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TURKCE OZET

Calismada iireme potansiyelini koruma yaklagimlar1 kapsaminda uygulanan
sperm Kkriyoprezervasyonunda, dondurma 6ncesi trombositten zengin plazma (PRP)
icinde inkiibasyonun ¢6zme sonrasinda sperm viabilitesi, hareket kabiliyeti ve
fertilizasyon potansiyeline etkisinibelirlemekamaglandi.

Normozoospermik erkeklerden alinan ejakulat 6rneklerindetaze ejakulat, PRP
icinde inkiibe edilmis taze ejakulat, kriyoprotektan igermeyen ve kriyoprotektan
iceren ikifarkli sollsyonda vitrifikasyon uygulanan gruplar olmak tiizere ¢aligma
gruplar olusturuldu.Vitrifikasyon uygulanan gruplar iki alt grupta degerlendirildi.
Bir grup dondurma oncesi otolog PRP soliisyonunda inkiibe edilirken, diger gruba
PRP uygulanmadi. C6zme sonrasi sperm viabilitesi, motilitesi ve morfolojisi, oositi
fertilize etme potansiyelini degerlendirmek igin akrozomal reaksiyon analizi yapildi.

Calismanin  sonuglar1  degerlendirildiginde; taze ejakulatin PRP ile
inkiibasyonunun rutin sperm parametrelerini degistirmedigi, kriyoprotektan igeren ve
icermeyen kriyoprezervasyon soliisyonlarmin kullanildig: vitrifikasyon protokoliinde
sperm viabilitesinin ve motilitesinin diistiigii goriildii. Kriyoprotektan igermeyen
solusyonlarla ve kriyoprotektan iceren soliisyonlarla vitrifikasyon uygulamasinda
dondurma o6ncesi PRP iginde inkibasyonun rutin sperm parametrelerini
degistirmedigi, akrozomal reaksiyon analiz kriteri olan ARIC skorlarinin gruplar
arasinda anlamli fark olusturmadigir saptandi. Akrozomal reaksiyon analizinde
kriyoprotektan icermeyen sollsyonlarla vitrifiye edilen 6rneklerde elde edilen
yiksek ARIC skorlarmin  klinik etkinliginin  tartismali  oldugu, sperm
vitrifikasyonunda PRP’nin klinik uygulamadaki etkinliginigostermek icin ylksek
orneklemleve farkli konsantrasyonlarda PRP uygulamalarinin karsilastirmasinin
yapildig1 yeni kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler:PRP, Sperm, Kriyopreservasyon, Akrozomal Reaksiyon
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INGILIiZCE OZET

In this study, it was aimed to determine the effect of incubation in platelet-rich
plasma (PRP) before freezing on sperm viability, motility and fertilization potential
after thawing in sperm cryopreservation applied within the scope of reproductive
potential preservation approaches.

Study groups were formed as fresh ejaculate in ejaculate samples taken from
normozoospermic men, fresh ejaculate incubated in PRP, groups that did not contain
cryoprotectant and that were vitrified in two different solutions containing
cryoprotectant.The groups undergoing vitrification were evaluated in two
subgroups.One group was incubated in autologous PRP solution before freezing,
while PRP was not applied to the other group.After thawing, acrosomal reaction
analysis was performed to assess sperm viability, motility and morphology, and
potential to fertilize the oocyte.

When the results of the study were evaluated, it was observed that incubation of
fresh ejaculate with PRP did not change routine sperm parameters, while sperm
viability and motility decreased in vitrification protocol using cryopreservation
solutions with or without cryoprotectants.It was found that incubation in PRP before
freezing did not change the routine sperm parameters in vitrification application with
cryoprotectant-free solutions and with cryoprotectant-containing solutions, and
ARIC scores, which are acrosomal reaction analysis criteria, were not significantly
different between the groups.

It was concluded that the clinical efficacy of high ARIC scores obtained in
vitrified samples with solutions without cryoprotectant in the acrosomal reaction
analysis is controversial, and that further comprehensive studies are needed to show
the effectiveness of PRP in sperm vitrification in clinical practice, comparing PRP
applications with high samples and different concentrations.

Key words:PRP, Sperm, Cryopreservation, Acrosomal Reaction
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1.GIRIS

Kriyopreservasyon, hiicrelerin tuz ve diisiik molekiiler agirlikli soliisyonlar
icinde, sifirn altindaki ¢ok diisiik sicakliklara (-196°C) kadar dondurulup uzun sure
saklandig1, ardindan da normal fonksiyonlarini geri kazanmalar i¢in ¢ozdiiriiliip
kullanildig1 bir prosediirdiir. Uremeye yardimci tedavi uygulamalarinda virtual
azospermi, obstriktif ve non-obstriktif azospermi olgularinda, sitotoksik kemoterapi,
radyoterapi ve/veya cerrahi girisimler uygulanacak onkolojik hastalarda ejakulat,
testikiiler sperm ve testis dokusu kriyoprezervasyonu uygulanmaktadir. Sperm
kriyoprezervasyonu uygulamalarinin tarihine baktigimizda, Polge ve arkadaslar
1949 yilinda kriyoprotektan olarak gliserol kullanimiyla spermatozoayi ilk kez
donduran aragtirmacilar olarak tarihe gegmistir (Polge ve ark 1949).

Gilinlimiizde liremeye yardimci tedavi merkezlerinde en yaygin uygulanan
kriyoprezervasyon protokolii hizli dondurma yontemidir  (vitrifikasyon).
Vitrifikasyongeleneksel kriyoprezervasyonun (yavas dondurma) ana engeli olan
intrasitoplazmik buz kristallerinin olusumu olmaksizin cama benzer sekilsiz bir kati
icinde bir sivinin katilasmasidir (Johari ve ark., 1976; Agarwal ve ark., 2017). Pahali
bir ekipmana ihtiya¢ gerektirmeyen, hizli ve pratik bir yontemdir. Laboratuvar
calisaninin pratik tecriibesi vitrifikasyon protokoliiniin basarisini belirleyen 6nemli
bir faktordiir. Vitrifikasyon protokoliiniin en Onemli dezavantaji yiiksek
konsantrasyonlarda kriyoprotektan iceren soliisyonlar kullanilmasidir, fakat hiicre-
dokunun kriyoprotektana maruziyet siiresi ¢ok kisa tutulmaktadir.

Insan spermmatozoalarinin dondurularak saklanmasi iireme tibbinda énemli
bir role sahiptir, erkegin lireme potansiyelinin uzun siire boyunca korunmasina izin
verir. Bu amacgla onkolojik nedenlerle tedavi gorecek hastalarda, genetik,
inflamatuar hastaliklar veya iireme tibb1 teknikleri nedeniyle fertilite koruma amach
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, donma-¢6zme siireci, azalmig mitokondriyal
membran potansiyeli ve bozulmus genom stabilitesi ile kendini gosteren bazi yapisal
ve islevsel sperm hasarlarina neden olur (Gomez-Torres ve ark., 2017). Hiicre hasari
kriyoprotektan amacli kullanilan soliisyonun igerigi ve voliimii ile, hiicrenin

sollisyona maruziyeti ile direkt iligkilidir. Kriyoprotektan igeren soliisyonlarla



kriyoprezervasyon intraselliiler ve ekstraselliiler buz gelisimi sonucunda fiziksel
hasara, osmotik stres nedeniyle kimyasal hasara neden olmaktadir (Ozkavukcu ve
ark 2008). Geleneksel kriyoprezervasyon ile karsilastirildiginda, vitrifikasyon insan
oositi ve embriyosunda basarili olmakla birlikte, spermatozoanin kiiclik boyutlu
hiicre olmasi ve yiiksek konsantrasyondaki kriyoprotektana maruziyetinin neden
oldugu olumsuz etkiler nedeniyle basar1 oran1 daha diisiiktiir. Bu nedenle spermin
geleneksel kriyoprezervasyonunda ve vitrifikasyonunda seminal sivi, kriyoprotektan
igcermeyen soliisyonlar ve artificial soliisyonlar kullanilarak dondurup-¢6zme sonrasi
etkinligini degerlendiren ¢ok sayida calisma mevcuttur (Isachenko ve ark., 2004;
Isachenko ve ark., 2012; Agha-Rahimi ve ark., 2016; Aizpurua ve ark., 2017).
Yapilan calismalarda farkli semen parametrelerine sahip hastalarda, kiiciik ve
yiiksek voliimde semen Orneklerinin ¢6zme sonrasi viabilite, motilite, morfoloji,
hiicre membran biitlinliigli, mitokondrial membran potansiyeli, DNA fragmantasyon
indeksi, sperm kapasitasyonu ve akrozomal reaksiyon analizleri geleneksel
yontemlerle karsilagtirllmistir. Seminal plazmasindan ayrilan spermin siikroz,
trehaloz ve dekstran gibi sakkaridlerle albiimin karigimindan olusan
sispansiyonlarda (non-permeable kriyoprotektanlar) kriyoprezervasyonu
gergeklestirildiginde yiiksek motilite orani elde edilmekte ve sitoskeleton yapisi
korunmaktadir (Schultz ve ark., 2020). Sperm dondurup-¢6zme uygulamalarinda
etkin yontemin bulunmasina yonelik arayislar hala giincelligini korumaktadir.

Son yillarda tibbin bir¢ok alaninda oldugu gibi infertilite tedavisinde de ek
tedavi (add-on) wuygulamalar1 kapsaminda trombositten zengin plazma
uygulamalarina dair deneysel ve klinik c¢alismalar mevcuttur. Trombositler
(plateletler) pihtilagmadan sorumlu kiigiik, c¢ekirdek igermeyen hiicrelerdir.
Trombositler alfa, yogun ve lizozomal graniiller olarak tanimlanan organellere
sahiptir. Alfa graniiller zimojen formda biiylime faktorlerini, yogun graniiller
serotonin, ADP, ATP, GDP, GTP, histamin, kalsiyum, magnezyum gibi molekdlleri
igerir. Granil igerikleri trombositlerin aktivasyonu ile salinir. Bu aktivasyon
trombin, kollajen, ADP, tromboksanlar, serotonin ve daha bir¢ok agonist tarafindan
gerceklesir (Lopez-Vilchez ve ark., 2009; Li ve ark., 2011; Shen ve ark., 2017).
Platelet Rich plasma (PRP) flebotomi (venden kan alma islemi) yoluylasitrat veya

EDTA bazli bir antikoagiilan iceren tiipe alinan kandan izole edilir. Santrifiij sonras1



kirmiz1 kan hiicreleri ile bagisiklik hiicrelerinin uzaklastirilmast sonucunda plazma
icinde yliksek konsantrasyonda trombosit elde edilir. Trombosit icerigine aktivator
(trombin, kalsiyum, ADP, kollajen) ilavesi ile PRP elde edilir. Ayrica trombosit
sayisini standardize eden ticari PRP kitleri de mevcuttur. PRP rejeneratif tipta genis
kullanim alanina sahiptir. Kas-iskelet sistemi uygulamalar1 (Scully ve ark., 2019)
oral-maksillofasiyal uygulamalar1 (Xu ve ark., 2020) ve osteoartrit (Evans ve ark.,
2020) tlizerinde PRP’nin pozitif etkisi raporlanmustir.

Literatiirde erkek Ureme sisteminde hiicre-doku ve organ diizeyinde yapilan
deneysel ¢alismalarda PRP’nin toksisite modellerindeki iyilestirici etkisini
degerlendiren ve kriyoprezervasyon dncesi PRP uygulamasina dair az sayida ¢alisma
mevcuttur (Dehghani ve ark., 2019; Sayed ve ark., 2021; Alcay ve ark., 2021).
Busulfanla olusturulmus sican toksisite modelinde intratestikiiler ~PRP
uygulamasinin etkinligini degerlendiren bir caligmada, sperm parametrelerinde,
testis volumiinde, seminifer tubillerde Sertoli ve Leydig hiicrelerinin, spermatogenik
hiicrelerin sayisinda artig raporlanmistir (Dehghani ve ark., 2019). Yapilan bir diger
calismada kemoterapotik ajan olan metotreksat vererek olusturduklari sigan testis
toksisite modelinde selenyum ve PRP’nin proapoptotik/anti-apoptotik ve hcresel
rejenerasyon aktivitelerini karsilastirmislar. PRP’nin  metotreksat toksisitesini
azalttig1, bu etkinin besin taksiyesi olarak verilen selenyumdan daha yiiksek oldugu,
PRP’nin iyilestirici etkisini rejeneratif genleri, antiapoptotik belirteci (Bcl-2) ve
antioksidan belirteci (eNos) giiclendirerek yaptigini raporlamiglar (Sayed ve ark.,
2021). Insan sperm hiicresi iizerine yapilan ¢alismalarda taze (fresh) hiicrelerin PRP
icinde inkiibasyonunun sperm motilitesini, viabilitesini  artirdigi, DNA
fragmantasyonunu ve vakuolizasyonu azalttigi, 6zellikle H202 ile indiiklenmis
oksidatif stres ortaminda PRP’nin bu parametrelerdeki iyilestirici etkisinin daha da
belirgin oldugu bildirilmistir (Bader ve ark., 2020). Yapilan ¢alismalarda farkli PRP
konsantrasyonlar1 ¢aligilmis vefarkli sperm parametrelerine etkisi karsilastirilmistir.
Sperm kriyoprezervasyonunda PRP iginde inkiibasyonun dondurma-¢ézme sonrasi
sperm kalitesine etkisi degerlendiren az sayida ¢alisma mevcuttur (Alcay ve ark.,
2021). Yapilan c¢alismalar kriyoprotektaniceren soliisyonlar igerisinde yavas
dondurma veya vitrifikasyon uygulanacak olan numunelere farkli PRP

konsantrasyonlari i¢inde inkiibasyon uygulamasinin karsilastirmali olarak ¢6zme



sonrast sperm parametrelerine etkisine yonelik caligmalardir. Alcay ve arkadaslari
(2021) sigir sperminin yavas dondurma yontemi ile kriyoprezervasyonunda
kriyoprotektan iceren soliisyon kullanmislar. Dondurma 6ncesi 0.5x107, 1x107 ve
2x107 /ml konsantrasyonda trombosit iceren PRP igerisinde inkiibasyonun sperm
motilitesi, membran biitiinligii, akrozomal biitiinliik, mitokondriyal zar potansiyeli,
DNA biitiinliigii ve malondialdehit konsantrasyonlarina etkisini degerlendirmisler.
Calismalarinin sonucunda 2x107 /ml hiicre igceren PRP’nin daha etkin oldugunu
raporlamiglardir. Literatiirde insan sperminin vitrifikasyonunda PRP’nin iyilestirici
etkisini degerlendiren tek c¢alismada Yan ve arkadaslart (2021) otolog PRP
uygulamasinin donmus-¢oziilmiis insan sperminin kalitesi iizerindeki etkisini
tanimlamay1 amaclamiglar. Farkli konsantrasyonlarda PRP’nin sperm motilitesi,
viabilitesi, membran biitiinliigli, DNA fragmantasyon indeksi, serbest oksijen
radikalleri  seviyesi ve mitokondriyal ~membran potansiyeline etkisini
karsilastirdiklarinda %35 konsantrasyonda PRP’ninmotilite, viabilite ve membran
biitiinliigiinii  arttirdi@in1 ~ bildirmislerdir. Spermin fertilizasyon kapasitesine
yonelikdegerlendirme yapilmamistir. Yapilan caligmalarda kriyoprotektan igeren
solusyonlarla dondurma-¢ézme protokollerinde PRP’nin etkinligi
degerlendirilmistir. Otolog PRP uygulamasinda hasta faktorlii degiskenlerin dikkate
alinarak, standart trombosit sayisi1 ile esit sperm konsantrasyonunun karsilagtirmasi
protokoliin etkinligi acisindan daha belirleyici veriler sunacaktir.

Tim bu veriler dogrultusunda, bu c¢alismada Kkriyoprotektan iceren ve
icermeyen sollisyonlarda sperm vitrifikasyon protokoliinde, dondurma asamasindan
once hiicrelerin esit konsantrasyonlarda PRP iginde inklbasyonunun rutin insan
sperm parametrelerine (motilite, viabilite, morfoloji) ve oositi fertilize etme
potansiyeline  etkisibelirlenecekve  protokollerin  karsilastirmali  analizi

degerlendirilecektir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sistemi dis ve i¢ genital organlar olmak {izere ikiye ayrilir(Sekil
1). I¢ genital organlar testis, intratestikiiler bosaltic1 kanallar olan tubulirekti ve rete
testis, ekstratestikiiler bosaltici duktuslar olan duktuli efferentes, duktus epididimis,
duktus deferens ve duktus ejakulatoryus, yardimci gential bezler olan prostat,
seminal kesecikler ve bulbolretral bezlerden olusur. D1s genital organlar ise, penis ve
skrotumdan olusmaktadir(Abraham, 2002; Ross, 2003).

x\_\" —___— Mesane
| A"
Membrandz iretra._ \\\ ,' _~ Prostat

; ) %T Ampylla

o .
Uretra\

2 Seminal vezikill
Penis

2% \_g = Ejakillator kanal
Penisin korpus kavernozumu ~ Bulboiiretral bez

[t“ Duktus deferens

|

Uretranin korpus kavernozumu ~_
Prepisyum~_ /|
Glans penis —1{ 4/

Testis -

Mediyastinum testis

Sekil 1. Erkek iireme sistemi bilesenleri
(Junqueira &Carneiro 2009)

2.1.1.Testis

Yetiskin ve saglikli bireylerde, testis abdomen disinda skrotal kese igerisinde
yerlesmis bir ¢ift oval sekilli organdir. Skrotum testis sicakligini diizenleyerek
spermatogenez icin gerekli olan ortam sicakligini saglar. Testisler yaklasik 4 cm
uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde ve 3 cm kalinliginda oval sekilli organlardir

(Abraham, 2002).



2.1.1.1.Testis Anatomisi

Skrotum iginde yerlesen testisler, distan ice dogru {i¢ tabakali kalin bir kapsiil
ile gevrilidir. En dis tabaka olan Tunika vajinalis iki katli periton yapisina sahiptir.
Bu tabaka testisin abdomenden skrotuma inerken birlikte siiriikledigi tabakadir.
Tunika vajinalis mezotel ile doseli olup, testisin anterolateral yuzeyinde bulunur.
Kapsiiliin en belirgin ve kalin tabakasi olan Tunika albuginea yogun bir fibroelastik
bag dokusu yapisindadir. Testisin arka yiizeyinde kalinlasan tunika albuginea
mediyastinum testis’i olusturur. Testis igerisine giren ve c¢ikan lenf damarlari,
genital kanallar ve kan damarlar1 bu tabaka igerisinde seyreder.

Kapsiiliin en i¢ tabakasi olan Tunika vaskiloza damardan zengin gevsek bag
dokusu ozelliginde tunika albuginea uzantis1 olan bir tabakadir. Mediyastinum
testisten testis parankimasi igine dogru uzanan ince bag dokusu uzantilari testikller
lobiilleri olusturur. Herbir testis igerisinde yaklasik 250 adete yakin lobiilvardir.
Testis lobulleri, arasindaki bosluklari gevsek bag dokusunun gevreledigi seminifer
tiiblillerden olusur. Seminifer tubtller kapsiiliin hemen altinda koér bir ug¢ olarak
baslar, mediyastinum testise dogru uzanan bol kivrimli tiibtillerdir. Her lobilde 1-4
adet seminifer tabdl bulunur (Junqueirave ark., 1998;Kurus, 2020;Setchell, 1988)
(Sekil 2).

Duktus eferentes Rete testis
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tubal
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lobgugu—\@\

Tunika =
albuginea °

Tubuli rekti

Sekil 2. Testis’in yapisi
(Kierszenbaum ve Tres 2016; Junqueira &Carneiro 2009)



2.1.1.2.Testis Embriyolojisi

Embriyoner gelisimin 3. haftasinda vitellus kesesinin endodermine komsu
ekstraembriyonik mezodermde, germ hiicrelerinin kdkenini olusturan primordiyal
germ hucreleri gorilir. Gelisimin 4.haftasinda tirogenital kabarti olusmaya baslar.
Urogenital kabarti, iirogenital sistemin gelisecegi embriyoner yapidir. Uriner
sistemin gelistigi bolim nefrogenik kordon admi alir. Ekstraembriyonik olarak
olusan primordiyal germ hucrelerinin gelisimin 5. haftasinda embriyon diskinde
gonadal kabartiya goOcii ile birlikte gonadlarin gelisimi uyarilir. Geligsimin
7.haftasindan 6nce hem erkek hem disi gonadlar benzer yapidadir ve bu donem
farklilasmamig gonad olarak adlandirilir. Gelisimin 7. haftadan sonra, embriyonun
cinsiyetine gore, gonadlar erkek ya da disi gonadlari olan testis ve ovaryum
Ozelliklerini gosterir. Y kromozomunun SRY geninin bir Griinii olan testis-belirleyici
faktor farklilasmamis gonadlarin medullasi lizerinde etkiye sahiptir. Testis-belirleyici
faktor geni (SRY) Y kromozomunun kisa kolu {izerinde bulunmaktadir. Gelismekte
olan gonadda primitif cinsiyet kordonlar1 bu genin etkisiyle gelisir. Puberteye kadar
testis kordonlarinin limeni kapalidir, pubertede ttbdller limen kazanarak seminifer
tabulleri olustururlar. Testis kordonlari arasindaki bag dokusu alanlarda bulunan
mezenkimal hiicreler Leydig hiicrelerini olusturur. Leydig hiicreleri tarafindan
gelisimin 8. haftasinda testesteron salinimi baglar. Testis kordonlar1 puberteye kadar
sadece destek hucreler olan Sertoli hucrelerini ve primordiyal germ hcrelerini
ierirler (Kurus, 2020; Ikeda ve ark.,1996; Seftalioglu, 1998).Sertoli hiicreleri anti-

mullerian hormonu (AMH) sentezler (Lee ve ark.,1993).

