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OZET

Nazh Irmak KARAARK

BILGISAYAR DESTEKLI SPERM ANALIZI
Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

2022

Diinya Saglik Orgiitii’'nden (World Health Organization (WHO)) elde edilen verilere
gdre gebelik planlayan ¢iftlerin %15°i infertiliteden etkilenmektedir. infertilite, gocuk sahibi
olmak isteyen c¢iftlerin bir yi1l boyunca korunmasiz cinsel iliskide bulunup gebeligin
olmamas1 durumudur. Infertilitenin kadin ya da erkek kaynakli olup olmadiginin dogru
analiz edilebilmesinin en basit yolu sperm analizidir (spermiyogram testi). Geleneksel
metotlar uygulanarak yapilan standart sperm analizleri, iireme kliniklerinde veya
laboratuvarlarda rutin olarak uygulanmaktadir ve bu analiz, ¢cocuk sahibi olmak isteyen
ciftlerde infertilitenin teshis ve tedavisi adina 6nem tagimaktadir. Bununla birlikte, sperm
analizi subjektif degerlendirmelere bagli oldugundan kantitatif sonuglar elde
edilememektedir.

Son yillarda sperm kalitesini analiz etmek i¢in bilgisayar destekli sistemlerle goriintii
isleme ve analizi yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Bilgisayar Destekli Sperm Analiz
(Computer Aided Sperm Analysis (CASA)) sistemlerinde spermatozoid motilitesi,
mobilitesi ve morfolojisi analiz edilmektedir. Bu calismada da Ankara Sehir Hastanesi
Onkoloji Binast Androloji-Uroloji Klinigi’nden elde edilen dijital goriintiiler islenerek
sperm analizi gergeklestirilmistir.

Calisma sonucunda mevcut CASA sistemlerinden farkli olarak WHO’da belirtilen
sperm kinematik parametrelerinin tamamini inceleyen, kullanici kaynakli hatalar1 minimize

ederek daha dogru ve daha giivenilir sonuglar elde eden bir sistem gelistirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: CASA, Sperm Analizi, infertilite, Spermiyogram, Semen.
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ABSTRACT

Nazh Irmak KARAARK
COMPUTER-AIDED SPERM ANALYSIS
Baskent Universtiy Institute of Science

Department of Biomedical Engineering

2022

Infertility affects 15% of couples planning a pregnancy, according to data from the
World Health Organization. Infertility is a condition that occurs when couples do not
concieve pregnancy with unprotected sexual intercourse for at least a year. The spermiogram
test is the most simple and accurate approach to determine whether infertility is caused by
female or male partner. Standart sperm analysis is traditionally performed in reproductive
clinics and laboratories. Since quantitative assesments depend on technician evaluations,
highly accurate results cannot be obtained, in manually inspected specimens.

In recent years, computer-aided systems with image processing units have been employed
to analyze sperm quality. In this thesis, a computer-aided sperm analysis system(CASA) is
developed to quantitatively assess sperm motility, mobility and morphology.

Analysis of spermatozoids has been performed by processing digital micrographs
obtained from the Andrology-Urology Clinic of Ankara City Hospital. In addition to the
parameters measured in standard CASA systems or defined in the literature, novel

parameters have been developed to characterize infertility.

KEYWORDS: CASA, Sperm Analysis, Infertility, Spermiogram, Semen.
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1. GIRIS

1.1. Calismanin Konusu

Diinya Saglik Orgiitii’'nden (World Health Organization (WHO)) elde edilen verilere
gore gebelik planlayan ¢iftlerin %15°1 infertiliteden etkilenmektedir [1]. Cocuk sahibi olmak
isteyen ciftlerin bir y1l boyunca korunmasiz cinsel iliskide bulunup gebeligin olmamasi
durumuna infertilite denir [2]. K&tii beslenme aliskanligi, stres, uykusuzluk, sigara ve alkol
kullanim1 gibi baglica etkenler insanlarin iireme kalitesine zarar vererek infertiliteye sebep
olmaktadir [3]. Infertilitenin teshisinde oncelikli olarak erkek iiremesi kontrol edilir. Bunun
nedeni olarak ¢iftlerin yaklasik olarak %50’sinin erkek liremesi disfonksiyonunun mevcut
olmasi gosterilebilir [2].

1940’11 yillarda bazi bilim adamlarinin hareketli sperm yiizdesi ve sperm hiicresinin
hareket hiz1 hakkinda nesnel veriler elde etme ihtiyacindan spermin islevleri {izerine
arastirma yapma gereksinimi bu alanda yapilan c¢alismalarin Oniinii a¢mistir [4].
Mikroskobik inceleme gibi manuel metotlar uygulanarak yapilan standart sperm analizleri,
tireme kliniklerinde veya laboratuvarlarda rutin olarak uygulanmaktadir. Bu uygulamalarda
subjektif degerlendirmeler baslica hata kaynagi olabileceginden kantitatif sonuclar elde
edilememektedir. Analiz asamasinda elde edilen veriler kisiden kisiye degisiklik
gostermemelidir. Sperm hareketi hakkinda kesin ve dogru bilgiler elde edildigi takdirde,
potansiyel erkek infertilitesinin teshis ve tedavisinde yiiksek basari oranlar1 gézlenmektedir
[4].

Sperm analizinin standardizasyonuna duyulan ihtiya¢ nedeni ile WHO ilk defa 1980
yilinda baslayarak 1987, 1992 ve 2002 yillarinda “Insan Semeni ve Insan Semeni Servikal
Mukus Etkilesimlerinin Incelenmesi” i¢in el kitabi yaymlamustir. Daha sonrasinda androloji
biliminin gelismesiyle ve sperm analizinin standardizasyonunun oneminin artmasiyla el
kitabinin besinci baskisi ¢ikarilmistir [4]. Bu ¢alismada WHO’nun besinci baskisi olan
“Insan Semeninin Incelenmesi ve Islemlerden Gegirilmesi” el kitabindaki veriler referans
alinarak analizler gerceklestirilmistir.

Son yillarda sperm kalitesini analiz etmek i¢in bilgisayar destekli sistemlerle goriintii
isleme ve analizi yontemleri kullanilmaya baslanmistir [5]. Bilgisayar destekli sperm analiz
(Computer Aided Sperm Analysis (CASA)) sistemleri ilk olarak 1985 yilinda literatiirde yer

almistir [S]. CASA, sperm konsantrasyonu, canlilig1 ve hareketliligi hakkinda dogru, kesin
1



ve anlamli veriler elde edilmesini saglar [S]. CASA, elde edilen bir dizi sperm goriintiilerinin
gorsellestirilerek dijitallestirilmesi ve analiz edilmesini saglayan dogru ve anlamli bilgileri
saglayan otomatik bir donanim ve yazilim sistemidir. CASA sistemleri genel olarak 3 ana
bilesenden olusmaktadir. Bunlar; goriintliiyli yakalayan kamera, isleyen yazilim ve
ekranlayan monitordiir. CASA sayesinde goriintii isleme teknikleri kullanilarak sperm
analizi gergeklestirilir. CASA’da makroskobik ve mikroskobik yontemler kullanilmaktadir.
Makroskobik incelemede hastadan alinan sperm numunesin pipetleme yardimi ile hacmi,
daha sonra strip ile pH degeri 6l¢lilmektedir. Sperm numunesinin, rengi ve vizkozitesi gz
ile analiz edilir. Makroskobik inceleme sonucunda saglikli olarak nitelendirilen sperm
numunelerinin mikroskobik incelemelerinin yapilmasi i¢in bu numuneler, pipetlenerek
mikroskobik analiz i¢in bir lamel {izerine yayilir ve spermin hareketliligi gézlenir. Bu
asamada sperm hiicrelerinin hareketli olup olmadigi, hareket kabiliyetleri ve genel durumu
hakkinda bilgi sahibi olunur. Sperm morfolojisini incelemek adina ise 6zel bir boyama
yontemi olan May Grunwald-Giemsa (MGG) boyamasi yapilarak yine mikroskop altinda
bas, boyun ve kuyruk incelemesi yapilir. Son agamada ise Eozin-Nigrozin boyama yapilarak
sperm hiicrelerinin sitoplazmasinin canli olmasi durumuna gore koyu pembe-kirmizi, 6lii
olmasi durumunda yesil-mavi renklerine doniistiirerek hiicrelerin canliligi  kontrol
edilmektedir [6]. Bu boyama yOnteminde arka plan ile sperm basi arasindaki kontrast
nigrozin ile arttirilarak sperm hiicresinin basinin ayirt edilmesini kolaylastirir [7]. Ayrica
hazirlanan preperat, testin daha sonradan kontroliiniin saglanmasi i¢in saklanmasina olanak
tanir [6]. Eozin-Nigrozin boyama yerine canliligin kontrolii i¢in sadece Eozin boyama da
yapilabilir fakat bu preperat daha sonrasinda saklanilip kullanilmak i¢in uygun degildir [6].

Mikroskobik incelemede spermin hareketliliginin yaninda morfolojik yapis1 da
incelenir. Spermin kinematik parametrelerinin 6l¢iimii ger¢eklestikten sonra analizin biiyiik
bir kism1 tamamlanmis olur. Son olarak, sperm hiicrelerinin canlilig1 incelenir.

Bu calismada CASA yontemi ile sperm analizi yapilarak, infertiliteyi etkileyen ve
WHO tarafindan referans degerleri belirlenmis olan sperm sayisi, yine WHO tarafindan
tanimlanan sperm hareketleri ve hareket parametreleri Olciilerek degerlendirilmistir. Bir
goriintiideki sperm hiicreleri sayilarak hacimdeki sperm sayist bulunmus ve bir mililitre
hacimdeki sperm sayisi hesaplanarak WHO’nun belirlemis oldugu referans araligi ile
degerlendirilmistir. Yine WHO tarafindan belirlenen fakat alt ve iist referans degeri olmayan

kinematik parametreler olgtilerek literatiirdeki benzer caligmalar ile karsilastirilmistir.



1.2. Cahsmanimn Amaci ve Onemi

Gilin gectikge teknolojinin ilerlemesi erkek infertilitesinde yapilan ¢alismalarin da
Oniinti agmistir. Yapilan ¢aligmalar sperm analizini etkileyen sperm sayisi, hareketliligi ve
morfolojik yapisinda bulunan bozukluklar gibi faktorlerin daha dogru olarak incelenmesine
yardimct olarak yapilan tanilart kolaylastirmistir. CASA; spermin konsantrasyonunun,
canlilik oranimin, morfolojisinin, kinematik parametrelerinin belirlenmesi ve sperm
incelemesi sirasinda alinan goriintiilerin dijital goriintii isleme yontemleri ile istatistiksel
olarak analiz edilmesi i¢in tasarlanan bir sistemdir [6]. Bu sistem, kullanimi sirasinda
kullanict yardimmna ihtiyag duyar [6]. Olgiimler ve istatiksel analizler otomatik olarak
yapilirken, incelenecek numune i¢in hazirlanan preparat, preparatin yerlestirilmesi ve
analizin baslatilmasi i¢in kullanict miidahalesi gerekmektedir [6].

CASA sistemleri gelistirilirken oncelikli hedef yapay dollenmeye katki saglayarak
insan ve hayvan liremesinin olumlu yonde etkilenmesidir [6]. Daha 6nceden yapilan benzer
calismalarda boga, damizlik at, zebra balig1 sperm 6rnekleri CASA sisteminde incelenmistir
[7,8,9]. CASA sisteminin gelistirilmesinde Onciiliik eden fikirlerin ortak amaci sperm
hareketinin 6znel degerlendirmeden uzak test edilmesi icin standartlar olusturmaktir
[6,7,10].

Sunulan tez c¢aligmasinin ana hedefi mevcut sistemlerden farkli olarak WHO’da
belirtilen tiim kinematik parametreleri inceleyen bir CASA sisteminin gelistirilmesidir.
Bilgisayar Destekli Sperm Analiz ¢alismamizda kullanici kaynakli hatalar minimize edilerek
daha dogru ve daha giivenilir sonucglar elde edilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda
spermlerin analizi igin Ankara Sehir Hastanesi Onkoloji Binasi Androloji-Uroloji
Klinigi’nden elde edilen dijital goriintiiler Python yazilim programu ile islenmistir.

Mevcut CASA sistemlerinde Slciilen standart parametrelere ek iiremeyi olumlu ya da
olumsuz yonde etkileyecek parametrelerin incelenerek literatiire kazandirilmasi,
olusabilecek hata oranlarmmi minimize ederek hata orani diisiik, hizli, tekrarlanabilirligi
yuksek ve siibjektif degerlendirmeden uzak bir sistem gelistirilmesi ve liremeyi etkileyecek

yeni parametrelerle ilgili yapilacak ¢aligmalarin 6niiniin agilmas1 dngoriilmektedir.

1.3. Literatiir Degerlendirmesi
CASA sistemi, spermlerin dijital goriintiilerinin analizini, hareketliligini ve farklh

istatistiklerin kesin ve anlamli olarak degerlendirilmesini saglayan entegre donanim-yazilim
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sistemini ifade eder [8]. Tasarlanan ilk nesil sistemlerde kullanici miidahalesi ile analiz
manuel olarak baglatilmaktadir. CASA sistemlerinin gelistirilmesi ile kullanici yetkinligi
arttirilarak daha hizli, kolay ve dogru sonuglar elde edilebilmektedir.

Spermin goriintiilenmesi ve sperm hareketi tizerinde 300 yil1 agkin siiredir ¢caligsmalar
yapilmaktadir. Yapilan calismalarda tireme bozukluklarindaki tedavilere iliskin en iyi
yontemin belirlenmesinde sperm hareketinin yiiksek dogrulukla goriintiilenmesi ve analiz
edilmesine dayandirilmistir. Modern sperm analiz sistemlerinin dnciisii olarak sayilabilecek
ilk calisma 1678 yilinda von Leeuwenhoek tarafindan 1sik mikroskobu kullanilarak
yapilmustir [8].

