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Sperm motilite bozukluklarina giincel yaklasim
Current approach to sperm motility problems

Murad Mehmet Basar'®, Emre Soysal?

Motilite bozukluklari, dogal yolla gebelige ulasma 6niindeki en dnemli
engel oldugu gibi yardimci tireme ydntemlerinde basari sonuglari tize-
rine etkili en énemli sperm parametresidir. Ejakiilatta motil ve canli
spermatozoa elde edilerek yapilan islemlerde basart sansinin daha yiik-
sek oldugunun ortaya konulmasi, saglikli ve canli bir sperm elde etme
calismalarinin en 6nemli nedenidir. Yardimer iireme yontemlerinde 25
yilt agkin siiredir uygulanan metodlara ragmen saglikli canli ve hareketli
sperm elde etmeye yonelik arayislar halen daha devam etmekeedir.

Anahtar Kelimeler: Astenozoospermi, ICSI, HOS testi, TESA,
mikrocip

insel iliski sonrast dogal bariyerler ve eliminasyonlar
C nedeniyle spermlerin ancak %10’u kadin genital sis-
teminde servikse ulasirken; %1°i uterusa; %0,1’1 ise Fallop
tiiplerine kadar gelebilmektedir. Sonugta ejakiilat i¢indeki
milyonlarca spermatozoanin sadece 100-1000 adeti ku-
mulus ooforus kompleksine ulasmakta ve sonunda bir adet
spermatozoa oosit ile etkilesime girerek fertilizasyonu sagla-
maktadir.l' Sperm motilitesi ile dogal gebelik sanst arasin-
daki yakin iligki bilinmesine ragmen, Palermo’nun 1992°de
Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) y6ntemini
tanimlamasindan sonra motilite problemi olan olgularda
dahi gebelik elde edilmeye baglanmistir.lZl Bununla birlikte,
her ne kadar ICSI endikasyonu ve sonuglart bazal semen
analiz parametreleri ile iliskisi olmasa da ejakiilatta motil
spermatozoa saptanmayan olgularda ICSI sonrasi daha dii-
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ABSTRACT

Mortility disorders are the most important sperm parameters affecting
the results of success in assisted reproductive methods as it is the
most important obstacle parameter in reaching pregnancy naturally.
To demonstrate the high success rates in the procedures performed
by obtaining motile and live spermatozoa in the ejaculate is the most
important reason for obtaining a healthy and live spermatoza for
artificial reproductive techniques. Despite the methods used for assisted
reproduction for over 25 years, researches for healthy-living and motile
spermatozoa are still going on.

Keywords: Asthenozoospermia, ICSI, HOS test, TESA, microchip

stik ve hatta negatif fertilizasyon ve gebelik sonuglari izlene-
bilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, ICSI sonuglar: {izerine
say1, motilite ve morfoloji olmak {izere {i¢ temel semen ana-
lizi parametresinin etkisi degerlendirildigin de en 6nemli
etkenin sperm motilitesi oldugu belirtilmistir.

Testikiiler spermler fizyolojik olarak hareketsizdirler. Bu
durumun spermlerin heniiz matiirasyonunu tamamlan-
mamis olmast veya Sertoli hiicreleri ile olan siki baglanti-
lart ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.>¢] Bedford ve
ark. duktuli efferentisten aspire edilen spermlerin immotil
olduklarini veya salinti hareketi gosterdiklerini ve bu du-
rumun epididimin baglangi¢ kisminda da devam ettigini
belirtmiglerdir.’] Spermlerin progresif hareketleri ilk ola-
rak epididimin korpus bolgesinde izlenmeye baslamakta;
kauda bélgesinde ise hareketli sperm orani %50’nin {ize-
rine ¢ikmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, kiiltiir ortaminda
tutulan spermlerde hareket oranlari spermin elde edildigi
lokalizasyon géz onitine alindiginda efferent kanallar, kaput
epididimis, proksimal korpus, distal korpus ve kaudada si-
rasi ile %0, %3, %12, %13 ve %60 olarak belirtilmistir.[]
Bu sonuglar dikkate alindiginda sperm motilitesinin epi-
didimal transit sirasindaki matiirasyon ile saglandig kabul
edilmektedir. Yapilan deneysel calismalarda kaput epidi-
dimisten elde edilen spermler genel olarak immotil iken,
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epididimin korpus bolgesinde yapilan ligasyon sonrasi
bu bolgeden alinan spermlerde motilite izlendigi goste-
rilmistir.¥l Benzer sekilde konjenital duktus deferens age-
nezi (CBAVD) olan olgularda da epididimal aspirasyonla
distalden alinan spermlerde motilite daha diisiik olarak
izlenirken proksimalden alinan spermlerde daha yiiksek
motilite orant elde edilmektedir.!®] Bu sonuglar degerlendi-
rildiginde, spermatozoanin motilite yetenegini kazanmasi
esas olarak proksimal epididim ile olan temas siiresine bagl
olarak degisiklik gostermektedir.

