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OZET

Biyolojik sistemlerde oksidatif denge bozuldugu zaman oksidatif stres ortaya
cikmaktadir. Lokospermi ve varikosel varliginda seminal plazmada oksidanlarin
artist,bu patolojilerin spermatozoalar iizerine olasi zararlarini agiklamada kullanilan
parametrelerden biridir.infertil olgularm yaklasik %25 ‘'ini olusturan idiyopatik
Infertilite'de ise spermyogram parametrelerindeki bozulmalari aciklamaya yonelik
caligmalar siirmektedir.Bu calismada infertil hastalarda kan ve semen plazmasinda
Stiperoksid dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, malondialdehit gibi parametrelerin
sperm parametreleri (sayi,hareket,morfoloji) ile olan iliskisi ve bu iliski iizerinden
idiyopatik infertiliteyi aciklayabilecek bir mekanizmanin olabilecegini arastirmayi

amagladik.

Semen ve plazma &rekleri Yiiziincii Y1l Universitesi Dursun Odabas Tip
Merkezi Uroloji Anabilim Dali poliklinigine infertilite nedeniyle bagvuran; varikosel,
hormonal, 16kospermi, obstruktif patolojilerin varligi gibi bilinen bir nedene bagh
infertilite nedeni olmayan olgulardan alindi. idiyopatik infertilite kriterlerine uygun 40
hasta degerlendirilmeye alindi. Kontrol grubu olarak son bir yil i¢inde ¢ocuk sahibi olan
ve semen parametreleri WHO kriterlerine gére normal olan 20 fertil kisi alindi.Hasta ve
kontrollerde kan ve seminal plazma Siiperoksid dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz

ve malondialdehit diizeyleri 6lgiildii ve sperm parametreleri incelendi.

Uzerinde durulan o6zellikler i¢in tammmlayici istatistikler; Ortalama, Standart
Sapma, Minimum ve Maksimum deger olarak ifade edildi. Siirekli degiskenler
bakimindan grup ortalamalarim1 karsilagtirmada Student t testi yapilmistir. Bu
degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemede gruplarda ayr1 ayri olmak iizere Pearson
korelasyon katsayilart hesaplandi. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi %5

(p<0.01) olarak alind1 ve hesaplamalar igin SPSS istatistik paket programi kullanildi.

Hasta grubunda sperm sayi, hareket ve morfoloji 6l¢timleri kontrol grubundan
anlamli sekilde diisiik bulundu. Semende yapilan calismada hasta grubunda semen
MDA diizeyi anlamli sekilde yiiksek katalaz diizeyi ise anlamli sekilde diisiik bulundu.
Glutatyon peroksidaz ve Siiperoksid dismutaz diizeyleri arasinda kontrol grubu ve hasta

grubu arasinda anlamli bir fark izlenmedi.



Bu calismanin sonuglarina gore,idiyopatik infertil hasta grubunda,sperm
parametrelerinde ki disiikligin MDA ve Katalaz diizeyi ile iliskili olabilecegi
diisiiniildii.Bu iki parametrenin idiyopatik infertilite ile ilgili daha net verilerin elde

edilebilmesi i¢in daha kapsamli ve ¢ok sayida ¢aligmanin gerektigi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: idiyopatik erkek infertilitesi, Siiperoksit dismutaz, Katalaz,

Glutatyon Peroksidaz, Malondialdehit, Sperm parametreleri
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SUMMARY

In biological systems when the oxidative balance is deteriorated, oxidative stress
arises. The increase of oxidants in seminal plasma in the presence of leukocytospermia
and varicocele is one of the argumants used to explain the potential losses of these
pathologies on spermatozoas. As for the “idiopathic infertility" which forms
approximately 25% of the infertility cases; there has been ongoing studies to explain
deterioration in spermyogram parameters. In this study, we investigated the relationship
of parameters such as superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase,
malatdehidrogenaz on blood and sperm plasma of infertile patients with the sperm
parameters (quantity, movement, morphology) as well as the existence of a mechanism

that explains this relationship over idiopathic infertility.

Infertility cases of known causes such as varicocele, hormonal,
leukocytospermia and presence of obstructive pathology out of the Yuzuncu Yil
University Dursun Odabas1 Medical Center Department of Urology admissions to the
infertility clinic were excluded from the study. 40 patients that matches the criteria of
idiopathic infertility were evaluated. Those who had children in the past year and whose
semen parameters fit the WHO criteria were used as a control group of 20
people. Blood and seminal plasma superoxide dismutase, catalase, glutathione
peroxidase and malatdehidrogenaz levels were measured in patient controls and
spermparameters were examined. Descriptive statistics for the features emphasized
were expressed as: Average, Standard Deviation, Minimum and Maximum value. In
terms of the continuous variables, Student T test was performed for group
comparisons. To determine the relationship between the given variables, Pearson
correlation coefficients were calculated separately in the groups. Statistical Level of
Significance was taken as 5% (p<0.01) in calculations and SPSS statistical software was

used for the calculations.

Sperm motility and morphology measurements in the patient group was found
significantly lower than the control group. The conducted semen study suggests that
semen MDA level of patient group was found significantly higher whereas catalase

level was significantly lower. Among the glutathione peroxidase and superoxide

vii



dismutase levels, no significant difference was observed between the control group and

the patient group.

According to the results of this study, in idiopathic infertile patients, it was
concluded that the decrease in sperm parameters might possibly be associated with
MDA and catalase levels. It was also concluded that further work be done in regards

with the mentioned two parameters.

Key words: Idiapathic Male infertility, superoxide dismutase, catalase |,

glutathione,peroxidase,malondialdehyde , sperm parameters.
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1. GIRIS VE AMAC

Infertilite, cinsel yonden aktif ve kontrasepsiyon uygulamayan bir ¢iftin bir yil

icerisinde gebelik elde edememesi durumudur” (WHO).

Ciftlerin yaklasik %25°1 1 yil igerisinde gebelik elde edememektedirler.
Infertilite hem erkegi hem de kadim etkileyen bir durumdur. Istemelerine ragmen ¢ocuk
sahibi olamayan infertil ¢iftlerin %50’sinde erkege ait nedenler bulunur. Eger
infertiliteden sorumlu sadece bir faktor s6z konusuysa, fertil olan es digerinin durumunu
kompanse edebilir. Ancak cogu ciftte %20, erkek ve kadina ait faktorler bir arada
bulunur. Infertilite, her iki esin de subfertil ya da fertilitelerinin azalmis olmasi

durumlarinda belirgin hale gelir.

Erkek faktoriin normal oldugunu sdyleyebilmek i¢in yeterli say1, hareketlilik ve
morfolojide spermlerin varligi,spermlerin gerekli akrozom reaksiyonu gergeklestirip
oositlerin  zona pellusida tabakasina baglanmalart ve zigotun fertilizasyonu
gerekmektedir. Bu asamalarda olusabilecek herhangi bir bozukluk infertilite nedeni
olabilmektedir(28-29).Varikosel, hormonal, obstruktif ve immiinolojik patolojiler gibi
infertiliteye yol acabilecek bir¢ok durum tanimlanmakla beraber, olgularin yaklasik
%25'i idiyopatik olarak kabul edilmektedir.(48-14)

Idiyopatik infertil olgularda patofizyolojiyi ortaya koymak, tanisal ve klinik
uygulamalarda sonug alici, diisiik maliyetli ve gilivenilir modalitelere ulasabilmek i¢in

hiicresel ve molekiiler diizeyde ¢alismalar siirdiiriilmektedir(38)

Infertilite patogenezinde oksidatif stresin rolii cesitli arastirmacilar tarafindan

vurgulanmustir.

Testikiiler doku, sperm hiicreleri ve 16kositler tarafindan tiretilen reaktif oksijen

tirlerinin (ROT), seminal plazmada oksidatif stresi artirabilecegi bildirilmistir(51)

Reaktif oksijen tiirleri’nin (ROT) sperm hiicrelerini hiperaktivasyonunda,
kapasitasyonunda ve akrozom reaksiyonlarinda fizyolojik rolii oldugu bilinse de,
seminal plazmadaki miktarlarinin artist oksidatif hasara neden olabilmektedir(15)
Sperm hiicrelerinin plazma membranlarinin yiiksek oranda ¢oklu doymamis yag

asitlerinden olugmasi nedeniyle ROT ‘lerin indiikledigi hasarlara ¢ok duyarli olduklari



belirtilmistir.(17) Oksidatif hasar sperm membraninda fonksiyon bozukluguna ve
anormal morfolojik sperm olusumlarina neden olabilmektedir [15]. Klinik ¢alismalarda
ROT iretimi ile fertilizasyon arasinda negatif bir korelasyon saptanmistir.Sperm
hiicrelerinin normal fizyolojik islevlerinin siirdiirilmesinde prooksidan/antioksidan
dengenin saglanmasi ¢ok énemlidir. insan sperm hiicrelerinde ve seminal plazmada asir1
ROT iiretimi ¢esitli enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemler tarafindan
engellenmektedir. Seminal plazmada stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz/glutatyon reduktaz ve katalaz (CAT) gibi ¢ogu hiicre ve hiicre sivisinda da
bulunan antioksidan enzimler bulunmaktadir [8]. Sperm, yardimci tireme organlari,
epididim ve testisler tarafindan {iretilen SOD ve CAT’mn sperm motilitesinin
stirdiiriilmesindeki 6nemi vurgulanmistir [16] . idiyopatik infertil hastalarin seminal
plazmasinda ¢esitli antioksidan sistemlerin yetersiz oldugu saptanmistir(9) Bunlar
arasinda SOD, CAT, glutatyon S-transferaz (GST), GSH ve selenyum sayilabilir. Ancak
literatiirde bu antioksidan parametrelerin idiyopatik infertil hastalarda beraber
degerlendirildigi ve bunlarin birbirleri ile iligliklerinin arastirildigi yeterli calisma
dikkati c¢ekmemektedir. Bu antioksidan sistemlerin beraber bakilmasinin ve
degerlendirilmesinin hastalarin etiyopatogenezinde antioksidan savunma sisteminin

roliiniin ortaya ¢ikarilmasinda daha fazla katkida bulunabilir.

