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6. OZET

GIRIS VE AMAC: Bu calismada astenozoospermili ve normospermili hastalarda
pentoksifilinin sperm motilitesi ve vitalitesi lizerine doz miktarina ve siiresine gore in
vitro etkisini gozlemlemek ve sperm i¢in en uygun konsantrasyon ve siireci bulmak
amaclanmistir.

GEREC VE YONTEMLER: Calismamizda iiroloji poliklinigine bagvuran 20
normospermili ve 20 astenozoospermili olarak belirledigimiz 40 hastadan aldigimiz
semen Ornekleri kontrol ve deney grubu olarak ayrildi. Kontrol grubuna wash
solusyonu-distile su karistmi ilave edildi. Deney grubuna 3,4; 4,8 ve 5,4 mM
pentoksifilin ilave edildi. Kontrol ve deney gruplart soliisyonlarla 10 dakika ve 20
dakika etiivde inkiibe edildi. Makler kamarasina konularak kare sistemiyle progresif
hareket (A), yerinde hareket (B) ve hareketsiz (C) olmak {iizere 3 grupta incelendi.
Vitalite boyamasi yapilarak kamera atagmanli 151k mikroskobu yardimiyla canliliklar
incelendi.

BULGULAR: Isik mikroskobik gozlemler sonucunda astenozoospermili ve
normospermili hastalarda A grubu yoniinden yapilan karsilastirmalarda, her iki grupta
da istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi. Bu artis 5,4 mM dozda ve 20 dakika
inkiibasyon siiresince daha etkin oldugunu gozlemlendi. Coklu karsilastirma testinde
A grubu motiliteleri incelendiginde astenozoospermili hastalarda bu artigin istatistiksel
olarak daha anlamli oldugu goriildii. Her iki hasta grubunda da B grubu karsilastirma
sonuclarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu ve bu artis 20 dakikalik
siiregte belirgin sekilde gozledi. Astenozoospermili hastalarda konsantrasyon alt
gruplart kiyaslandiginda C grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenildi.
Normospermili hastalardaki azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Vitalite
degerlendirmelerinde iki hasta grubunda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi.

SONUC: Astenozoospermili ve normospermili hastalarda in vitro pentoksifilin
kullanimin hareketli sperm sayisint istatistiksel olarak arttirdigi gozlenirken,
hareketsiz sperm sayisinda azalis goriilmistiir. Bu durum bize pentoksifilinin
hareketsiz spermlere hareketlilik kazandirdigini diistindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Astenozoospermi, In Vitro, Motilite, Normospermi, Pentoksifilin



6.SUMMARY
INTRODUCTION AND AIM: In this study, we aimed to observe the in vitro effect
of pentoxifylline on sperm motility and viability in terms of dose and duration in
asthenozoospermia and normospermia patients and to find the most suitable
concentration and processfor sperm.
MATERIALS AND METHODS: In our study, semen samples from 40 patients (20
normospermia and 20 asthenozoospermia patients) who applied to the urology clinic
were obtained. The samples were divided into control and experimental groups. Wash
solution-distilled water mixture were added to the control group. We added 3,6; 4,8
and 5,4 mM pentoxifylline separately to experimental group samples. The control and
experimental groups were incubated with these solutions for 10 minutes and 20
minutes. Makler counting chamber the sperm count was made by the square system.
Numerical values were examined in three groups; progressivemotility (A),
nonprogressivemotility (B) and nonmotility (C). Vitality staining was carried out and
the viability of the sample was examined with the aid of a light microscope.
RESULTS: As a result of light microscopic observations, asthenozoospermia and
normospermia group were compared with each other in group A and statistically
significant increase was found in both groups. It was observed that this increase was
more effective at the dose of 5,4 mM and during 20 minutes of incubation. When
group A motility was examined in the multiple comparison test, it was seen that this
increase was statistically more significant in patients with asthenozoospermia. In both
patient groups, a statistically significant increase was detected in the B group
comparison results, and this increase was noticeable in 20 minutes. When the
concentration subgroups were compared in asthenozoospermia patients, a statistically
significant decrease was observed in group C, although it decreased in normospermia
patients, but this decreasewas not statistically significant. There was no statistically
significant difference in viability evaluations between the two groups of patients.
CONCLUSION:The use of pentoxifylline in the asthenozoospermia and
normospermia patients increased the number of sperm samples A and B statistically,
where as the C group had conflicting results. This suggests that pentoxifylline
activates nonmotility sperm.

KeyWords: Asthenospermia, In Vitro, Motility, Normospermia, Pentoxifylline
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1. GIRIiS VE AMAC

Duzenli bir cinsel ilgkiye raggmen (haftada iki kez) hicbir korunma ydntemi
uygulanmaksizin bir yil icinde gebelik elnamasina infertilite denirinfertilite,
guinuimuz evli ciftlerinin %10 kadarini etkileyen gelerek arty gosteren bir ggik
sorunudur. Erkek infertilitesi, infertil giftleri®010-30'unda tek neden iken, %15-
30’'unda kadindaki probleme ek bir durum olarakskarza cikmaktadir. Dolayisiyla
vakalarin yaklak %50’sinde erkek faktorii gorulmektedinfertil erkek bireylerin
yaklasik %40-60’'inda infertilitenin altinda yatan nedehnmektedir. Geri kalaninda
ise sebep ortaya konulamamakta ve bu olgular idgllopafertilite olarak kabul
edilmektedir. infertilitede erkek faktorleri Urogenital sistem angarinin herhangi
birinden kaynakli olabilmektedir. Sperm kromozoman yapisal (translokasyonlar)
veya sayisal kromozomal (andploidiler) bozukluklgenetik mutasyonlar, gecirilgi
enfeksiyonlar, varikosel, azospermi, oligospermteaozoospermi gibi durumlarda en

sik kagllasllan erkge bali infertilite sebepleri olarak siralanabilmektedir

Son yillarda infertil giftlerin cocuk sahibi olabike olasiliklari, Gremeye yardimci
tekniklerin (UYTE) gelitiriimesine paralel olarak artguir. Ozellikle erkek faktorlii
infertilite acisindan degerlendirildiginde, bu gelimeler infertilitenin ¢dzulebilir bir
sorun oldgunu gosternsitir. Erkek faktorlii infertilitede, UYTE ile yapilak baaril
bir fertilizasyon i¢cin semen hazirlama yontemleilybk 6nem arz etmekdir. Sperm
sayisi, motilitesi ve morfolojisi semen glendiriimesindeki en temel
parametrelerdendir. Sperm parametrelerini sgeiek icin laboratuvar ortaminda
swim-up ve dansite gradiyent sistemleri gibi spérazirlama teknikleri rutin olarak
kullanilan yodntemlerdir. Bunlarin yani sira speriyilestirme amaciyla pek c¢ok
biyolojik veya kimyasal bilgenler de laboratuarda kullaniimaktadir.

Pentoksifilin, infertilitede erké&e bali faktorlerde sperm parametrelerinin
lyilestiriimesindein vitro olarak kullanilan bilgenlerden biridir. Metilksantin bikggi
olan pentoksifilin, fosfodiesterazi inhibe ederékicre ici CAMP konsantrasyonunu
arttirmaktadir. Hucre ici CAMP konsantrasyonunutmasi sperm hareketlii ve

kinematik artgin yani sira akrozom reaksiyonu ve fertilizasyoantarinda da aga



neden olmaktadir. Hareketli sperm oranini yuksatimgani sira ayni zamanda canli
ama hareketsiz spermlerde de hareketilababilmektedir. /n vitro calsmalarda
pentoksifilinin testisleri besleyen kan damarlagenileterek kan akini arttirdgi ve
bu kanla birlikte besin maddelerinin de gyle spermlerin canhfini arttirabildgi
bildiriimektedir. Pek cok cajmada anormal sperm morfolojisini iygkaici etkisi
oldugundan so6z edilmektedir. Ayrica spermin hiicre zatlaerinde koruyucu bir etki
olusturdusu ve reaktif oksijen radikallerini temizlegj lipit peroksidasyonunu
azalttgr  belirtiimektedir.  Pentoksifilinin - bu etki mekammlariyla sperm
parametrelerini etkileyerek fertilizasyon oranintiedigi, yapiimg bazi cagmalar ile
desteklennitir.

Pentoksifilinin sperm motilitesini arttirgini bildiren calgmalarin yani sira, motiliteyi
azalttgini veya hicbir etkisinin bulunmagini bildiren calgmalar da rapor edilrgiir.
Biz de yaptgimiz literatlir incelemesi neticesindey vitro kosullarda uygulanan
pentoksifilinin sperm parametreleri Uzerine olagkilerinin uygulanan doz ve
inkiibasyon sureleri ile lgantili olarak dgisebileceggini disinduk. Bu cakmada
semen Orneklerine farkli dozlarda ve farkli inkijmas sirelerinde pentoksifilin
uygulayarak sperm motilitesi Gzerindeki etkisircétemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. ERKEK UREME SIiSTEMIi

Erkek Ureme sistemi; haploid erkek gametin (spesawin) devaml Uretimi,
beslenmesi ve gecici olarak depolanmasindan, wekes&ks hormonlarinin sentezi ve

sekresyonunu gercekteir (Kierszenbaum 2006).

Erkek Ureme sistemi testisler, genital kanallamdyaci genital bezler ve penisten
olusturmaktadir. Erkek gonad olan testisler karimslisgunun dgarisinda skrotum
icinde yer alan, hem hormon hem de spermatozoaeniretrganlardir. Duktuli
eferentes, duktus epididimis, duktus vas deferdoktus ejakulaturius ve Uretradan
olusan genital kanallar testiste Uretilen spermatozqenise tgmaktadir. Seminal
vezikuller, prostat bezi ve bulboiretral bezlerdyarci genital bezler olup; penis
yapisinda erektil dokulari barindiran ciftiee organi olarak siev goérmektedir

(Kierszenbaum 2006, Junqueira and Carneiro 2009).

Genital kanallar ve yardimci bezler, diz kaslarasiknasi yoluyla testiste Uretilen
spermlerin kanallara ve Uretraysgitanasini sglayan salgilari Uretirler. Bu salgilar
ayni zamanda erkek Ureme sistemi icindeki spermléesin ihtiyacini karlar.
Spermler ile birlikte genital kanallarin ve yardimbezlerin salgisi, penisten
ejekllasyonla atilacak olan semen sivisini meydgetamektedir (Kierszenbaum
2006, Junqueira and Carneiro 2009, Ross and Pa20i0g).

2.1.1. Hipotalamik - Hipofizer - Gonadal Aks

Erkek Greme sistemi gili kontrol mekanizmalarinin etkisi altindadir. ik kontrol
mekanizmasindan sonra devreye giren beyin cinsgtatsimindan sorumlu olan
hormonal kontrol mekanizmasidir (Demgrtave Pikin  2009). Erkek Ureme
fonksiyonundaki bu hormonal kontrol mekanizmaspot&lamus, hipofiz ve testisler
tarafindan sglanir (de Krester et al 2000).

Hipotalamik-hipofizer-gonadal aks, g#i basamaklarinda geri besleme sistemleri

olan endokrin sistem olarak adlandiriimaktadir.rBproduktif aks tarafindan negatif



feed-back ile testosteron sekresyonu ve spermniirbtzi dizenlenir (McLachlan
2000, Handelsman and Liu 2003

Leydig hucreleri ilk olarak geimin 8. haftasinda testikuler kordonlar giuktan
hemen sonra ortaya cikar. Leydig hicrelerininsgeli ile androjenler saptanir hale
gelir ve erkek Ureme sistemi farkhfaaya balar (Polin and Fox 1992). Plasentadan
salgilanan insan koriyonik gonadotropiinCG), Leydig hicre geliminden ve
androjen sentezinden sorumludur (EI Gehani, ZhaRgkarinen, Rannikko,
Huhtaniemi 1998, Majdic, Saunders and Teerds 19&gn gebelik doneminde fetal
hipofiz sekresyon yetegime sahip durumdadir. Gehgh ortalarinda folikil stimile
edici hormon (FSH) ve luteinize edici hormon (LHk p/aparken, gebelin son
donemlerinde hCG uyarisinin kesilmesinglbalarak Leydig hticrelerinde kisa sureli
bir regresyon gotzlenir bu da FSH ve LH dlzeyleridismesine sebep olur
(Weinbauer, Gromoll, Simoni, Nieschlag 2000). Pasth ygamin 2-3. aylarinda
tekrar Leydig hicreleri farklilamaya balar ve kisa sureli serum testosteron dizeyinde
yiukselme gozlenir (Main, Schmidt, Skakkebaek 20@8@)cak bundan sonra pubertal
gelisime kadar Leydig hicreleri tekrar regresyorimamakta, testisler ve hCG aks
sessiz bir doneme girmektedir. Serum LH ve FSH yl@re6-8, testosteron dizeyi
10-12 yalarinda tekrar argigosterir. Hipotalamustan, gonatropin salgilaticimon

(GnRH) pulsatil salinimi ise 12 yada duzene girer (Bradtke 1999).

