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KISALTMALAR

ASA: Antisperm antikor

ATP: Adenozin trifosfat

IVF: In-vitro Fertilizasyon

IMA: iskemik Modifiye Albumin
MDA: Malondialdehid

MIF: Miilleriyan Inhibe Edici Faktor
mtDNA: Mitokondrial DNA

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

SOD : Siiperoksid Dismutaz

TNF: Tumor Nekrozis Faktor



1. GIRIS

Erkek ¢ocuklarinda olduk¢a sik goriilen bir sorun olan inmemis testis, miadinda
doganlarda %3-5, prematiirlerde ise %20-30’a varan oranlarda goriilmektedir (1). Normal
bir spermatogenez i¢in testisin viicut i¢ine nazaran 1,5-2°C daha diisiik bir 1s1ya sahip olan
skrotumda yer almas1 gereklidir (2). Testisin abdomen i¢indeki gelisim noktasindan inisin
gergeklesmesinde mekanik, hormonal, otoimmun, noral ve testisin kendisinden
kaynaklanan birden ¢ok etkenin rolii oldugu diisiiniilmesine ragmen, skrotumdaki normal

yerine inisini tamamlayamamasinin nedeni tam olarak bilinmemektedir.

Inmemis testisin tedavi edilmedigi takdirde ¢esitli komplikasyonlara neden
olabilecegi ¢ok iyi bilinmektedir. Bu komplikasyonlardan en énemlisi diisiik sperm sayisi,
kalitesi ve bozulmus spermatogenezis sonucunda hem tek tarafli hem de iki tarafh
vakalarda subfertilite/infertilite riskinin artmis olmasidir (3). Bununla beraber malignite
gelisimi, testis torsiyonu, travmaya agik olmasi ve bos skrotumun yarattigi psikolojik
sorunlar siralanabilir (1). Bu sorunlarin gelisimini Onleyebilmek i¢in inmemis testisin
standart tedavisi olan orsiopeksi gelistirilmistir. Ancak giiniimiizde 6zellikle inmemis
testisin uzun donem sekelleri olan subfertilite/ infertilite ve malignite gelisimi halen énemli
bir tibbi sorun olmaya devam etmektedir. Hatta son yillarda testislerin basarili olarak
skrotuma indirilmesinin bile bu siireci durdurmadigi tartisilmaktadir. Bu durum,
aragtirmacilar, fertiliteyi koruyabilmek i¢in yeni deneysel ve klinik arastirmalar yapmaya

yoneltmistir.

Inmemis testislerde, hem ayn1 taraftaki testis hem de kars: taraftaki testiste hasar
olusumu ve bunun subfertilite/infertilite ile sonuglanmasi ile ilgili baslica 3 mekanizma
suclanmaktadir. Bunlar oksidatif stres, sitokin cevabi ve otoimmunitedir (4). Bu
hasarlanma mekanizmalarindan hangisinin etkili oldugu énemli bir konu olarak giindemde
bulunmaktadir. Bu klinik c¢aligma, testisin hasarlanmasi sonucu gelisen fertilite

bozukluguna neden olan mekanizmalar agiklayabilmek amaciyla planlanmistir.



Calismadan elde edilen sonuglar, fertilite bozuklugunun onlenebilirligi agisindan,
etiyolojide etkili faktorlerin ortadan kaldirilmasina yonelik tedavilerin gelistirilmesi i¢in de
zemin hazirlayacaktir. Ciinkii, diisiincemize gore, inmemis testislerde dogumdan sonra
olustugu diisiiniilen ilave hasarlanma veya orsiopeksi sonrasi devam edebildigi iddia edilen
hasarlanmalar Onlenebilir olabilir. Boylece inmemis testisli ¢ocuklardaki artmis

subfertilite/infertilite oranlar1 azaltilabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. INMEMIS TESTIS
2.1.1. Tanim

Inmemis testis veya kriptoorsidizm, erkek ¢ocuklarinda yaygin olarak goriilen bir
endokrin bez hastaligidir. Inmemis testis, testisin normal gog yolu iizerinde takilip kalmis
olmasini ifade eder. Normal bir spermatogenez igin testisin daha serin bir ortam olan
skrotumda yer almasi gereklidir. Bu nedenle, abdomen boslugunda olusan testis skrotuma
gb¢ etmek zorundadir. Miadinda dogan erkek ¢ocuklarda inmemis testis insidanst %3-5,
prematiirlerde ise bu oran %20-30 olarak rapor edilmistir (1,5). Miadinda dogan
infantlarda bu oran 1 yas civarinda %0,8-1" e diismektedir. iInmemis testis olgularinn
%70’ 1 tek taraflidir ve daha ¢ok sag tarafta (%60) ve %30 sol tarafta goriilmektedir.
Inmemis testisde, familyal kalitim kardeslerde %6-10 insidansa sahiptir. Iki tarafli goriilme
siklig1 ise %10-25 arasindadir ve bunlarin da %6’ sindan daha azinda endokrin bir hastalik
oldugu tahmin edilmektedir. Inmemis testisin iki doruklu bir prezentasyonu olup, 1.pik 2
yas civarinda, 2.pik ise 8-10 yaslarinda ¢ikan testis seklinde goriilmektedir (5). Son
yillardaki ¢aligmalarda ¢ikan testis insidansi 6 yas altinda %1,2, 6-9 yasinda %2,2 ve 9-13
yasinda ise %1,1 olarak rapor edilmektedir (6).

2.1.2. Klasifikasyon

Testis skrotumda palpe edilmedigi zaman, inmemis testis, retraktil testis, ektopik
testis, ¢ikan testis ve vanishing testis akla gelmektedir. Lokalizasyona gore inmemis testis,
abdominal yerlesimli, kanalikiiler ya da ektopik olarak smiflandirilabilir (Tablo-1) (5).
Tanimlamada abdominal yerlesimli testis palpe edilemez ve siklikla internal inguinal ringe

lokalizedir. Kanalikiiler testis inis yolu boyunca uzanabilir, kanal i¢i ya da yiiksek skrotal



olabilir. Testis, normal gé¢ yolundan hareket ederek ektopik pozisyona da goc edebilir. 5
tane major testikiiler ektopi vardir; perine, femoral kanal, superfisyal inguinal pos,
suprapubik alan ve kars1 skrotumdur. Testikiiler ektopi en sik superfisyal inguinal pos i¢ine

olur (2).

Inmemis testisle siklikla karisan durum ise retraktil testistir. Retraktil testis, normal
inis yolu {lizerinde testisin palpe edilebilmesi ve elle skrotuma indirilebilmesi ve
birakildiginda skrotumda kalmasi durumu olarak tanimlanabilir. Retraktil testis normalde
inigini tamamlamustir, fakat kasikta bulunabilmektedir. Bunun nedeni asir1 aktif
kremasterik reflekstir. Retraktil testislerin bir kismi1 bazen takiplerinde yukarida kalir ve

¢ikan testis tanisi alir (5).

Inmemis testislerde, son yillarda hepsinin konjenital olmadigindan ve kazanilmus
inmemis testis durumu olan ¢ikan testisten bahsedilmektedir. Hatta ¢ikan testis tanisinin
gittikce arttigi ve bu vakalarin konjenital inmemis testisten daha yaygin olabilecegi
yoniinde goriisler de mevcuttur (6). Cikan testis, yasamin ilk aylarinda veya yillarinda
skrotumda oldugu bilinen testisin daha sonra yukari ¢ikarak inmemis hale gelmesi olarak

tanimlanabilir (7).

Testisin palpe edilemedigi durumlarda ya %45 abdominal yerlesimli ya da %25
inguinal kanal icinde veya alternatif olarak yoklugundan bahsedilir. Bu son durum
vanishing testis olarak ifade edilir ve bunun muhtemelen gubernakiilumun skrotuma gog¢ii

sirasinda spermatik kordun torsiyonu sonucu olustugu 6ne siiriilmektedir (8).

Tablo.1— Inmemis Testisin Klasifikasyonu ve Insidanslari (5)

Inmemis Testisin Klasifikasyonu Insidanslar
Ektopik testis %77
Intrakanalikiiler veya aniden ortaya ¢ikan %10-12
Abdominal yerlesimli testis %4-6
Vanishing testis %3
Testis yoklugu %1




2.1.3. Testikiiler Inis

Baslangicta lomber bolgede bulunan testisler, 3.fetal aydan itibaren skrotuma dogru
inise baslarlar. Hutson’ a gore, testikiiler inis 2 ardistk evreden olusmaktadir;
transabdominal ve transinguinal evre (5). Bunun baslangic evresi olan transabdominal
iniste etkin oldugu diisiliniilen ti¢ hormon; MIF, insiilin-3 ve testesterondur. Testis internal
inguinal ring diizeyine gestasyonun 12.haftasinda ulagsmaktadir. Yasamin 3. ve 7.aylar
arasinda pozisyon degistirmemektedir. Bu peryod siiresince gubernakiilum, inguinal kanal
ve skrotumu testisin gegebilmesi ve yerlesebilmesi i¢in yeterli biiyiikliige eristirmektedir.
Transinguinal evre boyunca, gubernakiilum skrotuma dogru go¢ etmektedir. Androjenler
ve genitofemoral sinir tarafindan bu evre indirekt olarak kontrol edilmektedir.
Transinguinal inig, gestasyonun 24. ve 28.haftalarinda meydana gelir ve genellikle
3.trimestirda tamamlanir. Yaklasik olarak inmemis testisle dogan yeni doganlarin 2/3°
tinde testikiiler inis dogum sonrasi ilk 4-6 ay i¢inde spontan olarak ger¢eklesir. Bu spontan

inisin dogum sonrasi testesteron akimi araciligi ile oldugu sanilmaktadir (5).

2.1.4. Komplikasyonlari

Komplikasyonlar subfertilite/infertilite, malignite, testikiiler torsiyon, travma ve bos
skrotumun yarattig1 psikolojik sorunlar olarak siralanabilir. Inmemis testislerin neden
oldugu bu ciddi komplikasyonlar1 onleyebilmek i¢in standart tedavisi olan orsiopeksi
gelistirilmistir (1). Ancak son yillarda testisin basarili bir sekilde skrotuma indirilmesinin,
0zellikle uzun dénem sekelleri olan subfertilite/ infertilite ve malignite gelisimini tamamen
engelleyemedigine yonelik goriisler mevcuttur (1). Bu nedenle artan sayida ¢aligmalar
fertilite sorununun olusumunda etkili olan faktorleri ortaya koymaya ve sonugta bu ciddi

sorunu dnlemeye yoneliktir.

