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1. GIRIS VE AMAC

Fertilite, tiim tarih boyunca neslin siirdiiriilebilmesi amaciyla 6nemsenmis
olup, tarihte yazili belgelerin ¢ogu bu konu ile ilgili olaylar ve nasihatler aktarmustir.
34 paragrafa boliinmiis, 4000 yillik Kahun Papiriisii bunlarin en eski 6rneklerinden
biri olup, kisirlik, gebelik tanisi, kontrasepsiyon ve dogum ve komplikasyonlar1 gibi
dogurganlikla iliskili konulardan bahsetmistir [1]. Eski Misirlilar, erkegin katkisinin,
kadindaki fertil alana yerlesmesi gereken tohumu vermek olduguna inaniyorlardi. Bu
ugurda tanrilara biiylikbas hayvan kurban eden rahipler, semenin spinal kord ve
sakrumdan geldigine inaniyor, bunun dogurganlik tanrist Osiris’ten bir par¢a olan
yasam ruhunu tasiyan siviyr koruduguna inantyorlardi. Bagka bir sava gore ise,
semenin kalpten dogup testislere gittigi kabul edilirdi ve bu ‘erkegin kalbini kadina

sermesi’ olarak tanimlanirdi [1].

Infertilite tanimina bakildiginda klinik, epidemiyolojik ya da demografik
yaklagimlara gore farklilik gosterdigi goriilmektedir. Bunlarin temel ayrim noktasi
gebelik, gebeligin siirdiiriilmesi veya canli dogum gibi fertilitede basariyr gosteren
sonuglardir. Diinya saglik érgiitii (DSO)’niin tanimina gore infertilite, cinsel yonden
aktif ve kontrasepsiyon uygulamayan bir ¢iftin bir yil igerisinde gebelik elde
edememesi durumudur [2]. Epidemiyologlara gore infertilite, gebelik riskine maruz
kalan kadinlarin, gebe kalmak i¢in sergiledigi yaklagimi (korunmasiz ve diizenli
iligki) ve siireyi kriter alirken, demograflara gore ise infertilite cinsel yonden aktif ve
gebeligi onleyici yontem kullanmayan bir kadinin canli dogum yapmamis olmasidir
[3]. Aslinda 2006'da Uluslararas1 Yardimci Ureme Teknolojileri izleme Komitesi
(ICMART), 53 terim ve tanimi iceren bir sozlikk yayimlamistir. Sonrasinda DSO ile
birlikte ilk olarak 2009 yilinda revize edilen bu sozliik, demografi, epidemiyoloji ve
halk saglig1 alanlarindaki gelismeler ve infertilite lizerinde erkek faktoriiniin etkisinin
daha kapsamli anlagilabilir hale gelmesiyle kisithliklar arz etmis ve 2017 yilinda
tekrar revize edilmistir. 2017 yilindaki revizyona gore infertilite, bir kisinin
kendisinin veya esiyle beraber iireme kapasitesinin bozulmasindan dolay1, 12 aylik
korunmasiz diizenli cinsel iliskiden sonra klinik bir gebelik elde etmedeki yetersizligi

ile karakterize bir hastalik olarak tanimlanmistir [4].



Infertilite tiim diinyada bireylerin %15 ila 20’sini etkilemektedir [5] ve
istemelerine ragmen c¢ocuk sahibi olamayan infertil ciftlerin %50’sinde erkek
faktorlerin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir [6]. Erkek faktorii bulunan vakalarin
ancak %50’sinde oligozoospermi, teratozoospermi veya azoospermi gibi anormal
semen parametreleri goriiliir [7]. Azoospermi ise erkek kaynakli infertilitenin en agir
seklidir ve infertil ciftlerin yaklasik %5’inde goriilmektedir [8]. Azoospermik
hastalarin %13,3’linde etiyolojik bir sebep bulunamadigi ig¢in bu hasta grubu
idiopatik infertilite grubuna dahil edilir [9]. Obstriiktif azoospermi (OA) reprodiiktif
yolun vaz deferens, epididim ve ejekiilatuar kanal dahil olmak iizere herhangi bir
yerinde gerceklesen mekanik bloga bagli olup, non-obstriiktif azoospermi (NOA) ise
bu yollarda tikaniklik olmamasina ragmen, semen analizinde hi¢ sperm
saptanmamasidir. NOA’li1 hastalarin bir kisminda, testisin heterojen yapida
olmasindan dolayr bazi bolimlerinde fokal spermatogenez devam etmekte ve bu
bolgelerden testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) veya mikro TESE (mTESE)
yontemleriyle sperm elde edilerek, yardimei iireme teknikleri (YUT)’de (in vitro
fertilizasyon (IVF), intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)) kullanilmakta ve bu
hastalarin kendi spermleriyle ¢cocuk sahibi olmasina yardimci olunmaktadir. NOA
hastalarinda bu yontemlerle sperm elde etme orani %50 civarindadir ve testikiiler

histoloji ile sperm bulma arasinda korelasyon mevcuttur [10, 11].

YUT’nin yiiksek maliyeti, ovaryan hiperstimiilasyon sendromu gibi
potansiyel komplikasyonlari, TESE komplikasyonlari ve TESE basarisizligiimn yol
acabilecegi olumsuz psikolojik durumlarin 6niine gecebilmek i¢in TESE’de sperm
saptanabilirliginin 6nceden tespiti 6nemlidir. Endokrin testler ve testikiiler biyopsi
her ne kadar testiste sperm varligini saptamak icin kullanilsa da, bu testler yeterli
bilgiyi saglayamamaktadir. Bu nedenle daha giincel teknikler gelistirilmekte ve
semende spermatogenezin farkli basamaklarinda eksprese olan mesenger RNA
(mMRNA)’lar tespit edilmeye ¢alisilmaktadir [12]. Boylece testisin herhangi bir
yerinde fokal spermatogenez varsa, bunun tespit edilmesi miimkiin olabilmektedir.
Ayrica spermatogonyumlar testis i¢ginde mayoz bdliinmeye girerek spermatitleri
olusturmaktadirlar. Azoospermik erkeklerde mayoz boliinmenin testis dokusunda

aktif oldugunun gosterilmesi sperm olusumunun olup olmadig ile ilgili 6nemli bir



belirteg olabilir. Bu anlamda mayoz boliinmede gorev alan proteinlerin belirlenmesi

sperm tiretimi ile ilgili 6nemli bulgular vermektedir [13].

Diger adit DNA meiotic recombinase 1 (DMC1) olan LIM-15, mayoza 6zgii
bir rekombinazdir [14]. Rekombinaz, genetik rekombinasyonlarda dogal gesitlenme
tepkimelerini tetikleyen enzimlere verilen isimdir. DNA tamir sisteminde 100’den
fazlagenrol  oynamaktadir ~ve bu  genlerin  kodladigi proteinler tamir
mekanizmalarinda goérev almaktadirlar. DNA tamir mekanizmasinda gorevli olan
proteinlerden olan RecA proteini rekombinasyonel bir degis tokus islemi ile hasarsiz
komplementer zincirde bulanan sekansi transfer eder. Okaryotlarda biri LIM-15,
digeri Rad51 olmak iizere iki tip Rec A gibi rekombinaz yapan protein mevcuttur.
Bunlardan Rad51 hem mayotik hem de somatik hiicrelerde eksprese olur ve DNA
tamir mekanizmasinda fonksiyonu vardir. Liml5 ise mayoz asamasinda
rekombinasyona dayali DNA sentezinde gorev alan bir proteindir. Okaryotlarda
yapilan g¢aligmalar Lim15 proteinin sadece mayoz bolinmeye spesifik hiicrelerde
ifade edildigini gostermis ve Lim15 proteinin RADS1 proteini ile mayoz asamasinda
isbirligi yaptigini ortaya c¢ikarmistir. Bu iki proteinin ifadesi mayoz bdliinme i¢in

kritik bir 6neme sahiptir.

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) geni tarafindan kodlanan proteinler
hiicrede sadece cekirdekte bulunarak, DNA polimeraz deltanin kofaktérii olarak
fonksiyon gosterirler. PCNA, prolifere olan hiicrelerde 6zellikle S fazinda ¢ekirdekte
bulunan ve immiinohistokimyasal yontemlerle diizeyi Ol¢iilebilen bir proliferasyon
belirleyicisidir [15]. Ozellikle PCNA’nm hiicre proliferasyonunda anahtar rol
oynadig1 ispatlandiktan sonra, ekspresyon diizeylerinin cesitli kanser tiirlerinde
prognozu predikte edip etmedigini arastiran ¢alismalar yapilmistir [16]. NOA’l
erkeklerde human koryonik gonadotropin (hCG) bazli hormonal tedavinin etkisini
arastiran bir calismada, spermatagonyal DNA sentezi, PCNA ekspresyon miktarinin

Ol¢timii ile degerlendirilmistir [17].

Calismamza NOA tamsi konulan, YUT ye yonlendirilecek ve bu nedenle
TESE yapilmasi gereken hastalar dahil edilmistir. Daha onceki ¢alismalarda sadece
testise bakilarak, testiste sperm iiretimini géstermede onemli bir belirte¢ olabilecegi

diisiiniilen PCNA ve LIM-15 olarak da bilinen DMC1 gen ekspresyon miktarlari
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hastalardan alinan ejakiilatta ve TESE sirasinda ek olarak alinan biyopsi dokusunda
real time-PCR (rt-PCR) yontemi ile Ol¢iilmiistiir. TESE islemi yapilan hastalarda
olgun spermatozoa varligi arastirllmistir. Ejakiilatta ve testis biyopsi materyalinde
dlgiilen PCNA ve LIM15 gen ekspresyon diizeyleri ile TESE’de spermatozoa
saptanma oranlar1 karsilastirilarak, ejekiilatta ve TESE materyalinde olgiilen bu
tiriinlerin miktarmin, TESE’de spermatozoa saptanma olasiligini predikte etmede ne
Olgiide faydali olacagi arastirilmistir. Bu belirteclerin testisten invaziv yolla elde
edilmesindeki gilicliigii gbz Oniine alinarak, ejekiilatta bakilmasinin daha fazla hasta

uyumu saglayacagi kanisindayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. ERKEK GENITAL SISTEM EMBRIiYOLOJiSi

Fertilizasyon sirasinda oosit II’deki X kromozomuna spermden gelen bir Y
kromozomu baglandiktan sonra fenotipik Ozellikler 6.haftanin (ambiseksiiel evre)
sonuna kadar erkek ve disi embriyolarinda herhangi bir fark gostermezler. 7. haftada
Y kromozomunun kisa kolundaki Sex Determining Region of Y (SRY) bolgesindeki
genlerin ifadesi ile gonadin medullas testise farklilasmaya, korteksi ise gerilemeye
baglar. Sonrasinda seks kord hiicreleri Sertoli hiicrelerine dontiserek Mullerian-
Inhibiting Substance (MIS) ve Androjen Baglayict Proteini (ABP) sekrete etmeye
baslarlar. Bu sayede miilleryan kanal regrese olur ve daha sonrasinda leyding
hiicrelerine dontisecek olan mezenkim hiicrelerinin testise gocli saglanir. Leyding
hiicrelerinin iirettigi testosteron, Sa-rediiktaz enzimi ile dihidrotestosterona (DHT)
dondistiiriilerek, iiretra, prostat, penis, skrotum gelismesini ve testislerin skrotuma

inigini saglar [18].

Yedinci ayda i¢ inguinal halkaya kadar ulasan testisler, daha sonra prosesus
vaginalis igerisinden gubernakulum kilavuzlugunda inguinal kanala girer ve 8. ayn

sonunda tamamen skrotuma ulasmis olurlar.

2.2. ERKEK GENITAL SISTEM ANATOMISI

Erkek iireme sistemi organlar1 dis ve i¢ genital organlar olarak ikiye ayrilir.
Penis ve skrotum dis genital organlar olarak kabul edilirken; testis, epididim,
spermatik kord, seminal vezikiiller, ejekiilatuar kanallar, prostat ve bulboiiretral

(Cowper) bezlerden olusur.

Radiks penis ve korpus penis olmak iizere 2 yapidan olusan penisin yiizeyel
perineal aralikta kalan kismina radiks penis denilmektedir. Radiks penisin 2
parcgasindan birisi olan bulbus penis korpus spongiosumun genis arka kismidir. Diger
bir parca olan krus penis ise korpus kavernosumun arka tarafinda bulunan iki erektil

yapidan olusur. Korpus penis ise bir tane korpus spongiosum ve iki tane korpus



kavernosumdan olusur. Bu yapilar igte tunica albugenia dista ise Buck faciasi ile

kaphdir. Korpus spongiosum penis dnde genigleyerek glans penisi olusturur.

Testisler, skrotum i¢inde funikulus spermatikusa asili, 10-15 gr. agirhginda
4x2,5x3 cm boyutunda bir ¢ift organdir. Testosteron tiretimini gergeklestiren Leydig
hiicrelerini ve spermlerin beslenmelerini saglayan, fagositoz yapan ve inhibin
hormonunu salgilayan Sertoli hiicrelerini igerir. Leydig hiicreleri interstisyumda

bulunurken, kan-testis bariyerinin olusumunda Sertoli hiicreleri gorev alir [19].

Skrotum, iki uyluk arasinda symphysis pubisten asagiya dogru sarkan i¢inde
testis, epididimis ve funikulus spermatikusun bir boliimiini igeren bulytkligi ve
sekli degisken bir yapidir. Testisler gelisimi sirasinda inguinal kanal ig¢inden
skrotuma tagindiklari igin karmn 6n duvarimi olusturan tabakalar, skrotumun yapisinda
da ¢ok ince lifler seklinde yer alirlar. Skrotumu dis yiiz iizerinde ikiye ayiran deri
kabartis1 raphe adin1 alir. Bu yapi, skrotumun i¢ yiiziinde yer alan ve organin iki

boliime ayrilmasini saglayan septum skrotinin olusumuna da katilir.

Prostat, mesanenin altinda ve rektumun 6niinde yer alir ve asidik salgilar ile
semenin likefaksiyonunu saglar. Ejekiilatuar kanallar prostat bezinin parankim

dokusu igerisinden gecerek kollikulus seminalislerde prostatik iiretraya agilir.

Spermatik kord testisin arter ve venlerini, sinirlerini ve duktus deferensi
iceren ve inguinal kanal ile testis arasinda uzanan ince uzun bir yapidir [20]. Duktus
deferens inguinal kanaldan karin bosluguna girer, vezikiila seminalisin kanali ile

birleserek ejekiilatuar kanal adini alir ve prostatik tiretraya agilir [21].

Epididim uzatildiginda yaklasik altt metre uzunlukta olan, kivrimli tek bir
kanal yapisinda, testisin iist-arka kenarina yaslanmis yarimay Seklinde yaklasik 4 cm
uzunlugunda bir organdir. Caput, corpus ve cauda isimli 3 bdliimden olusur.
Epididimler  spermlerin  membran yapisinda disiilfit baglar1  olusturarak
maturasyonuna katkida bulur, ayn1 zamanda gii¢lii hareket potansiyeli kazanmasin

saglar. Yani spermlerin motilite, morfoloji ve fertilite olgunlagsmasini saglar [22].

Vezikiila seminalis, mesanenin arka yiizii ile rektumun 6n yiizli arasinda, sag
ve solda birer tane olan ve 4-5 cm uzunlugundaki kivrimli kiiciik bir bezdir.

Kivrimlart agilirsa 10-15 cm uzunluga ulasir. Alt ucu, salgisini akittigi diiz ve dar bir



kanal seklindedir ve duktus ekskretorius adini alir. Fruktoz ve kolinden zengin salgisi

sperm hiicrelerinin hareketliligini ve yasamalar1 i¢in gerekli enerjiyi saglar.

Cowper bezleri membrandz iiretranin arka dis yaninda ve penis kokiiniin st
tarafinda bulunan 1 cm ¢apinda bir ¢ift bezdir. Mukoid ve alkali bir salgisi

ejakiilasyondan once salgilanarak iiretranin notralizasyonunu saglar.

2.3. ERKEK UREME FiZYOLOJiSi

Hipotalamo-hipofizer-gonadal (HHG) aksin seks hormonlarinin salinimi ve
spermatogenik hiicrelerin gelisimi olmak {izere 2 ana goérevi vardir [23].
Hipotalamustan salinan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), 6n hipofizden
gonadotropik hormonlar olarak adlandirilan liiteinizan hormon (LH) ve folikiil
stimiilan hormon (FSH)’min salinmasini uyarir. LH, testislerden testosteron
salinmasini uyarirken, FSH spermatogenezi ve Sertoli hiicrelerinden ABP, inhibin ve
aktivin gibi pek ¢ok molekiiliin salinmasin1 uyarir. GnRH nin pulsatil salinimimdan

dolayi, FSH ve 6zellikle LH salinimi da pulsatil bir sekilde olur [24].

Spermatogenez bir hiicre farklilasmasi olayidir. Embriyo olusumu sirasinda,
primordiyal hiicreler testislere gé¢ ederek seminifer tiibiillerde spermatagonya olarak
adlandirilan immatiir germ hiicreler haline gelirler. Spermatagonya puberteden
itibaren On hipofiz hormonlarinin etkisi ile mitoz boliinmelere baglar ve spermi
olusturmak i¢in devamli biiyiir ve farkli evrelerden geger. Mitoz bdliinmelerin iirtini
olarak ilk once tip A sonrasinda tip B spermatagonyumlar ve primer spermatositler
olusur. Primer spermatositler 46 kromozom (46,XY) igerirler ve birinci mayoz
boliinmeye girerler. Profaz evresi sonunda mayoz bolinme tamamlanir ve 23
kromozom (23,X veya 23,Y) igeren sekonder spermatositler olusur. Sekonder
spermatositler ise ikinci mayoz bdliinmeyle spermatitleri meydana getirirler ve

sitokinez tamamlanmais olur.

Sperm hiicresinin {iretiminin son asamasi ve spermatidlerin, spermlere
doniistiigli olaylar dizisine spermiyogenez denir. 3 asamada gerceklesir. Akrozomal
graniillerin olusup flagellum olusumunun bagladig1 faza golgi fazi, akrozom,
flagellumun tamamen olusup mitokondrilerin spermin orta kismina toplandig: faza

akrozomal faz ve fazla parcalarin Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilip



hiicrelerin  seminifer tiibiil limenlerine salindig1 faza ise olgunlasma faz
denilmektedir. Spermatogonyadan spermatozoaya uzanan bu yolculugun toplam

stiresi 74 glindiir [25].

Seminifer tiibiilde olusan sperm hareketsiz olup tam olgunlagsmasi epididimde
18-24 saat kaldiktan sonra gergeklesir. Testis basina giinlik 45 milyon sperm
tiretirken bunlarin kiigiik bir kismi epididimde, biiyiik bir kismi ise vas deferenste
olmak tizere 1 aya kadar fertilite potansiyellerini koruyarak depolanabilirler [26].
Ejakiilasyon sonrasi normal, hareketli, fertil spermin kadin genital yolunda beklenen

omrii 1 ila 5 giin kadardr.

2.4. HASTALARIN DEGERLENDIRILMESINDE ANAMNEZ

Azoospermik erkeklerde basarili bir tedavinin olmazsa olmaz1 diizeltilebilir
patolojilerin saptanmasidir. Bunun i¢in anamnez alirken yasam tarzi degisiklikleri ve
medikal tedaviler ile diizeltilebilecek patolojiler saptanmaya caligilmali, infertiliteye
sebep olabilecek es zamanli hastaliklar sorgulanmali ve kendinden sonraki nesilleri
de etkileyebilecegi igin genetik hastaliklar arastirilmalidir. Infertilite ve seksiiel
fonksiyon bozukluguna yol agan pek ¢ok faktér bulunmaktadir ve anamnez bunlari
sorgulayacak sekilde genis tutulup c¢iftlerden alinmalidir. Ciftlerin 6dnceki ve simdiki
fertilite durumunun, yaslarinin, seksiiel iliski Oykiilerinin ve 06zge¢cmislerinin

Ogrenilmesi giizel bir anamnez i¢in gerekli en 6nemli unsurlardir.

Ciftin fertilite potansiyelini negatif yonde etkileyen faktorlerden olan kadin
yasiin 35’°1in lizerinde olmasi, bilinen infertilite dykiisii, inmemis testis, kemoterapi
Oykiist, testis kanseri, enfeksiydz ve genetik hastaliklar ve immiinolojik faktorler
sorgulanmalidir. Ayrica puberte baslangicinin gecikmesi endokrinolojik problemlerin
isaret edebilir. Gecikmis puberte, kallman sendromu veya primer hipogonadotropik
hipogonadizme, erken puberte ise konjenital adrenal hiperplazi (KAH) ‘ye sekonder
olabilir.

Sekstiel iliski Oykiisii ciddi 6neme sahip olup, erkegin mevcut veya onceki
partneri ile bir konsepsiyon saglayip saglamadigi, saglamigsa eger sonucunun ne
oldugu, infertilitenin primer mi sekonder mi oldugu ile beraber infertilite siiresi, iliski

siklig1 ve kontrasepsiyon Oykiisii detayli sekilde incelenmelidir. Primer infertilite



hastanin daha dnce herhangi bir partneri ile konsepsiyon saglayamamis olmasi iken,
sekonder infertilite bir erkegin, partnerine ya da gebeligin sonucuna bakilmaksizin
daha 6nce basarili bir konsepsiyonunun olmasi, fakat suan infertil olmasi1 durumudur.
Bu ayrimin yapilmasi prognoz ve ayirici tani agisindan énem arz eder. Sekonder
infertil erkeklerin gelecekteki fertilite sans1 daha yiiksek olup, lireme sisteminin ve

genetik yapisinin normal olmasi beklenir.

Cinsel Oykiide ejakiilasyonun olup olmadigi, spermisid etkisinden dolay1
iliskide kayganlastirict kullanimi, iliskinin siklig1 ve zamanlamasi sorgulanmalidir.
Spermin uygun servikal mukus ortaminda 2 ila 5 giin yasayabildigi caligmalarda
gosterilmistir [27]. Konsepsiyonun saglanmasi igin, sperm ovulasyon ve LH pikine
uygun bir zamanda kadin genitalyasina ulagmalidir ki bu doneme fertilizasyon
penceresi denmektedir [27, 28]. Onerilen zamanlama kadin adet diizeni ile ilgili olsa

da ovulasyona yakin iki giinde bir cinsel iliskidir [29, 30].

