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BEYAN

Bu tez ¢alismasimn kendi ¢aligmam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim agamalarda etik dis1 higbir davramisimin olmadigmi, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez galigmas: sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin galisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarm ihlal edici

bir davranmigimin olmadigin: beyan ederim.

Yasemin OZDEMIR
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ATP Adenozin trifosfat

Ca* Kalsiyum

cAMP Siklik adenozin monofosfat
DAG Diasil gliserol

DFS Fibroz kilif displazisi

DNA Deoksiribo niikleik asit

dk Dakika

g Devir

FSH Folikiil stimiile edici hormon
ICS Immotil silya sendromu
ICSI Intra sitoplazmik spermatozoa enjeksiyonu
IgE Immunoglobulin E

IL-1 Interlokin-1

IL-2 Interldkin-2

IP3 Inositol trifosfat

1UI Intra uterin inseminasyon
IVF In vitro fertilizasyon

LH Luteinlestririci hormon
LTB4 Lokotrien B4

M Molar

ml Mililitre

MRNA Mesajci riboniikleik asit

nm Nanometre

nM Nanomolar

NSFA Nonspesifik flagellar anomali
PAF Platelet aktive edici faktor

PAF-ah PAF asetil hidrolaz
PAS Proakrozomal graniiller
PF Pentoksifilin

PGE1 Prostoglandin E1



PGE2 Prostoglandin E2

PHSS Hizl1 hareketli spermatozoon sayisi
PLA; Fosfolipaz A,

PLC Fosfolipaz C

ROS Reaktif oksijen tiirleri
SCI Spinal cord yaralanmasi
TNF-a Tiimor nekrozis faktor alfa
VLS Vaskiiler leak sendromu
WHO Diinya saglik orgiitii

YUT Yardimla iireme teknikleri
°C Santigrat derece

nl mikro litre

pm mikro metre

% Yiizde
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1. OZET

Giintimiizde evli ciftlerde yaklasik olarak % 10-15 oraninda infertilite goriilmekte
olup etiyolojik nedenler goz oniine alindiginda % 40-50 kadarinda erkek faktoriine
rastlanmaktadir. Erkege bagl infertilite problemi, diisiik sayida spermatozoon iiretimi,
spermatozoon motilitesinde azalma veya spermatozoon morfolojisinin yetersiz olusu gibi
ozelliklerin tek basina veya bir kaginin birlikte goriildiigli durumlarda ortaya cikar.

Ilk in vitro fertilizasyon (IVF) bebeginin 1978 de dogumundan beri yardimla iireme
teknikleri (YUT)’ nin uygulanma endikasyonlari ve basar1 oranlar1 giderek artmistir.

Tiip bebek wuygulamalarinda bilim adamlarinin {izerinde durdugu yegane
durumlardan biri déllenme oranini arttirabilmektir. Bu yiizden in vitro fertilizasyon (IVF)
uygulamalarinda canli spermatozoon se¢imi 6nemlidir. Bunun igin birgok yontem ve farkl
ajanlar kullanilmaktadir. Bu ajanlar i¢inde yaygin kullanim alani bulanlar pentoksifilin
(PF) ve platelet aktive edici faktor (PAF)’diir.

Yapmis oldugumuz bu caligma ile in vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarinda
kullanilan bu alternatif ajanlarin spermatozoon motilitesi ve ince yapist tizerindeki
etkilerini incelemeyi amagladik.

Bu nedenle ¢alismamizda normozoospermik semen 6rneklerinden elde edilen
spermatozoonlara pentoksifilin (PF) ve platelet aktive edici faktér (PAF) ile muamele
edildi. Spermatozoonlarin membran yapisindaki glikokaliks, rutenyum red boyasi ile
belirginlestirilip ornekler gegirimli elektron mikroskobu (TEM)’nda kiyaslanarak
incelendi. Ayrica herhangi bir ajanla muamele olmamis kontrol grubu olusturularak,
pentoksifilin (PF) ve platelet aktive edici faktor (PAF) uygulanmis gruplarla karsilastirildi.

Sonug olarak; calismamizda spermatozoonlarin pentoksifilin (PF) ve platelet aktive
edici faktor (PAF)’e maruz kalmasinin spermatozoon bas ve kuyruk yapisindaki olumsuz

etkileri gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Pentoksifilin (PF), platelet aktive edici faktér (PAF),

spermatozoon, gecirimli elektron mikroskobu (TEM).



2. SUMMARY

Ultrastructural Changes Occured In Spermatozoa After The Application of
Pentoxifylline and Platelet-Activating Factor

Nowadays it is known that infertility affects 10-15 % of married couples. When
etiologic factors are considered, male factor is responsible for about 40 % of the issues
involved with infertility. Male infertility arise due to the low sperm count, decrease in the
motility or poor morphology of the semen sample, alone or in combination of more than
one of these factors.

Indications and success rates of assisted reproductive techniques (ART) has steadily
increased since the birth of the first in vitro fertilization (IVF) baby in 1978.

Since than, the most important issue emphasized by scientists was to increase the
fertilization rate. That is why the selection of a viable spermatozoa is very important
during in vitro fertilization (IVF) procedures. Different techniques and agents are used for
this purpose. Of these agents the most commonly used ones are pentoxifylline (PF) and
platelet-activating factors (PAF).

In this study we aimed to examine the effect of these alternative agents on sperm
motility and fine morphology. The semen samples obtained from normozoospermic man
were treated with pentoxifylline (PF) and platelet-activating factors (PAF). The
glycocalyx, which is found in the structure of sperm membrane is marked by ruthenium
red staining method and the ultrastructure of stained samples are examined by transmission
electron microscopy (TEM). A control group was created with this samples and we also
aimed to examine by considering sperm morphology without appliying any pentoxifylline
(PF) and platelet-activating factor (PAF).

As a result, the application of pentoxifylline (PF) and platelet-activating factor (PAF)

had a negative effect on the ultrastructure of the head and flagellum of the spermatozoa.

KEY WORDS: Pentoxifylline (PF), platelet-activating factor (PAF), spermatozoa,

infertility, transmission electron microscopy (TEM).



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite nedeniyle degerlendirilen c¢iftlerin % 40-50’sinin iistinde erkek
faktoriintin sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (1). Erkege bagl infertilite diisiik sayida
spermatozoon iretimi, spermatozoon motilitesinde azalma veya spermatozoon
morfolojisinin yetersiz olusu gibi 6zelliklerin tek bagina veya birkaginin birlikte goriildigi
durumlarda ortaya ¢ikmaktadir (2).

Morfolojik bozukluk ve motilite problemi olan semen o6rneklerinde fertilizasyon
diistikliigli ve embriyo kalitesinde yetersizlik goriilmektedir. Son yillarda infertil ¢iftlerin
cocuk sahibi olabilme olasiliklar1 yardimli iireme teknikleri (YUT) ndeki gelismelere
paralel olarak artmustir. Ozellikle erkek faktorlii infertilite agisindan degerlendirildiginde
bu gelismeler infertilitenin ¢oziilebilir bir sorun oldugunu gostermistir.

Progressif motilite, spermatozoonun en ¢arpici 6zelligidir ve oositi ¢evreleyen 00sit-
kumuliis kompleksi hiicrelerine niifuz etmek igin gereklidir (3).

Motiliteyi ve fertilizasyonu arttirmaya yonelik kullanilan alternatif ajanlardan biri
pentoksifilin (PF)’dir. Fosfodiesteraz inhibitorii olan PF, hiicre i¢i siklik adenozin
monofosfat (CAMP) diizeyini ve glikolizisi yiikselterek endojen adenozin trifosfat (ATP)
yapiminit  arttirmaktadir.  Semendeki  motil ~ spermatozoonlarin  uygun  PF
konsantrasyonunda, hiperaktiflik benzeri bir hareketlilige ulastiklari, ilerleme hizinin
flagellum hareketliligin ve lateral bas deplasmaninin arttigi bilinmektedir. Ayrica akrozom
reaksiyonu yetmezligi saptanan vakalarda da PF uygulanmasinin fertilizasyon oranlarini
arttirdig1 bildirilmistir (4). PF bunlarin yaninda, serbest radikaller tarafindan olusan
peroksitleri ortadan kaldirarak antioksidan etkisi yapar ve spermatozoon plazma
membranini korur. PF’nin bu yararhi etkilerini bildiren g¢alismalarin yaninda, embriyo
gelisimi lizerinde olumsuz etkileri oldugunu bildiren ¢alismalar da vardir (5).

Motiliteyle ilgili kullanilan diger bir ajan da platelet aktive edici faktor (PAF)’diir.
Ozellikle motil spermatozoonlar iizerine etki gdsteren PAF, spermatozoonda bulunan giiclii
bir sinyal fosfolipiddir (6). Motilite kalitesini, kapasitasyonunu, akrozom reaksiyonunu ve
fertilizasyon yetenegini arttirmaktadir (7). Yapilan c¢aligmalar, PAF sentezinin artiginin
motilite artisiyla Dbirlikte, gelismis Spermatozoon-oosit etkilesimiyle sonuglandigini
gostermistir (8). Erkek faktoriine bagh infertil giftlerde PAF ile tedavide istatistiksel olarak

artis bildirilmistir. Intra uterin inseminasyon (IUl)’da da spermatozoon yikama



prosediiriine PAF dahil edilmesi gebelik oranlarini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir (9). Bu
olumlu etkilerin yaninda PAF’a ait olumsuz etkiler de bildirilmistir ve spermatozoon
motilitesi tizerindeki etkileri hala tartismalidir (3).

Bu bilgilere dayanarak, PF ve PAF’in spermatozoon motilitesi ve ince yapisi
tizerindeki etkilerini arastirmayr amagladik. Normozoospermik o6rneklerden alinan
spermatozoonlara PF ve PAF uygulandi. Membrandaki glikokaliks yapisini belirginlestiren
rutenyum kirmizist boyasi ile boyanarak gecirimli elektron mikroskobu (TEM)’nda
spermatozoonlarin ince yapilart incelendi ve kontrol grubuyla kiyaslandi. Kullanilan
ajanlar spermatozoon iizerinde 1sik mikroskobu diizeyinde morfolojik bir degisiklige yol
acmadigi i¢in elektron mikroskobu diizeyinde morfolojik bir degisiklik oluyor mu sorusuna

cevap vermeyi amagladik.



4. GENEL BILGILER

4.1. ERKEK GENITAL SISTEMIi

Ureme sistemi, canli tiiriiniin devamini saglamak i¢in dzellesmis boliimlerden
olusur. Erkek iireme sistemi;
1) Testisler
2) Genital kanallar
3) Aksesuar bezler ( Seminal vezikiil, prostat bezi ve bulboiiretral bezler)
4) Penisten olusan boliimler igerir (10, 11).
Erkek tlireme sistemi; spermatozoon yapimi, erkek seks hormonlarinin tiretimi ve

erkek gamet hiicrelerinin disi tireme sistemine iletilmesi islevini yerine getirir (12).

Mesane
Prostat

Membrandz Uretra

. — Seminal vezikil
Uretra
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N
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/
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Sekil 1. Erkek genital sistemi bolimleri (13)



4.1.1. Testis Histolojisi

Testisler, spermatozoon olarak bilinen erkek gamet iiretimi, depolanmasi ve
testosteron salinmmindan sorumlu olan organlardir (14, 15). Karin boslugunun disinda
skrotum i¢inde yer alir (16). Normal karmn i¢i sicaklikta fonksiyon géstermeyip viicut

sicakligindan 2-3°C kadar daha diisiik sicaklikta spermatozoon tiretirler (14).

Epididimis W
\Q\/ Duktus
Efferent ¢ deferens
tiibiil |

Septa

Testikiiler

Seminifer lobiil

tiibiil

Sekil 2. Testis histolojisi (16)

Testis, yogun bir kapsiille sarilidir. Bu kapsiil diizenli olmayan kollajen yapisindaki
bag dokusundan olugmustur ve "tunica albuginea" adini almaktadir. Altinda yer alan
damardan oldukg¢a zengin gevsek bag dokusu tunica vaskiilozadir ve testisin vaskiiler
kapsiiliinii olusturur. Tunica albuginea i¢ kisimda kalinlagsarak mediastinum testisi
meydana getirir. Olusan bag dokusu yapisindaki septalar, testis dokusunu boliimlere ayirir.
Piramid seklindeki bu béliimler her bir testis i¢in yaklasik 250 tanedir ve testikiiler lobiiller
adm alirlar. Lobiiller yogun olarak sinir hiicreleri, lenf damarlar1 iceren ve ileri derecede
vaskiilarize gevsek bag dokusu ile sarilmis halde bulunan 1-4 adet seminifer tiibiil
icermektedir (14, 17).



Seminifer tiibiillerin duvari birkag hiicre tabakasi kalinliginda epitelle doselidir. Bu
epitelin bazal hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlardan olusmaktadir (12).
Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlart:

1- Gelismekte olan spermatogenetik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek

2- Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidiiel cisimler olarak
adlandirilan fazla hiicre kisimlarini fagosite ve elimine etmek

3- Olgun spermatidlerin aktin aracili kasilmalarla (spermiasyon), seminifer tiibiil
liimenine salinimini kolaylastirmak

4- Seminifer tiibiil liimenine proteinler ve iyonlardan zengin bir siv1 salgilamak olarak
siralanabilir (14).

Seminifer tiibiilleri gevreleyen bag doku iginde Leydig hiicreleri yer alir (12, 14). Bu
hiicreler testisin endokrin kismini olusturur ve erkek cinsiyet hormonu olan testosteron
dretirler (12, 17).
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Sekil 3. Seminifer epitelde hiicre dagilimi



4.1.2. Spermatogenez

Insan viicudundaki en karigik hiicresel farklanma olaylarindan biri olan
spermatogenez, spermatogonyumdan olgun spermiyumun gelistigi bir siiregtir ve
hipofizden salgilanan folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve luteinlestirici hormon
(LH)’larin kontrolii altindadir (11).

Spermatogenez, testiste seminifer tiibiillerde meydana gelir (10, 11). Bu bolgede
Sertoli ve spermatogonyumlar olmak tizere iki tip hiicre vardir (11).

