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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

BASIT YIKAMA YONTEMI ILE HAZIRLANMIS SEMEN ORNEKLERINDE TROMBOSITTEN
ZENGIN PLAZMANIN (TZP) ETKISININ DEGERLENDIRILMESI

Merve DURAN
HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZi- KONYA 2019

AMAC: Trombositten Zengin Plazma (TZP)'nin icinde bulunan biiylime faktorlerinin sperm
parametrelerine etkisinin olup olmadigin1 aragtirmaktir. TZP, kandan elde edilen yiiksek
konsantrasyonda trombosit iceren plazma olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve halihazirda birgok alandaki
arastirmalarda ve tedavilerde kullanimi mevcuttur. TZP’de temel yaklasim, trombositleri patlatma
asamasindan sonra biiyiime faktorlerini ve sitokinleri ac¢iga ¢ikarip proliferasyonu, yenilenmeyi ve
farklilagmay1 uyararak hiicresel ¢ogalma, kollajen iiretimi, hyaluronik asit iiretimi, epidermal hiicre
biliyiimesi, anjiyogenez gibi sistemleri harekete gegirerek farkli tipteki tedavilerde kullanilabilir
yapmaktir. Bizim asil amacimiz ise semen drneklerinde kullanmak i¢in hazirlayacagimiz TZP ile spermi
¢ift yitkama yapmak, daha sonrasinda ise TZP ‘nin bazi semen parametrelerine (motilite, say1) olan
etkisine bakmaktir. Ayrica, TZP’nin sperm hazirlama tekniklerinden biri olan basit yikama igleminde
kullanilan medyumlara ek bir alternatif olmasi beklenmektedir.

MATERYAL- METOD: Goniillii onam formlariyla bilgilendirilmis 10 goniilliiniin her birinden 10 cc
kan alindi. Goniilliilerden alinan bu kanlardan TZP elde edilerek ¢aligmamiza dahil edildi. Goniillii
onam formlari ile bilgilendirilmis ve spermiyograma gelen 20 hastadan azospermi gruplar: hari¢ diger
tiim gruplar ¢alismaya dahil edildi. Alinan numunelerinin spermiyogram sonuglarina bakildiktan sonra
atik hedefli ¢aligmamiza geg¢ildi. Likefiye olan semen kontrol ve deney grubu olmak iizere esit hacimde
2 grupta randomize edildi. Kontrol grubu PBS ile rutinde olan basit yikama metoduyla iki kere yikandi.
Deney grubunda ise semen ornekleri TZP ile muamele edilerek iki kere yikandi ve her iki grubun 15. |
30. , 45. dk. ve son olarak 2. santrifiij sonrasi sonuglarina bakilarak karsilastirmalar yapildi ve
istatistiksel olarak degerlendirildi.

BULGULAR: Caligmamiza yaslari 18-50 arasinda olan 20 goniillii hasta katildi. Spermiyograma gelen
ve azospermi harig¢ tiim hastalar caligmamiza dahil edildi. Spermiyogram analizleri yapildiktan sonra
azospermi oldugu anlasilan spermler ¢aligsma disi birakilip yeniden goniillii formlariyla bilgilendirilen
hastalardan tekrardan o6rnekler alinip ¢alismaya devam edildi. Deney ve Kontrol gruplarimizda basit
yikama yapildigi ve yikama medyumlar: da 1/1 kullanildigr i¢in konsantrasyon analizimizde bir
degisiklik gozlemlenmedi. TZP grubundaki+4 motilite analizinde grup etkisi p=0.0004, zaman etkisi
p<0.0001, grup-zaman etkisinin p degeri 0.02 oldugu ve tim bu degerlerin 0.05’den kiigiik oldugu
dikkate alindiginda analizin bu kismi anlamli bulundu. +3 motilite analizinde grup etkisi p<0.0001,
zaman etkisi p<0.0001, grup-zaman etkisinin p<0.0001 oldugu ve tiim bu degerlerin 0.05’den kii¢iik
oldugu dikkate alindiginda analizin bu kism1 anlamli bulundu. +2 motilite analizinde grup etkisi p=0.04
oldugu i¢in sonug anlamli, zaman etkisi p=0.1, grup-zaman etkisinin p=0.4 oldugu ve tiim bu degerlerin
0.05’den biiyiik oldugu dikkate alindiginda analizin bu kism1 anlamli bulunmadi. +1 motilite analizinde
grup, zaman ve grup-zaman etkisi p<0.0001 oldugu i¢in anlamli bulunmustur. +3 ve +4 motilite
degerlerinin toplam analizinde ise grup, zaman, grup-zaman etkisi p<0.0001 oldugu yani p<0.05 oldugu
icin sonu¢ anlamli bulunmustur.

SONUC: Calismamizda azospermi hari¢ ¢alismaya dahil edilen gruplarda ilk 15. dakikada istatistiksel
olarak anlamli kabul edilen motilite artis1 gézlemlenmistir. TZP’nin ilerleyen zaman diliminde yani
calisma siirelerimiz olan 30 ve 45.dk.’larda etkisini kaybederek spermin motilitesinde bir azalma
gosterilmistir. 45.dk sonrasi yapilan 2. santrifiij sonras1t TZP ile yeniden muameleden sonra 6lgiime
bakildiginda ilk 15.dk kadar olmasa da yine anlamli bir artma meydana gelmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Sperm Motilite ve Morfoloji; Sperm Yikama; Trombosit; Trombositten
Zengin Plazma (TZP).
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ABSTRACT

REPUBLIC of TURKEY
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

EVALUATION OF THE EFFECT OF THROMBOCYTE RICH PLASMA (PRP) IN SEMEN
SAMPLES PREPARED BY SIMPLE WASHING METHOD

Merve DURAN
HISTOLOGY AND EMBRYOLOGY
MASTER'S THESIS - KONYA 2019

OBJECTIVE: The aim of this study was to investigate the effect of growth factors on sperm parameters
in platelet-rich plasma (PRP). PRP is a high concentration platelet-containing plasma obtained from
blood and it is currently used in many research and treatment areas. The basic approach in PRP is making
it usable in different types of treatments by activating systems such as the proliferation that occurred by
extracting growth factors and cytokines after the blasting step of platelets, cellular proliferation,
stimulating proliferation, collagen production, hyaluronic acid production, epidermal cell growth,
angiogenesis and more which obtained by inducing regeneration and differentiation. Our main goal is
looking for some effects of PRP on some semen parameters (motility, concentration) after double
washing the sperm with the PRP which will be prepared to use in semen samples. Moreover, TZP is
expected to be an additional alternative to the mediums used in the simple washing process, which is
one of the techniques of sperm preparation.

MATERIAL AND METHODS: 10 cc blood was collected from each of 10 volunteers who were
informed by their volunteer consent forms. PRP was obtained from the blood samples taken from
volunteers and included in our study. All the groups were included in the study except the azoospermia
groups among 20 patients who were informed by their consent forms and were given the spermiogram.
After looking at the spermiogram results of the samples taken, our waste-targeted study started. Semen
was randomized into two groups of equal volume, control and experimental group. The control group
was washed twice with PBS using a simple washing method. In the experimental group, semen samples
were washed twice by treating it with PRP in each 15th, 30th, 45th minutes. Finally, after the second
centrifugation, the results were compared and evaluated statistically.

FINDINGS: Twenty volunteer patients ages between 18-50 participated in our study. All patients were
included in our study except azoospermias. After the analysis of the spermiogram, the patients who
were found to have azoospermia were excluded from the study. No change was observed in our
concentration analysis since 1/1 of the wash media was used and simple washing was performed in our
experiment and control groups. In the + 4 motility analysis of the PRP group, the effect of group was p
= 0.0004, the time effect was p <0.0001, the p-value of group-time effect was 0.02 and because all of
these values were less than 0.05, this part of the analysis was found significant. In the +3 motility
analysis, the effect of the group was p <0.0001, the time effect was p <0.0001, the group-time effect
was p <0.0001 and also this part was found significant because all these values were less than 0.05. In
the +2 motility analysis, since the effect of the group was p = 0.04, the result was significant, the time
effect was p = 0.1, the group-time effect was p = 0.4 and all of these values were greater than 0.05 so
this part of the analysis was not considered significant. In the +1 motility analysis, the group was found
to be significant since the time and group-time effect were p <0.0001. In the total analysis of +3 and +4
motility values, the result was significant since the group, time and group-time effects were p <0.0001
which are p <0.05.

CONCLUSION: In our study, the increase of the motility is observed and accepted as statistically
significant at the first 15th minute for each group that included to the study, except for azoospermia. A
decrease in sperm motility has shown in the 30th and 45th minutes of the treatment period of the PRP.
After the second centrifugation, which is done after 45 minutes, samples are re-treated with PRP and an
important increase in sperm motility was observed again but not as much as it was in the first 15 minutes
of our study.

KEY WORDS: Sperm Motility and Morphology; Sperm Washing; Platelet; Platelet Rich Plasma
(PRP).
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1. GIRIS ve AMAC

Infertilite, yani istenildigi halde ¢ocuk sahibi olamama, pek ¢ok toplumda
onemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tanim olarak, en az 1 yil herhangi bir
korunma ydntemi uygulanmaksizin gebelik elde edilmemesi infertilite yani kisirlik

olarak adlandirilmaktadir (Castila 2010).

Fertilite, kadin ve erkekte yasla birlikte azalmakta ve bunun kadinlarda ise daha

belirgin oldugu bilinmektedir (Dunson ve ark. 2004).

Tiim infertil ¢iftlerde %40-50 oraninda kadina ait faktorler rol oynamaktadir.
Bu faktorlerden bazilari ise sunlardir; ovulatuar, tubal/peritoneal faktor, servikal ve
immiinolojik faktorler, yas, asir1 alkol veya sigara kullanimi, asir1 kilo alimi ve kaybi,
yogun fiziksel veya ruhsal stres, birden fazla diisiik yapilmis olmast vb. faktorler
sayilabilmektedir (Stein ve Levental 1935; Cramer ve ark. 1979; D’Hooge 2003). %
30-40 oraninda ise erkege ait faktorler rol oynamaktadir. Bu faktorler ise sunlardir;
asir1 alkol veya sigara kullanimi, testis damarlarin genis olmasi, testislerde 1s1 artiginin
sperm seklini bozmasi, diyabet, iltihap vb. saglik sorunlaridir (Bonde ve ark. 1998;
Larsen ve ark. 2000). %10-15 oraninda ise gliniimiizde yapilan tanisal testlerde
herhangi bir sebebe bagli olarak gelismeyen infertilite, aciklanamayan infertilite olarak

tanimlanmaktadir (Miller ve ark. 1999).

Infertil ciftlerin cocuk sahibi olmasini saglayan islemlerin tiimiine Yardimci
Ureme Teknikleri (YUT) denilmektedir. Bu tekniklerden &rnek verilecek olursa
Intrauterin inseminasyon- asilama (IUI), In vitro fertilizasyon (IVF), Intrasitoplazmik
sperm enjeksiyonu (ICSI) vb. dir. Hastanin yas1, infertilite siiresi ve nedeni vs. gibi
degiskenler géz oniine alinarak klinisyen tarafindan uygun bulunan yardimci iireme
tekniklerinden biri kullanilarak tedaviye baslanir. Bu tekniklerden en yaygin olarak
kullanilan1 ise IVF’dir (Fritz ve Speroff 2014).

IUI; Erkegin spermlerinin rahim igerisine 0zel ince bir boru (kateter)
yardimiyla verilmesidir. Verilmeden once erkegin spermlerin prostaglandinlerden ve
proteinlerden arindirilmas: amaciyla 6zel bazi yontemlerle yikanip hazirlanir. Bu
hazirlama isleminde spermlerin hareketli ve normal olanlar1 se¢ilir. Hazirlanmis olan
spermler rahim igerisine kateter vasitasiyla verilir ve yumurtaya kolayca ulagsmalar

saglanir. Ozellikle nedeni aciklanamayan kisirlik ve sperm sayisi, yapisi ve
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hareketliligi normalin (%40°1n) altinda olan hastalarda uygulanmaktadir (Schlegel
2004; Baka ve ark. 2009; Ombelet ve ark. 2014).

IVF; Kontrollii ovaryan stimiilasyon saglamak i¢in ekzojen gonodotropin
verilerek olusturulan oositlerin, toplanmasi, laboratuvar ortaminda fertilize edilerek,
vajinal yoldan endometrial kaviteye transfer edilmesi islemidir. Genellikle tubal
faktor, endometriosis, erkek faktorii ve agiklanamayan infertilite de kullanilmaktadir

(Fritz ve Speroff 2014).

ICSI; Tek bir spermin ¢ok ince bir pipet yardimiyla oosit sitoplazmasina
enjekte edilmesidir. Ileri derece anormal sperm parametrelerine sahip, epididimden
veya testisten cerrahi yontemlerle elde edilen spermlerin kullanildigr islemlerde ve
ileri kadin yasi, oosit sayisinin az olmasi gibi diisiik fertilizasyon riski tasiyan
hastalarda ise bu yontem kullnilmaktadir (Gwatkin 1993; Pinhero 1999; Tandberg
2005).

Yardimci tireme tekniklerine karar verildiginde dncelikle iyi bir spermiyogram
testi yapilmaktadir ve sonrasinda ise semeni bir takim iglemlere tabi tutarak hazirlamak
gerekmektedir. Sperm hazirlama teknikleri ¢ok cesitli olsalar bile bu tekniklerin genel
amaci seminal plazmanin, hiicresel artiklarin, 16kositlerin ve diger elemanlardan
ayrilarak yardimci iireme teknikleri i¢in gerekli motilite ve yeterli sayida sperm elde
etmektir. Semen hazirlama tekniklerinden hangisinin kullanilacag: infertil hastalara
gore belirlemek gerekir. Laboratuvarlarda kullanilan birden fazla sperm hazirlama
teknikleri mevcuttur. En 6nemli ve siklikla kullanilan sperm hazirlama tekniklerinden
bazilar1 sunlardir: Basit yikama (Simple Washing), yukar1 yiizdiirme (Swim-Up),
Percol Gradiyent yontemleridir (Mortimer 1991).

Semen ornegi igerisinde seminal sivi, spermatozoa, epitelyal hiicreler, immiin
hiicreler vs. barinmaktadir. Semenin icerisinde bulunan bu bilesikler sperm kalitesini
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu sebepten dolayr spermin seminal plazma ile 30
dakikadan fazla muamele edilmemesi gerekmektedir. 30 dakikadan fazla muamele
edildigi takdirde spermler fertilizasyon ozelligini kaybetmektedir. Bu nedenle
YUT’lerinde sperm hiicresini seminal plazmadan ayirmak igin sperm yikama

isleminin yapilmasi ¢ok dnemlidir (Aitken and Clarkson 1988).



Calismamizda kullandigimiz ikinci bilesen olan kan, sekilli elemanlar ve
plazmadan olusmaktadir. Sekilli elemanlar kirmizi ve beyaz kan hiicreleri ile
trombositlerden ve az sayida dolasimda bulunan, kemik iliginde yer alan megakaryosit
isimli onciil hiicrelerden meydana gelmektedir. Plazma ise proteinlerden, iyonlardan
ve sudan olugmaktadir. Plazma ve sekilli elemanlar santrifiij yardimiyla
birbirlerinden ayrilabilmektedir. Santrifiij sonrasinda kirmizi kan hiicreleri tiipiin en
alt kisminda yerini alir ve yaklasik olarak kan hacminin %45 lik bir kismim
olusturmaktadir. Plazma ise santrifiij isleminden sonra tiipiin iist kisminda toplanir ve
kan hacminin yaklasik %55°1ik bir kismini olusturur. Plazma ile eritrositlerin arasinda
kalan bolge ise beyaz kan hiicreleri ve trombositlerin biriktigi bolge olan buffy coattir.
Tek santrifiijde diisiik g kullanildigi zaman t¢ tabakaya ayrilmaktadir. Buffy coat
kisminin bir miktar plazma ile beraber alinmasi ile Trombositten Zengin Plazma (TZP)
elde edilmektedir (Alsousou J 2009; Dhillon ve ark. 2012; Ross ve Pawlina 2014).

Trombositten zengin plazmada kana gore daha fazla yogunlukta trombosit
bulunmaktadir. Sistemik dolagimda bulunan olgun trombositlerin, ¢ekirdekleri yoktur
ve sitoplazmalarinda biiylime faktorleri ve sitokinler bulunan alfa ve dens graniiller
igerirler. Trombositlerin periferik kan dolasimindaki Omiirleri 8-10 giindiir.
Trombositlerin asil goérevleri ise hemostazi yani kanin pihtilasmasini saglamaktir.
Ayrica yara iyilesmesi, yeni kan damari olusumu gibi gorevleri de bulunmaktadir. TZP
‘de bol miktarda biiylime faktorleri ve sitokinler bulunmaktadir. Bu biiyiime faktorleri
ve sitokinlerden bazilar1 ise sunlardir; Transforming Growth Factor Beta (TGF-b),
Fibroblast Growth Factor (FGF), Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Epidermal
Growth Factor (EGF), Vaskuler Endotelyal Growth Factor (VEGF), Connective
Tissue Growth Factor, Insulin Like Growth Factor (IGF), Platelet Factor 4, interlkin
8, Keratinocyte Growth Factor. TZP igerdigi biiyime faktorleri ve sitokinler ile
ortopedi, kozmetik, dis hekimligi, spor hekimligi, iirolojide kullanim alanlar
bulmustur (Rendu ve Brohard 2001; Italiano ve Hartwing 2007; Mehta ve Watson
2008).

