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OZET

Pentoksifilinin Astenozoospermik Olgularda Sperm Kalitesine Etkilerinin
Elektron Mikroskobu ile Arastirilmasi

Amag: Iinfertilite nedenlerinin yaklasik yarisin1 erkek hastalar olusmaktadir.
Erkek infertilite hastalarinin  %30-40’min  infertilite nedenleri tam olarak
aciklanamamistir. Erkek infertilitesine sebep olan bir¢ok neden vardir. Bu c¢aligmada
erkek infertilitesine neden olan astenoozospermik olgularinda pentoksifilinin motilite
tizerine etkinliginin elektron mikroskobik diizeyde incelenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Atatirk Universitesi Tip Bebek Merkezinde
astenoozospermik olan gonulli hastalardan sperm o6rnekleri alinarak kontrol grubu
olarak degerlendirildi. Spermlerin likefiye olmasi igin yarim saat bekletikten sonra
semen analiz testi yapildi. Sonrasinda %50-%90’lik gradiyent hazirlandi ve %9011k
gradient alinarak yikama medyumu ile yikandi. Alinan 6rneklerden pentoksifilin ile
muamele edilenler ise deney grubu olarak kabul edildi. Hazirlanan her iki grubun
ornekleri elektron mikroskobik diizeyde analiz edildi.

Bulgular: Elektron mikroskobu ile yapilan incelemede, kontrol grubunda
mitokondrilerin matriks ve kristalarin1 kaybettikleri ve vakuoller olustugu belirlenmistir.
Bununla beraber mitokondrilerin dis yogun liflerinde hasar g6zlemlenmemistir.
Pentoksifilin uygulanan sperm Orneklerinde ise genel olarak spermatozoonlarin bas,
boyun ve kuyruk yapisinin normal oldugu izlenmistir.

Sonug: Astenozoospermik hastalarda, spermlerin mitokondrilerinde matriks
kristalarinin hasarli oldugu ve plazma membraninin anormal genislemeler sergilemesine
mukabil, pentoksifilinin ile muamele edilen gruplarda bu tiir bozukluklarin daha az
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Astenozoospermi, elektron mikroskopu, infertilite,

pentoksifilin.



ABSTRACT

Use of Electron Microscopy in Investigation of The Effects of Pentoxifylline on
Sperm Quality of Asthenozoospermic Patients

Aim: Approximately half of the causes of infertility are formed by male patients.
The causes of infertility are not fully explained in 30-40% of infertile male patients.
There are many reasons that cause male infertility cases and one of them is
astenoozospermmik cases. The aim of this study was to examine the effects of
pentoxifylline on the motility of asthenozoospermic patients with electron microscope.

Metaryal and Method: Pentoxifylline is known to play an important role in
sperm motility. Sperm specimens taken from volunteer patients in the study were kept
for half an hour to have a liquefying. After gradient was prepared in 90% -50% ratio
and samples were washed with washing medium. Prepared sperm specimens were
examined by electron microscopy.

Results: In the examination by electron microscopy it was determined that there
are mitochondrial matrix and cristae loss and vacuoles are formed in the control group
patients. However, no damage was observed in the outer dense fibers of mitochondria.
In sperm samples pentoxifylline applied, generally the head, neck and tail structure of
spermatozoa was determined to be normal.

Conclusion: In Asthenozoospermic patients the damage in the mitochondrial
matrix and cristae was observed. Addittionally the results showed that there was an
extension in the sperm plasma membrane.

Key Words: Asthenozoospermi, electron microscope, infertility, pentoxifylline.
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1. GIRIS
Diinya saglik orgiitiine gore infertilite, herhangi bir kontrasepsiyon yontemi
olmadan eslerin bir yil i¢inde gebelige ulasamamasidir. Bir ¢iftin gebe kalma sansi
bir ayda %20-25, 6 ayda icinde %75, bir yil i¢inde %90 dir.! Giniimiizde ise
infertilite gériilme siklig1 ¢esitli sebeplerle artmaktadir. Genellikle ¢iftlerin % 15’i bir
yil i¢inde gebelik elde edemez ve infertilite tedavisine bagvururlar.>® Erkek
infertilitesi diisiik ejekulat hacmi, azospermi-oligoastenoteratospermi, normal ama
infertil astenospermi, konjenital veya kazanilmis iirogenital anomaliler, Grogenital
enfeksiyonlar, varikosel, endokrin bozkluklar, genetik anomaliler ve immunolojik
etkenlerden kaynaklanmaktadir.*
Astenozoospermi; spermiyogram analizlerinde, sperm moatilitesinin % 50-
60’dan daha az olmasi veya ileri motilite hareketinin olmamasi durumudur.
Yirdtilen bu tez galismasinda astenozoospermik hasta gruplari diinya saglik
Orgutiinin standartlarinin belirlemis oldugu parametrelere uygun olarak seg¢ilmistir.
Astenozoospermik hastalara pentoksifilin uygulandiginda, spermin motilite yetisi
kazandig1 bilinmektedir. Fakat bu uygulamanin spermde nasil bir degisiklige yol
actigt tam olarak aydinlatilamamistir. Bu c¢alismada pentoksifilin uygulamasi
gerceklestirilen hastalar ile kontrol grubunu olusturan astenozoospermik hastalarin
sperm yapilarinda meydana gelen degisiklikler elektron mikroskobu ile incelenerek
karsilagtirilmistir. Arastirma sonucunda; astenozoospermik kontrol grubu hastalarda,
sperm mitokondri matriks kristalarinin hasarli oldugu ve mitokondri plazma
membraninin genisledigi tespit edilmistir. Bununla beraber pentoksifilin enjekte
edilen hasta spermlerinde ise mitokondri plazma membranin normal yapisina daha

yakin oldugu izlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testisler

2.1.1. Testisin Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti sperm c¢esidine gore belirlenir. Embriyonun morfolojik
karekteri embriyonel siklusun 7.haftasina kadar belirlenmez. Erken dénemde hem
erkek hem de disi birbirine benzer ve bu donem farklilasmamis dénem olarak
isimlendirilir.’

Ilk olarak gonadal gelisim 5. haftada ortaya c¢ikar ve mezotelde bir
yogunlasma olusur. Eger embriyo disi ise (XX) gonadinin korteksi ovaryuma dogru
ilerlerken medullas1 geriler. Embriyo erkek ise (XY) medulla testise farklilasir,
korteks bircok birikinti yigarak geriler ve yok olur. Primordial germ hucreleri
epiblastan olusur. Ugtincli haftada primordial germ hiicreleri endodermin icine girer.
Dordincii haftada bagirsagin mezenterlerinin ylzeyinden ilerleyerek besinci haftada
primitif gonadlara kadar gelir. Altinci haftada genital yiikseltilere dogru ilerler.
Primordiyal germ hiicreleri, testis ve over donlismesine yardimci olur. Primordiyal
germ hicreleri, primitif gonadlara ulasir ulasmaz genital yikseltilerdeki epitel
hiicreleri degiserek mezensimin igine girer. Pirimitif cinsiyet kordonlar1 olarak
adlandirilan diizensiz kordonlar1 yaparlar. Yiizey epiteline disi ve erkek embriyolar
tutunurlar ve bu gonadlar arasinda hig bir fark yoktur. >®

2.1.2. Testisin Anatomisi

Testisler skrotum denen bir kese ile viicudun disinda yer alan spermlerin
tiretildigi organlardir. Erkekte bir ¢ift testis bulunmaktadir ve bu testislerin boylari
kisiden kisiye degismektedir ve ortalama testis 10-14 gr agirliginda, 4-5 cm boyunda
ve 2-3 cm kalinliktadir. Anatomik olarak sol tarafta bulunan testis sagdakine oranla 1

cm daha asagida yer alir. Testisin Ust tarafinda appendiks olarak adlandirilan yapi



bulunmaktadir. Bu yap1 kadinlardaki tuba uterinanin abdominal kismina denk
gelmektedir. Testislerin arka kisminin disa bakan tarafinda epididimis
bulunmaktadir. Periton testisin 6n kismini tamamen Orterken, arka kismin yalniz
lateral kismim cevreler.® Testisler fasia transversalis ve periton arasinda gelisir.
Ancak dogumdan once inguinal kanalin yiizeyi de ilerleyerek skrotuma geger.”®
Fotal gelisimin sonraki asamasinda periton olarak bildigimiz prosesus vajinalis
gubernakulum testisi takip ederek karin 6n duvarinda ilerler ve skrotuma ulasir.

Prosesus vajinalis testislerin karin boslugunda skrotuma gecisinde rol oynamaktadir.’

