son
olarak, friiktoz ve prostaglandinlerden zengin, koyu kivamli seminal vezikiil salgis1 ejakiilata

katilir. (Noyan 1993, Kalayci1 1986, Gokmen 2003, Seftalioglu 2003, WHO 2010).
1.4.1. Semen Analizi

Semen analizi yani spermiyogram; spermatozoa konsantrasyonunu, sayisini, seklini,
hareketini, canliligimi degerlendirmeye yonelik bir test olup erkek infertilitesinin
degerlendirilmesinde basvurulacak ilk testtir (Bloom ve Fawcett 1975, Orhon ve ark 1995,
Harmankaya ve Ozgok 2002, Hasa 2007, Giinalp 2004 WHO 2010, Kruger 1986).

Uygun olan1 semen Orneginin laboratuara yakin 6zel bir odada alinmasidir. Eger bu miimkiin
degilse semen Orneginin laboratuara en geg¢ bir saat i¢inde ulastirilmasi gerekir. Spermatozoa
motilitesinin azalmasinin 6niine gegmek i¢in semen 20-22°C sicakliginda tutulmalidir.
Spermiyogram tetkiki en az 48 saatlik cinsel perhiz sonrasi yapilmalidir. Bunun yani sira 7
giinli asan cinsel perhiz de motiliteyi etkilemektedir. Ayrica dogru sonuca ulasmak icin
spermiyogrami 1-2 ay aralarla en az 3 defa tekrarlamak gereklidir. Analiz sonuglar1 birbirine
%20 yakinlikta ise ilave orneklere gerek yoktur, eger analiz sonuglar arasinda belirgin bir
farklilik varsa semen analizinin tekrarlanmasinda fayda vardir. Ejakiilat ornegi klinikte
verilmelidir. Semen temiz, toksik olmayan, genis agizli ve tercihen polietilen kaplarda
toplanmalidir (Jequler ve Crich 1986, Anafarta ve ark 2007, WHO 2010).
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Volim 1,5-5ml

pH >7.2

Viskozite <+2

Spermatozoa konsantrasyonu > 20 milyon/ml

Total spermatozoa sayisi >40 milyon

Motilite ylizdesi atb >%50 ya da >%?25 ileri hizli hareket
Morfoloji >%30 WHO, >%14 Kruger Strict
Lokosit 1 milyon/ml

Tablo 1.1. Normal spermatozoa analizi degerleri: (WHO 2010)

1.4.2. i1k Makroskobik inceleme

Likefaksiyon: Ejakiilat ilk ¢ikarildiginda koagulum halindedir. Semenin akici
Ozeligini kazanmasina likefaksiyon denir (Anafarta ve ark 2007, WHO 2010). Semen
genellikle ilk 15 dakika icinde likefiye olur. Bazen bu siire 60 dakikaya kadar uzayabilir.
Ancak bu siire¢ 60 dakikayr asarsa bu durum belirtilmelidir (Kruger 1986, WHO 2010,
Vicdan ve ark 1999).

Renk: Normalde semen homojen, gri, opak goriiniimdedir.

Koku: Semenin kendine has bir kokusu vardir. Bu koku prostattan salgilanan spermin
denen bir proteine bagli oksidasyondan kaynaklanir. Semenin kokusu testislerde {iretilen
aminlerden kaynaklanir.

Hacim: Semen hacmi 2 ml ve iistiinde olmalidir.

Viskozite: Viskozite semen akiskanligina karsi olusan direng veya yapiskanlik
demektir. Viskozite 5 ml’lik pipete alinan ejakiilatin damla damla akitilarak, damlalarin
biiyiikligii (kalinlig1) ve uzamalarinin gézlemlenmesiyle tahmin edilir. Normal viskoziteye
sahip bir semen numunesi pipetten tek tek ve aralikli damlalar halinde diiser. 1-2 cm’lik bir
uzama varsa +1, 2-4 cm’lik bir uzama varsa +2, 4 c¢cm tzerinde bir uzama varsa +3 viskozite

degeri kaydedilir. Yiksek viskozite spermatozoa motilitesinin ve konsantrasyonunun
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belirlenmesini engelleyebilir. 2 cm’den fazla uzama anormal olarak kabul edilir (Zavos ve ark
1997).

pH: pH kagid: ile semen pH’ 1 dlgiiliir. Azoospermili olgularda pH: 7’ den kiiciikse
ejakulatuar kanallarda tikaniklik veya konjenital bilateral vaza deferens yoklugu

arastirtlmalidir (WHO 2010).
1.4.3. Semen Analizinde Sayisal Analiz

1978 yilinda Prof. Dr. Amnon Makler tarafindan sperm sayimi ic¢in 6zel olarak
tasarlanmis Makler sperm sayim kamerasi kullanilmaktadir. Bu kameranin lam ve lameli
arasinda 10 mikro metrelik sabit bir hacim bulunmaktadir. Yiizeyi ise 0.lmm X 0.1mm
boyutlarinda 100 kareden olusan bir ag igerir. 10 kiigciik kare igerisindeki hiicre sayisi
sayilarak 1 milyon ile ¢arpilir. Bu say1 1 mililitredeki hiicre sayisini verir (Christensen ve ark
2005).

