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1.GIRIS

Eslerin istemelerine ve herhangi bir gebeligi onleyici yontem kullanmamalarina ragmen
en az 1 yil icerisinde cocuk sahibi olamamas1 primer infertilite olarak tanimlanmaktadir.
Normal bir ¢iftin bir ay icerisinde gebe kalma sans1 %20-25, 6 ay igerisinde %75 ve bir y1l
icerisinde ise %90’dir. Ciftlerin yaklasik % 15’inde infertilite sorunu vardir. infertilite
olgularinin yaklasik %20’ si tamamiyla erkege ait faktorlerden, %30-40’1 ise hem erkek
hem de kadin faktoriinden kaynaklanir. Bu da ciftlerin yarisinda erkek faktorlii infertilite
oldugunu gostermektedir(1,2).

Son yillarda androloji dalindaki ilerlemeler ve yardimci iireme teknikleri alanindaki
gelismeler sayesinde erkek faktorlii infertilite tedavisinde 6nemli gelismeler olmaktadir.
Bu amagla klinisyenler, androloji laboratuarlarindan tani ve tedavi amagh yardimlar alirlar.
Intra Uterin Inseminasyon (IUI), in Vitro Fertilizasyon (IVF), Gamet Intra Fallopian
Transfer (GIFT), Zigot Intra Fallopian Transfer (ZIFT), Sub Zonal Injeksiyon (SUZI),
Zona delinmesi (ZD), Parsiyel Zona Diseksiyonu (PZD), Intra Sitoplazmik Spermatozoa
Enjeksiyonu (ICSI), Testikiiler Spermatozoa Aspirasyonu (TESA), Testikiiler Spermatozoa
Ekstraksiyonu (TESE), Mikrocerrahi olarak Epididimal Spermatozoa Aspirasyonu
(MESA), Perkutan Spermatozoa Aspirasyonu (PESA) gibi yoOntemlerle infertilite
tedavisinde basarili sonuglar elde edilmektedir. ilk kez 1992 yilinda Palermo ve arkadaslari
tarafindan uygulanan ICSI erkege bagh infertilitesi olan ve daha once tedavi edilemeyen
bircok cifte tedavi saglamistir(3). Daha sonra 1993 yilinda Van Steirteghem ve arkadaslar
erkege bagl infertilite hastalarinda genis serilerde ICSI yontemini kullanarak yiiksek
fertilizasyon ve implantasyon oranlari elde etmislerdir(4).

Yardimci iireme teknikleriyle basarili bir fertilizasyon elde edilmesi ve erken
embriyonik gelisimin devaminin saglanmasinda spermatozoa se¢cimi 6nemli faktorlerden
biridir. Semen parametrelerinden spermatozoa morfolojisinin aragtirilmasi fertilite
calismalarinin, semen analizinin 6nemli bir pargasi olup kaliteli spermatozoa seciminde en
onemli Kriterdir (5).

Bu ¢alismada erkek infertilitesinin tan1 ve tedavisinde énemli parametrelerden biri olan
spermatozoa morfolojisini, 151k mikroskobu diizeyinde farkli histolojik boyalarla
degerlendirip, genel panoramik goriiniim ve mikrometreyle Ol¢timlerini yaparak Kruger
kriterlerine gore kiyaslama yapip istatistiksel olarak  hangi boyanin morfolojik

degerlendirmede daha iistiin oldugunu gostermeyi amagladik.



2.GENEL BILGILER

2.1. INFERTILITE

Giiniimiizde yardimci tireme tekniklerinin hizli bir gelisme gostermesi ile infertilite
nedenleri daha fazla arastirilmaya basglanmistir. Eskiden sadece kadin odakli oldugu
diisliniilen infertilite nedenlerinin son c¢aligmalarda Onemli oranda erkek faktOriine ait
oldugu goriilmiistiir(6).

Bir yillik evli ve diizenli cinsel yasantilar1 olan ve hi¢ ¢ocuk sahibi olamayanlar primer
infertil, daha once cocuk sahibi olanlar sekonder infertil olarak degerlendirilir(2). Bir yil
icerisinde korunma olmaksizin yapilan normal cinsel iliskiye ragmen gebe kalamayan
ciftlerin oranmi yaklasik % 15 kadardir. Erkegin bu durumdaki orani saf olarak yaklasik %
20 iken, kadin es ile beraber ve aciklanamayan grup da icine alindiginda bu oran % 50’lere
varmaktadir. Reprodiiktif yastaki erkeklerin % 6’sinda infertilite problemi ortaya
cikmaktadir. Bu olgularin yaklasik % 90’1nda da bozulmus bir spermatogenez vardir(7).

Infertil erkegin degerlendirilmesinde su hedefler esas alinmalidar:

Diizeltilebilir durumlarin(8), bagka yontemlerle diizeltilemeyen ancak erkegin spermatozoa
kullanilarak yapilan yardimci iireme teknigi ile tedavi edilebilecek nedenlerin (9), bu
tekniklerle de tedavi edilemeyen veya evlat edinmeyi gerektirecek nedenlerin (10), altta
yatan 6nemli tibbi patolojilerin (11) ve hastay1 ya da ¢cocugunu etkileyebilecek genetik ve/

veya kromozomal bozukluklarin belirlenmesidir (12).

2.1.1. INFERTILITEYE YOL ACAN SEBEPLER:

Testisler esas tutularak degerlendirme yapildiginda iic ana baghk altinda infertilite
etiyolojisini inceleyebiliriz:
1. Pre-testikiiler nedenler
2. Testikiiler nedenler
3. Post-testikiiler nedenler

4. Sebebi bilinmeyen (Tablo 1).



Tablo 1: Infertilite etyolojisi (13).

1. Pre testikiiler nedenler :
Hipotalamik Hastaliklar: Gonadotropin
eksikligi
(Kallman Sendromu)
Izole LH eksikligi
Izole FSH eksikligi
Konjenital
hipogonadotropik
sendromlar
Hipofizer Hastaliklar: Hipofizer yetmezlikler
Tiimor— Radyasyon —
Infiltratif hastaliklar —
Operasyonlar
Hiperprolaktinemi
Ekzojen hormonlar
Testosteron — Ostojen —
Kortizon
Tiroid hormonlar
Biiylime hormonu
yetersizligi
Hipertiroidi
Hipotiroidi
Enfeksiyonlar
Immunolojik nedenler
Seksiiel disfonksiyon
2. Testikiiler nedenler:
Kromozomal: Klinefelter sendromu XXY
XX seks reversal sendrom
XYY sendromu
Noonan sendromu (erkek Turner
sendromu)
Myotonik distrofi
Vanishing testis sendromu
(bilateral anorsi)
Sertoli cell only sendrom (germ
cell aplazisi)
Y kromozom mikrodelesyonu
Gonadotoksinler
Radyasyon
Mlaclar
Sistemik hastaliklar
Renal yetmezlik
Karaciger yetersizligi
Anemi
Defektif androjen aktivitesi
Orsit

Torsiyon
Travma
Kriptoorsidizm
Varikosel
Idiopatik
3.Post testikiiler nedenler
Obstriiksiyonlar Konjenital
Vas deferens yoklugu
Young sendromu
Idiopatik epididimal
obstriiksiyon
Polikistik bobrek hastaligt
Ejekiilatuar duktus
obstriiksiyonu
Akkiz Vazektomi
Kasik cerrahileri
Infeksiyon
Fonksiyonel blokaj
Sempatik sinirlerdeki harabiyet
Maclar
Spermatozoa fonksiyon ve motilite
bozukluklari:immotil silia sendromu
Maturasyon defektleri
Immunolojik infertilite
Infeksiyon
Koit problemleri: impotans
Hipospadias
Zamanlama ve siklik
Ejekiilasyonu bozan ilaglar:
Antihipertansifler
Alfa adrenerjik
blokerler
Tiazidler
Antipsikotikler
Tioridozin
Haloperidol
Chlordiazepoxide)
Antidepresanlar
Imipramin
Amitriptilin
4. Sebebi bilinmeyen




Kabakulak enfeksiyonunu erigskin ¢agda gecirenlerde %15-25 oraninda orsit olusur,
bununda %10'u bilateraldir. Testis atrofisi 1-6 ay ile yillar arasinda siirebilir. ki tarafl
orsit olanlarin 1/3'den azinda spermatozoa parametreleri diizelebilir(2).

Sigara spermatozoa sayisini, hareketini ve yapisini olumsuz etkiler. Spermatozoa sayisi
azalir. Spermatozoa akrozomunda olusan biikiilme spermatozoa motilitesinde azalma ve
anormal sekilli germ hiicrelerinde artmaya yol agar. Sigara igen erkeklerin eslerinde
abortus ihtimalinin arttig1 belirlenmistir(2).

Alkol impotans ve spermatozoa iiretiminin bozulmasina dolayisiyla infertiliteye neden
olur. Kronik alkolizm vakalarinda testisler kiiciiliir, testosteron tiretimi bozulur.

Esrar (Marijuana) ve diger uyusturucu maddeler; spermatozoa kalitesini ve tiretimini
olumsuz etkiler. Spermatozoa say1 ve motilitesi azalir. Anormal morfoloji artar. Ayrica
hormonal dengesizlige yol agar (14).

Bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaclar, kemoterapotik ajanlar spermatozoa

iretimini olumsuz etkiler (Tablo 2).

Tablo 2: Erkekte Fertiliteyi Bozan Ilaglar ve Bunlarin Etki Yerleri (15 ).

A. Hipotalamik-hipofizer-testikiiler aksi D. Spermatozoa
bozanlar: 1. Fertilizasyon:
1. Androjenler: a. Nifedipine
Testosteron veya anabolik steroidlerin b. Allopurinol
enjeksiyonlari* c. Kolsisin
2. Yiiksek doz kortikosteroid kullanimi d. Nikotin*
3. Luteinizan hormon salgilatict hormon agonistleri | 2. Motilite:
4. Anti-androjenler: Cyproterone, spironolakton a. Lidocaine, prokain
cimetidin b. Propranolol
5. Esrar* c. Kinin
B. Testis: d. Klorpromazin
1. Sitotoksik ajanlar: Methotreksat e. Minocycline, Klortetrasiklin
2. Kolsisin E. Ejakiilasyon
3. Nitrofurantoin, niridazol 1. Alfa-blokor ajanlar, ganglion blokorleri
4. Sulfasalazine 2. Trisiklik antidepresanlar
5. Kokain* 3. Monoamine oksidaz inhibitorleri
6. Alkol* 4. Fenotiazinler
C. Epididimis F. Erektil fonksiyon

1. Amiodarone . Beta-blokor ajanlar

1
2. Tiazid diiiretikleri

(*Ilag suistimali yapildiginda)




Kimyasal Madde ve tarim ilaclar1 da spermatozoa iiretimini olumsuz etkiler. Bocek
zehiri olarak kullanilan DBCP (Dibromokloropropan), Etilendibromid, ¢oziicii olarak
kullanilan Karbon disiilfid ayrica 2-metoksietanol / 2-etoksietanol gibi glikol eterleri
Kursun (Pb), Cadmium(Cd), Manganez (Mn), Civa (Hg) gibi elementler spermatozoalar
tizerinde olumsuz etkiye sahiptir. Yiiksek 1s1 ozellikle sauna ve sicak su banyolar sper
matozoa iiretimini olumsuz etkiler. Bilgisayar, cep telefonlar1 spermatozoalari olumsuz
etkiler( 14).

Testislerde spermatozoa iireten Sertoli hiicreleri radyasyona ¢ok duyarlidir. Meydana
gelen hasarin derecesi ve kaliciligi radyasyon dozuna baglidir. 100- 300 Rad kalic1 hasar
yapabilir. Radyoterapi goren hastalarda spermatozoa {iiretimi 3-5 yil iginde tekrar

baslayabilir ( Tablo 3).

Tablo 3 : Radyasyonun spermatogenezise etkileri (16).

Doz (cGy) Etki Reversibilite
<10 Onemsiz etki -

10-50 Orta derecede oligozoospermi 6 ay

50-75 Siddetli oligozoospermi 6 ay

75-100 Azoospermi 6 ay

200-300 Azoospermi 1-2.5 yil

>300 Azoospermi 5 yil ya da irreversibl

Erkek infertilitesinin  klinik  gelis  sekillerine goére de 5 ana grup
siniflandirilmaktadir(17):
Tip I: Mekanik infertilite :(% 0.3-7) Yetersiz koitus s6z konusudur. Bu anatomik
bozukluklar, erektil veya ejakiilatuar bozukluklar nedeniyle olabilir.
Tip II: Azospermi :(% 0.9-16) Ejakiilatta spermatozoa olmamasi halidir. Infertil
erkeklerde %10-15 oraninda gozlenir. Primer veya sekonder testikiiler yetmezlik
durumlarinda (nonobstriiktif) veya genital trakt obstriiksiyonlarinda ortaya cikar
(obstriiktif).
Tip III: immunolojik infertilite :(%3.4-25) Spermatozoa fonksiyonu antikor baglanmasi

ile bozulmustur. Spermatozoa sayisinin normal oldugu izole hareket bozukluklari,



spermatozoa aggliitinasyonu ya da anormal postkoital test varliginda ASA (Anti Sperm
Antikor) degerlendirilmesi yapilmalidir.

Tip IV: Anormal semen Kkalitesi:(%23-48) 3 ana parametre olan sayi, hareket ve
morfolojide ya tek tek ya da 2’li 3’1lii kombinasyonlar seklinde bozukluk vardir.

Tip V: Spermatozoa disfonksiyonu :(%0-25) 3 ana parametre olan sayi, haraket ve
morfolojide bir bozukluk yoktur, fakat spermatozoalar fertilizasyon olayini

gerceklestirememektedirler (A¢iklanamayan infertilite).

2.2. ERKEK GENITAL SiSTEMi

Spermatozoa iiretiminin gerceklestigi ve depolandigi erkek genital sisteminin genel
yapisi1 ve fonksiyonlarinin bilinmesi yararli olacaktir.

Erkek Genital Sistemi’ni dort ana boliime ayirarak siniflandirirsak;
1.Erkek gonadlar olan testisler skrotal kese icine yerlesmis bir cift organdir. Testisler
erkek gamet hiicresi spermatozoanin iiretiminden ve basta testosteron olmak iizere erkek
seks hormonlar1 salgilanmasindan sorumludurlar.
2. Her biri duktus efferents, epididimis, duktus deferents ve ejakiilator kanali igeren bir ¢ift
kanallar sistemidir. Herbir testis spermatozoanin depolanmasi ve hareketinden sorumludur.
Uretra iizerinde birlesen ejekiilator kanallarin igindeki spermatozoalar ¢iftlesme sirasinda
disi genital yol icine gonderilir, siiriiklenir.
3. Bir ¢ift seminal vezikiil ve tek prostat bezinden olusan iki ekzokrin glanddir. Seminal
siv1 olarak bilinen besleyici, kayganlastirici siviy1 sekrete eder. Bu sivi spermatozoayi disi
genital yola tagir. Ejekiilasyon sirasinda disar1 atilan semen; seminal sivi, spermatozoa ve
kanal1 déseyen bir¢ok dokiilen hiicreleri igerir.
4. Kopulasyon organi penistir. Cowper bezi (Bulboiiretral gland) ejekiilasyon sirasinda

semen pasaji i¢in kayganligi saglayan siviyi sekrete eder(19).

2.2.1. GENITAL SISTEM EMBRIiYOLOJiSi

Kromozomal ya da genetik cinsiyet fertilizasyonda belirlenir ve sekonder oositi
dolleyen spermatozoanin x ya da y cinsiyet kromozomu tarafindan belirlenir. Cinsiyetin
farklanmasi, bazilar1 otozomal olan ¢ok sayida genin rol oynadigi kompleks bir siiregtir.
Seksiiel dimorfizmin anahtari, kisa kolunda (Yp11) SRY genini(sex determining region on
Y) tasiyan Y kromozomudur. Bu genin protein iiriinii rudimenter durumdaki cinsiyet

organlarinin kaderini belirleyen genleri harekete gegiren bir transkripsiyon faktoriidiir.



SRY proteini testis belirleyici faktdrdiir (TBF). Bu faktoriin varligiyla fetiisiin cinsiyeti

erkek tipinde, yoklugunda da kiz tipinde gelisir(20, 21).

2.2.1.1GONADLAR

Embriyonun cinsiyeti, genetik acidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmasina
ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik 6zelliklerine
sahip degildir. Genital sistem erken donemde her iki cinste de birbirine benzer. Genital
sistemin gelisiminin baglangi¢ periyodu olan bu evre seksiiel gelisimin farklanmamig
safhasi olarak bilinir. Gonadlar ii¢ kaynaktan koken alirlar. Bunlar posterior abdominal
duvarin mezodermal epiteli altindaki mezansim ve primordiyal germ hiicreleridir.
Gonadlar baglangicta bir ¢ift uzunlamasina, kdlomik epitelin proliferasyonu ve altindaki
mezangimin yogunlagmasiyla olusmus genital veya gonodal sirtlar halinde belirirler.
Gelisimin 6. haftasina kadar bu genital sirtlar icinde germ hiicreleri yoktur(19, 21).

Oldukg¢a genis, sferikal primordiyal germ hiicreleri gelisimin erken evrelerinde yolk
kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirirler(20, 22). Son
barsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek 5. haftanin basinda
primitif gonadlara ulasir ve 6. haftada genital sirtlar1 isgal ederler. Bu hiicreler genital
sirtlara ulasamaz ise gonadlar gelisemez. Gonadlarin over veya testise farklanmasinda
primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir. Primordiyal germ hiicrelerinin
primitif gonadlara ulasmasindan hemen once ve ulasmasi sirasinda, genital sirtin epiteli
prolifere olur ve epitel hiicreleri altlarindaki mezansimin i¢ine gomiiliirler. Bunlar burada
primitif cinsiyet kordonlari denilen diizensiz kordonlar1 olustururlar. Embriyoda bu
kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu donemde erkek veya disi gonadlar1 birbirinden
ayirt edilemez. Iste bu devredeki gonad farklanmamis gonad olarak bilinir(19, 20).Bakiniz,

Sekil 1 ve 2 (20).
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Sekil 1: A 3 haftalik embriyoda, yolk kesesi duvarinda, allantois baglantisina yakin bir yerde premordial
germ hiicrelerini gosteren cizim. B. Primordial germ hticrelerinin, sonbarsak ve dorsal mezenter boyunca

genital sirta dogru giden gé¢ yolu.

Mezonefrik kanal

M itel desi Primiti W AR
epitel gbvdesi i

Sekil 2: 6 haftalik embriyonun lumbar bolgeden gegen transvers kesitinde, primitif cinsiyet kordon_{arma
birlikte farklanmarmis gonad goriilmektedir. Bazi primordial germ hiicreleri primitif cinsiyet kordonlarina ait htc-
relerle gevrelenmigtir.

(20)



2.2.1.2. TESTISLER

Embriyo genetik olarak erkekse, primordiyal germ hiicrelerinin cinsiyet kromozomlari
XY dir. Testislerin gelisimi koordineli bir seri genin indiiksiyonu ile saglanir(20,22).Testis
belirleyici faktorii kodlayan Y kromozomu iizerindeki SRY geninin etkisiyle, primitif
cinsiyet kordonlar1 testis veya mediiller kordonlar1 olusturmak iizere, ¢ogalmaya devam
edip medullanin derinliklerine dogru ilerlerler. Bu kordonlar bezin hilusuna dogru, daha
sonra rete testis tubiillerini olusturacak ince hiicre siralarindan ibaret bir ag seklinde
dagilirlar. Gelisimin daha ileri evrelerinde testis kordonlarinin yiizey epiteliyle olan
iligkileri tunika albuginea adli yogun fibr6z bir bag dokusunun araya girmesiyle sona erer.
4. ayda testis kordonlar1 at nali seklini alir ve bu at nalinin uglarn rete testis ile devam eder.
Bu durumda testis kordonlart artik primitif germ hiicreleri ve bezin yiizey epitelinden
koken almig Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri)’nden meydana gelmistir. Gonadal sirtin
orijinal mezangiminden koken alan interstisyal Leydig hiicreleri testis kordonlariin
arasinda bulunur ve bu kordonlarin farklanmaya baslamasindan hemen sonra gelismeye
baglar.

Plasental Gonadotropik Hormon ya da Luteinize Hormon anne kanindan fetiise gecerek
cok sayida Leydig hiicrelerini stimiile eder ve testosteronun sentez ve salgilanmasini
saglar. Testosteronun varlig1 embriyoda erkek genital sistemin farklanmasi icin gereklidir.
Embriyodaki Leydig hiicreleri gebeligin 4,5 ayina kadar tam farklanmis olarak kalir. Sonra
gerilemeye baglar. Daha sonra puberteye kadar dinlenmeye cekilir(21).

Gestasyonun 8. haftasinda Leydig hiicreleri testosteronu iiretmeye baslarlar. Testisler
artik genital kanal ve dis genital organlarin cinsiyetini maskiilinizasyon yoOniinde
etkileyecek hale gelmistir(20). Testosteron iiretimini insan korionik gonadotropin hormonu
(hCG) stimiile eder, hormonun miktar1 8-12 haftalik periyotta en yiiksek degerdedir.
Testosterona ilaveten fotal testisler glikoprotein bir hormon olan antimiillerian
hormon(AMH) veya miillerian inhibitor madde (MIS) denilen bir hormonu da
salgilamaktadir. Antimiillerian hormon, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir. Hormonun
salinmas1 puberteye kadar devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir. AMH
paramezonefrik( miillerian) duktuslarin gelisimini baskilar, atrofiye ugratir(22).

Puberteye kadar solid halde kalan testis kordonlart pubertede liimenleri acilarak
seminifer tubiiller haline gelirler. Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur: Testisin
yilizey epitelinden gelisen destek hiicresi olan Sertoli hiicreleri ile primordiyal germ
hiicrelerinden farklanan primordiyal germ hiicreleri olan spermatogonialardir(21,22).

Seminifer tubuller kanalize olur olmaz rete testis tubiilleriyle birlesir ve duktuli



efferenteslere girerler. Bunlar mezonefrik sistemin geride kalmis bosaltim tiibiilleridir.
Duktus defferens olarak bilinen bu kanallar rete testis ile mezonefrik veya Wolffian
kanallarini birbirine baglarlar(20, 22).

Embriyonun cinsiyetinin fertilizasyon sirasinda belirlendigi ve tiimiiyle spermatositin X
veya Y kromozomuna sahip olup olmamasina bagli oldugu soylenebilir. XX cinsiyet
kromozomuna sahip bir embriyoda, gonadin mediiller kordonlar1 geriler ve kortikal
kordonlarin sekonder jenerasyonu olusur. XY cinsiyet kromozomu tasiyan embriyolarda
ise, mediiller kordonlar testis kordonlarina doniisiir, sekonder kortikal kordonlar gelisemez

(20). Bakimiz Sekil 3( 20).

Tunika albuginea

Dejenere olmakta olan
mezonefrik tibut

Rete testis
kordonlan

il At nali bicimindeki
testis kordonlan

Testi
kordonian

Duktuli
eferentes

Tunika

kenel Mezonefrik kanal  albuginea Paramezonefrik kanal

Mezonefrik kanal
(duktus deferens)

A B

Sekil 3: A. Gelisimin 8. haftasinda testisten gegen ve tunika albuginea, testis kordlan, rete testis ve
primordial germ hicrelerini gésteren transvers kesit. B. Testis ve genital kanalin 4. aydaki gorinim.

2.2.1.3.GENIiTAL KANALLAR

2.2.1.3.1. Farklanmams Evre

Gelismenin 5-6. haftalarinda erkek ve disi embriyolarin ikisinde birden iki c¢ift genital
kanal vardir: mezonefrik kanallar (Wollfian) ve paramezonefrik (Miillerian) kanallar.
Mezonefrik kanallar erkek iireme sisteminin gelisiminde rol oynarken paramezonefrik

kanallar disi tireme sistemi gelisiminde rol oynar(20, 21, 22). Bakiniz Sekil 4(20).
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A kanal B

Sekil 4.  Geligimin 6. haftasinda erkek (A) ve disi (B) genital kanallar.

