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4. OZET
ASTHENOZOOSPERMIA OLGULARINDA SEMEN ANALiZi VE SPERM
DEFEKTLERININ FAZ KONTRAST MiKROSKOBU iLE ORTAYA KONMASI

Dr. ELVAN OK

Amac:

1. Asthenozoospermia (sperm motilite diisiikliigii) ile semenin hiperviskozitesinin,
agliitinasyonun, lokosperminin ve sigara kullammminin bir iligkisi olup olmadiginin
arastirilmasi

2. Iki farkli canlilik testinin karsilastiriimasi

3. Sperm morfoloji boyalarinin karsilastirilmasi

Calismamin Tipi: Kontrollii prospektif caligma

Gere¢ ve Yontemler: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali Tiip Bebek Merkezi’ne bagvuran toplam 89 olgu (sperm motilite
bozuklugu olan 36 olgu ile motilite bozuklugu olmayan 53 olgu) calisma kapsamina alindi.

Semen 6rnegi makroskopik ve mikroskopik olarak degerlendirildi. Sperm morfoloji
bakis1 Diff-Quick ve Spermac boyalar1 kullanilarak yapilda.

Motilite bozuklugu olan 21 semen Ornegine ise yukarida sayilan testlere ek olarak;
canlilik testleri olan Eozin ve HOS testi birlikte uygulandi. 2 6rnege ise sadece eozin testi
uygulandi.

Sperm hareketliligi normal olan 44 olgu ile sperm hareketliligi diisiikk olan 25 olgu
sperm morfolojisi yoniinden degerlendirilirken Diff -Quick boyama yontemi kullanildi ve
toplam orta parca ile kuyruk anomali yiizdesi ortalamasi hesaplandi.

Motilitesi normal olup agliitinasyon saptanan 3 6rnege ve motilite bozuklugu olan 34
olguya MAR testi yapildi.

Sperm motilitesi ve sperm konsantrasyonu Makler sayim kamerasi kullanilarak WHO
kriterlerine gore degerlendirildi.

Ayrica her olgu sigara kullanimi yoniinden de degerlendirildi.

Bulgular: Sperm motilite diisiikliigli ile hiperviskozite arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki oldugu gozlendi (p< 0,05).

Sperm motilite diisiikliigii ile 16kospermi, agliitinasyon ve sigara kullanimi arasinda

anlamli bir iligki saptanmad.



Iki ayr canlihk testinin birbirine iistiinliigii olmadig goriildii. Morfolojik boya
testlerinin karsilastirilmasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.

Hareketliligi diisiik olan olgularda toplam orta parca defekti yiizdesi ortalamasi, kontrol
grubuna gore 2 kat daha yiiksek oranda bulunurken; toplam kuyruk defekti yiizdesi ortalamasi
0,6 kat daha yiiksek oranda bulundu.

Sonuclar: Hiperviskozite, diisiikk sperm motilitesi ile ve dolayisiyla erkek infertilitesi ile
iligkilidir.

Morfoloji ve canlilik testi i¢in kullanilan boyalarin birbirine tstiiliigiiniin olmamasi,
daha ekonomik olan boyalarin tercih edilmesini gilndeme getirmektedir.

Orta parga defektlerinin ve hareketlilikte 6nemli rol oynayan kuyruk anomalilerinin de
sperm hareketliligini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak basit ve invaziv olmayan semen analizi yapilarak erkek infertilitesi ile
ilgili bir¢cok veri elde edilebilecegi goriilmektedir. Dogru ve giivenilir bir semen analizi ile
asthenozoospermianin etiolojisi aydinlatilip, motilite tedavisinde 6nemli adimlar atilabilir.

Anahtar sozciikler: Asthenozoospermia, sperm motilitesi, semen analizi



5. INGILIZCE OZET

ABSRACT

SEMEN ANALYSIS IN ASTHENOZOOSPERMIA CASES AND
DETERMINATION OF SPERM DEFECTS BY PHASE CONTRAST MICROSCOPE

Dr. ELVAN OK

Purpose:

1. Survey of whether a relation between asthenozoospermia (sperm motility
inadequacy) and semen hyperviscosity, agglutination, leukospermia and smoking, exist.

2. Comparison of two various survival tests.

3. Comparison of sperm morphology dyes.

Design: Prospective controlled study.

Materials and Methods: Thirty-six patients with sperm motility disorders who were
admitted to Dokuz Eylul University IVF Center 2005 were included in the study. Fifty-three
patients with normal semen analysis served as controls.

Semen samples were evaluated macroscopically and microscopically. Diff-Quick and
Spermac dyes were used for sperm morphology assessment.

In 21 semen samples having motility disorders in addition to the tests mentioned above:
survival tests Eozin and HOS tests were implemented together. For two samples only eosin
test were applied.

While, 44 cases with normal sperm motility, 25 cases having decreased sperm motility
were evaluated pertaining to sperm motility Diff-Quick dying method were carried out and
total midpiece piece and tail anomaly percentage test average value were compared.

MAR test was carried out for 3 samples having normal motility and in which
agglutination was found and for 34 cases having decreased sperm motility.

Sperm motility and sperm concentration were evaluated according to WHO criteria by
means of using Makler counting chamber.

Also, each case was evaluated with regard to smoking.

Results: Statistical significance relation was found between decreased sperm motility
and hyperviscosity (p<0, 05).

No significant relation was found between decreased sperm motility and leukospermia,

agglutination and smoking.



It was found that both different survival tests were not superior to each other. In the
comparisons of morphological dye tests no statistical significant variation was found.

While in the cases decreased sperm motility average midpiece defect percentage two
fold higher compare to control group; total tail defect percentage average found in 0, 6 fold
higher value.

Conclusion: Hyperviscosity is related to low sperm motility and therefore to male
infertility.

No superior impact between dyes used for morphological and survival tests led to the
usage of more costly dyes.

It is thought that midpiece defects and tail anomalies which have important role in
motility may affect sperm motility.

As a result, it can be seen that plenty of data are available to provide related to male
infertility by means of carrying out basic and not invasive semen analysis. By accurate and
confidential semen analysis etiology of asthenozoospermia may be illuminated and important
progress can be taken in motility treatment.

Key words: Asthenozoospermia, motility, semen analysis



6. GIRIS

Giiniimiizde yardime1 iireme tekniklerinin hizli bir gelisme gostermesi ile infertilite
nedenleri daha fazla arastirilmaya baslanmistir. Eskiden sadece kadin odakli oldugu
diisiiniilen infertilite nedeninin son ¢aligmalarda yaridan fazla oranda erkek faktoriine baglh
oldugu goriilmiistiir(1).

Erkek infertilitesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda Ozellikle temel sperm
parametrelerinin son derece Onemli oldugu goriilmektedir. Bu parametrelerden sperm
motilitesi de oldukca onemli olup, infertil olgularda hastanin tiip bebege yonlendirilmesi
acisindan da bilyiik 6nem tasimaktadir. Asthenozoospermia veya diisiik sperm motilitesinin
erkek infertilitesinde en sik neden oldugu bildirilmektedir(2).

Asthenozoospermia olgularinin mikroskopik olarak degerlendirilmesinin tiip bebek
merkezinde yapilmasi, bu olgularda fertilizasyonun ne derece etkilendigini gozlemlemek
ve ileride hastaya uygulanabilecek olasi yardimci iireme tekniginin sonucunu goérmek
acisindan deger tasimaktadir.

