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OZET

VERAPAMIL’IN IN VITRO SPERM PARAMETRELERI UZERINDE
ETKIiSi

Bu calisma in vitro Verapamil uygulamasinin semen parametreleri etkilerinin
incelenmesini igermektedir. Caligma Bahgelievler Medical Park Hastanesi Tiip Bebek
Merkezine Spermiyogram testi i¢in basvuran, 6rnekleri normozoospermi 6zelligi
gosteren 26 saglikli erkekten alinan semen Ornekleri kullanilarak yapilmistir. Eyliil
2023-Mayis 2024 tarihleri arasinda alinan ornekler Bahgelievler Medical Park

Hastanesi Tiip Bebek Androloji Laboratuvarinda ¢alisilmistir.

(Calismada, hipertansiyon tedavisinde kullanilan ve kalsiyum kanal blokerleri (KKB)
grubunun tiyesi olan Verapamil'in iki farkli konsantrasyonunun (0,4 ve 0,8 pl) sperm
hareketliligi lizerindeki etkileri karsilastirildi. Her iki dozda da belirgin bir sekilde
yerinde hareketli (+2 motil, ¢) sperm sayisinda artis gozlemlerken, ileri hareketli (+4

motil, a) sperm sayisinin ise azaldig1 sonucuna ulasildi.

Sonug olarak Verapamil’in semen parametreleri tizerindeki etkileri konusunda ayni
sonuclara ulasan yeterli sayida ¢alisma olmadig1 ve bu konuda daha fazla aragtirmanin
gerekli oldugu goriilmektedir. Diinya ¢apinda semen kalitesinin bozulmasi ve erkek
infertilitesine yol acan nedenleri ile ilgili daha fazla klinik c¢alismaya ihtiyag

duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Hipertansiyon, Verapamil, infertilite

Ece KUSCU, 2024
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ABSTRACT

EFFECT OF VERAPAMIL ON IN VITRO SPERM PARAMETERS

This study includes the examination of the effects of in vitro verapamil administration
on semen parameters. The study was conducted using semen samples taken from 26
healthy men who applied to Bahgelievler Medical Park Hospital In Vitro Fertilization
Center for Spermiogram test and whose samples showed normozoospermia. The
samples taken between September 2023 and May 2024 were studied in Bahgelievler
Medical Park Hospital In Vitro Fertilization Andrology Laboratory.

In the study, the effects of two different concentrations (0.4 and 0.8 pl) of Verapamil,
a member of the calcium channel blocker group used in the treatment of hypertension,
on sperm motility were compared. While we observed a significant increase in the
number of motile (+2 motile, ¢) sperm in both doses, it was concluded that the number

of forward motile (+4 motile, a) sperm decreased.

As a result, it seems that there are not enough studies reaching the same conclusions
about the effects of Verapamil on semen parameters and more research is required on
this subject. More clinical studies are needed on the deterioration of semen quality and

its causes leading to male infertility worldwide.

Keywords: Hypertension, Verapamil, Infertility

Ece KUSCU, 2024



1. GIRIS

Infertilite, 1 y1l boyunca higbir korunma ydntemi kullanmaksizin, diizenli cinsel
iliskiye ragmen gebelik elde edilememesi olarak tanimlanir (Boitrelle vd, 2021; Aka
Satar vd., 2023). Erkek tireme fizyolojisi ¢esitli faktorlerden etkilenerek daha az sayida
ve diisiik motilitede sperm iiretir ve erkek infertilitesinin temel sebeplerinden olan

anormal sperm morfolojisi gdsterebilir (Harris vd., 2011).

Hipertansiyon, erkeklerde fertiliteyi olumsuz etkileyebilecek sistemik bir hastaliktir.
Ulkemizde hipertansiyon orani yasla birlikte hizla artis gdstermektedir. Stresli yasam,
kotii beslenme sartlar, fiziksel aktiviteden yoksun yasam sekli gibi kosullara baglh
olarak geng yetiskinlerde de hipertansiyon tanisi giderek artmaktadir (Kilig ve Ustii,
2012).

Hipertansiyon tanist alan hastalarda yasam sekli tedavisi olarak da adlandirilan
non-farmakolojik tedavi olduk¢a 6nemlidir. Bu kapsamda kan basincini kontrol altinda
tutabilmek amaciyla kan basinci artisini tetikleyen faktorler iizerinden, yasam sekli
acisindan hastanin bilgilendirilmesi ve bu bilgilendirmeye uyumunun artirilmasi
gerekir. Bu durumda hastalara saglikli beslenme, diizenli egzersiz, sigara ve alkol
kullaniminin azaltilmasi gibi ¢esitli degisiklikler Onerilir. Bununla birlikte bir¢ok
hastada bu degisikliklere ek olarak medikal tedavinin de siirece dahil edilmesi gerekir.
Medikal tedaviye baglanmis hastalarda genellikle omiir boyu ilag kullanimi

gerekmektedir (Kilig ve Ustii, 2012; Arikan vd., 2020).

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar, kan basincini diisiirmek ve komplikasyon
riskini azaltmak amaciyla ¢esitli mekanizmalarla etki eder. Ayni1 zamanda yiiksek kan
basinci, genital bolgedeki kan akisini azaltarak spermatogenez siirecini olumsuz
etkileyebilir ve erektil disfonksiyona (ED) sebep olabilir (Mensah ve Bakris, 2010;
Kilig ve Ustii, 2012; Slivnick ve Lampert, 2019; Baldota vd., 2022). Erektil
disfonksiyon, erkegin cinsel iligkiye girmek i¢in yeterli ereksiyonunun saglanamamasi

veya siirdiiriilememesi olarak tanimlanir.



Hipertansif hastalarda ED prevalansi normotansif popiilasyondakinin yaklagik iki
katidir. Hipertansiyonun erektil fonksiyon {izerindeki olumsuz etkisi, endotel
disfonksiyonu, ateroskleroz, eslik eden diyabet, metabolik sendrom, obezite ve
vaskiiler patolojiler ile de iliskilidir. Hipertansiyon tedavisi siiresi uzadikca ED

insidans1 da artabilir (Simone ve Mancusi, 2020; Baldota vd., 2022).

Hipertansiyonla beraber, hipertansif ilaclarin erektil disfonksiyona sebep olup
olmadigina dair bircok bilimsel ¢alisma bulunurken bu ilaglarin sperm kalitesi ile
iliskili semen parametrelerini ne yonde etkiledigine dair yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Spermin kusurlu fonksiyonu, erkek infertilitesinin en biiyilik
nedenlerinden biridir (Morakinyo, Ayodele vd., 2011). Bu sebeple hipertansiyon
tedavisinde kullanilan ilaclarin sperm parametreleri iizerindeki etkilerini bilmek
onemlidir. Kalsiyum kanal blokerleri sinifindan olan Verapamil, hipertansiyonu tedavi
ederken sperm kalitesini olumsuz etkileyebilir, ayn1 zamanda yan etki olarak erektil
disfonksiyona sebep olabilir. Bu nedenle bu ilagla tedavi edilen erkeklerin iireme

saglig1 yakindan takip edilmelidir.

Verapamil, insan spermi iizerindeki in vitro etkileri, hiicresel diizeydeki kalsiyum
diizenlemesi ve sperm fonksiyonlar1 iizerindeki potansiyel etkileriyle onemli bir
arastirma alani olusturmaktadir. Bu tez c¢alismasi, giiniimiizde oldukc¢a yaygin
kullanilan Verapamil'in insan spermi iizerindeki in vitro etkilerini detayl1 bir sekilde
inceleyerek, bu ilacin iireme sagligi iizerindeki etkilerini anlamay1 ve potansiyel

terapotik kullanimini degerlendirmeyi amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek infertilitesi

Infertilite, 1 y1l boyunca higbir korunma ydntemi kullanmaksizin, diizenli cinsel
iliskiye ragmen gebelik elde edilememesi olarak tanimlanir. Infertilite, reprodiiktif
cagindaki ciftlerin %10-15"ini etkileyen bir sorundur ve bu sorunun yaklagik %50'sini
tek basma erkek faktorii olusturmaktadir (Boitrelle vd., 2021; Aka Satar vd., 2023).
Erkek iireme sisteminde infertiliteye sebep olabilecek bir¢ok unsur vardir (URL-1).

Bunlardan bazilari:

e Ureme sisteminde olusan bir tikaniklik sebebiyle ejakiilatin  disari
atilmasindaki islev bozukluklari,

e Hipofiz bezi, hipotalamus ve testisler tarafindan {iretilen hormonlarda
anormalliklere yol agan hormonal bozukluklar,

e Varikosel, genital enfensiyonlar, kriptorsidizm (inmemis testis), sperm iiretim
mekanizmasini etkileyebilecek tibbi tedaviler (kemoterapi, radyoterapi vb.),

o C(Cesitli genetik hastaliklar (Klinefelter sendromu, Kallmann sendromu,
Y kromozomu mikrodelesyonlar1 gibi)

e Anormal sperm fonksiyonu ve kalitesine (anormal motilite ve morfoloji) neden
olabilecek durumlar,

e Asin alkol ve sigara tiiketimi, obezite, stres gibi yasam tarzina bagl faktorler,
cesitli cevresel faktorler (toksinlere maruz kalma vb.) (Abu-Musa vd., 2008;
Segal vd., 2019).

2.2. Semen

Semen, heterojen nitelikte ve ejakulasyon araciligiyla salinan bir sividir. Erkek tireme
sistemindeki yardimci genital bezlerde iireme islevinin siirdiiriilmesi ve sperm
iretilmesi i¢in ejakulasyon sirasinda sperm ile karisan salgilar tiretilir. Bunlar seminal
vezikiiller, prostat bezi ve bulboiiretal (Cowper bezleri) bezlerdir (Junqueira Temel

Histoloji, 2019).



2.2.1. Seminal vezikiiller

Iki adet olan seminal vezikiiller ekzokrin bezlerdir ve her biri 15 cm uzunlugunda,
kivrimli kanallardan olusur. Yapigskan ve sarimtirak salginin {iretimi testosterona
baglidir. Seminal vezikiillerden salgilanan sivi semenin biiyiik bir kismini, yaklasik
%70’ini olusturur. Bu sivinin bilesenlerinden fruktoz, sperm hiicrelerinin enerji
iiretimi ve hareketliligi i¢in 6nemlidir. Prostaglandinler, kadin iireme kanalinda silya
ve kas aktivitelerini uyarip artirarak sperm etkinligini desteklerken, fibrinojen ise
ejakulasyon sonrasinda semenin koagiilasyonunu saglar (Ross vd., 2003; Delilbasi,

2010; Junqueira Temel Histoloji, 2019).
2.2.2. Prostat bezi

Prostat bezi, idrar kesesinin altinda konumlanan ve iiretrayr saran bir organdir.
Boyutlar1 yaklasik 2x3x4 cm, agirlig1 20 gram civarindadir. Prostat bezi 30-50 adet
dallanmis tiibiiloasiner bezden olusmaktadir (Junqueira Temel Histoloji, 2019).
Tiibiiloasiner bezlerin Tirettigi siv1 ¢esitli glikoproteinler, spesifik enzimler ve
prostaglandin igerir. Ayrica ejakulasyona kadar bunlarin depolanmasindan
sorumludur. Prostat spesifik antijen (PSA) ve prostat asit fosfataz (PAP) burada
iretilir. Proteolitik enzim olan PSA, semenogelin proteinlerini pargalayarak spermin
yavas saliniminda ve pihtilasan semenin sivilastirilmasinda yardimei olur. PSA ayrica
prostat kanseri i¢in de bir biyobelirte¢ olarak kullanilir (Ross vd., 2003; Delilbast,
2010; Aalberts vd., 2014; Junqueira Temel Histoloji, 2019).

