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Ozet

Azoospermik hastalar infertilite vakalarinin %5-8'ini olustururlar. Gonadotropin seviyesi
normal ve normal boyutlarda testisleri olan hastalarda spermatogenezin degerlendirilmesi icin
standart yaklagim testis biopsisi yapmaktir. Testis biopsisi invazif bir yontemdir ve patolojik
degerlendirme kalitatif ve subjektiftir. DNA flow sitometri hizli, kantitatif ve objektif bir yon-
tem olarak spermatogenezin degerlendirilmesi i¢in onerilmektedir.

Calismamizda, klinigimizde azoospermi nedeni ile testis biopsisi yapilan 19 hastadan
DNA flow sitometri i¢in drnekler alinarak her iki yontem birbiri ile kiyaslanmigtir. Histolojik
degerlendirme ve flow sitometri ayri ayn laboratuarlarda yapilmustir.

Normal histolojiye sahip 8 vakanin flow sitometrisinde 7 hastada normal histogram, |
hastada orta derecede anormal histogram tesbit edilmistir. Sertoli Cell Only sendromu tesbit
edilen 4 hastanin histogramlarinda diploidi hakimiyeti mevcuttu ve bunlar belirgin derecede
anormal kabul cdildiler. Histolojik olarak intermediate grupta sayilan, ¢ogunlukla maturasyon
arresti gosteren 7 hastanin ikisinde normal histogram, ikisinde orta derecede anormal histog-
ram ve liciinde ise ileri derecede anormal histogram saptandu.

Normal morfolojiye sahip 8 hastanin biri hari¢ 7'si ile Sertoli Cell Only tesbit edilen 4
hastanin hepsinde histolojik tani ile histogram sonuglart tam uyum gostermistir. Maturasyon
arresti kabul edilen 7 hastanin ikisinde normal histogram bulunmustur.

Testis biopsisi halen spermatogenczin degerlendirilmesinde standart olarak kullanilan bir
tekniktir, ancak, dzcllikle son yillarda hiicrelerin tanimlanmasi igin geligtirilen yeni yontem-
lerle DNA flow sitometrinin testis biopsisine nazaran daha az invazif, hizli uygulanabilen, gii-
venilir ve objektif bir yontem oldugu soylenebilir.

Summary

Five to eight percent of men seen in male infertility clinics have azoospermia. In men
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with normal levels of gonadotrophins and normal testicular size, the standart approach is tes-
tis biopsy to differentiate ductal obstruction from testicular failure. Routine testicular biopsy
is invazif and histologic evaluation is qualitative and subjective. DNA flow cytometry is a ra-
pid, quantitative and objective method.

The study group consisted of 19 azoospermic men who underwent open testicular biopsy
and specimens for DNA flow cytometry were also obtained to compare both methods. Histo-
logic evaluation and flow cytometry were done in separate laboratoires.

The flow cytometric analysis for the 8 cases with normal pathologic evaluation indicated
that 7 had normal histograms while one had moderately abnormal histogram. The histologic
finding for 4 patients were sertoli-cell-only syndrome and the cells in the histograms were
predominantly diploid and considered to be markedly abnormal. The pathological evaluation
of seven patients were in the intermediate group, mostly representing maturational arrest. In
two of these patients the histograms were normal while in another two patients it was mode-
rately abnormal and three patients represented markedly abnormal ploidy classes.

Almost all patients (except one) with normal morphology and all patients with Sertoli-
Celhl-Only syndrome correlated well with DNA histograms. Two of 7 patients in the interme-
diate group had normal histogram pattern.

Testicular biopsy is still the standart approach to evaluate spermatogenesis, but with the
recent advances in the techniques which are developed for identification of cells, DNA flow
cytometry may be used as a less invasive, rapid and objective method than testicular biopsy.

