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GIRIS VE AMAC

Yetmigli yillardan itibaren uygulanmaya baslanan in vitro fertilizasyon (IVF) ve
1992°den itibaren uygulanan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yontemleri erkek
infertilitesi basta olmak ilizere giliniimiizde infertilite tedavisinde umut kaynagi olmustur.
Erkek infertilitesine sebep olan parametreler arasinda spermlerin say1 ve hareketliliklerinin
yaninda spermlerin sekil bozukluklar1 ayr1 bir yer teskil etmektedir. Sperm sekil bozukluklari,
erkeklerde infertiliteye yol acan Onemli sebeplerinden biridir. Kruger kriterlerine gore
degerlendirilmis sperm morfolojisi fertil ve infertil erkegi belirlemede en Onemli
parametredir. Spermlerin bas, akrozom, orta-kissm ve kuyrugunda izlenen anomalilerin
bircogu 151k mikroskobuyla taninabilir. Spermlerin sekil bozukluklar1 151k mikroskobu ile
ayirimi yapilamadiginda veya yapisal 6zelliklerinin daha ayrintili anlasilabilmesi i¢in elektron
mikroskobu ile inceleme yapilmasi gerekir.

Bu calismada siddetli erkek kisirligina sebep olan morfolojik sperm bozukluklarindan
Megalohead (Biiyiikbag, makrosefal), Tail stump (Giidilk kuyruk, kiit kuyruk),
Globozoospermi (Round head, yuvarlak bas), Yogun Pinhead (Igne bas, bassiz sperm)
anomalilerine sahip spermlerin 151k mikroskobu, hareketli sperm organel morfolojisi
degerlendirme (MSOME) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile ince yap1 diizeyinde
fertil bireylerin spermleri ile karsilagtirmali incelenmesi amaglanmistir. Fertil erkeklerle
kiyaslanan, infertil erkeklerin spermlerinde, fonksiyonel o6zelliklerini degistirecek diizeyde
belirgin degisiklikler oldugu bilinmektedir. Ince yap:1 diizeyinde 9+2 mikrotiibiil yapisi, fibroz
kilif yapisi, akrozom ayirimi, mitokondri mevcudiyeti ve yerlesimleri, semi kantitatif
degerlendirmede anlamli sonuglar elde edilmistir. Sperm morfolojisi; iliremeye yardimci

tedavi merkezlerinin basarilarini etkileyen dnemli bir parametredir. Déllenmede ve embriyo
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gelisiminde rol oynadig1 bilinen siddetli erkek kisirligina sebep olan sperm morfolojilerinin
151k mikroskobu ultrastriiktiirel incelemelerinin yapilmasi tedavi sirasinda bize yol gosterici
olabilir, sperm anomalileri ile ilgili ¢calismalar genisletilip yeni ¢ozlimler iiretilebilir. Ayrica
hareketli sperm organel morfolojisi degerlendirmesi yapilarak mikroenjeksiyon islemi
sirasinda  yliksek biiylitmede secilip kullanilan spermlerin  morfolojileri &nceden
degerlendirilmis olacak. Boylelikle sperm morfolojisi degerlendirme tekniklerinin birbirlerine
gore avantajlar1 ve dezavantajlar1 hakkinda bilgi sahibi olabilecegiz.

Calismamiz; siddetli erkek kisirligina sebep olan sperm morfolojilerinin 151k
mikroskobu ile rutin morfoloji degerlendirilmesi, elektron mikroskopik incelemeleriyle bu
spermlerin ve ultrastriiktiirel yapilarinin hangi diizeyde etkilendigine, MSOME yontemi ile in
vitro fertilizasyon, mikroenjeksiyon islemlerinde sperm se¢imi i¢in dnceden bilgiler verebilir.
Bu caligma ile liremeye yardimeci tedavi merkezlerinin basarilarini olumsuz yonde etkileyen
nedenlerinden biri olan siddetli erkek kisirligina sebep olan spermlerin histolojik yapisinin
arastirilmast  ve/veya ortaya konulmasi miimkiin olacaktir. Bdylelikle bu sperm
morfolojilerinin  anlagilmasi, tedavinin yonlendirilmesi, iiremeye yardimci tedavi
merkezlerinin islem sirasinda sperm secimi ve degerlendirmesi i¢in 6nceden elde edilecek

bilgilerle tiremeye yardime1 tedavi tekniklerine yarar saglamay1 amagladik.



GENEL BIiLGILER

INFERTILITE

Infertilite, bir yil icinde etkili bir korunma ydntemi kullanilmamasina ve diizenli cinsel
iligki varligma ragmen cocuk sahibi olunamamasidir. Saglikli ciftlerin yaklagik % 85 -
90’1nda ilk bir yil igerisinde gebelik gerceklesmesi beklenir (1). Infertilite problemi iireme
cagindaki c¢iftlerin yaklasik % 10-15’ini etkileyen bir durumdur (2). Bu oran yilda yaklasik
olarak 2,4 milyon c¢ifte infertilite tanis1 konmasi demektir. Diinyada binlerce ¢ift infertilite
tedavisi alabilmek {imidi ile {iremeye yardimci tedavi merkezlerine bagvurmaktadir. Infertilite
konusunda klasik yaklagimlara ek olarak, son yirmi yil i¢inde bir¢ok yenilik olmustur.
Bunlarin basinda in vitro fertilizasyon ve diger yardimei iireme tekniklerinin (YUT) gelismesi
yer almaktadir (3). Yardimci iireme teknikleri, disiden alinan oositlerin erkekten alinan
spermler ile laboratuvar ortaminda fertilize edilmesi ve elde edilen embriyonun tekrar disi
genital sistemi icine (0zellikle uterus veya tuba uterina) yerlestirilmesi ilkesine dayanir.
Gilinlimiizde infertil ¢iftlerin tedavisinde yardimla lireme tekniklerinden; in vitro fertilizasyon
ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu en sik kullanilan yontemlerdir (4). Bu yontemler erkek
infertilitesi basta olmak iizere giiniimiizde infertilite tedavisinde umut kaynagi olmustur (5).
Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) ¢ok merkezli arastirmalarinin sonucunda infertilite

kliniklerine basvuran ciftlerin infertilite yiizde oranlar1 asagidaki sekildedir (6).

Infertilite Nedenleri %
Yanlizca kadina bagli nedenler......................oooii 41
Yanlizca erkege baglinedenler.....................o 24
Kadin ve erkege birlikte bagli nedenler............................. 24
Nedeni agiklanamayan...............ooeiiiiiiiiiiiiiii e, 11



KADIN KISIRLIGI
Kadinlarda ortaya ¢ikan infertilitenin baslica nedenleri; Uterin disfonksiyon, uterin
tiiplerin tikanikligi, anormal servikal mukus, spermlere karsi asir1 duyarlhilik gelisimi ve

ovulasyon yoklugu seklindedir (7,8).

ERKEK KISIRLIGI

Erkek infertilitesi etiyolojik olarak dort grupta siniflandirilabilir.
1- Spermatogenez faktorleri
2- Duktal faktorler
3- Semen faktorleri
4- Koital faktorler

Spermatogenezdeki bozukluklar genetik anomalilere bagli primer testikiiler
hastaliklar (Klinefelter veya Down sendromu gibi), gonadal gelisimdeki genital olmayan
bozukluklar, nedeni bilinmeyen tiibiiler veya interstisiyel testikiiler lezyonlar, hipotalamik
pitiiiter testikiiler sistemdeki disfonksiyonlar, kriptorsidizm, varikosel, skrotumun dis
ortamdaki 1s1 artiglarina ya da asir1 titresimlere maruz kalmasi, otoimmiiniteye bagl orsit,
stres, bazi ilaclar ve radyasyon ile iligkilidir.

Transportu saglayan duktuslarda veya yardimci bezlerdeki malformasyon ya da
obstriiksiyon, oligozoospermi ya da azospermiye neden olabilir. Béyle sorunlar konjenital
(Vaz deferensin yoklugu ya da ejakiilasyon duktuslarin darligl), enfeksiyonlardan,
prostatitten, ameliyatlardan sonra olabilir. Retrograd ejakiilasyon bozukluklar ise diyabetik
noropati, sempatektomi veya sempatik sinirlerde hasara (Retroperitoneal lenf nodu
diseksiyonundan sonra sikg¢a goriilebilir) bagli olabilir.

Koital faktdr ya da semenin vajinanin i¢ine aktarilmasindaki sorunlar ise empotans,
ejakiilasyon yetersizligi, hipospadias, uygunsuz koital teknik, anormal derecede uzun ya da
kisa cinsel perhiz siireleri veya kayganlastirici spermisitlerin yanlis kullanimi seklinde

Ozetlenebilir (9).

SPERMATOGENEZ

Spermatogenez testisteki seminifer tiibiillerde gerceklesir. Seminifer tiibiillerde en
bazalde bulunan spermatogonyum hiicreleri ana spermatogenik hiicreler olup diger hiicreler
bunlardan koken alirlar. Ana hiicre koyu boyanan spermatogonyum A hiicresi olup daha
sonra acik tip Spermatogonyum A’ya daha sonrada Spermatogonyum B’ye doniisiir. Bazi

hiicreler her zaman kaynak hiicre olarak kalarak spermatogenezin Omiir boyu devam
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edebilmesini saglar.

Spermatogonyum B bir yerde mitoz boliinmeyi keserek mayoz boliinmeye girer ve
primer spermatositleri olusturur. Seminifer tiibiillerde goriilebilen en biiyiik spermatogenik
hiicreler olmasiyla ayirt edilebilirler. Daha sonra primer spermatositler mayoz II ye girerek
sekonder spermatositleri (Spermatid) olusturur. Bu evre ¢ok kisa siirlip hemen olgunlasma
asamasina gectikleri i¢in olusan preparatlarda pek rastlanmaz.

Spermatidler boliinme sirasinda kendi aralarindaki ve sertoli hiicreleri ile yaptiklari
sitoplazmik baglantilar1 ancak olgunlasma evresinde kopartirlar. Bu evrede kuyruk
olusturulur ve fazla sitoplazma atilir. Boylelikle son seklini almis ancak tam olarak

olgunlagmamis hareketsiz spermler olusur (Bkz. Sekil 1), (47).

i = ®
Spermatogonium A (Koyu) @@ | ToA Socmatogona
@)~ [ Kok Hucreler)
®
v - }_Tlp B Spermatogonia
Spermatogonium A (Acik) sy HRada)
" Mitoz
Spermatogonium B -
_________________ o
Primer Spermatosit DRESARIRER i

Sekonder spermatositler }~ Ikinci mayotik bolinme
- ~

500
Sekonder Spermatosit OCCIOOCN _.--/.L/Si“’f"mﬂ‘kﬂm‘”
(Spermatid) SRR A 81 § QUE IR
_ ' | Spenmatogez
| ) .J J '\) J ‘
Spermatozoon (Sperm) SOOCOOOOCOOOOOE— Stoplazmik kabonlar
. __- e Spermler
. )

Sekil 1. Spermatogenez (47)

Spermiyogenez
Spermatidlerden spermatozoonlar olusurken meydana gelen degisikliklere spermiyogenez adi

verilir. Bu degisiklikler 4 agsamada siralanir.

Golgi asamasi: Graniilli Endoplazmik Retikulum’da (GER) hidrolitik enzimlerin
sentezi, golgide akrozom Oncesi graniillerin paketlenmesi ve tek bir akrozomal vesikiiliin

olusumu ve flagellar aksonemin olusumu bu evrededir.



Kep asamasi: Akrozomal vesikiiliin boyutu artar ve en son boyutuna ulasip akrozom

adimi alir.

Akrozomal asama: Spermatid morfolojisinde ¢ok sayida degisiklikle karakterizedir.

Cekirdek yassilasir, 6zel seklini alir, mitokondriler yer degistirir ve hiicre uzar.

Maturasyon (olgunlasma) asamasi: Spermatid sitoplazmasimnin atilmasi ile

karakterizedir.

Spermiasyon
Olgunlagsmasini tamamlayan ve serbestlesen spermin seminifer tiibiiliin liimenine

atilmasi olayidir (Bkz. Sekil 2), (47).

Akrozomal kap

Alerozomal vesikiil

Alkrozomal granil

™,

Mitokondri

Sekil 2. Spermiyogenez (47)

SEMEN ANALIZININ DEGERLENDIRILMESI
Infertilite olgularinin yaklagik yarisi erkege bagl oldugundan, dikkatli ve diizgiin

yapilacak iyi bir semen analizi degerlendirmesi ¢cok kiymetli bilgi saglayabilmekte ve tedaviyi
yonlendirmektedir. DSO tarafindan tamimlanan konvansiyonel semen analizinde, voliim,

agliitinasyon, pH, sperm olmayan yuvarlak hiicre konsantrasyonu gibi parametrelerin yaninda,

en 6nemli parametreler, konsantrasyon, motilite ve morfolojidir (6,10).

Sperm konsantrasyonu, total ejakiilatin 1 ml’sindeki sperm sayisi1 olarak tanimlanir. En
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popliler sperm sayim kamaralari; hemositometre ve makler kamarasidir. Makler kamarasinda
giivenilir bir sonug¢ i¢in ideal olan1 100 karedeki spermleri saymaktadir. Normal sperm
konsantrasyon degeri 20 milyon/ml olarak kabul edilmektedir. Bu deger MacLead ve Gold
tarafindan yapilan c¢alismada fertil erkeklerin sadece %5’inde sperm konsantrasyonunun 20
milyon/ ml’nin altinda bulunmasi sonucunda belirlenmistir (11).

Sperm motilitesi, ejakiilattaki progresif hareketli sperm yiizdesi olarak ileri dogru
hareketli sperm veya % 25 ileri dogru hizli hareketli sperm yiizdesi olarak kabul edilmektedir.
Sperm hareketliligi Diinya Saglik Orgiitii tarafindan dort sinifta degerlendirmektedir.

+ 4: Hizl ileri progresif hareketli

+ 3: Yavag dogrusal olmayan hareketli
+ 2: Yerinde Hareketli

+ 1: Hareketsiz

Sperm hareketliligi iki sekilde Olgiilebilir; maniiel veya bilgisayar destekli olarak
(CASA: Computer aided sperm analysis, bilgisayar destekli sperm analizi). Sperm
konsantrasyonunda oldugu gibi hareketlilik degerlendirmesinde de ayni semen drneginde dahi
elde edilen sonuglar arasinda biiyiik farkliliklar olmasi laboratuar caligsanlarinin kisisel
tecriibesinden kaynaklanmaktadir. Bu yiizden klinisyen, laboratuvarin daha ¢ok hangi sayim
kamarasini tercih ettigine laboratuvarin fertil popiilasyon i¢in hangi referans degerlerini kabul
ettigine dikkat etmelidir. Spermin motilite bozuklugunun cesitli sebepleri olsa da

astenozoospermik pek cok erkekte sebep saptanamamaktadir (12—14).

SPERM MORFOLOJiSININ DEGERLENDIRILMESI
Son yirmi yilda sperm konsantrasyonu ve motilitesi degerlendirme ydntemlerinde
fazla bir ilerleme olmamasina karsin, sperm morfolojisi degerlendirme yontemlerinde 6nemli
gelismeler olmustur. Sperm morfolojisi igin gecerli Diinya Saglik Orgiitii kriterleri (14) ve
Kruger’in (Tygerberg) kriterleri (16,17) birbirine yakindir. Diinya Saglik Orgiitiiniin 1992’ye
ait kriterleri rutin semen degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilir. DSO kriterlerine gore
degerlendirildiginde, normal kategoriye giren spermlere sahip hasta sayisinin daha fazla
oldugu goriilmistiir (12,13). Kruger kriterleri, standart IVF sanslar1 diigsiik ancak ICSI ile
fertilizasyon sanslar1 daha yiiksek olan ciftlerin saptanmasi amaciyla kullanilir (16).
Servikal mukus, yalnizca normal morfolojili spermlerin ge¢gmesine izin verici 6zellikler
tasimaktadir. Ancak normal morfolojiye sahip spermler progresif motiliteye sahip
olabilmektedirler. Sekil bozuklugu olan spermler ya immotil kalacaklar ya da progresif

olmayan hareketlilige sahip olacaklardir. Morfolojisi bozuk olan bir sperm, en iyi olasilikla
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progresif olmayan hareket yapabilir. Progresif motiliteye yalnizca morfolojik olarak normal
veya normale yakin spermler sahip olabilir. Morales ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismalarda
normal morfolojiye sahip spermlerin anormal spermlerden daha ¢ok yiizmelerinden baska
daha yiiksek donme, flagellar hareket sikligi ve flagellar hareket yiiksekligine de sahip
olduklarin1 gdstermiglerdir. Sonug¢ olarak bilinmesi gereken oncelikle spermin morfolojisi
diizgiin olmalidir ki sperm hareketliligi ve progresyonu iyi olabilsin (6).