Embriyonik fetal gelisim doneminde spermatogonyumlar primordiyal germ
hiicrelerinden koken alir. Yeni dogan erkekte seminifer tiibiiller, germinal epitelden kdken
alan Sertoli hiicreleri ve daha az olmak {izere spermatogonyumlar tarafindan kusatilmistir.
Puberteye yaklastikca spermatogonyumlar artar ve gelisme bununla smirli kalir.
Puberteden itibaren spermatozoon iiretimi baslar ve 45 yasina kadar aktif olarak stirer. 45
yasindan sonra spermatozoon tiretimi azalarak da olsa devam eder (10).

Spermatogenez, seminifer tiibiiller boyunca tekrarlanan ve senkronize olmayan bir
siireg gosterir. Bu nedenle seminifer tiiblil epitelinde ¢esitli gelisim evrelerindeki
spermatogenetik seri hiicrelerini izlemek miimkiindiir. Her bir hiicre katman1 birbirlerine
hiicreler aras1 kopriilerle bagl gruplardan meydana gelmektedir. Bunlar es zamanli olarak
seminifer tlibiiliin liimenine dogru go¢ ederler (12, 18).

Spermatogenez boyunca hiicrelerin gelisme hizi bellidir ve hormonlar gibi dig
faktorlerden etkilenmezler (19).

Spermatogenezin ii¢ evresi vardir: Spermatositogenezis evresi, mayoz bdliinme
evresi, spermiyogenezis evresi.

Spermiyogenezis siirecini tamamlayan spermatidlerin Sertoli hiicrelerinin apikal

sitoplazmalarindan serbest kalmasi ise spermiyasyon olarak isimlendirilir (12, 18).



4.1.2.1. Spermatositogenezis Evresi

Ilkel erkek cins hiicresi olan spermatogonyumlarin primer spermatositlere
farklanmasi olayidir.

Puberte doneminden once, testisteki seminifer tiibiillerin epiteli az sayida cins
hiicresine karsin, ¢ok sayida Sertoli hiicresi icerir. Puberteyle beraber c¢ok oOnemli
norohormonal degisimler olur. Hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatic
hormonun etkisiyle hipofizin 6n lobundan FSH ve LH gonadotropinler salgilanir.

FSH ve LH etkisiyle, genc¢ ve ilkel spermatogonyum A hiicreleri hizla ¢ogalarak ¢ok
sayida yeni spermatogonyum A jenerasyonlarini olusturur (10). Tip A Kkoyu
spermatogonyumlarin bir kismi rezerv hiicre olarak kalirken, bir kism1 da Tip A acik
spermatogonyumlara farklanir. Tip A spermatogonyumlarin bir kismi mitoz bodliinme
gecirerek Tip B spermatogonyumlart olustururlar. Tip B spermatogonyumlarin mitoz
boliinmeleri sonucu seminifer tiibiiliin en biiyiik germ hiicreleri olan primer spermatositler

meydana gelir (10, 20).

4.1.2.2. Mayoz Boliinme Evresi

Primer spermatositlerin boliinerek once sekonder spematositlere daha sonra da
spermatidlere farklanmasi donemidir.

Primer spermatositler baslangigta 46 kromozom sayisina ve 2n DNA miktarina
sahiptir. Kisa siirede 1. mayozun profaz evresine girer (10, 21). 22 giin siiren profaz
evresinde leptoten, pakiten, diploten ve diakinez sathalarina ulasip, kromozom ayrilmasi
ve krossing over’in gerceklesmesiyle metafaza girer. Metafaz1 takip eden anafazda,
kromozomlarin karsi kutuplara ilerlemesiyle 1. mayoz boliinmeyi tamamlar ve iki adet
haploid (2n DNA) sekonder spermatosit olustururlar (20). Sekonder spermatositler ikinci
mayoz bdliinmeden dnce DNA’larini replike etmezler ve sonugta iki tane ve haploid sayida
kromozom igeren 4 yavru hiicre olusur. Bu hiicrelere spermatid adi verilir (10, 20). Sertoli
hiicre ¢okiintiilerine yerlesmis spermatidler, haploid kromozomlu olup, yogunlasmis

kromatin bolgeleri igeren ¢ekirdeklere sahiptirler (20).
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Sekil 4. Spermatogenez evreleri (21)
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4.1.2.3. Spermiyogenezis Evresi

Spermiyogenezis, spermatozoon iiretiminin son asamasi ve spermatidlerin erkek
DNA’sin1 ovuma aktarmak i¢in son derece Ozellesmis hiicreler olan spermatozoona
donlisme siirecidir. Bu siiregte hiicre boliinmesi gerceklesmez. Spermatidler, kiiciik
boyutlari, yogunlasmis kromatin bolgeleri iceren nukleuslar: ile ayirt edilirler. Seminifer
tiibiillerde liimene yakin yerlesmislerdir (13).

Yuvarlak spermatidlerde sirasiyla su degisiklikler meydana gelir:
1) Akrozom Olusmasi: Spermatidlerde spermiyogenezisin ilk belirtileri hiicre

organellerinde go6zlenir (13). Spermatidin sitoplazmasi nukleusun yakininda belirgin bir
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golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazma
retikulumu tiibiilleri igerir. Kiigiik PAS pozitif proakrozomal graniiller Golgi kompleksinde
birikirler ve bunun hemen sonrasinda birleserek membranla simirlanmis bir akrozomal
vezikiiliin iginde yer alan tek bir akrozomal vezikiilii olustururlar (22).

Akrozom vezikiilii, spermatid ¢ekirdeginin 6n kutbuna hareket ederek c¢ekirdek
zarma yapisir. Vezikiilii ¢evreleyen zar, c¢ekirdegin 2/3’linii saracak sekilde c¢ekirdegi
kaplar ve bir baslik olusturur.

Akrozom graniilleri i¢inde proteaz, asit fosfataz ve ozellikle dollenme esnasinda
spermiyumun oositin ¢evresindeki engelleri asarken kullandig1 akrozin, hiyaluronidaz ve

noraminidaz enzimleri bulunur. Bu enzimler hiicre igindeyken inaktiftir (10).

2) Kuyruk Gelismesi: Akrozom olusurken bir ¢ift sentriol, ¢ekirdegin arka kutbuna
hareket eder ve proksimal ve distal sentriolleri olusturur. Distal sentriol, bir bazal cisim
gibi iglev goriir ve spermiyumun kuyrugunun merkezindeki aksonemi (9+2) ya da merkez
fibrillerini olusturur. Bu yapisiyla aksonem flagellumun &ziinii olusturur. Bu sirada
akrozomal kep de c¢ekirdegin her iki yaninda incelerek uzar ve gekirdek iizerindeki son
konumunu almis olur.
Aksonem gelisir gelismez {izerine baz1 ek yapilar ilave olur ve kuyruk giderek ergin

bigimini kazanir:

a) 9 adet uzunluguna kalin, koyu dis fibril

b) Baglanti pargasi (¢ekirdek ile kuyrugu birlestiren parga)

c) Fibroz tabaka. Fibroz tabaka, uzunlamasina iki kolonla bunlar1 birlestiren
kollardan olusur.

Proksimal sentriol ise, c¢ekirdegin kaudal kismindaki girintiye yerlesir ve
spermiyumun boyun kisminin yapisina katilir. Flagellum boyunca hiicre zar1 arkaya dogru

uzamaya baglar.

3) Cekirdekteki Degisiklikler (Kromatin Kondensasyonu): Kuyruk gelisirken
mikrotubulusler, ¢ekirdegin etrafinda manset denilen bir bant olustururlar. Bu bant
hiicrenin kaudaline dogru uzanir. Mansetin sekillenmesiyle, akrozomal kep ve ¢ekirdek
hiicre zarinin hemen bitisigine dogru hareket eder. Cekirdek yassilasir, uzar ve kromatini

yogunlasir. Buna bagli olarak spermatid uzamaya baslar. Sitoplazma da kaudale dogru
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uzayarak spermatidin spermiyum seklini almasina katkida bulunur. Flagellumun uzunlugu

boyunca hiicre zarinda uzamas: siirecinde de manset kaybolur.

4) Artik Spermatit Sitoplazmasimin Atilmasi: Spermatidin sitoplazmasi, uzayan
spermiyum sekline uyarak onu distan sarar. Bu sirada manget kaybolur ve
mitokondriyonlar, flagellumun proksimal kismi etrafinda heliks biciminde dizilirler.
Geriye kalan sitoplazma pargasi ve i¢indeki organeller artik cisim olarak atilirlar ve Sertoli
hiicresi tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilirlar (10, 22). Sitoplazma, spermiyumun
bas ve kuyruk kismini ¢evreleyen ¢ok ince bir halka bi¢ciminde kalir. Bu dar alanda da

sadece spermiyumun hareketini saglayan organeller vardir (10).

Mditokondriyonlar

Sekil 5. Spermiyumun sekillenmesi (10)
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4.1.3. Spermatozoonun Yapisi

65-72 giin siiren spermiyogenez sonucu spermiyasyon olayiyla Sertoli hiicrelerinden
ayrilip, seminifer tiibiill limenine gecen spermatozoonlar, morfolojik olarak olgun
olmalarina ragmen, fonksiyonel olarak olgun degildir. Hareket yeteneklerini yardimci
bezlerin salgilar1 ve duktus epididimiste ve délleme yeteneklerini disi genital kanallarinda
kapasitasyon gecirerek kazanirlar (20).

Olgun spermatozoon, 50-60 pum uzunlugunda, serbest yiizebilen ve aktif olarak
hareket edebilen bir hiicredir (10).

40-50 um

e
2,5-3,5 pm

.

0,5-1pm

Sekil 6. Olgun spermatozoona ait boliimler ve uzunluklari (23)

Olgun spermatozoon bas ve kuyruk olmak tizere iki kisimdan olusur. Bir baglanti
pargasi ile bas kuyruga baglanmistir. Kuyruk ii¢ parcada incelenebilir: Orta parca, esas
parca, son par¢a (16).

Bas: Olgun spermatozoonun yogunlasan g¢ekirdegi tasiyan yassilasmis bir basi
bulunur. Ortalama 4-5 pm uzunlukta ve 2,5-3,5 um genisligindedir. Cekirdek basin biiyiik
bir kismin1 olusturur ve anteriyor yarisini akrozom oOrter. Akrozom, membranla sinirli, kep
seklinde bir organel olup fertilizasyon icin gerekli hidrolitik enzimleri (proteazlar, asit
fosfatazlar, hiyaluronidaz ve noraminidaz) igerir (16, 17). Akrozomal enzimler,
spermatozoonun oositi saran korona radiata ve zona pellusiday1 gegcisini kolaylastirmak

i¢in dollenme aninda salinir (16).
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Sekil 7. Spermatozoon basinin elektron mikroskobik goriintiisii (23)

Baglanti parcasi: Bir ¢ift sentrioliin bulundugu dar bir pargadir. Distal sentriol,

spermatozoon kuyrugunun merkezi pargasi olan aksonemi olusturur.

Orta parca: Sarmal olarak dizilmis mitokondriyumlarin olusturdugu tabaka 9+2
mikrotiibiiler aksonem ve dis yogun lifler ad1 verilen spermatozoon boynundaki baglanti
par¢asindan kuyruk boyunca uzanan 9 uzamina seyreden kolonlardan olusur. Orta parcanin

alt sinir1 mitokondriyel sarmalin annulusta sonlanmasiyla belirgindir.

Esas parca: Kuyrugun en uzun pargasidir ve giderek incelir (16, 17, 21). Yedi yogun
lifce sarili merkezi aksonem ve bir fibréz kiliftan olusur.

Fibroz kilif, es uzakliktaki uzamina kolonlardan ¢ikan dairesel iskelet tarafindan
olusturulur. Hem dis yogun lifler hem de fibr6z kilif, spermatozoonun 6n hareketi sirasinda
mikrotiibiiler kayma ve kivrilma i¢in saglam bir iskelet yapisi olusturan keratin proteinini
igerir (16).
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Sekil 8. Olgun spermatozoonun kuyruk yapisi (24)

Sekil 9. Spermatozoon kuyrugunun elektron mikroskobik gorintiisii (23)
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Son parg¢a: Fibroz kilifin ve dis yogun liflerin erken sonlanmasindan dolay1, sadece

aksonem bulunan, 5-7 um uzunlugundaki en kisa pargasidir (16, 17).

Akrozom

\

Kuyruk esas pargasi

Bas \

Akrozom
ile gevrili
nukleus

Boyun

Kuyruk orta 7
pargasi >

Kuyruk son kismi

Sekil 10. Olgun spermatozoon (21)
4.1.3.1. Spermatozoon Membrani

Spermatozoon membrani; protein, lipid ve karbonhidrat olmak {izere 3 esas yapi1
elemanindan meydana gelen lipoglikoproteinlerden olusmustur. Her ne kadar
spermatozoon bazen enerji kaynagi olarak kendi fosfolipid kaynaklarini kullanirsa da
lipidlerin esas gérevi membran yapisini olusturarak stabilizasyonu saglamak, kapasitasyon,
akrozom reaksiyonu ve oosit-spermatozoon flizyonunda rol almaktir (20, 25).

Insan spermatozoonlari; yiiksek oranda fosfotidilkolin, fosfotidil etanolamin ve
sfingomiyelin igerir. Fosfolipidlerle birlikte kolesterol spermatozoon membraninin
biitiinltiglinli ve impermeabilitesini saglar. Spermatozoon membraninin yapisinda, mannoz
ve glukoz gibi monosakkaritler ile disakkaritler bulunur. Tirozin, triptofan ve histidin ise
esas aminoasit yapisini olugturmaktadir.

Spermatozoonlarin membraninda; spesifik antijenler (tirozin kinaz sp 95, proakrozin,
PH-20, PH-30, sp 56, galaktoziltransferaz, spermadezinler, progesteron reseptorii) disinda
hiicre-hiicre ya da hiicre-matriks etkilesimini yiiriiten nonspesifik proteinler, matriks

proteinleri ile (kollajen, fibronektin, laminin, adezyon molekiilleri) birlikte,
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immunoglobulinler, kaderinler, selektinler ve integrinler gibi adezyon molekiillerinin de
yer aldig1 gosterilmistir (20).

Spermatozoon plazma membran biitiinligiindeki zarar ve membran proteinlerindeki
yetersizligin, erkeklerde normal spermatozoon parametrelerine ragmen infertilite ile iliskili
oldugu bildirilmistir (26).

4.1.3.2. Kapasitasyon

Spermatozoonlar disi genital kanalina ilk birakildiginda; metafaz 2’deki oositi
dolleyecek yeterli motiliteye ve yetenege sahip degildirler.

