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GIRIS:

Diinya Saglik Orgiitiil WHO), korunmasiz cinsel iliskiye ragmen 1 y1l yada daha uzun
siireli gebe kalamamayi infertilite olarak tanimlamaktadir. Sanayilesmis tilkelerde infertil
ciftler %14’liikk grubu olusturmakta olup, erkek faktorii nedeniyle infertilite oran1 %20-70
arasinda degismektedir. Ciftlerin %80°1 1 y1l i¢inde gebe kalmakta olup %20’si 1 yildan daha
uzun siirede gebe kalabilmektedir. Bununla birlikte pratikte 1 y1l i¢inde dogal yoldan gebe
kalamayan ciftler klinik degerlendirme i¢in yonlendirilmektedir.

Semen analizi erkek fertilitesinde tek basina 6nemli bilgiler saglamaktadir. Azospermi,
hareketsiz sperm, teratozoospermi gibi asir1 erkek infertilite nedenlerine tan1 konmaktadir.
Ancak fertil ve subfertil erkekleri tek basina tanimlamada giivenirligi daha azdir. Standart
semen analizinin disinda sperm fonksiyon testleri gelistirilmistir. Erkek fertilite potansiyelini
belirlemede kalitsal sperm DNA’s1 ve erkek gametinin mitokondriyal biitiinliigii 6nemlidir.
Sperm DNA fragmantasyonunun diisiik oranlar1 ve MMP nin yiiksekligi normal fertilite
potansiyelini belirlemede 6nemli yol gostericilerdir.

DNA biitiinliigiinii degerlendirmede 6nemli araglardan biri TUNEL(deoxynucleotidyl
transferase-mediated fluorescein nick-end labeling)dir. Bozulmus DNA biitiinliigii gebe kalma
stiresini uzatmakta, dogal yoldan gebelik bagarisini azaltmakta ve gebelik kayiplarim
artirmaktadir.

Mitokondri, hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan
multifonksiyonel bir organeldir. Yiiksek sperm fertilizasyon yeteneginin saglanmasi igin,



sperm germinal epitelinin hizli turnoveri ile spermetogenezin regiilasyonunda farkli
mitokondriler rol oynarlar.

Sperm MMP; erkek fertilite potansiyelini belirlemede 6nemli bilgiler saglamakta olup,
sperm kalitesini yansitmakta ve spesifik floresan belirteclerle saptanabilmektedir. Diisiik
sperm MMP, hiicrelerin diisiik kaliteli olduklarini ve azalmig konsepsiyon oranlar ile iligkili
olduklarini gostermektedir.

Bu ¢aligmanin amaci; DNA fragmantasyonu, MMP ve semen analizi esik degerlerinin
infertil ciftlerde dogal konsepsiyonu predikte etme degeri ve bu testlerin dogal konsepsiyon
ve asiste konsepsiyondaki gebe kalma basarisini belirlemede kullanilabilirligini saptamaktir.

HASTALAR VE METOD:

Calisma 2010-2013 yillar1 arasinda Ljubljana Universitesi androloji iinitesi infertilite
klinigine bagvuran hastalar iizerinde yapildi. Etik komite karar1 alindu.

136 azospermik olmayan hasta calismaya katilmis olup; 85’1 infertil, 51°1 fertil erkekti.
Infertil erkekler 12-18 aylik basarisiz gebelik siiresine ek olarak 6-12 ay izlenmis. Grup 1
infertil hastalar 24 ay diizenli korunmasiz iligkisi olan, eslerinde tubal patolojisi olmayan,
FSH diizeyi normal olan (11 IU/ml alt1), 37 yasin alt1 , endometriozisi olmayan hastalardan
olusmaktaydi. Grup 2 fertil erkekler olup esi su an hamile olanlardan olugsmaktaydi. Tiim
ciftlerden caligmaya katilmak istediklerine dair onam alindi. G6zlem siiresinin sonunda, grup
1 konsepsiyonun varliina gore 2 alt gruba ayrildi. Grup 1A gebelik olmayan, 1B ise gebelik
olan grup olarak adlandirildi.

