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1. GIRIS VE AMAC

Infertilite, giiniimiiz evli ciftlerin %10 kadarini etkileyen uzun siiren, maliyetli bir
tedavi protokolii gerektiren ve giderek artan saglik sorunudur. Anne, baba veya her
ikisine bagli olarak ortaya cikabilen infertilitede baba faktorleri lirogenital sistem
organlarinin  herhangi birinden kaynakli olabilmektedir. Spermin yapisal
(translokasyonlar) veya sayisal kromozomal (andploidiler) bozukluklari, genetik
mutasyonlar, gecirilmis enfeksiyonlar, varikosel, azoospermi, oligospermi,
astenospermi gibi olgular en sik karsilasilan erkege bagli infertilite sebepleri olarak

siralanabilmektedir.

Infertilite tedavilerinde genellikle énce intrauterin inseminasyon (IUI) denenmekte,
eger basari elde edilemezse tiip bebek olarak adlandirilan in vitro fertilizasyon tedavi
protokolleri uygulanmaktadir. Bu tedavi protokolleri i¢in yapilmasi1 gereken
uygulamalardan bir tanesi de sperm hazirlama islemidir. Bu islemde sperm sayisi,
motilitesi (hareketliligi) ve morfolojisi temel parametrelerdir. Sperm motilitesi ise
IUl uygulamalarinin basarisini etkileyen en temel faktorlerin basindadir. Sperm
motilitesinde yetersizlik veya yokluk olarak tanimlanan astenospermia (motilitenin
%32'den az olmasi) erkek faktor kaynakli infertilite olgularinda biiyiik bir orana
sahiptir. Laboratuvar kosullarinda sperm parametrelerini gelistirmek i¢in Swim-up ve
dansite gradiyent sistemleri gibi sperm hazirlama teknikleri rutin olarak kullanilan
yontemlerdir. Bunlarin yan1 sira sperm parametrelerini istenilen diizeylere
getirebilmek amaciyla in vivo ve in vitro pek ¢ok biyolojik veya kimyasal bilesenler

de kullanilmaktadir.

Ketotifenin oral kullanimi ile sperm motilitesinde olumlu sonuglar elde edilmistir.
Astenospermili ve lokositospermili hastalarda yapilan caligmalarda ketotifenin

motilite ve normal morfoloji iizerindeki etkisinin degiskenligi gozlenmistir. Ancak



ketotifen maddesinin sperm motilitesi tlizerinde in vitro kullanimina dair bir ¢calisma

heniiz yapilmamugtir.

Calismamizda ketotifen etken maddesinin oral kullanimi ile sperm motilitisinde elde
edilmis olan olumlu etkilerin in vitro kosullarda semen Ornekleri {izerine

eklendiginde elde edilip edilemeyeceginin incelenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ERKEK GENITAL SISTEMIi

Erkek genital sistemini testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penis
olusturmaktadir. Testisler viicut disarisinda skrotum iginde yer alan tubulus rektus ve
rete testsisten olusan Sperm iiretip, androjen salgilayan ¢ift yonlii organlardir. Duktuli
eferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatorius, Uretra yapilar1 da
dis kanallar1 olusturmaktadir. Seminal vezikdller, prostat bezi ve bulbotretral bezler
yardimei bezleri olustururken; yapisinda erektil doku bulunduran peniste ¢iftlesme

organi olarak iglev goriir (Kierszenbaum 2006, Junqueira and Carneiro 2009).

Genital kanallar ve yardimci bezler, diiz kas kasilmasi yoluyla spermatozoayi
kanallara gonderen salgilar {iretir. Bu salgilar ayn1 zamanda erkek iireme sistemi
icinde bulunan spermatozoalarin ihtiyag duydugu besin ihtiyacin1 karsilar.
Spermatozoalar ile birlikte genital kanallar ve yardimc1 bezlerin salgisi, penis yoluyla
disi Ureme sistemine iletilecek olan semen sivisint meydana getirir (Kierszenbaum

2006, Jungueira and Carneiro 2009, Ross and Pawlina 2009).

2.1.1. Hipotalamo - Hipofizo - Gonadal Aks

Leydig hiicre gelisiminden ve androjen sentezinden sorumlu insan koryonik
gonadotropin (hCG) plasentadan salgilanmasi ile Leydig hiicreleri gelismeye baslar
ve androjen sentezi meydana gelir (EI Gehani, Zhang, Pakarinen, Rannikko and
Huhtaniemi 1998). Erken gebelik doneminde fetal hipofiz sekresyon yetenegine
sahip durumdadir. Gebeligin ortalarinda FSH (Folikil Stimule Edici Hormon) ve LH
(Luteinize Edici Hormon) yiikselirken, gebeligin son dénemlerinde hCG uyarisinin
kesilmesiyle birlikte Leydig hiicrelerinde kisa siireli bir regresyon gozlenir. Bu

regresyon FSH ve LH diizeylerinin diismesine sebep olur (Majdic, Saunders and



Teerds 1998, Weinbauer, Gromoll, Simoni and Nieschlag 2000). Dogumun ardindan
2-3. aylarda Leydig hiicreleri tekrar farklilagmaya bagslar ve kisa siireli serum
testosteron yikselmesi gozlemlenir (Main, Schmidt and Skakkebaek 2000). Bu
yiikselmenin ardindan pubertal gelisime kadar Leydig hiicreleri tekrar regresyona
ugrar ve testisler ile hipotalamo-hipofizo-gonadal (HHG) aks sessiz bir déneme girer.
Serum LH ve FSH dizeyleri 6-8, testosteron duizeyi 10-12 yaslarinda tekrar artis
gosteririrken, hipotalamustan Gonadotropin Releasing Hormonun (GnRH) pulsatil
salimimi 12 yasinda baslar (Bradtke 1999).

GnRH, HHG aks ile hipofiz kan damarlarinin yaptig1 portal sistem igerisine salinir.
Hipofiz hormonlarini diizenlemenin ve iireme fizyolojisinde énemli rol oynamanin
yani sira Oon hipofizden LH ve FSH salgilanmasin1 saglar. LH ve FSH hormonlar1
hiicresel metabolizmay1 uyarmak icin Leydig ve Sertoli hiicrelerindeki reseptorlere
baglanarak, gonadal hormonlarin iizerinde inhibitdr etkisi yaparlar. FSH Sertoli
hlcrelerini uyararak seminifer tiibiil epitelinde spermatogenezi baslatirken, LH
intertisyumdaki Leydig hiicrelerini uyararak testosteron iiretimini saglar. Testislerin
o6nemli bir hormonu olan testosteron, erkeklerde LH sekresyonunun primer
inhibitoraddr.  Sertoli  hiicrelerinden  sekrete  edilen inhibin  geri  doniis
mekanizmasinda 6nemli bir rol istlenmektedir. Bu inhibin form, inhibin B olarak
adlandirilir. Inhibin, FSH’m P subiinitini kodlayan genlerin transkripsyonunu inhibe
ederek, gonadotroplarda FSH sekresyonunu engeller. Spermatogenetik aktivite
diistiiglinde inhibin konsantrasyonunu azalmasina neden olurken, FSH diizeyinde
artisa neden olabilmektedir (de Krester and Robertson 1989, Clarke, Rao, Fallest and
Shupnik 1993).

Diger 6nemli hormonlardan biri ise prolaktindir. Gonadotropinlerle karmasik bir
iliski igerisinde olan prolaktin, GnRH uretimini inhibe etmektedir. Yiksek prolaktin
diizeyi androjen salgilamasini inhibe ettigi gibi merkezi sinir sistemini de dogrudan
etkileyebilmektedir. Androjen verilen, ylksek prolaktin dizeyli bireylerde, prolaktin
seviyeleri yiiksek oldugu siirece libido ve cinsel fonksiyonun normale dénmedigi

gosterilmistir (Bradtke 1999).



2.1.2. Spermatogenez

Puberte ile birlikte baglayan spermatogenez olay1, spermatogoniumlarin spermatozoa
haline dontismesini kapsayan olaylar bitiinddir. Puberteden hemen once olusan
seminifer tlibiillere es zamanl olarak germ hiicreleri spermatogonial kok hiicrelere
doniigiirler. Bu doniisiimden sonra spermatogenezin basladigini isaret edecek olan
Tip A spermatogonium tretimi meydana gelir. Kisitli mitotik boliinmelerle birlikte
olusan hiicre kiimelerinde Tip B spermatogonium olusumu gozlenir. Ardindan Tip B
spermatogonium hiicreleri de bolunerek primer spermatositleri meydana getirir.
Primer spermatosit siirecinde 22 gun suren profaz evresi mevcuttur. Uzun sireli
profaz evresinin ardindan 1. Mayoz bolinme hizla tamamlanarak sekonder
spermatositleri meydan getirir. Son olarak bu hiicrelerden de 2. Mayoz bélinme
esnasinda 23 haploid kromozomlu spermatidler meydana gelir (De Jonge and Barratt
2006, Phillips, Gassei and Orwig 2010, Sadler 2012). Spermatogenezin hormonsal
kontrolunl hipofiz bezinden salgilanan LH saglar. Hormonsal stre¢ icerisinde LH
leydig hiicreleri reseptorlerine baglanarak testosteron salimimini uyarir ve salinan
testoseteron hormonu sertoli hiicrelerine baglanarak spermatogenizi uyarir.
Spermatogenezde ayrica FSH testikiiler sivi yapiminda 6nemli yer tutar (Tanagho
and McAnnich 1992, Sadler 2012).

2.1.3. Spermiogenez

Spermatogenez olay1 ile primordial germ hiicrelerinden farklanan spermatidlerin,
spermatozoonlara doniisiimii kapsayan olaylar biitlinlidiir. Bu doniisiim esnasinda
akrozom olusumu, ¢ekirdegin yogunlagmasi, bas, orta parca ve kuyrugun gelisimi,
sitoplazmanin bliyiik bir kismmin dékiilmesi gibi farkli degisimler meydana gelir.
Bu degisimler yaklasik olarak 74 gilin slirer ve degisimlerin sonucunda ise
spermatogonium olgun spermatozon haline doniismiis olur. Bu doniisiimle birlikte
insanda her gilin yaklasik 300 milyon sperm {iretilmis olur. Sperm olgunlagmasini
tamamladiktan sonra seminifer tiibiil liimenine girer ve buradan duktus epididimise
dogru iletilir. Spermler asil motilitelerini duktus epididimiste kazanir (Tanagho and
McAnnich 1992, Junqueira and Carneiro 2009, Sadler 2012).