Gegirilmis skrotal, inguinal veya retroperitoneal cerrahi dykiisii duktal sistem
obstriiksiyonuna veya ejakiilasyon bozukluguna yol acabilir. Transiiretral prostat
rezeksiyonu retrograd ejakiilasyon kaynakli infertilite sebebidir. Diyabetes mellitus,
spinal kord hasarlar1 ve multiple skleroz ise hem ejekiilatuar hem de erektil
fonksiyonu bozabilmektedir [31]. Bu hastaliklar i¢in kullanilan ilaglarda yine dikkatli
bir sekilde sorgulanmalidir.

Hipotroidi ve hipertroidinin steroit metabolizmasin1 ve sperm Kkalitesini
etkileyerek subfertiliteye yol agabildigi belirtilmektedir [31]. Tiroit kanseri
tedavisinde kullanilan radyoaktif iyot semen parametrelerini bozarak erkek
infertilitesine yol acabilir [32]. Kemoterapi ve radyoterapi gibi tedaviler de germ

hiicreleri lizerine direk toksik etki yapmakta ve spermatogenezi bozmaktadir [33].

Fertilite potansiyeline tehdit olusturacak c¢evresel toksinler veya
medikasyonlar da sorgulanmalidir. Bunlardan bazilar1 direk testise toksik etkileri ile
etki gosterirken bazilar1 ise HHG aksini, ereksiyonu, ejakiilasyonu veya libidoyu
bozarak etki gosterir. Sigara kullanmak sperm hareketliligi, sayis1 ve morfolojisini
bozarak infertiliteye sebep olur. Bu etki doza bagli olup, ¢cocuk sahibi olmak isteyen

ciftlere partnerleri ile beraber sigaray1 birakmalari tavsiye edilmedir [34]. Organik



solventler, pestisidler ve kursun maruziyeti de gonadotoksisite ve infertilite ile

yakindan iligkilidir [35, 36].

Aile infertilite hikayesi olan hastada kistik fibrozis Oykiisii ve konjenital
bilateral vaz deferens agenezisi (KBVDA) ile birlikte kistik fibrozis oOncelikle
diisiiniilmesi gereken patolojilerdendir. Interseks aile oykiisii olanlarda androjen

reseptor anormallikleri arastirilmalidir.

Infertilitede kadin faktorii, dikkatle sorgulanmasi gereken bir baska etkendir.
Ileri yas, diizensiz menstruasyon, endometriozis, pelvik enfeksiyon gibi risk

faktorleri kadin fertilite potansiyelini diisiirmektedir.

2.5. FiZIK MUAYENE
2.5.1. Genel Muayene

Fertilite genel saglik durumunun gostergelerinden birisi olup, muayene
genital bolge oncelikli olmak iizere, tiim viicudu kapsamalidir. Yasa bagli olarak
temporal tip kelligin olmamasi, azalmig viicut killanmasi, Onikoid yapi,
virilizasyonun yeterli olmamasi ve jinekomasti gibi bulgular androjen eksikligini
diisiindiiren muayene bulgularidir. Bu anormallikler diisiik serum testosteronu
olabilecegini, Ostrojen/testosteron oranit bozuklugunu, hiperprolaktinemiyi, adrenal
fonksiyon bozuklugu gibi endokrinolojik problemleri ve klinefelter sendromu (KS)
gibi genetik sendromlar1 akla getirmelidir. Androjen diizeylerinin puberte sirasinda
diisiik olmasi, o déonemde epifiz plaklarinin ge¢ kapanmasi nedeniyle orantisiz uzun
ekstremitelerle kendini gosterebilir. Troit fonksiyon bozuklarimin bir fertilite sebebi
oldugu diisiiniilerek tiroit bezi muayenesi yapilmali, vaskiiler hastalik olasiliginda
femoral pulsasyon varligi, nérolojik bir patoloji olasiliginda genital ve perineal duyu

incelenmelidir.

2.5.2. Genital Muayene

Genital muayene genel bir inspeksiyon ile baglamalidir. Penil kurvatiir, kordi
veya hipospadias ilk bakista tespit edilebilir ve bu patolojiler vajene sperm transferini

bozabilirler. Muayenenin en 6nemli parcasi skrotal icerigin dikkatli bir sekilde
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incelenmesidir. Skrotal muayene hem ayakta hem de yatarak yapilmali, kramasterik
kaslarin gevsemesini kolaylastirmak amaciyla sicak bir oda tercih edilmelidir.
Infertilite testis kanseri i¢in bir risk faktorii oldugundan, tiim testis yiizeyi dikkatlice
palpe edilerek kitle ekarte edilmeli, kivami degerlendirilmelidir [37, 38]. Testis
boyutlart orsidometre veya ultrasonografi kullanilarak dl¢iilmelidir. Testis volmiiniin
%881 sperm iiretiminden sorumlu oldugundan, azalmis testis hacminin saptanmasi
bozulmus spermatogenik potansiyeli gosterdigi i¢in 6nem arz etmektedir [39].
Epididimler endurasyon ve genislemeyi tespit etmek icin dikkatli muayene edilmeli,
endurasyon enflamasyonu, dilatasyon obstriiksiyonu diigiindiirmelidir. Kiigiik kistik
lezyonlarin varligi siklikla goriilmekle birlikte, bunlar genellikle herhangi bir

patolojiye yol agmayan basit spermatosellerdir.

Varikoselin tespiti i¢in spermatik kord supin ve o6zellikle ayakta muayene
edilmeli, kivrimli damar yapilarinin palpasyonu i¢in hastaya valsalva manevrasi
yaptirilmahidir. infertil erkeklerin %14.8’inde, azoospermik erkeklerin %10.9’unda
varikosel infertilite sebebi olarak diistintliir [40]. Grade 1 varikoseller sadece
valsalva manevrasi ile saptanirken, grade 2 varikoseller valsalva olmadan normal
muayene ile palpe edilebilirler. Grade 3 varikosel ise en ileri evre olup, tipik olarak
solucan torbasi seklinde skrotal ciltten varikoselin goriilmesi durumudur. Sol gonadal
venin sol renal vene dik agilmasi sebebiyle varikoseller %90 oraninda sol tarafta
goriillirler. Sag tarafta tek tarafli varikosel varligi retroperitoneal bir patolojiyi
diistindiiriir ve bu bolge ile ilgili bir goriintilleme yapilmalidir. Varikoseli saptamak
icin en sik kullanilan goriintileme yontemi skrotal renkli doppler ultrasonografidir.
Venografi, sintigrafi ve termografi taniyr desteklemek i¢in kullanilabilse de, ¢ok
yaygin kullanilan yontemler degillerdir. Varikosel tanis1 bazi 6zel durumlar disinda
klinik muayene ile konulur. Klinik muayene semptomlar1 olmadiginda, yalnizca bu
yontemler ile saptanmis varikoseller subklinik varikosel olarak adlandirilirlar ve

Onem arz etmezler.

Spermatik kord muayenesinde varikosel disinda bir diger dikkat edilmesi
gereken yapt vaz deferenstir. Vaz deferensin unilateral veya bilateral palpe
edilememesi, bu yapinin agenezisini ve bununla iliskili kistik fibrozis gibi genetik
hastaliklar1 distindlirmelidir. Kalinlasmis vaz deferens, daha Once gegirilmis

operasyonlara veya obstriiksiyona sekonder olabilir.
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Parmakla rektal muayene yapilarak, obstriiksiyona yol acabilecek prostat orta
hat kistleri ve prostat anatomisi degerlendirilebilir. Normal kosullarda palpe
edilemeyen  seminal  vezikiiller  ejekiilatuar  kanal  obstriiksiyonlarinda

belirginlesebilir.

2.6. ERKEK INFERTILITESINDE LABORATUVAR VE GORUNTULEME
TESTLERI

2.6.1. Semen Analizi

Erkek tireme hiicreleri ilk kez 17. yiizyil (yy) ’da Anton van Leewenhoek
tarafindan yapilan mikroskopta goriilmiis ve ‘spermatick worms’ olarak
adlandirilmislardir [41]. Bu hiicreler ilk zamanlar parazit olarak diistiniilseler de 1841
yilinda Albert von Kolliker tarafindan spermatozoanin histogenez siireci ile
testislerde gelisen hareketli otolog hiicreler oldugu belirtilmistir [41]. Macomber ve
Saunders 1929 yilinda ilk kez insan semenini incelemisler ve gebelik icin gereken
sperm sayisinin en az 60 milyon/ml oldugunu sdylemislerdir. Semen analizlerinin
standardize edilmesi i¢in DSO ise ilk kez 1980 yilinda bu konu ile ilgili bir el kitab1
yaymlamistir. O giinden itibaren giinlimiize kadar 4 kez giincellenen kitabin son
giincellemesi 2010 yilinda olmustur. DSO, 2010 kilavuzunda daha ¢ok kuzey yarim
kiirede yerlesik sekiz iilkeden son 12 ayda veya daha kisa siirede esi gebe kalan fertil

erkeklerin semen bulgular1 kaynak gosterilerek hazirlanmigtir [42].

Infertil erkegin degerlendirilmesinde oykii ve fizik muayeneden sonra ilk
istenecek laboratuvar testi semen analizidir. DSO 2010 yili semen parametreleri
referans degerleri tablo 1°de gosterilmistir. Ilk semen analizi normal ise yeni bir
semen analizine gerek yoktur, anormal ise bir ay sonra ikinci bir semen analizi
yapilir [43]. Semen kalitesi bozulmasiyla birlikte, konsepsiyon sansi azalir, ancak
sifira inmez. Semen analizinde, spermatozoa, seminal plazma ve sperm dis1 hiicreler
degerlendirilir. Eger idiopatik infertilite mevcutsa, spesifik sebepleri saptamak iizere

ileri testler yapilabilir.
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Tablo 1: Semen Analizinde Diisiik Referans Degerleri

PARAMETRELER

Semen Voliimii (ml) 1.5(1.4-1.7)
Total Sperm Say1s1 (10%/ejakiilat) 39 (33-46)
Sperm Konsantrasyonu (108/ml) 15 (12-16)
Total Motilite 40 (38-42)
Ileri Hizl1 32 (31-34)
Vitalite 58 (55-63)
Sperm Morfolojisi 4 (3.0-4.0)
Ph >7.2
Peroksidaz-positif 1okosit (108/ml) <1.0
Seminal Cinko (pmol/ejakiilat) >2.4
Seminal Friiktoz (umol/ejakiilat) >13

Seminal Nétral Glukozidaz (mU/ejakiilat) <20

2.6.1.1. Tamsal Amac ile Semenin Toplanmasi

Seminal sivi, testis, epididim, prostat ve seminal vezikiillerin
sekresyonlarindan olugsmaktadir. Semen toplama islemi standart kilavuzlar esliginde
yapilmali, toplama oncesinde 3 giinliik (72 saat) cinsel perhiz siiresi olmalidir [42,
44]. Her gegen giinde sperm konsantrasyonunun %25’e kadar artabilmesi nedeniyle

perhiz siiresinin uzun olmasi dnerilmektedir [45].

Semenin klinikte mastiirbasyon ile alinmasi en kaliteli sperm toplama
islemidir. Ejakiilasyon sirasinda atilan ilk fraksiyon spermden zengin prostat sivisi
oldugu i¢in[46], iliski sirasinda geri cekme yontemi ile alinan semen 6rneginde bu ilk
fraksiyonun elde edilememe olasiliginin yiiksekligi nedeniyle geri ¢ekme yontemi
semen toplama islemi icin Onerilmemektedir. Mastiirbasyon Oncesi hasta idrarim

yapmali, mikroorganizma kontaminasyon olasiligini en aza indirmek i¢in elini ve
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penisini sabunla yikayip iyice durulamalidir. Alinan ejakiilatin tiimii temiz, genis
agizli, cam veya sperm igin toksik olmayan plastik bir kap i¢ine konmalidir [46].
Ornek kabr 1s1 degisikligi olmadan 37 °C’de sivilasana kadar saklanmalidir. Ornegin
incelenme siiresi 1 saati gegcmemelidir. Izotonik lumbrikanlar ve erotik materyaller
ornegin kalitesini etkilememekle birlikte, sabun gibi kayganlastiricilar toplama iglemi

esnasinda kullanilmamalidir [47, 48].

Gerektigi zaman ereksiyon ve ejakiilasyon problemi yasayan erkekler i¢in
islemden 1 saat once fosfodiesteraz 5 inhibitorleri verilebilir. Daha az kullanilsa da
intrakavernozal alprostatil veya vakum ereksiyon cihazlar1 diger secenekler olabilir.
Spinal kord hasari T8 ve iizerinde olan hastalarda, vibrasyonla stimiilasyon

kullanilabilir [49].

2.6.1.2. Semenin Makroskopik Incelenmesi

Semen analizinin ilk makroskopik degerlendirilmesinde seminal sivinin
hacmi, likefaksiyon siiresi, semenin pH’s1, viskozitesi ve agliitinasyon derecesine

bakilir.

Semen voliimii gravimetrik yontemlerle 6lgiilmekte olup, alt referans degeri
1.5 ml’dir [42]. Semen voliimiiniin disiik olmasi Ornegin usuliine uygun
verilememesinden, ejakiilator kanal tikanikliklarindan, retrograd ejakiilasyondan
veya bilateral vaz deferens yoklugundan kaynaklanabilir. Ozellikle ejakiilatér kanal
tikanikliklarinda ve vaz deferens agenezisinde seminal sivida spermatozoa hig

goriilmemekte ve seminal s1vi pH’s1 asidik diizeydedir.

Ejakiilasyonla alinan semen genellikle yar1 kat1 koagtile kitle seklindedir. Oda
sicakliginda birkag dakika icinde likefiye olmaya baslar. Numunenin tiimii genellikle
oda sicakliginda 15 dakika sonra likefiye olur, bu siire nadiren 60 dakikay1 gegebilir
[42]. Likefaksiyonun uzamasi yardimeci seks bezlerindeki enfeksiyona sekonder

olabilir.

Likefaksiyondan sonra semen, genis kalibreli ek kullanimlik plastik pipet

icinden aspire edilerek, yer ¢cekiminin etkisi ile damlamaya birakilir. Olusan iplik¢ik
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gozlenerek semenin viskozitesi tahmin edilir. Damlalarin uzunlugunun 2 cm’den

uzun olmamasi gerekir. Artmig viskozite sperm motilitesini 6nemli oranda etkiler.

Semen pH’sin1 etkileyen seyler, asidik prostat salgisi ile alkali seminal
vezikiil salgilaridir. Semen pH’s1 tercihen 30 dakika sonra &lgiilmelidir. DSO
kilavuzunda pH degeri 7.2’nin {izerinde olarak belirlenmistir [42]. Diisiik voliimli
semen Orneginde asidik pH soz konusu ise ejakiilator kanal tikanikliklari akla

getirilmelidir.

Sperm agliitinasyonu motil spermatozoalarin birbirine bas-basa, kuyruk-
kuyruga veya karisik sekilde yapismasi demektir. DSO kilavuzunda agliitinasyon 1
(seyrek) ve 4 (gross) arasinda degerlendirilmistir [42]. Agliitinasyonun goriilmesi
immiinolojik bir patoloji oldugunu kanitlamasa da, anti-sperm antikorlarinin varligin

diisiindiirdiigii i¢in ileri tetkik yapilmasini gerektirir.

2.6.1.3. Semenin Mikroskobik Incelenmesi

Mikroskobik degerlendirmede spermlerin sayisina, morfolojisine, vitalitesine

ve motilitesine ayrica sperm hiicreleri disindaki hiicrelerin varligina bakilir.

Sperm konsantrasyonuna gore olgular normozoospermi (>15milyon/ml),
oligozoospermi (0 ila 15milyon/ml arasi) ve azoospermi (sperm yok) seklinde
siiflandirilirlar [42]. Azoospermi tanisi semenin 15 dakika siire ile 3000 devirde
santrifiij edilerek pelletin gozlenmesi ile konur. Pellette sperm yok ise pellet negatif
azoospermi, hiicre var ise pellet pozitif azoospermi veya kriptozoospermi adi verilir.
Sperm sayisinin veya konsantrasyonun alt referans degerlerinin altinda olup
olmadigina karar vermeden once en az 2 semen Ornegi degerlendirilmelidir [50].
Sperm konsantrasyonun veya sayisimnin diisiik limitlerinin subfertiliteyi yansitip
yansitmadig1 bilinmemektedir. DSO kilavuzunda en diisiik sperm konsantrasyonu 15
milyon/ml ve en diisiikk say1 39 milyon olarak kabul edilmistir [42]. Epidemiyolojik
caligmalar tartismal1 olsa da ¢evresel faktorlere bagli olarak iilkeler arasinda sperm
konsantrasyonu agisindan farkliliklarin oldugu kabul edilmektedir [51, 52]. Infertilite
ile iligkisi olmayan endokrin, dolasim ve dermatolojik komorbiditeli hastalarda
sperm konsantrasyonu bozuk ¢ikabilecegi gibi, obezite de sperm konsantrasyonunu

ve fertiliteyi azaltmaktadir [53-55]. DSO 2010 kilavuzuna gore belirlenmis sperm
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konsantrasyonu ve total sperm sayisina nazaran total motil sperm sayisinin motilite

tizerinde daha etkili olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur [56, 57].

Sperm motilitesi mikroskop altinda gorsel degerlendirme ile yapilir ve total
motil, progresif motil, yerinde motil ve hareketsiz spermatozoa oranlari % olarak
belirlenir. Bilgisayar yardimli semen analizi yontemlerinde de motilite 6l¢iimii
yapilmakla beraber tam standardizasyon saglanamamasi nedeniyle bu yontem rutin
kullanilmamaktadir. DSO 2010 kilavuzuna gére total motilite igin alt referans degeri
%40, progresif motilite igin %32’dir [42]. Total immotil sperm izlenen olgularda
santriflij sonrasi motil spermatozoa izlenen durumlara ‘virtual astenozoospermi’

buna karsin goriilemedigi durumlara ‘mutlak astenozoospermi’ denilmektedir.

Sperm vitalitesinin degerlendirilmesi sperm hiicre membran biitlinliigliniin
incelenmesine dayali bir dl¢iimdiir ve progresif motil hiicre sayis1 <%40 oldugunda
mutlaka yapilmalidir. DSO 2010 kilavuzuna gore vitalite igin alt referans deger
%358°dir [42]. Hareketsiz gozlenen tiim spermlerin canli olmadigi durum %0.2-0.5

oraninda nadir izlenen olay olup, ‘nekrozoospermi’ adi verilmektedir.

Sperm morfolojisini degerlendirmek igin farkli boyama tipleri olsa da DSO
kilavuzuna gore en ideal yontem papanicolaou boyama yontemidir [42]. Bunun
disinda da baska boyama teknikleri tanimlanmistir. Bu boyama ile akrozomal alan,
post-akrozomal alan, orta parga, rezidiiel sitoplazma ve kuyruk ortaya
konulmaktadir. DSO kilavuzuna gore en diisiik deger %4 olarak kabul edilmistir
[42]. Calismalar normal sperm morfolojisinin hamile kalma siiresinin 6nemli bir
belirleyicisi oldugunu gostermis, dogurganlik orami ile O6nemli Ol¢iide iliskili

bulmustur [58].

2.6.2. Sperm Fonksiyonlarimin Degerlendirilmesi
2.6.2.1. Postkoital Test

Spermin fertilizasyon sahasina ulasabilmesi i¢in, serviksi ve servikal mukusu
gecmesi gerekir. Spermatozoanin servikal mukusa in vitro penetrasyonu, in vivo
penetrasyonuna benzerlik gosterir. Spermatozoanin servikal mukusu gecebilme

kapasitesi, servikal mukus migrasyon tetkiki ile degerlendirilebilir. Migrasyonun
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degerlendirilebilecegi testler arasinda postkoital test (PKT) de yer almaktadir. Bu test
ile serviks ortamiin fertiliteye uygun olup olmadig1 degerlendirilir. Testte, servikal
mukus normal iligkiden 2 ila 8 saat arasinda degerlendirilerek bir biiyiime alaninda
10 ila 20’den fazla ileri haraketli sperm olmasi normal olarak kabul edilir. Amerikan
Ureme Tibb1 Toplulugu (ASRM), hiperviskdz semen, idiopatik infertilite ve normal
sperm sayisina ragmen diisik semen voliimii durumlarinda PKT yapilmasini
onermektedir [59]. Semen Kkalitesi iyi oldugu halde PKT’nin bozuk g¢ikmasi koti
servikal mukus kalitesinin olduguna isaret eder. Servikal mukusun kaliteli olmasina
ragmen, hareketsiz veya yerinde hareketli spermler saptanmasi durumunda her iki
partnerde anti-sperm antikorlarin arastirilmasini gerekli kilar. PKT gozden diismiis

bir test olmasina ragmen ejakiilat veremeyen hastalarda kullanisl olabilir.

2.6.2.2. Sperm Penetrasyon Testleri / Sperm Zona Baglanma Testleri

Sperm penetrasyon testi veya hamster yumurtasi penetrasyon testi,
spermatozoanin, oositi fertilize etmesi i¢in gerekli fonksiyonel kapasitesini ortaya
koyar. Prensibi sperm ve oosit flizyonu i¢in bir 6n sart olan normal spermatozoanin
oosit membranina baglanabilmesi ve penetre edebilmesine dayansa da, insan oositi
gerektirmesi, testin kullaniminda bir kisitlama olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diisiik
prediktif degerine ragmen sperm penetrasyon testinin spontan gebelik sonuglari ile

korele oldugu gosterilmistir [60].

2.6.3. Tleri Sperm Testleri
2.6.3.1. Antisperm Antikor Testleri

Sertoli hiicrelerinin birbirleri ile birleserek olusturduklar1 “kan-testis
bariyeri” sayesinde immiin sistemin mayoz sonrasit germ hiicreleri ile temas etmesi
engellenir. Ancak testis patolojilerinde bu bariyer bozulabilir ve sperme karsi anti-
sperm antikorlar (ASA) ortaya ¢ikar. Bu antisperm antikorlar, sperm aglutine edici,
sperm immobilize edici ve spermatotoksik olabilirler. Sperm aglutine edici tipi,
sperm agliitinasyonuna yol acarak motil spermatozoanin servikal mukusu penetre

edebilme kapasitesini azaltirken, sperm immobilize edici antikorlar spermdeki
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hareket kaybini artirirlar. Bu durum, postkoital testte tipik “sallanma” hareketi ile
taninabilir. Spermatotoksik tip ASA ise, kompleman bagimli bir yolakla sperm

canliligiin kaybina yol agar.

