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T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SWIM-UP TEKNIiGi ILE HAZIRLANACAK SEMEN ORNEKLERINDE TROMBOSITTEN
ZENGIN PLAZMA ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

Saime SIK
HISTOLOJi VE EMBRiIYOLOJi ANABIiLIM DALI
YUKSEK LISANS TEZi- KONYA 2019

Sperm motilitesi, erkek infertilitesinde degerlendirilen ilk parametrelerden biri oldugundan in
vitro fertilizasyon tedavilerinde motil sperm elde etmek onem arz etmektedir. Bu nedenle farkli
ylizdiirme metotlar1 birgok c¢alismanin konusu olmus, en ideal ydntemin swim-up oldugu
diistiniilmistiir. Trombositten Zengin Plazma (TZP), icerdigi biiyiime faktorleri nedeniyle ortopedi,
plastik cerrahi, kadin dogum gibi farkli alanlarda kullanim bulmus, fakat iireme ve sperm motilitesi
iizerine bugiine kadar yapilmis yalnizca bir ¢aligma bulunmaktadir.

Caligmamiza semen i¢in 29, kan icin 10 goniillii katilmistir. Alinan intravendz kanlardan TZP
elde edilmis, deney protokoliinde kullanmak i¢in dondurularak saklanmistir. 29 goniilliiniin rutin semen
analizleri yapildiktan sonra her 6rnek iki esit hacimde ayrilmustir. Esit hacimde ayrilan bu 6rnekler raw
(ham) hali ve TZP ile muamele edilecek grup olarak iki ayr1 sekilde siniflandirilmistir. TZP ile muamele
edilen semen Orneklerinin ve ham grubunun her 15-30 ve 45 dakikada konsantrasyon ve motilite
analizleri yapilmustir.

Bulgularimizda elde edilen +4 ve +3 sperm konsantrasyonu ham grubuna goére anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (p<.0001). Bu anlamliligin &zellikle ilk 15 dk igin kritik oldugu
gorilmiistiir.

Sonuglarimiza gore, TZP nin sperm motilitesi ilizerine anlamli oranda etkisi bulunmaktadir.
TZP, sperm motilitesi diisiik IUI ve ICSI i¢in sperm hazirlamada alternatif bir yikama materyali olabilir.

Anahtar Kelimeler: Sperm; Swim-up; Trombositten Zengin Plazma (TZP)
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ABSTRACT

REPUBLIC of TURKEY
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

THE EVALUATION OF THE EFFECT OF PLATELET RICH PLASMA ON THE SAMPLES TO
BE PREPARED BY SWIM-UP TECHNIQUE

Saime SIK
DEPARTMENT OF HISTOLOGY AND EMBRYOLOGY
MASTER THESIS- KONYA 2019

Because sperm motility is the first parameter evaluated in male infertility, obtaining motile
sperm for the in vitro fertilization treatment is considered important. Therefore, different methods of
collection have been the subject of many studies and it has been thought that the most ideal method is
swim-up. Platelet Rich Plasma has been used in different fields such as orthopaedics, plastic surgery,
and gynaecology due to the growth factors it contains, but there is only one study till now on
reproductive and sperm motility.

For semen 29 volunteers and for blood 10 volunteers participated in our study. Platelet Rich
Plasma (PRP) was obtained from the intravenous blood taken and it was frozen for use in the
experimental protocol. After routine semen analyses of 29 volunteers were performed, every sample
was divided into two equal volumes. These equally divided samples are classified as different groups.
One of them is raw form and the other one is the group which will be treated with PRP. Concentration
and motility analysis of PRP-treated semen samples and the raw group were performed at each 15th-
30th and 45th minutes.

Our results showed that the +4 and +3 sperm concentration were significantly higher than the
raw group (p<.0001). This significance was found to be critical especially for the first 15 minutes.

According to our results, PRP has a significant effect on sperm motility. PRP may be an
alternative washing material for sperm preparation to be used in Ul and ICSI which need low sperm
motility.

Keywords: Platelet Rich Plasma (PRP); Sperm; Swim-up
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1. GIRIS VE AMAC

Infertilite bireyi ve birgok zaman aileleri de dogrudan etkileyen sosyolojik
yonleri de olan bir saglik problemidir. Giiniimiizde infertil ¢iftlerin yaklasik %40’ inda
sorunun erkek faktorlii infertilite oldugu goriilmiistiir. Erkek faktorlii infertilitede
sperm parametreleri 6nem arz eder ve en énemli parametrelerden biri de motilitedir.
In vitro fertilizasyon (IVF) tedavilerinde motil spermlere ulasmak icin farkli sperm
hazirlama metodlar1 halen kullanilmaktadir. Bu metodlar arasinda en ideal
yontemlerden biri ise swim-up teknigi olmustur. Swim-up teknigi, motil spermlerin
tipiin Gst kisminda olusturulan medium katmanina yilizmesine dayanmaktadir.

Boylece immotil spermlerden ayrilmis motil spermler elde edilmis olur (Delilbasi
2008).

Trombositten Zengin Plazma (TZP), tam kanin santrifiij edilmesi ile normale
oranla daha konsantre trombosit elde edilmesini saglamaktadir. TZP hazirlama
teknikleri de kendi arasinda farkli boliimlere ayrilabilir. TZP hazirlama ve
hazirladiktan sonra trombositlerin aktive edilmesi ise trombositlerden salinan biiyiime
faktorlerinin daha fazla oranda agiga ¢ikmasini saglamaktadir. TZP, birgok biiyiime
faktoriinii konsantre halde i¢inde bulundurur ve bu biiyiime faktorleri nedeni ile
ortopedi, plastik cerrahi, dis ve kadin dogum gibi farkli alanlarda kullanim bulmustur.
Giiniimiizde tibbin bir¢ok alaninda kullanim bulan ve yenilik¢i bir tedavi araci olan
TZP, bugiine kadar farkli galigmalarda kullanim bulmus olsa da sperm parametrelerine

etkisinin incelendigi yalnizca bir kaynak bulunmaktadir (Marx 2001).

Bizim bu c¢alismadaki amacimiz, TZP’nin erkek infertilitesinde sperm
parametrelerine etkisini aragtirmak ve yardimci lireme tedavilerinde bir avantaj

saglayip saglayamayacagini degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

Trombositler, diger adiyla kan pulcuklari (plateletler) kemik iliginin en biiyiik
hiicreleri olan megakaryositlerden meydana gelmis olup, 2-5 pm capinda ve 5 pm?®
hacmindedirler. Trombositler pek ¢ok kaynakta “kemik iliginin devleri, periferik kanin
ciiceleri” seklinde de tamimlanmustir. Trombositler, ultrastriiktiirel bakimdan 4
morfolojik yapiya ayrilirlar (Resim 1); Periferal zon, yapisal zon, organel zonu ve

membran zonu (Davi ve Patrono 2007).

Periferal Zon: Bu yap1 glikokaliks ortiisiiyle kapli hiicre membranindan
olugmakta olup, glikokaliks, glikoprotein, glizkozaminoglukan ve plazmadan adsorbe
edilmis birkag pihtilasma faktdriinii ihtiva eder. integral membran glikoproteinleri ise

trombosit fonksiyonunda reseptorler olarak islev goriirler (Rendu ve Bohn 2001).

Yapisal Zon: Trombosit plazma membranini destekleyen bir ag olusturan
mikrotiibiiller, aktin filamentleri, miyozin ve aktin-baglayan proteinler bu yapida
bulunurlar. Aktin filament agmin hemen altinda demet halinde 8-24 mikrotiibiil
bulundugu bilinmektedir. Bunlarin dairesel olarak yerlesmis olup ve trombositin disk

seklininin siirdiiriilmesinden sorumlu oldugunu bilmekteyiz.

Organel Zonu: Trombositin merkezini kaplar ve mitokondriyonlardan,
peroksizomlardan, glikojen partikiillerinden ve sitopldzmaya dagilmis en az ii¢ tip

graniilden olusur. Bu graniiller a,  ve A graniil olarak isimlendirilmistir (Rendu ve

Bohn 2001; Pietrzak ve Eppley 2005).

Alfa Graniiller: Y aklasik 300 nm ¢apa sahip olup her trombositte yaklasik 50
adet alfa graniil bulunur ve sayica diger graniillere gore baskindirlar. Alfa graniiller
cok sayida protein ve bilyiime faktorii igerirler. Igerdikleri bu biiyiime faktdrleri
nedeniyle de pek c¢ok c¢alismada trombositlerin calisilmasinin  temelini
olusturmuslardir. Bu graniillerin yapilarinda platelet kaynakli biiyiime faktori
(PDGF), transforme edici biiyiime faktorii- B 1 (TGF- B 1), vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF), epidermal biiylime faktorii (EGF), insiilin benzeri biiylime
faktori—1 (IGF-1), temel fibroblast biiyiime faktori (B-FGF), bag doku biiyiime
faktorii (CTGF), platelet faktor-4 (PF-4) gibi biiytime faktorleri yer almaktadir
(Machin ve ark. 1983; Barrientos ve ark. 2008).



0 Graniiller: Elektron mikroskopta isinlart yogun olarak absorbe etmeleri
nedeniyle “yogun cisimler” seklinde isimlendirilmislerdir. Ortalama olarak 250-300
nm ¢apa sahip olduklar1 ve yapilarinda esas olarak hasarli damar bolgesinde platelet
adezyonunu ve vazokontriksiyonu kolaylastiran ADP, ATP, serotonin ve histamin

icerdikleri bilinmektedir (Kark ve ark. 2006).

4 Graniiller: Caplar1 175-250 nm arasinda degisen bu graniillerin lizozomal
enzimleri icerdikleri bilinmektedir. A graniillerinin icerigi damar onariminin geg
evrelerinde pitht1 geri emiliminde fonksiyon goriir ve ayrica bakterisidal aktiviteye

yonelik katyonik proteinleri de mevcuttur (Arora ve ark. 2009).

Periferik Zon

plazma
membrani

Yapisal Zon

Organel zonu

A granuli
(lizozom)

glikojen

a granulleri

Membran Sistemleri

acik kanalikuler
sistem

yogun tibiiler sistem .

Resim 1: Bir trombositin yapist (Ross ve Pawlina 2016).

2.1. TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA (TZP)

Basit¢e tanimlayacak olunursa, tam kanin belli bir devirde santrifiij
edilmesinden sonra normale gore daha konsantre trombosit elde edilen plazmaya
Trombositten Zengin Plazma (TZP) denmektedir. TZP, tedavi uygulanacak kisinin

kendi kaninin santrifiij edilmesiyle elde edilir yani otolog bir iiriindiir. Trombositten



Zengin Plazma’da otolog bir kanda olandan ¢ok daha fazla trombosit ve biiylime
faktori bulunur. Sayisal tamimlayacak olursak, normalde kanda bulunan sekilli
elemanlarin dagilimi: %93 eritrosit %6 trombosit %1 16kosit seklinde iken bu oran
TZP’de %94 trombosit, %6 16kosit ve eritrosit sekline dontisiir (Resim 2). Yani normal
oranin tersine donmesi seklinde de ifade edebiliriz (Carlson ve Roach 2002). Bununla
beraber, Trombositten Zengin Plazma’nin kullanim bulmasi i¢in standartlastiriimis bir
trombosit konsantrasyonu yoktur, bu konsantrasyon hastadan hastaya da
degisebilmektedir. Normal sartlarda saglikli bir kiside normal trombosit sayisi,
mikrolitre kanda 150.000 ila 450.000 arasinda bulunur. Bu say1 TZP teknigi ile
plazmada normalin tizerine ¢ikarilmis olur (Resim 3). Elde edilen bu yiiksek oranda
trombosit TZP’nin igeriginde hiperfizyolojik biiyiime faktorii bulundurdugunu
gosterir ki TZP’nin kullanim1 da bu biiyiime faktorlerine dayanir. Standart tedavi
yontemlerinde inflamasyonu baskilamak esasken, TZP’nin kullanim buldugu tedaviler
viicudu uyarmayi, yara bolgesine yardimci elemanlar1 ¢agirmayi hedef alir (Ferrari ve
ark. 1987; Marx 2001; Dhillon ve ark. 2012; Yilmaz ve Kesikburun 2013; Alves ve
Grimalt 2017).

2.1.1. Trombositten Zengin Plazmadaki Biiyiime Faktorleri
2.1.1.1. Platelet Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

Platelet kaynakli biiylime faktorii (PDGF, Platelet derived growth factor)’niin
ilk olarak 1970’lerin basinda trombosit ekstraktlarinda izole edilip, fibroblast ve diiz
kas hiicresi proliferasyonunu uyarabilen bir trombosit kokenli mitojen oldugu
diisiiniilmistiir. Trombosit kaynakli biiylime faktorii daha 6nce de bahsettigimiz gibi
a graniillerde depo edilirler. Doku yaralanmasinin ardindan ilk ortaya ¢ikan biiyiime
faktorlerinden biri oldugu i¢in de yara iyilesmesi, doku rejenerasyonu gibi pek ¢ok
calismaya konu olmustur. Fareler lizerinde yapilan son c¢alismalar, PDGF'nin
embriyonun erken gelismesinde dnemli rol oynayabildigi ve eksikliginde ise; akciger,
damar, plasenta, beyin ve iskeletin kusurlu olusumuna yol agtigini ortaya koymustur

(Ross ve ark. 1974; Nakamura ve ark. 1998; Floege ve ark. 2008).