1950’11 yillarda klasik mikroskobik goriintiileme yontemlerinin sperm goriintiilenmesi
lizerine yogunlastirilmast ile CASA sistemlerinin gelistirilme silireci baslamistir. Bu
calismalarda faz kontrast mikroskoplarin kullanimin yayginlasmasiyla beraber 6zellikle
androloji ¢aligmalarinda sperm canliliginin tespit edilebilmistir [9]. Farkli teknikler ile
CASA sistemi kullanilarak sabit hacimdeki sperm kiimesi i¢in spermin hizi ve sperm sayisi
gbzlenebilmistir [8]. Ancak bu yontemler tek bir sperm hiicresi hakkinda c¢ikarim
yapilabilmesi i¢in yetersizdir. Tek bir sperm hiicresi iizerinde yapilan ilk caligmalarda
goriintiiler iizerinde yapilacak metotlar manuel olup veriler alindiktan sonra yapilan analizler
uzun siireli ve kullanict kaynakli hatalara agik analizlerdir.

Sperm goriintiilenmesi ve analizinde otomatik yontemlerin kullanilmas: 1970’11
yillarin bagina dayanmaktadir [8]. Otomatik yontemlerin kullanima ge¢gmesi ve mikroskop
kullaniminin gelistirilmesi ile, ilk CASA sistemlerinin tasarlanmasinda rol oynamistir. 1985
yilinda Katz et al., ardisik sperm goriintiilerinden analiz edilecek goriintiiyli yakalayip
otomatik goriintli isleme yontemleri ile sperm hareketinin degerlendirilmesini saglamis ve
boylece ilk otomatik CASA sistemini gelistirmislerdir [8].

1985 yilinda CASA sisteminin literatiire kazandirilmasiyla birlikte, spermi genel
olarak incelemektense daha detayli inceleme ¢aligmalar1 baglamistir. Bu ¢alismalar spermin
hiicre s1visi igerisindeki lokalizasyonunu belirleme, sperm hareketlerini inceleme, spermin
bas ve daha sonraki agsamalarda kuyruk morfolojisini inceleme, sperm hizini tespit etme gibi
sperm analizinde Onemli rol oynayan parametreleri daha detayli analiz edebilmeye

yoneliktir.



Sperm hiicrelerini takip edebilmek i¢in dnce sperm varligin tespit edilmesi yani
sperm s1visi igerisinde bir spermin sperm hiicresini sitoplazmik elemanlardan ayirabilmek
gerekmektedir.

Sperm hiicresinin CASA sistemi ile sperm takibini, lokalizasyonunu tayin eden,
spermin hareketlerini degerlendiren kinematik parametrelerin uygulandig: farkli sistemler
ve yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler ile ilgili calismalar asagida siralanmustir.

Davis et al., 1992 yilinda 30 insan spermi ile gergeklestirdikleri analizde, sperm
analizini hem manuel olarak hem de iki farkli CASA sistemi ile gergeklestirmislerdir [10].
Video-analizlerde ilkinde yer alan goriintiilerde hareketlilik ve konsantrasyon dl¢iimii 5
fps’de, VCL, LIN vb. temel kinematik parametrelerin ol¢iimii ise 15 fps’de yapilmustir.
Ikinci CASA yonteminde ise temel kinematik parametrelerin dlgiimii 30 fps’de yapilarak
VCL, VSL ve ALHnax kinematik parametreleri 6lgiilmiistiir.

1995 yilinda Mortimer et al, dort saglikli bireyden almis olduklar1 sperm 6rneklerini
inceleyerek sperm hiicrelerinin hareketlerini incelemislerdir. Bu inceleme sonucunda belli
bir esik degeri belirleyerek, bu esikten hizli hareket eden sperm hiicrelerin hiperaktif sperm
hareketi olarak adlandirmislardir. Bu ¢alisma igin dlgiilen kinematik parametreler ise VCL,
ALH’1n ortalama ve maksimum degerlerdir [11].

Kraemer et al., sicaklik gibi ¢evresel faktorlerin sperm hizina etkilerini aragtirdiklar
1998 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada saglikli erkek hastalardan aldiklari numuneler ile
analizlerini gergeklestirmislerdir. Bu calismada yine VCL, VSL ve ALHmax degerleri
Ol¢iilmiistiir [12].

Hirano et al, 2003 y1linda 66 goniilliiden toplamis olduklari sperm numunelerini sperm
analizini gorsellestirerek gerceklestiren bir sistem ve bir CASA sisteminde analiz etmis, bu
iki analizi birbirleri ile karsilastirmislardir [13]. Bu calismada ortalama yanal kafa genligi
disindaki temel kinematik parametrelerin tiimii bu cihazlarla 6l¢ililmiistiir. Bu ¢alismada
amagc iki sistemi birbiri ile kiyaslamak ve birbirlerine gore dogrulugunu saptamak adina
yapildig1 i¢in herhangi bir algoritma gelistirilmemistir.

Sloter et al., 2006 yilinda 97 saglikl1 bireylerden aldiklar1 sperm 6rnekleri ile yaptiklar
hali hazirda hastanelerde kullanilmakta olan CASA sistemi ile 6l¢iimiinii gergeklestirerek
yas faktoriiniin spermin kinematik parametreleri ve hareketliligi tizerindeki etkisi
hakkindadir [14]. Bu ¢alismada temel kinematik parametrelerin tiimii 6l¢iilmiis olup sadece

ortalama ALH degeri 6l¢iilmedigi tespit edilmistir.



Akashi et al., 2010 yilinda yapmis olduklar1 calismada 81 saglikli bireyden aldiklar
sperm drneklerini mevcut CASA sistemi ile analiz etmislerdir. Bu ¢alismada standart sperm
analizi ile CASA sistemi ile Olcililen parametrelerin arasindaki korelasyonu gosterilerek
CASA’nin pozitif etkileri gosterilmistir. Bu ¢calismada VCL, ortalama ALH degeri ve BCF
frekansi olgilmustiir [15].

Abbiramy et al., 2010 yilinda yayinlamis olduklar1 yazida, video akisinda sperm
hiicresini tespit edebilen, sayabilen ve takip edebilen bir algoritma olusturmuslardir. Sperm
hiicresinin hizin1 bulmak i¢in her bir sperm hiicresinin goriintii kareleri arasi degisen
mesafesinin ortalama mesafesi ile ¢arpilmasi sonucu elde etmistir. Sonuglari, algoritmanin
ylizen sperm hiicrelerin stabil bir sekilde takibinin yapilabildigi ve hareketli nesneleri tespit
etmede %93 dogruluga ulasmislardir [16]. Ayn1 yil benzer metotla Leung et al., sperm
kuyrugunu izlemek adina maksimum yogunluk bolgesi (Maximum Intensity Region (MIR))
algoritmas1 ve optik akis (Optical Flow (OF)) algoritmasi olmak iizere iki farkli algoritma
gelistirmistir. Bu algoritmalar Oklid uzaklig1 hesaplamasinda olan hatalar1 gelistirerek elde
etmislerdir. MIR algoritmasi, OF algoritmasina gore %52 daha dogru sonuglar elde etmistir
[17].

Ravanfar et al., 2011 yilinda yaptiklar1 calismada spermlerin ayni boyut ve sekle sahip
olmasindan dolayr sperm takibi zorlugunu azaltmayir hedefleyerek takibini
kolaylagtirmislardir. Takip zorlugunu ortadan kaldirmak adina Watershed segmentasyonu
ve partikil filtresi kullanarak spermleri izlemislerdir. Yollarit boyunca ¢arpisan 10 sperm
hiicresi izlenerek kiimelenmis sperm hiicrelerinde basarili sonug elde etmislerdir [18].

2014 y1linda Di Caprio et al., dijital holografi algoritmasi ile goriintiilerden odak genlik
ve faz haritalarin1 ¢ozerek sperm hiicrelerini karakterize ederek 6zellikle anormal yapili
sperm hiicrelerinin motilitelerini tespit ederek normal yapili sperm hiicrelerinin motiliteleri
ile karsilastirmislardir [19]. Bu hiicrelerin VCL, VAP ve VSL parametreleri oOlciilerek
spermlerin 4 boyutlu takibi gerceklestirilmistir.

Elsayed et al., 2015 yilinda CASA sistemini gelistirerek mikroakiskan sistemlerde
parlak alan mikroskobu ve diisiik kare hizli kameralar olmadan bile sperm hiicresinin
tespitini 6nemli dl¢iide iyilestirmislerdir [20].

Urbano et al., yaptiklar1 2016 yilindaki ¢alismalarinda ortak olasiliksal veri isleme
filtresi (joint probabilistic data association filter (JPDAF)) kullanilarak var olan CASA

sistemlerinin aksine spermlerin simultene olarak hareketinin tespiti saglanmistir. JPDAF



algoritmasini, hizlandirilmis mikroskobik goriintiilerde sperm hiicrelerini otomatik olarak
izlemek ve hareket parametrelerini drnek seyreltmesi yapilmadan Olgiilmesine olanak
saglamislardir [21].

Li et al, 2020 yilinda yaptiklar1 calismada otomatik esik deger segmentasyon yontemi
kullanarak %96,5 dogruluk oraninda sperm tespiti yapmislardir [22].

Bu caligmalarda farkli yontemlerle sperm hareketleri incelenerek hizlari dlgiilmiistiir.
Yapmis oldugumuz caligmada gerceklestiren CASA sistemi ile ilgili ve benzer
parametrelerin Ol¢lilmesi ve benzer yontemlerin kullanilmasindan dolay1 Sloter et al.,
Kraemer et al., Di Caprio et al, Hirano et al., Akashi et al., Mortimer et al ve Davis et al.,

yapmis olduklart calismalar ile karsilastirilmistir.

1.4. Genel Bakis

Ilgili tez calismasi 4 ana basliktan olusmaktadir. Ilk boliimde ¢alismanin konusuna,
amacina, onemine ve CASA sistemi kullanilarak gergeklestirilen sperm analizleri ile ilgili
literatiir aragtirmalarina yer verilmistir. Tez ¢alismasinin ikinci kismi ise kuramsal bilgiler
ad1 altinda tezi olusturan kavramlarin acgiklamalarmi icermektedir. Ugiincii boliimde tez
boyunca kullanilan sperm 6l¢liim parametreleri ve dlgiimde kullanilan yontemler, ¢aligma
sonucunda elde edilen bulgular anlatilmistir. Tezin son bolimiinde ise elde edilen tiim
sonuclar degerlendirilerek literatiirdeki Ornekler ile karsilastirilmigtir. Yapilan bu tez
calismasinda sperm analizini CASA sistemi ile gergeklestirerek sperm goriintiilerinden elde
edilen veriler ile 14 kinematik parametre Olciilerek kesin ve anlamli degerlendirmeler

saglayan bir yazilim sistemi gelistirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Erkek Ureme Sistemi
Erkek lireme sistemi, i¢ ve dis genital organlar olmak {izere iki farkli kisimda incelenir

[23].
e Disaridaki genital organlar; penis ve skrotumdur.

e Jcerideki genital organlar;
e Testisler,
e Epididim,
e Funikulus spermatikus,
e Duktus deferans (vas deferans),
e (Glandula vezikuloza veya glandula seminalis,
e (Glandula prostatika yani prostat,
e Glandula bulbouretralis (Cowper veya bulbotiretral bezler),
e Elgjiilat (semen),

e Duktus ejakulatorius

Bazi kaynaklara gore penis i¢ kisim sayilirken bazi kaynaklara gore dis kisim olarak
nitelendirilir. Erkek tireme sistemindeki bu kisimlarin ortak islevi bircok bez ve kanal ile
birleserek sperm olusturmak, olusan spermi depolamak ve spermin ejekiilasyonunu
saglamak icin onemli androjenler iiretmek, liretilen spermi ddllenme i¢in disi vajenine
iletmektir [11].

Icinde testis, epididim ve funikulus spermatikus’un bir béliimii bulunduran torba
seklindeki yapiya skrotum adi verilir [24]. Skrotum, sicak havada genlesir, soguk havada
biiziisiir. Bu durum 1s1 degisikliginin sperm hiicreleri lizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak
i¢in 1s1 muhafazasinin saglanmasina yardimei olur. Ergenlik ile birlikte skrotumun igerisinde
yer alan testistlerde sperm hiicreleri ve testosteron hormonu tiretilmeye baslanir. Testislerin
ekzokrin, sperm tiretmek ve endokrin, hormon salgilamak, olmak iizere iki ana gorevi vardir

[25]. Her iki testisin icerisinde kiiciik ve kivrimli seminifer tiibiil adi verilen sperm
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kanalciklar1 bulunur. Testisteler fonksiyon ve yapi agisindan iki temel boliimden olusur;
seminifer tlibil ve testosteron salgilayan leydig hiicreleri. Seminifer tiibiiller, testisin %80-
90’111 olusturan sertoli hiicreleri ve germ hiicrelerinden olusur. Leydig hiicreleri ise testisin
%5-12 oraninda hacmini olustururlar ve geng erkek bireylerde ortalama 700 milyon leydig
hiicresi bulunur.

Penis govde ve bas olmak iizere iki kisimdan olusur ve ortasindan gegen idrar kanalina
iiretra ad1 verilir. Uretradan hem idrar hem de meni disar1 atilir. Penis, elastik bir yapidan
olusur ve birbiriyle inkomplet bir septum aracilifiyla iki kavernoz cisimden olusur. Bu yap1
belli bir uzama ve genislemeye sahip tunica albuginea ile ¢evrilidir. Uretray1 ¢evreleyen
spongioz cisim, tunica albugineanin diginda kalir. Kavernoz cisimlerin i¢i, diiz kas ve
konnektif doku ile ¢evrili siniizoidlerle doludur. Siniizoidler birbirleriyle baglantilidir ve
boylece tiim kaverndz cisim tek fonksiyonel bir yapi halindedir. Penis, internal iliak
arterlerden kaynagini alan pudental arterler ve penil arterler ile kanlanir. Ereksiyonda asil
rol oynayan arter, penil arterin u¢ dalindan biri olan kaverndz arterdir. Vendz sistem,
sinilislerden baslayan veniiller, tunica albuginea altinda pleksus olusturur ve subtunikal
venler tunicayr oblik olarak gecerek dorsal vene ve daha sonra periprostatik pleksusa
dokiiliir.

