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BEYAN

Bu tez ¢aligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
tiim asamalarda etik dis1 higbir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri akademik ve
etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasi sonucu elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin c¢alisilmast ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin

olmadigini beyan ederim.

Zahide G6zde BABIKLI
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1.0ZET

Spermatozoon motilite sorunu olan erkeklerde spermatozoon motilitesini arttirmaya
yonelik ¢esitli farmakolojik ajanlar tanimlanmistir. Yardimci tireme tekniklerinde bu
ajanlar igerisinde en ¢ok kullanilani ise pentoksifilindir. Pentoksifilinin erkek infertilisinde
en yaygin kullamim alani in vitro spermatozoon motilitesinin stimiilasyonudur. Uremeye
yardimci tekniklerde, in vitro déllenme (IVF) ve intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonunda
(ICSI) canli spermatozoon secimi Onemlidir. Bu se¢im de spermatozoon motilitesi ile

dogru orantilidir.

Yardimci tireme tekniklerinde, motilitenin in vitro fertilizasyon kapasitesinde dnemin
anlasilmasi ile pentoksifilinin rutinde kullaniminin artmasi, bu konu lizerine birgok ¢aligma
yapilmasina neden olmustur. Calismamizda farkli maruziyet siirelerinde pentoksifilin
uygulanmis normospermi Orneklerinin ince yapilarimi (ultrastriiktiirel) gegirimli elektron

mikroskobu (TEM) diizeyinde incelemeyi amagladik.

Belirlemis oldugumuz normospermi ornekleri farkli siirelerde pentoksifilinle inkiibe
edildi. Belirlenmis olan 6rnekler rutenyum kirmizi boyasi uygulanarak spermatozoona ait
membran  yapisinda  glikokaliksi  belirginlestirdikten sonra  gegirimli  elektron
mikroskobunda spermatozoon ince yapisi karsilastirilarak incelendi ve bu 6rnekler kontrol

grubu ile de karsilastirilarak degerlendirildi.

Sonug olarak caligmamizda, 5 dakika (dk) pentoksifiline maruz kalan spermatozoon
orneklerinin morfolojik yapisinda fazla bozulma olmamasmma karsin, 60 dakika
pentoksifiline maruz kalan spermatozoon orneklerinde ise belirgin morfolojik bozukluklar
goriildii. Buna bagli olarak pentoksifilin siiresinin spermatozoon morfolojisi iizerine etkisi

gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Pentoksifilin, Spermatozoon, Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM), Infertilite.



2.SUMMARY

Ultrastructural Changes on Spermatozoa Considering the Exposure Period After

Pentoxifylline Implementation

Various pharmacological agents have been defined to increase spermatozoon motility
on the men whom have spermatozoon motility problem. Pentoxifylline is the most used
agent in assisted reproduction technics. The most cummon usage area of pentoxifylline on
male infertility is the stimulation of in vitro spermatozoon motility. The live spematozoon
selection is important on intra cytoplasmic spermatozoa injection (ICSI) and in vitro
fertilization which are assisted reproduction techniques, this selection is directly

proportionate to spermatozoon motility.

In assisted reproduction technics, with the realization of the importance of motility
on in vitro fertilization capacity, the pentoxifylline usage in routine increased and it
caused to be made of many studies on this issue. In our study, we the ultrastructural of
different exposure-term pentoxifylline-treated normospermi samples in transmission

electron microscopy (TEM) level.

The normospermi samples that we specified, were incubated with pentoxifylline at
different durations. The specified samples were analyzed by comparing the ultrastructural
of spermatozoon at TEM level after the glycocalyx in the spermatozoona’s membrane
structure became clear by implementing the red rutenyum colouring. Then the samples

were compared with control group.

As a result, it’s seen that while there is not too much distortion on morphological
structure of spermatozoon samples that exposed to pentoxifylline for 5 minutes, there
occurred significant morphological distortions on the spermatozoon samples that exposed
to pentoxifylline for 60 minutes. Accordingly, the effect of pentoxifylline’s period on

spermatozoon morphology has been shown.

KEY WORDS: Pentoxifylline, Spermatozoon, Transmission Electron Microscopy
(TEM), Infertility.



3. GIRIS VE AMAC

Yardimer tireme teknikleri ile ilgili uygulamalar gelismis teknolojiler kullanilarak, 20
yilt askin bir siiredir basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Tiip bebek uygulamalarinda
infertilite degerlendirilirken o©ncelikle erkek faktorii ele almir (1). Spermatozoonun
fertilizasyon kapasitesini etkileyen en Onemli iki parametre, morfolojik ozelligi ve
motilitedir (2). Spermatozoon motilitesi, fertilizasyonda spermatozoonun oosite ulagmasi
icin gerekli en 6nemli Ozelliklerinden birisidir (3). Yardimci iireme tekniklerinde secilen
spermatozoonun canlt olmasi gerektiginden hareketsiz spermatozoonlarin canli olup
olmadiklar1 klinik agidan onemlidir (4). Spermatozoon hareketinin in vivo ve in vitro
fertilizasyon tizerindeki Onemi ile ilgili yapilan c¢aligmalar sonucu spermatozoon
motilitesini arttirmaya yonelik ¢esitli farmakolojik ajanlar tanimlanmistir. Bu ajanlar i¢cinde

en yaygin kullanilan pentoksifilindir (2).

Son zamanlarda, pentoksifilin kullaniminin spermatozoon fonksiyonlar1 {izerindeki
gelistirici rolii dikkate deger olarak kabul edilmistir (5). Metilksantin tiirevi olan
pentoksifilin non-spesifik fosfodiesteraz inhibitoriidiir. Pentoksifilin fosfodiesterazi inhibe
ederek hiicre ici siklik adenozin monofosfat (cAMP) konsantrasyonunu arttirdigi
bilinmekte ve boylece spermatozoon motilitesinde artisa neden oldugu savunulmaktadir (6,
7). Ayn1 zamanda cAMP artis1, akrozom reaksiyonunun indiikklenmesine neden olur (6, 7,
8). Pentoksifilin, spermatozoonun zona pellicuda’ ya baglanma yetenegini arttirir (6, 8).
Spermatozoonlarin  zona pellicuda’ya baglanma yeteneginin artmas: aslinda
spermatozoonun hiz parametrelerinin  artis1 ile gerceklesmektedir (6). Ayrica,
pentoksifilinin serbest radikaller tarafindan olusan peroksitleri kaldirarak bir antioksidan
etkisi yaptig1 ve spermatozoon plazma membranini korudugu diistiniilmektedir (5, 9, 10).
Pentoksifilin uzun siire uygulandiginda (90 dk {izeri) toksik olabilece§i ve spermatozoon
canlilifinda azalmaya yol acabildigi ileri stiriilmiistiir (11).

Spermatozoon fonksiyonlar1 ve erkek faktor infertilitesinin tedavi sonuclari {izerine
pentoksifilinin yararl etkileri bazi1 ¢alismalarda gosterilirken, yine bazi diger ¢aligmalarda
pentoksifilinin spermatozoon fonksiyon ve parametreleri iizerine zararli etkileri oldugu
gosterilmistir (1, 5, 9, 11). Bu farkliliginin sebebinin ¢esitli degerlerin ayni olmadigindan
kaynaklandig1r sOylenebilir. Biitiin bu bilgiler 15181 altinda ¢alismamizin amaci, farklh

maruziyet siirelerinde pentoksifilin uygulanmig ve uygulanmamis normospermi
3



orneklerinin ince yapilarini, membran yapisindaki glikokaliksi ortaya g¢ikaran rutenyum
kirmizisin1 uygulayarak gegirimli elektron mikroskobu (TEM) diizeyinde incelemek,
gruplar arasi farkliliklar1 karsilastirmak ve pentoksifilinin spermatozoon tizerindeki
etkilerini géstermek, ayni zamanda Kullanilan ajanlarin sperm tiizerinde 151k mikroskobu
diizeyinde morfolojik bir degisiklige yol agmadigindan dolay1 elektron mikroskobu

diizeyinde morfolojik bir degisiklik olup olmadigi sorusunu cevaplamaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. ERKEK GENITAL SISTEM

Erkek tireme sistemi; 1) haploid erkek gametin (spermatozoon) devamli iiretimi,
beslenmesi ve gegici olarak depolanmasindan, 2) erkek seks hormonlarinin sentezi ve

sekresyonundan sorumludur (12).

Erkek {lireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten olusur.
Testis, iki yonlii gorev olarak hormon ve spermatozoon iiretmektedir. Genital kanallar
(epididimis, vaz deferens, ejekiilatuar kanal, erkek iiretrasi) ve yardimci bezler
(seminal vezikiil, prostat bezi, bulbo iiretral bezler), diiz kas kasilmalarinin yardim ile
spermatozoonlar1 disariya gonderen salgilar iiretirler. Ayn1 zamanda bu salgilar, erkek
iireme sistemi icinde bulunan spermatozoonlara gerekli besinleri saglar (13).

Spermatozoonlar ile birlikte genital kanallar ve yardimci bezlerin salgisi, penis

yoluyla disi tireme sistemine ileten semen’i olusturur (13).

4.1.1. Testis Histolojisi

Embriyoda erkek fetusun normal gelisimi i¢in testiste tiretilen androjenler gereklidir.
Pubertede testislerden salgilanan testosteron, spermatozoon {iretiminin baslamasini ve
sekonder seks karakterlerinin gelisimini saglar. Erigskinlerde de spermatozoon iiretiminin
devam etmesi, sekonder seks karakterlerinin korunmasi ve yardimei bezlerin fonksiyonlart,
testise bagimlidir (14).

Testisler, karin boslugunun disinda skrotum i¢inde yer alan ¢ift organlardir. Bu
yerlesimleri, testislerin viicut 1sisindan 2-3°C diisiik bir 1sida olmalarini saglar. Normal
spermatogenez i¢in 34- 35°C gereklidir (15).