Ductus deferens & |
A. ductus deferentis !
Tunica vaqginalis testis |
Tunica albuginea \j-h j “
(O N

Septula testes WO
: s 2Y Caput

epididymidis

Duc‘gull efferentes TE: Sl %:
testis Bors 2yl
_ |S\Users\hanyout\Desktop'\Gray_Haden_Aufba
Mediasju 1)irg
testis

Tubuli seminiferi
contorti
(Lobuli testis)

Ductus
aberrantis

epudldym:-dls

Sekil 2.1. Tetisin anatomisi ’

2.1. Testisin Histolojisi

Testisin iki Onemli gorevi vardir. Bunlardan birincisi hormon Gretmek

ikinciside spermatozoon Uretmektir.® Her testis skrotum icinde yer alir. Testisler dis

tarafta tunika albuginea adi verieln bir kilifla, igte ise tunika vaskuloza adi verilen



gevsek bag dokudan meydana gelmistir. Tunika albuginea testisin arka kisminda
kalinlasarak mediastium testis ad1 verilen bir yapiy1 olusturmaktadir.

Testis dokusunun i¢inde bulunan septum adi verilen fibroz uzantilar 250 tane
piramidal kisma ayrilir. Her kisimda, gevsek bag doku ile sarilan ve sayilan 1-4
arasinda degisen seminifer tiibiil bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller etrafindaki
intersisiyel bag doku, gevsek bag doku hicreleri ile yogun leydig hicreleri icerir. Bu
hiicreler testesteron salgisi yaparlar. Seminifer tibiller de spermatozoonlarin

tretiminden sorumludurlar.®

Sekil 2.2. Testisin histolojisi Atatlirk tniversitesi histoloji ve embriyoloji ABD da
cekilmisgtir.



2.2. Spermatogenez

2.2.1. Spermatogonia

Spermatogonialar, germ hiicresi olarak bilinen dogumdan sonraki asamada
testis dokusunda mitotik boliinmeler gegirerek gogalan hiicrelerdir. Spermatogonia
erkegin yasami siirecinde testiste germ hiicre popiilasyonun ¢ogaltmak zorundadir.
Spermatogonya Tip A, Tip B ve Intermediyet tip A spermatogonya olarak 3 sekilde
siiflandirilir.

Spermatogonya, hi¢ bir dis etkene bagli olmadan, yenilenen ve cogalan
spermatogonyal kok hiicre sekli olan tek bir hiicre sekli olarak isimlendirilir.*
Bunlar Apaired ve Aaliged gibi spermatogonyalar1 da olusturmaktadir. Apaired ve
Aaliged gibi spermatogonyumlar sitoplazmik kopriler sayesinde birbirleriyle
etkilesim halindedirler.™* Spermatogenez siiresince bu kopriler yikilmazlar ve bu
kopruler protein hareketini ve germ hicreleri arasinda mRNA hareketlerini
gerceklestirirler’. Aaliged spermatogonya mitotik cogalmanin interfaz asamasinda

farlilagsmalara ugrayarak Al spermatogonyaya farklilagir.*?

Al spermatogonya
mitotik ¢ogalmasiin ardindan A2, A3, A4, intermetiyet ve tip B spermatogonyaya
doniisir.® Spematogonyalar siirekli seminifer tiibiillerin membrani ile fiziksel
etkilesim halindedir. Fakat bu farklilasma esnasinda fiziksel etkilesim azalir.
Spermatogonal farklanmay1 ve embriyonik germ hicrelerini denetleyen c-
kit/SCF ve retinoik asit onemli iki faktordir. Sertoli hicrelerinde bulunan SCF
proteini ve spermatogonyada yer alan c-kit proteini, spermatogonal hicre
farklanmasinin denetlenmesinde nemli rol oynamaktadir.*** Bu c-kit/scf sinyalinde
meydana gelen bir hasar olan tip A1-4 spermatogonyalarin cogalmasini engeller.***°

Bu durum apoptoz ile 6liim oranimnin yiikselmesine neden olur.*’ Retinoik asit sinyali

farklanmamis spermatogonyanin, Al spermatogonyuma dogru ilerlemesinde dnemli



etkendir.®® Sertoli ve spermatogonya hiicrelerinde retinoik asit reseptorleri
salgilanmaktadir. Retinoik asit bulundugu zaman stra8 proteini salgilanir ve germ
hiicrelerinin mayoza baslamasina oncilik eder. Retinoik asit A vitamininin énemli
bir bilesenidir ve retinoik asit de germ hicrelerinin mayotik profaza gecmesi igin
oldukca 6nem arz eder, Eger postnatal testiste germ hiicresi mayoz asamasinda
olursa, stra8 salgisinin basladig1 gorullr, stra8 tip A ve tip B spermatogonyalar da
salgilanir, Spermatogonyumlarda faklilasmay1 denetleyen baska bir mekanizma da
hormonal regulasyondur.

2.2.2. Spermatositler

Spermatositler mayoz asamasina girerler. Mayoz bolinme, testiste yer alan
germ hicrelerinin diploid gametten haploid gamet meydana getirmesini saglar.
Mayoz iki asamada gerceklesir birincisi homolog kromozomlarin eslenmesi, ikincisi
de kardes kromatitlerin ayrilmasidir.® Mayotik profazin ilk evres: leptotendir ve bu
evrede iplikcikler gorilir. Zigoten evresinde homolog kromozomlarin eslesmesi
gorullr ve sinaps gergeklesir. Ayrica hiicrelerde kromotin kalinlagsmasi da zigoten
evresiyle Ozdeslesmistir. Burada gorev yapan (¢ onemli SC proteini vardir.
SYCP1(sinaptonemal complex 1) SYCP2, SYCP3 proteinleridir. Bu proteinler
fermuar olusumunda go6rev alirlar ve rekombinasyonun olusmasi i¢in homolog
kromozomlarin yakin olmasi gerekir. Pakiten evresinde kromozomlar butuntyle
sinaps olusturmustur. Bu evre, rekombinasyonun gergeklestigi, kiazmata bolgelerinin
gosterildigi, SC kompleksinin birbirinden ayrilarak yalniz rekombinasyonun
gerceklesdigi kismin iliskide kaldigi fazdir.®? Profaz |, diyakinezle sonlanur.
Diyakinez kromatinlerin Ust diizeyde yogunlasmasinin gergeklestigi ve kromozom
ayrilmasina hazirlik olarak kiazmatanin  serbestlendigi evredir. Homolog

kromozomlarin mayotik eslesmesi erkek ve disilerde farklidir. Profaz I esnasinda



seks kromozomlar1 eslesmez. Rekombinasyon yalniz pseudootozomal kisimlarda
kalmaktadir.XY bivalent, pakiten ve metafaz arasinda inaktifdir ve XY cisimcigini
olusturmak amaciyla heterokromatin yapida belirgin degisiklikler olusturur.?* XY
cisimcigi  spermasotislerin  ¢ekirdegine 06zgiidiir ve mayotik bdliinmenin
gerceklesmesi icin  gerekmektedir. Profazin devamindaki metafaz evresinde,
homolog kromozomlar ig iplik¢iklerine baglanirlar ve anafaz evresinde hiicrenin zit
kutuplarinda yer alirlar.?? Telofaz evresinde haploid kromozomlu iki kardes hiicre
olusur. Bu hiicreler, hiicreler aras1 kopriilerle baglantilidir.

Birinci mayozun profazini takiben sekonder spermatositler meydana gelir.
Mayoz Il olduk¢a hizli tamamlandigi igin spermatositlerin émiirleri oldukg¢a kisadir.
Sekonder spermatositlerin  olusumu mitozun aynisidir. Kardes kromatitler ig
iplikgikleriyle birbirlerine baglanirlar ve metafaz anafaz II sirasinda zit kutuplarda
bulunurlar. Mayoz Il nin bitiminde spermatid olarak bildigimiz 4 tane haploid gamet
olusur. Mayozda olusacak herhangi bir mutasyon germ hicresi boyunca
aktarildigindan mayoz hiicrelerdeki boliinmeler denetim altinda tutulmaktadir. Hicre
siklusunun dizenli olarak denetim altinda tutulmasi, mayozun duzenli olarak
ilerlemesi icin 6nemlidir. Siklin bagiml kinazlar ve siklinler ile denetlenmektedir.
cdk2 ve siklin A1 mayoz icin énemli denetleyicidirler.?® Siklin A1 germ hiicreleri,
ozellikle bir siklin olup mayozdan metafaza gegiste Snemlidir.**

2.2.3 Spermatidler

Spermatidler, spermiyogenezisin olusmasmin  bir gostergesidir.
Spermiyogenez spermatid’in yetiskin spermatozaya donilismesidir. Spermiyogenez
sirasinda 5 farkli asama gerceklesir.

