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I.BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin agamalarda etik dis1 herhangi bir davranigimin
olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde
ettigimi, ¢alisma ile elde edilmeyen biitlin bilgi ve yorumlara kaynak
g6sterdigimi ve kaynaklar listesi seklinde ekledigimi, patent ve telif haklarini

ihlal edici bir davranisimin olmadiim beyan ederim.

Cemile YILMAZ
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1. TESEKKUR

Bu calismanin gergeklestirilmesinde degerli bilgilerini benimle paylasan, tezimin
konusunun belirlenmesinde, arastirma asamasinda ve tamamlanma silireci boyunca
yanimda olan, her daim giiler yliziiyle ve sonsuz sabriyla bana destek olan ¢ok
degerli hocam Prof. Dr. Abdiilkerim ALPINAR’a bana ayirdigi degerli vakti ve
sagladig1 destek i¢in sonsuz tesekkiirii bir bor¢ biliyor ve siikranlarimi sunuyorum.
Tezimin baslangicindan bitimine kadar bana inanan, benden yardimlarim
esirgemeyen, her danistigimda degerli vaktini ayirip sabirla elinden gelenin fazlasini
sunan, giiler yiiziinii ve samimiyetini benden esirgemeyen sayin hocam Prof. Dr.
Tiilay IREZ’e tesekkiirii borg bilirim. Calismam boyunca benden yardimini ve maddi
manevi destegini esirgemeyen hayat arkadasim Erdi YILMAZ’a, aramizda
kilometreler olmasina ragmen, telefonda siirekli beni motive eden ve her daim daha
da ileriye gitmemi tesvik eden, basta annem olmak iizere aileme ve 5 ay Once
aramiza katilip, ¢ok sakin bir bebek olarak ¢alismami bitirmeme miisaade eden ¢ok

sevgili oglum Caglar YILMAZ’ a sonsuz tesekkiir ederim

CEMILE YILMAZ



III. ICINDEKILER

SAYFA NO

L BEY AN et i
IL TESEKKUR ...ocooviiiecieieieieeecee et ee e es st en st en s iv
I ICINDEKILER ......oooitiiiiiiicieieeteeeceete et %
IV. SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT .....ccooovviviniinieiennns vii
V. SEKILLER DIZINT.....cocoiiiiiiiiieeeceeceee e iix
VL TABLOLAR DIZINT.....cooiiiiiiiiicscsesee s X
1.OZET VE ANAHTAR KELIMELER ........cccovviiiieiiiiecesessie e 1
2. ABSTRACT ..ottt ettt reareerea 2
B.GIRIS VE AMAC ...ttt 3
4.GENEL BILGILER .....ccooviiiieiiiniieicieie st 5
4.1. Erkek UTeme SISt ......vcveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseneeeeseeeeeneneneeens 5
4.1.1. TestiS NIStOIOJISH ..ccuvevreeeiiieiieeie e 5
4.1.2. SPEIMALOGENEZ.......eeviiieiiieetieiresiie sttt s et 8
4.1.3. Olgun SPermMatoZO0N ..........evuerverierieriiriesiieieee e sie e 13
4.1.3.1. SPerm MEMDIANT .......cccueeiriaieeiriesieesreesieeseeesreesree e sneens 15
4.1.4. Erkek infertilitesinin degerlendirilmesi ............c.ccocveriinnnnne 15

4.2. Reaktif Oksijen TUIleri.......ccocoooiiiiiiiiii e 21
4.2.1. ROS’un hiicresel substratlart .............cccceeeeeiiiieeeeiiiiee e, 22
4.2.2. ANLIOKSIAANIAr.......c.eoiiiiieccecec e 23
4.2.3. Insan semeninde ROS un Kaynagi...........cccoevvveveverrerineuenennn 24
4.2.4. Oksidatif stres ve erkek infertiliteSi...........cccccevviiveiverennnnnn, 25
4.2.5. Spermatozoon antioksidan SiStemi..........ccccceevvvienencnnninnn. 26
4.2.6. Yardimli iireme teknikleri (YUT) ve ROS ......cccoevevviiverenann, 26

4.3. Medikal BItKIEr ........cc.covveiiiiiicce e 29
4.3.1. Adagay1 (11BD1) ....cocvveiiiiiieiice e 34

O T 1 U137 o o PSP 37
4.3.3. Yabhan Mersini.......ccccoviiiiiii st 39

5. GEREC VE YONTEM ......cocooiiiieiieeee et 42
5.1 GOTEGICT e s 42
5.1.1. Kimyasallar..........ccooviiiiiiii e 42

5.2, YONTEIM ...ccoiiiiiiiiieieee ettt e e e e st e e e e e s s sab b e e e e e e e e e s e sanareeees 43

5.2.1. Hazirlik agamasi........cccevvvieiiiiiiiiiieiiiee s 43



5.2.2. Hasta gruplarinin belirlenmesi.........ccccevvveeiiieninieeiiiee s, 43

5.2.3. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmast...........cccocoeviiiiiiiiieenn, 43
5.2.4. Semen Orneklerinin toplanmast .........cocevveiiniiiienisieneee, 44
5.2.5. Sperm sayis1 ve motilitesinin degerlendirilmesi.................... 44
5.2.6. Sperm vitalitesinin degerlendirilmesi..........ccccevvieeiiiieiinenns 44
5.2.7. Semen 6rneklerinin ¢aligilmast.........cccceeviieiiiiiienieiiie 45
5.2.8. Bitki ekstraktlarinin uygulanmasi..........ccccvcveniiieniiiiniiinnns 45
5.2.9. Istatistiksel YONIEM .....cvvvrrrererseesereeesesenenesenenenen s s s 46
6. BULGULAR ..ot 47
6.1. Progresif Motilite Bulgulari ..........ccccooviiiiiiiie e, 47
6.2. Vitalite Bulgulari...........ccoiiiiiiiiiii 53
7. TARTISMA VE SONUCQ ....oooiiiiiiieiiieiie st 56
BIAYNAKCA ...ttt be e 67
Q. EKLER. ... oot siee s sstesnns e e s sinasns e e sseesnionnnssesssennnens 86
EK-1 BIRUNI UNIVERSITESI ...ccocvoiiiiiiiieiinneencseeeene 86
“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR” iCiN
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU.................. 86
EK-2 Etik Kurtl ONayl .......ccoeoiiiiiieiiiieciiee e 90
OO YZ€ ) =10) Y 1 £ 92
INTIHAL RAPORU .....cooviriiiiiineisinsieesssssisie st 93

Vi



V. SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Cm
Kg
Mg

ar
FSH

LH
DNA
ATP
ml
CAMP
pH

pm
mm

dk
ROS
NADH
NADPH
H.0;

OH

: Santimetre
: Kilogram
: Miligram

: Gram

: Folikiil uyarici hormo

: mikrolitre

: Luteinizan hormon

: Deoksiribo niikleik asit

: Adenozin trifosfat

: mililitre

: Siklik adenozin mono fosfat

: Power of Hydrogen

: Mikrometre

: Milimetre

: Dakika

- Reaktif oksijen tiirleri

: Nikotinamit adenin diniikleotit
- Nikotinamit adenin diniikleotit fosfat
: Hidrojen peroksit

: Hidroksil radikali

vii



SOD
GPX
YUT
GRD
CAT

NO

WHO

: Siiperoksit dismutaz

: Glutatyon peroksidaz

: Yardimla Ureme Teknikleri
. Glutatyon rediiktaz

: Katalaz

- Nitrik oksit

: Mikromol

: Diinya Saglik Orgiitii

viii



V. SEKILLER DiZIiNi

Sekil No
Sekil 1
Sekil 2
Sekil 3
Sekil 4
Sekil 5
Sekil 6
Sekil 7

Sekil 8

Sekil 9

Sekil 10

Sekil 11

Sekil Adi

Cigek (Salvia officinalis)

Yaprak (Salvia officinalis)

Cigekli govde (Sesamum indicum)
Geng meyveler (Sesamum indicum)
Tohumlar ( (Sesamum indicum)
Cigekler (Viccinium myrtillus)
Meyve (Viccinium myrtillus)

Kontrol ve bitkilerin 0.01 mg/mI’lik soliisyonlarina iliski

progresif motilite ortalamalari
Kontrol ve bitkilerin 0.05 mg/ml’lik soliisyonlarina iliskin

progresif motilite ortalamalari
Kontrol ve bitkilerin 0.1 mg/ml’lik soliisyonlarina iliski

progresif motilite ortalamalar1
Susam soliisyonlarina iliskin progresif motilite

ortalamalari

Sayfa No

34

34

36

37

38

39

39

49

50

50

o1



VI. TABLOLAR DIiZiNi

Tablo No Tablo Adx

Tablo 1 Yas, voliim, konsantrasyon, motilite, progresif motilite,
morfoloji, vitalite ortalama degerleri

Tablo2  Adagay: konsantrasyonlarinda progresif motilite
ortalama, standart sapma ve konsantrasyonlarin karsilastirilmasi

Tablo3  Yaban mersini konsantrasyonlarinda progresif motilite
ortalama, standart sapma ve konsantrasyonlarin karsilastirilmasi

Tablo4  Susam konsantrasyonlarinda progresif motilite ortalama,
standart sapma ve konsantrasyonlarin karsilastirilmasi

Tablo5 0.1 mg/ml’lik bitki konsantrasyonlarinda progresif
motilite ortalamasi, stadart sapmasi ve bitkilerin karsilastirilmasi

Tablo6  Adacay1 konsantrasyonlarinda vitalite ortalama, standart
sapma ve konsantrasyonlarin karsilastirilmasi

Tablo7  Yaban mersini konsantrasyonlarinda vitalite ortalama,
standart sapma ve konsantrasyonlarin karsilastirilmasi

Tablo8  Susam konsantrasyonlarinda vitalite ortalama,
standart sapma ve konsatrasyonlarin karsilastirilmasi

Tablo9 0.1 mg/ml’lik bitki konsatrasyonlarinda vitalite ortalamast,

standart sapmas1 ve bitkilerin karsilastirilmasi

Sayfa No

45

46

47

48

49

51

52

53

53



1. OZET VE ANAHTAR KELIMELER

Semendeki oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri ve seminal antioksidanlar arasindaki
dengesizlik sonucu ortaya ¢ikar. Oksidatif stresin erkek infertilitesine sebep oldugu
daha ince yapilmis olan caligmalardan bilinmektedir. Antioksidanlar yliksek ROS
konsantrasyonunu dengeleyerek, semen parametreleri tizerindeki negatif etkilerini
tersine cevirirler. Bu amacla ¢alismamizda antioksidan igerigi yiiksek olan fi¢
bitkinin in vitro kosullarda sperm fonksiyonlari {izerindeki etkisini arastirdik. Bu ve
benzer ¢alismalar ile yardimer iireme teknikleri uygulamalari sirasinda ortaya ¢ikan
ROS’un etkileri minimuma indirilebilir. Bu ¢alismada normozoospermi olgularinda,
sperm hazirlama yoOntemlerinden gradient yontemi kullanilarak hazirlanan sperm
ornekleri tizerinde susam, adagaylr ve yaban mersini bitkilerinin ¢ farkli
konsantrasyonu uygulanarak, Orneklerdeki progresif motilite ve vitalite
parametrelerinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Calisma ‘Biruni Universitesi
Girisimsel Olmayan Etik Kurul’una sunuldu ve 2017/5-3 say1 ve 26.04.2017 tarihli
etik kurul onayir alindi. Calisma, Haziran 2017- Nisan 2018 tarihleri arasinda
Bahgelievler Medical Park Hastanesi Tiip Bebek Merkezi’ne spermiyogram analizi
icin bagvuran hastalarda uygulandi. Bu c¢alismada Bahgelievler Medical Park
Hastanesi Tiip Bebek Merkezi’ne basvuran hastalardan normozoospermi (n=40)
olarak degerlendirilenler segilerek WHO kriterlerine uygun standart semen analizi
uygulandi. Sperm o6rnekleri gradient yontemi ile yikanarak, yikama sonrasi progresif
motilite ve vitalite agisindan degerlendirildi. Susam, adagayr ve yaban mersini
bitkilerinin ti¢ farkl1 konsantrasyonu sperm drneklerine 1:1 oraninda uygulanarak 30.
60 dakikalar ve 24. saatte progresif motilite ve vitalite agisindan yeniden
degerlendirildi. Bu tez calismasina gore susam, adacaylr ve yaban mersini
ekstraktlarinin uygulandigi sperm Orneklerinde istatistiksel olarak en anlamli fark
susam ekstraktinin uygulandigi drneklerde goriilmiis olup, hem kontrol hem de diger

iki bitkiye gbre progresif motilite ve vitalite bulgularinda anlamli artis gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: erkek infertilitesi, bitkisel antioksidanlar, motilite, vitalite



2. ABSTRACT
The Effects of Sage, Sesame and Blueberry Plants in Widely Used in Turkey to

The Sperm Functions Parameters During in vitro Conditions

Oxidative stress in semen arises from the imbalance between reactive oxygen
species and seminal antioxidants. Oxidative stress is known to cause more infertility.
Antioxidants reverse the high ROS concentration and reverse their negative effects
on semen parameters. In this study, we investigated the effect of three plants with
high antioxidant content on sperm function in vitro. This and similar studies and the
effects of ROS during assisted reproduction techniques can be minimized. In this
study, it was aimed to evaluate the progressive motility and vitality parameters of the
samples by applying three different concentrations of sesame, sage and blueberry
plants on sperm samples prepared by using the gradient method in normozoospermia
cases. The study was submitted to the Biruni University Non-Interventional Ethics
Committee and was approved by the ethics committee of 2017 / 5-3 issues and
26.04.2017. The study was performed between June 2017 and April 2018 in
Bahgelievler Medical Park Hospital IVF Center for patients who applied for
spermiogram analysis. In this study, normozoospermia (n = 40) patients who were
admitted to Bahgelievler Medical Park Hospital Clinic Center were selected and
standard semen analysis was performed according to WHO criteria. Sperm samples
were washed by gradient method and evaluated for progressive motility and vitality
after washing. Three different concentrations of sesame, sage and blueberry plants
were reevaluated in sperm samples at a ratio of 1: 1 to 30, 60 minutes and 24 hours
for progressive motility and vitality. According to this study, the most significant
difference in the sperm samples in which the sesame, sage and blueberry extracts
were applied was observed in the samples where the sesame extract was applied and
a significant increase was observed in both the control and the other two plants

according to the progressive motility and vitality findings.

Key words: male infertility, herbal antioxidants, motility, vitality



3. GIRIS VE AMAC

Diizenli bir cinsel iliskiye ragmen (haftada iki kez) hi¢bir korunma yontemi
uygulanmaksizin bir yil iginde gebelik olusmamasima infertilite denir. infertilite,
giiniimiiz evli ¢iftlerinin %15 kadari etkileyen ve giderek artis gosteren bir saglik
sorunudur. Erkek infertilitesi, infertil ¢iftlerin %10-30’unda tek neden iken, %15-
30’unda kadindaki probleme ek bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Dolayisiyla
vakalarmn yaklasik %50’sinde erkek faktorii goriilmektedir. Infertil erkek bireylerin
yaklasik %40-60’1nda infertilitenin altinda yatan neden bilinmektedir. Geri kalaninda

ise sebep ortaya konulamamakta ve bu olgular idiopatik infertilite olarak kabul
edilmektedir. Infertilitede erkek faktdrleri iirogenital sistem organlarmin herhangi
birinden kaynakli olabilmektedir. Sperm kromozomlarinin yapisal (translokasyonlar)
veya sayisal kromozomal (anoploidiler) bozukluklari, genetik mutasyonlar,
gecirilmis enfeksiyonlar, varikosel, azospermi, oligospermi, astenozoospermi gibi
durumlarda en sik karsilasilan erkege baglhh infertilite sebepleri olarak
siralanabilmektedir.

Son yillarda infertil ¢iftlerin cocuk sahibi olabilme olasiliklari, iremeye
yardimc1 tekniklerin (UYTE) gelistirilmesine paralel olarak artmistir. Ilk
mikroenjeksiyon uygulamasi 1992 yilinda gergeklesmis, o zamandan giliniimiize
infertiliteye ¢oziim arayiglart i¢in yardimli iireme teknikleri ¢calismalar1 gelismis ve
hizlanmustir. Ozellikle erkek faktorlii infertilite acisindan degerlendirildiginde, bu
gelismeler infertilitenin ¢dziilebilir bir sorun oldugunu géstermistir.

Tim bu gelismelere ragmen idiopatik infertilite olgularinda hala yanit
bekleyen bir¢ok soru kalmistir. Spermatozoadaki motilite ve vitalite degerlerinin
normal sinirlar altinda olmasi bu sorunlardan baslicalaridir. Spermatozoanin motilite
ve vitalite degerlerinin infertilitedeki Onemi in vivo ve in vitro c¢alismalarda
gosterilmistir. Motil ve vital spermatozoa sayis1 azaldik¢a dogal yolla gebe kalma
sans1 da azalmaktadir. Bu soruna yanit arayan arastiricilar motilite ve vitalitenin
azalmasinda, semendeki oksidatif stresin sorumlu olabilecegini diisiindiirten veriler
ortaya koymuslardir.

Normal kosullar altinda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) kadin ve erkek genital

3



kanallarinda diisiik konsantrasyonda mevcuttur ve antioksidan aktivitesi ile dengeli
bir sekilde muhafaza edilir. Yiiksek oranda bulunan ROS, oksidatif strese sebep
olarak lipitlerin, proteinlerin ve DNA’1n hasarinda rol oynar. Meydana gelen hasarlar
sonucunda sperm motilite ve vitalitesinde azalma, morfolojik defektlerde artma
gozlenir. Idiopatik infertilite olgularinin yiiksek ¢ogunlugunda yiiksek ROS orani,
diisiik antioksidan aktivitesi gozlenir.

Erkek ve kadin iireme kanallar icerdikleri ROS’un yani sira, enzimatik ve
non-enzimatik  antioksidan molekiilleri de icermektedir. Bu molekiiller
spermatozoayr ROS’un yan etkilerinden korur. Giliniimiize kadar yapilmis olan
calismalarda, oral vyollarla alinan antioksidanlarin sperm konsantrasyon ve
motilitesinde artiga, sperm DNA fragmantasyon oraninda ise azalmaya sebep oldugu
gosterilmistir.  Biz de yaptigimiz literatiir incelemesi neticesinde bitkisel
antioksidanlarin in vitro ortamda da sperm parametreleri tizerine etkilerinin
olabilecegini diisiindiik. Bu calisma ile de antioksidanlar bakimindan zengin olan
cesitli bitki ekstrelerinin sperm fonksiyonlari tizerinde in vitro ortamdaki etkilerini

incelemeyi amagcladik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi; spermatozoanin siirekli iiretimi, beslenmesi ve
depolanmasindan, ve erkek seks hormonlarmin sentezi ve salgilanmasim
gergeklestirir (Kierszenbaum, 2006)

Erkek iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci genital bezler ve
penisten olusturmaktadir. Erkek gonad olan testisler karin boslugunun disarisinda
skrotum iginde yer alan, hem hormon hem de spermatozoa iireten organlardir.
Duktuli eferentes, duktus epididimis, duktus vas deferens, duktus ejakulaturius ve
tiretradan olusan genital kanallar testiste iiretilen spermatozoay1 penise tagimaktadir.
Seminal vezikiiller, prostat bezi ve bulboiiretral bezler yardimei genital bezler olup;
penis yapisinda erektil dokular1 barindiran ¢iftlesme organi olarak islev gormektedir
(Junqgueira and Carneiro, 2009).

Genital kanallar ve yardimci bezler, diiz kaslarin kasilmasi yoluyla testiste
tiretilen spermlerin kanallara ve iiretraya tasinmasini saglayan salgilar iiretirler. Bu
salgilar ayn1 zamanda erkek tlireme sistemi ic¢indeki spermlerin besin ihtiyacini
karsilar. Spermler ile birlikte genital kanallarin ve yardimci bezlerin salgisi, penisten
ejekiilasyonla atilacak olan semen sivisini meydana getirmektedir (Kierszenbaum,

2006, Junqueira and Carneiro, 2009, Ross and Pawlina, 2009).

4.1.1. Testis histolojisi

Testisler karin boslugunun disinda skrotum iginde asili duran bir ¢ift organdir.
4-5 cm uzunlukta, 2,5 cm genislikte, 3 cm kalinlikta ve 10-15 gr agirligindadir.
Testislerin bu yerlesimleri viicut 1sisindan 2-3 °C diisiik 1sida olmalarim1 saglar.
Testisler periton ile sarilmadan 6nce karin boslugunun arka duvarinda gelismeye
baslarlar. Periton kesesi daha sonra tunika vaginalise doniisiir ve testisin skrotum
icinde hareketli olmasini saglar. Ortalama testikiiler hacim 20 ml’dir

Testisler, erkek {ireme hiicresi olan sperm iretimini ve androjenlerin

sentezini, depolanmasini, sekresyonunu saglarlar. Ekzokrin ve endokrin salgi



islevleri vardir (Gartner and Hiatt, 2007, Akay, 2001). Testislerin diizenli sekilde
islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in, hipofiz bezinin Leydig hiicreleri ve Sertoli
hiicreleri arasindaki iliski ile ayarlanabilen hormonal kontrol diizenegi gereklidir
(Clermont, 1972).

