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OZET

Kizihrmak Gazel. Azospermik olgularda medikal tedavinin hormon
parametreleri ve semende multicolor FISH analizi ile takibi, Yuksek Lisans
Tezi, Ankara, 2018.

Bu calismada, azoospermi nedeni ile medikal tedavi uygulanan hastalarin
takiplerinde kullanilan, semende multicolor FISH analizi ve hormon

parametrelerinin korelasyonu amaglanmigtir.

Calismamiza erkek infertilitesi tanisi ile Ufuk Universitesi Tip Fakultesi Uroloji
Klinigine basvuran, daha énce mikro TESE yapilip sperm elde edilemeyen ve
medikal tedavi uygulanan erkek hastalar dahil edildi. Hastalarin hormonal
degerlendirmeleri (FSH, LH, Total Testosteron, Prolaktin), uygulanan medikal
tedaviler ve FISH analizi sonuglari dokiimante edildi. Hastalara 6 ay boyunca
hCG tedavisi uygulandi (haftada 5000 IU sc.). Daha 6nce benzer medikal
tedaviler kullanan hastalar, genetik incelemesinde (karyotip analizi ve mikro Y
delesyon testi) patolojik sonug¢ elde edilen hastalar, infertilite nedeni ile cerrahi
muadahale olanlar (inmemis testis, orkiektomi, retroperitoneal lenf nodu
diseksiyonu vb.), kemoterapi ve radyoterapi 6dykusu olanlar, sekonder infertiller,
iki ve daha fazla TESE o6ykusUu olanlar ¢alisma digi birakildi. 6 aylik medikal
tedavinin ardindan hormonal inceleme ve FISH incelemesi sonuglarina gore,
haploid hucre tespit edilenler ve edilemeyenler iki grup haline getirilerek

karsilastirildi.

Calismaya dahil edilen hastalar; FISH incelemesinde haploid hticre tespit edilen
15 hasta ve kontrol grubu olarak, haploid hicre tespit edilmeyen 15 hastanin
sonuglari karsilagtirildi. iki grup arasinda FSH, LH, Total Testosteron ve

Prolaktin deg@erleri arasinda anlamli fark olmadigdi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: infertilite, azoospermi, multicolor FISH, haploid, hormonlar.
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ABSTRACT

Kizihrmak Gazel. Assesment of medical treatment in patients with
azoospermia with respect to hormonal parameters and multicolor FISH
analysis in semen, Master’s Thesis, Ankara, 2018.

The aim of this study is to analyze the presence of any correlation between
hormonal parameters and multicolor FISH analysis in semen, which are used in

the clinical follow-up of patients with azoospermia.

The infertile male patients who have been given a hCG treatment (5000 IU s.c
per week) for 6 months, following microTESE is included in this study. Patients’
hormonal status (FSH, LH, total testosterone, prolactin levels), given medical
treatment protocols and results of FISH analysis have been documented.
Patients with a history of similar medical treatments and/or chemotherapy
and/or radiotherapy, a pathological genetic analysis (karyotype analysis and
micro Y deletion test) result, any type of surgical intervention (undescended
testis, orchiectomy, retroperitoneal lymph node dissection), which also includes
TESE more than 2 times, is excluded. In addition, patients with secondary

infertility are not included.

According to the hormonal status and results of FISH analysis, patients were
compared as ones with haploid cell positive and haploid cell negative groups
following 6 months of medical treatment.

Haploid cells on FISH analysis were observed in 15 patients. When we
compared the results of this group with those of control group (the cases with
negative haploid cells on FISH analysis), we did not observe any statistically
significant difference in terms of FSH, LH, total testosterone and prolactin

levels.

Key words: infertility, azoospermia, multicolor FISH, haploid, hormones.



1. GIRIS
Ureme c¢agindaki ciftlerin yaklasik %25'i bir yil igerisinde gebelik elde
edememektedir. Bu ciftlerin %15'i tedavi arayisi icerisindedirler. infertilite, hem
erkegi hem de kadini ilgilendiren bir sorun olmakla beraber, ciftlerin yaklasik
%50’sinde erkek faktoru dikkat cekmektedir. Erkek infertilitesi; konjenital ya da
kazanilmis Urogenital bozukluklar, genetik hastaliklar ve immunolojik

faktorlerden kaynaklanabilir (1).

infertilite nedeniyle klinige basvuran hastalardan éncelikle detayli bir anamnez
alinmalidir. Hikaye, fiziki muayene ve basit laboratuvar testleri bizi taniya

ulastirmada faydali olacaktir.

Rutin semen analizi, sperm konsantrasyonunu, hareketliligini, morfolojisini ve
diger hicrelerin varhgini dlgen, infertil erkegin degerlendirmesinde kullanilan ilk
testlerden biridir. Ayrica bu testte hacim, sivilagsma suresi, pH, friktoz varligi ya

da yoklugu dahil olmak Uzere degerlendirmeye alinir (2).

Sperm kromozom andploidisi ve yapisal sapmalar da dahil olmak tzere genetik
anomaliler infertilitenin baslica sebepleri arasindadir. Sperm kromozomunu
FISH teknigi ile incelemek mumkindur. Bu teknoloji ile sperm andploidilerinin
degerlendiriimesi kolaylasmistir. Sperm FISH, 6zellikle tip bebek tedavisi ile
basarisizlik yasamis veya tekrarlayan gebelik kaybi vakalarinda ve ciddi erkek
faktord infertilitesi olan ciftlere danismanlik yapmak igin yaygin olarak kullanilan

bir tarama aracidir (3).

FISH teknigi 1990’h yillarda, insan spermatozoasindaki andploidileri tespit
etmek i¢in daha hizli, kolay ve daha az maliyetli bir ydontem olarak kullaniimaya
baslanmistir. Bu teknik, ilgili bolgeleri gorsellestirmek igcin kromozoma spesifik
floresan nukleik asit problari kullanilarak uygulanir. Boylece ayni numuneden

cok sayida sperm analizine imkan saglar (4,5).

Sperm FISH testi, bir ejekulatta bulunan kromozomal sapmalarin frekanslarini
tanimlar ve rutin olarak X, Y, 13, 18 ve 21. kromozomlari olcer. FISH,
sitogenetik anomalileri teyit etmek veya daha da belirginlestirmek icin karyotipe

ek olarak kullanilabilir.



Boylece FISH testi, infertil erkegdin degerlendiriimesi ve tedavisine dabhil
olmustur. Temel FISH testi nispeten basittir ve ¢ogu sitogenetik laboratuvarlari
tarafindan uygulanabilirken, multicolor FISH testi ¢ok tecribeli ve egitimli

teknisyenleri gerektiren daha karmasik bir testtir.

Sperm FISH testi ile ejekulat, epididimal ve testikuiler spermdeki cinsiyet
kromozomu ve otozomal andploidinin oranini belirleyebilir ve kapsamli bir erkek
infertilite tanisinda faydali olabilir. Bodylece toplanan bilgiler, Ureme
danigmanliginda  klinik  acidan  degerlendirmeyi  yonlendirebilir  ve

preimplantasyon genetik teste (PGT) olan ihtiyaci belirleyebilir (2).

Standart mikroskobik incelemeler sonrasinda sperm hulcresi olmamasina

azoospermi denilmektedir. Sperm yoklugu en az iki inceleme ile ispatlanmalidir.

Azoospermi, obstriktif azoospermi (OA) ve nonobstriktif azoospermi (NOA)

olmak uzere iki gruba ayrilir (6).

OA olan hastalarda sperm bulunmamasi yalnizca fiziksel bir bariyerden

kaynaklanmaktadir.

Ote yandan, cogu NOA vakalarinda testikiler hasarin nedeni idiopatiktir. Bu

kisilerde gesitli mayotik anomaliler gozlemlenmistir (5).

Ayrica, NOA hastalarinda goérulen hipospermatogenez, matirasyon arresti,
Sertoli cell only sendromu (SCOC) veya fokal olmayan spermatogenez en

yaygin histolojik nedenlerdir.

Testosteron salgilanmasi, luteinlestirici hormonun (LH) kontroli altindadir.
Testosteron ve follikil uyarici hormon (FSH) spermatogenez icin gerekli olan
hormonlardir. LH, Leydig hucrelerini testosteron salgilanmasi yoninde uyarir.
FSH salgilanmasi ile seminifer tibdllerin igerisinde spermatogonyumlardan
once primer spermatositler, sonra sekonder spermatositler, daha sonra

spermatidler ve en son olgun spermatozoa meydana gelir (7).

Prolaktin hormonu, hipotalamusun baskilayici kontrolt altinda salgilanir. Erkek
infertilitesinde prolaktin duzeylerinin arastiriimasi gerekir. Hiperprolaktinemi,
erkekte infertilite ile birlikte libido azalmasina ve erektil disfonksiyona yol
agabilir. Ayni zamanda, dogrudan gonad Uzerine negatif bir etkiyle sperm

uretimini etkileyebilir (8).



Biz de bu galismamizda, azoospermik olgularda semende multicolor FISH testi
uygulayarak, haploid yapida hudcrelerin analizini yaptik. Medikal tedaviyle
birlikte, hormon test sonuglarini takiben, hastalardan alinan semen orneginde
uygulanan multicolor FISH analizinde haploid genoma sahip hucrelerin

hormonal degerler agisindan bir farki olup olmadigini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. INFERTILITE

Korunmasiz, duzenli cinsel iligkiye ragmen bir yil igerisinde gebelik elde

edilememesi infertilite olarak tanimlanir (9).