1. Akrozom meydana gelmesi

2. Cekirdegin yogunlagmasi ve uzamasi



3. Kuyruk olusumu

4. Sitoplazmanin yeniden organizasyonu

5. Spermiasyon

Akrozom spermatozoanin ovosite tutunmasinda ihtiya¢ duydugu enzimleri
barindirir.>Akrozom, golgi kompleksi araciligiyla meydana gelen membran-bagimli
vezikiil haline gelmesiyle olusmaktadir.?® Bundan sonra akrozom spermatid hiicre
nlkleusu ile fiziksel baglantiya girerek spermatitlerin yarisini olusturur,

Nikleusun spermadit yuzeyine ilerlemesiyle akrozom da hiicre membraniyla
baglanti kurar. Bu durumda spermatidler kutuplasir; bas ve kuyruk kismi meydana
gelir. Spermatid gekirdeginin kutuplasmasindan baska, kromatin de asamali olarak
kondenzasyona ugrar.’®?’ Bu organizasyon asamasinda histonlar, protaminler olarak
adlandirilan kiiciik niikleozom proteinleri ile yer degistirir. Histonlarin protaminlerle
degisime ugramasi1 asamali olarak gerceklesir ve ilk olarak histonlarin gecis
proteinleri ile ikinci olarak ise bunlarin protaminlerle yer degisimi gozlenmektedir.
Kromatinin yeniden sekillenmesinin sayesinde spermatid DNA’s1 kii¢iik olgekte
paketlenir. Spermatidlerde histonlarin degisim olayr tam olarak bilinmemesine
ragmen bu olaylarin mekanizmasi Ca*? /calmudilin bagimli protein kinaz IV’Un
(CaMKIV) dogrudan rolii vardir.’”?®  Spermatidler kromatinin  yeniden
duzenlenmesinden sonra transkripsiyonu durdururlar. Transkripsiyonun durmasindan
hemem o©nce mMRNA’lar spermatitlerde depolanir. Depolanan mRNA’larin
kullanilmasindan dolay: protein translasyonu meydana gelir ve bu gerceklesen olay
gecikme olarak adlandirilir. Mayozdan sonra ve spermatid kondenzasyonundan 6nce
biiyiik oranda transkripte edilir. Sperm kuyrugunun olusmasi ilk olarak haploid erkek

germ hucrelerinde goralir.



Normal sperm hiicresinin yapisi sperm ovumle birleserek haploid sayida
kromozomlarin, tekrar ayn1 haploid sayida kromozomlari ile birlestiren erkek Greme
hucresi olarak bilinmektedir.

Erkekte yaklasik olarak sperm 60 mikron uzunlugundadir ve 3 kisimdan
meydana gelmektedir.

Bas: Basin 6n kismi niikleustan olusmaktadir. Niikleusun apikal kismi
akrozomdan olusan bir yapi ile kaplhidir. Akrozomun apikal kismi morfolojik olarak
tire 6zgudir ve akrozomda farkli enzimler bulunmaktadir. Akrozomun posterior
boliimiinde akrozom membranlari, anteriordeki membranlardan daha yakindir ve
akrozom yogunlugu bu kisimda olduk¢a fazladir. Bu kisim ekvatoryal segment
olarak adlandirilir. Sperm ovum ile etkilesime girecek kadar yaklastigi zaman
akrozom reaksiyonu baslar. Akrozomun sonlandig1 bélgeden, boyun bélgesine kadar
olan kismina postakrozomal kisim denir. Bu kismin sinirinda hiicre membrani yogun
bir plaklagsma gorulr.

Boyun: Kuyrugun ana hatlarini olusturur ve bas ile kuyrugun birbirine
baglanmasinda gOrev yapar. Boyunun temel pargasina, baglanti parcasi denir.
Baglanti parcasiyla bas arasinda ince flaman benzeri yapilar bulunmaktadir. Bu
yapilarin, bas ile kuyrugun baglantisini saglayan ¢ok Onemli goérevleri vardir.
Baglant1 bolgesinin arka boliimii, 9 adet segmentlesmis siitundan olusmustur. Bu
sUtunlar kuyruga ait 9 tane dis yogun fibrilin 6n kismina baglanir.

Kuyruk: Ortalama 55 mikron uzunluguna sahiptir. Ug kistmdan olusmaktadir.

Orta parca; 5-9 mikron ¢apinda olan kuyrugun, aksonema ve dis yogun
fibrillere ilave olarak, helezon yapiya benzer sekilde dizilmis biyiik

mitokondrilerden olusmustur.



Orta parcada yer alan mitokondrilerin konfiglrasyonu farkli tiirlerde farklilik
olusturur. Memelilerde mitokondriler aksonemanin temeline dogru ilerler, orada dis
yogun fibrillerle iletisime geger. Mitokondriler, annulusun yaninda bulunmakta ve
annulus ilerledikge asag1 dogru hareket etmektedirler.

Esas parc¢a; spermin en uzun boliimiinii olusturur. Spermin motoru aksonema,
yakit deposu ise mitokondrilerdir. Aksonema basin olusumu esnasinda kuyrugun
olusacag tarafta uzun eksene parelel, proksimal sentriyole dikey konumda bulunan
distal sentriyolun yapiminin basladigi bir organeldir. Aksonema; merkezinde iki adet
mikrotubul ile 9 cift mikrotiblil ve merkezi mikrotibiiller ile g¢evrelenmis,
mikrotiibiillerin arasinda baglayic1 radikal tarzda yerlesmis yapilardan olusur.
Mikrotiibiiller kuyrugun her tarafinda bulunur. Merkezde mikrotlbdller bitln bir
¢ember halinde siralanmis 13 tane tiibiilden olusur ve acgik agzi ‘O’ yapisinda birinci
mikrotiibiille kapatilacak sekilde ona yaklagmaktadir. ‘O’ seklindeki mikrotiibiiliin
diger yaninda dinein kollar1 vardir. Mikrotlbulleri yapan tibuller tubulin
proteinlerinden, dinein kollar1 ise dinein I proteinlerinden olusur. Bu yap1 ATPaz
aktivitesine sahiptir ve kimyasal enerjiden fiziksel enerjiye iletilmesinde yardimci
olur. Komsu giftlerin arasindaki kayma hareketi dinein vasitasiyla gergeklesir. Dinein
vasitastyla ATP nin hidrolizi ile olusan enerji kullanilarak komsu ciftlerin kayma
hareketi yapilir. Merkezde bulunan mikrotubuller periferik mikrotubullerin
hareketine uygun olarak radikal baglantilar vasitasiyla saglanir. Bu duzenli hareketler
spermin ilerlemesine sebep olmaktadir. Aksonem kuyrugun son tarafindada
goriilmektedir. Aksonem 9 tane dis yogun fibril ile ¢evrelenmektedir. Bu fibriller
kuyrugun son tarafina dogru ilerledik¢e incelmektedir ve ¢ogu zamanda kuyrugun
son tarafina gelmeden biter. Kuyrugun saglamligindan sorumludur. Sperm

kuyrugunun orta pargasindan kesit aldigimizda merkezden dis tarafa dogru su yapilar
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gbzlemlenmektedir. Bir adet mikrotubul cifti, 9 tane kaynasik mikrotubdl cifti,

mikrotubul ¢iftlerinin disinda 9 tane dis yogun fibril, fibréz kilif ve disinda hiicre

membrani olarak ¢evrelenir.

Kuyrugun son kismi; cok kisa olan ve onu saran hiicre membranindan

olusmal<tad1r.30’31

SPERMATOZOON
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Sekil 2.3. Spermin Yapisi 3

2.3. Motilite ve Mitokondri Iliskisi Sperm Hareketi Ve Metabolizmasi

2.3.1. Normal Sperm Motilitesinin Hiicresel Temeli

Spermin basi ile kuyrugunun baglantili oldugu bir yap1 vardir. Bu yapi
cekirdegin implantasyon fossasini aksonem gelismesi icin kalip gorevi yapan bir
bazal tabaka ile birlesir. Kapitulum geriye dogru uzanan dokuz adet kolon,
filegellimun dokuz adet lifine baglanmistir. Bu nedenden dolay1 dis yogun lifler ile
devamlilik gostermektedir. Sperm kuyrugu boyunca aksonem dokuz yogun dis lif ile

ortultddr. Bu dis lifler sekil ve kesit olarak ayrilirlar. Yogun dis liflerinde kontraktil
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ve enzimatik faaliyetler bulunmamasi, yogun dis liflerinin aktif motor elemanlarini
icermeme olasiligini artirmaktadir. >

Motilite bozukluklar1 (DFS (dysplasia of fibrous sheath) - Stump Tail
Syndrome —Fibroz Kilif Displazisi) nedeni

a. Santral mikrotiibiil ¢iftlerinin kaybi

b. Gii¢ kollarinin olmamasi

C. D1s yogun liflerinden 3-8’de hasarli uzantilar olmasi

d. Orta boliimde birlesme hasari

Hipertrofi ile hiperplaziye bagl fibroz yapilar sperm kuyrugunun kisa, kalin
ve diizensizligine neden olur. Kuyrugun karekteristik sekilde kisa ve kalin kalmasina
bagli olmasi, gidik kuyruk sendromu (stump-tail) olarak isimlendirilirler. Geg
spermiogenez doneminde bu problemler goriildiigiinden dolay: testikiiler orjinlidir ve
fibroz kiliftaki hasarlar spermatozoanin etkilenmesinden dolay1r énemli motiliteye
neden olur. Aksonemin temelinde yer alan fibroz kilif yapisi ile birlikteki hasarlar,
longitudinal kolonlarla transvers kolonlar arasindaki baglantiy1 bozarlar. Bazilarinda
sadece santral ikilide (doublet) ve glc kollarinda kayiplar bulunurken, bazilarinda ise
9+2 aksonem yapisi ortadan kaybolur.