Spermatozoonun oositi fertilize edebilmesi i¢in kapasitasyon adi verilen
fertilizasyona hazirlik siireci gereklidir. Kapasitasyon olayi, spermatozoonun disi genital
sisteminde fertilizasyon yetenegi kazandigi molekiiler ve fizyolojik olaylarin tiimiini
kapsar. Disi genital kanalinda lokalize olan glikozaminoglikanlar, kondroitin siilfatlar,
heparin benzeri ve heniliz tanimlanmamis bazi maddelerin kapasitasyon sirasinda
spermatozoonlarin plazma membranindaki degisikliklerden sorumlu oldugu bilinmektedir.
Kapasitasyon, tipik ligand-reseptor etkilesim mekanizmasma dayali; kalsiyum (Ca'?)
bagimli, c-AMP bagimli, kinaz bagimli, G-protein bagimli, redoks bagimli bir olaydir (20).

Yaklagik 7-8 saat siiren kapasitasyon siireci tamamlandiginda spermatozoonlar
akrozom reaksiyonu gegirebilecek Ozellikler kazanirlar ve motilitelerinde de
hiperaktivasyon adi verilen ¢ok 6nemli bir hareket tarzinin gelistigi gozlenir (18).

In vitro kapasitasyon ise, tubal siviya benzeyen elektrolit kompozisyonuna sahip besi
yerine, ejekiilat sperminin inkiibasyonu ile gergeklestirilir. Yedi saat siiren kapasitasyon
olay1 icin enerji kaynagi olarak ekzojen enerji kaynaklari (piruvat, laktat, glukoz)
kullanilmaktadir. Kapasitasyonun geg¢ici bir olay olmasi ve kapasite olmus bir
spermatozoonun tekrar kapasite olmamasi in vitro ¢alismalar1 zorlastirmaktadir.

Biyolojik stimiilan olarak; albumin, glikozaminoglikanlar ve progesteron igeren
spermatozoon motilitesi ve akrozom reaksiyonunu uyarici etkisi olan, insan folikiil sivisi
kullanilmaktadir. Prostattan gelen, kullanimi doz bagimli ve peroksidasyona Kkarsi
koruyucu etkisi de bulunan proteazom denilen faktorlerin seminal plazmada, spermatozoon
motilitesini ve spermatozoon sayisini uyarici etkisi bulunmaktadir. Spermatozoonun

motilitesini ve fertilizasyonunu diizeltmek amaciyla birgok farmakolojik ilag in vitro olarak
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denenmistir. Bunlardan kafein, pentoksifilin gibi fosfodiesteraz inhibitorleri laboratuarda
semene eklendiklerinde, hiicre i¢i cAMP diizeyini, glikolizisi ve ATP yapimini arttirarak
motil spermatozoon oranin1 yiikseltmekte ve aymi zamanda canli ama immotil
spematozoonlarda da motiliteyi baslatmaktadir. Ancak kafeinin in vitro kullanimi,
akrozom reaksiyonu ve spermatozoon membrani {izerine zararli etkilerinden dolay1 biiyiik
oranda terk edilmistir. In vitro kullanildiginda, hiicre diizeyinde fosfodiesteraz inhibisyonu
yapan PF, lipid peroksidasyonunu arttirarak, spermatozoonun membran akiskanligini
etkilemektedir.

Spermatozoonun  kapasitasyonu sonucu olusan hiperaktivasyon ile oosit
membraninda meydana gelen penetrasyon yarigindan spermatozoon girisi gerceklesir. Bu
sirada oosit i¢ zarinda bulunan vitelliis kortikal graniillerinin, perivitellin bosluga
salinmasiyla, polispermiyi Onleyen dollenme membrani olusur. Spermatozoonun oosit
icine girisinin ardindan metafaz 2’de bekleyen oosit, 2. mayozu tamamlar. 2. polar cismin

atilmasiyla, spermatozoon pronukleusu ile oosit pronukleusu birlesir ve zigot olusur (20).

4.1.3.3. Akrozom Reaksiyonu

Akrozom spermatozoon basinda ¢ekirdegin 6n kisminda yer alan, membranla gevrili,
lokalizasyonu nedeniyle kep bi¢iminde bir yapidir. Akrozomal kepin bigimi ve bilytlikligi
tiirlere gore degisiklik gostermekle birlikte yapisi temel olarak biitiin tiirlede benzerdir.

Akrozomal kepin, lizozomlarin analogu oldugu veya pankreas parankim
hiicrelerindeki graniillere benzer 6zelliklerde oldugu kabul edilir. Akrozomal kepin igerdigi
hidrolitik enzimlerin bir boliimii matriks iginde bulunurken bir bolimii de i¢ akrozomal
membranda yerlesiktir. Bu enzimler i¢inde en ¢ok bilinenleri hiyaliironidaz ve akrozindir.
Akrozomal matriks igindeki bir diger komponent de karbonhidratlardir. Akrozomal
matriksteki karbonhidratlar ve glikoproteinlerin bir boliimii akrozomal enzimlerin akrozom
reaksiyonu sirasinda inaktif formdan aktif forma gecmesini saglar.

Spermatozoonlar oositi dolleyebilmek igin oosit gevresindeki glikoprotein tabakasini,

yani zona pellusiday1 asmak zorundadir.
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Sekil 11. Akrozom reaksiyonu (27)

Akrozom reaksiyonunun sonucu olarak spermatozoonlarda plazma membrani ve dig
akrozomal membranin birlesmesiyle vezikiiller olusur ve akrozom igerigi spermatozoon
ylizeyine bosalir. Akrozomal icerigin serbest kalmasi bir ¢esit ekzositoz olarak kabul edilir.
Zona pellusida akrozomal enzimlerin etkisiyle yumusar veya lokal bir bolgede erir ve
boylece spermatozoonlarin bu yapiya penetrasyonu kolaylagir.

Akrozom reaksiyonunu tamamlamis spermatozoonlarin salgiladigi hiyaliironidaz
kumuliis hiicre martiksini eritirken (kumuliis hiicreleri hiyaluronik asitten zengindir)
spermatozoonlarin ylizeyindeki akrozin de zona pellusidanin asilmasinda rol oynar.

Akrozom reaksiyonunun tamamlanmasi iki 6nemli isleve yoneliktir:

e Zona pellusidanin agilmasi ve
e Spermatozoon ile oositin hiicre membranlari diizeyinde bilesmesi.

Akrozom reaksiyonu her ne kadar canlihgmi siirdiiren, oositi dolleyebilecek
ozellikteki spermatozoonlarda gerceklesse de bazen 6lii spermatozoonlarda da akrozom
reaksiyonunu taklit eden degisiklikler gozlenebilir.

Akrozomal kep, giliclii hidrolitik enzimlere sahip olmasi nedeniyle hiicre iginde

membranla g¢evrili bir yap1 olarak bulunur. Olii spermatozoonlar akrozomal kepi
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gevreleyen plazma membrani yapisal biitiinliigiinii koruyamadig: i¢in hidrolitik enzimler

hiicre iginde serbest kalir ve hiicrenin kendi kendisini sindirmesine neden olur (18).

AKROZOM AKROZOM
REAKSIYONU REAKSIYONU
BASLANGICI TAMAMLANMIS

s
s
i’
-

£
Vezkiid alusigns Ehvatoral bolge ——

Sekil 12. Akrozom reaksiyonu ile meydana gelen degisiklikler (5)

4.1.4. Semenin Ozellikleri

Seminal sivi (semen) bir miktar testis ve epididimis sivisiyla aksesuar bezlerin
(prostat, seminal vezikiiller ve bulboiiretral bezler) salgilamalarindan meydana gelmistir
(28, 29).

Semenin % 40-80’i seminal vezikiillerden, % 10-30’u prostattan, % 2-5’i
bulboiiretral bezlerin salgilarindan olusur. Spermatozoon ise semenin % 5’ini olusturur.

Insanda ejekiilat miktar: kisisel farkliklar gostermekle birlikte 2-6 ml kadardir (11).
Semen pH’st 7,2-8,1 arasinda degisir ve diger pek ¢ok memeliden farkli olarak insan
semeni ejekiilasyondan hemen sonra koagiile olur ve yaklagsik 20 dk iginde yeniden
coziilerek likefiye olur (18, 30).
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4.1.4.1. Semen Analizinde Spermatozoonun Mikroskobik Incelenmesi

a) Konsantrasyon: Spermatozoon sayisi, direkt olarak semenin ince bir tabaka
halinde lam-lamel arasinda Makler, hemosimetre, Thoma lami ve Hoffman sayaglari
kullanilarak incelenmesi ile belirlenir. Spermatozoon konsantrasyonu milyon/ml olarak
degerlendirilir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) standartlarina gére 20 milyon/ml ve daha

fazla olmasi normal kabul edilmektedir (30).

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 durmaktadirlar.

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

ve +3 hareketli spermatozoonlarin oranidir (30).

c) Morfoloji: Spermatozoon morfolojisi ¢esitli yollarla degerlendirilebilir.
Omegin bir damla (10-20 ul) semen lam iizerine damlatilir. Ornegin {istii lamel ile
ortiildiikten sonra morfoloji tayini yapilir. Baska bir segenek olarak da, 6rnek lam {izerine
tespit edilmeden Once esit hacimde tespit erigi ve metilen mavisi ile karistirilabilir.

Aydinlik saha ve faz kontrast mikroskobunda X400 ya da X1000 biiyiitmede en
azindan 100 spermatozoon sayilmalidir (31, 32).

Bir spermatozoon hiicresinin normal olarak kabul edilebilmesi igin spermatozoon
basi, boynu (orta parca) ve kuyrugu normal olmalidir. WHO’ya gére normal spermatozoon
degerlendirmesi asagidaki sekilde olmalidir:

Basin sekli oval olmalidir. Bagin boyu 4,0-5,0 um ve genisligi 2,5-3,5 pm olmalidir.
Bas bolgesinin % 40-% 70’ini kapsayan iyi tanimlanmis bir akrozomal bolge olmalidir.

Orta kisim ince uzun ve genisligi 1um’den az, boyu bas uzunlugunun 1,5 kat1 ve
basa aksiyal olarak baglanmig olmalidir. Orta parcada spermatozoon basinin yarisindan

biiylik higbir sitoplazmik damla olmamalidir.
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Kuyruk tek, diiz, diizgiin bi¢imli, orta kisimdan ince, kivrilmamis ve yaklasik 45um
uzunlukta olmalidir (30) (Tablo I).

Spermatozoon  morfolojisinin ~ degerlendirilmesinde ~ Kruger  Kriterlerinin
kullanilabilmesi i¢in, 5 pl sivilasmig meni lam {izerine damlatilir ve ince yayma yapilarak
oda sicakliginda kurutulur. Hazirlanan lam tespit edilir ve Diff-Quik boya seti ile boyanir.
Lamlar X1000 biiylitme kullanilarak 1s1k mikroskobunda incelenir. Saglikli bir
degerlendirme i¢in en az 100 spermatozoon sayilmalidir. % 15 veya daha fazla normal
spermatozoon morfolojisinin gdriilmesi normal bir sonug olarak kabul edilmeli ve % 4’den

kiiciik normal spermatozoon morfolojisi ise anormal olarak kabul edilmelidir (33, 34).

Bas Uzunluk 5-6 mikron
Genislik 2,5-3,5 mikron

Akrozom Basin % 40- % 70’ini olusturmali

Orta parca Genislik 1 mikron
Uzunluk 1,5xbasuzunlugu

Kuyruk Boyu yaklasik 45 mikron
Uniform

Orta par¢adan daha ince
Kivrilmamaig

Kirik igermeyen

Sitoplazmik damlacik Bas alaninin % 35-70’inden daha az
Sadece orta parcada lokalize

Tablo 1. Kruger kesin kriterlerine gére normal spermatozoon morfolojisi (1)

d) Spermatozoon Dis1 Hiicreler: Semende spermatozoon disinda yuvarlak
hiicreler olarak adlandirilan, tirogenital sisteme ait epitel hiicreleri, prostata ait hiicreler,
spermatogenetik seriye ait hiicreler ve lokositler olmak {izere farkli hiicreler de goriilebilir.
WHO, tiim bu hiicreler i¢in iist limiti 5 milyon/ml olarak belirlemistir. Cogunlukla nétrofil
olmak tizere lokositler, semende sik rastlanmakla birlikte 1 milyon/ml’nin iizerinde
oldugunda (16kositospermi) enfeksiyona ve spermatozoon kalitesinde bozukluklara neden
olmaktadir (35, 36).
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e) Terminoloji:
Normozoospermi: ml’ deki spermatozoon sayisinin 20 milyon/ml ve tizeri olmas.
Oligozoospermi: ml’ deki spermatozoon sayisinin 20 milyon/ml’den az olmasi.
Polispermi: ml’ deki spermatozoon sayisinin 20 milyon/ml’den ¢ok fazla olmasi.
Azoospermi: Tim ejakiilatta hi¢ spermatozoon bulunmamasi.
Aspermi: Seminal plazma tiretiminin olmamasi.
Nekrospermi: Spermatozoonlarin 6lii olmasi.
Astenozoospermi: Motilitenin diisiik (% 30’dan daha az) olmasidir.
Teratozoospermi: Morfolojik olarak anormal spermatozoonlarin gogunlukta olmasi.
Lokositospermi: Semende 16kositlerin 1 milyon/ml’den daha fazla olmasi.
Hiperspermi: Semen hacminin 6 ml’den daha fazla olmas.
Hipospermi: Semenin 1 ml veya daha az olmasi.

Globozoospermi: Spermatozoonda akrozom yoklugu (30).

4.1.4.2. Spermatozoon Morfolojisinin Degerlendirilmesi ve Klinik Onemi

Isik mikroskobu, elektron mikroskobu ya da farkli boyama teknikleri kullanilarak
yapilmaktadir. Bu boyama teknikleri Papanicolaou, Hematoksilen, Toluidin blue-pironin,
Giemza ve Nigrosin-eosin olarak siralanabilir. WHO nun 2010 yilindaki kitapgigina gore
Papanicolaou boyamasinin spermatozoon morfolojisi igin ideal yontem oldugu
belirtilmektedir. Bu boyanma ile spermatozoonda akrozomal ve postakrozomal alan,
rezidliel sitoplazma, orta parca ve kuyruk ortaya konulmaktadir. Ancak s6z konusu bu
yontemle spermatozoon incelenmesi olduk¢a uzun zaman aldigindan giliniimiizde siklikla
daha kisa siirede yapilan ve spermatozoon morfolojisi hakkinda detayli bilgi veren
Spermac ve Diff-Quik gibi yontemler kullanilmaktadir (1).