Ciftlerin yaklasik olarak %25’ bir yil icerisinde gebelik elde edememektedir ve

bu ciftlerin yaklasik %15’i medikal bir tedavi arayisi igerisindedirler.

infertilite, hem erkedi hem de kadini ilgilendiren bir durum olmakla beraber
cocuk sahibi olamayan infertil c¢iftlerin %50’sinde erkede ait nedenler

bulunurken ¢ogdu ciftte ise erkek ve kadina ait faktorler bir aradadir (10).

2.2. ERKEK UREME SISTEMI

Erkek Ureme sistemi; haploid gametin Uretimi, beslenmesi ve gegici olarak
depolanmasindan, ayrica erkek seks hormonu olan androjenlerin sentezi ve

sekresyonundan sorumludur (11).

Erkek Ureme sistemi; sperm Uureten, sentezleyen ve androjenleri salgilayan
testisler, disariya spermatozoa tasinmasindan sorumlu olan genital kanallar
(epididimis, vaz deferens, ejekulator kanal), salgilari semen kitlesini olusturan
ejeklle spermatozoaya besinler saglayan aksesuar genital bezler (seminal
vezikll, prostat bezi, bulbouretral bezler) ve erektil dokudan olusan penisten
olusur (11,12).

2.2.1. Testis

Testisler, vicut boslugu diginda yer alan skrotum igerisine yerlesmis olan bir gift
organdir. Testisler, spermatogenezin gerceklestigi, testosteron basta olmak



uzere erkek cinsiyet hormonlarinin Uretildigi yerdir (13,12). Spermatogenez igin
en uygun 1s1 34°C-35°C’dir. Bu yuzden testisler, vucut i1sisina gore 2°C-3°C

daha dusuk i1sida olmahdir (11).

Testosteron, testislerin interstisyel (dokular arasi) Leydig hucrelerinde
kolesterolden sentezlenen steroid yapida bir hormondur. Testosteron
salgilanmasi LH hormonunun kontrolindedir, yani LH etkisiyle Leydig
hicrelerinde testosteron salgilanir (7). Embriyonik gelisim, cinsel olgunlagsma ve

ureme fonksiyonlari igin testosteron sentezi oldukga 6nemlidir (13).

Spermatogenez igin testosteron ve FSH gerekli olan hormonlardir. FSH’nin
etkisiyle seminifer tubdllerin icerisinde spermatogonyumlardan once primer
spermatositler, ardindan sekonder spermatositler, sonra spermatidler ve

arkasindan olgun spermatozoa olusur (7).

Puberte ile birlikte testosteron yapimi da artar. Sertoli hicreleri inhibin hormonu
sentezler ve salgilar. Bu hormon, negatif feed-back ile hipotalamustan GnRH ve
hipofizden FSH salgilanmasini baskilar. Sertoli hiicreleri, rete testis hiicreleriyle
birlikte, spermin yasamasi ve epididimise taginmasinda rolu olan testikuler
siviyil salgilar. Bu sivi; steroid, protein, iyon ve androjen baglayici protein igerir.
Sertoli hucreleri ayrica sperm hdcreleri icin mekanik destek saglar, kan-testis

bariyerini olusturur ve spermlerin beslenmesine yardimci olur.

Erkek cinsiyet organlarinin yapi ve fonksiyonlari, testosteronun varligina
baghdir. Testislerden vyeteri kadar testosteron salgilanmazsa bu organlar

kUgulUr ve iglevleri bozulur.

Testosteronun, i¢ ve dis cinsel organ gelisimi ve testislerin skrotuma inmesi gibi
fetlste etkileri vardir. Erigkinlerde ise, birincil ve ikincil cinsiyet karakterlerin
olusmasini saglar ve fenotipik maskilen o&zellikleri belirir. Sekonder seks
karakterlerinde puberte ile birlikte bazi degisiklikler gézlenir. Bunlar; pubis, linea
alba boyunca, aksilla, yuz, goégus ve sirt bdlgelerinde killanma, larinks
mukozasinda hipertrofi ve genisleme ile ses kalinlasmasi, derinin kalinlagsmasi
ve yaglanmasi, kemik ve iskelet kaslarinin yogunlugunun artmasi, pelvisin dar

ve uzun olmasi ayrica ilerleyen yaslarda kellik goralmesidir (7).



2.2.1.2. Seminifer Tubuller

Sperm hucrelerinin Uretildigi yerdir. Her testiste yaklasik 250-1000 civarinda
bulunan seminifer tubuller, karmasik yapida c¢ok katli bir epitelle doéselidir.
Boylari 30-70 cm ve ¢aplari 150-250 pym’dir. Bu tubduller, bir testiste yaklasik 250
metre uzunlugunda bulunur. Seminifer tubdller, testis lobulleri igerisindeki
kivrimli yapisinin ardindan uglara dogru lumeni daralarak kisa duz segmentler
halinde rete testis ile baglantiyi saglayan tubuli rekti’yi olusturur. Anastomoz
yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes ile epididimin

bas kismina baglanir.

Seminifer tubdller fibréz bir bag dokusu kilifi, karmasik bir germinal veya
seminifer epitel ve belirgin bir bazal laminadan olusur. Tubullerin arasindaki

boslugun blyuk bir kismini ise interstisyel Leydig hlcreleri doldurur.

Sertoli (destek) hucreleri ve spermatogenez serisini olusturan hicreler olmak
uzere seminifer tubulde iki tip hicre bulunur. Spermatogenez serisinin
hicrelerinin islevleri, spermatozoonlari UGretmektir. Spermatozoa Uretimine
spermatogenez denilmektedir. Bu sure¢, mitoz ve mayoz hucre bolinmelerini
icermektedir. Bu slUre¢ sonunda hucreler sperm hucrelerine farklilagir ve bu

asamaya spermiyogenez adi verilir (15).

2.2.1.3. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hicreleri uzun, prizmatik ve bazal laminadan seminifer ttbul [imenine
uzanan hucrelerdir. Gelismekte olan spermlerin mayozdan sonra ylzeyine
tutunduklari destek hiicreleridir. lIyi gelismis bir diiz yuzli endoplazmik
retikulum, az sayida granulli endoplazmik retikulum ve anuler lamel dizileri
icerir. Ayrica iyi gelismis bir golgi kompleksi, cok sayida mitokondri ve lizozom,

lipid damlaciklari, vezikuller, glikojen grantlleri ve filamentlere sahiptir.

Sertoli hicresinin 6kromatik nukleusu genellikle oval veya tGg¢gen sekillidir. Sekli
ve yerlesimi degiskendir. Bazi turlerde karyozom adi verilen U¢ parcali yapida,
DNA ve RNA iceren bir nukleus igerir.



Insanda, bazal sitoplazmada inkliizyon cisimcikleri (Charcot-Bottcer kristalleri)
gorulmektedir. Kimyasal fonksiyonlari bilinmemektedir. Son yapilan ¢alismalar,
inklizyon cisimciklerinin lipid transportunda ve Sertoli hicreleri tarafindan

lipidlerin kullaniminda gorevli olabilecegini dugundurmustur.

Sertoli hucreleri birbirlerine Sertoli hucreleri arasi baglanti kompleksi araciligiyla
baglanir. Bu 6zel baglanti zonula okludens ile karakterizedir. Boylece seminifer
tubdl lumeni bazal ve adluminal olmak Uzere iki kompartimana ayrilir. Bu siki
baglantilar, gelismekte olan spermatozoayi otoimmun reaksiyondan koruyan

kan-testis bariyerinin morfolojik temelini olugturur (16).

Sertoli hiicrelerinin gorevleri
Spermatozoa igin gerekli besin ve fiziksel destegi saglar.
Spermatidlerin olgunlasmasinda ortaya gikan sitoplazmik artiklari fagozite eder.

Spermatozoanin seminifer tlbulllerden genital kanallar boyunca tasinmasini

kolaylastiran friktozca zengin bir sivi sentezler ve salgilar.
Kan-testis bariyerini olugturur.

FSH’nin etkisi altinda androjen baglayici protein (ABP) ve FSH’nin sentezini ve
salinimini durduran bir hormon olan inhibini salgilar.
Testikuler transferrin Gretimi ve salgilanmasiyla demir alinimini saglar.

Antimullerian hormon (AMH) sentez ve sekresyonu ile fetal gelisim déneminde

erkek 6zelliklerin belirmesini saglar (12,17).

2.3. SPERMATOGENEZ

Spermatogonyumdan sperm Uretim slrecine  spermatogenez  denir.
Spermatogonyum hdcreleri cinsel olgunluk c¢aginda mitoz boélinmeyle

¢ogalmaya baglar. Boylece yeni hlcreler olusur. Yeni olusan hucreler, A tipi



spermatogonyumlar ve B tipi spermatogonyumlar olmak utzere iki yoldan birini
izleyebilir (15).

insan spermatogonyumlari, nukleuslarin gérinimine gdére 3 tip olarak

siniflandinimistir.

2.3.1. Tip A Koyu Spermatogonyumlar

Seminifer epitelin kok hucreleri oldugu dusunulmektedir. Dizensiz araliklarla
bdllinerek kok hlicre olarak kalan bir ¢ift tip A koyu sermatogonyum veya bir cift

A aclk spermatogonyum olusturur.

