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OZET

HAFNIUM KLORUR’UN NORMOSPERMIK VAKALARIN SPERM ViABILITE
VE MOTILITE PARAMETRELERI UZERINE ETKiSININ ARASTIRILMASI

Zilkar Ozden, Tipta Uzmanhk Tezi, Konya 2022

Hafnium alasimlari, biyo uyumluluklari ve yiiksek korozyon direnci nedeniyle tibbi
uygulamalarda kullanilmaktadir. Sarkom tedavisinde kullanilmistir. Cerrahi implantlarda
osteojenik ve antimikrobiyal etkinlikleri gosterilmistir. COVID-19'un tespiti i¢cin hafnium
nanoparcgaciklarina dayal bir sensor bildirilmistir. Kullanim alanlar1 artmaya devam eden
hafniumun literatiir taramalarinda hem insan hem de hayvan turleri Uzerindeki sperm

etkilerine dair bir calismaya rastlanmamistir.

Semen 6rnekleri DSO 2010 kriterlerine gore analiz edilmistir. 20 normospermik
ornek calismaya dahil edildi. Yikama ve santrifiij sonrasi kontrol, hafnium klortir 2 mg/ml
ve 4 mg/ml olmak tiizere 3 grup olusturuldu. Tim gruplar 20. ve 40. dakikalarda

hareketlilik ve canlilik acisindan degerlendirildi.

Calisma grubunda sperm canlilik degerlerinin doz ve zaman arttik¢a diistiigi
saptand1 (p<0,001). Sperm toplam hareketlilik ve ileri hareketlilik degerlerinin de doz ve
zaman arttik¢a anlamli sekilde azaldigr saptandi (p<0,001).

Bu calismada hafnium klortrin sperm hareketliligi ve canliligi Gzerine olumsuz
etkileri oldugu saptandi. Bu elementin kullanildig: aletlerde potansiyel bir tehlike oldugu
kanitlanmistir. Ulke diizenlemelerinin bu konuda hassasiyet gostermesi halk saglig

agisindan onemlidir.

Anahtar Kelimeler: Hafnium klorir, semen analizi, sperm motilite, sperm viabilite

NEU BAP Destek numarasi: 201518028



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF HAFNIUM CHLORIDE ON SPERM
VIABILITY AND MOTILITY EXAMINATION OF NORMOSPERMIC CASES

Zilkar Ozden, Tipta Uzmanhk Tezi, Konya 2022

Hafnium alloys are used in medical applications due to their biocompatibility and
high corrosion resistance. Osteogenic and antimicrobial activities have been demonstrated
in surgical implants. It has been used in the treatment of sarcoma. A sensor based on
hafnium nanoparticles has been reported for the detection of COVID-19. In the literature
review of hafnium, whose usage areas continue to increase, no study has been found on the

effects of sperm on both human and animal species.

Semen samples were analyzed according to WHO 2010 criteria. Twenty
normospermic specimens were included in the study. After washing and centrifugation, 3
groups were formed as control, hafnium chloride 2 mg/ml and 4 mg/ml. Motility and

viability were checked in all groups at the 20th and 40th minutes.

In the study group, sperm viability values decreased as the dose and time
increased (p<0,001). Sperm total motility and progressive motility values were also found

to decrease significantly as the dose and time increased (p<0,001).

In this study, it was determined that hafnium chloride had negative effects on
sperm motility and viability. It has been demonstrated that there is a potential danger in
instruments containing this element. It is important for public health that country

regulations show sensitivity in this regard.

Keywords: Hafnium chloride, semen analysis, sperm motility, sperm viability
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KISALTMA VE SIMGELER

AMH : Anti Millerian Hormon

CBAVD: Konjenital Bilateral Vas Deferens Y oklugu
DSO : Diinya Saglik Orgiitii

g : Santrifiijje yerlestirilen 6rnegi bilesenlerine ayiran fiziksel etki
Hf : Hafnium

HfCls : Hafnium Klorir

IVF  :Invitro Fertilizasyon

NaCl : Sodyum Klortr

ort :Ortalama

p : Istatistiksel anlamlilik

pH  : Hidrojen kuvveti

SS : Standart sapma

SE  : Standart hata

TDF : Testis Belirleyici Faktor

TEM : Gegirimli Elektron Mikroskobu

YUT : Yardimct Ureme Teknikleri

°C : Santigrat derece
ul : Mikrolitre

um 2 Mikrometre

cm  : Santimetre

CO2 : Karbondioksit
dk : Dakika

gr : Gram

kg : Kilogram

mg  : Miligram

ml : Mililitre

mm  : Milimetre
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1. GIRIS VE AMAC

Hafnium (Hf), atom numarasi 72, atom agirligi 178,6 olan bir elementtir.
Alasimlar1 biyo uyumluluklar1 ve yiiksek korozyon direnci nedeniyle tibbi uygulamalarda
kullanilmistir (Davidson, 1999). Bir ¢alismada izotopik olmayan metanolik hafnium klortr
ve sulu kursun c¢ozeltisinin, mantar ve bitki hiicre yapilarinin Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM) kontrastlarin1 arttirmak i¢in mukemmel bir yeni elektron boyasi
oldugu gosterilmistir (Ikeda ve ark., 2011). Hafnium nanoparcacigi sarkom tedavisinde
kullanilmistir (Hoffmann ve ark., 2021). Cerrahi implantlar zerine bir kaplama olarak
antimikrobiyal ozellikleri agisindan olumlu bulunmuslardir (Abdullin ve ark., 2004). in
vivo g¢aligmalarda hafniumun biyo uyumlu ve osteojenik etkisi gosterilmistir (Matsuno ve
ark., 2001). Literatiir taramalarinda hafniumun hem insan hem de hayvan turleri Gizerindeki

sperm etkilerine dair bir ¢alismaya rastlanmamuistir.

Gunidmdizde infertilite problemi yasayan cgiftlerin sayisi giderek artmaktadir.
Infertilite olgularmin yiizde 40’m1 erkek faktorii olusturmaktadir (Satar, 2013). Erkek
infertilitesine anatomik veya genetik anormallikler, sistemik veya norolojik hastaliklar,
enfeksiyonlar, travma, iyatrojenik hasar, gonadotoksinler ve sperm antikorlarinin
gelismesini kapsayan ¢ok ¢esitli durumlar neden olabilir. Erkek infertilite vakalariin %30-

40'!mda hicbir neden tanimlanmamstir (idiyopatik erkek infertilitesi).

Kursun, kadmiyum, arsenik, baryum, civa ve uranyum gibi metaller, insanlarda
giderek daha fazla tespit edilen esansiyel olmayan ksenobiyotiklerdir (NCEH, 2005). Bu
elementlerin kanda Olgilmesi yerine seminal plazma igerisindeki dlgiimlerinin yapilmasi
erkek Ureme sisteminin maruziyetini daha iyi yansitmaktadir (Oldereid ve ark., 1993;
Mendiola ve ark., 2011).

Semen kalitesi erkek tireme sagliginin en degerli gostergelerinden biridir ve semen

analizi androlojide kritik bir rol oynamaktadir (Kan ve ark., 2014).

Hafnium kloriir’un spermatozoa tizerine etkilerini rapor eden bir ¢alismaya literatir
taramasinda rastlanmamuistir. Calismada hafnium kloriir’iin normospermik vakalarin sperm

viabilite ve motilite parametreleri Uzerine etkisini saptamay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 HAFNIiUM

2.1.1 Hafnium Tanmm ve Ozellikleri

Hafnium, atom numarasi 72, atom agirligi 178,6 olan gegis elementidir. Titanyum
ve zirkonyum ile birlikte periyodik tablonun IVB grubunda bulunmaktadir. Dogada
zirkonyum ile birlikte bulunur. Zirkonyumla birbirlerine ¢ok yakin kimyasal ve fiziksel

Ozelliklere sahiptirler (Bingham ve ark., 2012).

Zirkonyum 1789°da kesfedilmesine ragmen Hafnium 1923’te tamimlanmustir.
Hafnium adi, kesfin yapildigi Kopenhag'in Latince adi olan Hafnia'dan gelmektedir. Bohr
atom teorisi ve Moseley kanunlarina gore 4+ degerliklidir (Coster ve ark., 1923).

Hafnium, 2227 + 20°C’de eriyen gri, stinek bir metaldir. Suda ¢6ziinmez, ancak

hidroflorik asitte (muhtemelen reaksiyonla) ¢ozinar.

Hafnium, hidroflorik asitte kolayca ¢6ziinlr, konsantre stlfurik asit ile etkilesime

girer. Nitrik asit, seyreltik hidroklorik ve stlfurik asitler ile alkalilerden etkilenmez.

Eser miktarda floriir varsa, tim mineral asitler hafniumla etkilesime girer (Bingham
ve ark., 2012).

2.1.2 Hafnium Kaynaklari

Hafnium, yerkabugunda az bulunan elementlerden biridir. Zirkonyum iceren
mineraller genellikle %1-4 oraninda hafnium icgerirler. Zirkonyum iceren minerallerden
zirkon hafnium eldesinde birinci ticari kaynaktir. Ardindan Baddeleyite gelmektedir. Fakat
¢ok nadir bulunmaktadir. Baddeleyite Gliney Afrika ve Rusya’dan temin edilmektedir.
Zirkon plitonik ve volkanik kayalarin biitiin tiirlerinde bir yapi tasi olarak bulunur.
Okyanus sahillerinde sik rastlanmaktadir. Avustralya en fazla zirkon ihrag eden Glkedir
(Ramazanoglu, 2002; Nielsen, 2013).

2.1.3 Hafnium Uretimi

Baslangicta, Von Hevesey ve Jantzen, ¢ift potasyum veya amonyum floriirlerin
tekrar tekrar kristallestirilmesi yoluyla hafniumu zirkonyumdan ayirmistir. Van Arkel ve
deBoer, tetraiyodiir buharini 1sitilmig bir tungsten filamentinden gecirerek metalik hafnium

hazirlamislardir. Hurst, basingli bir iyon degisim kolonu kullamlarak ayirmustir. Uretilen



hemen hemen tiim hafnium metalleri, tetrakloririin Kroll Prosesi olarak adlandirilan

sodyum veya magnezyum ile indirgenmesiyle yapilir (Hurst, 1981; Haynes, 2014).
Hafnium tetrakloriir, hafnium igeren organometalik bilesiklerin hazirlanmasinda

kullanilan baslangi¢ materyalidir (Cardin ve ark., 1986).

2.1.4 Hafnium Alasimlari (Bilesikleri)

Hafnium bilesiklerinin ¢ogu, hafnium metal Gretiminde ara triinler olmalar1 disinda
az ticari deger gormiislerdir. Bununla birlikte hafnium oksit, hafnium karbur ve hafnium
nitrir oldukga refrakterdir (Nielsen, 2013).

CAS Molecular Molecular Boiling Melting Specific Solubility in
Compound Number Formula Weight. Point (°C) Point (°C) Gravity Water (68°F) Reference
Hafnium |7440-58-6] HI 178.49 4603 2233 13.31 Insoluble 2
Hafnium beryllide HiBe,3 1595 3.93 9
Hafnium beryllide HfBe5 <1750 478 il
Hafnium diboride 112007-23-7) HIB, 200.11 3100 10.5 i
Hafnium boride [12228-27-2] HIB 189.3 Dec. at 210 b
Hafnium dodecaboride [32342-52-2] Z
Hafnium bromide, hafnium tetrabromide  [13777-22-5] HiBry 498.11 323 4244 4.90 ‘
Hafnium carbide 112069-85-1] HIC 190.50 ~3000 12.2
Hafnium chloride 113499-05-3] HfCly 320.30 317° 4324 Reacts with water
Hafnium fluoride, hafnium tetrafluoride [13709-52-9] HfF, 254.48 970° =970 74
Hafnium hydride [12770-26-2] HfH, 180.51 11.4
Hafnium iodide, hafnium tetraiodide 113777-23-6] Hfl, 686.11 394 449¢ 5.6
Hafnium nitride 125817-87-2] HIN 192.50 3305 13.8
Hafnium orthosilicate [13870-13-8] HfSi0,4 270.57 7.0
Hafnium oxide [12055-23-1] HfO, 210.49 2774 9.68 Insoluble
Hafnium oxychloride octahydrate |14456-34-9]  HIOCl,-8H,0 409.52 Decomposes Soluble
Hafnium phosphide [12325-59-6] HIP 209.46 9.78
Hafnium selenide 112162-21-9] HfSe, 336.41 7.46
Hafnium silicide |12401-56-8| HISi, 234.66 ~1700 7.6
Hafnium sulfate [15823-43-5] Hf(SO4)» 370.62 Decomposes > 500
Hafnium sulfide [18855-94-2| HfS, 242.62 6.03

“Adapted from CRC Handbook of Chemistry and Physics, CRC Press, 78th ed.. Boca Raton, FL, 1997-1998.
"Adapted from CRC Handbook of Chemistry and Physics, CRC Press, 67th ed.., Boca Raton, FL, 1986-1987.
“Sublimation point.

“Triple point.

Tablo 1: Hafnium alagimlar1 (Nielsen, 2013)

2.1.4.1 Hafnium Klorur

Molekuler formillt HfCls, molekiler agirlig: 320,3 olan 250°C’de ugucu hale gelen
beyaz, monoklinik kristal bir katidir. “Hafnium Tetraklorir” ve “Hafnium Klorid” olarak
da isimlendirilmektedir. Su ile reaksiyona girerek hafnium oksikloriir ve hidrojen klorur
(hidroklorik asit) olusturur. Ayrica hemen hemen tim oksijen iceren organik bilesiklerle ve

erimis alkali halojentirlerle reaksiyona girerek ilave bilesikler olusturur.

