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BEYAN

Bu tez calismasinin 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 ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarmni ihlal edici

bir davranigimin olmadigini beyan ederim.
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1. OZET

Evli iftlerin yaklasik %15’inde infertilite problemi ortaya ¢ikmaktadir.
Infertilite (kisirlik) vakalar1 % 30-50 oraninda erkege bagl nedenlerden etkilenmektedirler.
Erkek infertilitesinin baslica nedenlerinden biri sperm motilitesindeki bozukluklardir. Sperm
motilitesorunu olan erkeklerde sperm hareketliligini arttirmaya yonelik ¢esitli ajanlar
tanimlanmistir. Motilitenin baglatilmasinda ve devam ettirilmesinde bu faktorler temel
gereksinimdir. cAMP sperm fonksiyonlarinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Sperm
motilitesinin invitro sartlarda uyarilmasinin esasi1 da hiicre i¢i cAMP seviyesini arttirarak
sperm fonksiyonlarinin uyarilmasina dayanmaktadir. Pentoksifilin gibi fosfodiesteraz
inhibitorleri laboratuvarda semene eklendiklerinde, hiicre ici cAMP diizeyini, glikozisi ve
ATP yapimin arttirdigr goriilmiistiir. Bu maddeler motil sperm oranini yiikseltmekte ve ayni
zamanda canli ama motil spermatozoalarda motiliteyi de tetiklemektedir. Dondurulup-
¢oziinmiis 6rneklerde sperm motilitesini uyardigir da gosterilmistir. Platelet Aktive Eden
Faktor spermde mevcuttur ve endojen igeriginin motilite ve gebelik orani ile dnemli ve
olumlu iliskisi vardir. PAF’1n eylem mekanizmasi tam olarak belli olmasa da, normal iireme
fonksiyonuna dair O6nemi barizdir. Endojen PAF normal sperm fonksiyonu igin bir
biyobelirte¢ olarak da rol oynayabilir. PAF kullanmanin 6zel bir avantaji, sperm tarafindan
uretilen dogal bir madde olmasindan ve pentoksifilin gibi diger bazi1 hareketliligi
uyaricilardan farkli olarak toksik etkisinin olmamasindandir. Sperm motilitesinin
gelistirilmesi yardimla iireme teknigi sonuglarini etkili bigimde artirabilir. Ozellikle total
immotil olgularda canli sperm seciminde ve testis biyopsi oOrneklerinde kullanimi
fertilizasyon oranlarini iyilestirici yonde etki gostermektedir. Bu projede Pentoksifilin ve
Platelet Aktive Eden Faktor (PAF) uygulamasi sonrasinda Sperm Kromatin Dagilimi

metodu ile DNA hasarinin incelenmesini ve sonuglarin kiyaslanmasini amagladik.

Anahtar Kelimeler: Sperm, Motilite, Pentoksifilin, Platelet-Aktive Eden Faktor, PAF



2. SUMMARY

Pentoxifylline and Platelet Activating Factor Sperm Chromatin After Application
Distribution Method For The Analysis of DNA Damage

Approximately 15 percent of married couples have infertility problems. 30-50% of
infertility cases are due to the reasons related to men. One of the main causes of male
infertility is the disorder in the sperm matility. A variety of agents have been identified to
improve sperm motility’s of men who have sperm motility problems. These factors are the
basic requirements in the initiation and continuation of motility. CAMP plays a key role in
the regulation of sperm function. The basis of the stimulation of sperm motility in vitro
conditions is based on the stimulation of sperm functions by increasing intracellular cAMP
levels. When phosphodiesterase inhibitors, such as pentoxifylline, are added to semen in
the laboratory, they increase intracellular cAMP level, glucose and the production of ATP.
These substances increase the rate of motile sperm and at the same time they start lively
but nonmotilspermatozoa motility. It has also been observed that it stimulates frozen-
dissolved sperm motility. PAF is present in human sperm and endogenous content has an
important and positive relationship between motility and the rate of pregnancy. Although
the exact mechanism of action of PAF isn’t certain, its function about normal reproduction
is obvious. Endogenous PAF may also play a role as a biomarker for normal sperm
function. One of the special advantage of using PAF is because of the fact that it is a
natural substance produced by sperm and it is non-toxic unlike some other motility
stimulants such as pentoxifylline. Improving sperm motility can efficiently increase the
results of assisted reproduction techniques. In this project, we aimed to analyse the DNA
damage with Sperm Chromatin Distribution (SCD) method after the application of
Pentoxifylline and Platelet Activating Factor (PAF).

Key Words: Sperm, Motility, Pentoxifylline, Platelet-Activating Factor, PAF



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite olgularmin yaklasik %20’si erkek faktdriinden kaynaklanmaktadir. Erkek
infertilitesi konsensiis grubu, infertilgiftlerde babay1 primer klinik olgu olarak tanir ve erkek
infertilitesinin kendi kurallar1 i¢erisinde disiplinler arasi bir konu oldugunu kabul eder (1).

Erkek fertilitesinde azalma konjenital ya da kazanilmis {irogenital bozukluklardan,
genital sistem enfeksiyonlarindan, skrotal 1s1 yiiksekliginden (varikosel), endokrin
bozukluklardan, genetik hastaliklardan ve immiinolojik faktorlerden kaynaklanabilir.

Sperm kromatinin fertilizasyonda 6nemli bir etkisi oldugu bilindiginden bu durumdaki
bozukluklar erkek fertilitesi tizerinde negatif bir etkiye sahip olabilir (2). Bu durumda sperm
kromatin hasarinin belirlenmesinde DNA kromatin matiiritesine/DNA  biitlinliigiine
bakilmaktadir. Oral pentoksifilin kullaniminin sperm kalitesi tizerindeki olumlu etkileri
bilinmektedir. Tiip bebek uygulamalarinda mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon oranlarinin
arttirilabilmesi i¢in sperm se¢imi son derece onemlidir. Total immotil (semende hi¢ hareketli
sperm bulunmayan) orneklerde canli spermin se¢imini saglayan bazi alternatif yontemler
kullanilmakla birlikte Pentoksifilin ve Platelet Aktive Eden Faktor (PAF) gibi motiliteyi
uyaran ajanlarin  kullanimi olduk¢a yaygindir. Calismamizda astenospermik ve
normospermik olgularda elde edilen semen 6rneklerinde Pentoksifilin ve PAF uygulamasi

sonrast Sperm Kromatin Dagilimi metodu ile Sperm DNA hasar1 incelenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. ERKEK GENITAL SISTEM

Erkek iireme sistemi, haploid erkek gametin (spermatozoa veya sperm) devamli
tiretimi, beslenmesi ve gegici olarak depolanmasindan sorumludur (3).

Erkek tireme sistemi;

> Iki adet testis (erkek gonadlari),

» Genital kanallar,

»  Aksesuvar bezler,

» Penis,

Erkek iireme sistemi sperm yapimi, erkek seks hormonlarinin iiretimi ve erkek gamet

hiicrelerinin disi tireme sistemine iletilmesi islevlerini yerine getirir (2).

4.1.1. Testis Histolojisi

Testisler normal spermatogenez igin gerekli olan 34-35°C’yi saglamak amaciyla
karin boslugu disinda, viicut 1sisindan 2-3 °C daha diisiik 1sida olan skrotum iginde ayri
boliimlerde yerlesmis, oval sekilli organlardir. Testis ekzokrin ve endokrin salgilama
gorevlerinden dolay1 karigik bir bezdir (4).

Testislerlerin ¢evresinde fibromiiskiiler yapida bag dokusu bulunur. Tunika
albuginea adi verilen bu doku, mediyastinum testis boliimiinde kalinlasir ve buradan ¢ikan
septumlar testisi 250 kadar lobuli testise boler. Her lobiilde 1 ile 4 adet, kivrimli yapida,
ana islevi sperm tiiretimi olan seminifer tiibiiller bulunur. Seminifer tiibiillerin duvari birkag
hiicre tabakasi kalinliginda epitelle doselidir. Bu epitelin bazal hiicreleri Sertoli hiicreleri
ve spermatogonyumlardan olusmaktadir. Spermatogonyumlar kendilerini ¢ogaltmak ve
primer spermatositleri olusturmak iizere mitoz aktvitesiyle boliiniirler. Diploid yapidaki
primer spermatositler birinci mayoz boliinme sonrasinda sekonder spermatositleri meydana
getirirler. Bu boliinmenin ardindan ikinci mayoz boliinmeyi tamamalayan hiicreler haploid

spermatidler halini almislardir. Bu siirecin ardindan spermatidler sitoplazmalarinin ¢gogunu



kaybederler, organelleri yeniden organize olur ve erkek gamet hiicresi olan spermlere
dondisiirler .

Sperm farklanmasi1 Sertoli hiicrelerinin fiziksel ve besleyici destegi ile olaylanir.
Sertoli hiicrelerinin arasindakisiki baglantilar, gelismekte olan ilireme hiicrelerini olumsuz
otoimmiin etkilerden koruyan kan-testis bariyerini olusturur (4). Sertoli hiicreleri
arasindaki baglantilar 2 sitoplazmik bilesenle karakterizedir. Spermatositler, spermatidler
ve sperm hiicreleri gelisim siirecleri boyunca Sertoli hiicreleri tarafindan fiziksel ve
metabolik olarak desteklenirler. Ayrica spermiyogenezis sirasinda atilan sitoplazma
artiklart Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Sertoli hiicreleri ayrica, spermleri
destekleyen ve bu hiicrelerin seminifer tiibiillerde ve genital kanallarda tasinmalari igin
gerekli akiskan ortami saglayan fruktozdan zengin bir sivi salgilar. Sertoli hiicreleri
embriyonik gelisim esnasinda Miiller kanalinin gelisimini engelleyen anti-miillerian

hormonu iiretirler, boylece embriyonun erkek olarak gelismesi kesinlesmis olur (3).
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Sekil 1.Testis Histolojisi (5)

Seminifer epitel, fibromiiskiiler yapida tunika propriya ile ¢evrelenmis olan bazal
membran {izerinde oturur. Seminifer tiibiilleri ¢evreleyen bag dokusu iginde damar-sinir
paketlerininyan1 sira androjen hormonu sentezleyen endokrin hiicre kiimeleri bulunur.
Bunlar Leyding hiicreleridir. Bu hiicreler erkek cinsiyet hormonu olan testosteronu

uretirler. Puberteden Once testosteron iiretilmez.



Spermatogenezis, seminifer tiibiiller boyunca tekrarlanan ve senkronize olmayan bir
siireg gosterir. Bu nedenle seminifer tiibiil epitelinde, ¢esitli gelisim evrelerindeki
spermatogenetik seri hiicrelerini izlemek olasidir. Her bir hiicre katmani birbirlerine
hiicreleraras1 kopriilerle bagli gruplardan meydana gelmektedir. Bunlar es zamanli olarak
seminifer tiibiiliin limenine dogru gog ederler. Spermatogenezisin ii¢ faz1 vardir.

Bunlar;

e Spermatositogenezis

e Mayoz

e Spermiyogenezis fazlardir.

Spermatositogenezis mitoz siirecidir. Burada, iki temel morfolojik spermatogonyal
hiicre tipi gozlenebilir.

1) Tip A spermatogonyum: Soluk Tip A ve tip B spermatogonyumlari olusturmak
tizere boltiniirler. Bu iki hiicre de diploiddir. Koyu tip A spermatogonyum ise
normalde bolinmeyen, fakat boliindiigii zaman da soluk tip A
spermatogonyumlari olusturan yedek hiicre toplulugunu temsil eder.

2) Tip B spermatogonyumlar: Mitoz yoluyla, diploid yapida primer
spermatositleri olustururlar. Biitiin spermatogonyum hiicreleri seminifer tiibiiliin
bazal boliimiinde yer alirken, primer spermatositler liimene komsu boliime go¢
ederler.

Mayoz fazi, primer spermatositlerin (4nDNA igerigi) birinci mayoz boliinmesiyle
baslar. Birinci mayoz boliinme sonucunda; iki adet, kisa yasam dongiisiine sahip sekonder
spermatosit (2nDNA igerigi) olusur. Sekonder spermatositler DNA’larin1 eslemeden hizla
ikinci mayoz boliinmeye baslarlar ve her biri iki adet haploid(n) spermatid olusturur.