Anahtar Kelimeler: Infertilite, Spermatoge-
nez, Testis biopsisi, DNA flow sitometri
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Girig _

Erkek infertilitesi vakalarinin %5-8'inde
azoospermi mecvcuttur. Testikiiler atrofinin ol-
madi§1, gonadotropin seviyelerinin normal ol-
dugu veya FSH degerinin normal degerlerin
iki mislinden fazla olmadig, ejekiilatta fruk-
toz mevcut oldugu durumlarda standart yon-
tem duktal obstruksiyon ve testikiiler yetersiz-
ligin ayiricr  tamist  igin  testis  biopsisi
yapilmasidir. Testis biopsisi 6zellikle azoos-
permik vakalarda histolojik olarak spermato-
genezi incelemek icin kullanilan en direkt tani
metodlarindandir. Kalitatif bir yontem olan
testis biopsisi yeterli olmakla birlikte repro-
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duktif arastirmalarda objektif ve standardize
metodlara ihtiyag oldugu kabul edilmekitedir.

Kantitatif olarak spermatogenezin deger-
lendirilmesi igin ¢esitli metodlar geligtirilmig-
tir. Bunlar arasinda ge¢ spermatidlerin tiibiiler
konsantrasyon ortalamasit!), Testikiiler paran-
kim iinitesi basina giinliik sperm iiretimi‘?) ve
her seminifer tubulus bagina diisen spermatid/
sertoli hiicresi oram3) sayilabilir. Bu tip kanti-
tatif yontemler spermatogenezin objektil de-
gerlendirilmesi igin yeterli standartlara sahip
olduklar1 halde ¢cok zaman alici ve oldukca
zor, emek isteyen metodlardir. Bunlara alter-
natif, spermatogenezin kantitatif degerlendir-



mesi icin hizli, objektif bir teknik olarak DNA
flow sitometri analizi Onerilmektedir. Doku
aliminin ince igne aspirasyonu ile yapilabilme-
si bu yontemi daha az invazif ve ucuz bir yon-
tem olarak on plana cikarmaktadir.

Flow sitometrinin rutin klinik degerlendir-
meler i¢in kullanilabilmesi amact ile bu yon-
tem halen spermatogenczin kalitatif degerlen-
dirilmesinin standard: olan acik testis biopsisi
ile kiyaslanmustur.

Materyal Ve Metod

Azoospermisi mevcut 19 infertilite hastasi
calisma grubuna alinmistir. Bilateral agik testis
biopsisi uygulanan bu hastalardan alinan &r-
nekler Bouin soliisyonuna konularak patoloji
laboratuarina, alinan ikinci 6rnek ise phospha-
te buffered saline (PBS) icine konularak flow
sitometri yapilmak iizere bir baska patoloji la-
boratuarina gonderildi. Histolojik degerlendir-
me flow sitometrik degerlendirmeden bagim-
s1z olarak yapildi.

Standart morfoloji i¢in gonderilen ornek-
lerden hazirlanan parafin kesitleri hematoxy-
lin-eosin ve trichrome boyalarla boyandi.
Spermatosit, spermatid ve spermatozoalarin
birbirlerine oranlarina 6zellikle dikkat edildi.
Histogram igin her hastanin preparatinda en az
10 yuvarlak seminifer tubulus segilerek ince-
lendi.

DNA histogramlari otomatik flow sitomet-
ri cihazi ile 6rnegin laboratuara gittigi ayni
giinde yapildi. Sitometriye hazirlik i¢in érnek-
ler 6nce mekanik olarak hiicrelere aynldi, 300
g ile 10 dakika santrifiije edildi ve siipernatant
atillarak pellet sitrat tampon soliisyonu ile ka-
ristinldi. Riboniikleik asitlerin elimine edilme-
si igin drneklere riboniikleaz eklenerek bir ila
iki saat oda sicakh@inda bekletildi. Karigim
74 p kahinligindaki naylon mesh'ten siiziilerek
flow sitometri cihazinda 488 nm argon laser
15181 kullanilarak 250 mW ile en az 10000 hiic-
re sayildi. Propidium iodid'in kirmizi floresan-
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s1 analiz edilerek DNA histogramlar1 Coulter
Profile flow cytometry (Coulter electronics,
Florida) cihazi ile haploid (1C), diploid (2C)
ve tetraploid (4C) pikleri seklinde siniflandi.

Histopatolojik degerlendirmede ii¢ katego-
ri kullamldu.

