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1. OZET VE ANAHTAR KELIMELER

Kisirlik, %50'sine erkek faktoriin neden oldugu tahmin edilen, diinya genelindeki
ciftlerin %9’unu etkileyen bir durumdur. Erkek kisirliginin, genetik mutasyonlar,
yasam tarzi, tibbi hastaliklar ve ilaglar gibi ¢esitli nedenleri bulunmaktadir. Son
calismalar, spermatozoanin oksidatif strese karsi olduk¢a hassas oldugunu
gostermektedir. Medikal bitkilerin, antioksidan olarak sperm kalitesi ve dogurganlik
tizerindeki yararh etkileri oldugunu iddia eden c¢alismalara ragmen, spermatozoa
tizerindeki etkilerini in vitro kosullarda degerlendiren sadece birka¢ calisma
bulunmaktadir. Bu tez calismasinin amaci, 1sirgan (Urtica dioica L.), biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) ve ke¢iboynuzunun (Ceratonia siliqua L.) insan sperm
parametreleri lizerindeki etkisini degerlendirmekti. Semen Ornekleri Bahgelievler
Medikal Park Hastanesine basvuran normozoospermli 40 hastadan alindi. Ornekler
1sirgan otu, biberiye ve kegiboynuzu ekstraktlarinin %0.1, %0.05 ve %0.01
konsantrasyonlarda 30 dakika, 1 saat ve 24 saat boyunca muamele edildi. Sperm
motilitesi ve vitalite parametreleri WHO’nun Kriterlerine gore degerlendirildi.
Sonuglar, progresif sperm motilitesi ve vitalitesinin normozoospermli 6rneklerde
1sirgan, biberiye ve kegiboynuzu ekstraktinin in vitro uygulamasiyla iyilestirildigini
gostermistir. Progresif sperm motilitesi i¢in, anlamli farkliliklar 1sirgan ve biberiye
icin 30. dakika, 1. ve 24. saatlerde gozlemlendi (p=0.001). Benzer sekilde, farkli
konsantrasyonlardaki kegiboynuzu ekstraktlarinda 1 ve 24 saat i¢in gdzlemlenen
farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p=0.01). Ek olarak, 1sirgan,
biberiye ve kegiboynuzu ekstrakti uygulamasi sonrasinda 24. saatin sperm vitalitesi
icin istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gozlemlendi. Bununla birlikte,
kegiboynuzu ekstrakti uygulamasi sonrasinda da 1. saatte dnemli farkliliklar bulundu.
Sonuglara gore, 1sirgan, biberiye ve keciboynuzu ekstrakti progresif motilite ve
vitaliteyi 1yilestirerek insan spermatozoasi lizerinde dogrudan koruyucu etkiye sahip

olabilir.

Anahtar kelimeler: Erkek infertilitesi, Bitkisel antioksidanlar, Motilite, Vitalite



2. ABSTRACT

The Effects of Rosemary, Carob and Stinging Nettle Plants in Widely Used in
Turkey to The Sperm Functions Parameters During in vitro Conditions

Infertility is a prevalent condition affecting an estimated 9% of couples worldwide
who fail to conceive and male factor contributes to 50% of the issues. Male infertility
has a diversity of causes, ranging from genetic mutations to lifestyle choices to
medical illnesses or medications. Recent studies demonstrate that spermatozoa are
extremely vulnerable to oxidative stress. In spite of studies that claimed the
beneficial effects of medical plants as antioxidant on sperm quality and fertility, only
a few studies were addressed to evaluate their effects on spermatozoa in vitro
conditions. Main aims of the present thesis study were to assess the influence of
nettle (Urtica dioica L.), rosemary (Rosmarinus officinalis L.) and locust bean
(Ceratonia siliqua L.) on human sperm parameters. Semen samples were obtained
from forty normozoospermia patients who were admitted to Bahcelievler Medical
Park Hospital. Semen samples were treated with nettle, rosemary and locust bean
extracts 0.1%, 0.05% and 0.01% concentrations for 30 min, 1 and 24 hours. Semen
parameters, including sperm motility and vitality were evaluated according to WHO
criteria. Main results demonstrated that progressive sperm motility and vitality were
enhanced in normozoospermia samples by in vitro treatment with nettle, rosemary
and locust bean extracts. For progressive sperm motility, significant differences were
observed at 30 min, 1 and 24 hours by treatment nettle and rosemary (p=0.001).
Similarly, differences observed in different concentration of locust bean extracts
were found to be statistically significant for 1 and 24 hours (p=0.01). Additionally,
statistically significant differences in sperm vitality were observed at 24 hours by
treatment nettle, rosemary and locust bean extracts. However, significant differences
were also found to be at 1 hour by treatment locust bean extracts. According to the
results, nettle, rosemary and locust bean may have a direct protective effect on

human spermatozoa by enhancing progressive sperm motility and vitality.

Key words: Male infertility, Herbal antioxidants, Motility, Vitality.



3. GIRIS VE AMAC

Korunmasiz 1 yil slireye ragmen cocuk sahibi olamayan ciftelerin diinya
genelinde %15’inde infertilite sorunu goriilebilmektedir (Mosher, 1985; Barratt et
al., 1990). Ciftlerde erkege bagli infertilitenin goriilme sikligi %50’lere kadar
cikabilmektedir. Erkek infertilitesinin nedenlerinin pek ¢ogunun korunabilir ve
tedavi edilebilir faktorlerden kaynakli olabilmesi erkek infertilitesinin tani ve
tedavisinin onemini daha da arttirmaktadir. Son yillarda iiremeye yardimci tedavi
yontemlerindeki gelismelere ragmen erkek iireme sagliginin iyilestirilmesi, kaliteli
spermin daha az girisimsel yontemle elde edilmesi hedeflenmektedir. Erkege bagl
infertilitenin altinda yatan problemler arasinda varikosel, idiyopatik-agiklanamayan-
infertilite, obstriikksiyon, inmemis testis, immiinolojik mekanizmalar, ejakulasyon
bozuklugu, testikiiler yetmezlik, ilag-radyasyon etkisi ve endokrin bozukluklar
sayilabilmektedir (Sigman, 1987). Bununla birlikte, bu nedenlerin pek ¢ogunun
hiicre diizeyinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif strese bagli
ortaya ¢iktip1 ya da ROS artisi ile hiicrede patolojisini tamamladig: diisiiniilmektedir
(Aitken and Clarkson, 1987).

Hidrojen peroksit (H,0,), nitrik oksit (NO), peroksinitrit gibi ROS’larin
spermatozoada fazla miktarda bulunmasi spermde DNA hasarina neden olarak
infertil erkeklerin %30-80’inde infertilitenin potolojisinin gelismesinde O6nemli
katkilarinin oldugu vurgulanmaktadir (Aitken and Clarkson, 1987; Agarwal et al.,
2004). Antioksidanlar ROS’larin zararli etkilerini engelleyen ya da azaltan
molekiiller olarak tanimlanmakta olup oksidatif stres antioksidanlarda azalma
ve/veya ROS’larin agir1 lretimi sonucunda antioksidanlarin yetersiz kaldigi
durumlarda ortaya c¢ikmaktadir. Oksidatif stres, hiicrede lipitlere, proteinlere ve
DNA’ya saldirarak mitokondriyal aktiviteyi ve sperm motilitesini azaltmakta ve
paternal genomda hasar olusturabilmektedir (Bennetts and Aitken, 2005). Bununla
birlikte, vitamin C ve E, Koenzim Q10, glutatyon ve selenyum gibi antioksidanlarin
ozellikle idiyopatik erkek infertilitesinin tedavisinde destek amacli kullanimlarinin
sperm kalitesinin arttirtlmasi yoniinde olumlu etkilerinin oldugu gozlemlenmistir

(Twigg et al., 1998; Garrido et al., 2004; Balercia et al., 2009).



Bitkiler, ge¢misten giliniimiize gida endiistrisinden ila¢ endiistrisine, kagit
endiistrisinden matbaaciliga, tekstil endiistrisinden kozmetik endiistrisine,
mobilyaciliktan petrol ve kimya endiistrisine kadar bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Insanlik tarihi boyunca sariliktan nefes darligina kadar birgok hastalik bitkiler
kullanilarak tedavi edilmeye ¢alisilmis ve ¢alisilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitiine
(WHO) gore bu yonelim gelismis, gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde medikal
bitkilerin ekonomik sebeplerden dolay: ilaclara alternatif olarak diislintilmesinin yani
sira lilkelerin kendi kiiltiir ve dogal kaynaklarina baglamaktadir (Zhang, 2013).
Tirkiye, cografi konumu, iklim ve bitki ¢esitliligi, tarimsal potansiyeli, genis
yiiz6l¢imii bakimindan medikal ve aromatik bitkiler konusunda diinyanin 6nde gelen
iilkelerinden biridir (Bayram ve ark., 2010). Ozellikle Cin gibi, bitkilerle tedavinin
yogun olarak kullanildig: iilkelerede yapilan ¢alismalar incelendiginde 1659 hastayi
iceren 15 ¢alismada, medikal bitkilerin gebelik oranlarinda 6nemli bir artisa neden
oldugu gozlemlenmistir. Bunun yani sira ovulasyonda artma, diisiik sayisinda
azalma, servikal mukusta diizelmeler de saptanmistir (Tan ve ark., 2012). Yine
medikal bitkilerin yogun bir sekilde kullanildig1 bagka bir iilke olan Hindistan’da
yapilan bir ¢alismada ise ginseng bitkisinin seminal plazmada vitamin A, C, E ve
antioksidanlarin seviyelerini arttirdig1 gosterilmis ayrica, Hindistan’da medikal
bitkilerin erkek ve kadinlar i¢in kontraseptif yontem olarak da kullanildig1 kayitlara

gecmistir (Shahin et al., 2009; Agarwal and Allan, 2010).

Bu tez calismasinda, Tirkiye’de halk arasinda medikal etkileri bilinen
1sirgan, biberiye ve kegiboynuzu bitkilerinin in vitro kosullar altinda sperm kalitesine
olan etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amacla tez kapsaminda, 30 dk, 1s ve
24 s olmak tizere li¢ farkli zaman araliginda 0,1mg/ml 1sirgan, 0,05 mg/ml 1sirgan,
0,01mg/ml 1sirgan, 0,1mg/ml biberiye, 0,05mg/ml biberiye, 0,0lmg/ml biberiye,
0,Img/ml keg¢iboynuzu, 0,05mg/ml ke¢iboynuzu, 0,01 mg/ml kegiboynuzu (1:1)
(ekstrakt:semen) olmak tiizere farkli konsantrasyonlarda bitki ekstraktar
normozoospermi tanisi konmus hasta Orneklerine uygulanmistir. Uygulama
sonrasinda, semen analizi yapilarak 1sirgan, biberiye ve kegiboynuzu bitkilerinin
sperm  kalitesinin  iyilestirilmesi ~ yOniindeki etkileri degerlendirilmis ve

karsilastirilmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Erkek Genital Sistem

Erkek iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
olusarak haploid erkek gametinin (spermatozoonun, spermin) devamli iiretiminden,
beslenmesinden, gecici olarak depolanmasindan, erkek seks hormonlarinin
sentezinden ve salinimindan sorumludur (Kierszenbaum, 2002). Testis, hormon ve
spermi lretirken genital kanallar (epididimis, vaz deferens, ejekiilatuar kanal, erkek
iretras1) ve yardimei bezler (seminal vezikiil, prostat bezi, bulbo iiretral bezler) diiz
kas kasilmalarinin yardimi ile birlikte spermatozoonlari disariya gonderen salgilar
tiretmektedirler. Bununla birlikte, tiretilen bu salgilar erkek {ireme sistemi igerisinde
bulunan spermlere gerekli besinleri saglarlar. Spermler ile genital kanallar ve
yardimc1 bezlerin salgisi, penisten ejekiilasyon yoluyla atilacak olan disi lireme
sistemine iletilen semen sivisini (meniyi) olustururlar (Junqueira and Carneiro, 2006;

Ross and Pawlina 2010).

4.1.1. Erkekte hipotalamik - hipofizer - gonadal aksin yapisi

Erkek iireme sistemi ¢esitli kontrol mekanizmalarinin etkisi altinda olup
genetik kontrol mekanizmasindan sonra devreye beyin cinsel baskalagimindan
sorumlu olan hormonal kontrol mekanizmalar1 devreye girmektedir (Demirtas ve
Pigkin, 2009). Erkek iireme fonksiyonlarinin hormonal kontrol mekanizmalari,
hipotalamus-hipofiz-testisler (gonadal) aks tarafindan saglanmaktadir (de Krester et
al., 2000). Bu mekanizma, ¢esitli geri besleme sistemleri olan bir endokrin sistem
olarak da adlandirilmaktadir. Erkekte hipotalamus-hipofizer-gonadal aksin temel iki
islevi bulunmaktadir. Birincisi, reprodiiktif performans igin gerekli olan esey
hormonlarinin fizyolojik miktarlarda salgilanmasint kontrol etmek, bir digeri ise
dollerin devamliligi i¢in gerekli olan saglikli spermatogenetik hiicrelerin olusmasinin
ve olgunlagsmasinin saglanmasidir. Aksin; hipotalamus, 6n hipofiz ve testisler olmak
lizere lic ana bileseni bulunmakta ve bu ii¢ bilesen bir¢ok endokrin, parakrin be
otokrin etkilesim ile birlikte birbirini etkilemektedir. Hipotalamustan salgilanan
gonadotropin serbestlestirici  hormon (GnRH), kisa bir dolasimla yiiksek
konsantrasyonlarda 6n hipofizdeki reseptorler araciligiyla gonadotropik hiicreleri

uyarirlar ve bu hiicrelerden luteinlestirici hormon (LH) ve folikiil stimiile edici
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hormon (FSH) salgilanmasmi saglarlar. On hipofiz ile testisler arasinda direk bir
dolasim olmadigindan LH ve FSH sistemik dolasima katilarak testislere
ulagsmaktadirlar. LH, testislerdeki Leydig hiicrelerini uyararak testosteron salinimina
yol agarken, FSH Sertoli hiicrelerini uyararak basta seks-hormon baglayici globiilin
(SHBG) ve inhibin olmak flizere onlarca molekiiliin salgilanmasina yol a¢gmakta
spermatogenezin baslatilmasi ve devam ettirilmesinde rol almaktadir (Moore and

Dalley, 1995; Snell, 1998; April, 1998; Sancak ve Cumhur, 1999; Dere, 1999).

Hipotalamus-hipofizer-gonadal aksin ¢esitli basamaklarda geri besleme
sistemleri ile diizenlenen bir endokrin sistem oldugu bilinmektedir. Leydig
hiicrelerinin ilk olarak erkeklerde gelisimin 8. haftasinda testikiiler kordonlar
olustuktan sonra ortaya ¢iktig1 gosterilmis, bu hiicrelerin gelisimi ile birlikte
androjenlerin saptanir hale gelir ve erkek lireme sistemi farklilagmaya baslamaktadir
(Polin and Fox, 1992). Yapilan c¢alismalar, plesantadan salgilanan insan koriyonik
gonadotropini (hCG) hormonunun Leydig hiicrelerinin gelisiminden ve androjen
salinimindan sorumlu oldugunu gostermistir (El Gehani et al., 1998, Majdic et al.,
1998). Erken gebelik doneminde fetal hipofizin salgilama yetenegine sahip oldugu
bilinmektedir. Gebeligin ortalarinda FSH ve LH hormonlar1 pik yaparken, gebeligin
son donemlerinde hCG hormonunun uyarisinin kesilmesine bagli olarak Leydig
hiicrelerinde kisa stireli bir gerileme goézlemlenmektedir. Bu durum, FSH ve LH
hormon diizeylerinin diismesine sebep olmaktadir (Weinbauer et al., 2000). Bunu
takip eden siiregte postnatal yasamun 2-3. aylarinda Leydig hiicreleri tekrar
farklilasmaya baglar ve kisa silireli serum testosteron diizeylerinde artis
gozlemlenmektedir (Main et al., 2000). Bununla birlikte, pubertal gelisime kadar
Leydig hiicreleri tekrar bir gerilemeye baslayarak testisler ve hipotalamus-hipofizer-

gonadal aks sessiz bir doneme girer.

Serum LH ve FSH diizeyleri 6-8, testosteron diizeyi 10-12 yaslarinda tekrar
artis gosterirken hipotalamustan, gonatropin salgilatict hormon (GnRH) pulsatil
saliniminin ise 12 yasinda diizene girdigi gosterilmistir (Bradtke, 1999). On hipofiz
bezi, gonadotropin salinimi i¢in Ozellesmis olan ve GnRH tarafindan uyarilan
gonadotroplar igermekte olup GnRH ii¢ tip salinim gdstermektedir (de Krester et al.,
2000). Birinci salimim tipi mevsime bagli olup haziran-temmuz aylarinda pik
yaparken, erken kis ve ilkbahar aylarinda ise en diisiik seviyelere indigi gosterilmistir

(Andersson et al., 2003). ikinci salinim tipi sirkadiyen ritim yani biyolojik saattir. Bu
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mekanizmanin islemesinde melatonin hormonunun sorumlu oldugu diisiiniilmekte
olup sabahin erken saatlerinde testosteronun en yiiksek serum diizeylerine
ulasmasindan sorumludur. Ugiincii salinim tipi ise pulsatil salimm tipidir ki bu
GnRH’m her 90-120 dk’da bir pik yapmasidir. Bununla birlikte, pulsatil salinim
mekanizmas1 tam olarak bilinmemekte ancak noradrenerjik uyarilarin roli
olabilecegi diistiniilmektedir (Lopez et al., 1998). GnRH hormonu, 6n hipofizden LH
ve FSH hormonlariin salgilanmasini saglayarak LH ve FSH hormonlarinin hiicresel
metabolizmayr uyarmak icin Leydig ve Sertoli hiicrelerindeki reseptorlerine
baglanmasini saglar. LH ve FSH hormonlarinin Leydig ve Sertoli hiicrelerindeki
reseptorlere baglanmasinin gonadal hormonlarin iizerinde inhibitér etki yaptigi
gosterilmistir. FSH hormonu, Sertoli hiicrelerindeki reseptorlere baglanarak bu
hiicreleri uyarir ve seminifer tiibiil epitelinde spermatogenezi baglatirken, LH
hormonu ise intertisyumdaki Leydig hiicrelerini uyararak testosteron iiretiminin
baslamasin1 saglar. Testislerde iiretilen Onemli bir hormon olan testosteron,
erkeklerde LH saliniminin birincil inhibitorii olarak bilinmektedir (de Krester and
Robertson, 1989). Bununla birlikte, kortikotoplar, laktotroplar, biiyiime hormonu ve
tiroid uyarict hormonlar erkek iireme sistemi {izerine 6nemli etkilere sahip diger

onemli hormonlardir (Weinbauer et al., 2000).

4.1.2. Testis histolojisi

Testisler karin boslugunun disinda skrotum iginde funikulus spermatikus ile
asil1 duran bir ¢ift organ olup yan kisimlari yassilagmis, 4-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm
genisliginde, 3 cm kalinliginda ve ortalama 10-15 gr agirhigindadir. Testisler periton
ile sarilmadan 6nce karin boslugunun arka duvarinda gelismeye baslar ve bu periton
kesesi daha sonra tunika vaginalise doniiserek testisin skrotum igerisinde hareketli
olmasina olanak saglar (Sekil 1). Ortalama bir testisin testikiiler hacmi 20 ml olarak
saptanmistir. Yapilan bir calismada, FSH, LH ve prolaktin hormonlar ile testis
hacmi arasinda dogrusal bir iliski oldugu saptanmistir (Jensen et al., 1995). Testisler,
erkek {ireme hiicresi olan spermlerin iiretiminden ve androjenlerin sentezi,
depolanmasi ve salinimindan sorumludur. Bununla birlikte, testislerin ekzokrin ve
endokrin salgi islevleri de bulunmaktadir (Gartner and Hiatt, 2009; Akay, 2001).
Testislerin diizenli calisabilmesinde, hipofiz bezi ile Leydig ve Sertoli hiicreleri

arasindaki hormonal iliski olduk¢a dnemlidir (Clermont, 1972).



