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OZET

Boyraz G, Aciklanamayan Infertilite Nedeniyle Intrauterin Inseminasyon
Uygulanan Hastalarda Ejakiilattaki Preapoptotik Sperm Orammmin Intrauterin
Inseminasyon Basarisindaki Etkisinin Arastirllmasi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Kadin Hastahklari ve Dogum, Uzmanhk Tezi, Ankara, 2013

Infertil ¢iftlerde, olumsuz intrauterin inseminasyon sonuglarmin bir
boliimiinden ejakiilattaki apoptotik spermlerin sorumlu olabilecegi ve agiklanamayan
infertilite etyolojisinde ejakiilattaki apoptotik spermlerin roliiniin de olabilecegi
diisiiniilerek bu c¢alisma planlanmistir. Mart 2012-Aralik 2012 tarihleri arasinda,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dals,
Ureme Endokrinolojisi, Infertilite ve Androloji Unitesine bagvuran ve aciklanamayan
infertilite tanis1 konularak ovulasyon indiiksiyon Ve intrauterin inseminasyon
uygulanacak hastalar aragtirma kapsamina alinmistir. Bu c¢alismada, hastalardan
alinan ejakulat dansite gradient santrifiigasyon (DGS) yontemi ile hazirlandiktan
sonra annexin V ticari kiti (Annexin V- FITC Apoptoz Saptama Kiti -Santa Cruz
Biotechnology) ile boyanarak preapoptotik sperm orani saptandiktan sonra bunun
gebelik sonuclar1 ile iliskisi degerlendirilmistir. Gebelik elde edilen hastalarin
sonuglart gebelik elde edilemeyen hastalarin sonuglar1 ile karsilastirilmistir.
Aciklanamayan infertilite nedeniyle rFSH kullanilarak ovulasyon indiiksiyon ve
intrauterin  inseminasyon yapilan 94 hasta c¢alismaya alinmistir. Arastirma
grubundaki 94 hastanin intrauterin inseminasyon sonucu gebelik oranlar %13.8
(n:13) olarak bulunmustur. Arastirma grubuna dahil edilen subfertil erkeklerin
semenlerinden yikama sonrasi alinan drnek annexin V ile boyanip immiinfloresan
mikroskopta incelendi ve annexin V pozitif sperm orani ortalama %20.03+13.73(1-
70) olarak bulundu. Gebe kalan gruptaki hastalarin sperm 6rneklerinde annexin V
pozitif sperm orani(%15.69), gebe kalamayan gruba(%20.72) gore daha diisiik
bulunmustur ancak aradaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir(p=0.17).

Anahtar Kelimeler: infertilite, apoptoz, semen analizi, annexin V



ABSTRACT

We hypothesis that the apoptotic sperm in ejaculate may be responsible for
failure of intrauterine insemination in infertile couples and also may play a role on
the etiology of unexplained infertility. This study includes the patients who consulted
Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Obstetrics and
Gynecology, Reproductive Endocrinology, Infertility and Andrology Unit between
March 2012 - December 2012 and were undergoing ovulation induction and
intrauterine insemination with diagnosis of unexplained infertility.In this study, the
ejaculate from patients is stained with annexin V kit (Annexin V-FITC Apoptozis
Detection Kit-Santa Cruz Biotechnology) after prepared by the density gradient
centrifugation (DGS) method to determine the sperm proapoptotic rate and its
relation to pregnancy outcome. The results of the patients who achieved pregnancy
are compared to the results of the patients who couldn't achieve pregnancy. This
study included 94 patients for whom ovulation induction was performed using rFSH
due to unexplained infertility. The pregnancy rate of those 94 patients was 13.8%
(n=13). The samples taken from subfertile men ejaculate were stained with annexin
V after washing and were examined under immunofluorescence microscope.
Annexin V-positive sperm rate was found as approximately 20.03% =+ 13.73 (1-70).
Annexin V-positive sperm rate has been found lesser among the patients who
achieved pregnancy (15.69%) when compared to the patients who didn't achieve
pregnancy (20.72%). However, the difference was not statically significant (p=0.17).
Key words: Infertility, apoptozis, semen analysis, annexin V
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1. GIRIS

1.1. GEREKCE VE HIiPOTEZ

Infertilite bir ¢iftin, kadin yas1 35’in altinda oldugunda 12 ay veya daha uzun
stire; kadin yas1 35’in istiinde oldugunda ise 6 ay veya daha uzun siire korunmasiz
ve diizenli cinsel iliskiye ragmen gebelik elde edilememesi olarak tanimlanir [1].
Daha dnce gebeligi olmayan ciftler primer infertil, daha dnce gebeligi olan ¢iftler ise
sekonder infertil olarak kabul edilirler.

Fekundabilite, bir menstrual siklusta gebe kalabilme olasiligidir. Goriiniirde
normal olan giftlerin korunmasiz ve diizenli cinsel iliski ile %80-90’1 12 ay igerisinde
gebelik elde edebilmektedir. Fekundabilite ilk 3 ayda %25 iken, sonraki 9 ayda
%11’e diismektedir. ilk bir yildan sonra fekundabilite daha da azalmaktadir [2]. Bu
nedenle infertilitenin degerlendirilmeye baslama zaman ile ilgili genel kani, 12 ay
korunmasiz ve diizenli cinsel iligkiye ragmen gebelik elde edilememesidir [1]. Kadin
yast 35’in lizerinde ise, oligo-amenore Oykiisli varsa, bilinen veya siliphelenilen
uterin/tubal hastalik ve endometriozis varsa daha erken degerlendirme ve tedavi
gerekir [3].

Infertil ciftlerin degerlendirilmesinde tam bir medikal oykii ve fizik
muayeneyi de iceren baglangi¢ tanisal degerlendirme yapilmalidir. Erkek faktoriin
degerlendirilmesi i¢in semen analizi, ovulatuar fonksiyonun degerlendirilmesi igin
menstrual hikaye ve luteal faz progesteron 6l¢iimii, tubal agikligin ve uterin kavitenin
degerlendirilmesi i¢in histerosalpingografi,3.giin serum FSH (folikiil stimiile edici
hormon) ve E2 (6stradiol) 6l¢limii cogu infertil ¢iftin baslangig degerlendirmesinde
faydali olan testlerdir. Baz1 secilmis hastalarda ise uterin myom ve over kistlerini
degerlendirmek i¢in pelvik ultrasonografi, endometriozis veya diger pelvik
patolojileri ~ degerlendirmek  ig¢in  laparoskopi,  tiroid  fonksiyonlarinin
degerlendirilmesi, 35 yas Ustli kadinlarda over rezervini degerlendirmek igin erken
folikiiler donemde antral folikiil sayimi, 3.glin serum inhibin B diizeyi veya
antimiillerian hormon 6l¢timiinii i¢eren testler gerekebilir [4].

Semen analizi, ovulasyonun degerlendirilmesi, histerosalpingografiyi iceren

standart infertilite testlerinin sonuglari normal olan ve infertilite i¢in gosterilebilir bir



nedenin saptanamadigl ¢iftlere acgiklanamayan infertilite tanist konulur [5].
Aciklanabilir ve diizeltilebilir bir nedenin yoklugunda infertilite tedavisi ampiriktir.
Onerilen tedavi yaklasimlar intrauterin inseminasyon (iUI), ovulasyon indiiksiyon,
ovulasyon indiiksiyon ile IUI kombinasyonu ve diger yardimei iireme teknikleridir
[6].

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde kullanilan ilk ve temel test Standart
semen analizidir. Tim infertil erkeklerin degerlendirilmesinde kullanilmalidir [7].
Standart semen analizinde semen voliimii ve Ph, sperm konsantrasyonu, hareketliligi,
morfolojisi, sperm lokosit sayisi degerlendirilen parametrelerdir. Standart semen
analizi erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde rutin olarak kullanilmakla birlikte
degerlendirilen parametreler fertil ve infertil erkeklerin kesin ayriminda yetersiz
kalabilmektedir. Sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi ile ilgili esik
degerler erkeklerin subfertil veya fertil olarak klasifikasyonunda kullanilabilir ancak
degerlendirilen parametrelerin higbiri infertilite i¢in tanisal degildir [8].

Standart semen analizi ¢ok Onemli bilgiler vermesine ragmen gebelik elde
etmeyi ongdrmede bazi sinirlamalart vardir. Daha giivenilir bagka teknolojilere hala
gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda ¢alismalar, normal
spermatogenez siirecinde olan, fizyolojik hiicre Oliimiiniin fertilite {izerindeki
etkisinin arastirilmasi {izerine odaklanmistir [9]. Apoptozis siirecinde meydana gelen
en erken olaylardan biri fosfotidilserin molekiiliiniin hiicre membraninin i¢
katmanindan dis katmanina translokasyonudur [10]. Fosfotidilserinin hiicre yiizeyine
transloke olmasi hiicrelerin apoptozisin erken evresinde saptanmasia imkan verir.
Bu hiicreler hiicre yiizeyine eksprese olmus fosfotidilserine kalsiyum bagimlh
baglanan annexin V molekiilii ile saptanabilir [9].

Bu ¢alismada, agiklanamayan infertilite etyolojisinde ejakiilattaki apoptotik
spermlerin roliiniin olabilecegi diistiniilerek, agiklanamayan infertilite tanis1 konulan,
ovulasyon indiiksiyon ve intrauterin inseminasyon uygulanan 94 hasta
degerlendirmeye almmistir. Hastalardan alinan ejakulat dansite gradient
santrifiigasyon (DGS) yontemi ile hazirlandiktan sonra ‘annexin V’ ticari kiti ile
boyanarak preapoptotik sperm orani saptandiktan sonra bunun gebelik sonuglari ile

iliskisi degerlendirilmistir.



Hipotez: ‘Agiklanamayan infertilite tanisi konulan hasta grubunda etyolojide
ejakiilattaki preapoptotik sperm oraninin rolii olabilecegi diisiiniilerek OI (ovulasyon
indiiksiyon) ve 1UI uygulanan hastalarda tedavinin basarisi ejakiilattaki preapoptotik

sperm orani saptanarak ongoriilebilir.’

1.2. AMACLAR

« Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali, Ureme Endokrinolojisi, Infertilite ve Androloji Unitesine bagvuran
hastalardan, aciklanamayan infertilite tamis1 konularak OI ve 1UI tedavisi
uygulanacak hastalarda iUl icin alinan ejakiilatin dansite gradient santrifiigasyon
yontemi kullanilarak hazirlanmasi sonrasinda alinan sperm orneginde annexin V
sperm oraninin saptanmasi.

« Aciklanamayan infertilite nedeniyle Ol ve TUI uygulanan ve gebelik elde
edilen olgularda ejakiilattaki preapoptotik sperm orani ile gebelik elde edilemeyen
olgularda ejakiilattaki preapoptotik sperm oranlarinin karsilastirilmasi.

* Agiklanamayan infertilite nedeniyle OI ve IUI uygulanan hastalarda
ejakiilattaki  preapoptotik  sperm  oranmnmn  [UI  basarisii  6ngdrmede

kullanilabilirliginin degerlendirilmesi.

1.3. KAPSAM
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
onayt alindiktan sonra Mart 2012-Aralik 2012 tarihleri arasinda, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali, Ureme
Endokrinolojisi, Infertilite ve Androloji Unitesine basvuran ve aciklanamayan
infertilite tams1 konularak OI ve TUI uygulanacak tiim hastalar arastirma kapsamina

alinmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GIRIS

Ureme cagindaki c¢iftlerin %15’i infertilite problemi ile karsilasmaktadir
[11]. Infertilite diinya saglk oOrgiitii tarafindan bir halk saghg sorunu olarak
tanimlanmistir. Diinya popiilasyonunda mevcut infertil birey sayis1 yaklasik 72,4
milyondur ve bugiin ki infertilite prevalansi yaklasik %9 olarak tahmin edilmektedir
[12].

Overlerdeki oosit sayisi atrezi slirecinde progresif olarak azalir. Kiz fetuslarda
oosit sayisi gebeligin 20.haftasinda maksimum olur ve dogumda 1-2 milyona,
pubertede 300.000-500.000’¢, 37 yasinda 25.000’¢e, ortalama menopoz yasi olan 51
de ise yaklasik 1.000’e diiser. Fekundite yavas yavas azalir ancak 32 yasindan
itibaren azalma daha anlamli olmaya baslar ve 37 yasindan sonra azalma daha hizli
olur. Fekunditedeki azalmanin nedeni kesin olarak bilinmemekle beraber multiple
faktorler sorumlu tutulmaktadir [13].

Fertilite gebelik elde etme kapasitesi olarak tanimlanir. Konsepsiyon ihtimali
sikluslar arasinda neredeyse stabil olmasina ragmen, korunmasiz cinsel iligkinin ilk
ayinda en yiiksektir ve sonrasinda yavas yavas azalir. Ug ay igerisinde konsepsiyon
olmaz ise fekundabilite ciddi oranda azalir [14]. Fertilite hem kadinlarda hemde
erkeklerde yasla beraber azalmakla birlikte, yasin fertilite iizerine etkisi kadinlarda
daha belirgindir. Erkeklerde semen parametrelerinde bozulma 35 yasindan sonra
saptanabilmekle birlikte erkek fertilitesinde belirgin azalma yaklasik 50 yasindan
once goriilmemektedir. Kadinlarda ise erken 20’li yaslardan ge¢ 30’lu yaslara kadar
fertilite yaklagik yar1 yariya azalir [15].

Konsepsiyon, iliski sadece ovulasyon zamani yakinlarinda oldugunda olur.
Ovulasyon giinii sonrasindaki 6 giin fertilizasyon penceresi olarak tanimlanir. Bu 6
giinliik donem hem sperm hem de oosit viabilitesinin ve fonksiyonlarinin maksimum
oldugu donemdir. Iliski ovulasyon giiniinden sonraki 2 giin icinde olursa gebelik ile
sonuclanma olasilig1 ve fekundabilite en yiiksektir [16].

Hayat tarz1 ve diyet fertilite {izerinde etkilidir. Cok zayif veya ¢ok sisman
kadinlarda fertilite belirgin olarak azalir. Sigara folikiiler tiikenmeyi artirarak

fertiliteyi olumsuz etkiler. Asir1 alkol ve kafein tiiketimi(>250mg/giin), seksiiel



gecisli hastalik Oykiisii, ¢evresel ve medikal toksinler de fertiliteyi olumsuz
etkilemektedir [16].

2.2. INFERTILITE NEDENLERI

Infertilite nedenlerinin erkek ve kadin olarak dagilimi kesin olarak
tanimlanamamuistir. Diinya saglik orgiitliniin yaptig1 cok merkezli bir ¢caligmaya gore,
infertil ¢iftlerde nedenlerinin dagilimi; %20’sinde erkek faktorii, %38’ inde kadin
faktorii, %27’sinde erkek ve kadin faktorii birlikte, %15’inde ise aciklanamayan
seklinde bulunmustur [17]. Sonrasinda yine diinya saglik 6rgiitiiniin 8500 infertil ¢ift
tizerinde yaptig1 bir ¢alismada infertil ¢iftlerin %37’sinde kadin faktorii, %8’inde
erkek faktorli, %35’inde hem erkek hem kadin faktérii, %5’inde aciklanamayan
infertilite sorumlu bulunmus c¢iftlerin %151 ise calisma sirasinda gebelik elde
etmislerdir. Ancak bu dagilim toplumun demografik ve ¢evresel 6zelliklerine bagl
olarak olduk¢a degisim gostermektedir [18]. Tablo 1 de infertilite nedenleri

Ozetlenmistir.

Tablo 1. infertilite nedenleri

Erkek Faktori %20
Kadin Faktorii %38
Erkek ve Kadin Faktorii Birlikte %27
Aciklanamayan Infertilite %15

Populasyon tabanli bir ¢alismada ise infertilite nedenleri asagidaki gibi
dagilmigtir [19].

* Erkek faktorii(hipogonadizm, post-testikiiler defekt, seminifer tiibiil

disfonksiyonu) %26
» Ovulatuar disfonksiyon %21
* Tubal Hasar %14
* Endometriozis %06

» Koitus problemleri %6



* Servikal faktor %3
* Aciklanamayan %28
Infertilite primer de olsa sekonder de olsa bu faktdrlerin siklig1 benzerdir ve

son 25 yilda 6nemli bir degisim olmamustir [20].

2.2.1. Kadin infertilitesi ve Nedenleri

En sik gorillen kadin infertilitesi nedeni ovulatuar bozukluklardir. Kadin
infertilitesinin diger sik nedenleri tablo 2’de belirtilmistir. Bunlar tiim nedenlerin

%381 ini olustururlar [18].

Tablo 2. Kadm infertilitesi nedenleri

Ovulatuar Bozukluk %25
Endometriozis %15
Pelvik Adezyonlar %12
Tubal Tikaniklik %11
Diger Tubal Patolojiler %11
Hiperprolaktinemi %7

Ovulatuar Bozukluk: Fertilizasyon igin her ay diizenli oosit atilamadigi igin
oligoovulasyon veya anovulasyon infertilite ile sonuglanir. Her ay diizenli adet goren
ve memede hassasiyet, dismenore, bulant1 gibi menstrual semptomlari olan kadinlar
tipik olarak ovulatuardir. Bir¢ok endokrin hastalik ovulatuar bozukluga yol acarak
infertiliteye neden olur. Diinya saghik orgiiti anovulasyonu 3 ana grupta

smiflandirmis ve hiperprolaktinemiyi ek bir etyoloji olarak kabul etmistir (Tablo3).



Tablo 3. Diinya Saglik Orgiitii Anovulasyon Klasifikasyonu

WHO grup 1: Hipogonadotropik hipogonadal anovulasyon (hipotalamik amenore)
GnRH (gonadotropin releasing hormon)’un hipotalamik sekresyonunda azalma veya
hipofizin GnRH’ya yanitsizligina bagli olarak bu kadinlarda diisiik veya diisiikk-normal
serum FSH konsantrasyonu ve diisiik serum 0Ostradiol konsantrasyonu vardir. En az

goriilen gruptur ve anovulatuar kadinlarin %5-10"unda goriiliir.
WHO grup 2: Normogonadotropik normodéstrojenik anovulasyon

Bu kadmlar normal miktarda gonadotropin ve Ostrojen sekrete edebilirler. Bununla
birlikte siklusun folikiiler faz1 sirasinda FSH sekresyonu subnormaldir. Bu grup polikistik
over sendromlu kadmnlari da igerir. Cogu hastada oligomenore olur. En sik goriilen
gruptur ve vakalarin %70-85°i bu gruba girer.

WHO grup 3: Hipergonadotropik hipoostrojenik anovulasyon
Primer nedenler prematiir over yetmezligi ve overyan rezistansdir. Vakalarin %10-30’u
bu gruba girer.

Hiperprolaktinemik anovulasyon

Hiperprolaktinemi gonadotropin salimimini inhibe ettigi i¢in bu kadinlar anovulatuardir.
Bunlar regiiler anovulatuar sikluslara sahip olabilirler, ancak ¢ogu oligomenoreik veya

amenoreiktir. Serum gonadotropin konsantrasyonlar1 genellikle normaldir.

Hipotalamik amenore GnRH’nin normal epizodik ve pulsatil saliniminda
bozulma sonucunda meydana gelir. Hipotalamik amenorenin fonksiyonel nedenleri;
asir1 egzersiz, nutrisyonel defekt, psikolojik stres, fizyolojik nedenleri; dogum
sonrast donem ve emzirme, farmakolojik nedenleri; opiatlar, antipsikotikler,
antidepresanlar ve psikiyatrik nedenleri ise anoreksiya nervoza ve bulimia olarak
siralanabilir. Ayrica hipotalamik amenore hipotalamo-hipofizer aksin organik
defektinden de kaynaklanabilir. Fonksiyonel hipotalamik amenore tanisi diger
nedenlerin diglanmasi ile konulur [21].