Morfolojik  degerlendirme yaparken kullanilan boyama yontemine gore
spermatozoonlar farkli boyutlarda goriilebilir. Ciinkii boyama oncesi yapilan fiksasyon
isleminde spermatozoonlar bir miktar biiziilebilmektedir. Diff-Quik yonteminde fiksasyon
ve boyama islemi kisa siirdiiglinden spermatozoonlar gercek boyutlarina yakin
goriiniimdeyken Papanicolau ya da Spermac ile yapilan boyamalarda daha kiigiik

goriiniirler (33).
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Giliniimiizde erkegin ¢ocuk sahibi olmasinda en etkili 6lciitlerden biri morfolojidir.
Spermatozoon morfolojisi; spermatozoon biiyiikliginii ve seklini ifade etmektedir.
Gegmiste spermatozoon morfolojisinin degerlendirilmesi ve klinik 6nemi erkek infertilite
potansiyeli tayini yoniinden tartigsmali olsa da yakin zamanda yapilan ¢alismalar morfolojik
degerlendirmenin ¢iftlerde gebelik sonuglart icin 6nemli oldugunu gdstermistir.
Literatiirler incelendiginde Kruger kati kriterlerine gore yapilan incelemenin 6n plana
ciktig1 ve sinir degeri olarak ¢ogunlukla % 4’iin alindig1 anlasilmaktadir (1).

Spermatozoonun Kruger kriterlerine gore degerlendirilmesinin en 6nemli avantaji
morfolojik olarak normal degerlendirilen spermatozoon orani ile IVF basarist arasinda
korelasyon bulunmasidir.

Bazi ¢aligmalarda anormal morfolojinin intrasitoplazmik spermatozoon enjeksiyonu
(ICSI) sonuglarini etkilemedigi iddia edilmistir. Giiven ve arkadaslar1 ise gebelik
saglamada total motil spermatozoon Sayisina ilave olarak spermatozoon morfolojisinin
onemli oldugunu, morfolojinin Kruger kriterlerine gére > % 4 olmasi ile % 22,2 gebelik
saglandigint ancak bu oranin < % 4 olmasi ile gebelik oraninin % 6,7’ye diistiiglini
belirtmektedir.

Sonug olarak, son WHO kitap¢iginda da belirtildigi lizere spermatozoon normal
morfolojisinde Kruger kat1 kriterlerinde oldugu gibi % 4 smirinin alinmasinin 6nemli
oldugu, spermatozoon morfolojisinin gerek spontan gebelik gerekse de yardimli iireme
teknikleri ile gebelik saglamay predikte etmede son derece 6nemli oldugu anlagilmaktadir.

Normal spermatozoon seklinin tanimlanmasi, postkoidal servikal mukustan ya da
zona pellusida ylizeyinden alinan spermatozoonlarin incelenmesi ile yapilmigtir. Buna gore
bu spermatozoonlarin normal oldugu kabul edilmektedir.

Bas boliimiinlin biiyiik kismini, igerisinde paternal DNA’nin oldugu yogun ve
kompakt yapidaki ¢ekirdek kaplamaktadir. Bu yapilar1 saran akrozom bulunur. Akrozom,
bas ve ekvatoryal bolge olmak fiizere iki kisma ayrilmaktadir. Spermatidin golgi
cisimciginden olusan akrozomal yap, fertilizasyon i¢in gerekli enzimleri igermektedir.

Ovumun fertilizasyonu sirasinda, akrozomal membranin oosit plazma membrani ile
bircok bdlgeden birlesmesi ile akrozom reaksiyonu olugsmakta ve enzimatik yapi
serbestlesmektedir. Akrozomal bolgede vakuoller de bulunmaktadir.

Spermatozoon kuyrugunda hareketin olusumunu saglayan temel yap1 aksonemdir ve

mikrotiibiiller ikililerden olusmaktadir. Mikrotiibiiller, dinein olarak bilinen proteinden
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olusur. Aksonem, kendilerine karsilik gelen periferal ciftlere eslik eden 9 ince silindirik
yapidan olusan yogun dis fiberler ve fibroz kilif ile ¢cevrelenmektedir. Yogun dis fibriller
spermatozoa kuyrugunun % 60’11 olusturur. Bir cesit kuyruk sekilli dis iskelet olarak
kabul edilen fibroz kilif, flagellar hareketin plani ile seklini etkiler ve kivrilma hareketinde
yer alir (1) .

4.1.4.3. Spermatozoon Malformasyonlarimin Tipleri:

Bas defektleri: Biiyiik ya da kiiciik, konik, piriform, yuvarlak, amorf, vakuollii, ¢ift basl

"

Sekil 13. Spermatozoon bas defektleri (1)

veya bunlarin kombinasyonu seklinde olabilir.

1191119

/
/ /

Spermatozoon morfolojisine bu bilgiler disinda bazi anormal yapilarin ayrica géz
oniinde bulundurulmasi1 gerekmektedir. Bunula iliskili olarak akrozoma ait ana yapisal
defektler; akrozomun kismi yoklugu, komple yoklugu, intraniiklear inkliizyonlarin varligi,
akrozomun dejenerasyonu ve hipoplazisi olarak bilinmektedir. Spermatozoonun
akrozomsuz olmasi niikleer yapiyr degistirmekte ve kendini globozoospermi (yuvarlak
basli spermatozoon) olarak gostermektedir. Bu patolojide, spermatozoon hareketli
olmasina ragmen akrozom eksikligine bagli olarak akrozom reaksiyonu ve dolayisi ile
oosit aktivasyonu yoktur. Golgi cisimciginden olustugu diisiiniilen inkliizyonlarin
spermatozoonun  akrozomal reaksiyon gdstermesinde veya zona pellusidaya
penetrasyonunda karsilagilan problemlerle iligkili oldugu diistiniilmektedir. Anormal basa
sahip spermatozoonlardan gelisen embriyolarin normal bir gebelik olarak devam etme

potansiyelleri de diisiik bulunmustur (1).
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Orta parca defektleri: Basin asimetrik olarak orta parcaya girmesi, kalin ya da diizensiz

olmasi, ince olmasi veya bunlarin kombinasyonu seklindedir.

)

Sekil 14. Spermatozoon orta parga defektleri (1)

Kuyruk defektleri: Kisa, birden ¢ok, kirik, keskin agili, koil sekilli, diizensiz ve bunlarin

kombinasyonlar1 seklinde goriilebilir.

2D

Sekil 15. Spermatozoon kuyruk defektleri (1)

Azalmis veya kaybolmus motilite durumlarinda bir¢cok aksonemal defektin varligi
rapor edilmistir. Aksonemal anomaliler, mikrotiibiillerin sayisal veya pozisyonel
anomalileri ve/veya dis veya i¢ dinein kollarmin yoklugundan kaynaklanmaktadir. Bu

anomaliler  ¢ogunlukla  genetik kokenli olarak kabul edilmektedirler  (1).
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Fazla sitoplazma kalintisi: Spermatogenetik siiregte iiretilen anormal spermatozoon ile
ilgilidir. Biiyiik miktarda diizensiz sitoplazma igerir ve orta parga defektleri ile ilgilidir
(Sekil 14). Sitoplazmik damla seminifer tiibiil tarafindan salgilanan, spermatozoon iginde
kiiciik sitoplazmik kitle olarak bilinmektedir. Bu yapi lizozomal enzimden zengindir.
Sitoplazmik artiklar orta parga ve bazen de kuyrukta goriilebilmekte ve bu hali ile orta
parca anomalisi gibi algilanabilmektedir. Ejekiilatta bu damlalarin varligi, yogun dis
fiberler ve fibroz kilif gibi yapilarin eliminasyonuna bagli epididimal fonksiyon bozuklugu
ve fertilizasyonun azalmasi ile birlikte goriilmektedir. Ayrica bu sitoplazmik damlalarda

reaktif oksijen tiirleri (ROS) yapimina neden olan bol miktarda madde bulunmaktadir (1).
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4.2. PENTOKSIFILIN (PF)

Pentoksifilin (PF), metilksantin tiirevi non-spesifik bir fosfodiesteraz inhibitorii olup,
eritrosit fleksibilitesini arttirarak ve trombosit agregasyonunu inhibe ederek kan
viskozitesini  attirmaktadir. Dolayisiyla kapiller kan akimi artisina  ve doku
oksijenasyonuna neden olmaktadir.

Hammerman ve ark., sican bagirsag ile yaptiklar1 bir ¢alismada, iskemi reperfiizyon
hasariin onlenmesinde PF’in ksantin enzimini inhibe ederek antioksidan olarak etki
ettigini gostermistir (37).

PF endotel yiizeyindeki negatif elektrik yikiini arttirarak trombosit adezyonu ve
agregasyonunu Onlemektedir. PF, fibrinolitik sistemi aktive ederek plazma fibrinojen
konsantrasyonunu da azaltir. PF, endotoksemi ve iskemi sonrasi ortaya ¢ikan enflamatuar
reaksiyonunda da etkilidir. PF noétrofil degraniilasyonunu engeller. Degraniilasyonun
engellenmesi ile lizozomal proteolitik enzimlerin ve serbest oksijen radikallerinin
olusmasina katalizorlilkk eden enzimlerin salinmasi engellenmis olur. Bundan bagka
inflamatuar olaylarda dnemli mediyatorler olan Tiimor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a) ve
interlokin 1 (IL-1) yapimini da azalttig1 gosterilmistir (38).

PF primer kardiyak verim artisina neden olur ve sonugta da refleks aksiyonu
meydana getiren sistemik vazodilatasyon ve total sistemik vaskiiler rezistansta azalma
yapar. PF giiclii bir periferik vazodilatordiir. Asil terapdtik etkinligi, hemoreolojik

etkileriyle kan akim1 ve dokularin oksijenasyonunu artirmasina baglhdir.
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Sekil 16. Pentoksifilin (PF)’ in molekiiler yapisi (39)
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Tullio Di Peri ve ark. ile R. Schneider ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada, PF akut ve
kronik kullanimi hemoreolojik (tam kan, plazma ve serum vizkozitesi, eritrosit
filtrabilitesi, hematokrit), hemostaziyolojik (koagulasyon ve fibrinolizis: 6globulin lizis
zamani, fibrinojen, plazminojen, alpha-2-makroglobulin, alfa-1-antitripsin, antiplazmin;
platelet fonksiyonu: B-tromboglobulin) ve hemodinamik faktorler (ekstremite perfiizyon:
sistemik kan basinci, kalp atim hizi) lizerine olumlu etkileri gosterilmistir (40).

Giildal ve ark., siganlar iizerine yaptiklari ¢aligmada, testis torsiyonunda PF’in
detorsiyon sonrasi testis dokusunda serbest oksijen radikalleri olusumunu azalttigi ve
reperfiizyon hasarindan koruyucu etkiye sahip olabilecegini gostermislerdir (41).

PF’in ayni zamanda farelerde interlokin-2 (IL-2) aracili Vaskiiler Leak Sendromu
(VLS)’nda c¢oklu organ hasari ve O0demi Onledigi gosterilmis olup VLS tedavisinde
kullanilabilecek bir tedavi segenegi oldugu bildirilmistir (42).

PF’in kapali femur kiriklar1 iizerine olan etkisinin incelendigi bir ¢alismada,
histolojik olarak erken dénemde PF kullanilmasinin kirik iyilesmesini hizlandirdigi, geg
donemde ise histolojik olarak kaynamay1 geciktirdigi gosterilmistir. Radyolojik bulgular
neticesinde de PF kullanimin kirik iyilesmesi {izerine etkisiz oldugu goriilmiistiir (43).

Oral PF kullanimmnin periton gegirgenligine, serum ve peritoneal sividaki
inflamatuvar sitokinlere etkisinin incelendigi baska bir ¢alismada PF’in periton
gecirgenligi, peritoneal sodyum atilimi tizerine etkisinin olmadig1 gosterilmistir (44).

Eskiden beri hipertansiyon tedavisinde ila¢ olarak kullanilan PF’in, CAMP
mekanizmasi lizerinden spermatozoon hareketini de arttirabileceginin 6nerilmesini takiben,
infertil erkeklerin tedavisinde de kullanilmaya baglanmistir (45).

CAMP, spermatozoon fonksiyonlarinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir.
Spermatozoon motilitesinin in vitro sartlarda uyarilmasimnin esast da hiicre i¢i cAMP
seviyesini arttirarak spermatozoon fonksiyonlarinin uyarilmasina dayanmaktadir.

Uyarilmanin bir diger sonucu ise spermatozoonun sitoplazmasi ig¢inde kalsiyum
diizeylerinde uygun dengenin saglanmasidir. Ciinkii sitozolik kalsiyum hem flagellumun
kivrilmasinda hem de kapasitasyon ve hiperaktivasyonda 6nemli bir aracidir.

PF laboratuarda semene eklendiginde, hiicre i¢i cAMP diizeyini, glikolizisi ve ATP
yapimini  Kolaylastirarak spermatozoon motilitesini arttirmaktadir (4, 5, 46). Motil
spermatozoon oranini  yiikseltmekte ve aym1 zamanda canli ama immotil

spermatozoonlarda motiliteyi de baslatmaktadir (5).
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PF’in spermatozoon motilitesi tizerindeki etkilerinin disinda akrozom reaksiyonunu
giiclendimekle ilgili etkileri de bildirilmistir. CcAMP akrozom reaksiyonunun
indiiklenmesinde ikinci haberci oldugundan fosfodiesterazlarin spesifik olmayan
inhibisyonu metilksantin ile hiicre i¢i cAMP seviyesini arttiracagindan akrozom
reaksiyonunun indiiklenmesine neden olur. Bununla beraber spermatozoonun zona
pellusidaya baglanma yetenegi artar (29). Yogev ve ark. tarafindan da PF’in,
spermatozoonun zona pellusidaya baglanma yeteneginin arttirdigr gosterilmistir (28).
Spermatozoonda hiz artisinin yumurtaya penetrasyon kapasitesini arttirdigi da saptanmustir
(4, 46).

