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ABSTRACT

Introduction: Oxidative stress has previously been shown to be related to increase in the levels of
proinflammatory cytokines in seminal plasma of infertile patients. All of the measured cytokines seem to be
produced locally as well as by white blood cells (WBC) and that, due to the presence of higher numbers of
WBC, it was suggested that accessory gland infection may exert a deleterious effect on sperm quality through
the production of ROS and/or of particular cytokines. In this study, seminal plasma cytokine levels were
investigated in infertile patients with or without leucospermia and in control cases that have a normal semen
analysis. Our aim was to determine the possible role of infection and inflammation in male infertility.

Materials and Methods: Three groups of patients were examined in our study. First group consisted of 10
patients who had oligoasthenospermia (OAS) with leukocytospermia, whereas in the second group we
evaluated 10 patients who had OAS without leucospermia (isolated oligoasthenospermia) and negative mixed
antiglobulin test (MAR). Finally, ten volunteer men who had normal fertility evaluations and at least one child
(control group) constituted the control group and were included into the study. After a 3 to 5 days of
abstinence period, ejaculate was obtained from all patients and the samples were left at the room temperature
for 30 minutes. The samples were then centrifuged at 4000 rpm period for 10 minutes. Seminal plasma
interleukin-2 (IL-2), IL-4 and tumor necrosis factor-o (TNF-o) levels were measured using ELISA in
supernatant seminal plasma samples.

Results: Measurement of seminal plasma cytokine levels in study and control groups revealed that the
level of IL-2 was significantly increased in infertile patients without leucospermia (isolated
oligoasthenospermia) than the other two groups. Seminal plasma cytokine measurement in patients with OAS
plus leucospermia revealed statistically significant increase in the level of TNF-a when compared to the
control and isolated OAS groups. Interleukin-4 levels did not show statistically significant difference between
OAS and OAS plus leucospermia groups (p>0.05).

Conclusion: Our data revealed that infection and increased cytokine levels may have roles in male
infertility. The measurement of several cytokines in semen may provide clinically useful information for the
diagnosis of male accessory gland infection, as well as in the absence of WBC where it can provide information
about certain mechanisms of male reproductive function and dysfunction. However, to determine the exact
role of cytokines in male genital system and to develop different methods for alternative diagnosis and
treatment, there is still need for further studies.
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OZET

Erkek infertilitesinde rol oynayan nedenlerden biri de genital sistem enflamasyonudur. Enflamasyonda etkin
olan sitokinlerin infertilite etiyolojisindeki yerini belirlemek igin, infertilite nedeni ile incelenen lokospermili
hastalarda, 16kospermisi olmayan infertil olgularda ve kontrol grubunda, seminal plazma sitokin diizeylerinin
aragtirllarak karsilastirilmasi amaglandi.

Infertilite nedeni ile klinigimize basvuran ve rutin degerlendirmelerinde oligoastenospermi (OAS) saptanan ve
ayn1 zamanda l0kospermisi olan 10 hasta, OAS’si olan ancak l6kospermi saptanmayan, ayni zamanda Mikst
Antiglobulin Reaksiyon (MAR) testi negatif olan 10 hasta ile fertilite degerlendirmeleri normal olan ve en az bir
cocugu olan 10 goniillii (kontrol grubu) caligmaya alind1. Hastalarda seminal plazma interldkin (IL) -2, IL-4 ve timor
nekrotizan faktor (TNF) —alfa diizeyleri ELISA yontemi kullanilarak 6l¢tildii.