Taze ejakulat, normalde koagiilasyonu takiben 20-30 dakika i¢inde likefiye forma
gecer. Bu siirec en fazla 30-45 dakika siirer. Likefaksiyonun zamaninda tamamlanmamasi
viskozitede artisa neden olur(3).

Hiperviskdz semen, infertilite tedavisi goren erkeklerde sik rastlanan bir olaydir(4).

Erkek infertilitesinde semen hiperviskozitesinin de fertilizasyonu etkileyen bir faktor
oldugu bilinmektedir(4). Bu ¢aligmanin amaclarindan biri de, sperm motilite diisiikliigii ile
semen hiperviskozitesi arasinda anlaml bir iliski olup olmadigim gdzlemlemektir.

Calismamizdaki temel amag, faz kontrast mikroskobu kullanarak asthenozoospermia
olgularin1 aragtirmaktir. Bu arastirma ile gevresel kosullar, stres gibi pek ¢ok etmenden
etkilenebilen erkek infertilitesine yeni bir bakis agis1i getirmek ve goreceli olabilen
mikroskopik baki asamalarinin aym kisi tarafindan degerlendirilmesi saglanarak daha
nesnel sonuglara ulasabilmek hedeflenmistir.

Bu calismada asthenozoospermia ile semen iligkisinin bir¢ok parametre géz Oniine

alinarak degerlendirilmesi amaglandi.



7. GENEL BILGILER

Infertilite, ciftlerin ¢ocuk sahibi olmay: istemelerine ve diizenli cinsel iliskide

bulunmalarina ragmen en az bir y1l siireyle gebelik elde edememeleridir(5).

Infertilite, sosyal, psikolojik ve maddi anlamda ¢ocuk sahibi olmak isteyen ciftleri
sikintiya sokan onemli bir saglik sorunu olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Son yillarda
ozellikle daha az invaziv girisim gerektirdigi icin basit bir semen analizi ile erkegin
degerlendirmesi Oncelik kazanmistir. Temel semen parametreleri olan sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisinde normalden sapmalar, olguyu tedaviye
yonlendirmede biiyiik onem tasimaktadir. Ancak, bu sapmalarda etiolojinin aydinlatilmasi
bir kisim hastada ¢6ziimii daha da kolaylagtirmaktadir.

“Infertil erkekte azoospermia; oligozoospermia, asthenozoospermia,
teratozoospermia veya bunlarin kombinasyonu s6z konusudur.”(6). Tablo 1’ de semen
siniflamasi terminolojisi goriilmektedir.

Normal sartlarda fertilizasyonun gerceklesmesi i¢in spermatozoa motilitesi en 6nemli
parametrelerdendir(6).

Oncelikle asthenozoospermianin tanimini yapmak gerekmektedir. Tablo 2’ de
goriildiigi gibi WHO standartlar1 goz oniine alindiginda toplam motilitenin % 50’nin ve
ileri hareketliligin ise % 25 ‘in altinda oldugu durumlarda asthenozoospermia tanimlamasi

yapilmaktadir(6).



Tablo 1. Semen Siniflamasi Terminolojisi

Normozoospermi Referans degerleriyle tanimlanmis normal
ejakiilat

Oligozoospermi Referans degerinden daha az sperm
konsantrasyonu

Asthenozoospermi Referans degerinden daha az sperm
motilitesi

Teratozoospermi Referans degerinden daha az sperm

normal morfolojisi

Oligoasthenoteratozoospermi

Her ii¢ degiskenin bozuklugunu gosterir

Kriptozoospermi Ejakiilatin bazal degerlendirmesinde hig
sperm yokken, santrifiigasyon sonrasi
birkac sperm elde edilmesi

Azoospermi Santrifiigasyon  sonrast  hi¢  sperm
bulunmamast

Aspermi Seminal plazma voliimii= 0 ml

Polizoospermi Yiiksek sperm konsantrasyonu (>250

milyon/ml)

Tiirk Androloji Rehberi 2004, Giinalp S, Orhon Esat, Ozgiir K, Seckin B, Tarcan T.




Tablo 2. Semen Parametreleri Referans Degerleri

Parametre Referans Degeri

Voliim >2.0ml

pH >7.2

Sperm konsantrasyonu >20x 10°/ml

Total sperm sayist >40x10°/ml spermatozoa/ ejakiilat

Ejekiilasyondan sonra 60 dak. i¢inde % 50
Motilite veya daha fazla progresif motilite (Grade
A+B) veya > % 25° ten fazla hizh
progresif motilite (Grade A)

Morfoloji Normal formlar > %5

Vitalite % 75 veya daha fazla canli sperm

(boya almayan)

Beyaz kiireler < 2x 10%ml
MAR test Motil spermlerde< % 50’ sinden azinda
yapiskan partikiiller

Tiirk Androloji Rehberi 2004, Giinalp S, Orhon Esat, Ozgiir K, Seckin B, Tarcan T

7.1 Spermium

7. 1. 1 Spermiumun olusumu:

Spermium testislerdeki seminifer tiibiillerde iiretilir. Diploid spermatogonyalar,
transformasyona ve mayotik boliinmeye ugrayarak haploid kromozom yapisina sahip
spermatidi olusturur. Bu olaya spermatogenezis denir ve yaklasik 10 haftalik bir siirectir.
Son asama ise gelisim asamasidir. Haploid yuvarlak yapidaki spermatid, motil ve kuyruk
yapisina sahip spermiuma doniisiir. Bu olaya da spermiyogenezis denir(6).

7.1. 2 Seminal plazma:

Spermiumlar glikojenden zengin epididimde depolanir. Burada olgunlasip
fertilizasyon yetenegine sahip motil sperme doniisiirler. Ejekiilasyonla elde edilen seminal
plazma epididimal ve yardimci iireme bezlerinin salgilarindan olusur. Sekresyona once
prostat salgis1 daha sonra seminal vezikiillerin salgilar1 eklenir. Prostat salgist asidiktir ve
fibrinolizin icerir. Bu enzim de likefaksiyonda gorev yapar. Alkali vezikiiler seminal s1vi
ise semen voliimiiniin % 70’ini olusturur ve koagiilasyonda gorev yapan enzimleri

icerir(7).




7. 1. 3 Spermiumun yapisi:

Spermium, bas ve kuyruk olmak iizere iki kisimdan olusur(8, 9, 10, 11, 12).

Bas: Niikleus, niikleer membran ve akrozomdan olusur. Akrozom, spermiyogenezis
sirasinda Golgi aygitindan farklilasmistir ve oosit hiicre membranina penetre olmaya
yarayan enzimler igerir(8, 9, 10,11, 12).

Kuyruk: Yaklagik 45-50um uzunlukta olup 4 parcadan olusur(8, 9, 10, 11, 12).

1- Boyun

2- Orta par¢a

3- Esas parca

4- Son parca

Kuyrugun merkezinde bir cift, periferinde ise 9 cift mikrotiibiiler yap1 bulunur. Bu
yapiya aksonem adi verilir. Aksonem 9 adet kalin yogun dis fibrillerle ¢evrelenmistir(8, 9,
10.11.12).

Bu yogun dis fibriller kuyruga diklik, aksonem ise hareketlilik saglar. Spermatozoa
flagellum (kuyruk) hareketi ile ilerler(8, 9, 10, 11, 12).