2.1.5. Inmemis Testiste Subfertilite/Infertilite

Infertilite nedenleri arasinda erkek faktorleri, Diinya Saglik Orgiitii’ niin 1982-1985
yillarindaki calismalarina gore %20 oraninda O6nemli bir yer kapsamaktadir. Erkek

faktorleri arasinda ise varikosel ve inmemis testis basta olmak iizere testikiiler hastaliklar



%30-40 gibi yiiksek bir oranda goriilmektedir (3). Cocuklarda sik goriilen inmemis
testislerde, testis lokalizasyonunun ve orsiopeksinin erkek fertilitesi tizerindeki etkileri hala
bir netlige ulasamamistir. Yapilan calismalara gore yiiksek testis her zaman kotii, erken
cerrahi daha iyi ve iki tarafli inmemis testis tek tarafliya gore daha kotii olarak
degerlendirilmektedir. Ancak ozellikle tek tarafli inmemis testislerde karsi testisin hangi
yolla ve nasil etkilendigi ve subfertilite/infertiliteye nasil neden oldugu heniiz tam olarak
agiklanamamustir (5). iki tarafli inmemis testisli erkeklerde, fertilite oram tek tarafli
inmemis testisli erkekler ve genel erkek popiilasyonuna gore oldukca azalmistir (1). Lee ve
arkadaslar yaptiklari bir aragtirmada, iki tarafli inmemis testislerde infertilite oranini %38,
kontrol grubunda ise %6 olarak belirlemisler ve riskin bu olgularda 6 kat arttigini tespit
etmislerdir. Buna karsilik tek tarafli vakalarda bu oran1 %10,5 tespit etmisler ve riskin ise

normal popiilasyona gore 2 kat arttigin1 belirlemislerdir (9).

Histolojik olarak dejeneratif degisikliklerin var oldugu inmemis testislerde klinik
acidan da fertilitenin azaldigi bilinen bir durumdur (10). Yapilan ¢aligmalar sonucunda
inmemis testisin histolojisinin 1 yasindan sonra giderek bozulmaya basladigi, germ ve
Leydig hiicrelerinin sayisinin azaldigi, Leydig hiicrelerinin anormal bir yap1 kazanmaya
basladigi, peritiibiiler ve perivaskiiler alanlarda fibrozis oldugu goriilmiistiir. Sertoli ve
germ hiicreleri normal goriinseler bile Leydig hiicrelerinin 2.-6. aylar arasinda bozulmaya
basladiklar1 elektron mikroskopisi calismalari ile gdsterilmistir (11,12,13). inmemis testis
olgularinda Leydig hiicreleri yeterince prolifere olamamakta ve puberteye kadar siirecek
olan uykuya yatmadan 6nce gergeklesmesi gereken transformasyon-gonositlerin yetiskin
koyu spermatogonialar (Adiilt spermatogonia) haline doniismeleri- gecikmektedir (14,15).
Ayrica Sertoli hiicrelerinde de atrofi, mitokondride dejenerasyon, ribozomal sitoplazma
kaybi, endoplazmik retikulumda diizlesme, Sertoli ve spermatogonia hiicrelerinde kollajen
lif artig1 gibi ultrastriiktiirel degisiklikler gozlenmektedir (2). Bu degisiklikler yasamin
ikinci yilinda goriilmeye baslar, birinci yilinda goériilmez (2,5). Bu ¢alismalarin sonuglarina
gore cocuk 2 yasma geldiginde inmemis testislerin %40’ inda hi¢ germ hiicresi
kalmamakta buna karsin 1 yas altindaki inmemis testislerin %70’ inde germ hiicre sayis1 ve
yapist normal bulunmaktadir (13,14). Bu bulgular g6z oniinde bulundurularak inmemis

testis ameliyati i¢in uygun zamanin 6-12 ay oldugu 6ne siiriilmektedir (6).



Prem Puri ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada, yas ortalamasi 24,7 olan 7-14 yas
arasinda orsiopeksi gec¢irmis (119 tek tarafli ve 23 iki tarafli)) 142 erkekte semen
analizlerini degerlendirmisler. Tek tarafli inmemis testisli erkeklerde %78, tek tarafli palpe
edilemeyen testislerde %68 ve iki tarafli inmemis testislerde ise sadece %30 oraninda
normal semen analizi gostermisler ve iki tarafli palpe edilemeyen testislere sahip
erkeklerde ise azospermi saptamislardir. Prem puri ve arkadaslar1 inmemis testis nedeni ile
orsiopeksi gecirenlerde, germinal epitelin hasarlandigina ve bunun sperm sayisini ve

kalitesini azalttigina inanmaktadirlar (16).

Garcia ve arkadaslari, abdominal ve superfisyal pos yerlesimli testislerde sperm
dansitesi arasinda Oonemli farkliliklar saptamiglardir. 140 hastada (g¢ocukluk ¢aginda
inmemis testis nedeni ile ameliyat edilen) sperm analizi yapmislar ve biyopsilerde belirgin
germ hiicre kaybr gérmiislerdir. Iki tarafli inmemis testislerin, %78-100 oraninda infertilite
riski ile baglantili oldugunu tespit etmislerdir (17). Negri ve arkadaglari benzer bir
calismada iki tarafli inmemis testis hikayesine sahip ve fertilite tedavisine katilan 30
erkekte (yas ortalamasi 34,7+4,4 yas) biopsi yapmislar ve bu erkeklerin testikiiler
histolojilerinde, 10 hastada belirgin orta derecede hipospermatogenezis, 8 hastada siddetli

hipospermatogenezis saptamislardir (18).

Okayama ve arkadaglarinin 274 hastada yaptigi retrospektif bir caligmada, tek
tarafli ve iki tarafli orsiopeksi (ameliyat yas1 2-9 yas ve ya 9-12 yas) geciren hastalarda
sperm degerlerini arastirmislar. Bu ¢aligmada, iki tarafli inmemis testislerde orsiopeksinin
fertilite potansiyelini diizeltmedigini gormiislerdir. Tek tarafli inmemis testislerde ise
tedavi edilmeyen gruba gore sperm degerlerinde iyilesme sagladigin1 saptamislardir.
Arastirmacilar, orsiopeksinin puberte 6ncesi donemde yapilmasi gerektigini 6ne slirmiisler,
fakat erken yasta yapilan orsiopeksinin de sonraki donemde fertilite iizerine faydasi
olmadigimmi goérmislerdir. Ek olarak arastirmacilar, hasarlanmis tek tarafli inmemis
testislerde kars1 taraftaki normal yerlesimli testisin fonksiyonunun azalmasinin bilinmeyen

bazi faktorlere bagli oldugunu 6ne siirmiislerdir (19).

Inkarsere inguinal herni, inmemis testis, testis tiimorii, vas deferens obstriiksiyonu
ve testikiiler torsiyon gibi cerrahi patolojilerde ayni taraftaki testisin etkilenmesinin karsi
testiste de hasarlanmaya neden olabildigi gosterilmistir (4). Yani tek tarafli testikiiler

patolojilerin hepsi kars: testisde hasarlanmaya neden olabilmektedir. Iki yasindan biiyiik



cocuklarda tek tarafli inmemis testislerde orsiopeksi sirasinda her iki testisten yapilan
biyopsilerde normal yerlesimli kars1 testiste de histolojik degisikliklerin oldugu
gdsterilmistir (20). Inmemis testiste, testisin skrotum dis1 lokalizasyonda kaldig1 siire ne
kadar uzun olursa bu degisikliklerde o kadar siddetli ve kalicidir. Skrotuma inmis kars1
testisteki germ hiicrelerinin hem foksiyonu hasarlanmistir hem de kompensatuar
hipertrofiye olmuslardir (2). Baska bir ¢alismada da karst normal testiste spermatogonia
sayisinin inmemis testise gore yiiksek fakat normal testise gore ise diisiik oldugu

goriilmiistiir (21).

Inmemis testislerde, aym taraftaki ve kars1 taraftaki testiste hasar olusumuyla ilgili
baslica 3 mekanizma suglanmaktadir. Bunlar oksidatif stres, sitokin cevabr ve
otoimmunitedir (4). Ancak bu mekanizmalarin etkinligi ile ilgili yapilan caligmalara

ragmen, hangisinin daha etkin oldugu heniiz net olarak ac¢iklanamamstir.

2.2. TESTIS VE OKSIDATIF STRES
2.2.1. Oksidatif Stres ve Malondialdehid

Organizmada metabolizma sonucu normal olarak serbest radikaller ve oksidan
maddeler agiga ¢ikar. Serbest oksijen radikalleri, enerji iiretim siireclerinin dogal bir yan
iiriinii olup yiiksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir. Yapilarinda,
ciftlenmemis elektron bulunduran ve baska molekiillerle kolayca elektron alisverigine giren
bu molekiillere “oksidan molekiiller” veya “reaktif oksijen tiirleri” (ROS) denir. Serbest
radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere zarar verirler (22).

Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak igin hiicreler bunlar1 notralize
edip ortadan kaldiran antioksidanlar iiretmektedir. Antioksidan savunma sistemi icinde
bulunan hiicre i¢i, hiicre dis1 ve membrana ait savunma sistemleri serbest radikallere karsi
organizmay1 korur (22). Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden
olusan radikallerdir. Serbest radikaller hidroksil, siiperoksid, nitrik oksit ve lipit peroksid
gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan

stiperoksid grubu, bakirli bir enzim olan siiperoksid dismutaz (SOD) araciliginda hidrojen



peroksid (H202) ve O2’ ye cevrilir. H202 ise dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iiriinlere
doniistiiriilerek etkisiz kilinir.

Normalde organizmada oksidan ve antioksidan sistem arasinda denge vardir.
Oksidan ve antioksidan sistem arasindaki denge bozuklugu birgok patolojik olayin
baslamasina zemin hazirlar (23,24). Eger serbest radikaller notralize edilmezlerse hiicre
membran proteinlerini yikarak, membran lipidlerinin peroksidasyonuna, hiicre membranini
serbestlestirip hiicre fonksiyonunu engelleyerek, niikleer membrant gecip niikleustaki
genetik materyale etki edip DNA’ y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getirerek viicutta
ciddi doku hasarlarina neden olabilirler (22,25).

Serbest radikallerin hiicre membran ve lipoproteinlerinin yapisinda yer alan yag

asitlerine etkisi ile lipid peroksidasyonu meydana gelir (26).