Spermiyogenez siireci spermatidlerin sperme doniistiigli, hiicre farklanmasi
slirecidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi izlenmez. Bunun yerine spermatid sitoplazmasinin
cogunu kaybederek (Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir) bir akrozom graniili,
uzunbir silyum, birlesik dis yogun lifler ve kaba fibréz bir kilif meydana getirir. Olusan ve
seminifer tiibiil liimenine salinan sperm hareketli degildir ve oositi délleme kapasitesi
yoktur. Sperm hiicreleri epididimisi terk edinceye kadar hareket kazanmazlar. Disi iireme
sistemine gectikten sonra, spermler kapasitasyon gegirir ve bodylece dolleme yetenegi

kazanir (5).
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Sekil 2. Seminifer epiteldeki hiicrelerin dagilimlari (4)

4.1.2. Spermatogenez

Spermatogenik hiicreler, diizenli olarak c¢ogalan ve olgun sperme farklilasan
hiicrelerdir. Bu hiicreler, testisin erken gelisim evresinde gonadal gebelik kesesinden
kaynaklanan ve gonodal kabartilarda kolonize olan primordiyal germ hiicrelerinden
geligirler. Spermatogenik hiicreler komsu Sertoli hiicrelerinin arasinda ilerleyici gelisim
sergileyen, belirgin olmayan tabakalar halinde diizenlenmislerdir. Spermatogonyum olarak
adlandirilan en immatiir (olgunlagmamig) spermatogenik hiicreler bazal laminanin lizerinde
uzanirlar. Spermatid olarak adlandirilan en matiir (olgun) hiicreler Sertoli hiicresinin apikal
boliimiine tutunmuslardir ve tlibiiliin limeninin sinirini1 olustururlar.

Embriyonik ve fetal gelisim doneminde spermatogonyum hiicreleri primordiyal germ
hiicrelerinden koken alirlar. Yeni doganda seminifer tiibiiller, tunika propriya tarafindan
cevrelenmis bir seminifer epitelden meydana gelmektedir. Epiteli olusturan hiicreler sertoli
hiicreleri, destek hiicreleri olarak da bilinmektedir. Sertoli hiicreleri, komsu spermatogenik
hiicreleri ¢evreleyen ve onlarin arasindaki boslugu dolduran yaygin apikal ve lateral
uzantilara sahip prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri, seminifer epitelin tiim kalinlig

boyunca uzanarak tiibiillere yapisal diizen verirler. Yasliligin normal bir sonucu olarak



tunika propriyanin kalinliginda artis olur. Bu kalinlagmaya sperm iiretim hizinda diisiis ve
seminifer tiibiil boyutlarinda genel bir azalma eslik eder. Erken yaslarda tunika
propriyadaki yogun kalinlagsma infertilite ile ilskilidir (6).

Spermlerin iiretildigi siire¢ olan spermatogenezde kompleks ve essiz bir olaylar serisi
gerceklesmektedir. Puberteden kisa bir siire dnce, hipofiz gonadotropinlerin seviyelerinin
artmasinin etkisi altinda baslar ve yagsam boyunca devam eder. Tanimlayici olmasi igin, ii¢
farkli faza ayrilmaktadir. Spermatogonyal fazda spermatogonyumlar mitoz ile boliinerek
kendi yerlerine gececek hiicreleri olustururken, sonugta primer spermatositlere
farklilasacak olan adanmis spermatogonyum popiilasyonunu da olustururlar. Spermatosit
fazinda (mayoz) primer spermatositler iki mayotik boliinmeye ugrayarak kromozom
sayillarint ve DNA miktarlarin1 azaltirlar ve spermatid adi verilen haploid hiicreleri
olustururlar (7).

Spermatid fazinda (spermiyogenez), spermatidler matiir (olgun) sperm hiicrelerine
farklilagirlar. Spermatogenezin sonunda spermatidler son olgunlagmalarini gegirirler ve
spermiasyon olarak adlandirilan bir siire¢ ile Sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiiliin

limenine saliverilirler.

4.1.2.1. Spermatogoniyal Evre

Spermatogonyal fazda kok hiicreler boliinerek kendi yerlerine gegecek olan hiicreleri
ve adanmis spermatogonyum popiilasyonunu olustururlar. Spermatogonyal kok hiicreler
cok sayida boliinme gegirirler ve niiklear goriinlimde farkliliklar gdsteren spermatogonyal
soylart retirler. Birkag boliinmeden sonra, tip A spermatogonyumlar tip B
spermatogonyumlara farklilagirlar. Tip B spermatogonyumlarin gériiniimii spermatogonyal

fazdaki son olay1 temsil eder.



SPERMATOGENEZ

Sekil 3. Spermatogenezis: (a) Birinci mayotik

boliinme, (b) Ikinci mayotik béliinme (5).

4.1.2.2. Mayoz Boliinme Evresi

Spermatosit fazinda primer spermatositler mayoza ugrayarak hem kromozom
sayisini, hem de DNA miktarlarin1 azaltirlar. Tip B spermatogonyumlarin mitotik
boliinmesi primer spermatositleri iiretir. Olustuktan kisa siire sonra ve mayoz baslamadan
once DNA’larini replike ederler. Boylece, her primer spermatosit normal sayida kromozom
(2n) ve iki kat1 miktarda DNA (4d) icerir. Her kromozom iki kardes kromatidden olusur.
Bundan dolay1 DNA miktar1 4d’dir. Mayoz 1, kromozom sayisini (2n’den 1n’ye) azaltir ve
DNA miktarin1 haploid duruma (4d’den 2d’ye) getirir. Boylece, sekonder spermatosit
haploid kromozom sayist (1n) ve 2d miktarda DNA ile karakterizedir. Mayoz II’den dnce
DNA replikasyonu olmadigi i¢in bu bdliinmeden sonra her bir kromozom tek bir kromatid
(1d) igerir. Insan primer spermatositlerinde 22 giin kadar siiren birinci mayotik béliinmenin
profazinda kromatin goriilebilen kromozomlar1 olusturacak sekilde yogunlasir. Profazin

sonunda 44 otozom ve bir X ve bir Y kromozomu, her biri iki kromatin ipligine



(kromatidler) sahip halde fark edilebilir. Homolog kromozomlar metafaz ¢izgisi boyunca
dizilerek eslesirler. Birinci mayotik bolinme ile olusan hiicreler sekonder spermatositler
olarak adlandirilmaktadir. Bu hiicreler yeni DNA sentezlemeden hemen ikinci mayotik
boliinmenin profazina girerler. Her sekonder spermatositin kromozom sayisini azaltmistir.
(1n),22 otozom ve bir X ya da bir Y kromozomuna sahiptirler. Bu kromozomlarin her biri
iki kardes kromatidden olusur. Sekonder spermatosit diploid DNA miktarina (2d) sahiptir.
Ikinci mayotik boliinmenin metafazinda kromozomlar metafaz plaginda dizilirler. Kardes
kromatidler ayrilir ve mekigin zit kutuplarma hareket eder. ikinci mayotik boliinme
tamamlandiginda ve niiklear membranlar yeniden olustugunda her bir sekonder
spermatositten her biri 23 tek iplikli kromozom (1n) ve 1d miktarinda DNA igeren ikKi

haploid spermatid olusur (7).

flagellum

fibroz Kilif
annulus

mitokondriyal
kilif

Sekil 4. Spermatid’ten, spermatozoa olusumu ‘Spermiyogenez

evresi’(6)

4.1.2.3. Spermiyogenez Evresi

Spermatid fazinda, spermatidler olgun sperme farklilasirken yliksek diizeyde
yeniden sekillenmeye ugrarlar. ikinci mayotik béliinmenin sonucunda olusan her spermatid

DNA igerigi olarak haploiddir. Haploid spermatidler, olgun spermi olusturan bir

10



farklilasma siirecine ugrarlar. Matiir sperm de haploiddir. Sperm bir oositi fertilize ettigi
(dolledigi) zaman normal diploid durum yeniden olusur. Spermatid popiilasyonunun olgun
sperme farklilagsmasi esnasinda meydana gelen yogun yeniden sekillenme (Spermiyogenez)
dort fazdan olusmaktadir. Bu fazlar meydana gelirken spermatidler fiziksel olarak Sertoli
hiicresinin plazma membranina 6zellesmis baglantilar ile tutunmus haldedirler. Haploid
spermatidler seminifer tiibiil liimenine yakin adluminal kompartmanda yerlesmislerdir.
Spermatidler, Sertoli hiicrelerinin stoplazma kriptalari iginde gomiiliidiir. Spermiyogenez,

spermatogenezin son asamasidir.
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e Golgi faz1: Bu faz, spermatidin ¢ok sayidaki kompleksinde kiimelenen periyodik
asit-Schiff (PAS) pozitif graniillerin bulunmas1 ile Kkarakterizedir. Bu
proakrozomal graniiller, glikoprotein bakimindan zengindirler ve akrozomal
vezikiil denen ve niiklear zarfa komsu membranla sinirlandirilmis bir vezikiilii
olusturmak {iizere bir araya gelirler. Bu fazda akrozomal vezikiil genisler ve igerigi
artar. Akrozomal vezikiiliin pozisyonu, gelismekte olan spermin 6n kutbunu
belirler. Bu fazda, sentriyoller de jukstaniiklear bdlgeden spermatidin arka
kutbuna gog ederler. Arka kutupta olgun sentriyol plazma membranina dik ag1 ile
hizalanir. Sentriyol, sperm kuyrugunun aksonemini olusturan dokuz periferik
mikrotiibiil ¢iftinin ve iki merkezi mikrotiibiiliin parg¢asinin biraraya gelmesini

baslatir.

e Kep fazi: Bu fazda akrozomal vezikiil, niikleolusun yarisinin {izerinde yayilir. Bu,
yeniden sekillenmis yapiya akrozomal kep denmektedir. Akrozomal kepin
altindaki niiklear zarf parcasi porlarin1 kaybeder ve kalinlagir. Niiklear igerik de

yogunlasir.

e Akrozomal faz: Akrozom, ¢ekirdegin tist 1/3°1liikk kismini orter ve sarmaya devam
eder ve manset gelisir. Distal sentriyol, 9+2 es merkezli dizilmis mikrotiibiil
ciftlerinden olusan aksonemi olusturur. Mitokondriyonlar gelisen aksonem

boyunca goc ederler.

e Olgunlasma fazi: Spermatidin yeniden modellenmesinin bu son fazinda
flagellanin etrafindaki fazla sitoplazma azaltilir ve olgun Spermatozoon olusur.
Daha sonra, rezidiiel cisimcik olarak da adlandirilan fazla sitoplazma Sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Spermatidler artik birbirlerine bagli degildirler

ve Sertoli hiicrelerinden saliverilirler (8).

4.1.3. Spermin Kapasitasyonu ve Motilite Kazanmasi

Spermatozoonlarin epididimiste matiirasyondan sonra disi iireme kanalinin iginde
aktive olmalar1 gerekmektedir. Kapasitasyon adi verilen bu aktivasyon siirecinde

spermatazoonda yapisal ve fonksiyonel degisiklikler meydana gelir. Basarili kapasitasyon,
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spermatozoonlarin hiperaktivasyonu ile teyit edilir. Hiperaktive spermatozoonlar kamgi
gibi kuvvetli flagella atim Griintiisii ile kendilerini gosterirler.

Kapasitasyon ile spermatazoonda ve onun plazma membraninda bazi biyokimyasal
degisiklikler ve modifikasyonlar ger¢eklesmektedir. Bunlar;

e Adenil siklaz aktivitesinin artmasi ile cAMP diizeylerinin yiikselmesi
e Tirozin fosforilasyon hizinin yiikselmesi
¢ (a kanallarinin aktivasyonu sonucunda intraseliiler Ca diizeyinin artmasi

e Spermatozoon basinin  yiizeyinden seminal sivi  glikokonjugatlarinin

serbestlestirilmesi

e Kapasitasyonun baskin inhibitorii olan kolesteroliin plazma membranindan
uzaklastirilmas1 ve fosfolipidlerin ve karbonhidrat pargalarinin yeniden dagitimi

ile membranin ileri modifikasyonu

4.1.4. Semen

Semen testisten gelen spermleri ve sivilart ve epididimis, duktus deferens, prostat,
vezikiila seminalisler ve bulboiiretral bezlerden gelen salg iiriinlerini icermektedir. Semen
alkali ozelliktedir ve boylece iiretra ile vajinadaki asidik ortamin nétralize edilmesine
yardimci olabilmektedir. Semen, hem erkek hem de disi iireme kanallarinda spermin
tasinmasini etkileyen fertilize oosit implantasyonunda rol oynayabilen prostaglandinleri de
icermektedir. Ejekiilasyonla atilan semenin ortalama hacmi yaklasik 3 ml’dir ve normalde
100 milyona yakin sperm igermektedir. Herhangi bir ejakiilattaki spermlerin %20’sinin
morfolojik olarak anormal ve yaklasik %25’inin de hareketsiz oldugu tahmin edilmektedir.

Insanda ejakiilat miktar1 kisisel farkliliklar gostermekle birlikte 2-6 ml. kadardur.
Semen pH’s1 7.2-8.0 arasinda degiskenlik gosterir ve diger pek ¢ok memeliden farkli
olarak insan semeni ejakiilasyonun hemen sonrasinda koagiile olur ve yaklagik 20dk i¢inde

yeniden ¢oziilerek likefiye olur (9).

4.1.4.1. Semen Analizinde Spermatozoanin Mikroskobik incelenmesi

Olgun bir sperm, bas ve kuyruk olmak iizere iki boliimden olusur. Bir baglanti

parcast ile bas kuyruga baglanmistir. Sperm basi1 ortalama 4-5pum uzunlukta, 2,5-3,5um
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genisligindedir. Bas akrozomla sarilmis ¢ekirdekten olusur. Cekirdegin 6n yarisini
akrozom Orter ve lizozomlarda sik¢a bulunan hidrolitik enzimler (proteazlar, asit
fosfatazlar, hiyaluronidaz) igerir.