TZP uygun fiyatli, basit, yenilik¢i ve etkileyici bir tedavi seklidir. Ayni
zamanda umut verici sonuglari olan ve yan etkisi olmayan bir yontemdir. TZP nin
mevcut kullanim alanlarina ek infertilite tedavilerinde de kullanilabilirligini, TZP elde
edilmesi agsamasinda kullanilan materyallerin rahatlikla bulunabilmesi 6zelligine
bakildiginda ileride yapilacak calismalarda daha az zahmetli bir arastirma alani
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oldugunu gosterebilmeyi amagladik. Maliyetinin diisiik olmasindan dolayr ise
ekonomiye katki saglamaktadir. Son olarak bu calisma sonrasinda elde ettigimiz
degerlerle TZP’nin ev tipi IUI kitlerinin kullanima ag¢ilimi s6z konusu olabilir ve bu
sayede ekonomiye bir katki saglamasi beklenmektedir. TZP’nin sperm hazirlama
tekniklerinden biri olan basit yikama isleminde kullanilan medyumlara ek bir alternatif

olmasini beklenmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Erkek Ureme Sistemi
2.1.1. Erkek Ureme Sistemine Genel Bakis
Erkek {ireme sistemi 4 ana boliimden olusmaktadir (As¢1 ve ark. 2013);

1) Spermatogenez (sperm iiretimi), depolanmasi ve steroidogenezi (seks hormonlari
olan androjenlerin sentezlenmesi) saglayan testislerden (erbezi) (Kadioglu ve ark.

2004; Abraham 2006),

2) Spermatozoanin digariya tasinmasindan sorumlu olan dis genital bosaltim kanallari;

epididimis, vaz deferens, ejekiilatuar kanal ve liretradan,

3) Salgilar1 sayesinde semen kitlesini olusturan ve spermatozoaya besin saglayacak
stvilarin tretilmesinden sorumlu aksesuar cinsiyet bezleri olan seminal vezikiil,

prostat, bulbo {iretral bezlerden,
4) Ciftlesme organi olan penis’ten olugmaktadir.

Erkek iireme sisteminin 2 6nemli gorevi vardir. Bunlardan ilki haploid erkek
gametin (spermatozoa veya sperm) devamli olarak iiretilmesi, beslenmesi ve gecici
olarak depolanmasindan, ikincisi ise erkek seks hormonlarinin (androjenler) sentezi ve

salgilanmasindan sorumludur (Abraham 2006; Ross ve Pawlina 2014) (Sekil 1).
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Sekil 1: Erkek tireme sisteminin genel goriintiisii (Ross ve Pawlina 2014).



2.1.2. Testisler (Erbezi)

Yetigkin erkeklerin testisleri karin bosluklar1 disinda, skrotum igerisinde yer
alan bir ¢ift organdir. Boyle yerlesmesinin sebebi viicut 1sisindan 2°C-3°C diisiik
olmasini saglayarak spermatogenez igin uygun sicakligin saglanmis olmasidir. Normal
bir spermatogenezin 1sis1 34°C-35°C arasinda degismektedir (Abraham 2006; Ross ve
Pawlina 2014). Testisler 3 tabakadan olusmaktadir ve bu tabakalar ise sunlardir; tunica

vajinalis, tunica vaskiiloza, tunica albugenia‘dir (Sekil 2,3).
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Sekil 2: insan testisinin sematik gésterimi (Ross ve Pawlina 2014).
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Sekil 3: Insan testisinin histolojik goriintiisii (Ross ve Pawlina 2014).



Her bir testis bag dokusu yapisindaki septumlar tarafindan 250-300 lopguga
boliiniir (Schlegel 2004; Ross ve Pawlina 2014). Her bir lopguk kivrimli yaklasik 1-4
arasinda seminifer tiibiil igerir ve yetiskin testis agirliklarinin yaklasik olarak %90’n1
seminifer tiibiiller olusturur (Schlegel 2004). Seminifer tiibiil 6zellesmis seminifer
epitel ile doselidir ve iki belirgin hiicre popiilasyonuna sahiptir. Bu hiicre

popiilasyonlar1 (Abraham 2006; Borg ve ark. 2010; Ross ve Pawlina 2014);
2.1.2.1. Sertoli Hiicreleri

Destek hiicresidir. Bu hiicreler puberteden sonra ¢ogalmazlar. Seminifer
tiiblillerin bazal membranindan liimene dogru uzayarak komsu spermatogenik
hiicreleri ¢evrelerler (Fawcett 1979; Ross ve Pawlina 2014). Farklilasmamis
spermatogonyumlar bazal membrana yakindir, spermatosit ve spermatidler ise Sertoli

epitelinin daha liimen merkezine yakin bulunur.
Bu hiicrelerin gorevleri;
* Gelisen spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek,

* Olgun sperm olusumu sirasinda (spermiyogenezis) spermatidler tarafindan atilan

rezidiiel cisimlerini fagosite etmek,

* Olgun spermatidlerin seminifer tiibiil liimenine atilimin kolaylastirmak,

» Seminifer tiibiil limenine protein ve iyonlardan zengin bir siv1 salgilamaktir.
2.1.2.2. Spermatogenik Hiicreler

Spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidlerdir. Diizenli olarak ¢ogalip
olgun sperme farklilagirlar. Bu hiicreler komsu sertoli hiicrelerinin arasinda ilerleyici

gelisim sergileyen, belirgin olmayan tabakalar halinde diizenlenmislerdir (Sekil 4).

» Spermatogonyumlar: Bazal lamina iizerine oturmus en immatiir hiicrelerdir.

Seminifer tiibiiliin bazal kompartmaninda bulunup bazal lamina ile direkt iliskilidir.
Diploit yapili germ hiicresi olup puberteye kadar boliinmezler (Barratt 1995; Gardner
1997).



Cekirdeklerinin gorlintiisiine gore 3 grupta incelenirler. Sirastyla koyu tip A
(Ad), agik tip A (Ap) ve tip B spermatogonyumlardir (Kadioglu ve ark. 2004). Ad
spermatogonyumlar: Seminifer epitelin kok hiicreleri olarak adlandirilirlar. Diizensiz
olarak boliiniip ya kendini olusturur ya da bir ¢ift Ap spermatogonyumlar1 olusturur
(Hassa 2003). Ap spermatogonyumlar: Ardisik mitoz gegirip sayilarini artirirlar.
Spermi olusturacak farklilagsma siirecine girerler. Tip B spermatogonyumlar: Agik tip
A hiicrelerinin birka¢ mitoz boliinme gegirmesiyle ¢ogalarak primer spermatositleri

olustururlar (Gartner ve Hiatt 1997; Ross ve Pawlina 2014).

» Spermatositler: En biiyiik boyutlu germ hiicresidir. Bu primer spermatositler

46 kromozom sayisina ve 2n deoksiribo niikleik asit (DNA) miktarina sahip olup mitoz
boliinmeyle olusan DNA replikasyonu sonucunda 4n durumuna gegerler. DNA sentezi
tamamlandiktan sonra hemen mayoz bdliinmenin profaz asamasina gegip uzun bir siire
burada beklerler. Sonrasinda ise birinci mayoz boliinmeyle seconder
spermatositlere (2n) doniisiirler. Bu sekonder spermatositler mayoz
boliinmenin interfaz asamasinda kisa bir siire kalip hizla ikinci mayoz boliinmeye

girerler (Oehninger 2001; Langman’s 2012; Ross ve Pawlina 2014).

+ Spermatidler: Bu boliinmenin sonucunda ise haploid yapida spermatidler (n)

olusur.

Ikinci mayoz bdliinmeden dnce DNA replike edilmedigi igin her bir spermatid

haploid sayida kromozoma sahip olur (Fawcet 1965; Ross ve Pawlina 2014).

Spermatid olustuktan sonra spermatogenez yani sperm {retim islemi
tamamlanip bu asamadan sonra spermiyogenez siireci denen karmasik bir farklilanma
slirecine girerler. Spermiyogenez, spermatogenezin son asamasini olusturmaktadir. Bu
asamada hiicre boliinmesi gerceklesmez. Karmasik olaylardan olusan bu evre dort
asamada gergeklesir; golgi fazi, kep fazi, akrozom fazi, olgunlagma yani maturasyon
fazidir (Ross ve Pawlina 2014) (Sekil 5). Eger spermatogenez sirasinda bir aksaklik,
bir yanlislik olustugu takdirde hatali sperm tiretimi kaginilmaz olmaktadir (A. Shafik
2006).
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Sekil 4: Spematogenik hiicrelerin nesillerinin sematik gosterimi (Ross ve Pawlina
2014).
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Sekil 5: Insan spermatogenezin sematik gdsterimi (Ross ve Pawlina 2014).

2.1.3. Olgun (Matiir) Spermin Yapisi

Olgun insan spermi (spermatozoa) yaklasik olarak 60 pm uzunlugundadir. Bas,
boyun ve kuyruk olmak iizere 3 boliime ayrilir (Flechon ve Hafez 1976; Erdemir ve
ark. 2011; Ross ve Pawlina 2014) (Sekil 6).

*  Bag kismi: Yassi, sivri ve 4,5 pm uzunlugunda, 3 pm genisliginde ve 1 pm
kalinliga sahiptir. Sperm DNA ‘sini igerir. Niikleusun 3/2’°1lik kismin1 akrozomal kep
icermektedir. Bu akrozomal kep hyaluronidaz, nérominidaz, asit fosfataz vs. gibi

hidrolitik enzimleri igermektedir. Bu akrozomal enzimler ovumun zona pellusidasinin
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delinmesi i¢in gereklidir (Mack ve ark. 1983; Kadioglu ve ark. 2011; Ross ve Pawlina
2014).

*  Boyun kismu: Yani baglant1 parcasidir ve bir ¢ift sentriyol bulunan dar bir
parca olup bas ve kuyruk arasindaki baglanti saglamaktadir (Curry 1995; Ross ve
Pawlina 2014). Uzunlugu yaklasik olarak 0,3um’dir (Gartner ve Hiatt 1997; Kadioglu
ve ark. 2004). Sentrozom organeli bulunur ve bu organelin asil gorevi yumurtanin
boliinerek c¢ogalmasini ve embriyo gelisim siirecinin baslatilmasini saglamaktir.
Sperm oositi fertilize ettigi esnada, yumurtanin sentrozomu eridigi i¢in sadece sperm

sentrozomu hiicre boliinmesindeki gorevi listlenir.

*  Kuyruk kismi: Spermin hareketinden ve enerjisinden sorumlu olup orta, esas

ve son parga olmak {izere ii¢ boliime ayrilir (Erdemir ve ark. 2011).

Orta parcast yaklasik 7 pm uzunluguna sahiptir. Mitokondri icermektedir.
Sarmal olarak diizenlenen bu mitokondrilerin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiler
yapili aksonem ve dis yogun fiberler adi verilen sperm boynundaki baglanti
par¢asindan kuyruk boyunca uzanan 9 adet uzamina seyreden kolonlardan
olugmaktadir. Aksonem etrafindaki bu mitokondriler sperm kuyrugunun hareketinden

sorumlu olan enerjiyi saglamaktadir (Abraham 2006; Alberts B ve ark. 2008).

Esas parca ise yaklasik 40 pum uzunlugunda olup sperm kuyrugunun en uzun
parcasidir. Kalin fiberlerin ve aksonemal kompleksin disindaki fibroz kilifi

igermektedir (Favcet 1965; Ross ve Pawlina 2014).

Son par¢a ise olgun sperm kuyrugunun en kisa ve son boliimii olup yaklasik 5
pum’lik bir uzunluga sahiptir. Sadece aksonemal kompleksi icermektedir. Ciinkii dis

yogun lifler ve fibroz kilif erken sonlanmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Olgun sperm, disi viicudunda yaklasik olarak 48-72 saat canli kalma 6zelligine
sahiptir. Spermatogenez yaklagik olarak 70 giine denk gelmektedir. Bu 40 yasina kadar
devam eder lakin ileriki yaslarda kesinti olmaz ama azalma meydana gelir. Saglikli
erkek tek ejekiilasyonda 3-4 cc semen ¢gikarmaktadir ve buda 200-300 milyon sperm

tasir.
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Sekil 6: insan spermatozoonunun sematik gosterimi (Ross ve Pawlina 2014).

2.2. Semen Analizi
2.2.1. Semenin Laboratuvarda incelenmesi

Ejakulattaki spermlerin i¢inde bulundugu siviya seminal plazma denir.
Buradaki spermler, semenin yaklasik %>5’ini olusturmaktadir. Semen alkali
ozelliktedir ve boylece liretra ile birlikte vajinadaki asidik ortamin nétralize edilmesine
yardimct olur. Spermlerin vajinadaki ortamdan korunmasi i¢in tampon gorevi

gormektedir. Spermler i¢in enerji kaynagi ve kadin genital organlarindan salgilanan
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stvilar i¢in de iyi bir ¢oziiclidiir. Semen hem erkek hem de disi lireme kanallarinda
spermin taginmasini etkileyen ve fertilize ovumun implantasyonunda rol oynayabilen

prostaglandinleri icermektedir.

Spermiyogram (semen analizi, sperm tahlili) erkek kaynakli infertilitenin
durumu hakkinda bizlere genel bilgiler veren laboratuvarin ilk ve en énemli adimidir.
Spermiyogramda spermlerin sayist ve motilitesi degerlendirilir. Epididimdeki
spermler tek ejekiilasyonla tamamen bosalmadigi i¢in bir sonraki ejekiilasyondaki
semenin kalitesini olumsuz yonde etkiler. Ayrica spermatogenez 70 giinliik bir siireyi
kapsayan olaylar dizinidir. Eger hasta bu siire zarfinda atesli bir hastalik vs. gegirilmis
ise spermatogenezde bir aksama meydana geleceginden dolay1 bir kere yapilan semen
analizi bizleri dogru sonuca ulastirmayacaktir. Bundan dolayidir ki ikinci veya liglincii
numunelerin sonuglarina bakip ona gore karar vermekte fayda vardir (Kayike1 ve ark.
2002).

Semen analizinin standardize edilmesi kigiden kisiye hatta ayni kiside bile
cinsel perhiz siiresi, 1s1 farkliligi, giiniin farkli saatleri, mevsimler, semen 6rneginin

verildigi yer, ¢aligsma kosullarinin farkliligindan dolay: giictiir.

Ayrica cinsel perhiz siiresinin en az 2 giin, en fazla ise 8 giin olmasi
gerekmektedir. Eger 2 glinden az olursa spermin sayisi ve hacmi, 8 gilinden fazla
olmas1 halinde ise spermin motilitesini negatif yonde etkileyecektir. Eger epididimin
islevleri tam oldugunda spermin kromatini ve canlilifi cinsel perhiz siiresinin

uzamasindan etkilenmez. Standart olarak 3-4 giinliik perhiz kabul edilir.

Semen analizine semen likefiye olur olmaz baslamak sonuglarin giivenirligi
acisindan ¢ok 6nemlidir. Bundan dolay1 ejekiilasyondan sonra tercihen 30-60 dakika

icerisinde analizi gergeklestirmek gerekmektedir.
Semen numunelerinin analizleri 12 baslik altinda incelenmektedir. Bunlar;
2.2.1.1. Voliim

Semen ejekiilasyonla atildiktan sonra yogun bir yapisi vardir. Semen miktari
yaklagik olarak 2-6 ml arasinda olmaktadir. Semenin hacmi (voliimii) kisiden kisiye,
hatta ayni kiside bile farklilik gostermektedir. 6 ml’den yiiksek ise hiperspermik, 1 mi

veya daha az ise hipospermik denmektedir. Hiperspermide hastalarin cinsel perhiz
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stiresi uzundur veya seminal sivisi fazladir. Bu durum genel itibariyle subfertilite ile

birlikte goriilmektedir (Pryor ve ark. 1997; DSO 2010).

Semenin hacmi 1 ml’den diistik ¢ikti§1 zaman semenin dogru bir sekilde alinip
alinmadigina bakmak gerekmektedir. Spermin sayisi; semen 6rneginin likefaksiyon
durumu, sayimm islemi sirasindaki 1513a maruziyet, homojenizasyonun tam yapilip
yapilmadigr gibi faktorler sperm sayiminin dogrulugunu etkilemektedir. Sayim
yapilirken islemin kisa siirede gergeklestirilmesi, spermlerin mikroskop 1s18inin

oldugu bolgede toplanmasi yliziinden yaniltict sonug verebileceginden 6nemlidir.

