AZOOSPERMIK HASTALARDA PELLET ANALIZININ ONEMI
THE IMPORTANCE OF PELLET ANALYSIS IN AZOOSPERMIC PATIENTS
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OZET

Son yillarda mikromanipiilasyon yontemlerinden ICSI'min erkek infertilitesinde uygulama alam
bulmasiyla azoosperminin sanal (pellet pozitif) ve gercek (pellet negatif) olarak iki gruba ayrilmas: giindeme
gelmigtir. 1CS1 sirasinda kadindan elde edilen ovum sayisi 6-10 arasinda degistigi icin pellette sperm sayisi
5'ten fazla olan hastalar ICSI'ye yinlendirilebilirler. Bu ¢calismamn amaci nedene yonelik cerrahi tedavi
(varikoselektomi, TUR-ED) diisiiniilmeyen azoospermik hastalarda I1CSI adaylarimi belirlemede pellet
analizinin 6nemini ortaya koymaktir,

Ocak 1997-Kasum 1998 tarihleri arasimda Androloji laboratnarimizda 683 azoospermi saptandi. Pellet
analizinde bu olgularin 85'inde spermatozoa saptanmis olup klinigimizde degerlendirilen 25 hasta ¢ahismaya
alind). Bu hastalarda yas, infertilite tipi ve siiresi tespit edildi. Tiim hastalara fizik muayene ile beraber en az
iki kez semen analizi yapilarak bir kez de hormon profili (FSH, LH ve serbest testosteron) bakildi Testis
biyopsisi ve touch imprint 13 olguya uygulandi. Pellet analizinde sayi, hareket, morfoloji ve baz1 olgularda
vitaliteye balald.

Hastalarin ortalama yas1 30.28+6.1 (19-47), infertilite siireleri ortalama 5.0+3.7 yil (2-12 yil)'dir. Serum
FSH diizeyi 9 (%36) hastada normal smirlarda iken, 16 (%64) hastada yiiksek olarak bulundu. Biyopsi
yapilan hastalarin 4'iinde (%31) normal spermatogenez, 2'sinde hafif hipospermatogenez, 2'sinde orta
hipospermatogenez ve 5'inde agir hipospermatogenez tespit edildi. Pellet analizinde sperm sayis1 12 (%48)
hastada 0-5 arasinda, 13 (%52) hastada 5'den fazla bulundu.

Nedene yonelik tedavi diigiintilmeyen azoospermik hastalarda pellet analizi yapiimah ve toplam vital
sperm sayis1 5'in iizerinde olan kisiler ICS1'ye yonlendirilmelidirler.
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ABSTRACT

Recently, with the introeduction of micromanipulation technique ICSI to the treatment of male infertility,
there have been a tendency toward classifying azoospermia as virtual (pellet negative) and absolute (pellet
positive). Because of oocyte number that can be harvested in an ICSI cycle is between 6 to 10, infertile men
with more than 5 viable sperm cells in pellet can be referred to 1CSI. The aim of this study is to determine the
importance of pellet analysis in patients who are candidates for ICSI and not for specific treatment (e.g.
Varicocelectomy, TUR-ED).

Between January 1997 to November 1998, in our andrology laboratory, 683 patients were defined as
having azoospermia. Spermatozoa were identified on pellet analysis in 85 out of 683 patients. Twenty-five of
this patients evaluated in our clinic were enrolled into the study. Patients age, type and duration of infertility
were recorded. Physical examination, semen analysis (at least 2x), hormone profile (FSH, LH, free
testosterone) were obtained in all patients and 13 patients underwent testicular biopsy and touch imprint. In
pellet analysis sperm count, motility, morphology and in some cases vitality were assessed.

The mean patient age was 30.28+6.1 years (range 19-47), and the mean duration of infertility was 5.0+3.7
years (range 2-12). Serum FSH level was within normal limits in 9 (36%) patients and was elevated in 16
(64%) patients. Histopathological analysis of testis biopsies revealed mormal spermatogenesis in 4 patients,
mild hypospermatogenesis in 2, moderate hypospermatogenesis in 2, and severe hypospermatogenesis in 5
patients. On pellet analysis more than 5 sperm was present in 13 (%52), 0-5 sperm was present in 12 (48%)
patients. There was no correlation between testicular biopsy findings and number of sperm in pellet.

