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OZET

Bu tez ¢alismasinda, tiip bebek ve asilama tedavi yontemlerinde in vitro kosullarda
kullanilmak iizere sperm hizini arttiran serotonin etken maddeli yeni bir sperm
yikama soliisyonun (medyum) gelistirilmesi hedeflenmistir. Tiirkiye ve Diinya’da
serotonin etkin maddeli gelistirilen ilk sperm yikama soliisyonudur.
Bu prospektif kohort ¢alisma, serotonin (5-HT), L-karnitin (L-C) ve Koenzim Q10
(CoQ10) gibi etken maddeler ile zenginlestirilmis yeni bir sperm yikama ortaminin
(SWM) sperm hareketliligini artirma ve DNA hasarin1 azaltma potansiyelini
arasgtirmak amaciyla yapilmistir. Bu etken maddelerin doz belirleme islemi
gergeklestirildikten sonra olusturulan 5-HT/L-C/CoQ10 sperm yikama medyumu ¢ok
sik kullanilan iki ticari sperm yikama medyumu ile (SWM Origio®, Danimarka ve
SWM Irvine Scientific®, Santa Ana, CA, ABD) karsilastirilmistir.
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Atakent Hastanesi klinigine gelen
goniilliilerden alinan semen 6rnegi asagida belirtilen ii¢ farkli sperm yikama medyumu
ile analiz edilmek iizere iice boliinmiistiir;

1- Origio® SWM; HEPES, sodyum bikarbonat, insan serum albiimini (HSA),

taurin ve gentamisin siilfat,
2- Irvine Scientific® SWM; HEPES, sodyum bikarbonat ve HSA,
3- 5-HT/L-C/CoQ10 SWM, serotonin, L-C ve CoQ10 ile takviye edilmis HEPES
tamponlu insan tubal s1vis1 (HTF).

Sperm hareketliligi, apoptoz, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve DNA fragmantasyon
oranlar1 degerlendirilmistir. Gruplar arasinda genel ve progresif sperm hareketliliginde
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir. Ancak, 5S-HT/L-C/CoQ10 SWM'
deki spermatozoalar daha diisiik apoptoz, nekroz ve ROS seviyeleri ve daha yiiksek
canlilik oran1 gdstermistir. Gruplar arasinda DNA fragmantasyon indeksinde anlamli
bir fark gozlenmemistir. 5-HT/L-C/CoQ10 SWM, diger iki ticari sperm yikama
ortamina gdre sperm oksidatif stres ve apoptoz oraninmi azaltmistir. Bu tez ¢aligmasi
kapsaminda elde edilen veriler, gelistirdigimiz medyumun fertilizasyon basari
oranlarini arttirmak {izere bir sonraki denemelere gegebilecek potansiyeli oldugunu

gostermistir.

Anahtar Soézciikler: Sperm yikama medyumu, L-Karnitin, Koenzim Q10, Serotonin
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ABSTRACT

Our study aims to develop a new sperm washing solution (medium) containing
serotonin as an active ingredient to enhance sperm motility for use in in vitro
conditions in assisted reproduxiidrotransmitlogies such as in vitro fertilization and
artificial insemination. This is the first sperm washing solution developed with a
serotonin active ingredient in Turkey and worldwide.
This prospective cohort study was conducted to investigate the potential of a novel
sperm washing medium (SWM) enriched with active ingredients such as serotonin
(5-HT), L-carnitine (L-C), and Coenzyme Q10 (CoQ10) to enhance sperm motility
and reduce DNA damage. After the dosage determination process of these active
ingredients, the formulated 5-H7/L-C/CoQ10 sperm washing medium was compared
with two commonly used commercial sperm washing media (SWM Origio®,
Denmark, and SWM Irvine Scientific®, Santa Ana, CA, USA). Semen samples
obtained from volunteers at Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Atakent University
Hospital clinic were divided into three groups for analysis in different sperm washing
media.:
1- Origio® SWM: composed of HEPES, sodium bicarbonate, human serum
albumin (HSA), taurine, and gentamicin sulfate.
2- Irvine Scientific® SWM: composed of HEPES, sodium bicarbonate, and
HSA.
3- 5-HT/L-C/CoQ10 SWM: composed of HEPES-buffered human tubal fluid
(HTF) supplemented with serotonin, L-C, and CoQ10.
Sperm motility, apoptosis, reactive oxygen species (ROS), and DNA fragmentation
were assessed. Sperm motility was categorized as progressive, non-progressive, and
immotile There were no statistically significant differences in total and progressive
sperm motility between the groups. However, spermatozoa in the 5-HT/L-C/CoQ10
SWM exhibited lower levels of apoptosis, necrosis, and ROS with higher viability.
No significant difference was observed in the DNA fragmentation index between the
groups. The 5-HT/L-C/CoQ10 SWM reduced sperm oxidative stress and apoptosis
compared to the other two commercially available sperm-washing media, suggesting

its potential use to enhance in vitro fertilization success rates

Keywords: Sperm washing media, L-Carnitine, Coenzyme Q10, Seroton
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1. GIRiS

Giliniimiizde ¢iftlerin en biiylik sorunlarindan biri ¢ocuk sahibi olamamaktir.
“Korunmasiz diizenli cinsel iliskiden sonra bir y1l iginde spontan olarak gebelik elde
edilememesi" infertilite (kisirlik) olarak tanimlanir (Diinya Saghk Orgiitii, 1999). 48
milyon ¢ift ve 186 milyon kisinin diinya ¢apinda etkiledigi one siirtilmektedir (Boivin
v. d., 2007). Kisirlik iireme ¢agindaki sekiz ¢iftten birini etkiler ve vakalarin %30’
una katkida bulunur (Patel v. d., 2017).

Ciftlerin yaklagik olarak %50'sinde erkek faktorii temel neden olabilir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2010 yilindaki verilerine gore diinya niifusunu %15’ yani giiniimiizde
90 milyona yakin ¢ift kisirlik problemi yasamaktadir. Bu oranin yaklasik %50°si
sperme bagli problemlerden kaynaklanmaktadir. Bu problemler; sperm sayisinin ve
hizinin az olmasi, sperm morfolojisinin bozuk olmasidir (Barrat v. d., 2017). En
onemli erkek kisirligi degerlendirme yontemi semen analizi (SA)'dir. Semen
parametrelerinin degerlendirilmesi su anda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan
olusturulan insan semeninin incelenmesi ve islenmesi i¢in laboratuvar kilavuzunda
tanimlanan standartlara dayanmaktadir. 1980'de yayinlanan DSO laboratuvar el
kitabinin 1. baskisindan 6. baskisma kadar, semen inceleme teknikleri, sperm
hazirlama ve sperm dondurma yontemleri ve kaliteyi iyilestirmeye yonelik yeni
teknolojilerdeki son geligsmelerin dahil edilmesiyle zamanla 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir (WHO, 2021). Sperm DNA’sinin fragmante olmasi (SDF), semen
stvisindaki oksidatif stres (OS) ve reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) tespit
edilmesinde olusan son gelismeler ve testler, dogal gebe kalma ve yardimci iireme

teknolojisi (ART) agisindan tireme sonuglarinin tahminine ek 151k tutmustur.

Sperm kaynakli kisirlikta en 6nemli tedavi asilama ve tiip bebek yontemleridir (Van
Wolff, 2019). 2015 yilinda yapilan Avrupa Ureme ve Embriyoloji Kongresinde
yayinlanan bildiriye gore diinyada her yil ortalama 1,5 milyon kez tiip bebek yontemi

uygulanmasina ragmen 350 bin saglikli bebek dogabilmektedir (Martinez, 2017).

Asilama ve tiip bebek tedavilerinde besinci, altinci kez denemelerine ragmen ciftler
cocuk sahibi olamamaktadirlar. Sperm sayis1 ve hareketliligindeki yetersizlikler
gebelik sansimmi oldukga diistirmektedir (Westerman, 2020). Sperm hareketlilik
disiikliigii, normal yolla gebe kalmaya engel oldugu gibi yardimei iireme (agilama ve

tiip bebek) tekniklerinde basartyi etkileyen en 6nemli etkendir. (Borges v. d., 2016).



IVF tedavileri sirasinda kullanilacak olan sperm hiicresinin, normal morfoloji ve

DNA yapisinda olmasi gereklidir (Zaneveld v. d., 1991).

Swim-up ve gradient gibi sperm yikama yontemlerinin sperm hareketliligini
arttirarak fertilizasyon ve embriyo boliinmesinde pozitif katkilar1 oldugu
gosterilmistir (Cissen v.d., 2015). (Santiago v. d., 2017). Gradient sperm yikama
islemlerinin santrifiij etkisi ile reaktif oksijen tiirevlerini arttirdigt ve DNA
fragmantasyonuna neden oldugu bilinmektedir (Aitken, 2017). Swim-up sperm
yikama isleminde elde edilen hareketli sperm, sperm sayisina orantili olarak
degiskenlikler gostermektedir (Manna v. d., 2020). Mevcut sperm yikama
medyumlarinin igerigi tampon ¢ozeltiler ve insan serum albiimini gibi protein
takviyelerinden olugsmaktadir. Menide bulunan 6lii hiicreler, bakteriler temizlenerek

tedaviye uygun spermler se¢ilir (Lindholmer v. d., 1974).

Ekzojen antioksidan ajanlar, erkek infertilitesini tedavi etmek i¢in son yillarda
popiiler bir tercih olmustur. L-Karnitin (L-C)’nin spermlerin iiretilmesinde,
olgunlagmasinda, hareketliliginde anahtar rolii bulunmaktadir ve L-C miktarinin
erkek epididimislerinde normal plazmaya gore 50 kat fazla bulundugu ortaya
cikmistir (Shang XJ v. d., 2015). CoQ10 hareketliligi az olan spermler i¢in tercih
edilebilen bir antioksidandir. CoQ10 (ubiquinone) ozellikle mitokondri
membraninda fazlasiyla bulunan, oksidatif strese bagli olarak hiicreleri hasardan
koruyan bir antioksidandir. Sperm hareketliligi yiiksek miktarda enerjiye ihtiyag
duydugu i¢in, spermde ¢ok fazla mitokondri bulundugu kanmitlanmistir. CoQ10,
oksidatif stresten kaynaklanan DNA hasarina kars1 spermleri korudugu ve hiicrelerde
bulundugu miktart arttikca sperm sayisinin ve hizinin daha fazla oldugu ortaya
cikmigtir (Alahmar v.d., 2020). Ayrica serotonin (5-HT) miktari ve sperm
hareketliligine iliskin makaleler bulunmaktadir. Farelerde yapilan bir ¢caligmada 5-
HT’nin, sperm asktivasyonunda etkili oldugu tespit edilmistir (Fujinoki, 2011). 5-HT
vas deferensin, testislerdeki kan dolasimmin diizenlenmesinde, testislerin

gelismesinde ve testesteron tiretiminde etkilidir (Tinajero v. d., 1993).

Bu caligsmada, L-C ve CoQ10 ile giiglendirilmis 5-HT igeren yeni bir sperm yikama
medyumu gelistirmeyi ve sperm hareketlilik, morfolojisi ve DNA hasar1 iizerindeki
etkisini ticari olarak kullanilan diger sperm yikama medyumlar ile karsilastirmali

olarak gostermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

2.1.1. Testis

Testisler, genital kanallar, aksesuar seks bezleri ve penis; erkek ilireme sistemini
olusturmaktadir (Sekil 2.1). Testisin iki ana gorevi vardir: spermatogenez (erkek
sperm hiicresi yani gamet iiretimi) ve steroidogenez olarak da adlandirilan seks
hormonlarinin (androjenlerin) sentezi. ( Testosteron, spermatogenez i¢in gereklidir ve
erkek embriyonun embriyonik gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Gametler ve

androjenin iiretildigi kisim olan testisler skrotum igerisinde yer almaktadir (Kittles v.

d., 2001).

idrar kesesi Ureter
Periton
Seminal vezikil
Pubis
Prostat rektum
Uretrasi
Korpus
kavanozum ' Ejakulator kanal
Korpus
supongium Prostat
Uretra
Bulboretral bez
Glans penis
Deferens kanalh
Skrotum Epididimis
Tunika vajinalis Testis

Sekil 2.1. Erkek tireme sistemini gésteren sematik bir diyagram.

Androjenler testosteronun yapimii gerceklestirir. FSH ve LH hormonlar1 hipofiz

bezinden salgilanir ve sperm olusumu i¢in birlikte caligirlar.

Bununla birlikte, testosteron, sperm tiretimi ve ikincil karakterlerin olusumu igin
gereklidir. Testislerde yer alan seminifer tiibiiller, spermin iiretildigi yerdir. Sperm
hiicresi, spermatogenez ve spermiyogenez sirasinda meydana gelir. Bu siireg,
spermin tiibiiller arasina yerlesmis sertoli hiicreleri {izerinde bulunan premordiyal
germ hiicreleri (PGC) ile baslar (Holstein v. d., 2003). Sekil 2.2, testisin enine alinmis

kesitini ve seminifer tiibiiliin yapisin1 gdstermektedir.
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Sekil 2.2. Testis anatomisi

2.1.2. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, bag dokusunda daginik veya daha diizenli gruplar halinde bulunan
ve graniillii sitoplazmaya sahip olan hiicrelerdir. Yaklasik olarak testis hacminin %5-
12’sine katkida bulunurlar (Christensen, 1975; De Kretser v. d., 1994). Erkek seks
hormonu olan testosteron, leydig hiicrelerinden meydana gelir (Payne v. d, 1980).
LH, Leydig hiicrelerine etki ederek testosteron iiretimini uyarir. Bu, hipofiz tizerinde
daha fazla LH salinimim engellemek veya modiile etmek i¢in negatif bir bildirim

olusturur (Ewing v. d., 1993).