2.2.1.2. Renk

Semenin rengi normalde opak ve gri-beyazimsidir. Hastalarin uzun siireli
cinsel perhizlerinde renk sariya donmektedir. Eritrositlerin (kirmizi kan hiicrelerinin)
bulunmasi halinde semenin rengi kirmizi-kahverengidir (kiremit rengi). Uzun siireli

antibiyotik kullanimi1 mevcut ise semenin renksizlesecektir (Kalayci 1986).
2.2.1.3. Koku

Prostat bezinin salgiladig1 spermin oksidasyonundan dolay1 atkestanesi ¢icegi
gibi kokmaktadir. Semenin kokusu ve rengi cinsel perhiz siiresine ve enfeksiyona bagl

olarak degismektedir (Kayike1 ve ark. 2002).
2.2.1.4. pH

Semen pH’sinin normalde 7,2-8 arasinda olmasi gerekmektedir (Dunphy ve
ark. 1998). Ciinkii semen igerisinde bulunan, vezikiila seminalislerin salgilar1 bazik,
prostat salgilar1 asidiktir. Bu salgilarin dengede olmasi gerekmektedir (Gokge 2011).
Analiz yapilacagi zaman heterojen yapidaki semen homojenize edilerek pH dlgme

isleminin homojenizasyondan sonra gergeklestirilmesi gerekmektedir.

Semenin pH 6l¢liimii ge¢ yapildigi zaman pH yiikselir. Ciinkii seminal plazma
stirekli CO, salgilamaktadir. Vezikiila seminalislerin kronik enfeksiyonlarinda ve
idrarin semene karistig1 durumlarda pH 7nin altina inmektedir veya semen analizi geg

yapildigi takdirde pH 8,0°1n iizerine ¢ikabilmektedir.
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Semenin pH’s1 likefaksiyon gerceklestikten sonra yaklasik 30 dakikanin
icerisinde Ol¢lilmesi gerekmektedir. Lakin her ne olursa olsun iiretildigi andan itibaren
olusan CO, kaybindan etkilendigi i¢in pH’sinin ejekiilasyondan sonraki bir saat

icerisinde yapilmis olmasi gerekmektedir. Normal semen pH’s17,2-8,0 araliginda hafif
alkalidir.

2.2.1.5. Likefaksiyon

Likefaksiyon spermin sivilagsmasi, erimesi, c¢oziinmesi anlamina denk
gelmektedir (Gokge 2011). Semen analizinde, ejekiilat semen kabina alindiktan hemen
sonra dis ortamla iligkisi kesilir ve 37°C’de inkiibe edilerek likefaksiyonun
gerceklesmesi  beklenmektedir. Oda sicakliginda da likefiye olmaya baslar.
Likefaksiyon ortalama olarak 15 dakika icerisinde gerceklesir ve bu siirenin ardindan
en fazla 30 dakika igerisinde semen analizinin ve motilite tayininin yapilmis olmasi
gerekmektedir. Analiz yapilirken siire uzarsa semenin pH’s1 ve 1stya bagli etkenlerden
dolay1 spermin motilitesi diisecektir. Analiz yapilan mikroskobun tablasinin sicaklig
da analizi etkileyecek faktorler arasindadir. Tablanin sicakligr 27°C-37°C arasinda

olmasi1 gerekmektedir.

Ejakiilasyon sirasinda yogun olan semen vezikiila seminalislerin salgiladigi
enzimin etkisiyle koagiile olmaktadir. Koagiile olan semenin 10-20 dakika igerisinde
¢oziinmesi gerekmektedir. Eger likefaksiyon siiresi 60 dakika ve daha fazla siirdigi
takdirde bu durumu kaydetmek gerekmektedir. Likefaksiyon siiresi uzadig: takdirde
semenin viskozitesi artar. Analizi yapilacagi zaman ¢oziinmesini enjeksiyon igneleri
ile yapabiliriz. Coziilmesi i¢in yapacagimiz islemlerin hafice yapilmasi gerekmektedir.
Eger hizli bir sekilde yaparsak bu durumda semen kopiirecek neticesinde ise

spermlerin motilitesinde bir azalma meydana gelecektir.
2.2.1.6. Viskozite

Normalde semenin yapisi hafif viskozdiir. Prostatit, vezikiilit gibi

enfeksiyonlarda viskozite artacaktir.

Semenin likefaksiyonu gergeklestikten sonra tek kullanimlik pipet yardimiyla
aspire edilir. Semen daha sonra yavas yavas damlatilarak kabinda olusturdugu uzun

ipliksi yapi, kesikli yap1 veya kiiciikk damlaciklar halinde diismesine bakilarak
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viskozite tayini yapilmaktadir. Olusan ipliksi damla 2 cm’den fazla ise viskozitesini

anormal olarak kay1t edebiliriz.
2.2.1.7. Ejakiilatin On Mikroskobik Olarak incelenmesi

Semende dokiintii (debris), bakteri, epitelyal hiicreler, kan hiicreleri,
agliitinasyon ve immatiir spermler vardir ve bu durumlar1 g6z oniine alarak inceleme
yapmak gerekmektedir. Ayrica agliitinasyonun olup olmadigina bakip kontrol etmek
gerekmektedir. Kontrolden sonra agliitinasyon varsa o zaman bir enfeksiyonun
veyahut immiinolojik bir problemin varligin1 diisiinmek gerekmektedir. Semende 1ml
de 1 milyondan fazla I10kositin bulunmasi halinde 16kospermi olarak
adlandirilmaktadir. Lokospermi genital bosaltim kanallarinin ve daha ¢okta aksesuar
bezlerinin enfeksiyonundan kaynaklanmaktadir. Semende I6kositlerin bulunmasi
Reaktif oksijen radikallerinin (ROS) arttiracagindan dolay1 sonugta spermin hiicre

zarinda harabiyete ve sitotoksik sitokinlerin salgilanmasina sebep olacaktir.
2.2.1.8. Sperm Sayim

Sperm sayimi, motilitesi makler kamarasinda yapilir (Kayike1 ve ark.2002).

Makler sayim kamarasinin (Sekil 7) derinligi 0,01mm’dir.

DSO standartlarina gore spermler ml de 15 milyon ve daha fazla olmasi kabul
edilir. Total sperm sayist sperm konsantrasyonun tim ejekiilat voliimii ile
carpilmasiyla hesaplanir ve en diislik referans degeri ise 39 milyondur. Gebeligin

olusmasi i¢in ejakiilattaki sperm sayis1 60-80 x10° milyon/ml’dir (Gokge 2011).

Semende tiim ejekiilatta hi¢g spermin bulunmadigi 6rnekler azospermi diye
adlandirilmaktadir. Azospermi nedenleri arasinda Y kromozom defektleri,
azospermiye spesifik AZF gen delesyonlari, spermatogenez anomalileri, hormonal vs.
sayilabilmektedir. Oligospermi, semen Orneginde normalden az sperm bulunmasidir.
Oligospermi teshisi konulmadan 6nce cinsel perhiz siiresinden ve semenin tam olarak
toplanildigindan emin olunduktan sonra bdyle bir teshis konulmasi gerekir. Numuneye
bakildiktan sonra oligospermi denildigi takdirde sperm morfoloji ve motilite
degerlendirilmesi Onem kazanmaktadir. Normospermi, normal sayida spermin
bulunmasi, polispermi de ise normalden daha fazla spermin bulunmasi demektir. Bu

terimin yerine hiperspermi de kullanilmaktadir.
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Sekil 7: Makler sayim kamarasi

2.2.1.9. Sperm Motilitesi

Spermlerin disi genital yolundaki ters akintiya kars1 3-3,6 mm/ dk hareket etme
kapasitelerine +rheotaxis ad1 verilir. Eger buradaki bazi1 kimyasallara ilgi duyarak daha

hizl1 ilerlemesine ise + chemotaxis adi verilir.

Sperm parametresine etkili olan en 6énemli iki parametre vardir. Bunlar; 1s1 ve
stiredir. Mastiirbasyonu kolaylastirmak i¢in krem kullanilmasi, semenin cam kaba
toplanmasi, vajinal sekresyon ile karismis olmasi, ¢ok diisiikk veya c¢ok yiiksek 1sida
laboratuvara getirilmesi motiliteyi diisiiren etkenler arasindadir. Sperm motilitesi,
erkegin yasi, cinsel perhiz siiresi, testislerin maruz kaldig1 dis faktorler (1s1, radyasyon,
kimyasal maruziyet), ortamin 1sis1 gibi faktorlerden etkilenmektedir. Spermin elde
edilme yontemi motiliteye dogrudan etkisi vardir. Muhafaza kosullar1 (ortam 1sisi,
saklandig1 kabin toksisitesi, pH’s1) spermin motilitesinde ise dolayl1 yoldan etki eden

faktorler arasindadir.

Sperm motilitesi numune sivilagtiktan sonra 30 dakika ya da en ge¢ bir saat
icerisinde bakilmasi gerekmektedir. Eger incelenirken olusan gecikmeler motilitede
bozukluklara sebep olacaktir. Spermin motilitesi hesaplanirken makler kamarasi
kullanilmaktadir. Makler kamarasinda (Sekil 7) 10 satir ve siitundan olusan toplam

100 kare vardir. Semen numunesinden alinip makler kamarasinin 0,01 mm derinligine
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semen numunesinden 0,5 pl damlatilip motilite analizi yapilmaktadir.

Sperm motilite analizinde kullanilan siniflandirma:

+4 motilite: Dogrusal ve hizli hareket eden spermlerdir.

+3 motilite: Dogrusal olarak ilerler ancak +4 motiliteli gruba gore daha yavas hareket

eden spermlerdir.

+2 motilite: Yerinde hareketlilik gdsteren spermlerdir. Ornegin yalnizca kamgi

hareketi veya bas kisminin zorla hareket hali vs.

+1 motilite: Hareketsiz spermlerdir. Bu grupta yer almaktadir. Bu gruba immotil

sperm denilmektedir.

DSO 2010 standartlarma gore sperm toplam motilite degeri %40’tir. ileri
hareketlilik icinse %32 dir (DSO 2010).

Hareketsiz spermler immotil olarak adlandirilmaktadir. Immotil sperm ve 6lii
sperm aymi kategoride degerlendirilmezler. Immotil spermler canli olabilmektedir.
Spermlerin 6lii olmasina neksospermi denir. Bu 6li spermler ile immotil spermleri
ayirt etmek icin 6zel boyalar kullanilmaktadir. Bu durum klinik agidan son derece
onemlidir. Canli ancak hareketsiz spermlerin yiiksek oranda olmasi, spermin
kuyrugunda morfolojik bir sorunun oldugu anlamina gelmektedir. Hareketsiz ve 6lii
spermlerin miktar1 yiiksek olmasi epididimde patolojik bir sikinti oldugunun

gostergesi olabilir.
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Tablo 1: Spermiyogram yapilirken baz alinan parametreler

NORMOSPERMI ml’deki sperm sayis1 20 milyon/ml veya daha fazla
olmasi

OLIGOSPERMI ml’ deki sperm saymmi 20x10° ° dan daha az olmasi

POLISPERMI ml’deki sperm saymm 20x10° ’dan daha fazla olmasi

AZOSPERMI Tlim ejakulatta hi¢ sperm bulunmamasidir

ASPERMI Seminal plazma tiretiminin olmayisi

NEKROSPERMI Spermlerin 6lii olmasi

ASTENOSPERMI Motilitenin diisiik olmasi (%30 dan daha az olmasi)

TERATOSPERMI Morfolojik olarak bozuklugu fazla olan

LOKOSPERMI Semende 16kositlerin 1x108 /ml‘den daha fazla olmasi

HIPERSPERMI Semen hacminin 6 ml’den daha fazla olmasi durumu

HIPOSPERMI Semen 1 ml veya daha az olmasi

2.2.1.10. Sperm Morfolojisi
Sperm bas, orta parca ve kuyruktan olusur.

Bas: 2-3 um genisgliginde ve 4-6 um uzunlugunda olmalidir. Post-akrozomal
bolge vakuol icermemelidir. Bag1 yassi, oval ve smirlart diizglin olmalidir. Baginin
%40-70’ini akrozomal kep kaplamalidir. Bdylece g¢ekirdek-akrozomal kep orant,
akrozomal kepin diizensiz gOriinimii veya hiicre sinirlarinin diizglin olmayist
incelenerek normal ve anormal ayrimi yapilmalidir (Mack ve ark. 1983; Kadioglu ve

ark. 2011; Ross ve Pawlina 2014).

Orta parga: incedir, sinirlart diizglindiir ve uzunlugu yaklasik sperm basi kadar
olmas1 gerekmektedir. Orta par¢a uzunlugu ve genisligi yoniinden incelendikten sonra
droplet (sitoplazmik artik) igerip icermedigi kontrol edilmelidir. Sitoplazmik droplet
basin yarisindan biiyiik olmamalidir (Abraham 2006; Alberts ve ark. 2008).

Sperm kuyrugu: 50-55 um uzunlugunda, giderek incelen yapisi, uzunlugu,

kalinlig1 ve kivrikligi yoniinden incelenir. Ayrica ¢ift kuyruklu spermler varsa
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bunlarda belirtilmelidir (Erdemir ve ark. 2011).

Belirtilen sartlar1 tagimayan spermler yapisal olarak anormal olarak
degerlendirilir. Ornegin bas kisminda: armut bas, igne bas, sekilsiz bas vs. boyun ve
orta pargada ise biikiilmiis, kalin, ince boyun vs. kuyrukta ise ¢ift, ince, kivrik vs. bu
sperm yapilari anormal olarak kabul edilir (Delilbas1 2008). Eger morfolojik olarak

anormal spermler normal spermlere oranla fazla ise bu duruma teratozoospermi denir.

Ayrica agliitinasyon hareketli spermlerin basi, boynu ve kuyruklar tek tek
veya cesitli kombinasyonlarla birbirlerine yapismasi durumudur (DSO 2010).
Agliitinasyon immiinolojik bir nedene bagli olacagindan (antisperm antikorlarin
bulundugunu gosterir) dolayr farkli testlere ihtiyag duyulabilir. Agregasyon ise
hareketsiz spermlerin birbirlerine; hareketli spermlerin sperm dis1 hiicrelere, mukus
iplik¢iklerine veya debrise yapismasi ile gozlenebilmektedir. Anormal spermlere 6zel

boyalar kullanilarak bakilabilir.
2.2.1.11. Sperm Canhhg (Viabilite)

Spermlerin canlilifi spermin hiicre membran biitiinliigliyle alakalidir. Hiicre
6liimiinden sonra, sperm hiicre zarinin gecirgenliginin artmast boyalarin hiicre igine
gecisine neden olur. Hareketsiz spermler Olii degildirler. Bu hareketsiz ve oli
spermleri ayirmak icin 6zel boyalar kullanilir. Normal semen %25 ten fazla 61l sperm

icermemesi gerekmektedir. Deger ¢ok yiiksek olursa tedavi olanaksizdir.

Semen numunesi alindiktan ve likefaksiyon siireci tamamlandiktan hemen
sonra tercthen 30 dakika icerisinde spermin viabilitesinin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Dehidratasyon ve 1s1 degisikligi sperm viabilitesini olumsuz yonde
etkileyeceginden dolay1 bu zararl etkileri sinirlamak i¢in ejekiilasyondan sonraki ilk

1 saat igerisinde semenin mutlaka degerlendirilmesi gerekmektedir.
2.2.1.12. Ejekiilatin Genel Goriiniimii

Normal sartlarda likefiye olmus semen Ornegi; homojen, gri-opak bir
goriinlime sahiptir. Sperm konsantrasyonu ¢ok diisiikse, opak goriinmeyebilir veya
herhangi bir nedenden dolay: rengi farkli olabilir. Ornegin; eritrositler varsa kirmizi
kahverengi veya hasta bazi vitamin ilaclart kullaniyorsa sar1 renkli olabilir (Kadioglu

ve ark. 2011).
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2.3. IUL, IVF, ICSI icin Semen Hazirhg:

Cinsel iligki sirasinda vajene birakilan spermler hizla servikal kanala gecerek
seminal plazmanin olumsuz etkilerinden kurtulur. Servikal mukus dogal bir bariyer
olarak motiliteyi artirici, hiperaktivasyonu saglayici etkileriyle cok énemli rol oynar.
YUT’nde servikal mukusun bu belirtilen islevleri in-vitro sperm hazirlama (sperm

yikama) teknikleriyle saglanir (Mortimer 1991a). Sperm hazirlama teknikleriyle;

* Semende sperm icin kontaminasyona neden olabilecek hiicrelerden, hiicre
dokiintlilerinden, prostaglandinlerden vs. arindirilir. Seminal plazma spermin
kapasitasyonunu engelleyen ¢esitli faktorler igermektedir. Bu faktorlerden dolayr da
spermin semen s1visi i¢erisindeyken dolleme yetenegi yoktur. Gliniimiizde birden fazla
sperm hazirlama teknikleri mevcuttur (Aitken ve Clarkson 1988; Mortimer 2000b;
Henkel ve Schill 2003).