2.3.2. Tip A Acgik Spermatogonyumlar

Sperm hdicresini Ureten farklilasma sureciyle ilgilidirler. Arka arkaya birkag

mitotik bolinme gegirip sayilarini artirirlar.

2.3.3. Tip B Spermatogonyumlar

Birkag bolunmeden sonra, tip A spermatogonyumlar farkhlasarak tip B
spermatogonyumlari  olustururlar. Tip B  spermatogonyumlar primer

spermatositlere farklilagir (16).

Primer spermatositler 46 kromozom ve 2n DNA icerir. Bu hucreler
olusumlarindan hemen sonra birinci mayoz bolinmenin profazina girerler.
Birinci mayoz bolunmenin arkasindan sekonder spermatositler olugur. Bunlar 23
kromozom igeren daha kuguk hucrelerdir. Kromozom sayisindaki azalmayla
beraber DNA miktari da 2n’den n’e iner. Bu hucreler hizlica ikinci mayoza
girerler. Sekonder spermatositlerin boélinmesiyle 23 kromozom igeren iki hiicre
yani spermatidler olusur. Birinci ve ikinci mayoz arasinda S fazi (DNA sentezi)
gorulmedigi icin, ikinci bolunmeden sonra her hicredeki DNA miktari da yariya

iner boylece dort adet haploid (n) hiicre meydana gelir (15).
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2) Kep Fazi

Akrozomal vezikul genigler ve buyudr. Cekirdekle temas ettigi yerden baglayarak,
cekirdegin on kismini bir sapka gibi yariya kadar sarar. Akrozomal vezikul

hidrolitik enzimleri son buyuklugune ulagir ve akrozom adini alir.

3) Akrozom Fazi

Akrozom, 6zel bir tip lizozom olarak kabul edilir. icerisinde hyaliironidaz,
akrozin, néraminidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri proteazlar gibi hidrolitik
enzimler bulunur. Oosit plazma membrani ile sperm digs akrozomal
membraninin birlesmesi sonucu hidrolitik vezikuller eksositoz ile dig ortama
salinir. HyalUronidaz enzimi, spermin korona radiata tabakasini gegmesine yol
acarken, akrozin ve tripsin benzeri proteazlar ise zona pellusiday eritir. Boylece
akrozom reaksiyonu olarak bilinen fertilizasyonun ilk basamaginin
gerceklesmesini  saglarlar.  Cekirdedin  distalindeki  sentriolden ¢ikan
mikrotubuller, flagellumu olusturacak olan aksonemi meydana getirir.
Mitokondrilerin, flagellum proksimal pargasini sarmasiyla, spermin motilitesini

saglayacak olan sperm orta pargasi meydana gelir.

4) Matirasyon (Olgunlagsma) Fazi

Spermatidlerin arasindaki protoplazmik kdprilerin ortadan kalkmasiyla olusan
“artik cisimcik” adi verilen fazla sitoplazmik kisimlar vardir. Bu bolgeler Sertoli
hacreleri tarafindan fagosite edilirler. Spermatidde olusacak bir takim
degisiklikler sonucu; seminifer tubul limenine atilan ancak henluz hareket ve

dolleme yetenekleri olmayan, olgun sperm htcresi geligir (19).
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2.5. ERKEK INFERTILITESININ NEDENLERI

Sayisal ve yapisal kromozomal anomaliler, Y kromozomu mikrodelesyonlari,
kistik fibrozis (CFTR genindeki mutasyonlara bagl gelisen otozomal resesif bir
hastalik), vaz deferenslerin bilateral yoklugu, gonadotropin eksikligi, varikosel,
testis tumorleri, ilaglar, sperm otoimmunitesi, sigara igme ve toksinlere maruz

kalma gibi etkenler infertiliteye neden olan etmenlerdir (24).

Erkek infertilitesini degerlendirirken hasta hikayesinin yani sira; semen analizi,
fiziki muayene, hormonal ve genetik testler uygulanmasi énemlidir. Sorunun
saptanmasinda en onemli asamalardan biri de iyi bir aile dykusu alinmasidir
(25).

2.5.1. Tibbi Ozge¢mis

Gecirilmis bazi atesli hastaliklar, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar, cerrahi

girisimler ve travmalar infertiliteye yol agabilir ya da fertiliteyi etkileyebilir (26).

Ayrica alkol, radyoterapi, anabolik steroid, sitotoksik kemoterapi,
hiperprolaktinemi yapan ilaglar, toksik kimyasallara maruziyet yine anamnezde

sorgulanmasi gerekenler arasindadir.
Kendisinin ve esinin onceki fertilite dykusu alinmalidir.

Diger yandan okul basarisi ve mental performansin sorgulanmasi, Klinefelter

olgularinda X kromozomunun sayisal artislarinda énem kazanir (27).

2.5.2. Fizik Muayene

Genital organlarin muayenesini icermelidir. Testis kivami ve volimu, vaz
deferens ve epididimis degerlendirmesi ve varikosel igin fizik muayene dikkatli
bir sekilde incelenmelidir.
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Ayrica sekonder seks karakterlerinin degerlendiriimesi (killanma, jinekomasti

gibi) oldukca 6nemlidir (28).

2.5.3. Temel Semen Analizi

Erkek infertilitesinin degerlendiriimesinde ilk ve temel test semen analizidir.
Semen, 2-5 gunluk cinsel perhiz sonrasi toplanir. Semen toplandiktan bir saat
icinde deg@erlendirme yapilmaldir. Standart semen analizinde dikkat edilmesi
gereken noktalar; sivilasma suresi, viskozite, renk, hacim, PH, konsantrasyon,
motilite, morfoloji, agglutinasyon, yuvarlak hicre sayisi ve immatur germ hucre
sayisidir (27,29).

Diinya Saghk Orgiitii’'ne (WHO, 2010) gére semen analizi degerleri (30)

Tablo 1: Normal sperm parametreleri

Degisken Normal parametre
Semen volumu (ml) >21.5
Total sperm sayisi =239 (milyon)

Sperm konsantrasyonu =215 (milyon/ml)

Total motilite 240 (%)

Progressive motilite 232 (%)

Vitalite =58 (canh sperm, %)
Sperm morfolojisi =4 ( normal formlar, %)
pH >7.2

Peroksidaz-pozitif I6kosit | < 1.0 ( milyon/ml)
MAR testi <50 (%)

Immunobead testi <50 (%)

Seminal ¢inko >2.4 (umol/ejekuilat)
Seminal friktoz >13 (umol/ejekulat)

Seminal noétral

glukozidaz >20 (mU/ejekulat)
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Tablo 2: Semen degiskenlerinin terminolojisi (30)

Terim Anlami

Normozoospermi Referans degerlerle tanimlanan normal ejekilat.
Oligozoospermi Referans degerden dusuk sperm konsantrasyonu.
Astenozoospermi Referans degerden disuk sperm hareketi.
Teratozoospermi Referans degerden diusuk sperm morfolojisi.

Her U¢ degiskenin de referans degerlerinin altinda

Oligoastenoteratozoospermi olmasi.
Azoospermi Ejekulatta hi¢ spermatozoa bulunmamasi.
Aspermi Hic ejekulat elde edilememesi.

2.5.4. Endokrinolojik Degerlendirme

Hormonal degerlendirme igin temel testler; serum FSH, testosteron ve
Ostradiol’dir. Dusuk testosteron varliginda, total ve serbest testosteron
Olcimlerinin tekrari ile ayni zamanda LH ve prolaktine de bakilmaldir. Asiri
yukselmis FSH, spermatogenez bozukluguna isaret etmekle beraber bu
erkeklerin gogunda serum FSH’si normal bulunmaktadir. Testosteron, FSH, LH

ve prolaktin arasindaki iligki klinik durum hakkinda bilgi verir (31).

infertilite sebebi endokrin olarak belirlenen hastalar, hipogonadizm tablosuyla
bagvurur. Tani, normal ya da dusuk FSH, dusuk testosteron ve yuksek prolaktin
duzeyleriyle konur. Esas sebebi saptamak icin ek arastirmalar yapmak gerekir.
Bu hastalar ejekilatuar ya da seksuel disfonksiyon gosterebilir. Bu durumdaki
hastalar; dusik testosteron, ylksek olmayan FSH ya da yuUksek prolaktin

seklinde siniflandirilabilir (9).
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Tablo 3: Serum hormonlari ile erkekte klinik bulgular arasindaki iligki (31)

Klinik Durum FSH LH Testosteron | Prolaktin
Normal

Spermatogenez Normal Normal Normal Normal
Hipogonadotropik

hipogonadizm Dusuk Dusuk Dusuk Normal
Spermatogenez

bozuklugu YUlksek/Normal | Normal Normal Normal
Total testikuler

yetmezlik /

hipergonadotropik

hipogonadizm Yuksek Yuksek Normal/Duguk | Normal
Prolaktin salgilayan

hipofiz timoru Normal/Dusuk |Normal/Dusuk | Dusuk Yuksek

2.5.5. Genetik Degerlendirme

Erkek infertilitesine yol acan nedenlerden bir kismi sonradan olusabilecegi gibi

bir kismi

da genetik kokenlidir.