Sperm Kuyruk Yapisinin Anatomisi

Sperm motilitesinin saglanmasinda spermin dort bolim-

den olusan kuyruk yapist son derece dnemli rol oynar

(Sekil 1a).

Spermin bas ile kuyruk arasinda devamliligini saglayan
baglanu parcasi (connecting piece) yogun bir fibroz yapidan
olusur ve sperm matiirasyonunun son evresinde proksimal

sentriyolden meydana gelir.[>*

Orta parca (mid piece) enerji igin gerekli olan heliksel di-
zilmis mitokondrilerin bulundugu béliimdiir. Bu bslgede
ayrica kuyruk yapisinin %50’sini olusturan dis dens fibroz
lifler (outer dense fiber=ODF) yer alir. Capi distale dogru
gittikge incelen orta parca esas parcaya baglantiy saglayan
annulus ile sonlanir.®¢ Esas parca (principal piece) fibroz
kilif ve aksonemden olusur. Fibroz kilif tizerinde enerji dii-
zeni ve hiicre sinyalizasyonu ile gorevli proteinler (AKAP3,
AKAP4 ve TAKAP80) yer almaktadir ve igeride yer alan
aksonem ve ODF’yi sarar.[%®] Aksonem spermin kuyruk
hareketinin temelini olusturan yapidir. Dista dokuz adet
tubulin dimerlerinden olusan komplet A ve inkomplet B
lifleri bulunur. A lifleri zexin adi verilen yapilar ile B lifleri-
ne baglanir (Sekil 1b). Bu liflerin her biri radiyel uzanular
ile santraldeki ¢ifte baglanir. Santralde ise iki adet A lifi var-
dir ve birbirine ¢apraz kdpriiler ile baglanmisur. Flajellanin
motoru her iki giften ¢ikan protein yapidaki i¢ ve dis dyein
uzantilardir. Bu yapilar mikrotiibiilleri sabitler ve ATP’nin
olusturdugu kimyasal enerjiyi mekanik enerjiye cevirerek

hareketi saglar.[>*l

Son parca (terminal piece) ise sadece 9+2 aksonemal yapiy:

igerir; etrafinda fibroz kilif ve ODF yer almaz.[58

Sperm Motilite Bozukluklarinda
Terminoloji

Astenozospermi, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2010 kila-
vuzuna gore a (+4) ve b (+3) sperm motilitesinin %32’den

az oldugu durumlari tanimlar.[]
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Sekil 1A. Spermatozoa anatomik yapisi. b) Spermatozoa kuyruk yapisi
kesitsel goruntusu.
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Sekil 1B. Spermatozoa kuyruk yapisi kesitsel gériintiisu.
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Total immotil sperm 6rnegi olan olgularda santrifiij ve/veya
dansite gradient yontemi ile sperm hazirligi sonrasi motil
spermatozoa izlendigi durumlar “virtual astenozoospermi”
olarak adlandirilir. Buna karsin, tim degerlendirmelerde
total inmotil sperm varligr “mutlak astenozoospermi” ola-
rak ifade edilir.[1011 “Nekrozoospermi” ise %0,2-0,5 ora-
ninda nadir izlenilen bir durumdur ve hareketsiz gozlenen

tiim spermlerin canli olmadigt durumu ifade eder.[%2

Astenozoospermi Etiyolojisi

Kuyruk patolojileri sperm hareket bozukluklarinin en
onemli nedenlerindendir. Iki tiirlii sperm kuyruk sorunu
tanimlanmistr: Non-spesifik flagella anomalisi (/VSFAs) ve
siliyer diskinezi veya fibroz kilif displazisini iceren gene-
tik kokenli spesifik flagella bozukluklari. Ayrica, etiyolojik
faktorler konjenital veya akkiz nedenler olarak da degerlen-
dirilebilir. Akkiz nedenler genellikle non-spesfifik flagella
patolojisine yol acarlar. Genital enfeksiyonlar, oksidatif
stres, anti-sperm antikorlarin varligi, ATP {iretimi etkile-
yen metabolik sorunlar, ¢evresel toksik ajanlar, epididimal
transit zamaninin uzamasi, uzamis seksiiel abstinens veya
sperm kriyoprezervasyonu gibi nedenlere bagli olarak orta-
ya ctkarlar. Alcta yatan etiyoloji diizeltilirse bu durum or-
tadan kalkar ve spontan gebelik dahi elde edilebilir. Ancak,
tedaviye yanit vermeyen olgularda ICSI alternatif yéntem
olarak dikkate alinmalidir. Konjenital nedenler ise kuyru-

gunun yapisal bozukluklarini igerir.["%]

Spermatozoanin kuyruk yapist basta solunum sistemi ol-
mak tizere diger siliyer hiicreler ile ayn1 ozellikleri tagirlar.
Dolayist ile sperm motilite bozukluklari siklikla st so-
lunum yolu hastaliklar ile birliktelik gostermekeedir. Bu
nedenle sik sintizit ataklari ve/veya trakeobronsit dykiisti
olan infertil erkeklerde sperm motilitesi yoniinden dikkatli

inceleme gereklidir.