Intratestikiiler testosteron konsantrasyonu, kandaki konsantrasyondan énemli 6l¢iide
yiiksektir ve temel islevlerinden bazilari sunlardir: Hipofiz testis ekseninin
aktivasyonu, maskiilasyon ve cinsel davranislar, spermatogenezisin baglatilmasi ve
stirdiiriilmesi, erkek genital organlarin farklilagsmasi ve ikincil cinsiyet 6zelliklerinin

kazanilmasi.

2.1.3. Sertoli Hiicreleri

Testis hacminin ¢ogu, fibréz septanin siirlart ve bag dokusu i¢inde paketlenmis
seminifer tiibiillerden olusur. Seminifer tiibiiller, cogalan ve gelisen bir¢ok farkli cebe
dagilarak testislerin i¢inde bir dizi kivrimli bir yap1 olusturur. Spermatogenezis bu

tiibiillerde gergeklesir (Sekil 2.3). Seminifer tiibiiller, intestinal alandan leydig



hiicreleri, kan damarlan, lenfatikler ve sinir gruplar ile ayrilir. Seminifer tiibiillerin

her birinin ortalama 180 mm ¢apinda oldugu diisiiniilmektedir (Davidoff v. d., 1990).

Seminifer tiibiiller iginde sertoli hiicreleri yer almaktadir. Bazal membrandan liimene

dogru uzanmaktadirlar ve ucu rete testise agilir (Roosen-Runge v. d., 1978).

Salgilanan sivi, rete testiste toplanarak epididimin duktal sistemine iletilir. Seminifer
tiibiillerin ortala’a %40 sertoli hiicrelerinden meydana gelir ve uzun spermatid

hiicreleri bulunmaktadir (Russel v.d.,1993; Franga v. d., 1993).

Sertoli hiicreleri, biiylik bir hiicre ¢ekirdegine sahiptir. Sertoli hiicreleri sperm
hiicrelerine metabolik destek saglar. Fonksiyonel ve endokrinolojik olarak

spermatogenez icin gereklidir (Russel v. d., 1993).

Spermatogenez sirasinda, spermatagonyum hiicreleri olgunlagmak igin seminifer
tiibiillerin bazal bolgesinde bulunurken, daha gelismis olan spermatid hiicreleri
liimene dogru hareket eder. Sertoli hiicreleri, spermatagonyum hiicrelerini besler ve
hiicre fagositozuna katilir. Sertoli hiicreleri ile gelismekte olan germ hiicreleri
arasinda, spermatogenezin uygun bir hormonal ortam i¢inde siirdiiriilmesi i¢in ¢oklu
iletisim bolgeleri mevcuttur. FSH, sertoli hiicrelerinde bulunan yiiksek afiniteli FSH
reseptorlerine baglanarak androjen baglayici proteinin (ABP) salgilanmasin isaret
eder. ABP, testosteron ve dihidrotestosteron gibi androjenlerin baglanmasina ve
boylelikle konsantrasyonlarinin  ¢ogalmasina izin verir. Bu androjenler,
spermatogenezi baslatmak i¢in kullanilir. Sertoli hiicreleri ayrica anti-miillerian
hormonu salgilar, ve miillerian kanallarin biiyiimesini engelleyerek, erkegin

embriyonik gelisimine izin verir (Behringer, 1995; Josso v. d., 2001).

Sertoli hiicreleri, FSH diizenlemesini saglayan inhibin salgilar. Sperm hiicresi
ergenlik doneminde iretilir ve ilk zamanlar bagisiklik sistemi tarafindan
taninmayabilir. Ve bu nedenle kan testis bariyeri bir mikro ortam saglar. immiinolojik
olarak korunan bir boliimde spermatogenez islemi gergeklesmektedir. Kan-testis
bariyeri 2 boliimden olusur: Seminifer epitele bitisik bazal bolge ve liimene dogru
adluminal bolge. Bazal bolge; spermatagonyum hiicrelerinin gelisimi i¢in hizmet
eder. Adluminal bolge; sekonder spermatositlerin ve spermatidlerin gelisimi i¢in

hizmet eder.

Normal spermatogenez icin testislerin skrotumda bulunmasi sarttir ve bu hiicreler

pubertede olgunlasir (Gallardo v. d., 1996).



Sperm olusumunda 2 asama bulunur,

1- Sermatositogenezis; farklilasma ve c¢ogalma ile spermatogoniumdan sperm

meydana gelmesi.
2- Spermiogenezis; spermin spermiumu olugturmasi.

Pubertede hipotalamustan salgilanan GNRH ile, hipofiz 6n lobundan FSH ve LH)
salgilanmaya baslar ve seminifer tiibiilleri olustururlar. Solid kalan primordial iireme

hiicreleri de spermatogoniumlara doniisiir (Seftalioglu, 1991).

Kromatinlerinin boyanma &zelligine gore A ve tip B spermatogonia vardir. Tip A
spermatogonyum kok hiicre olarak islev goriir. Tip B spermatagonialar mitotik
boliinerek primer spermatositleri olugturur. Spermatogonyuma ve liimene daha yakin
olan primer spermatositler 1. mayotik bdliinmenin profaz evresine girerler ve bu evre
¢ok uzun oldugu icin en c¢ok sayida bulunan spermatosit hiicreleridir. Primer
spermatosit: 46 (diploid) kromozom profaz sathasi yaklasik 22 giin siirer ve birinci
mayoz boliinme tamamlanir. Haploid, sekonder spermatosit olusur. Sitoplazmik
kopriiler ile baghdirlar ve ikinci mayoz bdoliinmeye girerek 23 haploid igeren
kromozom spermatidleri olustururlar (Sekil 2.3) Spermatogonyumdan spermatid
olusumuna kadar gegen déneme spermatositogenez denir. Iki mayoz béliinme sonucu
haploid kromozom iceren dort adet spermatid meydana gelir 22+X, 22+Y (Davis v.
d., 1994).

spermatidler

spermatidler

spermatiosit
spermatosit
ikincil
spermatosit
X ikincil
h‘s_:'::n spermatosit
Primer
spermatosit | Sertoli
hucreleri
Spermatagonyum A
Spermatagonyum
Spermatagonyum B

Sekil 2.3. Spermatogenezisin farkli agamalari, hematoksilen ve eosin ile boyama.
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2.2. Spermatogenezis

Diploid bir spermatogonyumun bir spermatide farklilasma siireci spermatogenez
olarak bilinir. Puberte déneminde hipofiz 6n lobundan FSH ve LH salgilanmaya
baslar. FSH ve LH etkisi ile, puberteye kadar ayn1 halde bulunan limenlerin i¢i bosalip
farklilagarak seminifer kordlar olugur (Fujinoki, 2011).

Spermatogenezis ili¢ kademe olarak gbzlenir: (1) spermatogonyum hiicrelerinin sayica
artarak farklilagmasi, (2) mayoz boliinme ve (3) round spermatid hiicrelerinin mayoz
boliinmeden sonra sperm hiicresine doniismesi. Spermatogenezis ergenlik doneminde
baglar ve yasam boyunca devam etmektedir. Spermatogenezis, primer haploid
spermatidleri olusturmak i¢in mayoz I ve mayoz I1 boliinmeden olusmaktadir ve bazal
bolmede gergeklesmektedir. Primer spermatosit hiicreleri, sekonder spermatosit
hiicrelerini meydana getirmek icin mayoz I béliinmeye girerler. Ik mayotik béliinme
olan profaz evresi ¢ok uzundur. Sekonder spermatosit hiicreleri, sperm hiicrelerini

iiretmek i¢in mayoz II boliinmeye girerler (1,1-1,7 giin) (Roosen -Runge v. d., 1978).

2.2.1. Mitoz

Spermatogonyumun sayica artmasi, ¢cogalmasini ve devamini igeren siirectir. Genetik
materyalin (kromozomlarin) kopyalandigi, niikleer zarfin parcalandigi ve
kromozomlarin ve sitoplazmanin esit boliinmesinin bir sonucu olarak iki yavru

hiicrenin olustugu kesin, iyi diizenlenmis bir olaylar dizisidir (Berezney v. d., 1977).

DNA, spesifik diizenleyici proteinlerin etkilesimde bulundugu dongii alanlarinda
diizenlenir. Mitoz bolinme fazi, spermatogonia A, spermatogonia B ve primer
spermatositleri icerir. Birincil spermatositler, bir dizi mitotik bdliinme yoluyla hiicre
ici kopriilerle birbirine baglanan gelismekte olan germ hiicreleri tarafindan iiretilir.
Ergenlik ¢agindan sonra spermatogonia hiicre sayisi belirlenir ve oncii hiicreler
saglamaya, farklilasma ve olgunlagma siirecini baglatmaya devam ederler (Mirkovitch

v. d., 1984; Dickinson v. d., 1992).

2.2.2. Mayoz
Mayoz bdliinme sirasinda yeni bir genom belirlenene kadar kromozom eslesme,

caprazlama (krossing-over) ve genetik farkliliklar gerceklesir. Mayoz boliinme fazi iki



durumdan meydana gelir. ilk olarak diploid primer spermatosit hiicresinden dort adet
haploid spermatid hiicresi elde edilir. ilk mayoz béliinmeden sonra, her homolog
kromozom ¢ifti bir esini igerir ve bunlara sekonder spermatosit hiicreleri (2n) denir.
Mayoz boliinme; profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evresinden olugmaktadir. Béliinme
tip B spermatogonyum hiicresinin preleptoten primer spermatositleri olusturdugunda
baglar. Profazin leptoten evresinde, kromozomlar uzun filamentler halinde
diizenlenmektedir. Zigoten evresinde, tetrad adi verilen homolog kromozomlar,
sinapsis yaparak diizenlenir ve sinaptonemal kompleksler meydana gelmektedir. Bu
asamada krossing-over gergeklesir ve pakiten asamasinda kromozomlar kisalir.
Homolog kromozomlar diyakinezi sirasinda yogunlasir ve gecis bolgelerinden ayrilir.
Rastgele olusan siralama ve dizilim, spermdeki genetik ¢esitliligin korunmasi
agisindan ¢ok oOnemlidir. Sonunda profazda niikleer zarf bozulur ve metafazda
kromozomlar ekvator plakasinda diizenlenir. Anafaz evresinde, her bir kromozom, zit
kutuplara dogru hareket eden iki kromatitten olugmaktadir. Telofaz evresinde hiicre
boliinmesi, sekonder spermatositlerin olusumu ile gerceklesir (kromozom sayisinin
yarisi). Primer spermatosit hiicreleri , germinal epitelyumun en iri germ hiicreleridir.
Ikinci mayozun profaz evresi ¢ok kisa siirer ve her bir kromozomun iki kromatidi
ayrilarak farkli yonlere hareket ettiginden DNA igerigi yar1 yariya inmektedir.
Telofazin sonunda, spermatidler tamamen ayrilmazlar, ancak senkronize gelisim i¢in
ince kopriilerle birbirine baglh kalirlar. Bu sperm hiicreleri ©’22, X’ veya 22, Y’
kromozom igeren haploit hiicrelerdir ve spermiyogenezis olarak bilinen tam

farklilagma evresinden geger.

2.2.2.1. Spermiyogenez

Spermatid hiicrelerinin sikistirllmig kromatin ile sperm hiicresine farklilagma siireci
olarak ifade edilmektedir. Her asama morfolojik olarak farkli tanimlanabilir. Ik
olarak, hiicrede mitokondri iyi gelismis, farklilasmis ve akrozomal vezikiil ortaya
¢ikmigtir. Kromatoid cisim sperm akrozom vezikiiliiniin karsisindaki kutupta gelisir
ve proksimal sentriyol ve aksial filamentler belirir. Bir sonraki evrede akrozom olusur,
ara parca ve kuyruk boliimii gelisir. Genomun inaktivasyonu ile post-mayoz evresinde
kromatin yogunlagsmas1 meydana gelir. Histonlar gecis proteinlerine, protaminler ise

iyi gelismis disiilfit baglarina donistiiriiliir.



Spermatid hiicresi sertoli hiicresinden kurtularak ve spermiasyon ile spermatozoon
olarak tiibiiliin liimenine girer. Spermatogonyumdan koken alan spermatit hiicreleri,
kopriiler ile birbirine baglh kalir. Sertoli hiicreleri, spermatidler seminifer tiibiillerin

liimenine dogru giderken spermiasyona aktif olarak katilirlar. (Russel v. d., 1993).

Matiir spermatid hiicreleri, hiicre ici olusan kdpriilerini kapatarak, germinal epitel ile
baglantisini koparir ve sperm adi verilen serbest hareketli hiicreler haline gelir (Smith

v. d., 1994),

Spermatogenezis farkl tiirler arasinda farkli zamanlarda gerceklesir; insanda sabit
olarak gozlenmektedir. Bir spermatogonyum hiicresinin olgun yani matiir bir
spermatide donligmesi i¢in gereken siire yaklasik 70 ila 74 giin arasinda oldugu tahmin

edilmektedir (Heller v. d., 1964).

Spermatid olgunlasma siiresi yani semene (ejakiilata) dahil edilebilecegi bir yere
yolculugu yaklasik 10-14 giin siirmektedir. Sperm kromatini yogunlasmaya baglar ve
sentrioller sitoplazmadan ¢ekirdegin tabanina go¢ eder ve proksimal sentrioliin
cekirdege tuttunmasi ile golgi fazini igerir ve distal merkezli aksonem olusur. Apikal
fazinda, akrozom, cekirdek yiizeyinin yaklasik %30-50'sini kaplayan c¢ekirdek
tizerinde ayr1 bir baslik olusturur (DeKretser, 1969).