Lokospermi ve varikosel varliginda seminal plazmada oksidanlarin artigi,bu
patolojilerin ~ spermatozoalar iizerine olasi zararlarin1 agiklamada kullanilan
parametrelerden biridir.Bu calismada idiyopatik infertil hastalarda kanda ve semen
plazmasinda Siiperoksit dismutaz Katalaz Glutatyon Peroksidaz gibi oksidan ve MDA
gibi antioksidan diizeylerini ¢alistik, ve bunun sperm parametreleri ile olan iligkisini ve
bu iliski iizerinden idiyopatik infertiliteyi acgiklayabilecek mekanizmalar1 literatiir

esliginde tartismaya calistik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Infertilitesi
2.1.1. Epidemiyoloji

Ciftlerin yaklasik %25°1 1 yil igerisinde gebelik elde edememektedirler, bunlarin
da %15’1 infertilite i¢in medikal tedavi arayisinda olup, %5°1 istemelerine ragmen ¢ocuk
sahibi olamamaktadirlar. Infertilite hem erkegi hem de kadin etkileyen bir durumdur.
WHO yaptig1 bir ¢aligmada erkek ve kadinlarin esit oranda (Erkek%45, Kadin%47)
fonksiyonel iireme anormalligine sahip oldugu ve erkeklerin %6'sinda azospermi ve
kadinlarin %16'sinda over yetmezligi gibi fertiliteyi ciddi sekilde etkileyen tanilarin
bulundugu saptanmistir.(37).Genel olarak infertilitenin 1/3'linden erkek,1/3'linden kadin

ve kalan 1/3'inden hem erkek hem kadin birlikte sorumlu tutulabilir.

Eger infertiliteden sorumlu sadece bir faktér s6z konusuysa, fertil olan es
digerinin durumunu kompanse edebilir. Ancak ¢ogu ciftte, erkek ve kadina ait faktorler
bir arada bulunur. Infertilite, her iki esin de subfertil ya da fertilitelerinin azalmis olmasi

durumlarinda belirgin hale gelir.

2.1.2. Etiyoloji

Erkek fertilitesinde azalma; konjenital ya da kazanilmis {rogenital
bozukluklardan, genital sistem enfeksiyonlarindan, skrotal 1s1 artimindan (varikosel),
endokrin bozukluklardan, genetik hastaliklardan ve immiinolojik faktorlerden
kaynaklanabilir. Olgularin %60-75’inde sorumlu bir faktdr bulunmaz (idiyopatik erkek
infertilitesi). Boyle erkekler fertilite problemiyle ilgili olabilecek ge¢mise ait bir hikaye
vermeksizin, normal fizik muayene bulgulari ve endokrin laboratuvar sonuglariyla

bagvururlar.

Semen analizinde spermatozoa sayisinda azalma (oligozoospermi), motilite
azalmas1 (astenozoospermi) ve morfolojik incelemede cok sayida anormal form

(teratozoospermi) goriiliir.



Genellikle bu bozukluklar bir arada bulunur ve oligo-asteno-teratozoospermi
(OAT) sendromu seklinde tanimlanir. Erkek subfertilitesinin baslica etyolojik nedenleri

Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1: Erkek infertilitesi etyolojik faktorler

Cinsel faktorler %1.7
Urogenital enfeksiyonlar %6.6
Konjenital anomaliler %1.1
Kazanilmis faktorler %2.6
varikosel %12.3
endokrin %0.6
Immiinolojik faktorler %3.1
Diger hastaliklar %3
Idiyopatik semen bozukluklar1 %75.1

Izah edilemeyen erkek infertilitesine kronik stres, cevresel kirlenmeye bagl
endokrin bozukluklar, oksidatif stres (ROS) ve genetik bozukluklar gibi ¢esitli faktorler
neden olabilir

2.1.2.1. Endokrin Nedenler

Hipogonadizmin, hipogonadotropik ve hipergonadotropik olmak iizere iki tipi

vardir.

Hipogonadotropik hipogonadizm nedenleri; idiyopatik, Kallmann sendromu,
Prader-Willi sendromu, Laurence-Moon-Bardet-Biedle sendromu gibi dogumsal
nedenler, puberte gecikmesi, asir1 egzersiz, travma, graniilamatozhastaliklar, yer

kaplayan tiimorler ve hipofiz adenomu ve psikojenik stres gibi edinsel nedenlerdir.

Hipergonadotropik hipogonadizm nedenleri anorsi veya cerrahi kastrasyon,

Klinefelter sendromu,testis tlimorleri, osteoporoz ve karaciger sirozu gibi sistemik



hastaliklardir. Ayrica androjene duyarsizlik durumlarinda testikiiler feminizasyon ve

Reifenstein sendromu diistiniilmelidir.

2.1.2.2. Spermatogenez Bozukluklar:

Kromozom bozukluklari: Klinefelter Sendromu (47 XXY),XX Male,XXY
Sendromu,Noonan Sendromu,Y kromozom mikrodelesyonlart ve diger kromozal

anomaliler

Bilateral Anorsi ve Kriptorsidizm: Kriptorsidizm(inmemis testis) yeni
doganda yaklasik olarak %?2.7 olarak goriilen ve 1 yasinda %0.8 oranina diisen nispeten
stk goriilen bir durumdur.Semen parametrelerinde diismeye,testis boyutlarinda
azalmaya serum FSH ve serum inhibin diizeylerinde yiikselmeye yol agarak
subfertiliteye yol agtig1 bilinmektedir.Tek tarafli inmemis testis de infertilite orani
uygun zamanda tedavi edilse dahi, testis deki dogumsal anormalliklerden dolay1 %20

oraninda goriilmektedir.iki tarafli inmemis testislerde bu oran %70'lere varabilmektedir.

Torsiyon: Bilateral olmasi definitis testis yetmezligi nedeni iken unilateral

olmasi tartigmalidir.

Varikosel: Varikosel, asagida belirtilen ¢esitli androlojik bulgulara yol agan ve

sik goriilen bir hastaliktir:
* Varikoselli tarafta (ipsilateral) testis biiyiime ve gelisiminde gerileme
» Skrotal agr1 ve rahatsizlik gibi semptomlar

« Infertilite

Varikosel eriskin erkek populasyonun % 2-20’sinde goriilen bir anormalliktir
(25-35). Bozuk semen analizine sahip erkeklerin % 25’inde varikosel saptanmasi,

infertil erkeklerde daha siklikla goriildiigiinii gostermektedir(37)



Varikosel ile erkek infertilite arasindaki iligki tam olarak bilinmemesine ragmen,
WHO verilerine gore varikoselin fertilite lizerine etkileri semen anomalileri (sperm
sayisi, motilite ve morfolojide bozulma), testikiiler voliimde azalma ve Leydig hiicre

fonksiyonunda azalmayla iliskilidir.

Sertoli Cell Only Sendromu(SCQOS):

SCOS normal ya da yiiksek FSH diizeyleri olan hastalarda saptanabilir (13-59).
Hastalar genellikle azospermi ve normal ejekulat hacmi, artmis FSH diizeyleri, normal
testosteron, luteinizan hormon (LH) ve prolaktin diizeyleri, normal sekonder seksiiel
karekterler ve bilateral kiiciik testisler ile karsimiza c¢ikarlar. LH ve testosteron
diizeylerinin sadece klinik olarak hipogonadizm bulgular1 bulunan hastalarda

arastirilmasi Onerilir.

Orsit:

Puberte sonrasi orsitte testiskiiler atrofi gelisebilir. Bilateral olursa %50

infertilite riski mevcuttur.

Kabakulak orsiti genelde tek tarafli izlenir, ancak nadiren bilateral olabilir. iki
tarafl1 tutulumun infertiliteye yol acabilecegi géz 6niinde bulundurulmali ve erken etkin

tedavi baglanmalidir.

Myotonik Distrofi:

Yetiskin donemlerde kas atrofileri, katarakt ve endokrinopatilerle seyreden
otozomal dominant gegisli bir hastaliktir. Testis atrofisi, sperm kapasitasyonunda defekt

ve akrozom kaybina yol acar.

Gonodotoksinler:

Degisik mesleklere 6zgii spesifik gonadotoksinler tanimlanmaistir. Bunlar degisik
pestisitler organofosfatlar, organoklorinler (6rnegin DDT), karbamatlar (6rnegin
karbaril), fumigantlar, herbisitlerve fungisitlerdir. Tedavi stratejisi bu etkenlerden uzak
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kalma ya da korunmadir. Erkek infertilitesinde endiistriyel ve tarimsal gonadotoksinlere

maruz kalimin en aza indirgenmesiyle infertilite riski azaltilabilir.