Oval bir bez olan testis, “tunika albuginea” adi verilen yogun bag dokusundan olusan
kalin bir kapsiille sarilir. En dis kisimdaki visseral katman olan “tunika vajinalis™ kapsiilii

distan sarar (16).



Testisin arka kenarinda kapsiil kalin bir katlanma seklinde iceriye dogru uzanir, bu
kisim “mediastinum testis” adini alir. ince fibroz bolmeler, mediastinumdan 1simsal olarak
uzanarak yaklasik 250 adet lobiilii olusturur (16). Her lobiilde gevsek bag dokusu ile sarilt
1-4 adet, kivrimli yapida, ana islevi spermatozoon liretimi olan seminifer tiibiiller bulunur
(17). Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damarlari, sinirler ve Leydig hiicreleri adi

verilen interstisyel hiicreleri icerir. Bu hiicreler de testis androjenlerini salgilar (13).

Her bir seminifer tiibiil iki ucu U seklinde olan ve rete testise agilan tiiplerdir. Rete

testis, seminifer epitelyumun tiriinlerini toplayan kanallar agidir (12).

Seminifer tiibiil iki belirgin hiicre popiilasyonunu igeren ozellesmis seminifer
epitelyum ile doseli merkezi bir liimenden olusur: (a) somatik Sertoli hiicreleri ve (b)

spermatogenetik hiicreler (12).
Seminifer epitel, bir bazal membran ile kollajen lifler, fibroblastlar, kasilabilir

miyoid hiicrelerden olusan bir duvarla g¢evrelenmistir. Miyoid hiicreler, hareketsiz

spermatozoonlari rete testise ileten ritmik kasilma aktivitelerinden sorumludur (12).

Sekil 1. Testis kanallar1 ve epididim kanal1 (13).



4.1.1.1. Spermatogenetik Hiicreler

Spermatogenetik hiicreler birbiri iizerine siralanmis farkli gelisim asamasinda olan
hiicrelerdir (14). Spermatogenez serisinin hiicreleri 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir,

islevi spermatozoonlari iiretmektir (13).

Seminifer tiibiillerin enine kesitinde spermatogenetik hiicreler bazi1 ozellikleri ile
birbirlerinden ayirdedilebilirler. Insanlarda spermatogenez ve spermiyogenez yaklasik 9
haftalik bir siirede tamamlanir. Herhangi bir tiibiilde bu donemde yasayan biitiin asamalari
gormek genellikle miimkiin olmaz. Bazal membranin hemen fiizerinde yer alan
spermatogonyumlar mitoz bolinme ile diger spermatogenetik hiicreleri olusturan ana
hiicrelerdir. Spermatogonyum tip A heterokromatik veya Okromatik oval niikleuslu
hiicrelerdir. Spermatogonyum tip A’nin mitozla béliinmesiyle olusan Spermatogonyum tip
B ise kromatini niikleusun periferinde yogunlagsmis, yuvarlak niikleuslu, belirgin
niikleoluslu hiicrelerdir. Her iki spermatogonyum da soluk boyanan az miktarda
sitoplazmaya sahiptirler. Heterokromatik niikleuslu tip A spermatogonyumlarin ana
hiicreler oldugu diisiiniilmektedir. Bu hiicreler boéliinerek ya heterokromatik ya da
Okromatik niikleuslu 1iki spermatogonyum olustururlar. Heterokromatik niikleuslu
hiicrelerden olusan oOkromatik niikleuslu tip A spermatogonyumlar ince sitoplazmik
uzantilarla birbirlerine bagl kalirlar. Bu durumu takip eden mitoz ve mayoz boliinmelerde
de gegerli oldugundan dolayi, spermatidlerin olgunlagsmalarinin son dénemine kadar
hiicreler birbirlerine baglhiliklarini siirdiiriirler (14). Boylece tek bir spermatogonyum A’ya
ait soy, cogalip farklanmalar1 sirasinda birbiriyle iliskisini koruyan bir germ hiicre
toplulugu halindedir. Ayrica, spermatogonyum ve spermatidler, gelisme siireleri boyunca
Sertoli hiicreleri arasindaki derin oyuklar i¢inde gomiilii kalir. Boylece Sertoli hiicreleri,
germ hiicrelerini destekler, korur, beslenmelerine katkida bulunur; spermatozoonlarin

olgunlasip serbest kalmalarina yardimci olur (18).

Bir seri boliinmeden sonra tip A spermatogonyumlardan tip B spermatogonyumlar
olusur. Tip B spermatogonyumlar, mitoz bdliinme ile primer spermatositleri olusturur.
Primer spermatositlerden birinci mayoz bolinme ile sekonder spermatositler olusur.
Sekonder spermatositlerden ikinci mayoz boliinme ile spermatidler olusur. Spermatidler,
spermiyogenez olarak bilinen degisim donemine girerler ve spermatozoonlara doniisiirler
(14).
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Sekil 2. Seminifer epiteldeki hiicrelerin dagilimlari (12).

4.1.1.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri bazal membrandan tiibiil liimenine kadar uzanan prizmatik
hiicrelerdir. Belirgin bir niikleolus iceren yuvarlak veya iiggen sekilli OSkromatik

niikleuslar1 bazal sitoplazmada izlenir. Organel bakimindan zengin hiicrelerdir (14).
Sertoli hiicreleri bir¢ok islevi yerine getirir. Bunlar:

1)  Gelismekte olan spermatogonyumlara (spermatidler) destek saglamak, korumak ve
beslenmelerini saglamak

2)  Gelismekte olan spermatidlerdeki fazla sitoplazmanin (artik cisim) fagosite edilmesi
3)  Olgun spermatozoonlarin seminifer tiibiillerin limenine atilmasi, spermiasyon

4)  Spermatozoonlarin beslenme ve nakli i¢in gerekli testikiiler sivinin salgilanmasi

5)  Androjen baglayici protein (ABP) ve inhibin hormonun iiretilmesidir (19).



Ayrica Sertoli hiicreleri komsu Sertoli hiicreleriyle birlikte okludens baglantilar
olusturur. Bu baglantilar gelismekte olan spermatositleri ve spermatidleri otoimmiin

reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyeri olarak adlandirilan elemanlar1 belirlerler (12).

4.1.1.3. Spermatogenezis

Embriyonik ve fetal gelisim doneminde, spermatogonyumlar primordial germ
hiicrelerinden koken alir. Yeni dogan bir erkek ¢ocugunda seminifer tiibiiller, germinal
epitelden koken alan Sertoli hiicreleri ve daha az olmak iizere spermatogonyumlar
tarafindan kusatilmistir. Puberteye yaklastikga spermatogonyumlar artar ve gelisme
bununla sinirli kalir. Puberteden itibaren spermatozoon iiretimi baslar, 45 yasina kadar
aktif olarak siirer. Bu yastan sonra spermatozoon liretimi azalarak tiim yasam boyunca
devam eder (20). Spermatogenezis, luteinlestirici hormon (LH) ve folikiil uyarici

hormonlarmin (FSH) kontrolii altinda gergeklesir (17).

Spermatogenezis, tam farklanmamis diploid (2n) spermatogenetik hiicrelerden
oldukca Ozellesmis haploid (In) spermatozoonlarin gelistigi bir olaylar dizisidir. Bu
hiicrelerin gegirdigi evreler spermatogonyal evre (spermatositogenezis), mayoz bdoliinme
evresi ve spermatid evresi (spermiyogenezis) olmak iizere ii¢ evrede gerceklesmektedir.
Spermiyogenezis siirecini tamamlayan spermatidlerin = Sertoli hiicrelerinin  apikal

sitoplazmasindan serbest kalmasi ise spermiyasyon olarak isimlendirilir (12).



Sekil 3. Spermatogenezis (13).

4.1.1.3.1. Spermatositogenezis

Erkek tireme hiicresi olan spermatogonyumlarin primer spermatositlere farklilanmasi

olayidir (20).

Puberte doneminden Once, testisteki seminifer tiibiillerin epiteli, az sayida germ
hiicresine karsilik ¢ok sayida Sertoli hiicresi igerir. Puberteyle beraber ¢ok Onemli
norohormonal degisimler olur. Hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatici
hormonun etkisiyle hipofiz 6n lobundan FSH ve LH denilen gonadotropinler salgilanir
(20).

FSH ve LH etkisiyle, geng¢ ve ilkel spermatogonyum tip A hiicreleri mitoz boliinme
ile hizla ¢ogalarak ¢ok sayida yeni spermatogonyum tip A jenerasyonlarini olustururlar
(20).

Spermatogonyum tip A hiicrelerinin bir kismu ileri yaslarda kullanilmak amaciyla

rezerv (ana) hiicre olarak depo edilirken; digerleri ara hiicrelere sonra da spermatogonyum
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tip B’lere farklilanir. Spermatogonyum tip B’lerin de mitoz boliinme gecirmesi ile primer

spermatositler olusur (20).

4.1.1.3.2. Mayoz Boliinme

Erken evredeki yani preleptoten spermatositler baslangigta bazal membrana yakin
olarak bulunurlar ve spermatogonyumlarla ayn1 yapisal 6zellikleri tasirlar. Birbirine bitigik
Sertoli hiicrelerinin olusturdugu boliimde yer alarak gelisim siireci icerisinde liimene dogru

ilerlerler (20, 21).

Primer spermatositler mayoz bdoliinmeye girerler. Mayoz boélinmenin profaz
sathasinda izlenen kromatin yogunlagmasi sonucunda bu hiicrelerin niikleuslarinda
kromatin iplikgikleri izlenir. Bu sekilde gozlenen niikleuslar1 ve genis sitoplazmalari ile
primer spermatositler kolay taninir (14). Primer spermatositlerin 1. mayoz boliinmeyi
gecirerek meydana getirdikleri yeni hiicreler, sekonder spermatosit adini alir. Sekonder
spermatositler ¢cok ge¢meden ikinci mayoz bdliinmeye girdikleri i¢in, kesitlerde bu
hiicrelere az rastlanir (21). Sekonder spermatositler primer spermatositlere oranla ¢ok
kiiciik hiicrelerdir (14). Sekonder spermatositler, 2. mayoz boliinme ya da ekvatoryal
bolinme ile haploid spermatidleri meydana getirirler ve spermiyogenezis evresi baglar
(21).