Platelet kaynakli biliyiime faktorii esasen trombositlerden salinsa da son
calismalara gore makrofajlar, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve keratinositler

tarafindan da salgilanabildigi kaydedilmistir. PDGF, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve



endotelyal hiicreler igin kemoatraktan ve mitojen gorevi gérmektedir. Bunlara ek
olarak, fibronektin ve hiyaliironik asit ve proteoglikan iiretimi i¢in bir uyarici olarak
gorev yapabilmektedir. Trombosit kaynakli biiyiime faktdrlerinin birbirleri ile iletigim
halinde oldugu diisiiniilmektedir ki PDGF’in yara iyilesmesinin baslangi¢c asamasinda
IGF-1’in sentezlenmesini indiikledigi bilinmektedir. Ozetle PDGF’in tedavi edici
uygulamalarda basarili oldugu ve bu uygulamalara yonelik arastirmalarin halen devam

ettigi bilinmektedir (Pierce ve ark. 1989; Mustoe ve ark. 1991; Hsu ve ark. 2004).
2.1.1.2. Doniistiiriicii Bityiime Faktorii- p (TGF- p)

Doniistiiriicti biiytime faktorii (TGF-B, Transforming growth factor-beta) sican
fibroblastlarin1 transforme etme yetenekleri ile kesfedilmistir. Onceleri Sarkoma
biiyiime faktorii (SGF, Sarcoma Growth Factor) seklinde adlandirilsa da daha sonra
iki ayr1 faktorden olustugu anlasilmis ve TGF-a ve TGF-B olarak adlandirilmistir.
TGF-o epidermal biiyiime faktoridiir ve ¢ok cesitli epitel tiplerinde biiylimeyi
desteklemektedir. TGF-B’nin genis yelpazede hiicre tipi diizenleme etkisi bulunur.
Hiicre replikasyonunu ve farklilagsmasini, kemik olusumunu, anjiyogenez,
hematopoezi, hiicre dongiisii ilerlemesini diizenlemekte olup doku gelisimi ve yara
iyilesmesinde 6nemli yere sahiptir. TGF-f’nin ana kaynagi trombositler ve kemik olsa
da pek ¢ok doku tarafindan sentezlenebildigi bilinmektedir. TGF-f pleotropiktir ve bu
yiizden hiicre biiylimesini stimiile ya da inhibe edebilmektedir. TGF-B’nin hiicre
proliferasyonunu, hiicrelerin farklilagma durumunu konsantrasyona, kiiltlire edilme
kosullar1 vb. faktorlere bagl olarak artirip azaltabildigi kaydedilmistir. TGF-p yara
iyilesmesinin ge¢ evresinde etkili olmaktadir (Border ve Ruoslahtit 1992; Shah ve ark.

1995; Klein ve ark. 2002; Amable ve ark. 2013).
2.1.1.3. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

1983 yilinda damar gecirgenligini artiran ve klinik olarak asit sivisinin
birikimine yol agan tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan bir “vaskiiler gegirgenlik
faktorii” seklinde adlandirildigr bilinmektedir. Vaskiiler endotelyal biliylime faktorii
(VEGF, Vasculer endothelial growth factor)’niin arterlerden, damarlardan ve
lenfatiklerden tiiretilen vaskiiler endotelyal hiicrelerin biiyiimesini tesvik etme
yetenegi in-vitro olarak ¢ok iyi bir sekilde gozlemlenmistir (Bacic ve ark. 1995;

Colville-Nash ve Willoughby 1997).



VEGTF, ii¢ boyutlu in vitro modellerde anjiyojenezi tesvik etmekte olup, kilcal
benzeri yapilar olusturmasinda aktif rol oynamaktadir. VEGF, farkli in-vivo
modellerde de anjiyojenik tepki gdsterebilmistir. VEGF tiimor anjiogenezinde rol
oynar ancak sadece tiimor hiicreleri tarafindan iiretilmemektedir. Ornegin diger
trombosit kaynakli biliylime faktorlerinden olan PDGF ve TGF-B gibi biiyiime
faktorleriyle iliskili doku hipoksisine ve diisiik glukoz seviyelerine yanit olarak
notrofiller, trombositler, keratinositler, tenositler ve astrositler gibi hiicrelerden de
salimabilmektedir. VEGF’in yara iyilesmesinde, iyilesme siirecindeki dokuda
anjiogenezi baslatma gibi énemli bir gdrevi bulunmaktadir. Insanlarda, yara ve kirik
tyilesmesi sirasinda ilgili hiicrelerden VEGF salinimi olur ve hasar almis bolgede,
VEGF ve VEGF mRNA hizla artmaktadir. Yaralanan bolgede vaskiiler hasar kaynakl
oksijen miktar1 azalir ancak meydana gelen hipoksi durumu sanilanin aksine olumsuz
bir siire¢ olmayip, VEGF mRNA’smi giiclii sekilde stimiile eder ve hasarli dokunun
yararina bir slire¢ baslamis olur (Zhang ve ark. 2003; Su ve ark. 2008).

2.1.1.4. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1)

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1, Insulin like growth factor-1) ve IGF-
2, ilk kez 1957'de “Salmon ve Daughaday” tarafindan si¢an kikirdagina siilfasyonu
uyarici bir faktor olarak kesfedildiginden “siilfarasyon faktori” olarak tanimlanmastir.
Froesch ve arkadaslarinin yaptiklar1 farkli ¢aligmalardan sonra ise “somatomedin”

seklinde tanimlanmistir (Blum ve ark. 2011; Castillo ve ark. 2011).

1976'da Rinderknecht ve Humbel, aminoasit dizisinin insan proinsiilini ile
yapisal benzerlik gosterdigini ileri siirdii ve bu protein, IGF-1 olarak yeniden
adlandirtlmig oldu. IGF-1, IGF ailesinin diger {iyesi olan IGF-II ile %50 homolog
dizilime sahip oldugu kaydedilmistir. IGF-1 salgilandiktan sonra dokular {izerinde
lokal olarak etki gosterebildigi gibi, sistemik dolasimda yer alip endokrin etki de
gosterebilir. Dolasimda yer alan IGF-1 biiylime hormonu tarafindan harekete
gecirildigi karaciger dokusunda yer alir. Bununla birlikte, lokal etki gosterdigini
bildigimiz IGF-1 ise keratinosit, osteoblast ve fibroblast gibi degisik hiicreler yolu ile
uretilebilmektedir. IGF-1 fibroblastlar, keratinositler, osteoblastlar, cizgili kas
hiicreleri, epitelyal hiicreler, tiroid hiicreleri ve ndronlar gibi bir¢ok hiicre iizerinde
mitojenik etkiye sahiptir ve bu durum g6z oniine alindiginda genis hiicre tipi yelpazesi

IGF-I'in yaygmn fizyolojik ve patolojik etkilere sahip olmasini beraberinde



getirmektedir. Dolagimda yer alan IGF-1 periferal hiicrelerde glikoz ige alimini ve
glikojen sentezini saglayip, noéronlarin canliligini, miyelin sentezi ve kemik
yenilenmesini de artirmaktadir. Onemli fonksiyonlarini siralayacak olursak, IGF-1
embriyonik gelisim i¢in gereklidir ve dogum sonrasi biiyiimeyi diizenlemede rol oynar.
Lokal olarak etki gosteren IGF-1 de yara iyilesmesinde onemli yere sahip olup,
yoklugunda iyilesmenin geciktigi kaydedilmistir (Blum ve ark. 2011; Castillo ve ark.
2011).

2.1.1.5. Temel Fibroblast Biiyiime Faktorii (B-FGF)

[k olarak 1973 yilinda kesfedilmis olup Temel fibroblast biiyiime faktorii (B-
FGF, Basic fibroblast growth factor) olarak bilinmektedir. Sigir hipofizinden eksrakte
edilmis ve fibroblastlar i¢in mitojenik aktivitesi oldugu anlagilmistir. Yapilan
calismalara gore in-vVivo Ve in-vitro olarak anjiyogenez, yara iyilesmesi ve embriyonik
gelisim gibi hiicresel siireclerde rol aldigir bilinmektedir. FGF, erken embriyoda
mezoderm gibi hiicreler i¢in mitojeniktir ve yeni organ olusumlarini kontrol ederek
gelimsel yollarin diizenlenmesinde gorev alir (Bikfalvi ve ark. 1997; Hughes ve ark.

2004).
2.1.1.6. Bag Doku Biiyiime Faktorii (CTGF)

Bag doku biiyiime faktorii (CTGF, Connective tissue growth factor)’niin deri,
kikirdak ve kemik dahil bag doku yenilenmesini desteklemekte rol aldig1 bilinmektedir.
Doku hasarmin erken evresinde rol oynar ve graniilasyon dokusunun olusumunu da
indiikler. Trombositlerden salinan CTGF’nin doku yenilenmesinde pozitif etkileri

klinik olarak anlamli bulunmustur (Kubota ve ark. 2004).
2.1.1.7. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

Epidermal biiytime faktorii (EGF, Epidermal growth factor), yarali bolgeye
uygulandiginda epilizasyonu artiran bir biiyiime faktoriidiir. Baslangicta sadece
fibroblastlarin ¢ogalmasini tetikledigi diisiiniilmiis fakat yapilan deneysel caligsmalar
sonucu kollejen olusumunun goézlendigi kaydedilmistir. Trombosit, makrofaj ve
monositlerde bulunan EGF, yara iyilesmesinin erken déneminde etkin olur ve epitel

hiicre go¢iinii indiikler (Brown ve ark. 1988; Yuan ve ark. 2008).



2.1.1.8. Platelet Faktorii-4 (PF-4)

Trombosit aktivasyonuna bagl olarak salinir. Fibroblastlar i¢in kemoatraktan
oldugu bilinmektedir. 7.8 kDa molekiil agirligina sahip katyonik bir protein olan
Platelet faktorii-4 (PF-4, Platelet factor-4) trombositlerin o graniillerinde
depolanmaktadirlar (Gerotziafas ve ark. 2001).

Tablo 1: TZP kaynakli baz1 biiyiime faktorlerinin fonksiyonlar1 ve salgilandiklar
yerler (Dhurat ve Sukesh 2014).

Biiyiime Faktorii Kaynak Fonksiyon
Doniistiirticti Bliytime Trombositler, ekstraseliiler Farklilasmamais
Faktorii- B (TGF- B) kemik matriksi, kikirdak mezenkimal kok hiicre
matriksi, natural killer proliferasyonunu uyarir,
hiicreler endotel, fibrobilastik ve

osteoblastik mitogenezi
diizenler, kollajen sentezi

ve kollajenaz salgisini

diizenler.
Temel Fibroblast Biiyiime = Trombositler, makrofajlar, Kondrositlerin ve
Faktorii (B-FGF) mezenkimal hiicreler, osteoblastlarin bilyiime ve
kondrositler ve farklilasmasini destekler,
osteoblastlar mezenkimal hiicreler,

kondrositler ve
osteoblastlar igin

mitojeniktir.

Platelet Kaynakli Biiyiime = Trombositler, makrofajlar, Fibroblast, glial ve diiz kas
Faktori (PDGF) monositler, diiz kas hiicrelerinde kemotaksi ve
hiicreleri, osteoblastlar ve  mitogenezi uyarir, kollajen
endotelyal hiicreler sentezi ve kollajenaz
sekresyonunu diizenler,
mezenkimal hiicreler ve
osteoblastlar i¢in

mitojeniktir.



Epidermal Biiylime
Faktorii (EGF)

Vaskiiler Endotelyal
Biiyiime Faktorii (VEGF)

Bag Doku Biiyiime
Faktorii (CTGF)

Insiilin Benzeri Biiyiime

Faktorii-1 (IGF-1)

Trombositler, makrofajlar,

monositler

Trombositler, endotelyal

hiicreler

Kemik iligi hiicre dis1
ortamindan endositoz

yoluyla gelen trombositler

Plazma, epitelyal hiicreler,
endotelyal hiicreler, diiz
kas hiicreleri, fibroblastlar,
osteoblastlar, kemik

matriksi

Endotelyal kemotaksi ve
anjiyogenezi uyartr,
epitelyal ve mezenkimal
mitogenezi uyartr, kollajen

sekresyonunu diizenler.

Anjiyogenezi ve damar
gecirgenligini artirir,
endotel hiicreleri i¢in

mitogenezi uyarir.

Anjiyogenez, kikirdak
rejenerasyonu, trombosit

adhezyonu.

Osteoblastlatrin gogalmasi
ve farklilagsmasi ile kemik

olusumunu artirir.

2.1.2. Trombositten Zengin Plazma’nin Hazirlanmasi

Trombositten Zengin Plazma hazirlanirken temel amag trombositleri, kanin
diger sekilli elemanlarindan belirli bir donme hizin1 kullanarak ayirmaktir. TZP
hazirlanmasi igin diferansiyel santrifiijleme yontemi kullanilmaktadir. Literatiirde
TZP hazirlig: ile ilgili bircok yayin bulunmaktadir. Farkli calismalarda farkli TZP
hazirlama yontemleri kullanilmis olup standart bir hazirlama metodu belirlenmemistir.
Kullanilacak amaca yonelik TZP’de trombosit konsantrasyonu 2 ile 8 katina kadar

artirllabilmektedir (Dhurat ve Sukesh 2014).

