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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA(TZP) iLE MUAMELE EDILMIiS SEMEN
ORNEKLERINDE ODA ISISI (+23+2°C) VE SOGUK ORTAM SARTLARININ (+4°C) SPERM
PARAMETRELERI VE KROMATIN YAPISINA ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

Giil KARAKUS
HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi- KONYA 2019

Gliniimiizdeki yasam sartlarinda cesitli bircok sebepten dolayi ¢iftlerin dogal yollarla gebelik
elde etme sanslari azalmaktadir. Gebelik elde etme imkanlarinin saglanabilmesi i¢in birgok ¢iftin
yardimer iireme tekniklerine (YUT) bagvurmasi sonrasinda yapilan semen analizi ile bireyin
fertilizasyonda onemli roli olan sperm motilite, konsantrasyon ve morfoloji gibi kriterleri
degerlendirilmektedir. Bu kriterlere ek olarak fertilizasyonun basarilt bir sekilde gergeklestirilmesi ve
sagliklt bir embriyonun gelisimi igin sperm deoksirio niikleik asitinde (DNA) herhangi bir hasar
bulunmamasi ve DNA biitiinliigii olduk¢a 6nemlidir. Trombositler ise igerisinde yer alan graniillerin
hemoostaz, inflamasyon, kemik ve yara iyilesmesinde gorevli pek cok protein ve biiylime faktoriinii
icermesi trombositlerin yogunlastirilarak klinikte yara, kemik iyilesmesi gibi alanlarda kullaniminin
giindeme gelmesine neden olmugtur. Trombositlerden yogunlagtirilarak elde edilen trombositten zengin
plazma (TZP), kandan elde edilmesinin kolay olmas1 ve gerceklestirilen arastirmalarda herhangi bir yan
etkisinin ortaya c¢ikmamis olmasi sebebiyle giiniimiizde kullannmi mevcut, alternatif tedavi
yontemlerinden biri olarak arastirilmaktadir.

Calismamizda bu disiincelere dayanarak basit yikama yontemine aktive edilerek hazirlanmig
TZP (A-TZP) ilavesiyle hazirlanan semen 6rneklerindeki sperm motilite ve konsantrasyon degerlerinin
degerlendirilmesi, hazirlanan 6rneklerin bir gece farkli ortam sicakliklarinda saklanmasinin sperm
motilite parametreleri iizerine olasi etkilerinin degerlendirilmesi, sperm DNA kromatin yap1
hasarlariin uygulanan anilin mavisi boyamasi ile incelenerek istatistiksel analizinin yapilmasiyla A-
TZP’nin alternatif bir sperm yikama medyum suplementi olarak kullanilabilirliginin arastirilmasi
amaglanmistir.

Calismamizda 20 saglikli goniilliiden kan alinip manuel olarak A-TZP hazirlanmigtir. Goniillii
hastalardan semen i¢in onam formlar1 alindi ve spermiogram analizi sonucunda azospermi durumu
gostermeyen 20 hasta 6rnegi ¢alismaya dahil edildi. Her bir semen drnegi fosfat tamponlu tuz (PBS) ile
muamele edecegimiz kontrol grubu ve A-TZP ile muamele edecegimiz deney grubu olarak iki gruba
ayrildi. Gruplara basit yikama yontemi uygulandi ve elde edilen son 6rneklerin Makler kamarasinda
sayimlari yapildi ve sperm konsantrasyon ve motilite verileri kaydedildi. Bu islemlerden sonra +234+2°C
ve +4°C’de bir gece birakilmak tizere deney ve kontrol grubundan ikiser 6rnek ayirildi. Bir gece
sonunda her bir gruptaki iki 6rnegin sperm konsantrasyon ve motilite verileri kaydedildi ve drnekler
anilin mavisi ile boyanarak DNA kromatin yapilari incelendi. Orneklerin anilin mavisi boyamasindan
sonra sonuglar1 kaydedildi ve elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizleri yapildi.

Yapilan degerlendirmede A-TZP ile muamele edilen deney grubu 6rnekleri hem basit yikama
islemi sonrasinda hem de bir gece saklama sonrasinda kontrol grubu orneklerinin verileri ile
karsilastirildiginda motilite degerleri olarak daha anlamli bulunmustur (p<0.05). Deney grubu igerisinde
+23+2°C’de saklanan drneklerin motilite bulgular1 +4°C’de saklanan 6rneklerin bulgularina gore daha
iyi ¢ikmustir. Bir gece sonrasinda anilin mavisi boyama iizerine elde edilen verilere bakildiginda deney
grubu +4°C’ye birakilan &rneklerde anilin mavisi negatif boyanan spermler daha fazla olup diger
orneklere gore daha olumlu bulunmustur (p<0.05).

Sonug olarak; A-TZP kullaniminin spermde hem motilite hem de sperm DNA kromatin yapis1
iizerine art1 yonde bir etkisinin oldugu calismamizla gosterilmis oldu.

Anahtar Kelimeler: Anilin Mavisi; Deoksiribo Niikleik Asit (DNA); Trombositten Zengin Plazma
(TZP).
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THE EVALUATION OF ROOM TEMPERATURE (+234+2°C) AND COLD ENVIRONMENT
(+4°C) SPERM PARAMETERS AND CHROMATIN STRUCTURE IN SEMEN SAMPLES
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The chance of achieving pregnancy for couples with natural ways is decreased recently because
of lots of various reasons under today’s living conditions. After the appeal of lots of couples to assisted
reproductive techniques for a possibility of achieving pregnancy, with semen analysis, the criteria like
sperm motility, concentration and morphology which have a significant role in individual fertilization
are evaluated. In addition to these criteria, it is very important that the sperm deoxyribio nucleic acid
(DNA) is not damaged and that the integrity of DNA is very important for successful fertilization and
development of a healthy embryo. Thanks to granules inside thrombocytes, platelet includes a lot of
protein and growth factor which are responsible for homeostasis, inflammation, bone and wound healing,
so the idea to use platelets in clinics to heal bone and wounds after it is concentrated became popular.
Platelet-rich plasma (PRP) obtained by concentration from platelets is being investigated as one of the
alternative treatment methods available today because it is easy to obtain from blood and no side effects
have been observed in the studies performed.

By considering these thoughts, in our work, the purposes are investigating the evaluation of
sperm motility and concentration values in semen samples prepared by adding activated PRP(A-PRP)
to simple washing method and the evaluation of possible impacts of prepared samples, which are waited
a night in different ambient temperatures, on sperm motility parameters, also after statistical analysing
of sperm DNA chromatin structure damages by implementing aniline blue painting, the usability of A-
PRP as an alternative supplement for sperm washing medium.

In our study, blood was drawn from 20 healthy volunteers and A-PRP was prepared manually.
Consent forms for semen were obtained from volunteer patients and 20 patients who did not show
azoospermia status were included in the study. Each semen sample was divided into two groups. First
one is the control group treated with phosphate buffered saline (PBS) and the other is the experimental
group treated with A-PRP. Simple washing method was applied to the groups and the final samples
were counted in the Makler chamber, also sperm concentration and motility data were recorded. After
these procedures, two samples were separated from the experimental and control groups by living theme
overnight at +23+2°C and +4°C. At the end of the night, sperm concentration and motility data of two
samples in each group were recorded and samples were stained with aniline blue to examine DNA
chromatin structures. After the aniline blue staining of the samples, the results were recorded and all
data were analysed statistically.

In the evaluation, the experimental group samples treated with A-PRP were found to be more
significant as motility values when compared with the data of the control group samples after both
simple washing and overnight storage (p<0.05). Motility findings of samples stored at +23+2°C in the
experimental group were better than those of samples stored at +4°C. After a night, when the data of
aniline blue staining obtained, aniline blue negative stained sperm was higher in the samples that were
left to +4°C in the experimental group and it was found to be more positive than the other samples (p
<0.05).

In conclusion, it has been shown in our study that the use of PRP has a positive effect on both
motility and sperm DNA chromatin structure of sperm.

Key Words: Aniline Blue; Deoxyribo Nucleic Acid (DNA); Platelet-Rich Plasma (PRP).
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1. GIRIS VE AMAC

Glintimiizde infertilite problemi yasayan ciftlerin sayist giderek artmaktadir.
Infertilite olgularinin %50’si kadin, %40°1 erkek ve %10’u ise sebebi aciklanamayan
nedenlerden dolay1 olusmaktadir. infertilite probleminin ¢dziime ulastirilmasi icin
hem kadin hem de erkek bireylerde cesitli arastirmalar siirdiiriilmektedir. Infertilite
tedavisinde yardime1 iireme teknikleri (YUT) igerisinde; intra uterin inseminasyon
(IUI, Asilama), in vitro fertilizasyon (IVF) ve intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) olmak tizere bircok yontemin kullanimi mevcuttur. Yardimer iireme
tekniklerinde erkege bagl infertilite nedenlerini aragtirmak ve tespit etmek amactyla;
semen analizi ile hem ejakiilatin fiziksel 6zellikleri (voliim, viskozite, pH vb.) hem de
sperm konsantrasyonu, sperm sayisi, Sperm motilitesi, viabilitesi ve morfolojisi gibi
sperm Kkriterleri degerlendirilmektedir. Bu kriterlere ilave olarak fertilizasyonun
basarili bir sekilde gerceklestirilmesi ve saglikli bir embriyonun gelisimi i¢in sperm
DNA’sinda herhangi bir hasar bulunmamasi ve Deoksiribo Niikleik Asit (DNA)
biitiinliigii oldukga dnemlidir (Budak 2014; Hatiboglu 2014). Oyle ki, elde edilen
spermlerin DNA yapilarinin bilinmemesinin, kullanilan yéntemlerde hasarli DNA’ya
sahip spermlerle islem yapilmasinin basar1 oranlarinda diisiise sebebiyet verdigi gesitli

caligmalarca gozlemlenmistir.

Trombositler, kemik iligindeki megakaryositlerden gelisen ¢aplari 2-4 um olan
cekirdeksiz, kiigiik, membranla ¢evrili sitoplazmik hiicre fragmantlaridir (Ross ve
Pawlina 2014). Trombositlerde bulunan o graniilleri i¢erisinde belli bir diizen iginde
birlikte c¢alisarak inflamasyon, hiicre farklilasmasi-proliferasyonu ve doku
rejenerasyonunu uyaran ve anjiyogenez, hemostazis gibi siireglerde 6nemli rolii olan
bir¢cok molekiilii icermektedir (Aydemir ve Karadag 2009; Cansever 2017). Bunlarin
disinda ise oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu azalttigi ve
cesitli antioksidan enzimlerin ekspresyonunu yukari regiile ettigi yapilan arastirmalar

sonucunda bildirilmistir (Sekerci ve ark. 2017; Matz ve ark. 2018).

Normal bir kan 6rneginde %6°lik bir trombosit dagilimi bulunmaktadir.
Trombositten zengin plazma (TZP) ise otolog kandan elde edilen, trombosit
bakimindan daha yiiksek konsantrasyona sahip plazma fraksiyonudur. TZP tedavisinin
temel prensibi yiiksek trombosit konsantrasyonunu hedef bolgeye uygulayarak insan

viicudunun dogustan gelen tamir yeteneginin arttiritlmasiyla hiperfizyolojik bir



biiyiime faktorii konsantrasyonu olusturarak hasar bolgesinde iyilesme potansiyelini
hizlandirmaktir (Hanct ve ark. 2015; Epifanova ve ark. 2017). TZP; igeriginde cesitli
bliylime faktorleri icermesi, kolay bir sekilde elde edilmesi ve herhangi bir yan etkiye
sebebiyet vermemesi sayesinde son yillarda siiregelen calismalarda islevlerinin

arastirildigi alternatif bir tedavi yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Yardimer ilireme tekniklerinden olan IUI teknigi ile sperm hazirlamada
kullanilan basit yikama (Simple Washing) islemi yiiksek oranda sperm eldesi
saglamakta olup, semen numunelerinin kalitesi iyi oldugu takdirde, yeterli olmaktadir
(WHO 2010). Sperm niikleusuna baktigimizda spermatogenez esnasinda niikleer
histonlarin sperme 6zgii protaminler ile birlegsmesi ve protaminler arasinda yer alan
capraz disiilfit baglar1 sayesinde sperm DNA’sinin hem kararli bir hale getirilmesi hem
de sikica paketlenmesi saglanir. Anilin mavisi boyasi ise lizinden zengin histonlarla,
arjinin/sistein zengini protaminlerin ayriminda kullanilmaktadir (Wong ve ark. 2008;
Tekden Kirgiz 2015).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak yaptigimiz ¢alismada aktive edilerek hazirlanmig
TZP (A-TZP) katkili basit ytkama metodumuzun ve kullanilan yontem ile hazirlanan
spermlerin bir gece farkli ortam sicakliklarinda saklanmasinin sperm konsantrasyon
ve motilite parametreleri iizerine olasi etkilerinin degerlendirilmesi ve bunlarin yani
sira sperm DNA kromatin yap: hasarlarinin uygulanan anilin mavisi boyamas: ile
incelenerek istatistiksel analizinin yapilmasiyla A-TZP’nin alternatif bir sperm yikama

medyum suplementi olarak kullanilabilirliginin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. ERKEK GENITAL SISTEMIi

Erkek genital sistemi; skrotum igerisinde asili, sperm iiretilmesi ve
sentezlenmesini saglayan, androjenleri salgilayan iki adet testisten; liretilen spermlerin
olgunlagsmasi, tasimmasi ve depo edilmesinde gorevli dig genital kanallar olan
epididimis, duktus deferens, duktus ejakiilatoryus ve liretranin bir kismindan; ejekiilata
katilan karisik salgilar iireten, genital sistemin kanallar1 boyunca yerlesmis aksesuar
cinsiyet bezleri olan vezikiila seminalis, prostat bezi ve bulboiiretral bezlerden; son
olarak da erektil doku Ozelligindeki, idrar ve seminal sivinin disart atildigi ve
kopulasyonun saglandigi ortak bir organ olan penisten olusmaktadir (Birdal 2010; Kog
2015; Yokus 2015). Bu dis ve i¢ organlarin bulundugu erkek genital sistemi;
spermlerin siirekli olarak iiretimini, beslenmesini ve gegici olarak depo edilmesini,

erkek seks hormonlari olan androjenlerin sentezlenip salgilanmasini saglamakta

gorevlidir (Javadova 2008; Birdal 2010; Tosumoglu 2018).
2.1.1. Testis Gelisimi

Testislerin gelisimi; endokrin, parakrin, bliylime ve mekanik faktorlerinin yer
aldig1 kompleks bir etkilesim sayesinde saglanmaktadir (Tuncel 2013). Fertilizasyon
ile olusan genetik cinsiyet dollenme sonrasinda XX veya XY kromozomlarina sahip
olup yedinci haftaya kadar birbirine benzeyen farklanmamis gonadlar olarak gozlenir
(Sat1 2005; Budak 2014). Yedinci haftayla birlikte gonad, testis ya da overe
farklanmaya baglar (Birdal 2010; Tuncel 2013). Y kromozomunun kisa kolu
tizerindeki cinsiyet belirleyici bolgede yer alan gen tarafindan kodlanan testis
belirleyici faktor (TBF), testikiiler farklilagmay1 saglayarak testis gelisimini baglatmis
olur. TBF’ nin etkisiyle primer cinsiyet kordonlar1 uyarilarak farklanmamis gonadin
medulla i¢lerine kadar iner ve kordonlarin dallanarak anastomozlasan bir yap1 haline

gelmesiyle rete testis olusturulur (Tuncel 2013; Budak 2014).

Fetiiste testikiiler gelisim i¢in oldukca karakteristik olan tunika albugineanin
gelisimiyle cinsiyet kordonlariin (seminifer=testikiiler kordonlarin) yiizey epiteli ile
olan baglantilar1 son bulur. Testis geniglemesini siirdiirerek mezonefrozdan ayrilir ve
mezorsiyum ile asili hale geger. Seminifer kordonlar seminifer tiibiillere farklanarak

rete testis ve tubuli rekti ile baglanti kurar (Sahin 2010; Budak 2014). Seminifer
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tiibiiller intertisyel dokuda bulunan Leydig hiicrelerini olusturan mezensimden
ayrilirlar (Sahin 2010; Budak 2014). 8. haftayla birlikte Leydig hiicreleri, mezonefrik
kanallarin ve dis genital yollarin erkeklik yoniinden farklilasmasini tetikleyen
androjenik hormonlar olan testosteron ve andosteronu salgilamaya baslar (Sat1 2005;
Sahin 2010; Budak 2014). insan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu testosteronun
tiretimini stimule eder, hormonun miktar1 8-12 haftalik periyotta en yiiksek degerine
ulasir (Sat1 2005; Sahin 2010). Destek hiicre roliindeki Sertoli hiicreleri antimiillerian
hormon (AMH) veya miillerian inhibitor madde (MIS) olarak adlandirilan bir hormon
salgilarlar. Puberte donemine kadar salgilanan daha sonrasinda ise seviyesi azalan bu
hormon, paramezonefrik (Miillerian) kanallarin uterovajinal primordiyum seklinde
gelismesini engeller (Birdal 2010; Sahin 2010; Budak 2014). Seminifer tibiiller,
puberteye kadar olgunlagsmamis halde kalirlar, puberteden itibaren liimenleri meydana
gelir. Daha sonraki gelisim esnasinda testis yiizey epiteli diizleserek eriskin testisinin
dis yiizeyinde yer alan mezoteli olusturur. Rete testis, epididimis ile baglantili olan
mezonefrik kanalciklardan gelisen efferent kanallarla devam eder. Epididimis
distalinde kalin bir diiz kas tabakasi kazanan mezonefrik kanal deferens kanalinmi
meydana getirir. Duktus deferensin ucundan disa dogru seminal vezikiiller gelisir ve
bunlarin kanallar1 ile iiretra arasinda kalan boliime ejakiilator kanal ad1 verilir (Birdal

2010; Sahin 2010; Budak 2014).
2.1.2 Testisin Yapisi

Fetal donemin erken safhalarinda, karmn boslugunda bobreklerin yakininda
gelisen testisler, fetiis gelisimini ilerlettik¢e androjenlerin kontrolii altinda asagi dogru
hareket ederek dogumdan hemen 6nce inguinal kanal araciliginda skrotuma inerler.
Testisler, spermin iiretimi, depolanmasi ve testosteron hormonunu salinimindan
sorumlu erkek tireme organidir. Tubuli rekti ve rete testisi igerisinde yerlesik olarak
bulunduran testisler; oval yapida, 10-14 gr agirhiginda, 3 cm kalinliginda, 2-3 cm
genisliginde, 15-20 ml hacminde ve yaklasik 4 cm uzunlugundadir. Testisler en dista
deri fibroz kilif ve kas liflerinden olusan skrotum ile ¢evrilidir. Skrotum igerisinde;
testis, epididimis, duktus deferensin bir kism1 ve bu organlara gelen kan damarlarini
ve sinirleri bulundurur. Ayrica skrotumun kasilip-gevsemesiyle testislerin viicut
1s1sindan 2°-3° C daha diisiik olan belirli bir 1sida kalmasi da saglanir (Osalou 2013;
Budak 2014; Karamazak 2014; Ustiiner 2014).



Abdomen disinda yer alan testisler, distan 3 tabakadan olusan testikiiler kapsiil
ile sarilidir. Skrotuma inis esnasinda testislerin beraberlerinde siiriikledigi periton
kismindan koken alan tunika vajinalis bu kapsiiliin en dista yer alan tabakasidir.
Visseral ve pariyetal tabakalar1 arasindaki ser6z bosluk sayesinde testisin skrotum
icerisinde hareket edebilmesini saglar (Birdal 2010; Ross ve Pawlina 2014). Tunika
albuginea, kapsiiliin en belirgin tabakasi olmakla birlikte diiz kas hiicreleri ve kollajen
lifler igeren sik1 bag dokusu yapisindadir (Budak 2014; Karamazak 2014; Ross ve
Pawlina 2014). Testikiiler kapsiilin en i¢ tabakasi olan tunika vaskiiloza ince bir
areolar bag dokusu igerisine gomiilmiis olan kan damarlar1 aglarindan olusmustur.
Aorta abdominalisin dallar1 olan arteria testikiilarisler tarafindan testislerin beslenmesi
saglanir ve her bir testisin arka tarafindan ¢ikan kiigiik venlerin birlesmesiyle
pampiniform pleksus adi verilen vendz ag olusturulur (Karamazak 2014; Kizilkan
2015).

Tunika albuginea testisin posterior yiizeyinde kalinlasir ve mediastinum testis
olarak organ igerisine sokulur. Mediastinum testisten kapsiile dogru ince, fibroz
uzantilar uzanarak testisin i¢ kismini sayilar1 200-250 kadar olan piramidal
kompartmanlara boler. Bu bolmelere lobuli testis (testis lobiilleri) ad1 verilir. Testis
lobiillerinin apeksleri mediastinuma dogrudur. Her bir lobiilde sayilari 1 ile 4 arasinda
degisen olduke¢a kivrintili seminifer tiibiiller yer alir. Seminifer tiibiillerin mediastinum
testiste bulunan diiz kisimlarina tubulus recti (diiz tiibiiller) denir. Tubulus recti
mediastinum testiste rete testis denilen anastomoz gosteren kanallar sistemi ile devam
eder. Bu kanallar sistemi testis sivisim1 ve {iretilen spermaozoonlar1 epididimisin
proksimal kismina ulastirir. Uretra ile birlikte testisleri viicut disina baglayan boliim

son bulmus olur (Birdal 2010; Budak 2014; Karamazak 2014; Bilgi¢ 2015).

Testisler histolojik yonden iki kisimda incelenmektedir. Bu kisimlar
spermlerin olusum yerleri olan seminifer tiibiiller ve intertisyel doku igerisinde kan ve

lenf damarlari ile birlikte Leydig hiicrelerini barindiran interstiyumdur (Bilgi¢ 2015).
2.1.2.1. interstisyum

Interstisyum, seminifer tiibiillerin arasin1 dolduran gevsek bag dokusu
icerisinde kan kapillerleriyle birlikte fibroblastlari, makrofajlari, mast hiicrelerini ve

bunlarin etrafinda yer alan tek ya da gruplar halinde bulunan Leydig hiicrelerini ve



kasilabilir 6zellikteki miyoid hiicrelerini barindirir (Birdal 2010; Hatiboglu 2014;
Bilgi¢ 2015).