Testis, tunika albuginea adi verilen yogun bag dokusundan olusan kalin bir
kapstille sarilir. En dis kisimdaki visseral katman olan tunika vajinalis, kapsiilii distan
sarar (Ovalle and Nahirney, 2009). Testisin arka kenarinda kapsiil kalin bir katlanma
seklinde iceriye dogru uzanir, bu kisim “mediastinum testis” adin alir. ince fibréz
bolmeler, mediastinumdan 1sinsal olarak uzanarak yaklasik 250 adet lobiilii olusturur
(Ovalle and Nahirney, 2009). Her lobiilde 1-4 adet gevsek bag dokusu ile saril,
kivrimli yapida, spermatozoon iiretiminden sorumlu olan seminifer tiibiiller bulunur
(Gartner and Hiatt, 2007). Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damarlari, sinirler
ve Leydig hiicreleri ad1 verilen interstisyel hiicreleri igerir. Leydig hiicreleri, testis
androjenlerinin sekresyonundan sorumludurlar. (Junqueira and Carneiro, 2006).

Her bir seminifer tiibiil, U seklinde iki ucu olan rete testise agilir. Rete testis,
seminifer epitelyumun iriinlerini toplayan kanallar agidir. Seminifer tiibiil, somatik
Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicre populasyonunu igeren 6zellesmis seminifer
epitelyumdan olusur (Kierszenbaum, 2006). Seminifer epitel, bir bazal membran ile
kollajen lifler, fibroblastlar, kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan bir duvarla
¢evrelenmistir. Miyoid hiicreler, hareketsiz spermatozoonlari rete testise ileten ritmik

kasilmalardan sorumludur (Kierszenbaum, 2006).

4.1.1.1. Spermatogenik hiicreler

Spermatogenik hiicreler, bazal membran {izerine yerlesmis ve tiibiil duvarin
doseyen epitelin cogunlugunu olusturan ve farkli gelisim asamalarinda olan, diizenli
siralanmis hiicrelerdir. Hiicreler gelistikge tiip kenarindan liimene dogru yer
degistirirler (Davidoff, Schulze, Middendorff, Holstein 1993, Turek, 2004).
Seminifer tlibiilde spermatogenik seri hiicreler bazalden liimene dogru
spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve spermiyum olmak tizere dort hiicre tipi
seklinde siralanir (Junqueira and Carneiro, 2006).

Spermatogonyumlar, bazal lamina ile dogrudan iliskide olan diploid
spermatogenik hiicrelerdir (Kierszenbaum, 2006). Bazal laminanin hemen {istiinde

yer alan diger seri hiicrelere kiyasla daha kiigiik hiicrelerdir (Junqueira and Carneiro,



2006). Puberte baslangicinda testosteron hormonu etkisiyle mitoz boliinme ile
cogalmaya baslarlar (Gartner and Hiatt, 2007). Yapisal olarak koyu A (A dark, Ad)
tipi spermatogonyum, agik A tipi (A pale, Ap) spermatogonyum ve B tipi
spermatogonyum olmak {izere {i¢ esas spermatogonyum tipi gozlenir (Clermont,
1972).

Seminifer epitelin kok hiicreleri olan Ad tipi spermatogonyumlar bazal
lamina tabani iizerine yerlesmislerdir. Bu hiicreler depo hiicreleridir ve hiicre
dongiistine girmezler. Mitoz boliinmeyle diizensiz olarak boliinerek hem yeni Ad tipi
spermatogonyumlart ve hem de Ap tipi spermatogonyumlar1 meydana getirirler
(Ross, 2006). Ap tipi spermatogonyumlar fonksiyonel olarak hayat boyu
spermatogenezde aktif rol oynarlar (Meachem et al,2001, Ehmcke, Wistuba, Schlatt,
2006). Her siklusta kendilerini yenilerler. Ap tipi spermtagonyumlar mitozla
cogaldiklarinda sitoplazmik boliinme tam anlamiyla gerceklesmez ve birbirlerine
sitoplazmik kopriiler ile bagl kalirlar. Ap spermatagonyumdan tiireyen diger seri
hiicreleri de birbirlerine bagli kalarak hiicre kolonisini olustururlar. Bu baglantilar
spermiomorfogeneze kadar siirer. Testosteron hormonunun etkisiyle Ap
spermatogonyumla mitozla boliiniirler ve spermatogenezde etkin rol oynayan B tipi
spermatogonyumlar1  olustururlar (Ross, 2006). B tipi spermatogonyumlar
spermatogonyumlarin en ¢ok bulunan tipidir. Bazal lamina {lizerinde yer alirlar ancak
baglantilar1 daha azdir. B tipi spermatogonyumlar, hem mitozla ¢ogalilar, hem de
bazilar1 mayoz boliinmeye girerek primer spermatositleri olustururlar (Junqueira and
Carneiro 2006, Ross 2006).

Primer spermatositler spermatogenik serinin tiibiil duvarinda en ¢ok goriilen
hiicreleridir (Moore and Persaud, 2002). B tipi spermatogonyumlar mayoz ile
boliinerek, primer spermatositleri olustururlar. Spermatositler Sertoli hiicreleri
arasindaki tikayici baglantilarin olusturdugu kan testis bariyerinin hemen iizerinde
yer alirlar. Bunun sebebi de mayoz hiicre boliinmesinin her iki agamasinda da sperm
spesifik antikorlarin meydana gelmesini engellemektir (Seckin, 2008).

Spermatidler seminifer tiiblil limenine yakin adluminal kompartmanda
Sertoli kriptalar1 igine yerlesmislerdir (Kierszenbaum, 2006). Spermiogenez veya
spermiomorfogenez siiresince spermatidler, bol hidrolitik enzim depolayp,
organellerini azaltirlar daha sonra sitoplazmalarinin bir kismi atilir ve flagellumla

ilgili yapilar sekillenir (Gartner and Hiatt, 2007).



4.1.1.2. Sertoli hiicreleri

Seminifer tiibiillerin bazal membrani iizerine oturup liimene kadar uzanan
biiyiikk, oval ya da iiggen bigcimli ve Okromatik destek hiicreleridir. Belirgin bir
niikleolus igeren yuvarlak veya ticgen sekilli Okromatik niikleuslar1 bazal
sitoplazmada izlenir. Organel bakimindan zengin hiicrelerdir (Esrefoglu, 2014).
Sertoli hiicrelerinin ¢esitli islevleri vardir. Gelismekte olan spermatogenik hiicrelere
karis1 destekleme, beslenme ve korunma islevlerini saglarlar. Spermatogenik seri
hiicrelerinin bir arada bulundugu ag sistemi, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik
uzantilart ve ylizeylerindeki kriptalar1 yoluyla besin maddeleri ve metabolitlerin
alinip verilmesini saglar. Seminifer tiibiillerin i¢ kismiyla kan arasinda bir bariyer yer
alir. Bu bariyere ragmen spermatogenik hiicrelerin ihtiyag duyduklari biiyiik
molekiillerin gecisi saglanabilmektedir. Sertoli hiicreleri bariyerleri bu gegisi
engelleyerek spermatogenik hiicreleri pek ¢ok patolojik etmene karsi korur.
Spermiyogenez sonunda spermatidler tarafindan atilan atik cisimler, Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilip, lizozomlarin yardimi ile parcalanir (Junqueira and

Carneiro, 2006).

4.1.2. Spermatogenez

Embriyonik ve fetal gelisim doneminde, spermatogonyumlar primordial germ
hiicrelerinden koken alir. Yeni dogan bir erkek ¢cocugunda seminifer tiibiiller, Sertoli
hiicreleri ve daha az olmak iizere spermatogonyumlar tarafindan kusatilmistir.
Puberteye yaklastikca spermatogonyumlar artar ve gelisme puberteye kadar bu
asamada duraklar. Spermatogenez, erkek bireylerde puberte ile baslayip germ
hiicrelerinin ¢esitli asamalardan sonra olgun sperm hiicresine doniistiigli bir siirectir
(Parks, Lee, Huang, Kaproth, 2003). Bu siireg, spermatogenik hiicrelerle gevrili olan
seminifer tiibiillerde gerceklesir. Insanlarda tiim spermatogenez siireci yaklasik
olarak 64 giin siirer ve olgun spermatozoanin ejakiilatta gériilmesi ise 74 giin alir.
Germ hiicreleri mayoz boéliinme sonunda 46 kromozomlu diploid halden 23
kromozomlu haploid hale gelirler. Daha sonra haploid spermin, yine haploid olan
oosit ile birlesmesiyle tekrar 46 kromozomlu yeni bir bireyin olusmasina olanak

saglanmis olur. Spermin bu farklilasma asamalari; spermatogonial faz



(spermatositogenez), spermatosit fazi1 (mayoz) ve spermatid fazidir (spermiogenez)
(De Jonge et al., 2004). Spermiyogenezis siirecini tamamlayan spermatidlerin Sertoli
hiicrelerinin apikal sitoplazmasindan serbest kalmasi ise spermiyasyon olarak

isimlendirilir (Kierszenbaum, 2006).

4.1.2.1. Spermatogonial faz

Diploit spermatogonyumlarin primer spermatositlere farklilanmasi olayidir.
Puberte doneminden Once, testisteki seminifer tiibiillerin epiteli, az sayida germ
hiicresine karsilik ¢ok sayida Sertoli hiicresi igerir. Puberteyle beraber ¢ok onemli
norohormonal degisimler olur. Hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatici
hormonun etkisiyle hipofiz 6n lobundan FSH ve LH salgilanir (Karagdz, 2002). FSH
ve LH etkisiyle, geng¢ ve ilkel spermatogonyum tip A hiicreleri mitoz bdliinme ile
hizla ¢ogalarak ¢ok sayida yeni spermatogonyum tip A jenerasyonlarint olustururlar
(Karagdz, 2002 ). Bu mitotik aktivite ile hem spermatogenez i¢in yeterli sayida hiicre
elde edilirken hem de kaynak hiicre ihtiyaci saglanir. Bdylece spermatogenik
hiicreler zarar gorlirse kaynak hiicreler mitotik aktivite sayesinde ¢ogalarak
spermatogenik siirecin devamini saglar. Tip B spermatogonyumlar mitoz ile
cogalarak bir taraftan sayilarim arttirirlar, bir taraftan da bazilart mayoz boliinmeye
girerek primer spermatositlere doniisiirler. Boylece spermatosit evresi baglamis olur

(Means, Fakunding, Huckins, 1976).

4.1.2.2. Spermatosit fazi

Erken evredeki spermatositler baslangigta bazal membrana yakin olarak
bulunurlar ve spermatogonyumlarla ayn1 yapisal 6zellikleri tasirlar. Birbirine bitisik
Sertoli hiicrelerinin olusturdugu boliimde yer alarak gelisim siireci igerisinde liimene
dogru ilerlerler (Karagoz, 2002). Spermatosit fazinda spermatogonyumlar ile primer
spermatositler Mayoz I asamasindadir. Gelisim siireci ilerledik¢e hiicre hacimleri
artar. Cekirdek morfolojileri de mayoz boliinmenin profaz asamasma uygun
Ozellikler gosterir. Primer spermatositler 1. Mayoz bolinmesini tamamlayarak
sekonder spermatositleri olusturur. Sekonder spermatositte 2. Mayoz béliinmesini

tamamlayarak spermatidleri meydana getirir. Mayoz boliinme ile elde edilen sonuglar
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sunlardir; Spermatozoonlardan her biri, homolog kromozom ¢iftlerinin yalnizca bir
temsilcisini igerir, maternal ve paternal kromozomlar yavru hiicrelere rastgele dagilir
ve krossing over ile genetik cesitlilik artar (Delilbagi, 2008). Spermin farklilagma
asamalarindan olan spermatid fazi 3. fazdir ve sekonder spermatositlerin 2. Mayoz
boliinmeyi tamamlamasiyla olusan spermatidlerin gecirdigi morfolojik degisiklikleri

kapsar. Bu déneme spermiyogenez veya spermiyomorfogenez denir.

4.1.2.3. Spermiyogenez (spermiyomorfogenez)

Spermiyogenez, spermatozoon {iiretiminin en son agamasi ve spermatidlerin
erkek deoksiriboniikleik asidini (DNA) ovuma aktarmak igin spermatozoona
dontisme siirecidir. Bu evrede hiicre boliinmesi gerceklesmez. Spermatidler, Sertoli
hiicreleri arasinda tiibiil liimene en yakin bulunan hiicrelerdir. Gelisimlerinin ileriki
sathalarinda Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmalarina gdmiilii vaziyette bir seri
yapisal degisiklikler gecirdikten sonra spermiyumlara doniiserek tiibiil liimenine
salimirlar. Bu yapisal degisiklikler akrozom olusumu, flagellum sekillenmesi,
kromatin yogunlagsmasi ve fazla sitoplazmanin atilmasidir. Spermatidin, Golgi
kompleksinde olusan vezikiillerin 6n kisma dogru hareket etmesiyle akrozomal kepi
olusturur. Bu kep igerisinde akrozomal enzimler yer alir ve bu enzim fertilizasyon
sirasinda  aktifleserek  oosit  ¢evresindeki yapilarin  eritilmesini  saglarlar.
Spermiyogenez; Golgi evresi, kep evresi, akrozomal evre ve olgunlasma evresi
olmak iizere 4 evreden olusur ( Delilbasi, 2008 ).

Golgi evresi: Spermatidin sitoplazmasinda ¢ekirdek yakininda belirgin bir
golgi kompleksi, mitokondriyonlar, bir ¢ift sentriol, serbest ribozomlar ve diiz
endoplazmik retikulum bulunur. Spermatidin endoplazmik retikulumunda iiretilen
hidrolitik enzimler golgi kompleksine iletilip, ¢esitli degisiklikler gecirerek golgi
kompleksinin trans yiiziinden “proakrozomal graniil“ adi verilen PAS(+) graniiller
halinde salinirlar. Bu graniillerin birlesmesiyle olusan akrozomal vezikiiller, ¢cekirdek
zarina yapisik halde olup, ayni spermin 6n kutbunu belirlerler. Bu evrede sentrioller,
cekirdek bolgesinden uzaklasir ve olusan akrozomun karsi tarafinda hiicre ylizeyine
yakin bir konuma yerlesirler. Bir tanesi flagellumun aksonemini ( 9 ¢ift periferde, 2
tane merkezde mikrotubuus yapisit igeren, kuyruk iskeleti) olusturmak iizere

akrozomal bolgenin kars1 kutbunda konumlanir (Junqueira and Carneiro 2006, Ross,
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2006).

Kep (sapka) evresi: Akrozomal vezikiil genisleyerek biiyiir, ¢cekirdekle temas
ettigi yerden baslayarak, cekirdegin 6n kismini yariya kadar bir basglik gibi sarar.
Akrozomal vezikiil son biiyiikliigiine ulastiginda hidrolitik enzimleri i¢eren akrozom
adin1 alir.

Akrozom evresi: Ozel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom igerisinde
hyaliironidaz, akrozin, asit fosfataz ve tripsin benzeri proteazlar gibi hidrolitik
enzimler yer alir. Bu yiizden akrozom 6zellesmis bir lizozom gibi iglev goriir. Bu
enzimlerin, oositi ¢evreleyen korona radyata hiicrelerini birbirinden ayirdig1 ve zona
pellusiday: sindirdigi bilinmektedir. Spermatozoonlar bir oosit ile karsilastiginda,
akrozomun dis zar1 bircok bdlgede spermatozoonun plazma zari ile kaynasarak
akrozom enzimlerinin hiicre disina bosalmasini saglar. Bu islem ‘akrozom
reaksiyonu’ olarak bilinir. Bu reaksiyon dollenmenin ilk basamaklarindan biridir
(Jungueira and Carneiro 2006, Ross, 2006).

Spermiyogenezin bu evresinde, spermatid seminifer tiibiiliiniin tabanina
dogru yonelir ve aksonem liimene dogru uzanir. Ayrica, ¢ekirdek uzar ve daha yogun
bir hale gelir. Aym1 zamanda sentriyollerden biri geliserek kamgciyr olusturur.
Mitokondriyumlar da kamg¢inin proksimal kismi etrafinda toplanarak ‘orta parga’ adi
verilen kalinlasmis bolgeyi olusturur. Bu bdlge, spermatozoon hareketlerinin enerji
kaynagimi olusturur. Kamg¢i1 hareketi, mikrotiibiiller, Adenozin trifosfat (ATP) ve
dinein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin etkilemesi sonucunda olugur
(Jungueira and Carneiro 2006, Ross 2006,).

Olgunlagma evresi: Spermatidlerin arasindaki protoplazmik kdopriilerin
ortadan kalkmasiyla olusan artik cisimcik adi verilen sitoplazmik kisimlar Sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilirler. Spermatitteki degisiklikler sonucunda tiire has
genetik Ozellikleri tagiyan olgun fakat hareket ve dolleme yetenekleri olmayan
spermatozoonlar gelisir. Bu spermatozoonlar tiibiil liimenine birakilir. Bu olaya
spermiasyon denir. Spermiasyon olayiyla Sertoli hiicrelerinden ayrilip seminifer
tiibiil limenine gecen spermatozoonlar, morfolojik olarak olgun germ hiicresi
olmasma ragmen, fonksiyonel olarak heniiz olgun degildir. Hareket yeteneklerini
yardimcr bezlerin salgilar1 ile duktus epididimiste ve dolleme yeteneklerini disi

genital kanallarinda kapasitasyon gegirerek kazanirlar.
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4.1.2.4. Spermatogenezi etkileyen faktorler

Spermatogenez, hipofizden salgilanan FSH ve LH hormonlarinin testis
hiicreleri tizerindeki etkisine baglidir. Bu hormonlar, spermatogenez serisindeki
hiicrelerin normal gelisimi igin gerekli olan testosteron iiretimini uyarir. FSH’in
Sertoli hiicreleri iizerinde etkili oldugu, siklik adenozin monofosfat (cAMP)
diizeylerini arttirdig1 bilinmektedir. Ayrica, androjen baglayici protein sentezini ve
salgisin1 da uyarir. Bu protein, testosteronu baglayarak seminifer tiibiillerin limenine
tagir. Spermatogenez testosteron araciligl ile uyarilir, dstrojenler ve progesteronlar
tarafindan baskilanir (Junqueira and Carneiro 2006, Ross, 2006).

Ortalama viicut sicakligmmin (37°C) altindaki sicakliklarda gergeklesen
spermatogenezin diizenlenmesinde sicaklik ¢cok Onemlidir. Spermatogenez i¢in 35
°C’lik bir sicaklik kritiktir. Bu sicaklik, spermatik arteri saran venlerin olusturdugu
pampiniform pleksus tarafindan skrotumda saglanir ve sicakligi dagitmak i¢in ters
yonlii akimla 1s1 degisimi gorevi goriir. Sicaklik 35 °C’nin altina diistiigiinde,
spermatik kordondaki kremaster kasinin ve skrotal kesenin dartos kasinin kasilmasi
sicakligi arttirmak igin testisi karin bosluguna yakinlastirir. Spermatik kordon
venlerinin anormal genlesmesi nedeniyle olusan varikoselin bir sonucu
spermatozoon iiretiminde azalmadir (Kierszenbaum, 2006).Testisin inisindeki
bozukluk olan kriptosidizm’de testisler 37 °C*de kalir ve spermatogenez inhibe olur

(Kierszenbaum, 2006).

4.1.2.5. Spermatozoon kapasitasyonu ve hareket kazanmasi

Spermatozoon hiicreleri epididimisten ayrilincaya kadar hareket kazanmazlar.
Disi ilireme sistemine gectikten sonra, spermatozoonlar kapasitasyon gecirerek
dolleme yetenegi kazanir. Kapasitasyon; spermatozoon motilitesi (hiperaktivasyon),
spermatozoon yiizey degisiklikleri, akrozom reaksiyonu ve oosit-sperm fiizyon
olaylar1 seklinde gergeklesmektedir ( Ziilfikaroglu ve ark., 2010). Kapasitasyon
sonrasi spermatozoonlarda morfolojik degisiklik gézlenmez, ancak daha aktif hale
gelirler. Spermatozoonlarin kapasitasyonu uterus ya da uterin tiiplerin i¢cinden gectigi
sirada buralardan salgilanan maddeler yardimiyla olur (Moore and Persaud, 2009).

Insanda yaklasik 7-8 saat siiren kapasitasyon olay1 ile spermatozoonun akrozomal
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ylizeyini kaplayan plazma membrani iizerindeki glikoprotein kiliflar1 ve seminal

plazma proteinleri tamamen ortadan kaldirildiktan sonra akrozomal reaksiyon baglar.

4.1.2.6. Akrozom reaksiyonu

Akrozom, spermatogenez sirasinda golgi kompleksinden kdken alan bir yap1
olup, spermin oosit ile temasi sonucu akrozom reaksiyonunu baslatmaktadir. Sperm
ile ovumun yiizeysel tutunmasi, ovumdaki fertilizin ve spermdeki antifertilizin
reseptoOrlerinin ekilesimi tiire 6zeldir. Sperm zona reseptdrlerinin oosit membran
proteini olan zona pellusida ile temas1 sonucu kalsiyum (Ca*?) kanallari agilirken,
oosit kumulus hiicrelerinden salinan progesteronun, sperm membranindaki GABA
reseptorleriyle temasi sirasinda klor (CI) kanallar1 agilmaktadir. Ayrica sperm
membranindan H' ayrilmasiyla pH artis1 gergeklesirken, fosfolipaz A2 (PLA;) artist
ile arasidonik asit, lysofosfatidilkolin ve platelet-aktive edici faktor artisi
gerceklesmektedir. Spermatozoon i¢ ve dis akrozomal membrani arasinda akrozomal
enzimler olarak bilinen hyaliironidaz, akrozin, néraminidaz ve tripsin benzeri
maddeler yer alir. Oosit plazma membrani ile spermatozoon dig akrozomal
membraninin birlesmesiyle, ekzositoz sonucu hidrolitik vezikiiller dig ortama salinir.
Serbest birakilan ilk enzim, hiyaliironidazdir. Hiyaliironidaz spermatozoonun, korona
radiata tabakasini ge¢mesini saglarken, akrozin ve tripsin benzeri maddeler zona
pellusiday1 eriterek, spermatozoonun oosite ulagsmasina olanak verir (Ziilfikaroglu,
2010). Spermatozoonun kapasitasyonu sonucu olusan hiperaktivasyon ile oosit
membraninda meydana gelen penetrasyon yarigindan spermatozoon girisi

gerceklesir.