* ROS’dan kurturulur. Bu ROS‘lar semendeki nétrofillerden, spermatozoa veya
anormal spermler tarafindan ortama verilirler ve bunlarda infertiliteye neden

olabilmektedirler. Bu radikaller spermin fonksiyonunu etkilemektedir.

« Motil ve fertil spermler elde edilir ve bu durum YUT nin basaris1 i¢in istenen bir
durumdur. Spermlerin kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonlar1 baglatilmis olur.

Sperm seminal plazmadan uzaklastirilir
2.3.1. Sperm Hazirlama Yontemleri

Tiip bebek merkezlerinde kullanilan sperm hazirlama ydntemleri in vivo
kosullar taklit ederek in vitro kosullarda kaliteli sperm se¢imini, bir baska deyisle

fertilizasyon kapasitesi diisiik spermleri elemeyi amaglamaktadir.

Yardimc1 iireme tekniklerine karar verildigi zaman Oncelikle iyi bir
spermiyogram testi yapildiktan sonra semeni bir takim islemlere tabi tutarak
hazirlamak gerekir. Sperm hazirlama teknikleri ¢ok ¢esitli olsalar bile bu tekniklerin
genel amaci seminal plazmanin, hiicresel artiklarin, 16kositlerin ve diger elemanlarin
ayrilarak yardimci iireme teknikleri i¢in gerekli motilite ve yeterli sayida sperm elde

etmektir.
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Semen hazirlama tekniklerinden hangisinin kullanilacag: infertil hastalara gore

belirlemek gerekir.

Sperm hazirlama teknikleri:

1) Basit yikama (Simple Washing)
2) Yukar Yiizdiirme (Swim-Up)
3) Percol Gradiyent

2.3.1.1. Basit Yikama (Simple Washing)

Seminal sivida spermatozoa, epitelyal hiicreler, immiin hiicreler vs.
barinmaktadir. Semenin igerisinde bulunan bu bilesikler spermin kalitesini olumsuz
yonde etkilemektedir. Bu sebepten dolay1 spermin seminal plazma ile 30 dakikadan
fazla muamele edilmemesi gerekmektedir. 30 dakikadan fazla muamele edildigi
takdirde spermler fertilizasyon 6zelligini kaybetmektedir (Aitken ve ark. 1988). Bu
nedenle YUT lerinde sperm hiicresini seminal plazmadan ayirmak icin sperm yikama

isleminin yapilmasi ¢ok dnemlidir (Harrison 1976).

Basit yikama, kaba tabirle sperm hiicrelerinin seminal plazmadan
uzaklastirilmasi islemidir. Yikama islemi semen numunesi alindiktan sonra 1 saat
igerisinde yapilmasi gerekmektedir. Basit yikama islemi konik dipli steril santrifiij
tiipleri kullanilarak yapilmaktadir. Likefiye olan semen numunesi 1-1 oraninda kiiltiir
medyumu ile karistirilarak 300-500g’de 10 dakika santrifiij yapilir. Ust fazlar
dikkatlice aspire edilerek atilir. Birlesik sperm pelletlerini 1 ml kiiltiir medyumu
icerisinde yavasca pipetleyerek yeniden siispanse hale getirilir. Ug ila bes dk boyunca
300-500 g’de tekrardan santrifiijleme islemi yapilir. Ust faz dikkatli bir sekilde aspire
edilip atilir. Son olarak sperm konsantrasyon ve motilitesinin belirlenebilmesi i¢in,
sperm pelletini yavasca pipetleyerek son kullanima (6rn. Inseminasyon gibi) uygun
kiiltiir medyumu hacminde yeniden siispansiyon hale getrimek gerekmektedir (DSO
2010). Tiip bebek merkezlerinde yapilan bu santrifiij siireleri, devirleri vs. farklilik
gostermektedir. Burada dikkat edilecek noktalardan birisi ROS agiga c¢ikmasini

engelleyecek standartlarin belirlenmis olmasi gerekmektedir.

Bu basit yikama isleminde en yiliksek konsantrasyon da sperm elde edilirken
motil (hareketli) spermlerin oranmi yiliksek degildir. Semen orneklerinin kalitesi iyi

oldugu zaman, bu islem yeterli olmaktadir. Genellikle intrauterin inseminasyon islemi
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icin spermleri hazirlamak amaciyla kullanilir (DSO 2010).
2.3.1.2. Yukan Yiizdiirme (Swim-Up)

Motil spermlerin yergekimine ters yonde, uygun medyum igerisinde yukari
dogru hareket etmesi ve sonrasinda bunlarin toplanmasi esasina dayanmaktadir. Bu
islem yiizdiirme (Swim- Up) teknigi olarak bilinmektedir. Yiiksek motilitedeki
spermler 16kositlerden, hiicresel atiklardan, kisaca seminal plazmadan ayrilir (Agarwal

ve ark. 2001).

Bu yiizdiirme isleminde semen numunesine yaklasik 1 ml medyum koyulur.
Spermlerin medyuma karismadan yiizerek katman olusturmasi gerekmektedir. Yiizme
isleminin gergeklesmesi i¢in 37°C’de ve 1 saat siireyle, yiizey alanini artirmak i¢inde

45°C egimle inkiibe edilir.

Bu prosediir, yikama yontemine gore daha az sayida sperm eldesi saglarsa da,
spermler arasinda motiliteye gore secim yaptigi i¢in semendeki hareketli sperm

yiizdesinin diisiik oldugu durumlarda yararhdir.
2.3.1.3. Percol Gradiyent Yontemi

Subfertil bireylerde alman semen Ornekleri yiizdiirme ya da basit yontem
(washing + swim-up) yetersiz kaldig1 durumlarda percol gradiyent yontemi kullanilir.
Yiizdiirme ve standart yontemlerde spermler kendi hareket kabiliyetine gore ylizeyde
toplanir. Percol yonteminde ise artan percol gradiyentlerini agsmasi gerekmektedir.
Boylece bu yontem sperm segiciligini artirir. Bu yontemle semen debrisden, epitel

hiicresiden vs. daha kolay ayrilabilmektedir (Baker ve ark. 1993).

Percol gradiyentleri tlip igerisinde sirastyla ve birbirleri ile karismamalari i¢in
son derece yavas, miimkiinse 45°’lik aciyla tiipiin i¢ yiizeyine yavasg¢a birakilmalidir.
En altta segiciligi en fazla olan %90, 95 veya 100’lik percol, 1 ml olacak sekilde

koyulmal, lizerine sirastyla tercih edilen percol gradiyentleri yerlestirilmelidir.
2.4. Kan ve Trombosit

Kan, hiicrelerden ve plazma denen protein bakimindan zengin siviy1 igeren

Ozellesmis bir bag dokusu tiiriidiir. Eritrositler (kirmiz1 kan hiicresi) kan hacminin
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yaklagik olarak %45’lik bir kismini olusturmaktadir. Eritrositlerin hemen iizerinde
bulunan beyaz (bulutumsu) ortii yani buffy coat kismi 16kositleri (beyaz kan hiicreleri)
ve trombositleri (kan pulcuklar1) igermektedir. Lokositler ve trombositler kan
hacminin yaklasik %1°lik kismini olusturur. Ust kistmdaki seffaf siviya ise plazma
denir. Plazma kana akigkanlik 6zelligini verir. Plazmada ¢dziinen gazlar, proteinler,
elektrolitler gibi ¢6ziicii maddeler bulunur (Abraham 2006; Alsousou 2009; Dhillon
ve ark. 2012; Ross ve Pawlina 2014).

Megakaryositler, kaynagini pluripotent kok hiicreden alirlar. Trombositler,
onciil hiicre olan megakaryositlerden trombopoez sirasindaki bir glikoprotein olan
trombopoietinin kontrolii altinda olusan sitoplazmik pargaciklardir. Trombositler
kiicik (2-4 pm) hiicrelerdir. Icerisinde mRNA bulundururlar lakin ¢ekirdek
bulundurmazlar. Sitoplazmalarinda biiylime faktorleri ve graniiller bulundururlar.
Trombositler kemik iliginden dolagima gegctikten sonra disk benzeri yapilar seklinde
dolagirlar. Omiirleri yaklasik 8-10 giindiir (Rendu ve Brigitte 2001; Mehta ve Watson
2008; Dhillon ve ark. 2012).

Bu 8-10 giinliik siire icerisinde dolagimda sessiz olarak beklerler. Bu siirenin
sonunda ise makrofajlar tarafindan temizlenirler. Herhangi bir tehdide (doku hasari,

mikrobiyal vs.) kars1 sayilarini artirirlar (Yeaman 2014a).
2.4.1. Trombositlerin Gorevleri

Pihtilasmay1 baslatmak (akut kan kaybini 6nlemek), konagin savunmasini
saglamak, yara iyilesmesi ve yeni kan damari olusumunu aktive etmek, damar
onarimini, rejenerasyonu, primer hemostaz ve tromboz olusumunu biinyelerinde
bulunan graniillerdeki biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin araciligiyla yapmaktadirlar

(Klinger ve Jelkmann 2002; Yeaman 2010b; Arora 2009; Foster 2009).
2.4.2. Trombositlerin Zonlar:

Trombositler organizasyon ve islevlerine gore 4 farkli zona ayrilmaktadir

(Ross ve Pawlina 2014).

Bunlar;
1. Periferik zon: Kalin bir glikokaliks ortiisiiyle kapli olan bir hiicre membranindan

olusmaktadir. Glikokaliks, glikoproteinlerden, glizkozaminoglukanlardan ve
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plazmadan adsorbe edilmis birka¢ pihtilagma faktoriinden olugsmaktadir.

2. Yapisal zon: Plazma membranini destekleyen bir ag olusturur. Mikrotiibiillerden,
aktinden, miyozinden ve aktin-baglayan proteinlerden olusmaktadir. Aktin
filament agmin hemen altinda demet halinde 8-24 mikrotiibiil bulunur. Bunlar
dairesel olarak yerlesmislerdir ve trombositin disk seklinin siirdiiriilmesinden
sorumludur.

3. Organel zonu: Trombositlerin merkezini kaplar. 3 tip graniiliin yaninda
mitokondri, peroksizom ve glikojenden olusur.

4. Membran zonu: 2 tip kanallar sisteminden olusmaktadir. Bunlar agik kanalikiiler
sistem (AKS), megakaryosit sitoplazmasina katkida bulunmaz ve trombositlerin
kanallarin gelisimsel atiklaridir. Yogun tiibiiler sistem (YTS) kalsiyum iyonlari

icin depo bolgesi olarak hizmet eder.

Trombositler yiiksek konsantrasyonlarda sitokinler ve o (alfa)-graniiller
icerisinde depolanan biiylime faktdrlerini igerir. Bu biliylime faktorleri, trombosit
kaynakli biiyiime faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktorii, vaskiiler endotel biiyiime
faktorii, trombosit kaynakli biiylime faktorii, doniistiirlicii biiyiime faktorii beta,
fibroblast biiylime faktorii, epidermal biiylime faktorii, bag dokusu biiyiime faktorii ve
interlokin-8'1 igerir. Biiyiime faktorlerine ek olarak, trombositler, yara 1yilesmesini
baslatan fibronektin, vitronektin ve sfingosin 1-fosfat gibi diger maddeleri igerir (Jo

ve ark. 2013).
2.4.3. Trombositlerdeki Graniiller

Trombositler igeriklerine ve yogunluklarina gore li¢ degisik graniile sahiptirler
(Shiba 1988; Yeaman 1997; Rendu ve Brigitte 2001; Barrietons 2008; Yeaman
2010Db). Bunlar:

1) Alfa graniiller: Trombositlerde miktar olarak en fazla bulunan graniildiir. inaktif
durumda olan biiyltime faktorleri i¢in depo gorevi gormektedir. Esas olarak fibrinojen,
pihtilasma faktorleri, kinosidinler, mitojenik faktorler, plazminojen aktivator
inhibitorleri platelet kaynakli bitylime faktorlerini igerir. 300-500 nm ¢apindadir. Bu
graniildeki igerikler hiicre cogalmasini, farklilagmasini, anjiogenezi, damar onarimint,
pihtilasmay1 ve trombosit agregasyonunun (kiimelenme) baslangic asamasinda ¢ok

onemli rol oynar. Bu graniildeki biiyiime faktorlerine 6rnek verilecek olunursa
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Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF), Transforming Biiyiime Faktorii- beta
(TGF-B), Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktérleri(VEGF), Insiilin Benzeri Biiyiime
Faktorii (IGF), Epidermal Biliylime Faktorii (EGF) vs.dir.

2) Dense graniil (delta graniiller): Yogun graniilde denmektedir ¢iinkii electron
mikroskobunda 15181 yogun olarak absorbe ederler. Yaklagik olarak 250-300 nm
capinda olup alfa graniillere gére daha kiigliktiir Daha az bulunurlar ve alfa graniillere
gore daha yogundurlar. Esas olarak damar bolgesinde olusan hasarda trombositlerin
adezyonunu, vazokonstriksiyonu (damar daralmasi) kolaylastiran adenozin difosfat
(ADP), adenozin trifosfat (ATP), serotonin, dopamin, histamin, biyoaktif mineral olan
Ca* ve POs2 (fosfat) icermektedir.

3) Lizozomal graniiller (lambda graniiller): Yaklasik olarak 175-250 nm ¢apina
sahiptir. Proteolitik, hidrolaz enzimlerini igermektedir. Trombosit —fibrin pihtilasma
reaksiyonu, yara iyilesmesini ve doku yenilenmesini artirir. Asit hidrolaz gibi

lizozomal enzimleri igerir.
2.4.4. Trombosit Aktivasyonu

Trombositler aktif degilken sekil itibariyle diizdiir lakin aktif olduklar1 zaman
sekil degistirerek psddopod gelistirirler. Bu sayede trombositler agregasyona ugrar ve

graniillerinin salinimi ger¢eklesmektedir (Dhillon ve ark. 2012).

Trombosit aktive edildigi zaman ortama biiyiime faktorii (alfa ve dens
graniillerdeki molekiilleri) salgilamaya baslar. Farkli yollar ile aktive olurlar. Aktive
olduklari farkli yollardan 6rnek verilecek olursa; ADP, kollajen, epinefrin, trombosit
aktive edici faktor (PAF), soguga maruz birakilmasi, doku biitiinliigliniin bozulmasi,
trombin veya kalsiyum klorit ile etkilesimdir. Son olarak ise degisik dalga boylarindaki
1sinlara maruz birakilarak aktive olmasi saglanir. Aktive etmek i¢in en ¢ok kullanilan

maddeler ise s1gir ve insan trombini ve kalsiyumdur (Yeaman 2010b; Yeaman 2014c).
2.5. Trombositten Zengin Plazma (TZP) Biyolojisi
25.1. TZP

ACD’li tam kana santrifiij prosediirleri uygulanarak yapilan ve normal tam

kana gore kiyaslandiginda daha yiiksek trombosit konsantrasyonuna sahip plazmaya
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trombositten zengin plazma denir. Santrifiij yapildiktan sonra plazma ile kirmizi kan
hiicreleri arasinda kalan bolgede beyaz kan hiicrelerin ve trombositlerin biriktigi
gozlenir. Trombosit miktar1 tam kanda 150000-350000/ul iken TZP’de ise bu oran
1000000/ul tizerinde olabilir (Marx 2001; Dhillon ve ark. 2012).

Tam kanda %95 kirmizi kan hiicreleri (eritrosit), %5 trombosit (platelet), %1
kadar da I6kosit bulunmaktadir. Ozel santrifiij islemlerinin ardindan bu oran TZP’de
tersine donerek trombosit miktar1 %95’e cikar (Plachokova ve Adelina 2008; Dhillon
ve ark. 2012).

Trombositler yaklasik olarak 35 ila 70 kDa agirligindadir.

2.5.2 TZP’nin Alt Gruplan ve Biiyiime Faktorleri
2.5.2.1. TZP’nin Alt Gruplar:

TZP i¢inde bulundurdugu fibrin ve I6kositlere bagli olarak alt gruplara
ayrilmistir (Dhurat ve Sukesh 2014; Ehrenfes 2014; Tosun ve Akdag 2017). Bunlar:

1) Saf-plateletten zengin plazma (Pure Platelet Rich Plasma, P-PRP): Bu alt
gruplarin i¢inde en sik kullanilan bu gruptur. Aktivasyondan sonra diisiik yogunluklu

fibrin ag1 icerir. Lokosit icermez lakin trombosit igerigi fazladir.

2) Ldkosit ve Platelet Rich Plasma (L-PRP): Lokositten zengin olan gruptur. Fibrin

yogunlugu diisiiktiir. Piyasada bulunan kitlerin cogu bu gruptandir.

3) Lokosit ve Evitrosit Platelet Rich Plasma (LE-PRP): Hem eritrosit hem de

l6kositten zengindir olan gruptur.

4) Pure Platelet Rich Fibrin (P-PRF): Lokosit igermeyen yiiksek fibrin

yogunluguna sahip olan gruptur.