Dondurulup ¢6ziilmiis spermatozoon motilitesini de uyardigi gosterilmistir (5, 29).

PF’in 2-deoksiadenozin ile kombine edilmesinin etkinligi daha da arttirdig
gozlenmistir (5).

Faka ve ark., 14 infertil erkek lizerinde yaptiklari ¢alismada PF kullaniminin semen
parametrelerini iyilestirdigini gostermislerdir (47).

PF genelde bireysel etki gostermekte ve farkli sonuglar vermektedir (5). Sonugla
ilgili en 6nemli faktor, konsantrasyon ve inkiibasyon siiresidir (4). PF toksik oldugu i¢in 90
dk’dan daha uzun siire uygulanmasinin spermatozoon canliliginda azalmaya yol actigi ileri
stirilmustiir (48).

Hattori ve ark. ‘“Kartagener Sendromlu’’ hastalarda yaptiklar ¢alismada PF’e pozitif
tepki gosteren birkag spermatozoon disinda neredeyse tiim spermatozoonlarin anormal
morfolojide oldugunu bildirmislerdir (50).

PF’in spermatozoon Kkalitesine etkisinin incelendigi varikoselli erkekler tizerinde
yapilan bir ¢alisma, tedaviden dort hafta sonra morfolojik olarak normal spermatozoon
hiicreleri oraninin 6nemli 6lgiide arttigini gostermistir (50).

Oral PF kullaniominin  spermatozoon  kalitesini  diizelttigi ve  yiiksek
konsantrasyonlarda ROS olusumunu 6nledigi bildirilmistir (5, 46).

In vitro kullamldiginda da PF, hiicre diizeyinde fosfodiesteraz inhibisyonu yapar.
Ayrica lipid peroksidasyonunu arttirarak spermatozoon membran akiskanligini da
etkilemektedir. Siiperoksit dismutaz enzimini inhibe edici etkisi de bulunmaktadir (5).

PF’in spermatozoon motilitesini attirdig ile ilgili hi¢ stiphe yok iken motilite kalitesi
hakkinda c¢eliskili raporlar hazirlanmistir. PF normozoospermik 6rneklerde progressif
hareketli spermatozoon sayisini arttirmak igin herhangi bir etkiye sahip olmadigi fakat
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astenozoospermik orneklerde progressif spermatozoon yiizdesini arttirmakta etkili oldugu
bulunmustur. Marrama ve ark., idiyopatik oligozoospermik hastalarda ilaci oral olarak alan
kisilerde motilite ylizdesinde artis oldugunu gosterirken diger arastirmacilar ise
astenozoospermik orneklerde spermatozoon hizinda PF’in smirli artisa neden oldugunu
gostermistir.  Bu  ¢eliskili  sonuclar, farkli zamanlardan ve farkli dozlardan
kaynaklanabilmektedir. Bu sonuglara gore klinik uygulama Oncesi uygun PF
konsantrasyonu saptanmali ve embriyo gelisimi lizerindeki olumsuz etki ihtimali de go6z

oniinde bulundurularak dikkatli kullanilmalidir (46).
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4.3. PLATELET AKTIiVE EDICI FAKTOR (PAF)

Platelet aktive edici faktor (PAF), inflamasyonda rol alan hiicreler tarafindan
sentezlenip salinan fosfolipid yapisinda bir mediatordiir. Trombositler i¢in giiclii bir
aktivatordiir. Hiicrede sekil degisikligi, graniil sekresyonu ve agregasyonunu indiikler.
Uyarilmis trombositlerden de serbestlestigi i¢in diger agonistlerin etkilerini kismen
yonlendirdigi diisiinlilmektedir. PAF’in hiicre i¢i ve dis1 segmentleri olan yedi

transmembran domainden olustugu gosterilmistir (51).
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Sekil 17. Platelet aktive edici faktér (PAF) molekiiler yapisi (52)
(1-O-alkil-2-asetil-sn-glisero-3-fosforilkolin)

PAF, ilk olarak 30 yil oOnce tavsanda, platelet agregasyonunda bazofillerde
Immunoglobulin E (IgE) stimiilasyonunda tanimlanmistir. O zamandan beri pekcok
arastirmaci, PAF 1n platelet agregasyonuna ek olarak pleiotropik biyolojik 6zelliklere sahip
0zel bir sinyal fosfolipid oldugunu gostermistir (52, 54, 55, 56).

Yapilan caligsmalar, PAF’1n; dolagim, enflamasyon, sistemik vazodilatasyon, akciger
brons daralmasi, trombosit ve notrofil aktivasyonu, kardiyak iskemi, doku reddi ile ilgili
coklu fonksiyonlar, gastrik {ilser ve iireme gibi fonksiyonlarda etkili oldugunu ortaya
koymustur (29).

PAF; eozinofillerin kemotaksisini, aktivasyonu, graniil proteinlerin salgilanmasini,
oksijen metabolitlerinin ve lipid mediatorlerinin sentezini arttirir (57).

PAF, lokositlerin 16kotrien B4 (LTB4) salinimini stimiile eder. Prostoglandin E1
(PGE1) ve Prostoglandin E2 (PGE2)’nin bu etkiyi doza bagimli olarak inhibe etmesi
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nedeniyle PG’ler PAF’1n aracilik ettigi inflamatuvar reaksiyonlar1 kontrol etmede lokal bir
faktor olarak gérev alabilirler (58).

PAF ayn1 zamanda tikanma sariliginda doku hasarinin olusumunda rol oynayan
onemli bir mediyatordiir. Fosfolipaz A2 (PLA2) ’nin aktivasyonu sonucu olusur. Kimyasal
yapisi, asetil gliserol eter fosfokolindir. Bu potent inflamasyon mediyatorii sitooksijenaz
yoluyla kuvvetli bir vazokonstriikktor madde olan tromboksan A2 {iretimini arttirarak
trombosit stimiilasyonu yapar. Ayrica 10kosit kemotaksisi, makrofaj, bazofil, mast
hiicrelerinin aktivasyonu gibi bir seri sistemik hemodinamik degisikliklere yol agar.
Endotelyal hiicrelerin de seklini degistirerek vazokonstriiksiyon ve permeabilite artigina
neden olur (59).

1970’lerin basinda kesfedilmesinden sonra PAF ayni zamanda ovulasyon,
fertilizasyon, preimplantasyon, implantasyon ve dogum olmak iizere tireme ile ilgili gesitli
fonksiyonlarla da iliskilendirilmistir (6, 9, 60).

PAF’in varligina insan dahil bircok memeli spermatozoonunda rastlanmustir (52).
Roudebush ve ark.’nin 95 spermatozoon iizerinde PAF varligini inceledikleri ¢alismada,
tiim 6rneklerde PAF saptanmuistir (6).

PAF, spermatozoonda lokalizedir ve seminal sivilarda mevcut degildir (52).
Spermatozoonda mevcut olan endojen PAF’1n motilite, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu
ve oosit penetrasyonu ile ilgili pozitif etkileri bildirilmistir (8, 29).

PAF’in aktivasyonu ve deaktivasyonu icin gerekli olan enzimler (lyso-PAF
asetiltransferaz ve PAF-asetilhidrolaz) spermatozoonda bulunmaktadir. Spermatozoonda
bulunan Ca*? bagimli PLA2 alkil-asil-GPC’den lyso-PAF olusumunu katalizler. Lyso-PAF
biyolojik olarak aktif degildir. Inaktif olan lyso-PAF asetil Co-A kullanilarak, aktif PAF
olusturmak igin (asetiltransferaz ile) asetillenir. Asetilhidrolaz ise inaktif olan PAF (lyso-
PAF) olusumundaki temel enzimdir (8, 52). Yapilan ¢alismalar, seminal plazmada
bulunan PAF-asetilhidrolazin (PAF-ah) kaynagmin aksesuar bezler (seminal vezikiil ve
prostat) oldugunu gostermektedir (7).

Bazi arastirmacilar, asetilhidrolazin spermatozoon dekapasitasyon faktorii oldugunu
ileri stirmektedir. Veriler, kapasitasyon sirasinda asetilhidrolazin ortadan kaldirilmasinin
PAF sentezini tesvik ettigini gostermektedir. Bu da artmis spermatozoon motilitesi ve

gelismis spermatozoon-oosit etkilesimi ile sonuglanmaktadir (8, 52).
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PAF-ah hakkindaki ¢alismalardan biri spinal kord yaralanmasi (SCI) olan erkekler
tizerinde yapilmis ve saglikli kontrol grubundaki erkeklerle asetilhidrolaz diizeyleri
karsilastirilmistir.  Sonuglar, SCI olan hastalarda seminal plazmalarindaki PAF-ah
aktivitesinin kontrol grubuna goére daha yliksek oldugunu ve seminal plazmadaki enzimatik
aktivite ile spermatozoon motilitesi arasinda negatif iliski oldugunu gdstermistir (7).

PAF’1in metabolizmasi testosteron, Ostrojen ve progesteron gibi hormonlardan
etkilenir ve spermatozoon motilitesi iizerindeki etkisinin de cAMP araciligi ile oldugu
gosterilmistir (8, 53). Fakat diger PAF etkisi inositol trifosfat (IP3) ve hiicre i¢i Ca*?
aracilig ile gegeklesmektedir. Sonu¢ olarak PAF’1in bulundugu hiicrelerde etkisi cAMP,
IP3 ve Ca*? seviyelerine bagldir (8).

PAF antagonistleri motiliteyi, akrozom reaksiyonunu ve fertiliteyi inhibe edebilir (9,
29, 61). Bu veriler PAF’a 6zgii bir reseptor varligini isaret eder (9, 61). Reinhart ve ark.,
PAF’a ait reseptOriin insan spermatozoonunda orta parga ve spermatozoon basina yakin
olduguna dair kanitlar sunmustur (29). Roudebush ve arkadaslarmnin da immiinfloresan
mikroskop kullanarak spermatozoadaki PAF reseptoriinii inceledikleri ¢alismada, normal
ve anormal spermatozoonlar arasinda boyun bdlgesindeki floresan yogunluklarinda énemli
derecede fark belirtilmistir (52). Ozellikle fertil ve infertil insan spermatozoonunda PAF
reseptér konsantrasyonu ve PAF reseptor konsantrasyonu igin mRNA ekspresyon
seviyeleri anlamli derecede farkliliklar gosterir. Infertil insan spermatozoonlarr anormal
PAF reseptor mRNA dizilerine sahiptir (8, 52).

PAF, yiizey reseptoriine baglanir ve bunun sonucunda diasil gliserolii (DAG) IP3’a
doniistiiriir ve hiicre ici Ca*® konsantrasyonunu arttirir.  Hiicre igi Ca* artis1 akrozom
reaksiyonunun baglamasindan sorumludur (29).

PAF’in reseptoriine baglanmasi ile fosfolipaz C (PLC) ve PLA2 aktive olur.
Aktivasyonun G protein araciligi ile olduguna dair ¢alisma sonuglari bulunmaktadir (62).
PAF’mn tirozin kinazi uyardigi da gosterilmistir (51, 63).

PAF konsantrasyonlarinin motilite iizerindeki etkilerinin incelendigi calismada,
motilitedeki en biiylik artisin en diisiik motilite gdsteren spermatozoonlarda oldugu
goriilmiistiir. Maksimum 4 saat 10 nM PAF’a maruz kalmanin spermatozoon {iizerinde
olumlu etkileri vardir. Fakat progressif motilitedeki en biiyiikk artisin 50 nM PAF ile
muamele edilen spermatozoonlarda goézlenmistir. Ayrica PAF ile muamele edilen

spermatozoonlar oositi lyso-PAF ile muamele edilen spermatozoonlara gore daha yiiksek
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oranda dollemistir. PAF ile muamele edilen spermatozoonlardan embriyo olusumunda da
daha yiiksek oranda blastosist kaydedilmistir (53).

Herhangi bir yardimla {ireme teknigi ve en fonksiyonel testler i¢in spermatozoon
islemden gegmis olmalidir (silika partikiil siispansiyonu ile yikama veya swim up). Bu
islem, spermatozoonun en fazla motil sayiya ulasmasinm ve islevselligini kolaylastirmak
i¢indir. Bu sayede, islem gormiis spermatozoonda PAF etkisi fertilizasyon potansiyeli ile
pozitif iliskili olacaktir. PAF aktivite seviyelerinin dl¢limii, yardimli tireme tekniklerinde
gebelik sonuglarini 6nceden tahmin etmede yararl olabilir (61).

Aragtirmalar PAF’1n IUI gebelik oranlarin1 ve motiliteyi arttiran nontoksik bir tedavi
oldugunu gostermistir. PAF’in PF ve bazi diger motilite uyaricilarindan belirgin avantaji;

spermatozoon tarafindan iiretilen dogal bir madde olmasi ve toksik olmamasidir (60).
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4.4, ERKEK INFERTILITESI

Erkek infertilitesine ait nedenler ¢ok olsa da genel olarak {i¢ grup altinda toplanabilir:
e Pretestikiiler nedenler
e Testikiiler nedenler

e Posttestikiiler nedenler

Pretestikiiler nedenler, daha ¢ok hormonal kaynaklidir. Hipotalamus ve hipofize
bagli nedenler olarak ikiye ayrilabilir.

Hipotalamusa bagli nedenler: LH eksikligi, FSH eksikligi, gonadotropin eksikligi ve
konjenital hipogonadotropik sendromlardir.

Hipofize bagh nedenler: Hipofiz yetmezligi, hiperprolaktinemi, ekzojen hormonlar

ve biiyiime hormonu eksikligidir.