4.1.3. Olgun spermatozoon

Olgun bir spermatozoon bas, boyun ve kuyruk bolgesinden olusur. Toplam
uzunlugu yaklasik 60 pm kadar olan spermatozoon bas kisminin boyu 3-5 um, eni 2-
3 wm dir. Bas boliimiiniin biiyilk kismin1 yogun ve kompakt yapidaki nukleus
kaplamaktadir. Asin esas gorevi DNA materyalini tasimak ve korumaktir. Bu
yapilar1 saran akrozom bulunmaktadir. Akrozom bas ve ekvatoryal bolge olmak

tizere iki kisma ayrilmaktadir. Boyama yogunluguna bagli olarak akrozom sperm
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basinin  %40-70’ini kaplayan oval yapida goriilmektedir. Spermatidin Golgi
cisimciginden olusan akrozomal yapi, fertilizasyon ic¢in gerekli hyaliironidaz ve
proakrozin gibi hidrolitik enzimle igcermektedir. Ovumun fertilizasyonu sirasinda
akrozomal membranin oosit plazma membrani ile birgok bolgeden birlesmesi ile
akrozom reaksiyonu olusmakta ve enzimatik yap1 serbest kalmaktadir (Gartner and
Hiatt 2007). Akrozomal bolgede vakuoller de bulunmaktadir.

Boyun bdlgesinin uzunlugu yaklasik 0,3 um olup, yapisinda segmentli
kolonlardan olusan baglant1 parcasi ve proksimal sentriol bulunur. Proksimalde iki
¢ift boliinmiis siitun, 2 major ve 2 mindr siitun olusturup basin alt kisminda
birlesirler. Distal sentriyol ise spermiogenezin ileri evrelerinde ortadan kalkmaktadir.
Bunlar aksonemin olusumu sirasinda 6nemli bir rol oynar. Proksimal sentriyol 9 adet
ticlii dis mikrotiibiil igerir. Ortada ise mikrotiibiil ¢ifti yoktur.

Spermin hareketini saglayan kuyruk kismi ise 45 pm uzunlugunda ve 0.4-0.5
pum capindadir. Kuyruk spermatozoonun hareketini saglar ve fertilizasyonun
gerceklesecegi bolgeye gitmesine yardim eder. Orta parga, esas par¢a ve son parga
olmak iizere ii¢ boliimden olusur. Kuyrugun orta pargasi 5-9 um uzunlugunda, 1 pm
capindadir. Boyun ile esas parga arasinda uzanir. Orta parga olusturan aksonem ve
dis yogun fibrillere ek olarak helezon tarzinda dizilmis biiyilk mitokondrilere
sahiptir. Aksonemin ¢evresinde 9 adet dis yogun lifler, bunlarin etrafinda kuyruga
enerji saglayan spiral tarzda diizenlenmis mitokondriler yer alir. Kuyrugun sonuna
dogru dis yogun lifler incelerek kaybolur. Esas par¢a kuyrugun en uzun pargasidir ve
yaklasik 45um uzunlugundadir. 7 dig kalin lifle sarili, aksonem ve bunlari ¢evreleyen
fibroz bir kiliftan olusur. Bu fibroz kilif ve lifler spermin 6ne hareketi sirasinda
mikrotiibiiler kayma ve kivrilma i¢in saglam bir iskelet olustururlar. Esas parga
mitokondri sarmalinin son boliimiiniin altinda yogun bir halka olan annulus adi
verilen son halkadan baslar, mitokondriyon sarmali igermez. Son parca yaklasik 5
um uzunlugunda olup spermin en kisa pargasidir. Dis yogun lifler ve fibréz kilifin
erken sonlanmasi nedeniyle sadece aksonemi igerir, sonuna dogru aksonem

mikrotiibiillerin sayisinda azalma olur (Kierszenbaum, 2006).
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4.1.3.1. Sperm membrani

Spermatozoon membrani, protein, lipid ve karbonhidrat yapisindadir.
Lipidlerin esas gorevi membran yapisini olusturarak stabilizasyonu saglamak,
kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve 00sit-sperm fiizyonunda rol almaktir. Insan
spermatozoonlar1 yiliksek oranda fosfotidil kolin, fosfotidil etanolamin ve
sfingomiyelin icerir. Fosfolipidlerle birlikte kolestrol sperm membraninin
biitiinliiglinii ve impermeabilitesini saglar. Spermatozoon membraninin yapisinda,
mannoz ve glukoz gibi monosakkaridler ile disakkaridler bulunur. Tirozin, tripofan
ve histidin ise esas aminoasit yapisini olusturmaktadir. Spermatozoonlarin
membraninda spesifik antijenler (tirozin Kinaz sp 95, proakrozin, PH-20, PH-30, sp
56, galaktozilt galaktoziltransferaz, spermadezinler, progesteron reseptorii ) disinda,
hiicre- hiicre ya da hiicre-matriks etkilesimini yiiriiten nonspesifik proteinler, matriks
proteinleri ile (Kkollajen, fibronektin, laminin, adezyon molekiilleri) birlikte,
immiinoglobiilinler, kaderinler, selektinler ve integrinler gibi adezyon molekiillerinin

de yer aldig1 gosterilmistir (Ziilfikaroglu, 2010).

4.1.4. Erkek infertilitesinin degerlendirilmesi

Erkek infertilitesinin arastirilmasi sirasinda, erkek sistematik bir sekilde
incelenmelidir. Degerlendirme, anamnez, fiziksel muayene ve ejakulatin
laboratuvarda incelenmesini kapsar. 11k ve temel yontem semen analizidir (Burrows,
Schepterman,  Lipshultz, 2002). Semen incelenmesinde klasik  olarak
spermatozoalarin semen igerisindeki sayisi, motilitesi ve morfolojisi degerlendirilir.
Hastanin Oykiisii ayrintili olarak almmalidir. Erkek infertilitesi degerlendirilirken
tibbi ve iireme Oykiisii, bir ilirolog ya da bu konuda uzman kisi tarafindan yapilmis
fizik muayene ve en azindan iki semen analizi gereklidir. Sonuca gore infertilitenin

etiyolojisine gore ek testler istenebilir.
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4.1.4.1. Semen analizi

Erkek infertilitesi arastirilirken fizik muayene ve anamnezden sonra ilk adim
semen analizidir. Her hastanin en az 15 giin ara ile yapilmis 2 ya da 3 semen analizi

olmalidir.

4.1.4.2. Semen

Semen sivisi, spermatozoonun testis ve epididimis salgisinin, ejakiilasyon
sirasinda  prostat, seminal vezikiiller ve bulboiiretral bezlerin salgilarinin
birlesmesiyle olusur. Sonug olarak, olusan viskozitesi yiiksek sivi “semen” adini alir.
Bu salgida spermatozoon, semen sivisinin %35’ini olusturur. Cinsel birlesme
sirasinda, spermatozoonlari igceren semen, penis araciligiyla disi lireme sistemine
iletilir.

Prostat salgisi, duktus deferens ve disi lireme yollarinin asidik salgilarim
notralize ederek spermatozoonlarin  hareket kazanmasina yardimci olur.
Spermatozoonlar igin gerekli enerji seminal vezikiillerin fruktozdan zengin

salgisindan saglanir (Gartner and Hiatt, 2009).

4.1.4.3. Semenin toplanmasi

Semen Ornegi laboratuvarda hastalar i¢in hazirlanmis olan 6zel odalarda
verilmelidir. Ornek agz1 genis, kapag: kilitli, steril ve poliesterden yapilmis plastik
kaplara alinmalidir. Klasik semen analizi i¢in incelenecek olan ejakulat en az 48
saatlik cinsel perhiz sonrasinda mastiirbasyon ile alinmalidir. Cinsel perhiz siiresi,
sperm konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bundan dolayr 2-7 giinliik cinsel
perhizden sonra spermlerin  epididimiste kalma siireleri  parametreleri
etkileyeceginden cinsel perhiz siiresi 7 giinii gegmemelidir. Perhizi uygun olan hasta
semen Ornegini masturbasyon yoluyla vererek 6rnegin tamamini steril plastik kaba
toplamalidir. Masturbasyondan once ellerin dezenfektan ve sabun ile yikanmamasi
ayrica herhangi bir kayganlastirici iriiniin kullanilmamasi gerekmektedir. Uygun
kosullarda semen O6rnegi alinan kisinin adi-soyadi, 6rnegin verildigi tarih ve saat

yazilip etiket ile kap tizerine yapistirilmalidir.
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4.1.4.4. Semenin makroskopik degerlendirilmesi

Likefaksiyondan hemen sonra ya da ejakiilasyondan sonraki 30 dakika ile
bir saat iginde semenin gozlenmesi ile analize baglanmalidir. Likefaksiyon genellikle
ilk 15 dakika iginde goriilmesine karsin normal semenin likefaksiyonu oda
sicakliginda 60 dakikada tamamlanir. Tam likefaksiyon 60 dakikada olusmazsa
bildirilmelidir. Likefaksiyon sirasinda ornegin diizenli olarak karigtirilmasi homojen
bir 6rnek elde edilmesine yardimci olabilir. Nadiren likefaksiyon olusmayarak semen
degerlendirmesini zorlastirir. Bu tiir vakalarda mekanik karistirma veya enzim ile
¢ozme gerekebilir. Bu wuygulamalar seminal plazma biyokimyasini, sperm
motilitesini ve morfolojisini etkileyebileceklerinden dolay1 raporda belirtilmelidir.

Likefaksiyondan sonra genis agizli (yaklasik 1.5 mm) plastik pipete drnegi
dikkatlice ¢ekerek ve yergcekiminin etkisiyle damlamasini bekleyip damla ile pipet
arasinda olusan ince ipligin uzunlugu gozlenerek viskozitesi 6lgiilebilir. Normal bir
ornek pipeti kiigiik ayr1 damlalar seklinde terk eder. Anormal viskozitelerde bu
uzunluk 2 cm’den daha wuzundur. Yiiksek viskozite sperm motilitesini,
konsantrasyonunu, spermin antikorla kaplanmasini ve biyokimyasal Ol¢timleri
etkileyebilir. Viskoziteyi azaltma yontemleri gecikmis likefaksiyonda kullanilanla
aynidir.

Likefiye olmus normal bir 6rnek homojen ve gri-opelasan bir goriiniime
sahiptir. Sperm konsantrasyonu ¢ok diisiikse 6rnek daha az opak goriiniir. Renk,
Ornegin eritrosit varsa (hemospermi) kirmizi-kahverengi, hastanin sarilig1 varsa veya
baz1 vitaminlerin ve ilaglarin kullanimi ile sar1 olabilir. Ejakiilatin hacminin
olusumuna agirlikli olarak seminal vezikiil, prostat salgilari, bir miktar bulboiiretral
bezler ve epididim katkida bulunur. Total sperm hiicresi ve sperm olmayan
hiicrelerin sayisinin hesaplanmasinda kullanilacagi i¢in hacmin hassas bir sekilde
Olgiilmesi gerekir. Semen hacmi i¢in en diisiik referans degeri 1,5 ml’dir (WHO,
2010).

Diisiik semen hacimleri, ejakiilatuvar kanal obstriiksiyonu veya seminal
vazikill gelisiminin yetersiz oldugu konjenital bilateral vas deferens agenezisinin
karekteristigidir. Hacmin diisiik olmasi ayni zamanda Ornek toplama problemi,
parsiyel retrograd ejakiilasyon ve androjen eksikligini de gosterebilir. Yiiksek semen
voliimleri aksesuvar bezlerin aktif inflamasyonunda gozlenen aktif eksudasyonun bir

yansimasi olabilir. Semen hacmi 1 ml veya daha az ise hipospermik, 6 ml’den daha
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fazla ise hiperspermik olarak adlandirilir. Seminal sivinin tam yokluguna ise aspermi
denilmektedir (Delilbasi, 2008).

Semen pH’s1 7,2 ile 8 arasinda olmalidir. Olgiimiin ge¢ yapilmas: halinde
seminal plazmanin salgiladigi CO, nedeniyle pH artabilir. Normalde pH degerinin 8
lizerine ¢ikmasi akut enfeksiyonlarin gostergesi iken, pH 7’nin altinda olmasi
azosperminin yani sira bosaltim kanallarmin obstriiksiyonu ve aksesuar bezlerin
agenezini diistindiiriir (De Jonge et al, 2004).

Normal semen ¢ok az miktarda viskozdiir, ancak kronik enfeksiyonlardan
kaynakl1 viskozitesi artabilir. Ejakiilasyondan 5-40 dk sonra semen once koagiile
sonra da likefiye olur. Koagiilasyondan vezikiila seminalisten salinan proteinokinaz
enzimi, likefaksiyondan ise prostat ve Cowper bezinin sekresyonundaki proteolitik
enzimler sorumludur. Likefaksiyonun geciktigi durumlarda semenin laboratuvarda

tekrar ¢ozlinmesi saglanarak mikroskobik incelenmeye alinmalidir (Gokge, 2011).

4.1.4.5. Semenin mikroskobik degerlendirilmesi

Taze semen degerlendirmesi icin faz-kontrast mikroskobisi onerilir. ilk
mikroskobik degerlendirme sirasinda konsantrasyon, motilite, mukus iplikleri
formasyonu, sperm agregasyon ve agliitinasyonu ve spermden farkli hiicresel
elemanlarin degerlendirmesi yapilabilir. Ornek iyi karigtirilmamigsa genis agizh
plastik bir pipete 10 kez aspire edilmesi ile 6rnek karistirilabilir. Spermlere hasar
verebileceginden dolay1 yliksek hizli karistiricilar kullanilmamalidir. Semenin hacmi
ve lamel boyutlarinin da standart olmasi gerekir. Bdylece analizler her zaman
derinligin yaklasik 20 pm’de sabit oldugu preparatlarla yapilmis olur. Derinligin 20
pm’nin altinda olmasi spermlerin rotasyonel hareketini zorlayabilir.

Sperm saymmi i¢in hemositometre, microcell, CellUV, Standard Count,
Makler gibi ¢esitli sayim kamaralar1 kullanilmigtir. Glinlimiizde yaygin olarak
Makler sayim kamaras1 kullanilmaktadir. Makler kamarasi, icerisinde 100 karelik
alan bulanan sayim kamarasidir ve bu alanlar icindeki spermler sayilarak
degerlendirmelerde yapilir. Dogru bir sonug alabilmek igin en az 10 karede sayim
yapilir ve saptanan say1 ile 108 ile carpilarak (x 10° /ml) sperm sayis1 belirlenir.
Makler kamarasiyla degerlendirme yapilirken kamara 1sistnin 37°C  olmasi,

kamaraya koyulan ejakiilat miktarmin 10ul ’yi gecmemesi ve hava kabarcigi
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kalmamasi 1yi sonug¢ almabilmesi i¢in gereklidir (Delilbasi, 2008). 10 ul semen
sayim kamarasi tizerine konur.

Hareketsiz spermlerin birbirleriyle, mukus iplikleriyle debris veya sperm
olmayan hiicrelere yapigsmasi sonucu olusan nonspesifik agregasyon gozlenirse
kaydedilmelidir. Hareketli spermlerin birbirlerine bas-bas, kuyruk-kuyruk veya mikst
sekilde yapismalarina agliitinasyon denir ve bu izole form, orta, ¢cok ve siddetli
olmak tizere derecelendirilebilir (1-4 arasi).

Agliitinasyon, agregasyondan ve hareketli spermlerin debris veya sperm
dis1 hiicrelere yapismasindan ayirt edilmelidir. Agliitinasyon olmasi infertilitenin
nedeninin immiinolojik oldugu icin yeterli kanit degildir ama antisperm antikor
caligtlmasint ve daha ileri incelemelerin yapilmasini diislindiirebilir. Siddetli

agliitinasyon sperm motilite ve konsantrasyon degerlendirmesini etkileyebilir.

Sperm sayimi

“Total sperm sayisi” ve “sperm konsantrasyonu” terimleri ayni degildir.
Sperm konsantrasyonu her bir tinite semen voliimii bagina diisen sperm sayisini ifade
ederken total sperm sayisi tiim ejakiilattaki sperm sayisini ifade eder. Total sperm
sayist semen analizi sirasinda hesaplanan sperm konsantrasyonundan elde edilir
(Slama et al., 2002). Ejakiilattaki total sperm sayisi ve sperm konsantrasyonu
dolleme yetenegi, gebelik olusumuna kadar gecen siire ve gebelik oranlar ile
iliskilidir. Normal bir erkekte obstriiksiyon yoksa ve cinsel perhiz siiresi ¢ok uzun
degilse total sperm sayisi testis voliimii ile dogru orantilidir ve bu da testislerin sperm
tiretme yetenegini ve yolun saglamhigmi gosterir.( MacLeod and Wang, 1979)
Seminal vezikiil ve prostat salgilarinin miktarindan etkilenebilen sperm
konsantrasyonu ise fertilizasyon ve gebelik oranlari ile iligkilidir ancak testis
fonksiyonunu degerlendirmek icin ozgiin degildir (Eliasson, 1975). Ornekte
mikroskopla hi¢ sperm goriilmediyse yeni bir taze preparat hazirlanir. Yine sperm
goriilmezse azoospermiden siiphelenilebilir. Ornek 3000 g’de 15 dakika santrifiij

edilir ve sperm hiicresi tespit edilirse kriptozoospermi, goriilmezse azoospermi denir.

19



Sperm motilitesi

Fertilizasyonda sperm sayist kadar motilite de Onemli parametrelerden
biridir. Sperm motilitesi kuyrugun anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiine, enerji
ireten sistemin yeterliligine, 1s1 ve siire gibi faktorlere baghdir. Motilite
degerlendirilmesi ejakiilasyondan sonraki ilk bir saat i¢inde, tercihen likefaksiyondan
sonraki 30 dakikada igerisinde degerlendirilmelidir. Taze hazirlanmis preparatlarin
stabil hale gelmesi i¢in yaklasik bir dakika bekletilir.

Motilite degerlendirmesi faz kontrast mikroskopta 200-400 biiyiitmede
yapilir. Sperm motilitesi 37°C’de 1sitilmig tabla iizerinde veya oda sicakliginda
bakilabilir. Farkli motilite kategorilerindeki spermlerin oranlarin1 hesaplayabilmek
igin en az bes mikroskopik alanda en az 200 sperm hiicresinin degerlendirilmesi
gerekir. Ayn1 semen Orneginden hazirlanmis baska bir preparatta tekrar 200 sperm
sayilip birbirinden bagimsiz bir sekilde motilite yiizdeleri kiyaslandiginda kabul
edilebilir farklilik oranlar1 varsa isleme devam edilir. Biiyiik farklar varsa bu
durumda yeni preparat hazirlamak gerekir. Fokal bir mikroskop diizleminde
gratikiille belirlenmis ¢izgilerin sinirladigi alanda ya da sperm sayisi azsa tiim alanda
sperm hiicreleri sayilarak motilite degerlendirilir. Motilitenin degerlendirmesi i¢in
spermleri progresif hareketli, non-progresif hareketli ve hareketsiz seklinde

siniflandiran basit bir yontem tavsiye edilir (Giinalp, 2002).

Progressif hareket: Sperm hiicresi dogrusal ya da genis bir dairesel diizlemde hizdan
bagimsiz olarak ilerleyici bir sekilde hareket eder.
Non-progresif hareket: Ilerleyici olmayan hareketlerin tamamin1 igerir. Ornegin ¢ok
kiiciik daireler seklinde, kuyrugun hareketiyle bas kisminin ¢ok zor olarak yer
degistirmesi, sadece kuyrugun hareket etmesi gibi.

Hareketsiz: Hig hareketin olmamasi.

Sperm morfolojisi

Semen analizindeki bir diger kriter ise spermin yapisal Ozelliklerinin
incelemesine dayanan morfolojik siniflandirmadir. Degerlendirmede bir¢ok kriter
kullanilmasina karsin en fazla kullanilanlar Diinya Saglik Orgiitii (WHO) laboratory

manual kriterleri ve Kruger’in kesin kriterleridir. Sperm morfolojisi degerlendirmesi,
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semende elektron mikroskop ile veya faz kontrast mikroskop ile spermleri gesitli
yontemlerle boyayarak yapilabilir (Delilbasi, 2008). Boyama ydntemi olarak
Papanicolaou, Shorr ve Diff-Quick boyama yontemleri tavsiye edilen yontemlerdir.
Boyali1 preparatlar x100 biiyiitmeli objektif kullanilarak immersiyon yag1 yardimiyla
incelenir (Gokge, 2011).