ASA, fertil erkeklerin %2’sinde goriiliirken, infertil erkeklerde bu oran %10’a
kadar ¢ikmaktadir [61]. ASA olan erkeklerde sperm parametreleri genel olarak
normal oldugu i¢in infertilite arastirilmasi yapilan tiim erkeklerde bu testin yapilmasi
onerilmektedir [62, 63]. Ozellikle artmis sperm agliitinasyonu veya bozuk PKT

varliginda ASA var olabilecegi akildan ¢ikarilmamalidir.

Vazektomi yapilan erkeklerin %34 ila 74’iinde ASA pozitiftir ve vazektomi
geri doniisii sonrasinda da bu oran %38 ila 60 arasinda degismektedir [64].

Vazektomili hastalarda rutin ASA testi Onerilmemektedir.

Immiinolojik infertilitede 1UI yerine ICSI uygulama kararmi vermede, zona
pelusida (ZP) testi kullanilabilir. Sperm, ZP baglanmasini gerceklestiremiyorsa ICSI
tercih edilmelidir. Giiniimiizde, her spermdeki ASA miktarin1 ayr1 ayr1 6lgmek tizere
akim sitometri teknikleri gelistirilmektedir [65]. Ayrica, olasi immiin kontraseptif
yontemler gelistirmek i¢in de bu teknikler kullanilarak sperm yiizey antijenleri

aragtirilmaktadir.

2.6.3.2. Elektron mikroskopisi

Spermatozoada, ultrastriiktiirel bozukluklar olsa da viabilite testleri pozitif
olabilmektedir. Spermin ultrastriiktiirel detaylari, elektron mikroskop (EM) altinda
goriilebilmektedir. Diisilk sperm motilitesi (<%5 ila %10) ve yiiksek viabilitesi
(HOST veya Eozin- Nigrosin boyamayla saptanmis) ve dansitesi olan hastalar EM

degerlendirmesi i¢in uygun adaylardir.

2.6.3.3. Biyokimyasal Testler

Akrozin, ZP glikoproteinlerine karsi lektin benzeri karbonhidrat baglayici
etki gosteren bir proteaz-benzeri enzimdir. Diisiik akrozin aktivitesi, diisiik sperm

dansitesi, motilitesi ve normal morfolojinin az olmasi ile iligkilidir [66].
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Cinko kromatin stabilitesi ve dekondensasyonu igin ve fertilite sirasinda bas-
kuyruk ayrilmasi i¢in gereklidir. Kolorimetrik metodlarla dlgiiliir ve ejakiilat bagina

13 mmol olmasi gerekir [42].

Seminal vezikiiller, sperm i¢in tasima ortami olan seminal sivi olusumuna ve
friiktoz {iretimi yaparak spermlerin beslenmesine katkida bulunmaktadir. Semendeki
friikktoz diizeyleri ve sperm motilitesi arasinda dogru oranti oldugu gosterilmistir
[67]. Hipofonksiyone seminal vezikiil siiphesi olan durumlarda, semen fruktoz testi
yapilabilir. Giliniimiizde Onerilen test ise transrektal ultrason (TRUS) ile seminal

vezikiillerin morfometrik analizidir.

Karnitin diizeyleri, duktal sistemdeki tikanikligin yerini saptamada belirteg
olarak kullanilabilir. Epididimden sonraki kisimlarda obstriiksiyon olan azoospermik
erkeklerde, cok diisiik L-karnitin diizeyleri saptanirken, intratestikiiler obstriiksiyonu

olan azoospermik erkeklerde, L-karnitin diizeyleri normaldir.

2.6.3.4. Reaktif Oksijen Tiirleri

Calismalar, artmis reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiminin, anormal semen
parametreleri ve sperm DNA hasar1 ile iligkisini giderek artan diizeyde ortaya
koymustur. Bir oksidatif stres testi, fertil ve infertil erkekleri ayirabilir ve
hangilerinin belli bir siire takip edildiginde gebelik saglayabilecegini ongorebilir.
Ayrica, bu testlerle, infertilite hastalarinin hangilerinde oksidatif stresin 6nemli bir
faktor oldugu ortaya konulabilir ve antioksidan tedaviden hangilerinin fayda
gorebilecegi saptanabilir. Antioksidan tedavilerin artmis oksidatif stres olan

erkeklerde kullanimlar1 konusunda gerekce ve kanitlar bulunmaktadir [68].

2.6.3.5. Sperm DNA Hasan

DNA fragmantasyonu ilk olarak 1993’te tanimlanmistir ve bu test o
zamandan beri subfertil erkeklerde fertilite tespitine yardimci test olarak
kullanilmaktadir. DNA hasar1 multifaktoriyeldir ve etiyolojisi hakkinda bir¢ok teori
mevcuttur. Bunlar arasinda, protamin defekti, DNA paketlenmesini veya

kompaktlagsmasini etkileyen mutasyonlar gibi teoriler mevcuttur. Sigara, kemoterapi,
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testikiiler karsinom ve diger sistemik kanserler gibi bir¢ok faktoriin artmis DNA
hasari ile iliskili oldugu gosterilmistir. Giiniimiize kadar yapilan bir¢ok c¢alisma ve
gelistirilen tanmi testlerinden elde edilen veriler, sperm DNA hasar1 ile spermin
reprodiiktif potansiyeli ve fonksiyonel yeterliligi arasinda énemli bir iligki oldugunu

gostermistir.

Giiniimiizde sperm DNA hasarimi tespite yonelik birgok test mevcuttur.
YUT’iin artan kullanimi ve erkek genomunun biitiinliigiiniin IVF’de énemli bir rol

oynadiginin anlagilmasi ile birlikte, bu testlerin kullanimi artmstir.

Sperm DNA’sindaki fragmantasyonu saptamaya yonelik olarak Kkullanilan
testler farkli molekiiler ve biyokimyasal prensiplere gore ¢aligir. Bu testler genellikle
fragmante DNA ile intakt DNA arasindaki farklar goz oniine alinarak gelistirilmistir.
Acridine orange test, sperm chromatin structure assay, anilin blue boyama testi,
chromomycine A3 boyama, toluidin blue, in situ nick translation, terminal deoxy
nucleotidyl transferase mediated D-UTP nick end labeling assay (TUNEL), sperm
chromatin dispersion ve single cell gel electrophoresis veya commet assay gibi sperm

DNA hasarini 6lgen testler mevcuttur [69].

2.6.4. Endokrin Testler

Erkek subfertilitesinin sik bir sebebi olmamakla birlikte, infertil erkeklerin
yaklasik %3’linde altta yatan bir endokrin neden mevcuttur [70]. Baz1 yazarlar, tim
hastalarda endokrin incelemenin rutin incelenmesini Onerseler de, genel goris,
endokrin degerlendirmenin anormal diisiik sperm konsantrasyonu, bozulmus seksiiel
fonksiyon veya testis hacminin anlamli derecede diisiik oldugu veya jinekomasti gibi

endokrinopati diisiindiiren durumlarda yapilmasi yoniindedir.

Baslangic endokrin degerlendirmeleri, serum FSH ve testosteron diizeylerini
icermelidir. Testosteron diizeyleri, giin i¢inde, normal fizyolojik bir diislis gosterir.
Bu nedenle sabah 6rnekleri tercih edilmektedir. Normal sartlarda, FSH sekresyonu,
Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenen inhibin B tarafindan negatif geribildirimle
kontrol altinda tutulmaktadir. Serum FSH diizeyindeki artis, primer testikiiler
yetmezlik gibi spermatogenez bozukluklarina isaret ederken, normal FSH diizeyleri,

spermatogenez bozuklugunu tamamen ekarte ettirmez. OA’de genellikle normal
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gonadotropin ve testosteron diizeyleri ile karsilasilir. Diisiik testosteron diizeyleri,
hipofiz veya hipotalamus kaynakli hipogonadizm veya primer testikiiler yetmezlik ile
iliskili olabilir. Baslangi¢ testleri anormal ise, serbest ve total testosteron diizeylerini
icerecek sekilde testosteron Olgiim tekrari, serum LH ve prolaktin 6l¢iimii gibi testler
yapilmalidir. Diisiik FSH ve LH diizeyleri, Kallman sendromu gibi hipogonadotropik
hipogonadizm sebeplerini diisiindiiriir. Bu durumda, tiroid stimiilan hormon (TSH),
adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve biliylime hormonu 6lg¢iimlerini de igerecek

sekilde tam bir hipofiz degerlendirmesi gerektirir.

Hiperprolaktinemide, genellikle LH diizeylerinde yilikselme olmaksizin diisiik
serum testosteronu mevcuttur ve bu da artmis serum prolaktin diizeylerinde HHG
aksin rolii olmadigini diislindiirmektedir. Serum prolaktin diizeylerinde fizyolojik
degisimler olabilecegi i¢in, prolaktin testleri tekrarlanmalidir. Orta dereceli prolaktin
yiikselmeleri (<50 ng/ml), ilaglara, strese ve bobrek yetmezligine bagli veya
idiopatik olarak goriilebilir. Ancak, prolaktin diizeyi persistan olarak ylikseliyorsa,
gorme alani testi ve hipofizer fossanin manyetik rezonans goriintiilemesi gibi

yontemlerle prolaktinoma gibi bir hipofiz tiimorii olup olmadigi ortaya konulmalidir.

Ostrojen fazlaligi, klinik olarak jinekomasti, azalmis libido, erektil

disfonksiyon ve diisiik testosteron diizeyleri ile ortaya ¢ikabilir.

Nadiren de, adrenal veya tiroid fonksiyonlarini bozan endokrinopatiler, erkek
subfertilitesi ile karsimiza cikabilir. Hem hiperfonksiyon hem de hipofonksiyon
olmak tizere tiroid hastaliklari, bazen erkek faktor infertilitesi ile iliskili olabilir,
ancak, subklinik hipotiroidizm semen parametrelerini etkilemez [71]. Infertil
erkeklerde tiroid fonksiyon testlerinin rutin taranmasina gerek yoktur ve tiroid

disfonksiyonunun klinik semptomlar1 olan hastalar i¢in kullanilmalidir.

2.6.5. Genetik Testler

Genetik testler, infertilite etiyolojisinin saptanmasi, hastay1 gelecekte
bekleyen potansiyel sorunlarin belirlenmesi, fertilite girisimlerinden saglanacak
terapotik faydanin tahmin edilmesi ve giftlere ¢ocuklarina genetik gecis konusunda
danismanlik verilebilmesi igin &nemlidir. Infertil erkeklerde klinikte kullanilan

genetik  testlerden bazilar, hem NOA hem de agir oligozoospermi
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degerlendirmesinde kullanilan karyotip ve Y mikrodelesyonu testi ve KBVDA’ye
bagli OA degerlendirmesinde kullanilan kistik fibrozis transmembran kondiiktans
regiilatér (CFTR) gen mutasyonu testleridir. Infertil erkeklerin yaklasik %7’sinde,
yapisal veya sayisal kromozom anomalisi mevcut olup, karyotip anomalisi insidansi,
sperm konsantrasyonu ile ters orantilidir. Karyotip anomalisinin azoospermide
prevalanst %10 ila %15 iken, oligozoospermide %5, normal sperm sayilar1 olan
hastalarda ise, %1’den azdir [72].

2.6.6. Goriintiileme Yontemleri
2.6.6.1. Skrotal Ultrasonografi

Testis patolojilerini degerlendirmek ve testis voliimiini 6lgmek icin
kullanilan ucuz ve pratik bir yontemdir. Ultrasonografi ile konulan varikosel tanilar
siklik hatal1 pozitif sonu¢ verebilmekle birlikte ven ¢apinin 2.5 mm’den fazla olmasi
ve reflii varlig1 varikosel teshisini dogrulayabilir. Varikosel tanisi i¢in elle muayene
altin standarttir. Operasyon karari i¢in testis hacimleri arasinda 2 ml’den fazla fark
olmasi yonlendirici olmaktadir. Ayrica infertil erkeklerde artan malignensi riskinden

dolay1 hastalara yillik ultrasonografi takipleri onerilebilir.

2.6.6.2. Venografi

Varikosel tant ve tedavisinde kullanilan bu test en sensitif goriintiileme
yontemi olmakla birlikte, spesifitesinin diisiik olmasi halen bir kisitlama olarak
karsimiza cikmaktadir. Yiiksek basingla kontrast kullanilmasi ve kataterin ug
kisminin internal spermatik venin proksimalinde bir valvin iginden ge¢mesi gibi
teknik nedenlerden dolay1 yanlis pozitif sonuglar meydana gelebilir. Gerek yanlis
pozitif sonuglarimin fazla olmasi ve gerek invaziv olmasi nedeniyle subfertil
erkeklerin  tamisal  degerlendirilmesinde rutin  olarak  kullanilmamaktadir.
Varikoselektomi sonrasi rekiirrens diisiiniilen hastalarda, taninin dogrulanmasi ve

damarlarin embolizasyonu amaciyla kullanilabilir.
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Perkiitan varikosel embolizasyonu, cerrahi tedaviye gore daha yiiksek
rekiirrens ve daha diisiikk basar1 oranlari olmasi sebebiyle varikosel tedavisinde ilk

basamak tedavi olarak kullanilmamaktadir.

2.6.6.3. Transrektal Ultrasonografi (TRUS)

OA diisiiniildiiglinde TRUS yapilarak prostat, seminal vezikiiller, vaz
deferens ampullas1 ve ejekiilatuar kanallar hakkinda bilgi saglanir. Prostat orta hat
kistlerinin tespiti ve genislemis seminal vezikiil goriiniimii ilave girisimsel tetkikler
gerektirebilir. TRUS esliginde kist aspirasyonu ve sperm varliginda TUR-ED
uygulanabilir.

2.6.6.4. Bilgisayarh Tomografi ve Manyetik Rezonans Goriintiileme

Infertil hastalarda prolaktinoma, bos sella sendromu gibi kafa ici patolojileri

ekarte etmek icin kullanilabilir.

2.6.6.5. Vazografi

Erkek duktus sisteminin potensinin degerlendirilmesinde altin standart testtir.
Testis biyopsisinde normal spermatogenez saptanan azoospermik hastalarda veya
gecirilmis inguinal cerrahi Oykiisii olan agir oligozoospermik hastalarda tikaniklig

tespit etmek icin vazografi uygulanabilir.

2.6.7. Testis Biyopsisi

Testis biyopsisinin, erkek infertilitesinde obstriiksiyon ile non-obstriiktif
testikiiler patoloji ayrimi yapilmasi ve sperm elde edilmesi olmak {izere 2 ana rolii

vardir.

Testis biyopsisinin normal testis boyutlar1 ve kivami olan, serum FSH
diizeyleri normal olan, azoospermik, klinik olarak obstriiksiyon diisiiniilen hastalarda
endikasyonu vardir. Orta dereceli oligozoospermik hastalarda da testis biyopsisi

yapilabilecegi gibi, kiiciik voliimlii testis ve yiiksek FSH gibi testikiiler yetmezlik
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icin klinik kanitlar1 olan hastalarda da yapilabilir. Bu durumlarda biyopsi alinirken,
aynt zamanda kriyoprezervasyon yapmak i¢in de ayri bir materyal alinmalidir.
Bilinen obstriiktif patolojisi olan hastalarda biyopsi endikasyonu yoktur, siipheli
olgularda obstriiksiyon degerlendirilmesinde tek tarafli testis biyopsisi yeterlidir.
Kriptorsidizm veya daha Onceki inguinal cerrahi sirasinda vaz hasar1 oldugu

diistiniilen hastalarda bilateral biyopsi alinabilir.

Testis dokusunun frozen incelemesinin normal spermatogenezi saptamadaki
giivenilirligi, kalic1 kesitlere gore daha diisiiktiir. Normal formol doku koruyucusu,
artefakt olusturup histolojik analizin giivenilirligini azaltacagi i¢in, 6rnekler, Bouin,

Zenker veya tamponlanmis gluteraldehit gibi 6zel soliisyonlara konulmalidir.

Testis biyopsilerinin yorumlanmasinda tanimlayici analiz gerektigi i¢in bu
konuda deneyimi olan patologlarin 6rnekleri incelemesi daha uygundur. Germinal
epitelin elektron mikroskobunda incelenmesi daha fazla klinik fayda saglamaktadir.
Testis biyopsisinde birgok objektif histolojik skorlama sistemi gelistirilmisse de
analizin zaman almasi ve valide edilmis ¢aligsmalarin olmamasindan dolay1 kullanimi

siirh kalmastir [73].

Testis  biyopsisinde patoloji  degerlendirmesinde  kullanilan  giincel
siiflandirma, normal, hipospermatogenezis (HS), matiirasyon arresti (MA),

germinal aplazi ve son donem testis olarak diisiiniilebilir.

Normal: Testis hacminin %85’ten fazlasini, seminifer tiibiiller ve destekleyici
Sertoli hiicreleri olusturmaktadir. Geri kalan %15’lik kisim ise kan damarlar1 ve
Leydig hiicrelerinden olusur. Spermatogenez, bazal membranda spermatagonya ile
baslayan, spermatositle devam eden ve tiibiiler liimene gelindiginde, spermatozoa ile
sonlanan kademeli bir siirectir. Tip A spermatagonya, kok hiicre bilesenini temsil
eder ve diploid (2N) kromozoma sahiptir. Bu hiicreler mitoz boliinmeyle kok
hiicreden farklilagir ve tip B spermatogonyay1 olusturur. Tip B spermatagonya da
ayni sekilde diploid kromozoma sahiptir. Sonrasinda tip B spermatogonyada DNA
sentezlenir ve tetraploid (4N) kromozoma sahip spermatositler olusur. Art arda
gecirilen iki mayoz boliinme ile haploid (N) kromozomlu spermatidler ortaya ¢ikar.
Sonrasinda matiirasyonla once yuvarlak, devaminda elonge spermatidler ve son

olarak da matiir spermatozoa olusur. Diger memeli testislerinden farkli olarak, insan
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testisinde, bir tiibiiler bolgede spermatogenezin farklt evreleri izlenebilir.
Azoospermide biyopsinin normal olmasi duktus obstriiksiyonu i¢in patognomoniktir.
Fokal olarak MA ve HS goriilse de bunlar obstriiksiyon i¢in klasik bulgular degildir
[74]. Obstriiksiyon durumunda ayrica intraluminal debris olan dilate tiibiiller de
goriilebilir.

Hipospermatogenezis: HS’de, histolojik kesitte spermatogenezin biitiin
basamaklari mevcuttur fakat tim germ hiicrelerinin sayilar1 orantisal olarak
azalmistir. Azalmanin derecesi hastanin oligozoospermik ya da azoospermik
olmasint etkiler. Ejekiilatta sperm saptanmasi i¢in, belirli seviyenin iizerinde sperm

tiretimi gerekli oldugu i¢in azoospermik hastalarda HS sik bir bulgudur.

Matiirasyon Arresti: Sperm matiirasyonunun, spermatogenezin belli bir
basamaginda durmasidir. Genellikle primer spermatosit veya gec¢ spermatid
diizeylerinde olmaktadir. Ge¢ MA, normal biyopsiden ayirt etmek giictiir fakat testis
preparatlarinda matiir sperm olmasi, normal spermatogenez tanisini destekler. Tam
MA’nde azoospermi olurken, parsiyel MA’nde agir oligozoospermi goriilebilir.
Sertoli ve Leydig hiicreleri ile bazal membranm1 da igerecek sekilde, geri kalan
testikiiler yapilar genellikle normaldir. MA’da, hipotalamus-hipofiz-gonad sisteminin
intakt oldugu icin, FSH ve inhibin diizeyleri gibi endokrin testler normal olabilir.
MA ve duktus obstrilksiyonu, normal testis voliimii ve benzer endokrin profille

ortaya ciktigindan dolayi, klinik bulgular1 ayn1 olabilmektedir.

Germinal Aplazi: Sertoli cell only (SCO) sendromu olarak da bilinen
germinal aplazide, germ hiicrelerinden yoksun kii¢iik seminifer tiibiller vardir.
Sertoli hiicreleri ve bazal membranlar dahil olmak {izere diger interstisyel bilesenler
normaldir. Kiiciik voliimlii testisi olan ve FSH diizeyleri yiiksek, primer testikiiler
yetmezlik ile uyumlu azoospermik hastalarda, germinal aplazi disiiniilmelidir.
Testisin diger alanlarinda diisiik diizeyde spermatogenez goriilebildigi i¢in, bu durum

hastalarin bazilarinda mTESE yapilmasina dayanak saglar.

Son Donem Testis: Kalin bazal membranlar, tiibiiler ve peritiibiiler sklerozun
olmasi fakat germ hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinin olmamasi, son dénem testis igin

karakteristiktir. Bu hastalarda, 2-3 ml civarinda kii¢iik, yumusak testisler ile birlikte
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azoospermi goriiliir. Bu hastalarin  bazilarinda halen kiigiik odaklar halinde

spermatogenezis olabilir ve mTESE ile saptanabilir.

2.7. EN SIK INFERTILITE NEDENLERI, TANI VE TEDAVILERI

Infertilite tan1 ve tedavisinin amaci, giivenli, dogal, cabuk ve maliyet fayda
oran1 iyi bir sekilde basarili bir gebelik elde etmektir. Infertilite tedavisinde, ICSI
gibi YUT teknolojileri yardimer araglar olsa da, bu tedavilere gecilmeden once, altta
yatan erkek faktorden kaynaklanan patolojileri ortadan kaldirmak {izere tiim
girisimler yapilmalidir. Bu teknolojilerin yiiksek maliyetinin olmasi, erkek faktoriine
bagl tedavi ylikiiniin kadin partner {izerine yliklenmesi ve ICSI ile ilgili giivenlik
problemleri, ICSI denenmeden once diizeltilebilir erkek faktorlerinin tamamiyla

arastirilmasini gerektirmektedir.

2.7.1. Azoospermi

Azoospermi, ejekiilatta sperm olmamasi olarak tanimlanir ve infertil
erkeklerin %10 ila 15’inde goriilmektedir [75]. Baska tani testlerine gecilmeden
once, en az iki ayn santriflij edilmis semen Ornegiyle, azoospermi dogrulanmalidir.
Santrifiij edilmis spesmen iginde bir sperm olmasi bile, KBVDA gibi komplet duktal
obstriiksiyon nedenlerini ekarte ettirebilir ve ICSI i¢in kriyoprezervasyona uygun

olabilir.