LH + OH— H20 + L ( lipid radikali)
L + 02 — LOO ( lipid peroksil radikali )
LOO + LH — L + LOOH (lipid peroksid )
LOOH — LOO (malondialdehid )

Lipid peroksidasyonu MDA ve 4-hidroksinonenal (HNE) gibi oldukg¢a toksik
tiriinler olugsmasina neden olur. Bu {iriinlerin en 6nemlisi olan MDA, oldukca reaktif bir
aldehit tlirevidir ve proteinlerin serbest amino gruplari, fosfolipidler veya niikleik asidlerle
reaksiyona girerek biyolojik molekiillerde yapisal modifikasyonlara neden olur.
Membranlarin yapilari bozulur, gecirgenlikleri degisir, iyon transportu ve enzimatik

aktiviteler gibi fonksiyonlar etkilenir (27).

2.2.2. Testis ve Oksidatif Stres

Spermatogenez, saniyede 1000 sperm iiretebilme kapasitesine sahip ve aktif olarak
stirekli tekrarlanan bir siirectir. Bu siiregte dogal olarak meydana gelen hiicre boliinmesi,

germinal epitelyum tarafindan yiiksek oranda mitokondriyal oksijen tiiketimini
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gostermektedir. Ayrica: testisteki zayif vaskiilarizasyon, bu dokuda oksijen durumunun
diisiik ve oksijen miktari i¢in olan rekabetin olduk¢a siddetli olmasidir.

Hem spematogenez hem de Leydig hiicresi steroidogenezisi, oksidatif stresle hasar
gorebildigi icin testis dokusundaki diisiik oksijen miktari, testisin kendini serbest
radikallerin hasarindan koruyabilecegi mekanizmalarin 6nemli bir pargasi olabilmektedir.
Testis bu korunmayi1 saglamak igin, ¢esitli antioksidan enzimler ve serbest radikal
temizleyiciler icermektedir. Testikiiler mikrocevredeki diisiik oksijen miktarina ragmen
testis; fazla miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan sistemlerin varlig
nedeniyle, oksidatif strese karsi hassas hale gelmektedir. Bu risklerin {istesinde gelebilmek
i¢in, testis hem enzimatik hem de non-enzimatik 6gelerden olusan antioksidan sistemleri
igermektedir (22).

Testis; steroidogenez ve sperm iiretimini desteklemek amaci ile antioksidan agidan
korunmasina ragmen, bazi endojen ve ekzojen faktorlerin bu savunmayi alt iist ettigi ve
oksidatif stres meydana getirdigi bilinmektedir. Bu faktorler; inmemis testis, testikiiler
torsiyon, varikosel, hipertroidizm, diyabet, enfeksiyon, reprodiiktif hormon dengesizligi ve
zenobiyotiklerin etkisi. Bunlarin sonucunda; erkek germ hiicre hattinda DNA hasari,
spermatazoada DNA hasari, testikiiler antioksidan enzim aktivitesinde bozukluk, oksidatif
stresin ve lipid peroksidasyonunun indiiklenmesi, ROS temizleyicilerin kaybi, testikiiler
SOD ve katalazin baskilanmasi goriilmektedir (22).

Testis, bilindigi gibi fiziksel strese olduk¢a duyarlidir. Daha Once yapilmis
arastirmalarda, oksidatif stres testikiiler hasarlanmada Onemli bir mediator olarak
kullanilmigtir. ROS, testisin oksidatif stresle yonetimini sinirlayabilir. Normal fizyolojik
durumlarda, seminal plazmada ve normal motil spermatozoada ROS iiretilmez. Morfolojik
anormal spermatazoa ROS {iretebilir (28). Fazla miktarda ROS {iretiminin, spermin niikleer
DNA’ sinda hasara ve yliksek derecede sperm mitokondrisi mutasyonuna neden oldugu
bilinmektedir (29). Asir1 ROS formasyonu, anormal sperm konsantrasyonu, motilitesi ve
morfolojisi ile pozitif olarak baglantilidir (28). Bu nedenlerden dolay1 agir1 ROS iiretimi,
erkek infertilitesinin etiyolojisinde rol oynayabilir.

Sperm motilitesi ve sperm-oosit birlesme kapasitesi kaybi, membran akiskanliginin
azalmasi, lipid peroksidasyonu artist ve membran-bagli enzimlerde ATP kaybi ile
iligkilendirilmistir (30). Lipid peroksidasyonu, defektif sperm fonksiyonun etiyolojisinde

onemli rol oynar. Lipid peroksidler, insan spermatazoasina asir1 derecede sitotoksiktir.
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MDA konsantrasyonu, sperm morfolojisi ile direkt iligkili, sperm-oosit fiizyonu ile de ters
iligkilidir (28).

Ville Peltola ve arkadaslari, yaptiklar1 calismada adult radlarda inmemis testis
olusturmuglar ve inmemis testisin maruz kaldigi yiliksek 1sinin ROS’ nin artmasini
indiikledigini, testiste oksidatif strese bagli olarak lipid peroksidasyonun arttigini ve
antioksidan enzimlerin (SOD ve katalaz) inaktive oldugunu gérmiislerdir. Ayni zamanda
inmemis testisteki artmis lipid peroksidasyonu seviyelerini kars1 skrotal testiste de tespit
etmislerdir. Sonug olarak testisteki oksidatif strese bagli olarak ROS’ nin asir1 iiretiminin
inmemis testisteki hasarlanma mekanizmalarinda 6nemli bir role sahip olabilecegini
belirtmislerdir (31).

Zini ve arkadaglarn ise ratlarda yaptig1 bir caligmada tek tarafli inmemis testis
olusturup, 40 gilin sonra ayni taraf, karsi taraf ve kontrol grubunda antioksidan enzim
mRNA seviyelerini degerlendirmisler. Kontrol testise gore inmemis taraftaki testis ve karsi
testisde germ hiicre spesifik SOD ve GPx mRNA seviyelerinde énemli derecede azalma
tespit etmiglerdir. Yaptiklar1 aragtirmadaki bulgular, inmemis testis germ hiicrelerindeki
spesifik gen ekspresyonundaki bozulmanin iki tarafli olabilecegini desteklemektedir.
Inmemis testiste histolojik olarak siddetli derecede hipospermatogenezis ve Sertoli ve
Leydig hiicre fonksiyonlarinda bozulma gérmiisler. Inmemis tesisin agirligimin, kars1 testis
ve kontrol testise gore azaldigi tespit etmislerdir. Ayrica oksidatif giic ve antioksidanlar
arasindaki dengenin testisin normal steroidogenezisi ve spermatogenezisi i¢in oldukga
onemli oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda oksidatif stresin inmemis
testiste, anormal spermatogenezis ve tiimoriogenezise neden olabilecek bir role sahip
oldugunu one stirmektedirler (32).

Kumar ve arkadaglari, 33 idiopatik infertil erkekte (ortalama yas 30) ve 30 fertil
erkekte (ortalama yag 31) yaptiklari ¢alismada, infertil erkeklerin varikosel, inmemis testis
ve endokrin hastaliklar gibi faktorler tasidiklarini belirlemisler ve bunlarda semen
analizlerinde sperm MDA, ROS ve seminal antioksidan enzimlerin (SOD, katalaz ve GPx)
diizeylerini degerlendirmislerdir. Arastirmada kontrol grubuna gore infertil grupta diisiik
sperm sayisi, motilite azlig1 saptamiglardir. MDA ve ROS seviyelerini ise kontrol grubuna
gore infertil grupta 6nemli derecede yliksek tespit etmislerdir. Seminal plazmadaki katalaz
ve GPx aktiviteleri kontrol grubuna gore infertil grupta 6nemli derecede diisiik ve SOD

aktivitesinde ise farlilik olmadigini tespit etmislerdir. infertil erkeklerdeki spermlerde
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siddetli derecede mikrotiibiiler bozulma ve mtDNA sekans analizlerinde Onemli
niikleotidlerde mutasyon tespit etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda agsirt ROS
artisinin membran akiskanligin1 bozarak MDA diizeyini yiikselttigini ve bu durumun da
sperm motilitesini bozdugunu One siirmektedirler. Ayrica oksidatif stres ve mtDNA
mutasyonlarinin, infertil erkeklerdeki bozulmus fertilitenin etiyolojisinde ©nemli rol

oynadigini iddia etmektedirler (29).

2.2.3. Iskemik Modifiye Albumin

Plazma proteinlerinin %60’ 1n1 olusturan albumin kanda en fazla bulunan proteindir
ve karacigerde sentezlenir. Albuminin baglica gorevleri, plazma onkotik basincinin
ayarlanmasi, kan ph’ sinin tamponlanmasi ve karacigerde aminoasit sentezi i¢in depo
gorevi gormesidir. Ayrica kanda bazi ilaglar, hormonlar ve serbest yag asitleri gibi birgok
organik ya da inorganik molekiiliin taginmasi da albumin sayesinde olur (33). Kanda ana
tagtyict molekiil olan albumin, iskemi sonucunda degisiklige ugrar; iskemi-reperfiizyon
esnasinda olusan serbest radikaller ve asidozun sodyum-potasyum pompasini bozmasi gibi
hiicresel degisimler, albuminin N-terminal bdlgesinin tagima kapasitesini olumsuz etkiler
ve bakir, nikel ve kobalt gibi gecis metallerini baglama kapasitesi azalir. Bunun sonucunda
albuminin bir varyanti olan IMA olarak adlandirilan protein olusur (34). Olusan ve
ortamdaki indirgeyici ajanlarla okside olan metal atomlar1 bu zincir reaksiyonunun
olusmasini siirekli tetiklerken albumin tarafindan baglanmaya calisilir ve bagli albumin de
bir taraftan IMA olusturmaya devam eder (35).

Son zamanlarda yapilan calismalarda IMA, oksidatif stres ve iskeminin yeni ve
sensitif markir1 olarak gosterilmektedir. IMA’ nin gesitli patolojik durumlarda yiikseldigi
ve bu durumlarda akut iskemi déneminde tam1 koydurucu bir biomarkir olabilecegi 6ne
stiriilmektedir. Bu durumlar pulmoner emboli, mezenterik iskemi, periferal arteryel
okliizyon, derin ven trombozu ve inmedir (36).

Literatiirde IMA’ nm, testikiiler dokulardaki iskemik olaylar sonucu nasil
etkilendigini gosteren calismalar c¢ok azdir. Bunlar arasinda en oOnemlisi Kutlu ve
arkadaslarinin deneysel olarak testis torsiyonu olusturarak yaptiklar1 calismadir.