Ozellikle siddetli

oligozoospermik ve

azoospermik vakalarin etyolojilerinde genetik bozukluklar (cinsiyet ve otozomal

kromozomlarda meydana gelen sayisal ve yapisal bozukluklar) énemli bir yer

tutar.
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Azoospermi ve siddetli oligozoospermi ile gorilen genetik bozukluklarin sperm
yapimini ve spermin tasinmasini engellemesi infertiliteye neden olabilir. Erkek

infertilitesi ile ilgili dort genetik faktor bilinmektedir:

1. izole spermatogenez defekti yapabilen Y kromozom mikrodelesyonlari.

2. Konjenital vaz deferens yoklugu ile baglantili kistik fibrozis gen
mutasyonlari.

3. Testikuler fonksiyonlarda bozulmaya yol agcan kromozom anomalileri.

4. Sperm fonksiyonlarini direkt etkileyen genetik sendromlar (32).

2.6. ERKEK GENITAL KANALIN HORMONAL KONTROLU

Sertoli ve Leydig hucrelerinin fonksiyonunu dizenleyen hormonlar FSH ve
LHdir. FSH, Sertoli hucrelerinden inhibin ve aktivin Uretimini baslatirken;
inhibin, hipotalamus, hipofizyal FSH salinimi Gzerine negatif feed-back etkisi

yapar. Aktivin ise ters bir etkiye sahiptir.

Hipofizin deneysel c¢ikarilmasi (hipofizektomi) ardindan spermatogenezin
duraklamasi gdstermistir ki, FSH ve LH spermatogenez lzerinde vazgecilmez

bir etkiye sahiptir.

Sertoli hlcreleri tarafindan sentezlenen ABP, FSH tarafindan uyarilir. ABP,
androjenleri  (testosteron ya da dihidrotestosteron) baglar. Gelisen
spermatogenetik hucrelerin gevresinde ABP-androjen kompleksi gelisir. Bdylece
ABP, yuksek androjen seviyelerini saglamis olur. Bu kompleks, epididimise

tasinir.

Sertoli hicreleri testiste U¢ ana salgisal protein Uretir. Bunlar; inhibin, aktivin ve
ABP’dir. Fetal Sertoli hiicreleri de Mullerian inhibe edici madde (MIS) sentezler

ve salgilar.

LH, Leydig hucrelerinde testosteron sentezini uyarir. Testosteron ve 5 a-
rediktaz ile testosteronun indirgenme metaboliti olan dihidrotestosteron, ayni

androjen reseptortne tutunur.
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Androjen reseptorii steroid-tiroid-retinoik asit reseptoérlerinin  Uyesidir. Ug

birimden olusur:

1) DNA baglayici birim (androjen-yaniti veren elemani tanir).
2) Transkripsiyon faktorleri baglayici birim.

3) Androjen baglayici birim.

Androjen reseptorinde, X kromozomundaki bir gen tarafindan kodlanan
bozukluk, androjen duyarsizligi sendromunun (AlS, testikller feminizasyon
olarak da bilinir) sebebidir. Bu kisilerdeki semptomlarin siddeti, androjen
reseptorinin kismen veya tamamen androjenleri baglama yetersizligine bagl

olarak degisir.

LH’nin salinimina, testosteron negatif feed back etkisi gosterir. Dolasim kaninda
bulunan asin testosteron, anteriyor hipofizden LH salinimini engeller.
Testosteron seminal veziklllerin fonksiyonunu uyarir. Dihidrotestosteron ise

prostat bezi Uzerine etki eder.

LH; prolaktin, Leydig hicre fonksiyonunu dizenlerken, prolaktin, LH
reseptorinin gen ekspresyonunu duzenler. LH’ nin en dnemli gorevi testosteron
uretiminden sorumlu olmasidir. Hiperprolaktinemi, gonadotropin salinimini ve
testisteki etkisini azaltir. Boylece erkek ureme fonksiyonunu baskilar. Asiri
prolaktin, Leydig hicrelerinden androjenlerin Uretimini ve spermatogenezi

azaltabilir. Ayrica erektil disfonksiyon ve infertiliteye yol acabilir (33).
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sorun pretestikiler, hipotalamus ve hipofiz aksi normal fakat testislerden
kaynaklanan sorun testikuler, ejekulatuar disfonksiyon ya da rete testis ile
ejekulator kanal arasinda bir tikkanma kaynakli sperm iletiminden kaynaklanan
sorun ise posttestikiler sebepler olarak tanimlanir. Bu siniflama sayesinde
hastanin, OA ya da NOA oldugu konusunda bilgi sahibi olup, tedavi bu sekilde
planlanabilir (37,38).

a. Pre-testikiler Azoospermi

Bu hastalarda sebep, sperm uretimi icin yeterli miktarda hormon saliniminin
olmamasidir. Bu hastalar, gonadotropinlerin kullanimi ile medikal yolla tedavi

edilebilir.

b. Testikliler Azoospermi

Bu hastalarda sperm uretimi hi¢ olmayabilir ya da ejekulatta gorilebilecek kadar
yeterli sperm dretimi yapilamamaktadir. NOA grubunda testisler normal veya
kiguk ve FSH seviyesi normalin Uzerindedir. Hipergonadotropik hipogonadizm
ile de karakterizedir. NOA’ da gonadotropin, normal seviyelerde olabilir. Bu
yuzden testis yetmezliginin ayirici teshisi icin altin standart testis biyopsisidir.
Biyopsi sonucuna gore; hipospermatogenez, maturasyon arresti, germ hucre
aplazisi, Leydig hucre hipertrofisi veya tiubuller hyalinizasyon yetmezligi

kanitlanmig olur (39).

Ayrica NOA'nin sebepleri arasinda; anorsi, edinsel testiste travma, testis
torsiyonu, inmemig testis, Klinefelter sendromu, orsit, radyasyon, Isi1 ve
gonatoksik ajanlar gibi eksojen faktorler, karaciger sirozu ve bdbrek yetmezligi
gibi sistemik hastaliklar, testis tumorleri, varikosel, cerrahi girisimler ve idiopatik

sebepler yer alir (40).
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c. Post-testikiiler Azoospermi

Bu hastalarda normal testikliler spermatogenez olmasina ragmen, sperm
atimini saglayan kanallarda tikaniklik vardir. Bu sebeple, ejekulatta hig sperm
hicresi bulunmaz. Bu bozukluk konjenital olabilir. Bilateral vas deferens
yoklugu, idiopatik epididimal obstruksiyon, orsiepididimit, vazektomi sonrasi
veya vazektomi dizeltme operasyonunda basarisizlik, vas deferens veya

epididim hasarlarina neden olabilecek diger nedenler arasindadir.

Konjenital reprodiuktif kanal yoklugu erkeklerde Kkistik fibrozis (CF) gen
mutasyonu tasima olasihigi yiksek oldugundan, bu giftlerde kadinlarda da kistik

fibrozis gen mutasyonu analizi 6nerilmelidir.

Bu gruptaki hastalar normal testis boyutlari ile birlikte normal gonadotropin
seviyeleri ile karakterize olan OA’ll olarak siniflandiriidiklari igin retrograt

ejekulasyon da g6z ardi edilmemelidir (39).

2.8. TESTIKULER BiYOPSI

Testis biyopsisi, OA ve NOA'y! ayirt edecek belirgin faktorleri (normal FSH ve
normal testis volumu) bulunmayan hastalarda uygulanan bir yontemdir. NOA
klinik bulgulari bulunan ve ICSI uygulamasina karar veren hastalarda tedavi
surecinin bir parcasi olarak testis biyopsisi uygulanabilir. Spermatogenenez
fokal olabilecegi icin bu olgularda bir ya da daha fazla seminifer tibulde sperm
hicresi bulunurken digerlerinde bulunmaz. NOA bulunan erkeklerin yaklasik
%50-60’Inda sperm hucresi iceren seminifer tubuller bulunur. Bu hucreler ICSI

icin kullanilabilir.

Bu yontem acik biyopsi, perkutan testikuler biyopsi ve testikller ince igne
aspirasyonu olarak ¢ sekilde uygulanabilir (41,42).

Testis biyopsisi sonucuna gore degerlendirme sekilleri sdyledir:
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a. Normal Spermatogenez

Yapilan biyopsi incelemesine gore, seminifer tibullerde spermatogeneze ait
butin germ hucreleri gorulur. Bu tip hastalarin ejekulatlarinda sperm hucresine

rastlanamamasi sperm kanallarinda bir tikaniklik oldugunu duasundurar.

b. Matiurasyon Arresti

Tum seminifer tubullerde germ hicre arrestine bagli spermatogenezin
inkomplet olusudur. Spermatid, spermatosit ve spermatogonyal evredeki

hicreler ayri ayri gdzlenebilir. Azoospermi ile sonuglanir.

c. Sertoli Cell Only Sendromu (SCOC)

TubulUslerde sadece Sertoli hicreleri bulunur. Ancak yardimla dreme olanaksiz
degildir. Clnkl bazi izole tibullerde spermatogenez bulunma ihtimali vardir. Bu

olgularda ylksek plazma FSH ve dusuk inhibin B dizeyi mevcuttur (9).

d. Hipospermatogenezis

Matir sperm de dahil olmak Uzere spermatogeneze ait butun evreleri igerir.
Fakat normospermik olgulara gére germ hucrelerinde azalma s6z konusudur
(43).