2.1.4. Olgun Spermiyum
50-60 pm uzunlugunda hareketli bir hiicre olan olgun sperm bas, orta kisim ve
kuyruk olmak tizere 3 kisimdan olusur;

e Bas: Akrozomla sarili yasst oval bigimli bir c¢ekirdekten meydana gelir.
Cekirdegin anteriyor (6n) yarisin1 akrozom Orter ve bu kisimda proteazlar,
asit fosfotazlar, hiyaluronidaz ve néraminidaz gibi hidrolitik enzimler yer alir.
Akrozomal enzimler gorev olarak dollenme esnasinda oositi saran korona
radiata ve zona pellusidaya sperm girisini kolaylastirmaktan sorumludurlar.

e Orta parca: Sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu bu
tabakada, 9+2 mikrotiibiiler tabakada yer alir. Ayica orta parca ile bas
arasinda ikisini birbirine baglayan bir ¢ift sentriyoliin bulundugu kisa bir
bolim yer alir. Bu distal sentryiol orta parcanin merkezi pargasi olan
aksoneme kaynaklik yapar. Orta par¢a mitokondriyel sarmalin annulusta
bitmesiyle sonlanir.

e Kuyruk: Esas ve son parca olmak iizere iki kisimdan olusan kuyrugun en
uzun parcasi esas par¢adir. Esas par¢ada yedi dis yogun lifle sarili merkezi
aksonem ve fibroz yapida kilif yer alir. Son parga ise kisadir ve dis yogun
lifler ile fibroz kilif sonlandigindan sadece aksonem bulunur (Kierszenbaum
2006, Sofikitis et al 2008, Ross and Pawlina 2010).

2.1.5. Fertilizasyonda Sperm

Fertilizasyon Oncesi gerceklesmesi gereken iki onemli olay epididimislerde sperm
maturasyonu ve disi lreme kanallarinda sperm kapasitasyonudur. Spermler
epididimiste gecirecegi 2 haftalik maturasyon siirecinden sonra ileri hareketlerini
kazanirlar. Spermin uterusta kapasitasyon siirecine girmesi ise ejekiilasyonla
meydana gelir. Ejekiilasyondan sonra uterusta kapasitasyonu gerceklesen spermler
ovidukt kanalinin ampulla bdlgesinde ovum ile karsilasarak, ovumun
fertilizasyonunu gergeklestirir. Korona radiata bolgesine yaklasan sperm akrozomal
reaksiyon sonucu hiyaluronidaz salgilar ve korona radiata hiicreleri arasi materyal
erir. ik sperm zona pellusidaya (ZP) ulastiginda ZP3 proteinine baglamir. Bu
baglanma esnasinda i¢ akrozomal membrandan akrozin salinimi meydana gelir ve ZP

eritilir. Sperm oositin plazma zariyla temasa gecer. Sperm zarindaki fertilin ile



oolemmadaki integrinler birbirine baglanir. Spermin bas, orta ve kuyruk pargasinin
igeri girisi gergeklesir ve bu olay zigot olusumu ile sonlanir (Kierszenbaum 2006,
Gedikli, Ozbek ve Demirci 2013).

2.1.6. Semen

Ejakiilasyon sirasinda semen, spermatozoanin konsantre silispansiyonundan
olusturuluran vizkdz, beyazimsi bir sividir. Iki epididimde depolanir, aksesuar cinsel
organlardan gelen sivi salgilarla karisir ve seyreltilir. Insanda ejakiilat miktari
ortalama 2-6 ml kadardir. Semen pH’s1 7,2-8,0 arasinda degiskenlik gosterir. Insan
semeni ejakiilasyonun hemen sonrasinda koagule olur ve yaklagik 20 dakika iginde
yeniden ¢ozilerek likefiye olur (World Health Organization, WHO 2010). Semenin
300-500 bin sperm iceren %3-5 kadarlik kismu testislerden; fruktoz, prostaglandinler,
sitrat, magnezyum ve seminal vezikille 0zgu proteinler iceren %50-70 kadarlik
kismiseminal vezikilden; prostata 0zgun asit fosfataz, fibrinolizin, prostata 6zgln
antijen, ¢cinko, magnezyum ve amilaz igceren %15-30 kadarlik kismi1 prostat bezinden;
geriye kalan galaktoz, mukus ve siyalik asit iceren %3-5 kadarlik kismi ise
bulbouretral bezlerden tretilmektedir (Kierszenbaum 2006, Ross and Pawlina 2010,
WHO 2010).

2.2. INFERTILITE

Infertilite, bir ¢iftin cinsel ydonden aktif olmasina ve dogum kontrol ydntemi
uygulamamasina karsin bir yil icerisinde gebelik elde edememesi durumudur ve
giderek artan bir saghik sorunudur. infertilite, ciftlerin yaklasik olarak %25’inde
erkege, kadina veya her ikisine bagli nedenlerle meydana gelebilmektedir. Yalnizca
kadin veya yalnizca erkege bagli nedenlerden dolayr infertilite meydana gelmisse
gebelik ihtimali yiiksektir. Ancak siklikla gorildiigii gibi nedenler eslerin her
ikisinden kaynakliysa gebelik ihtimali oldukga diismektedir. Infertil ¢iftlerin yaklasik
%15°1 medikal tedavi arayisinda bulunduklar1 halde, %5°1 bu arayisa ragmen gocuk
sahibi olamamaktadir. Daha 6nce hi¢ gebelik elde edilememisse primer infertilite,
daha once en az bir gebelik olusmus ancak infertilite meydana gelmisse sekonder

infertilite olarak tanimlanmaktadir (WHO 2010, Jungwirth et al 2012).



2.2.1. Erkek Infertilitesi ve Nedenleri

Erkek infertilitesi; genital sistem enfeksiyonlarindan, konjenital ya da kazanilmis
urogenital bozukluklardan, varikosel (skrotal 1s1 artimi), endokrin bozukluklardan,
genetik hastaliklardan, immiinolojik faktorlerden ve viicut kitle endeksinin (VKI)
artisindan kaynakli gerceklesebilmektedir. Infertil ¢iftlerin yaklasik %30’unda
erkege ait nedenler bulunmaktadir. Belirlenmis bu nedenlere ragmen infertilite
vakalarmin yaklasik olarak % 60-75’inde idiopatik (agiklanamayan) erkek
infertilitesi de meydana gelebilir. Idiopatik infertiliteye; kronik stres, oksidatif stres,
cevresel kirlenmeye bagli endokrin bozukluklar ve genetik bozukluklar gibi c¢esitli
faktorler sebep olabilmektedir (Jungwirth et al 2012, Aktan ve ark 2013, Erdemir
2013).

2.2.1.1. Pretestikiler nedenler
Endokrin nedenler olarak da tanimlanabilen pretestikiiler nedenlerde; hormon
yetmezligi ya da hormonlarin asir1 salgilanmasi etkili olmaktadir.

e Adrenal bozukluklar: Testisin interstisyel hiicre tiimorlerinin tiimi aralikli
olarak ostrojen uretebilirler. Ostrojen, primer olarak hipofizer gonadotropin
salgilanmasini baskilayip, testikiiler yetmezlige yol agabilmektedir.

e Hipofizer yetmezlik: Puberteden 6nce yetmezlik olusursa, strrenal ve tiroid
yetmezligiyle birlikte goriilen bliylime geriligi tablosu meydana gelmektedir.

e Hipogonadotropik hipogonadizm: Hipotalamus ya da hipofizde anatomik
veya fonksiyonel bir bozukluk sonucu LH ve FSH saliniminin az olmasina
bagli endokrin yetmezlik ve spermatogenezin ve testesteron saliniminin
yoklugu ile kendisini gosterir. Cinsel acgidan gelismis erkeklerdeki
hipogonadizm nedeninin ¢ogunlukla hipofizer bir timordiir (Jungwirth et al
2012).

2.2.1.2. Testikller nedenler

2.2.1.2.1. Kromozom anomalileri

Kromozom anomalileri sayisal ya da yapisal olarak karsimiza ¢ikabilmektedir.
Erkeklerde kromozom bozukluklarinin %6,2 civarlarinda oldugu ve erkegin sperm

sayisinin 10 milyonun altina indigi durumlarda bu oranin %11 civarlarina kadar artis



gosterebildigi gozlemlemistir. Ayn1 zamanda, azospermik hastalarin da %21’inde
6nemli kromozomal bozukluklarin oldugu belirlenmistir. Klinefelter Sendromu, XX
Hastaligi, XYY Sendromu, Noonan Sendromu, Miyotonik Distrofi, Bilateral Anorsi
ve Izole Sertoli Hicresi Sendromu gibi kromozom anomalileri arasinda

gosterebilmek mumkundur (Jungwirth et al 2012).

2.2.1.2.2. Genetik defektler
En sik goriilen genetik defektler;

e Kallmann sendromu: En yaygin X’ e bagli bozukluktur. Kallmann sendromlu
hastalarda hipogonadotropik hipogonadizm mevcuttur; yarik damak, renk
korliigli, sagirlik, inmemis testis ve renal anomaliler gibi vakalarla birlikte
bulunabilir.

e Prader-Willi Sendromu: Kriptorsidizm (Inmemis testis) ile karakterize olan
bir defekttir.

e Reifenstein sendromu (Androjen duyarsizligi): Herhangi bir genital anomali
olmamasina ragmen infertilite ile sonuclanan androjen reseptor
bozuklugudur.

e Kistik fibroz mutasyonlari: Beyaz irkta gézlenen en yaygin otozomal resesif
genetik bozukluktur ve obstruktif azospermilerin (bilateral seminal kanal
tikanikligina bagli olarak semende ve ejakulasyon sonrasi idrarda, hem
spermatozoa ve hem de spermatogenetik hucrelerin bulunmama durumu) %
2’ sinde bulunmaktadir (Hargreave 2000, Jungwirth et al 2012).