TZP hazirlanmast i¢in Oncelikle tam kan, antikoagiilanli tiiplere alinir.
Trombositlerin stabilizasyonu i¢in TZP hazirliginda antikoagiilan olarak asit sitrat-

dekstroz-A  (ACD-A) veya sitrat-fosfat- dekstroz (CPD) kullanilmaktadir.



Kullanilacak amaca bagli olarak TZP hazirlig1 tek santrifiij veya ¢ift santrifiij seklinde
yapilabilir. Antikoagiilanli tiiplere alinan tam kan uygun devir ve dakikada
dondiiriildiikten sonra {ist kisimda trombositten zengin plazma olusur. Ilk santrifiij
sonrasi elde edilen TZP aktive edilerek ya da aktive edilmeden kullanilabilir (Dhurat
ve ark. 2014; Zhou ve ark. 2015). Eger trombosit konsantrasyonu artirilmak isteniyorsa
ikinci bir santrifiij se¢imi yapilabilir. ikinci santrifiij islemi ise ilk santrifiij sonrasi
olusan TZP’nin ayr bir tiipe alinirak uygun devir ve dakikada santriflij edilmesine
dayanir. Bu santrifiij sonucu trombositler tiipiin altinda pellet olusturur. Istege ve
amaca bagli olarak istte bulunan trombositten zayif plazma atilabilir veya istenen
hacimde trombositten zayif plazmanin bir kismi pellet ile homojenize edilerek

kullanilabilir (Aghajanova ve ark. 2018; Dhurat ve Sukesh 2014; Zhou ve ark. 2015).

Resim 2: Ik santrifiij sonrasi elde edilen Trombositten Zengin Plazma
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2.1.3. Trombositten Zengin Plazma Aktivasyonu

TZP i¢inde bulunan trombositlerin aktivasyonu i¢in kullanilan farkli yontemler
mevcuttur. Kullanilan biitiin yontemlerin temel amaci ise trombosit kaynakli biiyiime
faktorlerinin konsantrasyonunu artirarak olabilecek en fazla yarari saglayabilmektir.
TZP aktivasyonu igin bilinen yontemler arasinda CaClz, donma-¢6zme soku, trombin

ilavesi ve in vivo kollajen aktivasyonu yer almaktadir (Aghajanova ve ark. 2018).

CaCl:ile aktivasyon: Sik kullanilan yontemlerden biri olup en iyi aktivasyon
icin ne kadar CaCl2 eklenmesi gerektigi ile ilgili bir standart bulunmamaktadir. CaCl2
ilavesi ile aktivasyon isleminin basarilt olup olmadigit TZP’nin jel forma gecip
gecmemesi ile anlasilabilir. Aktive olan TZP soliisyonu fibrinojenin fibrine doniigiimii
ile jel forma gececektir. Olusan jel form ile plazmanin kat1 hale gecisi ve fibrin
pihti/zar1 olusumu gozlenebilir (Aghajanova ve ark. 2018; Dhurat ve Sukesh 2014).

in vivo kollajen aktivasyonu: Kollajen, TZP’nin dogal ve kuvvetli bir
aktivatoriidiir. TZP eger yumusak dokuda kullanilacaksa dig etken ile aktive edilmesi

gerekmeyecektir (Dhurat ve Sukesh 2014).

Donma-¢c6zme soku: Burada amacg trombositler ilizerinde fiziksel hasar
meydana getirip degraniilasyonu saglamaktir. Yontem olarak TZP’nin -80°C’de
dondurulup 37°C’de tekrar ¢oziilmesine dayanir. Bu aktivasyon yontemi igin de
bilinen bir standart olusturulmamis olup, islemin tekrarlanma dongiisiine bagl olarak
biiyiime faktorii konsantrasyonu arttigi bilinmektedir (Dhurat ve Sukesh 2014;

Salamanna ve ark. 2015).
2.1.4. Trombositten Zengin Plazma’nin Avantaj ve Dezavantajlari
Avantajlar::

e Toksik degildir.

e Hastanin kendinden alinan kan steril sartlarda yine aymi hastaya
uygulandigindan otojeniktir ve alerji-reaksiyon riski tagimaz.

e Jel formda ya da sivi formda amaca yonelik kullanimi mevcuttur.

e Ekonomik agidan uygun bir tedavi aracidir.
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e icerdigi biiyiime faktorleri sayesinde viicutta meydana gelen yaralanma
durumlarinda yine viicudun kendi iyilesme mekanizmasi taklit edilerek tedavi

edilmis olunur (Reddy ve ark. 2018).
Dezavantajlari:

e (Oda sartlarinda uzun siireli saklama kosulu yoktur.

e intravendz kan alinrrak hazirlandigindan kan almirken damarimn hasar gérme
ihtimali olabilir.

e Zamana bagli olarak hazirlandiktan sonra gegen siire icinde biiyiime

faktorlerinin etkisi azalabilmektedir (Reddy ve ark. 2018).
2.2. ERKEK UREME SISTEMI

Erkek treme sistemi testis, genital kanallar, aksesuar bezler (vezikiila
seminalis, prostat bezi ve bulboiiretral bezler) ve penis olmak iizere 4 temel boliimden
olugsmaktadir (Resim 4). Erkek iireme sisteminde yer alan bu yapilar bir dizayn
icerisindedir ve haploid erkek gamet hiicrelerinin devamli olarak {iretilmesi, disi iireme
kanalina bu hiicrelerin tasinmasi, erkek iireme hiicrelerini besleyecek sivilarin
tretilmesi, gecici olarak depolanmasi, erkek seks hormonlarinin sentezi ve

sekresyonundan sorumludurlar (Kierszenbaum 2006).

mesane

. Ureter
periton

vezikila

pubis !
seminalis

prostatik Uretra
rektum
korpus

kav j
ernozum ejakilatuar

korpus kanal

spongiyozum prostat

uretra bulbotiretral bez

glans penis duktus deferens

skrotum

tunika vajinalis testis

Resim 3: Erkek iireme sisteminin genel goriiniimii (Ross ve Pawlina 2016).
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2.2.1. Testisin Yapisi

Testisler, sik1 bir bag dokusu yapisinda olan ve tunika albuginea adi verilen
kapsiil ile cevrelenmistir. Testisin posteriyor ylizeyi boyunca kalinlasan tunika
albuginea i¢ kisma dogru mediastinum testis yapisini olusturur. Her iki testiste, bu bag
dokusu yapisindaki septalar ile yaklasik 250-300 lobiile ayrilir. Buradaki bag dokusu
uzantilar1 250-300 lopgugu birbirinden tam olarak ayirmaz ve bu lopguklar birbiri ile
baglant1 halinde olabilirler. Her lopguk yogun kivrimli halde olan birka¢ seminifer
tiibiilden olusmaktadir. Seminifer tiibiiller lobiiller icerisinde halka halinde kendi
tizerlerine katlanirlar. Bu halka yapisinin ug¢ kisimlart mediastinuma yakin bulunur.
Seminifer tiibiiliin bu u¢ kisimda olusturdugu yap1 tubulus rektus adimi almaktadir.
Seminifer epitelde heniiz farklilasmamis spermatogenik hiicreler yer alirlar.
Farklilasmamis bu spermatogenik hiicreler aslinda kok hiicre gorevi gormektedirler.
Bu hiicrelerin farklilasmasi ile seminifer epitelin bir siklusu baslar. Bahsedilen bu
farklilagma siireci yapilan calismalara gére yaklasik 16 giine tekabiil eder. Insanda bir
kok hiicrenin spermatogenezini tamamlamasi ise yaklasik 4-5 siklusa denk
diismektedir. Bu nedenle insanda yeni spermlerin {iretimi i¢in yaklasik 64-70 giliniin

gecmesi gerekecektir (Speroff ve Fritz 2011).
2.2.1.1. Sertoli Hiicreleri

Seminifer epitelin esas epitelini ise destek hiicreleri olarak da bilinen Sertoli
hiicreleri olustururlar. Sertoli hiicreleri puberteden sonra replike olmayan, uzun ve
prizmatik yapida hiicrelerdir. Isik mikroskobunda belirgin sinirlar1 gozlenmemektedir.
Sertoli hiicrelerinin elektron mikroskobu goriintiilerinde ise yaygin aER ve gelismis
gER’e sahip oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte ¢ok sayida mitokondri, lizozom ve
golgi igerirler. Sertoli hiicreleri birbirleri ile 6zgiin bir baglant1 kompleksine sahiptir.
Bu baglant1 kompleksi Sertoli hiicresi, Sertoli hiicresi ise baglanti kompleksi adin1 alir.
Olusan baglant1 kompleksi, iki farkli epitelyal boliim olustururlar. Bu béliimler bazal
epitelyal kompartman ve luminal kompartman adini alir. Spermatogonyumlar ve
primer spermtositler bazal bdliimde yer alirken, olgun haldeki spermatositler ve
spermatidler luminal bdlgede bulunurlar. Spermatogenezin farkli evrelerinin farkh
kompartimanlarda gelisiyor olmasi1 hem hiicrelerin kimyasal ve iyonik alig-veriginin

saglanmasini hem de kan-testis bariyerinin olugmasini saglamis olmaktadir.
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Sertoli hiicrelerinin en énemli fonksiyonlari;

Farkhilagsma evresini tamamlayamamis spermatogenik hiicrelerin  ve

spermiyogenezin son evresinde olusan artik cisimciklerin fagosite edilmesi,
Seminifer epitelin pH sinin kontrolli,

Spermatogenez siireci boyunca spermatozoonlarin beslenmesi, korunmasi ve

desteklenmesi,
Androjen baglayici protein (ABP) salgilanmasi,
Heniiz gelisen spermin olgunlagmast igin testosteronun kontrolii,

Anti-Miillerian Hormon tiretiminin saglanmast seklinde Ozetlenebilir

(Jungueira ve ark 1998).

2.2.1.2. Spermatogenik Hiicreler

Esasen farklilasmamis seri hiicrelerdir. Belirli sikluslarla ¢ogalir ve matiir

sperme farklilagirlar. Farklilasma siireci puberteden az bir siire Oncesinde baslar.

Degisim siireci bazalden liimene dogrudur.

Spermatogonium: Olgunlasmamis hiicre grubudur ve bazal laminada yer

alirlar. Bircok boliinme geciren bu hiicreler rutin histolojik preparatlarda niikleus

goriiniimlerine gore 3 farkli sinifi olustururlar:

Tip A koyu spermatogoniumlar diizensiz araliklar bdliiniirler. Seminifer

epitelin Oncii hiicreleridirler.

Tip A agik spermatogoniumlar tekrarlayan mitoz boliinmeler ile farklilagsma

evresine yonlenmislerdir.

Tip B spermatogoniumlar spermatogonal asamadaki son olay1 temsil
etmektedirler (Sharma ve ark 2001).

Spermatositler: Primer spermatositler Tip B spermatogoniumlarin mitotik

boliinmesi ile olusurlar. Mayoz boliinme gergeklesmeden hemen 6nce DNA’larini

duplike ederler. Birnci mayotik boliinmenin sonucunda olusan hiicrelere sekonder

spermatosit ad1 verilmektedir (Aras 2009).
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Spermatidler: Sekonder spermatositlerin de mayoz boéliinmesi sonucu DNA

igerigi haploid olan spermatidler meydana gelirler.

- primer
-spermatosit

baglant kompleksi

bazal lamina

~ Sertoli tip A agik peritiibiler (miyoid) hiicreler
~hicresi spermatogonyum tip B

spermatogonyum

Resim 4: Spermatogonyumlarin sematik goriniimii (Ross ve Pawlina 2016).

Lamina (tunika) propriya, peritiibiiler doku olarak da isimlendirilmektedir. Bu
doku insanda seminifer tiibiiliin bazal laminasinin dis boliimiinde miyoid hiicreler
igerir. Miyoid hiicreler diiz kas hiicreleri ile benzerlik gosterirler. Bu hiicreler ritmik
kasilmalarin  gergeklesmesini  saglamaktadir. Bdylece testikiiler sivi  ve
spermatozoanin seminifer tiibiillerden bosaltim kanalina akisi saglanmis olur. Tunika
propriya bag dokusu yapisinda olmakla beraber tipik fibroblastlardan yoksundur (Ross
ve Pawlina 2016).

2.2.1.3. Leydig Hiicreleri

Steroid salgilayan hiicreler olmalar1 nedeniyle bol miktarda aER’e sahiptirler.
Yogun miktarda aER bulunmasi Leydig hiicrelerinin eozinofilik olmasini1 saglar.
Farklilasma siiregleri erken fetal yasamda baslar. Erken fetal yasamdan itibaren
testosteron salgilayip, embriyonun cinsel olgunlagsma ve lireme fonksiyonunda 6nemli
yer tutarlar. Leydig hiicreleri testosteron salgilamaya pubertede de devam ederler ve
bu sayede sperm iiretiminin baslatilmasi saglanmis olur (Smith ve Turek 2011).

Testosteron salgilamasinin devam etmesi ile yetigskinlerde spermatogenez, sekonder
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seks karakterleri, aksesuar cinsiyet bezleri ve genital bosaltim kanallarinin devamlilig

saglanmig olmaktadir (Costabile 2013; White ve Porterfield 2013; Oztas 2016).