5) Lékosit ve Platelet Rich Fibrin (L-PRF): Lokosit ve trombosit igeren yiiksek
fibrin yogunluguna sahip olan gruptur. Antikoagiilan icermez sadece kandan elde

edilir.

27



2.5.2.2. TZP icerisindeki Biiyiime Faktorleri

Biiyiime faktorleri protein yapisindadirlar. Biiyiime faktorlerinin biiyiik
cogunlugu alfa graniillerde zimojen formunda bulunmaktadir. Trombositlerdeki
bliyitime faktdrleri hiicrelerin ¢ekirdegine etki etmez. Sitoplazmik membran iizerindeki
proteinlere etki ederek gorev yaparlar. Hiicre igi sinyal yolaklari {izerinden kendine
0zgi reseptorlerine baglanarak hiicrenin DNA’sina etki ederek gen ekspresyonunu
uyarirlar. Biiyiime faktorleri hiicrelerin yenilenmesini, béliinmesini, kollajen sentezini

(protein sentezini) hizlandirir.

TZP’nin igeriginde bol miktarda cesitli biiyiime faktorleri bulunmaktadir.
Onemli olan baz1 biiyiime faktorleri ve fonksiyonlari (Eppleyy ve ark. 2004; Everts ve
ark. 2006; Mehta ve Watson 2008; Arora 2009; Engebretsen ve ark. 2010; Dhillon ve
ark. 2012);

1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorleri (VEGF): Anjiogenez ve damar
gecirgenligini arttirir. Endotel hiicreleri i¢in mitogenezi uyarir (Marx ve ark. 1996;

Ferrara ve ark. 2003; Reddy ve ark. 2012).

2. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF): Mezenkimal hiicreler, kondrositler ve

osteoblastlar i¢in mitogenetik. Kondrositlerin ve osteoblastlarin biiylimesini ve

farklilasmasini destekler (Marx ve ark.1998; Otoole 2001).

3. [Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF 1 Ve 2-): Fibroblastlar i¢in kemotaktik
ve protein sentezini uyarir. Kemik olusumunu arttirir (Laron 2001; Efeoglu ve ark.

2004).

4. Transforming Biiyiime Faktorii (TGF-B): Mezenkimal hiicre proliferasyonunu
uyarir. Endotel, fibroblastik ve osteoblastik mitogenezi diizenler. Kollajen sentezini ve
kollajenaz sekresyonunu diizenler. Diger biiylime faktorlerinin mitojenik etkilerini
diizenler. Endotel kemotaksisini ve anjiogenezi uyarir. Makrofaj ve lenfosit

proliferasyonunu inhibe eder (Ksander 1990; Efeoglu ve ark. 2004).

5. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii A Ve B (PDGF): Mezenkimal hiicreler
ve osteoblastlar i¢in mitogenetik. Fibroblast, glial veya diiz kas hiicrelerinde kemotaksi
ve mitogenezi uyarir. Kollajenaz salgisini ve kollajen sentezini diizenler. Makrofaj ve

notrofil kemotaksisini uyarir (Marx ve ark. 1998; Gustafsson ve Kraus 2001; Doessing
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ve ark. 2010).

6. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF): Endotel kemotaksisini veya anjiyogenezi

uyarir. Kollajenaz salgisini diizenler. Epitel veya mezenkimal mitogenezi uyarir

(Dereka ve ark. 2006; He ve ark. 2009; Ott 2010).
2.5.3 TZP’nin Kullanim Alanlar

TZP tedavisindeki asil amag insan viicudunun tamir mekanizmasini artirmak
ve yaralanma sonrasinda ise iyilesmeyi hizlandirmaktir. Yani inflamasyonu
baskilamak degil aksine tetiklemektir. TZP, i¢indeki biiylime faktorleri ve biyoaktif
molekiiller vesilesiyle iyilesme siirecinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu biyoaktif
molekiiller TZP’nin inflamasyon, koagiilasyon, proliferasyon, migrasyon, anjiogenezi
artirict etkilerin de bu molekiillerin rolii goz ardi edilemeyecek kadar biiyiiktiir (Rendu
ve Brigitte 2001; Schwarz 2009; Dhillon ve ark.2012).

TZP kemik olusumunda (Tomoyasu ve ark. 2007), eklem kikirdak onariminda
(Séanchez ve ark. 2003a), asil tendon onariminda (Sanchez ve ark. 2007), artroplasti
(Gardner ve ark. 2007), epikondilit (Hechtman ve ark. 2011), osteoartrit (Wang-
Saegusa ve ark. 2011), rotator cuff onariminda (Randelli ve ark. 2011) kullanilmis ve

basaril1 sonuclar elde edilmistir.

TZP; veterinerlik, dis hekimligi, spor hekimligi, ortopedi, iiroloji, plastik ve
rekonstriiktif cerrahi, kalp-damar cerrahisi, dermatoloji, kozmetoloji vs. gibi farkli

alanlarda kullanilmaktadir (Sampson ve ark. 2008; Dhillon ve ark. 2012).

Erken over yetmezligi tedavisinde TZP kullanilmaktadir. Trombositler direkt
olarak yumurtaliklara verilmis ve biiyiime faktorleri ile oosit iiretiminde pozitif bir
sonu¢ elde edilmistir. Ayrica TZP ile tedavi yumurtalik genglestirme olarak
bilinmektedir (White ve ark. 2012; Dawood ve Salem 2018). Tekrarlanan
implantasyon basarisizliginda TZP kullanilmis ve sonuclar yiiz giildiiriicii olmustur.
TZP’nin intrauterin infiizyonu, endometriyal bliyiimeyi ve alicilig1 artirmanin bir yolu
olarak tamimlanmistir (Chang ve ark. 2015; Walesco ve ark. 2016; Dawood ve Salem
2018). Endometriyum yetersizliginde de TZP kullanilmaktadir. Endometriyumu
yetersiz olan kadinlarda yapilan calismada TZP uygulamasini takiben 48 saat sonra

endometriyum kalinligi (<7 mm) artmistir (Zadehmodarres ve ark. 2017; Dawood ve
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Salem 2018).

IGF-1 ve 2, TZP igerisinde bulunan bir biiylime faktoriidiir ve Leydig hiicre
farklilasmasini ve fonksiyonunda rol oynadigi gosterilmistir (Lin ve ark. 1990; Baker

ve ark.1996). Ayrica spermatogenezde onemli faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(Spiteri-Greech 1992; Tsuruta 1995).

Ayrica cilt genclestirilmesi, daha sik ve giir saclar vs. i¢in bagvurulan
yontemlerden biridir TZP. Bu vesile ile TZP’nin uygulanacak bolgeye enjeksiyonu
yapildig1 takdirde o bolgede bir miktar doku hasar1 ve kanama olusup, bu hasar ve
kanama TZP igindeki trombositlerin uyarilmasi i¢in gereken trombini saglayacaktir.
Bundan dolayidir ki ¢oklu enjeksiyon veya igneleme yolu ile hasarli dokularda
kanallarin acilmas1 trombositleri aktive eden faktorleri 6nceden agiga ¢ikaracagi icin

uygulanacak yontemler arasinda yerini almaktadir.
2.5.4. TZP’nin Hazirlanmasi

TZP hazirlandiktan sonra 4 saat ile 3 gilin arasinda etkinligi giderek
azalmaktadir. Ayrica antikoagiilan islemlerinden geg¢irildiginden dolayr ve
kontaminasyonu engellemek maksadiyla istenilen bolgeye uygulanma siiresi 8 saati
geememelidir. En hizli bir sekilde uygulanmasi gerekmektedir. Ciinkii daha 6nceden
sentezlenmis olan biiylime faktorlerinin yaklasik %95°1 ilk bir saat igerisinde
salgilanmaktadir. TZP tedavisindeki amaclardan biriside siireyi olabildigince kisa
tutmak ve biiylime faktorlerinin konsantrasyonunu artirmaktir (Janse ve Van der 2017;

Hersant ve ark. 2018).

TZP’nin kalitesi, hazirlanirken birgok faktore baghdir. Diisiik kalitedeki
TZP’nin etkisinin olmadig1 sdylenmistir. Bundan dolay1 da hazirlanma asamasi 6nem
arzetmektedir. Arastirmacilar TZP’nin hazirlanma yollarin1 arastirmak icin cesitli
arastirmalar yapmislar ve bu vesile ile TZP’nin etkisini artirmak i¢in ticari kitleri
piyasaya ¢ikarmislardir. Ticari kitler steril ve kullanima hazir TZP soliisyonlar1 elde
edilmesiyle avantajli lakin maliyet agisindan yiiksek ve sinirli miktarda TZP elde
edilmesi agisindan ise dezavantajlidir. Ticari kitler arasinda yapilan santrifiij
yontemleri (santrifiij hizi, devir sayisi vb.), elde edilen trombosit konsantrasyonlari vs.
farklidir. Bu parametreler arastirilmis ve herkes tarafindan kabul edilen bir standart

olusturulamamistir (Kisaarslan 2017).
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TZP, hastadan alman vendz kanin antikoagiilan bir madde ile karigtirilip
santrifiij edilmesiyle elde edilir. Antikoagiilan madde olarak sodyum  sitrat,
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), heparin, asit sitrat dekstroz (ACD)
kullanilmaktadir. TZP hazirlamak igin genellikle asit sitrat dekstroz A (ACD-A) veya
sodyum sitrat kullanilir. Antikoagiilan madde trombositlerin aktive olmasini ve
santrifiij Oncesinde ve aninda kanmn pihtilasmasini  engellemek amaciyla
kullanilmaktadir. Antikoagiilan/kan oran1 ACD-A igin 2/8, sodyum sitrat i¢in 1/9
olmas1 gerekmektedir. Belirtilen miktarda enjektor ile alinan antikoagiilan madde ve
kan, enjektoriin ters-diiz yapilmasiyla tamamen karigmasi saglanir ve santrifiij
isleminden sonra fazlara ayrilmasi beklenir. Santrifiij isleminde kandaki sekilli
elemanlar agirliklarina gore ¢okme yaparlar. Agirliklarina gore eritrositler (kirmizi kan
hiicreleri) tiiplin alt kisminda toplanirken, sirasi ile iist kisminda 16kosit, trombosit
igeren sar1 renkli plazma goriilmektedir (Marx 2001a; Toziim ve Demiralp 2003;
Dhurat ve Sukesh 2014).

Diistik sicaklik trombositleri aktive edeceginden dolayi santrifiij isleminin oda
sicakliginda gerceklesmesi Onerilmektedir. TZP c¢ift santrifiij kullanilarak da elde
edilebilmektedir. Cift santrifiij yontemiyle istenilen konsantrasyonlarda trombosit elde
edilmektedir.

2.5.5. TZP’nin Avantaj ve Dezavantaji

Avantaji; kisinin kendi kanindan (otolog) alinmasidir. Bundan dolay1 da alerjik
reaksiyon, insan immiin yetmezlik virisii (HIV, human immunodeficiency virus) ve
hepatit gibi bulasici hastaliklar ve enfeksiyon yoniinden riski ¢ok azdir (Everts PA ve
ark. 2006; Dhillon ve ark. 2012; Amoczky ve Shebani 2013).

Uygulanmas1 kolaydir, glivenlidir ve biyokimyasal higbir iiriinii gerektirmez.
Saglanan etki uzun solukludur ve iyilesme siireci ise hizlidir. A-TZPden salgilanan
bliylime faktorleri hiicrelerin ¢ekirdeklerine etki etmez ama hiicrelerin membran
reseptorleriyle etkilesime girip hiicre i¢i sinyal yolunu baglatir ve boylece hiicrelerin
cogalmasini artirmis olur (Hamma ve ark.2004). Ayrica igeriginde bulunan antikor,
proteolitik enzimler, lokositler vb. dogal antibiyotik gorevi gordiigiinden dolay1

enfeksiyon riskini azaltmis olur.

Dezavantaj ise; Kisinin kendi kanindan alindig1 i¢in normal sartlar altinda bir
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sikint1 olusturmaz lakin TZP lokal anestezi ile birlikte kullanildiginda alerjik reaksiyon
yoniinden dikkatli olmakta fayda vardir (Amoczky 2013). Ayrica enjeksiyon
bolgesinde skar dokusu olusumu ve kalsifikasyon bildirilmistir (Sampson ve
ark.2008). Sig1ir trombini ile dis kaynakli aktivasyon uygulandigi zaman faktor 5, 11
ve trombine kars1 antikor gelisir ve hayati tehdit eden pithtilasma bozuklugu ortaya
¢ikar (Spero 1993; Ortel ve ark. 2001; Dhillon ve ark. 2012; Amoczky 2013). Dolayis1
ile sigir triinlerine alerjisi olanlarda, trombosit islev bozuklugu olanlarda
(koagiilasyon defekti olan) ve antikoagiilan tedavisi gorenlerde kullanilmamasi
gerekmektedir. Ayrica kronik enfeksiyonlar da, fasiyal kanseri vb. durumlarda da
kullanilmamasi gerekmektedir. Deri altindan yaga enjekte edildigi zaman deride

dokiintii, kizariklik ve agr1 goriilebilmektedir.
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3. MATERYAL - METOD

‘Basit Yikama (Simple Washing) Yéntemi Ile Hazirlanmis Semen
Orneklerinde Trombositlerden Zengin Plazmanin (TZP) Etkisinin Degerlendirilmesi’
konulu tez calismasi, deneysel nitelikte bir arastirmadir. Calismamizin etik kurul
onay1, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Ila¢ ve Tibbi Cihaz Dis
Arastirmalar Etik Kurulunun 26 Ekim 2018 tarihinde 2018/1535 sayili karart ile alind1
(Ek-1). Calismamizda kurumumuzdan herhangi bir mali destek alinmamustir.
Calismanin tiim basamaklar1 Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Yardime1 Ureme Teknikleri Unitesi Androloji Laboratuvarinda gergeklestirildi ve ayn

arastirmaci tarafindan yiiriitiilda.
3.1. Semen Numunesinin Analizi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimc1 Ureme
Teknikleri Unitesine Kasim 2018- Nisan 2019 tarihleri arasinda sperm analizi igin
bagvuran ve goniillii onam formlar1 (Ek-3) ile bilgilendirilen yaslar1 18-50 arasinda
olan 20 goniillii hastadan semen 6rnekleri ¢alismaya dahil edildi. Goniillillerden alinan
semen numuneleri 72 saatlik (3 giinliik) cinsel perhiz sonrasinda, merkezimizdeki
sperm verme odasinda mastiirbasyon yontemiyle, hastanin gdzii 6niinde posetinden
cikarilarak verilen, steril, toksik olmayan polypropilen kaplara (Resim 2) isim, soy
isim, saat ve protokol numarasi yazildiktan sonra alind1 ve makler kamaras1 (Sekil 7)
kullanilarak rutin spermiyogramlarina Universitemiz Yardimci Ureme Teknikleri
Unitesi Androloji Laboratuvarinda bakildi. Semen numunelerinde azospermi gruplart
hari¢ tiim spermiyograma gelen spermler kullanildi. Spermler likefiye olduktan sonra
semenden alian 10 pl, 6rnek derinligi 0.01 mm olan Makler sayim kamarasinin (Sefi
— Medical Instruments) ortasina damlatilip {izerine grid cami kapatildi ve Nicon T1A
Input AC 151k mikroskobunda toplamda 40X biiyiitme altinda spermiyogram analizleri

degerlendirildikten sonra atik hedefli ¢alismamiza baslandi.
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Resim 1: Steril spermiyogram kabi Sekil 7: Makler sayim kamarasi
3.2. TZP Hazirlanmasi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimci Ureme
Teknikleri Unitesi Ar-Ge amagl laboratuvarinda goniilliilerinden onam formlar (Ek-
2) ile bilgilendirilen 18-50 yaslar1 arasindaki hastalardan, kanin pihtilasmasini 6nleyen
asit sitrat dekstroz—A (ACD- A)‘l1 enjektor ile kan alindi (Sekil 8). Burada ACD/kan

orani 2/8 dir.

Sekil 8: Goniilliiden alinan ACD’li kanin enjektore ¢ekilmis goriintiisii
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Goniillii hastalardan alinan bu ACD’li 10 cc kan tiiplere esit hacimde olmak
suretiyle dibi konik tiiplere boliindii (Sekil 9) ve 1100 devirde 22 dk. santrifiij edilerek
(Sekil 10) fazlara ayrilmasi beklendi.

Sekil 10: Esit hacimde paylastirilan tiiplerin santrifiij asamasi

Santrifiij sonrasinda ise fazlarin ayrilmasi gézlemlenen tiiplerde (Sekil 11)
tistte kalan plazma enjektoriin ignesi ile dikkatlice sekilli elemanlarin bulundugu faza

girilmeden alind1 (Sekil 12) ve steril santrifiij tiiplerine aktarildi (Sekil 13).
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Sekil 11: Santrifiij sonras1 plazma ve sekilli elemanlarin olustugu faz olusumu

Sekil 12: Ust plazma fazinin ¢ekilme asamasi

Patlatmak i¢in 1:10 oraninda hesaplanan steril olarak ¢ekilen CaCl,’yi (Sekil
14) steril santrifiij tiiplerine alinan plazmanin i¢ine yavasga birakilarak kopiirtmeden

calkaland.