Bu ilave bilesikler daha ylksek sicakliklarda ayrisir. Hafnium klorir, hafnium
metali ile reaksiyona sokularak veya sivi aliminyum klordr icinde aliminyum metal ile

reaksiyona sokularak daha diisiik kloriirlere indirgenebilir.
Hafnium tetraklorur;

e Kilorun 317°C'de hafhiumla reaksiyona sokulmasiyla,



e Hafnium oksit ve karbonun 700°C'nin Gizerinde karigimiyla,

e 450°C'nin uzerinde karbon tetrakloririn hafnium oksitle reaksiyona sokulmasiyla

yapilir.

2.1.4.2 Hafnium Oksiklorir

Molekiler agirhigr 409,52°dir. “Hafnium Oksiklorid Oktahidrat” olarak da
isimlendirilmektedir. Hafnium tetraklorir suyla reaksiyona girdiginde veya sulu hafnium
oksidi hidroklorik asit iginde ¢ozerek beyaz tetragonal kristaller olarak olusur (Bingham ve
ark., 2012).

2.1.5 Hafnium ve Alasimlarinin Kullanim Alanlari

Hafnium, jet ucak motorlarmin yanma bolgesini takip eden en sicak asamalarda
dokme kanatlar ve turbin kanatlari i¢in kullanilan siiper alasimdir. Termal ndtron kesiti
nedeniyle (zirkonyumun yaklasik 600 katidir) ve 1siy1 emip iki kat daha hizli birakabildigi
icin termal nikleer reaktorlerde koruyucu malzeme ve kontrol ¢ubuklart olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir. Hafnium ayrica miikemmel sicak su (450°C) korozyon direnci, iyi
sineklik ve islenebilirlik ve genis ndtron emme Kkesiti nedeniyle basingli su
reaktorlerindeki kontrol c¢ubuklarinda birgok donanma gemisinde gulc¢ Unitelerinde
kullanilmaktadir (Bingham ve ark., 2012).

Hafnium, uzay teknolojisinde ve jet motorlarinda da yapir malzemesi olarak
kullanilmaktadir. N6tron absorpsiyon yetenekleri nedeniyle, hafnium alasimlari, nikleer
yakit ¢ubuklar1 i¢in ayirict levhalar olarak kullanilir. Ayni1 zamanda, yiiksek sicaklikta
cekme ve surtinme mukavemetini gelistirmek i¢in de kullanilmaktadir (\Venugoparl, 1978;
Bingham ve ark., 2012).

Hafnium, yiksek notron absorpsiyonu ve yiksek korozyon direnci nedeniyle

nikleer reaktorlerin kontrol ve giivenlik mekanizmalarinda da kullanilir (Cramer, 2005).

Hafnium alagimlar1 biyo uyumluluklar ve yiiksek korozyon direnci nedeniyle tibbi
implantlara uygun oldugu gosterilmistir (Davidson, 1999).

Bir calismada HfCls ve sulu kursun ¢dzeltisinin, mantar ve bitki hiicre yapilarinin
TEM Kkontrastlarini arttirmak i¢in miikemmel bir yeni elektron boyasi oldugu gosterilmistir
(Ikeda ve ark., 2011).



Tibbi implant ve aletler icin hafnium nitriir bazli kaplamalarin patojenik

mikrofloray1 inhibe ettigi saptanmistir (Abdullin ve ark., 2004).

In vivo calismalarda hafniumun biyo uyumlu ve osteojenik etkisi gosterilmistir
(Matsuno ve ark., 2001; Mohammadi ve ark., 2001).

Hafnium nanoparcaciginin (NBTXR3) intratiimoral enjeksiyonu sonucunda kanser
hicreleri (yumusak doku sarkomu, agiz yassi hiicreli karsinomu, kolorektal kanser)
tarafindan alindig1 ve radyoterapi tedavisi boyunca timorlerin iginde kalarak kanser
hicrelerini yok etmede ve timor blylmesini kontrol etmede tek basina radyoterapiden
daha etkili oldugu gosterilmistir. Radyoterapi ile birlikte solid kanserleri tedavi etmede
basarili bulunmustur (Maggiorella ve ark., 2012; Marill ve ark., 2014-2019; Bonvolat ve
ark., 2017-2019; Zhang ve ark., 2020-2021; Hoffmann ve ark., 2021).

Entegre devrelerin Uretiminde yiksek k dielektrikler (yalitkanlar) olarak yliksek
elektron hareketliliginin korunmasinda hafniumun silikat katmanlar arasinda énemli bir rol

oynadigi tespit edilmistir (Pignedoli, 2007).

Hafnium oksit elektrik sensorlerinde yuksek hassasiyet saglamakta, kimyasal ve
termodinamik Kararliligi da onu ¢ok dayanikli ve uzun dmirli bir malzeme yaptigindan
dolay1 da hafnium oksit sensorler silikon oksit sensorlerine tstunluk gostermistir. Tibbi

teshis ve gida analizinde kullanilabilecegi vurgulanmstir (Ortiz ve ark., 2018).

Hafnium oksitli mikro igneler transdermal ila¢ uygulamalarinda kullanilmistir
(Zhang ve ark., 2018).

Hafnium klorid mikroflaman boyasi olarak kullanilmistir (Heuser, 1980; Hatae,
1984).

Dental implantlarda zirkonyum kaplama dayaniklilik ve biyo uyumluluklarindan
dolay1 son yillarda tercih edilmeye baslanmistir. Yapilan arastirmada dis kaplamalarindaki

zirkonyumun icinde %2 oraninda hafnium varligi tespit edilmistir (Vaquero ve ark., 2012).

COVID-19'un tespiti icin hafnium nanopargaciklara dayali bir sensor rapor
edilmistir. 100 adet COVID (+) Ornekte yiiksek duyarhlik ve %100 6zgiillik gostermistir
(Alafeef ve ark., 2021).



2.2 ERKEK GENITAL SISTEMIi

Erkek genital sistemi bir ¢ift gonad (testisler), genital bosaltim kanallari, aksesuar
bezler ve penisten olusur. Genital bosaltim kanallart tubuli rekti, rete testis, duktuli
efferentes, epididimis, duktus deferens ve duktus ejakulatoryusu igerir. Aksesuar bezler ise

prostat, seminal vezikil ve bulbotiretral bezlerdir (Ross, 2017).

Erkek (reme sistemi, spermatozoa olusumunda, erkek cinsiyet hormonlarinin
salgilanmasinda ve erkek gametlerin disi iireme sistemine iletilmesinde islev goriir
(Gartner, 2014).

2.2.1 Genital Sistemin Gelisimi

Genetik cinsiyet, fertilizasyon sirasinda ovumu délleyen sperm cesidi ile (X veya
Y) belirleniyorsa da testisler gelisimin yedinci haftasina kadar olusmaz. Y kromozomunun
kisa kolunun cinsiyet belirleyici bolgesindeki SRY geni tarafindan kodlanan testis
belirleyici faktor (TDF) testikiler farklilasmayi saglar (Ross, 2017).

2.2.1.1 Gonadlar

Gonadlar seks huicrelerini tretirler ve ¢ kaynaktan koken alirlar.

e Posterior abdominal duvarin mezodermal epiteli
e Altindaki mezankimal doku

e Primordiyal germ hiicreleri

Genital sistemin erken doénemi her iki cinsiyette de birbirine benzer. Bu nedenle
genital sistemin gelisiminin erken donemi °‘sekstiel gelismenin farklanmamis sathasi’
olarak adlandirilir (Young, 2000).

Gonadal gelisimin ilk safhalar1 5. haftada ortaya ¢ikar. Mezonefrozun medialinde
mezotelyal bir kalinlagsma meydana gelir. Bu epitel ve altindaki mezensimin proliferasyonu
ile medialde gonadal kabariklik olusur. Epitelyal kordonlar parmak seklinde altindaki
mezenkim i¢ine dogru biylrler. Bu asamada farklanmamis gonad dista korteks icte

medulladan olusur (Moore, 2016).

Eger embriyo XX seks kromozomuna sahipse farklanmamis gonadin korteksi over
yoniinde degisim gosterir ve medullas: geriler. XY seks kromozomunu igeriyorsa medulla

testise farklanir, korteks geriler (Moore, 2016).



4. hafta basinda primordiyal germ hcreleri vitellus kesesi (yolk kesesi) duvarinda,
allantoisin baslangi¢ yerine yakin, endodermal hiicreler arasinda ortaya ¢ikarlar. Embriyo
katlanmalar: sirasinda vitellus kesesinin dorsali embriyoya dahil olur ve primordial germ
hlcreleri gonadal kabartilara go¢ ederler. Primordiyal germ hicreleri 6. hafta sirasinda
altindaki mezenkim igerisine girerler ve gonadal kordonlara dahil olurlar (Sadler, 2005;
Moore, 2016).

2.2.1.2 Testisler

Testis belirleyici faktor etkisi ile gonadal kordonlar, seminifer kordonlara
farklilagir. Medulla derinlerine uzayan kordonlar burada birbirleriyle anastomoz yaparak
rete testisi olustururlar. Testikller gelisim i¢in karakteristik olan tunika albugineanin
gelisimiyle gonadal kordonlarin (seminiferdz kordonlar) yiizey epiteli olan baglantilari
kaybolur. Testis genisleyerek mezonefrozdan ayrilarak mezorsiyum ile asili hale gecer.
Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanir (Moore,
2016).

Seminiferdz tuballer, interstisyel hicreleri (Leydig hicreleri) olusturan mezenkim
ile ayrilmuslardir. 8. haftayla birlikte Leydig hiicreleri, mezonefrik kanallarin ve dis genital
yollarin erkeklik yonunden farklilasmasinmi saglayan testosteron ve androsteronu

salgilamaya baglar (Sadler, 2005).

8-12 haftalik periyotta en ylksek miktarma ulasan insan koryonik gonadotropin
(hCG) hormonu Leydig hcrelerini stimiile ederek testesteron salimmim saglar. Sertoli
hucreleri, antimullerian hormon (AMH) salgilar. AMH salinmasi puberteye kadar devam
eder, daha sonra seviyesi azalir. AMH, mullerian kanallarinin (paramezonefrik)

gelismesini baskilar (Seftalioglu, 2003).

Seminiferdz tubullerde puberteden itibaren liimen gelisir. Duvarinda testisin yiizey
epitelinden gelisen destek hticreleri olan Sertoli hicreleri ve primordiyal germ
hicrelerinden farklanan primordiyal sperm hiicreleri olan spermatogonialar bulunmaktadir
(Seftalioglu, 2003).

Testisin yizey epiteli diizleserek mezoteli olusturur. Rete testis, duktuli efferentesi
olusturan 15-20 adet mezonefrik tibuller ile devam eder. Duktus epididimisi olusturan
mezonefrik duktus ile duktuli efferentesler baglanirlar (Sadler, 2005; Moore, 2016).



2.2.1.3 Genital Kanallar

Gelisimin 5-6. haftalarinda hem erkek hem disi embriyoda mezonefrik (Wolf
kanali) ve paramezonefrik (Muller kanali) kanallar olmak Uzere iki ¢ift genital kanal
vardir. Mezonefrik kanallar erkek ({reme sisteminin gelisiminde rol oynarken,
paramezonefrik kanallar disi Ureme sistemi gelisiminde rol oynamaktadir (Seftalioglu,
2003; Sadler, 2005).

Testislerde Sertoli hticrelerinden salgilanan AMH paramezonefrik kanallari
geriletir. 8. haftada testosteron etkisiyle her bir mezonefrik kanaln proksimal kisimlari
kivrintili bir hal alir ve epididimise farklanir. Mezonefroz dejenere olunca duktuli
efferentes olusur ve bunlarda duktus epididimise acgilirlar. Mezonefrik kanal epididimis
distalinde kalin kasli hale gelir ve duktus deferens olusur (Sadler, 2005; Moore, 2016).

Mezonefrik kanallarin kaudal uglarinin lateralinden disa dogru seminal vezikiiller
gelisir. Spermlerin beslenmesini saglayan sekresyon yaparlar. Seminal vezikdllerin kanali
ile Uretra arasinda kalan mezonefrik kanal boluml ejakilatuvar duktus olarak
gelismektedir (Moore, 2016).

Uretramin prostatik parcasindan meydana gelen cok sayida endoderm gikinti,
etraftaki mezensimin igine dogru buylr. Prostat epiteli bu endoderm hicrelerinden
gelisirken, epitel hiicreleriyle iliskili mezensimden stroma ve diiz kaslar olusur (Sadler,
2005; Moore 2016).

Bezelye seklindeki bulbotretral bezler ise Uretranin spongiyoz parcasindan, cift
halde, disariya dogru biiyuyen hicrelerden gelisirler. Diz kas hicreleri ve stroma
bolgedeki mezensimden koken alir (Sadler, 2005; Moore, 2016).

2.2.1.4 D1s Genitaller

Di1s genitallerin gelisimi 7. hafta sonuna kadar her iki cinste birbirine
benzemektedir. Cinsiyet farklilagsmas1 9. haftada ortaya ¢ikar fakat 12. haftaya kadar
farklilagsma tam degildir. DOrdunci haftanin basinda her iki cinste kloakal membranin

kranial ucunda mezenkim proliferasyonu sonucunda genital tiberkul gelisir (Moore, 2016).

Kisa sure igerisinde kloakal membranin her iki tarafindan labioskrotal siskinlikler
ve Urogenital katlantilar gelisir. Genital tuberkiil uzayarak primordiyal fallus olusur.
Urogenital membran, iirogenital katlantilara baglanmis, median bir oluk olan trogenital

olugun tabaninda yer alir (Moore, 2016).