2.1.2.3. Sperm iletim bozukluklari

Duktal obstruksiyon: Obstruktif azoosperminin en sik nedenleri vaz agenezisi

ve epididimal
agenezidir.
Ejekiilasyon problemleri: Retrograd ejekiilasyon, anejekulasyon

Seksiiel bozukluklar: Erektil disfonksiyon, prematur ejekiilasyon ve asir1 cinsel

aktivite

Penis Anomalileri: Hipospadias, epispadias ve ciddi penil kurvatur bozukluklari

2.1.2.4. Sperm fonksiyon bozukluklari:

Immunolojik infertilite: Spermin kan-testis bariyerini asarak immiin sistemle
karsilagsmasi ile kanda antisperm antikorlari(ASA) olusabilir. Testis torsiyonu, testis
travmasi, kriptorsidizm, genital enfeksiyonlar, testiskiiler biyopsi veya vazektomi

sonrasi olusabilir.

Ultrastriktiirel Anomaliler: Defektler dis dens fiberde, mikrotubullerde

mitokondri ve spermotoza basinda olabilir.

2.2.2.5. idiyopatik infertilite:

Infertilitesi olan cogu erkek hastada oligo-asteno-teratozoospermi (OAT)
sendromu bulunur. infertil erkeklerin %40-75’inde OAT disinda gosterilebilir bir neden

bulunamamastir.



Boyle hastalarin semen parametreleri genis bir aralik igersinde degisen
bozulmalar gésterir. Izole bozukluklar ¢ok daha az siklikta goriiliir. Hikaye ve fizik
muayene genellikle belirleyici degildir. Hormonal sonuglar tipik olarak normal
bulunur(48)

2.1.3. Tanx:

Hasta degerlendirilmesinde altta yatan faktorlerin ortaya ¢ikarilmasi

hedeflenmektedir.

2.1.3.1. Anemnez:

Anemnez alinirken dikkat edilmesi gereken noktalar: medikal tedavi ve yasam
tarzi degisiklikleri ile diizeltilebilecek patolojileri saptamak, infertiliteye sebep
olabilecek es zamanli hastaliklar ve gelecek nesilleri etkileyebilecek genetik

hastaliklarin tespitine dayanmaktadir.

Anemnezde erkek ve kadinin ayri1 ayr1 onceki ve simdiki fertilite statiisii
arastirilmali, ¢iftlerin yas1 ve korunmasiz cinsel iliski siiresi sorgulanmalidir. Fertilite
potansiyelini negatif yonde etkileyebilecek faktorler; kadmnin yasinin 35'in iizerinde
olmasi, daha Onceden bilinen infertilite Oykiisii, inmemis testis, testis kanseri,
kemoterapi, endometriyozis pelvik inflamatuar hastalik gibi organik bozukluklarin

olmasidir.

Idiyopatik infertilitede basariy1 etkileyecek en &nemli faktdrlerden birisi
infertilite siiresi olup infertilitenin primer veya sekonder oldugu erkek ve kadin partner
i¢in ayr1 ayr1 sorgulanmalidir. Daha 6nceden infertilite nedeni ile gegirilmis ameliyatlar,

recete edilmis ilaglar ve yardimer tireme teknikleri 6grenilmelidir.

Infertilite nedeniyle basvuran c¢iftlerin % 5 ‘inde cinsel disfonksiyon
bulunmaktadir. Cinsel 0Oykiide ejekiilasyonun olup olmadigi,iliskinin sikligt ve
zamanlamas1 sorgulanmalidir.Ayrica erkek erektil disfonksiyonunun olup olmadig:

Ogrenilmelidir.



Erkek partnere ejekiilatin miktar1 ve natiirii sorulmalidir. Ejekiilat ciddi azalmasi
hipogonadizm ile iliskili olabilecegi gibi ejekiilat hacminin diisiik olmas1 ayrica seffaf
ve ¢ok akiskan olmasi1 seminal vezikiil patolojisi, ejekiilatuar kanal patolojisi veya Kistik

fibrozu diisiindiirmelidir.

Inmemis testis yenidogan ve 1 yasinda olan erkek coguklarin %0.8'inde gériilen
ve fertilite statiisiinii etkileyen bir patolojidir. Tek tarafli inmemis testis oykiisii bulunan
erkeklerin %50'si ¢ift tarafli inmemis testis Oykiisii bulunan erkeklerin ise %901

subfertildir.

2.1.3.2. Fizik Muayene

Sekonder seks karekterleri,jinekomasti(prolaktin ytiksekliginde,androjen -
Ostrojen imbalansinda goriilebilir) varikosel(1. derece: Valsalva manevrasi sirasinda
palpe edilebilen varikosel, 2. derece: Valsalva manevrast yapilmadan palpasyon ile
saptanabilen varikosel, 3. derece: Valsalvasiz uzaktan, gozle goriilebilen varikoseldir
),skrotum testis ve ekleri(atrofi,kriptoorsitizm ve kronik epididimal endurasyonlar)penis
muayenesi(hypospadisas-epispadias ,mikropenis gibi anomaliler)parmak ile rektal

muayene ve gorme alant muayenesi(hipofiz patolojileri i¢in anlam tagiyabilir)yapilir.

2.1.3.3. Laboratuvar:

A Baslangic Degerlendirilmeleri: Bu kapsamda hormonal testler ve semen

analizi yapilir.
a-Semen analizi:

Erkek fertilitesinin degerlendirilmesinde semen incelemesinin klinik degeri daha
onceleri  sorgulanmis olmasina ragmen, son zamanlarda erkek fertilite
degerlendirilmesinde  altin  standart  fonksiyonunu geri  kazanmustir.Fertilite
degerlendirilmesine temel olarak ayrintili bir dykii, fizik muayene ve en az 2 semen

incelenmesi ile baglanmasi kabul gérmiistiir.Eger ilk semen incelenmesi giivenilir ve



WHO(Diinya Saghk Orgiitii) kriterlerine gére normal ise ikinci teste gerek

duyulmayabilir.

Semen analizi normal degilse, androlojik muayene gerekir. Tedaviyle ilgili

onemli kararlarin alinmasi halen esas olarak semen analizine dayanmakta oldugu igin,

laboratuar ¢aligmalarinin da standardize edilmesi arzulanir. Ejakulat analizi WHO

tarafindan standardize edilerek, kurslar ve WHO Laboratory Manual for Human Semen

and Sperm-Cervical Mucus Interaction yayiniyla siirekli olarak yayginlastirilmaya

calisiimustir.

Tablo 2: 2010 WHO kriterlerine gore standart semen analiz degerlerinin genel tablosu

ph

7.0-8.0

volum

>1.5.0mL

sperm konsantrasyonu

> 15 milyon/mL

motilite > % 40 hareketli
morfoloji >%4

canlilik > %50 spermatozoa
16kosit <1 milyon/ml

immunbead testi

: < %50 partikiil baglanmis spermatozoa

MAR testi

< %350 partikiil baglanmis spermatozoa

*Kruger ve Menkfeld kriterlerine goére degerlendirim **MAR

Mixed

antiglobulin reaction Semen analiz siklig1; eger degerler WHO Kkriterlerine gére normal
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gelmisse, tek test yeterli kabul edilmelidir. Sadece,en az iki testin de anormal

bulunmasi durumunda, ileri androlojik arastirma gerekir.

b. Hormonal degerlendirme:

Infertil olgularm %3 ‘'iinde primer endokrin bir neden bulunmaktadir.Sperm
sayisinin 10 milyon/ml ve altinda oldugu durumlarda FSH,LH, Testesteron ve Prolaktin

basta olmak iizere hormon profilinin degerlendirilmesi dnerilmektedir.

Genellikle FSH diizeyleri, spermatogonia sayisi ile koreledir. Bu hiicrelerin
olmadig1 ya da belirgin olarak azaldig1 durumlarda, FSH diizeyleri genellikle yiikselir.
Spermatogonia sayisinin normal fakat komplet spermatosit ya da spermatid blokajinin
bulundugu durumlarda FSH diizeyleri normal smirlardadir. Ancak, tek bir hasta

bazinda, FSH diizeyleri spermatogenez durumu hakkinda tam bir 6ngdrii saglamaz.

Onveriler, diisiik inhibin B diizeyleri ve spermatogenetik hasar arasinda daha
giicli bir korelasyon ortaya koymuslardir. Bu giin i¢in inhibin B’nin rutin

degerlendirmesi 6nerilmemektedir.

B- ileri Degerlendirmeler:

Antisperm Antikor(ASA):

Direkt olarak immiinobead ve MAR,indirekt olarak 1ise serumda
o6l¢iilebilir.>%20-50 baglanma pozitif olarak kabul edilir.fertillerde%?2 infertillerde %10
oraninda  saptanabilmektedir.Motilite bozukluklarinda,aglutinasyon aciklanamayan

infertilite durumlarinda ASA istem endikasyonu vardir.