Testikiiler nedenler, testis diizeyinde etki gostererek infertiliteye neden olan
durumlar1 kapsar. Biiyiik oranda geri doniistimsiizdiir. Testikiiler nedenler;
- Kromozomla iligkili (Klinefelter sendromu, XX cinsiyet doniisiimi, XXY
sendromu)
- Turner sendromu
- Miyotonik distrofi
- Kaybolan testis sendromu (iki tarafli anorsi)
- Izole Sertoli hiicresi sendromu (germ hiicresi aplazisi)
- Y kromozomu mikrodelesyonlart (DAZ)
- Gonadotoksinler (ilaglar, radyasyon)
- Sistemik hastaliklar (bobrek yetmezligi, karaciger yetmezligi, orak hiicre anemisi)
- Defektif androjen aktivitesi
- Testis zedelenmesi (orsit, torsiyon, travma)
- Varikosel
- Idiyopatik (64).
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Posttestikiiler nedenler ii¢ grupta incelenebilir:
1- Reprodiiktif yol obstriiksiyonu: Dogrusal blokajlar, edinsel blokajlar ve
fonksiyonel blokajlar
2- Spermatozoon fonksiyon ve hareketliligini ilgilendiren anormallikler: ICS
(immotil silya sendromu) , olgunlasma kusurlari, immiinolojik infertilite

3- Cinsel birlesmeyle ilgili sorunlar: Empotans, hipospadiyas (64).
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4.5. SPERMATOZOON FENOTIPi PATOLOJILERI

Erkek infertilitesinden genellikle astenozoospermi ve teratozoospermi sorumiu
olmasina ragmen sebepler tam olarak anlasilmis degildir. Erkek infertilitesinin nedeni
bircok bireyde belirsizdir ve ¢ok sayida hasta idiopatik infertiliteden muzdariptir. Bununla
birlikte son gelismeler, erkek infertilitesinde genetik anomalilerin rol oynadigini
gostermistir.

1970’lerin ortalarinda Iskandinav gruplar tarafindan yapilan agiklamaya gore siddetli
astenozoosperminin nedeni, spermatozoonda molekiiler mekanizmalarda rol oynayan
dinein (ATPaz aktivitesi ile ilgili) protein eksikligi, kistik fibrozis, Y kromozomunun uzun
kolundaki mikrodelesyonlar olabilir.

Spermatozoon patolojileri, rutin semen analizleri veya fonksiyonel testler ile tespit
edilememektedir. Ciinkii bu testler, patolojilerin altinda Yyatan sorunu ortaya
cikaramamaktadir.

Elektron mikroskobu, 1sik mikroskobuna kiyasla spermatozoon bilesenlerinin ig
yapisal ve konumsal organizasyonlarimi detayli olarak ayirt edebildigi ig¢in patolojiler

acisindan miikkemmel bir gézlem saglamaktadir.

4.5.1. Astenozoospermide Flagellar Patoloji

Siddetli astenozoospermi genellikle flagellar yapisal degisikliklere neden olur ve bu
infertil erkeklerin % 70’inden fazlasinda motilite eksikliginden sorumludur.

Siddetli astenozoospermi hastalar1 iizerinde yapilan calisma iki g¢esit kuyruk
anomalisi oldugunu gostermektedir. Birincisi, solunum patolojisi ve ailesel insidans ile
iliskili olan ve cogu spermatozoonu etkileyen fibroz kilif displazisi (DFS)’dir. Ikinci
anomali ise nonspesifik flagellar anomali (NSFA)’dir. Bu anomali spematozoonlarda
rastgele goriilmektedir. Siddetli astenozoospermi hastalarinda NSFA tipi anomalinin daha
fazla oldugu gdzlenmistir. Bu anomalide aksonemal mikrotiibiildeki nomal 9+2 diizeninde
bozulma ve degisim gorilmektedir. Patolojik NSFA fenotipte geri doniisiimlidiir ve
cogunlukla varikosel, seminal yolda enfeksiyon, immiinolojik faktorler gibi ikincil kosullar

fertiliteyi olumsuz etkilemektedir (65).
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Siddetli astenozoospermide en sik rastlanan patoloji NSFA’dir ve bu fenotip
heterojen olarak rastgele mikrotiibiiler degisiklikler ile karakterizedir. NSFA, ailesel
gecmis igermez.

Spematozoonda bu anomaliler semen yaymalarinda mikrotiibiiler degisimin flagellar
¢apia yansimasindan dolay1 11k mikroskobunda goriilememektedir. Bu nedenle sadece
ultrastriiktiirel inceleme ile spermatozoondaki anomaliler tespit edilebilmektedir.

DSF tipi anomali tagiyan spermatozoon orneklerinde motilitenin daha diisiik oldugu
saptanmistir. Cogu durumda spermatozoon tamamen immotil ve kisa, kalin, diizensiz
kuyruga sahiptir. Bu 6zel goriiniim patolojileri "stump tail” ya da "short tail" olarak
isimlendirilmistir.

Ultrastriiktiirel caligmalar kisa ve kalin kuyruklari ile DFS spermatozoonlar1 diger
spermatozoonlardan ayirt etmek i¢cin dnemlidir. DFS tanisi, tiim fibréz kilif degisiklikleri
goriilen spermatozoonlara dayanarak yapilir. Bu degisiklikler fibroz ortiide hipertrofi ve
hiperplazi, mikrotiibiil etrafinda kalin yiiziik ve fibroz ortii seklinde gézlenen normal veya
bozuk aksonem seklindedir. Orta parga olusmus degildir. Mitokondri az sayida ya da hig
bulunmamaktadir.

Testikiiler biopsiler veya immatiir spermatid igeren semen iizerinde yapilan
calismalar sonucu, bu defektlerin spermiyogenezis siirecinde fibroz kilif organizasyon
basarisizlig1 ile ortaya c¢iktigi gosterilmistir. DFS’li 50 hasta iizerindeki ¢aligma ile 10
hastanin erken c¢ocukluk doneminden itibaren kronik solunum hastaligr gecirdigi
gosterilmisitir. 1ki hasta {izerindeki ultrastriiktiirel ¢alisma bronsiyal silyalarin dinein
kollarinda eksik oldugunu gdstermistir ve ICS karakteristik bulgular1 gériilmiistiir.

DFS, siddetli astenozoospemi veya total spermatozoon immotilitesi ile birlikte
sistematik spermatozoon anormalitesidir. Fibroz kilif ve aksonemal, periaksonemal yapida
homojen ve 6zgilin bozulmus fenotiple karakterizedir. Diger androlojik bozukluklar gibi
ikincil bir kosuldan etkilenmez ve ¢ogunlukla medikal tedavilere cevap vermez. DFS,
fertilite acisindan oldukca olumsuzdur. Bu hastalarda klasik IVF metodlar fertilizasyonu
ve gebeligi aktive etmede basarisizdir. ICSI bir tedavi segenegi olabilir fakat genetik analiz
gerektirir (65).
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4.5.2. Teratozoospermide Spermatozoon Defektleri

Teratozoospermi, fertilite yetersizligi olan erkeklerde ©nemli bir neden olarak
bildirilmistir. Teratozoospermide iki tiir tanimlanabilir:

Ik ve en sik goriilen, morfolojik incelemede ¢ok sayida anomali ve farkli
spermatozoon  bilesenleri  goriillen teratozoospermidir. Bu heterojen modelde
spermatozoondaki degisiklikler rastgeledir ve hicbir ortak defekt goriilmez. Yukarida
anlatilan NSFA tipi bu kategoriye aittir.

Ikinci tiirde, spermatozoonlarin ¢ogunda homojen mikroskobik gériintii ve sistematik
spermatozoon defekti goriliir. Bu g¢esitlilik; asefalik spermatozoon, Yyuvarlak bas
akrozomlu spermatozoon, mini akrozom defektli spermatozoon, DFS ya da stump-tail

defekti veya ICS’de dinein aksonem eksikligidir.

4.5.3. Akrozom Eksikligi ve Akrozomal Hipoplazi

Yuvarlak basli, akrozomsuz spermatozoonlar 20 yil Once tespit edilmistir.
Ultrastriiktiirel inceleme sonrasinda akrozomun eksik ve kromatin kondansasyonunun
yetersiz oldugu goriilmiistiir. Bu kusur spermatozoon analizlerinde taniniyor olsa da bu
hastalarin semen incelemelerinin elektron mikroskobunda yapilmasi tavsiye edilmektedir.

Oval ve amorf spermatozoon baslari da dahil olmak iizere farkli sekillerde
akrozomsuz spermatozoonlar gézlenmistir. Yuvarlak sekil ve akrozom gelisim eksikligi
arasindaki iliski mutlak bir kural degildir. Akrozomal anomalileri olan 35 hasta ilizerinde
yapilan caligmada sadece 7 hastada akrozom eksikligi goriilmiistiir. 4 hastada da amorf ve
oval kafalar ile akrozom eksikligi iliskili bulunmustur. Diger 28 hasta hipoplaziktir. Herbir
ornekte spermatozoonun % 35-70’ini kaplayan kii¢iik akrozom vardir. Daha once de
literatiirlerde bu spermatozoon defekti mini akrozom olarak bildirilmistir.

Akrozomal hipoplazinin siddetli teratozoospermi durumlarinda arastirilmasi gerekir
ve bu durum elektron mikroskobu ile kolaylikla taninabilir.

Zambani (1992)’ye gore akrozom hipoplazisi teratozoospermik erkeklerde sik
goriilmektedir. Fakat genellikle diger anormal spermatozoon formlarmna gore goz ardi

edilmektedir (65).
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Akrozomal agenezi veya hipoplazisi olan hastalar, akrozomal fonksiyon eksikligi
nedeni ile infertildir. Ancak akrozomal hipoplazide, normal formda akrozoma sahip
spermatozoon sayisina gore bazi hastalarda fertilizasyon olasiligi bulunmaktadir.

Akrozomsuz spermatozoon sendromunda birden fazla gende kalitim olabilecegi 6ne
stirtilmiistiir.

Klasik IVF, akrozom eksikligi nedeni ile etkili degildir. Ancak basarili ICSI

kullanimi vardir (65).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1 HASTA GRUPLARI

Bu calismaya infertilite merkezine bagvurmus olan yaslar1 24-44 arasinda degisen
normospermi (say1 20 milyon/ml ve iizeri, motilite % 50 ve lizeri, n=20) semen Ornekleri
dahil edildi.

Bu c¢alismada yer alan her erkek grubunun% 50 motilite, 20 milyon {zeri
spermatozoon sayisi ve en az % 4 (Kruger’e gore) normal morfoloji goriilen
normospermik olarak degerlendirildi. Yas, sigara kullanimi, meslek etkileri, ila¢ kullanimi
gibi  Ozellikler dikkate alimmadi. Rutin morfolojik preperatlarda tiglii boyamalari
kullandigimiz takdirde cekirdek, akrozom ve boyun kuyruk kisminda bariz degisiklikleri
belirleyebilmekteyiz. Ayrica rutin tedavilerde spermiyogram testi haricinde asilama ve
mikroenjeksiyon uygulamalarina hazirlanan spermatozoonlarda morfoloji
degerlendirilmemektedir. Ancak g¢alismamiza dahil edilen her ornegin bazal degerleri

dikkate alinmistir.

5.2 SEMEN TOPLANMASI VE ANALIZi

Semen Ornekleri, 3-5 giinliik cinsel perhizle klinige gelen hastalardan, hastanin
admin, soyadinin yazili oldugu steril kaplara, mastiirbasyon yontemi ile alindi. Semenin
alindig1 saat not edildi. Oda 1sisinda yarim saat likefiye olmasi igin bekletildi. Turnusol
kagidi ile pH (7,2-8,0) degerlendirmesi yapildi. Cinsel perhiz siiresi, vizkosite (normal),
hacim (2-6 ml), renk (opak) ve hastaya ozel likefaksiyon zamani (30 dk) kaydedildi.
Mililitredeki spermatozoon sayisini belirlemek iizere, Makler sayma kamarasina (Counting
Chamber Makler, Sefi Medikal Instruments, Israil) kiiciik bir damla semen 6rnegi konuldu.
Toplam spermatozoon sayisit ve progresif hareketli ve immotil spermatozoon sayisi ile
motilite degerlendirmesi yapildu.

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

uygulandi. Motilite ve konsantrasyon 1sik mikroskobunda X20 biiyiitmede WHO
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kriterlerine gbre en az 100 spermatozoon sayilarak yapildi. Makler sayma kamarasina
(Makler chamber, Sefi Medikal Instr. Israil) 10ul semen koyularak ve X20 biiyiitme
altinda 10 kare sayilarak konsantrasyon ve motilite belirlendi.

Morfolojik skorlama i¢in lam iizerine yayilarak hazirlanan semen preparatlari
Spermac boyama yontemi ile boyandi. Morfoloji, faz kontrast mikroskopta, X100

biiylitmede Kruger kriterlerine gore degerlendirildi.

5.3. SPERMATOZOON BOYAMA VE MORFOLOJI
DEGERLENDIRMESI

Morfolojik degerlendirme ic¢in bir lama bir damla semen 6rneginden damlatildi.
Damlatilan semenin miktarmi spermatozoon sayisina bagl olarak ayarlandi. Ikinci bir lam
aracilig1 ile bu damlayi 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.,
Belgika) soliisyonlarindan 1,5 dk olacak sekilde sirayla boyama islemi yapildi. Kurumasi
icin beklendi. Immersiyon yag:i kullanilarak X100 biiyiitmede incelendi. Morfoloji
degerlendirmesi yaparken 100 spermatozoon dikkate alindi. Her anomali ayri ayri not
edildi.

5.4. PENTOKSIFILIN (PF) UYGULAMA PROTOKOLU

Tim sistem bilesenleri ve ornek oda sicakligina 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 goézle
goriiliir pellet yok ise prosediire 5 dk’lik ikinci santrifiij ile devam edilir. Sperm wash
medyumunda PF ile (1 mg/ml) stok soliisyon hazirlanir. Siipernatant atilip siispanse edilen
pellete 1 ml stok PF eklenir. Nihai konsantrasyonun 1,76 mM olmasi saglanir. 37°C’de 15
dk’lik inkiibasyon sonrasinda 300 g’de 8-10 dk santrifiij edilir. Siipernatant atilarak pellete
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4 ml sperm wash medyumu eklenir. 300 g’de tekrar 8-10 dk santrifiij edilir. Siipernatant

atilarak {izerine uygun medyum eklenir.

5.5. PLATELET AKTIVE EDiCi FAKTOR (PAF) UYGULAMA
PROTOKOLU

Tim sistem bilesenleri ve 6rnek oda sicakligina 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 goézle
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 saglanir. 37°C’de 15 dk inkiibe edilerek 300 g’de 8-10 dk santrifiij edilir.
Siipernatant atilarak pellete 4 ml sperm wash eklenir. 300 g’de tekrar 8-10 dk santrifiij

edilir. Siipernatant atilarak tizerine uygun medyum eklenir.

5.6. GECIRIMLI ELEKTRON MiKROSKOBU (TEM) PROTOKOLU

Semen ornekleri % 2,5’luk 1,1 M fosfat tampon (PBS)’lu (pH 7,2) glutaraldehit
fiksatifi igerisinde +4°C’de 4 saat immersiyon fiksasyonu yapildiktan sonra tamponda
yikanacak, sonrasinda % 1’lik osmiyum tetraoksitle 1 saat postfiksasyon yapilacaktir.