GnRH, hipotalamik-hipofizer-gonadal aks ile hipokan damarlarinin yag portal
sistem icine hipotalamustan salinir. On hipofiz ibgenadotropin salinimi igin
O0zellsmis olan ve GnRH tarafindan uyarilan gonadotroplarngktedir (de Krester
et al 2000). GnRH ug¢ tip salinim gostermektedirtiBisi mevsime bgi olup,
haziran-temmuz aylarinda pik yaparken, erken Ja ilkbahar aylarinda en glik
dizeye inmektedir (Andersson, Carlsen, Peterserakkebaek 2003).ikincisi
sirkadiyen ritimdir. Bu mekanizmadan melatonin hormanun sorumlu oldiu
disinulmektedir. Sabahin erken saatlerinde testosteroen yiksek serum
diizeylerine ulgmasindan sorumludur. Uguinciisii ise pulsatil salimn@&hRH’un her
90-120 dakikada (dk) bir pik yapmasidir. Pulsatliremin mekanizmasi tam olarak

bilinmemektedir, ancak noradrenerjik uyarilarin Grablabilecgi dustnilmektedir



(Lopez, Merchenthaler, Moretto, Negro-Vilar 1998nRH 0On hipofizden LH ve
FSH’nin salgilanmasini gar. LH ve FSH hormonlarinin hicresel metabolizmay:i
uyarmak icin Leydig ve Sertoli hicrelerindeki regefere bglanarak, gonadal
hormonlarin Gzerinde inhibitor etki yaptiklar gésimistir. FSH, Sertoli hicrelerini
uyararak seminifer ttbul epitelinde spermatogeneziatirken, LH intertisyumdaki
Leydig hucrelerini uyararak testosteron Uretimiraglar. Testislerin dnemli bir
hormonu olan testosteron, erkeklerde LH sekresyomuorimer inhibitéradir (de
Krester and Robertson 1989). Kortikotoplar, laldptar, bliyime hormonu ve tiroid
uyarict hormonlar erkek treme sistemi Uzerine Onetkllere sahiptirler (Weinbauer
et al 2000).

2.1.2. Testis Histolojisi

Testisler karin bgugunun dginda skrotum icinde funikulus spermatikus ile aduran

bir ¢ift organdir. Yan kisimlari yassghais, 4-5 cm uzunlukta, 2,5 cm galikte, 3 cm
kalinhkta ve 10-15 gr @rligindadir. Testisler periton ile sarilmadan &6nce rkari
boslugunun arka duvarinda ggineye balarlar. Bu periton kesesi daha sonra tunika
vaginalise dongerek testisin skrotum icinde hareketli olmasingl@a Ortalama
testikiler hacim 20 ml'dir. FSH, LH ve prolaktin imoonlar ile testis hacmi arasinda
dogrusal bir iligki oldugu saptanngtir (Jensen, Wiswedel, McLoughlin, van der Spuy
1995) .

Testisler, erkek Ureme hucresi olan sperm Uretinwai androjenlerin  sentezini,
depolanmasini, salinmasinigkalar. Ekzokrin ve endokrin salgsleévleri vardir
(Gartner and Hiatt 2007, Akay 2001). Hipofizin Laydhtcreleri ve Sertoli hiicreleri
arasindaki igki ile ayarlanabilen hormonal kontrol diuzgnetestislerin dizenli

calismasi icin gereklidir (Clermont 1972).

Oval bir bez olan testis, tunika albuginea adi lgariyasun b& dokusundan okan
kalin bir kapsille sanlir. En dikisimdaki visseral katman olan tunika vajinalis,
kapsull dytan sarar. Testisin arka kenarinda kapsul kalikdtianmaseklinde iceriye
dogru uzanir, bu kisim “mediastinum testis” adini .alince fibroz bolmeler,

mediastinumdansinsal olarak uzanarak yaklk 250 adet lobulu okiurur (Ovalle



and Nahirney 2009). Her lobillde 1-4 adet sg&vba dokusu ile sarili, kivrimh
yapida, anaslevi spermatozoon Uretimi olan seminifer tubdlletumur (Gartner and
Hiatt 2007). Bu bg dokusu bol miktarda kan ve lenf damarlari, simite Leydig
hiicreleri adi verilen interstisyel hiicreleri icefdu hiicreler de testis androjenlerini

salgilar (Junqueira and Carneiro 2006).

Her bir seminifer tibul Weklinde olan iki ucu rete testise acilir. Reteisgeseminifer
epitelyumun Grdnlerini toplayan kanallagidir. Seminifer ttbul iki belirgin hicre
populasyonunu iceren Ozalieis seminifer epitelyumdan odur. Seminifer epitel, bir
bazal membran ile kollajen lifler, fibroblastlaraddabilir miyoid hicrelerden oan

bir duvarla cevrelenrgiir. Miyoid hicreler, hareketsiz spermatozoonlaatertestise

ileten ritmik kasilma aktivitelerinden sorumluditi¢rszenbaum 2006).

2.1.2.1. Spermatogenik hicreler

Spermatogenik hicreler, bazal membran Uzerine syeleve tibul duvarini déyen
epitelin cgunlugunu olyturan dizenli siralanmhicrelerdir (Aydos 2007). Hucreler
gelistikce tip kenarindan limene @a yer dgistirirler (Davidoff, Schulze,
Middendorff, Holstein 1993, Turek 2004). Seminiféibilde spermatogenik seri
hiicreler bazalden Iimene @a spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve
spermiyum olmak Uzere dért hiicre tgmklinde siralanir (Junqueira and Carneiro
2006).

Spermatogonyumlar, bazal lamina ilegdadan ilskide olan 12um c¢apinda diploid
spermatogenik htcrelerdir (Kierszenbaum 2006). Barainanin hemen Ustinde yer
alan dger seri hicrelere kiyasla daha kicuk hicrelerdinddeira and Carneiro
2006). Sertoli hucreleri arasindaki sikglaatilarin altinda yerkgmleri gosterirler. Bu
nedenle Sertoli hiicreleri arasindaki ygrekan-testis bariyerinin ginda yer alirlar.
Puberte bgangicinda testosteron hormonu etkisiyle mitoz biiési ile cgalmaya
baslarlar (Gartner and Hiatt 2007). Yapisal olarak ko (A dark, Ad) tipi
spermatogonyum, acik A tipi (A pale, Ap) spermatogon ve B tipi
spermatogonyum olmak Uzere ¢ esas spermatogomnyugdzlenir (Clermont 1972).



Ad tipi spermatogonyumlar bazal lamina tabani imeeryerlgmislerdir. Seminifer
epitelin kok hicreleridir. Hicre dongusune girmezldepo hicrelerdir. Dizensiz
olarak mitozla bdlinerek hem yeni Ad tipi spermatogumlari ve hem de Ap tipi
spermatogonyumlari meydana getirirler (Ross 20@§). tipi spermatogonyumlar
fonksiyonel olarak hayat boyu spermatogenezde akiif oynar (Meachem, von
Schonfeldt, Schlatt 2001, Ehmcke, Wistuba, Sct2af6). Her siklusta kendilerini
yenilerler ve bu hicrelerin dongust Ad tipine gomaha hizhdir. Ap
spermtagonyumlar mitozla galdiklarinda sitoplazmik bolinme tam olarak
gerceklsmez ve Dbirbirlerine sitoplazmik kopruler ile @a kalirlar. Ap
spermatagonyumdan tureyergeh seri hicreleri de birbirlerine gla kalarak hicre
kolonisini oktururlar. Bu bglantilar spermiomorfogeneze kadar sirer. Testastero
hormonunun etkisiyle Ap spermatogonyumla mitozléibdrler ve spermatogenezde
etkin rol oynayan B tipi spermatogonyumlari gluurlar (Ross 2006). B tipi
spermatogonyumlar spermatogonyumlarin en c¢ok bualutipidir. Bazal lamina
Uzerinde yer alirlar ancak gantilari daha azdir. B tipi spermatogonyumlar, hem
mitozla ¢galilar, hem de bazilari mayoz bolinmeye girereknpri spermatositleri

olustururlar (Junqueira and Carneiro 2006, Ross 2006).

Primer spermatositler spermatogenik serinin enartibil duvarinda en ¢ok gorilen
hicreleridir (Moore and Persaud 2002). B tipi smogonyumlar mayoz ile
bolunerek, primer spermatositleri elururlar. Spermatositler mayoz hicre
bolinmesinin her iki gmasinda da sperm spesifik antikorlarin meydanaeghi
engellemek amaciyla, Sertoli hicreleri arasindédayici ba&lantilarin olgturdusu
kan-testis bariyerinin hemen uzerinde seminiferiliib adluminal kompartmaninda
yer alirlar (Seckin 2008).

Spermatidler seminifer tubdl Ilimenine yakin adlusmhirkompartmanda Sertoli
kriptalari icine yerlgmislerdir (Kierszenbaum 2006). Spermiyumlara dgmési

sprmiogenez veya spermiomorfogenez suresince spdlenabol hidrolitik enzim

depolayip, organellerini azaltirlar daha sonrapdamomalarinin bir kismi atilir ve
flagellumla ilgili yapilarsekillenir (Gartner and Hiatt 2007).



2.1.2.2. Sertoli hucreleri

Seminifer tubullerin bazal membrani tzerine otuinméne kadar uzanan buyuk, oval
ya da ucgen bicimli ve 6kromatik destek hucreleridiekirdek ortasinda yesi&,
blyuk, belirgin bir cekirdekcik bulunur (Ross 200Byalle and Nahirney 2009).
Olusturduklarn kan-testis bariyeri ile seminifer epyi@nunu bazal ve adluminal
kompartmana bdlerler. Sertoli hiicreleri pupertegdae seminifer epitelin dominant
hiicre tipi olsa da, puperteden sonra seminifer|kgitadi yaklasik %10’unu olgturur.
Daha ileri yataki erkeklerde spermatogenik hilicre populasyon yssvidigtligi

zaman, Sertoli hticreleri tekrar epitelin ana elenhafine gelir (Kierszenbaum 2006).

Sertoli hucrelerinin ¢gtli islevleri vardir. Spermatogenik seri hticreleri bildyine
sitoplazmik képrulerle bgidir. Bu hicrelerin bir arada bulunglu a8 sistemi, Sertol
hiicrelerinin  sitoplazmik uzantilart ve ylzeylerikdekriptalari yoluyla besin
maddeleri ve metabolitlerin alinip verilmesingka. Seminifer tubullerin i¢ kismiyla
kan arasinda bir bariyer yer alir. Ancak bungnran buylik molekillerin gegi
sgilanabilmektedir. Boylece spermatogoniumlar kanda ludfmn maddelere
ulasabilirler. Sertoli hucreleri bariyerleri bu gectiengelleyerek spermatogenik
hiicreleri pek ¢ok patolojik etmene kakoruyup mekanik destekte @ar. Boylece
gelismekte olan spermatogenik hucrelere skadestekleme, beslenme ve koruma
islevlerini salar. Spermiyogenez sonunda spermatidler tarafiiadidem atik cisimler,
Sertoli hicreleri tarafindan fagosite edilip, lipoazlarin yardimi ile parcalanir. Bu
hiicreler ayni zamanda inhibin adi verilen FSH senitdaskilayan peptid de salgilar
(Junqueira and Carneiro 2006).

2.1.2.3. Spermatogenez

Insan viicudundaki en kak hiicresel farklilsma olaylardan birisi olan
spermatogenez, erkek bireylerde puberte ilglayggp germ hicrelerinin gdli
asamalardan sonra olgun sperm hicresine gtdgt bir surectir (Parks, Lee, Huang,
Kaproth 2003). Bu surec, spermatogenik hiicreleglgilf olan seminifer tibuller de
gerceklgir. Sperm (retimi oldukgca uzun ve kagnabir olaydir. insanlarda tum
spermatogenez sureci yajlaolarak 64 gun sirer ve olgun spermatozoaniniéiia

gorulmesi ise 74 gun alr. Bu siklus pubertedgldrave ygam boyunca da devam



eder. Germ hucreleri mayoz bélinme sonunda 46 kzomtu diploid halden 23
kromozomlu haploid hale gelirler. Daha sonra hapkpemin, yine haploid olan oosit
ile birlesmesiye tekrar 46 kromozomlu yeni bir bireyin ghasina olanak ganms
olur. Spermin bu farklikma agamalari; spermatogonial faz (spermatositogenez),

spermatosit fazi (Mayoz) ve spermatid fazidir (spegenez) (De Jonge et al 2004).

Spermatgonial faz; seminifer tibulin bazal membréaperinde bulunan diploid
spermatogenik hicreler olan spermatogonyumlarida fazda mitotik aktivite ile
cogalarak hem spermatogenez igin yeterli sayida héicke edilirken hem de kaynak
hiicre ihtiyaci sganir. Boylece spermatojenik hicreler zarar goriesgmak hicreler
mitotik aktivite sayesinde @alarak spermatojenik sirecin devamiriilaa Ad, Ap ve

B tipi spermatogonyumlar bu slrecte yer alir. TipsfBermatogonyumlar mitoz ile
cogalarak bir taraftan sayilarini arttirirlar, birafian da bazilari mayoz bélinmeye
girerek primer spermatositlere d@dder. BOylece spermatosit evresislaanis olur
(Means, Fakunding, Huckins 1976).