Lokosit bovama:

Goriildugii diistintilen 16kositler 1/3 hastada ger¢ek pyospermi,geri kalanlarda ise
aslinda inmatiir spermlerdir.Boyama monoklonal Ab ve immunohistokimya

kombinasyonu ile yapilabilmektedir.

Ultrastruktiirel inceleme:

Diisiik motilite ve yiiksek viabilite varsa yapilmalidir.
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Vazografi:

Temel amag¢ azospermi ve normal testiskiiler biyopsi varliginda olasi

obstruksiyonu ortaya c¢ikarmaktir,rekonstruktif cerrahi ile es zamanli yapilmalidir.

Ultrasonografi(Scrotal-transrektal-abdominal):

Konjenital veya edinsel yapisal anomaliler ve diisiik voliim ol¢iimlerinde yeri

vardir.
Venografi:
Tan1 ve potansiyel olarak tedavi amagli yapilir.

Sperm Fonksiyon Testleri:

post koital test(PCT); sperm-servikal mukus interaksiyonu

akrozom reaksiyon; akrozom reaksiyon testleri, kapasitasyon sonrasinda
spontan akrozom reaksiyonuna giden sperm yiizdesi(normali <%5) ve inducing agent
sonrast akrozom reaksiyonuna giden sperm yilizdesi(normali>%]15-40)bakilarak

saptanir.

Sperm penetration assay(SPA); zonasi ¢ikarilmis hamster yumurtasina sperm

penetrasyonunu Olcer.Bu ylizden sperm-zona etkilesimi bozuklugunu dlgemez.

Hemizona assay ;Herhangibir zona ikiye ayrilir ve bir par¢asina hasta, digerine

fertil dondr sperminin baglanmasina bakilir

Sperm Viability Assays;Non motil spermlerin canli 6lii ayrimini yapar

ROS analizleri(Reactive Oxygen Species):

Stiperoksit,hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri gibi ROS'lar1 6lger.ROS hem
sperm hem de daha fazla olmak tizere 16kosit kaynakli olabilir.ROS'lar bir yandan
yararli (kapasitasyon/hiperaktivasyon) iken diger yandan zararli fonksiyonlara

sahiptirler.ROS  lipid  membranlarda  peroksidatif  hasar1  indiikler,ayrica
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metabolizma,morfoloji,motilite,  fertilizayon  kapasitesine  etkir.Ayrica  bunlar

infertiliteye yol acgabilecegi gibi infertilite sonucuda gelisebilir.

Genetik _testler: Karyotipik anomaliler,Ymikrodelesyonlar1 ve otozomal

mutasyonlar aragtirilir.

Testis biyopsisi: Tanisal biyopsi testis voliimii ve FSH diizeyi normal,vazi olan

azoospermik olgularda yapilir.

2.2. Oksidatif Stres Sperm Kromatin Hasari1 Ve Sperm Fonksiyonlari

Serbest radikallerin 1970'lere kadar canlilarda olmadig1 diisiiniilmekteydi. Ancak
stiperoksid dismutazin kesfi, memeli canlilarda serbest radikallerin fizyolojik bir {iriin

oldugunu gosterdi ve bu konu ile ilgili ¢alismalar1 baslatti(55)

Reaktif oksijen tiirleri olarak tanimlanan grup serbest radikal sinifina ait

oksitleyici ajanlardir. Bunlar tablo da gosterilmistir

Tablo 3: Serbest oksijen radikalleri

Stiper oksid anyonu 02-
Hidroperoksit HO2-
Hidroksil OH-
Yalin Oksijen O-
Peroksik(R:Lipid) : ROO-

Oksijen yasami desteklemek igin gereklidir.Oksijenin metabolitleri olan reaktif
oksijen tiirleri hiicre fonksiyonu diizenlenmesinde rol alirken,bu metabolitlerin fazlalig
hiicre fonksiyon ve yasamimi tehlikeye atabilir.Uretilen reaktif oksijen tiirleri
antioksidan sistem tarafindan inaktive edilmeli ve normal fonksiyonunu idame etmek
icin gerekli olan diisiik miktarlarda tutulmalidir.Oksidanlar antioksidanlari sayica

gecerse oksidatif stres gelisir ve patolojik etkiye neden olur.(40-56)
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Insan iireme sisteminde reaktif oksijen tiirleri iiretimi ve bunlar1 temizleyen
antioksidan sistem arasinda bir denge mevcuttur. Boyle bir denge sonucu reaktif oksijen
tiirleri minimal diizeyde tutulur ve bu seviye sperm kapasitasyonu,akrozom reaksiyonu
ve sperm-oosit flizyonu gibi normal sperm fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
gereklidir(5-24)

Antioksidan sistemlerin yetersiz kalmasi yaninda, semende asir1 reaktif oksijen
tiirleri tiretimi spermatozoa ve seminal sividaki antioksidan mekanizmalarini asabilir ve

oksidatif strese yol acabilir.(49-50-51)

Oksidatif stres varikosel, kronik prostatit gibi tirolojik patolojilerde gelisebilir.
Sperm fonksiyonlar {izerine olan patolojide rol oynayabilir.(26-43) Infertil erkeklerin
%25 1le%40'1inda semende yiiksek miktarda reaktif oksijen tiirleri saptanmasi bu konuya

olan ilgiyi artirmaktadir.(20-42)

2.2.1. Semendeki Reaktif Oksijen Tiirleri Kaynaklar:

Erkek semenindeki seminal Idkositler ve morfolojik olarak anormal

spermatozoalar reaktif oksijen tiirlerinin ana kaynagidir(6-32)

2.2.1.1. Spermatozoada Reaktif Oksijen Tiirleri Uretimi:

Spermden olusan reaktif oksijen tiirleri liretiminin seviyesi semende ki spermin
kalitesi ile ters iliskilidir.(22) Spermatogenez bozuldugunda stoplazmik atim
mekanizmas1 yetersiz calisir.Bunun sonucunda spermatozoa germinal epitelyumdan
fazla stoplazma igerir sekilde atilir.Reaktif oksijen tiirleri spermden (intraseliiler) ve
peroksidaz pozitif 16kositlerden(ekstraseliiler) iiretilir.Intraseliiler iiretimin sadece 1/3
kismi seminal plazmaya verilir.(44)intraseliiler {iretimin biiyiikk kismi defektif
spermatogeneze bagli asir1 stoplazma igeren mitokondriden zengin sperm pargasinda

NADH'ya baglanan oksirediiktaz {izerinden yapilir.

Fazla sitoplazma tasiyan spermatozoa , sitozolik bir enzim olan glikoz 6 fosfat
dehidrogenaz (G6PD) tarafindan yonlendirilen bir yol {izerinden fazla reaktif oksijen
tirlerinin tiretimini  gerceklestirir. G6PD sitozolde bulunan pentoz fosfat (heksoz

monofosfat sant1) yolunda glikozun kullanimimni kontrol eder.Bu yoldan glikoz
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oksidasyonu yapilir ve indirgeyici 6zellikte olan NADPH oksidaz olarak bilinen enzim
sistemi bunu reaktif oksijen tiirleri iiretimi i¢in elektron kaynagi olarak kullanir.Bu
sistem ile sperm plazma membrani seviyesinde reaktif oksijen tiirleri liretilir(kaynak ana
kitap).NADH'a bagl oksirediiktaz ile mitokondride reaktif oksijen tiirleri iiretilir.Insan
spermatozoasindaki esas oksijen radikali siiperoksid anyonudur(O2-) Siiperoksid
dismutaz bu anyonu O2- +02-+2H=H202+02 denkleminde gosterildigi gibi
temizler.Fakat demir ve bakir gibi ileri derecede zararli hidroksil (OH) radikaline
dontisebilir.Ayrica  Fenton  reaksiyonu ile  H202'den  hidroksil  radikali

tiretilebilir.Hidroksil radikali lipid peroksidaz sisteminin gii¢lii bir baglaticisidir.

Bu konuda diger bir hipotez ise plazma membranindan gecen H202,G6PD
enzimini inhibe ederek NADPH {iretimini bozmasidir.Bunun sonucunda spermin

antioksidan mekanizmasi azalir ve membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu artar.(23)

2.2.1.2. Lokositlerden Reaktif Oksijen Tiirleri Uretimi:

Peroksidaz  pozitif lokositler —semendeki oksijen radikallerinin ana
kaynagidir.(kaynak)Bu grup polimorf niiveli 16kosit(PNL) ve makrofajlart
icerir.PNL'nin biiyiik kism1 prostat ve seminal vezikiillerden gelmektedir. infeksiyon
gibi uyarilar sonucu NADH iiretimi artar ve lokositlerin myeloperoksidaz sistemi
aktiflesir.Bunun sonucu yiiksek seviyede oksijen radikali salinimi gergeklesir. Oksidatif
patlama olarak da tanimlanan bu durumun etkin bir antimikrobik savunma oldugu

distintilmektedir(47)

Lokospermi durumunda firetilen fazla reaktif oksijen tiirlerinin sperm hasarina
neden oldugu diisiiniiliir. Ancak 16kosit konsantrasyonu normal standartlarda olanlarda
da oksidatif strese bagli sperm hasari olusabilir.(52)Lokositlerin sperm fonksiyonlarina
olan etkisi ,sayisi,aktivasyon durumu, radikal iiretme seviyesi ve semene katilma
noktasia baghdir.Lokosit infeksiyonu in vivo sartlarda erkek infertilitesine major

etkiye sahip olmayabilir,ancak in-vitro sartlarda fertilizayona olumsuz etkisi vardir(11).