2.3.2. Motilitede Mitokondrinin Onemi

Spermler fertilizasyonun erken evresinde flagellar hareketler icin ATP
kullanirlar. Memeli sperminin ara bolgesinde, ortalama 70-80 mitokondri bulunur.
Bu bolgedeki mitokondrilerin her birinde de kopya mtDNA bulunur.®
Spermatogenez asamasinda mitokondri birtakim sekil ve subselliler reorganizasyona
ugrar®. Memeli sperminin olgunlasmasi esnasinda mitokondri ve mitokondrial
genomda sayisal azalma gériilmiis‘u’ir.35 Spermatogenez esnasinda mtDNA

replikasyonu ve organizasyonu o©nemli derecede denetlenmelidir ki, spermde
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fonksiyon i¢in gerekli sayida mitokondri bulunabilsin. Mitokondrial biyoenerji sperm
hareketliligi i¢in 6nemli oldugundan dolayi, mitokondrideki Kkalitatif ve kantitafif
farklanmalar, spermatozoadaki hiicresel fonksiyonlar1 etkiler. ~ Spermler,
ejekulasyonu takiben motilite icin enerjiye ihtiya¢c duyarlar. Erkek infertilitesinde,
mitokondrinin biyoenerjisi oldukca dnemlidir.3*3

2.3.3. Sperm Metabolizmasi

Tim somatik hiicrelerde olan metabolizmalarin aynisi spermatozoada da
meydana gelir. Temelde spermatozoada, pentozfosfat yolu, glikoliz, sitrik asit siklusu
ve oksidatif fosforilasyon gerceklesmektedir.®® Spermatozoalarin sitoplazmasinin
yok denecek kadar az olmasi, ne protein sentezinin ne de yapiminin olmadiginin
kanitidir. Ayrica spermatozolarin tek amaci vardir; disi gamete genetik metaryalini
ulastirip iceride aktif hale getirmektir. Bu amag¢ dogrultusunda, sadece ileri dogru
hareket edip oositin etrafindaki zarlar1 ge¢mesi yeterlidir. Zarlar1 gegmesi icin ise
akrozom reaksiyonlar1 dnemli rol oynamaktadir. Oositi aktive etmede gerekli olan
proteinleri de epididimiste kazanmis oldugundan tekrar sentez yapmasina gerek
yoktur. Sperm metabolizmasi, motilite ve akrozom reaksiyonlar1 i¢in gerekli olan
enerjiyi saglar. Bu enerjinin tasinmasi gerekmektedir ve bu gorevi de fosfat molekdli
yapmaktadir. Fosfot molekiilii temelde ATP, GTP ve NADPH icerisinde bulunur. Bu
enerji aksonemdeki dynein kollarmin birbirlerinin {stiinden kayarak spermin
motilitesini saglar. Akrozomdaki vezikullerin ekzositozu ile iceriginin disari ¢ikmasi
icin kullanilir. Spermatozoada en fazla enerji yapimi oksidatif solunum sonucu
olusmaktadir. Osidatif solunum spermatozoalarin mitokondrisinde gergeklesir.
Bunun gergeklesmesi igin gerekli olan enzimlerde orta pargada yer alir. En fazla
enerjinin kullamldigi yer aksonemdeki dynein ayaklaridir.*® Glikolizde etkili olan

hegzokinaz ve gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz enzimleri, fibroz kilifinda
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bulunur.*+*2

Sekerlerin spermatozoa igerisine girisi glukoz tasiyicilari (GLUTS)
tarafindan saglanmaktadir. Plazma membrani bastan sona kadar spermi sarar ve
kuyrugun esas ile son pargalar1 tlizerindeki fibroz kilifta ATP {iretimi plazma
membranindaki GLUTs araciligiyla getirilen glukozun yakilmasi ile elde edilir®.
Sperm mitokondrisinde olusan oksidatif solunumda yakit olarak laktat kullanilir.
Sperm motilitesiyle mitokondrisi volumii arasinda anlamli bir iliski mevcuttur®®.
Oksidatif fosforilasyonun mitokdride baslamasi, NAD’in olusmasi ile olmaktadir.
NAD ise asetil CoA’dan saglanmaktadir. Spermatozolarin orta pargasinda veya
glikolizin son Grini olarak parivik asitten mitokondri matriksi icerisinde, asetil CoA
tiretilir ya da yag asitlerinden dogrudan asetil CoA meydana gelir. ATP enerjiyi
ileten bir molekuldir. Bu enerji de hiicrenin foksiyonlarinin gergeklesmesi igin
kullanilir. ATP enerjisinin iletilmesi fosfat ile olmaktadir. Fosfat sahip oldugu
enerjiden dolayr icine girdigi molekiille reaksiyona girer. Mitokondrinin i¢ zari
Uzerinde, viicutta olusan elektronlar hidrojene doniismiis olarak oksijene
iletilmektedir. Mitokondrinin i¢ kismi oldukea pargalidir. Bu nedenle yiizeyi oldukca
genistir.43'44

2.4. Infertilite

Diinya saglik Orgiitiine gore infertilite herhangi bir kontrasepsiyon yontemi
olmadan eslerin bir yil iginde gebelige ulasamama durumudur. infertilite oldukga sik
gorulmektedir. Bir ¢iftin gebe kalma sansi bir ayda %20-25, 6 ayda iginde %75 ,bir
yil iginde %90 dir." Ozellikle son yapilan cahismalarda ciftlerin % 15 “i, ilk cocuk
denemelerinde sorun yasamaktadir. Son yillarda ICSI yontemi oldukga yaygin olarak

kullanilmaktadir. Ciftler arasindaki infertilitenin nedenleri ICSI yoOntemiyle

giderilmeye ¢alisiimistir.”®> Genellikle ciftlerin % 15’i bir yil iginde gebelik elde
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edemez ve infertilite tedavisine bagvururlar.*® Infertilite hastalarmin %30’u erkek
kaynakl1 % 50’si ise kadin kaynaklidir.

2.4.1. Erkek infertilitesi

Erkek infertilitesinde gorilebilecek durumlar sunlardir: Diisiik ejekulat hacmi,
azospermi-oligoastenoteratospermi, normal ama infertil astenospermi, konjenital
veya kazanilmig tirogenital anomaliler, Urogenital enfeksiyonlar, varikosel, endokrin
bozkluklar, genetik anomaliler ve immiinolojik etkenlerdir. En cok infertilite sebepi
olarak idiyopatik erkek hastaliklar1 etkilemektedir.*® idiyopatik erkek infertilitesinde,
hastalarin 6zge¢misinde, fizik muayenesinde ve endokrin testlerinde hi¢ bir sorun
gorilmez. Buna ragmen semen analiz testlerinde spermatozoa sayisi azalmistir
(Oligozoospermi), sperm motilitesi azalmistir (astenospermi), gesitli anormal sperm
sekileri vardir (teratospermi). Bu tlr anomalilere oldukga sik ratlanmaktadir ve
oligoastenoteratospermi (OAT) sendromu olarak bilinir. Erkek infertilite etiyolojisi
ve siklik oranlilarin1 s6yle siralayabiliriz: idiopatik erkek etkeni%31, varikosel
%15,6, hipogonodizm %8,9 trogenital enfeksiyonlar %8, inmemis testis %7,8,cinsel
iliski ve ejekulat bozoklugu %5,9, inmunolojik faktor %4,5, sistemik hastalik %3,1,
obstriksiyon %1,7 ve diger etkenlerde %75,5°dir. Ayrica oligozoospermi
sebeplerinden dolay ciftlerin 24 ay i¢inde ¢ocuk sahibi olma olasilig1 %27 dir.*’
Sperm sayisinin az olmasina oligozospermi, motilite bozukluguna astenozoospermi
ve tiim bu bozukluklarin birlikte goriilmesine de oligoastenoteeratozoospermi(OAT)
denilmektedir. Aspermia; ejakulatin olmamasi, bazoospermia; ejekilatta sperm
olmamasi, normozoospermia; normal sperm olmasi, hematospermia; ejekulatta kan
olmasi, lokositospermia; ejekulatta normalin iizerinde 16kosit bulunmasi,
hipospermia; ejekulat hacminin 1 ml den az olmasi, hiperspermia; ejekulat hacminin