Leydig Hiicreleri: Interstisyel alanda diizensiz bir sekilde bol miktardaki kan
damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler arasinda yer alirlar. Yuvarlak veya koseli sekilli,
testise 6zgili 15-20 um ¢apinda hiicrelerdir. Steroidogenezin ve testis homeostasizinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bu hiicreler ayni zamanda erkek steroid hormonu
olan testosteronun iiretim ve salgilanmasindan da sorumlu olan hiicrelerdir (Tuncel
2013; Hatiboglu 2014; Ustiiner 2014). Viicutta bulunan testosteron
hormonunun %95’i Leydig hiicreleri igerisinde kolesterolden sentezlenerek
tiretilmektedir. Kalan %>5’lik kisim ise adrenal korteks tarafindan tiretilmektedir.
Testosteron liretimi, embriyonik gelisim, seksiiel olgunlagsma ve iireme fonksiyonlari
icin gereklidir. Testosteronla birlikte Ostrojen gibi etkisi bulunan dstradiyol da Leydig
hiicrelerinden salgilanmaktadir. Hipofiz 6n lobunun hormonu olan Folikiil stimiilan
hormonun (FSH) ve interstisyel hiicreleri stimiile eden hormon (ICSH) tarafindan
Leydig hiicrelerinin denetlenmesi saglanir. Puberte doneminde gonadotropik
stimiilasyona ugrayarak yasam boyu aktif kalacak sekilde yeniden androjen salgilayan
hiicrelere donisiirler (Birdal 2010; Oguz 2013; Bilgi¢ 2015).

2.1.2.2. Seminifer Tiibiiller

Testis hacminin %85-90’1n1 olusturan, spermatogenezin gerceklestigi ve
testislerin parankimasini olusturan boliimdiir (Sat1 2005; Bilgi¢ 2015). Her iki testiste
yaklagik 1000 civart bulanan, 150-200 pm ¢apta ve 20-80 cm uzunlugunda oldukga
kivrintilt kanalciklar yapisidir. Seminifer tiibiillerin, 4-8 tabakali bir epiteli vardir ve
tiibiil liimeni spermatogenik hiicre bigimlerinin farkliligi nedeniyle diizensiz
goriintimliidiir (Bilgi¢ 2015; Caner 2015). Tiim tiibiil boyunca doseli destek hiicreleri
olan Sertoli hiicreleri ve bazal lamina iizerinde yer alan spermatogonyal germ
hiicreleriyle birlikte gelisimin her evresindeki germ hiicrelerini igeren seminifer
tiibiiller; erkek {ireme hiicreleri olan spermatozoonlarin iiretim yeridir (Sat1 2005;

Caner 2015; Sahin 2016).

Sertoli Hiicreleri: Bazal membrandan liimene kadar seminifer tiibiiliin tim
tabakalarinda yer alan intra embriyonik sélom epitelinden gelismis hiicrelerdir.

Cogalma 6zelliginde olmayan, uzun, apikal ve yan yiiz farklanmalari olan bu prizmatik



hiicreler, tiibiiller arasindaki boslukta ve tiibiil liimeni arasinda koprii gorevi
yapmaktadir. Seminifer epitel Siklusunun koordinasyonunu saglayan Sertoli

hiicrelerinin islevlerini su sekilde siralayabiliriz:

- Spermatogonyal germ hiicrelerinden baslayarak spermatozoon olusumuna
kadar gelisen sperm hiicrelerinin desteklenmesini, korunmasint ve

beslenmesini saglamak,

- Birbirleri ile yaptiklart siki baglanti kompleksleri sayesinde kan-testis
bariyerini olusturarak kisinin kendi spermine karsi otoimmiin cevap veya

antikor olusurmasini 6nlemek,

- Spermatogenez sonunda olusan sitoplazma artiklarin1 ve apoptoza gidecek

olan spermatogenik hiicrelerin fagosite edilmesini diizenlemek

- Seminifer tiibiil limeninde olgun hale gelen spermin salinimini ve protein ve

Iyonlardan zengin bir siviy1 salgilamak,

- Spermatogenez i¢in 6nemli, testosteron konsantrasyonunu artirmayi saglayan

androjen baglayici proteini iiretmek ve salgilamak,

- Folikiil stimiilan hormonun hipofiz bezinden salinmasimi 6nleyen inhibin

hormonunu salgilamak

- Ureme organlarinin gelisimi esnasinda Miillerian kanallarm gerilemesini
saglayan anti miillerian hormonu tretmek ve salgilamaktir (Aydiner 2008;

Hatiboglu 2014; Caner 2015).

Spermatogenik hiicreler: Primordial germ hiicrelerinden koken alarak
gonositlerden kaynaklanan spermatogenik hiicreleri; seminifer tiibiil epitelinin
cogunlugunda bazal lamina ve tiibiil liimeni arasini1 dolduracak sekilde 4-8 tabakali
halde bulunur ve diizenli bir sekilde boliinerek olgun spermlere farklanirlar.
Olgunlasmanin ve farklilasmanin degisik evrelerindeki hiicre tipleri bazalden liimene
dogru sirasiyla spermatogonyumlar, primer spermatositler, sekonder spermatositler,
spermatidler ve spermiyumlar olarak dizilmislerdir (Mutlu 2013; Osalou 2013;

Ustiiner 2014). Seminifer tiibiillerin bazal membrani {izerinde kan-testis bariyerinin

disinda yer alan, yaklagik 12 pm ¢apindaki spermatogonyal kok hiicreler, kiiciik



diploid germ hiicreleri olup puberteye kadar boliinmeye ugramazlar. Dogumdan
onceki donemde ortaya ¢ikan farklilasmamis germ hiicreleri ¢ekirdekleri koyu ve acik
olarak boyanan olmak tizere iki popiilasyondan olusur. Cekirdekleri koyu boyanan tip
A (Ad) bazal membrani lizerinde kok hiicreler olarak boliinmeyi siirdiiriirken
boyanmalar1 acik olan tip A (Ap) mitoz bdliinme gecirip farklilagarak primer
spermatositlere siireklilik saglayan Onciil hiicreler olan tip B spermatogonyumlari
olusturur. Spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleri primer spermatositlerdir.
Spermatogonyumlar f6tal hayatta inaktif durumda olup mitotik hiicre boliinme

siirecine puberte doneminde baslarlar (Birdal 2010; Tuncel 2013; Onel 2016).
2.1.3. Spermatogenez

Spermatogenez; erkek ilireme organinda primitif erkek germ hiicrelerinin
olugmasini, sayilarinin artmasint ve olgun spermlere donilismesini saglayan;
spermatogonyumun birincil spermatosit, ikincil spermatosit ve spermatid evrelerini
gecirerek spermatozoanin meydana getirildigi siiregtir. Karmasik ve yiiksek
organizasyonlu bir siire¢ olup, her biri spesifik germ hiicre tipiyle baglantili olan {i¢
asama icermektedir. Bu asamalar; spermatogonyumlarin proliferasyon asamasi olan
mitoz, spermatositlerin olusturulma ve DNA rekombinasyonunun gerceklestirildigi
asama olan mayoz ve son olarak spermatid farklilasmasinin gergeklestirildigi
spermiyogenez asamasidir. Bu iic asama farklanmamis 46 kromozom igeren
spermatogonyumlarin 23 kromozom igeren yiiksek ozellikteki sperm hiicrelerine

doniismesiyle sonuclanir (Cankaya 2006; Oguz 2013; Hatiboglu 2014; Onel 2016).

Seminifer tiibiiller icerisindeki  kok  hiicre rezervini = olusturan
spermatogonyumlar diizensiz araliklarla mitoz boéliinme gegirerek koyu tip A
spermatogonyum ve acik tip A spermatogonyumlart olusturur. Ag¢ik tip A
spermatogonyumlar testosteronla uyarildiktan sonra proliferasyon agamasina gegerek
tip A ve tip B spermatogonyumlarin tiretilmesini saglarlar. Seminifer tiibiil bazalinde
en ¢ok bulunan spermatogonyum olan tip B spermatogonyumlar biiyiir ve asamali bir
geligsme sonrasinda mitoz boliinme gecirerek primer spermatositlere doniisiirler. Mitoz
asamasindan sonra her primer spermatosit indirgenme boliinmesi olan mayoz boliinme
asamasina girer. Mayoz boliinme siirecinde spermatositler Sertoli hiicreleri arasindaki
sik1 baglantilar {izerinde bulunurlar ve mayoz béliinme kan-testis bariyeri icerisinde

gerceklesir. Mayoz boliinmenin ilk fazindan sonra diploid yapidaki 46 kromozomlu



primer spermatositler iki adet haploid yapidaki sekonder spermatositi meydana getirir.
Olusan sekonder spermatositler mayoz boliinmenin ikinci agamasini tamamlayarak
dort adet 23 kromozom sayisina sahip spermatidleri meydana getirir. Sekonder
spermatositlerin yar1 ebatinda olan spermatidler yaklasik 16-22 giin siirecek olan
spermiyogenez asamasina girerek dort adet olgun spermin olusumunu saglarlar.
Spermiyogenez, spermatogenezin son asamasi olmakla birlikte akrozom yapisinin
gelismesi, flagellum (kamg1) gelisimi ve niikleer yogunlasma olmak {izere ii¢ ana olay

ile karakterizedir (Cankaya 2006; Dogan 2008; Hatiboglu 2014; Karamazak 2014).

1. Akrozom yapisinin gelismesi: Akrozom yapisi, déllenme igin gerekli son derece
onemli hidrolitik enzimlerin depolandigi ve siirekli olarak sentezlerinin
gergeklestirildigi bir kesedir. Akrozom yapisi gelisimini; Golgi, kep, akrozomal ve
olgunlagma evresi olmak tizere dort evrede tamamlar (Hatiboglu 2014; Bay 2015;
Caner 2015).

Golgi evresi, spermatidlerin sitoplazmalarinda niikleusa yaklasik bir alanda
belirgin bir sekilde Golgi kompleksi, mitokondriler, serbest halde ribozomlar, bir ¢ift
sentriol ve endoplazmik retikulum yer alir. Periyodik-asit schiff (PAS) ile boyanan
glikoproteinlerden zengin proakrozomal graniiller Golgi kompleksinde birikerek
hemen sonrasinda membranla smirlanip akrozomal vezikiil igerisinde tek bir
akrozomal graniilii olusturur. Akrozomal graniil koyulagarak biiytlirken sentriol ¢iftleri
niikleusun karsisinda hiicre ylizeyine yakin bir yerde konumlanir, sitoplazmada yer
alan mitokondriler de hiicre ¢eperine dogru yerlesirler (Hatiboglu 2014; Bay 2015;
Caner 2015).

Kep evresi, akrozomal vezikiiliin akrozomal graniilden yogunlagmasiyla
niikleusun 6n kismini kaplayan akrozom basligi olusur. Olusan akrozomal baglik
akrozom igerigini sararak akrozomun i¢ ve dis zar yapilarint meydana getirir. Niikleus
zariyla akrozomun i¢ zar1 arasinda graniiler-filament6z bir madde olusur. Akrozom
bolgesinde bulunan niikleus zar1 porlarini kaybeder ve i¢ tarafindaki kromatinlerin
yogunlagmasi sebebiyle daha yogun bir goriiniime sahip olur (Hatiboglu 2014; Bay
2015; Caner 2015).

Akrozomal evre, spermatid morfolojisinin olduk¢a ¢ok sayida degisiklige

ugradig1 bir evredir. Hyaliironidaz, asit fosfataz, akrozin, néraminidaz ve tripsin



benzeri proteaz yapidaki hidrolitik enzimleri igeren akrozomun yer aldig1 hiicrenin 6n
kutbu seminifer tiibiil bazaline dogru yonelir bu esnada niikleus daha yogun hale gelir
ve incelip uzayarak hafifce diizlesir. Hiicre zarinin lizerine dogru yaklasan niikleus tam
bir sperm basini olusturur. Akrozomal evre tamamlandiginda Golgi kompleksi
niikleusun 6n tarafindan sitoplazmanin yogunlastigi yere dogru ilerler (Hatiboglu 2014;

Bay 2015; Caner 2015).

Matiirasyon evresi, spermatogonyum boliinmeleri sirasinda sitoplazmik
koprtiler ile birbirine bagli kalan hiicreler spermatogenez siirecini tamamladiklarinda
sitoplazma ve sitoplazmik kopriilerini dokmeye baslarlar. Sertoli hiicreleri tarafindan
artik cisimcikler fagosite edilir. Daha sonra gec¢ evredeki spermatidler Sertoli
hiicrelerince seminifer tiibiil liimenine dogru birakilarak serbest hale getirilir. Geg
evredeki spermatidler olan spermlerde sperm basi, sentriol ve mitokondrilerden
sekillenen kuyruk kisimlar1 sekillenir. Sertoli hiicrelerinden ayrilan spermlerin
metabolik ihtiyaglart ve beslenmeleri epididim ve sekonder seks organlarindan

salgilanan maddeler ile saglanir (Hatiboglu 2014; Bay 2015; Caner 2015).

2. Flagellum (kamg) gelisimi: Keratin igeren yogun dis lifler ve fibroz kilif ile sarili
aksonem denilen yapiin uzamasi ile olusan flagellum distal sentriyolden ¢ikan
mikrotiibiillerden gelisir. Flagellumun proksimal parcast etrafinda toplanan
mitokondriler matiirasyon asamasi esnasinda gelisip flagellum gelisimi boyunca
dizilimlerini tamamlayarak sarmal bir kilif halinde orta par¢a olan kalinlagmis bolgeyi
meydana getirirler. Meydana gelen bu kilif spermler igin gerekli enerjinin

saglanmasinda gorevlidir (Hatiboglu 2014; Bay 2015; Caner 2015).

3. Niikleer yogunlasma: Sperm genomik DNA’smin stabilize edilerek korunmasi
icin sperm DNA’sinda yer alan somatik histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin ve
sisteinden zengin bazik proteinler olan protaminlerle yer degistirir. Bu protamin
degisiminden sonra niikleer yogunlagsmanin baslamasiyla niikleozomlarin kaybolmasi,
niikleus materyalinin kondenzasyonu i¢in de diiz kromatin liflerin yan yana dizilimi
gerceklesir ve transkripsiyon sona erdirilir. Spermatogenez sirasinda niikleer
yogunlagmayla niikleus, somatik hiicre yapisinda olan niikleozomu spermium
yapisindaki niikleoprotamine doniistiirmiis olur (Hatiboglu 2014; Bay 2015; Caner
2015).
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Spermatogenezin gergeklestirilmesinde FSH, Luteinizan Hormon (LH),
testosteron ve androjen tasiyict hormonlarin biiyiik rolleri vardir. Sertoli hiicrelerinin
androjen tasiyict  proteinleri  sentezlemeleri, spermatogonyal hiicrelerinin
proliferasyonunun uyarilmast FSH hormonu ile saglanirken; Leydig hiicrelerinden
testosteron salgilanmas1 LH hormonu ile saglanir. Testosteron ise spermatogenezin
stirekliligini saglarken buna ilave olarak sekonder seks karakter goriinlimiinii, seksiiel
olgunlagsmayi, genital duktuslar ve yardimci bezlerin fonksiyonlarinin devamliligin
kontrol eder. Spermiyogenez siireci de dahil olarak spermatogenez yaklasik 72 giin
sonra spermlerin kaudal epididimise ulagsmalariyla sona erer. Epididimise ulasan
hiicreler morfolojik olarak matiir; fakat fonksiyonel olarak incelendiginde immatiir
haldedirler. Immotil ve fertilizasyon kapasitesi diisiik olan spermler epididime
geldiklerinde gelisimlerini tamamlayarak hareketlilik ve yumurtayr taniyarak onu
fertilize edebilme kabiliyetlerini kazanirlar. 4-10 gilinliikk sperm olgunlasmas1 olarak
tanimlanan bu siiregten sonra spermler, ejakiilasyon ile farkli kanallardan gegerken

seminal vezikiiller ve prostattan salgilanan sivilarla karisarak viicut disina birakilir

(Javadova 2008; Karamazak 2014; Saylan 2015; Onel 2016).
2.1.4. Sperm Yapisi

Viicuttaki ¢ogu hiicre ve yumurta hiicresinden daha kii¢iik boyutlara sahip olan
sperm hiicresi islevine gore sekillenmis bir yapiya sahiptir. Morfolojik ve fonksiyonel
olarak olgunlagsmasini tamamlayan sperm; yumurtay1 délleyebilmek icin serbest bir
sekilde yiizebilen, niikleusunda 23 kromozom bulunduran, sitoplazmasi az, ince, uzun,
hareket kabiliyeti bulunan bir hiicredir (Ok 2005; Mutlu 2013; Fidan 2018; isak 2018).
Bas ve kuyruk olmak {iizere iki ana komponentten olusan silindirik bi¢imli sperm 56-
65 um total uzunlugundadir. Genetik materyali tagima gorevini bas kisim {istlenirken
oosite dogru spermi yonlendirerek hareket edebilmeyi de kuyruk kismi saglar (Durak

2015; Sozen 2017; Fidan 2018).

1) Sperm Basi: Fusiform sekilli, uzunlugu 4-5 um, genisligi 3 um, kalinligi 1 um
olan, sperme ait DNA’y1 icerme, koruma ve fertilizasyon esnasinda bu igerigini oosite
aktarma gibi fonksiyonlar1 bulunan sperm basi; kondanse niikleus, akrozomal kese ve

post akrozomal kiliftan olugsmustur.
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Akrozomal Kkese; niikleusun apikal kismimin {gte ikisini kaplayan,
glikoprotein yapida olan, dis akrozomal membran ve i¢ akrozomal membran ile
birlikte bunlarin arasinda yer alan bir¢ok hidrolitik enzimin paketlenmis olarak
depolandigi akrozomal matriksten olusmaktadir. Spermiyogenez sirasinda Golgi
aygitindan farklilagsan akrozomal kese, spermin oosit membranina penetre olmasini ve
zona pellusidaya niifuz edip delerek ge¢mesini saglayan onemli enzimler olan;
hiyaliironidaz, proakrozin, akrozin, esteraz, néraminidaz, asit fosfataz, fosfolipaz,
arilsiilfataz B, N-asetil glukozaminidaz, arilamidaz, kollajenazi igermektedir (Ok 2005;
Sat1 2005; Saylan 2015).

Post akrozomal kilif; niikleusun apikal kisminin 1/3’lik boliimiinii olusturan,
fertilizasyon esnasinda oosit zari1 ile temas halinde olacak olan énemli bir bolgedir.
Post akrozomal kilif, niikleus ile ayrilmasini saglayan ince bir tabaka olan peri-niikleer
maddeden olusmustur. Peri-niikleer madde, akrozom ile niikleus arasinda kesintisiz
bir tabakayla sert bir yapt meydana getirerek ¢ekirdegin iizerini kaplar (Ok 2005; Sati
2005; Saylan 2015).

Kondanse niikleus; sperm rahatga hareket edebilmek i¢in en az hacimde,
oldukca sikica paketlenmis, yazilima kapali genomik bir DNA’y1 igerir. Genomik
DNA protaminlerle bir kompleks halinde bulunur ve bulundurdugu sistein miktari
sebebiyle niikleusa saglamlik ve dayaniklilik kazandiran disiilfit ¢capraz baglarindan
zengindir. Oosite giris olmadan ve protaminler niikleustan ayrilmadan DNA’nin aktive

olmas1 saglanamaz (Ok 2005; Sat1 2005; Saylan 2015).

2) Sperm Kuyrugu: Ortalama 45-50 pm uzunlugunda ve 0.4-0.5 ¢apindaki bu

kisim, sperm hareketliliginden sorumlu enerji iiretim bolgesi olup proksimalden
distale dogru kuyrugun ince yapisi; baglanti parcasi, orta parga, esas parga ve son parca
olmak tizere dort bolimden meydana gelmektedir. Sperm baglant1 pargasi; sperm
kuyrugunun merkezi pargasi olan aksoneme kaynaklik yapan bir ¢ift sentrioliin
bulundugu, uzunlugu yaklasik 0.5um olan sperm basi ve kuyruk orta pargasi
arasindaki baglantiy1 saglayan kisa segmenttir. Orta parga; igerisindeki mitokondriyal
yap1 sarmal bir sekilde diizenlenmistir. Bu bolgede yer alan mitokondriler sperm
metabolizmas1 ve hiicre enerjisi igin gerekli olan Adenozin Trifosfat (ATP)1
iretmektedir. ATP’den elde edilen enerjinin motiliteye doniistiiriilmesini ise aksonem

diizenler. Orta parca distale dogru incelerek mitokondriyal sarmalin son halkas1 olan
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annulus ile sonlanirken esas parca ile birlesim gosterir (Hatiboglu 2014; Ustiiner 2014;

Bay 2015; Caner 2015; Erimsah 2017; Sancar 2018).

Kuyrugun en uzun boliimii olan esas par¢a 40 um uzunlugunda, aksonem ve
esas parcgaya 0zel olan dis yogun fibrillere ek destek saglayan fibréz kiliftan meydana
gelir. D1s yogun fibriller ve fibroz kilif sperm hareketliliginde yardimci olur. Sadece
plazma membrani ile ¢evrili aksonem ¢iftlerini igeren, kuyrugun terminal kismini
olusturan son parca yaklasik 5-7 um’dir. Son parcay1 saran plazma membrani, sperm
iyon ve molekiillerinin transmembran hareketini kontrol eden Ozellesmis bir
membrandir. Son parg¢ada kuyruk ucuna gelindik¢e aksonemin mikrotiibiiler yapisi
ortadan kalkar (Ustiiner 2014; Bay 2015; Caner 2015; Urgiipliioglu 2016; Erimsah
2017; Sancar 2018; Ugurlu 2018).

2.1.5. Semen Analizi (Spermiogram)

Seminal sivi, iretilen sperm hiicrelerinin testis ve epididimisten gelen
salgilarla birlikte ejakiilasyon esnasinda prostat, seminal vezikiiller ve bulbotiretral

bezlerin sekresyonlariyla birleserek meydana gelir.

Semen analizi, erkekteki fertilite potansiyelini tespit etmek amaciyla bireyden
aliman ejakiilatta seminal plazmanin, sperm dis1 hiicrelerin ve spermin; sayimi,
hareketliligi, morfolojisi, viabilitesi gibi parametrelerinin ve daha bir¢ok faktoriin
degerlendirildigi bir biyobelirtegtir (Gokce 2011; Hatiboglu 2014). Semen analizinde
incelenecek olan ejakiilat, en az siireyle 48 saat ve en uzun siireyle 7 giinliik cinsel
perhiz sonrasinda en giivenilir ve kabul edilebilir yol olan mastiirbasyon ile steril,
sperm tlizerinde toksik etkisi bulunmayan, kuru, genis agizli tek kullanimlik bir kap
igerisine, muayenenin yapildig1 laboratuvarda veya evde toplanir. Evde toplanan
numune, nakil siiresince viicutla temas edecek sekilde muhafaza edilerek en ge¢ 30 dk

icerisinde tetkikin yapilacagi laboratuvara getirilmis olmalidir.

Yapilan cinsel perhiz siiresinin iki giinden az olmasi verilen numunenin
yogunlugunu ve voliimiinii; yedi giinii gegmis olmasi da yine semenin yogunlugunu,
volimiinii, sperm hareketliligini ve morfolojisini olumsuz ydnde etkileyecektir.
Ejakiilatin verilmesi asamasinda; lubrikan maddeler veya koitus interruptus (geri
cekme) gibi yontemler, sabun kullanimi, glans penisin 1slak bir mendille silinmesi vb.

gibi semene yabanci madde bulasimina neden olacak yollara bagvurulmamalidir.
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Toplanan numune ejakiilatin  verilmesi sonrasinda ilk bir saat igerisinde
degerlendirilmeli ve iki saati gegmis, kontamine olmus numuneler kullanilmamalidir.
Infertil ciftlerin arastirilmasinda, yapilan analizden daha giivenilir sonuclar elde
edilebilmesi acisindan Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) énerisine bakilarak en kisa 7
giin en uzun siireyle ise 3 ay arayla aliman en az iki semen Ornegi mutlaka
degerlendirilmelidir (Sat1 2005; Aktas 2007; Ercan 2015; Kizilkan 2015; Sen 2015;
Ipek 2016; Tanridver 2017).