2.2.3. Bulboiiretal (Cowper) bezler

Urogenital diyaframda bir ¢ift halinde bulunan Cowper bezleri, 3-5 mm ¢apinda ve
yuvarlak sekillidir. Cowper bezleri, ereksiyon siirecinde penil {iretra boyunca bulunan
cok sayidaki kiiclik ve histolojik agidan benzer olan diger iiretral bezler ile birlikte
salgiladiklar1 mukus benzeri sivi ile tiretray1 kayganlastirarak sperm gegisine hazirlar

(Ross ve Pawlina, 2014; Junqueira Temel Histoloji, 2019).



2.3. Sperm
2.3.1. Spermatogenez (Proliferasyon)

Puberte doneminde baslayan ve spermatogonyal kok hiicreler (SKH) olan
spermatogonyumlarin ~ spermatozoaya  donlismesini  kapsayan tiim  siireg

spermatogenez olarak adlandirilir (Junqueira Temel Histoloji, 2019).

Sekil 2.1°de spermatogenez’in sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 2.1: Spermatogenez'in sematik gosterimi (Rato vd., 2012)

Spermatozoa, testiste bulunan seminifer tiibiillerdeki germ hiicrelerinden gelisir. Bu
siireg, bazal membrana komsu kok germ hiicrelerinin mitotik boliinmesiyle birlikte
baglar. Bu mitotik boliinme sonucu tip A spermatogonyumlar olusur. Tip A
spermatogonyum iiretiminin baglamasi spermatogenezin baslamis oldugunun

isaretidir.



Tip A hiicreler sinirlt sayida gegirdikleri mitoz boliinmelerle hiicre kiimeleri meydana
getirirler. Son boliinmeden ortaya ¢ikan hiicreye ise tip B spermatogonyum adi verilir

(Rato vd., 2012; Junqueira Temel Histoloji, 2019).

Tip B hiicrelerin boliinmesiyle de primer spermatosit (46 kromozom, 44+XY,
diploid) olusur. Bu hiicreler yaklasik 3 hafta kadar siirede gegirdikleri I.mayoz
boliinmenin sonunda sekonder spermatosit (23 kromozom, 23+X veya 23+Y) olarak
adlandirilirlar. Primer spermatositlerin aksine sekonder spermatositler, Il.mayoz
boliinmeye hizli bir sekilde giren kisa dmiirlii hiicrelerdir. Sekonder spermatositlerin
boliinmesiyle iki adet 23 kromozom igeren haploid hiicre olusur. Bu hiicreler ise
spermatid olarak adlandirilir (Rato vd., 2012; Chojnacka vd., 2016; O'Donnell vd.,
2017; Junqueira Temel Histoloji, 2019; Sadler, 2020).

2.3.2. Spermiyogenez (Farklhilasma)

Spermatidlerin spermatozolara donlismesiyle sonuglanan degisim siirecindeki
olaylarin tlimiine spermiyogenez denir. Bu asama spermatozoon {iiretiminin son
asamasidir. Spermiyogenez, akrozom olusumunu, c¢ekirdek yogunlagmasi ve
uzamasini, flagellum (kamgci) gelisimini ve sitoplazmanin ¢ogunun kaybolmasini

iceren bir siiregtir (Junqueira Temel Histoloji, 2019).

Spermiyogenez dort evrede incelenebilir (Elder K. ve Dale B., 2011):

e Golgi evresi: Spermatidlerin sitoplazmasinda belirgin bir golgi kompleksi,
serbest ribozomlar, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol ve endoplazmik retikulum
bulunur. Bu fazda golgi kompleksinden gelen kiiclik proakrozomal vezikiiller
birleserek tek katli bir zar1 olan akrozomal baslik (kep) olusturur. Iki adet olan
sentriyoller akrozomal basliktan en uzak noktaya go¢ eder, bir tanesi flagella

aksonemini olusturmaya baslar.



o Kep evresi: Bu fazda, yogunlasmis olan ¢ekirdegin yaris1 akrozomal baglik ile
kaplanmigtir. Akrozom, hiyaliironidaz ve akrozin gibi hidrolitik enzimleri

icerir. Bu akrozomal enzimler lizozom gibi islev goriir.

Spermatozoon bir oosit ile karsilastiginda bu enzimler salinir ve akrozomun
dis zan ile spermatozoonun hiicre zari kaynasir. Salinan enzimler oositi
cevreleyen korona radiyata hiicrelerini birbirinden ayirir, zona pellusiday1

sindirir.

e Akrozom evresi: Gelisen spermin yogunlasan ¢ekirdek ve akrozomu igeren
bas kismi, sertoli hiicresinin i¢inde gomiilii kalir. Ayn1 zamanda gelisen
aksonem tubiiliin liimenine uzanir. Flagellumun kuyruk olarak olusumu devam
ederken, boyun kisminda ise mitokondriler birikerek kalinlagmig orta parcay1

olusturur. Bu kisimda flagellum hareketi i¢cin 6nemli olan ATP iiretimi yapilir.

e Matiirasyon evresi: Hiicreler arasindaki kopriiler kaybolur, geriye kalan
sitoplazma artik cisim olarak atilir. Olgunlagmis ancak heniiz iglevsel ve

hareket kabiliyeti kazanmamis olan spermatozoon tubiil limenine birakilir.

Tam olarak olgunlastiktan sonra spermatozoa, seminifer epitelden ayrilir, seminifer
tublil liimenine salinir ve buradan seminifer tubiiliin duvarindaki kontraktil
elemanlarla birlikte olgunlasip oositi dolleme yetenegini kazanacaklar1 epididime
dogru itilir. Baslangicta hareketli olmayan spermatozoa epididimde motilitesini en {ist

seviyeye cikarir (Hermo vd., 2019; Junqueira Temel Histoloji, 2019; Sadler vd., 2020).

Insanlarda, bir spermatozoonun olgun bir sperm hiicresine déniismesi i¢in gerekli olan
stire yaklasik 74 giindiir. Testislerde bir giinde yaklasik 120 milyon sperm {iretilir.
Uretilen bu spermler vas deferenste depolanmaktadir ancak kiigiik bir boliimii

epididimde de depolanabilir.



Sperm fertilizasyon Ozelliklerini kaybetmeden en az bir ay depolanabilir. Ancak
ejakule edilen sperm kadmin genital kanalinda sadece 1 ya da 2 giin yasayabilir

(Junqueira Temel Histoloji, 2019; Sadler, 2020).

2.3.3. Kapasitasyon

Fertilizasyon siireci sperm ve oosit arasinda senkronize bir etkilesim gerektirir.
Spermin disi lireme kanalindaki matiirasyonuna kapasitasyon denir. Kapasitasyon,
spermi hiperaktif hareketlilik kazanmaya ve akrozomal reaksiyona (AR) girmeye
hazirlayan bir dizi biyokimyasal ve fizyolojik degisikligi, yani oosite ulagmak ve onu
dollemek i¢in gerekli siirecleri icerir (Leemans vd., 2019; Martinez vd., 2022). Bu
stire¢ sirasinda sperm basinin ucunda yer alan akrozomun igeriginin bir kismi serbest
birakilir. Bu kisim, spermin, zona pellucida (ZP) da dahil olmak iizere oositi
cevreleyen katmanlart gegmesine yardimci olabilecek hidrolitik enzimleri igerir
(Hirose vd., 2020; Carrasquel vd., 2022). Disi ilireme sisteminde gerceklesen
kapasitasyon insanlarda 6 saat kadar stirer (Elder K. ve Dale B., 2011).

2.3.4. Spermin yapisi

Olgun insan sperminin yapist bas, boyun ve kuyruk olmak iizere ii¢ bdliimden

olusmaktadir.

Bas kismi (3-5 um) spermin en biiyiik bolimiidiir ve biliylik ¢ogunlugu paternal
DNA’dan olusan yogun bir niikleus igerir. Niikleusun o0n yiizii ise akrozom ile
cevrilidir. Akrozom niikleusun 2/3’linli kaplar. Akrozom; hyaluronidaz ve akrozin
basta olmak tlizere proteaz, asit fosfataz gibi ¢esitli hidrolitik enzimleri igerir. Bu
enzimler salindiginda oositi ¢evreleyen korona radiyata hiicrelerini birbirinden ayirir
ve zona pellusiday1 eriterek dollenme siirecinde biiyiik rol oynar (Junqueira Temel

Histoloji, 2019; Sadler, 2020).



Bas ve kuyrugun baglantisini saglayan boyun kismi sentriyollerden olusan yogun bir
fibroz dokudur. Bu orta parga 7 pum uzunlugundadir. Mitokondrilerin bulundugu
bolgedir ve hareketlilik i¢in enerji saglar. Mitokondri tarafindan iiretilen ATP enerjisi

sperm hareketi i¢in gereklidir.

Kuyruk kismi spermin hareketini saglar. Orta kisimdan daha ince, yaklagik 45 pm
uzunlugunda, 0,5 pm ¢apinda distan ice plazma membrani, fibréz kilif, dis fibriller ve
aksonemden olusur. Aksonem kuyruk hareketindeki temel yapidir (Junqueira Temel

Histoloji, 2019; Sadler, 2020).

Olgun bir spermin yapisi Sekil 2.2°de gdsterilmistir.

Akrozom

Cekirdek
Mitokondri

/ Bas
/ Orta Parga

Kuyruk
(flagellum)

C Sperm

Sekil 2.2: Spermin yapisi (Junqueira’s
Temel Histoloji)



2.4. Semen Analizi

Semen analizi erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde biiyliik 6nem tasir. Bu
analizde spermatozoa sayisi testislerdeki sperm {iretiminin yani sira kanal sisteminin
acikligini, epididim ve duktus (vas) deferensteki diiz kas kasilmalarinin spermatozoay1
aktif olarak iiretraya tagima etkinligini ve spermatozoay1 digar1 atmak i¢in ereksiyon
ve ejakulasyon etkinligini de yansitir. Yardimc1 bezlerin (seminal vezikiiller, prostat
bezi, bulboiiretal bezler) salgiladig1 stvinin voliimii ise bezlerin salgi aktivitesini ve

her bir bezi etkinlestiren diiz kas kasilmalarini yansitir (WHO, 2021).

Giiniimiizde semen parametrelerinin degerlendirilmesi Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
tarafindan olusturulan insan sperminin incelenmesi ve islenmesine yonelik laboratuvar
kilavuzunda tanimlanan standartlara dayanarak yapilmaktadir.

Tablo 2.1’de WHO 2021 semen parametreleri gosterilmistir.

Tablo 2.1: Semen parametreleri en diisiik referans aralig:

Parametre En diisiik referans arahig:
Voliim (ml) 1.4 (1.3-1.5)
Sperm Konsantrasyonu (10%/ml) 39 (35-40)
Total Motilite (%) 42 (40-43)
Ileri Hareketli (%) 30 (29-31)
Yerinde Hareketli (%) 1(1-1)
Hareketsiz (immotil) (%) 20 (19-20)
Vitalite (%) 54 (50-56)
Normal Morfoloji (%) 4 (3.9-4)

2.4.1. Semenin makroskobik degerlendirilmesi

Semenin makroskobik olarak degerlendirilmesi, erkek {ireme sagliginin
degerlendirilmesinde ©6nemli bir adimdir. Bu degerlendirme siirecinde, semen
orneginin fiziksel ozellikleri ve dig goriiniimii incelenir. Semenin rengi, yogunlugu,
viskozitesi ve miktar1 gibi faktorler degerlendirilerek, alinan 6rnegin saglik durumu

hakkinda 6nemli bilgiler elde edilir.
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Voliim : Semen voliimii yardimci bezlerin (seminal vezikiiller, prostat bezi,
bulboiiretal bezler) genel islevselligini yansitir. Semen voliimiiniin 6l¢iilmesi, toplam

spermatozoa sayisinin hesaplanmasini belirledigi i¢in 6nemli bir adimdir.