Akrozom, dollenme i¢in gerekli hidrolitik enzimleri icerir ve spermatidler sertoli
hiicrelerine gémiiliir. Maturasyon evresinde mitokondri, kilifi ve yogun dig lifleri
meydana getirmek i¢in kuyruga dogru go¢ eder. Kuyruk yapisinin tamamlanmasi igin
lifli bir kilif olusturulur ve spermatid hiicresinin sitoplazmasinin ¢ogu artik cisim
olarak digart atilir. Sperm hiicresi seminifer tiibiiliin llimenine dogru go¢ eder. Sperm
hiicresinin uzamas1 tamamlandiginda tiibiil liimenine dogru salinir. Ejakdilat
orneginde, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) el kitabinda agiklanan 20 milyon/ml'den gok
daha yiiksek bir sperm sayisinin beklenmesi gereksede, durum boyle degildir (Rowe
v. d., 1993). Bunun sebebi genelde gelismis hiicrelerin %75’inin ¢ogunun apoptoz
islemi sonucunda elimine edilmesidir. Elimine edilmeyen hiicrelerin yarisindan fazlasi
ise anormaldir. Bu sebeple, lireme potansiyeli i¢in sadece yaklasik %12'si mevcuttur
(Sharpe, 1994). Ve ayrica giinliik sperm tretimi yasla birlikte azalmaktadir; sertoli
hiicrelerinin sayica azalmasi, mayozun boliinme sirasinda germ hiicre dejenerasyonu
ve yavas boliinmede artis olmasi veya leydig hiicrelerinin sayisindaki azalma ve

testesteron azalmasi ile birlikte birincil spermatositlerin kaybi ile iliskilidir.



2.2.2.2. Spermatozoa

Boliinme gecirmeyen, oldukca 6zellesmis hiicrelerdir. Bir sperm, <’Y kromozomu’’
(DNA) igeren bir bas ve hareketliligi saglayan bir kuyruktan meydana gelmektedir.
Spermatozoa; biiyiik bir ¢ekirdege sahip olmasina ragmen biiyiik bir sitoplazmadan

yoksundur (Hafez, 1976; Menkveld v. d., 1990).

2.2.3. Sperm Bas Kism1

Yaklagik olarak 4,0-5,5 mikrometre (um) uzunlugunda olup 2,5-3,5 um genisliginde
oval bir yapiya sahiptirler (Sekil 2.4). Isik mikroskopu altinda en g¢ok goriilen
anomaliler akrozom ve bas kusurlar1 (biiyiik, kii¢lik, round, pin head, piriform) ve
vakuollii (boyanmamig vakuol alan tarafindan isgal edilen akrozom kisminin>%20'si)

cift bas veya bunlarin herhangi birisi olabilir (WHO, 1999).

2.2.3.1. Akrozom

Golgi kompleksi olarak da adlandirilir. Bas bolgesinin yaklasik tigte ikisini ve daha
fazlasim igerir (Sekil 2.4). Elektron mikroskobu (TEM) altinda goézlemlendiginde,
sperm bas1 esit olmayan akrozomal ve post-akrozomal bolgelerine ayrilmistir.
Akrozom kismi, dollenme icin gerekli olan hyaliironidaz enzimi basta olmak tizere
hidrolitik enzimleri igerir. Yumurtanin fertilizasyon iglemi sirasinda, akrozomal zarin
birgok yerde oosit zonast ile fiizyonunu gerekmektedir. Akrozom reaksiyonu sirasinda

akrozomal enzimleri serbest birakilir. (Hafez, 1976).

2.2.3.2. Boyun
Bas ve kuyruk arasinda bir baglant olusturur (Sekil 2.4). Mitokondri sperm hiicresinin

boyun bdlgesinde yer alir ve sperm hareketliligi i¢in enerji saglar.

2.2.3.3. Kuyruk

Sperm kuyrugu yaklasik olarak 55 um’dir. Boyun, orta, esas gévde kuyruk olarak dort
kisimdan olugur. Proksimal ve distal sentriyolii igeren ve basi kuyruga baglayan boyun
bolgesidir (Sekil 2.4). Proksimal sentriyol cekirdege yakin, distal sentriyol ise,
spermin kuyrugu olan aksonemin kaynagini olusturur. Kuyruk; spermin hareketliligini
saglayan sil yapisindaki mikrotiibiillerden meydana gelmektedir. Sperm kuyrugu

spermatid asamasinda ortaya ¢ikar. Spermatogenez sirasinda, merkezcil orta parga,
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ana par¢a ve son parca olarak ayrilir. Mitokondri, orta kisim etrafinda yeniden
diizenlenir. Dokuz ¢ift fibrilden olusan ve es merkezli bir halka ile ¢evrili iki fibrilden

olusan ¢ekirdek, kuyrugun sonuna kadar devam eder. (Hafez, 1976).

nikleus
nuikleer zarf

akrozom

plazmalemma
Swrah

kuyruk
mitokondri

kaba fl\

lifli kihf dis kilif

bag orta

ana
gévde

Sekil 2.4. Sperm bas, boyun ve kuyruk kisimlari.

2.3. Erkek Infertilitesi

Kisirligin kiiresel olarak ¢iftlerin’%8-12'sini etkiledigi ve c¢iftlerin yaklasik %50'sinde
erkek faktoriiniin birincil katkida bulunan neden oldugu tahmin edilmektedir. Fertilite
nedeni erkeklerde degisken olabilir. Spermotogenezis siirecini engelleyen konjenital
bozukluklar, birgok saglik durumu ya da idiopatik nedenler olabilir. Kapsamli bir
sekilde degerlendirilmesi gerekmektedir. Semen analizi erkek infertilitesini
degerlendirmede mihenk tagi olmaya devam etse de tan1 ve yontemi iyilestirmek igin
sperm kalitesini ve islevini arastirmaya yonelik ileri tani testleri gelistirilmistir.
Yardimci iireme tekniklerinin geligsmesi infertil ¢iftlerin ¢ocuk sahibi olma sansini

onemli olglide arttirmaktadir (Agarwal v. d., 2021).

2.3.1. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi
Son 40 yilda, Diinya Saglik Orgiitii, semen analizi testinde tekdiizelik ve uygunluk
getirmek igin semen inceleme metodolojisini standartlastirmaya calisti. “Insan

Semeninin Orneginin Degerlendirilmesi ve Calisilmast igin Laboratuvar El Kitab1’ nin
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1. baskis1 1980 yilinda yaymlanmstir. Sonrasinda, DSO el kitabmin 5 baskis1 daha
yaymlanmstir. 2010 yilinda yayinlanan DSO kilavuzunun 5. baskist diinya capinda
uygulanmistir ve erkek infertilitesinde en ¢ok kullanilan tartigmali belgelerden biri
olarak kabul edilmektedir. Mart 2021'de DSO, halkin incelemesi ve onerileri icin
kilavuzunun 6. baskisinin bir 6n taslagini yaymlanmistir (Kandil v. d., 2021). Semen
degerlendirmesinde normal degerler olarak kabul etti§imiz sinirlar, fertil ve infertil
cgiftlerdeki semen degerlerinin kargilastirilmast sonucu elde edilen istatistiksel
degerlerdir. Normal smirlar i¢inde olmasina ragmen dogurgan olan bir¢cok erkek
oldugu gibi, normal simirlar i¢inde olmasina ragmen kisir olan erkekler de vardir.
Ancak normal bir ¢ifti degerlendirirken anormal semen analizi ve diisiik sperm sayisi
sonuglart direk olarak erkek faktoriinii akla getirir ve ek olarak klinik ve laboratuvar
degerlendirmeleri gerektirir.  Tiim parametreler her zaman bir biitiin olarak
degerlendirilmelidir. Ornek olarak; ejakulat voliimii, sperm hareketliligi ve morfolojik
anormal sperm oranlar1 her zaman bir biitiin olarak degerlendirilmelidir. Semen
degerleri arasinda kisirliga neden olan en fazla etkiye sahip olanlar sperm;
konsantrasyon, hareketlilik ve morfolojisidir. Bu parametrelerden birinde sorun varsa
dogurganlik acisindan risk 2-3 kat, ikisinde sorun varsa 5-7 kat, iigiinde de sorun varsa
16 kat artar. Semen analizinin nasil yapildig1 ve analizi DSO tarafindan yapilan yeni
diizenlemelerle detayli olarak belirlenmigtir. Semen analizinin belirli standartlara

sahip laboratuvarlarda yapilmasi 6nerilir.

Erkek kisirligimin degerlendirilmesinde en temel test semen analizidir. 2 ila 7 giinliik
cinsel perhiz sonrasi mastiirbasyon ile verilir ve en gec 1 saat icerisinde degerlendirilir
(Burrows v. d., 2002). DSO kriterlerine gore semen referans degerleri Tablo 2.1°de

gosterilmistir.
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Tablo 2.1. DSO 2010 ve DSO 2021°e gore korunmasiz cinsel iliskiden sonraki bir y1l
icinde gebe kalmaya calisan ciftlerdeki erkeklerde semen parametreleri (WHO, 2010;
WHO, 2021).

DSO 2010 DSO 2021
Semen hacmi (ml) 1,5 (1,4-1,7) 1,4 (1,3-1,4)
Toplam sperm miktar1 (10%/ml) 39 (33-46) 39 (35-40)
Toplam hareketlilik (%) 40 (38-42) 42 (40-43)
Progresif hareketlilik (%) 32 (31-34) 30 (39-31)
Nonprogresif hareketlilik (%) 1 1 (1-1)
Hareketsiz sperm (%) 22 20 (19-20)
Yagama orani (%) 58 (55-63) 54 (50-56)
Normal formlar (%) 4 (3-4) 4 (3,9-4)

Erkek kisirligi i¢in nedenleri; seksiiel; % 1,7, enfeksiyon; % 6,6, konjenital
anomalilik: % 2,1, kazamlmis; % 2,6, varikosel; % 12,3, endokrin; % 0,6,
immiinolojik; % 3,1, idiyopatik; %75,1 (WHO; Patrick v. d., 1993). Infertilite
degerlendirilmesinde tibb1 &ykii, semen analizi ve hormon (FSH, LH, Prolaktin,

Testosteron, TSH) degerleri alinmalidir.

2.3.1.1. Semenin genel ozellikleri
Ejakiilat, sperm hiicrelerinin yam sira, prostat, epididim, vas deferens, cowper bezleri

ve iiretral bezlerden gelen sivilardan olusan karigimidir.

Sperma hiicreleri ejakulatta bulunan esas hiicre tipidir ve vas deferensin ampulla
kisminda vas deferenste ve epididimin kauda kisminda yer alirlar. Semen voliimiiniin

%601 sekresyonlarindan olusur. Ejakiilat visk6z olup genellikle sari renktedir

(Bibbins v. d., 1992).

Prostat sivisi ejakiilat’n %20’ sini olusturur. Proteolitik enzimler bakimindan zengindir
ve bdoylelikle semenin sivilasmasini saglarlar. Prostat sivisinda bulunan fibrinojen
ejakiilatin likefiye olmasini saglar. Likefikasyon sonrasi spermin hareket yetenegi

artar. Diger salgilar semenin %10-15 kadar bir kismini olusturur (Arce v. d., 1993).
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Seminal s1v1 sperm hiicresinin enetjisi i¢in gerekli besin maddelerini igerir; amonyak,
kreatin, histamin, flavin, iire, vb., Ca, Cl, Fe, Mg, P, Na, K, S02, Zn vb., askorbik asit,
ATP, sitrik asit, fruktoz vb. Ek olarak, amino asitler, glikoprotein, inhibin, insiilin,
prolaktin, relaksin, steroid baglayici proteinler ve kan grubu antijenleri yer almaktadir

(Gonzales v. d., 1992).

2.3.1.2. Semen hazirlik yontemleri

Cinsel perhiz siiresi 2 ila 7 giin arasinda olmalidir. Ejakiilat 6rnegi mastiirbasyon
sonrast, laboratuvar ¢aligsani tarafindan verilen steril kap igerisine alinir. Sperm analizi
sonuglart sperm verme ve toplanma sekli, cinsel perhiz siiresi ve aksesuar bezlerin
aktivitesi gibi nedenlerden etkilenebilir. Bunlar mutlaka not edilmeilidir (Alvarez v.
d., 2003).

Makroskopik olarak; goriiniim, viskoz olmasi, renk, hacim ve pH 6l¢iimii yapilir.
Mikroskopik analizde ise sperm agliitinasyon varligi, say1, hareketlilik ve 16kosit ve

eritrosit benzeri hiicrelerin degerlendirilmesi yapilir (WHO, 2010).

2.3.1.3. Makroskobik olarak inceleme

Sperm Ornegi verildikten sonra likefikasyon siiresine bagli olarak genelde 30 dakika
ile bir saat icinde 6rnek incelemelidir. Likefiye olmayan yani sivilagmayan sperm
orneklerinde mekanik pipetleme gerekebilir. Likefaksiyon prostattan salgilanan

proteazlar tarafindan gerceklesir (WHO, 2021)

Normal 6rnek, homojen gri-opak goriiniime sahiptir ve normal sperm sayis1 homojen
goriiniime sahipken say1 az ise opak goriinlimii olabilir. Sperm 6rneginde enfeksiyon
mevcut ise koyu sar1 renkte goriilebilir. Eger eritrosit igerirse kirmizi, kahve renkte
olabilir ve enfeksiyon ve maligniteyi diisiinmek gerekir (WHO, 2021). Normal semen
hacmi 2 ila 6 ml arasindadir. Voliimiin az olmasi kanal tikanmiklig1 veya konjenital vas
deferens agenezisini diisiindiiriir. Ayrica, fazla semen hacmi aksesuar bezlerin
inflamasyonunda goriilen bir durumdur. Likefaksiyondan sonra yaklasik 30 dakika
icinde pH olciiliir. Semen 6rnegi pH kagidi lizerine bir damla olacak sekilde yayilir.

pH i¢in 7,2 normal kabul edilir (WHO, 2021).

