TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

BOGALARDA MUSK KSILEN VE MUSK KETONUN
REPRODUKTIF TOKSISITESININ IN VITRO
ARASTIRILMASI

Banis OTUN

VETERINERLIK FARMAKOLOJI VE TOKSIiKOLOJiSi ANABILIM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN
Dog. Dr. Begiim YURDAKOK DiKMEN

ANKARA
2022



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BOGALARDA MUSK KSILEN VE MUSK KETONUN
REPRODUKTIF TOKSISITESININ IN VITRO
ARASTIRILMASI

Banis OTUN

VETERINERLIK FARMAKOLOJIi VE TOKSIKOLOJIiSI ANABILiM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN
Dog¢. Dr. Begiim YURDAKOK DiKMEN

Bu aragtirma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’niin
191.0239008 proje numarasi ile desteklenmistir.

ANKARA
2022



ETIK BEYAN

Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Midiirliigii’ne,

Doktora tezi olarak hazirlaylp sundugum “Bogalarda Musk Ksilen ve Musk
Ketonun Reproduktif Toksisitesinin In Vitro Arastirilmasi1” baslikli tez; bilimsel
ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan yazilmigtir. Tezimin fikir/hipotezi
tiimiiyle tez danismanim ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel ¢alisma/arastirma
tarafimdan yapilmis olup, tiim ciimleler, yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Adi Soyadi: Baris OTUN

Tarih:

Imza:



KABUL VE ONAY

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veterinerlik Farmakoloji ve Toksikolojisi Anabilim Dalinda
Baris OTUN tarafindan hazirlanan
“Bogalarda Musk Ksilen ve Musk Ketonun Reproduktif Toksisitesinin In
Vitro Arastirilmas1” adli tez calismasi asagidaki jiiri tarafindan DOKTORA TEZI
olarak OY BIRLIGI ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi:21/07/2022

Imza
Prof. Dr. Ayhan FILAZI
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali

(Jiiri Bagkani)
Imza Imza
Dog. Dr. Begiim YURDAKOK DiKMEN Dog. Dr. Hiisamettin EKiCI
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali  Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dal1
(Uye) (Uye)
Imza Imza
Dog. Dr. Ozgiir KUZUKIRAN Dr. Ogr. Uyesi Koray TEKIN
Cankir1 Karatekin Universitesi Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Eldivan SHMYO Dolerme ve Suni Tohumlama ABD
(Uye) (Uye)

Tez hakkinda alinan jiiri karari, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim

Kurulu tarafindan onaylanmugtir.

Imza
Prof. Dr. Fiigen AKTAN

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay
Icindekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar
Cizelgeler

Sekiller

1. GIRIS

1.1. Endokrin Bozucular

1.1.1. Nitro Musklar

1.1.1.1. Musk Keton ve Musk Ksilen
1.1.1.1.1. MX ve MK’nin Toksikolojik Etkileri
1.2. Sperma Kalitesi

1.2.1. Spermanin Makroskobik Goriiniimii
1.2.2. ilk Mikroskobik Inceleme

1.2.3. Sperm Moatilitesi

1.2.4. Toplam Sperm Sayisi

1.2.5. Sperm Morfolojisi

1.3. Erkek Infertilite Etki Mekanizmalari
1.3.1. Kan Testis Bariyeri

1.3.1.1. Kan-Testis Bariyerinin Fonksiyonlar1

1.3.1.2. Kan Testis Bariyerinin Siki Kavsak (Tight Junction, TJ) Proteinleri

1.3.2. Testisteki Ilag Tas1yicilari

1.3.2.1. Testiste ABC (ATP-binding cassette) Tasiyici Siiperfamilyasi

1.3.2.1.1. P-glikoprotein

1.4. Kirleticilerin Sperm Uzerine Etkileri

1.4.1. SFT ve Sperm Test Bataryalar1 (Analiz Serileri)
1.4.2. Gelismis Klinik Testler

1.4.2.1. Bilgisayar Destekli Sperm Analizi (CASA)
1.4.2.1.1. CASA ile Sperm Motilitesi Olgiimii
1.4.2.1.2. CASA ile Sperm Konsantrasyonu Olgiimii
1.4.2.1.3. CASA Terminolojisi

1.4.2.1.4. CASA ve Toksisite

1.4.3. Sitotoksitite Testleri

1.4.3.1. MTT Testi

1.5. Tezin Amaci

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kimyasal Maddeler

2.1.2. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

2.2. Yontem

2.2.1. Dokularin Toplanmas1 ve Hiicre Kiiltiirii Kosullari

viii
Xiii
XV



2.2.2. Sperma Toplanmasi

2.2.3. Epididimal Sperma Alinmasi

2.2.4. Nitro Musk Bilesiklerinin Uygulanmasi

2.2.5. Sitotoksisite Analizleri

2.2.6. CASA

2.2.7. Spermatozoa Canlilik

2.2.8. Spermatozoanin Akrozom Biitiinliigii Yoniinden Degerlendirilmesi
2.2.9. Western Blot Analizi

2.2.10. Istatistik Analiz

3. BULGULAR

3.1. Sitotoksisite ve Spermiyotoksisite Bulgular1

3.2. CASA Bulgular

3.2.1. TM (Total Moatility, Toplam Hareketlilik) (%)

3.2.2. VAP (Ortalama Y 6rtinge Hiz1, Velocity Average Path) (um/s)
3.2.3. VCL (Egrisel Hiz, Curvelinear Velocity) (um/s)

3.2.4. VSL (Dogrusal Hiz, Velocity Straight Line) (um/s)

3.2.5. ALH (Basin Lateral Amplitiidii, Amplitude Lateral Head) (um)
3.2.6. BCF (Capraz Gegis Frekans Ritmi, Beat Cross Frequency) (Hz)
3.2.7. HYP (Hiperaktivite, Hyperactivity) (HYP = VCL x ALHX)
3.2.8. LIN (Dogrusallik, Linearity) (LIN = VSL/VCL x 100) (%)

3.2.9. MP (Mukus Penetrasyonu, Mucus Penetration)

3.2.10. WOB (Salinim, Wobble) (WOB = VAP/VCL x 100) (%)
3.2.11. PR (Progresivite, Progression) (%)

3.2.12. STR (Dogrusallik, Straightness) (STR = VSL/VAP x 100) (um)
3.2.13. Bazi1 Kinetik CASA Bulgularinin Degerlendirilmesi

3.3. Flow Sitometri Bulgulari

3.4. Musk Ksilen ve Musk Ketonun P-gp ifadesine Etkisi (Western Blot)

4. TARTISMA
5.SONUC VE ONERILER
OZET

SUMMARY
KAYNAKLAR

EKLER

OZGECMIS

49
50
52
52
53
54
55
56
S7

59
59
60
60
63
65
68
71
74
76
79
82
84
87
89
92
106
109

111
122
124
126
128
141
145



ONSOZ

Hayvan modelleri ve epidemiyolojik kanitlar, sperm sayisinin azalmasi,
infertilitenin artmasi, testikiiler disgenezis sendromu, testikiiler ve prostat
kanserleri ile endokrin bozucu kimyasallara maruz kalmayi iligkilendirmektedir.
Kimyasal maddelerin sperm kalitesi iizerine etkilerinin CASA ile 6l¢iilmesi hem
tireme toksikolojisi hem de risk degerlendirmesi bakimindan énemli olup, heniiz
veteriner hekimlikte yaygin uygulama alani bulamamistir. Kimyasallarin insan
erkek reproduktif toksisitesine yonelik etkilerinin arastirilmasinda in vitro testler
igerisinde boga spermi ile yapilan MTT ve CASA testleri batarya test olarak kabul
edilmektedir. Ancak tiirler arasi farklilik g6z Oniinde bulunduruldugunda, bu
testlerin farkli hayvan tiirleri arasinda degerlendirilmesi ve maruziyete bagl risk
analizlerinin yapilmasinda tiirlere 6zgii sistemlerin gelistirilmesi 6ne ¢ikmaktadir.
Dolayisiyla bogalarda sperm kalitesinin degerlendirilmesi, genellikle klinik
ortamda dogurganligin ongoriilmesi ile veya maksimum sayida yavruya ulasma
istegiyle  baglantihdir; ancak kirleticiler — gibi  ¢evresel  faktorlerden
etkilenebilmektedir. Bu tiir degerlendirmeler milyarlarca dolarlik endiistrileri (Or.
stit, hayvancilik, kiimes hayvanlar) etkileyen risk degerlendirmelerinin temelini
olusturmaktadir. Yapilan ¢alisma ile nitro musk bilesiklerinden musk ksilen ve
musk ketonun bogalarda erkek reproduktif toksisitesi ve testikiiler P-Gp ile iliskisi
degerlendirilmis, ayrica kullanilan test sistemi ile ileride boga reproduktif toksisite
arastirmalarinda batarya testi olarak kullanilabilmesi i¢in 6nemli bir alt yap:

olusturulmasi hedeflenmistir.

Tez calismam ve doktora egitimim siiresince her zaman yanimda olan, yardim
ve desteklerini esirgemeyen degerli damisman hocam Sayin Dog¢. Dr. Begiim
YURDAKOK DIKMEN’e, degerli hocalarim Ankara Universitesi Veteriner
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1. GIRIS

Dogal musklar antik ¢aglardan beri parflimlerin hazirlanmasinda koku olarak
kullanilmistir. Dogal musk 6zlerinin kokulu bilesenleri makrosiklik ketonlar,
makrosiklik laktonlar, makrosiklik alkoller ve piridin tiirevleridir. Diisiik iretim
maliyetleri ve kolay hazirlanma nedeniyle musklarin sentetik tiirevleri olan nitro
musklar; sabun, kozmetik, ¢amasir deterjan1 ve yumusatici gibi sayisiz {rlinin
endiistriyel tiretiminde yapay koku olarak biiyiikk miktarlarda kullanilmistir. Musk
keton siipheli bir ko mutajen iken, musk ksilen siipheli bir ko mutagen ve
kanserojendir. Musk ksilen, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan
grup 3'te (insanlarda kanserojen olarak siniflandirilamaz) siiflandirilmistir. In vitro
calismalarda ise nitro musklarin (musk ksilen ve musk ketonun) muhtemelen
Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu bilesiklere canlilar 6zellikle
inhalasyon ve dermal yol ile maruz kalmaktadir. Bu kirleticiler, ¢evresel yolla su
kaynaklarina bulasabilmekte ve su canlilarina, ¢evreye ve organizmalarda sagliga
yonelik istenmeyen etkiler olusturabilmektedir. Bu bilesiklerin insan siitiine gegisine
iliskin ¢aligmalar bulunmakla birlikte, inek ya da diger hayvanlarin siit ya da dokusuna
gecisine iliskin ¢alismalar sinirhdir veya bulunmamaktadir. Ozellikle insan ve gevresel
kaynakli maruziyet yollar1 goz oOniinde bulunduruldugunda, bogalarda, endokrin
bozucu etkinligi gosterilen bu kimyasallar i¢in reproduktif toksisitenin yapilmamais

olmasi, ileride damizlik potansiyeline sahip olan hayvanlar i¢in 6nem tasimaktadir.

Bu degerlendirmelerden yola ¢ikilarak, hazirlanan tezin amaci, parfim
bazlarinda bulunabilen nitro musk bilesiklerinden musk ksilen ve musk ketonun
bogalarda erkek reproduktif toksisitesinin in vitro olarak arastirilmasidir. Bu amagla,
mezbahaneden alinacak boga testisinin parengimal bolgesi ve epididimal kisimlari
kiiltiir edilmis, primer hiicre kiiltiiriinde nitro musk bilesiklerinin (musk ksilen ve musk
keton) 1C50’si spermiyotoksisite bakimindan MTT ile tespit edilmistir. Sperm {izerine
motilite ve morfolojik etkileri ise IC50 dozunun altindaki konsantrasyonlarda

uygulanmasini takiben Bilgisayar Aracili Sperm Analizi, CASA analizi ile yapilmistir.



Kirleticilerin membran transport proteinleri ilizerine etkileri degerlendirildiginde,
bazilarinin ekspresyonu arttirdigi, bazilarinin ise azalttig1 ve buna bagli olarak toksik
etki gosterdikleri goriilmektedir. Kan testis bariyeri organizmada en kompleks
bariyerler arasindadir ve ozellikle gelecek nesillerin korunmasi igin transport
proteinlerin ekspresyonu Onem tagimaktadir. Yapilan c¢alismada, nitro musk
bilesiklerinin membran transport proteinleri arasinda onemli olan P-Gp iizerine
etkileri, primer boga testikiiler parensimine IC50 dozu altinda uygulanmasini takiben

Western Blot ile arastirilmistir.

Akrozom biitlinliigii, spermatoozonun zona pellusidanin i¢ine penetrasyonuyla
karakterize olan, fertilizasyon agisindan Onemli parametrelerden birisidir.
Calismamizda flow sitometre cihazi kullanilarak florokrom floresan isotiosinat (FITC)
/ Propidium iodid (PI) boyama yapilmis, viabilite, akrozom biitiinliigiiyle birlikte
canli/6lii ve saglam/hasar goérmiis spermatozoonlarin belirlenerek sperma kalitesinin

ortaya konulmasi amaglanmistir.

Erkeklerde reproduktif problemlerin giderek yayginlastigi ve niifusun en az %
5'ini etkiledigi epidemiyolojik ¢aligsmalarda bildirilmistir. Bu problemlerin % 75'inin
idiyopatik oldugu ve tedavisinin olmadig1 belirtilmistir. Infertil erkeklerin biiyiik
¢ogunlugu normal veya subnormal (oligospermi) sayida sperm firetir ve spermlerin
higbir belirgin morfolojik veya fonksiyonel anomalilikleri olmayabilir. Anomalisi
olmayan, bir veya birden fazla anomalilige sahip olan erkek gruplari, subfertil
erkeklerin heterojen bir grup olduklarini ve subfertilitelerinin bir¢ok farkli nedenden
kaynaklandigin1 ortaya ¢ikarir (Lamb IV ve Foster, 1988). Hayvanlarda da durum
benzerdir ve erkeklerde sik karsilasilan iireme bozukluklar1 Cizelge 1.1.°de

siralanmigtir (Noakes ve ark., 2001 ve Sontas, 2016).



Cizelge 1.1. Erkeklerde sik karsilagilan tireme bozukluklari

Ureme Bozuklugu Referans
Kriptorsidizm Feldman ve Nelson, 2004; Johnston ve ark., 2001;
Kolon ve ark., 2014 ve Toppari ve ark., 2014.
Hipospadias Golli Bahadir ve ark., 2016; Hayes ve Wilson, 1986;

Netto ve ark., 2013; Ndikuwera, 2005 ve Snodgrass,
2012.

Anogenital Araligin (Anogenital Distance, AGD)

Kisalmasi

Aspinall ve Cappello, 2015; Hsieh ve ark., 2008; Swan
ve ark., 2005 ve Thankamony ve ark., 2014,

Pubertal Problemler

Euling ve ark., 2008; Evanthia-Kandarakis ve Gore,
2012; Gong, 2009; Kumanov ve Agarwal, 2016;
Noakes ve ark., 2001 ve Villanueva ve Argente, 2014.

Cevresel Faktorler

Kumanov ve Agarwal, 2016.

Infertilite

Andrology-Australia, 2014; Jungwirth ve ark., 2012;
Lamb IV ve Foster, 1988; Ng ve ark., 1988; Raheem
ve Ralph, 2011 ve WHO, 2010.

Testis Kanserleri

ACS, 2018; Buetow, 1996; Kliesch, 1998; Nieschlag
ve ark., 2010.

Prostat Kanserleri

Eble ve ark., 2004; Naz, 2005 ve Quinn ve Babb, 2002.

Testikiiler Disgenesis Sendromu (TDS)

Bay ve ark., 2006 ve Skakkebaek ve ark., 2001.

Erkeklerde infertilite yayginlasmaktadir ve genellikle niifusun en az % 5'ini
etkiledigi diistiniilmektedir. Bu erkeklerin belki % 75'inde durum idiyopatiktir ve
tedavi edilemez (Lamb IV ve Foster, 1988). Hayvanlarda da durum benzerdir ve
taninin temel tag1 sperma analizidir (Noakes ve ark., 2001 ve Sontas, 2016). Bir
organizmanin iireme sagligi, yaslanma, beslenme, yasam tarzi, davranis, iireme sistemi
enfeksiyonlari, stres ve ksenobiyotik gibi bir¢ok faktorden etkilenebilir. Sanayilesme
ve kentlesme donemlerinde, binlerce kimyasal madde ¢evreye diizenli olarak girer ve
organizmay1 soluma, emilim ve yutma yollariyla etkiler. Biyoakiimiilasyon ve
biyomagnifikasyon, bu kimyasallarin etkisini daha da arttirabilir. Bu kimyasallardan
bazilar1 agir metaller, pestisidler, insektisidler, plastiklestiriciler, halojenli
hidrokarbonlar ve aromatik hidrokarbonlardir (Negro-Vilar, 1993 ve Tiwari ve ark.,
2011). Daha 6nce yapilan arastirmalar, ksenobiyotiklerin dogurganlig: etkiledigini ve
maruz kalan organizmalardaki anormal sperm konsantrasyonu, sperm hareketliligi,
bozulmus spermatogenez ve hormonal dengesizlik ile iliskili oldugunu ileri siirmiistiir.

Ksenobiyotiklerin iireme {izerindeki olumsuz etkileri her iki cinsiyette de ilireme



toksisitesi olarak adlandirilir ve iireme toksisitesine neden olan ajanlar iireme toksik
maddeleri olarak adlandirilir. Ayrica, iireme toksisitesi yetigkin maruziyeti ile sinirh
degildir, ayn1 zamanda gebelik oncesi, gebelik, dogum 6ncesi ve/veya dogum sonrasi
dénemlerde ebeveynin toksik etkilere maruz kalmasindan kaynaklanabilir (European
Commission Institute for Health and Consumer Protection, 2005). Endokrin
bozucular, ¢cevredeki Ostrojen benzeri ve antiandrojenik kimyasallardir, sadece ¢esitli
su bitkileri, yaban hayati ve insan saghigi tizerinde degil ayn1 zamanda genel ekolojik
refah iizerinde potansiyel tehlikeli etkilere sahiptir. Dogal hormonlari taklit etmesi,
hormonlarin etkisini inhibe etmesi veya endokrin sistemlerin normal diizenleyici
islevini degistirdigi diisiiniilen bu kimyasallar; testis ve prostat kanserlerinin yani sira
anormal cinsel gelisim, hipofiz bezi ve tiroid bezi islevlerinde degisiklikler, bagisiklik
baskilanmasi ve norodavranissal etkiler yaninda erkeklerde dogurganligin azalmasina
neden olabilmektedir. Gelisme doneminde, androjen miidahalesi, diisiik sperm tiretim
kapasitesini igeren erkek lireme sistemi anomalilerine neden olabilir (Naz, 2005).
Sperm kalitesinin Sl¢ililmesi, klinik androloji, iireme toksikolojisi, epidemiyoloji ve
risk degerlendirmesinde erkek dogurganliginin bir Ol¢iisii olarak kullanilir. Klinik
ortamda sperma kalitesi rutin olarak incelenir ve dogurganlik degerlendirmesinde

bagvuran giftler igin 6nemli bir bilesendir (Rowe ve ark., 1993).

Canlilarda {ireme sagligini etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir. Bunlarin
baslicalar1; yas, diyet, yasam bigimi, lireme sistemi enfeksiyonlari, ksenobiyotikler ve
stres’ dir. Sehirlesmenin, sanayilesmenin ve teknolojinin artmasiyla canlilar cesitli
yollarla binlerce kimyasal maddeye maruz kalirlar. Agir metaller, insektisidler,
pestisidler, halojenli hidrokarbonlar, plastiklestiriciler ve aromatik hidrokarbonlar
bunlardan bazilaridir (Negro-Vilar, 1993 ve Tiwari ve ark., 2011). Erkek tireme

sistemine etki eden faktorlerin bazilar1 Cizelge 1.2.°de gosterilmistir.



Cizelge 1.2. Erkek iireme sistemine etki eden faktorler

Elektromanyetik Alanlar

Gye ve Park, 2012.

X Ismlar1 ve Radyoaktivite

Farrelly ve McEntee, 2014; MacLeod ve Wisner,
2011; Ogilvy ve Shalet, 1993; Pommer, 1958 ve
Rowley ve ark., 1974,

Stres

Alejandro ve ark., 2014; Coubrough, 1985; Dobson ve
Smith, 2000; McGrady, 1984; Nargund, 2015; Negro-
Vilar, 1993 ve Palti, 1969.

Ksenobiyotikler

Khetan, 2014 ve Naz, 2005.

Nikotin Aydos ve ark., 2001; Cassidenti ve ark., 1990; Daniel
ve ark., 1992; Oyeyipo ve ark., 2010; Rubes ve ark.,
1998 ve Spangler, 1999.

Alkol Emanuele ve Emanuele, 1998.

Ilaglar Bancroft ve Reinisch, 1990.

Agir Metaller Braunstein ve ark., 1978; Foster ve ark., 1993; Friberg

ve ark., 1974; Gilfillan, 1965; King ve ark., 1997;
Lancranjan ve ark., 1975; Naz, 2005; Snow, 1992;
Sokol, 1987; Weir Jr ve Fisher, 1972 ve Winder, 1989.

Endokrin Bozucular

Khetan, 2014; Kumanov ve Agarwal, 2016; Lea ve
ark., 2016; Naz, 2005 ve Taylor ve ark., 2014.

1.1. Endokrin Bozucular

Endokrin bozucu kimyasallar (Endocrine-distrupting chemicals, EDC’ler), hava,

su, toprak, yaban hayati ve insanlar da dahil olmak iizere ekolojik dengeyi ciddi

anlamda tehdit etmektedir. Bu maddeler; dogal hormonlari taklit eden, etkilerini inhibe

edip (hormon reseptoriine baglanarak, reseptdr sonrast olaylar tetikleyerek/inhibe

ederek) dogal hormon iiretimini, biyotransformasyonunu, baglanmasini veya atilimin

bozup endokrin sistemin c¢aligmasini bozarak etkilerini gosterirler. Endokrin

bozucularla birlikte ¢esitli kanser tiirleri (testis ve prostat gibi), cinsel gelisim

bozuklugu, hipofiz ve tiroid bezi

bozukluklari,

bagisiklik problemleri ve

norodavranissal etkiler erkeklerde infertilitenin en 6nemli sebepleri olarak gosterilir.

(Naz, 2005).




Epidemiyolojik bulgular, endokrin bozucu kimyasallara maruziyetin sonucu
olarak sperm sayisinda azalma, infertilitenin yayginlasmasi, TDS (Testikiiler
Disgenesis Sendromu), testis ve prostat kanserini gostermektedir. Cevresel
kontaminasyonlar1 ve sik kullanimlar1 insan ve yaban hayatini negatif etkilemeleri

endokrin bozucular ile ilgili kaygilart arttirmaktadir (Khetan, 2014).

EDC'ler grubuna dahil edilen kimyasallar arasinda; ¢o6ziictiler/yaglayicilar
(PCB, PBB ve dioksinler), plastikler (BPA), plastiklestiriciler (fitalat), pestisidler
(metoksiklor, DDT, klorpirifos), fungusidler ve bazi farmasétik ajanlar (DES) yer
almaktadir. Bu maddeler dogal olarak da sentezlenebilirler, buna 6rnek olarak
fitodstrojenik ve mikodstrojenik maddeler gosterilebilir. Bazi maddeler ile etkilesim
Ostrojenik olurken (BPA gibi), baz1 maddeler ile androjenik (vinklozin gibi) bazilari
ile ise aromataz ve steroidogenez (fadrazol ve ketokonazol gibi) etkilesim
goriilebilmektedir. Ornegin Atrazin, sicanlarda LH ve prolaktin diizeyini diisiirerek
ergenligi geciktirir. En fazla aragtirilan endokrin bozucu kimyasallarin basinda fitalat

ve adipatlar, bisfenol A ve pestisidler gelmektedir (Kumanov ve Agarwal, 2016).

Cevresel kimyasallara maruziyet, insanlarda sperm kalitesinin bozulmasi ve
kriptorsidizm ile bagdastirilmistir. 26 yillik (2014 ve 1988 arasi) bir ¢alismada bir grup
kopegin zamanla sperm kalitesinin diistiigli ve yavrularinda Kriptorsidizm goriilme
sikliginin arttig tespit edilmistir. Erkeklerin sayisi disilere gore azalmistir. Yetiskin
kopek testisleri ve ticari kopek gidalarinda bakilan Dietilheksil fitalat (DEHP) ve
poliklorlu bifenil 153 (PCB153) konsantrasyonlari reproduktif aktiviteyi bozacak
diizeyde bulunmustur. DEHP ve PCB153 'iin testisteki miktarlariin, in vitro sperm
canliligini, sperm hareketliligini ve DNA biitiinliigiinii bozdugu fakat LH kaynakli
testosteron salinmasini etkilemedigi bulunmustur. Buradan yola ¢ikarak endokrin
bozucularin hem insanlarda hem de hayvanlarda (kdpekte) lireme sistemini etkiledigi

sonucuna varilir (Lea ve ark., 2016).



Endokrin bozucular siifina dahil olan sentetik nitro musklar, ev ve kisisel bakim
tiriinlerinde bulunan kokulu kimyasallardir. Bu iiriinlerin kullanimi, kontamine toz ve
ucucu kokularmm solunmasinin yani sira dermal absorpsiyon yoluyla dogrudan
maruziyete yol acar. Caligmalar ayrica insanlarin kontamine sivilarin ve gidalarin
agizdan emilmesi yoluyla bu kimyasallarin diisiik dozlarina maruz kaldiginm
gostermektedir. Bu bilesikler lipofilik oldugundan, onlar ve metabolitleri sadece kanda
degil anne siitii ve yag dokusunda da bulunmustur. Kisisel kullanimdan sonra, bu kalici

kirleticiler atik sular yoluyla ¢evreye gecer (Taylor ve ark., 2014).

1.1.1. Nitro Musklar

Antik ¢aglardan beri dogal musklar parfiimlerin hazirlanmasinda koku olarak
kullanilmigtir. Dogal musk her zaman ¢ok kiymetli olmustur, erkek musk geyiklerinin
(Moschus moschiferus) ekzokrin bezleri sadece 30 gram dogal musk igerir. Dogal
musk Ozlerinin kokulu bilesenleri makrosiklik ketonlar, makrosiklik laktonlar,
makrosiklik alkoller ve piridin tiirevleridir. 19. yiizyilin sonunda A. Baur (1891),
dinitro ve trinitro konumlu benzen tiirevlerinden olusan nitro musklar grubunu (NM)
kesfetti (Liebl ve Ehrenstorfer, 1993) .

Bu sentetik bilesikler, dogal musk 6zlerinden meydana gelen bilesiklerden
yapisal olarak tamamen farkli olmasina ragmen, hayvanlarda ve bitkilerde bulunanlara
benzer bir koku 6zelliklerine sahiptir. Diisiik iiretim maliyetleri ve kolay hazirlanma
nedeniyle nitro musklar, sabun, kozmetik, ¢camasir deterjan1 ve yumusatici gibi sayisiz
tirtiniin endiistriyel liretiminde yapay koku olarak biiylik miktarlarda kullanilmistir. Ek
olarak, bazi nitro musklar, yiyecek katki maddeleri, oda kokulari, ¢igneme tiitiind,
balik yemleri ve herbisit formiilasyonlar1 ve patlayicilar gibi teknik ftriinlerde
kullanilir. NM'ler grubunda bulunan musk ksilen (MX) ve musk keton (MK), koku

endiistrisi i¢in bugiine kadarki en 6nemli bilesiklerdir (Heinz ve ark., 2001).



1.1.1.1. Musk Keton ve Musk Ksilen

IUPAC adlandirmasina gore musk ksilen; 1-tert-butil-3,5-dimetil-2,4,6-
trinitrobenzen ve musk keton ise 4-tert-butil-3,5-dinitro-2,6-dimetilasetofenon diye

bilinirler ve kimyasal yapilar1 Sekil 1.1.”deki gibidir.
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Sekil 1.1. Musk Ksilen ve Musk Ketonun Kimyasal Yapilar1 (IUPAC)

1.1.1.1.1.1. MX ve MK’nin Toksikolojik Etkileri

Avrupa Komisyonu’na bagh Tiiketiciler i¢cin Kozmetik Uriinleri ve Gida-Dist
Uriinler Bilimsel Komitesinin (The Scientific Committee On Cosmetic Products And
Non-Food Products Intended For Consumers, SCCNFP), 8 Aralik 1999 genel
kurulunda musk ksilen (SCCNFP / 0163/99) ve musk ketonun (SCCNFP / 0162/99)
indirgenmesiyle olusan aminlerin zayif Ostrojenler oldugunu ve ¢evrede kalici
oldugunu belirtilmistir. Toksikolojik karakterizasyonu etkileyebilecek baska yeni
rapor bulunamanustir. iki maddeye iliskin Risk Degerlendirme Raporlar1 (Risk
Assessment Reports, RAR), Konsey Tiiziigii (EEC) 793/93 uyarinca hazirlanmistir.
Tehlikeli Maddelerin Smiflandirilmasi ve Etiketlenmesi Komisyonu Calisma Grubu
daha sonra maddelerin kanserojen kategorisinin 3 olarak siniflandirilmasi gerektigi

sonucuna varmigtir. RAR'larda kanserojen etki i¢in esik deger bulundugunu



varsayarak risk karakterizasyonu gergeklestirilmistir. SCCNFP, bu yaklagimi
kullanmak igin bir esik belirleme kanitinin yeterli oldugunu diisinmemektedir (The

Scientific Committee On Cosmetic Products and Non-Food, 2004).

Avrupa Birligi bu konuda Birlesmis Milletlerin Global Uyumlastiriimis
Sistemi  (GHS) gore yonetmeligini yenileyerek “Kimyasallarin  Kaydi,
Degerlendirilmesi, izni ve Kisitlanmasina Yonelik Yonetmeligi (Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals; REACH) ni ¢ikarmistir. Bu
yonetmelikte musk ksilen 609-068-00-1 indeks numarasiyla bulunmakta Sinif 2
karsinojen (siipheli insan karsinojeni) olarak degerlendirilmektedir. musklar ve
fitalatlarin 6zenli kullanim1 ya da yasaklanmasina yonelik ¢aligmalarina ragmen,
Ozellikle baz1 kozmetik ve temizlik sirketleri bu kimyasallarin  varligimi
belirtmemektedirler. Amerikan Cevre Koruma Ajansi (USEPA) yasakladigi bu
kimyasallarin alternatifi olarak yonetmeliklerde adi ge¢gmeyen, toksisite ve cevre
arastirmalar1 ayrintili olarak yapilmayan yenilerini nermektedir. Avrupa Kimyasallar
Ajansi’nin (AKA; European Chemicals Agency - ECHA) 2009’da yayinladigi
bildiriye gore, Avrupa Birliginde musk ksilen {iretimi yapilmamaktadir ve yilda bir
tondan fazla iireten veya ithal eden firmalarin faaliyetleri durdurulmustur (Yurdakok

ve Aydin, 2013).

Musk ksilen (5-tert-butil grubunda 3H-etiketli) erkek Wistar si¢anlarina
intragastrik olarak uygulandiginda, dozun yaklasik % 50'sinin 24 saatte idrar ve
diskiya atildig1 ve yedi giine kadar bu oranin % 87 oldugu gdzlenmistir. idrar ve
digkiya atilan dozun orani sirasiyla % 10,3 ve % 75,5'tir (Minegishi ve ark., 1991).

Musk ksilen ‘in akut oral LDsg'sinin 10 g / kg'l, tavsanlarda akut dermal
LDso'nin 15 g/ kg astigi bildirilmistir (Opdyke, 1975).



Musk ksilen, S. typhimurium mutasyon testi, fare lenfoma tahlili, Cin hamsteri
yumurtalik (CHO) hiicrelerinde in vitro sitogenetik tahlili, primer sican
hepatositlerinde in vitro programlanmamis DNA sentez tahlili ve in vivo
programlanmamis DNA sentez tahlili gibi bir dizi kisa siireli genotoksisite testinde esit
derecede olumsuz sonuglar vermistir (IARC Working Group on the Evaluation of

Carcinogenic Risk to Humans, 1996).

Musk keton, fizikokimyasal ve toksikokinetik ozellikler bakimindan musk
ksilen ile oldukga karsilagtirilabilir ve her iki kimyasal da hem siganlarda hem de
farelerde fenobarbital gibi karaciger enzimlerini indiiklerler. Fertilite ile ilgili olarak,
Musk ketonla ilgili ¢oklu nesil tireme toksisitesi ¢aligmas1t mevcut degildir. Siganlarla
yapilan 90 giinliikk dermal toksisite ¢alismasinda musk keton iireme organlari tizerinde
higbir etkiye neden olmamasina ragmen yapisal olarak iliskili bilesik musk ambreti
ayni ¢alismada testis atrofisine neden olmustur. Siganlarla yapilan bir oral gelisimsel
toksisite ¢alismasinda, maternal toksisite doza bagh olarak 45 ve 150 mg/kg/giin
olmustur. Bu toksisite diisiik viicut agirligi artist ve diisiik gida tiiketimini de
iceriyordu. Implantasyon sonrasi artmis kayip ve diisiik fetal viicut agirhig: dahil olmak
tizere gelisimsel toksisite, sadece 150 mg/kg/giin olarak goriilmiistiir. Teratojenite
belirtisi yoktur. Peri/postnatal toksisite caligmasindan elde edilen veriler musk ketonun
tireme toksisitesi i¢in smiflandirilmamas: gerektigini gdstermektedir. Siganlarla
yapilan 90 giinliik bir dermal toksisite calismasinda, yapisal olarak iliskili bilesik olan
musk ambretinin aksine, musk keton igin norotoksik bir potansiyel belirtisi
bulunmamustir (European Commission Institute for Health and Consumer Protection,
2005).