Prolaktinoma en sik goriilen hipofizer tiimordiir ve hiperprolaktineminin de
en sik nedenlerindendir. Serum prolaktin konsantrasyonu gebelikte, laktasyon
sirasinda ve stres ile fizyolojik olarak yiikselir. Ayrica dopamin antagonisti gibi
ilaglar, hipotiroidizm ve renal hastaliklarda patolojik olarak yiikselebilir.
Hiperprolaktinemi GnRH salinimin1 bozarak ovulatuar disfonksiyona neden olur

[22].



Tiroid hastaliklart infertil hastalarda sik goriilen nedenlerdendir. Hipertiroidi
serum SHBG (seks hormon baglayici globulin) ve E2 seviyelerinde artisa neden olur.
Bu hastalarda serum LH (luteinize edici hormon) ve FSH diizeyi yiikselir ancak
bunun mekanizmasi agik degildir, hipertiroidili hastalarda GnRH’ya olan FSH/LH
salinimi1 yanitinda artisa bagli olabilir. Hipertiroidili hastalarda serum PRL
(prolaktin) diizeylerinde anlamli bir degisim yoktur [23]. Hipertiroidili kadinlarda
primer veya sekonder infertilite prevalansi %5.8°dir [24]. Hipotiroid kadinlarda
SHBG’in baglama kapasitesinde azalma olur ve testosteron ve Ostradioliin total
plazma konsantrasyonlar1 diiser. Ancak bunlarin serbest fraksiyonlar1 artar. Bu
kadinlarda serum FSH ve LH konsantrasyonlar1 genellikle normal olmakla birlikte
artmis hipotalamik TRH (tirotrop releasing hormon) sekresyonuna bagli serum PRL
diizeyleri artmis bulunabilir. Anovulasyona sekonder olarak bu kadinlarda siklus
uzunlugu ve kanama miktar1 degiskendir [23]. Hipotiroid kadinlarda primer veya
sekonder infertilite siklig1 %6.2 olarak bulunmustur [24].

Ovulatuar fonksiyon bozuklugu ile giden bir diger hastalik polikistik over
sendromudur(PCOS). Polikistik over sendromu klinik 6zellikler agisindan genis bir
spektruma sahip olan heterojen bir hastaliktir. Tanmisinda Rotterdam kriterleri
kullanilmaktadir. [25] Buna gore oligo-anovulasyon, hiperandrojenizmin klinik veya
biyokimyasal bulgular1 ve polikistik over goriiniimii bulgularindan en az 2 tanesinin
bulunmasi ile PCOS tanisi konulur. Polikistik overleri tanimlayan ultrasonografi
kriteri; subkapsiiler yerlesimli cap1 10 mm’den kiigiik 12 veya daha fazla overyan
kistlerin olmasidir [26]. Yeni Rotterdan kriterlerinin kullanimi ile PCOS prevalansi
%18 olarak bulunmustur ve PCOS’lu hastalarin %60’1 fertildir [27, 28].

Over nedenli infertilitenin diger bir nedeni prematiir overyan yetmezliktir.
Prematiir overyan yetmezlik normal over fonksiyonlarmin 40 yasindan Once
bozulmasidir ve 40 yasinda kadinlarin %1’ini, 35 yasinda kadmlarm 1/250’sini
etkiler. En sik goriilen semptomlar adet diizensizligi, sicak basmasi, vajinal
kuruluktur. Tanis1 artmis FSH, diisiik Ostradiol ve diisik AMH (antimiilleriyen
hormon) seviyesi ile konulabilir. Cogu kadinda neden bilinmemekle birlikte herediter
ve otoimmiin nedenler etyolojide rol oynayabilir [21].

Ovulatuar bozukluga yol agan nedenler tablo 3’de siralanmustir.



Tablo 4. Anovulasyon nedenleri

Primer Hipotalamik Hipofizer Disfonksiyon
Kallman's sendromu (Amenore+Anosmi)
Idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm
Hipotalamik veya hipofizer bdlgenin timorleri, travmasi veya radyoterapisi
Sheehan's sendromu (Postpartum pituiter apopleksi)
Bos sella sendromu
Hipofizer adenom veya diger hipofizer timorler
Lenfositik hipofizitis (otoimmiin hastaliklar)
Laktasyonel Amenore
Stres
Yeme Bozukluklari
Asir1 Egzersiz
Menars veya perimenopozal donem

Diger hastaliklar
Polikistik over sendromu
Hipertiroidi veya hipotiroidi
Hormon iireten tiimorler (adrenal, over)
Kronik karaciger veya bobrek hastaliklar
Cushing hastalig1
Konjenital adrenal hiperplazi

Prematiir over yetmezligi(otoimmiin, genetik, cerrahi, idiyopatik veya ilag ve radyasyona
sekonder)

Turner sendromu (45,X0)

Androjen insensitivite sendromu
Mlaclar

Oral kontraseptifler

Progesteronlar

Antidepresan ve antipsikotik ilaglar

Kortikosteroidler

Kemoterapotik ajanlar
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Fallop Tiipii Anomalileri: Tubal ve peritoneal patoloji sik goriilen infertilite
nedenlerindendir ve infertil giftlerin yaklasik %30-35’inde goriilmektedir [29]. Tubal
hastaliklar sperm ve oositin transportunu bozarak infertiliteye neden olurlar. Tubal
faktor infertilitesinin en sik nedeni pelvik inflamatuar hastaliktir [30]. Diger sik
nedenler ise ciddi endometriozis ve daha Once gecirilmis ameliyatlara bagh
yapisikliklardir.

Tiipiin distal kismimin obstriiksiyonu hidrosalpinks ile sonuglanabilir.
Hidrosalpinks oosit ve sperm transportunda bozulmanin yami sira, tubal igerigin
endometrial kaviteye retrograd akimi sonucu embriyonun implantasyonunda da
bozulmaya neden olmaktadir. Hidrosalpinksin ¢ikarilmasi IVF (in vitro fertilizasyon)
basarisim1 artirir [31]. Hidrosalpinksi olan kadinlarda IVF basarisi, salpenjektomi
yapilan veya normal kadinlarin yaris1 kadardir. Bu nedenle hidrosalpinksi olan tiim
kadinlara IVF’den 6nce salpenjektomi yapilmasi &nerilir [32].

Uterin Faktor: Mekanik veya endometrial reseptivitede azalmaya bagl
implantasyon basarisizligi infertilitenin uterin nedenlerinin temelini olusturur.
Fertiliteyi olumsuz etkileyen uterin anormallikler; konjenital malformasyonlar,
myomlar, intrauterin adezyonlar ve endometrial poliplerdir.

Myomlar yaygin goriilen uterusun diis kasindan koken alan monoklonal
timorlerdir. Myomlarla infertilite arasindaki iliski tartismalidir. Submukozal olan
veya intrakaviter komponenti olan myomlar muhtemelen implantasyonu bozarak
daha diisiik gebelik oranlar ile iliskilidir [33]. Myomlarin fertiliteyi diger etkileme
mekanizmalari; tliplerin interstisyel kismini tutan kornual tikanma, ovum ve spem
transportunu engelleyen bozulmus uterin kontraktilite ve fokal endometrial
tilserasyona neden olan bolgesel kan akiminda azalmadir [34].

Gelisimsel uterin anomaliler gebelik kayiplar1 ve obstetrik komplikasyonlarla
iligkilidirler fakat genellikle gebe kalabilme potansiyelini etkilememektedir. Yapilan
caligmalarda uterin septum sikliginin fertil ve infertil kadinlarda benzer ve yaklasik
%1 oldugu fakat tekrarlayan gebelik kaybi olanlarda daha yiiksek oldugu (%3-5)
bulunmustur. Tiim konjenital uterin anomaliler igerisinde uterin septum en sik
goriilen ve reprodiiktif yetersizlik ve obstetrik komplikasyonlarla en sik iligkili olan

anomalidir [35].
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Infertilite ile iliskili diger yapisal anomali intrauterin sinesilerdir. intrauterin
adezyonlarda en sik goriilen semptomlar; hipomenore, amenore, dismenore gibi
menstriiel bozukluklar ve infertilitedir. Patofizyolojisi travma sonrasi endometrium
damarlanmas1 ve fonksiyonunda bozulmadir [36]. Etyolojide postpartum, missed
abortus nedeniyle veya istemli gebelik sonlandirmasi nedeniyle yapilan kiiretaj
islemleri 6nemli yer tutmaktadir. Diger nedenler arasinda kronik inflamatuar veya
enfeksiyoz durumlar, submiikz myomlar i¢in yapilan myomektomi islemi sayilabilir
[37].

Infertil kadinlar arasinda endometrial polip siklig1 %3-5’dir [38]. Anormal
uterin kanamas1 ve endometriozisi olan kadinlarda prevalansi daha ytiksektir. HSG
(histerosalpingografi) veya TVUSG (transvajinal ultrasonografi) ile taninabilirler
[39].

Endometriozis: Endometriozis; endometrial bez ve stromanin endometrium
disinda ektopik olarak bulunmasidir. Pelvik agr1 ve infertilitenin eslik ettigi benign
bir hastaliktir. Endometriozis infertilite ile giiclii bir iligki gosterir ve infertil
kadinlarin %20-40’1nda goriiliir. Endometriozis ile iligkili infertilitede ovulasyon
sonrast ovum yakalanmasini inhibe eden ya da engelleyen pelvik adezyonlara bagli
bozulmus adneksiyel anatomi, oosit gelisimi veya erken embriyogenezin
engellenmesi, salgilamis oldugu sitokinlerle azalmis endometrial reseptiviteye yol
a¢mas1 sorumlu mekanizmalar olarak agiklanmaktadir [40, 41].

Servikal Faktor: Servikal mukus ejakiilattan spermleri yakalayarak diger
seminal proteinleri ayirir, anormal morfolojili spermleri filtre eder ve sperm igin
rezervuar gorevi yapar. Bu sekilde spermin canli kalma siiresini uzatir [42]. Steroid
hormon seviyelerinde degisikliklere bagli olarak menstriiel siklus boyunca servikal
mukusun yapisinda degisim olmaktadir. Ostrojen folikiiler faz boyunca servikal
mukus tretimini, miktarin1 ve akigkanligini artirarak sperm gecisine olanak saglar.
Progesteron ise servikal mukus liretimini ve akiskanligini azaltarak sperm gecisine
engel olur. Servikal mukustaki siklik degisiklikler, gebelik olasiligmin ovulasyona
yaklastikca artmasini agiklar [43-45]. Konjenital malformasyon veya servikal
travma, stenoz ve normal servikal mukus iiretiminde azalmaya yol agarak

infertiliteye neden olabilir.
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Genetik Nedenler: Infertil ciftlerde anormal Karyotip analizi bulunma
ihtimali genel populasyondan daha yiiksektir. Infertilite ile iligkili en sik gériilen
anOploidi kadinlarda 45,X (Turner sendromu), erkeklerde 47,XXY (Klinefelter
sendromu)’dur [46].

2.2.2. Erkek Infertilitesi ve Nedenleri

Testikiiler fonksiyon ve spermatogenez: Testisler seminifer tiibiil ve leydig
hiicreleri olmak {izere iki farkli yapidan olusurlar. Leydig hiicreleri testosteron
tretiminin  yapildigi  yerdir. Seminifer tiibiiller, spermatogonia ve sertoli
hiicrelerinden olusur. Sertoli hiicreleri arasindaki sik1 baglantilar kan-testis bariyerini
olusturur. Bu bariyer sayesinde germ hiicreleri antikorlardan ve ¢evresel toksinlerden
korunurlar.

Spermatogenezis, seminifer tiibiillerde meydana gelir ve tamamlanmasi
yaklasik 74 giin sitirer. Seminifer tibiillerde spermatogenezis sekil-1 ve 2’de
gosterilmistir  [47].  Spermatogenezis i{ic fazda olmaktadir. 1Ilk faz
spermatositogenezisdir(proliferatif/mitotik faz) ve spermatogenezisin baslamasi ile
46 kromozomlu spermatogonia biiyiir, olgunlasir ve primer spermatositi olusturur.
Ikinci faz mayotik fazdir ve mayoz 1’in tamamlanmas: ile 2 adet 23 kromozomlu
sekonder spermatosit olusur. Olusan her 1ki sekonder spermatosit 2.mayoz
bolinmeye girer ve 4 adet 23 kromozomlu spermatit olusur. Ugiincii faz
spermiyogenezisdir ve olusan spermatidlerin her biri olgun spermatozoaya doniisiir.
Spermatozoalar seminifer tiibiil liimenine salinir ve buradan kaput epidimise
taginirlar. Epididimiste spermler maturasyona ugrarlar ve hareket yeteneklerini
burada kazanirlar. Spermler ejakiilasyona kadar epididimiste depolanir. Epididimisin
kuyruk bolgesi hareketli ve fertilizasyon yetenegine sahip spermlerin saptanabilecegi
ilk yerdir [47].Spermin testisten ejakiilatuar kanala taginmasi 12-21 giin siirer.
Semen; prostat, seminal vezikiiller, distal vas deferens salgilarinin birlesimidir.
Normal bir spermin sematik goriiniimii sekil- 3’de, mikroskopik goriiniimii ise sekil-

4’de gosterilmistir.
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Vas deferens

Kaput epididimis

Seminifer taballer

Kauda epididimi

P

Spermatozoa

Folekiil Stimiile Edici Hormon

Sekil 1. Seminifer tiibiillerde spermatogenezis
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sperm cells
(haploid)

spermatidler
(haploid)

sekonder spermatosit -

(haploid)

primer spermatosit

(diploid)

Mitotik Bolunme

spermatogonium
(diploid)
Mitotik Bolinme

spermatogonial
kok hucre (diploid)

Mitotik Bolinme

primordial germ hicre
Sekil 2. Seminifer tubulde spermatogenez asamalar:

Spermatogenezisin baslamast ile 46 kromozomlu spermatogonia biiylir, olgunlagir ve primer
spermatositi olusturur. Mayoz-1 in tamamlanmasi ile 2 adet 23 kromozomlu sekonder spermatosit
olugur. Olusan her iki sekonder spermatosit 2.mayoz boliinmeye girer ve 4 adet 23 kromozomlu
spermatit olusur ve her biri olgun spermatozoaya doniisiir [48].
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Sekil 3. Matiir spermin sematik goriinii

Boyun

Sperm bagsi

Normal spermin morfolojik 6zellikleri:

- Bas diizgiin oval sekildedir.

- Akrozom bagin apikal (6n) kisminin %40-70’ini kaplar.

- Basin en ve boy olarak ol¢iimleri kullanilan boyaya gore degismesine
ragmen ortalama 4-6p X 2.5-3.5p’dur.

- Orta kisim basin tam alt ortasindan aksiyal olarak birlesir ve silindir
seklinde olup eni < 1p boyu ise bas uzunlugunun 1.5 katidir. (6-10p)

- Stoplazmik droplet (artik) ise sadece orta kisimda olmali ve basin
olusturdugu alanin yarisindan fazlasini1 kaplamamalidir.

- Kuyruk ise diizgiin ve orta kisimdan biraz daha ince olmak iizere,

kirilmamis ve kivriklasmamis ve yaklasik 45p uzunlugundadir.
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DIFF QUIK BOYASI .

Sekil 4. Diff quik boyas1 sonrasi normal spermin mikroskopik goriiniimii

Normal testikiiler fonksiyon ve spermatogenezis i¢in hipofizden salgilanan
gonadotropinlere ihtiyag vardir. LH, leydig hiicrelerini stimiile ederek testosteron
tiretimini uyarir. FSH ise leydig hiicrelerinde LH reseptorlerinin olusumunu indiikler.
Seminifer tiibiillerde spermatogenez i¢in ve epididimiste sperm maturasyonu igin
yiiksek konsantrasyonda testosterona ihtiya¢ vardir. FSH sertoli hiicrelerine
baglanarak androjen baglayic1 protein salinimini artirarak lokal etkili yiiksek
testosteron konsantrasyonlarinin olusumuna yardimci olur.

Yiiksek serum testosteron seviyeleri, hipotalamik GnRH pulsatil salinimini ve
hipofizer seviyede LH salimmimi azaltir. Fizyolojik testosteron seviyeleri FSH
salmmmin1  baskilamaz. Hipofizer FSH saliniminin kontrolii sertoli hiicreleri
tarafindan salinan inhibin B ile saglanir. Inhibin B sertoli hiicrelerinden FSH
stimiilasyonuna yanit olarak salgilanir ve hipofizer FSH sekresyonunu inhibe eder.

Erkek Infertilitesi Nedenleri: Erkek infertilitesi nedenleri dort ana grupta
incelenebilir:

* Hipotalamik hipofizer hastaliklar(sekonder hipogonadizm): %1-2

* Testikiiler hastaliklar(Y kromozomu mikrodelesyonlarint da igeren primer
testikiiler defektler): %30-40

* Post testikiiler nedenler (sperm transport problemleri): %10-20
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« ldiopatik (belirlenebilir bir nedenin bulunamadifi ve normal semen
analizine sahip erkekler): %40-50

Hipotalamik-Hipofizer Hastahklar: GnRH veya gonadotropin eksikligine
yol acan tiim hipotalamik veya hipofizer hastaliklar infertiliteye neden olabilir. Bu
hastaliklar konjenital, edinsel ve sistemik hastaliklar olarak 3 grupta incelenir.

Erkek infertilitesine neden olan hipotalamo-hipofizer hastaliklar asagidaki

tablo-5’de 6zetlenmistir.

Tablo 5. Erkek Infertilitesine neden olan hipotalomo-hipofizer hastaliklar

Konjenital hastaliklar
Konjenital GnRH eksikligi(Kallmann Sendromu)
Hemokromatozis

Multiorgan  genetik  hastaliklar  (Prader-Willi ~ Sendromu, Laurence-Moon-Biedl
Sendromu, Familyal serebellar ataksi)

Edinsel nedenler
Hipofiz ve Hipotalamus timoérleri (makroadenom, kraniofaringiom)
Infiltratif Hastaliklar (sarkoidoz, histiyositoz, tiiberkiiloz, fungal enfeksiyonlar)
Travma, ameliyat ve radyoterapi
Vaskiiler nedenler (anevrizma, infarkt)
Hormonal (hiperprolaktinemi, androjen artisi, dstrojen artisi, kortizol artisi)
Maglar (opioidler ve psikotropik ilaglar, GnRH agonist veya antagonistleri)
Sistemik Hastahklar
Kronik Hastaliklar
Niitrisyonel Hastaliklar (Anoreksia nervoza ve bulimia)

Obezite

Konjenital idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm; seksiiel infantilizm,
onikoidizm ve bazende anozmiye neden olan izole gonadotropin eksikligi ile
karakterize klinik durumdur. ilave olarak cogu hastada orta hat yiiz defektleri, renk
korligii, isitme problemleri, renal malformasyonlar ve kriptorsidizm bulunur.

Hipogonadizmin altinda yatan neden GnRH salimmmindaki defektidir [49].
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Bazi  erkeklerde gonadotropin alt {initesinde mutasyon sonucu
hipogonadotropik hipogonadizm goriiliir. Yapilan bir c¢alismada FSH beta geni
promoter bolgesinde meydana gelen tek niikleotid polimorfizmi serum FSH
konsantrasyonu ve reprodiiktif parametrelerle iligkili bulunmustur. Bu erkeklerde
daha kiiciik testis volliimii, daha diisiik sperm konsantrasyonu ve daha diisiik FSH
diizeyi saptanmistir [50, 51].

Gonadotropin sekresyonunda anormallige yol agan diger genetik nedenler;
Laurence-Moon-Biedl sendromu, Prader-Willi sendromu, Lowe (Okiiloserebral
distrofi) sendromu ve Familyal Serebellar Ataksi sendromunu igeren multiorgan
genetik sendromlardir [52].

Fonksiyonel hipogonadotropik hipogonadizm ve infertilite hiperprolaktinemi,
androjen artig1, dstrojen artis1 ve kortizol artisindan Kaynaklanabilir. Ostrojen artist,
Ostrojen tedavisinden veya Ostrojen salgilayan bir testikiiler tlimorden
kaynaklanabilir [53].Androjen artisi, testosteron veya diger anabolik steroidlerin
kullanimina veya konjenital adrenal hiperplazi, testis veya adrenal bezdeki timore
bagli asir1 androjen iiretimine bagli olabilir [54, 55].