Sekil 1. Testis histolojisinin gosterimi (Kaya, 2010).

Oval bir bez olan testis, tunika albuginea adi verilen yogun bag dokusundan
olusan kalin bir kapsiille sarilir ve en dis kisimdaki visseral katman olan tunika
vajinalis ise kapsiilii distan sarar. Testisin arka kenarinda kapsiiliin kalin bir katlanma
seklinde igeriye dogru uzandigi kistm “mediastinum testis” adin1 alir. Ince fibroz
bolmeler, mediastinumdan 1sinsal olarak uzanarak yaklagitk 250 adet lobiilii
olusturmaktadir (Ovalle and Nahirney, 2009). Her bir lobiilde ana islevi spermlerin
iretimi olan 1-4 adet gevsek bag dokusu ile sarili, kivrimli yapida seminifer tiibiiller
bulunmaktadir (Gartner and Hiatt, 2009). Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf
damarlari, sinir dokusu ve Leydig hiicreleri adi verilen interstisyel hiicrelerini
icermektedir ve bu hiicrelerde testis androjenlerini salgilamaktadirlar (Junqueira and

Carneiro, 2006).

4.1.3. Spermatogenik hiicreler

Spermatogenik hiicreler, bazal membran {lizerine yerlesmis ve tiibiil duvarimi
doseyen  epitelin  cogunlugunu  olusturan  diizenli siralanmis  hiicreleri
olusturmaktadirlar (Aydos, 2007). Bununla birlikte, hiicreler gelistikce tiip
kenarindan liimene dogru yer degistirmektedirler (Davidoff et al., 1993; Turek,
2004). Spermatogenik hiicreler, seminifer tiibillde bazaldan liimene dogru
spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve spermiyum olmak {izere dort farkli

hiicre tipi olacak sekilde siralanmaktadirlar (Junqueira and Carneiro, 2006).

Spermatogonyumlar, bazal lamina ile dogrudan iliski halinde olan 12 um

capinda diploid spermatogenik hiicreler olup bazal laminanin hemen istiinde yer alan



diger hiicrelere kiyasla daha kiigiik hiicrelerdir (Kierszenbaum, 2002; Junqueira and
Carneiro, 2006). Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin altinda yerlesim
gosterirler. Bu nedenle, Sertoli hiicreleri arasindaki yerlesimde kan-testis bariyerinin
disinda yer almaktadirlar. Puberte baglangicinda testosteron hormonunun etkisiyle
birlikte mitoz boliinme ile ¢ogalmaya baslamaktadirlar (Gartner and Hiatt, 2009).
Yapisal olarak ii¢ ana spermatogonyum tipi gézlemlenmektedir. Koyu A (A dark,
Ad) tipi spermatogonyum, agik A tipi (A pale, Ap) spermatogonyum ve B tipi
spermatogonyumdur (Clermont, 1972).

Ad tipi spermatogonyumlar bazal lamina tabani iizerine yerlesmis seminifer
epitelin kok hiicreleridirler. Bu hiicreler, hiicre dongiisiine girmez, depo hiicreleridir
ve diizensiz olarak mitozla bdliinerek hem yeni Ad tipi spermatogonyumlart hem de
Ap tipi spermatogonyumlart meydana getirmektedirler (Ross and Pawlina, 2010). Ap
tipi spermatogonyumlar ise islevsel olarak hayat boyu spermatogenezde aktif olarak
rol oynarlar (Meachem et al., 2001; Ehmcke et al., 2006). Ap tipi
spermatogonyumlar her hiicre dongiisiinde kendilerini yenilerler ve bu hiicrelerin
dongiisii Ad tipi hiicreler gore daha hizlidir. Ap tipi spermatogonyumlar, Ad tipi
spermatogonyumlar gibi mitoz ile c¢ogaldiklarinda Ad tiplerinden farkli olarak
sitoplazmik boliinmeleri tam olarak gergeklesmez ve birbirine sitoplazmik kopriiler
ile bagh kalirlar. Boylece, Ap tipi spermatogonyumundan mitoz ile tiireyen diger seri
hiicreler de birbirlerine bagl kalarak bir hiicre kolonisi olustururlar. Bu baglantilar
spermiomorfogeneze kadar siirer ve testosteron hormonunun etkisiyle birlikte Ap tipi
spermatogonyumlar1 mitozla béliinerek spermatogenezde etkin bir rol oynayan B tipi
spermatogonyumlari olustururlar (Ross and Pawlina, 2010). Spermatogonyumlar
arasinda en ¢ok bulunan tip B tipidir ve bazal lamina {izerinde yer alarak baglantilar
daha azdir. Bununla birlikte, diger spermatogonyumlardan farkli olarak B tipi
spermatogonyumlar, hem mitoz boliinme ile hem de mayoz bolinme ile
cogalabilirler. B tipi spermatogonyumlar mayoz boliinme ile ¢ogaldiklarinda primer
spermatositleri olusturmaktadirlar (Junqueira and Carneiro, 2006; Ross and Pawlina,
2010). Primer spermatositler, spermatogenik seri hiicrelerinin en iri ve tiibiil
duvarinda en ¢ok goriilen hiicreleridirler (Moore and Persaud, 2002). Spermatositler,
Sertoli hiicreleri arasindaki baglantilarin olusturdugu kan-testis bariyerinin hemen
tizerinde seminifer tiibiiliin adluminal kompartmaninda yer almaktadirlar. Bunun

nedeni, spermatositlerin mayoz boliinmenin her iki asamasinda da spermlere karsi



spesifik antikorlarin {iretilmesini engellemektir (Kierszenbaum, 2002; Seckin, 2008).
Spermatositlerin spermiyumlara doniisme siireci olan spermiogenez ya da diger
adiyla spermiomorfogenez sirasinda spermatositler, bolca hidrolitik enzim
depolayarak organellerini azaltir daha sonra da sitoplazmalarinin bir kismini atar ve

flagellumla ilgili yapilarini sekillendirirler (Gartner and Hiatt, 2009).

4.1.4. Sertoli hiicreleri

Seminifer tlibiillerin bazal membrani tlizerinde liimene kadar uzanan biiyiik,
oval ya da liggen seklinde olan Okromatin yapida destek hiicreleridir. Cekirdek
ortasinda yerlesik, biiylik, belirgin bir ¢ekirdek¢ik bulunmaktadir (Ovalle and
Nahirney, 2009; Ross and Pawlina, 2010). Sertoli hiicreleri, olusturduklar1 kan-testis
bariyeri ile seminifer epitelyumunu bazal ve adluminal kompartman olmak tizere
ikiye bolerler. Sertoli hiicreleri, puberteye kadar seminifer tiibiillerde epitel dokuda
dominant hiicre tipi olarak gozlemlenseler de puberteden sonra seminifer tiibiillerin
sadece yaklasik %10’nu kadarint olusturmaktadirlar. Bununla birlikte, daha ileri
yaslarda spermatogenik hiicre populasyonu diizeyindeki azalis Sertoli hiicrelerinin

tekrar seminifer epitelin ana elemani haline gelmesini saglar (Kierszenbaum, 2002).

Spermatogenik seri hiicreleri birbirlerine sitoplazmik kopriiler ile baglidirlar
ve hiicrelerin bir arada bulunduklar1 bu ag sistemi Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik
uzantilar1 ve yiizeylerinde bulunan kriptalart yoluyla etkilesim kurarak besin
maddelerinin ve metabolitlerinin alinip verilmesini saglamaktadir.  Seminifer
tiibiillerin i¢ kisimlari ile kan arasinda biiyiik bir bariyer yer almasina ragmen biiyiik
molekiillerin ge¢isi saglanabilmektedir. Bu sayede, spermatogonyumlar kanda
bulunan besin maddelerine ve metabolitlere ulagabilmektedirler. Bu asamada Sertoli
hiicrelerinin olusturduklar1 bariyerin birgok islevi bulunmaktadir. Sertoli hiicrelerinin
olusturdugu bariyerler gelismekte olan spermatogenik hiicrelere karsi1 destek,
beslenme ve koruma gorevini istlenirler. Bununla birlikte, Sertoli hiicrelerinin
sagladigi mekanik destek spematogenik hiicreleri bir¢ok patolojik etmene karsi da
korumaktadir. Spermiyogenez sonunda spermatidler tarafindan atilan atiklarda
Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek lizozomlar tarafindan pargalanmaktadir.
Sertoli hiicreleri ayni zamanda inhibin adi verilen peptid salgilanmasini

gerceklestirerek FSH sentezini de baskilamaktadir (Junqueira and Carneiro, 2006).
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4.2. Spermatogenez

Spermatogenez, erkek bireylerde puberte ile baslayip spermatogoniumlarin
proliferasyonu, mayoz ve spermiyogenez asamalarindan olusan germ hiicrelerinin
olgun sperm hiicresine doniistiigii karmasik bir siiregtir (Parks et al., 2003; Ross ve
Pawlina, 2010). Spermatogenez sirasinda sitoplazmik yap1 degiserek somatik

hiicrelerde histonlar protaminlerle yer degistirmektedir (Ross and Pawlina, 2010).

Embriyonik ve fetal gelisim doneminde, spermatogonyumlar primordial germ
hiicrelerinden koken alirken yeni dogan erkek cocuklarinda ise seminifer tiibiiller,
germinal epitelden koken alan Sertoli hiicreleri ve daha az olmak {izere
spermatogonyumlar  tarafindan  kusatilmislardir. Puberteye  yaklastikca
spermatogonyumlar artmakta ancak gelisme bununla sinirli kalmaktadir. Puberteden
ititaberen ise sperm {iretimi baslar ve ortalama 45 yasina kadar aktif olarak
stirmektedir. 45 yasindan sonra ise erkeklerde sperm tiiretimi azalmasina ragmen tiim
yasam boyunca devam etmektedir (Karagéz, 2002). Spermatogenez, LH ve FSH
hormonlarinin kontrolii altinda gergeklesmektedir (Gartner and Hiatt, 2009).

Spermatogenez, tam farklilagmamis diploid (2n) spermatogenik hiicrelerden
6zellesmis haploid (n) sperm hiicrelerinin gelistigi bir olaylar dizisidir. Bu hiicrelerin
gecirdigi  evreler 3 fazdan olusmaktadir. Bunlar; spermatogonial evre
(spermatositogenezis), mayoz bdoliinme evresi (spermatosit evre) ve spermatid
(spermiyogenezis) evresidir. Spermiyogenezis siirecini tamamlayan spermatidlerin
Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmasindan serbest kalmasi ise spermiyasyon olarak

adlandirilmaktadir (Kierszenbaum, 2002).

4.2.1. Spermatogonial evre

Spermatogonial evrede, spermatogoniumlar bazal kompartmanda bazal
lamina ile direk iliski halinde olan diploid (2n) spermatogenik hiicrelerdir ve
pubertede baglayarak basarili mitotik boliinmeler gegirirler. Sertoli hiicrelerinin siki
baglantisinin altinda yer alirlar, bu nedenle kan-testis bariyerinin de disinda kalirlar
(Gartner and Hiatt; 1997; Ross et al., 2003). Bununla birlikte, morfolojik olarak {i¢
tip spermatogonial hiicre tanimlanmistir. Bunlar; Koyu tip A (Ak)
spermatogoniumlar, agik Tip A (Aa) spermatogoniumlar ve tip B

spermatogoniumlardir.
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Koyu tip A (AK) spermatogoniumlar, 12 um c¢apinda, ovoid g¢ekirdekli
yuvarlak sekilli heterokromatince zengin hiicrelerden olusmuslardir. Bu hiicreler,
seminifer tiibiillerdeki kok hiicre rezervlerini olusturarak mitozla boliiniir ve diger
koyu tip A spermitogoniumlari ve agik tip A spermatogoniumlart olusturma
yetenegine sahiptirler. Diizensiz boliinmeler gegirerek kok hiicre olarak
kalabilecekleri gibi koyu tip A ya da agik tip A spermatogoniumlarina dontisebilirler
(Gartner and Hiatt; 1997; Ross et al., 2003). Yapilan ¢alismalar dogrultusunda halen
daha bu doniisiimii tam olarak neyin tetikledigi ya da hangi hiicrenin olusmasinda
hangi mekanizmanin gorev aldigi bilinmemesine ragmen bir goriise goére c-kit
transmembran tirozin kinaz resOptOriiniin sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan caligmalar reseptor varliginda spermatogoniumlarin spermatositleri yapacak
sekilde c¢ogalmaya devam ettiklerini gosterirken reseptér olmadiginda ise bu
hiicrelerin kendilerini yenilemeye devam ettiklerini gostermistir (Ohta et al., 2003; Li
et al., 2008).

Acik tip A (Aa) spermatogoniumlar ise agik renk boyanan ¢ekirdeklere sahip
oval ve ince graniiler kromatinleri vardir. Graniilli endoplazmik retikulum,
mitokondri ve az sayida da golgi aygiti1 icermektedirler. Ac¢ik tip A
spermatogoniumlari, proliferasyon asamasinda testosteron ile uyarilirlar ve mitoz
boliinme sonucunda sayilarini arttirarak tip A ve tip B spermatogonium hiicrelerini

olustururlar.

Tip B spermatogonium hiicreleri en ¢ok bulunan spermatogonium tipi olup
bazal lamina lizerinde olmalarina ragmen bazal lamina ile olan baglantilar1 azdir.
Sentrik ¢ekirdekleri yuvarlak ve ¢ekirdekte bir ya da iki koyu renkte boyanan
cekirdekgik bulunur. Sitoplazmalarinda diger A tipi spermatogoniumlara gore daha
fazla ribozom bulunmaktadir. Bununla birlikte, oval yerine yuvarlak olan niikleuslar
disinda agik tip A spermatogoniumlarina benzemektedirler. Mitoz gegirerek primer

spermatositleri meydana getirirler (Gartner and Hiatt; 1997; Ross et al., 2003).

4.2.2. Spermatosit evre (mayoz béliinme)

Mitozdan hemen sonra, Tip B spermatogoniumlar hiicre dongiisiiniin DNA
sentezi fazi olan S fazini tamamlar ve mayoz boliinmenin profaz asamasina girerler.
Birinci mayoz boliinmede yaklasik 22 giin siiren bir profaz evresinden sonra kardes

kromatit ciftleri metafaz [, anafaz 1 ve telofaz [ asamalarin1 gecirdikten

12



sonrasekonder spermatositlere dagilirlar (Kierszenbaum, 2002). Birinci mayoz
boliinme sirasinda profaz asamasi; leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez
alt evrelerinden olusmaktadir (Ward, 1993; De Kretser et al., 1998). Birinci mayozu
takiben ikinci mayozu gegiren spermatosit hiicreleri, sertoli hiicrelerinin arasindaki
sik1 baglantilarin hemen {izerinde seminifer tiibiiliin adluminal bdliimiinde yer
almaktadirlar. Bu sayede, mayoz boliinmelerin her ikisi de kan-testis bariyerinin
icerisinde gerceklesmektedir (Ross and Pawlina, 2010). Birinci mayozda profaz
evresini yavas geciren primer spermatositler ikinci mayoz boliinme sirasinda hizli bir
interfaz ve boliinme evresi gecirirler. Bu nedenledir ki seminifer tiibiillerde primer
spermatositler en ¢cok gdzlenen hiicrelerdir. Ikinci mayoz sonucunda meydana gelen

spermatidler spermiogenez siirecine girerler (Kierszenbaum, 2002).

4.2.3. Spermatid evre (spermiyogenezis)
Spermiyogenezis evresi, ii¢ ana siiregle karakterize olarak yuvarlak yapidaki
spermatidler uzamis yapidaki spermatidlere doniisiirler. Bu ii¢ ana siire¢; akrozom

geligimi, flagellumun (kuyruk yapisinin) gelisimi ve niiklear yogunlagmadir.

4.2.3.1. Akrozom gelisimi

Doéllenme i¢in  gerekli olan hidrolitik enzimlerin siirekli sentezinin
gercekleserek depolandigl akrozomal kesenin olusum siirecidir. Akrozomun gelisim
stirecinde 4 olgu rol oynamaktadir. Bunlar, golgi evresi, sapka evresi, akrozomal evre
ve olgunlagsma evresidir. Golgi evresinde, glikoproteince zengin proakrozomal
graniiller golgi aygitinda toplanir ve tek kat fibr6z yapida bir zarla g¢evrilerek
akrozomal vesikiilii olustururlar (De Kretser et al., 1998; Kierszenbaum, 2002). Bunu
takip eden siirecte akrozom vesikiilii ve graniiliiniiniin oldugu kisimdan o6zellikle
cekirdegin tliimiinii saracak sekilde akrozom baslig1 olusur ve akrozomun neredeyse
tiim icerigini saracak sekilde i¢c ve dis akrozom zarlar1 olusturulur. Bu asamada,
¢ekirdek i¢ zari ile i¢ akrozom zar1 arasinda graniiler filamentoz bir madde meydana
gelir. Ayrica niikleusun yogunlasmasi nedeniyle kromatinler ¢cok daha yogun ve koyu
gortiniirler (De Kretser et al., 1998; Hassa, 2003). Spermatidlerin belirgin sekilde
uzadiklar1 evre akrozom evresi olarak kabul edilmektedir. Bu evrede, sitoplazma
spermatidin ¢ekirdeginin arkasina dogru flagellumun proksimaline dogru hareket
eder. Bu sayede, hiicrenin 6n tarafindaki membran ile akrozomun membrani arada

sitoplazma kalmayacak sekilde birlesirler (Hassa, 2003). Akrozom, fertilizasyon i¢in
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gerekli olan hyaliironidaz ve proakrozin gibi hidrolitik enzimleri igerir ve ovumun
dollenmesi sirasinda akrozom reaksiyonu gergekleserek bu enzimler serbest kalirlar
(Gartner and Hiatt, 2007). Olgunlasma evresinde ise artik spermatidlerin Sertoli
hiicreleri ile olan baglantilar1 ayrilir ve serbest kalirlar. Bu asamada, spermiyum
olusumu sirasinda ortamda artan sitoplazma atiklar1 Sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilerek ortadan kaldirilirlar (Gartner and Hiatt, 2007; Oguz, 2013). Bununla
birlikte, kreatin kinaz konsantrasyonunun spermatogenezdeki atilan fazla
sitoplazmanin miktarinin belirlenmesinde bir gosterge olarak kullanilabilecegi

yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (Huszar and Vigue, 1990).

4.2.2.2. Flagellumun (kuyruk) gelisimi

Flagellum yani kuyruk yapis1 distal sentriyolden geliserek keratin iceren dis
yogun fibriller ve fibroz kilif ile ¢evrili es merkez dizilimli 9+2 mikrotiibiil aksonem
yapisindadir. Spermatidin olgunlagsma evresi sirasinda, mitokondriler kuyrugun
proksimal bolgesinde sarmal kilif olusturarak flagellum boyunca dizilimlerini
tamamlarlar (Gartner and Hiatt, 2007). Bununla birlikte, kuyruk uzunluk oraninin ve

genis bas ekseninin spermatozoon olgunlasmasinda hassas birer isaret oldugu

diistiniilmektedir (Celik-Ozenci ve ark., 2003).