Sekiz musk kokusunun E-screen assay yontemi ile dstrojenik aktivite agisindan
test edildigi bir ¢calismada nitro-musk kokularindan musk ksilen ve musk ketonun in
vitro Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Musk ksilen i¢in benzer
sonuglar daha once elde edilmistir (Schuller, 1998). Musk keton daha 6nce E-screen

assay ile test edilmemistir. Bu ¢alismada kullanilan test sisteminde, musk keton, musk
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ksilenden ii¢ kat daha fazla 6strojen reseptoriine afinite gostermistir. Amin azaltilmas,
nitro kokularinin doniisiimiinde ilk adimdir (Gatermann ve ark., 1998) (Rimkus ve
ark., 1994). Musk keton amine indirgendiginde, ostrojenik aktivite kaybolur. Musk
ksilende ise ketonun aksine 6strojenik potansiyelde bir artisa yol agar (Bitsch ve ark.,
2002).

Musk keton siipheli bir ko mutajen iken, musk ksilen siipheli bir ko mutagen ve
kanserojendir. Musk ksilen, IARC tarafindan grup 3'te (insanlarda kanserojenligine
gore siniflandirilamaz) siniflandiriimistir. Musk ksilen ve musk keton yapisal olarak
benzer olmasina ve neredeyse aymi fizikokimyasal Ozelliklere sahip olmalarina
ragmen, biyolojik 6zelliklerinde 6nemli farkliliklar gdsterir. In vitro bir ¢alismada
musk ksilen ve musk ketonun muhtemelen Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir ve musk keton, ER'ye musk ksilen 'den {i¢ kat daha fazla bir afinite
gostermistir. nitro kokularinin donidsiimiindeki ilk adim, musk keton azaldiginda
Ostrojenik aktivitenin kayboldugu, amine indirgenmesidir; oysa musk ksilen 'in
azaltilmasi, Ostrojenik giiciin artmasina neden olur. Ayrica, musk ksilen 'in para
pozisyonunda amine indirgenmesi proliferatif etkilerin artmasina neden olur, aksine,
amin grubunun orto pozisyonda indirgenmesi sitotoksik etkiye neden olur. Boylece,
nitro musk kokularinin azaltilmasinin, metabolitin biyolojik etkisi lizerinde pozisyona
bagli degisken bir etkiye yol agtigi goriilmektedir. Kemirgenler tizerine yapilan bir
calisma, musk ketonun, musk ksilen 'den farkli olarak enzim aktivitelerini kuvvetli bir
sekilde indiiklendigini gostermistir. Dolayisiyla, enzim modiile edici aktivitesinin bir
sonucu olarak, musk keton, diisiik dozlarda bile, birka¢ insan kanserojeniyle

kombinasyon halinde bir ko-genotoksikan olarak gérev yapar (Siddique ve ark., 2016).

1.2. Sperma Kalitesi

Erkeklerde dogurganlik, sperm kalitesi, klinik muayene, toksikolojik

degerlendirme, epidemiyoloji ve risk degerlendirme ile iligkilidir. Rutin sperma
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kalitesi 6l¢iimii klinige basvuran giftler icin ilk yapilmasi gerekendir ve dogurganlik

tespiti i¢in ¢ok 6nemlidir (Rowe ve ark., 1993).

Ejakiilasyon sirasinda sperma, spermatozoanin konsantre siispansiyonundan
olusturulur, iki epididimde depolanir, aksesuar cinsel organlardan gelen siv1 salgilarla
karigir ve seyreltilir. Semen birkag¢ bolus seklinde atilir. Vazektomi dncesi ve sonrasi
semen hacimlerinin karsilastirmasi, semen hacminin yaklasik % 90’min aksesuar
bezlerden (Weiske, 1994), esas olarak prostat ve seminal keselerden, dnemsiz
miktarlarda da bulbouretral bezler (Cowper bezi) ve epididimlerden gelen salgilardan
olustugunu gdstermektedir. Diinya Saglik Orgiitii ilk kez 1980 yilinda olmak iizere
WHO laboratory manual for the examination of human semen and sperm-—cervical
mucus interaction (Insan spermasi ve sperminin incelenmesi-servikal mukusla
etkilesimi) adl1 brosiirleri yayinlamaya baslamistir. Bu yayinlarin amaci insan sperma
analizlerinin standardize edilmesiydi. Bu el kitaplar1 toplamda bes kez (1980, 1992,
1999, 2010) yaymlanmis ve bir¢ok dile gevrileri yapilmistir. Evrensel bir standart
sagladigi i¢in son 30 yilda tiim diinyada aragtirma ve gelistirme laboratuvarlarinda

kabul gormekte ve kullanilmaktadir (WHO, 2010).

Sperma kalitesi ile ilgili yapilan bir c¢alismada asagidaki parametrelere
bakilmistir;

1.  Erkegin ve kadinin yasi, sigara ve alkol tiikketimi, diger demografik
ve kisisel ozellikler (gebelik sayisi ve kontrasepsiyon uygulamasi gibi)

2. Spermanmn hacmi, sperm konsantrasyonu, sperm sayisi, hareketli
sperm sayisi Ve hareketli sperm yiizdesi, normal sperm yiizdesi, normal sperm
sayis1, amorfik sperm yiizdesi gibi sperm kalite gostergeleri (Zinaman ve ark.,
2000).

Hayvanlarda da sperm kalitesinin laboratuvar ortaminda degerlendirilmesi ilk

yapilmas1 gerekendir. Hem {iireme potansiyelinin belirlenmesi hem de subfertil
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olanlarin tespiti i¢in tekrarlanabilir, hizli ve hassas yontemlere ihtiyag vardir. Burada
da sperm konsantrasyonu, sperm motilitesi ve sperm morfolojisi bakilan temel

parametrelerdir (Gadea ve ark., 2004).

Diinya Saglik Orgiitii, sperma analizini 3 asamada degerlendirir. Bu asamalar;

1.  Standart testler (makroskobik goriiniim [genel goriiniim, Sperma
hacmi ve pH]), (mikroskobik goriiniim [agregasyon, agliitinasyon, sperm
olmayan hiicreler]), sperm motilitesi, sperm canlilig1 (eger motilite diisiikse),
sperm sayisi, sperm morfolojisi, I0kosit peroksidaz aktivitesi (eger birgok sperm
olmayan hiicresi mevcutsa), karisik antiglobulin reaksiyon testi (eger ¢ok
agliitinasyon mevcutsa)

2. Istege bagh testler (teratozoospermi endeksleri, pan-1dkosit CD4
boyasi, in vitro mukus penetrasyon testleri, seminal plazmanin biyokimyasal
degerlendirmeleri)

3.  Arastirma testleri (reaktif oksijen tiirleri, zona etkilesim testleri,
indiiklenmis akrozomlar reaksiyon testleri, hamster oosit penetrasyon testleri)
(WHO, 2010).

Diinya Saglik Orgiitiine gére spermanin karakteristik 6zelliklerinin alt referans
sinirlart Cizelge 1.1.°de, sperma ozelliklerinin alt referans sinirlarinin farkli yillarda

¢ikarilan raporlara gore degisimi Cizelge 1.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Spermanin karakteristik 6zelliklerinin alt referans limitleri (% 5 ve % 95 giiven araliklar) (WHO,
2010).

Parametre Alt referans limiti
Sperma hacmi (ml) 1,5 (1,4-1,7)
Toplam sperm sayist (10%/ejakiilat) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (106/ml) 15 (12-16)
Toplam motilite (PR+NP, %) 40 (38-42)
[leriye dogru hareketlilik (PR, %) 32 (31-34)
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Cizelge 1.3.Devam Spermanin karakteristik 6zelliklerinin alt referans limitleri (% 5 ve % 95 giiven araliklari)
g P g

(WHO, 2010).
Vitalite (canli spermler, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3,0-4,0)
Uzlagilan diger esik degerler
pH =72
Peroksidaz pozitif I6kositler (106/ml) <10
MAR testi (partikiillere bagl hareketli spermler, %) <50
Immunobead test (boncuklarin baglandig: hareketli <50
spermler, %)
Seminal ¢inko (umol/ejakiilat) =24
Seminal fruktoz (umol/ejakiilat) =13
Seminal nétral glikozidaz (mU/ejakiilat) > 20

Cizelge 1.4. Diinya Saglik Orgiitii raporlarina gore sperma dzelliklerinin alt referans smirlar1 (Esteves, 2014).

Spermanin karakteristik WHO WHO WHO WHO WHO
ozellikleri 1980 1987 1992 1999 2010*
Hacim (mL) ND >2 >2 >2 1,5
Sperm konsantrasyonu (108/mL) 20-200 >20 >20 >20 15
Toplam sperm sayis1 (106) ND >40 >40 > 40 39
Toplam motilite (%) >60 >50 >50 >50 40
Ileriye dogru hareketlilik (PR, >23 >25% >25% >25% 32% (a+b)
%)? (grade a) (grade a)

Vitalite (canli spermler, %) ND >50 =75 >75 58
Morfoloji (normal formlar, %) 80,5 >50 >304 (14)° 45
Lokosit sayis1 (108/mL) <47 <10 <10 <10 <10

LAlt besinci centil degerden iiretilen daha diisiik referans limitleri;

%Grade a = hizl ileriye dogru hareketlilik (> 25um / s); Grade b = yavas / durgun ileriye dogru hareketlilik (5-25um /
s); normal =% 50 hareketlilik (a + b) veya % 25 ileriye dogru hareketlilik (grade a)(Ejakiilasyondan sonra 60 sn. i¢inde);

3ileriye dogru hareketlilik (5lgek 0-3);

“Rasgele deger;

5 Degeri tanimlanmadi, ancak kat1 kriterler nerildi;

5Tygerberg &lgiitii;

ND (not defined) = tanimlanmamius.
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1.2.1. Spermanin Makroskobik Goriiniimii

Normal bir sperma 6rnegi homojen, mat-gri renktedir ve oda sicakliginda 20
dk.’da sivilasir. Renginin beyaz olmasi yiiksek sperm sayisini1 ya da spermada l16kosit
bulunmasini gosterebilir; sarimsi renkle birlikte koku varligi enfeksiyonlar1 gosterir;
kizil-kahverengi renk; spermada kirmizi kan hiicrelerinin varligina isaret edebilir
(hemospermia). Ejakiilat sivilastirildiktan sonra iyi karistirilmali, sonra pH 6l¢iilmeli,
pH 8’den biiylik olursa enfeksiyondan kuskulanilmalidir. Karbondioksit iiretimi
basladiktan sonra pH yiikselmeye devam ederse dogal tamponlanma kaybedilir. pH’1n
7,0’in altinda olmasi ve beraberinde azoospermi goriilmesi epididimisin, sperm
kanallarinin, seminal vezikiillerin veya ejakiilatuar kanallarin malformasyonunu veya

tikanikligin1 gosterir (von Eckardstein ve ark., 2000).

1.2.2. ilk Mikroskobik inceleme

Seyreltilmemis spermanin 1slak preparatlari iizerinde tek faz-kontrast mikroskop
kullanilarak mikroskobik inceleme yapilabilir. Bunu yapmak igin, belirli bir miktar
sperma (6rn. 6,5 pl), uygun boyutta bir lamelin (6rn. 18 x 18 mm) altindaki dnceden
belirli sicakliga ulastirilmis bir lamel tizerine 20 um derinliginde bir kabarcik
olusturacak sekilde yerlestirilir (Bu incelemede derinligini elde etmek igin diger
hacimlerde sperma ve farkli lameller kullanilabilir.). Sperm agregasyonu ve
agliitinasyonu ve epitel hiicreleri, 16kositler ve germ hiicreleri gibi sperm dis1 hiicreler

ve yuvarlak hiicrelerin ¢ikarilmasi bunun {izerine yapilabilir (Nieschlag ve ark., 2010).

1.2.3. Sperm Motilitesi

Sperm motilitesi, taze sivilastirilmis bir sperma érneginde x 400-600 biiyiitmede
arastirilir. Bu, oda sicakliginda (20°C ile 24 °C arasinda), fakat tercihen 37°C'de, 1

saatlik siirede, fakat tercihen yukarida aciklanan islak bir preparasyon iizerinde
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ejakiilasyondan 30 dakika sonra yapilir. Hareketlilik kalitesi 37°C'de veya oda 1sisinda
degerlendirilir ve asagida belirtilen hareketlilik kategorilerinin yiizdesel oran1 olarak

acgiklanir.

» {leri hareket (Progresif Motilite; PR): Hizdan bagimsiz olarak dogrusal veya
genis bir daire i¢inde aktif olarak hareket eden spermatozoa.

* Yerinde hareket (Nonprogresif Motilite; NP): Ileri hareketi olmayan diger tiim
hareket tiirleri, 6rnegin kiiclik dairelerde yiizme, neredeyse basi yerinden zorlukla
oynatan kamgisal hareket veya sadece kuyrugun kamgisal hareketi gézlemlenebilir.

» Hareketsizlik (Immotilite; IM): Higbir sekilde hareketin gerceklesmemesi

Sperm degiskenligini incelerken total hareketlilik (PR+NP) ya da ileri
hareketliligin (PR) dile getirilmesi 6nem arz etmektedir (WHO, 2010).

Sperm motilitesini 6lgmek i¢in CASA (computer assisted sperm analysis -
bilgisayar destekli sperm analizi) kullanilmasi1 her bir spermin video gériintiisiiniin
izlenmesi ve hiz1 ile ilgili objektif veriler saglar. CASA’da hiz verileri gerektiginde
37°C’lik sicakliga ihtiya¢ duyulur. Normal hareketli spermatozoonlarin baslari,
ejakiilatin 151k mikroskobunda analiz edildiginde globiiler sekilde goriiniir. Igne bas
(pinhead) olarak bilinen sperm hiicreleri aslinda bagsiz sperm kuyruklaridir ve gok
hareketli olabilirler. Genetik bilgi tasimadiklar1 i¢in sperm sayisi, motilite ya da

morfoloji degerlendirilmelerinin i¢ine sokulmazlar (Nieschlag ve ark., 2010).

1.2.4. Toplam Sperm Sayisi

[k kez 1980 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yayinlanan Sperma
Analizi Kilavuzuna gore, ejakiilatta ml basma 20 milyon (alt referans limit)

spermatozoon bulunurken, bu say1 2010 yilinda yayinlanan son kilavuzda ml basina
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15 milyon’a kadar azalmaktadir. Bu degisiklik, erkeklerin sperm kalitesine iliskin
biiyilik uluslararasi ¢aligmalardan elde edilen verileri incelemek amaciyla kullanilan
istatistiksel yontemlere dayanmaktadir ve bu sonuglar giiniimiizde kabul edilmektedir

(WHO, 2010).

Bogalarda yapilan bir ¢calismada 6 Avusturya Esmeri bogasindan giin asir1 arka
arkaya alinan 2'ser ejekiilattan toplam 120 ejekiilatta spermatozoon yogunlugu cm?®
basina 54,58 milyon ve 15 dakika sonra alinan ejakiilattaki spermatozoon yogunlugu

cm?® basina 62,58 milyon olarak bulunmustur (Yurdaydin N ve Seving A, 1985).

DSO tarafindan yaymlanan kilavuzlarin referans sayisi ile celisen birkag yayin
bulunmaktadir (Skakkebaek, 2010). Skakkebaek arastirmasinda azoospermi olmadigi
siirece hamile kalmanin miimkiin oldugunu ve bu saymin cinsel partneri hamile olan
erkeklerde ml bagma 15 milyon sperm ile gergeklesebilecegini belirtir. Ote yandan,
baz1 kaynaklar sperm sayist igin referans alt sinirin ml basina 40 milyon olmasi
gerektigini 6nermektedir (Andersson ve ark., 2008). Bu nedenle Skakkebaek sperm
sayist alt sinirinin 15 ila 40 milyon olmasi gerektigini ve bu belirlenen alani da gri

kisirlik alani olarak tasvirler (Skakkebaek, 2010).

1.2.5. Sperm Morfolojisi

Ejakiilatta aranan normal spermler, endoservikal mukusa erisilebilen
spermlerdir. Hava ile kurutulmus ve boyanan spermatozoa, bas veya kuyrukta belirli
bir kusur gostermezler. Morfolojik olarak normal spermatozoa popiilasyonu, zona
pelusida spermatozoa ile (memelilerde yumurta zarini ¢evreleyen jel benzeri kaplama)
yakindan iligkili olan popiilasyondur (Garrett ve ark., 1997). Sperm morfolojisi
degerlendirmesinin sebebi mukus tanimli alt popiilasyonun kapsamini ortaya
cikarmaktir. Diizenli ve oval bigimli bir kafa ile birlikte gii¢lii ve ince bir gévdeye ve

birden bire meydana gelen kirilmalara neden olmayan genel bir yapiya sahiptirler.
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Akrozom net bir sekilde goriilir ve sperm bas bolgesinin % 40-70'ini olusturur.
Vacuoller, akrozomal bolgenin % 20'sinin lizerine ¢ikmaz ve akrozom sonrasi alanda
bulunmaz. Spermatozoalar eger sitoplazma basin % 30°undan kii¢iikk durumda ise
damlaciklar olarak kabul goriir ve normaldir. Bunun tam tersine eger bagin hacminin
% 30’undan fazla ise sitoplazma fazlalig1 oldugu ve spermatozoanin anormal bir
yapida oldugu kabul edilir. Erkekler belirli miktarda dolleyici spermatozoa liretirler ve
bununla birlikte yalnizca seminal spermatozoalarin ¢ok diisiikk bir kismi zona
pellucida’ya baglanabilir (Lui ve ark., 2003). Klinik uygulamada dogru
degerlendirilen sperma incelemeleri dogurganligin degerlendirilmesinde temel olmay1

stirdiirmektedir (Nieschlag ve ark., 2010).

Morfoloji, tek tek sperm hiicrelerinin gergek fiziksel yapisini ifade eder. Bir
boganin yeterli damizlik olarak siiflandirilmasi igin minimum esik, % 70 normal-
canli hiicrelerdir. Sperm anomallikleri, birincil ve ikincil anomallikler olarak
adlandirilan iki ana kategoriye ayrilir. Primer anomallikler, testislerde hiicre olusumu
sirasinda meydana gelen problemlerden kaynaklanir. Sekonder anomallikler, sperm
epididim boyunca ilerlerken meydana gelir. Her iki anomallik kategorisinin de test
sonuclarmin % 30'dan daha fazla miktarlarda olmasi, boganin dogurganliginin
azaldigin1 ve sonug¢ olarak boganin ya “yetersiz potansiyel damizlik” olarak
degerlendirilmesi gerektigini ya da sorunun ¢oziiliip ¢oziilmedigini gérmek i¢in 21-60

giin sonra tekrar test edilmesi gerektigini gosterir (Chapman ve Rood, 2016).

1.3. Erkek infertilite Etki Mekanizmalari

Erkek infertilitesinin bircogunun nedeni bilinmez (idiyopatik infertilite) ya da
ongoriilen patolojik halinin hala net bir tedavisi ortaya ¢ikarilmamustir (6r. varikoselli
hastalarda, seminal plazmadaki l6kositler ya da yiizey antikorlar1). Bu nedenle, ¢ogu
androlojik bozukluk i¢in rasyonel tedaviler giiniimiizde hala eksiklik gostermektedir

(Nieschlag ve ark., 2010).
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Erkek infertilitesini etkileyen faktorler;
e Oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri
e Spermatozoanin lipid peroksidasyonu
e Nitrik oksit
e Yaslanma ve oksidatif stres
e (evresel kirleticiler

olarak gruplandirilmistir (Sheweita ve ark., 2005).

Geleneksel erkek infertilite nedenleri asagidaki sekilde siralanabilir; ikincil
hipogonadizm/gonadotropin eksikligi, retrograd ejakiilasyon, inmemis testis,
varikosel ve enfeksiyonlar. Erkek infertilitesinin immiinolojik olarak incelenmesi de
onerilir. Hormon tedavileri de (GnRH tedavisi, HCG/HMG, Saflastirilmis HMG
preperatlar1 ve rekombinant FSH, androjenler, anti-6strojenler) idiyopatik infertilite

bakimindan degerlendirilebilir (Kamischke ve Nieschlag, 1999).

1.3.1. Kan Testis Bariyeri

Kan-testis bariyeri (blood testis barrier, BTB), memeli viicudundaki en siki kan-
doku bariyerlerinden biridir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda cevresel toksinlerin
(6rn., kadmiyum, bisfenol A) molekiiler mekanizmalar1 goz oniline alindiginda,
BTB'de testikiiler hasar1 indiikleyerek germ-hiicre adezyonunda hasar meydana
getirdikleri, bdylece germ hiicre kaybina, sperm sayisinin azalmasma ve erkek
infertilitesine veya subfertilitesine neden olduklar1 tartisilmaktadir. Bu durum
degerlendirildiginde, erkeklerde toksin kaynakli iireme fonksiyon bozuklugunu
azaltilmasi, yenilikci kontraseptif yontemler gelistirilmesi ve daha 1yi ilag etkisi elde

etmek i¢in BTB'nin ayrintili olarak arastirilmasi gerektigi anlagilmalidir (Cheng ve
Mruk, 2012).

19



Spermatogenez, Sertoli hiicrelerinin yapisal ve besinsel destegi ve endokrin
faktorlerin hassas diizenlemesi ile seminifer tiibiillerde spermatogonianin olgun
spermatidlere doniistiigii hiicresel bir siiregtir. Germ hiicreleri gelistik¢e seminiferdz
epiteli ¢aprazlarlar. Bu siireg, Sertoli germ hiicre baglantilarinin ve ayrica kan-testis
bariyerlerindeki Sertoli-Sertoli hiicre kavsaklarmin yeniden sekillenmesini igerir.
Spermatogenez i¢in gerekli olan kan testis bariyeri seminifer tiibiil tabaninin yakininda
bulunur ve epiteli bazal ve aduluminal olmak iizere 2 ayr1 boliime ayirir.
Spermatogonia ve preleptoten spermatositler bazal bolmede bulunurken diger primer
ve sekonder spermatositler, yuvarlak spermatidler ve uzayan / uzamis spermatlar
aduluminal bdlmede bulunurlar. Boylece kan testis bariyeri, ayricalikli bir mikro
ortam saglamak i¢cin mayoz béliinmenin tamamlanmasindan itibaren aduluminal
bolme igerisinde bulunan germ hiicrelerini, dolasim ve lenfatik sistemlerden ve

beraberinde lokal immiin baskilanmadan ayirir (Mrunk ve Cheng, 2015).

1.3.1.1. Kan-Testis Bariyerinin Fonksiyonlari

Kan testis bariyerinin fonksiyonlarini su sekilde 6zetlenir (Cheng ve Mruk,
2012);
1) Kan testis bariyerinin "¢it" (fence) ve "kapi koruyucu" (gate-keeper)
fonksiyonlar vardir.
a. Biyomolekiillerin paraseliiler akigini sinirlar.
b. Spermatogenezin epitelyal dongiisii boyunca hiicresel olaylari ayirir.
2. Kan testis bariyeri, immiinolojik bir engel olusturur.

3. Seminifer epitelyumda hiicre polaritesini saglar

1.3.1.2. Kan Testis Bariyerinin Siki Kavsak (Tight Junction, TJ)

Proteinleri

Siki1 kavsaklar (TJ), hiicreleri kemer benzeri bir sekilde kusatan, siirekli bir

anastomoz yapan, fibrillerin 6zel bir mikro bdlgesini olusturur. Bitisik hiicrelerden
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gelen fibriller, dongiisel bir sekilde bir araya gelir, hiicreler arasindaki paraseliiler alant
kapatir ve gecirimsiz bir bariyer olusturur. Her bir fibril, iskele ve sinyal proteinleri ile
birlikte dogrudan ya da dolayli olarak sitoskeletal proteinler ile biitlinlesen bir zar

proteinden olusur (Cereijido ve Anderson, 2001).

Proteinlerin siniflandirilmasi asagidaki gibidir.

1) Yapisal Proteinler
a) Okludin
b) Klaudinler
c) Trisellulin ve lipoliz ile uyarilan lipoprotein reseptorii (lipolysis-stimulated
lipoprotein receptor, LSR)
d) Koksakiviriis ve adenoviriis reseptorii (Coxsackievirus and adenovirus
receptor, CAR)
2) Iskele Proteinleri
a) Zona OkKludensleri
3) Sinyal Proteinleri
a) The CRB-PALS-PAT] hiicre polaritesi kompleksi
b) PAR3-PARG6-aPKC hiicre polaritesi kompleksi
c) SCRIB-DLG-LGL hiicre kutuplulugu kompleksi

1.3.2. Testisteki la¢c Tastyicilar

llag tastyicilari; testis, bobrek, karaciger, beyin ve bagirsak gibi doku ve
organlar gibi bir¢ok yerde bulunur. Bu tasitlar ilag¢ emiliminde, dagiliminda,
metabolizmasinda ve atilminda kritik rol oynarlar. Memelilerde fizyolojik ve
patolojik kosullar altinda farkli doku ve / veya organlara giren ilaglarin (6r. adjiidin),
ksenobiyotiklerin (6rnegin kadmiyum ve bisfenol A) ve diger kimyasallarin (6rnegin
civa ve kursun) miktari ilag tasiyicilar: tarafindan belirlenir. Bilinen yaklasik 800 ilag

tasiyicisindan yaklasik % 60’1 memelilerde hiicre epiteli ve endotelde biyolojik zarlar
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boyunca ksenobiyotiklerin taginmasini saglayan veya taginmasini 6nleyen biitiinleyici
zar proteinleridir (Dallas ve ark., 2006; Dalton ve ark., 2005; Franke ve ark., 2010 ve
Rochat, 2009).

llag tastyicilari, BTB'yi olusturan testislerdeki Sertoli hiicreleri ile smrh
degildir. Bu, gelismekte olan germ hiicrelerinin, gelisimleri i¢in gerekli olan
bilesiklerin se¢iminde/absorpsiyonunda ve ayrica yar1 epitelyal epitelyumdan
istenmeyen toksik maddelerin "pompalanmasinda" aktif olarak yer aldigin1 gosterir.
Bununla birlikte, testikiiler Sertoli, Leydig, germ ve peritubular miyoid hiicrelerinde
bircok farkli ila¢ tasiyict madde bulunmasi (ve daha bircok ila¢ tasiyicisinin
tanimlanmast gerektigi aciktir), spermatogenezi zararli bilesiklerden ve toksik
maddelerden korumada testisler igin biiyiik bir zorluk teskil eder. Ornegin, zararli/
zehirli bir madde, tikanmis olsalar bile segilen hiicre giris pompalari vasitasiyla BTB'yi
gecerek apikal bolmeye giris yapabilir veya Sertoli hiicrelerinden ve / veya germ
hiicrelerinden aktif olarak pompalanirlar. Bu toksik maddeler, seminifer epitele
girdikten sonra, aktin sitoskelet ag1 bozarak etkilerini hizla gosterebilirler (6rn. aktin
kiimelesmesini bozarak veya aktin ¢ekirdegi olusturarak) ve apikal ES (ektoplazmik
uzmanliklar)'deki protein endositozunu hizlandirarak spermiasyona benzeyen
olaylarin istenmeyen etkilerine neden olabilirler. Ozetle, erkek iireme biyolojisi igin
ila¢ tastyicilarinin daha fazla arastirilmasi gerektigi diistiniilmektedir (Su ve ark.,
2011).

Ilag tastyicilar, islevleri i¢in ATP hidrolizi gerektiren birincil aktif tasiyicilar,
ATP tiiketimi olmaksizin beraber tasinan veya iyon degisimi ile birlikte gerceklesen
ikincil ve tigiinciil aktif tastyicilar olarak smiflandirilir. HUGO Gen Adlandirma
Komitesi, artan sayidaki ilag tasiyicilar1 yliziinden tiim tasiyici proteinleri iki genis
kategoriye ayirmistir: 1) ATP baglayic1 kaset (ATP-binding cassette, ABC) ve 2)
¢ozilinen tasiyici (solute carrier, SLC). Her iki grup da genis bir perspektifte ilaglarin
veya substratlarin tasinmasinda yer alan birgok alt aileden olusur. Alternatif olarak,

ilag tasiyicilari, hiicre giris ve hiicre ¢ikis pompasi olarak genis bir sekilde de
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siiflandirilip, substrat veya ilaglarin tasinma yonii ile tanimlanir. Ornegin, hiicre giris
pompalar1 (6rn. organik anyon tasiyict (OAT) / organik anyon tasiyan polipeptit
(OATP) ve organik katyon tasiyici1 (OCT) / organik katyon tasiyan polipeptit (OCTP)),
ilaglar1 hiicrelere naklederken, hiicre ¢ikis pompalar1 (6rn. P- glikoprotein, ¢ok ilaca
direngli proteinle iligkili proteinler (MRP'ler) ve meme kanseri direnci proteini
(BCRP)) ilaglar hiicre disina tagimakta ve ayrica 'istenmeyen' ilaglarin bir hiicreye
girmesini onleyebilmektedir. Bundan dolay1 hiicre ¢ikis pompalari, hiicre i¢cindeki bir
ilacin miktarini1 belirler. Hiicre ¢ikis pompalarin etkinligi ¢ogunlukla, kemoterapotik
ajanlara cevap vermeyen kanser hastalarinda gerceklesir; burada tiimor hiicreleri,
gelismekte olan veya metastatik tlimoriin disinda kemoterapotik ilaglart etkin bir
sekilde pompalamaktadir. Ilag tasiyicilarinin 6zellikleri, ilacin biyoyararlaniminin,
farmakokinetiginin ve etkinliginin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynadiklari i¢in ilag
tasariminda dikkate alinmasi onemlidir. Alternatif olarak, belirli dokularda spesifik
hiicre giris tasiyicilar1 yoksa bu dokulari inhibe etmek i¢in ilaglar tasarlanabilir;
boylece yan etkiler ve toksisite azaltilir (Alam ve ark., 2010; Ganta ve ark., 2010;
Gaucher ve ark., 2010 ve Kis ve ark., 2010). Ote yandan, belirli ilaglara maruz
kaldiktan sonra ¢ogalan belirli ilag tasiyicilarini igeren se¢ilmis dokular1 hedef alacak
sekilde ilaglar gelistirilebilir veya modifiye edilebilir (Fardel ve Vée, 2009 ve Yu ve
ark., 2010).

Erkeklerde hormonal olmayan kontraseptiflerin gelisimi icin testislerdeki ilag
tastyicilarinin daha iyi anlasilmasi 6zellikle 6nemlidir ¢linkii arastirilan bir¢ok bilesik
etkilerini BTB'min arkasinda gosterirler ve testiste bu ilaclar ile ila¢ tasiyicilari

arasindaki etkilesimler nedeniyle biyoyararlanimlar diisiiktiir (Su ve ark., 2011).

Tasiyicilarin, cesitli hastaliklarda rolii ve ksenobiyotiklerin toksikolojik ve
farmakolojik etkileri tizerinde biiyiik etkisi vardir. Bu 6nemli protein yapilari bobrek
veya karaciger gibi organlarda kapsamli bir sekilde c¢alisilmis olmasina ragmen,
testislerdeki tasiyicilarin karakterizasyonu hala gelistirilme asamasindadir. Tastyici

islevleri hakkinda bilgi sahibi olmak, testiste meydana gelen fizyolojik ve toksikolojik

23



stireglerin anlagilmasini biyiik l¢lide iyilestirebilir. Hem organik hem de inorganik
tagiyicilart iceren gesitli temel ¢alismalar, testisin endojen ve ksenobiyotik bilesiklerle
nasil etkilesime girdigine dair anlayisi ilerletmede 6nemli olmustur. Neredeyse tiim

tasiyicilar, itici giice dayali 2 siiper familyasindan biriyle iligkilidir:

e ATP baglayici kaset (ATP-binding cassette, ABC) tastyicilari
(elektrokimyasal bir gradyana karsi, transporta enerji saglamak icin ATP
hidrolizini kullanan)

e (Cozici ileten (solute carrier, SLC) tastyicilar (elektrokimyasal gradyanlari
kullanarak bilesikleri tasiyan, genellikle yardimci bir substrata baglanan, tipik
olarak Na * gibi bir iyon) (Klein ve Cherrington, 2014).

Tastyicilar yonelimlerine gore, yani substratlarin hiicre igine girmesi (uptake),
hiicre disina ¢ikmasi (efflux) veya her ikisi (iki yonlii) olup olmadigina gore

karakterize edilebilir (Klein ve Cherrington, 2014).

1.3.2.1. Testiste ABC (ATP-binding cassette) Tasiyici Siiperfamilyasi

Kemoterapi, kanser hastalar1 i¢in mevcut en Onemli tedavi yontemlerinden
biridir. Ne yazik ki, tedavi sirasinda kanser hiicreleri, (ana etken faktorlerden dolayn)
ya da intrinsik (genetik veya epigenetik) mekanizmalara bagli olarak islevsel ve
yapisal olarak farkli antikanser ilaglara direng gelistirirler. Kanser hiicreleri tarafindan
farkli kanser ilaci siniflarina karsi direng gosteren bu fenomene, ¢oklu ilag direnci
(MDR) ad1 verilir. Bu yaygin ve sinsi klinik problem sonunda hastalarda kanser
niiksetmesine ve Oliimiine neden olur. MDR mekanizmalar1 acik bir sekilde
incelenmistir, ancak MDR iireten tim mekanizmalar aydinlatilmamistir. Kanser
hiicrelerinin  kemoterapiden kac¢inmak i¢in kullandiklar1 veya gelistirdikleri
mekanizmalar karmasiktir ve birkag yeni incelemede ayrintili olarak agiklanmustir.
MDR'nin altinda yatan en 6nemli mekanizmalardan biri, ATP'ye dayali enerjiyi

kullanarak konsantrasyon gradyanina kars1 genis bir antikanser ila¢ spektrumu ¢ikaran
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adenosin trifosfat (ATP) baglayici kaset (ABC) tasiyicilarinin asir1 ekspresyonudur
(Sodani ve ark., 2012).