1 ml den fazla olmasi, polizoospermia; normaden fazla sperm konsantrasyonu,
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teratozoospermia; normol morfoloji yiizdesinin azalmis olmasi, nekrozoospermia;
tiim spermlerin 6lii olmasi, globozoospermia ise yuvarlak basli, akrozomu olmayan

spermler i¢in kullanilan ifadelerdir.*®

Tablo 2.1. Diinya saglik orgiitiiniin yaymlamii oldugu sperm parametreleri

Parametreler Referans
Hacim 1,5ml
Toplam sperm say1s1 39x10 6
Sperm konsantrasyonu 15x10 6
Sperm motilite %40
Ileri motilite %32
Canlilik %58
Sperm morfolojisi %4

2.5. Erkek infertilite Nedenleri

2.5.1. Hipogonadotropik Hipogonadizm

Problem GnRH yetmezlignden hipofizer tomor, hipofiz ameliyatlarindan
travma, enfarktiis ve enfeksiyondan kaynaklanmaktadir.*®

2.5.2. Hiperprolaktinemi

GnRH salgilanmasi ve gonodotropik hormonlarin salgilanmasini etkileyerek
olmaktadir.*®

2.5.3. Testikuler Nedenler

Primer testikiler yetmezlik azospermi veya oldukca fazla oligozoospermiye
ozgudiir. Boyle hastalarda FSH seviyesi yiiksek, testis ise kiictiktir.*

2.5.4. Klinefelter Sendromu

infertil erkeklerde kromozom bozukluklarinin bulunma oram %2-20 dir.*? En
cok goriilen kromozom bozoklugu Klinefelter sendromudur (XXY). Bunun gorilme

sikligida 1/500-1000 “dir. Bu hastalarin %93’tnde azospermi gorulur.
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2.5.5. Inmemis Testis

Inmemis testislerde, skrotum sicakliginda bir artis oldugunda spermatogenez
mekanizmas1 bozulmaktadir. Sicakliktan dolay1 testisin i¢ yapilar1 da geri
doniistimsiiz  olarak bozulur. Bdyle testislerde leydig hicreleri islevini
gerceklestiremez ve germinal epitelyum atrofiktir.>

2.5.6. Varikosel

Testisleri drene eden pampiniform pleksusunu yapan spermatik venlerde,
kanin geriye refliisii ile birlikte venlerin dilate ve kivrintili hal almasi olarak
adlandirilmaktadir.  Infertilite  erkek  hastalarin ~ %20-40"mnda  varikosel
goriilmektedir®. Varikosel, hastalarin testislerinde atrofi ve ebatlarinda kiigiilmeye
sebep olmaktadir. Varikoselin % 90’inda subnormal sperm motilitesi ve sekil
bozuklugu gelismektedir. Varikoselektomiden sonra bu hastalarin %66’sinda semen
degerleri diizelir ve gebelik oran1 %40 artar.”

2.5.7. Germinal Hucre Aplazisi

Semimifer tibdller battunayle sertoli hiicreleriyle dolu olup germinal hiicreler
gelismemektedir. Baz1 tubullUslarda ¢ok az spermatogenez gordlir. Bu olay misk
germ hiicre aplazisi olarak adlandirilir. Hastalar azospermik olup, plazma FSH
diizeyi artmigtir.”

2.5.8. Sistemik Hastaliklar ve Gonadotoksinler

2.5.8.1. Bobrek Yetmezligi

Plazmada testesteron azalmasi gorilir. LH ve FSH artar. Bdbrek
yetmezliginde hipogonadizmin nedenleri bilinmemektedir ve buyuk ihtimalle

multifaktoriyel olarak bilinmektedir.>
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2.5.8.2. Karaciger Sirozu

Sirozlu hastalarin biiyiik kisminda testis atrofisi, erektil disfonksiyon ve
jinekomasti gorulir. Plazmadaki testosteron seviyesi azaldigindan testosteronun,
plazma proteinlerine baglanmasi artmaktadir. Diisiik testosteron seviyesinden dolay1
LH ve FSH seviyelerine bagh olarak orta derecede artma gortilmektedir.>®

2.5.8.3. Hemokromatozis

Hastalarin yaklagik %80’inde testis faaliyetlerinde anormalikler gorulir.
Bunun sepebleri de testiste veya hipofizde biriken demir olabilir.*°

2.5.8.4. Kabakulak

Kabakulak geciren hastalarda orsit gelismektedir. Orsit geciren hastalarin
yaklasik % 13’(inde sperm degerleri normal olur.*

2.5.8.5. Sigara

Calismalarda nikotinin, peritiibiiler alanda kollajen miktarin1 arttirdigi,
seminifer tiibiillerde bozukluga ve stokeratin ile elastin miktarlarinda da degisiklige
neden oldugu gozlenmistir.™

2.5.8.6. Alkol

Sirozlu akoliklerde, hipotalamohipofizer aksta bozukluklar oldugu, vitamin ve
temel elementlerin azalmasi ile testislerde fonksiyonel bozuklukla beraber, erektil
disfonksiyon ve infertilite olusmaktadir.>®

2.5.8.7. Anabolik Steroidler

Anabolit steroidler, atletler arasinda olduk¢a sik kullanilmaktadir. Bu
steroidler FSH ve LH salimimmi disiiriir. Bu da hipogonadotropik hipogonadizme
neden olur. Kullanimlar1 birakildiktan sonra, sperm parametreleri ancak 4 ay sonra

duzelir.®®
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2.5.8.8. Ilaclar

Fertilizasyonu bozan ilaglar arasinda; spironotan allopurinol, kolsisin
nitrofurantoin, simetidin, siklosporin ve sulfosalazin bulunmaktadir. Bunlarin diginda
prozosin, terazosin, fentolamin, fenoksibenzamin gibi alfa blokerler ile metil dopa
guanetidin, rezerpin gibi gangliyon blokerleri ve tetrograd, ejekilasyon veya
emisyon bozukluguna neden olarak infetiliteye yol acarlar.*

2.5.8.9. Endustriyel Gonadotoksinler

Piyasada bocek ilact olarak bilinen Dibromoklorofon uretiminde calisan
isciler, fertilite bozuklugu yasamaktadir. Ayrica kadminyum, kursun ve manganez,
erkek tireme foksiyonlarinda hasar meydana getirirler.”

2.5.8.10. Hipertermi

Bulundugu yerde skrotal 1s1 miktar1 degisikligi, testis fonksiyonlarina hasar
vermektedir.*

2.5.8.11. Radyasyon

Hizli bir sekilde boliinen germinal epitelyum radyasyona oldukca dayaniklidir
ve leydig hucreleri de etkilenmez. Bu nedenlede testesteron seviyesinde herhangi bir
degisim gézlenmez.50

2.5.8.12. Kemoterapotik ajanlar

Semen analizlerindeki bozulmalarin, oncesinden mi bir bozukluk oldugu
yoksa kullanilan kemoterapotik ilaglara m1 baglantili oldugunu anlamak igin, semen
analizi yapilmas: dogru olmaktadir.®® Ginimiizde kabul gérillen ok sayida
kemoterapi protokolunin spermatogenez {izerine etkili oldugu bilinmektedir.
Kemoterapiden sonra dogan ¢ocuklarda herhangi bir anomali riski gérilmemektedir.
Puberte oncesi devrede testisler, alkine edici ajanlarin etkisine karsi daha kuvvetli

diren¢ gosterirler. Fakat bazi hastaliklarin kemoterapisinde, testisler de hasar
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gorilebilir.  Ornegin; hadgkin hastaliginda testislerde hasar gdzlenmistir.”
Spermatogenezin yeniden normale donmesi i¢in 2 yil gegmesi gerekmektedir.
Kanserli hastalarda kullanilan birden ¢ok kemoterapatik ajan, hastalarin yaklasik
%17-68 inde azospermi gelisimine neden olur.*

2.5.8.13. Enfeksiyon ve Lokospermi

Enfeksiyon, testislerde bozukluklar olusturarak direkt olarak germ hiicrelerini
ctkiler veya genital kanal obstriiksiyonu olusturarak infertiliteye sebep olur.*
Semende bulunan I6kositlerin  ve mikroorganizmalarin rolii tam olarak
aglklanamamlstlr.5o

2.5.8.14. immiinolojik infertilite

Ge¢ spermatositler, spermatidler ve spermatozoa, immun sistem iginde
yabanci antijenler olarak bulunurlar. Normalde seminifer tibdl icinde immun sistem
hlcreleri yoktur ve kan-testis bariyeri bulunmaktadir. Fakat rete testis ve epididimis,
zayif morfolojik bariyerler ve makrofajlar bulundurmaktadir.>* Kan testis bariyerinde
anatomik araliklara ragmen, immun yanitin olusmamasi “aktif imminsupresyon” adi
verilen bir model ile agiklanmaktadir. Bu model, anatomik olarak zayif noktalardan
sperm antijenlerinin sizmasi ile olusmaktadir. Sonug¢ olarak T-supresor hicrelerin
uyarilmastyla, immun sistemde desentizasyon meydana gelmektedir.>® Buna ragmen
vazektomi veya travma gibi biylk miktarda sperm antijenlerinin olustugu zaman,
immun cevap siddetli patolojik sinira ulasir. Erkek iireme sisteminde epididimis
antikor sekresyonu ve hiicresel immiinitenin kaynagi olarak bilinmektedir.
immiinololojideki infertilitede, ana mekanizmanin antisperm antikor olusudur.>