Membrandaki glikokaliks yapisini gdstermek i¢in de rutenyum kirmizist boyama
metodu kullanilacaktir. Distile su ile % 0,003 diliisyonda stok rutenyum kirmizisi
hazirlanacaktir (rutenyum kirmizist:distile su = 3:10000). Hazirlanan stok rutenyum
kirmizist 5:1 oraninda fosfat tamponunda hazirlanmis % 2,5 glutaraldehit ile 2 saat fikse
edilen spermatozoa PBS ile yikandiktan sonra 5:1 oraninda % 1’lik osmiyum tetraoksit
karisimi rutenyum kirmizist ile 1 saat siiresince post-fikse edilir. PBS ile yikanan
orneklerin 1 saat boyunca 5:1 oraninda distile su ile hazirlanmis % 2’lik uranil
asetat:rutenyum kirmizisi i¢inde bekletilerek boyanmalari saglanir. Yiikselen alkol
serilerinden (% 70, % 90, % 96, % 100) gegirilerek dehidrate edilecek dokular, propilen
oksitten gegcirilir. Propilen oksit + Epon (1:1) karistminda 20 dakika, propilen oksit + Epon
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(1:2) karistminda 1 gece ve Epon da 3 saat muamele edilir. Epona gémiilen 6rnekler,
60 °C’lik etiivde 24 saat bekletilir. Ultramikrotomda (Reichert, Supernova ultramicrotome)
cam elmas bigakla alinacak olan yar1 ince kesitler (1 um) toluidin mavisi ile boyanacaktir.
Yar1 ince kesitlerde yer tayini yapildiktan sonra bakir gridler tizerine alinacak olan yaklagik
60 nm kalmligindaki ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlanacaktir. Ince

kesitler Jeol JEM 1011 TEM ile incelenip fotograflanacaktir.
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6. BULGULAR

Calismamizda, herhangi bir ajan ile muamale olmamis kontrol grubu, pentoksifilin
(PF) ve platelet aktive edici faktdr (PAF) ile muamele edilen normozoospermik semen
ornekleri (n=20) degerlendirmeye alindi. Bununla birlikte spermatozoonlarin membran
yapisinda bulunan glikokaliks rutenyum red boyasi ile belirginlestirilerek gegirimli
elektron mikroskobunda kiyaslanarak incelendi. Son olarak olusturulan kontrol grubu
(n=6) ile PF ve PAF (n=14) uygulanmis gruplarin spermatozoon motilitesi ve ince yapilari

tizerindeki etkileri karsilastirilarak degerlendirildi.

6.1. GECIRIMLI ELEKTRON MIiKROSKOBU (TEM) BULGULARI

6.1.1. Normospermi Deney Grubunun Elektron Mikroskobik Bulgular:

Gegirimli elektron mikroskobu calismamizda, normosperminin herhangi bir ajana
maruz kalmamis kontrol grubu ile PF ve PAF uygulanmis gruplar incelendi. Bu
orneklerimizin, spermatozoonda bas ve kuyruk olmak iizere 2 kismi degerlendirildi.

Normospermi grubunda, spermatozoonlarin bas kismindaki nukleusun ve plazma
membranin korunmus oldugu (Resim 1 ve Resim 2) goriildii.

Normospermi grubundaki 6rneklerimizde kuyrugun orta parcasinda yer alan diizgiin
morfolojiye sahip mitokondriyumlar, 9+2 aksonem ve fibroz ortii yapisinin biitiinliigiiniin

korundugu gozlendi (Resim 3).
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Resim 1. Normospermi grubunda; plazma membrani ( ==p) ve nukleus biitiinliigi

(== === ) korunmus normal spermatozoon bag goriintiisii. Biiyiitme: X30000.
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Resim 2. Normospermi grubunda; plazma membrani (====p) ve nukleus biitiinligii

( ====Pp) korunmus normal spermatozoon bas goriintiisii. Biiyiitme: X60000.
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Resim 3. Normospermi grubunda; flagella’nin orta pargasinda normal fibroz Ortii

( =—p ). diizgiin morfolojiye sahip mitokondriyumlar ( > ) ve aksonem ((====p )
yapist. Biiytitme: X 30000 (inset) X60000.
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6.1.2. Pentoksifilin (PF) ile Muamele Edilen Grubun Elektron Mikroskobik Bulgulari

Pentoksifiline 15 dk maruz kalmis gruptaki spermatozoonlarin bas kisminin plazma
membran yapisinda (glikokaliks) yer yer bozulmalar oldugu (Resim 4, Resim 5 ve Resim
6) ve vakuollii ve graniillii bir kromatin yapisina sahip oldugu (Resim 4) goriildii. Bu gruba
ait spermatozoonlarin baglanti bolgesinde diizgiin sentriyol goriintiisiine rastlanirken
(Resim 7) spermatozoonlarin kuyruk kisminda da diizenli siralanmis mitokondri yapisi
goriildii (Resim 4). Kuyruk kisminin orta pargasinda, motilitede 6nemli rol oynayan
aksonem yapisindaki 9+2 biitiinliigiiniin diizgiin oldugu, ancak ¢evresindeki mitokondriyon
kristalarinin kayboldugu goriildii (Resim 8). Spermatozoon kuyrugunun esas kisminda da

kontrole yakin aksonem yapisi ve dinein kollar1 goriildi (Resim 9).
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Resim 4. PF’e maruz kalan grupta; spermatozoon basi membran yapisinda yer yer
bozulmalar ( ), kromatinde graniiler ( ===+ ) ve vakuollii yap: ( mmmp) ile diizenli
siralanmis mitokondri (s ) goriintiisii. Biiyiitme: X15000.
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Resim 5. PF’e maruz kalan grupta; spermatozoon basinin membran yapisinda yer yer
bozulmalar ( ). Biiyiitme: X30000.
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Resim 6. PF’e maruz kalan gruptaki spermatozoon bas membraninda yer yer bozulmalar
( ). Biiytitme: X60000.
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Resim 7. PF’e maruz kalan gruptaki spermatozoonda bas ( }) ve sentriyol goriintiisii

(). Biiyiitme: X30000.
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Resim 8. PF’e maruz kalan grupta; spermatozoonun orta kismindaki aksonem yapisindaki

(9+2) biitiinliigiiniin diizgiin olmas1 (=) ve g¢evresindeki mitokondri yapilarindaki

kristalarinin kaybi ( === &) goriintiisii. Biiyiitme: X120000.
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Resim 9. PF’e maruz kalan grupta; spermatozoon kuyrugunun esas kisminda kontrole

yakin aksonem yapisi (===$) ve dinein kollarmin ( ) goriintiisii. Biiyiitme: X120000
(inset) X60000.
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6.1.3. Platelet Aktive Edici Faktor (PAF) ile Muamele Edilen Grubun Elektron
Mikroskobik Bulgular:

Platelet Aktive Edici Faktér (PAF)’¢ maruz kalmis gruplarda elonge bash
spermatozoonlarin oldugu gozlendi (Resim 10). Bu spermatozoonlarin bas kisminin
plazma membran yapisinin yer yer bozuldugu (Resim 11) vakuollii ve graniillii bir
kromatin yapisina sahip oldugu (Resim 10, Resim 12 ve Resim 13) goriildi. Bu grubun
baz1 6rneklerinde atilamamuis sitoplazmik artigin yer aldigi (Resim 14) gozlendi. Bu gruba
ait spermatozoonlarin baglanti bdlgesinde diizgiin sentriyol ve kristalar1 belirgin olan
mitokondrilere rastlandi (Resim 13). Ancak spermatozoonlarin kuyruk kisminin orta
pargasinda yer alan mitokondriyonlarin kristalarinin kayboldugu ve mitokondri matriks
bolgesinin  vakuollii bir goériiniim aldigr goézlendi (Resim 15). Bunun yani sira
spermatozoonlarin kuyrugunun esas pargasinda, motilitede 6nemli rol oynayan 9+2

aksonem yapisinin diizgiin ve diizenli siralanmig fibréz ortiintin oldugu goriildi (Resim
16).

57



Resim 10. PAF’a maruz kalan gruptaki; spermatozoon bas kisminin ince uzun bir yapi

aldig1 (===p) ve vakuollii yapilarin goriintiisii (= = = ). Biiylitme: X30000.

58



Resim 11. PAF’a maruz kalan gruptaki; spermatozoon bas kismindaki membran yapisinda
yer yer bozulmalar ()). Biiyiitme: X15000.
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Resim 12. PAF’a maruz kalan gruptaki; spermatozoon basindaki, graniiler kromatin

() Ve diizgiin plazma membrani goriintiisii (s««+«<»). Biiyiitme: X60000.
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Resim 13. PAF’a maruz kalan gruptaki spermatozoonun bas bolgesindeki graniilli

gortintisi ( ) ve baglant1 bolgesindeki diizgiin sentriol (====p) ve mitokondri yapisi
(==p-). Biiyiitme: X30000 (inset) X60000.
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Resim 14. PAF’a maruz kalan gruptaki spermatozoonun bas bélgesinde sitoplazmik artik
( <) Biiyiitme: X25000 (Inset) X60000.
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Resim 15. PAF’a maruz kalan gruptaki spermatozoonun orta kismindaki aksonem

yapisindaki (9+2) biitiinliigliniin diizgiin olmas1 ( ) ve c¢evresindeki mitokondri

yapilarindaki kristalarinin kaybi (= === §) gériintiisii. Biiytitme: X60000 (inset) X120000.
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Resiml 16. PAF’a maruz kalan gruptaki; spermatozoon kuyrugunun esas kisminda
kontrole yakin aksonem yapisi (====) ve dinein kollarinin (= === ) goriintiisii. Bilylitme:
X120000 (inset) X60000.
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7. TARTISMA

Infertilite, en az bir y1l korunmasiz iliskiye ragmen gebe kalmamamasi durumu
olarak tanimlanir (1). Diinya genelinde infertilite her yedi giftten birini etkilemektedir (66).
2008 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir arastirmada 6,5 milyon ¢iftin
cocuk sahibi olamadiklari i¢in infertilite kliniklerine bagvurduklar: bildirilmistir . Infertilite
sebepleri incelenirken olgularin % 50’sinde sadece kadin faktoriiniin, % 30’unda sadece
erkek faktoriiniin ve geri kalan % 20’lik grupta da hem erkek hem de kadin faktoriiniin
sorumlu oldugu goriilmiistiir (1). Bu endise verici veriler infertilitenin WHO tarafindan
artik hastalik sinifina alinmasina neden olmustur (67).

Erkek faktoriine bagl infertilite, diisiik sayida spermatozoon iiretimi, spermatozoon
motilitesinde azalma veya spermatozoon morfolojisinin yetersiz olusu gibi 6zelliklerin tek
basina veya birkaginin birlikte goriildiigi durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Morfolojinin
IVF’te gebelik oranlari iizerine etkisi oldugu bilinmektedir (2).

Yetmigli yillardan itibaren uygulanmaya baslanan IVF ve 1992°den itibaren
uygulanan ICSI yontemleri, erkek infertilitesi basta olmak iizere giiniimiizde infertilite
tedavisinde umut kaynagi olmustur (68). Klasik IVF, pek ¢ok infertil ¢ift i¢in etkili bir
tedavi yontemi olmasina ragmen siddetli erkek infertilitesinin goriildiigli vakalarda etkili
degildir (69). Boyle durumlarda bireyin spermatozoonunun direkt oosit ig¢ine enjekte
edildigi ICSI teknigi uygulanmaktadir. Ingiltere’de yaklasik olarak tiim IVF vakalarmin
% 52’sini ICSI olusturmaktadir (70). Bu teknige ragmen, halen ICSI sikluslarinin % 1-5’i
basarisizlikla sonuglanmaktadir (71).

Bu basarisiz sonuglar bilim adamlarini dollenme oranlarini arttirmaya yonelik farkli
farmakolojik ajanlar kullanma yoluna sevketmistir. Fakat simdiye kadar yapilan
caligmalarda bu ajanlarin embriyo gelisimi iizerindeki kesin etkisi belirlenmis degildir.
Calismamizin, YUT de kullanilmaya baslanan bu ajanlarin spermatozoon ince yapisindaki
etkilerini belirleyerek embriyo gelisimi tizerindeki etkisine 1s1k tutacagini diisiinmekteyiz.

Spermatozoonun fertilizasyon yetenegini etkileyen en Onemli iki parametre
morfolojik 6zelligi ve motilitesidir (2). Bu ajanlar icinde bulunan PF, IVF
laboratuarlarinda motiliteyi arttirmaya yonelik en yaygin kullanim alan1 bulan ajandir.

PF, bir metilksantin bilesigi olup kafein ve teofilin ile ayn1 farmakolojik sinifa aittir.

Kafeine olan istiinliigii yar1 omriiniin daha uzun ve suda ¢Oziiniirligiiniin daha fazla
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olmasindandir. Bu gruba ait ajanlarin, fosfodiesterazi inhibe ederek hiicre i¢ci cAMP
diizeyini arttirdig1 bilinmekte ve bu yolla ATP yapimini kolaylastirarak spermatozoon
motilitesinde artisa neden olacagi savunulmaktadir (72). PF etkisiyle biriken cAMP,
spermatozoon kuyrugundaki protein fosforilasyonunu indiikleyen cAMP’ye bagimli
kinazlar1 uyarir ve boylece spermatozoon motilitesinde artig goriiliir (74). CAMP, akrozom
reaksiyonunun indiiklenmesinde ikinci haberci oldugundan fosfodiesterazlarin spesifik
olmayan inhibisyonu metilksantin ile hiicre i¢i cAMP seviyesini arttiracagindan akrozom
reaksiyonunun indiiklenmesine de neden olur. Buna ek olarak da spermatozoonun zona
pellusidaya baglanma yetenegi artar (29). PF’in ayrica testiste mikrosirkiilasyonu arttirarak
spermatozoon parametreleri tizerinde olumlu etki yapmasi beklenmektedir. PF’in erkek
infertilitesinde en yaygm kullanimi in vitro spermatozoon motilitesinin arttirilmasi
amaciyladir (72).