Akrozomal enzimler, oosit saran korona radiyat ve zona pellusida’dan sperm girisini
kolaylastirmak i¢in do6llenme aninda salinir. Spermin boyun kismi kisa bir parga olup
baglantiy1 saglamaya yonelik segmentli kolonlardan ve proksimal sentriyolden olusur. Orta
parca ise sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu tabaka,9+2 mikrotiibiiler
aksonem ve dis yogun lifler ad1 verilen sperm boynundaki baglant1 parcasindan kuyruk
boyunca uzanan dokuz adet uzunlamasina seyreden kolonlardan olusur. Kuyruk kismi ise
yedi dis yogun lif¢e sarili aksonem ve bir fibréz kiliftan olusur.

a) Konsantrasyon: Sperm sayisi, direkt olarak semenin ince bir tabaka halinde lam-
lamel arasinda Makler, sayaclar1 kullanilarak incelenmesi ile belirlenir. Sperm
konsantrasyonu milyon/ml olarak degerlendirilir. WHO (Diinya Saglik Orgiitii)
kriterlerine gore sperm konsantrasyon > 20 milyon spermatozoa olmalidir (10).

b) Motilite: Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan hareketlilik 4 kategoriye

ayrilmistir.

Hizli ilerleyen = hizli ileriye hareket etme kabiliyeti

Ilerleyen = yavas, uyusuk ileriye hareket etme kabiliyeti

Ilerlemeyen = yerine hareketlilik, daire i¢inde yiizen

Hareket etmeyen = yerinde sayan, higbir hareketlilik gdstermeyen
Sperm hareketliligi ejekiilasyondan sonra 60 dakika iginde, ileri hizli, hareketli ve
ileri yavas hareketli sperm sayist %50 den fazla veya ileri hizli hareketli spermlerin sayisi
%25’den fazla olmalidir.
c)Morfoloji: Sperm hiicresi bas, boyun ve govde olmak ilizere li¢ kisimdan
olusmustur. Sperm basi igerisinde genetik materyel bulunur. Basin sekli oval olmalidir.
Basin boyu 4.0-5.0um ve genisligi 2.5-3.5um olmalidir. Bag bolgesinin %40-%70’ini
kapsayan iyi tanimlanmis bir akrozomal bolge olmalidir. Orta kisim silindir seklinde ve
lum genislikte ve bas uzun lugunun 1,5 kat1 uzunlukta olmalidir. Kuyruk orta kismindan
hafifce ince, kivrim igcermeyen 45um uzunlukta olmalidir. Kruger vekriterlerine gore
morfolojik degerlendirmenin sonuglari, normal morfolojiye sahip grup igin %14 ve iizeri

sperm olmalidir (11).
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d) Morfolojik Bozukluklarin infertiliteye Etkisi: Son yillarda bu konu iizerinde
cok sayida calisma yapilmistir. Sperm morfolojisi, spermin zona pellusidaya baglanmasi ve
invitro fertilizasyon sonuglari ile sperm nuklear normalligi arasinda anlamli bir korelasyon
bulunmaktadir. invitro fertilizasyonun sonucu iizerinde dnceden tahmin ettirici en énemli
parametreler olarak zona pellusidaya baglanan spermatozoa sayisi, normal morfolojili
spermatozoa ylizdesi ve normal DNA tasiyan spermatozoa yiizdeleri gosterilmektedir (12).

AKrozom: Sperm penetrasyonu

Nukleus: DNA igerik bozuklugu

Sitoplazmik artik: Sperm maturasyonu

Orta parca: Enerji noksanligi

Kuyruk: Motilite disikligi

Non-aksiyel: Motilite diisiikliigi

Globozoospermiya: Dollenme bozuklugu (13).

e)Terminoloji:

Normospermi: Volim >2 ml, motilite %50 ve normal morfoloji>%4 ml’deki
sperm sayisinin 20 milyon/ml olmasi.

Oligospermi: ml’deki sperm sayisinin 20 milyon/ml’den az olmasi.

Polispermi: Sperm sayisinin 20 milyon/ml’den ¢ok fazla olmasi.

Azospermi: Ejakiilasyonun santrifiijden sonra bile hi¢ sperm igermemesi.

Aspermi: Ejakiilasyona seminal sivinin iiretilmemesi.

Nekrospermi: Ejakiilattaki 61i spermlerin oraninin % 25’den fazla olmasi.

Astenospermi: Sperm motilitesi (%50) diisiik olmasi.

Teratospermi: Normal sperm morfolojisinin < % 4’den az olmasi.

Lokositospermi: Semende l6kositlerin 1 milyon/ml’den daha fazla olmasi.

Hiperspermi: Ejakiilatin 6ml’den daha fazla olmasi.

Hipospemi: Ejakiilat miktarinin 1 ml’den daha az olmasi.

Globozoospermi: Spermde akrozom yoklugu.

4.2. PENTOKSIFILIN

Insanda spermatozoa fonksiyonlarmnin invitro stimiilasyonu igin bu giine kadar ¢ok
sayida madde tanimlanmistir: serum, periton sivisi, insan follikiil sivisi, prostazomlar,

enzimler, platelet aktive edici faktor, kreatin fosfat, kalsiyum iyonofor, kalsiyum
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selatorleri, hyaliironik asit, siklik niikleotid analoglar1 ve adenozin analoglar1 gibi. Bunlar
arasinda en ¢ok kafein, pentoksifilin, teofilin gibi metilksantin grubu ile 3-isobutiyl-1-
metilksantin (IBMX) iizerinde durulmustur.

Kafein, pentoksifilin gibi fosfodiesteraz inhibitorleri laboratuvarda semene
eklendiklerinde, hiicre ici CAMP diizeyini, glikozisi ve ATP yapimini arttirmaktadirlar. Bu
maddeler motil sperm oranimi yiikseltmekte ve ayni zamanda canli ama nonmotil
spermatozoalarda motiliteyi de baslatmaktadirlar. Bunlarin dondurulup ¢oziilmiis sperm
motilitesini uyardigi da gosterilmistir. Bir metilksantin tiirevi olan Pentoksifilinin (PF),
canli ortamda (8) ve laboratuar ortaminda (9, 10) insan sperm hiicrelerinin hareketliligini
artirdigi ortaya konulmustur. Pentoksifilin cAMP fosfodiesterazini inhibe eder ve
boylelikle hiicre ici cAMP konsantrasyonunu artirir (11). CAMP konsantrasyonunun
artmas1 sperm hiicrelerinin spermatozoadaki hareketlilik, kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonu gibi CAMP-ye bagli siire¢lerinde artisa sebep olur (12, 13).

Metilksantinlerin testis mikrosirkiilasyonunu diizenleyici ve invitro sartlarda sperm
motilitesini uyarici etkileri bulunmaktadir . Metilksantinlerin invitro kullanimiyla ilgili gok
sayida caligma bildirilmis olmakla birlikte, genel kani bu maddelerin bireysel etki
gosterdigi ve farkli sonuglar verdigidir (14, 15). Sonuglar itizerinde etkili en 6nemli
faktorler ilacin konsantrasyonu ve inkiibasyon siireleridir.

Pentoksifilin gibi Metilksantinler fosfodiesteraz aktivitesini inhibe eder, miiteakiben
hiicre i¢ci cAMP seviyelerinde artisa yol agar. Pentoksifilin siklik adenozin monofosfati
fosfodiesterazini (cAMP) inhibe eder, boylelikle kuyruk seviyesinde hiicre i¢i cAMP
konsantrasyonunu (16) ve tirozin fosforilasyonunu artirir (17).

CAMP sperm fonksiyonlarinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. CAMP insan
sperminin respirasyonunu ve hareketliligini uyarir. Sperm motilitesinin invitro sartlarda
uyarilmasinin esasi da hiicre i¢ci CAMP seviyesini arttirarak sperm fonksiyonlarinin
uyarilmasina dayanmaktadir. cAMP fosfodiesteraz inhibitdrii olan pentoksifilin bu sayede
hiicre i¢i cAMP konsantrasyonunu arttirirken tirozin fosforilasyonunu en diisiik seviyede
tutar. cAMP konsantrasyonunu arttiran tedaviler genelde spermin hareketinin artmasina ve
akrozom reaksiyonunda ve ddllenmede artisa sebep olur. Ayni zamanda PFnin reaktif
oksijen guruplarim1 da temizleyebildigi varsayilmistir. Sperm sivisinin dondurulmadan
once pentoksifiline maruz birakmak sperm sivisinin eritilmesi siirecinde akrozom

kayiplarin1 azalttigi, eritme sonrasi reseptor tesirindeki akrozom reaksiyonu oranim
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arttirdigi soylenmistir. Teknoloji yardimli iiremede Pentoksifilinin astenozoospermia'da
sperm hareket ve dolleme kabiliyetlerine olumlu etkisi dogrulanmistir (18). cAMP
fosfodiesteraz aktivitesi inhibitérii pentoksifilin hiicreici cAMP konsantrasyonunun
artmasini saglar.

Hiicre i¢i cAMP konsantrasyonlarinin artirilmas: islemleri siklikla sperm
hareketliliginde ve deviniminde, bunun yanisira agonist-indiiklenmis akrozom
reaksiyonunda ve fertilizasyon oranlarinda bir artisa sebep olur (18). Pentoksifilin ayn
zamanda sperm hiicrelerinin oosit saran membrandz yapiy1 baglama kapasitelerini de arttir
(19). Laboratuar ortaminda dolleme oranlarini artirmada, intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) igin epididimal ve testikiiler sperm hareketliliginin uyarilmasinda 6n
islem olarak basariyla kullanilmaktadir (20). Pentoksifilinin sperm fonksiyonlari
tizerindeki ve erkekten kaynaklanan kisirlik tedavisindeki yararli etkileri onceki bazi
calismalarda gosterilmistir.

Sperm hiicrelerinin kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu (AR) gerceklestirmedeki
yetenegi basarili bir dollemenin olabilmesi i¢in en 6nemli olaylardan biri olarak kabul
edilir (21). Oositin invitro sartlarda fertilizasyonu ve hamilelik oranlart sperm
hareketliligine son derece baglidir. Bu hareketlilik de pentoksifilin ve progesteron gibi
sperm hareketliligini uyaricilarin ilave edilmesiyle artirilabilir (22, 23). Erkege bagh
kisirlik tedavisi i¢in yardimcei tireme teknolojisinde bu gibi uyaricilarin kullanimina yonelik
artan bir ilgi vardir (23, 24).

Invitro kullaniminda pentoksifilin, hiicre diizeyinde fosfodiesteraz inhibisyonu yapar.
Ayrica lipid peroksidasyonunu artirarak sperm membran gegirgenliginide etkilemektedir.
Stiperoksit dismutaz enzimini inhibe edici etkisi de bulunmaktadir. Astenozoospermik
semende peroksit olusumunu inhibe etmektedir.

Ancak  bir c¢alismada  pentoksifilin  ve  pentoksifilin+2-deoksiadenozin
kombinasyonunun embriyo gelismini olumsuz etkiledigi gosterilmistir (25). Burada
pentoksifilinin yumurta tizerine olan direkt etkisinin sorumlu olabilecegi diisiiniilerek,
fertilizasyondan once spermatozoanin yikanarak bu ilacin ortamdan uzaklastirilmasi
Onerilmistir. Ortamdan pentoksifilinin yikanarak uzaklastirilmasini takiben bu ilacin
etkisinin normozoospermiklerde 3-4 saat, astenozoospermiklerde ise 2 saat daha devam

ettigi bildirilmektedir. Etkisinin hemen kayboldugu da bir ¢alismada bildirilmistir.
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Biitiin bu sonuglar, embriyo gelisimi {izerine olas1 zararli etkilerinden dolay1
pentoksifilin’in kullaniminin dikkatli yapilmasi geregini ortaya koymaktadir.

Yumurtanin viicut disinda dollenmesi ve gebelik oranlar1 spermlerin pentoksifilin ve
progesteron gibi uyaricilar ile de gelistirilebilen hareket kabiliyetlerinden etkilenmektedir.
Pentoksifilin islemi gormiis infertil bireylerden alinan spermlerinin yapay doéllenmede
(IVF) oranm arttirdigr rapor edilmis ve ek olarak bu ajanin sperminzona pellucidaya
baglanma kabiliyetini arttirdig1r ve biiyiikbaslarda yapay dollenme oranlarini arttirmada
basarili bir sekilde kullanilabilecegi rapor edilmistir. Pentoksifilin ile invitro sperm
iyilestirmesi sperm hareketliliginde, akrozom reaksiyonlarinda ve sperm plazma zarlarinin
korunmasinda belirgin bir artig saglar. Bu 6zellikler yardimli iremelerde sperm hazirlamak
icin ajan kullammminin faydali olabilecegini gostermektedir. CASA (bilgisayar destekli
sperm degerlendirmesi) sistemiyle incelendiginde, motilite parametrelerini farkl: sekillerde
etkiledigi ve birgogunda da etkilesimin iyilesme yolunda oldugu bildirilmistir. Ornegin,
lateral kafa hareketlerinde artma gozlemlenirken motilitede azalma saptanmistir. PF’nin
kullanimiyla normozoospermi ve oligozoospermi olgularinda motilitede olumlu ydnde
etkilenmektedir. Pentoksifilin, spermlerle ilk karsilastigi andan itibaren motiliteyi
arttirirken hiperaktivasyonu da uyarici etkisiyle dikkati cekmistir (26).