ABC protein stiperfamilyasinin 40’tan fazla iiyesi vardir. Bu proteinler, ATP
kullanarak substratlart biyolojik membranlardan gecirirler. ABC tasiyicilar igin
substratlar; iyonlar, peptidler, hormonlar, konjuge metabolitler, ve ilaglar1 da igeren
ksenobiyotiklerdir. ABC tasiyici sliperfamilyasinin sadece 3 liyesi ila¢ molekiillerini

substratlarina tasirlar;

e P-glikoprotein (P-gp) (ABCBI geni tarafindan kodlanmuis, eski adt MDR1
geni)

e Meme kanseri direnci proteini (breast cancer resistance protein) (BCRP)
(ABCG?2 geni tarafindan kodlanmis)

e (Coklu ilag¢ direngli-iligkili protein (multidrug resistance-related protein)
(MRP) (ABCCI1 geni tarafindan kodlanmis)

1.3.2.1.1. P-glikoprotein

Bir hiicre ¢ikis membran tasiyicisi olan P-glikoprotein (P-gp), viicuda yaygin
sekilde dagilmistir. Hiicresel alimin sinirlandirilmasindan, ksenobiyotiklerin ve toksik
maddelerin dagilimindan sorumludur. Yapisal olarak yiizlerce ¢esitlilik gosteren
terapotik ajanlar, bunun substratlaridir ve ilaglarin emilimini, gec¢irgenligini ve
retansiyonunu engeller, hiicrelerin disina iter. Kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilir
ve kemoterapétik ajanlarin hiicre internalizasyonunu engellemekten ve anti-timor
tedavileri sirasinda kanser hiicreleri tarafindan tasiyici aracili direng gelistirmekten
sorumludur. Ilag dagitimi ve kanser hedeflemesinin basarisii tehlikeye attigindan, P-
gp aracili ilag transportunun istesinden gelmek icin stratejiler gelistirilmektedir

(Amin, 2013).
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P-glikoprotein gibi baglica ilag tasiyicilarinin, ksenobiyotikler ve farmasdétikler
dahil bir ¢ok substratin alimimi ve akisini diizenledigi bilinmektedir (Ambudkar ve
ark., 1999; Aller ve ark., 2009). Onceki ¢alismalarda steroidlerin ve ksenobiyotiklerin
P-gp tasinmasi in vitro olarak arastirmis olsa da (Kim ve Benet, 2004), P-gp'nin in vivo
olarak EDC akisini etkileme derecesi daha az anlasilmistir (Souder ve Gorelick, 2018).
Veriler, testikiiler toksisite ile ilgili EDC risk degerlendirmesinde ABC tastyicilarinin
toksikolojik ve klinik olarak iliskili oldugunu gostermektedir (Dankers ve ark., 2013).

1.4. Kirleticilerin Sperm Uzerine Etkileri

Ejakiilasyon esnasinda sperma, spermatozoanin konsantre siispansiyonundan
olusturulur, epididimlerde depolanir, sivi salgilarla karisir (aksesuar cinsel
organlardan gelen) ve seyreltilir. Sperma tiirlere gore farkli sayida fraksiyonlar halinde
atilir. Sperma hacminin % 90’mnin aksesuar organlarindan, biiyilk ¢ogunlugunun
prostat ve seminal keselerinden, az miktarinin da Cowper bezi ve epididimlerden gelen
salgilardan meydana geldigi vazektomi Oncesi ve sonrast sperma hacimlerinin

karsilastirmasiyla tespit edilmistir (WHO, 2010).

Sperm fonksiyonu i¢in spermatozoanin ozellikleri (canlilik, hareketlilik ve
morfoloji) ve seminal sivinin bilesiminin bilinmesi 6nemlidir. Cinsel birlesme
esnasinda ejakiilatin spermden zengin prostat fraksiyonu (ilk kisim) vajinada servikal
mukusla etkilesirken, sivinin geri kalan kismi vajinada birikir. Laboratuvar ortaminda
ejakiilatin tiimii ayn1 ortamda bulundugundan, spermatozoa proteince zengin seminal
kese kokenli bir koagulum iginde tutulur. Daha sonra bu koagulum, prostatik proteazca
likefaksiyona ugrar (sivilastirilir). Bdylece sivinin osmolalitesi artar. Bazi
caligmalarda ejakiilatin olusma bi¢ciminin sperma kalitesini etkiledigi gosterilmistir.
Laboratuvar ortaminda alinan ejakiilatlar, ev ortaminda cinsel iligki sirasinda spermisit
icermeyen prezervatiflere alinan ejakiilata gore daha kalitesiz ¢ikabilmektedir.
Laboratuvar ortaminda 6rnek verene kadar gecen ve ejakiilasyondan 6nceki seminal

emisyonu da kapsayan siire spermanin kalitesini etkiler. Uygun Ornek toplama
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sartlartyla alinan spermanin Kalitesi, cinsel perhiz, enfeksiyon gegmisi, testislerin

sperm lretim potansiyeli, aksesuar bezlerin salgilar1 gibi parametrelere de baghidir.

Sonuglar degerlendirilirken bu faktérlere de bakilmalidir (WHO, 2010).

Sperma parametrelerinin diisiik referans sinirlart (hamilelik siiresi 12 ay veya

daha az olan giftler i¢in) Cizelge 1.3.’deki gibidir (Nieschlag ve ark., 2010).

Beseri hekimlikte spermiyogram yapilirken bakilan parametreler sunlardir:

Spermanin hacmi ve katiligi, sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi, Sperm

motilitesi, normal ve hasarli sperm sayisi, koagiilasyon (¢okme) ve likefaksiyon

(¢Oziiniirliliik), Fruktoz, pH, immatiir sperm sayisi, l6kosit, enfeksiyonlu hiicre sayisi.

Cizelge 1.5. Sperma parametrelerinin diisiik referans sinirlari (hamilelik siiresi 12 ay veya daha az olan giftler i¢in)

(Nieschlag ve ark., 2010).

Parametre

Onerilen normal deger (WHO

Diisiik referans limiti
(glivenirlik araligr) (WHO

1999) 2009)
Sperma hacmi (ml) >2,0 15@1,4-17)
Toplam hareketlilik (PR+NP, %) 40 (38-42)
Ilerlemis hareketlilik (a+b, PR, %) >50
Canlilik >50
Toplam sperm sayis1 (108/ejakulat) >40
Sperm konsantrasyonu (10%/ml) >20
Sperm morfolojisi (normal, %) 4 (3-4)
Diger ortak degerler
pH >7.2 >7.2
Cinko (umol/ejakulat) >2.4 >2.4
Notral a-glukozidaz (mU/ejakulat) >20 >20
Beyaz kan hiicreleri (108/ml) <1 <1
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Cizelge 1.5.Devam Sperma parametrelerinin diisiik referans sinirlart (hamilelik siiresi 12 ay veya daha az olan
giftler i¢in) (Nieschlag ve ark., 2010).

MAR-testi (%) <50 <50

Immiinobead testi (%) <50 <50

Sperm morfolojisinin belirlenmesinde en sik kullanilan degerlendirme yontemi
Diinya Saglik Orgiitii ve Kruger kriterlerine gére yapilan degerlendirme yontemidir.
Bu yontemde incelenecek olan sperm, 6zel bir hazirliktan gegirilerek spermin farkl
bolgeleri (bas, boyun ve kuyruk) detayli olarak degerlendirilir; degerlendirme
sonuclarina gore spermde belirli bir miktarin iizerindeki sperm-normal orani
incelenirse sonug normal kabul edilir. Ozellikle Kruger ydntemiyle analiz edilen
numunelerde % 4 ve daha yiiksek seviyeler normal kabul edilir. Yani bilinen tireme
sagligi sorunu olmayan erkeklerde tiretilen spermlerin % 10’unda anomali goriilmesi
normaldir. Erkek infertilitesini daha iyi anlamak ve dollenme potansiyelini ortaya
¢ikarmak i¢in antisperm antikoru, spermanin biyokimyasal analizi, sperm membran
biitinligiiniin tespiti, akrozom reaksiyonlari, hiperaktivasyon ve kapasitasyon,
viabilite, stres toleransi, zona baglama, mukus penetrasyonu, sperm olgunlugu,
kromozomal anoplodi, sperm DNA hasarinin tespiti gibi testler yapilir (Hossain ve
ark., 2010).

Dogal iiremede spermler, serviks, uterus ve ovidukt iizerinden vajinal depolama
alanina gegerler. Sperm, kromozom igeriginin nakledilmesi i¢in ooplasma ulasmalidir;
boylece oosit, polar govde ekstriizyonu araciligiyla fazlaliklari atarak kromozom setini
olusturabilir. Bu amagla spermlerin yetenegi, bir dizi test olan sperm fonksiyon testleri
(SFT) ile laboratuvar ortaminda tespit edilir. Diger taraftan, in vitro fertilizasyonun
(IVF) da yapilmasi bu test serisinde kalite kontrolii agisindan ¢ok 6nemlidir (Hossain
ve ark., 2010).

1.4.1. SFT (Sperm Fonksiyon Testleri) ve Sperm Test Bataryalar1 (Analiz

Serileri)
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Erkeklerde infertilitenin dogru degerlendirilmesi i¢in uygun laboratuvar testleri
mutlaka yapilmalidir. Sperm fonksiyon testleri, spermin yumurtaya ulagmak ve
yumurtay1 dollemek i¢in gerekli olan biyolojik yetkinlige sahip olup-olmadigini
belirlemek ve canli dogum oranini arttirmak amaciyla kullanilir. Verimli bir sperm in
vivo ortamda servikal mukusu gecip yumurtaya ulagir. Uygun embriyo gelisimi igin
fonksiyonel DNA'nin ooplazmaya ulasmasi gerekir. Bu asmalardaki herhangi bir
kusur infertilite ile sonuglanabilir. Tiim bu asamalar1 degerlendirmek i¢in farkli testler
yapilabilir. Bu testlerden dogru sonuglar alabilmek i¢in klinisyenin hangi
parametrelere  baktigi, bu parametrelerin  gostergelerini  ve  sonuglarini
yorumlayabilmesi onemlidir. Ayrica klinisyen hasta yonetimini dogru yapmali ve

gerek goriirse daha ileri testleri onermelidir (Sigman ve ark., 2009).

Ideal bir sperm fonksiyon testi (test bataryalar) i¢in asagidaki klinik adimlar
takip edilmelidir: (i) Sperm disfonksiyonunun teshisi; (ii) gebelik ve dollenme
ihtimalinin tespiti; ve (iii) tanimlanan sperm disfonksiyonunu azaltmak i¢in uygun bir

tedavinin belirlenmesi (Franken ve Oehninger, 2012).

Dogru bir sperma analizi i¢in asagidaki agamalar biitiiniiyle takip edilmelidir
(Franken ve Oehninger, 2012);

e Spermin dogru sulandirilmasi ve numunenin hazirlanmasi
e Motilitenin degerlendirilmesi

e Sperm konsantrasyonunun tespiti

e Sperm morfolojisinin incelenmesi

¢ Analizin kalitesi

e Referans degerlerin bilinmesi

Ideal bir sperm fonksiyon testinde asagidaki testler degerlendirilir (Franken ve
Oehninger, 2012);
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e Spermin morfolojisi ve DNA’nin durumu

e Akrozom reaksiyonu

e Sperm-zona pellusida baglanma testi

¢ Hipo-osmotik sisme (hypo-osmotic swelling, HOS) testi

¢ Reaktif oksijen tiirleri (Reactive oxygen species, ROS)

Genel kabul gormiis sperma analizi, dogru gebelik sonuglarini tahmin etmede
yetersiz olabilir. Bu sebeple, ileri sperm fonksiyon testleri gelistirilerek kliniklerde
kullanima baslamustir. Infertilitenin degerlendirilmesinde sperm olusumunun her
asama icin gelistirilen degisik yontemler ve teknikleri igeren testler vardir. Bu

testlerden bazilari asagida siralanmistir (Kizilay ve Altay, 2017);

e Sperm penetrasyon testi

e Sperm-zona pellusida baglanma testi (hemizona testi)
e Akrozom reaksiyon testi

¢ Hiyaluronan baglanma testi

¢ Hipo-osmotik sisme testi

e Manyetik-aktiviteli hiicre siralamasi

e Zeta sperm se¢imi

Normal sperm analizleri yapilmadan test bataryalarii kullanmak dogru bir
yaklagim degildir. Daha once dollenme yetene8i olan kisilerde spermin farkh
ozelliklerine bakmak i¢in test bataryalarimi1 kullanmak daha dogrudur. Dogurganligin
rutin degerlendirmesine paralel olarak klinisyenler tarafindan gesitli sperm fonksiyon
testleri tavsiye edilir ve yapilir. Bu testler, spermatozonun 6zel kisimlarmin islevini
tespit eder ve oositin déllenmedeki fonksiyonunu ortaya ¢ikarir. Spermin beslenme
durumu fruktozun nicel ve nitel degerlendirilmesi, sitratin degerlendirilmesi ile ortaya
konabilir. Lokosit tespit testi ve ROS (reaktif oksijen tiirleri) tahmini ile spermler

yangi hiicreleri ve reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz etkilerinden korunabilir. Bunlara
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ek olarak sperm sayilar1 optimal olmali ve délleme yetenegi normal (sperm
morfolojisi) olmalidir. Canlilik ve hipo-ozmotik siskinlik testi Spermin vajina ve uterus
stvilart igindeki viabilitesi i¢in saglam ve islevsel bir membrana sahip olup-olmadigi,
mitokondriyal aktivite endeksi testi ise hiicrenin enerji fonksiyonu igin iyi bir
mitokondriyal aktiviteye sahip olup-olmadigmin tespiti i¢in yapilir. Akrozom
biitiinliigli, zona penetrasyon testi ise zona pelusidanin agilabilmesi i¢in akrozom
islevinin dogru olup-olmadigini inceler. Ayrica, niikleer renk bozulma testi ile erkekte
bulunan genlerin oosite gecebilmesi i¢in DNA’nin dogru sekilde paketlenmis olup-

olmadigina bakar (Talwar ve Hayatnagarkar, 2015).

IVF gebeliginde kullanilan kimyasallart ve materyalleri denemek igin bu
konunun onciilerinden olan Edwards ve Steptoe, insan sperm analizini (human sperm
assay, HSA) kullanmistir. HSA testi ile embriyolarin in vitro biiylimesini etkileyen
faktorler tespit edilmis ve test embriyo kiiltiir sartlarini gelistirme imkani vermistir.
Daha sonra, embriyo kiiltiirii sartlarini degerlendirmede fare zigot, embriyolar,
hamster spermleri, yumurtalik hiicreleri, kiimiiliis hiicreleri gibi hiicreler kullanilmig
bu da basgka yontemlerin gelistirilmesinin oniinii agmistir. HSA ile birlikte genellikle
QC (quality control) testi de yapilir ve QC infertilite laboratuvarlarinda kalite kontrol
yontemi olarak kabul goriir. Sonugta IVF ve diger reproduktif teknolojiler infertilite

tedavisinin gereksinimleri igin gelistirilmistir (Hossain ve ark., 2010).

HSA ve QC disinda fare embriyo testi ve hamster sperm motilite testleri de
kullanilmaktadir fakat hem maliyetleri hem de etik problemleri nedeniyle kullanimlari
smirhdir (de Jonge ve ark., 2003). Bagka bir sperm fonksiyon testi olan Postkoital test
(the postcoidal test, PCT), sperm ile servikal mukusun etkilesimini degerlendirmek
icin kullanilir ve bu testte genellikle ilerleyici hareket eden, her 400 HPF (high-power
field) basina 10-20'den fazla sperm bulunmasi normal kabul edilir (Fredricsson ve
Bjork, 1977). PCT’de zamanlama problemlerinin olmasi en 6nemli dezavantajlarindan

biridir ve normal olmayan bir PCT sonucu, servikal faktor infertilitesinin varligini
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gosterse de yeterli degildir. Bu yiizden bu test i¢in daha kapsamli dogrulamalara

ihtiyag duyulmustur (Vasan, 2011).

1.4.2. Gelismis Klinik Testler

Gelismis klinik testler icinde Floresan in Situ Hibridizasyonda Sperm Anéploidi
Testi, Sperm Degerlendirmesi i¢in Akis Sitometrik Yontemler, Mikro Dekelasyon
Analizi, MARS Testi ve Bilgisayar Destekli Sperm Analizi (Computer-assisted sperm
analysis, CASA) en onemlileridir.

Fliloresan in situ hibridizasyon (Fluorescence in situ hybridization, FISH),
floresan problarin kromozomlarin spesifik bolgelerine baglanmasina ve boylelikle
translokasyonlar gibi yapisal kusurlarin belirlenmesine ve kromozomlarin sayimina
izin verir. Bir IVF dongiisii 6ncesinde FISH ile sperm analiz ederek, hastalar
kromozomal sapmalari iletmenin olasi riskleri konusunda daha iyi yonlendirmek ve
sonuclar1 tahmin etme dogrulugunu arttirmak miimkiindiir. Agir sperm morfolojisi
defekti olan ciddi oligozoospermik erkekler ve bazi kimyasal Oykiisii olan erkekler
artmis sperm anoploidi olasiligr riski altindadir ve tarama diistiniilmelidir. Her bir
hiicredeki tiim kromozomal bilesenlerin analizi, protokoliin fazla uzun siirmesi
nedeniyle su an i¢in pratik degildir. Dolayisiyla, kotii sonuglar i¢in en yiiksek riske
sahip olan veya mayoz doneminde en c¢ok andploidi olma egilimi gosteren
kromozomlar, tipik olarak analiz edilir. En sik test edilen kromozomlar X, Y, 13, 16,
18, 21 ve 22 iken, tekrarlayan diisiik oranini en fazla 6ngéren kromozomlar 1, 15, 17,

21 ve 22'dir (Emery, 2013).

Giiniimiizde, sperm FISH teknigi, erkek infertilitesinin teshisi ve kromozomal
anomalilerin yavrulara iletilmesinde babanin degerlendirilmesi icin kullanilan temel
araglardan biri haline gelmistir. Sperm FISH testini yapmak i¢in endikasyonlar

asagidaki sekilde listelenmistir:
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1. Normal karyotipli hastalar

a. Bozulmus sperm parametreleri: oligozoospermi ve siddetli teratozoospermi

b. Nonobstriiktif azoospermi

C. Testikiiler analizde bozulmus mayoz

d. Kemoterapi ve radyoterapi tedavileri

e. Bilinmeyen, tekrarlayan diisiikk nedeniyle klinik 6ykii

f. Tekrarlayan implantasyon basarisizliginin klinik 6ykiisii

g. Kromozomopatili daha 6nceki gebelik

2. Anormal karyotipli hastalar

a.Cinsiyet kromozomlar1 i¢in sayisal anormallikler: Klinefelter sendromu
(XXY) ve XYY erkekleri

b.Yapisal kromozom anormallikleri:  karsililkli  ve  Robertsonian

translokasyonlar ve inversiyonlar (Garrido ve Rivera, 2017)

Akis sitometrisi, ¢ok sayida protokoliin ardindan birden fazla sperm
parametresinin degerlendirilmesine izin verir. Burada, sperm kalitesinin kritik

yonlerini degerlendirmek i¢in ii¢ yontem aciklanmaktadir:

e Sperm canliligini degerlendirmek i¢in SYBR-14 ve propidyum iyodiir (PI) ¢ift
boyama

e Akrozom biitlinliigiinii ve sperm yasayabilirligini birlikte degerlendirmek i¢in
PNA-FITC (yer fistig1 aglutinin floresein izotiosiyanat) ve PI ¢ift boyama;

o Mitokondriyal zar potansiyelini degerlendirmek i¢in JC-1 (5,5', 6,6' tetrakloro-

1,1, 3,3 -tetraetil-benzimidazolilkarbosiyanin iyodid).

Bu ii¢ boyama yaygin olarak kullanilir ve temel akis sitometreleri ile analiz

edilebilir (Robles ve Martinez-Pastor, 2013).
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PCR ¢ogul testleri, insan Y kromozomunun uzun kolundaki genetik tekrarlayici
genomik dizi bloklarindaki genetik mikrodelesyonlari hizla ortaya ¢ikarmak i¢in tercih
edilen yontemdir. Bunlar islevsel olarak bozuldugunda erkek infertilitesine neden olan
Azoospermi Faktorii (Azoospermia factor, AZF) genlerini barindirirlar. Y genlerini
kodlayan bu proteinler, erkek germ hiicresi gelisimi sirasinda yani agirlikli olarak
insan spermatogenezisinin farkli evrelerinde eksprese edilir. Bunlar sirasiyla AZFa,
AZFb ve AZFc olarak adlandirilan ti¢ farkli genomik dizi boélgesinde bulunurlar.
"Klasik" AZF mikrodelesyonu olarak da adlandirilan bir AZF bolgesinin tamamen
silinmesi, erkek infertilitesi ve belirgin bir testis patolojisi ile her zaman iliskilidir. Tek
AZF'Y genleri de dahil olmak tizere kismi AZF delesyonlari, tamamen silinmeye denk
gelen (6rnegin, AZFa'da DDX3Y gen delesyonlari1) ayni testikiiler patolojiye neden
olabilir veya erkek infertilitesiyle hi¢ baglantili olmayabilir (6rn., AZFc’de baz1 BPY?2,
CDY1, DAZ gen silinmeleri). Bu sebeple, Vogt ve Bender sadece klinik uygulamalar
icin uygun olan belirli bir testis patolojisine neden olan AZF mikro-delesyonlarini
azaltmay1 amaglayan bir PCR multipleks testi onerir. Erkek germ hiicrelerinde ifade
edildigi bilinen ve li¢ AZF bolgesinde bulunan Y genlerinin ekson yapilar i¢inde
sadece Dizi Etiketli Site (Sequence Tagged Site, STS) silme isaretleyicilerini igerir.
Ayrica, Avrupa Molekiiler Genetik Kalite Ag1 (European Molecular Genetics Quality
Network, EMQN) 'nin siki kurallarina gére kalite kontroliiniin temel prensiplerini
iceren dort PCR coklu karisim i¢in saglam bir standart protokole entegre edilmistir.
Bir AZF bolgesinin tiim Y genleri silinirse, bu AZF mikro-delesyonunun molekiiler
uzantisinin, "klasik" AZF mikro-delesyonununkiyle karsilastirilabilir olup olmadigi
ile ilgili teshis konulabilir. Bu islem varsayilan AZF kirtlma noktasini analiz eden ek

bir PCR multipleks analizi ile yapilabilir (Vogt ve Bender, 2013).

Androjen reseptorii (AR), androjene duyarli genlerin transkripsiyonunu
diizenleyen ve erkek sekonder cinsel 6zelliklerin gelismesinden ve korunmasindan
sorumlu olan bir steroid hormon reseptoriidiir. AR aktivitesini degistiren kimyasallar
androjene duyarl dokularda patolojik kosullara neden olabilir. Androjenik aktiviteyi
modiile eden kimyasallar i¢in tarama yapan, androjene duyarli promotorler tarafindan

yonlendirilen c¢esitli haberci sistemler gelistirildi. Akis sitometrisi kullanarak AR

34



transkripsiyonel aktivitesinin yeni modiilatdrlerinin tanimlanmasini kolaylagtirmak
icin esnek, yiiksek verimli AR transkripsiyonel aktivasyon testi olan Cok islevli
Androjen Alict Tarama (Multifunctional Androgen Receptor Screening, MARS) testi
gelistirildi (Dennis ve ark., 2013).

1.4.2.1. Bilgisayar Destekli Sperm Analizi (Computer-assisted sperm
analysis, CASA)

Sperm kalitesini degerlendirmenin metodolojisini gelistirmek, objektif ve
kantitatif hale getirmek i¢in ger¢ek sperm hiz1 manuel veya otomatik olarak dlgiilebilir.
Bir mikroskop yardimi ile sperm hareketi videoya g¢ekilir ve ardindan video
monitoriine sabitlenmis bir asetat film tizerinde her bir spermin konumu
isaretletlenerek, kaydin kare kare tekrarlanmasi izlenir. Kayit uzunlugunun
Ol¢iilmesinden ve video kaydedicinin kare hizinin bilinmesinden, sperm hizi igin bir

deger hesaplamak miimkiindiir (Kime ve ark., 2001).

Bilgisayar destekli sperm analizi (Computer-assisted sperm analysis, CASA)
sistemleri, yaklasik 40 yildir gelistirilmektedir ve goriintiiyli mikroskoptan almak igin
cihazlar gelistirilmekte, bilgisayar boyutundaki sasirtict azalma ile birlikte hesaplama
gliciindeki biiyiik artiglar olmakta, yeni bilgisayar dilleri ve gilincellenmis /
genigletilmis yazilim algoritmalar1 olusturulmaktadir. Dikkat ¢ekici bir sekilde,
spermleri ve hareket sekillerini tanimlamak igin temel kavramlar pek az degismistir.
Su an daha eski ve yavas sistemler kullanimdadir. Cogu biiylik spermatoloji
laboratuvar1 ve sperma isleme tesisi bir CASA sistemine sahiptir, ancak giiven
dereceleri ¢ok cesitlidir. Amann ve Waberski (2014) ¢aligmalarinda domuz, boga ve
aygir spermleri i¢in kullanilan mevcut CASA teknolojisinin yeteneklerini ve
siirlamalarini ve gelecekteki muhtemel gelismelerini izah etmektedir. Pazarlanan her
sistem farklidir. Modern CASA sistemleri, s1g numune kabinda, acik veya karmagsik
yayicilarda, saniyede 50 veya 60 kare / saniye ile 500 ile 2000 ve daha fazla sayida

sperm arasinda pariltili goriintiiler elde etmek i¢in otomatik olarak bir¢ok alami
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goriintiileyebilir ve 2 dakikadan daha kisa bir siirede 30°dan fazla kare kaydedebilir ve
her spermatozoon ve popiilasyon igin dzet veriler saglar. Birkag sistem goriintiilerle es
zamanli olarak sperm morfolojisini degerlendirir. CASA, bir sperma orneginden veya
denekten elde edilen verilerle dogurganligi dogru olarak tahmin edemez. Bununla
birlikte, dikkatli bir sekilde degerlendirildiginde, mevcut CASA sistemleri, pazarlama
icin planlanan meni kalite glivencesi i¢in dnemli bilgiler saglar ve arastirmalardaki
mikro ortamdaki degisikliklere karsi sperm yanitlarinin ¢esitliligini anlamak ig¢in

kullanilir.

Yapilan ¢alismalardan ¢ikarilacak dort mesaj sunlardir (Amann ve Waberski,
2014)in;

1. Hayvan tiirleri, genisletici veya ortam, numune haznesi, aydinlatma
yogunlugu, goriintiileme donanimi ve yazilimi, cihaz ayarlari, teknisyen vs.
hepsi ¢ikt1 degerlerinin dogrulugunu ve hassasiyetini etkiler.

2. Sperma tiretim tesisleri muhtemelen 6nemli dl¢iide farkli bir CASA sistemine
ihtiyag duymazken, biyoloji laboratuvarlart derin haznelerdeki spermleri esnek
bir siire boyunca goriintiileyebilir ve takip edebilen sistemlerden yararlanabilir.

3. Yazilim, 6zellik bazinda bireysel spermlerin gruplanmasini saglar ve boylece
ciktilar, benzersiz Ozelliklere sahip spermlerin alt popiilasyonlarini veya
kiimelerini yansitir, toplam niifus i¢in ortalama veya ortanca degerler
yetersizdir.

4. Sahada, kent merkezlerin disinda, insan spermleri ile c¢alisan saha
teriyojenolistleri veya androloglar igin bireysel spermlerin hareketini ve iki
veya ii¢ morfolojik 6zelliklerini 6l¢mek igin, tasmabilir bir CASA sistemi
gereklidir ve bu sistemlerde goriintii yakalamak ve verileri islemek i¢in uygun

donanim mevcuttur (Amann ve Waberski, 2014).

Sperm konsantrasyonunu CASA ile 6lgmek, spermatozoa ile kat1 par¢aciklarin

ayirt edilmesindeki giigliikler nedeniyle uzun yillar rutin uygulamaya girememistir.
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Ancak ozellikle florasan DNA boyalari ve kuyruk-tespit algoritmalarindaki teknolojik
ilerlemeler, sperm  konsantrasyonu ve ileri hareketli spermatozoalarin
konsantrasyonunun hesaplanmasini miimkiin hale getirmistir. Boylece preparatlarin
hazirlanmasinda gerekli hassasiyetin gosterilmesi ve uygun cihazlarin kullanilmasiyla
CASA’nin kullanimi genislemistir. CASA ile sperm motilitesini de objektif sekilde
degerlendirmek miimkiindir. Ayrica bazi cihazlarda yari-otomatik morfoloji
modiilleri de bulunmaktadir. Bu cihazlarla yapilan 6l¢iimlerin manuel 6l¢timlerden iki
istlinliigi mevcuttur: 1. CASA ile elde edilen sonuglar daha kesindir ve objektiftir, 2.
spermatozoa hareket parametrelerine dair nicel veriler saglamaktadir. Yapilan bazi
calismalarda CASA ile hesaplanan konsantrasyon ve motilite parametrelerinin gebe
kalma stiresi, in vitro ve in vivo fertilizasyon oranlartyla belirgin iligkili oldugunu

gostermistir (Serefoglu, 2011).

1.4.2.1.1. CASA ile Sperm Motilitesi Ol¢iimii

Hareketli hiicreleri saptayabildikleri i¢in, CASA cihazlarinin en iyi kullanim
alani, spermatozoanin kinematik analizleridir. Hareketsiz spermatozoanin sayisini
belirlemeye dayandigi ve hiicre dokiintiileri hareketsiz spermatozoayla karisabildigi
icin, motilite yiizdesi tahminleri givenilir olmayabilir (WHO, 2010). CASA
cihazlarinin performansini; numunenin hazirlanmasi, sperm konsantrasyonu ve sayma
kamarasinin derinligi gibi birgok faktor olumsuz etkilemektedir (Davis ve Katz, 1992;
Kraemer ve ark., 1998 ve Mortimer, 1994). Bununla birlikte, uygun prosediirler
izlendiginde giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilebilmektedir (Davis ve Katz,
1992). Bu amagla, CASA kullanimina iliskin kilavuzlara basvurulmahdir (ESHRE,
1998 ve Mortimer ve ark., 1995). Motilite parametrelerini elde etmek i¢in, CASA’y1
kullanirken her numune igin en azindan 200 hareketli sperm incelenmelidir. Bu tespit,
“cok daha fazla sayida spermin saptanmasinin gerekecegi” anlami tagimaktadir.
Spermler, hareketin tipine gore kategorize edilecekse veya bir numune iginde baska
degiskenlik analizleri de planlanacaksa, en azindan 200 ve mimkiinse 400 hareketli
spermin incelenmesine gerek duyulacaktir. Her bir numunede, incelenecek spermlerin

sayisinin standardize edilmesi gerekecektir. CASA cihazi, verilerin diizenlenmesi ve
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istatistiksel analizine izin veren bilgisayar yazilimiyla baglantili olmalidir. Motilite
parametrelerinin birgogunun dagilimi Gaussian dagilimina uymaz, her bir degiskenin
merkezi egiliminin 6zeti olarak, ortalama degerlerden ziyade ortanca degerler daha
uygundur. Belli bazi istatistiksel analizler yapilmadan o6nce, bir spermatozoanin

ol¢timlerinin matematiksel formiillere doniistiiriilmesi gerekebilir (WHO, 2010).

1.4.2.1.2. CASA ile Sperm Konsantrasyonu Olciimii

CASA’yla birlikte floresan DNA boyalarinin kullaniimasi, teknige titizlikle
uyuldugu takdirde, hareketli spermlerin konsantrasyonu ve motilite yiizdesinin dogru
olarak belirlenmesine olanak tamr (Garrett ve ark., 2003). Ornegin, tek kullammlik
sayma kamaralarinda, kamara boyunca spermlerin dagilim: homojen olmayacagi igin,
kamaraya numunenin dolduruldugu noktadan farkli mesafelerdeki spermleri de
degerlendirme 6nem tasir (Douglas-Hamilton ve ark., 2005). Bir hemositometreyle
gegerliligini yapmak esastir (WHO, 2010). Burada bahsi gegen konsantrasyon
hesaplamasi IVOS cihazi i¢in tanimlanmis bir prosediirdiir. Sadece infertilite sorunu

olan hastalar i¢in uygulanabilir. Diger nesil CASA cihazlar1 i¢in genelleme yapilamaz.

1.4.2.1.3. CASA Terminolojisi

Sekil 1.2.’de CASA sistemleriyle ol¢iilen degiskenler igin bazi standart

terminoloji betimlenmektedir.

1. VCL, egricizgisel hiz (curvilinear velocity) (um/s). Mikroskobik gozlem
altinda iki boyutta algilandig1 gibi, bir sperm basinin gergek egricizgisel yolagi
boyunca zamana gore ortalama hizi. Hiicre canliliginin bir 6l¢timiidiir.

2. VSL, dogrusal hiz (rectilinear velocity) (um/s). Bir sperm basinin, saptanan ilk
konumuyla son konumu arasinda ¢izilen diiz ¢izgi boyunca zamana gore

ortalama hizi.

38



3. VAP, ortalama yol hiz1 (average path velocity) (um/s). Bir sperm basinin
ortalama yolu boyunca zamana gore ortalama hizi. Bu yol, CASA
cihazlarindaki algoritmalara gore egrigizgisel traseyi diizlestirerek hesaplanir.
Farkli CASA cihazlar farkli algoritmalar kullandig1 i¢in, sistemlerin saptadigi
degerler karsilagtirabilir diizeyde olmayabilir.

4. ALH, sperm basinin lateral deplasman amplitidii (um). Sperm bagsinin
ortalama yoluna gore dis yana hareketinin boyutu. Maksimal deger veya bu
deplasman amplitiidlerinin ortalamasi olarak ifade edilebilir. Farkli CASA
cihazlar farkli algoritmalar kullanarak ALH’yi hesapladiklari igin, sistemlerin
saptadig1 degerler karsilagtirabilir diizeyde olmayabilir.

5. LIN, dogrusallik (linearity). Egricizgisel yolun dogrusalligi, VSL/VCL.

6. WOB, salinim hareketi (wobble). O anki sperm hareket yolunun, ortalama yol
etrafinda salinim hareketinin 6l¢iimic VAP/VCL.