Kromozomlar arast gen alig verisi (crossing-over) mayoz bdoliinme sirasinda

gerceklesir (20).

4.1.1.3.3. Spermiyogenez Evresi

Spermiyogenez, spermatozoon iiretiminin son asamasi ve spermatidlerin erkek
deoksiriboniikleik asidini (DNA) ovuma aktarmak i¢in son derece 6zellesmis hiicreler olan

spermatozoona doniisme siirecidir. Bu evrede hiicre boliinmesi ger¢eklesmez.

Spermatidler, kii¢iik boyutlari, yogunlasmis kromatin bolgeleri igeren niikleuslari ile
ayirt edilebilirler. Seminifer tiibiillerde liimen yakininda yerlesmislerdir. Spermiyogenez,

akrozom olusumunu, ¢ekirdek yogunlagsmasini ve uzamasini, kamg¢i gelismesini ve
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sitoplazmanin biiyiik bir boliimiinlin kaybolmasini iceren karmagsik bir siirectir. Sonugta,

seminifer tiibiil liimenine birakilan olgun spermatozoon olusur (13).
Spermiyogenez 3 evreye ayrilabilir:

1)  Golgi Fazi: Spermatidin sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakininda yer alan belirgin bir
Golgi kompleksi, mitokondriyumlar, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz
endoplazmik retikulum tiibiillerini igerir. Proakrozomal graniiller olarak adlandirilan PAS
(+) kiigiik graniiller, Golgi kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek zarla sinirh bir
akrozom vezikiiliiniin i¢inde yer alan tek bir akrozom graniilii olustururlar. Sentriyoller gog
ederek, olusan akrozomun karsi tarafinda hiicre yiizeyine yakin bir konuma yerlesirler.
Kamg¢1 aksonemi olusmaya baslar, sentriyoller yeniden ¢ekirdege dogru go¢ ederken
hareket ettikge aksonem bilesenleri ¢evresine sarilir (13).

2)  Akrozomal Evre: Akrozom vezikiilii ve graniilii, yogunlagan ¢ekirdegin on yarisini
kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom, (hiyaliironidaz,
ndraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer proteaz gibi) bazi hidrolitik enzimler
icerir. Bu yilizden akrozom Ozellesmis bir lizozom gibi islev goriir. Bu enzimlerin, oositi
cevreleyen korona radyata hiicrelerini birbirinden ayirdigi ve zona pellusiday: sindirdigi
bilinmektedir. Spermatozoonlar bir oosit ile karsilastiginda, akrozomun dis zar1 birgok
bolgede spermatozoonun plazma zari ile kaynasarak akrozom enzimlerinin hiicre disina
bosalmasini saglar. Bu islem ‘akrozom reaksiyonu’ olarak bilinir. Bu reaksiyon
dollenmenin ilk basamaklarindan biridir (13).

Spermiyogenezin bu evresinde, spermatid seminifer tiibiiliiniin tabanina dogru
yonelir ve aksonem liimene dogru uzanir. Ayrica, ¢ekirdek uzar ve daha yogun bir hale
gelir. Ayn1 zamanda sentriyollerden biri geliserek kam¢iy1 olusturur. Mitokondriyumlar da
kamginin proksimal kismi etrafinda toplanarak ‘orta parca’ adi verilen kalinlasmis bolgeyi
olusturur. Bu bdlge, spermatozoon hareketlerinin enerji kaynagini olusturur (13).

Kamg1 hareketi, mikrotiibiiller, Adenozin trifosfat (ATP) ve dinein denilen ATPaz
aktivitesine sahip bir proteinin etkilemesi sonucunda olusur (13).

3) Olgunlasma Evresi: Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilir ve spermatozoonlar tiibiiliin liimenine birakilir. Bu olaya ‘spermiasyon’
denir (13). Liimene verilen spermatozoon hiicresi heniiz fertilizasyon yetenegine sahip

degildir ve hareket yetenegi yoktur (12).
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Sekil 4. Spermiyogenez Evresi (13).

4.1.1.4. Spermatogenezi Etkileyen Faktorler

Spermatogenez iizerinde en 6nemli uyarici etkiyi hormonlar yapar. Spermatogenez,
hipofizden salgilanan FSH ve LH hormonlarinin testis hiicreleri iizerindeki etkisine
baglidir. Bu hormonlar, spermatogenez serisindeki hiicrelerin normal gelisimi igin gerekli
olan testosteron iiretimini uyarir. FSH’1n Sertoli hiicreleri tizerinde etkili oldugu, CAMP
diizeylerini arttirdig1 bilinmektedir. Ayrica, androjen baglayici protein sentezini ve
salgisin1 da uyarir. Bu protein, testosteronu baglayarak seminifer tiibiillerin liimenine tagsir.

Spermatogenez testosteron araciligy ile uyarilir, dstrojenler ve progesteronlar tarafindan

baskilanir (13).

Ortalama  viicut sicakliginin  (37°C) altindaki  sicakliklarda  gerceklesen
spermatogenezin diizenlenmesinde sicaklik ¢ok 6nemlidir. Spermatogenez igin 35 °C’lik
bir sicaklik kritiktir. Bu sicaklik, spermatik arteri saran venlerin olusturdugu pampiniform
pleksus tarafindan skrotumda saglanir ve sicakligi dagitmak icin ters yonlii akimla 1s1
degisimi gorevi goriir. Sicaklik 35 °C’nin altina diistliglinde, spermatik kordondaki
cremaster kasinin ve skrotal kesenin dartos kasinin kasilmasi sicakligi arttirmak icin testisi
karin bosluguna yakinlastirir. Spermatik kordon venlerinin anormal genlesmesi nedeniyle

olusan varikoselin bir sonucu spermatozoon iiretiminde azalmadir (12).

Testisin inigindeki bozukluk olan kriptosidizm’de testisler 37 °C‘de kalir ve

spermatogenez inhibe olur (12).
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Kanser kemoterapisinde antitlimoral ilaglarla tedavi edilen gen¢ erkek hastalar gegici
stireyle aspermatogenik hale gelirler, ¢linkii spermatogonyal mitoz ve spermatosit mayozu

etkilenebilir (12).

Normal spermatogenezis i¢in Y kromozomu ¢ok Onemlidir. Bu kromozomdaki

mikrodelesyonlar spermatogenezisin bozulmasina ve infertiliteye neden olabilir (15).

4.1.1.5. Spermatozoon Kapasitasyonu ve Hareket Kazanmasi

Spermatozoon hiicreleri epididimisi terk edinceye kadar hareket kazanmazlar. Disi
iireme sistemine gectikten sonra, spermatozoonlar kapasitasyon gecirir. Boylece dollenme
yetenegi kazanir (17).

Spermatozoonun oositi fertilize edebilmesi i¢in kapasitasyon adi verilen bir
fertilizasyona hazirlik siireci gereklidir (22). Kapasitasyon; spermatozoon motilitesi
(hiperaktivasyon), spermatozoon ylizey degisiklikleri, akrozom reaksiyonu ve oosit-sperm
fiizyon olaylar seklinde gerceklesmektedir (22). Spermatozoon membran igerigi ve yapisi
biliyiik oranda degisir. Kapasitasyon sonrast spermatozoonlarda morfolojik degisiklik
gozlenmez, ancak daha aktif hale gelirler. Spermatozoonlarin kapasitasyonu uterus ya da
uterin tiiplerin i¢inden gegerken buralardan salgilanan maddeler yardimiyla olur (15).

Insanda yaklasik 7-8 saat siiren kapasitasyon olay1 ile spermatozoonun akrozomal
yiizeyini kaplayan plazma membrani iizerindeki glikoprotein kiliflar1 ve seminal plazma
proteinleri tamamen ortadan kaldirildiktan sonra akrozomal reaksiyon baslar.

Kapasitasyonun tamamlanmasi akrozom reaksiyonu i¢in dnemlidir (15).

4.1.1.6. Akrozom Reaksiyonu

Akrozom reaksiyonu, spermatozoon bagsini bir kep gibi kaplayan ‘akrozom’ adindaki
organelin membraninin eriyerek kaybolmasini igeren bir degisimdir (1). Spermatozoonun
oosit ile temasi sonucu akrozom reaksiyonu baglamaktadir. Spermatozoon i¢ ve dis
akrozomal membrani arasinda akrozomal enzimler yer alir. Oosit plazma membrani ile
spermatozoon dis akrozomal membraninin birlesmesiyle, ekzositoz sonucu hidrolitik

vezikiiller dis ortama salinir. Serbest birakilan ilk enzim, hiyaliironidazdir. Hiyaliironidaz
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spermatozoonun, korona radiata tabakasini gegmesini saglarken, akrozin ve tripsin benzeri
maddeler zona pellusidayi eriterek, spermatozoonun oosite ulagsmasina olanak verir (22).
Spermatozoonun kapasitasyonu sonucu olusan hiperaktivasyon ile oosit

membraninda meydana gelen penetrasyon yarigindan spermatozoon girisi gergeklesir (22).

4.1.1.7. Olgun Spermatozoon

Bas ve kuyruktan olusan, serbest yiizebilen, aktif olarak hareketli bir hiicredir.
Spermatozoonun basi ile kuyrugunun birlestigi yere boyun denir (15). Spermatozoonun bas
ve kuyruk kisimlarini bir plazma membrani sarar (12). Dollenme sirasinda spermatozoonu
saran hiicre zar1, sekonder oositin hiicre zar1 ile bu postakrozom bolgesinden birleserek erir

ve spermatozoonun o0osit sitoplazmasi igerisine gegisi saglanir (23).