Normozoospermi Normal ejakulat

Oligozoospermi Sperm konsantrasyonu 20 mil/ml den az
Asthenospermi Progresif motilitesi olan sperm sayis1 %40’dan az
Teratozoospermi Normal yapida spermler %50’den az

Azoospermi Ejakulatta spermatozoa olmamast

Aspermi Ejakulat olmamasi

Tablo 1.2. Sperm analizinde terminoloji (WHO 2002).

Infertil erkeklerin bilyiik kismida s6z konusu olan oligospermi bir hastalik degil

semptomdur (Dayang ve ark 1994).
1.4.4. Floresan Mikroskopu

Belli floresan maddeler uygun dalga boyundaki 1sik altina tutuldugunda daha uzun
dalga boyunda 1s1k yayarlar. Floresan mikroskopta doku kesitleri, genelde yayilan 1s1k
yelpazesinin goriilebilir kisminda yer alacak sekilde mor Gtesi 1sik altina tutulur. Floresan
maddeler karanlik bir zemin {izerinde parlak, 1siltili parcaciklar seklinde izlenir. Giiglii bir
mor Otesi 151k kaynaginin kullanildig1 bir mikroskopta arastiricinin goézlerini korumak icin

objektif merceklerinden sonra mordétesi 15181 siizecek olan giiglii filtreler bulunmaktadir.
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A vitamini, B2 vitamini ve porfirinler gibi bazi dogal floresan maddeler hiicrenin
normal bilesenlerini olusturmaktadir. Dokulara ve hiicrelere afinitesi olan diger floresan
bilesikler ise floresan boyalar olarak kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan akridin oranj’dir

(Junqueira ve ark 1998).
1.5. Boyalar
1.5.1. Hematoksilen

Hematoksilen hiicre ¢ekirdeklerini mavi-siyah renge boyar ve intraniikleer detaylar1 iyi
gosterir. Eozin ise; sitoplazmay1 ve bir¢cok bag dokusu fibrillerini pembe, turuncu, kirmizinin
cesitli renk tonlarinda ve yogunluklarinda boyar. Bununla birlikte Hematoksilen,

Hematoksilen-Eozin kombinasyonundan daha fazla kullanilir (John ve ark 1990).

Hematoksilenin goriinimii kahverengi-kizil, ve molekiil agirligi 302,288 gr/mol’diir.
Hematein yalniz basina doku kesitlerini ¢ok zayif boyar. Hemateinle iyi bir boyama i¢in; boya
¢ozeltilerine mordant ilavesi veya boyadan sonra mordantla diferansiyasyon gereklidir (
Ekicioglu ve ark 2005 ).

1.5.2. Eozin

Eozin rutin laboratuarlarda bir dokunun genel histolojik yapisini belirlemek i¢in alum
hematoksilen boyalarla kombine edilebilen en uygun boyadir. Zayif asidik bir boyadir ve
dokunun katyonik kismiyla birlesir. Ozelligini kirmizi ve pembenin degisen tonlarinda
sitoplazmik yapilar1 boyayarak, farkli hiicre tiplerinin sitoplazmalarini, bag dokusu fibrillerini
ve matriksin farkli tiplerini ayirmak icin 6zel farklilasabilme yeteneginden alir. Sitoplazmik
bir boya olarak genellikle saf sudaki ya da alkoldeki 9%0.5 ile %]1’lik solusyonlari
kullanilmaktadir. EozinY, Etil Eozin, EozinB gibi (John ve ark 1990).

Rutin histolojik boyamada aluminyum hematoxylinlere zit boya olarak, sitoplazma
boyamasinda kullanilir. Giinlimiizde Eosin Y sekli (Eosine Yellowish) kullanilmaktadir.
Eosin S ve Eosin B kullanimi sinirlidir. Eosin Y yesil-turuncu toz seklinde, molekiil agirlig
691.914 gr/mol ve ¢oziniirliik: 40 gr/100 ml su, 2 gr/100 ml etil alkoldiir. Eosinle boyamada,
nukleusa yaptig1 kontrastla beraber parlaklik 6nemlidir. Normalde sari-yesil ¢ozeltisi olan
eosine %1 oraninda asetik asit ilavesiyle, ¢oOzelti kirmizi renge doniisiir. Bu islem
hematoksilenle mavi renge boyanan nukleusa kontrast veren parlak bir zemin olusturur.

Sitoplazmanin yan1 sira bag dokusu elemanlar1 da eosinle boyanirlar. Eosinin boyama siiresi
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i¢in internal kontrol kullanilir. Doku kesitlerinde eritrositlerin kiremit kirmizisi renkte olmasi

onerilmektedir (Wittekind 1983, Ekicioglu ve ark 2005).
1.5.3. Metilen mavisi

Bazofilik bir boyadir. Uzun niteliksel bir prosediir basit olarak asit
mukopolisakkaridlerin bazofili kullanimi1 geleneksel hale gelmistir. Mast hiicre graniilleri ve
kikirdagin zemin maddesi pH 2 de metilen mavisini baglayabilir. pH 3 de trakenin mukusunu,
pH 4 de tiroid koloidinin RNA simi baglayabilir ( Raspail 1961 ). Biyolojik dokularla ¢ok
degisik seviyelerde reaksiyonlara girmektedir ornegin Alzheimer hastalifinda tedavi igin

umut bile tasimaktadir (Oz ve ark 2009).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismamizda, Necmettin Erbakan Universitesi Tiip Bebek iinitesine Aralik 2012/
Mart 2012 tarihleri arasinda infertilite nedeniyle bagvuran ve onay veren toplam 80 vaka,

09/27 etik kurul kararinca secildi.
Calismaya alinmama kriterleri;

1. Hastanin goniillii olmamast
2. Yeterli hacimde ejakulat alinamamast

3. Azospermi goriilmesi

Yapilan calismada 4 boya (Hematoksilen, Metilen Mavisi, Eosin B, Eosin Y) kullanildi.