Opioidler, psikotrop ilaglar ve GnRH analoglari, GnRH veya gonadotropin
salinimini inhibe ederek sekonder hipogonadizme ve infertiliteye neden olabilir.

Obezite erkeklerde diisiik serum gonadotropin, total testosteron, serbest
testosteron diizeyleri ve hipogonadotropik hipogonadizm ile iligkilidir. Obezite
serum SHBG diizeyinde azalma ile iligkili olarak serum total testosteron
konsantrasyonun da azalmaya neden olur. Ilaveten serum serbest testosteron
konsantrasyonu SHBG’ deki degisiklikten bagimsiz olarak viicut agirhig ve viicut
kitle indeksi ile ters iliskili olarak azalir [56]. Sperm kalitesi de viicut kitle indeksi ile
ters iliskili olabilir [57].

Testikiiler Hastaliklar: Primer gonadal yetmezlik (hipergonadotropik
hipogonadizm) oligozoospermi ve azoosperminin énemli nedenlerindendir.

Infertiliteye neden olan testikiiler hastaliklar tablo-6’da 6zetlenmistir.
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Tablo 6. Infertiliteye neden olan testikiiler hastaliklar

Konjenital Hastalhiklar
Klinefelter's Sendromu (XXY)
Kriptorsidizm
Myotonik distrofi
Konjenital anorsi
Varikosel
Androjen insensitivite sendromu
5a Rediiktaz eksikligi
Y kromozom delesyonlari
Edinsel nedenler
Viral orsit (kabakulak, arbovirus)
Graniilamatoz orsit (lepra ve tiiberkiiloz)
Epididimo-orsit(gonore, klamidya)
laglar(alkilleyici ajanlar, alkol, antiandrojenler, ketokonazol, spironolakton, histamin 2
reseptor antagonistleri)
Iyonize radyasyon
Cevresel toksinler (Karbon disiilfid, kadmiyum, fitodstrojenler)
Hipertermi
Immiinolojik Hastaliklar(Poliglandiiler otoimmiin hastaliklari igeren)
Travma
Torsiyon

Sistemik Hastaliklar(Renal yetmezlik, hepatik siroz, kanser, sarkoidoz, orak hiicreli

anemi, vaskiilit, ¢6lyak hastalig1)

Konjenital ve gelisimsel hastaliklar infertil erkeklerin 6énemli bir kismindan
sorumludur. Primer hipogonadizmin ve erkek infertilitesinin en sik nedenlerinden
biri Klinefelter sendromudur.1/500-700 siklikta goriiliir ve bu hastalarda genellikle
kiigiik testisler ve hemen her zaman azospermi bulunur.

Y kromozomu mikrodelesyonlari azospermi ve ciddi oligosperminin genetik

nedenlerindendir [58]. Infertil erkeklerin %20’si kadarmda Y kromozomu uzun
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kolunda mikrodelesyon vardir ve bunlarin ¢ogu azospermik faktér (AZF) olarak
isimlendirilen Yql1 bolgesindedir. AZF boélgesi 3 boliimden olusur: AZFa, AZFb ve
AZFc. AZFa ve AZFb boélgelerinin delesyonu ciddi spermatogenezis defekti ve
azospermiye neden olur. Bu erkeklerin testis biyopsisinde germinal hiicre
matiirasyonunda arrest goriilebilir. AZFc bdlgesinin delesyonu oligospermiden
azospermiye degisen fenotipe neden olarak infertiliteye neden olur [59, 60]. Y
kromozomu delesyonlar1 sadece idiopatik oligospermi veya azospermide degil
kriptoorsidizm, varikosel, vas deferensin obstriiktif lezyonlar1 gibi testikiiler
disfonksiyonun belirlenebilir diger nedenleri olan hastalarda da saptanabilir [61].

Kriptoorsidizm fetal gelisim siirecinde testislerin skrotuma inmesinde
basarisizlik olarak tanimlanir. Bunun sonucunda testis abdomende, inguinal kanalda
veya diger ektopik lokasyonlarda olabilir. Bilateral veya unilateral kriptorsidizm
spermatogeneziste bozulma ve testikiiler timor riskinde artis ile iliskilidir.
Kriporsidizmde goriilen spermatogenez defekti olasilikla gelisimsel anomalilere
baglidir [62]. Testikiiler inme siireci androjen bagimlidir ve kriptorsidizm testosteron
sekresyon veya aktivitesindeki konjenital bozukluklarda daha sik goriiliir.

Varikosel, skrotumda panpiniform pleksus venlerindeki dilatasyon olarak
tanimlanir. Varikosel, sol spermatik venlerde daha diisiik kan akimina bagli olarak
sol tarafta saga gore 10 kat daha sik goriiliir [63]. Varikoselin hangi mekanizma ile
infertiliteye neden oldugu ve varikosel ameliyati sonrasi infertilitenin diizelmesi
tartismalidir. Normal erkeklerin %10-15’inde varikosel bulunur ve bu oran infertil
erkeklerde daha yiiksektir [64].

Androjen reseptdr veya postreseptdr anomalilere bagli konjenital androjen
insensitivitesi olan erkekler nerdeyse her zaman infertildir. Parsiyel androjen
insensitivitesi (Reifenstein Sendromu) olan erkeklerde ambigus eksternal genitalya,
hipogonadizm ve infertilite gibi degisik derecelerde klinik durum ortaya cikabilir
[65]. Normal seksiiel diferansiyasyon ve spermatogenez igin androjen ve normal
fonksiyonel reseptdr gerekir. Androjen reseptor geninde polimorfizm erkek
infertilitesi ile iliskili olabilir. Androjen reseptdr geninde ekzon 1’de CAG
trinlikleotid tekrar sayis1 androjen hedef gen transkripsiyonel aktivitesi ile ters
iliskilidir. Normal fertil erkeklerde kisa CAG tekrar1 yiiksek sperm ftretimi ile
iligkilidir [66].
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5-alfa rediiktaz eksikligine sahip erkeklerde psddohermafroditizm goriiliir. Bu
hastalarda infertilite kiigiik fallus, ciddi hipospadias, kriptorsidizm ve zayif prostatik
sekresyon gibi mekanik problemler bagli olabilir [67].

Ostrojenin alfa reseptdriinde inaktivasyona neden olan mutasyonu olan
erkeklerde sperm sayisi normaldir ancak sperm motilitesi diistiktiir [68].

Erkek infertilitesinin nadir goriilen nedenlerinden biri FSH reseptér gen
mutasyonlaridir. Bu hastalarda diisiik sperm sayist ve serum inhibin B
konsantrasyonu ve yiiksek serum FSH konsantrasyonu vardir [69].

Biitiin edinsel testikiiler hastaliklar infertiliteye neden olabilir. Viral orsit,
ozellikle kabakulak, infertilitenin iyi tanimlanmis nedenlerindendir. Kabakulak orsiti
prepubertal erkeklerde nadir goriiliirken yetigkin erkeklerin %15-20’sinde goriiliir.
Bu erkeklerin bazilarinda germinal hiicre hasari, iskemi veya infeksiyona immiin
cevaba bagli olarak infertilite goriiliir [70]. Gonore ve klamidya gibi seksiiel gegisli
hastaliklar da orsite neden olabilir. HIV (insan immiin yetmezIlik viriisii) ile enfekte
erkeklerde normal sperm parametreleri olabildigi gibi diisiik sperm motilitesi ve
infertilite de olabilir [71].

Birgok ilag spermatogenezde bozulma veya leydig hiicre disfonksiyonuna
neden olarak infertiliteye neden olabilir. Bunlar arasinda en 6nemlisi siklofosfamid
ve klorambusil gibi alkilleyici ilaglardir. Antiandrojenler de testikiiler androjen
iretimi veya aktivitesini bozarak testikiiler disfonksiyona neden olabilir.

Iyonize radyasyon spermatogenezi bozar. Doz 0.015 Gy (15rad) gibi diisiik
oldugunda spermatogenezde gecici bir supresyona neden olurken, doz 6 Gy (600 rad)
n lizerinde genellikle irreversible azospermi ve infertiliteye neden olur [72].

Sigara i¢gmenin sperm sayisi lizerine etkisi ile ilgili caligmalarin meta
analizinde, sigara icen erkeklerde diigiik sperm sayist olma ihtimalinin daha fazla
oldugu goriilmiistiir [73].

Uzun siire yiiksek testikiiler 1s1 germ hiicrelerinde apoptozisi artirarak
infertilite ile iligkili olabilir. Varikosel, spinal kord yaralanmasi ve uzun siireli sauna
kullanimi yiiksek testikiiler 1s1ya neden olarak infertilite ile iliskili olabilir [74, 75].

Sperm Transport Problemleri: Sperm maturasyonu ve transportunda

epididimisin ¢ok 6nemli rolii vardir. Vas deferens matiir spermlerin epididimisten
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tiretraya transportunda gorevlidir. Epididim ve vas deferenste problem infertiliteye
neden olabilen posttestikiiler nedenlerdir.

Epididim yoklugu, disfonksiyonu veya obstriiksiyonu testikiiler sperm tiretimi
normal olmasina ragmen infertiliteye neden olur. Intrauterin dstrojen maruziyeti
epididimal disfonksiyona neden olabilir [76].

Erkek infertilitesi vas deferensin konjenital veya edinsel anomalilerinden
kaynaklanabilir. Vas deferensin bilateral obstriiksiyonu, ligasyonu, peristaltizmde
degisiklik infertiliteye neden olabilir. Obstriiksiyon gonore, klamidya, tiiberkiiloz
gibi enfeksiyonlardan kaynaklanabilir. Infertil erkeklerin %1-2’sinde vas deferensin
konjenital yoklugu goriilir. Cogunda kistik fibrozis transmembran regiilator gen
(CFTR) mutasyonu vardir [77].

Primer siliyer diskinezi siliya fonksiyonunu ve yapisini etkileyen heterojen
genetik bir hastaliktir. Klinik olarak tekrarlayan sinopulmoner enfeksiyonlar,
bronsiektazi, situs inversus ve astenozoospermi veya oligozospermi ile birlikte erkek

infertilitesi gorilir [78, 79].

2.3. INFERTILITE NE ZAMAN DEGERLENDIRILMELJ?

Infertilitenin degerlendirilmeye baslama zamam ile ilgili genel konsensus;
diizenli ve korunmasiz 12 ay cinsel iliski sonrasi gebelik elde edilememesi
durumudur. Medikal 6ykii ve fizik muayeneye bagli bulgular varsa ve kadin yasi
35’den biiyiik ise degerlendirmeye daha erken baslanabilir [80]. 35 yasindan sonra
overyan yaslanmaya bagli olarak fekundite- de anlamli azalma meydana geldigi i¢in
35-40 yas arast infertil kadinlarda infertilite degerlendirmesi 6 aylik korunmasiz
cinsel iligki sonras1 gebelik elde edilemediginde, 40 yas iizeri kadinlarda ise 6 ay da
beklemeden infertilite degerlendirilmesi baglanmalidir [81].

Kadinda prematiir overyan yetmezlik icin risk faktorii varsa (gecirilmis
overyan cerrahi, sitotoksik ilaclara maruziyet, pelvik radyoterapi ykiisii, otoimmiin
hastaliklar, erken menopoz igin gii¢lii aile Oykiisiiniin bulunmasi gibi), ileri evre
endometriozis, bilinen veya siliphelenilen tubal veya uterin hastalik varsa
degerlendirmeye hemen baslanmalidir [4]. Erkekte de tedavi gerektiren testikiiler
travma Oykisii varsa, eriskin yasta kabakulak Oykiisii, seksiiel disfonksiyon,

kemoterapi veya radyoterapi Oykiisii varsa degerlendirme hemen baglanabilir.
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2.4. INFERTIL CiFTiN DEGERLENDIRILMESI

2.4.1. Oykii ve Fizik Muayene

Infertil ¢iftin degerlendirilmesine 6ykii ve fizik muayene ile baslanmalidir.
Infertilite dykiisiinde dnemli noktalar:

« Infertilite siiresi ve daha onceki degerlendirme veya tedavinin sonuglar

nelerdir?

* Menstrual 6ykii; sikluslarin uzunlugu ve karakteristigi, ovulatuar durumun
belirlenmesinde yardimeci olabilir.

» Medikal, cerrahi ve jinekolojik hikaye; cinsel yolla bulasan hastalik
Oykiisli, pelvik inflamatuar hastalik Oykiisii, tiroid hastaligi bulgulari,
galaktore, hirsutizm, pelvik agri, dismenore, disparoni gibi semptomlarin
varligi, kemoterapi veya radyoterapi dykiisii sorgulanmalidir.

» Obstetrik 6ykii; daha sonraki fertilitesini olumsuz etkileyecek durumlarin
varligi sorgulanmalidir.

» Seksiiel oykii; sekstiel disfonksiyon varligy, iliski siklig1 sorgulanmalidir.

+ Aile 0ykiisii; ailesinde infertilite oykiisii, dogum defekti, genetik mutasyon
ve mental retardasyon varligi sorgulanmalidir.

* Yasam tarz1 6zellikleri; yas, egzersiz ve diyet 6ykiisii, stres varligi, sigara
ve alkol kullanim1 sorgulanmalidir.

Fizik muayenede infertilitenin potansiyel nedenlerine ait bulgular
degerlendirilmelidir. Hastalarin viicut yag indeksleri hesaplanmalidir ve yag
dagilimlar1 kaydedilmelidir. Yiiksek viicut yag indeksleri fertilitede azalma ile
iliskilidir.

Sekonder seks karakterlerinin inkomplet gelisimi hipogonadotropik
hipogonadizmin bulgusu olabilir.

Guatr, galaktore veya androjen fazlaligi bulgular1 (hirsutizm, akne,
virilizasyon, erkekte sa¢ dokiilmesi) varlig1 endokrinopati gostergesi olabilir.

Adneksiyal veya douglasta Kkitle veya hassasiyet kronik pelvik inflamatuar
hastaligin veya endometriozisin bir bulgusu olabilir. Douglasta, uterosakral
ligamentte, rektovajinal septumda, palpasyonla hassas nodiillerin varlig

endometriozisin ek bulgulari olabilir.
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Servikal, wvajinal yapisal anomalilerin varligi fizik muayenede
degerlendirilmelidir.
Uterin boyutta artig, irreglilarite, mobilizasyonunun kaybi, myom,

adenomyozis veya pelvik adezif hastalik gibi uterin anomalilerin bulgusu olabilir.

2.4.2. Tamsal Testler

Oykii ve fizik muayeneye ek olarak baslangic tanisal degerlendirme
asagidakileri icermelidir.

» Erkek faktoriiniin degerlendirilmesi igin semen analizi.

* Normal ovulatuar fonksiyonun degerlendirilmesi. Yaklasik 4 haftada bir

diizenli adet goren kadinlarin ¢ogu ovulatuardir.

» Tubal  obstriiksiyonun  dislanmasi. Bunun  i¢in genellikle

histerosalpingografi kullanilir.

Ovulatuar Fonksiyonun Degerlendirilmesi: Ovulatuar disfonksiyon,
infertilitenin en sik nedenlerinden biri oldugundan, ovulatuar fonksiyonun
degerlendirilmesi kadin infertilitesinin degerlendirilmesinde anahtar role sahiptir.

Ovulasyonun belirlenmesinde en kolay yaklasim beklenen mensten 1 hafta
once midluteal donemde serum progesteron seviyesinin Ol¢limiidiir. 28 giinliik
sikluslar1 olan bir hastada 21. giin progesteron seviyesinin >3 ng/ml olmasi
ovulasyon oldugunun kanitidir [82]. Ovulasyonun belirlenmesinde diger bir alternatif
idrarda LH Ol¢limiinii saglayan kitlerdir ancak bu kitlerin %5-10 yanlis pozitif ve
yanlis negatif oranlart vardir. Ovulasyonun saptanmasinda diger yontemler, seri
ultrasonografi ile folikiil gelisimi takibi ve sekretuar degisiklikleri gostermek igin
endometrial biyopsidir. Fakat bu yontemler pahali ve invazivdir.

Eger 21.glin progesteron seviyesi < 3 ng/ml ise hasta anovulatuar olarak
kabul edilir ve degerlendirmede yapilmasi gereken baslangi¢ testleri serum PRL,
TSH (tiroid stimiile edici hormon), FSH o6l¢iimii ve polikistik over sendromunun
degerlendirilmesidir.

Overyan  Rezervin  Degerlendirilmesi: Infertilitenin  baslangig
degerlendirmesinde over rezervinin dogru belirlemesi ¢ok Onemli role sahiptir.
Ancak over rezervinin degerlendirilmesinde ideal bir yontem belirlenememistir. 35

yasindan biiyiikk veya daha gen¢ ama prematiir overyan yetmezlik i¢in risk faktorii
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olan kadinlarda over rezervini degerlendirmek icin 3. giin FSH 6l¢iimii onerilir. Over
rezervini degerlendirmede diger yoOntemler antral folekiil sayimi, antimiillerian
hormon 6l¢iimii ve klomifen sitrat stimiilasyon testidir (KSST).

3. giin FSH olciimii ve KSST- over rezervinin degerlendirmesinde yaygin
olarak kullanilan testlerdir. KSST’de siklusun 5-9 giinleri arasinda 100 mg oral
klomifen sitrat uygulanir. 3.giin ve 10.giin FSH ile 3.giin E2 dlgiiliir. Bu testlerin
temeli iyi overyan rezerve sahip hastalarda menstrual siklusun erken dénemlerinde
kiiciik folikiillerden salinan overyan hormonlarin FSH’y1 diisiik seviyelerde
tutmasina dayanir. Bunun tersine over rezervi azalmis olan ve overyan hormon
salmimi yetersiz olan hastalarda hipofizden salinan FSH inhibe edilemez ve siklusun
erken donemlerinde FSH seviyesi artar [83]. Infertilite tedavisi goren kadinlarda
basarili klinik gebelik elde etmeyi predikte etmede siklusun 3.glinii bazal FSH
Olgtimii ve KSST benzerdir [84, 85]. Sonucun normal olmasi fertiliteyi predikte
etmede kullanigh degildir. 3.giin FSH diizeyi <10 mIU/ml ise overyan rezervin
yeterli oldugu sonucuna varilir. Ancak FSH> 20 mIU/ml ise hastanin kendi oositleri
ile gebelik elde etme ihtimali ¢ok diistiktiir.

Siklusun 3.gilinii 6l¢iilen Ostradiol diizeyi de overyan rezervin ve overyan
stimiilasyona cevabin degerlendirilmesinde kullanilabilir [86]. 3.gilin &stradiol diizeyi
< 60-80 pg/ml ise overyan rezerv yeterli olarak degerlendirilir. Overyan rezervin
azalmast sonucunda, inhibin {retimi azalirken FSH diizeyi artmakta ve bunun
sonucunda erken folikiiler dénemde ostradiol diizeyleri yiikselmektedir. Ostradiol
seviyesi >60-80 pg/ml ise siklus iptal etme oranlar1 daha yiiksek ve gebelik oranlari
daha diisiik bulunmustur. Ostradiol seviyesi >100 pg/ml ise gebelik oran1 nerdeyse
%0’dir [87]. Hem FSH hem de 6stradiol seviyesi 6l¢giimii FSH testinin yanlis negatif
sonuclarindan kaginmamizi saglar.

KSST’inde FSH diizeyi hem 3. hem de 10.giinlerde 15 mIU/ml den diisiik ise
over rezervi yeterlidir. 3.giin veya 10.giin FSH diizeyi > 15 mIU/ ml’den yiiksek ise
overyan rezerv azalmistir.

Antral folikiil sayimi- ortalama ¢aplar1 2-10 mm arasi olan folikiiller olarak
tanimlanir ve ultrasonografi ile sayilar1 belirlenebilir. Diizenli adetleri olan bir
kadinda siklusun 2-4.giinleri arasinda 4-10 adet antral folikiil bulunmasi iyi overyan

rezervi yansitirken 4’den az olmasi kotii overyan rezervi gosterir [88]. Antral folikiil
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sayimi overyan rezerv ve cevap igin iyi bir prediktdr iken oosit kalitesini, TVF
basarisini, gebelik sonuglarini 6ngérmede daha az prediktifdir [89].