Semen analizi yani spermiogramin standart olarak makroskobik ve
mikroskobik inceleme olarak iki alt baglikta degerlendirilmesi yapilir. Koagiilasyon,
likefiye olma siiresi, renk, koku, voliim, pH, viskozite gibi semenin gériiniimii {izerine
tanimlayict Ozellikteki degerlendirmeler makroskobik incelemeye girerken, sperm
konsantrasyonu, motilite, viabilite, morfolojik yapi, agliitinasyon ve agregasyon
varligimin derecelendirilmesi, sperm dig1 hiicrelerin sayimi gibi parametreler
mikroskobik incelemeye girmektedir (Sat1 2005; Aktas 2007; Birdal 2010; Gokge
2011).

Semenin steril bir kapta toplanmasi isleminden sonra 15-60 dk arasinda
likefiye olmas1 beklenir. Semenin likefiye olmasiyla makroskobik ve mikroskobik

incelemelerin analizlerine gegilir (Tablo 1) (Ok 2005; Kog¢ 2015; Kayan 2016).

Tablo 1: DSO kriterlerine gére en diisiik semen analiz referans degerleri (WHO 2010)

Sperm Parametreleri En Diisiik Referans Degerleri
Semen Voliimii (ml) 1.5

Semen pH’I 7.2

Vitalite (Canlilik) Testi 58 (55-63)

Total Sperm Sayisi (10%/ejakiilat) 39 (33-46)

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

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

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

Sperm Morfolojisi (Normal Formlar, %) 4 (3.0-4.0)
Peroksidaz Pozitif Lokosit <1
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2.1.5.1. Semenin Makroskobik Olarak incelenmesi

Koagiilasyon; semenin koagiile olmasini seminal vezikiil ve epididimal
kaynakl1 faktorler etkilemektedir. Ejakiilasyon sonrasinda ejakiilatin sivi durumdan
semisolid duruma geg¢mesi koagiilasyon olarak adlandirilir. Koagilasyon
gerceklesmemesi durumu vas deferens ya da seminal vezikiillerin bulunmamasina

isaret edebilir (Gokce 2011; ipek 2016; Tanridver 2017).

Likefaksiyon; prostat kaynakli ve vezikiiler proteinlerin etkilesmesi
sonucunda ortaya ¢ikan; proteolitik enzimler (fibronilizin, fibrinokinaz,
aminopeptidaz), plazminojen faktorleri ve prostat spesifik antijen (PSA) semenin
likefiye olmasini yani tekrar sivilagmasini saglarken bu likefaksiyon, numunenin
verilmesinden itibaren ortalama 15 dk igerisinde gergeklesir. Normal sartlar altinda
likefiye siiresi 15 dk ila 60 dk arasindadir. Likefaksiyon siiresinin kisaltilmasi ve
kolaylastirilmast i¢in verilen semen 37°C’de inkiibe edilebilir. Sivilagmanin
gerceklesmedigi durumlarda mekanik ya da enzimatik yolla ¢dzme saglanabilir.
Amorf veya uzamis siiredeki likefaksiyonda prostat sekresyonunun azalmis
olmasindan ya da ejakiilator kanal obstriiksiyonu olusumundan siiphelenilebilir

(Gokge 2011; Ercan 2015; Yokus 2015).

Renk; semen likefiye olmadan 6nce bakildiginda homojen yapida, mat beyaz-
gri ve opak bir goriinlimdedir. Semen konsantrasyonunun diisiik olmasi opak
goriiniimii azaltir. Semeni veren kisi ikterik ise bu goriinlim sart, {iretral bir kanamasi
varsa pembe olabilmektedir. Cinsel perhiz siiresinin artmis olmasi sarimsi bir
gorliniime, ejakiilatta 16kosit varlig1 beyaz bir renk, eritrositlerin varligr da kirmizi-
kahverengi bir renk olusumuna sebebiyet verir (Gokge 2011; Yokus 2015; ipek 2016;
Tanriover 2017).

Koku; semenin kendine 6zgii bir kokusu vardir ve bu koku kestane ¢icegi
kokusuna benzemektedir. Semen kokusunun prostat sekresyonlarindan kaynaklanan
sperm oksidasyonu sebebiyle ortaya ¢iktig diistiniilmektedir (Gokge 2011; Ding 2015;
Ercan 2015).

Voliim; agirlikli olarak seminal vezikiil, prostat bezi, kiigiik bir oranla
bulboiiretral bezler ve epididimis semen voliimiiniin olusumuna katkida bulunur. Total

sperm hiicre sayisinin ve sperm dis1 hiicrelerin sayisinin hesaplanmasi i¢in voliimiin
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bilinmesi olduk¢a &nemlidir. DSO’den baz alinan kriterlere gore semen voliimii veya
hacmi 1.5 ml veya iizerinde olmalidir. Cinsel perhiz siiresinin kisa olmasi, retrograd
ejakiilasyonu, ejakiilator kanaldaki darlik ya da toplanma esnasinda 6rnegin dokiilmiis
olma riski gibi nedenler sonrasinda semen voliimiiniin 1 ml’den az olmasi beklenebilir
ve bu durum hipospermik olarak adlandirilmaktadir (Gokge 2011; Ding 2015; Ercan
2015; Yokus 2015; Ipek 2016; Tanriover 2017).

pH; semenin normal degerlerdeki pH’s1 hafif bazik o6zellikte ve 7.2-8.0
arasindadir. pH 6lgiimiinde homojenize edilen numuneden bir damla pH kagidi tizerine
konularak 30 saniye igerisindeki renk degisimi kalibrasyon ¢ubugu ile karsilastirlir.
Ejakiilatin verilmesinden yaklasik 30 dk igerisinde veya en fazla 1 saat igerisinde
semen pH’sinin Ol¢imii  yapilmalidir. Seminal vezikiil sekresyonlar1 alkali
ozellikteyken prostat sekresyonlari asidik oOzelliktedir. Semen pH’sinin normal
degerde olabilmesi icin bu sekresyonlarin dengeli bir halde olmasi gerekmektedir.
Semen pH’smin 7 altinda bir degerde olmasi idrar karigmasi ya da enfeksiyon

olasiliklarint diislindiirebilir. Akut enfeksiyon veya Ol¢limiin ge¢ yapilmis olmasi

nedeniyle de pH yiiksek ¢ikabilmektedir (Gokge 2011; Kayan 2016).

Viskozite; semenin gosterdigi karsi direng veya yapiskanlik demektir ve
normal 6zellikte kabul edilen bir semen visk6z olmalidir. Semenin yiiksek viskozite
halinde olmas1 motilite ve konsantrasyonu etkileyebilir. Likefiye olmus bir semenden
genis agi1zli bir pipetle veya enjektorle alinan 6rnek yercekimi etkisi ile damlatilarak
damla ile pipet ya da enjektor arasinda olusan ince iplik¢igin uzunluguna bakilir.
Viskozitenin anormal oldugu durumlarda uzunluk 2 cm’yi ge¢gmektedir. Olusan
iplik¢igin damla damla akmasi beklenir. Viskozitenin artmis oldugu durumlarda
prostatit, vezikiilit gibi kronik enfeksiyonlar irdelenebilir (Birdal 2010; Gokge 2011;
Caner 2015; Ercan 2015; Saylan 2015, Yokus 2015; ipek 2016; Kaya 2017).

2.5.1.2. Semenin Mikroskobik Olarak incelenmesi

Taze semenin makroskobik incelenmesinin tamamlanmasindan sonra bir
damla semen 6rneginin; faz-kontrast mikroskobu ile semen incelenmesi i¢in genellikle
gelistirilmis Neubauer hemositometresi ya da Makler sayim kamarasi kullanilarak
mikroskobik incelenmesi gerceklestirilir. Bunlarin disinda microcell, Cell UV,

Standard Count gibi sayim yontemleri de kullanilabilir. Semenin morfoloji ve viabilite
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incelenmesinin yapilmasit i¢in temiz lam {izerine alinan bir damla 6rnek yayma
yapilarak supravital boyalar kullanilarak boyanir ve mikroskopta incelenir (Aksoy
2008; Saylan 2015; Kog 2015; Ipek 2016; Sézen 2017).

- Makler kamarasi ile sayim: ikili optik cam sistemi esasina dayali Makler
kamaras1 10 mikron derinliginde olup merkezinde her biri 0,1x0,1 mm’lik 100 kareden
olusan ince kilavuz ¢izgiler bulunmaktadir. Ust cam kapak gérevi goriirken aradaki
bosluk kuvars pimler kullanilarak saglam bir sekilde sabitlenmistir. x20 objektifli
mikroskopta bir pipet ya da enjektor yardimiyla semenden alinan 6rnek kamaranin
cam orta kismina kabarcik olusmamasina dikkat edilerek damlatilir ve iist cam kapak
saat 12 veya saat 6 hizasina gelecek sekilde sikica kapatilarak sayim yapilir. 10 kare
tizerinde sayim yapilarak bulunan say1 106 ile ¢arpilarak sperm sayisi belirlenir. Sperm
sayisinin  diisiikliigiinde tiim sahanin sayimi yapilir. Sonu¢ dogrulugundan emin
olabilmek i¢in ayni sayim 10 farkli kare {izerinde en az 4 kez tekrarlanir (Ding 2015;
Saylan 2015; Yigit 2015; Can Karag6z 2018).

- Neubauer hemositometresi ile sayim: iki adet 3x3’liik sayim kamarasinin
bulundugu hemositometrede her kamara 1x1°lik 9 adet kare icerir. Bu karelerin
derinligi 100 um olup 1, 3, 7 ve 9 numarali kareler 16 tane; 2, 4, 6 ve 8 numarali kareler
20 tane; ortada yer alan 5 numarali kare ise 25 tane kii¢lik kareden olusmustur. 190 ul
distile su ya da metilen mavisi ilave edilmis 10 pl semene %1 °lik formalin soliisyonu
eklenerek karigtirillir ve kamaranin lamel kiyisindan 10 pl sizdirilarak konulur.
Merkezde yer alan 5 kare semenin 2-3 dk yerlesmesi beklendikten sonra sayilir.
Sayimi tamamlanan hiicrelerin x10° ile konsantrasyon degeri bulunur. Sayrm hatalarin
onleyebilmek i¢in iki kere yapilan sayimin her birinde 200 adet sperm sayilmalidir

(Yigit 2015; Kayan 2016).

Sperm Konsantrasyonu; semen voliimiinde her bir {inite basina diisen sperm
sayisini ifade eder ve en diisiik referans degeri 15 x milyon/ml’dir. Total sperm sayis1
ise ejakiilatin tiimiindeki sperm sayisini ifade eder ve semen analizinde bulunan sperm
konsantrasyonundan elde edilir. Total sperm sayisinin en diisiik degeri 39 x10° olup
obstriiksiyon olmamasi durumunda ya da perhiz siiresi uzun degilse testis voliimii ile
korele haldedir. Mikroskobik incelemenin ilk konsantrasyon sayiminda kamarada
sperm hiicresi goézlenmedigi takdirde ejakiilatin tiimii 3000g’de 15 dk santrifiij

edilerek pellet elde edilir. Olugan pelletten 10 pl alinarak lam lamel arasinda incelenir.
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Sperm hiicresinin goriilmesiyle say1, motilite, belirgin morfolojik 6zellikleri kaydedilir.
Hig sperm hiicresi goriillmemesi {izerine hasta azoospermi olarak adlandirilir (Gokge

2011; Yokus 2015; ipek 2016).

Motilite; elde edilen sperm konsantrasyonunda hareketli spermlerin yiizdesi
olarak ifade edilmektedir. Semen verilmesinden itibaren ilk 30 dk igerisinde oda 1s1s1
veya 37°C’de genellikle Faz-kontrast mikroskobu kullanilarak x200 biiyiitmede birden
cok 6rnek damlas1 bakilarak motilite tayin edilmektedir. Isik mikroskobu altinda oda
1s1s1 diizeyinde Makler kamarasi ile degerlendirilen sperm motilitesi; a tipi (hizh
dogrusal ilerleyici hareket), b tipi (yavas dogrusal ya da dogrusal olmayan ilerleyici
hareket), c tipi (yerinde hareket) ve d tipi (hareketsiz) olmak tizere dort tip sperm
hareketi baz alinarak hesaplanmaktadir (Ercan 2015; Saylan 2015; Tanriéver 2017).

e a tipi (+4) matilite, dogrusal bir diizlemde ileri hareketlilik gdsteren sperm

motilitesidir.

e b tipi (+3) motilite, a tipi motilite 6zelliginde yalnizca ileri hiz gézlenmeyen

ya da hizli hareketi bulunup dogrusal yonde ilerlemeyen sperm motilitesidir.

e C tipi (+2) motilite, ileri hareketi bulunmayip yerinde hareketlilik gosteren

sperm motilitesidir.

e d tipi (+1) motilite, immotil halde bulunan sperm grubudur (Durak 2015;
Ugurlu 2018).

Subjektif olarak yapilan motilite tayini kisiler ve laboratuvarlar arasi farkl
sonuglar ortaya konulmasina neden olmaktadir. Bu nedenle DSO hiz1 referans olarak

almadig kriterlerde sperm motilitesini degerlendiren ti¢ grup belirlemistir. Bunlar:

e Progresif motilite (PR), dogrusal ya da genis bir daire icerisinde hareketli olan

sperm hareketidir.

e Nonprogresif motilite (NP), daha kiiciik daireler igerisinde ilerlemenin
olmadigi, bas hareketinin zorlukla oldugu veya olmadig1 kuyruk hareketini

gozlendigi spermler ile tanimlanmaktadir.
e Immotilite (IM), hareketin olmadig1 spermleri ifade eder.
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DSO’de alinan karara gore normal olarak belirlenen bireyin progresif hareketli
sperm yiizdesi minimal %32, totalde bulunan hareketli sperm yiizdesinin de %40

olmalidir (Hatiboglu 2014; Yokus 2015; Demirel 2018).

Viabilite; sperm viabilitesi yani canliligi spermin hiicre membraninin
biitiinligiiyle ifade edilir ve hipoozmotik sisme testi ya da boyama yapilarak canli
hiicreler tespit edilir. Eosin-nigrosin veya eosin-Y boyama testlerinde membran
bitlinliigiinii kaybederek canliligini yitirmis spermler eklenilen boyay: igine alir ve
boyanmis bir halde goriiniirler. Hipoozmotik sisme testinde ise hipoozmolar sivinin
membran biitiinliigli bulunan hiicreler tarafindan hiicre i¢ine alinmasiyla spermlerin
siserek kuyruklariin kivriklagsmasi beklenir. Viabilitenin belirlenmesi i¢in alanda en
az 200 sperm sayilmasi istenmektedir. immotil olarak bulunan spermlerin canlilig
klinik agidan 6nemli olup canli hiicre sayis1 motil hiicre sayisindan fazladir ve 6li
hiicre sayis1 immotil hiicre sayisin1 asmamalidir. DSO’niin belirledigi kriterlere gore
viabilite i¢in minimum deger %58’dir (Gokge 2011; Kog¢ 2015; Saylan 2015; Yokus
2015).

Morfolojik Yapi; morfolojik olarak degerlendirildiginde insan spermi
degiskenlikler gosterebilmektedir fakat zona pellusida yilizeyinden ve postkoital
mukus icerisinden elde edilen spermlerin incelenmesiyle sperm hiicresi i¢in morfolojik
olarak normal kabul edilen kriterler belirlenmistir. Spermlerin morfolojik yapilarinin
belirlenmesi i¢in hazirlanan semen smear1 havada kurutulduktan sonra Papanicolaou,
Shorr, Diff-Quick, Spermac, Hematoksilen-Eosin ve Giemsa gibi sperm boyalari ile
boyanir ve immersiyon yagiyla 10x100 biiylitmede inceleme yapilir. Toplamda sayilan
en az 200 sperm bas, orta par¢a-boyun, kuyruk yapilarina bakilarak analiz edilir ve
normal morfolojili spermlerin yiizdesi hesaplanir (Tablo 2). Normal morfolojideki
spermlerin olmasi gereken yiizdesi minimum %4 tiir (Ok 2005; Durak 2015; Saylan
2015).
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Tablo 2: DSO 2010 sperm morfoloji parametreleri ve kriterleri (WHO 2010).

Morfoloji parametreleri DSO 2010 SPERM  MORFOLJI
KRITERLERI
Genislik 2.8 pm
Uzunluk 4.1 pm
Bas Boy/ En 1.5 pm
Akrozomal Basin %40-70’ini kaplamahdir.
Bolge
Orta parca- | Genislik 0.6 pm
S Uzunluk 4.0 pm
Kuyruk Genislik < orta parca
Uzunluk 45 pm
Sitoplazmik Artiklar < Normal bas alam 1/3’ii

Spermin normal morfolojik 6zelliklerinin belirlendigi gliniimiizde kullanimi
mevcut bir diger kaynakta Kruger kriterleri’dir. Kruger kriterlerine gore bas yapisi;
oval sekilli, uzunlugu 3-5 pm, genisligi ise 2-3 pm, eni uzunlugun 3/5’i veya 2/3’1
arasinda degismeli ve akrozom bdlgesi basin 6n kisminin %40 ila %70’1 arasinda
olmalidir. Orta parga ve boyun; sperm basina uzun eksenin hizasinda baglanmais, eni 1
um, boyu uzunlugun 1.5 kati1 olacak bi¢imde, silindirik sekilli olmali ve boyun
bozulmamis bir halde bulunmalidir. Sitoplazmik artiklar, bas biiytikligiiniin 1/2’sini
asarsa anormal kabul edilmektedir. Kuyrukta ise; uzunluk 34-45 pm arasinda, diizgiin
yapili ve orta kisimdan kivrim ya da biikiilme gostermeyecek bicimde olmalidir

(Gokee 2011; Tuncel 2013).
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S Bas Defektleri

Ba§ Akrozomal Bolge Mormal Biyik Kigik Uzatilmig Vakuollii Diizensiz Sekilsiz Kiigik Akrozom  Akrozomsuz
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Orta Bélge Boyun ve Orta Parcga Defektleri
‘ Normal — Asimetrik Kierilmis ince Kalin Diizensiz  Sitoplazmik Parca
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Asil Balge Kuyruk Kuyruk Defektleri
MNarmal Sarmal Kiza [ o— Kirk Cift Kuyruk Terminal Parga
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Terminal Parga
NORMAL SPERM AMNORMAL SPERM

Sekil 1: Normal ve anormal morfoloji yapilarina sahip spermler (WHO 2010).

Agliitinasyon ve Agregasyon Varh@min Derecelendirilmesi; hareketsiz
halde bulunan spermlerin ortamdaki debris materyali ya da sperm dis1 hiicrelerle
yapigmast durumuna sperm agregasyonu; hareketli spermlerin birbirleri arasinda bas-
bas, kuyruk-kuyruk veya karisik bir sekilde yapigsmasiyla olusan duruma ise sperm
aglittinasyonu adi verilmektedir. Sperm agliitinasyonunun grade 1-4 olarak
siniflandirilmasi yapilmaktadir. Grade 1 (izole), agliitinasyon basina ayrilan sperm
say1s1 10 spermatozoonun altinda olup spermlerin ¢gogu serbest haldedir. Grade 2 (orta),
agliitinasyon basina 10-50 adet sperm sayilir. Grade 3 (genis), agliitinasyon basina
diisen sperm sayis1 50°nin iistiindedir ve sadece bazi spermatozoonlar serbest halde
bulunur. Grade 4 (biitiin), tiim spermler agliitine olmustur ve agliitinasyon baglantilar

arasinda goriiliir (Ercan 2015; Saylan 2015; Kog 2015; Ipek 2016).

Sperm Dis1 Hiicrelerin Saymmi; semen icerisinde epitel hiicreleri,
spermatogenik seriye ait hiicreler ve inflamatuvar hiicreler olan 16kositler gibi
yuvarlak hiicreler bulunabilmektedir. Semen analizinde bu yuvarlak hiicrelerin
sayisinin 5x10° degerinde ya da bu degerin altinda bulunmasi beklenir. 1 ml semen
icerisindeki 16kosit konsantrasyonu 1x108°n1n iizerinde olmamali, olmasi durumunda
ise ornek 16kospermi olarak degerlendirilir ve enfeksiyon varligindan siiphelenilir.
Sperm disindaki hiicreler mikroskobik gozlem ile sayilabilecegi gibi Leucoscreen testi

ile de tespit edilebilmektedir. Semende 16kosit varliginin tespiti ig¢in peroksidaz
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boyama kullanilmalidir. Lokositler semen igerisinde bulunduklarinda oksidatif stress
olusumuna sebebiyet verip ROS iiretimini artirarak sperm DNA’s1 ve sperm hareketi
tizerine olumsuz etki ederler (Yokus 2015; 1pek 2016; Kayan 2016; S6zen 2017; Can
Karagoz 2018; Moshfeghi 2018).

Tablo 3: Semen analizinde sperm degiskenleri terminolojisi (WHO 2010).

Normozoospermi

Sayi, motilite ve morfoloji ve diger sperm
parametrelerinin DSO alt referans degerlerine
uygun olmasidir.

Oligozoospermi

Sperm konsantrasyon degerinin baz alinan
referans degerden daha diisiik olmasidir.

Polizoospermia

Sperm konsantrasyonunun iist referans degerin
tizerinde bir degerde olmasidir.

Astenozoospermi

Konsantrasyon degerinin normal olmasina
ragmen motil durumdaki sperm sayisinin referans
degerden az olmasidir.

Oligoastenoteratozoospermi

Konsantrasyon, morfoloji ve motilite
parametrelerindeki defektlerin bir arada gortilmesi
durumudur.

Teratozoospermi

Konsantrasyon ve motilite agisindan normal
degerlerde olan semenin morfoloji degerinin
referans altinda olmasidir.

Kriptozoospermi

Verilen taze semen igerisinde hi¢ sperm
goriilmezken santrifiij sonrasi semende sperm
goriilmesidir.

Nekrozoospermi Semen igerisinde bulunan tiim sperm hiicrelerinin
ol olmasidir.

Lokospermi Semendeki 16kosit sayistin ml’de 1x10%°dan
fazla olmasidir.

Azoospermi Verilen semen  igerisinde  hi¢  sperme
rastlanilmamasi durumudur.

Aspermi Ereksiyon sonrasi seminal plazma iiretiminin hi¢

olmamasidir.

Globozoospermi

Sperm hiicresinde akrozom bulunmamasidir.