Kuyrugun arka kisminda fibrilleri ¢evreleyen fibroz bir kilif bulunur. Bu fibréz
kilifla fibriller kuyruk iskeletini olusturur. Kuyruk da plazma membrani ile cevrilidir(8, 9,
10.11.12).

Boyun: Uzunlugu yaklasik 0,3 pm olup, yapisinda segmentli kolonlardan olusan
baglant1 parcasi ve proksimal sentriol bulunur(8, 9, 10, 11,12).

Orta parca: Cap1 yaklagik 1 pm ve uzunlugu 7 pm’ dir. Yapisinda aksonem,
aksonemi ¢evreleyen kalin dis fibriller ve mitokondrial tabaka yer alir(8, 9, 10, 11, 12).

Esas parca: : Capi yaklasik 0,5 pm ve uzunlugu 40 pm’ dir. Yapisinda aksonem,
aksonemi ¢evreleyen kalin dis fibriller, fibroz tabaka ve plazma membrani bulunur(8, 9,
10, 11, 12).

Son parca: Kuyrugun son kismina 5-7 pum. kala kalin fibriller ve fibroz tabaka
kaybolur(8, 9, 10.11.12).

Spermin bas kisminda bulunan akrozom, fertilizasyon icin gerekli enzimleri
icermektedir. Orta parcada yer alan mitokondri, spermin hareketliligi i¢in gerekli enerjiyi
saglamaktadir. Kuyruk yapisinda yer alan aksonem hareketliligin saglanmasinda
onemlidir(8, 9, 10, 11, 12).

Sonug olarak sperm hiicresi oosit hiicresini fertilize edip, genetik materyalini oosite

aktarmak icin 6zellesmistir (8, 9, 10, 11, 12).



7. 2 Semen analizi:

Erkek infertilitesini arastirirken fizik muayene ve anamnezden sonra ilk yapilan
noninvaziv laboratuvar tetkikidir.

7. 2. 1 Semen orneginin alinmasi:

Semen Ornegi 3 — 4 giinliik cinsel perhiz sonrasi1 mastiirbasyonla alinir(13).

7. 2. 2 Ilk makroskopik degerlendirme:

Semen; koagiilasyon, likefaksiyon, goriiniim, hacim, viskozite ve pH acisindan
degerlendirilir(13).

Koagiilasyon: Ornek ilk alindiginda semende normal olarak koagulum gozlenir(13).

Likefaksiyon: Semen genellikle ilk 15 dakika icinde likefiye olur. Bazen bu siire 60
dakikaya kadar uzayabilir. Ancak bu siire¢ 60 dakikay1 asarsa bu durum belirtilmelidir(13).

Goriiniim: Normalde semen homojen, gri, opelasan goriiniimdedir(13).

Hacim: Semen hacmi 2 ml ve iistiinde olmalidir(13).

Viskozite: Viskozite semen akigkanligina karsi olusan diren¢ veya yapiskanlik
demektir. Likefaksiyonu baglatan proteolitik enzimler prostatta bulunur ve seminal
vezikiillerden salgilanan maddeler semeni koagiile eder. Yetersiz likefaksiyon hipervisk6z
semene yol agar(3).

Yiiksek viskozite spermi olumsuz etkilemektedir. Ozellikle motiliteyi,
konsantrasyonu ve spermin antikorla kaplanmasini etkileyebilmektedir(14, 15).

pH: pH kagidi ile semen pH’ 1 6lciiliir. Azoospermili olgularda pH: 7’ den kiiciikse
ejakulatuar kanallarda tikamiklik veya konjenital bilateral vaza deferens yoklugu
arastirilmalidir(14, 15).

7. 2. 3 Ilk mikroskopik degerlendirme:

Motilite, ileri motilite, konsantrasyon, agliitinasyon ve yuvarlak hiicreler saptanir.

Bu amag igin ¢esitli sayim kameralart mevcuttur. (Makler, Neubauer)(14, 15).

Agliitinasyon: Motil spermlerin bas-basa, kuyruk-kuyruga veya bas-kuyruga
birbirlerine yapisarak kiimelesmelerine agliitinasyon denir. Immotil spermlerin birbirlerine
veya motil spermlerin sperm dis1 hiicrelere yapisikligi ise nonspesifik bir agliitinasyon
olarak degerlendirilmelidir. Agliitinasyonun varlign immiinolojik infertilite yoniinden
arastirmayi gerektirir(14, 15).

7. 2. 4 Ileri mikroskopik degerlendirme:

Sperm canliik testi: Canli sperm yiizdesinin saptanmasi icin cesitli testler
mevcuttur. Baslica testler; HOS testi (Hyperosmolar swelling test) ve eozin testidir. 200

adet sperm faz kontrast mikroskopta sayilarak canlilik yoniinden degerlendirilir(14, 15).



Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi:

Sperm morfolojisi degerlendirmesi i¢in de ¢esitli boyalar mevcuttur. Tiip bebek
merkezlerinde ¢ogunlukla Diff- Quick ve Spermac boyalar1 kullanilmaktadir(14,15).

Sperm morfolojisinin kesin kriterleri:

Sperm bagt ovoid ve diizgiin konturlu olmali, iyi simirlanmis bir akrozomal kilif
icermelidir.

Bas boyutlari, 4—6 mikron X 2—-3 mikron X 1,5 mikron olmalidir.

Akrozom, bas alaninin %40-70’ ini kaplamalidir.

Akrozom altinda kalan boliimlerin konturlart diizgiin olmalidir.

Boyun, orta par¢a ve kuyruk anomalisi olmamalidir.

Orta parga silindirik ve bas ile aksiyel olmalidir.

Orta parca eni 1 mikron, uzunlugu bas uzunlugunun 1,5 kat1 olmalidir.

Orta parga sitoplazmik artik icermemelidir.

Kuyruk uniform, orta parcadan daha ince ve 45-55 mikron uzunlugunda olmalidir(16).

Kesin kriterlere gore morfolojik degerlendirmede dikkat edilecek noktalar:

Spermin tiimiiniin morfolojik yapis1 degerlendirilmelidir.

Degerlendirme 1000X biiyiitme alaninda yapilmalidir.

Degerlendirme esnasinda hiicre kiimelerinin bulundugu bolgelerdeki spermler
dikkate alinmamalidir.

Preparatin degisik bolgelerinde minimum 200 hiicre degerlendirilmelidir(16).

Antisperm antikor testleri: Antisperm antikorlar serumda, sperm yiizeyinde veya
seminal plazmada bulunabilmektedir. Semende var olan sperm antikorlarinin ¢cogu IgG ve
IgA sinifindandir(14, 15).

Semende antikor bakisi i¢in de ¢esitli testler mevcuttur(14, 15).

Immunuobead testi: Direkt ve indirekt testler mevcuttur(14,15). Direkt testle sperm
yiizeyindeki antikorlar belirlenir. Eger % 50 ve iizerinde sperm immunuobeadlerle kapli ise
test pozitiftir(14, 15).

MAR( mixed antiglobulin reaction) testi: Bu testlerin de 2 tipi vardir. MAR IgG testi
ve MAR IgA testi

Bu testler her zaman birbiri ile uyumluluk géstermez. Ancak bu testler pozitif
oldugunda ek testlere bagvurulur. (sperm servikal mukus kontakt testi, sperm servikal

mukus kapiller testi) (14, 15, 17).