6. haftada kloakal membran Urogenital ve anal membranlara ayrlir. Kloakal
kivrimlar, 6nde tretral kivrim arkada anal kivrima boluniir. Bu sirada tiretral kivrimlarin
her iki yaninda erkeklerde skrotal sislikleri, kizlarda ise labia majorleri olusturacak olan
genital sislikler ortaya ¢ikar. Yine de fetlisiin cinsiyetinin anlagilmasi 6. haftanin sonundan
once miimkiin degildir (Aksoy, 2008).

Erkekte dis genital organlarin gelisimi, fetal testislerden salgilanan testosteron
hormonunun etkisi altindadir. Fallus adim almis olan genital tuberkilin uzamasiyla penis
olusur. Bu uzama esnasinda fallus iiretral kivrimlar1 6ne dogru cekerek iirogenital olugun
lateral duvarinin olusmasini saglar. Urogenital oluk, iiretral plagin endodermal hiicreleri ile
dosenir. Urogenital Katlantilar, penisin ventral yiizeyi boyunca birbirleriyle birleserek
spongioz lretray1 meydana getirirler. Penil rafe, yiizey ektodermin penisin median hattinda
birlesmesiyle olusur ve spongioz Uretra penis igerisinde kalir. Glans penisin ucundan ice
dogru blyiyen ektodermal kokenli kordon ile spongioz uretra birlesir ve kanalize olarak
spongiyoz iiretraya baglanir. Bdylece eksternal iiretral meatus olusur. Fallus
mezenkiminden korpus spongiozum ve korpora kavernosa gelisir. Labioskrotal siskinlikler

birbirlerine dogru biiyiiyiip birleserek skrotumu olustururlar (Moore, 2016).

2.2.2 Erkek Genital Sistem Anatomisi ve Histolojisi

Erkek genital organlar: dis ve i¢ genital organlar olmak (izere iki gruba ayrilir. D1s
genital organlar diafragma (rogenitale ile arkus pubikusun altinda penis, Uretra ve
skrotumdan olusur. I¢ genital organlar ise kismen pelvis boslugunda kismen de perineumda
bulunan testis, epididimis, ductus deferens, prostat bezi, vesikila seminalis ve bulbouretral
bezdir (Arinct, 2005).

2.2.2.1 Testisler

Testisler skrotum igerisinde funikulus spermatikus’a asili olarak durmaktadir.
Yetiskinlerde ortalama 3,8 cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda, 10,5-

14 gram agirhiginda ve 30 ml hacme sahiptirler (Hricak, 1983; Leung, 1984).

Sol spermatik kordun daha uzun olmasi sebebiyle sol testis sag testisten daha

asagida bulunur (Liguori ve ark., 2012).

Spermatozoa ve testosteron hormonu yapimindan sorumludurlar. Testisin tunika
albuginea tabakasinin genigleme 6zelligi olmadigindan basi ile fonksiyonlarin yitirir. Asiri
diizeydeki 151 farkliliklarindan da etkilenirler (Ozan 2005).



Spermatogenez viicut 1sisinda gergeklesmez. Pampiniform vendz pleksus arterial
kandan 1s1 ¢ekerek, skrotumdan buharlasma, dartos ve kremaster kaslarmin kasilip

gevsemesiyle testis 1sisinin 34°C’de korunmasi saglanir (Mescher, 2019).
Testisler, distan ii¢ tabakali kalin bir kapsiil ile sarilidir.

e Tunika vajinalis: Mezotel ile doseli, testislerin anterolateral ylizeyinde
bulunur. Testislerin karin  boslugundan skrotuma inerken birlikte

surukledikleri iki katl periton tabakasidir.

e Tunika albuginea: Yogun fibroelastik bag dokusundan olusur. Kapsiiliin en
kalin tabakasidir. Testisin arka ylziinde kalinlagarak mediyastinum testisi
olusturur. Bu tabaka icerisinde kan damarlari, lenf damarlari ve kanallar

seyreder.

e Tunika vaskiloza: Kan damarlarini igeren en igteki gevsek bag dokusudur.
(Esrefoglu, 2016)

Her bir testis, septumlar tarafindan yaklasik 250 lobule boltndr. Her bir lobil, 1-4
adet seminifer tubllden ve Leydig (interstisyel) hicrelerini iceren stromadan meydana
gelmektedir (Ross 2017). Her testiste 250-1000 adet ttibal bulunur. Lobillerin apeksinde
tubuli rekti (duz tubdl) olarak isimlendirilirler (Sekil 1). Mediyastinumda rete testis ile
devam ederler. Rete testis, duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina baglanmistir
(Esrefoglu, 2016).

2.2.2.2 Seminifer Tubuller

Her testiste 250-1000 adet seminifer tbll bulunur. Her seminifer tlbll yaklasik
150-200 um ¢apta ve 30-70 cm uzunlugunda oldukga kivrintil1 tiibiillerdir. Bir testisteki
tibdllerin toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir. Her bir seminifer tiibiil, spermatogenik
(germinal) epitel olarak adlandirilan 6zellesmis ¢ok Katli epitel ile sarilidir. Epitelin bazal
membrani fibréz bag doku ile kaplhidir ve tiibiillerin kasilmasimi saglayan diiz kas

ozellikleri gosteren miyoid hucreler icermektedir (Mescher, 2019).

Germinal epitel, Sertoli hiicreleri ile spermatogenik hiicrelerden olusmaktadir
(Sekil 2).
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Sekil 1: insan testisinin sagital kesiti (Ross, 2016)

Sertoli Hicreleri

Sertoli hucreleri; puberteye kadar seminifer epitelin dominant hicresidir.
Puberteden sonra, seminifer tibil epitelinin %10’luk kismini olusturur. Bazal membrandan
baslayarak limene kadar devam eden hiicre govdeleri ile kopru hicreler olarak gorev
yaparlar. Prizmatik hlcrelerdir ve apikal ile lateral ylizeylerinde diizensiz sinirlar1 vardir.
Bu bolgelerde gelismekte olan spermatogenik hiicrelere kriptalar saglayarak ev sahipligi
yaparlar (Ovalle, 2009).

Sertoli hucreleri, bol miktarda diiz endoplazmik retikulum, az miktarda grantlli
endoplazmik retiikulum, ¢ok sayida mitokondri ve lizozom, iyi gelismis Golgi kompleksi
ve zengin bir hucre iskeleti icermektedirler. Cekirdekleri oval ya da iliggen seklinde olup

okromatik boyanir ve belirgin cekirdekgikleri vardir (Ozenci, 2006; Mescher, 2019).

11



10 Kan damarlan

11 (Leydig'in)
interstisyel
hiicreleri

12 Spermatogonyumlar

1Fibroblastlar o
a. Soluk A tiirii
2 Bazal .’ b. Koyu B tiirii
membran @ ~
¢ e 9 .: 13 Spermatidler
-
3 Seminifer . @ -
tiibiil 7o W N 14 Sertoli hiicresi
’ » ’
£ < ’
e -

4 Spermatid ———m—F5—8—
Y @ -

5 Primer —_% (<]
\ @

15 (Leydig'in)
interstisyel

spermatositler \
o hiicreleri

6 Sertoli
hiicreleri

7 an. S
16 Primer
; B)
@, 0'0 : ® spermatositler
@®e

‘\ 17 Spermatidler

18Fibroblast

Sekil 2: Seminifer tibul enine kesiti (Eroschenko, 2001)

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar;
e Spermatogenik hicreleri destekler, besler ve korurlar.
e Gelisimlerini tamamlamamig spermatogenik hticreleri fagosite ederler.
e Salgiladigi sivi ile sperm transportu gergeklesir.

e Androjen baglayict protein, inhibin, plazminojen aktivator ve transferrin

salgilarlar.
e Anti-Millerian hormonu salgilarlar.

e Kan testis bariyerini olustururlar (Esrefoglu, 2016).

Spermatogenik Htcreler

Seminifer tibil epitelinde 4-8 tabakali halde bulunurlar ve dizenli bir sekilde
boliinerek olgun spermlere farklilasirlar. Bazalden seminifer tlbul limenine dogru sirasiyla
spermatogonyumlar, primer spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve

spermiyumlar olarak dizilmislerdir (Ustiiner, 2014).
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Spermatogonyumlar bazal lamina ile direk iliskide olan diploid spermatogenik
hicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin altinda yer aldiklarindan
dolay1 kan testis bariyeri disindadirlar. Bu hicrelerin kok hicre 6zellikleri vardir ve
mitotik olarak boluniirler. Spermatositler ve farklilasmakta olan spermatitler mayotik

olarak bolunurler (Kierszenbaum, 2002).

Leydig Huicreleri (interstisyel hiicreler)

Seminifer tiibiillerin arasinda bulunan interstisyel doku ¢ok sayida kan ve lenf
damarlar ve sinirlerden olusan gevsek bag dokusudur. Bag dokusu hiicrelerine ek olarak
Leydig hucreleri de interstisyel alanda bulunur. Leydig hicreleri, testis volimdinin
yaklagik %5-12 sini olusturur. Geng bir erkekte ortalama 700 milyon Leydig hicresi
bulunur (Kaler, 1978). Leydig hucreleri blyuk, poligonal, eozinofilik, lipid damlaciklari
iceren hucrelerdir. Sitoplazmalarinda yaygm diz endoplazmik retikulum, ¢ok miktarda

mitokondriyon, lipofuskin pigmenti ve ¢ubuk seklinde Reinke Kkristalleri gorulir.

Leydig hiicreleri erken fetal yasam sirasinda farklilagarak embriyonik gelisim,
cinsel olgunlasma ve iireme fonksiyonu igin gerekli olan testosteronu kan veya lenf
kapillerlerine bosaltarak endokrin sekresyon yaparlar. Embriyoda, testosteron ve diger
androjenler erkek fetusta gonadlarin gelisimi igin esastir. Pubertede, sperm uretiminin
baslamasi ve aksesuar bezlerin sekresyonlar1 ve sekonder seks karakterleri gelisimi igin
gereklidir. Yetiskinlerde ise spermatogenezin, sekonder seks karakterlerinin, genital
bosaltim kanallarmm ve aksesuar cinsiyet bezlerinin devamliligindan sorumludurlar

(Esrefoglu, 2016; Ross, 2017).

Ilerleyen yasla birlikte Leydig hiicresi volimiinde, diiz endoplazmik retikulum
sayisinda ve testosteron seviyesinde azalma meydana gelir. Serum LH seviyesi

degismeden serum FSH, Gstron ve Ostradiol diizeyleri artar (Zikrin, 1997).

2.2.2.3 Tubuli Recti

Her seminifer tubil duz seyirli tubuli rektilerle devam ederek rete testise baglanir.
Tubuli rektiler ¢cok kisa yapida olup tek katli kiibik epitelle doseli olduk¢a fazla anastomoz
iceren testis i¢i kanallar agidir (Mescher, 2019).
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2.2.2.4 Rete Testis

Rete testis mediastinumda tek katli kiibik veya alcak prizmatik epitelle doseli
diizensiz kanallar halinde go6zlenir. Epitel hicreleri birka¢ kisa mikrovillus ve tek bir
flagellum igerir (Kalayci, 1986; Esrefoglu, 2016).

2.2.2.5 Duktuli Efferentes

Duktuli efferentes yaklasik 20 adet kisa borucuktur. Rete testisin kanallarini duktus
epididimise baglar. Luminal yiizeye testere disi goriiniiml veren yuksek ve algak hucre
kiimelerini i¢eren yalanci ¢ok katlh prizmatik epitel ile doselidir. Hareketli silyum ve gok

sayida mikrovillus icermektedir (Kalayci, 1986; Ross, 2017).

2.2.2.6 Duktus Epididimis

Testisin arka iist kisminda yerlesmistir. Bas, govde ve kuyruk olmak tzere 3
bolimi vardir. Duktus deferensle devam eder. Stereosilyumlu yalanci ¢ok katli prizmatik
epitele sahiptir. Epitelde bazal hicreler kok hiicre olarak islev goriirken esas hiicreler
sperm olgunlagsmasini saglayan siyalik asit, gliserofosfokolin ve glikoproteinleri salgilar.
Epitel icindeki lenfositlere halo hiicreleri’ denir. Spermatozoonlarin hareket ve dollenme
yeteneklerini kazandiklart bolumdir. Testisten gelen sivimin biyiik boliimii duktuli
efferentesten emilirken geri kalan1 duktus epididimisten geri emilir. Epitel hiicreleri artik

cisimleri ve dejenere olan spermatozoonlari fagosite ederek temizler (Esrefoglu, 2016).

2.2.2.7 Duktus Deferens

Duktus epididimisin genislemis olarak devam eden bélimidir. Dar bir limeni ve
kalin bir kas tabakasi vardir. Epiteli stereosilyali yalanci ¢ok katli prizmatiktir. Epitel
altinda elastik liflerden zengin lamina propriya bulunur. Mukoza liimene dogru katlantilar
yapar. Kalin kas tabakasi icte ve dista longitidinal ortada ise sirkilerdir. Mesane hizasinda
genigleyerek prostata girmeden Once ampulla denen kisim olusur. Mukoza tabakasi
ampulla boyunca ejakilatuar duktusun igine kadar devam ederken kas tabakasi ampulladan
sonra bitmektedir (Aksoy, 2008).

2.2.2.8 Duktus Ejakulatoryus

Prostat icerisinde seminal vezikil kanallar1 ile duktus deferensin birlesmesiyle
olusur. Basit prizmatik veya yalanci ¢ok katl prizmatik epitel ile déselidir. Duvarinda kas
tabakasi bulunmaz. Epitel fibroz bag doku ile sarilidir (Esrefoglu, 2016; Mescher, 2019).
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2.2.2.9 Seminal Vezikiiller

Her biri 15 c¢m uzunlugunda, olduk¢a kivrimli kanallardan olusan iki adet
vezikiildiir. Bag doku kapsiiliiyle sarilidir. Tek katli ya da yalanci ¢ok katl prizmatik epitel
ile doselidir. Lamina propria elastik lif icermektedir. Icte sirkiiler, dista longitudinal diiz

kas tabakas1 vardir.