Hipospermi Semen voliimiinin 1 ml’den az miktarda
olmasidir.
Hiperspermi Semen volimiiniin 6 ml’den fazla miktarda

olmasidir.
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2.2. INFERTILITE

Infertilite, en az bir yil siireyle higbir korunma ydntemi kullanilmadan diizenli
cinsel iligkiye ragmen ¢iftlerin ¢ocuk sahibi olamamalar1 olarak tanimlanmaktadir
(Sezgin ve Hocaoglu 2014; Tekden Kirgiz 2015). Diinya ¢apinda yaklasik olarak 72.4
milyona yakin ¢ifti etkileyen infertilite; fizyolojik, psikolojik sosyolojik yonleri ile
onemli bir sekilde ortaya ¢ikan ciddi bir saglik sorunudur. Infertiliteye sebebiyet
verebilecek; yas, cinsiyet, meslek, cevre faktorleri, beslenme sekli, hormonal
bozukluklar, genetik nedenler, iiriner sistem enfeksiyonlar1 vb. gibi faktorler olmakla
beraber bunlara ek olarak kadinda; oosit kalitesinin kotii olmasi, ovulatuar bozukluklar
goriilmesi, tubal ve uterin patolojilerin olusumu, menstural siklusta diizensizlikler
gbzlenmesi, endometriumda olusan sikintilar, erkekte ise ¢cogu zaman bilinmeyen
nedenlerle birlikte; varikosel, inmemis testisler, testis torsiyonu gibi etkenler
bulunmaktadir. Bu etkenler tek baslarina ya da birbirleriyle kombine bir sekilde
infertilite olusturabilmektedir. Infertilite olgularinin %50’sinden kadin, % 40°mndan ise
erkek sorumludur. Sebeplerinin agiklanamadigi durumlardan dolay: olusan infertilite
ise %10’luk bir oran1 kapsamaktadir (Hassa 2003; Aksu 2010; Hatiboglu 2014; 1pek
2016; Song ve ark. 2016; Can Karagoz 2018).

2.2.1. infertilitede Erkek Faktorii

Ureme ¢agindaki erkek bireylerin yaklasik %8°i igin infertilite énemli bir
problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Normal bir fertilizasyonun gergeklesebilmesi
icin spermin bazi basamaklari tamamlamasi gerekmektedir. Bu basamaklar; spermin
maturasyon ve kapasitasyonunu tamamlamasi, hiperaktivasyon kazanmasi, zona
pellusidaya baglanmasi, akrozom reaksiyonunun gerceklesmesi, sperm ile oosit
membraninin kaynagmasi, kromatin dekondensasyonu ve son olarak da erkek ve disi
proniikleuslarinin birlesimidir. Hormonal aksin diizgiin bir sekilde islemesi ve normal
genetik yapiya sahip spermin bulunmasi bu basamaklarin ger¢eklesmesi igin
onemliyken erkek bireyde infertilite; konjenital, edinsel ya da sistemik bozukluk
nedenleri sonucu meydana gelebilmektedir. Erkekte nedenleri ile ele alindiginda
infertilite;  non-obstriiktif, obstriktif ya da idiyopatik infertilite olarak
gruplandirilmaktadir. Non-obstriiktif infertilite, testisler tarafindan yeterli sayr ve
harekette sperm iiretilememesi sonucu goriilmektedir ve hormonal bozukluklar,

genetik nedenler, varikosel, {iriner sistem enfeksiyonlari, prostatit, epididimit ve orsit
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gibi nedenlerden dolay1 olusmaktadir. Obstriiktif infertilite, sperm {iretiminin normal
olarak gerceklesmesine ragmen firiner sistemdeki farkli bir kisimda tikaniklik
meydana gelmesi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Inmemis testisler, gonadal toksinlere
maruz kalma, testis torsiyonu, testis tlimdrleri, otoimmiin infertilite gibi ve ¢esitli
tanimlanamayan nedenler sonucunda ortaya ¢ikan infertilite ise idiyopatik infertilite
olarak bilinmektedir (Oguz 2013; Lipovac ve ark. 2014; Saylan 2015; ipek 2016; Can
Karagoz 2018).

Erkek bireyin fertilite diizeyi sistematik bir sekilde yapilan ¢esitli
incelemelerin degerlendirilmesi sonucu belirlenmektedir. Bu incelemeler; anamnez,
fiziksel muayene ve laboratuvarda semenin analiz edilmesi olmakla birlikte
degerlendirme sonucuna ve bireyin infertilite etiyolojisine gore ek semen analizi,
endokrin degerlendirme, postejakiilatuar idrar analizi, ultrasonografi, semen ve
spermle ilgili 6zel testler ve genetik tarama gibi ek testlerden yararlanilabilir. Bireye
infertilite tamisinin  konulmasinin  ardindan yardimer {lireme tekniklerinden
yararlanacak olan subfertil birey, klinik tablosuna ve semen analiz sonuglarina gére
uygun yonteme yonlendirilir (Aktag 2007; Satar ve Gengdal 2013; Bay 2015; Saylan
2015; Erimgah 2017).

2.2.2. Yardimc1 Ureme Teknikleri (YUT)

Infertilite nedenli bagvuran ciftlerde gebelik olusmasimi saglama amacina
yonelik insan oosit, sperm veya embriyosu lizerine gelistirilen bir¢ok tedavi ve
prosediirler yardimci iireme teknikleri olarak bilinmektedir. Yardimci {ireme
tekniklerinde infertilite sorunu; hasta yasi, infertilite etiyolojisi, infertilite siiresi,
onceki reprodiiktif performans gibi faktorlerin dikkate alinmasiyla en avantajli teknik
secilerek ciftlere ¢Oziim olusturmaya ¢alisilmaktadir. Bu yardimeci iireme
tekniklerinden en yaygin kullanilanlari in vitro fertilizasyon (IVF), intra sitoplazmik
sperm enjeksiyonu (ICSI) ve intra uterin inseminasyon (IUI) uygulamalaridir.
Infertilite sorununa ¢dziim saglamak icin giiniimiizde yapilan arastirmalarda alternatif
teknikler lizerine ¢aligmalar devam etmektedir (Hassa 2003; Aktas 2007; Oguz 2013,;
Ercan 2015; Saylan 2015; Erimsah 2017).
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2.2.2.1. Intra Uterin inseminasyon (IUT)

Infertil ciftlerin tedavisinde genellikle tercihe ve daha énceki alinan sonuglara
gore oncelikli olarak IUI teknigine basvurulmakta tedavi sonucunda gebelik elde
edilemeyen durumlarda ya da IUI tekniginin ¢6ziimsiiz kalacagi durumlarda IVF
teknigine basvurulmaktadir (Delibas1 2008; Ercan 2015). Infertilite tedavisinde
siklikla kullanilan TUI teknigi, tedavinin uygulanacagi ciftlerde sperm say1 ve
kalitesini fazlalagtirarak normal yolla elde edilecek ddéllenmenin olusum olasiligini
arttirmak amaciyla uygulanmaktadir. Teknik, c¢esitli yontemler ile istenilen
konsantrelerde hazirlanmis olan motil hareketteki spermlerin takip edilen ovulasyon
doneminde bir katater yardimiyla direkt olarak uterin kaviteye verilmesi agsamalarini
icerir (Delibas1 2008; Karamazak 2014; Yigit 2015; Cakir 2017). Kullanilan diger
yardimci iireme teknikleriyle karsilastirildiginda daha ucuz ve daha az invaziv bir
teknik olmasiyla birlikte; idiyopatik infertilite, diisik ve orta diizeydeki sperm
bozukluklarinda (diisiik sperm sayisi, zayif motilite, zayif penetrasyon yetenegi vb.
gibi), servikal uterus problemleri gibi durumlarda gebelik olusturulma basarisi
yiiksektir (Yazic1 Yilmaz 2011; Karamazak 2014; Kizilkan 2015; Okten 2015; Cakir
2017).

Kullanimina baglandig1 zamanlarda islenmemis semen Orneginin vajina st
kisimlarina birakilmasiyla gerceklestirilen teknik daha sonralarda islenerek hazirlanan
spermlerin intraservikal inseminasyonla uygulanmasiyla daha yiiksek basar1 orani elde
etmistir. Gliniimiizde ise IUI tekniginden yola ¢ikilarak gelistirilen; spermlerin fallop
tiiptine perfiizyonu (FSP), vajinal yolla fallop tiiplerine inseminasyon (VITI),
transperitoneal inseminasyon (TPI), subzonal sperm inseminasyonu (SUZI) gibi
yontemler uterus yerine spermlerin oositle karsilasabilecegi farkli yerlere verilmesini
baz almaktadir. Kullanilagelen bu yontemler; kullanilacak sperm konsantrasyonu ve
inseminasyon medyum miktari, inseminasyon zamanmi ve spermlerin birakildigi
anotomik yerlesimler gibi farkliliklar gdstermektedir (Delibas1 2008; Oguz 2013;
Kizilkan 2015; Cakir 2017).

2.2.2.2. In Vitro Fertilizasyon (IVF)

Ik olarak tubal hasar1 bulunan ciftlerde ¢6ziim olusturmak igin gelistirilmis

olan IVF uygulamas1 giiniimiizde bir¢ok endikasyon i¢in kullanilmaktadir. Genel
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olarak ele aldigimizda IVF, elde edilen gametlerin viicut digindaki ortamda bir araya
getirilmesiyle olusan zigot ya da embriyonun disi bireyin genital sistemine verilmesi
uygulamasidir. Déllenme sonucunda olusan zigot ya da embriyolarin, gelisim evreleri
gdz Onlinde bulundurularak genital sistem igerisinde verilecekleri farkli yerler
belirlenir. Kadinda gesitli ajanlar ile ovulasyon indiiksiyonu saglanir ve oosit pick up
(OPU) denilen yumurta toplama islemiyle laboratuvar ortaminda oositler overlerden
toplanir. Daha sonra in vitro ortamda sperm tarafindan oositin fertilizasyonunun
saglanmasiyla olusan embriyolar transfer edilir (Aktas 2007; Delilbas1 2008; Osalou
2013; Ercan 2015).

IVF uygulamalarinin yetersiz kaldigi durumlarda ve erkek infertilitesinin
siddetli bir sekilde bas gosterdigi durumlarda ciftlere alternatif ¢6ziim yollari
olusturmak {izere c¢esitli mikromanipiilasyon teknikleri gelistirilmistir. Bu
tekniklerden Parsiyel Zona Disseksiyonu (PZD); zona pellusida iizerinde sperm gegisi
icin aciklik olusturularak oositin inseminasyonunun saglanmasi islemi olup
giiniimiizde en sik kullanilan tekniklerden olan Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu;
tek bir spermin 6zel mikro manipiilatorler kullanilarak oosite ya da sperme zarar
verilmeksizin oosit sitoplazmasi igerisine enjekte edilmesi uygulamasidir. ICSI
tekniginde spermin direkt oosit icerisine birakilmasiyla kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu, sperm ve yumurtanin fiizyonu gibi fertilizasyon asamalar1 gegirilmez.
ICSI tekniginin gelistirilmesi erkek infertilitesinde dnemli bir yere sahip olup oosit ve
sperm iizerine ¢alismalarin daha yakindan incelenebilmesine olanak tanimistir (Aktas
2007; Delibas1 2008; Ercan 2015; Ertekin 2015; Urgiipliioglu 2016; Ugurlu 2017;
Uzun 2017).

2.2.3. Sperm Hazirlama ve Yikama Yontemleri

Yardimer tireme tekniklerinde UL, IVF, ICSI gibi uygulamalarda kullanilacak
olan spermlerin verilen ejakiilattan hazirlanmasi ve yikanmasi islemleri basari
olasiliginin artigin1 saglamada oldukc¢a onemlidir. Bu hazirlama ve yikama islemleri
icin farkli prosediirleri iceren ydntemler mevcuttur. Kullanilacak yontemin
secilmesinde yapilan spermiogram analiz verileri, hastaya uygulanacak tedavi yontemi
gibi etkenler belirleyici olabilmektedir (Oguz 2013; Buran 2015; Yigit 2015; Uzun
2017).
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Ejakiilattaki seminal plazma ve plazma igerisinde yer alan prostaglandinler,
sitokinler, antijen ve enfeksiyon ajanlari, oksijen radikalleri, 16kosit, hiicre artiklar1 ve
bunlarin yaninda kalitesiz spermatozoonlar spermlerin hazirlanma asamasiyla
ayristirilir. Spermlerin hazirlanmasi; dogal fertilizasyondaki servikal mukus igerisinde
seminal plazmadan spermlerin ayrilmasi islemini saglayarak; hizli ve kaliteli bir
sekilde sperm popiilasyonu eldesi olusturur. Bu sayede IUI teknigi kullanilacak ise,
erkek bireye ait sperm harici igeriklerin kadimmin kavitesine verilmesi Onlenir,
gelisebilecek olan rahim kasilmalarinin ve enfeksiyon olusma riskinin oniine gecilmis
olunur. Servikal kanal ya da uterin kavite i¢erisinde spermlerin in-vivo olarak oositi
dolleyebilmesini saglayan kapasitasyon yetenegi ise in-vitro ortamda seminal
plazmadan ayrilan spermlerin yikanmasi asamasiyla kazandirilir. Tiim bu islemler
sonucunda yikanmis ve arindirilmis olan spermler hem say1 hem de hareket kabiliyeti
bakimindan nitelikli duruma getirilmis olur (Okten 2015; Saylan 2015; Yiice 2015;
Erimsah 2017).

Sperm hazirlama ve yikamada kullanilan ydnteme gore gerceklestirilen
islemler esnasinda %10 ila %50 arasinda bir sperm kayb1 sz konusu olmaktadir. In-
vivo ortam sartlari1 ve olusumlarimi takip ederek bunlar1 in-vitro ortamda
gerceklestirebilmek ve fertilizasyon olasiligini arttirabilmek i¢in sperm hazirliginda
birgok farkli kimyasal madde ve biyolojik sivilarin eklendigi c¢esitli kiiltiir
soliisyonlarindan yararlanilmaktadir. Bu kiiltiir soliisyonlar1 tamponlanmis izotonik
tuz soliisyonlar1 olup tampon bilesigi soliisyondaki pH siirekliligini kontrol eder. pH
devamlilig1 i¢in CO2’li inkiibat6r varliginda bikarbonat tamponu, yoklugunda ise 4-
(2-hidroksietil)-1-piperazineetansiilfonik asit (HEPES) tamponu kullanilmaktadir.
Tampona protein kaynagi olarak insan serum albiimini (HSA, human serum albiimin)
ya da bovin serum albiimini (BSA, bovine serum albiimin) eklenerek inkiibasyon
siiresinin uzatilmasi ve kapasitasyonun uyarilmasi saglanir. Kapasitasyon olusumu
icin Ca*? ve K™ iyonlar1 gerekmektedir. Sperm hazirhginda kullanilan soliisyonlara
ornek olarak human tubal fluid (HTF), Hams F10 sik kullanilanlar arasinda
gosterilebilir (Yigit 2015; Yiice 2015). Spermlerin hazirhiginda giiniimiizde birgok
farkli yontem kullanimi mevcut olmakla birlikte bunlardan bazilari; basit yikama
(simple washing), sperm yiizdiirme (swim up/swim down) ve density gradient

santrifiigasyonu’dur (Delilbas1 2008; WHO 2010; Oguz 2013; Ugurlu 2017).
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2.2.3.1. Basit Yikama (Simple Washing)

Bu yontem; verilen ejakiilat kalitesinin iyi oldugu durumlarda yeterli olmakla
birlikte semene yalnizca yikama islemi uygulayarak en yiiksek oranda sperm elde
edilmesini saglamaktadir. Basit yitkama yontemi genel olarak, semen 6rneginin kiiltiir
medyumu ile diliie hale getirilip santrifiij edilmesi ve dibe ¢oken pelletin farkli bir
kiiltiir medyumu ile muamelesi sonrasinda bir silispansiyon olusturulmasin1 baz

almaktadir (Erimsah 2017; Uzun 2017).

Yontemde semen, tiipe alinir miktarina gore belirlenen oranda alblimin igeren
steril bir kiiltiir medyumu ile yikanarak 10 dk 300 g’de santrifiij edilir. Santrifiij
sonrasinda elde edilen pellet medyumla homojenize edilerek santrifiij islemi 300 g’de
5 dk olarak tekrarlanir. Spermler, siipernatantin uzaklastirilip pelletin HSA ya da hasta
serumu igeren kiiltlir soliisyonuyla islemden gecirilmesi ile kullanima hazirlanir

(Boomsma ve ark. 2007; Natali 2011; Okten 2015; Saylan 2015; Yiice 2015).

Bu yontemle hazirlanan spermlerin yiiksek oranda hiicre izolasyonu
saglanirken son asamada elde edilen drnekte hiicresel artiklarin (debris), 6li sperm
hiicrelerinin ve 16kositlerin kalabilmesi ihtimali bulunmaktadir. Lokositlerin ya da
defektli spermlerin salgilamis olduklari bilesiklerin motil sperme ya da oosite zararl
olabilecegi diisiincesiyle basit yilkama yontemi; sperm motilitesinin yeterli ve 16kosit
konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda veya yardimci iireme tekniklerinde
gelistirilmis farkli yontemlerle kombine bir sekilde kullanimi1 mevcuttur. Ucuz ve
cabuk bir yontem olmasi avantajiyla basit yikama giinlimiizde de kullanilmaktadir
(Delilbas1 2008; WHO 2010; Yiice 2015;
http://www.embriyologferhatcengiz.com/sperm-hazirlama-yontemleri/ (10 Nisan
2019).

2.2.3.2. Sperm Yiizdiirme (Swim Up/Swim Down)

IVF, TUI ve ICSI gibi yardimci iireme tekniklerinde sperm hazirlanmasi i¢in
kullanilan swim up yonteminin uygulanabilmesi i¢in yeterli miktarda ileri hareketli
motil sperm varlig1 gerekmektedir. Normal viskozitede ve yliksek motilitedeki semen
Ornegi steril bir tiipe alinarak iizerine kiiltiir medyumu eklenip homojenize edilir ve
sonrasinda karigimin lizerine 45°’lik egimle sperm yikama medyumu eklenir. Sperm

yikama medyumu yavas bir hareketle alttaki tabakay1 sarsmadan {ist kisimda ayr1 bir
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faz olusturulacak sekilde konulur ve hazirlanan 6rnek 37°C, %5 CO2’li inkiibatorde
45°°lik agiyla 30-60 dk bekletilir (Sekil 2). Son asamada iist faza ylizmesi beklenen
spermler dikkatli bir sekilde steril yeni bir tiipe toplanarak kullanima hazir hale getirilir.
Swim up yontemi, sperm motilitesine gore se¢cim yapilmasina olanak saglasa da basit
yikama yontemine gore daha az sperm elde edilir. Elde edilen sperm sayisindaki
diisiikliikten dolayr erkek infertilitesinin siddetli oldugu durumlarda kullanimi
kisithidir. Verilen semen orneginin viskozitesinin uygun olmadigi durumlarda da
yontemle iyi sonug alinamiyor olunusu bir diger kisitlamadir (Oguz 2013; Buran 2015;
Saylan 2015; Yiice 2015).

-

Semen 6rneginin 37°C’ de 60 dk inkiibasyonu

Sperm

Yikama

Mediumu
Canli Spermatozoa
Swim-up Medyumu

Likefiye

Semen

Ornegi Canli Olmayan Spermatozoa

Semen Tabakasi

Sekil 2: Swim up tekniginin 37°C’de egik agiyla inkiibasyona birakilmasi (Beydola
ve ark. 2013).

Bir diger sperm yiizdiirme teknigi de swim down yontemidir. Yontem, sperm
hiicrelerinin dogal taksisinden yararlanilarak gelistirilmis olup semen Orneginin alt
kismina konulan kiiltlir medyumuna sperm hiicrelerinin hareket etmesi seklinde
gerceklesir. Verilen semen Ornegi daha yogun bir sollisyon iizerine 45°’lik agryla
eklenir ve 37°C’de %5 CO2’li inkiibatérde 30-60 dk arasinda bir siireyle inkiibe
edilerek spermlerin alt tabakadaki medyuma yiizmesi beklenir. Bekleme siiresinin
sonunda alt fazdaki bir miktar 6rnek aspire edilerek yapilacak olan YUT de kullanilir.
Basit ve santrifiijsiiz bir yontem olmasiin yaninda elde edilen progresif hareketteki

sperm miktari diigiik diizeydedir (Aktas 2007; Buran 2015).
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Standart sperm yiizdiirme yonteminde, basit yikama ve sperm ylizdiirme
yontemleri kombine halde kullanilmaktadir. Konik tiipe alinan semen 6rnegi yikama
medyumu ile belirli oranda karistirilarak santrifiij islemine tabi tutulur. Siipernatant
atilarak pellet ilizerine yilkama medyumu 45° agiyla eklenir ve iiste yiizen spermler
toplanir ve IUIL, IVF ve ICSI uygulamalarinda kullanilir (Oguz 2013; Yigit 2015;
Ozkoger 2018; http://www.embriyologferhatcengiz.com/sperm-hazirlama-
yontemleri/ (10 Nisan 2019).

2.2.3.3. Dansity Gradient Santrifiigasyon

Dansity gradient yontemi agir oligozoospermi, teratozoospermi ya da
astenozoospermi vakalarinda fazla sayida motil sperm elde edilmesi yoniiyle YUT de
oldukea tercih edilen bir yontemdir. Birbirinden farkli yogunluklardaki soliisyonlarla
ve semen Ornegi ile steril santrifiij tiipiinde {i¢ ayr1 faz olusturularak hazirlanan tiip
santrifiij islemine tabi tutulur. Izotonik soliisyonlarin kullanimiyla eldeki semen
orneginden, semenin i¢inde bulundurdugu immotil ya da defektli spermler, beyaz
kiireler ve diger tiim hiicresel atiklardan motil ve morfolojik olarak saglikli spermlerin
ayristirtlmasini saglayan bir yontemdir. Dansity gradient santrifiigasyon yonteminde
gerceklestirilen ayiklama ve yikama islemlerinde kullanilan soliisyonlarin non-toksik
ozellikte olmas1 sperm hiicreleri, oosit ve endometriuma zarar vermemesi yoniinden
bir avantaj saglamaktadir. Yontemde kullanilan soliisyonlar, gelen semen Orneginin
spesifik Ozelliklerinin daha 1iyi bir sekilde secilebilmesi icin degiskenlik
gosterebilmektedir. Bunun yani sira spermlerin alacagi mesafenin kisaltimi icin
materyal hacmi azaltilabilir veya viskozitesi sikintili 6rnekler igin santrifiij siiresi

artirilabilir (Aktas 2007; Yiice 2015; Erimsah 2017; Ozkoger 2018).
2.3. SPERM DNA HASARI

Fertilizasyonun basarili bir sekilde gerceklestirilmesi i¢in sperm DNA’sinda
herhangi bir hasar bulunmamasi1 ve DNA biitiinliigii olduk¢a 6nemlidir. Semenin
analiz edilmesi sonrasi bulunan morfoloji, motilite ve spermatozoon konsantrasyon
degerleri; fertilite potansiyelinin degerlendirilmesi agisindan eksiklik igermektedir
(Budak 2014; Durmus 2018). Sperm niikleusunda ortaya ¢ikan DNA hasarlari ile DNA

biitiinliiglinlin seviyesinin infertilite ve fertilizasyon potansiyeli arasinda bir iligki
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oldugunu gosteren bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir (Esteves ve Schneider 2011; Aydin
2018; Durmus 2018).