2.9. AZOOSPERMIDE CERRAHI SPERM ELDE ETME TEKNIKLERI

2.9.1. Mikro Epididimal Sperm Aspirasyon (MESA)

Spermatogenezin normal oldugu, fakat bilateral vas deferens yoklugu ve diger
dizeltiimemis obstruktif olgularda MESA tercih edilen bir tekniktir. Cerrahi
suresi testikuler sperm aspirasyonundan (TESA) daha uzun slrer. Ameliyat

mikroskobu kullanilarak, acik cerrahi uygulanir. lyilesme siireci TESA’ya gore
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daha uzun surer. NOA’'da sonug¢ alinmadigi igin tercih edilmez. Efferent
kanallarda motil spermlerin ¢okga bulundugu gosterilmistir. Bu amagla bolca
sperm edilecedi icin hem tedavi hem de spermleri dondurma amaciyla
uygulanir. Bu avantaji ile TESA’dan daha tercih edilir bir uygulamadir. Ayni

seansta tikanikhgi gideren uygulamalar da yapilabilir.

2.9.2. Perkitan Epididimal Sperm Aspirasyonu (PESA)

Epididimden kapali cerrahi yoluyla sperm aspire edilmesi islemidir. NOA’da
kullanilan bir ydntem degildir. Obstraktif olgularda igne ile kdrlemesine girilmesi
sonucu kanama hematom riski yuksek oldugu icin PESA islemi uygulanirken
ayni seansta tikaniklia midahale edilemez. Dolayisiyla TESA daha tercih edilir

bir yontemdir. Gebelik oranlarina bakilinca acgik cerrahiye goére daha dusuktar.

2.9.3. Testikiiler Sperm Aspirasyonu (TESA)

Testisten kapali cerrahi yolla sperm aspire edilmesi islemidir. Sperm bulma
sansi ylUksek olan hastalarda tercih edili. NOA'da tercih edilebilir. Fakat
obstruktif olgularda gebelik oranlari daha fazladir. En sik komplikasyonlart;

hematom, testis ve epididim yaralanmalaridir.

2.9.4. Mikro Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu (mikro TESE)

NOA olgularinda testisten sperm elde edilmesinde ilk tercih edilecek cerrahi
yontemdir. Mikroskop altinda normal seminifer tubdller bulunarak segilir.
Bdylece hastadan sperm bulma sansi artmis olur. Agik cerrahi uygulandigi igin
islem uzun surer. Bu yuzden genel anestezi gerekebilir. Bol miktarda sperm
eldesi mumkuin oldugundan dondurmak igin de uygun olabilir. Diger onemli
Ozelligi ise  dokularin  histopatolojik inceleme sansinin  olmasidir.
Spermatogenezi gosteren tubuller sadece Sertoli hiicresi igeren tubullere gore

daha genis goralur. Bu farkhlik ameliyat mikroskobu ile kolayca saptanir (44).
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2.10. ERKEK INFERTILITESINDE GENETIK FAKTORLER

Erkek infertilitesinde genetik faktorler % 15-30 oraninda sorumludur. PGT
uygulamasi ile etiyolojik faktorlerin saptanmasi, olgularda izlenecek yolun
belirlenmesi ve genetik anomalilerin sonraki kusaklara aktariimasini énlemek
amaciyla onemlidir. Boylece, tedavinin yonlendiriimesi ve bazi olgularda

tedaviden vazgecilmesi gibi kararlarin alinmasi agisindan yol gosterici olacaktir.

2.10.1. Kromozomal Anomaliler

Infertil erkeklerde kromozomal anomali orani yaklagik %5'tir. Azoospermik
olgularda ise bu oran %15 kadardir. En sik gdézlenen kromozomal dizensizlikler
ise kromozom sayi anomalileridir. NOA olgularinda da sayisal anomaliler
cinsiyet kromozomlariyla alakalidir. Klinefelter sendromlu olgularda oldugu gibi,
bu olgularda uretilen spermlerin anormal kromozom igerikleri, sonraki kusaklara
aktarilabilmektedir. Kromozomal anomaliler, oligozoospermilerde %5, siddetli
oligozoospermi ve azoospermilerde ise %10 oraninda gdzlenmektedir. 46 XY
ve 47 XXY gibi mozaik yapiya sahip olgularda %74 oraninda ejekulat spermi ve
testikiler sperm bulma olasiigi bildirilmigtir. Diger taraftan non-mozaik
olgularda ise %25 oraninda sperm bulunabildigini bildiren ¢aligmalar vardir. Bu
olgularda ICSI'de secilen spermlerde andploidi riski olabilecegi ve bu sebeple
PGT endikasyonu bulundugunu bildiren calismalar mevcuttur. Bununla birlikte
farkh gruplarin yaptiklari ¢alismalarda bu olgularda uretilen spermlerin 6ploid
germ hdcrelerinden gelistigi ve normal kromozomal yapiya sahip oldugu ve
boylece normal saglikli dogumlar elde edilebildigi ileri surtlmustur. Erkek
infertilitesine neden olan diger faktér kromozomal translokasyonlardir. Otozomal
translokasyonlar normal populasyona gore infertil erkeklerde 4-10 kat fazla
goOrulmektedir. Robertsonian tipi translokasyonlar; 13, 14, 15, 21 ve 22.
kromozomlarin ¢ok kiguk olan kisa kollarinin birlesmesiyle olusur ve infertil
erkeklerde %0,8 oraninda gdzlenir. Bu oran normal popllasyona gore 9 kat
fazladir. Robertsonian tipi translokasyonlar, oligozoospermik olgularda %0,09,

azoospermik olgularda da %1,6 oranindadir. Bu bireyler fertil ya da infertil
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olabilirler. Ancak hem fertil olgularda, hem de ICSI uygulanan infertil olgularda
fetal andploidi agisindan risk altinda olabilecegi i¢in prenatal veya PGT igin
dikkate alinmahdir (45).

2.10.2. Y Kromozomu ve Erkek infertilitesi

Tiepolo ve Zuffardi (1976), yapmis olduklari bir ¢alismada azoospermik
erkeklerin altisinda Y kromozomunun uzun kolunda bir kayip oldugunu fark
etmistir. Bunun Uzerine Y kromozomunun uzun kolunda spermatogenez igin
gerekli olan bazi gen lokuslarinin oldugunu ileri surmusleridir. Bu ¢alismadan
sonra yapilan arastirmalarda Y kromozomu mikrodelesyonlarinin tespiti icin
molekuler analiz yontemleri uygulanmaya baslanmistir. PCR teknigiyle birlikte Y
kromozomu Uzerindeki genleri gosteren bir haritalama sistemi ortaya ¢ikmigtir.
Cogu calisma, azoospermik veya gsiddetli oligozoospermik erkeklerin % 4-
14’Gnun bir Y kromozomu mikrodelesyonuna sahip oldugunu ve bunun erkek

infertilitesine blylk katkida bulundugunu gostermistir (46).

AZF Dbolgesi, azoospermik faktor bodlgesi olarak tanimlanir. Bu bdlge,
spermatogenezle dogrudan baglantiidir. Ug tip AZF bélgesi tanimlanmistir.
AZFa ve AZFb komplet tip bodlgelerindeki delesyonlarda sperm bulma ihtimali
olmamakla beraber AZFc bdlgesine ait delesyonlarda % 50 ihtimalle sperm
bulma sansi vardir. idiopatik azoospermik vakalarda %15-20, idiopatik
oligozoospermik vakalarda ise %7-10 oraninda Y kromozomu mikrodelesyonlari
goOrulmektedir. Bundan dolayr NOA ya da siddetli oligozoospermik vakalarin
tamamina ICSI yapilmadan 6nce Y kromozom mikrodelesyon testi yapiimalidir.
Bu hastalarin tim erkek cocuklari da infertil olacagindan c¢iftler bu durumu

bilerek isleme baslamalidir (47).
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spermlerin varlhigi, spermin normal haploid kromozomal yapiya sahip oldugunu

gostermeyebilir (50).

FISH analizi, florokromlarla isaretlenmis kromozom spesifik DNA problarinin,
hedef kromozomlar Uzerindeki tamamlayici DNA dizilerine hibridizasyonu ve
bunu takiben floresan mikroskop altinda baglanmis olan problarin saptanmasini
icerir (49).

FISH teknikleriyle erkek germ hucrelerinin analizi énemli 6l¢glide artmaktadir.
Bdylece, infertil erkeklerin degerlendirmesine FISH analizi de dahil edilmistir.
Testikuler doku Uzerinde veya semende FISH tekniginin kullaniimasi ile tim
spermatogenetik surecin ayrintili bir sitogenetik analizi yapilmaktadir. Bdylece
tim mayotik slrecin ve mayotik anomalilerin sonuglarinin daha yi

anlasilabilmesine imkan vermektedir (51).

Geleneksel FISH analizinde en fazla iki renk algilama (kirmizi floresan bir
florokrom ve yesil floresan bir florokrom) kullanilirdi. Floresan goruntulemedeki
gelismeler ve daha kalici florokromlarin  (boyalarin)  gelistiriimesi,
arastirmacilarin bir deneyde birgok farkli DNA probu kullanmalarini saglamistir.
Bu, lokusa spesifik problarin ve kromozom boyalarinin hepsini veya
kombinasyonunu igerebilir. Arastirmacilar igin en énemli getiri, ayni numuneden
hazirlanan birden ¢gok numune Uzerinde ayri deneyler gerceklestirilebilmesidir.
Multicolor FISH analizleri icin genel terim M-FISHtir (52).