Klinik literatiire dayali semen parametrelerinin referans degerleri Tablo 1°de
verilmistir. Bu araliklarin disindaki degerler erkek infertilitesini akla getirir ve ek klinik
ve/veya laboratuvar degerlendirmesini gerektirir. Semen parametreleri i¢in verilen referans
degerlerin dollenme icin gerekli minimum degerler olmadigi ve semen degerleri bu
araliklarda olmayan erkeklerin de fertil olabilecegi unutulmamalidir. Buna karsin referans
degerlere gére normal olan bir erkekte de infertilite goriilebilir.

Sperm morfolojisini degerlendirmek, sperm say1 ve hareketliligini degerlendirmekten
daha fazla sabir ve deneyim gerektirir. Morfolojik degerlendirmede amag sperm fonksiyonlari
hakkinda in vivo ve in vitro anlamda Ongoriilerde bulunmak oldugundan, yapilacak

degerlendirmede esas alinacak kriterlerin dikkatle secilmesi gerekecektir (6).

Tablo 1. Semen analizi referans degerleri (16)

(En az iki degerlendirmede)
Ejakiilat hacmi >2.0mL
pH >17.2
Likefaksiyon 15 dakika
Viskozite <2cm
Sperm konsantrasyonu > 20 milyon/mL
Total sperm sayis1 > 40 milyon/ejakiilat
Motilite yiizdesi (a+b) > %50
a (Ileri hizh) b (lleri yavas)
¢ (Yerinde hareketli) d (Hareketsiz)
Normal morfoloji > %30 normal (DSO, 1992)
> %14 normal (Kruger kat kriterleri, DSO, 1999)
Lokosit < 1x10°/ ml
Vitalite > %75




Erkek infertilitesine sebep olan parametreler arasinda spermlerin sekilsel bozuklugu
ayr1 bir yer teskil etmektedir. Kruger kriterlerine gore degerlendirilmis sperm morfolojisi
fertil ve infertil erkegi belirlemede en 6nemli parametredir (20). Sekilleri onemli dlgiide farkl
olmasa da boyanmis insan spermlerin baslari, orijinal semendeki canli spermlerin baslarindan
hafifce daha kiigtiktiirler (21). Spermlerin normal morfolojik degerlerini saptarken kesin
kriterler kullanilmalidir (22).

Bir spermin normal olarak kabul edilebilmesi i¢in spermin basi, boynu, orta kismi ve
kuyrugu normal olmalidir. Basin sekli oval olmalidir. Fiksasyon ve boyama etkisinden
kaynaklanan hafif azalmay1 da hesaba katarak basin boyu 4.0-5.0 um ve genisligi de 2.5-3.5
um olmalidir. Bas boyunun bas genisligine oran1 1.5 — 1.75 arasinda olmalidir (Bkz. Sekil 3).

Spermin boy ve genislik degerlendirmesi okiiler bir mikrometre ile yapilir. Bas
bolgesinin %40-70’ini kapsayan iyi belirlenmis bir akrozomal bdlge olmalidir. Orta kisim
ince uzun ve genigligi 1 pm’den az, boyu bas uzunlugunun 1.5 kat1 ve basa aksiyel olarak
baglanmis olmalidir. Sitoplazmik artiklar normal bag alaninin yarisindan az olmalidir. Kuyruk
diiz, diizgiin bi¢imli, orta kisimdan ince, kivrilmamis ve yaklasik 45 pm uzunlukta olmalidir.

Bu smiflandirma semasina gore biitiin sinirdaki sekiller anormal kabul edilir (14, 23).
Bu smiflandirma kriterlerini kullanarak in vitro sartlarda fertilizasyonu Ongdren sperm

morfoloji degerleri bulunur (24-26).

BAS: Boy:5-6 um
En: 2.5-3.5 ym
Boy/en: 1.5-1.75
Akrozom; Basin % 40-70'i kadardir

ARA PARCA:  Geniglik<1pm
Boy: 1.5 bas boyu kadardir

KUYRUK: Boy: 45 pym
Ara parcadan ince
Diiz

SITOPLAZMIK ARTIK: ~ Basin yarsindan az
Sadece orta béliimde olmalidir

Sekil 3. Krugerin kesin Kkriterlerine gore normal sperm (23)



Morfoloji degerlendirmesi yaparken asagidaki morfolojik defekt siniflandirma

kategorileri dikkate alinmalidir (Bkz. Sekil 4), (27).

Bas Defektleri

Bas defektleri sirasiyla genis, kiiciik, yassi, armutlagsmis, yuvarlak, sekilsiz baslar;
vakuollii baslar (bas alaniin %20’den fazlas1 boyanmamis vakuoler alanlarla kapli). Kiigiik
akrozomal bdlge iceren baglar (bas alaninin %40’indan azi) ve cift baslilar veya bunlarin

herhangi bir kombinasyonu seklindedir.

Boyun ve Orta Kisim Defektleri

Boyun ve orta kisim defektleri sirasiyla kirik boyun (boyun ve kuyruk basin uzun
eksenine 90°’den biiyiik bir a¢1 yapmasi), orta kismin basa asimetrik girisi, kalin ve sekilsiz
orta kisim, anormal derecede ince orta kisim (hi¢ mitokondrial kilif yok) veya bunlarin

herhangi bir kombinasyonu seklindedir.

A. Bas bozukluklar

() Yassilngnuyg (b)) Avinutlagmas () Yuvaulak

B. Boyun ve orta kisun bozukluklam

(52) Kivetke Doyun (h) Orta Kisun (i) Kaln () laca
asinaat giris wta kisun

D. Sitoplazmik artik
bozulklufu

K (1) Artik, rormal sporin
bag alanwan = 173 den buyuk

Sekil 4. Insan spermatozoonlarinin bazi anormal sekillerinin sematik ¢izimleri (14)
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Kuyruk Defektleri
Kuyruk defektleri sirasiyla kisa, birden ¢ok, u-seklinde kivrik, kirik veya biikiik
kuyruklar (>90°). Diizensiz genislikte kuyruklar, halkali kuyruklar veya bunlarin herhangi bir

kombinasyonu seklindedir.

Sitoplazmik Artiklar

Normal bir sperm bas alaninin 1/3’den biiyiik olan sitoplazmik kalintilar anomali
olarak degerlendirilir. Genelde orta kismin etrafinda bulunur.

Sadece kuyrugu olan spermler ayrimsal bir morfoloji sayimi i¢inde degerlendirilirler.
Kopuk veya serbest sperm baslari sperm olarak kabul edilemezler fakat ayrica kayit
edilebilirler. Halkali kuyruklar, diisiik sperm motilitesi ile ilgili olabilir veya spermlerin

hipoozmotik bir strese maruz kaldiklarin1 gosterebilir (Bkz. Sekil 4), (27).

ERKEK INFERTILITESINDE SPERM MORFOLOJISININ YERI

Sperm morfolojisinin degerlendirilmesindeki problem spermlerin ¢ok sekilli ve farkli
morfolojik sekillerde olabilmeleridir. Isik mikroskopisi ile yapilan incelemeler ancak sinirli
bilgi verebilmektedir. Elektron mikroskopisi ile yapilan incelemeler ise, hi¢ siiphe edilmeyen
ve ince yapt diizeyindeki bozukluklar1 bile ortaya cikarilabilmektedir. Sperm analizine ait
sonuglar ve smir (cut-off) degerler normal sperm morfolojisine ait kriterlere dayandirilarak
yapilmaktadir. Sperm basina ait ciddi anomalileri olan hastalarda, dollenme saglanabilse bile
gebeligin basarili bir sekilde devami ve canli dogum ihtimali diisiiktiir. ICSI’deki basari
sansinin ise sperm analizi veya sperm morfolojisi ile ilgisi siiphelidir. Sperm dekondansasyon
defektleri ve DNA anomalileri, sperm morfolojisinden bagimsiz olarak spermin dolleme
kapasitesini etkileyen esas faktorler olabilir (29).

Anormal basa sahip spermlerden gelisen embriyolarin normal bir gebelik olarak
devam etme potansiyelleri diisiik bulunmustur. Teratozoospermi ile daha az ciddi erkek
infertilitesi formlar1 karsilastirildiginda, ICSI sonrasinda fertilizasyon ve gebelik oranlari
acisindan belirgin bir fark izlenmemektedir. Oligoastenoteratozoosperminin (OAT) en ciddi
formlarindan elde edilen spermlerde de, daha hafif erkek infertilite formlarindan elde edilen
gebelik oranlarina ulagilabilmektedir ve bu oranlar normal sperme sahip ve konvansiyonel
IVF programlarindan elde edilen gebelik oranlarindan farkli degildir. Motilite, morfoloji veya
saytya ait en ciddi problemler bile ICSI sonrasi gebelik oranlarmi etkilememektedir.
ICSI’deki fertilizasyon basarisizligt spermin morfolojik bozuklugundan degil, kotii oosit

kalitesi veya canli olmayan sperm nedeni ile olmaktadir (15).
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Herhangi anormal bir sperm morfolojisinin neden oldugu, siddetli teratozoosperminin
sonuglarindan biri, fertilizasyon basarisizigidir. Implantasyon ve devam eden gebelik
oranlarinin, diisiik olmasina ragmen ICSI, morfolojik olarak tamamen anormal sperm
hiicrelerinde tek tedavi bigcimi olmaktadir (18). Gebelik olusumunu sistematik bir sekilde
diistinerek, infertilitenin degerlendirilmesinde ve buna yonelik tedavinin diizenlenmesinde bir
algoritma planlanabilir (29).

Erkek infertilitesi, infertil c¢iftlerin yaklasik yarisini olusturmaktadir. Bunlarin %30-
50’sinde de etiyoloji saptanamamaktadir. Bu kisilere 6zel klinik testler prensip olarak erkek

infertilitesinin nedeninin tanimlanmasinda tedaviyi yonlendirebilecekse yapilmalidir (10).

MSOME VE SPERM MORFOLOJISI ILE iLISKiSi

Sperm morfolojisi, dogal ddllenme, intrauterin inseminasyon (IUI) ve geleneksel in
vitro fertilizasyon sonucunu dnceden tahmin etmenin en iyi yolu olarak bilinmektedir. Diger
taraftan siddetli teratozoospermi, globozoospermi ve megalohead vakalarinda diisiik
fertilizasyon, gebelik ve implantasyon oranlar1 bildirilmis olmakla birlikte, diisiik sperm
kalitesi konusunda arastirma yapan yazarlarin biiyiik ¢ogunlugu, sperm morfolojisi ve IVF-
ICSI basarisinin arasinda herhangi bir iliskiyi not etmemislerdir. Bu durumu agiklamaya
yonelik 4 farkli gortis ileri stiriilmuistiir.

Ik olarak, morfolojik olarak normal sperm hiicrelerinin, ICSI prosediirii ile pas
gecilen, disi iireme sistemindeki engellerden ve zona pellucidadan basarili gecisi gereklidir.

Ikinci olarak, siddetli anormal bas sekline sahip sperm hiicreleri (Yuvarlak, biiyiik
veya tapered) genellikle mikroenjeksiyondan 6nce embriyolog tarafindan elenir.

Ugiincii olarak, orijinal menideki rastgele hiicrelerden veya hareketli hiicreler
tizerinden gergeklestirilen sperm morfoloji degerlendirmesi, Ozellikle diisiik mikroskop
biiyiitmesi altinda secildiginde, yumurtaya enjekte edilen tek bir spermin morfolojik kalitesi
hakkinda yeterli bilgi vermeyebilir.

Doérdiincii olarak, ICSI sonucunu etkileyebilecek bazi sperm organel bozukluklari
morfolog tarafindan 1000x biilylitmede veya embriyolog tarafindan 200x-400x biiyiitmede
tesbit edilemeyebilir (37).

Bartoov ve arkadaglar1 tarafindan bu son hipotezi test etmek amaciyla, gergek zamanl
hareketli sperm hiicrelerinin ayrintili morfolojik degerlendirmesine yonelik yeni bir metot
gelistirmislerdir. Hareketli sperm organel morfolojisi degerlendirme (MSOME — Hareketli
Sperm Organellar Morphology Examination) olarak tanimlanan bu metod, invert 151k

mikroskobunda dijital goriintiileme ile 6300x — 8050x biiyiitme elde edebilmek i¢in arttirilan

12



yiiksek giicte Nomarski optik donanimi ile gerceklestirilir (36). Bartoov ve arkadaglari
yaptiklar1 ¢alismada, MSOME karakteristikleri ve ICSI sonuglar1 arasindaki iliskiyi
degerlendirmis ve vakuollii spermin mikroenjeksiyonun, erken abort ve diisiik gebelik oranlar
ile iliskili olabilecegini gostermislerdir (38).

Yiiksek mikroskopik biiylitmeyle seg¢ilmis sperm mikroenjeksiyonu (IMSI-Intra-
cytoplasmic Morphologically-selected Sperm Injection), MSOME tekniginin sperm se¢imi
yapildiktan sonra mikroenjeksiyon isleminin yapilmasidir. IMSI teknigi ile ilgili yapilan
detayli arastirmalarda gebelik oranlarin1 ve implantasyon oranlarimi ylikselttigine, abort
oranlarint disiirdiigii gosterilmistir. Yapilan diger c¢alismalarda fertilizasyon oranlarini
etkilemedigi, en yiiksek kalitede embriyo elde etme oranlarini ve blastosist formunda kaliteyi

yiikseltigi calismalarla kanitlanmistir.

Yapilan caligmalarda; sperm basi igerisindeki genetik materyali igeren niikleus
kisminda bulunan vakuoller, DNA yapisinda hasar bulunabilecegi konusunda ipucu
vermektedir. Sperm DNA yapisindaki hasarlar, dollenme basarisizligi, embriyo gelisiminin
durmasi, kotli ve/veya yavas embriyo gelisimi gibi problemlere sebep olabilmekte,

dolayisiyla gebelik sansini olumsuz etkilemektedir.

Ozellikle siddetli erkek faktorii olan vakalarda, tekrarlayan tiip bebek basarisizliginda
ve nedeni izah edilemeyen infertilite durumlarinda, spermin roliinlii anlamaya ve uygun
yapidaki spermlerin se¢ilmesine olanak veren IMSI sistemi; blastosist evresine ulasabilecek
iyi embriyolarin gelisimine de imkan vermesi yOniinden bu alandaki yeni ve Onemli

gelismelerden birisidir (39-45).

TRANSMISYON ELEKTRON MiKROSKOBU DEGERLENDIRMESI

Isik mikroskobunda ayrintili gériintii en yakin 2 noktay1 ayirdetme (rezoliisyon) ve
biiyiitme (magnifikasyon) ile birlikte saglanmaktadir. Isik mikroskobuyla daha detayli
incelemek amaciyla yapilan biiyiitmelerin arttirilmasi rezoliisyonu azaltacagindan, incelenen
doku ve Ornegin ayrintilar iyi se¢ilemez. Beyaz 15181 dalga boyu uzun oldugundan dolay1
yiiksek biliyiitmelerle incelenen doku ve Ornegin goriintliisi net goriilmez. Elektron
mikroskobunda elde edilen goriintiiler, elektron 1sinlariyla saglanir. Elektron titresimlerinin
dalga boylar1 kiiciik (=0.05 A) oldugundan mikroskobun ¢dziimleme giicii fazladir. Bu
nedenle elektron mikroskobunda canli ve cansiz materyallerin ince yapilarmi incelemek
miimkiin olmaktadir. 1950 yilindan beri molekiiler ve makromolekiiler seviyede hiicrelerin

ince yapilarini transmisyon elektron mikroskobu ile incelenmektedir (47).
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SPERMIN ULTRASTRUKTUREL DEGERLENDIRMESI

Spermin ultrastriiktiirel incelemesi elektron mikroskopisi ile yapilir. Isik
mikroskobunda, biikiilme ya da kivrilma gibi belirgin kuyruk anomalileri ile akrozom
yoklugu tanimlanabilir. Mitokondri, dis yogun fibriller ya da mikrotiibiillere ait anomalilerin
tesbitin de ise elektron mikroskopi degerlendirmesi gerekir. Boyle defektler genellikle ileri
derecede motilite azalmasi ya da hi¢ motilite olmamasi ile sonu¢lanir. Bu olgularda sperm
canlilik testleri yapilmalidir. Boylece 6lii spermler canli fakat hareketsiz spermlerden ayirt
edileceklerdir. Isik mikroskobu ile sperm morfolojisi agik¢a normal bulunan ama in vitro
fertilizasyonda izah edilemeyen basarisizlik gézlenen olgularda da ultrastriiktiire]l anomaliler
saptanmistir. Canlilig1 olduke¢a yiliksek olmasina ragmen motilitesi ¢ok diisiik semen Ornegi
bulunan hastalarda ya da bazi izah edilemeyen infertilite olgularinda elektron mikroskopisi

istenilebilir (19, 48).