Anti miillerien hormon- TGF-beta (transforme edici biiyiime faktorii-beta)
ailesinin bir tiyesidir ve 8 mm’den kii¢iik preantral ve erken antral folikiillerden
eksprese olur. AMH seviyesi primordial folikiil havuzunun boyutunu yansitir.
Yetiskin kadinlarda primordial folikiil havuzunun yasla birlikte azalmasi ile birlikte
AMH seviyeside yavas yavas azalir [90]. Menopozda ise saptanamayacak seviyeye
diiser [91]. AMH seviyesi azalan over fonksiyonunun erken, giivenilir ve direkt
gostergesidir ancak esik deger hakkinda tam bir konsensus yoktur [92]. Serum AMH
seviyesinin 0.5 ng/ml’nin iizerinde olmasi iyi overyan rezervi gosterirken daha diisiik
seviyeler overyan folikiil havuzunun azaldigin1 gosterir. 0.15 ng/ml’nin altindaki
degerler IVF’e cevabin kétii olacagini gosterebilir [93]. AMH siklusun herhangi bir
zamaninda Olciilebilir.

Tubal A¢ikhigin Degerlendirilmesi: Laparoskopi planlanmayan tim infertil
hastalarda tubal okliizyonun diglanmasi igin HSG yapilabilir [94]. HSG uterin
kaviteyle ilgili de bilgi saglar. Ancak peritubal adezyonlar1 veya endometriozisi
saptamada kullanisl degildir [95]. HSG’de proksimal tubal okliizyon genellikle tubal
spazma bagl test artefaktini yansitir ve bu durumda HSG tekrarlanabilir. Diagnostik
HSG’nin terapotik etkisi de vardir ve HSG yapilan subfertil kadinlarda gebelik
oranlart HSG yapilmayanlara gore daha yiiksektir [96].

Uterin kavitenin degerlendirilmesi: HSG tubal acikligin
degerlendirilmesine ek olarak submukéz myom, DES maruziyeti ile iligkili T
seklinde kavite, polip, sinesi, konjenital miillerian anomali gibi uterin kavitenin
gelisimsel veya kazanilmis anomalilerinin saptanmasina da olanak saglar. HSG’de
anomali saptandiginda genellikle USG, MRG, histeroskopi veya laparoskopi gibi
ileri goriintiileme modaliteleri gerekir.

USG myomlarin degerlendirilmesinde oldukca kullanishidir ve salin inflizyon
sonografi submiikdz myomlarin saptanmasinda en iyi goriintileme modalitesidir.
Intrauterin adezyonlar1, polipleri, konjenital uterin anomalileri saptamada salin
inflizyon sonografi rutin ultrasonografiden daha basarilidir [97].

Endometrial kavite ile ilgili anomalilerin degerlendirilmesinde histeroskopi

altin standart metodtur. Tani ile birlikte tedaviye de olanak saglar [4].
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Laparoskopinin Rolii: Infertilitenin degerlendirilmesinde laparoskopinin
rolii tartismalidir. Baslangi¢ infertilite degerlendirmesi normal olan ¢iftlerde veya
ciddi erkek faktorii olan infertil ¢iftlerde laparoskopik bulgular genellikle baslangi¢
tedaviyi degistirmemektedir. Hikaye, fizik muayene veya HSG’de endometriozis
sliphesi olan, pelvik adezyon veya tubal hastalik siiphesi olan hastalarda laparoskopi

endikasyonu vardir [98].

2.4.3. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesi agagidaki basamaklar1 icermelidir.

» Hikaye-anamnez

 Fizik muayene

+ Semen Analizi

+ Genetik testler

« Endokrin Testler

Infertil bir erkegin degerlendirilmesine ayrintili bir dykii almarak baglanir.
Pubertal gelisim, viicut killanmasi, kronik hastaliklar, kabakulak orsiti, sinopulmoner
infeksiyonlar, seksiiel gecisli hastaliklar, testis veya skrotal ameliyatlar, ilag
kullanimu, iliski siklig1 sorgulanmalidir.

Fizik muayenede infertilite ile iligkili olabilecek androjen eksikliginin klinik
bulgularina odaklanilmalidir. Androjen eksikliginin klinik bulgular1 baslangi¢ yasina
baglidir. Androjen eksikligi erken gebelikte baslarsa ambigus genitalya ile, gebeligin
ilerleyen haftalarinda baslarsa mikropenis ile, g¢ocukluk ¢aginda baglarsa da
pubertede gecikme ile, eriskin yasta ise seksiliel fonksiyonda azalma, infertilite,
sonugta da sekonder seks karakterlerinde kayip ile sonuglanir.

Standart Semen Analizi: Semen analizi erkek infertilitesinin
degerlendirilmesinde en 6nemli parametredir. Standart semen analizi; semen volimii
ve Ph ol¢timii, agliitinasyonun degerlendirilmesi, sperm konsantrasyonu, motilitesi
ve morfolojisinin degerlendirilmesi, sperm l6kosit sayisinin ve immatir germ

hiicrelerin degerlendirilmesini igerir.
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Semen analizinin fiziksel parametreleri:

- Koagiilasyon: Ejakiilasyon sonrast semenin sivi halden semisolid hale
gecmesidir. Koagililasyon olmadiginda seminal vezikiil ve vas deferensin
yoklugundan siiphelenilir.

- Likefaksiyon: Koagiile olan semen 5-20 dakika iginde likefiye olur.Bu
stire¢ prostatdan yapilan proteolitik bir enzim olam fibrinolizinle olur.Bu
nedenle likefaksiyon normal prostat islevinin bir géstergesidir.

- Viskosite: Likefiye olan semenden bir pipet ile damla ydntemiyle
Olgiilir. Pipete cekilen semen damlatilarak olusan iplik¢igin boyu
Olciiliir. 20 mm’ye kadar normal, 20-40 mm aras1 hafif¢e artmis, 40-80
mm aras1 olduk¢a artmis ve 80 mm ustii ise ¢ok artmistir. Artmis
viskozite genital traktusda, prostatda veya seminal vezikiilde olan bir
enfeksiyonu gosterir.Uygunsuz plastik kap kullanimi, sik ejakiilasyon da
viskozitede bir artig nedeni olabilir.

- Volim: 3-5 giinliik cinsel yoksunluk sonrasi 2-6 ml’dir.

- Renk: Gri opak renktedir ancak cinsel yoksunluk siiresi artarsa sarimsi
renge doniisiir. Konsantrasyon diiserse renk agik/sulu sekle doner, artarsa
bulaniklik artar.

- Koku: Prostat sekresyonu olan sperminin  oksidasyonu ile
olur.Atkestanesi agaci ¢igegi kokusuna benzetilir. Normalden sapmasi
enfeksiyon gostergesidir.

- pH: 7.2-7.8 aras1 dagilim normal kabul edilir.

Seminal siviy1 olusturan sekresyonlarin kaynagi ve yiizde dagilimi tablo-7de

Ozetlenmistir.

Tablo 7. Seminal siviy1 olusturan sekresyonlarin yiizde olarak dagilimi

Sekresyon yeri % Ejakiilat
Testisler 5 (0.2 ml)
Seminal Vezikiil 45-80
Prostat 13-33

Bulboiiretral bez 2-5
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Semen Ornegi 2-7 giinliik bir cinsel perhiz sonrasi alinmahidir. 1-2 hafta ara
ile en az 2 sperm 6rnegi alimmalidir. Ideal semen toplama metodu mastiirbasyon ile
temiz bir kutuya alinmasidir. Semen Ornegi toplandiktan sonra bir saat iginde
incelenmelidir. Standart semen analizinin degerlendirilmesinde Diinya Saglik
Orgiitiiniin belirledigi en diisiik smir degerler asagida gosterilmistir [99].

* Voliim: 1.5 ml

« Sperm konsantrasyonu: 15 milyon spermatozoa/mi

 Total sperm sayist: 39 milyon spermatozoa/ejakiilat

 Morfoloji: %4 normal morfoloji

« lleri hareketli sperm orani: %32

* Total hareketli sperm orani: %40

Semen voliimii i¢in en diigiik referans limit deger 1.5 ml’dir [99]. Azoospermi
ve oligozoospermi ile birlikte diisiik semen voliimii genital trakt obstriiksiyonunu
gosterir.

Sperm motilitesi mikroskopik olarak degerlendirilir ve progresif motil,
nonprogresif motil, ve immotil olarak siniflandirilir. Spermatozoalarin en az %40°1
motil olmal1 ve en az %32’ si progresif motil olmalidir.

Semen anormalliklerinin tanimlari;

- Aspermia: Ejakiilatin olmamasi

- Hematospermia: Ejakiilatta kan olmas1

- Lokositospermia: Ejakiilatta beyaz kiire olmas1

- Hipospermia: Ejakiilat voliimiiniin <I ml olmas1

- Hiperspermia: Ejakiilat volimii >6 ml.

- Azoospermia: Ejakiilatta sperm olmamasi

- Oligozoospermia: <15 x 10° sperm /ml olmas1

- Polizoospermia: >250 x 10° sperm /ml olmast

- Asthenozoospermia: Zayif motilite ve/veya ileri dogru hareketlilik

olmasi.

- Teratozoospermia: Normal sekilli sperm yiizdesinin azalmig olmasi

(<%14 Kruger)
- Nekrozoospermia: Supravital boyama ile tiim spermlerin 61t olmasi.

- Globozoospermia: Yuvarlak basli akrozomsuz sperm olmasi
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Standart semen analizi tanimlayici bilgiler saglamakla birlikte her zaman
fertil ve infertil erkegin ayrimini saglayamamaktadir.

Sperm Fonksiyon Testleri

Bilgisayar yardimli sperm analizi: CASA (computer assisted sperm
analysis), acgiklanamayan infertilite grubundaki erkeklerde sperm hareket
karakteristiklerini, in vivo ve in vitro fertilizasyon kapasitesini 6ngérmede kullanigh
bir yontemdir. Sperm konsantrasyonunun, motilitesinin ve morfolojisinin
degerlendirilmesinde kullanilabilir [100].

Akrozom Reaksiyonu: Akrozom, proteolitik enzimler igeren ve sperm 6n
bolgesinde bulunan, zona pellusida penetrasyonu igin gerekli yapidir. Akrozom
icerisindeki proteolitik enzimler zona pellusidayr sindirirler ve sperm-oolemma
flizyonunu saglarlar. Bu siirecte meydana gelen bir bozukluk infertilite ile
sonuglanabilir. Infertil erkeklerde spontan akrozom reaksiyonu kaybinda bir artis
gortliir [47].

Zona-free hamster oosit penetrasyon testi: in vivo ve in vitro fertilizasyon
basarisint ongérmede kullanilir [101]. Test, zona pellusidasi soyulmus hamster
oositini spermin penetre etme yeteneginin izlemi esasina dayanir. Spermatozoanin
kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu, oolemmay1 penetre etme yetenegini ve oositle
flizyonunu degerlendirir.

Human zona pellusida binding test: Spermatozoanin zona pellusidaya, ZP3
reseptorii ile baglanmasi akrozom reaksiyonunu tetikler [102]. Hemizona assay ve
sperm-zona baglanma orani olmak iizere zona pellusidaya baglanmayi test eden iki
test vardir.

Hemizona assay testi ile insan oosit dokusundan ayrilmis zona kullanilarak
spermin zona pellusidaya baglanmasi test edilir [47].

Spermatozoa DNA hasar testleri: Oksidatif stresin spermatozoa tizerindeki
etkisi DNA (deoksiriboniikleik asit) hasari ve apoptozisin monitérizasyonu ile
degerlendirilebilir [103]. Infertil erkeklerde spermatozoa DNA hasar1 daha fazla
goriilmektedir. Sperm DNA’smin flow sitometrik incelenmesi ile matiir haploid ve
matiir anormal diploid spermatozoalar, hiicresel fragmanlar ve immatiir germ
hiicreleri  birbirinden ayrilabilir [104]. TUNEL (terminal deoksintikleotidil
transferaz-mediated deoksiuridin trifosfat-dUTP nick end-labeling) veya DNA



31

oksidasyonu ile DNA hasar1 direkt olarak degerlendirilebilir. Indirekt olarak ise
SCSA (sperm chromatin structure assay) ile degerlendirilebilir. Erkek germ
hiicrelerinde DNA hasar1 kotii semen kalitesi, preimlantasyonel gelisimde bozulma,
abortus riskinde artma ve infertilite ile iligkilidir [103].

Genetik Testler

Seks Kromozom ve Genetik Mutasyonlar: Infertil erkeklerin yaklasik %10-
18 inde Y kromozomu mikrodelesyonu vardir. AZFa veya AZFb bdlgelerinin
komplet delesyonu azoospermi ve Sertoli Cell Only Sendromuna neden olur. Bu
bolgelerin  parsiyel delesyonu veya AZFc bolgesinin komplet delesyonu
hipospermatogenezisten Sertoli Cell Only Sendroma kadar degisik fenotiplere neden
olur ve ciddi oligozoospermi veya azoospermi ile prezente olur. Bu delesyonlar
sperm konsantrasyonu S5milyon/ml nin {stiinde olan erkeklerde nadir goriiliirler
[105]. Genetik tan1 onemlidir ¢iinkii; testislerden derive edilmis spermatozoalarla
ICSI (intrastoplazmik sperm injeksiyonu) AZFa veya AZFb bélgelerinin komplet
delesyonlarinda miimkiin olmamaktadir. Y kromozomu mikrodelesyonlar1 babadan
ogula ICSI ile gecebilir [106]. Sperm konsantrasyonu 10 milyon/ml’den diisiik olan
infertil erkeklerde rutin karyotip onerilmektedir [107]. Y kromozom delesyonlari
ciddi oligozoospermi ve azoospermi varsa onerilmektedir.

Endokrin Testler

Infertil erkegin endokrin degerlendirmesinde serum testosteron, LH ve FSH
seviyeleri Ol¢iilmelidir [108]. Serum testosteron konsantrasyonu diisiilkken, serum
FSH ve LH konsantrasyonu yliksekse primer hipogonadizm tanis1 konulur, diisiik
veya normalse sekonder hipogonadizm tanisi konulur. Sperm sayist ve serum LH
konsantrasyonu diisiik olan erkeklerde eksojen anabolik veya androjenik steroidlerin
kullanim1 diistintilmelidir. Diislik serum testosteron konsantrasyonu ve normal veya
diisik serum LH konsantrasyonu olan erkeklerde ise serum prolaktin diizeyi
Olctilmelidir.

Obstriiktif Azoospermi

Eger hastada normal testikiiler voliim varsa, normal serum FSH, LH ve
testosteron diizeyi varsa ve azoospermi mevcutsa obstriiktif azoospermiden siiphe

edilmelidir.
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2.5. ACIKLANAMAYAN INFERTILITE

Infertil ¢iftlerde gosterilebilir bir neden bulunamaz ise aciklanamayan
infertilite olarak tamimlanir [80]. Bu hastalarda; ovulasyonun objektif kanitlari,
bilateral tubal agiklik ve normal uterin kavitenin varligi, semen analizinin normal
oldugu ve yeterli overyan rezervin oldugu gosterilmelidir. Nedeni agiklanamayan
infertilite, normal reprodiiktif dagilimin alt sinirin1 veya standart degerlendirme
metodlar1 ile tanis1 konulamayan sperm veya oosit fonksiyon anormalliklerini,
fertilizasyon veya implantasyon bozukluklarini igerir.

Aciklanamayan infertiliteye sahip ciftlerin yonetimi etkinlik, maliyet dikkate
alinarak bireysellestirilmelidir. Tedavi ampiriktir ve belirli zamanda karsilasan sperm
ve oosit sayisini artirmaya yoneliktir. A¢iklanamayan infertilite icin ampirik tedavide
ilk basamakta ii¢ siklus klomifen ve IUI tedavisi ile baslanir. Eger gebelik elde
edilemez ise ii¢ siklus gonadotropin ve IUI tedavisi, eger yine gebelik elde edilemez
ise IVF &nerilir. Aciklanamayan infertilitede uygulanan tedavi segenekleri ve siklus
basina gebelik oranlari tablo 8’de gosterilmistir [109]. Gebelik olasiligi artan kadin
yas1 ve infertilite siiresiyle ters orantilidir. Tedavi planlanmadan once ¢iftlerin yast,

infertilite siiresi, daha 6nceki gebelikleri géz ontine alinmalidir.

Tablo 8. Agiklanamayan infertilitede uygulanan tedavi segenekleri ve siklus basina

gebelik oranlari

Uygulama Siklus basina gebelik oram
Izlem %1-3

Ui %4-6

Klomifen Sitrat %4-6

Klomifen+IU{ %7-9

Gonodotropin injeksiyonu %4-10
Gonodotropin+iUI %9-16

IVF %20-40

Genel olarak spesifik bir fertilite tedavisi 3 siklus sonunda gebelik ile

sonuglanmaz ise alternatif tedaviler degerlendirilmelidir [110].
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Expectant Yonetim: Aciklanamayan infertilitesi olan ve aktif tedavi
uygulanmayan ciftlerin her ay %1-3’ii gebelik elde etmektedirler [111]. izlem
yonetiminde kadin yasi1 gebelik oranlartyla yakindan iligkilidir. Bu nedenle
aciklanamayan infertilitesi olan c¢iftlerde kadin yas1 32’den kiiclik oldugunda
expectant yonetim bir secenek olabilir.

Sigara igmek, anormal viicut kitle indeksi, asir1 kafein ve alkol tiiketimi,
fertiliteyi azaltabilmektedir. Hayat tarzi degisiklikleri ile bu faktorlerin kontrol altina
alinmasi agiklanamayan infertilitesi olan ¢iftlerde fertiliteyi olumlu etkiler [112].

Intrauterin Inseminasyon: TUI ile amaglanan konsantre edilmis ¢ok sayida
spermin kii¢iik bir katater yardimiyla uterus i¢ine enjeksiyonudur. FSH tedavisinde
ise multiple folikiiler gelisim ve ovulasyon amaglanmaktadir.

Aciklanamayan infertilitesi olan ¢iftlerde sadece IUI tedavisi ile siklus basina
gebelik orani yaklasik %5’dir ve bu oran expectant yonetimden yiiksektir [113].

Klomifen Sitrat: Agiklanamayan infertilitede tek basina klomifen sitrat
tedavisi ile ilgili veriler ¢ok agik olmamakla birlikte siklus basina gebelik oranlar
yaklasik %4-6’dur.

Klomifen Sitrat ve TUI: Klomifen sitrat ve IUI kombine edildiginde siklus
basina gebelik orani yaklasik %7-9 olmaktadir.

Gonadotropin Tedavisi ve TUI: Gonadotropin tedavisi ve IUI birlikte
uygulandiginda tek baslarmma uygulandiklarina gore daha etkilidir siklus basina
gebelik oranlart yaklagik %9-16’dir [5, 114]. Aciklanamayan infertilitesi olan
kadinlarin gonadotropinlerle tedavisinde ana komplikasyonlar ¢ogul gebelik ve
OHSS (overyan hiperstimiilasyon sendromu)’dir. Cogul gebelik riski %14-39
arasindadir [115]. Gonadotropin tedavisi ve IUI 3 siklus ile sinirlandirilmalidr.
Cilinkii gebeliklerin ¢ogu ilk {i¢ siklusda olmaktadir [116].

In vitro fertilization: Kisa zaman araliginda siklus basina gebelik orani en

yiiksek olan tedavidir [117].

2.6. INTRAUTERIN INSEMINASYON
[UI 6zel yontemler ile yikanmis ve konsantre edilmis motil spermlerin
ovulasyon sirasinda bir katater araciligi ile direkt olarak uterin kavite igerisine

verilmesi islemidir.
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U1 Endikasyonlari;
 Ejakiilatuar disfonksiyon(ciddi hipospadias, retrograd ejekiilasyon, seksiiel
disfonksiyon ve impotans dahil)
« Ciddi vajinismus
* Servikal faktor infertilitesi
» Erkek faktor infertilitesi(oligozoospermi, astenozoospermi, diisiik ejakiilat
voliimii, sperm otoantikorlar1)
* Aciklanamayan infertilite
» Evre lveya 2 endometriozis
IUI  aktif servikal, intrauterin veya pelvik infeksiyon varliginda
kontrendikedir. [UI sonras1 kiimiilatif gebelik oranlar1 %5-20 arasinda degismektedir.
Infertilite siiresi uzun oldugunda, kadin yas1 40’1n iizerinde oldugunda ve ciddi erkek

faktorii oldugunda gebelik oranlari diisiik olmaktadir [118].