M-FISH, sperm andploidilerinin dogru bir sekilde degerlendiriimesine olanak
saglamakla beraber cinsiyet kromozomlari ve otozomal kromozomlarin (1, 3, 18
ve 21. kromozomlar) incelenmesini de saglar. Siddetli oligozoospermik ve
azoospermik hastalarin testikuler ya da semen orneklerinde birkag¢ bin hiucrenin

yani sira ¢gok daha az sayida hucrenin analizine de imkan saglamaktadir (53).

Birgok infertil erkekte anormal karyotipe bagli olarak yetersiz sperm uretimi s6z
konusudur. Sayisal ya da vyapisal gonozomal anomaliler (XXY ve Y
dizenlemeleri ) ve yapisal otozomal anomaliler (resiprokal ve robertsonian

translokasyonlar) azoospermik ve oligozoospermik erkeklerde sik¢a karsilagilir.
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Kromozom analizi ile translokasyon tasiyiciliklari tespit edilebilmekle beraber, Y
kromozomunun uzun kol mikrodelesyonlari gesitli molekuler genetik testler ile
belirlenmektedir. Ozellikle normal karyotipte fakat anormal sperm sayisina sahip
olgularda anéploidi ve/veya diploidi oraninda artis dikkat cekmektedir. Bu artis
ozellikle seks kromozomlarinda dizomi egilimi olarak gorilmektedir. Ozellikle 40
yas Ustl siddetli oligozoospermik vakalarda bu durum daha sik goze
carpmaktadir. 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarindan kaynaklanan dizomi

sikliginin sperm sayisi ve motilitesi ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir (54).

Azoospermik erkeklerde ise bazi otozom ve X/Y kromozom dizomilerinin ¢ok

daha yuksek oranlarda saptandigi bilinmektedir (55).

Sperm FISH analizi ile mayotik bir kusur belirlenmisse bu bilgi ¢ifte, dogrudan
ureme sagligi, klinik tablo ve c¢iftin belki de PGT se¢gmesine yardimci olacaktir.
Sperm FISH testi sonucunda anomaliler olan giftlerin her zaman aile
planlamasindaki riskleri, faydalari ve alternatifleri daha iyi anlamak icin genetik

danismana yoénlendirilmelidir (50).
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3.2. METOD

3.2.1. Materyal Se¢imi

Calismamizda olgu grubu, Ufuk Universitesi Tip Fakdltesi Uroloji Anabilim
Dal’'na infertilite sebebiyle bagsvuran ve azoospermi tanisi alan bireylerden
secilmistir. 30 adet azoospermik erkek bu calismaya dahil edilmistir. Calisma
Ooncesi tim bireyler bu calisma hakkinda bilgilendiriimis olup onam formlari

imzalatiimistir.

Tum hastalarin ayrintili dykuasu alinip, fiziki muayeneleri yapildiktan sonra,
hastalardan alinan kan oOrneklerinden hormon analizleri  biyokimya
laboratuvarinca yapiimistir. FSH, LH, Total Testosteron ve Prolaktin hormonlari
incelenmis. Ayni zamanda, bu hastalardan alinan semen 6rnedi mikroskop
altinda incelenmis, sperm hicresi saptanmayan semen Ornegine yikama
islemleri yapilmig olup ardindan hazirlanan preparatlara FISH protokoll

uygulanmigtir.

Tedaviyi takiben, hormon parametrelerindeki dizelmeler ve semende uygulanan

multicolor FISH analizi ile haploid yapida hucre varligi arastiriimigtir.

Elde edilen veriler SPSS istatistik programiyla degerlendirilmistir. Sonuglarin
istatistiksel olarak, hormon tedavisinin spermatogenez uzerinde dogrudan

etkisinin olup olmadigi aragtiriimistir.

3.2.2. Multicolor FISH Analiz Protokolinun Hazirlanigi

Sperm Numunelerinin Hazirlanmasi
» Hasta tuplerinin Uzerine hastanin adi soyadi, tarih, materyal adi yazilir.

= 15 ml’lik hasta tuplerinin igcerisine konulan 2,5 ml RPMI 1640 (kalttr

medyum) Uzerine 1 ml érnek eklenir.
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= 1000 rpm’de 10 dk santrifuj edilir.

» Sdpernatant atilarak 5 ml oda i1sisindaki 0.075 M KCC pellete eklenir ve
vortekslenerek 37 °C’de 10 dakika inkube edilir.

= Sdlre bitiminde falkon tip vortekslenirken 1 ml 20 °C'de sodutulmus

fiksatif damla damla ilave edilir.
= 1000 rpm’de 10 dk santrifuj edilir.
» Slpernatant atilarak, 5 ml fiksatif pellete eklenerek vortekslenir.

» Santriflij, aspirasyon, fiksatif ekleme ve tekrar santriflj islemi 6rnek

temizlenerek seffaf hale gelene kadar 3 ila 5 kez tekrar edilir.

=  Temizlenmis numune 0,5 ml fiksatif icerecek sekilde -20 °C’ye kaldirilir.

Numunelerden Hazirlanan Fiksatif Orneginin Yayma islemi

*» Yayma islemi yapilacak ortam nem % 45-50 ve sicakhgi 19-22 °C olacak

sekilde ayarlanir.

» Yayma yapilacak lam Uzerine hasta adi soyadi ve cgalisilacak test bilgisi

yazilir.

* Yayma vyapilacak bolge elmas ucglu kalem ile lamin alt ylzeyinden

isaretlenir.

= [saret konulan buzlu lam lizerine hasta fiksatifinden tek damla damlatilir

ve kurumaya birakilir. Bu agamada lamlar uzun sure bekletilebilir.

Denatiirasyon
= Saleler igindeki denaturasyon solisyonu oda sicakligina getirilir.

= Lamlar 5 dakika denatlrasyon solusyonunda bekletilir.



33

Lamlar daha sonra 2 dakika %70 etanol, 2 dakika %90 etanol ve 2 dakika

%100 etanol serilerinde bekletilerek dehidrate edilir.

Prob karigiminin hazirlanmasi

Her hedef bdlge igin ortam sicakhiginda bir mikro santrifij tipane 7 pl
hibridizasyon tamponu, 1 pl prob, 2 ul distile su seklinde prob miksi

hazirlanir.

Tdp 1-3 saniye santriflj edilerek vortekslenir ve kullanimindan &énce

tekrar santrifuj edilir.

Hibridizasyon

Lamlar %100 Etanol solisyonundan cikarilir.
Lamlar disarida kurutulur.

Hedef alaninin boyutuna gore prob karisimi uygulanir ve hemen 18x18

mm ebadindaki lamel kapatilir.
Lamel elastik kapaticilarla (rubber cement) ortalir.
7311 derecedeki isiticida 5-10 dk bekletilir.

Lamlar énceden 37 °C’de isitiimis kagit mendille nemlendirilmis kutuya

yerlestirilir ve kutu 6-16 saat 37 °C’de inkubatdrde bekletilir.
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Lamin Yikanmasi

Hizli Yikama

» Hizh yikama igin bir saleye 0,4 XSSC/%0,3 NP-40 solusyonu eklenir ve
kullanimdan 6nce 30 dakika 73+1 °C su banyosunda bekletilir. 1 gun

kullanip atilir.

» Dort lam ayni anda yikanir dortten az lam varsa toplam dort olacak

sekilde oda sicakhigindaki bos lamlar eklenir.

» Dordincu lam batirildiginda sure dlgmeye baslanir. Birinci lamdan lamel
cikarilir ve yikama sollsyonu iginde 1-3 saniye kadar lamlar sallanir.

Diger lamlarla tekrarlanir.

» Lamlar 2 dakikadan sonra cikarilir.

Standart Yikama

» Standart yikama igin bir saleye 2 XSSC/%0,1 NP-40 baska bir saleye de
0,4 XSSC solusyonu eklenir ve ortam sicakliginda kullanilir. 1 gln

kullanip atilir.
» Lamlar 0,4 XSSC solisyonuna batirilir. 15-20 saniye kadar bekletilir.

= Lamlar 2 XSSC/%0,1 NP-40 sollisyonuna batirilir. Yikama sollUsyonu
icinde 15- 20 saniye kadar bekletilir.

Hibridizasyon Goriintiileme
= |am karanlkta havada kurutulur.

» Lamin hedef bolgesine 10 pyl DAPI uygulanir ve lamel yerlestirilir.
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3.2.3. Sonuglarin Analizi ve Degerlendirilmesi

Interfaz FISH yontemi ile analiz edilecek preparatlarda DAPI boyasinin
belirledigi nukleus sinirlarinda saptanan spot, dagimamig, diffiz olmamis,
belirgin olan sinyaller degerlendirmeye alinir. Ozellikle tek tek disen ve
uzerlerinde herhangi bir kirlilik bulunmayan hucreler degerlendirmeye alinir.
DAPI sinirlari belli olmayan, pargalanmis nukleus gorintusu veren sinyallerin
sayllamayacak derecede dusuUk intensitede oldugu hucreler degerlendirmeye

alinmamalidir.
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4. BULGULAR

Azoospermi nedeni ile mikro TESE islemi yapilan ve sperm hucresi elde
edilemeyen, daha once medikal tedavi hikayesi olmayan hastalar

degerlendirildi.