Oncelikle boyalarin molekiil agirliklara gore floresans yansima veren en diisiik derisimleri

bulundu.
BOYALAR MOLEKUL AGIRLIKLARI
Hematoksilen 302.288 gr/mol
Metilen Mavisi 319.9 gr/mol
Eosin B 624.0572 gr/mol
Eosin Y 691,914 gr/mol

Tablo2.1. Calismadaki histolojik boyalarin molekiil agirliklar

Her boya i¢in molekiiler agirliklarina gore farkli derisimlerde stok soliisyonlar hazirlandi.
Ornegin;
Hematoksilen igin ;
Soliisyon A:302.288gr 1L distile su i¢inde ¢oziindigiinde 1M ¢ozelti elde edilmis
olur.
Soliisyon B: 100 ml (sol A) + 900 ml distile su =1L yani 10" M elde edildi.
Soliisyon C: 100 ml (sol B) + 900 ml distile su = 1L yani 102 M elde edildi.
Soliisyon D: 10 ml (sol B) + 990 ml distile su =1L 10 M elde edildi.
Bu sekilde sirasiyla 10'1, 10'2, 10'3, 10'4, 10'5, 10 molaritedeki boya soliisyonlar1 elde
edildi.
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Sonra rutin spermiogram analiz asamasina gegildi. Normo ve oligospermik vakalar
belirlenip goniillii olanlar ¢alismaya alindi. Hastalardan 3 giinliik cinsel perhiz sonrasinda
alinan numuneler steril, toksik olmayan polypropilen bir kaba toplandi ve 25 dk’lik
likefaksiyon siiresinin ardindan semen analizleri yapildi. Semen analizlerinde ilk once fiziksel
muayene yapilarak koku, renk, voliim ve viskozite yoniinden degerlendirildi. Daha sonra
mikroskobik incelemeleri yapmak i¢in semenden alinan 10 pl 6rnek, derinligi 0.01 mm olan
Makler sayim kamerasinin (Sefi - Medical Instruments) ortasina damlatilarak {izerine grid
cam1 kapatildi. Nikon T1A Input AC 1sik mikroskobunda toplamda 20X objektif biiyiitme
altinda degerlendirme yapildi.

Gridin tizerinde iki satir bir siitun veya iki siitun bir satir icerisindeki spermatozoa
sayilarak ortalamasi alind1 ve bdylece spermatozoa konsantrasyonu milyon/ml olarak tespit
edildi. Ayn1 zamanda Makler sayim kamerasi kullanilarak motilite degerlendirmesi yapildi.
Motilite degerlendirmesi i¢cin 100 hiicre sayildi.

Dogrusal hareket gostererek en az 3 kareyi kat eden spermatozoalarin motilitesi +4,

Karenin disina ¢ikan ancak 1-2 kare sonra geri donme hareketi gosteren spermatozoalarin
motilitesi +3,

Bir kare icerisinde yerinde bas veya kuyruk sallama seklinde hareket eden
spermatozoalarin motilitesi +2,

Hi¢ hareket gostermeyen spermatozoalarin motilitesi +1 olarak degerlendirildi (Makler
1980, WHO 2010).

Bu islem sonunda kalan semenden enjektér ile 1ml almarak tiiplere konuldu. Uzerine 2
ml serum fizyolojik ( SF ) eklendi. Elde edilen 3ml karisimdan 1’er ml alinarak 3 ayri
ependorf tiipe béliindii. Uzerlerine 10 ul boya eklendi. Bu islemde her bir hasta igin ayr1 ayri
olmak tizere hematoksilen, Eosin B, Eosin Y, metilen mavisi boyalar1 kullanilarak boyamalar
yapildi. Son olarak pipeting yapilarak homojen hale geldi ve lamlara 1’er damla damlatilarak

floresan mikroskop altinda inceleme yapildi.
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3. BULGULAR

Bu ¢alismamizda rutinde kullanilan belirli histolojik boyalarin (Hematoksilen, Eosin B,
Eosin Y, Metilen mavisi) floresan goriintii verme &zelligi arastirildi. Bu boyalarin floresan
ozelligi olup olmadig1 varsa en diisiik hangi derisimde 1s1ma verdigi tespit edildi. Bu boyalar

sirastyla agsagidaki gibi degerlendirildi.