2.5.9. Posttestikuler Nedenler

Ejekiilasyon hasar ve ejekulatuvar kanal obstriiksiyonu yer alir.”
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2.6. Astenozoospermide Tani

Yapilan spermigram analizlerinde sperm motilitesinin % 50-60 dan daha az
olmast veya ileri motilite hareketinin olmamasi durumudur. Motilite anomalisi
(astenozoospermi) erkek subfertilite sebebiyle degerlendirilmesi yapilan hastalarin
%24 *Unde izole bir hasar gorilmektedir. Ayrica sperm konsantrasyonu, motilitesi ve
morfolojisi gibi timu defektli olan hastalarin yaklasik% 55’inde motilitenin anormal
olmasi Onemlidir. TUminde sorun olan hastalarin  motilite  sorunu,
spermatogenezdeki bozukluklara baglidir. Astenozoospermisi olan hastalarda,
flagellar fonkiyon bozuklugu veya konjenital hasarlar gorilmektedir. Motilitede
azalma, spermin aksonem ve kuyrugun fonksiyonunda goérev alan 200-300 gende
meydana gelen hasardan kaynakl olabilir.>?

2.7. Pentoksifilin

Erkek infertilitesinde, testis ve epididimiste mikrosirkilasyon dizenleyici
etkisinden yararlanmak i¢in kullanilir. Fosfodiesteraz inhibisyonunu yaptigindan,
hiicre ici Camp orani artmaktadir.”®*>® Pentoksifilin kullamldiginda glikoliz ve
endojen ATP yapimi artar. Bu artmadan dolayr sperm motilitesinin artmasi
gozlenebilir. In vitro kullamldiginda, sperm hazirlarken kullanilan soliisyona
pentoksifilin ilave edilmesiyle sperm aktivasyonunda artis gozlenir. Pentoksifilin
kullanildiginda akrozom reaksiyonlarininin ve reaktif oksijen radikallerinin
olusumunun azaldig:1 izlenmistir. Embriyogenez yapiminda zararli etkilerinden
dolayr inseminasyon yapilmadan Once sperm yikanmalidir. Ayrica bir ksantin
tirevidir ve (3,7-dimethyl-1-(5-oxohexyl)-xanthine), eritrosit esnekligini arttirdigi
diistintildiigli i¢in hipervizkozite tedavisinde kullanilmaktadir. Fosfodiesteraz
inhibitord olan pentoksifilinin temel hedefi, adenilat siklaz aktivitasyonu sonrasinda

hiicre i¢i cAMP miktarinin ylkselmesiyle, protein kinaz A aktivitesini arttirarak,
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TNF -alfa mRNA’sinin ekspresyonunu baskilamasidir. Ayrica pentoksifilinin;
notrofil ve mononiikleer 16kosit toplanmasi, yapigsmasi, sliperoksit anyon dretimi ve
lizozim expresyonunu baskilayarak notrofil aktivitesini  baskilamasi  gibi
foknsiyonlar1 da bulunmaktadir.”®°’ Pentoksifilin, eskiden sepsis ve endotoksik sok
tedavisinde kullanilmis, kardiyak debi ve ince bagirsak kan akisin1 korudugu, ¢oklu
organ bozuklugunu azaltig1 ve sepsisli hayvanlarda canli kalma yiizdesini arttirdigi
aciklanmistir. Ilaveten endotoksin, sepsis, TNF ve IL-2’ye ikinci gelisen akciger
hasarin1 azaltigi ve koruyucu olarak alindiginda sepsisli hastalarin akciger hasarini

diizelttigi gosterilmistir.>"
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3. MATERYAL METOT

3.1. Hasta Gruplan

Atatlrk Universitesi Tip Fakultesi ilag dis1 etik kurul onayr alinan bu
caligmada kullanilan sperm Orneklerinin sahipleri yapilacak ¢alisma ile ilgili
bilgilendirilip gerekli resmi onaylar1 alinmistir.

Calismada astenoospermi tanisi konmus (kontrol) (n=10) ve astenoospermi +
pentoksifilin (n=10) olmak (zere iki grup olusturuldu. Gruplar, 20-35 yas arasi, aktif
ureme doneminde olan ve herhangi bir sistemik hastalig1 veya hayatinin herhangi bir
doneminde testis travmasi gecirmemis ayrica kronik ilag ve madde kullanimi
olmayan (antidepresan, bobrek, tansiyon ilaglari, sigara, alkol), Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) laboratuvar kilavuzuna gore astenoospermik kabul edilen kriterlere uygun
olarak se¢ilmistir (WHO2010).

Hastalardan, 3 gunlik cinsel perhiz sonrasinda steril kaplara dogal
yontemlerle semen ornekleri alindi. Likefiye olmasi i¢in yarim saat bekletildi.
Makler kamarasina 1 ml semen damlatildi.Sperm sayilarak astenozoospermi
olduguna karar verildi. Sonrasinda %50 ve %90 lik gradiyent hazirlandi. Semen
ornekleri 2500 devirde 10 dk santifij edildi.Daha sonra alinan pellet Sperm yikama
medyumuyla yikandi. Yikanan spermler iki petri kabina alinarak 1. Kab kontrol, 2.

Kabtaki spermlerede pentoksifilin uygulanarak elektron mikroskopunda incelendi.
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Sekil 3.1. Makler kamarasi Atatiirk tiniversitesi tip fakiiltesi histoloji ve embriyoloji
AD da ¢ekilmistir.

3.2. Pentoksifilin Hazirlanisi

1) 25 mg pentoksifilin 2,5 ml fertilizasyon medyumu icerisinde karistirilip
vortekslendi.

2) 0,22 mikronluk filtreden gecirildikten sonra oda sicakligina gelinceye

kadar beklendi

3) Insiilin enjektord ile 0,3 ml gekildi ve yag altinda yayilan sperme enjekte

edilerek 5 dk siire ile muamele edildi.

3.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu Takip Protokoli

Elde edilen sperm ornekleri elektron mikroskobik takip igin sirasiyla;

1. %3’luk 0,2 M fosfat tamponlu gluteraldehit soliisyonunda 1saat bekleme
(+4°C’de),

2. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikama,

3. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikama,

4. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikama,
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5. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikama,

6. Post fiksasyon 0,2 M fosfat tamponlu OsO, solisyonunda 1 saat
bekleme,

7. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikama,

8. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikama,

9. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikama,

10. 0.1 M fosfat tamponu ile 15 dakika yikama,

11. % 35 etil alkolde 15 dakika bekleme,

12. % 50 etil alkolde 15 dakika bekleme,

13. % 70 etil alkolde 30 dakika bekleme,

14. % 95 etil alkolde 20 dakika bekleme,

15. % 100 etil alkolde 20 dakika bekleme,

16. % 100 etil alkolde 20 dakika bekleme,

17. % 100 etil alkolde 20 dakika bekleme,

18. Propilen oksitde 20 dakika bekleme,

19. Propilen oksitde 20 dakika bekleme,

20. 1 kisim Propilen oksit + 1 kisim Aralditte 1 saat bekleme,

21. 1 kisim Propilen oksit + 2 kisim Aralditte 1 saat bekleme,

22. Saf Aralditte 4 saat bekleme

islemlerinden gecirildi.

Parcalar araldit iceren kapstllere yerlestirildikten sonra 1 gece desikatorde
bekletildi. Ertesi giin parcalar sentralize edilerek 45°C’de 1 saat, 50 °C’de 1 saat, 55

°C 1 saat, 62 °C 48 saat bekletilerek bloklar elde edilmis oldu.
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Araldit bloklara gémdilen dokulardan, bir ultramikrotom (LKB NOVA,
Bromma, Sweden) yardimiyla 70-80 nm kalinliga sahip kesitler alindi. Elde edilen
kesitler gridlere (S 162 -PELCO) alinarak asagidaki diger islemlere gegildi.

1. Gridler 30 dakika uranil asetat boyasinda boyandi.

2. Distile su ile yikama 1 dak

3. Distile su ile yikama 1 dak

4. Distile su ile yikama 1 dak

5.  Gridler kurutma kagidi iizerine konularak kurutuldu.

6. Gridler 5 dakika kursun sitrat ile boyandi.

7. Distile su ile yikama 1 dak

8. Distile su ile yikama 1 dak

9. Distile su ile yikama 1 dak

10. Gridler kurutma kagidi tizerine konularak kurutuldu.

Yukarida siralanan tiim islemler tamamlandiktan sonra, 6rnekler transmisyon
elektron mikroskobu yardimiyla (100 SX Jeol, Tokyo, Japan) goriintiilenerek
incelenmeye hazir hale getirildi.