In azoospermic patient who are not candidates for causal therapy, pellet analysis should be performed
and infertile men with more than 5 viable sperm in pellet should be referred to ICSI.
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GIRIiS:

Son yillarda mikromanuplasyoun ydntcmle-
rinden 1CSI (intracvstoplazmic sperm injection)
savesinde tek bir matiir spermatozoa ile gebeligin
saglanabilmesi, eskiden cvlat edinmeleri 6nerilen
kisilerde ¢ocuk sahibi olma imkam saglamsur' ™,

ICSI igin tek bir matiir spermatozoa’nin ve-
terli olmast nedenivle, rutin semen analizinde
spermatozoa tespit edilemeyen ejakiilatta yapilan
pellet incelemesinde spermatozoa'nin bulunmasi-
na gore azoosperminin, gergek (pellet negatif) ve
sanal (pellet pozitif) azoospermi olarak degerlen-
dirilmesi  giindeme  gelmistir”. 1CS1 sirasinda
kadindan clde cdilen ovum sayisinin ¢ ile 10
arasinda degistigi icin canli sperm savisinin 5'in
iizerinde olmast arzu edilmektedir®™!. Spermato-
zoa'nin cjakiilattan daha kolav ve non-invazif
olarak clde cdilcbilmesi nedeniyvie invazif sperm
clde ctme yontemlerine basvurulmadan &nce
azoospermik kisilerde pellet analizi vapilmalr ve
veterli sayida canli sperm tespit edilenler 1CSI
adayt olarak belirlenmelidirler’ .

Bu calismanin  amact  varikosclcklomi.
TUR-ED gibi patolojive spesifik cerrahi tedavi
diisiinilmeyen pellet pozitif azoospermili hasta-
larda ICSI adaylarmi belirlemekdir.

GERE(C VE YONTEM

Ocak 1997-Kasim 1998 tarihleri arasinda
Androloji laboratuarimizda 4740 hastanin vapi-
lan rutin scmen analizinde 598'1 (%88) pellet ne-
gatil, 851 (%12) isc pellet pozitif olmak iizere
toplam 683 (%14) azoospermi lespit cdildi. Pel-
let pozitil oldugu (espit cdilen 85 hastamin 25%
infertilite poliklinigimizde degerlendirilirken, di-
ger 60 hasla merkezimiz disinda degerlendirilen
fakat scmen analizleri Androloji laboratuarimiz-
da vapilan hastalardir.

infertilitc  poliklinigimizde degerlendirilen
25 pellet pozitif hastanmin ayritilr anamnezi. yasi.
infertilite sckli (primer veva sckonder) ve siiresi
belirlendi. Her hastava tam bir fizik muayene
vapildi. Tiim hastalara cn az iki kez semen anali-
71 vapilarak bir kez de hormon profili (FSH, LH
ve scrbest (estosicron) bakildi'”. Varikoselden
stiphelenilen hastalara renkli Doppler ultrasonog-
rafi vapildi Endikasvonu olan hastalara testis
bivopsisi ve touch imprint vapilip histopatolojik
olarak normal spermatogencz. hipospermatoge-
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nez (hafif, orta, agir), maturasyon arrcsti (crken,
gee), germ hiicre aplazisi + fokal spermatogeney.
ve germ hiicre aplazisi scklinde siiflandirildi™.

Pellet analizi

Rutin scimen analizinde spcrmatozoa saptan-
mayan hastalarda tiim cjakilat 2000 devirde 10
dakika santrifuj edilerck dipte olusan ¢okeliive
{pellet) zarar verineden 0.2 cc kalana kadar iiste-
ki seminal sivi atildt ve pelletin tiimii lam iizerine
vayilarak 400x biiyiitme ile soldan-saga, sagdan
sola ve zigrzag olarak tiim lamda spermatozoa
arand.

Pellet analizinde say1, motilite (a motil: Hiz-
It ileri harcketli, b motil: Yavas ileri harcketli, ¢
moltil: Yerinde harcketli, d motil: Hareketsiz),
morfoloji ve gerektiginde vitalite bakildi.

BULGULAR

Ocak 1997-Kasim 1998 tarihleri arasinda
infertilite poliklinigimizde degerlendirilen pellet
pozitif 25 hastanmin vaslarn 19 ile 47 arasinda
degismckic olup, ortalama 30.28+6.1'dir. Bu has-
talann infertilite siircleri ortalama 5.0£3.7 vil o-
lup 2 ile 12 yil arasinda degismcektedir.

Bu hastalann 23% (%92) primer infertil
olup diger 2'si (%8) isc sckonder infertildir. Has-
talanin 18'indc (%72) varikosel (9'u sol varikoscl,
9u bilateral varikosel) tespit cdilirken, #4'iinde
(%12) obstriiksivon. 2'sinde (%8) primer testikii-
ler yetersizlik ve l'inde (%4) AML've bagh go-
nadotoksik ilag kullanimi saptand.

Rutin semen analizinde bitiin hastalar azo-
spermik olup vapilan pellet analizinde sperm sa-
vist 12 (%48) hastada 0-5 arasinda olup bunlarin
3'iinde sperm harcketli (a+b+c¢ motil) iken, diger
9'unde sperm harcketsizdi (d motil). Sperm sayi-
st 13 (%52) hastada 3'den fazla olup bunlarin
11'inde sperm harcketli (a+b+c motil) iken, diger
2'sinde sperm harcketsizdi (d motil) (Tabtlo 1).