Olgunlasan spermlerin depolandig1 yere epididimis adi verilir ve epididimisin
genisleyerek devam eden kismina duktus deferans denir [24]. Duktus deferans ise sperm
iletiminde gorev alir. Spermin beslenmesini saglayan ve vajendeki asidik ortami notralize
eden sivinin salgilandigi yer ise seminal vezikiillerdir [26]. Prostat ise spermin hareketini
saglar ve seminal vezikiillerin yaptig1 gibi asidik ortami nétralize eden sivi salgilar.
Bulbuiiretral bezler ise liretradaki idrar1 nétralize eder ve lretrayr kayganlagtirir. Seminal
vezikiil ve prostat bezlerinden gelen sivilar ejekiilator kanallarda toplanarak burada sperm
ile karigirlar. Burada olusan semeni ejekiilat esnasinda iiretraya tasir ve olusturulan spermler
iiretradan digar1 atilir. Semen yani ejakiilat, epididim, duktus deferens, vesikula seminalis,
prostat ve bulbotiretral salgilarinin karismasiyla olusur ve icerisinde sperm hiicreleri bulunan
stvidir. Ozel kokulu ve yapiskan olan bu sivi yaklasik 3-4 ml olup igerisinde 300-400 milyon
sperm bulunur [27]. Ejekiilatin %10’unu spermler olustururken geri kalan kismi bezlerden

iiretilen seminal sivilar olusturur [27].



2.2. Spermatogenez

Spermatogenez iki asamadan olusur; sperm sentezi saglanan spermatositogenez ve
olusan sperm hiicrelerinin fonksiyonlarini gelistirilmesi ise spermiyogenez olarak
adlandirilir. Spermatositogenez, ergenlik sonrasi folikiil uyarici hormon ve testosteron
hormonu ile testistlerin seminifer tiibiillerinde siirekli olarak olusur. Spermatogenez, Leydig
hiicreleri, sertoli hiicreleri, peritiibliler kanallar, gamet hiicrelerinden olusan parakrin ve
endokrin regiilatorler yardimiyla olusan karmasik bir siirectir [28]. Seminifer tiibiillerde
bulunan seroli hiicreleri ve leydig hiicrelerinin iirettigi testosteron hormonu iiretimiyle
spermatogenez i¢in gerekli olan diizenleyici molekiilleri ve besinleri tiretir. Leydig hiicreleri,
liitenizan hormonu (LH) ile uyarilirken, sertoli hiicreleri ise folikiil-sitmiilan hormon (FSH)
uyarilir. Sertoli hiicreleri; gamet hiicreleri gelisirken fiziksel ve beslenme agisindan destek
olur ve spermiyogenezde atilan sitoplazmanin fagositozunu gergeklestirir. Spermatogenez
dolayli olarak testosteron ve FSH hormonu ile diizenlenir.

Spermatogenez 3 ana fazdan olusur;

e Spermatositogenez

e Mayoz Boliinme

e Spermiyogenez

Spermatogenez, tiibiillerdeki kok hiicrelerin mitokondrilerinin boliinmesi ile baslar ve
bu olusan hiicrelere spermatogonyal kok hiicre denir. Kisaca spermatogenez, diploid
spermatogonyal hiicresinin testisin seminifer tiibiillerinde habloid spermatozoya dogru
gelistigi olaylar biitlinlidlir. Spermatogonyal hiicreler kendilerini yenileme 6zellikleri
sayesinde haploid yapili spermatozoa hiicresine doniisiirler. Bu farklilagsma ve gelisme siireci

insanlarda ortalama 74 giin kadar stirer.

2.2.1. Spermatositogenez

Spermatogonyal hiicreler tice ayrilir; koyu Tip A, acik Tip A ve Tip B.

Koyu tip A, kiigiik ve kubbelidir Oval ¢ekirdege sahiptir. Heterokromatini fazla
oldugundan ¢ekirdege koyu renk verir. Bu hiicreler hiicre boliinmesine dahil olmazlar fakat
mitoz boliinerek acik Tip A hiicrelerini olusturur [19,20].

Acik Tip A, cift ¢ekirdegi oldugundan cekirdek goriinimii hari¢ koyu Tip A ile
aynidir. Bu hiicreler testosteron ile uyarilinca ¢ogalir ve mitoz boliinerek yeni acik renkli
Tip A ve Tip B spermatogonyal hiicrelerini olustur [19,20].
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Tip B, acik Tip A’ya benzerlik gosterir fakat ¢ekirdegi daha yuvarlak ve merkezdedir.
Spermatogonyal hiicreler mitoz boliinerek Tip A Spermatogonyal hiicreleri olustururlar. Tip
B Spermatogonyal hiicreye doniisemeyen Tip A’lar ana hiicre olarak kalir. Tip B’ye doniilen

Spermatogonyal hiicreler mayoz boliinme siirecine geger ve spermatositogenez tamamlanir.

2.2.2. Mayoz béliinme

Spermatogenezde birinci fazda Tip A spermatogonyal hiicreler 4 defa mitoz boliinerek
16 adet Tip B spermatogonyal hiicre olusturur. Olusan bu hiicreler sertoli hiicrelerine dogru
ilerler. Sertoli hiicrelerin ylizeyleri birbirlerine sikica baglanarak bariyer olustur. Ortalama
24 giin sonra bu bariyeri gecen spermatogonyal hiicreleri biiyliyerek primer spermatositi
olusturur [19,20].

Tip B hiicrelerinin béliinmesiyle olusan hiicreler ise birinci mayozun profaz evresini
baslatirlar. Bu evre 22-24 giin kadar siirecek olan oldukca uzun bir evredir [29]. Profaz
evresinin sonunda ¢ekirdek zar1 kaybolur ve tetratlar metafaz ekvatoruna dizilirler. Anafazda
her bir homolog kromozom ¢ifti ayilir ve kars1 kutba gecer. Bu nedenle telofaz evresinde
kromozom sayis1 yariya iner [30].

24 giinlin sonunda her bir primer spermatosit hiicresi iki adet sekonder spermatosit
olusturarak boliiniir. Bu boliinmeye mayoz bolinme denir. Bolinme 46 adet DNA
kromozomun replike olmasiyla baslar. 46 kromozomun her biri ¢ift kromatitli ve
sentromerlerinden birbirlerine bagl sekildedirler. Mayoz bdliinme sirasinda primer
spermatosit ikiye boliinerek 23’er kromozom ile iki grup halinde sekonder spermatositleri
olusturur. Her bir kromozom 2 kromatitten olustugu i¢in iki ayr1 spermatosite giderler.
Sekonder spermatosit insanda 6 saat siirer [31].

Ikinci mayozun profazi 2-3 giin igerisinde gergekleserek ikinci mayoz boliinme
meydana gelir. Metafazda kromozomlar sentromerlerden bdliiniir ve kromatitlerine ayrilarak
iki farkli 23 kromozom olusur. Anafaz evresinde 23 kromozom bir spermatite, diger 23
kromozom diger spermatite giderek telofaz evresinde haploid kromozomlu 2 adet spermatit
olusmus olur.

Sonug olarak her spermatit hiicresi 23 kromozom tasir ve ilk spermatogoniumun yarisi

kadar gen bilgisi tasir.
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2.2.3. Spermiyogenez

Spermatit hiicresinin spermatozoaya doniistiigli mayoz evresinden sonraki evreye
spermiyogenez denir (Sekil 2.1). Mayoz evresinden sonra birka¢ hafta icerisinde her bir
spermatid hiicresi kendisini ¢evreleyen sertoli hiicresi tarafindan beslenerek sekillenir ve
spermatozoona doniisiir [32]. Bu doniisiim sirasinda sitoplazmasinin bir miktarini kaybeder,
cekirdek kromatini yer degistirerek sperm hiicresi basi olusur, kuyruk gelisir ve sperm
hiicresi olusur.

Ozetle spermiyogenezde;

e Akrozom olusumu,

e (ekirdek yogunlasmasi ve uzama,

e Kuyrugun (flegellum) gelismesi,

e Sitoplazma organizasyonu,

e Spermiyasyon gerceklesir.

Seminifer tiibiillerdeki spermiyogenez, sitoplazma kaybi gerceklestirerek ¢ekirdek
icinin yogunlagsmasina, flagellum ve akrozomal kapagin olusumu gibi sperm hiicresinin
anatomik olarak farklilasmasinin son agsamasini olusturur. Daha sonra epididim igerisinde
sperm hareketlilik ve dolleme yetenegi kazanir. Yine epididim igerisindeki fagositoz kalan
spermi temizler. Seminal sivi, prostat bezi ve sperm kesecikleri tarafindan sentezlenir.
Ejekiilasyon ise sperm plazmasi ile beraber epididimustan vas deferens yoluyla iiretreya
giden spermin diiz kaslar tarafindan itilmesi ile meydana gelir.

Seminifer epitelden, spermatozoanin salinimina spermiyasyon denir. Spermatozoonun
salinimi1 sirasinda bas sertoli hiicresinden aktif olarak atilarak fask sekilli sitoplazma parcast
ayrilir. Spermatozoon serbest hale gelir. Yeni salinan sperm hiicresi seminifer tiibiilden
sertoli hiicrelerinden salgilanan sivi igerisine ilerler ve artik hareketli hale geger. Normal bir

sperm hiicresi 1-4 mm/dk hiz ile ilerler [32].
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Spermatogonyal hiicre

XX
Birincil Spermatosit
X x =

@ Ikincil Spermatosit

!

@ @ @ @ Spermatidler
U

Q\kw\( %{ % q\k Sperm

Sekil 2.1. Spermatogenez asamalari [33].
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2.3. Sperm Morfolojisi
Olgun bir insanin spermatozoonu bas kismi, baglant1 pargasi, orta parca (7 um), esas

parg¢a (40 um) ve son kisim (5 um) olmak iizere 5 parcadan olusur ve 60 um uzunlugundadir

[29].

Akrozom

Bas
Post-akrozom
Boyun

Orta parca

Ana parga/ kuyruk

Kuyruk

Son kisim/ u¢ kuyruk

Sekil 2.2. Sperm hiicresi kisimlar1 [34].
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2.3.1. Baglant1 parcasi

Sperm kuyrugunu olusturan 4 pargadan ilk kismina baglant: pargasi denir. Icerisinde
bir miktar sitoplazma bulunabilir.

2.3.2. Bas kismi

Olgunlagsmis sperm hiicresinde bas kisminda yogunlasan ¢ekirdek tasinir. Spermin
flegellas1 yani kuyrugu feritlizasyonu baslatmak igin spermin tasinmasini saglar. Insan
sperminin kafa yapist 6n kisimdan bakildiginda ovoid, yan kisimdan bakildiginda hafif
piriform yani armuda benzer bir yapidadir. Temel kismi kalin, u¢ kismina dogru ince ve
uzundur. Bir sperm hiicresinin kafasi 4-5 um uzunlugunda, 2,5-3,5 pm enindedir [35].
Cekirdek bas kisminin biiyiik bir boliimiinii olustur ve ¢ekirdegin iistii akrozom ile ortiiliidiir.
Akrozom bas ve ekvatoryal bolge olarak iki kisimdan olusur. Akrozom denilen kisim Sekil
2.2°de goriildiigii lizere spermin u¢ kisminda membran yapida ve kep seklinde ¢ekirdegi
koruyan bir yapidir, bas kismimin %40-70’ini olusturmalidir [36]. Akrozom igerdigi
hiyaluronidaz, néraminiaz, arilsiilfataz ve akrozin gibi eritici enzimler sayesinde spermin
dollenme sirasinda yumurta zarm eriterek hiicre igime girmesine yardimer olur [32]. Ozetle;
sperm basinin diizgiin bir sekli ve oval bir yapisi olmalidir. Bas kisminin 40-70%’sini
akrozom kaplamalidir ve akrozomda ikiden fazla vakuol bulunmamalidir. Vakuol ise sperm

basinin %20’sinden fazlasini kaplamamalidir.

2.3.3. Orta parca
Orta parca 5-7 um uzunlugunda ve yaklasik olarak sperm basiyla ayni uzunlukta
olmalidir [37]. Ince ve smurlari diizgiin yapili olmalidir. Sperm basi ile ayni1 eksen {izerinde

hizalanmalidirlar.

2.3.4. Esas parca

Esas pargaya gecildikce spermin kuyruk kismi giderek incelir, orta par¢adan daha ince
olmalidir ve 40 um uzunlugundadir [38]. Esas parcanin bas1 ve sonu ayni1 kalinlikta ve ince
olmalidir. Oransal olarak sperm basinin uzunlugunun 10 kati kadar uzunluga sahip

olmalidir. Kuyruk kismi ¢ok keskin doniigler yaparak keskin kirilimlar sergilememelidir.
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2.3.5. Son parca
Esas pargadan sonra gelen kuyruk bolimiiniin en son kismidir ve 5-7 pum

uzunlugundadir [23].

2.4. Sperm Defektleri

Sperm hiicresinin her bir parcasinin belli bir oran1 bulunmaktadir (Tablo 2.1) ve bu
oranlar icerisinde yer alirsa normal sperm hiicresi olarak degerlendirilir. 2010 yilinda WHO,
CASA sistemini kullanarak Papanicolaou boyamasi ile sperm morfolojisine belli standartlar
getirmistir.

77 adet spermin bas kismi analiz edilerek standartlarin Tablo 2.1°de verilen sekilde,
74 adet spermin orta parca ve kuyrugu analiz edilerek standartlarin Tablo 2.2’de verilen
sekilde olmas1 gerektigi belirlenmistir. Defektler ise yine bas defektleri, boyun-orta parca

defektleri ve ana parca defektleri olarak siniflandirmistir [6].