2.3. SPERMATOGENEZ VE OLGUN (MATUR) SPERMIN YAPISI

Spermatogenez siireci pubertede spermlerin progenitor hiicrelerinin ¢ogalmasi

ile baglar. Progenitor hiicreler spermatogonyumlardir. Spermatogenezi, anlasilmasi

acisindan 3 farkli evreye ayirabiliriz:

1)

2)

3)

Spermatogonyal Faz: Bu evrede spermantogonyal kok hiicreler hem
farklilasacak grubu olusturmak hem de kaynak kok hiicrenin devamini
saglamak i¢in mitoz boliinme gecirirler. Meydana gelen boliinmeler sonucunda
niikleer goriiniimlerine gére Tip A koyu, Tip A acik ve Tip B olarak 3 farkl

spermatogonyum olusmus olur.

Spermatosit Fazi (Mayoz): Bu asamada primer spermatositler meydana gelir
ve bunlar Tip B spermatogonyumlarin mitoz boéliinmesi sonucu olusurlar.
Olusan primer spermatositler mayoz bdliinmeden 6nce DNA’larin1 duplike
ederler. Bunun sonucunda her primer spermatosit 2n kromozom ve 4d DNA
icermis olur. Mayoz I’den sonra kromozom sayisi 2n’den In’e, DNA miktar1
da 2d’ye gelir. Bu asamada haploid kromozoma ve 2d DNA ’ya sahip sekonder
spermatositler olusmus olur. Sekonder spermatositler mayoz II’den 6nce DNA
replikasyonu yapmazlar. Sonug olarak olusan her bir spermatid haploid sayida

kromozoma sahiptir.

Spermatid Faz1 (Spermiyogenez): Ikinci mayoz boliinmeden sonra tekrar bir
boliinme gerceklesmez ve haploid spermatidler olgun spermi olusturmak icin
bir farklilasma siirecine ilerlerler. Bu siirece spermiyogenez denir ve

spermiyogenez evresi 4 ana asamadan olugmaktadir:

e Golgi Fazi: Periyodik asit- Schiff (PAS) pozitif graniillerin goriilmesi ile

karakterizedir. Bunun nedeni PAS’n spermatidin ¢ok sayidaki golgi kompleksine

kiimelenmis olmasidir. Bu graniiller akrozomal vezikiilii olusturmak i¢in bir araya

gelmiglerdir. Akrozomal vezikiilin konumu gelisme evresindeki spermin 6n

kutbunu belirlemektedir.
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e Kep Fazi: Akrozomal kep yapisinin olusmasi ile karakterizedir. Akrozomal

vezikil niikleusun 6n yarisi tizerinde yayilmis bir yer alir.

e Akrozom Fazi: Spermatidin kendini tekrardan hizaladigi fazdir. Spermatidin basi

sertoli hiicresinin i¢ine gdmiiliidiir ve bazal laminaya yonelim vardir.

e Olgunlasma (Maturasyon) Fazi: Spermatid yeniden sekillenir. Flagellumun

etrafinda bulunan artik sitoplazma yavas yavas azalir. Rezidiiel cisimcik ad1 da

verilen bu sitoplazma artiklar1 sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilecektir. Tiim

bu asamalarin sonucunda olgun sperm olusmus olur (Ross ve Pawlina 2016).

2.3.1. Olgun (Matiir) Spermin Yapisi

Spermatozoa’ y1 morfolojik olarak bas ve kuyruk olarak iki ana boliimde

inceleyebiliriz. Bas bolgesi kendi i¢inde akrozomal ve postakrozomal olarak yine iki

ayr1 boliim olusturur. Spermatozoa’nin kuyruk kismi boyun, orta kisim, esas ve son

kisim olarak dort boliimden meydana gelmistir. Bir spermin toplam uzunlugu 60 pm

olup, bas kisminin uzunlugu 4-5 pm, eni ise 3 um’ dir. Spermin kuyruk ve bas

boliimleri bir plazma membrani ile sarilidir (Junqueira ve Carneiro 1998; Arslan 2008).

Bas: Spermin bas kismu sivri ve yassi goriiniime sahiptir. Niikleusun 6n 2/3’lik
boliimiinti akrozomal kep olusturur. Akrozomal kep, salgit kesesi fonksiyonu
gormektedir. Iceriginde tripsin benzeri proteaz, akrozin, asit fosfataz,
ndroaminidaz ve hyalurinidaz gibi hidrolilitik karakterdeki enzimler bulunur.
Bu enzimler, sperm ovuma ulastiinda ovumun zona pellucida’sinin
delinmesinde fonksiyon goriirler. Sperm ovum ile temas edince akrozomal
keseden salinan enzimler, spermin penetrasyonunu kolaylastirma ve farkl
spermlerin ovuma girmesini engelleme gibi fertilizasyon i¢in ¢ok &nemli
gorevleri yerine getirirler. Meydana gelen bu olaylar akrozom reaksiyonu adini

alir (Kuyucu 2006).

Kuyruk: Spermin kuyrugu; boyun, orta parca, esas parga ve son parga olarak
dort bolimde incelenmekte olup kuyruk bolimii esasen hareket eden bir
kamgidir. Boyun boliimiinde kaba fibriller ve sentriollerin baslangici yer alir.
Orta par¢ada mitokondriyonlar bulunmakta olup burada yer alan

mitokondriyonlar kuyrugun hareketi icin ihtiyag duyulan enerjiyi saglarlar.
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Esas parca hemen hemen 40 um uzunlugundadir. Son parga ise kuyruk

boliimiiniin son 5 pm’lik kismidir (Ok 2005).

Plazma membrani
Bas
h Orta parca
Mitokondriyon

Soyin Akrozom
Kuyruk | Sentriol
(Flagellum) Cekirdek

Resim 5: Olgun sperm yapisi (http://anatomysciences.com/sperm-diagram-by-
human-body/sperm-diagram-by-human-body-whats-the-function-of-a-sperm-cell-
definition-structure/ 15.05.2019).

Coronaradiata ( folikiiler
hiicreler)

\/\-T_:] \—— Zona pellucida
§ oz
{ b MR

| N,
Spermin zona Akrozomdan Enzim yardimiyla Sperm
pellucida’ya enzimlerinsalinmasi coronaradiata cekirdeginin ovuma
baglanmasi tabakasinin sperm girisi
tarafindan asilmasi

Resim 6: Akrozom reaksiyonu (https://ib.bioninja.com.au/higher-level/topic-11-
animal-physiology/114-sexual-reproduction/human-fertilization.html 15.05.2019).
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2.4, SEMEN ANALIZi

Semen analizi veya diger adi ile spermiyogram, erkek infertilitesi acisindan
degerli bilgiler sunan bir laboratuvar testidir. Diinya genelinde yapilmis cok merkezli
bir ¢calismada, infertil ¢iftlerinin %30-40’1nda yalnizca erkek faktorii infertilite nedeni
olarak goriilmiis, bu bilgiler 15181nda erkek infertilitesinin anlasilabilmesi i¢in semen
analizi daha da 6nemli bir boyut kazanmistir. Spermiogram testi yalnizca infertilite
tanisinda degil, testisi etkileyen varikosel, inmemis testis, kemoterapi veya radyoterapi
gibi testiste sperm iiretimini etkileyen durumlar icin de 6nem arz eder. Infertilite veya
erkek lireme sagligi nedeniyle basvuran her hastanin dykiisii dikkatli alinmali, daha
once gecirilmis enfeksiyonlar, sigara-alkol kullanimi, cinsel yasam oykiisii ve

cocukluk ¢agi hastaliklart gibi faktorler sorgulanmalidir (Erdemir ve ark. 2011).

Ilerleyen zaman ile birlikte infertilitenin tam1 ve tedavisi i¢in spermiogram
testinde yer alan kriterlerde farkli giincellemeler olmus, bu gilincellemeler 1s18inda

semen analizinin diinya ¢apinda standardizasyonu saglanmaya calisiimistir.

WHO, son giincellemesini 2010 yilinda yapmustir. Elde edilen tiim yeni
verilere, yapilan son giincellemelere ragmen erkek infertilitesinin anlasilmasinda
yapilan tek bir sperm testi yeterli olmamaktir. Semen parametreleri anormal olan
hastalarin diginda, kisinin semen parametreleri normal de olsa degisik zamanlarda
yapilan sperm testleri arasinda da farklilik goriilmiistiir. Bu nedenle hastanin tanisi
konmadan 6nce farkli zamanlarda yapilmis en az iki spermiogram sonucu incelenmis

olmalidir (Delilbas1 2008; Sanchez ve ark. 2013).

Semen analizi i¢in laboratuvara basvuran hasta yetkili kisi tarafindan

bilgilendirilmelidir. Bu bilgiler arasinda;
e Cinsel perhiz siiresinin 3-5 giin arasinda olmasi gerektigi,
e Mastiirbasyon sirasinda sabun ve kayganlastirict maddeler kullanilmamasi,
e Ejekiilatin tamaminin sperm verme kabina alinmasi gerektigi,

e Laboratuvar ortaminda verilemeyen orneklerin yine laboratuvara yakin bir
yerde verilmesi ve viicut sicakliginda laboratuvara ulagtirilmas: gerektigi yer

almalidir.
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Hasta numuneyi vermeden 6nce yetkili kisi numune kabina hastanin ad- soyad
ve protokol numarasi gibi bilgileri etiketlemis olmalidir. Numune, verildikten yaklasik

1 saat sonra gerekli incelemeler yapilir. Bu bir saat siiresince;

e Numune verildikten hemen sonra likefiye olmasi i¢in 37°C inkiibatore
brrakilir.

e 30-60 dk. araliginda likefiye olmus 6rneklerin 6nce makroskobik, sonrasinda

mikroskobik incelemeleri yapilir.

Tim incelemeleri tamamlanan numune eger gerekiyorsa biyokimya/

mikrobiyoloji laboratuvarina analiz i¢in gonderilebilir.

Semen analizi, makroskobik ve mikroskobik inceleme olarak iki ayr1 agamada

yapilir (Delilbas1 2008; Franken, D. R. & Oehninger 2012).
2.4.1. Makroskobik Analiz
2.4.1.1. Renk ve Koku

Semenin kokusu cinsel perhiz siiresi/ hastanin gegirdigi enfeksiyona bagl
olarak degiskenlik gosterebilir. Semenin kokusunun kestane ¢i¢egi kokusunda oldugu
ve bu kokunun prostat sivilarindan kaynakli sperm oksidasyonu nedeniyle olustugu

distinilmiistiir.

Coziilmiis normal semen gri-beyaz renktedir. Semende degisik nedenlere gore
renk farkli olabilmektedir. Normal renginin disinda semen, kirmizi-kahverengi
oldugunda semende eritrosit varligi, sar1 oldugunda ise enfeksiyon, kullanilan vitamin

ilaglar1 veya uzamis cinsel perhiz siiresi diisiiniilebilir (McLachlan ve ark. 2003).
2.4.1.2. Likefaksiyon

Semen, prostat salgisinin ihtiva ettigi proteolitik enzimler ile likefiye olur.
Likefaksiyondan once, numune kabindaki semen koagiile bir yapidadir. Laboratuvar
sartlarinda semenin likefiye olmasi i¢in 37°C’ye ayarli bir inkiibatdre birakilmasi
gerekir. Normal bir semen yaklasik 30-60 dk arasinda likefiye olmaktadir.

Likefaksiyon esnasinda numunenin homojenizasyonu likefaksiyona yardimci olabilir.
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Eger likefaksiyon siiresi 60 dk’y1 asarsa bu durum patolojik bir tabloyu isaret
edebilir. Likefaksiyon siiresinin fazla oldugu 6rneklerde akla prostat bezinin fonksiyon
bozuklugu veya yetersizligi gelmektedir. Likefiye olmayan semen numuneleri bir
mekanik veya enzim yontemi ile likefiye edilmelidir. Aksi takdirde semenin

mikroskobik analizi dogru sonuglar vermeyecektir (Carlsen ve ark. 2004).
2.4.1.3. Viskozite

Likefiye olmus semen 6rnegi diisiik viskoziteli ve akiskan bir yapiya sahiptir.
Sayet semen ejekiilasyon sonrasinda likefiye siiresini de doldurdu ise ve halen viskoz
ozelligini koruyorsa bu durumda hiperviskdz olarak kabul edilmektedir. DSO,
viskozitenin teshisi i¢in iplik uzunluguna gore Ol¢iim yontemini Onermektedir.
Viskoziteyi 6l¢erken numune 1.5 mm ¢apindaki bir pipet ile aspire edilir ve yer¢ekimi
ile diismesi beklenir. Likefiye olmus, normal bir numune 6rnegi damla damla olacak
sekilde pipetten ayrilir. Eger viskozite yiiksek ise bu sefer pipetten 2 cm veya daha
fazla uzunlukta bir iplik olusturup terk edecektir. Viskozitenin 2 cm ve daha fazla

olmas1 anormal viskoziteyi gostermektedir (Kayiker ve ark. 2002).
2.4.1.4. Semen Hacmi

Toplam semen hacminin Ol¢iimiinde en 6nemli faktér 6rnegin tamaminin
toplanmis olmasidir. Bu nedenle hasta heniiz semen 6rnegini vermeden once bu
konuda bilgilendirilmelidir. Semen hacmi, dereceli pipetler ile 6l¢iilebilecegi gibi, en
ideal yontemin kabin tartilmasi oldugu diisiiniilmiistiir. DSO’niin 2010 verilerine gére

semen hacmi i¢in en diisiik referans degeri 1,5 ml’dir (Cooper ve ark. 2010).
2.4.1.5. Semen pH’s1

Semen pH’s1 analiz 6ncesinde iyice homojenize edilmeli ve daha sonra pH
Olctimii yapilmalidir. pH 6l¢itimii yapilirken homojenize semenden 1 damla alinir ve
pH cubugunun iizerine damlatilir. 30 sn i¢inde gergeklesen renk degisimi kalibrasyon
cubugu ile karsilagtirilmalidir. En distiik pH degerinin 7,2 olmasi gerekmektedir
(Ozdener 1993).
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Tablo 2: Spermiyogramdaki sperm degiskenleri terminolojisi (WHO 2010).