2.2.1.2.3. Kriptorsidizm

%2-5’lik orantyla erkek genitalyasinin en sik goriilen dogumsal anomalisi
kriptorsidizmdir. Yetiskin erkeklerde sik goriilen, inmemis testislerin 2 yasindan
sonra deforme oldugu bir gelisme defektidir. Cift tarafli kriptorsidizm olgularinda
semen kalitesi bozuk oldugundan fertilite potansiyeli oldukg¢a diisiiktiir (Chung and
Brock 2011, Jungwirth et al 2012).



2.2.1.2.4. Gonadotoksinler

Ilaclar, testosteronu dogrudan engelleyerek androjen aktivitesini bloke edebilirler.
Ayrica hipofizer gonadotropinlerin salgilanmasini engelleyip 6strojen seviyesini
yiikselterek infertiliteye neden olabilirler. Bunun yani sira az miktarda 1sin, germ
hiicrelerini geri doniisiimlii sekilde hasara ugratarak, yiiksek diizeyde 1sin ise
testislerde kalic1 zarar olusturarak spermatogenezi etkiler. Bu kisilerin FSH seviyesi
artar ve spermatogenez ancak 2-3 yilda normale doner. Bunlarin disinda cevresel
toksinler, radyasyon, agir metaller, organik ¢oziiciiler, pestisidler, mesleki kimyasal
maruziyetler, alkol ve sigara kullanimi gonodatoksinler grubunda sayilabilir
(American Society For Reproductive Medicine, ASRM 2008, Jungwirth et al 2012,
Sezgin ve Hocaoglu 2014).

2.2.1.2.5. Varikosel

Varikosel, yetiskin erkek populasyonunda %10-15, infertilite nedeniyle
degerlendirilen bireylerde %21-41 arasinda olmak {izere en sik gorulen infertilite
nedenidir. Spermatik venlerde kapakgiklarin olmamasi veya yetersiz olmasi
yiiziinden kanin refliisii durumu olusur. Bu durumda biriken kan 1s1 artisina neden
olur ve testislerin fonksiyonu bozulmaya baslar. Diger yandan testis igerisinde kan
dolasim1 da bozularak, oksijen miktarindaki azalma nedeniyle iskemi (doku
bozunmasi) gozlemlenir. Yinede varikosel ile erkek infertilite arasindaki iliski tam
olarak netlesmis degildir. WHO (Diinya Saghk Orgiitii) verilerine gore varikoselin
fertilite lizerine etkileri semen anomalileri (sperm sayisi, motilite ve morfolojide
bozulma), testikiler volimde azalma ve Leydig hiicre fonksiyonunda azalmayla
iliskilidir (Jungwirth et al 2012, ASRM 2014).

2.2.1.3. Posttestikuler nedenler

Genital kanal obstriiksiyonlart; enfeksiyon, immiinolojik nedenler, cinsel fonksiyon
bozukluklar1 veya vajen icine ejakulatin birakilmasini Onleyen anatomik
deformasyonlar (Hipospadias, retrograd ejekulasyon, penil egrilikler) neden
olabilmektedir (Jungwirth et al 2012).
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2.2.2. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde ilk ve temel yontem spermiyogram
(semen analizi) dir. Degerlendirme yapilirken tibbi ve tireme 6ykiisu, fiziki muayene
ve ilk semen analizinin normal olmadigi durumlarda ikinci kez semen analizi
yapilmas1 gereklidir. Bu degerlendirmeler sonucu olusacak infertilitenin durumuna
gore; ek semen analizi, endokrin degerlendirme, postejakulatuar idrar analizi,
ultrasonografi ve genetik tarama testleri istenebilmektedir (WHO 2010, Satar ve
Gengctar 2013).

2.2.2.1. Semen analizi

Erkege bagl infertilitesinin arastirilmasindaki ilk adim olan semen analizi ilk etapta,
en az 4 hafta ara ile 2 defa yapilmis olmalidir. Semen, toplam spermatozoa sayisi Ve
bezlerin salgilama aktivitesini yansitan oOlgiilebilir iki 6zellige sahiptir. Spermin;
vitalite, motilite ve morfoloji Ozellikleri ve seminal sivinin bilesimi de sperm
fonksiyonu icin énemlidir. Semen analizi; semenin konsantrasyonu, kivami, pH’1,
likefaksiyon (erime) siiresi, spermlerin sayisi, motilitesi, vitalitesi (canliligl) ve
morfolojisinin degerlendirilmesinde yardimci olur (Eliasson 2003, De Jonge et al
2004, WHO 2010, Gokege 2011, Satar ve Gengtar 2013).

2.2.2.1.1. Semenin toplanmasi

Semen O6rnegi genis agizli, kapagi kilitlenebilen, steril ve polistrienden veya camdan
yapilmis bir kaba ejekulatin tamami kapta toplanacak sekilde mastiirbasyon yoluyla
verilmelidir. Semenin toplanmasinda cinsel perhiz siiresi en az 48 saat en fazla 7 gin
arasina ayarlanmalidir. Cinsel perhiz siiresince giin basina sperm sayisinda %25 artis
meydana gelmektedir. Daha uzun perhiz surelerinde ise semen volumunin ve
yogunlugunun artist yaninda; cansiz, hareketsiz ve morfolojisi anormal sperm
sayisinda da bir artig olmaktadir. Sperm 6rnegi disaridan laboratuvara getirilmesi pek
onerilmemekle birlikte, eger getirilecekse viicut 1sisinda ve 1 saat icinde
ulastirilmalidir (Pellestor, Girardet and Andreo 1994, Delilbasi 2008).
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2.2.2.1.2. Semenin makroskobik incelenmesi

Likefaksiyon: Semen oda sicakliginda yaklasik olarak 60 dakika iginde
likefiye olmaktadir. Likefaksiyon prostattan salgilanan proteolitik enzimler
meydana gelir. Semenin inkiibatére alinmasi durumunda 37 C'de 20 dakika
icerisinde likefiye olabilmektedir. Likefaksiyon siiresinin 60 dakikay1
gecmesi veya olmamasi patolojik olup, prostatik enzim eksikligini veya
prostat fonksiyonunun yetersiz oldugunu gdstermektedir (GOkge 2011,
Tapisiz, Altinbas, Abike ve Goktolga 2012).

Volum: Semen volimi (hacim) igin ortalama parametre degeri 1,5 ml’dir.
Semen voliimiinin 1 ml’den az olmasi durumu hipospermik olarak
tanimlanmaktadir. Diisiik semen voliimleri, ejakiilatuvar kanal obstriiksiyonu,
ornek toplama problemi, retrograd ejakilasyon ve androjen eksikliginin de
belirteci olabilir. Yuksek semen vollmleri, aksesuar bezlerin aktif
inflamasyonunda g6zlenen aktif eksudasyonun veya uzun cinsel perhiz
siresinin bir yansimasi olabilir (Delilbas1 2008, Gokge 2011).

Renk: Normal semenin gortniimi homojen, mat beyaz-gri ve opaktir. Cinsel
perhiz siiresinin uzamasma bagli olarak ve pyospermide (Semende 2
milyon/ml’nin Gzerinde I0kosit) renk sariya donebilir. Semen iginde eritrosit
varliginda ise renk kirmizi-kahverengi bir goriiniimde olacaktir. Uzun sureli
antibiyotik kullanimlarinda veya siddetli infertilite durumlarinda semen
transparan bir gérinum alabilmektedir (Gokge 2011, Tapisiz ve ark 2012).
Koku: Semenin kokusunun prostat salgilarindan kaynaklanan sperm
oksidasyonu sonucu ortaya ¢iktigi 6ngortlmektedir. Kokusu at kestanesi
cicegine benzetilmektedir ancak kokusu da rengi gibi cinsel perhiz siiresi ve
enfeksiyon varligina gore degisebilmektedir (Delilbast 2008, Tapisiz ve ark
2012).

pH: Normal semen pH’s1 7,2 ile 8 arasinda kabul gormektedir. Likefaksiyon
sonrasi ortalama 30-60 dakika igerisinde pH degerlendirmesi yapilmalidir.
pH’1in 7,2’nin altinda olmas1 bosaltim kanallar1 obstriiksiyonu, aksesuar bez
agenzisi yada idrarin semene karistigi durumlarda meydan gelebilmektedir.
Akut enfeksiyonlarda yada ol¢iimiin geg yapilmasi gibi durumlarda pH 8’e
kadar ¢ikabilmektedir (Delilbasi 2008, Tapisiz ve ark 2012).
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Viskozite: Normal semen hafifce viskdzdir. Vezikilo seminalisin hipo-
fonksiyonundan kaynakli olarak viskozitede artis meydana gelebilir. Yiiksek
viskozite sperm motilitesini ve konsantrasyonunu olumsuz yonde etkilerken
intrauterin inseminasyon (IUl) ve in vitro fertilizasyon (IVF) basarisin1 da
diistirebilmektedir. Likefaksiyondan sonra semen, genis Kkalibreli tek
kullanimlik plastik pipet icinden aspire edilerek, yercekimiyle damlamaya
birakildiginda olusan iplik¢igi gézlemlenir. Normal semen pipetten belirgin
kiigiik damlalar seklinde diiser. Viskozite anormal ise damla 2 cm’den uzun
iplik¢ik olusturur. Bu sayede numunenin viskozitesi tahmin edilebilmektedir
(Delilbas1 2008, WHO 2010, Tapisiz ve ark 2012).

2.2.2.1.3. Semenin mikroskobik incelenmesi

Sperm sayist ve konsantrasyonu: Semende bulunan sperm sayilarim
belirlemek igin Neubauer hemositometre, Makler kamarasi veya tek
kullanimlik sayim cihazlari kullanilabilmektedir. WHO tarafindan son olarak
2010 yilinda belirlenen kriterlere goére normal degerler; spermatozoa/ml igin
15x10°%, toplam sperm sayisi icin ise 39x10° olarak belirlenmistir (WHO
2010, Tapisiz ve ark 2012). Normalden az sperm konsantrasyonu olmasi
durumu oligozoospermia, normalden fazla sperm konsantrasyonu (250x10°)
olmast durumu ise polizoospermia olarak tanimlanmaktadir. Mikroskobik
incelemede hi¢ sperm gorilmemesi durumunda yeni preparat hazirlanmasi
onerilmektedir (Delilbas1 2008, WHO 2010, Tapisiz ve ark 2012).