Tablo 2.1. Sperm bas1 morfolojisi standartlar1 [6].

Uzunluk 4,1 pm, %95 CI 3.7-4.7
Genislik 2,8 um, %95 CI 2.5-3.2
Uzunluk/Genislik Orani 1,5, %95 CI 1.3—-1.8

Tablo 2.2. Sperm orta par¢a ve kuyruk morfolojisi standartlar [6].

Uzunluk (orta parca) 4,0 um, %95 CI13.3-5.2
Genigslik (orta parca) 0,6 um, %95 CI1 0.5-0.7
Uzunluk (kuyruk) 45 pm

2.4.1. Bas kismindaki defektler
Spermatogenezis sirasinda yapilsak bozukluklar kaynakli ortaya ¢ikar ve bu defektler
sperm fonksiyonlarini olumsuz etkiler. Bas kismindaki defektler ( Sekil 2.3) basin seklini,
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Akrozom bdlgesini ve cekirdege ait olarak smiflandirilabilir. Akrozoma ait defektler,
spermin gelisimi-farklilagmasi, hiicre zarinin dig etkenlerden dolay1 veya yaslanma sonucu
yapisinin bozulmasindan dolay1 ortaya ¢ikabilir. Bas yapisindaki defektler sperm hiicresinin
DNA’sinda hasar oldugunun bir gdostergesidir. Bas yapisindaki hasarlar ve defektler
fertilizasyon yetenegini olumsuz yonde etkiler. Yapilan ¢aligmalarda kiigiik akrozoma sahip

sperm hiicrelerinde, hiicre 6liimiine daha yatkin oldugu ortaya koyulmustur [39].
e Normalden biiylik olmasi (uzunlugu 5-6 um’den fazla,eni 2,5-3,5 um’den fazla),
¢ Normalden kii¢iik olmas1 olmasi (uzunlugu 5-6 pm’den fazla, eni 2,5-3,5 um’den az),
e Sivri olmasi,
o (Cift basl (kuyrugu tek bas kismai ¢ift) olmasi,
e Armuta benzer yapili (piriform) olmast,
e Yuvarlak olmasi,
o Amorf (sekilsiz) yapida olmast,

e ikiden daha fazla vakuole sahip veya vakuoliin bas kisminn %20’sinden fazla

kisminda yer almasi,
e Post-akrozomal bolgede vakuol varligi bulunmasi,

e Akrozomun olmasi gereken orandan kiigiik, biiylik ya da deforme olmasi (bas kisminin

%40’ 1ndan kii¢iik, %70’inden biiyiik olmamali),

e Cift basli olmas1 ya da bunlara benzer kombinasyonlara sahip olmalari.
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Sekil 2.3. Sperm bas kismi1 defektleri [40].
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2.4.2. Boyun ve orta parc¢a defektleri
e Orta parcanin bas kismina asimetrik bir sekilde baglanmasi,
e Kalin veya diizensiz olmalari,
e Keskin bir ac1 ile kivrim yapmig olmalari,

¢ Anormal derecede ince olmasi ya da bunlara benzer kombinasyonlara sahip olmalari

(Sekil 2.4).

ny

Normal Sitoplazma Asimetrik Kivrik/keskin
boyun varligi baglanma acili
morfolojisi

Sekil 2.4. Sperm boyun ve orta parga defektleri [40].

2.4.3. Ana parca-kuyruk defektleri
e Normalden kisa olmasi,
e Birden fazla sayida olmasi,

e Kirik olmasi,
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e Kesin bir a¢1 ile kivrilmig olmast,

e Sarmal yapida olmasi ya da bunlara benzer kombinasyonlara sahip olmalar1 (Sekil

2.5).

Kirik Fazla kivrik Cift kuyruk
kuyruk kuyruk

Sekil 2.5. Sperm ana parca-kuyruk defektleri [40].

Genelde orta pargaya ait bir defekt olmakla beraber yukaridaki defektler diginda agir1
rezidiiel sitoplazma (ARS) yani bol miktarda, diizensiz, sperm basinin iigte biri kadar ya da

daha genis sitoplazmali olmasi da bir defekttir [6].

2.5. Ereksiyon

Ereksiyon 3 temel asamadan olusur;
e Arteryal genisleme,
e Kavernozel genisleme,

e Venoz sikigsma.
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Penis, flask haldeyken kavernoz cisim igindeki siniisler kontrakte haldedir ve venoz
sistem agiktir. Ereksiyon sirasinda arteryel genisleme olusarak, gevsemis siniisler i¢ine kan
dolar, tam genisleyen siniisler ile tunika arasinda veniiller sikisarak vendz doniis azalir ve

ereksiyon olusur [41].

2.6. Ejekiilasyon

Ejekiilasyon ile olusan ejekiilat, sperm ve seminal sivinin toplamindan olusur.
Ejekiilasyon seminal siv1 ile birlikte epididim vas deferens araciligiyla penil iiretraya giden
sperm hiicrelerinin diiz kaslar tarafindan koordineli olarak uyarilmasi ve itilmesinden
kaynaklanir [42]. Adrenerji noronlar, vas deferens ve aksesuar bez asinilerinin diiz kaslarin
kasilmalarini tetikler ve spermlerle birlikte seminal sivinin penisin digina itilmesi sonucu

olusur.

2.7. Sperm Parametreleri

2.7.1. Sperm Motilitesi

Spermin hareketliligi yani motilitesi (MOT) iki ayr1 parametreye baglidir. Bunlardan
ilki ileri hareketlilik olarak adlandirilan progresif motilite (PR), digeri ise yerinde hareket
olan nonprogresif motilitedir (NP). Hareketliligin yan1 sira spermlerde hareket olmamasina
hareketsizlik yani immobilite (IM) denir. Sperm hiicreleri 37 °C’de 25 pm/s’den hizl
gozlenirse ilerici hareketlilik gosterdigi, 25 pum/s’den yavas hizlarda tespit edilirse non
progresif hareketli sperm hiicresi olarak adlandirilir. Bir sperm hiicresinin hareketli
sayilabilmesi i¢in 5 pm/s’den daha hizli, hareketsiz olarak adlandirilabilmesi i¢in 5
um/s’den daha yavas hiza sahip olmalidir.

Progresif ve nonprogresif hareketliligin toplami sperm hareketliligini belirtir.
Orneklemde sayilan hiicrelerin hareketli sayilabilmesi igin, %32’si ileri hareketlilige sahip
olmas1 ve toplam hareketliligin %40 oraninda olmas1 gerekmektedir. Ejekiilasyondaki ileri
hareketlilik sperm sayisinin belirlenmesi infertilite i¢in 6nemli rol oynamaktadir [43].

Terici hareketlilik yiizdesi; 25 um/s’den hizli olan spermlerin sayisinin toplam sperm

hiicre sayisina yiizdesel olarak oranlanmasi ile bulunur (Esitlik 2.1).
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Hareketlilik yiizdesi; 5 pm/s’den hizli olan spermlerin sayisinin toplam sperm hiicre

sayisina ylizdesel olarak oranlanmasi ile bulunur (Esitlik 2.3).
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Hareketsizlik yiizdesi; 5 um/s’den yavas olan spermlerin sayisinin toplam sperm

hiicre sayisina yiizdesel olarak oranlanmasi ile bulunur (Esitlik 2.4).

NIM
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Sperm motilitesini incelemek i¢in en dogru zaman ejekiilasyondan 30 dakika sonra
ama mutlaka 60 dakikadan Oncesidir. Bu siire spermin ortam i1sisindan, degisen pH
derecesinden ve fazla sivi kaybindan dolay1 hiicrelerin dehidre olup hareketliligi olumsuz

yonde etkileyecek faktorleri sinirlandirmak i¢in uygundur.

2.7.2. Sperm Vitalitesi

Spermlerin vitalitesi olarak adlandirilan canliligy, ilerici hareketli sperm sayisinin %40
oranindan daha az oldugu durumlarda sperm kalitesini belirlemede 6nem tasimaktadir.
Vitalite, genel olarak sperm hiicrelerin membranlariin biitiinligli ile 6zdeslesir.
Orneklemdeki hata orani hari¢ 6lii sperm hiicrelerinin sayisi, hareketsiz sperm sayisini

gecmemesi gerektiginden, sperm vitalitesinin OSl¢imii sperm motilite testini de teyit
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etmektedir. Bunun nedeni canli sperm hiicrelerinin sayisinin normal sartlarda hareketli
sperm sayisinin iistlinde olmamasi gerektigindendir. Sperm hiicrelerinin canlilig1 cesitli
hiicre boyalar (Eozin-nigrozin, Giemsa vb.) ile boyanarak belirlenebilir. Hiicreler boyanarak
boyay1 tutma orani veya hipotonik sisme testiyle hiicre membranlar1 saglam olanlar
belirlenir. Olii hiicrelerde, membranlarinin hasarli olmasindan dolay1 boyanin hiicre igine
girmesine izin verirler. Canli ve hasarsiz membrana sahip hiicreler ise boyalarin membranin
icine penetre olmasina izin vermez. Boylelikle canli ve 6li hiicreler birbirinden ayrilir.
Sperm analizi i¢in sperm numunesinin belli bir oranda sivilagmasi i¢in beklenir. Spermlerin
stvilagsmasina likefaksiyon adi verilir. Likefaksiyona ugrayan hiicrelerin canlilik derecesini
Olcerken ideal degerlendirilme siiresi 30. Dakikadadir. Yalniz, 1s1 degisikliklerinden ve
dehidratasyonun yaratabilecegi olumsuz etkileri azalmak adina ejekiilasyondan maksimum
1 saat icerisinde degerlendirilmenin yapilmasi1 gerekmektedir. Hareketsiz bir sperm
hiicresinin 6lii ya da canli olup olmadigini saptamak sperm kalitesini belirleyen bir orandir.
Sperm hiicresinde canlilik ve hareketlilik beraber degerlendirilir. Chemes ve Rawe, 2003,
hareketsiz fakat canli hiicrelerin oraninin yiiksek olmasini sperm kuyrugundaki yapisal
bozukluklarin gostergesi olabilecegini diisiinmektedir [44].

Sperm hiicrelerini boyarken eozin-nigrozin kullanilmastyla beraber arka planla sperm
hiicresinin basi arasinda kontrast olusturulur. Bu kontrasti olusmasinda nigrozin etkilidir.
Ayrica hazirlanan preparatlar analizin tekrar tekrar degerlendirilmesi ve kalite kontrolii
amaciyla saklanmasina olanak tanir.

Eozin-nigrozin boyama disinda bir de yalnizca eozin kullanilarak boyama yapilir. Bu
yontem diger yonteme kiyasla daha basit ve hizli olmasma ragmen 1slak preperatlar
oldugundan hazirlanan preperatlar eozin-nigrozin yonteminde oldugu gibiuzun siire
saklanamaz.

Iki yontem iginde boyama sonucunda kirmizi veya koyu pembe basli sperm hiicreleri
0lii, beyaz duruma gore yesil bash sperm hiicreleri ise membrani saglam yani canli sperm
hiicreleri olarak degerlendirilir. Membrani saglam, canli hiicrelerin oran1 %58 olmalidir.

Yukarida agiklanan yontemler disinda vitalite Slglimiinde hipoozmotik sigsme testi
(HOS) de kullanilir. Bu ydntem sperm hiicrelerinin boyanmasindan kagimilan 6rnegin
mikroenjeksiyon (ICSI) gibi durumlarda yararli bir yontemdir. HOS’da saglam membranh
hiicreler hipoozmotik ortamda 5 dakika bekletildiginde siser ve 30 dakikalik siirecte hiicreler

stabilize olur. Bu durumda tedavi amagl sperm analizi gerceklestirildigi durumlarda bes
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dakikalik inkiibasyon siiresi yeterli olurken rutin tani islemlerinde otuz dakikalik inkiibasyon
yeterli olmaktadir. Hipoozmotik strese maruz birakilan hiicrelerin kuyruk yapisi kivrilir veya
siser. Test esnasinda bu tip hiicreler de canli sayilir.

Bu yontemde de diger iki eozin testi yonteminde oldugu gibi saglam membrana sahip

hiicrelerin orani %58 olmalidir.

2.7.3. Sperm Sayisi

Bir ejekiilattaki toplam sperm hiicresi sayisi ve konsantrasyonu tiremeyi olumlu yonde
etkilemek i¢in 6nemli olmakla beraber kesin bir sperm analizi yapilmasina olanak saglamaz.
Sperm sayis1 ve sperm konsantrasyonu ayni parametreler olmamakla beraber ayni anlami da
ifade etmez. Sperm konsantrasyonu, birim hacimdeki sperm sayisini ifade etmekte olup
sperm sayist ve sperm sivisinin toplamini ifade eden bir parametre olarak degerlendirilebilir.
Total sperm sayis1 ise bir ejekiilasyon sirasindaki sperm sayilarinin toplamidir ve sperm

konsantrasyonunun sperm hacmi ile ¢arpima ile de elde edilebilir.

Tablo 2.3. WHO referans araliklar [6].

Bir ejekiilattaki toplam sperm sayisi 39-928 M
Ejekiilat hacmi 1,5-7,6 ml
Sperm konsantrasyonu 15-259 M/ml
Toplam motilite 9%40-81
Ilerici motilite %32-75
Sperm morfolojisi %4-48

WHO’nun sperm sayist ve sperm konsantrasyonu icin belirlemis oldugu araliklar
Tablo 2.3’de er almaktadir. Bu verilere gore bir ejekiilatta olusan 1,5-7,6 ml arasindaki
sperm hacminin igerisinde toplamda 39-928 milyon adet sperm hiicresi bulunmasi
gerekmektedir. Bir mililitrelik 6rnek incelendiginde ise 10-259 milyon sperm sayimi

yapilmasi, incelenen numunenin standartlara uygun oldugunu gdstermektedir.
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Sperm sayimi sirasinda c¢esitli kameralar kullanilabilir. Bu kamera yardimiyla
mikroskopa yerlestirilen belli bir alan ile gridlenmis lameller kullanilir. Yeterli sayida sperm
hiicresini saymak 6rneklem hatalarin1 azalmak i¢in 6nem arz eder. Ayni numuneden alinan
ikiser kez en az 200 sperm sayisina sahip ornek alinarak toplamda en az 400 sperm hiicresi
sayilmalidir.