Calisma amacimizda ozellikle mitokondri organelinin yogunlastigi sperm orta parca
bolgesinde 1s1ma yogunlugunun varligini tespit etmek, dolayisiyla mitokondriyal bir afiniteyi
sorgulamakti. Ancak c¢alismanin ilerlemesiyle beraber mevcut laboratuar donanimimizdaki
mikroskoplarin bu ayrinttya uygun destek veremeyecegi ortaya cikti. Yaptifimiz tiim
gozlemlerde biyiitmenin el verdigi Foto Mikroskobik Biiyiitme (FMB) 132X olarak
hesaplandi ve 1s1ma sperm hiicresi bazinda bas bolgesindeki c¢ekirdegin periferinde

yogunlastig1 gozlendi.

3.1. Eosin B
10™"’lik derisimlerden baslayarak en diisiikk hangi derisimde goriintii verdigi bulundu.
Sirasiyla 101, 10-2, 10, 10%, 10° ve 10°® derisimlerde boyama yapildi. Eosin B ile yapilan
boyamada 10, 102 107% 10 10® derisimlerinde goriintii elde edildi. 10° derisimde ise
goriintii gozlenmedi. En diisiik derisim ve dolayisiyla en maliyeti diisiik goriinti 107
derisiminde gozlendi.
Bu islem normosperm ve oligosperm iizerine ayr1 ayr1 uygulandi ve her ikisinde de bir

fark gozlenmedi.
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Sekil 3.1. Eosin B normosperm 10 FMB 66X

Sekil 3.2. Eosin B normosperm 10° FMB132X
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Sekil 3.3. Eosin B oligosperm 10° FMB 132X
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Her boya konsantrasyonu igin Independent-samples T testi uygulandi. Bu test
yapilirken tablo 3.1°deki skala gozetilerek degerler verildi.

Skala

Agrubu

"

B grubu

C grubu

D grubu

Tablo 3.1. Sperm goriintii skalasi
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Eosin B Histokimyasalinin Azaltilan Konsantrasyonlardaki Boyama Ozelligi

NORMOSPERMI | A B C D
107
01 43 34 23 0
02 60 25 15 0
03 45 30 25 0
04 42 40 18 0
05 53 27 20 0
06 50 35 15 0
07 46 34 20 0
08 49 30 21 0
09 52 33 15 0
10 54 30 16 0
OLIGOSPERMI

107
01 46 34 20 0
02 57 27 16 0
03 53 32 15 0
04 45 30 25 0
05 52 34 14 0
06 43 34 23 0
07 42 40 18 0
08 60 25 15 0
09 49 34 27 0
10 52 41 7 0
Normospermi 49.445.5 31.8+4.3 18.8+3.5
OrtalamatSD
Oligospermi 49.9+5.9 33.1+£5.2 18.0£5.9
Ortalama+SD
P degeri 0.718 0.827 0.203

Tablo3.2. Eosin B boyasimn 107 derisimli oligosperm

verileri

Independent-samples T testi degerlerine gore;
Yapilan c¢alismalarda p degeri 0,005’den yiiksek c¢ikmustir.

normospermi ¢alisan floresan boyalarin arasinda fark olmadigi gozlenmistir.

ve normosperm {lizerindeki 1sima

Oligospermi ve
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NORMOSPERMI | A B C D
10*
01 45 36 29 0
02 52 33 15 0
03 48 40 12 0
04 55 35 10 0
05 54 30 16 0
06 43 34 23 0
07 49 34 27 0
08 50 40 10 0
09 42 38 20 0
10 47 41 12 0
OLIGOSPERMI

10"
01 50 35 15 0
02 46 34 20 0
03 52 33 15 0
04 48 40 12 0
05 45 35 20 0
06 49 31 20 0
07 51 28 21 0
08 53 37 10 0
09 40 35 25 0
10 40 34 26 0
Normospermi 48.5+4.4 36.1+£3.5 17.4+6.9
Ortalama+SD
Oligospermi 47.44+4.6 34.2+3.2 18.4+5.2
Ortalama+SD
P degeri 0.842 0.440 0.255

Tablo 3.3. Eosin B boyasmmn 10 derisimli oligosperm ve normosperm iizerindeki 1s1ma

verileri

Independent-samples T testi degerlerine gore;
Yapilan c¢alismalarda p degeri 0,005’den yiiksek c¢ikmustir.

normospermi ¢alisan floresan boyalarin arasinda fark olmadigi gozlenmistir.

Oligospermi ve
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NORMOSPERMI | A B C D
10°
01 55 30 15 0
02 52 35 23 0
03 49 36 15 0
04 48 40 12 0
05 45 35 20 0
06 42 40 18 0
07 60 25 15 0
08 46 34 20 0
09 49 30 21 0
10 50 35 15 0
OLIGOSPERMI

10°
01 49 31 20 0
02 51 28 21 0
03 53 37 10 0
04 48 40 12 0
05 45 35 20 0
06 42 40 18 0
07 50 36 14 0
08 52 34 24 0
09 40 35 25 0
10 49 36 15 0
Normospermi 49.6+5.1 34.0+4.6 17.4+3.5
Ortalama+SD
Oligospermi 47.9+4.2 35.2+3.6 17.9£5.0
Ortalama+SD
P degeri 0.774 0.515 0.243

Tablo3.4. Eosin B boyasmim 10° derisimli oligosperm

verileri

Independent-samples T testi degerlerine gore;
Yapilan c¢alismalarda p degeri

normospermi ¢alisan floresan boyalarin arasinda fark olmadig1 gézlenmistir.

ve normosperm lizerindeki 1s1ma

0,005’den yiiksek c¢ikmustir.