Aragtirmacilar ratlarda testis torsiyonu olusturmuslar ve torsiyondan 4 saat sonra bakilan
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grubun kan oOrneklerinde, diger gruplara gdre IMA seviyelerinde onemli derecede
ylkselme tespit etmislerdir. Ayrica 4 saat sonra bakilan torsiyon grubunda diger gruplara
gbre histopatolojik hasarin da 6nemli derecede yiiksek oldugunu ve aynmi zamanda bu
grubun kars1 taraftaki testisinde de belirgin histopatolojik hasar oldugunu gérmiislerdir. Bu
gruptaki torsiyone testis ve karsi taraftaki testisin histopatolojik hasari ile IMA seviyesi
arasindaki pozitif korelasyondan dolay1 IMA” in testisin durumu igin énemli bir prognostik

faktor olabilecegini 6ne siirmektedirler (36).

2.3. TESTIS VE SITOKIN CEVABI

Sitokinler, hiicre i¢i iletisimde onemli rol oynayan lokositler ve diger hiicreler
tarafindan iretilen ve sekrete edilen regiilatuar peptidlerdir. Cok sayida fizyolojik ve
patolojik siirec icerirler, 6zellikle inflamatuar cevaba aracilik ederler, erkek ve kadin iireme
fizyolojisinde ©nemli fonksiyonlara sahiptirler. Inflamatuar sitokinler, 6zellikle
makrofajlar olmak iizere beyaz kan hiicreleri tarafindan, yabanci antijenlere, patojenlere ve
ozellikle kronik inflamasyona cevap olarak iretilirler. Sitokinlerin etkilerinin kontrolii
kompleks bir mekanizmadir (37).

Erkek genital traktinda normal olarak seminal plazmada Onemli seviyelerde
sitokinler (IL-1, IL-6, TNF gibi) bulunmaktadir. Bunlarin germ hiicreleri, Leydig hiicreleri,
Sertoli hiicreleri, spermatazoa, epididim ve prostattan salinmaktadir. Bu sitokinlerin
sekresyonlarinin seminifer epitelyum siklusu boyunca denetlendigi ileri siiriilmektedir
(38). Ayn1 zamanda testisten steroid saliniminda potent diizenleyicidirler. Immun
modulasyon disinda direkt olarak testikiiler fonksiyon regililasyonunu etkiledikleri
gosterilmektedir (37).

Testikiiler intestisyum immunolojik olarak ayricalikli bir sitedir. Spermatositlerin
kan-testis bariyerinden gegislerinde testesteron ve sitokinlerin etkili oldugu belirtilmektedir
(39). Intakt kan-testis bariyeri, Sertoli hiicreleri ve fonksiyonel germ hiicreleri etkilesimi ve
normal testikiiler steroidogenezis ve spermiogenezisdeki sitokinlerin icerigiyle ilgili ¢ok az
bilgi bilinmektedir. Rat testislerinden izole edilen intestisyel sividaki immunusupresif

faktorlerin, testisin immun dokunulmazliginda dnemli rol oynadigi ileri stirtilmektedir (40).
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Spermatogenezis, kompleks bir siirectir, endokrin ve testikiiler parakrin/otokrin
faktorler tarafindan regiile edilir. Sitokinler aym1 zamanda, spermlerin fonksiyonunu ve
fertiliteyi etkileme kapasitesine de sahiptirler (41). Patolojik durumlarda proinflamatuar
sitokinlerin seviyesi artar ve germ hiicre proliferasyonunu, Sertoli ve Leydig hiicrelerinin
fonksiyon ve sekresyonunu ve spermatogenezisi negatif etkiler (40). Yapilan son
caligmalarda, IL-6 ve TNF basta olmak iizere bazi sitokinlerin direkt olarak spermatazoay1
etkileyerek lipid peroksidasyonu seviyesinin yiikselmesine ve spermatazoada direkt ROS
tiretimine neden olabilecegi gosterilmektedir (41). Bu sitokinlerin sekresyon seviyelerinin
ve testikiiler parakrin ve otokrin faktorlerin regiilasyon mekanizmasiin gelecekteki kesfi
erkek subfertilite/infertilitesi i¢in terapotik bir durum saglayacaktir.

Yapilan c¢alismalarda, sitokinlerin oksidatif stres mediatorii olabilecegi ve
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda denge degistirici giice sahip olduklar1 rapor
edilmektedir. Bir calismada genital trakt infeksiyonlu erkeklerde, sitokinlerin erkek genital

traktinda prooksidan ve antioksidan aktiviteleri modiile edebilecegi rapor edilmistir (42).

2.3.1. Interlokin-6 (IL-6)

IL-6, daha ¢ok inflamatuar olaylarda ve otoimmun hastaliklarda goriilen
proinflamatuar sitokinlerden en etkili olanlardan birisidir. IL-6, 184 aminoasitten olusan 26
kD agirhiginda bir glikoproteindir. Monositler/makrofajlar, fibroblastlar, T-lenfositler,
astrositler, mikroglialar ve mast hiicreleri tarafindan {iretilir. IL-6, karacigerde akut faz
proteinlerinin sentezinin indiiksiyonu ve kronik otoimmun ve inflamatuar hastaliklarda
goriilen hipergammaglobiilinemiden sorumludur. Bazi malign hastaliklar, otoantikor ve
romatoid faktér olusumu bulunan otoimmun hastaliklarda sentezi artar (43).

IL-6, seminal sivida da bulunan ¢ok fonksiyonel bir sitokindir (42). Ancak IL-6
nin testisteki lokal etkileri heniiz net olarak aciklanamamustir. Nallela ve arkadaslari,
varikoselli infertil erkeklerde yaptiklar1 c¢alismada IL-6 ve ROS diizeylerini
degerlendirmisler, IL-6 ve ROS diizeylerinin bu hastalarda kontrol grubuna goére 6nemli
derecede yiiksek tespit etmislerdir. Ayrica total antioksidan kapasitenin de azaldigim
gormiislerdir. Proinflamatuar sitokin IL-6 ve oksidatif stresin, bu hastalarda infertilitenin

patofizyolojisinde rol oynayabilecegini iddia etmektedirler (42). Yapilan caligmalarda
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seminal plazmada bulunan proinflamatuar sitokin IL-6 ile ROS iiretimi arasinda pozitif bir
baglant1 oldugunu destekleyen gézlemler de mevcuttur (44).

IL-6, Sertoli hiicreleri tarafindan da ftretilir. Lenfosit ve diger testikiiler hiicreler
tizerinde fizyolojik parakrin faktor olarak etki gdsterir (40). Ayrica bu sitokine dokunun
immunolojik korunmasi i¢in lokal lenfosit fonksiyonlarinin regiilasyonunda ihtiyag olabilir
(45). IL-6" nin, Sertoli hiicrelerinde transferrin sekresyonunuda etkiledigi gosterilmistir
(40). Ayrica spermatogonal proliferasyon, germ hiicre diferansiasyonu, Sertoli hiicreleri
steroidogenezisi ve protein sekresyonunu da etkiler (38). Spermatositlerde ve
spermatogonialardaki DNA sentezini inhibe eder (46). Seminal plazmada artmig IL-6
seviyelerine karsilik sperm konsantrasyon, motilite ve normal sperm formu yiizdesi
azalmis olarak bulunur (47).

Seshadri ve arkadaslari, yas ortalamasi 34,5 (22-49yas) olan 73 infertil erkeklerde
semen analizi siniflamasi yaptiktan sonra IL-6 seviyelerini oligospermik, astenospermik,
oligoastenospermik, azospermik obstriiktif ve germ hiicre defektli grupta normospermik

gruba gore 6nemli derecede yliksek tespit etmislerdir (47).

2.4. TESTIiS VE OTOiIMMUNITE

Infertilite, giiniimiizde ¢ocuksuz evliliklerde yasanan psikolojik ve sosyolojik
baskilar g6z Oniine alindiginda halen ¢o6ziim bekleyen bir problem olarak karsimiza
cikmaktadir. Nedeni bilinmeyen subfertilite/infertilite olgularinda immunojenik faktorlerin
on plana ¢iktig1 belirtilmektedir. Immunojenik faktorler icerisinde en iyi bilinen ve
infertilitede baslica rol oynayan sperm hiicrelerine kars1 gelisen ASA’ dir. Bu nedenle
ASA degerlendirilmesi  yapilamayan infertilite arastirmalarinin  eksik  kaldigi
bildirilmektedir. ASA’ lar: serum, semen, folikiiler sivi, vajinal ve servikal sekresyonlarda
saptanabilir ve Ig A, Ig G ve Ig M yapisinda da olabilirler (48).

Testisler, viicutta ¢ok iyi korunmus organlardir. Spermatozoal antijenlerin disar1
cikmasina ya da dolasimdaki immunglobulinlerin veya immiinolojik aktif hiicrelerin igeri
girmelerini dnleyebilecek bir yapiya sahiptirler. Bu yapi, testisde bazal membrana oturmus
olan Sertoli hiicrelerinin hem kendi aralarinda hem de komsu germ hiicreleriyle yapmis

oldugu kan-testis bariyeridir. Yapilan c¢alismalar, spermin viicuda girmesiyle erkekte
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siddetli bir immun yanitin ortaya ¢iktigini, bu yanitinda da {ireme fonksiyonlarin1 olumsuz
etkiledigini gostermistir. Bu nedenle erkegin iireme fonksiyonlarinin diizenli isleyebilmesi,
bu zararli immun cevabin 6nlenmesine baglidir. Kan-testis bariyerini bozulmasina neden
olan bir olay (vazektomi, genital sistemde obstriiktif olaylar, inmemis testis, varikosel,
testis biyopsisi, travma, torsiyon, kanser, escinsellik, genetik yatkinlik) ASA olusumuna
neden olabilir. ASA’ lar, sperm transportunun inhibisyonunda ve fertilizasyon yeteneginin
azalmasinda rol oynarlar. Antikor ile kapli spermin servikal mukusta penetrasyon
yapamadig1 disiiniilmektedir. ASA’ lar, erkekte spermatogonia evresinden itibaren
spermatogenezise etki edebilir ve aspermatogenezis veya oligospermatogenezise yol
acabilirler (48).

Kan-testis bariyeri, sperm otoimmunizasyonunu Onlemek icin lokal immun
regulatuar mekanizmaya bir destektir. Normalde sperm ylizey antijenleri kan-testis
bariyerinin arkasinda bulunur. inmemis testiste, gonadlarin anormal lokalizasyonu ile
beraber daha sonraki yiiksek 1s1, kan-testis bariyerindeki degisimi indiikler ve lokal
immunoregiilasyonu bozar. Inmemis testiste, tek basmna veya orsiopeksinin travmatik
etkisiyle immun sistemdeki antijenler ASA’ lar1 baglar (49). Her bir antikor bir antijene
baglanir ve ayrica sperm fonksiyonunu etkiler. Erkeklerde ASA gelisimi, kan-testis
bariyeri  varliginda, germ hiicrelerindeki antijen sekestrasyonalarina  baglidir.
Spermatogenezis maturasyonu esnasinda, spermatosit ve spermatidlerin gelisiminde yeni
antijenler salinir. Antijenler immunokomponent hiicreleri ile kontakt kurdugunda ASA
olusur. Kan-testis bariyeri formasyonunu bozan anormalliklerin gelisimi ASA olusumuna
neden olur (50).