Sperm sayisinin kesinligi hesaplanirken Poisson dagilimi kullanilir. Sperm sayist N,
standart hata SE, sperm sayisinin kare kokii bulunarak hesaplanir. Sperm hacmindeki sperm
sayisinin %95 giliven araliginda olmasi gerekmektedir. %95 giiven araligina sahip olmasi
icin 400 adet sperm hiicresinde 361-441 arasinda, 100 sperm igin 81.4-121 sperm hiicresi
kabul edilir. Bir adet sperm hiicresine bakilarak analiz yapilmak istendiginde 6rneklem
hatas1 %100 olur. 100 adet sperm hiicresinde ise %10’luk bir 6rneklem hatast mevcuttur. Bu
durumda WHO’da Onerilerin en az 400 adet sperm sayim isleminde 6rneklem hatasi %5
olarak %95’lik gliven araliginda hesaplama yapilmis olur (Tablo 2.4). Bu durumda ne kadar

¢ok hiicre sayimi yapilirsa analizin kesinligi o kadar artmis olur.

Tablo 2.4. Sperm analizi alt sinir referans limitleri (5. Yiizdelikleri %95 giiven araliklar)

[6].

Parametreler Alt Referans Limitleri
Semen Hacmi 1,5ml (1,4-1,7)

Toplam Sperm Sayisi 39 (106/ejekiilat) (33—46)
Sperm Konsantrasyonu 15 (106 ml) (12-16)
Toplam Motilite (PR+NP) 40 (%) (38-42)

Ileriye Dogru Hareketlilik (PR) 32 (%) (31-34)

Vitalite (canli spermler) 58 (%) (55-63)

Sperm Morfolojisi (normal formlar) 4 (%) (3,0-4,0)

pH >17,2

Peroksidaz Pozitif Lokositler <1,0 (106/ml)
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MAR Testi (partikiillere bagli hareketli spermler) <50 (%)

Immunobead Test (boncuklarin baglandig motil spermler) | <50 (%)

Seminal Cinko > 2,4 (umol/ejakiilat)
Seminal Fruktoz > 13 (umol/ejakiilat)
Seminal Notral Glikozidaz > 20 (mU/ejakiilat)

Daha 6nceden bahsettigim iizere sperm konsantrasyonu veya sayisi déllenme veya
testis fonksiyonlar ile dogrudan iligkili degildir ve sperm analizi i¢in yeterli parametreler
degillerdir. Fakat kisirligin veya doélleme yetenegini dolayli yoldan olumlu veya olumsuz
yonden etkilenildigi diislinlilmekte olup degerlendirme i¢in Onemlidir. Konsantrasyon
bilindigi lizere miktarin hacme boliinmesi ile bulunur. Sperm sayisinin, i¢inde bulunan
sperm hacmine boliinmesi ise bize sperm konsantrasyonunu verir. Degerlendirme igin
degerlendirilen hacimdeki hiicre sayisinin alt sinir1 15x106 adet spermdir.

Bir ejekiilasyondaki toplam hiicre sayisi ise testis fonksiyonlarinin ve liretme yetisinin
degerlendirilmesi i¢in 6nemlidir. Konsantrasyonun, tiim ejekiilatta olusan sperm hacmi ile
carpilmast bize total ejekiilasyondaki sperm sayisini verir. Bu degerlendirmede hiicre

sayisindaki alt sinir 39x 106 sperm olmalidir.

2.7.4. Sperm Morfolojisi

Sperm morfolojisi belirlemek adina numuneler hava ile kendiliginden kuruduktan
sonra tipki canliligina bakildiginda oldugu gibi boyama yontemi kullanilmalidir. Morfoloji
belirlenmesinde Papani colaou boyast ve Shorr boyasi olmak iizere iki farkli boya
kullanilabilir. Isik mikroskobunda bakildiginda basin akrozomal bdlgesi agik mavi, post
akrozom bdlgesi ise koyu mavi renge boyanir. Hiicrenin ortas1 kirmizi, kuyruk kismi ise
mavi-kirmizi bir renk alabilir. Bag boliimiiniin arka kismi ise pembe veya kirmizi olan
Papanicolaou boyasi veya kirmizi-turuncu renk olan Shorr boyasina boyanabilir.

Papanicolaou boyasi ile sperm hiicreleri ve sperm sivisi igerisinde bulunan diger
hiicreler iyi boyanir. Bu boya ile boyanan preperatlar, tipki eozin-negrozin boyamda oldugu

gibi uygun kosullarda saklandig: taktirde analiz tekrarlanmasi ve kalite kontrol siireglerinde
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kullanilmak iizere uzun siire saklanabilir. Shorr boyamasi da Papanicolaou boyasinda oldugu

gibi sperm hiicrelerini ve sperm sivisindaki diger formlarin goriilebilmesini saglamaktadir.

Sperm hiicresi genel olarak bas, boyun ve kuyruk olmak iizere 3 ana parcadan

olugmaktadir. Kuyruk kismi faz kontrast mikroskoplarla iyi analiz edilmektedir. Fakat sperm

analizinde genel olarak 151k mikroskobu kullanilmaktadir ve bu mikroskop ile bas ve boyun

kism1 diizgiin bir sekilde goriilebilirken kuyruk kismi iyi analiz edilemez. Bunun i¢in 151k

mikroskobu analizinde genel olarak bas ve boyun morfolojisi incelenebilir.

eder.

2.7.5. Sperm Analizi Terminolojisi

Son eki -spermi olan terimler ejekiilati, -zoospermi olan terimler ise spermleri ifade

Aspermi: Sperm yoklugu

Astenozoospermi: ileri hareketlilige sahip sperm yiizdesinin alt referans limit

degerinin altinda olmast

Astenoteratozoospermi: Hem ileri hareketlilige sahip spermlerin hem de morfoloji

olarak normal spermlerin yiizdesinin alt referans limit degerinin altinda olmasi
Azoospermi: Bir ejekiilatta hi¢ sperm olmamasi

Kriptozoospermi: Taze preperatta sperm hiicresi bulunmamasina ragmen

santrifiijlenmis palette sperm varligr bulunmasi
Hemospermi(Hematospermi): Ejekiilatta eritrosit varligi
Lokospermi (Piyospermi): Ejekiilatta esik degeri iistiinde 16kosit varligi

Nekrozoospermi: Ejekiilatta canli sperm ylizdesinin azli§1 ve cansiz spermlerin

yiiksek ylizdede varligi

Normozoospermi: Ileri hareketliligi ve morfolojisi normal sperm hiicresi yiizdesine

veya alt referans limit degerlerine esit-yiiksek toplam sperm sayisina sahip olmasi

Oligoastenozoospermi: Alt referans limit degerlerinden daha diisiik toplam sperm

sayist ve ileri hareketli sperm ylizdesi

Oligoastenoteratozoospermi: Alt referans limit degerlerinden daha diisiik toplam
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sperm sayist ve hem ileri hareketli hem de morfolojik olarak normal sperm ytizdesi

e Oligoteratozoospermi: Alt referans limit degerlerinden daha diigiik toplam sperm

say1s1 ve morfolojik olarak normal sperm yiizdesi
e Oligoozoospermi: Alt referans limit degerlerinden daha diisiik toplam sperm sayis1

e Teratozoospermi: Alt referans limit degerlerinden daha diisiik ylizdede morfolojik

olarak normal spermler

2.8. Sperm Analiz Yontemleri

2.8.1. Floresan Prob Yontemi

Cisimlerin belli dalga boyundaki 151k ile uyarilmasi sonucu olusan foton enerjisini
farkli ve tek bir dalga boyunda yansitmasina floresan denir (Sekil 2.6) [45].

Floresan mikroskobu ile sperme ait hiicre membrani, akrozom ve kromatin gibi
ozellikler godzlenerek spermin membran Dbiitiinliigii ve hiicre i¢i fonksiyonu
incelenebilmektedir. Floresan mikroskopinin en 6nemli avantaji sperm hiicrelerinin tek tek
gbzlemlenebilmesidir [45]. Sekil 2.6’da 4 ayr1 floresan probu ile isaretlenmis sperm
goriintiileri mevcuttur ve mordan yesile dogru giden renk skalasi sperm akrozomlariin
durumuna gore degerlendirilir. Homojen mor renkte olanlar akrozomu saglam, yesil renkte

olanlar ise zarar gormiis akrozoma sahip, DNA fragmentasyonuna ugramis spermlerdir.
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Sekil 2.6. Floresan teknigi kullanilarak goriintiilenen sperm hiicreleri [46].

2.8.2. Akis Sitometrisi Yontemi

Akis sitometrisi yontemi, floresan mikroskobi yontemi ile benzerlik gostermektedir.
Floresan yonteminden farkli olarak daha karmasik 151k kaynaklari, foton ¢oklayicr tiip ve
filtre tiniteleri bulundurur. Boylece sperm varligi ¢ok daha hassas bir sekilde tespit edilebilir.
Sperm sivisi, 151k gecirgenligi olan bir Olgiim kiivetine konulur. Sekil 2.7°de sematize
edildigi gibi dl¢tim kiiveti icerisindeki spermlerin tizerine uygulanan dik 151k demetlerinin
foton ¢oklayict tiip tarafindan toplanarak yorumlanir [45]. Sperm hiicresinin plazma
membran ve akrozom biitiinliigiinii beraber degerlendirilmesine imkan saglayan akis
sitometrisi yontemi, floresan boyalari sisteme adapte ederek hizli ve giivenilir sonuclar elde
edilmesini saglar. Akis sitometrisi ile sperm hiicrelerinin hacmi, biiyiikligi, DNA-RNA

dizilimleri, enzim aktiviteleri, ¢ekirdek dl¢limleri yapilabilmektedir [45].
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Floresan yontemler ve akis sitometrisi sperm analizi i¢in kullanilabilir yontemler
olmasina ragmen kesin ve dogru 6l¢iim i¢in daha detayli analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Gelisen teknoloji ve goriintii isleme sistemleri ile sperme ait karakteristik parametrelerin
belirlenmesi ve kullaniciya dogrudan sunulmasi i¢in CASA sistemleri gelistirilmigtir.
Manuel metotlara gére daha dogru analiz yapilabilmesini saglayan CASA yontemleri, diger

yontemler ile karsilastirildiginda maliyet olarak en optimal yontemdir.
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Sekil 2.7. Akis sitometrisi sematigi [47].

2.8.3. CASA Yontemi

CASA sistemleri, donanim ve yazilim olarak iki ayri kisimdan olusan otomatik
sistemlerdir. Sperm goriintiilerini dijitallestirerek gorsellestirir. Bu sayede goriintiilerin
islenebilmesi ile kesin ve anlaml1 bir sperm analizi gergeklestirilir.
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CASA sisteminde hastadan alinan sperm numunesi goriintii islemek i¢in uygun sekilde
hazirlanir. Normal CASA sistemlerinde hareket analizi 3 ana kisimdan olusur. ilk olarak
spermlerin siral1 goriintiisii alinir daha sonra alinan bu goriintiilerde sperm hiicresinin tespiti
yapilir. Tespit edilen sperm hiicrelerinin takibi ve kinematik parametreleri olgiiliir. Alinan
goriintiilerde kinematik parametrelerin Ol¢iimii i¢in imajlarda cesitli iyilestirmeler
yapilmalidir. Bu iyilestirmelerden biri 151k mikroskobu kullanmak yerine faz kontrast
mikroskop kullanmaktir. Sperm hiicresinin diisilk maliyetli mikroskoplarla ve kamera
sistemleriyle 6l¢limii goriintli islenmesinde yetersiz olacagindan, goriintii lizerinde yazilim
ile iyilestirmeler yapilir. Imajlarda sperm hiicrelerini daha iyi gdzlemleyebilmek igin
kontrast diizenlemesi yapilir. Daha homojen goriintiiler elde etmek adina goriintii gri skalaya
cevrilir. Sperm analizi sirasinda hiicre rengi ile ilgili herhangi otomatik analiz
yapilmadigindan goriintii iizerinde renkli analiz yapilmasinin bir anlami1 olmayacaktir. Gri
skalaya doniistiiriilen imajlardan kafa karisikligina neden olacak nesnelerin algilanmamasi
ve yine daha homojen bir goriintii i¢in arka plan ¢ikartma iglemi gergeklestirilir.

Goriintlilerde kontrast ayari, gri skalaya cevirme ve arka plan1 kaldirilarak

tyilestirmeler yapildiktan sonra spermlerin izleme islemine gegilir.

2.8.3.1. CASA Avantajlar

CASA sistemi bir¢ok hastanede ve klinik laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Bu sistem
sayesinde sperm hareketleri ve parametreleri analizleri yapilarak hastalik tanis1 yapilabilir.
CASA sistemi, gorsel degerlendirmeye kiyasla daha nesnel ¢iktilar vermektedir. Bu
dayanakla beraber numunenin kabul goérmesi ya da reddedilmesi hakkinda daha giivenilir
oOl¢iitler sunar ve manuel metotlara gore daha hizli analiz yapilmasini saglar. Hazirlanan bir
preparatla defalarca analiz yapilmasina ve daha sonrasinda da numunenin saklanmasina
olanak tanir. Gozle analiz edilebilecek parametreler kisitli olabileceginden o6l¢iim
parametrelerinin skalasi genistir ve her bir sperm icin ayri1 ayr1 analiz yapilamasina
miimkiindiir. Bunlara drnek olarak hiz parametreleri manuel metotlarda sperm hiicrelerinin
lamdaki gridlerden gectigi siire sayilarak dl¢lilmektedir. Bu sayim hatalara ¢ok agik olmakla
beraber kesin bir deger de vermez. CASA’nin olusturabilecegi parametrelerle ilgili sorunlar

yazilim gelistirilmesi ile ortadan kaldirilabilir ve istenen 6l¢iimiin yapilmasini saglar.
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2.8.3.2. CASA Dezavantajlar:

Her sistemin ve analizin oldugu gibi CASA sisteminin de eksi yonleri bulunmaktadir.
Bu eksilerden en 6nemlisi maliyettir. insan giicii teknolojiye kiyasla daha ucuzdur fakat
analiz kalitesi acisindan CASA tercih edilmelidir. CASA’da ne kadar kaliteli ve detayh
analiz yapilmasi istenirse kullanilan mikroskobun, kameranin, ekranin maliyeti bir o kadar
artar. Bununla beraber sistemin uzun 6miirlii olabilmesi adina olusan bakim maliyetleri ve
dogru 6l¢lim i¢in yine periyodik olarak cihaz kalibrasyonlarinin yapilmasi gerekmektedir.
Bunlar da mevcut maliyete ek olarak olusan bir baska kalemdir.