Azoospermide etiyolojik sebepler pretestikiiler, testikiiler ve posttestikiiler

olmak tizere li¢ kategoriye ayrilabilir.

Primer testikiiler yetmezlik testikiiler patolojilere bagl oraya ¢ikar ve sebep
intrensek spermatogenez bozukluklaridir. Y kromozomu mikrodelesyonu veya
kromozomal anormallikler gibi genetik nedenlerle, varikosele bagli olarak veya
ilagclar ve gonadotoksik ajanlarla testikiiler yetmezlik gelisebilir. Idiopatik
infertiliteden ayrimi igin ise testikiiler biyopsi gereklidir. Azoospermi ile birlikte
primer testikiiler yetmezlik, genellikle NOA olarak adlandirilir ve ICSI uygulamak

tizere testikiiler sperm ekstraksiyonu en iyi tedavidir.
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Sekonder testikiiler yetmezlik olarak adlandirilan pretestikiiler sebepler
genellikle endokrin sebeplerle ortaya ¢ikarlar. Konjenital veya kazanilmis

hipogonadotropik hipogonadizme bagli olarak goriilebilirler.

Ejekiilatuar disfonksiyon ve genital trakt obstriiksiyonlari nedeniyle ortaya
cikan post-testikiiler patolojiler azoospermi vakalarinin %40’m1 olusturmaktadir.
(Amerikan Ureme Tibb1 Toplulugu [ASRM] Uygulama Komiteleri, 2008) Pre-
testikiiler ve post-testikiiler patolojiler tedaviden daha fazla yarar saglarken,
testikiiler patolojisi olan hastalarin tedavide basari oranlar1 o kadar fazla degildir.
Testis boyutu normal, vaz deferensi palpable ve serum FSH diizeyleri normal olan
hastalarda, obstriiksiyonu spermatogenez bozukluklarindan ayirt etmek igin testis
biyopsisi gereklidir. Testis biyopsisinin normal olmasi, obstriiksiyon i¢in
patognomoniktir. Bu hastalar, patens saglamak isterlerse, rekonstriiksiyon planlanan
zamanda skrotal eksplorasyon ve vazografi yapilarak tikaniklik noktasi
belirlenmelidir. Epididim veya vaz deferens noktasindaki obstriiksiyonlar, epididimal
obstriiksiyon i¢in vazoepididimostomi, vazal obstriiksiyon i¢in vazovazostomi
yapilabilir. OA ve buna bagl infertilitenin en sik sebebi vazektomidir. Eger vaz
deferense vazektomi yapilmamis veya herni onarimi sirasinda iatrojenik olarak
yaralanmamuissa, idiopatik duktus obstriiksiyonu olan bir¢ok erkekte obstriiksiyon
epididim  diizeyinde  goriilir. Vazovazostomide rekonstriiksiyon  basarisi,
obstriiksiyon siiresi, cerrahi sirasinda proksimal vazdaki sivinin kalitesi ve cerrahin

deneyimi gibi bir takim faktorlere baglidir [76].

Hem primer hem de sekonder testikiiler yetmezlikte testis hacmi ileri
derecede kiiciik oldugu i¢in ayriminda FSH, LH, testosteron ve prolaktin diizeyi gibi
endokrin testler kullanilir. Normalin iki katindan fazla FSH diizeyi olan hastalarin
etiyolojileri genellikle primer testikiiler yetmezlikle iligskili olup bu hastalara

obstriiktif etiyolojileri ekarte etmek igin testis biyopsisi yapilmasi gereksizdir.

Diisilk semen voliimii ve palpable vaz ile birlikte azoospermi durumu,
genellikle obstriiksiyon ile iliskilidir, ancak kiiclik bir kisminda ejekiilatuar
disfonksiyon da bulunabilir. Diisiik voliimlii, asidik pH’lh ve fruktozu olmayan

ejakiilath hastalarda obstriiksiyon diigiiniilmelidir. Bu hastalarda, TRUS’ta genellikle

27



orta hat prostat kistleri, dilate ejekiilatuar duktuslar veya dilate seminal vezikiiller

goriillir ve seminal vezikiil aspirasyonunda, yliksek diizeylerde sperm saptanir.

2.7.2. Oligozoospermi

Oligozoospermi  sperm dansitesinin 15 milyon/ml altinda olmasidir.
Azoosperminin aksine oligozoospermi yapan neden ¢ok daha fazladir. Sperm
konsantrasyonu 10 milyon/mlI’nin iizerinde olan olgularda endokrinolojik
bozukluklar nadiren goriildiigli icin testosteron ve FSH gibi rutin endokrinolojik
tetkikler bu sayinin altindaki sperm sayisina sahip hastalarda bakilmalidir [77]. Hafif
ve orta dereceli oligozoospermisi olan hastalarda biyopsi endikasyonu olmasa da,
sperm konsantrasyonu 1 milyon/ml’nin altinda ve Oykii ve muayene bulgusu

obstriiksiyonu diisiindiiren hastalara biyopsi uygulanabilir.

2.7.3. Varikosel

Testikiiler vendz drenaji saglayan pleksus pampiniformisin dilatasyonu olan
varikosel, yasla birlikte progresif testikiiler hasara yol agan ve cerrahi olarak
diizeltilebilen bir hastaliktir. Fertilite iizerine etkileri sperm sayisi, morfolojisi ve
motilitesi gibi semen parametre anomalileri, testis volmiinde azalma ve leyding hiicre
disfonksiyonu ile iligkilidir. Baz1 meta-analizlerde varikosel tedavisi goren gruplarda
tedavi edilmeyen kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek spontan gebelik
oranlarinin saptanmasi varikosel mevcudiyetinin fertilite lizerine olumsuz etkisini

ortaya koymaktadir [78].

Varikoselin, sol testikiiler venin, sol renal vene dik acili girisine bagh
tiirblilan akimdan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Varikoselin sol tarafta daha fazla
goriilmesi bu diisiinceyi desteklemektedir. Ayrica, gonadal venlerde yetersiz valv
mekanizmasi olmasi veya olmamasi da, ayakta dururken skrotuma retrograd kan

refliistine izin vermektedir [79].

Varikoselin spermatogenezi nasil bozduguna dair ana teori, varikosele bagl
vendz gollenmenin intraskrotal sicakligi arttirmasi ve Leydig hiicrelerinde

testosteron sentezinin bozulmasidir. Sonugta, germinal hiicre membranlar
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hasarlanmakta, protein metabolizmasi degistirmekte ve Sertoli hiicre fonksiyonu
azalmaktadir [80]. Varikoselektominin intraskrotal sicakligi azalttigi gosterilmistir
[81]. Sol renal venden renal ve adrenal metabolitlerin refliisiiniin de direk
gonadotoksik etkisi oldugu ve seminal oksidatif stres diizeyinin varikosel derecesi ile

orantili oldugu ve varikosel tedavisi ile geriledigi bildirilmistir [82, 83].

Varikoselli bir infertil erkekte tedavi endikasyonlari, kadin partnerin normal
veya diizeltilebilir bir fertilite problemi oldugu takdirde erkekte palpable varikosel

varhigi, artmus DNA hasar1 ve semen parametrelerinde bozulmadir [84, 85].

Klinik varikoseli olan ve semen parametreleri bozuk hastalarda varikosel
tedavisine yonelik anlamli derecede kanit bulunmaktadir. Varikosel tedavisi sonrasi
spontan gebelik oranlar1, %30 ila %50 arasinda bildirilmistir [86, 87] ve gebelikler,

tedavi sonrasi ortalama 8 ayda olusmustur [88].

YUT deki gelismeler varikoselin cerrahi tedavisindeki etkisini azaltmayip
aksine son yillarda varikosel tedavisinin YUT iizerine olumlu etkisi oldugu
yoniindedir. Dort retrospektif ¢alismanin derlendigi bir meta-analizde varikoselli
erkeklerde  varikosel  tedavisi ile  kontrol  grubu  karsilastirildiginda,
varikoselektominin gebelik oranini 1.59 kat ve canli dogum oranini 2.17 kat arttirdig:

bildirilmistir [89].

2.7.4. Kriptorsidizm

Inmemis testis, yeni doganlarin %2,7’sinde, 1 yasindakilerin ise %0.8’inde
goriiliir [90]. Testis boyutunda ve sperm sayisinda azalma, serum inhibin diizeyinde
diisiiklik ve serum FSH diizeylerinde yiikseklik ile beraber giden bir infertilite
kaynagidir [91]. Fertilite inmemis testis tedavisindeki temel hedeftir. Kriptorsid
testisi, retraktil testisten ayirmak gereklidir. Retraktil testis baskilanmis
spermatogeneze yol actig1 bilinse de, kriptorsid hastalarda, semen kalitesinde ¢ok
daha fazla bozulma saptanmustir [91]. Kriptorsidizm, testikiiler disgenezi, bozulmus
endokrin aks, immiinolojik hasar ve obstriiksiyon gibi mekanizmalar ile infertiliteye
yol agar. Inguinal testislerde %20-40 germinal aplazi saptanirken, abdominal

testislerde bu oran %90’lara kadar ¢ikmaktadir [92].
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2.7.5. Endokrinopatiler

Testosteron diizeyinin 300 ng/dl altinda olmasi hipogonadizm olarak
tamimlanmaktadir ve NOA, oligozoospermik ve normal semen parametreleri olan
hastalarda sirasiyla %45, %43 ve %35 oraninda goriilmektedir [93]. Primer testikiiler
yetmezlikte diisiik testosteron ve artmis gonadotropin seviyeleri goriiliirken
hipogonadotropik hipogonadizm olarak da bilinen sekonder hipogonadizmde, hem

diisiik gonadotropin diizeyleri hem de diisiik testosteron saptanir.

Hipogonadizm klini8i, baslangic zamanina goére degiskenlik gdsterir.
Pubertede olmasi gereken testosteron pikinin olmamasi, puberte gecikmesine veya
puberte olmamasina, gelisme geriligine, kii¢iik, yumusak testise yol agar. Pubertede
sonrast ortaya ¢ikan hipogonadizmli hastalarda, sekonder seks karakterleri ve viicut

yapisi normal olarak izlenirken, kiiciik, sert testis saptanir.

2.7.5.1. Hipogonadotropik Hipogonadizm

Hipogonadotropik hipogonadizm (HH) veya sekonder hipogonadizm,
hipofizer gonadotropin hormonlarinin yeterli salgilanmamasindan kaynaklanan
gonadal yetersizlik sonucu olusan klinik tablo olarak tanimlanmaktadir. izole
gonadotropin yetmezligi veya HH, subfertilite hastalarinin %1’den azinda goriiliir ve
konjenital ya da kazanilmis olabilir [70]. Kazanilmis hipogonadizm etiyolojisinde,
gecirilmis cerrahi, infarkt, tiimorler veya enfeksiyonlara bagli hipofiz bozukluklar1 ve

metabolik hastaliklar yer alir.

Konjenital HH’nin degisik formlart mevcut olmakla birlikte, en sik 1/10000-
1/60000 dogumda bir gorillen Kallman sendromudur. Kallman sendromu,
hipotalamusun GnRH salgilamasinda yetersizlige bagli olarak diisiik gonadotropin
diizeyleri olmasma ve bundan dolay1r prepubertal testisin postpubertal fonksiyonel
doneme gecememesine bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Kallman sendromunda
azoospermiye ek olarak anozmi, orta hat yiiz defektleri, jinekomasti, norolojik
patolojiler, tek tarafli renal agenezi, kriptorsidizm ve mikropenis eslik edebilir.
Konjenital HH’nin diger formlari olan Prader Willi ve Laurence Moon Biedl
sendromunda sismanlik ve hipogonadotropik hipogonadizm, boy kisaligi birlikteligi
vardir [94].
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Hipotalamik yetmezlige bagli idiopatik hipogonadotropik hipogonadizmde
pulsatil GnRH tedavisi fertilitenin saglanmasinda etkilidir. Cilt altina yerlestirilen,
ritmik olarak GnRH enjeksiyonu yapan bir pompa aracilig1 ile tedavi uygulanir.
Secilmis vakalarda oldukga basarili sonuglar alinabilmektedir [95] fakat hipofizer

kaynakli hipogonadizmde ve GnRH reseptor rezistansinda etkili degildir.

Konvansiyonel gonadotropin tedavisi, insan idrarindan elde edilen hCG ve
hMG (human menapozal gonadotropine) kullanilarak yapilir. hCG, LH ile benzer
yapidadir leydig hiicrelerine baglanarak testosteron salgisina neden oldugu gibi az da
olsa tiiblil hiicrelerine baglanip intrensek olarak FSH benzeri etki gosterdigini
bildiren c¢alismalarda vardir [96]. hMG ise FSH ile benzer yapidadir ve
spermatogenezi uyarabilir. hMG’in kismi LH benzeri etkisi olsa da, spermatogenezi
saglamak icin kullanilan doz leydig hiicrelerini uyarmaya yeterli olmamaktadir. Bu
yiizden yeterli testosteron Ttretimi i¢in hCG kullanilmalidir. Konvansiyonel
gonadotropin tedavisine dnce hCG tedavisi ile baglanir. hCG intramuskiiler veya
subkiitan enjeksiyon ile uygulanir. Genellikle haftada 2- 3 kez 1000-2500 IU verilir.
Doz testosteron diizeyini normal aralikta tutacak sekilde ayarlanir. Tedaviye bu
sekilde en az 8-12 hafta devam edilir. Daha sonra tedaviye intramuskiiler veya
subkiitan yolla uygulanabilen hMG veya rekombinant FSH eklenir. Haftada 2-3 kez
75-150 1U uygulamasi énerilir [97]. Konvansiyonel olmayan gonadotropin tedavisi,
ileri derecede saflastirllmis idrar FSH’s1 ve rekombinant insan FSH’s1 ile
yapilmaktadir. Testosteron replasman tedavisi, spermatogenez saglandiktan sonra
IHH’in idame tedavisinde kullanilmaktadir. Serum testosteron diizeyinin fizyolojik
siirlar igerisinde tutulmasi, sekonder seks karakterlerinin ve seksiiel fonksiyonlarin

devamini saglanmasi replasman tedavisinin ana hedefidir.

2.7.5.2. Androjen Fazlahg

Androjen fazlaligi, endojen veya ekzojen olarak ortaya cikabilir. Endojen
artis, KAH veya testisin ya da adrenal bezin androjen iireten tiimorlerine sekonder
olabilir. Endojen olarak en sik goriilen etiyoloji olan KAH, kortizol ve aldosteron
sentezinde gorev alan bazi enzimlerin eksikligine bagli olarak ortaya ¢ikar. KAH

hastalarinin incelendigi kiiciik bir seride, erkeklerin %60’1 tedavi altinda veya
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tedaviye gerek kalmadan gebelik elde etmislerdir [98]. Ekzojen olarak anabolik

steroitler de spermatogenezi bozarak erkek infertilitesine bir yatkinlik olustururlar.

Sonug olarak androjen fazlaligi, gonadotropin saliniminin hipotalamus ve
hipofiz aksini bozarak spermatogenez inhibisyonuna yol agabilir. Bunun sonucunda
olusan diisiik intratestikiiler testosteron, spermatogenezin siirdiiriilmesi icin yeterli
degildir. Bu bakimdan ekzojen testosteronun kontraseptif roliine yonelik caligmalar

giderek artmaktadir.

2.7.5.3. Hiperprolaktinemi

Prolaktin, polipeptid yapida bir hormondur. Sentezi ve salinimi
hipotalamustan salgilanan PRL salgilatici ve inhibe edici faktorlerin etkisi ile
hipofizdeki laktotrof hiicrelerden gerceklesir. Hipotalamik dopamin prolaktin
salinimmi inhibe eder. Baslica kadinda laktasyondan sorumlu olan prolaktin
hormonu ayrica norotransmitter, biiyiime faktorii veya immiinregiilator olarak da rol

oynayabilir [99].

Infertil erkekte erektil disfonksiyon, azalmis libido veya diisiik testosteron
seviyesi olmadigi miiddetce serum prolaktin  Ol¢iimiine gerek  yoktur.
Hiperprolaktinemi, genellikle uykudan kalktiktan en az 2 saat sonra veya giiniin
herhangi bir saatinde bakilan prolaktin diizeyinin erkeklerde 20 ng/mL iizerinde
bulunmasidir [99]. Fizyolojik, farmakolojik ve patolojik olarak hipotalamo—hipofizer
yolaktaki dopamin inhibisyonunun ortadan kalkmasma bagli olarak gelisebilecegi
gibi idiopatik de olabilir. Serum prolaktin diizeyleri dalgalanma gosterdiginden,
yiiksek serum prolaktin diizeyi 6l¢iimii, en az bir test daha yapilarak dogrulanmalidir.
Sonrasinda gadolinyum igeren kontrast madde kullanilarak yapilan MR goriintiileme
yapilabilir ve mikroadenomlara medikal, makroadenomlara cerrahi tedavi

Onerilebilir.

2.7.5.4. Ostrojen Fazlahg

Erkeklerde hiperdstrojenemi, hepatik hastaliklara, Gstrojen iireten tlimorlere

veya obeziteye bagli olabilir. Sertoli - leydig hiicreli testis tiimorleri ve adrenal
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kortikal tiimorler Ostrojen diizeylerini ylikseltebilirler. Obez hastalarda serum
Ostrojen seviyesindeki artis, bir aromataz enziminin, periferde testosteronu Ostrojene
aromatize etmesinden kaynaklanir. Serum androjen diizeyi ile obezite derecesi ters

orantilidir [100].

Hiperostrojenemi, hipotalamustan GnRH ve hipofizden gonadotropin
salimimint baskilayict etkisi vardir. Buna ek olarak, spermatogenez iizerinde direk
zararl etkileri de bulunmaktadir. infertil hastada hormonal degerlendirmede, diisiik

serum FSH, LH ve testosteronu, yiiksek serum 6stron ve Ostradiolii saptanir.

2.7.6. Genetik Sendromlar
2.7.6.1. Klinefelter Sendromu

Klinefelter sendromu veya 47,XXY erkek sendromu karyotip bozukluklarina
bagli genetik sebepler arasinda NOA’nin en sik sebebidir ve canli erkek dogumlarin
1/500 ila 1/1000’ininde goriilmektedir [101-103]. KS, fenotipik olarak erkek
bireylerde tespit edilmektedir ve bu erkeklerde germ hiicrelerinden yoksun kiigiik
sert testisler (<8-10 ml testis hacmi) bulunur. Fenotipleri normal erkek fenotipinden
farkliliklar gosterebilir. Disi sa¢c dagilimi, azalmis viicut kili, ge¢ epifiz kapanmasina
bagli uzun kol ve bacaklar, dar omuzlar, kisa gévde ve jinekomasti ile beraber

oniikoid bir viicut yapisina sahiptirler.

KS erkekte Leydig hiicre fonksiyonu genellikle bozulmustur [104].
Testosteron diizeyleri normal veya diisiik, Ostrojen seviyeleri normal veya yiiksek
olabilir. Artmis gonadotropin diizeyleri ve azoospermi goriilme olasilig1 ¢cok yiiksek

iken, libido azalmasi genellikle goériilmez.

Klinefelter mozaizmi (46, XY/47,XXY) bulunan erkeklerin testislerinde germ
hiicre varligi ve sperm {lretimi degiskendir. Bu hastalarda semende sperm
saptanabilir. Mozaizm bulunan erkeklerin spermlerinde 9%0.9-%2.1 oraninda KS
hastalarinin spermlerinde %1.36-%25 oraninda 24, XY genotipi olabilir [104-106].

Klinefelter sendromlu hastalarda 47, XXY spermatozoa iiretim olasilig
yiiksektir. YUT uygulandiginda, pre-implantasyon tanisal uygulamalar yapilmalidr,

eger yapilamiyorsa, amniyosentez ve fotal karyotip analizi yapilmasi uygundur.
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Analiz sonucunda Klinefelter Kkaryotipi tespit edilen embriyolar implante
edilmemelidir. Klinefelter sendromlu erkeklerde yaslandik¢a androjen eksikligine
bagli hormon replasmani gerekebilir. Sperm elde edilmesi amaci ile opere edilen KS

tiim erkekler endokrin ac¢idan izleme alinmalidir.

2.7.6.2. 46, XX Erkek Sendromu

1/20000 canli dogumda bir goriilen 46,XX erkek sendromu, seks reversal
sendromu olarak da bilinmektedir. Bu sendrom kromozomlarin yapist ve sayisi ile
ilgili bir hastaliktir. KS’nin bir ¢esidi olup pubertede jinekomasti ve azoospermi ile
kendini gosterir. Hipospadias insidans1 artmig fakat kongnitif fonksiyonlar
korunmustur. KS hastalarinin aksine, bu erkeklerde, AZFa, AZFb ve AZFc bolgeleri
bulunmamakta ve spermatogenez gerceklesmemektedir. Bu hastalardan basarili

sperm elde edilmesine dair bir veri olmadig i¢in biyopsi dnerilmemektedir.

2.7.6.3. 47, XYY Sendromu

Erkek dogumlarin %0.01’inde goriilen 47, XXY erkekler uzun boylu olup
%2’si saldirgan ve antisosyal davraniglar gosterir. FSH ylikselmis, LH ve testosteron
seviyeleri normaldir. Semen tahlilinde genellikle oligozoospermi veya azoospermi
tespit edilir. Oligozoospermi veya azoospermi ile basvururlar. Bu hastalara sperm

ekstraksiyonu veya YUT oncesinde genetik danigsmanlik gerekmektedir.

2.7.6.4. Noonan Sendromu

Erkek Turner sendromu olarak adlandirilan Noonan sendromu pek ¢ok 6zellik
bakiminda Turner sendromuna benzerlik gosterirken, Turner sendromunun aksine
normal bir 46, XY karyotipi ve otozomal dominant bir kalitm gosterir. Fenotip
olarak, kisa yapi, yele boyun, kubitus valgus, pulmoner stenoz, hipertrofik
kardiyomyopati, diisiik ense ¢izgisi ve pitozis goriilebilir. Fertil olabilmelerine
karsin, %77’sinde kriptorsidizm ve buna bagli spermatogenez bozukluklart ile

beraber artmis gonadotropin diizeyleri bulunur [107].
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2.7.6.5. Y Mikrodelesyonlari

Fertil popiilasyonda da goriilebilen mikrodelesyonlar, infertil popiilasyonda
daha siktir [108]. Mikrodelesyonlar Y kromozomunda, ii¢ adet iist iiste ¢akismayan
AZF a-b-c bolgelerinde bulunmaktadir. Bu bolgelerin mutasyon veya delesyonu,

spermatogenezin ileri derecede bozulmasiyla sonuglanabilir.