7. STR, dogrusallik (straightness). Ortalama hareket yolunun dogrusallik
derecesi, VSL/VAP.

8. BCF, caprazlama sikligi (beat-cross frequency) (Hz). Egrigizgisel yolun
ortalama yolu c¢aprazlama sikhigr.

9. MAD, ortalama agisal yer degistirme (mean angular displacement) (derece).
Sperm basinin egrigizgisel yolu boyunca anlik doniis agisinin zamana gore
ortalama mutlak degerleri (WHO, 2010).

Egrisel yol /, VCL \

< ———

< vsL -7 .
\// Dogrusal yol k.

Sekil 1.2. CASA sistemleriyle dlgiilen degiskenler i¢in standart terminoloji (WHO, 2010).
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1.4.2.1.4. CASA ve Toksisite

CASA teknolojisi, sperm hareketindeki toksik maddelerin neden oldugu
degisiklikleri tanimlamamizi saglar. Bilgisayar destekli sperm (hareket) analiz
sistemlerinin (CASA) kullanimi, klinik, hayvancilik ve toksikolojik arastirma
ortamlarinda yaygmlasmistir. Ureme toksikolojisi arastirma ortaminda CASA
teknolojisinin basarili bir sekilde uygulanmasi igin, laboratuvarlar arasinda CASA

metodolojilerinin standardizasyonu gereklidir (Tyson ve Witschi, 1993).

Toksikolojide, giiniimiiz teknolojisi CASA'nin belirli bir sperm O6rneginin
hareket parametrelerini yeterince tarif edemedigi durumlarda kullanilmaktadir. Bu gibi
durumlarda, CASA / manuel interaktif hareketlilik degerlendirmesi yapilmasi
gerekebilir. Bununla birlikte, CASA toksikoloji ¢alismalarinda, daha énce miimkiin
olmadigr kadar nicel veriler saglayarak yararliligini kanitlamaktadir, boylece
toksikologlarin toksik maddelerin sperm motilitesi lizerindeki etkilerini daha iyi
karakterize etmesine ve motilite ile dogurganlik arasindaki iliskileri netlestirmesine

yardimci olmaktadir (Slott ve ark., 1993).

Bazi pestisitlerin taze kopek ve teke spermalart tizerindeki etkileri, MTT
(mitokondriyal etkinlik/canlilik), Notral Kirmizi-NK (lizozomal etkinlik/canlilik) ve
Bilgisayar Destekli Sperma Analizi-CASA (motilite parametreleri, VCL, VSL, VAP,
lineerlik, dogrusallik, yalpalama) kullanilarak in vitro olarak arastirilmistir. Sonug
olarak {ireme toksisite testlerinde alternatif testler arasinda bulunan ve batarya testleri
icerisinde yer alan in vitro Sperm toksisite arastirmasinda MTT ve CASA ile birlikte
NK’nin kullanilmasinin kimyasallarin sperma tizerine etkilerinin degerlendirilmesinde
daha etkili olacag: ve tiire 6zgii farkliliklarin kimyasallarin sperma canlilik ve motilite

parametrelerini farkl sekil ve diizeyde etkileyecegi, dolayisiyla spermada tiire 6zgi
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ksenobiyotik molekiiler savunma mekanizmalariin arastirilmasinin - gerekliligi

gosterilmistir (Yurdakok-Dikmen ve ark., 2017).

Bilgisayar destekli sperm analizi (CASA) ile boga sperm o&zelliklerinin
Olgiilmesi ve dogurganlik ile iliskisinin incelendigi bir ¢alismada hareketli sperm
yiizdesi ve spermlerin konsantrasyonu verileri CASA ile degerlendirilmis ve déllenme

potansiyelini tahmin etmede CASA degiskenleri kullanilmistir (Farrel ve ark., 1998).

Ureme organ agirliklar (testis, epididimis, seminal vezikiil ve prostat), sperm
sayilar (testikiiler ve epididimal) ve sperm hareket parametreleri CASA kullanilarak
Linder ve ark. (1992) tarafindan incelenmistir. Testikiiler histoloji, testikiiler sperm
sayisi, kauda sperm sayisi, sperm morfolojisi ve sperm hizi, bir veya daha fazla
caligmada toksikolojik kanitlar1 desteklemis ancak, testis ve epididim histopatolojisi,
tireme hasarinin en tutarli gostergesi olmustur. Epididimal sividaki hareketli sperm ve
sperm konsantrasyonu yiizdesi en hassas ol¢iimlerdir. Veriler, orta ve siddetli sperm
hasar1 iiretme potansiyeline sahip c¢ogu kimyasalin kisa stireli testlerle
saptanabilecegini Onermektedir. Video ve dijital teknolojinin sperm analizine
uygulanmasi, bireysel sperm parcalar1 hakkinda bilgi de dahil olmak iizere, sperm
hareketinin daha detayli ve objektif bir sekilde degerlendirilmesini saglar. Ayni
zamanda, gerektiginde tekrar analiz edilebilen (manuel veya bilgisayar destekli) sperm
izlerinin kalic1 bir kaydini saglar. Bilgisayar destekli teknoloji ile sperm hizi (diiz ¢izgi
ve egrisel) ile birlikte sperm sayis1 ve frekansi hakkinda ¢ok sayida bilgi elde edilir.
Bu teknolojiyi kullanarak, kimyasallarin neden oldugu sperm hareketi degisiklikleri
algilanmistir ve bu tir degisiklikler maruz kalan hayvanlarda dogurganlik ile
iliskilendirilmistir. Bu ¢alismalar, hareketli spermin yiizdesi etkilenmese bile, sperm
hizindaki 6nemli diisiislerin infertilite ile iligkili oldugunu gostermektedir. CASA
parametreleri, giderek hareketlenen spermler i¢in ¢esitli nesnel siniflamalar saglamak
lizere tanimlanabilir. Bu, basitce, kontrol hayvanlarindan sperm hareket 6zelliklerine
dayanan bir veya daha fazla CASA parametresi (6r. dogrusallik) i¢in kullanici taniml

esikleri belirleyerek yapilir. Bilgisayar, daha sonra bu esikleri agan hareketli spermin
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yiizdesini hesaplar ve bunu gelisme olarak degerlendirir (Klinefelter ve
Veeramachaneni, 2014).

CASA sistemleri, sperm hareket parametrelerinin degerlendirilmesinde devrim
yaratmistir ve lireme toksikolojisi ¢calismalarinin bilesenleri olarak sperm motilite /

hizlarini 6lgmek i¢in pratik ve kullanisl bir yontemdir (Slott ve ark., 1993).

1.4.3. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite arastirmalari, bir maddenin sitotoksik potansiyelinin olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilir. Hiicre temelli sitotoksisite caligmalari,
gerek uygulama kolayligi, gerekse in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerle uyum
gostermesi nedeniyle, hayvan deneylerine alternatif olarak dogmus ve toksikoloji
laboratuvarlarinda sikga tercih edilir hale gelmistir. Sitotoksisite, incelenen maddenin
dozuna ve maruziyet siiresine bagli olarak hiicrelere degisik derecelerde zarar veren
bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik maddeye maruz kalirsa apoptoz, otofaji ve nekroz gibi
olaylar sonucu olebilir ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon o6zelliklerini
kaybedebilirler. Hiicre bazli sitotoksisite ¢alismalari ile test edilen maddenin sitostatik
ve sitotoksik etkileri hakkinda temel bilgi edinilir. Deneysel olarak kimyasal, biyolojik
ya da fiziksel etkenlere maruz birakilan hiicrelerin, maruziyet sonrasindaki
canliliklariin belirlenmesi, bu ¢alismalarin 6nemli bir basamagidir. Hiicre canliliginin
belirlenmesi i¢in uygulanan ¢ok sayida test vardir. Yapilan sitotoksisite ¢alismasinin
tipi ne olursa olsun, 6nemli olan ¢alisma sonundaki canli/6lii hiicre miktarinin
belirlenmesidir. ~ Sitotoksisite belirleme metotlar1 genel olarak kolorimetrik,

liminesans ve enzimatik yontemlerdir (Tokur ve Aksoy, 2017).

Kolorimetrik metotlarda,

o 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT),
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e 3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4- siilfofenil)-2H-

tetrazolyum (MTYS),

o 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-  karboksianilid

(XTT),

o 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)- 5-(2,4-disiilfofenil )-2H-tetrazolyum (WST)
gibi tetrazolyum tuzlari kullanilarak renk degisikligi ya da kristal viyolet, notral
kirmizist gibi boya maddeleri kullanilarak hiicrelerin spesifik boyanmasi esasina
dayali 6lgtim yapilir. Luminometrik metotlar, floresans ve biyoliiminesans olarak ikiye
ayrilmaktadir. Floresans metotlarda, floresans o6zellikteki maddeler kullanilirken,
biyoliiminesans metotlarda lusiferaz denilen 6zel enzimler ve bunlarin substratlarinin
kullanim1 ile canli/6lii hiicre tespiti yapilmasi s6z konusudur. Daha gelismis
biyoliiminesans metotlarda (ger¢ek zamanli biyoliiminesans), hiicrelerin sitotoksik
madde ile maruziyeti, sadece testin yapildigi anda degil, maruziyet siiresince
incelenebilir hale gelmistir. Hiicre hasarmi ya da Olimiini takiben vasata sizan
enzimler de 6lii hiicre sayisinin belirteci olarak ele alinmistir. Bu enzimler igerisinde
stabilitesi ile 0ne cikan laktat dehidrojenaz (LDH), hiicre oliimii belirteci olarak
canlilik testleri arasindaki yerini almistir. Bu bilesikler, hiicre icine girebilme ve
vasatta ¢coziinme Ozelliklerine gore ikiye ayrilirlar. ilk grupta bulunan MTT, pozitif
yiiklii bir bilesik olup, 6karyot hiicrelerin membranini kolaylikla gecerek hiicre i¢inde
indirgenebilir ancak indirgenme sonucu olusan formazon, suda ¢oziinmez niteliktedir
ve dolayisiyla vasatta kristal seklinde ¢okelmektedir. Ikinci grupta bulunan MTS, XTT
ve WST bilesikleri ise negatif yiiklii olup hiicre membranini gecemezler (Tokur ve
Aksoy, 2017).

1.4.3.1. MTT Testi

MTT, 3- (4,5-Dimetil-tiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir, canli
hiicrelerden gelen bir mitokondriyal dehidrogenaz enziminin, soluk sart MTT nin
tetrazolium halkalarim1 kesme kabiliyetine dayanan hiicre canlilig1 testinde (MTT)
kullanilan bilesiktir ve koyu mavi formazan kristalleri olusturur. Ilke, MTS tahlilinde
oldugu gibi aynidir (Lackie, 2007).
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Somatik hiicreler i¢in rutin MTT testinde, MTT, 5 mg / mL'de PBS (phosphate-
buffered saline, fosfat tamponlu salin) igerisinde ¢oziindiiriilir ve daha sonra, bazi
MTT serilerinde mevcut olan az miktarda ¢6ziinmeyen kalintilarin sterilizasyonu ve
uzaklastirilmasi igin filtrelenir. Daha sonra MTT, mL basma 0,5 mg MTT'lik nihai
konsantrasyon elde etmek i¢in somatik hiicreler ve kiiltlir ortami karigimina eklenir

(Nasr-Esfahani ve ark., 2002).

1.5. Tezin Amaci

Endokrin bozucu kimyasallarin erkek {ireme sistemi iizerine etkileri ile ilgili
arastirmalar giin gectikce artmaktadir. Nitro musk grubu kimyasallar da endokrin
bozucu olarak degerlendirilmektedir. Bir¢ok iilkede kullanimlarinin yasak oldugu
nitro musklarin, sabun, kozmetik, ¢amasir deterjan1 ve yumusatict gibi sayisiz tiriiniin
endistriyel iretiminde yapay koku olarak biiyilk miktarlarda kullanildiklar
bilinmekte, baz1 iilkeler milyonlarca ton iiretim yapmaktadirlar. Bu bilesiklere direkt
maruziyetin veya hava, su veya toprak ile bu bilesiklerin kontaminasyonunun erkek
ireme sistemine verdigi zararlarin ortaya c¢ikarilmasi ile ilgili bir¢cok calisma
mevcuttur. Bu endokrin bozucular hem insan hem de hayvan iireme sagligini ciddi

sekilde etkilemektedir.

Bu tezin hipotezi; farkli arastirmalarda endokrin bozucu etkinligi gosterilmis ve
glinliik hayatta maruz kalinabilen nitro musk grubuna dahil olan musk keton ve musk
ksilenin, hem boga spermasi {izerine toksik etkili oldugu hem de bu etkinin doz/siire
ve P-gp ile iliskili oldugudur. Bu hipotezi test etmek amaciyla tezin amacini, ilgili
bilesiklerin spermiyotoksisite, motilite/morfolojik etkileri ve P-gp protein ifadesi
lizerine etkilerinin arastirilmasi olusturmaktadir. Bu amagcla, suni vajen ile ve
epididimal olarak alinan spermde spermiyotoksisitenin MTT testi ile tespit edilmesi,

IC50 dozundan daha diisiik konsantrasyonlarda farkli doz ve siirelerde
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motilite/morfolojik 6zelliklerin CASA ve flow sitometri ile belirlenmesi ve P-gp

proteininin western blot ile arastirilmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kimyasal Maddeler

Calismada asagida siralanan kimyasallar kullanilmistir.

Dulbecco’s PBS, Fosfat Tamponlu Salin (Phosphate-Buffered Saline) (Sigma-
Aldrich, MFCD00131855)

% 20 FBS, Fetal S1g1ir Serumu (Fetal Bovine Serum) (Biological Industries)

10000 1U/ml Penisilin- 10 mg/ml Streptomisin Cozeltisi (Biological Industries,
03-031-1B)

Tyripsin- EDTA (0,05 %) in DBPS (Biological Industries, 03-052-1A)

Musk ksilen (MKSs) (Sigma-Aldrich, 81-15-2)

Musk keton (MKe) (Sigma-Aldrich, 81-14-1)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, 9036-19-5)

Sart Tetrazolium Tuzu [3-(4,5-di-metiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir, MTT] (Merck 298-93-1)

% 1 Sodyum Dodesil Siilfat (Sigma-Aldrich, 151-21-3)

FITC-PNA Temel Boyasi (Peanut Agglutinin Conjugated with Fluorescein
Isothiocyanate) (Sigma-Aldrich; L-7381)

PI, Propidyum Iyodiir Boyama Cézeltisi (Propidium Iodide) (Invitrogen,
BMS500PI)

RIPA Tampon Cozeltisi (Radio-Immunoprecipitation Assay) (Sigma-Aldrich,
R0278)

Bovin Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, 9048-46-8)

% 0,5 Tween-20 Tamponu (TBS-T) (Bio-Rad, 1610781)

Bloke Edici Cozelti (Bloking Buffer) (Bio-Rad)
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Renk Gelistirme Ajan1 BCIP/NBT (5-Bromo-4-kloro-3-indolil fosfat/nitro blue
tetrazolyum) (Sigma-Aldrich, B6404)
Tris Tamponu (Sigma-Aldrich, 1185-53-1)

2.1.2. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Calismada asagida siralanan cihazlar ve laboratuvar malzemeleri kullanilmistir.

SpectraMax i3 Cok Modlu Algilama Platformu (Multi-Mode Detection
Platform) (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)

CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.6.3.0.59, Barcelona, Ispanya) ve IVOS
(Hamilton Thorne Bioscience, Beverly, MA, ABD)

Basler acA1600-60gc kamera (CS-Mount) (Basler AG Ahrensburg, Almanya)

Flow Sitometre Cihazi (Beckman Coulter Cytoflex, Indianapolis, ABD)

CO2 Inkiibator (EC 160, Niive)

iBlot 2 Western Blot Sistemi (Thermo Fisher Scientific MA, ABD)

LI-COR Odyssey FC Goriintiileme Cihaz1 (Biosciences, Lincoln, NE ABD)

- 20 °C Buzdolab1 (Panosonic)

- 80 °C Buzdolab1 (Panosonic)

+4 °C dolap (Argelik)

Santrifiij (Universal 320 R)

Hassas Terazi (Sartorius)

Leja lamlart

100 puM hiicre siizgegleri (Falkon)

3 ml MEM igeren 25 cm?2'lik doku kiiltiirii siseleri

10 kuyucuklu jel (Bio-Rad)

Poliviniliden florid (PVDF) membran (Bio-Rad)

Otomatik pipetler (Ependorf)
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Bistiiri, makas, pens, tek kullanimlik cerrahi skapeller, mikrotom bigagi,
hemostatik pens, 21 G enjektor, meziir tiip, 96 kuyulu plakalar, lam, lamel, buz kalibz,

pamuk ve falkon tiip kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Dokularin Toplanmasi ve Hiicre Kiiltiirii Kosullar:

Dort olgun Holstein bogasindan (18-48 aylik) Epididimal-Testis kompleksleri
Kazan Et Kombinasi mezbahasindan toplanmis ve 2 saat icinde 4°C' de laboratuvara
taginmustir. Antibiyotikler (penisilin, 1000 IU/ml; streptomisin, 1000 pg/ml) iceren
fosfat tamponlu salinle (PBS) ii¢ kez yikadiktan sonra makas ve tek kullanimlik

cerrahi skapeller ile dikkatlice agilmistir.

Testikiiler parankimden doku ornekleri toplanmus, kiigiik pargalara (~ 1 mm?)
kiyilmis ve daha sonra gece boyunca 37 °C'de % 5 COz2' de tripsinize edilmistir. Daha
sonra, hiicreler 100 uM hiicre siizgeglerinden (Falkon) siiziilmiis ve % 20 fetal sigir
serumu (FBS) (Sigma- Aldrich, MFCD00131855), penisilin-streptomisin
(Biological Industries, 03-031-1B) ve 3 ml MEM iceren 25 cm?lik doku kiiltiirii

siselerine aktarilmistir.

Kiiltir ortaminda sertoli hiicreleri (seminifer tiibiilde bulunan ve spermin
gelisimini  desteklemek igin ana islevi olan) leyding hiicreleri (testisin
interstititumundaki testosteron iireten hiicreler), epididimal hiicreleri (sperm
olgunlagmasi ve depolanmasi i¢in mikro-ortami olusturan) ve vas deferens hiicreleri

(bosalma sirasinda epididimden sperm transferi i¢in ince bir tiip olan) bulunmaktadir.
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Kiiltiirtin ilk haftasindan sonra, primer hiicrelerin tek katmaninin olustugu yer
olan biiylime ortami iki giinde bir degistirilmistir. Boga testikiiler parensim hiicre

kiiltiirti agamalart Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

Sekil 2.1. Boga testikiiler hiicre kiiltiirti.

a. Testisin steril ortamda agilis1. b. Mediastinal testis. c. Hiicre kiiltiirii klasterlar1 (oturmayan hiicre ve hiicre
artiklart) d. Tek sirali testikiiler hiicreler.

2.2.2. Sperma Toplanmasi

Arastirmada kullanilan taze sperma Ornekleri igin T.C. Tarim ve Orman
Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii’'nden onay yazisi
07/08/2020 tarih ve E-92190712-604.01.02-2200731 tarihinde alinmustir. Tlgili iznin
alinmasin1 takiben Uluslararast Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi

Miidiirliiglinde iiretimi yapilan ve sap asisini takiben imha edilecek bogalarin (18-48
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aylik) sperma ornekleri (3 farkli bogadan alinan) standart prosediirlere gore suni
vajina yardimui ile toplanmis (Sekil 2.2.) ve dogrudan 35,5 °C'de hacim, renk ve pH
i¢cin makroskopik olarak ve morfoloji, canlilik ve hareketlilik i¢in mikroskobik olarak
on degerlendirmeyi takiben, 2 saat icinde 4 °C' de laboratuvara taginmistir. Deneysel
prosediirler 6nceden laboratuvarlarimizda yapilan ¢alisma (Yurdakok Dikmen ve
ark., 2015) temel alinarak takip edilmistir. Minimum konsantrasyonda 1x10°
spermatozoa/ml ve % 75 hareket kabiliyetine sahip ejakiilatlar kullanilmis ve Tris-

bazli bir genisletici i¢inde 3,6x10° spermatozoa/ ml'ye seyreltilmistir.

Sekil 2.2. Taze sperma toplanmasi (Lalahan Uluslararasi Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi).

2.2.3. Epididimal Sperma Alinmasi

Yurt disindan ithal edilen bogalardan kesim Oncesinde pasaport belgeleri
alindi. Yetiskin saglikli bogadan vas deferens ligature edildikten sonra epididim ile
birlikte toplam 4 (¢ift olarak 8) testis toplandi. Testisler + 8 °C’de Dulbecco fosfat

saline iceren 6rnek kaplarma bireysel bilgiler girilerek alindi. Ornekler, igerisinde

50



buz akiileri bulunan kaplarda muhafaza edilerek 2 saat igerisinde Ankara Universitesi

Doélerme ve Suni Tohumlama Laboratuvarina ulastirildi.

Laboratuvara ulagildiktan sonra makas ve bisturi yardimi ile ek dokular
alinarak testisler temizlendi. Kauda epididiminden spermatozoanin eldesi Tris
tamponunda (Sigma-Aldrich, 1185-53-1) retrograde flushing yontemi kullanilarak
yapildi. Kisaca, kauda epididimi testislerden aseptik olarak ¢ikarildi ve vas deferens
dikkatlice disekte edilerek uzunlamasina spermatik kord igerisinden ayrilarak
cikarildi. Disekte edilen vas deferens, spermanin kaybina engel olmak igin
hemostatik pens yardimiyla kapatildi. Sonrasinda 21 G igne kullanilarak vas deferens
kateterize edildi. Epididimal kaudanin ug kisimlarina dogru tek bir ensizyon atilarak
spermanin 15 ml falkon tiip igerisine yikanarak alinmasi islemi gergeklestirildi (Sekil
2.3.). Spermanin konsantrasyonunun hesaplanmasina diliisyon oranini belirlemek

amactyla her bir testis 4 ml tris solusyon kullanilarak yikanda.

Elde edilen sperma orneklerinin renk, miktar, kivam ve pH yoniinden
degerlendirmeleri  gerceklestirilerek kaydedildi. Ornekler, falkon tiiplerde
etiketlenerek 30 dk. hareket (motilite) yeteneklerini kazanmalar1 i¢in 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Her bir numunenin konsantrasyonu fotometre kullanilarak
belirlendi. Sonrasinda motilite analizi igin (CASA, SCA Microptics) sperma
ornekleri ml’de 1x10° spermatozoon olacak sekilde sulandirildi. SCA motilite analiz

program kullanilarak analiz gerceklestirildi.

Motilite analizi sonrasinda % 70'den fazla motiliteye sahip numuneler,
sitotoksisite analizi i¢in 3,6 x 10° spermatozoon olacak sekilde final konsantrasyon
oraninda sulandirilarak meziir tiiplere alindi. Isaretlenen 6rnekler +4 °C°de muhafaza

edilerek 1 saat igerisinde farmakoloji ve toksikoloji laboratuvarina ulagtirildi.
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Sekil 2.3. Laboratuvarda epididimal sperma alinmasi.

2.2.4. Nitro Musk Bilesiklerinin Uygulanmasi

Hiicreler tek tabaka olusturduktan sonra, musk ksilen (MKs) (Sigma-Aldrich,
CAS No: 81-15-2) ve musk keton (MKe) (Sigma-Aldrich, CAS No: 81-14-1)
uygulamasi i¢in 96 kuyulu plakalara aktarilmig ve baglanma i¢in gece boyunca
kiiltiirlenmistir. 100 ul ortamda kiiltiirlenmis hiicrelere nihai konsantrasyon 2,5-
0,0024 pg/ml olacak sekilde 12 farkli konsantrasyonda ilag¢ uygulamasi (20 ul)
yapildi. MTT testi icin nispi absorbanslar, negatif (vasat ilave edilmis,
spermiyotoksisitede sadece sulandirici eklenmis) ve pozitif kontrol gruplarina
(Triton X-100) gore hesaplanmistir. Her dozdaki islemler, bir plakada ii¢ tekrarda

gerceklestirilmis ve deneyler licer kez tekrarlanmistir.

2.2.5. Sitotoksisite Analizleri

Hem sperma (3x10® / ml spermatozoa) hem de testikiiler hiicre kiiltiiriine
uygulanan musk ksilen ve musk keton bilesikleri 24 saatlik maruziyeti takiben

ortamdan uzaklastirilmis ve hiicreler 10 ul MTT ¢o6zeltisine (fosfat tamponlu salin
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icinde 0,5 mg/ml) alinmistir. Hiicrelerin mitokondriyal metabolik aktivitesinin etkisi
icin, mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz (mitokondriyal rediiktaz) araciliiyla sar
tetrazolium tuzu [3-(4,5-di-metiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir, MTT]
mor formazan partikiillerine donistiiriilmiistiir (Mosmann, 1983). 37 °C' de 4 saat
sonra olusan formazan kristalleri, % 1 sodyum dodesil siilfat (100 pL) (Sigma-
Aldrich, 151-21-3) iginde ¢oziilmiistiir. Daha sonra hiicre canliligi 540 nm'de
SpectraMax i3 Cok Modlu Algilama Platformu (Multi-Mode Detection Platform)

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Sitotoksisite analizlerinde ayn1 konsantrasyonlar, 100 pL'de seyreltilmis sperm
hiicrelerine uygulanmis ve spermiyotoksisite, MTT ile degerlendirilmistir.
Spermiyotoksisite ¢aligmalar1 i¢in farkli hayvanlardan toplam 6 ejakulat

kullanilmistir. Calisilan her doz i¢in de ii¢ tekrar yapilmistir.

2.2.6. CASA

CASA calismalar1 spermiyotoksisite caligmalarinin tamamlanmasi ve 1C50
degerlerinin hesaplanmasini takiben yapilmistir. CASA calismalar1 i¢in farkl
hayvanlardan toplam 6 ejakulat kullanilmistir. Calisilan her doz icin de ii¢ tekrar

yapilmustir.

Coziim sonu motilite ve diger kinetik parametrelerin degerlendirilmesinde
CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.6.3.0.59, Barcelona, ispanya) ve IVOS
(Hamilton Thorne Bioscience, Beverly, MA, ABD) (taze sperma i¢in) kullanilmustir.
Sperma analizi SCA sistemindeki mevcut boga spesifik degerlendirme parametreleri

ile degerlendirilmistir.
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SCA,; motilite ve kinetik parametre analizi i¢in kamera (60 kare/sn) (Basler

acA1600-60gc, Ahrensburg, Almanya) kullanilmistir. Kinetik parametrelerde

yorlinge bagimli varyasyonu engellemek i¢in parlaklik 60, kontrast 750 ve 1s1klama

1000 olarak kaydedilmistir. Minimum ortalama yol 50, progresif motilite % 50 kabul

edilmis ayrica motilite degerlendirilmesinde statik, yavag >15 um/s, orta >40 um/s,

hizl1 >65 pm/s olarak ayarlanmistir. Her bir 6rnek 3 pL olarak Leja motilite analiz

lamlarinda degerlendirilerek, her bir 6rnek i¢in 5 farkli alanda en az 100, en fazla 300

adet spermatozoa analiz edilmistir. Ornek CASA sistemi goriintiisii Sekil 2.4.’de

sunulmustur.
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Spermatozoa canlilifinin tespiti i¢in Flow Sitometre Cihazi (Beckman Coulter
Cytoflex, Indianapolis, ABD) kullanilarak 6l¢iim yapilmistir. Cihaz ile ¢ok daha

kapsamli degerlendirmeler yapilabilecek bulgular elde edilmistir.

2.2.8. Spermatozoanin Akrozom Biitiinliigii Yoniinden Degerlendirilmesi

Akrozom degerlendirmesi ic¢in, FITC-PNA/PI floresan boyamas: (Sigma-
Aldrich; L-7381) uygulandi. Bunun i¢in, 100 pl sperma siispansiyonu (25x10° /ml)
10 pl Formolsitrat (1,7 mM) ile tespit edildi. FITC- PNA temel ¢ozeltisinden sperma
siispansiyonu tizerine 10 pl ilave edilip, karanlik ortamda oda sicakliginda 20 dakika
inkiibe edildi. Bunun tizerine 2 pl PI (Invitrogen, BMS500PI) ilave edilip, karanlik
ortamda oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Hazirlanan 2 pl’lik lam-lamel arasi
ornekte, spermatozoonlarin akrozomal yapilar1 fluoresans mikroskopta 450-490 nm
dalga boyunda 5000-10000 spermatozoon sayilarak degerlendirildi. Akrozomu yesil
boya alanlar hasarli akrozoma sahip spermatozoonlari, akrozomu boya almayanlar
ise saglam akrozoma sahip spermatozoonlar olarak degerlendirildi. Flow sitometre

cihaz1 ve 6rnek flow sitometre ¢iktist Sekil 2.5.’de gosterildi.

Sekil 2.5. Flow sitometre cihazi.
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2.2.9. Western Blot Analizi

Sperm hiicrelerine MTT testi ile belirlenen doz araliklarinda (IC50 ve 1C50/2)
uygulama yapildi. 24 saatlik inkiibasyonu takiben kuyucuklar 4 °C’ de tutulmus PBS
(Sigma- Aldrich, MFCDO00131855) ile yikandiktan sonra proteaz inhibitorleri
eklenmis RIPA tampon soliisyonu (Sigma-Aldrich, R0278) her bir kuyucuga 300 ul
eklendi. Daha sonra ince ug¢lu sonikator ile homojenize edildi ve 14.100 xg de 2
dakika boyunca santrifiij islemi uygulandi. Daha sonra 30 pl 6rneklerden alindi ve
DTT igeren 6rnek tamponundan 10 pl alinarak karistirilarak ve 65 °C’* de 10 dakika
bekletilerek Western Blot tayini i¢in hazir hale getirildi. Protein miktari ise BCA test
yontemine gore absorbans degeri iizerinden belirlendi. Oncelikle BCA calisma
reaktifleri (WR) A ve B soliisyonlarindan 1:50 (A:B) 6lgiilerinde hazirlandi. Ekstre
edilmis her bir 6rnekten 10 pl 96 gozli kuyucuklara konuldu ve hazirlanan 200 pl
WR soliisyonu eklendi ve 37 °C’de yarim saat bekletildi. Kolorimetrik standart
soliisyonu i¢in, Bovin Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, 9048-46-8) 0,5 mg/ml
stoktan 5, 10, 15, 20 ul alindi ve 562 nm spektrofotometrede okundu.

Protein tayin edilmesinin ardindan 30 pg protein iceren numune 1:1 oraninda
tamponla karistirilarak % 10’luk SDS-Page elektroforezi yapildi. % 4-20°1ik hazir 10
kuyucuklu jellerin (Bio-Rad) her birine 10 pL PageRuler prestained protein ladder
(Bio-Rad) ile birlikte 6rnekler eklendi. Jelden elde edilen proteinler poliviniliden
florid (PVDF) membranina (Bio-Rad) aktarildiktan sonra % 0,5 Tween-20 (TBS-T)
(Bio-Rad, 1610781) ile Tris tamponlu salin (TBS) (Sigma-Aldrich, 1185-53-1)
iginde durulanarak 1 saat boyunca bloke edici ¢6zeltiye (bloking buffer) (Bio-Rad)
aktarildi. TBS-T tamponunda, 1:1000 veya 1:2000 seyreltilerek anti-CYP1A1l
protein antikoru hazirlandi. Membran, antikor soliisyonunda 4°C’de siirekli
calkalanarak gece boyu inkiibe edildi. Hemen ardindan 5’er dk.’lik araliklar ile 3 kez
bol miktarda TBS-T tampon ile galkalanarak yikandi; TBS-T tamponda, 1:10.000

(veya 1:5.000) seyreltilerek anti goat alkalin fosfataz-konjugat sekonder antikor
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hazirlandi. Membran, hazirlanan konjugat TBS-T sollisyonunda 1 saat ¢alkalanarak
inkiibe edildi ve membran, TBS-T ile 3 kez 5’er dk.’lik ¢alkalamali inkiibasyona
birakildi. Ardindan 2 kez 10’ar dk.’lik ¢alkalamali TBS inkiibasyonu yapildi. Renk
gelistirme ajam BCIP/NBT  (5-Bromo-4-kloro-3-indolil ~ fosfat/nitro  blue
tetrazolyum) (Sigma-Aldrich, B6404) ile membran muamele edildi. Bantlar goriiniir
hale geldiginde derhal bu soliisyondan ¢ikarildi. Renk gelistirme ajan1 dokiildii ve
membran TBS ile 10 dk galkalanarak yikandi. LI-COR Odyssey FC Goriintiileme
Cihaz1 (Biosciences, Lincoln, NE ABD) ile elde edilen veriler incelendi ve Image

Studio goriintiileme programu ile sonuglar degerlendirildi.

2.2.10. istatistik Analiz

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalar1 almarak yapilan analizlerde her bir
degisken icin tanimlayici istatistikler hesaplandi ve “Ortalama+Standart Ortalama
Hatas1 (SEM)” olarak sunuldu. Her degisken i¢in veriler, Genel Dogrusal Model
prosediirii kullanilarak iki yonlii ANOVA'ya (varyans analizi) tabi tutuldu. Model,
ana efektler olarak "Grup™ (musk keton, musk ksilen) ve "Doz" (IC50, IC50/2,
IC50/4, 1C50/8, Kontrol ) ve "Grup*Doz" etkilesim efektlerini icerdi. Modelde
anlamli bir etkilesim terimi olmas1 durumunda Bonferroni diizeltmesi ile etki analizi
uygulandi. Modeldeki herhangi bir 6nemli ana etki terimi i¢cin Bonferroni diizeltmeli
ikili karsilastirmalar yapildi. 0,05'ten kiiciik bir olasilik degeri, aksi belirtilmedikge
anlaml1 kabul edildi. Istatistiksel analiz icin SPSS 22 kullanilds.