Sperm canlihigi

Sperm canlilig1 hiicre membrani biitiinliigiiniin degerlendirilmesi esasina
dayanir ve progresif hareketli sperm oraninin %40’dan az oldugu durumlarda
ozellikle 6nemlidir. Ayn1 zamanda bu testle hareketlilik degerlendirmesinin dogru
yapilip yapilmadigr da kontrol edilebilir. Canli olmayan hiicrelerin sayisi1 hareketsiz
olan spermlerin sayisint agsmamalidir. Normalde canli hiicrelerin sayist motil
hiicrelerden fazladir. Canli spermlerin oran1 boya ekskliizyonu ya da hipoozmotik
sisme yontemleri ile hiicre zar1 saglam olanlarin degerlendirilmesi ile hesaplanabilir.
Boya ekskliizyonu metodu 6lii hiicrelerde hasarlanan plazma zarinin bazi boyalar
almas1 prensibine dayanir. Bu yontem eosin nigrosin veya sadece eosin boyalari
kullanilarak yapilabilir. Hipoozmotik sisme ise sadece saglam membrani olan
hiicrelerin hipotonik soliisyonlarda sismesi prensibine dayanir. Is1 degisikligi ve
dehidratasyonun sperm canlilig1 iizerine olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla
likefaksiyondan sonraki 30 dakikada ya da ejakiilasyondan sonraki ilk bir saat iginde
canlilik degerlendirilmelidir. Hareketsiz spermlerin canli olup olmadiklar1 klinik
acidan oOnemlidir. Canlilik degerlendirmesinin sonuglari ayni semen Orneginin
hareketlilik sonuclariyla birlikte degerlendirilmelidir. Canli ama hareketsiz
hiicrelerin biiylik oranda bulunmasi kuyruktaki yapisal defektlerin gostergesi olabilir.
(Chemes and Rawe, 2003) Hem hareketsiz hem de 6lii hiicrelerin (nekrozoospermi)
yiiksek oranda bulunmasi ise epididimal bir patolojinin gdstergesi olabilir.( Correa-

Perez et al., 2004)

4.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron

tasiyan, yiiksek enerjili atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Bast et al.,
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1991; Halliwell ve Gutteridge, 1985; Nawar, 1996). Reaktif oksijen tiirleri (ROS),
yiiksek derecede reaktif oksijenlenmis ajanlara sahip serbest radikaller sinifidir
(Aitken and Clarkson, 1988). Organizmada gegis metallerini (Fe** ve Cu* gibi
metaller) i¢ceren enzimler vasitasiyla molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi ile
oksidasyon reaksiyonlari meydana gelmektedir (Halliwell and Gutteridge, 1999).
Sonug olarak, nikotinamit adenin diniikleotit (NADH) ve nikotinamit adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) oksijenden reaktif oksijen ara {irlinlerinin meydana
gelmesine yol agmaktadir. ileri derecede reaktiftirler ve doymamis yaglarda,
proteinler ve DNA’da ciddi kimyasal degisikliklere neden olurlar. ROS'lar
reperfiizyon hasari, kanser, inflamatuvar hastaliklar ve yaslanma gibi cok sayida
patolojiden sorumlu tutulmuslardir (Lenzi et al., 1998). Molekiiler oksijen, biradikal
dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma
egilimindedir. Reaktif oksijen tiirleri, normal oksijen metabolizmasi1 sirasinda az
miktarda olusan siiperoksit radikali (O2¢), hidrojen peroksit (H,O) ve hidroksil
radikali (OHe)'dir. Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest
radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik
radikaller (Re), peroksit radikalleri (ROO- ), alkoksi radikalleri (RO«), tiyil
radikalleri (RSe), siilfenil radikalleri (RSO¢), tiyil peroksit radikalleri (RSO,¢) gibi

cesitli serbest radikaller olustururlar.

4.2.1. ROS’un hiicresel substratlari

Lipitler; Hiicre i¢i organellerin membranlarinda bulunan lipitler serbest
radikallerin  etkilerine karst en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve poliansatiire (doymamis) yag asitleri (PUFA) serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girer, lipit peroksidasyonu olusturur (Baker and
Aitken, 2005). Lipit peroksidasyonu hiicre membranmin, akiskanligini ve
gecirgenligini bozarak hiicre membranina zarar verebilir. Serbest radikallerin sebep
oldugu lipit peroksidasyonuna "nonenzimatik lipit peroksidasyonu™ denir.

Fagositik  hiicrelerin  uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonuna neden olur. BOylece plazma membranindan arasidonik asidin
serbestlesmesi sonucu serbest radikal iiretimine "enzimatik lipit peroksidasyonu"

denir (Halliwell and Gutteridge, 1999).
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Proteinler; serbest radikallere karsi doymamis yag asitlerine kiyasla daha az
hassastirlar. Serbest radikaller proteinleri dogrudan etkilerken, proteinlerin etkilenme
derecesini amino asit igerikleri belirler. Doymamis bag ve kiikiirt i¢eren triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler
serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler (Devasagayam et al., 2003).

Serbest radikaller, yapisal proteinlerin fonksiyonunu ve enzim aktivitesini
engelleyerek birgok proteinin hasarina neden olabilir. Reaktif oksijen tiirlerinin
neden oldugu protein oksidasyonu neticesinde, protein hidroperoksitler gibi kararl
ve yiiksek derecede reaktif iirlinler meydana gelir. Bu iirlinler ile geg¢is metal
iyonlarinin  etkilesimi sonucunda da radikaller olusabilir. Bununla beraber
oksitlenmis proteinlerin bir¢ogu, fonksiyonel olarak dogada inaktiftir ve hizli bir
sekilde uzaklastirilir. Fakat zaman ile kademeli olarak bir miktar birikebilir. Boylece
cesitli hastaliklarin yani sira yaslilik ile iligkili hasarlara da sebep olur (Devasagayam
et al., 2004; Sarma et al., 2010).

Karbohidratlar; Hidroksil gibi serbest radikaller, karbonhidratlar ile
reaksiyona girer ve karbon atomlarinin birinden bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon
merkezli radikal tretirler. Bunlar hyaluronik asit gibi 6nemli molekiillerde zincir
kirilmalarina yol agar (Devasagayam et al., 2004)

Niikleik Asitler ve DNA,; iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller
DNA'y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve oliime yol agarlar. Hidroksil radikali
(OHe-) deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar.
Aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit (H,O,) membranlardan
kolayca gecer ve hiicre ¢ekirdegine ulasir. Sonunda DNA kalict "oksidatif hasara”

ugrar.

4.2.2. Antioksidanlar

ROS olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek icin birgok
savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri”
veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. Antioksidan savunma mekanizmalari
hem intraseliilar (superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, peroksidaz, ferritin) hem de

ekstraseliilerdir (transferrin, laktoferrin, seroloptazmin, haemopexin, haptoglobin ve
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albumin). Antioksidan sistemde enzimatik (stiperoksitdismutaz: SOD, Glutatyon
peroksidaz / Glutatyon reduktaz: GPX / GRD, Katalaz: CAT) ve enzimatik olmayan
(Askorbat, Urat, Vitamin E, Piriivat, Taurin, Hipotaurin) antioksidanlar mevcuttur.
Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.

Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: Siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-GPx), glutatyon S-transferazlar (GST), katalaz (CAT),
mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: Glutatyon, ferritin,
hemoglobin, seruloplazmin, bilirubin, transferrin, sistein, laktoferrin, iirat,
miyoglobin, metiyonin, albiimin, melatonin

Eksojen antioksidanlar sunlardir: p-karoten, E vitamini (a-tokoferol), C
vitamini (askorbik asit), folik asit, mannitol, albiimin, ksantin oksidaz, barbitiiratlar
(Halliwell and Gutteridge, 1999)

4.2.3. Insan semeninde ROS’un kaynag:

Semende ROS kaynagi 16kositler ve spermatozoondur.

Lokosit: Lokositler erkek genital sisteminde mevcut olan enfeksiyon i¢in bir
gosterge olarak kabul edilir.

Diisiik miktarda 16kosit hem normal hem de infertil erkeklerin semenlerinde
bulunabilir. Biitiin infertil erkeklerin %10-20'sinde bulunur. Lokositlerin %60-70'ini
polimorf niikleuslu nétrofiller olusturur. Mikroorganizmalara karsi miicadele
verirken ortama siiperoksit anyonu salarlar ki bu da diger ROS ve iyonlarla
reaksiyona girerek ya da dismutasyon ile hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikali
(OH-) veya hipoklorid gibi diger toksik maddelerin olusmasina neden olur (Halliwell
and Gutteridge, 1999). Enfeksiyon ya da kronik enfeksiyonun mevcudiyeti durumuda
l16kosit, spermatozoona gore 1000 kat daha fazla ROS iiretebilir (Plante et al., 1994).
Bu dozdaki ROS antioksidan savunma sistemini devre disi birakabilir. Serbest
oksijen radikallerinin {iretimi lokositospermik (semen 16kosit kontaminasyonu)
orneklerde anlamli olarak daha fazladir. Eger semende lokosit konsantrasyonu 3
milyon/ml'yi gecerse fertilizasyonda anlamli bozulma gozlenir (WHO, 2010)

Spermatozoon: ROS'un ikinci kaynagi spermatozoonun kendisidir. Somatik

hiicreler gibi insan spermatozoonu da, mitokondrideki elektron transport zincirinin
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yan tiriinii olarak ROS iiretir (Aitken and Clarkson, 1987). Normal fizyolojik sinirlar
igcerisinde kalmakla birlikte ROS, iireme sistemi i¢in gereklidir (Aitken et al., 1995).
Spermatozoon kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve sperm oosit flizyonu sirasinda
faydalanilmak iizere az miktarda siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit spermatozoa
tarafindan tretilmektedir (de Lamirande and Gagnon, 1993).

Spermatozoon H,O;’nin diisiik konsantrasyonuyla inkiibe edildiginde, sperm
kapasitasyonu, hiperaktivasyonu, akrozom reaksiyonu ve oosit fiizyon yetenegi
kazanmasi ile fertilizasyon yeteneginin stimiile edilebildigi gosterilmistir (Aitken and
Krausz, 2001). Epididimisteki henliz maturasyonunu tamamlamamis olan
spermatozoon, erken evre spermatositler ve yuvarlak ve uzamis spermatidlerden
daha fazla ROS iiretir (Aitken and Krausz, 2001). Matiirasyonu tamamlanamayan
spermatozoon spermiyogenezin son evresinde fazla sitoplazma artigini atamaz.
Sonugta spermatozoon normalden daha fazla ROS iiretir ve oksidatif stres

belirtilerine sebep olur.

4.2 4. Oksidatif stres ve erkek infertilitesi

Spermatozoonun plazma membrani yiiksek oranda doymamis yag asitleri,
sitoplazmas1 da diisiik oranda antioksidan sistem enzimleri igerdiginden ROS’un
etkilerine kars1 normal hiicrelerden daha hassastir (Sikka, 2004). Normal kosullarda
serbest oksijen radikallerinin tiretimi ve antioksidan sistem arasinda bir denge vardir
(Sikka et al., 1995).

Hidrojen peroksit (H,O,), nitrik oksit (NO), peroksinitrit gibi ROS’un,
spermatozoada fazla miktarda bulunmasinin, erkek infertilitesiyle iliskili oldugu
bildirilmektedir (Pasqualotto et al., 2001). Yapilan arastirmada infertil erkeklerin
semen Ornekleri degerlendirildiginde %25-40’1nda yiiksek ROS tespit edilmistir (de
Lamirande and Gagnon, 1995). Bunun da spermatozoon morfoloji ve motilitesini
olumsuz etkiledigi gosterilmistir (Moein and Dehghani, 2007) Oksidatif stresin erkek
infertilitesindeki ~ 6nemi, 1943’te John MacLeod’un yiiksek  oksijen
konsantrasyonunda inkiibe edilen insan spermatozoonlarin hareketliliginin ¢ok hizl
bir sekilde diisiis gOstermesi ve katalazin kiiltiir ortamina ilave edilmesi ile de
arttigin1  gostermesinden beri bilinmektedir (Aitken and Krausz, 2001). Erkek

faktorlii infertilitede, oksidatif stres siiresince temel degisikler sonucunda
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spermatozoon DNA’sinda biitiinliik hasari, kromatin ¢apraz baglanmalar1 ve DNA
fragmantasyonu olusur. (Agarwal and Said, 2003). Spermatozoonda ROS toksisite
mekanizmasi lipit peroksidasyonuyla baglar. Lipit peroksidasyonu, doymamis yag
asitlerince zengin membranin biitiinligiine ve akigskanligin1 bozarak yap1 ve islevinin
bozulmasina sebep olur (Allamaneni, 2005). Spermatozoonda ROS'un etkisinin ilk
gostergesi flagellar salinim sikliginda progressif bir azalma olmasidir ve motilitenin
azalmasiyla sonuglanir. Bu etki hiicre i¢i Adenozin Trifosfat (ATP)
konsantrasyonunun diismesine baglidir ve aksonem proteinlerinin cAMP-protein
kinaz A-bagimli yolla fosforilizasyonunda bozulmaya yol acan bir takim olaylar

zinciri tarafindan tetiklenir.

4.2.5. Spermatozoon antioksidan sistemi

Seminal plazma ve spermatozoa, oksidatif strese karsi oldukca etkin bir dizi
koruyucu antioksidan mekanizmaya sahiptirler. Seminal plazma; superoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi bir takim yiiksek molekiil agirlikli
enzimatik antioksidan icerirler. Bu enzimlerdeki eksikligin sperm DNA hasarina ve
erkek infertilitesine neden oldugu gosterilmistir (Lewis et al., 1995). Seminal sivi
ayni zamanda askorbik asid, alfa tokoferol, piruvat, glutatyon, L- karnitin, taurin ve
hipotaurin gibi seminal antioksidan kapasitenin biiyiik kismini olusturan enzimatik
olmayan antioksidanlari igerir. Bunun yani sira; seminal plazmanin degisik oranlarda
oksidatif strese karsi etkili oldugu one siiriilen iirat, piruvat, albumin, melatonin,
beta-karoten ve ubiquinol igerdigi gosterilmistir. Ayrica, prostaglandin D2 sentaz
gibi lipokalinlerin, lipid peroksidaz fiirlinlerini ayirarak oksidatif hasara karsi

koruyucu olabilecegi gosterilmistir (Zini et al., 2009).

4.2.6. Yardimh iireme teknikleri (YOUT) ve ROS

Yardimli sireme tekniklerinde in vitro spermatozoon hazirlama islemleri,
immatur ve anormal spermatozoon ve lokosit kontaminasyonu yiiksek ROS
{iretimine neden olmaktadir. Ik kez Aitken tarafindan in vitro ortamda spermatozoon

hazirlanmasi yardimli ireme teknikleri sirasinda kemulimiinisans metot kullanilarak
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ROS iiretiminin arttig1 bildirildi (Mortimer, 2000). Seminal plazma spermatozoonu
oksidatif stresten koruyacak onemli miktarda antioksidan giice sahip oldugundan,
spermatozoon seminal plazma icerisinde kaldig: siirece, 16kositosperminin yaratacagi
oksidatif stresten bir dereceye kadar korunabilecektir. Ejakulat yikanmasi
durumunda, seminal plazma uzaklastirilmis olacagi i¢in oksidatif stres etkin hale
gecer ve spermatozoon fonksiyonlar1 da bozulmaya baslar (Aitken and Clarkson,
1988). Yardimli Ureme Teknikleri laboratuvarinda spermatozoon hazirligs igin cesitli
medyumlar (tampon  soliisyonlar1) ve santrifiij kullanilmaktadir. YUT
laboratuvarindaki baglica ROS kaynaklar1 agagidaki gibidir.

Oksijen konsantrasyonu: Var olan herhangi bir aerobik ¢evre enzim
aktivitesini ve ROS salimimini arttirabilir. Daha 6nce de bildirildigi gibi in vivoda
erken embriyo gelisimi diisiik oksijen gerilimli mikrogevrede gerceklesir. Bu diisiik
oksijenli ortamm YUT uygulamalarinda da taklit edilmesi gebelik sonuglarmin
tyilestirilmesine yardimci olur. Daha onceki calismalarda da bildirildigi gibi,
atmosferik oksijen konsantrasyonundaki embriyo kiiltlirlerinde, diisiik oksijen
konsantrasyonundaki embriyo kiiltiirlerine gore daha fazla DNA fragmantasyonu
gelismektedir. Bir baska prospektif randomize calismada, Kasterstein 258 hastaya ait
oositleri iki gruba bolerek, bu gruplarda %5 ve %20 oksijen konsantrasyonundaki
embriyo gelisimini ve klinik sonucglar1 gézlemlemistir. Elde edilen sonuglara gore
%35’lik oksijen konsantrasyonunda, %?20’lik konsantrasyona gore 3. giindeki iyi
kaliteli embriyo sayisi, implantasyon orani, klinik gebelik oran1 ve canli dogum
oranindan istatistiksel olarak anlamli artis bildirilmisir.

Istk : YUT prosediirleri esnasinda goriilebilir 151k, ROS salinimini tetikleyip,
endojen ROS kaynagi gibi islev gorebilir. Oositlerin ve embriyolarin goriiniir 1518a
maruziyetinin minimuma indirilmesi, daha iyi gebelik sonuglarinin alinmasinda
yardimct olabilir. Daha detayli ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ olmakla birlikte,
hayvanlarla yapilan c¢aligmalar gostermistir ki, kisa dalgali goriinii 15181n az
miktarinin koruyucu etkisi bulunmaktadir. Yapilan bir calismada hamster ve fare
zigotlar1 giin 15181, soguk floresan ve sicak floresan 1g13a maruz birakilarak ROS
seviyeleri o6l¢iilmiis ve giin 1518ina maruz kalan zigotlarda ROS ‘un en yiiksek
seviyede oldugunu goézlemlenmistir (Takenaka, 2007). Yine bu ¢alismadaki
zigotlarin transfer edildikten sonraki gelisimleri takip edildiginde 1s18a maruz

birakilmayan kontrol grubundaki zigotlarin en iyi gelisimi gosterdigi bildirilmistir.
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Grotti’nin (2001) yaptig1 ¢alismada ise, goriiniir 15181 etkilerini ve oksidatif strese
sebep olarak hiicre membranlarinda doymamis yag asitleri ve kolesterol
molekiillerine hasar verdigini bildirmistir.

Kiiltiir ortami: Insan oosit ve embriyolarmnin kiiltiiriinde kullanilan mediumun
igerikleri, embriyo kalitesi ve ART basaris1 iizerinde direkt olarak etkilidir. Kiiltiir

2 cu*? gibi metalik iyonlarin varligi, Haber-Weiss ve Fenton

ortaminda Fe"
reaksiyonlart ile hidroksil radikallerinin {iretimine sebep olur ROS miktarini
arttirabilir. Bedaiwy et al., (2004) belirttigine gore kiiltir mediumundaki ROS
seviyesinin artis1 kotii embriyo gelisimi, fertilizasyonda diislis, hiicre boliinmesinin
azalmasi ve fragmentasyonun artis1 ile dogru orantilidir.

pH ve 1s1: pH degisimi protein sentezi, mitokondriyal fonksiyon ve hiicresel
metabolizma gibi hiicresel faaliyetleri dogrudan etkiler. Kiiltiir ortamindaki pH
degisimi sperm motilitesini, oosit maturasyonunu ve embriyo gelisimini olumsuz
yonde etkiler. Inkiibator sicaklig ise insan viicut sicakhigini taklit etmesi gereken
onemli bir degiskendir. Artan sicaklik pH seviyesini diisiiriip ROS indiiklii hiicresel
hasara sebep olabilir.

Santrifiij: Santrifijjleme, sperm hazirlama esnasinda seminal plazma ve 6li
hiicreler, debris, immatur spermatozoa gibi potansiyel ROS kaynaklarini
uzaklastirmak icin uygulanan rutin bir islemdir. Bununla birlikte santrifiijleme
kendisi ROS’un ortaya ¢ikmasina sebep olabilir. Santrifiij siiresi ile ROS {iretimi
arasinda direk bir baglanti vardir. Uzun siireli santrifiijleme yiiksek sicakliklara sebep
olarak sperm parametreleri ilizerinde negatif etkiye sahip olabilir. Woren ve
arkadaslar1 1987°de yaptiklar1 c¢alismalarinda tekrarlanan santrifiij nedeniyle
spermatozoon yikanmasi sirasinda ROS seviyesinin 20-50 Kkat artabildigini ve
spermatozoon fonksiyonlar1 iizerine zararli etkisinin oldugunu gostermislerdir.
Spermatozoonun hazirlanmasi sirasinda seminal plazmanin atilimi burada bulunan
antioksidanlar1 da uzaklastirdigindan ROS’un zarar vermeye devam etmesine neden
olabilmektedir (Tarin et al., 1998).

Kriyoprezervasyon: Kriyoprezervasyon, gamet, embriyo, over ve testikiiler
dokularin 0 °C’nin altindaki sicakliklara diisiiriilmesini saglayan protokolleri igerir.
Kriyoprotektanlarin ve optimize edilmis protokollerin kullanilmasina ragmen,
vitrifikasyon ve ¢6zme gibi islemler spermin yapisini ve biitlinliigiinii bozmasina

sebebiyet verecek kadar strese maruz birakabilir. Kriyoprezervasyon lipit
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peroksidasyonunun bir sonucu olarak membran hasarina, DNA fragmentasyonuna,

motilite ve vitalitede azalmaya sebep olabilir.

4.3. Medikal Bitkiler

Son yillarda erkek kaynakli infertilitenin tedavisinde tibbi tedavilerin yan sira
alternatif tedavi yontemleri de uygulanmaya baglanmistir. Zini ve ark.’nin (2004)
yaptigi calismada infertil erkeklerde alternatif tip uygulamalarinin  kullanim
prevelansi %30 olarak belirtilmistir. Infertil ¢iftlere yardimc1 olmak amaciyla tedavi
oncesi ve tedavi silirecinde bu uygulamalar Onerilebilmektedir. Bu uygulamalar
infertilite tedavisinde yeni kullanilmaya baslandig1 i¢in daha fazla calismaya ve
arastirmaya gereksinim duyulmaktadir (Royner ve ark., 2009). Bahsedilen bu
alternatif tedavi yontemlerine, homeopati, akupunktur, diyet, psikoterapi ve bitkisel
kaynakli ilaglar 6rnek verilebilir (Clark ve ark., 2013)

Bitkisel tedavilerin kullanimi, hem daha az invaziv olmalar1 hem de diisiik
maliyetli olmalar1 sebebiyle uzun yillardir insanlar arasinda yaygindir. Bircok farkl
bitki ¢esidinin erkek lireme sistemini koruyucu ya da iyilestirici etkisi bulunmaktadir.
Bu bitkilerin etkilerini ve etki mekanizmalarin1 anlayabilmek igin ¢ok sayida

calisma yapilmistir.