RMB, DAZ, DFFRY, DBY ve XXX’i igeren bir ¢ok gen tanimlanmis olsa da
DAZ genini iceren AZFc bolgesindeki mikrodelesyon en sik gozlenen anomalidir.
Fakat DAZ delesyonu ile spermatogenezin varlig1 ve yoklugu arasinda tam bir iliski
yoktur. AZFa bolgesinde delesyon NOA olan erkeklerin %1’inde bildirilmistir.
AZFa mikrodelesyonu, germinal hiicre aplazisi ile iligkilidir ve basar1 sansit ¢ok
diisik oldugu i¢in TESE endikasyonu yoktur [109]. AZFa gibi, AZFb
mikrodelesyonlar1 da ¢ok sik goriilmezler ve diisiikk cerrahi sperm ekstraksiyonu

basarist ile iligkilidirler.

Eger mikrodelesyonu olan bir erkek ve partneri ICSI ile devam etmek isterse,
mikrodelesyonlarin erkek cocuklarina gegecegi ama kiz c¢ocuklarina gegmeyecegi
hakkinda bilgi verilmelidir. Erkek cocuklara gececek delesyonun babalarminkinden
daha genis olabilecegine ait bulgular mevcut oldugu i¢in ¢iftlere bu bilgi
verilmelidir. Ayrica ¢iftlere mikrodelesyonlarin baska bir saghk problemi

yaratmayacagi soylenmelidir.

2.7.6.6. Internal Duktus Gelisim Bozukluklar:

Konjenital bilateral vas deferens agenezisi: CFTR disfonksiyonunun en agir
formu kistik fibrozisken, en hafif formu KBVDA’dir [110]. Kistik fibrozis beyaz
irkta en sik rastlanan 6liimcil otozomal resesif hastaliktir. CFTR, 7. kromozomun
kisa kolu iizerinde yerlesmistir. Bu gen iyon kanali olarak fonksiyon goren bir
membran proteinini kodlarken bununla birlikte ejekiilatuar kanal, seminal vezikiil,

vaz deferens ve epididimin distal 2/3’1in formasyonunu da etkiler.

OA’l1 erkeklerin yaklagik %?2’sinde CFTR mutasyonu saptanmistir [111].
Ancak OA insidansi farkli tilkelerde farklilik gostermektedir. Agenetik vaz

deferensin klinik tanisinin atlanmamasi i¢in, Ozellikle semen hacmi <1.5ml ve
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pH<7.0 olan tiim azoospermik erkekler, KBVDA ekartasyonu ic¢in dikkatlice

muayene edilmelidir.

Spermatogenez bu hastalarda genellikle normal oldugundan kaput epididim
veya testisten yapilan sperm elde etme teknikleri ile ICSI i¢in sperm ekstraksiyonu
genellikle basarili olur ve elde edilen sperm kalitesi iyidir. Bu hastalardan alinip,
kriyoprezervasyon ile belirli bir siire saklanan spermler ile yapilan ICSI ile elde

edilen gebelik oranlariyla taze spesmenler ile yapilan ICSI gebelik oranlar esittir
[112].

2.7.6.7. Ultrastriiktiirel Sperm Anomalileri
2.7.6.7.1. Primer Silyer Diskenezi

Immotil silia sendromu olarak da bilinen Primer Silyer Diskinezi,
flagellumun, sperm motilitesinin yan1 sira tiim respiratuar yollarin ve siniis yilizeyini
etkileyen ultrastriiktiirel anomalilerini igeren bir spektrumdur. Hastalar ilk sikayet
olarak ¢ocukluk doneminde mukusun {ist solunum yollarina ve siniislere dogru olan
hareketinin bozulmasi ile gelisen siniizit ve kronik bronsiektazi infertilite ile
basvururlar. Ultrastriiktiirel defektin tedavisi olmasa da, ICSI uygulanarak normal

dogum elde edilebilir [113]. Bu hastalarda genetik danismanlik ¢ok énemlidir.

2.7.6.7.2. Globozoospermi

Yuvarlak basgli sperm sendromu olarak da adlandirilan globozoospermi,
infertil erkeklerin %0.1’inden daha azinda goriiliir. Sperm konsantrasyonu ve
motilitesi normal olmakla beraber, akrozomal basligin ve akrozin enzim paketinin
olmamasi nedeniyle, spermatozoalar yuvarlak basli goriiliirler. Bu defekt, spermin
oosite penetrasyonunu ve fertilizasyonu engeller. Bu hastalarda ICSI’nin basarili

oldugu bilinmektedir.
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2.7.6.7.3. Fibroz Kihif Displazisi

Kisa kuyruk sendromu olarak da bilinen fibroz kilif displazisi, sperm
kuyrugunun yapisal ve fonksiyonel bozuklukla sonu¢lanan malformasyonu olarak
bilinir. Genetik temeli heniiz belirlenememis olmasina ragmen ICSI basarilidir ve

genetik danismanlik Onerilir.

2.7.7. Ejekiilatuar Disfonksiyon

Erkek infertilitesinin nadir bir nedeni olmasina ragmen ejakiilasyon
bozuklugu hastalarin ¢ogunda fertilite de iyilesme saglayan tedavilere iyi cevap
verebilir. Ejakiilasyon semenin iiretradan disar1 atilmasi i¢in hem periferik hem de
merkezi sinir sisteminin koordinasyonlu c¢alismasini gerektiren karmasik bir
durumdur. Semenin iretiminin ti¢ farkli asamasi1 vardir: Emisyon, mesane boynu

kapanmasi ve ejakiilasyon.

Ejakiilasyon bozuklugu icin gesitli smiflandirmalar yapilmistir. Kaynagina
gore ejakiilasyon bozuklugu fonksiyonel, norojenik veya anatomik (retrograd
ejakiilasyon) olabilir. Fonksiyonel bozukluklar prematiire ve gecikmis ejakiilasyonu
igerir. 18-60 yas arasindaki erkeklerin %30 undan fazlasinda goriilen erken bosalma
erkek cinsel islev bozuklugunun yaygin bir seklidir. Norojenik ejakiilasyon kaybi
genellikle spinal kord yaralanmasmin bir sonucudur. Bu hastalarda ejekiilatuar
disfonksiyona ek olarak erektil disfonksiyon da vardir. Testislerin 1s1 diizensizligine
bagli spermatogenez yetmezligi, spermatozoa stazi ve kronik genital sistem
enfeksiyonlar1 goriiliir. Bu hastalarda oral terapinin yeri kisithdir ve ejakiilasyon
problemini ¢6zmek igin penil vibrostimiilasyon, elektro-ejakiilasyon veya sperm elde
etme teknikleri uygulanabilir. Retrograd ejakiilasyon mesane boynu kapanmasinda
yetersizlik olmasina bagl seminal sivinin normal antegrad akisi yerinde mesaneye
dogru akmasidir. Ejakiilasyon sonrasi santrifiij edilmis idrarda her mikroskop
alaninda 10-15 adet sperm goriilmesi ile tan1 konur. Sebepleri arasinda alfa blokor ve
antidepresan kullanimi, transiiretral prostat rezeksiyonu, multiple skleroz ve diyabet

gibi norolojik patolojilere bagl gelisen mesane boynu yetersizligi gosterilebilir.
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2.7.8. Idiopatik Infertilite

Erkek infertilitesinde gerek tani gerek de tedavi seceneklerinin ilerlemesine
ragmen hala bir kisim hastanin etiyolojisi aydinlatilamamistir. Anormal sperm
parametresi olan hastalarin  %30’undan fazlasinda agiklanabilir bir neden
bulunamamustir [114]. ilerleyen tamisal ¢alismalarin, gelecekte bu hastalarin
subfertilite etiyolojilerini ortaya koyacagi diisiiniilmekle beraber giiniimiizde bu
hastalar spesifik tedaviye cevap vermeyen idiopatik bozukluklar olarak
tammlanmaktadir. Hastalara ampirik medikal tedavi veya YUT onerilmektedir.
Ampirik farmakolojik tedaviler endokrin ajanlari ve halen deneysel olan bir¢ok ajani
kapsamaktadir. Ampirik tedavilerin kullanimini destekleyen kiigiik serili ¢calismalar
olsa da bu popiilasyonda bu alanda genis serili plasebo kontrollii ¢aligsmalara ihtiyag

oldugu agiktir.

2.8. YARDIMCI UREME TEKNIiKLERI

Ingiltere’de 1978 yilinda Louis Brown’in in vitro fertilizasyon yontemi ile
diinyaya gelmesi, tireme tibb1 ve infertilite alaninda biiyiik yanki uyandirmistir. Bu
olay normal yollarla ¢ocuk sahibi olamayan pek ¢ok cift i¢in umut veren bir gelisme
olmustur. {lk zamanlarda bu ydntem tubal tikanikliga bagli obstriiksiyonu bypass
etmek i¢in kullanilsa da, sonralarda idiopatik erkek infertilitesinde, agiklanamayan
infertilitede ve hatta azoospermik erkeklerde testis dokusundan sperm elde

edildiginde yaygin olarak kullanilmaya baglanmustir.

Teknikler, gebelik sansini artirmak amaciyla, sperm ve ovumun veya her
ikisinin birden manipiilasyonunu igerir. Kadinlarda ¢ok sayida ovumun gelisimini
uyarmak amaciyla oral klomifen sitrat veya parenteral gonadotropinler kullanilarak

kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon yapilir.

2.8.1. Artifisyel Inseminasyon (IUT)

Intrauterin inseminasyon (l1UI), secilmis ciftlerde normal yolla fertilizasyon
sansini arttirmak amaciyla gametlerin say1 ve kalitesini arttirilmasini saglar. Diger

YUT’lere gore daha az invaziv ve daha ucuzdur. Uzun zamandir kullanilan ilk ve
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orijinal teknik orijinal teknik, islenmemis semen Orneginin, vajenin iist kismina
yerlestirildigi, intravajinal inseminasyondur. Sonrasinda servikal bagliklar
gelistirilmis ve basarili sekilde uygulanmistir. Direkt olarak servikal kaniil
yardimiyla yikanmis yiiksek konsantrasyondaki spermlerin uterusa birakilmasi
(intraservikal inseminasyon) ile vaginal yola gore daha yiiksek gebelik oranlari
bildirilmistir. Maliyeti az oldugundan hafif veya orta siddetli erkek faktoriine bagh
infertil ¢iftlerde uygun bir tedavi se¢enegi olup, gametlere herhangi bir manipiilasyon

yapilmadigi i¢in dogal yola en yakin yontemdir [115, 116].

2.8.2. In-Vitro Fertilizasyon/ICSI

IVF’de kadin partnere gonadotropin tedavisi verilerek kontrollii sekilde over
hiperstimiilasyonu saglanir. Sonucunda bir siklusta birden ¢ok oosit elde edilir ve bu
oositler ultrason esliginde igne aspirasyonu ile toplanir. Yikama isleminden
gecirilmis semen ile karistirilarak in-vitro fertilizasyon igin 2-3 giin beklenir.
Inkiibasyon sonucunda iyi kalite embriyolar uterus igine yerlestirilir. Genel olarak,

bu yolla embriyo transferi yapilanlarda gebelik oranlar1 %20 ila %30’dur.

IVF’in basarili sonuglarina ragmen, fertilizasyonun olmadigi yani dogal
olarak embriyo gelisiminin olmadig:1 olgularda ICSI uygulanabilir. Bu yontem ilk
zamanlarda IVF ile fertilizasyon basarisizligi olan olgularda kullanilsa da,
fertilizasyon basarisinin sperm kalitesinden bagimsiz oldugunun anlagilmasiyla
kullanim alani genislemistir. Cok az sayida sperm olan vakalarda faydali olmakla
birlikte, zona pellucida ve vitelin membran seviyesindeki gamet etkilesim asamasini
atlattig1 i¢cin spermin hem niteliksel hem de niceliksel bozukluklarinda basarili

sekilde uygulanabilir.

Ayn1 sekilde partnerlerden birinin HIV(+) oldugu durumlarda oositin ¢ok
sayida sperme maruz kalmamasimi engellemek amaciyla, kemoterapi veya
radyoterapi alacak onkoloji hastalarinda tedavi 6ncesi spermin kriyoprezervasyonu
yapildiktan sonra veya pre-implantasyon genetik tani uygulanacak ciftlerde ICSI

rahatlikla uygulanabilir.
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Tim hasta gruplart ele alindiginda ICSI ile fertilizasyon basarist %70-80
arasinda olup, gebelik olasiligi %45 dolaylarindadir. Bu sonuglar, her tiirlii
infertilitede tek carenin evlat edinme veya dondr sperm olmasini durumunu

degistirmistir [117].

2.9. SPERM ELDE ETME YONTEMLERI

Bu yontemlerin baslicalari, perkiitan epididimal sperm aspirasyonu (PESA),
mikrocerrahi epididimal sperm aspirasyonu (MESA), testikiiler sperm aspirasyonu
(TESA) ve TESE’dir.

2.9.1. PESA

PESA ilk defa Craft ve arkadaslar1 tarafindan ICSI uygulanacak hasta grubu
icin 1994 yilinda tanimlanmistir [118]. Minimal invaziv, hizli, kolay olmasi ve ucuz
olmasi yontemin avantajlar1 iken, bazi durumlarda yeterli materyal aspire
edilememesi dezavantaj olarak goriilmektedir [119]. Yeterli aspirasyonun
yapilamadigr durumlarda testikiiler ya da agik epididimal biyopsi alinabilir.
PESA’nin dezavantajlarindan birisi de testikiiler sperme gore daha az kaliteli sperm
elde edilmesidir. Fakat yapilan calismalarda epididimal ya da testikiiler spermin

fertilizasyon ve gebelik oranlari agisidan bir farkinin olmadigi gosterilmistir [120].

2.9.2. MESA

MESA ilk olarak Temple-Smith tarafindan 1986 yilinda tanimlanmistir [121].
MESA igin en uygun hasta grubu rekonstriiksiyona uygun olmayan OA saptanan
hasta grubudur. Teknik olarak mikroskop altinda 16x ila 25x biiyiitme ile
epididimden sperm aspire edilir. Mikrocerrahi olmasi, komplikasyon diizeylerinin
diisiik olmasini saglar. MESA kullanilarak elde edilen spermlerin kullanimiyla,

%60’a varan gebelik veya dogum oranlari bildirilmistir [122].
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2.9.3. TESA

Belker ve arkadaglari tarafindan tanimlanan TESA lokal anestezi altinda,
spermatogenezin normal oldugu her iki grup azoospermi hastalarinda uygulanabilen
sperm elde yontemidir [123, 124]. Fakat mTESE uygulamasindan sonra sadece OA
olan hastalarda tercih edilmektedir. Skrotal ciltten ignenin testis icine batirilip
aspirasyonu yontemine dayanir. Genellikle 20G veya 23G igne ile testisin iist
poliiniin anterior kismindan aspirasyon yapilir. Bu kisim testisin en avaskiiler oldugu
alandir. Baz1 girisimlerde sperm dondurma i¢in alinan materyal yetersiz olabilirken,
genellikle IVF/ICSI igin yeterli sperm elde edilir [123]. TESA ile OA hastalarda
%100, NOA olan hastalarda ise %27 oraninda sperm elde edilse de NOA olan
hastalarda tekrarlayan girisimlerle bu oran arttirabilir [125]. Yeterli sperm elde
edilememesi ve hematom ve damar yaralanma riski nedeniyle ¢ok tercih edilmeyen

bir yontemdir.

29.4. TESE

TESE, NOA olan erkeklerde sperm elde etmek i¢in kullanilan en iyi
yontemdir. Amag, testisin eksplorasyonu ve tunica albugineanin agilarak, sperm elde
edilmesi i¢in en elverigli sahanin bulunmasidir. mTESE yapildig1 takdirde,
komplikasyon oranlar1 daha diisiik ve sperm elde etme oranlar1 daha ytiksektir. Bu
yontemde, Oncelikle mikroskop yardimiyla tunica albugineanin kan damari
icermeyen bir alan1 bulunup, testisin kanlanmasi bozulmadan ve elde edilen 6rnege

kan bulasmadan materyalin eldesi saglanir [126].

NOA hastalarinda bazi tiibiillerin digerlerine gére daha biiyiik oldugu, 1999
yilinda Schlegel tarafindan gosterilmistir [127]. Bu tiibiillerden sperm elde edilme
olasilig1 daha yiiksektir. mTESE’nin konvansiyonel TESE’ye gore uzun 6grenme
egrisi, operasyon siliresinin uzun olmast ve mikroskop kullanma yetenegi

gerektirmesi gibi farkliliklar vardir.

Teknik olarak, genel veya rejyonel anestezi altinda, skrotuma bir adet median
raphe veya iki adet transvers insizyon yapilarak testisler dogurtulup, tunika vajinalis
acilir ve mikroskop yaklastirilir. Tunika albugineanin anterior ylizeyi iizerinde

avaskiiler bir alan bulmak i¢in, 10 kat biiyiitme kullanilarak bistiiri ile avaskiiler bir
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hattan tunika albuginea insizyonu yapilir. Daha sonra 15x veya 25x biiylitme altinda
testis parankimi incelenerek daha genis, opak ve beyaz olarak goriilen tiibiiller
mikroskop altinda kiigiik pargalar halinde (5-10 mg) aliir. Anatomik olarak
proksimal epididimden sperm alinmasi tercih edilmelidir. Proksimal epididimden
alman spermin daha kaliteli oldugu ve gebelik oraninin daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir [128]. Orneklerde sperm bulunamazsa ayrintili arama islemi her iki
testiste yapilmalidir. Mikroskop ile yapilan islemin diger bir avantaji da gereksiz
testis dokusu alinmazken damarlar korunarak kanamaya bagli komplikasyonlar

onlenmesidir. Basarili bir mTESE islemi i¢in en az bir spermatozoa elde edilmelidir
[129].

Sonug olarak mTESE uygulanan erkeklerin %50’sinde sperm bulunmakta ve
bunlarin da %50 sinde IVF/ICSI ile gebelik elde edilmektedir. Spontan abortus orani
%19 civarindadir ve bunun NOA’nin sebep oldugu artmis DNA hasar1 ve kromozom
bozukluklarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu yontemle, SCO sendromu,
postkemoterapi azoospermi ve non-mozaik KS gibi agir konjenital veya kazanilmig
testikiiler yetmezlik durumlarinda bile sperm elde edilip, gebelik ve canli dogum

saglanabilir.

2.10. TESE’DE SPERM ELDE ETME OLASILIGINI ONGORMEYi
SAGLAYAN FAKTORLER

NOA hastalarinda, uzun siiredir TESE Oncesinde sperm bulma olasiligini
predikte edecek ¢alismalar yapilmaktadir. Fakat yapilan caligmalarda testis hacmi,
serum FSH diizeyi, serum inhibin B diizeyi, hastanin yas1 ile sperm bulma oranlar
arasinda anlamli bir iliski saptanmamustir [130, 131]. Yas, her ne kadar tiim
hastalarda prediktif faktor olarak saptanmasa da, KS olanlarda sperm elde etmede
prediktif olduguna dair ¢alismalar mevcuttur. Yasin 32’nin altinda olmasinin KS’lu

erkeklerde sperm bulma olasiligin1 anlamli olarak arttirdigi gosterilmistir [132].

FSH diizeyi: FSH diizeyi tiim testikiiler doku i¢in bir gosterge olsa da, tek
basina TESE basarisin1 predikte etmekte yeterli degildir. Diger parametrelerle
birlikte degerlendirildiginde anlamli olabilecegi berlirtilse de [133], yapilan
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metaanalizlerde FSH diizeyinin sperm elde etmeyi 6ngdrmede tani degeri diisiik

bulunmustur [134].

Serum Inhibin B Diizeyi: Inhibin B diizeyi de tek basina bir prediktif faktor
olmay1p [131], diger parametrelerle birlikte kullanilmasi fayda saglayabilir [135].

Testis histopatolojisi: NOA erkeklerde sperm elde etmede en Onemli
prediktif faktor testis histolojisidir ve histolojik olarak SCO saptanan hastalarda
MTESE ile %22,5 oraninda sperm bulunurken, konvansiyonel TESE ile %13, HS
saptanan hastalarda ise sirasiyla %90 ilizerinde ve %76,9 oraninda sperm elde
edilmistir [136]. Baska bir ¢alismada ise testis patolojisi HS, MA ve SCO saptanan
hastalarda mTESE ile sirasiyla %100, %75 ve %33,9 olarak sperm bulma oranlari
elde edilmigken, konvansiyonel TESE ile MA ve SCO saptanan hastalarda bu oran
ciddi oranda diiserek, sirasiyla %37,5 ve %6,3 basari elde edilmistir [137].

Testis hacmi: Testis voliimiiniin TESE basarisini 6ngérme basarisina ait

veriler iyi bir belirteg olmadigini diistindiirmektedir [138].

Genetik: Ozellikle Y mikrodelesyonlart olmak iizere bazi genetik
patolojilerin varhigit TESE basarisin1 predikte etmede 6nemli bir belirtegtir. AZF
bolgelerinde meydana gelen delesyonlar fertiliteyi olumsuz yonde etkilemektedir. Y
kromozom mikrodelesyonlarinin azoospermik grupta %8-12 oraninda goriiliir iken
oligozoospermik erkeklerde %3-7 diizeyinde goriilmektedir. AZF gen delesyonu,
sperm konsantrasyonu 5 milyon/ml iistiinde olan hastalarda olduk¢a nadir rastlanir.
AZFc delesyonu en sik goriilen tip iken (%65-70) sonrasinda sirastyla AZFb ve
AZFb+c ya da AZFa+b+c delesyonlar1 goriilmektedir. AZFa delesyonu ise oldukca
nadirdir (%5). Genel olarak AZFa delesyonu, SCO sendromu ile AZFb delesyonu
MA ile AZFc delesyonu ise HS ile iliskilendirilebilir.

Klinefelter Sendromu: KS olan erkeklerde, NOA olan diger erkeklere
kiyasla daha yiiksek sperm elde oranlar1t mevcuttur. Bu sebeple, KS, tek basina iyi

prognostik bir faktor olarak tanimlanabilir [138, 139].

