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DERLEME

Bilgisayar Destekli Sperma Analiz (CASA) Sistemiyle Yapilan
Incelemelerde Spermatozoonlarin Motilitesini ve Kinematik
Degerlerini Etkileyen Faktorler

Spermatozoon motilitesi, spermatozoonlarin déllenme yetenegi ile iligkili en énemli 6zelliklerden
birisi olup canliliklarinin ve yapisal butinligtnun bir ifadesidir. Bilgisayar Destekli Sperma Analiz
(CASA) sistemleri, farkh turlerde spermatozoon motilitesinin ve kinematik 6zelliklerin belirlenmesi
icin yaygin olarak kullaniimaktadir. CASA sistemleri, bu parametreleri degerlendirmek igin daha
objektif bir yol saglasa da, bu élgimleri 6nemli sayida faktor etkileyebilir. Bu faktorler belli bagliklar
altinda siniflandinlabilir. Bunlar arasinda; (1) farkh CASA sistemlerinin varligi, (2) slayt tipi gibi
kullanilan ekipmanlardaki farkhliklar, (3) sperma sulandiricisi segimi ve seyreltme oranindaki
farkliliklar, (4) ortamin sicakligi ve muayene sirasinda inklibasyon siresi, (5) muayene sirasinda
goruntileme alanlarinin secimi ve sayisi gibi bireysel degerlendirme farkliliklar, (6) sistem
ayarlarinda kare hizi gibi farkli segeneklerin olmasi sayilabilir. Bu farkliliklarin etkisini azaltmak igin,
CASA analizlerinden énce sperma orneklerinin hazirlanmasinda belirli prosedirler olusturulmalidir.
Ayrica elde edilen degerlerin kullanimi ve guvenilirlidi icin kullanilan sistemik ayarlarin standardize
edilmesi gerekmektedir. Bunlara ilaveten, muayeneler sirasindaki ortam kosullari, kullanilan
ekipmanlarin o6zellikleri ve sistemin tercih edilen ayarlari sonu¢ raporunda detayh olarak
sunulmalidir. Ote yandan, spermatozoanin motilite yetenegdi ve kinematik parametrelerinin daha
etkin deg@erlendirilmesi ve fertilizasyon ile iliskisinin ortaya konmasi icin daha fazla arastirmaya
ihtiyag oldugu goériimektedir.

Anahtar Kelimeler: CASA, spermatozoon, motilite, kinematik parametreler

The Factors Affecting Motility and Kinematic Values of Spermatozoa in
Examinations by Computer Aided Semen Analysis (CASA) System

Spermatozoon motility is one of the most important characteristics associated with the fertilization
ability of spermatozoa and is an expression of their viability and structural integrity. Computer-
Assisted Semen Analysis (CASA) systems are commonly used for the determination of
spermatozoon motility and the kinematic traits in different species. Although CASA systems
provides a more objective way to evaluate them, a significant number of factors can affect these
parameters. These factors can be classified under certain headlines. These include; (1) the
existence of different CASA systems, (2) variations in used equipment’s such as the type of slide,
(3) the selection of the semen extender and differences in the dilution rate, (4) the temperature of
the environment and the incubation time during examination, (5) individual evaluation differences
such as selection and number of imaging areas during examination, (6) having different options
such as frame rate in systemic settings. The certain procedures should be established in the
preparation of semen samples before the CASA analyzes to reduce the impact of these
differences. Moreover, the systemic settings used should be standardized in order to use and
reliability of the obtained values. In addition, the environmental conditions in the evaluation, the
features of used equipment’s and preferred settings of the system must be presented in detail in
final report. On the other hand, it is seen that more research is needed to evaluate the motility
ability and kinematic parameters of spermatozoa more effectively and to reveal their relationship
with fertilization.

Key Words: CASA, spermatozoon, motility, kinematic parameters

Girig

GlUnumizde, ozellikle sigir yetistiriciliginde yurutilen hayvan islahi programlari
sayesinde suni tohumlama, saha sartlarinda vazgecilmez bir uygulama alani bulmustur.
Bununla birlikte, bdylesine genis bir organizasyonda kullanilacak dondurulmus
spermanin ¢6zdirme sonrasi kalitesinin mutlaka belirli yontemlerle tespit edilmesi
gerekir (1). Dondurulmus spermanin ¢dzdirme sonrasi kalitesinin belirlenmesinde;
sperm motilitesi, morfolojisi, canlligi, membran ve akrozom butinligu gibi cesitli
parametreler kullaniimaktadir. Bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilan yéntem ise
motilite tayinidir (2).

Motilite; kisaca hareketlilik veya hareket etme glici anlamina gelen bir terim

olmakla  birlikte, spermanin  motilitesi  denildiginde; sperma igerisindeki
spermatozoonlarin  hareketliik orani ifade edilmektedir. Yapilan spermatolojik
incelemeler sonucu spermanin motilitesi temelde iki farkli seklinde tanimlanir.

Bunlardan ilki; tim spermatozoonlarin iginde hareketli olan spermatozoonlarin orani
olup bu deger, total motilite olarak adlandirilirken, diger bir tanimda ise tim
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spermatozoonlarin iginde herhangi bir ydnde dogrusal ve
hizli hareket eden spermatozoonlarin orani belirlenerek
progresif motilite seklinde ifade edilir.

Spermatozoonun herhangi bir yonde hizli ve duz
ileri dogru hareket etme yetenegi, spermatozoonun disi
Ureme kanalindaki hareketi icin gerekli olup ayni
zamanda fertilite yetenegi hakkinda da bir 6n bilgi sunar
(3). Bunun yaninda, kriyoprezervasyon isleminin neden
oldugu sperm hasarinin derecesini belirlemek igin tercih
edilen en 6nemli parametrelerden birisidir. Bu agidan,
spermada motilite tayini yapilirken, total motiliteye
kiyasla 6zellikle progresif motilitenin de dogru bir sekilde
belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Dondurulmus spermalarda ¢6zdirme sonrasi
istenen progresif motilite oranlarinin belirlenmesinde
karsilasilan temel problemlerden birisi, spermanin
ozellikle progresif motilitesini belirleyen kisilerin ortaya
koyduklari subjektif (tahmine dayali) sonuclar arasindaki
degiskenliklerdir. Subjektif olarak motilite muayenesi
yapilirken bir 1sik mikroskobu altinda cgesitli alanlarda

spermatozoonlarin  hareketleri  gbézlenerek, genel
poptlasyonun ilerleyici hareketler ozellikleri
degerlendiriimekte  ve  sonuclar tahmini  olarak

verilmektedir. Bu yéntem hizli ve ucuz olmasina ragmen,
sonuglarin dog@rulugu kisisel tahminlere dayandigi icin
belirli dlgiide farkhliklar gosterebilmektedir. Bu durum,
muayeneyi yapan kisinin tecribeli ve bu konuda yeterli
bilgi birikimine sahip olmasini gerektirir. Tek bir
laboratuvarda egitilmis tecrubeli kisilerin  progresif
motilite tayininde birbirleri arasinda tutarli sonuglar
verebildikleri gérilmekle birlikte, ayni numunenin degisik
laboratuvarlar tarafindan degerlendiriimesi sonucunda,
belilenen  degerler arasinda Onemli  farkhliklar
g6zlenebilmektedir (4, 5).

Saha sartlarinda suni tohumlama yapan bir veteriner
hekim, kullandigi dondurulmus boga spermasinin
¢ozdirme sonrasi yeterli kalite standartlarini tagimasini
istemektedir. Bununla birlikte, progresif motilite degerleri
acisindan, dondurma isleminin  gerceklestirildigi
laboratuvar sonuglar ile gerektiginde suni tohumlama
oncesi yapllan sperma muayene sonuglarinin mutlaka
uyumluluk goéstermesi arzu edilir. Ancak bu konuda
tahmini bireysel degerlendirmelerin farkli sonuglar
olusturmasi, birtakim Oonemli sorunlara yol
acabilmektedir. Bu gibi durumlar son vyillarda
yayginlasmaya baslayan Bilgisayar Destekli Sperma
Analiz (CASA) sistemlerinin  6nemini daha da
artirmaktadir (Sekil 1) (2, 6).

Sekil 1. Gelismis bir CASA sistemi (Proiser ISAS-V1) ve
ekipmanlari
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1. Bilgisayar Destekli Sperma Analiz (CASA) Sistemi

Bilgisayar baglantili olarak tam veya yari-otomatik
olarak ¢alisan sperma analiz sistemlerinin timune birden
Bilgisayar Destekli Sperma Analiz (CASA) adi
verilmektedir. Bu sistemler; bagta sperma érneklerindeki
motilite 6zellikleri ve spermatozoon yogunlugu olmak
Uzere, gelismiglik dlzeylerine gbre spermatozoon
morfolojisi ve DNA fragmentasyonu gibi birtakim
ozellikleri dogru ve etkin bir sekilde tespit edebilirler (2,
7).