Sperm hareketlilik degerlendirmesi, sperm ornegi likefiye olduktan sonra 30 ila 60

dakika igerisinde yapilmalidir. Faz kontrast mikroskopta 200-400x biiyiitmede makler
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kamarasi ile degerlendirilir (Sekil 3.5). Sperm hareketliligin degerlendirilmesi icin
progresif, nonprogresif ve hareketsiz seklinde 3 grup tanimlanmistir (Tapisiz v. d.,
2012). Dolleme kapasitesi, gebelik olusumu ve gebelik oranlar ile iligkilidir (Slama
v. d., 2002).

Sperm saymmi i¢in, makler sayim kamerasi kullanilmaktadir. Makler kamerasi,
icerisinde yiiz karelik bir alan bulanan bir sayim cihazidir ve bu alan ig¢indeki
spermlerin sayilmasi yoluyla analizler yapilir (Tapisiz, 2012). Sperm morfolojisi,
boyama islemi sonrasi degerlendirilir. Sperm bas ve kuyruk anomalileri hareketlilik

ve dolleme kapasitesi lizerine negatif etki olusturur (Gardner v. d., 2010).

Morfoloji bakilirken tercih edilen boyama teknikleri papanicolaou, hematoksilen
boya, toluidin blue-pironin, giemza ve nigrosin-eosin gibi teknikler siralanabilir.
Papanicolaou ve Diff-Quick boyamasi en ¢ok tavsiye edilen tekniklerdir. Giinlizde
daha ¢ok Spermac ve Diff-Quik gibi boyama yontemleri tercih edilmektedir (Gokge
v.d., 2011,).

Kruger ve ekibi tarafindan Kruger-strict kriterleri ile sperm morfolojsi
degerlendirilmeye baslanmistir (Sekil 2.5). Kruger’e gére sperm normal morfoloji
%4’den az oldugunda in vitro fertilizasyon yontemi ile her oosit bagina déllenme orani
%7,6 iken, %14’den biiyiikk normal morfolojiye sahip spermlerde %063,9’a
yiikselmektedir. 2021 Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yayinlanan laboratuvar kitabin
da %4 orani esas kriter olarak alinir (Hassa, 2003; Chemes v.d., 2003).
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Sekil 2.5. Spermin morfolojik goriiniisleri.

2.3.2. Sperm Hazirhk Yoéntemleri
Spermin makroskobik incelenme islemi sonrast sperm hazirlik yontemi ikiye ayrilir;

Gradient soliisyonu ve Swim-up metodudur (Oguz v. d., 2018).

2.3.2.1. Gradient yontemi

Gradient yontemi i¢in yogunluk farki olusturulur. %50-%90 veya %50-70-90’11k
olacak sekilde gradient soliisyonlar1 ile tabakalar olusturulmaktadir. Sperm en iistten
yavasgea birakilarak tiipe aktarilir ve 1800 rpm 20 dk siire ile santrifiij edilerek st fazlar
atilir ve en altta kalan kisimda kalan sperm sivisi alinir (Weinbauer v. d., 2010). Alinan
stvinin {izerine yikama sollisyonu eklenir tekrar santrifiij iglemi yapilarak yontem

tamamlanmis olur.

2.3.2.2. Swim-up yontemi

Sperm Ornegi iizerine sperm yikama soliisyonu eklenir ve karistirtlarak 1800 rpm’de
10 dakika santrifiij edilir. Sonrasinda iist kisim alinarak altta kalan pellet kisminin
iizerine 45 derecelik ag1 olacak sekilde tutularak sperm yikama soliisyonu yavasca
eklenmektedir. 30 ila 60 dk sonra {ist fazda bulunan sperm yikama soliisyonuna dogru

ylizmiis olan spermler alinarak kullanilir (Volpes v. d., 2016).
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2.4. Serotonin’ in Fertilite Uzerine Etkisi

Serotonin; sinir hiicreleri tarafindan meydana getirilen bir nérotransmiter maddedir.
Sinir hiicrelerimizle mesajlar gonderir. Kan trombositlerinde ve merkezi sinir
sisteminde de bulunmasina ragmen, en ¢ok sindirim sisteminde mevcuttur. 5-HT,
onemli bir amino asit olan triptofana dayanir. Diisikk 5-HT seviyeleri, triptofan
eksikliginden kaynaklanabilir. Duygularinizdan motor becerilerinize kadar, 5-HT
viicudunuzun her bolgesini etkiler. Triptofan, mevcut olan en biiylik hidrofobik
aminoasit yapisina sahip olup, proteinlerin katlanmasiyla olusan sinyallerin
olusumunda 6nemli bir gorev alir (Aoyagi v. d., 2001). Ayrica, protein molekiillerinin
yapisinda en az bulunan aminoasitlerden biridir ve genellikle protein agirliginin
yaklast® %1-2'sini olusturur. Triptofan i¢in genetik kod olarak yalnizca bir UGG vardir
ve bu, diger kodon pargalarinin UGA, UAG ve UAA ile ¢akigmasindan dolay1
evrimsel olarak bir 6neme sahiptir. 5-HT, triptofandan iki enzim tarafindan
sentezlenir. Molekiiler oksijen gerektiren bir enzim olan tetra hidro-biyopterin ve
aromatik aminoasit decarboksilaz yapilari, piridoksal fosfat gerektiren diger
enzimlerdir. Monoamin oksidaz A ve B yapilari, H2O> ve hidroksi-indol-asetik asit
yapilarimi olusturur. Bu mekanizma ilk defa fungilerde gozlenmistir (Sablin v. d.,
1998). 5-HT, omurgalilarda metilasyon yolu ile melatonin iiretebilir (Azmitia, 2010).
Triptofan hidroksilaz, 5-HT sentezini yavaslatan ve sinirlayan bir enzimdir ve

molekiiler agirligi 51 kDa ve 444 amino asitten olusur (Azmitia, 2007).

5-HT insanlar da dahil olmak {izere bir¢ok tiiriin testislerinde normal olarak bulundugu
bilinmektedir. Ayrica, 5-HT metabolize eden enzim olan monoamin oksidaz (MAO),
sican ve insan testislerinin interstisyel hiicrelerinde, seminifer tiibiillerinde ve

epididimitlerinde bulunur (Kalla, 1979; Levine, Sjoerdsma, 1962).

Deneysel verilere goren normal aralikta artan 5-HT, spermatozoanin hareketliliginde
ki iyilesme ile iligkilidir, bu da fizyolojik bir rol oldugunu disiindiiriir. Bununla
birlikte, bulgularimiz, 5-HT nin hareketliligi saglamak i¢in spermatozoa iizerinde

etkili oldugu gosterilebilir.

Bazi aragtirmacilara gore, 5S-HT nin testis fonksiyonlarina iizerine etkisi, serotoninin
steroid salgilayan leydig hiicreleri iizerinedir. Ve leydig hiicrelerini dogrudan inhibe
edici etkisinden kaynaklanan azalmig testosteron iiretimine bagli oldugunu

diistiniilmektedir (Kalla, 1979). Diger ¢alismalar, 5-HT‘nin dogrudan seminifer
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tiibiiller iizerinde testosteron seviyelerini degistirmeden spermatogeneze ve serum

seviyelerine etki edebildigini géstermistir (Niaraki v. d., 1982).

Serotonin ilgili yapilan bir diger calismada ise 5-HT seviyelerinin, Drosophila platonic
(plt) erkeklerinin ¢iftlesmesi tlizerine etkisi oldugu gosterilmistir. Drosophila platonic
(plt) erkekleri disiler ile iligkiye girmek ister ancak ¢iftlesmeyi basaramaz. Ciinkii
plt'nin bir BMP (Kemik morfogenetik protein) sinyal bileseni olan scribbler’(sbb)'nin
anomalili bir alleli oldugu gosterilmistir. Larvalarda sbb yikimi, cinsiyet belirleyici
protein Doublesex'i ifade eden yaklasik sekiz serotonerjik néronun kaybina yol actig
ve 5-HT’nin dsx ifade eden noronlardan genetik yoksunlugu, ciftlesme kusurlarina
neden oldugu gosterilmistir. 5-HT verilerek ciftlesmenin normal yiiriitiilmesini
desteklenmisitir. Belirli bir dsx ifade eden noron alt kiimesinin olusmasi i¢in sbb+
gelisimsel olarak gereklidir. Ciftlesme mekanizmalarinin ve fertilitenin kontrolii i¢in
serotonerjik néronlarin korunmug katilimini ve cinsiyete 6zgii bir devre olusumunda
BMP sinyalinin anahtar rolii vurgulanmaktadir. 5-HT eksikligi yoluyla mutant
erkeklerde ciftlesme kusurlarina neden oldugu gosterilmistir. Cinsiyete 0Ozgii
davranislar i¢in hiicresel substratlarin gelistirilmesinde, ¢iftlesmenin diizenlenmesinde
ve BMP sinyalinin diizenlenmesind’ 5-HT'nin korunmus rollerini vurgulamaktadir

(Yilmazer v. d., 2016).

2.4.1. L- Karnitin ve Koenzim Q10’un Fertilite Uzerine Etkisi

DNA hasarmin olgiilebilirligine dair yapilan aragtirmalarin ¢ogalmasi ile birlikte
serbest radikallerin kisirlik {izerine etkileri anlasilmaya baslamistir. Sigara ve alkol
kullanimi viicutta serbest radikallerin artisina sebep olur. Ek olarak, enfeksiyonlara
bagl yanit (6rnegin T lenfosit, TNF alfa ve proinflamatuar sitokin saliniminin artmasi)
viicudun serbest radikallere maruz kalmasina yol acar. Artan serbest oksijen radikalleri
erkeklerde sperm hareketliligini, semen hacmini, sayisini; kadinlarda, yumurta
kalitesini, do6llenme oranini, canlihigini negatif yonde etkilemektedir. L-C ve
CoQ10‘un mitokondrial olaylar1 diizenlenmesi ile sperm ve oosit hiicrelerinin enerji
metabolizmasini iyilestirdigi gozlenmistir (Cecchino v. d., 2018). CoQ10 destegi ile
sperm hareketliligi ve sayisinin pozitif yonde arttigi gézlenmistir (Balercia v. d.,
2009). Majida ve arkadaglarmin 2015 yilinda yapmig oldugu bir ¢alismada, CoQ10
ve L-C etken maddesinin (disiik konsantrasyon 20 mikrogram (ug) ve yiiksek

konsantrasyon 40 pg) kombinasyonu, in vitro sperm parametrelerini iyilestirmek i¢in
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SMART-Pro (sperm yikama medyumu) ortamina eklenmistir. Aktivasyon sonrasi tiim
semen Ornekleri i¢in sonuclar, aktivasyon 6ncesi ile karsilastirildiginda normal sperm
morfolojisinin ylizdesinde anlamli (P<0.05) bir artis ve sperm konsantrasyonunda
onemli bir diislis (p<0.05) oldugunu, aktivasyon sonras1 fragmante sperm DNA
yiizdesinde anlamli (p<0.05) bir azalma goriildiigiinii ve 40 pg L-C ve CoQI10 ile
tedavi edilen spermatozoadaki DNA fragmantasyonunun, aktivasyon sonrasi gruplar

arasinda en diisiik seviyede oldugunu gostermislerdir (Majida v. d, 2015).

Sperm mitokondriyal enerji iiretimi icin yeterli CoQ10 ve L-C konsantrasyonlari
onemlidir. Organizmada Q dongiisiinde CoQ10'un ii¢ redoks durumu meydana gelir:
ubiquinone (CoQ10-oksitlenmis), ubiquinol (CoQ10H2-indirgenmis) ve semiquinone
(radikal olarak kismen indirgenmis). Giiclii bir lipofilik antioksidan olan ubikinol; C
vitamini, E vitamini ve diger antioksidanlar gibi antioksidanlar1 yeniden iiretebilir.
Viicutta bulunan toplam ubiquinol miktar;,CoQ10'un yaklasik %90" kadardir. Sperm
hareketliligi, seminal sividaki ubiquinol konsantrasyonu ve sperm sayisi arasinda
giiclii bir korelasyon oldugu gosterilmistir. CoQ10 biyosentezi testislerde ¢ok fazladir
ve spermde yiiksek seviyelerde bulunur. Sperm hareketliligi ile seminal plazma
CoQ10 miktar1 arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur CoQ10, solunum
zincirinde elektron taginmasii kontrol eder; elektronlari kompleks I ve kompleks
IT'den alip kompleks III'e tasir; ve protonlar yag asitlerinden matrise tasir. CoQ10, dis
mitokondriyal zarin (OMM) voltaj bagimli anyon kanali (VDAC) aracilifiyla
gecirgenlik gecis gozenek agikligini ve beslenme alimini kontrol edebilir.

(Gvozdjakov v. d., 2014).

L-C ve asetil-L-C tek basina veya birlikte oksidatif stresi 6nemli derecede azaltir. L-
C spermatozoa i¢in enerji saglar ve olgunlasmasi tizerinde etkisi vardir. Ayrica ROS'a
karst koruma saglayan antioksidanlardir. L-C-ubikinol kombinasyonunun infertil
erkeklerin sperm mitokondrileri iizerindeki faydali etkisinin mekanizmasi, dig
mitokondriyal zarin (OMM) VDAC tarafindan alinmast ve OMM deki karnitin
palmitoil transferaz [ (CPT I) aktivitesi ile ortaya ¢ikabilir.
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2.4.2. Sperm DNA’sinin Hasarl

Sperm kromatinin biitiinligli, Y kromozumuna ait genetik bilginin iletilmesi i¢in
esastir. Sperm DNA hasarinin da IVF tedavileri iizerinde olumsuz etkisi vardir. Sperm
sayis1 ve hareketlilgi diisiik olan erkek bireylerin, digerlerine gore 6nemli 6l¢iide daha
yiiksek oranda sperm DNA fragmantasyonuna sahip oldugu bulunmustur (Erenpreiss
v. d., 2006; Spano v. d., 2000). Yardime1 iireme teknolojileri (ART) ile sperm DNA

hasar1 arasinda ¢ok sayida arastirma negatif iligkiler gostermistir. (Lin v. d., 2008).