Testosteron bagimli olarak yapiskan sarimtirak ekzokrin salgi yaparlar. Ejakilat
stvisinin %70 kadarini seminal veziklller olusturur. Sivinin igerigindeki fruktoz spermin
ana enerji kaynagidir. Prostaglandinler spermin kadin genital sistemde etkinligini uyarir.

Fibrinojen ise ejakulasyondan sonra koagiilasyonu saglar (Mescher, 2019).

2.2.2.10 Prostat

Erkek Ureme sisteminin en biyiik yardimeci bezidir. 3 cm yiiksekliginde, 4 cm
genisliginde ve 2 cm kalinliginda kestane seklinde yaklasik 20 gr agirliginda bir organdr.

Mesanenin altinda, rektumun 6n yliziiyle yakin komsuluktadir (Aksoy, 2008).

Prostat 30 ile 50 adet arasinda degisen tubuloalveolar bezden olusur. Temel
fonksiyonu seminal sivinin olusumuna katkida bulunan seffaf, alkali (pH 7,29) bir siv1
salgilamaktir. Bezler mukozal, submukozal ve esas prostatik bezler olmak Uzere (¢
konsantrik tabaka halinde bulunmaktadir. Mukozal bezler mukus salgilarlar. Submukozal
bezler ve esas prostatik bezler, prostat bezinin salgisinin biiyiik kismint olusturur (Ozan,
2005; Ross, 2017).

Bezleri doseyen epitel, uyari durumuna bagli olarak yassi, kiibik veya yalanct ¢ok
katli prizmatik olabilmekle birlikte genellikle tek katli prizmatik epiteldir. Asit fosfataz,
fibrinolizin, sitrik asit, serin proteaz ve prostata spesifik antijen salgilar. Serin proteaz
kanser durumunda prostattan seruma gecer ve seviyesi yukselir. Tamisal deger tasir
(Esrefoglu, 2016).

Bez limeninde kismi kalsifiye olmus kuguk kiresel cisimcikler bulunur. Bunlara
prostat tast ya da korpora amilasea denir. Yasla birlikte sayilari artmaktadir (Mescher,
2019).

Prostat bezinin parankimasi eriskinlerde anatomik ve klinik olarak dort bolimden

meydana gelmektedir.

e Santral bolge: Ejakulatuar kanali gevreler. Dokunun %25 ini olusturur.
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e Periferal bolge: Glandiler dokunun %70 olusturur. Santral bélgeyi cevreler.
Inflamasyona hassas olup kanserlerin ¢ogu bu bdlgeden gelisir.

e Transisyonel bolge: Prostatik iiretranin periferinde mukozal bezler iceren
bolgedir. Yaslanmayla birlikte hipertrofi geliserek Uretraya baski yapar. Idrar
cikist zorlasir.

e Perilretral bolge: Mukozal ve submukozal bezleri igerir. Transisyonel
bolgeden gelisen prostat hipertrofisine bagli olarak bu bolgede de stromal

genisleme gorulebilir (Esrefoglu, 2016).

2.2.2.11 Bulbouretral Bezler (Cowper Bezi)

Caplart 3-5 mm olan iki adet birlesik tubuloalveoler bezdir. Dis yiiziindeki bag
dokusunda iskelet kaslar1 bulunmaktadir ve kapsul ile kusatilmistir. Kapsiilden ayrilan
septumlar1 organi lobiillere ayirir. Mukus salgilayan tek kath kiibik veya prizmatik epitelle
doselidir. Mukus berraktir. Kayganlastirici olarak gorev yapar ve galaktoz, galaktozamin

ve siyalik asitten zengindir (Esrefoglu, 2016).

2.2.3 Spermatogenez, Spermiyogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan spermatozoa meydana gelmesidir. Ug
asamada (Sekil 3) gerceklesmektedir; mitoz (spermatogonyumlarin ¢ogalmasi), mayoz
(spermatosit olusumu ve DNA rekombinasyonu) ve spermiyogenez (spermatid
farklilasmasi) seklinde olup, farklilasmamis spermatogonyumlardan yiksek Ozellikteki

sperm meydana gelir.

Spermatogoniyal kok hiicreler ¢ekirdeklerin koyu ve agik olarak boyanmasina gore
iki farkli popiilasyondan meydana gelir. Tip A farklilasmamis spermatogoniyumlardan,
Tip A koyu spermatogonyum kok hiicre olarak kalirken, Tip A agik spermatogoniyumlar
mitoz bolinmelerle tip B spermatogoniyumlart olustururlar. Tip B spermatogoniyumlar
mitoz bolunmeler gecirerek Tip B spermatogonyumlara farklilasirlar. Tip B
spermatogonyumlarda mitoz bolinerek primer spermatositleri olustururlar. Birinci mayoz
boliinme esnasinda kromozom kondensasyonu, genetik esleme (rekombinasyon), primer
spermatositlerin (44+XY) seminifer tlbll bazalinden adliminal kompartmana gocu gibi
cesitli degisiklikler meydana gelir. Diploid yapidaki primer spermatositlerden (44+XY),
haploid yapida sekonder spermatositler (22+X veya 22+Y) olusur. Ikinci mayoz
bélinmenin tamamlanmasiyla da spermatidler olusur (Hess, 2008; Oatley, 2012;
Esrefoglu, 2016).
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Sekil 3: Normal gametogenezis (Moore, 2016)

Spermatidler metamorfoza ugrayarak spermatozoanlara farklilagirlar. Buna

spermiyogenez adi verilir. Spermiyogenez dort evreden olugmaktadir.

Golgi evresi:

PAS+ granillerin golgi kompleksinin bulundugu bolgede birikmesi ile karakterize
bir donemdir. Nikleusa yakin yerlesimli Golgi aygitina endoplazmik retikulumda Uretilen
enzimler taginir. Burada islendikten sonra kicuk vezikiller halinde trans Golgi agi ile
salinirlar. Kiigiik vezikiller birbirleriyle birleserek ¢ekirdek zarina tutunurlar. Spermin 6n

yuzinde akrozomal vezikiilii olustururlar. Bu sirada sentriyoller arka kutba go¢ ederek
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distal sentriyol aksonem olusumuna, proksimal sentriyol ise baglanti par¢asinin olusumuna

katilir.

Sapka (Kep, Baslik) evresi:

Akrozomal vezikil nukleusun 6n bolumini sararak akrozoma doniisiir. Cekirdek
membraninin porlari kaybolur, membran kalinlasir. Cekirdek yogunlasir.

Akrozom evresi:

Bu evrede niikleus yogunlasip uzar. Akrozomdan spermatidin arka kutbuna uzanim
gosteren mikrotibillerden manset olusur. Manset uzadikga mitokondriler kuyruk yoniinde
taginir. Mangetle birlikte uzayan sitoplazma gelisen flagelluma ulastiginda, mikrotubuler
yap1 kaybolur. Sperm kuyrugunun orta pargasini ve €sas parcasini ayiran anulus meydana

gelir.

Olgunlasma evresi:

Sitoplazma miktarinin azaldigi donemdir. Gereksiz olan sitoplazma artiklar1 Sertoli
hicreleri tarafindan fagosite edilir. Spermatidler Sertoli hiicrelerinden ayrilarak ltimene
diiserler (Kaya, 2000; Celik, 2011).

Spermin gelisimi ve olgunlasmasi, epididimde devam etmektedir. Burada
hareketlilik kazanirlar ve daha ileri olgunlagmaya ugrarlar. Seminifer tibul limenine
salinan spermatidler hareketsizdirler. Peritibtler kontraktil hiicrelerin peristaltik
kasilmalar1 ve sertoli hlcrelerinden salinan sivinin sayesinde seminifer tublllerden diiz
tibdllere ardindan rete testise girerler. Ardindan duktuli efferentese ve duktus epididimisin

proksimal kismina gegerler. Burada bazi degisimlere ugrarlar:
e Hareketlilik kazanirlar.
e Nikleus DNA’s1 yogunlasarak sperm basinin boyutu azalir.
e Sitoplazma azalarak sperm hiicresi daha ince hale gelir.
e Plazma membrani lipid ve proteinlerinde degisimler ve glikolizasyon

e Dis akrozomal membraninda dekapasitasyon meydana gelir. Yiizey iliskili

dekapasitasyon faktoru eklenerek fertilizasyon yetegeni inhibe edilir.

Sperm erkek bosaltim kanalinda birkag hafta, disi tireme kanalinda ise 2-3 giin canlt

kalabilir. Disi tireme kanalinda sperm membranindaki glikokaliks komponentlerinin
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uzaklastirilip yerine yenisinin konmasi ile fertilizasyon yetenegi kazanirlar (Celik, 2011;
Ross, 2017).

2.2.4 Olgun (Matiir) Spermin Y apis1

Seminifer tabulllerdeki germinal epitelden giinde 200 milyonu asabilen sperm
uretilebilmektedir (De Jonge, 2006). Olgun sperm bas ve kuyruk olmak uzere iki kisimdan

meydana gelir.

Olgun insan spermi yaklastk 60 pm uzunlugundadir. Sperm basi 4,5 pm
uzunlugunda, 3 pm genisliginde, 1 um kahnliginda ve yassi, sivridir. Sperm basi
akrozomal ve post akrozomal olarak iki kisma ayrilmistir. Akrozomal kisimda anterior ve
posterior akrozom olarak ikiye ayrilir (Toshimori, 2009; Ross, 2017). Spermin basg
bolgesindeki nlkleus sitoplazmanin biiyiikk bolimini kaplar. Genetik materyal, DNA,
yogun bir sekilde katlanmis olarak bulunur. Spermler haploid krozom iceren hiicrelerdir.

Zigotun cinsiyetini belirlerler.

Akrozom, plazma membrani ile nikleus zari arasinda bulunmaktadir. Sperm ile
oositin birlesmesi igin gereken enzimatik proteinleri icermektedir. Niikleus zari, hiicre zar1
ve akrozomlar arasinda fonksiyonel ve yapisal 6zelligi olan birgok molekil yerlesmistir.
Sperm yumurtaya temas ettiginde akrozomal enzimler salinir. Akrozom reaksiyonunun ilk
basamagi gergeklesmis olur. Bu siire¢ spermin penetrasyonunu ve fertilizasyonu

kolaylastirir. Ovuma baska spermlerin girmesini 6nler (Toshimori, 2009; Ross, 2017).

Sperm kuyrugu spermin hareketini saglayan bolumdir. Aksonem tim kuyruk
boyunca uzanim gosterir. Merkezde yerlesmis bir ¢ift tiibil ve onun etrafinda 9 cift

tibulden olusur.
Sperm kuyrugu, boyun, orta, esas ve son parc¢a olmak tizere dort béliime ayrilir.

Boyun kismi sperm basi ile kuyruk kismini baglar. Kisa olan boyun sentriyolleri ve

kaba fiberlerin baslangi¢larint igerir.

Orta par¢ca 7 um uzunlugundadir ve mitokondriyonlar1 igerir. Mitokondrial kilif
icerisinde 100 civarindaki mitokondri helikal bir sekilde aksonemin disina yerlesmistir. Bu

mitokondriyonlar, kuyruk hareketi icin gerekli enerjiyi saglarlar.

Esas par¢a 40 pm uzunlugundadir ve fibroz kilifla ¢evrilidir. Sperm kuyrugunun en

uzun bolumudur.
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Son parga 5 pum uzunlugundadir ve aksonem veya tibiiler yapilardan ibarettir
(Toshimori, 2009; Gartner, 2014; Ross, 2017).

2.2.5 Semen

Semen, buyltk oranda prostat ve seminal vezikillerden, diisik oranda da
bulboiretral bezler, epididimlerden gelen salgilar ile testisten gelen spermlerden
olusmaktadir (Milardi ve ark., 2013).

Semen pek cok madde igermekle birlikte %90’1 sudur. Enerji kaynagi olarak
fruktoz icermektedir. Ayrica lipidler, proteinler, cell-free DNA, RNA ve mikro RNA'lar, C
vitamini ve inositol ile Ca, Zn, Mg, Cu, stlfir, selenyum gibi iz elementleri de icerir.
Vucuttaki en yiiksek prostoglandin konsantrasyonuna sahiptir. Ortalama bir ejakulasyon ile
3-4 ml semen Uretilir (Aksoy, 2008; Drabovich ve ark., 2014).

Seminal plazmanin bir¢ok bileseninin sperm motilitesine ve fertilizasyona katkida

bulundugu ortaya konulmustur (Lay ve ark., 2001; Esfandiari ve ark., 2008).

Seminal plazma servikal mukusa spermatozoanin penetre olmasini kolaylastirir
(Overstreet ve ark., 1980). Matiirasyon esnasinda sperm membraninin diizenlenmesinde
(Clavert ve ark., 1985), peroksidasyon reaksiyonundan koruma (Jones ve ark.,1979) ve

sperm kromatin biitiinligtinu strdiirmede (Huret, 1986) etkili oldugu saptanmustir.

Ayrica sperm yumurta etkilesmini ve kadin genital yollarinin yamtini diizenleyerek

fertilizasyonu arttirdig1 saptanmustir (De Jonge, 2005; Robertson ve Sharkey, 2016).
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2.3 INFERTILITE

Infertilite; ciftlerin bir yillik korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebelik basaris1 elde
edememesidir (AUA, 2010).