NORMAL SPERMIN ULTRASTRUKTUREL YAPISI

Elektron mikroskobunda spermin ultrastriiktiirel yapisi degerlendirilirken asagidaki
degerlendirmelere dikkat edilmelidir. Esas parca, sperm hiicresi kuyrugunda devam eder. Tiim
sperm hiicresi, plasmalemma tarafindan sarilidir. Akrozom, spermatidin golgi aygitindan
olusur. Akrozom fertilizasyon i¢in 6nemli bir rolii oynayan akrozomal proteinaz olan akrozini
igerir. Orta parcanin ekseni, merkezden uzak sentriolden ortaya cikan kuyrugu olusturur.
Kuyruk, dokuz cevresel mikrotiibiil ¢ifti ve iki merkezi mikrotiibiilden olusur (9 x 2 + 2

yapist). Normal bir spermin ultrastriiktiirel yapis1 Sekil 5’te tanimlanmistir (49).

I = Sperm, Bag Bolgesi

1 Niikleer vesikiil

2 Akrozom

3 Niikleus

4 Akrozom sonrasi bolge
IT = Sperm, Boyun Bdlgesi

5 Sitoplazmik droplet

6 Baglanti1 kismi, basla ayni diizlemde
IIT = Sperm, Orta Kisim

7 Mitokondri kilifi

8 Halka
IV = Sperm, Esas Parca

9 Fibroz kilif

10 Aksonem

Sekil 5. Saghkh erkege ait ejakiilat spermi, elektron mikroskop biiyiitmesi x17000, (49)
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Normal sperm tanimlanirken kullanilan secilmis ultrastriiktiirel karakteristik 6zellikler
asagida siralanmistir;

e Sperm tek ve plazma membrani tam olmalidir.

e Sitoplazmik kalint1 olmamalidir.

e Akrozomal kep devamli ve normal pozisyonda, normal sekilli, normal boyutlarda,
yogun icerikli olmalidir.

e Niikleus normal sekilli olmali ve olgun kromatinli olmalidir.

e Mitokondri normal sekilli ve diizgiin yerlesimli olmalidir.

e Dineyn kollari, dig yogun fibriller, fibréz kilif yapisi ve aksonemal yapi normal

olmalidir. Mikrotiibiillerde 9+2 yapis1t mevcut olmali seklinde tanimlanmastir (50).

SPERMLERIN ULTRASTRUKTUREL BOZUKLUKLARI

Spermin ultrastriiktiirel bozukluklar1 elektron mikroskopisi ile tanimlanabilir. Dis-
yogun fibriller, mikrotiibiiller ve mitokondrideki defektler bu incelemeyle ortaya konulabilir.
Aksonemin en yaygin karsilasilan bozuklugu mikrotiibiill ve iliskili yapilarin say1
anomalileridir. Boylece, standart 9 + 2 mikrotiibiil yapisindan sapmalar hareketsiz sperm ile
sonuglanabilir. Glozoospermi, megalohead ve pinhead anomalilerine sahip spermlerinde

ultrastriiktiirel bozukluklari tesbit edilmistir (51-56).

SIDDETLI ERKEK KISIRLIGINA SEBEP OLAN MORFOLOJIK
DEFEKTLER

Siddetli erkek kisirligina sebep olan morfolojik defektler; megalohead,
globozoospermi, tail-stump ve total pinhead seklindedir. Bu spermlerin ortak sonuglar1 olarak
diistik fertilizasyon oranlari, kotii ve/veya yavas embriyo gelisimi, yiliksek anoploidi oranlart,

diisiik implantasyon ve diisiik gebelik oranlar1 elde edilmektedir (57).

MEGALOHEAD

Megalohead anomalisi ilk kez Nistal ve arkadaslar1 tarafindan 1977°de tanimlanmustir.
Teratozoospermi olarak isimlendirilen sekil bozukluklarinin c¢ok 6zel bir tiirii olarak,
megalohead diisiik hareketlilige sahip spermin varligi, degisken sayida kuyruk yapisi,
diizensiz biiyiik boyutlu kafalarin varlig1 ile karakterizedir. Ayrica kromozomal anomaliler ile
iligkili oldugu bilinmektedir. Megalohead ve baz1 6zel anomalilere (Globozoospermi, tail
stump) sahip hastalarin hala infertilite tedavisinde diisiik fertilizasyon oranlari, kotii embriyo

gelisimi, diisiik implantasyon ve gebelik oranlari ile tiip bebek merkezlerinin basarisini
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onemli oranda diisiirmektedir (57).

Megalohead sendromu olan erkeklerde genellikle agir infertilite karsilasilir ve ICSI bu
sorunu agmak icin tek yaklasimdir. Megalohead sendromuna sahip Ejakiilata sik sik pinhead
anomalisine sahip spermler eslik ederken, anormal sperm morfolojili spermler (yuvarlak,
amorf, diizensiz kafa sekli, kuyruk defektleri) ¢esitli yiizdelerle eslik eder (57-62).

Mayoz boliinme defektlerinden kaynaklanan megalohead sendromunun 3 tipi

tanimlanmustir;
Tip 1’de standart biiyilk basli ve c¢ok kuyruklu yapidir. Mikrotiibul ve manset
organizasyonundaki bozukluk nedeniyle bas sekli diizensizdir. Tip 2’de pakiten agamasinda
golgi bollinmesinin gergeklesmedigi, Metafaz I’de asamasinda gelisimi durmus formlardir.
Spermiogenez devam ederek biiyiik ve round bir bas olusturur. Tip 3’iin olusum mekanizmasi
tip 1 ile ayn1 fakat aksonem gelisimi ve aksonemal yapilarin diizeninde de bozukluk vardir
(Bkz. Sekil 6).

Sperm FISH (flourescent in-situ hybridization) incelemelerinde en yiiksek anomali
saptanan gruptur (%45-55). Bu formlar1 igeren sperm Orneklerinde normal goriiniimlii
spermlerde de anomali oraninin yiliksek oldugu gosterilmistir. Bu anomalinin baskin oldugu
orneklerde ayn1 zamanda sperm sayisi, hareketliligi ve canliliginin da diisiik olmasi nedeniyle

yeterli sperm elde edilebilmesi i¢in cerrahi yola bagvurulmasi gerekebilmektedir (66).

Pakiten
kontrol noktast

\ \

A oe d |

Spind! -baglantist
kontrol noktst

A B Cc D F
NORMAL
=
O
S \
20 m@
G H | J K L
Tip2 Tipl
Tp3*
*.ip 1'c beazer fakat atropik kuyruk Bl Goisi kompiesi

] Mikeotuballer (spind, sentrozom, mansety

[ spematidisinde akrozom

Sekil 6. Megalohead olusum mekanizmalari (66)

Ayrica bu hastalarin sperm 6rneklerinde bozuk akrozomlu spermler veya akrozomsuz

spermler de goriilebilir. Diger eslik eden bozukluklar arasinda; pinhead sperm ¢ok siklikla
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megalohead sperm 6rneklerinde bulunabilir. Muhtemelen, pinhead spermlerin kafalar1 sertoli
hiicreleri, epididimal hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edilirken kuyruklar
fagosite edilemez. Megalohead sperm 6rneklerinde, en 6nemli morfolojik belirtiler kuyruklar
olmayan cok sayida sperm basma sahip spermler ve ejakiilatta veya testikiiler sperm
ekstraksiyon soliisyonlarinda bol miktarda olgunlasmamis spermatidler bulunmasidir. Bu
yiizden, megalohead sperm bir¢ok anormal formlarmin varhigi birlikte genotipte ve
spermatogenezdeki hatalar ile iliskili gosterir. Ilgingtir ki megalohead sperm &rneklerinde
sperm canliligmi biiylik Olclide disiiktiir. Testis Orneklerinde bile, diisiik canlilik

goriilmektedir (61).

Megalohead Sperm Sendromu Ile Ilgili Olan Bozukluklar

Yapilan c¢aligmalara gore, spermatogenezin erken asamalarindaki kusurlari, yani
mayoz boliinme eksiklikleri insan megalohead spermlerinde bir digerinin aynis1 kromozomal
yapilarin yaninda (65, 66) sitokinezdeki kayiplar, biiyiik baslt spermler igin yiiksek oranda
triploidi ¢ikmasina neden olabilir (62,67).

Ortaya cikan kusurlara bagl olarak, megalohead sperm Tip I ve Tip II olarak iki
fenotipte smiflandirilabilir. Tip I fenotipteki megalohead sperm iki mayoz bdliinme
geciremeyen germ hiicresinden koken aldigi ve bu hiicrelerin genellikle spermiogenezin
ilerlememesinden otiiri, bu tip sperm tetraploid (4N) kromozomal igerik ile iliskili ve
kuyrugu olmayan bir yuvarlak bas olur. Tip 2 fenotip sonuglarindan mayoz bdliinme
yetmezligi, spermiogenezin spermatid agamasinda durmasi nedeniyle ve bu asamada kuyrugu
olmayan makroniikleer spermatidler ortaya ¢ikar (66). Bununla birlikte, bazi hastalarda,
spermatid farklilagmasi bazen tamamlanabilir. Bu 6rneklerin sonuglarindan mayoz bdliinme
ve spermiogenezin duraklamasi, bir veya daha fazla kuyruklu sperm ile diploid/ veya
tetraploid kromozom igerigine neden olabilecegi belirtilmistir (68—70).

Megalohead spermlerde, golgi kisminin bozuklugu ve niikleer igerigin bozulmasi,
sentrozom ¢ogaltilmasi veya ayrilmasindaki hatalar, monopolar mikrotiibiil ¢ifti ve tek tarafh
mikrotiibiil manget olusumu mayotik hatalarla birlikte olusur (66). Megalohead spermlerin
belirgin 0zelligi sonunda, bir kenarinda tek tarafli manset varligi, bununla birlikte dev bir
niikleus ve akrozomal sekil diizensizligi gibi bazi kuyruklarin niikleusa baglanti pozisyonunda
yetersizlige de sebep olur (70). Bunun disinda mayoz bdliinmenin pakiten asamasindaki
hatalar, biiylimiis kafa boyutu ve normal sperm sayisini agiklar. Bu kontrol noktalari

spermatogenezdeki anormalileri segerek daha sonra tiim siirecleri geciktirirken ve anormal
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spermlerin apoptoza girmelerinden de sorumludur. Perotti, Giorgia, Chemes ve arkadaslar
tarafindan yapilan c¢aligmalarda ilk olarak sperm hiicrelerinin baglayan orta parcasinin,
bagimsiz olarak olgunlagsmamis spermatidlerde niikleustan gelistirdigini gostermislerdir ve
oradaki go¢ mekanizmasinda veya kuyrugun yerlesmesindeki bir kusur pinhead anomalisiyle
iliskin olabildigi veya baslarin kuyruk olmadan olusturdugunu 6ne siirtilmiistiir (71,72)
Chemes ve arkadaslarinin goriiglerine gére pinhead sperm kuyrugun ¢ekirdegin kaudal
kutbuna, hareket mekanizmasinda olan bozuklukdan yada implantasyon fossasi, bazal kismin
olusumunu etkileyen niikleus bozuklugundan kaynaklaniyor (73). Her iki durumda da,
cekirdek ve kuyruk spermatid sitoplazmasi i¢cinde ayr1 olarak gelisiyor ve spermiogenezin
sonunda ayriliyorlar. Bu yiizden baslar sertoli hiicreleri, epididimal hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite ediliyor ama kuyruklar kaliyor. Kahraman ve arkadaslarinin
calismalarinda bulunan kafasiz bir ¢cok kuyruk ve 6zellikle megalohead semen 6rneklerinde
kuyruksuz bir ¢ok kafanin bulunmasimi agiklayabiliyor. Hem semen, hem de hastalarin

testikiilar 6rneklerinde anormal kafali sperm 6rnekleri bulunmustur (61).

Megalohead Spermin Genetik Kokeni

Kahraman ve arkadaslarinin ¢alismalarinda megalohead sendromu olan 17 hastanin
sonuglart analiz edilmis, hastalarin yarisinda ailevi megalohead sendromu vakalarinin
goriilmesi kuvvetli sekilde megalohead sperm sendromunun genetik kokenli olabilecegini ve
bir sonraki kusaga gecebilecegi belirtilmistir (61). Benzachen ve arkadaslar1 bir ¢ok kisirlik
vakas1 ve prenatal 6liim vakasi olan ailevi gegmise sahip siddetli teratozoospermia vakasini
rapor etmisler. Bu hastalarda sperm kromozom analizi %100 poliploidi oldugunu gostermistir.
Bu yiizden, ailenin bagka bireyleri arasinda kisirlik ge¢misi olmasi, morfolojik sperm
defektlerinin yiiksek oranda kromozomal anormallikle iligkili olmasi spermatogenez

bozukluklarinin genetik kokenli olmasi ile iligkilendirilebilir (74).

Ailevi ge¢misi olan vakalardan bagka, hayvan deneylerinde spermatogenezin mayotik
evresindeki genetik bazli bozukluklar: tesbit etmisdir. Mayotik bozukluklardan kaynaklanan
anomaliler daha c¢ok Drosophila’nin infertil mutantlar1 iizerinde c¢alisilmistir. Mayotik
iplik¢iklerde olan fonksiyonel bozuklugu olan mutant tipinde poliplodisi olan spermatidler
analiz edilmistir. Bir bagska mutasyon kismi iplik aktivitesi sonucunda ortaya cikan g¢ok
cekirdekli spermatide sebep oluyor. Fare modellerinde simdiye kadar, direk veya indirek
olarak mayotik boliinmede rolii olan genin 120 knock-out (genin silinmesi) faresi, 17

inaktivlestirilmis gen dahil, spermatogeneze bagli infertiliteyi arastirmak igin yapilmustir.
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Mutant hayvanlardan gelen mayozda rol alan faktorler bilgisi sayesinde mayotik boliinmedeki
bozukluklar sonucunda ortaya c¢ikan insan sperm fenotiplerinin mekanizmalarini taklit

etmemize imkan veriyor (75-81).

Yakin zamana kadar spermatogenezde etkili olduguna inanilan aday genler ve
insanlarda mayotik bozukluklara sebep olan mutasyonlar iizerindeki c¢aligmalar sonug
vermemisti. Dieterich ve arkadaglari tarafindan 2007’de yapilan calismada spermin kafa
Olclisliniin bliylimesine sebep olan aday geni ortaya ¢ikardilar. Megalohead sperm sendromu
olan 10 infertil erkek hasta analiz edilmisler. Bu hastalarin hepsinde aurora kinase C
(AURKC) geninde 3. eksonda homozigot sitozin delesyonu tesbit edilmistir. AURKC hiicre
periyodunda bulunan bir serin/threonin kinazidir ve testisde yiiksek oranda salgilanmaktadir.
Ayn1 zamanda sitokinez, mitoz ve mayozda da rolii var. AURKC salgis1 mayozla sinirlanmis
gibi goziikiiyor. Bunun yanisira c¢alisjma AURKC'deki mutasyon protein sentezinin
tamamlanmadan durmasina yol acarak kinaz domain olmayan kesik bir proteinin olusmasina
sebep oldugunu tesbit ediyor. 5 AURKC mutasyonu tasiyan hastanin 3-renkli FISH
(kromozom 18, x ve Y) analizi sonucunda analiz edilmis spermnin sadece 8%  inin haploid
icerige sahip oldugu ortaya ¢ikiyor. AURKC'deki mutasyonun aktif olmayan protein
tiretimine sebep olarak ayni zamanda kromozomal segragasyon ve buna iliskin sitokinez
bozukluguna, dolayisiyla biiyiik kafali, ¢ok kuyruklu poliploid spermin iiretimine sebep
oldugu bildirilmistir (46).

GLOBOZOOSPERMI

Globozoospermi akrozomun tamamen yoklugu, sperm orta bdlgesinin bozuklugu,
zona’ya baglanamama ve infertilite ile ortaya ¢ikan, heniiz genetik nedeni tam olarak
belirlenememis nadir goriilen bir durumdur (82). Androloji kliniginde incelenen hastalarin
%0,1’inde akrozomal yapilarin tamamen yoklugu saptanmaktadir (83). Globozoospermi ilk
defa 1965 yilinda Myhdéfer tarafindan ortaya konuldu (84). Daha sonra Schirren ve Holstein
grubunun 1971 ve 1973 yillarinda yayinladiklari iki makale ile bu yuvarlak bagl spermlerdeki
akrozom yoklugu tanimlanmistir (85,86). Spermiogenez sirasinda golgi cisimciginden gelisen

akrozomal vesikiil olusamaz ve bu nedenle ‘kiiresel (globe)’ seklinde sperm baslar1 goriiliir.
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Sekil 7, 8. Globozoosperminin elektron mikroskopi goriiniimleri (95)

Kiire seklindeki sperm bas1 ile beraber biiyiik vakuoller iceren anormal sekilli niikleus
mevcuttur. Kromatin sferik bir yapida yayilmakta ve etrafinda degisen oranlarda bir sitoplazma
ile ¢evrilmektedir. Spermin orta bdlgesi ve kuyrugunda da yapisal anomaliler gézlenmekte ve
genellikle beraberinde mitokondrinin de anormal oldugu belirtilmektedir. Akrozom
yoklugunun sebepleri konusunda farkli goriisler mevcuttur. Akrozomun niikleustan ayri
gelistigi ve artik sitoplazma ile birlikte sertoli hiicresi i¢inde kaldigi gosterilmistir. Kaudal
manget yoklugu ve Calisin proteinin yoklugu yuvarlak bas yapisina sebep olan iskelet
problemleri olarak gosterilmigtir (87-89). Sekil 7 ve 8’de globozoospermi’nin elektron
mikroskopik fotograflar1 gosterilmistir (95). Bu hastalarda semen analizi, konsantrasyon ve
motilite yoniinden normaldir. Ejakiilatta gézlenen spermlerin akrozomlar1 bulunmayacagi i¢in,
yuvarlak bagli olarak izlenirler. Normal sperm analizi bulunan erkeklerde ¢ok nadiren boyle
spermler de gozlenebilir (28).