Literatiirde, prepubertal erkek cocuklarda ASA varligmmin tartigmali bir sorun
oldugu dokiimente edilmektedir. Bununla beraber ASA varligin1 puberte dncesi gosteren
raporlar da mevcuttur. ASA, matiir sperm hiicrelerinin yiizeyindeki antijenik
determinantlar1 taniyarak puberte 6ncesi inmemis testis ve baska bir gonadal hastalig1 olan
bireylerde ortaya c¢ikabilir. ASA’ larin gelisimi, otoimmun reaksiyonlara predispozisyon
icin kanit olabilir (51).

Domagala ve arkadaglari, 59 prepubertal (0,5-9 yas, Tanner evre 1) ve 17
prepubertal erkek cocuklar (10-13 yas, Tanner evre 2,3,4), bunlarin 49 tanesi tek tarafli
inmemis testis, 25 tanesi iki tarafli inmemis testis ve 10 tane de saglikli prepubertal (2-14

yas) erkek cocuklarindan olusan yaptiklar1 ¢alismada, 76 prepubertal erkekte (testikiiler
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yetmezligi olan) ASA varliim1 %3,95 olarak rapor etmislerdir (51). Domagala ve
arkadaglar1 yaptiklar1 bagka bir ¢alismada ise tek ve iki tarafli inmemis testisi olan 69
prepubertal erkek ¢ocuklarinda ASA’ y1 %7 olarak tespit etmisler ve ayn1 seansda saglikli
bireylerde de ASA pozitifligine rastlamislardir (51). Mininberg ve arkadaslari, yaslar1 8
hafta-7 yas olan orsiopeksi ya da baska bir inguinal cerrahi ge¢irmis prepubertal erkek
cocuklarda ASA’ y1 %28 olarak rapor etmislerdir (52).

Inmemis testiste, infantlarda, cocukluk ¢aginda ve 10-12 yasindaki erkeklerde germ
hiicre gelisiminde anormallikler rapor edilmektedir (49). Cocukluk cagindaki inmemis
testislerden alinan sonuglarda semen parametrelerindeki azalma ve/veya lokal ya da
sirkiilatuar ASA varlig1 infertilite ile iliskili olabilir (51). Azalmis ilerleyici sperm
motilitesi ve artmis sperm agliinitasyonu, ASA pozitif infertil ve inmemis testis hikayesi
olan erkeklerde 6nemli oranlarda rapor edilmektedir (53).

ASA’ nin, inguinoskrotal anomali ve inmemis testis nedeni ile ameliyat olacak olan
cocuklarda ameliyat oncesi motil spermatazoa ile reaksiyona girdigi rapor edilmektedir
(54). Yapilan klinik aragtirmalarda, inmemis testisten ameliyat Oykiisii bulunan infertil
erkeklerde serum ASA yiiksekliginin testisin abdominal pozisyonu veya orsiopeksi ile
iligkili olmadig1 rapor edilmektedir (53,54). Sinisi ve arkadaglari, yaptiklar1 ¢alismada 209
inmemis testisli erkek ¢ocuklarda ASA (+)’ ligini %13,8 bulmuglardir. 188 prepubertal
erkegin 21 tanesinde ASA (+)’ ligini %11,1, 21 pubertal erkegin ise § tanesinde ASA (+)’
ligini %38 olarak rapor etmislerdir. ASA sonuglarinda, tek tarafli, iki tarafli ya da testis
lokalizasyonuyla ilgili bir istatistiksel farklilik tespit etmemislerdir. Sinisi ve arkadaslari,
inmemis testiste sperm antijenlerine karst olusan otoimmun yanitin testis
lokalizasyonundan ve orsiopeksiden bagimsiz oldugunu iddia etmislerdir. Ayrica pubertal

yastaki cocuklarin daha fazla risk tagidigini gostermislerdir (53).



3. MATERYAL VE METHOD

Bu klinik ¢alisma KTU Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali tarafindan
planlanip, 2009/107 dosya 13 karar nolu etik kurul izni alindiktan sonra, Biyokimya
Anabilim Dali ve Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ nin katkilariyla
ortaklasa olarak yapildi.

Caligsma iki grup olusturularak yapildi.

Grup 1 (Calisma grubu) ; Cocuk Cerrahisi poliklinigine inmemis testis nedeni ile
basvuran 1-16 yas arasi, hi¢ ameliyat gecirmemis ve ek bir hastalig1 olmayan 88 hastadan
olusturuldu.

Grup 2 (Kontrol grubu) ; Cocuk Cerrahisi poliklinige basvuran 1-16 yas arasi her
iki testisi skrotumda bulunan, herhangi bir ameliyat gec¢irmemis ve ek bir hastaligi
olmayan 44 ¢ocuktan olusturuldu.

Her bir hasta ve cocuk olmalari nedeni ile ebeveynleri c¢alisma Oncesi
bilgilendirilerek aydinlatilmis onam formu ile onay alindi. 1.grupta yer alan hastalardan
ameliyattan 1 glin Once, 2.grupta yer alan cocuklarda ise poliklinik kontrolii sirasinda,
Cocuk Cerrahisi polikliniginde biyokimya tiipiine 3cc, hemogram tiipiine ise 2cc (toplam
S5cc) kan Ornegi alindi. Kan ornekleri, +4 derecede 10 dakika 3000 devirde santrifiij
edilerek plazma ve serum kisimlar1 -80 derecede gerekli analizler yapilana kadar saklandi.
Yaptigimiz arastirmada oksidatif stresi degerlendirmek i¢in MDA ve IMA diizeyleri,
sitokin cevabini degerlendirmek amaciyla IL-6 ve otoimmuniteyi degerlendirmek i¢in de

ASA diizeyi Olgiilerek asagida belirtildi.

3.1. OKSIDATIF STRESIN DEGERLENDIRILMESI

Calismada oksidatif stresin etkisini degerlendirmek amaci ile hasta plazma

orneklerinde MDA, serum 6rneklerinde ise IMA 6l¢iim tayini yapildi.
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3.1.1. MDA Diizeyinin Ol¢iimii

MDA diizeyinin belirlenmesi i¢in plazma 6rneklerinde MDA miktar1 1984 yilinda
Yagi tarafindan gelistirilen TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substance) methodu
kullanilarak tayin edildi (55). Lipid peroksidasyon iirlini MDA ile tiyobarbitiirik asit
(TBA) arasindaki reaksiyon sonucu olusan kirmizi renk spektrofotometrik olarak dlgiildii.
Tiyobarbitilirik asit ile reaksiyona girerek ayni rengi veren suda ¢oziiniir maddeleri
uzaklastirmak i¢in serum lipidleri proteinle birlikte fosfotungistik asit/siilfirik asit
sistemiyle ¢oktiiriildii. Bir deney tiipiine 150 pL plazma, 1.2 mL H,SO4 ve 150 pL
fosfotungistik asit eklendi, iyice karigtirildiktan sonra 5 dakika bekletildi. Karigim 1500 g’
de 10 dk. santrifiij edildi ve iist faz atildi. Geriye kalan ¢okelek iizerine 2 mL saf su eklendi
ve yeniden ¢oziiniinceye kadar vortekslendi. Tiipe 500 pL TBA eklendi ve 1 saat 100°C’
de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tiipler 1000 g’ de 10 dk. santrifiijlendi. Ustteki
berrak kisim alinarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu. 1 mmol 1,1,3,3-
tetrametoksipropan 100 mL 0.01 M HCI iginde 50 °C’ de 1 saat inkiibe edildi ve bu
bilesigin hidrolizi sonucu olusan MDA ¢d6zeltisinden 10, 5, 3,2,1, 0.5 nmol/mL calisma
standartlar1 hazirlandi. Elde edilen sonuclarla standart grafigi cizildi. Bu grafikten
yararlanarak plazma MDA miktar1 nmol MDA/mL olarak belirlendi.

3.1.2. IMA Diizeyinin Ol¢iimii

IMA seviyelerini belirlemek igin albiimin kobalt baglama testinden faydalanildi,
albiimine kobaltin azalan baglanma kapasitesi Bar ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen
hizli ve kolometrik tayin metoduyla degerlendirildi (56). 200 uL hasta serumlart cam
tiplere eklendi ve fizerlerine %0.1 ‘lik 50 pL CoCl,.6H,O ( Sigma ) yavasca
karigtirildiktan sonra yeterli kobalt albumin baglanmasi saglanmasi amaciyla 10 dakika
beklendi. Renklendirici ajan olarak 50 uL 1.5 mg/mL’ lik Dithiothreitol (DTT) ( Sigma )
eklendi. 2 dakika beklendikten sonra % 0.9’ luk NaCl’ den 1 mL kobalt ve albumin
arasinda meydana gelen baglanmay1 durdurmak amaciyla eklenerek reaksiyon durduruldu.

Her bir numune i¢in numune korii yapildi. DTT eklenen asamada 50 uL 1.5 mg/mL’ lik
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DTT yerine 50 pL distile su konarak DTT’ siz serum kobalt korii hazirlandi. Numune
absorbanslart spektrofotometrede ( Shimadzu, UV1601) 470 nm olgiildi. DTT’ 1
orneklerdeki renk olusumu kor tiiplerindeki renk olusumuyla karsilastirilarak sonuglar

ABSU absorbans iinitesi cinsinden rapor edildi.

3.2. SITOKIN CEVABININ DEGERLENDIRILMESI

Calismada sitokin cevabinin etkisini belirlemek amaci ile serum 6rneklerinde 1L-6

diizeyi degerlendirildi.

3.2.1. IL-6 Diizeyinin Ol¢iimii

IL-6 seviyesinin belirlenmesi i¢in serum Orneklerinde AssayMax Human IL-6
ELISA kiti kullanilarak 6l¢iim yapildi. Bu analiz kantitatif sandvi¢ enzim immunassay
teknigi ile IL-6 diizeylerini 5 saatten daha az bir siirede dlger. insan IL-6" s1 igin spesifik
bir fareye ait monoklonal antikor, bir mikroplate iizerine kaplanmistir. Immobil antikor ve
insan IL-6 s1 i¢in spesifik biotinli poliklonal antikor tarafindan sikistirilmis 6rneklerdeki
ve standartlardaki IL-6, streptavidin-preoksidaz konjugati tarafindan taninmistir. Serbest
materyallerin hepsi yikanarak uzaklastirildiktan sonra peroksidaz enzim substrati eklendi.