Renk ve goriiniim : Likefiye olmus bir ejakulat, makroskobik olarak homojen, gri-
opelasan bir gorlinlime sahiptir. Sperm konsantrasyonu ¢ok diisiikse daha az opak
goriilebilir. Uzun siireli yoksunluk sonrasinda verilen 6rnekte renk hafif sarimsi,
kirmiz1 kan hiicreleri mevcut oldugunda kirmizi-kahverengi (hemospermi), sariligi
olan veya belirli vitamin ve ilaglar1 alan bir hastada daha agik sar1 olabilir. Eger
ejakiilat viskoz, tamamen berrak ve renksiz goriiniiyorsa, bu sadece erkeklerin
uyarilma sirasinda degisen miktarlarda trettigi Bulboiiretal bezlerden gelen 6n

bosalma olabilir. (Gokge, 2011; Kadioglu vd., 2011).

Likefaksiyon (sivilasma siiresi) : Ejakulasyonun hemen sonrasinda gozlemlenen
ejakulat genellikle yar1 kati, pihtilasmis, jel benzeri bir yapidadir. Genellikle oda
sicakligindaki ejakulat birka¢ dakika iginde sivilagmaya (incelmeye) baslar ve daha
homojen bir hale gelir. Yine de sudan daha ytiksek bir vizkoziteye sahiptir. 37°C'lik
bir sicaklik sivilasmasini kolaylastiracaktir. Tamamen sivilasma normalde oda
sicakliginda 15-30 dakika i¢inde gergeklesir. 30-60 dakika i¢inde tamamlanmazsa, bu
durum not edilmelidir (Gokge, 2011; Kadioglu vd., 2011).

Vizkozite : Likefaksiyondan sonra ejakulatin viskozitesi genis capli, plastik, tek
kullanimlik steril bir pipet ile semenin alinip tekrar 6rnek kabina bosaltilmasi ile
tahmin edilebilir. Normal likefiye olmus bir ejakulat kii¢iikk ayr1 damlalar halinde
diiser. Viskozitenin anormal olusu semenin pipete yavas dolmasi ve birakilirken
damlanin olusturdugu 2 cm'den daha uzun bir iplik goriintiisii ile anlagilacaktir (Gokge,

2011; Kadioglu vd., 2011).

pH : Semenin pH'y, asidik prostat sekresyonu ile alkalin seminal vezikiiller sekresyonu
arasindaki dengenin bir gdstergesidir. pH'in degerlendirilmesi i¢in, bir pH kagidi
lizerine bir damla numune konulur ve elde edilen renk kalibrasyon seridiyle

karsilastirlir.

11



Diinya Saglik orgiitiiniin kilavuzuna gore, alt esik degeri pH 7,2 olarak belirlenmistir
(Gokee, 2011; WHO, 2021). 7,2'nin altindaki bir pH degeri, alkali seminal vezikiiler
stv1 eksikliginin gostergesi ya da idrar kontaminasyonu kaynakli olabilir. pH 7.2°nin
tizerindeki durumlar ise genellikle numunenin kotii islenmesi veya analizdeki gecikme

ile iliskilidir (WHO, 2021).

2.4.2. Semenin mikroskobik degerlendirilmesi

Makroskobik degerlendirme yalmizca genel bir degerlendirme saglar ve spermin
mikroskobik Ozelliklerini belirlemek igin yeterli degildir. Mikroskobik analizler,
spermlerin hareketliligi, morfolojisi ve DNA biitiinliigili gibi daha detayli parametreleri

degerlendirir ve infertilite teshisinde daha spesifik bilgiler sunar.

Mikroskobik inceleme igin iyi karigtirllmig numuneden alinan 10 pl sperm Makler
sayma kamarasina damlatilir ve faz-kontrast mikroskobu ile degerlendirilmesi yapilir.
Numunenin 1iyi kanstirilmasit aynt numunede yapilan incelemeler arasindaki
farkliliklar1 ortadan kaldirmak ve dogru bir sonug elde etmek i¢in 6nemlidir. Yiiksek
hizda karistirilmasi spermde hasara sebep olabilir. Bu sebeple genis agizli plastik bir

pipetle birkag kez aspire edilerek karistirilmasi yeterli olacaktir (Gokge, 2011).

Yapilan degerlendirmede temel olarak sperm sayisi, sperm motilitesi ve morfolojisi
incelenir. Ayni zamanda sperm agliitinasyonu ve spermatozoa disinda kalan (immatiir
germ hiicreleri, epitel hiicreleri, 16kositler, eritrositler gibi) hiicrelerin varligi not edilir

(WHO, 2021).

Agliitinasyon: Motil spermlerin bag-bas, kuyruk-kuyruk ya da karigik bir sekilde

birbirlerine yapismalar1 agliitinasyon olarak adlandirilir (Baskaran vd.,2020).

Agregasyon ise immotil spermlerin birbirine yapigsmasi ile olusan yapiya verilen addir.
Agliitinasyon, agregasyondan ve motil spermlerin sperm dis1 hiicrelere yapismasindan
ayirt edilmelidir (WHO, 2021). Siddetli derecedeki agliitinasyon spermin motilite ve

konsantrasyon degerlendirmesini etkileyebilir.
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Sekil 2.3: Semen analizi sirasinda ¢ekilmis, kirmizi ¢gember igerisinde agliitinasyon

gorlintiisii (kendi ¢ekimim)

Sperm Motilitesi: Ejakulatin likefaksiyonu 30 dakika igerisinde tamamlanirsa
incelemelere baglanmalidir. 30 dakika sonunda sivilasmanin tamamlanamamasi
durumunda numune 37 °C'lik inkiibatdr ya da 1sitict ylizey lizerinde 30 dakika daha

birakilmali ve daha sonra ¢alismaya baslanmalidir.

Diinya saglik orgiitiiniin 2021 yilinda yayimlamis oldugu kilavuzda sperm motilitesini

siniflandirmak i¢in dort kategorili bir sistem onerilir (WHO, 2021):

a. Hizh ileri hareketli (+4 motil, a) : Sperm hiicresi dogrusal olarak veya biiyiik

dairesel diizlemde hizli ve aktif olarak ileriye hareket eder.

b. Yavas ileri hareketli (+3 motil, b) : Sperm aktif ama hizdan bagimsiz bir

sekilde dogrusal veya biiyiikk dairesel diizlemde ileriye hareket eder.

¢. Yerinde hareketli (+2 motil, ¢) : [lerlemenin olmadig1 hareketlerin tamamini
icerir. Etrafinda daireler ¢izen spermler, kuyruk hareketiyle bas kismi1 ¢ok zor
yer degistiren spermler, sadece kuyruk hareketi olan spermler bu kategoride

degerlendirilir.
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d. Hareketsiz (+1, immotil, d) : Hi¢bir hareketi olmayan spermler bu kategoriye
girer. Hareketsiz goriilen her sperm 6lii olarak kabul edilmez. immotil sperm

ile 61l sperm birbirinden farkli kavramlardir (Kadioglu vd., 2011).

Sperm Morfolojisi : Sperm morfoloji degerlendirmesi ayn1 zamanda erkek lireme
organlarinin, 6zellikle de testislerin fonksiyonel durumuna iligkin tanisal bilgilerdir.
Bu degerlendirmede sadece normal spermatozoa oraninin belirlenmesi yeterli degildir.
Bas, boyun ve kuyrugun spesifik morfolojisini ve anormal sitoplazmik kalintilarin
varligin1 degerlendirmek onemlidir. Tiim insan ejakulatlar1 genis bir yelpazede farkl

morfolojik goriinlimlere sahip spermatozoa icerir (WHO, 2021).

Bir sperm hiicresinin normal kabul edilebilmesi i¢in bag, boyun, kuyruk ve sitoplazmik

kalintinin normal goriinmesi gerekir (WHO, 2021).

Bas kismu diizgiin hatli ve oval sekilli olmalidir. Bas bolgesinin %40-70'ini kaplayan,
net tanimlanabilen bir akrozomal bolge bulunmalidir. Akrozomal boélge biiyilik
vakuoller ve ikiden fazla kiiciik vakuol igermemelidir. Boyun ince, diizgiin ve sperm
basiyla hemen hemen ayni uzunlukta olmalidir. Bu parca ile sperm kafasiin ana

ekseni ayn1 hizada bulunmalidir.

Flagellum, uzunlugu boyunca ayni kalibreye sahip, boyun kismindan daha ince ve bag
uzunlugunun ortalama 10 kati, yaklasik 45 pm uzunlugunda olmalidir. Keskin bir
acida kirilmig goriiniime sahip olmamasi kosuluyla, kendi iizerine dogru geri donmiis
olabilir. Sitoplazmik damlaciklar, normal sperm basi boyutunun iigte birinden az

oldugu siirece normaldir (WHO, 2021).
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Gerekli hazirliklar (semen yayma preperati havada kurutma, fiksasyon ve boyama)
yapildiktan sonra normal ve anormal morfolojideki spermleri degerlendirebilmek igin
100X immersiyon objektifi ile en az 200 sperm sayilir. Sayim hatalarini azaltmak igin
gerekirse ikinci kez sayim yapilir (Gokge, 2011). Normal forma sahip sperm hiicreleri

icin en diisiik referans deger %4 tiir (WHO, 2021).

Sekil 2.4: Diff-Quick boyama yontemi ile hazirlanmis, 151k mikroskobunda
normal sperm morfoloji goriintiisii (kendi ¢ekimim)

2.5. Semen Terminolojisi

Semen terminolojisi, lireme sagligi ve infertilite alaninda temel bir dneme
sahiptir clinkii dogru ve kapsamli bir semen analizi, erkek {ireme sagliginin
degerlendirilmesinde kritik bir adimdir. Bu nedenle, semen terminolojisinin ve
terimlerinin dogru anlasilmasi, infertilite teshis ve tedavilerinde basarili sonuglarin
elde edilmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Diinya Saglk Orgiiti 2010

parametrelerine gore sperm analizi terminolojilerinin tanimlart:
e Normospermi : Normal sperm parametrelerine sahip olma durumu. Bu, sperm

yogunlugu, hareketliligi ve morfolojisi gibi faktorlerin normal araliklarda

olmas1 anlamina gelir.
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e Oligoazospermi : Sperm sayisinin normalin altinda oldugu bir durum.
Oligoazospermi, sperm konsantrasyonunun 15 milyon sperm/ml'nin altinda
oldugu zaman tanimlanir.

e Astenozoospermi : Spermlerin normalden daha az hareketli oldugu bir durum.
Sperm motilitesi, spermlerin ileri hareket etme yetenegi acisindan
degerlendirilir ve astenozoospermi durumunda bu hareketlilik diistiktiir.

e Teratospermi : Spermlerin normal sekil ve yapidan sapmalar gosterdigi bir
durum. Bu durumda, spermlerin morfolojik olarak anormal olmalar1 sz
konusudur.

e Oligoasthenoteratospermi : Sperm sayisi, hareketliligi ve morfolojisi
acisindan anormalliklerin bir arada oldugu bir durum. Bu terim,
oligoazospermi, astenozoospermi ve teratospermiyi bir araya getirir.

e Azospermi : FEjakulatta sperm bulunmadigi durum. Azospermi, sperm
sayisinin sifir oldugu bir durumu ifade eder.

e Aspermi : Seminal s1v1 yoklugu, ejakulat bulunmamasi durumu.

¢ Globozoospermi : Spermlerin bag kisminin normalden farkli bir yapida olmasi

ve basta akrozom eksikligi ile karakterize olan bir durum.