Tanm1 morfolojik degerlendirme ile konulur. Cok nadir goriilen bir patoloji olmasi
nedeniyle deneyimli bir andrologun konsiiltasyonu ile bu hastalar saptanabilmektedir.

Her ne kadar, “total globozoospermide tek sans ICSI’dir” dense de, sperm morfolojisinin ICSI

sonras1 fertilizasyon oranlarini etkiledigi patolojidir (15).

GLOBOZOOSPERMI’DE ULTRASTRUKTUREL ARASTIRMALAR

Globozoospermi’nin iki alt tipi tanimlanmistir (90). Tip I akrozom; akrozom igeriginin
tamamen yoklugunu ifade eder. Hastaligin klasik formu olup, spermin insan oositini fertilize
etme yetenegi bulunmaz (28). Tip I’de kromatin sferik olarak dagilmistir ve akrozom tamamen
yoktur. Spesifik proteinaz olan akrozin ve akrozomal membran da tamamen yoktur. Bu
nedenle sperm zona pellusida’yr gegemez. Aksonem, kuyruk, mitokondri ve mikrotiibiillerde

yapisal bozukluklar goriilebilir. Akrozomun yoklugu temel boyalarla kolaylikla
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gosterilebilmektedir. Bas igerisinde biiylik vakuoller gézlenir (Bkz. Sekil 9).

*

Sekil 9. Tip I Round Sperm Sekil 10. Tip II Round Sperm

Tip II defekt tagiyan sperm ise akrozom kalintilart bulundurabilir ve bu nedenle oositi
fertilize edebilecek bir miktar potansiyele de sahiptir. Tip II’de ise koni seklinde bir niikleusla
beraber bir miktar akrozom mevcuttur. Niikleus etrafinda sitoplazmik halkaciklar vardir; ve bu
durum baz1 sekonder dejeneratif degisikliklerin olduguna isaret eder. Infertilite nedeni kotii
motilitedir ve gonadotropinler kullanilarak gebelik elde edilebilmistir (Bkz. Sekil 10), (91). Bu
iki grubun, klinik davranigi belirlemesinden otiirii iyi ayirt edilmesi gerekmektedir. Niikleer
proteinler elektroforetik olarak degerlendirildiginde globozoospermide normal sperme oranla
histon ve intermediate proteinlerin daha fazla bulundugu, ancak protaminlerin daha az oldugu
saptanmistir (92,93). Bir diger ¢alismada Fosfolipaz A2 diizeyinin farkli olmadigi ama

elektroforezde major protein bandlarinda eksiklikler tesbit edilmistir (94).

GLOBOZOOSPERMI’DE GENETIK ARASTIRMALAR

Erkek infertilitesi ile kromozomal anomaliler yakin iliski igerisindedir. Genel
populasyona gore infertil erkeklerde 10 kat daha fazla normal dist kromozomal yap1
saptanmistir. Baz1 translokasyonlarda kromozomal yonden normal dis1 sperm saptanma orani
%350 olup asil olarak bu translokasyonda rol alan kromozomlarla iligkilidir. Her ne kadar gecis
paterni kesin olarak gosterilememis olsa da ailesel olgular goriildiiglinden bu hastaligin genetik
bir temeli olmas1 gerektigi diisiiniilerek degisik yazarlarca otozomal resesif, monogenik veya

poligenik gecis olabilecegi one siiriilmiistiir (95).
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TAIL STUMP

ICSI sonuglari, ejakiilatlarinda sadece immotil spermleri olan hastalar icin genelde
kotiidiir. Immotil silya sendromu olan hastalardaki ICSI sonuglarinin neden bu kadar kétii
oldugu netlik kazanmamustir. Ince yap1 diizeyindeki defektler sentrozom benzeri mikrotiibiiler
yapilar1 da etkiliyerek ICSI sonrasi fertilizasyon basarisizligina ve kotli embriyo gelisime yol
aciyor olabilir. Primer silyar diskinezi ile ilgili bir durum olmas1 muhtemel patolojilerden biri
olan “Tail Stump” sendromunda, kuyrukta morfolojik defektler s6z konusudur ve bu durum
nedeniyle hareketsizlik ortaya ¢ikmaktadir (15).

Fibroz kilif displazi veya tail stump sendromu 1987 yilinda Chemes ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmistir. Bu patoloji asir1 astenozoopermi, spermlerin total hareketsizligi ve
sperm fibroz kilif organizasyonunda ciddi sorunlara yol agmasiyla karakterize edilmistir (96).
Daha sonra yapilan ultrastriiktiirel ¢alismalarda bu hastalarda kronik solunum sikayetleri
goriilmesi ile birlikte klasik dineyn yapisinin eksikligi eslik etmesiyle ilgili oldugu anlagilmis
ve immotil silya sendromu, fibréz kilif displazisi seklinde tanimlama getirilmistir (97). Bu
hastalarda primer infertilite Oykiisii izlenmis ve bu hastalar klinik tedavilere ve in vitro
fertilizasyon gibi klasik yontemlere cevap vermemistir. Transmisyon elektron mikroskobu,
fibroz kilif displazili sperm mevcut olan hastalarda siddetli aksonemal ve periaksonemal
degisikliklerin anlasiimasinda etkili olmustur. Infertil erkeklerde goriilen benzer kusurlu sperm
kuyrugu insanlarda ve baz1 memeli tiirlerinde de tesbit edilmistir. (98).

Hipertrofi ve hiperplazi sperm kuyrugunun kisa, kalin ve irregiiler olmasina yol agar.
Kuyrugun 6zel bir sekilde kisa ve kalin kalmasina bagh giidiik kuyruk sendromu (Stump-Tail)
olarak da literatiirde yer almistir. Bu tip problemler ge¢ spermiyogenez doneminde
gergeklestigi icin testikiiler orijinlidir ve fibroz kiliftaki bozukluklar tim spermleri etkiledigi

icin ciddi motilite sorunlarina yol acar (30).

y £ . .

Sekil 11. Tail Stump Sekil 12. Dag Defekt. Sekil 13. Biiyiikbas-Cift Kuyruk

Aksonem yapisindaki fibroz kilif yapisiyla beraber olan bozukluklar longitudinal
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kolonlarla, transvers kolonlar arasindaki uyumu bozar. Bazilarinda sadece merkezi ikilide ve
giic kollarinda kayip saptanirken, bazilarinda 9+2 aksonemal yap1 tamamen kaybolmaktadir.
Bu yap1 bozukluklar1 tail stump morfolojisine ait spermlerde rastlandigi gibi; dag defekt,
bliytlik bagli, ¢ift bagh ve ¢ift kuyruklu spermlerde gozlenmektedir (Sekil 11-14).

Aksonemde Yapisal Bulgular

Aksonemde yapisal bulgular; i¢ ve dis gilic kollarinda kayip, i¢ kollarinda kayip, dis
kollarda kisalik, i¢ kollarin neksin baglantilar1 ve radyal uzantilarda kayip, mikrotiibiiler
ciftlerde bozulma, dis giic kollarinda kayip, radyal olmayan baglant1 ve baglanti baslarinda
kayip, santral mikrotiibiiler ¢iftlerin eksik veya defektif olmasi seklindedir (Bkz. Sekil 14).

Santral doublet kaybi 5+2 aksonem yapisi Paliaksonem

Sekil 14. Aksonem anomalileri (96)

Silya ve kuyruklarda dineyn kollar1 eksiktir. i¢ ve dis kollar yok ise, sperm hareketsiz
kalacaktir. Ancak sadece dis kol yok ise sinirlt sperm hareketi vardir. Yine aksonemin aksesuar
yapilarindaki bozukluklarda ise hareket kaybindan ¢ok, hareket bozukluklar1 gozlenir. Ancak
bu tantyr koyabilmek igin ¢ok sayida kesitin elektron mikroskopik incelemesi gereklidir. ik
kez Kartagener tarafindan 1933’te 4 olguda situs inversus, bronsektazi ve kronik siniizit
tablosu ile tariflenmistir. Immotil silya sendromu saptanan olgularin (siklig1 1:20000) yaklasik
%350 oranindaki bir grubu Kartagener sendromu tanisi alir. Otozomal resesif gecis soz
konusudur (96).

Fibroz kilif displazisi ¢esitleri Mitchell ve arkadaslar tarafindan 2006°da 6 farkl: tipte
tanimlanmustir.

e Tip I: D1s Dineyn kollar eksiktir (a).
e Tip II: Radyal kollar eksiktir (b).
e Tip III: Merkezi mikrotiibiil ¢ifti eksik (9+0 yapis1) ve kuyruk yapis1 uzamamaistir (c,d).
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e Tip IV: Aksonemal mikrotiibiil ¢iftleri kismen eksiktir. Kivrilmis ve diizensiz kuyruk
yapist eslik edebilir (e,f).

e Tip V: Dense fibrillerin yerlesimleri diizensizdir (g).
e Tip VI: Orta-kisim uzamustir (h) (Bkz. Sekil -15, Bar; a,b,c.e,g: 0.1 pm, d,fh: 1 pm)
(99).

Sekil 15. Fibroz kihif displazisi cesitleri (99)

Immotil Silya Sendromu

Nadir, konjenital bir anomalidir. Sperm kuyrugunun aksonemine ait yapisal bir
bozuklugudur. Standart 9 + 2 mikrotiibiil yapisindan sapmalar immotil sperm ile
sonuglanabilir. En sik gozlenen defekt hem i¢ hem de dis dineyn kollarinin tamamen
yoklugudur. Diger bozukluk ornekleri i¢ ya da dis kollarin ayr1 ayr1 yoklugunu igerir. Bazi
olgularda, biitiin spermler ayn1 defekti tasimayabilir. Aksonem yapilarin komplet yoklugu

nadirdir. Immotil silya sendromlu hastalarda degisken kollar ve mikrotiibiillerin
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transpozisyonu gibi kuyrukta ultrastriiktiirel defektler de tanimlanmistir. Dolayisiyla bu
sendrom heterojen bir tablo olup, bazi spermler motilite gdsterebilirler. Dig yogun fibril
bozukluklarina mikrotiibiil anomalilerinden daha az rastlanilir. Bu yapilarin bozukluklarinda,

kuyruk hareketlerinin normal olmadig1 hareketsiz sperm gelisir.

9+0 Sendromu

Sperm kuyrugunun bir diger striiktiirel defektidir. Santral mikrotiibiil ¢ifti yoktur ve
buna bagli olarak sperm motilitesi kaybolur. Nadir bir anomali olup, 1/1000 sikliginda
gozlenmektedir. Kardesler arasinda gozlenmesi, genetik nedenleri diisiindiirmektedir. Genelde

tiim spermler etkilenmislerdir (28).

TOTAL PINHEAD

Pinhead anomalisi kuyrugun bastan koparak ayrilmasi seklinde tanimlanmistir.
Bastaki bazal bolgenin akrozomun karst kutbundaki niikleusa tutunmasindaki bozukluk
spermiasyonda baslarin ve kuyruklarin ayrilmasina neden olur. Bu baglar absorbe edilir ve
semende yalniz basina kalan kuyruklar ‘Pinhead’ defektini olustururlar. Bu defektin genetik

olarak aktarildigina inanilmaktadir (28).

Sekil 16. Tip I pinhead (101) Sekil 17. Tip II pinhead Sekil 18. Tip III pinhead (101)
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Pinhead anomalili spermler anormal baslarla birlikte sperm hiicrelerinin ¢esitli
formlarinin arasinda goriilen nadir bir anomalidir. Pinhead anomalisi ¢ok az dikkate alindigi
icin karakteristigi hakkinda az bilgi mevcuttur. 1981'de, Perotti ve arkadaslari, infertil bir
hastalarinda sperm hiicrelerinin ¢ogunun bassiz oldugu ve bu sperm hiicrelerinin kafasinin
kesildigini belirtmislerdir. Chemes ve arkadaslar1 3 infertil hastada yaptiklart incelemede
sperm kafasinin kesildigini not etmislerdir. Pinhead veya bassiz sperm hiicrelerinin testikiilar
kaynakli ve kuyruga sahip bir spermatidten ve niikleustan bagimsiz olarak gelistigi

belirtilmistir (100).

- o

Sekil 19. Pinhead cesitleri (101-104)

Tip I Pinhead’te normal kamg¢1 ve birka¢ bas sonlanmasi ile birlikte hicbir niikleer

icerik bulunmamaktadir. Tip II Pinhead’te normal bir orta pargasi olabilir bununla birlikte bir
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sitoplazmik kalintiyla gevrilidir. (Bkz. Sekil 19A ve B) Tip III Pinhead’te orta parca ile
degisik acilarla gevsek baglantili sperm baslar1 gézlenir (Bkz. Sekil 19C)

Chemes ve arkadaslar1 pinhead spermleri orta kisma baglanma yapisina gore
siniflandirilmistir. Bunlar;

e Tip I, Kuyrugun ucunda bir veya iki sentriol var. Bu sentrioller kii¢iik sitoplazma

artiklariyla ¢evrilidir (Bkz. Sekil 16).

e Tip II, Gelisimin ileri evresinde biiyiik globuler sitoplazmik droplet igermektedir

(Bkz. Sekil 17).

e Tip III, Sperm basi mevcut fakat orta kisimdaki anormal hizalanmadan dolay:

proksimal baglanma s6z konusudur (Bkz. Sekil 18), (101-104).

Gevsekge baglantili  baslarin  bulunmasi, implantasyon kisminin oldugu ve
olgunlagmamis spermatidten niikleus ve flagellar kok desteklerinin arasinda baglant1 olmadigi
seklinde yorumlanmistir. Yapilan ¢aligmalarinda yedi hastanin daha spermiogenez esnasinda
boyun bolgesinin patolojik gelismesinden tiiredigi bu sendrom, anormal spermin diger
formlarinda gosterilen anormal bas-orta kisim baglantilarin1 kapsadigi gibi bassiz sperm
hiicrelerinin diisiincesi genisletilmistir (Bkz. Sekil 19), (101).

Olgun spermatidin sentrioliinden, olgun spermlerin kuyruk aksonemi meydana gelir.
Spermiogenezin 1. safthasinda distal sentriyol aksonemi niikleusa kademeli olarak yaklasarak
yapisir. Farklilasan spermatid niikleusu kaudal kisma dogru go¢ eder. Niikleusun kuyruga
yapistig1 yerde sig bir konkav yapi olusur. Buna implantasyon fossast adi verilir.
Implantasyon fossasida sentriol ve niikleus ile yakin iliski i¢indedirler. Niikleusun dis ceperi
elektron acgisindan yogun dar bir tabaka gelistirir. Bu bazal plate olarak adlandirilir (102,
103).

Pinhead sperm mekanizmasi hakkinda ¢esitli hipotezler 6ne siiriilmiistiir.

e (Golgi kompleksine ait vesikiillerin asir1 liretimi ile ortaya ¢ikabilmektedir.
e Agir iiretim nedeniyle bas-kuyruk baglantisindaki hassasiyet artmaktadir.
e Baz vakalarda ise sperm aksinde yanlis hizalanma sebebiyle, niikleusun lateral

pozisyonuna 90 ile 180 ile baglanamamasindan kaynaklanmaktadir (103, 104).
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GEREC VE YONTEMLER

HASTA VE KONTROL GRUPLARI

Bu caligmaya Memorial hastanesi yardimci ilireme teknikleri ve genetik merkezi
poliklinigine basvuran ve siddetli erkek kisirligina sebep olan morfolojik sperm
bozukluklarindan megalohead, tail stump, globozoospermi ve pinhead anomalilerine sahip
erkek bireyler arasindan segildi. Calismamiza megalohead anomalisine sahip 4 hasta,
globozoospermi anomalisine sahip 6 hasta, tail stump anomalisine sahip 8 hasta, total pinhead
anomalisine sahip 2 hasta dahil edilmis olup, goniilli fertil 3 bireyden kontrol grubu

olusturuldu. Tiim hastalara ¢aligma 6ncesi bilgi verildi ve onam formu doldurulup imzalatildu.