Spermatozoanin 00Site erigsmesi ve fertilize edebilmesinde motilite gerekli ana
fonksiyonel sartlardan sadece birisidir. Laboratuvarda swim-up (yiizdiirme), dansite
gradiyent sistemleri gibi sperm hazirlama yontemlerinin sperm motilitesi tizerine olan
olumlu etkileri kesin olarak ortaya konmustur. Metodun basitligi ve az zaman almasi,
etkinligi, semenin kalitesi ve istenilen sperm o6zellikleri géz Oniine alinarak, en uygun
yontem sec¢ilmelidir. Hastalar ve yontemler arasinda, benzer semen &rneklerinde bile,
aralarinda kendilerine 6zgii degisiklikler bulunabilir (27).

Diger yandan, astenozoospermi olgularinda sperm motilitesini diizeltmek amaciyla
biyolojik ya da kimyasal maddelerin kullanilmasin1 destekleyen kanitlar bulunmaktadir.
Sperm motilitesini diizeltmeye yonelik invitro hangi teknik kullanilirsa kullanilsin, amag
diger fonksiyonlarini ve embriyo gelisimini olumsuz yonde etkilemeden spermin
fonksiyonlarmi diizeltmek olmalidir. Biitiin bu sonuglar, pentoksifilinin bir grup olguda

sperm motilitesini diizeltici etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir (28,29).
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4.3. PLATELET AKTIiVE EDEN FAKTOR (PAF)

Platelet Aktive Eden Faktor (PAF) organizmada 16kosit, makrofaj, trombosit, damar
endotel hiicreleri ve lenfosit gibi hiicrelerin zarlarindaki fosfolipidlerden olusan ve etkisini,
Ozellesmis PAF reseptorlerine baglanarak gosteren bir mediatordiir. Olustuktan hemen
sonar salinir. Kemotaktik etkenler ve immiin etkenler PAF {iretimine neden olurlar. PAF
etkisini organizmada bulunan spesifik PAF reseptorlerine baglanarak gdsterir.
Organizmada bircok doku iizerinde PAF reseptdrleri bulunmaktadir. Insan trombositleri
tizerinde de PAF reseptorleri oldugu belirlenmistir. Bu reseptorlerin PAF tarafindan
uyarilmast sonucu trombositlerin etkin hale geldigi ve trombositlerin agregasyonunda
onemli bir rol oynadig1 ortaya konmustur. Aynit zamanda sperm yapisinda dogal olarak
mevcut olan ve hamilelik sonucu ile pozitif korelasyon gosteren etkili bir fosfolipittir. PAF
ozellikle motil spermler iizerinde etki gostermekte, hareket kabiliyetini, kapasitasyonunu,
akrozom reaksiyonunu ve fertilizasyon yetenegini arttirip hamilelik oranlarini
yiikseltmektedir (30).

Primat erkekte iireme, déllenme i¢in oositin zona pellucidasini baglamak ve ona
niifuz etmek icin kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gegirme kapasitesine sahip yeterli
sayida normal motil sperm miktarinin tiretilmesini gerektirir. Bu siire¢lerin herhangi
birindeki anormallik erkek kisirligina veya subfertiliteye yol agabilir.

Cesitli ilag tedavileri, mikro cerrahi veya endoskopik miidahaleler sonucu yeterli
diizelme saglanan ancak normal cinsel iligki ile cocuk sahibi olmayan vakalarda rahimigi
agtlama yontemi (IUI) ilk segilen yardimer lireme tekniklerinden biridir (31).

PAF, pleitropik biyolojik aktiviteler icin giiglii bir wuyaric1 fosfolipiddir.
Kesfedilmesinden bu yana pek c¢ok arastirmaci PAF’1in ¢esitli dokularda varligin1 ortaya
koymustur. PAF ve reseptorleri hem somatik hemde lireme hiicrelerinde bulunurlar. PAF
dollenme, erken preimplantasyon embriyo gelisimi, implantasyon ve embriyo gelisimini
iceren olaylarin cogu igin kritik 6neme sahiptir. Insan dahil bircok memelinin sperm
hiicresinde PAF bulunur. Sperm tarafindan sentezlenir, metabolize edilir ve kullanilir. PAF
sperm kapasitasyonu igin bir biyobelirteg olabilir. Insan ve diger memeli tiirlerinde endojen
PAF konsantrasyonlart dogrudan sperm hareketi, dollenme, implantasyon ve gebelik
oranlar ile iliskilidir.

Platelet Aktive Eden Faktor (PAF) sperm ile sinirlidir ve seminal salgilarda mevcut

degildir. Bu bulgu PAF’in sperm hiicrelerinde lokalize olduguna ve seminal plazmada
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bulunmadigina dair raporlarla uyumludur. PAF metabolizmas1 androjen, Ostrojen ve
progesteronlardan etkilenir. Androjenik hormonlar erkek fertilitesinde 6nemli bir role
sahiptir ve lireme donemi disinda 6nemli dl¢giide diiser. Dolayisiyla hormon diizeylerindeki
mevsimsel degisiklikler spermatozoa-tiirevi PAF diizeylerini etkileyebilirler.

1970’lerin baslarinda kesfedildiginden beri bu 6zgiin bilesik genis bir yelpazedeki
tireme fonksiyonlarina dahil edilmistir. Kesin mekanizma belirsizdir, ancak normal primat
tiremesinde bir hayli 6neme sahiptir. Sperm zarinin lipid bilesiminin primat sperminin
fonksiyonel 6zellikleri lizerinde 6nemli bir etkisi vardir.

Primat spermindeki PAF’1n ve eylem mekanizmasin1 ve diizeylerini etkileyen arti
faktorlerin temel diizeyde anlasiimasi ve bilinmesi bircok sebepten 6nemlidir. Ornegin,
sperm fonksiyonunun bir markorii igin biyokimyasal bir test gelistirilmesi spermin
fonksiyonel anormalliklerinin daha kesin bigimde tanimlanmasini ve sperm fonksiyonlarini
artirmak bdylece de primat iiretkenligini kolaylastirmak ic¢in eksojen PAF kullanimin
saglayacaktir.

Testiste iiretilen memeli spermi ilk dnce hareketsizdir ve epididime dogru taginmalari
sirasinda ileri ylizme yetenegini kazanirlar. Bosalmanin ardindan, sperm hareketli hale
gelir, fakat dolleme yeteneginden yoksundur. Sperm kadinin genital bolgesinde sinirli bir
siire yerlestikten sonra dolleme yetenegi kazanir. Spermin bu siire boyunca gecirdigi
fizyolojik degisikliklere miistereken “kapasitasyon” denir. ilk defa bagimsiz olarak Chang
(1951, 1955) ve Austin (1951, 1952) tarafindan tanimlanan ve tarif edilen kapasitasyon
karmagik bir siirectir. Tiire bagli olarak, yumurta kanalinda veya rahimde meydana gelir.
Kapasitasyon silireci spermin plazma zarimin degistirilmesini, hiicre ic¢i kalsiyum
yogunlugunun ((Ca2p)i) artirilmasimi ve cAMP diizeyinin yiikseltilmesini, hiicre i¢i pH
(pHi)’sinda bir artig1, ve protein tirosin fosforilasyonunun uyarilmasini kapsar. Bu, enerji
tiiketimine, hipermotiliteye ve sonunda spermin akrozom reaksiyonuna (AR) yol acar.

Platelet Aktive Eden Faktor (PAF) kapasitasyon i¢in gergekten bir biyogdsterge
olabilir. PAF’in varhigi ve yogunluguyla ilgili celiskili verilerin ¢ogu kapasitasyon
olmayan sperm kullanimina atfedilebilir. Ustelik bazi laboratuar prosediirleri PAF

konsantrasyonlarini yanlislikla azaltabilir (32).
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Sekil 6. PAF IUI Gebelik Oranlar1

Infertilite erkekleri ve kadmlari esit derecede etkiler. Erkegin iiretkenligi yeterince
hareketli ve oositin kumukus ooforusuna girmek ve ddllenme igin zona pelluciday:
baglamak i¢in hiperaktivasyona, kapasitasyona ve akrozom reaksiyonuna ugrama
yetenegine sahip, morfolojik olarak normal spermatazoanin iiretilmesini gerektirir. Bu
gerekli olaylarin herhangi birindeki kusurlar kisirliga gotiirecektir. Bircok endojen faktor
sperm hiicresinin iiretkenlik potansiyelinin tiretkenlik potansiyelinin diizenlenmesine dahil
edilir, trombosit aktive edici faktor buna dahildir (PAF) (32).

Infertilite tedavisinde TUI terapisi goren hastalar igin PAF terapisinin kullanilmasini
yayginlastirmak i¢in ek klinik ¢aligmalar taahhiit edilmistir. Ozellikle, daha yiiksek sayida
erkek kaynakli infertilite hastas1t PAF-IUI terapisinin bu hastalar i¢in 0nemini ortaya
koyacaktir. Kisaca, spermin PAF’a maruz birakilmasi IUI gebelik oranlarini 6nemli dlgiide

arttirmaktadir (28).

4.4. SPERM DNA HASARI

Erkek infertilitesinde yiiksek oranda sperm nukleusu DNA kiriklarina
rastlanilmaktadir. DNA hasarlar1 semen Kalitesi, 6zellikle sayis1 ile korelasyon gosterir.
DNA’daki kiriklar spermatozoa tarafindan ROS iiretiminde artis ile de yakin iliskilidir.
Avyrica, oksidatif DNAhasarlar1 da ortaya konmustur. Boyle oksidasyona bagli DNA
hasarlar1 IVF (in vitro fertilizasyon) ile tedavi edilmeye calisilan erkek infertilitesi

olgularinda fertilizasyon ve gebelik oranlarimi1 olumsuz yonde etkilemektedir. Oksidatif

21



stres seviyesindeki artisla paralellik gosteren DNA hasarlanmasi, sperm fonksiyonlarinda
daha fazla bozulmaya yol acarak fertilizasyon potansiyelini diistirebilmektedir. Neticede,
oksidatif stresin erkekte germ hiicrelerinde DNA hasarlanmasini artirict potansiyeli, in
vitro veya in vivo fertilizasyon sonrasinda dogacak ¢ocuga da bu defektlerin aktarilma
potansiyeli bulundugu kanisin1 vermektedir. Sperm DNA fragmantasyonunun erkek
infertilitesinde o6nemli bir yeri oldugu bilinmektedir. Sperm DNA hasarinin iireme
potansiyeli tizerine etkisi ile ilgili yapilmis ¢ok sayida ¢alisma gesitli farkli sonuglar ortaya
koymus olup konu tam olarak agikliga kavusturulamamustir.

Sperm DNA hasarina neden olan faktorlerin ortaya konmasi 6nem tagir. DNA
hasarlanmas1 sperm Kkalitesinde bozulmayla dogrudan iliskili oldugu igin, ICSI’de
(laboratuvar ortaminda délleme) kullanilan gametlerin ¢ogunun da hasarli oldugu ortaya
cikmaktadir. Bazi c¢alismalarda DNA hasarlarinin fertilizasyon ve gebelik oranlarim
anlamli derecede azalttig1 gosterilmistir. Diger yandan, hasarli DNA’nin ICSI sirasinda
yeni olusacak embriyoya da gegebilecegi ve neticede dogacak ¢ocukta ortaya ¢ikmasi olasi
yan etkilerin 6nemi konusunda da ciddi siipheler 6ngoriilmektedir (12).

Spermin genetik yapisindaki bozulma ile infertilite arasinda kuvvetli bir birliktelik
goriilmektedir. Sperm DNA hasarlarinin infertilitedeki 6nemi ¢ok sayida in vitro ve in vivo
calismada gosterilmistir. DNA hasarli spermatozoa orani arttikga (>%30-40) dogal yolla
gebe kalma sans1 da azalmaktadir (25, 26).

