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Erkek infertilitesi

* %35-50

« ART’ deki gelismelerden dolay!
gozardi edilir



Erkek infertilitesi

* ART uygulayicilari gogunlukla
jinekologlardir ve erkek infertilitesi-
subfertilitesi ile ilgili egitimleri azdir

* Teorik olarak konu ile ilgilenmesi gereken
urologlarin ilgisi azdir ve arastirma
butceleri sinirhdir



Erkek infertilitesi

» Belkide en onemlisi sperm fonksiyon
testleri oldukca tartismali bir arastirma
alanidir

* DUsuk spesifite, sensitivite, metodolojide
standart olmamasi, optimal olmayan
calisma dizayni, sonugclarin degerlendirme
problemleri ve uzun sureli takip yoklugu



Erkek infertilitesi

« Kadin inferitilitesi gibi erkek infertiliteside
multifaktoriyeldir

* Fertilizasyon ¢cok basamakli bir islem
oldugundan tek testle degerlendirme
mumkun olamamakta
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Sperm fonksiyonu

Feritilizasyon bolgesine ulagsmak
« Kapasitasyon
* Akrozom reaksiyonu

Pronukleus olusumu
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Irdelenecek Konular

Semenin igerigi
Ornek verilmesi
Seminal sivinin degerlendiriimesi
-Makroskopik:gorunus,viskozite,volum,pH
-Mikroskopik:motilite, vitalite, sayi, morfoloji
-Immunolojik analiz:sperm MAR testi, immunobead testi
-Biyokimyasal analiz:fruktoz-seminal vesikul belirteci,
cinko, asit fosfataz, sitrik asit- prostat belirteci
Alfa glukozidas, karnitin-epididim belirteci

-Sperm fonksiyon testleri:post-koital, servikal mukus penetrasyon,
hamster egg penetrasyon, hipoosmotik sisme, CASA

Normal degerler WHO 1999 ve 2010
Semen kalite isimlendirmesi



Normal semen

Erkek genital sisteminin glandlarindan salgilanan sekresyonlar ile
(Seminal Plazma) spermin suspansiyon seklindeki karisimidir.
Ejakulat 4 bolume ayrilabilir:

-Pre-ejakulat fraksiyon Cowper’ s veya Litter’ s glandlerinin protein
icerikli salgisi olup orta derecede viskosdur ve idrari notralize eder.

-Oncii fraksiyon kestane gicegi kokusunu veren prostat
sekresyonudur ve spermatozoal koagulumu likefiye eder

-Temel fraksiyon seminal vesikul, testis, epididim ve kismen prostat
gland salgisidir.Oncii ve temel fraksiyon spermatoazanin ¢ogunu
salgilar

-Terminal fraksiyon seminal vesikul kaynakli ve jelatinoz yapidadir.




Normal semen parametreleri

* 65 yildir, major sperm parametrelerinin
referans degerleri 3 calismaya gore

(1951-1980, 1981-1991,1991-2010)
-MaclLeod calismasi (1951-1953)
-Guzick calismasi (1991) Degisen sperm
morfoloji degerleri idi

-2010, 5ci Baski



2010 WHO Semen analizi

« Dort farkl populasyon verisi,
 Toplam 4500 erkek 4 kitadan 14 ulkeden—

-Oniki ay ve daha kisa surede baba olan
erkekler(gebelige ulasma suresi: TTP)

-Fertilitesi bilinmeyen, arastiriimamis genel
populasyondan erkekler

-Fertil erkekler baba olduklarinda geri bildirim
olmayan grup

-1999, WHO ya gore normozoospermik saptanan
erkekler




2010 WHO Semen analizi

* Ortalama, ve ust ve alt limitlerden farkli
olarak TTP < 12 ay fertil erkeklerin 5ci
yuzdelik dilimi normalin alt siniri olarak
kabul edildi

* %95 guven araligi %5 in disinda kalan
olarak hesaplandi



Cut-off reference values for semen
characteristics as published in consecutive
WHO manuals

Semen WHO WHO WHO
characteristics 1980 1987 1992

Volume (mL) ND =2 =2
Sperm count (108/mL)
Total sperm count (10%) > 39

Total motility (%) =40

Progressive motility | | = 25% (a) | | > 32% (a+b)

Vitality (%) = 58
Morphology (%) 3 > 4*

Leukocyte count (105/mL) 3 3 3 . < 1.0




Percentile distribution of semen characteristics values
of recent fathers whose partners hadaTTP =12
months, used to establish the reference limits in the
2010 WHO manual

Volume (mL)

Sperm count per mL (x10%)
Sperm count per ejaculate (x1069)
% Motility (total)

% Motility (progressive)