CASA sistemleri; bilgisayardaki 6zel bir program
sayesinde, Ozellikle spermatozoonlarin moatilitesini ve
bazi 6zel hareket Ozelliklerini ¢ok hassas bir sekilde
belirleyip bu cesitliligin degerlendirilerek sayisal bir
sekilde sunulmasina imkén saglar. Bunun yaninda,
CASA sistemlerinin bilgisayardaki 6zel bir program
yardimiyla kinematik parametreler adi verilen birtakim
O6zel hiz degerlerini belirlemesi ve spermatozoonlarin
motilitesini alt popdlasyonlara ayirmasi sayesinde,
spermatozoonlarin in vitro ve in vivo fertilizasyon
yetenekleri hakkinda da c¢esitli degerlendirmelerin
yapilabilmesine imkan sunar. Bununla birlikte, cihazin
pahali olmasinin yani sira, farkh tlkelerde farkli sirketler
tarafindan gelistirlen CASA sistemlerinde ortak bir
standardizasyonunun heniz olusturulamamasi ve her bir
sistemin farkl bir yazilim programi ve buna bagli olarak
da farkli algoritma hesaplamalar icerebilmesi, elde
edilen sonuglarin bir érnekligi agisindan bir dezavantaj
olusturmaktadir (2, 8).

2. Casa Sistemlerinin Temel Ekipmanlari

CASA sistemi; genellikle bir video kamera sistemi
tasiyan faz kontrast bir mikroskop, bir video cergevesi
yakalama karti ve sistem icin 6zel bir yazilimla
hazirlanmis programin yUkli oldudu bir bilgisayar
sisteminden olusur (7). Dinya geneline baktigimizda;
uluslararasi piyasada satisi olan birgok CASA sistemi
(Hamilton-Thorne, Microptic Proiser, Minitube, IMV gibi)
bulunmakta olup bunlarin bircogu sperma lretim
merkezleri ve gelismis bilimsel analiz laboratuvarlar
tarafindan kullaniimaktadir (6, 8).

Her CASA sisteminin dahili veya harici bir
mikroskobu ile mikroskobik goruntileri izlemek ve kayit
altina alabilmek icin genellikle bilgisayar sistemi ile
baglantili olan ve mikroskop Uzerine entegre edilmis bir
video kamera sistemi bulunmaktadir. Bu sistemlerin
bagh oldugu bilgisayara, gerekli muayenelerin
yapilabilmesi amaciyla gelistirilmis 6zel bir yazilim
sistemi  yuklenmistir.  Spermatozoonlarin  hareket
ozelliklerini  belirlenirken, bilgisayar yazilim sistemi;
mikroskobik goruntileme aracihgi ile video
gOruntulerinin alinmasi, bu gOriuntilerde
spermatozoonlarin belirlenerek takip edilmesi ve bu
gOruntilerden elde edilecek tim verilerin
hesaplamalarini  yapmak igin kullaniimaktadir. Bu
sistemler, farkli sirketler tarafindan gelistiriimis olsa da,
hareket 6zelliklerinin belirlenmesinde temelde benzer
algoritma  prensibine dayali yazihm  programlari
kullanmaktadir (9).
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Buna ilaveten, vyapilan muayeneler sirasinda,
sperma Orneklerinin mikroskop altinda incelenebilmesi
amaciyla 6zel olarak dUretilmis lamlar kullanilir. Bu
amagla, farkl firmalarin Urettigi tekrarli kullanilabilen
(SpermTrack, Makler gibi) veya tek kullanimhk (Leja,
ISAS-D4C gibi) Ozellige sahip cesitli 6zel lamlar
bulunmaktadir (6). Dider taraftan CASA sistemleri ile
yapilan muayenelerde, hazirlanan sperma 6rneklerindeki
motilite ve kinematik Ozelliklerinin  dogru olarak
belilenmesi igin, sicaklik degerinin stabil tutulmasi
oldukga o6nemlidir. Bu amagla, muayene &ncesinde
orneklerin sulandinimasi ve bekletiimesi ile muayene
islemleri sirasinda sicaklik derecelerinin  korunmasi
amaciyla 06zel sitma Uniteleri  kullanihr.  Yapilan
muayeneler sirasinda incelenen degerlerin
etkilenmemesi icin kullanilan 6zel lamlarin sicakhiginin
sabit tutulmasi da olduk¢a 6nemlidir. Bunun saglanmasi
amaciyla da genellikle mikroskoba entegre edilmis 6zel
Isitma tablalari vardir (7).

3. Casa Sistemi ile Spermatozoonlarin Hareket
Ozelliklerinin Belirlenmesi

CASA sistemi ile spermatozoonlarin hareketlilik
oranlari ve kinematik parametreleri belirlenecedi zaman,
bilgisayardaki CASA sistemine ait 0©zel program
calistinlarak motilite modulune girilir. Modul igerisinde
oncelikle sperma 6rnegine ait tlr secimi yapilir. Bu
secim, gelismis CASA sistemlerinde hiz olgutleri, sperm
bas blyUkligu gibi tirlere gore degisiklik gosterebilen
bazi 06zel ayarlarin otomatik olarak kurulmasini
saglayacaktir. CASA sistemi bu 6zellige sahip degilse,
bu ayarlarin mutlaka manuel olarak girilmesi gerekir.
Bunun yaninda, optik gérinti buyukligu ve sekli ile
kullanilan 6zel lamin gesidi gibi bir takim 6zel ayarlarin,
yine sistem Uzerinden segilmesi gerekir. Ayrica setup
kismindan, saniyede alinacak goriinti sayisi ve toplam
goruntl kayit suresi ile ilgili tercihlerin de yapilmasi
gereklidir.

CASA sistemi ile herhangi bir taze, sulandiriimig
veya dondurulup ¢ézduriimis spermanin motilite ve
kinamatik parametreler yoninden gerekli muayeneleri
yapilacagl zaman, oncelikle sperma 6rnedi hesaplanan
degerlere gore sulandirilip bir ependorf tiipl igerisinde,
sicakhidr 38°C’ye ayarlanmis 06zel isitma plakasinin
kuyucuklarindan birine konularak muhafaza edilir. CASA
sisteminde gerekli ayarlar yapildiktan sonra, belirli bir
oranda  sulandinlmis  (yaklasikk 20-40  milyon
spermatozoon/ml olacak sekilde) spermadan otomatik
pipet yardimiyla belirli bir miktar (ortalama 4-7 pl) alinir.
Alinan sperma 6rnegi, muayene igin Isitma plakasi
Uzerinde bulunan 6ézel lamin belirlenmis 6zel bélmesine
aktarildiktan sonra 6zel lameli kapatilip mikroskobun
iIsitma  tablasi  Uzerindeki  goruntileme  alanina
yerlegtirilir.

Spermatozoonlarin hareketli goriintlisii mikroskopta
tespit edildikten sonra, video kamera araciligi ile
bilgisayardaki yazillm programinin ilgili alaninda
goruntilenir. Bu esnada CASA sistemimin 6zel yazilim
programi araciligiyla, karanlik bir arka plan uzerinde
beyaz spermatozoon baglarinin olusturdugu negatif-
yuksek fazlh kontrast gorinti sayesinde,
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spermatozoonlarin bas kismi algilanir. Algilanan her
parlak goérintinin kapladigi alan, piksel buylkligune
gOre degerlendirilerek, bunun bir spermatozoon olup
olmadidi bilgisayar yazilimi tarafindan tespit edilir (8,10).

Belirli bir gorintli kalitesi sagdlandiktan sonra
programin kayit o6zelligi calistirilarak mikroskoptaki
hareketli gérintu belirlenen bir stre boyunca kaydedilir.
Yazilim programindaki ilk goéruntiden itibaren tim
spermatozoon baglari tanimlanip bilgisayar verisi olarak
kaydedildikten sonra bir sonraki alan veya gerceve
analiz edilir. Analiz programi, takip eden her gorintide,
spermatozoon basinin etrafindaki belirli bir yarigapa
sahip bir olasilik bolgesi icinde, spermatozoon basinin
ardisik goOruntisinu arar ve bu sayede belirlenip
sayisallagtirilan spermatozoon bagi géruntuleri bilgisayar
tarafindan takip edilir. Bu sekilde, spermatozoon basinin
sirali géruntuleri bulunduktan sonra x ve y koordinatlari
icinde belirli bir zaman periyodu igerisinde hareket
yoriingesi olusturularak elde edilen sayisal bilgiler
1Isiginda bir dizi kinematik deger hesaplanir (2). Bu
sekilde belirlenen sayida alan incelenip ortalama
degerler elde edilerek muayene tamamlanir. En son elde
edilen degerler sistemik olarak kaydedilirken, 6zel
program sayesinde bir rapor olarak da sunulur.