Sperm motilitesi: Spermin ileri hareketlilik derecesi gebelik oranlariyla
iligkilidir. Fertilizasyonun gergeklesebilmesi i¢in spermatozoonlarin aktif
hareketli olmalar1 gerekir. Semen icindeki sperm motilitesi, dehidratasyon,
pH ve 1s1 degisikliklerinin motilite {izerine zararli etkilerini sinirlandirmak
icin numunenin likefaksiyonundan sonra en kisa zamanda; tercihen 30
dakika, en fazla 1 saat igerisinde degerlendirilmelidir. Total hareketlilik igin
en diisiikk referans deger %40 iken, progresif hareketlilik icin bu deger
%32’dir. WHO tarafindan motilitenin degerlendirmesinde spermleri progresif
hareketli, nonprogresif hareketli ve hareketsiz seklinde siniflandiran yontem

Onerilmektedir. Sperm hucresinin dogrusal ya da genis bir dairesel diizlemde
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hizdan bagimsiz olarak ilerleyici bir sekilde hareket etmesi progresif hareket,
cok kiiciik daireler seklinde, kuyrugun hareketiyle bas kisminin ¢ok zor
olarak yer degistirmesi ya da sadece kuyrugun hareket etmesi yani ilerleyici
olmayan hareketlerin tamami nonprogresif hareket ve hi¢ hareket olmamasi
ise hareketsiz olarak tanimlanmaktadir (Delilbasi 2008, WHO 2010, Gokge
2011, Tapisiz ve ark 2012). Semen Ornegi motilite agisindan
degerlendirilirken kullanilan bazi terminolojiler mevcuttur. Ileri hareketli
spermlerin ylizdesinin alt referans limiti olan %32’nin altinda olmas1 durumu
astenospermia olarak tanimlanmaktadir. Sperm hareket bozukluklarina
enfeksiyon, bakteri ve bakteri Grlnleri, sitokinler, anormal spermotoza gibi
pek c¢ok faktor sebep olusturabilmektedir. Hareketsiz spermler de immotil
sperm olarak tanmimlanmaktadir ancak immotil spermlerin 610 olarak
tanmimlanmas1 yanlistir. Immotil spermler hareketsiz olmalarina karsi canli
olabilmektedirler (Curi et al 2003, Delilbas1 2008, Ok, Ozyurt ve Giilekli
2009, WHO 2010).

Sperm morfolojisi: Spermin normal kabul edilebilmesi igin, bas diizgiin,
duzenli sinirli, genellikle oval sekilli olmali ve bas alaninin % 40-70’ini
kaplayan akrozom bolgesi mevcut olmalidir. Akrozom bdlgesi; sperm basinin
% 20’sinden fazlasini kaplamamali ve post-akrozomal bdlgede herhangi bir
vakuol bulunmamalidir. Orta parga ince, diizenli sinirli, yaklasik sperm bast
uzunlugunda olmal1 ve ana ekseni sperm basinin ana ekseniyle ayni hizada
olmalidir. Ana parga, uzunlugu boyunca ayni genislikte olmali, orta par¢adan
ince ve yaklagsik olarak bas uzunlugunun 10 kati civarinda olmalidir. Kuyruk
kendi iistiine geriye dogru halka seklinde kivrilabilir. Normal sekilli spermin
yapisinda defektlere bagli olarak bas, boyun-orta kisim, kuyruk ve sitoplazma
kalintilar1 gibi malformasyonlar meydana gelebilmektedir. WHO kriterlerine
gore normal morfolojili spermatozoa oraninin < %4 olmasi teratozoospermi
olarak tanmimlanmaktadir. Insan sperminin morfolojik  degiskenligi
degerlendirme agisindan zorluklara neden olmaktadir. Degerlendirmenin en
dogru yapilabilecegi sperm morfolojileri kadin genital sisteminde ya da zona
pellusida ytzeyinde izlenmektedir (Kayik¢i, Cam, Akman ve Erol 2002,
Chemes and Rawe 2003, WHO 2010, Erdemir, Firat ve Gengten 2011).
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Sperm vitalitesi: Spermin vitalitesi hicrelerin membran biitiinligii ile
tamimlanmaktadir. Canl sperm orani belirlenirken boyama testleri Eosin Y
(Eosin-nigrosin) veya HOS (hipoozmotik sisme) testleri uygulanarak toplam
200 hiicre sayilir. Boyama testleri uygulanirken o6lii hiicrelerde bulunan
hasarli plazma membranlarinin, membrana penetre olmayan boyalarin hiicre
icine girmesine izin vermesi, o hiicrelerin 6li oldugunu goésterir. WHO
kriterlerine gore Ozellikle ileri hareketli sperm oram < %40 ise canlilik
testinin mutlaka yapilmasi onerilmektedir (Kayike¢r ve ark 2002, WHO 2010,
Gokge 2011).

Sperm dis1 hiicreler: Epitelyum ve prostat hucreleri ile spermatogenik
hicreler ve lokositler gibi yuvarlak hicreler semende sperm haricinde
bulunan sperm dis1 hiicrelerdir. Normal bir semende 16kosit sayisi< 1x 10%/ml
olmalidir. Bu degerden biiyiik oldugunda I0kosit testi yapilmasi gerekir ve bu
durum 16kospermi olarak tanimlanmaktadir. LOkosit sayisini belirlemede
intraseltler peroksidaz varligi ve lokosit spesifik antijen testleri kullanilir.
Intraseluler peroksidaz varligina dayali testte I6kositler kahverenge
boyandiklarindan diger hiicrelerden ayrimi yapilabilir hale gelmektedir (Ok
ve ark 2009, WHO 2010, Tapisiz ve ark 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

e Makler Kamarasi
e Etlv

e Isik Mikroskobu
e Mikropipet

e Mikropipet Ucu

e PastOr Pipeti

e \orteks
e Santrifij
e pH Metre

e Falkon Tipi

e Deney TupU

e Eppendorf Tupu
e Lam

e Lamel

e Kronometre

e Enjektor

e Numune Kabi

e Isitic1 Tabla

e Hassas Terazi

e Kamera Atagmanli Mikroskop
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3.2. KIMYASALLAR

e Ketotifen
e HEPES
e Distile Su

e Vitalite Boyasi
e Immersiyon Yag

e Entellan

3.3. YONTEMLER

3.3.1. Hazirhk Asamasi
3.3.1.1. Hasta gruplarimin belirlenmesi
Calismaya Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Ila¢ Dis1 Etik Kurulu’ndan
09.12.2014 tarihli onay alinmasini miiteakiben baslanmistir. Etik kuruldan alinan
onayla Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji poliklinigine
herhangi bir nedenle bagvuran ve bilgilendirilmis onam formunu imzalamak suretiyle
calismaya katilmay1 kabul eden,;

e 18-50 yas arasi,

e asthenospermia tanisi alan (say1 >20 milyon/ml, motilite <%32),

e daha once herhangi bir tedavi protokoliinde yer almamis, gondllilerin semen

orneklerinde ¢alisma gercgeklestirilmistir.

Kirk hastada gergeklestirilen ¢alismada ayni hastaya ait semen ornekleri kontrol ve

deney gruplart olmak Uzere iki gruba ayrilmistir;

Kontrol grubu: Astenospermia+kontrol solisyonu (n:40)

Deney grubu: Astenospermia+0,24 mM ketotifen soltisyonu (n: 40)
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3.3.1.2. Orneklerin toplanmasi

Semen ornekleri, 3-5 giinlik cinsel perhizle Androloji Laboratuvari’na gelen
hastalardan, hastanin adi ve soyadinin yazili oldugu steril kaplara,
mastiirbasyon yontemi ile alindu.

Semen orneklerinin alindig: saat not edildi.

Almman semen oOrnekleri etiivde 37°C’de likefiye olmasi igin 20 dakika
boyunca bekletildi.

Turnusol kagidi ile pH (7,2-8,0) degerlendirmesi yapildiktan sonra hastanin
cinsel perhiz suresi, semen 6rneginin viskozitesi (normal), hacmi (2-6 ml) ve

rengi kaydedildi.

3.3.1.3. Solusyon hazirlanmasi

Deney grubu icin hassas terazide tartilan 1 mg toz halinde ketotifen 1 ml
HEPES sollisyonu igerisinde ¢ozduralda.

Meydana gelen bu solusyonun Gzerine 9 ml distile su ilave edilerek
karigtirildi.

Kontrol grubu icin ise 1 ml HEPES soliisyonuna 9 ml distile su ilave edilerek
kontrol solusyonu taze olarak hazirlandi.

Soliisyonlar uygulama 6ncesinde taze hazirlanarak kullanildu.

Calisma icin dogru dozun belirlenmesi asamasinda 1, 3, 5 ve 10 mg toz

ketotifen denenmistir.

3.3.2. Uygulama Asamasi

3.3.2.1. Solusyon uygulanmasi

Astenospermia tanist alan hastalarin semen 6rneklerinden esit miktarda (0,5
ml) alinarak deney ve kontrol olusturuldu. Deney grubuna 0,24 mM
hazirlanan Kketotifen solisyonu 1:1 oraninda falkon tiipii igerisine ilave
edilerek pipetlendi.

Kontrol grubuna ise 1:1 oraninda semen ve kontrol soliisyonu ilave edilerek
pipetleme yapildi.

Son olarak kontrol ve deney gruplari 1sitict tabla Uzerinde 5-10 dk kadar
bekletildi.
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3.3.2.2. Motilite degerlendirmesi

Sperm motilite ve sayisin1 belirlemek icin standart manuel teknikler
uygulandi.

Motilite ve konsantrasyon degerlendirmesi 1s1k mikroskobunda makler sayim
kamarasinda gergeklestirildi.

Makler kamaraya 10 pl semen-soliisyon karisimi koyularak, X20 objektif
blyltmesi altinda, kare sistemi gozetilerek 10 kare sayildi.

Sayilan miktarlar 108 ile carpilarak ml’deki sperm sayisina ulagildi.

Bulunan sayisal degerler WHO (2010) kriterlerine gore motilite yoniinden
degerlendirme i¢in ileri hareket, yerinde hareket ve hareketsiz olmak iizere 3

grup altinda not edildi.