MAR testi: Bu testin uygulanabilirligi i¢in semen 6rneginde yeterli sayida sperm
olmalidir. Eger %50 ve iizerinde sperm partikiillere baglanirsa immiinolojik infertilite
aragtirtlmalidir (13, 14, 15).

Antisperm antikorlara asagidaki durumlarin varliginda bakilmalidir:

1.  Semende agliitinasyon varliginda
2. Asthenozoospermia olgularinda
3. Lokospermi varlifinda
4. Aciklanamayan infertilitede.
MAR testleri, immiinolojik infertilite tanisinda yardimci testlerdir(17).

Semende [okosit bakisi:

Semende 16kosit bakist icin 6zel testler mevcuttur. Ozel 16kosit boyast ile sari-
kahverengi hiicreler 16kosit olarak degerlendirilir. Semende 1 milyon/ml’ nin iizerinde
16kosit varligi 16kospermi olarak tanimlanir. (13, 17)

7. 3 Sperm motilitesini etkileyen faktorler:

7.3. 1 Sperm motilitesini olumsuz yonde etkileyen i¢ faktorler:

Sperm motilitesi, yeterli miktarda ATP (adenosine triphosphate), normal bir iyon
ortam1 ve fonksiyonel aksonemal dynein ATP’ azlar1 gibi ¢esitli i¢ hiicresel etmenlerin
etkilesimi sonucu ortaya cikar. Bu etkilesimi engelleyen her tiirlii dis faktor sperm
motilitesini bozabilmektedir(18).

7. 3. 2 Sperm motilitesini olumsuz yonde etkileyen dis faktorler:

Enfeksiyon, bakteri ve bakteri iiriinleri_(6rnegin E. Coli, gecirilmis kabakulak
enfeksiyonu)

Sitokinler

Erkek genital sisteminin igerdigi ve lokal immun yanitlara ait humoral ve hiicresel
immiinite iiriinleri IL-1, IL-6 ve TNF-a

Semende bulunan bazi hiicreler (I6kosit ve anormal spermatozoa)

Semende serbest oksijen radikalleri salgilatan faktorler

Testikiiler travma, cerrahi girigim

Ciddi alerjik reaksiyon

Sicaklik artigi: Skrotumda kiigiik sicaklik yiikselmelerinin bile sperm motilitesini
olumsuz etkileyebilecegi gézlenmistir.

Cevresel faktorler: Radyasyon, meslek

Alkol, uyusturucu madde, sigara, ilaclar(18, 19).



8. GEREC ve YONTEMLER
8. 1 Olgular
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dah

Tiip Bebek Merkezine 15 Kasim 2004 ile 5 Nisan 2005 tarihleri arasinda bagvuran toplam 89
olgu (sperm motilite bozuklugu olan 36 olgu ile motilite bozuklugu olmayan 53 olgu) calisma
kapsamina alindi(Sekil 1). Kontrol grubunun yas ortalamasi 34.4 ve yas araligr 24-45 idi.
Motilite bozuklugu olan grubun ise yas ortalamasi 34.6 ve yas araligi 24-52 idi. Olgularin
infertilite siireleri ise 24 aydir.

Merkeze basvuran olgularin yas gruplart ve mevsimsel dagilimi Tablo 3 ve Tablo 4’ de

goriilmektedir.

A+O+T

Sekil 1. Sperm motilite bozuklugu olan olgularin grafiksel olarak dagilimi
A: Asthenozoospermia (4, % 11, 1)

A+0O: Asthenozoospermia +Oligozoospermia (3, % 8, 3)

A+T: Asthenozoospermia + Teratozoospermia (14, % 38. 8)

A+0O+T:Asthenozoospermia +0Oligozoospermia+ Teratozoospermia (15, % 41,6)



Tablo 3. Arastirmaya alinan olgularin mevsimsel dagilimi

MEVSIiM OLGU
sperm A+O
hareketliligi A+T
normal A A+O+T | Toplam
Aralik-Ocak-Subat 37 2 22 61
Mart-Nisan-Mayis 0 2 7 9
Haziran-Temmuz-
Agustos 2 0 0 2
Eyliil-Ekim-Kasim 14 2 1 17
Toplam 53 6 30 89
Tablo 4. Olgularin yaglara goére dagilimi
YAS
29 yas ve|30-40 (30 ve 40 yas
alti 40 yas dahil) | iistii Toplam
sperm hareketliligi . 10 p 53
normal
astheno+kombine 5 27 4 36
Toplam 12 67 10 89

Astheno: asthenozoospermia

Kombine: A+O: Asthenozoospermia +Oligozoospermia

A+T: Asthenozoospermia + Teratozoospermia

A+O+T: Asthenozoospermia +Oligozoospermia+ Teratozoospermia




8. 2 Semen Analizi

Semen Ornekleri mastiirbasyon yontemi ile 4 giinliik ideal cinsel perhiz sonrasi elde
edildi. Mastiirbasyonla elde edilen semen 6rnegi steril ve genis agizli bir kapta toplandi.

Semenin likefaksiyonu i¢in 30 dakika beklendi.

Tiim olgulara makroskopik degerlendirme yapildiktan sonra mikroskopik degerlendirme
ile sperm sayis1, motilitesi ve morfolojisi degerlendirildi. Ayrica 16kosidin boyasi ile semende
I6kosit miktar1 belirlendi. Agliitinasyon saptanan semen oOrneklerine ise IgG MAR testi
uygulandi.

8. 2. 1 Makroskopik degerlendirme:

Renk, koku, viskozite, agliitinasyon ve koagiilasyona bakildi.

Semen Ornegi viskozitesi semikantitatif olarak su sekilde ol¢iildii:

Viskozitenin degerlendirilmesi i¢in 5 ml lik pipet kullanildi. Likefaksiyondan sonra
ejakiilat 5 ml’ lik pipetle aspire edildi ve bir damla semenin kendi agirligi ile pipetten
damlamasina izin verildi. 2 cm’ den fazla ipliksi bir sekilde uzayan semen damlalar
hiperviskozite olarak degerlendirildi. Viskozite, siibjektif olarak 4 dereceli bir skalada
degerlendirildi:

+1: viskozite normal,

+2: biraz artmis viskozite (yogun),

+3: orta derecede artmis viskozite(pipete alinmasi zor) ve

+4: oldukca artmis viskozite (pipete alinamamaktadir).

Gecerli viskozite 30 dakikalik likefaksiyon sonrasi +1 derece olarak kabul edildi.

PH o6lctimii ise, bir damla semenin pH kagid1 {izerine damlatilmast ile yapildi.

Semen voliimii dereceli pipetle Ol¢iilerek saptandi.

8. 2. 2 Mikroskopik Degerlendirme:

Faz kontrast mikroskobu ile degerlendirme yapildi.(Olympus,CH40)

Sperm konsantrasyonu ve motil sperm yiizdesinin belirlenmesi icin Makler Sayim
Kamerasi1 kullanildi.

Semen Ornekleri 37° C ‘de bekletildi ve motilite degerlendirmesi ejakiilasyondan sonra
1 saat i¢inde oda sicakliginda yapildi. Sperm konsantrasyonu ve motil sperm yiizdesi WHO
kriterlerine gore belirlendi. 200 sperm sayildi. Her bir spermin motilitesi 4 kategoride

skorlandi:

e  Hizl ileri hareketli

® Yavas ileri hareketli



® Yerinde hareketli
e Hareketsiz (immotil)

Mikroskop alanini lineer motilite ile gecen spermler ileri hareketli olarak
degerlendirildi. Lineer motilitesi olmayan spermlerle, lineer motilitesi olan spermlerin toplam
yiizdesi ise toplam hareketlilik olarak belirlendi.