Immotil siliya sendromu ilk defa Afzelius tarafinda 1976 y1-
linda tanimlanmistr." Siliyer hiicreler ve spermatozoanin
mikrotubiil yapisinin defekti ile karakterli bu durum otozo-
mal resesif gecislidir ve giiniimiizde Primer Siliyer Diskinezi
(PCD) olarak adlandirilmaktadir. Dynein kollarin parsiyel
veya total yoklugundan fibréz kilif yapisindaki bozukluk-
lara kadar degisik cesitleri vardir. Bu hastalarda ejakiilat vo-
limii ve sperm sayist normaldir. Ancak, semen analizinde
hareket bozuklugu ile birlikte belirgin morfolojik defekeler
vardir. Kisa, kalin, diizensiz veya disorganize flajella yapist
gozlenir. Eglik eden diger yapisal bozukluklar icinde genel-
likle “pin-head’ olarak da adlandirilan dekapite veya asefalik
spermatozoalar ve abaksiyel implantasyon olarak ifade edi-
len bas-kuyruk bilesim defeketleri de yer almaktadr,["%5:16]
Sperm fonksiyonel bozukluguna yol agan sorunlardan bir

digeri de sperm mitokondri bozukluklaridir. Sayisal bozuk-
luklar, irregiiler organizasyon, kisa veya uzun mitokondriyal
kilif anomalileri ve aremis matriks yogunlugu veya lipid ice-
rikleri bu sorunlardan bazilaridir. Bu durum semen anali-
zinde orta parga defekti olarak ifade edilir.["*

Olgularin %20’sinde genetik faktorler rol oynamaktadir.
Deneysel caligmalarda sperm kuyrugunda mikrotubiil
sentezi ile iligkili proteinleri kodlayan 200'den fazla gen
oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte bugiine kadar dy-
nein yapsinin olusumunu kontrol eden AKAP4 geni ve
proteinlerde veya sperm kuyruk yapist ile iligkili diger nok-
talarda herhangi bir genetik sorun net olarak ortaya konu-

lamamistir.[%:20]

Nekrozoospermi gevresel faktorler veya kalitsal yapisal du-
rumlardan kaynaklanir. Reaktif oksijen triinleri (ROS)
gibi maddeler hiicre i¢ine penetre olabilir ve DNA hasa-
rina yol acabilirler. Diger taraftan tirogenital enfeksiyon-
lar, kronik prostatit, hipogonadotropik hipogonadizm gibi
hormonal sorunlar, anti-sperm antikor varlig1, uzamis eja-
kiilasyon periyodu, hipertermi, Ca in-stu, ileri yas, toksik
ve kimyasal maddelere maruziyet nekrozoosperminin diger

nedenleridir.[®"

Astenozoospermili Olgularda
Degerlendirme

Hastalardan dikkatli anamnez alinarak etiyolojide neden
olabilecek faktor ortaya konulmalidir. Oykiide ailede de
benzer olgularin oldugu saptanir. Solunum yolu enfeksi-
yonlari basta olmak tizere eslik eden patolojiler dikkatlice
degerlendirilmelidir. PCD adult polikistik bobrek hasta-
larinda siklikla izlenir. Hormonal degerlendirmede serum
FSH diizeyi normal olgulara gére bir miktar daha yiiksek
izlenmektedir ve bu durum testiste spermatozogenezde bir

sorun oldugunun gostergesidir.[®15]

Tanida mutlaka ardisik ejakiilat ile semen analizi yapilmaly;
cinsel perhiz siiresine dikkat edilmeli ve ejakiilaun 37°Cde
inkiibe edilmesine 6zen gosterilmelidir. Inceleme 60 dk, ter-
cihan 30 dk iginde yapilmalidir.’! Hazirlik sonrasi motilite
incelemesi IVF/ICSI kararinin degerlendirilmesi i¢in 6nem-
lidir. Gegmiste uygulanan servikal mukus penetrasyon test-
leri, kumulus penetrasyon testleri gibi testlerin giiniimiizde
fazla 6nemi yoktur. Motilitenin incelenmesinde CASA y6n-
temi ile spermatozoanin hizi da degerlendirilebilir. ']