Spermatosit fazinda spermatogonyumlar ile primererraptositler Mayoz |
asamasindadir. Galm streci ilerledikge hiicre hacimleri artar. Cekkdmnorfolojileri
de mayoz bolinmenin profaz saanasina uygun 0Ozellikler gdsterir. Primer
spermatositler 1. mayoz bélinmesini tamamlayaralkorsder spermatositleri
olusturur. Sekonder spermatositte 2. Mayoz bdlinmedsimamlayarak spermatidleri
meydana getirir. Mayoz bolinme ile ¢ 6nemli soaldg edilir; Spermatozoonlardan,
her biri homolog kromozom ciftlerinin sadece bimtglcisini icerir, maternal ve
paternal kromozomlar bélinme ile g¢&un yavru hiicrelere rastgelegda ve krossing
over ile genetik cgtlilik artar (Delilbasi 2008). Spermin farklilgma gamalarindan
olan spermatid fazi 3. fazdir ve sekonder sperribos Mayoz II'yi tamamlamasiyla
olusan spermatidlerin gecirgli morfolojik degisiklikleri kapsar. Bu ddneme

spermiyogenez veya spermiyomorfogenez denir.

2.1.2.4. Spermiyogenez (Spermiyomorfogenez)
Spermatidler, Sertoli hicreleri arasinda tubdl ldenen yakin bulunan hucrelerdir.

Gelisimlerinin ileriki safhalarinda Sertoli hiicrelerinapikal sitoplazmalarina gomalu



vaziyette bir seri yapisal gaiklikler gecirdikten sonra spermiyumlara sdek tibal
[imenine salinirlar. Bu yapisal g@gklikler akrozom olgumu, flagellumsekillenmesi,
kromatin yg@unlasmasi (kondensasyonu) ve fazla sitoplazmanin atithras
Spermatidin, Golgi kompleksinde ghn veziklllerin 6n kisma gou hareket
etmesiyle akrozomal kepi aiwrur. Bu kep icerisinde akrozomal enzimler yer a&
bu enzim fertilizasyon sirasinda aktieek oosit cevresindeki yapilarin eritiimesini
sgilarlar. Spermiyogenez; Golgi evresi, kepaggka) evresi, akrozomal evre ve
olgunlgzma evresi olmak Uzere 4 agdh evreden olgur (Tanagho and McAnnich
1992, Delilbal 2008).

Spermatidler sekil degistirip Sertoli hicresinden ayrilirken boyun kisinnhata
sitoplazmik droplet bulunur. Spermiyogenezin soraubd droplet (sitoplazmik artik)
atilir ve Sertoli hucreleri tarafindan fagosite liediKierszenbaum 2006). Spermin
Sertoli hicresinden ayrilip [Umene salinmasinamsigesyon denir. Spermiasyondan
sonra spermatozoa 2-4 haftalik bir evreden gecepatidime ulair. Bu sire icinde
speermatozoa daha ileri olgugrtieaya grar ve hareketlilik kazanir. Spermatozoa
epididime peritibuler myoid hicrelerin ve testigg@inin kasiimasi ile ganan
seminal sivi akintisi tarafindanstar. Epididimin ilk béliminde spermatozoanin
hareket kabiliyeti yoktur. Ancak epididime geldiktel8-24 saat sonra hareket
yetengini kazanmaktadir (Holstein et al 2003).

2.1.2.5. Olgun spermiyum
Insan sperminin boyu yaklk 60 pum’dir. Bas ve kuyruk olmak iizere iki ana
bolimden olgur. Bas bolumu cekird@i icerirken, kuyruk bélima; boyun, orta parca,

esas parca, son parcay! icerir (Ross 2006).

Bas: Memelilerde sperm Babzellikleri birbirlerine benzer, ancak ¢cok 6zelkiaiklar
da bulunabilir.insanda sperm bain uzunlgu 4-5um, gengligi 3 um, kalinlg 1
um’dir. Sperm bgin yassilamis sekilli nikleus icerir. Bu nikleusun apikal kisminin
2/3'luk bolumint akrozom sargtir, geri kalan 1/3’lik bdlime ise postakrozomal

bolge adi verilir. Akrozomal butin enzimler turlervum etrafindaki tabakalari
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eriterek, spermin genetik materyalinin ovum icinemgsne (fekondasyon) hizmet
eder (Gartner and Hiatt 2007).

Kuyruk: Yaklasik 55 um uzunlgundadir. Boyun, orta parca, esas parca ve son parca
olarak dort kisimdan ogur. Boyun, ba kuyruga ba&layan dar bir parcadir. Proksimal
ve distal sentriyolden ofup yaklgik 5 um uzunlgundadir. Proksimal (anterior)
sentriyol cekirdge tutunmg olarak bulunur. Distal sentriyol (poserior) ise,
spermiyum kuyrgunun merkezi parcasi olan aksonemin k&yma olusturur.
Kuyrugun orta parcas! 5-@m uzunlgunda, 1um capindadir. Boyun ile esas parca
arasinda uzanir (Gartner and Hiatt 2007). Ortggalgturan aksonem ve gdyogun
fibrillere ek olarak helezon tarzinda dizigniboyik mitokondrilere sahiptir.
Aksonemin cevresinde 9 adetsdyogun lifler, bunlarin etrafinda kuyga ener;ji
saglayan spiral tarzda duzenlenypmitokondriler yer alir. Kuyrgun sonuna dgru dis
yogun lifler incelerek kaybolur. Esas parca kuyua en uzun parcasidir ve yadta45
um uzunlgundadir. 7 di kalin lifle sarili, aksonem ve bunlari ¢cevreleydnoz bir
kiliftan olusur. Bu fibroz kilif ve lifler spermin 6ne hareketirasinda mikrotubuler
kayma ve kivrilma icin sgam bir iskelet olgtururlar. Esas parca mitokondri
sarmalinin son boélimundn altindagya bir halka olan annulus adi verilen son
halkadan bgar, mitokondriyon sarmali icermez. Son parca yakla5 pm
uzunlysunda olup spermin en kisa parcasidig ¥gun lifler ve fibréz kilifin erken
sonlanmasi nedeniyle sadece aksonemi icerir, sotoitea aksonem mikrotubullerin

sayisinda azalma olur (Kierszenbaum 2006).

2.1.3. ErkeklInfertilitesinin De gerlendirilmesi

Erkek infertilitesinde dgerlendirme anamnez, fizik muayene ve ejakilatin
laboratuvarda incelenmesini kapsdlk ve temel yontem spermiyogram (semen
analizi)’dir (Burrows, Schepterman, Lipshultz 2008emen incelenmesinde klasik
olarak spermatozoonlarin semen icerisindeki saymsofilitesi ve morfolojisine
bakilarak dgerlendirilir. Bu parametrelerden spermatozoon mojii, erkezin cocuk
sahibi olabilme potansiyelini en iyi bicimde gosterdlcutlerden biridirinfertiliteye

yol acan 0Ozel bir neden bulunursa, tedavi onced@&mendirilerek sonuca gidilir

(Hassa 2003). Erkek infertilitesi acisindan hastdom trolog ya da bu konuda uzman
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bir kisi tarafindan tibbi ve Greme 6ykisu dinlenmeli veijals fizik muayenesi ile en
azindan iki semen analizi bulunmalidir (Gartner Hratt 2007, Burrows et al 2002).

2.1.3.1. Semen analizi

Erkek infertilitesi argtirilirken fizik muayene ve anamnezden sonra ilRijgn non-
invaziv laboratuvar tetkiki semen analizidir (Takly. Her hastanin en az 15 gin
araliklarla verec@ semeninden yapilacak 2 ya da 3 semen analizitiiitinin

degerlendiriimesinde ¢ok 6nemli bir yer tutar (Satar@enctar 2013).

Tablo 1. Semen dgskenlerinin terminolojisi (WHO laboratory manual Z01G6kce
2011)

Normozoospermi (Normospermi): Semendeki sperm sagi20 milyon/ml ve
motil sperm sayisinin %32’den fazla olma durumu

Astenozoospermi (Astenospermi): Semendeki speymsisan 20 milyon/ml ve
motil sperm sayisinin %32’den az olma durumu

Oligozoospermi (Oligospermi): Semendeki sperm say<20 milyon/ml az olmasi

Teratozoospermi: Semendeki morfolojisi bozuk spsayisinin %40’dan fazla
olmasi durumu

Oligoastenoteratozoospermi: Semende sperm motdit@orfoloji bozukluklarinin
bir arada gortulmesi durumu

Azoospermi: Semende hi¢ sperm bulunmamasi durumu

Aspermi: Hi¢c semen elde edilememesi durumu

Nekrozoospermi: Semendeki tim spermlerin 61U olovaichu

2.1.3.1.1.Semenin toplanmasi

Semen o6rng@ calisma kaullari ve emosyonel gerlere gore farklilik gosterginden
standardize edilmesi oldukga gugctir. Bundan dolagmenin nasil ve nerede
verilecezi, hangi kaba toplanilagg 1si farkliligi, giinin farkli saatlerinde alinmasi
sonuclarl dgrudan etkilemektedir. Semen Opne laboratuvarda hastalar igin
hazirlanan 0zel odalarda verilmelidir. Semen griagz1 gensg, kapai kilitli, steril ve
poliesterden yapilmi plastik kaba alinmalidir (Pellestor, Girardet, few 1994,
Delilbasl 2008).
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Hasta O0rnek vermeden en az U¢ gun cinsel perhimahgir. Cinsel perhiz suresi
sperm konsantrasyonu ile ga orantilidir. Genital bezler ginlik 80%¥10eya
100x1G uretim yaparlar. Bundan dolayi 2-5 giinliik cinsethizden sonra spermlerin
epididimiste kalma sireleri parametreleri etkileagaden daha <@kl bir
degerlendirme icgin cinsel perhiz uygulanmaldir (Kamadh 2004). Cinsel perhizi olan
hasta semen 6rgmi masttrbayon yoluyla vererek semen @na tamamini plastik
kaba toplamalidir. Mastirbasyondan once ellerinzedéektan ve sabun ile
yikanmamasi ayrica herhangi bir kayganteci Grin kullanilmamasi gerekmektedir
(Delilbas1 2008).

Uygun kaullara gore semen oriealinan kiinin adi-soyadi, 6rr@n verildigi tarih ve
saat yazilip etiket ile kap Uzerine ygpilmalidir. Semen 6rrg@ verecek hastanin
gecirdigi hastaliklar, sigara ve alkol gibi maddeleri kalla kullanmadii konusunda
bilgi alinmalidir. Semen 0orge alindiktan sonra makroskobik ve mikroskobik

deserlendirilmeler yapilir (Pellestor et al 1994).

2.1.3.1.2.Semenin makroskopik dgrlendirmesi

Normalde semen opak beyaz veya grimsi renktediitroSit bulunmasi halinde
kirmizi-kahverengi, uzun streli cinsel perhizdemraoveya pyospermide sari,
azospermide veya uzun sireli antibiyotik kullanidarise semen transparan olarak
goruinebilir. Semen at kestanesi @icgibi kokar. Bunun sebebinin prostat bezinden
semen icine salgilanan sivinin oksidasyonundan dtdgndg distnulmektedir
(Delilbasi 2008, Gokge 2011).

Dunya Sglik Orgutine (WHO laboratory manual) gére semeninal 2 ml’nin

Uzerinde olmahdir. Semen volumiu serolojik pipetigx olgulmelidir. 1 ml’nin

altindaki dgerlerde kginin tim ejekilati toplama kabina aktarnfadreya retrograt
ejekllasyon ve distal kanal patolojileri olabilgcdistintlmelidir. 1ml veya daha az
ise hipospermik, 6 ml den daha fazla ise hiperspeotarak adlandirilir. Seminal
sivinin tam yoklguna ise aspermi denilmektedir (Delif@008). Seminal sivinin
miktarina epididimal sekresyon %7, prostat bezi 92Q5 uretral bezler %3-5 ve
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vezikula seminalis %70-80'inden katki gk (Tapisiz, Altinbg Abike, Goktolga
2012).

Semen pH’si 7,2 ile 8 arasinda olmalidir. Olcimiég gapiimasi halinde seminal
plazmanin salgilagh CO, nedeniyle pH artabilir. Normalde pH ghkxinin 8 Uzerine
ctkmasi akut enfeksiyonlarin gostergesi iken, pHir7’altinda olmasi azosperminin
yani sira bgaltim kanallarinin obstriiksiyonu ve aksesuar bgzlexgenezini

disindurdr (De Jonge et al 2004).

Normal semen ¢ok az miktarda vizk6zdur, ancak lkramfeksiyonlardan kaynakh

viskozitesi artabilir. Ejakilasyondan 5-40 dk sorsmmen ©6nce koagule sonrada
likefiye olur. Koagulasyondan vezikila seminalisteslinan proteinokinaz enzimi,

likefaksiyondan ise Prostat ve Cowper bezinin sgkgaundaki proteolitik enzimler

sorumludur (Ozdener 1993). Likefaksiyonun gegiktidurumlarda semenin

laboratuvarda tekrar c¢ozinmesiglsmarak mikroskobik incelenmeye alinmalidir
(Gokge 2011).

