SPERMANIN ELEKTRON MIKROSKOP ILE TETKIKININ IZOLE
ASTHENOSPERMIADA YERI

THE ROLE OF THE ELECTRON MICROSCOPY IN ISOLATED ASTHENOSPERMIA
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OZET

Amag: Izole asthespermia vakalarinda elektron mikroskopu ile spermatozoanin yapisal bozukluk-
larini saptamak.

Materyal ve Metod: Merkezimize 1992-93 yillarinda infertilite yakinmasi ile bagvuran ve izole
asthenospermia tamsi konan hastalarda fizik muayene, sperm kiiltiiri ve IBT (Immuno Bead Test) ile
asthenospermia etiolojisi agtklanamayan 6 hastada spermanin elektron mikroskopik incelemesi yapildi.
Bu hastalarin spermiogramlarinda asthenospermia ortak patoloji idi, canli ve hareketsiz spermatozoa
eosin G boyas: ile 6lii spermatozoadan ayirt edildi. Alti hastanin da infertilite disinda basgka
yakinmalar yoktu.

Bulgular: Sperm kuyruklarinin elektron mikroskop ile incelenmesinde axoneme’nin 942 for-
miiliine uygun olmasi gereken mikrotiibiiler yapisi, iki hastada 9+0 olarak saptandi. Bunun digindaki
elektron mikroskopi bulgular1 spermatazoanin hareketinden sorumlu axoneme’e ait yapisal bozukluk
gostermedi. 9+0 mikrotubul yapisinda axoneme’i olan hastalara immotil-cillia sendromu tamisi kondu.
Spermatozoa’nin elektron mikroskop ile incelemelerinde yapisal bozukluk saptanamayan hastalarin
axoneme’lerin dynein kollarinda eksiklik veya spermatazoa hiicre ici biokimyasal bir bozukluk ola-
bilecedi diisiiniildii.

Sonug: Izole asthenospermia vakalarinda immotile-cilia sendromu ayirici tanida digiiniilmeli
tanisini koymak icin sperma elektron mikroskopu ile incelenmelidir.

SUMMARY

Aim: To evaluate the role of the electron microscopy in isolated asthenospermia.

Material and Method: Six patients with complaint of infertility were diagnosed as isolated
asthenospermia between years 1992-1993 in urology department of Cerrahpaga School of Medicine.
Their physical examinations and investigation for infection (sperm culture) and antisperm antibodies
(Imune Bead Test) were normal. Spermatozoa were stained with eosin G, which reveals live and dead
cells. Semens of these patients was evaluated with electron microscopy for a structural defect of the
axoneme.

Results: In two patients examinations with electron microscopy revealed deformity of the ultra-
structure of the axoneme. The patterns of microtubular doublets 9+2 are changed to 9+0. Electron
microscopy examinations of the other specimens revealed no abnormalities within the tail of sperm.

The diagnoses of the patients with the 9+0 pattern of the axoneme, were immotile cilia syndromes.
Possible causes of immotile sperm in patients with normal electron microscopy examination could be
missing dynein arms of the axoneme or biochemical defect within the spermatozoa.
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Conclusion: Immotile-cilia syndrome should be remembered in differential diagnosis of isolated
asthespermia and electron microscopy of sperma should be performed for the diagnosis.

ANAHTAR KELIMELER: Asthenosper-
mia, elektron mikroskop.

KEY WORDS: Asthenospermia, electron
microscopy.

GIRIS -

Spermatozoan cervikal mukusu gegmek, ka-
din genital kanalinda ilerlemek ve corona radiata
ile zona pellucida’y: delmek igin hareket etmek
zorundadir. Bu hareket spermatozoan kuyrugu
icindeki hareket kaynag: olan axoneme ile ger-
ceklesir (1,2). Axoneme yapist 9+2 periferik ve
merkezi mikrotubuldan olusmustur, bu mikrotii-
biiller hareket kaynaginin iskeletini olusturur
(Resim 1). Dokuz adet periferik mikrotobulun
tizerinde bulunan i¢ ve dis dynein kolcuklarin
(arms) birbirleri ile etkilegmeleri ile flagellar ha-
reket ortaya ¢ikar Bu kolcuklar iizerinde adeno-
sine triphosphata~c (ATPase) bulundugu gosteril-
mistir ve ¢cAMP flagellar hareket i¢in gerekli
enerji kaynag: oldugu diigiiniilmektedir (3,4).
Mikrotiibiil yapisindaki her hangi bir yapisal bo-
zukluk spermin hareketini dogrudan olumsuz ola-
rak etkileyebilecegi agiktir.