Pellet sperm sayisi
<3 >5
Hasta sayvisi 12 13
a+b+c motil 3 I
Yalniz d motil 9 2

Tablo 1: Pellet degerlendirilmesi
Hastalarin 16'sinda (%64) FSH normalden

vitksek (27.08 + 25.24) olup 12 ile 113 mlU/ml
arasinda degismektedir. Diger 9 (%36) hastanin



FSH degerleri normal (2-10 mlU/ml) smirlarda
olup 4.7 ile 9.8 (6.1+2.3) arasinda degismektedir.
FSH degeri normal ve yiksek olan hastalarin
testis voliimleri ile FSH degerleri arasidaki iliski
tablo 2'de gosterilmistir.

n_|sag/sol | Testikiiler volim (cc)
Yiksek | 16 | sag 15.68 £5.57 (4-25)

FHS sol | 1537+4.44 (4-22)
Normal | 9 | sag | 2022+2.1 (16-25)
FHS sol | 18.44+2.6 (14-22)

Tablo 2: FSH degerleri ile testis voliimler arasindaki iliski

On ii¢ (%52) hastaya testis biyopsisi ve to-
uch imprint yapildi. Bu hastalarin 9'unun (%669)
FSH degerleri yiiksek iken, 4'tiniin (%31) ise
FSH degerleri normal (2-10 m1U/ml) sinirlarda-
dir. Bu hastalarin 4'tinde (%31) normal sperma-
togenez tespit edilirken, diger 9 (%69) hastada
hipospermatogenez (2'si hafif hipospermatoge-
nez, 2'si orta hipospermatogenez, 5'i agir hipos-
permatogenez) tespit edildi. Pellet ile testis bi-
yopsi bulgulari arasindaki iligki tablo 3'de goste-
rilmigtir.

Pellet sperm sayisi
n <5 >5
Normal spermatogenez | 4 1(5) 3(7,8,12)
Hipospermatogenez
Hafif 2| 2(52) -
Orta 21 2(5,2) -
Agir 51 3(2.2,3) | 2(6,10)

Tablo 3: Pellet ile testis biopsisi bulgular arasindaki iliski

TARTISMA

Infertilite nedeniyle tetkik edilen erkeklerin
yaklagik olarak %5-20'sinde azoospermi tespit
edilmekte olup bu oran bizim ¢alismamizda %14
olarak bulunmustur'®"’. Daha énce yardimli iire-
me teknikleri ile dahi ¢ocuk sahibi olma sansi
bulunmayan kigilerde ICSI ile tek bir sperm kul-
lanilarak gebeligin saglanabilmesi bu kigilere ¢o-
cuk sahibi olma sans1 vermistir!“.

Kim ve ark.'lar1 FSH degerleri en az 3 kat
yitksek ve testis atrofisi olan azoospermik hasta-
larin testis biyopsilerinde %30 oraninda matiir
sperm tespit etmis olup bu sonug, primer testikii-
ler yetersizlikte ejakiilatta intermittan olarak ya
da ¢ok diisiik konsantrasyonlarda sperm buluna-
bileceginin bir gostergesidir'®, Bizim ¢alisma-
mizda bulunan FSH degeri 113 mIU/ml ve testis
voliimleri 4'er cc olan bir hastanin yapilan pellet