4.2.2.3. Niiklear yogunlagsma

Normalde somatik hiicrelerde var olan HI, H2A, H2B ve H4 histonlarinin
yerini lizin ve sistein yoniinden zengin proaminler alir ve kromatinlerin bu
proaminlerle yeniden diizenlenme gecirmesi ile birlikte kromatinler yogun bir sekilde
paketlenirler. Bu olusuma ayn1 zamanda niiklear yogunlasma adi verilmektedir. Bu
yap1 spermatozoon DNA’sinin daha stabil bir hale gelmesini saglayarak korunmasini
saglar. Somatik histonlarin proaminlerle yer degistirmesinin ardindan, niikleozomlar
kaybolur ve ¢ekirdek materyalini yogunlastirmak i¢in kromatinler yan yana dizilirler.
Proaminlerin yapisindaki yogun lizin ve sistein, disiilfit capraz baglarinin olugsmasini
saglayarak kromatinlerin daha saglam ve direngli bir yap1 kazanarak
stabilizasyonunu saglarlar (Kierszenbaum, 2002; Avci, 2006). Bununla birlikte,
yogun paketlenmenin gergeklesmesinden sonra spermatozoonlarda belirgin bir RNA

sentezi gdzlenmemektedir (Kierszenbaum, 2002).

Spermatogenez ve spermiyogenez sirasinda kromozomal proteinler {izerinde

yapilan ¢aligmalar, spermatosit ve erken evre spermatid kromozomlarinin
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yapisindaki histonlarin somatik histonlar ve testislere 6zel TH1 ve TH2B
histonlarindan olustugunu gostermistir. Bununla birlikte, ileri evredeki spermatid
kromatinlerinin yapisinda TP1 gecis (tranzisyon) proteinlerinin ve TP2 oldugu, daha
ileriki evrelerde ise artik protamin P1 ve P2 proteinlerinin yapida yer aldig1 gosterilmistir
(D'Occhio et al., 2007). Topoizomeraz-11 enzimi DNA’nin ¢ift iplikli yapisinda bir ipligi
keserek aradan bir parcanin ¢ikarilmasinda rol oynayan bir enzim iken DNA ligaz
enzimi ise kesilmis bu iki ucun birbirine baglanmasimi katalizleyen bir enzimdir.
Topoizomeraz-II tarafindan kesilen DNA’da TP1 histon gegis proteini araya girerek
DNA ligaz tarafindan TP1’in iki ucu orijinal DNA ipligine baglanmasi1 saglanir.
Sonrasinda ortama gelen protoaminler ise TP1 iizerinde aralarinda distilfit baglar
olusturarak tutunurlar. Bu sayede, kromatin iplikleri birbirlerine daha da yakinlasarak
daha yogun bir katlanma geg¢irmeleri saglanir. TP1 ge¢is histonunun eksikliginde bu
yapmin bozuldugu, kondensasyonun gerceklesmedigi gosterilmistir. Buna ek olarak,
TP1 histonunun DNA kiriklarinin tamirinde de rol oynadigi yapilan g¢aligmalar ile

gosterilmistir (Kierszenbaum, 2001; Seli ve Sakkas, 2005).

Spermiyogenez siirecince kromatinin yeniden diizenlenerek modellenmesinin 3
onemli fonksiyonu oldugu diisiiniilmektedir (Braun, 2001). Bunlardan biri spermin
cekirdeginin azalan biyiikligi ve sekli dusiiniildiigiinde spermin igine sigmasini
saglamaktadir. Ayrica spermin bu sekli fertilitede hidrodinamik yapinin olusmasinda
onemlidir (Ostermeier et al., 2001; Malo et al., 2006; Gomendio et al., 2007). ikinci
olarak ise protaminasyon siireci sperm genomunu niikleaz saldirisina ve radyasyona
kars1 dayanikli hale getirmektedir (Rathke et al., 2010). Son olarak ise se¢ilen post-
mayotik histonlarin tutulumunun yani diger bir deyisle histonlarin yeniden paketlenmesi
sirasinda bazi bolgelerin degismeden paketli olarak kalmasi zigotun erken gelisiminde
kullanilmak iizere tercih edilen gen bolgelerinin bulundugunu ortaya koymaktadir ki bu
durum gelisimin devam etmesi agisindan olduk¢a O6nemlidir (Gatewood et al., 1987;
Hammoud et al., 2009; Brykczynska et al., 2010).

4.3. Spermatozoon Yapisi

Bir spermatozoon bas, boyun ve kuyruk yapisi olmak iizere ii¢ bolgeden
olusur ve toplam uzunlugu yaklasik olarak 60 um kadardir. Bas kisminin boyu 3-5
pm ve eni 2-3 um’dur. Spermatozoonun baginin temel gorevi; DNA materyalini

tasimak, korumak ve zarar gormeden aktarilmasini saglamaktir (Erdemir ve ark.,

2011).
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4.3.1. Bas bolgesi

Bas bolgesi, lizozomun bulundugu akrozom, fertilizasyon i¢in oosite tutunma
bolgesi olan ekvator bolgesini ve akrozom sonrasi bolgeyi de igermektedir. Plazma
zarinin hemen altinda bulunan akrozom zar1 arkaya dogru katlanarak tekrar 6n tarafa
dogru gelir ve katlanma yaptifinda olusan iki zarli yapmin arasinda ise bir¢ok
hidrolitik enzimi barindirmaktadir. Bu bolgeye, akrozomal matriks adi verilir ve
hyaluronidaz ve akrozin gibi esas gibi enzimin yan1 sira ndraminidaz, aril siilfataz,
asit ve alkalin fosfotaz, glikosidaz, [-N-asetilgalaktosaminidaz, [-N-
asetilglukosaminidaz (NAG), B-galaktosidaz, B-glukosidaz, B-glukuronidaz enzimleri
de bulunmaktadir. Akrozin, proakrozin olarak inaktif bir sekilde spermatozoonda
bulunan bir proteazdir ve akrozomun fertilizasyon silirecinde zona pelluciday1
eritmesinde basli basina bir rolii bulunmaktadir. Akrozom tepkimesi oosit ile temas
ettigi sirada gerceklesir ve akrozom kesesinin icerigi ekzositoz ile salinir. Bu
reaksiyon, spermin oosite sikica baglanmasina yardimci olan proteinlerin de ortaya

¢ikmasini saglamaktadir (Mack et al., 1983; Ross and Pawlina, 2010).

Akrozomun altinda onu ¢ekirdekten ayiran ince tabakaya peri-niiklear madde
ad1 verilir ve bu madde distilfit baglari ile saglamlastirilmistir. Akrozom ile ¢ekirdek
arasinda sert bir yapi olusturarak c¢ekirdegin {izerinde Kesintisiz bir tabaka
olusturarak Ttzerini kaplayan bu madde, post akrozom kilifin1 olusturmaktadir

(Kierszenbaum, 2002; Ross and Pawlina, 2010).

Spermatozoonun DNA’s1 bas bolgesindeki ¢ekirdekte bulunmakta olup bu
yap1 lizin ve sistein bakimindan olduk¢a zengin olup disiilfit c¢apraz baglan
bakimindan da zengindir. Bu durum c¢ekirdek yapisina da saglamlik ve dayaniklilik
kazandirmaktadir. Cekirdek haploid sayida DNA icermekte olup oosite girmeden ve
protaminler yapisindan ayrilmadan Once aktive olamaz (Gartner and Hiatt, 2007;
Ross and Pawlina, 2010).

4.3.2. Boyun bolgesi

Boyun bolgesinin yaklasik uzunlugu 0,3 pm olup yapisinda segmentli
kolonlardan olusan baglanti par¢ast ve proksimal sentriol bulunmaktadir.
Proksimalde iki ¢ift boliinmiis fibroz, 2 major ve 2 minor fibriller olusturarak basin
alt kisminda birlesmektedir. Distalde ise bu yap1 iist {iste capraz bir yap1 olusturarak

orta parg¢anin dis fibrilleri ile birlesmekte bu durum boyun bolgesinin esnek olmasini
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saglayarak bas ve orta parca arasindaki gerilimi azaltarak esnemeyi saglar. Bununla
birlikte, distal sentriol spermiyogenezin ileri evrelerinde ortadan kalkmaktadir.
Bunlar aksonemin olusumu sirasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Proksimal sentriol
9 adet ti¢li dis mikrotiibiilden olusurken ortada mikrotiibiil ¢ifti bulunmamaktadir

(Gartner and Hiatt, 2007; Ross and Pawlina, 2010).

4.3.3. Kuyruk bolgesi

Kuyruk bolgesi, spermin enerji iiretiminden sorumlu oldukg¢a hareketli bir
bolgedir. Aksonem ise 9 dis ¢ift ve ortada bir ¢ift mikrotiibiil yapisindan olusan
kuyrugun 6nemli bilesenlerinden biridir. Mikrotiibiillerin ana yapisinda tiibiilin
proteini bulunmaktadir. Tiibiilin proteini a ve B formu olmak {izere iki formda
bulunmaktadir. o mikrotiibiiliinde ve merkezdeki tiibiillerde 13 adet protofilament
bulunurken P tiibiiliinde 10 adet protofilament bulunmaktadir. Her o tiibiiliinden
tiibiiline dogru Ca-Mg; bagimli ATPaz proteini olan dynein kollar1 kuyrugun
hareketini saglamaktadir. Her 9 ¢ift dis mikrotiibiil komsu mikrotiibiil ¢iftleri ile
neksin adi verilen bir protein ile baglanir ve bu elastik yap1 aksonemin simetrisinin
korunmasinda onemlidir (Gartner and Hiatt, 2007; Ross and Pawlina, 2010). Bir
diger onemli yap1 ise spermatozoonun aksonem etrafinda bulunan ve kuyrugun
sertliginde rol oynadig1 diisiiniilen yogun dis liflerdir. Bu lif yapisi sisteince zengin
kreatin benzeri proteinlerden olusur ve yaygin disiilfit capraz baglar1 icermektedir.
Bu liflerin kaybi, kuyruk yapisinda esas parganin egriligine neden olmaktadir

(Kierszenbaum, 2002).

Spermatozoonun kuyruk yapist orta, esas ve son parca olmak {lizere {i¢
kistimdan olugmaktadir. Orta parca, 3,5 um uzunlugunda ve aksonemin etrafinin bir
sarmal seklinde sarilmasindan sorumludur. Bu sarmalin ortalama 11-15 dongiisii
bulunmakta ve her dongiisiine de ortalama 2 mitokondri diismektedir. Aksonemin
cevresini bir kilif gibi saran orta parca her tiire 6zgii farkli sayida mitokondrinin arka

arkaya dizildigi bir sarmaldir.

Esas parcanin yapisinda aksonemin g¢evresi kalin fibriller, fibroz kilif ve
plazma membrani tarafindan sarilmistir. Uzun parcanin ¢ap1 yaklagik 0,5 pm ve
uzunlugu 40 pm’dur. Yapisindaki kilif, iki periferik yarim daire siitun seklindeki
fibroz kalif ile sarilirken fibréz kilifin yapist siki bir sekilde bir araya gelmis

filamentlerden olugmaktadir. Bununla birlikte, disiilfit baglar1 bakimindan zengin bir
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yapiya sahip olan fibroz kilif oldukca siki ve dayanikli olup kuyruk hareketlerini

kisitlayarak kontrol eder.

Fibroz kilifi takip eden distal ucunda kuyruk yapisinin son pargasi baslar ve 3
um uzunlugundadir. Kuyrugun bu son kisminda kalan fibriller ve fibroz tabaka
kaybolmaktadir. Once dynein kollar1 yok olurken daha sonra merkezdeki mikrotiibiil
ciftleri kaybolmaktadir. Distaki mikrotiibiil ¢iftlerinden ikisi ortaya hareket ederek
dista kalan 7 mikrotiibiil ise ortadaki ikisinin etrafin1 sarmaktadir. Bu sirada ise 3
tibiilleri de agilarak kaybolmaktadir. Kuyrugun ucuna dogru aksonemin
mikrotiibiiler yapist boylece sona ermektedir (Gartner and Hiatt, 2007; Ross and
Pawlina, 2010).

4.4. Erkek Infertilitesi

Infertilite, bir ¢iftin herhangi bir dogum kontrol yéntemi kullanmaksizin bir
yil boyunca diizenli iliskiye girmesine ragmen gebelik elde edilememesi durumu
olarak kabul edilmektedir. infertiliteye nedenlerinin bir kismi genetik temellere
dayanirken bir kismi1 da fiziksel temellere dayanarak daha sonradan olusabilmektedir
(Simpson, 1990). Evli ciftlerin yaklasik olarak %10-15’inde infertilite olgusu
goriilmektedir (Barratt et al., 1990). Diinya genelinde 32 klinigi igine alan g¢ok
merkezli yapilan bir ¢aligmaya gore, infertil ciftlerin sadece %30-40’inda erkek
faktorii infertilite sebebi olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Comhaire et al., 1987).
Bununla birlikte, infertil tanisi konan erkeklerin %12’sinin 4 yil igerisinde gebelik
olusturabildikleri gozlemlenmistir. Bu nedenle, klinik arastirmalar sirasinda erkek
sistematik olarak incelenmelidir. Erkek infertilitesinde ilk ve temel tetkik
spermiyogramdir (Burrows et al., 2002; Gardner et al., 2004; WHO, 2010). Genel
degerlendirme, anamnez, fizik muayene ve ejakulatin laboratuvarda incelenmesi
asamalarini kapsamaktadir. Hastanin oykiisii ayrintili bir sekilde alinmalidir. Buna;
infertilite Oykiisti, cinsel yagsam 6ykiisii, cocukluk ¢agi hastaliklar1 ve gelisim Oykiisi,
gecirdigi enfeksiyonlar, gecirilmis operasyonlar, gonadal toksinlere maruziyet,
sistemik hastaliklar, kullanilan ilaglar ve aile Oykiisii de dahildir. Erkek
infertilitesinin degerlendirilmesinde tibbi ve iireme Oykiisii, bir iirolog ya da bu
konuda uzman bir kisi tarafindan yapilmis fiziksel muayene ve en az iki semen
analizi gereklidir. Bunlarin sonuglarinin degerlendirilmesine gore ek semen analizi,

endokrin degerlendirme, postejakulatuar idrar analizi, ultrasonografi, semen ve
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spermle ilgili 6zel testler ve genetik tarama gibi ek testler istenebilmektedir (Gardner
et al., 2004; Gartner and Hiatt, 2007; WHO, 2010; Onder, 2011).

Yapilan calismalar spermatozoon morfolojisi ile fertilizasyon potansiyeli
arasinda onemli bir baglant1 oldugunu ortaya koymaktadir. Gilinlimiizde kabul edilen
normal semen, spermatozoonlar ile testis ve epididimis salgisinin ejekiilasyon
sirasinda prostat, seminal vesikiiller ve bulboiiretral bezlerinin salgilari ile birlesmesi
ile olusmaktadir. Semen ya da ejakiilat ad1 verilen bu sivinin viskozitesi ytiksektir
(Isik ve Vicdan, 1999; Delilbasi, 2008). Semen kalitesi ise, spermatozoonlarin semen
igerisindeki sayisina, motilitesine ve morfolojisine bakilarak degerlendirilmektedir.
Bu parametreler igerisinden spermatozoon morfolojisi bir erkegin ¢ocuk sahibi
olabilme potansiyelini gosteren en 6nemli dlglitlerden biri olarak kabul edilmektedir
(Hassa, 2003). Bununla birlikte, normal fertil erkeklerde bile zaman zaman semen
degerleri biiyiik degisiklikler gdsterebilmekte ve normal degerlerden farkliliklar
gosterebilerek normal degerlerin altina diisebilmektedir. Bu nedenle, halen daha
semen parametrelerinin degerlendirilmesi gibi konularda bazi karisikliklar

bulunmaktadir (Kruger et al., 1987).

Erkek infertilitesinin belirgin baslica nedenleri olarak sperm iiretim
bozukluklari, sperm kanallarindaki tikanikliklar, sperme karsi antikor varligi, testis
travmasi, hormonal bozukluklar, anatomik problemler, stres, alkol kullanima,
gecirilmis hastaliklar, gecirilmis operasyonlar, enfeksiyonlar, bazi ilaglar, gen
mutasyonlari, andploidiler varikosel, radyasyon, kemoterapi ve erektil
disfonksiyonlar sayilabilmektedir. Bununla birlikte, infertil erkeklerin %50’sinde bu
neden belirgin olmayabilmektedir ve bu sebeple bu tiir vakalar idiyopatik infertilite

olarak tanimlanmaktadir (Payan-Carreira et al., 2013).

Semen analizi, 2-7 giinliik cinsel perhiz sonrasinda alinan taze semende
gerceklestirilen makroskobik ve mikroskobik degerlendirmeleri kapsamaktadir. Bu
asamada, sperm sayisi, hareketliligi ve morfolojisi degerlendirilmektedir. Bununla
birlikte, semen analizi spermin biitiin fonksiyonlari géstermedigi icin tek basina
fertilite durumunu gostermemektedir. Buna karsilik, infertilitenin bagslangig
degerlendirilmesinde kolay ve yararli bir test olarak kabul edilmektedir ve semen

analizi sonrasinda bir anormallik goriilmesi durumunda devaminda tan1 koyucu
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testler yapilarak bu duruma gore tedavi yontemlerine baslanmaktadir (Dubin and

Amelar, 1971; Akal ve Selguk, 2013).

4.4.1. Erkek kisirhgi tayininde kullamlan ileri tam testleri

Giliniimiizde erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde ilk adim olarak
rutinde semen analizi kullanilmaktadir. Bununla birlikte, erkek infertilitesinin
yaklagik olarak %15’inde semen analiz sonuglar1 normal olarak degerlendirilmesine
ragmen infertilitenin sebebi kesin olarak belirlenememektedir. Bu nedenle, cogu
zaman daha ileri tetkiklere ihtiya¢ duyulabilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, diisiik
motilite ve anormal morfolojilere sahip vakalarda sperm DNA hasarmin yliksek
olabilecegini gostermistir. Ayrica, semen analizi sonrasinda normal semen
parametreleri gosteren hastalarin sadece %8’inin sperminde DNA hasar1 oldugu

yapilan galismalar ile ortaya konmustur (Jensen et al., 2004).

Son yillarda yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar, in vitro fertilizasyon
(IVF) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyon (ICSI) uygulamalarindan once sperm
DNA hasar tespitinin yapilmasinin uygulamanin basarisin1 artirdigi yoniindedir
(Jensen et al., 2004). DNA hasarmin tespit edilmesinde en sik kullanilan yontemler
Sperm Kromatin Yap1 Tayini (SCSA), Akridin Turuncu Testi (AOT), Toludin
Mavisi (TB), Anilin Mavisi, TUNEL, Asil kirtk Okuma Tayini (NT), Tek Hiicre Jel
Elektroforezi (COMET), Sperm Kromatin Ayrilma Testi (SCD) ve Mitokondrial
DNA Mutasyon Testleridir. Ancak testlerin sonuglar1 degerlendirilirken her
yontemin tespit etmis oldugu DNA hasarmin hangi bolgede oldugu ve sonuglarin
testin standartlar1 igerisinde degerlendirilmesi olduk¢a Onemlidir. Diinya Saglik
Orgiitiiniin verilerine gore, bir erkegin semen analizi sonrasinda semen profiline
karar verilmesinde dikkat edilmesi gereken bazi kriterler bulunmaktadir. Oncelikle
en az iki semen analizi yapilmali ve bu semen analizlerinin her birinin aras1 7 giinden
az ya da 3 haftadan uzun olmamalidir. Bununla birlikte, eger bu iki analiz arasinda

¢ok ciddi farkliliklar mevcut ise testler mutlaka tekrarlanmalidir (WHO, 2010).

4.4.2. Semen analiz (spermiyogram) testi
Semen analizi bir diger adiyla spermiyogram testi, bir erkegin iireme
potansiyelinin belirlenmesi amaciyla kullanilan baslica testlerden biri olup eger

erkegin lireme potansiyeli ile ilgili herhangi bir problem var ise nasil bir tedavi
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yontemi izlenilmesi konusunda bilgi sahibi olunmasini da saglamaktadir. Sperm
sayist ve semen yogunlugu giinlilk degisebilen olgular olduklar1 g6z Oniine
alindiklarinda semen analiz testinin en az iki defa 2-3 hafta arayla tekrarlanarak
degerlendirilmesi gerekmektedir (Huang and Lu, 2007; Gottardo and Kliesch, 2011).