Renk gelisimi durdu ve renk yogunlugu 6l¢tldii.

3.3. OTOIMMUNITENIN DEGERLENDIRILMESI

Yaptigimiz calismada otoimmunitenin etkisini degerlendirmek icin hasta serum

orneklerinde ASA markiri dl¢timii yapildi.

3.3.1. ASA Diizeyinin Ol¢iimii

Insan spermlerine karst IgG tiirii antikorlarin varligmin degerlendirildigi test,
indirekt immunofloresan yontemi kullanilarak ¢alisildi. Bu amagla Euroimmun

Spermatozoa (human) (Euroimmun, Lubeck, Almanya) kitleri kullanildi.
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Test prosediirii:

A S AR

Calismaya baslamadan Once tiim kit icerigi ve orneklerin oda isisina gelmesi
saglandi.

PBS tuzu 1 L distile su icerisinde ¢oziildii. Igerisine 2 ml Tween 20 eklenerek
yavasca karistirildi. Hazirlanan bu soliisyon (PBS/Tween 20 soliisyonu) yikama
asamalarinda ve serum diliisyonlarinda kullanildi.

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen serum 6rnekleri, hazirlanan PBS/Tween 20
soliisyonu kullanilarak, diliisyon oran1 1:10 olacak sekilde diliie edildi.

Insan spermleri ile kaplanmus preperatlar 25 ul diliie edilmis drnek ile muamele
edildi. Her ¢alismada bir adet pozitif kontrol 6rnegi, bir adet negatif kontrol 6rnegi
de ¢alismaya dahil edildi.

Oda 1s1sinda (18-25°C’de) 30 dakika inkiibe edildi.

PBS/Tween 20 soliisyonu kullanilarak en az 5 dakika olacak sekilde yikandi.

Her bir 6rnek 20 pl konjugat ile muamele edildi.

Oda 1s1sinda (18-25°C’de) 30 dakika inkiibe edildi.

PBS/Tween 20 soliisyonu kullanilarak en az 5 dakika olacak sekilde yikandi.

10. Orneklerin iizerine kapatma medyumu damlatilarak preperatlar lamel ile kapatildi.

11. Floresan mikroskop kullanilarak x20 ve x40 biiyiitme ile incelendi.

Sonuclarin degerlendirilmesi:

Oncelikle pozitif kontrol ve negatif kontrol degerlendirilerek testin gecerli sonug

verip vermedigi kontrol edildi. Gegerli sonug¢ verenler i¢in 1:10 diliisyondaki sonuglar

degerlendirildi. Spermlerin kuyruk kismu ile birlikte bas ya da gdvde kisimlarina kars:

antikor varlig1 durumunda test pozitif olarak degerlendirildi.

Pozitif Ornekler daha ileri diliisyonlarda calisilarak antikor titreleri belirlendi.

Gosterilen pozitiflikler; + 1/10, ++ 1/32, +++ 1/320, ++++ 1/1000 diliisyonlarda belirlendi.
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3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Olgiimle elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov
testi ile incelendi. Iki grubun Olciimsel verilerin karsilastirilmasinda normal dagilima

uyanlarda Student-t testi, normal dagilima uymayanlarda Mann Whitney U testi kullanildu.

Veriler, ortalama + standart sapma (Ort + SD) seklinde ifade edildi. Anlamlilik
diizeyi p< 0,05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. OKSIDATIF STRESIN DEGERLENDIRILMESI

Inmemis testisli ¢ocuklarda, oksidatif stresin degerlendirilmesi i¢in yaptigimiz
calismada MDA ve IMA sonuglar1 toplam 132 ¢ocukta (88 inmemis testis, 44 kontrol)
degerlendirildi.
4.1.1. MDA Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Calisma ve kontrol grubuna ait toplam 132 ¢ocukta MDA sonuglarinin istatistiksel
olarak ortalama degerleri ve standart sapmalari hesaplandi ve sonuglari Tablo 2’de

sunuldu.

Tablo 2: MDA sonuclarimin istatistiksel degerlendirmesi

Grup Ortalama Standart sapma
1 (Calisma) 3,62 + 4,88
2 (Kontrol) 2,55 + 4,05

Her iki grubun MDA sonuglarinin ortalama degerlerinin karsilagtirilmasi ise Grafik

1’ de gosterildi.
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Grafik 1: MDA sonugclarinin ortalama degerleri

Ortalama

Gruplar

Her iki grubun MDA sonuglarina gore istatistiksel olarak karsilastirilmasinda
gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p=0,003).
4.1.2. IMA Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Calisma ve kontrol grubunda oksidatif stresi degerlendirmek i¢in IMA sonuglarinin
istatistiksel olarak ortalama degerleri ve standart sapmalar1 hesaplandi ve istatistiksel

degerlendirme sonuglar1 Tablo 3’ te sunuldu.

Tablo 3: IMA sonuclarimin istatistiksel degerlendirmesi

Grup Ortalama Standart sapma

1 (Calisma) 0,42 + 0,082

2 (Kontrol) 0,44 + 0,055
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Her iki grubun IMA sonuglarinin ortalama degerleri karsilastirilmak igin Grafik 2’

de gosterildi.

Grafik 2: IMA sonuclarinin ortalama degerleri
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Her iki grubun istatistiksel olarak karsilastirilmasi ile gruplar arasinda anlamli fark

bulunmadi (p=0,179).

4.2. SITOKIN CEVABININ DEGERLENDIRILMESI

Inmemis testisli ¢ocuklarda, sitokin cevabimmin degerlendirilmesi igin calisma ve

kontrol gruplarinin IL-6 sonuglar1 degerlendirildi.

4.2.1. IL-6 Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Her iki gruba ait toplam 132 ¢ocukta IL-6 sonuglarinin istatistiksel olarak ortalama
degerleri ve standart sapmalar1 hesaplandi. IL-6 i¢in istatistiksel degerlendirme sonuglari

Tablo 4’ de sunuldu.
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Tablo 4: IL-6 sonuclarinin istatistiksel degerlendirilmesi

Grup Ortalama Standart sapma
1 (Calisma) 4,49 + 6,80
2 (Kontrol) 2,57 + 2,80

Her iki grubun IL-6 sonuglarinin ortalama degerleri karsilastirilmak i¢in Grafik 3’

te gosterildi.

Grafik 3: IL-6 sonuclarinin ortalama degerleri
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Her iki grubun IL-6 sonuglarinin degerlendirilmesinde istatistiksel olarak anlamli

fark bulundu (p=0,019).

4.3. OTOIMMUNITENIN DEGERLENDIRILMESI

Inmemis testisli ¢ocuklarda, otoimmun durumun degerlendirilmesi icin yaptigimiz
calismada 88 inmemis testisli, 44 kontrol olmak iizere toplam 132 c¢ocukta ASA

sonuglarinin degerlendirilmesinde ki-kare testinin kullanilmasi planlandi.
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4.2.1. ASA Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Her iki gruptaki toplam 132 cocukta ASA’ nin degerlendirilmesi i¢in ASA
pozitifliklerinin gruplar i¢inde istatistiksel olarak yiizde (%) dagilimlar1 hesaplandi. ASA
sonuglari i¢cin ASA skoru olusturuldu. Calisma grubunda 70 tane negatif, 11’inde 1 (+), 6’
sinda 2 (+) ve 1’ inde tane (+++) sonug tespit edilirken, kontrol grubunda ise 33 tane
negatif, 3’ tinde 1 (+), 2’ sinde 2 (++) ve 1’ inde 3 (+++) sonug tespit edildi (Resim 1 ve 2).

ASA’ nin istatistiksel degerlendirilme sonuglari ise Tablo 5° de sunuldu.

Tablo 5: ASA sonuclarinin skorlanmasi ve yiizde (%) dagilimi

ASA ASA Grup 1 (Calisma) Grup 2 (Kontrol)
sonuclari skoru Say1 (n) % Say1 (n) %
negatif 0 70 79,5 38 86,4
+ pozitif 1 11 12,5 3 6,8
++ pozitif 2 6 6,8 2 4.5
+++ pozitif 3 1 1,1 1 2,3

ASA sonuglarinin veri dagilimi ki-kare testi i¢in uygun olmadigindan karsilastirma

yapilamadi. Gruplarin ASA skorunun gorsel olarak karsilagtirilmasi i¢in grafik olusturuldu

(Grafik 4).
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Grafik 4: ASA sonuclarinin yiizde (%) dagilim
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ASA sonuglarinin pozitiflikleri kendi aralarinda toplanarak yapilan istatistiksel
degerlendirme Tablo 6’ da gosterildi. Her iki grubun degerleri gorsel olarak

karsilagtirilmak i¢in Grafik 5° de sunuldu.

Tablo 6: ASA sonuclarinin yiizde (%) dagilimi

(+) Sonuglar (-) Sonuclar
Gruplar (n) (%) (n) (%)
1 (Calisma) 18 20,5 70 79,5
2 (Kontrol) 6 13,6 38 86,4




Grafik 5: ASA sonuglarinin degerlendirme grafigi
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Her iki grubun istatistiksel olarak degerlendirilmesinde anlamli fark bulunmadi

(p=0,473).
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Resim 1 : ASA sonucu negatif olan hastaya ait floresan mikroskobisi goriintiisii (X 40)



31

Resim 2: ASA sonucu (+++) pozitif olan bir hastaya ait floresan mikroskobisi goriintiisii
(X40). Spermlerin kuyruk kismi ile birlikte bas ya da govde kisimlarina karsi antikor

varlig1 mevcut.



5. TARTISMA

Testisin, normal bir spermatogenez ile matiire ve yasayabilen spermatazoa
iretebilmesi i¢in lokal ¢evre 1s1s1, viicut 1s1s1nin 1,5-2 °C altinda olan skrotumda bulunmasi
gereklidir (2). Bu nedenle inmemis testisli hastalarda fertilite potansiyelini koruyabilmek
icin inmemis testisin standart tedavisi olan orsiopeksi gelistirilmistir. Ancak giiniimiizde
inmemis testisli vakalarda testisin basarili bir sekilde skrotuma indirilmesine ragmen bu
siirecin durmadig1 da tartisgilmaktadir. Inmemis testis hikayesi olan erkeklerde semen
analizi g6z Oniine alinmadan ¢ocuk sahibi olan hastalar degerlendirildiginde, fertilite orani
tek tarafli olgularda %65-85, iki tarafli olgularda ise %36-50 oldugu rapor edilmektedir
(10). Tek tarafli inmemis testislerde goriilen histolojik dejeneratif degisikliklerin normal
yerlesimli kars testiste de hasar olusumuna neden olarak germ hiicre sayisinin azalmasina
ve fonksiyonunun bozulmasina yol actig1 da bilinmektedir (19,20). Sonug olarak inmemis
testisli ¢ocuklarda, subfertilite/infertilite halen ¢oziim bekleyen énemli tibbi bir sorundur

ve bu durum arastirmacilarin yogun ¢aligma alani olmaya devam etmektedir.