2.1.1.3.Testis Histolojisi

Testis kalin bir bag dokusu yapisinda tunika albuginea ile cevrilidir (Sekil 3).
Testisin arka yiiziinde kalinlasan tunika albuginea, mediyastinum testisi olusturur.
Mediastinum testisten igeri giren ince bir bag dokusu yapisindaki fibréz uzantilar,
organin parankimasini testikller lobdller olarak adlandirilan yaklagik 250 adet
piramidal bdlmelere ayirir. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile cevrilil-4 seminifer

tibdl bulunur. Seminifer tubullerin epitelini spermatojenik seri hicreler ve Sertoli



hiicreleri olusturur. Puberte oncesi primordiyal germ hucreleri spermatogonyumlara
dontigiir. Mitoz aktivite ile siirekli cogalan kok hiicreler puberte ile birlikte primer
spermatositlere doniiserek mayoz bdliinme siirecine geger. Spermatogenik seri
hicreleri seminifer tubtlin epitelini olusturur, hiicreler béliiniir, olgunlasir ve sperme
doniiserek tiibiil liimenine atilir (Junqueira ve ark., 1998;Kurus, 2020;Setchell, 1988)
(Sekil 4).
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2.1.1.3.1.SeminiferTubuller

Seminifer tubuller spermatozoonlarin tiretildigi yapilardir. Testiste 250-1000
seminifertliblil bulunmaktadir. Tibiiller yaklasik 150-250 wm g¢apindadir vetek bir
testisteki tiibiiliin toplam uzunlugu 250 metreyi bulmaktadir. Seminifer ttbdl limeni
modifiye ¢ok kathi kiibik epitelle cevrilidir. Tibiiller kivrimli yapiya sahip ve
baglangici kapsiil altindan baglayan kor u¢ seklindedir. Seminifer epitelde
spermatogenik seri hiicreleri ve Sertoli hicreleri bulunur (Kurus, 2020) (Sekil 4 ve
Sekil 5).

&E Boyamasi (x4)
(Robert L. Sorenson, Minnesota Minneapolis Universitesi, MN)

Spermatogenez slreci U¢ fazda gergeklesmektedir. Spermatogonyal faz
(Spermatositogenez); spermatogonyumlarin mitoz boliinme ile sayilarinin ¢ogaldigi
evredir. Spermatogonyumlar Tip A ve Tip B spermatogonyum olarak iki gruptan
olusur. Tip A spermatogonyumlar kok hiicre karakterindedir. Siireklimitoz béltinme
ile cogalirlar. Bir grubu Tip A spermatogonyum olarak kok hiicre karakterinde kalir.
Bir grubu ise Tip B spermatogonyumlara doniisiir. Spermatogenik serinin diger
hiicrelerine doniisme potansiyelinde olan hiicreler Tip B spermatogonyumlardir.
Puberte oOncesinde Tip B spermatogonyumlar primer spermatositlere doniisiir.
Spermatosit fazi, primer spermatositlerin iki mayoz bdlinme gegirerek spermatid

asamasina  ulastigievredir.  Spermiyogenez  fazi, mayoz  bolinmenin



tamamlanmasinin ardindan spermatidler inmorfolojik olarak farklilagarak olgun
spermleri olusturdugu evredir (Kurus, 2020).

Spermatogenez, testisin iki ana hiicre tipiyle kapli seminifer tubdllerin
epitelinde gergeklesir. Bu hicre tipleri Sertoli hiicreleri ve germ hicreleridir. Sertoli
hiicreleri, gelisen germ hiicreleri i¢in destek ve beslenme saglarken, germ hiicreleri
spermatositlere ve sonunda olgun spermatozoaya farklilagir. Spermatogenez sureci,
folikiil uyarict hormon (FSH), liiteinizan hormon (LH) ve testosteron hormonlarinin
karmasik etkilesimi ile diizenlenir. FSH spermatogonyumlarin mitoz bolinme ile
cogalmasini uyarirken, LH testisin interstisyel bag dokusu alanlarinda yerlesim
gosteren Leydig hiicreleri tarafindan testosteron iiretimini uyarir. Testosteron, sperm
hiicrelerinin gelisimi ve olgunlasmasi igin gereklidir. Spermatogenez, seminifer
tiibiillerin bazal laminasinin yakininda bulunan diploid karakterde hiicreler olan
spermatogonyumlarin mitoz boliinmesiyle baslar. Bu hiicreler mitozla bdliinerek
Okromatik ¢ekirdege sahip spermatogonyum tip A hiicrelerini olustururlar. Tip A
spermatogonyum hcreleri koyu ve acik olmak iizere iki ¢esittir. Koyu tip A
spermatogonyumlar kok hiicre olarak kalirken, agik tip A spermatogonyumlar mitoz
bolinmeye devam ederek tip B spermatogonyumlari olustururlar. Tip B
spermatogonyumlar tiibiiliin liimenine dogru hareket eder ve mitoz bdlunme
gecirerek primer spermatositlere farklilagir. Tip B spermatogonyumlar yuvarlak
cekirdege sahiptir. Her iki tip spermatogonyumun hiicrelerinin sitoplazmalarida 1s1k
mikroskobik degerlendirmede soluk boyanirlar.

Primer spermatositler, sekonder spermatositleri olusturmak igin mayoz |
hicre bolinmesi, daha sonra haploid spermatidleri dUretmek icin mayoz Il hicre
bolinmesini gegcirirler. Primer spermatositin I. mayozu tamamlamasiyla olusan 2
adet sekonder spermatosit, boliinme oncesi DNA replikasyonu gergeklestigi igin,
haploid sayida kromozoma, fakat 2n DNA’ya sahip hucrelerdir. Sekonder
spermatositlerin 1. Mayozu gecirmesiyle 4 adet spermatid olusur. Il. mayoz
bolinmede DNA replikasyonu gerceklesmedigi i¢in olusan hiicreler n sayida
DNA’ya sahip olur. Dolayistyla II. mayoz sonras1 olusan yuvarlak yapida spermatid
hicreleri haploid sayida kromozoma ve n sayida DNA’ya sahiptir. Spermatidler 22
otozom kromozoma ve bir adet cinsiyet kromozomuna (X ya da Y) sahiptirler.

Spermatidler daha sonra spermiyogenez olarak bilinen bir morfolojik degisim-
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olgunlagma siirecinden gegerler ve bu siirecte olgun spermatozoaya farklilasirlar

(Sekil 6)(Gartner,2016; Ikeda ve ark.,1996; Kurus, 2020,Moore, 2016).
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(Moore ve ark., 2016)

Spermiyogenez sirasinda spermatidler, olgun bir sperm hiicresinin
olusumuyla sonuglanan bir dizi yapisal degisiklige ugrarlar. Bu siire¢ 4 evrede
tamamlanir (Ross, 2003).

1- Golgi faz1

2- Kep faz1

3- Akrozom fazi
4- Olgunlasma fazi
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Sekil 7. Spermiyogenez
(Gartner ve Hiatt 2014)

2.1.1.3.1.1.Golgi faz

Bu fazda spermatid icerisinde karakteristik olarak ¢ok sayida Golgi
kolmpleksinin birikmesiyle olusan periyodik asit-Schiff (PAS +) graniillerin varlig1
saptanmigtir. Bu proakrozomal graniiller glikoprotein igerigi yoniinden zengindir.
Proakrozomal  graniller  nlkleus membraninin  yakinindaki ~ membranla
siirlandirilmis bir akrozomal vezikiil ile birleserek akrozomal granilind meydana
getirirler. Spermiyumun bas kutbunu akrozomal vezikiiliin bulundugu bolge belirler.
Sentriyoller bu donemde arka kutba dogru gd¢ eder. Mikrotiibiillerden baslayarak
yapilanmaya baslayan sentriyoller, sperm kuyruk aksonemini olusturur (Sekil

7)(Esrefoglu, 2016; Muciaccia, 2013).
2.1.1.3.1.2.Kep fazi

Bu donemde niikleusun 6n bolimiinii kaplayacak sekilde genisleyen
akrozomal vezikiil sapka gibi bu bolimi kusatir. Akrozom baglig1 i¢ ve dis zarlar

olusturur. Cekirdek kromatininin yogunlasmasi, akrozoma yakin olan c¢ekirdek
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zarinin porlarin1 kaybederek kalinlasmasinin sonrasinda gozlenmektedir (Sekil 7)
(Demir, 2006).

2.1.1.3.1.3.Akrozom faz1

Bu donem spermatidlerin ¢ekirdek, sitoplazma ve kuyrugunda belirgin
sekilde degisikliklerin oldugu donemdir. Spermatidler Sertoli hiicre sitoplazmalarinin
icine dogru gomiilerek bazal lamina yoniinde ilerlemeye baglar. Akrozom, lizozomun
Ozellesmis bir benzeri durumundadir. Akrozom hyaluronidaz, akrozin, asit fosfataz,
ndraminidaz, arilsiilfataz gibi gesitli hidrolitik enzimler igerir. Yogunlagsmis niikleus
yassilagip uzayarak, hiicre membranina dogru ilerleyerek, koyu renkli ve armut
seklinde bir goriinim almistir. Bu fazda flagellum geliserek seminifer tUbulln
liimenine dogru uzanir. Flagellumun gelisimini baslatan sentriyoller, niikleusun arka
ylizeyine tasinirlar. Sonrasinda bu sentriyoller modifiye olarak gelismekte olan
spermin boyun bolgesini olustururlar (Sekil 7)(Gartner, 2016; Esrefoglu, 2016;
Karagoz, 2002).

2.1.1.3.1.4.0lgunlasma Faz1

Morfolojik degisimin son fazinda flagellanin etrafindaki fazla sitoplazma
Sertoli hiicrelerindeki lizozomlar araciligiyla fagosite edilir ve spermatozoon olusur.
Bu asamada spermatidler birbirine bagh degildir ve Sertoli hiucrelerinden seminifer
tiiblil limenine birakilirlar (Ross ve ark., 2003).

Cekirdek  yogunlasmasi  sirasinda  DNA’daki  histonlarin  yerini
lizinaminoasitinden zengin protaminler ve arjininler alir. Niikleozomlarin
kaybolmasiyla birlikte bu fazda g¢ekirdek materyalinin yogunlasmasinda etkili diiz
kromatin liflerin yan yana dizildigi gozlemlenir (Sekil 7)(Gartner, 2016; Demir,
2006).

2.1.1.3.1.5.Sperm Hiicresinin Yapisi

Insan sperm hiicresi yaklasik 60 pm uzunlugunda olup bas ve kuyruktan
olusmaktadir.

Bas yapisi: Sperm bas1 yaklasik 4,5 pm uzunlukta, 3 pm genisliginde ve 1
pm kalinliginda yasst ve elonge bir yapiya sahiptir. Genetik materyali tasiyan

nukleusu ve nukleusun posteriyor kisimini saran akrozomal kep yapisi bulunur. Bas
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hacminin %40-70’ini akrozomal kep olusturur. Akrozomalkep’in sinirlar1 belirgindir.
Icerisinde; hyaluronidaz ve akrozin enzimleri yaminda asit fosfataz, B-
galaktozidazaril sulfataz, néraminidaz, kollajenaz ve fosfolipaz C benzeri pek cok
enzim bulunur. Akrozomal enzimlerin gorevi sindirici 6zellikleri ile fertilizasyon
stirecinde spermin kumulus ve korona radiata hicrelerini ve zona pellusiday1
gegmesini saglamaktir. Akrozom reaksiyonunun ilk basamagi spermin kKumulus
hiicrelerine temasiyla hyalurinidaz enziminin salinimi ile bagslar. Spermin zona
pellusida ile temasiyla akrozomal enzimlerin hepsi salinir, reaksiyon tamamlanir. Bu
stire¢ sperm penetrasyonunu ve fertilizasyonu kolaylastirir (Sekil 8) (Ross ve ark.,
2003;Kurus, 2020).

2.1.1.3.1.6.Kuyruk Yapisi

Sperm kuyrugu boyun, orta parca, esas par¢a ve son parca olmak iizere 4
kisimda incelenir. Sperm basini ve kuyrugunu birbirine baglayan kisim sperm
boynu olarak adlandirilir. Yogun fibroz yapidan olusan bu kisim proksimal
sentriyolden meydana gelmistir. Bu yap1 sperm hareketliligi esnasinda esneklik
vererek biikiilmeyi kolaylastirir (Sekil 8)(Ross, 2003;Kurus, 2020).

Mitokondriyumlarin bulundugu ve spermin kuyrugunu olusturan orta parca
yaklasik 7 um uzunlugundadir. Spermin bas kismina ortadan baglanmig olan orta
parca silindirik bicimlidir. Spermin kuyruk hareketi icin gerekli olan enerjiyi orta
parcada bulunan mitokondriyonlar tretir (Sekil 8)(Ross, 2003;Kurus, 2020).

Esas parca;aksonemal kompleksi, kalin fibrillerin ve fibroz kilifi igeren
yaklasik 40 pm uzunlugunda yapidir. Kuyrugun bu kisminda sitoplazmik droplet
gozlenmez. Giderek incelen ve uniform bir yapiya sahiptir (Sekil 8)(Ross,
2003;Kurus, 2020).

Kuyrugun son 5 pm’lik kismimi olusturan son parca yalnizca aksonemal
kompleksi icerir (Sekil 8)(Ross, 2003;Kurus, 2020).

Mitokondri Akrozom

5um 50 pum 5um

Son parga Esas par¢a Orta parga Bas

Sekil 8. Spermin Yapisi
(Junqueira &Carnerro 2009)
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2.1.1.3.1.7.Sertoli Hucreleri

Sertoli hicreleri seminifertibil membranindan liimene kadar uzanan,
spermiyumlar1 destekleyen, besleyen ve koruyan prizmatik hiicrelerdir. Sertoli
hiicreleri fagosite etme yetenegiyle olgunlasmamis spermatogenetik hiicreleri ortadan
kaldirir. Bu hiicrelerin bélinme yetenekleri yoktur. Heterokromatin yapida niikleusa
sahip bu hicrelerin  membran sinirlart  diizensizdir.  Sertoli  hucrelerinin
sitoplazmalari, zengin bir hiicre iskeleti yapisindan ve gelismis bir golgi
kompleksinden olusmaktadir. Sertoli hiicreleri sperm tasinmasi i¢in sivi salgilar.
Hiicreler arasinda bulunan siki baglanti kompleksleri (zonulaokludens) hiicreleri
sikica bibirinebaglayaarak kan-testis bariyerini olustururlar. Seminifertubul epitelini
bazal ve adluminal kompartman olarak iki kisimaayirir. Kan testis bariyeri, bazal
kompartmanda yerlesik olan spermatogonyumlarin spermatojenik serinin diger
hiicrelerine dontisimii ile birlikte adluminal kompartmana gecisiyle, primer ve
sekonder spermatositleri ve spermatidleri otoimmin reaksiyonlardan korur. Folikil
uyarict hormon (FSH) tarafindan uyarilan Sertoli hiicreleri spermatogenez igin uygun
ortam olustururlar(Sekil 4)(Ross ve ark.2003; Kurus, 2020; Demir, 2006; Karagoz,
2002).

2.1.1.3.2.Interstisyel Alan

Seminifertiibullerin arasinda yer alan tunika vaskiiloza uzantisi olan
interstisyel bag doku, kan ve lenf damarlar1 ve sinir liflerini iceren gevsek bag
dokusu karakterindedir. Bag dokusu huicreleri olan fibroblastlar, makrofaj hucreleri
ve mast hicrelerinin yani sira Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler) bu alanlarda
bulunur. Leydig hiicreleri testesteron Ureten steroid yapida hormon sentezleyen hiicre
karakterinde hucrelerdir. Leydig hicreleri yuvarlak veya poligon sekilli, yuvarlak
nlkleuslu, asidofilik stoplazmaya sahiptir. Bu hiicreler bag dokusu igerisinde tek tek
veya gruplar halinde goralurler (Ross ve ark.2003; Gartner, 1997).
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(Robert L. Sorenson, Minnesota Minneapolis Universitesi, MN)

2.1.1.3.3.Kan-Testis Bariyeri

Kan-testis bariyeri, seminifertibtl epitelinde bulunan Sertoli hucreleri
arasindaki farkli baglantilar tarafindan olusturulur. Burada bulunan zonula
okludensler germinal epiteli bazal ve adluminal olmak tizere iki ayr1 kompartmana
ayirir. Kan testis bariyerini,germinalepiteli iki boliime ayiran bu kompleksler

olusturmaktadir (Borgen, 1992).

2.1.1.3.4.intratestikiiler Kanallar

Intratestikiiler kanallar, testikiiler sivi vespermatozoanmn epididimise

iletiimesinde 6nemli rol oynar. intratestikiiler kanallar1 tubulirekti ve rete testis
olusturmaktadir.
Tubuli  Rekti:  Seminifertibdllerin - mediyastinuma yaklastikca  diizleserek
olusturduklart kanala tubulirekti denir. Tubulirekti epiteli sadece prizmatik
karakterde Sertoli hicrelerinden olusmaktadir, spermatogenik seri hcreleri
bulundurmazlar. Kisalip daralan bu yapilar mediastinum iginde rete testise agilirlar
(Sekil 10) (Ross, 2003; Kurus, 2020).
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Sekil 10: Tubuli rekti (Duz tupler)
(Robert L. Sorenson, Minnesota Minneapolis Universitesi, MN)

Rete Testis: Mediyastinum testis icerisinde anastomoz yapan labirent bicimli
kanallarin birlesmesi ile rete testis olusur. Rete testisler histolojik olarak algak

prizmatik epitel veya tek katli kiibik epitel ile doselidir (Sekil1l) (Ross, 2003; Kurus,
2020; Esrefoglu, 2016).

Sei l:Retetestis )
(Robert L. Sorenson, Minnesota Minneapolis Universitesi, MN)
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2.1.2.Ekstratestiktiler Kanallar
2.1.2.1.DuktuliEfferentes

Rete testisi yaklasik 15-20 civart kiiglik kanallarla duktus epididimise
baglayan kanallar duktuli efferentes olarak adlandirilir. Bu kanallar ¢evresi gevsek
bag dokusu ile sarilmis yalanci ¢ok katli silli silindirik epitel ile doselidirler. Epitel,
silli prizmatik esas hucreleri ve kibik hucreleri barindirir. Epitelin ¢evreledigi liimen
diizensizdir. Epitel ve altindaki bag dokusunun olusturdugu kivrimlarla testere disi
gorintmu verir. Silli esas hucreler hareketsiz spermlerin duktus epididimise
tasinmasint  saglar. Seminifertiibiillerden salinan sivinin geri emilimi duktuli
efferentesteki siliasiz hiicreler tarafindan yapilmaktadir (Batislam, 2004). Duktuli
efferentesi olusturan kii¢iikk kanallar ti¢ tip hicre igerirler. Silliprizmatik esas
hicreler prizmatik sekilli hiicrelerdir ve esas hiicre olarakda bilinmektedir. Bu
hicreler bazalinde bulunan invajinasyonlarin ve Sili yapisinin yardimiyla limende
bulunan sivinin geri emilimini saglar. Siller epididimise dogru uzanan vurus yoniine
sahiptir. Duktuli efferentes kanallarinda bulunan bir diger hiicre tipi mikrovilluslu
kibik htcrelerdir. Bu hiicreler prizmatik/kiibik sekle sahip algak yapidadirlar.
Mikrovillusler fibroelastik liflerle birlikte sperm hiicrelerinin taginmasina yardim
eder. Epitel dizisinin bazalinde sikigik gériiniimlii yuvarlak ve kiiciik sekilli bazal
hicreler mitotik aktivitesi yuksek htcrelerdir. Kanalikiler invajinasyonlar ve
pinositotik vezikuller icerirler. Duktuli efferentes epitelinde ayirt edilen bu 3 hiicre
grubu disinda Halo hcreleride bulunur. Bu hicreler intra epiteliyal go¢ eden
lenfositlerdir. Epitelin altinda belirgin bazal membran bulunur. Lamina propriasinda
sirkller seyirli duz kas hucreleri bulunur. Duktuli eferentes ekstratestikiler
duktuslarda diiz kasin ilk goriildiigii duktuslardir. Diiz kas tabakasi diger duktus
sistemlerinde gitgide kalinlasir. Diiz kas hiicrelerinin arasinda elastik lifler bulunur.
Spermin duktus epididimise tasinmasi duktuli eferentesteki prizmatik hiicrelerde
bulunan silier aktivite ve miiskiiler tabakanin kontraksiyonlariyla gergeklesir. (R0sS,

2003; Kurus, 2020).