Resim 1. Makler kamarasi
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3.3.2.3.Vitalite degerlendirmesi

Calismada vitalite testleri Eosin-Y vitalite boyasi kullanilarak gergeklestirildi.
Hastalardan alinan semen numuneleri iyice karistirildiktan sonra kontrol ve
deney grubu igerisinden 50 pl semen alinarak iki ayri deney tlpl icerisine
koyuldu.

Iki deney tiipiine de 2 damla Reagent 1 (Eosin Y sollsyonu) damlatildi.

30 sn sonra 3 damla Reagent 2 (Nigrosin solisyonu) eklenerek dikkatlice
karigtirildi.

Eosin boyas1 hiicreleri boyamada, nigrosin boyasi ise zemin boyasi olarak
kontrast yaratmada kullanildu.

Reagent 2 boyasmin eklenmesini izleyen 30 sn. iginde semen boya
karisimindan bir damla alimarak lam tiizerine konuldu ve semen yayma
yapildi.

Yapilan yayma kuruyana kadar bekletildi ve X100 objektif biyutmesinde,
151k mikroskop altinda degerlendirildi.

100 adet sperm sayilarak pembe gorulen veya genel olarak beyaz
gorinmeyen hicreler 610 olarak kabul edildi.

Sonuglar permeabilitesi bozulan spermin boya alarak pozitif renk vermesine

gore yuzde olarak degerlendirildi.
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Resim 2. Kamera atagmanli mikroskop

3.3.3. istatistiksel Analiz

Calismada kullanilan degiskenlere ait verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov normallik testi ile degerlendirildi.

Kontrol grubu ile deney grubunun motilite ve vitalite karsilastirmalarinda
bagimli iki 6rneklem t testi kullanilda.

Hem kontrol hem de deney gruplarinin motilite karsilagtirmalarinda tekrarli
Olctimlerde varyans analizi, ¢oklu karsilastirma testi olarak ise Bonferroni
testi kullanildi.

Motilite ve vitalite oranlar1 aritmetik ortalama (Ort) ve standart sapma (SS)
biciminde gosterildi. p degerleri 0,05’in altinda hesaplandiginda istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Hesaplamalar SPPS 22 paket programi ile yapildi (IBM SPSS Statistics,
Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
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4. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen 40 astenospermia hastasinin, Sakarya Egitim ve Arastirma
Hastanesi Androloji Laboratuvari’nda yapilan semen analizleri, motilite ve vitalite
parametreleri WHO 2010 kriterlerinin referans degerlerine gore gerceklestirilmistir.
Semen orneklerinde sperm motilitesi %32 ve alt1 olan hastalar astenospermia olarak
kabul edilmistir. Hasta semen orneklerine motilite ve vitalite degerlendirmeleri
oncesi yapilan pH, viskozite ve hacim degerlendirmelerine ait ortalama degerler

Tablo 1.’de verilmistir.

Tablo 1. Hastalarin pH, viskozite ve hacim ortalama degerleri.

Normal degerler

Degerlendirme Ortalama hasta degerleri
(WHO 2010)
pH 7,2-8 7,3
Viskozite + ++
Hacim(ml) 2-6 3,6

4.1. MOTILITE BULGULARI

Kontrol grubu semen drneklerinin A, B, C grubu motilite hareketleri arasindaki oran

istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve tabloda belirtilmistir (p=0.001) (Tablo 2).

Deney grubu semen orneklerinin A, B, C grubu motilite hareketleri arasindaki oran

istatistiksel olarak anlamli bulunmus, tabloda belirtilmistir (p=0.001) (Tablo 2).
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Isik mikroskobik olarak makler sayim kamarasinda yapilan gézlemler sonucu kontrol
grubu ile deney grubu arasinda progresif motilite (A) yOninden yapilan
karsilastirmalarda kontrol grubuna oranla deney grubu sperm motilitelerinde gozle
goriiliir artislar tespit edilmis, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,001) (Tablo 2).

Yapilan goézlemlerde kontrol grubu igerisindeki nonprogresif motil (B) sperm

sayisinin, deney grubunda azaldigi goriilmiistiir. Bu azalis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,003) (Tablo 2).

Iki grup arasinda hareketsiz (C) motilite yoniinden yapilan karsilastirmalarda deney
grubu icerisindeki hareketsiz spermlerin belirli bir sire sonra hareketlenmeye
basladig1 tespit edilmistir. Deney grubunda yer alan hareketsiz sperm sayisinin
kontrol grubuna oranla 6nemli Olclde azaldigi goriilmiis ve bu azalig istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) (Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol grubu ile Deney grubu arasi motilite yoniinden karsilastirma.

Kontrol
Deney Grubu
Grubu
Y
Motilite (Milyon/ml) Ort£SS
Progresif (ileri) Motilite (A) 6,23+3,15 9+3,19 <0,001

Nonprogresif (Yerinde) Motilite (B)  2,22+1,23 1,63+0,81 0,003
Hareketsiz Motilite (C) 8,4+3,43 7,07£2,63 <0,001

p <0,001 * <0,001 *

*: Tiim gruplar birbirlerinden farkl
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Motilite degerlendirmelerinde uygulanan diger dozlar olan 3, 5 ve 10 mg ketotifenin
uygulanmasinda motilite acisindan bir artis olmamis aksine bu doz degerlerinde

motilitenin diistiigi goriilmiistiir.

Kontrol ve deney grubu (0,24 mM) arasinda A, B, C motilite ortalama degerleri

yoniinden karsilagtirmalar Sekil 1.” de verilmistir.

" Motilite
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Kontrol 0,24 mM

Sekil 1. A, B, C ortalama motilite karsilagtirmasi.
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4.2. VITALITE BULGULARI

Eosin-Y boyasi kullanilarak yapilan vitalite testlerinde Kontrol grubu ile Deney

grubu arasinda canli sperm yiizdesi yoniinden yapilan karsilastirmalarda istatistiksel

olarak bir fark saptanmadi (p=1,000) (Tablo 3).
Iki grup arasinda 6lii sperm yiizdesi yoniinden yapilan karsilastirmalarda kontrol
grubu ile deney grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmadi (p=1,000)

(Tablo 3).

Kontrol grubunun 6li-canli sperm yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0.022) (Tablo 3).

Deney grubunun 6li-canli sperm yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0.017) (Tablo 3).

Tablo 3. Kontrol grubu ile Deney grubu arasi vitalite yoniinden karsilastirma.

Kontrol Grubu Deney Grubu
p
Vitalite Ort=Ss
Canh Sperm (%) 56,33+9,48 56,33+9,04 1,000
Ol Sperm (%) 43,67+9,48 43,67+9,04 1,000
Y 0,022 0,017

Vitalite degerlendirmelerinde uygulanan diger dozlar olan 3, 5 ve 10 mg ketotifenin
uygulanmasinda 6lii sperm sayilarinda artis gozlenmis ve 10 mg uygulanan dozda

neredeyse hi¢ canli sperm izlenememistir.
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Olii sperm

K

|

Canli sperm

Resim 3. Kontrol grubu vitalite boyamasi.

26



Oli speMv

Canli sperm

Resim 4. Deney grubu vitalite boyamasi.

27



5. TARTISMA VE SONUC

Dogal gebelik sansi elde edilmesinde spermin sayisi ve morfolojisinin yaninda
motiliteside 6nemli bir yer tutmaktadir. Astenospermia erkek infertilitesinde gerek
dogal gebelik sansini gerekse yardimei lireme tekniklerinin sonuglarini etkileyen
o6nemli bir sorundur. Fertilizasyonun gergeklesebilmesi igin spermlerin aktif hareketli
olmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle sperm motilitesini arttirarak gebelik sansini
yiikkseltmek adina c¢esitli etken maddeler in vivo ya da in vitro olarak

kullanilmaktadir.

Infertilite sebebiyle basvuran ¢iftlerin fizyolojik yoldan ¢ocuk sahibi olamayanlar
tiremeye yardimci tekniklere yonelirler. Bunlardan gunimizde en ¢ok tercih
edilenleri 1UI (Intra Uterin Inseminasyon), IVF (in Vitro Fertilizasyon) ve ICSI
(Intra Sitoplazmik Enjeksiyon) yontemleridir (ASRM 2011).

IUI yOntemi ovulasyona yakin uterin kaviteye, ¢esitli mediumlarla yikanmis ve iyi
motilite kazandirilmig semeninin konsantre halde uterus igerisine bir kaniil
vasitasiyla verilmesidir. Diger tedavilere baslamadan once ilk secenektir. [UI,
genellikle oligospermi, astenospermia, teratospermi, anatomik defektler ve retrograd
ejekiilasyon gibi ejekiilatér disfonksiyonlarda uygulanmaktadir. Ayrica IUI,
aciklanamayan infertilite, yetersiz servikal mukus ya da servikal stenoz gibi servikal
faktoriin neden oldugu kadin faktorlii infertilite olgularinda da kullanilmaktadir. TUI,
en az 10x10%/ml sperm oldugunda yapilmaktadir. 10x10%/ml daha az sperm sayist,
IVF gibi daha ileri tedavilerin gerekli oldugunu gostermektedir (Tomlison, Amissah-
Arthur, Thomposon, Kasraie and Bentick 1996, Koli, Anil, Ramya, Patil and Swamy
2013).

IVF ile ET, fallop tiiplerinin yoklugu ya da tikanikliginda, mukus anomalilerinde,

aciklanamayan infertilitede, immiinolojik infertilite ya da ¢ok diisiikk sperm sayisi
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olan erkeklerde kullanilan yaygin bir yaklasgimdir. Ovulasyonu baglatmak igin
fertilite ilaglart kullanilmaktadir. Ultrasonografi ve hormon analizleriyle, folikiler
gelisim ve oosit olgunlasmas1 sik sik izlenmektedir. izlem genellikle siklusun 5.
giinlinde baslamakta ve ilaglar bireysel yanita gore ayarlanmaktadir. Folikiiller matiir
goriindiiglinde, son oosit matiirasyonunun uyarilmasi ve ovulasyon indiiksiyonu
kontrolii icin hCG verilmektedir. hCG’den yaklasik 35 saat sonra toplanan oositler
ultrasonografi esliginde, hazirlanan sperm ile laboratuvarda fertilize edilmektedir. 1-
2 giin sonra fertilize ovum uterusa gonderilmektedir. Ayrica hCG’nin embriyo
transferi sonrasi verildigi durumlarda daha yiiksek gebelik oranlar1 gozlenmistir
(Kaplan, Katz, Thompson and Freund 2002, Vlaisavljevic 2007, ASRM 2011).