Sperm DNA hasarinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli olarak goriilen {ic mekanizma
bulunmaktadir. Bunlar; olgun spermdeki anormal kromatin paketlenmesi,
spermatogenezis esnasinda hasarli DNA bulunduran sperm hiicrelerinin apopitozise
ugramamis olmasi ve semen kalitesindeki diisiikliikle beraber reaktif oksijen tiirlerinin
asir1 iiretimi olarak ele alinmaktadir. Sperm DNA hasarinin yiiksek oranda anormal
kromatin paketlenmesi nedeniyle olustugu gerceklestirilen bir¢ok caligmayla ortaya
konmustur. Hasarli DNA‘ya sahip spermatozoonlar spermatogeneziste fonksiyonel
olarak genetik havuzdan elimine edilirler. Ancak bu ayirimdan kurtulabilen hasarli
germ hiicreleri istenmeyen 6zellikteki sperm hiicrelerinin varligini arttirir. Spermlerin
muhafazasi i¢in olusturulan semenin kalite kotiliigli ve dretimi artmis ROS
mevcudiyeti spermde protaminasyon ve c¢apraz disiilfit baglarinin olusumunu
azaltmaktadir (Bianchi ve ark. 1996; Lopes ve ark. 1998; Shen ve Ong 2000; Sakkas
ve ark. 2003; Aydin 2018; Durmus 2018).

Bu mekanizmalarin yani sira DNA hasar1 goriilmesine; bireyin ilerleyen yast,
kanser hastalarina uygulanan 151n ve kemoterapi tedavileri, sperm hazirlama
yontemlerinde bagvurulan ytliksek hizli santrifiij islemleri, l6kosperminin beraberinde
goriilen genital sistemdeki enfeksiyonlar, sperm liretilme siirecinde etkili olan ¢esitli
toksik ajan ya da ilaglar ve oksidatif stress vb. gibi etmenler sebebiyet verebilmektedir

(Potts ve ark. 1999; Mortimer ve Menkveld 2001; Aydin 2018; Durmus 2018).
2.3.1. Sperm Kromatin Kondenzasyonu

Kromatin yapis1t ve kompozisyonu incelendiginde memelilerin sperm yapisi
somatik hiicrelerden farklilik gostermektedir. Erkek ve disi lireme kanallarindan
geeme esnasinda paternal genomun genetik biitiinliiglinii muhafaza edecek bigimde

sperm kromatininin yapilandigi gozlenir (Evenson ve ark. 2002; Durmus 2018).

Sperm niikleusunda, spermatogenez esnasinda niikleer histonlarin sperme 6zgii
protaminler ile birlesmesi ve protaminler arasinda yer alan ¢apraz disiilfit baglar
sayesinde sperm DNA’simnin hem kararli bir hale getirilmesi hem de sikica
paketlenmesi saglanir (Wong ve ark. 2008; Tekden Kirgiz 2015). Sperm niikleus

yapisi bu sekilde paketlenerek mitotik kromozomlardan alt1 kat yogun bir hale gelir ve
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niikleer yapinin tiimiinii kaplar (Ward ve Coffey 1991; Fuentes ve ark. 2000; Durmus
2018). Sperm hiicresinde kromatin paketlenmesi; kromozomlarin siki bir sekilde
baglanmasi, sperm DNA’simnin DNA halka bolgesini meydana getirmesi, histon-
protein yer degisimi, DNA yogunlagmasi ile kromozom yerlerinin belirlenmesi olarak
4 farklhi sekilde gerceklesmektedir. Paketlenme isleminde yogunlasan kromatinden
histon proteinlerinin yerlerinden ayrilmasini saglayan 06zel gecis proteinleri
(Transition Nuclear Protein- TP: T1, T2) gorev alir ve boylece ayrilan histonlarin
yerine protaminler yerlesir (Ward ve Coffey 1991; Aydin 2018; Durmus 2018). Sperm
olgunlasmasinda kromatin yapilanmasinin son asamasi epididimde goriiliir.
Epididimde protaminler arasinda distilfit baglari olusarak ¢apraz baglanma saglanir ve

spermin kromatin kondensasyonu meydana getirilir (Zini ve ark. 2001; Durmus 2018).
2.3.2. Anilin Mauvisi

Anilin mavisi boyasi lizinden zengin histonlarla, arjinin/sistein zengini
protaminlerin ayriminda kullanilan, sperm kromatin degerlendirilmesini saglayan
asidik bir boyadir. Spermde histon proteinlerinin ¢oklugu lizin proteinlerinin de fazla
oldugunu gostermektedir. Anilin mavisi ile boyama, spermdeki temel protein
farklarin1 ortaya ¢ikararak lizin i¢in pozitif bir reaksiyon gereksinimini karsilayan bir
teknik olarak kullanilir ve DNA protein yapisinin belirlenmesinde yardimct olur.
Hasarli DNA igeren spermler rezidiiel histonlar1 ortaya c¢ikararak anilin mavisi
boyasina baglanma yatkinligma sebebiyet verir. Immatiir spermatozoonun lizinden
zengin histon tasiyan niikleusu sonug¢ olarak mavi rengi alacaktir. Matiir
spermatozoonun arjinin-sistein zengini protaminli niikleusu ¢ok diisiik lizin
icerdiginden dolayr anilin mavisiyle boyanmayacaktir (Hammadeh ve ark. 2001;
Wong ve ark. 2008; Tekden Kirgiz 2015; Durmus 2018).

2.4. TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA (TZP)

Tam kanin santrifiije tabi tutulmasiyla, kandaki konsantrasyondan daha yiiksek
konsantrasyonda trombosit hiicrelerinden zengin olarak elde edilen plazma kismina
TZP denilmektedir (Yilmaz ve Kesikburun 2013). Fibrin-pihtt olusumundan sonra
hazirlanan TZP, igerisinde bulundurdugu trombositlerin aktivasyonu sayesinde alfa
graniilleri igerisinde bulunan c¢ok sayida biliylime faktoriiniin ve diger uyaranlarin

ortama salinimiyla uygulama sahasi i¢erisinde biiyiime faktorlerinden zengin bir mikro
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cevrenin olugsmasini saglamaktadir. Bu biiylime faktorlerinden zengin mikro c¢evre
sayesinde TZP’nin kullanimiyla; hiicrelerin biiyiime ve farklilagsmaya uyarilmasi, yara

tyilesmesinin hizlanmasi vb. gibi olumlu sonuglar gézlenmektedir (Ersen 2011,
Oztiirk 2015).

2.4.1. Trombosit Yapis1 ve Icerigi

Trombositler, disk benzeri yapilar seklinde ¢aplar1 2-4 pm olan, mitokondri ve
mRNA bulundurduklar1 halde ¢ekirdek icermeyen, kiigik membranla ¢evrili
sitoplazmik hiicre elemanlar1 olup kemik iligindeki dev poliploid hiicreler
(kromozomlarin ¢oklu setlerini igeren, niikleus bulunduran hiicreler) olan
megakaryositlerden gelisirler. Dinlenme siiresince diskoid yapida goriilen trombositler,
aktive hale gectiklerinde psddopodlart olan globiiler bir sekil alirlar ve boyutlar1 5
um’ye kadar artabilir. Uretilis siirecleri 10-12 giin, periferik kan dolasimina
gecislerinden sonraki Omiirleri ise 8-10 giin siirmektedir. 1 mm?® kandaki sayilari
300000 pl olan trombositler, damar yaralanmalarinda kanamanin durdurulmasinda ve
kanin pihtilasmasimin saglanmasinda gorevlidirler. Baslica karaciger tarafindan
tiretilen trombopoietin hormonu trombosit yapimini uyarir ve ¢ogalmasini kontrol eder.
Boyanmis kan yaymalarinda kiimeler halinde gdzlenirler ve tek tek incelendiklerinde
soluk mavi boyanan bir periferleri ve koyu mor renkli boyanan bir merkezi bolgeleri
goriillir. Bu seffaf periferal kisimlara hyalomer, graniillerin yerlesmis oldugu merkezi
bolgelere ise graniilomer ismi verilir (Ersen 2011; Saglam 2012; Ross ve Pawlina 2014;
Oztiirk 2015).

Trombositler organizasyonel ve fonksiyonel olarak 4 zonda incelenirler.

- Periferal Zon: Kalin bir tabaka glikokaliksle kapli hiicre membranindan
meydana gelir. Glikokaliks, glikoproteinler, glikozaminoglikanlar ve
plazmadan adsorbe edilen gesitli koagiilasyon faktdrlerinden olusur. Integral
membran proteinleri trombositlerin reseptorleri olarak islev gortirler (Ross ve

Pawlina 2014).

- Yapisal Zon: Plazma membraninda destekleyici bir ag olusturan
mikrotiibiilleri, aktin filamentleri, miyozin ve aktin-baglayic1 proteinleri igerir
(Ross ve Pawlina 2014).
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Organel Zonu: Trombosit merkezini olusturan zondur. Mitokondri,
peroksizomlar, glikojen partikiilleri ve sitoplazmaya dagilmis halde bulunan
en az 3 tip graniil igerirler. En fazla bulunan graniiller, esas olarak fibrinojen,
pihtilasma (koagiilasyon) faktorleri, plazminojen, plazminojen aktivator
inhibitorii, platelet kokenli biiylime faktoriinii (PDGF) igeren o graniilleridir.
Platelet agregasyonunda, kan koagiilasyonunda, damar tamirinin baslangig
safhalarinda 6nemli rol oynarlar. o graniilleri daha az sayida ve daha kiigiiktiir.
adenozin difosfat (ADP), adenozin trifosfat (ATP), seratonin ve histamin
icerirler. Platelet adezyonunu ve hasarli damarin vazokonstriksiyonunu
kolaylastirirlar. y graniilleri ¢esitli hidrolitik enzimler iceren hiicrelerdeki
lizozomlar gibidirler. A graniilleri damar tamirinin ileri evrelerinde pihti

rezorpsiyonunda (geri emiliminde) islev goriirler (Ross ve Pawlina 2014).

Membran Zonu: Iki tip membran kanali igerirler. A¢ik kanalikiiler sistem
(AKS) birinci tip membran kanali olup platelet demarkasyon membranlarinin
gelisimsel kalintilaridir. Plazma membraninin sitoplazma i¢ine invajinasyonu
ile olusan megakaryosit membranlarinin boliinmesine katkist olmayan
membran kanalidir. Tkinci membran kanali ise yogun tiibiiler sistem (YTS)’ dir.
YTS, megakaryositin graniillii endoplazmik retikulum (gER)’ undan koéken
alan elektron-yogun bir materyal igerir. Kalsiyum iyonlari i¢in depo alanidirlar
ve platelet ylizeyi ile baglantili degildirler. Agik ve kapali membran sistemleri
siklikla birleserek kompleks olustururlar. Bunlar trombosit i¢i kalsiyum

diizenlenmesinde 6nemlidir (Ross ve Pawlina 2014).

Yogunluk ve igeriklerine gore ti¢ degisik granil tariflenmistir:

1. Delta Graniiller (Yogun Cisimler): Kalsiyum, pirofosfat, ADP, ATP gibi

molekiilleri icerip, serotonin deposu olarak gorev yapan graniillerdir.

2. Lambda Graniiller (Lizozomlar): Iginde asit hidrolazlar gibi lizozomal enzimler

olan graniillerdir. Bakterisidal etkisi olan glikozidaz, proteaz gibi proteinleri de

icerirler.

3. Alfa Graniiller: Tek kat membranl biiyiik organeller olup sayisal olarak

trombositlerin major granilleridir. Bu graniillerin koyu renkli boyanan alanlarinda

proteoglikanlar, acik renkli boliimlerinde von Willebrand faktorii (VWF), albiimin gibi
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proteinler ve tiibiiler yapilar vardir. Bu graniiller; yapisma proteinlerini, pihtilasma
faktorlerini ve inhibitorlerini, fibrinolitik faktorleri ve bu faktorlerin inhibitorlerini,
proteazlar1 ve anti-proteazlari, gesitli biiylime faktorlerini ve mitojenik faktorleri,
kemokinleri, sitokinleri ve antimikrobiyal proteinleri igerdiklerinden salgilanan
proteinler i¢in esas depolanma yeridir (Nurden 2011; Akeda ve ark. 2019). Alfa
graniillerin hemoostaz, inflamasyon, kemik ve yara iyilesmesinde gorevli pek ¢ok
protein ve biiyiime faktoriini icermesi, trombositlerin yogunlastirilarak klinikte yara,
kemik iyilesmesi gibi alanlarda kullaniminin giindeme gelmesine neden olmustur

(Saglam 2012; Ross ve Pawlina 2014).

Dens Graniil (6 Graniiller) Alfa Graniil Lizozomlar (A Graniiller)
‘Pro-agregan molekuller” “Adezyon ve venilenme molekulleri” ‘“Temizleven molekiiller”
Niikleotidler: Proteoglikanlar: Asit proteazlar:
e Adenin:ATP. ADP * Trombosite dzgii: p TG, PF4 * Katepsm D, E
*  Guanin:GTP. GDP *  Serglisin * KarboksipeptidazA B
Aminler: e  PBP (Trombosit Temel Protein) * Kolajenaz
. Serotonin (5-HT) = NAP2 *  Asit fosfataz
* Histamin Adezif glikoproteinler: e  Arilsiilfataz
Bivalan katyonlar: s  Fibronektin Vitronektin, Glikohidrolazlar
. Kalsiyum Thrombospondin, vWF, e Heparmaz
e Magnezyum Hemostaz ile ilgili faktor ve kofaktorler: e  N-asetil-
Pirofosfat +  Fibrinojen, Faktér V, VIL, X1, XIII glukozamimidaz
* Kininojenler.Plazminojen. ProteinS, e p-glukromdaz
Hiicresel mitojenler: * [-galaktozidaz
« PDGF. TGFb . ECGF. EGF. «  B-glycerophosphatase
WVEGF. IGF. Interlckin-B e  Glukozidaz
Proteaz inhibitérleri: e Fukozidaz
*  o2-makroglobiilin a2-antitripsin s  Arabinozidaz.
vb.... mannozidaz
Arrica
=  Imminglobilinler: IgG. IgA. IghM
e Albomin

Sekil 3: Trombositlerde yer alan graniillerin icerikleri (Rendu ve ark. 2001).

Yiizeylerinde bulunan reseptérleri; trombin, Tromboksan A2, ADP, kollajen,
konvulksin, Ca*? vb. etkinlestirici molekiillerin uyarmasiyla aktive olan trombositler,
sitoplazmalarindaki aktif molekiilleri barindiran o ve & graniillerini ve platelet
tromboplastik faktor (PF3) gibi pihtilasma faktorlerini agik kanalikiiler sistem yoluyla
disar1 birakirlar. Boylelikle o graniilleri igerisinde yer alan bir¢ok biiyliime faktorii ve
sitokinler bulunduklar1 ortama salinir. Ayrica salinan ADP ve Tromboksan A2 gibi
molekiiller de diger trombositlerin aktive edilmesini uyararak trombositlerin birbirine

yapismasint saglar ve trombotik tika¢ olusumuyla pihtilasmada gorev alirlar (Ersen
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2011; Saglam 2012). Yaralanmalara kars1 cevap olarak aktivasyonlar1 saglandiginda
homeostazis, doku rejenerasyonu, yara iyilesmesi, anjiogenez gibi siire¢lerde rol

oynarlar.

Trombositlerde bulunan a graniilleri iginde doku iyilesmesi ve hemostazisde
Oonemli rolii olan bircok molekiil igerir. Yapilan son calismalardaki analizler
trombositlerin aktive edilmesi sonucunda yaklasik 3000’den fazla biyoaktif proteinin
salindigim1 gostermistir (Nurden 2011; Akeda ve ark. 2019). Bu molekiillere 6rnek
olarak: Transforme edici biiylime faktori-p (TGF-b), trombosit kaynakli biiyiime
faktorii, epidermal biiyiime faktorii (EGF), trombosit kaynakli epitelyal biiyiime
faktori, insiilin benzeri biliyiime faktorii-1 (IGF-1), trombosit kaynakli anjiyogenez
faktorti, vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF), temel fibroblast biiytime faktorti
(bFGF), platelet faktor 4, interlokin 1 ve diger pek ¢ok faktor gosterilebilir. Tiim bu
molekiiller belli bir diizen i¢ginde birlikte ¢alisarak inflamasyon, hiicre farklilagmasini-
proliferasyonunu ve rejenerasyonunu uyarmaktadir. Bunlarin disinda ise oksidatif
stres ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azalttig1 ve ¢esitli antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu yukari regiile ettigi bildirilmistir (Anitua ve ark. 2004; Aydemir ve
Karadag 2009; Cansever 2017; Sekerci ve ark. 2017; Matz ve ark. 2018).

2.4.2. TZP Tanimi ve Siniflandirilmasi

Normal bir kan 6rneginde hiicresel elemanlarin dagilimi: %93 kirmizi kan
hiicresi, %6 trombosit, %1 beyaz kan hiicresi seklindedir. Trombositten zengin plazma,
otolog kandan elde edilen, yiiksek trombosit ve biiylime faktorii konsantrasyonuna
sahip plazma fraksiyonu olarak tanimlanir. TZP tedavisinin temel prensibi insan
viicudunun dogustan gelen tamir yetenegini arttirmak, yaralanma sonrasi iyilesmeyi
hizlandirmaktir. TZP iginde trombosit orant normale gore artmis olup hiicresel
dagilim %94 oraninda platelet, %6 oraninda ise beyaz kiire ve kirmizi kiire seklindedir.
Bu yiiksek trombosit konsantrasyonu hedef bolgeye uygulandiginda hiperfizyolojik
bir biiyime faktorii konsantrasyonu olusturarak hasar boélgesinde iyilesme
potansiyelini arttirir (Hanci ve ark. 2015; Epifanova ve ark. 2017). Deneysel toksik
yaralanma durumunda TZP’nin kullanimi sonrasinda; hiicre biiylimesinin ve
farklilasmasinin uyarilmasi, anjiyogenez ve kollajen sentezinin artmasi, antiapoptotik
etki, hiicre go¢iinii hizlandirmasi vb. etkiler sayesinde yapisal islevsellik bakimindan

yenilenme goriilmiistiir (Kon ve ark. 2011; Alsosou ve ark. 2013; Xie ve ark. 2014).
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Trombosit agisindan zengin plazma kullaniminin, toksik hasardan sonra gonadlarin
durumunu geri getirmenin etkili bir yontemi oldugu varsayilmistir (Valeriya ve ark.

2014).

Ehrenfest ve arkadaslarinin yapmis olduklart TZP siniflandirmasi TZP
hazirligindaki fibrin igerigine ve 16kosit sayisina gore olusturulmus olup dort gesittir.

Bu simiflandirmalar;

- P-TZP; diisiik sayida 16kosit ve fibrin yogunlugu iceren trombositten zengin
plazma,

- L-TZP; yiiksek sayida 16kosit ve diisiik fibrin yogunlugu igeren trombositten
zengin plazma,

- P-TZF; az sayida I6kosit icerigiyle birlikte yliksek yogunlukta fibrin iceren
trombositten zengin fibrin,

- L-TZF; yiliksek miktarda 16kosit ve fibrin yogunlugu bulunduran trombositten
zengin fibrin, olarak yapilmistir (Dohan Ehrenfest 2009).

TZP; kalsiyum kloriir (CaCly), trombin ilavesi, donma-¢6ziilme ya da kollajene
maruz birakilma gibi iglemlere tabi tutulmasi sonucu aktive edilerek trombositlerin
degraniile olmast ve o graniillerinden biiytime faktorlerinin salinmas1 saglanir
(Cavallo ve ark. 2016; Wasterlain ve ark. 2016; Akeda ve ark. 2019). TZP’nin
aktivasyonunda kullanilan islemin farkliligi biiyiime faktorlerinin saliniminda
degisikliklere sebebiyet verebilmektedir. Kullanilan islemlerdeki bu farkliliklar klinik
uygulamalarda arastirma sonuclarinin net ve dogru bir sekilde degerlendirilmesinde

sikint1 olusturmaktadir (Cavallo ve ark. 2016; Akeda ve ark. 2019).
2.4.3. TZP Avantajlar1 ve Dezavantajlar

TZP, igerisindeki biiyime faktorlerinin yami sira fiziksel ve kimyasal
ozellikleri ile de rejenerasyonda etkili olmaktadir. Iceriginde bulundurdugu yiiksek
fibrinojen ile TZP hazirlanmasindan sonra trombositlerin aktive olmasiyla fibrin agi
olusturulur ve bu 3 boyutlu fibrin ag pihtinin istikrarini saglayarak birlikte uygulandig
materyallerin uygulanmasini kolaylastirir. Fibrin ag, bolgeye gelen yenilenme
kapasitesi olan hiicrelerin tutunabilmesi ic¢in de bir iskele (skaffold) roli
iistlenmektedir (Sonnleitner ve ark. 2000; Lekovic ve ark. 2002; Utku 2014).
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TZP ile tedavide; TZP haricinde baska bir ilag, {iriin vb. gibi ek bir madde
kullanilmadan, ekonomik bir sekilde sadece bireyin kendi kanindan hazirlanan TZP
uygulanarak herhangi bir doku uyusmazIigi, alerji ve enfeksiyon bulagsma riski ortadan
kaldirilmis olmaktadir. TZP uygulanmasi 6ncesinde agri miktarini azaltabilmek i¢in
uygun miktarda anestezik soliisyonlar kullanilabilir. TZP uygulandig1 bolgede tedavi
sonrasinda morarma, kanama, kizariklik, yanma, agri ve sismeye sebebiyet
verebilmektedir. Bu etkiler birka¢ giin icerisinde kendiliginden gecebilir. Bu gibi
durumlarda TZP’nin uygulandig: kisilerde buz uygulamasi yapilabilir (Akeda ve ark.
2019; http://doctormuratbas.blogspot.com/2014/05/prp-hakkinda-hersey.html/
10.06.2019). Otolog iiretilebiliyor olmalari nedeni ile yeterli hayvan deneyi
yapilmadan klinik kullanima giren TZP, teorik olarak cok sey vaat etmesine ragmen;

yeterli kontrollii ¢alisma olmamasi nedeni ile sonuglarinin hala tartisildig: bir alandir

(Oztiirk 2015).
2.4.4. TZP Hazirlanmasi

TZP hazirlama teknikleri genel olarak ortak dzelliklere sahiptir. Oncelikle kan
antikoagiilanh tiiplere alinir ve santrifiijj uygulanir. Yapilan teknige gére zaman
degisimi olsa da yaklasik bir saat igerisinde TZP’nin hazirligt tamamlanir. Tek
santrifiij yonteminde santrifiij donme hizina ve santrifiij sliresine bagli olarak kanin
plazma ve sekilli elemanlar olarak katmanlarina ayrilmasi saglanir. En altta kirmizi
kan hiicreleri tabakasi, iistiinde trombositlerin yogun olarak yer aldigi buffy coat
tabakasi ve en iist katmanda ise aselliiler ya da trombositten fakir plazma (PPP) yer
alir. Sonrasinda elde edilen TZP, direkt yarali bolgeye ya da disarida trombosit
aktivatorleri ile aktivasyonu saglandiktan sonra ortaya g¢ikarilan bilyiime faktorleri
araciligiyla ilgili dokuya uygulanir (Dohan Ehrenfest ve ark. 2009; Engebretsen ve ark.
2010; Utku 2014).