Semende 16kosit bakisi i¢in 16kosidin boyas1 Leucoscreen (Ferti Pro N.V) kiti
kullanildi(Ek 1).

Sperm morfolojisi bakisinda Diff-Quick ve Spermac boyalar1 kullanildi. Toplam 65
olguya her iki boya yontemi de uygulandi. 4 olgu sadece Diff-Quick, 2 olgu ise sadece
Spermac boya ile boyandi(Ek 2 ve Ek3).

Sperm hareketliligi normal olan 44 olgu ile sperm hareketliligi diisiik olan 25 olguda
sperm morfolojisi bakilirken Diff- Quick boyama yontemi ile toplam orta parca anomali
yiizdesi ve toplam kuyruk anomali yiizdesi ortalamas1 hesaplandi.

Motilitesi normal olup agliitinasyon saptanan 3 6rnege ve motilite bozuklugu olan 34
olguya MAR Testi IgG yapildi(Ek 4).

Motilite bozuklugu olan 21 semen Ornegine ise yukarida sayilan testlere ek olarak;
canlilik testleri icin Eozin (Vital Screen) ve HOS testi birlikte uygulandi. 2 6rnege ise sadece
eozin testi uygulandi(Ek 5 ve 6).

Sperm morfolojisinin degerlendirilmesinde, Kriiger kriterleri ve diger parametreler i¢in
WHO kriterleri kullanildi.

Ayrica her olguya sigara icip icmedigi ve sigara igenlere giinde ka¢ paket ictigi

soruldu(Tablo 5 ve Tablo 6).



Tablo 5. Olgularin sigara kullanimi

OLGU

sperm A+O

hareketliligi A+T

normal A+O+T Toplam
Sigara icmeyenler 27 17 48
1 paketin altinda sigara

10 4 14
icenler
1 paket ve iistiinde

16 9 27
sigara icenler
Toplam 53 30 89

A: Asthenozoospermia

A+O: Asthenozoospermia +Oligozoospermia

A+T: Asthenozoospermia + Teratozoospermia

A+O+T: Asthenozoospermia +Oligozoospermia+ Teratozoospermia




Tablo 6. Sigara kullanan ve kullanmayan olgularin yas dagilimi

SIGARA YAS
29 yas ve | 30-40 (30 ve 40 yas
alti 40yas dahil) | stii TOPLAM
Sigara sperm
icmeyenler hareketliligi 2 23 2 27
normal
2 17 3 22
astheno+kombine
TOPLAM 4 40 5 49
Sigara icenler sperm
hareketliligi 5 17 4 26
normal
astheno+kombine |3 10 1 14
TOPLAM 8 27 5 40

Astheno: asthenozoospermia

Kombine: A+O: Asthenozoospermia +0Oligozoospermia

A+T: Asthenozoospermia + Teratozoospermia

A+O+T: Asthenozoospermia +Oligozoospermia+ Teratozoospermia

8. 3 iISTATISTIKLER

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 11 programu (Statistical Package for the Social

Sciences) ve ki -kare testleri kullanildi. Boyalarin ve canlilik testlerinin karsilagtirilmast

Binomial (sign) testi ile yapildi(20).




9. BULGULAR:

Sperm hareketliligi normal olan 53 semen Ornegi ile diisiik hareketli sperme sahip 36

semen Ornegi lizerinde yapilan bu caligmada 16kospermi ile sperm hareketliligi arasinda

anlaml bir iliski saptanmadi(Sekil 2).

*

Sekil 2. Semen Orneginde sari-kahve renkte gozlenen 16kosit(Lokosidin boyasiX400)

Hareketligi normal olan 53 semen Orneginde toplam motilite ortalamasit % 61,22,
ileri hizli hareketlilik % 36, 73 iken, motilite bozuklugu olan 36 olguda toplam motilite
ortalamast % 26, 47, ileri hizli hareketlilik ise % 8, 94 idi. Hareketliligi normal olan 53
olgunun 4’ iinde hiperviskozite saptanirken (3 olguda +3 ve 1 olguda +4 viskozite); sperm
motilite diisiikliigii olan 36 olgunun 12’ sinde hiperviskozite saptandi. Hiperviskozite
saptanan 12 olgunun 6’sinda +4, 5’inde +3, 1’ inde + 2 viskozite bulundu. Yapilan
istatistiksel degerlendirmede hiperviskozite ile sperm motilite diisiikliigii arasinda anlaml
bir iligki oldugu goriildii (p=0.016). Hiperviskozite ile diisiik total sperm motilitesi ve hizli
progresif motilite arasinda negatif bir korelasyon bulundu. (p<0.05, R= -0,3)(Sekil 3 ve 4).

37 olguda yapilan antisperm antikor Ig G testlerinde olgularin hepsinde test negatif
sonu¢ verdi. Anti sperm antikor IgG testi negatif oldugu i¢in, olgulara antisperm antikor

IgA testi uygulanmadi.
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Sekil 3. Total motilite ile viskozite arasindaki iligki
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Sekil 4. Ileri hizli motilite ile viskozite arasindaki iligki

Sigara icimi ile semen sperm parametreleri arasinda anlamli bir iligski saptanmadi(p>

0.05).



Canlilik testlerinin karsilastirilmasinda 21 olguya HOS ve Eozin testleri birlikte
uygulandi. 10 olguda her iki testte de pozitif sonu¢ alinirken 4 olguda ise negatif sonug elde
edildi. 7 olguda ise HOS testi sonucu negatifken, Eozin testi pozitif olarak saptandi. Yapilan
binomial (sign test) istatistiksel degerlendirmede testlerin giivenilir oldugu saptandi.

Toplam 67 olguya Diff-Quick ve Spermac boyalar birlikte uygulandi. Diff-Quick ile
boyanan 3 ornekte bas, orta parca ve kuyruk anomalisi gdzlenen 4 sperm fotograflandi(Sekil
5, 6,7) ve bu orneklerden birinde az rastlanan bas anomalilerinden olan akrozom yoklugu
iki spermde goriintiilendi(Sekil 5). Spermac ile boyanan bir 6rnekte ise bas, orta pargca ve
kuyruk anomalisi gozlenirken(Sekil 8); bir bagka 6rnekte normal simirlara yakin bir sperm
fotograflandi(Sekil9). Yine Spermac boya ile immatiirite isareti olarak kabul edilen cift bash

bir sperm goriintiilendi($ekil10).

L

¥

Sekil 5. Akrozomu olmayan 2 sperm(Diff-Quick boyasi, X1000)



Sekil 6. Bir asthenozoospermia olgusunda bas, orta parca, kuyruk anomalisi gozlenen

sperm(Diff-Quick boyasi, X1000)

Sekil 7. Bir asthenozoospermia olgusunda bas, orta parca, kuyruk anomalisi gozlenen sperm

(Diff-Quick boyasi, X1000)

Toplam 57 olguda test sonuglari paralellik gosterdi. Test sonuglari paralellik gosteren 32
olguda sperm morfolojisi her iki testte de normal bulunurken 23 olguda morfoloji yiizdesi
diisiik bulundu. Geri kalan 10 olgunun ise 7’ sinde sperm morfolojileri Diff-Quick boya ile

normal yiizdede bulunurken Spermac boya ile anormal bir yilizde saptandi. 3 olguda ise



Spermac boya ile sperm morfolojisi normal smirlarda gozlenirken Diff-Quick boya ile
anormal sperm morfolojisine rastlandi. Yapilan binomial (sign test) istatistiksel

degerlendirmede testlerin giivenilir oldugu saptandi.