36



Sekil 13: Ust fazin ¢ekilmis goriintiisii  Sekil 14: Trombositleri aktive etmek icin
kullanilan %10°‘luk CaCl,

Calkalama islemi bittikten sonra 37°C veya oda 1sisinda inkiibe edildi ve bu
stire zarfinda trombositlerin aktivasyonu gerceklesti. Patlamasinin ardindan fibrin

olusup jellesmenin gerceklesmesi beklendi (Sekil 15).

Inkiibasyondan sonra yani plazma jellestikten son olarak 2700 rpm’de 15
dakika ikinci santrifiijii yapildi. Santrifiijden sonra elde edilen pihti-fibrin atildi (Sekil

16) ve slipernatant kismi ise deney ¢alismamiz igin kullanildi.
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Sekil 15: TZP’nin jel formu

Sekil 16: Santrifiijden sonra olusan pellet
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3.2. Deney Asamasi

Kontrol ve Deney grubu olmak {izere ayrilan semen 6rneklerinden, kontrol
grubuna basit yikama islemi yapildi. Kontrol grubunda ki semen PBS ile 1\1 oraninda
(900ul) homojenize edilip yikama islemine gecildi. 1500 rpm’de 10dk. santrifiij
edildikten sonra siipernatant kismi atildi. Cikan pellet PBS ile 1 saat homojenize edildi
ve 1 saat PBS ile inkiibasyon esnasinda 15dk arayla (15.-30.-45. dakikalar) 10ul alinip
makler sayim kamerasinda sayi, motilite analizleri yapilip kaydedildi. Inkiibasyon
stiresi bittikten sonra tekrar 1500 rpm’de 10dk da 2. santrifiijii yapildi ve elde edilen
siipernatant atilip ¢ikan pellet yine 900 ul PBS ile siispanse edildi. Siispanse edildikten
sonra son kez 10ul alip makler sayim kamarasinda sayi, motilite analizleri yapildi ve

cikan degerler kaydedildi.

Semen orneklerinden, deney grubuna basit yikama (simple washing) yapildi.
Deney grubunda ki semen PBS ile 1\1 oraninda (900ul) homojenize edilip yikama
islemine gegildi. 1500 rpm’de 10 dk. santrifiij edilip ve siipernatant kismi atildi. Cikan
pellet ise oda sicakliginda ¢6ziinmiis A-TZP (Aktive olmus TZP) ile homojenize
edildikten sonra inkiibasyona birakildi. 15dk arayla (15.- 30.45. dakikalar) 10ul alinip
makler sayim kamerasinda say1, motilite analizleri yapildi. inkiibasyon bittikten sonra
tekrar 1500 rpm’de 10dk da 2. santrifiijii yapild1 ve siipernatant atilip ¢ikan pellet 900
ul A-TZP ile siispanse edildi. Siispanse edildikten sonra son kez 10ul alip makler

sayim kamarasinda say1, motilite analizleri yapildi ve ¢ikan degerler kaydedildi.

Her iki grubun spermiyogram parametre (say1, motilite) degerlerine bakilip
karsilastirma yapildi. Elde edilen sonuglar kaydedilmistir. Konsantrasyon ve motilite
icin ortalamat standart sapma veya medyan (Q1-Q3) degerleri verildi. Bu
parametreler karma etki modelleri (mixed effects models) kullanilarak analiz edildi.
Analizler SAS University Edition 9.4 programi ile yapildi. p<0.05 anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Caligmamiza 20 tane goniillii hasta katildi. Spermiyograma gelen ve azospermi
harig tiim hastalar ¢alismamiza dahil edildi. Spermiyogram analizleri yapildiktan sonra
azospermi oldugu anlasilan spermler ¢alisma dis1 birakilip yeniden goniillii formlariyla

bilgilendirilen hastalardan tekrardan 6rnekler alinip ¢calismamiza devam edildi.

PBS grubu calismanin kontrol kismini, TZP grubu ise deney kismini
olusturmaktadir. Grafiklerin Y eksenleri ise analizi yapilan parametrelerin yani
konsantrasyon ve motilite (+4, +3, +2, +1) degerlerinin yiizdelik dilimlerini ifade
etmektedir. Ham grup ise spermlerin hi¢cbir miidahaleye maruz birakilmadan ki saf
halleridir. 15. dk- 30. dk.- 45. dk 6lglimleri miidahale ettikten sonraki olgtimleri, 2.
santrifiij ise 45. dk dolup 6l¢iim yapildiktan sonra PBS ve TZP ile miidahale ettikten
sonra 2. santrifiij islemine tabi tuttuk ve santrifiij sonras1 6l¢iimii belirtmektedir. PBS
spermler icin bir tampon goérevi gormesinin yaninda yikama yapmak ig¢in

kullanilmistir.

Grafik 1: Konsantrasyonun kontrol ve deney grubu olarak zamana bagli degisimi
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Yapilan konsantrasyon analizinde yikama medyumu olarak kullandigimiz

miktar 1/1 oldugu i¢in konsantrasyon degerlerimizde bir degisiklik gozlemlenmedi.
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Grafik 2: + 4 degerinin zamana bagl degisim grafigi
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Tablo 2: +4  degerinin kontrol ve deney gruplarinin  birbirleriyle

zaman yoniinden karsilastirilmasi
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Tablo 3: PBS ve TZP gruplarinin birbirleri igerisindeki zamana bagli olarak yapilan
karsilastirma sonuglari

Simple Effect Comparisons of mudahale*zaman Least Squares Means
By mudahale Adjustment for Multiple Comparisons:
Standar

Simple Estimat d

Effect Level |zama zaman e Error Dt Pr>|t| AdjP
mudahal 15.dk |30.dk 0.4500, 0.2801 (114 1.61 0.1109 0.3790
e PBS

mudahal 15.dk |45.dk 0.7000, 0.2801 (114 2.50 0.0139 0.0654
e PBS

mudahal 15.dk |2.sant.| 0.6000, 0.2801 (114 2.14 0.0343 0.1461
e PBS

mudahal 30.dk |45.dk 0.2500, 0.2801 (114 0.89 0.3739 0.8087
e PBS

mudahal 30.dk |2.sant.| 0.1500/ 0.2801 (114 0.54 0.5933| 0.9502
e PBS

mudahal 45.dk |2.sant.| -0.1000| 0.2801 114 -0.36| 0.7217| 0.9843
e PBS

mudahal 15.dk [30.dk 1.2500 0.2801 114 4.46 <.0001] 0.0001
e TZP

mudabhal 15.dk [45.dk 2.0000/ 0.2801 114 7.14 <.0001 <.0001
e TZP

mudahal 15.dk |2.sant.| 1.1000, 0.2801 (114 3.93 0.0001, 0.0008
e TZP

mudahal 30.dk |45.dk 0.7500, 0.2801 (114 2.68 0.0085 0.0417
e TZP

mudahal 30.dk |2.sant.| -0.1500/ 0.2801 (114 -0.54| 0.5933 0.9502
e TZP

mudahal 45.dk |2.sant.| -0.9000, 0.2801 114 -3.21| 0.0017| 0.0091
e TZP

+4 motilite analizinde grup etkisi p=0.0004, zaman etkisi p<0.0001, grup-
zaman etkisinin p degeri 0.02 oldugu ve tiim bu degerlerin 0.05’den kiiciik oldugu

dikkate alindiginda analizin bu kism1 anlamli bulundu.

Grafik 2; ¢alismamizdaki motilite degerlerinden biri olan +4 degerinin 15. dk.-

30. dk.- 45. dk. ve 2. santrifiij sonras1 degerleri grafiksel olarak gosterilmistir.

Calistigim hastalarda +4 degeri ¢ok yliksek olmadigi i¢in yiizdelik olarak gozle
gortliir bir sonug¢ yoktur. Lakin TZP ile muamele edilen ve %2 ¢ikan +4 degeri,

yaklasik olarak %0,7 ¢cikan PBS grubunun +4 degerine gore ilk 15. dakikada p degeri
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<0.0001 oldugu i¢in anlamli bir sonu¢ bulunmustur. Zamana bagli olarak azalan +4
degerimiz 30.dk da PBS grubu ile ayn1 noktada olmasina ragmen 2. santrifiij sonrasi
Ol¢iimden sonra yaklasik 30.dk. Ol¢iimiine denk gelmistir ve p=0.01 oldugu igin
anlamli bulunmustur. Tablo 2’de birbirleri ile yapilan analiz sonucunda 15.dk ve 2.

santrifiij sonras1 6l¢iimde anlamli sonuglar bulunmustur.

Grafik 3: + 3 degerinin zamana bagl degisim grafigi
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Tablo 4: +3 degerinin kontrol ve deney gruplarinin birbirleriyle zaman y6niinden
karsilastirilmasi

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

Kramer
Standard

Simple Effect |Grup | Grup Estimate Error| DF| tValue| Pr>|t|| AdjP
Level

ZamanHam |PBS |TZP 3.55E-14 1.2718| 152 0.00/ 1.0000| 1.0000
Zaman 15.dk |PBS |TZP -6.2000 1.2718| 152 -4.87| <.0001 <.0001
Zaman 30.dk |PBS |TZP -6.0500 1.2718| 152 -4.76| <.0001 <.0001
Zaman 45.dk |PBS |TZP -5.4500 1.2718| 152 -4.29| <.0001 <.0001
Zaman 2. PBS |TZP -12.4500 1.2718| 152 -9.79| <.0001| <.0001
santrifuj

43




Tablo5: PBS ve TZP gruplarindaki birbirleri i¢erisindeki zamana bagli olarak yapilan
karsilastirma sonuglari

Simple Effect Comparisons of mudahale*zaman Least Squares Means By
mudahale Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-

Standa
Simple Estimat | r

Effect Level zaman zaman e ¢ Dt Pr> Adj P
Err F | Value |t
mudahal 15.dk |30.dk 5.35000.8503 (114 6.29 <.0001 <.0001
e PBS

mudahal 15.dk |45.dk | 10.15000.8503 [114 11.94 .0001 <.0001
e PBS

mudahal 15.dk |2.sant. | 12.80000.8503 (114 15.05 [.0001 <.0001
e PBS

mudahal 30.dk |45.dk 4,8000/0.8503 (114 5.64 <.0001 <.0001
e PBS

mudahal 30.dk |2.sant. 7.45000.8503 114 8.76 <.0001 <.0001
e PBS

mudahal 45.dk | 2.sant. 2.65000.8503 114 3.12 0.0023 0.0122
e PBS

mudahal 15.dk |30.dk 5.50000.8503 114 6.47 <.0001 <.0001
e TZP

mudahal 15.dk |45.dk | 10.90000.8503 114 12.82 [<.0001 <.0001
e TZP

mudahal 15.dk | 2.sant. 6.55000.8503 (114 7.70 <.0001 <.0001
e TZP

mudahal 30.dk |45.dk 5.40000.8503 114 6.35 <.0001 <.0001
e TZP

mudahal 30.dk |2.sant 1.05000.8503 [114 1.23 0.2194 0.6061
e TZP

mudahal 45.dk |2.sant. | -4.35000.8503 (114 -5.12  <.0001 <.0001
e TZP

+3 motilite analizinde grup etkisi p<0.0001, zaman etkisi p<0.0001, grup-

zaman alindiginda analizin bu kism1 anlamli bulundu.

Grafik 3; ¢alismamizdaki motilite degerlerinden biri olan +3 degerinin 15. dk.-
30. dk.- 45. dk. ve 2. santrifiij sonras1 degerleri grafiksel olarak gosterilmistir. TZP ile
muamele edilen ve yaklasik olarak %45’den fazla ¢ikan +3 degeri, yaklasik olarak

%A40’dan fazla ¢ikan PBS grubunun +3 degerine gore ilk 15. dakikada p degeri
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<0.0001 oldugu i¢in anlamli bir sonu¢ bulunmustur. Zamana bagl olarak azalan +3
degerimiz PBS’ de 2. santrifiij sonras1 dl¢iimlerde bile azalmisken TZP ile muamele
edilen deney grubu 2. santrifiij sonras1 artmistir. Tablo 5’de birbirleri ile yapilan
analizde ise TZP grubu PBS grubuna gore biitiin zamanlarda p<0.0001 oldugu i¢in

sonuclar anlamli bulunmustur.

Grafik 4: + 2 degerinin zamana bagl degisim grafigi
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Tablo 6: +2 degerinin kontrol
yoniinden karsilastirilmasi

ve deney gruplarinin birbirleriyle zaman

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

Slmple Effect Standard
Level Grup Grup estimate | Error DF  tvalue Pr>1tl AdjP
Zaman Ham PBS |TZP | 12E-14 | 0.9059 [152 .00 1.0000/ 1.0000
Zaman 15. dk PBS |TZP | -1.8000 | 0.9059 (152 -1.99 0.0487| 0.0487
Zaman 30. dk PBS |TZP | -1.8500 | 0.9059 [152 -2.04 0.0429 0.0429
Zaman 45. dk PBS |TZP | -1.1500 | 0.9059 [152 -1.27 0.2062| 0.2062
Zaman PBS |TZP | -0.3500 | 0.9059 [152 -0.39 0.6998 0.6998
2.santrifuj
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Tablo 7: PBS ve TZP gruplarindaki birbirleri i¢erisindeki zamana bagli olarak yapilan
karsilastirma sonuglari

Simple Effect Comparisons of mudahale*zaman Least Squares Means By
mudahale Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-

Standa
Simple Estimat | r
Effect Zaman |zaman e C D t Pr> Adi
mudaha 15.dk 30.dk  -0.1000 (0.7890 109 -0.13 0.8994 0.9993

le PBS

mudaha 15.dk 45dk -0.3791 0.8151 (109 -0.47 0.6428 0.9665
le PBS
mudaha 15.dk 2.sant.  -1.2783 (0.8151 (109 -1.57 0.1197 0.4010
le PBS
mudaha 30.dk 45.dk  -0.2791 0.8151 (109 -0.34 0.7327 0.9861
le PBS
mudaha 30.sk 2.sant 11783 |0.8151 (109 -1.45 0.1512 0.4740
le PBS
mudaha 45.dk 2.sant.  -0.8992 (0.8361 (109 -1.08 0.2846 0.7052
le PBS
mudaha 15.dk 30.dk  -0.1500 |0.7890 [109 -0.19 0.8496 0.9975
le TZP

mudaha 15.dk |45.dk [0.5640 0.8012 [109 0.70 0.4830 0.8954
le TZP
mudaha 15.dk |2.sant. 0.8000 [0.7890 [109 1.01 0.3128 0.7416
le TZP
mudaha 30.dk |45.dk 0.7140 0.8012 109 0.89 0.3749 0.8095
le TZP
mudaha 30.dk |2.sant. 0.9500 (0.7890 [109 1.20 0.2312 0.6256
le TZP
mudaha 45.dk |2.sant. (0.2360 0.8012 [109 0.29 0.7689 0.9911
le TZP

+2 motilite analizinde grup etkisi p=0.04 oldugu i¢in sonug¢ anlamli, zaman
etkisi p=0.1, grup-zaman etkisinin p=0.4 oldugu ve tiim bu degerlerin 0.05’den biiyiik

oldugu dikkate alindiginda analizin bu kism1 anlamli bulunmad.