Semen analizi sirasinda incelenen parametreler makroskobik ve mikroskobik
olmak tizere iki ana baslhikta incelenmektedir. Makroskobik inceleme sirasinda
semenin, hacim (miktar), renk, reaksiyon (pH), vizkozite, likefaksiyon
degerlendirmeleri yapilirken mikroskobik inceleme sirasinda spermatozoa sayist (ml
basina ve total), motilite, yerinde hareketli (NP), ileri hareketli (PR) veya hareketsiz
(IM), Iokosit, eritrosit, canlilik, yuvarlak hiicre sayisi, morfolojik degerlendirme
(bas-boyun-kuyruk agisindan normal % - anormal %) gergeklestirilir. Bu
degerlendirmelere gore, semen hacmi DSO kriterlerine gore 1,5-6 ml arasinda
olmalidir. 6ml’den fazla olmasi durumu hiperspermik, 1 ml veya daha az olmas ise
hipospermik olarak kabul edilmektedir. Semen rengi ise normalde opak ve grimsidir.
Bununla birlikte, uzun siireli cinsel perhiz durumlarinda sari, semende eritrositlerin
bulunmasi durumunda kirmizi-kahverengi, uzun siireli antibiyotik kullanimindan
sonra ise renksiz goriinebilmektedir. Normal semenin pH degerleri 7,2-8,0 arasinda
olmaliyken bu deger 7’nin altinda oldugu azoospermi olgularinda; bosaltma
kanallariin tikanikligi, vezikiila seminalde kronik enfeksiyonlar ve idrarin semene
karistig1 gibi olasiliklar diistiniilmelidir. Ejakiilasyon sirasinda normalde akici olan
semen vezikiila seminalis tarafindan salgilanan protein kinaz enziminin etkisiyle
koagiile olarak 10-30 dk igerisinde kendiliginden likefiye olmasi gerektigi kabul
edilmektedir. Likefaksiyon siiresinin uzamasi viskozitenin arttigina isaret etmekte
olup bu durum istenmeyen bir olgudur. Normal kabul edilen kriterler igerisinde
semen hafif viskozdiir. Bununla birlikte, prostat enfeksiyonu ya da vezikiilit gibi
kronik enfeksiyon durumlarinda vizkozite artabilmektedir. Semende bulunan
yuvarlak hiicre miktarinin sayimi ise mikroskobik gozlem ve sayimin yani sira
Leucoscreen testi ile de dogrulanir. Yuvarlak hiicre konsantrasyonunun 1 ml
semende 1x10%dan fazla olmasi durumunda &rnek ldkospermi olarak kabul
edilmektedir ki semende yuvarlak hiicre sayisinin yiiksek miktar1 enfeksiyon
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, Diinya Saglik Orgiitiine (DSO)
gore lokositlerin belirlenmesinde ayrica peroksidaz boyama tercih edilmelidir.

Infertil erkeklerde, l6kositospermi insidansmin  %10-20 oraminda oldugu
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gosterilmistir. Ayrica yapilan g¢alismalar, semende anormal sperm morfolojisi ve
l6kositlerin ayni anda bulunmalarinin reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artisa neden

oldugunu bununda oksidatif stresin bir gostergesi oldugunu gostermektedir
(Alshahrani et al., 2014).

Diinya Saglik Orgiitii(DSO) kriterlerine gore sperm analizindeki normal

degerler;
v Voliim (hacim): 1.5-6.5 ml
v Sperm konsantrasyonu: 15 milyon/ml ve tizeri
v Sperm hareketliligi: %40 ve daha fazla
v Sperm morfolojisi: %4 ve lizeri normal yapida olmalidir.
Sperm hareketliligi de belli bir zaman arali§inda incelenir ve hareket tiplerine
gore;
> +4 — ileri, dogrusal ve hizl1 hareketli sperm,
> +3 — [leri ve hizl1 hareketli sperm,

> +2 — kendi etrafinda donen sperm,

> +1 — hareketsiz sperm olarak kabul edilmektedir.

Buna gore, spermiyogram testinin sonucuna gore semende hi¢ sperm
olmamas1 “azospermi” ve sperm sayisinin azligr “oligospermi” ve hareketlilik
oraninda azalma “astenospermi”, yapi ya da morfoloji bozuklugu i¢in “teratospermi”
terimleri kullanilmaktadir. Bununla birlikte, semen analizinin sonucuna gore
spermler ile ilgili yapilan tanimlamalar sorunun dogasina gore “Astenoteratospermi”
ya da “Oligoastenoteratospermi” gibi kombine sekilde de yapilabilmektedir (Tablo
1).
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Tablo 1. Semen Kalitesine Iliskin Terminoloji (Kadioglu ve ark., 2011).

Aspermi Semen yok (retrograd ejakiilasyon var veya yok)
Astenozoospermi I.ler.l hareketh spermlerin (PR) ylizdesi alt referans
limitin altinda

Hem ileri hareketli spermlerin (PR) hem de
Astenoteratozoospermi morfolojik olarak normal spermlerin yiizdesi alt
referans limitlerinden diisiik
Azospermi Ejakiilatta hi¢ sperm yok

Kriptozoospermi

Taze preparatlarda sperm olmamasina ragmen
santrifiijlenmis pellette gozlenir

Hemospermi
(Hematospermi)

Ejakiilatta eritrositlerin varlig

Lokospermi
(16kosito-spermi, piyospermi)

Ejakiilatta esik deger iistiinde 16kosit varligt

Ejakiilatta diisiik ylizdede canli ve yiiksek yiizdede

Nekrozoospermi

cansiz spermler

Alt referans limitlerine esit ya da yiiksek toplam
Normozoospermi sperm sayisl, ileriye dogru hareketli ve morfolojik

olarak normal spermatozoa ylizdeleri

Oligoastenozoospermi

Alt referans limitlerinden diisiik toplam sperm
say1s1 ve ileri hareketli spermazoa yiizdesi

Oligoastenoteratozoospermi

Alt referans limitlerinden diisiik toplam sperm
sayisi, hem ileri hareketli hem de morfolojik olarak
normal spermlerin yiizdeleri

Oligoteratozoospermi

Alt referans limitlerinden diisiik toplam sperm
say1s1 ve morfolojik olarak normal spermlerin
yiizdesi

Oligozoospermi

Alt referans limitinden diisiik toplam sperm sayis1

Teratozoospermi

Alt referans limitinden diisiik yiizdede morfolojik
olarak normal spermler

4.4.3. Reaktif oksijen tiirlerinin semen iizerine etkileri

Infertilite insanlart hem ruhsal hem de fiziksel olarak etkileyen bir tibbi
durum olmasimin yani sira erigskin erkeklerin yaklasik %6’sinin infertilite ile karsi
karsiya oldugu gozlemlenmistir (Purvis and Christiansen, 1992). Son yillarda erkek
infertilitesinde bir neden olarak kabul edilen reaktif oksijen tiirleri (ROS), ayrintili
olarak c¢alisilmaya baslanmis spermatozoa i¢in normal seviyelerde ROS miktarinin
hiicre faaliyetlerinin devamliliginin saglanabilmesi agisindan 6nemli oldugu ortaya
¢ikarilmistir. Bununla birlikte, oksijenin reaksiyona girmesi sonrasinda reaksiyon

tiriinii olarak ortaya ¢ikan ROS’larin hiicre fonksiyonlar1 ve yasamanin devamliligi
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acisindan zararli etkileri de mevcuttur (de Lamirande and Gagnon, 1995).
Spermatozoada oksidatif stres, hiicre i¢i ve hiicre disi toplam ROS seviyelerinin
ortamdaki antioksidan kapasitesini agtig1 zaman ortaya ¢ikmaktadir (Hammoud et al.,
2007). Dahasi, oksidatif stres sperm DNA hasarlar ile iligkili bulunmus ve bu
durumunda infertiliteye, diislige ya da sorunlu embriyo gelisimine neden olabilecegi
gosterilmistir (Aitken et al., 1998; Zorn et al., 2003; Henkel et al., 2004; Ozmen ve
ark., 2007).

ROS molekiilleri; radikal (hidroksil iyonu, siiperoksit, NO, peroksil) ve
radikal olmayan (ozon, tekli oksijen, lipit peroksit, hidrojen peroksit) molekiilleri
olmak iizere genis bir dagilim gostermektedir. Bununla birlikte, reaktif nitrojen
metabolitleri (nitrdz oksit, peroksinitrit, nitroksil iyonu) serbest nitrojen metabolitleri
(NO) olup bunlarda ROS’un alt simifi olarak kabul edilebilmektedirler (Darley-
Usmar et al., 1995). Yapilan galismalar, NO’nun da en az ROS’lar kadar normal
sperm lizerinde hem hareketi hem de zona birlesmesini engelleyen zararli etkilerinin

oldugunu ortaya koymustur (Wu et al., 2004).

Glinlimiize gelene kadar yapilan calismalar ROS’larin  spermatozoanin
fizyolojisinde etkili roller oynayarak spermatozoanin fertilizasyon kabiliyeti i¢in
onemli ve gerekli oldugunu ortaya koymaktadir (Aitken, 1999). Diisiik seviyedeki
ROS varliginin fertilizasyon, akrozom reaksiyonu, hiperaktivasyon, hareket ve
kapasitasyon i¢in gerekli oldugu ortaya konmustur (Agarwal et al., 2004; Sanchez et
al., 2010). Aitken’nin 1995 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada, spermatozoalar
diisik miktarda hidrojen peroksitte bekletilmis ve sperm kapasitasyonu,
hiperaktivasyonu, akrozom reaksiyonu ve o00sit fiizyonu agisindan incelenmistir.
Calismanin ~ sonucunda, diisiik miktarda hidrojen peroksitte  bekletilen
spermatozoalarin sperm kapasitasyonu, hiperaktivasyonu, akrozom reaksiyonu ve
oosit fiizyonunun indiiklendigi gosterilmistir. Bir diger yapilan g¢alismada ise,
stiperoksit anyonunun kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu arttirdigr gosterilmistir
(Griveau et al., 1995). Buna ek olarak, ROS’larin sperm-oosit etkilesiminde de

gorevli oldugu gosterilmistir (Agarwal et al., 2007).

Yaglar, proteinler, niikleik asitler ve sekerler gibi neredeyse biitlin hiicresel
bilesenler ROS’larin birer hedefi durumdadir ve oksidatif strese neden olmaktadir.

Bununla birlikte, oksidatif strese bagli hasarin derecesi; ortamdaki ROS miktarina,
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ROS’lara maruz kalma siirelerine ve diger birtakim hiicre dis1 faktorlere de baglidir.
Yaglar oOzellikle sperm plazma zarinda doymamis yag asitleri seklinde
bulunduklarindan oksidasyona en ag¢ik molekiiller olup ROS’lar hiicre zar {izerinde
bulunan doymamis yag asitlerine hiicum ederek lipit peroksidasyonu denilen bir
kimyasal reaksiyon zincirini baslatirlar. Lipit peroksidasyonunun riinlerinden bir
tanesi olan malondialdehit ayni zamanda spermatozoanin maruz kaldig
peroksizomal hasarin bir gostergesi olarak biyokimyasal testlerde de
kullanilmaktadir (Aitken et al., 1994a). Bu tiir testlerin sonuglari sperm
fonksiyonlari, hareket bozukluklar1 ve sperm-00sit fiizyon kapasitesi ile ilgili degerli

orantilar sunmaktadir (Aitken et al., 1993).

Semende ROS’larin baslica kaynagi spermatozoa ve 16kositlerdir (Garrido et
al., 2004). Spermatozoalardaki ROS iretimi iki sekilde ger¢eklesmektedir.
Bunlardan biri sperm plazma zarinda bulunan nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) oksidaz ve digeri de mitokondride bulunan NADPH bagimli oksido-
rediiktaz sistemidir (Aitken et al., 1992). Fertil erkeklerde yikanmis ve yikanmamis
semen Orneklerinde ROS degerleri ¢ok diigsilk bulunurken (Sharma et al., 2001),
infertil erkeklerde bu oran anlamli miktarda yiiksek bulunmustur (Brooks, 1980).
Bununla birlikte, infertil erkeklerde yikanmis oOrneklerde yikanmamis oOrneklere
oranla ROS degerleri daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir (Venkatesh et al., 2004).
Semende 1x10° /ml’den fazla I6kosit miktari 16kositospermi olarak kabul edilirken
sperm kalitesinde digiikliikk, azalmis hiperaktivasyon ve bozulmus sperm
fonksiyonlar1 gibi olgularin zaman zaman l6kositospermi ile iliskili oldugu
distintilmistir (Wolff, 1995). Buna ragmen azalmis sperm kalitesi ve bozuk sperm
fonksiyonlari ile seminal 16kosit konsantrasyonlari arasinda bir iliski kurulamamstir
(Aitken et al., 1994b). Bununla birlikte, enfeksiyon ve inflamasyon 16kositleri aktive
eder ve aktive olan lokositler antijenlere karsi savasta aktive olmayan l0kositlere
gore 100 kat daha fazla ROS trettigi gosterilmistir (Plante et al., 1994). Bu nedenle,
spermatozoalarin  lretmis  oldugu  ROS  seviyelerinin  dogru  olarak
degerlendirilebilmesi i¢in ortamdan lokositlerin uzaklagtirilmasi gerekmektedir. Bu
amacla kullanilan cesitli yontemlerden biri gradient ayrigtirma yontemi iken bir
digeri 16kosit antijeni CD45’e kars1 olusturulmus monoklonal antikorlarla kaplanmis

paramanyetik tanecikler ya da ferrofluid ile sperm tizerindeki 16kositleri inkiibe
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etmek ve lokositlerin uzaklastiriimasidir (Aitken and West, 1990; Aitken et al.,
1996).

Yapilan galismalar sonucunda, artan ROS seviyeleri, azalan sperm motilitesi
ile iligkili bulunmasina ragmen altinda yatan mekanizma tam olarak halen daha
anlasilamamistir (Agarwal et al., 1994). Bir hipoteze gore, hidrojen peroksit hiicre
membranini gecerek spermatozoada ROS iiretimini arttirmak i¢in elektron kaynagi
olarak kullanilacak olan NADPH’larin iginde elde edilmesini saglayan heksoz
monofosfat sant1 yolu ile glukoz-6-fosfat dehidrojenaz gibi bazi yasamsal enzimlerin
islevini engellemektedir (Aitken et al., 1997). Bir diger hipoteze gore ise aksonemal
proteinlerin fosforilasyonunda ve sperm hareketliliginde azalma ile sonuglanan bir
dizi olay sperm-oosit fiizyonunda gerekli olan membran akiskanliginda azalmaya

neden olmaktadir (de Lamirande and Gagnon, 1992).

Yapilan c¢aligmalar gece bekletilen Orneklerde spermatozoa hareket
azalmasinin lipit peroksidasyonu ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir (Gomez
et al.,, 1998). Spermatozoanin hareketlerinin korunmasinda hiicre zarini lipit
peroksidasyonundan korudugu bilinen vitamin E ile yapilan c¢alismalar imit vaat

eden sonuglar ortaya koymaktadir (Kessopoulou et al., 1995).

ROS’lar hiicrede DNAya saldirarak DNA da hasara neden olmaktadirlar. Bu
durum, distik fertilizasyon oranlarina, implantasyon bozukluklarina, gelisim ve
gelisme geriliklerine ve yiiksek abort oranlarina neden olabilmektedir (Henkel et al.,
2004; Ozmen ve ark., 2007). Oligoastenoteratospermi teshisi konmus hastalarda ROS
seviyeleri ve aksonemal bozukluk miktar1 yapilan ¢alismalarda yiiksek bulunmustur
(El-Taieb et al., 2009). Spermatozoalarda DNA hasar1 oksidatif strese bagli olabildigi
gibi ayn1 zamanda enfeksiyona ve spermiyogenez defektine de bagl olabilmektedir
(Kodama et al., 1997; Aitken et al., 2007). Yiiksek DNA hasari hiicrenin apoptoza
gitmesine neden olmaktadir (Aitken et al., 2007). Oksidatif stresin DNA’da neden
oldugu hasar mekanizmalari; niikleotid degisimi, tek niikleotidlik delesyonlar,
delesyonlar, cergeve kaymasi, insersiyonlar, ¢apraz baglantilar ve kromozomal
degisimler seklindedir. Bununla birlikte, DNA’da tek ya da ¢ift zincir kiriklarinin sik
tekrarlanmasi1 da ROS’lar ile iligkili bulunmustur (Duru ve ark., 2000). 2009 yilinda
Tung ve Tremellen’nin yapmis olduklar1 ¢alisma, artan ROS seviyelerinin DNA

kiriklarinda artisa ve DNA metilasyonlarinda azalmaya neden oldugunu gostermistir.
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ROS’un neden oldugu tek niikleotid degisimlerinin semen kalitesini diisiirdiigii de

gbzlemlenmistir (Spiropoulos et al., 2002).

Spermatozoada DNA hasar1 seviyesi diisiik oldugunda genellikle
spermatozoa kendini tamir edebildigi gibi fertilizasyon sonrasinda oositin de hasarl
olan spermatozoay1 tamir yetenegi mevcuttur. Bununla birlikte, DNA hasar seviyesi
yiiksek ise hiicre apoptoza gidebildigi gibi embriyo abortu da gergeklesebilmektedir
(Agarwal et al., 2007). Y kromozomunda meydana gelen DNA hasarinin yeni
nesillerde infertiliteye neden olabilecegi hatta yiiksek ROS seviyelerine sahip infertil
erkeklerin fertil olanlara kiyasla daha fazla kromozom kirigi tasidigi gozlemlenmistir
(Cocuzza et al., 2007). Apoptoz, 6zellikle anormal spermatozoalarin eliminasyonunu
hedeflemektedir (Sakkas et al., 1999). Yiiksek ROS seviyeleri i¢ ve dis mitokondri
zarin1  parcalayarak kaspazlarin aktiflesmesinde rol oynayan sitokrom C
proteinlerinin serbest kalmasini saglayarak apoptozu baslatirlar. Spermde apoptoz
hiicre yiizeyi proteini Fas ve ROS’lardan bagimsiz olarak da baglayabilmektedir (Lee
et al., 1997). Bu nedenle, diisiik sperm konsantrasyonu olan 6rneklerde Fas-pozitif
spermatozoalarin orani daha yiiksek bulunmustur (Sakkas et al., 1999). Infertil
hastalarda oksidatif stres sonucunda olusan apoptozun belirteci olarak sitokrom C,
Kaspaz 3 ve Kaspaz 9’un seviyeleri kullanilmaktadir ve apoptozun varliginda
bunlarin degerleri artmaktadir (Wang et al., 2003). Buna ek olarak, erken apoptozun
belirteci olarak kullanilan anneksin V, infertil erkeklerin olgun spermatozoalarinda
fertil bireylere kiyasla daha yiiksek bulundugu gozlemlenmistir (Agarwal et al.,
2003).