Mutlak astenozoospermi olgularinda nekrozoospermi ay-
riminin yapilmasi énem tagimaktadir. WHO 2010 kila-
vuzuna gore sperm motilitesi %40'dan az olan olgularda
canliligi degerlendirmek icin sperm membran biittinligi-
nii degerlendiren testlerin yapilmasi 6nerilmektedir.’l Bu
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testlerden en yaygin kullanilani Eosin-Y testidir. Eosin bo-
yast ile membran yapist bozulmus spermlerde spermin bag
kismini boyar. Olii spermler bu boyayi iglerine alirlar ve
bas bélgelerinde kirmizi veya koyu pembe boyanma izlenir.
Buna karsin membran yapist saglam olan canli spermler

boyay1 almaz ve parlak-beyaz olarak goriiliirler.[*2"22

Testikiiler spermatozgenez sirasinda annulus migrasyonu-
daki bozukluk orta par¢ada mitokondri yoklugu ve digari-
daki yogun liflerin yapisal degisimine neden olur. Yapisal
bozukluk 9+2 aksonemal diizenin olmast durumudur.
Aksonem yapist 9+0 seklinde orta liflerin yoklugu veya i¢
ve dig dynein baglarin olmamasi ile kendini gosterir. Tani
elektron mikroskopu (EM) ile bu bozukluklarin ortaya ko-

nulmast ile saglanir.[1315]

Yardimca Ureme Tekniklerinde Sperm
Seciminde Kullanilan Yontemler

Yardimect iireme teknikleri (YUT) sirasinda kullanilacak
spermatozoanin son asamaya kadar ulagmus hiperaktif,
normal morfolojide, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu
yapabilecek normal DNA yapisinda spermatozoa olmasi
gereklidir. Sperm hazirligi ve izolasyonunda motil sperm
eldesinin arttirilmast ve ayni zamanda DNA hasarinin
azalulmasinin déllenme orani ve embriyo gelisimin-
de olumlu etkileri oldugu gésterilmi§tir.[23'25] Motilite,
sperm kalitesinin degerlendirilmesi agisindan en 6nemli
parametrelerin baginda gosterilmektedir. Bu nedenle gii-
venli ve etkili bir sekilde motil sperm elde etmeyi saglaya-
cak yontemler tercih edilmektedir. Bu metodlar arasinda
geleneksel yontemlerden swim-up ve dansite gradient me-
todu sayilabilir.?»#] Bu sperm hazirlama yéntemlerinin
avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir Ornegin; dansite
gradient metodunda islemlerin santrifiij ile yapilmasi se-
bebiyle reaktif oksijen tiirevlerinin artisi ve bu nedenle
DNA hasari meydana geldigi bilinmektedir. Swim-up
yonteminde ise elde edilen motil sperm sayilarinda degis-

kenlikler gézlenmektedir.[26’28’29]

Bu nedenle giiniimiizde bu sofistike yontemlere alternacif
yeni uygulamalar ile motil serm elde edilebilmektedir.

Hipoozmotik Sisme Testi (HOS Testi)

[lk defa 1984 yilinda Jeyendran tarafindan tanimlanan
Hipo-osmolar Sisme Testi (HOS Testi) WHO tarafindan
boyama yoéntemlerine alternatif olarak &nerilmektedir.
[9:39] Ciinkii, bu test sonrast canli oldugu ortaya konulan
spermlerin YUT de kullanilma imkani vardir. ICSI igin
sperm se¢iminde HOS testi ilk kullanimi Desmet tarafin-
dan tanimlanmigtir.Bl Daha sonra Casper ve ark. inmotil
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spermler ile yapilan ICSI'de HOS testini kullandiklarinda
fertilizasyon ve kilivaj oranlarini sirast ile %43 ve %39 bul-
muglardir.?? Bu oranlar rastgele secilmis spermlerde sira-
st ile %26 ve %23diir. HOS testi taze spermde canliligin
degerlendirmesinde etkin bulunmasina ragmen, freezing/

thawing sonrasi sperm canliligini degerlendirmede yeterli

degildir.

Hipoozmotik sisme testi (HOS) ile total veya totale yakin
immotil sperm 6rneklerinde canli spermlerin secilmesinde
kullanilir. Saglam membranli spermler hipoozmotik or-
tamda 5 dakikada siser ve kuyruk yapilarinin tiimii kivri-
larak 30 dakika icerisinde stabilize olur. Bu test sayesinde
hem vitalite testi yapilabilmekte hem de canlig ortaya ko-
nulan hiicrelerin hiicre yapisi bozulmadigs icin ICSI isle-
minde kullanilabilmektedir.]

Testi (HOS) Yonteminin
Uygulamasi: 100 ml saf su icerisime 0,735 gram sitrat si-

hidrat ve 1,351 gram D-fruktuzu ¢ozdiiriilerek reaktif ha-

Hipoozmotik  Sisme

zirlanir. lyice swvilastirilmis semen 6rneginden 100 pl bir
kismit alinir ve hipoozmotik ¢ozeltiye eklenir. Daha sonra
5 ile 30 dk arasinda 37°C'de inkiibe edilir. Inkiibe edilen
ornek ICSI disine insemine edilir, canlt spermler hipooz-
motik ortamda kuyruklari kivrilirken cansiz sperm 6rnek-
lerde bu degisim goriilmez (Sekil 2). Vital spermlerle ICSI

islemi uygulanilir.