TZP hazirliginda kisiden uygulama yapilacak bolgeye gerekli miktar kadar kan
antikoagiilan igeren steril enjektore steril ortam sartlarinda alinarak santrifiij cihazinda
uygun dénme hizinda dondiiriiliir ve trombositlerin tiipiin dibine ¢oktiiriilen kanin
diger sekilli elemanlarindan ayrilmasi saglanir. Tiipiin list kisminda plazma igerisinde
trombositlerden 2-8 kat daha zengin bir tabaka elde edilir (Dhurat ve Sukesh 2014;
http://doctormuratbas.blogspot.com/2014/05/prp-hakkinda-hersey.html/ 10.06.2019).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmaya Dahil Etme Kriterleri

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimci Ureme
Teknikleri Unitesine Ocak 2019- Nisan 2019 tarihleri arasinda basvuran hastalardan
azoospermi tanist konulmamis toplam 20 hastaya ait semen Ornegi ¢alismaya dahil
edilmistir. TZP eldesinde kullanilacak kan 6rnekleri goniilliiliik esasinca basvuran 20
hastadan alinarak ¢alismaya dahil edilmistir. Calismaya katilim bireylerin ¢alisma
hakkinda  bilgilendirilerek  goniilli  onam  formlarmin  doldurulmasi ile
gerceklestirilmistir (Ek-1, EK-2). Calismamiz Necmettin Erbakan Universitesi Meram
Tip Fakiiltesi Ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 2018/1562 sayili
karar ile onay almistir (EK-3).

3.2. TZP’nin Hazirlanmasi

Onam formlar1 doldurularak onay alinan goéniilliilerden asit sitrat dekstroz- A
(ACD-A) igeren steril enjektor ile 10 cc kan alindi. Alinan kan miktarinca gekilen
ACD-A miktar1 1:5 oranindadir. Alinan kan 6rnegi santrifiij tiiplerine esit miktarda
dagitilarak 1100 dakikadaki donme sayisinda (rpm) 22 dk siireyle sogutmali santrifiije
konuldu. Santrifiij sonrasinda tiipte iist kistmda trombositten zengin plazma, alt
kistmda diger kan hiicrelerinin bulundugu iki faz olustu. Ust kisimdaki plazma ince
uclu spiralli enjektor ile pellet iizerinde bir miktar siipernatant birakilarak c¢ekildi ve
temiz bir santrifiij tiipline aktarildi. Cikan plazma miktarma gore eklenecek
olan %10’luk CaCl, miktar1 550ul 6rnege 27.5ul CaCl: olacak sekilde hesaplandiktan
sonra hesaplanan miktar steril mikro pipet yardimiyla cekilerek plazma iizerine
eklendi. Olusturulan karisim yavas hareketlerle kopiirtii olusturulmadan galkalanip
trombositlerin aktive olmasi amaciyla 37°C’de veya oda 1sisnda fibrin pihti
goriiliinceye kadar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasiyla
2700 rpm’de 15 dk santrifiije konuldu. Olusan silipernatant kismi esit hacimde (1.5
m1’lik) steril ependorflara alindi. Kullanim agsamasina kadar hazirlanan numuneler -20°

C’ye kaldirilarak muhafazasi saglandi.

39



e 2

Resim 1: Asit sitrat dekstroz iceren steril enjektdre alinan tam kan drnegi

Resim 2: Santrifiij islemi igin kanin steril konik tiipe aktarilmasi
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Resim 3: Tam kanin Santrifiij isleminden gegirilmesi
Asit sitrat dekstroz- A igeren steril enjektor ile alinan 10 cc kan steril tiiplere
aktarilarak kan 6rneginin fazlara ayrilmasti i¢in sogutmali santrifiije yerlestirilir (Resim

1, Resim 2 ve Resim 3).

Resim 4: Santrifiij uygulamasindan sonra fazlara ayrilan kan (siyah oklar:
trombositleri igeren plazma fazlari)

41



Resim 5: Kanin trombosit iceren zengin plazma kisminin steril tiipe alinmasi (siyah
oklar: TZP)

Alman kanin santrifiij edilmesinin ardindan tiiplerde olusan fazlardan
trombositlerin yer aldigi silipernatant kismi alt fazdaki diger kan hiicrelerinden

ayrilarak steril bir tiipe aktarilmistir (Resim 4, Resim 5).

Resim 6: Hesaplanan %10’luk CaCl, miktarinin elde edilen trombositten zengin
plazma tizerine eklenmesi
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Resim 7: Hafif ¢alkalama islemiyle CaCl>’nin TZP igerisinde homojen bir sekilde
dagitilmasi
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Resim 8: inkiibasyondan sonra jellesen A-TZP ve jelin icerisinde olusan fibrin-piht1
(Fibrin-piht1 olusumu: kirmiz1 kutucuk igerisinde gosterilen kisim)
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Resim 9: CaCl ile muamele ve santrifiij isleminin sonrasinda pargalanmig trombosit
yapilarindan olusan pellet

Resim 10: Elde edilen A-TZP’nin dondurulmak tizere ependorflara dagitilmasi
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Ikinci santrifiijiin tamamlanmasindan sonra olusan siipernatant igerisinde
trombositlerin aktivasyonu sonucu ag¢iga ¢ikan biiylime faktorleri, alt pellet kisminda
ise aktivasyonla pargalanan trombositlerin kalan membranlarmin pargaciklart yer
almaktadir (Resim 9). Biiyiime faktorlerini bulunduran siipernatant kismi ¢ekilerek
esit hacimlerdeki steril ependorflara dagitildiktan sonra kullanima kadar -20°C’de

saklanmistir (Resim 10).
3.3. Semen Orneklerinin Hazirlanmasi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimci Ureme
Teknikleri Unitesinde onam formlar1 alinarak isleme tabi tutulan tiim semen &rnekleri
3 giinliik cinsel perhizden sonra mastiirbasyon yoluyla toksik etki bulundurmayan
steril kaplara toplandi. Toplanma islemi her hastanin protokol numarasi ve semen
verme saati verilen kap {izerine not alinarak gergeklestirildi. Toplanan semen
orneklerinin oda sicakliginda 30 dk ila 60 dk arasinda bir siireyle bekletilerek likefiye

olmalar1 saglandi.

Likefiye olma isleminin tamamlanmasimdan sonra DSO 2010 yil1 laboratuvar
el kitab1 baz alinarak semen Orneklerinin spermiogram analizleri gerceklestirildi.
Spermiyogram iglemi yapilirken oncelikle semenin makroskobik analizindeki renk,
voliim ve viskozite parametreleri degerlendirildi. Sonrasinda Makler kamarasina 10 pl
semenden alinan 6rnek konularak 1s1k mikroskobunda semenin mikroskobik analizi
yapildi (Resim 11). Sperm konsantrasyonu kamarada goriilen iki satir bir siitun ya da
iki stitun bir satir tizerindeki sperm hiicrelerinin sayilmasi ve ortalamalarinin
alinmasiyla gecgeklestirildi. Motilite degerlendirmesinde toplamda 100 sperm hiicresi
saylldi ve sayilan spermler hareket Ozelliklerine gore +4, +3, +2 ve +1 olarak
degerlendirildi (Resim 12). Yapilan analizler sonucunda azospermik olmayan semen

ornekleri ¢calismada kullanildi.
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Resim 12: Sperm goriintiilenmesi i¢in kullanilan mikroskop

3.4. Simple Washing Metodu ile Spermlerin Hazirlanmasi

Spermiogram islemi tamamlanan uygun sonuclar tasiyan ornekler, verildigi

semen kabi icerisinde steril ortamda mikro pipet kullanilarak homojenize edildi. Gelen

46



semen Orneginden 900 pl miktarinda biri kontrol biri deney grubu olmak iizere iki grup

olusturuldu.

Kontrol grubu i¢in ayrilan semen 6rnegi santrifiij tiipline alinarak 1/1 oraninda
PBS ile muamele edilip homojenize edildi. Homojenize edilen 6rnek 1500 rpm’de 10
dk siire santrifiij edildi ve santrifiij bitiminde pellet alinarak tizerine 900 pl kadar PBS
eklendi. 1500 rpm’de 10 dk ikinci bir santrifiije tabi tutularak pellet eldesi saglandi.
Stipernatanttan uzaklastirilan pellet iizerine 900 pul PBS eklenerek silispanse hale
getirildi. En son halde elde edilen kontrol grubundan 10 upl alindi ve Makler

kamarasinda sayimi yapildi.

Deney grubu i¢in ayrilan 6rnek santrifiij tiipiine alinarak ve {izerine 1/1 oranda
yikama soliisyonu olarak PBS eklendi ve homojenizasyonu saglandi. Siispanse edilen
ornek 1500 rpm’de 10 dk santrifiije tabi tutuldu. Santrifiijden sonra elde edilen 6rnegin
stipernatant kismi atildi. Tiipiin dibinde kalan pellet, 900 ul kadar A-TZP ile muamele
edildi ve 37°C’de 45 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi tamamlanan &rnek
tekrar homojenize edilerek 1500 rpm’de 10 dk santrifiije konuldu. Olusan siipernatant
kismui atildiktan sonra pellet 900ul A-TZP ile siispanse edildi. Homojenize edilen

ornekten 10 pl alinarak Makler kamarasinda sayimi yapildi ve verileri kaydedildi.
3.5. Spermlerin +23+2°C ve +4°C’de Bir Gece Saklanmasi

Deney ve kontrol gruplarinin 6rneklerin ikinci santrifiij sonrasi elde edilen son
durumu Makler kamarasinda sayimlarinin yapilmasindan sonra her iki grupta ayri
sekilde oda 1s1s1 +23+£2°C ve +4°C olmak iizere iki gruba ayrildi. Steril ependorf
tiiplere ayrilan ornekler oda 1sisina +23+2°C ve +4°C’ye bir gece boyunca birakildi.
Bir gece sonunda her grubun +23+2°C ve +4°C’ye birakilan 6rneklerinden 10 pl
alinarak Makler kamarasinda konsantrasyon ve motilite Olgiimleri yapildi.

Degerlendirilmesi tamamlanan gruplarin boyama asamasina gegildi.
3.6. Anilin Mavisi Boyama ile Sperm Kromatin Yapisinin Degerlendirilmesi

Boyama asamasima gecilen gruplarin +23+2°C ve +4°C’de bekletilen
orneklerinin her birinden 10 pl 6rnek alinarak bir lam {izerine damlatildi. Temiz bir
lamel yardimiyla damlatilan &rnek lam {izerine yayildi. A¢ik havada 10-15 dk

kurumaya birakildi. Kurumanin gerceklesmesinden sonra 30 dk siireyle
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hazirlanan %4’liik formaldehit icerisinde fikse edildi. Fiksatiften ¢ikarilan 6rnek
distile su iginde 1 dk siireyle iki defa durulanarak acik havada 10 dk kurumaya birakildi
ve ardindan 10 dk boyunca daha oOnceden %@4’liik asetik asit ile karistirilarak
hazirlanan %5’lik asidik anilin mavisi (pH= 3.5) i¢erisine konuldu. Boyama igleminin
gerceklestirilmesi ile lam boyadan ¢ikartilarak {i¢ defa 1 dk siireyle distile su igerisinde
durulandi. Ag¢ik havada kurutulan 6rnek immersiyon yagi damlatilarak Olympus BX43
mikroskobunda 100x biiyiitmede goriintiilendi. Goriintiilenen spermler boya alma
durumlarina gére boya alan koyu mavi goriintiilenen spermler anilin mavisi pozitif;
boya almayan agik mavi renkte goriintiilenen spermler anilin mavisi negatif olarak
degerlendirildi ve elde edilen sonuglar kaydedildi. Her preperatta boya alan ve
almayan 100 sperm sayilarak anilin mavisi pozitif olan spermlerin kromatin

kondensasyonunun %’lik degeri hesaplandi.

Resim 13: Anilin mavisi boyama testinde spermlerin goriintiilenmesinde kullanilan
Olympus BX43 mikroskobu
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Resim 14: Anilin mavisi boyama testinden sonra spermler 20x

Resim 15: Anilin mavisi boyama testinden sonra spermler 40x



Resim 16: Anilin mavisi boyama testinden sonra boya alan ve almayan spermler
100x (kirmizi ok: boya alan anilin blue (+) spermler, siyah ok: boya almayan anilin
blue (-) spermler
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Resim 17: Anilin mavisiyle boyanan ve boyanmayan spermler 100x (Kirmizi
yuvarlak icerisine alinan boya almig bir sperm ve siyah ok icerisine alinan boya
almamis sperm)

3.7. Istatistiksel Analizin Yapilmasi

Calisma sonucunda her grubun konsantrasyon, motilite ve anilin mavisi
boyama parametre degerleri kaydedildi. Tiim verilerin karsilagtirlmasinda ve
analizlerinin yapilmasinda istatistik analizi yazilimi1 SAS (Statistical analysis software)

University Edition 9.4 programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Kandan A-TZP eldesi i¢in ¢alismaya dahil edilen tiim hastalar bilgilendirilerek
onam formlar1 alindi ve steril bir sekilde kan alma islemleri gerceklestirildi. Sperm
icin ise Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimci Ureme
Teknikleri Unitesine spermiyogram testi yaptirmak {izere bagvuran hastalardan onam
formlariyla bilgilendirilerek olurlar1 alinanlar ¢aligmaya dahil edildi. Spermiyogram
testleri tamamlanan, azoospermi olmayan 20 hastanin semen 6rnegi ¢alismamizda

kullanild1. Semen analizinden elde edilen veriler ham deger olarak kaydedildi.

Semen oOrnekleri esit hacimde iki tiipe ayrilarak tliplerden biri sadece PBS ile
muamele edilen kontrol grubu olarak digeri ilk olarak PBS ile yikamasi yapildiktan
sonra A-TZP ile muamele edilen deney grubu olarak adlandirilds. ilk olarak kontrol ve
deney grubu PBS ile homojenize edildi ve 1500 rpm’de 10 dk siire santrifiij islemi
yapild1. Santrifiij bitiminde elde edilen siipernatant kisimlari atildi ve kontrol grubunun
pelleti {izerine PBS; deney grubunun pelleti tizerine A-TZP eklenerek pelletler

homojenize edildi.

Kontrol grubu 1500 rpm’de 10 dk ikinci bir santrifiije tabi tutuldu. Elde edilen
pellet lizerine PBS konularak siispanse edildi ve 10 pl 6rnek Makler kamarasina
konularak kontrol grubunun konsantrasyon ve +4, +3, +2, +1 olarak motilite

degerlendirmesi yapildi.

Deney grubu A-TZP ile homojenizasyondan sonra inkiibatoérde 45 dk siiresince
bekletildi. 45 dk sonunda 1500 rpm’de 10 dk santrifiije konuldu. Elde edilen pellet
tizerine A-TZP eklendi ve drnekten 10 pl alinarak Makler kamarasinda konsantrasyon
ve motilite analizi yapildi. Kontrol grubu ve deney grubu i¢in elde edilen verilerin

istatistiksel analizi yapilda.

Deney grubu ve kontrol grubunun zamana bagli konsantrasyon degisimi Grafik
1 ve Tablo 4’te gosterildi. Deney grubu ve kontrol grubu arasinda ham degerler ve 2.
santrifiijden sonra elde edilen degerler arasinda yapilan istatistiksel analiz sonucu
p<0.05 degerini tasimadigi icin anlamsiz bulunmustur. Tablo 5°te gosterildigi gibi
zaman degerinin istatistiksel bir anlam (p<.0001) tagimasina ragmen gruplarin zamana

bagli karsilastirmasinda anlamlilik bulunmamstir (p>0.05).
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Grafik 1: Deney grubu ve kontrol grubunun zamana bagli konsantrasyon degisiminin
grafiksel gosterimi
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Tablo 4: Deney grubu ve kontrol grubunun zamana bagli konsantrasyon degisiminin

karsilastirmasi
Deney grubu ve kontrol grubunun konsantrasyon karsilastirmasi
Simple Effect Estim| Standard Pr>
Level Grup | Grup ate Error| DF | tValue [t]| AdjP
zaman Ham |TZP PBS -133E- 3.2641 57 -0.00| 1.0000| 1.0000
17
zaman 2. TZP PBS 2.4500 3.2641 57 0.75] 0.4560| 0.4560
santrifiij

Tablo 5: Deney grubu ve kontrol

karsilastirmasinin degerlendirmesi

grubunun zamana bagli konsantrasyon

Num| Den
Effect DF DF | F Value| Pr>F
grup 1 57 0.28| 0.5977
zaman 1 57 45.54| <.0001
grup*zaman 1 57 0.28| 0.5977

Deney grubunun kendi icerisindeki zamana bagli dlglimleri ve ham degeri

arasindaki sperm konsantrasyon degerlendirmesinde deney grubunun ham ve 2.

santrifiij zamanlarinin kendi arasindaki degerlendirmesinde konsantrasyon %’leri ayni

oldugu icin ve istatistik sonucu p>0.05 oldugundan anlamli bulunmadi.
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Grafik 2: Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin zamana
bagli +1 degeri karsilastirmasinin grafiksel gosterimi
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Tablo 6: Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin zamana
bagli +1 degeri karsilastirmasi

Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin +1 degeri
karsilastirmasi

Stand
Simple Effect ard
Level Grup |Grup |Estimate Error| DF| tValue Pr>|t|| AdjP
saman Ham | TZP |PBS | -711E-17] 2.4004| 57 -0.00| 1.0000| 1.0000
Zaman 2. TZP PBS 12.5500| 2.4004 | 57 5.23 ] <.0001| <.0001
santrifiij T : -S. . .

Deney ve kontrol gruplarinin Grafik 2 ve Tablo 6’da gosterilen ham ve 2.
santrifiij degerleri arasindaki karsilastirmada ham degerler ayni oldugundan gruplar
arasinda istatistiksel bir anlamlilik bulunmadi (p>0.05). Deney ve kontrol grubu
arasinda 2. santriftij +1 verileri karsilastirildiginda yaklasik %65 olan kontrol grubu
yaklasik %50 olan deney grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<.0001). Bu anlamlilik; +1 degeri immotil spermleri ifade ettiginden A-TZP’li grup
olan deney grubunda kontrole gore olumlu yonde bulgular elde edildigini

gostermektedir.
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Grafik 3: Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin zamana
bagli +2 degeri karsilagtirmasinin grafiksel gosterimi
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Tablo 7: Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin +2 degeri

karsilagtirmasi
Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin +2 degeri
karsilagtirmasi

Simple Effect Standard

Level Grup |Grup | Estimate Error| DF |t Value Pr>|t|]| AdjP
zaman Ham |TZP PBS 1.39E-16 0.6701 57 0.00| 1.0000| 1.0000
zaman 2. TZP PBS 0.05000 0.6701 57 0.07| 0.9408| 0.9408
santrifiij

Deney ve kontrol gruplarinin ham ve 2. santrifiij +2 degerlerinin karsilastirmasi

Grafik 3 ve Tablo 7 lizerinde gosterildi. Gosterilen karsilastirmalar arasinda gruplarin

ham degerleri degerlendirmesi anlamlilik gdstermemektedir (p>0.05). 2. santrifiij

degerlerinin karsilastirmasinda ise gruplar arasindaki fark 0.05 oldugundan

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.05).
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Grafik 4: Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin zamana
bagli +3 degeri karsilagtirmasinin grafiksel gosterimi
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Tablo 8: Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin +3 degeri
karsilagtirmasi

Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin +3 degeri
karsilastirmasi
Standa
Gru | Gru | Estima rd tValu| Pr>
Simple Effect Level | p p te| Error DF e [t|| AdjP
zaman Ham TZP | PBS 1.07E-| 2.3855 57 0.00| 1.0000| 1.0000
14
zaman 2. santrifiij | TZP PBS | 11.4500| 2.3855 57 4.80| <.0001 | <.0001

Grafik 4 ve Tablo 8 {izerinde ham ve 2. santrifiij degerlerinin zamana bagl +3
degerlerinin deney ve kontrol grubu arasindaki karsilagtirmasi gosterildi. Ham
degerleri deney ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamsiz bulundu
(p>0.05) Gruplar arasindaki 2. santrifiij karsilastirmasinda yaklasik %40 {izeri olan
deney grubu yaklasik %30 olan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<.0001). Deney grubunun kendi igerisindeki +3 karsilastirmasinda

yaklasik %45 iizerinde olan ham degeri yaklasik %40 tizerindeki 2. santrifiij degerine
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gore anlamlilik gostermektedir. Kontrol grubu igerisinde %45 iizerinde olan ham

degeri %30 degeri yakinlarindaki 2. santrifiij degerine gére anlamli bulunmustur.

Grafik 5: Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin +4 degeri
karsilagtirmasinin grafiksel gésterimi
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Tablo 9: Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin +4 degeri

karsilastirmasi
Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin +4 degeri
karsilagtirmasi
Standa

Simple Effect Estima rd t Valu

Level Grup |Grup te| Error DF e Pr>|t|| Adj P
zaman Ham TZP PBS 6.66E-| 0.4535 57 0.00| 1.0000| 1.0000

16

zaman 2. TZP PBS 1.0500| 0.4535 57 2.32] 0.0242 0.0242
santrifiij

Deney ve kontrol gruplarinin Grafik 5 ve Tablo 9°da gosterilen ham ve 2.

santrifiij degerleri arasindaki karsilagtirmada ham degerler ayni verileri icerdiginden

gruplar arasinda istatistiksel bir anlamlilik bulunmadi (p>0.05). Deney ve kontrol

grubu arasinda 2. santrifiij +4 verileri karsilagtirildiginda p=0.024 bulundugundan

deney grubu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Grafik 6: Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin zamana
bagli toplam +3 ve +4 degisiminin grafiksel gosterimi
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Tablo 10: Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin zamana
bagli toplam +3 ve +4 degisiminin degerlendirilmesi

Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin toplam +3 ve
+4 degerleri karsilastirmasi
Standa
Simple Effect Estima rd t Valu
Level Grup |Grup te| Error DF e Pr>|t|| AdjP
zaman Ham TZPp PBS 1.07E-| 2.3954 57 0.00| 1.0000| 1.0000
14
zaman 2. TZPp PBS 12.5000 | 2.3954 57 5.22| <.0001 | <.0001
santrifiij

Deney grubu ve kontrol grubunun ham ve 2. santrifiij degerlerinin zamana
bagl toplam +3 ve +4 degisimleri arasindaki karsilastirma Grafik 6 ve Tablo 10°da
gosterildi. Ham degerleri arasinda deney ve kontrol grubu ham degeri verileri ayni
oldugundan istatistiksel olarak bir anlam gozlenmedi (p=1.00). 2. santrifiij degerleri
arasindaki kontrol ve deney grubu karsilastirmasinda ise toplam +3 ve +4 degeri
yaklasik %40’tan fazla olan deney grubu toplam +3 ve +4 degeri yaklasik %30 olan

kontrol grubuna gore anlamli bulundu (p<0.05).
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2. santrifiij sonrasinda elde edilen 6rneklerin son verileri kaydedildikten sonra
kontrol grubu esit hacimde ayrilarak steril iki ependorf tiipe dagitildi. Ayn1 sekilde
deney grubunun da steril iki ependorf tiipe esit miktarlarda dagitimi yapildi. Kontrol
ve deney grubundan ayrilan ependorflardan birer taneleri bir gece birakilmak iizere
+23+2°C’de oda 1s1sina, ependorfa alinan diger 6érnekler de +4°C’de soguk buzdolabi
ortammna kaldirildi. Bir gece sonunda kontrol ve deney grubunun +23+2°C’deki
orneklerinden ayr1 ayr1 10 ul alinarak Makler kamarasinda konsantrasyon ve motilite
(+1, +2, +3 ve +4) tayinleri yapild1 ve verileri kaydedildi. +4°C’de saklanan 6rnekler
ise steril hava kabinine ilk ¢ikartildiklar1 zaman yapilan Makler kamarasi
degerlendirmelerinde %100 immotil sonuglar alindig1 i¢in degerlendirmeleri 30 dk
inkiibatorde bekletilme ardindan gerceklestirildi. Makler kamarasinda konsantrasyon
ve motilite tayinleri yapilan +4°C 6rneklerinin verileri kaydedildi ve tiim ornekler

istatistiksel olarak degerlendirildi.