Ciftlerin bir sene boyunca dizenli cinsel iliski sonrasinda %15'inde infertilite
sorunu ortaya ¢ikmaktadir. Kadin faktoriine bagl infertilite %30-40, erkek faktoriine bagh
infertilite orani ise %30-40 kadardir (Kayik¢1 ve ark., 2002; Boynukalin ve ark., 2014).
Hem erkek hem de kadina ait patolojiler %20-25 ciftte birlikte gdzlenir. %15 ciftte ise
infertilite nedeni aciklanamaz ve agiklanamayan infertilite tanis1 konulur (Vayena ve ark.,
2002).

Erkegin tireme potansiyelinde gorulen azalma konjenital olabildigi gibi, lirogenital
veya genetik anomaliler, varikosel, genital sistem enfeksiyonlari, endokrin kokenli
bozukluklar, kanser, gonadotoksik faktorlere maruz kalma gibi (Tablo 2) bircok sebebe

bagli olarak sonradan da kazanilmis olabilir (Hamada ve ark., 2011).

Kategoriler | Ornekler

Anatomik Varikosel, Duktal veya Vazal obstriksiyon, Testikiler yetmezlik,
Ejakilasyon disfonksiyonu, Kriptorsidizm, Testis torsiyonu, Cerrahi
yaralanma, Obstriktif azospermi, Testis hasari

Genetik  ve | Genital enfeksiyonlar, ilaglar, Radyasyon, Kanser, Sistemik hastalik

cevresel veya enfeksiyon, Imminolojik durumlar, Orak hiicre hastalig,
Kromozomal anormallikler, Sertoli hiicre sendromu, Erkek aksesuar
bezi enfeksiyonu, Konjenital durumlar

Hormonal Hipoandrojenizm, Azalmis veya artmis hormon seviyeleri, Psikolojik
faktorler
Diger Cinsel sorunlar veya islev bozuklugu, Cinsel birlesmede basarisizlik,

Is1 atrofisi, Maturasyon arresti, Yapisal sorunlar

Idiyopatik - Hiicre dist sperm kusurlari: Semen hacmi, pH, viskozitesi, Sperm
aglltinasyonu, Piyospermi
- Genel sperm kusurlari: Oligospermi, Azospermi, Astenozoospermi,
Teratospermi, Nekrospermi, Hiperspermi

Tablo 2: Erkek infertilitesi sebepleri (Pandruvada ve ark., 2021)

21



2.4 SEMEN ANALIiZi

Semen analizi, erkek dogurganlik potansiyelinin degerlendirilmesinde en temel
adimdir. Spermatozoa Uretiminin testikiiler islevselliginin yani sira kanal sisteminin
acikligin1 ve aksesuar bezlerin salgi aktivitesini yansitir (WHO, 2010). Semen 0Ozellikleri,
dogal yolla gebe kalma, in vitro fertilizasyon (IVF) basarisi ve yardimci tireme tekniklerine
(YUT) ihtiyag duyan ciftlerin yonetimi icin bir tahmin degeri saglar (Bonde ve ark., 1998;
Buck Louis ve ark., 2014). Ayrica dogurganlig: etkileyebilecek geri dondurilebilir tibbi

durumlarin belirlenmesine de yardimci olur (Jungwirth ve ark., 2018).

Semen Ornegi alimindan 2-7 gin 6nce cinsel perhiz yapilmasi onerilmektedir
(WHO, 2010). Daha kisa perhiz suresinin sperm hareketliligi, morfolojisi ve DNA
biitiinliigiiny iyilestirdigi, daha uzun bir yoksunluk slresinin ise semen hacmini ve sperm

say1sini iyilestirdigi gosterilmistir (Hanson ve ark., 2018).

Semen mastirbasyon ile sperm (zerinde toksik etkisi bulunmayan, steril, kuru,
genis agizli tek kullanimlik bir kap igerisine toplanir. Eger numune laboratuvarda degilde
evde toplanmus ise vicutla temas edecek sekilde muhafaza edilerek 30 dakika icerisinde

laboratuvara getirilmelidir.

Ejakiilasyondan sonra numune kabi 20°C ile 37°C arasindaki ortam sicakliginda
tutulmalidir. Normalde semenin 15-60 dk icerisinde likefiye olmasi beklenir. Semen
likefiye olduktan sonra makroskobik ve mikroskobik incelemelere gegilir. DSO 2010

Kriterlerine gore en diisiik semen analiz referans degerleri Tablo 3’te gosterilmistir.

Sperm Parametreleri En Diisiik Referans Degerleri

Semen Volimi (ml) 15

Semen pH’1 >7.2

Viabilite (Canllik) Testi 58 (55-63)

Total Sperm Say1s1 (10%/ejakdilat) 39 (33-46)

Sperm Konsantrasyonu (10%/ml) 15 (12-16)

Sperm Progresif Motilitesi (PR, %) 32 (31-34)

Sperm Total Motilitesi (PR+NP, %) 40 (38-42)

Sperm Morfolojisi (Normal Formlar, %) 4 (3.0-4.0)
Peroksidaz Pozitif Lokosit <1

Tablo 3: DSO 2010 kriterlerine gore en diisiik semen analiz referans degerleri (WHO 2010)
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2.4.1 Makroskobik Analiz

Likefaksiyon: Ejakiilasyon sirasinda toplama kabina alinan semen, tipik olarak yari
kat1 koagiile kitle seklindedir. Numunenin timi oda sicakliginda genellikle 15 dakika
icinde likefiye olsa da nadiren 60 dakika veya daha uzun zaman da alabilir. Likefaksiyon
60 dakika icinde tam olusmazsa, bu durum kaydedilmelidir. Likefaksiyon sirasinda
numune kabinin oda sicakliginda veya 37°C’ye ayarlanmis inkubatoérde iki boyutlu
karistiriciyla strekli olarak nazikge karistirilmasi veya dondartlmesi, homojen bir numune

olusturmaya yardimci olabilir.

Vizkosite: Ejakilasyondan sonra seminal vezikillerde bulunan semenogelin
proteini ile semen koagule olur ve 15 dakika i¢inde prostat kaynakli proteolitik enzimlerle
likefiye olmaya baslar. Viskozite, seminal sivinin akmaya karsi direncini yansitir. Numune
bir pipete aspire edilerek yercekimi ile diismesine izin verilerek degerlendirilir. Normal bir
semen numunesi kiigiik ayr1 damlalar olustururken, >2 cm iplik olusumu hiperviskozitenin
gostergesidir.  Yiksek viskozite, sperm hareketliligi ve konsantrasyonunun
degerlendirilmesini olumsuz etkiler. Numune fizyolojik bir ortamla seyreltilerek veya
proteolitik enzimlerin eklenmesiyle viskozite azaltilabilir (Du Plessis ve ark., 2013).
Hiperviskozite, prostat ve seminal vezikiillerin yetersiz salgilanmasiyla sonuglanan
aksesuar bez disfonksiyonunun gostergesidir (Beigi ve ark., 2019). Ayrica, aksesuar
bezlerin enfeksiyonu ve iltihabi da semen hiperviskozitesi ile iliskilidir (Elia ve digerleri,
2009). Koagulasyon olmamasi kanallardaki obstruksiyona veya seminal vezikullerin

dogustan yokluguna bagli olabilir (Andrade-Rocha, 2005).

Renk: Likefiye olmus semen, gri-opalesan bir renkle homojen goérinmelidir.
Yiksek sperm konsantrasyonunda meni opak, diistik sperm konsantrasyonunda ise daha
seffaf gortndr. Cinsel perhiz siiresi artiginda ve artmis 16kosit varliginda semen sarimsi bir

gorinimde, eritrositlerin varliginda ise kirmizi-kahverengi bir renkte gérilmektedir.

Hacim: Semen hacmi, aksesuar bezlerinin genel islevselligini yansitir. Semen
hacminin 6l¢limi, toplam spermatozoa sayisini ve diger germinal olmayan hiicre sayilarini
belirledigi i¢in kritik bir adimdir. Ejakilat hacmi yaklasik 1,5-6,0 ml ise numune normal
kabul edilir (WHO, 2010). Eksik toplama, bosaltim kanallarinin tikanmasi, vas deferensin
konjenital bilateral yoklugu (CBAVD), kismi retrograd bosalma veya hipogonadizm diisiik
semen hacmine neden olabilir. Ote yandan, daha yilksek semen hacmi (hiperspermi),

aksesuar bezlerin iltihaplanmasini gosterebilir.
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pH: Semenin pH", asidik prostat salgisi ile alkali seminal vezikiiler salgi arasindaki
dengenin bir gostergesidir. pH, likefaksiyondan 30 dakika sonra 6lc¢tilmelidir. Ancak her
durumda, Uretiminden itibaren olusan CO; kaybindan etkilendigi igin, pH Olcimi
ejakulasyondan sonraki bir saat icinde mutlaka yapilmis olmalidir. pH'm degerlendirilmesi
icin bir pH kagidina bir damla numune yerlestirilir ve elde edilen renk kalibrasyon seridi
ile karsilastirilir. DSO kilavuzuna gore, alt esik degeri olarak pH 7,2 olarak belirlenmistir.
CBAVD ve ejakiilator kanallarin tikanmast durumunda, seminal vezikil fraksiyonunun

kaybi daha asidik bir pH (pH <7) ortaya ¢ikarmaktadir (Gokge, 2011).

2.4.2 Mikroskobik Analiz

Konsantrasyon: Sperm konsantrasyonu hesaplanirken Makler sayim kamarasi,
hemositometre gibi sayim kamaralar1 kullanilabilir. Makler sayim kamarasinin, semenin
seyreltilmesine gerek olmamasi, sayim yapilan karelerin daha az olmasi nedeniyle daha
cok tercih edilmektedir. Sayim yapilirken semenin likefiye olmus olmasi spermlerin belli
bolgelerde yi1gisip kalmamalar1 agisindan 6nemlidir. 10 pl’deki degere gore toplam say1 ve
konsantrasyon hesaplanacagi i¢in numunenin homojenize edilmesi dnemlidir. Total sperm
sayisi alt referans degeri 39x10%ml’dir (WHO, 2010).

Bir semen Ornegi, sperm konsantrasyonu mL bagina 15x10° spermatozoadan diisiik
oldugunda oligozoospermik ve ejakilatta hi¢ sperm olmadiginda azospermik olarak
tanimlanir (WHO, 2010). Azospermiden siiphelenilen hastalarda farkli giinlerde en az iki
numune alinmalidir. Numuneler santrifijlenmeli ve pellette spermatozoa varligi
incelenmelidir. Azospermide, obstriiksiyon durumunda genellikle daha diisiik olan hacim,
pH ve fruktoz gibi semen parametrelerinin degerlendirilmesine dayali olarak obstriiktif ve

nonobstriktif azospermi olarak siniflandirilabilir (Wosnitzer ve ark., 2014).

Hareketlilik (Motilite): Sperm motilitesi, toplam sperm sayisinda hareketli olan

spermlerin yizdesidir.

Motilite tayininde kisilere ve laboratuvarlara gore farkli sonuglar ortaya ¢iktigindan

dolayr DSO spermin ilerleme hizini referans almayip motiliteyi (i¢ gruba ayirmustir;

e 1lleri hareketlilik (Progresif motilite; PR), dogrusal ya da genis bir daire

icerisinde hareketli olan sperm hareketidir.

24



e Yerinde hareketlilik (Nonprogresif motilite; NP), daha kucuk daireler
icerisinde ilerlemenin olmadigi, bas hareketinin zorlukla oldugu veya

olmadigi kuyruk hareketini gdzlendigi spermler ile tanimlanmaktadir.
e Hareketsizlik (immotilite; IM), hareketin olmadig1 spermleri ifade eder.

fleri hareketli sperm (PR) yiizdesi alt limit degeri %32, toplam hareketli sperm
(PR+NP) ylizdesi ise en az %40 olarak belirlenmistir (WHO, 2010).

Diisiikk referans degerin altindaki sperm motilitesi (astenozoospermi), aksesuar
bezlerin, testislerin (varikosel, kriptorsidizm ve testis kanseri) enfeksiyonuna/iltihabina
veya alkol, uyusturucu tiiketimi, sigara kullanimi, hava kirliligi, psikolojik stress gibi
cevresel faktordlere bagli olabilir (Shahrokhi ve ark., 2019). Bu faktorler, sperm plazma
zarmin veya flagellar proteinlerin peroksidatif hasarina bagli olarak sperm motilitesinin
bozulmasina neden olan seminal oksidatif stresi arttirir. Primer siliyer diskinezi veya
antisperm antikorlar1 olan erkeklerde tam hareketlilik yoklugu gozlenir (Cui ve ark., 2015;
Munro ve ark., 1994).

Canhhik (Viabilite): Oli spermler ile hareketsiz ama canli olan spermler
birbirinden hiicre membran: varlig: ile ayrilir. Canli olmayan (6lii) hiicrelerde bulunan
hasarli plazma membranlarinin, membrana penetre olmayan boyalarin hiicre igine
girmesine izin vermesi, o hicrelerin 6l0 oldugunu gosterir. Canli hiicreler ise boyayi
tutmaz. Bu ayrimi yapmak klinik agidan oldukca 6nemlidir. immotil canli ve 6li
spermlerin ayrimimin yapilmasi, hangi tip yardimci tireme tekniginin segilecegi konusunda
yol gostericidir (WHO, 2010). Cok az sperm hareketi olan veya immotil spermleri olan
hastalara ICSI tedavisi uygulayabilmek i¢in spermin canli olup olmadiginin belirlenmesi

gerekir (Casper ve ark., 1996).