SEMEN ORNEGININ ALINMASI

Semen Ornegi hastalardan en az 3 giin en fazla 5 giinliikk cinsel perhiz uygulamasi
sonrasi, mastiirbasyon teknigi ile elde edildi. Hastaya, androloji laboratuvarindaki biyolog
tarafindan steril semen kabina hastanin adi, soyadi ve tarih yazilip, semen verirken dikkat
edilecek hususlar, biyolog tarafindan sozlii olarak anlatildi ve ayni zamanda bu bilgilerin
bulundugu yazili bir form verildi. Semen 6rnegi alinan hasta énemli bir viral enfeksiyon
(HBV, HCV vb.) tasimast durumunda semen kab1 ve hasta formu iizerine, kontaminasyon

riski ile ilgili not diisiildii.
SEMEN ANALIZiNiN DEGERLENDIRILMESI

Semen Orneginin incelenmesi normal likefaksiyon siiresinin (20- 30 dakika) hemen

bitiminde gerceklestirildi. Konsantrasyon, motilite ve morfoloji parametreleri degerlendirilip
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semen analizi 6n kayit formuna kayit edildi. Bununla birlikte voliim, aglutinasyon, pH, sperm

dis1 immatiir germ hiicreleri, eritrosit, 16kosit ve epitel hiicreleri varsa ayrica degerlendirildi.

SPERM KONSANTRASYONUNUN DEGERLENDIRILMESI

Sperm konsantrasyonu, semenin likefiye olmasini takiben Oncelikle semen Grnegi
pastor pipeti ile birka¢ kez pipetlenerek homojenize olmasi saglandi. Mikropipetle 5-10 pl
alinarak makler sayma kamarasinda (Makler® Counting Chamber - Israel) 20x biiylitmede faz
kontrast mikroskopta (Olympus CH 30, Tokyo, Japan) sperm sayis1 mililitre basina milyon

cinsinden belirlendi.

SPERM HAREKETLILIGI VE PROGRESYONUN DEGERLENDIRILMESI

Motilite ve progresyon degerlendirmesi 151k mikroskopu (Olympus CH 30, Tokyo,
Japan) ile 20x biiyiitmede DSO kriterlerine gore en az 100 sperm sayilarak total motilite,
progresif motilite, yavas progresyon, yerinde hareket ve hareketsiz sperm yiizdeleri
hesaplandi. Sayilan 100 spermin hareketli olanlarmin ylizde olarak degeri, sperm total

motilitesi olarak hesaplandi.

SPERM MORFOLOJi DEGERLENDIRILMESI

Degerlendirme sonrasi likefiye olmus semen 6rnegi 1/1 oraninda sivi1 besiyeri
(ALLgrad wash- Canada) ile homojenize edildikten sonra 1000 devirde 10 dakika santrifiij
(Heraus Megafuge 40- Germany) edilerek konsantere edildi. Ust kisim atildiktan sonra
pelletin iizerine 0.25 ml siv1 besiyeri konularak homojenize edildi. 10 pl alindiktan temiz bir
lam {izerine damlatilarak ince bir yayma hazirlandi. Havada kuruduktan sonra yayma spermac

boyama (Spermac Stain-Fertipro-Belgium) prosediirii uygulandi.

Fiksatif 5-30 dakika
Distile su Birkag kez yikanir.
Spermac A boyasi 1-2 dakika

Distile su Birkag kez yikanir.
Spermac B boyasi 45 saniye

Distile su Birkag kez yikanir.
Spermac C boyasi 1 dakika

Distile su Birkag kez yikanir.

Kuruduktan sonra i1s1k mikroskobunda 100x biiylitmede, immersion yagi ile faz
kontrast mikroskobunda (Olympus Bx50, Tokyo, Japan) degerlendirme yapildi. En az 100
ardisik sperm sayilarak normal, kii¢iik basli, uzun basl, ¢ift bash, kuyruk anomalili, boyun ve

orta kisim anomalili, amorf ve coklu anomalili formlar ve spermin spesifik striiktiirel
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bozuluklari; megalohead, tail stump, globozoospermi, pinhead anomalileri yiizde cinsinden

sperm morfoloji degerlendirme formuna kaydedildi ve bulgular fotograflandirildi.

SEMEN ORNEKLERININ MSOME iCiN HAZIRLANMASI

MSOME igin sperm kaynagi olarak taze ejakiilat kullanildi. Her 6rnege gore uygun
sperm hazirlig1 gerceklestirildi. Sperm hazirligi sonunda spermler 0,2 ml HTF soliisyonu
icerisinde siispanse edilerek 37°C’de muhafaza edildi. Degerlendirmesi i¢in cam tabanli steril
petri kab1 lizerinde hazirlanan ve {lizeri steril parafin yagi ile kaplanan 10 ul’lik %10’luk
araligindaki sivi besiyeri damlacigi i¢ine hazirlanan semen 6rneginden yaklasik 5000 sperm

icerecek miktarda insemine edildi.

SEMEN ORNEKLERININ MSOME iLE DEGERLENDIRILMESI

19” LCD monitor

-

........ e

Cam tabanh kap . > "":

63X objektif . __

Kameras——+

Sekil 20: Hareketli sperm organel degerlendirmesi icin gerekli mikroskop diizenegi

Sperm degerlendirilmesi DIC objektif ve DIC kondenser ile donatilmis Zeiss Axio
Observer Al invert mikroskop kullanilarak gerceklestirildi. Goriintiileme i¢in 1.0 x kamera
adaptort ile mikroskoba eklenen 1/3” Sony DxC-390P 3 CCD video kamera ve 19” Samsung
LCD monitor kullanildi. Elde edilecek toplam biiyiitme oran1 8050x olarak hesaplandi; (Bkz.
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Sekil 20), (63x objektif x 1.6x Optobar x 1/3” kamera x 1.0x adaptor x 19 monit6r=8050x).
Semen Orneklerinin  MSOME kriterleri genel siniflandirma i¢in Bartoov’un
tablosundan faydalanildi. MSOME isleminde 6 organel (akrozom, niikleus, akrozom sonrasi

lamina, boyun, orta kisim ve aksonem) incelenip bulgular fotograflandirildi (Bkz. Sekil 21).

Bartoov Siniflandirmasi

Akrozom

Nukleus

=  Akrozom
Lamina .

Boyun = Lamina
Mitokondri = B
oyun

=  Mitokondri

=  Aksonem
Aksonem = Niikleus

Sekil 21. Bartoov’un siniflandirmasinda degerlendirilen organeller (36)

Normal Sekilli Niikleus: Diizgiin, simetrik ve oval konfigiirasyonlu olmali, ayrica

ortalama boyunun 4.75 + 0.28 pm ve eninin 3.28 £+ 0.20 um olmalidir.

Niikleer Kromatin: Niikleer kromatin yapisinin normal oldugunun sdylenebilmesi
icin normal niikleer alanin 4% den daha fazla alan1 kaplayan 1 veya daha fazla vakuoliiniin

olmamasi gerekir (36).

ELEKTRON MiKROSKOPiK INCELEME

Sperm Ornekleri rutin elektron mikroskopik icin oncelikle 2700 devirde 10 dakika
santrifiij edilerek konsantrasyon elde edildi. Ornek %2,5°luk gluteraldehitte (Gluteraldehit
EM Grade %50 cat. No: 16320) 4-6 saat fikse edildi. Sperm konsantrasyonun daha sonraki
elektron mikroskopik takip islemlerinde dagilmamasi i¢in %2’lik saf agara gomiildii. Daha
sonra Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji boliimiinde rutin elektron

mikroskopik incelemeler i¢in uygulanan takipler uygulandi.

Elektron mikroskopik incelemeleri i¢in;
1. Glutaraldehit (pH’s1 7.3, % 2.5’luk ) 1-4 saat prefiksasyon

2. Fosfat tamponu 1 gece

31



3. OsO4 (% 1’lik) 1 saat postfiksasyon

4. Fosfat tamponu 15 dakika yikama
5. Dehidratasyon
o % 50 Alkol 10 dk
o % 70 Alkol 10 dk
o % 90 Alkol 10 dk
o % 96 Alkol 10 dk
o % 100 Alkol 20 dk
o % 100 Alkol 20 dk
o % 100 Alkol 20 dk
6. Propilen oksit (Saydamlagtirma)
o Propilen oksit I 20 dk
o Propilen oksit II 20 dk
o Propilen oksit III 20 dk
7. Propilen oksit + araldit (Inkliizyon)
o 3 hacim Propilen oksit + 1 hacim Araldit 1 saat
o 1 hacim Propilen oksit + 1 hacim Araldit 1 saat
o 1 hacim Propilen oksit + 3 hacim Araldit 1 gece
8. Saf aralditte bekletme 1 saat

9. Kapsiile gdbmme, etiketleme
10. 45 °C’lik etiivde lgiin
11. 60 °C’lik etiivde 2 giin bekletildi.

Bloklarin kesim bolgelerini belirlemek amaciyla, yar1 ince kesitler alinarak
(RMCMTX Ultramikrotom Amerikan), azur mavisiyle boyandi. Belirlenen bolgelerden 40—
60 nm kalinliginda ince kesitler alinip, kesitler uranil asetat ve kontrast1 artirmak amaci ile
Reynold’un kursun sitrat boyalari ile boyandi. Bu kesitler Jeol 1010 elektron mikroskobunda

incelenerek, bulgular fotograflandirildi.
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BULGULAR

KONTROL GRUBUNA AIT MORFOLOJIK BULGULAR

Kontrol Grubunda Isik Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait deneklerden alinan semen Ornekleri, rutin spermac boyasi ile
boyanip kruger kriterlerine gore degerlendirildiginde; sperm baslarinin sekilleri genellikle
oval, boylart1 4.0 — 5.0 um ve genislikleri de 2.5 — 3.5 um aralifinda idi. Spermlerin boy ve
genislik degerlendirmesi okiiler bir mikrometre ile yapildi. Spermlerin bag bolgelerinde %40-
70’1ni kapsayan iyi belirlenmis bir akrozomal bolge mevcuttu. Spermlerin ¢ogunun orta kismi
diizgiin, spermlerin boyunun sperm bas uzunluguna orani 1.5-2.0 arasinda ve basa aksiyel
olarak baglanmis durumdaydilar. Kuyruklar diiz, orta kistmdan ince, kivrilmamis ve yaklasik
40-50 pm wuzunlugundaydi (Resim 1). Degerlendirilen spermlerde normal sperm
morfolojisine sahip spermlerin yaninda anormal morfolojili spermlerde mevcuttu. Bazi
spermlerde normal bas alanmin yarisindan az miktarda sitoplazmik kalinti vardi. Kontrol
grubuna ait sperm morfoloji degerlendirmesi normal sinirlar i¢indeydi. Genel itibariyle birgok

sperm normal veya normale yakindi (Resim 2).

Kontrol Grubunda MSOME Bulgulan

Kontrol grubunda yapilan MSOME isleminde 6 organel (akrozom, niikleus, akrozomal
sonrast lamina, boyun, orta kisim ve kuyruk) incelendi. Degerlendirilen spermlerde
akrozomlar basin 6n kisminda, diizgiin yapili vakuol icermiyordu, akrozomal sonrasi lamina
diizgiin yapili idi. Boyunlar bagstan aksiyel olarak ¢ikish sitoplazmik kalintilar icermiyordu.

Mitokondriler boyun kisminda diizgiin yerlesimli ve boyun kisminda mitokondri eksikligini
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ve dagmikligini gosterecek bozukluklar tesbit edilmedi. Kuyruklar diizgiin bigimli, orta
kisimdan ince, kivrilmamis ve yaklagik 40—50 pm uzunlugundaydi. Niikleuslar incelendiginde
normal sekilli diizgiin, simetrik ve oval konfigiirasyonlu olduklar1 gozlendi (Resim 3).
Spermlerin niikleer kromatin yapisinin normal oldugunun sdylenebilmesi i¢in normal niikleer
alanin 4% den daha fazla alan1 kaplayan 1 veya daha fazla vakuollerin olmamas1 gerekir.
Normal olarak degerlendirilen spermlerde vakuolizasyon gozlenmemistir. Kontrol grubunda
yapilan MSOME isleminde spermlerin degerlendirilmesi normal sinirlar i¢indeydi. Genel
itibariyle bircok sperm normal veya normale yakindi. Normal sperm morfolojisine sahip

spermlerin yaninda anormal morfolojili spermlerde mevcuttu (Resim 4).

Kontrol Grubunda Elektron Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubunda yapilan elektron mikroskopik degerlendirmede spermlerin
akrozomal kep kismi normal sekilli, devamli ve basin 6n kismini %50-60 oraninda
kaplayacak boyutlarda ve yogun igerige sahipti. Niikleuslar normal sekilli, olgun
kromatinliydi. Kuyruklardaki aksonemal diizenler normal sekilliydi (Resim 5). Fibréz kilif
yapilart normal ve bir biitiin halindeydi. Gozlenen mikrotiibiil yapilarinin biiyiik
cogunlugunda 9+2 yapisi mevcuttu (Resim 6). Mitokondriler normal sekilli ve sperm

boyunlarinin her iki tarafinda simetrik ve diizgiin yerlesimliydi (Resim 7).
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Resim 1. Kontrol grubunda normal sperm goriintiisii: Bas bolgesinin %50’sini
kapsayan iyi belirlenmis bir akrozomal bélge goriilmekte («). Orta
kisim ince uzun, basa aksiyel olarak baglanmis durumda, sitoplazmik
kahnt1 icermedigi goriilmekte (=). Diiz, diizgiin bicimli, orta kisimdan
ince, kKivrilmamis ve yaklasik 40-50 pm uzunlugunda diizgiin kuyruk
dikkat cekmekte (=). Spermac Boyasi, x1000

Resim 2. Kontrol grubunun genel goriintiisii: Normal sperm morfolojisine sahip
spermlerin (V) yaninda anormal morfolojili spermlerde mevcuttu (=).
Baz1 spermlerde normal bas alanmin yarisindan az miktarda
sitoplazmik kalinti vardi (—). Kontrol grubuna ait sperm morfoloji
degerlendirmesi normal smirlar icindeydi. Genel itibariyle bircok
sperm normal veya normale yakin olmas1 dikkat c¢ekmekte (P).
Spermac Boyasi, x1000
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Resim 3. Kontrol grubunda sperm goriintiisii: Sperm basinin %4 iinden az
kiiciik vakuoller izlenmekte (). Niikleus diizgiin, simetrik ve oval
sekilli oldugu goriilmekte (*). Boyun bastan aksiyel olarak cikish ve
sitoplazmik kalintilar icermedigi goriillmekte (A). Diiz, orta kissmdan
ince, kivrilmamis diizgiin bicimli ve boyutta kuyruk dikkat ¢ekmekte
(2). MSOME, x8050

Resim 4. Kontrol grubu genel goriintiisii: Kontrol grubunda vakuolsiiz, normal
spermlerin (») yaminda anormal morfolojili (=) ve vakuollii, diizgiin
sekilli olmayan spermlerde gozlenmekte (=). Genel itibariyle bircok
sperm normal veya normale yakin olmasi dikkat cekmekte (V).
MSOME, x8050



Resim 5. Kontrol grubunda normal sperm goriintiisii: Akrozomal kep normal
sekilli, devamh oldugu goriilmekte (»). Niikleus normal sekilli, olgun
kromatinli (N), kiiciik vakuol gozlenmekte (v). Sitoplazmik kalinti cok
az izlenmekte (s) Aksonemal yapr normal sekilli (=), gozlenen diizgiin
9+2 mikrotiibiil yapilar1 dikkat ¢cekmekte (V). Uranil asetat-Kursun
sitrat, x30000

Resim 6. Kontrol grubunda normal sperm goriintiisii: Niikleusun normal sekilli,
olgun kromatinli oldugu izlenmekte (N), Mitokondrilerin diizgiin ve
simetrik yerlesimli oldugu izlenmekte (m). Enine kesitlerde gozlenen
9+2 diizenindeki mikrotiibiil yapilar: iceren kuyruklar dikkat cekmekte
(V). Uranil asetat-Kursun sitrat, x50000
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Resim 7. Kontrol grubunda normal boyun goriintiisii: Mitokondrilerin normal
sekilli ve boynun her iki tarafinda simetrik, diizgiin yerlesimli olduklar:
izlenmekte (m). Aksonemal yapinin diizgiin sekilli oldugu goriilmekte
(a), gozlenen 9+2 diizenindeki mikrotiibiil yapilar1 dikkat cekmekte
(V). Uranil asetat-Kursun sitrat, x20000

MEGALOHEAD GRUBUNA AIiT MORFOLOJIK BULGULAR

Megalohead Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Megalohead grubuna ait hastalardan alinan semen 6rnekleri rutin spermac boyasi ile
boyanip kruger kriterlerine gore degerlendirilen birgok sperm basinin normal boyutlardan
daha biiyiikk oldugu goriildii. Baz1 hastalarda normal boyutlu spermlerin arasinda belirli
yiizdelerde dikkat ¢eken diizenli yapida biiylik baslar mevcuttu. Bazi spermlerin akrozom
kisimlarinda akrozomal kistler goriildii (Resim 8). Megalohead spermlerle birlikte pinhead
spermlerde mevcuttu. Degerlendirilen bircok spermin kuyruk problemleri de mevcuttu
(Resim 9). Bazi spermlerde bas bolgelerini kaplayan daginik akrozomal bolgeler mevcuttu.
Orta kisimlar genellikle basa aksiyel baglanmamisti. Sitoplazmik kalintilar bir¢ok spermde
gozlendi. Normal uzunlukta c¢oklu kuyruk yapilart gozlendi. Megalohead spermlerin
morfololojisi degerlendirilirken ¢ok nadir normal boyutlara yakin spermler mevcuttu. Bu
spermlerin yaninda anormal morfolojili spermlerde yogun bir sekilde mevcuttu. Megalohead
spermler birlikte ¢ift basl, ¢ift kuyruklu spermler ve birbirinden ayrilamamis morfolojili
spermler mevcuttu. Amorf bagh spermler ile birlikte kuyrugunu kaybetmis dev serbest baslar

goriildi (Resim 10).
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Megalohead Grubuna Ait MSOME Bulgulan

Megalohead grubunda yapilan MSOME islemiyle degerlendirilen spermlerde boyun
kisimlar1 bastan aksiyel ¢ikish degildi ve biiyiik sitoplazmik kalintilar igeriyordu (Resim 11).
Mitokondriler dagiik yerlesimli ve mitokondri eksikligini ve dagimikligin1 gosterecek
bozukluklar tesbit edildi. Kuyruklar genellikle ¢ok kuyruk seklinde ve normal uzunluktaydi
(Resim 12). Niikleuslar genellikle sekilsiz ve bozuk konfigilirasyonlu idi (Resim 13). Goriilen
spermler normal sperm boyutunun yaklasik iki katiydi. Niikleer bolgelerde yiiksek oranda

vakuolizasyon gozlendi (Resim 14).