Baz1 segili kinetik parametreler icin analiz yapilirken 24. saat verileri esas
alimarak her bir degisken i¢in tanmimlayic1 istatistikler hesaplandi ve
“Ortalama+Standart Ortalama Hatast (SEM)” olarak sunuldu. Model, ana efektler
olarak "Grup" (musk keton, musk ksilen) ve "Doz" (IC50, 1C50/2, 1C50/4, 1C50/8,
Kontrol ) ve "Grup*Doz" etkilesim efektlerini igerdi. Bu analiz ¢alismasinda; 5 farkl
dozda uygulanmus iki farkli ilacin, 12 farkli parametre (Total Motilite, STR, WOB,
Mukus Penetrasyonu (% Total), Mukus Penetrasyonu (% Motil), LIN, VSL,
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Hiperaktivite, VCL, BCF, ALH, VAP) iizerine etkisi arastirildi. Bunun igin
Genellestirilmis Lineer Model tabanli ki Yonli Varyans Analizi (Two-Way
ANOVA) uygulandi. iki yonlii varyans analizi, iki farkl etkiyi ayni1 anda incelemeye
calisir. Bu etkiler arasinda etkilesme (interaction) olup olmamasma gore de
“etkilesimli” ve “etkilesimsiz” iki yonlii varyans analizi olarak siniflandirilir. Bu
calismada ayrica etkilesim etkisi igin Bonferroni diizeltme terimi kullanildi. Gruplar
arasi farkliliklarda farkligin kaynagin1 6lgmek i¢in Coklu Karsilastirma (Post Hoc)
Testlerinden Scheffe testi kullanilarak degerlendirmelerde bulunuldu. Gruplar
arasinda miimkiin olan biitiin dogrusal kombinasyonlarin karsilastirmasi igin
gelistirilmis olan bu metot genel itibariyle, en esnek ve karsilastirilacak grup
sayilarinin ¢ok olmasit durumunda o hata paymi kontrol altinda tutabilen
(conservative) ve gruplardaki gozlem sayilarinin esit olmasi varsayimini dikkate
almayan bir post hoc tiirii olarak ele alinmaktadir (Scheffe, 1953%; Scheffe, 19592).
Bu yontem bu sebeple tercih edilmistir. Analiz ¢alismasinda tiim degerlendirmeler
ve hesaplamalarda giiven diizeyi % 95 (hata pay1 % 5) olarak degerlendirildi. SPSS
22 Paket Programi kullanilarak sonuglar elde edildi.

! Scheffe, H. (1953). A method of judging all contrasts in the analysis of variance. Biometrika,
40, 87-104.

2 Scheffe, H. (1959). The analysis of variance. New York: John Wiley press.
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3. BULGULAR

3.1. Sitotoksisite ve Spermiyotoksisite Bulgulari

Primer testikiiler parensim hiicre kiiltiiriinde 24 saat inkiibasyon sonucunda
hiicre goriintiileri Sekil 3.1.’de gosterildi.

Sekil 3.1. Testikiiler parensim primer hiicre kiiltiiriinde 24 saat inkiibasyon.

a. Musk ksilen 0,078 pg/ml b. Musk ksilen 0,16 pg/ml c. Musk keton 0,078 pg/ml d. Negatif kontrol e. Pozitif
kontrol.

IC50 degerleri testikiiler primer hiicre kiiltiirii 6rneklerinde, MKs i¢in 0,34

ug/ml, MKe i¢in 0,32 pg/ml bulundu.

IC50 degerleri epididimal sperma orneklerinde, MKs i¢in 0,48 pg/ml, MKe i¢in
0,58 pg/ml bulundu.
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3.2. CASA Bulgular

CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.6.3.0.59, Barcelona, Ispanya) ve IVOS
(Hamilton Thorne Bioscience, Beverly, MA, ABD) cihazi kullanilarak elde edilen

sonuglar farkli parametreler i¢in degerlendirilmistir.

CASA sonuglar1 her parametre i¢in inkiibasyon siireleri (0, 4 ve 24), dozlar
(IC50, IC50/2, 1C50/4 ve IC50/8) ve ilaglara (musk keton ve musk ksilen) gore ayri

ayr1 degerlendirilmistir.

3.2.1. TM (Total Motility, Toplam Hareketlilik) (%0)

TM parametresi % olarak Cizelge 3.1. ve Sekil 3.2.-3.3.’e¢ gore
degerlendirildiginde; MK i¢in 0. saat IC50/4 dozu % toplam motilite degerinin kontrol
grubuna en yakin, 4. saat IC50/8 dozu % toplam motilite degerinin kontrol grubuna en
uzak deger oldugu goriildii. MX i¢in 24. saat IC50 dozu % toplam motilite degerinin
kontrol grubuna en yakin, 24. saat IC50/8 dozu % toplam motilite degerinin kontrol

grubuna en uzak deger oldugu goriildii (Cizelge 3.1.).

MK i¢in tiim saatlerde IC50/8 dozu verilerinin diger dozlardan diisiik oldugu,
MX i¢in tiim saatlerde IC50/8 dozu verilerinin diger dozlardan yiiksek oldugu
gozlendi. MK i¢in 0. saatte tiim dozlarda bulunan degerler kontrol grubundan diisiik
bulundu. MX i¢in 0. saatte doz azaldik¢a % total motilite degerlerinde artis gozlendi
(Cizelge 3.1.).

Taze sperma ile epididimal sperma karsilagtirmasinda 24. saatin sonunda MK
icin IC50 dozunda taze sperma degerinin epididimal sperma degerinden diisiik, diger

dozlarda taze sperma degerinin epididimal sperma degerinden yiiksek oldugu, MX i¢in
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tiim saat ve dozlarda taze sperma degerinin epididimal sperma degerinden yiiksek

oldugu gozlendi (Cizelge 3.2.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalar1 alinarak degerlendirme yapildiginda dozlar

arasinda ve doz ve ila¢g arasinda anlamli sonuglar bulunurken, ilaglar arasinda

bulunamadi (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.1. TM Total Motility, (Toplam Hareketlilik) (%) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Karsilagtirma.

TM-Total Motility (Arit.Ort.+ Std. Hata) (%)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 44,04+1,75 39,39+1,10 13,90+4,29 44,04+1,75 39,39+1,10 13,90+4,29
1C50 26,06+4,40 21,3£10,62 16,44+8,97 24,82+0,45 20,82+4,80 14,15+7,47
1C50/2 29,98+4,74 47,08+5,64 18,95+2.,46 26,41+6,58 9,99+5,41 13,11+7,27
1C50/4 41,05+4,97 | 35,13+6,89 16,5742,54 | 31,34+1,64| 19,05+1,00| 17,06+1,49
1C50/8 20,17+2,00 9,49+2.71 16,35+£10,44 45,23+1,57 41,61+1,83 28,93+1,08

Cizelge 3.2. TM Total Motility, (Toplam Hareketlilik) (%) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilagtirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 13,90+4,29 13,90+4,29 13,90+4,29 13,90+4,29
IC50 16,44+8,97 14,15+7,47 21,58+15,00 5,74+11,48
1C50/2 18,95+2,46 13,11£7,27 3,78+0,29 7,57+11,08
IC50/4 16,57+2,54 17,06+1,49 3,17+0,72 6,50+6,64
1C50/8 16,35+10,44 28,93+1,08 2,31+1,30 5,00£5,05
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Cizelge 3.3. TM Total Motility, (Toplam Hareketlilik) (%) Doz-ilag Karsilastirma.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen P
Doz Arit a’;t ai Std. Arit. Ort. £ Std. Hata Doz Tlag Doz*llag
LIM,_IT_Ota' Ic50  19.23+3,6b,B 14,85+£321 b, A
otility,
TopIaI:[ny IC50/2  25,83+531b,A 12,93 +£3,32b,B
gf;ekeﬂi"k IC50/4 19.5+547b,A 16,09 £3,32 b,A 0,005 0,553 0,049
0
1C50/8 1428 £2,55b,B 26,65+5,51b,A
Kontrol 34,1 +5,33a, A 34,1+5,33a, A
a, b: Aymi siitundaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farkliligi belirtir
(p<0,05)
A,B: Ayni satirdaki farkl harfler istatistiksel agidan anlaml farkliig belirtir
(p<0,05)
Musk Keton TM
60,00
50,00
= 40,00
D
"© 30,00 B 0.Saat
©
T W 4.Saat
- 20,00
I i W 24.Saat
10,00
0,00
KONTROL IC50 1C50/2 IC50/4 1C50/8
Uygulanan Doz
Sekil 3.2. Musk Keton, TM Total Moatility, (Toplam Hareketlilik) (%) Doz-Saat-TM Karsilastirma.
Musk Ksilen TM
50,00
45,00
40,00
X~ 35,00
% 30,00
*q:, 25,00 m 0. Saat
(T
T 20,00 M 4, Saat
X 15,00
10,00 W 24. Saat
5,00
0,00

KONTROL

IC50

1C50/2 IC50/4
Uygulanan Doz

1C50/8
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Sekil 3.3. Musk Ksilen, TM Total Motility, (Toplam Hareketlilik) (%) Doz-Saat-TM Karsilastirma.

3.2.2. VAP (Ortalama Yoriinge Hiz1, Velocity Average Path) (um/s)

VAP parametreleri (motile, non-progressive, medium progressive, rapid
progressive) genel olarak degerlendirildiginde; MK 0. saat verilerinin kontrol grubuna

en uzak veriler oldugu tespit edildi.

VAP parametrelerinden Motile (Motil) (um/s) Cizelge 3.4. ve Sekil 3.4.-3.5.°¢
gore degerlendirildiginde; MK i¢in 24. saat IC50/4 dozu motil degerinin kontrol
grubuna en yakin, 4. saat IC50 dozu motil degerinin kontrol grubuna en uzak deger
oldugu goriildii. MX i¢in 24. saat IC50/4 dozu motil degerinin kontrol grubuna en
yakin, 4. saat IC50/8 dozu motil degerinin kontrol grubuna en uzak deger oldugu
goriildii (Cizelge 3.4.).

0. saatte hem MK hem MX verilerinde doz azaldik¢a motil verilerinde diizenli
bir artig oldugu, kontrol grubuna gore IC50/8 verilerinin olduk¢a yiiksek oldugu
saptandi. 4. ve 24. saatlerde, her iki ilag grubu tiim dozlarinda, motil verilerinde kontrol
grubuna gore diisiisler gézlendi. iki ilag verisi kiyaslandiginda MX 4. saat IC50 dozu
verisinin MK’ya gore oldukga yiiksek oldugu (% 69,69 fark) bulundu (Cizelge 3.4.).

Taze sperma ile epididimal sperma karsilastirmasinda 24. saatin sonunda her iki
ilag i¢in tiim dozlarda taze sperma motile (um/s) degerlerinin epididimal sperma
degerlerinden yiiksek oldugu, epididimal spermada doz diistiikkge motile verilerinde

artiglar oldugu saptandi (Cizelge 3.5.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalari alinarak degerlendirme yapildiginda dozlar
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arasinda anlamli sonuglar bulundu, doz ve ilag arasinda anlamli sonu¢ bulunamadi

(Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.4. VAP Motile (Motil) (um/s) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Karsilagtirma.

VAP-Motile (Arit.Ort.+ Std. Hata) (um/s)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 49,38+11,06 63,32+3,84 46,74+5,80 49,38+11,06 63,32+3,84 46,74+5,80
IC50 61,13+436| 31,9943.65| 39,64+2.05 52,78+8,64 | 54294343 | 34,91+4,11
1C50/2 51,49+5,53 47,80+2,16 37,8442,23 51,9749,31 48,85+1,05 35,63+4,98
1C50/4 69,5144,55| 5635+3,25| 44,83+1,12 60,0143,42 |  4137+7,64| 44,95+2.61
1C50/8 72,66+£8,21 43,76+2,74 30,05+2,49 63,79+3,00 29,56+4,70 36,12+2,18

Cizelge 3.5. VAP Motile (Motil) (um/s) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilastirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 46,74+5,80 46,74+5,80 46,74+5,80 46,74+5,80
IC50 39,64+2,05 34,91+4,11 16,28+11,38 4,71£9,42
1C50/2 37,84+2,23 35,63+4,98 17,49+6,10 7,40+£10,25
1C50/4 44,83+1,12 44,95+2,61 10,19+7,27 12,21+8,38
1C50/8 30,05+2,49 36,12+2,18 23,96+7,14 13,34+9,01
Cizelge 3.6. VAP Motile (Motil) (um/s) Doz-Ila¢ Karsilastirma.
ila¢
Musk Keton Musk Ksilen [
. A S r
Doz AT O ES o On t Std Hata Doz flag ~ Polla
Hata ¢
VAP, Velocity  |~cy 33,06+5,98b 32,54+ 6,6 b
Average Path,
Motile Ic50/2 36,13 +4,41 ab 32,23+ 6,55 ab
(Ortalama IC50/4 38.21+8,19ab 34,15+6,57 ab 0,046 0,405 0,97
Yoriinge Hizi,
Motil) (um/s) Ic50/8 39,32+5,75ab 31,23 £6,44 ab
Kontrol 52,23 +3,64a 5223+3,64a

a, b: Ayni siitundaki farkly harfler istatistiksel agidan anlamli farkliligi belirtir

(p<0,05)

64



Musk Keton VAP

| 0. Saat
M 4. Saat
W 24, Saat
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Sekil 3.4. Musk Keton, VAP Motile (Motil) (um/s) Doz-Saat-VAP Karsilagtirma.

Musk Ksilen VAP

| 0. Saat
W 4. Saat
W 24, Saat

KONTROL IC50 I1C50/2 1C50/4 IC50/8
Uygulanan Doz

Sekil 3.5. Musk Ksilen, VAP Motile (Motil) (um/s) Doz-Saat-VAP Karsilastirma.

3.2.3. VCL (Egrisel Hiz, Curvelinear Velocity) (um/s)

VCL parametreleri (motile, non-progressive, medium progressive, rapid
progressive) genel olarak degerlendirildiginde; MK ig¢in tiim parametrelerde 4. saat

verilerinin kontrol grubuna en yakin veriler oldugu tespit edildi.
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VCL parametrelerinden Motile (Motil) (um/s) Cizelge 3.7. ve Sekil 3.6.-3.7.’ye
gore degerlendirildiginde; MK i¢in 24. saat IC50/2 dozu motil degerinin kontrol
grubuna en yakin, 4. saat IC50 dozu motil degerinin kontrol grubuna en uzak deger
oldugu goriildii. MX i¢in 0. saat IC50/8 dozu motil degerinin kontrol grubuna en yakin,
4. saat IC50/8 dozu motil degerinin kontrol grubuna en uzak deger oldugu goriildii

(Cizelge 3.7.).

MK i¢in 4. saat IC50 dozu verisi kontrol grubundan oldukga farkli (% 42,70
fark) olmakla birlikte diger saatler ve dozlarda kontrol grubuna yakin bulundu. MX
icin 0. saatte doz azaldik¢a motil verilerinde artis, 4. saatte doz azaldik¢a motil

verilerinde azalma goriildii (Cizelge 3.7.).

MK ve MX verileri karsilastirildiginda tiim saatler ve dozlarda MX i¢in 6lgiilen
motil verileri MK verilerinden yiiksektir (Cizelge 3.7.).

Taze sperma ile epididimal sperma Karsilastirmasinda 24. saatin sonunda her iki
ilag i¢in tiim dozlarda taze sperma motile degerlerinin epididimal sperma
degerlerinden yiiksek oldugu, MK epididimal sperma verilerinin MX epididimal
sperma verilerinden yiiksek oldugu gozlendi (Cizelge 3.8.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalari alinarak degerlendirme yapildiginda dozlar

arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ilag arasinda anlamli sonuglar bulundu (Cizelge 3.9.).
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Cizelge 3.7. VCL Motile (Motil) (um/s) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Karsilagtirma.

VCL-Motile (Arit.Ort.+ Std. Hata) (um/s)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 101,18+4,07| 111214239 | 77,03+2,08| 101,18+4,07| 111214239 77,03+2,08
IC50 105,05+5,70 63,73+3,66 | 73,83+3,63 52,78+8,64 54294343 | 37,28+0,33
1C50/2 98,59+3,62 101,18+5,27 | 78,5549,25 57,33£0,91 48,85+1,05| 35,63+4,98
1C50/4 94,54+2,50 106,35+2,02 |  79,2145,86 60,01+3,42 41,37£7,64 |  41,69+5,94
1C50/8 114,8543,18 108,64+3,75 74,2245 .90 63,79+3,00 36,68+5,37 39,4442 52

Cizelge 3.8. VCL Motile (Motil) (um/s) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilastirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 77,0342,08 77,03+2,08 77,0342,08 77,03+2,08
IC50 73,83+3,63 37,28+0,33 28,45+20,97 4714942
1C50/2 78,55+9,25 35,63+4,98 29,00+13,69 7,40+10,25
IC50/4 79,21+5,86 41,69+5,94 14,42+10,08 12,21+8,38
IC50/8 74,22+5,90 39,44+2,52 44,41+16,69 13,34+9,01
Cizelge 3.9. VCL Motile (Motil) (um/s) Doz-ila¢ Karsilastirma.
ila¢
Musk Keton Musk Ksilen P
. X S r
Doz Arit. Ort. + Std. Arit. Ort. = Std. Hata Doz Ilag Doz*lla
Hata ¢
VCL, IC50  59,9+1045b,A 32,75+723b,B
Curvelinea
r Velocity, 1C50/2 68,29 + 10,12 b,A 31,32+ 7,18b,B
'\g(jti.le | IC50/4 61,78+13,35b, A 3424+594b,B <0.001 <0.001 0,012
T1S€
%{li Motil) Ics0/8 77,3+10,55b, A 33,32+6,53b,B
(nm/s) Kontrol 94.53+5a, A 94,53 +5a, A

a, b: Aymi siitundaki farkl harfler istatistiksel agidan anlamli farkliig: belirtir

(p<0,05)

A,B: Ayni satirdaki farkly harfler istatistiksel agidan anlamli farkhiigi belirtir (p<0,05)
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Sekil 3.6. Musk Keton, VCL Motile (Motil) (um/s) Doz-Saat-VCL Karsilastirma.
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Sekil 3.7. Musk Ksilen, VCL Motile (Motil) (um/s) Doz-Saat-VCL Karsilagtirma.

KONTROL

KONTROL

IC50

IC50

Musk Keton VCL

1C50/2
Uygulanan Doz

Musk Ksilen VCL

1C50/2
Uygulanan Doz

1C50/4

IC50/4

IC50/8

IC50/8

3.2.4. VSL (Dogrusal Hiz, Velocity Straight Line) (um/s)

| 0. Saat
W 4. Saat

M 24, Saat

| 0. Saat
W 4. Saat

W 24. Saat

VSL parametreleri (motile, non-progressive, medium progressive, rapid

progressive) genel olarak degerlendirildiginde; MK i¢in dort parametrenin tigiinde 4.

saat verilerinin kontrol grubuna en yakin veriler oldugu tespit edildi.

68



VSL parametrelerinden Motile (Motil) (um?) Cizelge 3.10. ve Sekil 3.8.-3.9.’a
gore degerlendirildiginde; MK igin 0. saat IC50/8 dozu VSL motil degerinin kontrol
grubuna en yakin, 0. saat IC50/4 dozu VSL motil degerinin kontrol grubuna en uzak
deger oldugu goriildii. MX i¢in 0. saat IC50 dozu VSL motil degerinin kontrol grubuna
en yakin, 4. saat IC50/8 dozu VSL motil degerinin kontrol grubuna en uzak deger
oldugu goriildii (Cizelge 3.10.).

MK ig¢in IC50/4 dozu verilerinin tiim saatlerde diger doz verilerinden yiiksek
oldugu, MX i¢in 0 ve 4. saatte IC50 dozu, 24. saatte 1C50/4 dozu verilerinin
digerlerinden yiiksek oldugu gozlendi (Cizelge 3.10.).

Taze sperma ile epididimal sperma karsilastirmasinda 24. saatin sonunda her iki
ilag icin tim dozlarda taze sperma motile degerlerinin epididimal sperma

degerlerinden yiiksek oldugu gézlendi (Cizelge 3.11.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalar1 aliarak degerlendirme yapildiginda dozlar
arasinda anlamli farklar bulunurken, ilaglar arasinda, doz ve ila¢ arasinda anlaml

sonug¢ bulunamadi (Cizelge 3.12.).

Cizelge 3.10. VSL Motile (Motil) (um?) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Karsilagtirma.

VSL-Motile (Arit.Ort.+ Std. Hata) (um/s)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 29,06+4,21 38,47+0,96 43,18+1,59 26,79+4,21 38,47+0,96 43,18+1,59
IC50 24,87+2,60 21,30+1,41 25,38+3,42 25,64+2,26 26,81+1,71 21,13+4,26
1C50/2 31,17+3,76 26,47+0,56 28,79+2,19 20,18+2,69 21,13+2,67 21,4842,12
1C50/4 52,48+2,26 29,45+2.43 35,00+0,81 21,37+5,47 22,06+0,77 35,16+2,03
1C50/8 28,46+9,07 24,7442 43 26,65+1,71 20,86+8,71 17,06+1,13 29,83+2,40
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Cizelge 3.11. VSL Motile (Motil) (um?) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilastirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 43,18+1,59 43,18+1,59 43,18+1,59 43,18+1,59
1C50 25,3843,42 21,13+4,26 7,60+5,17 2,49+4 .98
1C50/2 28,79+2,19 21,48+2,12 7,54+5,03 3,65+4,70
1C50/4 35,00+0,81 35,16+2,03 4354481 5,11%5,61
1C50/8 26,65+1,71 29,834+2,40 7,71£2,71 4,77+4,16

Cizelge 3.12. VSL Motile (Motil) (um?) Doz-ilag Karsilagtirma.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen P
Doz Arit ﬁ:t ai Std. Arit. Ort. £ Std. Hata Doz llag Doz*Ilag
VSL, Ic50  18,08+2,74b 17,09 +3,32 b
Velocity
Straight 1C50/2 20,3+3,66b 14,66 £2,79b
Line, 2512+627b 17,76 £4b
Motile 1C50/4 <0.001 0,202 0,85
(Dogrusal ~ IC50/8  19.57+3,04b 17,85+£3,29 b
Hiz,
Motil) Kontrol 36,14 +£3,19a 36,14 +3,19a
(umy/s)

a, b: Ayni siitundaki farkll harfler istatistiksel agidan anlamh farkhiig1 belirtir (p<0,05)
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Motil um/s
o o o
w B u
o o o

o
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IC50

Musk Keton VSL

ooo'“"h

KONTROL

1C50/2 1C50/4 IC50/8
Uygulanan Doz

Sekil 3.8. Musk Keton, VSL Motile (Motil) (um?) Doz-Saat-VSL Karsilastirma.

m 0. Saat

W 4. Saat

W 24. Saat
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Musk Ksilen VSL
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Motil um/s

Sekil 3.9. Musk Ksilen, VSL Motile (Motil) (um?) Doz-Saat-VSL Karsilagtirma.

3.2.5. ALH (Basin Lateral Amplitiidii, Amplitude Lateral Head) (um)

ALH parametreleri (motile, medium progressive, rapid progressive) genel olarak
degerlendirildiginde; ALH tiim parametrelerde MX icin kontrol grubuna en yakin
dozun IC50/8 oldugu tespit edildi.

ALH parametrelerinden Motile (um) Cizelge 3.13. ve Sekil 3.10.-3.11.’e gore
degerlendirildiginde; MK i¢in 24. saat IC50 dozu motil degerinin kontrol grubuna en
yakin, 0. saat IC50 dozu motil degerinin kontrol grubuna en uzak deger oldugu
goriildii. MX igin 24. saat IC50/8 dozu motil degerinin kontrol grubuna en yakin, 0.
saat IC50 dozu motil degerinin kontrol grubuna en uzak deger oldugu goriildii.

(Cizelge 3.13.).

0.ve 4. saatlerde hem MK’ da hem MX’ de doz azaldik¢a motilitede doza baglh
olarak artig gozlendi. Bu artis kontrol grubuyla kiyaslandiginda en diisiik doz olan
IC50/8 verileri kontrol grubuna en yakin olarak bulundu (Cizelge 3.13.).
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Taze ve epididimal sperma verileri incelendiginde 24. saatin sonunda her iki ilag
iginde bu veriler arasinda anlamli farklar oldugu, sadece MK uygulanan epididimal

spermanin IC50/8 verisinin diger dozlara gore kontrol grubuna daha yakin oldugu

saptand1 (Cizelge 3.14.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalar1 alinarak degerlendirme yapildiginda dozlar

arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ila¢ arasinda anlamli sonu¢ bulunamadi (Cizelge
3.15.).

Cizelge 3.13. ALH Motile (Motil) (um) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Karsilagtirma.

ALH-Motile (Arit.Ort.+ Std. Hata)(um)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 4,01+0,53 3,93+0,06 2,97+0,26 4,01+0,53 3,93+0,06 2,97+0,26
IC50 3,02+0,20 3,37+0,15 3,03+0,22 2,99:+0,50 3,82+0,86 2,93+0,43
1C50/2 3,68+0,43 3,73+£0,30 3,47+0,43 3,51+0,62 4,13+0,78 3,63+0,30
1C50/4 3,70+0,51 4,14+0,36 2,87+0,05 3,62+0,27 4,31+0,40 3,17+0,22
1C50/8 3,76+0,17 4,79+0,16 2,74+0,19 3,90+0,40 3,49+0,11 2,96+0,49

Cizelge 3.14. ALH Motile (Motil) (um) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilastirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 2,97+0,26 2,97+0,26 2,97+0,26 2,97+0,26
IC50 3,03+0,22 2,93+0,43 1,35+1,00 0,38+0,75
1C50/2 3,47+0,43 3,63+0,30 1,40+0,64 0,59+0,76
1C50/4 2,87+0,05 3,17+0,22 0,80+0,55 0,96+0,68
1C50/8 2,74+0,19 2,96+0,49 2,01+0,73 0,84+0,58
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Cizelge 3.15. ALH Motile (Motil) (um) Doz-ilag Karsilastirma.

ila¢
Musk Keton Musk Ksilen P
Arit. Ort. £ Std. Arit. Ort. = Std. . o
Doz Hata Hata Doz llag Doz*Ilac
ALH, Amplitude IC50 2,48+0,32 2,24+ 0,44
Lateral Head,
Motile (Basin 1C50/2 2,39+0,34 2,92 £0,41
I%fte.rf)‘l(Am)pmﬁdﬁ’ IC50/4  2.57+046 2914038 0066 0747 0,824
ot1 m
" IC50/8 3,13£0,35 2,58 0,41
Kontrol 3,69 +£0,22 3,69 +£0,22
Musk Keton ALH
006
005
c 004
3
7 003 | 0. Saat
[e]
2 002 m 4. Saat
001 W 24. Saat
000

KONTROL IC50 1C50/2 1C50/4 I1C50/8
Uygulanan Doz

Sekil 3.10. Musk Keton, ALH Motile (Motil) (um) Doz-Saat-ALH Karsilagtirma.
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Sekil 3.11. Musk Ksilen, ALH Motile (Motil) (um) Doz-Saat-ALH Karsilagtirma.



3.2.6. BCF (Capraz Gegis Frekans Ritmi, Beat Cross Frequency) (Hz)

BCF parametreleri (motile, medium progressive, rapid progressive) genel olarak
degerlendirildiginde; MK i¢in ii¢ parametrede de 0. saat IC50/2 verilerinin kontrol

grubuna en yakin veriler oldugu tespit edildi.

BCF parametrelerinden Motile (Motil) (Hz) Cizelge 3.16. ve Sekil 3.12.-3.13.’¢
gore degerlendirildiginde; MK i¢in 0. saat IC50/2 dozu motil degerinin kontrol
grubuna en yakin, 0. saat IC50/8 dozu motil degerinin kontrol grubuna en uzak deger
oldugu goriildii. MX i¢in 0. saat IC50 dozu motil degerinin kontrol grubuna en yakin,

4. saat IC50/2 dozu motil degerinin kontrol grubuna en uzak deger oldugu goriildii

(Cizelge 3.16.).

Her iki ilag icin de 4. ve 24. saat verileri tiim dozlarda kontrol grubundan diisiik

bulundu (Cizelge 3.16.).

Taze sperma ile epididimal sperma karsilastirmasinda 24. saatin sonunda her iki
ilag icin tiim dozlarda taze sperma motile degerlerinin epididimal sperma
degerlerinden yiiksek oldugu, MK epididimal sperma degerlerinin MX epididimal
sperma degerlerinden yiiksek oldugu saptandi (Cizelge 3.17.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalar1 alinarak degerlendirme yapildiginda dozlar
arasinda anlamli farklar varken, ilaglar arasinda, doz ve ila¢ arasinda anlamli sonug

bulunamadi (Cizelge 3.18.).
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Cizelge 3.16. BCF Motile (Motil) (Hz) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Kargilagtirma.

BCF-Motile (Arit.Ort.+ Std. Hata) (Hz)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 7,18+0,23 10,7140,46 12,3440,26 7,184+0,23 10,7140,46 12,34+0,26
IC50 5,99:+0,78 5,47+0,57 8,79+0,45 |  7,42+0,17 7,56+0,34 6,38+0,54
1C50/2 6,84+0,77 6,11£0,95 5,70+0,51 8,38+0,33 4,4440,17 5,70+0,57
1C50/4 11,19+0,02 8,54+0,04 9,37+0,45 9,36+0,12 4,55+0,54 10,08+0,3
1C50/8 11,4540,81 5,79+1,00 8,35+0,17 5,86+0,20 7,24+0,14 9,33+0,28

Cizelge 3.17. BCF Motile (Motil) (Hz) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilastirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 12,34+0,26 12,34+0,26 12,34+0,26 12,34+0,26
IC50 8,79+0,45 6,38+0,54 1,86£1,36 0,89<1,77
1C50/2 5,7+0,51 5,7+0,57 2,39+1,82 1,17+1,87
1C50/4 9,37+0,45 10,08+0,3 1,25+1,5 1,15+0,95
1C50/8 8,35+0,17 9,33£0,28 22412 35 171,17
Cizelge 3.18. BCF Motile (Motil) (Hz) Doz-ilag Karsilastirma.
ila¢
Musk Keton Musk Ksilen P
Arit. Ort. = 8td. . . Doz*lla
Doz Hata Arit. Ort. £ Std. Hata Doz llag c
BCF, Beat 1C50 6,41 +1,13b 723+1,58b
Cross
Frequency, 1C50/2 7,17+1,74b 6,34+1,5b
Motile (Capraz |~y 7,44 £2,06 b 7,01 +1,79b 0,001 0,939 0,98
Gegis Frekans
Ritmi, Motil) IC50/8 TAT£2,11D 831+1,9b
(H2) Kontrol ~ 13.89+0,41a 13,89+ 041 a

a, b: Ay siitundaki farkly harfler istatistiksel agidan anlamly farklilig belirtir

(p<0,05)
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Sekil 3.12. Musk Keton, BCF Motile (Motil) (Hz) Doz-Saat-BCF Karsilagtirma.

Musk Ksilen BCF

| 0. Saat
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W 24. Saat

KONTROL IC50 1C50/2 IC50/4 IC50/8
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Motil Hz

004
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Uygulanan Doz

Sekil 3.13. Musk Ksilen, BCF Motile (Motil) (Hz) Doz-Saat-BCF Karsilastirma.

3.2.7. HYP (Hiperaktivite, Hyperactivity) (HYP = VCL x ALHX)

HYP parametreleri (total, % motile, % total, M/mL, M/sample) genel olarak
degerlendirildiginde; MX i¢in bes parametrenin dordiinde IC50 verilerinin kontrol
grubuna en yakin, tiim parametrelerde 24. saat IC50/2 verilerinin kontrol grubuna en

uzak veriler oldugu tespit edildi.
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HYP parametrelerinden Total (Toplam) Cizelge 3.19. ve Sekil 3.14.-3.15.”¢ gore
degerlendirildiginde; MK i¢in 0. saat IC50/8 dozu HYP total degerinin kontrol
grubuna en yakin, 24. saat IC50 dozu HYP total degerinin kontrol grubuna en uzak
deger oldugu goriildii. MX i¢in 24. saat IC50 dozu HYP total degerinin kontrol
grubuna en yakin, 24. saat IC50/2 dozu HYP total degerinin kontrol grubuna en uzak

deger oldugu goriildii (Cizelge 3.19.).

Hem MK hem de MX i¢in 24. saat verileri 0. ve 4. saat verilerinden oldukga
diisiiktiir. MK ve MX icin 4. saat verilerinin total hiperaktivitede diger saatlere ve

kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu gozlendi (Cizelge 3.19.).

Taze sperma ile epididimal sperma karsilastirmasinda 24. saatin sonunda MK
icin epididimal sperma IC50/8 dozunun taze sperma dozundan yiiksek oldugu, diger
dozlarda taze sperma dozu verilerinden diisiik oldugu, MX i¢in ise epididimal sperma

degerlerinin tiimiiniin sifir oldugu bulundu (Cizelge 3.20.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalar1 almarak degerlendirme yapildiginda dozlar
arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ilag arasinda anlamli sonu¢ bulunamadi (Cizelge

3.21)).

Cizelge 3.19. HYP Total (Toplam) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Karsilasgtirma.

HYP-Total (Arit.Ort.+ Std. Hata)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 19,00£7,07 26,5020,71 1,33+0,58 19,00£7,07 26,50+0,71 1,33+0,58
1C50 4,00+2,00 14,50+3,54 | 4,33+2,08 6,67+5,03 19,00+4,24 1,67+2,89
1C50/2 10,00+4,24 28,00+£11,31 4,00+1,41 12,00£7,07 11,50+6,36 6,00+5,48
1C50/4 13,50+0,71 55,50+12,02| 3,50+0,71 10,3345,51 54,5042,12 |  2,33+2,08
1C50/8 19,50+4,95 3,00+2,83 0,50+0,71 14,00£7,07 15,50+£2,12 2,25+4,50
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Cizelge 3.20. HYP Total (Toplam) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilagtirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 1,33+0,58 1,33+0,58 1,33+0,58 1,33+0,58
1C50 4,33+£2,08 1,67+2,89 0,50+0,58 0,00+0,00
1C50/2 4,00+1,41 6,00+£5,48 0,25+0,50 0,000,00
1C50/4 3,50+0,71 2,33+£2,08 0,00+0,00 0,00+0,00
1C50/8 0,50+0,71 2,25+4,50 0,75+1,50 0,00+0,00

Cizelge 3.21. HYP Total (Toplam) Doz-ila¢ Karsilastirma.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen P
Doz Arit. a;tfai Std. Arit. ﬂ:iai Std. Doz Jla¢ Doz*flag¢
HYP, IC50 4,67 + 1,49 5,25+2,16
Hyperactivity, Total
(Hiperaktivite, 1C50/2 8,5+3,69 5,92 +1,86
Toplam) IC50/4 14,5+7,14 12,45+ 6,43 0,067 0,815 0,984
1C50/8 49+254 6+2,03
Kontrol 13,57 £4,61 13,57 £ 4,61
Musk Keton HYP
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S 030 m 4. Saat

020 H 24. Saat

010 t

000 i Lo

010 KONTROL IC50 IC50/2 IC50/4 IC50/8

Uygulanan Doz

Sekil 3.14. Musk Keton, HYP Total (Toplam) Doz-Saat-HYP Karsilastirma.
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Sekil 3.15. Musk Ksilen, HYP Total (Toplam) Doz-Saat-HYP Kargilastirma.

