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OZET

Sperm Hareketliliginin Belirlenmesinde Makler Sayim Kamarasi Ve Islak

Preparat ile Elde Edilen Sonuclarin Tutarhihk Diizeyleri

Infertilite vakalarinin yaklasik yarisindan erkege bagli nedenler sorumludur.
Erkek iireme islevinin degerlendirilmesinde en sik kullanilan  yontem
spermiyogramdir. Semen analizi sonuglarinin hem rutin klinik uygulamada hem de
bilimsel arastirmalarda fayda saglayabilmesinin ilk sart1 testin tiim laboratuvarlarca
ayni sartlarda ve bigimde gergeklestiriliyor olmasidir.

Bu ¢alismanin amaci; semen analizi sirasinda sperm hareketliligini belirlemek
amaciyla kullanilan iki farkli yontem olan Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat
yontemlerinden elde edilen sonuglari karsilastirmaktir. Makler Sayim Kamarasi
rutinde laboratuvarlarca ¢ok sik tercih edilen yontemdir, Islak Preparat ise Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) niin yayinladigi Laboratuvar El Kitabi’nda énerdigi hareket
belirleme yontemidir.

Calismaya, Balikesir Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Androloji Laboratuvari’na semen analizi igin bagvuran 100 goniillii dahil edildi.
Hareketli sperm orani Makler Sayim Kamarasi sonuglarina gore % 50.68 (£19.13),
Islak Preparat yontemine gore % 57.83 (+15.6) olarak bulundu. ki farkli yontemden
elde edilen veriler karsilagtirildiginda aralarinda pozitif korelasyon oldugu (r=0.86)
goriildii. Ancak, sonuglar arasindaki tutarlilhik Bland-Altman yontemi ile analiz
edildiginde, Makler Sayim Kamarasinin Islak Preparata oranla, sperm hareketliligini
yaklasik %7.15 daha diisiik buldugu belirlendi.

Sonug olarak, sperm hareketliligi Makler Sayim Kamarasi ile belirlendiginde,
Islak Preparata oranla, daha diisiik degerler elde edildigi bu nedenle WHO tarafindan
Onerilen yontem olan Islak Preparatin kullanilmasinin tercih edilmesi gerektigi
sonucuna varildi. Giivenilir sonuglar elde etmenin 6nemi agisindan tekrarlanabilir
yontemin secilmesi ve Ornek sayisinin arttirilmasi elde edilen verilerin

karsilastirilmasi i¢in yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Bland-Altman, Islak Preparat, Makler Sayim Kamarasi,

Semen Analizi, Sperm Hareketliligi.



ABSTRACT

Stability Level of Results in Specifying Sperm Motility by Makler
Counting Chamber and Wet Preparate

Males are responsible from almost half of the infertility problems. Semen
analysis is the most common method used to evaluate male reproductivity function.
One of the first requirements for semen analysis to provide reliable results for both
clinic and scientific use is to realize the testing under the same conditions in the same
way.

The objective of this study is to compare the results obtained from two
different methods used to specify sperm motility which are Makler Counting
Chamber and Wet Preperate. Makler Counting Chamber is a common method
preferred by most of the laboratories and the Wet Preparate is advised by World
Health Organization in the their publication Laboratory Handbook.

The study includes 100 volunteers who applied to Balikesir University
Hospital for semen analysis. Sperm motility rate was found as 50.68 % (+19.13) by
applying Makler Counting Chamber method and 57.83 % (+15.6) by applying Wet
Preparate method. A positive correlation was found between the methods after
comparing the results obtained from the them. However, it was spotted that the
sperm motility result obtained by Makler Counting Chamber was found 7.15 % less
than Wet Preparate in comparison when analyzed by Bland-Altman method for
verification.

In conclusion, lower sperm motility rates were found when Makler Counting
Chamber method applied in comparison to the Wet Preparate method, so Wet
Preparate method that was advised by WHO should be preferred as a method. In
terms of obtaining reliable results, preference of iterative methods and increasing

number of samples will be beneficial to compare the outputs obtained.

Key Words: Bland-Altman, Makler Counting Chamber, Semen Analysis,
Sperm Motility, Wet Preparate.
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1. GIRIS

Cinsel olarak aktif ciftlerin en az bir yil boyunca diizenli iligki icerisinde
olmalarina ragmen gebeligin olusmamasi durumu Diinya Saghk Orgiitii (DSO)
tarafindan infertilite olarak tanimlanmaktadir. Normal bir ¢iftin bir ay igerisinde gebe
kalma sans1 % 20-25, 6 ay igerisinde % 60, bir yil igerisinde ise % 84’tiir. Ciftlerin
yaklasik % 15’inde infertilite sorunu vardir. Infertilite olgularmin yaklasik % 50’si
kadina ait faktdrlerden, % 30 u erkege ait faktorlerden olugsmaktadir. infertilitenin %

20’si hem kadin hem de erkek faktériine dayanmaktadir (Kamel, 2010).

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde semen analizi (Spermiyogram)
uzun yillardan beri kullanilan en &nemli tam1 ydntemidir. DSO’niin bu amagla
yayimladigi “WHO laboratory manual for the examination and processing of human
semen, 2010’ giiniimiizde tiim diinyada yaygin ve kabul goéren dnemli bir kaynaktir.
Ancak, bu kitap icerisinde dahi semene ait parametrelerin incelenmesinde birden
fazla yontem Onerilmektedir (Cooper, 2010). Yine, Avrupa insan Uremesi ve
Embriyoloji Dernegi (ESHRE) gibi ¢esitli kuruluslarmn yaymlari, DSO el kitapgiginin
son baskisindaki bazi yontemsel Onerilerin mevcut literatiir bilgisine tamamen aykir1
oldugunu iddia etmektedir (Barratt ve ark., 2011). Bu kaynaklar arasinda fikir
ayrihiginin en fazla yasandigi parametrelerden birisi sperm hareketliligidir. DSO
motilite degerlendirilmesinde, zayif egitimli teknisyenlerin yavas ve hizli hareket
eden spermlerin  ayrimimi  tekrarlanabilir  ve  giivenilir  bir  bigimde
degerlendiremeyecegini diisiinmektedir ve bu ylizden yavas ve hizli hareket eden
spermlerin ayn1 kategoride hareketli sperm olarak degerlendirilmesi gerektigi
gortisiindedir. Ancak ESHRE, teknisyenlerin bu ayrimi yapmalarinin gerekliliginini
savunmaktadir. ESHRE, onceki yillarda yapilan caligmalar 1s18inda, bu konuda
yeterli egitimler verilmesi igin acilan egitim kurslariyla da bu goriisiini
destekleyerek, motilite icin yavas ve hizli hareketin ayri1 ayri degerlendirilmesi

gerektigini belirtmektedir (Barratt ve ark., 2011).



Semen analizinde motilite belirlemek i¢in bir¢ok sayim odasi bulunmaktadir
(Imade ve ark., 1993; Bailey ve ark., 2007; Robinson ve ark, 2018). Giiniimiizde en
yaygin kullanilan Makler Sayim Kamarasidir (Bjérndahl, 2016). Baz1 galismalar
Makler Sayim Kamarasi ile sayim yapilmasinin dogru sonuglar vermedigini gosterse
de birgok calisma da yeterli oldugu goriisiindedir (Makler, 1980; Ludwig ve Frick,
1987; Fisch ve ark., 1996; Jequier, 2000; Bailey ve ark., 2007). Giiniimiizde de
kullanim kolaylig1 sebebiyle klinik uygulamalarda tercih edilmektedir (Bjorndahl,
2016). DSO sperm sayiminda hareketlilik belirlemek icin Islak Preparat yonteminin
tercih edilmesi gerektigi gorlistindedir (WHO, 2010). Makler Sayim Kamarasi diger
yontemlere gore daha fazla sperm hiicresi sayma egilimindedir (Bailey ve ark.,
2007). Bu durumda degerlendirilecek olan hareketlilik verilerinin yanlis
yonlendirmesi sonucu hastanin tedavi siirecini etkileyecektir. Sayim yontemlerinin
kargilastirilmast i¢in detayli bir analiz yontemi ile her bireyin verileri
degerlendirilmelidir. Bland-Altman analizi ile uygulanan yontemlerin birbirinin
yerine kullanilabilirligini 6grenmek i¢in, iki yontem arasindaki farklarin yeterince
kiigiik ve uygun olup olmadigma karar verebiliriz. Bu ylizden karsilastirilmal
verilerin analizini, grafik ve basit hesaplamalarla, iki farkli yontem arasindaki

karsilagtirmalar i¢in kullanilabilir (Bland ve Altman, 1986).

Bu dogrultuda bu tez calismasinda, Androloji Laboratuvarina basvuran ve
goniillii olan hastalarm semen numunelerinden DSO’niin ve ESHRE’nin kaynak ve
kilavuzlarinda onerdigi basamaklara uyarak, sperm hareketliligi iki farkli yontem
olan Makler Sayim Kamarasi ve lam lamel arasi Islak Preparat Yontemi ile

belirlenecek ve Bland-Altman analizi kullanilarak birbiriyle karsilagtirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

Erkek iireme sistemi; testisler, genital kanallar, skrotum, penis ve aksesuar
bezleri (seminal vezikiiller, prostat bezi ve bulboliiratral bezler) igerir (Sekil 2.1).
Testisler, sperm hiicrelerini (erkek gamet hiicrelerini) olusturur ve testosteron (erkek
seks hormonu) sentezini, depolanmasini ve salinimini saglar. Aksesuar bezleri,
sperm hiicrelerini besler ve sperm hiicrelerinin iletimi igin siv1 bir ortam olusturur.
Penis, hem spermin disi lireme sistemine tasinmasini hem de idrarin viicut disina

atilmin saglar. (Gartner ve Hiatt, 2011).

i ,
}W // I’ Duktus (vas) deferens

Idrar kesesi

Pubis
Korpus kovernozum

Korpus spongiosum

Penis
Seminal vezikiil Uretra
Prostat bezi
Ejakiilator kanal
Aniis Glans penis
Skrotum
Bulboiiretral bez .

Testis
Epididimis

Sekil 2.1. Erkek tireme sistemi sematik ¢izimi (Gartner ve Hiatt, 2007).



2.1. Testis Gelisimi

Erkek ve disi gametler embriyo disi kokene sahiptir. Primordiyal germ
hiicreleri ilk olarak 3 haftalik embriyoda vitelliis kesesi duvarinda endodermal
hiicreler arasinda allantoyise yakin yerlesimli olarak ortaya ¢ikar. Gelisimin 4.
haftasinda bu hiicreler sonbagirsagin arka mezenteri boyunca ameboid hareketlerle
ilerlemektedir. Embriyonik gelisimin 5. haftasinda gelisen primitif gonadlara
ulasirlar. Mezodermal epitel (kdlom epiteli) ve altindaki mezensimin yogunlagmasi
mezonefrozun medialinde genital sirtlar bigimlenir ve 6. haftada germ hiicreleri
genital sirtlara yerlesir. Genital sirtlara ulasamayan primitif germ hiicrelerinde

gonadlar gelismez (Sadler, 2011).

Fetal gelisimin 7. haftasina kadar, erkek ve disiye ait gonadlar birbirlerinden
ayirt edici morfolojik 6zelliklere sahip olmadiklar: i¢in genel tek bir gonad tipi
vardir; bu doneme gonadal degisimin farklanmamis donemi, bu donemdeki
gonadlara da farklanmamis gonadlar denilmektedir. Bundan sonra erkekte korteks

geriler ve medulla testisi olusturur (Celik-Ozenci ve Akkoyun, 2006; Sadler, 2011).

Gonadin testise veya yumurtaliklara embriyonik olarak farklilagmasi, Y
kromozomunun varlig1 veya yokluguna baghdir (Rogers, 2011). Cinsel farklilagsma
yani Y kromozomu tasiyan embriyolarin olusumu gebeligin 7. haftasinda

gerceklesmektedir (Varghese ve ark., 2010).

Primordiyal germ hiicreleri XY kromozomuna sahip oldugu takdirde genetik
olarak birey erkektir. Y kromozomunun kisa kolunda yerlesmis SRY (cinsiyet
belirleyici bolge) iizerinde bulunan gen ile kodlanan testis belirleyici faktor (TDF)
olarak bilinen bir gen {iriinii ile kontrol edilir. Y kromozomunda bulunan SRY
geninin transkripsiyonu, TDF proteininin sentezine yol agar. TDF testikiiler
farklilasmay1 saglarken gonadal kordonlar, seminifer6z kordonlara (seminiferdz

tiibiil primordiyumlar) farklanmaktadirlar (Polat, 2009; Varghese ve ark., 2010).

SRY bir transkripsiyon faktoriidiir ve testis diferansiasyonunu SOX9

otozomal geni ile baglatir. SOX9 otozomal geni ayn1 zamanda MIS (miillerian inhibe



edici madde) geninin promoter bolgesine baglanarak bu genin ekpresyonunu kontrol

etmektedir (Sadler, 2011).

TDF, gonadal kordonlar1 uyararak primitif cinsiyet kordonlarinin testisi
olusturmasina neden olur. Testis kordonlari gonadlarin hilusuna dogru dallanarak
kiiglik hiicreler seklinde ag olusturarak dagilirlar, bu yapilar daha sonra rete testis
tiibiillerini olustururlar. Gelisimin ilerleyen evrelerinde testis kordonlar1 ile yiizey
epiteli arasindaki iligki tunika albuginea denilen yogun fibr6z bag dokusu katmaninin
etkisi ile birbirlerinden ayrilmaktadir (Celik-Ozenci ve Akkoyun, 2006; Sadler,
2011).

4. ayda fetal testis, tubuli rekti (diiz tiibiiller) araciligi ile rete testise
baglanmis seminifer kordonlardan olusmaktadir. Bu durumda seminifer kordonlar,
testisin yiizey epitelinden gelisen, germ hiicrelerine destek, koruma ve beslenmede
yardimci olan hiicreleri olan Sertoli hiicrelerinden ve primitif germ hiicrelerinden
koken alan spermatogonyumlardan olusmaktadir. Seminifer kordonlarin arasinda,
mezonefrik mezensimden koken alan interstisyel (Leydig) hiicreler bulunmaktadir;
bu hiicreler tarafindan kordonlar birbirlerinden ayrilarak Leydig hiicreleri gelismeye
baslamaktadir (Celik-Ozenci ve Akkoyun, 2006). Leydig hiicreleri tarafindan
tiretilen testosteron ve onun tiirevi olan dihidrotestosteron gebeligin ilk trimesterinde

fetusta erkek cinsel organ olusumunda anahtar role sahiptir (Rogers, 2011).

Fetal hipofiz Liiteinize edici Hormon (LH) salgilamadigi i¢in, plasental
human koryonik gonadotropin (hCG) tarafindan uyarilan fetal Leydig hiicreleri
gebeligin 8. haftasinda mezonefrik kanalin gelisimine neden olan testosteronun
iiretimine baslamaktadir (Celik-Ozenci ve Akkoyun, 2006; Varghese ve ark., 2010;
Rogers, 2011).

Testis kordonlar1 puberteye kadar birbirlerine bagli halde kalirken pubertede
liimenleri agilarak seminifer tiibiillere dontismektedir. Kisa siire i¢erisinde rete testis
tiibtilleri ile birleserek duktuli eferenteslere girerler. Rete testis ile duktus efferentes
Wolff kanallar ile birbirlerine baglanir (Sadler, 2011). Androjen yoklugu s6z konusu

oldugunda Wolff kanal1 geriler. Wolff kanalinin bas kismi1 epididimisi, vaz deferensi



ve ejakiilator kanalini, ayn1 zamanda vaz deferensin bir ¢ikintist da seminal

vezikiilleri olusturmaktadir (Kierszenbaum ve Tres, 2015).

Fetal Sertoli hiicreleri, paramezonefrik kanalin gerilemesine neden olan MIS
salgilamaktadir. Bu olayin gergeklesmesi erkek i¢ genital organlarinin olusumuna yol
acmaktadir; MIS yoklugunda ise Miiller kanallar1 varligini siirdiiriir ve bu sayede disi

i¢ genital organlar1 olusur (Varghese ve ark., 2010; Kierszenbaum ve Tres, 2015).

2.2. Testis Anatomisi

Erkeklerin baglica iireme organlar1 olan testisler, sperm ve testosteron
tiretiminden sorumlu olan ovoid ve endokrin organlardir (Solakoglu ve Aytekin,
2009). Testisler, dartos kas1 ve spermatik kordlart igeren skrotal dokularla skrotuma
asihdir. Bu sekildeki yerlesim yerleri viicut 1s1stndan 2°C-3°C diisiik 1s1da olmalarini
saglamaktadir (Celik-Ozenci ve Akkoyun, 2006; Healy, 2008). Testisler; testikiiler
boyutlari ortalama 4-5 cm, genisligi 2.5 cm, én-arka ¢ap1 3 cm, hacmi 15-25 cm®
(Caroppo, 2011) olan ve agirligi 10-14 gr arasinda degisen iireme organlaridir
(Batislam ve Basar, 2004).

Sol testis sag testisden 1 cm daha asagidadir ve her testis skrotumda egik
olarak bulunur; yukaridan asagiya dogru anterolateral-posteromedial bir diizlemde
yerlesik durumdadirlar (Batislam ve Basar, 2004; Kalthur, 2017). Testis zar
tabakalar1 distan igeriye dogru; tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika
vaskiilozadan olusur. Tunika vaginalis visseral ve pariyetal yapraklardan olusur. Bu
yapraklar arasinda az miktarda serdz sivi igeren bir bosluk bulunmaktadir (Batislam

ve Bagar, 2004; Healy, 2008) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Testis anatomisi (Healy, 2008).

2.3. Testis Histolojisi ve Genel Yapisi

Testis Histolojisi

Testisler erkeklerde bir ¢ift organ olarak skrotum igerisinde bulunmaktadir

(Junqueira ve Carneiro, 2003). Testis tunika albuginea adi verilen gergin, yogun bir

Epididim bas1

Testis ¢ikintisi

Epididim ¢ikintisi

Ust kutup

Lateral yiiz

On sit

Alt kutup

bag dokusu ve kalin bir kapsiil (kilif) ile sarilidir. (Rogers, 2011).

Kapsiil bag dokusu testisin arka yiiziinde kalinlasir ve testis igerisine dogru
uzanarak mediastinum testisi olusturur. Mediastinum testisler, tunika albuginea’dan
koken alan ve septum adi verilen ince bag dokusu yapisindaki fibroéz uzantilar
sayesinde, lobiil ad1 verilen yaklasik 250 adet tamamlanmamis bélmeye ayirir ve her
lobiilde 1-4 adet gevsek bag dokusu ile sarili seminifer tiibiil bulunur (Junqueira ve
Carneiro, 2003; Aytekin ve Solakoglu, 2004; Rogers, 2011; Demir, 2013). Bu bag

dokusu igerisinde; bol miktarda kan ve lenf damari, Leydig hiicreleri ve sinirler

bulunur (Sekil 2.3) (Varghese ve ark., 2010).
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Sekil 2.3. Testis kesiti (Eroschenko, 2008).

Testis Genel Yapist

Testislerin %90’1 seminifer tiibiiller (Sertoli ve germ hiicreleri), %10’u

interstisyel hiicrelerdir (Leydig ve bag dokusu hiicreleri) (Varghese ve ark., 2010).

Testisin en 6nemli parankimal bileseni olan, kivrimli tiiplere sahip seminifer
tiibiiller; germinal veya seminiferdz epitel ile ortiiliidiir. Testiste yaklasik olarak 250-
1000 adet seminifer tiibiil bulunur ve bunlar ¢ok katli bir epitele sahiptir (Feeback,
1987).

Leydig hiicreleri mezonefrik kanaldaki reseptorlere baglanarak testosteron
iretir ve renal korpus dejenere olur. Mezonefroz tiibiillerinin rete testis ile baglanir
ve bu durum duktuli efferentes olusumuyla sonlanmaktadir. Bu olay tiibiiller

mezonefrik kanal ile gergeklesir ve epididimis olusur (Varghese ve ark., 2010).

Androjen iiretimi c¢ogunlukla LH' nin etkisi altindaki Leydig hiicreleri
tarafindan testislerde olusur. Androjenler; ya dogrudan kan dolasimina girer ya da

Sertoli hiicrelerine yayilirlar (Heffner ve Schust, 2014a).
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Sekil 2.4. Testis genel yapisi (Gartner ve Hiatt, 2011).

Tam spermatogenezi ger¢eklesen bozulmamus testis yaklasik 25 x 10° Sertoli
hiicresine sahiptir (Raleigh ve ark. 2004). Seminifer tiibiillerde tek somatik hiicre

olan Sertoli hiicrelerinin baslica gorevleri sunlardir (Andres ve ark., 2017);

o Kok hiicrelerin gelismesini ve olgunlagmasini saglamak.
. Kan-testis bariyerini olusturmasi sebebiyle hiicreler icin en elverisli

ortami saglamak.

o Testikiiler siv1 ve elektrolitlerin korunmasini saglamak.
o Testosteron i¢in androjen baglayici protein (ABP) tiretimi.
. FSH, LH ve testosteron reseptorlerini tagimak.

Testislerin iki 6nemli islevi bulunmaktadir: Bunlardan ilki seminifer
tiibiillerin i¢inde olusan spermatogenez, ikincisi ise tiibiiller arasindaki interstisyel
doku igerisinde bulunmakta olan Leydig hiicrelerinin erkek hormonu sekresyonu;

yani androjen iiretimidir (Giivel, 2013; Heffner ve Schust, 2014b).

Testis, ekzokrin ve endokrin bez fonksiyonu olmak {iizere iki islevi de
gergeklestirme Ozelligi olan karigik bir bezdir. Seminifer tiibiillerde proliferasyon ve
spermatogonia olgunlagmasiyla baslica olgun sperm hiicrelerinin olusumu ekzokrin,
leydig hiicreleri tarafindan sentez edilen i¢ salgi maddesi olusumu ise endokrin bez

ile islevi gergeklesir (Feeback, 1987).



2.3.1. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tiibiiller, 30-70 cm uzunlugunda, ortalama 150-250 um capa sahip
tiibiiler yapilardir. Seminifer tiibiiller, sperm hiicrelerini tiretirler, spermatojenik seri
hiicrelerini ve primidal sekilli bazal lamina ile iliskili Sertoli (destek) hiicrelerini
igerirler. Testis Kkiitlesinin  yaklasitk olarak % 90’1 seminifer tiibiiller
olusturmaktadir (Sekil 2.5) (Feeback, 1987; Solakoglu ve Aytekin, 2009; Rogers,
2011).

Seminifer tiibiil

Spermatogonium

Sertoli hiicresi

Rete testis

Leydig hiicresi

Tunika albuginea

Sekil 2.5. Seminifer tiibiil, Sertoli ve Leydig hiicreleri (Kalthur, 2017).

Seminifer tiibiiller, dista simirlayici bir doku olan fibroz tunika propria
(lamina propria) ile sarilidir. Bu doku sayesinde seminifer tiibiiller intertisyel
dokudan (tiibiiller aras1) ayrilir. Intertisyel dokunun sahip oldugu damar ve sinirler
tunika propriayr agsamadigi i¢in seminifer tiibiiller damarsiz (avaskiiler) yapidadir

(Skinner, 2005; Celik-Ozenci ve Akkoyun, 2006).