3.4. Istatistiksel Analiz

Incelemek i¢in hazirlanan yari ince kesitler, Leica 6400 DM marka kamera
atagmanli 151k mikroskobu altinda Stereo Investigator 8 programi kullanildi.
Fractionator probu ile kesit alani sinirlandi. Uygun boyutlardaki tarafsiz sayim
cergevesi yerlestirildi. 2 farkli marker segilerek her 2 grubtaki sperm ve round
yapilar1 sayilarak sperm ve round hiicre sayisal yogunlugu hesaplandi. Elde edilen
sonuclardan gruplar arasi karsilastirmalar student T testi ile gergeklestirildi 0,05’ten
kiiglik p degerleri anlamli olarak kabul edildi (p<0,05). Degerler aritmetik ortalama

(X) + standart sapma seklinde ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Elektron Mikroskobik Bulgulari

Kontrol grubuna ait sperm Orneklerinde mitokondrilerin matriks ve
kristalari1  kaybettikleri belirgin olarak go6zlemlendi. Mitokondrilerdeki bu
kayiplarin yerine bazi alanlarda vakuollerin olustugu izlendi. Bunun yaninda dig
yogun fibrillerinde ve aksonem yapisinda her hangi bir hasar saptanmadi.

Spermatozoonlarin orta kisimlarinda plazma membraninin genisleyerek
kismen parcalanmis oldugu belirlendi. Ozellikle plazma membranina ait hasarin
neredeyse tamaminin spermatozoonlarin boyun bolgesinde olmas1 dikkat ¢ekiciydi.

Spermatozoonlarin bas kisimlarinda belirgin bir hasar tespit edilmedi.
Spermatozonlarda en belirgin hasarin orta bélgedeki mitokondirlerde oldugu
saptandi. Aksonemlerin ince yapisina baktigimizda mikrotiibiil yapisinda (9+2)
herhangi bir hasarin olmadigi gézlendi.

Pentoksifilin grubu sperm Orneklerini elektron ve 1sik mikroskobu altinda
inceledigimizde ise spermatozoonlarin; bas kisminin, boyun kismindaki
mitokondrilerin, aksonemin, aksolemmanin ve plazma membraninin ince yapilarinin
normale daha yakin goriiniimiinde oldugu izlendi. Mitokondirlerin yogun bir matriks
icerdigi dikkat cekmekteydi. Krista yapilari ¢ok net bir bigimde goriilmekteydi. Tipik
mitokondriyal i¢ ve dis membran yapis1 bulunmaktaydi. Aksonemlerin (9+2) normal
bir yapida oldugu izlendi. Tipik ince yapiya sahip dis yogun fibriler gézlemlendi.

4.2 Sterolojik Bulgular

Isik mikroskobik yar1 ince kesitlerde de kontrol grubundaki sperm ve round
hiicrelerinin karsilastrilmalarinda 6nemli bulgulara rastland.

Kontrol grubu pentoksifilinli grup ile kiyaslandiginda sperm sayisal

yogunlugunun daha az oldugu ancak round hcrelerinin ise daha fazla oldugu sterio
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mvestigatorde ile tesbit edildi. Ayrica yapmis oldugumuz nukleator sayimina gore
kontrol grubunun ruond hiicre hacminin, pentoksifilin grubuna gore azaldig:
belirlendi.

Kontrol grubu Elektron Mikroskobik Bulgular

-

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte. Elektron
yogun lif izlenmekte (0k). Matriks ve Kristalarin tamamin kaybetmis mitokondriler
gbzlenmekte (ok basi). Spermatozoon bas kismi(asteriks). Boyun kismindaki
dejenerasyon izlenmekte (x). Aksonem (kuyruklu ok). X10000.
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Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte. Elektron
yogun lif izlenmekte (0k). Matriks ve kristallerinin tamamin kaybetmis mitokondriler

gozlenmekte (ok basi). Mitkondriyal vakuolizasyon goériulmekte (asteriks). Sentriol
(kuyruklu ok). Aksonem (kuyruklu ok) X25000.

kisminda dejenerasyon izlenmekte. Aksonem izlenmekte (ok). Belirgin kristal
mitokondriler izlenmekte (ok basi). Spermatozoon bas kismi (asteriks). X10000.
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Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte. Elektron

yogun fiber izlenmekte (ok). Belirgin kristali mitokondriler izlenmekte (ok basi).
X20000.

b A\ B

Sekil 4.5. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte. Aksonem
(9+2) izlenmekte (ok basi). Belirgin kristali mitokondriler izlenmekte (ok).
Spermatozoon bas kismi (asteriks). 25000.
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Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte. Dis
yogun fibriller (ok) ve aksonem (9+2)(ok basi) ve dinein uzantilari (kuyruklu ok)
izlenmekte (ok) Matriks ve Kkristallerinin tamamin kaybetmis Mitkondriler
gozlenmekte (ok bast). Boyun kismindaki dejenerasyon izlenmekte (x). X40000.
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Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte. Aksonem
izlenmekte (ok). Matriks ve Kristallerinin tamamin kaybetmis Mitkondriler
gozlenmekte (ok basi). Boyun kismindaki dejenerasyon izlenmekte (x). Mitkonriyal
vakuolizasyon gorilmekte (asteriks). Sentriol (kuyruklu ok) X10000.
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Sekil 4.8. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte. Boyun ve
kuyruk kisminda mitokondrilerin diizensiz dagilmis oldugu gézlenmekte.
Mitokondrilerin matriks ve krista yapilarini kaybettigi izlenmekte (ok basi). Sperm
boynuna ait membran yapisi izlenmekte(kuyruklu ok) X20000.

Pentoksifilin Grubunun Elektron Mikroskobik gortntuleri

Sekil 4.9. Pentoksifilin grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte.
Aksonem yapist izlenmekte (9+2) (0k). Mitokondriyal vakuolizasyon izlenmekte (ok
bas1 ). Spermatozoon (asteriks) Boyun kismi (kuyruklu ok). X15000.
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Sekil 4.10. Pentoksifilin grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte.
Aksonem yapisi izlenmekte (ok). Mitokondriler zlenmekte (ok basi). Spermatozoon
bas kismi (asteriks) Boyun kismi (kuyruklu ok). Elektron yogun boyanmis

mitokondri (egik ok). X20000.

Sekil 4.11. Pentoksifilin grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte.
Aksonem yapisi izlenmekte (0k). Mitokondriler izlenmekte (ok basi). Spermatozoon
bas kismi (asteriks) Boyun kismi (kuyruklu ok). Sentriol (egik ok). X10000.
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Sekil 4.12. Pentoksifilin grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte.
Aksonem (9+2) izlenmekte (0k). Belirgin kristalt mitokondriler izlenmekte (ok bast).
Sentriol (kuyruklu ok). X20000.

Sekil 4.13. Pentoksifilin grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte.

Aksonem (9+2) izlenmekte (ok basi). Yogun matriks iceren belirgin kristal
mitokondriler izlenmekte (ok ). X25000.
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Sekil 4.14. Pentoksifilin grubuna ait elektron mikroskobu mikrografi izlenmekte.

Aksonem (9+2) izlenmekte (ok ). Yogunlugu azalmis matriks iceren belirgin kristal
mitokondriler izlenmekte (kuyruklu ok). Mitkondiral vakuolizasyon gézlenmekte (ok

bas1). X25000.

4.2. Stereolojik Bulgular:

Sekil 4.2.1. Kontrol grubuna ait 151k mikroskobundaki (koyu renkli ok) round ve (sar1
renkli ok) sperm basi izlenmekte.
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Sekil 4.2.2. Kontrol grubuna ait 151k mikroskobundaki (koyu renkli ok) round ve (sar1
renkli ok) sperm bas1 izlenmekte

Sekil 4.2.3. Kontrol grubuna ait 151k mikroskobundaki (koyu renkli ok) round ve (sar1
renkli ok) sperm basi izlenmekte
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Sekil 4.2.3. Pentoksilifin grubuna ait 151k mikroskobundaki (koyu renkli ok) round ve
(sar1 renkli ok) sperm basi izlenmekte

Sekil 4.2.4.Pentoksilifin grubuna ait 151k mikroskobundaki (koyu renkli ok) round ve
(sar1 renkli ok) sperm izlenmekte
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Sekil 4.2.5. Pentoksilifin grubuna ait 151k mikroskobundaki (koyu renkli ok) round ve
(sar1 renkli ok) sperm izlenmektedir.
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4.2.5. Fractionator gorintisu
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Ortalama round yogunlugu
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Sekil 4.22. Nukleator sonuglari round hacminin karsilagtirilmasi
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Round ve spermatid ortalama sayisal yogunlugu
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Kontral Penioksifilin

Gruplar

Sekil 4.23. kontrol grubu ve pentoksifilin gruplarinin fractionator’a gore round ve
spermlerin karsilagtirilmasi
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5. TARTISMA

Tup bebek merkezlerine basvuru yapan infertil hastalar incelendiginde erkek
ve kadm oranlarmin birbiriyle esit oldugu goézlenmektedir. IVF merkezlerine
bagvuran giftlere bakildiginda erkek kaynakli infertilite nedenlerinin % 30-40 nin
idiopatik oldugu bilinmekte yani erkek infertilitesinin nedenleri siralanirken blyuk
bir boslukla karsilagilmaktadir.