Oligospermi ve
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NORMOSPERMI | A B C D
10°®

01 0 0 0 100
02 0 0 0 100
03 0 0 0 100
04 0 0 0 100
05 0 0 0 100
06 0 0 0 100
07 0 0 0 100
08 0 0 0 100
09 0 0 0 100
10 0 0 0 100
OLIGOSPERMI

10°®

01 0 0 0 100
02 0 0 0 100
03 0 0 0 100
04 0 0 0 100
05 0 0 0 100
06 0 0 0 100
07 0 0 0 100
08 0 0 0 100
09 0 0 0 100
10 0 0 0 100

Tablo3.5. Eosin B
verileri

boyasinin 10° derisimli oligosperm ve normosperm iizerindeki 1s1ma
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3.2. Eosin Y
10™lik derisimlerden baslayarak en diisik hangi derisimde goriintii verdigi
bulundu. Sirasiyla 10'1, 10-2, 10'3, 10* ve 107 derisimlerde boyama yapildi. Eosin Y ile
yapilan boyamada 107, 10-2, 10° 10* derisimlerinde goriintii elde ettik. 10® derisiminde
gorlintii elde edilemedi. En diisiik derisim ve dolayisiyla en maliyeti diisiik goriintli 10

derisiminde gozlendi.

Bu islem normosperm ve oligosperm iizerine ayr1 ayr1 uygulandi ve her ikisinde de bir

fark gdzlenmedi.

Sekil 3.4. Eosin Y normosperm 10 FMB 132X

Sekil 3.5.Eosin Y oligosperm 10 FMB 132X
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Eosin Y Histokimyasalinin Azaltilan Konsantrasyonlardaki Boyama Ozelligi

NORMOSPERMI | A B C D
1073
01 70 20 10 0
02 65 20 15 0
03 66 24 10 0
04 55 30 15 0
05 50 30 20 0
06 60 25 15 0
07 75 15 10 0
08 72 18 10 0
09 59 16 25 0
10 60 30 10 0
OLIGOSPERMI

107
01 60 25 15 0
02 65 20 15 0
03 59 25 16 0
04 72 18 10 0
05 70 20 10 0
06 55 30 15 0
07 60 30 10 0
08 58 32 10 0
09 58 30 12 0
10 60 26 14 0
Normospermi 63.2+7.8 22.8+5.8 14.0£5.1
Ortalama+SD
Oligospermi 61.7£5.5 25.6+4.9 12.7£2.5
Ortalama+SD
P degeri 0.219 0.394 0.098

Tablo3.6. Eosin Y boyasimin 10 derisimli oligosperm ve normosperm iizerindeki 1s1ma

verileri

Independent-samples T testi degerlerine gore;
Yapilan calismalarda p degeri

normospermi ¢alisan floresan boyalarin arasinda fark olmadig1 gozlenmistir.

0,005’den yiiksek ¢ikmistir.

Oligospermi

Ve
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NORMOSPERMI | A B C D
10
01 75 15 10 0
02 72 18 10 0
03 70 16 14 0
04 60 25 15 0
05 65 25 10 0
06 55 30 15 0
07 74 16 10 0
08 55 30 15 0
09 60 30 10 0
10 58 32 10 0
OLIGOSPERMI

10
01 60 25 15 0
02 75 15 10 0
03 72 18 10 0
04 65 25 10 0
05 55 30 15 0
06 74 16 10 0
07 58 32 10 0
08 58 30 12 0
09 70 20 10 0
10 70 16 14 0
Normospermi 64.4+7.8 23.7+6.8 11.9£2.4
Ortalama+SD

Oligospermi 65.7+£7.4 22.746.5 11.6+£2.2
Ortalama+SD
P degeri 0.826 0.824 0.305

Tablo3.7. Eosin Y boyasmm 10 derisimli oligosperm ve normosperm iizerindeki 1sima

verileri

Independent-samples T testi degerlerine gore;
Yapilan c¢alismalarda p degeri 0,005’den yiiksek c¢ikmustir.

normospermi ¢alisan floresan boyalarin arasinda fark olmadig1 gozlenmistir.

Oligospermi ve
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NORMOSPERMI | A B C D
10°

01 0 0 0 100
02 0 0 0 100
03 0 0 0 100
04 0 0 0 100
05 0 0 0 100
06 0 0 0 100
07 0 0 0 100
08 0 0 0 100
09 0 0 0 100
10 0 0 0 100
OLIGOSPERMI

107

01 0 0 0 100
02 0 0 0 100
03 0 0 0 100
04 0 0 0 100
05 0 0 0 100
06 0 0 0 100
07 0 0 0 100
08 0 0 0 100
09 0 0 0 100
10 0 0 0 100

Tablo3.8. Eosin Y boyasimm 10 derisimli oligosperm ve normosperm iizerindeki 1sima

verileri
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3.3. Hematoksilen
10 derisimden baslayarak 10 derisime kadar boyama yapildi. Calisilan derisimlerde
boyama gozlenmedi. Calisma amacimiz diisiik konsantrasyonlar iizerine yapildigi igin iist
derisimler degerlendirilmeye tabi tutulmadi. Dolayisiyla bu boyanin floresan 6zelligi olmadigi

sonucuna varildi.