2.2.1.3.2. Genital Kanallarin Gelisiminin Molekiiler Diizeni

Testisin gelisimi iizerinde en temel rolii oynayan SRY geni gonadal sirti dogrudan,
mezonefrik kanallar1 da dolayl sekilde etkilemektedir. SRY geni testisten mezonefrik
kanal tiibiillerinin gonodal sirti penetre edebilmesine ve testislerin daha ileri gelisimini
saglayan kemotaktik bir madde salgilamalar1 i¢in uyarmaktadir. Bu tiibiiller genital sirti
penetre edemedikleri takdirde testisin gelismesi miimkiin degildir. SRY aym1 zamanda
Sertoli ve Leydig hiicrelerinin farklanabilmesi icin gerekli olan ve etkisini bir bagka
transkripsiyon faktorii olan SOX9 iizerinde gosteren steroidogenezis faktorii 1’in
salgilanmasin1  diizenlemektedir. Sertoli hiicreleri tarafindan 6-7. haftadan itibaren
salgilanan miillerian inhibe edici madde de paramezonefrik (miillerian) kanallarin
gerilemesini saglamaktadir. Leydig hiicreleri tarafindan 8. haftadan itibaren salgilanan
testosteron da hedef dokulardaki hiicrelerin i¢ine girip ya dylece kalir ya da 5 & rediiktaz
enzimiyle dihidrotestosterona doniistiiriiliir. Testosteron ve dihidrotestosteron hiicre i¢inde,
bu hormonlara kars1 6zel ve yiiksek afinitesi olan bir reseptdr proteine baglanirlar. Bu
reseptor kompleksi de dokuya ozgii transkripsiyon genlerinin ve bu genlerin protein
iriinlerinin ortaya ¢ikabilmesi icin DNA’ya baglanir. Testosteron reseptdr kompleksi
mezonefrik kanallarin virilizasyonunu saglarken, dihidrotestosteron reseptdr kompleksi de

erkek dis genital organlarinin diferansiye olmalarina yardim eder(20,22).
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2.2.1.3.3. Erkek Genital Kanallar1 ve Bezlerinin Gelisimi

Mezonefroz gerilerken, epigenital tiibiiller ad1 verilen birka¢ bosaltim kanali rete testis
kordonlartyla iliski kurarak sonunda duktuli efferentesleri olusturur. Testisin kaudal
kutbundaki bosaltim kanallar ise, paragenital tiibiiller, rete testis kordonlariyla birlesmez.
Bunlarin kalintilar1 topluca paradidimis olarak bilinir. Mezonefrik kanallar en kranialdeki
kisimlari, apendiks epididim, disinda sebat ederek ana genital kanallar1 olustururlar.
Mezonefrik kanallar efferent duktuslarin giris yerinin hemen altindan itibaren uzayip
kiviintilh bir yapr halini alarak, duktus epididimisi olustururlar. Duktus defferens
mezonefrik kanalin, epididimin kuyrugundan, seminal vezikiil tomurcuguna kadar kalin bir
kas kilifina biiriinmesiyle olusur. Mezonefrik kanallarin kaudal uglarinin lateralinden disa
dogru seminal vezikiiller gelisir. Cift olan bu bezler spermatozoalarm beslenmesini
saglayan sekresyon yaparlar. Duktus defferensin seminal vezikiilden sonraki parcasina
ejakulatuar kanal denir. Paramezonefrik kanallar erkeklerde kranial uclarindaki kiiciik bir
kistm disinda (appendiks testis) dejenere olurlar. Uretranin prostatik parcasindan meydana
gelen cok sayida endodermal cikinti etraftaki mezansim igine bilylir. Prostatin bez epiteli
bu endodermal hiicrelerden gelisirken epitel hiicreleriyle ilgili mezansimden ise organin
stromas1 ve diiz kaslar1 meydana gelmektedir. Bezelye seklindeki bulboiiretral bezler ise
iretranin spongiyoz pargasindan cift halde disartya dogru biiyiiyen hiicrelerden gelisirler.
Diiz kas hiicreleri ve stroma bolgedeki mezansim hiicrelerinden koken alirlar. Bezlerin

salgis1 semenle karismaktadir(20,22,23,24). Bakiniz, Sekil 5( 20).

2.2.1.4. DIS GENITAL ORGANLAR

2.2.1.4.1. Farklanmamis evre

Gelisimin 3.haftasinda primitif cizgiden koken alan mezensim hiicreleri, kloakal
membranin cevresine kloakal kivrim adi verilen bir cift hafifce yiiksek bir sislik
olusturmak {iizere go¢ ederler. Bu kivrimlar kloakal membranin kranialinde birleserek
genital tiiberkiilii olustururlar. Altinci haftada, kloakal membran iirogenital ve anal
membranlara ayrilirken, kloakal kivrimlar da, 6nde iiretral kivrim arkada anal kivrima
boliiniir. Bu sirada iiretral kivrimlarin her iki yaninda genital sislik ad1 verilen bir cift baska

yiikselti ortaya cikar Bunlar daha sonra erkeklerde skrotal sislikleri kizlarda da labia
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majorleri olusturacaklardir. Yine de fetiisiin cinsiyetinin anlagilmasi 6. haftanin sonundan

once miimkiin degildir(22). Bakiniz, Sekil 6 ve 7 (20).

. Genital
Genital = i
tiberkdl tiberkal

Genital sislik
/ SIS —
Kicall Uretral
knseiin kivrim
Kloakal membran
A B Anal
kivrim

Sekil 6:  A.ve B. Dis genital organlann farklanmamis evreleri. A.. Yaklasik 4. hafta. B. Yaklagik 6. hafta.

Uretral mea

Fallus Uretral plak /?(
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Sekil 7: A.10. haftada erkek dig genital organlaninin gelisimi. B. Penil tretranin olusumu sirasinda fallusdan
gegen transvers kesitler. Uretral kiviimlar Urogenital oluk (zerinde olusturdudu kopriiler. C. Penil Uretranin
glandiiler kisminin gelismesi. D. Yenidogan.

2.2.1.4.2.Erkek Dis Genital Organlar:

Erkekte dis genital organlarin gelisimi, fetal testislerden salgilanan androjenlerin etkisi
altindadir ve artik fallus adin1 almis olan genital tuberkiiliin hizli uzamasiyla karakterizedir.
Bu uzama sirasinda fallus tiretral kivrimlan 6ne dogru c¢ekerek iiretral olugun lateral
duvariin olugmasini saglar. Bu oluk uzayan fallusun kaudaline kadar gelir; ancak en ug
noktasina glansa ulasamaz. Bu olugun endodermal kokenli epiteli iretral olugu olusturur.
Uciincii aym sonunda, iiretral kivrimlar iiretral plak iizerinde kapanarak penil iiretray1

olustururlar. Bu kanal fallusun ucuna kadar uzanmaz. Uretranin en distal kismi 4. ayda
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glansin ucundaki ektodermal hiicrelerin ice dogru penetre olarak, kisa bir epitelyal kordon
olusturmasiyla tamamlanir. Bu kordonun icinin liimenlesmesiyle eksternal iiretral meatus
olusur. Erkekte skrotal sislik olarak bilinen genital sislikler, 6nce inguinal bolgede
yerlesmistir. Gelisimin daha ileri evrelerinde kaudal yonde ilerleyerek her sislik kendi
tarafindaki hemiskrotumu olusturur. Iki hemiskrotum birbirinden skrotal septum ile

ayrilmistir(20, 21).

2.2.2. ERKEK GENITAL SISTEMi ANATOMISI, HISTOLOJiSi

Eriskin erkek genital organlan dis ve i¢ genital organlar olarak iki gruba ayrilir. Dig
genital organlar. penis, iiretra, skrotum olup diafragma iirogenitale ile arkus pubikusun
alinda yerlesmislerdir. I¢ genital organlar ise testis, epididimis, duktus defferens,
glandula(gl) prostatika, gl. vesikiilloza ve gl. bulboiiretralis’tir. Erkek genital organlari
fonksiyonlar1 geregi dort farkli yapiya sahiptirler. Bunlar;

e Spermatozoa ve erkek seks hormonu testesteronu iireten testisler,

e Spermatozoanin penise gegisini kolaylastiran sivilarin salgiladigi yardimei bezler,

® Yardimci bezler ile testis salgilarini penise ileten yardimcei kanallar,

e Idrar ve semeni iiretra vasitasiyla dis ortama tasiyan penistir(25).

2.2.2.1. TESTISLER

Funikulus spermatikus’a asili olarak kivrimli bir deri kesesi olan skrotum igine
yerlesmis, spermatozoa ireten bir ¢ift erkek iireme orgamidir. Oval sekilli olup,
yetiskinlerde yaklasik 4-5 cm uzunlugunda, 2.5 cm eninde, 3 cm anteroposterior ¢apinda
ve 12 g agirligindadir. Testislerin skrotum i¢indeki duruslar1 vertikal olmayip, organin
uzun ekseni yukaridan asagi ve onden arkaya egik, biri (genellikle sol testis) digerlerine
gore biraz daha asag1 pozisyondadir. Boylece giinliik hareketlerde rahatsizlik verici hareket
olmaz. Ayrica bu pozisyonda skrotumun testislerin karin i¢inden daha diisiik 1sida
saklanmasinda rolu vardir(26). Testisin fasies medialis ve fasies lateralis olmak iizere iki
yiizil; margo anterior ve margo posterior olmak {iizere iki kenari; extremitas superior ve
extremitas inferior olarak iki ucu vardir. Margo anterior peritonum visseralenin uzantisi
olan epiorsium ile kaphidir. Margo posteriorun medial boliimiinde korpus epididimis
oturur. Margo posterior’un orta kisminda testis damar ve sinirleriyle spermatozoanin

kanallariin gectigi mediastinum testis denilen yap1 bulunur. Extremitas siiperior iist ug
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olup kaput epididimis yerlesmistir. Extremitas inferior testisin alt ucu

epididimis ile ortiiliidiir(25).

Sekil 8: Testis (27)
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Testis distan ice tunika(t) vaginalisin lamina(l) visseralisi(epiorsium), t.albuginea ve t.

vaskiilosa olmak iizere ii¢ tabaka ile sarilidir(25, 28). T. vajinalis denilen bu zar ince

tabaka serdz sivi ile ayrilmis pariyetal ve visseral olmak {iizere iki tabakadan olusur.

Aradaki s1vi mezotel hiicrelerince salgilanir ve kayganlastirici goérevi vardir. Ayrica skrotal

kese icinde testislerin serbestce hareketini saglar.

T. vaginalis testis’in visseral yapragi(epiorsium): Testisin biiyilk kismini orten bu

yaprak epididimis’in yerlesim gosterdigi arka kenarinin mediyal boliimiinii 6rtmez. L.

visseralis epididimis ve testisin arka yliziinden l.pariyetalis olarak fasia(f) spermatika

internanin i¢ yiiziine atlar. Testisin iist ucu ile epididimis arasinda uzanan t. vaginalis

boliimii ligamentum(lig). epididimidis superior, testisin alt ucu ile epididimis arasina

uzanan t. vaginalis boliimii lig. epididimidis inferiordur.
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Distan t. albuginea adi verilen mavimsi beyaz renkli, siki1 fibr6z bagdokusu yapisinda
bir zarla sarilmisladir. T. albuginea’nin iist yiizii peritoneum uzantisi olan t. vaginalis testis
ile Ortiilmistiir. Testis i¢ine uzanan septula testis adli bolmeleri testiste lobuli testisi
olusturur. T. albugina fibroblast ve testisin ritmik kasilmasindan sorumlu olan
miyofibroblast igerir. Her bir testiste biiyiikliikleri bulunduklan yere gore farklilik gosteren
sayilart 200-300 arasinda degisen ve lobuli testis denilen olusumlar vardir (22, 29). Her bir
lobulus testis icinde 1-3 tane tubuli seminiferi kontorti denilen kivrintili tiipler bulunur(30).
Testisin ortasindaki lobuli testis daha biiyiilk ve uzun yapida iken testisin kenarinda
yerlesmis olan lobuli testis yapilarinin ise; tabami perifere tepesi ise mediastinum testise
yonelmis durumdadir.

T. albuginanin i¢ yiizii kan ve lenfatik damar agindan olusan t. vaskiiloza ile sarilidir ve
testisin icine bircok kollajen6z bolme verir. Lobuli testiste tubuli seminiferi konkorti ve
tubuli seminiferi rekti adi verilen tiip yapisinda olusumlar vardir. Her bir testis, sayis1 400-
800 arasinda degisen sikisik, sarmal seklinde tubuli seminiferi kontorti igerir. Tubuli
seminiferi kontortinin uzunlugu 70-80 cm, capt 150-250 um arasinda degisir. Tubiillerin
toplam uzunlugu 250 m civarindadir. Kivrintili bir seyir gosteren tubuli seminiferi kontorti
kor bir ugla baslayip mediastinum testise dogru diizlesip, birbirleriyle birleserek sayilar
20-30‘a iner(25, 26). Seminifer tiibiiller bir fibroz bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal
lamina karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran
fibroz t. propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik olan en
icteki katman diiz kas 6zellikleri gosteren yassilagsmis miyoid hiicrelerden olusur. Miyoid
hiicreler peristaltik hareketlerle kontraksiyona yol agarak spermatozoalarin epididimise
dogru pasajim saglar(26, 31). Her bir testisteki tubuli seminiferi kontorti duvar yapisi,
sertoli ve spermatogenik seri hiicreleri olmak iizere iki tip hiicre iceren germinal doku ile
dosenmistir. Spermatogenik seri hiicreleri bazal lamina ile tubul liimeni arasinda 4- 8 siral
tabaka halinde dizilidirler. Bu hiicre grubu, boliinmeler sonunda farklilagan ve en sonunda
spermatozoayi olusturacak olan spermatogonyum, spermatosit ve spermatidleri igerirler.
Hiicre boliinmesiyle olusan hiicre farklilagsma siirecine spermatogenezis denir. Sertoli
hiicreleri yiiksek silindirik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri membrana bazalis iizerine oturur
ve limene dogru uzantilar1 vardir. Spermatogenik hiicre hattin1 destekler. Sertoli hiicreleri
bol ©kromatin iceren genis bir cekirdege sahip olup iki veya daha fazla belirgin
cekirdekcik icerir. Belirgin agraniiler endoplazmik retikulum, klasik mitokondri, iyi
gelismis golgi aparati, lipit damlaciklari, mikroflamentler, dagimik lamelli graniiler

endoplazmik retikuluma sahiptir. Sertoli hiicreleri kan-testis bariyerini olusturur ve
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spermatogenezis icin gerekenleri temin eder. Seminifer epiteli bolerek bazal ve adluminal
boliimlere ayirir. Gelismekte olan spermatozoalarin desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmesini diizenler. Ayrica bu hiicreler hipofiz bezinden FSH salgilanmasim
diizenleyen inhibin hormonu ile spermatozoa sivisinin genital kanallarda gidisine yardimci

olan androjen baglayicit hormonu salgilarlar(25, 31).

Sekil 9: Testis H-E (32)

.,.,.r:_m__diam nurh

1

h rete lan;ﬂf

Tubuli seminiferi kontorti yapilarn arasindaki bag dokusunda damar ve sinir
yapilarinin arasinda kiime seklinde gruplar halinde ya da tek tek bulunan Leydig hiicreleri
ad1 verilen endokrin hiicreler bulunur. Bu hiicreler testikiiler androjen adi verilen erkek

seks hormonlar1 salgilarlar. Bunlarin en 6nemlisi testosterondur(19, 25 )

2.2.2.2. EPiDIDIMIS
Tubuli seminiferi rektiler, diizlesen ve sayilar1 azalan tubuli seminiferi kontortilerden
olusur. Tubuli seminiferi rekti yapisindaki borucuklar mediastinum testise uzanarak ve

birbirleriyle anastomoz yaparak rete testis agim1 (Haller ag1) olustururlar. Rete testis
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mediastinum testisin iist boliimiinde yer alan ve sayilar1 12-15 arasinda degisen kanallara
doniigiir. Bu kanallardan duktuli efferentes testisin baslangici olup testisin arka kenarinin
ist kismindan tunika albugineay1 delerek cikarlar. Testisin arka kenar1 boyunca asagidan
yukar1 dogru 4 cm uzunlugunda yarim ay seklinde helozonik bir kanal kiimesi olustururlar.
Bu yapiya epididimis denir. Epididimisi olusturan kanalin toplam uzunlugu 6 metredir
(25, 26).Yuvarlak bazal hiicreler ve prizmatik hiicrelerden olusmus sterosilyali yalanci ¢ok
kath prizmatik epitelle doselidir. Bu hiicreler diiz kas hiicreleri ve kan kapillerinden zengin
bag dokusu ile ¢evrelenmis bir bazal lamina iizerine oturur(26). Epididimis; spermatozoay1
ejekiilasyona hazirlar ve olgun hale gelene kadar depolar. Spermatozoanin testisten duktus
ejakulatoryusa gecisi icin bir kanal sistemi olarak hizmet eder. Ayrica duvarlarindaki
sirkiiler diiz kas liflerinin peristaltik kasilmalariyla olgun spermatozoanin penise
ulagmasim saglar(19, 25).

Spermatozoalar epididimisten gecerken hareket etme ve dolleme kabiliyetini kazanirlar.
Olgunlasacak olan spermatozoa tubuli seminiferi kontortiden baslayan borucuklar ile
epididimise gecer. Spermatozoa olgunlasana kadar epididimis i¢indeki yolculugu en az 10
giin en fazla 4- 5 hafta alabilir. Bu siirede epididimisin liimen duvarindan beslenir. Olgun
hale geldiginde duktus defferense gecer. Buradan da duktus ejakiilatoriusa ulasr.
Spermatozoa epididimis ve duktus defferenste yaklasik 1 ay fertil olarak kalabilir. Bu siire

icinde ejakiilasyon olmazsa dejenere olarak emilir(25, 28, 33).

2.2.2.3. DUKTUS DEFFERENS

Duktus epididimis’in genislemis olarak devam eden boliimiidiir. Tipik olarak dar bir
liimeni ve kalin bir kas tabakas1 vardir. 25- 30 cm uzunlugunda c¢ap1 baslangicinda 2 mm,
sonlanma yerine yakinda 4 mm’dir. Organin liimen capi ise 0.5 mm’dir. Sterosilyal
yalanci cok katli prizmatik epitelle kaplidir. Mukozas1 kivrimli olup lamina propriasi
elastik liflerden zengindir. Kalin kas tabakasi icte ve dista longitiidinal ortada ise
sirkiilerdir. Mukoza tabakasi ampulla boyunca ejekiilatuar duktusun i¢ine kadar devam
ederken kas tabakasi ampulladan sonra bitmektedir(25,26). Baslangicindan itibaren
funikulus spermatikus icindedir(28). Ampulla duktus defferentiste, ejekiilasyondan once

bir miktar spermatozoa depolandig: bilinmektedir.

2.2.2.3.1. Funikulus Spermatikus
Anulus inguinalis profundustan testise kadar uzanan 15- 20 cm uzunlugunda, kursun

kalem kalnhiginda damar, sinir ve spermatozoayi ileten kanallarin bulundugu bir
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kordondur. Sol funikulus spermatikus biraz daha uzun oldugundan sol testis sag testisten
daha asagidadir. Funikulus spermatikus kanalis inguinalis i¢inde oblik olarak seyrederken
anulus inguinalis superfisialisten ¢iktiktan sonra vertikal yonde skrotum’a uzanir.
Funikulus spermatikus’u igten disa dogru fasia spermatika interna, muskulus (m).
kremaster ile fasia kremasterika ve fasia spermatika externa sarar. Funikulus spermatikus
icinde bulunan olusumlar:
1. A. testikiilaris
. Pl panpiniformis( v. testikiilaris)
. Pl testikiilaris( sempatik lifler)

. Duktus defferens

2
3
4
5. A.duktus defferentis ve v. duktus defferentis
6. Pl duktus defferentis (sempatik ve parasempatik lifler)
7. M. kremaster

8. A. kremasteria ve v. kramaster

9. Nervus(N). ilioinguinalis

10. N. genitofemoralis’in ramus(r).genitalis’i

11. Lenf damarlan yer alir(25).

2.2.2.4. DUCTUS EJAKULATORYUS

Ampulla duktus defferentis’in daralmis olan ucu prostata’nin tabanina dogru vesikiila
seminalis’in kanal ile birleserek duktus ejakiilatoryus’u olusturur. Prostatin lobus medius
arka sinir1 hizasinda asag1 ve 6ne dogru uzanip, iiretra’nin pars prostatikasinda kollikulus
seminalis’in her iki yanina agilir. Duktus ejakulatoryus yaklasik 2 cm uzunlugundadir.

Di1s tabakasinda bulunan kas lifleri duktus ejakulatoryus’u sikistirarak siirekli kapali
tutarlar. Ejekiillatin bosalmast durumunda kaslarin tonusunun azalmasi ile duktus
ejakulatoryus acilir. Duktus defferens’in ¢evresindeki kaslarin kasilmasiyla spermatozoalar

biiyiik bir hizla acilmis bulunan duktus ejakulatoryus’dan gecerek iiretra’ya atilirlar(25).
2.2.2.5. GL. VESIKULOSA (VESIKULA SEMINALIS; GL SEMINALIS)

Ampulla duktus defferensin yan tarafinda uzanan bir cift bezdir. On yiizii fundus vesika
irinerya, arka yiizii ise rektum ile komsuluk yapar. 4- 5 cm uzunlugunda ve 2- 2.5 cm
genigligindedir. Bezin iist kismi daha genis olup alt uca dogru daralarak duktus

ekskratoryusu olusturur. Bezin uzun ekseni yukaridan asagiya, dis yandan i¢ yana ve
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arkadan 6ne dogru uzanir. Bezin yukarida bulunan tabanm iireterin son kismi ile asagida
bulunan tepesi ise prostat ile komsudur. Distan bogumlu goriiniiste olan kese igte kor
divertikiiller olusturur. Duktus ekskratoryus bazalde prostat yakinlarinda ampulla duktus
defferens ile birleserek duktus ejakulatoryusu sekillendirir.

Vezikiila seminalis distan ice dogru t.adventisya, t.muskularis ve t.mukoza olmak iizere

lic tabakadan olusur.

1- T. adventisya: Bag dokusundan yapili olup iist ucu periton ile ortiilii ekskavatio
rekto vezikalisin dip kismina uyar. Rektal tuse ile prostat ve daha iistte bulunan
vezikiila seminalisin muayenesi yapilabilir.

2- T. muskularis: Diiz kas liflerinden yapilidir.

3- T.mukoza: Salgi graniillerinden zengin yalanci ¢ok kath prizmatik epitelle doseli
mukoza kivrimlar1 vardir(26). Epitel ile ortiili olan i¢ yiizde jelatinimsi salgiyla
kaplh kiictik cukurluklar goriiliir. Vesikiila seminalisin salgis1 ejekiilat hacminin
onemli bir kismin1 yapar(33).

Bezin alkali salgis1 su, fruktoz, prostaglandinler ve vitamin C’den olusur(25). Bu
salgi bezinin i¢ yliziinii doseyen miikéz membrandan salgilanir. Sempatik uyari, gl.
vezikiilloza duvarindaki diiz kas liflerinde kasilmalar olusturarak salginin duktus
ejakiilatoryusa bosalmasina neden olur. Bu salgi duktus defferens araciligi ile tasinan
milyonlarca spermatozoanin hareket edebilmesi icin uygun bir ortam saglar. Salgidaki
karbohidratlar 6zellikle fruktoz spermatozoalar icin enerji kaynag olup, %70’ i gl.
vezikiilozadan salgilanir(25, 28). Ayrica vajinanin dogal asit yapisini notralize etmeye
de yarar. Epitel hiicresinin boyutlar1 salgilanma siireci ve bezin alkalen salgisinin

aktivitesinin derecesi testesterona baglidir(25).

2.2.2.6. GLANDULA PROSTATIiKA

Prostat erkek iireme sisteminin en biiyiik yardimei bezidir. 3 cm yiiksekliginde, 4 cm
genigliginde ve 2 cm kalinhiginda kestane seklinde bir organdir. Yaklasik 20 gr
agirligindadir. Vezika iirinerya arka alt yiiziine sikica tutunan prostat, rektumun 6n yiiziiyle
yakin komsuluktadir.

Prostat bezinde dis kapsiil, fasia subseroza denilen fasia pelvikanin organlarinin iizerini
orten tabakasidir. I¢ kapsiil (kapsiila prostatika) ise ince, fibroz, saglam bir yapida olup
lopcuklarin kanallar1 15-20 delikle sinus prostatikusa agilir. Dig kapsiil ile i¢ kapsiil
arasinda ven agi, plexus prostatikus bulunur. Kapsiila fibrozanin rektum ile arasinda

septum rektoprostatikum, sympisis pubika ile arasinda da lig. Puboprostatikum uzanir.
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Prostat 30- 50 adet dallanmis tubuloalveoler yapida bir bezdir. Yaklagik 30- 40 tane
bezin kanallar1 birleserek 15-20 tane duktuli prostatisi olarak sinus prostatikusa agilirlar.
Bez dokusu kismen glandiiler kismende diiz kas ve bag dokusu yapisindadir(25). Pars
prostatika iiretranin mukoza altinda yerlesim gosteren diiz kaslarda bezin bosaltma
kanallarim sikistirarak salgimin  siirekli akmasina engel olurlar. Ejekiilasyonda bez
dokusunda yaygin bulunan diiz kaslar prostat bezinin salgisini siinger gibi sikarak sinus
prostatikusa akatir.