Inmemis testislerde diisiik sperm sayis1, sperm kalitesi ve bozulmus spermatogenez
sonucu subfertilite/infertilite gelisiminin nedeni olarak, hem ayni taraftaki testis hem de
kars1 testisin hasarlanmasi ile ilgili baslica 3 mekanizma su¢lanmaktadir; oksidatif stres,
sitokin cevabi ve otoimmunite (2,3). Bu mekanizmalarin etkinligi ile ilgili yapilan ciddi
caligmalara ragmen bu mekanizmalardan hangisinin daha etkin oldugu heniiz net olarak

aciklanamamustir.

Testis, fiziksel strese olduk¢a duyarli bir dokudur. Antioksidan agidan korunmasina
ragmen inmemis testis ve varikosel basta olmak iizere bazi1 faktorlerin bu mekanizmayi
bozdugu ve oksidatif stres meydana getirdigi bilinmektedir. Yapilan arastirmalarda, bu
oksidatif stresinde testikiiler hasarlanmada Onemli bir mediatdr oldugu gosterilmistir.
Oksidatif stres sonucu agir1t ROS iiretimi, 6zellikle anormal sperm konsantrasyonuna,
motilitesine ve morfolojisine neden olarak erkek subfertilite/infertilitesinin etiyolojisinde

rol oynayabilmektedir (28).
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Asir1 ROS {iretimi, membran lipidlerine saldirarak lipid peroksidasyonunun artisina
neden olur. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan iirlinler arasinda en onemlisi ve en iyi
bilineni MDA’ dir. MDA, sperm fonksiyonlarimi bozacak kadar spermatazoaya karsi
sitotoksiktir. MDA olusumunun artisi, sperm-oosit flizyonu ile ters, sperm morfolojisi ile
direkt iligkilendirilmistir (28). Ville Peltola ve arkadaslari ratlarda yaptiklari ¢alismada
inmemis testislerde, ROS’ lerin yiiksek 1sinin etkisiyle arttigini, bunun sonucunda lipid
peroksidasyonunun arttigini tespit etmisler ve agirt ROS tretiminin testikiiler hasarlanmada
rol oynayabilecegini belirtmiglerdir (31). Zini ve arkadaslar ise ratlarda tek tarafli inmemis
testis olusturup yaptiklar1 ¢aligmada, hem inmemis tarafta hem de karsi taraftaki testisteki
etkilenme sonucunda oksidatif stresin inmemis testiste anormal spermatogenezis ve
tiimdriogenezise neden olabilecegini iddia etmislerdir (32). Kumar ve arkadaslan ise,
infertil erkeklerde yaptiklari semen analizleri sonucunda, kontrol grubuna gére ROS ve
MDA diizeylerini yiiksek tespit etmisler ve ROS artisinin membran akiskanligin1 bozarak
MDA diizeyini yiikselttigini ve bu durumunda sperm motilitesini bozdugunu One
sirmiislerdir.  Sonu¢  olarak, tiim bu c¢alismalar oksidatif stresin, erkek

subfertilite/infertilitesinin etiyolojisinde dnemli rol oynadigini agikca gostermektedir (29).

Literatiirde inmemis testislerdeki subfertilite/infertilitenin etiyolojisine suglanan ii¢
mekanizmadan Ozellikle oksidatif stresin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Bu sonug
calismamizdaki bulgularla desteklenmektedir. Calismamizda inmemis testisli ¢ocuklarda
kontrol grubuna goére MDA sonuglarinin yiiksek oldugunu, istatistiksel olarak
degerlendirdigimizde artisin (p=0,003) anlamli oldugunu tespit ettik. Diislincemize gore
MDA’ nin yiliksek bulunmasi, inmemis testisli c¢ocuklardaki subfertilite/infertilite
sorununun etiyolojisinde oksidatif stresin 6énemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.
Literatiirde etiyolojide suglanan bu ii¢ mekanizmanin etkinliklerinin hepsinin tek bir klinik
calismada arastirlldigi bir klinik arastirma bulunmamaktadir. Bu noktada bizim
calismamiz1 farkli kilan ayni klinik ¢aligma grubunda her ii¢ mekanizmanin da ¢aligilmasi

ve karsilagtirilmasinin yapilmasidir.

IMA ise oksidatif stres ve iskeminin yeni ve sensitif markir1 olarak
gosterilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda testis torsiyonu, pulmoner emboli,
mezenter iskemi gibi durumlarda akut iskemi doneminde tami koydurucu bir markir

olabilecegi One siiriilmektedir (36). Kutlu ve arkadaslari ratlarda olusturduklari testis
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torsiyonunda 4 saat sonraki grupta IMA diizeylerini yiiksek tespit etmisler ve bu grupta
belirgin histopatolojik hasar oldugunu goérmiislerdir. Ayrica bu grupta karsi normal
lokalizasyondaki testiste de histopatolojik hasar oldugunu gérmiisler, histopatolojik hasar
ile IMA seviyeleri arasindaki pozitif korelasyondan dolayr IMA’ nim testisin akut iskemi
sorunlarinda durumu agisindan 6nemli bir prognostik faktor olabilecegini iddia etmiglerdir
(36). Biz calismamizin sonucunda inmemis testisli grupta kontrol grubuna gére IMA
diizeylerinin artmadigini ve istatistiksel olarak degerlendirildiginde de anlamli bir fark
(p=0,179) olmadigin1 tespit ettik. Bu sonuglar ¢aligma grubunda akut iskemik bir durumun

olmadigini desteklemektedir.

Son yillarda erkek subfertilite/infertilitesinin etiyolojik faktorleri arasinda sitokin
cevabi caligmalarinin popiilarite kazanmasi arastirmacilarin ilgi odagi olmustur. Cilinkii
normal olarak seminal sivida bulunabilen IL-6 ve TNF gibi bazi sitokinlerin spermatazoay1
etkileyerek ROS artisgina neden olarak lipid peroksidasyonunun artmasina neden
olabilecegi gosterilmistir. Sitokinler, bu yol ile spermlerin fonksiyonunu ve fertiliteyi
etkileyebilirler (41). Daha ¢ok kronik inflamatuar ve otoimmun olaylara neden olan
proinflamatuar sitokinler arasinda en etkili olanlardan birisi IL-6 dir. Literatiirde seminal
stvidaki IL-6 ile ROS arasinda baglanti oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (44).
Nallella ve arkadaglari, varikoselli infertil erkeklerde kontrol grubuna gore IL-6
diizeylerinin 6nemli oranda yliksek oldugunu, antioksidan kapasitenin de azaldigini tespit
etmisler ve proinflamatuar IL-6 ve oksidatif stresin bu hastalarda subfertilite/infertilitenin
etiyolojisinde rol oynayabilecegini one siirmiislerdir (42). Seminal plazmada IL-6 artisi,
sperm konsantrasyonun, normal sperm formu yiizdesinin ve motilitesinin azalmasina neden
olur (47). Seshadri ve arkadaslari, infertil erkeklerde semen analizi yaparak IL-6
seviyelerini degerlendirmisler ve oligospermik, astenospermik, oligoastenospermik,

azospermik obstriiktif ve germ hiicre defektli grupta yiiksek tespit etmislerdir (47).

Yapilan ¢alismalar 1s181inda bizde ¢alismamizda inmemis testisli cocuklarda sitokin
cevabinin testikiiler hasarlanmadaki etkinligini arastirmak icin IL-6 diizeylerini
degerlendirdik. Calismamizin sonucunda kontrol grubuna gore inmemis testisli grupta IL-6
sonuglarinin énemli derecede yiiksek oldugunu ve bu yiiksekligin istatistiksel olarak da
anlamli oldugunu (p=0,019) tespit ettik. Hem MDA hem de IL-6 diizeylerinin yiiksek

bulunmasi ise inmemis testislerde subfertilite/infertilitenin etiyolojisinde oksidatif stres ve
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proinflamatuar sitokinlerin birlikte rol oynayabilecegini veya birbirlerinin etkilerini
tetiklediklerini  diistindiirmektedir. Bu bulgu Nallella ve arkadaslarmin varikoselli
hastalarda oksidatif stres ve proinflamatuar IL-6" nin subfertilite/infertilite de birlikte rol

oynayabilecegi tespitiyle de ortiismektedir.

Inmemis testislerde, gonadlarin anormal lokalizasyonu ve beraberinde yiiksek 1s1,
kan-testis bariyerinin degisimini indiikleyerek lokal immunregiilasyonu bozar ve germ
hiicrelerindeki antijenlere karst ASA olusumuna neden olur. Bu antijenlerin ASA’ lari
baglamasi ya inmemis testisin kendisinse bagli nedenlerden ya da orsiopeksinin yarattigi
travma etkisiyle olur (49). Bdylece olusan immun reaksiyonda sperm fonksiyonunu kotii
yonde etkiler (50). ASA’ lar, spermatogenezise etki edebilir, oligospermatogenezis veya
aspermatogenezise neden olabilirler. Ayrica bu reaksiyonun spermin servikal mukusta

penetrasyon yapmasini engelledigi diistintilmektedir (48).

Literatiirde, ASA’ nin prepubertal ¢cocuklarda bulunmasi tartismali olmakla beraber
varligini1 gosteren ¢aligmalar da mevcuttur. Domagala ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada,
76 inmemis testisi olan prepubertal erkekte %3,95 oraninda ASA (+)’ ligi saptamislardir.
Domagala ve arkadaslari bundan 6nceki gozlemlerinde ise 69 tek ya da iki tarafli inmemis
testisli prepubertal erkekte ASA varligin1 %7 olarak tespit etmisler ve ayrica saglikli
bireylerde de ASA varligi gormiislerdir (51). Mininberg ve arkadaslari ise bu oram
orsiopeksi veya baska bir inguinal ameliyat gecirmis prepubertal erkek cocuklarda %28
olarak rapor etmislerdir (52). Literatiirde ayrica ASA pozitif ve inmemis testis hikayesi
bulunan infertil erkeklerde, azalmig sperm motilitesi ve artmis sperm agliinitasyonundan

bahsedilmektedir (53).