ICSI ise tek bir spermatozoanin oosit sitoplazmasi igerisine mikroskop altinda
mikroenjeksiyonudur. Sperm sayisinin az, sperm morfolojisinin ileri derece bozuk,
Klasik IVF yontemi ile basarisiz olunmus, preimplantasyon genetik tani (PGD)
uygulanacak olan ve nedeni agiklanamamus infertilite olgularinda uygulanmaktadir

(Devroey and Steirteghem 2004, ASRM 2011).

Erkek infertilitesinin tedavisinde amag fertilizasyonun gerceklesebilmesi igin
duzeltilebilen patolojilerin spesifik tedavisini saglamaktir. Medikal veya cerrahi
tedaviler  kalic1  iyilesmenin  saglanmasi  amaciyla  uygulanabilmektedir.
Hipogonadotropik hipogonadizm, izole LH ve FSH yetmezligi, hiperprolaktinemi
gibi patolojilerde medikal tedavi uygulanirken; varikosel ve duktal obstruksiyonlar

gibi patolojilerde ise cerrahi tedaviler uygulanmaktadir.

Patolojiye spesifik tedavinin miimkiin olmadigi durumlarda ise, yine cerrahi
yontemlerle vaza deferens, epididim veya testisten sperm elde edilip, bu spermlerle
tiremeye yardimci teknikler uygulanmaktadir (Cayan 2006, Pagani, Cocuzza and

Agarwal 2009).
Medikal tedavi yontemleri infertilite tedavisinde spesifik ve ampirik olarak ikiye

ayrilmaktadir. Hipogonadotropik ve hipergonadotropik hipogonadizm gibi endokrin

bozukluklar, pyospermi (I6kospermi), imminolojik infertilite, ejakilasyon
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bozukluklar1 ve gonadotoksinler gibi infertilite nedenlerinde spesifik tedaviler

uygulanmaktadir (Giinalp 2004, Cayan 2006).

Ampirik tedavi hormonal ve non-hormonal olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.
Hormonal tedaviler icinde GnRH tedavisi, gonadotropinler, testosteron tedavisi,
antiostrojen tedavi, aromataz inhibitorleri, sayilabilirken; hormonal olmayan
tedaviler icerisinde ise nonsteroidal antienflamatuvar ajanlar, pentoksifilin,
antioksidanlar ve mast hiicre inhibitorleri yer almaktadir (Buchter, Behre, Kliesch
and Nieschlag 1998, Cayan 2006).

GnRH hipofizer FSH ve LH iiretimini arttirict kismi fizyolojik ajan rolUndedir.
Tedavide olumlu sonug i¢in uygun doz ve salmim siklig1 6nem tasir. Intranazal sprey
seklinde 0,1-0,5 mg/giin veya pompa ile subkutan enjeksiyon seklinde Sug/2h 6 ay
stire ile kullanim1 6nerilmektedir (Buchter et al 1998).

Gonadotropinlerin, sperm parametreleri ve gebelikte meydana getirdigi olumlu
tedaviler tartigilmakla birlikte uzun siireli kullaniminda antikor gelisebilmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda genel olarak haftada 3 kez, 3-6 ay boyunca 150-300 I.U.
tedavisi uygulanmig ancak gebelik oranlarinda c¢ok yiiksek artis oranlarina
rastlanamamistir. Libido degisimi ve akne gibi yan etkileri bulunmaktadir. Yiiksek
dozda kullaniminda oOstradiol seviyesinde meydana gelen artis sebebiyle semen

kalitesini olumsuz etkileyebilmektedir (Liu and Handelsman 2003).

Antiostrojenler, idiyopatik erkek infertilitesi tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hipofizden LH salinimini kontrol ederek testiste iiretilen
testosteron oranini arttirmak amaclanir. Klomifen sitrat ve tamoksifen yaygin olarak
kullanilan antiéstrojen ajanlardir. Gunlik uygulanan 25 mg klomifen sitrat tedavisi
kisa periyotta testosteron iiretiminin uyarilmasinda etkili olmaktadir. Hastalarin geng
olmast daha serum testosteron seviyesindeki artis oranmi yiikseltmektedir.
Semptomatik erkek testosteron eksikligi olan hastalar igin bir tedavi segenegi olarak
onerilmektedir (Da Ros and Averbeck 2012).
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3 ay boyunca gunlik 25 mg klomifen sitrat uygulanan idiopatik infertil erkek
hastalarda motilitenin ve normal morfolojiye sahip spermlerin arttig1 tespit edilmistir
(Moradi et al 2010). Tamoksifen ile yapilan tedavi basari oranlar1 klomifenle
benzerlik gostermektedir. 3 ay boyunca gunde 2 defa 10 mg tamoksifen
uygulandiginda siddetli oligozoospermik erkeklerde sperm yogunlugunda artis ve 6lii
sperm sayilarinda plasebo uygulanan gruba gore onemli derecede azalma tespit

edilmistir (Kotoulas, Cardamakis, Michopoulos, Mitropoulos and Dounis 1994).

Idiopatik (agiklanamayan) infertilite, 1 y1l korunmasiz cinsel iliski sonrasi gebelik
elde edemeyen ciftlerde yapilan temel degerlendirmede (sperm analizi, ovulasyon
testleri, kavite ve tubalarda) herhangi bir patolojiye rastlanmamasi olarak
tanimlanmaktadir. Infertilitesi olan ¢ogu erkek hastada oligo-asteno-teratozoospermi
(OAT) sendromu bulunur. infertil erkeklerin %40-75inde OAT disinda gosterilebilir
bir neden bulunamanmustir (Jungwirth et al 2012, Mutlu, Bastu ve Oktem 2013).
Ancak baslica sebepler arasinda oksidatif stresten bahsedilmektedir ancak artmis
ROS (serbest oksijen radikalleri) seviyeleri, azalmis sperm motilitesi ile ilgili oldugu
bulunmasima ragmen tam mekanizmas: anlasilamamistir (Demirtas ve Untan 2011,

Aktan ve ark 2013).

Aromataz inhibitorleri ile de tedavi uygulanmaktadir. Aromataz enzimi testis, yag
hiicreleri, hipotalamus ve hipofizde bulunmaktadir. Androjenlerin 06strojenlere
doniistiiriilmesinden sorumlu bir sitokrom P450 enzimdir. Infertil vakalar yiiksek
estradiol ve diisiikk testosteron seviyesine sahiptir. Aromataz enzim inhibitorleri
aromataz enzimini inhibe ederek &strojenlerin spermatogenez Uzerine olumsuz
etkilerini azaltirken, intratestikiiler testosteron miktarinin artmasini saglarlar. Yapilan
bir ¢alismada 45 hastaya 5 ay slreyle aromataz inhibitorii verilmis ve tedaviden 6nce
5,0 olarak oOlgilen testosteron/estradiol oraninin tedaviden sonra 12,7’ ye yiikseldigi
izlenmistir (Pavlovich, King, Goldstein and Schlegel 2001, Gregoriu et al 2012).

Semende reaktif oksijen tiirevlerinin kaynaklari immatiir spermatozoalar, 16kositler

ve sperm yikama teknikleridir. Semendeki reaktif oksijen tiirevleri spermatozoal

hareketliligi bozar ve hiicresel DNA’y1 olumsuz etkilerler. Antioksidanlar reaktif
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oksijen turevlerini notralize ederek sperm yapisini koruyabilmektedirler (Bennetts
and Aitken 2005).

Cochrane meta-analiz verilerinde antioksidan tedavi ile plasebonun sperm
konsantrasyonlar1 iizerine etkilerini degerlendiren randomize, plasebo kontrollii 16
calisma degerlendirilmis; ¢caligmalarin 7’sinde sperm konsantrasyonunda tedavinin 3.
ve 6. aylarinda artis saptanmazken, 6 ¢alismada tedavinin 6. ayinda, 3 calismada ise
9. ayinda antioksidan tedavi alanlarda plasebo grubuna gore sperm
konsantrasyonunda istatistiksel anlamli artiglar goriilmiistiir (Showell, Brown,
Yazdani, Stankiewicz and Hart 2011).

Infertil erkeklerin testislerinde, interstisyel ve peritiibller alanda mast hiicrelerinin
sayisinda 6nemli bir artis gorilmektedir (Apa, Cayan, Polat ve Akbay 2002). Mast
hicreleri, testis ve epididimis enflamasyonlarinda fibrotik bozukluklarda rol
oynamaktadir. Testislerinde artmis sayida mast hicreleri rastlanan hastalarda sperm
motilitesinde anlamli olarak diisiis godzlemlenmistir. Sonu¢ olarak sperm
parametreleri mast hucreleri tarafindan olumsuz etkilenmektedir (Cinik ve Sezan
2003).

Erkek infertilitesi ile ilgili olarak ketotifenin oligospermi, astenospermi ve
I6kositospermi izerine in vivo androjenik etki ¢alismalar1 mevcuttur. Eriskin farelere
uygulanan bir tedavide ketotifenin sperm sayisi, hareketi ve epididim dokusuna
olumlu etkileri gosterilmistir (Chamani and Khodaei 2014). Bu dogrultuda
ketotifenin uzun siireli kullaniminin sperm parametrelerini iyilestirilmesi ve

infertiliteyi sagaltma sansini arttirabilecegi diistintilebilir.

Ketotifen, oral kullaniminda belirli endojenlerin etkisini inhibe edebilen, anti-alerjik
aktivite sergileyen inflamatuvar aracidir. Yaygin olarak solunum ve deri
sistemlerindeki alerjik reaksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in kullanilmaktadir. H1
histamin  reseptér inhibisyonu, mast hicre stabilizasyonu ve eozinofil
kiimelenmesinin engellenmesi olarak ii¢ ayr1 farmakolojik mekanizma ile antiallerjik

etki gostermektedir. Ketotifenin hipersensitivite reaksiyonlarinda rol oynayarak mast
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hlcrelerinden histamin, l6kotrien C4, D4 ve PAF (Trombosit Aktive Edici Faktor)

mediatdrlerin salinimini inhibe eder (Grant, Goa, Fitton and Sorkin 1990).