4. Casa Sistemlerinde Spermatozoon Hareketliligi ile
llgili Temel Parametreler

Glnlimuzde, spermatozoonlarin hareketlilik
oranlarinin tespit edilmesi ve hareket etme 6zelliklerinin
siniflandiriimasi; insan ya da hayvanlardan alinan bir
spermanin kalitesinin  belirenmesinde ve 6zellikle
spermanin  dondurulup  ¢6zdlrldlmesi  sonrasinda
meydana gelebilen birtakim hasarlarin derecesinin
ortaya konulmasinda ilk tercih edilen parametre olmaya
devam etmektedir. Bu sebeple, gelistiriimis bir CASA
sistemi sayesinde, incelenen sperma &rneklerindeki
spermatozoonlarin hareketliligi ve bu hareket ile ilgili
belilenen  bazi  parametrelerin  objektif  olarak
belirlenebilmesi olduk¢a énemlidir (2).

CASA sistemleri ile spermatozoonlarin hareket
yetenekleriyle  ilgili  belirlenen  bashca  6nemli
parametreler arasinda; spermatozoonlarin hareket etme
hizlari ve bu esnada olugturduklar ilerleme y&ringesine
bagli olarak belirlenen cesitli kinematik degerler ile
oransal olarak belirlenen total ve progresif motilite
degerleri sayilabilir (11).

4.1. Kinematik Parametreler

Kinematik terimi, "hareketin zamanla degisen
geometrik yonleri" seklinde ifade edilmekte olup
spermatozoonlarin hiz oélgitlerini ve hareket modellerini
ayirt etmek icin kullanilir. Gelismis CASA sistemlerinde,
hareketli spermatozoonlarin oraninin belirlenmesinin
yaninda, spermatozoonun hem kuyruk hem de bas
kisminin hareket 6zelliklerinin belirlenmesi icin hiza ve
gidis dogrultusuna bagh bazi kinematik parametre
degerleri gelistiriimistir. Bu sistem sayesinde total ve
progresif motilite degerlerinin belirlenmesinin yaninda,
spermatozoonlarin  gercgeklestirdigi  hareketin  genel
karakteristik 6zelliklerinin de incelenmesi saglanir (8).
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CASA ile spermatozoonlarin hareket &zelliklerinin
degerlendiriimesinde kullanilan bazi kinematik
parametreler sunlardir (2, 8);

VCL (Velocity of Curvilinear - Egrisel Hiz - pm/s):
Spermatozoon basinin ileriye dogru hareket ederken kat
ettigi iki boyutlu gercek egrisel yoldaki hiz degeridir
(Sekil 2). Bu parametre, genel olarak spermatozoonun
ilerledigi rotanin  hiz  bilgisini vermekte olup
spermatozoonun hedefe dogru gercekte ne kadar yol
aldigini gésterir. VCL degeri, her zaman igin g temel hiz
parametresinin en ylksek dedere sahip olanidir.

Sekil 2. Spermatozoonun kinematik parametrelerinden VCL,
VAP ve VSL’nin gérinimu

VAP (Velocity of Avarage Path - Ortalama Yol
Hizi - pm/s): Spermatozoon basinin izledidi egrisel
yolun, ortalama degerler Uzerinden dogrusal bir eksen
seklinde belirtildidi hiz degeridir (Sekil 2). Bu parametre,
spermatozoonun izledigi egrisel yolun (VCL’'nin), CASA
cihazlarindaki algoritmalara goére duzlestirimesi ile
hesaplanan ortalama deger olup bu algoritmalar,
cihazlarin yazilimlari arasinda farkhlik gosterebilir. VAP
degeri, spermatozoonun hedefe dogru ortalama kat ettigi
yol bilgisini vermekte olup her zaman igin U¢ hiz degeri
icinde ortadaki degerdir.

VSL (Velocity of Straight Line - Dogrusal Hiz -
um/s): Spermatozoonun basinin, belirli bir sire
icerisinde tespit edilen ilk noktadan son noktaya gidene
kadar olusturdugu diiz ¢izgi boyunca aldigi ortalama hiz
degeridir (Sekil 2). Diger bir deyisle hareketin baslangic
ve bitis noktasinin kus bakisi uzakliginin, zamana
bolinmesiyle elde edilen degderdir. VSL degeri,
spermatozoonun hedefe dogru ne kadar hizli dogrusal
bir yol aldiginin bilgisini vermekte olup her zaman igin t¢
hiz degerinden en dusuk olanidir.

Dizenli ve diz bir hat Uzerinde devam eden
spermatozoon hareketinde; VAP degeri, genellikle
VSL'ye ¢ok yakin iken; dogrusal olmayan hareketlerde
ise VAP, VSL’ye gore oldukca yuksektir.

LIN (Linearity - Dogrusallik -%): Spermatozoonun
dogrusal hizinin, egrisel hizina bélinmesi (VSL/VCL x
100) ile hesaplanan  orantisal deder olup
spermatozoonun aldigi yolun dizligunu yansitir. Bu bilgi
genel anlamda, spermatozoonlarin dogrusal olarak
ilerledigi yoldan ne kadar saptidinin da bilgisini
vermektedir. Bu degerin o6lgitl; 0-100 araliginda olup
elde edilen deger 100’e ne kadar vyaklasir ise,
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spermatozoonun ilerlemesinin  dizlidd de o kadar
artacaktir.

STR (Straightness - Gidig Dogrultusu - %);
Spermatozoonun dogrusal hizinin, ortalama yol hizina
bélinmesi (VSL/VAP x 100) ile hesaplanan orantisal
deder olup spermatozoon hareketinin dogruluk oranini
yansitir. Bu bilgi genel anlamda, spermatozoonlarin
hareketinin ne kadar dogrusal bir yéringe olusturdugu
bilgisini vermektedir. Bu degerin 6l¢uti; 0-100 araliginda
olup elde edilen deger 100’e ne kadar yaklasir ise,
spermatozoonun ilerleme yoriingesinin dogrusalligi da o
kadar artacaktir.

WOB (Wobbel Balancing)- Dengeleme /
Yalpalama - %); Spermatozoonun ortalama yol hizinin
egrisel hizina boélinmesi (VAP/NVCL x 100) ile
hesaplanan orantisal deger olup spermatozoon basinin
asll yolundan salinim (sapma) derecesini yansitir. Bu
degderin o6lcitl; 0-100 araliginda olup elde edilen deger
100'e ne kadar yaklasir ise, spermatozoonun
yalpalamasinin veya kararsizliginin o kadar azaldigina
isaret eder.

ALH (Amplitude of Lateral Head Displacement -
Yanal Bas Yer Degistirme Genligi - pm/s): Bu deger,
spermatozoon basinin ortalama yolda ilerlerken laterale
dogru saptigi ortalama uzakhgi (igeriye dogru olusan
dalgalanmanin uzunlugunun) ifade eder (Sekil 3).
Belirlenen bu sapma mesafesi, genellikle ortalama deger
halinde verilebilir.

VSL

Sekil 3. Spermatozoonun kinematik parametrelerinden ALH ve
BCF degerinin gorinimi

BCF (Beat Cross Frequency - Capraz frekans
Gegisi — Hz): Bu deger, spermatozoon basinin egrisel
yolda (VCL) ilerlerken ortalama yoldan ge¢gme frekansini
ifade eder. Belirlenen bu deger, kuyruk hareketlerinin
yon degistirme ritminin incelenmesi acgisindan kullanigh
olabilir.

Gerek bilimsel arastirmalarda gerekse dondurulmus
boga spermasinin ¢ozdirlilme sonrasi kalitesinin
belirenmesi amaciyla yapilan kontrollerde; motilite
sonuglari  ile  birlikte  kinematik  parametrelerin
degerlendirilerek yorumlanmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu
yuzden, kinematik parametrelerin Dbirbirleriyle olan
iliskileri ve spermatozoonlarin hareket sekillerini etkileme
dizeyleri, belirli referans degerler olusturularak mutlaka
detayl bir sekilde incelenmelidir.
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4.2. Spermatozoonlarin Hareketlilik Olgiitleri

Spermatozoonlarin  kuyruk kisimlarinda bulunan
fibrillerde olusan dizenli kontraksiyon zinciri, kuyrugun
kamgi hareketi yapmasina sebep olarak
spermatozoonun ileriye dogru itilmesini saglar. Bu
esnada spermatozoon devamli olarak ileriye dogru
hareket ederken, ayni zamanda uzun ekseni etrafinda
da doner. Bu sekilde boda spermatozoonlari ileriye
dogru ortalama 100 pm/sn hizla hareket etmektedir (11,
12).