Morfoloji: 2010 WHO kilavuzunda morfolojik olarak normal bir sperm bir bas
(akrozom), orta parca ve kuyruga sahiptir. Normal bir bas, plrizsiz hatlara ve oval bir
sekle sahiptir. Akrozomun agikga goriilebilir, iyi tanimlanmig, homojen yapida ve sperm
baginin 6n kisminin %30-60"1m1 kapliyor olmast gerekir. Normal bir orta parca sitoplazmik
kalintilardan yoksun ve bas kismina gore belirli bir ag1 olusturmadan, < 1 pm genisliginde
ve bas uzunlugunun yaklasik 1,5 kat1 kadar basa eksenel olarak bagli olmalidir. Kuyruk
ayrica sitoplazmik kalintilardan yoksun olmali, orta parganin akrozomal sonrasi ucuna
apikal olarak yerlestirilmeli, yaklasik 45-50 pum uzunluga sahip olmali ve keskin
kivrimlardan yoksun olmalidir (Menkveld, 2013).
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2.5 SPERM HAZIRLAMA TEKNIKLERI

In vivo kosullar altinda, potansiyel olarak fertil spermatozoa, kadin genital kanal
icerisinde hareketsiz spermatozoa, debris ve seminal plazmadan ayrilir (Mortimer ve
Templeton, 1982). Bu siire¢ sirasinda, sadece ilerleyici hareketli spermatozoa secilmekle
kalmaz, aym1 zamanda kapasitasyon adi verilen fizyolojik degisikliklere ugrar (Berford,
1983).

Ideal sperm ayirma teknigi;

e Hizli, kolay ve uygun maliyetli olmalidir.

¢ Olabildigince hareketli spermi izole etmelidir.

e Sperm hasarina veya ayrilan sperm hucrelerinde fizyolojik olmayan
degisikliklere neden olmamalidir.

e Ol spermatozoa, lokositler ve bakteriler dahil diger hiicreleri ortadan
kaldirmalidir.

e Dekapasitasyon faktorleri veya reaktif oksijen tirleri (ROS) gibi toksik veya
biyoaktif maddeleri ortadan kaldirmalidir.

e Daha buyuk hacimlerde ejakiilatin islenmesine izin vermelidir.

Mevcut yontemlerin hicbiri tim bu gereklilikleri karsilamadigindan, klinik
uygulamada sperm parametrelerine gore en iyi diizeyde verim elde edecek sekilde yOntem
secilmedilir (Henkel ve Schill, 2003).

Gunumizde en sik kullanilan konvansiyonel yontemler sperm yikama, swim-up ve

dansite gradient yontemleridir.

2.5.1 Yikama Yontemi

Bu yontemde temel ama¢ spermatozoanin seminal plazmadan uzaklastirilarak
istenilen bir hacimde yogunlastirilmasidir. En yiiksek sayida sperm veren sperm hazirlama

yontemidir. Dezavantaj olarak motil ve immotil spermleri ayristirmamaktadir.

Bu amacla konik dipli steril santrift)j tiipleri kullanilir. Likefiye olmus semen konik
bir tlp icerisinde 1+1 volim oraninda sperm yikama medyumu ile karistirilir. Dille
edilmis semen, her birinin miktart 3 ml’yi ge¢cmeyecek sekilde santrifij tuplerine
konularak 300-500 g’de, 5-10 dk santrifiij edilir. Ustteki stipernatant kismi atilarak, dipte
kalan pellet 1 ml medium ile tekrar karigtirilir. Ardindan, 300-500 g’de, 3-5 dk tekrar
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santrifiij edilir. Ustteki supernatant kismi atilarak, dipte kalan pellet, uygulanacak yonteme

gore yeterli miktarda medyum eklenerek kullanilir (WHO, 2010).

2.5.2 Direkt Swim-Up (Yuzdirme) Yontemi

Spermatozoanin kendi motilitesine gére semenden ayrilmasidir. Hareketli spermler

ustteki katmana yiizerler. Elde edilen motil/immotil sperm orani yiiksektir.

Likefiye olmus ejakiilattan bir ml’lik fraksiyonlar, ayr1 ayr1 15 m1’lik Falcon tlplere
konulur. Uzerlerine 1-2 ml sperm yikama medyumu eklenir. Tiipler 37°C’de bir saat
siireyle 45° egimli pozisyonda inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda, iistteki 1 ml’lik kistm
pipetle alinarak kullanilir. Bu yontemle ileri derecede oligozoospermi ya da

astenozoospermi olgularinda yeteri kadar sperm elde edilememektedir (WHO, 2010).

2.5.3 Dansite Gradient Yontemi

Bu yontemde ayirim, hiicreler arasindaki yogunluk farkina dayanir. Normal
morfolojiye sahip ve ileri hizl1 hareketli sperm hticrelerinin olusturulan farkli yogunluktaki
katmanlardan gecerek konik tiipiin dip kismina ulagsmasi beklenir (Amiri ve ark., 2012)
Semendeki anormal spermler ve diger bilesenler diger tabakalara gog¢ ederler. Konik tupiin
en alt katmani en yogun katman olarak belirlenir. Siklikla tercih edilen yogunluk
kombinasyonlar1 40/80 veya 50/90°dir (Ozkavukcu, 2017). Bu yontem genelde

oligozoospermi, astenozoospermi ve teratozoospermi vakalarinda tercih edilmektedir.

15 mI’lik konik Falcon tiipii igerisine, asagidan yukariya dogru her birinden 1 ml
olacak sekilde %80 ve %40°lik gradient sollisyonlar: Ust ste konulur. Likefiye olmus

semen iyice karstirildiktan sonra en tistteki tabakanin tizerine 1 ml sarsmadan birakilir.

300-400 g’de 15-30 dk santrifij edilir. Daha sonra stteki supernatant kismi bir
pipetle aspire edilerck disar1 atilir. Dipte birakilan kisim 5 ml medium ile karistirilir ve 200
g’de 4-10 dk santrifuj edilir. Yikanip ve altta toplanan pellet tzerine yeterli oranda medium
eklenerek kullanilir (WHO, 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismaya 01.01.2021-01.08.2021 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Unitesi’ne giinliik rutin semen analizi icin
miiracaat eden, yaslar1 20-55 arasi olup normal semen parametrelerine sahip onam formuna
olur veren 20 hastanin semen numuneleri dahil edilmistir. Calisma Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik Kurulu’nun
17.07.2020 tarih 2020/2740 nolu izni ile (bkz. EK 1) gergeklestirildi. Calismaya katilan

gonallulerin bilgilendirilmis onam formu ile izinleri alind1 (bkz. EK 2).

3.1 Hafnium Kloriir’iin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Hafnium Klorir (Hafnium (1V) chloride, %98 PN: 258202)
Sigma Aldrich firmasindan temin edildi. 2,5 gram HfCl, 10 ml serum fizyolojik igerisine
katilarak HfCls sollisyonu elde edildi. Calisma gruplarinda 2 mg/ml ve 4 mg/ml HfCl,s

olacak sekilde doz ayarlamasi yapildi.

3.2 Semen Orneklerinin Toplanmasi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardime: Ureme Teknikleri
Unitesine semen 6rnegi vermek igin gelen hastalarin géniillii olanlarindan onam alindh.
Semen ornekleri 3 gunluk cinsel perhizden sonra mastiirbasyon yoluyla toksik etki
bulundurmayan steril kaplara toplandi. Toplanan semen 6rneklerinin oda sicakliginda 15-
60 dk icerisinde likefiye olmasi beklendi. Likefiye olduktan sonra DSO 2010 yih
laboratuvar el kitab1 baz alinarak énce makroskobik ardindan mikroskobik semen analizi

yapildi. Analiz sonucunda 20 normospermik semen 6rnegi calismaya dahil edildi.

3.3 Semen Orneklerinin Hazirlanmasi

Normospermik semenler sperm yikama medyumu (Origio Sperm Wash) ile 1+1
olacak sekilde homojenize edildi. Ardindan 150 g’de 10 dk santrifuj edildi. Santrifij
sonrast pelletin Gzerindeki stipernatan kisim atildi. Pellete 3 ml sperm yikama medyumu
eklenerek enjektorle homojenize edildi. 3 mI’lik semen 6rnegi her biri 1 ml olacak sekilde

3 adet ependorf tipiine dagitildi.

Kontrol grubuna 16 pl cell culture grade water eklendi. Kalan 2 tiipe ise 2 mg/ml ve
4 mg/ml HfCl,4 olacak sekilde HfCl4 soliisyonu eklendi. Ardindan tiim gruplarin 20. ve 40.

dakikalarmda hareketlilik ve canliliklarina bakild.
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3.4 Hareketlilik Tayini

10 ul semen oOrnegi Makler sayim kamarasina damlatildiktan sonra 1sik

mikroskobunda 20°’lik objektif ile 200 hiicre sayilarak degerlendirme yapildi.

3.5 Canhlik Tayini

Canlilik tayini Eozin Y boyasi ile yapildi. 0,9 g NaCl (Sodyum Kloriir) 100 ml saf
su icinde ¢Ozdurdldid. 0,5 g eozin Y’yi (renk indeksi: 45380) 100 ml %0,9 NaCl’e
ekleyerek canlilik testine uygun eozin Y soliisyonu elde edildi (WHO 2010).

Canlilik tayini icin 10’ar pl semen, lam (zerine damlatilmis olan 10 pl eozin Y
soliisyonu karistirildi. Ardindan lamel ile kapatildi. 2-3 dk bekledikten sonra mikroskop
altinda 40’likk objektifte 200 tane spermatozoa sayilip, canli-cansiz yiizdeleri
degerlendirildi. Boya alan spermatozoalar nonviable (cansiz), boyayr almayan

spermatozoalar viable (canli) olarak degerlendirildi.

3.6 pH Olcuimi

pH test gubuklar1 (Macherey-Nagel) ependorflarin i¢inde renk degisimi bitene
kadar bekletildi. pH test gubugundaki olusan renk, renk skalasi ile kontrol edilerek sonuca
gidildi.

3.7 istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda her grubun motilite ve canlilik degerleri kaydedildi. Sayisal
degiskenler i¢in ortalama ve standart sapma tamimlayici istatistikleri verildi. Degiskenlerin
analizinde karma etki modelleri kullanildi. Analizler Jamovi 2.0 programi ile yapildi.
p<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hareketlilik ve Canhligin Ortalama Degerleri

Toplam Tleri Yerinde
Hareketlilik | Hareketlilik || Hareketlilik

dk Ort. SS Ort. SS || Ort. SS Ort. SS || Ort. SS
% % % % % % % % % %
Kontrol | 20 52,40 454 | 4725 451 | 515 230 | 4760 4,54 ||73,55 4,99
40 46,65 6,85 | 4050 5,62 || 6,15 216 | 5335 6,85 ||63,45 4,05

Grup |Zaman Hareketsizlik || Canhhk

2 20 40,20 6,39 | 3140 583 880 3,55 | 59,80 6,39 ||59,65 3,82
mg/ml 40 3325 6,89 | 2405 520 920 461 | 66,75 6,89 ||51,90 3,04
4 20 1660 397| 770 3,10 890 3,09 || 8340 3,97 ||31.25 4,84

mg/ml 40 1120 358 | 435 198 685 2,89 | 8880 3,58 ||2230 6,71

Tablo 4: Hareketlilik ve canliligin ortalama ve standart sapma degerleri (dk: Dakika, Ort:
Ortalama, SS: Standart Sapma, Alt1 ¢izili sayilar en diisiik normospermi referans degerinin altinda
kalanlar1 gbstermektedir.)

DSO 2010 kriterlerine gore 2 mg/ml HfCl, grubunda hareketlilik ve canllik
acisindan normospermi degerlerinde azalma egilimi goriilmektedir. 4 mg/ml HfCl4
grubunun ise hareketlilik ve canlilik degerlerinin normospermi degerlerini karsilamadigi
gorulmektedir (Tablo 4).

4.2 Canhhik Sonuglar:

Canlilik sonuglarimin  doza (p<0,001) ve zamana (p<0,001) gore degisimi
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Doz*zaman (p=0,275) etkilesimi istatistiksel olarak

anlamli bulunmad: (Fixed Effect Omnibus Tests).

CGoklu Karsilastirmalar

Grup Grup Fark SE p
Kontrol - 2mg/ml 12,73 0,80 <,001
Kontrol - 4 mg/ml 41,72 1,34 <,001
2 mg/ml - 4 mg/ml 29,00 1,27 <,001

Tablo 5: Canlilik agisindan doz karsilastirmalar: (SE: Standart Hata)

Tablo 5’te 2 mg/ml HfCl4 grubunda canli sperm sayisindaki azalma kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fark: 12,73, Standart Hata (SE): 0,8, p<0,001). 4

mg/ml HfCls grubunda canli sperm sayisindaki azalma kontrol grubuna gore istatistiksel
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olarak anlamli bulundu (Fark: 41,72, Standart Hata (SE): 1,34, p<0,001). 4 mg/ml HfCl4
grubunda canli sperm sayisindaki azalma 2 mg/ml HfCls grubuna gore de istatistiksel
olarak anlamli bulundu (Fark: 29, Standart hata (SE): 1,27, p<0,001).

Coklu Karsilastirmalar

Zaman Zaman Fark SE p
200k - 40dk 8,93 0,59 <,001

Tablo 6: Canlilik agisindan zaman karsilastirmalart (SE: Standart Hata)

40. dakika canli sperm sayisindaki azalma 20. dakikaya gore istatistiksel olarak
anlaml1 (p<0,001) bulundu (Tablo 6).

Sekil 4’te canl1 sperm sayisinin doz ve zaman arttikga azaldigi gérilmektedir.