3.2.8. LIN (Dogrusallik, Linearity) (LIN = VSL/VCL x 100) (%)

LIN parametreleri (motile, non-progressive, medium progressive, rapid
progressive) genel olarak degerlendirildiginde; MX igin tim parametrelerde 0. saat

IC50/4 verilerinin kontrol grubuna en uzak veriler oldugu tespit edildi.

LIN parametrelerinden Motile (Motil) (%) Cizelge 3.22. ve Sekil 3.16.-3.17.’ye
gore degerlendirildiginde; MK ig¢in 24. saat IC50 dozu LIN motil degerinin kontrol
grubuna en yakin, 0. saat IC50/2 dozu LIN motil degerinin kontrol grubuna en uzak
deger oldugu goriildii. MX i¢in 24. saat IC50/2 dozu LIN motil degerinin kontrol
grubuna en yakin, 0. saat IC50/4 dozu LIN motil degerinin kontrol grubuna en uzak

deger oldugu gortildii (Cizelge 3.22.).

0. Saatte MX IC50/4 ve 1C50/8 dozlarinin verilerinin MK ‘dan daha yiiksek
oldugu goriildii (Cizelge 3.22.).
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Taze sperma ile epididimal sperma Karsilastirmasinda 24. saatin sonunda her iki
ilag icin tiim dozlarda taze sperma degerlerinin epididimal sperma degerlerinden

yiiksek oldugu gézlendi (Cizelge 3.23.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalar1 aliarak degerlendirme yapildiginda dozlar

arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ilag arasinda anlamli sonu¢ bulunamadi (Cizelge

3.24.).

Cizelge 3.22. LIN Motile (Motil) (%) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Karsilagtirma.

LIN-Motile (Arit.Ort.+ Std. Hata) (%)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 25,84+4,09 33,10+0,05 35,49+3.75 25,84+4,09 33,10+0,05 35,49+3,75
1C50 31,55+7,44 27,49+1,67 35,79+0,51 31,06+7,20 26,74+3,22 33,70+1,72
1C50/2 37,96+1,43 29.41+4.15 30,89+0,08 29,63+2,01 29844221 36,31+5,48
1C50/4 26,61+5,87 28,16+1,27 38,83+3,19 42,60+3,73 26,48+1,19 31,9742,24
1C50/8 23,74+5,05 35,06:0,80 42,16+1,28 41,85+5,68 31,34+3,29 | 41,84+0,65

Cizelge 3.23. LIN Motile (Motil) (%) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilastirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 35,49+3,75 35,49+3,75 35,49+3,75 35,49+3,75
1C50 35,79+0,51 33,70+1,72 26,49+18,14 7,27+14,54
1C50/2 30,89+0,08 36,31+5,48 26,76+14,24 14,59+17,22
1C50/4 38,83+3,19 31,97+2,24 21,79+£23,87 18,78+20,03
1C50/8 42,16+1,28 41,84+0,65 23,75+18,46 20,01+£15,79
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Cizelge 3.24. LIN Motile (Motil) (%) Doz-Ila¢ Karsilastirma.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen P
Arit. Ort. £ Std. Arit. Ort. + Std. i %7
Doz Hata Hata Doz Ilag Doz*llag
HN,_I Linearity, 1C50 29,56 +3,07 22,34+ 4,46
otile
(Dogrusallik, Motil) ~ 1C50/2 30,27 +£2,72 25,43 +3,97
(%) 1C50/4 27,43 £ 4,88 28,11 £431 0,648 0,41 0,748
1C50/8 30,18 £3,88 31,06 £ 3,66
Kontrol 31,48 + 2,1 31,48 + 2,1
Musk Keton LIN
050
045
040
035
X 030
B 025 m 0. Saat
= 020 W 4. Saat
015
010 M 24. Saat
005
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Sekil 3.16. Musk Keton, LIN Motile (Motil) (%) Doz-Saat-LIN Karsilastirma.
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Sekil 3.17. Musk Ksilen, LIN Motile (Motil) (%) Doz-Saat-LIN Karsilastirma.
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3.2.9. MP (Mukus Penetrasyonu, Mucus Penetration)

MP parametreleri (total, % motile, % total, M/mL, M/sample) genel olarak
degerlendirildiginde; MK i¢in tiim parametrelerde 0. saat verilerinin kontrol grubuna
en uzak, MX i¢in bes parametreden dordiinde IC50/2 verilerinin kontrol grubuna en

uzak veriler oldugu tespit edildi.

MP parametrelerinden Total (Toplam) Cizelge 3.25. ve Sekil 3.18.-3.19.a gore
degerlendirildiginde; MK i¢in 4. saat IC50 dozu total mukus penetrasyonu degerinin
kontrol grubuna en yakin, 0. saat IC50/2 dozu total mukus penetrasyonu degerinin
kontrol grubuna en uzak deger oldugu goriildii. MX i¢in 0. saat IC50/2 dozu total
mukus penetrasyonu degerinin kontrol grubuna en yakin, 24. saat IC50/2 dozu total

mukus penetrasyonu degerinin kontrol grubuna en uzak deger oldugu goriildii (Cizelge

3.25.).

MK i¢in 24. saat sonrasinda doz azaldikca total mukus penetrasyonu verilerinde

artig gozlendi (Cizelge 3.25.).

Taze sperma ile epididimal sperma karsilastirmasinda 24. saatin sonunda her iki
ila¢ icin tiim dozlarda taze sperma degerlerinin epididimal sperma degerlerinden

yiiksek oldugu gozlendi (Cizelge 3.26.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalari alinarak degerlendirme yapildiginda dozlar

arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ilag arasinda anlamli sonu¢ bulunamadi (Cizelge

3.27.).
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Cizelge 3.25. MP Total (Toplam) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Kargilagtirma.

MP-Total (Arit.Ort.+ Std. Hata)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 18,50+0,71 | 21,33+1,15| 36,50+4,95 18,50+4,01 | 21,33+1,93 36,50+0,82
IC50 13,50+0,71 19,504+2,12 4,50+0,71 21,50+6,36 12,33+£3,21 48,50+7,78
1C50/2 85,00+18,38 |  24,50+3,54 5,50£2,12 | 19,00+12,73 5,33+3,51 4,67+3,79
1C50/4 63,50+2,12 15,5044,95 10,50+0,71 25,50+3,54 9,33+3,21 13,00+2,83
1C50/8 3,00+1,41 2,00+0,00 |  21,00+7,07 27,50£7,78 | 12,0042,65| 20,00+13,23

Cizelge 3.26. MP Total (Toplam) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilagtirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 36,50+4,95 36,50+0,82 36,50+4,95 36,50+0,82
1C50 4,50+0,71 48,50+7,78 0,75+0,50 0,00+0,00
1C50/2 5,50+2,12 4,67+3,79 1,25+1,89 0,25+0,50
1C50/4 10,5+0,71 13,00+2,83 0,00+0,00 0,000,00
1C50/8 21,00+7,07 20,00£13,23 0,25+0,50 0,00+0,00
Cizelge 3.27. MP Total (Toplam) Doz-ila¢ Karsilastirma.
ilac
Musk Keton Musk Ksilen P
Arit. Ort. + Std. Arit. Ort. + Std. ; %7
Doz Hata Hata Doz llag Doz*llag
MP, Mucus 1C50 7,8 +2,51 16,09 + 5,53
Penetration, Total
(Mukus 1C50/2 23,5+10,83 5,75+£2,29
?en?tra;,yonu, 1C50/4 17,9 + 7,88 9,55+2,92 0,089 0,535 0,06
oplam
P 1C50/8 53+£2,75 12,58 +3,56
Kontrol 24,86 +3,15 24,86 +3,15
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Musk Keton MP
120,00
100,00

80,00

60,00 | 0. Saat
40,00 W 4. Saat

W 24. Saat
20,00 - -

0,00
KONTROL IC50 IC50/2 1C50/4 1C50/8
Uygulanan Doz

Toplam

Sekil 3.18. Musk Keton, MP Total (Toplam) Doz-Saat-MP Karsilagtirma.

Musk Ksilen MP

60,00
50,00
40,00
g
< 30,00 | 0. Saat
o
|_
20,00 W 4. Saat
W 24. Saat
10,00
0,00

KONTROL IC50 1C50/2 IC50/4 1C50/8
Uygulanan Doz

Sekil 3.19. Musk Ksilen, MP Total (Toplam) Doz-Saat-MP Karsilastirma.

3.2.10. WOB (Salimmm, Wobble) (WOB = VAP/VCL x 100) (%)

WOB parametreleri (motile, non-progressive, medium progressive, rapid
progressive) genel olarak degerlendirildiginde; 4 farkli parametre arasinda kontrol
grubuna yakinlik ve uzaklik anlaminda bir iliski kurulamamais, parametreler i¢in ayri

ayr1 degerlendirmeler yapilmistir.
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WOB parametrelerinden Motile (Motil) (%) Cizelge 3.28. ve Sekil 3.20.-3.21.°¢
gore degerlendirildiginde; MK i¢in 0. saat IC50/2 dozu WOB motil degerinin kontrol
grubuna en yakin, 24. saat IC50/2 dozu WOB motil degerinin kontrol grubuna en uzak
deger oldugu goriildii. MX igin 0. saat IC50/4 dozu WOB motil degerinin kontrol
grubuna en yakin, 24. saat IC50 dozu WOB motil kontrol grubuna en uzak deger
oldugu goriildii (Cizelge 3.28.).

MX i¢in epididimal sperma degerlerinde doz azaldikca % motilde artig gézlendi.
MK ve MX degerleri karsilagtirildiginda birbirlerine yakin degerler bulundu (Cizelge
3.28.).

Taze sperma ile epididimal sperma karsilastirmasinda 24. saatin sonunda taze
sperma degerleri ile epididimal sperma degerlerinin MK i¢in yakin, MX i¢in uzak

oldugu gozlendi (Cizelge 3.29.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalari alinarak degerlendirme yapildiginda dozlar

arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ila¢ arasinda anlamli sonu¢ bulunamadi (Cizelge

3.30.).

Cizelge 3.28. WOB Motile (Motil) (%) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Karsilagtirma.

WOB-Motile (Arit.Ort.+ Std. Hata) (%)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 56,10+5,69 54,41+1,20 63,50+1,54 56,10+5,69 54,41+1,20 63,50+1,54
1C50 52,08+2,02 53,02+1,22 52,56+2,91 53,34+0,71 56,27+3,55 52,91+0,40
1C50/2 55,69+0,30 52,18+0,18 50,26+0,03 57,28+5,75 49,59+1,73 53,78+0,81
1C50/4 65,57+3,49 52,45+1,71 53,54+0,30 56,55+5,49 49,01+0,78 53,78+0,01
1C50/8 51,33+£3,98 55,9542,34 52,48+3,57 53,14+5,04 50,78+0,82 56,25+3,74
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Cizelge 3.29. WOB Motile (Motil) (%) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilagtirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 63,50+1,54 63,50+1,54 63,50+1,54 63,50+1,54
IC50 52,56+2.91 52,91+0,40 47,51+31,72 13,56+27,11
1C50/2 50,26+0,03 53,78+0,81 60,86+9,36 26,904+32,50
1C50/4 53,54+0,30 53,78+0,01 52,77+£35,29 42,99+30,12
1C50/8 52,48+3,57 56,25+3,74 58,97+19,08 56,37+£39,33
Cizelge 3.30. WOB Motile (Motil) (%) Doz-ilag Karsilastirma.
ilac
Musk Keton Musk Ksilen P
Arit. Ort. + Std. Arit. Ort. + Std. ; *7
Doz Hata Hata Doz llag Doz*llag
WOB, Wobble, 1C50 50,68 +531 39,59 + 7,69
Motile (Salinim,
Motil) (%) IC50/2 5597+2,24 44,65 + 6,29
1C50/4 55,42 + 6,68 49,74 + 5,34 0,276 0,121 0,812
1C50/8 55,54+ 3,69 5423 46,57
Kontrol 58 £2,08 58 £2,08
Musk Keton WOB
80,00
70,00
60,00
© 50,00
'g 40,00 m 0. Saat
2 30,00 m 4. Saat
20,00 M 24. Saat
10,00
0,00
KONTROL IC50 1C50/2 IC50/4 1C50/8

Uygulanan Doz

Sekil 3.20. Musk Keton, WOB Motile (Motil) (%) Doz-Saat-WOB Karsilastirma.
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Musk Ksilen WOB
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W 4. Saat
20,00
W 24. Saat
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0,00

KONTROL IC50 1C50/2 IC50/4 IC50/8
Uygulanan Doz

Sekil 3.21. Musk Ksilen, WOB Motile (Motil) (%) Doz-Saat-WOB Karsilagtirma.

3.2.11. PR (Progresivite, Progression) (%)

PR parametreleri (progressive, non-progressive, immotile) genel olarak
degerlendirildiginde; MX igin tiim parametrelerde 0. saat verilerinin kontrol grubuna

en yakin veriler oldugu tespit edildi.

PR parametrelerinden Progressive (Progresif) (%) Cizelge 3.31. ve Sekil 3.22.-
3.23.’e gore degerlendirildiginde; MK igin 24. saat IC50/8 dozu % progresif degerinin
kontrol grubuna en yakin, 0. saat 1C50/2 dozu % progresif degerinin kontrol grubuna
en uzak deger oldugu goriildi. MX i¢in 0. saat IC50 dozu % progresif degerinin
kontrol grubuna en yakin, 24. saat IC50 dozu % progresif kontrol grubuna en uzak

deger oldugu gortldii (Cizelge 3.31.).

Taze sperma ile epididimal sperma karsilastirmasinda 24. saatin sonunda her iki
ilag i¢in tiim dozlarda taze sperma degerlerinin epididimal sperma degerlerinden

yiiksek oldugu gozlendi (Cizelge 3.32.).
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Inkiibasyon siirelerinin ortalamalar1 alinarak degerlendirme yapildiginda dozlar

arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ilag arasinda anlamli sonu¢ bulunamadi (Cizelge

3.33).

Cizelge 3.31. PR Progressive (Progresif) (%) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Karsilagtirma.

PR-Progressive (Arit.Ort.+ Std. Hata) (%)

Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 28,71+3,87| 30,33+0,89 | 10,91+544| 28,71+3,87| 30,33+0,89| 10,91+5,44
IC50 15,56+0,01 21,65+0,66 17,73+5,39 32,10+6,51 11,0044,35 30,56+5,06
1C50/2 52,1949,11| 36,13+0,46 948+2.42 | 17,49+638| 13,92+4,16| 16,36+6,30
1C50/4 37,24+3 .47 26,49+3,00 13,27+4,16 21,98+0,74 23,0948,00 12,28+1,49
1C50/8 22.28+2.94 6,16:121| 11,40£945| 32,624129| 24284233 | 14,40+4,45

Cizelge 3.32. PR Progressive (Progresif) (%) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilagtirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 10,91+£5,44 10,91+5,44 10,91+5,44 10,91+5,44
IC50 17,73+5,39 30,56+5,06 3,31+3,03 2,05+4,10
1C50/2 0,48+2.42 16,36+6,30 3,73+6,94 1,85+3,70
1C50/4 13,27+4,16 12,28+1,49 0,00+0,00 1,51£2,53
I1C50/8 11,40+9,45 14,40+4,45 2,26+3,86 0,41+0,82
Cizelge 3.33. PR Progressive (Progresif) (%) Doz-Ilag¢ Karsilastirma.
ilac
Musk Keton Musk Ksilen P
Doz Arit. aZiai Sed. Arit. a’;ai Sed. Doz Ilag Doz*lla¢

PR, Progression, 1C50 12,31 2,66 15,55+ 4,6
Progressive
(Progresivite, 1C50/2 21,4£6,68 10,29 2,64
Progresif) (%) 1C50/4 14,81 £ 4,98 12,07 +3,29 0,075 0,707 0,292

1C50/8 8,87 +£2.8 14,42 + 431

Kontrol 24,09 + 3,62 24,09 + 3,62
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| 0.Saat
W 4.Saat
i ' W 24.Saat

KONTROL IC50 1C50/2 IC50/4 I1C50/8
Uygulanan Doz

70,00
60,00
50,00
40,00

30,00

Progresif (PR) %

20,00

10,00
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Sekil 3.22. Musk Keton, PR Progressive (Progresif) (%) Doz-Saat-PR Karsilagtirma.

Musk Ksilen PR

45,00
40,00
) 35,00
=~ 30,00
[= %
~ 25,00
= m 0. Saat
220,00
go 1500 ® 4. Saat
& 10,00 W 24. Saat
5,00
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KONTROL IC50 1C50/2 IC50/4 1C50/8

Uygulanan Doz

Sekil 3.23. Musk Ksilen, PR Progressive (Progresif) (%) Doz-Saat-PR Karsilagtirma.

3.2.12. STR (Dogrusallik, Straightness) (STR = VSL/VAP x 100) (um)

STR parametreleri (motile, non-progressive, medium progressive, rapid
progressive) genel olarak degerlendirildiginde; MK igin dort parametrenin tigiinde 0.

saat verilerinin kontrol grubuna en uzak, MX i¢in dort parametrenin ii¢iinde 4. saat
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verilerinin kontrol grubuna en yakin veriler oldugu tespit edildi.

STR parametrelerinden Motile (Motil) (%) Cizelge 3.34. ve Sekil 3.24.-3.25.¢
gore degerlendirildiginde; MK igin 4. saat IC50/2 dozu STR motil degerinin kontrol
grubuna en yakin, 0. saat IC50/8 dozu STR motil degerinin kontrol grubuna en uzak
deger oldugu goriildii. MX i¢in 4. saat IC50/8 dozu STR motil degerinin kontrol
grubuna en yakin, 0. saat [C50 dozu STR motil degerinin kontrol grubuna en uzak

deger oldugu goriildii (Cizelge 3.34.).

Taze sperma ile epididimal sperma karsilastirmasinda 24. saatin sonunda her iki
ilag i¢in tiim dozlarda taze sperma degerlerinin epididimal sperma degerlerinden

yiiksek oldugu gozlendi (Cizelge 3.35.).

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalari alinarak degerlendirme yapildiginda dozlar
arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ila¢ arasinda anlamli sonu¢ bulunamadi (Cizelge
3.36.).

Cizelge 3.34. STR Motile (Motil) (%) Musk Keton-Musk Ksilen Doz-Saat Karsilastirma.

STR-Motile (Arit.Ort.+ Std. Hata) (%)
Musk Keton Musk Ksilen
Doz 0. Saat 4. Saat 24. Saat 0. Saat 4. Saat 24. Saat
Kontrol 55,61+5,93 52,94+0,57 74,30+2,88 55,01+5,93 57,72+0,57 81,73+2,88
IC50 63,65+1,02 53,85+0,29 64,05+0,62 69,82+0,42 54,69+1,01 61,64+0,86
1C50/2 62,94+0,71 53,30+0,08 66,24+4,51 61,94+1,93 50,49+1,52 61,23+6,30
1C50/4 67,82+1,36 51,50+0,34 66,42+0,21 62,31+1,59 50,94+3,17|  62,41+3,24
1C50/8 41,8247,53 52,10+2,26 69,78+1,67 69,75+£9,37 55,64+5,95 64,10+2,16
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Cizelge 3.35. STR Motile (Motil) (%) Epididimal Sperma ile Taze Sperma Karsilagtirma.

Taze Sperma Epididimal Sperma
Doz Musk Keton 24. Musk Ksilen 24. Musk Keton 24. Musk Ksilen 24.
Saat Saat Saat Saat
Kontrol 81,734+2,88 81,73+£2,88 81,73+£2,88 81,73+2,88
1C50 64,05+0,62 61,64+0,86 35,54+23,92 11,09+22,18
1C50/2 66,24+4,51 61,23+6,30 46,10+£21,21 25,03+£29,13
1C50/4 66,42+0,21 62,41+3,24 31,57+£32,91 29,46+26,32
1C50/8 69,78+1,67 64,10+2,16 33,89+18,89 24,914+20,51

Cizelge 3.36. STR Motile (Motil) (%) Doz-ilag Karsilastirma.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen P
Arit. Ort. + Std. Arit. Ort. + Std. ; *7
Doz Hata Hata Doz llag Doz*llag
ﬁATR_,I Straightness, 1C50 50,52 6,1 42,85+ 8,58
otile
(Dogrusallik, Motil)  1C50/2 55,66 4,4 46,3+7,15
(%) 1C50/4 49,93 +7,26 4832+ 6,42 0,178 0,542 0,777
1C50/8 46,29 +5,74 51,69 +5,71
Kontrol 64,82 +55 64,82 +55
Musk Keton STR
90,00
80,00
70,00
60,00
= 50,00
b= | 0. Saat
§ 40,00
30,00 W 4. Saat
20,00 W 24. Saat
10,00

0,00

KONTROL IC50 1C50/2 IC50/4 1C50/8
Uygulanan Doz

Sekil 3.24. Musk Keton, STR Motile (Motil) (%) Doz-Saat-STR Karsilastirma.
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Musk Ksilen STR
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Motil %

Sekil 3.25. Musk Ksilen, STR Motile (Motil) (%) Doz-Saat-STR Karsilagtirma.

3.2.13. Bazi Kinetik CASA Bulgularimin Degerlendirilmesi

Inkiibasyon siirelerinin ortalamalar1 almarak yapilan degerlendirmelerden
(Cizelge 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33 ve 36) ayr1 olarak sadece 24. saat
verilerine gore degerlendirme yapildi. Buna gore 5 farkli dozda (IC50, IC50/2, IC50/4,
IC50/8, kontrol) uygulanmis musk keton ve musk ksilen igin 12 farkli parametre (Total
Motilite, STR, WOB, Mukus Penetrasyonu (% Total), Mukus Penetrasyonu (% Motil),
LIN, VSL, Hiperaktivite, VCL, BCF, ALH, VAP) ilag¢ tiirleri ve ila¢ dozlar

bakimindan istatistiksel olarak degerlendirildi. Bu degerlendirmelere gore;

Cizelge 3.37.de goriildiigii gibi, % 5 6nem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,717) > a=0,05
oldugundan calismada kullanilan ilaglar arasinda Total Motilite (%) tlizerine etkisi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gozlendi. Benzer sekilde
% 5 onem diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi
testinde, p degeri (0,338) > 0=0,05 oldugundan calismada kullanilan ila¢ dozlari
arasinda Total Motilite (%) lizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik olmadigi gozlendi. Son olarak p degeri (0,310) > 0=0,05 oldugundan
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calismada kullanilan ilag ve ila¢ dozlar1 arasinda etkilesimin olmadigi da
goriilmektedir. Gruplar arasinda farklilik goriilmedigi i¢in Post Hoc testleri Total

Motilite (%) parametresi i¢in uygulanmamaistir.

Ilag ve ilag dozlar1 arasinda Total Motilite (%) bakimindan farklilik olmadig
faktorlerin, ortalama ve giiven araliklarma bakilarak da kabaca anlasilmaktadir. Ilag

ve ila¢ dozlarimin biitiin alt gruplarinin giiven araliklari birbiri ile kesismektedir.

Cizelge 3.37. Total Motilite (%) 24.saat verileri.

ila¢
Musk Keton Musk Ksilen Total P
Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £ Std. ; —
Doz Hata Hata Hata Doz llag lla¢*Doz
Total IC50 16,44+8,97 14,15+7,47 15,29+6,87
'(\%“"te IC50/2  18,95+2,46 13,11£7.27 16,03+5.57
16,57+2,54 17,06+1,49 16,81+1,72
1C50/4 0,34 0,72 0,31
1C50/8 16,35+£10,44 28,93+1,08 22,6419 .46
Kontrol 13,90+4,29 13,90+4,29 13,9043,50
Toplam 16,44+5,23 17,43+7,29 16,94+6,20

Cizelge 3.38.’de goriildiigii gibi, % 5 onem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,023) < a=0,05
oldugundan ¢alismada kullanilan ilaglar arasinda STR (%) tlizerine etkisi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu gozlendi. Benzer sekilde % 5 6nem
diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p
degeri (0,000) < 0=0,05 oldugundan calismada kullanilan ila¢ dozlar1 arasinda STR
(%) tzerine etkisi bakimindan anlamli bir farklilik oldugu gozlendi. Son olarak p
degeri (0,677) > a=0,05 oldugundan ¢aligmada kullanilan ilag ve ilag dozlar1 arasinda

etkilesimin olmadig: da goriilmektedir.

Yapilan iki Yonlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarina gére her
iki faktoriinde diizeyleri arasinda STR (%) bakimindan farklilik oldugu g6zlendi, buna
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gore ila¢ dozlar1 bakimindan hangi gruplar arasinda farklilik oldugunu tespit etmek

icin Post Hoc testlerinden Scheffe Testi kullanilmistir.

Yapilan Scheffe Testi sonuglarina gore % 95 giiven diizeyinde p degeri =0.000<
a=0,05 olarak bulundugundan kontrol grubu ila¢ dozu ile diger ilag dozlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu goriilmektedir. Bu durumda IC50,
IC50/2, 1C50/4 ve 1C50/8 ilag dozlari STR (%) bakimindan benzer iken kontrol
grubunun bunlardan oldukga farkli oldugu sdylenebilir.

Cizelge 3.38.”de verilen istatistikler incelendiginde kontrol grubu ila¢ dozunun
STR (%) bakimindan ortalamasi 81,7250 olarak elde edilmis ve bu deger diger
gruplarin ortalamalarindan oldukg¢a yiliksek ¢ikmistir. Son olarak ilag gruplar
arasindaki farklilik anlamli bulunmustu bu durumda ila¢ grup ortalamalarin
kiyasladigimizda Cizelge 3.38.de musk keton grubu ortalamasinin (69,6410 > 66,
218) STR (%) bakimindan daha biiyiik oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.38. STR 24.saat verileri.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen Total P
Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £Std.  Arit. Ort. £ Std. ; —
Doz Hata Hata Hata Doz llag lla¢*Doz
STR(%)  c50 64,05+0,62 61,64+0,86 62,84+1,52
IC50/2  66,24+4,51 61,23+6,30 63,73+5,33
66,42+0,21 62,41+3,24 64,01+3,18
IC50/4 0,00 0,02 0,68
1C50/8 69,78+1,67 64,10+£2,16 66,37+3,57
Kontrol  81,73+2,88 81,73+2,88 81,7342,35
Toplam  69,646,92 66,2248,01 67,50+7,62

Cizelge 3.39.’da goriildiigii gibi, % 5 O6nem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,112) > a=0,05

oldugundan ¢alismada kullanilan ilaglar arasinda WOB (%) tizerine etkisi bakimindan
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istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gozlendi. Buna karsin % 5 onem
diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p
degeri (0,000) < 0=0,05 oldugundan ¢alismada kullanilan ila¢ dozlar1 arasinda WOB
(%) tizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
sOylenebilir. Son olarak p degeri (0,510) > a=0,05 oldugundan ¢alismada kullanilan

ilag ve ila¢ dozlar1 arasinda etkilesimin olmadig1 da goriilmektedir.

Yapilan Iki Yonlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarina gore ilag
tiirleri arasinda WOB (%) bakimindan farklilik gézlenmezken ila¢ dozlar1 arasinda
farklilik oldugu gozlendi, buna gore ila¢ dozlar1 bakimindan hangi gruplar arasinda

farklilik oldugunu tespit etmek i¢in Post Hoc testlerinden Scheffe Testi kullanilmistir.

Yapilan Scheffe Testi sonuglarina gore % 95 giiven diizeyinde kontrol grubu ile
diger ila¢ dozlar1 arasinda p degeri<a oldugundan kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu goriilmektedir. Bu durumda
IC50, IC50/2, IC50/4 ve IC50/8 ilag dozlar1 WOB (%) bakimindan benzer iken kontrol
grubunun bunlardan olduk¢a farkli oldugu soylenebilir. Cizelge 3.39.’da verilen
istatistikler incelendiginde kontrol grubunun WOB (%) bakimindan ortalamas1 63,50
olarak elde edilmis ve bu deger diger gruplarin ortalamalarindan oldukca yiiksek

¢ikmuistir.

Cizelge 3.39. WOB 24.saat verileri.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen Total [
Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £Std.  Arit. Ort. £ Std. ; —
Doz Hata Hata Hata Doz llag lla¢*Doz
WOB IC50 52,5642,91 52,91+0,40 52,73£1,71
%
() 1C50/2 50,260,03 53,78+0,81 52,0242,08
53,54+0,30 53,78+0,01 53,66+0,22
1C50/4 0,00 0,11 0,51
1C50/8 52,48+3,57 56,25+3,74 54,36+3,69
Kontrol 63,50:|:1 ,54 63,50i1 ,54 63,50i1 ,26
Toplam 54,47+5,16 56,04+4,33 55,25+4,70
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Cizelge 3.40.’da gorildugi gibi, % 5 onem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,428) > o=0,05
oldugundan ¢alismada kullanilan ilaglar arasinda Mukus Penetrasyonu (% Toplam)
tizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gozlendi.
% 5 onem diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonli varyans analizi
testinde, p degeri (0,000) < 0=0,05 oldugundan c¢alismada kullanilan ila¢ dozlar
arasinda Mukus Penetrasyonu, (% Toplam) iizerine etkisi bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik oldugu sdylenebilir. Son olarak p degeri (0,002) < a=0,05
oldugundan c¢alismada kullanilan ila¢ ve ilag dozlari arasinda etkilesimin anlamli

oldugu goriilmektedir.

Yapilan Iki Yénlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarina gore ilag
tiirleri arasinda Mukus Penetrasyonu, (% Toplam) bakimindan farklilik gézlenmezken
ilag dozlari arasinda farklilik oldugu gozlendi, buna gore ilag dozlar1 bakimindan hangi
gruplar arasinda farklilik oldugunu tespit etmek icin Post Hoc testlerinden Scheffe

Testi kullanilmastir.

Yapilan Scheffe Testi sonuglarina gére % 95 giiven diizeyinde p degeri<a
oldugundan, kontrol grubu ile ila¢ dozlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda IC50/2 ilag dozu da 1C50/4, IC50/8 ve
kontrol grubu ila¢ dozlarindan Mukus Penetrasyonu, (% Toplam) bakimindan
istatistiksel olarak farklilik gostermektedir. Elde edilen bu sonuclara gore 1C/50 ve
IC50/4 ilag dozu grubunun ise Mukus Penetrasyonu, (% Toplam) bakimindan benzer

oldugu gozlendi.
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Cizelge 3.40. Mukus Penetrasyonu (% Toplam) 24.saat verileri.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen Total P
Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £Std.  Arit. Ort. £ Std. ; 0ok
Doz Hata Hata Hata Doz llag llac*Doz
Mukus 1C50 3,37+2,39 11,97+1,44 7,67+5,22
Penetrasyonu,
(% Toplam) 1C50/2 7,64+228 1,92+0,66 4,78+3,58
11,06+1,21 8,60+1,04 9,83+1,70
1C50/4 0,00 0,43 0,00
1C50/8 11,55+3,55 7,86+1,75 9,70+3,13
Kontrol  27,99+0,30 27,99+0,30 27,99+0,25
Toplam 12,32i8,97 1 1,67i9,30 12,00i8,90

Cizelge 3.41.’de goriildiigii gibi, % 5 onem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,054) > a=0,05
oldugundan g¢alismada kullanilan ilaglar arasinda Mukus Penetrasyonu, (% Motil)
tizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gozlendi.
% 5 6nem diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi
testinde, p degeri (0,000) < 0=0,05 oldugundan ¢alismada kullanilan ila¢ dozlart
arasinda Mukus Penetrasyonu, (% Motil) iizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik oldugu soylenebilir. Son olarak p degeri (0,007) < a=0,05
oldugundan c¢alismada kullanilan ila¢ ve ila¢ dozlar1 arasinda etkilesimin anlamli

oldugu goriilmektedir.

Yapilan Iki Yénlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarina gore ilag
tiirleri arasinda Mukus Penetrasyonu, (% Motil) bakimindan farklilik gézlenmezken
ila¢ dozlar1 arasinda farklilik oldugu gozlendi, buna gore ilag dozlar1 bakimindan hangi
gruplar arasinda farklilik oldugunu tespit etmek i¢in Post Hoc testlerinden Scheffe

Testi kullanilmistir.
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Yapilan Scheffe Testi sonuglarina gore % 95 giiven diizeyinde p degeri<a
oldugundan, kontrol grubu diger gruplardan istatistiksel olarak farklilik
gostermektedir. Bunun yaninda IC50 ve IC50/2 ilag dozlar1 ile IC50/4 ve IC50/8 ilag
dozlar1 kendi iglerinde benzer iken kendilerinden farkli diger ila¢ dozu gruplarindan
Mukus Penetrasyonu, (% Motil) bakimindan istatistiksel olarak farklilik

gostermektedir.