Sekil 8. Bir asthenozoospermia olgusunda bas, orta parca, kuyruk anomalisi gbzlenen

spermler (Spermac boya,X1000)



Sekil 9. Normoozoospermia olgusuna ait bir 6rnekte iistte normal sinirlarda bir sperm

(Spermac boya,X1000)



Sekil 10. Cift bash bir sperm(Spermac boya,X1000)

Sperm hareketliligi normal olan 44 olgu ile sperm hareketliligi diisiik olan 25 olguda
sperm morfolojisi bakilirken Diff- Quick boyama yontemi ile toplam orta parca anomali
yiizdesi hesaplandi. Toplam orta parca defekti ylizdesi ortalamasi, hareketliligi diisiik olan
olgularda kontrol grubuna iki kat daha yiiksek oranda bulunurken (%9 ve %18); toplam
kuyruk defekti yiizdesi ortalamasi 0,6 kat daha yiiksek bulundu(%21,3 ve %34,8).



10. TARTISMA:

Giiniimiizde yardimci tireme tekniklerinin yayginlagmasi ile infertilite nedenleri daha
cok arastirilmakta ve fertilizasyonda onemli rolii olan sperm motilitesindeki diisiikliik, bircok
calismada yer almaktadir.

Retrospektif bir calismada infertil erkeklerde tek basina asthenozoospermia
prevalansinin %18.71 oldugu ve bu oranin oligo ve/veya teratozoospermia ile birlikte
%81.84° e ¢iktig1 saptanmistir(21). Bu yiiksek oran konuyu 6zellikle tiip bebek merkezleri
acisindan daha 6nemli kilmaktadir.

Lokospermi ile asthenozoospermia arasindaki iliskiyi inceleyen c¢alismalara
baktigimizda yapilan bir ¢calismada 16kospermi ile asthenozoospermia arasinda direkt bir iliski
saptanmadig goriilmektedir(21).

Diger bir calismada ozellikle orta parga anomalileri olan anormal spermatozoa
oranindaki yiiksekligin beyaz kan hiicrelerindeki artisla iliskisi gosterilmistir.(22).

Baz1 yayinlarda ise insan semeninin fertilizasyon potansiyeli ile beyaz kan hiicreleri
arasindaki iligkinin heniiz agikliga kavusmadigi ancak, semende Iokosit varli§inin reaktif
oksijen mediatorleri iiretiminde etkili oldugu bildirilmistir(23).

Bu calismada ise lokospermi ile asthenozoospermia arasinda anlamli bir iligki
saptanmad1 (p> 0.05).

Ancak semende 10kosit varliginin serbest oksijen radikalleri iiretimine yol agtigi
bilinmektedir(21).  Serbest oksijen radikalleri de sperm motilitesini olumsuz
etkilemektedir(18, 19). Bu konuda daha fazla hasta grubu ile ¢alisilmas1 daha dogru sonuglar
verecektir.

Hiperviskozite ile sperm motilitesi arasindaki iliskiyi inceleyen caligmalara
baktigimizda literatiirde viskozite testlerinin tek test yerine semen analizinin bir parcasi olarak
degerlendirildigi goriilmektedir(2, 3, 4, 24). Bu calismada ise hiperviskozite ile motilite
iliskisi prospektif bir calisma ile degerlendirilmeye calisildi ve olasi deneysel hatalar
analizlerin bir kisi tarafindan yapilmasi saglanarak en aza indirildi.

Asthenozoospermia ile ilgili yapilan retrospektif caligmalarda semen hiperviskozitesi ile
motilite arasinda negatif bir iliski gozlenmistir(2, 4, 24). Bu calisma ise aym iliskiyi
prospektif bir calisma ile gostermeyi hedefledi.

Diisiik sperm motilitesi olan grubun kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda
hiperviskozite gosterdigi goriildii. Ayn1 iliski total hareketlilik ve hizli ileri hareketlilik ile

hiperviskozite arasinda da gozlendi.



De Celis ve arkadaglarina gore; kontrol gurubu ile karsilastirildiginda hidrokarbona
maruz kalan grupta hiperviskozite ve gecikmis likefaksiyona daha fazla rastlanmigtir(25).

Diger bir calismada ise semenden viskoz kitlenin uzaklastirilmasi ile motilitenin az da
olsa arttirllabilecegi saptanmistir(26).

Bu calismada da sperm motilitesinin hiperviskoziteden etkilenebilecegi gosterildi.
Ustelik hiperviskozite sadece total hareketliligi degil, hizhi ileri hareketliligi de
etkilemekteydi. Bu da ozellikle fertilizasyonda Onemli olan hizli ileri hareketliligin
etkilenmesi acisindan 6nemli bir konudur.

Yapilan bir ¢alismada mevsimsel farkliliklarin sperm konsantrasyonu, total sperm
sayisi, semen volumii ve ileri hareketli sperm yiizdesi {iizerinde belirgin istatistiksel
degisiklige yol agmadig1 gozlenmistir(27).

Diger bir calismada kisin sperm konsantrasyonun arttigi, yaz ve sonbaharda belirgin
olarak ortalama bas defekti yiizdesinde artis oldugu ve yine aym calismada normal morfoloji
ortalama yiizdesinin kisin belirgin olarak arttifi gozlenmistir. Sperm konsantrasyonunun
sonbaharda en az, normal morfoloji yiizdesinin ise yazin en az oldugu gozlenmistir(28).

2004 yilinda yayinlanmig bir baska calismada ise diger mevsimlere oranla ilkbaharda
daha yiiksek sperm konsantrasyonu, daha yiiksek motilite ve daha yiiksek normal morfoloji
yiizdesi elde edilmistir(29).

Bu calismada ise mevsimsel hasta dagilimimin 6zellikle kis aylarinda yogunlastig
gozlendi. Somut veriler elde etmek icin yeni olgular eklenerek mevsim ile sperm
parametreleri arasindaki iliskinin tekrar degerlendirilmesi uygun olacaktir.

Literatiire bakildiginda fertilite sorunu olan ciftlerde ozellikle kadin odakli yas
faktoriiniin arastirlldign goriilmektedir. Ancak fertilizasyonda erkek yasinin 6nemi konusunda
cok fazla calisma bulunmamaktadir.

Chen ve arkadaslarinin 2003 yilinda 551 olguda yaptigi bir calismada semen voliimii,
sperm konsantrasyonu, total sperm sayisi, motilite ve normal morfolojili sperm sayisinin yasla
azaldigr saptanmistir(28). Yine Chen ve arkadaslarinin 306 olgu iizerinde mevsim yas ve
sigara kullanmanin semen parametreleri iizerine etkisini aragtiran bir baska calismasinda yas
gruplan ile semen voliimii, sperm konsantrasyonu, motilite yiizdesi ve normal morfoloji
yiizdesi arasinda anlaml bir iliski gozlenmemistir(29). Ancak Eskenazi ve arkadaslarinin
2003 yilinda yaptigi bir calisgmada semen kalitesinde yasa baghh belirgin bir azalma
saptanmustir. Ozellikle bu durum semen voliimii ve sperm motilitesi konusunda daha belirgin

olarak gozlemlenmistir(30).