60 - L )
= Grup
oy
= 401 [ ] Kontrol
o
5 2 2 mg/ml
O 4 mg/ml

T
20 :
0 -
20 dk 40 dk
Zaman

Sekil 4: Canliligin kontrol ve deney gruplarindaki zamana baglh degisimi (Ortalama+SS)

Sekil 5°te DSO 2010 kriterlerine gore kontrol grubu 20. dk canlilik degerleri en
diistik referans degerinin Uzerindedir. 40. dakikadaki bir ornek ise en diistik referans
degerleri icerisindedir. 2 mg/ml HfCls grubu 20. dk canlilik degerleri en diisiik referans
degerinin altina diismeye baslamistir. 40. dk itibar1 ile tim 6rnekler en diisiik referans

degerinin altindadir. 4 mg/ml HfCl4 grubunda ise tiim 6rnekler en disiik referans degerinin
altinda gortlmektedir.
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Kontrol

2 mg/ml

70 4 mg/ml
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Zaman

Sekil 5: Canliligin kontrol ve deney gruplarindaki zamana bagli degisiminin DSO 2010 kriterlerine
gore gosterilmesi (Noktalarin her biri bir 6rnegi temsil gostermektedir. Koyu mavi ¢izgi canliligin
en disiik referans degerini (%58) gostermektedir.)

Sekil 6’da kontrol grubu 20. dk Eozin-Y boyamas: ile canli ve cansiz spermler
gortlmektedir. Sar1 oklar canli spermleri, kirmizi oklar ise cansiz gostermektedir. 400X

fiber optik buyttme ile goriintl elde edilmistir.

Sekil 7°de 4 mg/ml HfCls grubu 20. dk Eozin-Y boyamas: ile cansiz spermler
gorilmektedir. Yaygin cokeltiler olustugu goriilmektedir. Bu ¢okeltiler diger gruplarda
olusmamaktadir. Kirmiz1 oklar cansiz spermleri gostermektedir. 400x fiber optik blyltme
ile goruntd elde edilmistir.
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Sekil 6: Kontrol grubu 20. dk (Sar1 oklar canli, kirmizi oklar cansiz spermleri géstermektedir.
Eozin-Y boyama. 400x fiber optik blyutme).

Sekil 7: 4 mg/ml HfCls grubu 20. dk (Yaygin ¢okeltiler gorilmektedir. Kirmizi oklar cansiz
spermleri gostermektedir. Eozin-Y boyama. 400x fiber optik blytutme)
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Sekil 8’de 4 mg/ml HfCls grubu 40. dk Eozin-Y boyamasi ile cansiz spermler
gorulmektedir. Yaygin cokeltiler sadece 4 mg/ml HfCls grubunda gorilmustiir. Kirmizi
oklar cansiz spermleri gostermektedir. 400x fiber optik blylitme ile gorinti elde

edilmistir.

Sekil 8: 4 mg/ml HfCls grubu 40. dk. (Yaygin ¢okeltiler gorulmektedir. Kirmuzi oklar cansiz
spermleri gostermektedir. Eozin-Y boyama. 400x fiber optik blyttme)
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4.3 Hareketlilik Sonuclar:
4.3.1 Hareketsizlik Degerleri

Hareketsiz sperm sayisinin doza (p<0,001) ve zamana (p<0,001) gbére degisimi
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Doz*zaman (p=0,410) etkilesimi istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (Fixed Effect Omnibus Tests).

Coklu Karsilastirmalar
Grup Grup Fark SE p

Kontrol - 2 mg/ml -12,80 1,30 <,001
Kontrol - 4 mg/ml -35,63 1,12 <,001
2 mg/ml - 4 mg/ml -22,83 1,60 <,001

Tablo 7: Hareketsizligin doz etkilesimi (SE: Standart hata)

Tablo 7°de 2 mg/ml HfCls grubunda hareketsiz sperm sayisindaki artma kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fark: -12,80, Standart Hata (SE): 1,30,
p<0,001). 4 mg/ml HfCls grubunda hareketsiz sperm sayisindaki artma kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fark: -35,63, Standart Hata (SE): 1,12, p<0,001).
4 mg/ml HfCl4 grubunda hareketsiz sperm sayisindaki artma 2 mg/ml HfCl4 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fark: -22,83, Standart Hata (SE): 1,60, p<0,001).

Coklu Karsilastirmalar
Zaman  Zaman  Fark SE p
20dk - 40dk -6,03 049 <,001

Tablo 8: Hareketsizligin zaman etkilesimi (SE: Standart hata)

40. dakika hareketsiz sperm sayisindaki artma 20. dakikaya gore istatistiksel olarak
anlamli (p<0,001) bulundu (Tablo 8).

Sekil 9°da hareketsiz sperm sayisinin doz ve zaman arttik¢a arttigi goriilmektedir.
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Sekil 9: Hareketsizligin kontrol ve deney gruplarindaki zamana bagli degisimi (OrtalamaxSS)

4.3.2 Yerinde Hareketlilik Degerleri

Yerinde hareketli sperm sayisinin doza (p<0,001) ve doz*zamana (p<0,05) gore
degisimi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Zaman (p=0,578) etkilesimi istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (Fixed Effect Omnibus Tests).

Coklu Karsilastirmalar

Grup Grup Fark SE p
Kontrol - 2 mg/ml -3,35 0,81 0,002
Kontrol - 4 mg/ml -2,22 0,63 0,004
2mg/ml - 4 mg/ml 1,12 0,99 0,272

Tablo 9: Yerinde hareketliligin doz etkilesimi (SE: Standart hata)

Tablo 9’da 2 mg/ml HfCls grubunda yerinde hareketli sperm sayisindaki artma
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fark: -3,35, Standart Hata (SE):
0,81, p<0,05). 4 mg/ml HfCls grubunda yerinde hareketli sperm sayisindaki artma kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fark: -2,22, Standart Hata (SE): 0,63,
p<0,05). 4 mg/ml HfCls grubunda yerinde hareketli sperm sayisindaki azalma 2 mg/ml

HfCls grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (Fark: 1,12, Standart hata (SE):
0,99, p>0,05).
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Coklu Karsilastirmalar
Zaman  Zaman  Fark SE p
20dk - 40dk 0,22 0,39 0,579

Tablo 10: Yerinde hareketliligin zaman etkilesimi (SE: Standart hata)

40. dakika yerinde hareketli sperm sayisindaki azalma 20. dakikaya gore
istatistiksel olarak anlamli (p>0,05) bulunmad: (Tablo 10).

Sekil 10°da kontrol grubu ile 2 mg/ml HfCls grubunun yerinde hareketli sperm
ylzdesinde zamanla artis oldugu goriillmektedir. 4 mg/ml HfCls grubunda ise zamanla
azalma saptanmustir. Bunun sebebi ise 4 mg/ml HfCls grubunda ileri hareketli sperm
sayisinin diger gruplara gore az olmas: ve bu dozda spermlerin daha fazla etkilenerek
hareketsiz hale gelmeleridir. Ileri hareketli yiizdeleri kontrol grubunda ortalama %43,9 ve
2 mg/ml HfCls grubunda %27,7 iken 4 mg/ml HfCls grubunda ortalama %6’dir. Hareketsiz
sperm yuzdeleri kontrol grubunda ortalama %50,5 ve 2 mg/ml HfCls grubunda %63,3 iken
4 mg/ml HfCl4 grubunda ortalama %86’ dir.
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Sekil 10: Yerinde hareketliligin kontrol ve deney gruplarindaki zamana bagh degisimi
(OrtalamazSS)
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4.3.3 Ileri Hareketlilik Degerleri

Ileri hareketli sperm sayisimn doza (p<0,001), zamana (p<0,001) ve doz*zamana

(p<0,001) gore degisimi istatistiksel olarak anlaml1 bulundu (Fixed Effect Omnibus Tests).

Coklu Karsilastirmalar

Grup Grup Fark SE p
Kontrol - 2 mg/ml 16,15 1,22 <,001
Kontrol - 4 mg/ml 37,85 1,09 <,001
2 mg/ml - 4 mg/ml 21,70 1,18 <,001

Tablo 11: ileri hareketliligin doz etkilesimi (SE: Standart hata)

Tablo 11°de 2 mg/ml HfCls grubunda ileri hareketli sperm sayisindaki azalma
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fark: 16,15, Standart Hata (SE):
1,22, p<0,001). 4 mg/ml HfCls grubunda ileri hareketli sperm sayisindaki azalma kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu. (Fark: 37,85, Standart Hata (SE): 1,09,
p<0,001). 4 mg/ml HfCls grubunda ileri hareketli sperm sayisindaki azalma 2 mg/ml HfCl4
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fark: 21,70, Standart hata (SE): 1,18,
p<0,001).

Coklu Karsilastirmalar
zaman zaman Fark SE p
20dk - 40dk 5,82 0,38 <,001

Tablo 12: ileri hareketliligin zaman etkilesimi (SE: Standart hata)

40. dakika ileri hareketli sperm sayisindaki azalma 20. dakikaya gore istatistiksel
olarak anlamli (p<0,001) bulundu (Tablo 12).

Sekil 11°de ileri hareketli sperm sayisinin doz ve zaman arttikca azaldigi
gortlmektedir. 4 mg/ml HfCls grubunun ileri hareketli sperm sayis1 kontrol grubuna gore

ortalama %38, 2 mg/ml HfCls grubuna gore ise %22 azalmistir.

Sekil 12°de DSO 2010 kriterlerine kontrol grubu 20. dk ileri hareketlilik degerleri
en disik referans degerinin Uzerindedir. 40. dakikada ise iki Ornekten biri en diisiik
referans degerleri igerisinde iken digeri (%30) en diisiik referans degerlerinin altindadir. 2

mg/ml HfCls grubu ileri hareketlilik degerleri ¢ogunlukla en diisiik referans degerinin

38



altindadir. 4 mg/ml HfCls grubunda ise tim 6rnekler en diisiik referans degerinin altinda

goralmektedir.
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Sekil 11: Ileri hareketliligin kontrol ve deney gruplarindaki zamana bagh degisimi (Ortalama+SS)
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Sekil 12: ileri hareketliligin kontrol ve deney gruplarindaki zamana bagl degisiminin DSO 2010
kriterlerine gdre gosterilmesi (Noktalarin her biri bir 6rnegi temsil gostermektedir. Koyu mavi ¢izgi

Ileri hareketliligin en diisiik referans degerini (%32) gostermektedir.)
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4.3.4 Toplam Hareketlilik Degerleri

Toplam hareketli sperm sayisimin doza (p<0,001) ve zamana (p<0,001) gore
degisimi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Doz*zaman (p=0,410) etkilesimi istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (Fixed Effect Omnibus Tests).

Coklu Karsilastirmalar
Grup Grup Fark SE p

Kontrol - 2mg/ml 12,80 1,30 <,001
Kontrol - 4mg/ml 35,63 1,12 <,001
2mg/ml - 4mg/ml 22,80 160 <,001

Tablo 13: Toplam hareketliligin doz etkilesimi (SE: Standart hata)

Tablo 13’de 2 mg/ml HfCls grubunda toplam hareketli sperm sayisindaki azalma
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fark: 12,80, Standart Hata (SE):
1,30, p<0,001). 4 mg/ml HfCls grubunda toplam hareketli sperm sayisindaki azalma
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli1 bulundu. (Fark: 35,63, Standart Hata (SE):
1,12, p<0,001). 4 mg/ml HfCls grubunda toplam hareketli sperm sayisindaki azalma 2
mg/ml HfCls grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (Fark: 22,80, Standart hata

(SE): 1,60, p<0,001).

Coklu Karsilastirmalar
Zaman  Zaman  Fark SE p
20dk - 40dk 6,03 049 <,001

Tablo 14: Toplam hareketliligin zaman etkilesimi (SE: Standart hata)

40. dakika toplam hareketli sperm sayisindaki azalma 20. dakikaya gore istatistiksel
olarak anlamli (p<0,001) bulundu (Tablo 14).

Sekil 13’de toplam hareketli sperm sayisinin doz ve zaman arttikga azaldigi

gorilmektedir.

Sekil 14°te DSO 2010 kriterlerine gore kontrol grubu 20. dk toplam hareketlilik
degerleri en diisuk referans degerinin tizerindedir. 40. dakikada ise iki 6rnek (%37) en
diisiik referans degerlerinin altindadir. 2 mg/ml HfCl4 grubu toplam hareketlilik degerleri
cogunlukla en disiik referans degerinin altindadir. 4 mg/ml HfCls grubunda ise tim

ornekler en diisiik referans degerinin altinda goriilmektedir.
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Sekil 14: Toplam hareketliligin kontrol ve deney gruplarindaki zamana bagli degisiminin DSO
2010 kriterlerine gore gosterilmesi (Noktalarin her biri bir ornegi temsil gostermektedir. Koyu
mavi ¢izgi toplam hareketliligin en diisiik referans degerini (%40) gostermektedir.)

Sekil 15°te kontrol grubu Makler gortnttsinde spermler goriilmektedir. Beyaz
oklar spermleri gostermektedir. 200x fiber optik blyiitme ile goriintii elde edilmistir.

Sekil 16°da 4 mg/ml HfCl4 grubu Makler goriintustinde spermler gorilmektedir.
Beyaz oklar spermleri gostermektedir. Yaygin ¢okeltiler goriilmektedir. Cokeltiler hem
Makler gorintisiunde hem de Eozin-Y boyamada (Sekil 7-8) gortlmektedir. 200x fiber
optik biliylitme ile goriintii elde edilmistir.
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Kontrol grubu Makler gorunttst (Beyaz oklar spermleri gostermektedir. 200x fiber optik

kil 15:
blyutme)

Se

Sekil 16: 4 mg/ml HfCls grubu Makler goriintusu (Beyaz oklar spermleri gostermektedir. Maklerde

cokeltiler gorulmektedir. 200x fiber optik blylitme)
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4.4 pH Olgimii
Calismada canlilik ve hareketlilik degerlerine ek olarak yapilan manuel pH 0l¢imiinde;

e Kontrol grubunun pH’st sperm yikama medyumunda belirtildigi gibi 8-8,5 pH

araliklarinda,
e 2 mg/ml HfCls grubunda pH 6-7,

e 4 mg/ml HfCls grubunda ise pH 5 olarak gozlendi.