Prostat iginde ii¢ tip bez vardir: 1. I¢c mukozal bezler mukus salgilarlar. 2. Orta
submukozal bezler ve 3. Esas( external ) prostatik bezler, prastat bezinin salgisinin biiyiik
kismini olusturur(28). Prostat salgist hacim bakimindan ejakulatin en biiyiik boliimiinii
olusturur. Icerigindeki spermin maddesi salgiya keskin ve 6zel bir koku kazandirir. Salgida
baslica su, asit fosfataz, kolestrol, tamponlayici tuzlar ve fosfolipitler bulunur. Prostat
kanserleri genellikle esas(eksternal) bezlerden gelisir. Salgi alkalen karakterdedir. Bu
salgilar spermatozoay1 hareketlendirmeye ve vagina ortaminin asiditesini notralize etmeye
yardim eder. Salginin bir kismi idrarla atilir, fakat ¢ogu ejakiilasyon siiresince semenle
birlikte atilir. Prostat kanserlerinde glanduler hiicrelerin iirettikleri enzim bezlerin
kanallarina bosaltilamaz ve kan serumunda asit fosfataz seviyesi artar.

Prostat bezi a.pudenda interna, a. vesikalis inferior ve a. rektalis media’nin dallarindan
beslenir. Venleri prostatin alt ve yan kisimlarinda, organin i¢ ve dis kapsiilii arasinda
plexus prostatikusu olustururlar. Plexus prostatikus a. v. dorsalis penise katilir. Ayrica pl.
vertebralis ve pl. vezikalis ile anastomozlar vardir. Lenfatikleri nodi lenfatiki iliaki interni
ve nodi lenfatiki sakralese agilirlar. Prostatin arka kismindan ayrilan bir kisim lenf
damarlann ise nodi lenfatiki iliaki externiye acilirlar. Sempatikleri pl. hipogastrikus

pelvikus inferiordan, parasempatikleri ise pl. pelvikus lateralisten gelir (25).

2.2.2.7. GLANDULA BULBOURETRALIS ( COWPER BEZi)

Caplan 3-5 mm olan bezelye biiyiikliigiinde sarimtrak bir ¢ift birlesik tubuloalveoler
bezdir. Spatium profundum perinei i¢inde, prostat bezinin hemen altinda ve iiretra’nin her
iki yaninda yerlesim gosterirler. Gl. bulboiiretralis m. sfinkter iiretranin transfers lifleri ile
sartli durumdadir. Mukus salgilayan tek kath kiibik epitele sahip bezde miikdz salgist,
siyalik asit ve galaktoz gibi maddeler igerir. Semen icinde salginin miktar1 ¢ok azdir. Taze
iken kaygan, akici, berrak mukusa benzer goriiniimdedir. Salgi liretray1 kayganlastirir ve
penisten preejekiilator olarak salgilanir (25, 26, 33). Bosaltma kanallar1 (duktus gl.

bulboiiretralis) bulbus spongiosum i¢inden gecerek, iiretranin pars spongiosasina agilirlar.
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A.pudenda interna, a.vesikalis inferior ve a. rektalis media’nin dallarindan beslenir.
Venleri pl. prostatikus’un olusumuna katilir. Pl. prostatikus v.ilica internaya agilir. PL
prostatikus’un pl. vertebralis ve ve pl. vesikalis ile anostomozlar1 vardir. Lenfatik akimi,
Nodi lenfatiki iliaci interni ve nodi lenfatiki sakrales’e agilirlar. Sempatikleri pl.

hipogastrikus inferiordan, parasempatikleri ise pl. pelvikus lateralisten gelir (25,28).

2.2.3. SEMEN

Epididimis, vezikiilo seminalis, prostat ve gl. bulboiiretralisin salgilari, spermatozoa ile
birlikte semeni olusturur. Semenin sadece % 1’ini spermatozoa olusturur. Geriye kalam
erkek genital bezlerinden gelen sivilardir. Bu sivilar spermatozoay1 beslemek i¢in fruktoz,
spermatozoay1 hareketsiz kilan vajina ve iiretra ortamindaki asiditeyi notralize eden alkalin
ortam, spermatozoay1 hareketli kilan tamponlayici tuzlar ile fosfolipitleri igerir.

Semenin % 90’1 sudur. Ancak pek ¢ok madde de igerir. Bunlardan en gbze carpami
enerji kaynagi olan fruktozdur. Ayrica vitamin C ve inositol gibi vitaminler ile Ca, Zn, Mg,
Cu, siilfiir gibi iz elementleride igerir. Viicutta en yiiksek prostoglandin konsantrasyonu
semendedir. Semenin kokusu testislerde iiretilen aminlerden kaynaklanir. Ortalama bir

ejekiilasyon ile 3-4 ml semen tretilir(25).

2.2.4. SPERMAGENEZIS, SPERMIYOGENEZIS

Germinal hiicreler; spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve spermatozoolardir
(26, 34, 35). Gametogenezis yani spermatozoa iiretimi baglica iki boliimde gergeklesir:
Spermatogenezis ve  Spermiyogenezis. Spermiyogenezis  siirecini tamamlayan
spermatozoidlerin Sertoli hiicrelerinden ayrilarak seminifer tiibiil liimeninde serbest
kalmasi ise spermiasyon olarak adlandirilir(29).

Erkekte gamet iiretimi testiste gerceklesir. Erigskinde testisler yaklagik 4x3x2.5 cm
boyutlarinda, 15-25 ml volumiinde olup skrotum iginde yerlesmis bir ¢ift organdir.
Skrotum bag dokusundan olusan bir septum ile iki boliime ayrilmistir. Skrotum ayni
zamanda, dartos kasmmin kasilip gevsemesiyle testislerin belirli bir 1sida kalmasini da
saglar. Normalde testisler vucut 1sisindan 2-3 °C daha soguk ortamda bulunurlar. Testisler
embriyonel donemin 3. haftasinda s6lom epitelinin proliferasyonu ile karmn arka duvarinda
gonodal kabart1 icinde gelisirler. Dordiincii haftada ise yolk kesesinin endodermal yiizey
hiicrelerinden primitif germ hiicreleri meydana gelir ve fetal dolasima katilarak amoboid
hareketlerle ve bazi kemotaktik faktorlerinde etkisiyle genital kabartiya ulasirlar. Ayni

zamanda solom epiteli hiicrelerinden sertoli hiicreleri, mezansimal hiicrelerden de
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interstisyel Leydig hiicreleri meydana gelir. Leydig hiicrelerinin olusumunda korionik
gonadotropin hormonunun etkisi vardir. Fetiisiin 12 ve 18. haftalarinda serum testosteron
diizeyi ilk pik diizeyine erisir( 200- 400 ng/dl). Boylece primitif gonadda primitif germ
hiicreleri (gonositler), sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri yerlesmis olur(2).

Gonositler mitoz ile ¢cogalarak spermatogonyumlari meydana getirirler. Gonositlerden
tireyen ilkel spermatogonyumun ileri derecede Ozellesmis spermatozoa haline gelinceye
kadar gecirdigi siirece spermatogenezis denir (26,34).

Spermatogonyumlarin (Sg) dogumdan sonra 3. ayda meydana geldikleri gosterilmistir.
Bunun yan1 sira gonositlerde 4 yasina kadar testis i¢inde bulunabilirler. Seminifer tiibiil
bazal membrani iizerinde oturan spermatogonyumlar, kiigiik diploid germ hiicreleridir,
puberteye kadar boliinmezler (30, 37). Once koyu sitoplazmali spermatogonyum A dark
(Ad)’lar olusur. Bunlarin bir tiirii de bazal lamina ile baglantilar1 en ¢ok olan, uzamis
spermatogonyumlar olarak tarif edilmistir. Bunlar koyu bazofilik boyanan, oval
heterokromatik nukleuslara sahip, kiiciik hiicrelerdir(37, 38). Seminifer epitelin kok ya da
rezerv hiicreleri olarak degerlendirilirler (37, 38, 39). Diizensiz araliklarla boliinerek, hem
yeni tip A spermatogonyumlari, hem de agik tip A hiicreleri meydana getirirler (30, 37, 38,
39, 40). Sitoplazmik organeller acik tiplerden pek farkli degildir. Bunlar mitozla cogalarak
bir yandan yeni stem hiicreleri yaparken diger yandan da daha agik spermatogonyum A
pale (Ap)’leri olusturur. A¢ik veya soluk A tipi spermatogonyumlar B tiplerinden daha
azdir. Oval veya yuvarlak sekilli bu hiicreler her zaman bazal lamina iizerine otururlar.
Hiicre sekline uyum gosteren yuvarlak veya oval ¢ekirdegi ince kromatinlidir. Genelde tek
bir niikleolus goriiliir. A tipi spermatogonyumlarin sitoplazmasinda organeller daginiktir.
Mitokondri yuvarlak sekillidir ve ¢ekirdek yakininda bulunur. Belirgin Golgi kompleksi ve
dagmik ribozomlar izlenir. Mitokondriyumlar genellikle 3-5 tanesi bir arada, homojen
RNA’dan zengin yogun bir madde ile birlesmis goriiliirler. Acik A tipi spermatogonyumlar
yedek hiicrelerdir. Gerektiginde spermatogenezi baslatmak icin devreye girerler (26,34,
35).

Sg Ap’ler pubertede FSH ve LH'min etkileriyle Sg B’ye doniisiirler.
Spermatogonyumlarin en ¢ok bulunan tipi B tipi spermatogonyumlardir. Bunlar da bazal
lamina iizerine otururlar. Fakat bazal lamina ile baglantilari daha azdir. Hiicrelerin
cekirdegi merkezi olarak yerlesmis ve yuvarlak sekillidir. Cekirdekte bir ya da iki koyu
boyanan cekirdek¢ik bulunur. Sitoplazmada diger A tiplerine gore daha fazla ribozom
bulunur. Oval yerine yuvarlak olan nukleuslar1 disinda agik tip A spermatogonyumlara

benzerler (29,31). Mitozla boliinerek primer spermatositleri meydana getirirler (37). Bu
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sirada yavas fakat belirgin bir biiylime gostererek caplart 18 um’ye ulasir. Hiicrelerin
sitoplazmasi spermatogonyumlarinkine benzer. Ilk ortaya c¢ikan primer spermatositlerin
uzun profaz donemleri oldugundan artan bir yogunlagma gosterirler. Bu hiicreler mayoz
boliinmenin preleptoten, leptoten, zigoten, pakiten ve diploten safhalarini gegirerek
sekonder spermatositlere doniisiirler.

Sekonder spermatositlerde ikinci bir mayoz bdliinme gecirerek haploid kromozom
setine sahip olan spermatidleri olustururlar. Erken donemde spermatidler nispeten kiigiik,
kiiresel sekilli hiicrelerdir. Niikleuslar1 ince kromatinlidir, arada yogun kromatin yumaklari
vardir. Niikleus kisa siirede daha da kiiciiliir. Sitoplazmada daginik diiz endoplazmik
retikulum, kiiciik ve perifere dizili, yuvarlak, kristas1 belirgin olmayan mitokondriumlar ve
iyl gelismis Golgi kompleksi goriiliir. Graniillii endoplazmik retikulum azdir. Kiigiik ve
hiicre zan altinda dizilmis mitokondriumlar spermatid sitoplazmasinin taninmasini
kolaylastirir (26, 41). Niikleus yakininda tipik, kitle halinde kromatin cisimcigi goriiliir. Bu
yapt diizensiz, koyu, fibrilli ve graniillii sahalar icerir, riboniikleoproteinden zengindir.
Cekirdek ve sitoplazmasinda bir seri degisiklikler gdsteren spermatidde, birbirini takip
eden fazlar izlenir. Spermatositler de birbirleri ile sitoplazma kopriileri araciligi ile
baghdirlar. Bu 6zellikler spermatidlerde de devam eder. Boylece kardes hiicrelerle birlikte
davranmak icin fiziksel bir siireklilik saglanir (26,41).

Spermatid olgunlagsmasi1 sirasindaki degisiklikler tiirlere gore farkliliklar gosterse de
genel oOzellikleri ile hemen hemen aymidir. Spermatidler olgun spermatozoa olusana kadar
bir takim morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler gecirirler. Spermatidlerin
spermatozoaya baskalasma ve bu sirada gecirdikleri morfobiyolojik degisikliklere
spermiyogenez denir. Bu sirada meydana gelen olaylar sunlardir(2, 29):

¢ Niikleus kondanse olur ve DNA yapisindaki histon proteinleri yerine daha stabil

olan protamin proteinleri gecer. Fertilizasyondan sonra tekrar histonlar yerlesir.

¢ Golgi kompleksi farklilasarak akrozom basligimi olusturur. Akrozom iginde oosit

etrafindaki tabakalar1 gegmeye yarayan akrozomal enzimleri salgilayan graniiller
bulunur.

e Sentriyol niikleusun tabaninda lokalize olarak kuyrugu olusturacak aksiyal

flamentleri meydana getirir.

e Sitoplazmada azalma olur ve kuyruga dogru kayarak rezidii cisim seklinde disar

atilir. Sitoplazma fazlalig1 sertoli hiicrelerince absorbe edilir ya da epididimlerde

atilir.
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e Kuyrugun bas ile birlestigi orta parcasinda mitokondri yerlesir ve burgu seklinde
bu segmenti sarar.
e Sertoli hiicreleri icinde olgunlagan spermatozoa aktif olarak liimen i¢ine atilir. Bu

olaya spermiasyon ad1 verilir.

Sekil 10: Spermatozoa EM goriintiisii (36)
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2.2.5. Spermatozoa

Spermatiddeki degisikler sonucu olusan tiire has genetik Ozellikleri tagiyan hiicre
spermatozoadir. Spermatozoa 60 um boyunda olup bas, boyun, orta parca ve kuyruk
kisimlarindan olusur. Oval ve yass1 olan bas kismu1 4,5 x 3 um boyutundadir. Bagin biiyiik
kismini niikleus kaplar. Basin 2/3 6n kismi akrozom denilen bir kilif ile Ortiilmiistiir.
Akrozom olusumu evrelerinde golgi kompleksinin ve kromatid cisimciginin katkis
onemlidir. Hiicredeki tiim kromatin, niikleus sekillenmesi sirasinda homojen, koyu
boyanan bir yapiya doniisiir ve hiicrenin yasami boyunca etkin olamaz (26, 35, 39).
Akrozom anterior ve ekvatoral olmak iizere iki segmentten meydana gelmistir. Hemen
arkasinda postakrozomal kilif vardir ve niikleusun geri kalan kismin1 orter. Fertilizasyonda
asil akrozomun anterior segmenti 6nemlidir. Ekvatoral segmenti ise zonaya ilk yapisan
kisimdir. En dista plazma membran1 bulunur. Spermatozoa ovuma yaklastiginda plazma
membram ile dig akrozom kilifi birlesir ve disann acilarak icindeki enzimleri ortama
salar(Akrozom reaksiyonu). Bu enzimler ovumun etrafim saran hiicre tabakalarimi ve
zarlan eritmeye yarar. Bunlar kumulus ooforusu eriten hyaliironidaz, korono radiyatay1

eriten korona penetrating enzim(CPE) ve zona pelliisiday: eriten ise akrozin enzimidir.

25



Spermatozoa basinin ovum sitoplazmasi i¢ine girmesini takiben zonadaki agikligin tekrar
onarilmasi i¢in gerekli ndrominidaz enzimi de akrozomdan salgilanir(2).

Spermatozoa sitoplazmasindaki hiicre organellerinden sentriol ve mitokondriler disinda
digerleri kullanilmaz. Memelilerde spermatidlerin spermatozoa haline gelmesi belirli
basamaklan izler. Golgi fazinda, 6nce spermatidin niikleusu etrafinda golgi kompleks
bolgesinde vezikiillii yapilar ¢cogalir (proakrozomal vezikiiller). Bunlar birlesince biiyiik
bosluklu yapilar olusur (akrozom vezikiilii). Bu bolgede niikleus yogunlugunda artis
goriiliir. Niikleusun bir kutbunda belirginlesen vezikiiller icinde akrozomal graniil goriiliir
ve bunlar giderek koyulasip biiyiir. Bu olgunlagsmaya, niikleus yakininda bulunan kromatid
cisimcik muhtemelen katkida bulunur. Sentriol cifti niikleusun kars1 kutbuna hareket eder.
Sitoplazmadaki mitokondriler hiicre ¢eperine dogru dizilirler (34, 35, 42). Baslik fazinda,
akrozomal vezikiil genisleyerek biiyiir, cekirdekle temas ettigi yerden baglayarak graniil
icerigi, cekirdegin on kismin1 bir baglik halinde sarar. Kromatid cisimcik karsi uca kayarak
ciftlerine yaklasir. Buradan flagellum gelisir. Niikleus uzunlugu artar. Akrozomal
graniilden akrozom gelisir ve nukleusun 2/3 6n yiizii akrozom ile kaplanir. Burasi ¢okga
glikoprotein ve glikolipid icerir. Ayrica burada galaktoz, mannoz, fruktoz karbonhidratlar
ile hyalurinidaz, asit fosfataz, nukleoidaz enzimleri de yogunlasir. Akrozoma kars1 kutupta,
kuyrugu olusturacak mikrotiibiiller ¢evresi silindirik bir kilifla ortiiliidiir. Uzunlamasina
dizili 9 lifle ¢evrili olan flagellum, spermatozoanin boyun ve kuyruk bolgesini olusturur.
Mitokondriler boyun bolgesinden anulusa dogru gog¢ ederler. Liflerin ¢evresinde halka
seklinde bir mitokondrial kilif olustururlar. Mitokondrilerle ¢evrili olan bu bolge orta
parcay1 temsil eder. Olgunlagsma fazi, spermiogenezin son evresidir. Spermatid tiire has
seklini alirken spermatid c¢ekirdeginden spermatozoanin basi, sentrioller ile
mitokondrilerden de kuyruk boliimii sekillenir.

Spermatozoa kuyrugu 4 parcadan olusur: Spermatozoa baglanti parcasi (Connecting
piece), Orta bolim (Middle piece), Esas parca ( Principal piece) ve Son parca(Terminal
piece).

1. Spermatozoa baglanti parcasi (Connecting piece): spermatozoa basi ile kuyrugu
arasindaki kisa parcayr olusturur. Bolinmiis kolonlar ve yogun fibroz yapidan
olusmaktadir. Kapitulum ve spermatozoa basinin kaudalindeki bazal tabaka spermatozoa
basi ile kuyrugu arasinda yer alir. Kapitulum distalinde ¢izgili yap1 (striated collar) ile
devam eder ve daha sonra orta parcada dis yogun lifler ‘outer dense fiber’ (ODF) ile siirer.
Ayn1 yap1 aksonemi de sarar. Spermatozoa basi ile kuyrugu arasinda devamliligi baglanti

parcasi denen yapi saglar. Kapitulumdan geriye dogru uzanan 9 adet parcali kolon
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flagelluma yogun lif yapilar ile baglanmaktadir(2). Boylece baglant1 pargasi da dig lifler
sayesinde devamlilik gostermektedir.

2. Orta bolim (Middle piece): Aksonem boyunca yer alan 9 adet ODF’nin her biri,
mikrotubuler doublet ile iligkilidir. Bu boliimdeki mitokondriyal yapr helikal
diizenlenmistir ve enerji i¢in gerekli yapidir. I¢ mitokondriyal membran enerji iiretiminden
sorumludur ve flagella motiliteden sorumludur. Bu yapinin proksimalden distale dogru
capi gittikce azalir. Distalde orta parga ile esas parcay1 birlestiren anulus ile sonlanir.

3. Esas parca ( Principal piece): Aksonem ve fibroz kiliftan ( fibréz sheath) olusur. Anulus
ile terminal yap1 arasinda kalan kisimdir. Fibr6z kilif, aksonem ve ODF’yi sarar. Periferde
longitudinal iki kolon ( santraldeki mikrotubiil ¢ifti planinda yani 3 ve 9 nolu ODF’nin zit
yoniinde) ve semi sirkiiler yapilardan olusur. Fibroz kilif yapis1 disiilfid baglar1 nedeniyle
olduk¢a stabildir. Buna bagli spermatozoa motilitesine yardimci olur. Aym sekilde
aksonemal kompleksin spermatozoa plazma membranmiyla baglantis1 spermatozoa
hareketlerinin etkinligini arttirir.

4. Son parca(Terminal piece):5 um uzunlugundadir. ODF ve fibroz kilif yoktur, sadece
9+2 aksonemal yapr mevcuttur. Aksonemal yapi distale dogru: Dynein kollarin kaybu,
santral mikrotubiillerin kaybi, mikrotubiiler doubletlerin ayrilmast ve mikrotubiil
subunitlerin kaybolmasiyla sekillenir.

Bu yapilarda ¢inko kromatin stabilitesinde rol oynayarak ODF yapisinda yer alir. ODF
yiiksek sistin yapisina bagl disiilfid baglariyla stabilizedir ve sistinin siilfidrit gruplarina
baglanmasini saglar. Yine spermatozoa memraninin stabilizasyonunda gorev alir(29).

Tiim spermatozoa polipeptit ve lipitten olusmus bir plazma membram ile
cevrelenmistir. Spermatidin diger organelleri artik cisimcikler seklinde Sertoli hiicreleri
tarafindan yok edilir. Olgunlagsma fazinda spermatozoanin son seklinin kazanilmasi
saglanir. Testis icinde spermatozoalarin metabolik ihtiyaglar1 hala Sertoli hiicreleri
tarafindan saglanir. Testis disinda ise epididimisten ve sekonder seks organlarindan

salgilanan maddelerle saglanir (35, 37, 43).
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2.3. SPERMATOZOA MORFOLOJiSi ve FERTILIZASYONDAKI ROLU

Semen analizinin en dnemli ve 6zenle incelenmesi gereken parametrelerinden birisi de
spermatozoalarin morfolojik olarak degerlendirilmesidir. Normal spermatozoalarin
“anormal” morfoloji tammlamasi yapildiktan sonra spermatozoalarin bu tanimlamaya gore
siniflandirilmasi gerekir.

Koitustan sonra endoservikal kanalin iist boliimiinden elde edilen spermatozoalarin
homojen bir yapida oldugu gozlenmistir. Aym bolgede alinan, postkoital servikal mukus
da homojen spermatozoalar icerir ve diiz bir ¢izgide hemen hemen aym hizda hareket
ederler. Islevsel olduklar1 ve homojen bir popiilasyon olusturduklar diisiiniilerek bu
spermatozoalarin morfolojik 6zelliklerinin kriter olarak alimmasi ve normal ve anormal
ayirmminin da bu spermatozoalarin 6zelliklerine gore tamimlanmasi gerektigi kabul
edilmistir.

Spermatozoalar bas, orta parca ve kuyruktan meydana gelmis hareketli hiicrelerdir. Bu
farkli anatomik bolgelerin sahip olmasi gereken ozellikler belirlenerek morfoloji
degerlendirmesinin bu kritere gore yapilmasi gerekir. Spermatozoa basi sinirlar diizgiin,
oval bir yapida olmali ve bas, cekirdek ile akrozomal kepten meydana gelmelidir.
Akrozomal kep bas hacminin % 40-70’ini olusturarak smirlar1 belirgin olmalidir.
Postkoital testte varlifi saptanan bazi spermatozoalar bu kriterlerden hafif bir sapma
gostermesine karsin yine de “normal” kabul edilirler. Ornegin bas cevresinde sinirin
hafifce irregiiler oldugu ya da postakrozomal bolgede hafif bir incelmenin gozlendigi
spermatozoalar de normal olarak degerlendirilebilir. Ancak bununla birlikte kabul edilip
bircok merkezde kullanilan “kesin kriterlere” gore oOnceden “simirda” kabul edilen
spermatozoalar artik “anormal” olarak degerlendirilmektedir. Orta parga silindirik bigimli
ve spermatozoa basina tam ortadan baglanmis olmalidir. Orta pargada sitoplazmik droplet
bulunabilir ve bu spermatozoanin olgunlagmamis oldugunu (immatiir) belirlemekle birlikte
spermatozoa basinin yarisi kadar biiyiikliikteki bir sitoplazmik droplet bulunmasi halinde
spermatozoa “anormal” olarak degerlendirilmelidir. Spermatozoa kuyrugu uniform ve
giderek incelen bir yap1 gostermeli ve orta parcadan daha ince olmalidir. Kuyrukta kivrim
veya sitoplazmik droplet bulunmamalidir.