Bu calismada ise yas gruplan ile sperm motilitesi diisiikliigii arasinda anlamh bir iliski
saptanmadi (p> 0.05). Bulgulara bakildiginda ¢alismaya dahil edilen 89 olgunun 67 sinin 30-
40 yas aras1 gruba dahil oldugu goézlendi. Tiip bebek merkezine bagvuran olgularin 10’ unun
40 yas iistiinde oldugu saptandi. Yas faktorii ile sperm parametreleri arasindaki iligki
degerlendirmesinin iiroloji klinikleri gibi ileri yas erkeklerin bagvurdugu kliniklerin verileriyle
birlikte degerlendirilmesi daha somut veriler saglayacaktir.

Sigara ve sperm parametreleri arasindaki iligkiyi degerlendiren pek cok calisma
bulunmaktadir. Bir kisim yayinlar sperm parametrelerinin sigara kullanimindan etkilendigini
savunurken, yapilan bazi ¢aligmalarda ise sigara ile sperm parametreleri arasinda anlamli bir
iliski saptanmamustir.

Bir ¢alismada semen voliimii, total sperm sayisi, HOS testi ile sigara kullanimi arasinda
direkt bir iliski saptanamamuis, ancak motilite ve morfoloji bozukluklarinin sigara i¢enlerde
daha fazla oldugu gozlenmistir(31). Yine aymi calismada sigara igenlerde semende lokosit
konsantrasyonunun icmeyenlere gore daha fazla oldugu saptanmgstir.

Alkol ve sigaranin semen parametreleri {izerine etkisini aragtiran bir bagka caligmada ise
alkol veya sigara tiiketiminin semen parametrelerini etkilemedigi, ancak her ikisini birlikte
kullananlarla kullanmayanlar karsilastirildiginda semen voliimii, sperm konsantrasyonu ve
motil sperm yiizdesinde belirgin bir azalma ve motil olmayan canli spermlerde belirgin bir
artma gozlenmistir. Boylece bu iki aligkanligin sinerjik veya aditif etkisi tartisilmistir(32).

Infertil Tiirk erkeklerinde yapilan bir ¢alismada giinde 20 adet ve daha fazla sigara
icenlerde sperm kuyruk defektlerinin daha fazla oldugu gozlenmis, ancak ilging olarak giinde
20’ nin iizerinde sigara icenlerde hafif icicilere gore ileri hareketliligin daha fazla oldugu
saptanmustir(33). Ancak Isvec erkeklerinde yapilan calismada semen voliimii ve total sperm
konsantrasyonu disinda semen kalitesi ile sigara icimi arasinda anlamlhi bir farklilik
saptanmamistir(34).

Buna karsin Trummer ve arkadaslariin yaptigi ¢calismanin sonucunda sigara i¢iminin
semen parametrelerini etkilemedigi, ancak yuvarlak hiicre ve 16kosit oranim1 anlamli olarak
arttirdig1 gozlenmistir(35).

Antisperm antikorlarinin sigara i¢enlerde daha fazla oranda gozlemlendigi calismalar da
bulunmaktadir(36).

Bir diger ilging calisma sigara igcenlerde sperm konsantrasyonu, total sperm sayisi,
motilite ve total motil sperm yiizdesinde belirgin mevsimsel degisiklikler oldugunu ve bu
parametrelerin daha sicak mevsimlerde diistiigiinii gdstermektedir. Ancak sigara icmeyenlerde

artan sicaklikla boyle bir etki goriillmemistir(37).



Sigara i¢cmeyenlerin sperm kalitesinin daha iyi oldugunu bildiren pek ¢ok yayin
bulunmaktadir(30, 38, 39). Ayrica bir yaymda sigara icenlerin seminal plazmasina konulan
sigara igmeyenlerin sperm canliliginda belirgin azalma; bununla beraber sigara igmeyenlerin
seminal plazmasina veya Ham’s F—~10 mediumuna maruz birakilmig sigara icenlerin sperm
canliliginda anlamli artis saptanmistir(39).

Bu calismada sigara ile semen sperm parametreleri arasinda anlamli bir iliski
saptanmad1 (p> 0.05).

Ancak yapilan daha genis kapsamli ¢alismalarin incelendigi bir derlemede sigara ile
infertilite arasindaki iliski degerlendirilirken, sperm motilitesinin sigaradan olumsuz
etkilendigi de gosterilmistir(40)

Bu calismanin yapildigi merkezde yapilan bir diger poster calismasinda da sperm
hareketliligi ile sigara arasinda anlamhi bir iliski oldugu gosterilmistir(41).Cok degisik
goriiglerin oldugu bu konunun daha genis kapsaml retrospektif calismalarla incelenmesi
gerekmektedir. Bu calisma yeni eklenen olgularla devam edecektir.

Bir bagka calismada sperm bagli antikorlarin normal gruba gore asthenozoospermia
olgularinda daha yiiksek oranda oldugu ve antisperm antikorlarmin varliginin fertilizasyonu
etkileyebilecegi gozlenmistir(42).

Baz1 sperm bagl antikorlarin fertilizasyonu olumsuz yonde etkileyebilecegini savunan
bir bagka calismada bu durumun ASA(antisperm antikorlar) ile erkek immiinolojik
infertilitesi arasindaki iligkiye bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir(43).

Bu ¢alismada ise 37 olguya antisperm antikor testi Ig G uyguland1 ve test negatif sonug
verdi. Daha fazla olguda motilite ile antisperm antikor iliskisinin tekrar degerlendirilmesi
uygun olacaktir.

Sperm canlilik testi degerlendirmesi Ozellikle tiip bebek merkezlerinde olgunun ICSI
(intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) icin yonlendirilmesinde olduk¢a onemlidir. Yapilan bir
calismada kullanilan 2 testten biri olan HOS testinin ciddi ve tam asthenozoospermia
olgularinda sperm viabilitesini gosterebilen bir test oldugu sonucuna varilmigtir(44).

Tartagni ve arkadaslarmin 2002 yilinda yayinlanan bir calismasinda normal semen
parametreleri olan, ancak subnormal HOS testi skorlarina sahip erkeklerin eslerinde ¢ok
diisiik oranda gebelik oldugu goriilmiistiir. Bu ¢calismada da HOS testinin 6nemi bir kez daha
ortaya kondu(45).

Domuz ve boga spermleri lizerinde yapilan diger bir ilging calismada, niikleik asit

boyalart propium iodide veya Hoechst 33258 ile eozin karsilastirilmis ve anlamhi farklilik



bulunmustur. Propium iodide diger boyalara gore daha fazla sayida boyali yani 6lii hiicre
gostermistir(46).

Canlilik testleri ejakiilatta, epididimis ve testisten alinan dokularda veya dondurulup
coOziillmiis orneklerlerdeki canli spermi belirlemede 6nemli testlerdir. Ancak Eozin-Y spermi
oldiirdiigii i¢in ICSI sikluslarinda kullanim1 uygun degildir(47).

Bu calismada da HOS testi ile eozin testinin birbirlerinin yerine kullanilabilecegi
goriilmiistir. Ancak HOS testinin toksik etkisinin olmamas1 nedeniyle o6zellikle ICSI
girisiminde sperm se¢iminde giivenle kullanilabilir bir test olabilecegi sonucuna varilmistir.