Los Angeles Fertilite Merkezi’nde yapilan bir ¢alismada, ICSI yapilacak olgularda
spermatozoonun laboratuarda PF ile muamele edilmesinin, fertilizasyon ve gebelik
oranlarini diizelttigi bildirilmistir. 348 siklusu i¢eren calismada PF kullanildiginda gebelik
oranlarmin % 36’dan % 48’¢ ¢iktig1 goriilmiistiir (45).

Tesarik ve ark., PF’in 2-deoksiadenozin ile kombine edilmesinin motilitedeki
etkinligi daha da arttirdigin1 gézlemislerdir. Bu konuda yapilan bagka bir ¢calismada da bu
kombinasyonun embriyo gelisimini olumsuz etkiledigi bildirilmistir. Burada PF’in
yumurta lizerine olan direkt etkisinin sorumlu olabilecegi diisiiniilerek fertilizasyondan
Oonce spermatozoonun yikanarak ilacin ortamdan uzaklastirilmasi diistiniilmiistiir. PF’in
yikanarak ortamdan uzaklastiritlmasini takiben etkisinin normozoospermiklerde 3-4 saat,
astenozoospermiklerde 2 saat daha devam ettigini bildirmektedir (5).

Lacham-Kaplan Trounson ise embriyonik gelisim ile igili olarak, spermatozoonun
3mM PF ile kisa inkiibasyonunda negatif etkinin olmadigini bildirmislerdir (75).

Okada H. ve ark.’nin yaptig1 baska bir ¢alismada ise, oral PF verilmesinin, seminal
plazmalarinda ROS’un ylikselmis oldugu olgularda spermatozoon motilitesini diizelttigi
(% 21), ROS normal olanlarda ise bir etkisinin bulunmadigi ortaya konmustur. Ayni
calisgmada PF’in ROS’u disiiriicii bir etkisinin bulunmadigi da ayrica bildirilmistir (76).

Metilksantinlerin in vitro kullanimiyla ilgili Gearon CM. ve ark. ile Merino G. ve

ark.’nin yapig1 gibi c¢ok sayida calisma bildirilmis olmakla birlikte, genel kani bu
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maddelerin bireysel etki gosterdigi ve farkli sonuglar verdigidir. Sonuglar iizerine etkili en
onemli faktorler ilacin konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresidir (77, 78).

Yapilan galigmalarin ¢ogu in vitro kullaniminda spermatozoon motilite yiizdesinde
belirgin artislar oldugunu gostermektedir. Fakat kullanim sonrasi fertilizasyon ve gebelik
oranlarina pozitif etkisi tartismalidir (72).

Aliabadi ve ark. nin ¢alismaya gore PF’in uzun siire (90 dk gibi) uygulanmasi toksik
etkisi sebebiyle spermatozoon canliliginda azalmaya yol acabilmektedir (48).

Tasdemir ve ark. ile Tarlatzis ve ark.’nin sirasiyla 51 ve 43 hastay1 igeren kiiciik
caligsmalarinda IVF oranlarinda umut verici iyilesmeler saptanmistir. Diger bilim adamlari
kontrol ve IVF ile IUI tedavi gruplar1 arasinda farklilik gézlememistir. Bu nedenle PF’in
gelisigiizel kullanilmamasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Zararl etkileri de tartismali olan PF’in yardimli tireme tekniklerinde kullanilmasi
icin ¢cok daha fazla ¢aligma yapilmalidir (29).

Ayrica g¢alismamizda rutenyum red boyasi ile belirginlestirdigimiz glikokaliks;
glikoprotein, glikolipit, proteoglikan gibi glikokonjugatlardan olugmaktadir. Memelilerde,
testikiiler — germ  hiicrelerinin  glikoproteinleri  spermatozoon  farklilasmast  ve
spermatogenezde Sertoli hiicreleriyle etkilesimi de onemlidir. Glikokaliks ayn1 zamanda,
disi immiin sistemine karsi spermatozoon korunmasinda, akrozom reaksiyonlarinda ve
spermatozoonun oositi dolleme yeteneginde onemli rol oynamaktadir. Erkek infertilitesi
bazi durumlarda spermatozoon vyiizeyindeki glikokonjugatlarin degisikligi sonucu
goriilebilmektedir. PF’in, spermatozoon plazma membran biitiinliiginii de korudugu
bildirilmistir (48).

Spermatozoonun dolleme oranlarini arttirmaya yonelik kullanilan farmakolojik
ajanlardan digeri de PAF’dir. Fakat PAF’in kullanimi PF’¢ oranla daha kisithidir.

1970’lerin basinda kesfedilen PAF, spermatozoonda lokalizedir ve seminal sivilarda
mevcut degildir. insan spermatozoonu dahil bir cok memeli spermatozoonunda bulunur.

PAF, ozellikle motil spermatozoonlar iizerine etki gostermektedir. Arastirmacilar
cesitli dokularda da varligini ortaya ¢ikarmiglardir (53).

PAF’1in spermatozoon motilitesi ilizerindeki etkisinin cAMP araciligi ile oldugu
goriilmektedir. Ancak diger hiicrelerde, IP3 ve hiicre igi Ca* etkisi ile gerceklesmektedir.
Dolayisi ile PAF etkisi CAMP, IP3 ve Ca*? seviyelerine baglidir (8).
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Angle ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada normal erkeklerin spermatozoonunda bulunan
PAF miktar1, astenozoospermik hastalara oranla anlamli derece yiiksek bulunmustur. Bu da
PAF’1in normal spermatozoon fonksiyonlar1 ve fertilizasyonda onemli bir rolii oldugunu
gostermektedir.

Yine ayni ¢alismada PAF’in akrozom reaksiyonunun indiiklenmesinde de etkili
oldugu bildirilmistir. PAF ve akrozom reaksiyonu ile ilgili ¢alismalar, zamanin akrozom
reaksiyonu lizerinde onemli etkisi oldugunu gdstermistir. PAF ile muamele sonrasi
akrozom reaksiyonuna yanitin 2 dk i¢inde 3 kat, 5 dk i¢cinde 4 kat arttig1 goriilmiistiir.
Yanit, 30 dk’lik inkiibasyon siiresi boyunca devam etmistir. Ayrica deneylerde, akrozomal
bolgede goriilen PAF kaynakli degisikliklerin folikiiler sivinin kullanildiginda goériilenlerle
benzer oldugu ortaya ¢ikmustir (79). (Sekil 18)

Sekil 18. Insan spermatozoonunda PAF ile stimulasyonu dncesi (a) ve sonrasinda (b)

akrozom morfolojisinin elektron mikroskobik goriintiisii (79).
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PAF’1n fare ve tavsan oositlerinde, fertilizasyon oranlarinin arttirilmasi ve doéllenme
stirecinde 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. Roudebush ve ark.’nin yaptig
calismada PAF’a maruz kalan spermatozoon ile dollenmis tavsan oositlerinde artmis
embriyo gelisimi bildirilmistir. Bu bakimdan menide PAF incelemek, fertilizasyon tahmini
igin ek bir parametre olabilir (80).

Roudebush ve ark.’nin sincap maymunlar tizerinde yaptig1 ¢alismada, PAF’a sincap
maymun semen Orneginde de rastlanmis ve lireme mevsimindeki sincap maymunlarda
tireme mevsimi diginda olanlara oranla anlamli derecede yiiksek miktarda PAF varlig
ortaya konmustur (56).

Juuming Zhu ve ark.’nin 125 SCI gegiren erkek tizerinde yaptiklar1 arastirmada;
yaralanma sonrasi spermatozoon konsantrasyonu yillarca normal kalirken spermatozoon
motilitesinde diisiis goriilmiistiir. Ayrica arastirma, SCI olan hastalarda kontrol grubundaki
erkeklere oranla daha yiiksek oranda PAF-ah oldugunu géstermistir. PAF-ah enzimi, PAF’1
katalize eder ve biyolojik olarak inaktif olan Lyso-PAF olusturur. Bu islem
spermatozoonun kapasitasyonu i¢in sart olan hiperaktivasyonu engeller.

20 SCI’li ve 20 saglikli erkek tizerinde yapilan ¢aligmada, SCI’li hastalarin PAF-ah
konsantrasyonu 1117,40 bulunurken saglikli erkeklerde 458,60 bulunmustur. Ortalama
spermatozoon motiliteleri ise kontrol grubunda % 61 iken SCI’li hastalarda % 25’tir (7).

Krausz ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada, kisa siireli PAF inkiibasyonunun progressif
hareketli spermatozoon motilitesini arttirdigi goriilmiistiir. Ancak hareketlilikte artis 25
hastadan 16’sinda goriiliirken diger hastalarda higbir gelisme goriilmemistir. Cevap veren
16 hastanin 9’unda artis ilk 1 saat i¢inde goriiliirken kalan 7 hastada 2 saatlik inkiibasyon
sonrasinda etki goézlenmistir (3).

IUI’da spermatozoon yikama islemine PAF eklenmesi motiliteyi ve gebelik
oranlarimi arttirmaktadir (9). Bununla birlikte bu 6nemli gelisme sadece semen analizinin
normal oldugu durumlarda goriilebilir (53). Roudebush ve ark.’min 165 hasta iizerinde
yaptiklar1 ¢aligmada, normal semen Ozellikleri ile bagvuran ve PAF kullanilan grupta
gebelik orant % 29,8 olurken kontrol grubunda % 17,9 olarak bulunmustur. Erkek
faktoriine baglh infertilitede ise PAF ile tedavi uygulanan grupta gebelik oranlar1 % 36,8
iken kontrol grubunda % 26,1 bulunarak istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis
goriilmiistiir (9). Lyso-PAF ile muameleden ise motilite etkilenmemistir. Bu da
spermatozoon iizerindeki motilite etkisinin PAF’a bagli oldugunu ortaya koymaktadir (53).
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PF ve PAF uygulama sonrasi spermatozoonun tiim ince yapisi Gegirimli Elektron
Mikroskobu(TEM)’nda ayrintili sekilde incelendi.

Elektron mikroskobunda spermatozoonun ince yapisini inceleyen bu aragtirmamizda
karsilagtirma yapabilmek i¢in daha 6nceden yapilmis yeterli sayida ¢alisma bulamadik.

Arastirmamizin sonuglart dogrultusunda, spermatozoonlarin PF ve PAF gibi ajanlara
maruz birakilmasinin motiliteye olan olumlu etkisi disinda spermatozoon bas ve kuyruk
yapist iizerinde az da olsa olumsuz etkileri oldugunu gérmekteyiz. YUT de de kullanilan
bu ajanlarin olumsuz etkilerinin embriyo gelisimi tizerinde de etkili bir faktdr olabilecegini
diisinmekteyiz. Bu baglamda PF ve PAF ile ilgili spermatozoon ince yapisinin incelenmesi

ve kiyaslanmasi ile ilgili arastirmalarin arttirilmasi bu konuda aydinlatici olacaktir.
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8. SONUC

Calismaya, infertilite merkezine bagvurmus olan normozoospermik (say1 20
milyon/ml ve iizeri, motilite % 50 ve iizeri, n=20) bireylerden elde edilen semen 6rnekleri
dahil edildi. Elde edilen spermatozoonlara PF ve PAF ile muamele edildi. Ayrica
spermatozoonlarin membran yapisindaki glikokaliks, rutenyum kirmizist ile boyanarak
belirginlestirildi. PF ve PAF ile muamele edilen spermatozoonlarin ince yapilar1 ve kontrol
grubunda hicbir ajanla muamele olmamis spermatozoonlarin ince yapilar1 gegirimli
elektron mikroskobu (TEM)’nda kiyaslanarak incelendi.

Kontrol grubundaki spermatozoonlar ile PF ve PAF ile muamele edilen
spermatozoonlarin kiyaslanmasi bas ve kuyruk olarak iki kisimda yapildi.

Normozoospermik bireylerlerden elde edilen kontrol grubunda, spermatozoonlarin
bas kismindaki nukleusun ve plazma membranin korunmus oldugu goriildii. Kontrol
grubundaki  bu  orneklerimizin  kuyruk bolgesinde diizgiin morfolojiye sahip
mitokondriyumlar oldugu, orta pargasinda yer alan 9+2 aksonem ve fibréz Ortii yapisinin
biitiinliigliniin korundugu gozlendi.

PF ile muamele edilen spermatozoonlarda, bas kisminda glikokaliks yapisinda yer
yer bozulmalar oldugu, vakiiollii ve graniillii bir kromatin yapisina sahip oldugu goriildii.
Yine bu gruptaki spermatozoonlarda baglanti bolgesinde diizgiin sentriyol gériintiisii de
gozlendi.

Kuyruk kisminin orta pargasinda motilitede Onemli rolii olan 9+2 aksonem
yapisindaki merkezi c¢iftin diizgiin oldugu ve g¢evresindeki mitokondri yapilarinda
kristalarin kayboldugu goriildii.

Spermatozoon kuyrugunun esas kisminda da kontrole yakin aksonem yapisi ve
dinein kollarinin goriintiisii gozlendi.

PAF’a maruz birakilan spermatozoon grubunda elonge basli spermatozoonlar
gorilmiistiir.

Bu gruptaki spermatozoonlarin plazma membran yapilarinda yer yer bozulmalar ve
graniilli ve vakuollii kromatin yapisina sahip oldugu gozlendi. Yine bas bolgesi

incelemelerinde sitoplazmik artiklara da rastlandi.
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PAF’a maruz birakilan spermatozoonlarin baglanti bolgelerinde diizgilin sentriol ve
mitokondri yapist gozlenirken kuyrugun esas kisminda da kontrol grubundaki
spermatozoonlara yakin aksonem yapisi ve dinein kollar1 gozlendi.

Calismamizda; her hastanin temel bulgular1 ve ajanlar ile muamele sonrasi bulgulari
degerlendirildiginden, bir kiyaslama ¢alismasi oldugu icin diger etkilerin sonuca yansima
ihtimali glindeme gelmedi.

Bu farmakolojik ajanlarin spermatozoon ince yapisi lizerindeki olumsuz etkileri
dolayisiyla embriyo gelisimi de olumsuz etkilenebileceginden IVF laboratuarlarinda
kullaniminin ¢ok dikkatli yapilmasi gerektigini diisiiniiyoruz. Bu konuda yapilacak olan
calismalarin sayisinin arttirilmasinin  IVF uygulamalarinda fertilizasyon ve gebelik

oranlarina etkisi agisindan aydinlatici ve faydali olacagina inaniyoruz.
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