2.1.2.2.DuktusEpididimis

Duktuli efferentes ve duktus epididimis beraber epididimis olarak tanimlanir.

Epididimis 4-6 m uzunlugunda olup bas, gévde ve kuyruk boliimlerine ayrilir. Bas
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kismint duktuli efferentes olustururken, govde ve kuyruk kismini duktus epididimis
olusturmaktadir. Testisin arka Ust ylzl boyunca uzanan duktus epididimis
spermiumlarin depolandigi yerdir. Spermler hareket yetenegini burada kazanir
(Junqueira, 1998). Duktus epididimis epiteli sterosilyali prizmatik esas hiicreler,
bazal hicreler ve Halo hiicre tabakalarindan olusur. Sterosilyali prizmatik esas
hicreler hem duktuli efferenteste hem de duktus epididimiste yar alan prizmatik
hlcrelerdir. Bazal hlicreler bazal lamina iizerinde yerlesmis kiiglik yuvarlak sekilli
bu hicreler, duktus epididimis ve duktuli efferentes epitelinin kdk hucreleridir. Halo
hiicreleri siki ve berrak sitoplazmaya sahip, epididimal epitel boyunca bulunan
kiigiik hiicrelerdir. Epididimal hiicreler hem salgilama hem de absorbsiyon
fonksiyonuna sahiptirler. Duktuli eferentesten farkli olarak diizgiin bir liimene
sahiptir. Duktus epididimiste sirkiiler diiz kas tabakasina i¢ ve dis longitudinal diiz
kas tabakasi eklenir (Ross, 2003; Kurus, 2020).

2.1.2.3.Duktus Deferens

Spermatik kordonun bir parcasin1 olusturan duktus deferens, prostata
girmeden Once genisleyerek ampullay1 olusturur. Seminal vesikiller ampullanin son
kisminda duktusa katilir. Sonrasinda prostata girerek prostatik (retraya agilir
(Setchell, 1988). Duktus deferensin tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika
adventisya olarak 3 epitel tabakasi vardir. Tunika mukoza epiteline ait prizmatik
hiicreler uzun mikrovilluslara sahiptirler. Bazal lamina {lizerinde yerlesmis kiiciik
yuvarlak sekilli bu hiicreler, kok hiicre gorevini istlenmistir. Duktus deferensin
epididimisten farkli olarak liimen yapilari diizensizdir. Elastik liflerden zengin
gevsek bag dokusu iceren laminapropriaya sahiptir. Sik1 bag dokusu kasa yakin olan
kisimda yerlesirken, gevsek bagdokusu kismi epitele yakin olarak yerlesmistir. Diger
bir tabaka olan tunika muskularis duktus deferensin en kalin ve gelismis
tabakasidir. Longitudinal, sirkiiler, longitudinal seyirli {i¢ kas tabakasindan olusur.
Duktus deferensin tigilincii tabakasi olan tunika adventisya, elastik liflerden zengin
bag dokusu yapisina sahiptir. Tunika adventisya icinde damarlar ve sinirler
bulundurur (Ross ve ark. 2003; Kurus, 2020).
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2.1.2.4.Duktus Ejakulatoryus

Duktus ejakulatoryus, proksimalde basit slindirik, distale dogruyalanci g¢ok
katli silindirik epitel ve distalde transizyonel epitel ile doselidir. Kas tabakasi
ampullada kaybolur, epitel prostatin fibromiiskiiler bag dokusu ile gevrilidir. Duktus
ejakulatoryus prostatik Uretraya agilir. Uretranin bubdliimiinde c¢ift fonksiyona sahip

olan duktusejakulatoryus, idrar ve ejakulat iletiminden sorumludur (Batislam, 2004).

2.1.3.Yardimc1 Genital Bezler
2.1.3.1.Vesikula Seminalis

Seminal vezikul ¢ifti, toplam seminal sivi hacminin %70'ini salgilar. Her
vezikilin limeni oldukca duzensizdir ve histolojik kesitlerde diisiikk biiylitmede bal
petegi goriiniimiine sahiptir. Seminal vezikiil salgisinda spermlerin temel besin
kaynagi olan fruktoz bulunmaktadir. Seminal vezikiil salgisinda fruktoz diginda sitrik
asit, fibrinojen ve prostaglandin bulunmaktadir ve spermatozoalarin aktive

edilmesinde gorev alirlar (Ross, 2003; Kurus, 2020; Gartner, 1997).

2.1.3.2.Prostat

Erkek iireme sisteminin en biiyiik yardimci genital bezi olan prostat,diiz kas
lifleri ve bag dokusundan zengindir. Birincil gorevi, seminal sivinin igerigine
katilmasi i¢in seffaf, hafif alkali sivi salgilamaktir. Prostatik salgi ejakulatin bir
kismini olusturmaktadir (Ross, 2003; Kurus, 2020; Gartner, 1997).

2.1.3.3.Bulboiiretal Bezler

Preseminal siviy1 salgilayan bulboiiretal bezler, penis kokiinilin baslangicinda
yerlesmis bir ¢ift birlesik tiibiiloalveolar yapida bezlerdir. Preseminal sivinin igerigi
yuksek miktarda galaktoz, galaktozamin, sialik asit, galakturonik asit ve metilpenaz
icerir. Seksiiel uyarim ile salgilanir ve peniliiretray1 kayganlastirarak ejakulatin

gegisini kolaylastirir (Ross, 2003; Kurus, 2020; Gartner, 1997).

2.1.4.Penis

Penis, dorsalde yerlesen bir ¢ift korpuskavernozum penis ve ventralde
yerlesen bir adet korpusspongiyozum penis olarak tanimlanan ii¢ kavern6z yapidan

olusmaktadir. Erkek genital organ olarak ejakulatin ve bosaltim organi olarak idrarin
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atilmasini saglar. Bu ii¢ erektil doku elastik liflerden zengin bag dokusu, damarlar ve
diiz kas yapilar1 yer alir ve en distan deri ile cevrilidir. Korpusspongiozumun
ortasinda yer alan peniliirethra, pseudostratifiye silindirik epitelyum ile doselidir.
Littre bezleri olarak bilinen epitelin bag dokusu ¢ikintilar1 ejakulasyon éncesi mukus
salgisint olusturur (Ross, 2003; Kurus, 2020; Ovalle ve ark, 2009).

2.2.Semen

Ejakulat (semen), icerisinde testisin ekzokrin salgi {irlinii olan spermlerin
bulundugu, aksesuar bezlerin ve bosaltim kanallarinin ekzokrinsalgi {irtinlerini
bulunduran opak sividir. Ortalama hacmi 3-4 ml olan semen igerisinde yaklagik 200-
500 milyon sperm vardir. Ejakiilatin %10’dan azin1 sperm hiicreleri olustururken,
geri kalan kismini ise seminal plazma olusturmaktadir. Ejakulat sivisini prostattan ve
seminal bezlerden salgilanan sivilar olusturur. Ejakiilatin %3-5’ini bulboiiretral
bezlerden ve iiretranin litre bezlerinden salgilanan sivi olusturur. Bu salgi tiretray1
kayganlastirarak ejakulat sivisinin ilerlemesini kolaylastirir. Prostat bezi salgisi
ejakulatin %15-20’sini olusturmaktadir. Prostat salgisi iiretranin asiditesini azaltir ve
spermin hareketini kolaylastirir. Ejakulatin biyiik kismin1 %70-80 oranda vezikula
seminalis salgis1 olusturmaktadir. Alkali 6zellige sahip ejakulat sivisi, ortam pH’sin1
kisa siire igerisinde notralize ederek spermleri vajinada bulunan laktik asit kaynakl
asiditeden korur. Ejakulat spermin hem erkek hemde disi iireme kanallarinda kolayca

taginmasini etkiler (Kurus, 2020).

2.2.1.Rutin Semen Analizi

Testis ve yardimci genital bezlerin faaliyetini degerlendirmek amaciyla
semen analizi yapilir. Rutin semen analizi igin hastalara 3-5 gun cinsel perhiz
Onerilir. Hastalardan mastiirbasyon yolu ile alinan ejakulatin likefaksiyonunun
gerceklesmesi i¢in 15-60 dk 37°C sicakliktaki inkiibatorde bekletilir. Likefiye olmus
ejakulat makroskobik ve mikroskobik olarak degerlendirilir. Rutin semen analizinde
sperm konsantrasyonu, motilitesi, viabilitesi ve morfolojisi degerlendirilir (Diinya
Saglik Orgiitii-WHO, 2021).
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Tablol: Semenin Karakteristik Ozelliklerinin Alt Referans Limitleri (WHO, 2021)

Semen Parametreleri Alt referans limiti
Semen volimi(ml) 1.4 (1.3-1.5)
Spermkonsantrasyonu (x10° /ml) 15 (12-16)
Toplam sperm sayis1 (x10° /ejakiilat) 39 (35-40)
Toplam hareketlilik (%) 42 (40-43)
Tleriye dogru hareketlilik (%) 30 (29-31)
Vitalite(%) 54 (50-56)
Sperm morfolojisi (%) 4(3,9-4,0)
Diger esik degerler

pH >72
Peroksidaz pozitif 1okositler (106 /ml) <10
MAR testi (%) <50
Immunobeadtest(%) <50
Seminal ¢inko (umol/ejakulat) >2.4
Seminalfruktoz (umol/ejakulat) >13
Seminalnétralglikozidaz (mU/ejakulat) >20

2.2.2.Makroskobik Degerlendirme

Makroskobik degerlendirme sirasinda ejakulatin rengi, karakteristik kokusu,

semen volumu, likefaksiyon olup olmadig, viskozitesi ve semen pH’1 degerlendirilir.

2.2.2.1. Likefaksiyon

Ejakulat hastadan temin edildiginde, semen yar1 kat1 koagiile kitle halindedir.
Oda sicakliginda bekletildiginde birka¢ dakika icinde incelmeye (likefiye olmaya)
baglar. Semen zaman igerisinde daha homojen, su gibi akici forma doniisiir.

Koagiilasyon topaklar1 kaybolur. Numunelerin biiyiik bolimii oda sicakliginda 15
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dakika icinde likefiye olur. Nadiren 5-60 dakika ya da daha uzun surebilir.
Ejakulasyon sonrast 15-60 dakika iginde semenin likefaksiyonu gdzlenmesi ile
analize baslanmalidir. Normal seminal likefaksiyonunun oda sicakliginda 60
dakikada tamamlanmasi1 gerekir. Likefaksiyon siiresinin uzamasi ge¢ likefaksiyon
olarak belirtilmelidir. Geg likefaksiyon vakalarinda 2 yontem uygulanir. Mekanik
yontemde spermi oksidatif strese sokmayacak diizeyde pipetaj yaparak likefaksiyon
saglanir. Enzimatik yontemde ise semen proteaz enzimi ile ¢ozilerek likefiyeedilir
(WHO, 2021).

2.2.2.2 Viskozite

Viskozite 6l¢iimii likefaksiyon sonrasinda yapilir. Pipetaj yapilarak semen
pastor pipetine alinir ve damlatilarak, damla ile pipet arasinda olusan ince ipligin
uzunlugu dikkate alinarak viskozite belirlenir. Normal viskoziteye sahip semende
damlalar birbirinden ayr1 diiserken, anormal viskoziteye sahip semen 6rneginde bu
iplik¢ikler yaklasik 2 cm kadar uzamaktadir (WHO, 2021).

2.2.2.3.Semen VolUmu

Ejakulatin hacmi total sperm hicrelerinin sayisinin hesaplanmasinda
kullanilacag: i¢in hassas bir sekilde Olculmesi gerekir. Semen hacminin dogru
Olgiilmesi i¢in genis agizli bir 6l¢lim silindirine alinarak derecelendirilir (WHO,
2021).

2.2.2.4.Semen pH Degeri

Semen pH’1 semen igerisindeki tiim salgilanan sivilarin pH degerlerini
gosterir. Laboratuvar igin belirlenmis standarta gore ejakiilat alindiktan sonra 30
dakika iginde pH olgtimii gergeklestirilmelidir. pH Olcimi igin 6.0-10.0 arasinda
olan pH o6l¢iim kagidi kullanilmalidir. Semen pH degerlendirilmesi igin alt referans
7.2 olmalidir (WHO, 2021).

2.2.3.Mikroskobik inceleme

Spermin mikroskobik incelemesi sirasinda sperm sayisi, motilite ve viabilite

yuzdesi ve sperm morfolojisi incelenmektedir.
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2.2.3.1.Sperm Sayisi

Likefiye olmus semen makroskobik degerlendirme yapildiktan sonra bir
pipetdr yardimiyla 20 pl volumde Horwell veya Makler sayim kamarasina
damlatilarak, faz kontrast mikroskobu yardimiyla x20 biyitmede incelenmektedir.
Diinya saglik orgiitii kriterlerine gore alt referans degeri ml basina sperm sayisi
15x10° olmalidir. Bu say1 sperm konsantrasyonunu belirler. Ejakilattaki total sperm
sayisinin diinya saglik orgiitiiniin belirledigi alt referans degeri 39x10° olmalidir.

Makler kamaraya konulan semen igerisindeki sperm yogunluguna gore sayim
yapilacak alan belirlenir. Sperm yogunlugu alana homojen dagilmigsa ve 100 kare
icerisinde kare basina birden fazla sperm diisiiyorsa 10 kare sayilir, kare basina
birden az sperm diisiiyorsa 100 kare sayilir. Sperm sayisi daha az ise tiim alan
sayilarak degerlendirilir. Tiim alanda sperm goriilmedigi durumlarda 3000 G’de 15
dakika santriftj edilir ve yeniden makler kamaraya yayilarak mikroskop altinda
incelenir (WHO, 2021).

2.2.3.2.Sperm Motilitesi

Makler kamaraya damlatilan semen, faz kontrast mikroskobunda
degerlendirilerek x20 buyitmede 200 adet sperm hucresinin hareketliligine goére
motilite ylizdesi belirlenir. Motilite degerlendirmesi spermlerin, progresifmotil sperm
(ileri hareketli sperm), non-progresifmotil sperm (yerinde hareketli sperm), immotil
sperm (hareketsiz sperm) olarak 3 kategoride degerlendirilmesiyle belirlenir (WHO,
2021).

2.2.3.3.Sperm Vitalitesi

Membran biitiinliigiinin degerlendirilmesi esasina dayanan sperm canlilik
testi, Ozellikle progresif hareketli sperm oranmin %40’dan az oldugu durumlarda
6nemlidir. Sperm canlilik testi, hipoozmotik sisme yontemi ve boya eksklizyonu
metodu (Eozinnigrosin boyamasi) olmak iizere 2 yontem ile degerlendirilir.

Canli spermlerde membran biitiinliigii korundugu icin, hareketsiz olsalarda
vital boya hiicre membranindan sitoplazmaya gegemedigi igin, sitoplazma

boyanmadan seffaf olarak kalir. Membran butlnligi bozulmus spermlerde, boya
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hiicre membranindan sitoplazmaya gecer, sitoplazma koyu pembe boyanir. Diinya
Saglik Orgiitii’niin belirledigi kriterlere gore vitalitenin referans alt smir1 %54’ diir.

Hipoozmotik sisme yOnteminde ise hipotonik ortama hareketsiz spermler
birakilarak membran hasar1 olmayan sperm hiicrelerinin sismesi gézlemlenir (WHO,
2021). Jeyendran tarafindan ilk defa 1984 yilinda tanimlanan hipo-osmotiksisme testi
(HOS) diinya saglik orgiitii tarafindan boyama yontemlerine alternatif olarak onerilen
bir yontemdir (Jeyendran ve ark., 1984). Bu test uygulanan 6rneklerde canli oldugu
tespit edilen sperm hiicresinin yardiml tireme tedavi yontemlerinde kullanilma sans1
tanir. Casper ve ark. yaptig1 bir calismada inmotil spermler ile yapilan ICSI’dehipo-
osmolar sigme testi (HOS) kullandiklarinda fertilizasyon ve klivaj oranlarini sirasi ile
%43 ve %39 oldugunu gostermisler, ancak bu oranlar rastgele se¢ilmis spermlerde
yapilan ICSI’de fertilizasyon ve klivaj oranlari sirasi ile %26 ve %23’tur (Casper,
1996). HOS testi taze ejakulat 6rneginden alinan spermlerin degerlendirmelerinden
etkin olsada dondurma/¢ézdiirme sonrasi sperm canliligini degerlendirmede yeterli
degildir (Casper, 1996).

Hipo-ozmotik Sisme Testi (HOS) Ortaminin Hazirlanmasi ve Yonteminin
Uygulamasi: 100 ml Distile su igerisine 1,351 gram D-fruktoz ve 0,735 gram
sitratdihidrat ¢ozdiriilerek reaktif hazirlanir. Yikama yontemi ile hazirlanan semen
orneginden 100 pl bir kismi1 alinir ve hipo-ozmotik ¢0zeltiye eklenir. Daha sonra 5 ile
30 dkarasinda 37°C’de inkiibe edilir, ardindan canli spermler hipo-ozmotik ortamda
kuyruklart kivrilirken, cansiz sperm orneklerinde bu degisim goriilmez (WHO,

2021).

2.2.3.4.Spermatozoanin Agregasyonu

Hareketsiz spermlerin mukus iplikleri gibi debris materyali ile veya sperm

dist hiicreler ile birbirlerine yapigsmasi sonucu gozlenir (WHO, 2021).

B o a
Sekil 12: Bir epitel hiicresi (a), debris (b) veya spermatozoa (c, d) ile kiimelesmis spermatozoa
goriintiileri( WHO 6.baski, 2021).

25



2.2.3.5.Sperm Aglitinasyonu

Hareketli spermlerin birbirlerine karisik olarak yapisarak bir arada
bulunmasidir. Agliitinasyon izole, orta, genis ve yogun agliitinasyon olarak 4 farkli

asamada siniflandirilmaktadir (WHO, 2021).

2.2.3.6.Morfolojik Degerlendirme

Likefiye olmus semen Orneginden bir lam iizerine ince yayma yapilarak
hazirlanan yayma preparat havada kurutulduktan sonra fiksasyon islemi uygulanir.
Fiksasyondan sonra Diff-Quik boyasi ile boyama yapilir. Diff-Quik boyast 3 farkli
sollisyondan olugmaktadir:

1. Fiksatif sollisyonu
2. Xanthene soliisyonu
3. Thiazine sollisyonu

UygulamaY ontemi
1. Oda sicakliginda kurutulmus yayma preparat fiksatif solusyonuna 10 defa

(dips) batirilip gikarilir.

2. Yayma preparat Xanthenesoliisyonuna 8 dips batirilip ¢ikarilir.
3. Yayma preparat Thiazinesollisyonuna 8 dips batirilip ¢ikarilir.
4. Son olarak steril distile su i¢indel dakika yikanur.

Preparat oda 1sisinda kurutulup, faz kontrast mikroskobunda x100 biyitme
orani (immersiyon yagi damlatilarak) ile inceleme yapilmalidir. Diinya saglik
orgiitiiniin belirledigi referansa gére normal morfolojide sperm yiizdesi alt referansi
%4 olarak belirlenmigtir (WHO, 2021).

Tablo 2: Kruger Kesin Kriterlerine Gére Sperm Morfolojisi (Kruger, 1986).

BAS Uzunluk 4-5 um / Genisglik 3 pm

AKROZOM Sperm baginin % 40-70’ini olusturmali

ORTA PARCA Genislik 1 pum / Uzunluk 7 pm

KUYRUK Uzunlugu 45 um / Uniform / Orta pargadan daha ince /

Kivrilmamis olmalidir

SITOPLAZMIK DAMLACIK Sperm baginin % 30-70’inden az sadece orta pargada

lokalize
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2.3.Akrozomal Reaksiyon

Akrozomal reaksiyon spermin fonksiyonel kapasitesini degerlendirme
yontemlerinden biridir. Fertilizasyon aninda spermin kumulus hiicreleri arasindan
ilerlemesi ve zona pellusidaya baglanmasi akrozomal kep igerisindeki hidrolize edici
enzimlerin etkisiyle gergeklesir. Sadece akrozomal reaksiyonu gergeklestiren
spermler zona pellusidaya nifuz eder ve oosit hiicre membranina baglanir,
ooplazmaya geger. Akrozomal reaksiyonun gerceklesmesi i¢in litik enzimlerin
salinmast ve membran reseptorlerinin varligi gerekmektedir, bodylece sperm
zonapellusidaya penetre olur ve oolemma ile biitiinlesir. Akrozomal reaksiyonun
spermin zonapellusidaya baglanmasi ile baslamasi gerekir. Akrozom, sperm basinin
%40-70’inin kaplayan, glikohidrolazlar, proteazlar, esterazlar, asitfosfatazlar ve
arilsulfatazlar dahil olmak uzere ¢esitli enzimler i¢eren biiyiik bir salgi graniiliiolarak
kabul edilir. Bu hidrolitik enzimlerin salinmasi zona pellusidanin yapisini bozar ve
spermatozoanin ilerlemesini ve kalsiyuma (Ca+2) bagimli akrozomal reaksiyon adi
verilen birsurecte oositle birlesmesine olanak tanir (Abou-Haila ve ark., 2000).