Tablo 11: Deney ve kontrol gruplarinin +23+£2°C’ye ve +4°C’ye birakilan
orneklerinin zamana bagl konsantrasyon degerleri karsilastirmasi

Deney ve kontrol gruplarinin +23+2°C ve +4°C’ye birakilan érneklerinin
konsantrasyon degeri karsilastirmasi
Stand
Simple Effect |Zama |Zama | Estim ard t Valu
Level n n ate| Error DF e Pr>|t|| AdjP
islem*derece |4 5 -4.0500 | 2.8650 209 -1.41| 0.1590| 0.3357
TZP 23
islem*derece |4 5 -4.5500| 2.8650 209 -1.59| 0.1138] 0.2530
TZP 4
islem*derece |4 5 -4.8000| 2.8650 209 -1.68| 0.0953| 0.2171
PBS 23
islem*derece |4 5 -5.0500| 2.8650 209 -1.76| 0.0794| 0.1848
PBS 4

Tablo 11’de gosterilen konsantrasyon Kkarsilagtirmalarinda +23+£2°C ve
+4°C’deki orneklerin kendi igerisindeki 4. zaman olan 2. santrifiij degerleri ve 5.
zaman olan bir gece saklama sonrasi degerleri arasinda p<0.05 degerini

tasimadigindan yapilan karsilagtirmalar anlamli bulunmamustir.
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Tablo 12: Deney ve kontrol gruplarmin +23+2°C’ye ve +4°C’ye birakilan
orneklerinin zamana bagli +4 degerlerinin karsilagtirmasi

Deney ve kontrol gruplarinin +23+£2°C ve +4°C’ye birakilan 6rneklerinin +4
degeri karsilastirmasi
Standa

Simple Effect |Zama |Zama |Estima rd t Valu

Level n n te| Error DF e Pr>jt|| AdjP
islem*derece |0 5 0.6000| 0.4540 209 1.32| 0.1877| 0.3847
TZP 23

islem*derece 4 5 1.1000| 0.4540 209 2421 0.0162| 0.0427
TZP 23

islem*derece |0 5 1.2500| 0.4540 209 2.75| 0.0064| 0.0176
TZP 4

islem*derece 4 5 1.7500| 0.4540 209 3.85| 0.0002| 0.0005
TZP 4

islem*derece 0 5 1.1500| 0.4540 209 2.53| 0.0120] 0.0321
PBS 23

islem*derece 4 5 0.6000| 0.4540 209 1.32] 0.1877| 0.3847
PBS 23

islem*derece 0 5 1.2500| 0.4540 209 2.75| 0.0064| 0.0176
PBS 4

islem*derece 4 5 0.7000| 0.4540 209 1.54] 0.1246| 0.2735
PBS 4

Tablo 13: Deney ve kontrol gruplarmmin +234+2°C’ye ve +4°C’ye birakilan
orneklerinin kendi i¢indeki +4 degerlerinin karsilastirmasi

Deney ve kontrol gruplarinin +23+£2°C ve +4°C’ye birakilan 6rneklerinin kendi
icindeki +4 degeri karsilastirmasi
Standard
Effect Label Estimate Error| DF| tValue| Pr>|t|
islem*derece |23 Vs 4 islem=pbs -0.1000| 04540 209  -022| 0.8259
*zaman zaman=5
islem*derece |23 Vs 4 islem=tzp -0.6500 0.4540| 209 -1.43 0.1537
*zaman zaman=5

+234+2°C’ye ve +4°C’ye birakilan deney ve kontrol grubu orneklerinin +4
degeri karsilastirmalar1 Tablo 12 ve Tablo 13’te verilmistir. Deney grubu (A-TZP) ve
kontrol grubunun (PBS) kendi iclerindeki +4 degerlerinin karsilastirmasi deney
grubunda p=0.15, kontrol grubunda p=0.82 oldugundan istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. A-TZP grubunun +23+2°C’deki ham ve 5. zaman degerleri arasinda, PBS
grubunun +23+2°C’deki 2. santrifiij ve 5. zaman degerleri arasinda ve PBS grubunun
+4°C’deki 2. santrifiij ve 5. zaman degerleri arasinda p<0.05 degerini tasimadigindan
istatistiksel olarak anlamli degildir. A-TZP ve PBS gruplariin diger

karsilagtirmalarinda p degeri 0.05’in altinda oldugundan istatistiksel olarak anlamlidir.
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Tablo 14: Deney ve kontrol gruplarmin +23+2°C’ye ve +4°C’ye birakilan
orneklerinin zamana bagli +3 degerlerinin karsilagtirmasi

Deney ve kontrol gruplarinin +23+2°C ve +4°C’ye birakilan érneklerinin +3
degeri karsilastirmasi
Stand

Simple Effect |Zama |Zama | Estim ard t Valu

Level n n ate| Error DF e/ Pr>|t|]| AdjP
islem*derece |0 5 19.1500 | 2.5296 209 7.57] <.0001| <.0001
TZP 23

islem*derece |4 5 13.7000 | 2.5296 209 5.42| <.0001| <.0001
TZP 23

islem*derece |0 5 30.0500 | 2.5296 209 11.88 | <.0001| <.0001
TZP 4

islem*derece |4 5 24.6000 | 2.5296 209 9.72| <.0001 | <.0001
TZP 4

islem*derece |0 5 31.2000| 2.5296 209 12.33| <.0001| <.0001
PBS 23

islem*derece |4 5 14.3000 | 2.5296 209 5.65| <.0001 | <.0001
PBS 23

islem*derece |0 5 39.2500| 2.5296 209 15.52| <.0001| <.0001
PBS 4

islem*derece |4 5 22.3500 | 2.5296 209 8.84| <.0001| <.0001
PBS 4

Tablo 15: Deney ve kontrol gruplarinin +23+£2°C’ye ve +4°C’ye birakilan
orneklerinin kendi i¢indeki +3 degerlerinin karsilastirmasi

Deney ve kontrol gruplarinin +23+£2°C ve +4°C’ye birakilan érneklerinin kendi
icindeki +3 degeri karsilastirmasi
Standard

Effect Label Estimate Error| DF| tValue| Pr>|t|
islem*derece |23 vs4islem=pbs  -8.0500 25296 209  -3.18| 0.0017
*zaman zaman=5

islem*derece |23 Vs 4 islem=tzp -10.9000 2.5296 209 -4.31 <.0001
*zaman zaman=5

+234+2°C’ye ve +4°C’ye birakilan deney ve kontrol grubu 6rneklerinin +3
degerlerinin karsilastirmalart Tablo 14 ve Tablo 15’te verilmistir. Deney grubu (A-
TZP) ve kontrol grubunun (PBS) kendi iglerindeki +3 degerlerinin karsilagtirmasi
sonucu deney grubunda ve kontrol grubunda p<0.05 oldugundan istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu. A-TZP grubunun +23+2°C ve +4°C’deki 6rneklerinin zamana bagh
karsilagtirmalar1 ve PBS grubunun +2342° C ve +4°C’deki 6rneklerinin zamana bagl

kargilastirmalar1 p<0.05 degerini tagidigindan istatistiksel olarak anlamlidir.
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Tablo 16: Deney ve kontrol gruplarmin +23+2°C’ye ve +4°C’ye birakilan
orneklerinin zamana bagli +2 degerlerinin karsilagtirmasi

Deney ve kontrol gruplarinin +23+£2°C ve +4°C’ye birakilan érneklerinin +2
degeri karsilastirmasi
Stand

Simple Effect |Zama |Zama | Estim ard t Valu

Level n n ate| Error DF e Pr>|t|| AdjP
islem*derece |0 5 0.5000| 0.7404 209 0.68| 0.5002| 0.7781
TZP 23

islem*derece |4 5 0.6500| 0.7404 209 0.88| 0.3810| 0.6549
TZP 23

islem*derece |0 5 0.05000 | 0.7404 209 0.07| 0.9462| 0.9975
TZP 4

islem*derece |4 5 0.2000| 0.7404 209 0.27| 0.7873| 0.9606
TZP 4

islem*derece |0 5 0.4500| 0.7404 209 0.61| 0.5440| 0.8161
PBS 23

islem*derece |4 5 0.5500| 0.7404 209 0.74| 0.4584| 0.7383
PBS 23

islem*derece |0 5 1.0000 | 0.7404 209 1.35] 0.1783| 0.3690
PBS 4

islem*derece |4 5 1.1000| 0.7404 209 1.49| 0.1389| 0.2999
PBS 4

Tablo 17: Deney ve kontrol gruplarinin +23+£2°C’ye ve +4°C’ye birakilan

orneklerinin kendi i¢indeki +2 degerlerinin karsilastirmasi

icindeki +2 degeri karsilastirmasi

Deney ve kontrol gruplarinin +23+2°C ve +4°C’ye birakilan érneklerinin kendi

Standard Pr>
Effect Label Estimate Error| DF| t Value [t]
islem*derece*zam |23 vs 4 islem=pbs -0.5500 0.7404 | 209 -0.74] 0.4584
an zaman=5
islem*derece*zam |23 vs 4 islem=tzp 0.4500 0.7404| 209 0.61| 0.5440
an zaman=>5

+234+2°C’ye ve +4°C’ye birakilan deney ve kontrol grubu 6rneklerinin +2

degerlerinin karsilagtirmalar1 Tablo 16 ve Tablo 17°de verilmistir. Deney grubu (A-

TZP) ve kontrol grubunun (PBS) kendi iglerindeki +2 degerlerinin karsilagtirmasi

sonucu deney grubunda ve kontrol grubunda p<0.05 degeri saglanmadigindan

istatistiksel olarak anlamsiz bulundu. A-TZP grubunun +23+£2°C ve +4°C’ deki

orneklerinin zamana bagli karsilastirmalar1 ve PBS grubunun +23+2° C ve +4°C’deki

orneklerinin zamana bagli karsilastirmalari degerlendirildiginde p<0.05 degerini

tasimadigindan istatistiksel olarak anlamsizdir.
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Tablo 18: Deney ve kontrol gruplarmin +23+2°C’ye ve +4°C’ye birakilan
orneklerinin zamana bagli +1 degerlerinin karsilagtirmasi

Deney ve kontrol gruplarinin +23+2°C ve +4°C’ye birakilan orneklerinin +1 degeri
karsilastirmasi
Standa
Simple Effect Estima rd
Level Zaman | Zaman te| Error DF t Value| Pr>|t|| AdjP
islem*derece 0 5 -1 2.4706 209 -8.22| <.0001| <.0001
TZP 23 20.3000
islem*derece 4 5 - 2.4706 209 -6.25| <.0001| <.0001
TZP 23 15.4500
islem*derece 0 5 -1 2.4706 209 -12.69| <.0001| <.0001
TZP 4 31.3500
islem*derece 4 5 - 2.4706 209 | -10.73| <.0001| <.0001
TZP 4 26.5000
islem*derece 0 5 - 2.4706 209 | -13.28| <.0001| <.0001
PBS 23 32.8000
islem*derece 4 5 - 2.4706 209 -6.23| <.0001| <.0001
PBS 23 15.4000
islem*derece 0 5 - 2.4706 209 | -16.82| <.0001| <.0001
PBS 4 41.5500
islem*derece 4 5 - 2.4706 209 -9.77| <.0001| <.0001
PBS 4 24.1500

Tablo 19: Deney ve kontrol gruplarinin +23+£2°C’ye ve +4°C’ye birakilan
orneklerinin kendi i¢indeki +1 degerlerinin kargilastirmasi

Deney ve kontrol gruplarinin +23+2°C ve +4°C’ye birakilan érneklerinin kendi
icindeki +1 degeri karsilastirmasi
Standard
Effect Label Estimate Error| DF| t Value| Pr>|t|
islem*derece |23 vs 4 islem=pbs 8.7500 2.4706| 209 3.54 0.0005
*zaman zaman=5
islem*derece |23 vs 4 islem=tzp 11.0500 2.4706| 209 4.47 <.0001
*zaman zaman=5

+234+2°C’ye ve +4°C’ye birakilan deney ve kontrol grubu 6rneklerinin +1
degerlerinin karsilagtirmalar1 Tablo 18 ve Tablo 19’da verilmistir. Deney grubu (A-
TZP) ve kontrol grubunun (PBS) kendi i¢lerindeki +1 degerlerinin karsilagtirmasi
sonucu p<0.05 degeri saglandigindan deney grubunda ve kontrol grubunda yapilan
karsilagtirmalar istatistiksel olarak anlamli bulundu. A-TZP grubunun +23+£2°C ve
+4°C’deki 6rneklerinin zamana bagli karsilagtirmalart ve PBS grubunun +23+2°C ve
+4°C’deki Orneklerinin zamana bagli karsilastirmalar1 degerlendirildiginde p<0.05

degerini tasidigindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

63



Bir gece sonrasinda verileri kaydedilen deney ve kontrol grubunun +4°C ve
+2342°C orneklerinin ayr1 ayrt boyama islemleri yapilarak kromatin yapilar
degerlendirildi. Her bir 6rnekten 10 pl alind1 ve steril bir sekilde lam iizerine 45°°1ik
ac1 tutularak lamel yardimiyla yayma preparat hazirlandi ve agik havada 10-15 dk
kurumaya birakildi. Hazirlanan preparatlar ilk 6nce 30 dk siireyle hazirlanan %4’lik
formaldehit igerisinde fikse edildi. Fiksatiften ¢ikarilan preparat distile su i¢inde 1dk
siireyle iki defa durulanarak agik havada 10 dk kurumaya birakildi. Ardindan 10 dk
boyunca daha donceden % 4’liik asetik asit ile karigtirilarak hazirlanan %5°1lik asidik
anilin mavisi (pH= 3.5) igerisine konuldu. Boyamadan sonra preparat boyadan
cikartilarak ti¢c defa 1dk siireyle distile su igerisinde durulandi. A¢ik havada kurutulan
preparat immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta 100x biiyiitmede goriintiilendi
Goriintiilenen spermler boya alma durumlarmma gore boya alan koyu mavi
goriintiilenen spermler anilin mavisi pozitif; boya almayan a¢ik mavi renkte
goriintiilenen spermler anilin mavisi negatif olarak degerlendirildi ve elde edilen
sonuglar kaydedildi. Her preperatta boya alan ve almayan 100 sperm sayilarak anilin

mavisi pozitif spermlerin %’lik degeri hesaplandi.

+4°C ve +23+£2°C’de bir gece saklanan kontrol ve deney grubu orneklerinin
toplam sayilan 100 spermdeki anilin mavisi pozitif sperm verileri karsilastirildi
(Grafik 7, Tablo 20, Tablo 21). Orneklerimizde boyanma sonrasi anilin mavisi pozitif
degerinin diisiik ¢ikmasi kromatin yapisi olarak daha iyi diizeyde oldugunu
gostermektedir. Deney grubunda +4°C’ye birakilan 6rnegin anilin mavisi pozitif
degeri (35.90), daha yiiksek yiizdede ¢ikan (37.35) +23+2°C’ye birakilan deney
grubuna gore anlamli bulunmustur. Deney ve kontrol grubu +4°C 0Ornekleri
karsilagtirildiginda yaklasik %36 olan deney grubu %41 olan kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<.0001). +23+2°C’deki orneklere bakildiginda
yaklasik %37 olan deney grubu %41 olan kontrol grubuna goére anlamli bulundu
(p<0.05). Kontrol grubunun kendi igerisindeki karsilastirmasinda +23+2°C’deki
degeri 41.00, +4°C’deki degeri 40.95 oldugundan herhangi bir anlamlilik bulunmadi.
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Grafik 7: Kontrol ve deney grubu +4°C ve +23+2°C orneklerinin anilin mavisi (+)

boyama sonuglari karsilastirmasi
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Tablo 20: Kontrol ve deney grubu +4°C ve +23+2°C 6rneklerinin anilin mavisi (+)
boyama sonuglarinin karsilastirmasi

Kontrol ve deney grubu +4°C ve +23+2°C’de bir gece saklanan érneklerinin
anilin mavisi (+) boyama sonuclari karsilastirmasi

Simple Estimat| Standard tvVa| Pr>

Effect Level | Grup | Grup e Error DF | lue [t|| AdjP
saklama TZP PBS -3.6500 1.0396 57 -1 0.0009| 0.0009
derece23 3.51

saklama TZP PBS -5.0500 1.0396 57 -] <.0001 | <.0001
dereced 4.86

Tablo 21: +4°C ve +23+2°C orneklerinin anilin mavisi (+) boyama degerlerinin

karsilastirmasi
Kontrol ve deney grubu +4°C ve +23+2°C orneklerinin anilin mavisi
(+) boyama karsilastirmasi

N Lower Upper

grup saklama | Obs | N| Mean | Std Dev | Median| Quartile| Quartile

PBS |derece23 20120| 41.00 6.05 42.00 36.00 46.00
derece4 2020 40.95 4.21 41.50 38.00 43.00

TZP |derece23 20120 37.35 5.28 39.00 33.00 42.00
derece4 20120 35.90 5.74 36.50 31.00 39.50
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5. TARTISMA

Sahip olunan yasam sartlari, gecirilen hastaliklar ve olusan genetik
malformasyonlar gibi bir¢ok farkli sebepler ciftlerin dogal yolla gebelik elde etme
imkanlarin1 giderek azaltmaktadir. Bu nedenler sonucunda dogal yollarla
fertilizasyonun saglanamamasi1 gilinlimiizde ¢iftleri yardimci iireme tekniklerine
yoneltmektedir. Bu baglamda YUT’ye basvuran bireylerin kadin ve erkekte
infertiliteye yol agan sebepleri arastirilarak belirlenmekte ve bu sebepler iizerine

¢0ziim olusturulmasi hedeflenmektedir.

Yasanilan donemde infertilitenin erkek faktorli olusumu %40 diizeylerine
ulagsmig durumdadir. Fertilizasyon, kadinin uygun sartlar1 tasiyor olmasina ragmen
erkek bireyin fertilite 6zelliklerindeki rahatsizlik sonucu olumsuz etkilenebilmektedir.
Bu nedenle ciddiyetle onem kazanan erkege bagli infertilitede nedenleri arastirmak ve
tespit etmek amaciyla semen analizi ile hem ejakiilatin fiziksel 6zellikleri (voliim,
viskozite, pH vb.) hem de sperm konsantrasyonu, sperm motilitesi, viabilitesi ve
morfolojisi gibi sperm kriterleri degerlendirilmektedir. Bu kriterlere ilave olarak
fertilizasyonun basarili bir sekilde gerceklestirilmesi ve sagliklt bir embriyonun
olusumu i¢in sperm DNA’sinda herhangi bir hasar bulunmamasi ve DNA
biitlinliigiinlin olduk¢a onemli oldugu vurgulanmaktadir. (Budak 2014; Hatiboglu
2014). Oyle ki, elde edilen spermlerin DNA yapilarinin bilinmemesinin, kullanilan
yontemlerde hasarlit DNA’ya sahip spermlerle islem yapilmasinin basari oranlarinda

diisiise sebebiyet verdigi ¢esitli calismalarca gézlemlenmistir.

Trombositlerde bulunan a graniilleri icinde doku iyilesmesi ve hemostazisde
onemli rolii olan birgok molekill icerir. Yaralanmalara karsi cevap olarak
aktivasyonlari saglandiginda graniiller igerisinde yer alan salgi graniilleri biyoaktif bir
hale doniistiiriiliir ve hedef hiicrelerin transmembran reseptorlerine baglanir. Bu
baglanma ile hiicre ¢ogalmasini, matriks olusumunu, kollajen sentezini ve osteoid
iretimini uyararak; homeostazis, doku yenilenmesi, yara iyilesmesi, anjiogenez gibi
stireclerde rol oynadiklart gosterilmistir (Dhurat ve Sukesh 2014; Cansever 2017;
Sekerci ve ark. 2017). A-TZP tedavisinin temel prensibi insan viicudunun dogustan
gelen tamir yetenegini arttirmak, yaralanma sonrasi iyilesmeyi hizlandirmaktir. TZP
icinde trombosit oran artmis olup bu yiiksek trombosit konsantrasyonu hedef bolgeye

uygulandiginda hiperfizyolojik bir biiytime faktorii konsantrasyonu olusturarak hasar
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bolgesinde iyilesme potansiyelini arttirdigi yapilan calismalarca bildirilmektedir
(Hanci ve ark. 2015; Epifanova ve ark. 2017).

Giliniimiizde kullanim1 mevcut ve alternatif tedavi yontemlerinin arastirildigi,
kandan elde edilmesi kolay ve gergeklestirilen arastirmalarda herhangi bir yan etkisi
ortaya ¢ikmamis olan TZP’nin, cesitli siireclerde dnemli rollere sahip olan birgok
molekiili iceriginde bulundurdugu literatiirde yer alan birgok calisma sonucunda
gosterilmistir. Bununla birlikte TZP’nin uzun siiredir kullanilmasina ragmen,
trombosit konsantrasyonlarmin farkli g¢esitlerini tanimlamak, siniflandirmak ve
tanimlamak i¢in uygun bir terminoloji olusturulabilme konusunda hala kafa

karisikliginin bulundugu belirtilmistir (Dhurat ve Sukesh 2014).