Koti kalitedeki sperm DNA’sinin fertilizasyonu bozabilecegi in vitro ¢alismalarda
da ortaya konmustur. Gergekten de, in vitro fertilizasyon (IVF) uygulanan hastalarda >%4
spermatozoa hasarli genetik yapiya sahipse fertilizasyon oranlart %58'den %38'¢c
diismektedir (p<0.05) (27). Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) sirasindabu
verilerin 6nemi, hasarli DNA’nin fertilizasyonu 6nlemeyecegi ve neticede bu genetik
materyali tasiyan embriyolarin olusabileceginin vurgulanmig olmasidir (17). Dolayisiyla,
ejakulatta DNA hasarl1 spermatozoa oraninin bilinmesi gerek fertilizasyon sansinin tahmin
edilmesinde gerekse embriyonun maruz kalabilecegi risklerin belirlenmesinde 6nem
kazanmaktadir. Fertilite potansiyelinin belirlenmesinde sperm DNA’smin saglamliliginin
degerlendirilmesinin standart sperm analizi sonuglarindan daha anlamli oldugu
distintilmektedir. Veriler, tubal obstriiksiyon gibi kadin faktérii bulunan infertilite

olgularinda erkeklerin de onemli bir kisminda DNA hasarli sperm oraninin yiiksek
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oldugunu ortaya koymustur (24). Bu sonuglar, siddetli kadin faktorii olgularinda aslinda
erkege ait faktorlerin de eslik edebilecegini gostermesi bakimindan 6nemlidir.

Spermde DNA hasarlarinin hangi nedenlere bagl olarak ortaya ¢iktigi konusu tam
olarak izah edilmis degildir. Degisik c¢alismalarda inflamasyon, apopitoz, sigara ve
oksidanlarin (Serbest oksijen tiirevleri, ROS) spermde kromatinin kondanse hale gegmesini
engelledikleri gosterilmistir (18). Kromatinde yeterli kondensasyon gelismez ise sperm
DNA’s1 da kirik gelismesine daha hassas hale gelmektedir.

DNA hasar1 gegiren sperm sonugta,

1) tamir olabilir

2) tamir kapasitesini agmis ise hasarli olarak ¢ogalmasina devam edebilir

3) spermatogenez bir seviyede duraklayabilir (maturasyon duraklamasi)

4) hiicre 6lebilir

Apopitozis, yani programli hiicre Gliimiiniin de DNA hasarlanmasi ile iliskisi
gosterilmistir. Spermatozoa igin de ayn1 sey soz konusudur. infertilite nedeni olarak bilinen
cogu faktor spesifik mekanizmalarla apopitoza yol acar. Apopitoz ise DNA’nin
parcalanmasi ile gerceklesir.

Deneysel c¢alismalarda germ hiicrelerinin apopitozunda testosteronun da etkili
oldugu bildirilmistir (10). Spermatogenez sirasinda apopitozun baslatilmasinda etken bir
bagka faktor ise germ hiicreleri ve l6kositlerden kaynaklanan ROS yapimi ve miktart ile
iliskilidir. insan spermi ile yapilan ¢ok sayidaki calismada hiicre 6liimii ile ROS iiretimi
arasinda siki iliski bulundugu vurgulanmugtir. Inflamasyon hiicreleri salgiladiklar:
sitokinler ile apopitozu baslatabilir (14). Biitiin bu sonuglar infertilite olgularinda sperm
DNA hasarlarinin 6nemli bir faktor olabilecegini vurgulamaktadir. Defektif genetik
materyalin yeni dogana aktarilmasi olasilig1 ise ayrica Onemlidir. Giiniimiizde erkek
faktorti infertilite olgularinda siklikla onerilen ICSI ile secici birgok bariyer atlanilarak
fertilizasyon basariliyor olmakla birlikte, IVF yapildiginda DNA hasarlarinin embriyo
gelisimi lizerine olumsuz etkilerinin gozlenmis olmasi, bdyle hastalarin tedavisinde daha
baska oOnlemlerin alinmasi ve tedavi alternatiflerinin gelistirilmesinin gerekli oldugu

kanisini vermektedir.
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4.5. SPERM FONKIiSYON DEGERLENDIRME TESTLERI

Spermin yumurtay1 fertilize etmesinden gebelik olugsmasina kadar gecirilen
asamalar ve basarili bir gebeligin meydana gelmesi spermlerin fonksiyonunun normal
olmasi ile miimkiindiir. Fonksiyonel olarak normal bir sperm iyi bir morfolojiye sahip,
hizli hareket yetenegi olan, membran gecirgenligi normal, akrozom reaksiyonunu yeterince
gerceklestiren, 00sit zona pellusida’sina penetre olabilen ve kromatin’i  00sit
sitoplazmasi’nda iyi kondanse olan sperm demektir. idiopatik erkek infertilitesinin, toplam
erkek infertilisi olgularinin yaklagik olarak % 25’ini olusturdugu diisiiniiliirse, fertilizasyon
belirteci olarak fonksiyon testlerinin kullanilmasinin 6nemi daha iyi anlasilabilir (11).

Sperm fonksiyonlarini degerlendirmek amaciyla su testler yapilabilir:
» Sperm otoantikorlari,

> Postkoital test,

» Hipo-osmolar sisme test (HOS),

» Akrozin tayini,

» Akrozom reaksiyonu,

> Hamster yumurta penetrasyon testi,

» Hemizona baglanma testi,

» Servikal mukus penetrasyon testi,

» Hyaluronik asit baglanma testi.

4.5.1. Sperm Kromatin Testleri

Semen analizi erkek infertilitesinin teshisinde kullanilan temel bir yontem olmasina
karsin, artik standart sperm konsantrasyonu ile sperm motilitesi ve morfoloji 6l¢timlerinin
yeterli olmadigi goriilmiistiir. Sperm nukleus matiiritesi, DNA fragmantasyonu ve
denatiirasyonu fertiliteyi olumsuz yonde etkilemektedir. Sperm kromatin anomalileri ve
DNA hasarlar1 spermatogenez sirasinda ve sonrasinda meydana gelebilir. Bu konuda
gelistirilmis ti¢ ayr1 hipotez vardir. Bunlar sirasiyla defektif sperm kromatin paketlenmesi,
apoptosis ve oksitatif stres olarak Ozetlenebilir. Lokospermi veya varikosel olgularinda
sperm DNA hasarlarinin ortaya ¢iktigi bilinmekle birlikte semen parametreleri normal
olgularda goriilen fertilizasyon yetersizlikleri arastirmacilara sperm DNA incelemeleri i¢in

yeni bir yaklagim getirmistir.
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4.6. SPERM KROMATIN DAGILIM TESTI (SCD TESTI)

Sperm  kromatin hasarmin belirlenmesinde DNA  kromatin  biitiinliigiine
bakilmaktadir. Infertil erkeklerde sperm anomalileri, kotii paketlenen DNA, artan DNA
zincir kiriklar ve asitle indiikklenen DNA denatiirasyonuna olan duyarlilik, fertil erkeklerin
spermatozoalarindan daha fazladir. Son zamanlarda tanimlanan sperm kromatin dagilimi
testi (SCD-Sperm Chromatin Dispersion) yontemi, DNA fragmantasyonu igin basit ve
pahali olmayan bir tekniktir. Testin temeli, DNA hasar1 olan spermlerin asit denatiirasyonu
sonrasi ve niikleer proteinlerin agiga ¢ikmasini takiben agarozda Kkarakteristik bir halo
vermesidir. Sperm DNA hasarinin tespiti i¢in kullanilan yontemler 6zel ekipman ve iyi
yetistirilmis teknisyen gerektiren pahali islemler olmasina karsin, yardimla iireme

tekniklerinin sonucunu tahmin etmede invaziv olmayan bir yoldur (15).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. HASTA GRUPLARI

Bu caligmaya infertilite merkezine bagvurmus olan Normospermi (say1 20 milyon/ml
ve lizeri, motilite %50 ve lizeri, n=20), Oligospermi (20 milyon/ml ve alti, motilite %50 ve

tizeri, n=20) astenospermi (motilite %30 ve alt1) hasta gruplari dahil edilmistir.

5.2. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Semen oOrnekleri, 3-5 gilinlik cinsel perhizle Tiip Bebek Merkezi’'ne gelen
hastalardan, hastanin adinin, soyadinin yazili oldugu steril kaplara, mastiirbasyon yontemi
ile alinmistir. Sperm likefikasyonu saglandiktan sonra mililitredeki sperm sayisim
belirlemek {iizere, Makler sayma kamarasina (Counting Chamber Makler, Sefi Medikal
Instruments, Israil) yaklasik 500ul semen &rnegi konulmustur. Toplam sperm sayisi ve
progresif hareketli ve immotil sperm sayisi ile motilite degerlendirmesi yapilmistir. (8X20
biiylitme). Morfolojik degerlendirme i¢in semen Ornegi lam iizerine yayilip kurutularak
Sperm Mac boya (internetten firma ve iilke bilgisini ver) ile boyanmistir. Faz kontrast
mikroskopta, X100 biyiiltmede Kruger kriterlerine gore morfolojik degerlendirme

yapilmustir.
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Resim 1. Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in sperm boyama yontemlerinden
SperMac boyama sonrasi sperm morfoloji goriintiilerinden (a) ile gosterilen
spermde orta parga anomalisi, (b) ile gosterilen immatiir sperm formu

gozlemlenmistir.
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Resim 2. Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi igin sperm boyama
yontemlerinden SperMac boyama sonrasi sperm  morfoloji
goriintiilerinden (a) ile gosterilen total akrozom kaybi, (b) ile
gosterilen amorf sperm anomali,(c) ile gosterilen kuyruk anomalisi
gozlemlenmektedir.

28



”~

Resim 3. Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in sperm boyama yontemlerinden
SperMac boyama sonrasi sperm morfoloji goriintiilerinden (a) ile gosterilen
akrozom  icerik azalmast ayni zamanda niikleus  vakuolleri
gbzlemlenmektedir.



Resim 3: Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in sperm boyama yontemlerinden
SperMac boyama sonrast sperm morfoloji goriintiilerinden (a) ile gosterilen
normal sperm morfolojisine sahip sperm goriintiisii gozlemlenmistir.

5.3. PENTOKSIFILIN VE PLATELET AKTIVE EDICi FAKTOR

5.3.1.Pentoksifilin Uygulama Protokolii

Gradiyent yikama prosiidiirii ile steril konik tabanli 14 ml hacimli tiipe %90

konsantrasyonunda 1 ml Sperm Grad (Vitroliife Sweden) soliisyonu konuldu. Uzerine 1 ml
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%40’1ik konsantrasyondaki Sperm Grad soliisyonu tiip kenarindan yavasga sizdirilarak
eklendi ve tabakalar olusturuldu. Bu tabakalarin iizerine en fazla 2 ml semen &rnegi yine
ayni sekilde eklenerek 600 g’da 18 dk santrifiij edildi. Dipte kalan 0.5 ml pellet 3 ml
Sperm Rinse (Vitrolife Sweden) sperm yikama medyumu ile santrifiij edildi. Yikama
sonrasi alman drnek iizerine bire bir 400 mg pentoksifilin ilave edilerek 37 °C°de 15 dakika

inkiibe edilmistir.

5.3.2 Platelet Aktive Edici Faktor (PAF) uygulama Protokolii

Tiim sistem bilesenleri ve &rnek oda sicakligma ya da 37 °C’ye getirilir. Steril
santrifiij tiipiine silika density soliisyonu ile gradient hazirlanir. Uzerine 2 ml likefiye
olmus semen eklenerek 350-400 g’de 15-20 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda gozle
goriiliir pellet yok ise prosediire 5 dk’lik ikinci santrifiij ile devam edilir. PAF’a 10 ml
sperm wash eklenir ve kullanmadan 6nce 1 dk boyunca vortekslenir. Sperm wash
medyumuna 3 ml PAF eklenir ve pellet tekrar siispanse edilir. Final konsantrasyonun 10~*
M olmasi saglamr. 37 °C’de 15 dk inkiibe edilerek 300 g’ de 8-10 dk santrifiij edilir.

Stipernatant atilarak tizerine uygun medyum eklenir.

5.3.3 Sperm Kormatin Dagilimi (SCD) Sperm Dna Fragmantasyon Analizi

Calismamizda sperm kromatin dagilim testini gerg¢eklestirmek tizere Halosperm SCD
test kiti (Halotech — Ispanya) kullanildi. Semen 6rnegi konsantrasyonu 5-10 ml/10™*
olacak sekilde sperm yikama soliisyonu ile sulandirildi. Agaroz igeren eppendorf i¢inde
mikrodalga firinda akigskan hale gelene kadar yaklasik 3-4 dk gevrildi. Agarozdan 20 ul
semenden 15 pl alinarak iyice karistirilip, 14 pl karisimdan lam tizerine koyularak tizerine
lamel kapatildi. Buzdolabinda yaklasik 5 dk bekledikten sonra lamel siyrilarak yavagga
cikartildi. Lizis soliisyonunda oda sicakliginda bekletildi. Asit denaturant soliisyonu
hazirlandi1 (10 ml distile suyun igerisine 80 ul denaturant soliisyon eklendi). Asit
denaturant soliisyon inkiibasyon yapilacak kabin i¢ine dokiiliip, lam yatay bir pozisyonda
denaturant soliisyonu igerisinde 7 dk bekletildi. 10 ml lizis sollisyonu farkli bir inkiibasyon
kabina dokiildii. Lam yatay bir pozisyonda lizis soliisyonu igesirinde 25 dk bekletildi. Lizis
soliisyonunu uzaklastirmak i¢in lam, yeterli miktarda distile su i¢eren inkiibasyon kabinda

5 dk bekletildi. Lam yatay olarak dnce %70 etanol, %90 etanol ve daha sonra %100 etanol
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iceren kaplarda 2'ser dk tutulup oda sicakliginda kurumaya birakildi. Boyama i¢in, yatay
tutulan lamin iizerine Eosin soliisyonu (kirmizi) damlatildi ve 6 dk bekletildi. Eosin
soliisyonu lamin {izerinden dokiilerek Azur B soliisyonu (mavi) damlatilip ve 6 dk
bekletildi. Lam oda sicakliginda kurutuldu. DNA hasar degerlendirmeleri faz kontrast
mikroskop altinda preperatlara immersiyon yagr damlatilarak X100 biiyiiltmede
gerceklestirildi.