Her ii¢ gruptaki seminal plazma sitokin diizeyleri karsilastirmasinda; izole oligoastenospermisi olan infertil
hastalarda IL-2 diizeylerinin, 16kospermili oligoastenospermili olgularda ise TNF-alfa diizeylerinin diger gruplara
oranla istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek oldugu saptandi (p<0.05). Lokospermili infertil ve OAS’li infertil
gruplar arasinda IL-4 diizeyleri a¢isindan anlamli farklilik belirlenmedi(p>0.05).
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Erkek infertilitesinde enfeksiyon ve artmig sitokinler, etiyolojik faktor olarak saptanabilirler. Ancak, erkek
genital sisteminde ve testikiiler sperm fizyolojisinde sitokinlerin gergek rollerinin daha genis serili, kontrollii ve
randomize ¢alismalarla tam olarak ortaya konulmasi, tan1 ve tedavide farkli secenekleri de beraberinde getirecektir.

Anahtar Kelimeler: infertilite, seminal plazma, sitokin, 16kospermi

GIRIS

Infertil ciftlerin yaklasik %20-50’sinde erkek
faktoriin infertilitede etkin olabilecegi bildirilmek-
tedir'. Ayni1 zamanda infertil ¢iftlerin yaklasik %
25’inde infertiliteyi agiklayacak nedene doniik bir
patoloji saptanamamaktadir. Ozellikle idiyopatik
infertil erkeklerde, erkek genital sistemine ait sub-
klinik enfeksiyonlar veya enflamatuar olaylar in-
fertilite etiyopatogenezinde rol oynayabilecek ne-
denlerdir™’.

Genital sistemdeki semptomatik veya subkli-
nik enfeksiyonlar semende 16kosit varlig: ile de-
gerlendirilmekle birlikte, 6zellikle bu enfeksiyon-
larda sitokinlerin etkinligi net olarak bilinmemek-
tedir”.

Enfeksiyon sonucu ortaya ¢ikacak lokosper-
mide, 16kosit ve 16kosit {irlinlerinin spermler tizeri-
ne toksik etki yaparak fertilizasyonu olumsuz yon-
de etkiledigi saptanmustir’. Enfeksiyon sonucu ge-
lisecek infertilitede, 16kosit iiriinleri yaninda gesitli
sitokinlerin de etkin rol oynayabilecegi bildiril-
mektedir®. Yine bir grup idiyopatik infertil hasta-
da da sitokinlerin infertilite etiyolojisinde etkin
olabilecegi belirlenmistir.

Bu calismada, infertilite nedeniyle klinigimiz-
de degerlendirilen 16kospermili ve idiyopatik infer-
til hastalarda, seminal plazma sitokin diizeylerinin
erkek infertilitesindeki roliiniin arastirilmasi amag-
landu.

GEREC ve YONTEM

Infertilite nedeni ile klinigimize basvuran ve
rutin degerlendirmelerinde (semen analizi, hormon
parametreleri, v.b.) oligoastenospermi (OAS)
(sperm sayisinin ml’de 20 milyondan diisiik olmas1
ve ileri hareketli sperm oraninin %50’den az olma-
s1) saptanan ve ayni zamanda l6kospermisi olan 10
hasta, OAS’si olan ancak 16kospermi saptanmayan
ve Mikst Antiglobulin Reaksiyon (MAR) testi ne-
gatif olan 10 hasta ile fertilite degerlendirmeleri
normal olan 10 goniillii (kontrol grubu) ¢alismaya
alindi. Tiim hastalardan 48-72 saatlik cinsel perhiz
sonrast mastiirbasyon yolu ile elde edilen semen,
steril tiiplere konularak 37°C’de 30 dakika bekletil-
di ve Diinya Saglik Orgiitii'nce (WHO) tanimlanan
kriterlere gore semen analizi gergeklestirildi’.
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Semen analizinde l6kosperminin tayini