Megalohead Grubuna Ait Elektron Mikroskopik Bulgular

Megalohead grubunda yapilan elektron mikroskopik degerlendirmede genel itibariyle
spermlerde niikleer yapi ¢ift veya biiyiiktli. Birbirinden ayrilamamais iki niikleus tek bas i¢inde
mevcut olmasi dikkat ¢ekti. Bu durum megalohead spermlerde goriilen yiliksek diploidi
oranini sebebini agiklar nitelikteydi (Resim 15). Niikleuslarin normal sekline yakin
olanlarinda bile spermler biiyiik boyutluydu ve olgun kromatinliydi. incelenen akrozomal
kepler anormal sekilli, baglarin bazi kisimlarinda mevcut bazi1 bolgelerinde ise parcalanmis ve
yogun igerige sahipti. Sitoplazmik kalint1 yliksek oranda mevcuttu. Coklu kuyruk yapisina
boyuna ve enine kesitlerde rastlanmistir. Bu aksonemlerde 9+2 mikrotiibiil yapisindan
sapmalar da dikkat c¢ekmistir (Resim 16). Mitokondriler anormal sekilli ve dagmik
yerlesimliydi (Resim 17). Tek bir sperme ait ayni1 sitopldzma i¢inde olan, aksonemal yapinin

normal sekilli fakat coklu aksonem yapisinda olmasi dikkat ¢ekti (Resim 18).
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Resim 8. Megalohead grubunun genel goriintiisii: Normal boyutlara sahip
spermlerle birlikte (») diizgiin sekilli fakat biiyiik boyutlu
megalohead sperm goriillmekte (V). Bazi spermlerin akrozom
kisimlarinda Kistler izlenmekte (). Tiim spermlerde boyun ve
kuyruk yapilarimin normal olmasi1 dikkat cekmekte (=). Spermac
Boyasi, x1000

Resim 9. Megalohead grubunun genel goriintiisii: Megalohead spermlerle (»)
birlikte pinhead spermlerin eslik ettigi goriilmekte (). Bu spermlerin
kuyruk problemlerinin olmasi1 dikkat cekmekte (V). Spermac Boyasi,
x1000.

40



Resim 10. Megalohead grubunun genel goriintiisii: Megalohead spermlerin
basinin normal boyutlardan daha biiyiik oldugu izlenmekte (»). Bas
bolgelerinde dagmik, belirli olmayan akrozomal bélgeler
gozlenmekte (). Amorf bash spermlerle birlikte (N), pinhead
spermler eslik etmekte (=). Kuyruklar genellikle ¢oklu kuyruk
olarak gozlenmekte (V). Kuyrugunu kaybetmis dev serbest baslar
dikkat cekmekte (»). Spermac Boyasi, x1000

Resim 11. Megalohead grubunda sperm goriintiisii: Kuyruk bastan aksiyel cikish
olmadig1 (») ve biiyiik sitoplazmik kalintilar izlenmekte (=). Diizgiin
kuyruk yapisi goriilmekte (=). Akrozomal (V) ve niikleer kisimlarin
anormal sekilli olmas1 dikkat cekmekte (»>). MSOME, x8050
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Resim 12. Megalohead grubunda sperm goriintiisii: Sperm basi normale yakin
sekilli, akrozom ve niikleer yap1 normale yakin oldugu izlenmekte
(). Az miktarda sitoplazmik kahnti ile gézlenmekte (»). Iki
kuyruklu yapinin olmasi dikkat ¢ekmekte (=). MSOME, x8050

Resim 13. Megalohead grubunda tipik sperm goriintiisii: Niikleus ve akrozom
yapist genellikle sekilsiz ve bozuk konfigiirasyonlu izlenmekte (»).
Coklu kuyruk yapisi gozlenmekte (). Bastaki biiyiik vakuol dikkat
cekmekte (»). MSOME, x8050

42



Resim 14. Megalohead grubunda sperm goriintiisii: Akrozom basin 6n kisminda,
net bir sekilde secilememekte (»). Diizgiin olmayan akrozomal
sonrasi lamina izlenmekte (). Diizgiin kuyruk yapisi1 gozlenmekte
(») Niikleer bolgenin biiyiik boyutlu vakuol i¢cermesi dikkat ¢ekmekte
(). MSOME, x8050

Degerlendirilen spermlerde niikleer yapinin ¢ift ve ¢ok biiyiik oldugu
(N), 9+2 mikrotiibiil yapisindan sapmalar goriilmekte ().
Birbirinden ayrilamamis sekilde iki niikleusun tek bas icinde mevcut
olmasi dikkat cekmekte (). Uranil asetat-Kursun sitrat, x10000
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Resim 16. Megalohead grubunda sperm goriintiisii: Niikleus biiyiik boyutlu ve

olgun kromatinli izlenmekte (N). Akrozomal kep basin baz
kisimlarinda mevcut bazi1 bdolgelerinde ise parcalanmis oldugu
gozlenmekte (). Sitoplazmik kalintinin mevcut oldugu goriilmekte
(). Aksonemlerde 9+2 mikrotiibiill yapisindan sapmalar
gozlenmekte. Poliaksonem yapilar1 boyuna (a), enine (b) kesitlerde
dikkat cekmekte (). Uranil asetat-Kursun sitrat, x20000

4-: “L,‘

Resim 17. Megalohead grubunda sperm goriintiisii: Niikleus biiyiik boyutlu ve

gevsek kromatinli gozlenmekte (N). Akrozomal kep basin baz
kisimlarinda mevcut gozlenmekte (). Aksonemin c¢oklu yapisi
izlenmekte (=). Sitoplazmik kalinti1 (V), daginik mitokondriler (m) ile
birlikte 9+2 mikrotiibiil yapisindan sapmalar gozlenmekte (>). Sperm
basinin aksiyel olmayan baglantis1 dikkat c¢ekmekte (=). Uranil
asetat-Kursun sitrat, x20000
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Resim 18. Megalohead grubunda ¢oklu aksonem goriintiisii: Tek bir sperme ait
ayni sitoplazma (s) icinde olan, aksonemal yapinin normal sekilli fakat
¢oklu aksonem yapisinda olmasi dikkat cekmekte (»). Uranil asetat-
Kursun sitrat, x20000

GLOBOZOOSPERMI GRUBUNA AIT MORFOLOJIK BULGULAR

Globozoospermi Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Globozoospermi grubuna ait hastalardan alinan semen 6rnekleri rutin spermac boyasi
ile boyanip yapilan incelemede sperm Orneklerinin tamamen yuvarlak bash goriiliirken bas
bolgelerinde akrozom da tesbit edilemedi. Spermlerin orta kisimlari basa aksiyel olarak
baglanmis durumdaydilar. Sitoplazmik kalintilar belirgin oranda mevcutken, bazi spermlerde
de normal bag alaninin yarisindan az miktarda vardi. Kuyruklar diizgiin bigimli, orta kistmdan
ince, kivrilmamis ve normal uzunluktalardr (Resim 19). Yuvarlak bash spermlerin yaninda
pinhead anomalili ve amorf spermlerde eslik etmekteydi. Yuvarlak bagli spermlerin
bazilarinda vakuol goriildii. Cogu spermin boyun kisminda bolgesel mitokondri kaybi goriildii
(Resim 20). Tip II defekt tasiyan ayr1 bir grup hastanin spermlerinde ise akrozom kalintilart
goriildii. Koni seklinde bir niikleuslarla beraber baglarda bir miktar akrozom varligi oldugu
goriildii. Az oranda spermde sitoplazmik kalintilar oldugu izlendi. Tip II round spermlerin

yaninda pinhead sperm anomalisi de eslik etmekteydi (Resim 21).

45



Globozoospermi Grubuna Ait MSOME Bulgular

Globozoospermi grubunda yapilan MSOME isleminde sperm baglart yuvarlak ve
akrozom tesbit edilememistir. Boyunlar bastan aksiyel olarak ¢ikisli ve az oranda sitoplazmik
kalintilar igeriyorlardi (Resim 22). Mitokondriler spermlerin boyun kisimlarinda diizgiin
yerlesimliydi. Bazin spermlerde boyun kisimlarinda mitokondri eksikligini ve dagmikligini
gosterecek bozukluklar tesbit edildi. Kuyruklar diizgiin bi¢imli, orta kisimdan ince,
kivrilmamis ve normal uzunlugundaydi. Cogu yuvarlak sperm basinda biiyiik ve merkezi

vakuol gorildii (Resim 23).

Globozoospermi Grubuna Ait Elektron Mikroskopik Bulgular

Globozoospermi grubunda yapilan elektron mikroskopik degerlendirmede spermlerin
baslar1 yuvarlak ve akrozom tesbit edilemedi. Niikleuslar yuvarlak sekilli, kondanse
kromatinliydi. Spermlerde sitoplazmik kalintilar yogun bir sekilde mevcuttu. Cogu yuvarlak
sperm basinda biiyiik ve merkezi vakuol goriildii (Resim 24). Mitokondriler normal sekilli ve
boynun her iki tarafinda simetrik ve diizgiin yerlesimliydi. Aksonemal yapilar diizgiin
sekilliydi (Resim 25). Dineyn kollar1 ve dis yogun fibriller normal yapidaydi. Go6zlenen
mikrotiibiil yapilarinin bazilarinda 9+2 yapis1 goriiliirken bazilarinda da 9+2 yapisindan

sapmalar da mevcuttu (Resim 26).
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Resim 19. Globozoospermi grubunun tipik sperm goriintiisii: Spermin basinin
tamamen yuvarlak oldugu izlenmekte. Bas bolgesinde akrozom tesbit
edilememekte (»). Orta kisim basa aksiyel olarak baglanmis oldugu,
diizgiin kuyruk yapis1 gozlenmekte (»>). Biiyiik oranda bas1 kaplayan
sitoplazmik kalinti1 dikkat ¢cekmekte (). Spermac Boyasi, x1000
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Resim 20. Globozoospermi grubunun genel goriintiisii: Degerlendirilen sperm
baslarinin tamamen yuvarlak oldugu ve akrozoma sahip olmadiklar:
izlenmekte (»). Yuvarlak bash spermlerin yaninda pinhead sperm
anomalisi (V) ve amorf spermlerde eslik etmekte (=). Spermlerin
orta kisimlar1 basa aksiyel olarak baglandig: gozlenmekte (). Bircok
spermde sitoplazmik Kkalintilar oldugu goézlenmekte (>»). Boyun
kisminda boélgesel mitokondri kayb:1 dikkat ¢cekmekte (N). Spermac
Boyasi, x1000
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Resim 21. Tip II Globozoospermi grubunun genel goriintiisii: Tip II round

spermlerin tiimiinde akrozom kalintilar1 géozlenmekte (»). Az oranda
sitoplazmik kalintilar oldugu goézlenmekte (»). Tip II round
spermlerin yaninda pinhead sperm anomalisi gozlenmekte (=). Tip 11
globozoospermi grubundaki spermlerde koni seklinde bir niikleusla
beraber bir miktar akrozom varhgi dikkat ¢cekmekte (=). Spermac
Boyasi, x1000

Resim 22. Globozoospermi grubunun genel goriintiisii: Sperm baslar1 yuvarlak

ve akrozom varhgi gozlenmemekte (»). Spermlerin boyun kisminda
sitoplazmik kalintilar izlenmekle birlikte (=), bu spermlerde
mitokondri eksikligini ve dagmkhgm gosterecek bozukluklar
gozlenmemekte (). Kuyruklarin diizgiin bicimli, orta kisimdan ince,
kivrilmamis olmasi dikkat ¢cekmekte (=). MSOME, x8050
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Resim 23. Globozoospermi grubunun genel goriintiisii: Sperm baslar: yuvarlak
ve akrozom varhg gozlenmemekte (»). Spermlerin boyun kisimlari
aksiyel cikish oldugu goriilmekte (). Baz1 spermlerin boynunda
mitokondrilerin yoklugu gozlenmekte (). Cogu spermde biiyiik ve
merkezi vakuol gozlenirken (V), kuyruklarin diizgiin bicimli, orta
kisimdan ince, kivrilmamis olmas1 dikkat ¢cekmekte (>»). MSOME,
x8050

Resim 24. Globozoospermi grubunun elektron mikroskop goriintiisii:
Degerlendirilen spermlerin niikleuslari yuvarlak sekilli, kondanse
kromatinli oldugu izlenmekte (N). Cogu spermde sitoplazmik kalinti
varhgi izlenirken (s), bir¢cok spermde biiyiik ve merkezi vakuol dikkat
cekmekte (v). Uranil asetat-Kursun sitrat, x20000
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Resim 25. Globozoospermi grubunda elektron mikroskop goriintiisii: Sperm

niikleuslar1 yuvarlak ve akrozom varhg1 gozlenmemekte (N).
Aksonemal yapilarin diizgiin sekilli oldugu goriilmekte (a).
Sitoplazmik kalint1i bir¢ok spermde gozlenmekte (s). Mitokondriler
normal sekilli ve sperm boyun kisimlarmmin her iki tarafinda simetrik
yerlesimli goriilmekte (m). Uranil asetat-Kursun sitrat, x20000

Resim 26. Globozoospermi grubunda elektron mikroskop goriintiisii: Sperm

baslar1 yuvarlak ve akrozom varhg gozlenmemekte (). Kondanse
niikleuslar izlenmekte (N). Gozlenen 9+2 diizeninde mikrotiibiil
yapilan ile birlikte (=). 9+2 mikrotiibiil yapisindan sapmalar dikkat
cekmekte (>). Uranil asetat-Kursun sitrat, x30000
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TAIL STUMP GRUBUNA AiT MORFOLOJIK BULGULAR

Tail Stump Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Tail stump grubundaki hastalardan alinan semen Ornekleri rutin spermac boyasi ile
boyanip kruger kriterlerine degerlendirildiklerinde spermlerin bas sekilleri normal ve anormal
sekilli olabilirken, bu spermlerin boyun, orta kistm ve kuyruk 6zelliklerinin anomaliler oldugu
gorildii. Baz1 spermlerde biiylik sitoplazmik kalintilar goriildii. Degerlendirilen bir¢ok
spermin kuyruk yapisinin kisa oldugu goriilmekle birlikte yogunluklu olarak tail grubunun
tipik morfolojisi oaln kisa kiit kuyruk yapilari dikkat ¢ekti (Resim 27). Bazi spermlerde
normal bag alaninin yarisindan az sitoplazmik kalint1 gézlendi. Serbest baslarin yogun olarak
eslik ettigi gozlenirken nadiren de olsa normal boyutta kuyruklar goriildii (Resim 28). Genel
olarak kisa kuyruk ve tail stump sendromunun tipik kisa kiit bicimli kuyruk yapilar birlikte
goriildi (Resim 29).