Spermatozoonun basi, spermatozoonun en biiyiik kismidir ve haploid niikleus igerir
(15). Spermatozoon basi ortalama 4-5um uzunlukta, 2,5-3,5um genisligindedir (24).
Niikleusun 2/3 6n kismi akrozom ile kaplidir. Sapka seklindeki bu kese benzeri yapinin
icinde birgok enzim vardir. Bu enzimlerden en oOnemlisi akrozindir. Bu enzimler
salindiginda spermatozoonun fertilizasyon sirasinda korona radiata ve zona pellusiday1
gecmesi kolaylagir (15).

Spermatozoonun boyun kismi, baglant1 pargasi ve proksimal sentriyoliin bulundugu

dar bir pargadir (20).

T — Mi"”-’j ~gekirdek
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L bcryun vakuol
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/- :
{proksimal ksim) A i R
(di;:r:nm) b & <= periferal fibriller
"  gift fibriller
' b\ il okeh
. santral fibriller

Sekil 5. Olgun Spermatozoon (15,25)
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Spermatozoon kuyrugu; orta parga, esas parca ve son par¢a olmak iizere {i¢
boliimden olusur. Kuyruk spermatozoonun hareketini saglar ve fertilizasyonun
gerceklesecegi bolgeye gitmesine yardim eder. Kuyrugun orta kisminda bulunan
mitokondriler hareket i¢in gerekli ATP saglar (15). Kuyrugun orta parcasi, sarmal olarak
dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiler aksonem ve dig yogun
liflerden olusur. Esas par¢a, kuyrugun en uzun pargast olarak yedi dis yogun lifce sarili
merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan olusur (12). Dis yogun lifler ve fibroz kilif
spermatozoonun 6ne hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma i¢in saglam bir
iskelet olusturan keratin proteinlerini bulundurmaktadir (22). Son parca, sadece aksonem

bulunan kuyrugun ¢ok kisa bir par¢asidir (12).
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Sekil 6. Elektron mikroskobunda Spermatozoon goriiniimii (26).

4.1.1.7.1. Spermatozoon Membran Yapisi

Spermatozoon membrani; protein, lipid ve karbonhidrat yapisindadir. Lipidlerin esas
gorevi membran yapisini olusturarak stabilizasyonunu saglamak, kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu ve oosit-sperm fiizyonunda rol almaktir. Insan spermatozoonlari; yiiksek

oranda fosfotidil kolin, fosfotidil etanolamin ve sfingomiyelin igerir. Fosfolipidlerle

17



birlikte kolesterol spermatozoon membraninin biitiinliigiinii ve impermeabilitesini saglar.
Spermatozoon membraninin yapisinda, mannoz ve glukoz gibi monosakkaridler ile
disakkaridler bulunur. Tirozin, triptofan ve histidin ise esas aminoasit yapisini
olusturmaktadir. Spermatozoonlarin membraninda; spesifik antijenler (tirozin kinaz sp 95,
proakrozin, PH-20, PH-30, sp 56, galaktoziltransferaz, spermadezinler, progesteron
reseptorli) disinda, hiicre-hiicre ya da hiicre-matriks etkilesimini yiirliten nonspesifik
proteinler, matriks proteinleri ile (kollajen, fibronektin, laminin, adezyon molekiilleri)
birlikte, immiinoglobiilinler, kaderinler, selektinler ve integrinler gibi adezyon

molekiillerinin de yer aldig1 gosterilmistir (22).

Memelilerde, testikiiler germ hiicrelerinin  glikoproteinleri, Spermatozoon
farklilagsmasi ve spermatogenezde Sertoli hiicreleriyle etkilesimde onemlidir. Glikokaliks
aynt zamanda, disi immiin sistemine karsi spermatozoon korunmasinda, akrozom

reaksiyonlarinda ve spermatozoonun oositi dolleme yeteneginde 6nemli rol oynar (11).

4.1.2. Semen

Semen sivisi, spermatozoonun testis ve epididimis salgisinin, ejakiilasyon sirasinda
prostat, seminal vezikiiller ve bulboiiretral bezlerin salgilarinin birlesmesiyle olusur.
Sonug olarak, olusan viskozitesi yiiksek sivi “semen” adin1 alir. Bu salgida spermatozoon,
semen s1visinin %5’°ini olusturur (24). Cinsel birlesme sirasinda, spermatozoonlari igeren
semen, penis araciligiyla disi lireme sistemine iletilir (17).

Semen hacmi ortalama 3,5 ml kadardir (2-6 ml arasinda) (15). Semen pH s1 7,2- 8,0
arasinda degiskenlik gosterir. Pek cok memeliden farkli olarak insan semeni ejakiilasyonun
hemen sonrasinda koagiile olur ve yaklasik 20 dk i¢inde yeniden ¢oziilerek likefiye olur
(24).

Prostat salgisi, duktus deferens ve disi lireme yollarmin asidik salgilarini nétralize
ederek spermatozoonlarin hareket kazanmasina yardimci olur. Spermatozoonlar ig¢in

gerekli enerji seminal vezikiillerin fruktozdan zengin salgisindan saglanir (17).
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4.1.2.1. Semen Analizinde Spermatozoonlarin Mikroskobik Incelenmesi

Mikroskobik incelemede spermatozoon sayisi (konsantrasyon), hareketliligi

(matilite), morfolojisi degerlendirilir ve agliitinasyon var ise derecelendirilir (27).

a) Konsantrasyon

Spermatozoon sayisi, direkt olarak semenin ince bir tabaka halinde lam-lamel
arasinda Makler, hemositometre, Thoma lami ve Hoffman sayaclar1 kullanilarak
incelenmesi ile belirlenir. Spermatozoon konsantrasyonu milyon/ml olarak degerlendirilir.
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) standartlarma gore 20 milyon/ml ve daha fazla olmasi
normal kabul edilmektedir (24).

b) Motilite

Spermatozoon sayimi yapilirken, spermatozoon hareketleri 4 sinifa ayrilir:

a ) +4 hareketli spermatozoonlar; lineer bir sekilde ileri yonde hizli hareket ederler.

b ) +3 hareketli spermatozoonlar; ileri yonde daha yavas harekete sahiptirler.

¢ ) +2 hareketli spermatozoonlar; olduklar1 yerde hareket ederler.

d ) +1 hareketli spermatozoonlar da immotil sekilde durmaktalar.

Motilite hareketlilik anlamma gelmekte olup +4, +3 ve +2 hareketli
spermatozoonlarin toplam oranidir. Hizli hareketli spermatozoon sayis1 (PHSS) sadece +4

ve +3 hareketli spermatozoonlarin oranidir (24).

¢) Morfoloji

Bir spermatozoon hiicresinin normal olarak kabul edilebilmesi i¢in spermatozoon
basi, boynu (orta parca) ve kuyrugu normal olmalidir. Basin sekli oval olmalidir. Bagin
boyu 4,0-5,0um ve genisligi 2,5-3,5um olmalidir. Bas bolgesinin %40-70’ini kapsayan iyi
tanimlanmis bir akrozomal bélge olmalidir. Orta kisim ince uzun ve genisligi 1pum den az,
boyu bas uzunlugunun 1,5 kat1 ve basa aksiyal olarak baglanmis olmalidir. Kuyruk diiz,
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diizgiin bi¢imli, orta kisimdan ince, kivrilmamis ve yaklasik 45pum uzunlukta olmalidir.

Kruger kriterlerine gére %14 ve lizeri normal spermatozoon olmalidir (24).

d) Spermatozoon Parametreleri

Normospermi: 1 ml semende spermatozoon sayisinin 20 milyondan fazla olmasi.
Oligospermi: 1 ml semende spermatozoon sayisinin 10-20 milyon arasi olmasi.
Polispermi: 1 ml semende spermatozoon sayisinin 20 milyondan ¢ok fazla olmasi.
Azospermi: Tiim ejakiilatta hi¢ spermatozoon bulunmamasi.

Aspermi: Seminal plazma iiretiminin olmamasi.

Nekrospermi: Canli spermatozoonlarin olmamasi.

Astenospermi: Motilitenin diisiik (%30’dan daha az) olmasidir.

Teratospermi: Morfolojik olarak anormal spermatozoonlarin ¢ogunlukta olmasi.
Lokositospermi: Semende 16kositlerin 1 milyon/ml’den daha fazla olmasi.
Hiperspermi: Semen hacminin 6 ml’den daha fazla olmasi.

Hipospermi: Semenin 1 ml veya daha az olmasi.

Globospermi: Spermatozoonda akrozom yoklugu (24).

4.1.2.2. Spermatozoon Morfolojisi, Motilitesi ve Konsantrasyonunun Klinik Onemi

Infertilitede eger erkege ait bir problem sdz konusu ise, bu siklikla spermatozoon
parametrelerinde bir bozulma ile ortaya cikar (27). Giiniimiizde erkeklerde semen
ozelliklerinin giderek azaldigr goézlenmektedir. Bunlar, konsantrasyon, motilite ve

morfolojik bozukluklar1 kapsamaktadir (20).

Bu parametrelerden spermatozoon morfolojisi, erkegin cocuk sahibi olabilme
potansiyelini en iyi bi¢cimde gosteren Olgiitlerden biridir. Spermatozoon morfolojisi ile
fertilizasyon potansiyeli arasindaki baglant1 birgok arastirmaci tarafindan ortaya konmustur
(27). Spermatozoon morfolojik incelenmesi spermatogenez kalitesinin ve fertilitenin
duyarl bir gostergesi oldugu ortaya konulmustur. Spermatozoonlarin Kruger Kriterlerine

gore degerlendirilmesinin en 6nemli avantaji morfolojik olarak normal degerlendirilen
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spermatozoon orani ile in vitro déllenme (IVF) basarisi arasinda korelasyon bulunmasidir.
Kruger’e gore normal morfolojinin % 4‘ten az oldugu durumlarda oosit bagina
fertilizasyon oran1 % 7,6 iken % 4’in iizerinde normal morfolojisi olan Orneklerde
fertilizasyon oran1 % 63,9°a ulagsmaktadir (25). Anormal spermatozoon formlar1 bas, ana
par¢a ve kuyruk anomalilerini igerir (28). Kesin kriterlere gére normal morfolojinin <% 4
oldugu ve bunun da biiyik kismimi bas anomalisinin olusturdugu olgularda, intra-
sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) basaris1 da diisiik kalmaktadir. Boyle olgularda
spermatozoona ait kromozom anomalilerinin fertilizasyon bozuklugundan sorumlu
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle amorf ve uzamis bas anomalisi tasiyan
spermatozoonlarin yapisal kromozom anomali siklig1 da artmaktadir. Spermatozoonlarin
genetik yapisindaki bozulma ile infertilite arasinda kuvvetli bir birliktelik goriilmektedir.
Diger yandan, spermatozoon DNA kalitesi bozuldugunda, IVF oranlar diisse bile bu

normal fertilizasyonu engellememektedir (29).