Spermatogenezin herhangi bir asamasinda sperm DNA's1 zarar gorebilir. Sperm
DNA'sin1 bozmak i¢in en az {i¢ molekiiler yolun oldugu 6ne siiriilmiistiir: (i) sperm
cekirdek kromatin yapisindaki degisiklikler (ii) ge¢ apoptoz ve (iii) O.S. Kapasitasyon
ve akrozom reaksiyonu gibi sperm islevleri, kiiciik miktarlarda iiretilen reaktif oksijen
tiirlerinden (ROS) etkilenir. Bununla birlikte, agir1 ROS iiretimi, sperm fonksiyonu ve
morfolojisi ile negatif baglantilidir ve tirogenital sistem enfeksiyonlari, nétrofiller ve
makrofaj, radyasyon, kemoterapi ve sigara artan ROS iiretimi ile iliskilendirilmektedir

(Aziz v. d., 2010).

Sperm hiicrelerinin iiretimi sirasinda sperm hiicresinde DNA hasarina neden olan ve

tetikleyen temel mekanizmalar sunlar
(1) spermatogenezis sirasinda apoptoz;

(i1) spermiyogenez esnasinda sperm kromatinin tekrar sekillenmesi sirasinda DNA

iplik kopmalari;
(ii1) oksijen radikalleri tarafindan indiiklenen DNA fragmantasyonu

(iv)jendojen  kaspazlar ve endoniikleazlar tarafindan indiiklenen DNA

fragmantasyonu;
(v) radyoterapi ve kemoterapiden dolay1 DNA hasar ve
(vi) toksik maddelerin neden oldugu DNA hasari.

Sperm DNA fragmantasyonuna neden olan olaylardan biri, testis kan dolagimindan
dolay1 olusan 1s1 farkhiliklanidir (Suganuma v. d., 2005). Bununla birlikte,
spermatogenez islemi sirasinda olusan negatif etkilerin, testis dolagimi sonrasi olusan

hasara kars1 daha duyarli hale getirip getirmedigi sorusu hala cevapsizdir.
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2.4.3. Reaktif Oksijen Tiirevleri
Serbest radikaller olarak bilinen reaktif oksijen tiirevleri, oksijen metabolizmasinin bir

sonucu olarak {iretilen en az bir eslesmemis elektrona sahip oksitleyici maddelerdir.

Serbest radikaller en yakin kararli molekiile saldirirlar ve kendileri de bir zincirleme
reaksiyon baslatirlar. Serbest radikaller ¢evrelerinde karsilastiklart biyomolekiilleri
cok hizli bir sekilde oksitleyebilir ve boylece olumlu veya olumsuz bir etki
gosterebilir. Normal aerobik metabolizma, optimal ROS seviyeleri ile iliskilidir ¢iinkii
ROS firetimi ile antioksidan aktivitesi arasinda bir denge vardir. Reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 olusumu ve antioksidanlarin bu serbest radikalleri temizleyememesi
nedeniyle sayica antioksidanlardan fazladir (Sharma v. d., 1999). Bu tiir olaylar hiicre,

doku ve organlara zarar veren patolojik etkilere neden olur (Aitken ve Baker, 1995).

Sperm hiicresi; kapasitasyon islemi, hiper-aktivasyon ve oosit-sperm fiizyonu gibi
islemlerde eser miktarlarda ROS iretir (Sies, 1993; Lewis v. d., 1995). Bununla
birlikte, normal hiicre islevini siirdiirmek i¢in gerekli olan yalnizca kiigiik bir miktar
tutmak i¢cin ROS siirekli olarak etkisiz hale getirilmelidir. Sperm maturasyon
stirecinde, antioksidanlarin ana kaynagi olan rezidual (artik) sitoplazmada birikir. Bu
siire¢ yavasladiginda, kalint1 sitoplazma, spermin orta bolgesinde sitoplazmik bir
damlacik olusturur ve sitoplazmik damlaciklar tasiyan bu olgunlagsmamis ve islevsel

olarak kusurlu spermatozoalar antioksidan ana kaynagidir (Huszar v. d., 1997).

Residual, artik sitoplazma; ayn1 zamanda bir ROS kaynag1 olan sitoplazmik enzimleri
(G6PDH, SOD) igerir (Gomez v. d., 1996). Sperm hiicresinin sitoplazma azligi,
antioksidan savunmanin azalmasina neden olur. Zayif sperm kalitesi ile yliksek ROS
arasinda bir iliski vardir. ROS {iretmek i¢in spermin iki ana sistemi vardir. Biri sperm
plazma zan seviyesinde NADH bagimli oksidaz sistemidir, digeri ise NADH bagimli
oksido-rediiktaz (diforaz) sistemidir (Aitken v. d., 1997). Olgunlasmamis
spermatozoalarin ROS {iretimi ile sperm kalitesi arasinda giiclii bir pozitif korelasyon
vardir (Gomez v. d., 1998). Insan ejakiilatinda DNA's1 hasarli matiir spermatozoa
konsantrasyonu arttik¢a immatiir spermatozoa konsantrasyonu da arttig1 gosterilmistir

(Gil-Guzman v. d., 2001).

Ureme sisteminde bulunan fazla ROS iiretimi, sperm plazma zarinin akigkanligini ve
biitiinliigiinii etkiler. Sperm ¢ekirdegindeki DNA bazlari, modifikasyonlara, sarmal
kirilmalara ve kromatin capraz baglanmasi ile sonuglanan oksidatif hasara karsi

hassastir. Oksidatif stres nedeniyle DNA hasar1 mutajenik degisimlere neden olur, bu
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da dollenmeyi etkiler. Oosit, ilk boliinmenin baslamasindan 6nce DNA iplik¢ik
kiriklarmmi1 onarmalidir, ancak daha az oksidatif madde oldugunda fertilizasyon
gerceklesebilir. Apoptoz ve OS, germ hat’t DNA'sin1 zarar verir. Genetik yapisi
nedeniyle Y kromozomu DNA hasarina agiktir ve ¢ift sarmalli DNA delesyonunu

diizeltemez. (Agarwal v. d., 2005).

2.4.3.1. Spermlerin ROS analizi

Bu yontemde hidroksil, peroksil ve diger ROS aktivitesini 6l¢gmek i¢in florojenik bir
boya kullanilir ve Ol¢limler flow sitometrik yontemle yapilir. Klinik validasyon
calismalarinda flow sitometrik ROS 6l¢iimii fertilitenin bilinen faktérler226rotrkorele
olarak bulunmustur. ROS pozitif referans degeri %17,8 olarak alimmistir. Sperm
hiicreleri 20,70-diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) hiicre i¢i H202'yi algilar ve
dihidroetidyum (DHE) hiicre i¢i O2'yi algilar. DCFH-DA stabil, sperm gecirgen,
floresan olmayan bir probdur ve serbest hiicre i¢i H202 tarafindan oksitlenir. 20,70-
diklorofloreseine (DCF) doniisiir ve yesil bir renk verir. Etidyumun sodyum borhidriir
ile indirgenmis sekli DHE olarak bilinir. DHE, spermatozoa iginde serbestce geger ve
bir stiperoksit tarafindan dogrudan EB (etidyum bromiir) oksitlenebilir. Anyon, sperm
hiicresi tarafindan tretilir. EB kirmizi bir 1g1k verir. ROS seviyelerinin 6l¢iimii igin, 1
ml sperm fraksiyonlarina ayr1 ayr1t DCFH-DA (25 1 M) ve DHE (1,25 1 M) ilave edilir
ve 25°C'de DCFH-DA i¢in 40 dakika ve DHE ig¢in 20 dakika karanlikta inkiibe edilir.
Daha sonra, FL-1 kanalinda saptanan yesil fliioresans (DCF) 500 ile 530 nm arasinda
degerlendirilir; kirmizi fliloresans (HE), 590 ile 700 nm arasinda degerlendirilir
(uyarma dalga boyu 488 nm ve emisyon dalga boyu 530 nm olan FL-2 kanallarinda).
Veriler, floresan spermatozoa yiizdesi olarak ve DCFH-DA islemi, DHE boyamasi ve

santrifiijii olmayan numune, negatif kontrol olarak degerlendirilir.

2.4.4. Apoptoz

Apoptoz icin somatik hiicrelerin iki ana yolu vardir: ekstrinsik veya intrensek
mitikondriyal. Uygun sitokinler, baglanan timdr nekroz faktorii (TNF) reseptorleri
araciligryla apoptozun ekstrinsik yolunu baglatir. TNF-reseptor kiimesi olusumuna ve
ardindan Fas ile iliskili proteinin 6liim alan1 (FADD) ve kaspaz-8 veya kaspaz-10 ile
aktivasyonuna neden olur, bu da 6liim reseptdrii kaynakli bir sinyal kompleksini temsil

eder (Aitken, 2011). Programlanmis hiicre 6liimii, bozulan hiicre homeostaz1 ile
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baglantili olarak apoptozun igsel yoludur. Apoptozun diizenlenmesini saglayan B
hiicreli lenfoma 2 (BCL-2) ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinleri

arasindaki etkilesim ile diizenlenir (Youle v. d., 2008).

Intrinsik yolla apoptozu indiiklemek icin, sitokrom C'yi ve diger apoptotik faktorleri,
genellikle bu organoidin dis zarinin penetre edilebilirliginin artmasiyla ortaya ¢ikan
mitokondriden salmak gerekir. Bu siire¢ pro-apoptotik BCL-2 ile iliskili X/BAX ve
BCL/2 proteinleri ve muhtemelen BCL/2 ile iliskili yumurtalik 6ldiiriicii tarafindan
kontrol edilir; yalmizca BH3 ailesinden (tek bir BH3 alani igeren BCL-2 proteinleri)
pro-apoptotik proteinler tarafindan aktive edilebilir (NOXA) (Aitken, 2011).

Sitokrom C salindiginda direk olarak apoptozom olusumuna katilir. Mitokondriyal
elektron tasima zincirini (ETC) bozar ve bdylece oksijenin dort elektronunu bir
elektrona indirgeyerek su yerine siiperoksit olusumuna neden olur. Apoptozom,
sirastyla caspase-9'u aktive ederek caspase-3 ve caspase-7'nin miiteakip aktivasyonu
ile kaspaz kaskadini baslatir (Cai v. d., 1998). Fosfatidilserin daha sonra zarin
sitoplazmik yiizeyinde salinir. Programlanmig hiicre 6liimii ile nekroz arasindaki temel
ayrim olan apoptotik hiicrelerin makrofajlar tarafindan fagositozu i¢in bir sinyaldir

(Dogan v. d., 2013).

Erkek gametler, gelisimleri sirasinda somatik hiicrelere benzer sekilde oliir. Somatik
hiicre islemine benzer sekilde, spermatogenez sirasindaki apoptoz siirecindeki 6nem,
DNA hasarma ve diger bazi hiicresel homeostaz sorunlarma yanit olarak hiicre
sayisinin diizenlenmesi ve hiicrelerin ortadan kaldirilmasi talebiyle belirlenir.

Ejakiilatta apoptotik bir spermatozoanin varliginin bircok nedeni olabilir.

2.4.4.1. Semende apoptoz tayini (Anneksin V yontemi)

Anneksin V- Alexa Fluor™ 488, PI antikoru kullanilarak flow sitometri yontemi ile
apoptotik ve nekrotik sperm hiicrelerinin miktar1 belirlenmektedir. Anneksin V'in
erkek hastanin tedavi siirecinde verdigi cevabin takip edilebilecegi bir biyomarker

olarak kullanilmas1 amag¢lanmaktadir.

Hiicre zarmin ¢ift tabakasimin asimetrisi, apoptoz siirecinde meydana gelen en erken
olaylardan biridir. Plazma zarinda fosfatidilserin (PS), icten disa dogru hareket eder.
PS'nin hiicre ylizeyinin digina maruz kalmasi, hiicrelerin apoptozun erken agamasinda

oldugunu belirleme yetenegine sahiptir. Bu hiicreler, Anneksin V'in kalsiyuma
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baglanmasiyla tespit edilebilir (Koopman v. d., 1994; Andree v. d., 1990; Meers ve
Mealy, 1993).

Bir¢ok c¢alismada, PS ifadesini saptayan flow sitometrisi ile birlikte floresan
izotiyosiyanat (FITC) etiketli. Anneksin V ile boyama kullanilarak spermatozoa tespit
edilir. Canli, apoptotik ve nekrotik spermleri ayni anda ayirt etmek i¢in ek olarak vital
boya propidyum iyodiir (PI) etiketleme kullanilabilir. Apoptozun en karakteristik
ozelligi, apoptoz kaskadinda nispeten ge¢ bir fenomen meydana gelen endojen bir

endoniikleazin aktivasyonudur.

2.4.4.2. SCSA® sperm kromatin yapi testi

SCSA, sperm DNA biitiinliigiiniin ve kromatin yapisinin es zamanl flow sitometrik
Olciimleri icin tescilli bir protokoldiir. Klasik olarak, erkek fertilitesini degerlendirmek
icin sperm sayisi, hareketliligi ve morfolojisini igeren semen testleri kullanilir.
Bununla birlikte, son ylizyillarda yapilan ¢ok sayida arastirma, sperm eksikligi diginda
bu parametrelerin infertil ve fertil olma konusunda yetersiz oldugunu gostermistir.

Klasik semen testleri; 151k mikroskobu 6l¢iimleridir.

SCSA testi ise 151k mikroskobu ile goriillemeyen i¢ niikleer faktorleri 6lger ve SCSA

testi, bir akig sitometresi gerektiren yliksek hassasiyetli bir testtir.