Seminifer tiibiil enine kesiti, ¢ok katl kiibik epitel goriiniimiindedir. Tunika
propria hiicresiz ve hiicreli katlar igerir. Hiicresiz kat, fibrillerden ve ¢ok sayida
glikoproteinlerden olusan matriks tasir. Hiicreli katlar, fibroblast benzeri yass1 diiz

kas Ozellikleri gosteren myoid adi verilen hiicreler ile kollajen lifler bulunur (Aytekin
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ve Solakoglu, 2004; Kierszenbaum ve Tres, 2015). Myoid hiicreler, diizenli kasilma
ile tibiller i¢inde pasif hareketli spermatogenial hiicrelerin limene dogru

ilerlemesini kolaylastirir (Parks ve ark., 2003; Solakoglu ve Aytekin, 2009).

2.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, germinal epitelyumda bulunan piramidal hiicrelerdir ve
spermatogenez siirecinin baglamasinda 6nemli rolleri bulunmaktadir (Bruning ve
ark., 1993). Sertoli hiicreleri spermatositler arasinda bulunur ve bazal laminaya
dayalidir. Sertoli hiicrelerinin tepe kisimlar1 seminifer tiibiil limenine kadar boru
halinde ve birgok spermatozoanin ¢evresinde genis sitoplazmik parmaklar seklinde
uzanmaktadir. Genis anlamda germinal epitelin destekleyici yapis1 olarak
distintilmektedir (Feeback, 1987; Heffner ve Schust, 2014b; Weinbauer ve ark.,
2010).

Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasi piiriizsiizdiir ayn1 zamanda ¢ok sayida diiz
endoplazmik retikulum, mitokondri, lizozom; belirgin golgi kompleksi, girintili

cekirdek ve belirgin ¢ekirdekgige sahiptir (Weinbauer ve ark., 2010).

Sertoli hiicreleri ABP {iretirler. Testiste devam eden spermatogenezis tek
basma testosteronla kalict olarak siirdiiriilebilmesine ragmen spermatogenezin

baslatilmast i¢in folikiil uyarici hormon (FSH) gereklidir (Heffner ve Schust, 2014c).

Erkeklerde FSH'nin seminifer epitel igerisindeki hedef alan1 Sertoli
hiicreleridir. FSH, seminifer tiibiillerin bazal membran: boyunca yayilir ve Sertoli
hiicrelerindeki  spesifik plazma membran reseptorlerine baglanirlar. FSH
reseptorlerinin aktivasyonu, hem intraselliler androjen reseptorlerinin hem de
androjen baglayict proteinin (ABP) senteziyle sonuglanmaktadir (Noort ve ark.,
1992; Heffner ve Schust, 2014c).

ABP, Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen ve interstisyel liretim alanlarindan
yayilarak gecen androjenleri seminifer tiip icerisine baglamaktadir. ABP bu

androjenleri germ hiicrelerine aktarmaktadir. FSH spermatogenezi baslattiktan sonra,
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yeterli ve kesintisiz bir testosteron kaynagi oldugu siirece bu siire¢ devam etmektedir

(Heffner ve Schust, 2014c).

Sertoli hiicre liriinleri arasinda; ekstraselliiler matriks i¢in salgilanan laminin,
tip 1V ve tip | kollajen; androjen bagimli proteinler; transferrin, nektin, gelsolin,
vinculin ve steroidler; testosteron ve 6stradiol sayilabilmektedir (Weinbauer ve ark.,
2010).

Testis kapilleri biiyiik molekiillerin gegisine olanak saglayan pencereli
yapidadir. Spermatogonyumlarin kan igerisindeki maddelere ulasimi bu sayede
kolaydir. Ancak sirali Sertoli hiicreleri, hiicrenin bazal kisminda engelleyici etkide
siki baglantilar kurarak kan-testis bariyerini olustururlar. Kan-testis bariyeri
seminifer tiibiillerin i¢ kisimlari ile kan arasinda bulunur. Seminifer tiibiil epiteli,
kan-testis bariyeri sayesinde seminifer tiibiil limenine dogru uzanan adluminal
kompartiman olusacak sekilde ikiye boliiniir. Seminifer tiibiil epitelinde; bazal
bolgede geng spermatositler (leptoten, zigoten) ve spermatogonyumlar, adluminal
bolgede olgun spermatositler (pakiten) ve spermatozoalar bulunur (Weinbauer ve
ark., 2010).

Kan-testis bariyeri olusumunun énemli iki sonucu bagisiklik sistemi ve sperm
gelisimidir. Bu durum bazi ilag kullanimlarinin dnlenmesi gereken etkilerinin germ
hiicrelerine ulagmasini engellemektedir. Mayoz sonrasi germ hiicreleri haploid haline
gelirken bariyerin etkisiyle hiicrelerin fiziksel olarak izolasyonu saglanmaktadir. Bu
sayede viicut immiin siSteminin hiicreleri yikma durumu engellenmektedir
(Weinbauer ve ark., 2010).

2.3.3. Leydig Hiicreleri

1850 yilinda Franz Leydig tarafindan ilk olarak tanimlanmistir (Prince,
2007). Testislerde, interstisyel bélme, toplam testis hacminin % 12-15’ini kapsar ve
bunlarin % 10-20°si Leydig hiicreleri tarafindan olusturulur, kalan kisimlar ise
bagisiklik hiicreleri, kan ve lenf damarlari, sinirler, fibroblastlar ve gevsek bag

dokusunu igermektedir. (Junqueira, 2003; Rogers, 2011).
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Leydig hiicrelerinin gelisimsel, islevsel ve morfolojik olarak farkli tipleri

mevcuttur (Hardy ve Ge, 2007). Bunlar;

J Koruyucu olarak gorev yapan hiicreler,
J Kok hiicre olarak progenitor hiicreler,
. Fetusta terminal olarak farklilagmis hiicre olan fetal hiicreler,

. Yetigkin hiicreler.

Fetal Leydig hiicreleri, dogumda yeni dogan Leydig hiicreleri halinde iken
sonrasinda dejenere olarak olgunlagsmamis Leydig hiicreleri haline gelirler (Prince,

2007), bu hiicreler testosteron tiretiminden sorumludur (Varghese ve ark., 2010).

Yetigkin Leydig hiicreleri steroid {ireten hiicreler olduklar1 igin diiz
endoplazmik retikuluma ve tiibiiler krista iceren mitokondri acgisindan zengin bir

yapisal 6zellige sahiptirler (Weinbauer ve ark., 2010).

Leydig hiicrelerinin normal fizyolojik sartlar altinda en 6nemli gorevi erkek
cinsel hormonu olan testosteronu tiretmek ve salgilamaktir (Weinbauer ve ark., 2010;
Berman ve ark., 2012).

Testosteron,  %90-95  oraninda  testislerde = Leydig  hiicrelerinin
mitokondrilerinde kolesteroliin enzimatik reaksiyona girmesi sonucunda giinde
ortalama 2.1-11 mg arasi1 sentez edilmektedir. Normal plazma diizeyi 300-1000
ng/dl arasinda bulunmaktadir. Testosteron lipofilik 6zellikte bir molekiil oldugundan
leydig hiicrelerinden kana difiizyon yoluyla gecer. Kandaki testosteronun %98’1, seks
hormonu baglayici transport proteinleri olan globiilin ve albiimine bagli bulunurken

%2’si serbest halde bulunmaktadir (Berman ve ark., 2012; Goriir ve Cekig, 2014).

Leydig hiicreleri doza bagimli bir sekilde testosteron sentezleyerek ve salarak
LH’ye tepki verirler. Leydig hiicrelerinde LH reseptorleri harig prolaktin ve inhibit6r
reseptorleri bulunur; prolaktin ve inhibitor, testosteron lretiminde LH'nin uyarici
aktivitesini kolaylagtirmaktadir ve bu sayede testosteron, erkekte LH sekresyonunun
baslica diizenleyicisi olarak bilinmektedir (Yan Cheng ve Mruk, 2012; Heffner ve
Schust, 2014c).
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2.4. Erkek Genital Bosaltim Yollar1

Seminifer tiibil enine kesitinde gozlenen germinal (seminifer) epitel
igerisindeki spermatogenik hiicrelerin gergeklestirdigi bir takim siiregler sonucu
tiretilen sperm hiicrelerinin penisten disariya atilmasi 6zel kanallardan gecerek

gerlesmektedir (Junqueira, 2003; Aytekin ve Solakoglu, 2004).

Bu kanallar;

. Intratestikiiler kanallar; tubuli rekti, rete testis, duktuli efferentes

o Ekstratestikiiler kanallar; duktus epididimis, duktus deferens, duktus
ejakulatoryus

° Uretra’dir.

2.4.1. intratestikiiler Kanallar

Tubuli Rekti

Seminifer tiibiiller mediastinuma dogru geldiginde; 1 mm uzunlugunda, 20-
25 mm g¢apinda olan ve kivrimli yapilarin diizlestigi borucuklar meydana
gelmektedir. Buras: tubuli rekti olarak bilinmektedir, ayn1 zamanda yapilarindan
dolay1 diiz tiibiiller olarak da adlandirilmaktadir. Tubuli rekti epitelinde Sertoli
hiicrelerinden  farklilagsmis prizmatik hiicreler gozlenirken, epitelin altinda
belirginlesmis bir bazal lamina mevcuttur. Bu tiibiil kanallarinin goérevi seminifer

tiibiilleri rete testis kanalina baglamaktadir (Aytekin ve Solakoglu, 2004).

Rete Testis

Rete testis, mediastinum testiste gomiilii olarak bulunan epitel ile kaph
kanallarin birbirleri ile baglanmasiyla olugsmaktadir ve seminal sivinin tasinmasini

saglamaktadir (Setchell ve ark., 1969; Junqueire, 2003).
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Seminifer tiibiillerin liimeninden gelen sivi ile ortaya ciktigr diisiliniilen rete
testis sivisi degisime ugrayarak, mediastinum testis tizerinden bu siviy1 epididimise

tasima ile gorevlidir (Sekil 2.6) (Setchell ve ark., 1969; O’Rourke ve Allen, 2017a).

Rete testis sivisinda yiiksek miktarda serum proteinleri bulunmaktadir
(Setchell ve ark., 1969). Rete testis sivisinin igerisinde bulunan proteinlerin mevcut
bulunan proteinlerden spesifik olarak farkli oldugu goézlenmistir (Johnson ve
Setchell, 1968) ve bu nedenle seminifer tiibiillerden gelen sivinin tam bir temsili

sayillamamaktadir (Setchell, 1974).

Sekil 2.6. Testis kesiti (Michigan Histology and Virtual Microscopy Learning
Resources, 2019).

Duktuli efferentes

Konik yapili, tiibiilleri tek katli prizmatik epitel ve kiibik hiicrelerle doseli kivrimli
yapilar olan duktus efferentes kanalciklari son kisimda duktus epididimis ile
birlesmektedir (Aytekin ve Solakoglu, 2004).

Duktuli efferentes ya da efferent kanalciklar1 etrafinda bulunan diiz kas
fibrillerinin kasilmalar1 sonucu sperm hiicrelerinin duktus epididimise hareket
etmesini saglamaktadir, ayrica testis sivisi ile sperm hiicrelerinin duktus epididimise

taginmasi igin aracilik etmektedir (Aytekin ve Solakoglu, 2004; Demir, 2013).
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Duktuli efferentes kanalciklarinin liimene bakan yiizleri asidofiliktir ve silli
(titrek tily) yapidadir; bu yapr sayesinde gergeklestirdigi hareketlilik ile seminifer
tiibiillerden testislerdeki sivi ve spermatozoonlar1 duktus epididimise tasinmasina

olanak saglayacak bir akim yaratmaktadir (Aytekin ve Solakoglu, 2004).

2.4.2. Ekstratestikiiler Kanallar

Duktus epididimis

Uzun, kivrimli bir tiip sekline ve diiz ylizeye sahip duktus epididimis, duktus
efferentesin devamidir. Tek kanaldan olusan duktus epididimis, 0.4 mm ¢apinda ve

4-6 m uzunlugundadir (Aytekin ve Solakoglu, 2004).

Duktus epididimis epiteli, yassi tek sira halinde bazal hiicreler ile onlarin
tistlerinde bulunan prizmatik hiicrelerle kaplidir. Bu kisimdaki prizmatik hiicrelerin
tistli hareketsiz stereosilya ile kaplhidir ve distan goriiniimi diizdiir. Duktus
epididimis, {iretilen spermlerin toplandigi ve depolandigi yerdir (Aytekin ve
Solakoglu, 2004; Demir, 2013).

Duktus deferens

Epididimisin alt ucundan baslayarak testisin posterior yiizii boyunca
yiikselen, 2 mm ¢apinda ve 45 cm uzunlugundaki bu kanal epididimisin kuyrugu ile
devam etmektedir (Heffner ve Schust, 2014d). Dar liimene sahip olan ve sterosilyali
epitelden olusan duktus deferensin duvar1 kalin diiz kas tabakasiyla cevrilidir.
Yalanci ¢ok katli prizmatik epitele sahiptir. igten disa dogru; tunika mukoza, tunika
muskularis, tunika adventisya olmak tizere duktus deferensin duvari ii¢ tabakadan

olusmaktadir (Aytekin ve Solakoglu, 2004).
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Duktus ejakulatoryus

2 cm uzunlugunda ve 0.5 mm capindaki kanala sahip olan, prostat bezinin iist
kismindan baslayarak, iki kanal seklinde (sag ve sol) birleserek prostat igerisinden
tiretraya acilmaktadir. Degisken epitele sahip olan duktus ejakulatoryusta ¢ok katli
degisken epitel ya da tek katli prizmatik epitel hiicrelerine rastlamak miimkiindiir

(Aytekin ve Solakoglu, 2004).

2.4.3. Uretra

Yaklasik olarak 20 cm uzunlugundaki iiretra ii¢ kistmdan olusmaktadir; pars
prostatica, pars membranacea ve pars spongiosa. Epididimislerde toplanan
spermatozoalar tiretra igine taginmaktadir ve genital bosaltim kanali olan iiretra ayni
zamanda idrar bosaltma yolu olarak da islev gérmektedir (Solakoglu ve Aytekin,

2009).

2.5. Yardimcr Ureme Bezleri

2.5.1. Seminal Vezikiil

Ureter ve rektum arasinda yer alan seminal vezikiiller; 5-15 cm uzunlugunda,
3-5 cm genisliginde, glandiiler yapili ve kivrimli iki adet kanaldir. Her bir seminal
vezikiil duktus ejakulatoryusu olusturmaktadir. Seminal vezikiiliin epitel yapist tek
katli ya da yalanci ¢ok katli prizmatik epitel seklinde farklilik gdstermektedir. Bag
dokusu elastik lifler icermektedir ve diiz kas lifleri ile ¢evrilidir (Riva ve Aumiiller,
1992; Solakoglu ve Aytekin, 2009). Seminal vezikiiller viskoz ve sarimsi goriiniimde
bir salg1 tretmektedirler (Riva ve Aumiiller, 1992). Bu salgi, sperm hiicrelerinin
hareketlerine etki edecek enerji kaynagi olan cesitli proteinler, sitrat ve
prostaglandinler igermektedir (Solakoglu ve Aytekin, 2009). Seminal vezikiiller
aracilig1 ile gelen bu salgi ejakulat hacminin % 70’ini olusturmaktadir (Batislam ve
Basar, 2004).
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2.5.2 Prostat Bezi

Prostat bezi; simfizis pubis ve rektum arasindaki pelvik boslugunda egik
olarak, sirt ylizii idrar torbasina dogru ve ventral yiizii iirogenital diyaframa dogru

egimli bir sekilde bulunmaktadir (Aumiiller, 1979a).

Agirhigi 20 gr olan ve parankimi yaklasik olarak 30-50 adet bilesik
tiibiiloalveolar bezden olusan prostat bezi; distan fibroelastik ve fibromuskuler
yapida bir kapsiil tarafindan sarili bulunmaktadir. Prostat bezi yalanci ¢ok kath
prizmatik ya da tek katli epitel ile doselidir (Aumiller, 1979b; Solakoglu ve
Aytekin, 2009). Prostat bezi seminal vezikiil ile benzer karakterize oOzelliklere

sahiptir (Sekil 2.7) (Mann ve Lutwak-Mann, 1981a).

Prostat bezinde yerlesim yerlerine goére ii¢ bolge bulunmaktadir (Aumiiller,
1979c). Bunlar;

. Yalanci ¢ok katli epitele sahip ve prostat bezinin yaklasik % 25’ini
olusturan merkezi bolge,

o Prostat kanserine en fazla olanak saglayan ve bezin % 70’ini kaplayan
periferik bolge,

. Bezin kalan kismini olusturan geg¢is bolgesi, seklinde adlandirilmaktadir.

Prostat, alkali prostat sivisi tiretmektedir; bu salgi vajinanin pH’sin1 nétralize
etmekte ve ayn1 zamanda sperm hareketliligini arttirmaktadir (Aytekin ve Solakoglu,
2004). Prostat, sperm atilimi ger¢eklesecegi zaman harcanacak gii¢ igin prostat

stvisin biriktirmektedir (Solakoglu ve Aytekin, 2009).
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Sekil 2.7. Prostat bezi (Michigan Histology and Virtual Microscopy Learning
Resources, 2019).

2.5.3. Bulboiiretral Bez

Bulboiiretral bezler, Cowper bezleri olarak da bilinmektedir. Ortalama olarak
3-5 mm c¢apinda ve glandiiler yapida bir ¢ift olarak bulunmaktadirlar (Batislam ve
Basar, 2004). Kas lifleri ile sarili olan bulboiiretral bezlerin epiteli tek kath
silindiriktir ve bezin salgis1t mukusludur (Solakoglu ve Aytekin, 2009).

2.6. Penis

Erkek seks organi olan penis, idrar bosaltim1 ve spermin disi tireme sistemine

tasinmasini saglayan organdir (O’Rourke ve Allen, 2017b).

Penisin iist kisminda yaklasik 5 mm uzunlugunda bulunan vertikal yarik,
stinnet derisinin pargasi seklinde bulunan frenulum adinda ince bir yap1 olan mukoza
tabakasi ekli halde bulunmaktadir. Prepusyum geri ¢ekilebilir bir katlant1 halindedir
ve diiz kas lifleri icermektedir (O’Rourke ve Allen, 2017b; Solakoglu ve Aytekin,
2009).
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Penis enine kesitinde ii¢ silindirik erektil doku bulunmaktadir. Bunlardan gift
halde ve iistte bulunanlar korpus kovernozum, altta ve liretray1 ¢evreleyen ise iiretra
korpus kovernozum, korpus spongiyozum olarak adlandirilmaktadir. Korpus
spongiyozum genisleyerek glans penisi olusturmaktadir (Aytekin ve Solakoglu,
2004; Solakoglu ve Aytekin, 2009) (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. Penis enine kesiti (Michigan Histology and Virtual Microscopy Learning
Resources, 2019).

2.7. Spermatogenez

Spermatogenez, saniyede yaklasik 1000 sperm hiicresi (spermatozoon)
iiretebilme kapasitesine sahip ve aktif olarak siirekli tekrarlanan bir siire¢ olmakla
birlikte dogal olarak meydana gelen hiicre boliinmesi ve germinal epitel tarafindan
yiiksek oranda mitokondriyel oksijen tiiketimini de igermektedir (Tekcan, 2009).
Spermatogenez, testiste spermatozoonun iiretilmesiyle sonuglanan, erkek tireme
hiicresinin kademeli proliferasyon ve transformasyonunun karmasik bir siirecidir

(Mann ve Lutwak-Mann, 1981b).

Sertoli hiicreleri tarafindan desteklenen germ hiicreleri puberte doneminde
ortaya ¢ikmaktadir ve kok hiicre spermatogonyumlarina gelismektedir (Moore ve
ark.,, 2013). Kok hiicre spermatogonyumlart olarak bilinen ve A tipi

spermatogonyumlar olarak adlandirilan; agik ve soluk goriinen ince kromatinli,
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yuvarlak sekilli, yaklasik 12 pm capinda, bazal lamina ile iligkili kiigiik hiicreler
cinsel olgunluk ¢aginda kendilerine benzer hiicreler iiretmek icin mitoz bdliinmeye
girerler ve yeni hiicreler olustururlar. Bu hiicreler hem soluk A tipi
spermatogonyumlar hem de koyu A tipi spermatogonyumlarin olusumundan

sorumludurlar (Johnson ve ark., 2000; Solakoglu ve Aytekin, 2009).

Soluk A tipi spermatogonyumlar mitoz boliinmeye devam eden kok hiicre
spermatogonyumlari olarak cogalirlar, gerektiginde spermatogenezi
baslatmaktadirlar (Aytekin ve Solakoglu, 2004). Koyu A tipi spermatogonyumlar ise
B tipi spermatogonyumlar1 olusturmak {izere mitoz dongiisiinde farklilasmak tizere

boliinmektedirler (Celik-Ozenci ve Akkoyun, 2006).

Bazal lamina iizerine yerlesen B tipi spermatogonyumlar (Aytekin ve
Solakoglu, 2004);

*  progenitdr hiicre olarak bilinen primer spermatositlerdir.
*  merkezde bulunan g¢ekirdegi bir ya da iki koyu ¢ekirdek¢ige sahiptir,
* 46 kromozom ve 4N DNA icermektedirler.

Primer spermatositler birinci mayoz boliinmenin profaz evresine geger; bu
stire¢ 22 giin siirmektedir ve bu uzun siiregten dolay1 testis kesitlerinde seminifer
tiibiillerde, primer spermatositler ¢ok sayida gozlemlenebilmektedir (Aytekin ve
Solakoglu, 2004).

Sekonder spermatosit olarak adlandirilan hiicreler, birinci mayoz boliinme
sonucunda olusan, 2 adet 23 kromozom ve 2N DNA igeren hiicrelerdir. Bu hiicreler
hizli bir interfaz evresi ile belirgin olmayan DNA sentezi siireciyle ikinci mayoz
boliinmeyi gegirerek; her bir hiicresinde 1IN DNA igeren yani haploid olan 4 yeni
hiicre meydana getirmektedir ve bu hiicreler spermatid adini1 almaktadirlar. Olusan
spermatidler spermiyogenez siirecine baslatmak {izere farklilasmaktadirlar (Celik-

Ozenci ve Akkoyun, 2006) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Spermatogenez (Varghese ve ark., 2010).

2.8. Spermiyogenez

Spermatidlerin karmasik bir siirece maruz kalarak spermatozoonlara
doniistiikleri olaylar biitlinii spermiyogenez olarak adlandirilmaktadir. Bu siire¢ ii¢

agsamada incelenebilmektedir;

Golgi fazi; Golgi kompleksinde PAS-reaktif graniilleri (proakrozomal
graniiller) bir kesecigin icerisinde tek ve biiylik akrozom graniil olusturmak {izere
birlesir ve bu akrozomal vezikiil igerisinde sentriyoller ¢ekirdegin anterior kutbunda

konumlanir. Flagellum ve aksonem olusumunun baslamasiyla, sentriyoller ¢ekirdege
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dogru gider ve aksonem bilesenleri etrafina sarilmaktadir (Mann ve Lutwak-Mann,
1981D).