% Normal (strict criteria)

% Alive (eosin-nigrosin staining)

- Cooper et al: World Health Organization reference values for human semen
characteristics. Hum Reprod Update 16: 231-245, 2010

Esteves, 6




Ornek Toplama ve Transport

Hastaya uyarilar yazili ve sozel olarak net verilmelidir

Minimum 48 saat cinsel perhiz olmali ve 7 ginu gegmemeli ideali 3-5 gun

« Baslangicta 2 ornek alinmali, aralari 7
gunden az veya 3 haftadan uzun olmamali

* Motil spermatozoa sayisi azsa 2 ornek
arasi olabildigince kisa olmall

» Ornek laboratuara 1 saat icinde
ulastiriimali



Ornek Toplama ve Transport

» Ornek mastiirbasyonla temiz cam veya
plastik kaba alinmali, disi sarilmamali

 Likefiye olduktan sonra en gec yarim saat
icinde degerlendirilmel

 Kondom veya koitus interruptus
kullaniimamali

» Ornek ortam isis1 25° C az veya 40° Cden
fazla ortam 1sisina maruz kalmamali



Semen Degerlendirmesi

« Makroskopik-fiziksel inceleme

* Mikroskopik inceleme

* Biyokimyasal testler

« Bakteriyel-serolojik-immunolojik testler



Koagulasyon

« Semen likid olarak ejakule edilir, seminal
vesikulden Protein kinaz enzimi ile kuagule olur

 Likefikasyon 30 dk icinde olmali, olmamasi
konjenital vas deferens, seminal vesikul yoklugu
veya tikanikligi

« 20 dk’ dan kisa veya 30 dk’ dan uzun sirmesi
inkomplet likefikasyon

 Likefiye olmamasi durumunda plazmin 0.35-0.5
U/ml veya kimotripsin 150 USP/ml ile muamele



Makroskopik-fiziksel inceleme

« Koku: kestane cicegi kokusu, olmamasi prostatik
aktivitenin olmamasi

« Bulaniklik= sperm dansitesi
* Renk: bulanik beyazdan griye

* Renk perhiz suresine gore degiskendir; sure
Kisaysa seffaf, uzunsa sari gri

« Salgl bezlerinde inflamasyon Kirli-
sari(piyospermi)

 Beyaz, berrak azoospermi

» Kahverengi ve kirmizi renk hemospermia



Volume

* Normal 1.5-4 ml
* 0.1 ml Dereceli tuplerle degerlendirilmel

* Hipospermi:retrograd ejakulasyon, prostat
ve seminal vesikul hastaliklari veya
konjenital yoklugu



« Cam cubukla olculur, semene daldirilir ve
cikarilir, semen uzamasi 10-20 mm olmali

* Asiri viskosite genital trakt infeksiyonu
veya antisperm antikoru



« pH kagitlari veya pHmeter

» Ejakulasyondan 1 saat icinde bakilmali ve
[.2-8

* 7 nin alti seminal vesikul, vas deferens
disgenezisi
* Orsit, seminal vesikulitis notral veya alkalin

» Bakteri kontaminasyonu veya olu sperm
varligi amonyum olusumu ve artmis pH



Ozmolalite

 Semen 300 g de santrifujden sonra ayrilan
seminal plazmanin osm 360-380 mOsm/
kg

* Dusuk osm morfolojik anomali(kivrik
Kuyruk)



Biyokimyasal inceleme

Seminal plazmada temel seker fruktoz 13 mol
veya daha fazla

Azligl seminal vesikul disgenezisi, konjenital vas
deferens yoklugu

Cinko: 14 mg/100ml, direkt prostatik salgi

Sitrik asit: 52 umol/ejekulat, prostatik salgi olup
plazma testosteron seviyesi ile direkt orantilidir

Hiyaluronidaz, asit fosfataz kumulus dagitici



Mikroskopik inceleme

Sperm yogunlugu, motilite, aglutinasyon ve diger
selluler elementler

Ideal Faz kontrast mikroskop, ve tabla isisi 37°C

Sayi cok degiskense cok homojen olmadigini,
lyice karistirildiktan sonra tekrar incelenilimeli

Sperm yoksa 3000g de 15 dk santrifuj sonrasi
tekrar degerlendirilmeli

Bas ve kuyruklu spermler sayilmal




Sperm sayimi

Dilusyondan sonra ornek kibarca
karistirilir ve 0.5 dereceli pipetle cekilir,
cembere yerlestirilir, 4 karedeki sperm

sayilir
Sperm/ml =4 karedeki spermX10X20X100
4

esaplama beyaz kure sayimi ile aynidir
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Mikroskopik inceleme

* Buyuk buyutmede 5-10 alan sayilip 1
milyonla carpillir.