Grafik 4; ¢galismamizdaki motilite degerlerinden biri olan +2 degerinin 15. dk.-
30. dk.- 45.dk. ve 2. santrifiij sonras1 degerleri grafiksel olarak gosterilmistir. TZP ile
muamele edilmis deney grubu ilk 15. dk’ da yaklasik olarak %0.7 artmistir. Tablo 6’da
birbirleri ile yapilan analizde ise TZP grubu PBS grubuna goére 15. dk. ve 30. dk.
zamanlarinda p<0.05’den kiigiik oldugu icin anlamli, 45.dk ve 2. santrifiij sonrasi

yapilan ol¢timde ise p<0.05’den kii¢iik olmadigi i¢in sonuglar anlamli bulunmamastir.
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Grafik 5: + 1 degerinin zamana baglh degisim grafigi
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Tablo 8: +1 degerinin kontrol ve deney gruplarinin birbirleriyle zaman
yoniinden karsilagtirilmasi

-101E-15

1.5356

PBS | TZP 9.3000 [1.5356 152 6.06 <.0001 [<.0001

PBS | TZP 8.4000 [1.5356 152 5.47 <.0001 <.0001

PBS | TZP 6.6000 [1.5356 152 4.30 <.0001 [<.0001

PBS | TZP [13.6000 [1.5356 152 8.86 <.0001 <.0001
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Tablo 9: PBS ve TZP gruplarindaki birbirleri igerisindeki zamana bagli olarak yapilan
karsilastirma sonuglari

Simple Effect Comparisons of mudahale*zaman Least Squares Means By mudahale

Adiviectmant far Muiltinla Camnarieance: Tiilrov K ramar

Simple Standar :
Effect Level zaman zaman getimate d Error PF tValuePr>|t| AdjP

Mudah 15.dk |30.dk |[-5.7000 1.2345 114 -4.62 .0001 <.0001
alePBS

mudaha 15.dk |45.dk |-11.0000 1.2345 114 -8.91 .0001 .0001
le PBS

mudaha 15.dk |2.sant. F12.7500 1.2345 114 -10.33 <.0001 <.0001
le PBS

mudaha 30.dk 45.dk -5.3000 (1.2345 114 +4.29 .0001 0.0002
le PBS

mudaha 30.dk |2.sant. -7.0500 1.2345 114 -5.71 [<.0001 |<.0001
le PBS

mudaha 45.dk |2.sant. F1.7500 1.2345 114 +1.42 1|0.1590 (0.4910
le PBS

mudaha 15.dk  |30.dk -6.6000 [1.2345 114 -5.35 [<.0001 .0001
le TZP

mudaha 15.dk |45.dk -13.7000 1.2345 114 -11.10 <.0001 <.0001
le TZP

mudaha 15.dk |2.sant. |-8.4500 [1.2345 114 -6.85 K.0001 .0001
le TZP

mudaha 30.dk 45.dk -7.1000 1.2345 114 -5.75 <.0001 [<.0001
le TZP

mudaha 30.dk |2.sant. -1.8500 [1.2345 114 -150 0.1367 [0.4417
le TZP

mudaha 45.dk | 2.sant. 52500 [1.2345 114 4.25 <.0001 0.0003
le TZP

+1 motilite analizinde grup, zaman ve grup-zaman etkisi p<0.0001 oldugu i¢in

anlamli bulunmustur.

Grafik 5; ¢alismamizdaki motilite degerlerinden biri olan +1 degerinin 15. dk.-
30. dk.- 45. dk. ve 2. santrifiij sonras1 degerleri grafiksel olarak gdsterilmistir. Kontrol
grubu tiim zaman dilimlerinde artma gdstermistir. Deney grubu olan TZP’li grup ise
45. dk’ya kadar artmis 2. santrifiij sonrasi Ol¢limlerde ise azalma gostermistir. Bu

durumda zamanla yorulan spermlerin +4, +3, +2 motilitelerinde bir diisme +1
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motilitesinde ise artma meydana gelecektir. Tablo 8’de tiim zamanlarda p<0.0001’den
kiigiik oldugu i¢in bu tabloda durum tersine donerek PBS lehine ge¢ip sonug anlamli

bulunmustur.

Grafik 6: +3 ve +4 motilite degerlerinin toplaminin zamana bagli degisim grafigi
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Tablo 10: +3 ve +4 motilite degerlerinin toplaminin kontrol ve deney gruplarinin
birbirleriyle zaman yoniinden karsilastirilmasi

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

Simple Effect Standard

Level Grup Grup Egstimat Error DF tValue g It Adj P
Zaman Ham PBS |TZP [391E-14 | 1.2734152 0.00 | 1.0000 | 1.0000
Zaman 15. dk PBS |TZP |-7.5000 | 1.2734152 -5.89 | <.0001 | <.0001
Zaman 30. dk PBS |TZP |-6.5500 | 1.2734152 -5.14 | <.0001 | <.0001
Zaman 45. dk PBS |TZP |-5.4500 | 1.2734152 -4.28 | <.0001 | <.0001
Zaman PBS |TZP |-13.2500 | 1.2734152 | -10.40 | <.0001 | <.0001
2.santrifuj
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Tablo 11: PBS ve TZP gruplarindaki birbirleri igerisindeki zamana bagli olarak
yapilan karsilagtirma sonuglari

Simple Effect Comparisons of mudahale*zaman Least Squares Means By

mudahale Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey-Kramer
Standar
Simple zam Estimat d
Effect Level an zaman el Erro DF| tValue, Pr>|t|]| AdjP
mudahale PBS | 15.dk |30.dk 5.8000| 0.8695 114 6.67| <.0001| <.0001
mudahale PBS ' 15.dk |45.dk 10.8500, 0.8695 114 12.48| <.0001| <.0001
mudahale PBS | 15.dk |2.sant. 13.4000, 0.8695 114 15.41| <.0001| <.0001
mudahale PBS 30.dk |45.dk 5.0500| 0.8695 114 5.81| <.0001| <.0001
mudahale PBS |30.dk |2.sant. 7.6000| 0.8695 114 8.74| <.0001| <.0001
mudahale PBS 45.dk |2.sant. 2.5500 0.8695 114 2.93| 0.0041| 0.0209
mudahale TZP 15.dk |30.dk 6.7500| 0.8695 114 7.76| <.0001| <.0001
mudahale TZP 15.dk |45.dk 12,9000, 0.8695 114 14.84| <.0001| <.0001
mudahale TZP | 15.dk |2.sant. 7.6500) 0.8695 114 8.80] <.0001| <.0001
mudahale TZP | 30.dk |45.dk 6.1500, 0.8695 114 7.07) <.0001| <.0001
mudahale TZP | 30.dk |2.sant. 0.9000/ 0.8695 114 1.04) 0.3028| 0.7292
mudahale TZP |45.dk |2.sant. -5.2500f 0.8695 114 -6.04) <.0001| <.0001

+3 ve +4 motilite degerlerinin toplam analizinde ise grup, zaman, grup-zaman

etkisi p<0.0001 oldugu yani p<0.05 oldugu i¢in sonu¢ anlamli bulunmustur.

Grafik 6; calismamizdaki motilite degerlerinden +3 ve +4 motilite degerlerinin
toplaminin 15.dk.-30. dk.-45. dk. ve 2. santriflij sonras1 degerleri grafiksel olarak
gosterilmistir. Kontrol grubu tiim zaman dilimlerinde artma gostermistir. 15.dk’da
deney grubu ayni zaman dilimi kontrol grubuna gore yiizdelik olarak fazla ¢ikmistir.
Zamanla azalan kontrol grubu 2. santrifiij sonrasinda da bir azalma gdstermis ama
TZP’ li yani deney grubu ise 2. santrifiij sonrasi dl¢limlerde ise artma gostermistir.
Tablo 10’da da bu durum matematiksel olarak p<0.0001 yani p<0.05’den kiigiik

oldugu i¢in anlamli bulunmustur.
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5. TARTISMA

Fertilite yani dogurma yetenegi, erkek ve kadin lireme sistemlerinin anatomik
ve fonksiyonel olarak normal ¢alismasi ile isleyen fizyolojik bir siirectir. Eslerden
birinin, lireme sisteminde herhangi bir nedenle bozulma ortaya ¢ikmasi fertiliteyi
olumsuz yonde etkileyecek ve infertilite olarak karsimiza ¢ikacaktir (Castila 2010).
Infertilite; Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan, {ireme ¢agindaki ¢iftlerin en az 12
aylik bir zaman dilimi boyunca diizenli olarak korunmasiz cinsel iliskiye ragmen
cocuk sahibi olamamasi olarak tanimlanir. Infertilite vakalarinin yaklasik %30-40
erkek kaynaklidir. Erkek infertilitesi; heterojendir, birden fazla nedeni vardir. Ornek
verilecek olursa; karmasik gen-gevre etkilesimlerinden kaynaklanmasi, bozulmus bir
spermatogenez, testis damarlarin genis olmasi, testislerde 1s1 artisinin sperm seklini
bozmasi, diisiik sperm sayisi, spermlerin motilite yani hareket 6zelliginin olmasi
gerekenden az ya da hi¢ olmamasi, sperm morfoloji bozuklugu, diyabet vs. nedenler
sayilabilir. Biz bu calismada erkek infertilitesinden biri ve en 6nemlisi olan sperm
motilitesinin yetersiz oldugu durumu ele aldik. Eger motilite yetersiz olursa yumurtaya
ulagmayacak veya ulagsmak icin yola ¢iktig1 zaman yar1 yolda yorulmasi ile fertilite

gerceklesemeyecektir.

TZP, trombositten zengin plazma demektir. TZP, kandan santrifiij yontemi ile
elde edilir. Elde edilme asamasinda trombositler patlatilarak icerisindeki biiyiime
faktorleri ve sitokinlerin acia ¢ikmasi saglanir. Periferik damarlardan toplanir ve
vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF),
trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF), transformasyon biiyiime faktorii (TGF)
ve proliferasyon ve biiylimeyi uyaran diger sitokinler gibi birka¢ biiyiime faktorii
icerir. Aciga c¢ikan bu biiyiime faktorleri ve sitokinler ortopedi, kozmetik, dis
hekimligi, spor hekimligi, iiroloji, kadin dogum gibi cesitli alanlarda kullanilir
(Borrione ve ark. 2010; Yu ve ark. 2011; Alcareaz ve ark. 2015; Patel ve ark. 2016).
TZP, otolog kan 6rneklerinden yapildigindan, bulasici hastaliklarin bulagma riskini ve
immiinolojik reaksiyonlarin asgari riskiyle giivenli bir prosediirdiir (Shahrzad ve ark.

2017).

Endometriyum kalinlig1 iizerine yapilan bir ¢alismada TZP’nin etkinligine
bakilmistir (Chang 2015). Yeterli endometriyum kalinligi implantasyon ve gebelikte
ana faktordiir. Endometriyum kalinlig1 arttik¢a gebelik orani da artmaktadir. Yapilan
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bazi ¢aligmalarda embriyo transferi i¢in minimum endometriyum kalinliginin 7 mm
olmasi1 gerektigi bildirilmistir. Ince endometriyuma sahip bayanlara once ilag ile
artirilmaya ¢alisilmis sonra ise TZP uygulanmistir. TZP uygulandiktan 2 giin sonra
endometriyum kalinliklar1 artmis ve bayanlara embriyo transferi yapilmis ve hamile
kaldiklar1 rapor edilmistir. Bazi arastirmacilar G-CSF'nin endometrial biiylime ve
hamileligi destekledigini bildirdi. G-CSF notrofilik graniilosit farklilagmasint ve
cogalmasin1 uyaran bir sitokindir, endometriyum ¢ogalmasimni ve biiylimesini
indiikleyebilir, bdylece hamilelik sonuglarini iyilestirebilir. Bu hipoteze gore, ¢esitli
biiyiime faktorleri ve sitokinler i¢eren lokal TZP infiizyonu endometriyal biiylimeyi ve

alinabilirligi artirabilir.

A-TZP aktive edildigi zaman ortama biiyiime faktorii (alfa ve dens
graniillerdeki molekiilleri) salgilamaya baslar. Farkli yollar ile aktive olurlar. Aktive
olduklar1 farkli yollardan 6rnek verilecek olursa, ADP, kollajen, epinefrin, trombosit
aktive edici faktor (PAF), soguga maruz birakilmasi, doku biitiinliigiiniin bozulmasi,
trombin veya kalsiyum klorit ile etkilesimdir. Son olarak ise degisik dalga boylarindaki
1sinlara maruz birakilarak aktive olmasi saglanir. Aktive etmek icin en ¢ok kullanilan
maddeler ise sigir trombini ve kalsiyumdur (Yeaman 2010b; Yeaman 2014c).
Yapilmis bir calismada trombositlerin aktivasyonu i¢in kullanilan CaCl, ‘in ilavesinin
30 dakikasinda piht1 olusumunu indiiklenmektedir. CaCl, ile muamele siiresi uzadigi
taktirde ise biiylime faktorlerinin salinimi 6zelliklede VEGF’in salinimi artmistir

(Cavallo ve ark. 2016).

Insan spermindeki PAF (Platelet Activating Factor) igerigi seminal
parametreler ve gebelik sonuglariyla pozitif korelasyon gostermektedir. PAF
aktivasyonu ve deaktivasyonu igin gerekli olan enzimler (6rn. PAF-asetilhidrolaz)
spermde bulunur. PAF-asetilhidrolaz dekapasitasyon faktorii olarak kabul edilir. Bu
enzimin kapasitasyon sirasinda uzaklastirilmasi, sperm hareketliligini ve dollenmeyi
artirir. PAF ayrica oositlerin déllenme oranini artirarak dollenme siirecinde rol oynar.
PAF ile tedavi edilen spermlerle dollenmis oositlerde pozitif yonde devam eden
embriyo gelisimi bildirilmistir. PAF antagonistleri, sperm hareketliligini, akrozom
reaksiyonunu ve dollenmeyi Onler. PAF’in sperm fonksiyonunda mekanizmasi
belirsizdir ve daha calisilmasi gerekmektedir (Roudebush 2001). Ayrica PAF

trombositler ic¢in giliglii bir aktivatordiir. Bir hiicrede sekil degisikligini, graniil
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sekresyonunu ve agregasyonu indiikler. Uyarilmig trombositlerden serbestlesir

(Shukla 1992; Ersoz 1997).

IGF-1 insan seminal plazmasinda tanimlanmistir. Semenin IGF-1 ve 2 ile
inkiibe edilmesi sonucunda yapilan ¢alismadaki tiim zamanlarda (90.-180.-360 dk.)
sperm hareketliliginin arttig1 gozlemlenmistir. Sigir seminal plazmasinda bulunan
IGF-1’in ejekiile edilmis spermin akrozomal bolgesinde spesifik bir IGF-1 reseptorii
ile etkilesime girebildigi gosterilmis, ligand ve reseptoriin bu etkilesiminin, sperm
hareketliligini artirabildigi sonucuna varilmistir (Henricks ve ark.1998). Ayrica insan
seminal plazmada bulunan diger bir biiyime faktorit EGF (Hirata ve ark. 1987) ve
TGFa (Yie ve ark. 1994)’dir. Bu biiylime faktorlerinin ve tanimlanamayan diger
bliylime faktorlerinin varligi, biiylime faktorlerinin sperm fizyolojisinde ve ilireme
sistemi lizerine diizenleyici bir rol oynadigin1 gosterilmektedir. Ayrica insan sperm
hiicresinin IGF-1 reseptoriiniin ekspresyonuna sahip oldugunu gosteren bir ¢alisma

yapilmigtir (Naz ve Padman 2009).

Diger bir ¢aligmada ise; hem erkek hem de disi iireme sistemlerinde VEGF ve
reseptOriiniin bulunmasi goz ontine alinarak farklt VEGF konsantrasyonlarinin sperm
hareketliligine etkisi incelenmistir. Burada yikama soliisyonu olarak VEGF bulunan
stvt kullanilmistir. Sonug olarak ise istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur

(Iyibozkurt ve ark. 2009).

Biiylime faktorleri ile sperm iizerine yapilan tiim bu caligmalar gosteriyor ki
bliylime faktorlerine maruz kalan spermin parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli
artislar goézlemlenmistir. Bizim calismamizdaki sperm parametrelerinden biri olan
motilite degerlerinin istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasi TZP igerisindeki bu biiyiime

faktorlerinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Her ne kadar basit yikama ile alakali calismalarda (Dorado ve ark. 2015; Malo
ve ark. 2017) yapilan santrifiijden dolayr membran biitiinliigiiniin ve hareketli
spermlerin yiizdesinin azaldig1 gosterilmis olsa da yaptigimiz c¢alismada ikinci
santrifiij sonrast +3 ve +4 motilite degerlerimizde istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlemlenmistir. Literatlirdeki yayinlarda santrifiij sonrasindaki bu motilite
diisiikliigiiniin ~ sebebinin  ROS  kaynakli oldugu disiiniilmektedir. Bizim

calismamizdaki motilite artis nedeninin spermin taze TZP ile muamele edilerek

53



santrifiij sirasinda agiga ¢ikan ROS’un kismende olsa elimine edildigini ya da TZP
icerisindeki biiyiime faktorlerinin spermi korudugunu diisiindiirmektedir. Basit
yikama metodunu se¢gmemizdeki asil amacimiz oligospermi gibi hastalarda sayi

artirimini saglayabilmektir.

Anbari ve arkadaglarmin (2016) ii¢ farkli sperm hazirlama medyumu ile
yaptiklar1 calismada sperm motilite, viabilite ve DNA biitlinliigiiniin iizerindeki
etkilerine bakilmislardir. Farkli medyumlarin kullaniminin sperm parametrelerinin
sonuglarinda da farklilik olusturdugu goézlemlenmistir. Biz de bu ¢alismamizda TZP’yi
katki maddesi olarak kullanmayir amagladik. Kan plazmasinin pH’st 7,4 ve
osmolaritesi 275-299 mOsm/ It; semenin pH’s17.2-8.0 ve osmolaritesi 285-350
mOsm/It; PBS pH’s1 7,2-7,4 ve osmolaritesi 380 mOsm/It dir. Hazir medyumlarda
Ca* 2, K' 1, Mgt2, Natl iyonlar1 vardir. Bu iyonlar plazma biinyesinde
bulunmaktadir. Bu bilgiler bizim ¢alismamizdaki semen iizerine kullandigimiz A-
TZP’nin normalde kullanilan yikama medyumlarma benzer kompozisyonda bir

suplement oldugunu ve semen i¢in uygunlugunu gostermektedir.