Akrozomal evre; c¢ekirdek, sitoplazma ve flagellumda genis yapisal
transformasyonu igeren akrozomal evresidir. Yogunlagsmaya baslayan c¢ekirdegin 6n
kisminda genis yer almakta olan akrozom vezikiilii ve graniili, akrozom ve
cekirdegin tiire 6zgl boyut ve sekil almasini saglamaktadir. Seminifer tiibiil tabanina
kadar spermatidler ve yogunlagmasi artan ¢ekirdek uzar. Flagellum olusturmak iizere
sentriyollerden ~ biri  gelismektedir.  Flagellum  proksimal  bdoliimiinde
mitokondriyumlar toplanir ve bu bolge hareket enerjisi i¢in kullanilir (Mann ve

Lutwak-Mann, 1981b; Celik-Ozenci ve Akkoyun, 2006) (Sekil 2.10).

Olgunlasma evresi; spermiyogenezin son evresi olan olgunlasma evresinde
Sertoli hiicreleri ile spermatozoonun artik cisimleri fagozite edilmektedir ve
spermatozoon tiibiil liimenine birakilmaktadir (Mann ve Lutwak-Mann, 1981b;
Celik-Ozenci ve Akkoyun, 2006).

Golgi apaxan
Akrozomal

P \ ezﬂ\ul 7
( / ﬁ ~ Cel\udej

P8 r /_, e

Spermatid - Sentriyoller
cekirdegi

/ \\ Midpiece

\\\\\\\\\\\\ 3\
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Kuyruk

Sekil 2.10. Spermiyogenez (Varghese ve ark., 2010).
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2.9. Spermatozoon

2.9.1 Spermatozoon Genel Yapisi

Spermatozoonlarin yaklagik uzunluklari 60 pm’dir (Holstein ve ark., 2003) ve

morfolojik yapilar1 dort boliime ayrilarak; bas, boyun, orta parca ve kuyruk olarak
isimlendirilmektedir (Sekil 2.11).

Sperm hiicresinin bag kismi; oval bir bicime, 3 um c¢ap genislige ve 4-5 pm
uzunluga sahiptir (Turek, 2012). Bas kisminda sikistirilmis kromatinlerin oldugu bir
cekirdek ve cekirdegi saran akrozom isminde, dollenmeden dnce yumurta hiicresinin
dis kismina niifuz etmesi i¢in (akrozom reaksiyonu) gerekli olan enzimleri iceren bir

zara bagl kisim bulunmaktadir (Yanagimachi, 1978).

Sperm hiicresinin boyun kismi ¢ekirdegin altinda olan baglant1 parcasindan

ve proksimal sentriolden (9+0 mikrotiibiil yapili) olugsmaktadir (Turek, 2012).

Sperm hiicresinin boynunun kuyruk ile arasindaki kii¢iik kisminda orta parga
(mid-piece) bulunmaktadir ve burada mikrotiibiil yapt 9+2 seklinde proksimal

sentriolden kuyruk ucuna kadar devam etmektedir (Turek, 2012).

Sperm kuyrugu yaklagik olarak 1-2 um cap (Holstein ve ark., 2003) ve 7-8
pm uzunlugunda olup ana ve terminal pargayr barindirmaktadir. Ana par¢a yogun bir
fibroz kilifa sahip olup distale dogru incelerek ilerlemektedir; terminal parga ise
fibroz kilifin sona erdigi bolge olup, distale dogru 9+2 seklindeki tiibiiler yapis1 tek
bir hale donmektedir (Zamboni ve Stefanini, 1971; Turek, 2012).
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Sekil 2.11. Sperm hiicresi (Holstein ve ark., 2003).

2.9.2. Spermatozoon Iletimi

Spermatozoonlar duktuli efferenslerle miyoid hiicreler ve hareketli silyalarin
etkileriyle, epididimis kanalina (5-6 m uzunlugunda) yani kivriml tiibiile girerken
ilerleyici motil yani fertilizasyon yetenegine sahip degillerdir; ancak epididimis
boyunca distale gectiklerinde olgunlagma siirecine girerek fertilizasyon yetenegini
elde ederler. Spermatozoonlarin yani sperm hiicrelerinin, epididimal epitelyum ile
sentezlenebilen ve de salgilanabilen proteinlerle etkilesimi sonucu ilerleyici motil
hareketler kazandiklar1 bilinmektedir (Orgebin-Crist, 1969; Cornwall ve Horsten,
2007; Cooper ve Yeung, 2010; Fietz ve Bergmann, 2017).

Epididimis, sperm hiicrelerinin akigin1 ileterek Sperm hiicrelerinin

olgunlagmasini, depolanmasini, sperm hiicrelerinin yikim {irinlerini emilmesini

saglar ve bu olaylar epididimisin kisimlarinda ger¢eklesmektedir;
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o Kaput (epididimis basi) ve korpus (viicut) erken ve ge¢ sperm
olgunlagsma olaylarin1 ayirt edici sekilde yaparken, epididimisin kauda
(kuyruk) bolgesi olgunlasmis bu sperm hiicreleri i¢in depolama alani

olusturmaktadir (Cornwall ve Horsten, 2007).

Amann (2008), spermatogenez etkinligi ile testis dokusunun sperm iiretimini,
giin basina yaklasik olarak en az 6x10° adet oldugunu inceledigi calismalar

dogrultusunda gostermistir.

2.10. Ejakiilat Olusumu

Ejakiilasyon yani bosalma, spermin iiretra yoluyla tasinmasini ve basincin
arttirilmasiyla igerigin ¢ikarilmasini saglayan olaydir. Bu olay epididimis, duktus
deferens, prostat, seminal vezikiiller, ¢izgili kaslar ve biilboiirotral bezler sayesinde
gerceklesmektedir (MacLeod ve Hotchkiss, 1942; Bjorndahl ve ark., 2010a).

Ereksiyon halinde olmayan penis igerisinde kan akimi diisiik miktardadir;
parasempatik ve sempatik sinirlerin etkisi altinda korpus kavernozum ve korpus
spongiyozum igerisinde kan akisi artisi penil damarlart ve kaverndz diiz kaslar
etkileyerek penisin sertlesmesine neden olmaktadir. Bu ereksiyon durumu ejakiilat
atimi ile sonlanir ve penis yumusak haline geri doner (Riva ve Aumiiller, 1992;

Bjorndahl ve Kvist, 2003).

Otonom sinir sisteminin kontroliinde gergeklesen ejakiilasyonda epididimisde
depolanan sperm hiicreleri ile aksesuar bezlerinden gelen sivilar karisarak ejakiilati

olusturmaktadir (WHO, 2010).

Ejakiilasyonla ilk olarak atilan ilk semen prostat sivisidir ve sperm
hiicrelerince zengindir ayn1 zamanda bol miktarda ¢inko ve magnezyum icermektedir

(Bjorndahl ve Kvist, 2003; Yoshida ve ark., 2008).

Toplam ejakiilat hacminin % 60-70 arasini seminal vezikiil salgisi

olusturmaktadir ve tam bir ejakiilasyonda toplam salgmin yarisi bosalmaktadir.
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Seminal vezikiil salgis1 yiiksek miktarda friiktoz icermektedir ve bu sperm
hareketliligi i¢in enerji kaynagidir (Amelar ve Hotchkiss, 1965; Yoshida ve ark.,
2008).

Bulboiiretral bez salgisi ejakiilat igerisinde son derece az miktardadir (Amelar
ve Hotchkiss, 1965).

Ejakiilat hafif sarims1 bir renkte, pH degeri alkali (7.6-8.0) bir salgidir ve
sperm hiicrelerinin miktarina bagli olarak renk yogunlugu degisebilmektedir (Amelar

ve Hotchkiss, 1965; Riva ve Aumiiller, 1992).

Ureme c¢agmdaki saglikli bireyler her ejakiilasyonda ortalama olarak 96

milyon adet sperm hiicresini viicut disina atmaktadir (Esteves, 2015).

2.11. infertilite ve Erkek Infertilitesi

Cinsel olarak aktif ciftlerin en az bir yil boyunca diizenli iligki icerisinde
olmalarina ragmen gebeligin olusmamasi infertilite olarak tanimlanmaktadir.
Dogurganliga sahip saglikli geng ciftlerin, iireme dongiisiiniin gebelik ile sonu¢lanma
olasilig1 yaklasik % 20-25'ir. Kiimiilatif gebelik orani ise cinsel aktivitenin ilk 6 ay1
icinde % 60, ilk yilda % 84 ve ikinci yilinda % 92'dir. (Kamel, 2010).

Infertilite diinyada yaygin olarak gozlenen bir klinik problemdir. Diinya
capinda en az on iki ay boyunca aktif cinsel hayat igerisinde olan ciftlerin % 13-
15'inin gebelik ile sonuglanmayan iliski durumlar1 goézlenmektedir. Bu durum

infertilite olarak tanimlanmaktadir. (Cavallini, 2006; Kamel, 2010; ASRM, 2013).

Ciftlerin hayatlar1 boyunca hig¢ bir gebelik durumuyla karsilagsmamas1 primer
infertilite, gebelik olusmus fakat daha fazlasinin olusmadigr durumlar ise sekonder
infertilite olarak isimlendirilmektedir (WHO, 1991; Nieschlag, 2010).
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Infertilite nedenleri ile ilgili arastirmalar yapilirken genetik etkilerin olup
olmadiginin arastirilmasi, dogacak bireyler iizerinde olusturacagi potansiyel bir etki

durumlarini da 6ngorebilmek agisindan oldukga yarar saglamaktadir (Moss, 2017).

Nedeni belirlenebilmis infertilite problemlerinde nedensellik oranlarinin

ortalama olarak kabul goren degerleri (Cavallini, 2006; Esteves ve Agarwal, 2013);

J kadina bagli nedenler % 40-50,
J erkege bagli nedenler % 30-50 ve
. hem erkek hem de kadin nedenli infertilite %15-20 seklindedir.

Nedeni agiklanamayan vakalar ise idiopatik (agiklanamayan) infertilite olarak
adlandirilmaktadir. Idiyopatik terimi, laboratuvar ortamlarinda kullanilan ydéntemler
ile hicbir etiyolojik neden bulunamadigi durumlarda kullanilir ve kisaca
aciklanamayan infertilite olarak bilinmektedir. infertil g¢iftlerin {icte birinde
goriilmektedir (Cavallini, 2006).

Infertilite vakalarinin yaklasik olarak % 30-50’si erkek faktorii nedenlidir
(Oehninger, 1995; Cavallini, 2006; Kusz-Zamelczyk ve ark., 2012).

Giiniimiizde Diinya Saglk Orgiiti’niin 2010 yilindaki laboratuvar el
kitabinda yayinlanmig semen Ozelliklerinin degerleri dogrultusunda, en az bir
orneklemde sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi gibi sperm &6zelliklerinin
herhangi birinin normal degerlerin altinda ¢ikan sonuglar erkek faktorii olarak kabul
edilmektedir (WHO, 2010).

Erkek infertilitesinde en yaygin olarak goriilen nedenler; ilerleyen yaslar,
cevresel etkiler, stres, varikosel, testis torsiyonu, konjenital faktorler, kriptorsidizm,
sperm yoklugu, travmalar, ejekiilatuar islev bozukluklari, sistemik hastaliklar
(diyabet, kanser, hemokromatozis vb.), uyusturucu ve sigara kullanimi, genetik
hastaliklar, kromozom anomalileri ve idiyopatik durumlardir (Jungwirth, 2012; Omu,

2013; Caprio ve ark., 2015; Sikka ve Hellstrom, 2016; Moss, 2017).
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Erkek infertilitesinin;

% 30’unun infertilite kaynagi idiyopatik durum igerisindedir (Sabanegh

ve Agarwal, 2012).

J % 5'i, anormal bir sayisal cinsiyet kromozomlarini igeren anomaliler
bulunmaktadir (Kusz-Zamelczyk ve ark., 2012).

o % 5'inde akrozom reaksiyonu (AR) sorunu vardir; bunlarin yaklasik
yarisi AR yetmezligi ve yarisi AR prematiiresini icermektedir.
(Bjorndahl ve ark., 2010b).

. % 15’1 varikosel kaynaklidir ve bunun % 90’1 sol testiste % 10’u
bilateral olarak goriilmektedir (O’Rourke ve Allen, 2017a).

o % 10-15’inde azoospermi goriilmektedir ve bu durum tiim erkeklerin %

1’ini kapsamaktadir (Esteves ve Agarwal, 2013).

Azoospermi

DSO’niin 2010 yilinda yayinladig: el kitabinda, azoospermi 1981'de Eliason
tarafindan ilk olarak Onerilen sekliyle "santrifiijlenmis bir numunenin ¢okeltisinde
sperm hiicresinin goriilmemesi" olarak ifade etmistir (WHO, 2010). Bununla birlikte
Amerikan Uroloji Dernegi (AUA) daha ayrintili bir tanim kullanmakta ve
azoospermiyi: "15 dakika boyunca 300 x g'de santrifiijlemeden sonra sperm

hiicresinin goriilmemesi" seklinde tanimlamaktadir (Aziz, 2013).

Azospermik hastalarin numunesi normal likefiye semen goriintiisii olan
homojen gri-opalesan goriiniime sahip degildir ve daha az opak goriinmektedir (Aziz,
2013).

Son zamanlarda yapilan arastirmalar erkek infertilitesinde akrozom
reaksiyonu kaynakli sperm defektlerinin ve bu defektlere neden olan antisperm
antikoru ve serbest radikallerin, fertilizasyon basarisindaki kayiplarin biiyiik oranda

nedeni oldugunu da gostermektedir (Tomar ve ark., 2012).

29



Erkek infertilitesi ile ilgili arastirmalar yapilirken genetik etkilerden dolay1
infertilite probleminin olusabilme ihtimalini gz onilinde tutmak, ayni zamanda
dogacak bireylerin iizerinde potansiyel bir etki yaratma durumunun olusumu
hakkinda yardimc1 olmaktadir. Ornek olarak testis veya lenf kanserine sahip erkek

bireylerde kendini gosteren ilk durum infertilite olmaktadir (Moss, 2017).

Fertilizasyon kapasitesinin (destekli ve desteksiz) degerlendirilmesi, ¢iftlerin
giderek artan sekilde ebeveynligi geciktirmesi, bunun sonucunda ilerleyen yaslara
sahip olmalar ve giinliik stres etkisi gibi faktorler, erkek fertilite problemlerinden

bagimsiz olarak etkilenmektedir (Moss, 2017).

IVF (in vitro fertilizasyon), ICSI (intrastoplazmik sperm enjeksiyonu) ve
TESE (testikiiler sperm ekstraksiyonu) gibi gelismeler sayesinde geri dondiiriilemez
olarak goriilen erkek faktorii kaynakli infertiliteler gecmise gore giiniimiizde daha

aza indirgenebilmektedir (Esteves, 2013; Moss, 2017).

2.12. Semen Analizi (Spermiyogram)

Infertilite  problemlerinde erkek faktoriiyle iligkili  bir  durumun
degerlendirilmesinde ilk basvurulan tan1 yontemi semen analizi testidir (Cooper ve
ark., 1991; Moss, 2017).

Standart semen analizi (spermiyogram) testi, idiyopatik infertilite
durumlarinda herhangi bir anormalligi tespit edememesi, sperm disfonksiyonunu
gostermemesi veya yumurtayi dollemek i¢in sperm hiicrelerinin fonksiyonu hakkinda
bilgi vermemesine ragmen; seminifer tiibiillerin, epididimisin ve aksesuar bezlerin
fonksiyonlart hakkinda bilgi saglamasi acisindan oldukca 6nemlidir; bu yiizden erkek
infertilitesinin rutin tanisinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan ilk adimdir (De Jonge

ve Barratt, 1999; Guzick ve ark., 2001; Esteves ve ark., 2012).

Infertil bireyin biyolojik degiskenlikleri goz éniinde bulundurularak kesin bir
sonuca varmadan Once semen analizi testi, farkli haftalarda en az iki defa ve tercihen

ic defa semenden alinan 6rneklerde tekrarlanmalidir (Esteves ve ark., 2012).
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Semen analizi testinde belirlenemeyecek birgok neden infertilite problemidir.
Bu nedenle test sonucunun uzman {iirolog veya erkek iireme sistemi alaninda
uzmanlasmis bireyler tarafindan degerlendirilmesi, infertilitenin asil kaynagini

anlamada olduk¢a onemlidir (Moss, 2017).

Semen analizi testi ciddi standardizasyon eksikligi icermektedir (Harvey ve
Hadley, 1945; Walczak-Jedrzejowska ve ark., 2013). 1980'den bu yana DSO, semen
ve servikal mukus degerlendirmesi lizerine yaymladigi kitaplar1 uzun yillar boyunca
bu alanmn gelismesinde biiyiik katki saglamistir. DSO’niin ilk laboratuvar el kitabi
1980 yilinda, digerleri sirastyla, 1987, 1992, 1999 ve 2010 yilinda yayinlanmistir
(WHO; 1980, 1987, 1992, 1999, 2010).

DSO laboratuvar el kitabimin en son baskist (WHO, 2010) &nceki
versiyonlarda yayinlanan degerlerin, mevcut literatiir ile uyusmazligindan dolay1
elestirilere maruz kalmis ve ¢ogu veri diizeltilerek yayilanmistir. Tablo 2.1, DSO
kilavuzlarinda yayinlanan yillar igerisinde degisen Ssemen parametrelerinin alt

referans degerlerini 6zetlemektedir (Sikka ve Hellstrom, 2016).

DSO (2010) laboratuvar el kitabi, diinya ¢apinda yapilmus cesitli prospektif
spermiyogram caligsmalarinin istatistiksel olarak elde edilmis referans alt sinirlarini
listelemektedir. Referans degerlerinin elde edilmesi, 3 kita, 7 iilke ve 5 farkh
calismanin olusturdugu; toplamda 1953 bireyin semen 6rnegi lizerinde yapilan analiz
verilerinin sonuclaridir. Bu degerler, sadece fertil bir popiilasyonun igerisinde elde
edilen sonuglarin olasiliklaridir ve dogurganlik tanisi i¢in gereken kesin degerler
degildir. Anormal semen degerleri, hastanin ileri klinik degerlendirmesini gerektiren

muhtemel erkek infertilitesi olarak goriilmektedir (WHO, 2010).

ESHRE, 1984’de Jean Cohen’in onderliginde kurulmustur ve 1996 yilinda
insan tireme (human reproduction) isimli bilimsel dergiler yayinlanmaya baglamistir.
ESHRE kuruldugu tarihten itibaren, her yil ¢esitli iilkelerde semen analizi iizerinde
egitim amacglh ve sertifika programlari iceren toplantilar diizelemektedir. ESHRE,
DSO’niin yaymladigi kitaplar dahilinde revize edilerek gergeklesen egitimleri ile,
ayn1 zamanda DSO’niin belirledigi kriterleri ve semen analizi degerlendirilmesinde

en iyi metodun belirlenmesi amacina yonelik bilimsel ¢aligmalar1 sayesinde semen
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analizi ve yardimci iireme tekniklerinin standardizasyon eksikligine de katki

saglamaktadir (Brown, 2005; Bjérndahl ve ark., 2016).

Semen analizi testi sperm hiicresinin makroskobik (likefaksiyon, viskozite,
pH, hacim, renk ve koku) ve mikroskobik (sperm konsantrasyonu, motilitesi,
morfolojisi, vitalitesi, anormal durum gozlendiginde 10kosit miktari, sperm
agliitinasyonu veya agregasyonu) olarak degerlendirilmesini kapsamaktadir (Esteves
ve ark., 2012; WHO, 2010). Tablo 2.2’de semen analizi testinde uygulanan islemler
ve bu islemlerin gergeklestirilmesi i¢in en uygun stireler gosterilmektedir (Bjorndahl

ve ark., 2010c).

Tablo 2.1. Ardisik olarak WHO kilavuzlarinda yayinlanmis semen 6zellikleri igin alt
sinir degerleri.

Semen WHO WHO WHO WHO WHO
Ozellikleri 1980 1987 1992 1999 2010
1. 2. 3. 4. 5.
Hacim (mL) Tanimsiz >2 >2 >2 1.5
Konsantrasyon
(10%/mL) 20-200 >20 >20 >20 15
Total Sperg1 Tanimsiz >40 >40 >40 39
sayist (10°)
Total motilite
(%) >60 >50 >50 >50 40
Progresif
(Ileri) hareket >2 >25 >25 (a) >25 (a) 32 (at+b)
(%)
Vitalite, canli Tammsiz >50 75 75 58
(%)
Morfoloji
(Normal %) 80.5 >50 >30 14 4
Lokosit
(106/mL) <47 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
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Tablo 2.2. Semen analizi testinin degerlendirilmesinde izlenecek yollar ve siireleri.

[k olarak

Hasta numune kabina hasta isim ve
soyismi kaydedilir.

Hasta raporu olusturulur.

Numune verildikten sonra 37°C’lik
etiive kaldirilir.

15-30 dakika igerisinde

Semenin makroskobik incelemeleri
yapilir.

30-60 dakika igerisinde

Semenin mikroskobik incelemeleri
yapilir.

Neubauer hemasitometresi
kullanilacaksa eger diliisyonu
hazirlanir.

Morfoloji degerlendirilmesi i¢in
yayma preparat hazirlanir.

Hareketli sperm sayis1 % 40’1n altinda
olan numuneler i¢in vitalite
yapilmalidir ve bunun i¢in yayma
preparat hazirlanir.

Biyokimyasal inceleme istenen
numuneler i¢in santrifiijleme islemi
yapilir.

Daha sonra

Neubauer kullanimi i¢in hazirlanan
diliisyon degerlendirilir.

Lokosit miktar1 ya da yuvarlak hiicre
sayist 1x10° /mL’ den fazlaysa
preparat hazirlanir.

Biyokimyasal analizler degerlendirilir.
Sperm morfolojisi ve vitalitesi
degerlendirilir.
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2.12.1 Semen Numunesinin Toplanmasi

Numune verecek olan hastanin kullanacagi oda, Ornegin teslim edilecegi
laboratuvarin yakininda olmalidir; semen 6zelliklerinin sicaklikla degisime ugramasi
bu sayede engellenmektedir. Hastanin 2-7 giin arasinda cinsel perhize sahip olmasi
istenmektedir. Hastaya numunesinin tam olarak toplanmasmin gerekliligi hakkinda
sozli veya yazili olarak bilgilendirme yapilmalidir. Hastaya numunesini
koyabilecegi, steril cam ya da plastik bir kap verilir. Bu kap hastaya verilecegi zaman
posetinden c¢ikarilip, agirligi tartilip, tizerine hastanin isim ve soyisimi yazilarak
verilmektedir. Hasta o6rnegi laboratuvara ulastirdiktan sonra numune kabi iizerine

tarih ve 6rnek verdigi saat eklenerek, kisa siire igerisinde inkiibatdre (37°C) kaldirilir

(WHO, 2010).