6 aylik hCG 5000 IU tedavisi (haftada bir defa sc.) ardindan yapilan hormonal
degerlendirme ve FISH analizi sonuglarina gore; FISH incelemesinde haploid
hicre tespit edilen 15 hastanin hormonal dederleri (FSH, LH, Total Testosteron,
Prolaktin), bu incelemede haploid hlcre tespit edilmeyen 15 hasta ile

istatistiksel olarak karsilastirildi.

Haploid hucre tespit edilen hastalarin yaslari 25-44 aralidinda ve median yas 34
olarak bulundu. Diger grubumuzda yas araligi 29-49 ve median yas 37 idi ve iki

grubun istatistiksel farki olmadigini gérduk (p=0,32) (Tablo VIII).

Haploid hicre tespit edilen grupta FSH analiz sonuglar 4.56- 25,28 mlU/mL
araliginda, median degeri 9,24 mIU/mL olarak hesaplandi. Bu deg@erler haploid
hicre tespit edilemeyen ikinci grupta 3,12- 11,88 mIU/mL araliginda ve median
degeri de 10,87 mlU/mL olarak izlendi ve bu iki grup arasinda istatistiksel fark
saptanmadi (p= 0,30). Bu sonug ile azoospermi nedeni ile hCG tedavisi
uygulanan hastalarda, FSH incelemesinin, haploid hicre ¢ikmasi agisindan

anlamli bir gosterge olmadidi sonucuna vardik (Tablo 1V).
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Tablo IV: iki grubun karsilastirilan FSH degiskenlerinin dokiimantasyonu

YAS FSH

min. 25 4,56

GRUP | max. 44 25,8
med. 34 9,24

min. 29 3,12

GRUP II max. 49 11,88
med. 37 10,87

P degeri 0,32 0,30

Grup I: FISH inceleme sonucunda Haploid hlcre tespit edilen hastalar.

Grup Il: FISH inceleme sonucunda Haploid hlcre tespit edilemeyen hastalar.

LH incelemelerine bakildiginda haploid hicre tespit edilen grupta degerler 0,08-
16 mIU/mL arahdinda ve median degeri 5,1 mIU/mL iken, haploid hucre tespit
edilemeyen grup icin LH degerleri 1,13-23,3 mlU/mL araliginda ve median
degeri 9,1 mIU/mL idi. Gruplar arasinda haploid hicre tespit edilmesi agisindan

LH degerlerinin istatistiksel olarak farkh olmadigi gorildi (p=0,37) (Tablo V).

Tablo V: iki grubun karsilastirilan LH degiskenlerinin dokiimantasyonu

YAS LH
GRUP | min. 25 0,08
max. 44 16
med. 34 51
GRUP I min. 29 1,13
max. 49 23,3
med. 37 9,1
P degeri 0,32 0,37

Grup I: FISH inceleme sonucunda Haploid hiicre tespit edilen hastalar.

Grup II: FISH inceleme sonucunda Haploid hlcre tespit edilemeyen hastalar.
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Haploid hucre tespit edilen grupta Prolaktin analiz sonuglari 4- 20,5 ng/mL
araliginda, median degeri 8,9 ng/mL olarak hesaplandi. Bu degerler haploid
hicre tespit edilemeyen ikinci grupta 4,46-28 ng/mL araliinda ve median
degeri de 14 ng/mL olarak izlendi ve bu iki grup arasinda istatistiksel fark
saptanmadi (p= 0,10) (Tablo VI).

Tablo VI: iki grubun karsilastirilan Prolaktin degiskenlerinin

dokiimantasyonu
YAS PROLAKTIN
GRUP | min. 25 4
max. 44 20,5
med. 34 8,9
GRUP I min. 29 4,46
max. 49 28
med. 37 14
P degeri 0,32 0,10

Grup I: FISH inceleme sonucunda Haploid hlcre tespit edilen hastalar.

Grup II: FISH inceleme sonucunda Haploid hlcre tespit edilemeyen hastalar.

Total Testosteron incelemelerine bakildiginda haploid hlicre tespit edilen grupta
degerler 1,37-11,88 ng/mL araliinda ve median degeri 4,33 ng/mL iken,
haploid hucre tespit edilemeyen grup igin Total Testosteron degerleri 1,83-13
ng/mL araliginda ve median degeri 3,89 ng/mL idi. Gruplar arasinda haploid
hlcre tespit edilmesi agisindan Total Testosteron degerlerinin istatistiksel olarak
farkh olmadigi goruldu (p=0,96) (Tablo VII).
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Tablo VII: iki grubun karsilastirilan Total Testosteron degiskenlerinin

dokiimantasyonu
YAS T.TESTOSTERON

GRUP | min. 25 1,37

max. 44 11,88

med. 34 4,33
GRUP Il min. 29 1,83

max. 49 13

med. 37 3,89
P degeri 0,32 0,96

Grup I: FISH inceleme sonucunda Haploid hlcre tespit edilen hastalar.

Grup Il: FISH inceleme sonucunda Haploid hucre tespit edilemeyen hastalar.

Veriler SPSS (for Windows, surim 14.0, SPSS Inc. Chicago, lllinois, Amerika
Birlesik Devletleri) kullanilarak analiz edilmistir. iki grubun diger kategorik

degiskenler ile kargilastirlmasinda Mann Whitney U testi kullanildi.

Bu bulgular 1siginda, azoospermik hastalarin medikal tedavilerinin takibi
sirasinda, yapilan FISH incelemelerinde haploid hlcre gorilmesi igcin hormonal
incelemelerin kesin bir gosterge olmadigl sonucuna vardik. Bu hastalarin
takibinde hormonal ve FISH incelemelerinin birlikte yapilmasinin daha uygun
olacagi, bu iki inceleme kaleminin birbirine alternatif olamayacagini

degerlendirdik.

Daha yuksek hasta sayilari ve daha uzun takip araliklarinda, c¢alismanin
tekrarlanmasinin, sonuca destek olmasi agisindan 6nemli olacagini

dusunuyoruz.
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Tablo VIII: iki grubun karsilastirilan degiskenlerinin dokiimantasyonu

YAS FSH LH PROLAKTIN | T.TESTOSTERON

GRUP | min. 25 4,56 0,08 4 1,37
I max. |44 25,8 16 20,5 11,88

med. |34 9,24 51 8,9 4,33
GRUP | min. 29 3,12 1,13 4,46 1,83
Il max. |49 11,88 |23,3 28 13

med. |37 10,87 |91 14 3,89
P 0,32 0,30 0,37 0,10 0,96
degeri

Grup I: FISH inceleme sonucunda Haploid hlicre tespit edilen hastalar.

Grup II: FISH inceleme sonucunda Haploid hicre tespit edilemeyen hastalar.
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5. TARTISMA

Ufuk Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalr'na infertilite nedeniyle
basvuran ve azoospermi tanisi alan 30 adet olgunun, medikal tedavi sonrasi
hormon degerleri, semende multicolor FISH analizi sonuglari ve tedavinin

spermatogenez Uzerindeki etkisi tartisilacaktir.

Erkek uUreme hucreleri embriyonik ektodermden koken alirlar. Yenilenme ve
farkhlasma 6zelligi olan hicrelerdir. Spermatogonyumdan spermatozoaya kadar
gecgen baslica iki asama vardir. Diploid yapidaki spermatogonyumun haploid
yapidaki spermatide ulastigi asama (spermatogenez) ve spermatidin morfolojik
degisim gecirerek olgunlastigi asamadir (spermiyogenez). Spermatogenez
sirasinda hicre mitoz ve mayoz bolinmeler gecirir. Germ hucreleri, testisteki
seminifer tlbdllerde, Sertoli hicrelerinin arasinda bulunur. Mitoz bélinme, geg
embriyonik donemde duraklar. Dogumdan sonra ise devam eder. Devamindaki
mayoz bolunme ile ilk asamada, diploid genoma sahip spermatogonyumdan
sekonder spermatositler olusur. Mayozun ikinci evresinde ise sekonder
spermatositlerlerden dort adet haploid genoma sahip ancak henlz

olgunlasmasini tamamlamamig hucreler meydana gelir (56).

Mayotik kromozom bozukluklari, germ hucrelerinde goérilen ve somatik
karyotipte saptanamayan, erkek infertilitesine neden olan anomalilerdir. Bu
mayotik hatalar oligozoospermi, azoospermi ve sayisal kromozom

anomalileriyle kendini gosterir (57).

Huang ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir c¢alismada, anormal
spermatogenezi olan infertii hastalarin germ hicreleri ile  normal
spermatogeneze sahip OA hastalari kiyaslanmistir. 146 tubulde toplam 9309
germ huicresi analiz etmiglerdir. Bes normal spermatogeneze sahip olguda
skorlanan 2.542 hucrenin %81,4°G haploid, %15,6’s1 ise diploid yapida
saptanmigtir. Anormal spermatogeneze sahip vakalarda ise haploid yapilarin

genel frekansi dusik saptanmigtir. Normal kontrol vakalarina kiyasla, g
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anormal grubun timudnde diploid yapilarin genel sikhdinda artis gorulmuastar
(58).