Sperm bas1 etrafinda yogun ve biiyiik halo yapis1 goriilen hiicreler hasarli, bu halo
yapisinin daha kii¢iik oldugu spermler az hasarli, hi¢ halo yapis1 goriilmeyen spermler ise
hasarsiz olarak degerlendirildi. Her hasta 6rneginde 500 adet sperm degerlendirmeye alinip
tic tip DNA hasar durumu gosteren sperm Ornekleri ayri ayri oranlandi. Calisma

bulgularinda az hasarli sperm 6rnekleri de hasarsiz grupla bir degerlendirildi.

54. SPERM DNA FRAGMANTASYON HALOSPERM TEST
GORUNTULERI
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Resim 4. Sperm DNA fragmantasyon hasar1 Halosperm testi goriintiisii.sperm niikleusu
etrafinda olusan halonun genisligine gore (a), (b) ile gosterilen normal DNA
goruntisti.

Resim 5. Sperm DNA fragmantasyon hasari Halosperm tesiti goriintiisii.Sperm niikleusu
etrafinda olusan halonun genisligine gore (a) ile gosterilen normal DNA
goriintiisii (b) ile gosterilen daha kiigiik halo normal DNA goriintiisii.
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Resim 6. Sperm DNA fragmantasyon hasart Halosperm testi goriintiisii..Sperm niikleusu
etrafinda olusan halonun genisligine gore (c) ile gosterilen normal DNA
goriintiisii (b) ile gosterilen daha kiiciik halo genisligine sahip normal DNA
goriintiisi, (a) ile gosterilen bozulmus anormal sperm DNA goriintiisii.
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Resim 7. Sperm DNA fragmantasyon hasar1 Halosperm testi goriintiisii. Sperm niikleusu
etrafinda olusan halonun genisligine gére (a) anormal fragmante DNA
goruntist.
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Resim 8. Sperm DNA fragmantasyon hasar1 Halosperm testi goriintiisii..Sperm niikleusu
etrafinda olusan halonun genisligine gore (a) ile gosterilen anormal DNA, (b)
ile gosterilen anormal DNA, (C) ile gosterilen normal DNA gériintiisii.
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6. BULGULAR

Calismamizda 50 goniilliiden alinmis olan normospermi, oligospermi semen orneklerine
Pentoksifilin ve Platelet Aktive Edici Faktor (PAF) uygulandiktan sonra Sperm Kromatin
Dagilim (SCD) testi ile degerlendirmeye alindi. Bununla birlikte farkli gruplara ait
seminal plazmadaki Pentoksifilin / SCD ve Platelet Aktive Edici Faktor (PAF) / SCD
oranlar1 hesaplandi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi. Bu béliimde,
arastirma probleminin ¢Oziimil i¢in, arastirmaya alinan 50 hastadan toplanan verilerin
analizi sonucunda elde edilen bulgular yer almaktadir. Elde edilen bulgulara dayali olarak

aciklama ve yorumlar yapilmistir.

6.1.SPERM SAYISI, SPERM MOTILITESI, SPERM MORFOLOJISININ
ISTATISTIKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Tablo 1. Olgularin Kklinik 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Degiskenler n=50
Sperm sayis1 (milyon), [medyan(min-mak)] 52 (0,3-200)
Sperm sayis1 (milyon),[n (%)]
Asir1 oligosperm 3(6,0)
Oligosperm 11 (22,0)
Normosperm 36 (72,0)
Sperm motilitesi (%), [medyan(min-mak)] 58,5 (0-85)
Sperm motilitesi (%0), [n (%)]
Anormal 17 (34,0)
Normal 33 (66,0)
Sperm morfolojisi (%), [medyan(min- 2 (0-8)
mak)]
Sperm morfolojisi (%6), [n (%)]
Bozuk 40 (80,0)
Normal 10 (20,0)

min: minimum, mak: maksimum, n: olgu sayist
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6.1.1. Bazal, PAF, Pentoksifilin Gruplar1 Arasinda istatistiksel Analiz Yapilmis
DNA Hasarmn istatistiksel Olarak Analizi

25
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10

DNA hasari (%)

Bazal PAF Pentoksifilin

Grafik 1. Bazal, PAF, Pentoksifilin gruplari arasinda istatistiksel analiz yapilmig
DNA hasar grafigi

Tiim olgular igerisinde izlem zamanlar1 arasinda medyan SCD oranlar1 yoniinden
istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0,001). Bazala gore sirasiyla; PAF ve
Pentoksifilin uygulandiginda DNA hasar1 istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi
(p<0,001). Ayrica, PAF’a gore Pentoksifilin uygulandiginda da DNA hasar1 istatistiksel
anlamli olarak artmaktaydi (p<0,001) (bkz grafik 1).

Tablo.2. Bazal, PAF, Pentoksifilin SCD Oranlarmin Karsilastirilmasi

Izlem zamanlar SCD orani
Bazal 8 (3-35)*"
PAF 10 (2-47)*¢
Pentoksifilin 15 (2-49)"°
p-degerit <0,001
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Veriler, medyan (minimum-maksimum) bigiminde gosterildi, T Friedman testi, a:
Bazal ile PAF arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), b: Bazal ile
Pentoksifilin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<<0,001), c: PAF ile Pentoksifilin
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) (Tablo 2).

Tablo3. Sperm Sayisi, Sperm Motilitesi, Sperm Morfolojisi SCD Oranlari

Arasindaki Korelasyon Katsayilar1 ve Onemlilik Diizeyleri

Bazal PAF Pentoksifilin

Sperm sayisi

Korelasyon katsayisi -0,305 -0,328 -0,399

p-degerit 0,035 0,023 0,005
Sperm motilitesi

Korelasyon katsayist -0,466 -0,495 -0,433

p-degerit <0,001 <0,001 0,002
Sperm morfolojisi

Korelasyon katsayisi -0,178 -0,261 -0,471

p-degerit 0,227 0,073 <0,001

Spearman’in korelasyon testi, Bonferroni Diizeltmesine gore p<0,017 i¢in sonuglar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6.1.2. Oligosperm, Normosperm Gruplari1 Arasinda DNA Hasar Oram
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Grafik 2. Oligosperm, normosperm gruplari arasinda istatistiksel analiz
yapilmis DNA hasar grafigi

Oligospermi grubu igerisinde izlem zamanlari arasinda medyan SCD oranlari
yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark gorildid (p<0,001). Normospermi grubu
icerisinde izlem zamanlar1 arasinda medyan SCD oranlar1 yoniinden istatistiksel olarak
anlaml fark goriildii (p<0,001). Gruplar arasinda bazaldeki DNA hasar1 ise Bonferroni
Diizeltmesine gore istatistiksel olarak benzerdi. (p=0,031) (bkz grafik 2).
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6.1.3. Bazal, PAF, Pentoksifilin Gruplar1 ArasindakiDNA Hasar Oram
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Grafik 3. Bazal, PAF, Pentoksifilin gruplari arasinda istatistiksel analiz
yapilmis DNA hasar grafigi

Sperm motilitesi anormal olan grup igerisinde izlem zamanlar1 arasinda medyan
SCD oranlart yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0,001). Bazale gore
sirastyla; PAF ve Pentoksifilin uygulandiginda DNA hasart istatistiksel anlamli olarak
artmaktaydi1 (p<0,001). Ayrica, PAF’a gore Pentoksifilin uygulandiginda da DNA hasar1
istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi (p=0,003). Sperm motilitesi normal olan grup
icerisinde izlem zamanlar1 arasinda medyan SCD oranlar1 yoniinden istatistiksel olarak
anlaml fark goriildii(p<0,001). Bazale gore sirastyla; PAF ve Pentoksifilin uygulandiginda
DNA hasan istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi (p<0,001). Ayrica, PAF’a gore
Pentoksifilin uygulandiginda da DNA hasart istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi
(p<0,001). Sperm motilitesi normal olan gruba gore anormal olan grubun bazal, PAF ve
pentoksifilin uygulandiktan sonraki DNA hasarlar istatistiksel anlamli olarak daha
yiiksekti (p<0,001) (bkz grafik 4).
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6.3.4. Bazal, PAF, Pentoksifilin Gruplar1 Arasindaki Istatistiksel Analiz
Yapilmis DNA Hasar Grafiginin Karsilastirilmasi: Morfolojik Etki
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Grafik 4. Bazal, PAF, Pentoksifilin gruplari arasinda istatistiksel analiz
yapilmig DNA hasar grafiginin morfolojik olarak bozuk ve normal grup

karsilastirilmasi

Sperm morfolojisi bozuk olan grup igerisinde izlem zamanlari arasinda medyan
SCD oranlart yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0,001). Bazale gore
sirasiyla; PAF ve Pentoksifilin uygulandiginda DNA hasart istatistiksel anlamli olarak
artmaktaydi (p<0,001). Ayrica, PAF’a gore Pentoksifilin uygulandiginda da DNA hasari
istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi (p<0,001). Sperm morfolojisi normal olan grup
icerisinde ise izlem zamanlar1 arasinda medyan SCD oranlar1 yoniinden Bonferroni
Diizeltmesine gore istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,032). Sperm
morfolojisi normal olan gruba goére bozuk olan grubun pentoksifilin uygulandiktan sonraki
DNA hasari istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p=0,010). Gruplar arasinda bazal ve
PAF uygulandiktan sonraki DNA hasarlari istatistiksel olarak benzer bulundu (p=0,077 ve
p=0,132) (bkz grafik 4).
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Tablo 4. PAF Ve Pentoksifilin Uygulandiktan Sonraki DNA Hasarinin Sperm Sayisi,

Sperm Motilitesi, Sperm Morfolojisine Gore Karsilagtirilmasi

Bazal PAF Pentoksifilin p-degerit
Sperm sayisi
Oligosperm 11,5 (3-35)*" 20 (9-47)*¢ 25,5 (11-49)°° <0,001
Normosperm 7 (3-34)*° 9 (2-39)*° 13 (2-42)°° <0,001
p-degerif 0,031 <0,001 <0,001
Sperm motilitesi
Anormal 13,5 (5-35)*" 21,5 (9-47)*¢ 27,5 (9-49)"° <0,001
Normal 6 (3-19)*° 9 (2-22)%¢ 12,5 (2-40)°° <0,001
p-degerif <0,001 <0,001 <0,001
Sperm morfolojisi
Bozuk 8 (3-35)*" 10,5 (2-47)*¢ 16,5 (2-49)"° <0,001
Normal 6,5 (3-12) 9 (6-19) 10,5 (5-24) 0,032
p-degerii 0,077 0,132 0,010

Veriler, medyan (minimum-maksimum) bi¢iminde gosterildi, gruplar igerisinde
Bazal, PAF ve Pentoksifilin arasinda yapilan karsilagtirmalar, Friedman testi, Bonferroni

Diizeltmesine gore p<0,025 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (Tablo 4).

Bazal, PAF ve Pentoksifilin uygulandiktan sonraki DNA Hasarinin klinik gruplar
arasinda karsilastirilmasinda Mann Whitney U Testi, Bonferroni diizeltmesine gore p <
0,017 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Bazal ile PAF arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p< 0,001), Bazal ile Pentoksifilin arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli (p< 0,001), PAF ile Pentoksifilin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
(p< 0,0083) kabul edilmistir. Tek degiskenli dogrusal regresyon analizine gore bazaldeki
DNA hasarindaki degisimi tahmin etmede sperm sayisi ve morfolojisinin istatistiksel
olarak anlamli bir belirleyiciligi yokken (p=0,085 ve p=0,172), sperm motilitesi arttik¢a
DNA hasar orani istatistiksel anlamli olarak azalmaktaydi (B=-0,0166; %95 Giiven
Araligi: -0,0238 — -0,0095 ve p<0,001). Tek degiskenli dogrusal regresyon analizine gore
PAF sonrast DNA hasarindaki degisimi tahmin etmede sperm sayist ve morfolojisinin

istatistiksel olarak anlamli bir belirleyiciligi yokken (p=0,059 ve p=0,076), sperm
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motilitesi artttkca DNA hasar orani istatistiksel anlamli olarak azalmaktayd: (B=-0,0173,;
%095 Giiven Araligi: -0,0243 — -0,0103 ve p<0,001).