Maliyet disinda olusturulan CASA sisteminde kullanilacak mikroskop, kamera vb.
komponentler degistirilip farkli bir sistem olusturuldugunda o6l¢iimde farkliliklarin
olacagidir.

CASA sistemleri birbirleri ile benzer ilkelere sahip olsalar da olusturulan her CASA
sisteminin 6l¢lim degerleri kullanilan mikroskoplarin, yazilimlarin, kameralarin derinlikleri

vb. farkli olacagindan birbirinden farkl: olur.

2.8.3.3. CASA Terminolojisi

Cok sayida sperm hiicresi varligi nedeniyle, sperm analizlerinde otomatik sperm takibi
yapilmasi bir zorunluluktur. Kullanilan en yaygin bilgisayarli izleme teknigi olan,
hareketlilik ve ylizme hiz1 gibi hareket parametrelerini farkli gériintii isleme teknikleri ile
analiz etmek i¢in gereken mikroskop, kamera, bilgisayar gibi donanimlar ve yazilimlar
biitiinii olan CASA sistemidir [20]. CASA sistemi, yapay dollenme icin sperm
degerlendirmesi ve giivenilirligin bir Olgiisii olarak sperm hareketinin nesnel ve
tekrarlanabilir olmasi i¢in kullanilir [48]. Tipik bir CASA sistemi, hareket analizini ii¢

adimda gergeklestirir;
e Sperm goriintii diziliminin yakalanmasi,
e Nesne algilama,
e Nesne takibi,

e Egrisel yol hizi, ortalama yol hizi, diiz ¢izgi hiz1 gibi parametrelerin hesaplanmasi.
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VCL: Egricizgisel hiz (curvilinear velocity). Sperm hiicresinin basinin egrigizgisel
yolu boyunca zaman gore ortalama hizidir.

VSL: Dogrusal hiz (linear velocity). Sperm hiicresinin basinin algilandigi ilk konumu
ile algilanan son konumu arasinda ¢izgisel diizlemde zamana gore ortalama hizidir.

VAP: Ortalama yol hiz1 (average path velocity). Sperm hiicresinin basinin ortalama
yol boyunca zamana gore ortalama hizidir.

ALH: Yanal kafa genligi (amplitude of lateral head). Sperm hiicresinin baginin
ortalama yola gore dis yana dogru hareketinin boyutudur.

LIN: Dogrusallik (linearity) egricizgisel yolun dogrusalligini ifade eder. Dogrusal
hizin, egrigizgisel hiza oranlanmasi (VSL/VCL) x100 ile bulunur.

WOB: Salinim hareketi (wobble). Sperm hiicresinin hareket yolunun, ortalama yola
gore ne kadar salinim hareketi yaptiginin 6l¢iisiidiir. Ortalama yol hizinin egrigizgisel hiza
(VAP/VCL) x100 oranlanmasi ile bulunur.

STR: Dogrusallik (straightness). Ortalama sperm hareket yolunun dogrusallik
derecesini ifade eder. Dogrusal hizin ortalama yol hizina (VSL/VAP) x100 oran1 ile bulunur.

BCF: Caprazlama siklig1, ¢apraz vurus frekansi (beat-cross frequency). Egricizgisel
yolun ortalama yolu ¢aprazlama sikligidir.

MAD: Ortalama agisal yer degistirme (mean angular displacement): Sperm hiicresinin
bas kisminin egricizgisel yol boyunca anlik doniis acisinin zamana gore ortalama mutlak
degeridir.

Kinematik parametreler VCL, VAP, VSL, maksimum ALH, BCF ve MAD, Sekil
2.8’de illiistre edilmistir.
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Sekil 2.8. Olgiilen sperm kinematik parametreleri [20]
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3. YONTEMLER VE ARASTIRMA BULGULARI

Ankara Sehir Hastanesi Onkoloji Binas1 Androloji-Uroloji Klinigi’nden alinan veriler
ile yapilan ve T.C. Saglik Bakanligi 11 Saglik Miidiirliigii Ankara Sehir Hastanesi 2 No’lu
Klinik Arastirmalar Etik Kurul Bagkanligi E2-21-930 no’lu ¢aligsma olan Bilgisayar Destekli
Sperm Analiz Sistemi ¢alismasit 13.10.2021 tarihinde etik agidan uygun bulunmustur.

Klinikten 10 hasta i¢in alinan verilerden tek bir hastanin verileri islenerek CASA
sistemi gelistirilmistir. Bu hasta Denek A olarak adlandirilmistir. 18 yasindaki Denek A’nin
numunesi griopak renkte, homojen dagilim gdsteren 3 ml hacimdedir.

Klinikte hastalardan 72 saat cinsel perhiz sonrasinda mastiirbasyon yolu ile toplanan
numuneler sperm numune kabi ile numune toplama noktasina getirir. Alinan numuneler
burada 30 dakika bekletilerek numunelerin likefaksiyona ugramasi yani sperm numunesinin
ejekiilasyondan sonra biraz sivilasmasi beklenir. Numunelerin kap igerisinde strip
yardimiyla dnce numunenin pH degerine ve 16kosit varligi kontrol edilir. Sekil 3.1°de
striplerden sol tarafta bulunan turuncu strip, pH 6l¢iimii, sag tarafta bulunan yesil strip ise
16kosit varligini gosterir. pH stribinden deger tayini, kutu iizerinde yer alan renk skalasindan
yapilir. Turuncudan yesile dogru pH degeri yiikselir. Lokosit ise var veya yok diye tayin
edilir. Eger strip mora doniiyorsa 16kosit varligi tanimlanir, beyaz renge donerse yok oldugu

tespit edilir. 18 yasindaki Denek A icin pH degeri 7,5 olarak dl¢lilmiistiir.

Sekil 3.1. pH o6l¢iim ve 16kosit tayin stribi.

Bu ¢alismada alinan numuneler pipet yardimi ile bir miktar numune lam ve lamel
arasina alinir. Lam ve lamel arasinda sperm hiicrelerinin hareketini saglamak agisindan 50

um boyutundaki ¢ift tarafli bant lamelin iki tarafina da yapistirilarak, lam ve lamel arasinda
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50 um’lik bosluk olusturulmustur. Boylece lam ve lameli birbirine yapistirmadan sperm
hareketleri gozlemlenebilir.Lam ve lamelin arasina sperm numunesinden bir miktar
damlatilarak Olympus marka, CX21 model mikroskobun altinda 2M piksel kamera ile
goriintli aktarimi saglanmistir. 2 megapiksellik kameradan alinan goriintiilerin eni 1.920
piksel, boyu ise 1.080 pikseldir. Mikroskopta Olympus marka 4 farkli biiyiitmeye sahip
objektif bulunmaktadir: 4X (0,1 sayisal agiklik (NA)), 10X (0,25 NA), 20X (0,40 NA) ve
40X (0,65 NA).

Tablo 3.1. Farkli biiylitmelerde kalibrasyon skalasi kullanilarak elde edilen kalibrasyon
degerleri, goriintiileme alanlar1 ve goriintiilleme hacimleri. Hacim hesabinda 50 mikron kanal
derinligi kullanilmigtir.

Objektif 4X 10X 20X 40X
Uzunluk [px] 679 1.595 1.767 1.416
Uzunluk (gercek) [pum] 1.000 450 250 100
Kalibrasyon Faktorii 147 0,28 0,14 0,07
Gériintiileme Alam [pm’] 4.497.648 165.055 41.508 10.342
Goriintiileme Hacmi [pm’] 224.882.386 8.252.749 2.075.400 517.093

Farkli biiyiitmelerde alinan goriintiilerde piksel kalibrasyonu Thor Labs R1L3S1P
referans mikrometre lami kullanilarak elde edilmistir.

Sekil 3.2 ‘de referans laminin 4 farkli biiylitmede alinan goriintiileri gériinmektedir.
Referans laminda her ¢izgi aras1 50 pm olarak tanimlanmustir. Belirlenen iki ¢izgi arasindaki
mesafe piksel degeri olarak olgiilmiis ve ¢izgiler arasindaki ger¢cek mesafeye boliinerek
kalibrasyon faktorii elde edilmistir. Tablo 3.1°de her bir objektif i¢in kalibrasyon faktorti,
gercek goriintiileme alani ve goriintiileme hacmi verilmistir. Ornegin, 10X biiyiitmede 1
piksel 0,28 pum, 40X biiyiitmede ise 1 pikselin 0,07 um oldugu bulunmustur. Buna gére 2
megapiksel kamera ile alinan eni 1.920 piksel, boyu 1.080 piksel olan gdriintiilerin alanlari;
en ve boyun c¢arpilmasi ile bulunmustur. Bulunan deger piksel cinsinden oldugu igin ve
caligmadaki parametreler mikrometre iizerinden hesaplandigi i¢in bulunan 0,28 kalibrasyon
faktorii ile piksel cinsinden bulunan alan ¢arpildiginda 165.054 pm?’lik goriintii alani
bulunur. Asagida 10X biiyiitme ve 40X biiyiitme olmak iizere iki farkli biiylitmedeki alan ve

hacim degerleri gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Farkli biiytitmelerde kalibrasyon skala goriintiileri. (a) 4X (b) 10X (c) 20X (d)
40X biiylitme degerlerinde.
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10X biiyiitmede;
e Goriintiileme alan1 = 165.054 pm?

e Goriintiileme hacmi = 165.054 pm2 x 50 um = 8.252.749 pum?

40X biiyiitmede;
e Goriintiileme alan1 = 10.341 um?

e Goriintiileme hacmi = 10.341 pm? x 50 pm = 517.092 um?

Bulunan alan ve hacim degerlerinin anlamli bir sekilde kullanilabilmesi ve WHO
Orgiitii standartlarina gére 1 ml hacimli sperm sivis1 igerisinde 15 x10%-259 x10° sperm
bulunmas1 gerektigi i¢cin ejekiilasyonda belirli milimetre hacimde olan spermler ig¢in
asagidaki belirtilen doniistimler yapilarak 10X ve 40X biiylitmelerde incelenen sperm
gbzlem alani i¢in sperm sayisinin olmasi gereken araliklar bulunmustur.

1 ml = 1.000 mm? oldugu bilindigine gére; WHO nun belirlemis oldugu 1ml’deki
sperm sayisinin 15 milyon ile 259 milyon arasinda olmasi gerekmektedir. Mililitredeki

sperm sayisini mikrometre kiipteki sperm sayisina asagidaki doniistimler ile ¢evrilebilir.
e 15x10°ile 259x10° sperm/ml
e 15x10° ile 259x10° sperm/mm?

e 15x107%ile 259x10°° sperm/pm?

Bu durumda bir resimde N tane sperm hiicresi bulundugunda;
e 10X biiyiitmede = N / 8.252.749 sperm/pm?

e 40X biiyiitmede = N/ 517.092 sperm/pm’

Sperm kinematik Sl¢limleri genellikle 10X biiyiitmede alinan goriintiiler iizerinde
yapilmaktadir [25]. Bunun nedeni 4X biiyiitmede yaklasik 4 pm olan sperm hiicre basinin
tespitinde kullanilacak piksel sayisinin az olmasi (yaklasik sadece 4 piksel), 20X veya 40X
bliyiitmede ise alan derinliginin kiiclik olmasidir. Odak alan derinligi icerisinde bulunan
sperm hiicreleri odakta goriinlir ve goriintii lizerinde tespiti miimkiin olur. Odak alani
derinligi azaldik¢a derinlik disinda kalan hiicrelerin tespiti zorlasir. 10X biiyiitmede alan

blyiikligl yaklagik 10 um iken 20X ve 40X biiyiitmede 5 ve 1 um’dir. Bu ylizden 10X
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biiylitmede sperm hiicreleri daha fazla siire odak alani i¢erisinde bulunacagindan spermlerin
daha uzun zamanlarda takibi miimkiin olur. Bu yiizden analizleri 10X biiyiitmede aldigimiz
goriintiilerde gergeklestirdik.