« Sperm yoklugu azoospermia

 oligospermia:10-20 sperm tek buyutme
alaninda

* Normal yogunluk 30-40 sperm tek |
blyltme alaninda | |




Mikroskopik inceleme

» Selluler elementler:genitouriner sistem
kaynakli poligonal epitel hucreleri,
spermatogenik yuvarlak hucreler ve
lokositlerdir

* Peroksidaz ile notrofiller maviye boyanir



Mikroskopik inceleme

* Aglutinasyon motil spermin digerine
yapismasidir

» Immotil spermlerin birbirine yapismasi
veya motil spermlerin mukoz iplikler
yapmasl! ‘agregasyondur’

» Aglutinasyon immunolojik erkek infertilitesi
yani antisperm antikoru arastiriimasi



Mikroskopik inceleme

» Motilite fertilizasyon ve konsepsiyonun en
onemli belirleyicisidir
-Hizli-lineer progresif
-Yavas-lineer progresif
-Nonprogresif
-Immaotil

* Coklu fotograf cekimli makler, lazer-
doppler spektroskopi (Lazymot)



Mikroskopik inceleme

CASA : sperm kinematik, sperm hareket
karakterlerinin kantitatif olcumu

Duz hat, egrisel hareket, lateral
yerdegistirme vb

Mallyet (faz kontrast mikroskop, video kamera, kayit cihazi, monitor,
kompliter, yazdirici) V€ laboratuara ek yUk

Sperm azsa sayim-yorum zor

Sperm fazlaysa-aglutinasyona- sayim-
yorum Zor



Spermatozoal yogunluk

* Normo 15-250 milyon/ml
* Oligospermia <15milyon/ml
» Polizoospermia >250 milyon/ml



Mikroskopik inceleme

* Morfoloji normal ile anormal-Kruger Strict

-Boyanmis spesmen; Papanicolaou,
Giemsa, Bryan Leishman,Shorr Boyama

-Faz kontrast mikroskop (vas uzuniuk 5-6pmigap

2.5-3.5um, akrpzom basin %40-70, orta-kisim yuvarlak, <1um genislik, >
%50 bas, kuyruk duz, uzunluk 45um)

« ‘Most consistent predlctlon
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Vitality

Canli sperm oranini yansitir

Semende Eosin Nigrosin ile kirmiziya
boyananlar olu, beyazlar canli spermlerdir

Motilite degerlendirmesinin saglamasidir
Fertil erkekte 2%60 vital

subfertil erkek %40-60

Infertil erkek <%40



Sperm Fonksiyon testleri

* Rutin sperm analizi spermin fertilizasyon
kapasitesini gostermez

* 4 test
-Hipoozmotik sisme testi
-Akrozom butunluk testi
-Nukleer kromatin dekondensasyon testi
-Mitokondriyal aktivite indeksi



Sperm Fonksiyon testleri

The Sperm Head

The head of a mature sperm, lengthwise, is approxumately 1/20 the
diameter of a mature ovum.

Head: EM, LS x 14 000
AC = acrosome; PM = plasma membrane
From Wheater’'s Functional Histology, 4" ed., 2000.



Sperm Fonksiyon testleri

The Sperm Neck

5 f“’%

Neck (middle piece and principal piece): EM, LS x 17 000
Mi = mitrochondria; C = cytoplasm; F, Rn, Rb, & An = all parts of flagellum structure
From Wheater's Functional Histology, 4" ed., 2000.



Sperm Fonksiyon testleri

TEST

AMAC

Hipoozmotik sisme testi

Hipoozmotik solisyona membran yaniti
(> %60-normal)

Akrozom butunluk testi

Faz kontrast mikroskopta akrozomal
batanlagu(> %70-normal)

Nukleer kromatin
dekondensasyon testi

Sperm nukleusunun dekondensasyonu
(> %50-normal)

Mitokondriyal aktivite
indeksi

Tahmini mitokondriya igerigi




Sperm Fonksiyon testleri

« Zona-free hamster oosit penetrasyon testi,
human zona pellucida baglanma testi

* Teknik olarak zor ve ozel laboratuar ortami
* Fertiliteyi arttirici etkisi saptanamadi

 Hemizona assay, fertilize olmayan oosit 2

ye bolunur fertil donor ve hasta spermin
zonaya baglanmasi 4 saat inkubasyon



Immunolojik Testler

* Anti Sperm Antikor testi(elisa) sperm
antijen tespiti- IgG ve A antiserum

* Mixt agglutinasyon reaction



Swim-up vs gradient

Hazirlanma suresi 1 saat / 20 dk

+ Motil sperm: gradient

 Progresif motil: Swim up

f Normal morfoloji: Swim up

|ICSI fertilizasyon oranlari benzer
Konvansiyonel IVF: Gradient guvenilir
ICSI :swim up