Tek degiskenli dogrusal regresyon analizine gore Pentoksifilin sonrasi DNA
hasarindaki degisimi tahmin etmede sperm sayisinin Bonferroni Diizeltmesine gore
istatistiksel olarak anlamli bir belirleyiciligi yokken (p=0,028) sperm motilitesi arttik¢a
DNA hasar orani istatistiksel anlamli olarak azalmakta (B=-0,0164; %95 Giiven Aralig1: -
0,0238 — -0,0090 ve p<0,001), sperm morflojisi arttikga DNA hasar orani istatistiksel
anlamli olarak azalmaktaydi (B=-0,1258; %95 Giiven Araligi: -0,2109 — -0,0408 ve
p=0,005).

Tablo5. Bazal, PAF Ve Pentoksifilin Uygulandiktan Sonra DNA Hasarindaki
Degisimi Tahmin Etmede Tek Degiskenli Regresyon Analizine Gore
Klinik Parametrelerin Etkisi

Degiskenler Regresyon %95 Giiven Arahg p-degeritf
Katsayisi Alt simir Ust sinir

BAZAL

Sperm Sayisi (Milyon) -0,0034 -0,0073 0,0005 0,085

Sperm Motilitesi% -0,0166 -0,0238 -0,0095 <0,001

Sperm Morfolojisi% -0,0615 -0,1506 0,0276 0,172

PAF

Sperm Sayis1 (Milyon) -0,0038 -0,0077 0,0001 0,059

Sperm Motilitesi% -0,0173 -0,0243 -0,0103 <0,001

Sperm Morfolojisi% -0,0794 -0,1677 0,0088 0,076

PENTOKSIFILIN

Sperm Sayisi (Milyon) -0,0044 -0,0083 -0,0005 0,028

Sperm Motilitesi% -0,0164 -0,0238 -0,0090 <0,001

Sperm Morfolojisi% -0,1258 -0,2109 -0,0408 0,005

Bonferroni Diizeltmesine gore p<0,017 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi (Tablo 5).
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Coklu degiskenli dogrusal regresyon analizine gore sperm sayist ve morfolojisinden
bagimsiz olarak sperm motilitesinin bazaldeki DNA hasarindaki degisimi tahmin etmede
istatistiksel olarak anlamli bir indikator oldugu goriilmiistir (B=-0,0176; %95 Giiven
Aralig: -0,0263 — -0,0088 ve p<0,001). Sperm motilitesi artttkca DNA hasar orami
istatistiksel anlamli olarak azalmaktaydi. Coklu degiskenli dogrusal regresyon analizine
gore sperm sayist ve morfolojisinden bagimsiz olarak sperm motilitesinin PAF
uygulandiktan sonra DNA hasarindaki degisimi tahmin etmede istatistiksel olarak anlamli
bir indikatér oldugu gortlmiistiir (B=-0,0175; %95 Giiven Araligi: -0,0261 — -0,0088 ve
p<0,001). Sperm motilitesi arttikca DNA hasar orani istatistiksel anlamli olarak
azalmaktaydi. Coklu degiskenli dogrusal regresyon analizine goOre sperm sayisi ve
morfolojisinden bagimsiz olarak sperm motilitesinin Pentoksiflin uygulandiktan sonra DNA
hasarindaki degisimi tahmin etmede istatistiksel olarak anlamli bir indikatér oldugu
gorilmistir (B=-0,0137; %95 Giiven Araligi: -0,0226 — -0,0048 ve p<0,001). Sperm

motilitesi artttkga DNA hasar orani istatistiksel anlamli olarak azalmaktaydi.

Tablo6. Bazal, PAF ve Pentoksifilin Uygulandiktan Sonra DNA hasarindaki
Degisimi Tahmin Etmede Coklu Degiskenli Dogrusal Regresyon Analizine
Gore Klinik Parametrelerin Etkisi

Degiskenler Regresyon %95 Giiven Arahg p-degerit
Katsayisi Alt sinir Ust stmir
BAZAL
Sperm Sayis1 (Milyon) 0,0004 -0,0036 0,0044 0,836
Sperm Motilitesi% -0,0176 -0,0263 -0,0088 <0,001
Sperm Morfolojisi% 0,0124 -0,0743 0,0990 0,775
PAF
Sperm Sayis1 (Milyon) 0,0004 -0,0036 0,0043 0,854
Sperm Motilitesi% -0,0175 -0,0261 -0,0088 <0,001
Sperm Morfolojisi% -0,0056 -0,0911 0,0799 0,895
PENTOKSIFILIN
Sperm Sayisi (Milyon) -0,0001 -0,0042 0,0039 0,946
Sperm Motilitesi% -0,0137 -0,0226 -0,0048 0,003
Sperm Morfolojisi% -0,0643 -0,1520 0,0234 0,147
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Bonferroni Diizeltmesine gore p<0,017 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi (Tablo 6).

Tek degiskenli dogrusal regresyon analizine gore bazaldeki DNA hasarindaki
degisimi tahmin etmede sperm morfolojisinin istatistiksel olarak anlamli bir belirleyiciligi
yokken (p=0,053), normosperme gore oligospermde DNA hasar1 istatistiksel anlamli
olarak artmakta (B=0,2479; %95 Giiven Araligi: 0,0477 — 0,4481 ve p=0,016), motilitesi
normal olan gruba gore anormal motilite de DNA hasarini istatistiksel anlamli olarak

artirmaktaydi (B=0,8161; %95 Giiven Araligi: 0,4837 — 1,1485 ve p<0,001).

Tek degiskenli dogrusal regresyon analizine gore PAF sonrasi DNA hasarindaki
degisimi tahmin etmede sperm morfolojisinin istatistiksel olarak anlamli bir belirleyiciligi
yokken (p=0,145), normosperme gore oligospermde DNA hasar1 istatistiksel anlamli
olarak artmakta (B=0,3675; %95 Giiven Araligr: 0,1832 — 0,5518 ve p<0,001),motilitesi
normal olan gruba gore anormal motilite de DNA hasarini istatistiksel anlamli olarak

artirmaktaydi (B=0,8421; %95 Giiven Araligi: 0,5135 — 1,1708 ve p<0,001).

Tek degiskenli dogrusal regresyon analizine goére pentoksifilin sonrasi DNA
hasarindaki degisimi tahmin etmede sperm morfolojisinin Bonferroni Diizeltmesine gore
istatistiksel olarak anlamli bir belirleyiciligi yokken (p=0,026), normosperme gore
oligospermde DNA hasar istatistiksel anlamli olarak artmakta (B=0,3430; %95 Giiven
Araligt: 0,1504 — 0,5356 ve p<0,001), motilitesi normal olan gruba gére anormal motilite
de DNA hasarin istatistiksel anlamli olarak artirmaktaydi (B=0,7201; %95 Giiven Araligt:
0,3585 — 1,0818 ve p<0,001).
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Tablo7. Bazal, PAF ve Pentoksifilin Uygulandiktan Sonra DNA Hasarindaki
Degisimi Tahmin Etmede Tek Degiskenli, Dogrusal Regresyon Analizine
Gore Klinik Parametrelerin Etkisi

Degiskenler Regresyon %95 Giiven Arahg p-degerit
Katsayisi Alt simir Ust sinir

BAZAL

Oligosperm 0,2479 0,0477 0,4481 0,016

Anormal motilite 0,8161 0,4837 1,1485 <0,001

Bozuk morfoloji 0,4521 -0,0061 0,9103 0,053

PAF

Oligosperm 0,3675 0,1832 0,5518 <0,001

Anormal motilite 0,8421 0,5135 1,1708 <0,001

Bozuk morfoloji 0,3449 -0,1233 0,8131 0,145

PENTOKSIFILIN

Oligosperm 0,3430 0,1504 0,5356 <0,001

Anormal motilite 0,7201 0,3585 1,0818 <0,001

Bozuk morfoloji 0,5281 0,0663 0,9898 0,026

Bonferroni Diizeltmesine gore p<0,017 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi (Tablo 7).

Coklu degiskenli dogrusal regresyon analizine gore sperm sayis1 ve morfolojisinden
bagimsiz olarak sperm motilitesinin bozuk olmasiin bazaldeki DNA hasarindaki degisimi
tahmin etmede istatistiksel olarak anlamli bir indikatoér oldugu goriilmiistiir (B=0,8229;
%95 Giiven Araligi: 0,3972 - 1,2487 ve p<0,001). Sperm motilitesi bozuksa DNA hasar

orani istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi.

Coklu degiskenli dogrusal regresyon analizine gore sperm sayis1 ve morfolojisinden
bagimsiz olarak sperm motilitesinin bozuk olmasinin PAF uygulandiktan sonra DNA
hasarindaki degisimi tahmin etmede istatistiksel olarak anlamli bir indikatér oldugu
gorilmiistir (B=0,6507; %95 Giiven Araligi: 0,2331 - 1,0683 ve p<0,001). Sperm

motilitesi bozuksa DNA hasar orani istatistiksel anlamli olarak artmaktaydi.
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Coklu degiskenli dogrusal regresyon analizine gore oligosperm, anormal sperm
motilitesi ve sperm morfolojisinin bozuk olmasinin birlikte etkileri incelendiginde
Pentoksifilin uygulandiktan sonra DNA hasarindaki degisimi tahmin etmede Bonferroni

Diizeltmesine gore istatistiksel olarak hi¢birinin anlamli etkisi goriilmemistir (p>0,017).

Tablo 8. Bazal, PAF ve Pentoksifilin Uygulandiktan Sonra DNA Hasarindaki
Degisimi Tahmin Etmede Coklu Degiskenli Dogrusal Regresyon Analizine
Gore Klinik Parametrelerin Birlikte Etkisinin Incelenmesi

Degiskenler Regresyon %95 Giiven Arahg: p-degerif
Katsayisi Alt sumir Ust stmir
BAZAL
Oligosperm -0,0513 -0,2774 0,1749 0,650
Anormal motilite 0,8229 0,3972 1,2487 <0,001
Bozuk morfoloji 0,2474 -0,1650 0,6597 0,233
PAF
Oligosperm 0,1539 -0,0679 0,3757 0,169
Anormal motilite 0,6507 0,2331 1,0683 0,003
Bozuk morfoloji 0,0397 -0,3647 0,4442 0,844
PENTOKSIFILIN
Oligosperm 0,1477 -0,0915 0,3870 0,220
Anormal motilite 0,4842 0,0337 0,9346 0,036
Bozuk morfoloji 0,2765 -0,1598 0,7128 0,208

Bonferroni Diizeltmesine goére p<0,017 i¢in sonuclar istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi (Tablo 8).
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7. TARTISMA

Ureme yasindaki ciftlerin % 10’u ile % 15°i basarili bir gebelik saglayamamakta ve
infertil olarak nitelendirilmektedir (33). Infertilite (kisirlik ) vakalar1 % 30-50 oraninda
erkege bagli nedenlerden kaynaklanmaktadir. Yardimla {ireme tekniklerinin hizla gelismesi
ve bilimsel arastirmalarin verdigi bilgiler 1s18inda giinlimiizde erkek infertilitesi biiyiik
oranda tedavi edilmektedir. Sperm motilitesi 6zellikle ICSI uygulanirken, spermin canli
olmas1 6nemli bir gostergedir. Tiim ICSI prosediirlerinde amag canli spermin secilmesidir.
Pentoksifilin, insan folikiiler sivi, ksantin, kafein, ve platelet aktivasyon faktorii (PAF)
dahil olmak tizere sperm hareketliligini gelistiren bir ¢cok madde incelenmistir. Bizim
calismamizda Pentoksifilin ve Platelet Aktive Eden Faktor (PAF) uygulama sonrasi sperm
kromatin dagilimi metodu ile DNA hasarinin incelenmesi amaglandi. Bu dogrultuda elde
ettigimiz sonucglardan dikkat ¢ekici olan1 sperm motilitesinin DNA hasar ile istatistiksel
olarak anlaml ibir iliski i¢inde oldugdur. Sperm motilitesinin bozuk olmasinin bazaldeki
DNA hasarindaki degisimi tahmin etmede istatistiksel olarak anlamli bir indikator oldugu
goriilmiistiir. Elde ettigimiz verilerde Pentoksifilin ve PAF uygulanmis gruplarin bazal
DNA hasar oranlarina gore daha yiiksek bir DNA hasarina yol agtig1 ortaya koyulmustur.
Ayrica pentoksifilinin neden oldugu DNA hasar artisinin PAF uygulananlara gére daha
yiiksek oldugu da belirlenmistir. Sperm motilitesini arttiran pentoksifilin ve PAF gibi
ajanlarila yapilmis pek ¢ok caligma literatiirde yer almaktadir (34,35). Pentoksifilinin
inkiibasyon mediumundan uzaklastirilmadigi durumlarda embriyo gelisimi ve blastosist
formasyonunda herhangi bir farklilik gozlenmemekle birlikte, inseminsayon
mediumundaki pentoksifilinin oositleri etkileyerek fertilizasyon oranin1 distirdigii
saptanmistir (36). Pentoksifilin’in embriyo iizerine toksik etkileri gosterilmis olmasina
ragmen, Pentoksifilin uygulamasi sonrasi sperm yikama ile bu etkileri uzaklastirilmaktadir
(37). Baska bir caligmada kisa siireli Pentoksifilin uygulamasi sonrasi sperm yikamasi
yapilirsa ICSI sonrasi klivaj oranlari, gebelik oran1 (PR) ve implantasyon orani (IR) sirast
ile %95.4, %30.6 ve %12,3 olarak belirtilmistir. Bu nedenle astenozoopsermili olgularda
sperm motiltesinin artirllmas1 amaciyla Pentoksifilin uygulamasi uzun zamandir
kullanilmaktadir (38). Baska bir ¢alismada sperm motilitesinin diisiik oldugu olgularda

pentoksifilin etkisinin dogrudan goézlendigi ve etkilesimin pentoksifilin ile inkiibasyon
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stiresine bagli oldugu belirtilmektedir (39,40). Yardimla iiremede pentoksifilin tedavisinin
sonuclart yine de degiskenlik gostermektedir. Kosullara bagli olarak spermatozoanin
kapasitasyonuna bagli olarak, asir1 stimiilasyona neden olarak prematiir akrozom
reaksiyonuna yol a¢tig1 da bildirilmistir (41)