2.1.3.1.3.Semenin mikroskopik dgerlendirmesi

Bir ejakilattaki toplam sperm sayisi ve sperm katrsgyonu, gebe kalma ihtimali ve
gebelik oranini belirleyici faktorlerdendir. “Topha sperm sayisi” ve “sperm
konsantrasyonu” birbirine benzer terimlerdir, anceakyni dgildir. Sperm
konsantrasyonu her bir Unite semen volUmiinza digen sperm sayisini ifade
etmektedir. Toplam sperm sayisi ise tum ejakilagpkrm sayisini ifade eder. Total
sperm sayisi semen analizi sirasinda hesaplanam &pasantrasyonundan elde edilir
(Slama et al 2002). Normal ejakllatta, kanallardstiiksiyon yoksa ve cinsel perhiz
suresi ¢cok uzun gdse, toplam spermatozoon sayisi testis hacmi deellsyon
gosterir. Spinal kord yaralanmasi olanlardan eteffaikiilasyonla alinan, androjen
yetersizlgi olanlardan elde edilen, uzun sureli cinsel pegurarasinda veya retrograd
ejakllasyonla alinan numunelerde toplam sperm sai® dogru deserlere

ulasiimayabilir (WHO laboratory manual 2010).
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Sperm sayimi i¢in hemositometre, microcell, CelllBtandard Count, Makler gibi
¢esitli sayim kamaralari kullanilmgtir. GuUnimizde yaygin olarak Makler sayim
kamarasi kullaniimaktadir. Makler kamarasi icedsii00 karelik alan bulanan sayim
kamarasidir ve bu alanlar icindeki spermler sagiadeerlendirmelerde yapilir.
Dogru bir sonu¢ alabilmek icin en az 10 karede sayapily ve saptanan sayi ile®0
ile carpilarak (x 10ml) sperm sayisi belirlenir. Makler kamarasiylgseendirme
yapilirken kamara i1sisinin 37°C olmasi, kamarayallem ejakulat miktarinin 101'yi
gecmemesi ve hava kabagcikalmamasi iyi sonug¢ alinabilmesi icin gereklidir
(Delilbas1 2008).

Fertilizasyonda sperm sayisi kadar motilitede dngatametrelerden biridir. Sperm
motilitesi kuyrggun anatomik ve fonksiyonel butludiine, enerji Ureten sistemin
yeterliligine, 1s1 ve sure gibi faktorlere gadir. Sperm motilite dgerlendirilmesi
yapilirken likefaksiyondan sonraki 30 dk ile birasarasinda yapiimasi tercih edilir.
Sperm motilitesi 37°C’de isitiimitabla lzerinde veya oda sicgkhda bakilabilir.
Motilitenin dezerlendiriimesinde icin spermler progresif harekethonprogresif

hareketli ve hareketsigklinde siniflandirilir.

* Progresif hareket: sperm hicresigdgsal ya da gegibir dairesel dizlemde
hizdan baimsiz olarak ilerleyici bigekilde hareket eder.

» Nonprogresif hareket: ilerleyici olmayan hareketigamamini icerir. Orngn
cok kucuk daireleseklinde, kuyrgun hareketiyle bakisminin ¢ok zor olarak
yer daistirmesi, sadece kuypuin hareket etmesi gibi.

» Hareketsiz: hi¢ hareketin meydana gelmemesidir (8&011).

Semen analizindeki bir ger kriter ise spermin yapisal 6zelliklerinin inaeheesine
dayanan morfolojik siniflandirmadir. Berlendirmede birgok kriter kullaniimasina
karsin en fazla kullanilanlar WHO laboratory manualtdnlieri ve Kruger'in kesin
kriterleridir. Sperm morfolojisi deerlendirmesi, semende elektron mikroskop ile veya
faz kontrast mikroskop ile spermleri sg& yontemlerle boyayarak yapilabilir

(Delilbasi 2008). Boyama yontemi olarak Papanicolaou, SherDiff-Quick boyama
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yontemleri tavsiye edilen yontemlerdir. Boyal paegtlar x100 blayutmeli objektif
kullanilarak immersiyon ya yardimiyla incelenir (Gokce 2011).

Sperm canliii hiicre membrani butirginin dgerlendirilmesi esasina dayanir.
Ejakulattaki toplam sperm sayisi, membranglaa sperm hucrelerinin yizdesiyle
carpilarak elde edilir. Ejakulatta, membranglaen sperm sayisi biyolojik 6neme
sahiptir. Canli spermlerin orani, boyay! tutmamgavhipotoniksisme yontemleriyle
sgglam membranli hicreler belirlenerek ggelendirilir. Boya eksklizyonu metodu
kullanilarak hasarli plazma membranlarina sahigrsigein boyay! icine almasiyla
hiicrelerin 6lu oldgu gosterilir. Bu yontem eosin-nigrosin veya sadeosin boyasi
kullanilarak yapilabilir. Hipoozmotilsisme testi ise, yalnizca membranlarglaa
hiicrelerin (canh hucreler) hipotonik sivilardasecesi ilkesine dayanir (WHO

laboratory manual 2010).

2.1. PENTOKSIFILIN

Pentoksifilin metilksantin tirevi olan non-spesifikr fosfodiesteraz inhibitérudir.
Diger adi oksipentifilindir. Kafein ve teofilin ile ay farmakolojik sinifa aittir.
Kafeine olan dstuniii yari émrinin daha uzun, suda ¢Ozunufiniin ise daha
fazla olmasidir. Pentoksifilin su ve lipidlerde &gleriyebildgi icin barsak kanalindan
cabuk emilir. Pentoksifilin, etkin maddesinin sesbbale gecmesinden 30 dk sonra
plazmada en yiksek seviyeye wuta Pentoksifilinin yarllanma omri, yaki& 1
saattir. Tamamen metabolize olur ve %90 Indan fazkuda eriyebilen, konjuge
olmayan polar metabolitler halinde bobrek yoluylgad atilir. Kisa yarilanma émru
nedeniyle pentoksifilinin vicutta birikmesi s6z ks dgildir (Tesarik and Mendoza
1993).

Serebral ve periferal vaskiler hastaliklarin ve roskkilasyon bozukiu ile
seyreden hastaliklarin  tedavisinde kullanihr  (Kaga 1992). Trombosit
agregasyonunu ve trombus @lmunu azaltir. Lokositlerin endotele adezyonunu
azaltir, 16kosit aktivasyonu ve bunun neden @gidiendotel hasarini azaltir. Kan
viskozitesini dgurur, kanin algkanlgini arttinir ve antitrombotik etki gostererek
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mikrodolagim perflizyonunu arttirir. Yani pentoksifilin kan ldgmi ve dokularin
oksijenlenmesi arttiran bir mekanizma izler (Wand &lissold 1987).

Serebral ve periferal vaskiler hastaliklarin tesiade kullanilan pentoksifilin
antiinflamatuvar ve antifibrotik 6zefle sahip bir ilagtir (Novick, Sullivan, Mandell
1990, Sandborn and Hanauer 1999). Uyasiinmakrofajlarda proinflamatuar
sitokinlerin sentezini Onleyip timor nekroz faktéifa (TNFw) salinimini inhibe
ederek immunosupresif aktivite gosterir (Noel e2@00). Pentoksifilin, notrofillerin
yikimini ve superoksit serbestliemesini fagositoz fonksiyonlarini etkilemeksizin
engellemektedir (Sullivan et al 1988nflamatuvar barsak hastalipatogenezinde
anahtar rol oynadl disinidlen TNFe'nin dizeylerinde pentoksifilin uygulamasi ile

belirgin bir di§us gozlenmgtir (Sandborn and Hanauer 1999).

Pentoksifilin'in kirik iyilesmesini hizlandird, ge¢ dénemde ise histolojik olarak
kaynamay! geciktirgii gosterilmgtir. Kirik iyilesmesini hizlandirmak icin erken
donemde pentoksifilin kullaniimasinin uygun olabdg saptanmgtir (Horiuchi,

Saito, Kinoshita, Wakabayashi, Tsutsumimoto 2001).

2.3. ERKEK INFERTILITESINDE PENTOKSIFILIN

Son yillarda infertilite giderek artan@e sorunlarindan biri haline gelgtir ve buna
bagl olarak UYTE uygulanan merkezlere ilgi gidereknaaktadir. Bu yiizden kbt
inseminasyon olmak iizere UYTE ile semen hazirlandatgmleri baarili bir
fertilizasyon igin 6nemli yer tutmaktadir (Nassar a 1999). Semen hazirlama
isleminde sperm sayisi, hizi ve morfolojisi en terparametrelerdir. Bu sperm
parametrelerini getirmek icin laboratuvar ortaminda sperm hazirlaganikleri rutin
olarak kullanilan yontemlerdir. Bunlarin yani ss@ermi iyilestirme amaciyla pek ¢ok
biyolojik veya kimyasal bilgenler de laboratuvarda kullaniimaktadir. Bu maddele
bazilari serum, periton sivisi, folikiler sivi, adein analoglari ve metilksantinlerdir
(Oliva, Dotta, Multigner 2009).

Metilksantin bilgigi olan pentoksifilin de infertilitede erige bah faktdrlerde sperm

parametrelerinin gadiirilmesinde in vitro olarak kullanilan bilgenlerden biridir.
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Pentoksifilin fosfodiesterazi inhibe ederek, hiudg cAMP konsantrasyonunu
arttirmaktadir. Hucre i¢ci CAMP konsantrasyonunutmasi sperm hareketli ve
kinematik artginyani sira akrozom reaksiyonu ve fertilizasyonntaanda da ara
neden olmaktadir (Ward and Clissold 1987). Motirsp oranini yiukseltmenin yani
sira ayni zamanda canli ama hareketsiz spermlezdeaceketi bgatabilmektedir.
Spermin zarlari Uzerinde koruyucu bir etkiye sallougu ve reaktif oksijen
radikallerini temizledii, lipit peroksidasyonunu azalti da yapilan camalarda
gozlenmektedir. Ayrica testiste mikrosirkilasyomtiigrak spermler Gizerinde olumlu
etki yapmaktadir. Testisleri besleyen kan damamata genileterek daha fazla kan
girmesini s@lamaktadir. BOylece sperm parametrelerini itilerek fertilizasyon
oranini arttirmaktadir (Terriou et al 2000, Olivake2009)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

* Buzdolabi (Arcelik)

* Makler Kamerasi (Sefi Medical Instruments, Swedan)
e Etlv (Nlve, Turkey)

* Istk Mikroskobu (Olympus, BH-2, Japan)
* Mikropipet (Eppendorf, Germany)

* Mikropipet Ucu (Eppendorf, Germany)

» Pastor Pipeti (Laborant, Germany)

« Vorteks (Finepcr, Korea)

e Santriftj (NUve, Turkey)

* pH Metre (Metler Toledo, USA)

* Falkon Tupu (Axygen, USA)

« Deney Tupu (Isolab, Germany)

e Ependorf Tapu (Axygen, USA)

e Lam (Isolab, Germany)

* Lamel (Isolab, Germany)

« Sale

* Kronometre

* Enjektor

*  Numune Kabi

» Kamera Atagcmanlisik Mikroskobu (Nikon DS-Fi2, Japan)
* Hot Plate (Labotect 062, Germany)
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3.2. KIMYASALLAR

Pentoksifilin (Pentoxifylline P1784, Sigma-AldriciSA)

« Etil alkol (Ethanol absolute, Merck Millipore, Geamy)

» Vitalite boyama kiti (Eosin-Nigrosin) (Vital scredat, FertiPro diagnostics,
Belgium)

« Immersiyon y& (immesion oil, Merck Millipore, Germany)

* Entellan (Merck Millipore, Germany)

» Sperm yikama soliisyonu (Sperm wash medium, VigpSiveden)

3.3. YONTEMLER

3.3.1. Hazirhk Asamasi

3.3.1.1. Etik kurul izni ve bilimsel arastirma projesi (BAP) destezi
“Astenozoospermili ve normospermili hastalamnvitro sperm parametreleri tizerine
pentoksifilinin doza ve uygulama suresineglbaetkilerinin argtiriimasi” bglikl
calsmamiz icin Sakarya Universitesi Tip Fakultesi Etkurul Baskanligina
destekleyici Prof. Dr. Elvan Ozbek tarafindan yapi27.10.2014 tarihli 123 sayili
basvurumuz etik ve bilimsel agidan incelenerek uygutubmutur (Ek 1, 02.12.2014
tarih ve 10 sayili Etik Kurul Karari).

Calismamiz, Sakarya Universitesi Rektdyiii Bilimsel Aratirma Projeleri (BAP)
Koordinatorlgu tarafindan 15.05.2015 tarihinde SABYLTEZ 2015680001 no’lu
tez proje dest® ile finanse edilmytir.

3.3.1.2. Hasta gruplarinin belirlenmesi

Calismamizin yapilabilmesi i¢in alinan Etik Kurul ondlg T.C. S&lik Bakanlgi
Sakarya Universitesigiim ve Arastirma Hastanesi (SUEAH) Uroloji polikligine
herhangi bir nedenle pauran ve ¢calmaya katilmayi kabul eden 18syadan buyik

gonalltlerden bilgilendirilmi onam formu alindi. Cgimamiza katilmayi kabul eden
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hastalar Tablo 1’ de tanimlagdsekilde normospermili (n=20) ve astenozoospermili
(n=20) olmak tzere 2 grup olarak dizenlendi.

3.3.1.3.Semen orneklerin toplanmasi

Semen 6rnekleri, 3-5 glnlik cinsel perhiz sonra$ESH Androloji laboratuvarina
gelen hastalardan mastirbasyon yontemi ile, hasthnin-soyadinin yazil oldu
steril kaplara, genel bilgiler bélimtnde 2.1.3.aumarali alt bglikta belirtilen semen
toplama kriterlerine uygun bicimde alindi (Deligb2008). Semenin alingli saat not
edildi. 37°C’de etlvde 20 dk boyunca likefiye olmagn bekletildi. Turnusol kadi
ile pH dezerlendirmesi yapildi. Cinsel perhiz suresi, visk®zhacim, renk ve hastaya
Ozel likefaksiyon zamani kaydedildi.