Yapilan bir caligmada, ICSI isleminde HOS testi ile secilen
spermler ve dansite gradient yontemi ile hazirlanan sperm-
ler karsilastirilmis ve fertilizasyon orani ve iyi kalite emb-
riyo gelisimi HOS testi ile secilen spermlerde daha yiiksek

bulunmustur.[l

Sekil 2: HOS testi uygulanmis kuyrugu kivrilan ve bas kismi sisen canli sper-
matozoa (solda) ve herhangi bir degisiklik gostermeyen spermatozoa (sagda).
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IMSI (Yiiksek Mikroskobik Biiylitmeyle Secilmis
Sperm Mikroenjeksiyonu)

IMSI yéntemi ilk kez 2004 yilinda Bartoov tarafindan ta-
nimlanmustir.®4 Saglikli bir embriyonun gelisebilmesi igin
oositin yani sira spermin de iyi kalitede olmasi olduk¢a
onemlidir. Klasik ICSI yéntemiyle sperm secilimi 200-400
kat bilyiitmeyle yapilmaktadir. Ancak, IMSI ydéntemiyle
gelismis mikroskop ve mercekler sayesinde 4000-8000
kat bitytitmeyle spermlerde bulunan en kii¢iik morfolojik
bozukluklar bile ayirt edilebilmektedir. Ozellikle son yil-
larda yapilan ¢alismalarda, sperm bast icerisindeki genetik
materyali iceren ¢ekirdek kisminda bulunan vakuollerin
DNA vyapisinda hasar bulunabilecegi konusunda ipucu
vermektedir. Sperm DNA yapisindaki hasarlar, dollenme
basarisizligi, embriyo gelisiminin durmasi, kot ve/veya
yavas embriyo gelisimi gibi problemlere sebep olabilmekte
ve dolayisiyla gebelik sansini olumsuz etkilemektedir. Bu
yontem ile kaliteli spermler segilir ve segilen bu spermlerle
ICSI islemi uygulanur.

IMSI yontemiyle sperm segilimi: Sperm ornekleri PVP
(polyvinylpyrrolidone) denilen yogun ortama insemine edi-
lir. Gérece yavaslaulan spermler ile morfolojik degerlen-
dirme ve vakuol durumuna gore asagidaki siniflandirma

yapilir (Sekil 3)[53¢l.

- Grade [; Diizgiin bas ve kuyruk yapisina sahip, vakuol
bulunmayan spermler

- Grade II; Diizgiin bas ve kuyruk yapisina sahip, 1-2
kiigiik vakuol ( <%4) sahip spermler

- Grade II; Diizgiin bas ve kuyruk yapisina sahip, biiyiik
vakuole (>%4) sahip spermler

- Grade IV; Anormal bas ve yapisina sahip ve/veya biiyiik
vakuollii spermler

ICSI ile IMSI arasindaki korelasyonu incelemek amaciyla
pek cok randomize calisma yapilmisur. Cochrane meta-a-
nalizde IMSI yontemiyle sperm se¢iminde canli dogum
oralarinda istatistiksel bir fark olmamasina ragmen klinik
gebelik oranlarinda IMST'nin daha basarili oldugu belirtil-
mistir.}”] Bununla birlikte, ayni degerlendirmede IMSI’nin
sadece tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan olgularda
uygulanmasi 6nerilen bir yontem oldugu belirtilmektedir.

Genel olarak IMSI endikasyonlar dikkate alindiginda aga-
gidaki olgularda sonuglarin daha iyi oldugu ve IMSI’nin
bu hastalara uygun bir yéntem oldugu diisiiniilmekeedir:

- IMSI ozellikle siddetli morfolojik bozukluklara sahip
oligoastenoteratozoospermi vakalarinda uygulanmasi
onerilmektedir. Bu sayede yiiksek biiytitmede en kalite-
li spermler elde edilir ve basarili dollenme ile iyi embri-
yo gelisimi saglanabilmektedir.

- Tekrarlayan tiip bebek basarisizliginda ve nedeni izah
edilemeyen kisirlik durumlarinda, spermin roliinii
anlamaya ve uygun yapidaki spermlerin secilmesinde
IMSI yontemi énerilmekeedir.

- Kargilagtirmalara  bakilacak olunursa ICST'ye kiyasla
IMST ile, ozellikle az sayida oosit sayist olan kadinlarda
gebelik ve tutunma oranlarinin anlamli olarak artug:

gorilmistiir.