Bu islem normosperm ve oligosperm iizerine ayr1 ayr1 uygulandi ve her ikisinde de bir

fark gézlenmedi.

Sekil 3.6. Hematoksilen FMB 132X
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Hematoksilen Histokimyasaliin Azaltilan Konsantrasyonlardaki Boyama Ozelligi

NORMOSPERMI | A B C D
10,102,107,

10,1010

01 0 0 0 100
02 0 0 0 100
03 0 0 0 100
04 0 0 0 100
05 0 0 0 100
06 0 0 0 100
07 0 0 0 100
08 0 0 0 100
09 0 0 0 100
10 0 0 0 100
OLIGOSPERMI

10™, 107,107,

10*,10°,10°

01 0 0 0 100
02 0 0 0 100
03 0 0 0 100
04 0 0 0 100
05 0 0 0 100
06 0 0 0 100
07 0 0 0 100
08 0 0 0 100
09 0 0 0 100
10 0 0 0 100
Tablo3.9. Hematoksilen boyasmin 10123456 derisimli oligosperm ve normosperm

iizerindeki 1s1ma verileri
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3.4.Metilen Mauvisi
10 derisimden baslayarak 10 derisime kadar boyama yapildi. Calisilan derisimlerde
boyama gozlenmedi. Calisma amacimiz diisiik konsantrasyonlar iizerine yapildigi igin iist
derisimler degerlendirilmeye tabi tutulmadi. Dolayistyla bu boyanin floresan 6zelligi olmadigi

sonucuna varildi.

Bu islem normosperm ve oligosperm iizerine ayr1 ayr1 uygulandi ve her ikisinde de bir

fark gézlenmedi.

Sekil 3.7. Metilen Mavisi FMB 132X
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Metilen Mavisi Histokimyasalinin Azaltilan Konsantrasyonlardaki Boyama Ozelligi

NORMOSPERMI | A B C D
10%, 102,107,

10#107°,10°

01 0 0 0 100
02 0 0 0 100
03 0 0 0 100
04 0 0 0 100
05 0 0 0 100
06 0 0 0 100
07 0 0 0 100
08 0 0 0 100
09 0 0 0 100
10 0 0 0 100
OLIGOSPERMI

10%,102,10°®,

10*107%,10°

01 0 0 0 100
02 0 0 0 100
03 0 0 0 100
04 0 0 0 100
05 0 0 0 100
06 0 0 0 100
07 0 0 0 100
08 0 0 0 100
09 0 0 0 100
10 0 0 0 100

Tablo3.10. Metilen Mavisi boyasinin 1
iizerindeki 1s51ma verileri

derisimli oligosperm

vE normoSsperm
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4 TARTISMA

Bu ¢aligmanin sonucu rutin histokimyada eldesi kolay ve yaygin olan boyalarla
floresan c¢aligmalarin yapilabilecegini ortaya koyduk. Ancak bu bulgularimizin, her tiirli
optimizasyon, iyilestirme ve degisik modifikasyonlarla daha anlamli 1s1ma goriintiilerinin elde
edilebilecegi, daha ileri calismalarla desteklenmesi gerektigi ortaya konulmustur. Ulkemizin
yiiksek maliyetlerle ithalat yaparak ve dolayisiyla da dis iilkelere bagimli oldugu bu konuda
oldukga diisiik maliyetlerle floresan boyalarinin da oldugu ortaya konulmustur. Optimizasyon
konusunda kimyasalin maruziyet siiresi, pH, ortam 1sis1 ve membran gecirgenligi iizerine
etkili ajanlarin kombinasyonlar1 (Dimetil siilfoksit (DMSO) gibi) ile pratik ve ekonomik
sartlarda laboratuarlarin floresan boyalara kendi imkanlariyla kavusabilecekleri tartigmaya
aciktir.

Bu calismada sperm hiicrelerinin secilmesi kolay elde edilen canli hiicre
olmasindandir. Ayrica normal ve patolojik parametrelere karsilik gelebilecek normo ve
oligospermik vakalar c¢aligildi ve boya agisindan farkli sonu¢ olmadigi ortaya konularak hem
histolojik hem de patolojik vakalarda boyalarin esit galistig1 ortaya konuldu. Seg¢ilen boyalarin
floresan teknikler igin standardizasyona uygun olup olmadiginin arastirilmasi g¢alisma
amaglar1 arasinda idi ve standardizasyona uygun oldugunu gostermek daha ileri calisma ve
optimizasyonlara da uygun oldugunu ortaya koymustur.

Calismadaki amag¢ en ekonomik degerdeki (derisimin en diislik oldugu) floresan 1g1ma
ozelliginin tanimlanmasidir. Boyanin 100 kat sulanmis olmasiin 1s1ma parlakligina etkisi
olmadigi bulundu. Ornegin Eosin B 10 konsantrasyonunda  (hem normo hem
oligospermlerde) %50’ye yakin A 1s1ima kalitesinde goriintii verirken 10™ degerinde de yine
%50 ‘ye yakin A 1smma kalitesinde goriintiinlin elde edilmesine etmemize imkan tanidig
bulundu. Bunun ekonomik yansimasi ayni gram boyanin 100 kat fazla preparati da
olusturmada kullanilabileceginin tanimlanmis olmasidir.