2.6. Sperm Hazirlama Yontemleri

Yardimei tireme teknolojileri (ART) icin sperm hazirlama yontemlerinde 6nemli olan
iyi sperm kalitesinin saglanmasi ve dollenmeye zarar veren faktorlerin ortadan
kaldirilmasidir.  Seminal plazma iginde wuzun siire beklemesi spermlerin
fertilizasyonunu negatif yonde etkiler. Spermin seminal plazmadan ayrilmasi ve
yiiksek oranda morfolojik olarak normal ve motil hiicreler iceren, sperm DNA hasar1
azaltilmis, Oli hiicreler, 16kositler, germ hiicreleri ve ¢esitli kalintilardan arinmis bir
preparat elde etmek iizere islenmesi klinik uygulamalar i¢in Onemlidir. Sperm
hazirlama tekniginin se¢imi, alinan semen numunesinin degerlerine ve amacina gore
belirlenir. Geri kazanilan sperm uygun morfolojiye sahip olmali ve degerlendirilen

ART aralig1 i¢in fonksiyonel motiliteyi korumalidir (WHO, 2021).
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2.6.1. Swim-up (dogrudan yiizdiirme) yontemi

Swim-up (ylizdiirme) yonteminde sperm, seminal plazmadan kiiltlir ortamina yukar1
dogru ylizebilme yeteneklerine gore segilir. Prosediire baglamadan 6nce alinan semen
orneginde seyreltme ya da santrifilleme yapilmamalidir. Santifiijleme islemi sperm

membraninda oksidatif hasara neden olabilir (Aitken ve Clarkson, 1988).

Swim-up yonteminde;

1. Likefiye olmus ve iyi karistirilmis 1 ml semen {izerine 1,2 ml kiiltiir medyumu
yavagca birakilip 2 ayri katman olusturarak eklenir.

2. Kiiltlir ortaminin yiizey alanini artirmak i¢in tlip yaklasik 45°'lik bir egimde 60
dakika inkiibe edilir. Bu asamada 6rnekte bulunan motil spermlerin kiiltiir
medyumuna yiizmesi beklenir.

3. Tiip yavasc¢a dik konuma getirilerek en listteki besiyer alinir. Bu kisim motil
spermler icerecektir.

4. Bu kisitm 1,5-2,0 ml kiiltir medyumuyla seyreltilip santrifiijlenir ve
siipernatant atilir.

5. Sperm konsantrasyonu ve motilite degerlendirilir.

- >

- S——

Incubate for 60 minutes: at 37°C

B =
V. —
Sperm wash
medium

Viable spermatozoa

Liquefied swim-up through medium

semen
sample

Nonviable spermatozoa
remain in semen layer

Sekil 2.5: Swim up yontemi (Beydola vd., 2013)
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Swim-up yontemi yikama yontemine kiyasla daha diislik sperm verimi saglar ancak
yine de motiliteleri sebebiyle secildiklerinden motil sperm yiizdesinin diisiik oldugu
durumlarda faydalidir. Genellikle In vitro fertilizasyon (IVF) ve Intrasitoplazmik

sperm enjeksiyonu (ICSI) islemleri i¢in tercih edilmemektedir (WHO, 2021).
2.6.2. Dansite gradient yontemi

Dansite gradient yontemi, ART i¢in yiiksek kaliteli sperm toplamak amaciyla etkili bir
yontem olarak kullanilir. Cesitli kalintilardan, 16kositlerden, germ hiicreleri gibi diger
hiicrelerden arinmis, iyi hareketli bir sperm se¢imi saglayabilir. Swim-up yontemine
kiyasla standardize edilmesi daha kolaydir, bu sebeple sonuglar daha tutarlidir. IVF ve

ICSI’de kullanilmak iizere spermi hazirlamak i¢in merkezlerde siklikla tercih edilen

bir yontemdir.

@ Centrifugation for 20 minutes @
at 1600 rpm

Semen
sample

Seminal plasma

\~ 5 >Wg ’\

—— White blood cells, debris

0

. Upper phase Abnormal non-motile
= 45% sperm
= = = Interphase

Al

Lower phase
90%

Viable motile sperm

Sekil 2.6: Cift fazli gradient yontemi (Beydola vd., 2013)

Bu yontem, hiicreleri yalnizca yogunluklarina gore ayiran gradient medyumu tizerinde
semenin santrifiijlenmesini kullanir. Bu uygulamalarda genellikle ¢ift fazli gradient

konsantrasyonu (%90 ve %45) daha yaygin olarak tercih edilir.
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2.7. DNA Fragmantasyon

Erkek infertilitesini etkileyen ana faktorlerden biri spermin genetik materyalinin zarar
gérmesi veya parcalanmasidir (Zeqiraj vd., 2018). Sperm DNA hasari, DNA'nin
normal yapisindaki herhangi bir kimyasal degisiklik olarak tanimlanabilir. Bu
degisiklikler arasinda sperm DNA fragmantasyonu (sDF), tek ya da ¢ift sarmal
kirilmast seklinde genetik materyalini etkileyen en yaygin problemlerden biridir
(WHO, 2021). Bu durum, erkek tireme sagliginin 6énemli bir gdstergesi olarak kabul
edilir ¢iinkii sperm DNA'sindaki hasarlar, fertilizasyon siirecini ve embriyo geligimini

olumsuz etkileyebilir (Lewis ve Simon, 2010).

Sperm DNA fragmantasyonu, spermin iiretim siirecinde ya da tasinmasi sirasinda
ortaya ¢ikabilir. Spermiyogenez sirasinda DNA onarim mekanizmalarindaki
bozukluklar, yasam tarzi veya cesitli ¢evresel durumlarla iligkili olabilecek hiicrenin
apoptozu, oksidatif stres siiregleri, iiretilen spermin seminifer tiibiiller ve epididim
yoluyla taginmasi sirasinda olusabilecek sorunlar ve radyoterapi, kemoterapi gibi
tedaviler de dahil olmak {izere bir¢ok farkl siire¢ tarafindan tetiklenebilir (Sakkas,

2010; Muratori vd., 2015).

Genetik yatkinlik, endokrin faktorler, konjenital, intrauterin (6rnegin annenin sigara
kullanmasi) ve demografik faktorler (yaslanma, sigara maruziyeti ve asirt alkol
kullanim1 gibi) sperm kalitesinin azalmasinda 6nemli risk faktorleri olarak bilinse de
yapilan arastirmalar beslenmenin de bu konuda 6nemli bir rol oynayabilecegine dair

kanitlar1 artirmaktadir (Attaman vd., 2012; Robinson vd., 2012; Jurewicz vd., 2018).

Beslenmenin erkek iireme potansiyeli iizerinde yapilan ¢aligmalar spesifik beslenme
faktorlerinin (doymus yaglar, omega-3 yaglari, soya, sigir eti tiiketimi, folat, ¢inko ve
antioksidanlar) semen kalitesini (sperm konsantrasyonu, morfolojisi, motilitesi ve
sperm andploidisi) etkileyebilecegi hipotezini destekler niteliktedir (Mendiola vd.,
2010; Chavarro vd., 2011).
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Saglik bilincine sahip olarak nitelendirilebilir dengeli bir beslenme diizeni (yliksek
sebze, meyve, balik ve tam tahil alim1) ile yasamini siirdiiren erkeklerde sperm DNA

hasar1 (sDF) daha diisiik olur (Vujkovic vd., 2009; Jurewicz vd., 2018).

Sperm DNA biitiinliigiinii degerlendirmek icin kullanilan cesitli laboratuvar
yontemleri bulunmaktadir. En yaygin yontemler arasinda Comet testi, Terminal
Transferaz Tailing Assay (TUNEL), Sperm Chromatin Dispersion (SCD) testi, Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA), Acridine Orange (AO) boyama gibi teknikler
bulunur. Bu yontemler, sperm DNA'sindaki hasar1 degerlendirmek i¢in kullanilir ve

cesitli avantaj ve dezavantajlar sunar (Zini ve Sigman, 2009; Boitrelle vd., 2021).

2.7.1. Comet testi (Single cell gel electrophoresis):

Comet testi, DNA hasarint degerlendirmek i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir.

Spermin DNA'sindaki hasarlar jel elektroforezi ile gorsellestirilir.

Sekil 2.7: Comet testi floresan mikroskobu goriintiisii

(a) DNA fragmantasyonu yiiksek olan bir sperm 6rnegi. Kuyruk goriiniimii ne kadar
uzun ve parlak olursa, o kadar fazla pargalanma anlamina gelir. (b) DNA
fragmantasyonu olan bir sperm (a¢ik ok) ve minimum fragmantasyona sahip,
neredeyse hi¢ kuyruk goriilmeyen (beyaz ok) bir bagka 6rnek (Esteves vd., 2021)
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Bu yontemde, spermler agaroz jeline gomiiliir ve elektrik alaninda hareket ettirilir.
Hasarli DNA pargalari floresan veya kontrast boya kullanilarak boyanir ve mikroskop
altinda incelenir. Hasarli olan DNA parcalar1 daha uzun kuyruklar olustururken,
saglam DNA parcalar1 daha kisa kuyruklar olusturur (Sekil 2.7). Comet yontemi

sonuglari, hasarli ve saglam DNA parcalarinin oranini belirlemek i¢in kullanilir.

2.7.2. Terminal transferaz tailing assay (TUNEL):

Terminal transferaz tailing assay (TUNEL), apoptotik hiicrelerdeki DNA
parcalanmasini belirlemek i¢in kullanilan bir laboratuvar yontemidir. Bu yontem,
hiicre DNA'sinin ug¢ kisimlarinin (terminal uglarinin) belirlenmesi esasina dayanir,

direkt olarak DNA kiriklarin1 6lgmektedir (Koyuncu, 2011).

Floresan mikroskobu ile incelenen TUNEL testi 6rnek gorseli Sekil 2.8°de verilmistir.

Sekil 2.8: TUNEL Testi (Floresan mikroskobu)

Propidium iyodiir ile boyanmuis slaytlarda yesil renk TUNEL (+), DNA hasar1
gosteren spermatozoayt; kirmizi renk TUNEL (-), DNA kirilmalari icermeyen
spermatozoay1 temsil eder (Esteves vd., 2021).
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Programlanmuis hiicre 6liimii yani apoptoz siirecindeki hiicrelerde DNA par¢alanmasi
meydana gelir. Sperm ornekleri, dollenmeden sonra DNA par¢alanmasini simiile eden
0zel bir reaksiyonla iglenir. Bu islem sonucunda hasarli DNA uglar1 floresan bir

sinyalle igaretlenir.

Apoptotik hiicrelerdeki isaretlenen pargalanmis DNA uclari, floresan mikroskop
altinda belirgin bir sekilde gézlemlenir (Sharma vd., 2013). Kirilma bolgeleri floresan
mikroskobu ile oldugu gibi akis sitometrisi yardimiyla da tanimlanabilir (Esteves vd.,

2021).

TUNEL yontemi, apoptotik hiicrelerin sayisini ve apoptozun yogunlugunu belirlemek
icin kullanilir. Bu yontem, hiicre 6liimii mekanizmalar1 iizerindeki arastirmalarda,

tibbi teshislerde ve ilag¢ gelistirme siireglerinde yaygin olarak kullaniimaktadir.

2.7.3. Sperm chromatin dispersion (SCD) Testi:

Sperm chromatin dispersion (SCD) Testi, spermin DNA biitiinliigiinii ve kromatin
yapisini degerlendirmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu test, spermin dogal kromatin
organizasyonu bozulmussa, DNA'nin ¢evresinde bir halo goriintiisii olusmasi temeline

dayanir.