Yas: ileri baba yasi, gebelik oranlarinda azalma ile iliskili oldugu diisiiniilse
de, TESE sirasinda sperm bulma i¢in prediktif bir roliiniin olmadig: diisiiniilmektedir

[140]. Fakat KS olanlarda sperm elde etmede prediktif olduguna dair ¢alismalar
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mevcuttur. Yagin 32°nin altinda olmasinin KS’lu erkeklerde sperm bulma olasiligini

anlamli olarak arttirdig1 gosterilmistir [132].

Varikosel: NOA ile birlikte klinik varikoseli olan ve TESE oOncesi
varikoselektomi yapilan hastalarda, diger NOA hastalarina oranla daha yiiksek sperm
elde etme oranlari olmasi, varikosel onariminin bu hastalarda pozitif bir prognostik

faktor oldugunu diisiindiirmektedir [141].

Biyopsi calismalari: Hastalardan TESE islemi sirasinda veya islem
Oncesinde ince igne aspirasyon biyopsisi ile alinan Orneklerde, spermatogeneze
spesifik ~gen iiriinlerinin  aranmasina  yonelik  ¢alismalardir.  Ornegin,
DDX3Ytl/DDX3Y’lin bozulmus spermatogenezde down-regiile oldugu, VASA
mRNA ekspresyonunun pozitif olmasimnin da pozitif prognostik faktor oldugu
bilinmektedir [142]. CDY1 ve BOULE ekspresyonunun Kalitatif RT-PCR ile
incelenmesinin, testis dokusunda sperm hiicreleri varliginin predikte edilmesinde

duyarl bir test oldugu da gosterilmistir [143].

Semen c¢ahsmalari: Biyopside spermatogeneze spesifik gen iriinlerinin
saptanmasindansa, TESE’de sperm saptanmasim1 predikte edecek genomik,
proteomik veya metabolomik markerlarin genomik, proteomik, metabolomik
yontemlerle aranmasi ¢ok daha az invaziv bir yontemdir. Bununla ilgili yapilan
caligmalarin birinde NOA hastalarinda ejekiilatta DAZ, AKAP4, PRM1 ve PRM2
gen triinlerinin varligi RT-PCR ile arastirilmis ve DAZ ve PRM2’nin prediktif bir
faktor oldugu saptanmis [144]. Baska bir caligmada ise ECM1 ve TEX101
proteomiklerinin OA ve NOA’y1 birbirinden ayirdigi ve hatta NOA alt tipleri
hakkinda prediktif etkisi oldugu gosterilmistir [145].

LiM-15/DMC1 geni: DNA tamir sisteminde kodladig: proteinlerle tamir
mekanizmalarinda gorev alan 100’den fazla gen vardir [146]. DNA tamir
mekanizmasinda gorevli olan proteinlerden biri olan RecA proteini rekombinasyonel
bir degis tokus islemi ile hasarsiz komplementer zincirde bulanan sekansi transfer
eder. Okaryotlarda iki tip Rec A gibi rekombinaz yapan protein mevcuttur. Bunlar
Lim15 ve Rad51 proteinleridir. Rad51 hem mayotik hem de somatik hiicrelerde
eksprese olurken Lim15 ise sadece mayoz asamasinda rekombinasyona dayalt DNA

sentezinde gorev alan bir proteindir. Okaryotlarda yapilan calismalar Liml5
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proteinin sadece mayoz bdliinmeye spesifik hiicrelerde ifade edildigini gostermis ve
RADS51 proteini ile beraber ¢alistigi gosterilmistir. Bu iki proteinin ifadesi mayoz
boliinme igin kritik bir dneme sahiptir [13, 147, 148].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. HASTA SECIiMi VE SPERMYOGRAM

Calismaya Subat 2018-Temmuz 2019 tarihleri arasinda tarafimiza bagvuran,
NOA saptanan ve fertilite igin MTESE ameliyat endikasyonu konulan 143 hasta
prospektif olarak dahil edilmistir. Calisma Oncesi tiim hastalara ayrintili agiklama

yapilarak onamlari alinmigtir.

Calismaya 172 hasta ile baslansa da, ejakiilat hacmi 1,5 ml’nin altinda olan,
bilateral vaz agenezis tanisi olan veya TESE biyopsisi normal spermatogenez gelen
23 hasta, etiyolojik olarak OA’y1 diistindiirdiigii i¢in dislanmistir. 5 ay 6nce akut
koroner sendrom oykiisii ile perkiitan koroner girisim uygulanan 1 hasta, kullandig1
asetilsalisilik asit ve klopidogrelin kesilememesi ve artmis anestezi riski nedeniyle
opere edilemedigi i¢in calismaya dahil edilememistir. Genetik degerlendirmede
AZFa, AZFb ve AZFc delesyonu saptanan 2 hasta ve fizik muayenede kriptorsidizm
tanist alan 3 hasta calismaya dahil edilmezken, daha 6nce kriptorsidizm tanis1 alip bu
nedenle ge¢miste cerrahi geciren ve mevcut durumda testis veya testisleri skrotumda

palpe edilebilen 19 hasta ¢alismaya dahil edilmistir.

Hastalardan ayrintili bir anamnez alindiktan sonra fizik muayeneleri yapilmus,
3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi sperm tahlili istenmistir. 3000 g ile en az 15 dakika
santrifiij edilen semende, spermyogram sonucu azoospermi gelen hastalarin, ilk
spermyogram Olgimiinden en az bir hafta sonra ikinci sperm tahlilleri
degerlendirilerek azoospermi tanilart konfirme edilmistir. Spermyogram sonuglari

DSO 2010 yili rehberi esas alinarak degerlendirilmistir.

Azoospermi tanist alan hastalarin testis voliimleri, serum FSH ve total
testosteron degerleri olgiilerek kaydedilmistir. Testis volmii, testisin ultrasonografik
goriintlilerle elde edilen boy ve genislik Ol¢lim degerlerinin birbiri ile g¢arptiktan
sonra ¢ikan degerin de 0.71 ile carpilmasi ile bulunmustur[149]. Serum FSH ve
serum total testosteron degerleri kemiliiminesan immunoassay yontemi kullanilarak

Beckman Coulter cihazinda (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) 6l¢tilmiistiir.
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3.2. TESEUYGULAMASI

Hastalara rutin mTESE islemi yapilirken hicbir hastaya konvansiyonel TESE
uygulanmamustir. Intraoperatif alinan 3 TESE materyalinden birinde olgun sperm
hiicresi arastirilirken, digerinden Lim 15 ve PCNA gen ekspresyon diizeyleri RT-
PCR ile oOlglilmiis, diger materyal ise testis biyopsisi igin patolojik incelemeye
gonderilmistir. Gen ekspresyon diizeylerini 6l¢gmek i¢in alinan numune, 2 saat
igerisinde uygun kosullarda Mikrogen Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi’nin

laboratuvarina teslim edilmistir.

MTESE islemi sirasinda hastalarin ek hastaliklari, anestezi riskleri ve tercihi
esas alinarak 89 hastaya (%62.2) genel anestezi, 54 hastaya (%37.8) ise rejyonel

anestezi uygulanmustir.

mTESE islemi daha 6nce klinigimizde yaptigimiz bir ¢alismada tarif edildigi
gibi yapilmistir[150]. Isleme bir adet median raphe veya iki adet transvers insizyon
yapilarak baslanmis, testisler dogurtulduktan sonra tunika vaginalis agilarak
operasyon sahasina mikroskop yaklastirilmistir. 8’lik biiyiitme kullanilarak tunica
albugenia avaskiiler bir hattan agilarak, daha yiiksek biiylitmede (x20) daha dolgun,
opak ve bikiintiilii goriilen tiibiillerden incelenmek {izere O6rnekleme yapilmstir.
Isleme daha biiyiik olan testisten baslanilmis, olgun sperm ¢ikmamasi durumunda
diger tarafa gecilmistir. Istenilen 6zellikte tubiil goriillememesi durumunda randomize
biyopsi Ornekleri alinmistir. Alman Ornekler uzman bir embriyolog tarafindan
incelenmis, islem olgun spermatozoa bulunana kadar devam etmistir. 2 saat sonunda
spermatozoa bulunamamasi halinde isleme son verilmis, kanama kontrolii saglanip,

katlar anatomik planda kapatilmistir.

Islem sirasinda en az 1 adet olgun spermatozoa bulunmasi islemin basarist

olarak kabul edilmistir.

Islem sirasinda alinan parcalardan testis patolojisi arastirilmak iizere alinan
materyal bovin soliisyonuna, sperm arastirilmak iizere alinan materyal ringer laktat
soliisyonuna ve genetik inceleme yapilmak iizere alinan materyal ise sperm yikama
soliisyonu (sperm washing) (G-IVF, Vitrolife, Gothenburg, Sweden))’ na konularak

transferleri saglanmistir.
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3.3. SEMENDE VE TESE DOKUSUNDAN PCNA VE LiM-15 GENLERININ
ARASTIRILMASI

3.3.1. RNA izolasyonu

Alinan dokular -80 °C bekletilip, islem siras1 geldiginde RNA izolasyonu

yapildi. Yontem dokularin lizis soliisyonu ile parcalanip daha sonra fenol yardimiyla

RNA’nin ekstrakte edilmesine dayanir. RNA izolasyonu asamalar1 asagida

gosterildigi gibi uygulanmistir.

1-

Yaklasik 50 mg donmus doku sivi azot ile sogutulmus havanda iyice
doviildii. Uzerine 600 ul Lysis Buffer (icinde 1:100 2-mercaptoethanol
olmali) eklenip homojenize edildi. (Lysis bufferda homojenize edilmis

dokular dondurulabilir.)

Lysis bufferda olan o6rnege 300 upl (%95-100) etanol eklenerek
karistirildi.

Karisim kolona aktarildi ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. 400
ul RNA Wash Buffer kolona eklendi ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Tiipteki s1v1 bosaltildu.

Hazirlanmig 80 pl Dnase karisimi (5 pul DNase 1, 8 ul 10x Buffer, 3 ul
Dnasefree su, 64 pul RNA Wash Buffer) kolonun tam ortasina
eklendikten sonra oda sicakliginda 15 dakika inkube edildi. 13000
rpm’de 1 dakika g¢evrildi. Tiipteki siv1 bosaltildi.

Kolona sirasiyla 400 ul RNA PrepBuffer, 700 ul RNA Wash Buffer, 400
ul RNA Wash Buffer eklendi, eklemelerden sonra sirastyla 1 dakika, 1
dakika ve 2 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi ve tiiplerdeki sivilar
bosaltildi.

Kolon yeni bir 1.5 ml tiipe aktarildi ve kolonun tam ortasina 30 pl
Dnase/ Rnase free su eklendi. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten
sonra, RNA -20 °C de saklandi. Komplementer DNA (cDNA) sentezi
oncesinde Nanodrop NDI1000 (Thermo Scientific, USA) ile RNA
miktar1 Olglildii. ¢cDNA sentezinde yaklasik olarak 500 ng RNA
kullanildi.
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3.3.2. cDNA Sentezi

cDNA, mRNA’dan sentezlenen DNA kopyasidir. mRNA’lar tek iplikli
yapiya sahip olduklarindan dolayr RNaz enzimlerince ¢ok ¢abuk pargalanirlar. Bu da
laboratuvar ortaminda bu molekiillerle ¢alismay1 zorlastirir. Bu yiizden RNA’lariin
PCR yardimiyla gogaltilmasi i¢in cDNA'ya ¢evrilmesi gerekti. Bu reaksiyonda RNA
bagimli DNA polimeraz (bir RNA kalib1 olmadan sentezlemeye baslayamayan) olan
‘ters transkriptaz enzimi’ kullanildi. Kalip RNA tek iplikli mRNA dizisine
baglanarak, polimeraz enziminin sentezlemeye baslamasi i¢in gerekli olan cift iplikli
diziyi olusturdu. RT-PCR yo6nteminde kalip olarak kullanilan RNA, ters transkriptaz
enzimi ile cDNA’ya ¢evrildi. Reaksiyon igeriginde DEPC-treatedwater, oligodt,
dNTP 10mm, 5x RT Buffer, RibosafeRNaselnhibitor, TetroReverseTranscriptase
(200u/pl) ve RNA bilesenleri mevcuttu.

3.3.3. Real-Time PCR

RT-PCR teknolojisi DNA’nin ya da mRNA o&rneklerinin ¢ogaltimini ve
cogaltim trilinlerinin miktarmin tek bir tlipte tespit edilebilmesini saglayan bir
yontemdir. RT-PCR’da kullanilan bilesenler ise 2x SensiFAST SYBR No-ROX Mix,
10 um Forward Primer, cDNA ve H20 idi. Reaksiyon sonucunda her bir gen (LIM
15 ve PCNA) i¢in 3x mix hazirlandi. Uygulanan testte kontrol olarak bir house-
keeping gen olan aktin beta (ACTB) geni kullanilmistir. Bu yolla hem testin
giivenilirligi tespit edilmis hem de PCNA ve LIM-15 gen ekspresyon diizeylerinin

seviyesi bu kontrol genle kiyaslanarak belirlenmistir.

3.4. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Tanimlayici istatistik olarak siirekli verilerde ortalama, standart sapma,
ortanca ve min-max degerleri verilmistir. Kesikli veriler yiizde degerleri ile
tanimlanmistir. Calismadan elde edilen verilerin normal dagilim gosterme durumu
Kolmogorov-Simirnov testi ile yapilmistir. TESE+ ve TESE- hastalarin gen
ekspresyon miktarlari, total testosteron ve FSH miktarlar1 karsilagtirilirken Mann-

Whitney U testi uygulanmistir. TESE sonuglarinin yas ile arasindaki iliskiyi
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arastirmak i¢in T-test uygulanirken, testis voliimii ile arasindaki iliskiyi
karsilagtirmak i¢in Ki-Kare testi uygulanmistir. Gen ekspresyon miktarlar ile testis
patolojileri arasindaki iliskiyi saptamak adina ise Kruskal-Wallis Varyans Analizi

kullanilmustir.
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4. BULGULAR

Calismaya 22-45 yas araliginda dahil edilen 143 hastanin ortalama yas1 34,3

(£ 4,2) iken, ortanca yas ise 34 olarak saptanmistir.

Hastalarin 73‘linde TESE’de sperm saptanirken (%51), kalan 70’inde (%49)
sperm gozlenmemistir. TESE’de en az 1 tane olgun kuyruklu spermatozoa saptanan

olgular TESE (+), spermatozoa goriilmeyen olgular TESE (-) olarak kabul edilmistir.

Tablo 2: Hastalarin testis voliimlerine gore siniflandirilmasi

TESE Testis Voliimii Total
<5ml 6-15 ml >15 ml

TESE (-) 16 (22,9) 15 (21,4) 39 (55,7) 70 (100)

TESE (+) 5(6,8) 11 (15,1) 57 (78,1) 73 (100)

Total 21 (14,7) 26 (18,2) 96 (67,1) 143 (100)

Hastalarin ultrasonografik olarak odl¢iilen sag ve sol testis voliim ortalamalari
sirastyla 15,45 (£6,5) ml ve 15,55 (£6,2) ml idi. Hastalarin 21’inin (%14.7) testis
volmii 5 ml veya daha az iken, 26’sinin (%18,2) testis volmii 6-15 ml arasinda,
96’sinin (%67,1) ise 15 ml’nin iizerinde bulunmustur. Testis volimii 15 ml’nin
tizerinde olan hasta grubunda 96 hastanin 57’sinde (%59,3) TESE sirasinda olgun
sperm hiicresi bulunurken, testis volmii 6-15 ml olan 26 hastanin 11’inde (%42,3) ve
5 ml ve daha az olan 21 hastanin 5’inde (%23,8) TESE sirasinda olgun sperm hiicresi
bulunmustur (Tablo 2). Uc¢ grup, sperm bulma agisindan birbirleri ile
karsilastirildiginda testis volmii 15 ml’den yiiksek olan grupta istatistiksel olarak
daha fazla sperm bulundugu sonucuna ulasilmistir (p=0,008). Ayn1 sekilde testis
volmii 6-15 ml olan hastalarda sperm bulma sansinin, testis volmii 5 ml’den kii¢iik
olgularinkinden istatistiksel olarak daha fazla oldugu goriilmistiir (p<0,05) (Tablo
3).
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Tablo 3: Testis volimleri ile TESE’de sperm elde etme iliskisi

Testis Voliimleri p degeri
<5mlvs. 6-15 ml p<0,05
<5mlvs. >15 ml p<0,05
6-15 ml vs. >15 ml p<0,05

TESE (-) ve TESE (+) hastalarin yaslar1 kiyaslandiginda, TESE (-) grupta yas
ortalamasinin 34,27 (+4,23) ve TESE (+) grupta ise 34,29 (+4,24) oldugu (Tablo 4),
yas agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 saptanmistir

(p=0,982) (Tablo 5).

Tablo 4: Hastalarin yas, total testosteron ve FSH degerleri

Ortalama Ortanca (min-max)
Yas 34,28 +4.22 34 22-45
Tot. Test. (ng/dl) 431,02 £161,2 410 116-821
FSH (mIU/ml) 6,19 +5.8 3,90 1,1-28

Hastalarin total testosteron degerinin 116-821 ng/dl arasinda degistigi ve
ortalama total testosteron degerinin 431,02 (+161,2) ng/dl oldugu goriilmiistiir.
Ortalama total testosteron degeri, TESE (-) olgularda 411,81 (£162,5) ng/dl iken
TESE (+) olgularda 449,44 (+158,84) ng/dl olarak olgiilmistir (Tablo 4). Bu
sonuclara gore serum total testosteron diizeylerinin, TESE’de sperm elde etme

oranlari iizerine anlamli bir etkisinin olmadig1 anlasilmistir (p=0,120) (Tablo 5).

e

Hastalarin FSH diizeylerinin 1,1-28 arasinda degistigi ve ortalama FSH
degerinin 6,19 (+5,8) mIU/ml oldugu goriilmiistiir. Ortalama FSH degeri, TESE (-)
olgularda 6,15 (£6,5) mlU/ml iken TESE (+) olgularda 6,23 (£5,17) mIU/ml olarak
Ol¢iilmiistlir (Tablo 4). Bu sonuglara gore serum FSH diizeylerinin, TESE’de sperm
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elde etme oranlar1 {izerine anlamli bir etkisinin olmadigi anlasilmistir (p=0,362)
(Tablo 5).

Tablo 5: Yas, total testosteron ve FSH degerleri ile TESE’de sperm elde etme iliskisi

TESE (-) TESE (+) p degeri
Ortalama Ortalama
Ortanca (min-max) Ortanca (min-max)
Yas 34,27 +4,23 34,29 +4.24 p=0,982
34 (22-45) 34 (27-45)
Tot. Test. (ng/dl) 411,81 £162,53 449,44 £158,84 p=0,120
397 (116-726) 425 (142-821)
FSH (mIU/ml) 6,15 +6,5 6,23 £5,17 p=0,362
3,7 (1,1-28) 4 (2-25)

Tablo 6: Non-obstriiktif azospermi hastalarina eslik eden klinik patolojiler

Etiyoloji Hastalar, n (%) (N=143)
Varikosel 33(23,1)
Kriptorsidizm 19 (13,3)
Endokrin/Genetik 14 (9,8)

RT/KT 5 (3,5)

Diger (orsit,sist. Hastalik) 8 (5,6)
idiopatik 64 (44,8)

Hastalar eslik eden klinik patolojileri bakimindan incelendiginde, 33 (%23,1)
hastanin varikoselektomi, 19 (%13,3) hastanin ise orsiopeksi operasyonu gegirdigi
ogrenilmistir. 14 (%9,8) hastada endokrin/genetik bir patoloji saptanirken, herhangi
bir kanser tedavisine bagli RT/KT alan hasta sayist 5 (%3.5) idi. Orsit veya sistemik

hastaliklara bagli infertilite diislinlilen hasta sayist 8 (%35,6) olarak hesaplanmistir.
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Hastalarin 64’tinde (%44.8) ise infertiliteyi aciklayacak herhangi bir sebep
bulunamayarak, hastalar idiopatik hasta grubunda siniflandirilmistir (Tablo 6). 33
varikoselektomili hastanin 20’si (%60,6) TESE (+) iken, orsiopeksi yapilmis 19
hastanin 12’°si (%63,2) TESE (+) idi. TESE sirasinda olgun sperm bulunan hasta
sayis1 endokrin/genetik bozuklugu mevcut hastalarda 6 (%42,9) iken, RT/KT almis
hasta grubunda 2 (%40), orsit veya sistemik hastalik dykiisii bulunan grupta ise 6
(%75) idi. Infertiliteyi agiklayacak bir sebep bulunamayan 64 hastanin 27’sinde de
(%42,2) ayni sekilde TESE sirasinda olgun spermatozoa bulunmustur (Tablo 7).

Tablo 7: Eslik eden klinik patolojilere gére TESE’de sperm elde etme basarisi

Etiyoloji TESE (-) n (%) TESE (+) n (%)
Varikosel 13 (39,4) 20 (60,6)
Kriptorsidizm 7 (36,8) 12 (63,2)
Endokrin/Genetik 8 (57,1) 6 (42,9)
RT/KT 3(60) 2 (40)
Diger (orsit,sist. Hastalik) 2 (25) 6 (75)
Idiopatik 37 (57,8) 27 (42,2)

Tablo 8: TESE dokusunda 6lgiilen PCNA ve LIM-15 gen ekspresyon diizeyleri

Ortalama Ortanca (min-max)
TESE PCNA 76,18 £53,47 75,78 5,4-357
TESE LIM-15 39,79 +41,80 25,60 0-237

Hastalarin TESE dokusundan alinan orneklerde olgiilen ortalama PCNA ve
LIM-15 gen ekspresyon miktarlar sirasiyla 76,18 (£53,47) ve 39,79 (£41,80) idi. En
diisiik PCNA degeri 5,4 iken, en yiiksek PCNA degeri 357 olarak &l¢iilmiistiir. LIM-
15 geninin en diislik ve en yliksek ekspresyon miktarlar ise sirasiyla 0 ve 237 olarak

saptanmustir (Tablo 8).
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Tablo 9: TESE dokusunda &lgiilen PCNA ve LIM-15 gen ekspresyon diizeylerinin

TESE’de sperm elde etme basarisi ile iligkisi

TESE (-) TESE (+) p degeri
Ortalama Ortalama

Ortanca (min-max)  Ortanca (min-max)

TESE PCNA 67,96 +50,62 84,08 £55,27 p=0,038
64,72 (5,4-239) 78 (7,6-357)
TESE LIM-15 33,93 433,13 4541 +48.27 p=0,022

18,84 (0-122) 27,00 (1,88-237)

TESE (-) ve TESE (+) hastalarin TESE dokusundaki PCNA gen ekspresyon

miktarlart kiyaslandiginda; TESE (-) grupta PCNA gen ekspresyon miktari
ortalamasimin 67,96 (£50,62) ve TESE (+) grupta ise 84,08 (£55,27) oldugu ve

PCNA gen ekspresyon miktar1 agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark oldugu saptanmustir (p=0,038) (Tablo 9). Ayni sekilde iki grup arasinda LIM-15

gen ekspresyon miktarlarina bakildiginda; TESE (-) grupta LIM-15 gen ekspresyon
miktart ortalamasinin 33,93 (£33,13) ve TESE (+) grupta ise 45,41 (+48,27) oldugu

ve LIM-15 gen ekspresyon miktar1 agisindan da iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark oldugu saptanmistir (p=0,022) (Tablo 9).