3.3.1.4. Pentoksifilin soltisyonunun hazirlanmasi

Pentoksifilinin 3,4 mM; 4,8 mM ve 5,6 mM konsantaslarini elde edebilmek igin,
hassas terazide toz halindeki pentoksifilinden 1§, 13,4 mg ve 15 mg tartildi.
Tartilan pentoksifilinin Gzerine enjektér ile 1ngeym wash solisyonu ilave edildi ve
pipetaj yapilarak homojenite @andi. Hazirlanan bu stok sollsyonlari tzerine ayri
ayrt 9 ml distile su ilave edilerek 2500 rpm’de #i® santrifij edildi. Bdylece
pentoksifilin solisyonu hazirlangoldu.

3.3.2. Uygulama Aamasi

3.3.2.1. Solusyon uygulanmasi

Astenozoospermi veya normospermi @du saptanan semen o6rneklerinin  her
birikontrol ve t¢ deney grubu olarak kullaniimalkeie dort git parcaya ayrildi. Her
bir semen 6rngnin U¢ deney grubundan birine 3,6 mMgeline 4,8 mM ve dierine

de 5,4 mM pentoksifilin solisyonu ilave edildi. Ssmoérngi ve pentoksifilin
solisyonu 1:1 oraninda kstirildi. Her bir semen Orgnin kontrol grubuna ise
pentoksifilin yerine sperm wash solisyonu uygulahthr bir grubun semen ornekleri
37°C etlve konarak hem 10'uncu dk sonunda hem decR@k sonunda analizleri

yapildi.

3.3.2.2. Sperm vitalitesinin d@erlendiriimesi

Calsmada sperm vitalitelerinin @erlendiriimesi icin Eosin-Y vitalite boyasi

kullanildi. Bu amagla, hastalardan alinan semerekden pipetajla homojenize
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edildikten sonra, kontrol ve deney gruplarina aiteslerin herbirinden 5@! semen
alinarak iki ayri deney tuplnesie olarak dgitildi. Tuplerin ikisine de 2 damla
Reagent 1 (Eosin Y soliisyonu) eklendi, 30 sn bekkten sonra Uzerine 3 damla
Reagent 2 (Nigrosin soltusyonu) eklenerek graasi icin vortekslendi. Eosin boyasi
spermleri boyamak igin, nigrosin boyasi ise zemlmoyamak icin kontrast
olarakkullanildi. Reagent 2 tlpe eklendikten 30ssnra semen-boya kamindan
pastor pipeti ile bir damla alinarak lam Uzeringrga yapildi. Semen yaymasi oda
Isisinda kuruduktan sonra, kamera atagmarki mikroskobunda (Nikon Nikon DS-

Fi2, Japan) incelendi.

Vitalite degerlendirmesi icin, semen yayma preparatlarina imsigjen yal
damlatildiktan sonra kamera ata¢gmasgik imikroskobunun x100 biyitme objektifi
altinda spermler derlendirildi. OIi  spermler, membran permeabilitesi
bozuldigundan Eosin Y boyasini almalaringgbhalarak pembe renkte izlendi. Canl
spermler eozini sitoplazmalarina almaddan soluk beyaz renkte izlendi. Her
preparatta rastgele belirlenen bir mikroskobik atande pembe boyanm(6lu) ya da
eosini almany soluk renkli (canli) toplam 100 adet sperm saghdounlarin igindeki

0lu spermlerin ylzdesi hesaplandi.

3.3.2.3. Sperm sayisi ve motilitesinin gerlendiriimesi

Semen Orneklerindeki sperm sayisini ve motilitebelirlemek icin standart manuel
teknikler (WHO laboratory manual 2010) kullaniltMakler sayim kamarasina (Resim
1) 10ul semen koyulduktan sonra kamera atacmarkimikroskobuna yerlgirilerek
x20 objektif buyutmesinde sperm sayisi ve motilitelegerlendirildi. Motilite
bakimindan spermler, genel bilgiler béliminde sa¥fade aciklandyi sekilde,
progresif hareketli, nonprogresif hareketli ve lkatsiz sperm olmak Uzere U¢ ayri

hareketlilik kategorisine gore gruplandirildi.
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Resim 1. Makler sperm sayim kamarasi

Rsim 2. Kamera atagmargik mikroskobu

3.3.3.Istatiksel Analiz

Calsmada kullanilan d8skenlere ait verilerin normal d@dima uygunlgu
Kolmogorov-Smirnov normallik testi ile gerlendirildi ve tim dgiskenlerin normal
dagilima uygun oldgu goruldi. Buna gore her bir semen @inen 4 calsma grubu
icin (istatistiksel kiyaslama yapilirken dort farkionsantrasyon geri olarak kabul
edildi) 3 ayri hareketlilik kategorisi gbz 6nunenalrak iki farkli inkiibasyon siresine
(10 dk ve 20 dk) gore normospermi ve astenozoospeuaplarl arasindaki

karsilastirmalarda bgimsiz iki O6rneklem t testi kullanildi. Normospermi ve
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astenozoospermi gruplarinda ayri ayri olmak Uzengjca 3 farkli hareketlilik
gruplamasinda ve 4 farkli konsantrasyon gruplandasayri ayri olmak tzere 10 dk
ve 20 dk inkibe edilen ornekler arasindakiskagtirmalarda bgimh iki 6rneklemt

testi kullanildi.

Normospermi ve astenozoospermi gruplarinda aynm a@lymak tzere, ayrica 3 farkli
hareketlilik gruplamasinda ve 10 dk ve 20 dk inkedden 6rneklerde ayri ayri olmak
Uzere 4 farkh konsantrasyon arasindakki#agtirmalarda tekrarli 6lcimlerde varyans
analizi kullanildi. Tekrarli Olgimlerde varyans krna sonucunda Onemli fark

bulunmasi durumunda ikili kgitastirma testi olarak Bonferroni testi kullanildi.

Calismada vitalite dgerleri icin canli ve 6lu sperm yuzdeleri yonindercalsma
grubu icin (istatistiksel kiyaslama yapilirken déatkli konsantrasyon @eri olarak
kabul edildi) iki farkl inkiibasyon suresine (10 gk 20 dk) gbre normospermi ve
astenozoospermi gruplari arasindakiskagtirmalarda bgimsiz iki érneklemt testi
kullanildi. Normospermi ve astenozoospermi grupldauayri ayri olmak tzere, ayrica
canli ve 6lu sperm yuzdeleri yonunden 4 farkl korisasyon gruplamasinda ayri ayri
olmak tzere 10 dk ve 20 dk inkiube edilen Orneklersmdaki kapnlastirmalarda
bagimli iki 6rneklem t testi kullanildi.

Normospermi ve astenozoospermi gruplarinda aym @ymak tzere, ayrica canl ve
Oli sperm yuzdeleri yonunden 10 dk ve 20 dk inkédden orneklerde ayri ayri
olmak uzere 4 farkli konsantrasyon arasindaksilegtirmalarda tekrarli dlcimlerde

varyans analizi kullanildi.

Hareketlilik ve canl-6lu sperm yuzdeleri kiyaslaamala sperm sayilarinin aritmetik
ortalamasi “Ort’seklinde ve standart sapmasi “Sgklinde gdsterildi. p deerleri
0,05’'in altinda hesaplanginda (p<0,05) istatistiksel olarak anlamh kabulilagid
Hesaplamalar hazir istatistik yazilimi ile yaptBM SPSS Statistics, Version 22.0.
Armonk, NY: IBM Corp.).
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4. BULGULAR
Calismamizda SUEAH Androloji laboratuvarinasiaran 20 tane astenozoospermili
ve 20 tane normospermili hastanin semen analifl#iO laboratory manual 2010
kriterlerine (Tablo 1) gore yapildi. Hasta semeneéiterinde motilite ve morfoloji
degerlendirmeleri 6ncesi yapilan pH, viskozite ve hagncelemelerine ait ortalama

degerler Tablo 2'de verildi.

Tablo 2. Semen drneklerin pH, viskozite ve hacim ortalamgederi

Normal degerler
5 . Normospermili Astenozoospermili
Degerlendirme  (WHO laboratory Hasta Grubu Hasta Grubu
manual 2010)
pH 7,2-8 7,3 7,3
Viskozite + ++ ++
Hacim 2-6 ml 3,6 ml 3,2ml

4.1. Motilite Bulgulan

Kontrol grubunda ve pentoksifilinin t¢ farkli komgeasyondaki (3,6 mM; 4,8 mM ve
5,4 mM) uygulamalarinda hem 10 dk hem de 20 dkiyigulama siresi sonunda
astenozoospermili hasta grubunda progresif haigletisperm sayisi normospermili
hasta grubuna kiyasla istatistiksel olarak anladilzeyde daha azdi (Tablo 3).
Kontrolle kiyaslandiinda, farkli dozda pentoksifilin uygulanan deneymarinda
hem normospermili hem de astenozoospermili hastalprogresif hareketli (A) sperm
sayllarinin, pentoksifilin agh ile dasru orantil olarak daha fazla olgw saptandi
(Tablo 3). Butln deney gruplarinda 20 dk’daki pesgf hareketli (A) sperm sayisi 10
dk’daki sperm sayisina kiyasla istatistiksel olamakamli dizeyde daha fazla bulundu
(Tablo 3).

Normospermili hasta gruplarinda progresif harelfet yoninden kontrol grubu ve
digerdeney gruplar (3,6 mM, 4,8 mM ve 5,4 mM) araaigdklu kagilastirma testi
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yapilmstir (Tablo 4). Yapilan testte, kontrol ile 3,6 mMmoksifilin uygulanan grup
arasinda 10 dk ve 20 dk'da sperm hareketlerindgissiksel olarak anlaml bir asti
gorulmemstir. Kontrol ile 4,8 mM pentoksifilin uygulanangruprasinda 10 dk
inkiibasyonda sperm hareketlerindekisatatistiksel olarak anlamli iken, 20 dk’daki
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmaghr. Kontrol ile 5,4 mM pentoksifilin
uygulanan grup arasindahem 10 dk hem de 20 dkhkibasyonda sperm
hareketlerinde istatistiksel olarak anlamli bir iargéralmdtir. Normospermili
hastalarda kontrol ile 5,4 mM pentoksifilin uygudangrup arasinda 20 dk’da gorilen
bu artg, tim deney gruplari arasindaki en anlamlisastarak saptanngtir. Progresif
hareketli sperm sayisindaki arhakimindan en yiksek fark 5,4 mM konsantrasyonda
20 dk'da gozlenmstir. Normospermili hastalarda pentoksifilinin henygulama
suresinde hem de konsantrasyonundakslarbirlikte progresif hareketli (A) sperm

sayisinda agisaptanmstir (Tablo 4).

Normospermili hasta gruplarinda progresif harekgtyoninden deney gruplar (3,6
mM; 4,8 mM ve 5,4 mM) arasinda yapilan ikili kaastirmalarda 3,6 mM ile 4,8 mM
pentoksifilin uygulanan gruplar arasinda hem 1Melkn de 20 dk inkiibasyonda sperm
hareketlerinde istatistiksel olarak anlamli binsagorilmitar. 3,6 mM ile 5,4 mM
pentoksifilin uygulanan gruplar arasinda yapilapaklamada hem 10 dk hemde 20
dk’da istatistiksel olarak anlamli bir artigézlenmgtir. 3,6 mM ile 54 mM
pentoksifilin uygulanan gruplar arasinda 20 dk’'da&riden bu ary deney gruplar
arasindaki en anlamli agtolmustur. 4,8 mM ile 5,4 mM pentoksifilin uygulanan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml btrsagbrulmittr. 4,8 mM ile 5,4 mM
ve 3,6 mM ile 5,4 mM pentoksifilin uygulanan grupkrasindaki karlastirmalarda
gozlenen istatistiksel agtve hasta gruplari arasindaki fark normospermisitédarda
5,4 mM konsantrasyonun en fazla etkili konsantrasgllusunu gostermsiir (Tablo
4).

Astenozoospermili hasta gruplarinda progresif hetrék) yoninden, kontrol gruplari
ve deney gruplar (3,6 mM; 4,8 mM ve 5,4 mM) andsi ¢coklu kaplastirma testi
yapiimstir. Yapilan testte, kontrol ile 3,6 mM pentoksifil uygulanan gruplar

arasinda 10 dk ve 20 dk’da sperm hareketlerindgistiksel olarak anlaml bir ast
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gorulmistar. Kontrol ile 4,8 mM pentoksifilin uygulanan giar arasinda 10 dk ve 20
dk’da sperm hareketlerinde istatistiksel olarakaaeml bir arty géralmittr. Kontrol

ile 5,4 mM pentoksifilin uygulanan gruplar arasingem 10 dk hem de 20 dk’ lik
inkiibasyonda sperm hareketlerinde istatistiksela&glaanlamli bir arty goralmistar.
Kontrol ile 5,4 mM pentoksifilin uygulanan gruplarasinda 20 dk’da gorilen bu arti
orani tum gruplar arasindaki en anlamlisaolmustur. Sperm hareketi bakimindan en
yuksek fark 5,4 mM konsantrasyonda 20 dk'da goOzietim Astenozoospermili
hastalarda pentoksifilinin hem uygulama suresingen hde konsantrasyonundaki
artisla dagru orantili olarak progresif hareketli (A) spernyisanda arty olmustur. Bu
artis, kontrol grubu ile kiyaslanginda butin gruplarda istatistiksel dizeyde anlamli

bir arts olarak saptanngtir (Tablo 4).