10X biiyiitmede 30 fps’de aldigimiz her biri 130 goriintii igeren 4 farkli veri seti i¢in
yapilan analizleri Sekil 3.3’de oldugu sira ile gereklestirildi. Ik nce mikroskobumuz ile
aldigimiz ham goriintiileri inceledik. Goriintiilerde mikroskobun aydinlatmasindan kaynakli
homojen olmayan aydinlanma alanlar1 goriilmektedir. Bu goriintiileri daha homojen hale
getirip goriintli analizini gerceklestirmek gerektiginden 130 gdoriintii toplanarak ortalamasi
almmig arka plan elde edildi. Bu arka plan her bir goriintiiden ¢ikarildi ve arka plami
cikartilmig goriintiileri gri sklaya gevirerek analiz i¢in uygun goriintiiler elde edildi. 8 bitlik
goriintiilerde binary doniisiimii uygulanarak, Python yazilim programima opencv
kiitiiphanesinde bulunan kontor tespiti komutu ile sperm kafalarin1 cevreleyen sinirlari
bulundu. Bulunan sinir degerlerinin koordinatlarinin ortalamasi alinarak sperm baslarinin
merkez nokta tespiti gergeklestirildi. Merkez noktalar1 tespit edilen spermlerin sperm takibi
acisindan uygun hale gelmesi ile yapmis olduklar1 sperm rotalar1 hesaplanarak kinematik

analizler gerceklestirildi.
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Sekil 3.3 Yapilan analizlerin akis semasi ile gésterimi
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Sekil 3.4. 10X biiyiitmede 0,5 saniye araliklarla alinan goriintiiler. (a) 0,5 sn, (b) 1,0 sn, (c)
1,5 sn, (d) 2,0 sn.
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Denek A’dan numuneler iizerinde ticer dakika arayla 4 farkli goriintii serisi alinmustir.
Gorlintl serilerinin her biri veri seti olarak adlandirilmistir. 10X biiyiitmede alinan her bir
veri seti 130 goriintli icermektedir. Gorlintiiler 30 fps’de alindigindan her bir set i¢in 6l¢giim
zaman 4,3 saniyedir. Sekil 3.4’de bir veri setinde 0,5 saniye farkla alinan 4 adet goriintii
mevcuttur. Homojen olmayan aydinlatmadan dolay1 goriintiiler lizerinde bdlgesel piksel
yogunluk farkliliklar1 olugsmaktadir. Bu farkliliklar sabit esik degeri ile sperm tespitini
goriintiinlin baz1 bolgelerinde zorlastirabilmektedir. Bu farkliliklar1 ortadan kaldirmak igin
her bir set igerisinde 130 adet goriintii serisinin ortalamasi alinarak arka plan goriintiisii elde
edilmis ve bu arka plan goriintiisti her bir goriintiiden ¢ikarilmigtir. Sekil 3.5 de 30 fps’de
alinan 130 adet goriintiiliik seride arka plan1 ¢ikartilarak olusturulan 0,5 saniye farkla 4 adet

gorilintli gosterilmistir.
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Sekil 3.5. 10X biiylitmede 0,5 saniye araliklarla alinan arka plan ¢ikartilmis goriintiiler.
(a) 0,5 sn, (b) 1,0 sn, (¢) 1,5 sn, (d) 2,0 sn.
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Bir veri setinde her bir goriintii 6nce gri skalaya ¢evrilip sonra Otsu methodu [49]
kullanilarak binary goriintiiye c¢evrilmistir. Daha sonra Python opencv kiitiiphanesi
kullanilarak elde edilen binary goriintiiler ilizerinde sperm basini g¢evreleyen sinirlar
bulunmustur. Her bir sinirin X ve y pozisyonlar1 ortalanarak sperm basinin merkezinin xc ve
ye pozisyonlart bulunarak kaydedilmistir. N nokta igeren bir smir igin merkez

pozisyonlarinin x koordinatlart Esitlik (3.1) ile koordinatlar1 ise esitlik (3.2) ile

hesaplanmustir.
N .
X, = sz Xi 3.1)
N .
= ZlN Yi (3.2)

Sekil 3.6’de 0,5 saniye farkla alinan 4 farkli goriintiide bu metotla tespit edilen
hiicreler gosterilmektedir. Tespit edilen sperm hiicrelerinin sinirlari kirmizi sekilde ¢izilmis,
hiicrenin merkezi ise mavi nokta ile gosterilmistir. Her bir veri seti igerisinde merkez
noktalar1 hesabin yapildig1 goriintiileme zamani ile kaydedilmistir. Bu parametreler tespit
edilen spermlerin ardigik goriintiilerde takip edilmesinde kullanilmistir.

Sperm hiicreleri her bir 130 goriintii igerisinde tespit edildikten sonra sperm sayisi
yaklasik 4,3 saniyelik zaman boyunca hesaplanmistir. Sekil 3.6(a)’da sperm sayisinin
zamana gore degisimi 2 numarali veri seti i¢in gdsterilmistir. Ol¢iim zaman1 boyunca sperm
sayis1 ortalama deger etrafinda diisiik degisim gostermektedir. Benzer sekilde Sekil
3.6(b)’de her mikrometre kiipe diisen sperm sayisinin zamana gore degisimi goriilmektedir.
Kirmiz tireli gizgiler ortalama degeri gosterirken WHO referans degerleri de grafikte yesil
tireli cizgiler ile gosterilmistir. Her bir veri seti i¢in bu analizler tekrarlanarak ortalama
sperm sayis1 ve ortalama mikrometre kiipe diisen sperm sayisi {iger dakika arayla alinan 4
veri seti i¢in hesaplanmustir.

Tablo 3.2°de her bir veri seti i¢in ortalama degerler 25. ve 75. ylizdelik dilim
ceyrekler arasi araliklarla beraber verilmistir. Verinin %350’si istatiksel olarak tabloda
belirtilen araliklardadir. Veriler arasinda ortalama sperm sayisi en az 557, mikrometre kiipte

sperm sayist ise en az 82,2x10° olarak bulunmustur. Tiim veri setleri diisiiniildiigiinde
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ortalama sperm say1s1 609,1 £ 60,3 ve mikrometre kiipte sperm sayis1 89,9x10° +8,9x10°
olarak tespit edilmistir. Tiim veri setlerinde ve veri setlerinin mikrometre kiipteki ortalama

degerleri WHO referans (15x10°- 259x10°) degerlerinin icerisindedir.
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Sekil 3.6. 10X biiyiitmede 0,5 saniye araliklarla tespit edilen spermler. Spermlerin
merkezleri mavi nokta, kafa bolgesi ise kirmizi ¢izgi ise gosterilmistir. (a) 0,5 sn, (b)
1,0 sn, (¢) 1,5 sn, (d) 2,0 s.
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Sekil 3.7. 2 numaral1 veri setinde elde edilen ortalama sperm sayis1 ve mikrometre kiipe
denk gelen sperm sayis1. Kirmizi tireli ¢izgi ortalama degeri, yesil tireli ¢izgiler ise WHO
referans limitlerini gostermektedir.
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Tablo 3.2. 4 veri setinde elde edilen ortalama sperm sayist ve mikrometre kiipe denk gelen
sperm sayisi. Koseli parantez igerisindeki degerler 25. ve 75. ylizdelik dilim ¢eyrekler arasi
araliklar1 gostermektedir. Tiim veri setleri lizerinden ortalama sperm sayist 609,1 (standart
sapmas1 60,3) ve mikrometre kiipte sperm sayis1 89,9x10° dir (standart sapmas1 8,9x107).

Veri Seti N N/pum? x 106
1 557,3 [547,0-567,5] 82,2 [80,7-83,8]
2 646,1 [634,5-657,0] 95,4 [93,6-97,0]
3 674,7 [662,5-687,0] 99,6 [97,8-101,4]
4 558,4 [535,5-580,5] 82,4 [79,0-85,7]

Ardigik goriintiilerde sperm rotalar1 farkli goriintiilleme zamanina gore atanan merkez
noktalar1 kullanilarak elde edilmistir [50]. Sekil 3.8’da rotalama islemi basit olarak ardisik
lic goriintii (j, j+1, j+2) tizerinde illiistre edilmistir. Bir sperm hiicresinin merkezi goriintii j
aninda tespit edilir. Tespit edilen bir spermin j gortintiisiindeki merkezi, goriintii j+1°deki
tim sperm merkezleri ile karsilastirilir ve en yakin uzakliktaki merkezle eslestirilerek o
spermin j+1 goriintlistindeki merkezi olarak kaydedilir. Bu eslestirme j goriintiisii iizerinde
tespit edilen her bir sperm i¢in yapilar. Benzer sekilde eslestirmeler j+1 ve j+2 goriintiileri
arasinda ve diger ardisik goriintiiler arasinda yapilir ve her bir spermin rotasi1 zamana baglh
merkez noktasinin degisimi olarak hesaplanir. Bu takip isleminde takip edilen her bir sperm
numaralandirilir. Sperm numarasi, goriintli numarasi (zamani) ve sperm merkez pozisyonlari
ile beraber kaydedilir. Sekil 3.8’da rotalama iglemi ardigik goriintiilerde esit sayida tespit
edilen sperm hiicreleri i¢in gosterilmistir. Bir sonraki goriintiide eger M sayida daha az
sperm tespit edilirse bu M sayida sperm rotasinin bir dnceki goriintiide sonlandirildigini
ifade eder. Diger taraftan, bir sonrasi goriintiide eger M sayida daha fazla sperm tespit
edilirse bu M sayida yeni sperm rotalarinin bir sonraki goriintiide sifirdan bagladigini ifade
eder. Spermlerin baslangi¢ ve bitis goriintii zamanlar1 dogal olarak birbirinden farklilik

gosterebilir. Bu ylizden spermlerin rota uzunluklari birbirinden farkli olabilir.

48



Goriintii

o5 N

(XV y]) (.X_i-I—Z: y_j-+2)
_________________________________ . (Xst Y_inz)
S . '(Xj+1= yJ'+l)

; Goriintii j+1 ; @
: \ ‘ ® )
i (X] 1» yll l) ’ i ""(Xj+]a yj+l)
i (15 Vior) (X;, ;)
i = ] (Xjs15 ¥je1)
(x ) [

= ey (%, ¥) |
I n e o

\ Gériintii j+2 (Xj2» ¥joa)

Sekil 3.8. Ardisik 3 goriintii tizerinde sperm merkez noktalar: kullanilarak elde edilen
sperm rota illlistrasyonu.
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Sekil 3.9. 10x biiyiitmede spermlerin farkli goriintiilerdeki rotalari. Takip edilen her bir
sperm farkli renk ile gdsterilmistir. (a) 0,5 sn, (b) 1,0 sn, (c) 1,5 sn, (d) 2,0 sn
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Kinematik analizlerde sadece ardisik en az 5 gorilintii boyunca takip edilebilen
spermler diisiniilmistiir. Sperm disinda olan hiicre (16kosit gibi) ve diger yabanci yapilarin
olas1 rotalarini elemek i¢in bir morfolojik parametre olan dairesellik kullanilmigtir. Sadece
rotas1 boyunca dairesellik degeri 0,7’den biliyiik olan yapilar analizde diistiniilmiistiir.
Dairesellik degeri esitlik (3.3) ile hesaplanir. Burada A yapinin toplam alanmni ve P ise

gevresini tanimlamaktadir.

41A (3.3)
P

Sekil 3.9’ de farkli zamanlarda sperm rotalar1 farkli renkler ile gosterilmistir. Ayni
sperm igin rota renkleri ayni olarak kodlanmistir. Bazi rotalarin tiim goriintiilerde devam
ettigi bazi rotalarin sonlandirildig1 bazilarinin ise yeni rotalarin olusturuldugu goriilmektedir.
Kinematik parametrelerin, Ozellikle VAP parametresinin hesabinda en az ardisitk 5
goriintiide rotalanmis spermler kullanilmistir.

Egricizgisel hiz VCL hesabinda, sperm hiicresinin ardisik goriintiilerdeki merkez
noktalarinin arasindaki uzaklik kullanilmistir. Ornegin goriintii j’de pozisyonu (x;,yj) ve
goriintii j+1°de pozisyonu (Xj+1,yj+1) olan spermin j pozisyonundaki VCL hizi esitlik (3.4) ile

hesaplanir.

VGG =5+ O =97 (3.4)
At

Burada At=1/fps ardisik iki goriintii arasindaki zaman farkin1 gostermektedir. Sperm
rotas1 boyunca VCL hiz degerleri bulunup, o sperm i¢in ortalama VCL hiz degeri hesaplanir
ve kaydedilir.

Dogrusal hiz VSL hesabinda, sperm hiicresinin ilk ve son goriintiisiindeki merkez
noktalarinin arasindaki uzaklik kullanilir. Ornegin ilk gériintiide pozisyonu (xo,yo) ve son

goriintiide pozisyonu (xm,ym) olan spermin VSL hiz esitlik (3.4) ile hesaplanir.

VO = x%0)% + (Ym — ¥0)? (3.4)
At
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Ortalama yol hizi VAP, her bir spermin rotasi hareketli ortalama kullanilarak
hesaplanir. Hareketli ortalama degeri 5 goriintii olarak almmustir. Ornegin goriintii j’de
diizlestirilmis pozisyonu (X;,y;) ve goriintii j+1°de diizlestirilmis pozisyonu (Xj+1,yj+1) olan

spermin j pozisyonundaki VAP hiz esitlik (3.5) ile hesaplanr.

VG =%+ 0 =9, (3.5)
At

Sperm rotas1 boyunca VAP hiz degerleri bulunup, o sperm i¢in ortalama VAP hiz
degeri hesaplanir ve kaydedilir.

Yanal kafa genligi ALH, VCL ve VAP egrilerinin birbirinden genlik farki olarak
hesaplanir. Her bir spermin rota boyunca maksimum ALH ve ortalama ALH degerleri
bulunmustur.

Capraz vurus frekanst BCF, VCL ve VAP egrilerinin birbirini kestigi noktalardan
hesaplanir. Bu kesisim noktalar1 arasindaki zaman farki frekans hesabinda kullanilmistir.
Rota boyunca elde edilen BCF degerlerinin ortalamasi her bir sperm i¢in bulunmustur.

Ortalama acisal yer degistirme MAD hesabinda, ardisik goriintiilerdeki merkez
noktalar1 kullamlmistir. Ornegin gériintii j’de pozisyonu (xj,yj) ve goriintii j+1°de pozisyonu

(Xj+1,yj+1) olan spermin j pozisyonundaki MAD degeri esitlik (3.6) ile hesaplanir.