Morfolojisi bozuk spermatozoonlarda yiiksek oranda sitoplazmik fazlalik
bulunmaktadir. Bu sitoplazmik fazlalik, i¢erisinde reaktif oksijen tiirevleri (ROS) yapimina
neden olan bol miktarda madde igerir. Semende yapilan ROS miktar1 motil spermatozoon

yiizdesi, semen voliimii, oosit penetrasyonu ve fertilizasyon ile ters orantilidir (29).

Akrozoma ait ana yapisal defektler spermatozoon penetrasyonunda karsilasilan
problemler olarak goriiliirken, akrozomun tamamen olmamasi ise (globozoospermi)
dollenme bozukluguna sebep olmaktadir (25). Spermatozoon membran yapisinda bulunan
glikokaliks, glikokonjugatlardan olusmaktadir. Spermatozoonlarin glikokonjugat igerigi,
fizyolojik ve fertilite Ozelliklerini isaret eder, glikokaliks yapisindaki defekt erkek

infertilitesine neden olabilir (11).

Spermatozoon fertilizasyon yetenegi i¢in motilite kritik o6zelliktir  (30).
Spermatozoonun kuyruk kisminda olusan anomaliler, spermatozoonun motilitesi {izerine
olumsuz etki olusturur. Semende 16kosit artis1 spermatozoon fonksiyonlar1 ve motilitesinde
bozucu etkiye sahiptir (27). Orta parca, mitokondrilerin oldugu 6nemli bir kisimdir.
Buradaki anomaliler, enerji desteginin noksanligina neden olmaktadir. Bu durum motiliteyi

direkt etkilemektedir (29).

Semendeki total spermatozoon sayisi ve spermatozoon konsantrasyonu, dollenme

yetenegi, gebelik olusumuna kadar gegen siire ve gebelik oranlart ile iligkilidir (4).
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4.2. PENTOKSIFILIN

Pentoksifilin, bir metilksantin bilesigi olup kafein ve teofilin ile aym1 farmakolojik
sinifa aittir. Kafeine olan tistlinliigii yar1 dmriiniin daha uzun ve suda ¢oziiniirliigiiniin daha
fazla olmasidir (1). Anti-enflamatuvar olan bu maddeler tedavi edici olarak
kullanilmaktadir (31).
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Sekil 7. Pentoksifilinin molekiiler yapisi (32).

Pentoksifilin 20 yildan daha uzun siiredir cesitli amaclarla kullanilmaktadir.
Pentoksifilinin gili¢lii hemoreolojik 6zelliginden dolayr son zamanlarda bazi bagisiklik
(immiin) hiicrelerinin fonksiyonu ve sitokinlerin tiretimi {izerine etkisi oldugu tespit
edilmistir. Insan ve hayvan ¢aligmalari, pentoksifilin ile tedavinin farkli gruptaki insan
hastaliklarinin tedavisinde onemli olabilecek, hiicresel seviyede g¢ok cesitli fizyolojik
degisikliklere yol ac¢tigini gostermistir (33).

Pentoksifilin vazoaktif ilag olarak mikrodolasim bozukluklarinda kullanilmaktadir.
Caligmalar, pentoksifilinin cilt hastaliklarina genis bir spektrumda etkili olabilecegini
gostermistir  (34). Kardiovaskiiler hastaligi olan kisilerde sistemik tedavisi igin
kullanilmaktadir (32). Kalp yetmezligi standart tedavilerine pentoksifilin eklenmesinin
yararli etkilerinin olabilecegi diisiinlilmektedir. Pentoksifilin, kanin akis Ozelliklerini
iyilestirmeye c¢alistirdig1 diistiniilen damar genisletici bir maddedir (35). Kan viskozitesini
azaltir ve eritrosit esnekligini arttirarak periferik kan akimini arttirir (1, 35). Pentoksifilin,
ayni zamanda timor nekroz faktor-alfa (TNF-alfa) gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin

inhibitortidiir ve in vivo, in vitro insanda farkli hiicre tiplerinde apoptozu inhibe eder.
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Pentoksifilinin damar genisletici, anti-enflamatuvar ve anti-apoptik o6zellikleri kalp

yetmezliginin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (35).

Pentoksifilin, immiinmodiilatér 06zelligine sahiptir. Bdylece periferik damar
hastaliklarinin tedavisinde 6nemli rol oynar (36). Bununla beraber pentoksifilin, alkolsiiz
karaciger yaglanmasinin tedavisi i¢in de kullanilabildigi diisiiniilmiistiir (37) ve yine kan
akigina yardimcei oldugundan dolayi, vendz bacak iilser tedavisinde kullanilmaktadir (38).
Vitrin hastaligi1 da denilen kronik tikayici arter hastaliklarinin tedavisinde de pentoksifilin
kullanilmaktadir (39). Ayrica pentoksifilinin genis spektrumda bobrek koruyucu etkisi
vardir. Anti-proteiniirik madde olarak pentoksifilinin kullanimi bir bilimsel temel saglar
(40). Tiimorlii ve normal dokularda, radyasyon reaksiyonlarinin ilerlemesinde sitokinlerin
roli vardir. Bu nedenle tedavi edici oranlari arttirmak amaciyla iyonize radyasyonla

pentoksifilinin kombine kullanilmasi 6nerilir (41).

Pentoksifilin spesifik olmayan fosfodiesteraz inhibitoriidiir. Bilinen 7 tane
fosfodiesteraz ailesi bulunmaktadir. Fosfodiesteraz 1 (PDE1) ve fosfodiesteraz 4 (PDE4)’
in insan spermatozoonunda bulundugu gosterilmistir. Tip 4 PDE ailesi cAMP-spesifiktir
ve fosforilasyonla diizenlenir. Tip 1 PDE ailesi kalsiyum ve kalmodulin bagimlidir ve
siklik guanizin monofosfat (cGMP) i¢in yiiksek afiniteye sahiptir ayn1 zamanda cAMP’yi
azaltir. Ciinkii kalsiyum akimi akrozom reaksiyonunun baslamasi i¢in gereklidir. PDE1’ in

spermatozoon fonksiyonunda énemli bir modiilator oldugu diistiniilmektedir (32, 42).

Bu gruba ait ajanlarin fosfodiesterazi inhibe ederek hiicre i¢ci cAMP diizeylerini
arttirdigi  bilinmekte ve bu yolla spermatozoon motilitesinde artisa neden oldugu
savunulmaktadir (43). cAMP’nin motilite ve akrozom reaksiyonlarinda diizenleyici (2.cil
haberci) rolii bulunmaktadir (42,43). Bununla birlikte pentoksifilinin  testiste
mikrosirkiilasyonu arttirarak spermatozoon parametreleri iizerinde olumlu etki yapmasi

beklenmektedir (1).

4.3.ERKEK INFERTILITESINDE PENTOKSIFIiLIN KULLANIMI

Infertilite, {ireme fonksiyonunun yerine getirilememesi olarak tanimlanabilir. Genel
olarak gebelikle ilgili herhangi bir korunma 6nlemi olmaksizin bir yil diizenli iliskiye

ragmen ¢ocuklar1 olmayan ciftler igin infertilite s6z konusudur. Istatistiksel olarak, evli
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ciftlerin %15’inde infertilite problemi bulunmaktadir. Calismalarda infertil c¢iftlerde
sebebin; %30-35 kadar vakada sadece erkege, %25-30 oraninda ise kadina ait oldugu

anlasilmistir (28).

Erkek infertilitesi kendini ¢ogunlukla oligospermi (say1 azlig1), astenospermi
(motilitede azalma) ve teratospermi (normal morfoloji yiizdesinde azalma) olarak gosterir
(1). Astenospermi ve teratospermi ¢ogunlukla erkek infertilitesinden sorumlu olmasina
ragmen tam anlami ile anlasilamamistir. Erkek infertilitesinin sebebi halen pek ¢ok bireyde
belirsizligini korumaktadir. Sayisiz hasta idiyopatik erkek infertilitesinden muzdariptir.
Son zamanlardaki gelismeler, spermatozoonlarda goriilen genetik anomalilerin erkek
infertilitesinde énemli bir rol oynadigini gdstermistir. Iskandinav iilkelerin 1970 yillarinin
ortasindaki klasik tanimlamasina goére siddetli astenosperminin sebebi, spermatozoonlarda
molekiiler mekanizmalarda rol oynayan dinein (ATPaz aktivitesi ile ilgili yapisal bir
protein) protein eksikligidir. Ayrica kistik fibrozis, Y kromozomu uzun kolu tizerindeki

mikrodelesyonlar erkek infertilitesinden sorumlu olabilmektedir (44).

Spermatozoon patolojileri, rutin semen analizleri veya fonksiyonel testler ile
belirlenememektedir. Bu testler, patolojilerin altinda yatan sorunu agiga ¢ikaramamaktadir.
Elektron mikroskobu, 1stk mikroskobunun kisitli inceleme imkanina kiyasla daha iyi
¢ozlim sunabilmektedir ve spermatozoon patolojileri ile ilgili ¢ok iyi gdzlem imkam
saglamaktadir. Elektron mikroskobu incelemeleri, spermatozoon bilesenlerinin igyapisal ve

konumsal organizasyonun detaylarini goriinebilir kilmaktadir (44).