Cizelge 3.41. Mukus Penetrasyonu (% Motil) 24.saat verileri.

ila¢
Musk Keton Musk Ksilen Total P
Arit. Ort. £ 8td. Arit. Ort. £Std.  Arit. Ort. = 5td. ; I
Doz Hata Hata Hata Doz Illag  Ila¢*Doz
Mukus IC50 19,44+3,93 24,3120,97 21,8843,66
Penetrasyonu
(% Motil) 1C50/2 13,81+1,85 15,61+3,63 14,712,57
37,87£2,65 25,28+3,60 30,32+7,47
1C50/4 0,00 0,05 0,01
1C50/8 35,71+3,37 27,14+4,92 31,43+6,03
Kontrol 39,42+0,82 39,42+0,82 39,42+0,67
Toplam  29.25+11,28 26,26+8,06 27,6849,60

Cizelge 3.42.°de goriildiigii gibi, % 5 Onem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,520) > a=0,05
oldugundan calismada kullanilan ilaglar arasinda LIN (%) iizerine etkisi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gozlendi. % 5 6nem diizeyinde (veya
% 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,006) <
a=0,05 oldugundan c¢alismada kullanilan ila¢ dozlar1 arasinda LIN (%) iizerine etkisi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu sdylenebilir. Son olarak p
degeri (0,065) > a=0,05 oldugundan ¢aligmada kullanilan ilag ve ilag dozlar1 arasinda

etkilesimin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmektedir.

Yapilan iki Yonlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarma gore ilag
tiirleri arasinda LIN (%) bakimindan farklilik gézlenmezken ila¢ dozlari arasinda
farklilik oldugu goézlendi, buna gore ilag dozlar1 bakimindan hangi gruplar arasinda

farklilik oldugunu tespit etmek i¢in Post Hoc testlerinden Scheffe Testi kullanilmistir.
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Yapilan Scheffe Testi sonuglarina goére % 95 giiven diizeyinde p degeri<a
oldugundan, 1C50/8 dozu IC50, IC50/2 ve 1C50/4 gruplardan istatistiksel olarak
farklilik gostermektedir. Bunun yaninda IC50/8 ilag dozu ile kontrol grubu arasinda
LIN (%) bakimindan 6nemli bir farklilik bulunmamaktadir. IC50, IC50/2, IC50/4

dozu ve kontrol grubu ise birbirleri arasinda farlilik géstermemektedir.

Cizelge 3.42. LIN (%) 24. saat verileri.

ila¢
Musk Keton Musk Ksilen Total P
Arit. Ort. £Std.  Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £ Std. ; —_
Doz Hata Hata Hata Doz llag Ila¢*Doz
LIN(%)  c50 35,79+0,51 33,70+1,72 34,54+1,69
1C50/2 30,89+0,08 36,31+5,48 33,60:4,45
38,83+3,19 31,9742,24 34,71+4,38
1C50/4 001 052 007
1C50/8 42,16+1,28 41,84+0,65 42,00+0,85
Kontrol 35,49+3,75 35,49+3,75 35,49+3,06
Toplam 36,634,30 35,36+4,14 35,9444,17

Cizelge 3.43.°de gorildiigi gibi, % 5 O6nem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,019) < a=0,05
oldugundan c¢alismada kullanilan ilaglar arasinda VSL (um?) iizerine etkisi
bakimindan istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik oldugu gozlendi. Benzer sekilde %
5 6nem diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi
testinde, p degeri (0,001) < 0=0,05 oldugundan calismada kullanilan ila¢ dozlari
arasinda VSL (um?) iizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
oldugu soylenebilir. Son olarak p degeri (0,894) > 0=0,05 oldugundan g¢aligmada
kullanilan ilag ve ila¢ dozlar1 arasinda etkilesimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

goriilmektedir.

Yapilan iki Yonlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarina gére her
iki faktoriinde diizeyleri arasinda VSL (pm?) bakimindan farklilik oldugu gozlendi,
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buna gore ilag dozlar1 bakimindan hangi gruplar arasinda farklilik oldugunu tespit

etmek i¢in Post Hoc testlerinden Scheffe Testi kullanilmistir.

Yapilan Scheffe Testi sonuglarina gore % 95 giiven diizeyinde p degeri<a
oldugundan, kontrol grubu IC50, IC50/2 ve IC50/8 gruplardan istatistiksel olarak
farklilik géstermektedir. Bunun yaninda IC50/4 ilag dozu ile kontrol grubu arasinda
VSL (um?) bakimindan 6nemli bir farklilik bulunmamaktadir. IC50, 1C50/2 ve IC50/4
dozlar ise birbirleri arasinda farlilik gostermemektedir. Bu durumda VSL (um?)
bakimindan IC50, IC50/2 ve IC50/8 grup benzer IC50/4 ve kontrol grubu birbirlerine
benzer oldugundan bu 5 grubu benzerlik bakimindan bu sekilde 2 gruba ayirarak ifade

edebiliriz.

Son olarak ilag gruplar1 arasindaki farklilik anlamli bulunmustu (Cizelge 3.43.).
Bu durumda ilag grup ortalamalarini kiyasladigimizda Cizelge 3.43.’de musk keton
grubu ortalamasinin (31,797>25,869) VSL (um?) bakiminda daha biiyiik oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 3.43. VSL (um?) 24. saat verileri.

ilag
Musk Keton Musk Ksilen Total P
Arit. Ort. = Std.  Arit. Ort. = Std.  Arit. Ort. = Std. ; —
Doz Hata Hata Hata Doz Ilag llag*Doz
VSl-z IC50 25,38+3,42 21,13+4,26 23,26+4,16
m
(um?) 1C50/2 28,79+2,19 21,4842,12 25,14+4,57
35,00+0,81 26,19+7,43 28,39+7,49
1C50/4 0,00 0,02 0,89
1C50/8 26,65+1,71 24,40+7,02 24,85+6,29
Kontrol 43,18+1,59 36,14+7,82 37,90+7,39
Toplam 31,2147,10 27,02+8,40 28,30+8,16

Cizelge 3.44.°de goriildiigi gibi, % 5 Onem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,159) > a=0,05

oldugundan calismada kullanilan ilaglar arasinda Hiperaktivite (%) iizerine etkisi
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bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi gozlendi. % 5 6nem
diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p
degeri (0,012) < 0=0,05 oldugundan caligmada kullanilan ila¢ dozlar1 arasinda
Hiperaktivite (%) tizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
oldugu soylenebilir. Son olarak p degeri (0,131) > 0=0,05 oldugundan ¢aligmada
kullanilan ilag ve ila¢ dozlar1 arasinda etkilesimin istatistiksel olarak anlamli olmadig1

gorilmektedir.

Yapilan Iki Yénlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarina gore ilag
tiirleri arasinda Hiperaktivite (%) bakimindan farklilik gézlenmezken ila¢ dozlari
arasinda farklilik oldugu goézlendi, buna gore ilag dozlari bakimindan hangi gruplar
arasinda farklilik oldugunu tespit etmek i¢in Post Hoc testlerinden Scheffe Testi

kullanilmuistir.

Yapilan Scheffe Testi sonuglarina gore % 95 giiven diizeyinde p degeri<a
oldugundan, IC50/2 dozu ile IC50/8 dozu Hiperaktivite (%) bakimindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermektedir. Geri kalan gruplar arasinda ise anlamli bir

farklilik bulunmadig1 sdylenebilir.

Cizelge 3.44. Hiperaktivite (%) 24. saat verileri.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen Total P
Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £Std.  Arit. Ort. = Std. ; —_—
Doz Hata Hata Hata Doz llag  Ila¢*Doz
Hiperaktivite 1C50 6,83+0,73 0,9241,59 3,0843.45
%
) IC502  6.3942,76 8,47+5,92 7,5844,62
6,50+2,12 1,77+£2,20 3,66+3,20
1C50/4 0,01 0,16 0,13
1C50/8 0,46+0,65 1,00+2,01 0,82+1,61
Kontrol 3,1540,78 3,150,78 3,15+0,70
Toplam 4,68+2,85 3264422 3,8543,73

Cizelge 3.45.°de goriildiigii gibi, % 5 O6nem diizeyinde (veya % 95 giliven
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diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,000) < a=0,05
oldugundan c¢alismada kullanilan ilaglar arasinda VCL (um/s) iizerine etkisi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu gozlendi. Benzer sekilde %
5 6nem diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi
testinde, p degeri (0,000) < 0=0,05 oldugundan ¢alismada kullanilan ila¢ dozlari
arasinda VCL (um/s) lizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
oldugu gozlendi. Son olarak p degeri (0,00) < 0=0,05 oldugundan ¢alismada kullanilan
ilag ve ilag dozlar1 arasinda etkilesimin istatistiksel olarak anlamli oldugu

goriilmektedir.

Yapilan iki Yonlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarina gére her
iki faktoriinde diizeyleri arasinda VCL (um/s) bakimindan farklilik oldugu gozlendi,
buna gore ilag dozlar1 bakimindan hangi gruplar arasinda farklilik oldugunu tespit

etmek i¢in Post Hoc testlerinden Scheffe Testi kullanilmistir.

Yapilan Scheffe Testi sonuglarina gore % 95 giiven diizeyinde p degeri<a
oldugundan, kontrol grubu diger gruplardan istatistiksel olarak farklilik
gostermektedir. Bunun yaninda diger ila¢ dozu gruplart birbirleri arasinda VCL

(um/s) bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermemektedir.

Son olarak ilag gruplari arasindaki farklilik anlamli bulunmustu (Cizelge 3.45.),
bu durumda ilag grup ortalamalarini kiyasladigimizda Cizelge 3.45.’de musk keton
grubunun ortalamasinin (76,564>46,213) VCL (um/s) bakimindan daha biiyiik oldugu

goriilmektedir.
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Cizelge 3.45. VCL (um/s) 24. saat verileri.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen Total P
Arit. Ort. £Std.  Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £ Std. ; —
Doz Hata Hata Hata Doz llag Ila¢*Doz
Vilv_ IC50 73,83+3,63 37,28+0,33 55,55+21,20
(m’s) 1C50/2 78,55+9,25 35,63+4,98 61,38+24,53
79,21+5,86 41,69+5,94 56,69+21,18
IC50/4 0,00 0,00 0,00
1C50/8 74,22+5.90 39,44+2,52 56,83+20,42
Kontrol 77,03+2,08 77,03+2,08 77,03+1,93
Toplam 76,79+5,15 50,61+18,71 63,70+18,95

Cizelge 3.46.’da goriildiigii gibi, % 5 onem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,419) > a=0,05
oldugundan ¢aligsmada kullanilan ilaglar arasinda BCF (Hz) iizerine etkisi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gozlendi. Benzer sekilde % 5 dnem
diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p
degeri (0,000) < 0=0,05 oldugundan ¢alismada kullanilan ila¢ dozlar1 arasinda BCF
(Hz) iizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
gozlendi. Son olarak p degeri (0,00) < a=0,05 oldugundan ¢alismada kullanilan ilag ve

ila¢ dozlar1 arasinda etkilesimin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir.

Yapilan Iki Yénlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarina gore ilag
tirleri arasinda BCF (Hz) bakimindan farklilik gézlenmezken ila¢ dozlar1 arasinda
farklilik oldugu goézlendi, buna gore ila¢ dozlar1 bakimindan hangi gruplar arasinda

farklilik oldugunu tespit etmek i¢in Post Hoc testlerinden Scheffe Testi kullanilmistir.

Yapilan Scheffe Testi sonuglarina gére % 95 giiven diizeyinde p degeri<a
oldugundan, IC50, IC50/2 ilag gruplari ve kontrol grubu birbirilerinden ve diger
gruplardan istatistiksel olarak farklilik gdstermektedir. Bunun yaninda 1C50/4 ve
IC50/8 ilag dozu gruplar1 birbirleri arasinda BCF (Hz) bakimindan istatistiksel olarak
farklilik gostermeyip, diger ila¢ dozlarindan farklilik gostermektedir.
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Cizelge 3.46. BCF (Hz) 24. saat verileri.

ila¢
Musk Keton Musk Ksilen Total P
Arit. Ort. £Std.  Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £ 5td. ; _—
Doz Hata Hata Hata Doz llag lla¢*Doz
BCF 1C50 8,79+0,45 6,3840,54 7,34+1,39
H
(H2) 1C50/2 5,70+0,51 5,7040,57 5,7040.44
9,37+0,45 10,080,30 9,65+0,52
IC50/4 0,00 0,42 0,00
1C50/8 8,35+0,17 9,33+0,28 8,94+0,58
Kontrol 12,34+0,26 12,34+0,26 12,34+0,21
T0p|am 8,95+2,15 8,61+2.,46 8,77+£2,27

Cizelge 3.47.’de goriildiigii gibi, % 5 Onem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,393) > a=0,05
oldugundan ¢aligmada kullanilan ilaglar arasinda ALH (um) {izerine etkisi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gozlendi. Benzer sekilde % 5 6nem
diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p
degeri (0,041) < a=0,05 oldugundan ¢alismada kullanilan ila¢ dozlar1 arasinda ALH
(um) {iizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
gozlendi. Son olarak p degeri (0,877) > 0=0,05 oldugundan c¢aligmada kullanilan ila¢

ve ila¢ dozlar1 arasinda etkilesimin istatistiksel olarak anlamli olmadig: goriilmektedir.

Yapilan iki Yonlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarma gore ilag
tirleri arasinda ALH (um) bakimindan farklilhik gézlenmezken ilag dozlar arasinda
farklilik oldugu gozlendi, buna gore ilag dozlar1 bakimindan hangi gruplar arasinda

farklilik oldugunu tespit etmek i¢in Post Hoc testlerinden Scheffe Testi kullanilmistir.

Yapilan Scheffe Testi sonuglarina goére % 95 giiven diizeyinde p degeri<a
oldugundan, 1C50/2 ve IC50/8 dozu ila¢ gruplarinin birbirlerinden istatistiksel olarak
farklilik gosterdigi, bunun yaninda diger ilag dozu gruplarinin birbirleri arasinda ALH

(um) bakimindan istatistiksel olarak farklilik olmadig1 goriilmemektedir.
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Cizelge 3.47. ALH (um) 24. saat verileri.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen Total P
Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £ 5td. ; _—
Doz Hata Hata Hata Doz llag llag*Doz
ALH 1C50 3,0340,22 2,93+0,43 2,97+0,32
(um) 1C50/2 3,470,43 3,63+0,30 3,57+0,32
2,87+0,05 3,17+0,22 3,05+£0,23
1C50/4 0,04 0,39 0,88
1C50/8 2,74+0,19 2,96+0,49 2,87+0,38
Kontrol 2,974+0,26 2,97+0,26 2,97+0,21
Top]am 3,01+0,33 3,14+0,41 3,09+0,38

Cizelge 3.48.’de goriildiigii gibi, % 5 Onem diizeyinde (veya % 95 giiven
diizeyinde) yapilan iki yonlii varyans analizi testinde, p degeri (0,930) > 0=0,05
oldugundan calismada kullanilan ilaglar arasinda VAP (um/s) iizerine -etkisi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gozlendi. Benzer sekilde
% 5 onem diizeyinde (veya % 95 giiven diizeyinde) yapilan iki yonli varyans analizi
testinde, p degeri (0,000) < 0=0,05 oldugundan calismada kullanilan ila¢ dozlari
arasinda VAP (um/s) lizerine etkisi bakimindan istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik
oldugu gozlendi. Son olarak p degeri (0,410) > 0=0,05 oldugundan c¢aligmada
kullanilan ilag ve ilag¢ dozlar1 arasinda etkilesimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

goriilmektedir.

Yapilan Iki Yénlii Varyans Analizi (Two-Way ANOVA) sonuglarina gore ilag
tiirleri arasinda VAP (um/s) bakimindan farklilik gézlenmezken ilag dozlar1 arasinda
farklilik oldugu gozlendi, buna gore ilag dozlar1 bakimindan hangi gruplar arasinda

farklilik oldugunu tespit etmek icin Post Hoc testlerinden Scheffe Testi kullanilmigstir.

Yapilan Scheffe Testi sonuclarina gore % 95 giliven diizeyinde p degeri<a
oldugundan, kontrol grubu IC50, IC50/2 ve IC50/8 ilag dozu gruplarindan istatistiksel
olarak farklilik gosterdigi, bunun yaninda IC50/4 ilag dozu grubu ile aralarinda VAP

(um/s) ile bakimindan istatistiksel olarak farklilik olmadigi gozlenmistir. Ayrica
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IC50/8 dozu ilag grubu IC50/4 dozu ilag grubundan da farklilik géstermekte olup bu 5
ilag dozu grubunu siniflayacak olursak, VAP (um/s) bakimindan IC50, IC50/2 ve
IC50/8 bir grup IC50/4 ilag dozu grubu ve kontrol grubunu gosterdikleri etki

bakimindan bir grup olarak degerlendirebiliriz.

Cizelge 3.48. VAP (um/s) 24. saat verileri.

ilac
Musk Keton Musk Ksilen Total [
Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £8td.  Arit. Ort. £ 5td. ; _—
Doz Hata Hata Hata Doz Ilag Ila¢*Doz
2//;5 ) 1C50 39,6442,05 34.9144,11 36,80+4,03
um/s
1C50/2 37,84+2,23 35,63+4,98 36,96+3,18
44 ,83+1,12 44.95+2,61 44 .89+1,64
1C50/4 0,00 0,93 0,41
1C50/8 30,05+2,49 36,12+2,18 33,09+3,99
Toplam  40,236,63 39,86+6,52 40,05+6,43

3.3 Flow Sitometri Bulgular:

Akrozom biitiinligli, spermatoozonun zona pellusidanin i¢ine penetrasyonuyla
karakterize olan, fertilizasyon agisindan onemli parametrelerden birisidir. Akrozom
biitiinliigii akrozomal matriksin boyanmasiyla flow sitometri cihazinda belirlendi.
Akrozom biitiinliigii akrozomal matriksin boyanmasiyla flow sitometri cihazinda
belirlenebilmektedir. Florokrom floresan isotiosinat (FITC) / Propidium iodid (PI)
boyama, viabilite, akrozom biitiinliigliyle birlikte canli/6lii ve saglam/hasar gérmiis
spermatozoonlarin belirlenerek sperma kalitesinin ortaya konulmasini saglamaktadir
Ornek flow sitometre ciktis1 Sekil 3.26. ‘da gosterilmistir. Buna gére flow sitometri

parametreleri sunlar ifade etmektedir:

Q1-UR--->Acrosome reacted dead (Akrozoma etkili-6lii) Fitc (+), PI (+).
Q1-UL--->Acrosome reacted viable (Akrozoma etkili-canli) Fitc (+), PI (-).
Q1-LL--->Acrosome intact viable (Akrozom saglam-canli) Fitc (-), PI ().
Q1-LR---> Acrosome intact dead (Akrozom saglam-olii) Fitc (-), PI (-).
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Flow sitometri sonuglarindan UR degerlendirildiginde MK i¢in kontrol grubu

verilerinin diger doz verilerinden daha yiikksek, MX igin IC50/4 dozu verilerinin
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kontrol grubu ve diger doz verilerinden yiiksek oldugu gozlendi. Istatistiksel anlamda
degerlendirme yapildiginda dozlar arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ilag arasinda

anlamli sonug bulunamadi (Cizelge 3.49.).

Cizelge 3.49. Flow Sonuglari, Acrosome reacted dead (Akrozoma etkili-6lii) Fitc (+), PI (+).

Q1-UR
Ilag
Musk Keton Musk Ksilen P

Doz Arit. Ort. £ Std. Hata Arit. Ort. £ Std. Hata flag Doz flag*Doz
1C50 25,44+3,59 27,79+3,11

1C50/2 27,74+2.61 27,50+2,97

1C50/4 26,82+2.80 30,88+3,13 0,453 0,614 0,924
1C50/8 27,48+3,23 27,94+1,58

Kontrol 30,82+1,93 30,82+1,93

Flow sitometri sonuglarindan UL degerlendirildiginde MK igin IC50/8
verilerinin diger doz verilerinden daha yiiksek, MX i¢in IC50/4 dozu verilerinin
kontrol grubu ve diger doz verilerinden yiiksek oldugu gozlendi. Istatistiksel anlamda
degerlendirme yapildiginda dozlar arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ilag arasinda

anlamli sonug bulunamadi (Cizelge 3.50.).

Cizelge 3.50. Flow Sonuglari, Acrosome reacted viable (Akrozoma etkili-canli) Fitc (+), P (-).

Q1-UL
Ilag
Musk Keton Musk Ksilen P

Doz Arit. Ort. + Std. Hata Arit. Ort. + Std. Hata ilag Doz flag*Doz
IC50 0,06+0,03 0,18+0,08

1C50/2 0,15+0,06 0,22+0,06

1C50/4 0,20+0,05 0,32+0,09 0,634 0,575 0,779
1C50/8 0,31+0,14 0,18+0,07

Kontrol 0,29+0,20 0,29+0,20

Flow sitometri sonuglarindan LL degerlendirildiginde MK i¢in IC50 verilerinin
diger doz verilerinden daha yiiksek, MX i¢in IC50 dozu verilerinin kontrol grubu ve

diger doz verilerinden yiiksek oldugu gézlendi. Istatistiksel anlamda degerlendirme
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yapildiginda dozlar arasinda, ilaglar arasinda, doz ve ila¢ arasinda anlamli sonug

bulunamadi (Cizelge 3.51.).

Cizelge 3.51. Flow Sonuglari, Acrosome intact viable (Akrozom saglam-canl) Fitc (-), Pl (-).

Q1-LL
Ilag
Musk Keton Musk Ksilen P

Doz Arit. Ort. + Std. Hata Arit. Ort. + Std. Hata Ilag Doz flag*Doz
1C50 39,55+10,43 38,00+7,49

1C50/2 33,79+5,92 35,29+6,10

1C50/4 34,91+7,01 30,82+4,37 0,759 0,814 0,994
1C50/8 37,88+7,68 35,57+6,02

Kontrol 31,56+4,08 31,56+4,08

Flow sitometri sonuglarindan LR degerlendirildiginde MK i¢in IC50/2
verilerinin diger doz verilerinden daha yiikksek, MX igin IC50/4 dozu verilerinin
kontrol grubu ve diger doz verilerinden yiiksek oldugu gozlendi. Istatistiksel anlamda
degerlendirme yapildiginda dozlar arasinda, ilaclar arasinda, doz ve ilag arasinda

anlamli sonug bulunamadi (Cizelge 3.52.).

Cizelge 3.52. Flow Sonuglari, Acrosome intact dead (Akrozom saglam-olii) Fitc (-), Pl (-).

QIL-LR
Ilag
Musk Keton Musk Ksilen P

Doz Arit. Ort. + Std. Hata Arit. Ort. + Std. Hata ilag Doz flag*Doz
1C50 34,95+7,86 34,03+6,89
1C50/2 38,32+6,73 37,00+7,32
1C50/4 38,08+6,90 37,97+7,33 0,986 0,977 0,999
1C50/8 34,34+7,00 36,31+7,03
Kontrol 37,33+3,66 37,33+3,66

3.4. Musk Ksilen ve Musk Ketonun P-gp ifadesine Etkisi (Western Blot)

Musk ksilen ve musk ketonun boga sperm hiicrelerinde P-gp'nin protein ifadesi

lizerine etkisi Western Blot ile arastirildi. Ik uygulamada antikorun (insan/kdpek)
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calismamasi iizerine boga i¢in yeni antikor alindi. Sperme 1C50 ve 1C50/2 dozunda
musk keton ve musk ksilen bilesiklerinin uygulanmasini takiben degerlendirme
yapildi. Buna gore, musk bilesikleri uygulanmayan gruptaki ifadeye gore, MK ve MX
IC50 konsantrasyonunda sirasiyla % 77,31 ve 55,83’liikk azalmaya neden oldugu,
IC50/2 konsantrasyonunda ise % 56,92 ve % 48,30’luk azalmaya neden oldugu
goriildii (Sekil 3.27.).

P-gp
250 L Portif E:;'ﬂ :2:;' Fg:;;z ;Mvc:wf Musk bilesikleri uygulanan boga sperminde
P-gp ifadesi
* - — 0o
130 + 08
0,7
Beta-aktin 06
Pozitif Mksi Mksi  Mket Mhket 0,5
55 —+ 1C50/2 IC50 1C50/2 1C50 0,4
0,3
0,2
35 01
0
Pozitif MKet IC50 MKet 1C50/2  MKsi IC50 MEKsi 1C50/2

Sekil 3.27. Musk bilesikleri uygulanan boga sperminde P-gp protein ifadesi (Western Blot).
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4. TARTISMA

Erkeklerde reproduktif toksisite calismalar1 i¢in Diinya Saghk Orgiitiiniin
yayinladig1 “Insan sperminin incelenmesi ve islenmesi icin WHO laboratuvar kilavuzu
(WHO laboratory manual for the Examination and processing of human semen, Fifth
Edition)” na goére spermlerin uygun kosullarda toplanmasindan sonra spermin
makroskobik ve mikroskobik goriiniimii, sperm motilitesi, sperm canlilii, sperm
sayis1 ve sperm morfolojisi gibi parametrelere bakilmaktadir (WHO, 2010). Bununla
birlikte yeni arastirma tekniklerinin gelistirilmesiyle CASA teknigi o6n plana
¢ikmaktadir. Klinik uygulamada iyi kontrol edilen konvansiyonel sperma analizleri
dogurganligin degerlendirilmesinde temel olmaya devam etmektedir. CASA ¢iktilari,
infertil bir ¢iftin rutin muayenesi i¢in istege bagli ve tamamlayict olarak
diisiiniilmelidir (Nieschlag ve ark., 2010). Amann ve Waberski (2014) ¢alismalarinda
domuz, boga ve aygir spermleri i¢in kullanilan mevcut CASA teknolojisinin
yeteneklerini ve sinirlamalarint ve gelecekteki muhtemel gelismelerini izah

etmektedirler.

MX ve MK ’nin kadinlarda hafif bir yumurtalik yetmezligine neden oldugu, nitro
musklarin kadinlarda {ireme toksisitesi tizerinde negatif etkili oldugu ve endokrin
bozucu 6zelliklerinin oldugu gosterilmistir (Eisenhardt ve ark.,2001). Calismamizda

bu kimyasallarin erkek tireme sistemi {izerine etkilerinin bir kismi incelenmistir.

Musk ksilenin (MX) biyoakiimiilasyonunun, yetiskin ve gelismekte olan Long
Evans siganlarinda GC-ECD (Gas chromatography-electron capture detection) ile
Olciildiigii bir ¢calismada, erkek ve disi siganlar ¢iftlesmeden 10 hafta nce MX iceren
yem ile beslendirilmistir. Caligma hamilelik ve emzirme doéneminde devam
ettirilmistir. MX’in bazi organlarda (yumurtalik, adrenal) 6nemli miktarlarda biriktigi,
yag doku seviyelerini arttirdig1 (disilerde erkeklere gore 3,7-6,8) ve anne siitiine
gectigi tespit edilmistir (Suter-Eichenberger ve ark., 1998). Calismamizda 6zellikle
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tireme organlarinda biriken ve yag doku seviyesini arttiran kimyasal olan MX

kullanilmistir.

Bazi pestisitlerin kopek ve teke taze spermalart ilizerindeki etkileri, MTT
(mitokondriyal etkinlik/canlilik), Notral Kirmizi-NK (lizozomal etkinlik/canlilik) ve
Bilgisayar Destekli Sperma Analizi-CASA (motilite parametreleri, VCL, VSL, VAP,
lineerlik, dogrusallik, yalpalama) kullanilarak in vitro olarak arastirilmistir. Ureme
toksisite testlerinde alternatif testler arasinda bulunan ve batarya testleri igerisinde yer
alan in vitro sperm toksisite arastirmasinda; MTT ve CASA ile birlikte NK’nin birlikte
kullanilmasimin kimyasallarin sperma {izerine etkilerinin degerlendirilmesinde daha
etkili olacagi ve tiire 6zgii farkliliklarin kimyasallarin sperma canlilik ve motilite
parametrelerini farkli sekil ve diizeyde etkileyecegi, dolayisiyla spermada tiire 6zgii
ksenobiyotik molekiiler savunma mekanizmalariin arastirilmasinin - gerekliligi

gosterilmistir (Yurdakok-Dikmen ve ark., 2017).

Bilgisayar Destekli Sperm Analizi (CASA) ile boga sperm o&zelliklerinin
Ol¢iilmesi ve dogurganlik ile iliskisinin incelendigi bir ¢alismada, hareketli sperm
ylizdesi ve sperm konsantrasyon verileri CASA ile degerlendirilmis ve dollenme
verimi tespitinde CASA degiskenlerini kullanilmistir (Farrel ve ark., 1998). CASA
sistemi, sperm hareket parametrelerinin degerlendirilmesinde devrim yaratmistir ve
iireme toksikolojisi ¢caligmalarinda sperm motilitesini 6l¢mek i¢in pratik ve kullanigl
bir yontemdir (Slott ve ark., 1993). Bu yiizden bu calismada CASA sistemi tercih

edilmistir.

Bu calismada olgun Holstein bogasindan (18-48 aylik) toplanan epididimal
sperma ornekleri ile taze sperma Ornekleri nitro musk bilesiklerinin (musk ksilen ve
musk keton) uygulanmasini takiben MTT ile spermiyotoksisite, sperma hiicrelerine
MTT testi ile belirlenen doz araliklarinda (IC50 ve IC50/2) western blot testi
uygulandi. CASA ile nitro musk uygulanmasi sonrasi1 (IC50, 1C50/2 ve 1C50/8
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dozlarinda) 0, 4 ve 24. saatlerde CASA parametrelerinin farkliligi incelenmis ayrica
ayni parametreler i¢in 24. saatin sonunda taze sperma ile epididimal sperma verileri

karsilastirilmistir.

Yapilan bir ¢alismada egrisel hiz (VCL) ve ortalama yol hizinin (VAP), koyun
servikal mukusunda go¢ etme yetenegi ile anlamli pozitif korelasyonlar sunan
kinematik parametreler oldugunu, VCL, VAP, VSL ve STR’nin kegi servikal
mukusunda migrasyon verimliligi ile yiiksek oranda iligkili oldugunu ve sadece lateral
kafa yer degistirmesi, sigir servikal mukusunda sperm migrasyonu ile negatif iligkili
oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, spesifik kinematik parametrelerin, spermatozoanin
farkli reolojik oOzelliklere sahip epitelyal mukusta kolonize olma ve gb¢ etme
yetenegini sagladigini gostermektedir (Robayo ve ark., 2008). Bu ¢alismada da Total
Mukus Penetrasyonu hem VCL hem de VAP parametreleri ile iliskili olup bahsedilen
caligma ile paralel sonuglara ulagilmigtir. Ayrica VCL parametresi degerlendirilirken
musk ksilen verilerinin musk keton verilerinden yiiksek oldugu yani musk ketonun
egrisel hizi musk ksilene gore daha fazla azalttigi goriilmiistiir. VAP degerlerine

bakildiginda beklendigi lizere doz azaldik¢a motilite verilerinde artig saptanmustir.

Moringa olifera yapragi ekstraktinin sulandiricidaki antioksidan etkisinin
incelendigi bir calismada manda spermasi kullanilmig, dondurulmus spermalarin
¢cozlilme sonrasi kalitesi, kinematigi, lipid peroksidasyonu, toplam antioksidan
kapasitesi ve dogurganhigini aragtirilmistir. CASA ile yapilan sperma
degerlendirmesinde ¢oziilme sonrasi TM, PR, STR, BCF, VCL ve LIN
parametrelerinde artislar tespit edilmis ve ¢6ziilmiis sperma kullanmanin dogurganligi
arttirdigr bulunmustur (Igbal ve ark., 2021). Calismamizda taze sperm Ornekleri
kullan1lmis ve musk keton ve musk ksilenin VCL ve BCF verilerini degistirdigi, 24.
saat i¢in yapilan degerlendirmede TM’de anlaml1 farklilik gézlenmezken inkiibasyon
stirelerinin ortalamasi alindiginda total motilitede azalmaya neden oldugu, STR, PR

ve LIN verileni degistirmedigi bulunmustur.
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Boga sperma 6rneklerinde inkiibasyon siiresinin (0-2, 4-6 ve 24 saat), sulandirici
¢esidinin (AndroMed®, BIOXcell®, INRA96®) ve sicakligin (5 ve 25°C) Kinetik
parametrelere (CASA) etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada toplam ve progresif
motilite, VCL, VAP, VCL, ALH, BCF, STR, LIN ve WOB degerlerine bakilmstir.
Calismada motilitede 4-6 saatten sonra, diger kinetik parametrelerde ise 24. saatten
sonra azalma oldugu gézlenmistir (Fernandez-Novo ve ark., 2021). Calismamizda TM
i¢in Inkiibasyon siirelerinin ortalamalar1 alinarak degerlendirme yapildiginda dozlar
arasinda ve doz ve ila¢g arasinda anlamli sonuglar bulunurken, ilaglar arasinda
bulunamadi. Calismamizda bahsedilen ¢alisma ile paralel olarak saat ilerledik¢e TM
verilerinde diistisler gézlendi. Diger parametrelerin 0, 4 ve 24. saat verileri tutarlilik
icermemektedir. Bu durum kullanilan hayvan tiirii, cihaz ya da yontem farklilig ile
iliskilendirilebilir. Tiim CASA parametrelerine bakildiginda 24. saat sonunda
verilerde ciddi diistisler oldugu goriildii ve bu da yukaridaki calisma sonuglarini

desteklemektedir.

Cinko oksit nano parcaciklarinin balik spermi tizerindeki toksikolojik etkilerinin
CASA ile degerlendirildigi bir ¢alismada CASA parametrelerinden bazilarini
kirleticinin farkli dozlarinda incelemis ve VCL, VSL, VAP, STR, ALH ve BCF iceren
spermatozoa motilite parametreleri hesaplanmistir. Sonuglarina gére VCL, VAP ve
BCF doz farklar1 istatistiksel olarak anlamli iken, VSL, ALH ve STR istatistiksel
olarak anlamli degildir (Ozgur ve ark., 2018). Calismamiz sonuglarina gére VCL ve
BCF verileri ad1 gegen calismayla benzer olarak anlamli sonuglar vermisken VAP
verilerinde doz azalmasiyla birlikte artis gozlenirken sonuglar anlamli olarak farkl
bulunmamustir. Yine ALH ve STR verileri ilgili ¢calismayla benzer sekilde istatistiksel
olarak anlamsiz bulunurken VSL sonuglari, ilgili ¢alismanin aksine doza bagimli

olarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada Mancozeb adli zirai mantar ilacinin (endokrin bozucu)

boga spermi {iizerindeki etkileri CASA ile arastirilmistir. Mancozeb, 2 saatlik
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inkiibasyon sonrasi toplam sperm hareketliligini ve sperm progresif hareketliligini
onemli 6l¢iide azaltmistir. VAP, VSL, VCL ve ALH parametreleri hem saf hem de
ticari olarak temin edilebilen Mancozeb ile 2 saatlik inkiibasyondan sonra 6nemli
Ol¢iide azalmistir. BCF’nin ise sadece ticari Mancozeb ile 6nemli dlgiide azaldigi
goriilmiistiir (Kodithuwakku ve ark., 2021). Calismamizda baska endokrin bozucular
olan musk keton ve musk ksilenin CASA sperm parametreleri lizerindeki etkileri
incelendi. Adi1 gecen calismayla paralel olarak 4. saat verilerine bakildiginda TM,
VAP, VSL, VCL ve BCF verilerinde diisiisler gozlenirken ALH verilerinde tutarlilik
gozlenmemistir. ALH sonuglariin farkli olmasi kullanilan kimyasallarin tiirii ile

iligkilendirilebilir.