Tail Stump Grubuna Ait MSOME Bulgulan

Tail stump grubunda MSOME tekniginin uygulanmasi zordur. Ciinkii tail stump
sendromunda hareketlilik yok denecek kadar azdir. Bu yiizden bu spermlerin
degerlendirilmesi sadece yiiksek biiylitmede morfolojik analiz seklinde incelenmis oldu.
MSOME ile degerlendirilen bu spermlerde akrozom basin 6n kisminda, diizgiin yapili ve
vakuol igermiyordu. Bircok boyun bastan aksiyel ¢ikisli ve sitoplazmik kalintilar i¢eriyordu
(Resim 30). Kisa kuyruklu spermlerin yaninda serbest basli spermlerin eslik ettigi gortildii.
Mitokondriler spermlerin boyun kisminda dagimik yerlesimli, bircok spermin boyun kisminda
mitokondri eksikligini ve dagimiklhigini gosterecek bozukluklar tesbit edildi. Bazi kuyruklar
basa aksiyel olmayan pozisyonda baglantiliydi (Resim 31). Tim tail stump O6rneklerinde kisa
kuyruk morfolojisi goriiliirken tail stump sendromunun tipik kisa kiit bi¢imli kuyruk yapilari
yogunluktaydi. Tail stump olarak degerlendirilen spermlerde bazi spermlerde vakuolizasyon
gozlendi. Bazilarinda da sperm baglarinin genellikle yuvarlak ve akrozomsuz olmasi dikkat

cekti (Resim 32).

Tail Stump Grubuna Ait Elektron Mikroskopik Bulgular

Tail stump grubunda yapilan elektron mikroskopik degerlendirmede; degerlendirilen
spermlerin niikleuslar1 normal sekilli ve olgun kromatinliydi. Bircok spermde sitoplazmik
kalint1 yokken, mitokondriler yogun ve daginik yerlesimliydi (Resim 33). Fibroz kilif yapist
degerlendirilebilen spermlerin fibréz kilif yapisi bozuk ve parcaliydi (Resim 34). Birgok

spermin akrozomal kep yapisinin normal sekilli, devamli, bagin 6n kismin1 %50-65 oraninda
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kaplayacak boyutlarda oldugu goriildii. Aksonemal yapilarin bircogu kisa olarak tesbit edildi
(Resim 35). Gozlenen mikrotiibiil yapilarimin dagimik yerlesimli ve 9+0, 8+0 mikrotiibiil
yapisinda olmasi dikkat ¢ekti (Resim 36).

Resim 27. Tail stump grubunun genel goriintiisii: Normal (>) ve anormal sekilli
sperm baslar1 bir arada goézlenmekte (V). Bazi spermlerde
sitoplazmik kalintilar gozlenmekte (»). Kuyruk morfolojisi genellikle
kisa kuyruk seklinde (=) bununla birlikte tail stump sendromunun
tipik kisa kiit bicimli kuyruklar1 dikkat ¢ekmekte (=). Spermac
Boyasi, x1000

Resim 28. Tail stump grubunun genel goriintiisii: Normal (>) ve anormal sekilli
sperm baslar1 bir arada gozlenmekte (V). Serbest baslarin yogun
olarak eslik ettigi gozlenmekte (»). Nadiren normal boyutta
kuyruklar gozlenirken (=), tail stump sendromunun tipik kisa Kkiit
bicimli kuyruklar dikkat cekmekte (). Spermac Boyasi, x1000
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Resim 29. Tail stump grubunun genel goriintiisii: Degerlendirilen sperm
baslarinin normal () ve anormal seKilli olabildigi gozlenmekte (V).
Kuyruk morfolojisi genellikle kisa kuyruk seklinde (=), bununla
birlikte tail stump sendromunun tipik kisa kiit bicimli kuyruklar
dikkat cekmekte (). Spermac Boyasi, x1000

Resim 30. Tail stump grubunun genel goriintiisii: Normale yakin (>) ve anormal
sperm baslar1 gozlenebilmekte (V). Bir¢ok spermin boyun kisminda
sitoplazmik kalintilar izlenmekte (»). Degerlendirilen spermlerin
genelinde kisa kuyruklar goriilmekte (=) bununla birlikte yogunluklu
olarak kisa ve Kkiit bicimli kuyruklar dikkat ¢cekmekte (). MSOME,
x6000
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Resim 31. Tail stump grubunun genel goriintiisii: Kuyruk basa aksiyel olarak
baglanmadig: izlenmekte (N). Normale yakin (») ve anormal sekilli
sperm baslar1 bir arada gozlenirken (V), serbest baslar da eslik
etmekte (»). Kuyruk morfolojisi genellikle kisa kuyruk seklinde (=)
bununla birlikte tail stump sendromunun tipik kisa Kkiit bicimli
kuyruklar: dikkat ¢cekmekte (). MSOME, x8050

Resim 32. Tail stump grubunun genel goriintiisii: Degerlendirilen baz1 hastalarda
sperm baslar1 yuvarlak goriilmekte (»). Bu spermlerin boyun, orta
kisim ve kuyruk ozelliklerinin anormal oldugu izlenmekte. Tail stump
sendromunun tipik kisa ve kiit bicimli kuyruk yapilariminda eslik
etmesi dikkat cekmekte (=). MSOME, x8050

54



gy

Resim 33. Tail stump grubunda transmisyon elektron mlkroskop goriintiisii:
Degerlendilen niikleuslarin  bircogunun normal sekilli, olgun
kromatinli (N) ve vakuollii oldugu izlenmekte (v). Mitokondrilerin
yogun ve dagmik yerlesimli olmasi1 dikkat ¢ekmekte (m). Aksonemal
yapilarin oldukc¢a kisa oldugu gozlenmekte (= ). Uranil asetat-Kursun
sitrat, x10000

Resim 34. Tail stump grubunda fibroz kihf goriintiisii: Diizgiin aksonem yapisi

gozlenmekte (=). Fibroz kihf yapisimin bazi bolgelerde diizgiin (»)
bazi bolgelerde bozuk ve parcal olmasi dikkat cekmekte (=). Uranil
asetat-Kursun sitrat, x25000
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Resim 35. Tail stump grubunda normal bash sperm goriintiisii: Akrozomal kep
normal sekilli, devamh ve yogun icerige sahip oldugu gozlenmekte
(»). Niikleus normal sekilli, olgun kromatinli ve vakuollii olarak
izlenmekte (N). Sitoplazmik kalinti yok ve mitokondriler normal
sekilli ve diizgiin yerlesimli goriilmekte (m). Aksonemal yapi oldukc¢a
kisa izlenmekte (=). Gozlenen diizgiin (>) ve dagimk yerlesimli (=)
mikrotiibiill yapilar1 dikkat cekmekte. Uranil asetat-Kursun sitrat,
x20000

Resim 36. Tail stump grubunda mikrotiibiil goriintiileri: Gozlenen mikrotiibiil
yapilarinda 9+2 mikrotiibiil yapisindan sapmalar mevcuttu. Dagimk
yerlesimli 9+0 (), 8+0 (=) gibi mikrotiibiil yapilar dikkat ¢cekmekte.
Uranil asetat-Kursun sitrat, x40000
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TOTAL PINHEAD GRUBUNA AIT MORFOLOJIiK BULGULAR

Total Pinhead Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Total pinhead grubuna ait iki hastadan alinan semen 6rnekleri ve rutin spermac boyasi
ile boyanip kruger kriterlerine gore degerlendirme yapildiginda bir hastada hi¢ basl sperm
gozlenmezken bir hastada ¢ok nadir gevsek baglantili spermler gozlendi. Bu spermlerin
boyun, orta kisim ve kuyruklar1 degiskenlik gostermekle birlikte normal araliklarda oldugu
gorildii. Pinhead spermlerin boyun kisminin ucunda sitoplazmik kalintilar vardi (Resim 37).
Bassiz spermlerin ¢ogunda diizglin bigimli, orta kisimdan ince, kivrilmamis ve normal
uzunlukta kuyruk yapilari goriildii (Resim 38). Diizgiin kuyruk yapilan ile birlikte boyun

kisminda bag goriintiisii veren sitoplazmik kalintilar dikkat ¢ekti (Resim 39).

Total Pinhead Grubuna Ait MSOME Bulgular:

Total pinhead grubunda yapilan MSOME isleminde genellikle diizgiin kuyruk
yapilarina sahip bassiz spermler goriildii. Cok nadir olarak boyun kismina aksiyel olmayan ve
gevsek baglanmis bas iceren spermler de goriildii (Resim 40). Bir hastamizda bas iceren
sperm gozlenmezken, diizgiin kuyruk yapilarina ve boyun sahip bassiz spermlerle gozlendi
(Resim 41). Boyun kismindaki bas goriintiisii veren sitoplazmik kalintiyr iceren bassiz

spermler dikkat cekti (Resim 42).

Total Pinhead Grubuna Ait Elektron Mikroskopik Bulgular

Total pinhead grubunda yapilan elektron mikroskopik degerlendirmede enine ve yatay
olarak kesilmis kuyruk parcalar1 dikkat cekti. (Resim 43). Degerlendirilen mikrotiibiil
yapilarinin 9+2 yapisinda oldugu goriildii (Resim 44). Hastalarda normal kuyruk yapisi ve
birka¢ bas sonlanmasi ile birlikte hicbir niikleer icerik gozlenmedi. Mitokondriler boyun
kisminda simetrik ve diizglin yerlesimliydi. Nadiren baz1 spermlerin boyun kisminda
mitokondri eksikligini ve dagimikligim1 gosterecek bozukluklar tesbit edildi. Aksonemal

yapilar genelde normal olmasi dikkat ¢ekti (Resim 45).
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Resim 37. Total pinhead grubunun genel goriintiisii: Yogun bassiz spermlerin
(=) arasinda nadir serbest baslar gozlenmekte (»). Boyun, orta kisim
ve kuyruk degiskenlik gostermekle birlikte normal araliklarda oldugu
izlenmekte (-). Boyun kisminin ucunda sitoplazmik kalhintilar dikkat
cekmekte (»). Spermac Boyasi, x1000

>
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Resim 38. Total pinhead grubunun genel goriintiisii: Bagsiz spermler diizgiin
bicimli, orta kisimdan ince, kivrilmamis ve normal uzunlukta
kuyruklar seklinde gozlenmekte (»). Boyun kisminda sitoplazmik
kalintilar dikkat cekmekte (=). Spermac Boyasi, x1000
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Resim 39. Total pinhead grubunda sperm goriintiisii: Diizgiin kuyruk yapisi ile

birlikte () boyun kisminda bas goriintiisii veren sitoplazmik kalinti

dikkat ¢cekmekte (»). Spermac Boyasi, x1000

Resim 40. Total pinhead grubunun genel goriintiisii: Diizgiin kuyruk yapilarina
sahip bassiz spermlerle (») birlikte, boyun kismina aksiyel olmayan

ve gevsek olarak baglanmis bas dikkat ¢cekmekte (=). MSOME, x8050
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Resim 41. Total pinhead grubunun genel goriintiisii: Diizgiin kuyruk yapilarina
sahip bassiz spermlerle (») birlikte boyun kisminda bas goriintiisii

veren sitoplazmik kalintilar dikkat ¢ekmekte (=). MSOME, x8050

Resim 42. Total pinhead grubunda sperm goriintiisii: Diizgiin kuyruk yapisina
sahip bassiz spermin (») boyun kismindaki bas goriintiisii veren

sitoplazmik kalintis1 dikkat cekmekte (). MSOME, x8050
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Resim 43. Total pinhead grubunun elektron mikroskop goriintiisii: Enine (») ve
yatay (=) olarak kesilmis kuyruk parcalarn dikkat ¢cekmekte. Uranil
asetat-Kursun sitrat, x5000

Resim 44. Total pinhead grubunun mikrotiibiil goriintiileri: Gozlenen
mikrotiibiil yapilarimin diizgiin ve 9+2 yapisinda olmasi1 dikkat

cekmekte (»). Uranil asetat-Kursun sitrat, x30000
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Resim 45. Total pinhead grubunda boyun goriintiisii: Normal kuyruk ve birkag
bas sonlanmasi ile birlikte hicbir niikleer icerik gozlenmemekte,
bununla birlikte diizgiin aksonem yapisi izlenmekte (a). Boyunda

diizgiin ve simetrik yerlesimli mitokondriler dikkat cekmekte (m).
Uranil asetat-Kursun sitrat, x30000
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TARTISMA

Infertilite en az bir yil siire ile herhangi bir korunma ydntemi olmaksizin ¢iftlerin
cocuk sahibi olamalaridir. Infertil ciftilerin yaklasik yarisi erkege ait sebeplerle ortaya
cikmaktadir. Bunlarin  %30-50’sinde de etiyoloji  saptanamamaktadir.  Etiyolojisi
saptanamayan kisilere erkek infertilitesinin nedeninin tanimlanmasini saglayacaksa ve
tedaviyi yoOnlendirebilecekse yapilmalidir (10). Semen analizi degerlendirmesi erkek
infertilitesi ile ilgili degerli veriler elde etmemizi saglamakta ve infertilite tedavisinde erkege
yapilan ilk test olarak tedaviyi yonlendirmektedir (6,10).

Siddetli erkek kisirligina sebep olan morfolojik sperm anomalileri megalohead, tail
stump, globozoospermi, total pinhead anomalilerine sahip spermler oldugu bilinmektedir. Bu
spermlerde yapilan ICSI islemlerinde ortak sonug; diisiik fertilizasyon oranlari, kotli ve/veya
yavas embriyo gelisimi, yiiksek anoploidi oranlari, diisiik implantasyon ve gebelik oranlari
oldugu, fertiliteyi ¢ok ciddi etkiledigi ve tiip bebek islemlerinde basari oranlarimi ciddi
derecede diisiirdiigii bilinmektedir (29, 50, 61).

Calismamizda; siddetli erkek kisirligina sebep olan morfolojik sperm anomalilerine
sahip hastalar ile son bir yil icerisinde herhangi bir tedavi almadan dogal yolla canli ¢ocuk
sahibi olan erkek bireylerlerin semen 6rneklerini kontrol grubu olarak incelenmeye aldik.

Calismamizda; siddetli erkek kisirligima sebep olan sperm morfolojilerinin, genel
morfolojik degerlendirilmesinin yaninda MSOME ile gercek zamanli spermin morfolojik
degerlendirilmesi ve elektron mikroskobuyla da ultrastriiktiirel yapilarin hangi diizeyde
etkilendigine dair bilgiler elde etmeyi planladik. Bdylelikle bu sperm morfolojilerinin
anlasilmasi, tedavinin ydnlendirilmesi ve sperm morfolojisi degerlendirilirken kullanilan

yontemlerin birbirine olan avantaj ve dezavantajlart ile {iremeye yardimci tedavi
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merkezlerinin islem sirasinda sperm secimi ve degerlendirmesi i¢in dnceden elde edilecek
bilgilerle tedaviye yarar saglamay1 amacladik.

Kruger ve arkadaslarinin (14) yaptig1 ve hala en gegerli morfoloji degerlendirmesinde
normal sperm; sperm bas bolgesinin %40-70’ini kapsayan iyi belirlenmis bir akrozomal bdlge
olmalidir. Orta kisim ince uzun ve genisligi 1 um’den az, boyu bas uzunlugunun 1.5 kat1 ve
basa aksiyel olarak baglanmis olmalidir. Sitoplazmik artiklar normal bas alaninin yarisindan
az olmalidir. Kuyruk diiz, diizgiin bi¢imli, orta kisimdan ince, kivrilmamis ve yaklasik 45 pum
uzunlukta olmali ve bu sperm morfolojisine total spermlerin en az %4 ve lizeri oranda
spermin uymasi gerekir seklinde tanimlanmistir.

Calismamizda da fertil bireylerin spermac boyasi ile boyanan sperm 6rnekleri Kruger
kriterlerine gore degerlendirildiginde normal sperm morfolojisi ile uyumlu bulgular bulduk.
Anormal morfolojili gézlenen spermlerle birlikte bircok spermin normal veya normale yakin
oldugunu gordiik.

Bartoov ve arkadaslar1 (36) yaptiklari ¢alismalarda gercek zamanli hareketli sperm
hiicrelerinin ayrintili morfolojik degerlendirmesine yonelik yeni bir metot gelistirmislerdir.
MSOME olarak tanimlanan bu metot, invert 151k mikroskobunda dijital goriintiileme ile 6300x
— 8050x biiyiitme elde edebilmiglerdir. MSOME karakteristikleri ve ICSI sonucunun
arasindaki iliskiyi degerlendirmis ve vakuollii spermlerin mikroenjeksiyonun erken abort ve
diisiik gebelik oranlart ile iliskili olabilecegini gostermislerdir.

(Calismamizin kontrol grubunda Bartoov ve arkadaslarinin (36) yaptiklar1 calismalarda
MSOME isleminde elde ettigimiz verilerin uyumlu oldugunu gordiik. Goriilen normal
yapidaki spermlerin kullanilabilmesini biiyiik bir avantaj olarak diistindiik.