NORMOSPERMI Say1, motilite, morfoloji ve diger
sperm parametrelerinin DSO referans
degerlerine uygun olmasidir.

AZOSPERMI Ejakiilat  icerisinde  hi¢  sperm
bulunmamasidir.

POLISPERMI ml’deki sperm konsantrasyonunun
15x10°%°dan fazla olmasidir.

OLIGOSPERMI Sperm konsantrasyon degerinin ml’de
15x108°dan daha diisiik olmasidir.

HIPOSPERMI Ejakiilat voliimiiniin 1 ml’den az
miktarda olmasidir.

HIPERSPERMI Ejakiilat voliimiiniin 6 ml’den fazla
miktarda olmasidir.

ASTENOSPERMI Motil sperm sayisinin %30’dan diisiik
olmasidir.

TERATOSPERMI Ejakiilatin morfolojik olarak referans

degerin altinda olmasidir.

OLIGOASTENOTERATOSPERMI

Konsantrasyon, morfoloji ve motilite
bozukluklarinin bir arada goriilmesi
durumudur.

ASPERMI Seminal plazma iiretiminin  hig
olmamasidir.

KRIPTOSPERMI Ejakiilatta hi¢ sperm goriilmezken
santrifiij sonrasinda sperm
goriilmesidir.

NEKROSPERMI Ejakiilattaki tiim spermlerin  Olii
olmasidir.

LOKOSPERMI Lokosit sayisimn ml’de  1x10%°dan

fazla olmasidir.
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2.4.2. Mikroskobik Analiz
2.4.2.1. Sperm Konsantrasyonu ve Total Sperm Sayisi

Sperm sayisinin mililitre basina sayisi sperm konsantrasyonunu vermektedir.
Total sperm sayisi ise sperm konsantrasyonunun total hacim ile ¢arpilmasindan elde
edilmektedir. Sperm konsantrasyonu hesaplanirken Makler sayim kamarasi,
hemositometre gibi sayim kamaralar1 kullanilabilir. Fakat Makler sayim kamarasi,
spermin seyreltilmesine gerek duyulmayisi, sayim yapilacak karelerin daha az olusu
ve yine dogru sonuglara ulasilabilirligi bakimindan daha c¢ok tercih edilmektedir.
Sperm sayimi yaparken Ornegin likefiye olmus olmasi spermlerin belli bdlgelerde
yigisip kalmamalar1 agisindan 6nem arz eder. Yine numunenin homojenize edilmesi
onemlidir, ¢linkii 10 ul’deki degere gore total konsantrasyon hesaplanmis olacaktir.
Ayn1 zamanda sayim yaparken beklenme siiresi fazla olmamalidir, aksi takdirde 1518a
maruziyet ve mikroskobun asir1 1sinmasi sonuglari etkileyebilecektir. Total sperm

sayis1 alt referans degeri 39x10%/ml’dir (WHO 2010).

Resim 7: Makler sayim kamarasi
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A EAVER S

Resim 8: Sperm analizinin yapildigi 151k mikroskobu

2.4.2.2. Sperm Motilitesi

Semen likefiye olduktan sonraki ilk 30 dk’da oda 1sisinda ve 37°C’de faz
kontrast mikroskobu ile motilitesi dlgiilmelidir. Motilite 6l¢iimii de Makler sayim
kamarasinda gerceklestirilebilir. Analize baslamadan 6nce homojenize semenden 1
damla alinir ve Makler sayim kamarasina damlatilir. 20X biiytitme ile bir siitun ve bir

satirda yer alan her bir karede motil ve immotil spermler degerlendirilir.

Sperm motilitesi erkegin yasi, testislerin maruz kaldigi dis etkenler, cinsel
perhiz stiresi, semenin verildigi kap, analiz 6ncesi bekleme siiresi gibi pek cok

faktorden etkilenebilir.
Sperm motilitesi analizinde hareketin 4 farkli gruplandirmasi bulunmaktadir;

e +4 Motilite: Hizl1 ve dogrusal hareket gosteren spermlerdir.
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e +3 Motilite: Dogrusal bir hareket gosterip, +4 motilite hizinda olmayan ya da

+4 hizinda olsa bile dogrusal hareket gdstermeyen spermlerdir.

e +2 Motilite: Tek bir kare i¢cinde hareketlilik gdsteren veya bir kareyi asamayan

spermlerdir.
e +1 Motilite: Immotil yani hareketsiz spermlerdir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2010 verilerine gdre sperm motilitesinin alt referans
degeri %40 tir. Ileri hareketlilik alt sinir degeri ise %32 olup, ileri hareketlilik A+B

yani +4 ve +3 motiliteye sahip spermlerin toplanmasiyla elde edilir.

Toplam sperm motilitesi ise A+B+C yani +4, +3 ve +2 motiliteye sahip

spermlerin toplam degerini ifade etmektedir (WHO 2010).

Resim 9: Spermlerin Maklerdeki goriintiisii

2.4.2.3. Sperm Morfolojisi

Normal sperm morfolojisi zona pellucida yiizeyinden elde edilen spermler baz
alinarak olusturulmustur. Ciinkii semende sperm morfolojileri degiskenlik
gostermektedir. Fakat zona’ya ulasan spermlere bakildiginda ise ortak benzerlikler
goriilmiistiir. Normal bir spermin sperm bast 4-5 pm uzunlugundadir ve 3-4 pum
genigliginde oval olup, sperm basinin hatlar1 diizgiin bir sekilde olmalidir. Kuyruk

ortalama 50 um uzunlugunda olmali ayn1 zamanda sepermin boyun, orta parca, esas
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parca, son parca kisimlarmin herhangi bir defekt igermemesi gerekmektedir (Ozdener

1993; Satar ve Gengdal 2013).

Normal Bas Anomalisi Akrozomsuz

Boyun Anomalisi Kuyruk Anomalisi

Resim 10: Normal ve anormal morfolojiye sahip sperm goriintiisii
(https://www.reproduccionasistida.org/analisis-de-la-morfologia-de-los-
espermatozoides/ 15.05.2019).

2.4.2.4. Sperm Canlihg: (Viabilite)

Viabilite, sperm hiicre membrani biitiinliigliniin degerlendirilmesi esasina
dayanmaktadir. Progresif hareketin normal standartlarin altina diistiigi durumarda
sperm viabillite testleri 6nem kazanir. Eger spermin membran biitiinliigii bozulmus ise
Eozin-nigrosin veya Eosin-Y testinde boyayi igeri alir ve boyanmis goriiniirler.
Hipoozmotik sigsme testi yapilan spermlerde ise membran biitiinliigli korunmus ise
hiicre hipoozmolar siviy1 i¢ine alip siser. Sperm canlilik testi hesaplanirken preparatta
en az 200 spermin sayilmis olmasi gerekmektedir. Viabilite i¢in en diisiik referans

degeri %58 olarak belirlenmistir (Casper ve ark. 1996).
2.5. SPERM HAZIRLAMA YONTEMLERI

Tedavi amagh kullanilacak sperm Orneklerinde ejekiilatin uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Ornegin, IUI tedavisi uygulanacak bir hasta i¢in sperm hazirlanirken
ejekiilatta bulunan prostaglandinlerin uterusta kasilma yapmamasi i¢in ejekiilatin
uzaklastirilmasi gerekir. Bu tiir tan1 ve tedavi yontemleri igin farkli sperm hazirlama
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metodlar1 denenmis ve uygulanmistir. Seminal sivinin uzaklastirilmasi ile seminal
plazmada bulunan germ dis1 hiicreler, 6lii spermler ve hiicre dokiintiileri arinmis olur.
Ayn1 zamanda kullanilan sperm hazirlama ydntemleri, motil spermlerin
kapasitasyonunun tamamlanmasi i¢in de 6nemli bir faktordiir. Boylece laboratuvar

ortaminda viicudumuzda gergeklesen bir asamayi1 daha taklit edebilmis oluruz.

Sperm hazirlama metodlar1 hastaya gore belirlenmektedir. Ciinkii semenin
ozelligine gore, en iyi motilite ve konsantrasyon araligina ulagsmak hedef alinmaktadir.
Bu nedenle islem 6ncesi yapilan spermiyogram testine gore tedaviye en uygun sperm

hazirlama metodu secilmelidir.
2.5.1. Basit Yikama (Simple Washing)

Basit yikamada semen, alblimin i¢eren bir medium ile yikanir ve konik bit tiipe
alintp 10 dk 300 g’de santrifiij edilir. Ik santrifiijden sonra siipernatant atilir ve elde
edilen pelletin tizerine tekrar medium eklenip pipetting yapilir. Daha sonra 5 dk.
300g’de santrifiij edilir. Bu santrifiij isleminden sonra yine siipernatant atilit ve pellet
medium ile homojenize edilip kullanilir. Basit yikama islemi en yiiksek sperm say1s1
veren bir sperm hazirlama yontemi olsa da motil ve immotil spermleri
ayristirmadigindan bir dezavantaji da beraberinde getirmektedir. Bu islem genellikle

IUI tedavisinde kullanilmaktadir (WHO 2010).
2.5.2. Dansite Gradient Santrifiigasyon

Bu yontem asir1 derece oligozoospermi, teratozoospermi  veya
astenozoospermi vakalarinda tercih edilmekte olup, fazla sayida motil sperm elde
etmek icin kullanilmaktadir. Dansite gradient teknigi, kesintisiz yogunluk farki
olusturarak kaliteli spermlerin 6lii spermler ve yabanci hiicrelerden ayristirilmasina
dayanir. Bu ayristirma sonucu iyi motilite ve morfolojideki spermler tiipiin alt kismina

toplanmis olur (Natali 2011).
2.5.3. Sperm Yiizdiirme (Swim-up)

Bu yontem siklikla IVF tedavisinde tercih edilmektedir. Swim-up yonteminin
temel mantig1, spermlerin seminal plazmadan ayrilip iistte olusturulan katmana
ylizmelerine dayanir. 1:1 oraninda kiiltiir mediumu eklenmis semen 6rnegi homojenize

edilir ve santrifiij edilir. Santrifiij sonras1 elde edilen pellete bir 6nceki hacme gore

27



medium eklenir ve homojenize edilir. Bu islemden sonra 451ik ac1 ile tlipiin kenarindan
bir miktar medium sizdirilarak birakilir ve katman olusturmasi beklenir. Katman
olusturma esnasinda mediumun yavas ve dikkatli birakilmas1 gerekmektedir. Katman
olusan 6rnek yine 45lik ac1 ile 37Clik inkiibatore konur ve 30-60 dk spermlerin tistteki
katmana yilizmesi beklenir. Hareketli spermler lstteki katmana yilizer ve katman
dikkatlice farkli bir tiipe alinir. Bu islem basit yikama’ya goére daha az konsatrasyonda
sperm sayis1 verse de, elde edilen motil spermler agisindan basit yitkamaya gore {istiin

bulunmaktadir (Kadioglu 2011; WHO 2010).
2.5.4. Sperm Yiizdiirme (Swim-Down)

Swim-down yoOntemi mantik olarak swim-up’a ¢ok yakin bir yontem bir
yontemdir ¢linkii bu metodda da hareketli spermlerin olusturulan ayri katmana
yilizmesi beklenir. Bu yontemte tiipiin alt kismina albuminli medium birakilir ve iistten
yavas ve sizdirarak yikanmis spermler veya dogrudan semenin kendisi birakilir.
37°Cde 1 saat inkiibe edilip spermlerin alttaki katmana yiizmesi beklenir. Yiizen
spermler alt ve iist katman birbirine karistirilmadan alttaki katmandan dikkatlice alinir