Sperm ornekleri, asit ve tuz ¢ozeltileri kullanilarak islenir, bu prosediir DNA'nin
cevresindeki kromatin yapisinin agilmasint saglar. DNA'nin ¢evresinde olusan halo,
ozel bir boyama islemi ile belirgin hale getirilir. Boyanmis spermler, floresan
mikroskop altinda incelenir. Normal DNA yapisina sahip olan spermler, biiyiik ¢apl
bir halo olustururken, hasarli DNA yapisina sahip spermler ¢evrelerinde ya ¢ok kiiciik
bir halo olustururlar ya da higbir halo olusumu gériinmez (Liffner vd., 2019). Normal
ve hasarli DNA yapisina sahip spermlerin SCD testi goriintiisii Sekil 2.9°da verilmistir
(Koyuncu, 2011). SCD Testi sonuglari, spermin DNA biitiinliiglinii ve kromatin

yapisini objektif bir sekilde degerlendirmeye yardimer olur.
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Bu yontem, lireme saghigi degerlendirmeleri, fertilizasyon basarisini dngdrme ve

infertilite nedenlerini anlama konularinda 6nemli bir aragtir.

Sekil 2.9: SCD Testi.

Sag tist kdsede fragmante DNA'ya sahip sperm ve normal yapidaki
spermlerin olusturdugu halo goriiniimii (Koyuncu, 2011)

2.7.4. Sperm chromatin structure assay (SCSA):

Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA), sperm kromatin yapist ve DNA
biitiinliigiinii degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Alinan
ornekte sperm DNA'smin ¢ift zinciri arasindaki baglar, asit ¢ozeltileri veya yliksek
sicaklik gibi yontemler kullanilarak ayirilir (Qiu vd., 2020). Denatiire edilmis olan
DNA, fiksasyon isleminden gecirilir ve floresan isaretli DNA baglayici bir boya ile
islenir. Boyanmig DNA, floresan mikroskobu altinda incelenir. Saglam DNA yapisina
sahip spermler daha az floresan isareti gosterirken, hasarli DNA yapisina sahip
spermler daha fazla floresan isareti gosterir (Hamilton ve Assumpgao, 2019). Elde
edilen goriintiiler, 6zel yazilim ve analiz yontemleriyle degerlendirilir ve hasarli DNA
yapisina sahip olan spermlerin yiizdesi ve floresan yogunlugu gibi parametreler
belirlenir. SCSA Testi sonuglari, spermin DNA biitlinligiinii ve kromatin yapisini

objektif bir sekilde degerlendirmeye yardimci olur.
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2.7.5. Acridine Orange (Akridin Oranj, AO) teknigi:

Akridin Oranj teknigi (AOT), sperm DNA'sinin biitiinliigiinii degerlendirmek i¢in
yaygin olarak kullanilan bir diger floresan boya ydntemidir. Bu ydntemin temel
prensibinde, saglam ve hasarli DNA parcalar1 farkl sekilde floresan renk verir, bu da
hasarlt DNA miktarinin belirlenmesine olanak tanir. AO, normal sperm baslarini yesil
floresan ile boyar. Denatiire olmus ve fragmantasyon gosteren DNA tasiyan spermlere
baglandiginda ise kirmizi/turuncu floresan renk verir (Evenson vd., 1999; Koyuncu,
2011). Yesil ve kirmiz1 floresanin miktar1 ve dagilimi, hasarli DNA miktarinin
belirlenmesinde kullanilir. Elde edilen floresan verileri, ¢esitli analiz yontemleri
kullanilarak degerlendirilir. Bu analizler sonucunda, sperm Ornegindeki DNA

fragmantasyonu oranlari belirlenir (Cebesoy vd., 2006; Khalili vd., 2006).

Akridin Oranj boyama ydntemi, saglam ve hasarlit DNA parcalarin1 ayirt etmek igin
kullanilan etkili bir aragtir. AO analizi, SCSA ydntemine benzer prensiplere
dayanmasina ragmen, SCSA'ya gdre daha hizli, basit ve diisiik maliyetlidir. Bununla
birlikte, hizla solan renkler ve boyanin ¢iplak gozle yorumlanmasinin zorlugu, bu

testin dezavantajlari arasindadir (Chohan vd., 2006).
2.8. Hipertansiyon

Hipertansiyon, uygun kosullar altinda yapilan en az iki kan basmci dl¢iimiinde
degerlerin 140/90 mm Hg veya daha yiiksek oldugu durumlarda ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Ideal kan basinci degeri ise 120/80 mmHg'dir. Ancak hipertansiyon tanist,
belirli bir siire boyunca farkli zamanlarda yapilan birden fazla kan basinci 6lgiimiine

dayanmalidir (Kilig¢ ve Ustii, 2012).

Kan basincinin normal degerlerin iizerinde olmasi, kardiyovaskiiler ve bobrek
hastaliklar1 i¢in temel risk faktoriidiir ve diinya genelinde 6liim ve sakatligin baslica
nedenlerinden biridir. Global Hastalik Yiikii Arastirmasi'nin (Global Burden of
Disease, GBD) sonuglarina gore, 2013 ve 2015 yillarinda hipertansiyon, diinya

genelinde en 6nemli metabolik risk faktorii olarak belirlenmistir (Arikan vd., 2020).
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Genel toplumda hipertansiyon prevalansi %30-45 arasinda degismektedir (Mancia vd.,
2013). Hipertansiyonun yayginliginin artmasi; niifus artisi, ileri yas, sagliksiz
beslenme (yliksek tuz tiiketimi, diisiik potasyum, kalsiyum ve magnezyum alimi gibi),
asir1 alkol tiiketimi ve tiitiin kullanimu, yetersiz fiziksel aktivite, obezite ve stirekli stres
gibi davranigsal risk faktorlerine baghdir. Ayrica genetik faktor etkisi goz ardi
edilmemelidir. Ailesinde hipertansiyon Oykiisii olan bireylerde risk daha yiiksektir

(Arikan vd., 2020).

Antihipertansif tedaviye baglanmasi, kan basinci seviyelerine ve toplam
kardiyovaskiiler risk durumuna baglidir. Hipertansiyon tanisi alan hastalarda yasam
sekli tedavisi olarak da adlandirilan non-farmakolojik tedavi olduk¢a 6nemlidir. Bu
kapsamda kan basincini kontrol altinda tutabilmek amaciyla kan basinci artisini
tetikleyen biitiin bu faktorler iizerinden yasam sekli agisindan hastanin
bilgilendirilmesi ve bu bilgilendirmeye uyumunun artirilmasi gerekir. Kilo kontroli,
diizenli egzersiz yapma, alkol tiiketiminin sinirlandirilmasi, sigarayr birakma, tuz
aliminin kisitlanmasi ve meyve-sebze ile diislik yagh siit {iriinlerinin tiiketilmesi gibi
yasam tarz1 degisiklikleri, tiim hipertansif hastalara ve yiiksek normal kan basinci olan

bireylere onerilir.

[lag tedavisi ise risk altindaki hastalara hemen baslanmalidir (Kili¢ ve Ustii, 2012).
Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar, kan basincini diisiirmek ve komplikasyon

riskini azaltmak amaciyla ¢esitli mekanizmalarla etki eder.

Baglica antihipertansif ila¢ gruplar arasinda Diiiretikler, Beta-blokerler (BB), ACE
inhibitorleri, Anjiyotensin II reseptor blokerleri (ARB’ler), Kalsiyum Kanal Blokerleri
(KKB’ler), Alfa Blokerler ve Renin inhibitorleri bulunmaktadir (Mensah ve Bakris,
2010; Kalig ve Ustii, 2012; Slivnick ve Lampert, 2019; Baldota vd., 2022).
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e Diiiretikler: Viicuttaki fazla siviy1 atarak kan hacmini ve basicini diigiiriirler.

e Beta-blokerler: Kalp atig hizin1 ve kalp kasinin kasilma giiciinii azaltarak kan
basincini diistirtirler.

¢ ACE inhibitorleri: Anjiyotensin doniistiiriicli enzimi bloke ederek damarlarin
daralmasini engellerler.

e ARB grubu: Anjiyotensin II'nin etkilerini engelleyerek damarlarin
daralmasini onlerler.

e Kalsiyum kanal blokerleri: Kalsiyumun kalp ve damar kaslarina girisini
engelleyerek damarlar1 genisletirler.

e Alfa blokerler: Damarlarin etrafindaki kaslar1 gevseterek kan basmcini
disiirtirler.

¢ Renin inhibitorleri: Renin adi verilen bir enzimi bloke ederek kan basincini

kontrol ederler.

Bazi hastalarda monoterapi ise yaramakla birlikte bazi hastalarda kombinasyon
terapisi gerekebilir. Bununla birlikte kullanilan ilaglarin verdigi faydanin yani sira yan
etkileri de mevcuttur. Bazi antihipertansif ilaglarin, kan basimcini diisiirme
ozelliklerinden bagimsiz olarak erektil fonksiyonu olumsuz etkileyebilecegine dair

kanitlar mevcuttur (Oliveira ve Nunes, 2021).

Erektil disfonksiyon (ED), cinsel iligski i¢in uygun sert bir penis ereksiyonunun
saglanamamasi veya siirdiiriilememesi olarak tanimlanir (Herndndez-Cerda vd., 2020;
Leslie vd., 2024). Aslinda erektil disfonksiyon, yetigskin erkeklerde yaygindir ve
siklikla hipertansiyonla birlikte goriilebilen bir rahatsizliktir. ED'li erkeklerin
%40"'indan fazlasinda hipertansiyon teshis edilmistir, bu da ED'nin hipertansiyonun

erken bir isareti olabilecegini diisiindiirmektedir (Zhao vd., 2023).

Bu durum hem hipertansiyon hastalarin hem de cinsel partnerlerinin hayat kalitesini
onemli 6l¢iide olumsuz etkiler. Hipertansif bireylerde ED prevalansi, normotansif

bireylere gore yaklasik iki kat daha fazladir (Nilsson ve Viigimaa, 2020).
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Yapilan ¢aligmalarda ditiretiklerin, kombine antihipertansif tedavide kullanildiginda
bile ED'yi bozduguna inanilmaktadir (Doumas ve Viigimaa, 2013). Kalsiyum kanal
blokerleri ve ACE inhibitorleri ile ilgili veriler heniiz kesin olmasa da, ED iizerinde
notr bir etki bildirilmistir (Grimm vd., 1997; Nilsson ve Viigimaa, 2020).
Hipertansiyon ila¢ tedavisinin erektil disfonksiyona sebep olup olmadigina dair bir¢ok
bilimsel c¢alisma bulunurken bu ilaglarin sperm kalitesi ile iligkili semen

parametrelerini ne yonde etkiledigine dair yeterli ¢aligma bulunmamaktadir.

Kalsiyum kanal blokerleri, kalsiyumun kalp ve damar duvari kas hiicrelerine girisini
engelleyerek etki ederler. Sonug olarak, damarlar genisler ve kan basinci diiser. KKB

ilaclar kimyasal yapilarina gore iki ana gruba ayrilir:

e Dihidropiridinler: Agirlikli olarak damar genisletici etkiye sahiptirler.
Amlodipin ve Nifedipin dihidropiridin grubuna aittir.
e Non-dihidropiridinler: Hem damar genisletici hem de kalp hizin1 diisiiriicii

etkileri vardir. Verapamil ve Diltiazem bu gruptadir.

Bu molekiillerin ED’ye yol agma potansiyellerinin farkli oldugunu gosteren veriler
bulunmaktadir. Bazi ¢aligmalarda Verapamil ile iliskili fertilizasyonda negatif etkilere
yol agan sperm sayisinda azalma ve morfolojik degisimler hayvan deneyleri ile

gosterilmistir.