Spermatozoonlarin hareket Ozelliklerinin
belilenmesinde esas alinan bazi temel 6zellikler vardir.
Bunlar; bir spermatozoonun hareket ederken sahip
oldugu hizi, bu hizla zaman igerisinde kat ettigi mesafe
(VCL, VAP, VSL) ve spermatozoonun hareket ederken
izledigi yol, diger bir deyisle hareketi sirasinda cizdigi
yoriingenin dogrusallik diizeyidir (LIN, STR, WOB) (6).

WHO  tarafindan  (13)  dnerilen  sistemde
spermatozoonlar, hareket cesitlerine goére 4 ana
bolimde siniflandirilirlar;

(@) Herhangi bir yonde dogrusal ve hizli hareket
eden (progresif) spermatozoonlar (Bu tar
spermatozoonlar, belirli bir hiz dederinin Uzerinde
dogrusal ya da genis bir dairesel dizlemde ilerleyici bir
sekilde hareket ederler.)

(b) Herhangi bir yonde dogrusal ancak yavas
hareket eden spermatozoonlar (Bu tir spermatozoonlar,
dogrusal ya da genis bir dairesel diizlemde ilerleyici bir
sekilde hareket etmekle birlikte hizlarn belirlenen
degerden daha yavastir.)

(c) Non-progresif hareket eden (dogrusal ve hizli
hareket etmeyen) spermatozoonlar (Bu tar
spermatozoonlar, ilerleyici hareket etmeyip kiguk
dairesel veya vyerinde sallanma seklinde hareket
ederler.)

(d) Hareketsiz
(Spermatozoonlarda  hi¢  hareket
hareketsiz (statik) olarak siniflandirilirlar.)

spermatozoonlar
gbézlenmiyorsa

4.3. CASA Sisteminde Belirlenen Hiz Degerleri

CASA sistemi ile belirli bir slire igerisinde
spermatozoonlarin bag kisminda olusan yer degisikligi
Olgulip her bir spermatozoon igin hiz degerleri (VCL,
VAP, VSL) hesaplanarak “pum/saniye” seklinde ifade
edilir. Bunun yaninda, belirlenen hiz olgltlerine goére
(genellikle VAP degeri dikkate alinarak) bir alt
siniflandirma daha olusturularak spermatozoonlarin hiz
tanimlari yapilir.

Bu tanimlama igin, tirlere gére degisen ve CASA
sistemlerinde farklilik gosterebilen Gst (MVV) ve alt
(LVV) hiz degeri olgutleri vardir. CASA sisteminde
yapilan analiz sonucu bir spermatozoonun belirlenen
VAP degerinin bu degerlere gore yiliksek ya da dislk
olmasina gore; (1) ¢ok hizi  hareket eden
spermatozoonlar (rapid / hizli) (VAP>MVV), (2) ortalama
hizda hareket eden spermatozoonlar (medium / orta)
(LVV<VAP<MVV), (3) yavas hareket eden
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spermatozoonlar (slow / yavas) (VAP<LVV) ve yerinde
hareket eden spermatozoonlar (non-mobile) ve bunlarin
digsinda hareket etmeyen spermatozoonlar (statik /
hareketsiz) seklinde hiz alt tipleri belirlenir (2, 7). Bu
belirlemede, 6rnegin boda spermatozoonlari igin; 10 <
slow < 25 < medium < 50 < rapid seklinde bir
degerlendirme sistemi olugturulmustur. Bu degerlere
gbre; goruntu icerisinde olusturulan yoéringe cizgileri
farkh renkler (rapid — kirmizi; medium — mavi; slow —
yesil ) seklinde gosterilir.

Diger taraftan, hareket yetenedine sahip
spermatozoonlar hareket rotalarina (yoriingelerine) gére
de; temelde 2 ana grup altinda incelenir. Bunlar; *
dogrusal  yoringede (ilerleyici)  hareket eden
spermatozoonlar ile dogrusal olmayan yoéringede

hareket gOsteren spermatozoonlar seklinde
degerlendirilir.
4.4.Total ve Progresif Motilite

CASA sistemi ile total motilitesinin

degerlendiriimesinde etkin belirleyici unsur; elde edilen
gOrinti  slresi igerisinde spermatozoonlarin  bas
kisminda olugsan yer degisikliginin algilanmasidir. Bu
sayede CASA sistemi, spermatozoonlari motil (hareket
eden) ve statik (hareketsiz) olarak temelde
siniflandirirken, tim sayilan spermatozoonlar icerisinde
hareketli olan spermatozoonlarin oranini da total motilite
degeri olarak sunar (9).

Motilitenin diger bir degerlendirme seklinde ise tim
spermatozoonlar igerisinde herhangi bir yénde dogrusal
ve hizli hareket eden spermatozoonlarin orani
belirlenerek progresif motilite seklinde ifade edilmesidir.
CASA sistemlerinde total motiliteye gore progresif
motilitenin belirlenmesi 6zel bir siniflandirma sistemini
gerektirir. Bu agidan spermatozoonlar; hem hareket
hizlarina (rapid ve medium) hem de hareketleri sirasinda
izledikleri yolun dogrusalik (STR veya LIN, ALH)
dizeyine go6re degerlendirilip referans degerlerin
Uzerinde deger tasiyan spermatozoonlar progresif olarak
siniflandirilirlar (14, 15).

Tablo 1. CASA sisteminde (Proiser) tlrlere gore
progresif motilitenin belirlenme kriterler

VAP Degerine Gére Hiz Olgiitleri STR ALH

AYGIR 10 < Slow < 25 < Medium < 90 < Rapid %75 10
BOGA 10 < Slow < 25 < Medium < 50 < Rapid %70 10
KOG 10 < Slow < 45 < Medium < 75 < Rapid %80 10
KECI 10 < Slow < 45 < Medium < 75 < Rapid %80 10
KOPEK 10 < Slow < 65 < Medium < 100 < Rapid %75 10
TAVSAN 10 < Slow < 25 < Medium < 50 < Rapid %70 10
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Dondurulmug boga spermalarinin ¢ézdirme sonrasi
CASA  sistemleri ile  yapilan muayenesinde;
kullanilabilirlik 6lgttintn alt sinin ile ilgili net bir kriter
tam olarak ortaya konulamamakla birlikte, total
motilitenin %50’nin Uzerinde ve progresif motilitenin ise
%35’in Gzerinde olmasi en az 5 milyon progressif motil
spermatozoon igermesi tavsiye edilmektedir. Diger
taraftan bu durum, dondurulup ¢6zdirilmis sperma igin
hayvanin tirl ve kullanilacak tohumlama teknigi gibi
faktorler dikkate alindiginda cevaplanmasi zor bir soruyu
ortaya ¢ikarmaktadir (11, 16).

5. CASA Sisteminde Spermatozoon Hareketliligi ve
Kinematik Parametrelerin Belirlenmesini
Etkileyebilecek Faktorler

5.1. Farkli CASA Sistemleri

CASA sistemleriyle ayni 6rnegin degerlendirilerek
sonuglarin  karsilastirimasina ydnelik oldukga sinirli
¢alisma bulunmaktadir. Bu konuda Holt ve ark.’nin (17)
ayni kisiden (insan) toplanan sperma &rneklerini
kullanarak bes farkli CASA sistemini karsilastirdiklar bir
calismada, elde edilen spermatozoon motilite degeri ile
belilenen kinematik parametrelerden VCL ve VAP
degerinin  sistemler arasinda 6nemli  farkliliklar
gOsterdigini belirtmislerdir. Ancak arastirmacilar ayni
sistem iginde yapilan 6lglimlerde de 6nemli farkhhklarin
olustugunu ve bu durumun sperma &rneklerinin
hazirlanmasindaki teknik proseddriin ve muayene yapan
kisinin degiskenliginden kaynaklanabilecegini
vurgulamisglardir.

Bu calismanin sonuglari her ne kadar sistemik
farkhhklarin énemli derecede etkili oldugunu belirtse de,
glinimizde CASA teknolojilerinin ¢ok ileri noktalara
ulasmasi ve belirli markalarin teknolojik ve yazilim
alaninda oldukga gelismis secenekler sunmasi
sayesinde ayni standart prosedirlerin  uygulanmasi
halinde, bircok parametre yéninden analizler sonrasinda
elde edilen degerlerin birbirine yakin sonuglar
verebilecegi disinulmektedir (8).