Siddetli astenospermi ¢ogu kez flagellanin yapisal degisimine sebep olmaktadir ve

%70 infertil erkekte motilite kaybinin sebebini olusturmaktadir (44).

Erkek infertilitesinde gerek medikal gerekse cerrahi pek c¢ok tedavi yontemi
denenmigse de gilinlimiizde en etkin tedavi yontemi yardimci lreme tekniklerinin
kullanimidir (1). 1978 yilinda Louis Brown’ nun dogumundan bu yana, 5 milyondan fazla
bebek bu teknoloji ile diinyaya gelmistir (45).

Spermatozoon motilitesi ve morfolojisi spontan gebelik oranlarini saglamada énemli
parametreler olarak tespit edilmistir (25). Spermatozoonlarin hareketliligini arttirmaya
yonelik cesitli farmakolojik ajanlar tanimlanmistir. Spermatozoon hareketliligi iizerine
pozitif etkisi kesin olarak saptanan tek siklik niikleotid, cAMP olup bu ajanlarin hemen
hepsi hiicre ici cAMP konsantrasyonunu arttirmaktadir. Bu ajanlar i¢inde en yaygin

kullanim alan1 pentoksifilindir (2).
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Pentoksifilinin yardimci iireme tekniklerinde en yaygm kullanimi, in vitro
spermatozoon motilitesinin uyarimi i¢indir. Yapilan ¢aligmalarin ¢ogu in vitro kullanimda
spermatozoon hareketlilik yiizdesinde belirgin artiglar oldugunu gostermektedir, fakat
kullanim sonrasi fertilizasyon ve gebelik oranlarma pozitif etkisi tartismalidir (1).
Pentoksifilin gibi fosfodiesteraz inhibitorleri laboratuvarda semene eklendiginde, hiicre ici
cAMP diizeyini, glikolizisi ve ATP yapimimi arttirarak motil spermatozoon oranini
yiikseltmekte ve ayni zamanda canli ama immotil spermatozoonlarda da motiliteyi
baslatmaktadir (22,30). Pentoksifilin, lipid peroksidasyonunu artirarak spermatozoonlarin
membran akigkanligini etkilemektedir (22). Uzun zamandir kullanilan pentoksifilin,
akrozom reaksiyonu ve motilite gibi spermatozoon fonksiyonlarini uyarir (32,42). Ayni

zamanda pentoksifilin, spermatozoonun zona pellisuda’ya baglanmasini arttirir (45).

Androloji laboratuarlarinda pentoksifilin kullanimi, 6zellikle astenospermik olan
hastalarda, hem dondurularak saklanmis hem de taze Orneklerde spermatozoonlarin
motilitesinin gelistirilmesiyle iliskilidir (45).

Spermatozoon fonksiyonlar1 ve erkek faktor infertilitesinin tedavi sonuglar {izerine
pentoksifilinin yararl etkileri bazi ¢caligsmalarda gosterilirken yine bazi diger ¢aligmalar da
pentoksifilinin spermatozoon fonksiyon ve parametreleri iizerine zararl etkileri oldugu
gosterilmistir (1, 5, 9, 11). Bu farkliligmin sebebinin c¢esitli degerlerin farkliligindan
kaynaklanabildigi soylenebilir.

Immotil silya sendromu, mikrotiibiillerin hareket engelli ve {ist solunum yolu
problemlerine yol agmaktadir. Ayrica lireme fonksiyonlar: da etkileneceginden infertiliteye
de neden olur. Bu sebeplerden pentoksifilin kullanimi ile spermatozoon hareketlerinin geri

getirilebildigi savunulmaktadir (46).

Yardimci iireme tekniklerinde en onemli hususlardan biri, caligma sirasinda asiri
serbest radikallerin {iretimi sonucu spermatozoon Orneklerinin oksidatif strese maruz
kalmasidir ve 6zellikle diislik seviyede antioksidana maruz kaldiklarinda spermatozoonlar
oksidatif hasara kars1 hassaslasirlar. Arastirmalarda, hiicre membrani bilesenlerinde reaktif
oksijen tiirlerinin etkisi gosterilmistir. Spermatozoon uyaricilarindan pentoksifilin, reaktif

oksijen temizleyicidir (11).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Normospermi olan semen Orneklerinden elde edilen 25-55 yas aralifindaki olgular
calismaya dahil edildi. Bu ¢alismada yer alan her erkek grubunun %50 motilite, 20 milyon
lizeri sperm sayisi ve en az % 4 Kruger’e gére normal morfoloji goriilen normospermik
olarak degerlendirildi. Yas, sigara kullanimi, meslek etkileri, ilag kullanim1 gibi 6zellikler
dikkate alinmadi. Rutin morfolojik preperatlarda iiglii boyamalar1 kullandigimiz taktirde
cekirdek, akrozom ve boyun kuyruk kisminda bariz degisiklikleri belirleyebilmekteyiz.
Ayrica rutin tedavilerde spermiyogram testi haricinde asilama ve mikroenjeksiyon
uygulamalarina hazirlanan spermlerde morfoloji degerlendirilmemektedir. Ancak
caligmamizda dahil edilen her 6rnegin bazal degerleri dikkate alindi. Farkli maruziyet
stirelerinde (5 ve 60 dk) pentoksifilin uygulanan érnekler, rutenyum kirmizisi uygulanarak
TEM’de takip edildi. Pentoksifilin uygulanmayan kontrol grubu 6rnekleri de ayni1 iglemlere
tabi tutuldu.

5.2 SEMEN TOPLANMASI VE ANALIZi

Semen Ornekleri, 3-5 giinliik cinsel perhizle klinige gelen hastalardan, hastanin
adinin, soyadinin yazili oldugu steril kaplara, mastiirbasyon yontemi ile alindi. Semenin
alindig saat not edildi. Oda 1sisinda yarim saat likefiye olmasi i¢in bekletildi. Turnusol
kagidi ile pH (7,2-8,0) degerlendirmesi yapildi. Cinsel perhiz siiresi, vizkosite (normal),
hacim (2-6ml), renk (opak) ve hastaya o6zel likefaksiyon zamani (30 dk) kaydedildi.
Mililitredeki spermatozoon sayisini belirlemek iizere, Makler sayma kamarasina kiigiik bir
damla semen 6rnegi konuldu. Toplam spermatozoon sayisi ve progresif hareketli, immotil

spermatozoon sayisi ile motilite degerlendirmesi yapildi (21).

Spermatozoon konsantrasyonu, motilite ve morfolojisi i¢in standart manuel teknikler

uygulandi. Motilite ve konsantrasyon 151tk mikroskobunda X20 biiyiitmede WHO (World
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Health Organization) kriterlerine gore en az 100 spermatozoon sayilarak yapildi. Makler
sayma kamarasina 10ul semen koyularak ve X20 biiyiitme altinda 10 kare sayilarak

konsantrasyon ve motilite belirlendi (21).

Morfolojik degerlendirme i¢in bir lama bir damla semen Orneginden damlatildu.
Damlatilan semenin miktar1 spermatozoon sayisina bagl olarak ayarlandi. Ikinci bir lam
aracilig1 ile bu damla slayt {izerine yayilip hava ile kurutuldu. Istenilen boyama, Spermac

boyama (Ferti Pro NV, Industriepark Noord, Belgika) yontemi ile boyandi.

Lam tizerine yayilip kurutulan preparatlar, fiksatif soliisyonunda 10 dk bekletildi.
Fiksatif su ile aritildiktan sonra suyu siiziilerek A,B,C (Ferti Pro NV, Industriepark Noord.,
Belcika) soliisyonlarindan 1,5 dk olacak sekilde sirayla boyama islemi yapildi. Kurumast
icin beklendi. Immersiyon yag kullanilarak x100 biiyiitmede incelendi. Morfoloji
degerlendirmesi yaparken 100 spermatozoon dikkate alindi. Her anomali ayr1 ayri1 not

edildi.

5.3. PENTOKSIFILIN UYGULAMA PROTOKOLU

Tim sistem bilesenleri ve ornek oda sicakligina ya da 37°C’ye getirildi. Steril
santrifiij tiipiine silika density soliisyonu ile gradient hazirlandi. Uzerine 2 ml likefiye
olmus spermatozoon eklenerek 350-400 g’de 15-20 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
gozle goriliir pellet yok ise prosediire 5 dk’lik ikinci santrifiij ile devam edildi.
Spermatozoon ytkama medyumunda pentoksifilin ile (1 mg/ml) stok soliisyon hazirlandu.
Siipernatant atilip siispanse edilen pellete 1 ml stok pentoksifilin eklendi. Son
konsantrasyonun 1,76 mM olmasi saglandi. 37°C’de 5 ve 60 dk’lik inkiibasyon sonrasinda
300 g’de 8-10 dk santrifiij edildi. Stipernatant atilarak pellete 4 ml spermatozoon yikama
medyumu eklendi. 300 g’de tekrar 8-10 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilarak {izerine

uygun medyum eklendi.

5.4. GECIRIMLI ELEKTRON MIKROSKOBU (TEM) PROTOKOLU

Fosfat tampon ile hazirlanmis % 2,5 glutaraldehit ile 2 saat fikse edilen

spermatozoon hiicreleri fosfat tampon (PBS) ile yikandiktan sonra 4:1 oraninda % 1’°lik
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osmiyum tetroksit (Os04) karisimi: rutenyum kirmizisi ile 1 saat siiresince post-fikse
edildi. PBS ile yikanan hiicreler 1 saat boyunca 4:1 oraninda distile su ile hazirlanmig

%?2’lik uranil asetat: rutenyum kirmizisi i¢inde bekletilerek boyanmalar1 saglandi.

Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) geg¢irilerek suyu alinmis,
propilen oksitten gegirildi. Propilen oksit + Epon (1:1) karisiminda 20 dakika, propilen
oksit + Epon (1:2) karisiminda 1 gece ve Epon da 3 saat muamele edildi. Epona gomiilen
ornekler, 60 °C’lik etiivde 24 saat bekletildi. Ultramikrotomda (Reichert, Supernova
ultramicrotome) cam elmas bigakla alinan yari ince kesitler (1 um) toluidin mavisi ile
boyandi. Yar1 ince kesitlerin bolgeleri belirlendikten sonra bakir gridler {izerine alinan
yaklasik 60 nm kalinligindaki ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlandi.

Ince kesitler, JEOL 1011 TEM ile incelenip fotograflandi.
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6. BULGULAR

Calismamizda 20 goniilliden alinmis olan normospermi semen Ornekleri
degerlendirmeye alindi. Bu gruba ait spermatozoonlar pentoksifilin uygulanmayan kontrol
orneklerin (n=6) ve farkli maruziyet siirelerinde 5 dk (n=7) ve 60 dk (n=7) pentoksifilin
uygulanan orneklerin ince yapisal Ozelliklerini incelemek amaciyla TEM’de

degerlendirildi.

6.1. GECIRIMLI ELEKTRON MIKROSKOBU (TEM) BULGULARI

6.1.1. Normospermi Deney Grubunun TEM Bulgular

TEM calismamizda normosperminin pentoksilifine maruz kalmamis kontrol gruplari
ve pentoksifiline maruziyet siireleri 5-60 dk olan ornekler incelendi. Bu orneklerimiz
spermatozoonda bas ve kuyruk olmak iizere 2 kismi degerlendirildi. Normospermi kontrol
grubunda, spermatozoonlarin bas kismindaki niikleusun ve plazma membranin korunmus
oldugu (Resim 1) goriildii. Normospermi kontrol grubundaki &rneklerimizin, orta
parcasinda yer alan 9+2 aksonem ve fibréz Ortii yapisimin biitiinliigiiniin  korundugu

gozlendi (Resim 2-3).
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Resim 1. Normospermi grubunda; plazma membran: ve niikleus biitiinliigli korunmus

normal spermatozoon bas goriintiisii ( — ). Biiyiitme: X60000.
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Resim 2. Normospermi grubunda; flagella’nin esas pargasinda normal fibroz ortii ve

diizgiin aksonem yapis1 (— ) , flagellada diizgiin aksonem yapisi ( = - ).

Biiyiitme:X60000, inset Biiyiitme: X120000.
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Resim 3. Normospermi grubunda; flagella’nin esas pargasinda normal fibroz ortii ve

diizgiin aksonem yapisi (===p-). Biiyiitme:X60000.

6.1.2. Pentoksifiline 5 dk Maruz Kalmis Deney Grubunun TEM Bulgulari

Pentoksifiline 5 dk maruz kalmig gruptaki spermatozoonlarin bag kismimnin plazma
membran yapisinin (glikokaliks) normale yakin bir korunma oldugu (Resim 4-5 ) vakuollii
ve graniillii bir kromatin yapisina sahip oldugu (Resim 4-7 ) goriildii. Bunun yani sira bazi
orneklerde elonge basli spermatozoonlarin oldugu goézlendi (Resim 6). Bu grup
spermatozoonlarin kuyruk kisminin orta pargasinda, motilitede énemli rol oynayan 9+2
aksonem yapisindaki merkezi ¢iftin ve fibroz Ortiiniin diizgiin oldugu ve belirgin olan

neksin baglarin oldugu goriildii (Resim 8-9-10 ).
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Resim 4. Pentoksifiline 5 dk maruz kalan grupta; spermatozoon bast membran yapisinda

yer yer bozulmalar (—) ve kromatinde graniiler yap1 goriintiisii (= =» ).

Biiyiitme: X30000.
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Resim 5. Pentoksifiline 5 dk maruz kalan grupta; spermatozoon basi membran yapisinda

yer yer bozulmalar (—). Biiyiitme: X60000.
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Resim 6. Pentoksifiline 5 dk maruz kalmig grupta; spermatozoonda elonge bas

(—). Biiyiitme:X30000, Inset Biiyiitme: X12000.
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Resim 7. Pentoksifiline 5 dk maruz kalan grupta; spermatozoon basi kromatinde siddetli

vakuoler bozukluk ( =) Biiyiitme: X12000.
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Resim 8. Pentoksifiline 5 dk maruz kalan grupta; biitiin bir spermatozoonda diizgiin fibréz

ortii (— ) ve aksonem yapisi (= —» )Bilyiitme: X60000.
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Resim 9. Pentoksifiline 5 dk maruz kalan grupta; biitiin bir spermatozoonda diizgiin fibréz

6rtil ( — ). Biiyiitme: X60000.
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Resim 10. Pentoksifiline 5 dk maruz kalan grupta; biitiin bir spermatozoonda fibr6z ortii

(=) ve belirgin bir aksonem yapisi (= =»). Biiyiitme: X30000.

6.1.3. Pentoksifiline 60 dk Maruz Kalmis Deney Grubunun TEM Bulgulari

Pentoksifiline 60 dk maruz kalmis gruptaki spermatozoonlarin bag kisminin plazma
membran yapisinin bozuldugu (Resim 11-12-13-14-16-17 ) vakuolli ve graniillii bir
kromatin yapisina sahip oldugu (Resim 13-14-16) goriildii. Bu grup spermatozoonlarin
kuyruk kismimin orta parg¢asinda mitokondriyon dagilimimin diizensizligi, dagilmis bir
fibroz ortlistiniin bulunmasi, motilitede 6nemli rol oynayan (9+2) aksonem yapisindaki yari

ciftin yer almadigi goriildii (Resim 15).
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Resim 11. Pentoksifiline 60 dk maruz kalan grupta; spermatozoon bas kismindaki

membran yapisinda yer yer bozulmalar (—). Biiyiitme: X30000.
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Resim 12. Pentoksifiline 60 dk maruz kalan grupta; spermatozoon bas kismindaki

membran yapisinda yer yer bozulmalar (—). Biiyiitme: X60000.
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Resim 13. Pentoksifiline 60 dk maruz kalan grupta; spermatozoon bas kisminda asiri

vakuollesme ve membran yapisinin biitiinliigiinde bozulmalar ( — ). Biiyiitme: X12000
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Resim 14. Pentoksifiline 60 dk maruz kalan grupta; spermatozoon basindaki kromatinde

siddetli vakuoler bozukluk ( —), graniiler kromatin, normalden farkli plazma membram

goriintiisii(= = ). Biiyiitme: X60000.
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Resim 15. Pentoksifiline 60 dk maruz kalan grupta; spermatozoonun aksonem yapisindaki

(9+2) biitlinligliniin bozulmasi (—) ve mitokondriyumlardaki vakuollesmenin varlig

( = ). Biiyiitme: X30000, inset Biiyiitme: X60000.
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Resim 16. Pentoksifiline 60 dk maruz kalan grupta; spermatozoon basindaki kromatinde

siddetli graniiler kromatin, normalden farkli plazma membranin glikokaliks yapisinda

bozulmalarin goriintiisii (—). Biiyiitme: X60000.
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Resim 17. Pentoksifiline 60 dk maruz kalan grupta; plazma membranda meydana gelen

bozulmalar (— ). Biiyiitme: X60000.
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7. TARTISMA

Infertilite, en az bir yil korunmasiz iliskiye ragmen gebe kalmamamasi durumu
olarak tamimlanir. Genelde gebeligin basarisizligi, disi bireyden kaynaklanan faktorlere
bagli oldugu diisiiniilmekle birlikte aslinda, erkek genital fonksiyonunun da en az %50

oraninda etkili oldugu goriilmektedir (47).

Son zamanlarda, pentoksifilinin spermatozoon fonksiyonlarini gelistirici rolii dikkate
deger olarak kabul edilmistir (5). Yaygimn olarak IVF laboratuvarlarinda motilite arttirici
olarak kullanilan pentoksifilinin spermatozoon morfolojisi iizerine etkisini arastirmak

amactyla bu calismay1 gergeklestirdik.

Spermatozoonun fertilite kapasitesinin morfolojik inceleme ile etkin bir indeks
olarak degerlendirilmesi, 1951 yillarima kadar uzanir. Kruger ve arkadaslari tarafindan
Strict kriterler ile morfoloji degerlendirilmesinin tanimlanmasiyla bu parametre giderek
artan bir onem kazanmistir. Bu yontem ilk kez 1986 yilinda yaymlanmis ve 1990 yilinda
Menkveld ve arkadaslari tarafindan modifiye edilmistir. Kisa siire igerisinde rutin
incelemede yerini alan bu yontemin, WHO kriterlerine gore morfoloji degerlendirilmesi
yontemine olan istiinliigii de gosterilmistir. Morfolojinin IVF’ teki gebelik oranlari iizerine
prediktif etkisi oldugu ve diger spermatozoon parametrelerine olan {istiinligl bildirilmistir
(1, 25, 27).

Spermatozoon membran yapisinda bulunan glikokaliks; glikoprotein, glikolipit,
proteoglikan gibi glikokonjugatlardan olusmaktadir. Memelilerde, testikiiler germ
hiicrelerinin glikoproteinleri, spermatozoon farklilagmasi ve spermatogenezde Sertoli
hiicreleriyle etkilesim de onemli rol oynarlar. Glikokaliks ayni zamanda, disi immiin
sistemine  karst  spermatozoon  korunmasinda, akrozom reaksiyonlarinda ve
spermatozoonun oositi dolleme yeteneginde 6nemli rol oynar. Erkek infertilitesinin bazi
durumlar1 spermatozoon yiizeyindeki glikokonjugatlarin degisikligi sonucu olabilir (11).