Dondurulmus boga spermlerinin hazirlanma farkliliklarinin motilite tizerindeki
etkisinin CASA ile incelendigi bir calismada; Makler odas1 kullanilarak analiz edilen
spermanin, 5 ve 10 dakika sonra VAP, VSL ve VCL'de 6nemli bir azalma gosterdigini,
sperm hizindaki bu azalmanin, kullanilan hazneden bagimsiz olarak numunenin 1 veya
2 dakika i¢inde analiz edilmesi gerektigini diisiindiirdiigii sonucuna ulasilmigtir
(Contri ve ark., 2010). Calismamizda bulunan VAP degerleri ilgili ¢alisma ile paralel
olup saat ilerledik¢e diistisler gozlenmistir. VSL kontrol grubu degerleri ilgili
calismanin aksine saat ilerledik¢e artmis, ilag uygulanan gruplar arasinda tutarlilik
goriilmemistir. VCL verilerine bakildiginda da bulunan sonuglar ilgili ¢alisma ile

paralel olup, 24. saatin sonunda tiim dozlarda diisiisler gézlenmistir.

Boga sperminde CASA kinetik parametreleri ile akrozom biitlinliigii i¢in FITC-
PNA boyama yonteminin birlikte kullanildigi bir ¢alismada, FITC-PNA boyama
yonteminde spermler arasinda anlamli farklar bulunmamistir. Arastirmacilar, ¢esitli
floresan boyama yontemleri ve gebelik orani ile pozitif korelasyona sahip CASA
kinetik parametrelerinin kombinasyonu kullanilarak boga sperminin in vitro
degerlendirilmesinin, suni tohumlama ig¢in sperma orneklerinin fertilitesini tahmin
etmede yararh bir arag¢ olabilecegi, boga sperminde giivenilir bir dollenme yetenegi

tahmini saglayabilecegi sonucuna ulasmuslardir (Inang ve ark., 2018). Calismamizda
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CASA kinetik parametreleri ve FITC-PI boyama yontemi birlikte kullanilarak flow
sitometri sonuglar1 degerlendirilmistir. Flow sitometri sonuglar1 4 parametrede (UR,
UL, LL, LR) degerlendirilmis ve ilgili calismayla paralel olarak anlamli sonuglara
ulagilmamistir. UR ve UL i¢in genel olarak ilag uygulanan gruplarda kontrole gore
daha yiiksek sonuclar elde edilmisken, LL i¢in ila¢ uygulanan gruplarda bulunan
sonuclar kontrolden daha yiiksektir. LR i¢in sonuglar kontrol ve dozlara gore farklilik
gosterse de tim flow sitometri sonuglar1 istatistiksel olarak anlamli farklar

olusturmamustir.

Dondurulmus teke spermalar1 ile yapilan bir calismada CASA sistemi
kullanilmis ve progresif motilite, total motilite ve kinetik parametreler (VCL, VSL,
VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF and hyperactivity) incelenmistir. Bu
parametrelerden progresif motilitede anlamli sonuglar bulunmamistir (inang ve ark.,
2017). Calismamiz sonucunda da progresif motilite parametresi i¢in dozlar arasinda

ve ila¢lar arasinda anlamli sonuglara ulasilmamustir.

Western Blot deneyleri, insan testisinde oldugu kadar sican Leydig hiicrelerinde,
testis makrofajlarinda, peritiibiiler hiicrelerde ve Sertoli hiicrelerinde de bir miktar P-
gpmin bulundugunu, ancak spermatogonia, spermatositler ve erken spermatidlerde
bulunmadigini ortaya koymustur. Aragtirmacilar P-gp'nin somatik hiicrelerin kendini
korumasina yardimci oldugunu ve biiylik olasilikla kan-testis bariyerine islevselligini
kazandiran molekiillerden biri oldugu sonucuna ulasmislardir (Melanine ve ark.,
2002). Calismamizda musk ksilen ve musk ketonun boga sperm hiicrelerinde P-gp'nin
protein ifadesi lizerine etkisi Western Blot ile arastirildi. MK ve MX 1C50
konsantrasyonunda sirasiyla % 77,31 ve 55,83, IC50/2 konsantrasyonunda ise % 56,92
ve % 48,30’luk azalmaya neden oldugu goriildi. P-pg ifadesindeki bu azalma,
ksenobiyotiklerin sperma hiicresine girerek toksik etki olusturma potansiyelini

arttirmaktadir.
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PCB'lerin Simental bogalarinin taze spermatozoalar1 iizerindeki dogrudan
etkilerinin in vitro olarak degerlendirildigi bir calismada CASA ile galismis, doza ve
maruz kalma siiresine (0, 2, 4 saat) bagli olarak total motilite, progresif motilite ve
canliligin azaldigini tespit edilmistir (Yurdakok-Dikmen ve ark., 2014). Calismamizda
benzer olarak boga spermalar1 kullanilmis, maruziyet siireleri 0, 4, ve 24 olarak
alimmistir. PCB’lerin yerine baska endokrin bozucular olan musk keton ve musk ksilen
kullanilmistir. 24. saat i¢in yapilan degerlendirmede total motilitede anlaml1 farklilik
gozlenmezken inkiibasyon siirelerinin ortalamasi alindiginda sozii gegen calisma ile

benzer olarak total motilitede azalma tespit edilmistir.

Calismamizda; musk keton ve musk ksilene 0, 4 ve 24 saatlik maruziyetten sonra
alman sperma Ornekleri CASA parametreleri i¢in kontrol grubu ile karsilastirildi.
Toplamda olusturulan 4 doz (IC50, IC50/2, IC50/4 ve 1C50/8) grubu ve kontrol grubu
icin dozlar arasinda, ilaclar arasinda ve ilag ve ila¢ dozlar1 arasindaki farklar detayl
olarak incelendi. Ayrica epididimal sperma ile taze sperma karsilagtirildi ancak
epididimal sperma Orneklerinden alinan CASA sonuglari, sperm canliliginin diisiik

olmasi nedeniyle kullanilamadi.

Ek olarak kinetik CASA parametrelerinden bazilari (Total Motilite, STR, WOB,
Mukus Penetrasyonu (% Total), Mukus Penetrasyonu (% Motil), LIN, VSL,
Hiperaktivite, VCL, BCF, ALH, VAP) 4 farkli dozda (IC50, 1C50/2, 1C50/4, 1C50/8)

sadece 24 saat inkiibasyondan sonras1 i¢in degerlendirildi.

Bu 12 kinetik parametre i¢inde Total Motilite disinda kalan digerlerinde dozlar
arasinda anlamli farkliliklara ulagildi. Farkli dozda ilag uygulamalarinin Total Motilite
tizerine etkisinin olmadigi, digerlerinde doz degisikliklerinin kinetik parametreleri

etkiledigi sonucuna varildi.
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lag farkliliginin bu parametreler {izerindeki etkisine bakildiginda STR, VSL ve
VCL igin musk ketonun musk ksilene gore spermlerin dogrusalligini, dogrusal ve

egrisel hizin1 daha fazla etkiledigi sonucuna ulasildi.

Yine bu 12 parametre i¢in ilag dozlari bakimmdan hangi gruplar arasinda
farklilik oldugu tespit edildi. Buna gore Mukus Penetrasyonu (% Total), Mukus
Penetrasyonu (%Motil), VCL ve BCF i¢in anlamli sonuglara ulasildi. Yani spermlerin
mukus penetrasyonu (hem toplam hem de yilizde motilite olarak), egrisel hizlar1 ve
capraz gecis frekans ritimleri kontrol grubundan farklidir. Kullanilan ilaglarin bu

parametreleri diisiirdiigii belirlendi.

Inkiibasyon  siirelerinin  ortalamalarmin  alnarak  yapilan istatistiki

degerlendirmede;

VAP Motile (Motil) (um/s) parametresi i¢in dozlar arasinda anlamli farkliliklar
goriildi. Kullanilan ilaglarin VAP Motil degerini kontrol grubuna gore diistirdiigi
gozlendi. Yani musk keton ve musk ksilenin spermlerin ortalama yoriinge hizini

diisiirdiigii sonucuna ulasildi.

BCF Motile (Motil) (Hz) parametresi igin dozlar arasinda anlamli farkliliklar
goriildii. Kullanilan ilaglarin BCF degerlerini kontrol grubuna gore diisiirdiigii
gozlendi. Yani musk keton ve musk ksilenin spermlerin ¢apraz gecis frekans

ritimlerini diistirdiigli sonucuna ulasildi.

VCL Motile (Motil) (um/s) parametresi i¢in dozlar arasinda, ilaglar arasinda, doz

ve ila¢ arasinda anlamli sonucglara ulasildi. Yani musk keton ve musk ksilenin
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spermlerin egrisel hizlarini diistirdiigli, doz azaldikg¢a hizlarinda artis goriildiigii, musk

ksilenin musk ketona gore egrisel hizi daha fazla diisiirdiigii sonucuna ulasildi.

VSL Motile (Motil) (um/s) parametresi i¢in dozlar arasinda anlamli farkliliklar
goriildi. Kullanilan ilaglarin VSL degerlerini kontrol grubuna gore diisiirdigii
gozlendi. Yani musk keton ve musk ksilenin spermlerin dogrusal hizlarini diistirdiigii

sonucuna ulasildi.

MP Total (Toplam) (%) parametresi i¢in dozlar arasinda anlamli farkliliklar
goriildi. Kullanilan ilaglarin MP degerlerini kontrol grubuna gore diistirdiigii gozlendi.
Yani musk keton ve musk ksilenin spermlerin mukus penetrasyonlarini diisiirdiigii

sonucuna ulasildu.

TM Total Motility (Toplam Hareketlilik) (%) parametresi incelendiginde dozlar
arasinda ve doz ile ilag arasinda anlamli farkliliklar goriildii. Kullanilan ilaglarin TM
degerlerini kontrol grubuna gore diisiirdiigii gézlendi. Yani musk keton ve musk
ksilenin spermlerin toplam hareketliligini yiizdesel anlamda disiirdiigii sonucuna
ulagildi. Ayrica musk ksilenin spermlerin toplam hareketlilige etkisinin musk
ketondan daha fazla oldugu gorildii.

Flow sitometri sonuglar1 degerlendirildiginde;

Flow sitometri parametrelerinden UR, UL, LL ve LR’de dozlar arasinda, ilaglar

arasinda, doz ve ilag arasinda anlamli sonu¢ bulunamadi. Yani kullanilan ilaglarin

spermlerin akrozom biitlinliigline (hem 6lii hem canli spermlerde) etkisi anlamli

olmamakla birlikte baz1 dozlarda verilerde degisiklige neden oldugu gozlendi.
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Flow sitometri sonuglarindan UR degerlendirildiginde MK i¢in kontrol grubu
verilerinin diger doz verilerinden daha yiliksek, MX i¢in IC50/4 dozu verilerinin
kontrol grubu ve diger doz wverilerinden yiiksek oldugu goézlendi. UL
degerlendirildiginde MK i¢in IC50/8 verilerinin diger doz verilerinden daha yiiksek,
MX i¢in IC50/4 dozu verilerinin kontrol grubu ve diger doz verilerinden yiiksek
oldugu gozlendi. LL degerlendirildiginde MK i¢in IC50 verilerinin diger doz
verilerinden daha yiiksek, MX i¢in IC50 dozu verilerinin kontrol grubu ve diger doz
verilerinden yiiksek oldugu goézlendi. LR degerlendirildiginde MK i¢in 1C50/2
verilerinin diger doz verilerinden daha yiliksek, MX i¢in 1C50/4 dozu verilerinin

kontrol grubu ve diger doz verilerinden yiiksek oldugu gozlendi.

Musk ksilen ve musk ketonun P-gp ifadesine etkisi (Western Blot)

degerlendirildiginde;

Sperme IC50 ve IC50/2 dozunda musk keton ve musk ksilen bilesiklerinin
uygulanmasini takiben degerlendirme yapildi. Buna gore, musk bilesikleri
uygulanmayan gruptaki ifadeye gore, musk keton ve musk ksilen IC50
konsantrasyonunda sirastyla % 77,31 ve 55,83’liik azalmaya neden oldugu, IC50/2

konsantrasyonunda ise % 56,92 ve % 48,30’luk azalmaya neden oldugu goriildii.

Hayvan modelleri ve epidemiyolojik kanitlar, sperm sayisinin azalmasi,
infertilitenin artmas, testikiiler disgenezis sendromu ve testikiiler ve prostat kanserleri
ile endokrin bozucu kimyasallara maruz kalmay: iligkilendirmektedir. Kimyasal
maddelerin sperm kalitesi iizerine etkilerinin CASA ile o6l¢lilmesi hem iireme
toksikolojisi hem de risk degerlendirmesi bakimindan 6nemli olup, heniiz veteriner
hekimlikte yaygin uygulama alani bulamamistir (Khetan, 2014). Kimyasallarin insan
erkek reproduktif toksisitesine yonelik etkilerinin arastirilmasinda in vitro testler
icerisinde boga spermi ile yapilan MTT ve CASA testleri batarya test olarak kabul
edilmektedir. Ancak tiirler aras1 farklilik g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu testlerin

farkli hayvan tiirleri arasinda degerlendirilmesi ve maruziyete bagh risk analizlerinin
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yapilmasinda tiirlere 6zgli sistemlerin gelistirilmesi one cikmaktadir. Dolayisiyla
bogalarda sperm kalitesinin degerlendirilmesi, genellikle klinik ortamda
dogurganlhigin ongdriilmesi ile veya maksimum sayida yavruya ulasma istegiyle
baglantilidir; ancak kirleticiler gibi ¢evresel faktorlerden etkilenebilmektedir. Bu tiir
degerlendirmeler milyarlarca dolarlik endiistrileri (6r. siit, hayvancilik, kiimes

hayvanlar1) etkileyen risk degerlendirmelerinin temelini olusturmaktadir.

Sitotoksisite aragtirmalari, bir maddenin sitotoksik potansiyelinin olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilir. Hiicre temelli sitotoksisite caligmalari,
gerek uygulama kolayligi, gerekse in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerle uyum
gostermesi nedeniyle, hayvan deneylerine alternatif olarak dogmus ve toksikoloji
laboratuvarlarinda sikga tercih edilir hale gelmistir. Sitotoksisite, incelenen maddenin
dozuna ve maruziyet siiresine bagl olarak hiicrelere degisik derecelerde zarar veren
bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik maddeye maruz kalirsa apoptoz, otofaji ve nekroz gibi
olaylar sonucu Olebilir ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon o6zelliklerini
kaybedebilirler. Hiicre bazli sitotoksisite caligmalari ile test edilen maddenin sitostatik
ve sitotoksik etkileri hakkinda temel bilgi edinilir. Deneysel olarak kimyasal, biyolojik
ya da fiziksel etkenlere maruz birakilan hiicrelerin, maruziyet sonrasindaki
canliliklarinin belirlenmesi, bu ¢alismalarin 6nemli bir basamagidir (Tokur ve Aksoy,
2017). Calismamizda nitro musk bilesiklerinden musk ksilen ve musk ketonun
bogalarda erkek reproduktif toksisitesi ve testikiiler P-Gp ile iliskisi degerlendirilmis
olup, ayrica kullanilan test sistemi ile ileride boga reproduktif toksisite
aragtirmalarinda batarya testi olarak kullanilabilmesi i¢in Onemli bir alt yap:

olusturulmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Musklarin sabun, kozmetik, ¢camasir deterjani ve yumusatici gibi sayisiz tiriiniin
endistriyel iiretiminde yapay koku olarak biiyilkk miktarlarda kullanildiklar
bilinmekte, baz1 iilkeler milyonlarca ton iiretim yapmaktadirlar. Bu kimyasallarin
kullanimlar1 bir¢ok iilkede yasaklanmistir. Yasaklanmalarina karsin halen kozmetik
sanayide yaygin olarak kullanimlar gilinliik hayatta maruziyeti dogurmaktadir.
Endokrin bozucu niteligi ¢esitli arastirmalarda gosterilmis olan bu bilesiklerin erkek
reprodiiksiyon iizerine etkilerini gosteren c¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez
caligmasinda; erkek iireme sagligini ciddi sekilde etkileyen ve endokrin bozucular
olarak degerlendirilen nitro musk grubu kimyasallardan musk keton ve musk ksilenin
hem epididimal hem de taze boga spermasi tizerindeki toksikolojik etkileri in vitro
degerlendirmis, toksisite seviyelerinin hem doz hem de bekleme siiresi (0, 4, ve 24
saat) ile iliskisi toksikolojik anlamda incelenmistir. Tezin amaglarindan biri erkek
reprotoksisite aragtirmalarinda tekrar edilebilir, giivenli ve duyarli ydntemlerin
gelistirilmesidir. Bu amagla CASA sistemi, MTT ve Flow Sitometrinin birlikte bir
batarya diizenegi olarak kullanilmigtir. Batarya diizeneklerinde toksisiteye verilen
yanitlar birlikte degerlendirilmektedir. Ayrica arastirma amacina uygun olarak en
O6nemli membran transporterlarindan p-glikoprotein ifadesi Western Blot ile protein

diizeyinde arastirilmistir.

Parflimlii iiriinlerin (sabun, sampuan, viicut losyonu, ¢amasir yumusatici gibi)
icerisinde sentetik musk (polisiklik ve nitro musk) bilesenleri bulunabilmektedir. nitro
musklardan musk ksilen ve musk keton inhalasyon ve dermal yolla emilebilmekte ve
endokrin bozucu etkinlik gosterebilmektedir. Bu Kkirleticiler, g¢evresel yolla su
kaynaklarma bulasabilmekte ve su canlilarina yonelik istenmeyen etkiler
olusturabilmektedir. Bu bilesiklerin insan siitiine ge¢isine iliskin calismalar
bulunmakla birlikte, inek ya da diger hayvanlarin siit ya da dokusuna gegisine iliskin
calismalar sinirhidir veya bulunmamaktadir. Ozellikle insan ve cevresel kaynakli

maruziyet yollar1 géz Oniinde bulunduruldugunda bogalarda, endokrin bozucu
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etkinligi gosterilen bu kimyasallar i¢in reproduktif toksisitenin yapilmamis olmasi,
ileride damizlik potansiyeline sahip olan hayvanlar i¢in 6nem tasimaktadir. Bu
degerlendirmelerden yola ¢ikilarak parfiim bazlarinda bulunabilen nitro musk
bilesiklerinden musk ksilen ve musk ketonun bogalarda erkek reproduktif toksisitesi

in vitro olarak arastirilmigtir.

Sonug olarak;

Bogalarda musk ksilen ve musk ketonun reproduktif toksisitesinin in vitro
arastirilmasinin yapildigi calismamizda hem musk ketonun hem de musk ksilenin boga
spermleri i¢in toksik oldugu, ilaclarin bazi sperm fonksiyonlarin1 bozdugu, birg¢ok
parametrede musk ketonun musk ksilene gore toksikolojik etkisinin daha fazla oldugu
sonucuna ulasildi. Bununla birlikte tez ¢alismasi in vitro olarak tasarlanmistir.
Aragtirma bulgularinin in vivo ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica bu
bilesiklerin toksikokinetik 0Ozelliklerinin belirlenmesi ve diger ilag/kirletici
etkilesimlerinin belirlenmesi genomik, proteomik ve metabolomik ¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.

Teknoloji ve sanayilesmeyle birlikte hem beseri hem de hayvan erkek iireme
saghigim etkileyen cevresel etmenler hizla artmakta ve sperma analizi i¢in yeni
yontemler ve cihazlar gelistirilmektedir. Reproduksiyon ve tiim endokrin sistemi
etkileyen cevresel kirleticilerin etkilerinin tek basma veya karisim halinde
belirlenebilmesi igin artan maliyetleri azaltacak, duyarlilig1 yiiksek yeni metot ve

sistemlerin gelistirilmesi 6nerilmektedir.
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OZET

Bogalarda Musk Ksilen ve Musk Ketonun Reproduktif Toksisitesinin In Vitro

Arastirilmasi

Antik ¢aglardan beri dogal musk parfiimlerin hazirlanmasinda koku olarak
kullanilmigtir. Dogal musk her zaman g¢ok kiymetli olmustur, erkek musk geyiklerinin
(Moschus moschiferus) ekzokrin bezlerinde bulunur. Dogal musk 6zlerinin kokulu bilesenleri
makrosiklik ketonlar, makrosiklik laktonlar, makrosiklik alkoller ve piridin tiirevleridir.
Disiik tiretim maliyetleri ve kolay hazirlanma nedeniyle musklarin sentetik tiirevleri olan nitro
musklar; sabun, kozmetik, camasir deterjan1 ve yumusatici gibi sayisiz iriiniin endiistriyel
tiretiminde yapay koku olarak biiyiik miktarlarda kullanilmistir. Musk keton siipheli bir ko
mutajen iken, musk ksilen siipheli bir ko mutagen ve kanserojendir. Musk ksilen, Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan grup 3'te (insanlarda kanserojen olarak
siniflandirilamaz) smiflandirilmistir. in vitro ¢alismalarda ise nitro musk (musk ksilen ve musk
ketonun) muhtemelen Gstrojenik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu bilesiklere canlilar
oOzellikle inhalasyon ve dermal yol ile maruz kalmaktadir. Bu kirleticiler, ¢evresel yolla su
kaynaklarina bulasabilmekte ve su canlilarina, ¢evreye ve organizmalarda sagliga yonelik
istenmeyen etkiler olusturabilmektedir. Bu bilesiklerin insan siitiine gegisine iligkin ¢caligmalar
bulunmakla birlikte, inek ya da diger hayvanlarin siit ya da dokusuna gecisine iligkin
calismalar siirh veya bulunmamaktadir. Ozellikle insan ve gevresel kaynakli maruziyet
yollart goz oniinde bulunduruldugunda bogalarda, endokrin bozucu etkinligi gosterilen bu
kimyasallar i¢in reproduktif toksisitenin yapilmamis olmasi, ileride damizlik potansiyeline
sahip olan hayvanlar i¢in 6nem tasimaktadir. Bu degerlendirmelerden yola ¢ikilarak, yapilan
caligmada, parfiim bazlarinda bulunabilen nitro musk bilesiklerinden musk ksilen ve musk
ketonun bogalarda erkek reproduktif toksisitesinin in vitro olarak arastirtlmasi amaglanmustir.
Bu amagla 6ncelikle musk keton ve musk ksilen bilesikleri primer parensimal testikiiler hiicre
kiiltiiriinde, sperm 6rneklerinde toksisitesi belirlenmistir. IC50 degeri hiicre kiiltiiriinde MK
icin 0,34 pg/ml, MX i¢in 0,32 pg/ml bulunmus olup, epididimal sperm hiicrelerinde MK igin
0,48 ug/ml, MX igin 0,58 pug/ml bulunmustur. Daha sonra sperm hiicreleri IC50 ve daha diisiik
konsantrasyonlarda nitro musklara maruz birakilmis ve Bilgisayar Aracili Sperm Analiz
Sistemi (CASA) kullanilarak 0, 4 ve 24 saat icerisinde motilite parametreleri (progresyon,
motilite, VCL, VSL, VAP ve LIN degerleri, ALH, hiperaktivite vb.) yoniiyle
degerlendirilmistir. Flow Sitometre kullanilarak akrozom uyarilmis/uyarilmamis, canli/6lii
oranlar yoniiyle nitro muskin sperm {izerine etkileri gosterilmistir. Kirleticilerin membran
transport proteinleri {iizerine etkileri degerlendirildiginde, bazilarinin bu proteinlerin
ifadelerini arttirdigi, bazilarimin ise azalttigi ve buna bagli olarak toksik etki gosterdikleri
goriilmektedir. Kan testis bariyeri organizmada en kompleks bariyerler arasindadir ve 6zellikle
gelecek nesillerin korunmasi i¢in bu transport proteinlerin ekspresyonu énem tagimaktadir.
Yapilan ¢alisma kapsaminda nitro musk bilesiklerinin membran transport proteinleri arasinda
en Onemlileri arasinda yer alan P-gp lizerine etkileri, Western blot ile arastirilmistir. P-gp
protein ifadesi, her iki nitro musk bilesigi uygulamasi sonrasi azalmistir, bu azalma MK i¢in
MX’den daha yiiksektir. Hayvan modelleri ve epidemiyolojik kanitlar, sperm sayisinin
azalmasi, infertilitenin artmasi, testikiiler disgenezis sendromu ve testikiiler ve prostat
kanserleri ile endokrin bozucu kimyasallara maruz kalmay1 iliskilendirmektedir. Kimyasal
maddelerin sperm kalitesi {izerine etkilerinin CASA ile 6l¢iilmesi hem lireme toksikolojisi
hem de risk degerlendirmesi bakimindan &nemli olup, heniiz veteriner hekimlikte yaygin
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uygulama alan1 bulamamistir. Kimyasallarin insan erkek reproduktif toksisitesine yonelik
etkilerinin aragtirilmasinda in vitro testler igerisinde boga spermi ile yapilan MTT ve CASA
testleri batarya test olarak kabul edilmektedir. Ancak tiirler arasi farklilik géz Oniinde
bulunduruldugunda, bu testlerin farkli hayvan tiirleri arasinda degerlendirilmesi ve maruziyete
bagl risk analizlerinin yapilmasinda tiirlere 6zgii sistemlerin gelistirilmesi 6ne ¢ikmaktadir.
Dolayisiyla bogalarda sperm kalitesinin degerlendirilmesi, genellikle klinik ortamda
dogurganligin 6ngoriilmesi ile veya maksimum sayida yavruya ulagma istegiyle baglantilidir;
ancak kirleticiler gibi g¢evresel faktorlerden etkilenebilmektedir. Bu tiir degerlendirmeler
milyarlarca dolarlik endiistrileri (6r. siit, hayvancilik, kiimes hayvanlari) etkileyen risk
degerlendirmelerinin temelini olusturmaktadir. Bu ¢alismada; nitro musk bilesiklerinden musk
ksilen ve musk ketonun bogalarda erkek reproduktif toksisitesi ve testikiiler P-gp ile iliskisi
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak; bogalarda musk ksilen ve musk ketonun reproduktif
toksisitesinin in vitro arastirilmasinin yapildigi calismamizda hem musk ketonun hem de musk
ksilenin boga spermleri i¢in toksik oldugu, ilaglarin bazi sperm fonksiyonlarini bozdugu,
bir¢ok parametrede musk ketonun musk ksilene gore toksikolojik etkisinin daha fazla oldugu
sonucuna ulasilmistir. Bu calisma MTT, CASA ve flow sitometre testlerinin boga reproduktif
toksisite denemelerinde batarya testi olarak kullanilabilmesi i¢in Onemli bir alt yapi
olusturmustur.

Anahtar Sézciikler: Infertilite, Musk Keton, Musk Ksilen, Reproduktif Toksisite,
Spermiyotoksisite.
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SUMMARY

In Vitro Reproductive Toxicity of Musk Xylene and Musk Ketone in Bulls

Since ancient times, natural musk has been used as a fragrance in the preparation of
perfumes. Natural musk has always been very valuable, found in the exocrine glands of male
musk deer (Moschus moschiferus). Fragrant components of natural musk extracts are
macrocyclic ketones, macrocyclic lactones, macrocyclic alcohols and pyridine derivatives.
nitro musks, which are synthetic derivatives of musks due to their low production costs and
easy preparation; are used in large quantities as an artificial fragrance in the industrial
production of numerous products such as soap, cosmetics, laundry detergent and fabric
softener. Musk ketone is a suspected commutagen, while musk Xylene is a suspected
comutagen and carcinogen. musk Xylene has been classified in group 3 (not classifiable as a
human carcinogen) by the International Agency for Research on Cancer (IARC). In vitro
studies have shown that nitro musk (musk xylene and musk ketone) probably has estrogenic
activity. Living things are exposed to these compounds, especially by inhalation and dermal
route. These pollutants can contaminate water resources by environmental means and cause
undesirable effects on aquatic organisms, the environment and health of organisms. Although
there are studies on the excretion of these compounds into human milk, studies on the transfer
into the milk or tissue of cows or other animals are limited or absent. Considering the human
and environmental exposure routes, it is important for animals with breeding potential that no
reproductive toxicity has been made for these chemicals, which have endocrine disrupting
activity in bulls. Based on these evaluations, in this study, it was aimed to investigate the male
reproductive toxicity of musk xylene and musk ketone, which are nitro musk compounds that
can be found in perfume bases, in bulls in vitro. For this purpose, firstly, the toxicity of musk
ketone and musk xylene compounds in primary parenchymal testicular cell culture and sperm
samples were determined. The 1C50 value was found to be 0,34 pg/ml for musk ketone, 0,32
ug/ml for musk xylene in cell culture, and 0,48 ug/ml for musk ketone and 0,58 pg/ml for
musk xylene in epididymal sperm cells. Afterwards, sperm cells were exposed to nitro musks
at IC50 and lower concentrations and using Computer-Aided Sperm Analysis System (CASA)
in 0, 4 and 24 hours for motility parameters (progression, motility, VCL, VSL, VAP and LIN
values, ALH, hyperactivity etc.). The effects of nitro musk on sperm in terms of acrosome
stimulated/unstimulated live/dead ratios were demonstrated using flow cytometry. When the
effects of contaminants on membrane transport proteins are evaluated, it is seen that some of
them increase the expression of these proteins, while others decrease them and accordingly
have toxic effects. The blood testis barrier is among the most complex barriers in the organism,
and the expression of these transport proteins is especially important for the protection of
future generations. In this study, the effects of nitro musk compounds on P-gp, which is among
the most important membrane transport proteins, were investigated by Western blot. P-gp
protein expression decreased after administration of both nitro musk compounds, the reduction
being higher for musk ketone than for musk xylene. Animal models and epidemiological
evidence link exposure to endocrine disrupting chemicals with decreased sperm count,
increased infertility, testicular dysgenesis syndrome, and testicular and prostate cancers.
Measuring the effects of chemical substances on sperm quality with CASA is important in
terms of both reproductive toxicology and risk assessment, and has not yet found widespread
application in veterinary medicine. In the investigation of the effects of chemicals on human
male reproductive toxicity, MTT and CASA tests performed with bull sperm among in vitro
tests are considered battery tests. However, considering the differences between species, the
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development of species-specific systems comes to the fore in the evaluation of these tests
among different animal species and in conducting risk analysis related to exposure. Thus,
evaluation of sperm quality in bulls is often linked to the prediction of fertility in the clinical
setting or the desire to achieve the maximum number of offspring; however, it can be affected
by environmental factors such as pollutants. Such assessments form the basis of risk
assessments affecting multibillion-dollar industries (eg dairy, livestock, poultry). In this study;
musk xylene and musk ketone, which are nitro musk compounds, were evaluated for male
reproductive toxicity and testicular P-gp in bulls. As a result; in our study, in which the
reproductive toxicity of musk xylene and musk ketone was investigated in bulls, it was
concluded that both musk ketone and musk xylene are toxic for bull sperm, drugs affect some
sperm functions, and musk ketone has more toxicological effects than musk xylene in many
parameters. This study has formed an important infrastructure for the use of MTT, CASA and
flow cytometry tests as battery tests in bull reproductive toxicity trials.

Key Words: Infertility, Musk Ketone, Musk Xylene, Reproductive Toxicity,
Spermiotoxicity.
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DAGITIM YERLERINE
Tlgi - 28.07.2020 sarhhi ve 11965581-5171 sayih yazimz.

Ilgi yazmz ve ekler mcelenmis olup, Genel Midirligimiize bagh Ulslararas: Hayvancilik
Arastmma ve Egitim Merkezi Midinliginde fireting vapilan ancak sap asisim takiben mmha edilmek
fizere 3 farkh bogadan almnan taze spermanm Bans OTUN'in "Begalarda Musk Msilen ve Musk Estonun
Reprodultif Toksisitesinin In Vitro Arasimlmasn” isimli doktora tezimde kollamlmas talep edilmektedir.

5oz konusu talep araghmma sonucun vazilacak tez ve yapilacak yvaymlarda kullamlan materyalin
Uluslararasi Hayvaneilik Arastwma ve Egitim Merkezi Midirhigiindeki bogalerdan firetimi yapilan
spermalardan sap s;ism miiteakip imha edilecek spermalar oldufunun belitilmesi, Emnstitii
Midirligimiiz ve Genel Midirligimiize tegeklkir lnsmmnde anfta bulumulmas gart e uygun
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Fakiilterriz Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dah Gfretim fiyesi Dog Dr Begiim
YURDAKOKE DIKMEN'in damsmsm oldugu doktora grencilerinden Bans OTUN'in
yiriittiigi "Bogalarda Musk Ksilen ve Musk Ketonun Reproduktif Toksisstesimin In Vitro
Araghmlmas” baghkh tez calismas kapsaminda; Lalahan Ulnslararas: Hayvaneilk Araghrma
ve Efitim Merkezi Midiirliigi'nde iretinn yapilan ve Sap Asisi'm takiben safim iglemi
sonrasmnda imba edilen (3 farkh bogadan alman) taze spermin belirfilen ¢ahgmada
kullamlabilmesi amacryla almabilmesi talebine ihgkin ilgili Genel Midiirlik'ten alman yazn
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