Spermatozoalarin morfolojik 6zellikleri sayisal degerlerle de ifade edilir. Ancak burada,
kullanilan boya yontemlerinin spermatozoalarin Olgiilebilen degerlerinde hafif bir
degisiklige neden olabilecegini unutmamak gerekir. Ciinkii yayma preparatlar boyanmadan

once tespit edilir ve fiksatifler hiicrelerin bir miktar biiziilmesine neden olabilir. Ornegin
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Papanicolaou yontemiyle boyandiginda spermatozoa basi 3—5 pum uzunlugunda ve 2-3 um
genisligindeyse normal kabul edilir. Diff-Ouik boyama yoOnteminde ise spermatozoa
basinin yukaridaki degerleri 5-6 um ile 2.5 — 3.5 um olarak saptanmistir. Orta parca her
ikisinde de 1 um kalinliginda olup uzunlugu da bu degerin 1.5 kati kadar olmalidir.
Kuyruk bolimii ise giderek incelen yapisi ile 45 pm uzunluga sahiptir.

Morfoloji degerlendirmesi spermatozoalarin faz-kontrast mikroskobu ile direkt
incelenmesi sirasinda aligkin bir goz tarafindan kabaca yapilabilir. Ancak spermatozoalarin
hareketli hiicreler olmasi dolayisiyla yeterince izlenememeleri ve oligospermide yeterli
sayida spermatozoa gozlenemeyeceg8i i¢in bu gozlem yetersiz kalacaktir. Ayrica bu
incelemede spermatozoalarin kaba goriiniimleri ile tahmin yapilabilir. Bas kisminda
cekirdek akrozomal ayrimi, akrozomal kepin ozellikleri, orta parcanin lokalizasyonu ve
spermatozoa basinin c¢eperindeki farkliliklar yeterince irdelenemez. Bu nedenle semenin
likefiye olduktan sonra temiz bir lam iizerine ¢ok ince sekilde yayilmasi ve kuruduktan
sonra tespit edilerek boyanmasi ve boyali preparatlarin degerlendirilmesi gerekir.
Spermatozoalarin boyali preparatlarda morfolojik 6zelliklerinin saptanmasi, bizlere saglikli
bir morfoloji degerlendirilmesiyle birlikte immatiir germ hiicrelerinin ve seminal plazmada
bulunan diger hiicrelerin (epitel, lenfositler vb.) de ayirimini saglar.

Spermatozoa morfolojisi degerlendirilirken semen mutlaka iki ayr1 lam iizerine ve ¢ok
ince bir sekilde yaklagik 10 pl yayilmalidir. Semen yayilmast hem arsiv olusturmak ve
gereginde karsilagtirma yapabilmek ve hem de birinin kirilmasi halinde digerinin
kullanilmasina olanak sagladigi icin avantajlidir. Semen yayilmadan 6nce lamin alkolle
silinerek temizlenmesi, kurumasi ve yaymanin olabildigince ince olmasi boyama
sonrasinda zeminin temiz olmasini, dolayisiyla aymimin daha kolay yapilmasini
saglayacaktir.

Spermatozoa morfolojisi i¢in kullamilan bir¢ok boyama yontemi vardir. Bunlar
arasinda Papanicolaou, Giemsa, Shorr ve modifiye Brayn-Leishman sayilabilir. Giemsa,
Papanicolaou yontemine gore daha kolaydir ve Bryan-Leishman da semende bulunan diger
hiicrelerin ayirmmini daha iyi yapmakla birlikte Papanicolaou yOntemi spermatozoa
morfolojisi konusunda en saglikli sonuglari vermesi nedeni ile tercih edilir. Ancak
Papanicolaou boyama ydnteminin uzun siirmesi nedeni ile gelistirilen hazir spermatozoa
boyama kitleri daha ¢ok tercih edilir. Bunlar arasinda en c¢ok kullanilanlar1 Spermac
(Modified PAP Stain, Stain Enterprises, So. Africa) ve Diff-Quik’tir (Dade Diagnostics,
Miami, FL, USA). Bunlarin da disinda morfoloji degerlendirmesi i¢in yol gosterici olmast

nedeniyle boyanmig preparat iceren setler de vardir.
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Papanicolaou yontemiyle hiicrenin asidofilik ¢ekirdekteki kromatin ayrintili bir bicimde
incelenebilir. Insan spermatozoalarinin morfolojik degerlendirmesinin yami sira immatiir
germ hiicrelerinin de ayirimini saglar. Brayn Leishman ¢ogunlukla hematolojide kullanilan
bir boyama yontemi olup beyaz kan hiicrelerinin ayiriminda tercih edilir. Insan
spermatozoalarinin morfolojik degerlendirmesinin yaninda semendeki diger hiicrelerin de
ayrimina yardimci olur. Shorr teknigi 6nceleri Fransa’da kullanim alan1 bulmugken bu giin
klasik IVF’deki sonuclarla iligkisinin yeterli olmas1 nedeniyle bir ¢ok laboratuvarda tercih
edilir.

Spermatozoa morfolojisi konusunda her ne kadar kriter olusturulmus ise de bu
degerlendirmede karsilasilan en ©Onemli problemlerden birisi de insan spermatozoa
morfolojisinin ¢ok fazla sekilde ¢esitlilik yani pleomorfizm gostermesidir. In vivo ya da In
vitro spermatozoalarinin normal kabul edilme ve bu 6zelliklerine sinir getirme ¢alismalari
bir ¢ok arastirici tarafindan yapilmistir.

Spermatozoa morfolojisi degerlendirilirken koyulan kriterler gibi semendeki hangi
hiicrelerin spermatozoa olarak kabul edilecegini de belirlemek gerekir. Ornegin immatiir
germ hiicrelerinin olgunlagma siireclerinde Sd 1 evresi de dahil olmak {izere gozlenen
spermatozoa onciileri bu sayimlarda spermatozoa olarak kabul edilip degerlendirilmelidir.
Tek tek bulunan spermatozoa baglart sayim sirasinda dikkate alinirken bagsiz kuyruklar
(pinhead formlar da dahil) spermatozoa olarak sayilmalidir. Ciinkii pin-head formunda
kuyrugun oniindeki bazi plaklar ¢cogunlukla cekirdek materyali icermezler. Ancak sonug
belirtirken varsa pin-head oranmi ayrica belirtilmelidir.

Insan spermatozoalar1 ¢ok sayida anomaliyi ya da defekti bir arada bulundurabilir.
Islevsel ozellikleri dikkate alinarak spermatozoa basi ve orta parcadaki anomali birlikte
goriililyorsa bas anomalisi; spermatozoa hem orta parca ve hem de kuyrukta anomaliye
sahip ise orta parca anomalisi olarak yorumlanabilir. Spermatozoa kuyrugunun kivrintil
olmas1 onun hipotonik bir stresle karsilastigin1 gostermesi nedeniyle anomali olarak kabul
edilmeyebilir.

Spermatozoa morfolojisi irdelenirken;

®Boyali preparatlarda en az 100 spermatozoa degerlendirilmelidir. Saglikli bir sonug
almak icin daha genis bir alam tarayarak 6rnegin 200 spermatozoa incelemek gerekebilir.

¢ Spermatozoa morfolojisi degerlendirmesinde eger spermatozoa boyutlari konusunda
kusku duyulursa 6l¢ekli okiiler kullanilmalidir.

e Her bir preparatta en az dort alan taramali ve degerlendirme mutlaka immersiyon

yag1 kullanilarak X100’liik objektif ile yapilmalidir. 3 kere degerlendirilmelidir.
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Spermatozoanin morfolojik ©6zellikleri belirlenirken kullanilan siniflamalar bir¢cok
arastiricinin katildigr arastirmalar sonucu gelistirilmistir. Bu siniflamalarin bir boliimiinde
spermatozoalar tek bir anomalisiyle tanimlanmis, bdylece tek girisli derecelendirme
sistemi (single entry scoring method) kullanilirken bir diger bolimde c¢ok girisli

derecelendirme sistemine gore siniflama yapilmistir.

2.3.1. WHO 1980 Simiflamasi

Who Laboratory Manual ilk kez 1980’de yayinlanmis ve burada spermatozoa
morfolojisi ayriminda hangi sistemin kullanildigi belirtilmekle birlikte 1964’de Mac Leod
tarafindan “normal” ya da “fertil” bireylerde karsilasilabilecek spermatozoa anomalilerinin

yiizde oranina gore degerlendirme yapilmistir.

2.3.2. WHO 1987 Smiflamasi

Bir Onceki sistemde cesitli spermatozoa anomalilerinin goriilme sikligina gore
degerlendirme yapilirken bu sistemde Onceden kullanilan kriterler modifiye edilmistir.
Ancak yine de hangi sistemin (tek veya ¢oklu anomaliler) baz alindig1 belirtilmemekle
birlikte spermatozoa anomalileri bas, orta parca ve kuyruk anomalileri olarak tice ayrilarak
degerlendirilmistir. Buna gore:
Bas: Normal, biiyiik oval, kiiciik oval, incelmis, piriform sekilli, ¢ift bagli, amorf, yuvarlak
veya pin sekilli olabilir.
Orta Parca: Normal ya da anormal olabilecegi gibi sitoplazmik droplet icerebilir.

Kuyruk: Normal veya anormal olabilir.

2.3.3. David’in Cok Girisli Smmflamas1 (David’s Multiple Entry Scoring
Classification)

Bu sistem ilk kez Fransa’da gelistirilmistir. Buna gore, spermatozoanin her bolgesinde
goriilebilecek anomaliler ayr1 ayr1 degerlendirildigi icin 100 spermatozoa sayildiginda
degerlendirilmeyen anomali kalmaz. Incelenen tek bir spermatozoada en fazla dort anomali
saptanmistir. Spermatozoalarda gozlenen anomaliler 13 spesifik grupta ayn ayn
degerlendirilmistir.

Bas: Incelmis (uzunlugu <6.0 um, tek bir alanda incelmis ve silindir bicimli sonlanmis
olabilir), kii¢iik, biiyiik, c¢ift bas anomalileri veya lizis evresindeki goriiniimle

karsilasilabilir.
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Orta parga: Sitoplazmik droplet igerebilecegi gibi kivrilmis kuyruk (basin uzun ekseni ve
kuyruk arasinda 90 derecelik bir egilim olmasi1) sdz konusu olabilir.

Kuyruk: Olmayabilir, kisa, kivrilmig veya cift olabilir.

2.3.4. Basitlestirilmis Cok Girisli Sistem (Simplified Multiple Entry Scoring
Classification)

Bu siniflama Calgary’de gelistirilmis ve rutin olarak Papanicolaou yontemiyle boyanan
preparatlarda degerlendirme yapilmistir. WHO tarafindan olgunlastirilan  semalar
kullanilmakla birlikte laboratuvarlarda kullanimi kolaylastirmak amaciyla spermatozoa
anomalileri en fazla sekiz kategoride incelenmistir.

Bu sistemde spermatozoalar dnce normal ve anormal olarak ayrilir. Daha sonra da
asagida siralanan her bir anomali tek tek irdelenerek anormal spermatozoalar siniflandirilir.
Bunlar: incelen bas, anormal bas, immatiir spermatozoalar (sitoplazmik droplet icerenler),
orta parca defekti, kuyruk defektleri, kivrik kuyruk ve kuyruksuz spermatozoa baslar
olabilir. Sitoplazmik droplet Papanicolaou yontemiyle yesile boyaniysa ve hacim olarak da

basin yaris1 biiyiikliigiinde ise spermatozoa anormal olarak degerlendirilir.

2.3.5. David’in Cok Girisli Simflamasimin Modifikasyonu (Modified David’s Multiple
Entry Scoring Classification)

Orijinal David sisteminin modifikasyonudur. Spermatozoalar germinal hiicreler ya da
diger hiicreler arasinda degerlendirilir. Bu sistemde 15 anomali baz alinmig ve
spermatozoalarda bu anomalilerin bulunup bulunmadigi irdelenmistir.

Bas: Incelenmis, kiiciik, biiyiik, cok bash (genellikle ¢ift), anormal tabanli olabilecegi gibi
akrozom anomalileri i¢erebilir veya akrozom bulunmayabilir.

Orta Parca: Sitoplazmik droplet icermesi, incelenmis orta parca ve kivrik kuyruk
anomalileri yoniinden degerlendirilmelidir.

Kuyruk: Olmayabilir. Kisa, irregiiler genislikte, kivrik veya ¢ok sayida olabilir.

2.3.6. Tygerberg Kesin Kriter Simiflamasi (Tygerbery Strict Criteria Classification
System)

1986°da Kruger’in tamimladig1 sistemde insan spermatozoalarimin morfolojik 6zelligi
rutin morfometrik analizi icermekle birlikte, spermatozoa basinin kesin olarak belirlenen
normal Olgiilerin altina inmesi halini gozleyerek degerlendirilmesini Onerir. Buna gore,

spermatozoa bagst siirlan diizgiin ve oval ise, basin % 40-70’ini akrozom kapliyorsa
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normal kabul edilmelidir. Morfometrik olarak spermatozoa basi 5-6 pm uzunlugunda, 2.5—
3.5 um genisliginde olmal1 ve kuyruk uzunlugu ortalama 45 pm olmalidir. Ayrica boyun,
orta parca ve kuyrukta da anomaliler olmamali ve boyun bolgesinde spermatozoa basinin
yarisindan daha biiylik sitoplazmik droplet bulunmamalidir. Diger sistemlerden farkli
olarak Kruger “sinirda” kabul edilen spermatozoalart “anormal” olarak siniflandirir.

Bas: Biiyiik, kiiciik, incelmis, ¢ift veya amorf olabilir. Ayrica boyun veya orta parcada da
anomaliler olabilir veya olmayabilir ve kuyruk defekti de eslik edebilir.

Digerleri: Boyun defekti (bas ile kuyruk arasinda 30 dereceden fazla bir egim bulunmasi),
orta parca defektleri, kuyruk anomalileri (cift veya kivrik olusu), gevsek bas, immatiir
formlar (sitoplazmik droplet) olarak gruplandirilmistir. Biitiin bu kriterlerin saptandigi
spermatozoalar ayr1 ayr1 not edilir ve en az 100 spermatozoa incelenerek sonug
cikarilmalidir.

Kruger’in kesin kriterleri (Kruger’s Strict Criteria) Papanicolaou veya Diff Quik ile
boyanmis preparatlarda incelenebilir ve normal formlar % 14 veya daha iizerinde olmasi
beklenir.

2.3.7. WHO 1992 Siiflamasi

Spermatozoa morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in gelistirilen sistemlerin tiimiinde
belirgin ve objektif tanimlamalar olmalidir. Bu goriisle yola cikildiginda Tygerberg ve
David siniflamalart ideal sistemler olarak kabul edilir. Ciinkii bu incelemelerde irdelenen
her bir ozellik i¢in alt gruplar olusturularak teratospermi indeksi ya da coklu anomaliler
degerlendirilebilir.

Bas, sekil ve biiyiikliigiindeki defektler: Bas, biiyiik, kii¢iik, incelmis veya priform sekilli
olmasi, amorf goriinimlii ya da vakuollii olmasi (bas alanin % 20’sinden fazlasinin
boyanmamis vakuoler bolgeler icermesi), akrozomun kiiciik olmasi (bas hacminin %
40’1ndan daha kiiciik bir alan1 kaplamasi), akrozomun olmayisi, ¢ift bagh olmasi veya bu
karakteristiklerin kombinasyonu gozlenebilir.

Boyun ve Orta Parca Defektleri: Kuyrugun olmayisi (serbest veya gevsek bas), kivrik
kuyruk veya kuyrugun spermatozoa basina uygun pozisyonda sokulmamasi, genislemis
veya irregiiler orta parga, ¢ok ince orta par¢a (mitokondriyal kilifin bulunmadigi anlamina
gelir) veya bunlarin kombinasyonu saptanabilir

Kuyruk Defektleri: Kisa, ¢cok sayida, toka biciminde kivrilmis, ¢ift kuyruk, kirik (bas ile
arasinda 90 dereceden fazla a¢1 olmasi) olabilecegi gibi, genisliginin irregiiler olmas,

terminal droplet, kivrik kuyruk veya bunlarin kombinasyonu ile de karsilasilabilir.
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Immatiir Formlar: Spermatozoa basinin normal biiyiikliigiiniin 1/3’ii kadar veya daha
biiyiik sitoplazmik droplet bulunmasi halinde spermatozoalar immatiir olarak kabul edilir.
Cift bas, ¢ift kuyruklu spermatozoalarin spermiasyon sirasinda birbirinden yeterince
ayrilamayan spermatozoalar oldugu kabul edilir. Bu durumda spermatozoalar ayr1 ayri
degerlendirilir ve spermatozoalarin ayrilamadigi ya da birlestigi nokta anormal olarak

kabul edilir(44).

2.4. SPERMATOZOA MORFOLOJISINiN KLiNiK ONEMi

Giintimiizde infertil ¢iftlerin ¢ocuk sahibi olabilmesi i¢in kullanilan tekniklere her giin
yenileri eklenmekte ve basariyla uygulanmaktadir. Klasik in vitro fertilizasyon
yontemlerinde basariy1 etkileyen faktorler arastirildiginda, spermatozoanin morfolojik
ozelliklerinin fertilizasyon iizerinde direkt etkili oldugu saptanmistir. Ornegin teratospermi
olgularinda klasik IVF nin basarisizlig1 beklenmeyen bir sonug¢ degildir. Strick kriterlerine
gore normal morfoloji i¢in belirlenen esik deger % 14 olarak saptanmustir. Strick kriterleri
gdz Oniine alinarak normal spermatozoa morfolojisi sonuglarinin prognostik degerini test
eden bir calismada fertilizasyon oranm1 % 82,5 ve normal form yiizdesi % 14 ve iizeri olan
grupta hamilelik oran1 % 25,8 bulunmustur. Normal formlarin yilizdesi % 14 altinda
oldugunda ise fertilizasyon % 37,0 olarak bulunurken hamilelik saglanamamistir (11, 12).

Bu bulgular Kruger’in kesin kriterlerinin kullanmildigi genis kapsamli calismalarin
sonuclaridir. Spermatozoa morfolojisinin kesin kriterlerle degerlendirilmesi fertilizasyon
oraninin 6nceden tahmin edilerek Onlem alinmasina ve hatta ciftin direkt olarak ICSI
programina yonlendirilmesine neden olabilir. Benzer bi¢imde, spermatozoa morfolojisinin
kesin kriterlerle degerlendirilmesi spermatozoa fonksiyon testleriyle de dnceden tahmin

edilen sonuclar vermektedir (44).

2.5 ANORMAL SPERMATOZOA TANIMLAMASI
Kesin kriterler ile spermatozoa morfolojisi degerlendirilmesinde yukarida boyutlar
verilerek tanimlanan spermatozoalar disinda kalan tiim spermatozoalar anormal olarak

kabul edilir. Anormal spermatozoa formlar1 asagidaki sekillerde olabilir:

2.5.1. Bas Sekli Anomalileri:
Borderline “Siirda” Bas Anomalleri: Bunlar hafif anomaliler olup, ilgili spermatozoa

belirli bir anormal form sinifina sokmaz.
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Piriform: Armut seklinde olan spermatozoalardir. Tek tarafli kontur bozulmasi oldugu
durumlarda anormal olarak kabul gormez, ancak ¢ift tarafli kontur bozulmalar1 anormali
olarak kabul edilir.

Sitoplazmik Droplet: iImmatiirite isaretidir.

Yuvarlak: “Globozoospermia”. Genellikle akrozom yoklugu nedeni ile spermatozoa basi
yuvarlak sekil alir. Immatiirite isaretidir.

Diadem Defekti: Spermatozoa basi iizerinde yer alan ¢okiintii alanlaridir. Niikleus icine
dogru olan invajinasyonlardir.

Kiiciik: Spermatozoa basi, tanimlanan boyutlardan daha ufaktir.

Biiyiik: Spermatozoa basi, tanimlanan boyutlardan daha biiytiktiir.

Amorf: Spermatozoa basinin ovoid olmamas1 durumudur.

Tapered: Spermatozoa basinin uzun ve sivri olmasi durumudur. Akrozom yoklugu veya
anomalisi durumunda ortaya cikar.

Elonged: Spermatozoa bas1 tapered formda oldugu gibi sivri degildir, ancak tanimlanan
boyutlardan daha uzundur. Postakrozom kisminda incelme sézkonusudur.

Cift: Tek kuyruk, tek mid-piece oldugu halde spermatozoa basinin ¢ift olmasi durumudur.
Immatiirite isareti olabilir (inkomplet seperasyon).

Yarik bas: Ayn1 spermatozoa basi i¢inde birden fazla niikleus bulunmasi durumunda
goriilebilir. Bu durumda spermatozoa haploid degildir. iImmatiirite isareti olabilir.

Vakuol: Spermatozoa basinda boya almayan bosluklar vardir.

2.5.2. Akrozom Anomalileri

Primer Akrozom Anomalileri: Spermatozoa gelismesi ve diferansiyasyonu sirasinda
meydana gelen anomalilerdir. Anormal formasyon, anormal dagilim ve spermatozoa
basina anormal baglanma seklinde ortaya ¢ikarlar.

Akrozomal Kistler: Primer akrozom anomalilerdir.

Nipple kist: Akrozomun en u¢ kisminda yer alan kistlerdir.

Aberan akrozom: Primer akrozom anomalileridir. Homojen olmayan boya dagilimi ve
kontur bozuklugu vardir.

Sekonder akrozom anomalileri: Spermatozoa membraninin eksternal etkenler, yaslanma
veya harabiyetine bagh olarak akrozom igeriginin kaybidir.

Membran bozulmasi: Akrozom konturlarinin diizenli olmamas1 durumudur.

Kiigiik: Akrozomun spermatozoa baginin %40’ 1indan daha azin1 kaplamasidir.

Biiyiik: Akrozomun spermatozoa basinin %70’inden daha fazlasin1 kaplamasidir.
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Akrozomsuz: Spermatozoa bag1 yuvarlak sekilli ve koyu renkli boyanmig goriiniir.

Ayrilmig: Akrozomun spermatozoa basindan hafifce uzaklastigi izlenir.

2.5.3. Niikleus Anomalileri: Cekirdek boyanmasinin homojen olmadigi ve sekil
bozukluguna sahip oldugu durumlardir.

Niikleus Vakuolleri: Cekirdek i¢inde bosluk alanlar1 vardir.

2.5.4. Mid-piece Anomalileri: Mitokondrilerin yer aldigi boliim oldugu icin ¢ok 6nem
arzederler. Spemin enerji desteginden yoksun kalmasi s6z konusu olabilir ve bu
durumlarda spermatozoa immotil olabilir. Mid-piece anomalileri bas veya kuyruk
anomalileri ile birlikte olabilir.

Sitoplazmik droplet: Immattiirite isaretidir.

Segmental mitokondrial aplazi: Orta kismin belirli bir bdliimiiniin ince ve mitokondriden
yoksun olmasi durumudur. Genel mid-piece kalinlifindan daha dar bir alan olarak
boyanirlar.

Bend (kivrilmis): Bas ile kuyruk arasinda mid-piece, zayifligi veya yoklugu soz
konusudur. Bas ile mid-piece, sitoplazmik bir parca ile birbirine tutunur. Bu
spermatozoalarin progresif motilite gostermeleri sozkonusu degildir.

Kopuk bas: Mid-piece kisminin tam yoklugu durumunda olabilir.

Biiyiik: Mid-piece kalinligi 1um’dan daha fazladir.

Kiigiik: Mid-piece kalinligi 1 pm’dan daha azdir.

Amorf: Mid-piece konturlar1 diizgiin degildir. Enerji destek eksikligi yaratabilir.
Nonaksiyel: Spermatozoa basi ile mid-piece ayni aks iizerinde degildir. Progresif motiliteyi

giiclestirir.

2.5.5. Kuyruk Anomalileri: Total motilite yoklugu veya non-progresif motilite seklindeki
hareketlilik bozukluklarina yol agabilen defektlerdir.

Kuyruksuz: Kuyruk yoklugu durumudur.