Rashid ve ark 1991°de yaptig1 calismada diisiik konsantrasyonlu histokimyasallarin
florasan 1s1ma oOzelligi veren calismasinda mitokondri icin 6zel bir afinitesi oldugunu
gostermistir. Ancak Rashid ve ark in vitro sartlarda ve zenginlestirmis medium 6zel in Vvitro
sartlarindaki bir ortamda kiiltiir fibroblastlarini kullanarak bu sonuca varmistir (Rashid ve ark
1991).

Bu calismada in vivo sartlara olabilecek en yakin yani sadece SF ile muamele edilmis
canli ve hareketli bir hiicre olan spermin, en kisa siiredeki 6zellikleri degerlendirilmistir.
Rashid ve ark’nin yaptig1 ¢aligmayla bir diger dnemli farkimiz biiyiitme farkindandir. Ornegin

Eosin B’nin 1900 fotomikroskobik biiyiitmedeki degerlendirilmesinde mitokondrilere atif
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yapmaktadir. Bu ¢alismada mitokondrinin daha biiyiik biiyiitme altinda goriilecegini zaten
biliniyordu. Ancak boyanin bu organel boliimii (orta parga) igerisinde yogunlasmasindan
(afinite) dolay1 disiik biiyiitmelerde calisma ve imaj verme Ozelligini arastirmak istedik.
Laboratuar mikroskoplarinin biiylitme giicii olanaklar1 ¢ergevesinde bu hedeflerimize
ulagilamadi. Yiiksek molarite (10'1, 10'2) degerlerinde yine orta parcaya ait Ozel bir
yogunlagsma goriintiisii elde edilemedi. Calismadaki ¢ekim parametresi geregi, en hizli 1s51ma
stiresi gozetilerek ¢ekim yapildi. Yani goriintiiyli ilk kez elde ettikten sonra floresan 1s13a
maruz birakip takipleri yapilamadi. Ancak Rashid ve ark’nin 1991°de yaptig1 yayinda
mitokondrilerin perinuklear yani ¢ekirdegin etrafindaki alanda yogunlasmis daha kuvvetli
1s1ma imajlari tespit edildi (Rashid ve ark 1991).

Rashid ve ark yaptiklari ¢alismada floresan 1s1ma veren goriintiiniin kisa bir siire sonra
sondiigiinii rapor etmistir (Rashid ve ark1991). Bu c¢alismada bu boyalarin sadece gegici
goriintli  vermedigi, takip eden gilinlerde de 1s1ma o6zelligini korudugu (stabilizasyon
optimizasyonuna uygun) hatta 3 giin sonra bile karanlik ortamda saklandigi siirece 1s1ma

ozelligini korudugu gorildii.

Sekil 4.1. Eosin B 3. Giin goriintiisiit FMB 66X

Floresan 1s1ma veren Eosin B ve Eosin Y’nin 1sima o6zelligini aciklamak igin
membran gegirgenligi konusunda bir¢ok parametre vardir. En 6nemli parametre olarak lipofili
degerlendirildiginde pubmed taramasi bu konuda destek olabilecek herhangi bir calisma

vermedi. Bu ¢aligma ile bu boyalarin membran lipofili 6zelliginin ¢aligilmamais bakir bir konu
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oldugunu yeni arastirmacilarin giindemine tasimak istiyoruz. Eosin Y’nin hiicresel seviyede
nereye baglandigi halen arastirma konusudur (Havlikova ve ark 2013).

Eosin grubu boyalar sitoplazma igindeki pozitif yiiklii proteinleri baglar. Bunu en iyi
pH 3.5 ortaminda yaparlar ama bu ¢alisma canlidakini hedefledigimiz i¢in bu degerde boyama
yapilamadi.

Literatiirde Eosin Y ve Eosin B’nin floresan 6zelliklerinin canli hiicrelerde kullanimi1
hakkinda Rashid ve ark’nin caligmasi disinda bu calisma ile Ortiisen bir ddkiimana

rastlanmadi.

Rashid ve ark’nin yaptigi c¢alisma hematoksilenin de floresan i1sima verdigini
gostermektedir (Rashid ve ark1991). Bunun aksine bu ¢alismada hematoksilen floresan 1s1ma
vermemektedir. Rashid ve ark’nin yaptig1 ¢alismada Earle mediumuna L-glutamine, foetal
calf serum,% 1 penisillin/streptomisin, sodium bikarbonat ilave etmistir. Bu 6nemli bir fark
olabilir ve ileri arastirmalarda ancak cevabi bulunabilir.

Hematoksilen boyasinda molekiiler konfigiirasyon veya boyanin yiik dagiliminin
degismesi ile kiiltlir ortamindaki boyanin ¢éziilme 6zelliginin degismesi s6z konusudur.

Hematoksilendeki bu zithiga ragmen Rashidve ark’nin ¢aligmasinda da bizim
calisgmamizda da metilen mavisi floresan 151ma gdstermedi.

Yapilan bu calismada floresan mikroskop filtre ilavesinin goriintiiye bir katkisi
bulunamadi. Yesil, kirmiz1 filtre denendi herhangi bir fark, katki veya eksiklik olmadigin
gozlemlendi. Bu nedenle ¢alismada filtre kullaniminin gereksiz oldugu kanaatine varildu.