Varikoselin, genel popiilasyonda goriilme sikligi %15-20 iken bu oran erkek
faktore bagh infertil ¢iftlerde %25-40 oranlarina kadar ¢ikabilmektedir (French et al.,
2008). Varikoseli olan erkeklerin serum, testis ve semenlerinde ROS seviyelerinde
artis tespit edilirken malondialdehit ve NO seviyelerindeki yiikseklik lipit
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Koksal ve ark., 2003;
Turkyilmaz ve ark., 2004). Bu bireylerin semen 6rneklerinde I1L-1 ve IL-6 sitokinleri
ile ROS’larda artis belirlenmistir (Richardson et al., 2008). Bu hastalara uygulanan
varikoselektomi sonrasinda seminal sivida siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz ve vitamin C gibi antioksidanlar artarak sperm kalitesinin diizeldigi tespit
edilmistir (Mostafa et al., 2001).
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4.4.4. Antioksidan savunma sistemi

Antioksidanlar, ROS’lara karsi bir substratin oksidasyonunu ile savasan,
engelleyen ya da azaltan ve diisiik konsantrasyonlarda okside edilebilen molekiiller
olarak tanimlanmaktadirlar. Antioksidanlar, ROS’lar1 hiicre igerisinde yaglara,
proteinlere ve niikleik asitlere saldirmadan 6nce stabilize ve inaktive etme yetenegine
sahiptirler (Caylak, 2011; Dervis, 2011). Bu nedenle, ROS’lar1 hiicre i¢inde olusum
ve hasarini engellemek igin viicutta antioksidan savunma sistemleri mevcuttur (Altan
ve ark., 2006).

Antioksidanlar, hiicreyi ilaglarin, karsinojenlerin, ksenobiyotiklerin ve toksik
molekiillerin istenmeyen reaksiyonlarindan korumaktadirlar (Mercan, 2004). Bu
amagla, antioksidanlarin fonksiyonlar1 degerlendirildiginde islevleri koruma,
durdurma ve tamir olmak iizere ii¢ baslik altinda toplanabilmektedir (Aksoy, 2002).
Bir diger simiflandirmaya gore ise antioksidan savunma sistemi enzimatik olup
olmadigina gore ikiye de ayrilabilmektedir (Diindar ve Aslan, 2000). Buna gore,
stiperoksit dismutaz; SOD, Kkatalaz; CAT ve glutatyon peroksidaz; GSH-Px gibi
antioksidan aktivitelerini enzimatik olarak gdsterenler enzimatik antioksidan
savunma sisteminde yer alirken tirik asit, glutatyon, askorbat, tokoferol, glikoz,
vitaminler, flavonoidler, polifenoller ve antioksidan peptitler gibi maddeler ile
gerceklestirilen deoksidasyon islemleri enzimatik olmayan antioksidan savunma
sistemi i¢erinde yer almaktadir (Beaudeux et al., 1996; Stait and Leake, 1996; Mates
et al., 1999; Aksoy, 2002). Antioksidanlar, oksidanlarin vermis olduklari hiicre i¢i ve
hiicre dis1 hasar1 etkisiz hale getirmede onemli rol oynarlar. Hiicre i¢i hasarin
giderilmesinde enzimatik olan antioksidan savunma sistemi gorev alirken hiicre dist
hasarin giderilmesinde ise enzimatik sistem ile birlikte enzimatik olmayan sistem

beraber ¢aligmaktadir (Altan ve ark., 2006).

Antioksidanlar baslica 4 mekanizma ile ROS’lar1 etkisiz hale

getirebilmektedirler. Bu mekanizmalar;

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Antioksidan enzimlerin ve mikromolekiillerin
ROS’lan etkisi daha diistik bir molekiile doniistiirerek etkisiz hale getirmesidir.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): . Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve
mannitol gibi enzimatik olmayan molekiillerin ROS’lara bir hidrojen aktararak

oksidanlari1 inaktive etmesidir.

28



3. Zincir reaksiyonlarbnm kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
seriiloplazmin ve agir metallerin oksidanlar1 kendilerine baglayarak inaktive
etmesi durumudur.

4. Onarma etkisi (Repair): ROS’lar tarafindan oksidatif hasara ugratilmis

biyomolekiillerin onarilmasidir (Gokpinar ve ark., 2006).

Diizgiin isleyen bir metabolizmada mitokondriyal sitokrom sistemi,
sitozoldeki organelleri ve molekiilleri ROS’larin zararli etkilerinden korumada
olduk¢a etkilidir. Bununla birlikte, bu sistemin yetersiz kaldigi durumlarda
antioksidan enzimler ve molekiiller devreye girmektedir. Ancak, etkisiz hale
getirilemeyen ROS’lar ilk olarak hiicre membranindaki lipitlere saldirarak lipit
peroksidasyonunu baslatirlar. Lipit peroksidasyonu sonucuna ortaya ¢ikan biyo-aktif
tirtinler hiicre hasarina neden olurlar (Benzer ve Ozan, 2003). Buna ragmen, lipit
peroksidasyonu sirasinda yeterli diizeyde tokoferoller (E-vitamini) ve askorbik asidin
(C-vitamini) bulunmasinin hiicresel hasarin Oniine gecebilecegi gdsterilmistir

(Gokpinar ve ark., 2006).

Yapilan c¢alismalar, antioksidanlarin spermatozoayr ROS’larin zararh
etkilerinden korudugunu, lokositlerin trettigi ROS’lar1 ortadan kaldirdigimi ve
DNA’da kiriklar1 dnledigini gostermistir. Buna ek olarak, sigara i¢enlerde semen
kalitesini arttirdigi, sogugun spermatozoaya olan etkisini azalttigi, erken sperm
olgunlagmasint engelledigi ve spermatozoayr destekleyerek yardimla iireme
tekniklerinin basarisint arttirdifi da gozlemlenmistir. Seminal plazma igerisinde
sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaza ek olarak
askorbat, {iirat, vitamin E, piruvat, glutatyon, albumin, vitamin A, ubikinol ve
hipotaurin gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da mevcuttur (Demirtas ve Untan,
2011).

L-Karnitin, mitokondriyal zardan yag asitlerinin gecisinde ve asetil-CoA’dan
tiirevlenen asetatin hiicre i¢i depolanmasinda rol oynamaktadir (Vitali et al., 1995).
Bununla birlikte, L-Karnitin ve L-asetil karnitin sperm metabolizmast ve
spermatozoanin sahip oldugu enerjinin {iretilmesinde olduk¢a 6nemlidir (Moncada et
al.,, 1992). L-Karnitin, hiicre i¢in toksik olan asetil-CoA’y1 ortadan kaldirarak
hiicrenin apoptoza gitmesini 6nlemektedir (Blackman et al., 2004). 1976’da yapilan

bir ¢alismada, oligoastenospermik erkeklerin seminal plazmasinda fertil erkeklere
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kiyasla daha az L-Karnitin belirlenmistir (Lewin et al., 1976). Ek olarak, sperm
hareketinin baslamasinda epididimal liimende L-Karnitin artistna ve sperm
hiicresinde de L-asetil Karnitin artigina ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir (Bohmer and
Johansen, 1978). Yapilan bir diger ¢alismada ise, L-Karnitin ve L- asetil karnitin
tedavisi uygulanmig astenospermik erkeklerde sperm hareketliliginde ve antioksidan
kapasitesinde artis belirlenmistir (Balercia et al., 2005). L-Karnitinin bu 6zelligi
enfekte erkeklerde artmig ROS oranlarina karsi tedavi edici bir ajan olarak
kullanimiin dniinii agmistir (Abd-Allah et al., 2009). infertil erkeklerde uygulanan
L-Karnitin tedavisinden sonra ise sperm konsantrasyonlarinda ve hareketliliginde

artiglar gozlemlenmistir (Lenzi et al., 2003; Moradi et al., 2010).

Koenzim Q10, mitokondriyal solunum zincirinin énemli bir eleman1 ve enerji
metabolizmasinda esansiyeldir. Ayni1 zamanda, yagda ¢Oziinebilen bir antioksidan
olan Koenzim Q10, testislerde belirgin bir sekilde iiretilir ve siipiiriicii olarak
koruyucu gorev yaparak indirgenmis formu olan ubikinol semende bol miktarda
bulunmaktadir (Ernster and Forsmatk-Andree, 1993). Infertil erkeklerde, seminal
plazma ve sperm hiicreleri incelendiginde Koenzim Q10 seviyeleri diisiik olarak
tespit edilmistir (Balercia et al., 2002). infertil hastalara uygulanan Koenzim Q10
tedavisinden sonra ise seminal plazma ve sperm hiicrelerinde Koenzim Q10
seviyelerinde artigla birlikte fosfotidilkolin seviyelerinde ve sperm hareketliliginde
de artis gézlemlenmistir (Balercia et al., 2004). Bununla birlikte, seminal plazma ve
sperm hiicresindeki ubikinol seviyelerinin de arttif1 gosterilmistir (Balercia et al.,
2009).

Cinko, DNA’ya baglanan proteinler ve c¢inko parmak proteinlerinin
caligmasinda gorev alan Onemli bir kofaktérdiir. Ayni zamanda, bakir-¢inko
stiperoksit dismutaz kompleksinde, DNA tamirinde, transkripsiyon ve translasyonda
da gorev almaktadir (Ebisch et al., 2007). Yapilan calismalarda, ¢inko seminal
plazmada diger dokulardan daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur (Serensen
et al., 1999). Seminal plazmadaki ¢inko miktarinin sperm sayisi ile dogru orantili
oldugu gosterilmistir (Colagar et al., 2009). Baska bir c¢alismada ise seminal
plazmadaki ¢inko degerlerinin plazma testosteron miktar1 ile baglantili oldugu

belirlenmistir (Fuse et al., 1999).
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Folat, DNA sentezi, RNA tasinmasi, sistein ve metiyonin aminoasitlerinin
iiretiminde 6nemli, ROS’lar siipiirticii 6zelligi olan bir diger antioksidan molekiildiir
(Joshi et al., 2001). 2002 yilinda Wong et al. tarafindan yapilan bir ¢aligmada folat ve
¢inko bir arada kullanilmistir. Calisma sonrasinda, hem fertil hem de infertil
erkeklerde toplam sperm sayisinda artis goézlemlenmistir. ROS’larin etkilerinin
azaltilmasinda kullanilan bir diger siipiiriicii ajan olan N-asetil sistein ile yapilan bir
calisma sonrasinda infertil erkeklerin semen hacminde, sperm hareketliliginde,

vizkozitesinde ve antioksidan kapasitesinde artis belirlenmistir (Ciftgi ve ark., 2009).

Vitamin E, siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerini etkisiz hale
getiren sperm membraninin tizerinde bulunan bir membran antioksidanidir (Agarwal
et al., 2007). Astenospermik erkeklerle yapilan bir ¢alismada vitamin E tedavisi
uygulamasindan sonra, lipit peroksidasyonunun azalarak sperm hareketliliginin ve

gebelik oranlarinin arttigi gézlemlenmistir (Suleiman et al., 1996).

Vitamin C, siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerine etki ederek
onlar1 etkisiz hale getiren, sperm agliitinasyonunu engelleyen ve vitamin E’nin
yenilenmesini saglayan bir antioksidandir. Vitamin C’nin glutatyon ve vitamin E ile
birlikte kullanildigi ¢alismalarda spermatozoada hidroksiguanin seviyesinin diisiip
sperm sayisinin arttiglr gozlemlenmistir (Kodama et al., 1997). Buna ek olarak,
vitamin C’nin vitamin E ile birlikte kullaniminin DNA kiriklarinda azalmaya neden

oldugu da gosterilmistir (Greco et al., 2005).

4.5. Medikal Bitkiler

Geleneksel tip, tamamlayici ve alternatif tip gelismekte olan iilkelerde yaygin
olarak kullanilmakla birlikte son yillarda gelismis iilkelerde de geleneksel tibbin yani
sira tamamlayici ve alternatif tibbin kullanimi da hizla artmaktadir. Tamamlayici ve
alternatif tibbin hizla artan kullanimina bagli olarak 1998 yilinda Amerikan
Hiikiimeti Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan (NIH - The US Government National
Institutes for Health) “Ulusal Tamamlayici ve Alternatif Tip Merkezi (NCCAM -The
US National Institutes of Health Center for Complementary and Alternative
Medicine)” kurularak bu yonde arastirmalarin onii agilmistir (Corless et al., 2000).
Bitkilerin tedavide kullanimlari insanlik tarihi ile birlikte baslamis ve gilinlimiize
kadar modern tipta kullanilan bir¢ok ilag bitkilerden elde edilmektedir (Altun ve
Ozden, 2004).
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Bitkilerin ila¢ olarak kullanimi iliskin ilk yazili belge M.O. 3000'lere
dayanmakta olup oOzellikle Mezopotamya uygarliklarinda bitkilerin ilag olarak
kullanimlarint anlatan bu donemlere ait tabletlere yazilmis cesitli receteler
bulunmustur. Bu tabletlerde, adamotu, banotu, ¢opleme, egir kokii, hashas, hardal,
kekik, kitre, mese mazisi, nane, nar kabugu, rezene, safran, terementi gibi bugiin
halen daha cesitli bitkisel kokenli ilaglarin yapisinda gordiiglimiiz bitkilere
rastlanmaktadir (Limet, 1978). Anadolu topraklarinda Paleolitik (Yontma Tas)
doneminden beri yaklasik olarak 50.000 yildan beri tedavi amagli bitkilerden
yararlanldig1 saghk kiiltiirii tarih kayitlarinda yer almaktadir (Ozbek, 2005). M.O.
1550 wyillarinda yazildig1 tahmin edilen Ebers papiriisiinde yaklasik 77 bitkisel,
hayvansal ve madensel ilag ve 800°den fazla da regeteye rastlanmis ve bu regetelerde
en ¢ok adi gecen bitkiler; acimarul, dag sogani, ardic meyvesi, banotu, ¢igdem,
hardal, hintyagi, incir, centiyane, keten, kisnis, miirver, nar, pelin otu, sakiz,
sarisabir, sogan, tar¢in, terementi ve tiziimdir (Baytop, 1999; Bayramoglu ve ark.,
2008). Yunan tibbinin babasi sayilan Hipokrat’in da bitkisel {iriinlerden
yararlandigindan s6z edilmektedir. Islam uygarliginda da ibn-i Sina ve Al Gafini’nin
bitkisel tip konusunda &nemli eserleri bulunmakta olup Ibn-i Sina “El Kanun fi't
tibb” kitabinda sagaltic1 bitkilere ve kullanimina genis bir sekilde yer vermistir

(Baytop, 1999).

1588 yilinda Pierre Belon, 1717 yilinda M. Pitton de Tournefort ve 1801—
1807 yillar1 arasinda Guillaume Antoine Olivier seyahatnamelerinde Anadolu
tibbindan ve kullanilan bitkilerden bahsetmektedirler. Anadolu’da kullanilan 16. yy
ile 19. yy arasinda kullanildig1 6zellikle yabanci arastirmacilarin yapmis olduklari
caligmalarca kayit altina alinmis yaklasik 13.000 tibbi bitki belirlenmistir. Bununla
birlikte, 1830-1957 yillart arasinda Anadolu’da halk tarafindan kullanilan yerli bitki
ve Ozglin bitkisel ilaglara yazili kayitlarda rastlanamamistir. Tirkiye’de halk
tarafindan kullanilan tibbi bitkiler hakkinda detayli arastirma ilk defa 1986 yilinda
Sezik ve ark., tarafindan yapilmistir (Baytop, 1999).

Tiirkiye’de 2015 yilinda II. Tibbi ve Itri Bitkiler Caligtayi’nda Tiirkiye’ nin
florasinda, ekolojik olarak 7 farkli cografik bolgesinde 12 bin bitki tiirii bulundugunu
belirtilirken bu bitki tiirlerinden 4000 tanesinin endemik oldugu, 1700 tanesinin de
tibbi ozellik gosterdigi belirtilmistir. Bu ¢alistayda ayni zamanda tibbi ve aromatik

ozellikleri iyi bilinen 500 tanesinin ve diinya iizerindeki tibbi bitkilerin yaklagik
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%6’smin da iilkemizde bulundugu ve bitkisel ila¢ ticaret hacminin yillik 18-20
milyar dolar civarinda oldugu ortaya konulmustur. FAO’nun 2011 yilindaki
verilerine gore, Tiirkiye’nin tibbi bitki ithalati 13 bin 106 ton iken ihracatinin 59 bin
978 ton oldugu ve pazardaki payi degerlendirildiginde Tiirkiye’nin %1.4 oranla 18.
sirada yer aldig1 goriilmektedir. 2014 yili TUIK verilerine gore ise, tibbi bitki
ihracatinin 48 bin 79 ton oldugu ve tibbi bitkilerin diinya pazar1 genelinde biiyiik bir
yere sahip oldugunu ortaya koymustur (Anonim, 2015). Tirkiye de tibbi bitkilerin
ticaretinde diinyada oOnemli ilkeler arasinda yer almakta ve 2012-2016 yillart
incelendiginde ithalat ve ihracat agisindan, tibbi bitkilerin ihracatinin %46 artarak
49.1 tona yiikseldigi, ithalatin ise %50 artarak 25.5 tona ¢iktig1 gozlemlenmistir.
2016 yilinda Tiirkiye’den en cok ihracati gergeklestirilen tibbi bitkiler arasinda
kekik, defne, kimyon ve anason bulunurken ithal edilen tibbi bitkiler arasinda

corekotu, karabiber ve zencefil ilk siralarda yer almaktadir (Bayraktar ve ark., 2017).

4.5.1. Medikal bitkilerin fertiliteye etkileri

Bitkisel tedavilerin 6zellikle kullanimlarinin bu kadar yaygin olmasinin en
onemli nedenleri diisiik maliyetli ve ulasimlarmin kolay olmasidir. Infertilide yaygin
olarak kullanilmalarinin nedenleri arasinda diisiik maliyet ve kolay ulasimin yani sira
kimyasal ilaglarin yan etkilerine duyulan endise ve invaziv girisimin olmamasi
gosterilebilir. Bitkisel tedavileri kullananlarin profilleri incelendigi zaman ise bu
ciftlerin egitim diizeyleri diisiik, az gelirli geng ¢iftler oldugu gozlenmistir. Yapilan
bir ¢alisgmada infertil erkeklerin %31°’i tamamlayic1 tedavi olarak multivitamin
kapstilleri ve bitkisel tirtinler kullanmiglardir (Zini et al., 2004). Baska bir ¢alismada
ise infertil kadmlarin %27°si tamamlayic1 tedavi amaciyla bitkisel karisimlar
kullanmis ve kullanim nedeni olarak da “umut” ve “ilaglarin yan etkilerini”

gostermisleridir (Ayaz ve Yaman, 2010).

Yapilan caligmalarda, Japon Geleneksel Tibbi’nda kullanilan bitkilerin
ozellikle erkek infertilitesinde hipogonadizm ve erektil disfonksiyonda %71’¢ kadar
basar1 sagladigi bildirilmistir (Komiya et al., 2011). Idiopatik oligospermili
hastalarda yapilan c¢alismalarda, hastalar iki gruba ayrilmis ve birinci gruba
testosterone undecanoate gibi alopatik ilaclar verilirken ikinci gruba bitkisel tiriinler
verilmistir. 3. aymn sonunda her iki grubunda sperm say1 ve motilitesi 6l¢iilmiis ve her

iki grupta da artis gézlemlenmistir. Bununla birlikte, gruplar arasindaki kiyaslamaya
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gore bitkisel tiriinlerin uygulandigi ikinci grupta bu artisin birinci gruba goére daha

fazla oldugu gosterilmistir (Devi et al., 2004).

Varikoselli erkeklerin sperm kalitesinin arttirilmasi i¢in yapilan bir ¢alismada
iki ay boyunca giinliik atkestanesi preparati kullanilmis ve kontrol grubuna kiyasla
varikoselli erkeklerin sperm kalitesinin anlamli olacak sekilde arttig1 gézlemlenmistir
(Fang et al., 2010). Buna ¢k olarak, B12 vitamini eksikliginin DNA sentezini
etkiledigi icin DNA’da hasara neden olarak fertilizasyonu ve implantasyonu
etkileyerek infertiliye sebep olabilmektedir. Ayrica, bu vitaminin eksikliginin
erkeklerede impotans ve oligospermiye neden oldugu goézlemlenmistir. Bu nedenle,
besinsel tedavi ile vitamin desteginin saglanmasinin fertilizasyonu olumlu yonde

etkileyecegi 6ngoriilmektedir (Avcibay and Beji, 2013; Avsar ve ark., 2013).