Inflamasyonun toksik etkisinde rekatif oksijen tiirleri sitokinler etkilesim

gostermektedirler.
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Lokospermili veya lokospermisiz subfertil erkeklerde reaktif oksijen tiirleri,
interlokin 1 ve interlokin reseptor antogonist asiri liretimi saptanmistir.Bu bulgu ,
aksesuar gland infeksiyonunda sperm kalitesine olan etkinin lokal veya l6kositlerden

olan sitokin tiretimi ile oksijen radikalllerinin sonucu oldugu diisiiniilmektedir.

2.2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli organizmada degisik metabolik yollar ile serbest radikal tiretimi devam
ettiginden organizma kendini savunmak i¢in bu toksik iirlinlere karsi antioksidan
savunma sistemleri gelistirmistir.Savunma mekanizmalar1 genelde enzimatik olmak ile
beraber kimyasal serbest oksijen radikallerini tutucu(temizleyici) molekiillerde

savunmada rol almaktadir.

2.2.2.1. Endojen Antioksidanlar:
Enzimatik ve non enzimatik olarak iki alt grup i¢inde degerlendirilirler.

a-Enzimatik antioksidanlar, sitokrom oksidaz sistemi,stiperoksid

dismutaz,glutatyon enzimleri olarak sayilabilir.

b-Enzimatik olmayan antioksidanlar ; E vitamini ,karoten, askorbik asit, demir

ve bakir baglayan proteinler olarak sayilabilir.

Seminal plazmadaki total antioksidan kapasite, oksidatif stres gelismesinde
onemli bir parametredir. infertil erkeklerde bu kapasite fertillere gore diisiiktiir. Ancak
oksidatif stres gelismesinde antioksidan kapasitedeki diistikliikten 6te, asir1 asir1 oksijen

radikalleri tiretiminin neden oldugu sanilmaktadir.(64)

2.2.3. Oksidatif Stres ve Sperm Uzerine Zararh Etkileri

Oksijen radikallerinin  fizyolojik miktar1 bazi sperm fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde olumlu etki Yyapar.Bu miktarlarda spermin zona pellusidaya
baglanmasin1 artirirken, sperm  kapasitasyonunu uyarir ve hiperaktivasyonu

saglar.Akrozom reaksiyonunu ve oosit fiizyon kabiliyetini de artirmaktadir.(4)
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Asirt oksijen radikali iiretimi, spermatozoa ve seminal plazmanin antioksidan
savunma mekanizmalarimi gecgen Kkiritik seviyeye gelirse oksidatif strese neden
olur.Lipidler, proteinler, niikleik asitler, sekerler gibi tiim hiicresel yapilar oksidatif
stresin hedefidir. Oksidatif stres ile olan hasar reaktif oksijen tiirlerinin yapisi, miktari
ile ilgili oldugu kadar, bunlarla olan temas siiresi, oksijen radikalleri temizleyicileri

.etraf dokudaki iyon ve proteinler, oksijen basinci ve 1s1 ile de ilgilidir.

Oksidatif stres sperm fonksiyon bozuklugunda énemli rol oynamaktadir.Reaktif
oksijen tiirlerinin artmis diizeyi ve/veya total enzimatik olmayan antioksidan
diizeyindeki diisme sperm plazma membraninda artmis lipid peroksidasyonu ile
beraberdir.(54)

Lipidi peroksidasyonu sperm plazma membraninin akiciligina zarar verir ve
sonucunda oosit fiizyonu yetenegi kaybina yol acar.Lipid peroksidasyonunun bir {iriinii
olan malon dialdehid spermatozoaya olan oksidatif hasar1 6lgmede kullanilan bir
parametredir.Baz1 ¢alismalar orta kisim anomalisi ile birlikte olan lipid
peroksidasyonunun,sperm sayist ,sperm motilitesi,akrozom reaksiyonu zayiflamasi ile
fertilizasyon kabiliyetinde azalma ile birlikte oldugunu gostermistir(24-57).Reaktif
oksijen tiirevleri spermden (intraseliiler) ve peroksidaz pozitif
16kositlerden(ekstraseliiler) fiiretilir. Intraseliiler iiretimin biiyiikk kism1 defektif
spermatogeneze bagli asir1 sitoplazma igeren mitokondriden zengin sperm orta
parcasindan yapilir. Bu durum immatiir spermler ile matiir spermlerin birlikte seminifer
tiibiilden epididime olan yolculugu matiir spermlerde reaktif oksijen tiirleri ile olan

hasara yol agmaktadir.

Idiyopatik infertilite tamisina sahip erkeklerin %25-40'mda yiiksek oksijen
radikali diizeyi saptanmistir.Bu bulgu sperm plazma membrani lipid peroksidasyonunun
erkek infertilitesinde anahtar bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir(kaynak). In
vitro fertilizasyon(IVF) tedavisinde diisiik fertilizasyon oranina sahip oligospermik
erkeklerin yarisinda reaktif oksijen tiirleri miktart normal fertil sinirin tizerinde
cikmistir.Bu infertilitede erkek kaynakli patolojilerin serbest radikaller ile olan
baglantisina tipik bir 6rnek olarak gosterilebilir(2)

Reaktif oksijen tiirlerinin artis1 ve azalmis sperm motilitesi arasinda iliski

vardir.Bu iligki sperm-oosit fiizyonu i¢in gerekli olan membran akiskanligindaki azalma
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ile birlikte olan aksonemal protein fosforilizasyonu ve sperm immobilitesine yol agan

olusumlar dizisine bagli olabilir.(19)

Spermatozoa DNA's1 oksidatif hasardan etkilenebilir. iki faktor DNA'yi
korumaktadir.Sperm DNA'sinin kendine 6zgii siki paketlenmesi ve seminal plazmadaki
antioksidanlar sperm reaktif oksijen tiirlerine maruz birakilinca tiim bazlarda
modifikasyon, eksilmeler, bazdan yoksun bdlgelerin olusmasi, cati kaymasi,DNA
capraz linkleri ve kromozal yeni yapilanmalar seklinde sperm DNA hasar
olusmaktadir. Oksidatif stres ayn1 zamanda tek veya cift tarafli DNA sarmalinda kirilma
ile yiiksek oranda birliktedir. Intrastoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) ydnteminin
kullanilmas: ile birlikte erkek infertilitesinde hizli bir ilerleme saglanmakla birlikte
sperm DNA hasar1 goz Oniine alinmadi.DNA hasarli spermlerin ICSI ydnteminde
kullanilmas: fertilizasyon basarisizligi, erken embriyo 6limi, spontan abortus sikligi
gibi istenmeyen sonuglara sebep olabilmektedir. DNA hasar1 ve sperm plazma
membrani hasari birlikteligi sik oldugundan bu spermler ile IVF veya IUI yonteminde
fertilizasyon saglanmasi giictiir.Boylece dogal olarak hasarli spermler saf dis1 kalmis
olurdu.ICSI yonteminde ise bu dogal bariyer asilmaktadir.Lopes ve arkadaslari, sperm
DNA hasar1 %25 den fazla olan erkeklerde ICSI ile fertilizasyon oraninin %?20'den az
olacagin1 belirtmislerdir(35). Buda sperm hasarinin ICSI sonrasinda bile problem
yarattigin1 gostermektedir.Bununla birlikte ciddi DNA hasarli spermlerin ICSI sonrasi
fertilizaasyon i¢in hala yedek bir kapasitelerinin olabilecegi bildirilmistir.(3-
59).Normospermik infertil erkeklerde DNA hasar1 %43 olarak saptanirken, anormal
sperm parametresine sahip olgularda bu oran%62 olarak saptanmig,bununla birlikte
kontrol grubunda ise DNA hasari ile karsilasiimamistir.(7) Bu bulgu ,DNA hasarinin
infertilitede ne derece rol oynadigini kanitidir.Oksidatif stres ve buna bagli olusabilen

DNA hasar fertilizasyonda ciddi bir problem olarak durmaktadir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Hasta Secimi:

Calismamiza 1 agustos 2014 ile 31 aralik 2014 tarihleri arasinda Yiiziincii Yil
Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji poliklinigine esi saglikli olup infertilite nedeniyle
basvuran yaglar1 20 ile 40 arasinda degisen, bilinen bir infertilite nedeni olmayan 40

hasta alindi.

Hastalarin fertilite potansiyellerini etkileyecek faktorlerinde sorgulandigi detayli
bir anemnez sonrasinda Genital muayeneleri yapildi, testiskiiler patolojiler agisindan
skrotal dopler istendi, FSH,LH, Prolaktin ve Testesteron'dan olusan hormon profilleri
bakildi.Calisma gruplarina kriptorsidizmi, vazektomisi, anormal karaciger ve hormon
testleri olan, sigara ve alkol kullanan bireyler dahil edilmedi.Bireylerin son ii¢ aydir
folik asit, glutatyon, E ve C vitamini, selenyum, ¢inko takviyesi almayanlar arasindan
secildi.Varikosel, inmemis testis,hormonal patoloji,lokospermi ve/veya obstruktif
patoloji  diislindiirecek infertil gruplar calismaya alinmadi.Ayrica WHO 2010

kriterlerine uygun sekilde 10 giin araliklarla iki adet semen analizi bakildu.