Sekil 3. IMSI ile sperm incelemesi: a) diizglin bas ve kuyruk yapisina sahip normal goriinimli grade-I spermatozoa; b) Diizgiin bas ve
kuyruk yapisina sahip, buytk vakuol iceren (>%4) grade-lll spermatozoa; c) Anormal bas yapisina sahip ve buytk vakuolli grade-IV

spermatozoalar.
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Mikrofludik Sistemler ve Mikrocip Yontemi

Mikrofluidik sistemler son yillarda hizla gelisim gosteren
ve cesitli teknik alanlarda kullanimi umut vaat eden yeni
bir tekniktir.*®**] Yontemin temeli bir mikro-cevre orta-
minda sivilarin hareketi fizik prensiplerine dayanmakradir.
Glintimiize kadar androloji alaninda kullanilmak tizere ce-
sitli mikrofluidik sistemler gelistirilmistir. Ancak ilk defa
Kricka ve ark., mikrofluidik bir sistemle motil spermlerin
bir semen 6rneginden ayristirilabilecegini gostermislerdir. [l
Mikrogip motilite, morfolojik bozukluklar ve &zellikle
DNA hasarlarini azaltmak i¢in kullanilan yeni bir sperm
hazirlama yontemidir. IVF laboratuvarlarinda sperm yika-
ma teknigi igin swim-up ve gradient yontemleri kullanilir.
Swim-up ydntemiyle ileri hareketli spermlerin secilimi ya-
pilmakta, gradient yontemiyle de morfolojik olarak daha
iyi spermler ayirt edilebilmektedir. Ancak, bu iki yontemle
de DNA hasarli ve hasarsiz spermlerin ayirimi ve secilimi
miimkiin degildir. Mikrogip yénteminde spermler mikro
kanallar icerisinde hareket ederler (Sekil 4). Bu kanallar
icerisindeki biyokimyasal tabakalar insan viicudundaki ser-
vikal kanal mekanizmasini taklit eder. Bu sayede DNA ha-
sarlt spermler, immotil spermler ve morfolojik olarak diiz-
giin olmayan spermler elenir. Saglikli ve diizgiin spermler
ise sperm kuyucugunda toplanir.*"

Mikrogip Yonteminin Uygulamas:: Mikrogip yonte-
minde, numunenin giris ve islem gérmiis numunenin
toplandigi cikis kuyucugu (bes adet) vardir. Giris kuyu-
cuguna 13 pl 6zel sperm medyumu konur, daha sonra ise
2 ul bazal sperm 6rnegi konur ve 30 dakika inkiibe edilir.
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Bu siirecin ardindan ¢ikis kuyucugunda biriken saglikls
spermler siringa araciligtyla ¢ekilir ve daha sonra ICSI is-
lemi uygulanir.

Mikrogip yontemiyle embriyo gelisimi, déllenme basari-
st, canli dogum orani, gebelik orani gibi verilerle yapilmis
randomize bir ¢alisma henitiz yoktur. Ancak, bu yéntem-
le DNA hasarsiz spermlerin secildigi, serbest radikallerin
elendigi, orneklerin kontaminasyon oraninin azaldigy,
daha kolay ve hizli bir yéntem olduguyla ilgili ¢alismalar
mevcurtur.## Bu yontem 6zellikle tekrarlayan basarisiz
YUT denemesi olan hasta grubunda, siddetli DNA hasarli
ve morfolojik bozukluklart olan oligoastenoteratozoosper-
mik erkek infertil hastalarda kullanimi 6nerilmektedir.

Sperm Slow

Hiyaloronik asit (HA) kiimiiliis-ooforus igeriginde do-
gal olarak bulunmaktadir. Dogal yontemle oosite ulasan
spermler akrozomda yer alan hiyaloronidaz enzimiyle oo-
sit bariyerini gecer ve dollenmeyi bagarir. Bazi olgularda,
ozellikle oligoastenoteratozoospermi vakalarinda spermler-
de bu enzim yok veya yetersiz olmakta ve basarisiz YUT
sonuglarina sebep olmaktadir. Bu durumun 6niine gegmek
icin “sperm slow” yontemi onerilmektedir. Bu yéntemde
PVP yerine sperm slow medyumu kullanilir ve ardindan
ICSI veya IMSI ile sperm se¢ilimi yapilir.

Sperm Slow Yonteminin Uygulamasi: 1CSI ya da IMSI
petri kaplarina 10 pl sperm slow medyumu ile sperm ha-
vuzu olusturulur. Bu havuzun digina yikanmis spermler-
le insaminasyon islemi yapilir. Sperm slow medyumu ile
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Sekil 4. Mikrochip sperm se¢im havuzu.
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spermler arasina koprii olusturulur, spermler bu kopri
tUzerinden sperm slow havuzuna ulagir. Bu havuz igerisin-
de hiyaloronidaz enzimine sahip olan spermler sperm slow
medyumuyla enzimatik reaksiyona gecer, spermler hizli
bir kuyruk hareketi gerceklestirmesine ragmen daha sonra
yavaslamaya veya durmaya baslar. Duran veya yavaslayan
spermler icerinden ICSI veya IMSI ydntemiyle diizgiin
morfolojili spermler segilir.