4.5.2. Isirgan (Urtica dioica L.)

Diinya genelinde ¢ok genis bir dagilim gosteren Urtica cinsinin diinyada
kirktan fazla tiirii oldugu bilinmektedir (Bombardelli and Morazzoni, 1997). Urtica
dioica L., saplarinda birbirinin karsisina gelecek sekilde yaprak dizilimine sahip,
saplarinda ve yapraklarinin alt kisminda yakic1 tiiyler bulunan, koyu yesil renkte bir
bitki olup yapraklarinin boyu 10 cm’yi bulurken bitkinin boyu 100 cm’yi
asabilmektedir (Sekil 2) (Calderone et al., 2001; Karakas, 2003). Cogunlukla
Haziran-Eyliil aylar1 arasinda yetisen 1sirgan otu, ormanlarda, bahgelerde, bataklik
kenarlarinda ve suyun ¢ok bulundugu bolgelerde bol miktarda bulunmaktadir. Isirgan
otunun yapraklar1 amino asitler, mineraller, lesitin, klorofil, steroller, karotenoidler,
vitaminler, fenoller, flavonoidler ve tanenlerce zengindir. Bitki kokleri ise steroller,
izolektin, yag asitleri, skopoletin ve polisakkaritler gibi kimyasal maddeler
bulundurmaktadir (Ayan ve ark., 2006). Bu maddeler, 1sirgan otu bitkisinin toprak
alt1 ve Ustli kisimlarinda olmak tizere ayrilmig olarak bulunurlar. Yapisinda bulunan
kimyasal maddeler 1sirgan otunun, antiseptik, bakterisit, kan dolasimi ajani, diiiretik,
hemostatik ve kas hareketi diizenleyici olarak kullanilmasini saglamaktadir. Tedavi
amagh kullanim alani, ¢ok eski tarihlere kadar dayanmakta olup oldukca genistir.
Isirgan otu bitkisinin 6zellikle kdklerinde bulunan histamin, diliretik olup prostat

biiyiimesini Onleyici 6zelligi bulunmaktadir (Karakas, 2003).
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Sekil 2. Isirgan otu (Urtica dioica L.).

Isirgan otu, kok ve tohumdan g¢ogalarak yavasga yayilir ve yil boyunca
bulunabilmektedir. Urtica, “—yakmak anlamina gelen Latince —urere kelimesinden
gelmektedir. Dioica kelimesi ise—iki evli” anlamina gelmektedir. Isirgan otunun
tilylerine dokunuldugunda asetilkolin, histamin ve 5-hidroksitriptamin (serotonin)
salgilanmasindan dolay1 yakict etki gostermekte ve adi da buradan gelmektedir
(Ayan ve ark., 2006). Isirgan otunun kolay bulunabilir olusu ve maliyetinin diisiik
olmasi, igerdigi maddeler ve bu maddelerin Ozellikleri diigliniildiigiinde tipta
fitoterapi uygulamalarinin yanmi sira kozmetik sektdriinde de yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Son yillarda, 1sirgan otu ilizerinde ¢ok sayida biyolojik aktivite
calismas1 yapilmig anti-inflamatuar etkileri, anti-viral ve immiin sistem tizerindeki

etkileri ve antioksidan etkileri ortaya konulmustur.

Isirgan otunun antioksidan etkileri ilizerine yapilan calismalarda, 1sirgan otu
ekstraktlarinin  lipit peroksidasyonunu engelleyici etkilerinin oldugu, ROS
olusumunu azaltarak metal selator aktivitesi oldugu gozlemlenmistir. Bununla
birlikte, 1sirgan otunun ekstraktlarinda flavanol glikozid izole edilmistir (Cetinus et
al., 2005). Flavanoidlerin; antioksidan, anti kanser, anti inflamatuar, antibakteriyel,
immun stimulan, anti allerjik, Ostrojenik, antifosfolipaz A2, siklooksijenaz ve
lipooksijenaz inhibitdr etkileri yapilan c¢aligmalarla daha o©nce gosterilmistir
(Tanakol, 1998). Fenollerin antioksidan etkileri bilinmekte olup 1sirgan otu
ekstraktinda fenollere denk olan pirokatekol varliginin antioksidan aktivitesinin
oldugu ve lipid peroksidasyonunu durdurdugunu goézlemlenmistir (Cetinus et al.,

2005). Bir diger ¢alismada kullanilan 1sirgan otu yaprak ekstraktinin transkripsiyon
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faktor NF-xB’y1 inhibe ettigi gosterilmistir. Isirgan otunun lipooksijenazdan
kaynaklanan inflamasyondan kaynaklanan {irinlerin olusumunu 6nleyerek inhibitor
IkB-a ‘y1 stabilize ettigi belirtilmektedir. Isirgan otunun anti-inflamatuar etkilerinin
de NF-xB aktivasyonu iizerine inhibitor etkilerinden kaynakli oldugu
diistiniilmektedir (Riehemann et al., 1999).

4.5.3. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

Lamiaceae (Labiatac) familyasina ait biberiye (Rosmarinus officinalis L.)
bitkisi Tiirkiye’de dogal olarak yetismekte olan dnemli bir tibbi ve aromatik bir
bitkidir (Sekil 3) ve iilkemizde kusdili, piirem, hasalban, urum ¢icegi ve akpiiren gibi
farkli isimlerle de bilinmektedir (Baytop, 1984). Roma ve eski Yunan donemlerinde
biberiye, hem tibbi bitki olarak tedavi amacli hem de mutfakta yemeklerin
lezzetlendirilmesinde  kullanilmistir.  Eski  Yunan donemlerinde  6zellikle
konsantrasyonu ve hafizay1 giiclendirmek i¢in kullanilmasinin yani sira hafif uyarici
etkisinden dolay1 da bazi halk ilaclarinin bilesimlerine katildig1 bilinmektedir. Buna
ek olarak, biberiye bitkisi ikinci Diinya Savasi sirasinda enfeksiyon hastaliklarmin
Onlenmesinde, c¢esitli hastaliklarin  tedavisinde, hasta odalarinin havasiin

temizlenmesinde ortamda yakilarak kullanilmistir (Tiirker ve ark., 2011).

Lamiaceae familyasi, ¢ogunlukla ot ve cali formundaki tek veya ¢ok yillik
aromatik bitkilerdir ve diinyanin her tarafinda bulunmaktadir. Cogunlugu Kuzey-Bat1
Asya ve Akdeniz Bolgesine yayilmig olan 220 cinsi ve toplaminda 3500 tiirii
biinyesinde barindirmaktadir (Davis, 1987). Tiirkiye’de yaklasik 38 cins ve 400 tiirii

yetisen bu ailenin 240 tiirii endemiktir. Lamiaceae familyasinin ugucu yag verimi
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oldukca yiiksek olup yaygin olarak Tirkiye’nin Akdeniz bolgesinde bulunmaktadir
ve deniz seviyesinden yaklasik 1000 m yiikseklige kadar olan yerlerde dogal olarak
yetisebilmektedir. Yetistigi yerlere gére ugucu yag bilesim oranlarinin da degismekte

oldugu bilinmektedir (Angioni et al., 2004).

Biberiye bitkisi, ¢alims1 karakterli bir bitki olup sapi lifli yapida ince ve narin
dallara sahiptir. Yaprak yapist olarak ¢am yapraklarina oldukc¢a benzeyen biberiye
bitkisinin yapraklarinin yapis1 karsilikli, sapsiz bir yapida ve kulakgiklar1 yoktur.
Bitkilerin yaprak ayasi olduk¢a uzun, st tarafi tiiysiiz ve koyu renklidir.
Yapraklarinin alt tarafi ise tiiylli, beyaz ve yesil renkli bir yapidadir. Kisin yaprak
dokmeyen biberiye bitkisinin yaprak uzunlugu 2-3 cm ve genisligi 2-4 mm’dir.
Mavimsi beyaz, mor ve eflatun renkli olan ¢icekler bir eksen iizerinde ve salkim
seklinde olup dallarin ucunda kii¢iik toplulukla halindedir. Canak yapraklar: tiip
seklinde, iki dudakli ve ¢ok tiiylii iken ta¢ yapraklari da tiip seklindedir (Davis,
1987). Biberiye bitkisinin yapraklarinda %8 oraninda tanen ve %]1-2 oraninda da
ucucu yag bulunmaktadir. Ugucu yaginin i¢inde de %5-12 kafur, %20 bornil asetat,
%15-30 sineol, bir miktar pinen ve act madde bulundugu tespit edilmistir (Yasar,

2005).

Giintimiizde ise biberiye bitkisi, aromaterapi, kozmetik, parfimeri, gida ve
eczacilik gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Biberiye bitkisinin yapraklar
yemeklerde tat verici ve baharat olarak kullanilirken ugucu yag: antioksidan olarak
gida sanayinde, kozmetikte (krem, sabun, kolonyalar, deodorant, sampuanlar, sag¢
tonikleri, vb.) ve parfiimeride kullanilmaktadir. Biberiye bitkisinin sahip oldugu
antioksidan ve anti-bakteriyel etkilerinden dolayr hem bitkisi hem de bitkiden elde
edilen ektraktlar, yaglarin ve etlerin kaliteli bir sekilde bozulmadan saklanmasinda da

kullanilmaktadir (Giilbaba ve ark., 2002).

Anti-mikrobiyal ve antioksidan etkileri bilinen biberiye bitkisinin aktif
bilesenleri yapilan calismalar ile belirlenmis ve igerigindeki yiiksek fenolik
bilesiklerden kaynaklandigi belirlenmistir (Banyai et al., 2003; Nassu et al., 2003).
Ozellikle biberiye ekstraktlarinin etken maddelerini diterpen fenoller (karnosik asit,
karnosol, metil karnosat, apirosmanol, isorosmanol, rosmanol), triterpen asitler
(ursolik asit, biitilinik asit, oleanolik asit), fenolik asitler (rosmarinik asit),

monoterpenler (eterik yaglar) ve flavanoller olusturmaktadir (Loliger, 1983;
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Maslarova and Heinonen, 2001; Riznar et al., 2006). Biberiye yaginin bilesenleri
baslica %20 1,8-sineol, %20 a-pinen, %18 kafur, %7 kamfen, %3 bornil asetat, %6
B-pinen, %5 borneol, %2 a-terpineol, %5 mirsen olarak tespit edilmistir (Bayrak,
2006). Bir polifenol bilesik olan rosmarinik asit de ilk defa biberiye (Rosmarinus
officinalis L.) bitkisinden elde edilmis ve yapilan calismalarda antiinflamatuar
etkilerine ek olarak antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, antitimoral, anksiyolitik

etkilerinin de oldugu gosterilmistir (Alagawany et al., 2017).

4.5.4. Keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.)

Kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.) Fabaceae (Leguminosae) familyasinin ait
her donem yesil olan genis yaprakli cali-aga¢ formunda gelisim gosteren ¢ok yillik
bir bitkidir. Ke¢iboynuzunun ilk olarak M.O. 4000 yillarinda Misir’da ortaya ¢iktigi
diisiiniilmektedir (Tunalioglu ve Ozkaya, 2003). Keciboynuzu ayni zamanda halk
arasinda harnup, harip, balli boynuz olarak da bilinmektedir. Tiirkiye,
keciboynuzunun anavatani arasinda yer alirken iilkemizde izmir Urla'dan baslayarak
Hatay'in Samandag ilgesine kadar olan 1750 km’lik kiy1 seridine kadar uzanan genis
bir alanda yayilim gostermektedir. Keciboynuzunun Tiirkiye’de yetisen ¢esitleri
yabani, etli ve susaml tipleridir (Ahraz, 2003). FAO’nun verilerine gore 2017
yilinda Tiirkiye’de 15.000 ton keciboynuzu iiretimi gerceklestirilmistir (FAO, 2017).

Keciboynuzu, iliman iklim bitkisi olup yiiksek sicaklik ve kurakliga cok
dayaniklidir. Bununla birlikte, diisiik sicakliklara ise olduk¢a duyarlidir. Toprak
bakimindan secici olmayan bu bitki kira¢ ve tasl topraklarda yetistirilebilmektedir
(Eti, 2015). Keciboynuzu bitkisi 6-20 m’ye kadar uzayabilmektedir. Cicek yapisi ve
dollenme biyolojisi yoniinden poligamdir, popiilasyonda dioik ve erselik bitkilere
rastlamak miimkindiir (Ilahi ve Vardar, 1976). Daima yesil olan yapraklarinin
uzunlugu 3-5 cm dolayinda olup; agacin yesil, kiiclik ¢igekleri bulunmaktadir. Bu
cigekler 50—60’11 gruplar halinde salkimlar olusturur. Meyveleri onceleri parlak yesil
olup olgunlastikca kahverengiye doniiserek kdoseleye benzer bir yap1 ortaya
koymaktadir (Sekil 4). Yabani tiirlin meyveleri ince ve mat olup kiiltiire alinmig
tirlerde parlak, daha uzun ve siyaha yakin bir renk almaya basladig
gozlemlenmistir. Meyveleri kavisli, diiz, sikisik tohumlu olabildigi gibi uzunluklart
ise 10 ile 20 cm arasinda degisebilmektedir. Mayis ay1 basinda biiylimeye baslayan
meyveleri Haziran-Temmuz aylarinda olgunlagsmaktadir. Olgunlasan meyveler Eyliil

aymda hasat edilmeye baslanarak hasat mevsimi Kasim-Aralik aylarina kadar devam
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eder (Giinal, 1999). Ke¢iboynuzu meyvesinin %90'1 meyve eti %10'mu da tohumdan
olusmaktadir. Meyve etinde toplam %48-56 oraninda seker (sukroz, glikoz, fruktoz
ve maltoz) ve %18 oraninda da secliloz ve hemiseliloz bulunmaktadir.
Keg¢iboynuzunun tohumu ise, %30-33 tohum kabugu, %42-46 endosperm ve %23-25
embriyodan olusmaktadir. Endospermi galaktomannan agisindan zengin olup
galaktomannan mannoz ve galaktozdan meydana gelen dogal bir polisakkarittir
(Battle, 1997; Tous et al., 2013).

S

Sekil 4. Kegiboynzu (C

eratonia siliqua L.) meyvesi.

Keciboynuzunun meyvelerinin ve tohumlarinin her birinin farkli kullanim
alanlar1 mevcuttur. Potasyum, kalsiyum, magnezyum, fosfor, sodyum, selenyum,
demir ve bakir gibi mineralce zengin olan kegiboynuzunun meyveleri gida
endiistrisinde dogrudan tiiketilmekle birlikle, katki maddesi olarak insan
beslenmesinde ve diger endiistri kollarinda da degerlendirilmektedir. Kegiboynuzu
meyveleri insan beslenmesinde seker, pekmez, kakao ikamesi, alkol ve protein
iriinii, diyet lifi olarak kullanilabildigi gibi eczacilik triinlerinin hazirhiginda,
dondurmalarda kivam artiric1 olarak, kagit ve boya endiistrinde de kullanilmaktadir
(Tous et al., 2013). Onemli diizeyde seliiloz, mineral madde ve ham protein igerdigi
icin kalan posa da hayvan yemi olarak kullanim alani bulmaktadir. Kegiboynuzunun
tohumlarinda %80-85 oraninda bulunan galaktomannan, "locust bean gum™ adi
verilen bir katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Galaktomamnanin en O6nemli
ozelligi yiiksek viskoziteli jel olusturmasidir. Ayrica bu polisakkarit genis sicaklik ve
pH araliklarinda stabil kalabilmektedir. Bu da onun gida sektoriinde ekmek,
makarna, kek ve pasta, dondurma, peynir, g¢ikolata, marmelat ve meyve jolesi
yapiminda kivam artirict olarak kullanilmasinin yani sira ilag endiistrisinde, kagit

endiistrisinde, matbaacilikta, tekstil endiistrisinde, kozmetikte, mobilyacilikta, kibrit
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tiretiminde, dericilikte, petrol ve petro kimya endiistrisinde, deterjan ve plastik

endiistrisinde de kullanilmasini saglamaktadir (Tunalioglu, 1987; Demirtas 2007).

Fenolik maddelerce zengin olan kegiboynuzunda en fazla bulunan fenolik
madde gallik asit olup etkili bir antioksidandir. Yapilan ¢aligmalar 6zellikle gallik
asidin yaglarin oksidasyonu yavaslatmada cok etkili oldugunu gostermektedir
(Kumazawa et al., 2002; Owen et al., 2003). Souli et al. tarafindan 2015 yilinda
fareler lizerinde yapilan bir aragtirmada keg¢i boynuzu 6ziitiiniin karaciger hiicreleri
tizerinde etil alkoliin neden oldugu oksidatif stres hasarmina karsi koruyucu etkisi
oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Bir diger ¢alismada ise keg¢iboynuzu meyvesinin ve
yapraginin ektraktlarinin antioksidan 6zelligi bobrek hiicreleri {izerinde arastirilmis
ve ayni sekilde oksidatif stres hasarina karsi koruyucu etkisi oldugu gozlemlenmistir

(Ahmed, 2010).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gerecler
e Mikropipet (Eppendorf, Germany)
e Mikropipet ucu (Eppendorf, Germany)
e Pastor pipeti (Falcon, USA)
e Santrifiij (Thermo Scientific, USA)
e Deney Tiipii (Falcon, USA)
e Lam (Isolab, Germany)
e Lamel (Isolab, Germany)
e Steril Ornek Kabi (Firat Medikal, Tiirkiye)
e Inkiibatdr (Heraeus CO,, Thermo Scientific, USA)
e Enjektor
e Whatman No.1 Siizge¢ Kagidi (ACHEM medikal)
e 31In1 Blender/ Model 602.21.001 (ISOLAB)
e Havan ve havaneli (125 mm) (ISOLAB)

5.2. Kimyasallar
e Tabakali Sperm Yikama Solusyonu (SpermGrad, Vitrolife, Sweden)
e Sperm Yikama Solusyonu (GIVF, Vitrolife, Sweden)
e Ham’s F-10, (Irvine, USA)
¢ Vitalite Boyama Kiti (Eosin-Nigrosin) (Vital Screen Kit, FertiPro

Diagnostics, Belgium)

5.3. Yontem

“Tiirkiye’de halk arasinda yaygin olarak kullanilan isirgan, biberiye ve
kegiboynuzu bitkilerinin in vitro kosullarda sperm fonksiyonu parametrelerine etkisi”
adli calisma 26.04.2017 tarihinde Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan, 2017/5-6 karar numarasi ile etik ve bilimsel

acidan incelenerek calisilmaya uygun bulundu.
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5.3.1. Calismada kullanilan hasta gruplari

Bu tez calismasinda, 26.04.2017 tarihinde Biruni Universitesi Girisimsel
Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan, 2017/5-6 karar numarasi ile alinan
etik kurul onayindan sonra Bahgelievler Medikal Park Hastanesi IVF poliklinigine
erkek infertilitesi siiphesi ile gelen ve semen analizi yaptirmak i¢in bagvurmus 18
yasindan biiyiik goniillillerden alinan semen 6rnekleri kullanildi. Calismaya katilan
her bir goniilliiden goniillii bilgilendirilmis onam formu alind1 (EK 1). Calismaya
katilmay1 kabul eden goniilliillerden sadece normozoospermi tanisi konan 40 6rnek

ile galismaya devam edildi.

5.3.2. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan bitki 6rnekleri Ucuzcular Gida Maddeleri Sanayi
ve Ticaret A.S. Misir Carsisindan 2018 yilinda satin alindi. Satin alinan bitki
orneklerinin organoleptik ozelliklerinin uygun olmasina dikkat edildiginden dogada

yetistirilerek toplanmis 6rneklerden elde edilmis olanlar tercih edildi.