Son bir yil iginde ¢ocuk sahibi olan semen parametreleri WHO 2010 kriterlerine
gore normal olan yine yaslar1 20-40 arasinda degisen 20 goniillii kontrol grubu olarak

secildi.

3.2. Orneklerin Toplanmas: Ve Analizi

3.2.1. Semen Analizi:

Her hastadan 10 giin ara ile iki adet semen 6rnegi alindi.Iki 6rnek arasinda %20
den fazla fark olmasi durumunda iigiincii bir semen 6rnegi hastalardan alindi.Semen
ornekleri en az 3 giinliikk en gok 7 giinliik cinsel perhiz sonrasi usuliine uygun olarak
toplandi.Alinan semen Ornekleri 37 derecede likefiye olduktan sonra WHO 2010
kriterlerine gore degerlendirildi.Sperm morfolojisi sayr ve hareketine bakildi.sperm

morfolojisi gimsa boyama ile say1 ve hareket ise makler kamera ile degerlendirildi.
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Semen oOrnekleri 2010 WHO kriterlerine gore degerlendirilmesi sonrast
likefasyonu takiben 10 dakika 1800 g de santrifiij edilerek supernatan kismi Katalaz
,stiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz ve MDA c¢alismak tizere -80 derecede
tutuldu

3.2.2. Venoz Kan Analizi:

Calismaya katilanlardan antekiibital venden sabah 9 da 5-7 cc arasi peiriferik
vendz kan alindi.Serum oOrnekleri kuru tiiplere alinan tam kan Orneklerinin oda
sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 3500 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmesi ile
elde edildi. Katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve MDA ¢alismak tizere
-80 derecede tutuldu.

3.2.3. Siiperoksid Disimutaz Analizi:

Olgiimde serum ve sperm ornekleri kullanildi. Her ikisi i¢inde metotlar aynidir.
Serum oOrnekleri kuru tiiplere alinan tam kan Orneklerinin oda sicakliginda 30 dk
bekletildikten sonra 3500 rpm de 5 dk santrifiij edilmesi ile elde edildi. Sperm 6rnekleri
ise; sperm goniillillerden temin edildikten sonra 1800 g de 10 dk santrifiij edildi ve iistte

kalan semen plazmasi 6l¢iim i¢in kullanilmak tizere ayrildi.

Semen plazmasi'na 5 kat diliie edecek sekilde fosfat tamponu eklendi (pH
7,2). Tim numuneler esit hacimde numunelere ayrilarak, ¢alisma giiniine kadar -80

0C’de saklandu.

Sun Yi ve ark.larimin spektrofotometrik yontemi (58) kullanilarak 6lgiilmiistiir.
Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin 6l¢lim prensibi ksantin/ksantin oksidaz sistemi
ile tretilen stiperoksit anyonunun, nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgeyerek renkli

formazon bilesigi olusturmasi esasina dayanmaktadir .

Olgiim prosediirii: Bir kor tiipii ve herbir numune i¢in 5 mL bos tiip hazirlanir.

Tiiplere 2.450 mL assay ¢ozeltisi eklenir. Numune tiiplerine 0.5 mL numune pipetlenir,
kor tiiptine ise 0,5 mL distile su pipetlenir. Tiplere 50 p xantin oksidaz eklenerek 1 saat
25 C’de inkiibe edilir ve olusan renkli birlesik 560 nm dalga boyunda kore karsi

okutularak absorbanslar1 kayit edilir.
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3.2.4. MDA Analizi :

MDA diizeyleri Okhawa ve arklarimin MDA'min thiobarbitiirik asitle
reaksiyonuna dayanan spektrofotometrik yontemi (40) ile Olclilmiistiir. Sonuglar

numunelerde protein miktar1 dlgiilerek nmol/ gr protein olarak verildi.

Deney prosediirii: Her bir numune, standart ve kor igin 10 mL agzi kapakli temiz

tiip temin edilir. Tip tiiplere 200 uL sodyum dodesil siilfat konulur, iizerlerine 1,5 mL
asetik asit, 1,5 mL TBA pipetlenir.

Numune tliplerine 100 pL numune, standart tiiptiine 100 pL standart ve kor
tiiptine 100 puL distile su pipetlenerek 1 saat kaynar su banyosunda inkiibe edilir. Tiipler
soguk su altinda sogutulduktan sonra 1000 pL distile su ve son olarakda 5 mL n-
butanol/piridin karisimi eklenir ve olusan renkli kompleksin 532 nm dalga boyundaki

absorbans1 kayit edilir.

3.2.5. Glutatyon Peroksidaz Analizi

GSH-Px enzim aktivitesinin 6l¢iimii, Hidrojen peroksit varliginda NADPH’1n
NADP+’ye ylikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak yapildi.(19)

Deney Prosediirii: Her bir numune ve kor i¢in 5 mL temiz tiip temin edilir.

Tiilere 2,650 mL modifiye GPx tamponu, 100 uL GSH , 100 pL NADPH pipetlenir.

Numune tiileriene 20 pL numune kor tiiptine ise 20 pL distile su ilave edildiktan sonra
her bir tipe 10 pL glutatyon rediiktaz pipetlenir ve 37 0C’de 30 dk inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyondan sonra 100 pL hidrojen peroksit eklenerek 340 nm dalga
boyunda 6l¢lim yapilir.

3.2.6. Katalaz Analizi:

Katalaz enzim aktivitesi, substrati olan hidrojen peroksite etki etmesiyle azalan
absorbansin 240 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiilmesiyle elde
edilmistir. (12- 27 ) Sonuglar numunelerdeki protein diizeyi olgiilerek doku i¢in U/ mg

protein ve hemolizat i¢in U/ gr Hb olarak verildi.
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Deney Prosediirii: Kor tiipiine 3 mL %30 H202+fasfat tamponu eklenir numune

tiiplerine ise ayni tampondan 2,99 mL ve 10 pL numune konularak 240 nm dalga

boyundaki absorbanslar1 kayit edilir.

3.3. istatiksel Analiz:

Uzerinde durulan o6zellikler igin tanimlayici istatistikler; Ortalama, Standart
Sapma, Minimum ve Maksimum deger olarak ifade edildi. Bu ozellikler bakimindan
gruplara gore yapilacak karsilastirmalarda Student t testi kullanildi. Ozellikler arasi
iligkileri belirlemede Pearson veya Spearman korelasyon katsayist hesaplandi.
Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak ele alindi(p<0.01) ve

hesaplamalar i¢in SPSS istatistik paket programindan yararlanildu.
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4. BULGULAR

Calisma kriterlerine uygun kirk infertil hasta belirlendi. Hasta grubu yas
ortalamast 30,95+/-4,86 yas araligi dagilimi 20-40 yil;kontrol grubu igin belirlenen
kriterlere uygun 20 kisi yas ortalamas130.90+/-

4,83 yas aralign 20-40 yildi. Iki grup arasinda ki yas farki istatiksel olarak
anlamsizdi.(p:0.955)(tablo4)

Hasta ve kontrol gruplari i¢in seminal parametreler tablo 4'de belirtildi.Hasta
grubunda motilite total sperm sayisi ve morfoloji anlamli derecede diisiik
bulundu(p:0,01).

Tablo 4:Tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglari

Ort. Std. Sap. | Min. | Mak | p
Hasta |67,07 |68,182 |0 300
Tot. Sperm 0,01
Kontrol | 215,00 | 118,743 |60 | 450
Genel |115,57 111,655 |0 450
Hasta |23,17 |20,578 |0 60
Hareket 0,01
Kontrol | 47,00 |10,809 |35 |70
(%)
Genel |30,98 |21,131 |0 70
| Hasta |50,73 |29,274 |0 80
Morfoloji 0,01
Kontrol | 69,00 |9,119 50 |80
(%)
Genel |56,72 25931 |0 80
Hasta |30,98 |4,896 21 |40
Yas (yi1l) | Kontrol | 30,90 |4,833 20 |40

Genel |30,95 |4,835 20 |40

(milyon)

0,955

Stiperoksid dismutaz,glutatyon peroksidaz,katalaz ve malondialdehit i¢in serum
plazma sonuglari tablo 5'de belirtildi, semen sonuglar1 ayni1 parametreler igin tablo 10'da

belirtildi.Incelenen parametreler icerisinde semende ve kan plazmasinda katalaz kontrol
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grubunda anlamli sekilde yiiksek bulundu(tablo 5 ve tablo 10 katalaz seviyesi fertil
grup i¢in anlamli derecede yiiksek p < 0.01).Malondialdehit(MDA) semen ve kan
plazmasinda anlamli sekilde infertil grupta yiiksek bulundu.(tablo5 ve tablo 10 MDA
seviyesi infertil grup i¢in anlamli derecede yiiksek p <0.01) Ayrica hasta grubu semen
analizinde MDA 'daki yiikseklik katalaz diizeyinde ki diisiikliik ile iligkilendirildi.(tablo
9)