5.2. Hayvanin Turi

Castelli ve ark.’nin (18) farkli tirlerden (insan, boga,
kog, tavsan) elde edilen taze spermalarin hareket
ozelliklerinin  CASA analizleri ile karsilagtirimasina
yonelik yaptiklari bir gaigmada, VCL yoniinden tavsan
spermatozoonlarinin en hizli, insan spermatozoonlarinin
ise en yavas oldugunu ve total motilite oraninin da buna
benzer bir 6zellik gosterdigini belirtmislerdir. Bununla
birlikte, elde edilen sonuglar LIN ydninden
incelendiginde ise, en yiksek dogrusalligi insan
spermatozoonlari gésterirken, bunu sirasiyla boga, ko¢
ve tavsan spermatozoonlarinin takip ettigini ifade
etmislerdir. Bu bulgulardan yola cikarak farkli tirlerin
farkli temel kinematik ozelliklere sahip oldugunu ve
yapilan sonug degerlendiriimelerinde tiire ait 6zelliklerin
mutlaka g6z o©ninde bulundurulmasi gerektigini
vurgulamiglardir.  Bu ylzden, yapilacak analizler
oncesinde modul ayarlari yapilirken, mutlaka spermasi
muayene edilen tire ait segimler yapilmali ve gerekli
sayisal referans degerleri kontrol edilmelidir.
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5.3. Sperma Alma Yontemi

Glnumdizde 6zellikle evcil hayvanlardan spermanin
alinmasi amaciyla suni vajen yoéntemi ile elektro-
ejakulatér yontemi yaygin bir sekilde kullaniimakta olup
bu yobntemlerden suni vajen yardimiyla spermanin
alinmasli, elektro-ejakulatér yardimiyla spermanin
alinmasina gore c¢ok daha yaygin ve genis Olgcude
kullaniimaktadir (11, 12). Elektro-ejakilatér yontemiyle
elde edilen ejakllatlar, suni vajenle elde edilen
ejakulatlara gore genellikle hacim yoniinden daha fazla,
ancak spermatozoon yogunlugu agisindan ise daha
disuik bir ozellik gosterir. Ancak, ejakulattaki toplam
spermatozoon sayisi, motilite 6zellikleri ve fertilizasyon
kabiliyeti agisindan genel bir dederlendirme yapildiginda
ise, her iki yontem icin elde edilen toplam degerlerin
birbirine benzedigi (aralarinda bir farkin olmadidi) ifade
edilmektedir (19).

Robayo ve ark.’nin (14), koglarda suni vajen ve
elektroejakilatér yardimiyla elde edilen spermalarin
CASA sistemi ile hareket 6zelliklerinin karsilagtiriimasi
amaciyla yaptiklari galismada hayvanlarin spermalarini
bireysel olarak degerlendirdiklerinde, spermatozoonlarin
kinematik parametre &zelliklerinin elektroejakulatorle
alinan spermalarda suni vajen ydntemine gére onemli
derecede degiskenlik gosterdigini bildirmiglerdir. Bununla
birlikte, elde edilen spermalarin pooling yapilarak
karsilagtirlmasi durumunda ise, sperma toplama
yontemine goére bu farkliigin sadece VCL degeri
yoninden 6nemlilik gosterdigini vurgulamiglardir. Diger
taraftan, Marco-Jimerez ve ark. (20) yaptiklari galismada
ise, koclardan suni vajen ve elektroejakulatér yardimiyla
elde edilen spermalarin taze olarak ve dondurulup
¢ozdurilme sonrasi yapilan muayenelerinde
spermatozoonlarin hareketlilik ve kinematik parametre
degerleri yoninden 6nemli bir farkhilik gdstermedigini
bildirmislerdir.

5.4. Dondurulmusg Spermalar igin Gézdiirme Yéntemi

Dondurulmus spermalarin ¢ézdirme sonrasi kalitesi
acgisindan; ¢oOzdurllmesi icin  kullanilan sicak su
banyosunun sicaklik derecesi ve bu derecede payetlerin
tutulma siresi olduk¢a 6nemlidir. Bu konuyla ilgili olarak
daha O6nceden yapilan calismalarin sonuglar genel
olarak degerlendirildiginde, yuksek sicaklik
derecelerinde daha hizli  bir ¢ézilme oraninin
saglanmasinin daha iyi sperm hareketliligi ve akrozomal
butinltk ile sonuglandi@i bildiriimistir. Bununla birlikte,
karsilagilan  birtakim  zorluklar  nedeniyle, saha
kosullarinda yapilan uygulamalarda vicut sicakligina
yakin ve daha guvenli olarak kabul edilen sicaklik
dereceleri 6nerilmektedir (21, 22). Contri ve ark. (15),
yaptiklar bir caismada, 0.25 mL’lik payetler igerisinde
dondurulmus boga spermalarin 37°C’de 1 dakika ve
70°C’de 5 saniye sireyle ¢ozdirilmesi sonrasi CASA
sistemleri ile yapilan analizlerinde, spermatozoon
motilitesi ve kinematik parametre degerlerinin benzerlik
g0sterdigini bildirmiglerdir. Benzer sekilde, Muino ve ark.
(23) ise, dondurulmus boga spermalarinin G¢ farkl
prosedir uygulanarak (35°C’de 40 sn, 55°C‘de 15 sn ve
70°C’de 5 sn) c¢ozdurilmesi sonrasi CASA sistemi ile
yapilan analizlerinde; spermatozoon motilitesi ve
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kinematik degerlerinde énemli bir degisimin olmadigini
tespit etmiglerdir. Bununla birlikte arastirmacilar, bu
spermalarin 2 saatlik inkibasyon sonrasi 35°C’de
¢ozdurllen o6rneklerdeki degerlerin  diger sicaklik
derecelerine goére kinematik parametreler ydninden
onemli bir azalma gdsterdigini belirtmislerdir.

5.5. Ornekleri Bekletme Siiresi

Contri ve ark. (15), CASA sistemleri ile yapilan
muayenelerde analiz siresinin etkisini degerlendirdikleri
bir calismada, ayni érnek igin 2 dakika boyunca her 15
saniyede bir analiz yapildiginda tim parametreler igin
6nemli Olglide degerlerin degismedigini bildirmiglerdir.
Bununla birlikte, CASA sistemlerinde yaptiklari
analizlerde, sperma orneklerinin ozel lama
konulmasindan 5 ve 10 dakika sonra VAP, VSL ve VCL
degerlerinin dnemli derecede azaldigini belirlemiglerdir.
Aragtirmacilar elde ettikleri sonuclari genel olarak
degerlendirdiklerinde ise, CASA sistemleri ile yapilan
muayeneler sirasinda, spermatozoon hizlarinda olusan
azalmanin 6nlenmesi igin sperma analizinin 1-2 dakika
icerisinde tamamlanmasini ve muayenenin asla 5
dakikaylr gegmemesi gerektigini vurgulamiglardir.

5.6. Muayene Sirasindaki Ortam Sicakligi

CASA  sistemlerinde  yapilan  muayenelerin
yurdtildagu  sicakhk  derecesi, spermatozoonlarin
hareketliligini etkileyebildigi icin analizin

gerceklestiriimesi gereken en iyi sicakligin, genellikle
normal vicut sicakligina en yakin sicaklik olmasi
gerektigini bildiriimistir. Bu ylzden, rutin uygulamalarda
spermatolojik muayeneler sirasinda genellikle 37°C ile
38°C tercih edilmektedir (5, 16).

Bu konuda, Iguer-Ouada ve Verstegen’nin (24) taze
kopek spermasinin  CASA sistemlerinde yapilan
analizlerini iki farkli sicaklik derecesinde (38°C ve 30°C)
yurGttigtu cahsmalarinda, spermatozoon motilitesi ve
kinematik degerlerin 30°C ydurutilen analizlerde, 38°C’de
elde edilen degerlere goére 6nemli derecede azaldigini
belirlemiglerdir. Arastirmacilar, viicut disina ¢iktiginda
spermanin sicakhiginin 30-32°C olsa da, spermanin bu
sicaklikta tutulmasinin CASA sistemlerinde yapilan
analizler sirasinda hareket yeteneklerini azalttigini, bu
yuzden disi genital kanal sicakhgina yakin bir derece
olan 38°C'de CASA analizlerinin yapilmasinin gergek
fizyolojik ~ kosullara  uygun  bir  degerlendirme
olusturacagini belirtmiglerdir. Spermatozoonlarin hareket
Ozelliklerinin ortam sicakhgina goére onemli Odlglde
degisiklik gdsterebilmesi nedeniyle, sperma &6rneklerinin
alindig1 ya da ¢6zdiruldigu andan itibaren 38°C'de bir
inkibatérde tutulmasi ve CASA analizleri sirasinda
spermanin konulacagi 6zel lamlarin 38°C’deki bir isitici
tabla Gzerinde bulundurulmasi tavsiye edilmektedir (25).