-1 XjXjy1 T Yj Vj+1

VG2 + Y7 X® + Y

cos

(3.6)

Burada At=1/fps ardisik iki goriintii arasindaki zaman farkini1 gostermektedir. Sperm
rotas1 boyunca MAD degerleri bulunup, o sperm i¢in ortalama MAD degeri hesaplanmaigtir.
Sekil 3.9’da zamana bagh takip edilen farkli uzunluklara sahip bazi sperm rota drnekleri
gosterilmistir. Sol slitunda, siyah noktalar her bir takip edilen spermin farkli goriintiilerdeki
pozisyonu yani VCL egrisini gostermektedir. Ortalama alinarak hesaplanan VAP egrisi
kirmizi ¢izgi ile gosterilmektedir. VSL analizinde kullanilan baslangi¢ ve bitis pozisyonlari
ise mavi noktalar ile isaretlenmistir. Sag siitunda ise, BCF analizinde kullanilan VCL ve
VAP egrilerinin kesigsimleri yesil noktalar ile, VCL ve VAP egrisi arasindaki maksimum
ALH degerinin 6l¢iildiigii mesafe ise mavi ¢izgi ile belirtilmistir. Belirtilen bu hesaplamalar

4 veri setinde takip edilen her bir sperm rotasi i¢in ayr1 ayr1 hesaplanip kaydedilmistir.
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Sekil 3.10. Zamana bagl takip edilen farkli uzunluklara sahip sperm rota 6rnekleri.
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Egricizgisel yolun dogrusalligini ifade eden LIN, her bir sperm rotas1 boyunca elde
edilen ortalama VSL ve VCL degerlerinin birbirine yiizdesel oranlanmasiyla bulunmustur.
Sperm hiicresinin hareket yolunun, ortalama yola gore ne kadar salinim hareketi yaptiginin
Olclisti olan WOB ise VAP ve VCL degerlerinin her bir sperm i¢in yiizdesel oranlanmasiyla
hesaplanmistir. Ortalama sperm hareket yolunun dogrusallik derecesini ifade eden STR
parametresi ise VSL ve VAP degerlerinin birbirine ylizdesel oranlanmasiyla belirlenmistir.
Hareketlilik parametresi MOT, ortalama VCL degeri 5 um/s den biiyiik olan spermlerin
sayisinin toplam sperm sayisina orani ile bulunmustur. Hizi bu degerden kii¢iik olan sperm
sayisinin toplam sperm sayisina orani ise hareketsizlik parametresi IM hesabinda
kullanilmistir. Ayrica, VCL hiz degeri 25 pm/s den biiyiik olan spermler progresif motilite
ve hiz degeri 25 pm/s den kiigiik olan spermler nonprogresif motilite olarak tanimlanmistir.
Progresif sperm sayisinin toplam sperm sayisina yiizdesel oran1 PR ve nonprogresif sperm

sayisinin toplam sperm sayisina yiizdesel oran1 NP olarak tanimlanip hesaplanmistir.

Tablo 3.3’de 4 veri seti icerisindeki tim spermler ile elde edilen ortalama kinetik
parametreler gosterilmektedir. 130 adet goriintii iceren her bir setin toplam tespit ve takip
dahil toplam analiz zamani 240 sn.’dir. Toplam takip edilen ve analizlerde kullanilan sperm
sayist 1.178 ile 1.399 arasinda degismektedir. Parantez icerisindeki degerler 25. ve 75.
yiizdelik dilim geyrekler arasi araliklar1 géstermektedir. Istatiksel olarak verilerin %50’si bu
araliklar arasindadir. VCL degeri tiim veri setlerinde 70 um/s’den biiyiik, VAP ve VSL
degerleri ise 45 um/s ve 36 um/s’den biiyiik olarak bulunmustur. Beklenildigi gibi VCL
degeri VAP’tan, VAP degeri de VSL degerinden biiyiiktiir. Ortalama ALH degeri yaklasik
olarak 1 pm iken maksimum ALH degerinin 3 um civari oldugu goriinmektedir. BCF degeri
tiim setlerde yaklasik 15 Hz. olarak hesaplanmistir. Dogrusallik LIN %50 civart bulunmus,
salmim degeri WOB ise %060’tan biiylik olarak hesaplanmistir. STR degeri tiim veri
setlerinde %80’e yakin olup, genel olarak spermlerin dogrusal bir hareket izledigi
gozlemlenmistir. Hareketlilik MOT %95 {izeri bulunmus olup takip edilen spermlerin
c¢ogunun rotast boyunca ortalama VCL hizinin 5 pm/s den biiyiik oldugu goriinmiistiir.
Hareketsiz IM olan spermlerin yiizde orani diisiik olup %5’ten kiigliktiir. Progresif olan
spermlerin oran1 PR, tiim veri setlerindeki spermlerin %75’ten biiylik kisminin hizinin 25
um/s yiiksek oldugunu gostermekte olup, hizinin 25 pm/s diisiik spermlerin oran1 NP’nin ise

ylizde 20% civari oldugu goriilmiistiir.
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Tiim veri setleri lizerinden ortalama alinarak hesaplanan kinematik parametreler Tablo
3.4’de gosterilmektedir. Standard sapma degerleri veri setleri arasinda degisimin diisiik
oldugunu ifade etmektedir. Denek A i¢in VCL = 1,58XVAP ve VAP = 1,25%XVSL oldugu ve
VCL’nin VSL’den yaklasik 2 kat biiyiik oldugu goriinmektedir. Bu, salinim degeri WOB’un
%63, STR degerinin %80 ve dogrusalligin (LIN) %50 civari oldugu gostermektedir. VCL
ve VAP egrileri arasindaki maksimum mesafe 2,8 pm ve ortalama mesafe 1 pm’dir. BCF
degerinin yaklasik 15 Hz (fps/2) olmasi1 genel olarak VCL ve VAP egrilerinin her iki
goriintiide bir kesistigini ifade etmektedir. Yiiksek motilite degerine (%96) sahip Denek
A’dan alinan sperm numunelerin de ayn1 zamanda yiiksek progresif sperm sayisina (%76)

sahip oldugu bulunmustur.
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Tablo 3.3. 4 veri setinde Ol¢lilen kinematik parametreler. Parantez icerisindeki degerler 25.

ve 75. ylizdelik dilim ¢eyrekler arasi araliklar: gostermektedir.
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Tablo 3.4. 4 veri setinden elde edilen kinematik parametrelerin ortalamasi ve standart
sapmasl.

ORT. SS

VCL [um/s] 74,2 1,5
VAP [uny/s] 46,9 1,8
VSL [un/s] 37,5 2,0
ALH maks. [pm] 2,8 0,1
ALH ort. [um] 1,0 0,1
BCF [Hz] 15,4 0,2
MAD |[°] 30,5 0,8
LIN [ %] 50,5 1,6
STR [ %] 79,9 1,3
WOB [ %] 63,3 1,1
MOT [ %] 96,5 1,7
PR [ %] 76,0 0,8
NP %] 24,0 0,8
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4. SONUC VE ONERILER

Ankara Sehir Hastanesi Androloji-Uroloji kliniginden alinan 18 yasindaki Denek
A’dan alinan sperm numunesinden 4 ayr1 veri seti alinarak 14 farkli kinematik parametre
icin algoritmalar gelistirilerek sperm analizi i¢in 6zgiin bir CASA sistemi gelistirildi. Denek
A’dan tiger dakikalik ara ile alinan dort farkli veri seti i¢in her bir kinematik parametre ayri
ayr Olgiilerek yazilimin giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi saglandi. Bu parametreler daha
Once literatiirde yapilan benzeri ¢aligmalar ile karsilagtirildi ve anlamli sonuglar elde edildigi
tespit edildi. WHO’nun sperm kinematik parametreleri igin referans degerleri
belirlememesinden dolay1 hiz 6l¢limleri icin alt veya iist referans degerleri arasinda olup
olmadig1 yorumu yapilamamaktadir. Fakat Tablo 4.1.’de gosterildigi lizere yapilan benzeri
calismalarla ve veri setlerimiz arasindaki degiskenlik gbéz Oniinde bulunduruldugunda

anlamli sonuglar elde edildigi goriilmiistiir.

Olgiilen baz1 sperm kinematik degerleri literatiirde bulunabilen daha dnce 6l¢iilmiis
parametrelerle karsilastirilmistir. Bu ¢alismalarda genel olarak degerlendirildiginde temel
kinematik parametrelerin timiiniin 6l¢iilmedigi ve o6l¢iildiiyse de gelistirilen bir algoritma
ile degil, hastanelerde ya da klinikler mevcut olarak kullanilan CASA sistemleri ile yapildig:

goriilmiistiir.

Ornegin Sloter et al., yapmus olduklari ¢alismada tiim kinematik parametrelerin
sonuglarini birbirleri ile karsilastirarak yas faktoriiniin sperm hizina etkisini arastirmislardir.
Burada hastanede mevcut HTM-Ceros isimli CASA sistemi 1ile Olc¢limleri
gerceklestirmislerdir ve bu Ol¢iilen degerler bu ¢alismadan Olctiiglimiiz parametreler ile
karsilastirilmistir. Literatiir arastirmasi sirasinda yanal kafa genliginin bazi c¢aligmalarda
ortalama degerini baz1 ¢aligmalarda ise maksimum degerini hesapladiklar1 goriildi.
Gelistirilen algoritma ile spermin VCL hizi ile VAP hiz1 arasinda iki nokta arasi uzaklik
formiiliinden maksimum uzakliga sahip deger bulunarak ALHmax olarak isimlendirildi. VCL

ve VAP arasindaki tiim noktalar aras1 mesafe hesaplanarak ALHor degeri hesaplandi.

Davis et al., yaptiklar1 ¢alismada farkli fps degerlerinde alinmis hem manuel hem de
iki farklit CASA sisteminde VCL, VSL ve ALHnax degerlerini 6lgiimiinii gergceklestirmis ve

bu sistemleri birbirleri ile karsilastirmistir.
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Kraemer et al., sicaklik artiginin sperm hareketleri tizerindeki etkisini arastirdigi igin
sperm kinematik parametreleri diger calismalarda 6lciilen parametrelere kiyasla daha yiiksek

¢cikmustir.

Di Caprio et al, ise sperm hareketlerini gelistirdikleri algoritma sayesinde 4 boyutlu

olarak gerceklestirmislerdir ve sperme ait VCL, VSL ve VAP hizlarini 6lgmiislerdir.

VCL, VAP, VSL, ALH ve BCF degerleri bu calismada ol¢iilen degerlerle paralellik
gostermektedir. Tablo 4.1°de yapilan bu ¢alismada ([*]) Olgiilen parametreler literatiirdeki

parametrelerle karsilastirilmistir.

Tablo 4.1. Olgiilen bazi kinematik parametrelerin literatiirde bulunan degerler ile
karsilastirilmasi.

VCL | VAP | VSL :;;(}SI ALH | BCF

[nm/s] [nm/s] [nm/s] [Hm]. ort. [um]| | [Hz]

1 742 | 469 | 375 2.8 1.0 15.4

Sloter et al. [14] 80,7 538 49,1 3,7 - 25,2
Kraemer et al. [12] 19,0 ) 54,0 7.5 - -
Di Caprio et al. [19] 69,5 67,7 224 - - -

Hirano et al. [13] 82,5 46,1 56,1 4 - 23,6

Akashietal [15] | °7* - - - 1,4 10,0
Mortimer et al. [11] 83,5 ) ) 3.8 24 -
Davis et al. [10] 52,0 ) 32,3 3,0 - -

Bu tezde insan sperm kinematik parametrelerin 6l¢limiinii saglayan bir CASA analiz
yontemi gelistirilmistir. 14 parametrenin Slgiilebildigi bu sistemde bir denekten alinan
numune lizerinde detayli analizler yapilmistir. Mikroskobik goriintiileme teknigine dayali
olarak gelistirilen bu sistem ayni zamanda Olgiilen parametrelerin WHO veya bagka
kurumlar tarafindan tanimlanan referans degerleri i¢inde olup olmadig1 kontrol
edebilmektedir. Bu sistemde Ol¢iilen parametreler ile insan infertilitesi hakkinda kesin bir

yargiya varilamasa da erkek infertilitesi i¢in kantitatif degerlendirmeler yapilmasini saglar.
59



Mevcut gelistirilen sistem ileriki agamalarda standart parametrelere ek tiremeyi olumlu
ya da olumsuz yonde etkileyecek parametrelerin incelenerek literatiire kazandirilmasi ve
iremeyi etkileyecek parametrelerle 1ilgili yapilacak caligmalarin Oniinlin agilmasi
ongoriilmektedir. Bu tiir ¢calismalar ile, infertiliteyi etkileyen spermin sayisi, hareketi ve
morfolojik yapist daha dogru sekilde incelenebilecek ve CASA ydnteminin uygun ve dogru
bir tan1 yontemi olarak kullanilabilecegi tiim yonleriyle degerlendirilebilecektir.

Literatiirde yer alan 6rneklerin ¢ogu hayvan semeniyle yapilmis ¢aligmalardir olup
insan spermi ile yapilan caligmalarda ise kinematik parametrelerin ¢ogu ol¢lilmemistir.
Yapilan bu calisma ile insan spermi ¢alismalar1 6rneklendirilerek daha sonra yapilacak
calismalar i¢in daha kapsamli bir sistem gelistirilebilir.

Ileride yapilacak caligmalarda ise lgiilen 14 sperm kinematik parametrelerinin ¢oklu
sperm Ornekleri ile hastalik bazli incelemeleri yapilarak sperm hareketlerinden belli bir
hastalik tanis1 konulmasi veya erkek tiroloji sistemi karakteri ile ilgili farkli yorumlar
yapilmasina olanak saglayabilir.

Yapilacak diger calismalarda ise sicaklik degisimi, kimyasal ve diger cevresel
faktorlerin sperm motilitesi iizerindeki olumlu veya olumsuz etkileri detayli olarak
arastirilarak analiz edilebilir.

CASA sisteminde Olgiilen makroskobik ve mikroskobik incelemelerde makroskobik
inceleme sirasinda Olgiilen hacim, pH, sicaklik gibi parametrelerin, analizin sadece
mikroskobik olarak incelenmesine olanak saglanabilmesi i¢in sperm analizine Ozel

tasarlanacak mikrokanallar gelistirilebilir.
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