Standart Semen Analizi:

Semen o6rnekleri 2-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi toplanarak WHO kriterlerine gore
degerlendirildi. Sperm konsantrasyonu >15x10 ¢ /ml, ileri hareketli >%32 ve normal morfoloji
> %4 ve lizeri ise normozoospermik (normal semen analizi) olarak yorumlanmis ve esik
degerleri istatistiksel olarak hesaplanmistir.

Saf sperm konsantrasyon gradyenti 2 basamakli ayirma (% 40-100) ve 30 dakika
santrifiij edilerek flow sitometrik olarak semen hazirlanmis, DNA fragmantasyonu ve semenin
MMP degeri 6l¢iilmiistiir. 2 ml’lik sperm medyumu 10 dakika yikanmis ve 0,5 ml’lik
siispansiyon hazirlanmistir.

MMP; DiOC6 (3,3 dihexyloxacarbocyanine iodide)’nin ortalamasi ile dl¢iilmiis.
37derecelik inkiibatérde 20 dakika isleme maruz birakilmis. DiOC6 tek dalga uzunlugunda
emisyona sahip olup, yiiksek floresan sinyaller normal MMP olarak atfedilmis.

Sperm DNA fragmantasyonu TUNEL assay kullanilarak hesaplanmistir. Taze semen
konsantrasyonu 2x10 ” hiicre/m] olarak ayarlanmistir. Semen siispansiyonu %2’lik
formaldehit i¢indeki PBS( phosphate buffered salin) ile fikse edilip, % 0,1 triton X-100 ve
% 0,1 sodyum sitrat ile boyanmistir. PBS i¢inde ikinci yikamadan sonra yeniden siispanse
edilerek 50 ml’lik fresh sperm pelletleri hazirlanmistir.



istatistiksel Analiz:

Bu analiz SPSS 15.0 kullanilarak hazirlandi. Tiim infertil ve fertil erkeklerdeki
parametrelerin ortalama dagilim degerleri Kruskal- Wallis testi ve x2 testi kullanilarak
hesaplanmistir. Coklu karsilastirmalar i¢in Mann- Whitney testi kullanilmistir. Pearson
korelasyonu ile DNA fragmantasyonu, MMP, sperm konsantrasyon, motilite ve
morfolojisinin etkinligi saptanmistir. Standart parametreler, DNA fragmantasyonu ve MMP
arasindaki iliskinin belirlenmesinde logistik regresyon analizi kullanilmigtir. Standart semen
parametreleri ve sperm fonksiyon testlerinin esik degerlerinin belirlenmesi i¢cin ROC analizi
kullanilmistir. Normal semen analizine ve sperm fonksiyonlarinin dogal konsepsiyona etkisini
gostermek i¢in tek degiskenli ve multipl logistik regresyon analizleri kullanilmistir. P <0,05
olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

SONUCLAR:

Infertil ¢iftlerin %31°1 grup 1 B olup (26/85) gebe kalmis, 37 hafta sonras1 dogum
yapmustir. Grup 1A’daki %69 (59/85 ) hasta ise spontan gebe kalamamaistir. Erkeklerin
ortalama infertilite siireleri 18 ay(8-20)dir. Gebe kalan grup(grup 1B, n=26) ilave olarak
ortalama 9 ay (4-16) ve diger grup(grup 1A, n=59) 6 ay(4-12) ilave olarak izlenmistir.

Hastalarin klinik karakteristikleri, standart sperm parametreleri, DNA fragmantasyonu
ve MMP diizeyleri tablo 1°de gosterilmistir.

Infertil ve fertil gruplar arasinda varikosel, orsidopeksi hikayesi ve kadin yaslari
arasinda istatiksel olarak anlamli fark izlenmezken; erkek yasi, standart semen parametreleri
ve sperm fonksiyon testleri agisindan anlamli fark izlendi. Fertil erkeklerde(grup 2) en yiiksek
ortalama standart sperm parametreleri bulunmus olup; konsantrasyon 95 x 10°® (2-230x10°’;
motilite % 55(30-75), morfoloji %35(7-59) ve grup 1A-1B arasindaki tiim ikili farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001 ; Tablo 1). En diisiik ortalama deger grup 1A’da
olup degerler sirasiyla 28x 10° , %45 ve % 12 idi (Tablo 1, figiir 1). Gebelik olan grup 1B’de
ise sirastyla 54,5 x 10 ®/ml , %50 ve %15 idi. Grup 1A ve 1B arasinda istatistiksel olarak tek
anlamli bulunan sperm motilitesi idi. Ortalama sperm DNA fragmantasyonu grup 1A’da
istatistiksel olarak en yiiksek bulunup (%31), grup 2°de %15,5 ve grup 1 B’de %18 idi. Grup
1B ve grup 2 arasindaki degerler benzerdi. Ters ama benzer bir durum MMP degerleri i¢in de
izlendi. MMP; grup 1A’da anlamli en diisiik (%50) olup, grup 2’de %74, grup 1B’de % 65,5
idi.