Akrozomal reaksiyonun asamalarin1 tanimlayacak olursak; spermin disi
genital sistemde kapasitasyonundan sonra akrozom reaksiyonu gergeklesir. Spermin
kumulus hiicreleriyle temasiyla bir grup litik enzimsalinir, fakat akrozomal kep halen
biitiinliiglinii korur. Zona pellusidayla temasiyla kepigindeki tiim enzimlerin hiicre
disina salinimi gerceklesir. Enzimlerin salinmasi hiicrelere kalsiyum alimia ve
hiicre i¢i pH artisina baghdir (pH 7.1-7.5). Akrozom siser ve disakrozomal zar
Ustteki plazma zariyla birlesir. Vezikilasyon meydana gelir ve godzenekler olusur.
Akrozomal enzimler disariya salinir. Akrozomal reaksiyon kalsiyum iyonofor
(A23187), progesteron, forbolmiristat esterleri vefolikiiler sivi kullanilarak in vitro
indUklenebilir (Jaiswal ve ark 1999). Spesifik olarak kalsiyumiyonofor hiicre disi
Ca2+’y1 hiicreye tasir veya iyonu hiicre i¢i depolardan serbestlestirir. Ca2+ sperm
kapasitasyonunun ve posterior akrozomal reaksiyonun sinyal yollariin
aktivasyonunda anahtar rol oynar (Florman ve ark., 2008). Sperm fonksiyonunu
incelemenin olas1 bir alternafi, spermin oositi fertilize etme potansiyeliigcin temel
olay olan akrozomal reaksiyonun degerlendirilmesidir. Akrozomal reaksiyonun
analizi elektron mikroskopi, aydinlik alan goriintiileme, fluoresan etiketli lektinlerle,

fluoresan isaretli antikorlarla, klortetrasiklin fluoresansiyla ve flow-sitometrik
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analizle degerlendirilebilir (Zeginiadou ve ark., 2000). Belirtilen testlerin timu
akrozom reaksiyonu tamamlanmis spermleri tamamlamamis olanlardan ayirabilir,
baska bir deyisle sadece spontan reaksiyona giren spermleri belirleyebilir. Kumulus
ooforusa yalnizca akrozomu bozulmamis spermler niifuz edecektir ve bu nedenle bu
testlerin sonucunun semen numunesinin fertilizasyon potansiyelini belirleyici etkisi
azdir ya da yoktur. Tesarik ve arkadaslari (1984) akrozom reaksiyonunun uygun
zamanlamasiin Onemini vurguladi ve bir akrozom reaksiyonutestinin anlamli
olabilmesi icin ‘spontan ve uyarilmis akrozom reaksiyonlarmi ayirt edecek sekilde
tasarlanmasi gerektigi’ sonucuna vardi (Jan Tesarik ve ark., 1989). Bu kosul iyonofor
ile indiiksiyonun ardindan akrozom reaksiyonu (acrosome reaction following
ionophore challenge-ARIC) ile karsilanmaktadir (Cummins ve ark., 1991). ARIC
analizinde spermatozoa kapasitasyon kosullarialtinda hazirlanir ve daha sonra
kalsiyum akigini indiiklemek icin kalsiyum iyonofor A23187 ile muamele edilir.
Daha sonra spermatozoa yikanir, lama yayilir, etanol ile fikse edilir ve akrozomal
matrikse baglanan fluoresan lektin pisumsativum ile etiketlenir. Fluoresan etiketleme
modeli reaksiyona girmis ve reaksiyona girmemis spermler arasinda farklidir ve
bufark spermatozoanin ayrilmasi i¢in kullanilir. Spontan olarak reaksiyona giren
spermlerintoplam ylizdesinin indiiklenmis spermlerden c¢ikarilmasi ile elde edilen
ARIC skoru akrozom fonksiyonunu tanimlayan daha iyi bir yaklasimdir (Cummins
ve ark., 1991). ARIC skorunun fertil ve infertil erkekler arasinda esik degerini %31
olarak vurgulayan c¢alismalarin yanisira (Pampiglione ve ark., 1993), Cummins ve
arkadaglar1 bu degeri %5 olarak, Henkel ve arkadaslar1 ise %7,5 olarak raporlamistir
(Cummins ve ark., 1991; Henkel ve ark., 1993). Klinik anlamlilik agisindan
bakildiginda; akrozomal reaksiyon oranm1 diisiik olan hastalar intra uterin
inseminasyon ve/veya in vitro fertilizasyon yerine intra sitoplazmik sperm
enjeksiyonuna yonlendirilir. Oehninger ve arkadaslarmin gerceklestirdigi meta
analizde fertilizasyonun tahmini icin akrozomal reaksiyon testlerinin belirleyici
giiciiniin oldugu raporlanmistir (Henkel ve ark., 1993; Tello-Mora ve ark., 2018). in
vitro akrozomal reaksiyon degerlendirmesinin IVF tedavisindeki hastalarda
fertilizasyonun %30-50’sini tahmin edebilecegi bildirilmistir (Wiser ve ark., 2013).
Toplam 796 denekte, ROC egrisi daha yiiksek pozitif prediktif deger (>%75), negatif
prediktif deger (>%65), %80 duyarlilik ve %20 yanlis pozitiflik oran1 gosterdigini
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vurgulamiglardir.  Klinik  kullanimdan  ziyade arastirma amagli  olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Henkel ve ark., 1993). Taze ve dondurulmus-
depolanmis spermde ¢dzme sonrasi hasarli akrozom iceren hicrelerinyiizdesinin

hesaplanmasi, semen degerlendirmesinin 6nemli agamalarindan biridir.

2.4.Sperm Morfolojik Anomalileri

Spermin normal goriiniimii disinda; bas, boyun ve kuyruk bolgesinde olasi
morfoloji anomalileri bulunmaktadir.
Bas anomalileri: Sperm basi biiyiik, kicuk, konik, yuvarlak, piriform, vakuolll ,
amorf ve ¢ift bagl seklinde goriilebilmektedir.
Boyun ve orta kisim anomalileri: Boynun ince olmasi veya kalin olmasi, sperm bag
kisminin asimetrik olarak orta pargaya birlesmesi seklinde goriilebilmektedir.
Kuyruk anomalileri: Birden ¢ok kuyruk olmasi, kisa olmasi, kirik olmasi, keskin
ac1l1, koilgekilinde goriilebilir (WHO, 2021).

2.5.WHO Parametrelerine Gore Sperm Analizi Terminolojilerinin Tamimlar1

Aspermi; Seminal sivinin iiretiminin olmadigi durumdur.

Astenoteratozoospermi; ilerleyici harekete sahip spermlerin ve normal morfolojiye
sahip spermlerin alt referans degerinden az olmas1 durumudur.

Astenozoospermi; Ileri hareketli spermatozoa’nin alt referans degerinden az olmasi
durumudur.

Azospermi; Tiim ejakiilatta hi¢ sperm bulunmadigi durumdur.

Globozoospermi; Spermlerde akrozom anomalisinin yogunlukta olup sperm basinin
yuvarlak gorilmesi durumudur.

Hiperspermi; Semen hacminin iist sinirdan fazla olmasi1 durumudur.

Hipospermi; Semenin hacminin alt sinirdan daha az olmasidir

Kriptozoospermi; Semende santrifilj sonrasi sperm goriilmesidir.

Lokositospermi; Semendeki 16kositlerin sayisinin st sinirdan (1 milyon/ml) fazla
olmasidir.

Nekrospermi; Numunede % 25°ten fazla Olii sperm hiicresinin bulunmasi
durumudur.

Normozospermi; Mililitredeki sperm sayisi 15 milyon/ml veya daha fazla olmasidir.
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Oligozoospermi: Mililitredeki sperm sayisi 15 milyon/ml’den daha az olmasidir.
Polispermi; Mililitredeki sperm sayisi 15 milyon/ml’den fazla oldugu durumlardir.
Teratozoospermi; Morfolojik olarak normal sperm morfolojisinin %4 ‘lin altinda

bulundugu durumlardir.

2.6.Sperm Hazirlama Teknikleri

Temel olarak sperm hazirlamanin 3 ana yontemi vardir; Kesintili dansite-
gradyanlar1 yontemi, direkt ylizdiirme teknigi yontemi (swim-up) ve basit yikama

yontemi(WHO, 2021).

2.6.1. Dansite-Gradient Yontemi

Iyi kalitede spermlerin secilmesini saglayan, sperm parametrelerinin optimal
olmadig olgularda ensik kullanilan yontemdir. Spermlerin 6lii hiicrelerden, seminal
plazmadan ve diger hiicre tiplerinden temizlenmesini saglayan yontemdir. Bu
yontemde in vitrofertilizasyon (IVF) ve intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
icin sperm elde edilmesi amaciyla, spermler kolloidal silika kapl partikiillerden
gecirilir.

Bu yontem i¢in farkli ticari iirlinler mevcuttur. Bu yikama prosediiriinde
oncelikle bir konik santrifiij tiipiine 1 ml %80°’lik gradient soliisyonu ve {izerine 1 ml
%40’k gradient soliisyonu birbirine karigmayacak sekilde ilave edilir. Gradient
soliisyonlarmin iizerine 1 ml likefiye olmus ve pipetlenerek homojen dagilimi
saglanmis ejakulat ornegi yavasca eklenir. Konik tip 15-30 dakika 300400 g’de
santriftj edilir. Sperm pelletinden supernatant atilir. Pellete nazikce pipetaj yapilir, 5
ml medyum eklenerek sperm pelletin homojenitesi saglanir ve 410 dakika 200 g’de
santriftijlenir. Supernatan atildiktan sonra, pelletkiltir medyumu igindepipetaj
yapilarak homojen dagilmasi saglanir. Ardindan sperm parametreleri degerlendirilir

(WHO, 2021).
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Sekil 13: DansiteGradiyentYontemi (Beydola ve ark., 2013).

2.6.2.Basit yikama

Yiiksek miktarda sperm eldesi i¢in bu yontem kullanilir. Semen 6rnegi iyice
pipetaj yapildiktan sonra kiiltiir medyumu ile 1:2 oraninda diliie edilir. Diliie edilmis
ornek santrifiij tiipline alinarak 300-500 g’de 5 ile 10 dakika arasi santrifiij edilir.
Seminal plazma atildiktan sonra sperm pelletinel ml kiiltlir medyumu eklenerek,
yavasca pipetaj yapilip homojen hale getirilir. Yeniden 300-500 g’de 3-5 dakika
santrifiijlenir. Siipernatan atilir ve sperm pelleti dikkatlice pipetaj yapilarak homojen

hale getirilir (WHO, 2021).

2.6.3.Direkt Yuzdurme Teknigi (Swim-up)

Spermlerinkiltir medyumuna icine bekletilerek, seminal plazmadan
mediuma dogrukendi motilite kabiliyetiyle basina yizdiirilmesi teknigidir. Bu
yontem IVF ve ICSI icin daha ylksek motiliteye sahip spermlerin segiliminde
onemlidir.Bu yontemde test tlipii i¢erisine 1 ml semen 6rnegi koyulur, tip 45° agiyla
tutularak semen Gzerine 1,2 ml Kkiltir medyumunu eklenir ve tiip 37°C’de 1 saat
inklbatorde bekletilir. Bir saatin sonunda tiip alinarak nazik¢e dik tutulur ve Ust
kisim olan 1 ml’lik kiiltiir medyumu kismi bagka bir tiipe alinir. Bu kisimda hareketli

sperm sayisinin ¢ok olmasi beklenir (WHO, 2021).
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2.7. Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon yasayan hiicrelerin yasamini beklemede birakmak,
biyolojik saati durdurmak amaciyla uygulanan sogutma ve dondurma islemleridir.
Hiicrelerin tuz ve diisiik molekiiler agirlikli soliisyonlar i¢inde, sicakliklarinin sifirin
altinda ¢ok diisiikk degerlere, yaklasik -196°C’ye kadar diisiiriilmesi sonrasi uzun
yillar sivi nitrojen icerisinde dondurulup saklanmasi ve daha sonra normal
fonksiyonlarmi geri kazanmalart igin ¢Ozdurilerek kullanilmasi ydntemidir.
Kriyoprezervasyonun temelleri 1934 yilinda Luyent ve arkadaslari tarafindan
atilmistir (Luvent ve ar., 1934). ilk olaraks permatozoay1 Polge ve arkadaslar1 1949
yilinda dondurmuslardir (Polge ve ark., 1949). Bu arastirmacilar kriyoprotektan
olarakgliseroll kullanmiglardir. Genel olarak erkeklerde spermatozoa veya gonadal
doku Kkriyoprezervasyonu azospermi, virtualazospermi ve onkoloji hastalarinda
fertiliteyi korumak amaciyla uygulanmaktadir. Sperm Kriyoprezervasyonunda
hiicrelerin %50’sinin kriyoprezervasyondan sonra sagkalimi saglanmaktadir. Bu
islem hastalara herhangi bir risk olusturmaz. Ejakulat veya cerrahi prosedir ile elde
edilen sperm hiicreleri vitrifikasyon veya yavas dondurma yontemi ile dondurulur.

Bu yontemler sonrasi efektif sonuglar alinmaktadir (Kurus, 2020).
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Uremeye yardimci tedavi uygulamalarinda superovulasyon uygulanan
hastalarda elde edilen ¢cok sayida oosit ve embriyonun daha sonra kullanilmasi
amaciyla, taze sikluslarda embriyo transferinin siklus silirecinde transferinin riskli
oldugu ovaryan hiperstimilasyon, intrauterin kanama durumlarinda ya da uterin
polip varliginda, transfer giinii embriyo kalitesinin kotii olmasi veya blastulasyonun
gecikmesi durumunda, kemo-radyoterapi tedavisi alacak olan onkoloji hastalarinda
fertilitenin korunmasi amaciyla kriyoprezervasyon uygulanmaktadir. Ayrica IVF
uygulamalarinda  virtualazospermi, obstriiktif ve non-obstruktif azospermi

hastalarinda kriyoprezervasyon yapilir (Kurus, Avci B, 2020).

2.7.1.Kriyohasar

Kriyoprezervasyon isleminde donma sirasinda dehidratasyon, ¢6zme
sirasinda rehidratasyon hiicrelerde hasara neden olur. Dehidratasyon ve rehidratasyon
makromolekuller ve membranlar tzerinde mekanik strese neden olur. Donma
esnasinda ekstraselliiler ve intraselliiler soliisyonda olusan 6nemli degisim suyun
uzaklagmasina neden olur ve gergeklesen 1s1 transferi hiicrenin canliligini etkiler. Bu
hasarlar1 gidermek amaciyla kriyoprezervasyon igleminde bazi soliisyonlar kullanilir.
Kriyoprotektan olarak tanimlanan bu sollsyonlar biyolojik doku ve hicreleri donma
hasarindan korur. Hiperozmotik karakterde olduklari i¢in suyla tamamen karigirlar.
Hiicre icine giren ve girmeyen kriyoprotektanlar vardir. Hucre igine giren
solisyonlar kriyoprotektan igeren sollisyonlar olarak, hicre icine girmeyen
solisyonlar ise kriyoprotektan-free soliisyonlar olarak da tanimlanir. Hicre igine
giren kriyoprotektanlar hiicre i¢cinde buz olusumunu engeller. Gegirgen olmayanlar
ise osmotikdehiratasyon etkisiyle koruyucu etki gosterirler. Her iki grupta
intraselliiler yapiy1 ve hiicremembranini korur. Olumsuz etkileri toksisite ve osmotik
hasardir. Toksik etkileri konsantrasyon ve uygulanan siireyle iligkilidir.
Kriyoprotektanlar hiicre icinde proteinleri stabilize eder. Donma sicakligini
diistirerek zarar verici buz gelisimini azaltir ya da ortadan kaldirir. Diflizyon
hizlarina goére propanediol, dimetilstlfoksit, gliserol ve etilen glikol bu grupta
sayilabilir. Hiicre i¢ine girmeyen, kriyoprotektan-free soliisyonlar tek basina
kriyoprotektan olarak kabul edilmezler. Kriyoprotektanlarla birlikte kullanildiginda

olusan ozmotik basing farkina bagli zarari engelleyici etki gosterirler. Cozme
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stirecinde hiicresel sismeyi engellerler. Ayrica hiicrenin disinda bulunan donmamaig
suyun oranini azaltirlar. Bunlara oOrnek olarak da disakkaritler (stikroz),
monosakkaritler (glukoz ve heksoz) ve trisakkaritler (raffinoz) verilebilir (Kurus M ,
Avcr B, 2020). Sperm kriyoprezervasyon islemi belirgin olarak sperm motilitesi,
sperm hiicrelerinin membran biitiinligii, morfolojik yapisi, kromatin kondansasyonu
ve viabilitesi Gzerinde olumsuz degisimlere yol agmaktadir. Yapilan bir ¢alismada
kriyoprezervasyon sonrasi fertil ve infertil kisilerin sperm  Grnekleri
karsilastirildiginda, infertil erkeklerin sperm kromatin kondansasyonunda daha

yuksek oranda bozulma oldugu saptanmistir (Hammadeh ve ark, 1999).

2.8.Plateletten Zengin Plazma (PRP)

Trombositler (plateletler) cekirdeksiz hicreler olup, kan elemanlari olan
fibrin, eritrosit, lokositlerin damarlarin i¢ ylzine pihtt halinde yapigmasinin
baslamasindan sorumludur. Piht1 kitlesi olusumunda, trombosit aktivasyonu birincil
adimdir. Trombositlerin aktivasyonu hiicre dis1 katyonlar, trombin, kollajen,
tromboksanlar, adenosindifosfat (ADP), serotonin, oksitlenmis diisiik yogunluklu
lipoproteinler (LDL) ve bunlarla sinirli olmayip ¢ok sayida farkli agonist tarafindan
sayisiz mekanizma yoluyla meydana gelebilir. Trombositin aktivasyona yaniti,
intrasitoplazmik graniil igeriginin salinmasidir. Bu yontemlerden farkl olarak, ticari
PRP kitleri mevcuttur. Bu kitler belirlenmis bir trombosit konsantrasyonunu
saglarlar.

Son yillarda, PRP uygulamalar1 genis kullamm alanma sahiptir. Ozellikle
rejeneratif tipta otolog kandan hizli ve basit olarak elde edilen PRP’nin kisa siirede
uygulanabilmesi ve immiin cevabi tetiklememesi nedeniyle genis kullanim alani
vardir. Guniimuizde PRP uygulamalar1 6nemli derecede ilgicekmektedir (Shen, ve
ark., 2017; Scully, ve ark., 2020).

Son yillarda tibbin bir¢ok alaninda oldugu gibi infertilite tedavisinde de ek
tedavi (add-on) uygulamalari kapsaminda trombositten zengin plazma
uygulamalarina dair deneysel ve klinik c¢alismalar mevcuttur. Trombositler
(plateletler), pihtilasmadan sorumlu kiigiik, ¢ekirdek igermeyen hiicrelerdir. Alfa,

yogun ve lizozomal graniiller olarak tanimlanan organellere sahiptir. Alfa graniiller
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zimojen formda biiylime faktdrlerini, yogun graniiller serotonin, ADP, ATP, GDP,
GTP, histamin, kalsiyum, magnezyum gibi molekulleri icerir. Granul igerikleri
trombositlerin aktivasyonu ile salmir. Bu aktivasyon trombin, kollajen, ADP,
tromboksanlar, serotonin ve daha bir¢ok agonist tarafindan gercgeklesir (Lopez-
Vilchez ve ark., 2009; Li ve ark., 2011; Wraith ve ark., 2013; Shen ve ark., 2017).
Trombositten (platelet) zengin plazma (PRP) flebotomi (venden kan alma islemi)
yoluylasitrat veya EDTA bazli bir antikoagiilan i¢eren tiipe alinan kandan izole
edilir. Santrifiij sonrast kirmizi kan hiicreleri ile bagisiklik hiicrelerinin
uzaklastirilmasi sonucunda plazma iginde yiiksek konsantrasyonda trombosit elde
edilir. Trombosit igerigine aktivator (trombin, kalsiyum, ADP, kollajen) ilavesi ile
PRP elde edilir. Ayrica trombosit sayisin1 standardize eden ticari PRP Kkitleri de
mevcuttur. PRP rejeneratif tipta genis kullanim alanina sahiptir. Kas-iskelet sistemi
uygulamalar1 (Scully ve ark., 2019) oral-maksillofasiyal uygulamalar1 (Xu ve ark.,
2020) ve osteoartrit (Evans ve ark., 2020) iizerinde PRP’nin pozitif etkisi
raporlanmistir.