SCSA testi ile asagidaki veriler bulunabilir:

1. Her iki DNA sarmalinin da kirilma derecesi

2. Sperme ait protaminler i¢in degisen somatik histonlarin miktar
3.Tiip bebek ile dogal gebelik sonuglar arasindaki iligki

4.Genel olarak saglikli erkekler igin gostergeler

5. Ureme toksik maddelerine doz yaniti

L-C ve CoQI10 miktar1 belirlenen sperm yikama medyumu gelistirildikten sonra
olusturulan prototip yikama medyumu ile yikanan sperm 6rneklerinde DNA hasar testi
icin Flow Sitometri cihaz1 kullanilmistir. Bu yontem ile In Situ Cell Death Detection
Fluorescein Kit kullanilarak Flow Sitometri cihazi ile yaklagik 50000 hiicre analiz

edilerek hasarli DNA igeren sperm hiicrelerinin miktarini belirledik. Testin spesifitesi
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%91,6 olarak bildirilmistir. Test, sperm DNA fragmentasyonu’u DNA'nin dUTP

ucundan isaretleyerek Flow Sitometrik olarak 6l¢timlendirilir (Donald, 2022).

3. METOT

3.1 Medyumun Ana Bilesimi

Diinya Saglik orgiitii'niin hazirlamis oldugu Androloji Laboratuvar kitabinda ve
Avrupa Ureme ve Embriyoloji Dernegi'nin (ESHRE) belirttigi kriterler ve miktarlar
dogrultusunda, sperm yikama medyumu i¢in {i¢ farkli medyum (Earle, HAM F-10,
BWW) hazirlandi. Proje dnerisinde Nidacon marka sperm yikama medyumu yerine
Origio ® markas1 yurt disinda daha yaygin olarak kullanildig1 ve daha etkili oldugu
icin kontrol gruplarinda kullanilmistir. Hazirlanan medyumlar, Irvine ® Scientific ve
Origio ® markalart ile yikanan spermlerin hiz ve sayilart degerlendirilmistir. (WHO,

2010)

3.1.1. Earle Medyumu

750 ml saf suya 6,8 gram NacCl, 2,2 gram NaHCO3 ve 0,14 gram NaH2PO4 eklenir.
H20'da 0,4 g KCl, 0,20 g MgS04.7H,0 ve 1,0 g D-glukoz ilave edildi. 0,20 g CaCl»
¢ozelti icinde yavas olarak karistirilarak ¢6ziildii. 1 mol/l HCI veya 1 mol/l NaOH pH’1
7,4 olacak sekilde ayarlandi. Saf suyla 1000 ml’ye tamamlandi.

3.1.2. Biggers, Whitten ve Whittingham (BWW) Medyumu

BWW Stok Cozeltisi: 1000 mililitre saf suya 5,54 gram sodyum klorir, 0,356 gram
kalsiyum kloriir ve 0,294 gram magnezyum siilfat dahildir. 7H20 ve 0,250 gram
CaCl2.2H20 ve 0,162 g KH2PO4 eklenmistir.1 mol/LL. NaOH’un pH" 7,4 oldu. Her
litreye 1,0 ml (%0,04, 0,4 g/L) fenol kirmizis1 ilave edildi Tiim yikama medyumlar1

kullanimdan 6nce insan serum albiimin eklenerek, etiivde 37°C’de 1s1tild1.

3.1.3. HAM F-10 Medyumu

Diinya Saglik ’rgiitii'niin hazirlamis oldugu Androloji Laboratuvar kitabinda ve
Avrupa Ureme ve Embriyoloji D’rnegi'nin belirttigi kriterler ve miktarlar
dogrultusunda; 750 ml saf suya 7,4 g NaCl, 1,2 g NaHCO3, 0,285 g KCl, 0,154 g
Na;HPOy4, 0,153 g MgS04.7H20, 0,083 g KH2PO4, 0,044 g CaCl2.2H,0 ve 1,1 g D-
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glukoz ilave edildi. 1 mol/ (NaOH) ile pH’1 7,4’e getirildi. Saf su ile 1000 ml’ye

tamamlandi.

Hazirlanan medyumlar, Irvine ® ve Origio ® markalar ile yikanan spermlerin hiz ve
sayilar1 degerlendirildi. Ithal sperm yikama medyumlarin bilesimindeki iiriinlerin
miktarlarinin ICP-MS metodu ile tayin edilip, kullandigimiz medyumun igerigiyle
mukayese edilmistir. Origio ® markasina ait yitkama medyumunda Na, Mg, K ve Ca
miktarlari, ICP-MS ile analiz edilerek kontrol olarak HAM F-10 ile kiyaslanmistir.
ICP-MS, bir tiir kiitle spektrometresidir. Medyumun ana bilesenini tespit etmek icin

32 hasta ile ¢alisilmistir.

3.2. Sperm Hiicrelerinin Toplanip Yikanmasi

Mehmet Ali Aydimlar Universitesi Tiip Bebek Boliimiinde 28-40 yas araligindaki
erkeklere ait meniler (semen) kullanilmistir. Azoospermia, sidddetli oligoospermia,
astenozoospermia, testikiiler atrofi ve varikosel olan hasta 6rnekleri ¢aligmaya dahil
edilmemistir. Sperm ornekleri, ii¢ ila dort giinliikk cinsel perhizden sonra elde
edilmistir. Tiim semen numuneleri steril kaba toplanmis, daha sonra numunelerin
37°C'de 30 dakika siire ile sivilagsmasi saglanmistir (likefikasyon). Numunenin 10
pnL’si makler sayma kamarasina alinmis ve spermin konsantrasyonu, hareketliligi,

canliligi, morfolojisi ve 16kosit varligi degerlendirilmesi gergeklestirilmistir.

Sperm hizi belirtilirken +4, +3, +2 ve +1 denilen hiz terimleri kullanilir. +4 ¢ok hizli
hareket eden, +3 anormal hareketli, +2 genelde kendi yerinde aktif olan ve +1 6l
spermleri tanimlamak igin kullanilir (+4, +3, +2); genel (total hareketlilik), (+4 ve +3);

progresif (+2); non-progresif, (+1); hareketsiz sperm olarak ifade edilir.

[lk olarak, 5-HT eklenmeden dnce ana medyum segimi icin; Earle (Essential Medium
Eagle With Earle's salts, L-glutamine and sodium bicarbonate,), Ham F-10
(Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham) ve BWW (Biggers, Whitten and Whittingham
medium) medyumlar kargilastirilmistir ve hareketliligi en iyi olan ana medyum olarak

kullanilmustir. (Tablo 3.1, Sekil 3.1.)
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Tablo 3.1. Earle, HAM F-10, BWW medyumlarinda sperm hiz1 yiizdesi. Caligilan
hasta sayist: 32.Kontrol medyum: Irvine ®, Origio ®, Test Medyum: Earle , HAM F-
10, BWW

Genel Hiz +4 Harketlilik +3 Harketlilik 42 Harketlilik +1 Hareketlilik
He]?r[:lFeLﬂ]iElik 46% 19% 7% 28%
Iﬁlﬁgﬁ;ﬁi 50% 18% 8% 24%
Ha]rge\lye\t);]ilik p 21% 7% 32%
Hilrr\e/:il?eilci?ik 0% 14% 8% 28%
ngrfi:lg(ie(ili®lik 62% 15% 5% 20%
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Sekil 3.1 Earle, HAM F-10, BWW test medyumlarinda sperm hizlarinin
karsilastirilmasi.

Kontrol grubunda Origio ® +4 sperm hareketi oran1 daha yiiksek (%62) ve +1 sperm
hareketi oran1 /rvine® medyuma gore daha diisiik (%20) oldugunu gostermektedir.
Hazirlanmis medyumlar arasinda da HAM F-10 medyum grubunda +4 sperm
hareketi ortalamas1 %50 ve +1 sperm hareketi ortalamas1 %24 olarak
degerlendirilmistir. HAM F-10 sonuglar1 Origio ® ve Irvine ® degerlerine yakin
oldugu i¢in HAM F-10 adli medyumu ana medyum olarak seg¢ilmistir.

3.3. Serotonin Dozunun Belirlenmesi

5-HT dozunu belirlemek i¢in 40 hasta ile ¢aligilmigtir. 100, 200 ve 300 uM dozlarda
10 mI’lik hepes tamponu iceren HTF tabanli sperm yikama medyumu ile ¢ozelti
hazirlanmistir, 75 dakika inkiibe sonrasinda hiz kontrolleri yapilmistir. Kontrol
grubunda +4 sperm hareketi ortalamas1 %62 iken 100 uM 5-HT igeren ¢ozeltide %89,
200 uM 5-HT igeren ¢ozeltide %91 ve 300 uM 5-HT iceren ¢ozeltide %85 olarak
gbzlenmistir. +4 sperm hareketinin %62 ‘lerden %91 oranina ¢ikmasi ¢ok énemli bir
gelismedir. Eyliil 2018'de Tiirk Patent Enstitiisii'ne (Patent No: 2018-14102), Eyliil
2019'da Uluslararas1 PCT bagvurusu yapilmistir (PCT/TR2019/050796).

HAM F-10 medyumuna 100, 200 ve 300 uM/10ml 5-HT eklenerek sperm hizlar
karsilastirilmistir. (HAM-100, HAM-200 ve HAM-300). (Tablo 3.2, Sekil 3,2.)
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Tablo 3.2. HAM-100, HAM-200, HAM-300 medyumlarinda sperm hiz1 ytiizdesi,
Caligilan Hasta sayisi: 40, Kontrol Medyum: Irvine ®, Origio ®, Test Medyum: HAM-
100, HAM-200, HAM-300

+4 Hareketlilik +3 Hareketlilik +2 Hareketlilik +1 Hareketlilik

Yikama Oncesi

Hareketlilik 62% 25% 13% 56%
Iglﬁel\lfc;tlliol(i)k 35% 50% 4% 1%
Harekellk a2 9% " %
Hareketilk 4% 3% % 15%
Helll;‘égzl@?hk = 44% 8% 16%
ngreligﬁ)lk 36% 48% 5% 11%

E +4 Hareketlilik = +3 Hareketlilik = +2 Hareketlilik +1 Hareketlilik
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Yikama Oncesi  HAM-100 HAM-200 HAM-300 Irvine®
Sekil 3.2  HAM-100, HAM-200, HAM-300 test medyumlarinda sperm hizlarinin
karsilastirilmasi.
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Kontrol grubunda Origio® +4 sperm hareketi orani (%36) ve +1 sperm hareketi orani
(%]11) oldugu gostermektedir. Hazirlanmis olunan medyumlar arasinda da HAM-200
medyum grubunda +4 sperm hareketi ortalamas1 %42 ve +1 sperm hareketi ortalamasi
%8 olarak degerlendirildi. HAM-200 sonuglar1 Origio® ve Irvine® degerlerinden
daha iyi oldugundan dolay1 bu asamada HAM-200 adli medyum devam edilen

medyum olarak secildi.

Tamamlanan TEYDEB 1512 proje sonuglari, yapilan literatiir taramasi ve On
calismalar sonucu farkli oranlarda Serotonin (5-HT 3-(2-Aminoethyl)- SC-298707 1
) ile yikanan sperm yikama medyumu ile ana bilesen gelistirildikten sonra L-C (L-
Carnitine SA-840092 25 g) ve CoQ10 (Coenzyme Q10 SAC9538 1 g) iceren yikama
sollisyonlar1 hazirlanip, sperm {izerindeki sayi, hiz ve morfolojik degisiklikleri
incelenmistir. Kendi gelistirdigimiz medyumla daha 6nce etkin dozlar1 bilinen SHT 3-
(2-Aminoethyl)- SC-298707 1 g) ve L-C (L-Carnitine SA-840092 25 g) ve CoQ10
(Coenzyme Q10 SAC9538 1 g) ilave edilerek zenginlestirilmistir.
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3.4. L-Karnitin (L-C) Dozunun Belirlenmesi

HAM F-10 ana medyumuna L-C etken maddesi eklenerek sperm hareketliligi
incelenmistir. 0,5, 1 ve Smg/ml dozlarinda etken madde eklenmistir. (Tablo3.3, Sekil

3.3)

Tablo 3.3. L-C-0,5 mg/ml, L-C-1 mg/ml, L-C-5mg/ml medyumlarinda sperm hizi
yiizdesi. Calisilan hasta sayisi: 43, Kontrol medyum: HAM-F10

Genel +4 +3 +2 +1
Hiz Hareketlilik  Hareketlilik  Hareketlilik ~ Hareketlilik

Yikama Oncesi

Hareketlilik S1% 7% 30% 14% 49%
Horcketiike 4% 18% 47% 9% 26%
L}?aroeliertlﬁ/fl 77% 28% 44% 5% 23%
Iﬁfreg:ti/ﬁl‘(l 72% 25% 37% 10% 28%
ookt 6% 10% 33% 17% 40%
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H Genel Hiz = +4 Hareketlilik = +3 Hareketlilik +2 Hareketlilik = +1 Hareketlilik
90%
80%
70%

60%

50%
40% ;
30% i é E
£ E é g
E E =
20% = £
) L - -
1o% ;g e | g
58 g g
0% £= £ = E
Yikama L-C LC
Oncesi 1mg/ml Smg/ml

Sekil 3.3. L-C-0,5 mg/ml, L-C-1mg/ml, L-C-5mg/ml test medyumlarinda sperm

hizlariin karsilastirilmasi.

L-C; 0,5, 1 ve 5 mg/ml dozlar ile denediginde L-Karnitin 0,5 mg/ml degerlerinde

sperm hizinin daha iyi oldugu goézlendi.