Astenozoospermili hasta gruplarinda progresif hetréR) yoninden deney gruplari
(3,6 mM; 4,8 mM ve 5,4 mM) arasinda yapilan ikéirgdlastirmalarda 3,6 mM ile 4,8
mM pentoksifilin uygulanan gruplar arasinda hemdkCthem de 20 dk inkiibasyonda
sperm hareketlerinde istatistiksel olarak anlantiabtis goralmistar. 3,6 mM ile 5,4
mM pentoksifilin uygulanan gruplar arasinda yapikayaslamada hem 10 dk hemde
20 dk'da istatistiksel olarak anlamh bir artgbzlenmgtir. 3,6 mM ile 5,4 mM
pentoksifilin uygulanan gruplar arasinda 20 dk’'dariden bu ary deney gruplar
arasindaki en anlamli agtolmustur. 4,8 mM ile 5,4 mM pentoksifilin uygulanan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml birsagérulmigttr. 4,8 mM ile 5,4 mM
ve 3,6 mM ie 5,4 mM pentoksifilin uygulama gruplanasindaki karlastirmalarda
gozlenen istatistiksel agtve hasta gruplari arasindaki fark normospermisitédarda
54 mM konsantrasyonun harekeflilien cok arttiran konsantrasyon ojdu
gOstermtir. Istatistiksel ary ve aradaki fark deeri pentoksifilin uygulamasinin
astenozoospermili hasta gruplarinda, normospeimsta gruplarina gére daha etkin
sekilde hareketlilgi arttirdigini gostermitir (Tablo 4).
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Tablo 3. Pentoksifilin uygulama stiresinin progrésifeketli (A) sperm sayisina etkisini

gOsteren hasta gruplar arasindaki kiyaslama sanucl
Normospermili Astenozoospermili
Hasta Grubu Hasta Grubu
Sperm  Deney
Hareketi Gruplari Sure OrtxSS Min-Max OrttSS  Min-Max n
10. dk 19,85+8,6 6-38  6,8+6,69 1-24 <0,001
Kontrol
20. dk 22,05+8,t 7-40  8,7+6,97 2-27 <0,001
p 0,003 0,001
10. dk 20,65+7,4 3-31 10,8+7,14  4-29 0,001
3,6 mM
20.dk 22,15+7,4 8-35 12,5+7,31 3-31 0,001
p 0,029 <0,001
A
10. dk 22,4+7,44 5-32 13,95+8,1° 5-34 0,003
A8MM 0. dk 23,0:7,87 734 15847.64 535 0003
’p 0,009 0,001
10. dk 24,2518,( 7-35 18,3+7,3 9-35 0,020
S4MM 50, dk 2615472 10-38 20,25¢7.6:  8-39 0024
p 0,001 0,001
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Tablo 4. Pentoksifilin uygulama suresi ve dozurgpesif hareketli (A) sperm sayisina

etkisini gosteren ¢oklu kgitastirma testi

Normospermili
Hasta Grubu

Astenozoospermili
Hasta Grubu

Sperm  Inkiibasyon ikili
Hareketi suresi Kar silastirmalar Fark p Fark p
Kontrol-
-0,800 1,000 -4,000 <0,001
3,6 mM 0,00
Kontrol -
2550 0,017 -7,150 <0,001
4,.8mM
Kontrol-
4,100 0, -11,500 <0,
ey 0,002 0,001
10 dk
3,6 mM —
’ -1,750 002 -3,150 <0,001
48 mM 0,00 0,00
3,6 mM —
: -3,600 <0,001 -7,500 <0,001
5.4 mM 0,00 0,00
4,8 mM—
' -1,850 , 4,350 <O,
&2 mi 0,007 0,001
A
Kontrol —
-0,100 1,000 -3,800 <0,001
3,6 mM
Kontrol-
-1,850 0,166 -7,100 <0,001
4.8 mM 0,00
Kontrol-
-4,400 0, -11,550 <0,
ey 0,002 0,001
20 dk
3,6 mM —
' -1,750 0,014 -3,300 <0,001
4,8 mM
3,6 mM —
; 4,000 <0,001 -7,750  <0,001
5.4 mM 0,00 0,00
4.8 mM—
’ 2250 <0,001 -4,450  <0,001
5.4 mM 0,00 0,00
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Pentoksifilin uygulama sudresinin nonprogresif hatek(B) sperm sayisina etkisini
gosteren normospermili hasta gruplarinda kontrd, 8M ile 5,4 mM pentoksifilin
uygulanan gruplar arasinda 10 dk ve 20 dk suredstdéstiksel olarak anlamli bir
artis géralmistar. 3,6 mM ile 4,8 mM pentoksifilin uygulanan gtaparasinda 10 dk
ve 20 dk siuresinde istatistiksel olarak anlamli barts gorilmemgtir.
Astenozoospermili hasta gruplarinda kontrol ile 88 ve 54 mM pentoksifilin
uygulanan gruplar arasinda 10 dk ve 20 dk sureleristatistiksel olarak anlamli bir
artis goralmdtar. Normospermili hasta gruplarinda ve astenozewspi hasta
gruplarinda 10 dk ve 20 dk strelerinde yapilan fgmada 20’inci dk istatistiksel
olarak anlamli bir ar§i goraltrken, 10’'uncu dk siresinde istatistikselrakaanlamli
bir arts gorilmemgtir. Bu gorilen istatistiksel fark pentoksifilin mdesinin 10 dk ve
20 dk etkinlginin farkh oldusunu ve 20 dk’lik uygumalarda daha etkin gidou
gostermgtir (Tablo 5).

Normospermili hasta gruplarinda nonprogresif haréBg yoninden kontrol gruplari
ve deney gruplari (3,6 mM; 4,8 mM ve 5,4 mM) amndsi coklu kaplastirma testi
yapiimstir. Yapilan testte, kontrol ile 3,6 mM pentoksifil uygulanan gruplar
arasinda inktbasyonda sperm hareketlerinde iskagét olarak anlamli bir agt
gorulurken, 20 dk’'da istatistiksel olarak anlamih drtis gorilmemgtir. Kontrol - 4,8
mM konsantrasyonda 10 dk inkibasyonda sperm haeekeke istatistiksel olarak
anlamh bir arty gorulurken, 20 dk'da istatistiksel olarak anlambir artis
gorulmemgtir. Kontrol ile 5,4 mM pentoksifilin uygulanan golar arasinda hem 10
dk hem de 20 dKk’lik inkibasyonda sperm hareketlieriistatistiksel olarak anlamli bir

artis goralmemgtir (Tablo 6).

Normospermili hasta gruplarinda nonprogresif haréBg yontunden deney gruplari
(3,6 mM; 4,8 mM ve 5,4 mM) arasinda yapilan ikéigtdlastirmalarda 3,6 mM ile 4,8
mM ve 3,6 mM ile 5,4 mM pentoksifilin uygulanan gtar arasinda hem 10 dk hem
de 20 dk inkibasyonda sperm hareketlerinde isksedt olarak anlamli bir agi
gorulmemgtir. 4,8 mM ile 5,4 mM pentoksifilin uygulanan gidap arasinda 10 dk
inkiibasyonda sperm hareketlerinde istatistikseia&lanlamli bir arty gérulirken, 20

dk’da istatistiksel olarak anlamli bir argérilmemstir (Tablo 6).
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Astenozoospermili hasta gruplarinda nonprogresifeket (B) yoninden kontrol
gruplari ve deney gruplari (3,6 mM; 4,8 mM ve 5M)marasinda ¢oklu karastirma
testi yapilmgtir. Yapilan testte, kontrol ile 3,6 mM pentoksifiluygulanan gruplar
arasinda 10 dk inkiibasyonda sperm hareketleritidistksel olarak anlamli bir asti
gorulurken, 20 dk’da istatistiksel olarak anlamhdrtis gorilmemgtir. Kontrol ile 4,8
mM pentoksifilin uygulanan gruplar arasinda hem dl hem de 20 dk’ lik
inkilbasyonda sperm hareketlerinde istatistiksata&glanlamli bir ary gértlmemigtir.
Kontrol ile 5,4 mM pentoksifilin uygulanan gruplarasinda hem 10 dk hem de 20 dk’
ik inkiibasyonda sperm hareketlerinde istatistiks#ghrak anlamli bir ar
gorilmemgtir (Tablo 6).

Astenozoospermili hasta gruplarinda nonprogresifeket (B) yoninden deney
gruplan (3,6 mM; 4,8 mM ve 5,4 mM) arasinda yapilkili karsilastirmalarda 3,6
mM ile 4,8 mM; 3,6 mM ile 5,4 mM ve 4,8 mM ile 5MM pentoksifilin uygulanan
gruplar arasinda hem 10 dk hem de 20 dk inkibasymmkerm hareketlerinde

istatistiksel olarak anlamli bir agtgérilmemstir (Tablo 6).
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Tablo 5. Pentoksifilin uygulama siresinin nonpregréareketli (B) sperm sayisina
etkisini gosteren hasta gruplari arasindaki kiyaalaonuglari

Normospermili Astenozoospermili
Hasta Grubu Hasta Grubu
Sperm Deney Min-
Hareketi Grup|ar| Siire Ort£SS Max Ort£SS Min-Max p
10. dk 3,85+3,0¢ 0-12 3,4%2,89 0-10 0458
Kontrol
20.dk 6,4+352 2-15 4,6+3,82 1-17 0,036
’p 0,001 0,065
10.dk 5,3#3,56 1-15 4,742,96 1-15 0442
3,6 mM 20.dk 7,8%35 517 52#295 0-12 0,008
’p <0,001 0,322
B
10.dk 5,8+3,07 0-12 4,7#3,81 0-17 0,124
4.8 mM 20.dk 6,75¢3,6: 0-13 45+2,95 0-13 0021
’p 0,105 0,836
10.dk 4+2,75  0-8 4,65:3,01 2-14 0,691
54 mM 20.dk 7,243,79 2-15 474279 0-11 0,026
’p 0,001 0,904
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Tablo 6. Pentoksifilin uygulama stiresi ve dozunprogresif hareketli (B) sperm
sayisina etkisini gosteren ¢oklu éastirma testi

Normospremili  Astenozoospermili
Hasta Grubu Hasta Grubu
Sperm inkiibasyon  ikili
Hareketi  suresi Karsilastirmalar ~ Fark p Fark p
Kontrol-
-1,450 016 -1,300 034
3.6 mM 0,016 0,03
Kontrol-
-1,950 0,019 -1,300 0,367
4,8 mM
Kontrol- 0150 1,000 -1.250 0,063
5,4 mM
10 dk.
3,6 mM - 0,500 1,000 <0,001 1,000
4.8 mM
3,6 mM - 1,300 0,358 0,050 1,000
5,4 mM
4,8 mM—
8 m 1806 0031 0050 1,000
54 mM
B
Kontrol - 1400 0,087 -0,600 1,000
3,6 mM
Kontrol - 0,350 1,000 0100 1,000
4.8 mM
Kontrol - 0,800 1,000 -0,100 1,000
54 mM
20 dk.
3,6 mM - 1,050 0,442 0,700 1,000
4,8 mM
3,6 mM - 0,600 1,000 0,500 1,000
54 mM
4,8 mM- -0,450 1,000 -0,200 1,000
5,4 mM
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Pentoksifilin uygulama siresinin hareketsiz (C)rspsayisina etkisini agarmak icin
normospermili hasta gruplarinda kontrol, 3,6 mM5y& mM pentoksifilin uygulanan
gruplar arasinda yapilan kdastirmalarda 10 dk ve 20 dk inkibasyon sureleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark dové@mistir. Astenozoospermili hasta
gruplarinda kontrol, 3,6 mM ve 5,4 mM pentoksifillygulanan gruplar arasinda 10
dk ve 20 dk inkibasyon siresinde istatistiksel alaanlamli bir fark goralmgiir.
Normospermili hasta gruplarinda ve astenozoospehagta gruplarinda 10 dk ve 20
dk inkibasyon suresinde arasindaki kiyaslamadésistael olarak anlamli bir fark

gorulmemgtir (Tablo 6).

Normospermili hasta gruplarinda hareketsiz spermssdC) yonunden kontrol ve
deney gruplan (3,6 mM; 4,8 mM ve 54 mM) arasigiklu kagilastirma testi
yapilmstir. Yapilan testte, kontrol ile 3,6 mM, kontroéi#h,8 mM ve kontrol ile 5,4
mM pentoksifilin uygulanan gruplar arasinda hemdkOhemde 20 dk inkiibasyonda
sperm hareketlerinde istatistiksel olarak anlanmidegisiklik gérilmemitir (Tablo
7).

Normospermili hasta gruplarinda hareketsiz spenyrsséC) yoninden deney gruplari
(3,6 mM; 4,8 mM ve 5,4 mM) arasinda yapilan ikéirklastirmalarda 3,6 mM ile 4,8
mM, 3,6 mM ile 5,4 mM ve 4,8 mM ile 5,4 mM pentdlden uygulanan gruplar
arasinda hem 10 dk hem de 20 dk inkiibasyonda shareketlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir d&siklik gérilmemitir (Tablo 7).