(Beydola ve ark. 2013).
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Resim 11: Sperm hazirlama teknikleri (https://www.sunflowerhospital.in/sperm-
washing-technic.php 18.05.2019).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma 08.10.2018/30.11.2018 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Unitesi’ne rutin semen analizi igin
miiracaat eden, semen Ornekleri istenilen tahlil yoniinden degerlendirilip sonuglar
rapor edildikten sonra tibbi atik olarak ayrilan ve bu ¢alismada kullanimina onay veren,
yaslart 18-50 aras1 toplam 29 adet goniilliiniin semen Ornekleri ve Trombositten
Zengin Plazma eldesi i¢in goniillii olarak kan veren 10 kisinin kan 6rnekleri ile yapildi.
Calismamiz Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Ilag ve Tibbi Cihaz
Dist Arastirmalar Etik Kurulu’nun 05.10.2018 tarih 2018/1510 nolu izni ile (bkz. EK
1) gergeklestirildi. Calismaya katilan her goniilliimiizden bilgilendirilmis goniilli olur

formu ile izinleri alind1 (bkz.EK 2, EK 3).
3.1. Semen Orneklerinin Toplanmasi

Semen ornekleri, 3-5 giinliikk cinsel perhizle Tiip Bebek Merkezi’ne gelen
hastalardan, hastanin ad-soyad ve protokol no’sunun yazildigi kaplara mastiirbasyon
yontemi ile alinmis olup rutin spermiyogram testi yapildiktan sonra c¢alismaya dahil
edilmistir. Calismaya azospermi disindaki hastalar dahil edilmistir. 30 hastadan
gontlli olur formu alinmis ve 1 hastanin azospermi olmasi nedeniyle ¢alisma dist

brrakilmustir.
3.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizda kan vererek goniillii olmak isteyen 10 goniilliiden 1:5 oraninda
olan asit sitrat dekstroz- A (ACD-A)’l1 tiiplere kan alinarak 10 cc’ye tamamlanmus,
ayni giin Trombositten Zengin Plazma eldesi i¢in laboratuvarda ¢alisilip dondurulmak

tizere saklanmustir.
3.3. Trombositten Zengin Plazmanin hazirlanmasi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimli Ureme
Teknikleri Unitesi Ar-Ge amagl laboratuvarinda goniilliilerden elde edilen kan, 1:5
oranindaki asit sitrat dekstroz- A (ACD-A)’11 tiiplere alinip 1100 devirde 22 dakika
sogutmali santrifiij cihazinda santrifiij edilmis, santriflij sonrasi iistte kalan plazma
alinip 1:10 oraninda CaCl, ile karigtirilmistir. CaCl; ilavesi 550 pl plazmaya 27,5 pl

CaClz olacak sekilde yapilmistir. Pihti/fibrin yapisi olusana kadar oda 1sisinda veya
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37°C’lik inkiibatorde inkiibe edilmistir. Bu islem sonrasinda elde edilmis plazma
tekrar 2700 devirde 15 dk santrifiij edilip santrifiij sonrast siipernatant kismi 1,5 ml’lik
eppendorf tiiplere konup -20°C’de saklanmistir. Calismadan once oda 1sisinda

¢Ozdiriilip kullanilmastir.

Resim 12: Antikoagiilanli tam kan.
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Resim 14: Santrifiij islemi.
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Resim 15: Santrifiij sonrasi olusan plazma.
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Resim 16: Plazmanin dikkatli bir sekilde alinmasi.
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Resim 17: Aktivasyon i¢in Trombositten Zengin Plazma’ ya %10’luk CaCl:
eklenmesi.
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Resim 18: CaClz eklenen plazmanin hafifge Resim 19: Aktive TZP’ nin jel formu.
calkalanmasi.
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Resim 20: Trombositlerin aktive edilmesi sonrasi trombosit membranlarinin altta
pellet olusturmasi ve iistte olusan biiylime faktorii bulunduran plazma.
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nin alinmasi.

TZP’

Resim 21: Pelleti yerinden oynatmadan A
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Resim 22: A-TZP’nin 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere dondurulmak iizere aktarilmig
hali.

3.4. Semen Orneklerinin Swim-up teknigi ile yiizdiiriilmesi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimli Ureme
Teknikleri Unitesine spermiyogram amaciyla basvurmus, en az 3 giinliik cinsel perhizi
olan hastalardan onay1 alinan hastalar ¢aligmaya dahil edilmis, rutin spermiyogram
testi yapildiktan sonra drnekler arastirma amagh kullanilmistir. Calismada likefiye
olmus semen numuneleri esit hacimlerde ikiye ayrilmig, Ham (raw) ve TZP ile
muamele edilecek iki grup olusturulmustur. TZP grubu igin 900 pl semen alinip,
orneklere 1:1 oraninda PBS eklenip homojenize edilmistir. Daha sonra semen 1500
devirde 10 dk santrifiij edilip, siipernatant atilmis ve 6rnegin sperm konsantrasyonuna
bagli olarak pellet tizerine 200-600 pl Trombositten Zengin Plazma (TZP) eklenip
homojenize edilmistir. Homojenize spermlerin iizerine yine konsantrasyona gore 300-
500 ul TZP 45°lik ac1 ile sizdirilip katman olusturacak sekilde birakilmustir. islem
sonras1 Ornekler 37°C’lik inkiibatorde 45°lik agili spora 45 dk birakilmis ve bu siire
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icerisinde spermlerin Ustteki katmana ylizmesi beklenmistir. 15-30 ve 45. dk’da
istteki katmandan 10 pl 6rnek alinarak makler sayim kamerasinda say1 ve motilite
analizleri yapacaktik fakat tahminlerimizin tersine ¢alistigimiz her hastada TZP {istte
bir katman olusturmayip katman alta inmistir. Bu nedenle “yilizen” spermlere ulasmak
icin en altta TZP katmanindan dikkatlice ve katmani sarsmadan spermleri 10 pl kadar
analiz amagli aldik. 15-30-45. dk analizlerini alta inen katmanda ylizen spermlerden

yaptik.

Tim verilerin karsilastirllmasinda ve analizlerinin yapilmasinda SAS

University Edition 9.4 programi kullanildu.

Resim 23: Trombositten zengin plazmanin iistte katman olusturmak amacli 45°°lik
ac1 ile tiiplin kenarindan sizdirilmasi.

40



Resim 24: Sizdirma islemi sonrasi kendiliginden alta inen trombositten zengin
plazma katmani.
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4. BULGULAR

Grafik 1: Konsantrasyonun semenin Ham ve TZP ile muamele edilen halinde zamana

bagl degisimi
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Burada elde edilen bulgumuza gore semenin ham halinin konsantrasyonunda

anlaml bir degisme olmamisken TZP ile muamele edilen 6rneklerde zamana bagh

olarak konsantrasyon artmistir.

Tablo 3: Semenin Ham ve TZP ile muamele edilen halinin konsantrasyonlarinin

birbiriyle karsilastirilmasi

Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

Simple Effect Comparisons of Grup*Zaman Least Squares Means By Zaman

Simple Standard

Effect Level | Grup |Grup | Estimate Error| DF| tValue| Pr>|t|| AdjP
15. dk HAM |TZP 37.4828 4.5988| 112 8.15| <.0001| <.0001
30. dk HAM | TZP 28.1034 4.5988| 112 6.11| <.0001| <.0001
45. dk HAM |TZP 20.7586 4.5988| 112 4.51| <.0001| <.0001

Konsantrasyon analizinde grup, zaman, grup-zaman etkisi <0.001 oldugu yani

p<0.05’ten kiigiik oldugu i¢in sonuglar anlamli bulunmustur.
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Grafik 2: +4 motilite degerinin semenin Ham ve TZP ile muamele halinde zamana
bagl degisimi
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Grafige gore semenin ham hali ile TZP ile muamele edilmis halinde zamana
bagli olarak +4 motiliteye sahip spermler azalmis, fakat bu azalmaya ragmen TZP

grubu +4 motilite yoniinden ham haline gore her ii¢ zamanda da iistiin gelmistir.

Tablo 4: Ham ve TZP grubunun +4 motilite degerlerinin birbiriyle karsilagtirilmasi

Simple Effect Comparisons of Grup*Zaman Least Squares Means By Zaman
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

Simple

Effect Standard

Level Grup |Grup |Estimate Error| DF| tValue Pr>|t|| AdjP
15. dk HAM |TZP -2.7241 0.5434 112 -5.01] <.0001| <.0001
30. dk HAM |TZP -1.6897 0.5434 112 -3.11] 0.0024| 0.0024
45. dk HAM |TZP -0.9310 0.5434 112 -1.71] 0.0894| 0.0894

+4 motilite analizinde grup, zaman, grup-zaman etkisi p<0.05’den kii¢iik

oldugu i¢in sonuglar anlamli bulunmustur.

Grafikte ilk 15 dk’da TZP grubu Ham gruba goére +3 motiliye sahip spermlerde
neredeyse %50 fark ile daha iistlin gelmistir. Bu tstiinliik diger iki zaman araliginda
da devam etmistir.
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Grafik 3: +3 motilite degerinin Ham ve TZP grubu olarak zamana bagli degisimi
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Tablo 5: Ham ve TZP grubunun +3 motilite degerlerinin birbiriyle karsilastiriimasi

Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

Simple Effect Comparisons of Grup*Zaman Least Squares Means By Zaman

Simple Standar
Effect Estimat d
Level |Grup |Grup e| Error DF | tValue| Pr>|t|]| AdjP
15.dk |HAM TZP -37.7931 3.7418 112 -10.10| <.0001| <.0001
30.dk |HAM TZP -33.1034 3.7418 112 -8.85| <.0001| <.0001
45.dk |HAM TZP -27.2759 3.7418 112 -7.29| <.0001| <.0001

+3 motilite analizinde grup, zaman, grup-zaman etkisi

oldugu i¢in sonuglar anlamli bulunmustur.

p<0.05’den kiiciik
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Grafik 4: +2 motilite degerinin Ham ve TZP grubu olarak zamana bagli degisimi
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Elde ettigimiz bu bulguda semenin ham halinde ilk 15 dakikada +2 motiliteye
sahip spermler daha fazla iken zaman arttikca TZP grubu +2 motiliye sahip spermler

yoniinden daha 6nde bulunmaktadir.

Tablo 6: Ham ve TZP grubunun +2 motilite degerlerinin birbiriyle karsilastirilmasi

Simple Effect Comparisons of Grup*Zaman Least Squares Means By Zaman
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

Simple

Effect Standard

Level Grup | Grup Estimate Error| DF| tValue| Pr>|t|| AdjP
15. dk HAM | TZP 0.8621 1.4935| 112 0.58| 0.5650| 0.5650
30. dk HAM | TZP -2.5172 1.4935| 112 -1.69| 0.0947| 0.0947
45. dk HAM |TZP -4.0000 1.4935| 112 -2.68| 0.0085 0.0085

+2 motilite analizinde grup etkisi p=0.12 yani p>0.05" den biiyiik oldugu i¢in

anlamli bulunmamustir. Zaman, grup-zaman etkisi p<0.05’ den kii¢iik oldugu igin
sonuclar anlamli bulunmustur.
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Grafik 5: +1 motilite degerinin Ham ve TZP grubu olarak zamana bagli degisimi
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Grafige gore her ne kadar zamanla birlikte immotil yani +1 spermler artmis

olsa da TZP grubu, semenin ham haline gére immotil sperm bakimindan anlamli

oranda geridedir.

Tablo 7: Ham ve TZP grubunun +1 motilite degerlerinin birbiriyle karsilagtiriimasi

Simple Effect Comparisons of Grup*Zaman Least Squares Means By Zaman
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

Simple Standar

Effect Estimat d

Level Grup |Grup e Error DF | tValue Pr>|t| AdjP
15. dk HAM |TZP 39.3103 3.7466 112 10.49| <.0001| <.0001
30. dk HAM |TZP 37.1724 3.7466 112 9.92| <.0001| <.0001
45, dk HAM |TZP 32.9655 3.7466 112 8.80| <.0001| <.0001

+1 motilite analizinde grup, zaman, grup-zaman etkisi p<0.05’den kii¢iik

oldugu i¢in sonuglar anlaml1 bulunmustur.
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Grafik 6: +3 ve +4 toplam motilite degerinin Ham ve TZP grubu olarak zamana bagl

degisimi
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Bu grafikte toplam olarak +4 ve +3 motiliye sahip spermler semenin ham hali

ve TZP ile muamele edilmis hali arasinda kiyaslanmis, TZP grubu anlamli oranda

yiiksek bulunmustur.

Tablo 8: Ham ve TZP grubunun +3 ve +4 toplam motilite degerlerinin birbiriyle

karsilagtirilmasi
Simple Effect Comparisons of Grup*Zaman Least Squares Means By Zaman
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer

Simple

Effect Standard

Level Grup |Grup Estimate Error| DF | tValuel Pr>|t]| AdjP
15. dk HAM |TZP -40.1724 3.6258 112 -11.08| <.0001 <.0001
30. dk HAM |TZP -34.6552 3.6258 112 -9.56| <.0001| <.0001
45. dk HAM |TZP -28.2069 3.6258 112 -7.78| <.0001 <.0001

+4 ve +3 toplam motilite analizinde grup, zaman, grup-zaman etkisi

p<0.05’den kiiglik oldugu i¢in sonuglar anlamli bulunmustur.
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5. TARTISMA

Gilinlimiizde lireme yasinda olan c¢iftlerin yaklagik %10°u- %15°1 bir gebelik
saglayamamakta ve infertil olarak degerlendirilmektedir. Infertilite vakalarinmn ise
yaklasik %30-50’s1 erkek infertilitesinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle erkek
infertilitesinde tan1 ve tedavi yontemleri daha da onem kazanmistir. Genel olarak
infertil bir erkegin semen parametrelerinde en 6nemli faktorlerden birinin motilite
oldugu bilinmektedir. Ciinkii ister IUI ister ICSI uygulamasi olsun, motil sperm
canliligin hem dnemli bir gostergesidir hem de tiim YUT tedavi yontemlerinde dikkate

alinan ilk parametrelerden biridir.