Literatirde erkek reme sisteminde hiicre-doku ve organ diizeyinde yapilan
deneysel ¢alismalarda PRP’nin toksisite modellerindeki iyilestirici etkisini
degerlendiren ve sperm Kriyoprezervasyonu oncesi PRP uygulamasina dair az sayida
calisma mevcuttur (Dehghani ve ark., 2019; Sayed ve ark., 2021; Alcay ve ark.,
2021). Busulfanla olusturulmus sican toksisite modelinde intratestikiiler PRP
uygulamasinin etkinligini degerlendiren bir ¢alismada sperm parametreleri, testis
volimu, seminifertibullerde Sertoli ve Leydig hicrelerinin, spermatogenik
hiicrelerin sayisinda artig raporlanmistir (Bader ve ark., 2020). Sayed ve arkadaslar
(2021) (Yan ve ark.,, 2021) kemoterapotik ajan olan metotreksat vererek
olusturduklart  sigan testis toksisite modelinde selenyum ve PRP’nin
proapoptotik/anti-apoptotik ve hiicresel rejenerasyon aktivitelerini karsilastirmislar.
PRP’nin metotreksat toksisitesini azalttigi, bu etkinin besin taksiyesi olarak verilen
selenyumdan daha yiiksek oldugu, PRP’nin iyilestirici etkisini rejeneratif genleri,
antiapoptotik belirteci (Bcl-2) ve antioksidan belirteci (eNos) giiglendirerek yaptigini
raporlamislar. Insan sperm hiicresi iizerine yapilan ¢alismalarda fresh hiicrelerin
PRP iginde inkibasyonunun sperm motilitesini, viabilitesini artirdigi, DNA

fragmantasyonunu ve vakuolizasyonu azalttigi, 6zellikle H20: ile indiiklenmis

35



oksidatif stres ortaminda PRP’nin bu parametrelerdeki iyilestirici etkisinin daha da
belirgin oldugu bildirilmistir (Yan ve ark., 2021). Yapilan ¢aligmalarda farkli PRP
konsantrasyonlar1 ¢alisiimigvefarkli sperm parametrelerine etkisi karsilastirilmistir.
Literatirde sperm kriyoprezervasyonunda PRP icinde inkibasyonun dondurma-
¢ozme sonrast sperm kalitesine etkisini degerlendiren bir ¢alisma vardir (Yan ve
ark., 2021). Yapilan ¢aligmalar kriyoprotektan iceren soliisyonlar igerisinde yavas
dondurma veya vitrifikasyon uygulanacak olan numunelere farkli PRP
konsantrasyonlar1 i¢inde inkiibasyon uygulamasiin karsilastirmali olarak ¢6zme
sonrast sperm parametrelerine etkisine yonelik ¢aligmalardir. Alcay ve arkadaslari
(2021) sigir sperminin yavas dondurma yontemi ile Kriyoprezervasyonunda
kriyoprotektan i¢eren soliisyon kullanmislar (Alcay ve ark., 2021). Dondurma éncesi
0.5x107, 1x10” ve 2x10 /ml konsantrasyonda trombosit iceren PRP igerisinde
inkiibasyonun sperm motilitesi, membran Dbiitiinliigii, akrozomal biitiinliik,
mitokondriyal  zar  potansiyeli, DNA  bitiinliigi ve  malondialdehit
konsantrasyonlarma etkisini degerlendirmisler. Calismalarinin sonucunda 2x107 /ml
hiicre iceren PRP’nin daha etkin oldugunu raporlamislardir. Literatiirde insan
sperminin vitrifikasyonundaPRP’nin iyilestirici etkisini degerlendiren tek calismada
Yan ve arkadaglart (2021) (Yan ve ark., 2021) otolog PRP uygulamasinin donmus-
¢Oziilmiis insan sperminin kalitesi lizerindeki etkisini tanimlamayir amaglamigslar.
Farkli konsantrasyonlarda PRP’nin sperm motilitesi, viabilitesi, membran biitiinligi,
DNA fragmantasyon indeksi, serbest oksijen radikalleri seviyesi ve mitokondriyal
membran potansiyeline etkisini karsilastirdiklarinda %5 konsantrasyonda PRP’nin
motilite, viabilite ve membran biitiinliglni arttirdigin1 bildirmislerdir. Mevcut
caligmalarda spermin fertilizasyon kapasitesine yonelikdegerlendirme yapilmamus,
kriyoprotektan iceren sollsyonlarla dondurma-¢bzme protokollerinde PRP’nin
etkinligi degerlendirilmistir.

Erkek infertilitesinde PRP’nin iyilestirici etkisi konusunda bir ortak goriis
olugsmamigtir ve bu nedenle ek tedaviler kapsaminda degerlendirilmektedir. Sperm
kriyoprezervasyonundaPRP’nin etkinligine dair calismalarin ¢ogunun deneysel
olmasi, kullanilan dondurma soliisyonu ve protokollerinin farkli olmasi, PRP
uygulama periyodu, siiresi ve konsantrasyonundaki degisiklikler nedeniyle rutin

kullanimda PRP’nin etkinligi konusunda belirsizlik devam etmektedir.
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2.9.Calismanin Amaci

Bu calismada  ‘iliremeye yardimci tedavi yaklasimlarindan biri olarak
gerceklestirilenlreme potansiyelini koruma yaklasimlari kapsaminda uygulanan
sperm kriyoprezervasyonunda; sperm viabilitesi, hareket kabiliyeti ve fertilizasyon
potansiyeli ac¢isindan optimum sonug¢ veren protokolii belirlemek’ amaciyla,
normozoospermik erkeklerden alinan ejakulat orneklerinde taze (fresh)sperm
hicrelerinin  PRP icinde inklbasyonunun sperm viabilitesine, motilitesine,
fertilizasyon kapasitesine etkisinin degerlendirilmesi; sperm dondurma protokolinde
kullanilan 2 farkli soliisyonun (kriyoprotektan igcermeyen ve kriyoprotektan iceren
sollisyon) ¢0zme sonrasinda sperm viabilitesine, motilitesine vefertilizasyon
kapasitesine etkilerinin karsilagtirillmasi; dondurma protokolu dncesinde sperm
hicrelerinin otolog PRP soliisyonunda inkiibasyonunun ¢6zme sonrast hiicre
viabilitesine, motilite oranina ve fertilizasyon potansiyeline etkisinin

degerlendirilmesi planlanmistir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Hasta Seg¢imi

Calismamiz Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiltesi (BUUTF) Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu 2011-KAEK-2111.05.2022 tarih ve 2022-10/27 karar nolu
onay1 ile Bursa Uludag Universitesi Tiip Bebek Merkezi Laboratuvarlarinda ve Tip

Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

BUUTF Uremeye Yardimeci Tedavi Merkezine spermiyogram analizi igin
basvuran ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan belirlenen kriterlere gérenormal semen
parametrelerine (sperm volumi 1.4 ml ve Gzeri, konsantrasyounu 15 milyon/ml ve

Uzeri, motilitesi %42 ve Uzeri) sahip 20 hasta ¢alismaya dahil edilmistir .

3.2.Semen Orneklerinin Eldesi

Hastanin onay1 alinarak onam formu imzalandiktan sonra mastiirbasyon
yontemi ile ejakulat 6rnegi toplandi. Ejakulat érnekleri 37°C’de inkubatorde30-45
dklikefaksiyon icin bekletildi. Rutin spermiyogram analizi kapsaminda voliim,
konsantrasyon, sperm motiliteyiizdesi degerlendirildikten ve morfolojik analiz igin
yayma preparat hazirlandiktansonra kalan ejakulatornegi dansitegradient yikama

yontemi ile yikandi.

3.3.CalismaGruplari

Mastirbasyon yolu ile 20 olgudan elde edilen normal semen parametrelerine
sahip (normozoospermik) ejakulat 6rnegi yikama sonrast 3 alt gruba ayrildi. Taze
(fresh) ejakulat ornegi, kriyoprotektan-free sollisyonda vitrifikasyon uygulanan
ejakulat 6rnegi ve kriyoprotektan igeren soliisyonda vitrifikasyon uygulanan ejakulat
ornegi olmak iizere ayrilan sperm siispansiyonlarinin herbiri ayrica kendi i¢inde 2 alt
gruba ayrildi. Vitrifikasyon Oncesinde, alt gruplarin birine herhangi bir ekleme
yapilmadan digerine ise esit konsantrasyonda otolog PRP eklendi. Taze ve
dondurulacak tim gruplardaki ejakulat ornekleri 2 saat inkubatorde bekletildi.

Ardindan vitrifikasyon yontemi ile dondurulan numuneler sivi azotta 1 hafta
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depolandi. Numunelerin ¢6zme islemi sonrasinda sperm viabilite ve motilite

yiizdeleri, morfolojik ve akrozomal reaksiyon analizi yapildi (Sekil 15).

| Normozoospermik fresh sperm ornegi

' ' }

Eresh Vitrifikasyon Vitrifikasyon
(krivoprotektan-free sollisyon) (kriyoprotektan iceren solisyon)

1 1 1 1 1 1

. RP inki — ¥
PRP-free P Inkubasvon| PRP-free PRP inkiibasyon PRP-free PRP inkiibasyon

b |

Rutin semen analizi | Akrozomal reaksiyon
'Kcnsantrasyon. ' Motilite Viabilite | Morfoloji

Sekil 15: Hasta gruplarinin dizayni

Yikama sonrasisperm soliisyonu (SS)
Sham Grubu:Sperm solusyonu (SS); yikanan sperm numunesinden 200ul alindi ve

37°C’de inkiibatorde2 saat bekletildikten sonra degerlendirmeler yapildi.

Deney Grubu 1: SS+PRP; yikanan sperm numunesinden 200ul alindi ve numuneye
esitvoliimde %2konsantrasyonda otolog PRP 6rnegi eklenerek 37°C’de inkiibatorde?2
saat bekletildikten sonra degerlendirmeler yapildi.

Deney Grubu 2: SS-kriyofree (400ul+400ul) vitrifikasyonu; SS soliisyonu ayni
volimde kriyoprotektan icermeyen (Kkriyofree)vitrifikasyon solisyonu ile
karistirildiktan sonra sivi azota alindi ve bir hafta sivi azotta depolama sonrasinda
coziilerek degerlendirmeler yapildi.

Deney Grubu 3: SP+PRP-kriyofree  (400ul+400ul) vitrifikasyonu; SS
solusyonundan 200ul alindi, esit volimde %?2 konsantrasyonda otolog PRP 6rnegi
eklenerek 37°C’de inkiibatorde bekletildikten sonraayni volimde (400ul)
kriyoprotektan icermeyen vitrifikasyon soliisyonu ile karistirildi ve sivi azota alindi.

Bir hafta s1v1 azotta depolama sonrasinda ¢oziilerek degerlendirmeler yapildi.
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Deney Grubu 4: SS-kriyo (400ul+400ul) vitrifikasyonu; SS soliisyonu ayni
voliimde kriyoprotektan igeren vitrifikasyon soliisyonu ile karistirildiktan sonra sivi
azota alind1 ve bir hafta siv1 azotta depolama sonrasinda ¢oziilerek degerlendirmeler
yapild.

Deney Grubu 5: SP+PRP-kriyo (400ul+400ul) vitrifikasyonu; SS soliisyonundan
200ul alindi, esit volimde %2 konsantrasyonda otolog PRP ornegi eklenerek
37°C’de inkiibatorde bekletildikten sonra ayni voliimde (400ul) Kkriyoprotektan
iceren vitrifikasyon soliisyonu ile karigtirild1 ve sivi azota alindi. Bir hafta sivi azotta

depolama sonrasinda ¢oziilerek degerlendirmeler yapildi.

3.4. PRP Solusyonunun Hazirlanmasi ve Standardizasyonu

Calismaya katilan hastalardan ejakulat O6rneginin alindigi giin intravendz
olarak 10ml kan Ornegi alindi. Elde edilen kan Sitrat veya EDTA bazli bir
antikoagiilan iceren tlipe alinip, belirlenmis bir trombosit konsantrasyonu
saglayabilen ticari kit arac1lig1 ile PRP elde edildi (T-LAB PRP Kit). Uretici firmanin
kullanim talimatlarma gore tiipler 1150 G'de 4 dakika santrifiij edildi. Daha sonra
santrifij tuptine 16 G'lik bir enjektor yardimiylagirilerekbuffycoat tabakasina kadar
ilerletildi. Enjektor ucu dondiiriilerek buffycoat tabakasi aspire edilip, steril
slispansiyon tiipiine aktarildi (Isachenko ve ark.,2012). Elde edilen PRP trombosit
sayim cihazinda sayilarak kultir medyumu ile %2 konsantrasyona dilie edildi ve
calisma gruplarindaki (Deney Grubu 1, Deney Grubu 3 ve Deney Grubu 5)yikama

sonrasi sperm soliisyonlarina eklendi.

3.5. Dansite- GradientYikama Yontemi ile Sperm Hazirhgi

Likefaksiyon sonrasi sperm konsantrasyonu ve motilitesi, viabilitesine
bakilan 6rnekler dansite-gradient yontemi ile yikama islemine tabi tutuldu.

1. Yikama isleminde kullanilacak olan 15 ml’lik konik falkon tiiptine 1 ml
%80’1ik gradient soliisyonu ve iizerine %40’lik gradient soliisyonu birbirine
karigmayacak sekilde yavasca eklendi.

2. Gradient soliisyonlarinin tizerine 1 ml likefiye olmus ve pipetlenerek
homojen dagilimi saglanmis ejakulat 6rnegi yavasca eklendi.

3. Konik tiip 500 G’de 15dk santrifiij edildi, supernatant atildu.
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4. Pelletin lizerine 3 ml yikama mediumu (VITROLIFE-GIVF) eklenerek
pipetaj yapild1 ve tekrar 300 G’de 10 dk santrifiij edildi.

5. Supernatan atildiktan sonra pelletin iizerine 1,5 ml sperm yikama mediumu
(VITROLIFE-GIVF) eklendi ve plastik pator pipeti ile pipetaj yapilarak
sperm hiicrelerinin solisyonda homojen dagilimi saglandi (Kruger, 1988).

Calismaya yikama sonrasi konsantrasyonu 50 milyon/ml ve (zerinde olan

numuneler dahil edildi.

3.6.Dondurma- Cézme Protokol

Semen numunelerinin dansite-gradient yontemi ile yikama sonrasinda
gerceklestirilen dondurma protokoliinde vitrifikasyon yontemi kullanildi. Sperm
ornekleri (PRP ile inkiibe edilen ve edilmeyen) farkli iki dondurma soliisyonu i¢inde
(kriyoprotektan igeren ve icermeyen) vitrifiye edildi. Kriyoprotektan igeren sollisyon
olarak ticari kit kullanildi (SpermFreeze Solution-VITROLIFE). Kriyoprotektan
icermeyen  solusyon olarak 0.5M siikroz solusyonu (HTF+%1 HSA
icerisinde)kullanildi (Isachenko ve ark., 2011; Agha-Rahimi ve ark., 2016). Sperm
soliisyonu ve oda sicaklifina getirilmis dondurma soliisyonu esit voliimlerde
(400p1+400ul) olacak sekilde karistirildi ve kriyovial i¢ine alinan homojenat+4°C’de
15dk bekletildikten sonra (Wang ve ark., 2021) 30 dk sivi azot buharina maruz
birakildi. Sivi azot buharinda bekletmeninardindan 6rnekler -196°C sivi azot igine
konuldu ve 1 hafta siireyle s1v1 azotta depolandi.

Deney Grubu 2’de; SS soliisyonundan alinan 400l numune 2 saat %5 CO2
ve %5 O2 igeren %99 nem ortami saglayan inkiibatdrde bekletildi. Ardindan ayni
volimde 0.5M siikroz soliisyonu (HTF+%1 HSA icerisinde) eklenerek (Isachenko ve
ark., 2011; Agha-Rahimi ve ark., 2016) kriyovial igine alindi. +4°C’de 15 dk
bekletildikten sonra 30 dk sivi azot buharina maruz birakildi. Sivi azot buharinda
birakilmalarin1 takiben érnekler -196°C si1vi azot igine birakildi ve 1 hafta siireyle
s1v1 azotta depolandi.

Deney Grubu 3’te; 400ul SS iceren tupe ayni voliimde %2 konsantrasyonda
PRP soliisyonu eklenerek 2 saat %5 CO2 ve %5 O2 iceren %99 nem ortami saglayan
inkiibatorde bekletildi. PRP iginde inkiibasyon sonras1 400l 0.5M siikroz sollsyonu
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(HTF+%1 HSA icerisinde) eklenerekkriyovial igine alindi.+4°C’de 15 dk
bekletildikten sonra 30dk sivi azot buharina maruz birakildi. Sivi azot buharinda
birakilmalarini takiben ornekler -196°C sivi azot igine birakildi ve 1 hafta siireyle
stv1 azotta depolandi.

Deney Grubu 4°de; SS soliisyonundan alinan 400ul numune 2 saat %5 CO2
ve %5 02 igeren %99 nem ortami saglayan inkiibatorde bekletildi. Ardindan ayni
voliimde kriyoprotektan iceren soliisyon olarak ticari kit kullanilarak (SpermFreeze
Solution-VITROLIFE)+4°C’de 15 dk bekletildikten sonra 30dk sivi azot buharina
maruz birakildi. Sivi azot buharinda birakilmalarini takiben 6rnekler -196°C siv1 azot
icine birakildi ve 1 hafta siireyle sivi azotta depolandi.

Deney grubu 5°te; 400ul SS igeren tiipe ayni voliimde%?2 konsantrasyonda
PRP sollsyonu eklenerek 2 saat %5 CO2 ve %5 O2 iceren %99 nem ortami saglayan
inkiibatorde bekletildi. PRP i¢inde inkiibasyon sonrasi 400l ticari kit (SpermFreeze
Solution-VITROLIFE) eklenerek kriyovial igine alindu. +4°C’de 15 dk
bekletildikten sonra 30dk sivi azot buharina maruz birakildi. Sivi azot buharinda
birakilmalarin1 takiben ornekler -196°C sivi azot igine birakildi ve 1 hafta siireyle
s1v1 azotta depolandi.

Dondurulmus orneklerin ¢6zme asamasinda Kriyovialsivi azot tankindan
cikarilarak oda sicakliginda bekletildi. Sivi faza gegen Orneklerinkibatorde
bekletilerek 37°C’yeisitilmigs 3 ml sperm yikama solisyonu eklendi. Elde edilen
homojenat 300G’de 10 dksantrifiijlendi ve ardindan supernatant atildi.Pellet iizerine
0.5 ml sperm yikama soliisyonu eklenip pipetlendikten sonra degerlendirmeye tabi
tutuldu.

3.7. Viabilite Degerlendirmesi

Yikama sonrasi ve ¢Ozme protokoliiniin ardindan yapilanviabilite analizi
Eozin-Nigrosinboyamasi ile ger¢eklestirildi.Bu protokol kapsaminda:
1. Cozinen drnekten 10 pul alinarak 2 ml tlp igerisine konuldu.
2. Uzerine 20 pl %1°lik Eosin Y eklendi,15 saniye pipetaj yapilarak homojen
hale getirildi.
3. Daha sonra homojenat tzerine 20ul %210 Nigrosin eklenip pipetaj yapildi.
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4.

Homojenattan 10 ul alinarak lam iizerine ince yayma yapilarak ve Uzeri lamel
ile kapatildi.

Preparat hizli bir sckilde faz kontrast mikroskobunda x100 blyltmede
(immersiyon yagi damlatilarak) incelendi. Mikroskobik degerlendirmede iki
farkli alanda 200 adet sperm hiicresi degerlendirmesi gergeklestirildi.Bu
degerlendirmede viable sperm hiicrelerinde, hiicre membrani biitiinliigiiniin
korunmasi nedeniyle boya hiicre i¢ine girmedigi i¢in sperm baslar1 beyaz veya
soluk pembe boyanirken,non- viable sperm hiicre baslar1 hiicre membran
biitiinliigii bozuldugu ve hiicre boyayi hiicre igine aldig1 iginkirmizi veya koyu
pembe boyanma 0zelligi ile birbirinden ayirt edildi. Her bir preparat igin
ortalama viableve non-viable sperm hiicre sayisi tayin edilerek gruplar
arasinda istatistiksel olarak karsilastirma yapildi (WHO, 2021).

3.8.Morfolojik Degerlendirme

Yikama Oncesi ve ¢6zme sonrast tum gruplara aitsemen O6rnegindenlam

lizerine ince yayma yapilarak hazirland1 vepreparat havada kurumaya birakildi.

Kuruduktan sonra Diff-Quik boyasi ile boyama yapildi. Diff-Quik boyast 3 farkli

soliisyondan olusmaktadir:

1.
2.

Fiksatif soltsyonu

Xanthene sollisyonu

3. Thiazine sollisyonu

BoyamaProtokoli

1.

Oda sicakliginda kurutulmus yayma preparatfiksatifsoliisyonuna 10 defa
(dips) batirilip ¢ikarildi.

Yayma preparat Xanthene soliisyonuna 8 dips batirilip ¢ikarildi.