Hasta numunesini verecegi odada kalma siiresinin kisitli oldugunu hissettigi
durumlarda stresle karsilasabilmektedir. Ejakiilat kalitesinin numune verme icin
harcadig siire ile anlamli bir iliski icerisinde oldugu bazi ¢aligmalarda gosterilmistir,
bu ylizden hastayi strese sokabilecek herhangi bir uyar1 sekli olusturulmamalidir

(Pound ve ark., 2002).

Hasta laboratuvar yakinindaki oda igerisinde numune veremedigi durumlarda
evden getirebilmektedir. Bunun i¢in de yine hastaya numune vermesiyle ilgili gerekli
bilgilendirme yapilmalidir. Ayrica numuneyi verecegi saatin kaydedilmesi ve
laboratuvara en fazla bir saat icerisinde teslim etmesi gerektigi anlatilir ve kap yine

bos olarak tartilarak hastaya verilebilir (WHO, 2010; Bjorndahl ve ark., 2010c).

Hastanin cinsel iliski ile numune vermesi gereken bazi 6zel durumlarda
semen toplanmast icin uygun kondomlar kullanilabilmektedir. Kullanilan

kondomlarin laboratuvara getirilene kadar agzinin kapali tutulmasi gerektigi hastaya

iletilmelidir (WHO, 2010).

Hastanin raporunda, hastanin numune vermesiyle ilgili olusan 6zel durumlar
(evde ya da kondomla vb) kaydedilmektedir. Hasta numunesini verirken ejakiilatin
ilk kismmin kabin disarisina aktarildigimi bildirirse bu not olarak hasta raporuna

kaydedilmektedir. Ejakiilatin ilk kismi sperm hiicrelerinin yogun olan kismidir ve
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bunun bildirilmemesi semen analizinin mikroskobik degerlerinin diisilk ¢ikmasi

sonucunda yanlis tedavi uygulanmasina yol agabilmektedir (WHO, 2010).

2.12.2. Semenin Makroskobik Degerlendirilmesi

Semenin degerlendirilmesinin 15-60 dakika igerisinde ger¢eklestirilmesi
gerekmektedir (Bjorndahl ve ark., 2010c; WHO, 2010). Makroskobik incelemede;
semenin pH, renk ve kokusu, hacmi, likefaksiyon siiresi ve viskozite durumu
degerlendirilmektedir. 1950 yilinda semen analizi c¢aligmalarinin baglangicindan
bugiine kadar makroskobik incelemenin igerigi ve normal kabul edilen degerleri

nispeten bir degisime ugramamistir (Sabanegh ve Agarwal, 2012).

Likefaksiyon

37°C’lik inkiibatorde genellikle 15 dakika icerisinde; normalde seminal
vezikiillerin salgis1t makro proteinlerin varligiyla yar1 kati koagiile goriiniimiinde olan
semen, homojenlesmis sivi halini almaktadir. Semen numunesini pipet araciligiyla
karistirtlmasi, icerisinde var olan kivamli yapilar1 ¢6zmede yardimer olmaktadir.
Likefaksiyon siiresi 60 dakikaya kadar normal olarak kabul edilmektedir. 60
dakikalik siireyi gegen likefaksiyon durumlari hasta raporuna not edilmelidir.
Likefaksiyonu tamamlanan semen numunelerinin hareketli sperm sayisini
belirlemede daha dogru sonuglar vermektedir; bu yiizden 60 dakika igerisinde
likefiye olmamis semen miktar1 ile esit fizyolojik medyum, pipet yardimiyla
karistirilabilir ve bu sayede sivilasma olusturulabilir (Bjorndahl ve ark., 2010c;
WHO, 2010).

Viskozite

Likefaksiyonu tamamlanan semen vakit gecmeden viskozitesi igin
degerlendirilmektedir. Bunun i¢in bir pipet yardimiyla semenden biraz Ornek

alinmaktadir ve yergekimi etkisiyle pipetden disariya dokiilen semenin damlama ya
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da siinme durumu goézlenmesi gerekmektedir. Damlama seklinde dokiilen semen
normal olarak kabul edilmektedir. 2 cm’den daha uzun olusan siinme halindeki

semen viskoz olarak degerlendirilmekte ve bu anormal durum rapora not

edilmektedir (WHO, 2010).

Viskoz ve likefiye olmamig semen numuneleri genel olarak aksesuar bezlerin
anormal fonksiyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Asir1 viskozite durumu
sperm degerlendirmesinde oldukg¢a glicliik ¢ikarmaktadir; dogru sperm sayr ve
hareketinin bulunmasi agisindan semen numunesi esit oranda fizyolojik medyum ile
karistirilarak degerlendirmeye gecilebilmektedir (Bjorndahl ve ark., 2010c; WHO,
2010).

Renk ve Koku

Likefiye olmus normal bir semen numunesinin rengi, gri-beyaz ve opaktir.
Eger sperm sayisi diisiik olan bir numuneyse goriiniimii daha az opaktir ve eger
numune igerisinde eritrositler bulunuyorsa renk kirmizi-kahverengi seklindedir.
Semen kokusu; keskin bir koku gelmedigi siirece normal olarak kabul
edilebilmektedir (WHO, 2010).

Hacim

Hastaya wverilecek olan kabin agirligi hastaya teslim etmeden Once
tartilmaktadir. Hasta numunesini laboratuvara teslim ettikten sonra, 37°C’lik etiiv
igerisine kaldirilip likefiye olmasini beklemeden, tekrar tartilabilir ve kutu agirlig
igerisinden ¢ikarilarak hacim belirlenebilmektedir. Bunun disinda semen hacmi
direkt cam serolojik pipetleriyle de belirlenebilir. Semen hacminin % 70’1 seminal
vezikiillerden saglanmaktadir (Majzoub ve Sabanegh, 2016). DSO 2010 laboratuvar
el kitabinda semen hacmi icin alt sinir degeri 1,5 ml olarak belirlemistir (Bjorndahl

ve ark., 2010c; WHO, 2010).
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pH

Semen, seminal vezikiil sekresyonu (alkali) ve prostat sekresyonu (asidik)
etkisi ile dengeli bir pH’ya sahiptir. pH kagidi {izerine bir damla semen siiriilerek
semen homojen denge saglandiktan sonra kagit {izerindeki deger rapora
kaydedilmektedir. pH’s1 icin DSO 2010’da kabul edilen esik degeri 7,2°dir (WHO,
2010).

[ 0a: 06716/2013

Sekil 2.12. Semenin makroskobik incelenmesi. a) Semen bulunan numune kab1, b)
Semen numunesi ve 37°C’lik etiivde likefiye olan semen numunesi, c)
Serolojik pipet ile hacim 6l¢iimii, d) pH belirlenmesi (Agarwal ve ark.,
2016).

2.12.3. Semenin Mikroskobik Degerlendirilmesi

Likefiye semen numunesinin mikroskobik degerlendirmesi; i¢erisinde mukus
iplik¢ikleri, sperm hiicrelerinin disinda yuvarlak hiicre varlig1 ve agliitinasyon ya da
agregasyonu gosteren durumlar1 incelemeyle baslamaktadir ve bunun ig¢in DSO

2010’un onerisi faz-kontrast mikroskobunun x10 biiyiitmeli okiileri ve x10 biiyiitmeli
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objektifi ile goriintiiniin incelenmesidir. Daha sonra sperm konsantrasyonu ve sperm
hareketligi igin x20 objektif ya da x40 objektif kullanilarak islem
gergeklestirilmektedir. Likefiye semen Orneginin mikroskobik degerlendirilmesine
baslarken semenin bir pipet yardimiyla iyice karistirilmasi semen igerisinde homojen
bir denge yaratir ve bu sekilde konsantrasyon, motilite, vitalite ve morfoloji

degerlendirmesinde dogru sonuglar alinmasini saglar (WHO, 2010).

Islak Preparat hazirlama

Islak Preparat; sperm hiicrelerinin agliitinasyon veya agregasyonu olusturma
durumlarinin ve semen igerisinde sperm hiicreleri disinda var olan yuvarlak
hiicrelerinin (16kosit, immatiir germ hiicreleri vb.) goézlenebilmesi i¢in en iyi
yontemdir. Bu yontem ayni zamanda sperm motilite hesaplanmasi icin de

kullanilabilmektedir (Bjérndahl ve ark., 2010c).

Dogru sonuglarin alinmasi i¢in hazirlanacak olan Islak Preparatin derinlik
alaninin yaklagik 20 um olmasi olduk¢a 6nemlidir. Sperm hiicrelerinin hareketlerini
engellemeyecek olan bu deger ayni zamanda yuvarlak hiicrelerin sayimini da

kolaylastirmaktadir (Lannou ve ark., 1992).

Islak Preparat hazirlarken numunenin iyice karistirilmasi, homojenligin
arttirtlmasi gerekmektedir. Lam ve lamel kullanimiyla gerceklesen bir islem oldugu
icin isleme gegmeden once lam ve lamel 37°C’lik inkiibatérde bekletilmelidir

(NAFA ve ESHRE-SIGA, 2002).

Kullanilacak olan lamel boyutuna gére semen miktar1 belirlenir ve bu,
preparat derinliginin olmasi1 gereken yaklasik 20 um’lik degerine uygun olmasi

3

gerekmektedir. Preparat derinligi pum; numune hacmi, pl/mm® ve lamel, mm?

seklindeki 6l¢iim degerlerine sahiptir (WHO, 2010).

Preparat derinligi; numune hacminin numunenin yayildig: alana boliinmesiyle
bulunmaktadir. Buna goére 6rnek lamel kullanimi i¢in derinlik hesaplama asagidaki

gibidir;
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o 22 mm x 22 mm’lik lamel kullanimi i¢in, lam tizerine eklenecek 10
ul’lik semen, 20.7 um’lik derinlik olusturmaktadir.
. 18 mm x 18 mm’lik lamel kullanimi i¢in, lam iizerine eklenecek 6,5

ul’lik semen, 20.1 um’lik derinlik olugturmaktadir.

Yeterli miktarda semen, lam {izerine bir damla seklinde pipet yardimiyla
yerlestirilmelidir ve dogru lamel kullanimi ile derinlik saglanildiktan sonra
kapatilmaktadir; eger kapatma sonrasinda hava kabarcigi olugsma durumu gozlenirse

preparat tekrar hazirlanir (Bjorndahl ve ark., 2010c).

Islak Preparat i¢in kullanilacak mikroskop faz-kontrast mikroskobudur ve bu
mikroskobun; x10’luk ya da x20’lik objektifi altinda sperm hiicrelerinin agliitinasyon
ya da agregasyonu ile sperm digi hiicrelerin yogunlugu, x20’lik ya da x40’lik
objektifi altinda sperm analizi gergeklestirilmektedir. Islak Preparat hazirlandiktan
bir dakika sonrasinda yuvarlak hiicre ve sperm agliitinasyonu ya da agregasyonu
gozlenmeli ardindan kisa siire icerisinde sperm sayimi gerceklestirilmektedir. Bir
dakika igerisinde sperm akisinin durmamasi gozlenirse sperm hareketlerinin yanlis

yorumlanmasina neden olacagi icin preparat tekrar hazirlanmahdir (Bjorndahl ve

ark., 2010c; WHO, 2010).

Ik Inceleme; Sperm Agliitinasyonu ve Agregasyonu

Hareketli sperm hiicrelerinin semen igerisindeki herhangi bir dokiintiiden
bagimsiz olarak birbirleri ile olusturduklar1 bir temas agliitinasyon gostergesidir;
spermlerin bas-basa, kuyruk-kuyruga ya da birbirlerine karisik sekillerde dolanmalari
seklindedir. Agliitinasyon dereceleri (izole, orta, genis ve yogun) belirlenerek,
hareketli sperm hiicrelerinin hangi kisimlarinin birbirlerine yapisma gosterdikleri de
eklenerek hasta raporuna kaydedilmektedir (Bjérndahl ve ark., 2010c; WHO, 2010).
DSO 2010 verilerine gore agliitinasyon dereceleri ve sematik ¢izimi Sekil 2.14’de
gosterilmektedir.

Hareketsiz sperm hiicrelerinin birbirleri disinda semen icerisindeki sperm dis1

hiicreler ya da mukus iplikciklerine yapigsmasinin goriilmesi agregasyon olarak

39



isimlendirilmekte ayni zamanda nonspesifik kiimelesme olarak da bilinmektedir
(Sekil 2.13).

Sekil 2.13. Agregasyon. a) Epitel hiicresi, b, ¢ ve d) Kiimelesmis sperm hiicreleri

(WHO, 2010).
Agliitinasyon Dereceleri
1.Derece 2. Derece 3. Derece 4. Derece
<10 sperm/  10-50 sperm/ >50 sperm/ Tiim spermler
agliitinat agliitinat agliitinat agliitine ve

baglantil1

&"/;’ 7 "~
Bas-basa
2 J % !%
)
Kuyruk-kuyruga /f g \
o \.,

Kuyruk ucu-
kuyruk ucuna

Karnsik

Bas ve kuyruk
ayurt edilemez

Sekil 2.14. Agliitinasyon sematik ¢izimi ve dereceleri (WHO, 2010).
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Sperm Dist Hiicreler

Semen numuneleri igerisinde genellikle dokiintii hiicreler goriilebilmektedir.
Bu hiicre yogunluklar1 dogru olarak belirlenip hasta raporuna kaydedilmelidir
(WHO, 2010).

Yuvarlak hiicreler; Semen icerisindeki genellikle olgunlasmamis germ
hiicreleri ve l6kositlerdir (Johanisson ve ark., 2000). Daha az miktarda prostat
kokenli yuvarlak hiicreler ayr1 gézlenmektedir. Neubauer Hemositometresi ya da
Makler Sayim  Kamaras1 igerisinde  yuvarlak hiicrelerin  tam  sayisi
hesaplanabilmektedir. Germ hiicreleri ve 16kosit ayrimlari boyali preparatlarda
yapilabilmektedir. Yuvarlak hiicre icin DSO (2010) iist sinir degeri 1 mil/ml’dir.
Yuvarlak hiicre konsantrasyonu; sperm konsantrasyonunun yuvarlak hiicre sayisi ile

carpilip alandaki tiim sperm sayisina boliinmesiyle hesaplanmaktadir.

Eritrositler; Semen igerisinde kirmizi kan hiicreleri olan eritrositler
gozlemlendiginde patolojik bir durum teskil ettigi i¢cin hasta raporuna mutlaka

kaydedilmelidir (WHO, 2010).

Epitel hiicreleri; Pul pul ya da kiibik gozlenebilen epitel hiicreleri bazi

durumlarda semen numunesi igerisinde gozlenebilmektedir (WHO, 2010).

Bakteri ya da protozoa; Yiiksek oranda goriilen bakteri varligi patolojik bir
durumdur ve saglikli normal bir semen igerisinde bulunmamasi gerekmektedir; bu

durum olugmussa hasta raporuna kaydedilmelidir (WHO, 2010).

Sperm Motilitesi

Sperm moatilitesini belirlemek i¢in Islak Preparatlardan iki adet hazirlanmakta
ve her preparatta en az 200 sperm hiicresi sayilmaktadir. Lam igerisinde en az dort
homojen alan belirlenmeli ve ayni alanin sayimindan kaginilmalidir; bu sayede daha
dogru bir motilite degerlendirilmesi yapilmis olacaktir. Inceleme, faz kontrast

mikroskobunda ve x40’lik objektif altinda gergeklestirilmelidir. Daha dogru sonuglar
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icin video kaydi yapilabilen bir mikroskop kullanilmasi 6nerilmektedir (Bjorndahl ve
ark., 2010c). Sicaklik degisiminden sperm hiicrelerinin hareketlerinin etkilenmemesi
icin miimkiin olan en kisa siirede sayim islemleri gerceklestirilmelidir. Sperm
hiicrelerinin hareketleri; ileri hizli hareketli, ileri yavas hareketli, yerinde hareketli ve
hareketsiz olarak dikkate alinarak siniflandirilmahidir. Sperm hareketlerinin
belirlenmesinde ilk once ileri hareketli sperm hiicreleri degerlendirilir, daha sonra
ayni alan igerisindeki yerinde hareket eden ve hareket etmeyen sperm hiicreleri
sayilarak, 200 sperm hiicresinin hareket verisi elde edilene kadar islem farkli

alanlarda devam ettirilir (Sekil 2.15) (Bjorndahl ve ark., 2010c; WHO, 2010).

DSO’ye gore sperm motilite smiflandiriimast;

o Progresif Hareket (PR): Ileri hareket eden ve hizdan bagimsiz dogrusal
hareket igerisinde olan sperm hiicreleri (a: 25 pm/sn veya daha hizli; b:
25 um/sn’den yavas)

. Nonprogresif Hareket (NP): Yerinde hareketli ve higbir ilerleyici
hareketi bulunmayan sperm hiicreleri (c)

o Immotilite (IM): Hareket etmeyen sperm hiicreleri (d) seklindedir.

Her iki preparat igerisinde hareket ayrimlari yapilan sperm hiicrelerinin
yiizdeleri belirlenir. iki preparat icerisinde sayilan sperm hiicrelerinin ortalama
yiizdeleri arasinda kullanilabilir oldugundan emin olunmas1 gerekmektedir. Bunun
icin DSO 2010°da kullanilabilir farklilig1 gdsteren veriler Tablo 2.3 de gosterilmistir.
Buradaki tablo igerisinde uygun olmayan veriler elde edilirse islem tekrar edilmelidir

ve yeniden kisa siire igerisinde Islak Preparatlar hazirlanmalidir (WHO, 2010).
Sperm motilitesinin normal degerleri i¢in DSO (2010)’ye gore alt sinirlari;

Progresif Hareket (at+b) =% 32
Progresif Hareket + Nonprogresif Hareket (a+b+c) = % 40 seklindedir.
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Tablo 2.3. WHO 2010 laboratuvar el kitabinda iki sayim arasindaki kullanilabilir

yiizde farkliliklart.
Ortalama (%) Kabul Edilebilir Fark

0 1

1 2

2 3
3-4 4
5-7 5
8-11 6
12-16 7
17-23 8
24-34 9
35-65 10
66-76 9
77-83 8
84-88 7
89-92 6
93-95 5
96-97 4
98 3
99 2
100 1
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Sekil 2.15. Lam-lamel arasi Islak Preparat ile hazirlanan semen goriiniimii.

Makler Sayum Kamarasi

1978 yilinda Prof. Dr. Amnon Makler tarafindan gelistirilen sperm sayim
kamarasi, sperm konsantrasyonunu, toplam sperm sayisini ve sperm motilitesini
belirlemek icin kullanilmaktadir (Makler, 1978).

Makler Sayim Kamarasi (Sekil 2.16) 10 um’lik bir derinlige sahiptir ve bu
derinlik sperm hiicre hareketini kisitlamamaktadir. Makler Sayim Kamarasinin iist
caminda 0,1 x 0,1 mm boyutlarinda 100 kare bulunur. 1 ml’deki sperm hiicresi 10
kare icerisinde sayilan tiim sperm hiicrelerinin 1 milyon ile ¢arpilmasiyla elde edilir.
Makler Sayim Kamarasi igerisine 5-10 pul arasinda semen numunesi diliie edilmeden
direkt olarak tahta ¢ubuk ya da pipet ile damlatilarak, faz-kontrast mikroskobunun
x200 ya da x400 biiyiitmesi (objektif x20 ya da x40, okiiler x10) altinda hem sperm
hareketliligi hem de sperm konsantrasyonu belirlenebilmektedir (Makler, 1980;
Ludwig ve Frick, 1987; Fisch ve ark., 1996; Jequier, 2000). Makler Sayim
Kamarasinin caminda 1zgara bdliimleri bulunmaktadir (Sekil 2.18). Cam iizerindeki
1zgara boliimleri (10x10 kare) sperm hiicrelerinin sayimini ve sperm hiicrelerinin

hareketlerini belirlemede kolaylik saglamaktadir; 1zgara icerisinde goriilen her sperm
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basi, sayima dahil edilmektedir (Makler, 1978). Makler Sayim Kamarasinda
hareketsiz sperm hiicreleri kamaranin altinda kalirken hareketli sperm hiicreleri
kamaranin st kisminda yiizer (Ludwig ve Frick, 1987) (Sekil 2.17). 10 kare
icerisinde sayilan toplam spermler; motilite yiizdelerini ve sperm konsantrasyonunu
(mil/ml) belirlemektedir. (Makler, 1978; Jequier, 2000).

Makler Sayim Kamarasinda sperm motilite yiizde degerleri;
J Toplam sperm sayis1 / a hareketi x 100 = a hareket yiizdesi
J Toplam sperm sayis1 / b hareketi x 100 = b hareket ylizdesi

J Toplam sperm sayis1 / ¢ hareketi x 100 = ¢ hareket yiizdesi

Toplam sperm sayist / d hareketsiz x 100 = d hareketsiz yiizdesi
seklinde hesaplanmaktadir (Biotech, 20 Mart 2018).

3\]\!9 ' CHg ,
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Sekil 2.16. Makler Sayim Kamarasi a ve b.
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Sekil 2.17. Makler Sayim Kamarasi igerisinde hareketli ve hareketsiz sperm
hiicrelerinin konumu (Ludwig ve Frick, 1987).
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Sekil 2.18. Makler Sayim Kamarasimin mikroskop altindaki goriintiisiiniin sematik
¢izimi (Jequier, 2000).

Sperm Konsantrasyonu

Sperm konsantrasyonu; erkek infertilitesi i¢in semen analizi sonucunun
yorumlanmasinda olduk¢a 6nemlidir (Mahmoud ve ark., 1997). MacLeod ve Gold
1953°deki 1600 fertil ciftten olusan calismasinda, erkek bireylerin % 95’inin sperm
konsantrasyonlarinin 20 mil/ml’den yiiksek oldugunu ve bu sonucun fertilizasyon
basarist ile sperm konsantrasyonunun iliskili oldugunu gostermistir (MacLeod ve
Gold, 1953).

Sperm sayim yontemleri; Lateks Boncuk, Makler Sayim Kamarasi, Gelismis
Neubauer Hemositometresi, Horwells, CASA ile Cell-u ve Cell-vision tek
kullanimlik kamaralar1 olmak iizere genis bir ¢esitlilik igerisindedir. Sperm
konsantrasyonunun belirlenmesi igin gelistirilen sayim yontemlerinden en uygun
olani birgok ¢alisma ile arastirilmistir. 1993’de Imade ve arkadaslar1 konsantrasyon
belirlenmesi i¢in Neubauer, Makler ve Horwells kullanmig, bu c¢alismada Makler
Sayim Kamarasinin, diger iki yontem arasinda bir degerde bulundugunu bu yiizden
ikisine oranla daha dogru bir sonu¢ verdigini sdylemislerdir (Imade ve ark., 1993).
Bazi c¢alismalar hareketli sperm hiicrelerinin yer degistirmelerinden dolay1
konsantrasyon belirlenmesinde kesin sonuglara Makler Sayim Kamarasi ile
ulasilamayacagi ve bu durumun Oniine ge¢gmek i¢in semen numunesine, sperm
hiicrelerinin dlmelerini saglayacak soliisyonlarla diliie edilmesine olanak saglayan
sayim yontemlerinin kullanilmasimin tercih edilmesi onerilmistir (Mortimer ve ark.,
1989; WHO, 1992). Mahmoud ve arkadaslari 1997’de sperm konsantrasyonunu

belirlemek igin birgok yontemi karsilastirmistir; bu ¢alismaya gore, Lateks Boncuk
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kullaniminin sperm konsantrasyonunu yiikseltme ve azaltma egiliminde oldugunu,
Biirker kullaniminin sperm konsantrasyonunu yiiksek belirledigini, Cell-vu ile Cell-
vision tek kullanimlik kamaralarin ve Makler Sayim Kamarasi ile Gelismis Neubauer
Hemositometresinin yakin degerler igerisinde oldugunu gostermistir (Mahmoud ve
ark., 1997). Ayrica DSO 1987 ve 1992°de yaymladiklar1 el kitabinda sperm
konsantrasyonu i¢in Neubauer Hemositometresinin Onerilmesi ve diger sayim
kamaralarina gore en diisiik sperm konsantrasyonunu belirlemesinden dolayi, sperm
konsantrasyonu ig¢in Gelismis Neubauer Hemositometresinin kullanilmasini
onermektedir (WHO, 1987; WHO 1992). Giiniimiize dek Makler Sayim Kamarasi
kullanim1 genellikle diger sayim yontemlerine gore daha hizli sonu¢ vermesi ve
laboratuvarlardaki rutin hasta akigina engel olusturmayarak daha basit bir yontem

uygulanmasi oldugundan tercih edilmektedir (Sukcharoen ve ark., 1994).