Literatiirde yer alan bilgilere gore swim-up metodu, kullanilan farkli sperm
hazirlama teknikleri ile karsilagtirildiginda hazirlanmasi basittir, reaktif oksijen tiirleri
olusumunu engeller ve DNA biitiinliiglinlin korumaktadir. Bu bakimdan kullanish bir
yontem olmustur. Bu nedenle c¢alismamizda swim-up metodunu kullandik.
Calismamizda farkli bir medium ile hazirlanan ve swim-up teknigi kullanilan kontrol
grubu olusturmadik. Yapilan calismalarda farkli markalarin sperm hazirlama
mediumlar1 swim-up teknigi kullanilarak karsilagtirtlmis olup, farkli mediumlarin
farkli sonuglar ortaya koydugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle bu teknigin standart
hale gelmis olmasindan, biz de Trombositten Zengin Plazma’nin etkinligini

aragtirmaya odaklandik (Anbari ve ark. 2016; Delilbas1 2008).

Trombositten zengin plazma hazirlanmasinda CaClz ile trombositleri
aktiflestirme yoOntemini tercih ettik. Literatiirde yer alan birgok ¢alisma CaCl:
patlatilan TZP’lerde daha fazla biiylime faktoriiniin ortaya ¢iktigin1 gostermistir. Farkli
bir patlatma yontemi ise trombositleri soguk-sicak sokuna ugratarak biiylime
faktorlerinin agiga cikarilmasi seklindedir. CaClz ilavesi yapilan ve soguk-sicak
sokuna ugratilarak hazirlanan TZP kombinasyonlarinda ise daha fazla biiylime

faktoriiniin agiga ¢iktig1 bilinmektedir (Roffi ve ark. 2014).

TZP ile ilgili farkli alanlarda tedavi edici arastirmalar yapildigi goriilmektedir.
Bugiine kadar TZP’nin ortopedi, plastik ve rekonsriiktif cerrahi, dis hekimligi ve
jinekoloji gibi farkli alanlarda kullanim buldugunu bilmekteyiz. a-TZP’nin bu
alanlarda kullanim bulmasi ise igerdigi biliylime faktorlerine dayanmaktadir. Bu

bliyime faktorlerinin yara iyilesmesi, doku jenerasyonu, progenitor hiicrelerin
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tetiklenmesi gibi farkli fonksiyonlari oldugu diistiniilmektedir (Turan ve ark. 2011).
Bizim bu c¢alismadaki amacimiz ise swim-up teknigiyle hazirlanacak semen
orneklerinde TZP’nin fonksiyonunun anlasilmasi ve olumlu etkileri oldugu takdirde

YUT tedavilerine sunabilecegi avantajlar1 degerlendirmek olmustur.

Calismaya bagladigimizda literatiirde TZP’nin dogrudan semen {izerine
etkilerini aragtiran higbir kaynak bulunmamaktaydi. Fakat 12 Mayis 2019’da
Andrology dergisinde yayimlanan bir makalede (Bader ve ark. 2019) H,O, kaynakl
oksidatif strese ugratilmis insan sperm hiicrelerinde otolog TZP’nin in vitro etkisini
incelemislerdir. Elde edilen sonuglara gére H,O, sperm hiicreleri iizerinde zararli
etkiler gostermistir. Fakat %2°1lik TZP tedavisi, strese ugrayan ¢alisma grubunda ROS-
pozitif hiicrelerde, DNA fragmantasyonunda, vakuolizasyonda ve olii hiicreler
tizerinde TZP olmayan gruba gore onemli diisiis gostermis, yine TZP tedavisi
uygulanan grupta Ozellikle progresif ve toplam motilitede ciddi artis meydana
gelmistir. Bu sonuglar yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz motilite bulgularin

desteklemektedir.

TZP ile ilgili dogrudan sperm isleme prosediirii lizerine uygulanan baska bir
calisma bulunmamaktir. Fakat TZP nin testis {izerine etkilerini inceleyen, TZP i¢inde
bulundugunu bildigimiz biiylime faktorlerinin tek basina sperm ve oosit hiicreleri
tizerinde etkisinin arastirildigr sinirli sayida da olsa kaynak bulunmaktadir. Bilhassa
bu biiylime faktorlerinin ayr1 ayri incelendigi ¢alismalarin aragtirmamizi destekler
nitelikte oldugunu diisiinmekteyiz. Ciinkii TZP, ayr1 ayri incelenmis bu biiyiime

faktorlerini yiiksek konsantrasyonda kendi i¢inde barindirmaktadir.

fyibozkurt ve ark. (2009), yaptiklar1 bir calismada VEGF’nin sperm motilite
ve canlilig lizerine etkisini aragtirmistir. Calismada, insan spermi i¢in 5,10,15 ve 20
ng/ml konsantrasyonlarda VEGF kullanilmis, maksimum etkinin 15 ng/ml’de oldugu
gozlemlenmistir. Yapilan bu ¢alismaya gore VEGF’e maruz kalan spermatozoada
anlamli oranda hiz ve diiz ¢izgi hiz1 artmistir. VEGF’e maruz kalan spermlerde canlilik
stiresi de uzamistir. Kisaca VEGF nin insan sperminde motilite ve viabiliteye olumlu
sonuglart olmustur. (Bader ve ark. 2019) ise TZP ile yapmis olduklar1 ¢aligmada
oncelikle farkli TZP konsantrasyonlarini degerlendirip, ideal konsantrasyonun %2
oldugunu belirtmislerdir. Biz ise calismamizda saf TZP kullandik ve kontrol grubuna

kiyasla deney grubunda ciddi motilite artis1 gézlemledik.
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Caries ve ark. (2009), ise bogalarda testis gelisimi sirasinda VEGF-A’nin
fonksiyonunu arastirmislardir. Arastirma, eksplant doku kiiltiirleri ile yapilmis olup
VEGF-A’nin bulundugu deney grubunda kontrol grubuna gére anlamli oranda artmis
germ hiticreleri gozlemlenmistir. Ayni zamanda kiiltiir esnasinda real-time PCR
yapilmis, hiicre 6liimii ile ilgili gen ekspresyonlarinin VEGF tedavisi boyunca diisiis
gosterdigi bulunmustur. Yine bununla birlikte VEGF aktivitesi baskilanip 120 saat
sonunda kontrol edildiginde ise germ hiicre sayisinin onemli Olgiide azaldigi

gbzlemlenmistir. Bu ¢aligmaya gére VEGF hiicre sag kalim1 ve sperm {iretimi tizerinde
etkilidir.

Artini ve ark. (2008), ise insan embriyolar1 kiiltiir ortaminda iken ICSI
yapildiktan sonra, proniikleer asamada ve blastosit evresinde VEGF seviyelerini
arastirmiglardir. Yaptiklari calisma sonucunda embriyolarin blastosit asamasinda iken

onemli oranda VEGF sentezi yaptigini gostermistir.

Bir bagka calismada (Obermair ve ark. 1999) seminal sividaki VEGF
konsantrasyonlarin1 ve sperm iizerinde VEGF reseptor varligini arastirmislardir.
Arastirmaya gore seminal sivida 2-100 ng/ml VEGF olan hastalarin 6 kat daha fazla
gebelik sans1 oldugu sonucuna ulasilmistir. Fakat VEGF erkek faktorlii kisirlik indeksi
ile iligkili bulunmamistir. Ayni zamanda spermatozoa iizerinde VEGF reseptorlerinin

ekspresyonu tesbit edilmistir.

Spelekova ve ark. (2011), ise yaptiklari arastirmada sigan ejekiilatlarina EGF
ilave etmis, islem sonunda 24,48 ve 72 saat sonras1t motilite parametrelerini kontrol
etmistir. EGF’nin etkisi ilk 30 dk’dan sonra goézlemlenmistir. EGF sigan sperm
motilitesinde 6nemli bir etki gostermis ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda ise en
yiiksek progresif motiliteye ulasilmistir. Sonug olarak EGF’e maruziyet siiresi ve EGF
konsantrasyonu sperm motilite parametreleri tizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Biz ise
yaptifimiz arastirmada inkiibasyon siiresinin uzamasi ile birlikte TZP katmanina
immotil spermlerin daha fazla ulastigin1 gézlemledik. Bunun nedeni kullandigimiz
metod ile iliskili olabilir. Yayinlanmamis verilere gore TZP ile basit yikama yapilarak
hazirlanan semen Orneklerinde inkiibasyon siiresinin artis1 motiliteyi olumlu yonde

etkilemistir.
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Shin ve ark. (2014), képek sperminin depolama amacli dondurulup ¢6zdiiriilme
esnasinda IGF-I'nin islevini arastirmislardir. Arastirmaya goére, IGF-I dondurma-
¢ozme sonucu sperm plazma zar biitiinliigi ve morfoloji {izerine bir etki
gostermemistir. Ancak IGF-I’nin mitokondriyal membran potansiyelini korudugu ve
donma-¢6zme isleminin sperm motilisine olumsuz etkilerini minimalize ettigi

bulunmustur.

Luo ve ark. (2002), VEGF’nin si18ir oositlerinin matiirasyonu iizerine etkisini
arastirmis, VEGF ile muamele edilen oositlerin maturasyonunda VEGF’nin 6nemli

etkisi oldugu sonucuna varilmistir.

Chang ve ark. (2015), IVF tedavisine baslanmis, fakat diisik endometrium
kalinligi (<7 mm) nedeniyle embriyo transferi ertelenmis 5 kadinda TZP’nin
endometrium tizerine etkilerini incelemistir. IVF tedavisine baglanan hastalara standart
hormon replasman tedavisi (HRT) uygulanmis, yetersiz endometrium kalinlig1 sonucu
tedaviye ek olarak otolog TZP uterus bosluguna infiize edilmistir. 72 saat sonrasinda
halen yeterli endometrium kalinligina ulasilamayan hastalara inflizyon tekrarlanmistir.
TZP infiizyonu sonucu biitiin hastalarda basarili endometrial genigleme ve gebelik
gozlendigi kaydedilmistir. Bu c¢alismaya gore TZP, endometrial kalinlasmayi

desteklemektedir.

Farkli calismalarda ise Platelet Aktive Eden Faktor (PAF) ve sperm
parametreleri arasindaki iligkiler incelenmis, PAF’1n sperm motilitesini olumlu yonde
etkiledigi soylenmistir. PAF, trombosit aktivasyonunda rol alan bir fosfolipittir ve
hiicre i¢i kalsiyumu artiran yilizey 6zel reseptorleri ile 6nemli fonksiyona sahiptir
(Grigoriou ve ark. 2005). Bilindigi gibi trombositlerin aktive olmasi ile
trombositlerden biiylime faktorii sekresyonu baglamaktadir. PAF-sperm iliskisinin
incelendigi calismalar sonucu artan motilite degerleri ise bize kendi ¢alismamizla ilgili
olarak biiyiime faktorlerinin devreye giriyor olabilecegini ve bu sayede sperm

motilitesinde olumlu sonuglar gelistigini diisiindiirmiistiir.

Elde edilen bu bilgiler 1s1ginda, Trombositten Zengin Plazma ile hazirlanan
sperm Orneklerinin hem sperm {izerine hem de implatasyon iizerine olumlu sonuglar
verecegini diisiinmekteyiz. Yaptigimiz ¢alisma, TZP’nin sperm motilitesini 6nemli

oranda olumlu etkiledigini gdstermistir. Biz bu olumlu etkinin 6zellikle Intra Uterin
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Inseminasyon (IUI) tedavisi gdren hastalarda etkili olabilecegini diisiiniiyoruz. Ciinkii
hem biiylime faktdrleri ile yapilmis calismalar, hem de dogrudan a-TZP’yi kullanmis
oldugumuz kendi ¢alismamiz sperm iizerine olumlu etkiler gostermisken, Yajie ve
arkadaglar1 TZP’nin endometrium biiyiimesini ve implatasyonu destekledigini
gostermistir. Bu bilgiler bize IUI hastalarinda sperm motilitesinin artmasi ve
endometriumun implatasyona hazirlanmas1 bakimindan TZP’nin oldukga efektif

olacagini diistindiirmiistiir.

IUI tedavisi goren hastalar i¢cin TZP nin bir diger olumlu etkisi ise bunun “ev
tipi agilama”ya doniisebilecek olmasidir. Yapilan bir¢ok ¢alisma, IUI ve IVF tedavisi
goren erkeklerde tedavi Oncesi test amagli verilen sperm 6rnekleri ile tedavi gilinii
verilen sperm Ornekleri arasinda dnemli fark olustugunu gostermistir. Bu fark negatif
yonde olup strese bagli oldugu diistiniilmiistiir (Harrison ve ark. 1987). Arastirmalara
gore stres faktorleri arasindaki en 6nemli etken klinikte sperm verme islemidir. Eger
ev tipi agilama tedavisi uygulanirsa ¢iftler klinige gelmenin neden oldugu stresten uzak
kalmis olacaktir. Ayn1 zamanda TZP’nin sperm motilitesi tizerindeki olumlu etkisi ile
sperm Orneklerinin IUI tedavisine uygunlugunu saglanabilecektir. Biz ¢alismamizda
sperm Orneklerini swim-up teknigi ile hazirlanmasina karsin swim-down olarak sonug
alabilmistik. Her iki teknik de “motilitesi en iyi olan”1 segmeyi amagladigindan sonug
acisindan bir olumsuzluk olusturmamis oldu. Ev tipi veya laboratuvar olmasi
farketmeksizin, yaptigimiz yiizdiirme metodunun IUI basarisin1 artiracagini
diistinmekteyiz. Cilinkii bu metotda yalnizca motil spermler elde edilir ve immotil
spermlerden ayrilmis olur. Aym1 zamanda hareketli spermler altta yer alan katmana
ylizeceginden spermler seminal s1vidan ayrilir ve bu da uterusta meydana gelebilecek
kasilmalarin 6niine ge¢mis olur. Boylece hastaya yalnizca fertilite 6zelligi kazanmis
ve seminal plazmadan uzak motil spermler verilmis olacaktir. Metodun uygulanmasi

da ev tipi asilama i¢in kolaylikla yapilabilecektir.