Camelia sinensis (cay) terapotik oOzellikleri sebebiyle insanlar tarafindan
kullanimi oldukg¢a yaygindir. Daha Once yapilan caligmalarda yesil ¢ay ve siyah
cayin igerdikleri polifenol ve flavanoidler sebebiyle yiiksek antioksidan, antitoksik
ve antikarsinojenik 6zellik gosterdikleri bildirilmistir ( Figeiroa et al., 2009)

Farelerde yapilmis olan bir ¢aligmada, yesil ¢ayin oral yoldan, 28 giinliik
uygulamasinin, 1s1 kaynakli oksidatif stresin etkilerini tersine ¢evirerek, spermatozoa
konsantrasyonunu ve motilitesini arttirdigi belirtilmistir (Abshenas et al., 2012) .

Bagka bir calismada ise yesil ¢ayin siliperoksit dismutaz enziminin
aktivitesini arttirarak, lipit peroksidasyonunu engelledigi rapor edilmistir (Awoniyi et
al., 2011).

Yiiksek oranda tanin, flavanoid ve karoten icerdigi bilinen Daucus carota

(havug) tizerinde yapilan ¢aligmalarda, testosteron seviyesinin, spermatogenik
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aktivitenin (Nouri et al., 2009) ve cauda epididimisteki sperm rezervinin (Yu et al.,
2005) arttig1 belirtilmistir.

Antioksidan 6zelligi daha 6nceden aydimnlatilmis olan (Nassiri et al., 2009)
Zingiber officinale (zencefil) ile yapilan ¢aligmalara bakildiginda Amin ve Hamza
(2006) zencefilin erkek farelerde testikiiler antioksidan enzimlerin aktivitesini ve
sperm motilitesini arttirdigini rapor etmislerdir.

Baska bir ¢alismada ise 28 giin boyunca giinde 1000 mg/kg dozunda zencefil
alan farelerde, 14. giinden sonra epididimal sperm konsantrasyonunun ve motilitenin
anlaml sekilde arttig1 bildirilmistir (Morakinyo et al., 2008).

Cinnamomum zeylanicum’un (Seylan targ¢ini) farelerin {ireme sistemi
tizerindeki etkilerini arastiran bir calismada, diyetlerinde tarcin ekstrakti alan
farelerde, testis agirliginin arttigi, sperm konsantrasyonu ve motilitesinin yiikseldigi
rapor edilmistir (Shah et al., 1998)

Shalaby ve Mouneir’in (2010) yaptiklar1 ¢alismada ise, 65 giin boyunca
giinliik 500 mg/kg tar¢in ekstrakti alan diyabetik farelerde, insiilin ve testosteron
seviyesiyle birlikte testis agirliginin da arttigt ve semen parametrelerinin iyilestigi

bildirilmistir.

Trigonella foenum-graecum (¢orek otu) tohumuyla yapilan ¢alismada, oral
yoldan alinan ¢orek otunun, lipit peroksidasyonu baskilayarak oksidatif stresi
azalttigt ve SOD ve CAT aktivitelerini arttirdigi belirtilmistir. Bununla birlikte
tavsanlar lizerinde yapilan bir calismada ise ¢orek otunun negatif etkisi oldugu
bildirilmistir. 3 ay boyunca diyetlerinde ¢orek otu ekstrakti alan tavsanlarda testis
agirligimin ve sperm konsantrasyonunun %43 oraninda azaldigi gézlenmistir. Bu da
¢orek otu tohumlarmin testikiiler doku lizerindeki toksik etkisine isaret etmektedir.

Linum usitatissium (keten), linoelik asit ve n-3 yag asitlerinden zengin bir
bitkidir. Collins et al. (2003) yapmis olduklari ¢alismada beslenmelerine %5
oraninda keten tohumu dahil edilen farelerde prostat loblarinin agirliginin  azaldig:
gozlenmistir. %10 oraninda dahil edildiginde ise serum testosteron ve Ostradiol
seviyesinin ylikseldigi, seminal vezikiil ve testis agirliklarinin arttigi bildirilmistir.
Sprando et al. (2009) yaptiklar1 ¢alismada ise beslenmelerine keten tohumu eklenen

fareler kontrol grubu ile karsilastirildiginda seminifer tiibiillerde herhangi bir artis
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olmadigi, dolayisiyla spermatogenez ve testis iizerinde herhangi bir iyilestirici
etkisinin bulunmadigi bildirilmistir.

Panax ginseng insanlar tarafindan en ¢ok tiiketilen medikal bitkilerin basinda
gelmektedir. Ginseng kokleri, ginsenosit, poliasetilen, polifenolik bilesenler ve asidik
polisakkaritler yoniinden olduk¢a zengindir. Ginseng’in kromozomal anomaliler ve
sperm anomalilerinde anlamli bir azalmaya, testosteron seviyesi, sperm
konsantasyonu ve motilitesinde ise anlamli artisa yol agtig1 bildirilmistir (Kumar et
al., 2003).

Hwang et al. (2004) 2,3,7,8- tetraklorodibenzodioksine maruz kalan
ginepiglerde ginsengin spermatogenezi diizenledigi ve sperm kalitesini arttirdigini
belirtmistir.

Bir bagka c¢alismada ise gama radyasyonuna maruz birakilmadan once
ginseng ile tedavi edilen farelerde germ hiicre popiilasyonunun korundugu rapor
edilmistir (Kumar et al., 2003). Baska bir ¢alismada ise vahsi ginsengin kok
kiltiriiyle tedavi edilen erkek farelerde testis ve epididimisteki sperm
konsantrasyonunun artis gosterdigi bildirilmistir ( Park et al., 2006).

Petroselinum crispum (maydanoz), yiyecek, ilag, parfim ve kozmetik
endiistirisinde  stkga  kullanilan  bir  bitkidir. Antianemik, antimikrobiyal,
antikoagulator ozellikler gostermekle birlikte icerdigi flavanoidlere bagli olarak
antioksidan Ozelligi de mevcuttur. Hassan et al. (2006) yaptiklari ¢alismada P.
crispum yag ile tedavi edilen farelerde glutatyon reduktaz ve SOD aktivitesinin
arttig1 bildirilmistir.

Lepidium meyeni, in vitro ve in vivo da etkisi arastirilmis bitkilerden biridir
(Rubio et al., 2006). Gonzales et al. (2004) yaptiklar1 ¢alismada L. meyeni’nin fertil
erkeklerde serum testosteron, FSH ve LH seviyesini degistirmedigini bununla
birlikte sperm konsantrasyon ve motilitesini arttirdigini  gostermislerdir. L.
meyeni’nin 1.5 ve 3.0 gramlik dozlarinin kullaniminin testosteron iiretimini
etkilemeden cinsel giicli arttirdig1 da yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Gonzales et
al., 2001) Cucurbita pepo L. (kabak) tohumlari ve tohumunun yagi basta yiliksek
oranda protein olma iizere ¢ok sayida makro ve mikro bilesenle igerir (Abd El-Ghany
et al., 2010). Erkek iireme sistemi i¢in gerekli olan selenyum, kalsiyum, manganez,
fosfor, potasyum ve ¢inko gibi minerallerce de zengindir (Abd EI-Ghany et al.,

2010). Kabak tohumlar1 testosteron seviyesini arttirarak cinsel iste§i ve sperm
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kalitesini arttirir ( Banks et al., 2004). Oyeyem et al. (2008) yaptiklar1 ¢alismada,
kabak c¢ekirdeginin anormal yapidaki sperm sayisini anlamli Glgiide azaldig
gozlenmistir.

Allium cepa (sogan) androjenik sistem tizerinde antioksidatif etkileri olan ve
spermatogenesisi iyilestiren bir bitkidir (Khaki et al., 2008) Soganin bilesiminde
fitokimyasallar ve vitamin, flavanoid ve siilfiir elementleri gibi serbest radikallere
kars1 etkileri olan mikro bilesenler igerir (Khaki et al., 2011). Ola-Mudathir et al.
(2008) yaptiklar1 ¢aligmada kadmiyuma maruz kalan farelerde sogan ekstraktinin
lipit peroksidasyonunun seviyesini diisiiriip, SOD ve CAT enzimlerinin aktivitesini
arttirmigtir. Bunun yami1 sira testis yapisinin ve sperm kalitesinin korundugu
gozlenmistir.

Khaki et al. (2011) ise 20 giin boyunca sogan suyu igen erkeklerde sperm
konsantrasyonu, vitalitesi ve motilitesinin anlamli artis gosterdigi bildirilmistir.

Apium graveolens (kereviz) medikal O6zellikleri sebebi ile oldukga sik
kullanilan bir bitkidir. Fotokimyasal yapisi arastirildiginda, limonen gibi terpenler ve
apigenin gibi flavanoitler icerdigi ortaya ¢ikmustir (Sultana et al., 2005). Yapilan bir
caligmada sodyum valproatin toksik etkisine maruz kalan albino erkek farelerde,
Apium graveolens ekstrakti tedavisiyle iireme sistemi {izerindeki toksik etkilerin
anlamli sekilde distiigli ve sperm konsantrasyonuyla motilitesinin iyilestigi
gozlemlenmistir (Hamza and Amin, 2007).

Tribulus terrestris (demir dikeni), bilesenlerinde steroit, saponin, flavanoid,
alkaloid, doymamis yag asitleri, vitamin, tannin, resin, aspartik asit ve glutamik asit
iceren ¢icekli bir bitkidir (Karimi et al.,, 2012). Daha 6nce yapilan ¢aligmalar
gostermistir ki 50 mg/kg dozundaki Tribulus terrestris serbest testosteron oranini
anlamli sekilde arttirmaktadir ( El Tantawy et al., 2007).

Emzirme donemindeki koyunlar ile yapilan ¢alismada, 4 giin boyunca giinde
1.5 gr T. terrestris ekstrakti alan koyunlarda spermatogenez aktivitesinin arttigi
gozlenmistir (Karimi et al.,, 2012). Bitkinin igerdigi saponinlerden biri olan
furostanolun farelerde spermatogenezi diizenledigi ve sperm parametrelerinin
kalitesini arttirdig1 bildirilmistir (Gauthaman and Ganesan, 2008). Insanda uygulanan
T. terrestris tedavisi de sperm konsantrasyonunu %160’a kadar farkli yiizdelerde
arttirmistir (Bashir et al., 2009)

32



Corek otu olarak bilinen Nigella sativa, 6zellikle Orta Dogu iilkelerinde
tedavi amaciyla siklikla kullanilan bir bitkidir. N. sativa tohumlarmnin, erkek albino
farelerde, iireme oranlarinin agirligini, olgun Leydig hiicrelerinin sayilarini, androjen
seviyesini ve epididimisteki spermlerin motilitelerini arttirdigr  bildirilmistir
(Mohammed et al., 2009). Bashandy (2007) yaptig1 calismada hiperlipidemik
farelerin diyetlerine N. sativa ekstrakti eklenmesi sonrasinda, testosteron seviyesiyle
birikte sperm motilitesi ve kalitesinin de arttig1 gozlenmistir.

Crocus sativus (safran) alternatif tipta, Ozellikle cinsel giici arttirdigina
inanilmas1 sebebiyle siklikla kullanilmaktadir (Abdullaev et al., 2003). Modaresi et
al. (2008), 20 giin boyunca 100 mg/kg dozunda C. sativus alan farelerde FSH, LH ve
serum testosteron seviyesinin arttirdigini bildirmistir.

Bir bagka calismada giinde 200 mg/kg safran tiiketildiginde, testis dokusu ve
spermatogenez tizerinde inhibe edici etkisi oldugu gozlenmisken (Modaresi et al.,
2008), daha diistiik dozlarinin ise (50-100 mg/kg) spermatogenez ve testis dokusu
tizerinde pozitif etkilerinin oldugu belirtilmistir (Khayatnur et al., 2011).

Kok yumrulari sahlep olarak bilinen Dactylorhiza maculata, glukoz, mannan,
nitrojenik bilesikler, protein, ferulik asit, kuersetin ve steroid gibi bilesenler icerir. D.
maculata'nin kok ekstraktinin, ejakulasyonu, reprodiiktif organlarin agirligini,
testosteron seviyesini, semen frilkktoz miktarin1 ve sperm konsantrasyonunu arttirici
etkisi oldugu bildirilmistir (Thakur et al., 2011).

Kokiin sulu ¢ozeltisinin, farelerde testosteron ve LH seviyesini arttirarak,
Leydig hiicrelerinin ¢ogalmasini ve spermatogenezi diizenlemistir (Kashani et al.,
2012)

Isirgan olarak bilinen Urtica dioica, Iran, Yunanistan ve Tiirkiye gibi birgok
tilkede yetisen bir bitkidir ( Golalipour et al., 2011). Mavi ve ark. (2004) bildirdigine
gore, 1sirgan yiiksek oranda antioksidan 6zellik gosteren fenolik bilesenler igerir.
Golalipour et al. (2011) yaptiklar1 ¢alismaya gore, 1sirganin hidroalkolik
ekstraktindan giinde 100 mg/kg alan diyabetik farelerde, seminifer tiibiil ¢aplarinin
ve seminifer tiibiil aktivitesinin arttigi gozlenmistir. Bununla birlikte bir baska
calismada ise diyabetik farelere, 1sirganin hidroalkolik ekstraktinin giinlik 100
mg/kg olacak sekilde peritonal enjeksiyonu yapilmis fakat farelerin lireme sistemi

tizerinde higbir etkinin gézlenmedigi bildirilmistir ( Ghafari et al., 2011).
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Calismamiz i¢in Tiirkiye’de halk arasinda yaygin olarak kullanimi bulunan,
yiiksek antioksidan igerigi olan ve daha 6nce sperm fonksiyonlari tizerindeki in vitro
etkilerine dair ¢aligma yapilmamis olmasi sebebiyle Salvia officinalis L., Sesamum

indicum L. ve Vaccinium myrtillus L. seg¢ilmistir.

4.3.1. Adacayi (tibbi)

Salvia officinalis L. Tirkiye’de ‘tibbi adagayi’ olarak bilinen, Orta ve
Gilineybat1 Avrupa’da dag yamaglarinda kendiliginden yetisen ve yetistirilen,
iilkemizde ise yerli olmayan ve ancak siis bitkisi olarak az da olsa yetistirilen bir
tiirdiir. Bitkinin tedavide yaprak, ¢icek ve cigekli dallar1 kullanilir.

Dogu Akdenizde ve Tiirkiye’de, Akdeniz ikliminin gorildiigi bolgelerde
kendiliginden yetisen ve yaygin olarak kullanilan ise ‘Anadolu adagayr’dir (Salvia
fruticosa Mill.) Bu tiir baslica yaprak ve ¢icek ozellikleriyle ‘tibbi adacayi’ndan
ayrilir. Anadolu adagayi’nin yapraklar1 ve halk arasinda karminatif, antiseptik, tonik
ve stimiilan etkisinden dolay1 dahilen, aromatik yagi (Elma yag1) ise ayni amaglarla
haricen kullanilir. Bitkinin lizerinde goriilen ve kiiclik bir elmay1 andiran kiiremsi
mazilar, halk arasinda ‘elma’ olarak tanimlanmakta ve bitkiden elde edilen aromatik
yaga da bu nedenle ‘elma yag1’ ad1 verilmektedir.

T1ibbi adacayi, 50-100 cm yiikseklikte, morumsu mavi ¢icekli, basit yaprakli,
cok yillik ve ¢alimsi bir bitkidir. Yapraklar: basit (Anadolu adagayinda genellikle 3 (-
5) loplu veya pargali), 3-8 X 1 — 4 cm boyutlarinda, kenarlar kiiglik yuvarlak disli;
her iki yiizde de yogun giimiisi tiyliidiir ve genellikle ‘lavanta’ renkli (Anadolu

adacayinda pembemsi lavanta) ¢icek acar
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Sekil 1. Cicek (Salvia officinalis), (ClaBen-Beckhoff, 2004)

Tibbi adagay1 yapraklar: baglica % 1-2 kadar aromatik yag, tanenler, fenolik
asitler, (baslica rosmarinik ve kafeik asitler), kumarinler, mineraller, vitaminler,
fitosteroller igerir. Aromatik yagda ise en fazla a- ve B-tuyon (% 30-50), sineol
(%15), borneol (% 10) ve kafur (% 7) bulunur.

Sekil 2. Yaprak (Salvia officinalis), (Hamidpour M., 2014)

Yapraklarin antioksidan, antialerjenik, antimutajenik, antikarsinojenik,
kardiyoprotektif, vazodilatatdr, spazmolitik, antidiyabetik, diiiretik, stomasik,
astrenjan, virostatik, antibiyotik ve antienflamatuvar etkisi vardir; sulu veya alkolli
ekstresi agiz ve bogaz iltithaplanmalarinda, akut ve kronik brongit tedavisinde
kullanilir; ayrica dis koruyucu bitkisel preparatlarda etkili bilesen olarak yer alir.

Aromatik yagi ise aromaterapide, masaj, banyo ve inhalasyon yoluyla degerlendirilir.
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Sineol ve tiiyondan dolayr merkezi sinir sisteminde kalict hasara meydana
gelebileceginden tibbi adacaymnin uzun siireli ve yiiksek dozda kullanilmamasi
Onerilir. Anadolu adacayinda ise tiiyon miktar1 ¢ok az oldugundan dahilen
kullaniminda bir sorun bulunmaz.

Salvia officinalis’ in antioksidan bilesiminin belirlenmesi amaciyla yapilan
yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ve kiitle spektrometrisi ¢aligmalarinda
karnosol, rosmadial, rosmanol, epirosmanol, metil karnosat, rosmarinik ve karnosik
asidin bu bitkide bulunan en &nemli antioksidan bilesenler oldugu saptanmuistir.
Bilesenlerin etkisinin karsilastirildigi daha ileri ¢alismalarda ise karnosik asidin en
etkili antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (Cuvelier et al, 1994)
Antioksidan aktiviteleri bilinen fenolik bilesiklerin &zellikle ¢ smifi Salvia
officinalis’te  aydmlatilmistir. {lk  ¢alismalar  fenolik  diterpenler iizerine
yogunlagsmistir. Daha sonra yapilan arastirmalar 6zellikle antioksidan aktiviteleriyle
bilinen bir¢ok flavonoid ve fenolik asidin bitkide bulunmasinin 6nemini vurgular
niteliktedir. Bu fenolik bilesiklerden baslicalari; kafeik asit, rosmarinik asit,
salvianolik asit, kumarin, sagerinik asit, 6-hidroksiluteolin 7- glukozit ve
sagekumarindir (Lu and Foo, 2001).

Salvia officinalis iizerine yapilan arastirmalar her gecen giin biyolojik etkileri
hakkinda daha fazla bilgi elde edebilmemizi saglamaktadir. Ornegin hayvanlarda
streptozotosin ile olusturulan bir diyabet modelinde si¢anlara Salvia officinalis alkol
ekstresi uygulanmis ve serum gliikkoz, trigliserit, kolesterol, iire ve iirik asit
seviyelerinin anlamli derecede diistiigii gézlenmistir (Eidi and Eidi, 2009). Bundan
baska Salvia officinalis esansiyel yaglarinin antibakteriyel ve antifungal etkilerinin
incelendigi bir ¢calismada ozellikle E. coli, Shigella sonei ve Salmonella typhi gibi
patojen bakterilerin bu esansiyel yaglara olduk¢a duyarli oldugu sonucuna varilmistir
(Bozin et al, 2007). Antioksidan, antidiyabetik ve antimikrobiyal aktivitelerinin
yaninda Salvia officinalis’ in, kanser hiicrelerinde hiicre igi nitrik oksit diizenleyicisi
olarak islev yaptig1 ve apoptozu uyardig goriilmiistiir (Kontogianni et al., 2013).
Salvia officinalis kullanimimin psikolojik etkilerinin incelendigi bir arastirmada
insanlarda her giin diisiikk dozda adagay1 kullaniminin kaygi bozuklugunu engelledigi,
yiksek dozlarda tiiketiminin ise sakinlik, uyaniklik ve hosnutluk sagladigi
gosterilmistir (Kennedy et al., 2006).
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4.3.2. Susam

Kuzey Afrika’da dogal olarak yetisen ve tohumlar1 kullanilan susam
(Sesamum indicum L.) tropik {ilkelerde dogallagsmis olarak bulunur, ayni zaman da
bazi iilkelerde yetistirilir.

Susam, 30-100 cm yiiksekliginde, dallanmis govdeli, tek yillik otsu bir
bitkidir. Govdenin alt tarafindaki yapraklar 4-14 cm uzunlugunda ve karsilikli,
uisttekiler yaklagik 5 cm uzunlugunda ve almasik dizilislidir. Cigekler 3-5 cm
uzunlugunda, beyaz, sarimsi beyaz, mavi veya mor, tiipsii; meyve 2-8 cm
uzunlugunda, tiiylii, kapsula tipinde, 0.7-3 cm boyunda ve ¢ok tohumludur. Tohumlar
ovat ve beyaz, sarimsi, gri, kizilimsi1 veya siyah renkli; genellikle 3-4 mm

uzunlugunda ve 1 mm kalinli§inda, yiizeyi parlak veya hafifge cizgilidir.