Farkli antihipertansif ilaglar1 kullanan bireyler arasinda yapilan bir ¢calismada cesitli
farkliliklar gozlenmistir. Yiiksek hipertansiyon prevalanst goz Oniine alinarak,
hipertansiyon ile tedavi arasindaki iligskiyi semen kalitesi iizerinde inceleyen bu
calismaya gore, Beta-bloker kullanan erkeklerin, ila¢ almayan erkeklere kiyasla
hacim, konsantrasyon ve motilitede azalma oldugu kaydedilmistir. ACE inhibitorii
kullanan erkeklerde nispeten artan hacim ve azalmis sperm konsantrasyonu, ACEI

kullanan erkeklerde ise hacim nispeten azalmis ve motilitesi azalmistir.
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Ditiretik kullanan erkeklerin hacmi nispeten azalmis. Son olarak, kalsiyum kanal
blokerleri kullanan erkeklerde ise sperm konsantrasyonunda nispeten bir azalma

gbzlenmistir (Guo vd., 2015).

2.9.Verapamil

Verapamil, kalsiyum kanal blokeri grubunda olan bir ilagtir ve genellikle
hipertansiyon, angina, ve bazi aritmi tiirlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilir
(Fahie ve Cassagnol, 2023; Yazan ve Ozer, 1993). Bununla birlikte, Verapamil'in
erkek iireme sagligi iizerindeki etkileri, 6zellikle sperm parametreleri ve erkek

infertilitesi ile ilgili olarak arastirmalara konu olmustur.

Verapamil dihidropiridin olmayan bir kalsiyum kanal blokeridir. Bu tiirdeki KKB’ler,
depolarizasyon sirasinda miyokard ve vaskiiler diiz kaslardaki yavas L tipi kalsiyum
kanallarina kalsiyum iyonlarimin girmesini engeller. Bu inhibasyon, koroner damar
diiz kaslarimin gevsemesine ve koroner vazodilatasyona yol acarak hipertansiyonlu
hastalarda faydali etkiler saglar. Ayni1 zamanda, verapamil miyokardiyal oksijen
dagilimini artirarak vazospastik anjina hastalarina yardimer olur. Verapamil, negatif
kronotropik etkiler ve sempatik sinir sistemi aktivitesinin azalmasi ile iligkilidir (Fahie
ve Cassagnol, 2023). Kalsiyum kanallar1 sperm hiicrelerinde de bulunur ve bu

kanallarin blokaj1 semen parametreleri ve sperm fonksiyonlarini etkileyebilir.

2017 yilinda gergeklestirilen ve KKB’lerin erkek infertilitesi iizerindeki etkilerini
inceleyen bir ¢alismaya gore, hipertansiyon diisiik semen hacmi, sperm hareketliligi,
toplam sperm sayisi ve toplam hareketli sperm sayist ile iliskilidir. Ancak tedavide
verapamil gibi kalsiyum kanal blokerleri, semen hacmini artirtyor gibi goriinse de
sperm konsantrasyonu iizerinde belirgin bir etkisi yoktur. Verapamilin doza bagh
olarak prolaktin seviyesini yiikseltebilecegi ve testosteron seviyesini diisiirebilecegi
belirtilmektedir, bu da az sayida hastada fertilite iizerinde olumsuz bir etki yaratabilir

(Guo vd., 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismanin Tasarimi

Farkli yas gruplarinda semen iizerinde in vitro Verapamil uygulamasinin sperm
parametreleri iizerine etkisini arastirmak amaciyla, dncelikle calismaya dahil edilen
tiim hastalara Diinya Saglik Orgiitii 2021 kriterlerine gore standart semen analizi

yapilmis sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi degerlendirilmistir.
3.2. Cahismaya Dahil Etme ve Dislama Kriterleri

Arastirmaya dahil edilme kriteri olarak 6rneklerde yikama dncesi sperm sayisinin 16
milyon/ml fazla olmasi, normal morfolojinin en az %4 olmasi, ileri hareketli (+3 motil
ve +4 motil) sperm yiizdesinin %30 dan fazla olmasi ve kisilerin 18-60 yas araliginda
bulunmasi belirlenmistir. Arastirmanin diglama kriterleri ise; diizenli ila¢ kullanimu,
testis ile ilgili ameliyat 6ykiisii (varikosel vb.), yiiksek dozda alkol ve sigara kullanim1
ve hastanin kimyasal madde maruziyeti (kemoterapi, radyoterapi vb.) ve 18 yas alt1 ile

60 yas iistii olunmasidir.
3.3. Cahismada Kullanilacak Yontemler
3.3.1. Ornek toplanmasi

Eyliil 2023 - Mayis 2024 yillan arasinda Medical Park Bahgelievler Tiip Bebek
Merkezine Spermiyogram testi i¢in bagvuran, yaslari 18-60 arasinda olan

normozoospermi 6zelligi gosteren 26 erkek olgunun atik semen 6rnekleri kullanildi.

Semen Ornekleri abstinans siiresi 2-6 giin arasinda olan hastalardan mastiirbasyon
yoluyla elde edilmesi istendi. Ejakiilat steril, genis agizli, sperm i¢in toksikolmayan
plastik bir kap i¢inde toplanirken; kisinin ad1 soyadi, dogum tarihi, cinsel perhiz siiresi

ve Orneginalindig: tarih kabin iizerine not edildi.
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Ornek verilmeden 6nce kisilere konuyla ilgili olarak ayrintili sozlii bilgi verildi,
semenin tamaminin toplanmasi gerektigi ve herhangi bir kayip, idrar ya da baska

yabanci bir madde ile kontaminasyon problemi varsa bildirmesi gerektigi anlatildi.
3.3.2. Semen analizi

Toplanan ornekler likefiye olmasi icin 20-30 dakika 37°C’de hot plate {izerinde
bekletildi. Likefaksiyon sonrast Diinya Saghk Orgiiti'niin 2021 semen
parametrelerine gore spermiyogram testi i¢in incelendi. Caligmaya uygun hale gelen,
iyi karigtirllmig semen numunesinden 10 pl alinarak, 0,01 mm derinligi olan Makler
sayim kamarasmin (Sefi - Medical Instruments) orta kismina damlatilarak {izeri
kamaranin grid camu ile kapatildi (Sekil 3.1.A). Isik mikroskobu ile 20x objektif
biiylitme altindadegerlendirildi.

Gridin iizerinden spermatozoalar 1 satir veya 1 siitun 10’arli kare seklinde sayilarak

konsantrasyonu milyon/ml olarak tespit edildi (Sekil 3.1.B).
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Sekil 3.1: (A)Makler sayma kamarasi (B)Makler kamaras1 mikroskop
goriiniimii (URL-2)

Es zamanda motilite degerlendirilmesi i¢in hiicreler sayildi; ileri hareketli +4, yavas
ileri hareketli +3, oldugu yerde bas veya kuyruk haraketi gosteren spermler yerinde
hareketli +2, hi¢ hareket gostermeyenler ise immotil olarak degerlendirilerek
skorlandi. Sayma isleminin dogrulugunu artirmak i¢in ayni1 islem 3 defa tekrarlandi ve

ortalama deger alindi.

30



Morfolojik degerlendirme ic¢in bir lama damlatilan semen Ornegi ikinci bir lam
aracilifiyla bu slayt lizerinde yayilip hava ile kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar
Diff-Quick boyama yontemi ile boyand: ve tekrar kurumasi i¢in beklendi. Morfoloji
incelemesi i¢in immersiyon yagir yardimiyla 100x biiyiitmede bakildi. Morfoloji
degerlendirmesi yapilirken 200 spermatozoon dikkate alindi. Her bir anomali ayr1 ayr1

not edildi ve normal morfolojideki sperm sayis1 belirlendi.

Taze semen Orneklerinin sayimini takiben semen Ornegi, gradient santrifiigasyon
yontemi ile ¢aligildi. Sperm yikama isleminden sonra 6rneklere Verapamil uygulamasi
gerceklestirildi. Gerekli konsantrasyon hesaplamalar1 yapildiktan sonra hazirlanan

Verapamil ¢ozeltisi ile 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi.

3.3.3. Gradient yontemi

Gradient soliisyonu olarak Sperm Grad (Vitrolife, Isve¢) kullamldi. Soliisyon
oncelikle G-IVF Plus (Vitrolife, Isve¢) kullanilarak % 45 ve % 90’lik iki farkl

konsantrasyonda hazirlandi1 ve 37°C’de muhafaza edildi.

Yikama islemi i¢in, iizerine 6rnek sahibinin bilgileri yazilmis falkon konik tiipiin
icerisine Onceden hazirlanmis %90°lik gradient, iizerine soliisyonlar birbirlerine
karismayacak sekilde yavasca %45°lik gradient sollisyonu ve sonrasinda pipet
yardimiyla yavas yavas semen 6rnegi ilave edildi. 1500 devirde 15 dakika santrifiij
edildi. Ust kisim pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde almip atildi. Altta kalan pelletin
izerine sperm yikama soliisyonu G-IVF eklendi ve pipetleme yapildi. Tekrar 1500
devirde 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant almip dipte kalan 0,5 ml

sperm soliisyonun tizerine G-IVF eklenerek 1 ml’ye tamamlandi.
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3.3.4. Verapamil uygulamasi

Tiirkiye’de Verapamil etken maddesini iceren Tiirkiye Tibbi Cihaz ve Ilag Kurumu
tarafindan onayli ruhsati bulunan toplam 16 ilag bulunmaktadir. Verapamil uygulamasi
icin ISOPTIN 5 mg/2ml IV inflizyonluk ¢6zelti iceren ampul kullanildi. Uygulamadan
once ve sonrasi sperm motilite oranlarinin karsilastirilmasi i¢in tekrar sperm sayimi

yapildi ve not edildi.

Iki farkl: tiipe béliinerek yikamasi yapilan rneklerden birine 0,4 ul dozda Verapamil,
digerine ise 0,8 pl dozda Verapamil eklendi ve 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 motilite yiizdesi karsilastiriimalari icin ayni adimlar izlendi.

Calismada olusturulan gruplar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Calisma gruplar

1.grup (18-60 yas) 2.grup (18-60 yas)

0,4 pl Verapamil 0,8 pul Verapamil

32



4. BULGULAR

Yapilan tez aragtirmasinda 18-60 yaslar1 arasinda secilen 26 hastada, iki farkli dozda
(0,4 ul ve 0,8 ul) Verapamil uygulamasindan sonra sperm degerleri iizerinde etkisini
arastirmak amaciyla parametreleri ¢alismaya uygun Ornekler secilmis, ¢ift fazli
gradient yikama islemi ardindan Verapamil uygulanmis ve semen analizleri

yapilmustir.
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Cift fazli (%45 ve %90) gradient yontemi ile yikamasi yapilan 6rneklerin 6ncesi ve

sonrasi sperm degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: Gradient yikama oncesi ve sonrasi semen parametreleri

Gradient Oncesi

Gradient Sonrasi

Ornek
No SS M%) | a(%)| b (%) | ¢ (%) | d (%) |[M(%) |a (%) |b (%) |[c (%) |d (%)
1 91 64 5 45 14 36 95 31 55 9 5
2 29 48 4 33 11 52 89 23 59 7 11
3 24 40 4 31 5 60 90 22 61 7 10
4 26 56 3 45 8 44 88 28 52 8 12
5 16 46 4 30 12 54 96 19 71 6 4
6 67 64 7 51 6 36 93 25 63 5 7
7 18 62 6 47 9 38 86 18 58 10 14
8 51 57 5 41 11 43 93 36 50 7 7
9 45 65 8 46 11 55 94 24 59 11 6
10 52 63 6 44 13 37 95 37 45 13 5
11 65 60 3 43 14 40 97 23 65 9 3
12 42 42 2 30 10 58 89 16 74 10 11
13 16 55 3 42 10 45 90 17 61 12 10
14 92 59 10 37 12 41 96 22 70 4 4
15 36 43 2 28 8 62 95 20 66 9 5
16 117 47 4 33 10 53 95 39 48 8 5
17 17 41 3 29 9 59 94 33 47 14 6
18 19 56 5 39 12 44 96 34 54 8 4
19 118 59 7 42 10 41 85 14 61 10 15
20 83 58 4 43 11 42 91 14 61 16 9
21 82 54 14 32 8 46 96 34 56 6 4
22 61 63 10 46 7 37 97 29 62 6 3
23 43 52 6 36 10 48 96 23 67 6 4
24 104 49 5 33 11 51 95 25 63 7 5
25 20 45 9 28 8 55 94 27 63 4 6
26 37 58 12 41 5 42 95 31 59 5 5

Not: SS: Sperm Sayisi(milyon/ml), M: Total Motilite, a: Ileri hareketli sperm,
b: Yavas ileri hareketli sperm, c: Yerinde hareketli sperm, d: Hareketsiz sperm
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Yikama sonrasi iki farkli konsantrasyonda Verapamil uygulamasi yapilan semen

orneklerinin 90 dakika inkiibasyonu sonrasi sperm degerleri Tablo 4.2°te verilmistir.