Bilinen semen analiz yontemlerinde, immatiir
germ hiicreleri ve 16kositler benzer morfolojik ya-
pilar gosterdiklerinden ayirt edilmeleri miimkiin
olmayabilmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda se-
mende 16kosit varligini saptamak i¢in, peroksidaz
boyama yontemi kullanildi. (Lkosit graniillerin-
deki peroksidaz enzimi, kromojenik maddeleri ok-
sidasyona ugratarak renkli bilesikler olusmasina
neden olur). Calismamizda lam iizerinde bir damla
erimis semen ve Ozel ¢ozelti (FertiPro NV, Beer-
nem, Belgium) en az 1 dakika siire ile karistirildi
ve 10 dk’lik inkiibasyon sonrasit mikroskop ile in-
celendi. Saridan kahverengiye kadar olan hiicresel
boyanmalar; peroksidaz pozitif 16kosit varligma,
pembe boyanmalar ise diger hiicreleri (immatiir
germ hiicreleri) gostermekte idi. Semen analizinde
her ml’de 1x10° 16kosit saptanmasi l6kospermi
olarak degerlendirildi.

Seminal plazma sitokin diizeylerinin él¢iilmesi

Hastalardan elde edilen ejakiilat rnekleri oda
sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra 4000 devir-
de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant
seminal plazma oOrnekleri alinarak, galisilincaya
kadar -80°C’de bekletildi. Bu 6rneklerde interlo-
kin-2 (IL-2), IL-4 ve timor nekrotizan faktor alfa
(TNF-) sitokinleri Biosource (Biosurce Internati-
onal Human Immunoassay kits, CA, USA) Kkitleri
kullanilarak Elx 800 (Bio Tek Instruments, Inc.
USA) cihazinda, ELISA yontemi kullanilarak 61-
ciildii.

Istatistiksel analizlerde Mann Whitney-U ve
Student’s t testleri kullanildu.

BULGULAR

Caligmaya alinan lokospermili infertil, izole
oligoastenospermi ve kontrol grubundaki hastala-
rin yas ortalamasi sirasi ile 32.7+£5.2, 32.5£2.4 ve
31.443.1 idi. Her ti¢ grup arasinda yas ortalamalari
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p>0.05). Infertil hastalarm hormon
parametreleri agisindan karsilastirilmalarinda da
her iki oligoastenospermili grup arasinda anlamli
farklilik belirlenmedi. Ayni sekilde oligoastenos-
permili gruplar arasinda semen analiz sonuglari
agisindan da farklilik yoktu (Tablo 1).



Her {i¢ grup, seminal plazma IL-2 diizeyi agi-
sindan karsilastirildiginda, kontrol grubu ve 16kos-
permili, oligoastenospermik grup arasinda anlamli
fark saptanmadi. Ancak, idiyopatik oligoastenos-
permik grupta IL-2 diizeyi her iki gruptan da ista-
tistiksel olarak yiiksek seviyede bulundu (p<0.05).
Seminal plazma TNF-a diizeyi agisindan, kontrol
grubu ve idiyopatik oligoastenospermik gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadig1 halde, 16kos-
permili oligoastenospermik hastalarda her iki gru-
ba gore istatistiksel olarak yiiksek oranlarda belir-
lendi (p<0.05). Seminal plazma IL-4 diizeyleri ag1-
sindan ise her ii¢ grup arasinda istatistiksel bir fark
saptanmadi (p<0.05).

Lokospermi  saptanan  oligoastenospermik
hastalar, tek bagina oligoastenospermisi olan olgu-
lar ve kontrol grubuna ait semen analiz sonuglari,
hormon profilleri ve seminal plazma IL-2, IL-4 ve
TNF-a diizeyleri Tablo 1°de 6zetlenmistir.