Sekil 3. Cicekli govde (Sesamum indicum L.)
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sesamum-
indicum (03.06.2019)

Susam tohumlart baslica lignanlar ve sabit yag (% 40-50) tasir. Yagin
yapisinda doymamis yag asitlerinden % 35-50 oraninda linoleik asit (Omega-6) ve
yine ayni oranlarda oleik asit (Omega-9), ayrica doymus yag asitleri de (palmitik ve
stearik asitler) vardir. Diger O6nemli maddeler ise kuvvetli bir antioksidan olan
sesamol ile sesamin, steroller ve E vitaminidir. Susam tohumu (Semen Sesami)

lignan’larca zengindir.

37


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sesamum-indicum
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sesamum-indicum

Sekil 4. Gen¢ meyveler (Sesamum indicum L.)
https://www2.palomar.edu/users/warmstrong/ecoph44.htm (03.06.2019)

Susam Tirkiye’de baslica helva yapiminda ve pastacilikta kullanilir.
Tohumlardan sikilarak elde edilen susam yagi (Sesami Oleum), hafif laksatiftir;
eczacilik tekniginde, emiilsiyon, liniment ve sabun yapiminda kullanilir, ayrica
yemeklik yag olarak tiiketilir, besin degeri yiiksektir.

Susam tohumu ve yaginda bulunan antioksidanlar, gida iirlinlerini stabilize
etme etkisi yaninda lipit peroksidasyonunun fizyolojik baskilanmasinda da etkin rol
oynar. Canli sistemler kullanilarak yapilan calismalarda, lipit peroksidasyonunu
baskilamada susamda bulunan fenolik lignanlarin etkisinin tokoferollere esdeger ya
da daha yiiksek oldugu bulunmustur. Deney fareleriyle yapilan calismada susamda
bulunan sesamin dogal bir hiperkolesterolemik ajan gibi davranmistir (Kochhar,
2000). Kolestrol azalmasinin sesaminin es zamanli olarak absorbsiyon ve kolestrol
sentezini  inhibe  etmesinden kaynaklandigi  diisiiniilmektedir. ~ Sesaminol
glikozitlerinin koruyucu etkisi iizerine yapilan bir arastirmada damar sertliginin
azalmasinda LDDL’nin oksidatif modifikasyonunu inhibe etmesiyle antioksidan
ozellik gosterdigi belirtilmistir (Kochhar, 2000). Ayrica susam tohumu veya yaginda
bulunan lignanlar’in (sesamol, sesamin veya sesamolin) tokoferollerle birlikte gama

tokoferoliin biyolojik yararliligini arttirdig bildirilmistir (Ghafoorunissa et al, 2004).
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Sekil 5. Tohumlar (Sesamum indicum L.)

https://www?2.palomar.edu/users/warmstrong/ecoph44.htm (03.06.2019)

4.3.3. Yaban mersini

Yaban mersini (Vaccinium myrtillus L.), Orta ve Kuzey Avrupa ile Asya ve
Kuzey Amerika’nin daglik bolgelerinde dogal olarak bulunur. Tiirkiye’nin Karadeniz
Bolgesi’nde, 1200 m’nin iistiinde yaylarda, ardig, orman giilii ve ¢am agaglarinin
altindaki kayaliklarda yetisir, Tirkiye’nin yanisira Arnavutluk, Polonya ve GD
Avrupa iilkelerinde de ticari olarak yetistirilir.

Yaban mersini 50 cm kadar yiikseklikte, yesilimsi-kirmizimst ¢igekli, kisin
yapraklarin1 doken calimsi bir tiirdiir. Yapraklar 1-3 X 1-2 cm, ince yapili, yan
damarlar belirgin ve ag seklinde, kenarlar1 dislidir. Mayis-temmuz aylarinda agan
cigekler yesilimsi- pembe-beyazdir. Temmuz-eyliil aylarinda olgunlasan kokusuz,
koyu mavi-siyah meyveleri ise 6-10 mm ¢apinda olup sapli ve tepesinde kaliks artig
tagir; tadi tatli-mayhostur ve 1 mm boyunda ¢ok sayida oval ve sarimsi tohum tagir,

meyvenin etki kismi da mordur ve tiikiirigi morumsu kirmiziya boyar.
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Sekil 6. Cicek (Vaccinium myrtillus L.) (Latti, 2011)

Baslica fenolik madde asit (% 1) kafeik, klorojenik); antosiyanin (taze
meyvede en az % 0.3, kuru meyvede en az % 0.5 / delfinidin, malvidin, siyanidin),
flavonoit (astragalin, hiperozit, izokersetin, kersetin), iridoit, meyve asidi (% 1),
mineral (Cr), pektin, seker (% 30), tanen kuru meyvede % 5-10 (katesik), triterpen

(% 0.25 ursolik asit) ve vitamin igerir.

Sekil 7. Meyve (Vaccinium myrtillus L.)
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124081178000040
(03.06.2019)

Bitkinin kurutulmus yapraklari, olgunlagsmig, kurutulmus meyveleri ve

olgunlagmis taze meyveleri antidiyareik, antiseptik, tonik ve % 5 infiizyonu
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antidiyabetik olarak kullanilmaktadir.

Meyvelerdeki antosiyanlarin retina kanamalarin1 6nleyici olarak diyabetik
retinopatide, B-karoten ile birlikte gece korliigli ve goz yorgunlugunda, E vitaminiyle
birlikte glokom ve kataraktta kullanilir. Beslenme destegi kapsaminda goéz ve
vazoprotektif olarak kullanilan 500 mg’lik kapsiillerinin yan1 sira tablet ve
inflizyonlar1 bulunur. Ayrica vendz sorunlarin semptomatik tedavisinde ve agiz
boslugu ve iiriner sistem antiseptigi olarak da kullanim1 s6z konusudur.

Vaccinium myrtillus, yiiksek antioksidan aktivite gostermekte ve bu aktivite,
icinde bulunan antosiyanidin ve fenolik gruplarin miktarina baglh oldugu
disiiniilmektedir. Kanser, kardio ve serebrovaskiiler hastaliklar, aterosklerosis ve
diabet gibi bazi kronik hastaliklara karsi koruyucu etkisi yiliksek antioksidan
kapasitesine baglanmaktadir (Wu et al., 2002). Bir¢ok iizlimsii meyve iizerinde
yapilan analizlerin sonuglarina goére; yaban mersinlerinin belirlenen oksijen
radikallerini absorbe etme kapasitesiyle en yliksek antioksidan etkiye sahip olduklari
saptanmistir (Atalay ve ark., 2003).

Taze meyveler diyareye neden olurken kuru meyvelerden hazirlanan
dekoksiyon antidiyareik olarak ve dizanteride kullanilir. Ayrica antiseptik,

antikoagiilan, immiinostimiilan ve kuvvetli antioksidandir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gerecler

e Mikropipet (Eppendorf, Almanya)

e Mikropipet ucu (Eppendorf, Almanya)

e Pastor pipeti (Falcon, USA)

e Santrifiij (Thermo Scientific, USA)

e Deney Tiipii (Falcon, USA)

e Lam (Isolab, Almanya)

e Lamel (Isolab, Almanya)

e Steril Ornek Kabi (Firat Medikal, Tiirkiye)

e Inkiibator (Heraeus CO 2 , Thermo Scientific, USA)
e Enjektor

e Filtre kagidi ( 0,18 mm, 82 GSM, ACHEM, USA)

e Pargalayici (3 in 1 blender, Model 602.21.001, Isolab, Almanya)
e Havan (Isolab, Almanya)

e Havan eli (Isolab, Almanya)

5.1.1. Kimyasallar

Tabakali Sperm Yikama Solusyonu (SpermGrad, Vitrolife, Isveg)

Sperm Yikama Solusyonu (GIVF, Vitrolife, Isveg)

Ham’s F-10, (Irvine, USA)

Vitalite Boyama Kiti (Eosin-Nigrosin) (Vital Screen Kit, FertiPro
Diagnostics, Belgika)
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5.2. Yontem

5.2.1. Hazirhik asamasi

“Tiirkiye’de halk arasinda yaygin olarak kullanilan tibbi adagayi, susam ve
yaban mersini bitkilerinin in vitro kosullarda sperm fonksiyonu parametrelerine
etkisi” baslikli calismamiz, 26.04.2017 tarihinde Biruni Universitesi Girisimsel
Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan, 2017/5-3 karar no ile etik ve bilimsel

acidan incelenerek uygun bulunmustur.

5.2.2. Hasta gruplarinin belirlenmesi

Calismamizin yapilabilmesi i¢in alinan s6z konusu etik kurul onayr ile
Bahgelievler Medikal Park Hastanesi IVF Poliklinigine semen analizi yaptirma
amacityla bagvuran ve calismaya katilmayr kabul eden 18 yasindan biiyiik
goniilliilerden bilgilendirilmis onam formu alindi. Caligmamiza katilmay1 kabul eden

goniilliilerden yalnizca normozoopermi olan 40 6rnek calismaya alindu.

5.2.3. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Bitki ornekleri Ucuzcular Gida Maddeleri Sanayi ve Ticaret A.S. Misir
Carsis1 subesinden 2018 yilinda satisa sunulan iirlinlerden satin alma yoluyla temin
edilmistir. Uriinlerin organoleptik 6zelliklerinin uygun olmasma dikkat edilmis,
calismada teshisleri yapilarak dogruluklari saptanan &rnekler kullanilmistir. Ithal
edilen Tibbi adagayi (Salvia officinalis) disindaki bitkiler yurti¢i kaynaklidir.

(T1ibbi adagay1) Salvia officinalis yapraklari, susam (Sesamum indicum)
tohumlari ve yaban mersini (Vaccinium myrtillus) meyvelerine ait kurutulmus
ornekler, ekstrelerinin hazirlanmas1 amaciyla once ayr1 ayr1 kaba toz hale getirildi
(Yusuf et al., 2017). Bu islem i¢in Isolab marka blendir ve ve havan kullanildi.
Droglar ayr1 ayri sirastyla 0.01 g, 0.005 g ve 0.001g tartildi. % 0.1, % 0.05 ve % 0.01
konsantrasyonlarinda olacak sekilde 10’ar ml Ham’s F-10 solusyonu ile oda
sicakliginda, karanlikta 6 saat maserasyona birakildi. Maserasyon siiresi sonunda

Whatman No.1 siizge¢ kagidindan siiziilerek ekstreler elde edildi.
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5.2.4. Semen orneklerinin toplanmasi

‘Bahgelievler Medikal Park Hastanesi Androloji Laboratuvari’na 3-5 giinliik
cinsel perhiz siiresi sonras1 gelen hastalardan mastlirbasyon yontemi ile, hastanin
admin soyadinin yazili oldugu steril 6rnek kaplarina (Firat Medikal, Tirkiye) genel
bilgiler boliimiinde 4.1.4.3 numarali alt baglikta belirtilen toplama kriterlerine uygun
bicimde semen 6rnekleri alind1 (Delilbas1, 2008). Orneklerin alindig1 saat not edildi
ve 37°C’de 20 dakika boyunca likefiye olmasi i¢in bekletildi. Cinsel perhiz siiresi,

viskozite, hacim, renk ve hastaya 6zel likefaksiyon siiresi de kaydedildi.

5.2.5. Sperm sayis1 ve motilitesinin degerlendirilmesi

Spermatozoon konsantrasyonu ve motil spermatozoon yiizdesi (motilite)
WHO (WHO, 2010) kriterlerine goére belirlenerek 151k mikroskobu (Olympus, CX41,
Japonya) ile degerlendirme yapildi. Spermatozoon konsantrasyonu ve motil
spermatozoon yiizdesinin belirlenmesi i¢in Makler Sayim Kamaras: kullanildi (Sefi
Medical Instruments, Sweden). Makler Sayim Kamarasinin ortasina 10ul semen
ornegi koyup lst kapak kapatilarak x20 biiyiitme altinda yan yana 10 kare sayilarak
mililitredeki spermatozoon sayist tespit edildi. Motilite bakimindan spermler boliim
4.1.4.5.te belirtilen hareketlilik kategorisine gore ‘progresif hareketli’, ‘non-

progresif hareketli’ ve ‘hareketsiz’ olmak tizere 3 ayr1 grupta ele alindi.

5.2.6. Sperm vitalitesinin degerlendirilmesi

Calismada sperm vitalitesinin degerlendirilmesi i¢in Eosin-Nigrosin vitalite
boyasi (Vital Screen Kit, FertiPro Diagnostics, Belgium) kullanildi. 50 pl semen, 2
damla Eosin Y soliisyonu ile steril test tiipiinde karistirildi ve 30 sn sonra 3 damla
Nigrosin soliisyonu eklenerek dikkatlice karistirildi. Eosin boyasi sperm hiicrelerini
boyamada, Nigrosin boyas1 ise zemin boyasi olarak kontrast olusturmada kullanildi.
Nigrosin boyasi tiipe eklendikten 30 saniye sonra, semen boya karigtmindan pastor
pipeti (Falcon, USA) ile bir damla lama (Isolab, Almanya) kondu ve yayma preparati
hazirlandi. Isik mikroskobunda x100 biiyiitme ile incelenerek 100 spermatozoon
sayildi. Pembe veya total olarak beyaz goériinmeyen hiicrelerin 6lii olduklar1 kabul
edildi. Permeabilitesi bozulan spermatozoonun boya alarak pozitif renk vermesine

gore elde edilen sonuclar yiizde olarak degerlendirildi.
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5.2.7. Semen orneklerinin ¢alisiimasi

Say1, motilite, vitalite ve morfoloji kriterlerine gére normozoospermi olarak
saptanan Ornekler iki tabakali dansite gradient yontemi (Moohan, 1995) ile
hazirlandi. 15 ml’lik konik tiip (Falcon, USA) icine asagidan yukariya dogru her
birinden 1’er ml olacak sekilde %90 ve %50’lik gradient soliisyonlari (Spermgrad,
Vitrolife, Isveg) iist iiste konuldu. En iistteki tabakanin iizerine, her bir gradient
tabakasi i¢in 1 ml olacak sekilde 2 ml likefiye olmus ejakulat sarsmadan birakildi ve
1400g’de 15dk siireyle santrifiijje (Thermo Scientific, USA) edildi. Daha sonra en
alttaki fraksiyon Iml olacak sekilde geride birakilarak, {iistteki slipernatant kismi
transfer pipeti ile aspire edilerek disar1 atildi. Dipte birakilan kistm 1 ml sperm
yikama soliisyonu (Givf, Vitrolife, Isveg) ile karistirilarak pipetaj yapildi ve
1400g’de 5 dk olacak sekilde santrifiijlendi (Thermo Scientific, USA). Altta toplanan
pellete dokunmadan siipernatant atildi. Kalan pellet sperm yikama soliisyonu ile
homojen hale getirildi. Progresif motilite ve Eosin-Nigrosin vitalite boyast ile vitalite

tayini yapildu.

5.2.8. Bitki ekstraktlarinin uygulanmasi

Daha &énceden hazirlanan ve buzdolabinda (Liebherr, Isvigre) + 4°C’de
saklanmakta olan bitki ekstraktlar1 uygulamadan 2 saat 6nce buzdolabindan alinarak
oda 1sisma getirildi. Normospermi oldugu saptanan semen Orneklerinin her biri
dansite gradient caligmasi sonrasinda biri kontrol ve dokuzu deney grubu olmak
lizere on tiipe boliindii. Kontrol grubuna Ham’s F-10 soliisyonu (Irvine, USA) ilave
edildi. Calisma grubundaki semen Orneklerine, her Ornege tek bitkinin tek
konsantrasyonu olacak sekilde sirasiyla 0,1mg/ml tibbi adagayi, 0,05 mg/ml tibbi
adagayi, 0,0lmg/ml tibbi adacay1, 0,Img/ml susam, 0,05mg/ml susam, 0,01mg/ml
susam, 0,1mg/ml yaban mersini, 0,05mg/ml yaban mersini, 0,01 mg/ml yaban
mersini ekstraktlart 1:1 (ekstrakt:semen) olacak sekilde uygulandi. Tim Ornekler
37°C inkiibatoére (Heraeus CO,, Thermo Scientific, USA) konarak, 30. dakika, 60.
dakika ve 24. saatte progresif motilite ve Eosin-Nigrosin vitalite boyast ile vitalite

tayinleri yapildi. Sonuglar kayit altina alindi.
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5.2.9. istatistiksel Yontem

Degiskenler aritmetik ortalama ve standart sapma ile tanimlanmis; ikiden ¢ok
eslendirilmis dizilerin karsilastirilmasi icin Tekrarli Olgiimlerde Varyans Analizi

uygulanmigtir.
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6. BULGULAR

Calismamizda Ozel Bahgelievler Medical Park Hastanesi Androloji
Laboratuvarina bagvuran 40 tane normospermili hastanin semen analizleri WHO
Laboratory Manual 2010 kriterlerine gore yapildi. Hastalara ait yas ve semen
orneklerine ait volum, konsantrasyon, motilite, progresif motilite, morfoloji ve

vitaliteye ait ortalama degerler Tablo 1°de verildi

Tablo 1: Yas, voliim, konsantrasyon, motilite, progresif motilite, morfoloji, vitalite

ortalama degerleri

n Minimum Maximum Ortalama Std. Sapma
Yas 40 26 39 33,58 3,51
Voliim 40 2 7 3,05 1,15
Konsantrasyon 40 20 98 48,75 18,81
Motilite 40 58 78 64,80 4,51
Progresif Motilite 40 44 65 56,13 5,42
Morfoloji 40 4 7 5,23 1,00
Vitalite 40 73 96 85,95 4,30

6.1. Progresif Motilite Bulgular:
Kontrol grubu ve tbbi adagaymin {i¢ farkli konsantrasyonundaki

uygulamalarinda 30 ve 60 dakikalik uygulama siirelerinde progresif motilite
bulgularinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmemistir. 24 saatlik
uygulamada ise tibbi adagaymin 0,05 mg/ml ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda

anlamli fark gozlenmezken, 0,01 mg/ml’lik konsantrasyonda istatistiksel olarak
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olumlu sekilde anlamli bir fark gozlenip, progresif motil sperm sayisinin daha fazla

oldugu saptandi.

Tablo 2: Tibbi Adagay1 konsantrasyonlarinda progresif motilite ortalama, standart

sapma ve konsantrasyonlarin karsilastirilmasi.

Tibbi Adagay1
Kontrol Konsantrasyonlari p
0,01 0,05 0,1
Ortalama {90,93 91,30 9153 91,15

30dk S. 0,149
6,79 5,92 5,64 5,33

Sapma

Ortalama|90,90 91,13 91,40 89,00

60dk S. 0,419
6,85 6,30 5,64 14,02
Sapma

Ortalama|80,85  83,15* 82,70 81,43

24 saat S, 0,003
8,44 8,99 8,34 8,70
Sapma

*Kontrolden farkli olan ortalama.

Kontrol grubu ve yaban mersininin 0,01 mg/ml’lik ve 0,05 mg/ml’lik
konsantrasyonlarinin ii¢ farkli zaman dilimindeki uygulamalarinin tamaminda
progresif ~ motilite  bulgularinda  istatistiksel olarak  anlamhi  bir  fark
gozlemlenmemigtir. Yaban mersininin 0,1 mg/ml’lik konsantrasyonundaki
uygulamalarda ise li¢ zaman dilimindeki Sl¢iimlerde de istatistiksel olarak olumlu
sekilde anlamli fark gozlemlenmis ve progresif motil sperm sayisinin daha fazla

oldugu saptandi.
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Tablo 3: Yaban mersini konsantrasyonlarinda progresif motilite ortalama, standart

sapma ve konsantrasyonlarin karsilastirilmasi.

Yaban Mersini
Kontrol Konsantrasyonlari p
0,01 0,05 0,1
Ortalama 90,93 9150 91,78  92,12*

30dk S. 0,001
6,79 5,48 5,54 5,82

Sapma

Ortalama 90,90 9150 91,75  92,05*

60dk S. 0,001
6,85 5,48 5,57 5,96
Sapma

Ortalama 80,85 84,15 83,73  85,35*

24 saat S, 0,001
8,44 6,85 7,42 7,19
Sapma

*Kontrolden farkli olan ortalama

Kontrol grubu ve susama ait ti¢ farkli konsantrasyona ait uygulamalarda,
susamin U¢ konsantrasyonunda, li¢ farkli zaman diliminde progresif motilite
bulgularinda, istatistiksel olarak olumlu ydnde anlamli fark gdzlemlenmistir. Ug
uygulama zamaninda da 0,1 mg/ml’lik konsantrasyondan elde edilen progresif

motilite sonucu digerlerinden daha yiiksektir (p=0,001).
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Tablo 4: Susam konsantrasyonlarinda progresif motilite ortalama, standart sapma ve

konsantrasyonlarin karsilagtirilmasi.

Susam Konsantrasyonlari

Kontrol p
0,01 0,05 %0,1
Ortalama |90,93  92,87* 93,30* 93,57*
30dk S. 0,001
6,79 5,76 6,76 6,71
Sapma
Ortalama |90,90  92,85* 93,25* 9347*
60dk S. 0,001
6,85 5,74 6,86 6,80
Sapma
Ortalama | 80,85 86,97* 87,47* 88,17*
24 saat  S. 0,001
8,44 8,71 8,28 8,49
Sapma

*Kontrolden farkli olan ortalama.

30. dk, 60. dk ve 24 saat bekletilen 0,1 mg/ml’lik konsantrasyonda progresif

motilite ortalamalar1 karsilastirilmistir. Ug bekletme siiresinde de 0,1 mg/ml’lik

susam konsantrasyonundaki sonuglar diger iki bitki sonug¢larindan istatistiksel olarak

anlamli farklidir.