Parmegiani ve ark., yapuklari bir ¢alismada sperm slow yon-
temiyle klasik ICSI yontemini karsilatirmuslardir.* Bu ¢a-
lismada embriyo gelisiminin ve kalitesinin sperm slow ile
daha basarili oldugunu belirtilmistir. Yine ayni ¢aligmada,
istatistiksel acidan fark olmamasina ragmen gebelik oranini
klasik ICSI'de %21,6 ile daha iyi olmasina ragmen canli
dogum oranini sperm slow tekniginde %32,8 ile daha yiik-

sek olarak belirtmislerdir.

Pentoksifilin ve Teofilin

Hiicre i¢i cAMP konsantrasyonunun sperm motilitesinde
onemli rol oynadig: bilinmektedir ve bu konuda yapilmig
pek ¢ok calisma vardir.**#¢l Pentoksifilin (PTX) intraselii-
ler cAMP diizeyini artirarak sperm motilitesini etkilemek-
tedir. Deneysel calismalarda, PTX ile muamele edilmis
spermlerle yapilan islemlerde fertilizasyon oranlari ve blas-
tokist formasyonu diisitk bulunmamis; ancak oosit PTX ile
muamele edilmisse bu oranlar daha diisiik saptanmustir.[#7]
PTX’in embryo {izerine toksik etkileri gosterilmis olmasi-
na ragmen, PTX uygulamasi sonrast sperm yikama ile bu
etkileri uzaklasilmaktadir. Terriou ve ark. kisa siireli PTX
uygulamasi sonrast sperm hazirlig: yapilirsa ICSI sonrast
klivaj, gebelik ve implantasyon oranlarin: sirasi ile %954,
%30. ve %12,3 olarak belirtmislerdir. Bu nedenle asteno-
zoopsermili olgularda sperm motilitesinin artirilmasi ama-
cyla PTX uygulamast uzun zamandir kullaniimakeadir.[*¢]

Teofilin de benzer mekanizma ile etki gdstermekte olup,
PTX’e tstiinliigii toksik etkisinin olmamasidir. Diger taraf-
tan teofilin ile isleme alinmig spermatozoalarda mikroenjeksi-
yon oncesi ayrica ytkama gerektirmemesi bir diger avantajdur.
Teofilin uygulamast genelde sperm freezing islemlerinde don-
durma 6ncesi motilitenin korunmasi veya ¢ézme sonrasi mo-
tiltenin tekrar yiiksek oranda saglanmasi amaci ile yapilmak-
tadir. Bu konuda yapilan ¢alismalarda, fertilizasyon ve gebelik
oranlari sirasi ile %79,9 ve %53,7 olarak bildirilmistir.[*’]

Testikiiler Sperm Aspirasyonu (TESA)

[leri oligoastenoteratozoospermi vakalarinda 6zellikle to-
tal veya totale yakin hareketsiz sperm izlenilen vakalarda
TESA basarili ve onerilen bir yontemdir. Bu olgularda

cjakiillataki hareketsiz spermlere sperm canlilik testleri ile
yapilan degerlendirme sonrast canli sperm orani ileri dii-
zeyde disiik ise epididimde bekleme siiresi gecirmemis ve
toksik etkenlere maruz kalmamis testis spermleri TESA
yontemi ile alinarak kullanilabilir. Yapilan caligmalarda tes-
tikiiler spermlerin ejakiilat spermlerine gére yiiksek canli-
lik gosterdigi belirtilmistir.[5°]

TESA isleminin uygulanmas:: TESA islemi lokal anestezi
altinda gergeklesir. Islemden 6nce ilk olarak testis voliimii
kontrol edilir ve aspire edilecek bolge belirlenir. %1 lidoka-
in HCL ile kord anestezisi yapilarak uyusturulur. Bes mI'lik
enjekedre 1-2 ml sperm buffer ile ¢ekilir, 19G kelebek igne
ile skrotal cilde girilir, ardindan igne ile testis icine girilip
cikalir, negatif basing ile testikiiler dokular gériiliinceye ka-
dar bu isleme devam edilir (Sekil 5). Elde edilen dokular
steril petri kabina alinir ve mekanik pargalama isleminin
ardindan mikroskop altinda incelenir. Sperm goriilmedigi
durumlarda islem tekrarlanir. Elde edilen vital spermlerle
ICSI islemi gergeklestir. Islem genel olarak 3-5 dk iginde
gerceklestirilir ve hasta islem sonrasi giinlitk hayatna de-
vam edebilmekte, herhangi bir yara veya iz olmaksizin is-
lem tamamlanabilmektedir. Nadiren hematom gelisebilir.

Sekil 5. TESA islemi uygulanisi. Lokal anestezi altinda 19G kelebek igne ile tam-
pon soliisyon 5 cc’lik enjektore negatif basing ile testikiiler doku aspirasyonu.