Eliasson ve arkadaslar1 (49, 50) normal spermin ultrastriiktiirel yapisin1 yaptiklari
tanimlamada; tiimiiniin plazma membrani ile Ortiilii oldugu tek bir normal spermde akrozomal
kepin devamli ve normal pozisyonda, normal sekilli, boyutlarda ve yogun igerige sahip
oldugunu bildirmislerdir. Niikleusun normal sekilli, olgun kromatinli yapisinda oldugunu ve
spermin sitoplazmik kalint1 icermedigini gézlemlemislerdir. Mitokondrilerin normal sekilli ve
aksonemin her iki tarafinda diizgiin yerlesimli olmasinin yaninda, kuyrukta dokuz ¢evresel
mikrotiibiil ¢ifti ile birlikte iki merkezi mikrotiibiil yapisini (9 x 2 + 2 yapis1) gostermislerdir.

Yaptigimiz elektron mikroskopik incelemenin kontrol grubunda akrozomal kep
normal sekilli, devamli, basin 6n kismini1 %60 oraninda kaplayacak boyutta gordiik. Niikleus
normal sekilli, olgun kromatinliyken, goézlenen mikrotiibiil yapilarimin 9+2 yapisinda
oldugunu gordiik. Mitokondrilerin normal sekilli ve boyun kisminin her iki tarafinda simetrik

yerlesimli olduklarmi gézlemledik. Calismamizda literatiirle ile benzer bulgular elde ettik.
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Nistal ve arkadaglar1 (57) tarafindan tanimlanan sperm sekil bozukluklarinin ¢ok 6zel
bir tiirii olan megalohead, diisiik hareketlilige sahip spermin varligi, degisken sayida kuyruk
yapisi, diizensiz biiyiik boyutlu kafalarin varligi ile karakterize oldugunu, pinhead anomalili
spermlerin yaninda anormal morfolojili spermlerin ¢esitli oranlarla eslik ettigini
bildirmislerdir. Kahraman ve arkadaslarinin (61) yaptiklart ¢alismada megalohead sperm
orneklerinde, en onemli morfolojik belirtileri kuyruklari olmayan c¢ok sayida basa sahip
spermler ve ejakiilatta veya testikiiler sperm ekstraksiyon soliisyonlarinda bol miktarda
olgunlagsmamis spermatid bulundugunu bildirmislerdir.

Megalohead grubuna ait hastalardan alinan semen Orneklerinin  genel
degerlendirmesinde, ¢oklu kuyruk yapisi, diizensiz biiyiik boyutlu sperm baslari, gogu 6rnekte
gbzlenen pinhead anomalisine sahip spermler, amorf veya diizensiz kafa sekilleri ile birlikte,
akrozom kisimlarinda akrozomal kistler gézledik.

Calismamizin megalohead grubunda yapilan MSOME incelemesinde niikleer kismi
genellikle biiyiik, sekilsiz ve bozuk konfigilirasyonlu iken vakuol iceren bir¢ok sperm gordiik.
Yaptigimiz ¢alismada makrosefal spermlerin MSOME incelemesinde 1s1k degerlendirmesi ile
benzer sonuglar elde ettik. MSOME isleminde goriilen normale yakin boyuttaki spermlerin
kullanilabilmesini biiyiik bir avantaj saglayabilecegini diisiindiik.

Escalier 1983'te (26) yaptig1 ¢alismada 6 infertil adamdan biiyiikbash ve ¢ok kuyruklu
sperm hiicrelerinin nicel bir morfolojisini tanimlamistir. Megalohead sperm hiicrelerinin diger
elektron mikroskopik calismalarinda (35,42), bu hiicrelerin basinda birka¢ niikleus acikca
ayirt edebilmislerdir, bunuda mayozun spermiogenez I veya spermatogenez Il asamasinda
olusabilecek hatalardan dolay1r meydana gelebilecegini fikrini ileri stirmiislerdir.

Bizim ¢alismamizda genel itibariyle tiim spermlerde niikleer yapinin ¢ift veya biiytik
oldugunu gordiik. Coklu kuyruk yapisina daha ¢ok boyuna ve enine kesitlerde rastladik. Bu
aksonemlerde 9+2 mikrotiibiil yapisindan sapmalar gordiik. Elektron mikroskopik
degerlendirmemizin literatiirle benzer sonuglar verdigini tesbit ettik.

Singh ve arkadaglarinin (90) yaptig1 calismada globozoospermi’nin iki alt tipi
tanimlanmistir. Tip 1 globozoospermi’de akrozom igeriginin tamamen yoklugu seklinde
tanimlanmustir. Aksonem ve kuyrukta da mitokondri ve mikrotiibiillerde yapisal bozukluklarla
birlikte akrozomlarin olmadigmi bildirmislerdir. Globozoosperminin Tip II grubunda ise
akrozom kalintilar1 bulunabilecegi ve koni seklinde bir niikleusla beraber niikleus etrafinda
sitoplazmik halkaciklar oldugunu belirtmislerdir (28).

Calismamizda, Tip I globozoospermi grubunda spermlerin baglarmin tamamen

yuvarlak oldugunu ve bas bolgesinde akrozomun olmadigini gordiik. Sitoplazmik kalintilar
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belirgin iken, pinhead anomalisi ve sekilsiz spermlerin eslik ettigini  gozledik.
Globozoosperminin Tip II grubundaki spermlerde koni seklinde bir niikleusla beraber bir
miktar akrozom varligr dikkat cekiciydi. Calismamizda literatiirle uyumlu bulgular
gozlemledik.

Globozoosperminin MSOME teknigiyle incelenmesinde sperm baglarin yuvarlak
oldugu ve sperm baslarinin akrozom igermedigini gordiik. Niikleer bolgelerde DNA hasarini
olarak tahmin edilen biiyilik vakuoller gozledik.

Singh ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (90), Tip I globozoospermide kromatinin
sferik olarak dagildigini ve akrozomun tamamen yoklugunu bildirmislerdir. Aksonem, kuyruk,
mitokondri ve mikrotiibiillerde yapisal bozukluklar ile birlikte sperm basinda biiyiik vakuollere
rastlandig1 belirtilmistir.

Elektron mikroskopik incelemenin globozoospermi grubunda sperm baslarinin
akrozom igermedigi, yuvarlak sekilli ve merkezi bir vakuol igerdigini tesbit ettik. 9+2
yapisinda ve 9+2 yapisindan sapmalar igeren mikrotiiblil yapilart gordiik. Elektron
mikroskopik degerlendirmemizde literatiirle benzer sonuglar elde ettik.

Chemes ve arkadaslar1 (96) tarafindan tamimlanan tail stump spermlerin total
hareketsizligi ve sperm fibroz kilif organizasyonunda ciddi sorunlara yol agmasiyla karakterize
oldugunu bildirmislerdir. Kuyruk 6zel bir sekilde kisa ve kalin kalmasina bagh giidiik kuyruk
sendromu olarak belirtilmistir.

Tail stump grubunda yaptigimiz genel degerlendirmede kisa kuyruklar ile birlikte kisa
kiit bigimli kuyruk yapilarim1 gordiik. Serbest baslarla birlikte nadir olarak normal boyutta
kuyruklar da gordiik.

Tail stump grubunda MSOME teknigi uygulanmasi hareketli sperm yiizdesi ¢ok az
oldugundan, yiiksek biiyiitmede morfoloji degelendirmesi yaptik. Kuyruklarin genellikle kisa
ve kiit bi¢cimli kuyruk yapilarini da yogun olarak gordiik. Yaptigimiz ¢aligma sonucunda 151k
degerlendirmesi ile benzer sonuglar elde ettik. Bununla birlikte normale en yakin uzun
kuyruklu sperm secimi i¢in IMSI yonteminin uygun olabilecegini diistindiik.

Fibroz kilif displazi veya tail stump sendromu Mitchell ve arkadaglari tarafindan (101)
2006 yilinda 6 farkli tipte tanimlanmistir. Calismamizin tail stump grubunda yapilan elektron
mikroskopik degerlendirmede; fibroz kilif yapist baz1 bolgelerde devamli iken bazi bolgelerde
bozuk ve parcali oldugunu gordiik. Mikrotiibiil yapilarinin incelenmesinde; 9+2 yapisindan
sapmalar (9+0, 8+0) ile birlikte mikrotiibiil yapilarinin daginik yerlesimli oldugunu gérdiik.

Perotti ve arkadaslar1 (102), infertil bir hastada sperm hiicrelerinin ¢ogunun higbir bag

icermedigi ve bu sperm hiicrelerinin kafasinin koptugunu belirtmislerdir.
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Calismamizin total pinhead grubunun genel degerlendirmesinde, yogun olarak boyun
kisminda sitoplazmik kalint1 goriilen bagsiz spermler gozledik. Bunun yaninda ¢ok nadir
olmakla birlikte bas igeren spermler de mevcuttu. Bulgularimiz daha onceki ¢alismalarda elde
edilen bulgularla benzer oldugunu gordiik.

Total pinhead grubu MSOME yonteminde diizgiin kuyruk yapilarina sahip bassiz
spermler goriilmekle birlikte ¢ok nadir olarak boyun kismina gevsek baglanmis bas iceren
spermler de gordiik. Calismamizda 1sik mikroskobu degerlendirmesiyle benzer sonuglar
verdigini gordik. Gorililen bas igeren spermlerin kullanilabilir olmasi biiyiik bir avantaj
saglayacagini diisiindiik.

Chemes ve arkadaglar1 (103, 104) yaptiklar1 ¢aligmalarda pinhead spermleri orta kisim
baglanma yapisindaki bozukluklardan kaynaklandigini géstermislerdir. Calismamizin elektron
mikroskopik degerlendirmesinde enine ve yatay olarak kesilmis kuyruk parcalart gordiik.
Gozledigimiz mikrotiibiiller yapilarinin 9+2 yapisinda oldugunu gordiik.

Calismamizda; siddetli erkek kisirligina sebep olan morfolojik sperm bozukluklarina
uygulanan genel morfolojik degerlenmenin yaninda MSOME ile ger¢cek zamanli spermin
morfolojik degerlendirilmesi ve elektron mikroskobunda yaptigimiz degerlendirmelerde,
gruplarin birbirinden bagimsiz olarak daha onceki ¢aligmalarla benzer sonuglar verdigini ve
her bir ayr1 degerlendirme yonteminin birbirini destekler bulgular verdigini gordiik.

Buna dayanarak MSOME yontemi ile sperm morfoloji degerlendirmesinin bize yeterli
bilgiyi verebilecegine, bu teknik gercek zamanli oldugundan tiip bebek ve kisirlik tedavisinde
ICSI yerine IMSI metodunun kullanilmasi, tiip bebek merkezlerinin basar1 yiizdelerini

arttirabilecegi kanaatine vardik.
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SONUC

Siddetli erkek kisirligina sebep olan morfolojik sperm anomalilerinin 151k mikroskobu,
MSOME ve elektron mikroskobu gibi degisik yontemlerle ve fertil bireylerin spermleri ile
karsilastirmali incelenmesini arastirmak amaci ile planladigimiz ¢aligmamizda, megalohead
grubunda c¢oklu kuyruk yapilari, diizensiz ve biiylik boyutlu sperm baslari ile birlikte pinhead
anomalisine sahip spermlerin de eslik ettigi goriildii. Tip I globozoospermi grubunda sperm
baslarinin yuvarlak ve akrozomdan yoksun oldugu gozlenirken, globozoosperminin Tip II
grubunda ise, koni seklinde bir niikleus ve az bir miktar akrozom varlig1 dikkatimizi ¢ekti. Tail
stump grubunda kisa ve kiit bigimli kuyruk sekillerinin yaninda, mikrotiibiil yapilarinin
daginik ve 9+2 yerine 9+0 yapisinda oldugu saptandi. Total pinhead grubunda ise ¢ok nadir
baslt spermler goriiliirken, mikrotiibiil yapisinin 9+2 olmas1 dikkat ¢ekiciydi. Yapilan {i¢ ayri
degerlendirme yontemlerinde de birbirini destekler tarzda bulgular elde ettik.

Sonug olarak denebilir ki, 151k ve elektron mikroskopik yontemlerin yaninda, yeni bir
teknoloji olan MSOME ydntemi ile sperm morfoloji degerlendirmesinin bize yeterli ve kisa
stirede bilgi verebilecegine, bu teknikle incelenen spermin kullanilmasiyla gelistirilen IMSI
metodunun ICSI’ye gore tliip bebek merkezlerinin basar1 yiizdelerine 6nemli 6l¢iide katki

saglayabilecegi kanisina vardik.
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OZET

In vitro fertilizasyon basarisinin sinirlarini belirleyen en 6nemli faktorlerden biri erkek
kisirigidir. Iyi kalitede sperm enjeksiyonu ve ileri diizey sperm hazirlama prosediirlerine
ragmen her enjekte edilen sperm dollenme saglamamaktadir. Dollenme elde edilen
embriyolarda da ge¢ gelisim gostermekte ve in vitro fertilizasyon basarisin1 énemli derecede
diistirmektedir.

Calismamizda siddetli erkek kisirligina sebep olan anomalili spermlerin 151k
mikroskobunda  genel  degerlendirmesi,  hareketli  sperm  organel = morfolojisi
degerlendirmesiyle 8050x gibi yliksek biiylitmede gercek zamanli degerlendirmesi ve elektron
mikroskopik degerlendirmeyle de bu spermlerin ince yapilarinin ne diizeyde etkilendiginin
incelenmesi amaclanmistir. Bu sperm morfolojileri ilk olarak bu calismada bir arada ve ii¢
ayr1 yontemle degerlendirmeye alinmigtir.

Calismamizin megalohead grubunda ¢oklu kuyruk yapilari, diizensiz ve biiyiik boyutlu
sperm baslart ile birlikte pinhead anomalisine sahip spermlerin de eslik ettigi goriildi. Tip I
globozoospermi grubunda sperm baslariin yuvarlak ve akrozomdan yoksun oldugu
gozlenirken, Tip II globozoospermi grubunda ise, koni seklinde bir niikleus ve az bir miktar
akrozom varlig1 dikkatimizi ¢ekti. Tail stump grubunda kisa ve kiit bicimli kuyruk sekillerinin
yaninda, mikrotiibiil yapilarinin daginik ve 9+2 yerine 9+0 yapisinda oldugu saptandi. Total
pinhead grubunda ise ¢ok nadir basl spermler goriiliirken, mikrotiibiil yapisinin 9+2 olmasi
dikkat c¢ekiciydi. Yapilan 3 ayr1 degerlendirme yontemlerinde de bulgular birbirini destekler
tarzda idi.

Sonug olarak, 151k ve elektron mikroskopik yontemlerin yaninda, yeni bir teknoloji

olan hareketli sperm organel degerlendirmesinin, yeterli ve kisa siirede bilgi verebilecegine,
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bu teknikle incelenen spermin kullanilmasiyla gelistirilen yiliksek biiyiitmede se¢ilmis sperm
enjeksiyonunun mikroenjeksiyona gore tiip bebek merkezlerinin basari yiizdelerine énemli

Olclide katki saglayabilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Erkek kisirligi, sperm anomalileri, intrasitoplazmik sperm

enjeksiyonu, elektron mikroskobu, insan.
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MORPHOLOGICAL ANALYSES OF SPERMS CAUSING SEVERE
MALE INFERTILITY WITH LIGHT MICROSCOPY, MOTILE SPERM
ORGANELLAR MORPHOLOGY EXAMINATION AND ELECTRON
MICROSCOPY TECNICS

SUMMARY

Male infertility is one of the most important factor to determine success of in vitro
fertilization. In spite of good-quality sperm injection and advanced sperm preparation
procedures, every injected sperm may not achieve fertilization. Fertilized embryos may show
growth problems and in vitro fertilization success decreases significantly.

In our study, overall assesment of abnormal sperm causing severe male infertility
under a light microscope, real-time motile sperm organelle morphology assessment at 8050x
high magnification and electron microscopic evaluation of the fine structure of sperm to
determine degree of affect on this level is aimed. This is the first study to evaluate sperm
morphology by these three different methods.

In our study, in megalohead group, together with multi-flagellum structure, irregular
and large sperm heads, pinhead sperm abnormalities have been found to be accompanied. In
Globozoospermia type I group, sperm head were observed to be round and lacking acrosome,
while in type II group, the cone-shaped nucleus and a small amount of acrosome were
observed. In tail-stump group, sperm with short and blunt-shaped tail were also found to have

scattered microtubules and 9+0 structure rather than 9+2. In pinhead group, some sperm with
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the head were seen, even it was rare, and 9+2 microtubule structure was striking. For the three
evaluation methods, results were found to be supporting each other.

As a result, we believe that, beside the light and electron microscopic techniques, the
motile sperm organelle examination can offer information about sperm quality in a simple and
quick way and by the intracytoplasmic morphologically selected sperm injection developed
through the use of sperm selected by this technique can contribute to the success of in vitro

fertilization centers.

Key words: Male infertility, sperm abnormalities, intracytoplasmic sperm injection,

electron microscopy, human.
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