Tablo 10: Diizeyi olgiilen genlerin sensitivite, spesifite, cutoff ve egri altinda kalan

alan (AUC) degerleri
Gen Cutoff Sensitivite Spesifite AUC
TESE PCNA 45,65 0,83 0,43 0,60
TESE LiM-15 18,82 0,85 0,50 0,61
SEMEN LIM-15 5,37 0,59 0,73 0,64
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TESE dokusunda &lgiilen PCNA ve LIM-15 gen ekspresyon diizeyleri baz
almarak c¢ikarilan ROC egrisine (Sekil 1) gore; PCNA geni i¢in maksimum
sensitivite (%83) ve spesifitede (%43) cutoff degeri 45,65, AUC degeri ise 0,60
olarak hesaplanirken, LIM-15 geni i¢in maksimum sensitivite (%85) ve spesifitede
(%50) cutoff degeri 18,82, AUC degeri 0,61 hesaplandi (Tablo 10).

(a) (8)

ROC Curve ROC Curve

o

Sensitivity
Sensitivity

T T T T 0 T T T T
00 02 04 06 08 10 00 02 04 08 08 10
1 - Specificity 1 - Specificity

Sekil 1: TESE dokusunda &lciilen PCNA ve LIM-15 genlerinin ROC egrisi analizi.
(A) PCNA, (B) LIM-15

Hastalarin semen dokusundan alinan orneklerde ol¢iilen ortalama PCNA ve
LIM-15 gen ekspresyon miktarlar1 sirasiyla 25,13 (+44,47) ve 5,87 (+6,41) idi. En
diisiik PCNA degeri 0 iken, en yiiksek PCNA degeri 423 olarak dl¢iilmiistiir. LIM-15
geninin en diigiik ve en yiiksek ekspresyon miktarlari ise sirasiyla 0 ve 50,7 olarak

saptanmigtir (Tablo 11).

Tablo 11: Semende dlgiilen PCNA ve LIM-15 gen ekspresyon diizeyleri

Ortalama Ortanca (min-max)
Semen PCNA 25,13 +44.47 13 0-423
Semen LIM-15 5,87 +6,41 4,70 0-50,7
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TESE (-) ve TESE (+) hastalarin semendeki PCNA gen ekspresyon miktarlari
kiyaslandiginda; TESE (-) grupta semen PCNA gen ckspresyon miktari
ortalamasinin 24,62 (+51,90) ve TESE (+) grupta ise 25,61 (+36,32) oldugu ve
PCNA gen ekspresyon miktar1 agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark olmadig1 saptanmstir (p=0,061). Ayn1 sekilde iki grup arasinda LIM-15 gen
ekspresyon miktarlarma bakildiginda; TESE (-) grupta LIM-15 gen ekspresyon
miktar1 ortalamasinin 5,62 (+8,07) ve TESE (+) grupta ise 6,10 (+4,31) oldugu ve
LIM-15 gen ekspresyon miktar1 agisindan da iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugu saptanmistir (p=0,004).

Tablo 12: Semende olgillen PCNA ve LIM-15 gen ekspresyon diizeylerinin
TESE’de sperm elde etme basarisi ile iligkisi

TESE (-) TESE (+) p degeri
Ortalama Ortalama
Ortanca (min-max) Ortanca (min-max)
Semen PCNA 24,62 £51,90 25,61 £36,32 p=0,061
11,09 (0-423) 13,40 (0,98-284)
Semen LIM-15 5,62 £8,07 6,10 +4.31 p=0,004
3,45 (0-50,70) 5,78 (0-26,97)

Semende 6lgiilen LIM-15 gen ekspresyon diizeyleri baz alinarak gikarilan
ROC egrisine (Sekil 2) gore; LIM-15 geni icin maksimum sensitivite (%59) ve
spesifitede (%73) cutoff degeri 5,37 ve AUC degeri ise 0,64 olarak hesaplanmistir
(Tablo 10). Semende o6lgiilen PCNA gen ekspresyon diizeyi iki grup arasinda
farklilik gostermedigi i¢in bu grupta ROC egrisi ¢izilmemistir.
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Sekil 2: Semende 6lgiilen LIM-15 geninin ROC egrisi analizi

Hastalarin testis patolojilerine bakildiginda; testis patolojisi SCO gelen hasta
sayist 72 iken, patolojisi MA olan hasta sayis1 45 ve HS olan hasta sayisi ise 26
olarak hesaplanmustir (Tablo 13).

Tablo 13: Non-obstriiktif azospermi hastalarinin testis patolojileri

Histopatoloji Hastalar, n (%) (N=143)
Sertoly Cell Only 72 (50,3)
Matiirasyon Arresti 45 (31,5)
Hipospermatogenezis 26 (18,2)

Yapilan TESE isleminde testis patolojisi SCO olan hastalarin 17’sinde
(%23,6) sperm saptanirken, patolojisi MA olan hastalarin 31’inde (%68,9) ve
patolojisi HS olan hastalarin ise 25’inde (%96,2) sperm saptanmustir (Tablo14).

58



Tablo 14: Testis patolojilerine gére TESE’de sperm elde etme basarisi

Histopatoloji TESE (-) n (%) TESE (+) n (%)
Sertoly Cell Only 55 (76,4) 17 (23,6)
Matiirasyon Arresti 14 (31,1) 31 (68,9)
Hipospermatogenezis 1(3,8) 25 (96,2)

3 grup kendi arasinda sperm elde etme basarisi agisindan birbirleri ile
karsilastirildiginda; patolojisi MA ve HS gelen hasta gruplarinda, patolojisi SCO
gelen hasta grubuna gore sperm elde etme sansinin istatistiksel olarak daha fazla
oldugu gosterilmistir (p<0,05) (Tablo 15). Aynmi sekilde patolojisi HS olan grupta
sperm elde etme yiizdesi, MA olan gruptakinden daha yiiksek ¢ikmug, bu farkin
istatistiksel olarak da anlamli oldugu gosterilmistir (p<0,05) (Tablo 15).

Tablo 15: Testis patolojilerinin TESE’de sperm elde etme basarist ile iligkisi

Testis Patolojileri p degeri
Sertoly cell only vs. Matiirasyon arresti p<0,05
Sertoly cell only vs. Hipospermatogenezis p<0,05
Matiirasyon arresti vs. p<0,05

Hipospermatogenezis

Gen ekspresyon diizeyleri tiim testis patolojilerinde ayr1 ayn

degerlendirilmistir.

59



Tablo 16: Testis patolojileri ile TESE dokusu ve semende bakilan PCNA ve LIM-

15 gen ekspresyon diizeyleri arasindaki iligki

p degeri
TESE PCNA p=0,358
TESE LiM-15 p=0,337
SEMEN PCNA p=0,424
SEMEN LiM-15 p<0,05

Gruplar arasindaki TESE PCNA ve TESE LIM-15 degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (sirasiyla p=0,358 ve p=0,337)
(Tablo 16).

Gruplar arasindaki SEMEN PCNA degerleri arasinda da istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,424) (Tablo 16). Testis patolojilerine gore
SEMEN LIM-15 gen ekspresyon degerlerine bakildiginda; 3 grup arasinda SEMEN
LIM-15 gen ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml fark

saptanmustir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Normal popiilasyonda %1 oraninda goriilen azoospermi, klinige infertilite
sikayeti ile bagvuran erkeklerin yaklasik %10-15’inde goriilmektedir. Azoospermi
tanist konulan hastalarin %60’1nda NOA saptanirken geriye kalan %40’inda ise OA
goriilmektedir [124]. NOA tanisi ile gelen hastalarda en etkili tedavi yontemi
MTESE ile sperm elde edilmesi ve elde edilen spermlerin ICSI veya IVF gibi
yardimc tireme tekniklerinde kullanilmasidir. NOA hastalarina uygulanan mTESE
isleminde %45-63 arasinda sperm elde etme oranlari bildirilmistir [151]. Yaptigimiz

bu ¢aligmada ise sperm elde etme oranimiz %51 olarak bulunmustur.

TESE’nin tekrarlanmast planlandiginda germinal epitelin yenilenmesi,
tiibiiliislerin sekillenmesi ve sperm elde etme basarisinin artirilmasi icin 6 ay kadar
beklenmelidir [152]. Basarisiz konvansiyonel TESE sonrasinda yapilan mTESE’de
sperm bulma olasiligt %25-44 arasinda iken, basarisiz mTESE sonrasi yapilan
mTESE’de bu oran %10’lara kadar diismektedir. mTESE ve sperm bulunmasi
halinde sonrasinda uygulanacak olan yardimci iireme teknikleri infertil ¢iftler igin
invaziv bir yontem olmakla birlikte maliyetli de bir prosediirdiir. Konvansiyonel
TESE veya mTESE islemi uygulanan fakat islem sonucunda sperm bulunamayan
hastalar, kendi biyolojik cocuklarina sahip olma umuduyla ikinci bir mTESE islemini
tercth edebilirler. Hastalarin yaklasik 9%40-50’sin1 1ilgilendiren bu durumda,
yapilacak ikinci mTESE isleminin basarisinin tahmin edilebilmesi, hastalara daha iyi
bir danismanlik hizmeti verilmesi ve gereksiz maliyetten kaginilmasi i¢in gereklidir.
68 NOA’l1 hasta ile yapilan bir calismada, mTESE’de sperm bulunamayan hastalara
4 kez daha mTESE islemi uygulanmis ve olgun spermatozoa bulunmustur.
mTESE’nin NOA’l1l hastalarda tekrar tekrar uygulanabilir bir secenek oldugu
gosterilmis, yiiksek sperm elde etme oranlarinin oldugu bildirilmistir [150]. Gegmiste
TESE islemi sirasinda sperm bulmayi predikte edecek pek cok faktdr lizerinde

calisilmis olunsa da, bu konuda tartismalar halen siirmektedir.

Yasin TESE’de sperm elde etmeyi Ongdrebilecek bir faktdor olmadig
gosterilmistir [140]. Fakat yapilan baz1 ¢alismalar KS olan hastalarda, hasta yaginin

sperm elde etmede prediktif oldugunu gostermistir. Yas1 32°nin altinda olan KS’lu
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hastalarda sperm bulma oraninin anlamli bir sekilde arttigi gosterilmistir [153].
Calisgmamizda da, literatiire paralel sekilde, yasin sperm elde etmeyi predikte

edebilecek bir faktor olmadigi goriilmektedir.

FSH diizeyi seminifer tiibiillerdeki spermatogonyum miktarin1 yansitsa da,
NOA hastalarinda FSH ile spermatogenez arasinda iliski ¢ok agik degildir. Yapilan
bir calismada FSH>15 IU/ml olan hastalarda, FSH<15 IU/ml olanlara gore daha
yiiksek sperm bulma oranlar1 gosterilse de [154], FSH iizerine yapilmis derleme ve
meta-analizlerde FSH’nin sperm elde etmeyi Ongdérmede tani degeri diisiik
bulunmustur [155]. Yakin zamanli yapilan bir ¢alismada da FSH diizeyi ile sperm
elde etme arasinda bir iliski gosterilememistir [156]. Kalsi J. ve arkadaslarinin
2012’de yayinladiklar1 ve 100 NOA hastasiyla yaptiklari calismada FSH seviyesi ile
sperm bulma arasinda bir korelasyon bulunmadigi bildirilmektedir [157].
Calismamizda ortalama FSH degeri TESE’de sperm bulunan hastalarda
bulunmayanlara gore hafif derecede yiiksek bulunsa da, derleme ve meta-analizlere
benzer sekilde FSH diizeyi ile TESE’de sperm elde etme basarisi arasinda herhangi

bir iligki saptanamadi

FSH diizeyi ile sperm elde basarisi arasinda herhangi bir iliski bulunamasa
da, NOA’l erkeklerde TESE oncesi uygulanan bazi tedavilerle sperm bulma sansinin
arttirilabilecegi gosterilmistir. FSH diizeyi normal olan NOA’l1 hastalara TESE
oncesi FSH tedavisi uygulanmasi TESE basarisini arttirabilmektedir [158].

Yapilan ¢aligmalarda FSH diizeyi gibi, total testosteron seviyesi ile de sperm
elde etme arasinda bir iliski bulunmadigi goriilmektedir. 177 NOA’ll hastanin
incelendigi bir ¢alismada serum FSH, LH ve total testosteron degerlerinin sperm elde
etmeyi predikte edebilen faktorler olmadigr bildirilmistir [159]. Calismamiza benzer
sekilde 145 hasta ile yapilan bagka bir ¢alismada, sperm elde edilen grupta total
testosteron seviyesi sperm elde edilemeyen gruba gore daha yiiksek bulunsa da fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir[156]. Bizim sonuglarimiza gore de; total
testosteron seviyesi sperm elde edilen grupta daha yiiksek olsa da, sperm bulunan ve
bulunmayan iki grup arasinda total testosteron miktarlar1 agisindan istatistiksel bir

fark bulunmamaktadir.
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Testis boyutu ile TESE’de sperm bulma olasiligi arasinda iligki olup
olmadigini inceleyen g¢aligmalarda daha c¢ok kabul goren sonug, testis boyutu ile
TESE sonucu arasinda herhangi bir iliski olmadigidir. Yapilan bir ¢calismada normal
voliimlii testislerin %44’ iinde, kiiclik voliimlii testislerin de %25’inde spermatozoa
bulunmus ve testis voliimleri 5 ml’den az olan olgularda bile spermatozoa
bulunabilecegi gosterilmistir. 178 hastanin dahil edildigi 2001 yilinda yayinlanan
baska bir ¢alismada ise; testis voliimii 5ml ve daha diisiik olan hastalarda sperm elde
etme orani %6,4, 6-15 ml arasinda olan hastalarda %40,4 ve 16 ml ve daha iistii olan
hastalarda ise %53.2 olarak bulunmustur [160]. 2012’de yayinlanan ve 276 NOA
hastanin ele alindig1 bir baska ¢alismada ise testis uzunlugu ile TESE’de sperm
bulma arasinda ciddi bir korelasyon saptanmis [161]. Biz de ¢alismamizda testis
voliimleri ile TESE’de sperm elde etme basaris1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iliski saptadik.

NOA olan erkeklerde varikosel saptama orant %5-10 olarak bilinmektedir.
Degisik serilerde, varikoselektomi sonrasinda bu hastalarda semende spermatozoa
saptanma olasihigmin %21 ila 55 arasinda degistigi bildirilmistir [141]. Ozellikle
testis histolojisi HS ve ge¢ MA olan hastalarda sperm bulma olasiligi daha yiiksek
iken, patolojisi erken MA ve SCO olan hastalarda bu olasilik daha diisiiktiir [10].
Ejakiilatta sperm saptanmasmin Onemi hastalarin gereksiz TESE isleminden
kurtulmus olmasidir. Yine bu hastalarda varikoselektominin, sonrasinda yapilacak
olan TESE’de sperm elde etme basarisini arttirdigini gosteren ¢alismalar mevcuttur
[162]. Dort retrospektif c¢alismanin derlendigi bir meta-analizde varikoselli
erkeklerde  varikosel  tedavisi ile  kontrol grubu  karsilastirildiginda,
varikoselektominin gebelik oranini 1.59 kat ve canli dogum oranin 2.17 kat arttirdig
bildirilmistir [89]. Literatiirde erkek partnerin klinik varikoseli oldugu durumlarda,
ICSI 6ncesi varikoselektomi yapilmasinin hem ICSI’da gebelik basarisini arttirdigini
hem de canli dogum oranlarini iyilestirdigini gosteren ¢alismalar mevcuttur [163].
Bizim c¢aligmamizda da, ge¢miste varikoselektomi Gykiisii olan NOA’l1 hastalarin
%60’inda  TESE’de sperm saptanmis, tiim NOA hastalarindaki sperm bulma
basarisindan daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Caligmalar eriskinde oldugu gibi
cocuk ve adolesanlarda da subinguinal mikrovarikoselektominin giivenli, etkili ve

minimal invaziv bir tedavi oldugunu gostermistir [164]. Kriptorsidizm ile iligkili
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subfertiliteye dair One siliriilen mekanizmalar, testikiiler disgenezi, bozulmusg
endokrin aks, immiinolojik hasar ve obstriiksiyondur. Kriptorsidizm nedeniyle
gecmiste orsiopeksi yapilan NOA’ln hastalarda yapilan TESE’nin basarisi
caligmamizda %063 olarak bulunmustur. Etiyolojisinde herhangi bir neden
bulunamayan idiopatik hasta grubunda ise sperm bulma basarisi literatlire benzer

sekilde %42 olarak bulunmustur.

Literatiirde TESE’de sperm elde basarisin1 predikte etmede en onemli faktor
olarak gdsterilen testis biyopsisinin, ¢alismamizda da TESE’de sperm bulma olasilig1
ile iligkisi gosterildi. 2001 yilinda Seo JT. ve arkadaglarinin NOA’l1 hastalarda
yaptig1 bir ¢alismada patolojisi SCO gelen hastalarin %16’sinda, patolojisi MA olan
hasta grubunun %63’iinde ve patolojisi HS olan hasta grubunun %89’unda TESE’de
sperm bulunmustur. Calismada histopatoloji ile TESE basaris1 arasinda korelasyon
gosterilmig[133]. 2012’de yaymlanan Raheem AA. ve arkadaslarinin NOA’l
hastalar iizerinde yaptigi bir ¢alisma da ise patolojisi SCO, MA, HS ve normal
spermatogenezis olan hastalarin sirastyla %24, %37, %94 ve %100’tinde TESE’de
sperm bulunmustur. Bu sonuglarla gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda,
gruplar arasi farklilik istatistiksel olarak da anlamli ¢ikmustir (p<0.001) [161]. Bizim
calismamizda da bu ¢alismalara benzer sekilde, patolojisi HS ve MA olan gruplarin
TESE basarasi, patolojisi SCO gelen hasta grubunun TESE basarisindan 6nemli
derecede istatistiksel olarak farkli ¢ikmustir. Patolojisi MA ve HS olan gruplar
arasinda da istatistiksel olarak fark gosterilmis, patolojisi HS olan grupta TESE’de

sperm bulma basarisi, patolojisi MA olan gruba gore daha yliksek ¢ikmustir.

Bazi markirlarin TESE o6ncesi testislerde sperm varligini belirlemede rolleri
degisik ¢alismalarda aragtirilmistir. Testiste kok hiicre markirlar1 olarak kabul edilen
CD24 ve CD133 genlerinin spermatogenez defekti ile iliskisi ve azoospermik
hastalarda bir belirte¢ olarak kullanip kullanilamayacag arastirilmig, CD133 geninin
en fazla OA grubunda, sonra azalarak HS ve MA grubunda eksprese edildigi
gosterilmistir. SCO grubunda ise CD133 ekspresyonu hig¢ gosterilememistir [165].

ADAMTS gen ailesinden ADAMTS1 ve ADAMTSS ifadelerinin, fertil hasta
grubunun hiicre kiiltiirlerinde NOA hastalariin hiicre kiiltliriindekine gore sirasi ile

1.7 ve 1.96 kat daha fazla oldugu ispat edilmistir. TESE yapilmasi planlanan
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hastalarda, oncesinde bu genlerin ekspresyon diizeyine bakilmasinin sperm elde etme
basarisin1 ongérmede etkili olabilecegi diisiiniilmiistir [166]. Yine bu genler iizerine
yapilmis baska bir ¢alismada, infertil bireyler normozoospermi, oligozoospermi ve
azoospermi gruplarma ayrilmis, semendeki ADAMTS1 ve ADAMTSS protein
seviyeleri analiz edilmistir. ADAMTSI protein seviyesi, OS, AS ve NS gruplarinda
kontrol grubuna gore sirasiyla 3, 3.3 ve 1.6 kat daha diisik, ADAMTSS protein
diizeyi ise, OS, AS ve NS gruplarinda kontrol grubuna gore sirasiyla 3.2, 2.7 ve 1.4
kat daha diisiik bulunmustur. Semende 6Slgiilen bu iki proteinin ifadeleri ile sperm
tiretiminin 6nemli l¢lide iligkili oldugu sonucuna varilmistir [167]. ADAMTS ailesi
proteinler, germ hiicrelerinin olgunlasma asamasinda Sertoli hiicrelerinden
ayrilmasinda rolii bulunur. Bu proteinlerin diisiik ifadeleri, TESE tekniginin se¢imi
bakimindan 6nemlidir. Boyle olgularda testis dokusunun enzimatik ayristirmasi,
spermatozoa elde edilmesinde basariy1 artirabilir. Nitekim enzimatik ayristirmanin
TESE ile sperm elde etme olasiligin1 anlamli derecede artirdig1 bagka ¢aligsmalarda da

gosterilmistir [159].

Proteomiklerden ECM1 ve TEX101’in seminal plasmadaki miktarlarinin,
azoosperminin ¢esidini ve testis patolojisini aydinlatmadaki etkinliginin arastirildigi
bir ¢calismada sonugclar bir hayli yiiz giildiiriicii olmustur. Calisma sonucunda; ECM 1
proteinin 2,3 ug/ml’nin altinda olmasinin OA’y1 diisiindiirmesi ve hastaya yiliksek
basar1 sans1 oldugu soylenerek TESE’ye yonlendirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir.
ECM1>2,3 pg/ml oldugunda ise NOA disiiniilmeli ve bu durumda TEX101
miktarina bakilarak; TEX101 5-120 ng/ml ise testis patolojisinin HS veya MA, 5
ng/ml’nin altinda ise SCO oldugu disiiniilmesi gerektigi belirtilmistir. Testis
patolojisi HS ve MA diisiiniilen hastalarda TESE basarisinin daha yiiksek, SCO olan
hastalarda daha diisiik olacagi ongoriillip, hastalara uygun danismanlik verilmelidir

[145].