Calismada kullanilmak amaciyla 1sirgan (Urtica dioica) tohumlari, biberiye
(Rosmarinus officinalis) yapraklar1 ve kegiboynuzu (Ceratonia siliqua) meyvesi
ornekleri oncelikle kurutuldu. Kurutulmus 6rnekler, havan ve havaneli kullanilarak
once kaba pargalar haline getirildi. Daha sonra, parcalayici (Blender/ Model
602.21.001) kullanilarak kaba parcalar iyice parcalanarak toz haline getirildi. Elde
edilen droglar calismada kullanilan her bir bitki tiirli i¢in ayr1 ayr sirastyla 0.01 g,
0.005 g ve 0.001g tartildi. Son konsantrasyon sirasiyla %0.1, %0.05 ve %0.01 olacak
sekilde 10’ar ml Ham’s F-10 (Irvine, USA) soliisyonunda oda sicakliginda 6 saat
boyunca maserasyona birakildi. Maserasyon sonunda soliisyon Whatman No.1
siizge¢ kagidindan siiziilerek c¢alismada kullanilacak son konsantrasyonlari sirasiyla
%0.1, %0.05 ve %0.01 olan bitki ekstreleri elde edildi (Yusuf ve ark., 2017). Elde

edilen bitki ekstreleri ileriki ¢alismalarda kullanilmak iizere +4°C’de saklandi.

5.3.3. Semen érneklerinin toplanmasi

Ortalama 3-5 giinliik cinsel perhiz siiresi sonrasinda Bahgelievler Medikal
Park Hastanesi Androloji Laboratuvarma gelen infertilite sliphesi bulunan
hastalardan mastiirbasyon yontemi ile semen Ornekleri alindi. Alinan Ornekler
hastanin adimin soyadinin yazili oldugu steril 6rnek kaplarina Delilbasi (2008)

tarafindan belirtilen kriterler dogrultusunda toplandi. Orneklerin alinmasindan sonra
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ornegin alindig1 saat not edilerek 37°C’de 20 dakika boyunca likefaksiyona birakildi.
Calismada kullanilan her bir 6rnegin cinsel perhiz siiresi, viskozite, hacim, renk ve

hastaya 6zgiin likefaksiyon siiresi kayit altina alindi1 (Tablo 1).

5.3.4. Semen oérneklerinin ¢ahisiimasi

Bu tez calismasinda, calisilmak iizere secilen Ornekler sperm sayisi,
motilitesi, vitalitesi ve morfolojisi kriterlerine gore secildi. Degerlendirilen kriterlere
gore calismaya normozoospermi tanist konulan 40 hasta 6rnegi ile devam edildi ve
ornekler bitki ekstraktlarinin uygulanmasindan 6nce iki tabakali yogunluk gradient
yontemi kullanilarak hazirlandi. 15 ml’lik falkon deney tiiplerine asagidan yukariya
dogru 1’er ml sirasiyla %90 ve %50’lik gradient soliisyonlar1 (Spermgrad, Vitrolife,
Isvec) olacak sekilde pipetle konuldu. Ust tabakanin iistiine daha énce 37°C’de 20 dk
likefaksiyona birakilmis orneklerden 2 ml likefiye olmus ejakulat pipet yardimiyla
sarsmadan konuldu. Gradient tabakalar1 500g’de 15dk boyunca santrifiij edildi. En
alt tabakada 1 ml fraksiyon kalacak sekilde iist siv1 transfer pipeti kullanilarak aspire
edildi. Alt tabakada kalan 1 ml sperm fraksiyonu yikama soliisyonu (Givf, Vitrolife,
Isveg) pipetaj yapilarak yikandi ve 500g’de 5dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda

ist s1v1 atilarak pellet ¢ozdiirtildii.

5.3.5. Sperm sayis1 ve motilitesinin degerlendirilmesi

Semen Orneklerindeki sperm sayilarinin ve motilitenin belirlenmesinde
WHO’nun 2010 yilinda belirlemis oldugu standart manuel teknikler kullanildi. Her
bir 6rnegin sperm sayisi1 ve motilitesi 10ul semen 6rnegi Makler Sayim Kamerasina
(Sefi Medical Instruments, Isveg) konularak 151k mikroskobu (X20 biiyiitme) altinda
degerlendirildi. Her bir 6rnegin sperm motilitesi, hareketlilik kategorisine WHO
Laboratory Manual 2010 kriterlerine gore karar verildi ve ‘progresif hareketli’, ‘non-

progresif hareketli’ ve ‘hareketsiz’ olmak {izere ii¢ gruba ayrildu.

5.3.6. Sperm vitalitesinin degerlendirilmesi

Calismada kullanilan her bir hasta 6rneginin sperm vitalitesi, semen 0rnekleri
Eosin-Nigrosin vitalite boyast (Vital Screen Kit, FertiPro Diagnostics, Belgium) ile
boyanarak degerlendirildi. Her bir ornekten 50ul semen kullanildi. 50ul semen
tizerine 2 damla Eosin Y soliisyonu damlatilarak steril bir test tiipiinde karistirildi ve
30 s sonra {listliine Nigrosin soliisyonu eklendi. Bu asamada, Eosin boyasi hiicrelerin

boyanmasinda kullanilirken Nigrosin boyasi ise zemin boyasi olarak kullanildi.
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Nigrosin boyasmin eklenmesinden 30 s sonra karisimdan 6rnek alinarak 1sik
mikroskobundan incelenmek {izere yayma preparat hazirlandi. Hazirlanan yayma
preparat X100 biiylitmede 151k mikroskobu altinda incelenerek en az 100
spermatozoon sayildi. Spermatozoonlarin degerlendirilmesinde, pembe ya da total
olarak beyaz goriinmeyen sperm hiicreleri 6lii olarak kabul edildi ve gegirgenligi
bozulan spermlerin boyay1 emerek pozitif renk vermesine gore sonuglar yiizde olarak

hesaplandi.

5.3.7. Bitki ekstraktlarinin uygulanmasi

Normozoospermi tanisi konulan hastalarin semen 6rnekleri yogunluk gradient
santrifiij yontemi ile fraksiyonlarina ayirildiktan sonra bir kontrol ve 9 deney grubu
olmak iizere on deney tiipiine esit olacak sekilde dagitildi. Kontrol grubuna sadece
Ham’s F-10 soliisyonu (Irvine, Amerika) ilave edildi. Calisma grubunda bulunan 9
deney grubunun tstiine her 6rnege ¢alismada kullanilan bitki ekstrelerinin her birinin
tek bir konsantrasyonu sirasi ile 0,2mg/ml 1sirgan, 0,05 mg/ml 1sirgan, 0,01mg/ml
isirgan, 0,1mg/ml biberiye, 0,05mg/ml biberiye, 0,01mg/ml biberiye, 0,1mg/ml
kegiboynuzu, 0,05mg/ml  kegiboynuzu, 0,01 mg/ml kegiboynuzu (1:1)
(ekstrakt:semen) olacak sekilde oda sicakliginda uygulandi. Ornekler 37°C etiivde
30dk, 1 ve 24 s boyunca inkiibasyona birakild1. Inkiibayon sonrasinda her bir sperm

Orneginin ayr1 ayr1 progresif motilite ve vitalite tayinleri yapildi.

5.3.8. Istatistiksel analiz

Bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgularin analizi, “Tekrarli Olgiimlerde
Varyans Analizi” yontemi kullamlarak yapildi. 1ki eslestirilmis  dizinin
karsilastirilmasinda  “Eslestirilmis Dizinlerde t Testi” uygulandi. Degiskenler

aritmetik ortalama ve standart sapma kullanilarak belirlendi.
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6. BULGULAR

26.04.2017 tarihinde Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan, 2017/5-6 karar numarast ile onaylanmis olan bu tez
caligmasinda, Bahgelievler Medikal Park Hastanesi IVF poliklinigine erkek
infertilitesi siiphesi ile gelen ve goniillillerden sadece normozoospermi tanist konan
40 ornek ile calisildi. Normozoospermi tanisi konan 40 hastanin semen analizleri
WHO Laboratory Manual 2010 kriterlerine gore yapildi. Hastalara ait yas ve semen
orneklerine ait hacim, konsantrasyon, motilite, progresif motilite, morfoloji ve
vitaliteye ait ortalama degerler Tablo 2’de verilmektedir.

Tablo 2. Normozoospermi tanisi konan 40 hastanin semen analizi sonuglari.
n  Minimum Maximum Ortalama Std. Sapma

Yas 40 26 40 33,13 3,57
Voliim 40 2,0 8,0 3,48 1,62
Konsantrasyon 40 21 78 49,65 17,23
Motilite 40 50 78 61,05 6,07
Progresif Motilite 40 45 65 53,85 5,18
Morfoloji 40 4 8 5,15 1,05
Vitalite 40 75 92 84,58 4,62

6.1. Semen Orneklerinin Prograsif Motilitesinin Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan 40 normozoospermili hastanin her birinin semen
ornekleri kontrol grubu da dahil olmak iizere dokuz deney grubuna ayrilarak 1sirgan,
biberiye ve keciboynuzu bitkilerinin her birinin tek bir konsantrasyonu sirasi ile
0,Img/ml 1sirgan, 0,05 mg/ml 1sirgan, 0,01mg/ml 1sirgan, 0,1mg/ml biberiye,
0,05mg/ml biberiye, 0,01mg/ml biberiye, 0,1mg/ml keciboynuzu, 0,05mg/ml
kegiboynuzu, 0,01 mg/ml kegiboynuzu (1:1) (ekstrakt:semen) olacak sekilde oda
sicakliginda uygulandi ve progresif motilite degerleri belirlendi. Elde edilen verilere
gore, tiim 1sirgan bitki ekstraktranin 30dk, 1 ve 24 saat boyunca uygulandigi
orneklerde progresif motilite ortalamasinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttig1 gdzlemlenmistir (p=0.001). Bununla birlikte, 30. dk’da kontrole kiyasla 2,52
kat artig saptanirken 24. saatte bu oran 8,35 kat olarak belirlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. Isirgan uygulamasi sonrasinda progresif motilite degerlerinin
karsilastirilmast.

Isirgan Konsantrasyonlari
Kontrol p
0,01% 0,05% 0,10%
Ortalama 81,53 83,33* 83,25* 84,05* *
30 dk S.Sapma 10,05 9,73 9,60 9,46 0.001
1s Ortalama 80,58 83,05* 82,93* 83,73* 0.001*
S.Sapma 10,22 9,48 9,49 9,54 '
Ortalama 70,50 77,28* 77,70* 78,85* -
24 S.Sapma 11,62 10,17 11,09 11,87 0.001

*Kontrolden farkli olan ortalama.

Biberiye bitki ekstraktranin 30dk, 1 ve 24 saat boyunca uygulandigi
orneklerde de progresif motilite ortalamasinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttig1 gézlemlenmistir (p=0.001). Bununla birlikte, 30. dk’da kontrole kiyasla 3 kat
artig saptanirken 24. saatte bu oran 10,15 kat olarak belirlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Biberiye uygulamasi sonrasinda progresif motilite degerlerinin
karsilastirilmasi

Biberiye Konsantrasyonlar1
Kontrol p
0,01% 0,05% 0,10%
Ortalama 81,53 83,73* 83,75* 84,53* -
30dk S.Sapma 10,059 9,43 9,66 9,46 0,001
1s Ortalama 80,58 83,45 83,38 84,23 0,001
S. Sapma 10,22 9,39 9,71 9,55
Ortalama 70,50 79,00 79,45* 80,65* *
245 S sepma 11,62 1067 1039 1050 | 2001

*Kontrolden farkli olan ortalama.

Kegiboynuzu meyvesinin ekstraktranin 30dk, 1 ve 24 saat boyunca
uygulandig1 6rneklerde ise progresif motilite ortalamasi her bir uygulama siiresi i¢in
farkli farkli bulunmustur. Progresif motilite 30. dk’da kontrole kiyasla azalma
gorilmiis ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p=0.06).
Bununla birlikte, 1. saatte tlim konsantrasyonlarda azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.01). 24. saatte ise kontrole kiyasla artis saptanirken sadece 0,1

mg/ml keciboynuzu uygulamas: istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.01)
(Tablo 5).
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Tablo 5. Ke¢iboynuzu uygulamasi sonrasinda progresif motilite degerlerinin

karsilastirilmasi.
Kontrol Keciboynuzu Konsantrasyonlari P
0,01% 0,05% 0,10%
Ortalama 81,53 80,95 80,58 81,13
30 dk S. Sapma 10,05 10,11 10,23 10,33 0.060
1s Ortalama 80,58 79,60* 78,93* 79,65* 0.010%
S. Sapma 10,22 10,59 10,42 10,53 '
Ortalama 70,50 70,33 71,45 74,95* *
245 S.Sapma 11,62 1386 1262 11,84 0,010

*Kontrolden farkli olan ortalama.

Ug farkli siirede {i¢ farkli konsantrasyon uygulamasi sonrasinda isirgan,

biberiye ve keciboynuzu ekstraktarinin  progresif —motilite ortalamalar
degerlendirildiginde 1sirgan ve biberiye bitkilerinin 0,1 mg/ml’lik konsantrasyonlari
karsilagtirilmistir (Sekil 5; 6; 7). Elde edilen sonuglara gore 1sirgan ve biberiyenin 30.
dk ve 1. saatteki uygulamalarinda bir farklilik belirlenemezken 24. saatteki farkliligin
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (Tablo 6) (p=0.046). 24.
saatte elde edilen fark 1sirgana kiyasla biberiye yoniinden olumlu yonde anlamli

bulunmustur (Sekil 7).

Biberiye bitki konsantrasyon uygulamalarinin 30dk, 1 ve 24 s i¢in kendi
icinde degerlendirilmesi sonucunda progresif motilitenin iyilestirilmesinde biberiye
bitkisi i¢in 30 dk’lik uygulamada 0,1 mg/ml’lik konsantrasyon Onerilmektedir.
Bununla birlikte, 1 ve 24 saatlik uygulamalarda ise uygulanmasi tavsiye edilen

biberiye konsantrasyonu yine 0,1 mg/ml’dir (Sekil 8).

Tablo 6. 0,1 mg/ml’lik bitki konsantrasyonlarinda progresif motilite degerlerinin

karsilastirilmasi.
30 dk 1s 24s
Ortalama S. Sapma |Ortalama S. Sapma |Ortalama  S. Sapma
Isirgan 84,05 9,47 83,73 9,54 78,85 11,87
Biberiye | 84,53 9,47 84,23 9,55 80,65 10,51
p 0,158 0,151 0,046*
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Sekil 8. Biberiye uygulamasi sonrasinda progresif motilite degerlerinin
karsilastirilmast.

6.2. Semen Orneklerinin Vitalitesinin Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan 40 normozoospermi hastanin her birinin semen
ornekleri kontrol grubu da dahil olmak iizere dokuz deney grubuna ayrilarak 1sirgan,
biberiye ve kec¢iboynuzu bitkilerinin her birinin tek bir konsantrasyonu sirasi ile

0,1mg/ml 1sirgan, 0,05 mg/ml 1sirgan, 0,0lmg/ml 1sirgan, 0,Img/ml biberiye,
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0,05mg/ml biberiye, 0,0lmg/ml biberiye, 0,Img/ml keciboynuzu, 0,05mg/ml
keciboynuzu, 0,01 mg/ml kegiboynuzu (1:1) (ekstrakt:semen) olacak sekilde oda
sicakliginda uygulandi ve vitalite degerleri belirlendi. Elde edilen verilere gore, tiim
1sirgan bitki ekstraktranin 30dk, 1 ve 24 saat boyunca uygulandigi 6rneklerde vitalite
ortalamalar1 sadece 24 saatlik uygulamada kontrole kiyasla istatistiksel olarak
anlaml farklilik gostermistir (p=0.001) (Tablo 7).

Tablo 7. Isirgan uygulamasi sonrasinda vitalite degerlerinin karsilastirilmasi.

Isirgan Konsantrasyonlari
Kontrol p
0,01% 0,05% 0,10%

Ortalama | 95,30 95,30 95,30 95,30
30 dk S. Sapma 3,31 3,31 3,31 3,31 1,000

13 Ortalama | 95,30 95,30 95,28 95,30 0.323
S. Sapma 3,31 3,31 3,34 3,31 ’

Ortalama | 87,75 90,50* 90,53* 91,25* *
‘! Sapma | 5,42 4,84 5,67 5,31 0,001

*Kontrolden farkli olan ortalama.

Biberiye bitki ekstraktranin 30dk, 1 ve 24 saat boyunca uygulandigi
orneklerde vitalite ortalamalar1 sadece 24 saatlik uygulamada kontrole kiyasla

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p=0,001) (Tablo 8).

Tablo 8. Biberiye uygulamasi sonrasinda vitalite degerlerinin karsilastiriimasi.

Biberiye Konsantrasyonlari
Kontrol p
0,01% 0,05% 0,10%

Ortalama| 95,30 95,30 95,30 95,30

30 dk S.Sapma| 3,31 3,31 3,31 3,31 1,000
Ortalama| 95,30 95,30 95,23 95,30

Ls S. Sapma 3,31 3,31 3,48 3,31 0,183
* * *

oa Ortalama| 87,75 91,23 91,20 91,78 0,001*

S. Sapma 5,42 4,62 4,92 4,58

*Kontrolden farkli olan ortalama.

Keciboynuzu meyve ekstraktranin 30dk, 1 ve 24 saat boyunca uygulandigi
orneklerde vitalite ortalamalar1 1 saatlik uygulamada kontrole kiyasla istatistiksel

olarak anlamli farklilik gostermistir (p=0.003) (Tablo ?). 24 s’lik uygulama
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sonrasinda ise sadece 0,1mg/ml konsantrasyon uygulamasinda artis gozlenmis ve bu

artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p=0.01) (Tablo 9).

Tablo 9. Ke¢iboynuzu uygulamasi sonrasinda vitalite degerlerinin karsilastiriimasi.

Kec¢iboynuzu Konsantrasyonlari

Kontrol
0,01% 0,05% 0,10%
Ortalama| 95,30 95,30 95,30 95,30
30 dk S. Sapma 3,31 3,31 3,31 3,31 1,000
Ortalama| 95,30 95,05* 94,43* 95,03*
60 dk S. Sapma 3,31 3,38 3,69 3,50 0,003
24 saat Ortalama| 87,75 87,85 88,00 89,13 0,010

S. Sapma 5,42 5,93 5,80 5,45

*Kontrolden farkli olan ortalama.

Ug farkli siirede ii¢ farkli konsantrasyon uygulamasi sonrasinda 1sirgan,
biberiye ve kec¢iboynuzu ekstraktarinin vitalite ortalamalari degerlendirildiginde
1sirgan, biberiye ve kegiboynuzu bitkilerinin 0,1 mg/ml’lik konsantrasyonlari
karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore 1sirgan ve ke¢iboynuzu bitkileri igin 24.
saatteki farkliligin istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (Tablo
10) (p=0.001).

Tablo 10. 0,1 mg/ml’lik bitki konsantrasyonlarinda vitalite degerlerinin
karsilastirilmasi.