Spermatozoon’un hareket bozukluguna asthe-

— —Innar arm

Resim 1: Normal axoneme yapisinin gemasi.
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nospermia denir ve spermiogramda ilk yarim sa-
atte spermatozoalarin %60°1nin ileri hareket et-
medigi durumdur (5). Genellikle bu patoloji
sperm iiretimindeki her hangi bir bozukluktan or-
taya c¢ikar ve oligo-astenospermia geklinde kli-
nikte goriiliir. Izole, tek basina astenospermia
subfertil erkeklerin yaklasik %20’sini olugturdu-
gu soylenmektedir (6). Bu vakalarda oligosper-
mia ve spermatozoon morfolojisinde bozukluk
yoktur. Enfeksiyon, varikosel ve immunolojik
faktorler hareket bozukluguna yol agmakla birlik-
te, izole asthenosperminin sebebi genellikle kon-
jenital veya sonradan meydana gelen (akkiz) orta-
ya ¢ikan spermatozoon kuyruk morfolojisi ve/ve-
ya fonksiyon bozuklugu olarak kabul edilir.

Bu ¢alismamizda amacimiz izole asthenos-
permia vakalarinda, hareket bozuklugu nedenleri
(enfeksiyon, varikosel, immiinolojik faktér) bula-
madiZimiz hastalarin spermatozoalarinin ultrast-
riiktiiel yapilarim inceleyerek, kuyruk yapilarin-
da spermin hareketinden sorumlu axoneme ait,
olast yapisal bozukluklan elektron mikroskopu
(EM) ile saptamakt.

MATERYAL VE METOD

Ocak 93 ve Mayis 94 tarihleri arasinda infer-
tilite nedeniyle Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Aile
Planlamasi: Uygulama ve Arastirma Merkezine
basvuran hastalar arasinda yapilan incelemeler
sonucu izole astenospermia saptanin 6 hasta ga-
lisma grubunu olugturmaktadir. Hastalarin hepsi
primer infertilite vakasi idi ve yaglarn 23-39 (or-
talama 31) arasinda ve evlilik siiresi 2-16 yi1l (or-
talama 7.2) idi. Yapilan incelemeler; hastalarin
oz ve soy gegmiglerinin sorgulanmast, fizik mu-
ayene, iki kez en az on beg giin ara ile merkezi-
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mizdeki laboratuarda aynmi teknisyen tarafindan
spermiogram, canli ve hareketsiz spermatozoala-
rin ayirimi igin eosin G boyasi, sperm kiiltiirii,
ureaplazma urealyticum aranmasi, chalmydia an-
tijeni aragtirmast ve immunolojik neden i¢in di-
rekt veya indirekt IBT (Immune Beat Test / Ferti-
lity Technologies Inc. Natick, MA, USA) den
olusuyordu. Immunolojik infertilite i¢in IBT
%10 iizerindeki pozitif sonuglar patolojik olarak
kabul edildi. Bu arastirmalar sonucu sperm hare-
ket bozuklugu aciklanamayan alti hastanin sper-
matozoasi 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embrioloji Anabilim Dali'ndaki elektron mikros-
kopu (JEM-100C) ile incelendi.

Elektron mikroskopisi igin kullanilan fiksas-
yon: Masturbasyon yoluyla alinan taze sperma
ornegine epon gomme teknigi uygulandi. Alinan
materyal 1500 rpm devirde on dakika santriifiije
edildikten sonra 24 saat gluteraldehid soliisyo-
nunda fiksasyona tabi tutuldu. Ertesi giin osmik
asit post fiksasyonuna alinan pargalar fosfat tam-
pon soliisyonunda yikandiktan sonra aseton seri-
leri propilen oksit-epon serilerinden gecirildi. Da-
ha sonra plastik bloklar igerisinde saf epona gi-
mildi. ultramikrotomda yapilan ince kesitler ura-
nilasetat+reynolds kontrast yonteminden sonra

elektron mikroskopta incelendi.