Yayma preparat Thiazine soliisyonuna 8 dips batirilip ¢ikarildi.

Son olarak preparat steril distile su ile 1 dakika yikanarak fazla boyadan

kurtarild.

Preparat oda 1sisinda kurutulup, faz kontrast mikroskobunda x100 blyltme

orani (immersiyon yag1 damlatilarak) ile inceleme yapildi (WHO, 2021).
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Sperm hicre morfolojisi tanimlamalari:

1. Diizenli simirlara sahip ve oval sekilli bas morfolojisinintanimlanmasi (4-
4,5um uzunluk, 3 mm genislik)

2. Bas bolgesinin %40-70’ini akrozom bolgesinin olusturmasi

3. Bas bolgesindesitoplazmikdefektler (vakuol) mevcut olmamast

4. Sperm orta parcanin ana ekseni sperm basimnin ana ekseniyle ayni hizada
olmasi

5. Ana parganin uzunlugu boyunca ayni genislikte olmasi, orta par¢adan ince ve
yaklagik 45 um uzunlukta olmasi kriterlerine gore degerlendirildi(Kruger
TF.1988) (Sekil 16).

Sekil 16:Normal sperm morfolojisi (a)
Anormal sperm morfolojisi (bl-c4) (bas—boyun-ortaparca-akrozomalanomalileri) (WHO 5.baski,
2010)

3.9. Akrozom Reaksiyonu Testi

Akrozom  reaksiyonu  degerlendirmesi,  Pisumsativum  (pea)-FITC
konjugatindan elde edilen Lectinakrozomal belirteci kullanilarak yapildi (Zhu ve
ark., 2014; Aizpurua ve ark., 2017). Sperm yikama protokolii sonrasinda elde edilen
semen O6rnegi ve dondurulup-¢dzilen semen numunesi;

1. Her biri 500 pL'lik hacimde olacak sekilde test ve kontrol grubu olarak ikiye

ayrilaraknumuneler santrifiijlendi, supernatant atildu.
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2.

Pellet Gzerinesperm kapasitasyonunu gergeklestirmek icin %3 albimin (30

mg/mL) iceren 500 uL. HTF ortamu eklenerek, karigim inkiibatérde 37°C' de 3 saat

boyunca inkibe edildi.

3.

10.

11.

Test 6rnegine 10 pL Kalsiyum iyonofor A23187 (10 uM/L), kontrol 6rnegine
ise 10 puL dimetilsiilfoksit (%10, DMSO/PBS) solusyonu eklendi vedrnekler
37°C'de 30 dakika inkibe edildi.

Inkiibasyondan sonra test ve kontrol &rnekleri 1600 rpm'de 7 dakika
santrifiijlenip, stipernatant atildi.

Pelet tizerine 100 puL PBS ve 100 pL Hoechst soliisyonu (2mg/mL) eklenerek
karanlikta 37°C'de inkubatorde 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonunardindan1600 rpm'de 7 dakika santrifiijlenip, siipernatant: atild:
ve pelet tizerine 100 puL PBS eklenerek pipetaj yapildi.

Elde edilen homojenat 1600 rpm'de 7 dakika santrifiijlenip, siipernatanti
atildi. Pellet Uzerine 100 puL PBS eklenerek pipetaj yapildi.

Elde edilen homojenattan10 pL'lik hacimde soguk lamlara yayma preparat
hazirlandi.

Oda sicakliginda kurutulan yayma preparatlart 30 dk soguk %95’lik etanol
icindefiksasyona tabi tutularak, sonrasinda oda sicakliginda kurutuldu.
Kurutulan preparatlara, 10 pL FITC-PSA eklenerek karanlikta 15 dakika
inklbe edildi.

Fazla isaretlenmeyi engellemek i¢in 10-15dips PBS'de preparatlar yikanip
oda sicakliginda kurutuldu. Ornekler fluoresan mikroskopta x100 biiyiitmede

degerlendirildi.

Viable sperm hiicrelerinin saptanmasinda; Hoechst 33258 boyasmin hiicre

membranindan gecememesi nedeniyle sperm basi soluk mavi boyandi. Non-viable

sperm hiicreleri ise sperm basininagik mavi boyanmasi ile tayin edildi (Agarwal ve
ark., 2016) (Sekil 17).
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Sekil 17:Hoechst 33258 boyamasi ile viabil ve non-viabil sperm hiicrelerinin belirlenmesi(V: Viabil
sperm; NV: Non-Viabil Sperm)

Akrozom reaksiyonunun degerlendirilmesinde; akrozomal reaksiyonun
gerceklestigi AR(+) sperm hiicrelerinde ekvatoryal segmentte akrozom bant seklinde
yesil renkte boyanma gosterdi. Akrozom reaksiyonu olugsmayan AR (-) sperm
hiicrelerinde ise sperm basi daginik yesil boyanma gosterdi (Sekil 18). Her bir
preparat i¢in iki farkli alanda 200 viable sperm hicresi tayin edilip, bu sperm
hucrelerinin akrozom reaksiyonu pozitif-negatif olarak degerlendirilmesi yapildi ve

gruplar arasinda karsilagtirma yapildi.
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Sekil 18. FITC-PSA boyamasi ile AR(+) ve AR(-) sperm hcrelerinin belirlenmesi

3.10. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analizi; tanmimlayici istatistikler medyan ve minimum-maksimum
(Min-Max) seklinde verildi. Gruplardaki farkliligin incelenmesinde Wilcoxon
analizi yapilmistir. Caligmada 0,05'den kiigiik p degerleri anlamli kabul edidi.
Analizler SPSS 28.0 ile analiz edildi.
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4 BULGULAR

Bu calisma, Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Tiip Bebek Merkezi Androloji Laboratuvarina Ocak 2023 ve Nisan 2023
tarihleri arasinda rutin spermiyogram analizi i¢in bagvuran, normal semen
parametrelerine sahip (normozoospermik) 20 olgudan mastirbasyon yolu ile
toplanan ejakulat 6rnegi ile gerceklestirildi. Ejakulat 6rnekleri 3 alt gruba ayrildi.
Taze (fresh) ejakulat drnegi, kriyoprotektan-free soliisyonda vitrifikasyon uygulanan
ejakulat 6rnegi ve kriyoprotektan igeren soliisyonda vitrifikasyon uygulanan ejakulat
Ornegi olmak iizere ayrilan sperm siispansiyonlarinin herbiri ayrica kendi i¢inde 2 alt
gruba ayrildi. Vitrifikasyon oncesinde, alt gruplarin birineherhangi bir ekleme
yapilmadi, digerine ise esit konsantrasyonda otolog PRP eklendi. Taze ve
dondurulacak tim gruplardaki ejakulat 6rnekleri 2 saat inklbatérde bekletildi.
Ardindan vitrifikasyon yontemi ile dondurulan numuneler sivi azotta 1 hafta
depolandi. Numunelerin ¢6zme islemi sonrasinda sperm viabilite ve motilite
yuzdeleri, morfolojikve akrozomal reaksiyon analizi yapildi. Resim 19°de viabilite
degerlendirmesi amaciyla gerceklestirilen eozin-nigrosin boyamasi sonucunda canli
(viabl) ve cansiz (non-viabl) sperm hiicrelerin tanimlanmasina yonelik Ornekler
verildi. Resim 20’de morfolojik analiz i¢in yapilan sperm yayma preparatlarina
uygulanan Diff-Quik boyamasi sonrasi elde edilen mikrograftlar goriilmektedir.
Sperm bas, boyun ve kuyruk anomalileri degerlendirilerek, normal morfolojili sperm

orani belirlenmistir.
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Resim 19. Eozin-nigrosin boyamasi ile sperm viabilite degerlendirilmesi, x100.V (viabl); canl
sperm, NV (non-viabl); cansiz sperm.
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Resim 20. Diff-Quik boyamasi ile sperm morfolojik analizi, x100. (¥) normal morfolojili, (ok bag1)
boyun anomalili, (kisa ok) kuyruk anomalili sperm
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4.1.Dansite-Gradient Yontemi ile Yikama Sperm Viabilitesini ve Motilite
Oranini Arttirdi

Calismada yikama oncesive yikamanin ardindan 2 saat inkiibasyon sonrasi
(Sham grubu-SS) sperm motilite oranlariistatistiksel karsilastirmasi yapildiginda;
sham grubu lehine anlamli farklilik saptandi (p=0.01, p<0.05) (Tablo 3).

Benzer sekilde yikama oncesi ve sonrasi sperm
viabilitesidegerlendirildiginde; sham grubu lehine istatistiksel agidan anlaml
farklilikgoriildii (p=0,01, p<0.05) (Tablo 3).

Sperm morfolojisi acisindan iki grup karsilastirildiginda, gruplar arasinda

istatistiksel olarakanlamli fark olmadig: goriildi (p=0,08, p>0,05) (Tablo 3).

Tablo 3.Yikama Oncesi ve Yikama Sonrasi Semen Parametreleri

. Yikama Sonrasi
Yikama Oncesi

Sperm Parametresi Sham Grubu p degeri
%-(min-max) %-(min-max)
Motilite 72.5 (56.0-77.5) 83.0 (74.50-90.50) 0,01*
Viabilite (Eozin-nigrosin) 74.5 (69.0-82.5) 87.5 (80.50-92.0) 0,01*
Morfoloji 2.0-(1.0-3.0) 3.0 (2.0-5.0) 0,08

**Wilcoxon isaret testi yapilmistir.

4.2. Taze Ejakulatin PRP ile Inkiibasyonu Rutin Sperm Parametrelerini
Degistirmedi

Calismada yikama sonrasi 2 saat inkiibasyona tabi tutulmus sperm soliisyonu
(Sham grubu-SS) ve sperm sollisyonu+ %2 konsantrasyonda otolog PRP karigiminin
2 saatlik inkiibasyonu sonrasi (Grup 1-SS+PRP) sperm motilite yuzdesi ve iki
boyama metoduyla (eozin-nigrosin ve Hoechst) viabilite oranlar1 karsilastirildiginda;
gruplar arasinda  istatistiksel a¢idan anlamli fark olmadigi goriildi (sirasiyla
p=0,06,p=0,17 ve p=0.188, p>0,05) (Tablo 4).

Yikama sonrasi 2 saat inkiibasyona tabi tutulmus sperm soliisyonu(Sham
grubu-SS) ve sperm solisyonu +%2 konsantrasyonda otolog PRP karisiminin 2
saatlik  inkiilbasyonu sonrasi (Grup 1- SS+PRP) sperm  morfolojisi
degerlendirildiginde; gruplar arasinda istatistiksel anlamda fark saptanmadi (p=0,79,

p>0,05) (Tablo 4).

50



Tablo4.Sham (SS)ve PRP inkiibasyonu Yapilan Grup 1’in (SS+PRP) Motilite, Viabilite ve
MorfolojiOranlari

Sham Grup(SS) Grup 1(SS+PRP)
Sperm Parametresi p degeri
%-(min-max) %-(min-max)
Motilite 83.0 (74.5-90.5) 87.0 (82.0-91.5) 0,06
Viabilite (Eozin-nigrosin) 87.5 (80.5-92.0) 90.0 (87.0-94.0) 0,17
Viabilite (Hoechst) 88.5 (80.75-93.0) 90.0 (86.46-94.0) 0,188
Morfoloji 3.0-(2.0-5.0) 3.0- (2.0-5.0) 0.79

**Wilcoxon igaret testi yapilmistir.

4.3. Vitrifikasyon Sperm Viabilitesini Diisiirdii

Calismada yikama sonrasi 2 saat inkiibasyona tabi tutulan sperm soliisyonu
(Sham grubu-SS) ile kriyoprotektan icermeyen (0.5M siikroz solisyonu; HTF+%1
HSA icerisinde) (Grup 2; SS-kriyo-free) ve kriyoprotektan iceren (Grup 4; SS-kriyo)
solisyonlarla vitrifikasyon uygulanan sperm numunelerieozin-nigrosin ve Hoechst
fluoresan boyamas: ile viabilite agisindan degerlendirilip karsilagtirildigindasher iki
vitrifikasyon protokoliinde de sham grubuna oranla sperm viabilitesinin anlamli
olarak azaldig1 goriildii (p<.001 ve p<.001, p<0,05). (Tablo 5)

Tablo5.Sham (SS)ve kriyoprotektan-free (kriyo-free) solusyonlarla vitrifiye edilen gruplarda (Grup 2;
SS-kriyo free)viabilite oranlari

Sham Grup(SS) Grup 2(SS-kriyo free)
Viabilite testi p degeri
%-(min-max) %-(min-max)
Eozin-nigrosin 87.5(80.5-92.0) 32.0 (27.0-37.0) <.001*
Hoechst 88.5 (80.75-93.0) 32.0 (24.99-36.0) <.001*

**Wilcoxon isaret testi yapilmistir.

Tablo 6.Sham (SS)ve kriyoprotektan iceren (kriyo) soliisyonlarla vitrifiye edilen gruplarda (Grup 4;
SS-kriyo)viabilite oranlar1

Sham Grup(SS) Grup 4(SS-kriyo free)
Viabilite testi p degeri
%-(min-max) %-(min-max)
Eozin-nigrosin 87.5 (80.5-92.0) 32.0 (27.0-37.0) <.001*
Hoechst 88.5 (80.75-93.0) 62.5 (52.0-72.0) <.001*

**Wilcoxon isaret testi yapilmustir.
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4.4. Kriyoprotektan I¢ceren Soliisyon Sperm Parametrelerini Korudu

Calismada yikama sonrasi kriyoprotektan igermeyen (0.5M stikroz soliisyonu;
HTF+%1 HSA icerisinde) (Grup 2; SS-kriyo-free) ve kriyoprotektan iceren (Grup 4;
SS-kriyo) sollisyonlarla vitrifikasyon uygulanan sperm numuneleri eozin-nigrosin ve
Hoechst  fluoresan  boyamasi  ile  viabilite agisindan  degerlendirilip
karsilagtirildiginda: kriyoprotektan iceren grupta sperm viabilitesi anlamli olarak

yiiksek oldugu goruldi (Tablo 7).

Tablo 7.Kriyoprotektan-free (kriyo-free) ve kriyoprotektan iceren (kriyo) solisyonlarla vitrifiye
edilen gruplarda (Grup 2; Grup 4)viabilite oranlar

Grup 2 Grup 4
Viabilite testi (SS'krlyO free) (SS-krlyo free) p degeri
%-(min-max) %-(min-max)
Eozin-nigrosin 32.0(27.0-37.0) 67.50(54.00-75.00) <.001*
Hoechst 32.00(24.99-36.00) 62.5 (52.0-72.0) <.001*

**Wilcoxon isaret testi yapilmistir.

4.5.Kriyoprotektan icermeyen Soliisyonlarla Vitrifikasyonda PRP Rutin Sperm
Parametrelerini Degistirmedi

Calismada 0.5M  slikroz solisyonu (HTF+%1 HSA igerisinde)
(kriyoprotektan-free soltisyon) ile vitrifikasyon uygulanan gruplarda (Grup 2 ve Grup
3);vitrifikasyon dncesi herhangi bir ekleme yapilmadan 2 saat inkiibatérde bekletilen
sperm numunesi (Grup 2; SS-kriyo-free) ve %2 konsantrasyonda otolog PRP
eklenerek inkiibe edilen sperm numunesi (Grup 3; SS+PRP-kriyo free) dondurulup
¢Ozuldiikten sonra sperm parametreleri agisindan karsilastirildiginda; sperm motilite
oraninda ve morfolojisindeistatistiksel olarakanlamli fark saptanmadi (sirasiyla

p=0,06; p=0.51;p>0,05) (Tablo 8).
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Tablo 8. Kriyoprotektan-free (kriyo-free) soliisyonlarla vitrifiye edilen gruplarda (Grup 2; SS-kriyo
free ve Grup 3; SS+PRP-kriyo free)Sperm Motilite, Viabilite ve Morfoloji Oranlari

Grup 2 Grup 3
Sperm Parametresi (SS-kriyo free) (SS+PRP-kriyo free) D degeri
%-(min-max) %-(min-max)
Motilite 8.50 (3.0-12.0) 7.0 (3.50-10.50) 0.57
Viabilite (Eozin-nigrosin) 27.0(27.0-37.0) 33.0(28.0-39.0) 0,04*
Viabilite (Hoechst) 32.0 (24.99-36.0) 31.0 (24.96-39.75) 0.717
Morfoloji 1.0- (1.0-3.0) 1.0- (1.0-2.0) 051

**Wilcoxon isaret testi yapilmustir.

Grup 2 ve Grup 3’e ait numunelerin e0zin-nigrosin ve Hoecsth boyamalariyla
sperm viabilitesi gruplar arasinda karsilastirildiginda; eozin-nigrosin boyamasi
sonucuna gore vitrifikasyon o©ncesi herhangi bir ekleme yapilmadan 2 saat
inkibatorde inkube edilen sperm numunesi (Grup 2; SS-kriyo-free) ve %2
konsantrasyonda otolog PRP eklenerek inkiibe edilen sperm numunelerinde (Grup 3;
SS-PRP-kriyo-free) dondurulup ¢6zildikten sonra sirasiyla %27 (27.0-37.0) ve %33
(28.0-39.0) oraninda istatistiksel olarak anlamli viabilite oranlar1 saptandi
(p=0,04;p<0,05)(Tablo 7). Aymi gruplarin Hoecsth boyamasi sonuglarinda
istatistiksel agidan anlamli fark goriilmedi (p=0.717;p>0,05) (Tablo 8).

4.6.Kriyoprotektan Solusyonuyla Vitrifikasyonda PRP Rutin Sperm
Parametrelerini Degistirmedi

Calismada kriyoprotektan iceren solisyonda (VITROLIFE) vitrifikasyon
uygulanan gruplarda (Grup 4 ve Grup 5); vitrifikasyon éncesi herhangi bir ekleme
yapilmadan 2 saat inkiibatérde bekletilen sperm numunesi (Grup 2;SS-kriyo) ve %2
konsantrasyonda otolog PRP eklenerek inklbe edilen sperm numunesi (Grup 3;
SS+PRP-kriyo) ¢oziildiikten sonra karsilastirildiginda sperm motilite ytizdesi, eozin-
nigrosin ve Hoecsth fluoresan boyamasi ile elde edilen viabilite oranlarinda
istatistiksel acidan anlaml fark saptanmadi (sirastyla
p=0,62;p=0.15;p=0.504;p>0,05) (Tablo9).

53



Tablo 9.Kriyoprotektan icerensoltiisyonlarla vitrifiye edilen gruplarda (Grup 4 ve Grup 5)Sperm
Motilite, Viabilite ve Morfoloji Oranlar1

Grup 4 Grup 3
Sperm Parametresi (SS-kriyo) (SS+PRP-kriyo) p degeri
%-(min-max) %-(min-max)
Motilite 44,50 (27.50-54.50) 45.0 (34.50-54.0) 0.62
Viabilite (Eozin-nigrosin) 67.50 (54.0-75.0) 67.50 (62.50-71.0) 0.15
Viabilite (Hoechst) 62.5(52.0-72.0) 67.5-71.0) 0.504
Morfoloji 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) 0.93

**Wilcoxon isaret testi yapilmistir.

Calismada vitrifikasyon oOncesi herhangi bir ekleme yapilmadan 2 saat
inkibatorde inkibe edilen sperm numunesi (Grup 2; SS-kriyo) ve %2
konsantrasyonda otolog PRP eklenerek inkiibe edilen sperm numunesi (Grup
3;SS+PRP-kriyo) ¢oziildiikten sonra karsilastirildiginda; sperm  motilitesinin
istatistiksel olarakanlamli farklilik géstermedigi saptandi (p=0,93;p>0,05) (Tablo 9).

4.7. Akrozom Reaksiyonu Analizi Sonuc¢lari

Calisma gruplarinda Hoechst boyamasi ile saptanan canli sperm
hiicrelerindeindiiklenmis akrozomal reaksiyonun oranini belirlemek i¢in kalsiyum
iyonofor ile indiiklenmis akrozomal reaksiyon oranindan spontan akrozomal
reaksiyon orani ¢ikarilarak ARIC skorlar1 hesaplandi.

Pisumsativum (pea)-FITC konjugatindan elde edilen Lectinakrozomal
belirteci kullanilarak yapilan akrozom reaksiyonu degerlendirmesinde (Abou-Haila
ve ark., 2000; Agarwal ve ark., 2016); sperm yikama protokoll sonrasinda elde
edilen taze semen Orneklerinde (Sham grubu ve Grup 1) ve dondurulup-¢ozilen
semen Orneklerinde(Grup 2, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5) canli (Hoechst negatif-agik
mavi)sperm hiicrelerinin spontan ve indiiklenmis akrozomal reaksiyon degerleri,

ylzdeleri ve ARIC skorlar1 Tablo 10, 11, 12, 13, 14 vel5’de verilmistir (Resim 21).
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Sham (Hoecshst)

Grup 1 (Hoecshst)

Grup 2 (Hoecshst)

.