AZOOSPERMIDE PELLET ANALIZI

analizinde sperm tespit edilmesi bu duruma iyi
bir drnek olugturmaktadwr. Bundan dolay:r rutin
semen analizi sonrasinda azoospermi tespit edi-
len hastalarda yapilan pellet analizinde sperm
saptanabilmesi bu kavrami ger¢ek (pellet negatif)
azoospermi ve sanal (pellet pozitif) azoospermi
olarak degistirmistir’”. Jaffe ve arkadaslari, pel-
let analizi ile non-obstruktif azoospermide %22.8
oraninda, obstrilktif azoospermide ise %18.6 ora-
ninda motil yada non-motil sperm tespit etmis-
tir'”. Bizim laboratuarimizda azoospermik hasta-
larda yapilan pellet analizinde %12 oraninda mo-
til ve non-motil sperm tespit edilmistir. Bu hasta-
lar i¢inde kendi klinigimizde degerlendirilen 25
hastanin 12'sinde (%48) sperm sayis1 5 veya da-
ha az iken, diger 13'inde (%52) ise sperm sayist
S'den fazla olarak bulunmustur. Sperm sayisi S
veya daha az olan hastalarm %25'inde sperm
motil iken %75'inde ise non-motil olarak tespit
edilmistir. Buna karsilik sperm sayis1 5'den fazla
olan hastalarin %85'inde spermler motil iken,
%15'inde ise non-motil olarak tespit edilmistir.
ICSI'de motil sperm ile gebelik orant non-motil
sperme gore daha yitksek olarak bildirilmis-
tir''?°, Bu ¢aligmada testis biyopsisi yapilan 13
(%52) hasta tubuluslardaki sperm sayisina gore
agir, orta, hafif hipospermatogenez ve normal
spermatogenez olarak gruplara ayrilmig olup nor-
mal spermatogenez pellet analizi sonunda %75
oraninda 5'den fazla sperm saptanirken, bu oran
agir hipospermatogenezde %40 olarak tespit
edilmistir. Pellet analizi sonucunda hafif ve orta
hipospermatogenezde S'in iizerinde sperm tespit
edilmemistir. Tournaye ve arkadaglari, ICSI igin
degerlendirdikleri azoospermik hastalarda ejakii-
latta normal spermatogenezde %19 oraminda
sperm saptarken bu oran hipospermatogenezde
%27'dir. Aynm1 ¢aligmada ICSI ile gebelik oram
normal spermatogenezde %43.5, hipospermato-
genezde ise %60'tir’.

ICSI i¢in sperm ejakiilat diginda testis ve
epididimden de (TESA, MESA) saglanabilmesi-
ne ragmen ejakiilattan elde edilen sperm ile elde
edilen basar1 digerlerine oranla daha yiiksek ola-
rak bildirilmektedir'®*. Spermin ejakiilattan elde
edilmesinin bir diger avantaji da non-invaziv ol-
masidir’®?!, Jarow, testikiiler arterlerin subtu-
nikal olarak ilerledigi ve end-arterler oldugunu
bundan dolay1 da biyopsi sirasinda bu arterlerin
yaralanmasi ile bir bolgenin devaskiilarize olabi-
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lecegini hatta major bir arterin yaralanmastyla
komplet devaskiilarizasyon olabilecegini bildir-
mistir’2. Diger bir risk intratestikiiler kanama
olup bunun ag¢ik biyopside goriilme oranmt %Z9
olup bu oran perkiitan testis biyopsisinde %7'
dir™. Tim bu risklere kars1i TESA ile non-obst-
ruktif azoospermide %38 oraninda sperm elde
edilememektedir®. Pellet analizinin dezavantaji
santrifuj srrasinda serbest oksijen radikallerinin
(SOR) yapimmm artmasidir’®. Serbest oksijen
radikalleri ozellikle doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna yol
agarlar. Spermatozoa, plazma membranindaki
fazla sayidaki doymamis yag asitleri nedeniyle
serbest oksijen radikallerinin etkisine son derece
duyarlidir”®. Infertil kisilerin semeninde SOR
diizeyinin yiikseldigi gésterilmistir’®. Testis do-
kusunda lipit peroksidasyonunun arastirildigi ¢ok
az ¢aligma vardwr. Kadioglu ve arkadaslari,
infertilite nedeniyle tetkik edilen hastalarda SOR
diizeyinin indirekt gostergesi olan malondialde-
hid (MDA) diizeyini normal spermatogenezde en
diisiik tespit ederken, en yiiksek maturasyon ar-
restinde bulmuglardir. Ayn1 ¢alismada hiposper-
matogenez, germ hiicre aplazisi + fokal sperma-
togenez, germ hiicre aplazisi grubunda da MDA
diizeyi normal spermatogeneze gore anlamli
olarak yiiksek bulunmasmma ragmen bu gruplar
arasinda anlaml bir fark bulunamamigtir®’.

ICSI'de bir canli sperm ile gebelik saglana-
bilmesine ragmen her sikliiste elde edilen ovum
sayisinin 6 ile 10 arasinda degismesi nedeniyle
bir sikliisteki gebelik basarisini arttrmak i¢in
pellette canli sperm sayist 5'in lizerinde olan kisi-
ler ICSI igin yénlendirilnelidirler®!!. Bizim
calismamizda yapilan pellet analizinde hastalarin
%52'sinde sperm sayis1 S'den fazla bulunmakta-
dir.

Sonug olarak pellet analizinde sperm bulu-
nan azoospermik (sanal azoospermi) hastalar
ICSI'ye yonlendirilmeden 6nce varikoselektomi
ve TUR-ED gibi spesifik tedavilerden fayda gor-
medigi tespit ediimelidirler. Bu nedenle agir oli-
gospermi veya sanal azoospermiye neden olacak
patolojiler dikkatlice gézden gegirilip patolojiye
spesifik cerrahi tedavi diisiiniilmeyen pellet pozi-
tif azoospermili hastalar ICSI'ye yonlendirilmeli-
dirler.
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