Cift: Tek bas ve cift kuyruk seklinde olur ve motiliteyi etkiler.

Kisa: Tanimlanan boyutlardan daha kisa kuyruk boyu s6z konusudur.

Uzun: Tanimlanan boyutlardan daha uzun kuyruk boyu s6z konusudur.

Kalin: Tanimlanan boyutlardan daha kalin kuyruk eni s6z konusudur.

Droplet: Kuyruga yapisik bir artik olmas1 durumudur.
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Dag defekti: Kuyruk mikrofibrillerinin anomalisidir. Kuyruk sekil bozuklugu olarak
gozlenir. Kuyrugun biitiinii anomaldir.
Coiled (kivrik): Progresif motiliteyi engelleyecek sekilde kivrik bir kuyruk yapisidir.

Kuyrugun u¢ kisminda veya tiimiinde olabilir.

2.5.6. Karisik Anomaliler: Bas ve kuyruk anomalilerinin ayn1 spermatozoa iizerinde
bulunmasi durumudur.

Immatiir form: Primer ve sekonder spermatositler veya spermatidler olabilir. Cok
nukleuslu olabilirler. Kuyruksuz, yuvarlak formda veya immatiir kuyruklu olabilirler.
Aglunitasyon: Spermatozoalarin kiimelendigi kalabalik alanlardir. Immiinolojik infertilite
nedeni ile kiimelenme olabilir. Ancak lam {izerine semenin yayilmasi esnasinda
yapilabilecek hatalarda aym kiimelenmeye neden olabilir. Degerlendiren kisi, bu tiir bir
goriintliyli immatiirite isareti olan imkomplet seperesyondan mutlaka ayirabilmelidir(44).
Siniflandirilamayan: Yukarda tanimlanan anomalilerden herhangi birine giremeyecek
derecede bozuk sekli olan spermatozoalardir.

Semen sitolojisi:

Polimorfoniikleer 16kositler: Yuvarlak hiicrelerdir. Semen degerlendirilmesinde 2
milyon/mL olmasi durumunda mutlak iiroloji konsiiltasyonu onerilir.

Bakteriler: Baz1 preparatlarda koliform veya diger formlada olan boyanmis bakteri gruplari

goriilebilir. Bu durumlarda mutlak iiroloji konsiiltasyonu 6nerilir(44).

2.6. SPERMATOZOA ANALIZi

Semen analizi yani Spermiyogram; spermatozoa sayisini, seklini, hareketini

degerlendirmeye yonelik bir test olup ve erkek infertilitesi degerlendirilmesinde yapilmasi
gereken ilk testtir.
3 giinliik cinsel perhizden sonra yapilir. islemin dogru sonu¢ vermesi i¢in spermatozoa
ornegi en ge¢ 1 saat icinde laboratuara ulastirilmali, tercihen spermatozoa Ornegi
laboratuara yakin bir mekanda verilmelidir. Bu amagla infertilite merkezlerinde
spermatozoa ornegdi verebileceginiz bir alan ayrilmistir(2,36).

Spermatozoa degerlendirme kriterleri, birka¢ farkli sinir1 kullanir. Kruger kriterleri
ozellikle spermatozoa sekil bozukluklarini géz Oniine alan bir degerlendirme yontemidir.
Ozel bir boyama sonrasi spermatozoa morfoloji Ozellikleri incelenerek spermatozoa
orneginin fertilite kapasitesi belirlenir. Spermatozoa analizi sonucuna gore ideal olarak

karar verebilmek icin, ikiger hafta ara ile yapilmis en az 3 farkli spermatozoa Ornegi
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incelenmelidir. Spermatozoa analizinde bir fertilite sorunu saptanirsa erkegin fiziksel ve
hormonal ileri muayenesine gegilir. Spermatozoa iiretim dongiisii 2-3 ayda bir tekrarlanir.
Yani iiretilen bir spermatozoa 2-3 ay sonra semene salgilanacaktir. Ayni sekilde kisinin
karsilastig1 zararl etkenler veya tedavi i¢in kullanilan

faydali ilaclar da spermatozoa iiretimini 3 ay icinde etkileyebilir. Semen analizi sonuclarini
degerlendirirken bu siire¢ akilda tutulmalidir.

Semenin fiziksel incelemesinde semen miktari, likefaksiyon, renk, volum, vizkosite,
pH Onemlidir. Normal bir spermatozoa oda 1sisinda 15 dakika i¢inde likefiye olmalidir.
Likefaksiyondan prostat bezi salgis1 sorumludur. Semenin rengi normalde gri-opak
goriiniimdedir. Sar yesilse enfeksiyon lehine, kahverengi kirmizi ise eritrosit lehine
yorumlanir. Semenin voliimii normalde 2-5ml olmalidir. Normal vizkositede ejekiilat
pipetin ucundan sarkmadan kii¢iik damlalar halinde dokiilmelidir. 1- 2 cm’lik bir uzama
varsa +1, 2-4 cm’lik bir uzama varsa+ 2, 4 cm iizeri bir uzama varsa +3 viskositedir.
pH’s1ise 7.2-8.0 arasinda olmalidir.

Mikroskobik muayenede bir damla semen numunesi incelenerek spermatozoa
konsantrasyonu, motilitesi, aglutinasyon, spermatozoa dis1 hiicreler (immatiir germ
hiicreleri, 16kositler, eritrosit, bakteri) aragtirilir. Makler kamerasiyla spermatozoa sayimi
yapilir. Spermatozoa motilitesi dort derece iizerinden degerlendirilir. Supravital boyalarla
viabilite degerlendirmesi yapilir. Morfolojik analiz yapilir.

Kruger kriterlerine gore bir spermatozoa normal olarak degerlendirilebilmesi icin
spermatozoa bas, boyun ve kuyruk boliimlerinin normal olmasi gerekmektedir. Bas oval
olmali ve boyu 4-5 pm, genigligi ise 2.5-3.5 pm olmalidir. Akrozomal bolge, bag
bolgesinin %40-70'ini kaplamalidir. Orta kisim, ince ve uzun olmali ve genisligi 1 pm'den
az, boyu bas uzunlugununl.5 kati olmahdir. Kuyruk ise orta parcadan daha ince, diiz ve
kivrilmamis olmali, kirik icermeyen ve sitoplazmik artikli olmamali, yaklagik uzunlugu 45
pm olmalidir. Kruger kriterlerine gore bu siniflamanin disindaki tiim degerler anormal

kabul edilmektedir (45,46,47).

2.6.1.Normal spermatozoa analizi de@erleri:
Volume: 1.5- 5.0 ml

Ph: 7.2 'den biiyiik

Viskosite: 2'den az

Spermatozoa konsantrasyonu:20 milyon/ml 'den fazla

Total spermatozoa sayist :40 milyon'dan fazla
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Motilite yiizdesi : (a+b) % 50'den fazla olmali. ( a: ileri hizl1) , ( b: ileri yavas)
Morfoloji :% 30 normal 'dan fazla normal (WHO kriterlerinde )
%14 'den fazla normal (KRUGER STRICT kriterlerinde)

Lokosit : 1 milyon/ml' den az olmal1

Aspermi : Ejakulatin semenin hi¢ gelmemesidir.

Azospermi : Ejakulat vardir fakat icerisinde hi¢ spermatozoa yoktur.
Oligozoospermi : 20 milyon/mL 'den az spermatozoa olmasina denir.
Siddetli oligozoospermi : 5 milyon/ml 'den az spermatozoa olmasidir.
Astenozoospermi : Spermatozoalarin motilitesi zayiftir(2).

2.7. BOYALAR

2.7.1. HEMATOKSILEN-EOZIN

Hematoksilen ve Eozin boyasi en yaygin kullanilan histolojik boyadir. Bu popiilaritenin
nedeni; farkli yerlerden ve farkli yollarla hazirlanan ¢ok fazla farkli dokudaki yapilar
temiz net bir sekilde gosterebilme kabiliyeti ve kolay bir boya olmasidir. Hematoksilen
hiicre ¢ekirdeklerini mavi-siyah renge boyar ve intraniikleer detaylar iyi gosterir. Eozin
ise; sitoplazmay1 ve bir¢cok bag dokusu fibrillerini pembe, turuncu, kirmizinin g¢esitli renk
tonlarinda ve yogunluklarinda boyar. Bununla birlikte Hematoksilen, Hematoksilen-Eozin

kombinasyonundan daha fazla kullanilir(48).

2.7.2. 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 yapilarn 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 %0.5 ile %1’lik
solusyonlar1 kullanilmaktadir. EozinY, Etil Eozin, EozinB gibi (48).

2.7.3. TOLUIDIN BLUE
Toluidin Blue, bazik anilin boyalarin tiazinler grubundan olup molekiil agirhig
305.840wt’dir. Onemli bir ¢ekirdek boyasidir ve metakromazi 6zelligini cesitli derecelerde

gosterir(49). Toluidin Blue boyasinda asidik maddelerin metakromatik boyanmasi

39



amactir(50). Metakromazi boyanin pH, 1s1 ve konsantrasyona bagli olarak doku
elemanlarim1 boya solusyonundan farkli bir renge boyamasidir. Mavi ya da violet kirmizi
bir renge degisim gosterebilir ve metakromatik doku elemanlarinda kirmizi sar1 renge
degisim gosterebilir(51). Baz1 asidik karbonhidratlar metakromatik yani pembe-kirmizi
veya eflatun boyanirken, niikleuslar ve stoplazma ortokromatik (mavi- renge) boyanir(52).
Spermatozoa bas morfolojisini,  Ozellikle de niikleer kondansasyonu gostermesi

bakimindan 6nemlidir( 53).

2.7.4. GIEMSA

Giemsa boyasi ilk kez 1904 yilinda Giemsa tarafindan uygulanmistir(50). Giemsa
boyasi, Romanowski boyalarinin bir iiyesidir. Metanolde ¢oziindiiriiliip metilen blue ve
eozinin sulu solusyonlarinin eklenmesiyle sekillenerek koyu presipitatlarin olusumu olarak
tanimlanir. Romanowski grubu cesitleri, dnceden c¢okeltilmis metilen blue boyasinin
oksidasyonun derecesine gore farklilagirlar.

Bu boya ile tek asamali tesbit edilmis yaymalar i¢cin ve dokularin ince tabakalarinda-
omentumun yayma preperatlarinda ¢ekirdekler mavi boyanirken stoplazma pembe boyanr.
Calisma boyas1 konsantrasyonundaki ve boyama zamanindaki kiiciik degisikliklerle,
yillardir bekleyen fikse edilmis doku kesitlerinin boyamas1 yapilabilir. Romanowski
boyalarinin son derece usandirict uzun siiren hazirlanmasi vardir ve ticari stok solusyonlarin
satin alinmast pratik kolaylik saglar(51). Giemsa boyasinda amag¢ lokosit tiplerinin
farklilagmasini, inkliizyon cisimciklerini, riketsiya ve bakterileri gostermektir(50). Ayrica

somatik ve mitotik metafaz kromozomlarinin gosterilmesi de amactir(54).

2.7.5. WRIGHT BOYASI

Romanowsky boyasinin bir modifikasyonu olan Wright Boyasim1 1902 yilinda James
Homer Wright adindaki arastiric1 bulmustur(55). Wright boyasi eosin ve ¢inkoklorid iceren
polikromlanmis metilen blue igerir(56). Bu boya laboratuarda simdilerde nadiren
yapilmaktadir. Boyanin toz halinde iiretilip ticari hazirlanmis kombine solusyonlar1 formu
kolaylastirilmis boyalardir(54, 55). Isik mikroskobunda goriilebilen hiicreler arasindaki
farkliliklar1 belirlemede kullanilan histolojik bir tekniktir. Periferal kan smerleri ve kemik
iligi aspiratlarin1 incelemede kullanilir. Wright boyasi sitogenetik calismalarda sendrom ve
hastaliklarin tanis1 ve gorsellestirmesinde kromozom boyast olarak kullanilir(55). Lilly’nin
Wright boyasinin cekirdek ve parazit boyamasindaki seciciligi dikkate degerdir(54). Kan

hiicreleri kendi arasinda kolaylikla ayirt edilebilir. Farkli beyaz kan hiicrelerinin sayiminda

40



ozellikle enfeksiyon hastaliklarinda yaygin olarak kullanilir. Tamponlu Wright boyasi,
Wright- Giemsa boyasi ve Tamponlu Wright- Giemsa boyasi olarak bilinen boyalar
birbirleriyle iliskili boyalardir. Eosin Y, Azure B ve Metilen Blue icerirler. May Griinwald

boyast daha belirgin renkler saglar ve daha uzun zaman uygulanabilir (55).

2.7.6. WEIGERT’IN DEMIRLi HEMATOKSILEN BOYASI

1904 yilinda Weigert tarafindan bulunan bu boya; hematoksilen, ferik klorid ve
hidroklorik asit igceren bir niikleer boya solusyonudur(57,58).Weigert boyasi,
Hematoksilenin tamamen hemateine okside olmasindan ve ¢6ziinebilir kompleks iyon ya
da molekiillerin olugsmasindan sonra dahi demir iyonlarini fazlaca igerir. Serbest Fe boya
demir kompleksinin baglanmasi i¢in dokularla kompleks kurar. Niikleer kromatin i¢inde
oldukga giiclii baglar olusur(56). Van Giesson boyasi ile kombinasyonu da yararli olup
ozellikle kesitlerde bag dokusu elemanlarim1 gostermede yararhdir (57,58). Weigert
hematoksilenin baslica kullanim1 asit boya solusyonlar tekniklerinde niikleer boya olarak
miiteakip kesitlere uygulanabilmesidir(48). Bu method sitolojistler ve protozoistler
tarafindan kromatin, kromozom, mitoz igcigi, sentrozom, mitokondri ve diger sitolojik
detaylan incelemek icin yaygin olarak kullanilabilir. Kalp kasinda Trypanosoma Cruzi
identifikasyonu ve caligmalarinda, Entamoeba Histolitica, Plazmodia ve Sarcosporidiay1

gostermede faydalidir(49).

2.7.7. ORANGE G

Orange G, Asit Orange 10 ya da C.I1.16230 bir ¢ok boya formiilasyonu ig¢inde
histolojide kullanilan sentetik anyonik mono azo boyasidir (49,56). Bu boya genellikle
disodyum tuzu olarak bilinir ve turuncu kristaller yada toz goriiniime sahiptir. Bu boya
sitoplazmik boya olarak kullanilir. Genellikle diger anyonik boyalarla kombine kullanilir.
Su i¢inde ¢ok ¢oziiniir, fakat alkolde cok az ¢oziiniir. Numune anhidroz boyanin agirliginin
en azindan %80’ini icermelidir. Orange G’nin ana kullanimi OG6’nin i¢inde Papanicolau
boyasinda keratin boyas1 olarak ve ayrica polen boyasi icin Alexander testinin major
kompenentidir. O diger sar1 boyalarla siklikla kombine edilir ve trikrom methodlar i¢cinde
eritrosit boyasi olarak kullanilir(56). Genel dokular icin oOzellikle kontr boya olarak
kullanilir. Hiicre duvari, ¢ekirdek, sitoplazma ve glukojen graniilleri i¢in kullanilan genel
boyadir. Diger boyalarla kullamildiginda dokularin matiiritesi ile yapisal cesitliligi

hakkinda bilgi verir(54).
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2.7.8. ANILIN BLUE

Anilin blue water blue, chine blue, asit blue gibi isimlerle anilan kollajen lifleri boyasi
ve plazma boyast olarak kullanilan asidik bir boyadir(49, 56). Su icinde iyi ¢Oziiniir, fakat
alkol icinde ¢6ziinmez. Anilin blue kollajen boyasi olarak Masson trikrom, Mallorinin
konnektif boyast ve Gomorinin trikrom boyasinda kullanilir. O differansiyasyon
boyasidir. Kollajenéz ve retikiiler lifler, kikirdak, kemik, amiloid, niikleuslar rahatlikla
goriilebilir(50).  Spermatozoa niikleus DNA’sinda  Anilin  blue ile histonlar
boyanabilmektedir. Boylece spermatozoa DNA maturasyonu ya da kondansasyonu

hakkinda fikir verebilir(59).

2.7.9.SHORR BOYAMA METODU

Shorr boyasi baglica smearler icin kullanmilir(49). Bu yontem (Shorr, 1941),
Papanicolaou tarafindan tanimlanan boyama yontemine oranla daha basittir ve daha ¢abuk
yapilir. Shorr boyasi ¢esitli hiicre tiplerinde sitoplazma ayirimim giizel belirttiginden
hormonal durumlarin saptanmasi i¢in uygundur(60). Eozinofili ve bazofili tam olarak ayirt
edilebilir(61). Bu teknik servikal sitolojide siiperfisial ve bazal hiicrelerdeki
diferansiyasyonu iyi bir sekilde ortaya koyar. Fakat niikleer morfolojide ve malignite
tanimlamasinda yetersizdir. Bununla birlikte once hematoksilen ile boyama yapilarak bu

yetersizlik giderilebilir(48, 60).

2.7.10. PAPANICOLAU ILE BOYAMA

Papanicolou teknigi sitoplazmay1 eozin ile, mukusu light greenle, keratini ise orange G
ile boyayan rutin kullanilan bir metoddur. Sitoplazmada temiz seffaf bir goriintii verir ve
niikleer morfolojide giivenilir bir methoddur. Niikleer kromatin alum-hematein ile mavi
boyanir(56). Hormonal degerlendirmede eger daha giivenilir karyopiknotik indeks
degerlendirme icin kullanilir ise sitoplazmik boyanmanin degiskenligi dezavantaj
degildir(48). Vajinal, servikal ve uterin kanser tanisinda vajinal smearde kullanilir. Bu

teknik Harris hematoksilen’i, Orange G ve EA 36 polikrom boyasini icerir(54).

2.7.11. BERG METODU
Berg, seri calismalarla( 1955- 1958) bazi enzimleri kullanarak kemiricilerin barsaginda
bulunan inorganik polifosfatlar1 identifiye ederek 3 cesit siklik trimetafosfat1 elde etmistir.

Ozellikle bu boya servikal smearlarde kullanilir(49).

42



2.7.12. LIGHT GREEN

Light Green alkolde %1’lik solusyon olarak hazirlanan ozellikle hiicre duvari ve
sitoplazmay1 gostermede kullanilan Fast Greene benzer ve onun yerine kullanilan bir
boyadir(54). Fast green’in fenolik hidroksil grubunun eksilmesiyle olusur(56). Kollajen lif
boyast ve plazma boyasi olarak kullanilan asidik boyadir(49). Papanicolau boyasinda,
Roresin modifiye masson trikrom boyasinda, norosekretuar iiriinler icin aldehit fuksin
boyasinda, kromozomlarin gosterildigi 16kobazik fuksin boyasinda kontr boya olarak

kullanilir(54).

2.7.13. AKRIDINE ORANGE

Akridin Orange (AO) hiicre siklus belirlenmesi i¢in kullanilan niikleik asit selektiviteli
metakromatik bir boyadir. AO elektrostatik ¢cekim ya da araya girme DNA ve RNA’da
sirasina gore karsilikli etkilesimdedir. DNA AO ile 525nm’de yesil 1s1ma verirken RNA
ise elektrostatik olarak AO sinirinda 630 nm’de kirmizi, turuncu 1s1ma yapar. Durgun ve
aktif aymrmini yapar. Prolifere hiicrelerin multipl G1 kompartmanin diferansiyel tayinini
saglar. AO apopitoz Olciimil icin faydali bir metod olarak kullanilabilir ve hiicre ici pH
gradiyenti belirlenmesi i¢in ve proton pompa aktivite ol¢iimiinde kullanilabilir. Bu boya

prosediirii flow sitometri tarafindan hiicre analizi i¢in kullanilan optimal boyadir(65).

2.7.14. JANUS GREEN

Histolojide kullanilan temel boyadir ve supravital mitokondri boyasidir. Formiilii
C30H31N6CI; dietilsafraninazodimetilanilin kloriddir. Janus yesili kontrastli noktaciklar
veya cubukcuklar halinde her hiicredeki sadece mitokondrileri boyar(50). Oksijen
varligimin yeterince oldugu durumlarda Janus green B ile renk degisimi olur. Oksijen
varliginda mavi renge okside olurken oksijen yoklugunda pembe renge indirgenir(62).
Yani preperat ilerleyen dakikalarda oksijenize olarak janus greenle boyanan yerler
soluklasir ve goriinmez hale gelir(54). Boyama yapildiginda diger organeller bu boyaya

spesifik degildir, bu boya ile gosterilemez(49,54).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimc1 Ureme Teknikleri
Unitesi’ne Nisan 2007-Temmuz 2007 tarihleri arasinda bagvuran hastalardan rastgele
(randomize) yontemle 25 teratozoospermili, 20 oligozoospermili ve 22 normozoospermili
olmak tizere toplam 67 hasta secildi.

Bu hastalarin 3 giinliik cinsel perhiz sonrast steril bir kaba alinan semenleri ortalama 20
dakikalik likefaksiyon siiresini takiben semen analizi (spermiyogram) i¢in degerlendirmeye
alindi. Bu degerlendirme WHO kriterleri esas alinarak yapildi. Voliim, renk, vizkosite
degerlendirmesi yapildiktan sonra semenden alinan bir damla 6rnek Makler kamerasina
damlatilarak iizeri grid cam ile kapatildi. Isik Mikroskobunda 20’lik objektif biiyiitmede
spermatozoa sayist ve morfolojisi icin degerlendirme yapildi. Mililitredeki spermatozoa
sayist i¢in 2 satir 1 sutun veya 2 sutun 1 satir sayilip ortalamasini bulmak igin tige boliindii.
Toplam volumdeki spermatozoa sayist i¢cin bulunan deger toplam volum ile ¢arpildi.

Daha sonra motilite degerlendirmesi i¢in 100 hiicre sayildi.4 karede lineer tarzda
hareket gdsteren spermatozoalar +4, 1 kare disina ¢ikan ancak 1-2 karede hareketli olan
spermatozoalar +3, sadece 1 kare icinde hareket eden kuyruk sallayan spermatozoalar +2
ve hi¢ hareket etmeyen yerinde sabit olan spermatozoalar +1 olarak kabul edildi.

Viabilite degerlendirmesi i¢in lam iizerine 1 damla semen 1 damla tripan mavisi
damlatilip lamel ile kapatildi 1-2 dakika sonra 40’lik biiyiitmede boyay1 alan
spermatozoalar nonviabil, boyay1r almayan spermatozoalar viabil olmak iizere 100 tane
hiicre degerlendirildi ve yiizdeleri alindi.

Son olarak morfoloji degerlendirmesi i¢in 100 adet spermatozoanin morfolojisi saglam
ve bozuk olanlar1 belirlenip yiizdesi alindi. Spermiyogram sonucu tablo 4’te goriildiigii
gibi WHO kriterlerine gore siniflandirildi.

Spermiyogram yapildiktan sonra hastanin semen numunesinden 1-1.5 cc alinip tiip
icinde 1:1 volum oraninda HTF bazli spermatozoa yikama medyumu ile diliie edildi ve
vorteksle karistirildi. Once1600 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip iistteki siipernatan kismi
almip atildi. Dipte kalan pelet kismi1 0.5 ml medyumla karistirildi ve sonra 1000 rpm’de on
dakika santrifiij edilip siipernatani atildi. Pellet 0.2 ml medyumla karistirip lam {izerinde

yaymalar1 yapildi. Oda sicakliginda kurutulup metil alkolde 2 saat tespit edildi.
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Calismamizin birinci boliimiinde her bir hasta i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere; Hematoksilen-
Eozin (48,52), Toluidin Blue (50), Giemsa (50), Wright (50, 42, 48) Weigert’in Demirli
Hematoksilen boyasi (48,50), Orange G Boyasi(50), Eozin-Anilin blue boyasi (50), Shorr
metodu (52), Papanicolau boyasi (48, 63), Berg Metodu (49), Light Green boyas1 (64),
Akridine Orange boyasi (65) ve Janus Green boyasi (50) yapildi.

Tablo 4:WHO Spermatozoa Parametreleri (63)

Spermatozoalarin sayisi/ vitalitesi/ morfolojilerindeki degisiklikler

Say1 Morfoloji Motilite

(milyon/ml) Normal%si | Normal%osi
Normozoospermi | >20 >30 >50
Astenozoospermi | >20 >30 <50
Oligozoospermi | <20 <30 <50
Teratozoospermi | >20 <30 <50
Nekrozoospermi | Olii spermatozoalar
Azospermi Spermatozoa goriilmez
Aspermi Ejekiilat yoktur.