32



3.5. Koenzim (C0Q10) Dozunun Belirlenmesi
HAM F-10 ana medyumuna CoQ10 etken maddesi eklenerek sperm hareketliligi
incelenmistir (0,02, 0,01 ve 0,02 mg/ml dozlarinda). (Tablo3.4, Sekil 3.4)

Tablo 3.4. CoQl10 0,02 mg/ml, CoQIl0 0,01 mg/ml, CoQl0 0,02 mg/ml
medyumlarinda sperm hizi ylizdesi. Calisilan hasta sayisi: 23, Kontrol medyum:

HAM-F-10, Yikama Oncesi Test

Gfl?fl +4Hareketlilik +3Hareketlilik +2Hareketlilik +1Hareketlilik

Y‘}ll‘:gie?lﬁf‘ 51% 7% 29% 15% 49%

gﬁeMkjl'iﬁ 84% 19% 52% 12% 16%
CoQ10 0,002

mg/ml 88% 23% 56% 9% 12%
Hareketlilik
CoQ10 0,01

mg/ml 87% 31% 50% 7% 13%
Hareketlilik
CoQ10 0,02

mg/ml 84% 24% 49% 11% 16%
Hareketlilik
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E Genel Hiz = +4Hareketlilik = +3Hareketlilik +2Hareketlilik = +1Hareketlilik

100%
90%
80%
70%
60%

50% é ; %
40% | 5 g
E = E
% B 16 i i
£E
20% S
EE
10% éé E
§ =
0% E==8 E=-8
Yikama CoQl0 CoQl0 CoQ10
Oncesi 0,002 0,01 0,02
mg/ml mg/ml mg/ml

Sekil 3.4. CoQ10-0,002 mg/ml, CoQ10-0,01 mg/ml, CoQ10-0,02 mg/ml test
medyumlarinda sperm hizlarinin kargilastirilmasi.
Koenzim Q10-0,002 mg/ml dozlar ile denediginde sperm hizinin daha iyi oldugu

gozlendi.

34



3.6. L-Karnitin, CoQ10 ve Serotonin Etken Maddeli Sperm Yikama
Medyumunun Degerlendirilmesi

Hazirlanmis olan L-C, CoQ10 ve 5-HT katkil1 sperm prototip yikama medyumu (5-
HT/L-C/CoQ10) ile Origio® ve Irvine® sperm yikama medyumlarinin
karsilastirilmasi yapilmistir (Tablo 4.10, Tablo 4.11 ve Tablo 4.12).

Hazirlanan farkli kombinasyonlar ile ayni hasta grubuna ait spermler yikanarak,
medyumlarin sperm hizina ve morfolojisine olan etkisi incelenip en etkin
kombinasyon belirlenerek, kontrol grubu olarak hazir olarak satin alinan;
Irvine®Sperm Washing (9983-100 ml) ve Origio® Sperm Washing (84055060, 5 x
60 ml) medyumlar1 kullanilmistir. Yikanan sperm Orneklerindeki sperm hareketlilik
farkliligi  degerlendirilmistir. Yapilan bu c¢alisma kapsaminda 98 hasta
degerlendirilmistir. Bir hastadan alinan semen 6rnegi bazalde tige boliinerek; L-C ve
CoQ10 katkili 5-HT HAM-200 igeren sperm yikama medyumu, Origio® ve Irvine®
olmak iizere 3 farkli grup yikama medyumu ile yikanarak degerlendirilmistir.

Ornekler, swim-up sperm yikama ydntemi ile ¢aligilmistir.

3.7. Sperm Hiicre Sayim Yontemi

Makler’e (Irvine Scientific 2511 Daimler ST. Santa Ana, CA, USA) (Sekil 3.5) 10 uL
sperm Ornegi koyulduktan sonra 151tk mikroskobunda ve (Sekil 3.6) X20 objektif
biiylitmede sperm konsantrasyon ve hareketligi olciildii. Hareketlilik, genel bilgilerde
aciklandig1 gibi, progresif, nonprogresif hareketli ve hareketsiz olmak {izere ii¢ farkl
sekilde gruplandirildi. Makler kamerasinda goriilen tek karedeki ortalama sperm

konsantrasyonu milyon/ml olarak ifade edilmistir.
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Py

Sekil 3.5. Makler sayim kamerasi. Mehmet Ali Aydinlar Acibadem Atakent
Hastanesi

Sekil 3.6.  Isik mikroskobu. Mehmet Ali Aydinlar Acibadem Atakent Hastanesi

Bir hastadan alinan semen 6rnegi hiicre sayim islemi sonrasi; Origio® (Groupl),
Irvine® (Group2), 5-HT/L-C/CoQ10 (Group3) olacak sekilde ayrilmistir. Ornekler,
swim-up sperm yikama yontemi ile yikandiktan sonra her bir 6rnek i¢in hiicre sayim
yontemi belirlenmistir. Spermler, gelistirilen medyumda yikandiktan (Swim-up
yontemi) sonra iyice karigtirllmig ve kontrol grubu olarak Origio® ve Irvine®
markalarina ait medyumlarla yikanan spermler sayilmistir. Kontrol ve deney grubunda

bulunan spermlerin hareketlerine bakilmistir (WHO, 2021).
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3.8. Swim-up Yikama Yontemi

Bir hastanin semen 6rnegi 3 esit voliime ayrilarak, 3 farkli tiipe ayrildi. Likefiye olmus
semen Ornekleri tizerine 1’er mL, L-C ve CoQ10 katkili 5-HT-HAM-200 prototip (5-
HT/L-C/CoQ10), Origio® ve Irvine ®sperm yikama soliisyonlar1 eklendikten ve
falcon tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra santrifiij edildi ve 10 dk 500xg hizda
santriflyj islemi sonrasi {ist kisim atildi. Her tiip i¢in 0,5 ml 5-HT/L-C/CoQ10, Origio®
ve Irvine® sperm yikama medyumu eklenmigtir. Medyumlar egik tutulan tiipe ve
pellete degmeden konulmustur. Sperm 6rneginin bulundugu konik mavi kapakli tiipler
45 derece olacak sekilde spora yerlestirilir ve en az 30 dak. %6 CO: ve 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Her tiipte konulan soliisyona gore 0,2-0,5 ml aras1 medyum, falcon pipet ile
pellete degmeden alimmistir. Hazirlanan sperm ornekleri say1r ve hareketlilik
bakimindan degerlendirilmistir. Tablo 4.10, Tablo 4.11 ve Tabl’ 4.12'de gosterildigi
gibi.

3.9. Sperm Morfoloji Testi

Sperm yikama islemi sonrasi alinan o6rneklerden birer damla lam-lamele damlatilarak

kurumaya birakildiktan sonra Diff-Quick boyasi ile boyanmistir.

3.10. Hazirlanan Prototip ile Yikanan Sperm Orneklerinin DNA Hasar1 ve ROS

Degerlerinin Incelenmesi

3.10.1. Sperm DNA Testi

L-C ve CoQI10 miktar1 belirlenen sperm yikama medyumu gelistirildikten sonra
olusturulan prototip yikama medyumu ile yikanan sperm 6rneklerinde DNA hasar testi
icin flow sitometri cihazi kullanilmistir. Yaklasik olarak 50000 hiicre analiz edilmistir
ve hasarli DNA igeren sperm hiicrelerinin miktari belirlenmistir. Testin spesifitesi
%91,6 olarak bildirilmistir. Test, sperm DNA fragmantasyonu’u DNA'nin dUTP
ucunu isaretleyerek flow sitometrik olarak lgmiistiir. DNA baglayan boya eklenmis
elektroforetik gradiente maruz birakilip goriintiilenmistir. TUNEL boyama ile DNA
hasari tespiti Sperm hiicrelerindeki DNA hasar1 oranlarini belirlemek amaciyla In Situ

Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Roche) ile TUNEL boyama yapilmaistir.

Sperm hiicreleri PBS ile diliisyon yapilarak 5 milyon/ml konsantrasyonda 300xg 10
dk santrifiij edildi.

Ust kisim atildiktan sonra spermlerin fiksasyonunu igin 100 ul %4’liik PFA ilave
edilir. 60 dk oda sicaklig1 ve karanlik ortamda bekletildi.
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Yaklasik 60 dk sonra 500 pul PBS eklendi. 300xg 10 dk santrifiij edilir slipernatant
alindiktan sonra 100 pl  %0,1 Triton X-100 ve %0,1 Sodyum Sitrat eklendi. 5 dk buz

tizerine konuldu.
Tekrar PBS ile 300 xg hizda 10 dk santrifiij edildi ve tist kisim atildi.

Negatif kontrol i¢in 50 ul etiket (label) soliisyonu ve TUNEL igin 50 pl enzim
soliisyonu ve 450 pl etiket (label) soliisyonu eklenmistir.37 °C’de 1 saat inkiibasyonun

sonrast 500 pl PBS ile yikandi. 300 xg 10 dk Santrifiij edildi. Ust kisim atilda.

Ependorf tiipline aktarildiktan sonra flow cihazindan gegirilmis ve FL1 panelinde
(525/40 nanometre (nm)) araliginda 10000 hiicrede floresan 1s1ma olanlar

degerlendirilmistir (Sharma v. d., 2019).

3.10.2. Semende Apoptoz Tayini (Anneksin V)

Apoptoz degerlendirilmesi i¢in Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Biolegend)
kullanilmigtir. 2 milyon/mL 500 upl sperm 6rnegine 500 pl binding buffer eklendi.
Tiiplere 5 ul Anneksin V-FITC ve 5 pl PI (propidyum iyodiir) eklenerek karanlikta
oda da 5 dk bekletildi. 500 pL PBS ilave edilerek 300xg 10 dk santrifiij edildi. Pellet
iizerine 300 pl PBS eklendi. Eppendorf tiipe alinan sperm &rnekleri flow sitometri
cihazina yerlestirildi. Toplam 30000 hiicrede floresan 1s1ma degerlendirmesi yapildi.
Annexin V-FITC; FL1 paneli ve PI; FL2 paneli kullanildi. Apoptoz bulgulari, canli,

erken ve gec apoptoz, nekroz, 6lii olarak degerlendirildi.

3.10.3. Semende Akis Sitometrik ROS Analizi

Bu yontem, hiicre i¢indeki hidroksil, peroksil ve diger ROS aktivitesini 6lgmek igin
florojenik bir boya kullanilarak gerceklestirilmistir. Akig sitometrik yontemle yapildi.
Klinik validasyon ¢aligmalarinda Flow Sitometrik ROS o6l¢iimii fertilitenin bilinen
faktorler38orotrkorele olarak bulunmustur. ROS pozitif referans degeri %17,8 olarak
alinmistir. Sperm hiicreleri 20,70-diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) hiicre ici
H2O0,'yi algilar ve dihidroetidyum (DHE) hiicre i¢i Oj'yi algilar. ROS o6lgliimii
spermatozoadaki hiicre i¢ci H202 seviyesini Olgmek icin floresan boya 2',7'-
diklorofloresin diasetat (H2DCF-DA (H2-DCF, DCF) Kat No. D399, Invitrogen) flow

sitometri yontemi kullanildi.
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Sperm 6rnekleri test ve negatif kontrol gruplarina ayrildi ve her biri dogrudan flow
sitometri analizine yerlestirildi (kontrol grubu: 25x10°ml/spermatozoa); kontrol
grubuna herhangi bir boya eklenmedi). DCFDA, test gruplarinda sperm soliisyonuna

(25x10° spermatozoa/ml) 10 uM nihai konsantrasyonda eklendi.

Kombinasyon 25°C'de 30 dakika karanlikta inkiibe edildi ve isaretli spermatozoay1
incelemek icin flow sitometrisi kullanildi. Sperm hiicrelerindeki ROS seviyeleri,

tedavi edilmemis grubun aksine floresan yogunlugunun yiizdesi olarak belirlendi.

Yaklasik 20 hasta degerlendirildi. Kontrol grubu Irvine® ve Origio® ig¢in 20’ser,
prototip medyum igin 20 hasta degerlendirilmistir.

Bu is paketinde amag, ROS’un sebep oldugu DNA hasarint minumum seviyeye
indirmek i¢in medyuma eklenmesi diisliniilen ve ¢aligmalarina baglanmis olunan L-C

ve CoQ10 miktarlarini belirlemektir (Majzoub v. d., 2009).

3.11. istatistiksel Analiz

Bulunan degiskenler arasindaki istatistiksel farkliliklar1 degerlendirmek icin varyans
analizi ANOVA kullanilarak analiz yapilmis ve p<0.05 anlamli olarak kabul
edilmistir. SAS istatistiksel yazilim paketi kullanilarak ortamin sperm hareketliligi
iizerindeki etkisini degerlendirmek icin tekrarlanan olgiimler varyans analizleri
kullanilmistir. Kontrol grubu i¢in farkliliklar p<0.05'te 6nemli olarak kabul edildi ve
tim degerler ortalama + SD olarak rapor edildi. Semen numuneleri, numunelerin
havuzda toplanmasindan kaynaklanan herhangi bir olasi etkilesimi 6nlemek icin ayr1

ayri ¢alisilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. CoQ10 Doz Belirlenmesi

1507 proje kapsaminda; 1512 projesinde gelistirilen 5-HT katkili sperm yikama

medyumuna (HAM-200), CoQ10 etken maddesi eklenmistir. 23 hasta i¢in sperm

yikama islemi (swim-up) uygulanmistir. Doz belirlenmesi; yikama islemi sonrasi say1,

genel hareketlilik ve progresif hareketlilige bakilarak uygulanmistir (0,002 mg/ml,
0,01 mg/ml, 0,02 mg/ml.) (Tablo 4.1, Tablo 4,2 ve Sekil 4.1 Sekil 4,2).