Sekil 17°de kontrol ve deney gruplarinin manuel pH 6l¢iim sonuglari gosterilmistir.

Sekil 17: Manuel pH 6lcimii
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5. TARTISMA

Yapilan arastirmalarda, diinyanin birgok tlkesinde insan sperm kalitesinde azalma
tespit edilmistir (Carlsen ve ark., 1992; Roland ve ark., 2013) Dogurganlik oranlarindaki
azalma agir metaller de dahil olmak iizere ¢evresel toksik maruziyetlerle iliskilendirilmistir
(Benoff ve ark., 2000; Telisman ve ark., 2000; Herndndez-Ochoa ve ark., 2005; Swan,
2006; Benoff ve ark., 2009; Wong ve Cheng, 2011).

Cevresel etkenlerden plastik Uretiminde yaygin bir sekilde kullanilan Bisfenol A
sperm hareketlilik, konsantrasyon ve morfolojisinde azalmaya sebep olmaktadir (Manfo ve
ark., 2014). Yine plastiklerde sik kullanilan ftalatlar infertilite ve sperm kalitesinde azalma
ile iliskilendirilmislerdir (Chiang ve ark., 2017). Hava kirliliginin 6nemli sebeplerinden
olan motorlu tasit egzos dumaninin sperm kalitesini azalttigi saptanmustir (Rengaraj ve
ark., 2015). Orman yanginlari, ticar1 atiklarin yakilmasi, pestisit ve kagit tretimi esnasinda
yan Uriin olarak ortaya ¢ikan digoksinlerin sperm hareketliligi, morfolojisi ve sayisi tizerine
olumsuz etkileri bulunmustur (Galimova ve ark., 2015). Pestisit maruziyetinin sperm
parametrelerini (hareketlilik, morfoloji ve konsantrasyon) olumsuz etkiledigi saptanmistir
(Mehrpour ve ark., 2014). Agir metallerden olan kadmiyum sigara ve besinlerle alinarak
basta sperm hareketliligi olmak tizere spermotegenesis Uzerine olumsuz etkileri

bulunmaktadir (Kumar ve Sharma, 2019).

Umeyama ve arkadaslar1 (1986) yaptiklar1 ¢alismada kadmiyum, bakir, molibden
ve cinko gibi gecis elementlerinin infertil erkeklerin semenlerinde en yiksek
konsantrasyonlara sahip oldugunu gostermislerdir. Normal sperm parametrelerine sahip
olanlarda toksik etkileri olabilecegi belirtilmistir. Gegis elementi olan hafniumun
ginimuzde kullaniminin artmasi ve sperm hareket ve canliligimi olumsuz etkilemesi
nedeniyle semen icerisinde varliginin tespiti infertilite ve diger doku patolojileri agisindan

yararl olacaktir.

Metal iyonlarindan demir, manganez ve kursunun 2, 4, 6 ve 8’inci saatlerde sperm
motilitesi Uzerine etkisine bakan Huang ve arkadaslar1 (2001) elementlerin
konsantrasyonlar1 arttik¢a sperm motilitesinde azalma saptamuslardir. Motilitedeki
azalmanin kontrol ve element gruplarinda ilk 2 saatte daha keskin oldugu gézlenmektedir.
Hafnium klorlrle yaptigimiz ¢alismada asil etkinin ilk 20 dk igerisinde ortaya ¢iktigini

saptadik.

44



Hafniumun toksisitesi Uzerine yapilan calismalar genelde 2000 yili Oncesine

dayanmakla birlikte sperm tzerindeki etkilerine dair bir ¢alisma rapor edilmemistir.

Haley ve arkadaslari (1962) 86 adet fare lizerinde yaptiklari ¢alismada hafnium
klorriin intraperitoneal LDso dozunu 112 mg/kg olarak bulmuslar. Calismada akut
toksisite semptomlarinin letarji ve rinasyon oldugu saptannus. Olumlerin genelde ilk 24

saat icerisinde meydana geldigi belirtilmistir.

Alt1 erkek ve alt1 disi sicandan olusan gruplarin diyetine 12 hafta boyunca %0,01,
%0,1 veya %1 (yaklasik 500 mg/kg viicut agirligr) hafnium tetrakloriir eklendiginde kan
parametreleri (eritrosit, lokosit, hemoglobin, hematokrit), vicut agirligi ve sagkalim
uzerinde hicbir olumsuz etki gortlmemis. Histolojik olarak karaciger, kalp, bobrek,
akciger, pankreas, dalak, adrenal bez ve ince barsak incelenmis. %1 diyet diizeyinde
hemen hemen tim hayvanlarda ve daha diisiik seviyelerde de sadece bazi hayvanlarda
sadece karacigerde vakuolizasyon ve graniilasyon ortaya ¢ikmis. Hafnium tetrakloriiriin
ayrica gastrointestinal sistemde hafnium oksikloriire doniigsmiis olabilecegi belirtilmistir
(Haley ve ark., 1962).

Goze 0,1 mL %0,1 hafnium klortr (pH 2,1) damlatiimasi 6 tavsanin kornea, iris ve
konjonktivasinda 1-24 saat icerisinde tahrise neden olmamis. 1 mg hafnium tetraklorGriin
direkt uygulamasini takiben 1 saat igerisinde U¢ tavsanda gecici tahris ve kizariklik
gozlemlenmis ve 24 saat sonunda higbir yan etki gdzlenmemis. Gozyasi salgisinin hafnium
klorlriin gbzyasi icerisinde ortaya ¢ikardigi hidroklorik asidi tamponladigi belirtilmis
(Haley ve ark., 1962).

Alt1 tavsanin saglam derisine 24 saat sureyle direkt 1 mg hafnium tetraklorir
uygulanmasi, 3 giin siiren 6dem ve eriteme neden olmus. Asinmug tavsan derisine benzer
sekilde uygulandiginda 8-24 saat igerisinde ciddi tahris ve tlserasyon goriilmiis. 7 gun
icerisinde Ulserasyonun kas tabakasina ilerledigi saptanmis ve iyilesme goézlenmemis.
Saglam ve asmmus derideki farkin deri sivisinda ortaya c¢ikan hidroklorik aside bagh
oldugu belirtilmistir (Haley ve ark., 1962).

Bes kobaydan olusan gruplarda, %0,001 hafnium oksiklorirtin intradermal
enjeksiyonu hafif tahrise neden olmus. %1 ve daha yiksek konsantrasyonlarda skar

olusumu ile ciddi tahris kaydedilmistir (Haley ve ark., 1962).

Izole tavsan ve kobay ileumunda 10-200 mg hafnium Kloriir uygulamas: barsak

tonus ve kasilmalarinda depresyona bagli paraliziye neden olmustur (Haley ve ark., 1962).
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Kedilere uygulanan 0,5-2 mg/kg intravendz hafnium Kklortr farmakolojik yan etki
yapmazken, 5 mg/kg dozda hipotansiyona, 20 mg/kg dozda ise kardiyovaskuler kollaps ve
respiratuvar paraliziye bagh 6lime neden oldugu saptanmustir. Bu etkilerin atropin ve
epinefrin ile geri dondiiriilemedigi belirtilmistir. Citrat ile kardiyovaskuler kollapsin 60
mg/kg dozda meydana geldigi tespit edilmistir. HfCls kaynakl asidik pH’mn bu etkilere
sebep olmadigi belirtilmistir (Haley ve ark., 1962). Calisma disinda bizde hafnium

klorurun kanin kivamini arttirdigint gézlemledik.

20 farenin kulak lobuna salin icinde 0,02 mL %0,08 hafnium oksiklortrin
(yaklasik 0,8 mg/kg vicut agirligl) tek bir intradermal enjeksiyonu, lokal displazi ve
hiperplaziye neden olmus ve 2 ay sonra tum hayvanlarda bir kondral kitle meydana
gelmigstir (Shelley, 1973).

25 saglikli, 17 antrasilikoz ve 35 sarkoidoz tanili insanlarda yapilan bir ¢alismada
tuzlu su icinde 1/10.000 hafnium oksiklorur ¢ozeltisinin 0,02 mL intradermal enjeksiyonu,
enjeksiyondan 9 ay sonrasina kadar kontrol edildiginde 77 denekte hichir lokal reaksiyona

neden olmamustir (Shelley, 1958).

Zhou ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklart ¢alismada diisiik pH’m sperm
hareketliligi ve canliligim olumsuz etkiledigini saptamislar. %60 Percoll gradient ile
santrifij edildikten sonra yikanan spermler en Son asamada pH 5,2, 6,2, 7,2 ve 8,2 olan
medyumlarda 15, 30, 60, 90 ve 120 dk inkube edilmisler. En fazla pH 5,2°de olmak (izere
asidik duzeylerde sperm hareketliliginde ve canliliginda anlamli azalma saptamislar.
Calismamizda manuel pH olcimu ile hafnium kloririn asidik bir ortam olusturmasinin

saptanmasi Zhou ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismay1 destekler niteliktedir.

4 mg/ml HfCls grubunda hem eozin-y boyamasinda hem de Makler kamarasinda
yaygin ¢okeltiler olustu. Cokeltilerin olusum sebebini ortaya ¢ikarmak igin ileri calismalar

gerekmektedir.
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6. SONUC

Hafnium kloriiriin normospermik vakalarin sperm viabilite ve motilite parametreleri

Uzerine etkisinin arastirilmast bashikli ¢alismamizda elde edilen sonuclar ve 6nerilerimiz

kisaca su sekildedir:

1.

Gunumizde artan teknoloji ile glindelik hayatimizda hafnium alagimlari ile daha sik
karsilasacagimiz asikardir. Hafnium alasimlarimin  biyo uyumlu olduguna dair
calismalar olmasina karsin yaptigimiz ¢alismada HfCls iin doz arttikga sperm motilite
ve canlilig1 tizerine olumsuz etkilerinin oldugu saptandi.

Infertilite nedenleri incelenirken hafniumun goz ardi edilmemesi tavsiye edilir.

Sperm parametreleri alt sinirda normal olanlarin canlilik ve hareketlilik degerlerinin
daha kisa siirede kotiilestigini saptadik. DSO’e gore sinirda olan vakalarin daha hassas
oldugu 6ngorilebilir. Ancak akilda tutulmalidirki erkek sperm parametreleri yildan yila
diisiis egilimindedir.

Bu c¢alisma ile kullanima giren aletlerde potansiyel bir tehlikenin varligi ortaya
konulmustur. Ulke regulasyonlarinin bu konuda hassasiyet géstermeleri halk saglhig:
acisindan énemlidir.

Hafniumun sperm parametreleri ilizerine olan etkisinin daha iyi anlagilabilmesi igin

daha ¢ok calismaya ihtiyac vardir.
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8. EKLER

EK-1
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EK-2

Tarih:

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU
Sayin gonlli

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimci Ureme Teknikleri
Unitesinde bireysel calisma amach yirittigiimiz ‘Hafnium kloriir un normospermik
vakalarin sperm viabilite ve motilite parametreleri lizerine etkisinin arastirilmasi’ adli
arastirmamiza sizin de katilmanizi dneriyoruz. Calismaya katilim gonullilik esasina
dayalidir. Kararinizdan dnce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri
okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Yapacak oldugumuz calismanin amaci infertilite(kisirlik) sorunu olan hastalarda alternatif
bir tedavi segeneginin olup olmadigini arastirmaktir. Bu galismaya katiliminiz arastirmanin
basarisi i¢in 6nemlidir.

Arastirmaya yas araligini 20-55 yas araligi olarak belirledigimiz 20 kadar gondlla
alinacaktir. Aragtirmanin galisma siresi 6 aydir.

Eger arastirmaya katilmayi kabul ederseniz izniniz dogrultusunda bu ¢alismayi yapabilmek
icin sperm analizi sonrasinda rutinde imha edilen sperm hiicrelerini hafnium klortr adli
element ile muamele ederek canlilik ve hareketlerindeki degisiklikleri analiz edecegiz.

Arastirmadan dolayi goreceginiz bir zararda gerekli her tiirli tibbi girisim tarafimizdan
yapilacaktir; bu konudaki tiim harcamalar da tarafimizdan karsilanacaktir.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak calismanin kalitesini denetleyen gorevliler,
etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir. Bu arastirmanin
sonuglari bilimsel amaclarda kullanilacaktir. Arastirma yayinlandigi takdirde varsa kimlik
bilgilerinizin gizliligi korunacaktir.

Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baghdir
ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir.
Yine calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi cekme hakkina da sahipsiniz.

Arastirmadan cekilmeniz ya da arastirmaci tarafindan arastirmadan cikarilmaniz halinde,
sizle ilgili veriler kullanilmayacaktir. Ancak veriler bir kez anonimlestikten sonra
arastirmadan ¢ekilmeniz mimkin olmayacaktir.
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Tarih:
Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce gonlilliiye verilmesi gereken bilgileri
okudum ve s6zIU olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari arastirmaciya sordum, yazil
ve s0zlU olarak bana yapilan tim aciklamalari anlamis bulunmaktayim. Calismaya
katilmayi isteyip istemedigime karar vermem icin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar
altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi
konusunda arastirma yiritlclsine yetki veriyor ve s6z konusu arastirmaya iliskin bana
yapilan katilim davetini hicbir zorlama ve baski olmaksiniz blyik bir gonilltlik icerisinde
kabul ediyorum.

Bu formun imzali bir kopyasi bana verilecektir.

Gonulli
Adi, soyadi:
Telefon:

imza:

Katihmci ile goriisen arastirmaci
Adi, soyad:

Gorevi:

Telefon:

imza:
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