Boyanmis preperatlar Olympus-CH Isik Mikroskobunda 100’liik  objektif
biiylitmesinde immersiyon yagi kullanmilarak incelenip boyalarin spermatozoanin bas,
orta parca ve kuyruk kisminin boyanma 6zellikleri degerlendirildi. Bulgularin Olympus B-
H2 foto atagsmanli mikroskop yardimiyla mikrofotograflari alindi.

Caligmamizin ikinci boliimiinde, normozoospermili 10 hastanin Hematoksilen—Eozin,
Toluidin Blue, Shorr ve Papanicolau ile boyanmis preperatlari degerlendirildi. Her bir
preperatta Kruger strick kriterleri esas alindi. Buna gore; Bas uzunluk; 4-6 pum, bas
genislik; 2,5-3,5 um, orta parga; bas uzunlugunun 1,5 kat1 ve kuyruk; 40-55 um olgiilerine
uyan spermatozoalar normal morfolojili kabul edildi. 200 adet normal morfolojili
spermatozoa hiicresinde; bas uzunlugu, bas genisligi, orta parca uzunlugu ve kuyruk
uzunlugu olmak iizere 4 parametrede Ol¢iim yapildi. Olciimler Nikon SE 1s1k
mikroskobunda Olympus Eyepiece mikrometre yardimiyla mikron diizeyinde yapildi. Bu
Olctimler sonrast istatiksel analiz yapilarak hangi boyanin spermatozoa morfolojisini daha
iyi gosterdigi ve hangi boyanin Kruger strick kriterlerine daha uygun oldugu belirlenmeye

calisildi
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Bu calismamin istatiksel analizi SPSS for Windows 16.0 programinda yapildi.
Bilgisayar ortamina aktarilan veriler ortalamaz+standart sapma seklinde dzetlendi. Gruplar
aras1 karsilagtirma tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi. Anlaml ¢ikan
parametreler Post Hoc Tukey HSD ile degerlendirildi. Anlamlilik seviyesi 0,05 olarak

alind1.
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4. BULGULAR

Bu calismamizda hastalarin semen numuneleri iki kez yikanarak arka plan
goriintlisiiniin ~ daha temiz goriilmesi saglandi ve bu numunelerden hazirladigimiz
yaymalara su histolojik boyalar yapildi:

Hematoksilen-Eozin, Toluidin Blue, Giemsa, Wright, Weigert’in Demirli Hematoksilen
boyasi, Orange G Boyasi, Eozin-Anilin Blue boyasi, Shorr metodu, Papanicolau boyasi,
Berg Metodu, Light Green boyasi, Akridine Orange boyasi ve Janus Green boyasi.

Oncelikle bu boyalarla Isik Mikroskobunda 100’liik objektif biiyiitmesinde immersiyon
yagr kullanarak spermatozoa morfolojisini nasil degerlendirdigimize, yani boyalarin

spermatozoanin bas, orta parca ve kuyruk kismini nasil boyadig1 degerlendirildi.

4.1. Hematoksilen-Eozin

Hematoksilende 1,5 dakika, Eozinde 3,5 dakika boyayarak ideal goriintiiyii saglamaya
calistik. Spermatozoa morfolojisi 6zellikle spermatozoa bag orta parca ve kuyruk kismi net
ve temiz olarak goriildii. Spermatozoa bagint morumsu renge boyadi. Basta cekirdek ici
detaylar iyi secildi. Bastaki akrozom cekirdek orani acik ve koyu mor seklinde son derece
iyi goriiliiyordu. Yani kondansasyon oldukca iyi goriildii. Kondansasyon olmayanlarda ise
bas boyay1 tamamen alarak koyu mor renginde goriilityordu. Spermatozoa orta pargasi ve
kuyruk net belirgin bir sekilde pembe-kirmizimsi1 goriiliiyordu.Orta parca ve kuyruk
anomalileri ¢ok iyi degerlendirilebiliyordu. H-E boyasinin spermatozoa genel morfolojik

degerlendirmesi i¢in ideal bir boya oldugu gozlendi( Sekil 11).

4.2. Toluidin Blue

Spermatozoalar %0, 1°lik Toluidin blue ile 1,5 dakika boyanarak ideal goriintii saglandi.
Bastaki kondansasyon beyazimsi ve mavi renginde iyi segiliyordu. Spermatozoa orta
parcasi ve kuyrugu mavi boyandi. Orta parca cok iyi segilemiyordu. Boyama siiresini
arttirinca bastaki kondansasyonun degerlendirilemedigi ve kuyruklarin hi¢ secilemedigi
goriildii. Spermatozoa morfolojisi degerlendirilebiliyordu( Sekil 12).
4.3.Giemsa

Spermatozoalar Giemsa boyasinda 18 dakika boyandiktan sonra iyi goriilebildi.
Spermatozoa bas morfolojisi iyi, kondansasyon goriintiisii iyi goriiliiyordu. Spermatozoa
lacivert morumsu renge boyanmis idi. Fakat orta parga ve kuyruk boyay1 iyi almamis, net

secgilemiyordu( Sekil 13).
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Sekil 11: H-E boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

1
8. ¢
ol
Q/A,D e
P | L
[ v
®s
e ’ g

-8 ¥ a

N: Normal spermatozoa  A: Anormal spermatozoa  K: Kondanse D: Dekondanse

Sekil 12:T. Blue boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)
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Sekil 13:Giemsa boyast ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

N: Normal spermatozoa  A: Anormal spermatozoa  K: Kondanse D: Dekondanse

Sekil 14:Wright boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

@

N: Normal spermatozoa A: Anormal spermatozoa P: Baslart pembe boyanmig

spermatozoalar
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4.4. Wright Boyasi

Lilly’nin Wright boyasi ile spermatozoalar 5 dakika boyandiktan sonra degerlendirildi.
Spermatozoalar mavi tonlarinda boyandi. Spermatozoa bas morfolojisi ve kondansasyonu
iyi secilebiliyordu. Orta parca ve kuyruk soluk goriiliiyordu. Beklemedigimiz bir bulgu
olarak morfolojisi bozuk basa sahip spermatozoalardan bazilarinin baslar1 pembe boyanmis

idi(Sekil 14).

4.5. Weigert’in Demirli Hematoksilen boyasi

Spermatozoa baslar1 siyah-lacivert boyanmis idi  ve morfolojisi diizgiin giizel
secilebiliyordu. Basta kondansasyon degerlendirilemedi. Orta parca ve kuyruklar zor
seciliyordu. Bunun iizerine Weigert’in Demirli Hematoksilen boyasina eozin ilavesi
yaptik. Ucbucuk dakika eozinde tuttuk. Spermatozoa basinda kondansasyon iyi
goriilebiliyordu ve bas acik koyu mor renge boyanmisti. Orta parca ve kuyruklar pembe
boyanmisti. Orta parga diger boyalara gére daha fazla boya almisti ve kuyruklar rahatlikla
degerlendirildi ( Sekil 15, Sekil 16).

4.6. Orange G Boyasi

Spermatozoalar bu boya ile 40 dakika boyanarak ideal goriintii saglanmaya calisildi.
Spermatozoa morfolojisi net ve diizgiin degerlendirildi. Tamamen turuncuya boyanan
spermatozoade basta kondansasyon goriilebiliyordu. Orta parca belirgin boyandi.

Kuyruklar net secilebiliyordu( Sekil 17).

4.7. Eozin-Anilin blue boyasi

Eozinde 3,5 dakika Anilin Blue’da 35 dakika boyandi. Spermatozoa basi agik- koyu
mavi boyandi. Bas morfolojisi ve basta kondansasyon son derece iyi goriililyordu.
Akrozom bag Ol¢limleri i¢in goriintii son derece giizeldi. Orta parca ve kuyruklar 1iyi

goriiliiyor, fakat soluk mavi gozlendi( Sekil 18).
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Sekil 15: Weigert’in Demirli Hematoksilen boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x
330)
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Sekil 16: Weigert’in Demirli H- E  boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)
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Sekil 17: Orange G boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

N: Normal spermatozoa  A: Anormal spermatozoa

Sekil 18: Eozin-Anilin Blue boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

N: Normal spermatozoa  A: Anormal spermatozoa
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4.8. Shorr metodu

Bu metod ile 5 dakika spermatozoalar1 boyayinca ideal goriintiiye ulastik. Hiicre zar
boyandig1 i¢in spermatozoa morfolojisi, hiicre sinirlart son derece belirgin gériilebiliyordu.
Hiicre zar1 ¢ekirdek ve sitoplazmaya gore cok daha koyu renge boyanmis idi. Baslar
tamamen homojen olarak koyu sar1 rengine boyanmisti. Fakat kondansasyon
degerlendirmesi yapilamiyordu. Spermatozoa orta parcast ve kuyruklar ¢ok giizel ve net
olarak degerlendirilebiliyordu. Dolayisi ile spermatozoadaki biitiin morfolojik bozukluklar
rahat¢a degerlendirildi. Hazirlanan taze boya ile bir hafta sonra boyama yapildiginda
spermatozoa orta parca ve kuyrugu yesil rengine, spermatozoa baslar1 ise grimsi renge
boyandig: goriildii ( Sekil 19, 20).
4.9. Papanicalou boyasi

Bu metod ile Hematoksilen’de 1,5 dakika, Orange G’de 2 dakika, EA 50 solusyonunda
2,5 dakika tuturak inceledigimiz spermatozoalarda morfoloji giizel degerlendirilebiliyordu.
Spermatozoa baglar1 kahverengi sarimsi renge boyanmis kondansasyon goriilebiliyordu.
Orta parc¢a ve kuyruklar koyu kahverengine boyanmis net degerlendirildi( Sekil 21).
4. 10. Berg Metodu

Spermatozoa baslar1 soluk pembe-lila rengine boyandi. Morfoloji 1iyi fakat
kondansasyon degerlendirilemiyor. Orta par¢a belirgin anomaliler rahatca segilebiliyor.
Kuyruklar agik pembe boyanmis soluk goriilityor ve net degerlendirilemiyordu( Sekil 22).
4.11. Light Green boyasi

Spermatozoalar 2 dakika Light Green boyasi ile boyandiktan sonra spermatozoa
morfolojileri iyi degerlendirildi. Baglar yesil- mavimsi boyandi ve kondansasyon iyi
goriilebildi. Spermatozoa orta parcast ve kuyruklar yesile boyandi. Orta parca belirgindi.
Kuyruklar soluk boyanmig fakat secilebiliyordu( Sekil 23).
4.12. Akridine Orange boyasi

Floresan boyas1 olan Akridine Orange boyasi ile preperatlar 1,5 dakika boyandi.
Spermatozoalar ¢ok soluk turuncu boyandi. Basta spermatozoa morfolojisi iyi goriilebildi.
Fakat basta kondansasyon degerlendirilemedi. Orta parca ve kuyruklar soluk, net
secilemiyordu. Spermatozoalar golge goriiniimiinde idi. Bunun iizerine AO ile boyama
sonrasi 3,5 dakika Hematoksilen ile boyandi. Hematoksilenin sadece niikleus etrafindaki
membran sahay1 boyadig1 ve spermatozoaya Y harfi goriintiisii verdigi gozlendi. ( Sekil 24,

25).
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Sekil 19: Shorr boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

N: Normal spermatozoa  A: Anormal spermatozoa

Sekil 20: 1 Haftalik Shorr boyas1 ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

N: Normal Spermatozoa  A: Anormal spermatozoa
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Sekil 21: Papanicolau boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

N: Normal spermatozoa  A: Anormal spermatozoa

Sekil 22: Berk boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

N: Normal spermatozoa  A: Anormal spermatozoa
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Sekil 23: Light Green boyast ile boyanmig spermatozoalar (FBM x 330)
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N: Normal spermatozoa  A: Anormal spermatozoa

Sekil 24: Akridine Orange boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

N: Normal spermatozoa  A: Anormal spermatozoa
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Sekil 25: Akridine Orange-Hematoksilen boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x
330)

N: Normal spermatozoa  A: Anormal spermatozoa Y: Y seklindeki goriintii

Sekil 26: Janus Green boyasi ile boyanmis spermatozoalar (FBM x 330)

O: Spermatozoa orta pargasi
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4.13. Janus Green boyasi
Supravital boya olan Janus Green boyasi ile semenin raw haline boyama yapildiginda
arka plan kirli goriiniimde spermatozoa bas1 beyazimsi-mavimsi agik soluk renkte idi. Orta

parca belirgin koyu mavi renkte boyand: ve kuyruklar koyu mavi renge boyandi( Sekil 26)

Ayrica normozoospermili 10 hastanin Hematoksilen—Eozin, Toluidin Blue, Shorr ve
Papanicolau ile boyanmis preperatlart Kruger strick kriterleri esas alinarak degerlendirildi.
Her bir preperatta 200 adet normal morfolojili spermatozoa hiicresinde; bas uzunlugu, bag
genigligi, orta parca uzunlugu ve kuyruk uzunlugu olmak iizere 4 parametrede Olgiim
yapildi. Bu ol¢iimler sonrasi SPSS for Windows 16.0 programinda yapilan istatiksel
analizde gruplar arast karsilastirma tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirildi. Anlamlilik seviyesi P< 0,05 olarak belirlendi. Buna gore biitiin hastalar
(n= 10) i¢inde yapilan 4 histolojik boya arasinda Shorr boyasi ve Papanicolau boyasi
Olctimleri birbirine benzer ¢ikarken spermatozoa basindaki dl¢iimlerde en kiiciik degerler
T. Blue boyas1 ile boyanmis preperatlarda goriildii(Tablo 5). T. Blue ile boyanmis
spermatozoalarda 6zellikle bag uzunlugunda anlamli farklilik goriildii( Tablo 6).(P< 0,028)

Daha sonra anlamli ¢ikan bu parametre Post Hoc Tukey HSD ile degerlendirildi.

Tablo 5: Spermatozoa Bas Uzunlugu ve Genisliginin H-E, T. Blue, Shorr ve Papanicolau

ile boyanmig yaymalarda 6l¢tim degerleri

Grup Uzunluk Genislik
Standart£SS Standart£SS

H-E 4.75+0.15 2.6£0.16

T. Blue 4.59+0.25 2.56+0.04

Shorr 4.86+0.15 2.6 3+0.08

Paponicolau 4.89+0.31 2.69+0.25

P 0.028%* 0.314
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Tablo 6:Spermatozoa bas uzunlugu ve genisliinin gruplar arasinda, gruplar i¢inde ve

tamamindaki 6l¢iim ortalamalari

Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Uzunluk | Between
544 3 181 3.390 |.028
Groups
Within
1.926 36 .053
Groups
Total 2.470 39
Genislik | Between
.095 3 .032 1.228 | .314
Groups
Within
.933 36 .026
Groups
Total 1.029 39

Son olarak biitiin preperatlardaki 6l¢iimii yapilan spermatozoalar bu dort boya grubuna

gore yine tek yonlil varyans analizi (ANOVA) testi ile ayr1 ayr1 degerlendirildi (n= 2000).

Buna gore boyalar arasinda bas uzunluk, bas genislik, orta parca ve kuyruk olmak iizere

biitiin 6l¢iimlerde anlamli farkliliklar ¢ikti. Olgiimlerde en kiiciik degerler T. Blue boyasina

ait idi. Shorr boyasi ile Papanicolau boyasi dl¢iimleri birbirine yakin olmakla birlikte en

biiyiik degerler Papanicolau boyasina ait idi (Tablo 7).

Tablo 7: Olciim yapilan spermatozoalarin dort boya grubuna gore degerlendirilmesi( n=

2000)

Grup Bas uzunluk Bas genislik orta parca Kuyruk

1.0 4.75+0.40 2.67+1.42 7.12+0.55 43.31£2.13
2.0 4.59+0.44 2.56+0.14 6.82+0.58 42.68+2.45
3.0 4.86+0.39 2.63+0.72 7.2240.55 43.54+2.21
4.0 4.89+0.43 2.68+1.98 7.30+0.54 43.40+2.09
Total 4.77+0.43 2.64+1.27 7.12+0.58 43.23£2.25

Grup 1:H-E, Grup 2: T.Blue, Grup 3:Shorr, Grup 4: Papanicolau
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5. TARTISMA VE SONUC

Infertil erkeklerin tanisinda spermatozoa morfoloji degerlendirmesi hala ©nemini
koruyan bir parametredir. IVF tekniklerinin biitiin diinyada artan oranlarda kullanilmasi
nedeniyle spermatozoa morfolojisinin feritilizasyondaki rolii iizerindeki calismalar da
yogunlagsmistir. Zaman i¢inde, klasik IVF uygulamalarinda spermatozoa morfolojisinin
fertilizasyon oranimm Onceden belirlemede kullanilabilecek en Onemli kriter oldugu
belirtilerek, spermatozoa morfolojisinin ger¢eklesmesini saglayabilecek alt esik degeri bile
saptanmistir.

Spermatozoa morfolojisinin infertilitede bu denli 6nem tasimasi spermatozoa morfoloji
degerlendirmesini de dogru bir sekilde yapma gere8ini dogurmaktadir(44). Morfoloji
degerlendirmesinde bir ¢ok kriter kullanilmasina ragmen en fazla kullanilanlar: "World
Health Organization"(WHO) kriterleri ve Kruger’in kesin kriterleridir. Son yillarda Kruger
kriterlerinin infertil hastanin tam ve tedavisini degerlendirirken daha anlamli bilgiler
verdigi kabul edilmektedir (3, 5, 44, 66, 67)

Spermatozoalar bas, orta par¢a ve kuyruktan meydana gelmis hareketli hiicrelerdir. Bu
farkli anatomik bolgelerin sahip olmasi gereken ozellikler belirlenerek morfoloji
degerlendirmesinin bu kritere gore yapilmasi gerekir. Bir spermatozoanin normal kabul
edilebilmesi i¢in bas boyun orta parca ve kuyrugunun normal olmasi gerekir. Spermatozoa
bast smirlant diizgiin, oval bir yapida olmali ve bas, cekirdek ile akrozomal kepten
meydana gelmelidir. Akrozomal kep bas hacminin % 40-70’ini olusturarak simirlar
belirgin olmalidir. Orta parga silindirik bicimli ve spermatozoa basina tam ortadan
baglanmis olmalidir. Orta parcada sitoplazmik droplet bulunabilir ve bu spermatozoanin
olgunlagsmamis oldugunu (immatiir) belirlemekle birlikte spermatozoa basinin yaris1 kadar
biiyiikliikteki bir sitoplazmik droplet bulunmasi halinde spermatozoa “anormal” olarak
degerlendirilmelidir. Spermatozoa kuyrugu uniform ve giderek incelen bir yap1 gostermeli
ve orta parcadan daha ince olmalidir. Kuyrukta kivrim veya sitoplazmik droplet
bulunmamalidir( 44, 66, 67).

Spermatozoa morfoloji degerlendirmesi taze semende Elektron mikroskop ile, taze
semende fast kontrast mikroskop ile ve spermatozoalart ¢esitli yontemlerle boyayarak 151k
mikroskobunda yapilabilir. Ombelet ve arkadaslarinin 1997°de spermatozoa morfoloji
degerlendirmesi icin diinyanin cesitli yerlerinden 170 fertilite merkezinde yaptiklar1 bir
caligmada spermatozoa hazirlama, boya prosediirleri ve klasifikasyon sistemlerini

arastirmislar(Tablo 8).
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Tablo 8: Spermatozoa hazirlama yontemleri kullanim oranlar1(66).

Taze semen % 21,2
Kurutulmus preperat %17,6
Fiske edilmis preperat % 52,9
Her ikisi % 2,4

Islem yapilmayan % 5,9

Dogru bir morfolojik degerlendirme icin spermatozoain boyanmas: gereklidir.
Spermatozoa morfolojisi i¢in kullanilan bir¢ok boyama yontemi vardir. Bunlar arasinda
Papanicolaou, Giemsa, Shorr ve modifiye Brayn-Leishman sayilabilir. Bunun i¢in en fazla

kullanilan boyama yontemleri ‘Papanicolau’ yontemi ve ‘Diff-quick’ yontemidir (Tablo 9).

Tablo 9: Spermatozoa boyama yontemleri kullanim sikl1g1(66).

Papanicolau % 33,5
Diff-quick % 22,9
SpermMac % 7,6
Test Simplets % 6,5
Shorr % 4,7
Diger % 17

Boyama yapilmamis % 7,62

Giemsa, Papanicolaou yontemine gore daha kolaydir ve Bryan-Leishman da semende
bulunan diger hiicrelerin ayirmmini daha iyi yapmak birlikte bunlar arasinda en ¢ok
kullanilanlart Spermac (Modified PAP Stain, Stain Enterprises, So. Africa) ve Diff-
Quik’tir (Dade Diagnostics, Miami FL, USA). Bunlarin da disinda morfoloji
degerlendirmesi icin yol gosterici olmasi nedeniyle boyanmis preparat igeren setler de
vardir.

Brayn Leishman ¢ogunlukla hematolojide kullanilan bir boyama ydntemi olup beyaz
kan hiicrelerinin aymriminda tercih edilir. Insan spermatozoalarmin morfolojik

degerlendirmesinin yaninda semendeki diger hiicrelerin de ayrimina yardimcei olur.
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Garcia ve arkadaglart 2006’da yaptiklar1 bir calismada Hemaklor, Harris
Hematoksileni ve hizli panoptik boyama tekniklerini kullanarak bilgisayar yardimli
spermatozoa morfometrik analizi(CASMA) ile spermatozoa bas morfolojisi i¢in 6rnekleme
metodlari, boyama ve numune hazirlamanin standartizasyonunu yapmayi amaclamislar.
Hematoksilen ve Hemaklorun spermatozoa bas degerlendirmesinde en iyi oldugu sonucuna
varmislardir(68).

Soler ve arkadaslar1 2005°te yaptiklarn bir calismada kompiiterize ISAS ( Integrated
Semen Analysis System) analiz sistemiyle epididimal spermatozoa morfometrisinin
degerlendirmesi i¢in 3 farkli boya metodunu karsilastirmiglar. Hemacolor, Diff-Quik ve
Harris Hematoksileni ile boyanmis preperatlarda 200 spermatozoa hiicresi degerlendirildi.
Boyanmis spermatozoalar otamatik analiz sistemiyle degerlendirildiginde Diff-Quik boyasi
ile en yiiksek yiizdede anlamlilik bulunmakla birlikte, kullanilan spermatozoa boyama
tekniklerinin hepsinin de faydali oldugu belirtilmistir (69).

Allery ve ekibi 2001’de spermatozoain sitolojik tayini ic¢in Chrismas Tree,
Hematoksilen- Eosin ve Alkalin Fuksin olmak iizere 3 farkli boya metodunu
karsilastirmiglar. Alkolen fuksinin vajinal numunede spermatozoa tayininde effektif
olmadigi, Hematoksilenin ve Chrismas Tree’nin morfoloji i¢in iyi bir boya oldugu
sonucuna varmislardir(70).

Bizim ¢alismamizda, spermatozoa morfolojisi incelemesinde 6zellikle spermatozoa bas,
orta parca ve kuyruk kisminin ¢ok iyi goriilmesi, basta ¢ekirdek i¢i detaylarin 6zellikle
kondansasyonun son derece iyi goriilmesi; orta parca ve kuyruk anomalilerin iyi
degerlendirilebilmesi yukardaki literatiir bilgileriyle uyumlu olup H- E boyasinin
spermatozoanin genel morfolojik degerlendirmesi icin ideal bir boya oldugunu
gostermektedir. Ayni1 goriintiileri Weigert’in Demirli H-E boyasi i¢in de soyleyebiliriz.

Toluidin Blue boyasi disiilfit baglarinin yoklugu ya da riiptiiriiniin tesbit edilmesiyle
spermatozoa kromatin degerlendirmesinde kullanilan niikleer boyadir.

Sardor ve arkadaslar1 Haziran 2008’de yaptiklar1 bir ¢alismada T. Blue kullanarak
kriyopreservasyon siiresince spermatozoa DNA degisimlerini incelemisler. T. Blue, insan
spermatozoasinda TUNEL ve SCSA ile yiiksek korelasyon gostermistir. Bu calisma
Onermistir ki, kromatin kondansasyonu tesbiti erkek fertilitesinin degerlendirmesinde
degerli bir parametredir ve klasik semen parametrelerinden tamamen bagimsizdir(71).

Reda ve arkadaslar1 Ocak 2008’de yaptiklar1 bir c¢alismada insan spermatozoasinda
spermatozoa kromatin kalitesi ile DNA ve apopitoz arasindaki iliskiyi incelemisler.