Bu ciftlerin infertilite nedenlerinin farkli olmasindan dolay: tiip bebek
merkezlerinde uygulanan tedavi planlar1 da farklidir. Bu ¢alismaya baslamadan 6nce
astenozoospermik hastalarin spermlerine pentoksifilin uygulanmasinin sadece sperm
hareketini artirip canli sperm se¢imine imkan saglamakla kalmadigini,azoospermiye
neden olan ancak elektron mikroskobu ile gozlenebilen geri déiisiimlii bazi
mekanizmalarinda onardigini literatiir taramasi ile ongordiik.

Rossato ve ark. *° spermin, ekstraseliiler ATP diizeyi artigmimn fertilizasyon
oranlarinin artirdigin1  gostermislerdir. Bu durum da sperm mitokondrisinin
motilitede dnemli oldugunu gosterir. Ruiz-Pesini ve ark. * spermatozoa motilitesinin
mitokondriyal enzim spesifik aktivitesi arasinda pozitif bir denge oldugunu
gostermistir. Sperm morfolojisinin erkek infertilitesinde olduk¢a O6nemli oldugu
bilinmektedir. Yapilan bu ¢alismada aztenozoospermik hastalarda sperm morfolojisi
degerlendirildi ve aztenozoospermik hasta spermlerinin orta parcalarinda bozukluklar
mitokondrilerin  matriks ve kristalarin1 dejenerasyon oldugu ve bu alanlarda
vakuollesme olustugu ve normal spermlere gore daha kisa orta parcalara sahip
oldugu goOrtldi ve bu Dbulgular Mundy ve arkadaslarinin bulgularin

desteklemekteydi. Ayrica agiklanamayan aztenozoospermik hastalarda yapilan
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incelemelerde periaksonemal anomalilerin, aksonemal defetklerle siki iligkili oldugu
ve azalan motilitenin tek sebebinin aksonemal anomalilerin tek nedeni olmadiginin
tespit edilmesi yapilan literatiir taramalariyla uyusmaktadir.?*®*

Pentoksifilin ile ilgili yapilan calismalarda hem normal hem de
aztenozoospermik olgularda 03-0,6 mM kullanildiginda pentoksifilinin daha uzun
siire aktif kalabilecegi bulunmustur.62 Bu tez ¢alismasinda da aztenozoospermik
olgularda 0.5 mM pentoksifilin kullanildi. Pentoksifilinin in vitro yolla sperm
ejekulatina 0,5 mM ilave edilmesi, sperm motilitesinin artmasina yardimeci oldugunu
gosterdik. Pentoksifilin gibi phosphodiesterase inhibitori olan diger ilaglarin sperm
motilitesini  arttirdigi  bilinmektedir.”® Bununla birlikte, Yovich ve ark.®
Pentoksifilinin oligospermik olgularda da sperm motilitesini artirdigini, fakat
normospermlerde, pentoksifilinin etkisinin olmadigin1 géstermislerdir.

Pentoksifilinin aztenozoospermik olgularda hem spermin motilitesi hem de
konstrasyonunun diizenledigi yapilan bu ¢alisma ile tespit edilmistir. Heite ve ark. 6
hem oligo hem de astenoozospermlerde pentoksifilinin sperm motilitesinin ve
konstrasyonunu artirabilecegini bulgularinda gostererek bu calisma ile paralel
sonuclar elde etmistir.

Yapilan diger calismalarda pentoksifilinin igerigine bakildiginda kalsiyum
iyonlarinin bulundugu bilinmektedir. Fakat sperm hareketi i¢in kullanilan bu
kalsiyum iyonunun spermler igin zararli oldugu belirtilmistir.®® Bu ¢alismada
Pentoksifilinin mitokodrilerde matriks ve kristalarinda elektron mikroskobik diizeyde
olumlu etkilerinin oldugunu gsterildi. Marrama ve ark. ® Phosphodiester inhibitorii
oldugu ve cAMP konsantrasyonunu artirdigi i¢in, pentoksifilinin ejekulattaki sperm
motilitesini arttirdigin1 gostermislerdir. Oligoastenozoospermik olgularda spermde

ATP seviyesi azalmasi ve seminal fruktoz konsantrasyonunun artigi bulunmustur.
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ATPmiktarinin azalmasi, ATP’ nin cAMP déniisiimiiyle aciklanmustir.®” Bu da
oligoastenozoospermik vakalarda aerobik yerine anaerobik metabolizmasinin baskin
oldugu gostermektedir. Sperm parametreleri arasinda sperm sayisi, morfolojisi
spermiogenezle yakin iligkilidir. Sperm motilitesi farmakolojik manipilasyonlarla
degistirilebilmektedir. Sperm motilitesi,spermin zona pellucidaya penetre olmasinda
oldukca dnemlidir. Bu durum fertilizasyon icin énem arz etmektedir.®® Yine Yovich
ve ark.® Pentoksifilinin Astenozoospermik olgularda in vitro fertilizasyon
oranlarinin basarisini arttirdigini ¢aligmalarinda gdstermislerdir.

Ayrica Rizk ve ark.®® yapmis olduklari kontrol ve pentoksilfilin fertilizasyon
oranlarinin karsilastirilmasinda, pentoksifilinli grubun, kontrol grubuna oranla daha
basarili sonuglar verdigini bulmuslardir. Imoedemhe ve ark.”® gerceklestirdikleri
arastirmada pentoksifilinin, embriyo gelisimi ve fertilizasyon oranlarin da 6nemli bir
degisime neden olmadigini, fakat sperm motilitesini arttirdigini belirtmislerdir.

Yirttiilen bu ¢alismada, pentoksifilin in vitro olarak uygulandi. Ayn1 sekilde
Khalili ve ark. da astenozooospermik olgularda pentoksifilinin in vitro
uygulamasinin sperm motilite oranini arttirdigini tespit ederek yapilan bu ¢alisma ile
benzer bulgular elde etmislerdir. Ayrica pentoksifilinin, in vitro ve in vivo
uygulamasinin sperm hareketi tizerine olan etkileri karsilastirildigi zaman in Vitro
uygulamanin daha etkili oldugu bulunmustur.’® Astenozoospermik hastalara genelde
pentoksifilin in vitro yolla uygulanmaktadir. Ayrica oral yolla da uygulanabilmekte
ve uygulamanin ancak 3. ayindan sonra sperm motilitesinin dnemli dlglide degistigi
bulunmustur. Bununla beraber pentoksifilinin sperm konsantrasyonunda bir
degisiklige yol agmamaktadir. Azstenozoospermik hasta olan 15 erkege 4 ay
boyunca 1200mg/gun pentoksifilin oral yolla verilmis ve sonucunda sperm

motilitesinin arttig1 da yine Aparicio ve ark.” tarafindan gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yiiriitiilen bu tez caligmasinda Astenozoospermik hastalarin spermlerinin
mitokondrilerindeki matriks kristalarinin hasarli oldugu ve plazma membraninin
diizensiz bir goriintime sahip oldugu izlenmistir. Pentoksifilin uygulamasi ile bozuk
olan plazma membraninin daha diizenli bir yap1 olusturdugu sonucuna varildi. Fakat
membran aktivitesinin, tam olarak diizeltildiginin sonucuna ulasilmasi i¢in baska
yontemler de kullanilmasi1 gerekmektedir. Mitokondri hasarlarinin pentoksifilin
uygulanmasi ile giderilebilecegi gosterildi Membranda meydana gelen bozuklugun,
sperm motilitesini azalttigi ve mitokondrilerin plazmalarinda meydana gelen sperm
motilitesi i¢in enerjinin aktarilamadigi sonucuna ulasildi. Aksonem ve aksonemi
cevreleyen kalin dis yogun fibriller ve boyun bolgesinde meydana gelen defektler ile
kuyruk anormalilerinin, sperm motilitesinde rol oynadigini gosterdik.

Isik  mikroskobu yar1 ince kesitlerinde yaptigimiz stereolojik testler
(fractionator ve nukleator) sonucunda pentoksifilinli grupta, kontrol grubuna oranla
sperm sayisinin artmasi ve round hiicrelerinin azalmasi 6nemli bir sonuctur. Bu

uygulamanin tlp bebek merkezinde kullanilmasi 6nerilmektedir.
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