BULGULAR

Tablo 1, alt: hastanin sonuglarim toplu olarak
vermektedir. alti hastanin | ml'deki spermatazoa
sayist 20x10° iizerinde idi, bu durum en az on
bes giin ara ile iki kez yapilan spermiogram ile
teyid edildi. Sperm motilitesine masturbasyonla
steril cam kaba alinan semende ilk yarim saate
yapilarak karar verildi, iki spermiogramdaki en
yiiksek deger gecerli sayildi. Motilite vakalari-
mizda %0-15 arasinda, canli spermatazoa orani
%60 iizerinde, normal morfoloji %55 iizerinde
idi. Hastalar ayakta muayene edildiler, bir hasta 6
ay once varikoselektomi ameliyati olmustu, bes
hastanin da ayakta ve Valsalva manevrasi ile va-
rikoseli tesbit edilemedi. Tiim hastalara Cerrah-
pasa Tip Fakiiltesi Mikrobioloji laboratuarinda
yaptirilan sperm kiiltiirli, ureaplazma urealyti-
cum, chlamydia antijeni arastirmasinda mikroor-
ganizma saptanmadi. immiinolojik infertilite
aragtirmasi i¢in IBT kullanildi ve <% 10 pozitif
sonu¢ normal deger olarak kabul edildi. Tiim has-
talarda IBT negatif bulundu.

Ozgecmislerinde bes hastanin kis aylarinda

Tablo I: izole asthenospermia’li alti hastanin sonuglar.

Sperm Savis1  Morofoloji ~ Hareketlilik

Variko.

Enfek. IBT  Elek. Mikros.

Hasta | 86.10° %85 normal %5 30.dak.

Hasta 2 23.10 %90 normal %15 30.dak.

Hasta 3 20.10r %55 normal %0 30.dak.

Hasta 4 30.10° %60 normal %10 30.dak.

Hasta 5 32.10¢ %65 normal %0 30.dak.

Hasta 6 28.10r %S5normal %15 30.dak.

negatif

negatif

opere

negatif

negatif

negatif

negatif negatif  Kuyruk enine kesitlerinde normal

(9+2) merkezi ve periferik
mikrotiibiil yapisi,

Akrozom bolgesinde vakuolizasyon
Kuyruk enine kesitlerinde (9+2)
merkezi ve periferik mikrotiibiil
yapisL.

Kuyruk enine kesitlerinde normal
(9+2) merkezi ve periferik
mikrotiibiil yapist,

Kuyruk enine kesitlerinde normal
(9+2) merkezi ve periferik
mikrotiibiil yapisi,

Kuyruk enine kesitlerinde normal
(9+2) merkezi ve periferik
mikrotiibiil yapisi,

boyun bolgesinde diizensizlik,
Kuyruk enine kesitlerinde

(9+2) merkezi ve periferik
mikrotiibiil yapist.

negatif  negatif

negatif  negatif
negatif

negatif

negatif  negatif

negatif

negatif
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stk tekrarlayan (>3) iist solunum yolu enfeksiyo-
nu vardi. Hic bir hastaya bronchiectasis, kronik
sinusitis ve otitis tamst konulmamisti. Hastala-
rin hig birinde situs inversus yoktu.

Elektron mikroskopu sonuclari: Spermanin
elektron mikroskop ile tetkikinde baghca iki ana
yapi incelendi. 1) Spermatozoanm ultrastriiktiirel
vapisi. 2) Spermaya ait spermatozoa dig1 yapi-
lar. Spermatozoa ultrastriiktiiriinde bas ve kuy-
ruk balgeleri incelendi. bas bélgesinde akrozo-
mal membranlarda ayrilma, nukleer vakualizas-
yon ve nuklear dekondensasyona bakildi. Kuy-
ruk yapisinda ise 942 periferik ve merkezi mik-
rotiibiil yapisi yanisira mitokondrial ve fibréz ki-

liftaki degisiklikler gozlendi. Ayrica bu bulgula- Resim 3: Biiyiik bitytitmede kuyruk enine hesitin
rin diginda boyun bélgesinde stoplazmik damla- de 9+0 yapisindaki. merkezi mikrotibiiliin olnadiz
cik formasyonunun olup olmadhi@ arastirtld. bozuk axoneme yapisi.

Hasta 2 ve 6 disindaki drneklerin incelenen
sperm kuyruk enine kesitlerinde 942 periferik ve
merkezi mikrotubul yapilarima rastlandi (Resim
2). Ikinci ve altinci hastaya ait spermatozoon
kuyruk enine kesitlerinde axoneme yapisal bo-
zukluk tesbit edildi. Axoneme ait merkezi bir ¢ift
mikrotubul mevcut degil idi. 9+0 yapist bulunu-
yordu (Resim 3). Kuyruk vapisi disinda birinci
hastanin spermlerinin akrozom bélgesinde (Re-
sim 4), ve beginci hastanin spermlerinin boyun
bélgesinde diizensizlik gorildu (Resim 5).

TARTISMA
Hastalarimizin sperma EM incelemesinde I%\'.I Resim 4: Biiyiik bilyiitmede b son boloesindek
hastada avoneme mrhrotubuler aprsanm bogal risma ve ditzensiziik

Resim 2: Bir spermatozoon bag ile birlikte. basim
iist vie alt bolimiine rastlayan bilgelerde kuyruk enine
kesitlerinde 942 vapisindaki axoneme yapilar.