Platelet Aktive Eden Faktor de benzer mekanizma ile etki gostermekte olup,
Pentoksifilin’e listiinliigii daha az sperm DNA hasarina yol agmasidir. Yapilan ¢aligmalar,
testikliler sperm kullaniminda elde edilen sonuglarin daha iyi oldugunu ortaya
koymaktadir. Testisten elde edilen spermlerin erken donemde immotil olduklar
bilinmektedir. Bu nedenle testikiiler spermlerin dncelikle canliliklarinin degerlendirilmesi,
sonrasinda da motilite kazanmalar1 i¢in Pentoksifilin veya Platelet Aktive Eden Faktor ile
inkiibe edilmesi 6nerilmektedir. Motil ve immotil spermlerle yapilan ICSI uygulamalarinda
implantasyon ve gebelik oranlar1 farkli olmasa da fertilizasyon orani motil testikiiler
spermler ile yapilan uygulamalarda daha yiiksektir (42,43). Immotil spermlerle yapilan
ICSI uygulamalarinda fertilizasyon ve gebelik oranlari sirast ile %3-76,4 ve %0-38,3
arasinda degismektedir ( 44,45). Testikiiler spermler ile yapilan uygulamada ise bu oranlar
siras1 ile %66 ve %38,3 olarak bildirilmistir. Buradan sonug olarak, sperm motilitesinin
fertilizasyon ve gebelik sonuclarina olan etkisi géz ardi edilemez. Sperm motilitesindeki
artis ile birlikte akrozom reaksiyonunda da artis oldugunu belirten ¢alismalar ve aksini
sOyleyen calismalar da vardir (46,47). Pentoksifilinin sperm ve embriyoya etkilerini
gormek i¢in yapilan hayvan deneyleri sonucunda zararli oldugu gosterilmis ve embriyonik
gelisime, spermin 3mM pentoksifilin ile kisa inkiibasyonunda negatif etkisinin olmadig1
belirtilmistir (48,49,50,51). Bagka bir calismada hafif erkek faktor infertilite vakalarinda
sperm hazirlanirken ekzojen PAF verilmesinin U’ klinik hamilelik oranina etkisi
arastirilmistir. Bu arastirmada hafif erkek faktor infertilite nedeniyle IUI planlanan 92 ¢ift
calismaya dahil edilmistir. Hastalar her biri 46 ¢iften olusan iki gruba ayrilmis. Bir gruba
ekzojen PAF ile hazirlanan spermle, diger gruba ekzojen PAF’s1z spermle en fazla 4 siklus
IUI uygulanmis. Sonuglar klinik hamilelik orani acisindan karsilagtilmis. Her iki grup
arasinda kigisel medikal parametreler ve semen parametreleri arasinda anlamli fark
saptanmamustir. Dort siklus IUI sonras1 genel klinik hamilelik oran1 ekzojen PAF verilerek
sperm hazirlanan grupla, PAF’siz sperm hazirlanan grupta benzer olarak bulunmustur
(sirasiyla %12.24 ve %11.11). Aym1 hasta grubunda sperm hazirlanma asamasina PAF

eklenmesi veya PAF kullanilanlarda PAF’in c¢ikarilmast sonuglarda bir degisiklik
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yaratmamistir. Hafif erkek faktor infertilite nedeniyle IUI uygulanan hastalarda spermin
eksojen PAF verilerek hazirlanmasiin klinik hamilelik oranini arttirict bir etkisi yoktur.
Ancak bu daha spesifik ve iyi tanimlanmis subfertil erkek hasta gruplarinda ekzojen PAF
tedavisinin yeri yoktur anlamina gelmemektedir (52).

Sperm hazirlanirken uygulanan kimyasallarin sonuglar iyilestirebilecegi konusu da
ileri arastirma gerektiren bir konu olarak kalmistir. Tim bu c¢alismalar ve bizim
caligmalarimizin sonucunda Pentoksifilin ve PAF’in sperm motilitesini arttirdigi ancak
DNA hasar1 yarattigi ve yine de kullanilmasi gerektigi durumlarda ise PAF’m
Pentoksifiline tercih edilmesi gerektigi sonucuna vardik ve bu ajanlarin kullanilirken
Ozellikle inkiibasyon siiresine, optimum siirede islemin gerceklestirilmesine dikkat
edilmesi gerektigini savunmaktayiz. Ayni zamanda spermin yikanmasi sirasinda ortamdan
uzaklastirilmasi ya da ayr1 havuz olusturulup hareket gézlemlendigi anda ortamdan bu tiir
ilaglarin  uzaklastirilmas1  gerektigini  diisiinmekteyiz. Pentoksifilinin inseminasyon
mediumundan uzaklastirilmamasi halinde elde edilen gebeliklerde fetal anomali oraninda
artis oldugunu belirten yaymnlar da bulunmaktadir (53,54). Sonug¢ olarak yiiksek oranda
sperm DNA hasar1 goriilse bile fertilizasyon elde edilip embriyo gelisebilmekte ve gebelik
olusabilmektedir fakat DNA replikasyonu sirasinda olusan problemler ¢ocukta, de novo
mutasyonlara neden olabilmektedir. ICSI sirasinda tiim dogal se¢im yontemleri ekarte
edilip spermler rasgele secildikleri icin sperm DNA biitiinliigli ICSI uygulamalarinda
onemli bir parametre olarak degerlendirilmelidir. Spermde belirlenen DNA hasarinn
fertilizasyon ve gebelik oranlarini etkilememesine ragmen embriyo kalitesi ve spontan
gebelik kaybr ile iligkili olabilecegi sonucuna varilmaktadir. Sperm DNA biitlinliigiintin
korunmus olmasi; basarili bir gebelik ve genetik materyalin sonraki kusaklara taginmasi
acisindan biiylik Oonem tasimaktadir. Sperm kromatin yapist ve DNA biitlinliigiiniin
fertilizasyonun gerceklesmesindeki dnemini gdsteren bircok ¢alisma mevcuttur (55-57). ki
ayr1 ¢alismada tekrarlayan diisiiklerde gozlenen hasta gruplarinda yiiksek oranda sperm
DNA kirklart saptanmis ve sperm DNA kiriklar1 gozlenen hasta gruplarinda kotii kalite
embriyo gelisimi rapor edilmistir. Sperm DNA hasarmin saptanmasinin embriyo olusumu
ve gelisiminin belirlenebilmesindeki 6nemini gosteren farkli ¢alismalar da mevcuttur (58-
60). DNA biitiinliigliniin korunmadig1 durumda da, bir sperm ile oositin dollenebilecegi,
hatta gebelik olusturabilecegi; ama gebeligin devaminin gergeklesme olasiligimin ¢ok

diisiik oldugu unutulmamalidir. Tiim bu nedenlerle; erkek infertilitesi tan1 ve tedavisinde
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sperm DNA hasarmin olup olmadiginin degerlendirilmesi ayr1 bir dnem tagimaktadir.
Literatiirdeki biitiin bu ¢alismalar g6z oniine alindiginda yiiksek sperm DNA hasarinin
gebelik olusturma ihtimalini azalttigr ancak gebelik i¢in iist sinirin halen belli olmadig
gorilmektedir. Sperm DNA’sinin degerlendirilmesi, fertilizasyon kapasitesini 6lgmede
siklikta kullanilmaktadir ve sperm morfolojisi, konsantrasyonu ve motilitesi ile yapilan
klasik sperm degerlendirme yontemlerine gore daha fazla tanisal ve prognostik dnemi olan
bir belirtectir. Bizim calismamizda ise; Pentoksifilin ve Platelet Aktive Eden Faktor (PAF)
Ajani’nin  her ikisinin de sperm DNA hasarina yol agtigl, motilite ve sperm
fonksiyonlarinin iyilestirilmesi adina Platelet Aktive Edici Faktor’iin Pentoksifiline tercih
edilmesi gerektigi sonucuna vardik. Ayrica PAF’ la ilgili daha fazla bilimsel ¢alisma

yapilmasinin 6zellikle bizim ¢aligma konumuza daha fazla 11k tutacagi goriisiindeyiz.

52



8. SONUC

Bu calismaya, infertilite merkezine bagvurmus olan 50 hastadan alinan seminal plazma
ornekleri dahil edildi. Calisma grubu olarak, semen ornekleri sperm morfolojisi, Sperm
sayis1 ve sperm motilitesi acisindan degerlendirilip normospermi (20 milyon/ml ve iizeri,
motilite %50 ve iizeri), oligospermi (20 milyon/ml alt1) ve astenospermi (motilite %30 ve
alt1) olmak tizere 3 grup olusturuldu.

Bu gruplardan alinan semen 6rneklerine, sperm hareketliligini artirict Pentoksifilin
ve Platelet Aktive Eden Faktor (PAF) ajanlari uygulandi. Pentoksifilin ve Platelet Aktive
Eden Faktor (PAF) uygulanan semen oOrneklerine Sperm DNA hasarinin incelenmesi
tizerine Sperm Kromatin Dagilim testi uygulandi. Aynmi gruplardan elde edilen semen
ornekleri, Sperm Kromatin Dagilim Testi kullanilarak elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildi.

Bulgular dogrultusunda, Semen ozelliklerini degerlendirdigimiz parametrelerin
(motilite, morfoloji, sperm konsantrasyonu) DNA hasari orani iligkilendirilmesi sonrasinda
sperm sayist ve sperm morfolojisinin DNA hasar oranlari ile istatistiksel olarak anlamli bir
ilski i¢inde olmadigi ancak motilitenin DNA hasar1 ile anlamli bir sekilde iliskili oldugu
sonucuna varilmistir. Motilitesi yliksek olan semen Orneklerinde DNA hasarinin azaldigi
gozlenmistir. Bu bulgu sperm sayisinin iyi ve normal morfoloji sinirlarinda oldugu bir
semen Orneginde nasil olur da DNA hasart yiiksek olabilir ya da tersi bir bicimde sperm
sayist ve morfolojisi diisiik olan bir 6rnekte klinisyen yliksek DNA hasar1 beklerken nasil
normal seviyerlerde olabilir sorularina da agiklik getirmektedir. Sperm motilitesi ile DNA
hasar orani arasindaki bu ters orantili iligki PAF ve Pentoksilin uygulamalar1 sonras: da
benzer durumunu korumustur. Sonu¢ olarak semende sperm DNA hasar oranini
ongormede motilite bir belirte¢ 6zelligi gosterebilir.

Bazaldeki DNA hasar oranina gore Pentoksifilin ve PAF uygulamasi sonrasinda her
iki grupta da DNA hasar oraninin arti@i belirlenmistir. Ancak Pentoksifilin uygulanan
grupta PAF uygulanana gruba gore daha yiiksek DNA hasar1 belirlenmis olup bu artis
istatistiksel olarak ta anlamli bulunmustur. Bu bulgu ile 6zellikle total immotil ya da TESE
olgularinda tercih edilen ve motil spermi ayirt etmede pek cok tiip bebek laboratuvarinda
kullanilan pentoksifilinin tercih edilmemesi geregi ortaya c¢ikmistir. Pentoksifilin ayrica

asilama uygulamalarinda da kullaniliyor olmasi bazale gore daha yiiksek DNA hasari
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olusturulmus bir 6rnegin Klinik olarak kullanildigini ortaya koymaktadir. PAF uygulamasi
sonrast DNA hasarinin yine arttig1 ancak bu artisin pentoksifin uygulamasi sonrasi olan
artisa gore istatistiksel olarak ¢ok daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu bulgu ile motil
spermi ayirt etmede ya da motilite oranini arttirmak amaciyla bir ajan kullanilmak

isteniyorsa PAF’1n pentoksifiline tercih edilmesi geregi ortaya ¢ikmustir.
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