Sperm konsantrasyonu (mil/ml), ejakiilatin tamaminda bulunan toplam sperm
sayist (mil/ejakiilat) anlamina gelmemektedir. Sperm konsantrasyon degeri, birim
hacimdeki sperm sayisin1 gostermektedir. Toplam sperm sayisi ejakiilat icerisinde
hesaplanan sperm konsantrasyonu degeri ile ejakiilat hacminin ¢arpilmasiyla
hesaplanmaktadir (Bjorndahl ve ark., 2010c; WHO, 2010). DSO 2010’da sperm
konsantrasyonu igin alt sinir degeri 15 mil/ml, semen numunesinin toplam sperm

sayist icin alt sinir degeri 39 milyondur (WHO, 2010).

Makler kamarasi igerisinde homojen dagilim gdosteren karelerin 10 tanesi
segilerek, sayilan tiim sperm hiicreleri sperm konsantrasyonunu belirlemektedir
(Jequier, 2000). Matson ve ark., 1999 yilinda yapmis olduklar1 Makler kullanimi ile
ilgili galismasinda; Makler igerisine 5-10 pl’lik semen eklenmesinden sonra Makler
cam kapagmin kapatilmasinda gecikme yasanmasi durumunun = sperm
konsantrasyonunun hesaplanmasinda hata yarattigini ortaya koymustur (Matson ve
ark., 1999). Makler, 1980°de Maklerin cam kapaginin alt kismmin dort temas
bolgesine yerlesiminin dogrulugunun, konsantrasyon degerinin dogrulugu ile iliskili

oldugunu soylemistir (Makler, 1980).

Sperm konsantrasyonu diisiik olan semen numunelerinde Makler Sayim
Kamarasi igerisinde 10 karede goriilen sperm hiicrelerinden daha fazla sayida sperm

hiicresi sayillmasina ihtiya¢ duyuldugunda konsantrasyon hesabi;
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Sayilan toplam sperm sayist x 10 / Sayilan kare = Sperm konsantrasyonu
(mil/ml) seklindedir (Biotech, 20 Mart 2018).

Sperm konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in tiim hareketli sperm hiicreleri
daha kolay bir sayim elde etmek igin hareketsiz hale getirilebilmektedir. Bunun igin
homojen hale getirilmis semen numunesinin 0,5 pl’lik kismi1 56°C’de hazirlanan su
banyosuna yerlestirilip 5-10 dakika bekletilebilir. Immatiir hale gelen sperm
hiicreleri Makler Kamarasina konarak sperm konsantrasyonu belirlenebildigi
gosterilmistir (Makler, 1980; Yanagida ve ark., 1990). Bunun iizerine, Matson ve
arkadaglart (1999) semenin serum fizyolojik ile diliie edilmesinin Makler
kullaniminda sperm konsantrasyonu belirlemek icin hatali sonuglar verdigini
gbstermistir (Matson ve ark., 1999). DSO 2010’da sperm konsantrasyonunu
belirlemek i¢in semen igerisine diliisyon eklenmesiyle, sperm hiicrelerinin G6liimii
saglanarak saymmin  gergeklestirilmesi i¢in, Neubauer Hemositometresini
onermektedir (WHO, 2010).

Sperm Vitalitesi

Vitalite testi ejakiilat igerisinde canli sperm yiizdesinin belirlenmesi i¢in
yapilmaktadir. DSO, hareketli sperm yiizdesinin % 40’1 altinda oldugu durumlarda
vitalite testinin uygulanmasinin analiz degerlendirmesi agisindan 6nemli oldugu
gorlisiindedir. Motilite degerlendirmesinde belirlenen immotil sperm yiizdesinin,
vitalite degerlendirilmesi sonucunda bulunan 6lii sperm yiizdesinden daha az olmasi,
motilite degerlendirilmesinde hata oldugu sonucunu gosterir. Bu yiizden, 6zellikle %
40’m altinda bulunan hareketlilik sonucunda test uygulamasi onemlidir. (WHO,

2010).

Vitalite testi eozin-Y, eozin-Y nigrosin ve hipoosmotik sisme testi ile
yapilabilmektedir. Likefiye olan semen numunesinin 30-60 dakika igerisinde
degerlendirilmesinin daha dogru sonuglar verdigi vurgulanmaktadir (Bjorndahl ve
ark., 2010c). Isik mikroskobunun x100’lik objektifi altinda immersiyon yagi
eklenerek, en az 200 sperm sayilmak iizere, DSO 2010°da iki ayri preparatta

degerlendirme yapilmasi Onerilmektedir ayrica vitalite belirlenmesinde eozin-y
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nigrosin boyasi kullanilarak galisilmistir ve alt sinir degeri % 58 canli sperm olarak
belirlenmistir (WHO, 2010).

Sperm Morfolojisi

Sperm morfolojisi, rutin semen analizi degerlendirilmesinde ayn1 zamanda
bircok calismanin sonucu olarak fertilizasyon kapasitesiyle iliskilendirilmesinden
dolayr 6nemlidir ve bu durum anormal sperm varliindaki artisin fertilizasyon
kapasitesini diislirdiigli yoniindeki goriislerden kaynaklanmaktadir. Sperm morfoloji
degerlendirilmesinde ilk Once normal ve anormal sperm ayriminin yapilmasi
yonilinde arastirmalar yapilmistir. Bunun i¢in Hithner 1921°de anormal sperm
varliginin, ¢ok sayida ileri hizli hareketli spermler iceren ejakiilatlar i¢in fertilizasyon
acisindan bir dnem teskil etmedigi gorlisiinde bulunsa da; daha sonraki yillarda
yapilan caligsmalar, basta Cary (1930), MacLeod ve Gold (1951), Kruger ve
arkadaslar1 (1987), Eggert-Kruse ve arkadaslart (1995) olmak iizere bir¢ok
arastirmact servikal mukus yolundaki basarinin normal sperm morfolojisi ile iligkili
oldugu ve bu durumun basarili fertilizasyon ile sonug¢landirilmasi agisindan énemli
oldugu fikrinin desteklenmesini saglamislardir (MacLeod ve Gold, 1951; Eggert-
Kruse ve ark., 1996; Ombelet ve ark., 1995; Coetzee ve ark., 1998; Liu ve Baker,
2003; WHO, 2010; Bjorndahl ve ark., 2010c). Sperm morfolojisi degerlendirmesine
standartlastirilan kriterler (Kruger ve Menkveld, 1986-1987) eklenilmistir ve bunlar
DSO 1987 ve 1990°da yayinlanan kitaplara dahil edilmesi sperm morfolojisinin

dogru degerlendirilmesi agisindan énemli bir adim olmustur (Ombelet ve ark., 1995).

Morfoloji degerlendirilmesinde hazirlanan yayma preparatlar; likefiye ve
iyice karistirtlmis olan semenden 5-10 pl alinarak lam {izerine siiriintii halinde
yayilmaktadir (Sekil 2.19). Daha sonra havada kurumasi i¢in beklenir ve kullanilmak
istenen boyaya uygun sekilde fikse edilmesi saglanir. Sperm morfolojisi
degerlendirilmesinde fikse edilmis preparatlar i¢in kullanilan Papanicolaou, Shorr
gibi boyalar ile Diff-quik ve Spermac (Sekil 2.20) gibi boya kitleri spermin bas,
boyun ve kuyruk bolgelerinin ayrimi i¢in farkli renklendirme saglayan ve kullanimi
pratik boyalar olduklar1 i¢in genellikle bu boyalar tercih edilmektedir. Boyanin

kurumasiyla degerlendirmeye gecilebilmekte ya da daha sonra morfoloji
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degerlendirilmesinin yapilmasi istenen lamlarin, lamelle entellan yardimiyla
kapatilarak saklanilmasi saglanabilmektedir. Isik mikroskobunun x100 objektifi ile
immersiyon yagi altinda gézlem yapilabilmektedir (WHO, 2010; Bjorndahl ve ark.,
2010c). DSO 2010’da normal ve anormal sperm yiizdelerinin iki preparatta 200’er
sperm morfolojisinin gdzlemlenmesini 6nermektedir ve normal sperm yiizdesinin alt

smir1 % 4°dir (Kruger ve ark., 1987; WHO, 2010).

Sperm  morfoloji  degerlendirilmesi  i¢in  standartlastirilan  Kriterler
dogrultusunda normal kabul edilen spermlerin (Sekil 2.21), baslari; diizgiin, oval, 3-5
um uzunlugunda, 2-3 um genisliktedir ve basin % 40-70’ini akrozom
olusturmaktadir. Akrozom bdlgesi tek ya da iki vakuolden olusmasi ve bu vakuoliin
sperm basmin % 20’sinden daha az alan kaplamasi1 normal sperm bas yapisi olarak
degerlendirilmektedir. Sperm hiicresinin orta kismi; sperm basinin en fazla {igte biri
boyutunda, ayn1 hizada ve incedir. Ana parca; genisligi sabit ve orta kisimdan daha
ince ve yaklasik olarak 45-50 pm’dir (WHO, 2010; Bjorndahl ve ark., 2010c).

Sperm morfoloji degerlendirmesinde anormal kabul edilen spermler,
cogunlukla patolojik durumlar ve spermatogenez hatalartyla iligskilendirilmektedir.
Bu durumlarda genellikle anormallik durumlari spermin tim bdlgelerinde
bulunmaktadir (Sekil 2.22). Anormal spermlerin ¢ogunlugu fertilizasyon basarisinda
diisis gostermektedir ve bu c¢ogunlukla bas ile orta parga defektlerinden
kaynaklanmaktadir (De Vos ve ark.,, 2003). Sperm hiicresinin morfolojik
degerlendirilmesinde, basin; normalden daha biiyiik ya da daha kii¢iik olmasi, amorf
olmasi, akrozomun ikiden ¢ok vakuol i¢ermesi, iki adet bas bulunmasi, bagin armut
biciminde olmasi, boynun; basa dogrusal baglanmamasi, daha kalin ya da daha ince
olmasi, ana parganin; kisa, kirik, sarmal bigiminde, biikiimlii ve genis olmasi ya da
tim bu defektlerden birkagini ayni anda tasiyor olmasi, anormallik olarak

degerlendirilmektedir (WHO, 2010; Bjorndahl ve ark., 2010c).

Sperm morfoloji belirlenmesinde anormal spermlerin sahip olabilecekleri dort
defektin (bas, orta parca, sitoplazmik droplet, ana parca) yansitildig1 bir gosterge
olarak teratozoospermi indeksi (TZI) olusturulmustur (Mortimer ve Menkveld,

2001). Bu sekilde, normal morfolojiye sahip sperm hiicrelerinin ejakiilat i¢erisindeki
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yiizdeleri hesaplanabilmektedir. TZI sonucu her zaman 1 ile 4 arasinda bir degerdir
ve smir < 1.60’dir (WHO, 2010).

TZI hesaplanmasi; her bir defektin ayni1 sperm igerisinde goriilse dahi tek tek
sayilarak belirlenen saymin toplam anomali gdsteren sperm sayisina boliinmesiyle
belirlenmektedir (WHO, 2010). Ornegin; morfoloji degerlendirmesinde sayilan 200
sperm hiicresinin 150’sinde anormal bulunurken 50’sinde normal morfolojiye sahip
ise ve bu 150 anormal spermin; 140’ inda bas, 90’1nda boyun, 20’sinde ana parca ve
24’iinde sitoplazmik droplet goriildiiyse TZI = (140+90+20+24)/150 = 1.82 olarak

bulunur.

DSO 1999°da, TZI icin sitoplazmik dropletin orta parcaya dahil edilmeden
hesaplamas1  yapilmistir, bundan dolayt ESHRE 2002°de bu sekildeki
degerlendirmenin TZI igin hata olusturabilecegini ve DSO 1992°deki standart
protokoliin iglenmesini &nermistir. DSO 2010°da bu diizenlemeye gore TZI
hesaplanmasina yer verilmistir (Bjorndahl ve ark., 2002; Bjorndahl ve ark., 2010c;
WHO, 1992, 1999, 2010).
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Sekil 2.19. Yayma preparat hazirlama yontemi (Bjorndahl ve ark., 2010c).
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Sekil 2.20. Sperm hiicrelerinin boyali goriintiisii a) Papanicolaou boyamasi, b)
Spermac (Bjorndahl ve ark., 2010d).

Sekil 2.21. Normal sperm hiicresindeki bas ve orta par¢anin goriinimii (Kruger ve
Franken, 2009).
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Sekil 2.22. Farkli sperm morfolojileri a) Biiyiikk akrozom, b) Piriform bas, c)
Normal, d) Vakuollii bas, €) Kuyruk defekti, f) Boyun defekti, g)
Kuyruk defekti, h) Uzamis bas, 1) Basa dogru mitokondri kilif uzamasi,
J) Sarmal kuyruk, k) Sitoplazmik droplet (Bjorndahl ve ark., 2010d).

2.12.4. Normal Semen Orneginin Ozellikleri ve Alt Simir Degerleri

Semen analizinde; normal sperm hiicrelerinin ve ejakiilat kalitesinin alt sinir
degerlerinin belirlenmis olmasi; hastanin semen Ozelliklerine gore tedavi seklinin
secilmesinde ve klinik aragtirmalara yon gostermesi nedeniyle biiyilk Onem
tasimaktadir. DSO (2010) laboratuvar el kitabinda yayinlanan alt smir degerleri,
2009’da Cooper ve arkadaslar1 tarafindan; bir yil igerisinde korunma olmaksizin
diizenli bir cinsel yasamlar1 olan ve bunun sonucunda gebelik durumunun gézlendigi
fertil erkek popiilasyonundaki bireylerin semen oOzelliklerinin geriye doniik

calisilmasiyla belirlenmistir (WHO, 2010).

53



Tablo 2.4. WHO 2010’da yer alan, normal semen 6rneginin 6zellikleri ve alt sinir
degerleri (% 95 gliven araliginda).

Parametreler Alt Simir
Semen hacmi (ml) 1.5
Toplam sperm sayist (10° /ejakiilat) 39
Sperm konsantrasyon %’si (10°/ ml) 15
Toplam hareketlilik %’si (a+b+c) 40
fleri motilite %’si (a) 32
Vitalite %’si (canli) 58
Sperm morfoloji %’si (normal) 4
pH >7.2
Lakosit %’si (10% ml) <1
MAR testi %’si <50
Immunobead test %’si <50
Seminal ¢inko (umol / ejakiilat) >2.4
Seminal friikktoz (wmol / ejakiilat) >13
Seminal nétral glikozidaz (mU/ ~20
ejakiilat) -
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2.12.5. Semen Analizi Terminolojisi

DSO 2010’da semen 6zelliklerinin alt smir degerleri géz 6niinde bulunarak,

semen analizi terminolojileri olugturulmustur (WHO, 2010).

Tablo 2.5. WHO 2010°da yer alan semen analizi terminolojisi.

Aspermi Semenin olmamas: durumu

Azoospermi E{akulat (sc?men) igerisinde hi¢ sperm hiicresi
goriilmemesi

Nekrozoospermi Ejakiilat igerisinde yiiksek oranda cansiz sperm,

diisiik oranda canli sperm goriilmesi

Semenin  ilk  gorlntlisinde  sperm  hiicresi
Kriptozoospermi gbzlenmeyip santrifiij yapilmas: ile sonrasinda
olusan pellette sperm hiicresinin goriilmesi

Semenin DSO alt limitlerinde veya daha yiiksek

Normozoospermi A :
P oranda 6zelliklere sahip olmasi

Ileri motil sperm yiizdelerinin belirlenmis alt limit

Astenozoospermi 9 L
P degerlerinin altinda olmast

Sperm konsantrasyonunun belirlenmis alt limit

Oligozoospermi N
g P degerinin altinda olmas1

Normal morfolojiye sahip sperm yiizdesinin

Teratozoospermi belirlenmis alt limit degerinin altinda olmasi

Toplam sperm sayis1 ve ileri motil sperm yiizdesinin

Oligoastenozoospermi belirlenmis alt limit degerlerinin altinda olmasi

Toplam sperm sayisi, ileri motil sperm ve normal
Oligoastenoteratozoospermi | morfolojiye sahip sperm hiicrelerinin yiizdesinin
belirlenmis alt limit degerlerinden diisiik olmas1

Toplam sperm sayisi ve normal morfolojiye sahip
Oligoteratozoospermi sperm ylizdesinin belirlenmis alt limit degerlerinin
altinda olmasi

Ileri motil sperm ve normal morfolojiye sahip sperm

Astenoteratozoospermi yiizdesinin belirlenmis alt limit degerlerinden diistik
olmasi
Hemospermi Semen igerisinde eritrositlerin goriilmesi

) Semen igerisinde alt limit degerinden fazla 16kosit
Lokospermi ‘
goriilmesi
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Secimi

Calisma Ekim 2016 — Mart 2017 tarihleri arasinda erkek infertilitesi ya da
erkek {ireme sistemi rahatsizliklarindan dolayr, Balikesir Universitesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Kadin Dogum Polikliniginden ya da Uroloji
Polikliniginden yonlendirilen ve semen analizi testi i¢in Androloji Laboratuvarina
gelen; calisma hakkinda detayli bilgilendirmeler iizerine katilimi goniillii olarak
saglanan, yaslari 20 ile 48 arasinda degisen 100 hastanin, normalde semen analizi
testi i¢in uygulanan tim islemlerin yapilmasi ve ayrintili raporun hazirlanmasi
sonunda tibbi atik olarak laboratuvar ortamindan uzaklastirilan hastanin kalan semen
numuneleri iizerinde gerceklestirildi. Calismanz Balikesir Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 19.10.2016 tarih 2016/105 nolu izni
ile gergeklestirildi (bkz. EK-2). Bilgilendirilmis goniillii olur formu ile izinleri alinan

hastalar ¢alismaya dahil edildi (bkz. EK-3).

3.2. Semen Numunelerinin Eldesi

Androloji Laboratuvarina bagvuran ve cinsel perhiz siiresi 2-7 giinliik olan
hastalara; isim ve soyisimlerinin yazildig1 ve bos olarak agirliklart belirlenen steril
kaplar verildi. Hastalar laboratuvar ortaminda numune vermeleri i¢in 6zel olarak
ayrilan odaya yonlendirildi ve numune toplama islemi ile ilgili hastaya dikkat etmesi
gereken noktalar anlatildi. Hastalar numuneleri mastiirbasyon yoluyla verdikten
sonra agzi kapali olarak laboratuvara teslim ettiler. Laboratuvara getirilen numune
kutusu tartildi. Bos kabin agirligi ile semen igeren kabin agirligi arasindaki fark,
semen iceren kabin agirhigindan bos kabin agirligr cikartilarak semen hacmi
hesaplandi. Semen likefaksiyonunun saglanmasi igin 37°C’lik inkiibatére kaldirildi.

Semen analizi i¢in gerekli olan makroskobik ve mikroskobik incelemeler
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gerceklestirildi ve hasta raporu hazirlandi. Hasta raporu hazirlandiktan sonra

laboratuvar ortamindan uzaklagtirilacak semen numunesi {izerinde ¢alisma baslatildi.

3.3. Semen Analizi Testinde Uygulanan Islemler

Likefaksiyon siireleri her hasta i¢in ortalama 20 dakika igerisinde gerceklesti.
Likefiye olan semen numunelerinde her hastaya semen analizi testi i¢in makroskobik
degerlendirmesi yapildi; bunun igin ilk olarak likefaksiyon siiresi, semenin kokusu ve
goriintiisii, semenin hacmi ve viskozitesi belirlendi. Makroskobik incelemeler
gerceklestikten sonra mikroskobik incelemelere gecildi. Tiim islemler DSO
2010’daki kriterleri dogrultusunda gergeklestirildi. Mikroskobik incelemede sperm
konsantrasyonu ve toplam sperm sayist Makler Sayim Kamarasi kullanilarak faz-
kontrast mikroskobunun x20 objektifi altinda, yaklasik 10 saniyelik bir video kaydi
olusturmak i¢in 1zgaranin 35 karesini alan goriintiisii ekrana yansitilarak kaydedildi.
Sperm hiicrelerinin sayimi gerceklestirildiginde toplam sperm sayist X 10 / 35
seklinde hesaplanarak sperm konsantrasyonu (mil/ml) belirlendi. Sperm motilite
islemi ve sperm agliitinasyonu ya da agregasyonu belirlenmesi i¢in lam-lamel arasi
Islak Preparat hazirlandi. Sperm konsantrasyonu 20 mil/ml’den az olan semen
numuneleri i¢in semenin tiimii alinarak 1000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek
olusan pellet kendi igerisinde ¢Oziilmesi saglandi ve sayim islemleri sonucunda
hareketliligin <40’1n altinda belirlenen semen numunelerine vitalite testi i¢in ve her
hasta numunesinin morfolojik degerlendirilmesi igin yayma preparatlar bu
numuneden yapildi ve boyama islemleri vitalite i¢in Eozin-Y Nigrosin, morfoloji i¢in
Diff-Quik  kullanilarak  hazirlandi. Daha sonra morfoloji ve vitalite
degerlendirilmeleri 151k mikroskobunun x100°liik objektifi altinda immersiyon yagi
ile gerceklestirildi. Her hasta igin; semen goriiniimii, viskozitesi, hacmi ve
likefaksiyon siirelerinin igerdigi makroskobik degerlendirme sonucu ile sperm
konsantrasyonu, motilitesi, toplam sperm sayisi, kruger degerlendirmesi ve TZI
degerlerini iceren mikroskobik degerlendirme sonuclari ile Makler Sayim Kamarasi
ve lam lamel arasi Islak Preparat hazirlama arasinda gegen siireler rapor halinde

hazirlandi.
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3.4. Sperm Motilite Degerlendirmesi

3.4.1. Makler Sayim Kamarasi ile Motilite Belirleme

10 x 10 kare iceren 10 pl’lik derinlige sahip Makler Sayim Kamarasi cam
kapak ve 1zgara kismindan olusmaktadir; bu iki kisim arasinda dort temas bolgesi
bulunmaktadir. Likefiye olan semen numunesi homojen bir dagilim i¢ermesi ig¢in
biraz karistirilir ve her hangi bir diliisyon maddesi eklenmeden 5 ul bir pipet
araciligiyla alimarak Makler iizerine damlatilir ve cam kapagi dort temas bolgesine
diizgiin bir sekilde yerlestirilerek kapatilmaktadir. Faz-kontrast mikroskobunun
x20’1ik objektifi altinda sayilir. 10 kare icerisinde sayilan toplam spermler; motilite
yiizdelerini ve sperm konsantrasyonunu (mil/ml) belirlemektedir. Semen igerisindeki
sperm motilitesi icin tiim hareket ¢esitlerinin yiizdelik degerleri belirlenebilmektedir.
Ornegin a hareketi i¢in; Toplam sperm sayisi / a hareketi x 100 = a hareket yiizdesi
seklindedir. 10 kareden daha fazla kare sayilarak hareketlilik belirlenmek istenirse
sayilan toplam hareketlilik x 10 / sayilan kare = hareketlilik yiizdesini vermektedir
Ornegin a hareketi icin; Toplam a hareketi iceren spermlerin sayis1 x 10 / sayilan

kare = a hareket yiizdesi seklinde belirlenebilmektedir.