Resim 5: Spermatozoon boyun bolgesindeki sis
278 ve diizensiz yap.
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9+0 seklinde merkezi ve periferik tiibiiler yap
oldugunu saptadik. Spermatazoon kuyrugundaki
hareketten sorumlu axoneme iskeletini olusturan
Mikrotiibiilerin yapisal bozuklugu. kuyrugun nor-
mal flageltar hareketini engelledigi diigiinilmek-
tedir. Mikrotiibiiller iizerindeki dynein kolcukla-
rinin ¢ahismasi aksamakta ve kuyruk progressif
hareketini saglayacag hareketini tamamlayama-
maktadir. Bu tip hastalarda genellikle spermlerin
tamamen hareketsizliginden daha ¢ok, kismi ha-
reket azlid1 gozlenmektedir (7). Bizim hastalari-
mizda da ilk yarim saatte %15 oraninda, normal-
den az hareketlilik tesbit edilmigti. Bu duruma
immotile-ciliasendromu denilmektedir (8). Bu
sendrom otozomal resesit gegiy gosterir,

Sperm kuyrugundaki axoneme ile solunum
yolu iizerinde ki silyah epitelin cilial hareketini
saflayan axoneme ile tamamen ayni yaprdadir,
Spermatozoa kuyruk axoneme bozuklugu olan ki-
silerde bazen o kiginin silyal epitelinde de fonk-
siyon bozuklugu olabilmektedir. Bu kisilerde fla-
gellar hareketin fonksiyon bozukluguna bagl ola-
rak sinusit, otit ve bronsektazi rastlanabilmekte-
dir. Bu tabloya situs inversus eklenmesi Kartage-
ner sendromunu olusturmaktadir (9). Biz hicbir
hastamizda Kartagener sendromu tanisi koydura-
cak bulgulara rastlamadik.

EM ile axoneme yapisi normal diger hastalar-
da, bizim saptadifimiz akrozom bolgesinde va-
kuolizasyon, spermatazoa boyun bolgesinde dii-
zensizlik dier arastirmacilar tarafindan da sap-
tanmistir (10). Bu tip yapisal bozuklugun sper-
matozoonun fertilite yetenegini nasil olumsuz et-
kileyebilecegi bugiin kesin olarak bilinmemekte-
dir.

EM yapisal bozukluk saptayamadiZimiz izole
asthenospermia vakalarinda axoneme dynein kol-
cuklarda eksiklik, seminal plasma faktorlerinde
eksiklik veya hiicre ici biokimyasal olaylarda bo-
zukluk (6rn: protein carboxyl methylase eksikli-
&i) sonucu asthenospermia ortaya ¢iktiint dii-
stindiik. Literatiirde sperm hiicre i¢i biokimyasal
patolojilerde sperm hareketlerini engelledigi gos-
terilmistir (11). Bizim dynein kolcuklarina ait pa-
tolojileri saptayamamizin nedeni, elimizde olan
ve kullandigimiz elektron mikroskopu dynein
kolcuklar teknik yetersizligi nedeniyle goriintii-
liyememesiydi.

SONUC

Izole asthenospermia vakalarinda varikosel,
immiinolojik infertilite ve enfeksiyon yok ise;
spermatozon kuyruk axoneme ait ultrastruktiirel
bozukluk hatirlanmali ve tanisini koymak igin
(miimkiinse yiiksek rezolusyonlu) bir elektron

mikroskopu ile sperm kuyruklari incelenmelidir.
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Editoryel Yorum

Izole asthenozoospermili hastalara subfertilite

kliniklerinde az rastlanir, fakat bu hasta grubunun
degerlendirilmesinde degisik testlerin yapilmasi
siiresini uzatir. :
Benim algoritmimde yazarin izole astheno-
zoospermi'ye yaklagimina ek olarak, seminal
plazmanin etkisini ekarte etmek icin ani dillisyon
spermiogrami ve transrektal ultrasonografi yer
ahr,

Yazarlarin 9 vakalik mini serileri sperm ultra-
striiktiiriiniin motiliteye etkisini vurgulamaya
yoneliktir; ancak axoneme’de motiliteyi en etkili
birim dynein kollaridir. Dynein total axonemal
adenosine triphosphatase aktivitesinin % 757ini
saglar. Bu nedenle spermatozoa’nin elektron
mikroskopik tetkiki mutlaka i¢ ve dis dynein kol-
lar1 incelemesini igermelidir.
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