1. Normal: Spermatogenez, intersitisyum
ve membran yapisi norma. Johnsen skoru: 8.5-
10

2. Intermediate (hiposermatogenez veya
matiirasyon arresti): Spermatogencz kismen
mevcut veya belli bir asamada kalmig, normal
veya hafif bozulmus intersitisyum, hafif kalin-
lasmis bazal membran. Johnsen skoru: 2-8.5

3. Sertoli Cell Only: Intesitisyum ve bazal
membran normal ancak germinal hiicre yok.
Sertoli hiicresi meveut. Johnsen skoru: 2

Teslis dokusu DNA histogrami su pikler-
den olugur:

1. Haploid hiicre piki (1C): Sec. Spermato-
sitler, Spermatidler, spermatozoa.

2. Diploid hiicre piki (2C): Sertoli hiic.,
Leydig hiic., G1/GO spermatogonia.

3. Tetraploid hiicre piki (4C): Primary
spermatositleri igerir.

Eger sonucta IN>2N>4N ise normal,
2N>4N>IN veya 2N>IN>4N ise orta dercce-
de anormal veya 2N>>4N, IN ise belirgin de-
recede anormal kabul edildi.

Hasta grubunun kiiciik olusu nedeni ile is-
tatistik caligma yapilmamigtir.

Bulgular

Patolojik degerlendirme ve ploidi sonucla-
1 Tablo l'de g6sterilmigtir. Buna gore normal
kabul edilen 8 hastanin 7'sinde DNA flow sito-
metri normal histogram, birinde orta derecede
anormal histogram gdstermistir. Patolojik de-
gerlendirmede maturasyon arresti olarak ta-
nimlanan ve intermediate grup olarak kabul
edilen 7 hastanin yapilan DNA flow sitometrik
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Tablo 1: Histopatoloji ve ploidi siniflarina gore hasta dagilimi:

Normal Orta derecede anormal Belirgin anormal
Normal (n=8) 7 1 0
intermediate (n=7) 2 2 3
Sertoli Cell Only (n=4) 0 0 4

analizinde 2 hastada normal histogram, 2 has-
tada haploid hiicrelerin azalarak tetraploidlerin
artig gosterdigi, orta derecede anormal histog-
ram ve 3 hastada belirgin derecede anormal
histogram saptand.

4 hastanin patolojik degerlendirmesi Serto-
li Cell Only sendromu idi ve histogramlarn da
predominant olarak diploid hiicrelerin hakimi-
yetini gosteriyordu ve belirgin derecede anor-
mal gruptaydi.

Normal morfoloji gosteren 8 hasta ve Ser-
toli Cell Only Sendromu olan 4 hastadan sade-
ce birinde orta derecede anormal histogram
saptanmig ve 11 hastanin patolojisi ile histog-
ramlart tam uyum gostermistir. Intermediate
gruptaki 7 hastadan ikisinde normal histogram
tesbit edilmistir.

Tartisma

Azoospermik hastalarda duktus obtriiksi-
yonu ile testikiiler yetmezligi ayirmada stan-
dart yaklagim testis biopsisi yapmaktir. Rutin
patolojik degerlendirme zaman alici, subjektif
ve kalitatiftir. Patologlar arasinda anormallik-
lerin derecesini tesbitte farkliliklar olmaktadir.
Testis biopsisinin invazif bir yéntem olusu ne-
deni ile son yillarda testikiiler aspirasyon or-
neklerinin histolojik degerlendirilmesine ¢ali-
stimaktadir*-3). Alinan materyalin gok kiigiik
olusu nedeni ile ince igne aspiratlarinin histo-
lojik degerlendirilmesi tatmin edici olamamak-
tadur.

Spermatogenezin  degerlendirilmesi  igin
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hizh, kolay ve ohjektif sonug alinabilen DNA
flow sitometrinin kullantm: pek ¢ok arastiric
tarafindan onerilmistir®?). Haploid, diploid
ve tetraploid hiicre kompartmanlarinin birbir-
lerine orani spermatogenezin degisik evreleri
ile koreledir®), Primer spermatositler tetraplo-
id kompartmanda, sekonder spermatositler,
spermatidler ve spermatozoalar haploid kom-
partimanda, Sertoli ve Leydig hiicreleri ile G1/
GO spermatogonialar diploid kompartmanda
yer almaktadirlar.