Makler sayim kamarasinda hareketlilik yilizdelerinin belirlenmesi igin

uygulanan iglemler;

e Sperm konsantrasyonu 20 mil/ml’den az olan semen numuneleri i¢in semenin
timil alinarak 1000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek olusan pellet kendi
icerisinde ¢oziilmesi saglandi ve hareketlilik i¢in bu numune kullanildi.

e 37°C’lik inkiibator igerisinde duran Makler Sayim Kamarasi ve semen
numunesi alindi ve likefiye olan semen numunesi dikkatlice bir pipet
yardimiyla karistirilarak, icerisinden 5 pl’lik semen mikropipet ile alinarak
igerisine yerlestirildi; cam kapagi dort temas bolgesine temas edecek sekilde,
herhangi bir hava kabarcig1 olusturulmadan kapatildi.

e Faz-kontrast mikroskobunun x20’lik objektifi altinda yaklasik 10 saniyelik
bir video kaydi olusturmak i¢in 1zgaranin toplam 35 karesini igeri alan

goriintiisii ekrana yansitilarak kaydedildi.
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e 35 kare icerisinde tim spermler hareketlilik derecelerine gore ayrilarak
sayildi.

e Karenin kenarlarina niifus eden sperm bas1 ve sperm kuyruklar1 sayima dahil
edildi ancak bir sperm hiicresinin tekrar sayimini engellemek amaciyla
karenin sag yan ve alt bolgesi kare igerisine dahil edilerek sol yan ve iist
bolgesi o kare icerisine dahil edilmedi. Bu sekilde diger komsu kareye dahil
edilerek toplam 35 kare igerisinde bulununan tiim spermler sayildi (Sekil
3.1).

e Sperm hareketliligi;

Toplam a sperm sayis1 x 10/ 35 = a hareket sayisi
Toplam b sperm sayis1 x 10 / 35 = b hareket sayis1
Toplam c¢ sperm sayis1 x 10 / 35 = ¢ hareket say1s1
Toplam d sperm sayis1 x 10 / 35 = d hareket sayis1 seklinde belirlendi.
e Makler Sayim Kamaras: ile sayim gerceklestikten sonra diger hasta

numunesine gegilmeden 6nce Makler su ve alkol ile iyice temizlendi ve

mikroskop altinda temizligi kontrol edilerek inkiibatore kaldirildi.

Sekil 3.1. Makler Sayim Kamarasi ile sperm hiicrelerinin goriiniimdi.
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3.4.2. Islak Preparat ile Motilite Belirleme

Islak Preparat ile hareketlilik ylizdelerinin belirlenmesi su sekilde

gergeklestirildi;

e Makler Sayim Kamaras: ile belirlenen sperm konsantrasyonunun 20
mil/ml’den az olan semen numuneleri i¢in semenin tiimii alinarak 1000 x
g’de 10 dakika santrifiij edilerek olusan pelletin kendi igerisinde ¢oziilmesi
sagland1 ve hareketlilik i¢in bu numune kullanildi.

e Likefiye olmus olan semen 6rnegi bir pipet yardimryla iyice karistirildi.

e Ornek icerisinden alman 10 pl semen lamin ortasmna damlatildi. Lamin
tizerine 22 mm x 22 mm boyutlarindaki lamel kapatildi. Bu sayede 6rnegin
derinligi 20.7 pum olmasi saglandi. Bu derinlik sperm hiicrelerinin rahatlikla
hareket etmesine izin veren bir derinlikti. Islem icin 37°C’de inkiibatorde
bekletilen temiz lam ve lameller kullanildi. Lam {izerine lamel kapatilmasi
sirasinda hava kabarcigi olustugunda bu lamlar sayim i¢in kullanilmadi, yeni
lam hazirlandi.

e Lam, semen hareketliliginin sonlanmasi i¢in 1 dakika bekletildi. Siirenin
sonunda lam faz-kontrast mikroskobuna yerlestirildi. Semenin lamel
kenarlarindan sizmasi nedeniyle semen hareketliliginin devam ettiginin
gozlenmesi durumunda bu lamlar inceleme i¢in kullanilmadi, yeni lam
hazirlandi.

e Faz-kontrast mikroskobunun x40’lik objektifi kullanilarak lamin en az dort
farkli bolgesindeki en az 200 sperm hiicresi incelendi ve hareket tipleri a, b, ¢
ve d olarak kayit edildi.

e Dort alan igerisinde 200 sperm hiicresinden daha az sperm bulunan semen
numunelerinde en az 200 sperm hiicre hareketi belirlenene kadar alan sayist
arttirtldi.

e Ayni bigimde ikinci bir lam hazirland1 ve sperm hareketliligi belirlendi. DSO
2010’daki sayimlar arasindaki kullanilabilir farklilik dogrultusunda sonuglar
degerlendirildi. Farkliligin kullanilabilir olmamasi durumunda islemler
tekrarlandi. Kullanilabilir olmast durumunda 2 lamdan elde edilen sayilarin

ortalamasi alindu.
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Sekil 3.2. Islak Preparat ile hazirlanan sperm hiicrelerinin goriiniimii.

3.5. Vitalite

Eozin-Y Nigrosin uygulamast;

Kullanilacak reaktifin hazirlanigi; 100 ml distile su igerisine 0.90 gr sodyum
kloriir ve 0.67 gr eozin-y eklenerek yavasga eritildi, nigrosin boyasindan 10.0 gr
eklenerek kaynamaya ulasildiktan sonra sogumaya birakildi. Kullanilacagi zaman
boyanin oda sicakliginda olmasi gereklidir ve kullanilmayacagi zamanlarda kapali

bir cam igerisinde bekletilmelidir (Bjérndahl ve ark., 2010c; WHO, 2010).

Hazirlanan boyadan bir pipet yardimiyla 50 pl ve semenden 50 pl alinarak 30
saniye boyunca karistirilildi. Lam {izerine, karistmdan 12-15 pl alinarak bir damla
seklinde birakildi ve bagka bir lam yardimiyla yayildi. G6zlem hemen yapilabilmekte
ya da kullanilan lam tizeri entellan araciligiyla lamelle kapatilarak daha sonra gozlem
yapilmak {izere saklanmasi saglanabilir. E0zin-Y boyasi, hasar goren Oli sperm

hiicrelerine niifus ederek kirmizi ya da pembe goriinmelerine yol acar. Canli sperm
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hiicreleri eozin-y alimini engelleyen hiicre duvari sayesinde boyay1 almaz ve beyaz
goriiniir. Nigrosin lam iizerinde arka plani boyayarak canli ve 6li spermlerin ayirt

edilmesini kolaylastirir (Sekil 3.3) (Bjorndahl ve ark., 2010c; WHO, 2010).

Sekil 3.3. Eozin-Y Nigrosin boyamasi ile sperm hiicrelerinin goriniimi.
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Tablo 3.1. WHO 2010’da belirlenen toplam sperm sayisi igin iki tekrar arasindaki
kullanilabilir farkliliklar.

Toplam Sperm Sayisi Kullanilabilir Farkhihk
144-156 24
157-169 25
170-182 26
183-196 27
197-211 28
212-226 29
227-242 30
243-258 31
259-274 32
275-292 33
293-309 34
310-328 35
329-346 36
347-366 37
367-385 38
386-406 39
407-426 40
427-448 41
449-470 42
471-492 43
493-515 44
516-538 45
539-562 46
563-587 47
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3.6. Degerlendirme ve Istatistiksel Analiz

Sperm hareketliliginin belirlenmesinde Makler Sayim Kamaras1 ve Islak
Preparat ile elde edilen sonuglarin tutarlilik diizeyleri SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) 24.0 istatistik paket programi kullanilarak incelendi. Bland-Altman
analizi ile Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat yontemleri ile elde edilen
sonuglarin arasindaki uyum analiz edildi. Bland-Altman analizi ile karsilastirmali
veri analizi hesaplamalar1 grafik cizilerek gergeklestirildi. Anlamlilik diizeyi (o)
p>0,05 normal olarak kabul edildi ve bu analiz i¢in Shapiro-Wilk testinden

yararlanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Semen Analizi Bulgular

Bu calismaya, Balikesir Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Androloji Laboratuvarina rutin semen analizi (Spermiyogram) testi igin
basvuran ve goniilli olan 100 hasta dahil edildi. Hastalarin rutin semen analizi
incelemesinde bulunan; yas, cinsel perhiz siiresi, hacim, sperm konsantrasyonu,
toplam sperm sayisi, normal morfolojiye sahip sperm yiizdesi, teratozoospermi
indeksi Tablo 4.1’de, Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparattan elde edilen sperm

hareketliliklerine ait parametreler Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen hastalarin yaglar1 20-48 arasindaydi ve yas
ortalamalar1 30.69 (£5.19) idi. Hastalarin cinsel perhiz siireleri 3-7 giin arasinda ve
ortalama 4.08 (£1.01) giin, semen hacimleri ise 0.5-9.6 ml arasinda ve ortalama 3.66
(£1.52) ml olarak bulundu. Sperm konsantrasyonlar1 ve toplam sperm sayilari
incelendiginde; sperm konsantrasyonlarinin 0.4-668 milyon/ml arasinda ve ortalama
76.6 (£85.8) milyon/ml oldugu, toplam sperm sayisinin ise 2.88-1736.8 milyon adet

arasinda ve sperm sayisi ortalama 264.7 (£285.6) milyon adet olarak bulundu.

Sperm motilitesi (hareketliligi) Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat
yontemi ile ayr1 ayr1 belirlendi ve sperm motilitesi; a (ileri hizli hareket eden), b (ileri
hareket eden), ¢ (yerinde hareketli) ve d (hareket etmeyen) tipi hareket olmak iizere
dort tipte kategorize edilerek ve ylizde olarak degerleri hesaplanarak karsilastirmalar
yapildi. Makler Sayim Kamarasi kullanilarak elde edilen motilite degerleri; a tipi
harekete sahip sperm yilizdesi 0-57 arasinda ve ortalama 17.15 (x11.5), b tipi
harekete sahip sperm yiizdesi 0-55 arasinda ve ortalama 25.24 (£11.5), c tipi harekete
sahip sperm yiizdesi 0-28 arasinda ve ortalama 8.39 (+4.76), d tipi harekete sahip
sperm yiizdesi 12-88 arasinda ve ortalama 49.22 (+19.1) seklinde bulundu. Makler
Sayim Kamarasi kullanilarak elde edilen hareketli sperm (at+b+c) yiizdesi 12-88
arasinda degismekte olup ortalama 50.68 (+19.1) olarak bulundu. Islak Preparat
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kullanilarak elde edilen motilite degerleri; a tipi harekete sahip sperm yiizdesi 0-53
arasinda ve ortalama 14.54 (£8.89), b tipi harekete sahip sperm yiizdesi 0-61 arasinda
ve ortalama 34.82 (+12.31), ¢ tipi harekete sahip sperm yiizdesi 3-21 arasinda ve
ortalama 8.47 (+3.37), d tipi harekete sahip sperm yiizdesi 18-85 arasinda ve
ortalama 42.18 (£15.59) seklinde bulundu. Islak Preparat kullanilarak elde edilen
hareketli sperm yiizdesi 15-82 arasinda degismekte olup ortalama 57.8 (£15.59)
olarak bulundu. Makler Sayim Kamarasi ile sperm motilitesi belirlendikten sonra
Islak Preparat ile sperm motilitesi belirlendi. Degerlendirmeler arasinda gegen siire
15-45 dakika arasinda ve ortalama 25.95 (+5.80) dakika olarak hesaplandi. Sperm
morfolojisi i¢in kullanilan Diff-Quik boyamasi sonucu Kruger kriterlerine gore;
normal morfolojiye sahip sperm yiizdesi 0-28 arasinda degismekte olup ortalama
9.09 (£6.19) olarak, teratozoospermi indeksi (TZI) 1.21- 1.93 arasinda degismekte
olup ortalama 1.50 (+£0.146) olarak belirlendi.

Tablo 4.1. Hastalarin baz1 semen parametreleri.

Parametreler N | Ortalama | Standart Sapma | Minimum | Maksimum
Yas (y1l) 100 | 30.69 5.19 20 48
Cinsel Perhiz
Siiresi (3-7 giin) 100 4.08 1.01 3 7
Hacim (ml) 100 3.66 1.52 0.5 9.6
Sperm
Konsantrasyonu | 100 76.6 85.8 04 668
(milyon/ml)
Toplam Sperm 1,55 | 5647 285.6 2.88 1736.8
Sayisi (milyon)
Normal
Morfolojideki 100 9.09 6.19 0 28
Sperm (%)
Teratozoospermi
indeksi (TZI) 100 1.50 0.146 1.21 1.93
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Tablo 4.2. Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat ile belirlenen sperm
hareketliligi.

Parametreler

Ortalama

Standart Sapma

Minimum

Maksimum

Makler Kamarasi
ile a tipi sperm
(%) oran1

100

17.15

115

S7

Makler Kamarasi
ile b tipi sperm
(%) orani

100

25.24

115

55

Makler Kamarasi
ile c tipi sperm
(%) orani

100

8.39

4.76

28

Makler Kamarasi
ile d tipi sperm
(%) oran1

100

49.22

19,1

12

88

Makler Kamarasi
ile hareketli sperm
(%, a+b+c) orani

100

50.68

19.1

12

88

Islak Preparat ile a
tipi sperm (%)
orani

100

14.54

8.89

53

Islak Preparat ile
b tipi sperm (%)
orani

100

34.82

12.31

61

Islak Preparat ile c
tipi sperm (%)
orani

100

8.47

3.37

21

Islak Preparat ile
d tipi sperm (%)
orani

100

42.18

15.59

18

85

Islak Preparat ile
hareketli sperm
(%, a+b+c) orani

100

57.8

15.59

15

82

Makler Kamarasi
ve Islak Preparat
sayimi arasinda
gecen zaman

(dakika)

100

25.95

5.80

15

45
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4.2. a Tipi Sperm Hiicresi icin Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat

Yontemi Arasindaki Uyumun Bland-Altman Analizi ile Degerlendirilmesi

100 hastanin motilite (hareketlilik) 6l¢timleri ile oncelikle Makler Sayim
Kamarast ve Islak Preparat yontemindeki degerler aralarindaki iliskisinin
derecelerinin anlagilmasi amaci ile korelasyon katsayisi (r; -1.0 ve +1.0 arasinda)
bulundu. Sperm hareketliliginde a (ileri hizli hareket) tipi sperm hiicresi i¢in
korelasyon katsayis1 0.77 olarak bulundu (r=0.77) ve bu durum iki yontemden elde
edilen veriler karsilastirildiginda aralarinda pozitif yliksek derecede korelasyon

oldugu seklinde yorumland.

Iki yontemin karsilastirilmasinda, iki farkli yontemden elde edilen &lgiim
degerlerinin ortalamalarina iliskin farklarin sagilim grafiginin ¢izilmesi i¢in Bland-
Altman istatistiksel analiz yontemi uygulandi. Bland-Altman analizi ile belirlenen
sacilim grafiginde; 6lglim hatalari, gercek degerler arasindaki herhangi bir iligkinin
ve hatanin incelenmesine olanak saglarken ayni zamanda; ortalamalara karsi
farklarin sagilimi ile iki yontem arasindaki uyum farklar1 ortalamasi (d-) ve standart
sapma (s) kullanilarak degerlendirildi. Sa¢ilim grafiginin sifirin etrafinda rastgele
dagilmasi ve d+1.96s uyum sinir1 olarak kabul edilerek % 95’inin bu uyum sinir1
arasinda olmasi sac¢ilimin normal dagilima sahip oldugunu gosterdi. Sekil 4.1°deki
sacilim grafigi; x ekseni a tipi sperm hiicresinin Makler Sayim Kamaras1 ve Islak
Preparat yontemi arasindaki 6l¢timleri ortalamasini, y ekseni ise aralarindaki farklar
gosterdi. Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat yontemi ile belirlenen a tipi
sperm hiicresinin degerleri karsilagtirildiginda; iki yontemin aralarindaki uyum
farklarinin ortalamasi yani d=2.61, standart sapmasi yani s=7.32 olarak bulundu.
Giiven araliginda % 95’1 igin; 1.15 ile 4.06 arasinda bulundu. Makler Sayim
Kamarasi a (ileri hizli hareket) tipi sperm yiizdesini Islak Preparatta belirlenen a tipi

sperm yiizdesine oranla yaklasik % 2.61 daha yiiksek buldugu belirlendi (Tablo 4.3).
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Sekil 4.1. a tipi sperm yiizdesi igin Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat

yonteminde belirlenen Ol¢limlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin
sacilim grafigi.

Tablo 4.3. a tipi sperm hiicresi i¢in iki yontem arasindaki tanimlayict degerler.
(*=¢arpma islemi, *=ortalama fark, **=standart sapma)

% 95 gliven
Metot n Ortalama (d) Sgt%‘g%;ts) araligi
P (d£1.96%*ss)
a Tipi Sperm
Yiizdesi
Makler Sayim 100 17.15 11.57 14.85-19.44
Kamarasi
a Tipi Sperm
Yiizdesi Islak 100 14.54 8.89 12.77 - 16.30
Preparat
Ortalama 100 2.61* 7.30% 1.15 - 4.06
Fark
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Parametrik olmayan normallik varsayimini sinayan en giiglii testlerden olan
Shapiro-Wilk testi ile normallik varsayimini histogram seklinde farklarin dagiliminin
dogrulugunu belirlemek i¢in kullanildi. Shapiro-Wilk ile p<0.05 ise normal
dagilimda olmadig1 ve hipotezin kabul edilmedigini, p>0.05 ise normal dagilimda
oldugu ve hipotezin kabul edildigini gosterir. Shapiro-Wilk ile bulunan p=0.0013
sonucu ile normal dagilimda bulunmadig: seklinde bir sonuca varildi (Sekil 4.2, 4.3,

4.4),

Histogram
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Sekil 4.2. a tipi sperm yiizdesi i¢in Makler Sayim Kamaras: ve Islak Preparat
yontemine ait Ol¢limlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin histogram
grafigi (%).
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Normal Probability Plot of Difference = aM - alP
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Sekil 4.3. a tipi sperm yiizdesi igin Makler Sayim Kamaras: ve Islak Preparat
yontemine ait dl¢iimlerin karsilastirilmasina dair fark grafigi.

alP vs. aM

alP

Sekil 4.4. a tipi sperm yiizdesi i¢in Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat
yontemine ait ortalama degerler grafigi.
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4.3. b Tipi Sperm Hiicresi icin Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat

Yontemi Arasindaki Uyumun Bland-Altman Analizi ile Degerlendirilmesi

100 hastanin hareketlilik 6l¢timleri ile oncelikle Makler Sayim Kamarasi ile
Islak Preparat yontemindeki degerlerinin aralarindaki iligkisinin derecelerinin
anlagilmasi amaci ile korelasyon katsayisi (r; -1.0 ve +1.0 arasinda) bulundu. Sperm
hareketliliginde b (ileri hareketli) tipi sperm hiicresi i¢in korelasyon katsayis1 0.725
olarak bulundu (r=0.725) ve bu durum iki yontemden elde edilen veriler
karsilastirildiginda aralarinda pozitif yiiksek derecede korelasyon oldugu seklinde

yorumlandi.

Iki yontemin karsilastirilmasinda, iki farkli yontemden elde edilen &lgiim
degerlerinin ortalamalarina iliskin farklarin sagilim grafiginin ¢izilmesi i¢in Bland-
Altman istatiksel analiz yontemi uygulandi. Bland-Altman analizi ile belirlenen
sacilim grafiginde; 6lglim hatalari, gercek degerler arasindaki herhangi bir iligkinin
ve hatanin incelenmesine olanak saglarken ayni zamanda; ortalamalara karsi
farklarin sagilimi ile iki yontem arasindaki uyum farklar1 ortalamasi (d-) ve standart
sapma (s) kullanilarak degerlendirildi. Sa¢ilim grafiginin sifirin etrafinda rastgele
dagilmasi ve d+1.96s uyum sinir1 olarak kabul edilerek % 95’inin bu uyum sinir1
arasinda olmasi sagilimin normal dagilima sahip oldugunu gosterdi. Sekil 4.5 deki
sacilim grafiginde; x ekseni b tipi sperm hiicresinin Makler Sayim Kamarasi ve Islak
Preparat yontemi arasindaki 6l¢timleri ortalamasini, y ekseni ise aralarindaki farklar
gosterdi. Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat Yontemi ile belirlenen b tipi
sperm hiicresinin degerleri karsilagtirildiginda; iki yontemin aralarindaki uyum
farklarmin ortalamasi yani d=-9.58, standart sapmasi yani s=8.87 olarak bulundu.
Giiven aralig1 % 95’1 i¢in; -11.34 ile -7.81 arasinda bulundu. Makler Sayim Kamarasi
b (ileri hareket) tipi sperm yiizdesini Islak Preparatta belirlenen b tipi sperm
yiizdesine oranla yaklasik % 9.58 daha diisiik buldugu belirlendi (Tablo 4.4).
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Bland-Altman Plot
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Sekil 4.5. b tipi sperm hiicresi i¢in Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat
yonteminde belirlenen Olgiimlerin ortalamaya karst fark degerlerinin

sacilim grafigi.