Basit boyalarin optimizasyonuyla ¢ok etkili sonu¢ veren ve Ozellikle spermle
calisilmis dokiimanlar bulunmaktadir. Valle ve ark yaptiklari bir c¢alismada basit eosin
nigrosin boyasi ile hizli ve etkili akrozom biitiinlik caligmasinin yapilmasini ortaya
koymustur (Vale ve ark 2008).

Rutinde kullanilan boyalar basit optimizasyonlarla farkli amacglarda kullanilabilir.
Ornegin Collins ve ark yaptiklari calismada propidium iodide (PI), boyasm kiigiik
optimizasyonlarla ar1 spermi canlilik testi olarak kullanilacak bdyle etkili bir proba
donitistirmislerdir (Collins ve ark 1998).
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5.SONUC VE ONERILER

Bu caligmanin sonucu rutin histokimyada eldesi kolay ve yaygin olan boyalarla (Eosin
B ve Eosin Y) floresan calismalarin yapilabilecegi, normosperm ve oligospermin
boyanmalar1 arasinda bir fark olmadigi ortaya koyuldu. Eosin B boyas: ile yapilan
boyamalarda en diisiik derigim 10°, Eozin Y boyasi ile yapilan boyamalar da ise en diisiik
derisimin 10™ oldugu gozlendi. Hematoksilen ve metilen mavisi ile yapilan boyamalarda
ise herhangi bir gorlintii elde edilemedi. Ancak bu bulgularin, her tiirli optimizasyon
iyilestirme ve degisik modifikasyonlarla daha anlamli 1s1ma goriintiilerinin elde

edilebilecegi, daha ileri ¢calismalarla desteklenmesi gerektigi ortaya konulmustur.

Ulkemizin yiiksek maliyetlerle ithalat yaparak ve dolayisla da dis iilkelere bagimh
oldugu bu konuda olduk¢a diisiik maliyetlerle floresan boyalarin varligi ortaya
konulmustur. Bu boyalar tizerinde daha ileri galismalar yapilarak prob o6zelligi olan

floresan mikroskop boyasi elde edilebilir.
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6.0ZET

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Unitesine infertilite 6n
tanis1 ile gelen hastalarin spermiyogramlart yapildiktan sonra atik olan hastanin semen
numuneleri ¢alismaya alindi. Alinan 1 ml seminal plazma 6rnegi iizerine 2 ml SF eklendi.
Elde edilen 3ml karisimdan 1’er ml alinarak 3 ayr1 ependorfa boliindii. Uzerlerine 10 ul boya
eklendi. Son olarak pipeting yapilarak homojen hale geldi ve lamlara 1 damla damlatilarak
floresan mikroskop altinda inceleme yapildi. Yapilan calismada 4 boya pl (Hematoksilen,
Metilen Mavisi, Eosin B, Eosin Y) kullanildi. Oncelikle boyalarin molekiil agirliklarina gore

molarite hesab1 yapildi ve floresans yansima veren en diisiik derigimleri aragtirildi.

Yapilan incelemeler sonunda Eosin B ve Eosin Y boyalar1 floresan 1gima verirken
metilen mavisi ve hematoksilen boyalarinda floresan 1s1ma goriilmedi. Eosin B i¢in en diisiik
derisim ve dolayisiyla en maliyeti diisiik goriintii 10 derisiminde gdzlendi. Eosin Y igin en
diisiik derisim ve dolayisiyla en maliyeti diisiik goriintii 10 derisiminde gozlendi. Bu islem

normosperm ve oligosperm {izerine ayr1 ayri uygulandi ve her ikisinde de bir fark gézlenmedi.

Oneriyoruz ki bu boylar iizerinde yapilacak daha ileri arastirmalarla laboratuar
floresan boya calismalarina daha ekonomik bir ¢oziim getirilecektir.
Anahtar kelimeler: Sperm, Eosin B, Eosin Y, Hematoksilen, Metilen Mavisi,

Floresan mikroskop
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7.SUMMARY

In this study seminal plasma (SP) samples obtained from patients who attended to
Necmettin Erbakan University Meram Medical Faculty with preliminary diagnosis of
infertility was included. The studied samples were biomedical waste status. To 1 ml SP 2 ml
saline psysiologic was added, this final 3 ml cell suspension was divided to 3 ependorfs as 1
ml samples. To these samples 10 pl staining chemicals were added. After gentle pipetting the
stain to homojenate it, 1 drops were placed to the slides for fluoresence microscopic
inspection. Four stains, Eosin B, Eosin Y, Hematoxylin, Methylene Blue were studied to find

the lowest staing concentrations according to molecular weight molarity calculations.

It is observed that Eosin B and Eosin Y stains gave fluoresent radiance while the two
other stains did not. The lowest flurosence radiance for Eosin B was obtained at 10° M and
for Eosin Y 10™. There was no any difference between normo and oligospermic patients

sperm staining properties.

It is suggesed that by further search this stains can bring economic solutions for

fluorosent staing laboratory work.

Key Word: Sperm, Eosin B, Eosin Y, Hematoxylin, Methylene Blue, fluorescence

microscope.
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