Yine elde ettigimiz bulgular ve literatiir taramamiz 1513inda TZP’nin ICSI
yapilacak sperm ve oositler tizerinde de olumlu sonuglar verebilecegini diisiinmekteyiz.
Ciinkii tek basina VEGF’ nin oosit matiirasyonu ve embriyo kiiltiirii izerinde 6nemli
etkisi oldugu kaydedilmistir. Oysa TZP, iceriginde yalnizca VEGF’yi degil, bunun
disindaki bir¢cok biliylime faktoriinii ihtiva etmektedir. Calismamizda TZP ile
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hazirlanan sperm ornekleri motilite bakimindan kontrol grubuna gore daha 6ndedir.

TZP’nin ICSI islemi uygulanacak hastalarda da kullanim bulmasini diigiinmeliyiz.

Ayn1 zamanda Trombositten Zengin Plazma’nin ozmolaritesi ve pH’si,
rutinde kullanilan sperm yikama mediumlarinin ozmolarite ve pH’sma uyumludur.
TZP’nin ozmolaritesi 275-299 mOsm/It iken standart yikama mediumlarinin
ozmolaritesi ise 290-300 mOsm/1t’dir. Ve pH araligi da 7.2-7.4 oldugundan normal
yikama mediumlarinin pH’st ile uyumludur. Bu degerler bize TZP’nin normal
fizyolojik yikamaya uygun olabilecegini ve yardimci iireme tedavilerinde giivenle

kullanilabilecegini diistindliirmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Swim-up teknigi ile hazirlanan semen oOrneklerinde Trombositten Zengin
Plazmanin Etkisinin Degerlendirilmesi baslikli calismamizda elde edilen sonuglar ve

onerilerimiz kisaca su sekildedir:

1. Trombositten Zengin Plazma sperm motilitesini olumlu yonde etkilemekte olup raw
(ham) hali ile kiyaslandiginda en fazla fark gosteren motilite grubu +3 hiza sahip

spermlerde olmustur.
2. Trombositten Zengin Plazma, sperm hazirlama i¢in alternatif bir supplement olabilir.

3. Trombositten Zengin Plazma, spermde motilite artisini saglamaktadir ve bu nedenle
ev tipi asilama yonteminde avantaj saglayabilecek bir sperm hazirlama soliisyonu

olabilir.

4. Trombositten Zengin Plazma’nin sperm parametreleri iizerine olan etkisinin daha
1yi anlasilabilmesi i¢in farkli metodlarin da kullanilacagi daha kapsamli ¢calismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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9. EKLER

EK1

o ol
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI MERAM TIP FAKULTESI
{LAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

Toplant: Say1s1:74 Toplant: Tarihi: 05.10.2018

Karar_Sayisi:2018/1510:Fakiltemiz Temel Tip Bilimleri Bolimd Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Selguk DUMAN' 1n “Swim-up teknigi ile hazirlanacak semen
drneklerinde Trombositten Zengin Plazma Etkisinin Degerlendirilmesi™ baghkl yiksek lisans tez
caligmast ile ilgili 27.09.2018 tarihli dilekgesi ve ekleri gorilgtildd, Saime $IK' n yilksek lisans tez
calismasinin Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri Bolimil Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Prof, Dr. Seleuk DUMAN' in sorumlulugunda y(rdttlmesinin uygun olduguna oybirligi ile karar
verilmigtir,

Not: Caligma ile ilgili gerekli izin ve yasal sorumluluk aragtirmacilara aittir.
Sorumlu Aragtirmaci: Prof. Dr. Selguk DUMAN
Yardimer Aragtirmact: Saime $IK

ASLI GIBIDIR, , -
05.102018 < ¢
f By '|.

Prof. Dr. Saim AGIK!
{lag ve Tibbi Cihaz Dig1
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EK 2

Tarih: WErsiyon:2

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Sayin Gonilli,

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Faldiltesi Yardime: Ureme
Telmikler: Unitesi'nde Histoloji ve Embrivoloji Yiksek Lisans Ogrencisi
Saime SIK'in Yiiksek Lizanz Tez amach yirdttigimibz ° Swim-up
telniFi 1le hazirlanacak semen Sreklerinde Trombositten Zengin Plazma
ethkizmin deferlendmrilmesi™ adli aragtirmammzla ilgili bilgiler agafida yer
almaltader. Caligmaya katilum gonilliilik ezasina dayalidu. Karannizdan
&nce araztirma haldonda sizi bilgilendirmelk: istivoruz. Bu bilgilen oluyop
anladiktan sonra aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayimz.

Yapacak oldufumuz calizmanin amaci, baz erkel: infertilitest (kasarliz)
vagayan hastalarda alternatif bir tedai secenefi olusturmaltir

Caliymarmuza katilsm sizin  istefinize baZlidu. Aragbrmava katilan
goniillilerimiz istediFi zaman_  herhangi bir cezaya veya yaptinma mamz
kalmak=izin, hichir haldom  kaybetmelsizin araghirmaya  katilmay:
reddedebilir veya aragtirmadan ¢elalebilir. Caligmaya katilirzsamiz zize
hethangi bir &deme vyapilmayacak ya da sizden herhangi bir maddi
katlhv/'malzeme katlisi istenmeveceltir. Aragtirmada kullamilacak tim
malzemeler ve vapilabilecek tim harcamalar arastimacy tarafindan
karzilanacaltir.

1. Aragthirma semen (sperm, memni) analizi igin bagvur yapmms
hastalann analiz giini rotin semen analizlen yapildiktan sonra atilkc
hedefli semenlerinin  Trombositten Zengin Plazma'ya  tabi
tutulmaszina yénelik bir calismadur. Caligma bitimunde elde edilen
sonug bagarili olursa bu caligmann Yardime: Ureme Tekniklerine
bagvuran hastalarda kullamlmasi 35z konosu  olabileceldr
Calismada hastanin aleyhine iglenen bir dorum =6z konusu clmadigs
gibi bir rnisk unsurs da tasmmamaktadir. Bu galisma yalmizca
arastirma amacl viiritildiginden, size dair klinik fayda vadetmez.

2. Semen hazwhgnda Gzel sivilarda rotin yikama ve yizdirme

metodlan su anda kullamlmaktadir. Arastirmanuzda da swim-up

(vukan yizdirme) metodu kullamlacaldir.

Aragtirma siiresi 3 aydir.

4. Gonmillilerimizin kimlik: bilgileri gizli tutulacaktnr. Ancak elde
edilen bulgular bilimsel amagh kullanilacalkdtar.

e
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Tarih: Wersiyon:2
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Aragtirmaya semen igin 25 ve Trombositten Zengin Plazma eldes:
igin 10 gdnilli katilacak olup, her o Smek icin gonillilenn vag
araliklan 18-30 olarak belirlenmistir.

6. Arastuma konusuyla ilgih ve gnillindn aragbirmaya katilmaya
devam etme istefini etkileyebilecek yem bilgiler elde edilirze
gdnillilerimiz ve kanum temsileiler zamaninda bilgilendinleceltir.

7. Calizma siiresi iginde herhangi bir nedenle giniin 24 zaati asafida

bilgilen bulunan arashirmacumniza ulagabilirsiniz;

o Adi —sovadi: Prof Dr. Selcul: DUMAN
Tel. No - 0305 407 36 70

Bilgilendirilmig goniilld olur formmundala tim agildamalan ckudum Bana
vukanda konusu ve amact belirtilen aragtirma ile ilgih yazlb ve sézli
aciklama agaZida adh belirtilen aragtirmact tarafindan yapalds. Arashirmaya
gonillid olaral: katildifimn istedigim zaman gerekceli veya gerekcesiz
olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. S8z konusu aragtiumaya,
hichir basly ve zorlama olmaksizin kendi nzamla katilmayr kabul
edivorom. Bu onay, ilgili hichir kanun ve yonetmehiZi gecersiz kilmaz.
Aragtirmacy, saklamam icin bu belgemin bir kopyasmm calisma sirasmnda
dikkat edecefim noktalan da igerecek sekilde bana teshm etmigtir.

Goniillii Adi Sovadr: Tarih ve fmza-
Telgfon:
Aragtrmact Adi Sovad: Tarih ve Imza:

2z

bZs
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Tarih: Wersiyon:z

BILGILENDIRILMIS GONULLT OLUR FORMU

Sayim Gonilli,

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Faldiltesi Yardime: Ureme
Telkmikleri Unitesi'nde Histoloji ve Embrivoloji Yidksek Lisans Ogrencisi
Saime JIE'm Yiksek Lisans Tezi amach yilirdthiginniz ° Swim-up
tekmniFi 1le hazirlanacak semen Srneklerinde Trombositten Zengin Plazma
etlizmin degerlendinilmesi’” adli aragtirmamizla ilgih balgiler agagida yer
almaltadr. Caligmaya katilim gSnillilik ezasina dayalidy. Karanmzdan
Snce aragtirma haldonda sizi bilgilendirmel istiyoruz. Bu bilgilen olooyup
anladiktan sonra aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayimz.

Yapacak oldufumuz calismanin amac:, baz erkelk mfertilitesd (asuali®)
vagayan hastalarda alternatif bir tedavi secenedi olugturmalktir

Cabismarmiza katilim  sizin  istefinize baghdir. Aragtumaya katilan
goniillilerrmz 1stediF1 zaman, herthangi bir cezaya veya yaptinma mamz
kalmaksizin, hichir haldom  kaybetmeksizin aragtirmaya  katilmays
reddedebilir veya aragtbirmadan gekilebilir. Caligmaya katilirsamz size
herhangi bir ddeme yapilmayvacak ya da sizden herhangi bir maddi
katlh/'malzeme katlisi istenmeyveceldir. Araghrmada kuollamilacak tim
malzemeler ve yapilabilecek tim harcamalar aragtumac: tarafindan
kargilanacalctir.

1. Aragtima igin sizden 10 cc kan abmnacaktir. Elde edilen kan
laboratuvarda santrifiiy edilip (yviksek devirlh dondirme ile)
Trombositten Zengin Plazrma elde edilecektir Elde edilen
Trombositten Zfengin  Plazmalar dondurulop  bozdolabimin
buzlufunda saklanacak, semen meklerinin caliilacad ginlerde
gozdirilip kullamlacalkdtr.

2. Sizden kan almmasi sizin igin hethangi bir risk unsum olugturmaz.

3. Semen hazmirhifmda Gzel sivilarda rotin yikama wve yiizdirme

metodlan o anda kullamlmaktadir Biz de elde ethfimiz

Trombositten Zengin Plazma’™ bu galizmada sperm yvizdirme

ortarm  olarak lwllanacaZiz. Aragtrmammzda swim-up (yukan

yizdirme) metodu kullanilacaldtr

Aragtirma siires1 3 aydir.

Gonillilenimizin  kimlike bilgilen: gizli tutulacaltir Ancak elde

edilen bulgular bilimsel amach kollamilacalkotr.
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6. Arastirmaya Trombositten Zengin Plazma eldesi icin kan verecek
olan 10 g&milli, semen (sperm. meni ) g 1se 23 g5ndlld
katilacalktir Semen Srnekler: icin  giinlik semen analizi yapilmg
hastalarin analizden sonra atilc hedefli zemenlen z@nilli onay:
alindiktan szonra caliymava dahil edilecektir. Gimbllilerin vag
araliklan 15-30 olarak belirlenmigtir.

7. Aragstirma konusuyla ilgili ve gfnilliinin arastirmaya katilmaya
devam etme istefim etkileyebilecek vemi bilgiler elde edilirze
gomillilenmiz ve lkanum temsileiler zamaminda bilgilendinleceldir

%, Calizma siiresi iginde herhangi bir nedenle giniin 24 saati agafida
bilgilen bulunan aragtirmacimiza ulagabilirsiniz;

*  Adi—sovadi: Prof Dr. Selguk DUMAN
Tel. No : 0505 407 56 70

Bilgilendirilnig goniillid olur formundala tim aciklamalan okudum Bana
vulanda konusu ve amaci belirtilen aragtiuma ile 1lgili yazh ve sozli
aciklama agaZida adi belirtilen aragtirmacs tarafindan vapaldi. Arashrmaya
gonilld olarak katildifimm istedifim zaman gerekcoell veya gerelgesiz
olarak aragtirmadan ayrilabilecefimni biliyorum. S5z konusu aragtirmaya,
hichir basky ve =zorlama olmakzizin kendi nzamla katilmay kabul
ediyorom. Bu onay, ilgili hichir kanun ve yonetmeliZi gecersiz kilmaz.
Arastirmaca, saklamam icin bu belgenin bir kopyvasi calisma sirasinda
dikkat edecefim nolktalan da icerecek gekilde bana teshim etmastir.

Gomiillii Adt Soyad: Tarih ve fmza:

Telgfon:

242
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