Tablo 4.4. b tipi sperm hiicresi i¢in iki yontem arasindaki tanimlayicit degerler.
(*=¢arpma islemi, *=ortalama fark, **=standart sapma)

Standart %95 giiven
Metot n Ortalama (d) Sapma (ss) araligi
P (d+1.96%ss)
b Tipi Sperm
Yiizdesi
Makler Sayim 100 25.24 11.55 22.94 —27.53
Kamarasi
b Tipi Sperm
Yiizdesi Islak 100 34.82 12.31 32.37-37.26
Preparat
Ortalama
100 -9.58* 8.87** -11.34-7.81
Fark
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Parametrik olmayan normallik varsayimini sinayan en giiglii testlerden olan
Shapiro-Wilk testi ile normallik varsayimini histogram seklinde farklarin dagiliminin
dogrulugunu belirlemek i¢in kullanildi. Shapiro-Wilk ile p<0.05 ise normal
dagilimda olmadig1 ve hipotezin kabul edilmedigini, p>0.05 ise normal dagilimda
oldugu ve hipotezin kabul edildigini gosterir. Shapiro-Wilk ile bulunan p=0.5209
sonucu ile normal dagilimda bulundugu ve anlamli bir fark olmadigi seklinde bir

sonuca varildi (Sekil 4.6, 4.7, 4.8).

Histogram
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Sekil 4.6. b tipi sperm ylizdesi i¢in Makler Sayim Kamaras: ve Islak Preparat
yontemine ait Ol¢limlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin histogram
grafigi (%).
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Normal Probability Plot of Difference = bM - bIP
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Sekil 4.7. b tipi sperm yiizdesi i¢in Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat
yontemine ait dl¢limlerin karsilastirilmasina dair fark grafigi.

bIF vs. b
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Sekil 4.8. b tipi sperm yiizdesi i¢in Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat
yontemine ait ortalama degerler grafigi.
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4.4. c Tipi Sperm Hiicresi icin Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat

Yontemi Arasindaki Uyumun Bland-Altman Analizi ile Degerlendirilmesi

100 hastanin hareketlilik 6l¢timleri ile dncelikle Makler Sayim Kamarasi ile
Islak Preparat yontemindeki degerlerinin aralarindaki iligkisinin derecelerinin
anlasilmasi amaci ile korelasyon katsayisi (r: -1.0 ve +1.0 arasinda) bulundu. Sperm
hareketliliginde c (yerinde hareketli) tipi sperm hiicresi i¢in korelasyon katsayisi
0.517 olarak bulundu (r=0.517) ve bu durum iki yontemden elde edilen veriler
karsilastirildiginda aralarinda pozitif orta derecede korelasyon oldugu seklinde

yorumlandi.

Iki yontemin karsilastirilmasinda, iki farkli yontemden elde edilen &lciim
degerlerinin ortalamalarina iliskin farklarin sagilim grafiginin ¢izilmesi i¢in Bland-
Altman istatiksel analiz yontemi uygulandi. Bland-Altman analizi ile belirlenen
sacilim grafiginde; 6lglim hatalari, gercek degerler arasindaki herhangi bir iligkinin
ve hatanin incelenmesine olanak saglarken ayni zamanda; ortalamalara karsi
farklarin sagilimi ile iki yontem arasindaki uyum farklar1 ortalamasi (d-) ve standart
sapma (s) kullanilarak degerlendirildi. Sag¢ilim grafiginin sifirin etrafinda rastgele
dagilmasi ve d+1.96s uyum sinir1 olarak kabul edilerek % 95’inin bu uyum sinir1
arasinda olmast sacilimin normal dagilima sahip oldugunu gosterdi. Sekil 4.9°da
sacilim grafiginde; x ekseni c tipi sperm hiicresinin Makler Sayim Kamarasi ve Islak
Preparat yontemi arasindaki 6l¢limleri ortalamasini, y ekseni ise aralarindaki farklar
gosterdi. Makler Sayim Kamarast ve Islak Preparat yontemi ile belirlenen c tipi
sperm hiicresinin degerleri karsilagtirildiginda; iki yontemin aralarindaki uyum
farklarmin ortalamasi yani d=-0.08, standart sapmasi yani s=4.17 olarak bulundu.
Giiven araligi % 95’1 igin; -0.908 ile 0.748 arasinda bulundu. Makler Sayim
Kamarasi ¢ (yerinde hareketli) tipi sperm yiizdesini Islak Preparatta belirlenen c tipi

sperm yiizdesine oranla yaklasik % 0.08 daha diisiik buldugu belirlendi (Tablo 4.5).
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Sekil 4.9. c tipi sperm hiicresi icin Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat

yonteminde belirlenen Ol¢limlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin
sacilim grafigi.

Tablo 4.5. ¢ tipi sperm hiicresi i¢in iki yontem arasindaki tanimlayici degerler.
(*=carpma islemi, *=0ortalama fark, **=standart sapma)

% 95 gliven
Metot n Ortalama (d) S??Qg%;ts) aralig1
P (d+1.96%ss)
c Tipi Sperm
Yiizdesi
Makler Sayim 100 8.39 4.76 7.44 -9.33
Kamarasi
c Tipi Sperm
Yiizdesi Islak 100 8.47 3.37 7.79-9.14
Preparat
Ortalama Fark 100 -0.08* 4.17** -0.908 - 0.748
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Parametrik olmayan normallik varsayimini sinayan en giiglii testlerden olan
Shapiro-Wilk testi ile normallik varsayimini histogram seklinde farklarin dagiliminin
dogrulugunu belirlemek i¢in kullanildi. Shapiro-Wilk ile p<0.05 ise normal
dagilimda olmadig1 ve hipotezin kabul edilmedigini, p>0.05 ise normal dagilimda
oldugu ve hipotezin kabul edildigini gosterir. Shapiro-Wilk ile bulunan p=0.205
sonucu ile normal dagilimda bulundugu ve anlamli bir fark olmadig: seklinde bir

sonuca varildi (Sekil 4.10, 4.11, 4.12).
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Sekil 4.10. c tipit sperm yiizdesi i¢in Makler Sayim Kamarast ve Islak Preparat
yontemine ait Ol¢iimlerin ortalamaya kars1 fark degerlerinin histogram
grafigi (%).
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Normal Probability Plot of Difference = cM - cIP

20

cM - clP

Difference

1 5 10 25 50 75 90 95 99

Percent of Values

Sekil 4.11. c tipi sperm yiizdesi i¢in Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat
yontemine ait 6l¢timlerin karsilagtirilmasina dair fark grafigi.
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Sekil 4.12. c tipi sperm yiizdesi i¢cin Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat
yontemine ait ortalama degerler grafigi.
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4.5. d Tipi Sperm Hiicresi icin Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat

Yontemi Arasindaki Uyumun Bland-Altman Analizi ile Degerlendirilmesi

100 hastanin hareketlilik 6l¢timleri ile dncelikle Makler Sayim Kamarasi ile
Islak Preparat yontemindeki degerlerinin aralarindaki iligkisinin derecelerinin
anlagilmasi amaci ile korelasyon katsayisi (r; -1.0 ve +1.0 arasinda) bulundu. Sperm
hareketliliginde d (hareketsiz) tipi sperm hiicresi i¢in korelasyon katsayisi 0.86
olarak bulundu (r=0.86) ve bu durum iki yontemden elde edilen veriler
karsilastirildiginda aralarinda pozitif yliksek derecede korelasyon oldugu seklinde

yorumlandi.

Iki yontemin karsilastirilmasinda, iki farkli yontemden elde edilen &lgiim
degerlerinin ortalamalarina iliskin farklarin sagilim grafiginin ¢izilmesi i¢in Bland-
Altman istatiksel analiz yontemi uygulandi. Bland-Altman analizi ile belirlenen
sacilim grafiginde; 6lglim hatalari, gercek degerler arasindaki herhangi bir iligkinin
ve hatanin incelenmesine olanak saglarken ayni zamanda; ortalamalara karsi
farklarin sagilimi ile iki yontem arasindaki uyum farklar1 ortalamasi (d-) ve standart
sapma (s) kullanilarak degerlendirildi. Sa¢ilim grafiginin sifirin etrafinda rastgele
dagilmasi ve d+1.96s uyum sinir1 olarak kabul edilerek % 95’inin bu uyum sinir1
arasinda olmasi sa¢ilimi normal dagilima sahip oldugunu gosterdi. Sekil 4.13’de
sacilim grafiginde; x ekseni d tipi sperm hiicresinin Makler Sayim Kamarasi ve Islak
Preparat yontemi arasindaki dl¢iimleri ortalamasini, y ekseni ise aralarindaki farklar
gosterdi. Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat yontemi ile belirlenen d tipi
sperm hiicresinin degerleri karsilagtirildiginda; iki yontemin aralarindaki uyum
farklarimin ortalamasi yani d=7.04, standart sapmasi yani s=9.75 olarak bulundu.
Giiven aralig1 % 95’1 icin; 5.10 ile 8.97 arasinda bulundu. Makler Sayim Kamaras1 d
(hareketsiz) tipi sperm yiizdesini Islak Preparatta belirlenen d tipi sperm ylizdesine

oranla yaklasik % 7.04 daha yiiksek buldugu belirlendi (Tablo 4.6).
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Sekil 4.13. d tipi sperm hiicresi i¢in Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat
yonteminde belirlenen Olglimlerin ortalamaya karst fark degerlerinin

sacilim grafigi.

Tablo 4.6. d tipi sperm hiicresi i¢in iki yontem arasindaki tanimlayict degerler.

(*=carpma islemi, *=0ortalama fark, **=standart sapma)

% 95 giiven
Metot n Ortalama (d) Sitarlrr:g?;ts) araligi
P (d+1.96%ss)
d Tipi Sperm
Yiizdesi
Makler Sayim 100 49.22 19.10 45.42 - 53.01
Kamarasi
d Tipi Sperm
Yiizdesi Islak 100 42.18 15.59 39.08 — 45.27
Preparat
Ortalama 100 7.04% 9.75%* 5.10 — 8.97
Fark
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Parametrik olmayan normallik varsayimini sinayan en giiglii testlerden olan
Shapiro-Wilk testi ile normallik varsayimini histogram seklinde farklarin dagiliminin
dogrulugunu belirlemek i¢in kullanildi. Shapiro-Wilk ile p<0.05 ise normal
dagilimda olmadig1 ve hipotezin kabul edilmedigini, p>0.05 ise normal dagilimda
oldugu ve hipotezin kabul edildigini gosterir. Shapiro-Wilk ile bulunan p=0.188
sonucu ile normal dagilimda bulundugu ve anlamli bir fark olmadig: seklinde bir

sonuca varildi (Sekil 4.14, 4.15, 4.16).
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Sekil 4.14. d tipi sperm yiizdesi i¢in Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat
yontemine ait Ol¢iimlerin ortalamaya kars1 fark degerlerinin histogram
grafigi (%).
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Normal Probability Plot of Difference = dM - dIP
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Sekil 4.15. d tipi sperm yiizdesi icin Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat
p yu y
yontemine ait 6lgtimlerin karsilagtirilmasina dair fark grafigi.
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Sekil 4.16. d tipi sperm ylizdesi i¢in Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat
yontemine ait ortalama degerler grafigi.
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4.6. Hareketli Sperm Hiicresi icin Makler Sayim Kamaras1 ve Islak
Preparat Yontemi Arasindaki Uyumun Bland-Altman Analizi ile

Degerlendirilmesi

100 hastanin hareketlilik 6l¢timleri ile 6ncelikle Makler Sayim Kamarasi ile
Islak Preparat yontemindeki degerlerinin aralarindaki iligkisinin derecelerinin
anlasilmas1 amaci ile korelasyon katsayisi (r: -1.0 ve +1.0 arasinda) bulundu. Sperm
hareketliligi i¢in korelasyon katsayis1 0.858 olarak bulundu (r=0.858) ve bu durum
iki yontemden elde edilen veriler karsilagtirildiginda aralarinda pozitif yiiksek

derecede korelasyon oldugu seklinde yorumlandi.

Iki yontemin karsilastirilmasinda, iki farkli yontemden elde edilen &lgiim
degerlerinin ortalamalarina iliskin farklarin sagilim grafiginin ¢izilmesi i¢in Bland-
Altman istatiksel analiz yontemi uygulandi. Bland-Altman analizi ile belirlenen
sacilim grafiginde; 6lglim hatalari, gercek degerler arasindaki herhangi bir iligkinin
ve hatanin incelenmesine olanak saglarken ayni zamanda; ortalamalara karsi
farklarin sagilimi ile iki yontem arasindaki uyum farklar1 ortalamasi (d-) ve standart
sapma (s) kullanilarak degerlendirildi. Sa¢ilim grafiginin sifirin etrafinda rastgele
dagilmasi ve d+1.96s uyum sinir1 olarak kabul edilerek % 95’inin bu uyum sinir1
arasinda olmasi sagilimim normal dagilima sahip oldugunu gosterdi. Sekil 4.17°de
sacilim grafiginde; x ekseni hareketli (a+b+c) sperm hiicresinin Makler Sayim
Kamarasi ve Islak Preparat yontemi arasindaki Olc¢timleri ortalamasini, y ekseni ise
aralarindaki farklar1 gosterdi. Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat yontemi ile
belirlenen hareketli sperm hiicresinin degerleri karsilastirildiginda; iki yontemin
aralarindaki uyum farklarmin ortalamasi yani d=-7.15, standart sapmasi yani s=9.84
olarak bulundu. Giiven aralig1 % 95’1 igin; -9.10 ile -5.19 arasinda bulundu. Makler
Sayim Kamaras1 hareketli (a+b+c) sperm yiizdesini Islak Preparatta belirlenen
hareketli sperm yiizdesine oranla yaklasik % 7.15 daha diisik buldugu belirlendi
(Tablo 4.7).
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Sekil 4.17. Hareketli sperm hiicresi i¢in Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat

yonteminde belirlenen Olglimlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin
sacilim grafigi.

Tablo 4.7. Hareketli sperm hiicresi i¢in iki yontem arasindaki tanimlayici1 degerler.
(*=¢arpma islemi, *=ortalama fark, **=standart sapma)

Standart %95 giiven
Metot n Ortalama (d) Sapma (ss) araligi
P (d+1.96%ss)
Hareketli
Sperm Yiizdesi |4, 50.68 19.12 46.88 — 54.47
Makler Sayim
Kamarasi
Hareketli
Sperm Yiizdesi 100 57.83 15.59 54.73 — 60.92
Islak Preparat
Ortalama Fark 100 -7.15* 9.84** -9.10--5.19
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Parametrik olmayan normallik varsayimini simayan en giiglii testlerden olan
Shapiro-Wilk testi ile normallik varsayimini histogram seklinde farklarin dagiliminin
dogrulugunu belirlemek i¢in Kkullanildi. Shapiro-Wilk ile p<0.05 ise normal
dagilimda olmadig1 ve hipotezin kabul edilmedigini, p>0.05 ise normal dagilimda
oldugu ve hipotezin kabul edildigini gosterir. Shapiro-Wilk ile bulunan p=0.168
sonucu ile normal dagilimda bulundugu ve anlamh bir fark olmadig1 seklinde bir

sonuca varildi (Sekil 4.18, 4.19, 4.20).
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Sekil 4.18. Hareketli sperm yiizdesi i¢in Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat
yontemine ait dl¢limlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin histogram
grafigi (%).
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Sekil 4.19. Hareketli sperm yiizdesi i¢in Makler Sayim Kamaras1 ve Islak Preparat
yontemine ait 6l¢timlerin karsilagtirilmasina dair fark grafigi.
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Sekil 4.20. Hareketli sperm yiizdesi i¢in Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat

yontemine ait ortalama degerler grafigi.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢aligmasinda, semen analizinde sperm motilitesini belirlemek i¢in sik
kullanilan iki farkli yontem olan, Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparat ile elde
edilen degerlerin karsilastirilmasi amaglanmistir. Makler Sayim Kamarasi rutinde
laboratuvarlarca en sik tercih edilen yontemdir (Bailey ve ark., 2007), Islak Preparat
ise Diinya Saglik Orgiitii’niin dnerdigi hareket belirleme ydntemidir (WHO, 2010).
Bu dogrultuda bir androloji laboratuvari ortaminda spermiyogram tahlili i¢in gelen
hastalarin sperm hareketliliginin degerlendirilmesinde 2 yontemin birbirleri yerine
kullanilabilirligi belirlendi. Hareketli sperm ortalamasi (atb+c) Makler Sayim
Kamarasi sonuglaria gore % 50.68 (£19.13), Islak Preparat yontemine gore % 57.83
(£15.6) olarak bulundu. Hareketsiz (d tipi) sperm ortalamasi Makler Sayim Kamarasi
sonuglarina gore % 49.22 (+19.1), Islak Preparat yontemine gore % 42.18 (£15.59)
olarak bulundu. iki farkl1 ydntemden elde edilen veriler karsilastirildiginda aralarinda
pozitif korelasyon oldugu (r=0.86) goriildii. Ancak, sonuglar arasindaki tutarlilik
Bland-Altman yontemi ile analiz edildiginde, Makler Sayim Kamarasinin Islak
Preparata oranla, sperm hareketliligini yaklasik % 7.15 daha diisik buldugu
belirlendi. Sperm hareketliligi Makler Sayim Kamaras1 ile belirlendiginde, Islak
Preparata oranla daha diisiik degerler elde edildigi bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) tarafindan &nerilen ydntem olan Islak Preparatin kullanilmasinin tercih

edilmesi gerektigi sonucuna varildi (WHO, 2010).

Spermiyogram, infertil ¢iftlerde erkegin degerlendirilmesinde gerekli bir
testtir. Spermiyogram ile belirlenen motilite yani sperm hareketliligi degerleri,
ciftlerin IVF ile gebeliginin olusma olasiligt i¢in de bir 6ngodriide bulunabilmesine
katkida bulunmaktadir. DSO’ye gére motilite degerlendirilmesinde ileri hareketli
spermlerin hareketinin yavas ve hizli olarak siniflandirilmasi, 6zellikle yetersiz
egitim ve tecriibeye sahip laboratuvar galisanlari tarafindan tekrarlanabilir ve giivenli
bir sekilde yapilamamaktadir, bu nedenle bu hiicrelerin ayni kategoride ileri hareketli
olarak degerlendirilmesi daha uygundur. Ancak ESHRE, yapilan c¢alismalardan elde
edilen verilerin bu ayrimin 6nemini ortaya koydugunu belirtmekte ve bu konuda bilgi
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ve tecriibeyi arttirmak i¢in kurslar agarak egitimler diizenlemektedir (Barratt ve ark.,
2011).

Jequier ve Ukombe (1983), semen analizi degerlendirilmesindeki hatalari
bulma amaglh bir calisma gerceklestirmistir. Bu c¢alismada, teknisyenler ve
patologlardan olusan 26 laboratuvar galisani ile semen analizi performansinda
olduk¢a deneyimli olan 3 teknisyen aymi semen iizerinde sperm hiicresi
konsantrasyonunu belirlemistir. Sperm hiicresi sayimlari, Neubauer Hemositometresi
ile yapilmistir. Elde edilen veriler karsilastirildiginda tiim degiskenlerde
(konsantrasyon, motilite, morfoloji) biiyiik tutarsizliklar gériilmistiir. 26 teknisyenin
sperm analizi sonuglarina gore; konsantrasyon 10-98 mil/ml arasinda, motilite % 30-
80 arasinda ve progresif hareketli sperm oran1 % 5 ile % 90 arasinda oldugu bulundu.
Deneyimli 3 teknisyenin sperm analizi sonuclarma gore; konsantrasyon 49-95
mil/ml arasinda, motilite % 50-60 arasinda olup ileri hareketlilik zayif ya da iyi
olarak belirlendi. Bu sonuglar, bir semen analizi yapan farkli teknisyenlerin
sonuclarinda ciddi farkliliklar olabilecegini gostermektedir. Calismamizda, tek bir
gozlemci ile 2 farkli yontem degerlendirildiginden, sonuglar arasinda olusabilecek bu
hata ortadan kaldirilarak istatistiksel oranlar elde edildi. Androloji laboratuvarlari,
semen analizi yontemindeki kabul edilebilir siir degerleri bilmelidir (Jequier ve
Ukombe, 1983). Calismamizda, semen analizi igin gergeklestirilen tiim veriler,
giiniimiizde kabul edilen degerleri igeren, DSO 2010’da belirtilmis olan alt sinir

referanslarina gore degerlendirildi.

Semen analizinde, hem manuel hem de bilgisayar destekli motilite
degerlendirilmesinde hizli ilerleyen spermlerin oraninin dogru olarak belirlenmesinin
ayrismasinin  UYTE igin degerli bir bilgi oldugunu gosteren klinik veriler
bulunmaktadir. Mortimer ve arkadaslart (1986), hareketli spermlerin hiz
ozelliklerinin, servikal mukusa niifus etme kabiliyetinde 6nemli bir yeri oldugunu
gostermistir. Bu calismada, infertilite sebebiyle basvuran ciftlerin rutin olarak
arastirilmasinin bir pargasi olarak, sperm hiicresinin servikal mukus i¢ine niifuz ettigi
100 hastaya modifiye Kremer testi dizisi gergeklestirildi. Bu testlerin sonucunda, test
icin kullanilan semen numunesindeki spermatozoanin konsantrasyonu ve ilerleyici
hareketliliginin servikal mukus icerisindeki hareket ile anlamli sekilde korelasyon

igerisinde oldugu bulundu. Test sonucu ile anlamh sekilde iliskisi olan diger sperm
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karakteristikleri, progresyonun ortalama hizi (VP) ve progresif spermatozoanin
progresyon ekseni (AH) etrafindaki lateral yer degistirme genligiydir. Normal sperm
morfolojisinin de sonugla korelasyon igerisinde oldugu bulundu. Bu semen
ozelliklerinin, diskriminant fonksiyon denkleminden elde edilen test sonuc¢larinin %
75’inin dogru tahmin edildigi goriildii. Testler i¢in kullanilan semen 6rneklerinde
sperm konsantrasyonlar1 25 x 10° veya daha ¢ok olan 30 hastada, ml basina asamal
olarak hareketli spermler, ortalama progresyonun ortalama hizi (VP), 25
mikron/sn’ye esit veya daha biliyiik; ortalama progresif spermatozoanin progresyon
ekseni (AH) 7.5 mikrona esit veya daha biiyiik bulunarak, % 83.3 normal test sonucu
alindi. Bu nedenle, hem progresif hareketli spermlerin konsantrasyonu hem de
hareket Ozellikleri, insan sperm-servikal mukus etkilesiminin homolog testlerinin

sonucunu belirleyen 6nemli faktorler olarak belirtildi.