Hashemi MS. ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada azoospermik erkeklerde
sperm elde etme sansini1 6ngdrebilmek adina 7 adet testis spesifik molekiiler marker
incelenmis, bunlar arasindan SPEM1’in TESE basaris1 i¢in 6nemli bir belirteg

oldugu sonucuna vartlmistir [168].
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FSH tedavisi oncesi ve sonrast NOA’l1 erkeklerden elde edilen Sertoli hiicre
kiiltiirlerinde 88 farkli sitokinin ekspresyon diizeyleri karsilastirilmis, sonuglar FSH
tedavisinin NOA hastalarinin Sertoli hiicreleri {izerinde belirli gen ekspresyon
seviyelerini degistirerek sperm elde etmede olumlu etkilerinin olabilecegini
gostermistir. Bazi sitokin seviyelerinin ise NOA hastalarin1 saptamada potansiyel bir

aday olabilecegi belirtilmistir [169].

Sperm hiicreleri mayoz boliinme ile ¢ogaldigi i¢in, mayoz bdliinmenin testis
dokusunda aktif oldugunun gosterilmesi azoospermik erkeklerde sperm {iretimi ile
ilgili 6nemli bilgiler verebilir[170]. Okaryotlarda yapilan calismalar LiM-15
proteinin sadece mayoz bdliinmeye spesifik hiicrelerde ifade edildigini gostermistir.
Bu nedenle bu proteinlerin ifadesi mayoz boliinme igin kritik bir 6neme sahiptir [13].
PCNA ise LIM-15 ve Rad-51 gibi proteinlerle etkileserek DNA replikasyonunda ve
onariminda anahtar rol oynamaktadir [13]. Neticede, LIM-15 gen ekspresyon analizi
testis dokusu i¢inde sperm yapimini saglayan mayoz boliinmenin olup olmadigini
veya olma potansiyelini (olabilecegini) gdsteren 6nemli bir belirtectir. Dolayisiyla
azoospermik hastalarda LIM-15 gen ekspresyonuna bakilarak, hastanin sperm
iretiminin veya tiretme potansiyelinin olup olmadigi, verilen tedavinin bu potansiyeli
arttirip arttirmadigi ve verilecek tedavinin etkili olup olmayacag: endiseleri kismen

de olsa giderilebilir.

TESE ameliyat1 sonrast olgun spermatozoa bulunamamasi durumunda
bakilacak en Onemli sey, heniiz olgunlasmamis ama olgunlagma potansiyeli olan
erken evre sperm seri hiicrelerinin bulunup bulunmadigidir. Bu hiicreler hormonal
yollarla stimiile edilerek bunlarin daha hizli olgunlagsmalar1 saglanabilir ve bir
sonraki TESE ile olgun spermatozoa elde etme olanagi saglanabilir [171, 172]. Bu
tedavilerden fayda gorecek hasta grubunda LIM-15 gen ekspresyon diizeylerinin

daha fazla olacagi beklenebilir.

PCNA ifadesi bir ¢galismada NOA’l1 hastalarin gonadotropin tedavisine cevap
verip vermedigini tespit etmek i¢in kullanilmistir. Spermatogenik hiicrelerdeki DNA
sentezi, PCNA ekspresyon miktarlarinin olgiimii ile degerlendirilmistir. PCNA
ifadesi incelenerek hastalarin gonadotropin tedavisine tepki verip vermedigi

hakkinda bir kaniya varilmistir [17]. Baska bir calismada ise farelere degisen
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miktarlarda sperm yapimini negatif yonde etkileyen kuinestrol maddesi verilmistir.
Sonug olarak; kuinestrol alan grupta apoptatik kaspaz-3, Bax, Fas ve Fas-L'nin
ekspresyonunu artarken, PCNA ve Bcl-2 miktarlar1 azaldigir gosterilmistir [173].
Bunlar da gostermektedir ki, PCNA ifadesi ile spermatogenez arasinda dogrudan
iliski mevcuttur. Germ hiicrelerinde mitoz azaldik¢a, PCNA ifadesi de diisme egilimi
gosterir. Dolayisiyla, PCNA’daki bu sekilde bir farkliligin ortaya konmasi, TESE ile
sperm elde etme olasiligini tahmin ettirebilir. Her ne kadar ¢alismamizda seminal
plazma PCNA oOlglimleri ile anlaml1 bir netice ¢cikmamis olsa da, bu yonde bir egilim

dikkat ¢cekmektedir.

Singh V. ve arkadaglarinin 2019 yilinda yayinlanan calismasinda testis
biyopsilerinde olgiilen DNA tamir genlerinin degisen ifadelerinin azoospermi ve
infertilite ile iliskisi gosterilmistir. Calisilan genlerden biri olan LIM-15/DMC1 geni
ekspresyonun normal spermatogenezde en fazla iken, HS, MA ve SCQO’ye dogru
giderek azaldigi gosterilmistir. Sonu¢ olarak DNA tamir mekanizmasi genlerinden
biri olan LIM-15 (DMC1) geni down-regiilasyonunun, artmis apopitozis, azoospermi

ve infertilite ile iliskili oldugu sonucuna varilmigtir [174].

Bizim calismamizda da testis biyopsilerinde bakilan LIM-15 ve PCNA gen
ekspresyon diizeylerinin TESE’de sperm saptanan hastalarda daha yiiksek miktarda
oldugu tespit edilmistir. Bu sonug istatistiksel olarak da anlamli ¢ikmuistir (TESE
PCNA; p=0,038 ve TESE LIM-15; p=0,022). Bu sonu¢ daha énce bu konuda
yapilmig spermatogenez-PCNA/LIM-15 iliskisini gdsteren literatiirlerle benzer sonug
gostermektedir [13, 17, 173]. Calismamizin sonuglar1 ve ge¢mis literatiir sonuglari
ele alindiginda testis biyopsisinde bakilan PCNA ve LIM-15 gen ekspresyon
miktarlarmin bir sonraki TESE basarisini 6n gormede yardimci olabilecegini

sOylemek miimkiindiir.

Calismamizda, semende yani seminal sivida bakilan PCNA ve LIM-15 gen
diizeyleri de TESE’de sperm bulunan infertil hastalarda daha yiiksek oranda
saptanmigtir. Sonuglara bakildiginda; semen LIM-15 gen ekspresyon diizeyinin
TESE + hasta grubunda istatistiksel olarak daha fazla oldugu goriiliirken, TESE +
hasta grubundaki semen PCNA gen ekspresyon diizeyi yiiksekligi istatistiksel olarak
anlamli ¢itkmamistir (Semen PCNA; p=0,061 ve Semen LIM-15; p=0,004). Semen
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PCNA diizeyinde iki grup arasinda istatistiksel farkin ¢ikmama sebebi hasta sayisinin
yeterli olmamasidir. Hasta sayisi arttirildiginda iki grup arasindaki seminal sivida

Olclilen PCNA deger farkinin da anlamli bir seviyede olacagi kanist edinilmektedir.

Gerek testis biyopsisinde gerek seminal sivida 6l¢iilen PCNA ve LIM-15 gen
ekspresyon diizeylerinin, patolojisi SCO olan hasta grubunda daha diisiik olmasi bu

hasta grubundaki TESE basarisi ile yakindan iliskilidir.

Calismamizin kisithliklarinin basinda hasta sayisinin azhigi gelmektedir.
Hasta sayis1 arttigi takdirde, sayisal olarak farklilik gosteren degerler, istatistiksel
olarak da farklilik gostererek sonuclari degistirebilecektir. Ayrica bu hastalarda,
tekrarlayan TESE’lerde sperm elde edilmesi, sonuglari ve analizlerin degismesine
neden olacak ve yeniden gozden gegirilmesini gerektirecektir. Yine bu hastalarda
testis heterojenitesine bagl olarak, farkli zamanlarda alinan farkli Orneklerde,
spermatogeneze ait gen iirlinlerinin farkli oranlarda saptanmasi da imkan dahilindedir

ve bu durum da sonuglar1 etkileme potansiyeline sahiptir.
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6. SONUC

Cocuk sahibi olmak isteyen ciftlerin yaklasik %15°1 bir yil igerisinde gebelik
saglayamamakta ve bu nedenle tedavi almaktadir. Bu ciftlerin %50’sinde infertiliteye
anormal semen parametreleri neden olmaktadir. Anormal semen parametreleri
icerisinde  NOA’nin 6nemli bir yeri vardir. NOA hastalarinda gebelik elde
edilebilmesi i¢in YUT nin kullanilmas1 gereklidir. mTESE, NOA’l1 hastalarda YUT
icin kullanilacak spermin elde edilmesinde gerek basar1 gerek diisiik komplikasyon

oranlar1 ile en seckin cerrahi yontemdir.

YUT’nin invaziv olmasi, maliyetlerinin yiiksek olmasi ve hazirliklarinin
ovaryan hiperstimiilasyon sendromu gibi patofizyolojik ve psikolojik etkileri
nedeniyle, bu hastalara 6zel danigsmanlik verilmesi 6nemli bir husustur. Bu nedenle
geemiste TESE oncesinde cerrahi islemin basarisini 6ngorebilmeyi amaclayan pek
cok klinik ve laboratuvar calismasi yapilmistir. Bu calismalarda c¢esitli genetik,
histolojik ve hormonal faktorler arastirilmis c¢aligmalarin ¢ogunda yeterli sonug

saglanamamustir.

Giiniimiizde NOA’l1 erkeklerde sperm elde etmede en 6nemli prediktif faktor
testis histolojisi olsa da, testis biyopsisi gibi invaziv bir islem gerektirmesi nedeniyle
seminal sivida bakilacak parametreler ile TESE basaris1 predikte edilmeye calisiimis

ve bu konu tlizerinde ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir.

Bu calismada da, daha onceki calismalara benzer sekilde sperm bulmay1
predikte edebilecek faktorlerden yas, serum total testosteron ve FSH diizeyi, testis
voliimleri ve testis histopatolojisi incelenmis olup, testis voliimlerinin Ve

histopatolojisinin 1yi birer prediktif faktdrler oldugu gosterilmistir.

Ayrica bu c¢alismada, NOA’Ii TESE endikasyonu konulan hastalarda hem
operasyon dncesi alinan semen, hem de TESE sirasinda alinan testis doku 6rneginde,
gecmis literatiirlerde de iizerinde c¢alismalar yapilmis olan PCNA ve LIM-15
(DMC1) genlerinin ekspresyon diizeyleri dl¢iilmiistiir. Bu ekspresyon diizeyleri ile
TESE’de sperm bulunmasi arasindaki iliski incelenmis ve TESE dokusunda bakilan
PCNA ve LIM-15 gen ekspresyon diizeyleri ile semende bakilan LIM-15 gen

ekspresyon diizeyinin TESE basarisim1 6ngoérmede etkili oldugu gosterilmistir.
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Semen dokusunda bakilan PCNA diizeyi her ne kadar sperm saptanan hasta
grubunda daha yiiksek miktarda tespit edilse de bu fark istatistige yansimamustir.
Fakat hasta sayisinin arttirilmasiyla bu farkin istatistiksel olarak anlamli olacagi
diisiiniilmektedir. Bu sonuglara gére PCNA ve LIM-15 genlerinin down-

regiilasyonun azospermi ve infertilite ile iliskili oldugunu soyleyebiliriz.

Miimkiinse semende, degilse TESE sirasinda alinacak olan testis doku
orneklerinde calisilarak elde edilecek PCNA ve LIM-15 gen ekspresyon diizeyleri,
kendi biyolojik ¢ocuklarma sahip olma umuduyla YUT igin hazirlik yapan infertil
hastalara daha kaliteli danismanlik hizmeti verilmesinin yolunu acacak ve gereksiz

maliyetlerin engellenmesi saglanacaktir.

Netice olarak; biz bu tez calismamizda NOA olgularinda mTESE 06ncesi
testislerde sperm iiretim durumunu tahmin ettirmeye ydnelik LIM-15 ve PCNA
markerlarinin genetik ifade diizeylerini arastirdik. Sonuglarimiz, 6zellikle LIM-15’in,
mTESE oOncesi seminal plazmada 6l¢iilmesinin, olgun sperm elde etmede anlamli
rolii olacagini gdstermistir. Diger klinik bulgularla birlikte degerlendirildiginde bu
oran daha da artmaktadir. Ancak sperm iiretimi heniiz tam anlamiyla ortaya
konulamamis ¢ok karisik bir mekanizmayla olur. Ozellikle sperm kok hiicrelerinin
cogalma kapasiteleri ile mayoz boliinmelerini belirleyen genomik, proteomik ve
metabolomik ¢ok sayida molekiiler etkilesim mevcuttur. Biitlin bunlarin yani sira,
epigenetik faktorlerin de belirleyici rolleri gosterilmistir. Nihayet, tetkiklerde
kullanilan laboratuvar tekniklerinin de duyarliliklar1 heniiz optimum degildir. Ancak
caligmalar ilerledikce, izah edilemeyen azoospermi olgularinin tedavisinde daha
basarili sonuglarin alinacagi kesindir. Calismamizdan elde edile bulgularin bu alanda

yapilacak diger arastirmalara 151k tutacagi kanisindayiz.
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OZET

NON-OBSTRUKTIF AZOSPERMILi HASTALARDA EJEKULATTA VE
TESE MATERYALINDE BAKILAN PCNA VE LiM-15 GEN EKSPRESYON
DUZEYLERININ TESE'DE SPERM BULMA KONUSUNDA PREDIKTIF
DEGERI

Amag: Klinigimizde NOA tanis1 konularak TESE islemi uygulanan
hastalarda, ejekiilatta ve testis dokusunda bakilan PCNA ve LIM-15 gen ekspresyon

diizeylerinin TESE basarisin1 ngérme olasiligini incelemek

Yontem ve Gere¢: Calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi iiroloji
poliklinigine 01 Subat 2018 ve 31 Temmuz 2019 tarihleri arasinda basvuran, NOA
tanis1 ile MTESE cerrahi endikasyonu konulan hastalar dahil edilmistir. mTESE
yapilmis olan tiim hastalardan cerrahi dncesi 7 giin i¢inde Lim 15 ve PCNA gen
ekspresyon diizeyleri 6l¢iilmek tizere semen 6rnegi alinmistir. TESE islemi sirasinda,
sperm hiicresi aragtirmak, Lim 15 ve PCNA gen ekspresyon diizeyleri 6lgmek ve
testis histolojisini degerlendirmek i¢in ayr1 ayr1 doku ornekleri alinmistir. Alinan
semen Ornegi ve testis dokusu bir dizi islemden gectikten sonra dokularda revers
transkriptaz enzimi ile cDNA’lar sentezlenmistir. Daha sonrasinda ise RT-PCR ile
ekspresyon diizeyleri 6l¢lilmiistiir. Sonuglar TESE’de sperm bulunan ve bulunmayan

iki grup arasinda karsilastirilmistir.

Bulgular: Caligmaya 22-45 yas araliginda dahil edilen 143 hastanin ortalama
yast 34,3 (+ 4,2) olarak saptanmistir. Hastalarin 73“linde TESE’de sperm saptanirken
(%51), kalan 70’inde (%49) sperm gozlenmemistir. Hastalarin total testosteron
degerinin 116-821 ng/dl arasinda degistigi ve ortalama total testosteron degerinin
431,02 (£161,2) ng/dl oldugu goriilmiistiir. Hastalarin FSH diizeyleri ise 1,1-28
arasinda degismekte olup, ortalama FSH degeri 6,19 (£5,8) mIU/ml olarak
bulunmustur. Bu sonuglara gore yasin, serum total testosteron ve FSH diizeylerinin,
TESE’de sperm elde etme oranlari {izerine anlamli bir etkisinin olmadig
anlagilmistir (Yas; p=0,982, Total testosteron; p=0,120, FSH; p=0,362). Hastalarin

ultrasonografik olarak Ol¢iilen sag ve sol testis voliim ortalamalar1 sirasiyla 15,45

(£6,5) ml ve 15,55 (£6,2) ml idi. Hastalar testis voliimlerine gore 5 ml ve alt1, 5-15
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ml ve 15 ml distii olarak 3 gruba ayrilmistir. Ug grup, sperm bulma agisindan
birbirleri ile karsilastirildiginda testis volmii 15 ml’den yiiksek olan grupta
istatistiksel olarak daha fazla sperm bulundugu sonucuna ulasilmistir (p=0,008).
Aymni sekilde testis volmii 6-15 ml olan hastalarda sperm bulma sansinin, testis volmii
5 ml’den kiiciik olgularinkinden istatistiksel olarak daha fazla oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Yapilan TESE isleminde testis patolojisi MA ve HS gelen hasta
gruplarinda, patolojisi SCO gelen hasta grubuna gore sperm elde etme sansinin
istatistiksel olarak daha fazla oldugu gosterilmistir (p<0,05). Ayn1 sekilde patolojisi
HS gelen grupta, patolojisi MA olan gruba gore sperm elde etme sansinin istatistiksel
olarak daha fazla oldugu gosterilmistir (p<0,05). TESE dokusunda 6lgiilen PCNA ve
LIM-15 ve semende olgiilen LiIM-15 gen ekspresyon miktari agisindan sperm
bulunan ve bulunmayan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
saptanmistir (TESE-PCNA,; p=0,038, TESE-LIM-15; p=0,022 Semen-LIM-15;
p=0,004). Semende Slgiilen PCNA ekspresyon miktar1 agisindan sperm bulunan ve

bulunmayan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.

Sonu¢: NOA’I1 hastalarda, TESE isleminde alinan dokularda 6lgiilen PCNA
ve LIM-15 gen ekspresyon diizeylerinin ve semen drneklerinde 6lgiilen LIM-15 gen
ekspresyon diizeyinin TESE’de sperm saptanmasi ile korele oldugu gosterilmistir.
Hasta sayisinin arttirillmasi halinde semende oOlciilen PCNA gen ekspresyon
diizeyinin de istatistiksel olarak anlamli ¢ikacag: diisiiniilmektedir. PCNA ve LIM-15
gen ekspresyon diizeyleri, kendi biyolojik ¢ocuklarma sahip olma umuduyla YUT
icin hazirlik yapan infertil hastalara daha kaliteli danigmanlik hizmeti verilmesinin

yolunu agacak ve gereksiz maliyetlerin engellenmesi saglanacaktir.

Anahtar Sozciikler: azospermi, prediktif faktor, testikiiler sperm ekstraksiyonu,

infertilite
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SUMMARY

PREDICTIVE VALUE OF PCNA AND LIM-15 GENE EXPRESSION
LEVELS IN EJECULATE AND TESE MATERIALS FOR NON-
OBSTRUCTIVE AZOSPERMIA PATIENTS

Objective: To investigate the likelihood of the expression of PCNA and
LIM-15 gene expression levels in ejaculate and testicular tissue in patients
undergoing TESE with the diagnosis of NOA in our clinic.

Materials and Methods: Patients who were admitted to Ankara University
Medical Faculty urology outpatient clinic between February 2018 and July 2019
were diagnosed as non-obstructive azospermia (NOA) and indicated for mTESE
surgery included in this study. Semen samples were taken from all patients who
underwent mTESE to measure Lim 15 and PCNA gene expression levels within 7
days before surgery. During the TESE procedure, individual tissue samples were
taken to investigate sperm cell, measure Lim 15 and PCNA gene expression levels
and evaluate testicular histology. After the semen sample and testicular tissue
underwent a series of procedures, complementary DNAs were synthesized by reverse
transcriptase enzyme. Afterwards, expression levels were measured by RT-PCR.
Results were compared between two groups according to successful sperm retrieval

in TESE procedure.

Results: 143 patients were included in the study. The range of age was 22-45
years and the mean age was 34.3 (+ 4.2) years. While 73 of the patients (51%) were
found to have sperm in TESE, sperm was not observed in 70 patients (49%). Total
testosterone value ranged from 116-821 ng / dl and the mean total testosterone value
was 431.02 (= 161.2) ng / dl. FSH levels of the patients ranged from 1.1 to 28 and
the mean FSH value was 6.19 (+ 5.8) mIU / ml. According to these results, it was
found that age, serum total testosterone and FSH levels did not have a significant
effect on sperm retrieval rates (Age; p = 0.982, Total testosterone; p = 0.120, FSH; p
= 0.362). The mean volume of the right and left testes was 15.45 (x 6.5) ml and
15.55 (+ 6.2) ml, respectively. Patients were divided into 3 groups according to their

testicular volumes: <5 ml, 5-15 ml and >15 ml.. When these three groups were
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compared with each other in terms of sperm retrieval, it was concluded that much
more sperm retrieval was obtained in the testis volume of more than 15 ml (p =
0.008). Similarly, the rate of successful sperm retrieval was statistically higher in
patients with testicular volume of 6-15 ml than those of testicular volume less than 5
ml (p <0.05). In the TESE procedure, it was shown that the rate of sperm retrieval
was statistically higher in the patients with maturation arrest and
hypospermatogenesis as a result of testicular pathology than the patients with Sertoly
cell only (p <0.05). Likewise, it was shown that the rate of sperm retrieval was
statistically higher in the group with pathology HS than the group with pathology
MA (p <0.05). There was a statistically significant difference between two groups
with and without sperm in terms of PCNA and LIM-15 expression in TESE tissue
and LIM-15 gene expression measured in semen (TESE-PCNA; p = 0.038, TESE-
LIM-15; p =0.022 Semen -LIM-15; p = 0.004). There was no statistically significant
difference between two groups with and without sperm in terms of PCNA expression

measured in semen.

Conclusion: It was shown that PCNA and LIM-15 gene expression levels
measured in tissues taken during TESE procedure and LIM-15 gene expression
levels measured in semen samples were correlated with sperm detection in TESE in
patients with NOA. PCNA gene expression level measured in semen is considered to
be statistically significant if the studies are performed with a wider patient
population. PCNA and LIM-15 gene expression levels will lead to better quality
counseling for infertile patients preparing for ART in the hope of having their own
biological children. In addition, unnecessary costs will be prevented for these

patients.

Keywords: azospermia, predictive factor, testicular sperm extraction, infertility
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