Pentoksifilin uygulama sonrasi spermatozoon morfolojisinde bas kismi; akrozom,
niikleer kisim ve membran yapisi, boyun kismi, kuyruk kismi olmak {izere spermatozoon
ince yapist TEM’de ayrintili sekilde incelendi. Elektron mikroskobunda spermatozoon ince
yapisini inceleyen bu arastirmamizda karsilagtirma yapabilmek i¢in daha 6nceden yapilmis

yeterli sayida ¢alisma bulamadik.
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Pentoksifilin ile spermatozoon plazma membran biitiinliigliniin korunabildigi ama
pentoksifilin uzun siire uygulandiginda (90 dakika gibi) toksik oldugu ve spermatozoon
canliliginda azalmaya yol agabildigi ileri siirlilmiistiir. Yapilan ¢alismada pentoksifilinin
spermatozoon glikokonjugatlarinin dagilimini degistirmedigi, spermatozoon kapasitasyon
indiiklenmesi ve akrozom reaksiyonlari {izerine olumsuz etkisinin olmadig1 gosterilmistir
(12).

Calismamizda 5 dk pentoksifiline maruz kalmis gruptaki spermatozoonlarin bas
kismindaki plazma membran yapisinin (glikokaliks) normale yakin bir korunma oldugu
vakuollii ve graniillii bir kromatin yapisina sahip oldugu gézlendi. Bunun yam sira bazi
orneklerde elonge basli spermatozoonlarin oldugu gozlendi. Pentoksifiline 60 dk maruz
kalmis gruptaki spermatozoonlarin bas kisminin plazma membran yapisinin bozuldugu,

vakuollii ve graniillii bir kromatin yapisina sahip oldugu gozlendi.

Pentoksifilin giiclii antioksidandir. Hiicre seviyesinde oksidatif stresi azaltir.
Safarinejat calismasinda seminal plazma antioksidan kapasitesi iizerine pentoksifilinin
yararl etkisini, seminal plazma katalaz-benzer ve SOD-benzer aktivitesinin artisi ile
belgelemistir (5).

Pentoksifilinin erken embriyo gelisimi lizerine etkisi bilinmemekle birlikte; cAMP
oranindaki artisin oosit maturasyonu iizerine olumsuz etkisi oldugu bilinmektedir (2).
Terriou P. ve ark.’nmin yaptigi calismada; semen parametreleri ve spermatozoon
fonksiyonlar1 tiizerine pentoksifilinin yararli etkisi gosterilemezken (48), varikoselli
hastalar tizerinde yapilan baska bir ¢aligmada ise pentoksifilinin yararl etkisi gosterilmistir
(49).

24 haftalik oral pentoksifilin tedavisi ile semen parametrelerinin (motilite, morfoloji,
konsantrasyon ve akrozom reaksiyonlari) onemli derecede arttig1 belirlenmistir (5).
Motilite uyaricilarin dondurulmus-¢oziilmiis kdpek semeni {izerine yapilan c¢alismada
motiliteyi arttirdigr icin kullanilabildigi gosterilmistir (3). Baska ¢alismalarda da
pentoksifilinin motiliteyi arttirdigi rapor edilmistir (50, 51, 52), fakat bazi ¢aligmalarda
kullanim sonras1 fertilizasyon ve gebelik oranlarina pozitif etkisinin tartismali oldugu rapor
edilmistir (53, 54, 55).

Mangoli V. ve ark.’nin yapmis oldugu bir ¢alismada, pentoksifiline ve hipoosmatik

testle (HOS) secilen canli spermatozoonlarin karsilagtirilmasina gore, pentoksifilinli
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secilen spermatozoonlarin daha yiliksek fertilizasyon ve dogum oranlarimin oldugu
gosterilmistir (7).

Hattori H.ve ark. kartagener sendromlu Kkisiler iizerinde yaptiklari c¢alismada,
elektron mikroskobu bulgularinda neredeyse tiim spermatozoonlarin anormal morfoloji
gostermesine ragmen normal morfolojili birka¢ spermatozoonun pentoksifiline pozitif
tepki gosterdigini rapor etmislerdir (56).

Yapilan galismalarda astenospermi orneklerde prograsif motil spermatozoon sayisi
ve motilite artis1 onemli bulunmus ancak normospermilerde etki bulunamamistir (6, 9).
Domuz spermatozoonlariyla yapilan bir c¢alismada, pentoksifilinin donma sirasinda
kullanilmas: ile motilite ve canlilik parametrelerini (akrozom biitiinliigli ve akrozom
reaksiyonu), fertilizasyon oranlarim1 ve fertilizasyon verimliligini azalttigi gosterilmistir.
Cozme sirasinda pentoksifilinin uygulanmasi durumunda motilite ve vitalite 6zelliklerinde,
akrozom biittinliigiinde ve fertilizasyon Kalitesinde herhangi bir degisiklik gézlenmemistir,
sadece oosit fertilizasyonu artmistir. Ayrica her iki grupta da yiiksek konsantrasyonda

akrozom reaksiyonunun arttig1 rapor edilmistir (10).

Immotil testikiiler spermatozoon olan drneklere pentoksifilin uygulanmasi sonrasi

(30, 60, 90 dk) spermatozoon motilitesi onemli 6lglide artmugtir (57).

Calisgmamizda, 5 dk pentoksifiline maruz kalan spermatozoonlarin kuyruk kisminin
orta parcasinda, motilitede 6dnemli rol oynayan 9+2 aksonem yapisindaki merkezi ¢iftin
diizglin oldugu ve belirgin olan neksin baglarin oldugu goézlendi. 60 dk pentoksifiline
maruz kalan grup spermatozoonlarn kuyruk kisminin orta pargasinda mitokondriyon
dagilimimin diizensizligi, dagilmig bir fibroz Ortiisiiniin bulunmasi, motilitede 6nemli rol
oynayan 9+2 aksonem yapisindaki yar1 ¢iftin yer almadigi gozlendi.

Pentoksifilin toksik olarak kabul edildiginden kullanimi tartigilmalidir (52, 58, 59).
Bagka bir ¢alismada ise, spermatozoonun pentoksifilin ile kisa inkiibasyon siiresinde,
embriyonik gelisim ile ilgili olarak negatif etkisinin olmadig: bildirilmistir (60).

5 dk pentoksifiline maruz kalan ornekler ile kontrol gruplarimiz arasinda
spermatozoon morfolojisi lizerine belirgin farkliliklar gozlenmedi fakat 60 dk
pentoksifiline maruz kalan 6rneklerin kontrol gruplartyla karsilastiriimasi sonucunda ciddi
morfolojik bozukluklar gozlendi. Spermatozoon membran yapist ve niikleus yapisinda

olusan bozukluk, oosit déllenme diisiikligii ve akrozom reaksiyonlarinda azalmaya neden
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olabilir. Spermatozoon morfolojisinin 6zellikle fertilizasyonda Onemini goz Oniinde
bulundurursak bu bozuklugun infertilite sebebi olabilecegini diisiinmekteyiz.

Rutinde motilite {lizerine kullanilan pentoksifilinin 6zellikle uzun siire maruziyet
sonucu kuyruk yapisindaki mitokondriyal, aksonem ve fibréz Ortii yapilar1 tizerindeki
defekt olusturmasi motilite iizerinde azalmaya sebep olacaktir.

Uzun siire uygulanan (60 dk) pentoksifilinin hem spermatozoon motilitesi hem de
morfolojisi tizerine etkisi oldugundan, pentoksifilinin IVF laboratuvarlarinda kullaniminin
cok dikkatli olmasi1 gerektigini diigiinmekteyiz.

Bu baglamda, IVF laboratuvarinda spermatozoon motilitesi lizerine kullanilan diger
farmakolojik ajanlarla ilgili olarak da gelecekteki yapilacak olan galismalarin bu ajanlarin

etkilerini aydinlatmasinin faydali olacagina inaniyoruz.
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8.SONUC

Normospermi (sayt 20 milyon/ml ve iizeri, motilite %50 ve iizeri, n=20) olan semen
orneklerinden elde edilen 25-55 yas aralifindaki olgular calismaya dahil edildi. Her hastanin
temel bulgular1 ve ajanlar ile muamele sonrast bulgulari degerlendirildiginde bir kiyaslama

caligmast oldugu i¢in diger etkilerin sonuca yansima ihtimali giindeme gelmedi.

Bu gruba ait spermatozoonlar pentoksifilin uygulanmayan kontrol 6rneklerin (n=6) ve
farkli maruziyet siirelerinde 5 dk (n=7) ve 60 dk (n=7) pentoksifilin uygulanan 6rneklerin
membran yapisindaki glikokaliks yapisi rutenyum kirmizisi boyasiyla belirginlestirildikten

sonra ince yapisal 6zelliklerini incelemek amaciyla TEM’de degerlendirildi.

Normospermi kontrol grubunda, spermatozoonlarin bas kismindaki niikleusun ve
plazma membranin ve orta kisim ve kuyruk kismindaki mitokondriyal, aksonem ve fibréz

ortii yapilarin korunmus oldugu goriildii.

Pentoksifiline 5 dk maruz kalmis gruptaki spermatozoonlarin bas kisminin plazma
membran yapisinin (glikokaliks) normale yakin bir korunma, kuyruk kisminin orta

pargasinda, aksonem yapisinin ve neksin baglarinin diizgiin oldugu goriildii.

Pentoksifiline 60 dk maruz kalmis gruptaki spermatozoonlarin bag kismimnin plazma
membran yapisinin bozuldugu, kuyruk kismuinin orta parcasinda mitokondriyon
dagiliminin diizensizligi, dagilmis bir fibroz Ortiisiiniin bulunmasi, motilitede énemli rol
oynayan 9+2 aksonem yapisindaki yari ¢iftin yer almadig goriildii.

Sonug¢ olarak, pentoksifiline 5 dk maruz kalan orneklerin morfolojisinde belirgin
bozulmalar gézlenmezken, pentoksifiline 60 dk gibi uzun siire maruz kalan 6rneklerin ince
yapisinda spermatozoonlarin fertilizasyonunu etkileyecek bas ve kuyruk yapilarinda
belirgin derecede morfolojik bozukluklar meydana gelmistir.

Ileriki caligmalarda spermatozoon motilitesi icin kullanilan diger farmakolojik
ajanlarin, spermatozoon morfolojisindeki etkisini daha iyi anlayabilmek adina

arasgtirtlmasinin faydali olacagini diisiinmekteyiz.
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