UYTE’lerde motilitenin énemi ile ilgili bir diger calismayr Van den Bergh ve
arkadaslar1 1998’ de gerceklestirmistir. Bu calisma, ICSI’de oosit icine enjekte
edilen spermlerin, diiz ¢izgi seklinde ve ileri hizli harekete sahip olmalari durumunda
dollenme sonucunu 6nemli derecede arttirdigini gostermistir (Van den Bergh ve ark.,
1998). Sifer ve arkadaglari da (2005), erkek faktorli ve aciklanamayan infertilite
hastalarindan olusan 84 c¢iftin do6llenme sonuglarin1 incelediginde, semen
ozelliklerinden arasinda yalnizca “a” tipi hareketliligin ve sperm-zona pellusida
baglanma indeksinin dollenme basaris1 ile anlamli bir sekilde iligkili oldugunu
gostermistir  (Sifer ve ark., 2005). Sperm motilitesini 2 farkli yontem ile
degerlendirdigimiz c¢alismamizda, a tipi harekete sahip sperm hiicresi i¢in bu iki
farkli yontem ile elde edilen sonuglar arasinda r=0,77 olmak tizere aralarinda ytiksek
derecede pozitif korelasyon oldugu bulundu. Makler Sayim Kamarasi a tipi ile
belirlenen sperm yiizdesinin Islak Preparatta belirlenen a tipi sperm yiizdesine oranla
yaklasik % 2.61 daha yiiksek buldugu belirlendi. Yani, toplam sperm hareketliligi
(atb+c) Makler Sayim Kamarasinda Islak Preparata oranla daha diisiik bulurken, a
tipi hareket yiizdesi Makler Sayim Kamarasinda daha yiiksek bulundu. Infertilite
UYTE’nin basarisim1 6ngdrmedeki 6nemi nedeniyle; farkli yontemler ile farkli
sonuglar aldigimiz calismamiz, hareketin belirlenmesinde dogru yOntemin

kullanilmasimin 6nemini desteklemistir.
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Infertilite tedavileri ya da semen analizi testi i¢in basvuran bireylerin motilite
degerlendirilmesi kadar sperm konsantrasyonlari da hastaya uygulanacak tedavi
secimleri icin Onemlidir. Gelistirilmis Neubauer Hemasitometresi ile sperm
hiicrelerinin sayimi, yliksek konsantrasyonlu numunelerin seyreltilmesini ve spermin
tek bir diizlemde sayilmasini iceren esnek oOzelliklere sahip olmasi nedeniyle
androloji laboratuvarlar1 igerisinde kuvvetle kabul géormekte ve birkac ¢alisma ile
klinik olarak dogrulanmaktadir (Dunphy ve ark., 1989; Guzick ve ark., 2001). Leja
slaytt veya Microcell gibi diger yontemler ile 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda
Neubauer Hemasitometresine kiyasla anlamli olarak daha diisiik sperm sayilariin
elde edildigi yapilan calismalarla gdsterilmistir (Tomlinson ve ark., 2001). DSO
2010’da sperm konsantrasyonunu belirlemek i¢in semen igerisine diliisyon eklenerek
sperm hiicrelerinin 6limii saglanarak sperm sayiminin gergeklestirilmesine olanak
veren Neubauer Hemositometresini Onermektedir (WHO, 2010). Sperm
konsantrasyonu belirlemek i¢in kullanilan bir diger yontem olan Makler Sayim
Kamarasi, daha dnceki c¢alismalarda kullanildigindan ¢alismamizda hem motiliteyi
hem de konsantrasyonu belirlemek i¢in kullanildi (Makler, 1980; Ludwig ve Frick,
1987; Fisch ve ark., 1996; Jequier, 2000). Makler Sayim Kamarasi igerisinde
homojen dagilim gosteren karelerin 10 tanesi segilerek, sayilan tiim sperm hiicreleri
sperm  konsantrasyonunu  belirler (Jequier, 2000). Calismamizda, sperm
konsantrasyonunu 0.4-668 milyon/ml arasinda ve ortalama 76.6 (+£85.8) milyon/mi
olarak belirlendi. Ayrica, 100 hasta numunesi igerisinde 10 mil/ml ve altinda
konsantrasyona sahip 13 hasta, 1 mil/ml ve altinda konsantrasyona sahip 3 hasta
belirlendi. Makler Sperm Kamarasi ile belirlenen konsantrasyonlarmn genel olarak,
Neubauer Hemositometresi ile elde edilen sayimlardan daha yiiksek oldugu onceki
caligmalarda gosterilmistir (Coetzee ve Menkveld, 2001; Sukcharoen ve ark., 1994).
Ancak, Bailey ve arkadaslar1 (2007) 163 hasta numunesindeki sperm sayimu ile ilgili
Leja lami, Neubauer Hemositometresi ve Makler Sayim Kamarasi ile yapmus
olduklar1 calismada, Gelistirilmis Neubauer Hemositometresi ve Makler Sayim
Kamarasinin ¢ok diisilk sperm konsantrasyonlarinda uyumun ¢ok iyt oldugunu
bulmustur. Bu caligmada ayrica sperm sayisi i¢in Leja lami; Gelistirilmis Neubauer
Hemasitometresi kullanilarak elde edilen sonuglara gore ortalama % 17 daha diistik,
Makler Sayim Kamaras: ise ortalama % 32 daha yiiksek bulmustur. Leja lamu ile
Makler Sayim Kamarasi sperm motilite acisindan degerlendirildiginde ise hareketli

spermlerin dogru sayilmamasinin sperm sayisini etkiledigi diistiniilmiistiir.
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Androloji laboratuvarlart hizli sonu¢ vermesi ve kullanim rahatli§indan
dolay1 sperm sayim yontemi olarak Leja lam1 ya da Makler Sayim Kamarasini tercih
etmektedir (Bailey ve ark.,, 2007). Laboratuvarlar arasindaki anlagmazliklar
nedeniyle gelen hasta, bir kisi tarafindan normal, bir kisi tarafindan infertil olarak
siiflandirilabilir (Neuwinger et al, 1990). Bailey ve arkadaglariin 2007°deki 163
hasta numunesi iizerinde yapilan ¢alismasinda; Leja lami kullanildiginda erkeklerin
20'sine oligospermi tanist konulmus ve Gelistirilmis Neubauer Hemositometresi
sayimlarina gore 15'ine oligospermi tanis1 konulmustur. Buna karsilik, Makler Sayim
Kamarasi kullanilarak sperm sayisini fazla agma egilimi nedeniyle sadece 1/28
erkekte oligospermi oldugu tespit edilmistir. Sperm konsantrasyonlari da hastaya
uygulanacak tedavi se¢imleri icin dnemli oldugundan laboratuvarlar, tam olarak
onaylanmis, giivenilir ve bunlar1 yiiriitmek i¢in uygun sekilde egitilmis personel ile
tekrarlanabilir sperm sayim yontemlerini iceren prosediirleri uygulamayi

amaglamalidir (Guzick ve ark., 2001; Bjorndahl ve ark., 2015).

Her semen numunesinin farkli kisimlarmin farkli sekillerde ele alindigi ve
karsilagtirildigr bir ¢alismada, zayif laboratuvar yontemlerinin gergek degerleri
gizleyebildigi bulunmustur (Tomlinson, 2010). Ote yandan klinik durumda, bir veya
birka¢c semen analizinden elde edilen laboratuvar verilerinin bir tedavi yontemine
karar vermek icin kullanilip tedavinin sonucu {izerinde bir etkiye sahip olacagindan
daha yiiksek giivenilirlige ihtiya¢ duyulabilir (Tomlinson, 2010; Bjorndahl, 2016).
Bunu agiklamaya yonelik, bir klinik laboratuvarin Makler Sayim Kamaras: gibi bir
s1g odada semenden elde edilen bir sperm konsantrasyonuna dayanarak, IVF veya
ICSI yapilip yapilmayacagina karar verilmesi giivenilir bir sonu¢ elde etmek igin
yetersiz olabilmektedir. Makler Sayim Kamarasi, yayinlanan oOnerilerle uyumlu
olmasa da klinik uygulamada hala yaygin kullanim gostermektedir (Bjorndahl,

2016).

Robinson ve arkadaglar1 (2018), semen analizi i¢in gelen 20 hasta numunesi
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, bilgisayar destekli semen analizi (CASA) ile 20
um’lik MicroCell slaytlar1 ve mikroskop lamlarina (5 pl’lik ve 10 ul’lik) semen
eklenen 22 mm x 22 mm lamellerde, motilite ve islem aralarindaki zaman farklarinin
etkisini gozlemledi. MicroCell odalar1, 5 pl’lik semen ve 10 pl’lik semen iceren

slaytlarin tiimii, 5 dakikaya kadar olan tiim hareketlilik kategorileri icin kararli
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okumalar vermistir. 20 dakika sonra hem MicroCell hem de 5 pl’lik semen igeren
slaytlar 0 dakikadaki degerler ile karsilagtirildiginda motilitede belirgin bir azalma
gosteren bir takim degisiklikler goriilmistiir. Haznenin derinligi, hiicreleri odak
icinde tutarken spermin serbest hareketine izin vermek icin yeterli olmasi
bakimindan 6nemlidir. ESHRE 1998°de, insan spermleri icin kullanilan haznelerin
veya slaytlarin, sperm hareketliligi ve kinetigi degerlendirirken 10 ul ve 20 pl
derinlikte olmasii onermektedir. Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda, Islak Preparat
ile sperm sayimi yaparken 22 mm x 22 mm’lik lamel kullanildig1 i¢in, lam iizerine
10 pl’lik semen eklenerek, 20.7 pm’lik derinlik olusturup gézlem yapildi. Robinson
ve arkadaglart (2018) ayn1 caligmada, oda tipleri arasinda zamanin sperm
hareketliligine etkisi i¢in; MicroCell odasina semen yiiklendikten sonra lam lamel
aras1 Sul’lik semen ve 10ul’lik semen igeren slaytlar, gbzlemci tarafindan, 0 dakika,
2.5 dakika, 5 dakika ve 20 dakika zaman araliklarinda sperm sayimlar1 yapmistir.
Sperm hareketliligi icin slayt tipleri arasinda istatistiksel bir fark gozlenmedigi
bulunmustur. Bu bilgiler esliginde calismamizda Makler Sayim Kamarasi ile Islak
Preparat arasinda 100 hasta i¢in ortalama 25.95 dakika arasinda sperm hareketliligi

degerlendirilmesi yapildi.

Semen analizinde vitalite degerlendirilmesi ileri hareketli sperm hiicrelerinin
(ath) % 40’dan daha az oldugu hasta numuneleri igin Onerilmektedir. Vitalite
sonucuna gore, canli hiicre yiizdesinin motilite ile belirlenen ileri hareketli yiizdesini
gecmesi, motilite degerlendirmesinde bir yanligligi gostermezken; o6lii sperm
yiizdesinin hareketsiz olarak belirlenen sperm yiizdesini ge¢mesi motilite
degerlendirilmesinde hata oldugunu gostermektedir (WHO, 2010). 100 hasta ile
gerceklestirdigimiz calismamizda motilite sonuglarina gére Makler Sayim Kamarasi
ve Islak Preparatta vitalite yapilmasi gereken hasta sayilar1 farkli ¢ikti. Ortak olarak
vitalite testi yapilmasi gereken hasta sayist 25 iken, Makler Sayim Kamaras: ile
belirlenen hareketlilik sonuglarina goére 17 hastaya daha vitalite degerlendirilmesi
yapilmas1 gerekir sonucuna varildi. Ancak bu ¢alismamizda daha giivenilir sonuglar
almamiz agisindan 2 farkli yontem sonuglarina gore vitalite degerlendirilmesi

yapmamiz gerekirdi.
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6. SONUC VE ONERILER

Balikesir Universitesi Saghik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Kadin
Dogum Polikliniginden ya da Uroloji Polikliniginden semen analizi testi icin
Androloji Laboratuvarina gelen ve goniillii olan, yaslar1 20-48 arasinda degisen 100
hastanin semen analizi testi uygulamasindan sonra, hastanin kalan semen numuneleri
tizerinde c¢alismamiz gergeklestirildi. Bu calisma ile semen analizinde, sperm
motilitesini belirlemek i¢in en sik kullanilan iki farkli yontem olan Makler Sayim
Kamarasi ve Islak Preparat ile elde edilen degerler karsilastirildi ve birbirleri yerine

kullanilabilirlikleri degerlendirildi.

Sperm konsantrasyonu ve toplam sperm sayist Makler Sayim Kamarasi ile
elde edilen hastalarin; sperm konsantrasyonu 0.4-668 milyon/ml arasinda ve
ortalama 76.6 (£85.8) milyon/ml, toplam sperm sayis1 2.88-1736.8 milyon adet ve
ortalama 264.7 (£285.6) milyon adet olarak bulundu. Sperm morfolojisi igin
kullanilan Diff-Quik boyamasi sonucu Kruger kriterlerine gore; normal morfolojiye
sahip sperm yiizdesi 0-28 arasinda degismekte olup ortalama 9.09 (+£6.19) olarak,
teratozoospermi indeksi (TZI) 1.21- 1.93 arasinda degismekte olup ortalama 1.50
(£0.146) olarak belirlendi.

100 hasta igeren ¢alismamizda, Makler Sayim Kamarast ve Islak Preparat
yontemi ile motilite 6l¢lim degerlerinin arasindaki iliskinin derecelerinin anlasilmasi
amaci ile korelasyon katsayisi (r; -1.0 ve +1.0 arasinda) bulundu. Iki ydntemin
karsilastirilmasinda, iki farkli yontemden elde edilen Ol¢iim degerlerinin
ortalamalarina iliskin farklarin sag¢ilim grafiginin ¢izilmesi igin Bland-Altman
istatistiksel analiz yontemi uygulandi. Bland-Altman analizi ile belirlenen sac¢ilim
grafiginde; Ol¢lim hatalar, gercek degerler arasindaki herhangi bir iliskinin ve
hatanin incelenmesine olanak saglarken ayni1 zamanda; ortalamalara karsi farklarin
sacilimi ile iki yontem arasindaki uyum farklar1 ortalamasi (d-) ve standart sapma (s)

kullanilarak degerlendirildi. Sacilim grafiginin sifirin etrafinda rastgele dagilmasi ve
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d+1.96s uyum sinir1 olarak kabul edilerek % 95’inin bu uyum sinir1 arasinda olmasi

sacilimin normal dagilima sahip oldugunu gosterdi.

Makler Sayim Kamarasi a tipi sperm yiizdesini Islak Preparatta belirlenen a
tipi sperm ylizdesine oranla yaklasik % 2.61 daha yiiksek buldugu belirlendi. Makler
Sayim Kamarast b tipi sperm ylizdesini Islak Preparatta belirlenen b tipi sperm
yiizdesine oranla yaklasik % 9.58 daha diisiik buldugu belirlendi. Birgok ¢alismada a
ve b tipinin ayirt edilmesinin infertilite tedavilerindeki basariyla iligskilendirildigi
bilinmektedir. Calismamizda Makler Sayim Kamarasi, Islak Preparata gore a tipi

hareket icin daha yiiksek, b tipi hareket icin daha diisiik belirlendi.

Makler Sayim Kamarasi c tipi sperm ylizdesini Islak Preparatta belirlenen c
tipi sperm yiizdesine oranla yaklasik % 0.08 daha diisiik buldugu belirlendi. Makler
Sayim Kamarasi d tipi sperm yiizdesini Islak Preparatta belirlenen d tipi sperm
yiizdesine oranla yaklasik % 7.04 daha yiiksek buldugu belirlendi. Makler Sayim
Kamaras1 toplam hareketli (at+b+c) sperm yiizdesini Islak Preparatta belirlenen

hareketli sperm yiizdesine oranla yaklasik % 7.15 daha diisiik buldugu belirlendi.

Makler Sayim Kamaras1 kullanim kolayligindan dolay1 laboratuvarlarda
oldukca sik kullanilan sperm sayim yontemidir. Ancak calismamizda, toplam sperm
hareketliligi Makler Sayim Kamarasi ile belirlendiginde, Islak Preparata oranla daha
diisiik degerler elde edildigi bu nedenle DSO tarafindan 6nerilen yontem olan Islak

Preparatin kullanilmasinin tercih edilmesi gerektigi sonucuna varildi.

Hareketli spermlerin % 40’dan daha az oldugu hastalarda vitalite
degerlendirmesi, yapilan ¢alismadaki hareketli ve hareketsiz ylizdesinin dogrulugunu
teyit etmek acisindan Onemlidir. Vitalite sonucuna gore, canli hiicre yiizdesinin
motilite ile belirlenen ileri hareketli ylizdesini gegmesi, motilite degerlendirmesinde
bir yanlishig1 géstermezken; 6lii sperm yiizdesinin hareketsiz olarak belirlenen sperm
yiizdesini ge¢gmesi motilite degerlendirilmesinde hata oldugunu gostermektedir.
Calismamizin motilite sonuglarina gére Makler Sayim Kamarasi ve Islak Preparatta
vitalite yapilmasi gereken hasta sayilar1 farkli ¢ikti. Ortak olarak vitalite testi
yapilmas1 gereken hasta sayisi 25 iken, Makler Sayim Kamarasi ile belirlenen

hareketlilik sonuglarina gore 17 hastaya daha vitalite degerlendirilmesi yapilmasi
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gerekir sonucuna varildi. Ancak bu c¢alismamizda daha giivenilir sonuglar almamiz
acisindan 2 farkli yontem sonuglarina gore vitalite degerlendirilmesi yapmamiz

gerekirdi.

Calismamizdaki hastalarin  sperm  hareketliligi i¢in kesin sonuglar1
bulunmadigindan, Bland-Altman analizi ile kesin verilere en yakin oldugu diisiiniilen
iki farkl1 8lgiimiin ortalamas1 kullanildi. Makler Sayim Kamaras1, DSO’niin &nerdigi
Islak Preparata gore a hareketli ve hareketsiz sperm ol¢iimleri igin yiiksek, toplam
hareketlilik 6l¢timleri i¢in daha diisiik sonuglar vermistir. Laboratuvar ortaminda tek
bir gozlemcinin degerlendirmeleri yapmasi, giivenilir sonuglar elde etmenin dnemi
acisindan da tekrarlanabilir yontemin secilmesi ve 0rnek sayisinin arttirilmasi elde

edilen verilerin karsilastirilmasi igin yararli olacaktir.
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EK-3. ASGARI BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Sperm Hareketliliginin Belirlenmesinde Makler Sayim Kamarasi ve Islak

Preparatlarda Sayim ile Elde Edilen Sonu¢larin Tutarhlik Diizeyleri

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ

Aragtirma amaciyla yapilan bu c¢alismaya davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu
caligmada yer almayir kabul etmeden Once c¢alismanin ne amagla yapilmak
istendigini anlamaniz ve kararmmizi bu bilgilendirme sonrasi 6zgiirce vermeniz
gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmig bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz,

sorulariniza acik yanitlar isteyiniz.

1) Calismanin amaci nedir?

Kisirlik gortilme sikligr giderek artan bir saglik sorunudur. Erkeklerde
kisirliga yonelik en sik kullanilan tan1 yontemi spermiyogram testidir. Spermiyogram
testinde hastadan elde edilen meni (cinsel salgi) igerisindeki ilireme hiicrelerinin
hareketliligi incelenir. Bu incelemede farkli yontemler kullanilabilmektedir. Bu
caligmanin amaci meni icerisindeki spermlerin hareketliligini belirlemede kullanilan

iki farkli yontemi karsilastirmak ve sonuglar1 arasindaki uyumu incelemektir.
2) Katilma kosullari nedir?
Bu calismaya dahil edilmeniz i¢in doktorunuzun onayi yeterlidir.
3) Nasil bir uygulama yapilacaktir?

Normalde spermiyogram tetkikiniz i¢in Androloji Laboratuvarina verdiginiz
menide gerekli incelemeler yapildiktan sonra artan 2-4 ml hacimli meni tibbi atik
olarak ¢ope atilmaktadir. Bu ¢alismaya katilmay1 kabul etmeniz durumunda ¢ope
atilan bu sivinin bir su damlas1 kadarlik miktar1 tireme hiicrelerinizin hareketliligini

belirlemek i¢in kullanilacaktir.
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4) Sorumluluklarim nedir?

Aragtirma ile ilgili olarak herhangi bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir.
5) Katilime sayisi nedir?

Arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 yaklasik 100°diir.

6) Katihmim ne kadar siirecektir?

Bu arastirma i¢in katiliminiz sadece ornek verme siireniz ile sinirhidir.

7) Cahismaya katilma ile beklenen olasi yarar nedir?

Calismaya katilmaniz size dogrudan bir yarar saglamayacaktir. Ancak bu
calismadan elde edilecek sonuglarin spermiyogram tetkiki istenen erkek hastalarda

tahlilin daha giivenilir yapilmasini saglama olasilig1 bulunmaktadir.

Sperm Hareketliliginin Belirlenmesinde Makler Sayim Kamarasi ve Islak

Preparatlarda Sayim ile Elde Edilen Sonug¢larin Tutarhlik Diizeyleri
8) Calismaya katilma ile beklenen olasi riskler nelerdir?
Calismaya katilmaz durumunda sizi bekleyen olasi bir risk bulunmamaktadir.
9) Hangi kosullarda arastirma dis1 birakilabilirim?
Arastirma dis1 birakilmaniza neden olacak herhangi bir durum yoktur.
10) Yeni bulgular

Arastirma siirecinde yapilan uygulamaya yonelik sizi ilgilendirebilecek
herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum size veya yasal temsilcinize derhal

bildirilecektir.
11) Arastirma siiresince ¢ikabilecek sorunlar icin kimi aramaliyyim?

Arastirma haklariniz veya arastirmayla ilgili herhangi bir soru i¢in daha fazla
bilgi temin edebilmeniz i¢in 0 505 663 42 87 numarali telefondan Dr. F. Bahar

Sunay ile giiniin 24 saatinde erigime gegebilirsiniz.

12) Calisma kapsamindaki giderler karsilanacak midir?
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Bu calisma i¢in gerekli tim masraflar arastiricilar tarafindan karsilanacaktir.

Calisma i¢in sizden herhangi bir iicret talep edilmeyecektir.

13) Arastirmaya katilmayi kabul etmemem veya arastirmadan ayrilmam

durumunda ne yapmam gerekir?

Arastirmaya katilmak tamamen goniilliiliik esasmma dayanmaktadir.
Calismaya katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda calismadan ¢ikma
hakkina sahipsiniz. Her iki durumda da bir ceza veya hakkiniz olan yararlarin kaybi

kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.
14) Katilmama iliskin bilgiler konusunda gizlilik saglanabilecek midir?

Size ait tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve aragtirma yayimlansa
bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir. Ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama
yapanlar, etik kurular ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir.

Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

CALISMAYA KATILMA ONAYI

Yukarida yer alan ve c¢aligmaya baslamadan Once goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri gosteren 3 sayfalik metni okudum. Aklima gelen tiim sorular1 aragtirmaciya
sordum, bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim.
Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli zaman
tanindi. Bu kosullar altinda bana ait tibbi bilgilerin gozden gecirilmesi, transfer
edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiclisline yetki veriyor ve s6z konusu
arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hicbir zorlama ve baski olmaksizin
biiyiik bir goniilliilik igerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel

yasalarin bana sagladig haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.

Sperm Hareketliliginin Belirlenmesinde Makler Sayim Kamarasi ve Islak

Preparatlarda Sayim ile Elde Edilen Sonug¢larin Tutarhlik Diizeyleri

" Sperm Hareketliliginin Belirlenmesinde Makler Sayim Kamarasi ve Islak
Preparatlarda Sayim ile Elde Edilen Sonuglarin Tutarlilik Diizeyleri" baglikli

arastirma kapsaminda kullanilan meni 6rnegimin
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() Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
() Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Goniilliiniin (Kendi el yazisi ile)
Adi-Soyadr:
Imzast:
Adresi:
Telefon No, Faks No:
Tarih (glin/ay/yil): ..../..../....
Aciklamalar1 Yapan Arastiricinin (Doktorun)
Adi-Soyad:
Imzas::
Tarih (giin/ay/yil):.../..../.....

Onay Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Tamklhk Eden Kurulus

Gorevlisinin
Adi1-Soyadt:
Imzasi:
Gorevi:

Tarih (giin/ay/yil):...../...../ ...
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