2.6.1. 1UI Basarisim Etkileyen Faktorler

1) Semen Parametreleri: Sperm yogunlugu, motilitesi ve morfolojisi infertil
es spermi ile yapilan TUI basarisin1 belirgin sekilde etkiler. Toplam hareketli sperm
sayis1 arttikca IUI basar1 olasihign artar. IUI icin yikama sonrasi minimum motil
sperm sayisi tartismalidir [119]. Yikama sonrasit motil sperm sayis1 5 milyondan az
oldugunda da gebelik ihtimali olmakla birlikte yikama sonras1 motil sperm sayis1 5-
10 milyonun iizerinde oldugunda gebelik oranlar1 daha yiiksek olmaktadir [120].
Yikama sonrast motil sperm sayisinin 5 milyonun altinda oldugu ciddi erkek faktorii
olan hastalarda ICSI siklikla gerekebilir. Toplam hareketli sperm sayis1 10milyon/ml
esik degeri lizerine ¢iktifinda basari olasiligi belirgin sekilde artmakta iken daha
yiiksek sayilar basartyr daha fazla artirmamaktadir [121, 122].

2) Strict Sperm Morfolojisi: TUI basaris1 morfolojik olarak normal sperm
arttikca artar. Morfolojik olarak normal sperm oran1 %14 ve iizerinde ise 1UI basaris1
en yiiksek, %4-14 arasinda ise orta, %4’iin altinda ise oldukga diisiiktiir [123].

3) Diger Faktorler:IUI basarisi iizerinde kadin yasi, ovulatuar fonksiyon,
uterin ve tubal faktorler de etkilidir. Kadin yasi infertilite tedavisinde anahtar rol
oynar ve kadin yasi1 arttikca basar1 olasiligi diiser. Ovulatuar bozuklugu olan ve

ovulasyon indiiksiyon uygulanan hastalarda, ovulasyon indiiksiyonu {UI ile kombine
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edildiginde gebelik oranlar1 daha yiiksek olmaktadir [124]. IUI basarisi erkek ve
tubal faktor birlikteliginde belirgin olarak azalmaktadir.

2.6.2. Ampirik Overyan Stimiilasyon

Erkek faktoriine bagl infertilitede ekzojen gonodotropinler ile ampirik
overyan stimiilasyon IUI ile kombine edilebilir. TUI ovulasyon indiiksiyonu ile
kombine edildiginde daha yiiksek gebelik oranlari elde edilir [113]. Kontrolli
overyan hiperstimiilasyonda klomifen sitrat standart ilk basamak tedavidir. Eger
basarisiz olursa injektabl gonadotropinler ikinci basamak olarak kullanilir [125].
Overyan rezervi azalmis ileri yastaki hastalarda injektabl gonadotropinler ilk

basamak olarak baslanabilir.

2.6.3. IUI icin Sperm Hazirlama Teknikleri

Semen toplanmast i¢in en uygun zaman 2-3 giinliik cinsel perhiz sonrasi
islem sabahidir. Ejakiilat steril bir kaba toplanir. Lubrikanlarin ¢gogu sperm iizerine
toksik etki gosterdigi i¢in kullanilmamasi &nerilir [126]. inseminasyon éncesi spermi
prostoglandinlerden, hiicresel debrislerden arindirmak ve motil spermleri konsantre
hale getirmek icin ejakiilatin hazirlanmasinin kritik 6nemi vardir. Swim up ve dansite
gradiyent santrifiigasyon olmak tlizere yaygin olarak kullanilan iki sperm hazirlama
teknigi vardir.

Swim-up yéntemi: Ul 6ncesi sperm hazirlamada en sik kullanilan ydntemdir.
Bu teknigin esasini; belli bir soliisyon i¢ine konan sperm Orneginde iyi kalite,
motilitesi 1yl spermlerin yiizerek ylizeye ¢ikmasi olusturur. Bir ml sperm 6rnegi tiip
icine konur, tizerine 4ml kiiltiir solusyonu konup karistirilir, daha sonra 500g’de 10
dakika santrifiij edip siipernatan atilir. Karisim baska bir 4ml kiiltiir soliisyonu igine
konur. Tekrar 250g’de 5 dakika santrifiij edilir. 1ml daha iist tabakaya kiiltiir
soliisyonu dikkatlice konup, test tiipii 45 derece egimli olarak 37 °C’de 1 saat inkiibe
edilir. Sonugta iistteki 500 pl soliisyon iginde toplanan hareketli ve kaliteli sperm
kismi1 alinip temiz bir tiipe konur, inceleme ve IUI i¢in hazirlanir. Kiiltiir soliisyonu
genelde earle media olup, bunun yaninda Ham’s F10, insan tiibal sivist (HTF) da
kullanilabilir. Bu yontemin yararlar1 kolay uygulanabilir, ucuz, motilitesi yiiksek

olan (¢cogu >%90’de) temiz bir 6rnek elde edilebilmesidir. Dezavantajlari ise sadece
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sperm say1 ve motilitesi iyi olan 6rnekler i¢in kullanilabilir (20 x 10/ml say1, motilite
>0%30 ise). Sperm sayist zaten az ise Onerilen bir metod degildir. Ayrica islem
sonrasi Ornek hacmi azdir ve spermatozoa reaktif oksijen radikallerinden zarar
gorebilir [127]. Konvansiyonel swim-up metodunun avantaj ve dezavantajlari tablo

9’da 6zetlenmistir.

Tablo 9. Konvansiyonel swim-up metodunun avantaj ve dezavantajlar [127]

Avantajlarn Dezavantajlarn

* Uygulamasi kolay * Yiiksek sperm sayis1 ve hareketliligine sahip

ejakiilata sinirlt

 Maliyeti uygun * Verimi diisiik

* Genellikle oldukga hareketli  Spermatozoa reaktif oksijen radikalleri
spermatozoalardan olusan
tarafindan hasara ugrayabilir ¢ok temiz bir

ornek saglar

* Normal kromatin yogunluguna sahip | spermatozoa ylizdesinde anlamli azalma olur

Dansite gradient santrifiigasyon yontemi: Bu yontem ic¢in en sik kullanilan
soliisyon Percoll soliisyonu idi ama toksisitesi nedeni ile bugilin Percoll
kullanilmamaktadir. Bunun yerine SpermGrad, IxaPrep, Puresperm, Silselect,
Isolate vb ‘de kullanilabilir. Percoll PVP ile kaplanmig 15-30 nm ¢apindaki kollaidal
silika partikiillerinden olusmaktadir. Matiir spermler soliisyondan daha yiiksek
gradiente sahip olduklar1 i¢in alt tabakada toplanirken, immatiir olanlar ise iist
kisimda toplanacaktir. Gradient islemi i¢in sperm likefiye olmasi i¢in 20 dakika siire
ile bekletilir, 15ml’lik tiipte ejakiilat voliimiine esdeger olmak iizere yikama sivisi
katilir (SpermRinse, GAMETE 100). 1800g’de 10 dakika santiftiij edilir, slipernatan
atilir ve 0,5 ml yikama c¢ozeltisi pellete eklenerek tekrar karigtirilir.  Sperm
konsantrasyonuna uygun gradient tabakalar1  (Sperm-Grad veya Percoll) 0,5 ml
konarak hazirlanir. Bunun iizerine yikanmis 0.5ml sperm konur 300g’de 20 dakika
santifriij edilir. Sonrasinda dipte kalan pelet pasteur pipeti ile aspire edilir, {izerine

4ml yikama solusyonu konup 1800g’de 5 dakika santrifiij edilir. Sonrasinda
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stipernatan atilip 4ml yikama soliisyonu konur ve 5 dakika santrifiij edilip,
siipernatan atilir ve pellet miktarina gore soliisyon katilip islem i¢in hazir hale
getirilir. Bu yontem ile motilitesi iyi olan temiz sperm 6rnegi elde edilir, ejakiilatta az
sayida sperm oldugu durumda en uygun yontemdir, Ornekten lokositler biiyiik
oranda elimine edilir, reaktif oksijen radikalleri azalir, elde edilen sperm Ornegi
yeterlidir.  Farkli soliisyonlar kullanilmasi nedeni ile biraz zaman kaybettirir, biraz
pahali bir yontemdir, endotoksin riski vardir. Dansite gradient santrifiigasyon

yonteminin avantaj ve dezavantajlari tablo 10’da 6zetlenmistir [127].

Tablo 10. Dansite gradient santrifiigasyon yonteminin avantaj ve dezavantajlari

Avantajlar Dezavantajlar

* Genellikle son derece hareketli * Biraz pahalidir

spermatozoalardan olusan temiz bir 6rnek saglar

* Cok diisiik sperm yogunluguna sahip ejakiilattan ¢ Endotoksin riski

spermatozao elde edilebilir

« Verimi iyidir * Percoll spermatozoa i¢in toksik

olabilir
* Lokositler biiyiik l¢lide temizlenir

* Reaktif oksijen radikalleri 6nemli 6l¢iide azaltilir

2.6.4. IUI Zamanlamasi

Basar1 sansinin en yiiksek olmasi icin IUI spontan ovulasyon veya
indiiklenmis ovulasyon zamani ile ayn1 zamanda yapilmaya ¢alisilmalidir. Normalde
sperm kadin genital sisteminde fertilizasyon yetenegini koruyarak 72 saat kalir. Oosit
ise 12-24 saat fertilizasyon yetenegini koruyabilir. Cinsel iliski ovulasyondan bir giin
once veya sonra ise konsepsiyon olasilig1 artar. Dogal veya stimiile sikluslarda TUI
zamaninin en iyi tespiti beklenen ovulasyondan 3 gilin 6nce baglanan iiriner LH
monitdrizasyonu ile olur. LH artigindan bir giin sonra IUI yapilmas: &nerilir.
Injektabl gonadotropin tedavisine yanit transvajinal ultrasonografi ile takip edilir ve

folikiil boyutu 15-18 mm’ye ulastiginda ovulasyonu tetiklemek igin 5000-10000
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linite insan koryonik gonadotropin subkutan veya intramuskiiler olarak yapilir.

Ovulasyon hCG ile uyarildiginda IU1 36 saat sonra yapilmalidir [128].

2.6.5. Inseminasyon Kateterleri
[UI’da kullanilan flexible veya sert kateterler arasinda gebelik ve canli dogum

oranlart agisindan fark bulunamamistir [129].

2.6.6. Intra Uterin Inseminasyon Uygulamasi

Intrauterin inseminasyon igin gerekli ekipmanlar; hazirlanmis sperm,
spekulum, lcc’lik steril enjektdr ve inseminasyon Kkateteridir. Islem oOncesi
antibiyotik profilaksisi gerekmez. Serviksi temizlemek ic¢in povidon iyot
kullanilmamalidir ¢linkii sperm tizerine toksik etki gosterir. Sperm hazirlandiktan

sonra inseminasyona kadar viicut sicakliginda saklanmalidir.

— INTRAUTERIN INSEMINASYON PROSEDURU
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Sekil 5. Intrauterin inseminasyon prosediiriiniin sematik goriiniimii

Hasta dorsolitotomi pozisyonunda yattiktan sonra serviksi vizualize etmek

icin spekiilum kullanilir. Kateterin u¢ kisminin tikanmamasi i¢in servikal mukus
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temizlenir. Hazirlanmis sperm 1 cc’lik steril enjektore alindiktan sonra inseminasyon
kateteri takilir. U¢ kismina degmeden kateterin ucu servikal kanala yerlestirilir ve
yavasca uterin kavite i¢ine ilerletilir. Kateterin uterin fundusa degmemesine ¢alisilir.
Ciinkii bu uterin kramplara, baz1 hastalarda endometriumun hasarina ve embriyo
gelisimi {izerine toksik etkiye neden olabilir. Sperm yavasca uterin kavite igine
enjekte edilir ve kateter yavasca geri ¢ekilir. Sperm enjeksiyonundan sonra hastanin
supin pozisyonda veya ters trendelenburg pozisyonunda yaklasik 10 dakika kalmasi
Onerilir. Bununla ilgili verilerin kisitli olmasina ragmen yapilan bir randomize
calismada islem sonrasi hemen mobilizasyona gore daha yiiksek gebelik oranlar
bulunmustur [130]. inseminasyon sonras1 hasta normal aktivitesine donebilir. TUT ile
ilgili komplikasyonlar nadir olmakla birlikte vajinal kanama, infeksiyon, uterin

kramplara bagli alt abdominal rahatsizlik goriilebilen komplikasyonlardir.

2.7. SPERMATOGENEZ VE APOPTOZ

Apoptozis ve nekroz hiicre 6liimiiniin iki farkli formudur. Nekroz bir travma
sonucu meydana gelir, olusturdugu inflamatuar yanit ile ¢cok sayida hiicreyi etkiler,
hiicrenin sismesine ve membran riiptiirine neden olur [131]. Apoptozis veya
programli hiicre 6liimii, inflamatuar bir cevap ortaya ¢ikarmadan hiicrenin dokudan
temizlendigi, bir dizi morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle karakterize olan
hiicre 6limiiniin 6zel bir formudur [132]. Bu degisiklikler, kromatin yogunlasmasi ve
fragmantasyonu, sitoplazmik organellerin yogunlagmasi, mitokondriden sitokrom
c’nin salinmasi, reaktif oksijen radikallerinin tretimi, endoplazmik retikulumun
dilatasyonu ve hiicre voliimiiniin azalmasidir [133]. Daha sonra hiicre apoptotik

parcalara ayrilir ve bu parcalar makrofajlar tarafindan temizlenir.
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Ekstrinsik ve intrinsik olmak tizere iki farkli ana apoptotik yolak vardir. Diger
ilave yolaklar ise apoptozu granzim A/B yoluyla indiikleyen perforin/granzim yolagi
ve genotoksik ve nongenotoksik stres ile indiiklenen P53 yolagidir [134]. Biiyiime
faktorleri dilizeyinde geri c¢ekilme, DNA hasari, Fas ligand baglanmasi,
kemoterapotik ilaglara maruziyet gibi apoptozisi tetikleyen birgok faktor
bilinmektedir. Bu tetikleyicilerin hepsi apoptozla sonuglanan kaspaz sistemini aktive
ederler. Baz1 genler apoptozisin baslangic fazini kontrol ederler. Ornegin Bcl gen
ailesi hiicreleri apoptozise kars1 korurken, bax gen ailesi bunun tersi yonde etki
gosterir. Kaspaz ailesi proteazlarinin aktivasyonu hiicre proteinlerinde yikilma ile
sonuglanir [135].

Apoptoz bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte rol oynar. Spermatogenezis,
spermatogonialarin  mitotik boliinmesi, spermatositlerin mayotik bdliinmesi,
spermatidlerin morfolojik diferansiyasyonu ve maturasyonu ve sonug¢ olarak sperm
formasyonunun olusmasii igeren dinamik bir siiregtir [132]. Apoptozis normal
spermatogenezis siirecinde genetik olarak defektif hiicrelerin eliminasyonunda

onemli rol alir. Diger taraftan normal apoptozis siirecinde bozulmanin erkek
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infertilitesi ile yakindan iligkili oldugu saptanmistir. Normal spermatogenezisi olan
hastalarla karsilastirildiginda azospermi ve oligospermisi olan erkeklerin testikiiler
dokusunda apoptotik germ hiicrelere daha ¢ok rastlanmasi ve testikiiler yetmezligi
olan infertil hastalarin testikiiler biyopsisinde daha yiliksek apoptozis oranlar
goriilmesi bunu desteklemektedir [136]. Defektif germ hiicrelerin apoptozis ile
secilmesinde meydana gelen bir yetersizlik semende anormal sperm sayisinda artisa
ve fertilitede azalmaya yol agmaktadir. infertil erkeklerin ejekulatlarinda apoptotik

sperm oranlar1 daha yiiksek bulunmaktadir [131].

Fas B@x
Bax Bel-w %
Y Bcl-w
\ E;r":‘t Bel-xL
Bolw testosteron testosteron
testosteron.
\ APOPTOSIS
\, APOPTOSIS . APOPTOSIS [Secilme?)
o= d =,
spermatogonia spermatosit spermatid SpRMNAICA

Sekil 7. Eriskinde spermatogenezis siirecinde germ hiicre apoptozisi

Spermatogenezis siirecinde germ hiicre apoptozisi devam etmektedir ve hasarli hiicreler segilmektedir.
Cesitli sinyaller germ hiicre apoptozisini regiile etmektedir.(+) ile gosterilen sinyaller apoptozisi
uyarirken (-) ile gosterilen sinyaller tersi yonde etki etmektedir [137].

Canli hiicreler plazma membraninin i¢ ve dis yapraklar1 arasinda degisik
fosfolipidlerin asimetrik dagilimini siirdiirmek zorundadirlar [135]. Apoptozun erken
evresinin  biyokimyasal o6zelligi fosfotidilserinin plazma membranimin i¢
tabakasindan dis tabakasina translokasyonu ve bunun kaspaz kaskadini (apoptozis
spesifik proteazlar) aktive ederek apoptozu baslatmasidir [134]. Fosfotidilserin
normalde sperm plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunur ve bunun plazma
membraninin dis yiiziine translokasyonu sperm hiicrelerinde apoptozisin erken bir
bulgusudur [136]. Fosfotidilserinin hiicre membranmin i¢ yiiziinden dis yiiziine
translokasyonu apoptotik hiicreyi fagositik hiicrelere tanitan ve komsu normal

hiicrelerden ayirt edilmesini saglayan mekanizmadir [131].
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Annexin V fosfotidilserine yiiksek afinitesi olan kalsiyum bagimli fosfolipid
baglayici proteindir ve sperm plazma membranina baglanmasi apoptozisin erken bir

bulgusudur [138].

—
Annexin V
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Sekil 8. Annexin V apoptozis iligkisi

Apoptozis siirecinde membran lipid asimetrisi bozulur. Fosfotidilserin (turuncu boyali) hiicre
membraninin i¢ yapragindan dig yapragina transloke olur. Annexin V’ in hiicre membrani dis
yapragindaki fosfotidilserine yiiksek afinite ile baglanmasi apoptozisin erken bir bulgusudur [135]

Klinik pratikte fertilite potansiyelinin Ongdriilmesinin gelistirilmesinde
apoptotik markirlar gibi sperm fonksiyon markirlar1 kullanilabilir. Konvansiyonel
sperm analizi ile belirlenen sperm parametreleri apoptotik markirlarin flow sitometri
ile Ol¢lilmesinden daha subjektiftir [139]. Apoptotik markirlar spermatozoanin
fertilizasyon yetenegini ve viabilitesini degerlendirmede kullanilabilir. Bunlar
fosfotidilserin eksternalizasyonu, mitokondriyal membran potansiyelinde azalma,
kaspaz aktivitesinde artis ve DNA fragmantasyonudur [134, 140]. Ancak bunlarin
Klinik pratikteki prognostik giicleri halen belirsizdir [139]. Ancak bu markirlar
infertil erkeklerden elde edilen ejakiilatta fertil erkeklere gore daha yiiksek oranda
bulunmaktadir [141].

Daha once yapilan ¢alismalarda annexin V pozitif sperm populasyonunun

annexin V negatif sperm populasyonuna gore morfolojik olarak daha iistiin oldugu



43

gosterilmistir [142]. Ancak bunun klinik kullanilabilirligi hakkinda net bilgi
bulunmamaktadir.