TARTISMA

Erkek infertilite etiyolojisindeki nedenlerden
biri de genital sistem enfeksiyonlaridir®. Diinya
Saglik Orgiiti’nce (WHO) yapilan tanimlamada,
seminal plazmada 1x10%/mL’den daha fazla 16kosit
saptanmas1 patolojik olarak kabul edilmektedir’.
Ancak, basit mikroskobik inceleme ile semendeki
immatiir spermatogenetik hiicrelerle lokositlerin
ayirt edilmesi oldukga zordur. Bu nedenle, morfo-
lojik olarak benzer 6zellikte olan bu iki yuvarlak-
hiicre grubunu ayirt etmede farkli tekniklerin kul-

INFERTIL HASTALARDA SITOKINLER
(Cytokines in Infertile Patients)

lanilmasi onerilmistir’. Bu tanimlamanin esas alin-
dig1, Wolf ve arkadaglarmin yapmis olduklar1 ¢a-
lismada, piyosperminin bozulmus semen paramet-
relerine yol agtigii saptanuslardir'®. Enfeksiyonun
sperm fonksiyonlarindaki bozulmada ve infertilite
parametrelerine olan olumsuz etkilerinde, 16kosit-
lerce salgilanan sitokinlerin etkin olabilecegi bildi-
rilmistir'".

Sitokinler, konagin cevabinin bir pargasi olan,
inflamatuar hiicrelerden agiga ¢ikan potent poli-
peptidlerdir. Ozellikle immiino-enflamatuar olayla-
rin baslattig1 bircok fizyolojik ve patolojik siiregte
diizenleyici molekiiller olarak onemli rol oynar-
lar'>". Sanocka ve arkadaslari, genital sistem en-
feksiyonu olan 39 hasta ve 22 saglikli erkegi ince-
ledikleri ¢alismalarinda, pro-inflamatuar sitokinler
olan IL-1 beta, IL-6, IL-8 ve TNF-alfa’da artis sap-
tamiglardir. Sitokinlerde ortaya g¢ikan bu artisin
serbest oksijen radikallerinde yiikselmeye, antiok-
sidan diizeylerinde ise azalmaya yol agarak semen
dansitesini, motiliteyi ve sperm morfolojisini
olumsuz yonde etkilediklerini bildirmislerdir''.
Ayni sekilde, Shimoya ve arkadaglar1 da, 16kosper-
mili infertil hastalarda seminal plazmada artmis
IL-8 diizeyleri saptamis ve bu hastalarda infertilite
patofizyolojisinde sitokinlerin rolii olabilecegini
bildirmislerdir'®. Calismamuzda, pro-inflamatuar
bir sitokin olan TNF-alfa ile T-hiicre kokenli 1L-2
ve IL-4’1in erkek infertilitesindeki yeri arastirild1.

Kontrol (n=10) OAS+Loékospermi (n=10) OAS (n=10)
Say1 (x10%/ml) 96+19* 9.716 9+7
Motilite (%, ilk 1 saatte) 724 37+13 32+17
Normal form 76+4 60+10 57+6
Hormon profili
FSH (mIU/mL) 6.1£2 7.2+2 6.3+1
LH (mIU/mL) 5.4+1 5.2+1 5.2+1
Testosteron (ng/dL) 605+190 6224204 580+165
Prolaktin (ng/dL) 8+1 8.2+2 9.14+2
Sitokinler
IL-2 (pg/mL) 14+4.7 14+3.3 36+6*
IL-4 (pg/mL) 8.3+1.8 7.7£1.2 7.9+1.3
TNF-o (pq/mL) 2.9+2.6 7.3+0.6* 2.8+0.6