Grup 3 (Hoecshst)

Sham (FITC-PSA) Sham (Merged)

AR (+)

Grup 1 (FITC-PSA) Grup 1 (Merged)

NV_AR (+)

Grup 2 (FITC-PSA) Grup 2 (Merged)

AR (-)
>

NV_AR ()

?

Grup 3 (FITC-PSA) Grup 3 (Merged)

AR (+)

NV_AR (-)
1
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Grup 4 (Hoecshst) Grup 4 (FITC-PSA) Grup 4 (Merged)

NV_AR (+)

Grup 5 (Hoecshst) Grup 5 (FITC-PSA) ’ Grup 5 (Merged) &
, %

V_AR ()

«
0

NV_AR ()
-

Resim 21. Calisma gruplarinda viabilite (Hoecshst) ve akrozomal reaksiyon analizi (FITC-PSA)
degerlendirmesi. Hoecshst boyasi hiicre igine gecen spermler Oli (mavi), boyanin hiicre
membranindan gegmedigi hiicreler canli (soluk mavi) olarak degerlendirildi. Canli olarak tanimlanan
spermlerde akrozomal kep FITC-PSA ile yogun boyanan hiicreler akrozomal reaksiyon negatif,
boyanma spermin ekvatoryal bolgesinde c¢izgi seklinde gozleniyorsa akrozomal reaksiyon pozitif
olarak degerlendirildi.
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Tablo 10. Sham grubunda (SS) sperm numunelerinin canli hiicrelerde spontan ve indiiklenmis

akrozomal reaksiyon degerleri, yiizdeleri ve ARIC skorlar1

Hastano | Sham Sham Sham Sham Sham Sham Sham Sham Sham

SAR(-) SAR(-) SAR(+) SAR(+) IAR(-) iAR(-) iAR(+) iAR(+) ARIC SCORE

% % % %

1 170 98,84 2 1,16 169 97,13 5 2,87 1,71
2 186 98,94 2 1,06 182 97,33 5 2,67 1,61
3 129 98,47 2 1,53 125 96,15 5 3,85 2,32
4 181 98,37 3 1,63 178 96,22 7 3,78 2,15
5 165 95,93 7 4,07 156 91,23 15 8,77 4,70
6 158 98,75 2 1,25 156 96,89 5 3,11 1,86
7 153 96,23 6 3,77 148 93,67 10 6,33 2,56
8 177 98,88 2 1,12 173 96,65 6 3,35 2,23
9 144 96,64 5 3,36 141 94,00 9 6,00 2,64
10 191 98,96 2 1,04 189 97,93 4 2,07 1,04
11 162 98,78 2 1,22 160 96,39 6 3,61 2,39
12 182 99,45 1 0,55 177 97,25 5 2,75 2,20
13 178 98,34 3 1,66 175 96,15 7 3,85 2,19
14 160 98,16 3 1,84 156 95,71 7 4,29 2,45
15 188 98,95 2 1,05 184 97,35 5 2,65 1,59
16 186 98,41 3 1,59 183 96,83 6 3,17 1,59
17 174 98,86 2 1,14 167 95,43 8 4,57 3,44
18 175 98,31 3 1,69 170 95,51 8 4,49 2,81
19 179 98,35 3 1,65 174 95,08 9 4,92 3,27
20 148 98,67 2 1,33 140 95,89 6 4,11 2,78

SS sperm soliisyonu

SAR(-) spontan akrozomal reaksiyon negatif canli sperm
sAR(+) spontan akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm

iIAR(-) indiiklenmis akrozomal reaksiyon negatif canli sperm
iAR(+) indiiklenmis akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm

ARIC SCORE= % iA(+) — SAR(+)
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Tablo 11. Grup 1 (SS+PRP) sperm numunelerinin canli hiicrelerde spontan ve indiiklenmis akrozomal
reaksiyon degerleri, yiizdeleri ve ARIC skorlari

Hasta Grup 1| Grup 1 | Grup 1| Grup 1| Grup 1| Grup 1 | Grup 1| Grup 1 | Grupl
no SAR(-) SAR(-) SAR(+) | SAR(+)% | iAR(-) iAR(-) iIAR(+) iAR(+) ARIC SCORE
% % %

1 166 98,81 3 1,79 163 95,88 7 4,12 2,33
2 169 96,57 2 1,14 164 95,91 7 4,09 2,95
3 141 97,92 6 4,17 134 92,41 11 7,59 3,42
4 186 96,88 3 1,56 182 95,79 8 4,21 2,65
5 182 97,85 6 3,23 179 94,71 10 5,29 2,07
6 170 98,84 4 2,33 164 94,80 9 5,20 2,88
7 178 98,89 2 1,11 174 96,67 6 3,33 2,22
8 185 97,88 2 1,06 181 97,31 5 2,69 1,63
9 156 98,73 4 2,53 149 93,71 10 6,29 3,76
10 192 98,97 2 1,03 188 96,91 6 3,09 2,06
11 179 98,90 2 1,10 174 96,13 7 3,87 2,76
12 186 98,41 2 1,06 180 96,77 6 3,23 2,17
13 174 98,31 3 1,69 172 96,63 6 3,37 1,68
14 177 98,33 3 1,67 173 95,58 8 4,42 2,75
15 188 98,43 3 1,57 185 96,86 6 3,14 1,57
16 190 98,45 3 1,55 185 96,35 7 3,65 2,09
17 171 98,84 3 1,73 166 94,86 9 5,14 341
18 184 98,92 2 1,08 179 96,24 7 3,76 2,69
19 178 98,34 2 1,10 170 94,97 9 5,03 3,92
20 160 100,00 3 1,88 159 96,36 6 3,64 1,76

SS+PRP sperm soliisyonu ve otolog PRP karigimi

SAR(-) spontan akrozomal reaksiyon negatif canli sperm
sAR(+) spontan akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm
iAR(-) indiiklenmis akrozomal reaksiyon negatif canli sperm
iAR(+) indiiklenmis akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm
ARIC SCORE= % iA(+) — SAR(+)
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Tablo 12. Grup 2 (SS-kriyo free vitrifikasyon) sperm numunelerinin canli hiicrelerde spontan ve
erleri, yilizdeleri ve ARIC skorlari

indiiklenmis akrozomal reaksiyon deg

Hastano | Grup 2 | Grup 2 | Grup 2 | Grup 2 | Grup 2 | Grup 2 | Grup 2 | Grup 2 | Grup2
SAR(-) | SAR(-) | SAR(+) | SAR(+) | iAR(?) IAR(-) iAR(+) | iAR(+) | ARIC SCORE
% % % %

1 38 95,00 2 5,00 34 85,00 6 15,00 10,00
2 45 95,74 2 4,26 44 91,67 4 8,33 4,08
3 26 78,79 7 21,21 22 64,71 12 35,29 14,08
4 22 91,67 2 8,33 20 83,33 4 16,67 8,33
5 56 94,92 3 5,08 54 90,00 6 10,00 4,92
6 57 95,00 3 5,00 54 88,52 7 11,48 6,48
7 78 97,50 2 2,50 75 93,75 5 6,25 3,75
8 55 93,22 4 6,78 49 85,96 8 14,04 7,26
9 55 96,49 2 3,51 54 91,53 5 8,47 4,97
10 98 98,00 2 2,00 96 95,05 5 4,95 2,95
11 45 95,74 2 4,26 43 87,76 6 12,24 7,99
12 70 95,89 3 4,11 69 92,00 6 8,00 3,89
13 67 97,10 2 2,90 63 92,65 5 7,35 4,45
14 65 95,59 3 4,41 62 91,18 6 8,82 4,41
15 79 95,18 4 4,82 78 91,76 7 8,24 3,42
16 70 98,59 1 141 68 94,44 4 5,56 4,15
17 49 94,23 3 5,77 46 86,79 7 13,21 7,44
18 104 98,11 2 1,89 103 96,26 4 3,74 1,85
19 70 98,59 1 1,41 68 94,44 4 5,56 4,15
20 68 95,77 3 4,23 67 93,06 5 6,94 2,72
SS-kriyo free vitrifikasyon; kriyoprotektan igermeyen soliisyon iginde vitrifiye edilen sperm

soliisyonu

SAR(-) spontan akrozomal reaksiyon negatif canli sperm
sAR(+) spontan akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm

iAR(-) indiiklenmis akrozomal reaksiyon negatif canli sperm
1AR(+) indiiklenmis akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm
ARIC SCORE= % iA(+) — SAR(+)
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Tablo 13. Grup 3 ((SS+PRP)-kriyo free vitrifikasyon) sperm numunelerinin canli hiicrelerde spontan
ve indiiklenmis akrozomal reaksiyon degerleri, yiizdeleri ve ARIC skorlart

Hastano | Grup 3 | Grup 3 | Grup 3 | Grup 3 [ Grup 3 | Grup 3 | Grup 3 | Grup 3 | Grup3
SAR(-) | SAR() | SAR() | SAR(+) | iAR() IAR(-) iAR(+) | iIAR(+) | ARIC SCORE
% % % %

1 37 94,87 2 5,13 35 87,50 5 12,50 7,37
2 54 96,43 2 3,57 53 92,98 4 7,02 3,45
3 33 80,49 8 19,51 25 62,50 5 37,50 17,99
4 37 94,87 2 5,13 35 87,50 5 12,50 7,37
5 39 95,12 2 4,88 35 87,50 5 12,50 7,62
6 75 97,40 2 2,60 72 93,51 5 6,49 3,90
7 61 95,31 3 4,69 57 89,06 7 10,94 6,25
8 57 96,61 2 3,39 53 91,38 5 8,62 5,23
9 59 95,16 3 4,84 57 90,48 6 9,52 4,69
10 117 97,50 3 2,50 115 95,04 6 4,96 2,46
11 39 95,12 2 4,88 36 87,80 5 12,20 7,32
12 80 97,56 2 2,44 79 94,05 5 5,95 3,51
13 58 95,08 3 4,92 56 91,80 5 8,20 3,28
14 75 97,40 2 2,60 74 93,67 5 6,33 3,73
15 63 95,45 3 4,55 60 89,55 7 10,45 5,90
16 83 97,65 2 2,35 81 94,19 5 5,81 3,46
17 57 96,61 2 3,39 54 90,00 6 10,00 6,61
18 98 97,03 3 2,97 95 95,00 5 5,00 2,03
19 82 96,47 3 3,53 78 90,70 8 9,30 5,77
20 59 95,16 3 4,84 57 90,48 6 9,52 4,69

(SS+PRP)-kriyo free vitrifikasyon; kriyoprotektan icermeyen sollisyon icinde vitrifiye edilen sperm
soliisyonu+PRP

SAR(-) spontan akrozomal reaksiyon negatif canli sperm

sAR(+) spontan akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm

iAR(-) indiiklenmis akrozomal reaksiyon negatif canli sperm

1AR(+) indiiklenmis akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm

ARIC SCORE= % (iAR-SAR)
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Tablo 14. Grup 4 (SS-kriyo vitrifikasyon) sperm numunelerinin canli hiicrelerde spontan ve
indiiklenmis akrozomal reaksiyon degerleri, yiizdeleri ve ARIC skorlari

Hastano | Grup 4 | Grup 4 | Grup 4 | Grup 4 | Grup 4 | Grup 4 | Grup 4 | Grup 4 | Grup 4
SAR(-) SAR(-) SAR(+) | sAR(#) iAR(-) iAR(-) iAR(+) iAR(+) ARIC SCORE
% % % %
1 124 97,64 3 2,36 121 94,53 7 547 311
2 135 97,83 3 2,17 136 96,45 5 3,55 1,37
3 59 90,77 6 9,23 55 84,62 10 15,38 6,15
4 120 97,56 3 2,44 117 94,35 7 5,65 3,21
5 155 97,48 4 2,52 152 95,00 8 5,00 2,48
6 146 97,99 3 2,01 144 96,00 6 4,00 1,99
7 107 97,27 3 2,73 105 95,45 5 4,55 1,82
8 96 97,96 2 2,04 94 94,95 5 5,05 3,01
9 80 95,24 4 4,76 77 90,59 8 9,41 4,65
10 143 97,28 4 2,72 139 94,56 8 5,44 2,72
11 138 97,87 3 2,13 135 95,74 6 4,26 2,13
12 135 98,54 2 1,46 133 95,68 6 4,32 2,86
13 175 98,87 2 1,13 172 96,63 6 3,37 2,24
14 157 98,13 3 1,88 154 96,25 6 3,75 1,88
15 139 98,58 2 1,42 134 95,71 6 4,29 2,87
16 115 97,46 3 2,54 114 95,80 5 4,20 1,66
17 118 97,52 3 2,48 115 94,26 7 574 3,26
18 114 98,28 2 1,72 112 94,92 6 5,08 3,36
19 71 97,26 2 2,74 65 90,28 7 9,72 6,98
20 95 97,94 2 2,06 97 95,10 5 4,90 2,84

SS-kriyo vitrifikasyon; kriyoprotektan soliisyonu iginde vitrifiye edilen sperm soliisyon (2 saat inkiibe
edilmis)

SAR(-) spontan akrozomal reaksiyon negatif canli sperm

sAR(+) spontan akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm

iAR(-) indiiklenmis akrozomal reaksiyon negatif canli sperm

1AR(+) indiiklenmis akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm

ARIC SCORE= % (iAR-SAR)
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Tablo 15. Grup 5 ((SS+PRP)-kriyo vitrifikasyon) sperm numunelerinin canli hiicrelerde spontan ve
indiiklenmis akrozomal reaksiyon degerleri, yiizdeleri ve ARIC skorlar1

Hastano | Grup 5| Grup 5| Grup 5 | Grup 5 | Grup 5| Grup 5| Grup 5 | Grup 5 | Grup
SAR(-) SAR(-) SAR(+) | sAR(#) iAR(-) iAR(-) iAR(+) iAR(+) ARIC SCORE
% % % %
1 126 96,92 4 3,08 123 93,89 8 6,11 3,03
2 130 95,59 6 4,41 125 92,59 10 7,41 3,00
3 52 92,86 4 7,14 50 89,29 6 10,71 3,57
4 117 97,50 3 2,50 115 95,04 6 4,96 2,46
5 140 97,90 3 2,10 137 95,14 7 4,86 2,76
6 132 97,06 4 2,94 128 93,43 9 6,57 3,63
7 132 98,51 2 1,49 129 96,27 5 3,73 2,24
8 127 97,69 3 2,31 123 94,62 7 5,38 3,08
9 120 97,56 3 2,44 115 94,26 7 5,74 3,30
10 145 96,67 5 3,33 140 93,96 9 6,04 2,71
11 137 97,86 3 2,14 134 95,04 7 4,96 2,82
12 137 97,86 3 2,14 134 95,04 7 4,96 2,82
13 170 98,27 3 1,73 168 96,00 7 4,00 2,27
14 170 98,84 2 1,16 167 96,53 6 3,47 2,31
15 154 98,09 3 1,91 150 95,54 7 4,46 2,55
16 137 97,16 4 2,84 133 93,66 9 6,34 3,50
17 123 96,85 4 3,15 119 92,97 9 7,03 3,88
18 100 97,09 3 291 97 93,27 7 6,73 3,82
19 109 97,32 3 2,68 104 92,04 9 7,96 5,29
20 79 96,34 3 3,66 77 91,67 7 8,33 4,67

(SS+PRP)-kriyo vitrifikasyon; kriyoprotektan soliisyonu iginde vitrifiye edilen sperm sollisyonu PRP
(2 saat inkiibe edilmis)

SAR(-) spontan akrozomal reaksiyon negatif canli sperm

sAR(+) spontan akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm

iAR(-) indiiklenmis akrozomal reaksiyon negatif canli sperm

1AR(+) indiiklenmis akrozomal reaksiyon pozitif canli sperm

ARIC SCORE= % (iAR-SAR)
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4.8. Vitrifikasyon Protokoliiniin indiiklenmis Akrozomal Reaksiyon
Potansiyeline Etkisi

Calismada yikama sonrasi 2 saat inkiibasyona tabi tutulan sperm soliisyonu
(Sham grubu-SS) ile kriyoprotektan icermeyen (Grup 2; SS-kriyo-free) ve
kriyoprotektan iceren (Grup 4; SS-kriyo) solisyonlarla vitrifikasyon uygulanan
sperm numunelerindeki ¢dzme sonrasi canli sperm hiicrelerinin ARIC skorlari
hesaplandiginda;  kriyoprotektan igermeyen soliisyonlarla vitrifiye edilen
numunelerde (Grup 2) % 4,28, sham grubunda %2,21 ARIC skoru hesaplandi, ARIC
skoru kriyoprotektan icermeyen sollsyonlarla vitrifiye edilen numunelerde (Grup 2)
istatistiksel agidan anlamli yiiksek bulundu (p<.001;p<0,05). Kriyoprotektan iceren
soliisyonla vitrifiye edilen numunelerde %2,85 oraninda hesaplanan ARIC skoru
(Grup 4) ile sham grubu arasinda ARIC skoru agisindan anlamli fark goriilmedi
(p=0.70;p>0.05) (Tablo 16).
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Tablo 16.Calisma gruplarinin ARIC skorlarina gore karsilagtirmali degerlendirmesi sonucunda elde
edilen p degerleri

ShamGrubu Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(SS) (SS kriyofree) | (SS+PRP-kriyofree) | (SS-kriyo) | (SS+PRP-kriyo)
ShamGrubu
(SS) <.001 <.001 .070 0.989
Grup 2
(SS-kriyofree) <.001 0.914 0.002
Grup 3
(SS+PRP kriyofree) <.001 0.914 0.004
Grup 4
(SS-kriyo) 0.070 0.002 0.989
Gru5
(SS+PRP-kriyo) 0.989 0.004 0.989

4.9. Farkh Kriyoprezervasyon Soliisyonlarimn indiiklenmis Akrozomal
Reaksiyon Potansiyeline Etkisi

Calismada  kriyoprotektan icermeyen (Grup 2; SS-kriyo-free) ve
kriyoprotektan iceren (Grup 4; SS-kriyo) solusyonlarla vitrifikasyon uygulanan
sperm numunelerindeki canli sperm hiicrelerinin ARIC skorlar1 hesaplandiginda;
kriyoprotektan icermeyen solusyonlarla vitrifiye edilen numunelerde kriyoprotektan
iceren gruba gore ARIC skoru anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla %4,28 ve %2,85,
p=0.002;p<0,05) (Tablo 16).

4.10. Sperm Vitrifikasyonunda PRP Inkiibasyonunun Akrozomal Reaksiyon
Potansiyeline Etkisi

Vitrifikasyon uygulanmayan 2 saat inkibatorde bekletilen sham grubu ve 2
saat PRP eklenerek inkiibatorde bekletilen Grup 1’e ait sperm numunelerinin
akrozomal reaksiyon potansiyelini degerlendirmek amaciyla hesaplanan ARIC
skorunda her iki grup arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark saptanmadi. ARIC
skorlar1 sirasiyla %2.21 (1.60-2.60) ve %2.49 (2.06-2.91) olarak hesaplandi
(p=0.060, p>0.05)

Vitrifikasyon uygulanan 4 ¢alisma grubunun sham grubu ile karsilastiriimasi

gerceklestirildi. PRP inkiibasyonu sonrasi kriyoprotektan icermeyen (Grup 3;
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SS+PRP-kriyo free) ve kriyoprotektan iceren (Grup 5; SS+PRP-kriyo) sollisyonlarla
vitrifikasyon sonrast ¢oziilen numunelerde canli hiicrelerin ARIC skorlar
hesaplandiginda; PRP  inkiibasyonu uygulanip kriyoprotektan i¢ermeyen
soliisyonlarla vitrifiye edilen numunelerde (Grup 3) elde edilen %4.69 ARIC skoru,
sham grubunun %2.21 degerinde ARIC skoruna gore anlamli yiiksek bulundu
(p<.001;p<0,05). PRP inkiibasyonu uygulanip Kriyoprotektan iceren soliisyonla
vitrifiye edilen numunelerle (Grup 5) %2.79 olarak hesaplanan ARIC skoru sham
grubu ile anlamli fark gostermedi (p=0.989;p>0.05) (Tablo 16).

Kriyoprotektan icermeyen soliisyonla vitrifiye edilen PRP inkibasyonu
uygulanmayan (Grup 2; SS-kriyo free) ve PRP inkubasyonu uygulanan (Grup 3;
SS+PRP-kriyo free) ¢alisma gruplarinda ¢ézme sonrasi canli sperm hiicrelerinde
ARIC skoru hesaplandiginda; sirasiyla %4.28 (3.58-6.87) ve %4.69 (3.36-6.96)
degerleri birbiriyle karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli
fark gortulmedi (p=0.914, p>0.05) (Tablo 16).

Benzer sekilde kriyoprotektan igeren soliisyonla vitrifiye edilen PRP
inkibasyonu uygulanmayan (Grup 4; SS-kriyo) ve PRP inkibasyonu uygulanan
(Grup 5; SS+PRP-kriyo) ¢alisma gruplarinda ¢6zme sonrasi canli sperm hiicrelerinde
ARIC skoru hesaplandiginda; sirasiyla %2.85 (2.06-3.23) ve %2.79 (2.29-3.60)
degerleri birbiriyle karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli
fark gortlmedi (p=0.989, p>0.05) (Tablo 16).