Infertil c¢iftlerde, olumsuz yardimci iireme teknikleri sonuclarmin bir
boliimiinden ejakiilattaki apoptotik spermlerin sorumlu olabilecegi diisiiniilerek bu
calisgma planlanmigtir. Ejakiilattaki preapoptotik spermler Annexin V Kkiti ile
saptanabilmektedir. Sonug olarak ejakiilattaki preapoptotik sperm oranin annexin V
ile saptanarak, bunun infertil ciftlerde tedavi basarisina etkisinin arastirilmasi

hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. BIREYLER

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dali, Ureme Endokrinolojisi, Infertilite Unitesine basvuran ve agiklanamayan
infertilite tanis1 konularak rekombinant FSH ile Of ve 1UI planlanan infertil ¢iftler
arastirma kapsamina alinmistir. Caligmaya alinan bayan hastalarda aranan kriterler:

- Ovulatuar diizenli sikluslara sahip olmak

- Over rezervinin antral folikiil sayimi ile yeterli oldugunun gosterilmesi

- Tubal patolojinin diglanmasi i¢in yapilan HSG’nin normal olmasi

Calismaya alinan erkek hastalarin hepsi standart semen analizi ile
degerlendirilmis ve sperm konsantrasyonu > 15 milyon spermatozoa/ml olan hastalar
arastirma kapsamina dahil edilmistir. Semen parametreleri,  World Health
Organization (WHO) klavuzu olan ‘Laboratory Manual for the Examination of

Human Semen and Sperm-Cervical Mucus Interaction’ a gére degerlendirilmistir.

3.2. SPERM HAZIRLANMASI

Inseminasyon giiniinde, 2-6 giin koitus yasagi sonrasinda sabah saat 09:00°da
es, sperm Ornegi vermek i¢in androloji laboratuaria ¢agrildi. Mastiirbasyon ile elde
edilen sperm Ornegi ozel steril plastik bir kapta toplandi. Likefaksiyon i¢in oda
sicakliginda 30 dakika bekledikten sonra degerlendirilmeye baslandi. Sperm
Orneginin volimil, vizkositesi, motilitesi, sperm sayis1 ve morfoloji WHO/Kruger
kriterlerine gore degerlendirildi. Semen 6rnegi DGS yonteminde, %80 ve %40’lik
Puresperm ile semen kalitesini arttirmak i¢in seminal sividan ayristirildi. En fazla 2
ml semen Ornegi, 1 ml %80 ve 1 ml %40 dansite gradient Puresperm igeren 15
ml’lik koni seklinde tiiplin i¢ine kondu. Daha sonra 10 dakika 340g’de santrifiij
edildi. Stipernatan atilip kalan pellet 2 ml Purewash ile resiispanse edilip 5 dakika
340g’de santrifiij edildi. Sonrasinda tekrar siipernatan atilip 0,5 ml yitkama soliisyonu
ile resiispanse edilip IUI i¢cin hazir hale getirildi. 20 dakika iginde IUI yapildi. 1UI
yapilana kadar 6rnek 37°C’de CO2’li inkiibatdrde bekletildi. Yikama oncesi ve
sonrasi elde edilen sperm 6rneginden sperm sayi, konsantrasyon, motilite, progresif

motilite, morfoloji calismak igin Ornek alindi. Bu Ornekler Makler Chamber
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kullanilarak, mikroskop altinda degerlendirildi. Ilk gelen ornekte total ejakiilat
voliimiinden, (ml) x total motilite (%) x konsantrasyon (10°/ml) = 5-10 milyon motil
sperm elde ediliyor ise 1UI denemesi planlandi. Ayrica yikama sonras1 elde edilen
spermden Annexin V ile boyanma testi yapmak icin o6rnek alindi. Morfoloji
degerlendirilmesi i¢in yikama Oncesi ve sonrasi alinan o6rnekler lama yayildi, Diff-
Quick yontemi ile boyandiktan sonra, tek kor teknigine uygun olarak tek kisi
tarafindan Kruger/WHO kriterlerine gore degerlendirildi. 100 sperm sayilip anormal

olanlarin yiizdesi kaydedildi.

3.3. SPERM APOPTOZUNUN DEGERLENDIRILMESI (Annexin V ile
Boyama ve Direkt Immiinfloresan)

Apoptotik sperm hiicreleri Annexin V- FITC Apoptoz Saptama Kiti (Santa
Cruz Biotechnology) kullanilarak belirlendi. Apoptozun erken evrelerinde, sprem
membraninda fosfotidilserinin i¢ yapraktan dis yapraga translokasyonu olmaktadir.
Anneksin V antikorlar kalsiyum bagimli fosfolipid baglayici proteindir ve spesifik
olarak eksternalize olmus fosfotidilserin molekiiliine baglanmaktadir. Annexin V ile
bagli fosfotidilserinin vermis oldugu floresans sperm apoptozu i¢in markir olarak
kullanilabilmektedir. Fosfotifilserin eksternalizasyonu sadece apoptoza 6zgii degildir
ve hiicre nekrozu sirasinda da olmaktadir. Hiicre 6liimiiniin bu iki formunun farklari;
apoptozun baglangic evrelerinde yani preapoptotik evrede hiicre membrani ve
niikleer membran intakt iken nekroz sirasinda hiicre membrani ve niikleer membran
integritesini kaybeder. Bu nedenle nekrotik hiicreler ile preapoptotik hiicreleri ayirt
etmek icin DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate) ¢ekirdek boyasi
kullanilmistir. Nekrotik hiicrelerde g¢ekirdek membrani integritesini kaybettigi ve
fosfotidilserin hiicre membraninda eksternalize oldugu i¢in nekrotik hiicreler annexin
V ile pozitif boyanirken DAPI ¢ekirdek boyasi ile boyanmamaktadirlar(Annexin V
+, DAPI -). Preapoptotik hiicrelerde ise ¢ekirdek membrani integritesini korudugu
icin ve fosfotidilserin hiicre membraninda eksternalize oldugu i¢in preapoptotik
hiicreler hem annexin V ile hem de DAPI ¢ekirdek boyasi ile pozitif boyanirlar
(Annexin V +, DAPI +).

HTF (human tubal fluid) medyumu ile yikama sonrasinda, spermatozoalar

poly L- lizin kapli lam {izerine yayildi ve hazirlanan preparat oda sicakliginda
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kurumaya birakildi. Sonrasinda 5 dakika aseton ile fikse edilen lamlar en az 30
dakika oda 1sisinda kurutuldu. Daha sonra hazirlanan preparat 60 dakika Annexin V
(FL) FITC(fluorescein isothiocyanate) Antikorlar1 (1:20 diliisyon) (Cat. # 4252;
Santa Cruz Biotechnology, CA)ile nemli ortamda inkiibe edildi. 0.01M PBS
(phosphate buffered saline, pH 7.4) ile yikanan lamlar DAPI ¢ekirdek boyamasi
yapilarak, floresan kapatict soliisyon ile kapatildi (Cat. # D9542; Sigma, St. Louis,
MO). Immiinofloresan isaretli lamlar Leica DM6000B mikroskop (Wetzlar,
Germany) ve DC490 dijital kamera (Leica) ile incelenerek fotograflandi. Her vakada
100 sperm sayildi. Annexin V pozitivitesi yesil-boyali spermlerde izlendi. Annexin

reaktivitesi olmayan ve DAPI pozitif spermler ise mavi-boyali olarak goriildii.

f

Annexin V pozitif
sperm

Annexin V pozitif ==
, spermy

Resim 1A. Annexin V pozitif spermler yesil ile boyali; bunlar preapoptotik veya

nekrotik olabilir
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DAPI negatif

sperm

DAPI negatif :>

sperm

Resim 1B. DAPI ile boyali spermler mavi olarak goériilmektedir

Resim 1 A’da annexin V pozitif boyali olarak isaretli spermlerin resim 1B’ de DAPI ile
boyanmadiklarina dikkat ediniz. Bu spermlerin Annexin V pozitif ancak DAPI negatif nekrotik
spermler oldugu anlasilmistir. Resiml A’da annexin V ile boyali ve resim 1 B> de DAPI ile boyal
spermlerin preapoptotik oldugu saptanmistir. DAPI pozitif boyanan ancak annexin V ile boyanmayan
spermler ise normal viabl spermlerdir.

{t

DAPI pozitif sperm

Resim 2 A. DAPI pozitif spermler mavi ile boyali goriilmektedir



48

i

Annexin V negatif sperm

Resim 2 B. Annexin V ile boyali yesil spermler

Resim 2 A’da DAPI pozitif boyali olarak igaretli spermin resim 2 B ‘de annexin V ile boyanmadigina
dikkat ediniz. Bu sperm DAPI pozitif ancak annexin V negatif normal viabl sperm olarak
saptanmistir.

3.3. OVULASYON INDUKSIYONU VE INTRAUTERIN INSEMINASYON

Hastalara, bazal antral folikiil sayisin1 saptamak i¢in adetin 2-4. giinleri arasi
transvajinal ultrasonografi yapildi ve antral folikiil sayisina gore 75-150 10U
rekombinant FSH iceren subkutan gonadotropin enjeksiyonu ile ovulasyon
indiiksiyonuna baslandi. Hastalarin takibinde transvajinal ultrasonografi ve serum
ostradiol seviyesi Ol¢iimii kullanild1 ve sonuglara gére uygulanan gonadotropin dozu
ayarlandi. Folikiil boyutu 16-20 mm ye ulastiginda 10.000 iU hCG (insan koryonik
gonadotropin) ulgulanarak ovulasyon indiiksiyonu saglandi. hCG uygulamasi sonrasi
36-40. saatte intrauterin inseminasyon uygulamasi yapildi.

Inseminasyon islemi steril sartlarda cook kateteri kullanilarak gergeklestirildi.
Hazirlanmis sperm Ornekleri hasta dorsolitotomi pozisyonu aldiktan sonra
inkiibatorden cikarilarak insiilin enjektorii yardimi ile 0,5 ml olarak intrauterin
kaviteye verildi. Tim olgularin inseminasyon islemi sonras1 10-15 dakika odada
dinlenmesi saglandi. Inseminasyon sonrasi olgulara 12. giinde serum B-hCG testi

uygulandi. Klinigimizde kanda gebelik testi yaptiramayan ¢iftler evlerinden telefon



49

ile aranarak gebelik testi sonucu sorularak kaydedildi. B-hCG >2000 mIU/ml olanlar
ve TVUSG degerlendirilmesinde kese izlenen olgular kesin gebelik olarak

degerlendirildi.

3.4. DIGER BILGILER

Arastirma Bolgesi: Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, Ureme Endokrinolojisi ve Infertilite Unitesi
Sihhiye, Ankara, Tiirkiye

Arastirma Tipi: Prospektif kohort ¢calisma

Arastirma grubu: Mart 2012- Aralik 2012 arasinda Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, Ureme Endokrinolojisi,
Infertilite ve Androloji Unitesi’ne bagvuran hastalardan agiklanamayan infertilite
tanistyla gonadotropinler kullamlarak OI ve IUI uygulanacak olan tiim olgular
arastirma kapsamina alinmaistir.

Arastirma Grubu Biiyiikliigii: 94 infertil ¢ift, 94 IUI siklusu
degerlendirildi.

Bagimhi-bagimsiz degisken: Bagimli degisken: gebelik eldesi. Bagimsiz
degiskenler: kadin yas1, erkek yasi, infertilite siiresi, sperm degiskenleri, Annexin V
orant

Arastirma Siiresi: 10 ay

Istatistiksel yontemler: Calismadan elde edilen tim veriler SPSS —
Statistical Package for Social Science- for Windows 11,5 programi kullanilarak
kaydedildi. Gebelik elde edilen hastalarin sonuglari gebelik elde edilemeyen
hastalarin sonuglar ile karsilagtirildi. Kullanilan istatistiksel yontemler student’t test,
mann whitney u test ve pearson ki kare, Fisher’s exact testidir. P degeri <0.05
istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Siirekli degiskenler i¢in normal dagilim testi
yapildi. Normal dagilmayan degiskenler i¢in karekdk doniisiimii yapildi. Normal
dagilim gostermeyen degiskenlerde gruplar arasindaki fark mann whitney u testi ile

degerlendirildi.



4. BULGULAR

Arastirma grubuna ait demografik 6zellikler Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Arastirma grubuna ait genel klinik 6zellikler. Ortalama degerler standart

sapmalari ile birlikte verilmistir

Toplam infertil ¢ift sayisi
Toplam TUT siklus sayis:
IUI zamaninda ortalama kadin yasi
IUI zamaninda ortalama erkek yas1
Ortalama infertilite siiresi(ay)
Infertilite tipi

Primer

Sekonder
Sigara kullanim

Kadin

Erkek

94
94
28.34+4.75(18-41)
32.43+5.57(24-49)
47.74+39.80(12-192)

%75.5 (71)
%24.5 (23)

%23.4
%47.9

Aciklanamayan infertilite nedeniyle rFSH kullanilarak ovulasyon indiiksiyon

ve IUI yapilan 94 hasta ¢alismaya alinmistir. Calismaya alinan kadinlarin ortalama

yast 28.34+4.75, erkeklerin ortalama yaslar1 32.43+5.57 olarak bulunmustur.

Aragtirmaya alinan ¢iftlerde ortalama infertilite siiresi 47.74+39.80 aydi ve ciftlerin

%75.5’1 primer infertil, %24.5’1 sekonder infertildi. Kadin hastalarin %23.4°1i, erkek

hastalarin ise %47.9°u diizenli olarak sigara kullanmaktaydi.

Arastirma grubuna ait erkeklerin yilkama Oncesi ve yikama sonrasi

spermiogram degiskenleri Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. Yikama Oncesi ve sonrasi spermiogram degiskenlerinin ortalama

degerleri
Ortalama sperm voliimii (ml) 2.43+0.72(1.5-5.5)
Cinsel perhiz siiresi (giin) 2.81+0.98(2-6)
Ortalama yuvarlak hiicre sayis1 (x10%/ml) 1.1+1.1(0.3-7.2)
Ortalama yikama dncesi sperm sayisi (x10%/ml) 46.77+23.38(15-123)
Ortalama yikama 6ncesi toplam motil sperm yiizdesi (%o) 68.04+12.17(41-88)
Ortalama yikama 6ncesi PHS yiizdesi (%) 57.22+13.41(21-85)
Ortalama yikama éncesi PHSS (x10%/ml) 26.68+15.40(7-89)
Ortalama yikama sonrasi sperm sayis (x10%/ml) 26.97+13.63(6-80)
Ortalama yikama sonrasi toplam motil sperm yiizdesi (%) 93.4742.5(85-97)
Ortalama yikama sonrasi PHS yiizdesi (%) 87.42+4.52(68-95)
Ortalama yikama sonras1 PHSS (x10%/ml) 23.79+12.44(5-70)
Ortalama yikama 6ncesi morfoloji (%) 2.04+2,4(0-10)
Ortalama yikama sonrast morfoloji (%) 3.60+3(0-16)

Ortalama degerler standart sapma degerleri ile birlikte verilmistir. Parantez igerisinde minimum ve
maksimum degerler yazilmistir.

Arastirmaya alinan erkeklerin yikama Oncesi ortalama sperm sayist 46.77
x10°%ml, yikama &ncesi ortalama PHSS 26.68 x10%/ml, yikama oncesi ortalama
morfoloji ise %2.04 olarak bulunmustur. Yikama sonrasi ortalama sperm sayisi
26.68x10%ml, yikama sonrasi ortalama PHSS 23.79x10%ml, yikama sonrasi
ortalama morfoloji %3.6 olarak bulunmustur.

Arastirma grubundaki 94 hastanin intrauterin inseminasyon sonucu gebelik

oranlar1 %13.8 (n:13) olarak bulunmustur ve Grafik 4.1’de gosterilmistir.
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Gebelik Yiizdesi

B Gebe kalanlar @ Gebe kalamayanlar

86,2%

Grafik 4.1. Arastirma grubuna ait intrauterin inseminasyon gebelik oranlari

Aragtirma grubunda gebe kalan olgular ile kalamayan olgularin genel klinik

Ozelliklerinin karsilastiriimasi Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Arastirma grubunda gebe kalan ve kalamayan olgularin klinik

Ozelliklerinin karsilagtirmast

Genel ozellikler Gebe kalamayan olgular ~ Gebe kalan olgular P
(n:81) (n:13)

Kadin yasi 28-6.5 26-7 0.054

Erkek yast 32-6 32-55 0.73

Infertilite siiresi (ay) 36- 36 30- 21 0.65

Kadm yasi, erkek yasi ve infertilite siiresi normal dagilima uyum gostermedigi i¢in parametrik
olmayan mann whitney u test ile degerlendirildi. Degerler ortanca ve g¢eyrekler arasi genisligi
yansitmaktadir.

Gebe kalan ve kalamayan olgularda ortalama erkek yasi ve infertilite siiresi
arasinda anlaml bir fark saptanmamistir. Ortalama kadin yasi1 gebe kalan grupta daha

diisiik saptanmustir.
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Primer infertil ¢iftler ile sekonder infertil ¢iftlerdeki gebelik oranlari tablo
4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4.4. Primer infertil ¢iftlerde ve sekonder infertil ¢iftlerde gebelik oranlari

Primer infertil Ciftler Sekonder Infertil Ciftler
n:71 n:23
Gebelik var %14.1(n:10) %13 (n:3)
Gebelik yok %85.9 (n:61) %87(n:20)

p=0.99

Arastirma grubunda gebe kalan olgular ile kalamayan olgularin spermiogram

parametrelerinin karsilastiriimas: Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.5. Gebe kalan ve kalamayan olgularin sperm parametreleri agisindan

karsilastirilmasi.
Genel ozellikler Gebe kalamayan Gebe kalan P
olgular olgular
(n:81) (n:13)
Sperm voliimii (ml) 2-1 2-0.5 0.80
Yikama oncesi sperm sayisi (x10%/ml) 41- 26.5 46- 30 0.26
Yikama oncesi PHSS (x10%/ml) 22-16.5 31-22.5 0.161
Yikama sonrasi sperm say1s1 (x10%/ml) 24- 13 30- 20 0.172
Yikama sonras1 PHSS (x10%/ml) 21- 13 27-18.5 0.20
Y1kama &ncesi morfoloji (%) 1-3 1-2 0.63
Yikama sonras1 morfoloji (%) 3-5 3-5.5 0.87

Sperm parametreleri normal dagilima uyum gostermedigi igin parametrik olmayan mann whitney u
test ile degerlendirildi. Degerler ortanca ve geyrekler arasi genisligi yansitmaktadir.

Calismaya aliman hastalarda, gebe kalan ve kalamayan olgularda

spermiogram parametreleri a¢isindan istatiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.
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Aragtirma grubuna dahil edilen subfertil erkeklerin semenlerinden yikama
sonrasi alinan 6rnek annexin V ile boyanip immiinfloresan mikroskopta incelendi ve
annexin V pozitif sperm orani ortalama %20.03+13.73(1-70) olarak bulundu.

Arastirma grubunda gebe kalan olgular ile kalamayan olgularin annexin V

pozitif sperm yiizdesi Tablo 4.6’de verilmistir.

Tablo 4.6. Gebe kalan ve kalamayan olgularin ortalama annexin V pozitif sperm

yiizdelerinin karsilagtirilmasi.

Gebe kalamayan olgular Gebe kalan olgular p
(n:81) (n:13)
Annexin V pozitif
%20.72(4.27+1.60) %15.69(3.91+0.67) 0.17

Sperm

Annexin V sperm orani normal dagilmadigi i¢in karekdk doniisiimii yapildi. Karekdk doniisim
degerleri parantez igerisinde belirtilmistir.

Gebe kalan gruptaki hastalarin sperm 6rneklerinde annexin V pozitif sperm
orani gebe kalamayan gruba goére daha diisiik bulunmustur ancak aradaki fark
istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Yapilan ROC analizinde en yiiksek sensitivite (%70) ve spesifiteye (%46)
sahip olan annexin V sperm yiizdesi 18.5 olarak saptanmistir. (Egri altinda kalan alan
=0.55, p=0.565, %95 CI1(0.43-0.67)). Belirlenen %18.5 degeri esas alinarak hastalar
iki gruba ayrilarak istatistiksel degerlendirme yapilmistir. Bu degerlendirme Tablo

4.7°de yer almaktadir.