Stiperoksit dismutaz ve glutatyon Peroksidaz i¢in semen plazmasinda yapilan
Olctimde anlaml fark izlenmedi (p > 0.01 tablo:10).Siiperoksid dismutaz i¢in serum
plazmasinda olgiilen degerler arasinda fertil ve infertil grup arasinda fark yoktu( p >
0.01 tablo:5).Glutatyon peroksidaz i¢in serum plazmasinda yapilan Ol¢iimde fertil
grupta anlamli derecede yiiksek bulundu.(p < 0.01 tablo 5)

Tablo 5: Ozellikler icin Hasta Kontrol ve Gruplarma gére tanimlayici istatistikler ve

karsilastirma sonuglari

N Ort. St. Sap. Min. Mak. P
Kontrol 20 [7,027 2,0111 4,3 12,0
Serum MDA Hasta 40 110,783 2,8940 4,2 15,7 001
Genel 60 9,531 3,1667 4,2 15,7
Kontrol 20 18,8590  [2,02336 514 13,41
Serum SOD Hasta 40  8,9451 2,98786 3,53 17,32 908
Genel 60 89164  [2,68722 353 [17,32
Kontrol 20 |66,91433 [15,300093 #43,635 198,412
Serum Katalaz |Hasta 40  |15,38145 4,228935 8,419 26,353 001
Genel 60 [32,55907 [26,217390 (8,419 [98,412
Kontrol 20  [304,14118 [200,864744 46,872 (804,640
Serum Gpx Hasta 40  89,70481 [30,178563 (35,539 (154,916 001
Genel 60 [161,18360 [154,876190 35,539 (804,640
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Tablo 6: Kontrol Grubunda &zellikler arasi Pearson korelasyon katsayilari

Serum MDA |Serum SODSerum KatalaziSerum Gpx|
Serum MDA 1

Serum SOD ,438 1
Serum Katalaz [590" 052 1
Serum Gpx -,085 ,109 -,318 1

*p<0.05 ; **p<0.01

Tablo 7: Hasta Grubunda 6zellikler aras1 Pearson korelasyon katsayilari

Serum MDASerum SOD|Serum KatalazSerum Gpx
Serum MDA 1

Serum SOD  |,055 1
Serum Katalaz|,026 -,193 1
Serum Gpx  |,362 ,093 -,190 1

*p<0.05 ; ** p<0.01

Tablo 8: Semende kontrol grubu

SemanMD | SemanSO | SemenKatla | SemenGp
A D z X

SemanMD

A 1

SemanSOD | ,387 1

SemenKatal 124 012 L

az

SemenGpx | ,046 -,190 ,365 1

*: p<0.05, **:p<0.01
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Tablo 9: Hasta grubu

SemanMD | SemanSO | SemenKatla | SemenGp
A D z X
SemanMD
A 1
SemanSOD | -,264 1
SemenKatla
-,314* -,154 1
z
SemenGpx | -,153 ,047 -,053 1

*: p<0.05, **:p<0.01

Tablo 10: Tanimlayici istatistikler ve kargilagtirma sonuglari

N | Mean | Std. Sap. | Min. Mak
Kontrol | 20 | ,9520 41292 |37 1,76
SemenMDA Hasta |40]2,9319 |1,43872 |1,09 7,35 001
Total |60 |2,2720 |1,51956 |,37 7,35
Kontrol | 20 | 3,3045 |1,73632 | 1,07 6,24
SemenSOD Hasta |40]|2,6899 |1,80888 |,68 9,66 o1
Total 60 |2,8948 |1,79418 |,68 9,66
Kontrol | 20 | 18,3100 | 4,0799 | 10,1807 | 25,6093
SemenKatalaz | Hasta |40 | 10,8451 | 2,7417 |6,4320 | 17,2340 oot
Total 60 | 13,3334 | 4,78748 |6,4320 | 25,6093
Kontrol | 20 | 9,4675 | 2,57027 | 6,18 14,63
SemenGpx Hasta |40|8,0246 |4,92621 |3,20 24,00 225
Total 60 | 8,5056 |4,31731 |3,20 24,00
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5. TARTISMA

Insanin nefes alma ve yeme-igme giidiilerinden sonra gelen en onemli giidiisii
tiremedir.Ustelik, Tiirkiye gibi ataerkil toplumlarda ¢ocuk sahibi olamamak kisinin
psikososyal statiisiinii etkilemektedir.Cocuk sahibi olmak yalnizca biyolojik bir
devamlilik saglamamakta, ayn1 zaman da ¢ocuklarimiz ile olan psikososyal etkilesim
yoluyla nesiller arasi devamlilik da saglanmaktadir. Tiim bunlar gz oniline alindiginda

infertilitenin kisisel ve toplumsal bazda 6nemi apagik ortadir.

Infertilite son 12 aylik zaman diliminde korumasiz cinsel birlesmeye ragmen

spontan konsepsiyonun olmamasi olarak tanimlanir.

Erkek infertilitesine yaklasimda en biiylik degisim, tek basina erkegin
degerlendirilmesinden ¢ok problemin bir ¢ift problemi olarak ele alinmasi ve tedavinin
her iki esi de kapsamasinin gerekliliginin genel kani olarak kabul gérmesidir. WHO
yaptigt  bir c¢alismada erkek ve kadmnlarin esit oranda  (Erkek%45,
Kadin%47)fonksiyonel iireme anormalligine sahip oldugu ve erkeklerin %6'sinda
azospermi ve kadinlarin %16'sinda over yetmezligi gibi fertiliteyi ciddi sekilde
etkileyen tanilarin bulundugu saptanmistir.(37).Genel olarak infertilitenin 1/3'iinden
erkek,1/3'inden kadin ve kalan 1/3'linden hem erkek hem kadin birlikte sorumlu

tutulabilir.

Erkek infertilitesinde'’ki son yillardaki taniya yonelik ilerlemelere karsin hala
erkeklerin %20'sinden fazlasinda tan1 konulamamaktadir; ve bu olgular idiyopatik

infertilite olarak tanimlanmaktadir.

Klinigimizde g¢alismamiz boyunca ftroloji poliklinigine bagvuran 180 infertil

hastanin 40'mmda(%22) idiyopatik infertilite tanis1 konup ¢aligmamiza dahil edildi.

Infertilite ile basvuran hastalarin semen analizinde genellikle semen
parametrelerinde belirgin bozulmalar izlenmektedir.Ancak buna karsin 6nemli bir hasta
grubunda etyolojik neden ortaya konamamaktadir.Ozellikle idiyopatik infertil grupta
tedavi basarisin1 yilikseltmek icin patofizyolojiyi aciga ¢ikarmak dnemlidir.Bu baglamda

hiicresel ve molekiiler diizeyde pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir.(1-39-52-53)
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Uzerinde galisilan 6nemli konulardan biride reaktif oksijen tiirevleri ve sperm
parametre bozukluklaridir.Son yillarda infertilite iizerine yogunlasan ¢alismalar,
herhangi bir neden tespit edilemeyen idiyopatik infertilitede serbest oksijen
radikallerinin (SOR) 6nemi bir rolii oldugunu gostermistir(8). Bu konu popiiler bir

konudur ve ayrintili olarak ele alinmaya baglanmistir.

Spermatozoada nasil hayatin devami i¢in oksijen gerekli ise ,normal sartlarda
serbest oksijen radikalleri(SOR) de hicre faliyetinin devami igin gereklidir.Diger
tarafdan oksijen yikim friinii olan SOR hiicre yasami igin zararli etkiler ortaya
koyabilir.(21)

Her ejekulatin  SOR ile kontamine oldugu varsayilmaktadir.Semende
spermatozoa, lokoist ve epitel gibi farkli hiicreler bulunur.Bu hiicreler i¢inde serbest
oksijen radikallerinin (SOR) baslica kaynagini spermatozoa ve lokositler olusturur.
Ejekulatta hidrojen peroksit(H202), siiperoksit anyonu(O2-), hidroksil iyon(HO-),
peroksil iyonu(ROO-) en sik tespit edilen serbest oksijen radikalleridir.

Yapilan calismalar da antioksidanlarin spermatozoayi serbest oksijen radikalleri
iireten anormal spermatozoalardan korudugu, lokositlerin {iirettigi serbest oksijen
radikallerini temizledigi, DNA krilmalarin1 6nledigi, sigara icenlerde semen kalitesini
artirdigl, sogugun spermatozoaya olan etkisini azalttigi, erken sperm olgunlagmasini
Onledigi gosterilmistir.Seminal plazmada  siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediiktaza ilaveten askorbat, iirat, vitamin E, piruvat, glutatyon,
albumin, vitamin A, ubikinol ve hipotaurin gibi enzimatik olmayan antioksidanlarda

vardir.

Erkek infertilitesi ile ilgili yapilan caligmalarda anti-oksidan sistemler ile
oksidatif hasara bagl spermde ki hasarlarin antioksidan sistem ile iliskili oldugunu
belirten gesitli ve geliskili bulgular mevcuttur(8-10-29-51).1diyopatik infertil hastalarin
seminal  plazmasinda ¢esitli anti  oksidan sistemlerin  yetersiz  oldugu
anlasilmistir. Bununla birlikte literatiir bilgilerimiz genellikle ayn1 popiilasyon icerisinde
bireysel farkli anti-oksidanlarin birlikte degerlendirildigi ve bunlarin birbiri ile
iliskilerinin incelendigi ¢ok fazla g¢alisma yoktur.Bu cercevede kanda ve seminal
plazmada katalaz, siiperoksit dismutaz,glutatyon peroksidaz ve malondialdehit

aktivitelerinin incelenmesi ve bunlarin semen parametreleri ile iliskilendirilerek
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arastirilmasi amaciyla Van ve gevre illerden idiyopatik erkek infertilitesi tanisi alan
hastalarda sOzii gecen parametreleri incelemeyi amagcladik. Bu parametrelerin
incelenmesi oksidan -antioksidan dengesi ile hastalik patogenezi arasinda ki iliskiyi

belirlemeye yardimci olabilir.