Astenozoospermili hasta gruplarinda hareketsiznspgayisi (C) yoninden, kontrol
gruplari ve deney gruplari (3,6 mM; 4,8 mM ve 5,M)marasinda ¢coklu karastirma
testi yapilmgtir. Yapilan testte, kontrolle kiyasla 3,6 mM péidilin uygulanan
grupta 10 dk inktubasyonda istatistiksel olarak leahldoir azalg goraltirken, 20 dk’'da
istatistiksel olarak anlamh bir azghgorilmemgtir. Kontrole kiyasla 4,8 mM
pentoksifilin uygulanan grupta 10 dk inkibasyondaeketsiz sperm sayisinda (C)
istatistiksel olarak anlamli bir azglgorulirken, 20 dk’'da istatistiksel olarak anlamli

bir azals gorilmemgtir. Kontrole kiyasla 5,4 mM pentoksifilin uygulamagrupta
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arasinda hem 10 dk hem de 20 dk’ ik inkibasyorateketsiz sperm sayisinda (C)
istatistiksel olarak anlamli bir azalyoralmittr (Tablo 8).

Astenozoospermili hasta gruplarinda hareketsiz ngpsayisi (C) yoninden deney
gruplarn (3,6 mM; 4,8 mM ve 5,4 mM) arasinda yapilkili karsilastirmalarda 3,6
mM ile 4,8 mM pentoksifilin uygulanan gruplar amrda 10 dk inklibasyonda
konsantrasyon arttikca hareketsiz sperm sayisstdtstiksel olarak anlamli bir azali
gorulurken, 20 dk’'da istatistiksel olarak anlamh &zalg gorilmemgtir. 3,6 mM ile
5,4 mM pentoksifilin uygulanan gruplar arasinda iha@p kiyaslamada yiksek
konsantrasyonda hem 10 dk hem de 20 dk’lik inkidvady istatistiksel olarak anlaml
bir azals gozlenmgtir. 4,8 mM ile 5,4 mM pentoksifilin uygulanan grap arasinda
yapilan kiyaslamada da yiksek konsantrasyonda hendklhem de 20 dk'hk
inkiibasyonda istatistiksel olarak anlamli bir ag@jdzlenmitir. istatistiksel olarak
anlamh olan bu azali ve aradaki fark dgeri pentoksifilin uygulamasinin
astenozoospermili hasta gruplarinda, normospetmasita gruplarina gore daha etkli
oldugunu gostermiir. Hareketsiz sperm sayisi (C) azalirken, hategperm sayisinin
artmasi,  pentoksifilinin  hareketsiz  spermlere  hatidk kazandirdgini
distindurmektedir (Tablo 8).
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Tablo 7. Pentoksifilin uygulama stresinin hareke(§l) sperm sayisina etkisini gosteren
hasta gruplari arasindaki kiyaslama sonuclari

Normospermili Astenozoospermili
Hasta Grubu Hasta Grubu
Sperm  Deney Min- Min-
Hareketi Gruplari  Sire Ort+SS Max Ort+SS Max b
10. dk 11,4+555 3-25 16,4+6,29 6-30 0,012
Kontrol 20.dk 10,55+4,2° 5-23 14,1+7,06 4-33 0,090
’p 0,069 0,008
10. dk 11,35+5,0: 4-24 13,45+5,77 4-26 0,322
3,6 mM 20.dk 11+45,33 4-24 12,1+5,12 4-23 0,385
p 0,738 0,038
C
10. dk 10,2+4,62 2-21 12,6+4,6 4-22 0,061
48mM 20.dk 10,45+4,5. 3-21 11,6+4,49 3-20 0,231
p 0,291 0,016
10. dk 10,2+5,51 4-25 9,8+4,36 3-19 0,924
54mMM 50 gk 8554361 4-20 87+#371  3-17 0.828
p 0,099 0,002
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Tablo 8. Pentoksifilin uygulama stiresi ve dozurehkatsiz (C) sperm sayisina etkisini
gosteren ¢oklu karastirma testi

Normospermili
Hasta Grubu

Astenozoospemili
Hasta Grubu

Sperm Inkiibasyon  kili
Hareketi suresi Karsilastirmalar  Fark p Fark p
Kontrol —
0,050 1,000 2,950 0,001
3,6 mM
Kontrol —
1,200 1,000 3,800 <0,001
4,8 mM
Kontrol —
1,200 1,000 6,600 <0,001
5,4 mM
10 dk.
3,6 mM - 1,150 0,131 0,850 0,750
4,8 mM
3,6 MM —
' 1,150 0,927 3,650 <0,001
5,4 mM
4,8 mM—
8 m <0,001 1,000 2,800 <0,001
5,4 mM
C
Kontrol —
ontro 0,450 1,000 2,000 0,327
3,6 mM
Kontrol- 0100 1,000 2,500 0,200
4.8 mM
Kontrol —
ontro 2000 07298 5400 0,001
5,4 mM
20 dk.
3,6 mM - 0,550 1,000 0,500 1,000
4,8 mM
3,6 MM —
' 2,450 0,085 3,400 <0,001
5,4 mM
4.8 mM - 1,900 0,122 2,900 <0,001

5,4 mM

37




4.2. Vitalite Bulgulari

Normospermi ve astenozoospermili hasta gruplarisiadga yapilan vitalite
deserlendirmelerinde (Resim 3, Resim 4) kontrol grilbudeney grubu arasinda (3,6
mM; 48 mM ve 54 mM) canh ve 0Oli sperm ylzdesingden yapilan
karsilastirmalarda istatistiksel olarak bir fark saptanm@ablo 9, Tablo 10).

Olu Sperm

Canli Sperm

Resim 3.Kontrol grubu vitalite boyamasi (semen+spgkama soltisyonu)
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Oli Spern

Canli Spefm

\

Resim 4: Deney grubu vitalite boyamasi (semen+paiftin solisyonu)

Tablo 9. Hasta gruplarinda, pentoksifilin uygn&suiresi ve dozunun canlilik
Uzerine etkisini gosteren sonuglar

86

84

Ortalama ve % 95 Giiven Araliklan

.lllllllllll"lllllllllll"
‘.lll'llllll'.llllllllllll.

P S——
P S
P
PR N—.
P S,

I 1 I 1 T 1 T
Kontiol . 36mM 10 36mM 20 48mM 10 48mM 20 S4mM_10 54 mM_20
Canli Sperm  dk Canh dk Canh dk Canlh dk Canlx dk Canl dk Canlx
Sperm Sperm Sperm Sperm Sperm Sperm

+ Normospermi Astenozoospermi
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Tablo 10. Pentoksifilin uygulama stresinin ve dozanlilik Gizerine etkisini gosteren
kiyaslama sonuclari

Normospermili
Hasta Grubu

Astenozoospermili
Hasta Grubu

Sperm Min- Min-
Hareketi Konsantrasyon Sire Ort£SS Max Ort£SS Max
Kontrol 79.147.03 65-90  71.3%7.27 62-83
10.dk  79.5%6.84 65-90 71+7.27 61-82
3,6 mM 20.dk  79.4+6.88 65-90  71.3+7.07 61-82
p 0.678 0.343
Canli 10.dk  79.3+6.43 80-88  71.1+6.14 63-81
Sperm
4,8 mM 20.dk  79.4%#6.72 65-89  71.2+6.73 62-82
D 0.428 0.798
10.dk  78.6%7.37 63-90  72.1+7.13 64-82
5,4 mM 20.dk  78.8+#7.25 64-90  71.9+6.9 63-82
n 0.443 0.555
Kontrol 20.9+7.03 10-35  28.7+7.27 17-38
10.dk  20.5%6.84 10-35  29.4+7.01 18-39
3,6 mM 20.dk  20.6+#6.88 10-35  28.7+7.07 18-39
p 0.678 0.173
Olu 10.dk  20.7+6.43 12-35  28.9+6.14 19-37
Sperm
4,8 mM 20.dk  20.6+#6.72 11-35 28.8+6.73 18-38
n 0.678 0.798
10.dk  20.4#8.21 10-37  27.9+7.13 18-36
5,4 mM 20.dk  21.2+7.25 10-36  28.1+6.9 18-37
D 0.417 0.555
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5. TARTI SMA VE SONUC
Ciftlerin yaklagik %15’i korunmasiz gecen dizgun bir cinsel hayaganen ilk bir yil

icerisinde ¢cocuk sahibi olamamaktadir. Olgularin0%iade erkek tek bana sorumiu

bulunurken, %30-40'inda kadin faktorinelile eden bir patoloji mevcuttur.
Dolayisiyla, infertil giftlerin yarisinda erkek feaki s6z konusudur. Erkek infertilitesi
vakalarinda yakkak %40-60'nin altinda yatan neden bilinse de, lEmwa etken

ortaya konamamakta ve idiopatik infertilite olarddabul edilmektedir. Erkek
infertilitesinde tedaviden yeterli sonug¢ alinabiBnein, taninin iyi konmasi gerekir
(Ozgok 2008, WHO laboratory manual 2010).

Infertilite sebebiyle bgvuran ciftler tremeye yardimci tekniklere yonelnesktler.
Bunlardan guinimizde en ¢ok tercih edilenleri IVE lve ICSI yontemleridir (ASRM
2011). Klasik IVF, pek cok infertil ¢ift icin etkibir tedavi yontemi olmasina gmen,
siddetli erkek infertilitesinin goruldgii vakalarda etkili d&ldir (Wilkes, Chinn,
Murdoch and Rubin 2009). Béyle durumlarda bireypersnatozoonunun direkt oosit
icine enjekte edild@ ICSI teknigi uygulanmaktadir. Bu tekge rggmen, halen ICSI
sikluslarinin % 1-5'i bgansizlikla sonuglanmaktadir. Bu gaaisiz sonuglar bilim
adamlarini déllenme oranlarini arttirmaya yonelkk gok tedavi yoluna sevketstir
(Nasr- Esfahani, Deemeh and Tavalaee 2010). Erkektilitesinde kalici iyilgmenin

salanmasi amaciyla spesifik medikal ve cerrahi tddauygulanabilmektedir.

Pentoksifilin infertilite tedavisi icim kullanilamedikal tedavi yontemlerinden biridir.
20 yildan daha uzun siredirsié hastaliklar tedavi amaci ile kullaniimaktad8on
zamanlarda, pentoksifilinin spermatozoon fonksigomi gelgtirici roli  dikkat
cekmektedir. GUnumuzde yaygin olarak IVF labordéwarda erkek infertilitesinde
tedaviye yonelik olarak kullanilan stimile ajankandbiri haline gelnstir (Safarinejat
2011).

Androloji laboratuarlarinda pentoksifilin  kullanimiozellikle astenozoospermili
hastalarda, hem dondurularak saklanimem de taze Orneklerde spermatozoonlarin
motilitesinin gelgtiriimesinde kullanilmgtir (Mehta and Sigman 2014). Pentoksifilin

semene eklenginde, hicre ici cAMP duzeyini, glikolizisi ve ATP agimini
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etkileyerek spermatozoon motilitesini arttirmaktg@afarinejat 2011). Ayni zamanda
canli ama immotil spermatozoonlarda motiliteyi dsldttigi gozlenmgtir (Tesarik,
Thebault and Testart 1992). Ayni zamanda pentdiksifspermatozoonun zona
pellisuda'ya (ZP) bglanmasini arttirmakta velipid peroksidasyonunda etkerek

spermatozoonlarin membran gianligini gelstirmektedir (Mehta and Sigman 2014).

Yaptigimiz calsmamizda pentoksifilinin normospermili ve astenopmwmili hasta
gruplarinda progresif hareketli (A) sperm sayisigéare kiyaslanggnda tim
konsantrasyon (3,6 mM; 4,8 mM ve 54 mM) ve tumekide (10 dk ve 20 dk)
istatistiksel olarak anlaml agtivardir (Tablo 3). Pentoksifilin kullanimiyla ilgil
yapilan cakmalarda sperm fonksiyonlari ve erkek faktor infeesinin tedavi
sonugclarl Gzerinde pentoksifilinin yararl etkilegalsmalarda gosterilirken bazi
calismalar da ise pentoksifilinin sperm motilitesi Unerizararh etkileri oldgu veya
herhangi bir etkisi olmagini soylemstir (Aliabadi, Karimi and Talaei- Khozani
2013).

Pentoksifilinin sperm parametrelerine etkisini gmlemek icinn vivo vein vitro pek
cok calsma yapiimaktadir. Yapilan cginalarin pentoksifilin kullanimiyla sperm
motilite yuzdesinde belirgin agtar oldusunu gostermektedir. Sperm fonksiyonlari ve
erkek faktor infertilitesinin tedavi sonuclari Grer pentoksifilinin yararl etkileri
calismalarda gosterilirken bazi c¢ghalar da ise pentoksifilinin sperm motilitesi
Uzerine zararli etkileri oldiu veya herhangi bir etkisi olmagin 1sOylemgtir
(Aliabadi, Karimi and Talaei- Khozani 2013).