Tablo 4.7. Annexin V sperm yiizdesi <% 18.5 ve altinda olan ve >% 18.5 tizerinde

olan hasta gruplarinin gebelik yiizdeleri

Annexin V pozitif Sperm Gebe kalamayan Gebe kalan p
orani olgular olgular
<% 18.5 44 9 0.314

>% 18.5 37 4
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Arastirma grubundaki olgular annexin V pozitif sperm yiizdesi %18.5 esik
deger alinarak gruplandiginda; %18.5 iizerinde annexin V pozitif sperm yiizdesine
sahip olgularda gebelik oran1 %9.8 iken, %18.5 ve altinda olan hastalarda gebelik
oran1 %17 olarak bulunmustur. Ancak gebelik oranindaki bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (p=0,314).

Tablo 4.8. Annexin V pozitif sperm yiizdesi <% 18.5 ve altinda olan ve >% 18.5
tizerinde olan hasta gruplarinin yikama sonrast sperm sayilar: ve yikama

sonras1 PHSS’lerinin karsilastirilmasi

Annexin V pozitif Annexin V pozitif p
sperm yiizdesi <%18.5 sperm yiizdesi>%018.5
n:53 n:41

Yikama

sonrasi sperm sayisi 24-12.5 25- 17 0.62
(x10%/ml)

Yikama

sonrast PHSS 20-12.5 22-16 0.60
(x10°/ml)

Sperm parametreleri normal dagilima uyum gostermedigi i¢in parametrik olmayan mann whitney u
test ile degerlendirildi. Degerler ortanca ve geyrekler arasi genisligi yansitmaktadir

Annexin V pozitif sperm yiizdesi %18.5 ve altinda olan grupta ortalama
yikama sonrast sperm sayisi 26.96+15.03x10°ml ve yikama sonrast PHSS
23.79+13.75 x10°%ml iken, annexin V pozitif sperm orani %18.5’in iizerinde olan
grupta ortalama yikama sonrasi sperm sayist 27 £11.75 x10%ml ve yikama sonras:
PHSS 23.79+10.69 x10%ml olarak bulunmustur ancak fark istatiksel olarak anlamli
degildir.

Annexin V pozitif sperm yiizdesi ile yikama sonras: sperm sayis: arasindaki
korelasyon katsayist 0.08 iken, Annexin V pozitif sperm yiizdesi ile yikama sonrasi
PHSS arasindaki korelasyon katsayisi 0.076 olarak bulunmustur (Grafik 4.2 ve 4.3).

Bulunan bu sonuglar annexin V pozitif sperm yiizdesi ile yikama sonrasi sperm
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sonrast PHSS arasinda anlamli bir korelasyon olmadigini

gostermektedir.
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Grafik 4.2. Yikama sonrasi sperm sayisi ile annexin V pozitif sperm yiizdesinin

korelasyonunu gosteren grafik



57

A o)
n
e
f( &0, 00
1
n
v a o
P Q
o o
F 40,00 - o
i
: o
t oo O
i
f [ T
S o a
p @0.00
] (B ] )
e
6% % oo # o
r o oo o]
“To o, o o o
m = = E Sq Linear = 0,006
a (W) o a
o o @
falw) [ o
a
0,00
T T T T
0,00 20,00 a0, o0 &0, 00
ysphss

Grafik 4.3. Yikama sonrasi PHSS ile annexin V pozitif sperm yiizdesi arasi

korelasyonu gosteren grafik

Tablo 4.9. Sigara icen ve igmeyen erkeklerin sperm 6rneklerinde annexin V pozitif

sperm yiizdelerinin karsilastirilmasi

Sigara icenler Sigara icmeyenler p

n:45 n:49

Annexin V pozitif

%21.62(4.33£1.70) %18.57 (4.11+1,31) 0.473

Sperm %

Annexin V pozitif sperm orani normal dagilmadig i¢in karekék doniisiimii yapildi. Karekdk doniisiim
degerleri parantez icerisinde belirtilmistir.

Aragtirma grubunda sigara igen erkeklerin ortalama annexin V pozitif sperm
yiizdesi %21.62 iken, igcmeyen erkeklerde %18.57 olarak bulunmustur. Aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli1 degildir (p=0,473).
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Tablo 4.10. Yikama sonrasi morfolojisi <%4 olanlarda annexin V pozitif sperm

orant ile >%4 olanlarda annexin V pozitif sperm oranmin

karsilastirilmasi
YikamaSonrasi Annexin V pozitif P
Morfoloji(%) sperm oarani
<%4 %20.54 (4.26+1.55) 0.73
>%4 %19.36(4.15+1.47)

Stirekli degiskenlerde normal dagilim testi yapildi. Normal dagilmayan degiskenler i¢in karekok
doniistimil yapildi. Karekokii alinmis ylizde degerler fark acisindan t test ile degerlendirildi. Karekokii
alinmis yiizde degerler parantez igerisinde verilmistir.

Yikama sonrasi sperm morfolojisi <%4 olanlarda annexin V pozitif sperm
orant %20.54 iken, yikama sonrast sperm morfolojisi >%4 olan hastalarda annexin V
sperm orani %19.36 olarak bulunmustur ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.

Tablo 4.11. Erkek yast ile semendeki ortalama annexin V pozitif sperm orani

arasindakai iligki

40 yas ve iizeri erkekler 40 yas alt1 erkekler p
n:11 n:83
Annexin V
Pozitif sperm 17-17 19-19 0,38
orani(%)

Degerler ortanca ve geyrekler arasi genigligi yansitmaktadir.

Arastirma grubunda erkek yasi 40 ve lizeri olan hasta grubunda semendeki
ortalama annexin V sperm orani %19.54+13.61iken, erkek yas1 40’ altinda olan
hasta grubunda ortalama annexin V pozitif sperm oran1 23.72+14.71 olarak
bulunmustur. Annexin V pozitif sperm yiizdesi ile erkek yas1 arasindaki korelasyonu
degerlendiren analizler sonucu korelasyon katsayisi 0.04 olarak saptanmistir. Bu
sonug annexin V pozitif sperm yiizdesi ile erkek yas1 arasinda korelasyon olmadigin
gostermektedir.
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5. TARTISMA

Infertil ~g¢iftlerde agiklanamayan infertilite sikhigi  %30’a  kadar
cikabilmektedir. Ciftleri agiklanamayan infertilite olarak siniflandirmak i¢in semen
analizinin normal olmasi, tubal agikligin normal olmasi ve diizenli ovulatuar
menstrual sikluslarin bulunmasi gereken bazal kriterlerdir. Bu hastalarda etyolojiden
rutin infertilite degerlendirmesi ile saptanamayan nedenler sorumlu olabilir.
Aciklanamayan infertilite tanis1 konulan hastalarda tedavisiz izlem ile siklus basina
gebelik oranlar1 %1-3 kadardir [109, 143]. Bu hastalarda diizeltilebilir bir anomali
saptanamadig1 icin tedavide ampirik olmaktadir. Agiklanamayan infertiliteli
hastalardaki tedavi opsiyonlart intrauterin inseminasyon, klomifen sitrat veya eksojen
gonadotropinlerle ovulasyon indiiksiyon, intrauterin inseminasyon ve ovulasyon
indiikksiyonun kombinasyonu, ve yardimci tireme teknikleridir (ART). Literatiirde
aciklanamayan infertilite nedeniyle KOH+IUI yapilan hastalarda siklus basina
gebelik oranlart %13-18 olarak bulunmustur [143]. Bu calismada da gebelik oranlari
%13.8 olarak bulunmustur.

Gebelik oranlar1 kadin yasinin artmasi ile azalmaktadir. Kadin yas1 fertilite
tizerinde bagimsiz bir risk faktoriidiir. Kadin fertilitesi menopozun baglamasindan
yillar once regiilatuar ovulatuar sikluslar devam etmesine ragmen azalmaya baglar.
Yapilan ¢aligmalarda artan kadin yasi ile fertilitenin progresif olarak azaldig
saptanmistir. 12 inseminasyon siklusuna kadar yapilan gozlemlerde kiimiilatif
gebelik oranlar1 31 yasindan geng¢ kadinlarda %74, 31-35 yas arasi kadinlarda %62,
35 yasindan biiyiik kadinlarda ise %54 olarak bulunmustur. IVF embriyo transferi
programlarinda da ileri yasin gebelik oranlart iizerine benzer olumsuz etkisi
bulunmustur. Canli dogum ile sonuglanan embriyo transfer orani kadmn yas1 35’in
altinda oldugunda %44.9, kadin yas1 35-37 oldugunda %37.3, kadin yas1 38-40
oldugunda %26.6, kadin yas1 41-42 oldugunda %15.2, 43-44 oldugunda %6,7 olarak
bulunmustur. Yasin fertilite {lizerine bu olumsuz etkilerinden dolayr 35 yasin
tizerindeki kadmlarda 6 aylik infertilite siiresi, degerlendirmenin ve tedavinin
baslamas1 i¢in yeterlidir ve bu yas grubunda degerlendirme ve tedavi i¢in geg
kalmmamalidir [13]. Yas ile iliskili infertilitenin tedavi opsiyonlari, KOH+IUI, IVF
ve 00sit donasyonunu igermektedir. IVF de gebelik oranlar1 KOH+IUI’dan yiiksek
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olmakla birlikte yasla birlikte azalir. Yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada 41 yasinin
iizerinde IVF yapilan 431 hasta incelenmistir ve 45 yas ve iizerindeki hastalarin hig
birinde klinik gebelik goriilmemis, 44 yas ve lizerindeki hastalarda ise hi¢ canli
dogum goriilmemistir. IVF basarisindaki bu yasla iliskili azalma overlerin
gonadotropinlere cevabinda azalma ve daha da Onemlisi embriyo implantasyon
oranlarinda azalmaya baglanmistir. Yaslh kadinlarda ki implantasyon basarisizliginin
muhtemelen major nedeni embriyonik andploididir. 35 yasin altindaki kadinlarda
siklus basina canli dogum oranlart %]17-22 arasinda iken, 35-40 yas arasindaki
kadinlarda bu oran %8-10 arasindadir.40 yasin iizerinde ve agiklanamayan
infertilitesi olan kadinlarda KOH+IUI etkinligi sinirhdir ve siklus bagma dogum
oranlart %]1.4 ile %5.2 arasindadir [144, 145]. Bu ¢alismada da gebe kalan gruptaki
kadinlarin ortalama yas1 gebe kalamayanlara gére daha diisiiktiir ancak aradaki fark
istatistiksel anlama ulagsmamustir (p=0.054).

Artan erkek yas1 semen voliimiinde, sperm motilitesinde ve sperm
morfolojisinde azalma ile iliskili bulunmugsken, sperm konsantrasyonunda azalma ile
iligkili bulunmamistir. Semen parametrelerindeki bu azalma 35 yasindan sonra
saptanabilmekle birlikte, 50 yasindan once erkek fertilitesinde belirgin bir azalma
goriilmemektedir. Ozellikle 50 yas iizerinde, yasla birlikte erkek fertilitesinde de
azalma olur. Ancak erkek yasmin fertilite ile iliskisi kadin yas1 kadar kuvvetli
degildir [16, 144]. GiivenS ve ark.(arkadaslarinin) yapmis oldugu calismada gebe
kalamayan grupta ortalama erkek yasi 35,75+6,19 iken, gebe kalan grupta
32,9246,09 olarak bulunmustur (p<0.05) [146]. Bu tez calismasinda ise gebe kalan
grupta ortalama erkek yas1 31.30+£3.72 iken, gebe kalamayan grupta ise 32.61+5.81
olarak bulunmustur (P=0.73).

Sigaranin fertilite iizerindeki olumsuz etkisi olduk¢a Onemlidir. Yapilan
caligmalarda sigara icen kadinlarin igmeyenlere gore infertil olma riskleri daha
yiiksektir. Ayni zamanda sigara i¢en kadinlarda siklus fekunditesi normalden
diistiktiir. Yapilan gozlemlerde sigara icen kadinlarin igmeyenlere gore 1-4 yil daha
erken menopoza girmesi, sigaranin overlerde folikiiler apoptozu ve yikimi arttirdigini
diisiindiirmektedir. Sigara icen kadinlarda ortalama serum FSH konsantrasyonu
igmeyen kadinlara gore daha yiliksek bulunmustur. Sigara i¢en erkeklerde sperm

dansitesinde ve motilitesinde azalma, morfolojideki anormalliklerde ise artig goriiliir.
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Sperm konsantrasyonunda azalma yaklasik %22 kadardir ve igilen sigara miktar1 ile
degigsmektedir. Ancak eldeki mevcut kanitlarla sigaranin erkek fertilitesini anlaml
sekilde azalttigi gosterilememistir [16, 147]. Bu c¢alismada kadinlarin %23.4’0
erkeklerin  %47.9’u sigara igmektedir. Ayrica sigara icen erkeklerin semen
orneklerinde preapoptotik sperm oran1 yani annexin V pozitif sperm oran
icmeyenlere gore daha yiiksekti ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(%21.62, %18.57 sirasiyla ve p=0.473).

Aciklanamayan infertilite nedeniyle KOH+IUI yapilan hastalarda basariy1
etkileyen faktorlerden bir tanesi de infertilite siiresidir. Infertilite siiresi uzadik¢a
basar1 oranlar1 diismektedir ve siklus basina gebelik oranlar1 da azalmaktadir [148].
Gilberto ve ark. yapmis olduklar1 ¢alisgmada 1010 siklusu degerlendirmisler ve
infertilite siiresi <3 y1l oldugunda gebelik oranlarim1 %10,6 olarak, infertilite siiresi
>3 yil oldugunda gebelik oranlarint %7,1 olarak bulmuslardir(p=0,073) [149].
Kamath MS. ve ark. infertilite siiresinin basar1 oranlarina etkisini istatistiksel olarak
anlamli bulmuslardir(5.36 vs. 6.71 yil, P = 0.032) [150]. Nuojua-Huttunen ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada infertilite siiresi 6 yildan uzun oldugunda
gebelik oranlart infertilite siiresi 6 yildan kisa olanlara gore anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (%14,2 ye kasin %6,1) [151]. Diger bir ¢alismada Kucuk 578 siklusu
degerlendirmis ve infertilite siiresinin siklus basarisi tizerine etkisini istatiksel olarak
anlamli bulamamustir [152]. Giiven ve ark. 255 siklusu degerlendirdikleri
caligmlarinda gebe kalan grupta infertilite siiresini gebe kalamayan gruba gore daha
disiik bulmuslar ve fertilite hiz1 infertilite siiresi arttik¢a azalmaktadir sonucuna
varmiglardir (p=0,203) [146]. Boynukalin ve ark. yapmis oldugu ve 71 siklusun
degerlendirildigi tez caligmasinda gebe kalan grupta infertilite siiresi ortalama olarak
daha kisa olarak saptanmasma ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunamamistir (p>0.05). Bu c¢alismada da benzer olarak gebe kalan olgularda
infertilite siiresi gebe kalamayanlara gore daha kisa olmakla birlikte aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildi.

Infertilite tipinin primer veya sekonder olmasinin KOH-+UI basarisina
etkisi ile ilgili literatiirde degisik sonucglar mevcuttur. Dorjpurev U. ve ark. yapmis
oldugu ve 1177 siklusu degerlendirdikleri ¢alismalarinda primer infertil giftlerde

siklus bagina gebelik oran1 %5,6 olarak bulunmus iken sekonder infertil ¢iftlerde
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siklus bagina gebelik orani %8,8 olarak bulunmus ancak bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir [153]. Kamath MS. ve ark. 480 siklusu degerlendirdikleri
caligmalarinda primer infertil ¢iftlerde gebelik oranimi %8.93, sekonder infertil
ciftlerde ise gebelik oranini %12.6 olarak bulmuslardir ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildir (p=0.916) [150]. Yapilan diger bir ¢alismada ise primer
infertil giftlerde gebelik oran1 %7.9 iken sekonder infertil ¢iftlerde gebelik orani
%21.4 olarak bulunmus ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)
[146]. Bu calismada primer infertil ¢iftlerde gebelik oranmi ile sekonder infertil
ciftlerde gebelik orani benzer bulunmustur.

KOH+UI yapilan ciftlerde diger tiim etkenler dislanarak sadece sperm
parametrelerinin gebelik basarisi {izerine etkisini 6ngérmek oldukga giictiir. Tiim
semen parametrelerinin {UI basaris1 iizerine etkisi olabilmekle birlikte sperm
motilitesi ve konsantrasyonu basariy1 etkileyen major faktorler olarak durmaktadir.
Yapilan bir retrospektif ¢alismada 9963 1UI siklusu incelenmis motil sperm orani
%20’nin altina diistiigiinde gebelik oraninin anlamli bir sekilde azaldigi bulunmus ve
sperm motilitesinin sonuglar1 etkileyen major faktdrlerden biri oldugu saptanmistir
(motil sperm oranit <%?20 iken gebelik oranm1 %35.5, motil sperm orant >%?20 iken
gebelik oran1 %14, fark istatistiksel olarak anlamli) [154].Yalti S. ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢alismada 268 inseminasyon siklusunu degerlendirmisler ve total
sperm sayistnin, motilitenin ve progresif hareketli sperm oraninm IUI basarisini
ongormede bagimsiz foktorler oldugunu, sperm motilitesi >%30 olanlarda, <%30
olanlara gore kiimiilatif gebelik oranlarinin daha yiiksek oldugunu ve motilite >%30
oldugunda gebelik oranlarinin 4 kat arttigini bulmuslardir [155]. Benzer olarak
Doripurev U. ve ark. yaptiklart ve 1177 TUI siklusunun degerlendirildigi ¢alismada
motil sperm orant >%30 ve motil sperm sayist 10x10%ml’den yiiksek olanlarda
siklus bagma gebelik oranlarmin anlamli sekilde arttigini bulmuslardir [153]. Robert
Wainer ve ark. yaptiklar1 ve 889 ciftin ve 2564 IUI siklusunun degerlendirildigi
calismada, insemine edilen motil spermatozoa sayisi <1x10° oldugunda, insemine
edilen motil spermatozoa sayisi 22 x10° oldugu durumla kasilastirildiginda siklus
basina gebelik oranlarinin anlamli olarak daha diisiik oldugunu bulmuslardir
(%3.13). Ayn1 calismada sperm morfolojisini sperm hazirlanmasindan 6nce ve sonra

degerlendirmisler ve sperm morfolojisinin tek basma IUI basar1 olasihigina
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istatistiksel olarak anlamli etkisi olmadigin1 bulmuslardir. Bununla birlikte hazirlama
sonrast normal spermatozoa orant >%30 oldugunda insemine edilen motil
spermatozoa sayisinin gebelik oranlarin1 anlamli 6l¢lide degistirmedigi veya
insemine edilen motil sperm sayist >5 x10° oldugunda hazirlama sonrasi normal
sperm oranlarinin gebelik sonuglarini anlamli 6l¢iide degistirmedigi bulunmustur.
Sonug¢ olarak, hazirlama sonrast normal morfolojiye sahip sperm oranmi <%30
oldugunda en az 5 x10°® motil spermatozoanin insemine edilmesini 6nermislerdir
[120]. David C. Miller ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada, progresif total motil
sperm sayisinin [UI sonrasi gebelik olasiligini etkileyen bagimsiz bir faktor oldugunu
ve progresif total motil sperm sayist 10 milyonun altinda olan ¢iftlerde gebelik
oraninin anlamli olarak az oldugunu bulmuslardir. Ayni1 ¢alismada motil sperm
oranini gebe kalan grupta %49.9 £7.8, gebe kalamayan grupta %47.2 + 8.9 olarak,
sperm konsantrasyonunu gebe kalan grupta 115.2 +74.5 x10°, gebe kalamayan grupta
93.1 + 77.5 x10° olarak bulmuslardir ve aradaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir
[121]. Richard P. Dickey ve ark. yaptiklart ve 1841 giftin ve 4056 TUI siklusunun
degerlendirildigi caligmada, progresif motilitenin ve total motil sperm sayisinin
gebelikle en yakin iligkili baslangic sperm karakteristikleri oldugu bulunmustur.
Baslangic sperm konsantrasyonu > 5 x10%ml, total sperm sayist >10 x10%ml,
progresif motil sperm oran1 >%30 veya total motil sperm sayis1 >5 x10° oldugunda
siklus basina gebelik oranlarini >%8.2 olarak bulmuslardir. Baslangic degerleri bu
esik degerlerden daha yiliksek oldugunda fekunditedeki artis minimal olmustur.
Gebelikle sonuglanan en diisiik baslangi¢ degerler, sperm konsantrasyonu 2 x108/ml,
total sperm sayis1 5 x10°, motil sperm orant %17 ve total motil sperm sayis1 1.65
x10°, olarak bulunmustur. Baslangi¢ degerler yukarda tariflenen esik degerler ile en
diisiik degerler arasinda oldugunda gebelik oraninin <%3.6 oldugu bulunmustur ve
sonug olarak baslangi¢ sperm motilitesi >%30 ve total motil sperm sayis1 > 5 x10°
oldugunda IUI'in efektif bir tedavi oldugu yorumunu yapmuslardir [156]. Ahmed
Badawy ve ark. 393 subfertil cift ve 714 IUI siklusunu degerlendirmislerdir. Motil
spermatozoa sayist <5 x10° oldugunda siklus bagina gebelik oranit %5.55 olarak
bulunmusken, normal motil sperm sayis1 > 5 x10° oldugunda ise %?24.28 olarak
bulunmustur. Normal morfolojiye sahip sperm orant >%30 ve insemine edilen motil

spermatozoa sayist > 5 x10° oldugunda, gebelik orani %20.77 olarak bulunmustur.
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Insemine edilen motil spermatozoa sayis1 <5 x10° veya normal sperm morfolojisi
<%30 oldugunda {UI basar1 oran1 azalmistir [157]. Bu tez ¢alismasinda spermiogram
ile ilgili verilerin analizinde ortalama sperm voliimii, ortalama yikama &ncesi sperm
sayisi, ortalama yikama Oncesi PHSS, ortalama yikama sonrasi sperm sayisi,
ortalama yikama sonrasi PHSS gebe kalan grupta kalamayan gruba goére daha
yiiksekti ancak aradaki fark istatistiksel anlama ulagsmamistir (Tablo 4.5). Aradaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmamasi caligmaya alinan hasta sayisinin az
olmasi ve ¢alismaya sadece agiklanamayan infertilite tanis1 alan ¢iftlerin alinmasina
bagli olabilir.