H. Martin ve arkadaslari, NOA'll U¢ erkekten elde edilen testikller sperm
hicrelerinde multicolor FISH yontemi ile 13, 21, X ve Y kromozomlarinin
anoploidi frekanslarini incelemisleridir. 34-37 yas araliginda normal FSH
konsantrasyonlari ve 46 XY somatik karyotipleri olan erkekleri arastirmaya dahil
etmigler, U¢ infertil erkekten toplam 3324 spermatozoa incelemislerdir. A
hastasindan 1035, B hastasindan 400 ve C hastasindan 100 spermatozoa 13
ve 21. kromozomlar, A hastasindan 214, B hastasindan 1236 ve C hastasindan
ise 329 spermatozoa cinsiyet kromozomu hibridizasyonu acisindan analiz
etmislerdir. 18 normal kontrol grubundan alinmis olan ejekulatlardaki 363.157
spermatozoanin sonuglari ile karsilastirmiglardir. Sonuglara bakilinca 6zellikle A
hastasinin anodploidi sikligini  kontrol grubundan O6nemli derece yuksek
bulmuslardir. Ancak bunlarin higbiri istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir
(59).

Strassburger ve arkadaslari ¢galisma grubundaki hastalari hipospermatogenezis
(HS) (n=3), maturasyon arresti (MA) (n=1) ve Sertoli cell only sendromu
(SCOC) (n=8) olarak ayirmiglardir. HS hastalarinin bir testisinden iki ayri
biyopsi almiglar, her U¢ hastada da olgun spermatozoa bulunmus ve negatif
olan testikller suspansiyon ornekleri CCSS g¢alismasi i¢in kullaniimistir. MA ve
SCOC hastalarindan alinan biyopsi érneklerinde sperm hicresi bulunamamis
ve bu dérneklerin tamami CCSS c¢alismasi igin kullaniimig. Kontrollerden alinan
orneklerde haploid/diploid hucre orani 2:1 (67.6:32.2) iken g¢alisma grubunun
orani 1:9 (9.6:90.4) olarak saptanmistir. HS, MA, SCOC hastalarinda sirasiyla
%21,5, %5,6, %5,5 haploid hicre ve %78,5, %94,5, %95,5 oraninda diploid
yapida hucreler saptamiglardir. Bu c¢alisma ile azoospermik hastalar ile
normospermik kisiler arasinda haploid hicrelerin frekansinda buyuk bir farklilik

go6zlemiglerdir (60).

Ushijima ve arkadasglari, oligoastenoteratozoospermi (OAT) olan sekiz infertil
erkekte 13, 18, 21, X ve Y kromozomlarini multicolor FISH analizi ile

incelemiglerdir. Sonuglar, normal sperm profiline sahip 10 saglikli erkekle
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kargilastiriimig, hibridizasyon basina 5000 sperm, toplam >140.000 sperm
analiz edilmistir. 18 erkegin her birinde diploid deger iki kez analiz edilmis ve iki
diploid degerde de anlaml bir farkhlik bulunmamistir. Kontrol grubunda diploid
orani %0,16 iken, OAT grubunda %0,29 olarak bulunmustur. Ayrica, her iki
otozomal ve seks kromozomu dizomi frekanslarinda anlamli bir artis
gostermigtir. Sonug olarak OAT grubundaki (n=8) hastalarin gogunda, kontrol
grubuna (n=10) kiyasla dizomi ve diploid hicre oranlarinin arttigini
belirtmiglerdir (4).

Palermo ve arkadaslari, NOA’lI hastalardan elde ettikleri testis spermi ile OA’l
hastalardan elde ettikleri epididimal sperm 6rnegini, normal hastalardan elde
ettikleri ejekulat 6rnekleriyle FISH teknidi ile karsilastirmis, andploidi oranlari,
OA’li erkeklerde %1,8, NOA'll erkeklerde %11,4, ejekllat sperminde ise %1,5
olarak tespit etmiglerdir. Bdylece NOA'll erkeklerin spermlerinin andploidi

oranlarini, epididimal spermden ¢cok daha yuksek oldugunu gostermislerdir (61).

Sukcharoen ve arkadaslari, 24 OA’li erkekten aldiklari epididimal érnekle, 24
normal erkekten aldiklari ejekilat drneklerini G¢ renkli FISH teknigi kullanarak
18, X ve Y kromozomlari i¢in andploidi ve diploidi oranlarini kiyaslamiglardir.
OA’li erkeklerin, seks kromozomu andploidisi, dizomi 18 ve diploidi oranlari
normospermik fertil erkeklerin ejekulat Orneklerine kiyasla c¢ok yuksek
bulmuslardir. Oranlar sirasiyla %1,44 - %0,14, %0,11 - %0,02, %0,18 - %0,02.
OA’li erkeklerin, daha yuksek anéploidi ve diploidi oranlarina sahip oldugunu
belirtmiglerdir. Ancak bu sonucun IVF/ICSI basarisinda istatistiksel olarak bir

farklihk yaratmadigini ortaya koymuslardir (62).

Chiang ve arkadaslari NOA’lI hastalarda spermatogenezin varligini arastirmis,
37 adet NOA'l hastayi klinik olarak degerlendirdikten sonra histopatolojik
degerlendirme icin biyopsi almiglardir. Histopatolojik slaytlarda (giemsa)
spermatid bulunan 11 olgunun 8inde FISH teknidi uygulamiglardir ve bu
drneklerde haploid yapida hiicreler saptamiglardir. Ote yandan histopatolojik
slaytlarda spermatid bulunmayan 26 vakanin 21’inde FISH teknidi ile sadece

diploid yapida hucreler saptamiglardir (63).
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Tarhan ve arkadasglari 35 infertil erkekte testis biyopsisi, hormon parametreleri
ve semen analizlerini kargilastirmiglar, spermiogram sonuglarina gore
hastalarin 25’i azoospermik ve 10’u da oligozoospermik olarak saptamislardir.
Testis patoloji sonuglari ise, inkomplet mattrasyon arresti (%37,1), germ hucre
aplazisi (%25,7) ve hipospermatogenez (%11,4) olarak belirtmiglerdir.
Azoospermik hastalarda FSH ve LH normalin 2 katindan fazla ¢ikmistir. FSH,
oligozoospermiklerde %80 oraninda normal sinirlarda, LH ise %30 oraninda
normal degerin altinda saptanmistir. Testosteron ise her iki grupta benzer

dagilim gostermistir (64).

Schoor ve arkadasglari, 153 azoospermik olguda FSH duzeylerini kiyaslamiglar,
bu ¢alismada, FSH duzeyleri 7,6 IU/L'dan dusuk olgularin %96 oraninda OA’li
olduklari buna karsiik FSH dizeyleri 7,6 IU/L’dan yuUksek olgularin %89
oraninda NOA’lI olduklarini tespit etmislerdir (65).

Ramasamy ve arkadasglari, yiksek FSH dizeyine sahip azoospermik olgularin
mikro TESE sonugclarini karsilastirmislardir. Vakalari TESE 6éncesi, serum FSH
seviyelerine gére 4 gruba ayirmislardir. FSH seviyeleri; <15, 15-30, 31-45 ve
>45 |U/L’dir. Sirasiyla sperm elde etme oranlari; %51, % 60, %67 ve %60
olarak saptanmistir. TESE uygulanan olgularda sperm bulma ihtimalinin FSH

diuzeyiyle anlamli bir ilgisinin olmadigini savunmuslardir (66).

Biz de yapmis oldugumuz ¢alismada, azoospermik erkeklerde medikal tedaviyi
takiben hormonal degerlerin, FISH testi ile haploid hicre varli§i arasinda bir
korelasyon olup olmadigini arastirmaylr amagladik. Calismamizda hasta
gruplarinin - FSH, LH, Total Testosteron ve Prolaktin hormonlarini
degerlendirmeye aldik. Semende uygulanan multicolor FISH testinde tespit
edilen haploid yapida hucrelere sahip hastalarla, haploid yapida hucre tespit
edilmeyen hastalar iki gruba ayirdik. Medikal tedavi sonrasi bu iki grup

arasinda hormonal degerler agisindan anlamli bir fark olmadigini tespit ettik.
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6. SONUG VE ONERILER

Calismamiza azoospermi teshisi konulmus ve ilk kez medikal tedavi
uygulanacak 30 olgu dahil edilmistir. Hastalara hCG tedavisini (haftada bir defa
5000 IU sc.) takiben, semende multicolor FISH testi uygulanmistir. Ayni
zamanda hormonal degerlendirmeleri (FSH, LH, Total Testosteron ve Prolaktin)

yapilmigtir.

FISH testi sonucuna gore, haploid yapida hicre tespit edilen ve edilmeyen
hastalar iki gruba ayrilmigtir. Bu iki grubun hormon testi sonugclari
karsilastirildiginda analiz edilen iki grup arasinda; FSH, LH, Total Testosteron

ve Prolaktin de@erleri agisindan anlamli bir farkhlik bulunmamistir.

Bu bulgular g6z ©Ontne alindiginda; azoospermik hastalarin medikal
tedavilerinin takibinde kullanilan FISH incelemesinde haploid yapida hicre
saptanmasi ile hormonal incelemelerin (FSH, LH, Total Testosteron, Prolaktin)

sonuglari arasinda iliski olmadigi sonucuna vardik.

Daha yuksek hasta sayilari ve daha uzun takip araliklarinda c¢aligsmanin
tekrarlanmasinin, bu iki parametre arasindaki iligskiyi ortaya koymasi agisindan

onemli olacagini dusunuyoruz.
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