5.7. Spermatozoon Konsantrasyonu

Spermatozoonlarin bireysel hareketlerinin
belirlenebilmesi igin goriintl analizlerinde spermatozoon
baslarinin olusturduklari farkh hareket noktalarinin
basarili bir sekilde izlenebilmesi gerekir. Goruntl
alaninda spermatozoon sayisinin ¢ok fazla olmasi, bu
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hiicrelerin ¢ok fazla sayida bireysel carpismalarina yol
acarak yoérunge takibinin yanhs yapilandirmasina ve
buna bagl olarak da motilite sonuglarinin ve kinematik
Olcimlerin yanhs degerlendiriimesine neden olabilir.
Bunun yani sira, yogun bir alandaki spermatozoonlarin
flagellum  vuruslarinin, ortamdaki  sivinin  asin
hareketlenmesine yol acarak statik hucrelerin non-
mobile olarak algilanmasina da sebep olabilir. Bu
yizden, CASA analizleri ©ncesinde gorintilenme
alaninda belirli bir sayr araliginda spermatozoon
bulunmasini saglamak amaciyla sperma 6rneginin belirli
bir oranda seyreltiimesi gereklidir (15, 26).

Rijsselaere ve ark. (27) yaptiklar bir ¢caligmada, tg
kodpekten toplanan spermanln fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi
ile 25, 50 veya 100x10° spermatozoa/ml olacak sekilde
seyrettiklerini, sonucta elde edllen motilite ve kinematik
degerler agisindan 50x10° spermatozoa/mi
konsantrasyonun her bir spermatozoonun sirekli olarak
izlenmesine izin vererek daha gergek¢i sonuglar
sundugunu bildirmiglerdir. Buna ilaveten, arastirmacilar,
100x10° spermatozoa/ml ve lizerindeki konsantrasyonun
ise; CASA sisteminde tek tek hicre izlerinin olusturulup
basarili bir sekilde analiz edilebilmesi agisindan ¢ok
yuksek oldugunu vurgulamiglardir.

Contri ve ark. (15) ise, yuksek konsantrasyonlu
(50x10° ve Uzeri) Ornekler kullaniidiginda CASA
sisteminin  spermatozoon motilite ve  kinematik
degerlerinde bariz hatalar gostererek guvenilir olmayan
sonuglar gOsterdigini, buna kiyasla disik
konsantrasyonlarda (5, 10, 20 ve 30x10° sperm/mL) ise
degerlerin tutarlilik gdstermekle birlikte konsantrasyona
bagl olarak 6zellikle kinematik verilerde 6nemli dlglide
farkhhklarin tespit edildigini b|Id|rm|§Ierd|r Bu agidan,
ozellikle 20 ile 30x10° spermatozoon/ml
konsantrasyonda, daha yuksek hareketlilik ile artan
sperm hizi (VAP ve VCL) degerleri bulduklarini, daha
dislk konsantrasyonlarin ise her spermatozoonun
yOruingesinin guvenilir bir yeniden yapilandirmaya izin
verdigini, ancak numune basina algilanan ve analiz
edilen sperm sayisinin az olmasindan dolay! ortalama
deger frekansinin diisik olmasindan dolayi elde edilen
degerlerin guvenirliginin az olacagini belirtmislerdir.

Davis ve Katz (28)'da yaptiklari ¢alismada, CASA
sistemi ile motilite ve kinematik degerlerin analizi
sirasinda, gortnti alaninda ml basina yaklasik 50x10°
spermatozoondan fazla ya da ml bagina yaklasik 20x10°
spermatozoondan az bir konsantrasyonun bulunmasinin
hata oranini artirdigini bildirmislerdir. Benzer sekilde,
Farrell ve ark. (29) yaptiklari calismada, CASA anallzlerl
icin dondurulmus boga spermalarinin yaklagik 25x10°
spermatozoon/ml olacak sekilde seyreltiimesinin iyi
sonug verdigini tespit etmistir. Bu konuda yapilan diger
bazi caligmalarda da (30, 31), CASA sistemleri ile
yapilan motilite ve kinematik analizler icin en uygun
spermatozoon konsantrasyonunun yaklasik 25- 30x10°
spermatozoon/ml oldugu bellrt|Im|§t|r Bununla birlikte,
analiz igin ml basina 40-50 x10° kadar yuksek sperm
konsantrasyonunun kullanilabilecegini bildiren ¢calismalar
da bulunmaktadir (32, 33).
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5.8. Sperma '0'_rneklerini Seyreltmek igin Kullanilan
Sulandiricinin Igerigi

Bir sperma &érneginin seyreltiimesinin hedefi, CASA
analizlerinde spermatozoonlarin basinin dogru ve net bir
sekilde gorsellestirilip tespit edilmesini saglamak ve bu
sayede spermatozoonlarin hareket rotalarinin dogru bir
sekilde takip edilerek yanlis yoringelerin
yapilandiriimasini énlemektir. Taze spermanin CASA ile
yapilacak muayenelerinde, en iyi sulandiricinin homolog
seminal plazma oldugu bildiriimekle birlikte, bu kosullarin
saglanmasi ¢ok pratik degildir. Bu yizden, spermanin
seyreltiimesi amaciyla kullanilacak sulandirici,
spermatozoonlarin hareket ve kinematik parametrelerini
en az duzeyde etkileyecek 6zellikte olmalidir (34, 35).

Rijsselaere ve ark. (27) yaptiklar bir calismada,
CASA analizleri sirasinda kopek spermasinin
seyreltiimesi amaciyla HEPES TALP, prostat sivisi, tris-
yumurta sarisi-glikoz sulandiricisi ve fizyolojik tuzlu su
olmak Uzere dort farkli sulandiricinin etkilerini arastirmis
ve calismanin sonucunda sperma 6rneklerinin, HEPES
TALP ve prostat sivisi ile sulandiriimasi sonrasi total ve
progresif motilite degerleri ile VAP, VSL ve VCL
kinematik degerlerinin, Tris yumurta sarisi glikoz
sulandiricisi ve fizyolojik tuzlu su ile sulandiriimaya gére
daha ylksek oldugunu belirlemislerdir.  Ayrica
arastirmacilar, kullandiklari sulandiricilar arasinda tris-
yumurta sarisi-glikoz sulandiricisi ile elde edilen
sonuglarin en disik oldugunu ve bu durumun 6zellikle
bu seyrelticinin hareketli spermatozoonlarin
yavaslamasina yol agan yiksek viskoziteye sahip
olmasindan kaynaklanabilecegini belirtmiglerdir. Bu
konuda yapilan bir bagka ¢galismada ise (36), dondurulup
¢ozdlUralmis spermadaki kinematik o6zelliklerin, taze
spermaya gbére daha dusuk olmasinin, sulandirma ve
dondurma sirasindaki islemlerden etkilenme dizeyine
bagh olarak  degisebilecedini, bunun yaninda
numunelerin daha yiksek bir viskozite olusturan gliserol
iceren sulandiricilarla sulandiriimasindan da
etkilenebilecegini vurgulamaktadirlar.

Diger taraftan, Contri ve ark. (15) vyaptiklari
calismada, ideal spermatozoon konsantrasyonu
olusturmak igin izotonik NaCl% 0.9 c¢ozeltisi, Fosfat
buffer tampon ¢ozeltisi ve spermanin sulandiriimasinda
kullanilan Bioxcell ticari sulandiricisi olmak Uzere Ug¢
farkli sulandirici kullanmig ve sonug olarak yapilan
incelemelerde, spermanin ticari  sulandirici ile
sulandiriimasinin digerlerine kiyasla motilite
degerlerinde 6nemli bir farkhlk olusturmamakla birlikte
daha ylksek bir VCL degeri sagladigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar, bu durumu, spermanin diger
sulandiricilarla sulandiriimasi sonrasi ortamdaki gliserol
oraninin aniden dismesi nedeniyle olusabilecek
hiicresel ozmotik stresin spermatozoonlarin
hareketliliginde bir azalmaya yol acabilecedi seklinde
yorumlamis  ve ¢Ozdlirme sonrasi yapilacak
sulandirmalarda ozmotik sokun énlenmesi amaciyla ayni
sulandiricinin kullaniimasini tavsiye etmislerdir.
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5.9. Lam Tipi ve Derinligi