Son olarak teze basladigimizda A-TZP’nin direkt sperm parametresine etkisini
aragtiran hicbir ¢aligma yoktu. Lakin Mayis 2019 tarihinde Andrology dergisinde
yayinlanan bir makalede (Bader ve ark. 2019) H, O, ile oksidatif strese ugratilmis
insan sperm hiicrelerinde otology TZP’nin etkisine bakilmis ve TZP uygulanan grupta
progresif ve toplam motilitede anlamli bir artis S6z konusu olmustur. Yapilan bu

calisma tezimizdeki elde ettigimiz verileri desteklemektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

“’Basit yikama yontemi ile hazirlanmis semen Orneklerinde Trombositten
Zengin Plazmanin etkisinin degerlendirilmesi’” adli tez ¢alismamizda elde edilen

sonuclar ve Onerilerimiz kisaca su sekildedir;

1) Calisgmamizda azospermi hari¢ ¢caligmaya dahil edilen gruplarda inkiibasyonu takip
eden ilk 15. dakikada istatistiksel olarak anlamli kabul edilen motilite artisi

gozlemlenmistir.

2) A-TZP’nin ilerleyen zaman diliminde yani ¢alisma siirelerimiz olan 30 ve 45.

dk.’larda etkisini kaybederek spermin motilitesinde bir azalma gosterilmistir.

3) 45.dk sonrasi yapilan 2. santrifiij sonrasi TZP ile yeniden muameleden sonra 6l¢iime

bakildiginda ilk 15. dk. kadar olmasa da yine anlamli bir artma meydana gelmistir.

4) TZP’nin sperm hazirlama tekniklerinden biri olan basit yikama  isleminde

kullanilan medium ve katkilarina ek bir alternatif olmasini beklenmektedir.

5) TZP uygun fiyatl, basit, yenilik¢i ve etkileyici bir tedavi seklidir. Ayn1 zamanda
umut verici sonucglar1 olan ve yan etkisi olmayan bir yontemdir. TZP nin mevcut
kullanim alanlarina ek infertilite tedavilerinde de kullanilabilirligini, TZP elde
edilmesi asamasinda kullanilan materyallerin rahatlikla bulunabilmesi 6zelligine
bakildiginda ileride yapilacak caligmalarda daha az zahmetli bir arastirma alani

oldugunu gosterebilmeyi amacladik.
6) Maliyetinin diisiik olmasindan dolay1 ise ekonomiye katki saglamaktadir.

7) Son olarak, bu ¢alisma sonrasinda elde ettigimiz degerlerle TZP’nin ev tipi [UI

kitlerinin kullanima a¢ilim1 s6z konusu olabilir.
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Ek 1:

T.C,

_ NECMETTIN ERBAKAN UNiVERSITESi MERAM TIP FAKULTESI
iLAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI

Toplant1 Sayis1:75

Toplant1 Tarihi: 26.10.2018

Karar Sayisi:2018/1535:Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri Boliimii Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Selguk DUMAN’ in “Basit Yikama (Simple Washing) Yontemi
fle Hazirlanmis Semen Orneklerinde Trombositlerden Zengin Plazmanin (TZP) Etkisinin
Degerlendirilmesi” baslikli yiiksek lisans tez ¢alismas: ile ilgili 15.10.2018 tarihli dilekgesi ve ekleri
goriigiildii, Merve DURAN’ 1 yiiksek lisans tez galigmasimn Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri Béliimii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Selouk DUMAN’ in sorumlulufunda
yiiriitiilmesinin uygun olduguna oybirligi ile karar verilmistir.

Not: Caligma ile ilgili gerekli izin ve yasal sorumluluk aragtirmacilara aittir.

Sorumlu Aragtirmact: Prof. Dr. Selguk DUMAN
Yardime1 Aragtirmaci: Merve DURAN

ASLI GIBIDIR /!
26.10,2018 /.

s

Prof. Dr. Ayse S. | AHIN :

2

flac ve Tibbi Cihaz Dis1 Aragtirmalar Etik Kurul Bagkan Yardimcisi
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Ek 2:

TaRIH- WERSTYOMN 2

SEMEN ICIN BILGILENDRILMIS GONULLD OLUR FORMU
Sayin gomiillii,

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardime: Ureme
Teknikleri Unitesinde Histoloji-Embriyoleji Yiksek Lisans Ogrencisi Merve
DURAN'IN Yiksek Lizans Tez amach yirittigamiz *'Basit yvikama(simple
washing) vontem 1le hazirlanan semen dmeklerinde trombositlerden zengm
plazma(TZP) ' mn etkismm degerlendinlmes “*adh arajhrmamuza sizm de
katilmam= Gpnenyoruz. Caliymava katlim gonillilik esasina dayvaldur.
Earannizdan dnce arastuma hakkinda sim hilgilendimek istvomz.

Bu bilzmlen ckuyup anladiktan sonra araghrmaya katlmak istersemz formm
imzalayimz.

Yapacak oldufumuz ¢alsmanm amacr nferihfe sorumu olan  hastalarda
alternatif bir tedavi secenefi olsturmaktr. Necmettin Erbakan Universitesi
Histoloj Ve Embniyvolojn Anabihm Dali'min ortak katthm ile gerceklestinlecek
bu ¢aliymaya katlimimez aragtrmanin basans 1¢1n dnemlidhr.

1} Arastimamiz 10 Semen dmeklen 1n ginlik semen anah= yapaloog
hastalarin anahizden sonra atk hedefli semenlen gomilli onavi alindiktan
sonra galizmava dahal edilecektir.

2} Sizden kan alimnmas: s1zin 1gin herhang bir nisk unsuru clusturmaz.

3} Semen hamirhfinda dzel smilarda mutin yikama ve yizdivme metodlan su
anda kullambmaktadwr. Biz de elde ethfinmz Trombositten zengin
plazmavi bu ¢ahymada sperm wikama metodu olarak kullanacagiz.
Araztumamuzda Sumple Washing(basit vikama) metodu kullamlacaktir.

4) Arastuma stres1 3 aydir.

3) Arastrmaya Trombositten zengin plazma eldesi 1gin kan verecek olan 10
gomillia, semen(sperm ment) 1gm 13e 25 gomilli kahlacaktrGondllifernn
vaj araliklan 18-30 olarzk belirlenmashr.

Bu c¢alizmayva katlmamz igim sizden herhangn bir ficret 1stenmevecektir.
Calismava katldifimz 1010 size ek bir 6deme de yapilmayacaktr.

Sizmnle 1lgh tibla bilgiler gizh tutulacak, ancak ¢ahymanm kahtesim denetleyen
gorevhler, ebhk kumllar va da resmm makamlarca geremn  habnde
incelenebileceknr.

Bu galismaya katlmay: reddedebilirsimz. Bu arastmmava katlmak tamamen
1stege baghdw ve reddethfimz takdirde size uvgulanan tedawvide herhangz bar
degrsikhk olmayacaktir. Yine ¢absmamn herhangi bir asamasmda onayimz
gekmek hakkma da salupsim=.

iRanthmewmn/Hastanmn Beyani)
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TARIH- VERSHON 2

SEMEN ICIN EILGILENDRILMIS GONULLL OLUR FORRU

Savin viksek lisans égrencisi Merve DURAN tarafindan Necmethn Erbakan
Universitesi Tip Fakiltesi Histoloji ve Embrivoloji Anabilim Dah’nda tibbi bir
arastoma vapilacag belirhlerek bu arastuma ile @b yukandak: bilgler bana
aktanld: Bu bilglerden somra bovle bir arastymava “katlmmer™ olarak davet

Ezer bu arastbrmaya kathrsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilenn mzhlifme bu arastima swasinda da bavik dzen ve sav@m e
yaklasilacagina manmyorum. Arastrma sonuclanmin efiim ve bihmsel amaglarla
kullanm swrasmda kisisel bilgilenmin 1thtmamla korunacag koousunda bana
yeterll given venld:.

Projenin viiritiilmes: swasmda herhangi bir sebep géstermeden arastimadan
gekilebillnm. (dncak  aragnrmacilan  zer dunumda orakmamak  igin
aragtrmadan  gekilecegimi  dnceden  bildirmemim  wygum  elocagmm
Bilincindeyim). Aynea tibbi durumuma herhangy bir zarar venlmemes: kosuluyla
arastomaci tarafindan arashrma dig tutulabilioom.

Arastrma 1¢m vapilacak harcamalarla i1l;h herhang1 bir parazal serumlbuluk
altina prmuyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktor.

Ister dogrudan, 1ster delayh olsun arastuma uyvgulamasmmdan kavnaklanan
nedenlerle meyvdana geletilecek herhang: bar saglk sommumun ortaya qikmas:
halinde, her tirli tibbi mvidahalemin saglanacagn konusunda gerekh giivence
verldi. (Bu tbb mudahalelerle i@l olarak da parasal bir vik altma
Arasirma swasinda b saghk somunu ie karmlastfimda; herhangs bir saatte,
Prpf Dr Selcuk DUMAN" 0505 407 56 70 {cep) no’lu telefonlardan ve NEUTF
Histoloj ve Embnyelon Anabilim Dali adresinden arayabilecegion hilryorum.
Bu arestumaya katlmak zorunda defilim we katlmayvabilimm. Arastmava
katilmam konusunda zorlayic: bir davramsla karsilazms degilm. Eger katlman
reddedersem. bu durummun tbb bakimima ve wiksek hisans 6grencizi 1le olan
thskime herhangm bir zarar getimmevecegzim de bilvorum.

Bana vapian tim apklamalan ayrmtilanyla anlame; bulinmaktayim. Kend:
basmma belh b diginme stres: sonunda ad: gecen bu arashrma projesinde
“kathmer” olarak ver alma kararmw aldim. Bu konuda vapilan daveh biyik bar
memnunivet ve gomillialik icensinde kabul edryorum.

Imzal: bu form kigidinm bir kopyas: bana venlecektir.

Eanlmes
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TARIH-

VERSTYOM 2

SEMEN ICIN BILGILENDRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Ady soyadi:
Adres:

Tel.

Imza

Gorizme tamg
Ady soyadi:
Adres:

Tel.

Imza:

Katbme: ile gorusen vuksek lizans ogrencis
Adi sovady, unvam:

Adres:
Tel

iIIIIE
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Ek 3:

TARIH: VERSIYOM 2
KAN KGN BILGILENDIRILMIS GOMULLU OLUR FORMU
Savin gonilli,

Mecmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Y ardime: Ureme
Teknikler Unitesinde Histoloji-Embrivoloji Yiksek Lisans Ofrencizsi Merve
DUERAN’IN Yiksek Lizans Tezi amagh yvirittagimaz ‘"Basit vikama (zimple
washing) vontem 1le harnlanan semen Simeklermde Trombositlerden Zenmin
Flazma(TZF) mun etkisinin degerlendinlmes **adh arastymamza sizin de
katilmamz dmenvoruz. Calymava katlim génilkilik esasima dayahdir.
Earanmizdan dnee arastuma hakkinda siz hilgilendirmek 1stvormz.

Bu mlzilen okuyup anladikizn sonra arastrmava katilmak istersemz formm
imralayimez.

F

Yapacak oldufumur ¢abismamn amae mnfertilite sorume olan hastalarda alternatf
bir tedavi seqenedi olustwrmaktr. Necmettin Frbakan Universitesi Histoloji Ve
Embnvolon Anabihm Dal’'non crtak katlbion 1le gergeklestinlecek bu cahymava
katihmumz arastrmamin bazaris: 1¢in Snembidar.

1) Arastumamr ipin sizden 10ee kan almacaktw. Elde edilen kan
laboratuvarda saninfiiy ediip (yiksek devuh dondimme 1le)
TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA elde edilecektir. Elde edilen
Trombositten zengin plazmmalar donduwmlup buzdolabimn buzlufunda
saklanaczk, semen &Gmeklenmin gahslacazm  ginlerde cozdimrilip
kullamlacaktir.

2} Sizden kan alimmas: sizin igin herhang bir risk unswru olustormaz.

3} Semen harwhfinda dzel sivilarda rubin yvikama ve vizdirme metotlan su
anda kullamlmaktadwr. Biz de elde ethfimnz Trombositten zengin plazrmay:
bu galismada sperm yikama metodu olarzk kullanacagiz. Arashmamizda
Simple Washmgi{basit vikama) metodu kullamlacakhr.

4) Araztoma stres1 3 aydor.

5} Arastumaya Trombositten zengin plazma eldesi ipn kan verecek olan 10
ponilli, semen(sperm, men) 1om 1se 25 gondlli katilacakbr, Semen
drneklen ioin glinhik semen anah= vapilous hastalann analizden sonra atik
hedefli semenlen gomilli onay: alndiktan sonra calismaya dahlil edilecektir.
Goniillilenn vaj; arahklan 18-50 olarak belhrlenmastr.

Bu ¢abiymayva katlmamz ipin sizden herhangn bir fderet istenmevecektr.
Caliymava katildifimr 1cin size ek bir Gdeme de vapulmayacaktr.

Sizmle 1lgih tibbe bilgiler mizh tutulacak, ancak ¢alismanm kahtesim denetleyen
gareviiler, ek kurullar va da resoi makamlarez gerefl halmde meelenshilecektir,

A1
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TARIH: VERSIYON 2
KAN ICIN BILGILENDIRILMES GONULLU OLUR FORMU
Bu galiymaya katlmay: reddedebilirsimz. Bu arashmmava katlmak tamamen
1stege baghdw ve reddethfmimz takdude size uvgulanan tedavide herhangz bar
degisikhk olmayacaktir. Yine ¢alismamn herhanz bir asamazinda onavimz
gekmek hakkma da salipsimz.

{Eanhmeimn/Hastanin Bevam)

Savin wviksek lizans 6grencizi Merre DURAN tarafindan Necmetin Erbakan
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoleji Anabilim Dab'nda tibbi bir
arastoma yapilacag: belirhlerek bu arajhmma ile 1lgzh yukandak: balgler bana
aktanld: Bu bhilgilerden sonra bévle bir arastumaya “katlmer” olarak davet

Efer bu arsstrmava katilrsam hekim ile aramda kalma=i gereken bana ait
bilzilenn m=zhhfme bu arajtrmz swasinda da bivik ozen ve sayz e
vaklasilacagina mantyorum. Arastima sonuglanmn efifim ve bilimsel amaglarla
kullanm swrasmda kisisel bilgilenmin ihfimamla korunacag: koousunda bana
yeterll given venld:.

Projenin viimitilmes: sirasmda berhangm bir sebep gostermeden arajtimadan
gekilebilmm. (dncak aragnrmacilan  zer dwumda  brakmamak  igin
aragtrmadan  ¢ekilecegimi  dnceden  bildirmemim  wygun  elacagimm
bilincindeyim). Aynea ibh durumuma herhang bar zarar venlmemes: kosuliyvla
arastymacs tarafindan arashrma dis tutulabalirom.

Arastima 1¢in vapalacak harcamalarla 1lgih herhang bar parasal sorumluluk altma
gimurvorum. Bana da bar ddeme yapilmavacaktr.

Ister dogrudan, ister dolayk olsun arajtvma uygulamasmdan kaynaklanan
pedenlerle mevdana gelebilecek herhang bir saglik sorunuwmun ortava gkmas
halinde, her tirli tthbi miidahalenm saglanacagn komusunda gerekh givence
verddi. (Bu tbt mudahalelerle i@l olarak da parasal bar ik altma
gumeyecegim).

Araztimma srasinda bir saglhik somunu ile karplashgunda; herhang bar saatte, Prof.
Dr. Seleuk DUMAN 0505 407 56 70 (cep) numarah telefonlardan ve NEUTF
Histoloj1 ve Embnyolop Anabilim Dali adresinden arayabilecegiom babrvorum.

Bu arstrmaya katlmak zorunda demlim ve katlmavabilbinm. Arastimaya
katilmam konusunda zorlayica bir davramisla karsilasoms degihim Eger katlman
reddedersemn, bu duwumun b bakimma ve wiksek hisans Sgrencizi ie olan
ihskime herhang bir zarar getrmeyecegim de bibivorum.

Bana yapilan tim apklamalan ayrmblanyla anlame; bulonmaktayim. Kenda
bagma bellh br disinme sires1 sonunda ad: gegen bu arajhrma projesinde

a2
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TARIH: VERSIYOM 2
KAM ICIN BILGILENDIRILMES GOMULLU OLUR FORMU
“kablmer” olarak ver alma karanm aldim. Bu konuda vapilan davefn biyik bar
memnuniyet ve gomillilik igensinde kabul ediyorum.

Imzah bu form kiZidimm bir kopyas bana verilecektir.
Katnhmae

Ady soyadi:
Adres:

Tal

Imza

Gorisme tanign
Ady soyadi:
Adres:

Tel

Imza:

Kanhme: ile gorusen yuksek lisans agrencisi
Adi sovads, unvam:

Adres:
Tel

j:IIIIE
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