Toluidin blue ile boyanmis preperatlarda DNA fragmantasyon indeksi, yiikksek DNA
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boyanabilirligi, DNA sitometrisi ile, erken ve ge¢ apopitozis degerlendirilmis.
Spermatozoa motilitesi ve ayrica DNA fragmantasyon indeksi, ge¢ apopitoz ve subhaploid
spermatozoalarla iligkili bulunmus. Toluidin blue ile boyanmis spermatozoalarla gec
apopitotik spermatozoalar arasinda Onemli korelasyon goriildii. Immatiir fraksiyonlu
spermatozoalar koyu boyanirken, matiir spermatozoalarda basta DNA akrozom oranm 2/3
oraninda gozleniyordu. Niikleer immatiirite ve subhaploidin diisiik insidansinda DNA
fragmantasyon yiizdesi de diisiik bulundu. Bdylece yardimci iireme prosediirlerinde
spermatozoa kromatin durumu ve simiiltane apopitozis degerlendirmesi spermatozoa
progesi i¢cin 6nemlidir, sonucuna varildi(72).

Beletti ve arkadasi 2004 yilinda yaptiklar1 bir calismada spermatozoa morfolojisi ile
spermatozoa kromatin kondansasyonu arasindaki iligskiyi T. Blue ve Feulgen reaksiyonu ile
incelemisler. T. blue boyasinin spermatozoada kromatin degisimlerini degerlendirmede
anlamli derecede etkili bir boya oldugunu gérmiislerdir(73).

Schiitte 1986 yilinda yaptig1 bir ¢alismada Toluidin Blue ile insan spermatozoasini
boyamis. Boyama sonrasi spermatozoa morfolojisinin oldukca iyi degerlendirilebildigi ve
bdylece bu boyanin rutinde rahatlikla kullanilabilecegini rapor etmistir(74).

Krzanowska  ve arkadaslarnt 1982 yilinda Toluidin Blue boyasit ile ovumun
penetrasyonu  ve  epididimal maturasyon sirasinda  spermatozoada  kromatin
stabilizasyonundaki degisiklikleri gostermek icin bir c¢alisma yapmuslar. Testikiiler
spermatozoa baslart1 koyu mavi boyanirken daha distale dogru inildik¢ce baslar azalan
derecede boyanmis. Sonugta Toluidin Blue ile boyanmanin yetersizligini, disiilfit baglar
ile stabilize olan spermatozoa karakteristigine baglamislardir(75).

Bizim calismamuz literatiir bilgisiyle uyumlu olup, spermatozoa morfolojisi ve ozellikle
de bastaki kondansasyon oldukca iyi degerlendirildi. Basit bir boyama yontemi olup
spermatozoa kondansasyonu ile morfolojisinin es zamanli degerlendirilmesini saglayan T.
Blue boyasi bu alanda rutinde kullanim i¢in en iyi ideal bir testtir, sonucu teyid edildi.

Spermatogenezis  sirasinda spermatozoa niikleer kondansasyonu olusurken DNA
yapisindaki lizince zengin somatik histonlar yerini arjinince zengin protaminlere birakir.
Ozellikli bir boya olan asidik anilin blue boyas1 spermatozoa DNA’sinda lizine baglanarak
immatiir spermatozoa niikleusunu maviye boyar. Bdylece her bir spermatozoada ayr1 ayri
niikleer matiirite degerlendirmesi yapilabilir (Hou, chen). Spermatozoa niikleer
maturitesindeki degisiklikler spermatozoa kalitesinin indeksi olarak goriilebilir. Kromatin

kondansasyonundaki bozukluklar Anilin Blue ile boyanmis spermatozoalarde goriilebilir.
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Boylece bu teknik spermatozoa hazirlama metodlan ile elde edilen spermatozoalarin
kalitesini degerlendirmede kullanilabilir(76).

Avcl 2006’da yaptig1 bir calismada farkli fiksasyon protokolleri ile Anilin Blue,
Akridin Orange ve Chromamycine A3 (CMA 3) boyalarin1 semen numunesine uyguladi.
Sonugta boyanma kalitesi agisindan boyalar arasinda fark goriilmedi(53).

Hammadeh ve arkadaglart 2001°de yaptiklar1 bir vaka kontrol calismasinda erkek
fertilite  degerlendirmesinde  spermatozoa kromatin  kondansasyon degerlerinin
belirlenmesini amagladilar. Bunun icin 90 hastadan ve 75 saglikli donérden toplam 165
semen Ornegi alarak anilin blue ile boyayarak kromatin kondansasyonu ile ozellikle
spermatozoa morfolojisi, spermatozoa sayimi ve progresif motilite gibi klasik semen
parametreleri incelediler. Sonucta spermatozoa kromatin kondansasyonu ile morfoloji,
say1 ve motilite arasinda korelasyon olmadiginmi buldular ve yardimci tiremede semenin
rutin laboratuar incelemelerine kromatin kondansasyonunun kuvvetle dahil edilmesini,
tavsiye etmislerdir(77).

Frederic Morel ve arkadaslar1 1998 yilinda yaptiklar bir calismada; semen analizi i¢in
basvuran hastalardan randomize usiilii segtikleri 47 hastada insan spermatozoasinda sik
goriilen morfolojik bozukluklarin bireyler arasi cesitliligini incelemisler. Onlarin niikleer
matiirite ile baglantisinm1 gostermek amaciyla, semenden hazirlanan preperatlari  Anilin
Blue ile boyamslar. inceledikleri preperatlarda bireyler arasinda spermatozoa morfoloji
bozukluklar1 farkliligi acik¢a gozlenmis ve bunlarin sikligr ile niikleer matiirite derecesi
arasinda anlamli iliski bulmuslardir(78).

Foote, 1998’de yaptigi bir ¢alismada suni inseminasyon merkezinde 200 boganin
semeninde Eozin-Anilin blue ile boyama yaparak spermatozoa baslarinin yiizeyinde
kraterlerin sikligini1 incelemis. Boyanmamis spermatozoalara gore Eozin- Anilin Blue ile
boyanmis spermatozoalarin morfolojisinde detaylarin cok daha iyi degerlendirildigini
bildirilmistir (79).

Delgado ve arkadaslar1 1998 yilinda heparin ile destabilize olan spermatozoa membrani
ile membran integrity indeksi olan asidik anilin blue boyasinin arasindaki korelasyonu
incelemisler. Sonugta spermatozoa membraninda heparin etkisiyle olusan niikleus
dekondansasyonu ve spermatozoa membran destabilizasyonun dogrulanmasi gostermistir
ki, asidik anilin blue boyas1 memran integrity indeksi olarak kullanilabilir(80).

Borg ve ekibi 1997°de yaptiklart bir calismada dondurulmus c¢ozdiiriilmiis
spermatozoanin morfolojisini, spermatozoa plazma membran biitiinliigiinii ve ¢ézdiirmenin

motiliteye etkisini arastirmiglar.75 °C ve 37 °C c¢oziinme 1sisinda spermatozoa kalite,
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spermatozoa motilite, spermatozoa viabilite, spermatozoa plazma membran biitiinligi ve
spermatozoa morfolojisini karsilastirmiglar. Coziinme sonrasi Eosin-Anilin Blue ile
boyayip degerlendirmisler. Diisiik 1sida ¢6ziinmiis spermatozoalarda hasarin daha az
oldugunu ve morfolojinin daha iyi oldugunu rapor etmislerdir(81).

Hammadeh ve arkadaslarnn 1996 yilinda yaptiklart calismada ICSI programinda
fertilizasyon, yariklanma ve gebelik oranlarinda strick kriterlerine gore insan spermatozoa
morfolojisi ve kromatin kondansasyonunun etkisini arastirmiglar. ICSI programina alinan
60 hastanin semen numunelerine kromatin kondansasyonunu degerlendirmek i¢in Anilin
Blue boyasi yapilmis. 85 hastanin semen numunesine ise, morfoloji degerlendirmesi igin
Papanicolau boyasi yapilmis. Calismanin sonucuna gore ne Anilin Blue ile boyanmig
preperatlardaki kromatin kondansasyonu ne de Papanicolau boyasi ile boyanmisg
preperatlardaki spermatozoa morfolojisi ICSI programindaki fertilizasyon potansiyelini,
yariklanma ve hamilelik oranlarim1 degerlendirmektedir(82).

1995 yilinda Hou, Chen ve arkadaslari Anilin Blue boyasini kullanarak spinal kord
injurili erkeklerde spermatozoa niikleer matiiritesini incelemisler. Anilin Blue boyasi ile
boyanmis preperatlart incelediklerinde zayif semen kalitesinin, spermatozoanin niikleer
kalitesindeki yetersizlige bagl oldugu sonucuna varmislardir(83).

Sanchez ve arkadaglari 1994°te saglikli donorlerden 14 semen Orneginde yaptiklar
caligmada spermatozoa hazirlama metodlar ile elde edilen insan spermatozoalarinda
niikkleer matiirite degerlendirmesi i¢in yikanmig hazirlanmis yaymalar1 Anilin Blue ile
boyamiglar. Calismanin sonucunda bu basit boyama tekniginin pratikligi, yardimci
tiremede kullanilabilen spermatozoa hazirlama metodlarina dogru yonelebilmesinden
kaynaklanmaktadir, goriisiinii savunmuslardir(76).

Bizim c¢alismamizda bas morfolojisinin ve basta kondansasyonun son derece iyi
goriilmesi ve orta parganin, kuyrugun iyi secilebiliyor olmasi calismamizin, literatiir
bilgisiyle uyumlu oldugunu gostermistir. Anilin Blue akrozom bas oram Slgiimleri icin
ideal goriintii verdigi kanaatindeyiz. Sonug¢ olarak, Anilin Blue boyasi, kondansasyon
anomalisi ile birlikte morfolojisini de degerlendirebilen bir boyadir diisiincesindeyiz(53).

Giemsa boyasi, spermatozoa akrozomu, bas, kuyruk membran biitiinliigii ve morfolojiyi
es zamanli degerlendirmede kullanilabilen boyadir(84).

Ok ve arkadaglar1 2008’de yaptiklar1 bir ¢aligmada astenozoospermi olgularinda
spermatozoa morfolojisini degerlendirmede Spermac ve Diff-quik boya yodntemlerini

karsilastirmiglar. Her iki boya yonteminin de birbirine iistiin olmadigini ve giivenilir
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oldugunu gormiisler ve maliyeti diisiik olanin secilmesinin dogru olacagi sonucuna
varmislardir(85).

Kutvolgyi ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklart bir calismada spermatozoada
morfolojiyi daha kusursuz ayirt edebilmek i¢in bir metod gelistirerek, Tripan blue-
Giemsa boyas1 ile Chicago Sky Blue 6B (CSB) boyasi ile akrozom boyanmasi ve
vitabiliteyi degerlendirmisler. Canli ya da olii spermatozoa bas farkliliklart ile kuyruk
farkliliklarinda benzer goriintiiler gormiigler. Yani Tripan blue-Giemsa ile CBS arasinda
uygunluk oldugunu gormiiglerdir (84).

Karpuz ve arkadaslarinin 2007’de yaptiklar1 bir calismada ICSI tedavi sonuclarini,
spermatozoa morfoloji ve motilite siniflandirmalari ile karsilastirilarak degerlendirmisler.
Bu cercevede Kruger kesin kriterlerinin veya motilitenin, bu sonuclar1 tahminde yardimci
olup olamayacagini arastirmislar. Klinige basvuran infertil ¢iftlerden, 242’si secilerek ICSI
tedavisi uygulanmis. Spermatozoa motilite ve morfolojisi IVF sonuglarinin
degerlendirilmesinde en iyi parametreler olarak kabul edildigi halde bu ¢aligmada ki
bulgular ICSI sonug¢larinin IVF i¢in degerli olan bu parametrelerden bagimsiz oldugunu
gOstermistir(86).

Tartaglione ve arkadaglar1 2004 yilinda yaptiklar bir calismada dondurulmus ¢oziinmiis
spermatozoade invitro fertilitenin tahmini olarak spermatolojik prognostik degerleri
incelemisler. Normal spermatozoa fonksiyonlar1 i¢in onemli degerler olan spermatozoa
plazma membram ve akrozom biitiinliigiinii incelemek i¢in Tripan Blue ve Giemsa boyasi
ile boyanmis spermatozoa yaymalarini incelediklerinde bu boyalarin IVF icin kullanilan
semen numunesinde, potansiyel fertilitenin prognozu icin kullanilabilecegi sonucuna
varmislar(87).

Ulgen ve arkadaslari 2003 yilinda yaptiklari bir calismada dondurulmus-
¢Oziindiiriilmiis spermatozoada morfolojik bozukluklarin saptanmasinda Eosin- Nigrosin
ve Giemsa boyama yontemini kullanarak bir degerlendirme yapmislar. Sonucta boyalar
arasinda fark olmadigi ve bu boyama yontemlerinin giivenle kullanilabilecegi sonucuna
varmislar(88).

Amer M ve arkadaglar1 2001’de Giemsa boyasini1 kullanarak ejekiilatta spermatogenik
hiicreleri incemigler. TESE negatif olgularin %22’sinde, TESE pozitif olgularinsa
%83,7’sinde round spermatozoalara rastlamislar ve Giemsa boyasinin diisiik maliyet ve
giivenilirlikle birlikte iyi bir kullanim oldugunu gormiislerdir (89).

Trypan Blue- Giemsa ile boyanmis semen smeerlerinin rutin degerlendirmesi sirasinda

spermatozoa hiicreleri boyanmis kuyruk ile boyanmamis bag birlikte bulunabilir. Bunlar
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immotil ve cansiz spermatozoalar olabilir. Muhtemelen izotonik Trypan Blue ile taze
hazirlanmis preperatlarda spermatozoa motilitesi izoozmotik ortamda belirlenebilir. Nagy
ve arkadaglart 1999 yilinda yaptiklar1 bir calismada 1sik mikroskobu ile spermatozoa
kuyruk membran biitiinliigiinii degerlendirmisler. Bunun i¢in Trypan Blue ve Giemsa ile
boyanmis preperatlarda boyanmis spermatozoa kuyrugunun yiizdesi ile spermatozoa
kuyruk kalintisimin yiizdesini karsilastirmiglar. Calismanin sonucu gostermistir ki Tripan
blue ve Giemsa ile boyanmis preperatlarda bastaki biitiinliigii bozulmamis membrana
sahip spermatozoa hiicreleri boyanir, fakat muhtemelen memran hasarli kuyruklu hiicreler
motil degildir. Boylece bu boyanmis hiicreler rutinde vital boyalar ile yapilan canli- 6li
calismalarindan daha fazla 6lii kategorileri de icerebilmektedir(90).

Jacob ve arkadaglar1 1996’da yaptiklar1 bir calismada IVF siklusunda fertilizasyon
oranlarinda spermatozoa parametreleri ve kadin yasinin etkisini arastirmak igin 106
hastanin spermatozoa morfolojisini Eosin- Nigrosin ve Giemsa boyasi ile degerlendirdiler.
Buna gore spermatozoa fertilizasyon kapasitesi temel spermatozoa  parametreleri
kullanimi ile tahmin edilebilir. Ayrica partnerleri oldukca yash ve diisiik fertilizasyon
kapasitesini yansitan suboptimal spermatozoa parametreleri olanlarda mikromaniiplasyon
prosediirleri faydali olabilir, sonucuna varmislardir(92).

Eggert ve arkadaslar1 1996’da yaptiklar1 bir ¢alismada in-vivo sartlardaki gebelikte
erkek fertilitesi ve strick kriterleri kullanarak spermatozoa morfolojisini Diff-Quick boyasi
ile degerlendirmisler. Ozellikle fertilite ile spermatozoa say1, progressif motilite ve standart
spermatozoa morfolojisi arasinda anlaml iliski bulunmus. Spermatozoa morfolojisi
fertilite tayinindeki multipl faktorlerden yalnizca biridir. Sonugta onerilmis ki spermatozoa
morfoloji ~ degerlendirmesinde  kullanmilan  strick  kriterleri, temel infertilite
degerlendirmesinde degerli bilgiler saglar(93).

Madan K ve arkadaslar1 1994’de yaptiklar1 bir calismada Nigrosin-Eosin boyasi ve
Giemsa ( NEG) boyasini kullanarak canli spermatozoalarda akrozomal degisiklikleri ayirt
etmeyi amaclamislar. Ayr bir gruba floresan viabilite boyas1 (karboksifloresein diasetat ve
propidium iodid) yaparak diferansiyel interferans kontrast mikroskop ile akrozomal
degisiklikleri incelemisler. Bu ikisi arasinda anlamli bir fark olmadigin1 gérmiisler. NEG
boyasina gore spermatozoalart 4 gruba ayirmislar: Canli akrozomu biitiin, canli akrozomu
hasarli, 6lii akrozomu biitiin ve 6lii- akrozomu hasarli. Bu metodun kolayca yapilabilir
olmasi, yalmzca temel malzemelere ihtiyac duyulmasi ve goOriiniimiiniin son derece

giivenilir olmasindan dolayi tercih edilebilir sonucuna varmiglardir(94).
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Kovacs ve ekibinin 1992’deki bir ¢alismasinda spermatozoa akrozom boyanmasi ve
canliligin1 incelemisler. Tripan blue ve Congo Red boyasina akrozomun daha iyi
goriintiilenebilmesi i¢cin Giemsa boyasim eklemisler. Spermatozoalar1 10 sinifa ayirmislar:
Canli ve 6lii hiicrelerde intakt akrozom( mor renkte), akrozom kaybi( koyu lavanta rengi),
hasarli akrozom( acik lavanta), akrozom yoklugu( canli hiicrede beyaz veya acik pembe,
0lu hiicrede ise beyaz veya acik gri) ve postakrozomal ring( kirmizi). Post akrozomal
bolge canli spermatozoa basinda beyaz ya da acik pembe, 0lii spermatozoade siyah, koyu
violet ya da gri renkte idi. Sonucta calismaya Giemsa boyasinin eklenmesiyle
degerlendirmenin daha iyi yapilabildigini gormiislerdir (95).

Marshburn ve arkadaslar1 1991 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada; spermatozoalarda ¢ok
ince, nadir goriilen anormal formlar i¢in Wright- Giemsa boyasi ile akrozomal reaksiyonu
gosteren spermatozoal testleri kullanarak normal semen karekterli erkeklerde fertilite
oranlarini incelemisler. Inseminasyon yapilip gebelikle sonuglanan grup ile gebelikle
sonuclanmayan grup arasinda Wright- Giemsa boyast kullanilarak boyanmig
spermatozoalarda ¢ok ince, nadir goriilen anormal formlarda anlamli bir farklilik
gormemislerdir (96).

Didion ve arkadaslar1 1989°da yaptiklar bir caligmada spermatozoada dogru akrozomal
reaksiyonu ve viabiliteyi basit ¢ift boyama prosediiriiyle Giemsa ve Tripan Blue boyasi
kullanarak incelemigler. Akrozomun varligini ya da yoklugunu Giemsa boyasiyla,
spermatozoanin canli ve Olii olanlarini ise vital boya olan tripan blue boyasi kullanarak
belirlemisler. Canli1 spermatozoalar boyanmazken 6lii spermatozoalar postakrozomal bolge
icinde maviye boyanmis. Akrozomu saglam spermatozoalar acik mor- koyu pembe
boyanirken akrozomu olmayanlar boyanmamistir. Sonugta bu cift boyama teknigi klinik
caligmalarda ve fertilizasyonda akrozom durumu ve spermatozoa viabilite
degerlendirmesinde faydali bir teknik degerlendirmesi yapilmistir (97).

Giemsa ve Wright Boyalar icin yaptigimiz degerlendirme literatiirle uyumlu idi.
Spermatozoa bas morfolojisi ve kondansasyonu iyi segilebiliyordu. Orta parca ve kuyruk
goriilebiliyor, fakat c¢ok net degerlendirilemiyordu. Ayrica biitiin preperatlarda
beklemedigimiz bir bulgu olarak Wright boyasiyla mavi boyanmis spermatozoalar
arasinda, bas morfolojisi bozuk spermatozoalarda cogunlugu oncii formlar olmak iizere bag
ve kuyrugu tamamen pembe boyanmis bazi spermatozoalar goriildii. Bunun sebebini
aciklayacak mekanizma i¢in daha ileri bir ¢aligma yapilmasi dnerisinde bulunuldu.

Literatiir incelemesinde Orange G Boyas1 ve spermatozoalarla ilgili yayin eksikligini

goriince bu boya yapilmaya karar verildi. Yaptigimiz degerlendirme sonucuna gore
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spermatozoa morfolojisi net ve diizgiin degerlendirildi. Tamamen turuncuya boyanan
spermatozoada basta kondansasyon goriilebiliyordu. Orta parca belirgin boyandi.
Kuyruklar net secilebiliyordu. Boyama isleminin uzun zaman almasi diisiiniildiigiinde
diger boyalara iistiinliigii olmadigina karar verildi.

Shorr teknigi onceleri Fransa’da kullanim alani bulmusken bu giin klasik IVF deki
sonuclarla iliskisinin yeterli olmasi nedeniyle bir ¢cok laboratuvarda tercih edilir(44).

Henkel ve arkadaglar1 2005°te yaptiklar bir calismada yash erkekte azalan spermatozoa
motilitesini degerlendirirken Shorr boyasi ile normal ve anormal boyanmis kuyruga sahip
spermatozoalarin yiizdesini  degerlendirmisler. Artan yasla birlikte anormal boyanan
kuyruk orani ile motilite ve spermatozoa hiz1 arasinda negatif korelasyon oldugu sonucuna
varmislardir(98).

Ralf Henkel ve arkadaslar1 1999°da yaptiklarni bir calismada insan spermatozoa
kuyrugunun cinko ile iliskisi ve motiliteyle baglantisin1 incelemek ig¢in 90 androloji
hastasindan aldiklar1 semen numunelerini Shorr boyas: ile boyadiktan sonra spermatozoa
morfolojisi Olciimlerini yapmislar. Buna ek olarak seminal plazmada ¢inko
konsantrasyonunu, otomatik emilim spektrometresi kullanarak spermatozoa bas ve
kuyrugunda belirlemisgler. Flagelladaki ¢inko konsantrasyonu ile spermatozoa motilite ve
hizi arasinda negatif bir korelasyon goOrmiisler. Sonucgta bu c¢alisma; spermatozoa
kuyrugundaki dig fibréz kilifin fonksiyonel yeterliligi icin dolayisiyla motilite olusumu
icin, epididimal spermatozoa maturasyonu sirasinda cinko eliminasyonunun Onemini
gostermistir(99).

Spiros Milingos ve  arkadaglar1 1996’da yaptiklar1 bir calismada  intrauterin
inseminasyon i¢in secilmis c¢iftlerde spermatozoa fonksiyon testlerini ve semen
karakteristik degerlerini incelemek icin infertil 89 c¢ifte hipoozmotik swelling testi, Shorr
boyasi ve Anilin blue boyasini yapmislar. Ayrica seminal plazmada glukozidaz aktivitesini
degerlendirmisler. Progresif motiliteli spermatozoa konsantrasyonu ve orani basarilili TUI
olgularinda anlamli derecede diisiik c¢ikmis. Shorr boyasinin sonuglart motiliteyi,
morfolojiyi gostermede daha ¢cok anlamli oldugu bulunmustur (100).

Shorr Boyasiyla bizim yaptigimiz ¢alismada; hiicre zar1 ¢ok giizel boyandigi igin
spermatozoa morfolojisi, hiicre sinirlari son derece belirgin goriilebiliyordu. Hiicre zari,
cekirdek ve sitoplazmaya gore c¢ok daha koyu renge boyanmis idi. Baglar tamamen
homojen olarak koyu sar1 rengine boyanmisti. Fakat kondansasyon degerlendirmesi
yapilamiyordu. Spermatozoa orta parcasi ve kuyruklar cok giizel ve net olarak

degerlendirilebiliyordu. Bu anlamda Shorr Boyasi ile yaptigimiz ¢alisma literatiir bilgisiyle
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uyumludur ve spermatozoa morfolojik degerlendirmesi i¢in olduk¢a iyi, kondansasyon
degerlendirmesi i¢in ise uygun bir boya olmadig1 seklinde degerlendirildi.

Papanicolaou yontemi spermatozoa morfolojisi konusunda en saglikli sonuglar1 vermesi
nedeni ile tercih edilir. Ancak Papanicolaou boyama yonteminin uzun siirmesi nedeni ile
gelistirilen hazir spermatozoa boyama Kkitleri daha cok tercih edilir. Papanicolaou
yontemiyle hiicrenin asidofilik cekirdekteki kromatin ayrintili bir bigimde incelenebilir.
Insan spermatozoalarnin morfolojik degerlendirmesinin yam sira immatiir germ
hiicrelerinin de ayirimini saglar(44).