CASA sistemlerinde yapilan spermatozoon motilitesi
ve kinematik parametrelerin belirlenmesi sirasinda, bu
amag icin Uretilmis genellikle 10 pm veya 20 pm
derinlige sahip tekrarl kullanilabilen veya tek kullanimlik
Ozel lamlar kullaniimaktadir. Gacem ve ark. (37)'nin,
yaptiklar bir calismada, esek spermasinin CASA sistemi
ile yapilan analizlerinde; tekrarli kullanilabilir lamlarin
(Sperm Track) kullaniimasinin, tek kullanimhk 6zel
lamlara (ISAS-D4C) kiyasla spermatozoon kinematik hiz
parametrelerinden VCL, VAP ve VSL yénunden 6nemli
Olcide (p<0.05) daha yiksek bir deger sundugunu
bildirmislerdir. Buna ilaveten ayni calismada, ayni tip
fakat farkli derinliklerdeki 6zel lamlar karsilastirildiginda
ise, 10 pym derinlige sahip lam kullanilarak yapilan
analizlerin, 20 pm derinlikteki 6zel lama goére daha
ylksek bir VAP degeri ortaya koydugunu, VCL degerinin
ise daha dusuk oldugunu belirlemiglerdir. Arastirmacilar
elde ettikleri sonuglari genel olarak
degerlendirdiklerinde, kullanilan  6zel lam tipinin
kinematik parametreleri 6nemli duzeyde etkiledigini,
bununla birlikte, ayni tip fakat farkli derinliklerdeki lamlar
icin ise birbirine yakin sonuclar gézlendigini ve kinematik
parametrelerde olusan farkliliklarin tolere edilebilir
seviyede oldugu bildirmiglerdir. Benzer sekilde, Bompart
ve ark.da (38) boga spermasinin CASA sistemi ile
yapilan incelemelerinde, yeniden kullanilabilir &zel
lamlarda (SpermTrack 10 um) VCL, VAP ve VSL
kinematik degerlerinin, tek kullanimhk 10 ym ve 20 ym
derinlikteki 6zel lamlara kiyasla daha yiksek oldugunu
ve kinematik  parametreler yoninden yeniden
kullanilabilir 6zel lamlarin, farkh derinlikteki (10 ve 20 um
derinlik) tek kullanimlik 6zel lamlara goére daha guvenilir
sonuglar sagladigini bildirmiglerdir.

Bu konuda Contri ve ark. (15)'nin yaptig bir
calismada ise, CASA sistemi ile yapilan analizlerde; 10
pum derinliginde tekrar kullanilabilir 6zellikteki bir Makler
laminin, 20 ym derinliginde tek kullanimlik Leja lamina
gore daha yiksek motilite degerleri ile ylksek VCL
degerleri sagladigini, ALH ve BCF degerlerinin diisik
oldugunu, bununla birlikte VSL degerlerinin ise 6nemli
derecede etkilenmedigini belirtmiglerdir. Buna ilaveten,
hiz degerleri agisindan ise orta ve yavas hizda hareket
eden spermatozoonlarin ylzdesinin her iki lam tipinde
benzer oldugunu, ancak Makler laminda Leja lamina
gOre hizli hareket eden spermatozoonlarin yiizdesinin
daha yuksek oldugunu tespit etmiglerdir. Bu sonuglara
dayanarak arastirmacilar, CASA sistemlerinde kullanilan
lam tipi ve derinliginin spermatozoonlarin kinematik
parametre degerlerinde Onemli O&lcide degiskenlik
olusturabilecegini vurgulamiglardir.

5.10. Ozel Lamlann Ilgili Alanlarina Birakilan
Numune Miktari

CASA  sistemlerindeki  analizler  Oncesinde,
hazirlanan sperma ©6rneginden muayene alanina

birakilan sulandiriimis sperma miktari; kullanilan 6zel
lam tipine ve derinligine bagh olarak degdismektedir. Bu
konuda vyapilan c¢alismalarda, konulan numune
miktarinin 4 pL (30, 39) ile 10 pL (31, 32) arasinda
degistigi  gortlmektedir. Bununla birlikte, Palacin ve
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ark’nin (40) CASA sistemlerinde kullanilan 6zel bir lama
farkl miktarlarda sperma Ornegi koyarak yaptiklari bir
galismada, 5 pL ile 10 pL ©6rnek konulmasinin
spermatozoonlarin  motilite 6zellikleri ile kinematik
degerlerini etkilemedigi bildirilmistir.

5.11. Ozel Lam igindeki Alan Segimi ve Goriintiileme
Sayisi

CASA analiz sonuglari lizerine 6zel sayim lamlarinin
potansiyel etkileri Uzerine yapilan galismalarin ¢ogunda,
yapilan karsilastirmalarda arastirmacilarin bir 6rnek
davranis gostermeye calismis olduklari disunilmekle
birlikte, genellikle arastirmalarin  yéntem kisminda
analizlerin yapildigi lam Gzerindeki gértntileme alaninin
secgiminin aclk bir sekilde tanimlanmadigi
g6zlenmektedir. Oysa CASA sistemlerinde yapilan
analizlerde, 6zel lam igindeki goérlUntileme alaninin
secimi, kinematik parametre degerlerini etkileyebilecek
bir faktordur.

Gacem ve ark (37), tek kullanimlk ISAS-D4C20
6zel lamlari kullanarak yaptiklari CASA analizlerinde,
sayma yolu boyunca alan 1'den alan 7'yve dogru
ilerledikce spermatozoonlarin hiz parametrelerinden
VCL, VAP ve VSL yo6ninden hafif bir artis oldugunu,
bununla birlikte, istatistiki ydnden 6zellikle en son alanda
(7 nolu odada) belilenen hiz degerlerinin  6nemli
derecede azaldiini bildirmislerdir. Diger taraftan ayni
galismada, SpermTrack20 ile yapllan CASA
analizlerinde ise spermatozoonlarin kinematik
degerlerinin (VCL, VAP ve VSL) merkezden kenarlara
dogru gidildikge 6nemli dlglide azaldigi tespit edilmistir.
Arastirmacilar, kilcal o6zellikteki 6zel bélmelere sahip
lamlara konulan sperma &rneklerinin sivisal yapisinin
hidrodinamik hareketi sonucu spermatozoonlarin hareket
ozelliklerinin  etkilenebilecegini, ayni sekilde, daire
seklindeki SpermTrack lami Uzerine damla seklinde
birakilan sperma 6rneginin ise, Uzerine kapatilan lamel
kuvvetiyle vyayilarak hareket ettigini, bu nedenle,
merkezden kenarlara dogru olusan hareketin etkisinin
tamamlanmasi icin belirli bir stire beklenmesini tavsiye
etmislerdir. Palacin ve ark’nin (40) yaptiklar ¢alismada
da, kullanilan 6zel lamin merkezi ve periferik alanlarinda
yapilan  goruntilemenin  ko¢  spermatozoonlarinin
motilitesini ve kinematik degerlerini etkiledigini, 6zellikle
merkezi alanda toplam ve ilerleyici hareketlilik ile VCL ve
VAP parametreleri icin daha ylksek degerlerin tespit
edildigini bildirmislerdir.

Valverde ve ark. (41) ise, CASA analizlerinde farkh
go6runtileme alanlarinin etkisini incelemek icin iki farkh
tek kullanimlik 6zel lam tipi (Cell-Vu ve Leja) kullanarak
yaptiklari  ¢alismada, damlanin birakildidi yerden
uzaklastikgca, spermatozoonlarin kinematik degerlerinin
azaldigini belirlemiglerdir. Benzer sekilde Farrell ve ark.
(29)da, tek kullanimlik lamlarla yapilan 6lgimlerde farkh
odalarin CASA tarafindan olgllen degiskenler uzerinde
etkisinin az oldugunu, bununla birlikte dolum tarafindan
en uzak olan haznedeki alandan diger alanlara goére
daha dustuk degerler elde edildigini bildirmigler ve
6zellikle yandan yuklenen 6zel lamlar kullanilirken bu
duruma dikkat edilmesi gerektigini vurgulamiglardir.
Diger taraftan, ayni arastirmacilar CASA sistemleri ile
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progresif motilite degderinin  belilenmesi  lzerine
yaptiklari ¢alismada, mikroskopta belirlenen gérinti
Uzerinde toplamda 16 alan incelendiginde
tekrarlanabilirlik ~ degerinin  0.99  oldugunu tespit
etmiglerdir. Benzer sekilde, arastirmacilarin yaptiklar bir
baska galismada (42) ise, 12 alandan elde edilen toplam
verilerin ortalamasinin  degerlendiriimesiyle progresif
motilite oraninin tekrarlanabilirlik degerinin 0.98 oldugu
bildirilmigtir.

5.12. Kare Hizi (Gériintiileme Sayisi - Frame Rate)

Kare hizi, belirli bir strede (genellikle saniye
bazinda), hareketli bir géruntiyu olusturan kare sayisini
ifade eder. Bu ozellik, genel olarak fps (frame per
second) degeri ile gosterimekte olup saniye basina
diisen kare sayis| seklinde de degerlendirilebilir. Ornegin
cekilen bir goriinttiniin 50 fps olmasi, 1 saniyede 50 kare
fotografin gekilecegi anlamina gelir. insan géziiyle akici
bir gorintl algisi igin fps degerinin en az 24 olmasi
gerektigi kabul edilmektedir (43). Rijsselaere ve ark.’nin
(27) yaptiklari bir galismada, kullanilan CASA sistemi
icinde 60 kare/sn'lik bir kare yakalama hizinin, 30 ve 15
kare/sn'lik kare yakalama hizlarina goére progresif
motilite deg@erleri ile VCL ve VAP kinematik degerlerini
onemli dlgude arttigini bildirmislerdir. Arastirmacilar bu
durumu, 60 fps’de mevcut artan iz bilgisi miktarinin
muhtemelen spermatozoonlarin gergek ydrungelerinin
daha ayrinti bir sekilde yapilandirimasina bagh
olabilecegini ifade etmiglerdir.