Tablo 4.2: Verapamil uygulamasi sonrasi sperm degerleri

0,4 pl Verapamil Sonrasi 0,8 pl Verapamil Sonrasi
Omek |M a b c d M a b c d
No () () [(B) [(B) [(0) [() [() [(0) [(0) [(%)
1 87 15 42 30 13 |84 13 38 33 16
2 80 2 66 12 20 |81 0 67 14 19
3 78 8 56 14 22 |75 8 55 12 25
4 80 9 38 33 20 |78 5 44 29 22
5 94 2 63 29 6 95 0 64 31 5
6 88 0 48 40 12190 0 47 43 10
7 87 3 50 37 13 |86 0 42 44 14
8 85 20 40 25 15 |92 24 47 21 8
9 90 7 44 39 10 |89 ) 42 45 11
10 81 11 43 27 19 |80 12 48 20 20
11 87 2 40 45 13 |87 2 38 47 13
12 71 0 29 42 50 |75 1 25 49 25
13 79 0 27 52 21 |80 0 30 50 20
14 87 9 58 20 13|93 6 68 19 7
15 85 0 35 50 15 |84 0 30 54 16
16 82 7 55 20 18 |80 5 51 24 20
17 90 10 57 23 10 |92 11 56 25 8
18 93 7 70 16 7 94 6 75 13 6
19 81 4 62 15 19 |87 5 58 24 13
20 88 3 60 25 12 |82 5 50 27 18
21 87 4 50 33 13 |86 3 53 30 14
22 89 0 48 41 11 |89 0 46 43 11
23 90 0 41 49 10 |93 0 42 51 7
24 85 0 50 35 15 |87 2 47 38 13
25 91 7 57 27 9 89 7 53 29 11
26 82 5 41 36 18 |80 4 43 33 20

Not: M: Total Motilite, a: ileri hareketli sperm, b: Yavas ileri hareketli sperm,
c¢: Yerinde hareketli sperm, d: Hareketsiz sperm
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4.1. istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler SPSS-27 programi kullanilarak analiz edilmistir. Degiskenlerin 6n
test ve son test ortalamalarindaki farkliliklar: gérebilmek parametrik testler igin yeterli
gozlem sayist olmadigindan bagimli 6rneklem non-parametrik Wilcoxon analizi

uygulanmuistir.

Tablo 4.3’te Gradient Calisma Oncesi / Gradient Calisma Sonrast icin Bagimli

Orneklem Wilcoxon Analizi sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4.3: (Gradient Calisma Oncesi / Gradient Calisma Sonrasi)
Degiskeni Wilcoxon Tablosu

Olgiim Grup n Ort. SS  Fark z Sd p
M (%) Gradient Caligma 26 54,08 7,929 - - 25 ,000*
Oncesi 39,000 4,549

Gradient Caligma 26 93,08 3,440
Sonrasi
a (%) Gradient Caligma 26 5,81 3,086 - - 25 ,000*
Oncesi 19,731 4,461
Gradient Caligma 26 25,54 7,235
Sonrasi
b (%) Gradient Calisma 26 38,27 6,885 - - 25 ,000*
Oncesi 21,346 4,459
Gradient Caligma 26 59,62 7,333
Sonrasi
¢ (%) Gradient Calisma 26 9,81 2,450 1,462 - 25 ,043%*
Oncesi 2,027
Gradient Caligma 26 8,35 3,046
Sonrasi
d (%) Gradient Caligma 26 46,88 8,116 39,962 - 25 ,000*
Oncesi 4,459
Gradient Caligma 26 6,92 3,440
Sonrasi
*p<0,05

Not: M: Total Motilite, a: ileri hareketli sperm, b: Yavas ileri hareketli sperm,
c: Yerinde hareketli sperm, d: Hareketsiz sperm
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Total motilite (%) degeri, Gradient Calisma Oncesi ve Gradient Calisma Sonrasi
puanlar agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermektedir (p=,000<0,05).
Gradient Calisma Sonrasi motilite ortalamasi, Gradient Calisma Oncesi motilite
ortalamasindan anlaml bir sekilde farkl1 ve yiiksektir. ileri hareketli sperm (+4 motil,
a)(%); yavas ileri hareketli sperm (+3 motil, b)(%); yerinde hareketli sperm (+2 motil,
¢)(%) ve immotil sperm (immotil, d)(%) degerleri, Gradient Calisma Oncesi ve
Gradient Calisma Sonrasi puanlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir (p=,000<0,05). Gradient Caligma Sonrasi puan ortalamasi, Gradient

Calisma Oncesi puan ortalamasindan anlamli bir sekilde farkli ve yiiksektir.

Tablo 4.4’te Gradient Calisma Sonras1/ 0,4 ul Verapamil Uygulama Sonrasi igin

Bagimli Orneklem Wilcoxon Analizi sonuglari verilmistir.

Tablo 4.4: (Gradient Calisma Sonrasi / 0,4 pl Verapamil Uygulama
Sonrasi) Degiskeni Wilcoxon Tablosu

Olgiim Grup n Ort. SS Fark z Sd p
M (%)  Gradient Calisma Sonrasi 26 93,08 3,440 7,808 - 25 ,000*
4,437
0,4 pl Verapamil Uygulama 26 85,27 5,250
Sonrasi
a (%) Gradient Calisma Sonrasi 26 25,54 7,235 20,346 - 25 ,000*
4,460
0,4 pl Verapamil Uygulama 26 5,19 5,115
Sonrasi
b (%) Gradient Calisma Sonrasi 26 59,62 7,333 10,769 - 25 ,001%*
3,239
0,4 pl Verapamil Uygulama 26 48,85 11,163
Sonrasi
¢ (%) Gradient Caligma Sonrast 26 8,35 3,046 - - 25 ,000*
23,000 4,458
0,4 pl Verapamil Uygulama 26 31,35 11,517
Sonrasi
d (%) Gradient Calisma Sonrasi 26 6,92 3,440 -8,615 - 25 ,000*
4,437

0,4 pl Verapamil Uygulama 26 15,54 8,276
Sonrasi

*p<0,05
Not: M: Total Motilite, a: ileri hareketli sperm, b: Yavas ileri hareketli sperm,

c: Yerinde hareketli sperm, d: Hareketsiz sperm
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Toplam motilite (%) degeri, Gradient Caligma Sonrast ve 0,4 pul Verapamil Uygulama
Sonrast puanlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
(p=,000<0,05). Gradient Calisma Sonrasi puan ortalamasi, 0,4 pl Verapamil

Uygulama Sonrasi puan ortalamasindan anlamli bir sekilde farkli ve yiiksektir.

ave b (%) degerleri, Gradient Calisma Sonrasi ve 0,4 ul Verapamil Uygulama Sonrasi
puanlart agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir. Gradient
Calisma Sonrast puan ortalamasi, 0,4 ul Verapamil Uygulama Sonrasi puan
ortalamasindan anlamli bir sekilde farkli ve yliksektir. ¢ (%) degeri, Gradient Calisma
Sonrasi ve 0,4 pl Verapamil Uygulama Sonrasi puanlari agisindan istatistiksel olarak
anlamh farklilik gostermektedir (p=,000<0,05). 0,4 ul Verapamil Uygulama Sonrasi
puan ortalamasi, Gradient Calisma Sonrasi puan ortalamasindan anlamli bir sekilde
farkli ve ytksektir. d (%) degeri, Gradient Calisma Sonrasi ve 0,4 pl Verapamil
Uygulama Sonrasi puanlart acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir (p=,000<0,05). 0,4 ul Verapamil Uygulama Sonrasi puan ortalamasi,

Gradient Caligma Sonrasi puan ortalamasindan anlamli bir sekilde farkli ve yiiksektir.

38



Tablo 4.5’te Gradient Caligma Sonrasi / 0,8 pl Verapamil Uygulama Sonrasi igin

Bagimli Orneklem Wilcoxon Analizi sonuglari verilmistir.

Tablo 4.5: (Gradient Calisma Sonrasi / 0,8 pl Verapamil Uygulama
Sonrasi) Degiskeni Wilcoxon Tablosu

Olgiim Grup n Ort. SS Fark z Sd p
M (%)  Gradient Calisma Sonrasi 26 93,08 3,440 7,385 - 25 ,000*
4,272
0,8 pl Verapamil Uygulama 26 85,69 5,857
Sonrasi
a (%) Gradient Calisma Sonrasi 26 25,54 7,235 20,885 - 25 ,000*
4,460
0,8 pl Verapamil Uygulama 26 4,65 5,549
Sonrasi
b (%) Gradient Calisma Sonrasi 26 59,62 7,333 11,192 - 25 ,001%*
3,206
0,8 pl Verapamil Uygulama 26 48,42 11,917
Sonrasi
¢ (%) Gradient Calisma Sonrasi 26 835 3,046 - - 25 ,000%*
24269 4,460
0,8 pl Verapamil Uygulama 26 32,62 12,665
Sonrast
d (%) Gradient Calisma Sonrasi 26 6,92 3,440 -7,385 - 25 ,000*
4,272
0,8 pl Verapamil Uygulama 26 14,31 5,857
Sonrasi
*p<0,05

Not: M: Total Motilite, a: Ileri hareketli sperm, b: Yavas ileri hareketli sperm,

c: Yerinde hareketli sperm, d: Hareketsiz sperm

M (%) degeri, Gradient Calisma Sonras1 ve 0,8 pl Verapamil Uygulama Sonrasi
puanlar agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (p=,000<0,05).
Gradient Caligma Sonras1 puan ortalamasi, 0,8 pl Verapamil Uygulama Sonras1 puan
ortalamasindan anlamli bir sekilde farkli ve yliksektir. a ve b (%) degerleri, Gradient
Calisma Sonrasi ve 0,8 ul Verapamil Uygulama Sonrasi puanlari agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik géstermektedir (p=,000<0,05). Gradient Calisma Sonrasi puan
ortalamasi, 0,8 ul Verapamil Uygulama Sonrasi puan ortalamasindan anlamli bir

sekilde farkli ve yiiksektir.
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c ve d (%) degerleri, Gradient Calisma Sonrasi ve 0,8 ul Verapamil Uygulama Sonrasi
puanlar agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermektedir (p=,000<0,05).
0,8 ul Verapamil Uygulama Sonrasi puan ortalamasi, Gradient Caligma Sonras1 puan

ortalamasindan anlamli bir sekilde farkli ve yiiksektir.