Menkveld ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar1 bir calismada insan spermatozoa
morfolojisi ile akrozomal fonksiyon arasindaki baglantiy1 incelemisler. Morfoloji
Papanicolau boyasi sonras1 Kruger strict kriterlerine gore sayilarak analiz edilmis.
Akrozom reaksiyonu normal, kii¢iik ve biiyiik 6l¢iilii canli ve 6lii spermatozoalar ayrilarak
tripl boya ile degerlendirilmis. Akrozomal reaksiyon ile morfoloji arasinda biiyiik ve kiiciik
Olciilii akrozomlarda korelasyon goriilmiis. Sonuglar gostermis ki kiiciik akrozomlu
spermatozoalar fizyolojik olmayan akrozom kaybi ve hiicre 6liimiine daha duyarhdirlar.
Ayrica akrozom Olgiileri spermatozoa fonksiyon kapasitesini dolayisiyle erkek fertilite
potansiyelini yansitir(101).

Coetzee K ve arkadaglar1 2001 yilinda yaptiklar1 bir calismada 2 farkli kompiitiir
destekli semen analiz sistemini kullanarak normal spermatozoa morfolojini Diff-Quik ve
Papanicolau boyasi kullanarak degerlendirmis. Sonugta her ikisinde de yiiksek anlamlilik
oldugu halde Diff-Quik boyasinin daha yiiksek derecede anlamli ¢ikmasi gosterdi ki,
kompiitiir destekli spermatozoa morfoloji degerlendirilmesinde Diff-Quik boyasi1 daha
tercih edilen boya olmalidir(102)

Daniel ve arkadaslar1 2000 yilinda yaptiklarn bir calismada strick spermatozoa
morfolojisinin degerlendirilmesinde siirekli kalite kontrol programini incelemek i¢in bir
calisma yapmuslar. Papanicolau boyasiyla boyanmis spermatozoa preperatlar1 hazirlanip
her iic ayda bir laboratuara gonderildi. Normal spermatozoa yiizdeleri Ol¢iimle
degerlendirildi. Referans laboratuar ile normal spermatozoa yiizdesi karsilastirild.
Olgularin % 94’iinde referans laboratuardan % 10 farklihik kayit edildi. Sonuglar
gostermistir ki, laboratuar teknikleri i¢in siirekli kalite kontrolu faydali olabilir ve androloji
laboratuarinda ayrmtili kalite kontrol dl¢iimleri zorunlu olmalidir(103).

Matalliotakis ve arkadaslar1 1996’da yaptiklar bir calismada 114 fertil ve 107 infertil

erkekte insan spermatozoanin morfolojik anormaliklerini Papanicolau Boyasi ile
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degerlendirmisler. Calisma gosterdi ki, normal bagli spermatozoalarla karsilastirildiginda
anormal bagli spermatozoalarda boyun ve kuyruk anomalileri daha sik goriilmektedir(104).

Dimitrios ve ekibi 1988’de yaslar1 20 ile 40 aras1 degisen 114 fertil erkegin semeninde
var olabilen spermatozoa morfolojik anomalilerini Papanicolau boyasi ile
degerlendirmisler. Boyundaki morfolojik anomaliler normal basl spermatozoada anormal
bash spermatozoaya gore anlamli derecede yiliksek bulunmustur (105).

Bizim Papanicolau Boyasi ile yaptigimiz calismamiz da spermatozoalarda morfolojik
degerlendirme acisindan uygundu.Spermatozoa baslar1 iyi boyanmis ve kondansasyon iyi
goriilebiliyordu.Orta parca ve kuyruklar net secilebiliyordu.Bu anlamda literatiir bilgisi ile
uyumlu idi.

Xiaoli ve arkadaglar1 2005 yilinda yaptiklart bir calismada prostat karsinomu ve onunla
iligkili atrofide yapilan radikal prostatektomide intraprostatik spermatozoanin zonal
dagilim ve atrofiyle iliskisini incelemek icin Berg metodunu kullanmislar. Bu metodla
boyadiklar1 intraprostatik spermatozoalarin prostatta periferal zonda daha yogun oldugunu
gormiisler. Ayrica intraprostatik spermatozoali prostat daha genis atrofik alanlara sahip ve
prostat hiperplazisinin sikliginda artigla beraber seyreder. Sonugta prostat inflamasyonu ve
atrofisinin patogenezinde intraprostatik spermatozoalarin rolu vardir ve daha cok
aragtirmalar yapilmalidir, sonucuna varmislardir (106).

Berg metoduyla boyadigimiz spermatozoalarda morfoloji iyi fakat kondansasyon
yeterince degerlendirilemiyordu. Orta parca belirgin, anomaliler rahatca secilebiliyordu.
Kuyruklar soluk boyanmis, net degerlendirilemiyordu. Calismamiz  morfoloji
degerlendirmesi agisindan literatiir bilgisiyle uyumlu idi.

Orange G Boyasi ile boyadigimiz preperatlarda, spermatozoa morfolojisi net ve diizgiin
degerlendirildi. Tamamen turuncuya boyanan spermatozoada basta kondansasyon
goriilebiliyordu. Orta parca belirgin boyandi. Kuyruklar net secilebiliyordu.

Calismamizda Light Green boyasi ile boyandigimiz spermatozoalarda morfoloji iyi
degerlendirildi. Basta kondansasyon iyi goriilebildi. Spermatozoa orta parcasi belirgindi.
Kuyruklar soluk boyanmus fakat secilebiliyordu.

Donald ve arkadasinin 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada Comet, Tunel, SCSA ve
Akridin Orange Testleri ile spermatozoa DNA fragmantasyon tayini yaparak erkek
infertilitesi ile arasindaki iliskiyi incelemigler. Akridin Orange’nin metakromatik 6zelligini
kullanarak spermatozoa hiicrelerini 151k mikroskobunda incelemisler. Denature DNA’ya
sahip spermatozoalar kirmizi, saglam DNA’ya sahip spermatozoalar yesil boyanmis.

Calismanin sonucunda intakt DNA’l1 immatiir spermatozoalarla fertilizasyon oranlarinda
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azalma ile iligkili bulunmus. Ayrica ICSI’de yiiksek DNA fragmantasyonu ile, diger ART
metodlarin ya da dogal metodlarin da iizerinde azalmis gebelik prognozunun iistesinden
gelinebilir, sonucuna varmiglardir. (107).

Roux Y ve arkadaglar1 1989 yilinda yaptiklar bir ¢aligmada 1s1 tedavisi sonrasi insan
spermatozoa yaymasinda Akridin Orange kullanarak kromatin kondansasyonunu
degerlendirmisler. Fikse edilmis spermatozoalarin smeerlerine 1s1 tedavisi verilip Akridin
Orange ile boyanmis. Bazi spermatozoa numunelerinin de yaymalan ayrica asidik Anilin
Blue ile boyandi. Florosan mikroskop altinda kirmizi bash spermatozoalarin yiizdesi
sayilarak semenin ii¢ grubu belirlendi: 1. Is1 tedavisi oncesi ve sonrasi normal goriiniimde
kromatine sahip spermatozoali semen, 2. Is1 tedavisi oncesi normal ve 1s1 tedavisi sonrasi
anormal goriiniimde kromatine sahip spermatozoali semen, 3. Is1 tedavisi Oncesi ve sonrasi
anormal goriinimde kromatine sahip spermatozoali semen. Kirmizi bash ve mavi
boyanmis basli spermatozoalarin yiizdesi arasindaki pozitif korelasyon gostermis ki DNA
ile iliskili bazik protein komponentinin biyokimyasal kompozisyonundaki modifikasyonlar
DNA’daki denetrasyon progesinden sorumludur (108).

Floresan boyasi olan Akridine Orange boyasi ile boyanmis preperatlar 151k mikroskobu
ile boyandiginda spermatozoalar ¢ok soluk turuncu boyandi. Basta spermatozoa
morfolojisi iyi goriilebildi. Fakat basta kondansasyon degerlendirilemedi. Orta parga ve
kuyruklar soluk, net secilemiyordu. Spermatozoalar golge goriiniimiinde idi. Buna gore
floresan goriintii icin kullanllan AO boyasi Isik Mikroskobu degerlendirmesi igin
avantajli degildir, sonucuna varildi. Bunun iizerine AO ile boyama sonrast 3,5 dakika
Hematoksilen ile boyandi. Hematoksilenin sadece niikleus etrafindaki membran sahay1
boyadig1 ve spermatozoaya Y harfi goriintiisii verdigi gozlendi. AO ve Hematoksilen ile
boyanmis preperatlardaki bu goriintiiniin, klinik degeri olup olmayacagina dair aragtirmaya
degecek ileri bir calisma olacag diisiincesindeyiz.

C. Van Duijn 1961°de canli spermatozoada vital boyamanin fotodinamik etkisini
gostermek icin mitokondrileri gosteren Janus Green boyasiyla bir calisma yapti. Normal
olarak hareket eden spermatozoalarin toplam sayisi ve onlarin ortalama hiz ve hiz
dagilimlarinda mitokondriler i¢in spesifik vital bir boya olan Janus Green’in etkileri foto-
elektrik donanimi kullanarak calisildi. Calismanin sonucuna gore, 15181n yoklugunda Janus
Green 200 ppm ve iizeri konsantrasyondaki canli spermatozoalarda degerlendirilebilir bir
etkiye sahip degildir. Janus Green 151k altinda gii¢lii fotosensitordiir ve bu sartlarda normal

hareketli spermatozoalarin ¢cogunun oldukga iyi yiizdiigiinii goriilmiistiir (109).
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Michael ve arkadaslar1 1987°de yaptiklart bir calismada faz kontrast mikroskop ile
insan spermatozoa ve immatiir germ hiicrelerini boyayarak incelemigler. Janus Green B ve
Tymol mavisi ile spermatozoalarin baslarinin 6n boliimii, niikleer membran, orta parga ve
kuyruk acik yesil boyanirken, niikleus koyu mor boyanmis. Janus Green bu metodla faz
kontrast mikroskop ile spermatozoa morfolojisini degerlendirmek icin miikemmel
boyanma saglamis. Ayrica Papanicolau boyasi ile karsilastirildiginda bu boyanin anlamh
derecede daha az anormal spermatozoa olusumu sagladig1 goriilmiistiir (110).

Bizim ¢aligmamizda, spermatozoa basi beyazimsi-mavimsi agik soluk renkte goriiliirken
orta parga belirgin koyu mavi renkte boyandi. Kuyruklar koyu mavi renge boyandi.Sonugta
calismamiz literatiir bilgisiyle uyumlu olup Janus Green’in, mitokondrice zengin bir bolge
olan spermatozoa orta parcasini net bir sekilde ortaya c¢ikarmasi bir kez daha
goriintiilenmis oldu.

Spermatozoalarin morfolojik ©6zellikleri niimerik degerlerle de ifade edilir. Ancak
burada, kullanilan boya yontemlerinin spermatozoalarin dl¢iilebilen degerlerine hafif bir
degisiklige neden olabilecegini unutmamak gerekir. Ciinkii yayma preparatlar boyanmadan
once tespit edilir ve fiksatifler hiicrelerin bir miktar biiziilmesine neden olabilir. Ayrica
boyalarin hazirlanmas1 sirasinda kullandigimiz kimyasal ¢o6ziiciiye gore morfolojik
olgiimler degisebilmektedir. Ornegin Papanicolaou yontemiyle boyandiginda spermatozoa
bast 3-5 pm uzunlugunda ve 2-3 pm genigliginde ise normal kabul edilir. Diff-Ouik
(Giemsa-Wright) boyama yonteminde ise spermatozoa basinin yukaridaki degerleri 5-6
pum ile 2.5 — 3.5 um olarak saptanmistir. Orta parga her ikisinde de 1 um kalinliginda olup
uzunlugu da bu degerin 1.5 kat1 kadar olmalidir. Kuyruk boliimii ise giderek incelen yapisi

ile 45 um uzunluga sahiptir(44).

Calismamizin ikinci boliimiinde, normozoospermatozoali 10 hastanin Hematoksilen—
Eozin, Toluidin Blue, Shorr ve Papanicolau ile boyanmis preperatlarint Kruger strick
kriterlerini esas alarak morfometriksel analizini yaptik. Spermatozoanin bas uzunlugu, bas
genisligi, orta parca uzunlugu ve kuyruk uzunlugu olmak iizere 4 parametrede Ol¢ciim
yaptik. Bu ol¢iimlere gore sonuglar literatiir bilgileriyle kiyasladigimizda farkli sonuglar
elde ettik.

Gago ve arkadaslart 1998’de yaptiklar1 bir caligmada spermatozoa baslarinin
morfometrik degerlendirmesi i¢in farkli boya metodlariyla bilgisayar destekli imaj analiz
sistemini kullanmiglar. Hematoksilen, Diff-quik(Giemsa-Wright) ve Hemaklor boyasiyla

spermatozoa bas parametrelerinin morfometrik olarak 6l¢iimiinde hepsi icin farkli degerler
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bulunmus. Buna gore spermatozoa bas boyutlarinin, fiksasyon prosediirii ve boyama ile
belirgin bir sekilde etkilendigi sonucuna varmiglar. Hematoksilen ve Giemsa- Wright
boyasin1 morfometriksel olarak kiyasladigimizda anlamli farklilik bulunmamistir. Bu
anlamda ¢aligmamiz literatiir bilgisiyle uyumluluk gostermemistir(111).

Davis ve arkadaslar1 1993’de yaptiklan bir ¢calismada numune hazirlama, boyanma ve
ornekleme metodlarinin standartizasyonu icin, otomatik cihazla spermatozoa basg
morfometrik analizini degerlendirmisler. Bunun i¢in infertil semen degerlendirmesi i¢in
basvuran bireylerin numuneleri yikama sonrast Papanicolau ve Hematoksilen ile
boyanarak morfometrik ol¢timleri ve dijitalizasyon hatalarinin karsilastirilmasi yapilmis .
Iki boyada da ol¢iimler anlamli bulunmus. Bizim ¢alismamz literatiir bilgisiyle uyumlu
olup Papanicolau boyasi ve Hematoksilen boyasi ile morfometriksel degerlendirmenin son
derece uygun oldugu sonucuna varilmistir(112).

Root Kustritz ve arkadaslar1 1998’de yaptiklar1 bir ¢calismada spermatozoada bulunan
morfolojik anomalilerin tiplerini ve persentillerini 1s1k mikroskobunda Giemsa-Wright
(Diff-Quick) Boyasi, eozin Y/ nigrosin boyast ve eozin B/ nigrosin boyast ile
aragtirmiglar.  Ayrica boyanmamig numuneleri faz kontrast —mikroskop ile
degerlendirmisler. Calismanin sonucunda Diff-Quick Boyasi ile boyanmis numunelerde
normal spermatozoa morfolojisinin persentil ortalamasini 6nemli derecede daha yiiksek
bulmuslar ve boyanma ile hazirlama tekniklerinin spermatozoa morfolojisinin
degerlendirmesini degistirebilecegi sonucuna varmislar(91).

Kruger ve ekibi 1987 yilinda yaptiklar bir calismada insan spermatozoa morfolojisi i¢in
hizli, giivenilir boyama tekniklerini incelemigler. Bunun icin Diff-Quik (Giemsa-Wright)
boyast ile Papanicolau boyasimi karsilagtirmislar. Morfolojik sonuglara gore iki boya
teknigi arasinda anlamli bir farklilik olmadigin1 gérmiisler. Bizim calismamizda ise en
yiiksek spermatozoa morfolojik 6l¢iim degerleri Papanicolau boyasina ait idi. Bu anlamda
calismamiz literatiir bilgisi ile uyumlu degildir(113).

Menkveld ve arkadaslari 1997°de yaptiklart bir caligmada manuel ve kompiitiirize
metodlar ile insan spermatozoa morfolojisinin degerlendirme sonuglarina, farkli boyama ve
yikama prosediirlerinin etkisini incelemisler. Bu amacla 20 semen numunesinde
Papanicolau ve Diff-Quik boyama metodunu kullanmiglar. Sonugta tim veriler goz
Oniinde tutulursa manuel degerlendirmeler bilgisayarla degerlendirmeye gore daha iyi
sonuclar vermis. Ayrica spermatozoa morfolojisi degerlendirmesi bir kez yikanmis Diff-
Quik’le boyali smearlerde Papanicolau ile boyanmis preperatlara gore daha iyi netice

vermistir. Bizim c¢alismamizda Papanicolau boyasi ile yaptigimiz morfolojik
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degerlendirme Giemsa ve Wright Boyasina gore ¢ok daha iyi idi. Bu anlamda literatiir
bilgisi ile uyumluluk gostermemistir(114).

Meschede D. ve arkadaglar1 1993 yilinda 158 hastanin semeni iizerinde yaptiklari bir
calismada insan spermatozoa morfolojik analizininin sonucglarinda ii¢ farkli hazirlama
tekniginin etkisini incelemisler: Papanicolau boyasi, Shorr boyasi ve taze hazirlama
protokolii( WET). Normal spermatozoa morfolojisini degerlendirmede Papanicolau boyasi
ve Shorr boyasi yiiksek derecede anlamli ¢ikarken WET te diisiik degerde bulundu. Bizim
calismamizda literatiirle uyumlu bulunmustur( 115).

Calismamizda, Shorr boyasi ve Papanicolau boyasi dl¢iim sonuglart birbirine benzer
cikarken, spermatozoa basindaki morfometrik Olciimlerde en kiiciik degerler T. Blue
boyasi ile boyanmis preperatlarda goriildii. T. blue ile boyanmis spermatozoalarda 6zellikle
bas uzunlugunda diger boyalara gore anlamh farklilik goriildii (P< 0,028).

Ayrica boyalar arasinda bas uzunluk, bas genislik, orta parca ve kuyruk olmak iizere
biitiin 6l¢iimlerde anlamli farklihklar goriildii. Olciimlerde en kiiciik degerler T. Blue
boyasina ait idi. Shorr boyasi ile Papanicolau boyas1 dlciimleri birbirine yakin olmakla
birlikte en biiylik degerler Papanicolau boyasina ait idi .

Sonug olarak spermatozoa morfoloji degerlendirmesi icin yaptigimiz ¢alisma ile ilgili
olarak literatiirde bir ¢cok ¢alisma olmakla birlikte 6zellikle sadece spermatozoa morfoloji
degerlendirmesi icin kargilastirmali birden fazla boya ile yapilan ¢aligma sinirli sayidadir.
Giintimiizde erkek infertilitesine yardimci iireme teknikleri ile getirilen bebek sahibi
olabilme gercegi diisiiniildiigiinde, kaliteli spermatozoa se¢imi icin spermatozoa

morfolojisinin incelenmesine yonelik calismalar hala 6nemini korumaktadir.
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6. OZET

SU Meram Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Unitesine infertilite 6n tanisi ile gelen hastalarin
spermiyogramlart yapildiktan sonra hastanin semen numunesinden 1-1.5 cc alinip
numuneye iki kez yikama islemi gerceklestirildi. Pellet 0.2 ml medyumla karistirtlip lam
tizerinde yaymalar1 yapildi. Oda sicakliginda kurutulup absolu metil alkolde tespit edildi.
Her bir hasta i¢in; Hematoksilen-Eozin, Toluidin Blue, Giemsa, Wright, Weigert’in
Demirli Hematoksilen boyasi, Orange G Boyasi, Anilin blue boyasi, Shorr metodu,
Papanicalou boyasi, Light Green boyasi, Akridine Orange boyasi ve Janus Green boyasi
ile boyama islemi uygulandi.

Boyanmis preperatlar IM’de 100’liikk objektifte incelenip, boyalarin spermatozoanin
bas, orta parca ve kuyruk kismii nasil boyadigi degerlendirildi. Bulgularin
mikrofotograflar alindi.

Calismamizin ikinci boliimiinde, normozoospermili 10 hastanin H-E, T.Blue, Shorr ve
Papanicolau ile boyanmis preperatlart degerlendirildi. Her bir preperatta Kruger strick
kriterleri esas alindi. 200 adet normal morfolojili spermatozoa hiicresinde; bas uzunlugu,
bas genisligi, orta parca uzunlugu ve kuyruk uzunlugu olmak iizere 4 parametrede
mikrometre yardimiyla o6l¢iimleri yapildi. Bu olgiimler sonrasi tek yonlii varians analizi
(ANOVA) ve Post hoc Tukey HSD testi ile istatiksel analiz yapilarak hangi boyanin
spermatozoa morfolojisini daha iyi gosterdigi ve Kruger strick kriterlerine daha uygun
oldugu belirlenmeye calisildi.

H-E ile boyamada spermatozoa morfolojisi 6zellikle spermatozoa bas orta parca ve
kuyruk kismi net goriildii. Kondansasyon olduk¢a iyi goriildi. H-E boyasimin
spermatozoanin genel morfolojik degerlendirmesi i¢in ideal bir boya oldugu goriisiine
ulagtik. T. Blue ile boyamada spermatozoa basindaki kondansasyon iyi segiliyordu.
Spermatozoa orta parcast ve kuyrugu boyandi. Orta parca iyi se¢ilemiyordu ve
spermatozoa morfolojisi degerlendirilebiliyordu. Giemsa ile boyama sonrasi spermatozoa
bas morfolojisi ve kondansasyon iyi goriiliiyordu. Fakat orta parga ve kuyruk net
secilemiyordu. Wright boyasi ile spermatozoa bas morfolojisi ve kondansasyonu iyi
secilebiliyordu. Orta parca ve kuyruk soluk boyanmig idi. Weigert’in Demirli
Hematoksilen Eozin boyasi ile spermatozoa basinda kondansasyon iyi goriilebiliyordu.
Bas, orta parca ¢ok net degerlendiriliyor ve kuyruklar net secilebiliyordu. T. blue ile
boyanmis spermatozoalarda ozellikle bas uzunlugunda anlamli farklilhik goriildi. Aym

sekildeki degerlendirmeler diger boyalarlada yapild.
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Calismanin ikinci boliimiinde bu dort boya grubuna gore Olciimii  yapilan
spermatozoalarin degerlendirilmesinde biitiin Ol¢iimlerde anlamli farklhiliklar ¢ikti. En
kii¢iik degerler T. Blue boyasina ait idi. Shorr boyasi ile Papanicolau boyasi 6lctimleri
birbirine yakin olmakla birlikte en biiylik degerler Papanicolau boyasina ait idi. Bu

caligmadaki istatiki anlamlilik sec¢ilen boya ile degisebilmektedir, sonucuna varildi.
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7. ABSTRACT

After routine spermiogram was done, to the patients in SU. Meram Med. Fac. IVF Unit,
1-1,5 cc seminal plasma samples were taken and two seperate swim up procedure was
preperad. The pelled was homogenated with 0,2 ml medium and smear samples were
prepared. Smears were dried in room temperature and fixed with absolute alcohol. For
each patient staining was performed with Haematoxylin-Eosin, Toluidin Blue, Giemsa,
Wright, Weigert’s Iron Haematoxylin, Orange G, Aniline blue, Shorr, Papanicalou, Light
Green , Acridine Orange and Janus Green stains.

Stained slides were evaluated under x100 objective magnification with light
microscopy. Stain and spermatozoa head, midpiece and tail reaction was under inspection
and photomicrographs were taken for this aim.

The second part of our study was based on 10 patients who had normospermatozoa,
their seminal samples were stained with H-E, T. Blue, Shorr and Papanicolau. In this part
we made strict Kruger analysis on the samples. For each sample human spermatozoa was
evaluated with micrometer, for head lenght- width, middle piece and tail lenght. The
results were evaluated with statistical analysis ( ANOVA, Post Hoc Tukey HSD) to reveal
which stain was proper for Kruger’s Strict Criteria with H-E spermatozoa head, midpiece
and tail morphology was clearly identified. Condensation was also clearly identified. H-E
stain was considered to be suitable for general parameters of spermatozoa T.Blue revealed
condensation more spesifically. Midpiece stained poorly general morphology was quite
good for inspection. With Wright stain head morphology and condensation was
satisfactory, midpiece and tail stained poorly. With Weigert’s Iron H-E head and
condencation stained good, also midpiece and tail was suitable. Other previously
mentioned stains were evaluated in the same manner.

The second part of our study revealed significant difference on spermatozoa
head lenght when stained with T. Blue.

We revealed that different stains can give different statistical results.
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