Castellini ve ark (18)nin CASA sistemi ile farkli
kareleme hizlarinda (25-50-100-200) spermatozoonlarin
kinematik parametrelerini degerlendirmek amaciyla
yaptiklari calismalarinda, ylksek kare hizi ile yapilan
analizlerden total motilite degerinin 6nemli derecede
etkilenmedigdini, bununla birlikte érnekleme hizi arttikca
VCL’nin buyuk 6lgide arttigini ve LIN'in ise azaldigini,
bu durumun ise VSL'nin yuksek kare hizi degisimlerden
Onemli duzeyde etkilenmemesinden kaynaklandigini
bildirmislerdir. Diger taraftan, drnekleme frekansi attikca;
BCF degeri 6nemli diizeyde arttigini, ALH degerinin ise
azaldigini  belirtmiglerdir. Bu konuda yapilan bazi
arastirmalarin sonuglarinda da (44, 45), CASA sistemleri
ile dusuk kare hizlarinda analiz yapilmasinin, birbirini
izleyen iki video karesi arasinda gegen slireden daha
kisa araliklarla meydana gelen egrisel yol (VCL)
Ozelliklerinin ayrintilarinin  kaybolmasina yol acarak
yolun belirli o6lgide duzlesmesine ve dolayisiyla
kisalmasina neden olabilecegi ifade edilmistir. CASA
analizlerinde kare hizinin ylkseltimesi; mevcut artan iz
bilgisi miktarinin artmasina bagh olarak
spermatozoonlarin yériingelerinin daha dogru bir sekilde
yeniden yapilandiriimasini saglar. Diger taraftan disuk
kare hizlarinda, Ozellikle hizli ve dogrusal olmayan
spermatozoonlar icin bilgilerin bir kismi
algilanamayabilir. Bu agidan, 6zellikle 50 fps'’den daha
disuk bir kare hizi ile yapilan analizlerde, takip eden
video kareleri arasinda gegcen sireden daha kisa
araliklarla meydana gelen gergek yolun (VCL) bazi
ayrintilarinin tespit edilemedigi ve bu durumun da cesitli
kinetik parametre degerlerinin yanhs belirlenmesine
neden oldugu vurgulamiglardir (18).
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CASA sistemi ile belirlenen spermatozoon kinematik
parametre degerleri Uzerine kare hizinin etkisinin
arastinldidi bir baska calismada (37), VCL degeri temel
alinarak vyapilan incelemelerde bulunan en ylksek
degerin 20 pm derinlikteki yeniden kullanilabilir 6zel
lamlarda ve ylksek kare hizi degerlerinde (200-250 fps)
belirlendigi bildiriimis, elde edilen sonuglar genel olarak
degderlendirildiginde ise, 6zel lam tipi ve derinligi ne
olursa olsun guvenilir sonuclar elde etmek agisindan en
uygun kare hizi degerinin  200-250 fps oldugu
bildirilmigtir. Ayrica arastirmacilar, ortalama kare hizi
degeri arttikca, spermatozoonlarin yoriingesinin farkli bir
form gosterdigi ve ylksek kare hizinda, dusik degerlere
gére tespit edilmesi miUmkin olmayan salinimlarin
belirlenebilecedini de vurgulamislardir.

Bompart ve ark. (38) ise boda spermasinin
kinematik  parametrelerinin  belirlenmesi Uzerine
yaptiklar ¢calismada, motilite degerinin kare hizina bagl
olarak 6nemli bir degisiklik gostermedigini, ancak irklar
arasinda kinematik parametrelerin dnemli degiskenlik
gOsterdigini tespit etmislerdir. Buna ilaveten, genel
olarak boga spermasinin kinematik parametrelerinin
guvenilir bir sekilde degerlendiriimesini sadlamak icin
200 fps ve lzeri bir kare hizina ihtiyag oldugunu,
bununla birlikte bu degerin en dusik 90 fps olmasi
gerektigini belirtmislerdir.

CASA sistemleri ile bazi kinematik degerlerin
belilenmesindeki dogruluk duzeyi, belirli bir sure
boyunca cekilen goérintli sayisiyla dogrudan iligkilidir.
Ayni orneklerin  CASA sisteminde farkli kare hiz
kullanilarak  yapilan incelemelerinde, elde edilen
sonuglar arasinda 6nemli farkhliklarin  olustugu
gorilmekte olup Ozellikle VCL degerinin, kare hizinin
dustk ve ylksek olmasina gére belirgin bir sekilde
degisiklik gosterdigi bildirilmistir (15, 18). Bu ylizden,
farkli laboratuvarlarda ya da c¢alismalarda yapilimis
CASA analiz sonuglar karsilastirilirken, mutlaka
analizlerde kullanilan kare hizi degerleri géz Oniinde
tutulmalidir (27). Diger taraftan, numunedeki motilitenin
degerlendirilmesi icin gerekli olan kare hizi degeri ile
kinematik parametrelerin belirlenmesi icin gerekli olan
kare hizi degeri arasinda da onemli farkhliklar olabilir.
Ornegin  domuz spermasinda total  motilitenin
belirlenmesi icin 25 fps'lik bir kare hizi yeterli iken, ayni
spermanin kinematik parametrelerinin dogru analizi igin
en uygun kare hizinin 212 fps oldugu bildirilmistir (41).
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6. Sonug

Spermatozoonlarin motilite oranlari ile kinematik
degerlerinin bilinmesi, disi genital yoldaki gdéglerinin
basarisi agisindan olduk¢a 6nemli olup bu 6zellikler ayni
zamanda spermatozoonlarin in vitro ve in vivo
fertilizasyon yetenekleri ile de iliskilendirilmistir. Bu
sebeple, birgok tirde spermatozoonlarin hareketliliginin
ve kinematik parametrelerinin objektif olarak ortaya
konulmasi igin CASA sistemlerinin kullaniimasi oldukga
glven verici bir yontemdir. Bununla birlikte, CASA
sistemleri ile yapilan muayeneler agisindan; farkh CASA
sistemlerinin bulunmasi, muayene edilen spermanin
turler arasinda farkli  6zelliklere sahip olmasi,
muayeneler icin kullanilan lam tipi gibi gerekli
ekipmanlarin degiskenlik gdsterebilmesi, analizler igin
spermanin hazirlanmasi sirasinda kullanilan
sulandiricinin igeridi, spermanin sulandiriima oranindaki
farkhhklar, muayene oOncesi ve sirasindaki ortam
sicaklii ile bekletme suresi gibi degisebilen kosullar,
muayene sirasinda goruntileme alani segimi ve sayisi
gibi kisisel degerlendirme farkliliklarinin olusabilmesi,
sistemik ayarlarda kare hizi ve analiz suresi gibi farkh
segeneklerin bulunmasi seklinde siralanabilecek birgok
faktor, laboratuvarlar arasinda ¢ogu zaman bir 6rnekligin
saglanamamasina yol agmakta olup elde edilen verilerin
de genis kapsamh  kabul edilebilirligini  ve
kullanilabilirligini sinirlamaktadir.

Bu problemi asmak icin, yapilan CASA analizleri
Oncesinde sperma Orneklerinin hazirlanmasinda belirli
prosedirlerin olusturulmasi ve analizler sirasinda
kullanilan sistemik ayarlarin tir ile sperma o&zellikleri
dikkate alinarak standart hale getirilmesi gerekir. Ancak
bu sayede Dbelirlenecek parametre degerlerini
etkileyebilecek sistemik ya da dis faktorlerin etkinlik
dizeyi en dusuk seviyeye indirilerek elde edilecek
bilgilerin dogru ve guvenilir olmasi saglanabilir. Ayrica
muayeneler sirasindaki ortam kosullarinin, kullanilan
temel ekipmanlarin ozelliklerinin ve yapilan
degerlendirmelerde kullanilan sistem ayarlarina ait
verilerin mutlaka muayene sonu¢ raporunda ayrintili
olarak sunulmasi gerekir.

Diger taraftan, spermatozoonlarin motilite yetenegi
ile hiz deg@erleri ve kinematik parametrelerinin daha etkin
bir sekilde degerlendirilerek kullanilabilirlik 6l¢ttlerinin
belirlenmesi ve fertilizasyonla iligkisinin bilimsel olarak
daha net bir sekilde ortaya konulabilmesi igin daha fazla
arastirma yapilmasina ihtiya¢ oldugu da gérilmektedir.
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