DNA fragmantasyonu, MMP ve standart sperm parametreleri arasindaki iliski:

iki fonksiyonel test ve standart semen parametreleri arasinda anlamli bir korelasyon
izlendi. Sperm DNA fragmantasyonu ve MMP negatif korele idi( r=-0,69; p <0,001). Sperm
motilitesi, DNA fragmantasyonu ile ters yonde iliskili idi. Hem sperm morfolojisi hem de
motilitesi MMP ile pozitif iligkiliydi. Coklu logistik regresyon analizi sonras1 sadece MMP,
normal semen analizi ile pozitif iligkili idi.

Sperm fonksiyonel testleri ve standart semen parametrelerinin esik degerleri:




Optimal DNA fragmantasyonu; gebe kalan grupla (20/26, % 77) ; gebe kalamayan
(23/59, % 39) grupla kiyaslandiginda anlamli olarak daha yiiksek bulunmus. Gebe kalan 26
hastanin 17’sinde (%65,4)(grup 1 B) MMP degeri esik degerin {izerinde ( >%62,5) olup
konsepsiyon ag¢isindan grup 1 A’da 17/59 (%28,8) yiiksek olasiliga sahipti. Gebe kalan grupta
15/26 (%57,7 ) (grup 1B), motilite i¢in belirlenen esik deger %47,5 olup ; gebe kalamayan
18/58(% 31) gruptan daha yiiksek bulunmustur. Sperm konsantrasyonu i¢in optimal esik
degerleri olan hasta sayis1 grup 1 B’de 12/26 (%46,2); grup 1A’da 11/59 (%18,6) olarak
saptanmigtir. Morfoloji i¢in optimal esik deger (>%18), grup 1B’de 12/26(%46,2); grup
1A’da 14/57(%?24,6) olarak bulunmustur.

Sperm fonksiyonel testleri, semen analizi ve gebe kalma yetenegi arasindaki iliski:

Iki fonksiyonel testin normal seviyelerinin etkisi kendi icinde yada normal semen
analizi ile kombine edildiginde olduk¢a anlamli bulunmustur (Tablo 3). Kombine fonksiyonel
test sonuglar1 normal olan erkeklerde, normal olmayan erkeklere gore konsepsiyon oranlarinin
anlamli olarak daha ytiksek oldugu bulunmustur.

TARTISMA:

Bizim ¢alismamizin sonucunda erkek fertilite potansiyelinin dogal konsepsiyonu
belirlemede 6nemli oldugu ve canli dogum oranlari agisindan tek basina standart semen
analizindense DNA fragmantasyonu ve MMP kombinasyonunun daha belirleyici oldugu
saptanmistir. Bizim bilgilerimize gore bu ¢alisma, kombine sperm fonksiyonel testleri ve daha
iyi gebelik sonuglarinin belirlenmesi amaciyla yapilmais ilk caligmadir.

Bu ¢aligmada; DNA fragmantasyonu, MMP ve standart sperm parametreleri dnceki
caligmalarla korele idi. Normal sperm formlariyla MMP, motilite, morfoloji arasinda pozitif
iliski saptanmisken; DNA fragmantasyonu ile motilite arasinda negatif iligki gorilmistiir.
Ayrica normal semen analizi ve MMP arasindaki iligkide sperm hiicre mitokondri
biitiinliigiiniin nemini dogrulamistir.