Molekuler duzeyde anomaliler

» Intrasellller oksidatif stres-spermde
yuksek poliansature yag asidi orani

* Plazma membran fosfatidil gliserin
eksternalizasyonu

* Mitokondriayal membran potansiyelinin
hasarlanmasi

» Hasarli kromatin(llag, cevresel toksin,
sigara, alkol, artmis testikuler 1si,
infeksiyon, varikosel, ileri yas ve genetik)



DNA fragmantasyon

» Testlerin tanisal ve/veya prognostik degeri
tartismali:

1-Hasarin nedeni net ayirt edilememekte;
intrinsik veya ekstrinsik

2-DNA tek veya zincir kirigi
3-Test vontemi henuz net dedildir

Deaefects inmn Spermm DINA StTtTruauactuares

Single —stramnd DN A bBbreak (ss-DEe)
Double—==tr=am < DN A Dreak (ds-1DEBe)
Ease deletiornn or srmrodification
Inmnter or iMNMtra-strand cros=s

Iimlcage
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DNA fragmantasyon

-Single-cell jel elektroforezi( COMET)

-Sperm kromatin struktur analizi(SCSA) <
%30-normal

-Terminal deoksinukleotidil transferaz
aracili dUTP(TUNEL) <%20-normal

-Sperm kromatin dekonsasyon(SCD)




VW hether sperm deoxyribonucleic
acid fragmentation has an effect

OoOnNn pregnancy and miscarriage after
inNn vitro fertilizationwv/intracytoplasmic
sperm injection: a systematic review
and meta-analysis

Jing ZThao, M. D., Qiong Zhang. M. D., Yomnggang Wang, MDD ., and Yanping Li, M_D.

Gebelik (RR 0.81; 95% CI 0.70-0.95; P:008)
Abortus (RR 2.28; 95% CI 1.55-3.35; P<.0001)

Metaanaliz handikaplari:Farkli calisma karakterleri, farkli DNA hasar test dlgumleri,
farkli tedaviler (IVF/ICSI/IUI), farkli DNA test esik degerleri, net olmayan ¢aligmaya
dahil olma ve diglanma kriterleri ve gebelik kaybi tanimlari
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Comparison of reproductive outcome
inNn oligcozoospermic men with high
sperm DNA fragmentation undergoing
intracytoplasmic sperm injection
with ejaculated and testicular sperm

Sandro C. Esteves, M.ID ., Ph.D.,.” Fermando Sanchez-Martin, PM.D .Y Pascual Sanche=-Martin, M.D "

Danielle T. Schneider, M.Sc_~ and Jaime Gosalve=z, Ph.D

Clinical pregnancy, miscariage, and live birth in TESTLICS! and EJA-ICSI cohorts,

TESTIHCSI EJAICSI Relatiw

Variablk =7 (n= 87 Fyalue risk (35% CI)
Embryos

Numbar, mean =50 10+37 bd 3] 327 NA

High quality onday 3 {%}, mean =50 452120 SEESER 118

No transferrsd, mean + 50 2.0+03 19406 206
Clinical pragnancy, n {%) 40 (51.9) 15:40.2) 131 1.29(0:92-1.80)
Misamiage, n (%) 4100} 12 34.3) 012 0.29(0.10-082)
Live birth, n (% 36 (46.7) 23106.4) 007 176 (1.15-270)
."bl'r.ﬂfi.-'m.mi:di:

A Armang the envaled patient; (see Table 1], 2 total of eght iresh iramles we Ganaefied, ncuding Yo inthe TESTCS gmup and foir in the EIRCS qroup.
g TESTHCRY i mmn saath igh SOF. Bt Saied 2015



DNA fragmantasyon

* Antioksidan tedavi(selenyum, ¢inko

vit C, E, koenzim Q10) yararli, gebelik ve
canli dogumda artis

Showell MG, Cochrane 2014

» 2-3 ayda testlerde duzelme ancak sperm
parametreleri degismiyor

» Testikuler fonksiyonda duzelmeden ziyade
Spermin fonksiyonel kapasitesinde
duzelme



« Semen analizi erkek infertilitesinde
gunumuzde hala en onemli test olmaya
devam ediyor

* Bununla beraber guncel formati ile
fertiliteyi ongorme amaciyla
uygulaniimamali

» Test fertiliteyi azaltmaya neden olan
sorunlari tespitte kullanilabilir



» Motilite, morfoloji, DNA hasari en oneml
parametreler
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