Testisler lizerinde yapilan ¢alismalar mast hiicrelerini konumlarina gore interstisyel
ve peritiibiiler mast hiicreleri olmak iizere iki gruba ayirmaktadirlar (Chamani and
Khodaei 2014). Peritibiler mast hucreleri, interstisyel mast hicrelerine gore
seminifer tlibiile daha yakindir ve sayilar1 daha diisiiktiir (Jezek et al 1999, Meineke,

Frungieri, Jessberger, Vogt and Mayerhofer 2000).

Tranilast ve ketotifen yaygin kullanilan anti-inflamatuvar ve trombosit blyiime
faktori-p1 (TGF-B1) inhibitorleridir. Testisin interstisiyel dokusunda yer alan mast
hiicrelerinin sayis1 yaslanmaya paralel olarak artmaktadir. Anormal spermatogenez
de mast hiicrelerinin sayisi normal spermatogeneze gore daha fazladir dolayisiyla
seminal sivida mast hiicrelerinin sayisinin artmasi idiyopatik erkek infertilitesi ile

iliskilendirilmektedir (Roaiah, Khatab and Mostafa 2007).

Ketotifen, kalsiyum depolama o6zelligine sahip bir antihistaminiktir (Gommerman
and Berger 1998). Bu 6zelligi ile birlikte ketotifen 16semi hiicreleri, mast hiicreleri ve
meme  kanseri  hiicrelerinde  aktivasyon  gelistirerek ~ hicre  6limdnd
tetikleyebilmektedir. In vitro olarak kullaniminda insan meme kanseri hiicrelerindeki
MDRI1 aracili ¢oklu ilag¢ direncini tersine gevirir ve in vivo olarak kullaniminda ise
doksorubisin tarafindan uyarilan kardiyo toksisiteyi hafifletmektedir (Zhang and
Berger 2003).

Tek tarafli inmemis testiste yapilan bir ¢aligmada interstisyel ve subtubular alanlarda
mast hiicre sayilarinin arttigi gozlemlenmistir. Seminifer tiibiil membranlarinda ve
interstisyel alanlarda fibrozis gelisir ve spermatogenez bozulur. Aym1 zamanda
inflamatuvar ve fibrotik siire¢ nedeniyle mast hiicre sayisinda meydana gelen artisla

birlikte karsi testis spermatogenezi de etkilenmektedir.

Bir mast hicre blokirt olan ketotifenle birlikte uygulanan bir tedavide, cerrahi

miidahale Oncesi ve sonrasi uygulanacak olan medikal tedavinin karsi testisinin
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dogurganlik potansiyelinin korunmasinda rol oynadig1 goriilmiistiir (A¢ikgodz ve ark

2014).

Ayni zamanda hiicre i¢i cAMP (Siklik Adenozin Mono Fosfat) konsantrasyonunu
arttirarak fosfodiesteraz salinimini engelleyici bir 6zellige sahiptir (Schill, Schneider
and Ring 1986). cAMP sinyalizasyonu sperm hicresinin flagella hareketinde énemli
bir yere sahiptir. Ayrica kadin genital sisteminde sperm hareketliligi i¢cinde oldukca
onemli bir yere sahiptir (Wennemuth, Carlson, Harper and Babcock 2003,
Wertheimer et al 2013).

Sperm motilitesini arttirmaya yonelik kullanilan maddeler ¢ogunlukla hiicre i¢i
cAMP miktarin arttirict etki gostermektedirler. Fosfodiesteraz inhibitorleri hiicre ici
CAMP igeriginin yiikselmesinde rol oynamaktadir ve sperm hareketliligini arttirici
etki gostermektedirler (Calogero et al 1998).

Oral yolla ti¢ ay boyunca gunde iki defa 1 mg ketotifen tedavisi uygulanan idiopatik
17 oligo- ve 22 astenozoospermili erkekde sperm sayisi ve sperm hareketliliginde

olumlu etkiler bildirilmistir (Schill et al1986).

Astenospermia olan 40 infertil erkekte yapilan bir ¢alismada, hastalardan ilk semen
ornegi tedaviden Once, ikinci semen 6rnegi ise iki ay boyunca ginde iki kez oral
yolla uygulanan 1 mg Kketotifen tedavisinin durdurulmasindan 2-3 hafta sonra
alimarak sperm motilitesindeki degisim karsilastirilmis, tedavi sonrasi sperm
motilitesinin %16,7°den %21,4’¢ artis gosterdigi ve tedavi uygulanan c¢iftlerin
gebelik oranlarinda %12,5 artis oldugu bildirilmistir. Tedavi uygulanan infertil erkek
semenlerinin %52’sinde sperm motilitelerinde %5 ile %35 arasinda artis oldugu
gozlenmis hatta bu iyilesme orani nekrospermili (%0 motilite) infertil erkeklerde
%33 olarak gosterilmistir. BOylece IUI veya yardimli iireme teknikleri tedavisi
uygulanmadan o©nce ketotifen verildiginde infertilite tedavilerinin basarisizlik

oranlarmin azaldig1 gosterilmistir (Saharkhiz, Nikbakht and Hemadi 2013).
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Bagka bir ¢alismada varikosel ameliyatindan sonra ii¢ ay boyunca ketotifen tedavisi
uygulanan 52 hastada kontrol grubuna oranla sperm motilitesinde artis oldugu
gbzlemlenmistir. Ameliyattan sonra ii¢ aylik siire igerisinde kontrol grubundaki
hastalarda sperm motilitesindeki iyilesme oran1 44,27 + 9,16 iken ketotifen tedavisi
uygulanan grupta 82,56 + 14.00 olarak Olcililmiistiir. Ayrica cerrahi varikosel
ameliyat1 sonras1 9 ay sonunda kontrol grubunda gebelik oran1 %21,15 iken ketotifen
tedavisi uygulanan grupta %41,17 olarak Olculmiis ve bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (Azadi et al 2011).

Lokositospermi ve idiopatik infertiliteye sahip 55 erkege 12 hafta boyunca giinde 2
kez 1 mg oral ketotifen uygulamasi yapilan bir ¢alismada, 4. hafta sonunda sperm
motilitesinde onemli 6l¢iide artis gdzlemlenmis ve bu etkinin tedavi sonrasinda da
devam ettigi goriilmiistiir. Motiletinin yani sira 8. hafta sonunda normal morfolojiye
sahip sperm hucrelerinin sayica artis gosterdigi, 4. haftayla birlikte beyaz kan
hiicrelerinin yogunlugunun azaldig1 ve bu azalmanin tedavi sonrasi 4 hafta boyunca
devam ettigi izlenmistir. Tedavinin siirdiigi 8. hafta ile tedaviyi takip eden 6 aylik
sirecte 16 gebelik kaydedilmis ve gebelik oran1 %29,1 olarak 6l¢iilmiistiir (Oliva and
Multigner 2006).

Sperm motilitesinin baslatilmasinda ve devamliliginin saglanmasinda ¢esitli faktorler
rol oynamaktadir. Hucre ici cCAMP konsantrasyonu sperm fonksiyonlarinin
duzenlenmesinde anahtar role sahiptir (Cooper and Yeung 2010). Sperm
motilitesinin in vitro sartlarda uyarilmasmin esasi da hiicre i¢ci cAMP seviyesini
arttirarak sperm fonksiyonlarinin uyarilmasina dayanmaktadir. CAMP sinyalizasyonu
sperm hicresinin flagella hareketinde ve kadin genital sisteminde hareketliliginde de

6nemli bir yere sahiptir (Wennemuth et al 2003, Wertheimer et al 2013).

Sperm cAMP bagimli fosforilasyon ile in vitro olarak aktive edilebilmektedir.
Kimyasala olan tepki sayesinde Ca®* artiglari meydana gelmekte bununla birlikte
flagella dalgalanmalarinda degisiklikler in vitro iretilebilmektedir (Brokaw 1987).
Ayn1 zamanda cAMP konsantrasyonundaki artig, spermin hareket kabiliyeti,
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kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu gibi cAMP bagimli olaylarda artisa neden
olmaktadir (Armstrong, Clulow, Murdoch and Jones 1994, Aitken 1997).

Bu baglamda kullanilan fosfodiesteraz inhibitorleri hiicre i¢ci cAMP igeriginin
yiikselmesinde rol oynamaktadir ve sperm hareketliligini arttirict  etki

gostermektedirler (Calogero et al 1998).

Pentoksifilin gibi fosfodiesteraz inhibitorlerinin in vitro yollarla semene eklendiginde
hiicre i¢i cAMP diizeyini, glikozisi ve ATP yapimini arttirdigi izlenmistir. Bu
maddeler motil sperm oranmi yiikseltmekte ve ayni zamanda canli ama motil
olmayan spermlerin de motilitesini tetikleyip, motilite kazandirmaktadirlar
(Nivsarkar, Patel and Mokal 1996, Archer and Roudebush 2013).

20 semen Orneginde in vitro olarak gergeklestirilen bir ¢alismada,ndeney grubu
semen orneklerine 3,6 mM pentoksifilin iceren modifiye Earle mediumu eklenmis,
calisma sonucunda gruplar arasinda yapilan motilite degerlendirmelerinde
pentoksifilin kullanilan deney grubunda kullanilmayana gore daha daha fazla sayida

motil sperm tespit edilmistir (Kadioglu ve ark 1991).

Oligospermik ve normospermik 19 semen 6rneginde yapilan bir ¢alismada, semen
ornekleri kontrol ve deney gruplar1 olmak iizere iki esit parcaya boliinmis, deney
grubu semenleri 1 mg/ml pentoksifilin igeren yikama soliisyonlart ile yikanmig
yikama sonrasi kontrol ve deney gruplart hem progresif olmayan motil hem de
progresif motil sperm sayilarmma gore karsilastirllmistir. Calisma sonucunda
orneklerin  pentoksifilin ~ tedavisiden sonra hem hareketli spermatozoa
konsantrasyonunun hem de ileri sperm motilitesinin anlamli sekilde artmis oldugu
tespit edilmistir. Ayrica kontrol grubunda %17,6 olarak ol¢iilen fertilizasyon orant,
pentoksifilin uygulananan deney grubunda %22,7 olarak Olgiilmiistiir. Sperm
hareketliligini artirmak igin pentoksifilin gibi maddelerle erkek infertilite tedavisinin

saglandig1 gozlenmistir (Yovich, Edirisinghe, Cummins and Yovich 1988).
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Erkek infertilitesine bagh 202 ciftte yapilan ¢alismada 112 semen standart olarak
hazirlanmig, 80 tanesi ise pentoksifilin ile muamele edilmistir. Standart hazirlanan
semenlerle yapilan IUI isleminde dogum orami %11,5 iken, pentoksifilin ile
yapilanlarda dogum oraninin standart hazirlama islemine gore %27,5 daha iyi oldugu

tespit edilmistir (Mehrannia 2009).