Bu bilgiler gz oniinde bulundurularak A-TZP, igeriginde cesitli biiyiime
faktorleri icermesi, kolay bir sekilde elde edilmesi ve herhangi bir yan etkiye sebebiyet
vermemesi sayesinde son yillarda siiregelen calismalarda islevlerinin arastirildigi

alternatif bir tedavi yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Biz de g¢alismamizda bu diisiincelere dayanarak basit yikama yonteminde A-
TZP ilavesiyle hazirlanan semen orneklerinde A-TZP’nin sperm degerleri lizerinde
nasil bir etki olusturacagini irdeleyerek bugiine kadar kisitli sayida gerceklestirilmis
olan semen, sperm, biiyiime faktorleri ve TZP ¢aligsmalarina katki saglamay1 ve olumlu
bir sonu¢ alimmasi halinde giiniimiizde erkek infertilitesinde kullanilan medyumlara

alternatif bir katki maddesi olarak ¢6ziim yolu olusturabilmeyi amagladik.

Bader ve ark. (2019), hazirladiklar1 %2’lik TZP’nin in vitro ortamda H20O>’e
maruz birakilarak oksidatif strese ugratilan sperm hiicrelerinde motilite {izerinde artis,
DNA fragmantasyonunda ise azalis meydana getirdigi bulgularini yapmis olduklar
calismada elde etmislerdir. Yapilan bu calismada elde edilen bulgular bizim

calismamizdaki bulgularimiz1 destekler niteliktedir.

Giliniimiizde gerceklestirilmis olan caligmalara literatiirde bakildiginda bizim
yapmis oldugumuz ¢alismaya benzer semen ve A-TZP nin birebir ¢alisildig arastirma
bulunmamaktadir (Sekil 4). Bu baglamda bakildiginda gerceklestirdigimiz caligma

diger ¢alismalara 6rnek olabilecek bir ilki teskil etmektedir.
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Yardimc iireme tekniklerinde kullanilagelen sperm yikama medyumlarinin
genel ozelliklerine bakildiginda steril olmasi, pH ve ozmolaritenin uygunlugu goz
ontinde bulundurulmaktadir. Yikama soliisyonu olarak kullandigimiz PBS’in pH
degeri 7,2-7,4 ve ozmolaritesi 380 mOsm/It’dir. TZP nin degerlerine baktigimizda ise
pH’1 7,4 ve ozmolaritesi 275-299 mOsm/It oldugundan semenin 7,2-8.0 olan pH ve
285-350 mOsm/It degerlerine uygundur. Caligmamizda kullandigimiz A-TZP’nin bu
bilgiler sonucunda sperm hazirlanmasinda kullanilabilecek ek bir katki maddesi

oldugunu diisiiniiyoruz.

Bununla birlikte in vitro ortamda fertilizasyon olasiligini attirabilmek i¢in
sperm hazirliginda bir¢ok farkli kimyasal madde ve biyolojik sivilarin eklendigi ¢esitli
kiiltiir soliisyonlarindan yararlanilmaktadir. Bu eklenenlerden biri de kapasitasyonun
olusumu igin gerekli Ca*? ve K*! iyonlaridir (Yigit 2015; Yiice 2015). Plazmada yer
alan trombositler icerisinde Na*!, Ca*?, K1, Mg*? gibi iyonlar1 bulundurmaktadir.
Ayni amag i¢in kullanildiginda elde edilen TZP nin kapasitasyonu uyarabilir oldugunu

sOyleyebiliriz.

TZP hazirhiginda kullanilan farkli aktivasyon islemleri ile birlikte farkli
santrifiijleme adimlari, kuvvetleri ve siireleri elde edilen TZP’nin trombosit
konsantrasyonunda, aktivitelerinde ve alinan verimlerinde c¢esitlilige yol

acabilmektedir. Bu nedenle daha 6nceki yapilan ¢alismalarda TZP’nin bulundugu
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ortama icerdigi biiylime faktorlerini ve sitokinleri farkli oranlarda serbest birakmasi
olasilig1 sebebi tartigma konusu olmustur (Chen ve ark. 2009; Sawamura ve ark. 2009;
Wang ve ark. 2013; Akeda ve ark. 2017). Bizim ¢alismamizda TZP’nin ne derece
aktive edildigi ve biiyiime faktorlerinin ne 6l¢lide salindigi bilinmese de elde ettigimiz
verilerin sonuclar1 aktive ettigimiz TZP’nin igerisindeki biiylime faktorleri ve diger

molekiillerin sperm tizerine art1 yonde bir etki olusturabildigini gostermistir.

Cavallo ve arkadaslar1 (2016), TZP nin aktive edilebilmesi i¢in gereken farkli
maddelerin (% 10 CaCl,, % 10 otolog trombin, % 10 CaCl; + trombin karisimi ve %
10 kollajen tip I) kullaniminin aktivasyonu ve agiga ¢cikan VEGF, TGF, PDGF biiyiime
faktorlerini ne sekilde etkileyecegine dair bir ¢alisma yapmislardir. Gergeklestirmis
olduklar1 ¢alismada 15. ve 30. dakika ve 1, 2 ve 24 saat dilimlerinde
kullanilan %10’luk CaCl, aktivatoriiniin yaklasik birinci saat dilimindeki agiga
cikardig biiytime faktorii degerlerinin arttig1 ve diger aktivatorlerle karsilastirildiginda
¢ok fazla bir farkin bulunmadigi gosterilmistir. Calismamizda TZP’nin CaCl; ile
aktivasyonu saglanmis olup bir saat inkiibe siiresinde trombosit igeriklerinin aciga
cikmasi beklenmistir. Cavallo ve arkadaslarinin ¢alismasindan yola ¢ikarak yapmis
oldugumuz basamaklarin sonucunda biiyiime faktorlerinin iyi bir oranda elde

edilebildigini sdyleyebiliriz.

+4°C ve +25°C’de tutulan spermler ile ilgili bir c¢aligmada sperm
hareketliliginin 12 giin sonunda tamamen immotile indigi gosterilmistir (Dashti ve ark.
2018). Biz yaptigimiz ¢alismada ayni sperm Ornegini iki gruba ayirarak sicaklik
farklarim1  ayn1  Ornekte degerlendirmeyi amagladik. Semen Orneklerinin
yikanmasindan sonra elde ettigimiz spermleri A-TZP ile muamele ederek A-TZP
igerisindeki biiylime faktorlerinin sperm hareketliliginin devam ettirilmesi iizerine
olan etkisini gozlemledik ve sonug olarak +4°C ve +23+2°C’de tutulan spermlerde

motilite olarak olumlu degerler aldik.

Bizim calismamizda bazi orneklerde 1 gece sonunda yapilan sayimlardaki
motilite diisiikliiglinin sebebi olarak verilen sperm {izerine otolog bir TZP
kullanilmamasi neden olarak gosterilebilir. Bireyler arasindaki hiicre ya da molekiiler
diizeydeki farkliliklar g¢esitli sikintilar olusturabilmektedir. TZP etkisinin tamamen
kotli oldugunu belirtememekle birlikte bu konunun daha sonraki yapilacak olan

caligmalarda otolog TZP kullanimi ile gozlemlenmesi ve detayli bir sekilde
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irdelenmesi gereklidir. Ayrica sperm saklanma kosullar1 optimum seviyede tutulsa bile

saklanma siiresi sperm kalitesine olumsuz etki olusturabilmektedir.

Tataru ve ark. (2015) taze ejakiilati, dogal olarak veya TNE-tamponunda
muhafaza ederek farkli sicaklik ve siire zarflarinda calismis olduklar1 6rneklerdeki
spermlerin kromatin yapilarini1 degerlendirmislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda 48 saat
sonunda 4°C’de muhafaza edilen &rneklerde sperm DNA parcalanma indeksinin
onemli bir degisiklik gostermedigi, 25°C ve 37°C altinda saklanan orneklerde ilk
giinlin sonunda DNA fragmantasyonunun 6nemli 6l¢lide arttig1 gosterilmistir. Biz de
yaptigimiz c¢alismada A-TZP ve PBS uygulanan ornekler igerisinde A-TZP
+23+2°C’deki orneklerde motilite olarak daha verimli sonuclar elde etmis olsak da
+4°C’deki hem A-TZP ile hem de PBS ile muamele edilen 6rneklerin kromatin tayini

verilerinin +23+2°C’deki 6rneklerin verilerinden daha iyi sonuglandigini gozlemledik.

Farkli sperm hazirlama tekniklerinin sperm parametre degerleri ve DNA
biitiinliigi tzerindeki etkileri gesitli ¢alismalarda degerlendirilmistir. Anbari ve
arkadaslarinin (2016) yapmis olduklari ¢aligmada sperm hazirlama medyumunun
dogasinin, sperm hareketliligini ve hazirlanan spermlerin DNA biitiinliigiinii etkiledigi
gosterilmisgtir.  Sperm  DNA  fragmantasyonunun seviyesinin sperm Kkalitesine,
depolama sicaklifina ve sperm siispansiyonunun inkiibasyon siiresine ve ayrica

hazirlama ortamina bagli olarak degisir oldugu sdylenmistir.

Basit yikama yontemiyle spermlerin hazirlanmasi agamasinda yapilan santrifiij
islemlerinin oksidatif strese bagli reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyelerinde bir artisa
neden oldugu ve sperm iizerine olumsuz etki olusturabilecegi literatiir kaynaklarinda
belirtilmistir. Bunun haricinde herhangi bir eliminasyon igcermeyen yontem, diger
kontamine edici hiicrelerin, olgunlasmamis ve kotii morfolojili spermatozoalarinda

beraberde ¢alisilmasina neden olmaktadir.

Bu olumsuzluklara ragmen ¢alismamizda A-TZP kullanilan 6rneklerimizde
motilite olarak anlamli veriler elde edilmistir. Kromatin yapisi olarak inceledigimizde
ise deney grubumuzdaki Ornekler kontrol grubuna nazaran daha diisiik pozitif
boyanma gostermistir. Bu ¢ikan sonuglar A-TZP igeriginin, ne kadar hangi faktoriin
ne konuda ne derece etkisinin oldugu bilinmiyor olunsa da kullandigimiz yontemin ve

cesitli olumsuzluklarin olusturdugu sikintilar giderdigini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gergeklestirmis oldugumuz ‘Trombositten zengin plazma (TZP) ile muamele
edilmis semen Orneklerinde oda 1sis1 (+23+2°C) ve soguk ortam sartlarinin (+4°C)
sperm parametreleri ve kromatin yapisina etkilerinin degerlendirilmesi’ adh

calismamizda elde ettigimiz bulgular 1s18inda su sonug ve onerileri ¢ikarabiliriz:

Basit yikama metoduyla elde edilen spermlerin motilite parametreleri
tizerindeki A- TZP etkisi incelendiginde 2. santrifiij sonrasinda kontrol grubuna
kiyasla +3 ve +4 motil spermlere bakildiginda olumlu sekilde anlamli bir sonug elde

edilmistir.

Bir gece saklama sonrasinda +23+2°C ve +4°C’ye birakilan 6rnekler arasinda
ise A-TZP kullanilan grupta kontrol grubuna gére daha iyi motilite sonuglari alinmistir.
Deney grubunun kendi igerisinde bakildiginda ise +23+2°C’deki 6rnekler motilite

verileri olarak +4°C’deki drneklerden daha anlamli ¢ikmuastir.

Deney ve kontrol gruplarinin anilin mavisi boyama sonuglarinda ise kromatin
yapisinin korunmasi olarak baktigimizda +4°C’deki deney grubu Grnekleri en iyi

verileri elde ettigimiz drnekler olmustur.

e Yukarda bahsettigimiz calisma sonuglarimiza ve literatiirdeki benzer bir¢ok
caligmaya baktigimizda A-TZP’nin sperm kiiltiir medyumlarina alternatif bir
katki maddesi olarak kullanilabilirligini gozlemledik.

e A-TZP kullanilarak hazirlanan semen 6rneklerinin hazirlanmis olduklar1 giin
disinda belirli bir siire daha motilite degerlerini korudugunu ve kromatin
yapisinin kararliligimin saglanabilmesi i¢in orneklerin buzdolabi sartlarinda
uygun bir sekilde muhafaza edilebilir oldugunu gozlemledik.

e (Calismamizda bazi o6rneklerde 1 gece sonunda yapilan sayimlardaki motilite
diistikliigliniin  sebebi olarak verilen sperm {izerine otolog bir TZP
kullanilmamas1 neden olarak gosterilebilir. Bireyler arasindaki hiicre ya da
molekiiler diizeydeki farkliliklar ¢esitli sikintilar olusturabilmektedir.

e Yaptigimiz ¢aligma iizerine belirli bir standardizasyonun saglanmasiyla ve
otolog TZP kullanim1 ile daha olumlu y6nde sonuglar elde edebilmek igin

farkli acilardan kapsamli olacak sekilde ek ¢aligmalar gerekmektedir.
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9. EKLER

Ek 1:

Tarih: Wersiyon 2

BILGILENDIRILAIS KAN GONULLT OLUR FORMU
“Saym ponalld,
Necmettin Erbakan imiversitesi meram tip fakiiltesi yardmmr ireme teknikleri dnitesinde
vilksek lisams tezi amach yiirittifFimiz “Trombositten Fenzin Plarma (TZP) Ile Muamele
Edilm#; Semen Omeklerinde Oda Inm (+23=1°C) Ve Soguk Oram artlannm (+4°C) Sperm
Paramemelen ve Eromatin Yapes Uzennoe Etkilerinin Degerlendinlmesi” adh amstumamiza
sirin de katlmamsn soeriyoroz Calsmays kanhm somilhihiik ssasina dayahdr Earannerdan
ooce amasturma hakkinda sizm bilgilendirmek istiyomiz. Bu hilgilen okoyop anladikian soora
arafiumaya katlmak istersenit formu imzalayims.
Yapacak oldufunsaz cabsmanm amacy mfertilite (kzarhk) sorom olan hastalarda albernatif bir
tedavi sapenefinin ohip olmadiim aragtmmaktr. Gerpeklestirilecek bu cabsmaya kxtlhimmz
aragiummanin bagans: igin snemlider,
Arastrmaya vas arahfm 18-30 yag arahfy olarak belivlediFimiz 20 kadar pénalli ahnacaktr,
Amstrmann fahisilma siresi 5 aydr.
EZer arashmmaya kanimay: kabul ederseniz izniniz defrulousunda bu cabizmern vapabilmek icin
kohmuzdan 10 oo kadar kam almamer gerekmektedir Abhnan kandan trombositten zengin

plazma  eldesi saglanacakur. Elde edilen trombositten zengin plazma galismamizm
yirmiimesingds sparm hazmlanmas igleminds perekl asamalarda kollamlacakir.

Eom alremasr strasmmda olnyabilecek riskler:
1-) IZne bamasma bagh olarak az bir a1 duyabilirsiniz.

2-) Az bir ihdimal de olsa ifpe bammas sorrasmda kanamanm uzamas: veya enfeksivon riski
vardir.

Arsaormadan delay girecefmiz olas bir zararda gerekli her tirld obbdi girsim famfourdan
vapulacakoir; b kooedakt him harcamalar da tarafinmzdan karslanacaknr.

Sizinle ilzili fubhkd bilziler mizli etulacak, ancak ¢ahsmamn kalitesini denetleyen gorevlilar, etik
kurullar ya da resooi makamlarca geresi halinde incelensbilecekir Bu amstormann somaglan
bilimse] amaclarla kullaplacakor Arastirma vaymlandun takdirde varsa kimlik bilgilerinizin
gizlilisi komonacaktr,

Bu gabizmaya kabhimay: reddedebilirsiniz. Bu aragtrmarya kankmak tamamsen istege baghdir ve
reddettifiniz takdirde size uvgalanan tedavide hethangi bir defisiklik olmerpacakor. Yine
calizmanm herban g bir asamasinda cnayimz cekmek hakkina da sahipsiniz

Angormadan cekilmeniz yva da amstrmac tarafindan amstrmadan ¢ikardmame halinde, sizle
ilgmli veriler kullamsimayacakor. Ancak venler bir ker anonimlssiikten sonra arastumadan
cekilmeniz mAamkin -almaﬂ:aktlr



Tarihkc versiyon 2

Caliymaya Eafiime (e

Tukanda yer alan ve amaghrmaya baslanmadan foce piniliys verilmesi gereken bilgilen
okwdum ve ozl olamk dmlsdim Akhma gelen tim somilan arasirmaciya sordom, yazii ve
50zl olarak bana yapulan tim agiklamalan aynohlanyla anlamis bubmmaktrym. Cahsmaya
kanlmaw: isteyip istemedifime karar vermem iin bana veterli zaman tanmédi. Bu kogullar
alimda, bana ait tbbi bilgilerin gozden pecinimesi, mansfer edilmesi ve islenmesi komasunda
arasimma yirancasine yetkl veryor ve soz konoso arastumaya ik bana yapidlan katilm
davetini hichir zorlama we bask: olmaksinn biyik bir gonallilik igersinde kakal ediyeram.
Bu formun imezals bir kopyasi bana venilecsktir,

Eanhma ile girizen arastrman
Adi soyadh, wmyvan-

Tel

Tmeza:

2z
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Ek 2:

Tarih: versiyon 2

BILGILENDIRILMIS SEMEN GONULLT OLUR FORMU

““Sayio gooilli,

Necmettin Erbakan imiversitesi meram tip fakiiltesi yardmon fireme teknikler @nitesmde
yiksek lisans tezi amach virarnigimaz “Trombositten Zenzin Plamma (TZP) Ile Muamele
Edilmi; Semen Omeklerinde Oda Ins (+23=2°C) Ve Soguk Ortam Sartlannm (+4°C) Sperm
Paramemeler ve Eromatin YVapes Uzenine Eikilerinin Degerlendinimesi” adll arasormamiza
sizin de katnlmamy dosriyemz Calsmava kanhm zooil Wik esasma dayalihr. Kasmnerdan
doce arasorma hakkmda iz bilglendinmek isdvoraz. Bu bileflen okoyup anlydkian seoma
arasiumaya kanimak isterseniz formo imzalayimz
Yapacak oldufumuz calismanm amac infertilits (kisrhk) soromn olan hastalarda alternatif bir
tedavi secenefinin olup olmadiEm amstumaktr, Gergeklestinilecek bu ¢alizmaya kanhmoms
arasimmanm bagans: icin cnemlidsr.

Arngirmaya 15 kadar ponalii ahnacaktr. Arastomava kanlacak olan z6mills sTubu vas arabn
18-50 yaslan amsinda elacakir. Amgormamn fahslma sarest § aydoo.

Eger aragtirmaya kanimay: kabual ederseniz izniniz defrultusunda vermis oldufarmz semen
drmeginin kullapim chswank) olacak kizmn perceklestinilersk amgfrma gahsmasi iin
kullamlscakir, Verdiginiz drmek sperm hazrlama iglemlsrinds kullamslan basit vikama
teknifivle ooam formlan ahnan gondliilerdsn ahman kan ile harmlamimes TZP ve PBS ile
muams=le edilerek cesitli asamalardan gegirlecektir. Verdifiniz fmege en son asamada anilin
blue boyama vapilarak veri clarmk elie edilen somag Kaydedilecekrir,

Gopilil olmenyz durmmmmda berhanzi bir zarar pérmevecefiniz  digimivoruz ama
arastimmadan dolayl grecefiniz olas bir zararda gerskli her tarlii nbbi sirsim tarafirnzdan
yvapilacaktr; b kordakd him harcamalar da tarafirazdan karglanacakor.

Sizinle il=zili nhbd bilgiler mizli mnalacak, apcak falismamn kalitesioi densfleyven gorevliler, etk
kurullar ya da resmi makamlarca gerefi halinde incelepebilecekiir, amstmma yaviolandiz
takdirde varsa kimiik bilpilerinizin gizlilif kermacaknr.
abzmaya kxbldikean sonra herthangd bir parazal vik alona girmeyeceksmiz we size de herhangi
it ddeme yamlmayacakior.

Bu arashrmada yer almak timiyle sizin istefinize baghdr. Armshrmada ver almay
reddedebilziniz ya da bagladikian sonm berhanz bir asamasmda omeymiz ¢ekerek yanda
burakabdirsiniz Reddettifiniz fakdirde size uypulanan tedavide herhanpi bir degisiklik
olmayacakir.

Ba arashmmanm sonoglan bilimss] amaclarla kullamlacakior

Amstrmadan gekilmeniz ya da amsiomac: farafindan amsormadan qkanlmams halinde, sizle
ilmli veriler knllanddmayacakio. Ancak venler bir ke anonimlssiikien sonm amsimmadan
pekilmeniz miamkin olmayacakir.

iz
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Tarih: Versiyon 2

Cafismaya Kanlma Onae:

Tukanda yer alan ve amynmaya baslanmadan ooce gonillioyes verilmesi gereken bilgilen
akuwdum ve sozli olarak dmleding Akhma gelen tim sonilan arastmmaciya sordom, yazili ve
sozli olarak bana yaplan tom aqklamalan aynoblanyla aplamog ubmmakiaym. Cabsmaya
kanimay: isteyip istemedifime karar vermem iin bama veterli zaman tanmd:. Bu kosullar
alimda, bapa ait ©hibi bilglenn pozden pecinimesi, mansfer edilmesi ve islenmesi Eomrsunda
arasinma yinanaciisime yetki verivor ve siz konoso aragormaya iliskin bana yapulan kanlma
davetini hichir zorlama we baskl olmak=imn ik bir géniallalik iferzinde kabul ediverom

Bu formum imzal: bir kopyasi bana venlecekiin,

Eahhma ile girisen arastirmac
A soyady, wmvan-

Tel.
Imza:

iz
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Ek 3:

5 T.C.
; NECMETTIN EREAKAN DNIVERSITES] MERAM TIP FAKULTESI
| ILAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI
[ Toptant: Saysx:76 | Toplant: Tarihi: 09 Kasim 2018

WF&MM# Temel Trp Bilimler; Ballmd Hisiola)i ve Embriyob
apakilim Dabi Ofretim Uvest Prof. Dr, Aydan OFGORGULT nin “Trombasitten Zengin Plaznn

(TZP) lle Munmele Edilmis Semen Orneklerinde Oda Isisi (+2322°C) Ve Sopuk Ortam Sartlanmin
(+4°C) Sperm Farametreleri ve Kromatin Yapsma Etkilerinin Deferlendiritmesi® baghkl vilksel
lisams tex galugmas ibe ilgili 06.1 15008 nrihli dilekpesi ve ekler ghrigildn, Gl EARAKUS" un vilksek
lisans tex galggmasinn Faklilterniz Teme! Tip Bilimler Bifimn Histoloji ve Enbriyoloji Anabilim Crali
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Aydan OZGORGULD win sorumbulugunda yoritilmesinin uygun oldufuna
ayhirligi ile karar verilmigiar,

Mod: Calegma ile ilgili gerekli izin ve vazal soruinluluk aragirmaeilam aiitr,

Sorumlu Argirmacs Prof. Dr. Avdan OFGORGILO

Yardimo aragtirman: Gal EARAKLY

ASLI GIBi
mm

Prof, Dr. quﬁoﬁmu

flag ve Tibbi Cikasz IJu;: H.t'mii[ll' Etik Kurul Baglan:
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