Tablo 1. Calismaya alman gruplarin spermiogram, hormon profili ve seminal sitokin degerleri (OAS: Oligoastenospermi, IL: Inter-
16kin, TNF: Timor nekrotizan faktor, *: p<0.05)
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TNF-alfa; esas olarak monosit/makrofaj ve
Kuppfer hiicrelerden salinan, direk antiviral etkili,
immiinmodiilatér, sitotoksik ve multipl biyolojik
Ozellikler gosteren bir sitokindir. TNF-alfa, 6zel-
likle yabanci antijenler yada enfeksiyon varliginda
salgilanir ve inflamasyon ile hiicresel immiin ce-
vapta énemli rol oynar'>'®. Lokospermili hastalar-
la, normal ve astenospermili olgular karsilastirildi-
ginda, 16kospermili olgularda anlamli oranda art-
mis TNF-alfa diizeyleri saptanacag: bildirilmistir®.
Ayni sekilde, Gruschwitz ve arkadaslari, seminal
plazma TNF-alfa diizeyinini genital sistem enfek-
siyonu olan infertil hastalarda anlamli olarak yiik-
sek bulundugunu saptamiglardir. Artmis sitokin
diizeyinin de sperm motilitesini direkt veya indi-
rekt yolla etkileyerek infertilitede rol oynayabile-
cegi bildirilmistir'’. Calismamizda, lokospermili
OAS’i olan olgularda kontrol grubuna oranla yiik-
sek TNF-alfa diizeyleri saptandi (7.3+£0.6 pq/ml,
2.942.6 pg/ml). Ayni sekilde tek basina OAS olan
olgulara oranla da Iokospermili grupta yiiksek
TNF-alfa diizeyleri mevcuttu.

IL-2; T hiicresi bilyiime faktorii olarak isim-
lendirilen glikoprotein yapisinda bir sitokindir. Ge-
nellikle CD4+T hiicreleri tarafindan, daha az ola-
rak da CD8+T hiicrelerince iiretilir. IL-2’nin temel
etkisi lenfositler tizerinedir'®. OAS’li infertil hasta
grubunun incelendigi bir ¢alismada, IL-2 diizeyle-
rinin kontrol grubuna oranla arttig1 ve bunun da
sperm sayist, motilite ve morfoloji ile ters orantili
oldugu bildirilmistir'®. Matalliotakis ve ark., 90 in-
fertil hastada IL-2’nin seminal plazmadaki oranini
kontrol olgularia gore oldukgca yiiksek olarak sap-
tamis ve bu sitokinin infertilite incelemelerinde po-
tansiyel bir markir olabilecegini belirtmislerdir®.
Calismamizda da literatiir verilerine paralel olarak
idiyopatik OAS’li olgularda diger iki gruba oranla
IL-2 diizeylerinde anlamli artis saptandi.

Temel fizyolojik etkisi, alerjik olaylari diizen-
lemek olan IL-4, yardimer T hiicreleri, aktive mast,
bazofilik ve bazi CD8+T hiicreleri tarafindan sal-
gilanir. IL-4, immiinglobulin-E ve eozinofil araci-
lig1 ile gelisen inflamatuar reaksiyonlarda, makro-
faj aktivasyonu ve T-hiicre fonksiyonlarmnin di-
zenlenmesinde rol oynar'®. infertil hastalarda ve
kontrol gruplarinda IL-4 diizeylerinin incelendigi
farkli caligmalarda genellikle seminal plazmada 6l-
ciilebilir diizeyde IL-4 saptanamamistir™". Cahs-
mamizda ise IL-4 Olgiilebilir diizeyde olmasina
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ragmen kontrol, l6kospermili infertil ve OAS’li in-
fertilite gruplar1 arasinda IL-4 diizeyleri agisindan
anlamli farklilik izlenmedi (p<0.05).

Sonug olarak; asemptomatik erkeklerdeki ge-
nital sistem enflamasyonlari farkli mekanizmalarla
semen kalitesini ve sperm fonksiyonlarini bozabi-
lir. Calismamizda, erkek infertilitesinde enfeksiyo-
nun olast rolii ve artmig sitokinlerin etiyopatoge-
nezde rol oynayabilecekleri gosterilmistir. Infertili-
te incelemelerinde ve subklinik genital sistem en-
feksiyonu tanisinda IL-2 ve TNF-alfa’nin etkili
olabilecegi belirlendi. Ancak, erkek genital siste-
minde ve testikiiler sperm fizyolojisinde sitokinle-
rin gercek rollerinin daha genis serili, kontrollii ve
randomize c¢aligmalarla tam olarak ortaya konul-
masi, tan1 ve tedavide farkli secenekleri de berabe-
rinde getirecektir.
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