Progresif motiliteye iliskin en olumlu durum 0,1 mg/ml’lik  susam

solisyonunda 30 dk bekletilerek elde edilen sonugtur. 60 dk veya 24 saat bekletmek

zorunda kalinmasi halinde de en olumlu sonu¢ 0,1 mg/ml’lik susam soliisyonunda

elde edilmistir.
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Tablo 5: 0,1 mg/ml’lik bitki konsantrasyonlarinda progresif motilite ortalamasi,

standart sapmasi ve bitkilerin karsilastirilmasi.

30 dk (0,1) 60 dk (0,1) 24 saat (0,1)
Ortalama S. Sapma |Ortalama S. Sapma Ortalama S. Sapma
Tibbi Adagayr |91,15 5,33 89,00 14,03 81,43 8,70
Yaban mersini 92,12 5,82 92,05 5,96 85,35 7,19
Susam 93,57 6,71 93,48 6,81 88,18 8,50
p 0,001 0,015 0,001
94,00
92,00
90,00
=== Kontrol
88,00
={i— AdacayI
86,00 Yaban mersini
84.00 \ =é=Susam
82,00 \\
80,00 ; ;

30 dk

60 dk

24 saat

Sekil 8. Kontrol ve bitkilerin 0,01 mg/ml’lik soliisyonlarina iligkin progresif motilite

ortalamalari.
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94,00

92,00 \\
90,00
\\ \ =¢=Kontrol
88,00 ¢
\\ == AdacayI
86,00 \\\ ==l==Yaban mersini
8400 === Susam

A
82,00 \
80,00 . . )
30 dk 60 dk 24 saat

Sekil 9. Kontrol ve bitkilerin 0,05 mg/ml’lik soliisyonlarina iliskin progresif motilite

ortalamalari.

94,00 Z

92,00 Lo \
20,00 H\
o ~\ N\ ——kontrol

== AdacayI

86,00 ==fe=Yaban mersini
=== Susam

84,00

82,00

80,00 T T )

30 dk 60 dk 24 saat

Sekil 10. Kontrol ve bitkilerin 0,1 mg/ml’lik soliisyonlarina iliskin progresif motilite

ortalamalari.
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94,00
93,00
92,00
91,00
90,00
89,00
88,00
87,00

86,00

\\ —8—0,01%

AN
N

F '
\\ =4—0,10%
30 dk 60 dk 24 saat

Sekil 11. Susam soliisyonlarina iliskin progresif motilite ortalamalari

6.2. Vitalite Bulgular

Kontrol

grubu ve

tibbi adagaymin ¢ farkli konsantrasyonundaki

uygulamalarinda 30 ve 60 dakikalik uygulama siirelerinde, vitalite bulgularinda,

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir. 24 saatlik uygulamada ise

adacaymin 0,1 mg/ml’lik konsantrasyonunda anlamli fark goézlenmezken, 0,01

mg/ml’lik ve 0,05 mg/ml’lik konsantrasyonlarinda 91,35’ten 92,82 ve 92,90’a

yiikseldigi ve istatistiksel olarak olumlu sekilde anlamli bir fark gézlenip, vital sperm

sayisiin daha f azla oldugu saptandi.

Tablo 6. Tibbi Adagayr konsantrasyonlarinda vitalite ortalama, standart sapma ve

konsantrasyonlarin karsilagtirilmasz.

T1bbi Adagay1
Kontrol p
0,01 0,05 0,1
Ortalama 97,73 97,73 97,73 97,73
30 dk 1,000
S. Sapma 2,18 2,18 2,18 2,18
Ortalama 97,73 97,73 97,70 97,73
60 dk 0,393
S. Sapma 2,18 2,18 2,17 2,18
Ortalama 91,35 92,82* 92,90* 92,45
24 saat 0,001
S. Sapma 4,90 491 4,67 4,35

*Kontrolden farkli olan ortalama.
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Kontrol grubu ve yaban mersininin i¢ farkli konsantrasyonundaki
uygulamalarinda 30 ve 60 dakikalik uygulama siirelerinde, vitalite bulgularinda,
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenememistir. 24 saatlik uygulamada ise
0,01 mg/ml ve 0,05 mg/ml’lik konsantrasyonlarda anlamli bir fark
gozlemlenmezken, 0,1 mg/ml’lik konsantrasyonun uygulanmasinda kontrolden

anlaml farklilik gézlemlenmistir.

Tablo 7. Yaban mersini konsantrasyonlarinda vitalite ortalama, standart sapma ve

konsantrasyonlarin karsilastiriimas.

Yaban mersini

Kontrol p
0,01 0,05 0,1

Ortalama 97,73 97,73 97,73 97,73

30 dk 1,000
S.Sapma [2,18 2,18 2,18 2,18
Ortalama 97,73 97,70 97,70 97,68

60 dk 0,499
S.Sapma [2,18 2,19 2,19 2,18
Ortalama 91,35 93,20 93,10 93,87*

24 saat 0,001
S.Sapma 4,90 4,21 4,66 4,08

*Kontrolden farkli olan ortalama.

Kontrol grubu ve susamin {i¢ farkli konsantrasyonunun uygulamalarinda 30
ve 60 dakikalik uygulama siirelerinde, vitalite bulgularinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlemlenmemistir. 24 saatlik uygulamada ise susamin tiim
konsantrasyonlarinda kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark

gbzlemlenmistir.
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Tablo 8. Susam konsantrasyonlarinda vitalite ortalama,

konsantrasyonlarin karsilagtirilmasi.

standart sapma ve

Susam
Kontrol p
0,01 0,05 0,1
Ortalama 97,73 97,73 97,73 97,73
30 dk 1,000
S.Sapma [2,18 2,18 2,18 2,18
Ortalama 97,73 97,73 97,70 97,60
60 dk 0,377
S.Sapma [2,18 2,18 2,28 2,31
Ortalama 91,35 94,71* 94,92* 95,15*
24 saat 0,001
S.Sapma 4,90 4,93 4,66 5,05

*Kontrolden farkli olan ortalama

30. dk, 60. dk ve 24 saat bekletilen 0,1 mg/ml’lik konsantrasyonlarda bitkiler

aras1 vitalite ortalamalar karsilastirildiginda

24 saat bekletme siliresinde 0,1

mg/ml’lik susam konsantrasyonundaki sonu¢ adagay1 ve yaban mersininin 24 saat

bekletme stiresi sonuglarindan istatistiksel olarak anlamli farklidir (p=0,001).

Tablo 9. 0,1 mg/ml’lik bitki konsantrasyonlarinda vitalite ortalamasi, standart

sapmast ve bitkilerin karsilastirilmasi.

30 dk (0,1) 60 dk (0,1) 24 saat (0,1)
Ortalama S. Sapma |Ortalama S. Sapma |Ortalama S. Sapma
T.Adagay1 97,73 2,18 97,73 2,18 92,45 4,35
Yabanmersini | 97,73 2,18 97,68 2,18 93,87 4,08
Susam 97,73 2,18 97,60 2,31 95,15 5,05
p 1,000 0,373 0,001
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7.TARTISMA VE SONUC

Diizenli bir cinsel iliskiye ragmen higbir korunma yontemi uygulanmaksizin,
bir yil igerisinde gebelik olusmamasi infertilite olarak adlandirilir. Infertilite
giiniimiiz ciftlerinin yaklasik %15’ini etkileyen bir saglik problemidir. Erkek
kaynakli infertilite, infertil g¢iftlerin %10 - %30’unda tek neden iken, %15 -
%30’unda da kadindaki probleme ek bir durum olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Dolayisiyla infertilite vakalarinin yaklasik %50’sinde erkek faktorii goriilmektedir.
Infertil erkek bireylerin yaklasik %40 - %60’inda infertilitenin sebebi bilinmekle
birlikte kalan vakalarda gercek sebep tespit edilememektedir. Sebebi anlasilmayan
bu vakalar idiopatik infertilite olarak kabul edilmektedir. Son yillarda infertil ¢iflerin
cocuk sahibi olabilme olasiliklari, iiremeye yardimci tekniklerin (UYTE)
gelistirilmesine paralel olarak artmistir. Ozellikle erkek faktorlii infertilite agisindan
degerlendirildiginde ortaya c¢ikan gelismeler infertilitenin ¢oziilebilir bir problem

oldugunu gostermistir.

Oksidatif stresin, erkek infertilitesini negatif yonde etkiledigi daha once
yapilmis olan ¢aligmalarla kanitlanmistir(Agarwal et al., 2003). Idiopatik infertilite
gozlenen erkek bireylerde fertil bireylere gore reaktif oksijen seviyelerinin yiiksek,
antioksidan potansiyellerinin ise diisiik oldugu bildirilmistir (Pasqualotto et al.,
2001). Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hidroksil radikali gibi yiiksek oksidatif
radikalleri ve siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi radikal olmayan tiirlerin
tamami i¢in kullanilan genel bir terimdir (Wright et al., 2014). ROS’un fizyolojik
sinirlar igerisindeki iretimi, sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu, Sperm-00sit
flizyonu gibi normal sperm fonksiyonlari i¢in elzemdir (Sikka et al., 1995). Bununla
birlikte artmig ROS iiretimi, hiicrede oksidatif strese sebep olarak sperm motilitesinin
azalmasi, vitalitenin azalmasi, akrozom reaksiyonunun kusurlu gerceklesmesi ya da
hi¢ gerceklesmemesi veya fertilite kaybina yol acabilir (Griveau and Le Lannou,
1997). Seminal plazma ve spermatozoa, oksidatif strese karsi oldukga etkin bir dizi
koruyucu antioksidan metabolizmaya sahiptir. Normal kosullar altinda ROS ve
antioksidan aktivite arasinda bir denge bulunmaktadir. Antioksidanlar, ROS

seviyesini dengede tutarlar ve yiiksek ROS seviyesini dengede tutarlar ve yiiksek
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ROS seviyesinin sperm parametreleri iizerindeki negatif etkilerini tersine g¢evirirler
(Ross et al., 2010). ROS’un asir1 iiretimi ve antioksidan sistemin bu iretimi
dengeleyememesiyle oksidatif stres ortaya cikar. Oksidatif stres DNA hasari,
(Davies, 1987) sperm membran hasari (Aitken et al., 1989) ve sperm motilitesinde

azalma (Jones et al., 1979) gibi sonuglara sebep olur.

Idiopatik infertilite teshisi konmus erkeklerle yapilmis olan bir calismada,
infertil grupta bulunan erkeklerin semenlerinde bulunan antioksidan miktarinin fertil
erkeklerede bulunanlara goére anlaml sekilde diisiik oldugu gozlemlenmistir (Alkan

ve ark.,1997).

Silver et al. (2005) yaptiklar1 c¢alismada ise giinlilk diyetlerinde yiiksek
oranda antioksidan alan erkeklerde, daha diisiik antioksidan alanlara gore, sperm
kalitesinin belirgin bir sekilde yiikseldigi ve andploidiye daha az rastlandig
bildirilmistir (Silver et al., 2005).

Dawson ve arkadaslarinin (1987) %25 oraninda sperm agliitinasyonunun
gozlendigi erkeklerde yaptigi ¢alismada ise 4 hafta boyunca giinde 1000mg C
vitamini alan erkeklerde, kontrol grubuna gore motilite, vitalite ve sperm
morfolojisinin anlamli sekilde arttig1 rapor edilmistir. Yine Dawson ve arkadaslarinin
(1992) 75 sigara icen erkek iizerinde yaptig1 calismada giinde 1000mg C vitamini
alan grupta, kontrol grubuna gore spermin morfolojisinin ve 24 saatlik vitalitesinin

olumlu yonde arttig1 bildirilmistir (Dawson et al., 1992).

Lenzi ve ark.’nin (2003) yaptig1 calismada ise 100 infertil erkek, 2 ay
boyunca giinlik 2 gr L-karnitin takviyesi almigtir. 2 ayin sonunda L-karnitin
takviyesini birakarak 2 ay boyunca normal beslenmelerini siirdiirmiiglerdir. Sonraki 2
ay boyunca da yine giinliik 2 gr L-karnitin takviyesi almaya devam etmislerdir. 6.
aym sonunda elde edilen bulgularda L-karnitin takviyesi alan grupta kontrol grubuna
gore total motil sperm sayisi ile progresif motil sperm sayisinin istatistiksel olarak
anlamli sekilde arttig1 gozlenmistir. Ayrica tedavi siiresi boyunca L-karnitin
takviyesi alan grupta 8 tane spontan gebeligin olustugu bildirilmistir (Lenzi et al.,

2004).

Ciftci ve ark. (2009) 120 idiopatik infertilite tanis1 koyulan erkekte yaptigi
calismada, 3 ay boyunca giinliik 60 mg N-asetilsistein takviyesi alan grupta, plasebo
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alan kontrol grubuna gore semen volumiiniin, sperm motilitesinin ve total

antioksidan kapasitesinin anlamli sekilde arttig1 bildirilmistir.

Geva et al. (1996) daha 6nceden basarisiz IVF sikluslari olan infertil erkekler
tizerinde yaptig1 ¢aligmada, 1 aylik E vitamini tedavisinden sonra uygulanan IVF

tedavisinde fertilizasyon oranlarinin anlamli sekilde yilikseldigi gézlenmistir.

Nadjarzadeh et al. (2014) 60 oligoastenoteratozoospermik infertil erkek
lizerinde yaptig1 calismada, 3 aylik koenzim Q10 tedavisinden sonra, antioksidan
enzimler olan katalaz ve SOD’un aktivitelerinin artmasiyla birlikte, sperm motilite,

morfoloji ve vitalitesinin de anlamli sekilde arttig1 beliritilmistir.

Koenzim Q10’in in vitro etkisinin arastirildigt  ¢alismada, 16
normozoospermik ve 22 astenospermik hastadan alinan 6rnekler 4 gruba bdliinerek,
ilk gruba yalnizca Ham’s medium, ikinci gruba %1’lik DMSO ile birlikte Ham’s
medium, t¢ilincli gruba 5 uM CoQ10 ve Ham’s medium, dordiincii gruba ise 50 uM
CoQ10 ve Ham’s medium ilave edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan 50 uM
CoQI10 ilave edilen astenospermik grupta motilitenin istatistiksel olarak anlamli

sekilde arttig1 saptanmistir (Lewin and Lavon, 1997)

Antioksidanlarin etkisini in vitroda gosteren baska bir ¢aligmada ise Al-
Dujaily ve ark. (2013) infertil erkeklerden alinan semen Orneklerinin in vitroda L-
karnitin sollisyonu uygulanmis ve ve L-Karnitin uygulanan Orneklerde hem total
sperm motilitesinin hem de progresif sperm motilitesinin, kontrol grubuna gore

anlamli sekilde arttig1 bildirilmistir

Verma and Kanwar (1998) yaptiklar1 calismada in vitroda sperm hiicrelerine
askorbik asidin 50 uM’dan 4000 pM’a kadar degisen farkli konsantrasyonlar
uygulanmis ve 1000 upM’in altindaki konsantrasyonlarda askorbik asidin
spermatazoayl ROS’un negatif etkilerinden korudugu ve sperm motilitesiyle birlikte

vitalitesini de arttirdig1 rapor edilmistir.

Yapilan bir baska c¢alismada ise sperm konsantrasyonu 20 milyon/ml
tizerinde, motilitesi ise %60’ {izerinde olan sperm Ornekleri 4 gruba boliinerek in
vitroda E vitaminin 0.1, 1.0 ve 2.0 mmol/L olacak sekilde 3 farkli dozu uygulanmis

ve oda sicaklifinda 6 saate kadar inkiibe edilmistir. Elde edilen sonuglara gore E
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vitaminin 1.0 ve 2.0 mmol/L dozu uygulanan orneklerde 1 saatlik inkiibasyonun
ardindan motilitenin anlamli sekilde arttig1 gézlenmistir. 6 saatlik inkiibasyonda ise
2.0 mmol/L dozun uygulandig1 6rnekte motilite artis1 maksimum seviyeye ¢ikmustir.
Yine 1.0 ve 2.0 mmol/L dozlarinda 2 saatlik inkiibasyonun ardindan vitalitede
anlaml artis gozlenmis olup, 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda 2.0 mmol/L dozunda

vitalitenin en yiiksek artis1 gosterdigi bildirilmistir. (Verma and Kanwar, 1999)

Moubasher et al. (2013) calismalarinda, 50 fertil erkekten alinan sperm
ornekleri 4 gruba boliinmiistiir. ilk grup sperm yikama yapilmadan ve katalaz ilavesi
olmadan, ikinci grup sperm yikama olmadan ve katalaz ilave edilerek, {i¢iincii grup
sperm yikama yapilip katalaz ilave edilmeden, dordiincii grup ise hem sperm yikama
yapilip hem de katalaz ilavesi yapilarak dondurulmustur. C6zme sonrasi elde edilen
bulgulara gore, katalaz ilave edilen gruplarda sperm yikamadan bagimsiz olarak
progresif motilite ve vitalite ylizdesinin anlamli gekilde arttigi, DNA hasar

yiizdesinin ise anlamli sekilde azaldig bildirilmistir.

Kalthur et al. (2011) dondurulmus ¢oziilmiis spermler iizerinde yaptiklar
calismada, 38 normozoospermik, 59 astenozoospermik erkekten alinan ornekler iki
gruba béliinmiistiir. ilk grup yikama sonrasinda E vitamini eklemeden, ikinci grup ise
5 alt gruba boéliinerek sirasiyla 1, 5, 10, 50 ve 100 mM E vitamini eklenerek
dondurulmustur. iki hafta beklemeden sonra ¢ézme islemi gergeklestirildiginde hem
normozoospermik hem de astenozoospermik Orneklerde 5 mM E vitaminin
uygulandig1 gruplarda motilite ve progresif motilitenin istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttig1 gézlenmistir. 5 mM’dan yiiksek dozlarin uygulandigi 6rneklerde ise,

motilitenin diistiigli rapor edilmistir.

Chi et al. (2008) 42 normozoospermik erkek lizerinde yaptig1 calismada,
farkli dozlarda EDTA ve katalaz, sperm yikama soliisyonuna ilave edilmis, kontrol
grubu ise EDTA ve katalaz ilave edilememis yikama soliisyonu ile yikanmistir.
Yikama sonrasinda yapilan progresif motilite tayininde EDTA uygulanan tiim
orneklerde anlaml artis gézlenirken, katalaz uygulanan 6rneklerde anlamli bir fark

gozlenmemistir.

Gegtigimiz yillarda 6zelliikle gelismekte olan Asya iilkelerinde infertilitenin

tedavisi i¢in tibbi bitkilerin kullanimi hiz kazanmaya baglamistir (Bahmanpour et al.,
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2006). Infertilite tedavisinde kullanilan bitkilerin en 6nemli ortak 6zellikleri yiiksek
antioksidan igerikleridir. Bir¢ok bitkinin tedavi i¢in denenmesinin yani1 sira, bunlarin
arasindan yalnizca az sayida bitki halk arasinda tedavi amaciyla kullanilmaktadir.
Antioksidan icerikli bitkilerin etkilerini arastirmak amaciyla dizayn edilen klinik
arastirmalarin bir¢ogu bitkilerin oral yolla alinmasi ve in vivo etkilerinin gézlenmesi

seklinde yapilmistir.

Kolahdooz et al. (2014) 68 infertlil erkek iizerinde yaptiklar1 galismada
hastalar ikiye boliinmiis, kontrol grubu 2 ay boyunca giinde 2 kez oral yolla 2,5 ml
stvi parafin alirken, calisma grubu ise 2 ml ¢orek otu yagi (Nigella sativa L.) almistir.
2 aym sonunda yeniden degerlendirilen 6rneklerde sperm konsantrasyonu, motilite,
morfoloji ve semen voliimii 6l¢timii yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore, N. sativa
alan grupta sperm konsantrasyonu, motilite, morfoloji ve semen voliimiiniin kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 rapor edilmistir.

Parandin et al. (2012) yaptiklari ¢alismada ise erkek farelere 60 giin boyunca
N. sativa ekstrakti 200mg/kg ya da 400 mg/kg dozlari oral yoldan verilmistir. N.
sativa fertilite potansiyelini, luteinlestirici hormon (LH) ve testosteron seviyesini

arttirmasina ragmen, motilite ve vitalite degerlerinde anlamli fark goriilmemistir.

Bahmanpour et al. (2006) Sprague-Dawley fareleri ile yaptiklari galismada 50
fare 5 gruba boéliinerek ilk grup kontrol olarak degerlendirilmis, diger dort gruba ise
sirastyla 30, 60, 120 ve 240 mg/kg Phoenix dactylifera polen (date palm pollen,
DPP) ekstrakti gilinliik olarak oral yoldan verilmistir. 35 giin siiren g¢aligmanin
sonucunda, anestezi altinda ductus deferensten sperm hiicreleri toplanarak, sperm
konsantrasyonu, motilite ve morfoloji ile birlikte testis agirligi degerlendirilmistir.
Elde edilen bulgulara gére DPP ekstrakti alan tiim gruplarda sperm konsantrasyonu
artmakla birlikte en etkili dozun 120 mg/kg oldugu gozlenmistir. Yine tiim DPP alan
gruplarda testis ve epididimis agirliginin artig gosterdigi belirtilmistir. 30 mg/kg
haricindeki tim dozlarda motilite kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmistir.
Morfolojik degerlendirmede ise en etkili dozun 240 mg/ml olmakla birlikte tiim

dozlarda morfolojinin iyilesme gosterdigi gdzlenmistir.