Patolojik degerlendirmede normal morfo-
lojiye sahip hastalarin histogramlari: da normal
sinirlarda ¢ikmagtir. Bir hastada orta derecede
anormallik saptanmis ve bu hastanin kronik
epididimit gegirdigi anamnezinden tesbit edil-
migtir. Normal morfolojiye sahip bu hastada
muhtemelen epididimal fonksiyon bozuklugu-
na baglh ploidi degisikligi oldugu diisiiniilebi-
lir. Patolojik olarak Sertoli Cell Only tanisi ko-
nulan 4 hastanin histogramlan birbiri ile tam
uyum gostermistir.

Intermediate grupta olan ve maturasyon
arresti olan hastalarin histogramlarinda farkli-
liklar saptanmustir. Intermediate gruptaki has-
talar degerlendirilmesi en gii¢ olan hastalardir.
Bunlara daha objektif bir yaklagim flow sito-
metri ile saglanabilir. Haploid grup igerisinde
spermatozoalarin yanisira spermatid ve sper-
matositlerin mevcudiyeti ve bu hiicrelerin bir-
birinden ayirtedilmesindeki giicliik spermato-
genezin  tam  degerlendi-rilmesinde  bir
handikap olarak goriiliiyordu. Ancak germinal



hiicrelerin DNA'larinin degisik boyanabilirlik
ozellikleri nedeni ile yeni boyama teknikleri
spermatidler ve olgun spermlerin birbirinden
ayirtedilebilmesini saglamistir. Ornegin, propi-
dium iodide ile boyanan insan testis hiicreleri
yuvarlak ve uzamig spermatidler ve olgun
spermler olarak kolayca aynilabilirf'!®- Daha
da gelismis bir teknikte DNA ve RNA'larin ac-
ridine orange ile boyanmasi ile haploid grup
yuvarlak, uzayan ve uzamig spermatidler ve
olgun spermler olarak simflanabilmektedir(!!),
Acridine orange DNA ve RNA'lar1 boyarken
eger cift sarmalli DNA mevcutsa yesil flore-
sans vermekte, tek sarmal RNA veya DNA
mevcutsa kirmizi floresans vermektedir(!2),
Spermatogenezin erken dénemlerinde kirmizi
floresans yogunlugu artmaktadir,

Isik mikroskobu ile boyama teknikleri kul-
lamlmadan semen orneklerinde lokosit ve
spermatid ayirimi yapilmasi ¢ok giictiir. Ayni
acridine orange boyama teknigi ile semen or-
neklerinde yuvarlak spermatidler ile lokositle-
rin ayirimi kolayca yapilabilir(! 1»13),

Calismamizda bu gelismis boyama teknik-
leri ile haploid grubun detayl incelemesi yapi-
lamamis olmasina ragmen elde edilen sonuglar
DNA flow sitometri ile kantitatif testis biopsisi
arasinda kuvveltli bir korelasyon oldugunu gos-
termektedir. Istatistiksel anlamlilik calismas:
calisma grubunun kiigiik olugundan yapilma-
mustir.

Hiicrelerin tanminmasi ve alt gruplarn gos-
terilebilmesi igin gelistirilen teknikler ve gerek
diger arastirmacilarin elde ettikleri sonuglar
(8,14-18) gerekse bizim calismamizda elde edi-
len sonuglar DNA flow sitometrinin giivenilir,
az invazif ve objektif bir metod olarak sperma-
togenezin degerlendirilmesinde kullanilabile-
cegini gostermektedir.

Sonug¢

Testis biopsisi halen spermatogenezin de-
gerlendirilmesinde standart olarak kullanilan
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bir tekniktir, ancak, hiicrelerin tamimlanmasi
icin yeni gelistirilen yontemlerle DNA flow si-
tometrinin testis biopsisine nazaran daha az in-
vazif, hizh uygulanabilen, giivenilir ve objektif
bir yontem oldugu soylenebilir.
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