30 dk 1s 24's
Ortalama S. Sapma Ortalama S.Sapma Ortalama S. Sapma
Isirgan | 95,30 3,31 95,30 3,31 91,25* 5,31
Biberiye | 95,30 3,31 95,30 3,31 91,78 4,58
Ke¢iboynuzu | 95,30 3,31 95,03 3,50 89,13* 5,45
p 1,000 0,300 0,001*
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7. TARTISMA VE SONUC

Evli ¢iftlerin en 6nemli saglik problemlerinden biri olabilen infertilitenin
ciftler arasinda goriilme sikligt WHO’ nun verilerine gére %8-12 oranindadir (Bisht
et al.,, 2017). Diinya genelinde infertilite %40 oraninda erkege, %40 oraninda
kadina, %10 oraninda hem kadina hem erkege bagli olabilirken %10 oranindaki
infertitenin sebebi ise bilinmemektedir (Talebi et al., 2017). Bugiine kadar erkek
infertilitesi farkli nedenlere dayandirilmis ve bunlardan en onemlilerinden biri de
spermatozoada meydana gelen DNA hasar1 olarak gosterilmistir. Spermatozoada
meydana gelen DNA hasarinin aciklanmasinda ise farkli mekanizmalar ortaya
atilmistir. Bunlardan biri  spermatogenez sirasinda  kromatinlerin  yeniden
diizenlenmesi ve paketlenmesi sirasinda meydana gelebilecek olan protaminasyon
hatalarindan kaynaklanmasidir (Sakkas et al., 1999; Sakkas and Moffat, 2002;
Erenpreiss et al., 2004). Spermatozoada DNA hasarina neden olarak erkek
infertilitesinden sorumlu tutulan bir diger mekanizma ise ROS’larin hiicrede
meydana getirdigi oksidatif strestir (Saleh and Agarwal, 2002; Agarwal and Said,
2003; Henkel et al., 2004; Moustafa et al., 2004). 26.04.2017 tarihinde Biruni
Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan, 2017/5-6 karar
numarasi ile onaylanmis olan bu tez ¢alismasinda, normozoospermi tanisi konan 40
hastanin semen Ornekleri alinarak iic farkli zamanda ¢ farkli konsantrasyon
uygulamas:  sonrasinda 1sirgan, biberiye ve keciboynuzu = ekstraktarinin
spermatozoalarda hacim, konsantrasyon, motilite, progresif motilite, morfoloji ve
vitaliteye olan etkileri arastirilmistir. Caligmadan elde edilen verilere gore, progresif
motilite ve vitalite ayr1 ayri degerlendirildiginde 1sirgan bitkisinden elde edilen
sonuglarin diger iki bitkiye kiyasla normozoospermili erkeklerde progresif motilite

ve vitaliteyi olumlu yonde arttigin1 gostermektedir (p=0.001).

Erkek infertilitesi, tiim toplumlarda lireme ¢agindaki erkeklerde onemli bir
klinik problemlerden biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Erkek kaynakli infertilite
nedenleri goriilme sikligi sirasiyla genellikle varikosel, idiyopatik-agiklanamayan
infertilite, obstriiksiyon, inmemis testis, immiinolojik mekanizmalar, ejakulasyon

bozuklugu, testikiiler yetmezlik, ilag-radyasyon etkisi ve endokrin bozukluklar
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seklindedir (Sigman, 1997). Bununla birlikte, 6zellikle idiyopatik yani bir baska
deyisle kaynagi agiklanamayan infertilite, patofizyolojisi bilinemediginden biiyiik
endise neden olabilmektedir. Bu olgularin ¢cogunda infertilitenin nedeni olarak tedavi
edilebilecek bir sebep bulunamadan erkekler klinik olarak normal olarak
tanimlanmaktadirlar. Idiyopatik erkek infertilitesinin nedenleri olarak genetik,
gevresel ve hormonal faktorler kabul edilmektedir. Her ne kadar idiyopatik erkek
infertilitesinin molekiiler temelleri tam olarak halen daha agiklanamamis olsa bile
altinda yatan mekanizmalardan biri olarak oksidatif stres 6ne ¢ikmaktadir (Said et al.,
2003). ROS’lar kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi ¢esitli normal spermatozoa
fonksiyonlart i¢in gerekli olmasma ragmen ROS’larin hiicre i¢i ve disindaki
antioksidanlarin dengesini gecerek seviyelerinin artmasi sperm biitiinliigiiniin ve
islevinin kaybi ile sonuglanabilmektedir (Dacheux and Dacheux, 2004). ROS’larin
asir1 birikiminin sperm DNA’s1 iizerinde zararhi etkilerinin varligi arastirmacilarda
ROS’larin etkilerini ortadan kaldirarak minumuma indirgeyen antioksidanlarin
kullanilarak ~ ROS’larin  sperm  iizerindeki olumsuz etkilerini  azaltmay1
diistinmiislerdir (Wong et al., 2000; Mostafa et al., 2009; Mora-Esteves and Shin,
2013). Bu calismada antioksidan ozellikleri daha onceden yapilan calismalar ile
gosterilmis olan 1sirgan, biberiye ve keciboynuzu olmak {izere ii¢ farkli bitkinin
ekstratlar1 hazirlanarak ti¢ farkli siire boyunca uygulanmistir. Elde edilen veriler,
ozellikle 1sirgan ve biberiyenin erkek infertilitesinde antioksidan olarak kullanilarak

progresif motilitenin ve vitalitenin arttirilabilecegini gostermektedir (p=0.001).

Bununla birlikte, idiyopatik erkek infertilitesinin tibbi tedavisinde antioksidan
desteginin etkinliginin ve giivenilirliginin belirlenebilmesi i¢in randomize kontrollii
caligmalara ihtiya¢ vardir. Tedavi amaglh antioksidan destegi uygulamasinda semen
parametrelerine olan etkilerin 6nceden belirlenmesi ve ddllenmeyi arttirmak igin
uygun dozun belirlenmesi gerekmektedir (Agarwal and Sekhon, 2010). Bu tez
calismas1 kapsaminda, 1sirgan ve biberiye bitkisinin semen parametrelerine etkileri
degerlendirildiginde progresif —motilitenin 1iyilestirilmesinde 0,1 —mg/ml’lik
konsantrasyon uygulamasi Onerilmektedir. Vitalitenin olumlu yonde erkek
infertilitesinde iyilestirilmesine yonelik bu tez caligmasi kapsaminda, 1sirgan
(p=0.046) ve  kegiboynuzu (p=0.001) ekstraktarinin 0,1 mg/ml’lik

konsantrasyonlarinin kullanilmasi 6nerilmektedir.
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ROS’larin  olusumunu engellemek, etkilerini azaltmak ve meydana
getirdikleri hasarlar1 6nleyerek detoksifikasyonu saglamak i¢in hiicrede gorev yapan
savunma sistemlerine kisaca antioksidanlar adi verilmektedir (Sener ve Yegen
Berrak, 2009). Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan olmak flizere iki
grupta degerlendirilebilmektedir. Yapilan calismalarda, L-Karnitin, vitamin C ve
vitamin E gibi antioksidanlarin infertilite {izerinde olumlu etkilerinin oldugunu ve
birinci basamak tedavide kullanilabileceklerini gosterirken glutatyon, selenyum ve
Koenzim Q10 gibi bir diger grup antioksidanin ise ikinci basamak tedavide
diistiniilebilecegini ortaya koymaktadir (Vahidinia et al., 2016; Balercia et al., 2017).
Normozoospermili hastalar iizerinde yapilan bir in vitro ¢alismada, infertilite tizerine
myo-inositoliin etkileri arastirilmistir (Condorelli et al., 2011). Yapilan g¢alismada,
myo-inositol 2 saat boyunca 2 mg/mL olacak sekilde uygulandiktan sonra
mitokondriyal fonksiyonlar1 etkilemedigi bununla birlikte, sperm sayisinin 6nemli
derecede arttif1 gozlemlenmistir. 2012 yilinda Condorelli ve ark., tarafindan
yiriitillen bir bagka in vitro ¢alismada, bu sefer myo-inositoliin (2 mg/mL, 2 saat
boyunca) uygulamasi 20 normozoospermi ve 20 oligoastheno-teratozoospermia
tanist konan 40 hastanin spermlerinde gegeklestirilmistir. Her iki grubunda sperm
motilitesi artarken sadece oligoastheno-teratozoospermia tanisi konan hastalarin
spermlerinde mitokondriyal islevin gelistigi gozlemlenmistir. Bir diger in vitro
calismada ise infertil erkeklerden alinan semen ornekleri incelenmis ve seminal
plazmalarinin antioksidan oranlar1 ile birlikte c¢ok diisiik seviyelerde ¢inko ve
selenyum mineralleri tespit edilmistir (Tirk ve ark., 2004). Bir¢ok in vitro ¢alismada
yiiksek dozda antioksidan desteginin semen kalitesini iyilestirdigi gozlemlenmis
olmasina ragmen infertil erkeklerde antioksidanlarin o6zellikle diyetle alinimi ve
sperm kalitesi parametrelerini gosteren calisma sayisi olduk¢a smirhidir. Bu
caligmalar gz Oniline alindiginda diyet ile antioksidan alimimin diisiik olmas: ile
sperm kalitesinin diisiik olmas1 arasinda pozitif bir iliskinin oldugu gosterilmistir
(Mendiola et al., 2010; Nadjarzadeh et al., 2013). Bu tez c¢alismasi kapsaminda
uygulanan bitki ekstraktar: in vitro olarak uygulanmistir. Bu nedenle, elde edilen
bulgular dogrultusunda daha ileri kontrollii diyet ile alim ¢aligmalarina ihtiya¢ vardir.
Diyet alimi galismalar1 i¢in en uygun adaylar, in vitro denemeler sonucunda bu tez

calismasi kapsaminda 1sirgan ve biberiye olarak belirlenmistir.
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Medikal ve aromatik bitkiler, hastaliklarin 6nlenmesinde, saglik durumunun
siirdiiriilmesinde ya da hastaliklarin tedavisinde ilag olarak kullanilan bitkiler olarak
tanimlanabilmektedir. Medikal bitkiler, gida, kozmetik ve dini tdrenlerde de
kullanilabildigi gibi aromatik bitkiler ayn1 zamanda giizel koku ve tat vermeleri
i¢inde kullanilabilmektedirler (Anonim, 2005). DSO’ye gore geleneksel tip; “fiziksel
ve ruhsal hastaliklardan korunma, bunlara tani koyma, iyilestirme ya da tedavi
etmenin yaninda sagligin iyi siirdiiriilmesinde de kullanilan, farkli kiiltiirlere 6zgi
teori, inang ve tecriibelere dayali izahi yapilabilen ya da yapilamayan bilgi, beceri ve
uygulamalarin biitiinidiir” (Anonim, 2017). Geleneksel uygulamalar arasinda ise en
yaygin olarak bitkisel karisimlarin kullanildigi belirtilmistir (Boivin and Schmidt,
2009; Ayaz ve Yaman, 2010; Bardaweel et al., 2013). Bununla birlikte, bitkilerin
tedavi amach kullanimmnin {lkelerin gelismislik durumuna gore degiskenlik
gosterdikleri gelismekte olan tlkelerde bu oran %80’leri bulabilirken hatta bu oran
Asya, Afrika ve Orta Dogu kokenli iilkelerde %95°1 bulabilmektedir. Yapilan
calismalar, gelismis iilkelerde bitkilerin tedavi amagli kullaniminin gelismekte olan
ilkelere kiyasa daha az oldugunu gostermektedir. Bu oran Almanya’da %40-50,
ABD’de %42, Avustralya’da %48 ve Fransa’da %49 olarak gozlemlenmistir.
llgingtir ki, medikal bitkilerin ticareti gdz Oniine alindiginda en 6nemli ticaret
merkezlerinin Almanya, ABD, Japonya ve Ingiltere’de oldugu goriilmektedir (Titz,
2004). Bitkisel karisimlar tedavi amagl olarak daha diisiik maliyetli olmalari, kolay
ulagilmalari, kimyasal ilaglarin yan etkilerine duyulan endise ve invaziv girisimin
olmamasi diisiiniildiiglinde infertilitede de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. 2009
yilinda Shahin ve dig.’nin infertil ¢iftlerde yapmis olduklar1 bir ¢alismada, giftlere 3
ay boyunca her giin 5 g ayurvedik tipta kullanilan ginseng verilmistir ve seminal
plazmadaki vitamin A, C, E ve antioksidan seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen
verilere gore, seminal plazmada vitamin A, C, E ve antioksidan seviyeleride iyilesme
gbzlenmesinin yani sira testosteron, LH, FSH ve prolaktin seviyelerinde de artis

belirlenmistir.

2017 yilinda zerdecalin diyet ile aliminin sperm motilitesine ve canliligina
olan etkilerinin arastirildig1 bir ¢calismada zerdacalin ROS iiretimini azaltarak sperm
motilitesini arttirdigl gozlemlenmistir (Yan et al.,, 2017). Yapilan bu g¢alismada
kullanilan horoz gruplari, zerdegal almayan kontrol grubu, diyetine giinliik 0.8 g

zerdegal eklenmis sicaklik kontrollii ortamda tututlan deney grubu (grup T) ve
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diyetine giinliik 1.6 g zerdegal eklenmis sicaklik stresi altindaki deney grubu (grup
C) olmak {iizere {i¢ gruba ayrilmistir. 4 haftanin sonunda 6rneklerin sperm motilitesi
ve canliliklar1 2., 3. ve 4. haftalarda yapilan semen analizleri ile belirlenmistir. Elde
edilen bulgulara gore, kontrole kiyasla her iki deney grubunda da sperm
motilitesinde iyilesme gozlemlenmis ve ROS seviyelerinde diisiis belirlenmistir.
Bununla birlikte, deney gruplarinin kendi aralarinda yapilan karsilastirma sonucunda
ise zerdecalin sicaklik stresinde ROS iiretimini azalttigin1 gostermistir. Biz de bu tez
calismasinda, 1sirgan, biberiye ve keciboynuzu bitkilerinden elde edilen
ekstarktlarimin  in  vitro kosullar altinda sperm Kkalitesine olan etkilerini
inceledigimizde Ozellikle sperm progresif motilite ve vitalitesinin iyilestigini
gozlemledik. 30 dk, 1 s ve 24 s olmak {izere farkli konsantrasyonlarda yaptigimiz
uygulamalarda 1sirgan bitki uygulamasindan sonra sperm progresif motilitesinde 30.
dk’da kontrole kiyasla 2,52 kat artis saptanirken 24. saatte bu oran 8,35 kat olarak
saptanmigtir.  Yine ayni sekilde, biberiye bitki uygulamasindan sonra ise 30. dk’da
kontrole kiyasla 3 kat, 24. saatte bu oran 10,15 kat artis olarak belirlenmistir.
Bununla birlikte, ke¢iboynuzu bitki uygulamasindan sonra 1sirgan ve biberiye bitki
uygulamasindan farkli olarak 30. dk’da bir azalma gozlemlenirken bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir (p=0.06). Ilgingtir ki, keciboynuzu
uygulamasinin 24. saatinde artma gdézlemlenmis ve bu istatistiksel olarak anlamli
olarak belirlenmistir (p=0.01). Ug farkli siirede uyguladigimiz bitki ekstratlarmimn
spermin vitalitesine olan etkileri degerlendirildiginde hem 1sirgan hemde biberiye
bitki uygulamalarinda 24. saatten sonra vitalitenin olumlu ydnde etkilendigi
istatistiksel olarak da belirlenmistir (p=0.001). Bununla birlikte, keciboynuzu
uygulamasinda 1. ve 24. s’lik uygulamalarda kontrole kiyasla sperm vitalitesindeki

artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (1 s, p=0.003; 24 s, p=0.01).

Erkek infertilitesinde temel yaklasim tedavi ile diizeltilebilir nedenlerin
saptanmas1 ve tedavi edilmesidir. Bu nedenle, arastirmacilar ve doktorlar, cerrahi ve
medikal/destekleyici yontemleri gelistirerek kullanirken bunu amaclamaktadirlar.
Diizeltilebilir idiyopatik infertil erkeklerin bir kisminda medikal/destekleyici
tedaviye gereksinim duyulabilmektedir. Destekleyici tedavilerin arasinda sperm
kalitesinin arttirilmasinda antioksidanlarin iizerinde yapilan calismalar giderek
yogunlagsmaktadir. Ozellikle antioksidan destek tedavisinin spontan gebelik sansi

isteyen ya da yardimla iireme tekniklerini kullanarak gebelik olasiliginin artmasini
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isteyen c¢iftlerde faydali oldugu gosterilmistir. Yapilan in vitro calismalar, diyetle
yeterli antioksidan alimmin ya da antioksidan desteklerinin sperm morfolojisi,
motilitesi ve sayisi lizerine olumlu etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte, antioksidanlarin giinliikk diyetle alim miktarlarinin belirlenmesi i¢in daha
fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Bu tez ¢alismasinda elde ettigimiz bulgular, 1sirgan,
biberiye ve kegiboynuzu bitki ekstraktlarinin sperm kalitesi degerlendirildiginde
sperm progresif motilite ve vitalitesini olumlu yonde etkiledigini ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte, elde ettigimiz bu veriler in vitro kosullar altinda gerceklestirildigi
i¢cin Onciil ¢alisma kategorisine girmekte olup uzun vadede antioksidan etkileri goz

oniinde alindiginda bu {i¢ bitkininde umut vaat ettigi gézlemlenmistir.
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9. EKLER

BiRUNI UNIVERSITESI

“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR”
ICIN BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Tirkiye’de halk arasinda yaygin olarak kullanilan
1sirgan, biberiye ve kegiboynuzu bitkilerinin in vitro kosullarda sperm fonksiyonu

parametrelerine etkisi

Sizi “Turkiye’de halk arasinda yaygm olarak kullanilan 1sirgan, biberiye ve
kegiboynuzu bitkilerinin in vitro kosullarda sperm fonksiyonu parametrelerine
etkisi” baslikli bir arastirmaya davet ediyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmama
kararin1 vermeden Once, arastirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz
gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlagilmasi biiyiilk 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 goniilliiliik esasina 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: ERDI YILMAZ

Calismanin amaci nedir; benden baska kag kisi bu calismaya katilacak?

Sizi davet ettigimiz ¢aligmanin amact halk arasinda yaygin olarak kullanilan 1sirgan,
biberiye ve keg¢iboynuzu bitkilerinin, insan viicudu disindaki kosullarda sperm

hiicrelerine pozitif ya da negatif bir etkisinin olup olmadigini incelemektir.
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Spermiyogram tahlili amaciyla vermis oldugunuz semen Ornegi degerlendirildikten
sonra kalan Orneginiz arastima i¢in kullanilacak ve sonrasinda imha edilecektir.
Omeginizin degerlendirme sonras1 kalan materyaliyle calisiimasi planlandigi igin
sizin saglik durumunuza ve spermiyogram analizinize herhangi bir negatif etkisinin

olmas1 ongoriillmemektedir. Calismaya yaklasik 40 kisinin katilmas1 planlanmaktadir.
Bu ¢alismaya katilmahh miyim? (Bu b6liim aynen korunacaktir)

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baglhidir. 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 Orneginin 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 c¢aligmaya katilmaniz halinde herhangi bir maddi sorumluluk altina

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

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

literatiirde yayinlanabilecektir ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.
Daha fazla bilgi icin kime basvurabilirim?

Calisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen

iletisime geginiz.
ADI : Erdi YILMAZ
GOREVI : Arastirma sorumlusu

TELEFON  :05432449119
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Medical Park Bahgelievler Hastanesi Tiip Bebek Boliimiin’nde Biyolog Erdi
YILMAZ tarafindan tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bdyle

bir arastirmaya “katilimer” olarak davet edildim.

Aragtirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmis 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 g¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilar
zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan c¢ekilecegimi onceden bildirmemim
uygun olacagimin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar

verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma disi da tutulabilirim.

Arastirma 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
konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal

bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir sorun ile karsilastigimda; Bio. Erdi Yilmaz’1 05432449119

nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla
s0z konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,

goniilliiliik icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.
Katilimci

Adi, soyadi:

Tel:

Imza:
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Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

26.04.2017

Sayin: Erdi Yilmaz

Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu yapilan inceleme
sonucunda “Tiirkiye’de halk arasinda yaygmn olarak kullamlan biberiye, kec¢iboynuzu ve
sirgan bitkilerinin in vitro kosullarda sperm fonksiyonu parametrelerine etkisi” isimli
arastirmanizin kurulumuzun 26/04/2017 tarihli toplantisinda etik yonden uygun olduguna
karar verilmistir.

Etik Kurul Bagkani

Prof. ﬁlay irez
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