Shi et al. (2017) diyabetik erkek fareler iizerinde yaptiklar1 g¢alismada,

calisgma grubundaki farelere 62 giin boyunca 3 farkli dozda Lycium barbarum
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uygulanarak diyabetin yol actig1 spermatogenik fonksiyon bozukluklarini diizeltip
diizeltemeyecegi gozlemlenmistir. 62 giin sonunda elde edilen bulgulara gore,
Lycium barbarum uygulanan diyabetik farelerde iireme organlarinin agirligi artmas,
semen parametrelerinde anlamli iyilesme gozlenmis ve antioksidan enzim aktivitesi

farkli derecelerde artig géstermistir.

Tetracordium conophorum’un albino erkek Wistar farelerinin tireme
sistemlerindeki etkilerini gézlemlemek amaciyla yapilan ¢alismada, 25 adet fare 5
gruba béliinmiistiir. Ik grup kontrol olacak sekilde 2. 3. ve 4. gruplara sirasiyla 50,
500 ve 1000 mg/kg T. conophorum oral yoldan 21 giin boyunca verilmistir. 21 giin
sonunda elde edilen bulgulara gére T. conophorum uygulanan gruplarda sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve vitalitesinde anlamlhi artis gdzlenirken, anormal
morfolojili sperm sayisinda azalma gozlenmemistir. Belirgin parametrelerde en

belirgin artig en yiiksek dozda gézlenmistir. (Akomolafe and Oboh, 2017)

Amidi et al. (2014) varikoselli fareler ile yaptiklari in vivo ¢aligmada, 8 hafta
boyunca Crocus sativus’un alkollii ¢ozeltisiyle tedavi edilen grupta, tim sperm
parametrelerinin iyilestigi gozlenirken, C. sativus ile tedavi edilmeyen kontrol
grubunda varikosele bagli olarak tiim sperm parametrelerinin anlaml sekilde diistiigii

rapor edilmistir.

Antioksidan 0zelligi daha once yapilan calismalarla aydinlatilmis olan C.
sativus (Chattarjee et al., 2005) ile yapilan bir baska ¢alismada ise sigara igmeyen 52
infertil erkegin, 3 ay boyunca haftada 3 kez siit icerisinde ¢6ziilmiis 50 mg C. sativus
igmesi saglanmistir. 3 ayin sonunda elde edilen seen parametreleri bulgularina gore,
sperm konsantrasyonunda fark gozlenmezken, motilite, progresif motilite ve
morfoloji degerlerinde istatisiksel olarak anlamli fark gézlenmistir. (Heidar et al.,

2008)

Bitkilerin antioksidan ozelliklerinin, erkek infertilitesi lizerindeki etkilerini
arastiran ¢ok sayida in vivo ¢alismanin yani sira, in vitrodaki sperm parametreleri ve

fonksiyonlar1 lizerine ¢ok az sayida calisma yapilmistir.

Khaleghi et al. (2016) yaptiklar1 caligmada yiiksek antioksidan 6zelligi daha
once aydinlatilmig olan Tribulus terrestris’in (Zheleva-Dimitrove et al., 2012) in

vitro ortamda insan semen parametreleri lizerindeki etkilerini arastirmislardir. 40
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infertil erkekten alinan ornekler 4 gruba boliinerek ilk gruba yalnizca Ham’s F-10
mediumu ilave edilmis, 2. 3. ve 4. gruplara ise sirasiyla Ham’s F-10 mediumu ile
birlikte T. terrestris ekstraktinin 20, 40 ve 50 ug/ml dozlar ilave edilmis ve inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun 15, 30, 60 ve 120. dakikalarinda &rnekler icin sperm
parametreleri dl¢iilmistiir. Elde edilen motilite bulgularina gore, 20 pg/ml dozunda
tiim inkiibasyon siireleri i¢in hi¢bir fark gézlenmemistir. 40 ve 50 pg/ml dozlarda 15
ve 30 dakikalik bekleme siiresinde anlamli fark gozlenmezken, 60. ve 120.
dakikalarda kontrole goére anlamli artis rapor edilmistir. Vitalite bulgularina
bakildiginda ise 20 pg/ml dozda tiim bekletme siirelerine bakildiginda anlamli fark
gbzlenmemistir. 40 ve 50 pg/ml dozlarina bakildiginda ise 60. bekleme dakikasindan
itibaren vitalitenin kontrol grubuna gére anlamli sekilde arttig1 belirtilmistir. Motilite
ve vitalitenin yan sira DNA fragmantasyonunu da degerlendiren g¢alismada T.

terrestris’in DNA fragmantasyonunda higbir etkisinin olmadig bildirilmistir.

Yapilan bir baska calismada ise, Hang et al. (1992) geleneksel Cin
bitkilerinden biri olan Astragalus membranaceus’un insan spermleri lizerindeki in
vitro etkilerini ortaya koymuslardir. Sperm Ornekleri 2 gruba ayrilarak, ilk gruba
yikama islemi yapilmadan, ikinci gruba ise yikama islemi sonrasinda A.
membranaceus’un 10mg/ml’lik fosfat tamponu ¢ozeltisi uygulanmigtir. 2 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen bulgulara gore her iki grupta da sperm

motilitesi anlamli artis gostermistir.

Camellia sinensis’in (cay) ana bilesenlerinden biri olan epigallokatesin
gallat’in (EGCG) in vitro etkilerinin arastirildigi ¢aligmay1 ise De Amicis et al.
(2012) gergeklestirmistir. Calisma normozoospermik erkeklerin semen Ornekleriyle
yapilmis ve ornekler kontrol grubu haricinde 3 gruba boliinerek EGCG’nin 2 uM, 20
uM ve 60 uM konsantrasyonlart uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore
EGCG’nin diisiikk dozlarmin (2 ve 20 uM) sperm motilite ve vitalitesini arttirdigi

rapor edilmistir.

Wittayarat et al. (2013) gergeklestirdigi calismada ise Camellia sinensis’in
bilesenlerinden olan polifenollerin kdpek spermleri iizerine etkisi arastirtlmistir.
Kopek spermlerinin 5 °C’de uzun siire saklanmasi i¢in hazirlanan Tris-egg yolk
mediumuna 0.5, 0.75 ve Img/ml konsantrasyonlarinda Camellia sinensis’ten elde

edilen polifenol ilave edilmistir. Polifenol igeren tiim mediumlarda saklanan sperm
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orenklerinde konsantrasyondan bagimsiz olarak sperm motilite ve vitalitesi artmis ve

5 °C’de saklama stiresi dort haftaya kadar uzamastir.

Yaptigimiz ¢alismada in vitro sperm fonksiyonlar1 tizerine etkilerini
arastirdigimiz ti¢ bitkiden biri susamdi (Sesamum indicum). Susam Tiirkiye’de halk
arasinda Ozellikle cinsel giicii arttirdifina inanilmasi sebebiyle kullanilmaktadir.

Susamin giiclii antioksidan igerigi daha 6nceki ¢alismalarda aydinlatilmistir (Shittu et
al., 2007)

Abbasi et al. (2013) yaptiklar1 galismada Wistar farelerinin diyetlerine 8 hafta
boyunca %?5’lik susam yagi ilave edilerek, 8 haftanin sonunda elde edilen bulgular
degerlendirilmistir. Bu bulgulara gore %35 susam yagi alan grupta kontrol grubuna
gore epididimal sperm miktari, progresif motilite ve seminifer tiibiillerde bulunan

sperm miktar istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistur.

Yine Abbasi et al. (2013) yaptig1 bagka bir ¢alismada ise susam yagmnin
etkisini laboratuvar indiiklii diyabet hastasi fareler iizerinde arastirilmigtir. Bu
caligmada fareler, dncelikle hasta olan ve olmayan seklinde ikiye boliinmiis, her iki
grupta yine ikiye boliinerek bir grubun beslenmesine %35 susam yagi ilave edilirken
digerine ilave edilmemistir. 56 giin siiren ¢alismanin sonucunda elde edilen bulgulara
gore susam yagi alan 2 grupta da sperm sayis1 anlaml artis gosterirken, progresif

motilite ve vitalitede fark gézlenmemistir.

Sandhu et al. (2014) susam yaginin sperm motilitesi tizerindeki etkilerini
arastirdiklar1 calismada ise susam yagi ile 60 dakika inkiibe edilen spermlerde hem
total motilitenin em de progresif motilitenin kontrol grubuna gore azaldigi rapor

edilmistir.

Khani et al. (2013) yaptiklar1 ¢alismada susamin insan spermi tizerindeki
etkileri arastirilmigtir. Daha 6nceden infertil oldugu bilinen 25 erkegin diyetlerine 3
ay boyunca 0,5 mg/kg dozunda susa ilave edilmistir. 3 ayin sonunda yapilan semen
analizleri tedavi oncesi yapilan analizlerle karsilastirildiginda sperm konsantrasyonu
ve motilitesinin anlamli sekilde arttigi gozlenmistir. 3 aylik tedavinin sonunda,
intrauterin inseminasyon i¢in uygun olan 3 hastadan bir tanesinde gebelik elde

edilirken, mikroenjeksiyon i¢in uygun olan 2 hastada hi¢ gebelik elde edilememistir.
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2 hastada ise spontan gebelik bildirilirken, tim gebelikler canli dogum ile

sonuclanmustir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise susamin tiim konsantrasyonlarinda ve tiim
zaman dilimlerinde progresif motilite degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark
gbzlenmistir. Progresif motilite iizerinde en etkili olan konsantrasyon ise tiim zaman

dilimlerinde 0.1 mg/ml olmustur.

Vitalite bulgular1 degerlendirildiginde ise tiim konsantrasyonlarda 30. ve 60.
dakikalarda fark gozlenmezken 24 saatlik bekleme siiresinde tiim konsantrasyonlara

ait vitalite degerlerinde anlamli fark gézlenmistir.

Salvia officinalis, Tiirkiye’de halk arasinda ozellikle bagisiklik giiglendirici
etkileri sebebiyle yaygin sekilde kullanilmaktadir. Tokoferol, tokotrienol, karotenoid
ve yag asidi icerikleriyle yiiksek antioksidan 6zellik gostermektedir (Zivkovic et al.,
2014). S. Officinalis’in insan ya da hayvanlarda tireme sistemi ve infertiliteye etkileri

izerine ¢ok fazla ¢alisma yapilmamistir.

El-Wakf et al. (2015) obez fareler lizerinde yaptiklar1 caligmada diyetlerine S.
officinalis yagi ilave edilen farelerde, testikiiler fonksiyonlarin obezitenin negatif
etkilerine kars1 korundugu ve epididimal sperm miktarinin anlaml artis gosterdigi

rapor edilmigtir.

Monton et al. (2015) yaptiklart ¢alismada S. officinalis’in etkisini yaban
domuzu spermi iizerinde gostermislerdir. Dondurma soliisyonuna ilave edilen S.
officinalis ekstraktinin spermleri, dondurup ¢ozmeye baglh oksidatif stres

hasarlarindan korudugu ve sperm parametrelerini iyilestirdigi bildirilmistir.

Bizim  yaptigimiz  ¢alismada ise, progresif motilite bulgularini
degerlendirdigimizde 0.1 ve 0.05 mg/ml’lik konsatrasyonlarda tiim zaman
dilimlerinde anlamli farklilhik gézlenmemistir. 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonda ise

24. Saatte istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilmistir.

Vitalite bulgularina bakildiginda 0.1 mg/ml’lik konsantrasyonda tiim zaman
dilimlerinde anlaml fark olugsmamistir. 0.01 ve 0.05mg/ml’lik konsantrasyonlarda 24

saatlik bekleme siiresinde istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir.
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Vaccinium myrtillus igerigindeki antosiyanidin ve fenolik gruplara bagl
olarak yiiksek antioksidan 6zellik gdsterir. Buna bagli olarak da halk arasinda kalp
hastaliklari, tansiyon ve diyabet gibi hastaliklara kars1 kullanim1 yaygindir. Kimyasal
profili ve antioksidan ozellikleri bilinmesine ragmen infertilite lizerindeki olasi

etkilerini arastiran hi¢bir ¢calisma yapilmamustir.

Bizim c¢alismamizda ise, progresif motilite bulgular1 degerlendirildiginde
yaban mersininin 0.01 ve 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonlarinda tiim bekleme
strelerinde anlamli fark gozlenmemistir. 0.1 mg/ml’lik konsantrasyonuna
baktigimizda ise tiim zaman dilimlerinde kontrol grubuna goére anlamli fark

gosterdigi saptanmustir.

Vitalite bulgularmma bakildiginda ise, yine 0.01 ve 0.05 mg/ml’lik
konsantrasyonlarda tiim zaman dilimlerinde fark gozlenmezken 0.1 mg/ml’lik
konsantrasyonda ise yalnizca 24 saatlik bekletme siliresinde anlamli fark elde

edilmistir.

Susam, tibbi adagayr ve yaban mersininde elde ettigimiz verileri
karsilagtirdigimizda susamin 0.1mg/ml’lik konsantrasyonunun progresif motilite
degerleri, adacayr ve yaban mersinine gore anlamli sekilde fark gostermistir.
Progresif —motiliteye iliskin  en anlamli artis susamm 0.1 mg/ml’lik

konsantrasyonunun 30. dakikadaki 6l¢iimiinde gézlenmistir.

Bitkiler arasindaki vitalite ortalamalar1 karsilastirildiginda ise, 24 saatlik
bekletme stiresinde, 0.1 mg/ml’lik susam konsantrasyonundaki sonu¢ diger iki

bitkide elde edilen sonuglara gore anlaml sekilde farklidir.

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda, yaptigimiz c¢aligmada normospermili
hastalara uygulanan tibbi adagay1, yaban mersini ve susam ekstraktlarinin arasindan
ozellikle susamin konsantrasyon ve bekleme siiresinden bagimsiz olarak in vitro
kosullarda sperm progresif motilitesi ve vitalitesini anlamli derecede artirdigini tespit
ettik. Hem progresif motilite hem de vitalite bakimindan degerlendirildiginde en
anlaml artisin ise susamin 0.1 mg/ml’lik konsantrasyonunun 24 saatlik bekleme

stiresinde oldugunu gozlemledik.

65



Yaptigimiz c¢alismada elde edilen sonuglar susam ekStraktinin in Vvitro
uygulamasinin sperm motilitesini arttirmaya yonelik hem intrauterin inseminasyon
hem de mikroenjeksiyon islemlerinde kullanilabilecegini diisiindiirtmekle birlikte
toksik etkilerine dair elimizde yeterli bulgu olmadigindan, daha c¢ok arastirma
yapilmas1 gerekmektedir. Bundan dolayi, bu dogrultuda yapilacak daha kapsamli ve

ileri diizeydeki ¢alismalarin bu konuya katkida bulunacagina inanmaktayiz.
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9.EKLER

BIiRUNIi UNIVERSITESI

“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR”
ICIN BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Tirkiye’de halk arasinda yaygin olarak kullanilan
adacayi, susam ve yaban mersini bitkilerinin in vitro kosullarda sperm fonksiyonu

parametrelerine etkisi

Sizi “Tirkiye’de halk arasinda yaygin olarak kullanilan adagayi, susam ve yaban
mersini bitkilerinin in vitro kosullarda sperm fonksiyonu parametrelerine etkisi”
baslikli bir aragtirmaya davet ediyoruz. Bu aragtirmaya katilip katilmama kararini
vermeden Once, arastirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz gerekmektedir. Bu
nedenle bu formun okunup anlasilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Asagidaki bilgileri
dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz. Eger anlayamadiginiz ve sizin i¢in agik
olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz bize sorunuz. Bu anket
caligmasina katilmak tamamen gonilliiliik esasmma dayanmaktadir. Calismaya
katilmama hakkina sahipsiniz. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan
sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu formu

imzalamaniz istenecektir. Bu formlardan elde edilecek bilgiler tamamen arastirma

amaci ile kullanilacaktir.

Sorumlu Arastirmaci: CEMILE YILMAZ
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Calismanin amaci nedir; benden baska kag kisi bu ¢calismaya katilacak?

Sizi davet ettigimiz ¢alismanin amaci halk arasinda yaygin olarak kullanilan adagayi,
susam ve yaban mersini bitkilerinin, insan viicudu disindaki kosullarda sperm
hiicrelerine pozitif ya da negatif bir etkisinin olup olmadigin1 incelemektir.
Spermiyogram tahlili amaciyla vermis oldugunuz semen 6rnegi degerlendirildikten
sonra kalan Orneginiz arastima i¢in kullanilacak ve sonrasinda imha edilecektir.
Orneginizin degerlendirme sonrasi kalan materyaliyle ¢alisilmasi planlandigi icin
sizin saglik durumunuza ve spermiyogram analizinize herhangi bir negatif etkisinin

olmasi dngoriilmemektedir. Calismaya yaklasik 40 kisinin katilmas1 planlanmaktadir.
Bu calismaya katilmali miyim? (Bu béliim aynen korunacaktir)

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Su anda bu formu
imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gostermeksizin ¢aligmay1
birakmakta 6zgiirslinliz. Eger katilmak istemez iseniz veya ¢alismadan ayrilirsaniz,
vermis oldugunuz semen drneginin analiziyle ilgili siire¢ rutin olarak devam edecek
ve analiz sonucunuzu yine planlanan tarihte almis olabileceksiniz. Kisacasi bu
caligmaya katilip katilmamaniz analiz siirecini pozitif ya da negatif herhangi bir

sekilde etkilemeyecektir.
Bu ¢calismaya katilmamin maliyeti nedir?

Bu calismaya katilmaniz halinde herhangi bir maddi sorumluluk altina

girmeyeceksiniz.
Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak? (Bu boliim aynen korunacaktir)

Arastirma sorumlusu, kisisel bilgilerinizi, arastirmayr ve istatiksel analizleri
yiirlitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca
geregi halinde, sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar inceleyebilir.
Calisma sonuglar1 ¢alisma bitiminde yalizca bu arastirmada olmak iizere tibbi

literatlirde yayinlanabilecektir ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.
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Daha fazla bilgi i¢cin kime basvurabilirim?

Calisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen

iletisime ge¢iniz.
ADI : Cemile YILMAZ
GOREVI : Arastirma sorumlusu

TELEFON  :05432449119

Medical Park Bahgelievler Hastanesi Tip Bebek Boliimiin’de Biyolog Cemile
YILMAZ tarafindan tibbi bir arastirma yapilacag: belirtilerek bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bdyle

bir arastirmaya “katilimer” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda
herhangi bir neden gdstermeden arastirmadan cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart
zor durumda birakmamak icin arastirmadan c¢ekilecegimi onceden bildirmemim
uygun olacagimin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar

verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirmadan elde edilen benimle ilgili kisisel bilgilerin gizliliginin korunacagini

biliyorum.

Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi

bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi
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konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal

bir yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir sorun ile karsilastigimda; Bio. Cemile Yilmaz’1 05432449119

nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla
s0z konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,

goniilliiliik igerisinde katilmay1 kabul ediyorum.
Katilimci

Adi, soyadi:

Tel:

Imza:
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Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

26.04.2017

Saymn: Cemile Yilmaz

Biruni  Universitesi Girigimsel Olmayan Arastirmalar  Etik Kurulu yapilan inceleme
sonucunda “Tiirkiye’de halk arasinda yaygn olarak kullamilan adagayi, susam ve
yabanmersini bitkilerinin in vitro kosullarda sperm fonksiyonu parametrelerine etkisi”
isimliarastirmanmizin kurulumuzun  26/04/2017 tarihli toplantisinda etik yonden uygun
olduguna karar verilmistir.

Etik Kurul Bagkani
Prof.Dr.Tiilay irez
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GIRISIMSEL OLMAYAN

T.C.
BiRUNIi UNIVERSITESI

KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI

Tarih:26.04.2017

Toplant: Sayisi:5

Karar No: 2017/5-3

Aragtirmact Cemile Yilmaz’in planladigi “Tiirkiye’de halk arasinda
Yaygmm olarak kullamilan adagay:, susam
bitkilerinin in vitro kosullarda sperm fonksiyonu parametrelerine
etKisi” konulu aragtirma incelendi, yapilan inceleme sonucunda arastirmanin
etik ydnden uygun olduguna karar verildi.

ve yabanmersini

UYELER
Adi soyadr Alam Boliimii Katihm Z
mza
Prof.Dr. Tiilay irez Temel Tip Histoloji ve Etik kurul ) /j l;?z
Bilimleri Embriyoloji Bagkam (“/ f ;
Dog.Dr.Leman Senturan 3 o ; Etik Kurul 2
SagLk Bllimleti | Hemsirelik Baskan _\\;L A
Yardimcisi A
Prof.Dr.Fatma Celik Sz}ghk : Baslagaanis . ! L
Bilimleri Divetetik liye N ;)
) Fakilltesi s )
Dog.Dr.Sélen Tip i =8
Himmetoglu Fakiiltesi L. %
Temel Tibbi Biyokimya Raportr o
Bilimler ?
Yrd.Dog.Dr.Ayse Egitim P p )
Tugba Ceyhun Duman Fakiiltesi Zihin Engelliler liye Rl
Yrd.Dog.Dr.Belen Sirinoglu Dis v =
apan Hekimligi Pedodonti ilye NEY
Fakiiltesi
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10. OZGECMIS

Adi Soyadi: Cemile YILMAZ

Dogum Tarihi ve Yeri : 02.10.1985 - Biga

Mail Adresi: cemilekacar@mynet.com

Unvani: Biyolog

Ogrenim Durumu: Lisans

Derece Okul Adi ve Boliimii Mezuniyet Y1l
3.09 Istanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi | 2007
Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Can Ibrahim Bodur Anadolu Lisesi 2003
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