Sperm morfolojisi de erkek infertilitesinde biiyiik ©Onem tasimaktadir ve
asthenozoospermia olgularinda morfoloji de degerlendirilmistir. Yapilan caligmalar
incelendiginde; sperm orta par¢a uzunlugunun kontrol gruplarina gore asthenozoospermik
olgularda belirgin olarak kisa oldugu (48), aciklanamayan asthenozospermia olgularinda
yapilan bir bagka caligmada da periaksonemal anomalilerle aksonemal defektlerin siki iligkide
oldugu ve azalan motilitede aksonemal anomalilerin tek neden olmadig1 gozlenmistir(49).

Bu calismada ise toplam orta parca defekti yiizdesi ortalamasi hareketliligi diisiik olan
olgularda kontrol grubuna gore iki kat daha yiiksek oranda bulundu. Ayrica toplam kuyruk
anomalisi yiizdesi ortalamasi da diisiik motiliteye sahip olan olgularda 0,6 kat kadar daha

yiiksek oranda gozlendi.



11. SONUC ve ONERILER

Lokositin semende varliginin motiliteyi bozucu etkisi bu ¢alismada kanitlanamada.

Ancak lokositlerin semende serbest oksijen radikallerine yol agmasi ve serbest oksijen
radikallerinin sperm motilitesini olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Bu durumda erkek tireme
sisteminin enfeksiyonu ile ilgili faktorler ve hiicreler fertiliteyi bozucu etkiye sahip olabilirler.
Ancak bu konuda daha ¢ok sayida hasta ile calisilmasina gereksinim vardir.

Erkek infertilitesinde ©nemli bir yer tutan sperm motilite diistikliigliniin
hiperviskozitenin giderilmesi ile bir olgiide iyilestirilebilmesi s6z konusu olabilir. Aksesuar
bez patolojileri ile iligkili olabilen hiperviskozite nedeni arastirilip infertilite nedenlerinden
biri olan asthenozoospermia tedavisine katkida bulunulabilir.

Sperm morfoloji bakis1 igin kullanilan 2 testin birbirine olan dstiinligiiniin
saptanamamasi nedeniyle, bu testlerden ekonomik olanin secilerek maliyetin diisiiriilmesi
saglanabilir.

Canlilik testleri olan eozin ve HOS testlerinin de istatistiksel olarak paralel sonuglar
vermeleri Ozellikle daha ucuz ve daha giivenli olan HOS testinin tercihini giindeme
getirmelidir. Semen analizinde ¢ok ©nemi olmayan ancak oOzellikle ICSI uygulanacak
olgularda hiicreye zarar vermemesi agisindan HOS testinin tercih edilmesi séz konusudur.
Canlilik testi olarak HOS testinin, eozin testinden ¢ok farkli sonuglar vermemesi hem
ekonomik hem de toksik olmamasi1 agisindan deger tasimaktadir.

Yapisinda aksonem, aksonemi ¢evreleyen kalin dis fibriller ve mitokondriyal tabaka yer
alan orta parca defektlerinin ve harekelilikte onemli rol oynayan kuyruk anomalilerinin de
sperm hareketliligini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak basit ve invaziv olmayan semen analizi yapilarak erkek infertilitesi ile
ilgili pek cok ipucu elde edinilebilecegi goriilmektedir. Dogru ve giivenilir bir semen analizi

ile asthenozoospermianin etiolojisi aydinlatilip motilite tedavisinde 6nemli adimlar atilabilir.
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13. EKLER
EK1
MAR Testi IgG
Kitlerin ve 6rnegin oda sicakligima gelmesi beklendi
Lam iizerine;
10 pl taze semen
10 ul MAR Lateks partikiilleri
10 ul MAR Sperm MAR Antitest kondu.
Ornek ve Latex kiti bir lamin kosesi ile 5 kez karistirildi.
Antiserum bu karisima eklendi.
Lamel kapatildi.
400X biiyiitmede incelendi. (3 dak. Sonra inceleme yapildi.)
Motil sperme bagh lateks partikiilleri gézlendi.
100 sperm sayildi.
%40’ 1n  lizerinde yapisiklik varsa immiinolojik infertilite olasilign yiiksek
degerlendirildi(50).
EK 2
Diff-Quick Boyama Prosediirii
1. Diff-Quik fiksatifinde yaymalar fikse edildi.
2. Soliisyon 1°de 5 saniye lamlar boyandi.

3. Soliisyon 2°de 5 saniye lamlar boyandi.

3. adim sonrasi lamlar deiyonize su ile yikand1 ve boylelikle fazla boya uzaklastirildi.

¢ Lamlar kapatici ile kapatildi (14, 15).

EK 3

Spermac Boyama Prosediirii

1 damla semen lama yayildi.

Lam fiksatife kondu. 5 dak. bekletildi.

Sonra bir saat kadar preparat havada kurutuldu.

Bir kap icinde bulunan distile suya 6—7 kez daldirilarak yikandi.
Suyun fazlas1 kurutma kagidi ile alind1 ve biraz kurumasi beklendi.
A BOYASI---------- 1-2 dak----Yikama (yukaridaki gibi)

B BOYASI----------- 1 dak------ Yikama (yukaridaki gibi)

C BOYASI----------- 1 dak------ Yikama (yukaridaki gibi)

*® & & 6 O o o o

olarak



¢ Preparat havada kurumaya birakildi.

¢ 100 biiyiitmede immersiyon yag: ile incelendi(50).

EK 4

LOKOSIT BOYASI

1 giin nceden su soliisyon hazirladi: 1 ml Kit 1 ¢ e 30ul. Kit 2 eklendi.

Bu soliisyon hazirlandiktan sonra 1 giin bekletildi.

10 plI( 1 damla) sperm, 10 pl( 1 damla) bir giin 6nceden hazirlanmis soliisyon lam iizerine
damlatilip lam kosesi ile karistirildi.

Ik 2 dakikalik karistirmadan sonra hava kabarcigi olusmamasma dikkat edilerek lamel
kapatildi.

2 dakika sonra mikroskopta X400 ‘ de incelendi(50).

EK 5

EOZIN TESTI

50 pl semen, 2 damla A boyasi steril test tiiptinde karistirildi.

30 sn sonra 3 damla B boyas1 eklendi. Dikkatlice karistirildi.

B boyasinin eklenmesini izleyen 30 sn. icinde semen boya karisimindan 1 damla bir lama
kondu ve ince bir smear olarak yayildi.

Yayildiktan sonra iizerine lamel kapatildi.

Mikroskopta X400 biiyiitmede incelendi.

100 sperm sayildi.

Yorum:

Kirmiz1 veya total olarak beyaz goriinmeyen hiicreler 6lii olarak kabul edildi

Sonuglar canli (beyaz) spermatozoonlarin yiizdesi olarak verildi(50).

EK 6

HOS TESTi

Prosediir:

Iml HOS soliisyonu 1lindirildi (37 °C de 5 dak.)

Bu soliisyona 1ml likefiye semen eklendi ve pipetle dikkatlice karigtirildi.

30 dak 37 °C de tutuldu.

Mikroskopta bakildi.

100 sperm sayildi.

Kuyruk kivrilmast olan spermler o©lii; kuyruk kivrilmasi olmayan spermler canli kabul

edildi(50).