Calismamizda ele alinan siiperoksid dismutaz ve katalaz enzimleri seminal
plazmadaki 6nemli oranda bulunan antioksidan enzimlerdir.Daha onceki pek cok
calismada seminal plazmada siiperoksit dismutaz ve katalaz diizeyinde diismenin
oksijen radikallerini artirdig1 ve bununda semen parametrelerinde diisme ile seyrettigi
gosterilmistir. Kobayashi ve arkadaglari semen plazmasinda siiperoksid dismutaz
diizeyinde diisme ile sperm motilitesinde azalma arasinda iliski oldugunu ortaya
koymuslardir(33).Kurpitz ve arkadaslari sperm motilitesi ile semen siiperoksit dismutaz
arasinda pozitif iligki oldugunu tespit etmislerdir.(34) Zarghami-Khosrowbeygi (63)
infertil hasta grubunda katalaz aktivitesini ve total antioksidan kapasitenin(TAC)
kontrol grubuna gore diisiik oldugu, siiperoksid dismutaz aktivitesinin ise degismedigini
belirtmislerdir.Katalaz aktivitesi ve TAC diizeyleri ile sperm motilitesi ve morfolojisi
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir.Bunun yani sira Sanocka ve arkadaglar
idiyopatik infertil bireyler ile fertil bireyler arasinda seminal plazma siiperoksid
dismutaz ve katalaz aktivitelerinin degismedigini belirtmislerdir(46).Ulkemizde yapilan
bir galismada Oner iyidogan ve arkadaslari infertil grubunda sperm motilitesi ile
stiperoksid dismutaz diizeyi arasinda bir iliski saptamamistir(31). Alkan ve
arkadasalar1(8) stiperoksid dismutaz ve katalaz aktivitelerinin idiyopatik infertil grupda
fertil gruba oran ile azaldigini tespit etmislerdir.Yine iilkemizde 2005 yilinda Sanlh
Urfada yapilan bir ¢alismada halil ciftgi ve arkadaslari semen plazmasinda total
oksidan-total antioksidan diizeyleri ¢alismis olup idiyopatik infertil grup ile fertil grup

arasinda anlamli bir fark bulamamigtir.(18)

Biz yaptigimiz ¢aligmada antioksidan enzimlerden katalaz ,sliperoksid dismutaz,
glutatyon peroksidaz oksidan olarak malondialdehit aktivitesini hem semen
plazmasinda hem kan plazmasinda Olgtiikk.Calismamizda siliperoksid dismutaz ve
glutatyon peroksidaz diizeyi idiyopatik infertil grup ve fertil grup arasinda semen
plazmasinda anlamli bir fark bulunmadi; her iki parametre i¢in p> 0.01 Slgiildii.Serum
plazmasinda infertil ve fertil grup arasinda siiperoksid dismutaz i¢in bir fark bulunmadi

(p > 0.01); glutatyon peroksidaz seviyesi ise fertil grupta yaklasik 7 kat daha fazla idi (
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p < 0,01 ).Bunun yani sira katalaz diizeyi ile malondialdehit diizeyinin semen

plazmasinda iki grup arasinda anlamli derecede farkli oldugu izlendi ( p < 0.001)

Katalaz primer antioksidan koruma kompenentlerinden biridir ve H202'yi

H2Q'ya gevirir.

Stiperoksit'ten kokenlenen H202 iiretimini katalizleyerek reaktif oksijen
tirevlerini detoksifiye eder.Calismamizda katalaz seviyesinin infertil grupta hem semen
plazmasinda hem kan plazmasinda fertil grup ile karsilastirildiginda anlamli derecede
diisiik oldugu goriildi ( p < 0.001 ).Buda bize idiyopatik infertilite'de katalaz
seviyesindeki dugsiikliigiin sperm hiicre hasarinin bir gdstergesi olabilecegini

distindiirmektedir.

Serbest oksijen radikalleri 6zellikle doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek
lipid peroksidasyonuna yol acarlar. Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan son iiriin
malondialdehit olup stabil bir bilesiktir ve lipid peroksidasyonunun indirekt
gostergesidir(62).Dolayisiyla lipid peroksidasyonu serbest oksijen radikallerinin
yarattig1 hasarin bir gostergesidir. Calisgmamizda malondialdehit diizeyinin infertil grup
semen ve kan plazmasinda fertil gruba oran ile anlamli derecede yiiksek oldugu izlendi (
p < 0.001 ). Benzer bir ¢galisma Peltola ve arkadaslari tarafindan siganlarda kriptorsitik
testisler iizerinde yapmis ve kriptorsitik testislerde MDA diizeyini yiiksek
bulmuslardir.(45)Sonu¢ olarak malondialdehit diizeyi, serbest oksijen radikalleri ile

stiregelen hiicre hasarinin i1yi bir gdstergesi olabilir.

Gerek hiicre i¢i gerek hiicre dis1 olusan oksi radikallerin 6nemli bir kismi;
antioksidan sistem tarafindan etkisizlestirilir.Bu baglamda oksidan sistem ve
antioksidan sistem arasinda bir denge s6z konusudur.Bu dengenin oksidan baskinin
artis1  yonlinde  bozulmasi, hiicrelerin  veya  organizmalarin  hasart  ile
sonuglanabilir.Calismamizda malondialdehit(MDA) diizeyinin infertil grup semen ve
serum plazma Orneklerinde artmis olmasi yine katalaz diizeyinin ise MDA ile iliskili
olarak azalmis olmasi nedeni ile idiyopatik infertil grup da bu dengenin oksidan lehine

PO

degistigi kanaatini uyandirdi.
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6. SONUC

Serbest oksijen radikalleri en dis yoriingede tek sayida eslesmemis elektron
iceren ve molekiiller oksijenden kaynaklanan atom ve molekiillerdir.Bu
konfugurasyonlar1 nedeni ile ¢ok aktif ve karasiz bilesiklerdir.Normalde hiicre i¢inde
cok kiiclik konsantrasyonlarda bulunan serbest oksijen radikalleri 6zellikle membran ve
niikleik asitlerdeki anahtar molekiiller ile reaksiyona girerek direkt hiicre hasari
yaptiklar1 gibi otokatalitik reaksiyonlar1 baglatarak yeni radikallerin olusumunada yol
acip zincirleme reaksiyonlara neden olurlar.Hidrojen peroksit(H202),siiperoksit
anyonu(02-),hidroksil iyonu(HO-) ve peroksil iyonu(ROO-) en sik tespit edilen serbest
oksijen radikalleri olup bu radikaller hiicrelerin ¢esitli organellerinde ki oksidatif
enzimler tarafindan katalize edilen reaksiyon sirasinda olusurlar.Bu serbest oksijen
radikalleri hiicrelerde bazi enzim sistemleri tarafindan etkisiz hale getirilirler.Bu enzim

sistemlerinin 6nemlileri stiperoksid dismutaz(SOD),katalaz ve glutatyon peroksidaz'dir.

Sperm hiicresi spermatozoa , plazma membraninda ki fazla doymamis yag asidi
nedeniyle serbest oksijen radikallerinin(SOR) etkisine son derece duyarhdir.Bu
antioksidan enzimler spermatozoa da siiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz ve

katalazdir.

Son yillarda erkek infertilitesi ile ilgili bilgilerimiz giderek artmaktadir.Sebebi
aciklanamayan erkek infertilitesinde 6nemli bir neden oksidatif stresdir.Bununla birlikte
oksidatif stres erkek infertilitesinin sebeplerinden yalnizca biridir.Oksidatif stres
oksidan-antioksidan dengesinin antioksidanlar lehine bozulmasi durumudur.Bizim
calismamizda semen parametrelerinde morfoloji, motilite ve total sperm sayisi
bakiminda fertil grup ve infertil grup arasinda anlamli fark mevcuttu ( p < 0.001
).Semende 6nemli bir antioksidan enzim olan katalaz ¢alismamizda idiyopatik infertil
grupta fertil gruba gére anlamli derecede diisiik bulundu( p < 0.001 ).Buna karsin
malondialdehit diizeyi idiyopatik infertil grupta hem semen orneklerinde hem serum
orneklerinde anlamli derecede yiiksek idi (p < 0.001).Ayrica tablo 9 da gorildiigii gibi
idiyopatik infertil grupta MDA diizeyindeki artis ile katalaz diizeyindeki distikliik

arasinda pozitif bir korelasyon saptandi.

Calismamizin sonucunda oksidatif stresin infertilite ile iligkili olabilecegi ayni
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zamanda sperm parametrelerinden morfoloji, motilite ve total sperm sayist ile korele
oldugu sonucuna ulastik.Ancak bunla birlikte oksidatif stresin ve antioksidanlarin

aydinlatilmasina yonelik daha fazla ¢alisma yapilmalidir.
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