Tablo 4.6’da 0,4 ul Verapamil Uygulama Sonrasi / 0,8 pl Verapamil Uygulama

Sonrast i¢in Bagimli Orneklem Wilcoxon Analizi sonuglari verilmistir.

Tablo 4.6: (0,4 pl Verapamil Uygulama Sonrasi / 0,8 pl Verapamil
Uygulama Sonrasi) Degiskeni Wilcoxon Tablosu

Olgiim Grup n Ort. SS Fark z Sd p

M (%) 0,4 ul Verapamil Uygulama 26 8527 5250 -423 -433 25 ,665

Sonrasi
0,8 pl Verapamil Uygulama 26 85,69 5,857
Sonrasi
a (%) 0,4 pl Verapamil Uygulama 26 5,19 5,115 ,538 - 25 ,159
Sonrasi 1,409
0,8 pl Verapamil Uygulama 26 4,65 5,549
Sonrasi
b (%) 0,4 pl Verapamil Uygulama 26 48,85 11,163 423  -560 25 ,575
Sonrasi
0,8 pl Verapamil Uygulama 26 4842 11,917
Sonrasi
c (%) 0,4 pl Verapamil Uygulama 26 31,35 11,517 -1,269 - 25 ,159
Sonrasi 1,409
0,8 pl Verapamil Uygulama 26 32,62 12,665
Sonrasi
d (%) 0,4 pl Verapamil Uygulama 26 15,54 8276 1,231 -461 25 ,644
Sonrasi
0,8 pl Verapamil Uygulama 26 14,31 5,857
Sonrasi
*p<0,05

Not: M: Total Motilite, a: Ileri hareketli sperm, b: Yavas ileri hareketli sperm,

c: Yerinde hareketli sperm, d: Hareketsiz sperm

Uygulanan iki farkli doz arasinda karsilagtirma yapildiginda Total motilite, a, b, ¢ ve
d (%) degerleri, 0,4 pl Verapamil Uygulama Sonrasi ve 0,8 pl Verapamil Uygulama

Sonrasi puanlari agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, hipertansiyon tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kalsiyum kanal
blokeri olan Verapamil'in, in vitro kosullarda sperm parametreleri tizerindeki etkileri
incelenmistir. 26 farkli hastadan alinan sperm Ornekleri, iki farkli konsantrasyonda
(0,4 pl ve 0,8 pl) Verapamil ile 90 dakika inkiibasyona tabi tutulmus sperm

parametreleri ve sonuglart degerlendirilmistir.

Verapamil'in sperm hareketliligi tizerindeki etkisi, kalsiyum kanal blokerlerinin sperm
fonksiyonlar1 iizerindeki bilinen etkileri ile agiklanabilir. Sperm hareketliligi, hiicresel
kalsiyum homeostazi ile yakindan iligkilidir. Kalsiyum iyonlari, spermatozoa'nin
flagellar hareketini diizenleyerek, sperm motilitesi ve kapasitasyon siirecinde 6nemli
bir rol oynamaktadir (Publicover vd., 2007). Verapamil, kalsiyum iyonlarinin hiicre
icine girigini inhibe ederek, hiicresel kalsiyum seviyelerini diisiirmekte ve bu yolla

sperm hareketliligini artirabilmektedir.

Onceki calismalar, Verapamil'in sperm motilitesi iizerindeki etkilerini cesitli
yontemlerle incelemistir. 2008 yilinda yapilan Verapamil'in boga spermatozoalari
iizerindeki etkilerini in vitro kosullarda degerlendirmeyi amaclayan bir ¢alismada,
diisiik konsantrasyonlarda Verapamil'in sperm motilitesini artirdigi rapor edilmistir
(Yeste vd., 2008). Benzer sekilde, Samli ve digerleri (2006), insan spermatozoalarinda
Verapamil uygulamasinin, 6zellikle ileri hareketlilikte dnemli bir artiga yol ac¢tigini
gostermistir. Bu c¢alismalar, kalsiyum kanal blokerlerinin sperm hareketliligi

iizerindeki potansiyel olumlu etkilerini desteklemektedir.

Calismamizda, Verapamil'in iki farkli konsantrasyonunun (0,4 ve 0,8 pl) sperm

hareketliligi lizerindeki etkilerinin karsilagtirilmasi amaglanmistir.

[lag uygulamasi yapilmadan énce gradient yéntemi ile yikama dncesi ve sonrasi sperm
orneklerinin motilite parametreleri incelenmistir. Sonuglar, gradient yikama sonrasi
tim parametrelerde istatistiksel olarak anlamli farklhiliklar oldugunu ve bu

farkliliklarin sperm kalitesi tizerinde 6nemli etkiler yarattigini gostermektedir.
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Total motilite (M) degeri, gradient yikama sonrasi belirgin bir artig gostermektedir.
Ileri hareketli spermler, fertilizasyon kapasitesi yiiksek olan spermler olarak kabul
edilir ve gradient yikama sonrasi bu parametredeki artig, daha yiiksek kaliteli
spermlerin se¢ilmesini saglamaktadir. Ayn1 zamanda yerinde hareketli sperm (+2
motil, ¢) ve hareketsiz sperm (d) ylizdeleri, yikama sonrasit dnemli derecede azalma

gostermektedir.

Sonug olarak, gradient yikama yontemi, sperm hareketliligini artirmada ve yiiksek
kaliteli sperm segmede etkili bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu sonuglar, gradient
yikamanin yardimci iireme tekniklerinde kullanilmasinin uygun oldugunu ve sperm
kalitesini iyilestirme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Literatiirde de
belirtildigi lizere, gradient yikama yontemi sperm 6rneklerinden seminal plazma ve
hiicresel artiklar1 ayristirarak daha kaliteli ve hareketli spermler segcmektedir (Henkel
ve Schill, 2003). Bu durum, yardimci iireme tekniklerinde basar1 oranlarini artirmada

kritik bir rol oynar.

0,4 pl ve 0,8 pl Verapamil uygulamasi sonrast sperm oOrneklerinin motilite
parametreleri karsilastirildiginda degerlendirilen tim parametrelerde istatistiksel

olarak anlamli farkliliklarin oldugu goriilmektedir.

Her iki konsantrasyonda da belirgin bir motilite degisikligi vardir. Bu degisiklik
yerinde hareketli (+2 motil,c ) sperm yiizdesinde yiiksek bir artis, ileri hareketli (+4
motil,a ) sperm yilizdesinde ise azalma olarak gozlemlenmistir. Elde edilen veriler
istatistiksel olarak incelendiginde de anlamli bir sekilde fark goriilmiistiir. Bu durum
Verapamil’in sperm fonksiyonlar iizerinde etkisinin negatif yonde oldugunu ifade

etmektedir.

Bununla birlikte, literatiirde Verapamil'in sperm fonksiyonlar: {izerindeki etkilerini
rapor eden bazi calismalar bulunmaktadir. Ornegin, Jones ve digerleri (1997), yiiksek
konsantrasyonlardaki Verapamil'in sperm motilitesini inhibe edebilecegini ve

spermatozoalarin vitalitesini olumsuz yonde etkileyebilecegini belirtmislerdir.
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Bu calisma, Verapamil'in doz bagiml etkilerinin olabilecegini ve yiiksek dozlarda
potansiyel zararli etkiler gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Ancak calismamizda
kullanilan Verapamil dozlarinin sperm motilitesi lizerindeki gozlemledigimiz etkileri,

daha diisiik konsantrasyonlarin kullanilmasiyla agiklanabilir.

Calismaya ek olarak doz asimi durumundaki etkileri gézlemlemek amaciyla 6 farkl
semen Ornegine iki farkli konsantrasyonda (4 pl ve 8 pl) Verapamil uygulandi ve
normal dozdaki uygulamalarda (0,4 pul ve 0,8 pl) oldugu gibi iki grupta da yerinde
hareketli (+2 motil, ¢) sperm oraninda artis gdzlenirken, ileri hareketli (+4 motil, a)
sperm oraninin belirgin bir sekilde diistiigii gézlendi. Ancak 6rnek sayisinin azlig
sebebiyle yiiksek konsantrasyonun daha etkili olup olmadigina dair kesin bir sonuca
vartlamamistir. Bu durum, Verapamil'in doz bagiml etkilerinin daha ayrintili olarak

incelenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Sonu¢ olarak, bu g¢aligma, Verapamil'in in vitro kosullarda sperm hareketliligi
tizerindeki olumlu ve olumsuz etkilerini gostermekte ve kalsiyum kanal blokerlerinin
iireme saglig1 izerindeki potansiyelini ortaya koymaktadir. Ancak, Verapamil'in klinik
kullanimi ve wuzun vadeli etkileri hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir. Ayrica Verapamil maruziyetinin sperm DNA’s1 iizerindeki etkilerini
gozlemlemek amaciyla sperm DNA Fragmantasyon testi ile daha detayli bir ¢alisma
yapilabilir. Gelecekteki c¢alismalar, farkli dozlarda ve siirelerde Verapamil
uygulamalarinin sperm parametreleri lizerindeki etkilerini daha ayrintili olarak
inceleyerek, bu ilacin erkek iireme sagligi ilizerindeki potansiyel faydalarini ve

risklerini daha iyi anlamamiza yardimci olabilir.

Verapamil, bir kalsiyum kanal blokorii olarak, spermin kalsiyum metabolizmasini
etkileyerek spermin hareketliligini ve dolayisiyla dollenme kapasitesini azaltma
potansiyeline sahiptir. Literatiirdeki bu bilgilerle beraber, Verapamil’in erkek lireme
sistemi iizerindeki potansiyel negatif etkilerini arastirmak ve yan etkilerini
gozlemlemek amaciyla yapilan bu c¢alismada elde edilen veriler dogrultusunda,
ozellikle ileri hareketli sperm ylizdesinin sonuglariyla birlikte Verapamil’in erkekler

icin bir dogum kontrol yontemi olarak kullanilabilirligi sorusu ortaya c¢ikiyor.
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Verapamil'in erkekler icin dogum kontrol ilact olarak kullanimi potansiyel olarak
miimkiindiir, ancak bu konuda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Mevcut veriler,
Verapamil'in kalsiyum kanallarinin blokaji ile spermin doéllenme kapasitesini
etkiledigini gostermektedir. Ancak Verapamil’in dogum kontrol ilact olarak uzun
siireli kullanimi ve sistemik etkileri hakkinda yeterli veri bulunmamaktadir. ilacin
kardiyovaskiiler sistem {izerindeki etkileri goz oOniline alindiginda, uzun siireli
kullanimimin giivenligi konusunda endiseler bulunmaktadir. Ayrica, diger olast yan

etkileri ve ilag¢ etkilesimleri de dikkate alinmalidir.

Dolayisiyla Verapamil'in bu amagcla kullanimi i¢in daha genis ¢capli klinik ¢calismalara
ihtiya¢ vardir. Mevcut bulgular umut verici olsa da Verapamil'in dogum kontrol
yontemi olarak giivenli ve etkili olup olmadigini belirlemek i¢in daha fazla arastirma
gerekmektedir. Bu aragtirmalar, ilacin etkinligini, giivenligini ve uzun vadeli etkilerini

kapsamli bir sekilde degerlendirmelidir.

Gelecekteki caligmalarda, Verapamil uygulamasinin uzun vadeli etkilerinin
incelenmesi ve farkli dozlarda Verapamil kullaniminin sperm parametreleri iizerindeki
etkilerinin arastirilmasi, bu konuda daha kapsamli bilgiler saglayabilir. Ayrica, bu
yontemlerin klinik gebelik ve dogum oranlari {izerindeki etkilerinin arastirilmasi da

Onemli olacaktir.
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