Ureme cagindaki ¢iftlerin %15’ infertilite problemi ile karsilasmaktadir. Bu
ciftlerin yapilan standart degerlendirmeler sonucu yaklasik %75’inde sebepler
saptanabilmektedir. Bu sebepler kadin infertilitesinden sorumlu ovulatuar
bozukluklar ya da tubal faktorler gibi nedenlere veya semen anomalilerine baglidir.
Kalan %25’lik grubun %8’inden endometriozis, % 2’lik bir kismindan da servikal
faktorler, immiinolojik faktorler sorumlu tutulmaktadir. Diger %15’inde patolojik bir
sonuca rastlanmamakta ve bu grup hastalar agiklanamayan infertil grup olarak
adlandirilmaktadir. Agiklanamayan infertilitenin etyolojisi gliniimiizde net olarak
bilinmemekle birlikte rutin infertilite tetkikleriyle ortaya ¢ikarilamayan nedenlere
bagli olabilecegi diistiniilmektedir. Diizeltilebilir bir patolojinin bulunamamasi
sebebiyle agiklanamayan infertilite grubundaki hastalarin tedavisi ampirik olarak
ovulasyon indiiksiyonu ve TUI veya IVF’dir [11, 158, 159].

Semen analizi erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde ilk ve en Gnemli
basamaktir. Gilinlimiizde sperm kalitesi 151k mikroskopu ile sperm konsantrasyonu,
hareketi ve morfolojisinin saptandig1 konvansiyonel semen analizi ile degerlendirilir.
Ancak basarili bir TUI sonucu igin gerekli sperm parametreleri, erkek fertilite
potansiyelini degerlendiren WHO klavuzlarindaki referans degerlerden genellikle
daha diisiiktiir. Sperm parametrelerinin, sperm konsantrasyonunu (5 x10°) ve motilite
(%30) icin minimal esik degerin iizerine ¢cikmasi1 IUI sonucu gebelik oranlarmi ¢ok
fazla artirmamaktadir. Konvansiyonel semen analizi yardimer lireme tekniklerinde
diisiik fertilizasyon ve implantasyondan sorumlu olabilen apoptotik spermatozoalarin
varhigim1 degerlendirmede yetersizdir. Bu nedenle yardimci lireme tekniklerinin

basarisint ongormede klinik degeri limitlidir [160, 161] ve basarili gebelikleri
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ongdormede daha giivenilir testlere ihtiyag vardir. Giiniimiizde normal
spermatogenezis siirecinde onemli rolii oldugu bilinen fizyolojik hiicre olimii
(apoptoz) {izerinde durulmaktadir. Bazi subfertil erkeklerde etyolojinin artmis
apoptotik spermlere bagl olabilecegi diisiintilmektedir.

Sperm DNA hasar1 ve apoptozis erkek fertilitesinin degerlendirilmesinde
yararlt bir belirteg olarak kabul edilmektedir [142]. Spermatozoalarin apoptozisi
erkek infertilitesi ile iliskilidir ve infertil erkeklerden alinan testikiiler biyopsilerde
daha yiiksek apoptotik sperm orami goriilmistir [9, 162]. Apoptozis plazma
membraninda degisikliklerle karakterizedir. Negatif yiiklii bir fosfolipid olan
fosfotidilserinin normalde bulundugu plazma membraninin i¢ yapragindan dis
yapragma translokasyonu ve hiicre yiizeyinde ekspresyonu apoptozun erken bir
bulgusudur [142]. Annexin V, fosfotidilserine yiiksek afinite gosteren kalsiyum
bagiml fosfolipid baglayici bir proteindir ve Annexin V proteini hiicre yiizeyinde
eksprese olan fosfotidilserini saptamada oldukca sensitif bir belirteg olarak
kullanilmaktadir. Annexin V ile fosfotidilserin arasindaki bu baglanma apoptozisin
erken evrede saptanmasini olanakli kilmaktadir. Literatiirde agiklanamayan infertilite
nedeniyle TUI yapilan hastalarda semendeki preapoptotik sperm orami ile klinik
gebelik oranlarmi karsilastiran bir galismaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma ile TUI
yapilacak hastalarda semendeki preapoptotik sperm orani ile {UI basaris1 arasindaki
iligki degerlendirilmistir.

Alinne Colin ve ark. yapmis olduklar1 c¢aligmada erkek yasmnin insan
spermatozoasi iizerinde apoptotik biyomarkirlarin ekspresyonuna olan etkisini
degerlendirmislerdir. ileri erkek yasi ile annexin V pozitif sperm oraninin anlaml ve
pozitif olarak korele oldugunu bulmuslardir. Yas i¢in smir degeri 40 yas olarak
belirlemiglerdir ve 40 yas lizeri erkeklerin semenlerinde anlamli olarak annexin V
pozitif sperm oranin1 daha yiiksek bulmuslardir [163]. Bu ¢alismada da 40 yas tizeri
hastalarda ortalama annexin V pozitif sperm oram1 %23.72+14.71, 40 yas altindaki
hastalarda ortalama annexin V pozitif sperm orant %19.54+13.61 bulunmustur ve
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(p=0,38).

Tsung-Hsien Lee ve ark. yapmis olduklari ¢alismalarinda, agiklanamayan
infertilite tanis1 alan ve iki kere IUI basarisizligi olan ve YUT planlanan hastalarda

magnetic-activated cell sorting (MACS) yontemi ile sperm hazirlamanin bu
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hastalardaki etkinligini degerlendirmiglerdir. MACS yontemi ile annexin V ile
konjuge spermatozoalarin etkili bir sekilde belirlenmesi ve segilmesi saglanir.
Aciklanamayan infertilite tanis1 olan ve 1UI basarisizlign olan hastalarda, bu teknikle
sperm hazirlamanin yliksek fertilite potansiyeline sahip spermlerin elde edilmesine
yardimecr olabilecegi ve takip eden YUT sonuglarini gelistirebilecegi hipotezi
kurulmustur. YUT laboratuarlarinda yaygin olarak kullanilan rutin sperm hazirlama
teknikleri apoptotik markirlara sahip spermatozoalar1 tam olarak elimine
edememektedir. Dansite gradient santifigiirasyon yontemi ile MACS yodnteminin
birlestirilmesinin faydasi zayif kalitedeki spermlerin elimine edilebilmesidir. MACS
sonrasi apoptotik markira sahip sperm oraninin anlamli olarak azaldigini ve fertilite
potansiyelinin arttigin1 ve MACS yontemini sperm hazirlamanin bir pargasi haline
getirmenin YUT sonuglarmi olumlu etkileyebilecegini gostermislerdir [161, 164].
Saglikli donoérlerden alinan semen Orneklerinin dansite gradient santifigiirasyon
yontemi ile hazirlandiktan sonra fosfotidilserin externalizasyonu %4.56 olarak
bulunmustur [133, 164]. Normal sperm konsantrasyonu ve motilitesi olan ancak
infertilite tedavisi arayisinda olan hastalarin semen Ornekleri incelendiginde DGS
yontemi sonrasi fosfotidilserin eksternalizasyonu %15.2 olarak saptanmistir ve bu
yiizdenin %6.1°1 erken apoptotik markirlar iken, %9.1°1 ge¢ apoptotik markirlardan
olusuyordu [165]. Infertil erkeklerden alinan semen orneklerinde apoptotik semen
oran1 saglikli erkeklerden alinana gore daha yiliksek bulunmustur [166]. K. Tremellen
ve arkadaslarinin yaptiklari caligmada, infertil erkeklerden alinan sperm
orneklerinde, fertil erkeklere gore anlamli diizeyde daha yiiksek annexin V pozitif
sperm saptanmistir (P=<0.0001). Bu calismada, infertil erkekler, WHO kriterlerine
gore anormal sperm konsantrasyonu, motilitesi veya morfolojisine sahip olan ve 12
aydir korunmasiz iliskiye ragmen gebelik elde edemeyen erkekler olarak
tanimlanmistir. Fertil erkek kontrol grubu ise daha once fertilitesi olan ve WHO
kriterlerine gore normal sperm parametrelerine sahip erkekler olarak tanimlanmistir
ve bu iki gruptan alinan semen Orneklerinde annexin V sperm orani
karsilastirlmistir. Infertil olan ve semen parametreleri de bozuk olan grupta, fertil
olan ve semen parametreleri de normal olan gruba gére annexin V pozitif sperm
orani daha yiiksek bulunmustur [167]. Gerardo Barroso ve arkadaslari yaptiklari

calismada 12 infertil erkek ile 5 fertil erkegin sperm parametrelerini erken apoptotik
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markirlar agisindan karsilagtirmiglardir. Erken apoptotik fenotipin gostergesi olan
fosfotidilserin eksternalizasyonu ve mitokondri membran potansiyeli kaybinin diisiik
hareketli sperm subpopulasyonunda daha yiiksek oldugunu saptamislardir. [141]. Bu
tez calismasinda agiklanamayan infertilite tanis1 konulan ve semen parametreleri
WHO kriterlerine gore normal olan hastalardan alinan semen 6rnekleri DGS yontemi
ile hazirlandiktan sonra annexin V pozitif sperm orani agisindan [UI sonuglarina gore
karsilastirlmistir. IUT sonucu gebelik elde edilmeyen ciftlerden elde edilen semende
annexin V pozitif sperm orani1 ortalama %20.03 olarak, gebelik elde edilen fertil
grupta ise annexin V pozitif sperm orant %15.69 olarak bulunmustur. Literatiir ile
uyumlu olarak fertil grupta annexin V pozitif sperm orani daha diisiik saptanmis
ancak aradaki fark istatistiksel anlamliliga ulagsmamastir.

Spermatozoalarin fertilize etme yetenegini degerlendirmede ve fonksiyonel
spermlerin se¢ilmesinde apoptotik markirlar kullanilabilir. Kaspaz aktivitesinde artig,
annexin V ile boyanma, DNA fragmantasyonu sperm viabilitesinin ve fertilizasyon
yeteneginin degerlendirilmesinde onemli markirlardir. Diisiik motiliteli spermler
daha fazla kaspaz aktivitesine ve fosfotidil serin eksternalizasyonuna sahiptirler.
Benzer sekilde diigiik motiliteli spermlerde DNA fragmantasyonu saptanmistir [134].
Ejekiile semende sperm viabilitesi ve motilitesi ile apoptotik sperm orani arasinda
anlaml iliski oldugunu gosteren g¢alismalar mevcuttur [166, 168]. Ancak sperm
morfolojisi ve apoptoz arasindaki iligki ile ilgili degisik sonuglara sahip ¢alismalar
vardir. Diinya saglik orgiitli kriterlerine gore normal morfolojiye sahip sperm orani
ile kaspaz-3 aktivasyonu veya fosfotidil serin ekternalizasyonu arasinda anlamli iligki
gosterilememistir [169]. Ancak N.Aziz ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada apoptotik
sperm  subpopulasyonu ile  karsilastirildiginda,  nonapoptotik = sperm
subpopulasyonunun daha iyi sperm morfoloji profiline sahip oldugunu, normal
morfolojiye sahip sperm oraninin daha yiiksek oldugunu ve daha diisiik oranda
akrozom defekti, kuyruk ve govde defekti olan sperm oranina sahip oldugunu
gostermislerdir. Sperm morfolojisi ile apoptotik markir ekspresyonu arasinda anlamli
bir korelasyon oldugu ve non apoptotik sperm fraksiyonunun morfolojik olarak daha
iyi kalitede oldugu sonucuna varmislardir [133]. Benzer sekilde Zuying Chen ve
arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada apoptotik sperm orani ile sperm motilitesi,

progresif motilite, morfoloji arasinda ters bir iligki saptanmis iken, apoptotik sperm
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orani ile sperm kuyruk defektleri arasinda pozitif bir iliski saptanmistir ve ejakiile
semende apoptotik sperm orani ile semen kalitesi iligkili bulunmustur [170]. G.
Jurjen E. ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, infertilite poliklinigine basvuran 102
hasta degerlendirmeye alinmistir. Ortalama apoptotik sperm orani %20 olarak
bulunmustur. Fosfotidilserin ekspresyonu ile sperm konsantrasyonu ve motilitesi
arasinda negatif bir iliski saptanmigtir [171]. Christiaan F. Hoogendijk ve
arkadasglarinin =~ yapmis  olduklar1  calismada, annexin V  negatif sperm
subpopulasyonunun morfolojik olarak daha kaliteli sperm grubuna sahip oldugu
bulunmus ve ICSI sirasinda morfolojik olarak normal spermlerin secilmesinin
implantasyon ve gebelik oranlarinda artis ile iligkili olabilecegi diistinilmiistiir [172].
Han-Ming Shen ve arkadaslariin yaptiklari ¢alismada, sperm apoptozu ile sperm
motilitesi arasinda ters iligski ve apoptotik degisiklikler ile anormal morfolojili sperm
orani arasinda pozitif bir iligki bulunmustur ve apoptotik sperm oraninin semen
kalitesini olumsuz etkiledigi yorumu yapilmistir. Ancak bu ¢alismada sadece geg
apoptotik markirlar ile semen parametreleri arasindaki iligski anlamli bulunmus erken
apoptozis ile semen parametleri arasinda anlaml iliski bulunamamistir. Bu durumu,
sperm  fonksiyonlarmin  apoptozun ge¢ evresinde etkilendigi  seklinde
yorumlamiglardir [173].  Sandra Varum ve arkadaslarinin yapmis olduklari
caligmada, seminal parametrelerin DNA hasari ile ters iliskili oldugu gosterilmistir.
Ancak diger c¢aligmalarda gosterilen annexin V pozitif sperm orani ile sperm
konsantrasyonu ve motilitesi arasindaki ters iliski ve annexin V pozitif hiicreler ile
seminal parametreler arasinda iliski bu c¢alismada gosterilememistir [174]. M.
Kotwicka ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 g¢alismada, hareketli spermatozoa
subpopulasyonu ile, fosfotidilserin translokasyonu gOsteren spermatozoa
subpopulasyonu arasinda negatif bir iligki oldugu gosterilmistir [175]. Ancak
Perticarari ve arkadaglari ise yaptiklari ¢alismada, fosfotidilserin translokasyonu
gosteren spermatozoa orani ile progresif hareketli spermatozoa orani arasinda bir
iliski gozlemleyememislerdir [176]. Hao-Bo Zhang ve arkadaslar1 ise yaptiklar
calismada erken apoptotik markirlara sahip spermatozoalar ile sadece sperm
motilitesi arasinda negatif bir iliski saptamislardir [160]. Bu tez calismasinda,
progresif hareketli sperm sayist ve total sperm sayisi ile annexin V pozitif sperm

orani arasinda iligki gosterilememistir. Bunun nedeni c¢aligmaya sadece
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aciklanamayan infertil ciftlerin ve spermiogrami normal erkeklerin alinmis
olmasindan kaynaklanabilir. Normal sperm morfolojisi <%4 olanlarda annexin V
pozitif sperm orant %?20.54 iken, yikama sonrast sperm morfolojisi >%4 olan
hastalarda annexin V sperm orani %19.36 olarak bulunmustur, yani annexin V sperm
oran1 normal sperm morfolojisine sahip sperm subpopulasyonu ile ters iliskili
saptanmig ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Nagla T. EI-Melegy ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada sigara i¢imi ile
semendeki apoptotik sperm orani arasindaki iliskiyi degerlendirmislerdir. Infertil ve
sigara igen erkekler ile infertil ve sigara igmeyen erkeklerin semen parametreleri ve
apoptotik sperm oranlar1 karsilastiritlmistir. Sigara icen erkeklerin semenlerinde daha
yiiksek oranda apoptotik sperm oldugu ve normal morfolojiye sahip sperm oraninin
daha disiik oldugu bulunmustur [177]. Bu tez caligmasinda sigara igen subfertil
erkeklerin semenlerindeki preapoptotik sperm orani sigara igmeyenlere gore daha
yiiksek bulunmustur ancak aradaki fark istatistiksel anlama ulasmamustir.

DNA hasar fertilizasyonu olumsuz etkilemesinin yani sira, implantasyon
Oncesi gelisimi de olumsuz etkileyebilir ve diisiikk riskinde artigla iliskili olabilir
[178].Armand Zini ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada ise sperm DNA hasarmin [VF
ve ICSI” den sonra gebelik kayb: riskine etkisini degerlendirmislerdir. 11 ¢alismay1
degerlendirmeye almislar ve DNA hasarmim IVF ve ICSI sonrasi1 gebelik kayb icin
prediktif oldugunu ve OR’ nun 2.48(95% CI 1.52, 4.04,P < 0.0001) oldugunu
bulmuslardir [179].

Literatiirde agiklanamayan infertilite nedeniyle IUI yapilacak hastalarin
semenlerindeki preapoptotik spermatozoa oranmm IUI basarisina etkisini
degerlendiren bir calismaya rastlanmamistir. Ozellikle aciklanamayan infertilite
grubunda, WHO kriterlerine gore semen parametreleri normal olan erkeklerde,
etyolojide WHO kriterleri ile degerlendirilemeyen faktorlerin olabilecegi aciktir. Bu
faktorlerden birisi de semendeki preapoptotik spermatozoa orani olabilir ve
preapoptotik markirlar sperm disfonksiyonun saptanmasinda diagnostik olabilir.
Fosfotidilserinin eksternalizasyonu ile karakterize olan ve annexin V molekiilii ile
saptanan preapoptotik spermlerin belirli bir oranin iizerinde olmasi fertiliteyi
olumsuz etkileyerek agiklanamayan infertilite olgularinda altta yatan nedenlerden

biri olabilir. Preapoptotik spermatozoalar belirlenerek normal spermatozoalarin
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secilmesi ise yardimci lireme tekniklerinin basarisini artirabilir. Bununla ilgili daha

fazla olgu sayisina sahip ileri arastirmalara ihtiya¢ vardir.
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