Calismamizda ASA varligini inmemis testisli grupta %20,5 saglikli bireylerde ise
%13,6 olarak tespit ettik. ASA sonug¢larmin inmemis testisli grupta yiiksek olmasina
ragmen istatistiksel olarak bu yiikseklik anlamsizdi. Sonuglarimiza goére ASA varligi
inmemis testise bagli subfertilite/infertilitenin etiyolojisindeki etkin mekanizmalarda
otoimmunitenin 6n planda olabilecegini agiklama da yetersiz kalmaktadir. Literatiirdeki
inmemis testisli pubertal ve prepubertal erkek g¢ocuklarindaki subfertilite/infertilitenin
etiyolojisinde otoimmunitenin roliinii agiklamak i¢in yapilan arastirmalara bakildiginda
ASA’ nin iyt bir markir olmayacagini ve bu caligmalarin otoimmunitenin etkisini

aciklayabilecek baska markirlarla desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Ozet olarak bu klinik ¢alismada, kronik iskemi ve/veya kronik inflamatuar yanit
markirlarinin ¢alisma grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmasi, inmemis testisli erkek
cocuklarda, oksidatif stres ve sitokin cevabinin uzun dénemde gelisen komplikasyonlarin
en Onemlisi olan subfertilite/infertilitenin etiyolojisinde 6nemli bir rol oynayabilecegine
isaret etmektedir. Bu mekanizmalarin etkisini onleyebilecek yaklasimlarin gelistirilmesi,
subfertilite/infertilitenin onlenebilirligi agisindan 6nemli bir adim olabilir. Otoimmun yanit
markiri, ¢aligma grubunda kontrol grubuna gore yiliksek bulunmasina ragmen, bu farklilik
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu i¢in, otoimmunitenin etiyolojideki rolii tartigmali
goriinmektedir. Bu temel ¢alisma daha genis ¢alisma ve kontrol gruplarindan olusan yeni
caligmalarla desteklenirse inmemis testislerdeki subfertilite/infertilitenin etiyolojisinin

acgiklanabilmesi agisindan 6nemli bir adim olabilir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada inmemis testisli ¢ocuklarda, hem tek tarafli hem de iki tarafli testisin
hasarlanma mekanizmalar1 olan oksidatif stres, sitokin cevabi1 ve otoimmunitenin hangisinin
etkin oldugu arastirildi. 88 tane inmemis testisli ve 44 tane saglikli cocuktan olusan gruplarda,
oksidatif stresi degerlendirmek i¢in MDA ve IMA diizeyleri, sitokin cevabini degerlendirmek
icin IL-6 diizeyi ve otoimmuniteyi degerlendirmek icin ASA diizeyi incelenerek

karsilastirildi.

Oksidatif stresin etkisi acisindan, inmemis testisli grupta saglikli gruba gére MDA
sonuglarinin istatistiksel olarak anlamli arttig1 gdzlendi. IMA sonuglar1 ise inmemis testisli
grupta saglikli grup ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: tespit
edildi. Bu sonuglar akut bir iskemik durumdan ziyade kronik iskeminin sonucu olarak

oksidatif stresin subfertilite/infertilitede etkili olabilecegini gosterdi.

Sitokin cevabinin etkisi degerlendirildiginde, inmemis testisli grupta kontrol grubuna
gore IL-6 sonuclarinin istatistiksel olarak anlamhi arttigi gozlendi. Bu sonug¢ kronik
inflamatuar durumda artan sitokin cevabinin inmemis testisli ¢cocuklarda yiiksek oldugunu

gosterdi.

Otoimmunite agisindan ise ASA sonuglar1 degerlendirildiginde, inmemis testisli
grupta kontrol grubuna gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edilmedi. Saglikli ¢ocuklarda da ASA pozitifligine rastlandi. Bu sonu¢ otoimmunitenin

inmemis testisli gocuklarda anlamli bir artis gostermedigini isaret etmektedir.

Elde etigimiz bulgulara gbére inmemis testisli ¢ocuklarda oksidatif stres ve sitokin

cevabinin etkili oldugunu gozlemledik. Otoimmunite i¢in anlamli bir sonug tespit edilmedi.

Calismamizin sonuglarina goére inmemis testisli ¢ocuklarda oksidatif stres ve sitokin
cevabinin, gelecekteki fertilite durumu tizerinde etkili olarak subfertilite/infertiliteye neden
olabilecegi i¢cin bu mekanizmalarin kotii etkilerinden korunmak i¢in 6nleyici etkin tedavilerin

gelistirilmesi Onerilir. Bu klinik ¢aligmamiz, sonuglarin giivenilirligi ve giiglii bir destek
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olmas1 acisindan daha genis yeni calismalarla desteklenmeli ve en Gnemlisi inmemis

testis grubu daha uzun dénemde takip edilmeli ve sonuglar1 tespit edilmelidir.



7. OZET

Cocukluk c¢aginda sik goriilen inmemis testislerde, tedavi edilmedigi takdirde
Ozellikle subfertilite/infertilite, malignite gelisimi gibi 6nemli komplikasyonlara neden
olabilecegi ¢ok iyi bilinmektedir. Hatta inmemis testisin standart tedavisi olan orsiopeksi
yontemi ile testisin skrotuma indirilmesi durumunda bile bu komplikasyonlarin
gelisimininin engellenemedigi tartisilmaktadir. Ayrica inmemis testislerde, bir taraftaki
testisteki hasarlanma ayni1 zamanda karsi taraftaki testisi de halen agilayamadigimiz
nedenler ile hasarlanma ve yapisal degisikliklere ugratarak, hem tek tarafli hem de iki
tarafli inmemis testislerde subfertilite/infertilite riski artmaktadir. Inmemis testislerde, hem
tek tarafli hem de iki tarafli testisin hasarlanmasinda suglanan mekanizmalar olan oksidatif
stres, sitokin cevabi ve otoimmuniteden hangisinin etkili oldugunu aydinlatmak amaciyla

bu ¢alismayi planladik.

Calismada 88 tane inmemis testisli hastalardan olusan ¢alisma grubu ve 44 tane
saglikli ¢ocuklarda olusan kontrol grubu olusturuldu. Oksidatif stresi degerlendirmek i¢in
MDA ve IMA diizeyleri her iki grupta incelendi. MDA diizeyleri, gruplarin plazma
orneklerinde TBARS methodu kullanilarak tayin edildi. IMA diizeylerini belirlemek igin
her iki grubun serum Orneklerinde albumin kobalt baglama testinden faydalanildi,
albumine kobaltin azalan baglanma kapasitesi kolometrik tayin methodu ile
degerlendirildi. Sitokin cevabini degerlendirmek i¢in IL-6 diizeyleri, her iki grupta serum
orneklerinde AssayMax Human IL-6 ELISA kiti kullanilarak o6l¢iim yapildi.
Otoimmunitenin etkisini degerlendirmek icin her iki gruba ait serum 6rneklerinde indirekt
immun floresan yontemi kullanilarak Euroimmun Spermatozoa (human) (Euroimmun,

Lubeck, Almanya) kitleri ile degerlendirme yapildi.

Calismadan elde edilen bulgular istatistiksel olarak degerlendirildi. Oksidatif stresin
etkisi acgisindan c¢aligma grubunda kontrol grubuna gére MDA sonuglarinin istatistiksel

olarak anlaml arttig1 (p=0,003) gozlendi. IMA sonuglari ise ¢alisma grubunda kontrol



40

grubuna gore istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamh fark (p=0,179) gézlenmedi.
Sitokin cevabinin degerlendirilmesinde, ¢alisma grubunda kontrol grubuna gore IL-6
sonuglarinin istatistiksel olarak anlamli arttigi (p=0,019) gozlendi. Otoimmunite
degerlendirildiginde ise ASA sonuglarinin veri dagilimu istatistiksel olarak ki-kare testi i¢in
uygun olmadigindan karsilastirilma yapilamadi. ASA pozitiflikleri kendi aralarinda

toplanarak degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark (p=0,473) gozlenmedi.

Calismamizin sonuglarma gore, inmemis testisli ¢ocuklarda oksidatif stres ve
sitokin cevabinin uzun donemde gelisen subfertilite/infertilitenin etiyolojisinde énemli bir

rol oynayabilecegini fakat otoimmunitenin artirict bir etkisi olmadigini gozlemledik.



8. SUMMARY

It is well-known fact that undescended testicles, common case in childhood, may
cause significant complications like sub-fertility/infertility, malignity development when
they are not treated. Even, it is still controversial that the mentioned complications are not
fully avoided when testicles are pulled down into scrotum with Orchiopexy method, which
is the standard treatment for undescended testicles. Moreover, sub-fertility/infertility risk is
higher for both one-sided and two-sided undescended testicles since the deterioration on
one testicle causes deterioration and structural changes on the other testicle for reasons that
could not be clearly explained yet. We designed this study to figure out which of the three
accused mechanisms; oxidative stress, cytokine response and autoimmune causes one-

sided and two-sided deterioration of the testicles in the undescended testicle cases.

For the study, an experimental group with 88 children with undescended
testicles and a control group with 44 healthy children were formed. MDA and IMA levels
were monitored in both groups to assess oxidative stress. MDA levels were determined
with TBARS Assay on serum samples of the both groups. Albumin Cobalt Binding Test
was used to determine the IMA levels on serum samples of the both groups. The reducing
biding capacity of albumin cobalt was evaluated with coulometric determination method.
In order to assess cytokine response in both groups, IL-6 levels in serum were measured
with AssayMax Human IL-6 ELISA kit. Autoimmunity effect in both groups were
evaluated with Indirect Immuno-fluorescent method, by using Euroimmun Spermatozoa

(human) (Euroimmun, Lubeck, Germany) kits.

The statistical interpretation of the available data showed that the increase in MDA
results of the experimental group is greater than the control group at statistically significant
level (p=0,003). However, when IMA scores of the experimental and control groups were
compared, no significant difference was observed (p=0,179). In the evaluation of cytokine

response, it was observed that IL-6 results of the experimental group increased
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significantly higher than the control (p=0,019). When autoimmune is considered, although
ASA results of the experimental group were higher, the groups could not be compared
because the variance of the data was not suitable for chi-square test. Furthermore, there
was no statistically significant difference when ASA positives were cumulatively evaluated

(p=0,473).

The results of the present study tell that oxidative stress and cytokine response may
have substantial effects on etiology of sub-fertility/infertility developing in the long term
on children with undescended testicles. On the other hand, no additive effect of

autoimmune was observed.
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