I¢ mitokonriyal membran biitiinliigiinii ve sperm motilitesi fertilizasyon basarisinda
onemlidir. Biz ¢alismamizda MMP bozulmasinin konsepsiyon basarisini belirlemede negatif
etkileri oldugunu saptadik. Bizim sonuglarimiz MMP i¢in yeterli minimal esik deger % 64
olup daha 6nce rapor edilen sonuglarla korele idi. Bununla birlikte MMP degerlerinin etkisi
fertil erkeklerde hi¢bir zaman komfirme edilemedi. Biz ¢alismamizda MMP nin standart
semen analizine gore konsepsiyon basarisini belirlemede daha {istiin oldugunu bulduk.

DNA biitiinliigii; dogal siireclerdeki i¢ faktorler (kromatin paketlenmesi, basarisiz
apoptozis) yada dis faktorlerden dolay1 olabilmektedir.Ayrica spermin oksidatif strese
duyarliligi, MMP kaybi ile mitokondriyal membran gegirgenliginin degismesi, reaktif oksijen
tiirlerinin iiremesi ve sperm hiicrelerindeki DNA fragmantasyonu dogrulanmistir. Sperm
DNA fragmantasyonunda tek major etki baglantinin saglanamamasi degildir. Bununla birlikte
spermdeki hasar diisiik ise , oosit kendi tamir mekanizmalarini kullanarak embriyoyu
koruyabilmektedir.



DNA fragmantasyonunun esik degerleri TUNEL ile 6l¢iilmiis olup % 4-36,5
araligindadir (Metod i¢in kullanilan farkli laboratuar protokolleri nedeniyle genis bir araliga
sahiptir). Bizim sonuglarimiz TUNEL ile dlgiilen esik degerler olan %19,25 ; %20 ve % 26 ile
kiyaslanabilir.

Bizim sonuglarimiz sperm hiicre fonksiyonlariin ayn1 anda DNA fragmantasyonu ve
MMP ile dogal konsepsiyon agisindan pozitif korele oldugunu gostermektedir. Her 2 testte
normal degeri olan hastalar 8 kat daha fazla dogal yoldan gebe kalmakta, anormal degeri olan
%80’lik bir grup ise infertil olarak siniflandirilmaktadir.

Her ne kadar ¢alismalar MMP’ye yogunlassa da; sperm DNA biitlinliigi tartismalt
olarak kalmakta ve method kullanimiyla iligkili olarak kafa karistirmaktadir. ASRM’nin son
verilerine gore, klinik yarar ancak methodun standardizasyon sonrast dogrulanmasina ve
klinik olarak esik degerlerde uygulanabilirligine ve ayni kriterlere ulagilabilirligine baghdir.

Bizim sonuglarimiz ayn1 zamanda bazi belirsizliklere de sahiptir. Ornek sayisinin az
olmasi, sperm hiicre biyolojisinin ¢esitliliginin kaynaginin bilinmemesi ve datalarin tam
dogrulanamamis olmasi ¢alismamizin tek kisitlayici yani oldugunu diisiinmekteyiz.

Konsepsiyon iizerinde olumsuz faktorlerin etkisini azaltmak i¢in ek patolojisi olmayan
kadinlar ¢alismaya dahil edildi. Bu da bizim en kuvvetli delilimizdi. Sonug olarak olduk¢a
homojen bir erkek popiilasyonu iizerinde calistik ve diger erkek patolojilerinin potansiyel
etkisi olduk¢a smirliydi.

Bizim ¢aligmamizdaki gibi net olarak belirlenmis erkek infertil grup hastalarda, bu
yeni modelin oldukca 6nemli klinik faydalari olacagina inanmaktayiz. Standart semen analizi
sonuglarina bakmaksizin bu erkeklerin kombine semen analizlerinin degerlendirilmesi, klinik
karar1 vermede ve basarisiz tesebbiislerden korunmada etkili olacaktir. Bu gibi zamaninda
alinan kararlar, kost efektivite ve infertilite yonetiminde olumlu etkilere sebep olacaktir.

Sonug olarak bizim ¢alismamizda DNA fragmantasyon ve MMP kombinasyonunun
infertil erkeklerde degerlendirilmesinin, dogal konsepsiyonu predikte etmede standart semen
analizi sonuglarindan bagimsiz olarak daha iyi oldugu gozlenmistir. Bu yiizden biz erkek
infertilite faktorlerinin yonetiminde bu etkenlerin diisiiniilmesi gerektigine inanmaktayiz.