Tablo 4.1.’CoQ10'un doz ayarlamasi, 0,02 mg/ml, 0,01 mg/ml ve 0,02’mg/ml'ye kadar

degisebilir.Sperm yikama sonrasi genel hareketlik ve sperm sayisi. SS (standart sapma

+).
Sperm Yikama Islemi Ortalama Sperm Ortalama Sperm
Sonrasi Hareketlilik (%) Sayis1 x10°
Ham200 84+10,9 21+26,3
Ham200/CoQ10-0,002 mg 88+15 23+14
Ham200/CoQ10-0,01 mg 87+12 22+17
Ham200/CoQ10-0,02 mg 84+17 20+17
Irvine ® 80+10,5 20+16,5
Origio ® 83+16 21+£26,2
Ortalama sperm sayisi x106
25
L
20 = = I I I
15
10
5
0
S % % @ Y
%@""Q Q'Ld\ Q'\/@ Q’»& éxﬁ\e 3’?0
< o & & h ©
S > \(Joo” \(Joo
@0\ (@90 &@0
\2@@ X R
Sekil 4.  CoQ10 (0,002 mg, 0,01 mg, 0,02 mg). Sperm yikama islemi sonrasi sperm

sayisl.
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Tablo 4.2.’CoQ10'un doz ayarlamasi, 0,02 mg/ml, 0,01 mg/ml ve 0,02’mg/ml'ye kadar

degisebilir. Sperm yikama sonrasi progresif hareketlilik. SS(standart sapma =)

Sperm Ornegi Yikama Sonrasi Progresif Hareketlilik (%)
Ham?200 72+9,5
Ham200/CoQ10-0,02 mg/ml 80=+10
Ham200/CoQ10-0,01 mg/ml 70+8,5
Ham200/CoQ10-0,02 mg/ml 76+73
® Ham200 Ham200/CoQ10-0,02 mg/ml

m Ham200/CoQ10-0,01 mg/ml m Ham200/CoQ10-0,02 mg/ml

o

70

PROGRESIF HAREKETLILIK (%)

Sekil 4.2.  CoQ10 Doz Ayarlanmasi (0,002 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,02 mg/ml).

Sperm yikama sonrasi progresif hareketlilik.

En uygun doz 0,002mg/ml CoQ10 olarak belirlenmistir.
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4.2. L-Karnitin (L-C) Doz Belirlenmesi

1507 proje kapsaminda; 1512 projesinde gelistirilen 5-HT katkili sperm yikama

medyumuna (HAM-200), L-C etken maddesi eklenmistir. 43 hasta 6rnegi ile sperm

yikama iglemi (swim-up) uygulanmistir. Doz belirlenmesi; yikama iglemi sonrasi say1,

genel hareketlilik ve progresif hareketlilik bakilarak uygulanmistir. (Tablo 4.3, Tablo

4.4 ve Sekil 4.3, Sekil 4.4).

Tablo 4.3 L-C'nin 0,5 mg/ml, 1 mg/ml ve 5 mg/ml'lik doz ayarlamalar1 vardir.

Sperm yikama iglemi sonrasi genel hareketlik ve sperm sayisi.

Sperm Yikama

Ortalama Sperm

Ortalama Sperm

Islemi Sonras1 Hareketlilik (%) Say1s1(10x6)
Ham?200 74+17 21+25
Ham200/0,5 mg/ml 77£18 24+£25
Ham?200/1 mg/ml 72420 20425
Ham?200/5 mg/ml 60£21 18+23
Irvine ® 65+20 20424
Origio ® 70£19 24+23
E Ortalama sperm sayisi(10x6)
30
20 ,I,. = I I 7—
10 ’ E - ,,: =
) = =
& <& & <& ° o
Q\?’& Q\&? 00\\/ QQ\O) \ﬂ“\(\e oi\%O
3 & &
Q@@ N4 L

Sekil 13 L-C doz ayarlamalar1 (0,5 mg/ml, 1 mg/ml ve 5 mg/ml) yikama sonrasi

ortalama sperm miktar1
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Tablo 4.4. L-C Doz Kontrolii 0,5 mg/ml, 1 mg/ml ve 5 mg/ml'ye kadar.Sperm yikama

sonras1 progresif hareketlilik.

Sperm Yikama Islemi Sonrasi Progresif Hareketlilik (%)
Ham200 59+8,5
Ham?200/0,5mg 6012
Ham200/1 mg 59£10
Ham?200/5 mg 46=11

m Ham200 Ham200/0,5mg ®Ham200/1mg ®Ham200/5mg

PROGRESIF HAREKETLILIK (%)
Sekil 4.4. L-C Doz Ayarlanmasi (0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 5 mg/ml). Sperm yikama

sonrasi progresif hareketlilik.

En uygun doz L-C/0,5mg/ml olarak belirlenmistir.
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4.3. 5-HT/L-C/CoQ10 Prototip Sperm Yikama Medyumunun Diger Ticari
Medyumlarla Karsilastirilmasi

5-HT/L-C/CoQ10 prototip doz belirlenmesi i¢in 98 hasta 6rnegi ile sperm yikama
islemi (swim-up) uygulanmistir. Ortalama yas 30,9 (SS 5,5, min-maks: 20-40), ve
ortalama VKI 23,4 (SS2,4, min-maks:20,0-29,4) olarak bulundu. Olgularin 53’
(%54,1) sigara kullanirken 54’1 (%55,1) alkol kullandiginmi belirtti (Tablo 4.5, Sekil
4.5)

Tablo 4.5. Sperm 6rnekleri alinan hastalarin genel 6zellikleri

Ortalama (SS, min-maks) /

Say1 (Yiizde)
Yas 30,9 (5.5, 20-40)
VKI 23,4 (2,4, 20,0-29,4)
Sigara Kullanimi Var 53 (%54,1)
Yok 45 (%45,9)
Alkol Kullanimi Var 54 (%55,1)
Yok 44 (%44,9)
251 257 -
207 ] 200
é 157 ] E 157
& i
10 10
mm 1
|
o 2IO 25 30 3I5 4IO 8 20,0 22,0 24,0 26,0 Zé,D 3[;,0
Yas Viicut Kitle indeksi
60 607
50 507
_ 40 _ 407
& 5
B 30 @ 301
20 207
10 10
0 T T 4] T T
Yok Var Yok Var
Sigara Kullanimi Alkol Kullanimi

Sekil 4.5.  Sperm &rnekleri alinan hastalarin genel 6zelliklerinin dagilimi
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Tablo 4.6. Yikama 6ncesi 6rneklerde genel hiz, sperm sayis1 ve yikama sonrasi +1,
+2, +3 ve +4 degerlerinin tamimlayici istatistikleri

Ortalama SS (min-maks)

Genel Hiz 40,9 14,9 (10-70)
Sperm Sayis1 (Milyon) 35,6 2,7 (1-120)
Progresif Hareketlilik 27,3 13,6 (5-63)

Yikama Sonras1 +1 59,0 14,8 (30-90)
Yikama Sonrasi +2 13,7 8,1 (1-43)
Yikama Sonrasi +3 22,0 12,4 (4-54)
Yikama Sonras1 +4 5,3 4,9 (1-20)

Yikama oncesi 0rneklemede genel hiz, sperm sayisi, progresif hareketlilik, yikama
sonrast +1, +2, +3 ve +4 degerlerinin tanimlayici istatistikleri incelendiginde ortalama
genel hiz 40,9 (SS 14,9, min-maks:10-70), sperm sayisi ortalama 35,6 milyon (SS 2,7
milyon, min-maks:1-120 milyon), ortalama progresif hareketlilik 27,3 (SS 13,6, min-
maks:5-63), ortalama yikama sonrasi +1; 59,0 (SS 14,8, min-maks:30-90), ortalama
yikama sonras1 +2; 13,7 (SS 8,1, min-maks:1-43), ortalama yikama sonrasi +3 ;22,0
(SS 12,4, min-maks 4-54) ve ortalama yikama sonrasi +4 ;5,3 (SS 4,9, SS 1-20) olarak

bulundu.
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Tablo 4.7. Irvine ® kullanilan 6rneklemede genel hiz, sperm sayis1 ve yikama sonrast

+1, +2, +3 ve +4 degerlerinin tanimlayici istatistikleri

Ortalama SS (min-maks)

Genel Hiz (%) 67,7 23,2 (5-97)
Sperm Sayis1 (Milyon/ml) 10,4 9,7 (0,2-50)
Progresif Hareketlilik (%) 59,5 23,6 (3-96)
Yikama Sonras1 +1 (%) 13,1 22,2 (3-95)
Yikama Sonras1 +2 (%) 8,4 8,7 (1-60)
Yikama Sonrast +3 (%) 36,9 19,3 (2-75)
Yikama Sonras1 +4 (%) 223 18,3 (0-80)

Irvine ® kullanilan 6rneklemede ortalama genel hiz 67,7 (SS 23,2, min-maks:5-97),

sperm sayist ortalama 10,4 milyon (SS 9,7 milyon, min-maks:0,2-50 milyon),

ortalama progresif hareketlilik 59,5 (SS 23,6, min-maks:3-96), ortalama yikama

sonrast +1; 31,1 (SS 22,2, min-maks:3-95), ortalama yikama sonras1 +2; 8,4 (SS 8,7,

min-maks:1-60), ortalama yikama sonrast +3; 36,9 (SS 19,3, min-maks 2-75) ve

ortalama yikama sonras1 +4; 22,6 (SS 18,3, SS 0-80) olarak bulundu.
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Tablo 4.8. Origio® kullanilan 6rneklemede genel hiz, sperm sayisi ve yikama sonrast

+1, +2, +3 ve +4 degerlerinin tanimlayici istatistikleri

Ortalama SS (min-maks)

Genel Hiz (%) 71,4 22,0 (9-99)
Sperm Sayis1 (Milyon/ml) 10,7 10 (0,2-50)
Progresif Hareketlilik (%) 64,7 23,7 (2-93)
Yikama Sonrasi +1 (%) 28,8 21,9 (1-91)
Yikama Sonrasi +2 (%) 6,2 8,4 (0-70)
Yikama Sonrasi +3 (%) 40,4 19,7 (1-80)
Yikama Sonras1 +4 (%) 243 19,0 (0-80)

Origio® kullanilan 6rneklemede ortalama genel hiz 71,4 (SS 22,0, min-maks:9-99),

sperm sayist ortalama 10,7 milyon (SS 10,0 milyon, min-maks:0,2-50 milyon),

ortalama progresif hareketlilik 64,7 (SS 23,7, min-maks:2-93), ortalama yikama

sonrast +1 ;28,8 (SS 21,9, min-maks:1-91), ortalama yikama sonras1 +2; 6,2 (SS 8,4,

min-maks:0-70), ortalama yikama sonras1 +3; 40,4 (SS 19,7, min-maks 1-80) ve
ortalama yikama sonras1 +4 ;24,3 (SS 19,0, SS 0-80) olarak bulundu.
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Tablo 4.9. 5-HT/L-C/CoQ10 kullanilan érneklemede genel hiz sperm sayisi, yikama

sonrast +1, +2, +3 ve +4 degerlerinin tanimlayici istatistikleri

Ortalama SS (min-maks)

Genel Hiz (%) 74,6 20,8 (10-98)

Sperm Sayis1 (Milyon/ml) 13,9 12,2 (0,2-55)
Progresif Hareketlilik (%) 66,3 24,4 (2-98)
Yikama Sonras1 +1 (%) 24,5 20,7 (2-90)
Yikama Sonras1 +2 (%) 8,4 10,0 (0-50)
Yikama Sonras1 +3 (%) 40,0 21,4 (1-84)
Yikama Sonras1 +4 (%) 26,8 20,3 (0-85)

5-HT/L-C/CoQ10 kullanilan 6rneklemede ortalama genel hiz 74,6 (SS 20,8, min-
maks:10-98), sperm sayis1 ortalama 13,9 milyon (SS 12,2 milyon, min-maks: 0,2-55
milyon), ortalama progresif hareketlilik 66,3 (SS 24,4, min-maks:2-98), ortalama
yikama sonrasi +1; 24,5 (SS 20,7, min-maks:2-90), ortalama yikama sonras1 +2; 8,4
(SS 10,0, min-maks:0-50), ortalama yikama sonras1 +3; 40,0 (SS 21,4, min-maks 1-
84) ve ortalama yikama sonras1 +4; 26,8 (SS 20,3, SS 0-85) olarak bulundu.

48



4.4. Gruplar Aras1 Hareketliligin Istatistiksel Karsilastiriimasi

3 farkli yikama soliisyonu genel hiz degiskeni iizerinde yikama Oncesi ve sonrasi
degerlerine etkisi tekrarlayan ANOVA testi ile degerlendirildi. Mauchy testi ile
kiiresellik varsayimi ihlal edilmedigi icin kiiresellik varsayimi ile devam edildiginde
yikama Oncesi ve sonrasi degerler arasinda anlamli bir fark bulunmusken yikama
tiirleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (F(1,388)=1,968, F(3,388)=0,763,
p=0,515). Post-hoc testlerinden Tukey HSD ile gruplar arasinda yikama sonrasi genel

hiz degerleri karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamastir.

Tablo 4.10. Sperm Yikama 6ncesi ve 3 soliisyon ile yikama sonrasi genel hiz
degerleri.SS:standart sapma(=+)

Ortalama (%) SS (min-maks)
frmiowng < 149
Irvine ﬁaﬁr(eﬂl::?ii 1?onrasl 67.7 232
Origio I(_I;)a:illi(;rlrilﬁkSonram 71.4 22.0
5-HT/L-C/CoQ10
Yikama Sonrasi 74,6 20,8

Hareketlilik

3 farkli yikama soliisyonu sperm sayisi degiskeni iizerinde yikama oncesi ve sonrast
degerleri iizerine etkisi tekrarlayan ANOVA testi ile degerlendirildi. Mauchy testi ile
kiiresellik varsayimi ihlal edilmedigi icin kiiresellik varsayimi ile devam edildiginde
yik