Negri ve ark. nekrozoospermi olan olgularda ejakiilat ve
testis spermi kullanarak yaptiklar: ICSI sonuglarini kargilas-
urdiklarinda fertilizasyon orani ejakiilat spermi ile %60,8’a
%59,6 oraninda daha yiiksek izlenmesine ragmen, implan-
tasyon ve gebelik oranlari testis/ejakiilat spermlerinde sirast
ile %36,8/ %19,9 ve %23,7/ %12,7 olarak bulunmustur.
(501 Canli dogum orani da TESA ile %28,6 iken ejakiilat
spermleri ile %13,7 olarak belirtilmistir. Bununla birlikte
testikiiler spermler ile dollenen embriyolarda PGT ile yiik-

sek andplodi gelisimi bu yontemin énemli bir dezavantajt
olarak belirtilmektedir.[5"]
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Antioksidan Tedavi

Sperm DNA’s1 tamir yetenegi sinirli oldugu icin hasarlara
karsi korunma 6nemlidir. Spermiyogenezisin son agamasin-
da sperm DNA’s1 protaminler yolu ile histon baglarinin ye-
nilenmesini saglayan 6nemli bir yapilanma olur. Insanlarda
1:1 oraninda Protamin-1 (P1) ve protamin-2 (P2).
Protaminlerin sperm niikleusunun kondensasyonu, pater-
nal genomun taninmast ve niikleaz ve serbest radikallerden
paternal genomun korunmast gibi énemli etkileri vardir.
Protamin/DNA icerigindeki degisimler DNA hasarina ne-
den olur. Protamin dagilimindaki bozukluga bagli anormal
spermatid matiirasyonu, spermatogenez strasindaki bozul-

mus rekombinasyon ve yogun apoptozis gelisir.[52-%4l

Seminal plazmada fizyolojik olarak bulunan oksidatif stres
tiriinleri diigiik miktarlarda kapasitasyon, fertilizasyon, mo-
tilite ve akrozomal reaksiyon icin gereklidir. Antioksidanlar
oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan serbest radikalleri engel-
lemek amactyla kullanilir. Seminal plazmadaki total anti-
oksidan kapasite, oksidatif stres gelisiminde 6nemli bir pa-
rametredir. Ancak, tirogenital enfeksiyonlar, skrotal cerrahi
girisimler, cevresel faktorler, iyonize radyasyon, testis tor-
siyonu, obstriiksiyonlar, yiiksek 1s1, hipertroidi, varikosel,
obezite, diyabet, sigara, yas gibi etkenler nedeni ile ROS
diizeyi artarsa spermlerde DNA hasar1 da arus gosterir.
Sperm DNA hasarinin semen analizindeki gostergelerin-
den birisi morfolojik bozukluk ve motiltedeki azalmadir.

Seminal plazmada enzimatik (Katalaz, superoksid dismu-
taz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) ve enzi-
matik olmayan (glutatyon, iirat, taurin, hipotaurin, A/E/C
vitaminleri, ubikinol, transferin, laktoferrin vb.) antioksi-
danlar bulunmaktadir.55-%7]

Son yillarda ekzojen antioksidan ajanlar erkek infertilite-
sinde popiiler bir tedavi yéntemi olmustur. L-karnitin ve
L-asetil sperm metabolizmasi ve spermatazoanin kulla-
nilacag enerjiyi saglamak, toksik bir ara iriin olan agil-
koA’y1 ortadan kaldirarak apoptozisi 6nlememek ve sperm
hareketliliginin baglamasinda rol oynar.[*8l Ayni sekilde,
Konenzim Q10’da hareket problemi olan spermlerde etki-
li bir yontemdir.*¥ Ancak, yaygin kullanimlarina ragmen
antioksidan ajanlar ile ilgili olarak etkinliklerine ortaya
koyan kanita dayali plasebo kontrolii randomize ¢alisma
bulunmamaktadir. Hangi sperm parametrelerine etkili
oldugu ve tedavi basarisini 6l¢mede hangi parametrelerin
kullanilacagina ait net bir belirte¢ bulunmamaktadir.

Sonug olarak, astenozoospermi erkek infertilitesinde gerek
dogal gebelik sansint gerckse yardimer tireme teknikleri-
ni sonuglart etkileyen 6nemli bir sorundur. Bu olgularin
YUT oéncesi dikkatlice degerlendirilmesi yant sira gerek
yapilacak tedavi gerekse sperm fonksiyonunu iyilestirmeye

ANDROLOUJI BULTENI

yonelik ek laboratuvar teknikleri veya uygulamada kulla-
nilmak {izere gerekirse cerrahi yolla sperm elde edilmesi
YUT de elde edilecek basart oranini artiracakur. YUT de
sperm elde edilmesi icin geleneksel sperm hazirlama y6n-
temlerinde ortaya ¢itkan sperm kayiplari ve DNA hasarinin
oniine gecebilecek, ayrica var olan sperm DNA hasarint
ortaya koyarak saglikli ve fertilizasyon sansi yiiksek sperm
secimine yonelik hizli teknikleri gelistirmek amaciyla aras-
urmalar devam etmektedir. Bu konuda ortaya konulmus
tek ve etkili bir ydntem halen daha yoktur.
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