Normospermili ve astenozoospermili hasta gruplaisderm hareketi (A, B ve C)
yoniinden kontrol gruplari ve deney gruplari (3,6 n8 mM ve 5,4 mM) arasinda
coklu kasllastirma testi yapilngtir. Normospermili hasta grubunda progresif hareket
(A) yonunden vyapilan testte, kontrole kiyasla 3,6 M m pentoksifilin
konsantrasyonlarinda 10 dk ve 20 dk'da sperm h#ezkele istatistiksel olarak
anlamh bir artg gérilmemgtir. Nonprogresif hareket (B) yontunden kontrol lalga3,6
mM pentoksifilin konsantrasyonlarin da 10 dk inksyganda sperm hareketlerinde

istatistiksel olarak anlamli bir agtgortlirken, 20 dk’da istatistiksel olarak anlatih
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artis veya dgisim gozlenmemitir. Hareketsiz (C) sperm sayisi yoninden yapilan
karsilastirmalarda, kontrole kiyasla 3,6 mM pentoksifilionsantrasyonunda hem 10
dk hem de 20 dk’lik inkiibasyonda sperm harekettieriistatistiksel olarak anlaml bir
degisiklik goralmemstir (Tablo 7). Astenozoospermili hasta gruplarinska progresif
hareket (A) yoniunden, yapilan kaastirmada kontrole kiyasla 3,6 mM pentoksifilin
konsantrasyonlarinda 10 dk ve 20 dk'da sperm h#dezkele istatistiksel olarak
anlamh bir arty goralm@tar. Nonprogresif hareket (B) yodninden yapilan
karsilastirmada, kontrol kiyasla 3,6 mM pentoksifilin kongasyonlarinda 10 dk
inkiibasyonda sperm hareketlerinde istatistikseta&lanlamli bir ary gérulirken, 20
dk’da istatistiksel olarak anlamli bir argorilmemstir. Astenozoospermili hastalarda
hareketsiz (C) yonunden vyapilan g&stirmalarda, kontrol kiyasla 3,6 mM
pentoksifilin  konsantrasyonlarinda 10 dk inkibagieonsperm hareketlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azglgorulurken, 20 dk’da istatistiksel olarak anlaml

bir azalg gérulmemgtir.

Daha 6nce yapilan canalarda pentoksifilin bircok farkli dozda, semenekierinde
denenmytir. Yunes ve arkaddari 2013'te 16 normospermili ve 5 astenozoospermil
hasta Uzerinde yaptiklari bir gahada, hastalarin semen o6rneklerine Ham’'s F-10
medium icerisinde ¢6zinmgiB mM pentoksifilin ekleyerek 1 saat inkiibe efierdir.
Calsma sonucunda normospermili ve astenozoospermili talzasy sperm
hiperaktivitesinde anlamli bir agtiolurken, motil sperm sayisinda anlamli bir @arti
olmadgi rapor edilmgtir (Yunes, Fernandez, Doncel and Acosta 2013)sBditen bu
calisma, pentoksifilinin sperm motilitesi Gzerinde olumsetkilerini bildiren dger
calismalar lehinedir (Aliabadi, Karimi and Talaei- Khaz&2013).

Yovich ve arkadglar tarafindan 1988’'de yapilan bir ¢ha calsmada dgik dozda
pentoksifilinin, bizim ¢cagmamizda gozlemlegimiz gibi, sperm motilitesi Gzerinde
olumlu etkisinin oldgu bildiriimektedir. Bu cakmada 19 oligospermili ve 19
normospermili hasta gruplarinin semen 6rnekleritikadnve deney gruplari olmak
tzere iki gruba ayringtir. Deney grubu semenleri 1 mg/ml pentoksifilirengn
yikama solusyonlari ile yikangtir. Yikama sonrasi kontrol ve deney gruplarit hem

progresif olmayan motil hem de progresif motil spersayilarina gore
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karsilastiriimistir. Calsma sonucunda Orneklerde pentoksifilin uygulamasirgtanra
hem hareketli spermatozoa konsantrasyonunun hemlede sperm maotilitesinin
anlamhisekilde artmg oldugu tespit edilmgtir. Ayrica kontrol grubunda %217,6 olarak
Olcllen fertilizasyon orani, pentoksifilin uygularea deney grubunda %22,7 olarak
Olculmistar. Boylece, sperm hareketfilni artirmak igin pentoksifilin gibi maddelerle
erkek infertilite tedavisinin ggandgi rapor edilmgtir (Yovich, Edirisinghe, Cummins
and Yovich 1988).

Yapilan baka bir calsmada 7 normospermili ve 9 astenozoospermili hasgayafta
boyunca oral olarak 800-1200 mg pentoksifilin tadawygulanmgtir. Ayrica bu
hastalarin semen orneklerimevitro olarak PBS icerisinde ¢6zing0,036 mM, 0,18
mM, 0,36 mM, 1,8 mM ve 3,6 mM pentoksifilin ilavelignistir. Tedavi sonrasinda
hem astenozoospermili hem de normospermili hastad@erm motilitelerinde anlaml
bir arts gbzlemlenmytir (Shen et al 1991). Bizim ¢cainamizda 3,6 mM pentoksifilin
dozunda progresif hareket yoninden istatistikselaratdd anlamh arfi
astenozoospermili hastalarda belirgin kakilde gbézlenirken, normospermili hasta

grubunda nonprogresif hareket yoniunden belirgiratiig gbzlenmgtir.

Terriou ve arkadgarinin 2009 yilinda 10 astenozoospermili hastaifide yaptg! in
vitro calsmada ise 3,6 mM pentoksifilin dozunda 10 dk inkyoasla sperm

motilitesi yoninden yararli bir etki gdzlenmetini (Terriou et al 2009).

Bizim calsmamizda yapgmiz 3,6 mM dozunda pentoksifilin uygulamasi,skaa
calismalarda oligoastenozoospermik hastalarin semenkl@mele denenngtir. 20
adet hastadan vitro olarak yapilan caimada, pentoksifilin kullanilan deney
grubundaki motil sperm sayisinin pentoksifilin kmilmayan gruba gére daha yiksek
oldugu tespit edilmgtir (Kadioglu ve ark 1991, Henkel and Schill 2003).

Yapilan bir baka calsmada 3,6 mM dozajin pentoksifilin azospermili hkstézerine
de uygulanmstir. 154 hastaya TESEleémi uygulandiktan sonra; mikroenjeksiyondan
once slem uygulanmangikontrol grubu ile 3,6 mM pentoksifilinle 30 dk, @& ve 90

dk inkibe edilmy tedavi gruplari olgturulmustur. Calsma sonucunda, immotil
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testikiler sperm olan 6rneklerde pentoksifilin ulgumasinin sperm motilitesini
onemli Olctde arttirgh gosterilmstir (Tasdemir, Tgdemir ve Tavukcuglu 1998).

Yaptigimiz calasmada normospermili hasta gruplarinda progresif (#greket
yoninden kontrole kiyasla 4,8 mM pentoksifilin  kangasyonunda 10 dk
inkiibasyonda sperm hareketlerinde istatistiksela&lanlamli bir arty gérulirken, 20
dk’'da istatistiksel olarak anlamli bir artigérilmemsgtir. Progresif (A) hareket
yoninden kontrole kiyasla 5,4 mM pentoksifilin kangasyonunda hem 10 dk hem
de 20 dk’lik inktibasyonda sperm hareketlerindetistiksel olarak anlamli bir agti
gorulmistir. Nonprogresif (B) hareket yoninden kontrole alsip 4,8 mM
pentoksifilin konsantrasyonda 10 dk inkibasyondermsphareketlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir ar§i gorulirken, 20 dk’da istatistiksel olarak anlarbir artis
gorulmemgtir. Kontrole kiyasla 5,4 mM pentoksifilin konsaasyonlarinda
nonprogresif (B) hareket yoninden hem 10 dk her@@dk’ lik inkiibasyonda sperm
hareketlerinde istatistiksel olarak anlamli binagtrilmemsgtir. Normospermili hasta
gruplarinda hareketsiz (C) sperm sayisi yonundetréle kiyasla 4,8 mM ve 5,4 mM
konsantrasyonlarda hem 10 dk hemde 20 dk'lik inkybada istatistiksel olarak
anlamh bir dgisiklik gérulmemistir (Tablo 7).

Astenozoospermili hasta gruplarinda progresif (Ajeketli sperm sayisi yéninden
kontrole kiyasla 4,8 mM konsantrasyonda arasinddkl@e 20 dk’lik inkiibasyonda
istatistiksel olarak anlamli bir agtgorilmistir. 5,4 mM konsantrasyonunda hem 10
dk hem de 20 dk’ lik inkiibasyonda kontrole kiyasp@rm hareketlerinde istatistiksel
olarak anlamh bir argi goralmitir. 5,4 mM pentoksifilin konsantrasyonunda 20
dk’da gorulen bu ag) tum gruplar arasindaki en anlamli @rtolmustur.
Astenozoospermili hasta gruplarinda nonprogreséhetli (B) sperm sayisi yoninden
4,8 mM ve 5,4 mM pentoksifilin konsantrasyonlaridam 10 dk hem de 20 dk’ hk
inkiibasyonlarda istatistiksel olarak anlamh birtisargérilmemgtir (Tablo 6).
Astenozoospermili hasta gruplarinda hareketsizsfi&rm sayisi yoniunden, 4,8 mM
konsantrasyonunda 10 dk inkibasyonda istatistikslarak anlamli bir azal
gorulurken, 20 dk'da istatistiksel olarak anlamih &zalg gorilmemgtir. Hareketsiz

(C) sperm sayisI yoniunden kontrole kiyasla 5,4 navitgksifilin konsantrasyonunda
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hem 10 dk hem de 20 dk’ lik inkibasyonda istatssikolarak anlamli bir azal
gordlmdstar (Tablo 4).

Bizim calsmamiz dsinda astenozoospermili hasta gruplarinda ve norerosp hasta
gruplarinda 4,8 mM ve 5,6 mM pentoksifilin dozlake insan semen &rnekleri
Uzerindein vitro olarak yapilmg baka bir calgma bulunmamaktadir. Hayvanlar
Uzerinde ise bu dozlarda ve daha ylksek dozlardeoksfilin kullanilarak yapilmy

calismalar vardir.

Kbpekler tzerinde yapilan bir ¢cginada, semen 6rneklerine 0,1 mM, 1 mM, 10 mM
ve 100 mM pentoksifilin ilave edilerek 1 ve 2 saat slrelednikhkiibe edilmitir.
Pentoksifilin ilavesinden sonra yapilan galalarda sperm motilitesinde, akrozom
reaksiyonu ve kapasitasyon oraninda istatistiksierak Onemli dizeyde agt

gozlenmgtir (Mirshokraei, Hassanpour, Mehdizadeh and Taheri 011

Atlar Gzerinde yapilan bir Bka calsmada, dondurulmadan 6nce ve ¢ozuldikten sonra
semen ornekleri tzerine 3,5 mM ve 7,0 mM pentdksifiave edilmgtir. Yapilan
semen analizi sonunda her iki durumda da spermlitasinde olumlu gedmeler
gorulmistir (Gradill and Ball 2000). Bu olumlu verilere @gmarak biz de bu
konsantrasyonlari insan semen ornekleri Uzerindgulayarak gorilen olumlu

etkilerinin olup olmadiini argtirmak istedik.

Calismamizda normospermili ve astenozoospermili hastalgnnda yapilan vitalite
karsilastirmalarinda kontrole kiyasla pentoksifilin uygudan gruplarda istatistiksel
olarak 6nemli bir dgisiklik gozlenmemgtir (Tablo 9, Tablo 10). Esteves ve
arkadalarinin yaptgl bagka bir calgmada da 16 oligoastenozospermili hastanin sperm
hareketleri dondurma 0Oncesi ve sonrasi kontrol vaNs pentoksifilin uygulanan 2
gruba ayrilmgtir. Dondurma ©ncesi pentoksifilin uygulamasi mtilve canlilik
oranini istatistiksel olarak arttirirken, dondurs@nrasi uygulanginda anlamli bir
degisiklik gozlenmems, sperm motilitesinde anlamli bir ¢li§ meydana gelngtir
(Esteves, Spaine and Cedenho 2007).
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Ghasemzadeh ve arkagtinin 25 oligoastenozoospermili hasta da yamtalsmada
semen ornekleri 50, 100 ve 200 pug/ml doz pentdksife 45 dk, 24 saat, 36 saat ve
48 saat inkiube edilgtir. inkibasyon sonunda vyapilan gddendirmede
oligoastenozoospermili hastalarin sperm canlihkiza istatistiksel olarak anlaml bir
artis gozlenirken, sperm motilitelerinde bu durum gomemitir. Pentoksifilin doz
orani yukseldikce anlamlilik oraninin azgldi bildirilmistir (Ghasemzade, Shayan
and Hamdi 2016)

Elde ettgimiz veriler d@rultusunda, yap@imiz calgmada astenozoospermili ve
normospermili hastalarda uygulanan pentoksifilin zldonda ve inkibasyon
suresinlerinden vitro kosullarda pentoksifilinin sperm motilitesini istaiissel olarak

anlamh derecede arttiggini tespit ettik. Bu ar§in 5,4 mM dozda ve 20 dk’lik

inkiibasyonda en yuiksek olglinu gézlemledik.

Yaptigimiz calgma sonuclarl pentoksifilinin sperm motilitesini tarhaya yonelik
olarak hem IUl yontemiyle birlikte hem de IVF lalatuvarlarinda kullanilabilegei
disundurmektedir. Ancak pentoksifilin ile ilgili yapuh daha onceki camalarda bu
gorisimuizia destekleyen veya desteklemeyen farkli sonuelae edilmgtir.
Pentoksifilinin bu etkilerinin, sperm Orp@e uygulanacak konsantrasyona ve
inkiibasyon siresine la oldugunu digiinmekteyiz. Bundan dolay! pentoksifilinin
UYTE laboratuvarlarinda kullaniminda cok hassasrataimasi gerekgini ve bu
dogrultuda yapilacak daha kapsamli ve ileri dizeydesmalarin bu konuyu daha
katkida bulunagana inanmaktayiz.
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