Bu dogrultuda ketotifenin fosfodiesteraz salimmini engelleyici 6zellik gostererek
hicre ici CAMP konsantrasyonunu arttirmasi, in vitro kullaniminda da sperm
motilitesini olumlu yonde etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Bunun yani sira
ketotifenin oral yollarla kullanimi olumlu sonuglar gostermesine ragmen tedavi
stirecinin uzunlugu da bir sorun olusturmaktadir. In vitro kullanim ¢ok kisa siiregleri

kapsamaktadir ve 1UI gibi yontemlerle entegre olarak kullanilabilmektedir.

Calismamizda astenospermia olan erkeklerden almis oldugumuz semen Orneklerine
ketotifeni in vitro olarak ilave ederek sperm motilitesini anlamli olarak arttirmay1
planladik. Ancak ketotifenin in vitro diuzeyde daha 6nce kullanilmamis olmasi
uygulanacak spesifik metodun bilinmemesine neden olmakta ve maddenin kimyasal
etki gostererek sperm hicrelerini tamamen 0Olii hale getirip getirmeyecegine dair
sorular1 cevapsiz birakmaktaydi. Ayrica olumlu ve anlamli sonuglar elde edebilmek
igcin in vitro olarak uygulanacak doz hakkinda da bir literatiir bilgisi yer
almamaktaydi. Bunun i¢in daha 6nce benzer sekilde yapilmis in vitro deneylerin
metodlarindan yararlanarak bir metod olusturduk ve bu metodlarda olumlu sonug

alinan doz miktarlarindan baglayarak bir molarite elde etmeye calistik.

Calismaya ilk olarak 6rnek alinan metod igerisinde kullanilan 10 mg etken madde
degeri ile bagladik. Ancak bu doz uygulandiginda makler kamarasinda izlenen sperm
hiicrelerinin neredeyse tamaminin hareketsiz oldugu izlendi. Yapilan vitalite
degerlendirmesinde ise sperm hiicrelerinin neredeyse tamaminin 6li oldugu tespit
edildi. Bunun sebebi olarak kullanilan etken maddelerin kimyasal ve biyolojik

ozelliklerindeki farkliligin neden oldugu diisiiniilmektedir.
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Daha sonra 1 mg toz ketotifen denendiginde sperm motilite sayilarinda kontrol
grubuna oranla bir artig oldugu izlendi. Yapilan vitalite degerlendirmelerinde ise 6lii-
canli sperm oranlarimin kontrol grubuyla neredeyse ayni oldugu goriildii ve bu

sonuglar yapilan istatistiksel degerlendirmelerde de anlamli bulundu.

Uygun dozun bulunmasina ragmen 1 ile 10 mg degerleri arasinda kalan diger etken
dozlarinda arastirilmasi adina 3 ve 5 mg toz ketotifen iceren soliisyonlar da denendi
ancak bu dozlar da 1 mg toz ketotifen uygulanan drneklere gore motilite sayilarinda

azalig ve Olii sperm sayilarinda artis tespit edildi.

Bu dogrultuda yaptigimiz ¢alismada astenospermia hastalarimda 1 mg toz ketotifen
iceren uygun dozda, in vitro olarak ketotifen kullaniminin sperm motilitesini
istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigini tespit ettik. Ayrica yapilan vitalite
testleri sonucunda deney grubu ile kontrol grubu arasinda vitalite yoniinde anlaml

bir fark olmadig1 sonucuna vardik.

Motilite artisinda bizim buldugumuz uygun doz 1 mg toz ketotifen iceren soliisyon
olmasima karsin 1 mg yakin olan altindaki ve istiindeki degerlerin yeni yapilacak
caligmalarla degerlendirilmesin literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Ayrica
bu c¢alisma sonuglar1 ketotifen maddesinin sperm motilitesini arttirmaya yonelik
Ozellikle Ul yontemiyle birlikte kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak
ketotifen maddenin in vitro olarak kullaniminin yeni olmasi Ul yontemiyle birlikte
kullanildiginda olusabilecek muhtemel etkilerine karsi daha detayl tetkikler
yapilmasimi gerektirmektedir. Bu dogrultuda yapilacak caligmalarin bu konunun

cevaplanmasina katkida bulunacag: diisiintilmektedir.

Sonug olarak;

e Caligmada astenospermia hastalarinda motilite oranlarinda artig saglamak
amaciyla ketotifen maddesinin in vitro kullaniminin etkisinin gosterilmesi
amagclanmustir.

e Buamagla 40 adet astenospermia hastasina in vitro olarak 0,24 mM ketotifen

tedavisi uygulanmustir.
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Motilite degerlerinde elden ettigimiz artislar1 saglayan doz 1 mg ketotifen
iceren soliisyon olmustur.

WHO (2010) motilite referans degerlerine gore yapilan degerlendirme sonucu
ketotifen kullanilan deney grubunda, ketotifen kullanilmayan kontrol grubuna
oranla hem hareketli sperm konsantrasyonunun hem de progresif sperm
motilitesinin anlamli olarak arttig1 gozlenmistir.

Bununla birlikte bu artista nonprogresif ve hareketsiz spermlerin motilite
kazanmalarinin etkili oldugu goriilmistiir.

Vitalite oranlarina bakildiginda deney grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.

Astenospermia hastalarinda in vitro ketotifen kullanimin deney grubunda
progresif motil sperm sayisini anlamli olarak arttirdigi ve nonprogresif
spermlerle hareketsiz spermlere progresif hareket kazandirdig1 gézlenmistir.
Iki grup arasinda yapilan vitalite degerlendirmesinde ketotifen maddesinin

sperm vitalitesine olumsuz bir etkisi olmadig1 gézlenmistir.
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6. OZET

GIRIS VE AMAC: Bu calismada astenospermia hastalarinda ketotifenin sperm
motilitesi Uzerine in vitro etkisinin ortaya konmasi amaglanmaistir.

GEREC VE YONTEMLER: 40 adet astenospermia hastasinin érnekleri kontrol ve
deney olmak (zere iki gruba aymrildi; Kontrol grubu: astenospermia+kontrol
soliisyonu (n:40), Deney grubu: astenospermia+0,24 mM Kketotifen sollisyonu (n:40).
Sollsyonlar semen orneklerine 1:1 oraninda ilave edilerek pipetaj yapildi. 10 pl
semen-soliisyon karisimi Makler kamarasina konularak kare sistemi gozetilerek
sperm sayimi yapildi. Bulunan sayisal degerler ileri hareket, yerinde hareket ve
hareketsiz olmak iizere 3 grup altinda not edildi. Vitalite skorlama icin semen
yaymas1 gerceklestirilerek EosinY-Nigrosin boyama teknigi uygulandi ve 1sik
mikroskop altinda degerlendirildi.

BULGULAR: Isik mikroskobik olarak Makler kamarasinda yapilan gozlemler
sonucu kontrol grubu ile deney grubu arasinda progresif motilite yoniinden yapilan
karsilagtirmalarda kontrol grubuna oranla deney grubu sperm motilitelerinde artis
tespit edildi. Kontrol grubu igerisindeki nonprogresif sperm sayisinin deney
grubunda azaldig1 gozlendi. Hareketsiz (immotil) olup 6li olmayan spermlerin ise
belirli bir slire sonra nonprogresif, daha sonra da progresif hareket kazandiklar
goriildii. Vitalite yoniinden yapilan karsilastirmalarda ise kontrol ve deney gruplari
arasinda bir fark saptanmadi.

SONUGC: Astenospermia hastalarinda in vitro ketotifen kullanimin deney grubunda
kontrol grubuna oranla progresif motil sperm sayisini anlamli olarak arttirdigi
gozlenirken, iki grup arasinda yapilan vitalite degerlendirmesinde ketotifen
maddesinin sperm vitalitesine olumsuz bir etkisi olmadigi gozlenmis, motiliteyi

arttirirken toksik olmadigi kanaatine varilmstir.

Anahtar Sozciikler: Astenospermia, /n Vitro, Ketotifen, Motilite, Vitalite
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SUMMARY

The Effect of Ketotifen on the in Vitro Sperm Motility of Asthenospermic Patients

INTRODUCTION AND AIM: In this study, we aim to examine the effect of
ketotifen on sperm motility in vitro in asthenospermic patients.

MATERIAL AND METHODS: The samples of 40 astenospermia patients were
divided into two groups as control and experimental groups; control group:
asthenospermic+control solution (n:40), experimental group: asthenospermic+0,24
mM ketotifen solution (n:40). Solutions were added to semen samples 1:1 ratio by
pipeting. 10 ul semen solutions were put on the Makler chamber and were counted
via square system. The quantified numbers were noted as 3 groups; progressive
motile, non-progressive motile and immotile. Vitality scoring of the semen smear
was performed by using Eosin-Nigrosin staining technique and the cells were
observed under the light microscope.

RESULTS:When we compared the progressive motility of the experimental and
control group under the light microscope on the Makler, we have found that there
was an increment in the sperm motility in the experimental group compared to
control group. The non-progressive sperm number was observed to be decreased in
the control group. We have also observed that the immotile as well as vital sperms
became non-progressive in time and then they gained the progressive motility. When
we compared the vitality of sperms, we did not detect any difference between control
and experimental group.

CONCLUSION: We observed that the ketotifen application to the asthenospermic
patients increased the progressive motile sperm numbers significantly in
experimental group compared to control group. Furthermore, it has been stated that
the ketotifen did not have toxic effects on the vitality of sperms while it was

increasing the motility.

Key Words: Asthenospermic, In Vitro, Ketotifen, Motility, Vitality
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