(Calismada PRP ile inkiibasyonun ardindan iki farkli kriyoprezervasyon
soliisyonu ile vitrifiye edilip ¢oziildiikten sonra degerlendirilen sperm numunelerinde
(Grup 3 ve Grup 5) ARIC skorlar birbiriyle karsilastirildiginda; kriyoprotektan
icermeyen soliisyonla dondurulan sperm orneklerinin lehine istatistiksel acidan
anlamli fark bulundu (sirasiyla ARIC skorlar1 %4.69 ve %2.79, p<.004, p<0.005)
(Tablo 16).
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S.TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada, ‘iiremeye yardimci tedavi yaklasimlarindan biri olarak
gergeklestirilen {ireme potansiyelini  koruma kapsaminda wuygulanan sperm
kriyoprezervasyonunda; trombositten (platelet) zengin plazma (PRP) ile
inkiibasyonungdzme sonrasi sperm viabilitesi, hareket kabiliyeti ve fertilizasyon
potansiyeline olasi iyilestirici etkisini belirlemek’ amaciylataze (fresh) ejakulat
ornegivefarkli  kriyoprezervasyon  soliisyonlarinda  (kriyoprotektan-free  ve
kriyoprotektan igeren) vitrifikasyon uygulanan ejakulat drnekleri, kendi iginde 2 alt
gruba ayrilarak, vitrifikasyon Oncesinde esit konsantrasyon ve siirede otolog PRP
icinde inkibasyona tabi tutuldu. Vitrifiye edilen sperm d&rneklerinde ¢6zme
sonrasinda normal semen parametreleri (viabilite, motilite, morfoloji) ve
fertilizasyon potansiyelini degerlendirmek amaciyla akrozomal reaksiyon aktivitesi
taze sperm Ornegiyle ve birbirleriyle ikili olarak karsilastirildi.

Uremeye yardimcr tedavi uygulamalarinda sperm kriyoprezervasyonuerkek
fertilitesinin korunmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Virtual azospermi, obstriiktif ve
non-obstriiktifazospermi olgularinda, sitotoksik kemoterapi, radyoterapi ve/veya
cerrahi girisimler uygulanacak onkolojik hastalarda ejakulat, testikiiler sperm ve
testis dokusu kriyoprezervasyonu uygulanmaktadir. Sperm kriyoprezervasyonuislemi
sirasinda olusan kriyo hasar1 en aza indirmek i¢in, sperm se¢imi, dondurmadan 6nce
sperm Kkalitesini iylestirme ve koruma, uygun kriyoprotektanlarin kullanilmasi ve
uygun c¢ozme tekniklerinin kullanilmasi gibi  birtakim optimalizasyonlar
gerekmektedir.Son yillarda tibbin bir¢ok alaninda oldugu gibi infertilite tedavisinde
de ek tedavi (add-on) uygulamalart kapsaminda trombositten zengin plazma
uygulamalarina dair deneysel ve klinik c¢aligmalar mevcuttur. Yapilan bir
calismadaPRP’nin yaralanan dokudaki superoksitdismutaz ve Kkatalaz gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesini ve eritrositlerdeki non-protein tiol (-SH)
seviyelerini artirma yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Martins ve ark., 2016).
Hem oksidatif stres modulasyonu hem de apoptoz inhibisyonu, kriyoprezervasyon
islemi sirasinda onemli bir role sahiptir. Bu durumda PRP'nin donma-¢6ziilme

kaynakli hasara kars1 sperm kalitesini iyilestirip iyilestiremeyecegi sorusunu
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giindeme getirmektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada, taze (fresh) sperm hiicrelerinde ve
sperm dondurma protokoliinde kullanilan 2 farkli soliisyon (kriyoprotektan
icermeyen ve kriyoprotektan iceren solusyon) kullanilarak vitrifiye edilen sperm
hiicrelerinde; PRP’nin  ¢6zme sonrasinda sperm viabilitesine, motilitesine
vefertilizasyon kapasitesine etkileri karsilagtirildi.

Uremeye yardimcitedavilerde intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI),
intrauterin inseminasyon (IUl) ve konvansiyonel in vitro fertilizasyonda (IVF)
kullanilacak ejakiilat 6rneginin sperm dis1 salgilardan ve epitelyum dokiintiilerinden
arindirilmasi, motilitesinin ve viabilitesininyiikseltilmesi tedavide kullanilacak dogru
spermin se¢iminde dnem tagimaktadir. Bunun i¢in en dogru sperm hazirlama teknigi
uygulanmasi gerekir. Gergeklestirilen bir c¢alismada dansite-gradient, swip-up,
dansite-gradient+swim-up, geri-ylzdiurme yikama yontemlerinin sperm hareketliligi,
morfolojisi, DNA par¢alanmasi, akrozom durumu, oksidatif stres ve mitokondriyal
aktivite Gzerindeki etkileriaragtirilmis. Yapilan bu ¢alismada dansitegradient sperm
hazirlama tekniginin yikama 6ncesi ve diger gruplara gére sperm motilitesini anlamli
olarak arttirdigi rapor edilmistir (Raad ve ark., 2021). R.Henkel’in yaptigi,sperm
hazirlama tekniklerinin karsilastirilmasi ve optimum sonu¢ veren teknigin
belirlenmesine yonelik bir ¢aligmada dansite-gradient sperm hazirlama tekniginin
yikama Oncesine gore sperm motilitesini ve viabilitesini arttirdigini bildirilmistir
(Henkel ve ark., 2003). Yaptigimiz ¢alismanin ilk degerlendirme basamagi olan taze
sperm Ornegi ile yikama sonrasi sperm Ornegi karsilastirmamizda da literatiirdeki
veriyidestekler nitelikte dansite-gradient yikama yontemi ile yikama sonrasi sperm
motilitesi ve viabilitesi anlamli olarak artmustir.

Taze ejakulat ve otolog trombosit agisindan zengin plazmanin
inklbasyonunun insan spermatozoasinda H»O » kaynakli oksidatif stres tizerindeki
etkisini karsilagtiran bir ¢alismada; oksidatif strese maruz birakilan ejakulat
orneginin % 2,%5,%10 PRP konsantrasyonlarinda 24 saat inkiibasyonu sonrasi
karsilagtirma yapildiginda, %2 konsantrasyonda PRP ile inkiibe edilengrubun diger
iki konsantrasyona oranla iyilestirici etkisinin daha anlamli oldugu goriilmiis. Fakat
oksidatif stresin kontrol grubuna oranla her i¢ konsantrasyonda anlamli olarak
azaldigimi bildirmisler. PRP tedavisinin, strese girmemis taze spermatozoanin

progresif ve toplam motilitesitizerinde hicbir etkisinin olmadigini belirtmisler (Bader
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ve ark., 2020). Calismamizda bu veriler dikkate alinarak tiim inkiibasyongruplarinda
%?2’lik PRP konsantrasyonunu kullandik. Sonuglarimizin yapilan istatistiksel
karsilagtirmalar1 sonucunda,bu ¢alismay1 destekler nitelikte,yikanmis ve 2 saat
bekletilmis taze ejakulat (Sham) ile yikama sonrasi PRP ile 2 saatlik inkiibasyona
tabi tutulan taze ejakulatin (Grup 1) arasinda sperm motilite, viabiliteve morfolojik
degerlendirmelerinde anlamli fark goriilmemistir. Viabilite analizinde hem rutin
androloji laboratuvarlarinda uygulanan eozin-nigrosin boyamast hem de bu
calismada akrozomal reaksiyon analizi protokolii kapsaminda gergeklestirilen
Hoechst boyamasi sonuglari degerlendirilmistir. Her iki boyamanin sonuglari
birbirini destekler niteliktedir.

Uremeye yardimci tedavilerde kriyoprezervasyon protokollerinin dondurulan
hicreye diisiik 1s1 ve kullanilan kriyoprotektanlarin toksik etkileri nedeniyle zarar
verdigi bilinsede infertil bireylerin ve/veya onkolojik hastalarin fertilitelerinin
korunmasi agisindan 6nemli bir koruyucu tedavi yaklasimidir. Kriyoprezervasyonun
sperm hiicrelerinin yapt ve fonksiyonuna =zarar verdigiyapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir.  Giintimiizde farkli kriyoprezervasyon yontemleri kullanilmakla
birlikte, yapilangok sayida sperm kriyoprezervasyon calismalarinda, vitrifikasyon
sonras1 sperm motilitesinde ve viabilitesinde % 30-75’e varan oranlarda azalmanin
oldugu bildirilmistir (Keel ve ark., 1987, Hammadeh ve ark., 1999, Esteves ve ark.,
2000, Nijs ve ark., 2009). Yapilan giincel bir ¢aligmada da yikama sonrasi taze sperm
ile kriyoprotektan igeren solusyon ile uygulanan vitrifikasyon sonrasi sperm viabilite
ve motilitesi degerlendirilmis; viabilitenin%90.10’dan %42.15¢ diistiigii, motilitenin
%81.66’dan  %26.35’e¢ diistiigi (her ikisi iginde p<0.001) rapor edilmistir
(Khosronezhad ve ark., 2023). Farkli konsantrasyon ve iceriklerde kriyoprotektan
iceren kriyoprezervasyon sollisyonlarinin karsilagtirildigr bir ¢aligmada taze sperm
ornekleriyle karsilagtirildiginda viabilite ve motilitenin vitrifikasyon sonrasinda
anlamli azaldigi bildirilmistir. Total motilite taze spermde %65.13, dondurulup
¢ozlilmils sperm Orneginde iki farkli kriyoprotektan iceren soliisyonda %13.83 ve
%8.27’ye diismiis. Viabiliteninde benzer sekilde taze numunelerde %75.33 iken
%22.93 ve %18.33 oranina kadar diistiigli bildirilmistir (Arciero ve ark., 2022).Bu
calismada da viabilite oranlart  %87.5 olarak saptanan taze Ornekle

karsilagtirildiginda, kriyoprotektan igermeyen ve kriyoprotektan iceren iki farkl
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solusyonda vitrifiye edilen sperm Orneklerinin eozin-nigrosin boyamast ile viabilite
orani her ikisinde de %32, Hoehst boyamasi ile sirasiyla %32 ve %62.5 olarak
bulunmustur. Taze sperm 6rnegi ile karsilastirildiginda, iki vitrifikasyon grubunda da
viabilite anlaml1 oranda azalmustir.

Calismamizda kriyoprotektan i¢ermeyen, sadece non-permeabl sukroz
solusyonu ile dondurulan sperm ornekleri ile kriyoprotektan iceren ticari Kitle
dondurulan sperm ornekleri birbiriyle karsilagtirildiginda; kriyoprotektan igeren
solisyonla dondurulanlarda sperm viabilitesi ve motilitesi anlamli olarak daha
yuksek bulundu. Literatiire bakildiginda bu konuda tam bir ortak goériis mevcut
degildir. Isachenko ve arkadaslarinin iki ¢alismasinda kriyoprotektan igeren
sollisyonlarla konvensiyonel yavas dondurma protokolii ve 0.25M siikroz
sollisyonuyla vitrifikasyonun karsilagtirmast  yapilmis ve motilite oraninin,
sitoplazmik biitiinliigiin ve akrozomal membranlarin sikroz ile vitrifiye edilen grupta
anlamli daha yiiksek oldugu bildirilmistir (sirasiyla%76vs %52, %54 vs %28, %44
vs %30). Arastirmacilar kriyoprotektan-free soliisyonlarla dondurmanin kriyo
hasardan korunma i¢in uygunyaklasim oldugunu vurgulamislardir (Isachenko ve
ark., 2011, Isachenko ve ark., 2012). Literatiirde kriyoprotektan-free soliisyonlarla
sperm vitrifikasyonunun konvensiyonel yavas dondurma ile karsilastirmasini yapan
cok sayida ¢aligmada kriyoprotektan icermeyen solusyonlarla vitrifikasyonun sperm
viabilitesi, motilitesi, DNA biitlinliigii ve fonksiyonel kapasitesi agisindan daha
uygun bir yontemoldugu bildirilmistir (Zhu ve ar., 2013, Slabbert ve ark. 2014,
Aizpurua ve arlk., 2017, Spis ve ark., 2019, Kerthikeyan ve ark., 2019). Sperm
vitrifikasyonunda kriyoprotektan-free ve kriyoprotektan iceren soliisyonlarin
kullanimiin motilite, kapasitasyon, apoptotik aktivasyona etkisinin karsilastirildig:
bir diger calismada, motilite (sirasiyla %34.5 ve %34) ve apoptotik aktivasyonun
(sirasiyla %47.7 ve %44.5) her iki grupta da benzer oldugu, apoptotik aktivasyonun
kriyoprotektan-free soliisyon kullanilan grupta daha yiiksek olmakla birlikte,iki
protokoliin birbirine istiinligiiniin olmadig1 vurgulanmis (Wangve ark., 2021).
Literatiirde s1g1r spermleri ile yapilan giincel bir ¢alismada farkli konsantrasyonlarda
disakkarit kullanilarak uygulanan vitrifikasyonda viabilite ve motilite karsilagtirmasi
yapilmis. Vitrifikasyonda disakkaritler kullanildiginda spermatozoanin viabilitesinin

ve motilitesinin 6nemli Ol¢iide azaldigi bildirilmistir (Perez-Marin ve ark., 2022).
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Bizim c¢alismamizin sonuglarinda da kriyoprotektan igeren soliisyonlarla
vitrifikasyonun daha etkin oldugu bulundu. Sukrozun insan spermi igin toksik
olmamasina ragmen, bunun neden oldugu ozmotik hasar hala mevcuttur (Chen ve
digerleri, 2015). Vitrifikasyon protokoliinde her ne kadar yiksek konsantrasyonda
kriyoprotektan kullanilsa da protokoliin ¢ok hizli gerceklesmesi ve dolayisiyla
hiicrelerin kriyoprotektanamaruziyetinin ¢ok kisa siirmesi, kriyoprotektanin hiicre
icinde proteinleri stabilize etmesi vedonma sicakligini diistirerek hiicreye zarar verici
buz gelisimini azaltmas1 nedeniyle kriyoprotektan-free sollisyona gérekriyoprotektan
iceren soltisyonlar daha efektif sonuclar vermektedir.

PRP ¢ozme sonrasinda sperm motilitesini, viabilitesini, mitokondriyal
fonksiyonunu ve DNA biitiinliiglinii pozitif etkileyecek cok sayida biyolojik aktif
bilesen (IGF-1, VEGF, TGF, NGF, ATP, ¢inko iyonlari, SOD ve trombosit aktive
edici faktor) igerir (Yan ve ark., 2021). Oksidatif hasar en yaygin kriyoprezervasyon
hasarlarindan biridir ve PRP memeli hiicrelerinde antioksidan etkiye sahip oldugu
icin kriyoprezervasyon sirasinda sperm iizerinde de olumlu bir etki olusturabilir
diisiincesi mevcuttur (Motlagh ve ark., 2014). PRP’nin sperm iizerine etkisini
degerlendiren giincel bir ¢aligmada, sperm hicrelerinde H>Oz'nin neden oldugu
oksidatif stresin zararli etkilerini azalttig1 ve %2 konsantrasyondaki PRP’nin spermin
ilerleyici hareket ve DNA biitiinliigii gibi tanimlanmis parametreleri iizerinde
koruyucu bir etkisi oldugunu gosterilmistir (Bader ve ark., 2020). Otolog PRP'nin
sperm progressif motilitesini ve canliligini iyilestirdigi gosterilmistir (Yan ve ark.
2021). Farkli birgalismada 1x10° /uL konsantrasyondaki trombositlerin spermlerin
progressif motilitesini arttirdigi rapor edilmistir (Nabavinia ve ark., 2022). Bu
caligmalardan farkli olarak, bizim ¢alismamizda Kkriyoprotektan igermeyenve
kriyoprotektan iceren soliisyonlarla gerceklestirdigimiz iki farkli vitrifikasyon
protokoliinde PRP ile inkiibasyonun sperm viabilitesi, motilitesine olumlu bir etkisi
saptanmadi. Sadece kriyoprotektan igermeyen soliisyonla vitrifiye edilen sperm
orneklerinde eozin-nigrosin boyamasi sonrasi viabilite orani PRP lehine anlaml
yuksek bulundu (p=0.04). Fakat bu verinin Hoschst boyamas1 sonrasi konfirmasyonu
ayni sonucu vermedi (p=0.717).

PRP uygulamalarma yonelik ¢alismalarda standardizasyonun saglanmasini

Onleyici en o6nemli uyumsuzluklardan biri uygulanan PRP konsantrasyonunun
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degiskenligidir. Farkli hiicre ve dokulara yonelik PRP’ninadd-on olarak etkinliginin
degerlendirildigi calismalardaki ortak problemdir ve tedavi yaklagiminintekrar
uygulanabilirligi acisindan sorun olusturmaktadir. Alcay ve arkadaslar1 keci spermi
ile yaptiklar1 ¢alismada 3 farkli konsantrasyonda otolog PRP konsantrasyonunun
etkinliginidegerlendirmisler. 0.5x107/ml, 1x107/ml ve 2x10"/ml
konsantrasyonlarindaki PRP  inkiibasyonlar1  karsilagtirildiginda, en  etkin
konsantrasyonun 2x107/ml oldugu rapor etdilmis (Alcay ve ark. 2021). Buffalo
spermatozoasinda kriyoprezervasyon oncesi PRP inkiibasyonunun etkinligini
degerlendiren iki ¢alismada donor deneklerde %5 ve subfertil deneklerde %15
konsantrasyonda PRP inkiibasyonu sonras1 sperm kalitesi, antioksidan aktivitesi ve
in vivofertilizasyon kapasitesinin iyilestirdigi bildirilmistir (EI-Sherniny ve ark.,
2022, Almadaly ve ark., 2023). Insan spermi ile gerceklestirilen iki calismada
1x108/mikrolitre konsantrasyonunda PRP kullanilmis ve sperm soliisyonu %3
oraninda PRP ile inkiibe edilmistir (Bader ve ark., 2019, Yan ve ark., 2021). Bununla
birlikte insan spermi ile gergeklestirilen gilincel bir calismada 20 normal semen
parametrelerine sahip hastadan alinan ejakulat ornekleri 3 farkli konsantrasyonda
PRP ile inkiibe edilmis ve dondurulmus. Sperm progressifmotilitesi ve viabilitesinin
1x10°/mikrolitre konsantrasyonda anlamli yiiksek oldugunurapor etmisler (Nabavinia
ve ar., 2023). Bizim c¢alismamizda ejakulat 6rnegi aldigimiz hastalardan alinan kan
numunelerindeki ortalama trombosit sayist 26x10/mlolarak hesaplanmistir ve
uygulanan PRP konsantrasyonunun standardizasyonu icin inkiibasyonda 20x107/ml
konsantrasyonunda PRP kullanilmis ve sperm soliisyonu ile %2 oraninda inkiibe
edilmistir. Literatiirde PRP konsantrasyon araliklarinin ¢ok genis olmast ve bizim
calismamizda tek PRP konsantrasyonunun karsilagtirilmis olmasi nedeniyle, bu
kapsamda PRP etkinligi i¢in daha yiiksek konsantrasyonlarin karsilagtirmasi
yapilabilir.

Ayrica, insan sperminin vitrifikasyon sonrasi ¢ozme asamasinda42°C'de
1sitmanin, spermin hareketliligini 6nemli olgiide artirmak i¢in gereken optimum
sicaklik  oldugunu  bildiren Mansilla ve  arkadaglariin  ¢aligmasiyla
karsilastirildiginda (Mansilla ve ark., 2016), bu c¢alismada ¢6zme asamasinda
numuneler sivi azot tankindan ¢ikarilarak oda sicakliginda bekletildi ve sivi faza

gecen Ornekler37°C’yersitilmis 3 ml sperm yikama soliisyonu ile dille
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edildi.Yukaridaki  ¢alismada  belirtilen  farkli  sicaklikta  ¢ozmeninklinige
uygulanabilirliginin degerlendirilmesi i¢indaha genis ve kapsamli ¢aligmalar
yapilmasi gerekmektedir.

Sperm fonksiyonunu incelemede, spermin oositi fertilize etme potansiyeliigin
temel olay olan akrozomal reaksiyonun degerlendirilmesi yapilir. Akrozomal
reaksiyon analizindespontan olarak akrozomalreaksiyona giren spermlerin toplam
yuzdesinin kalsiyum iyonofor ile indiiklenmis spermlerden ¢ikarilmasi ile elde edilen
ARIC skoru akrozom fonksiyonunu tanimlayan bir yaklasimdir (Cummins JM ve
ark., 1991). ARIC skorunun fertil ve infertil erkekler arasinda esik degerini %31
olarak vurgulayan c¢aligmalarin yanisira (Pampiglione ve ark 1993),Cummins ve
arkadaslar1 bu degeri %5 olarak, Henkel ve arkadaslari ise %7.5 olarak raporlamistir
(Cummins JM ve ark 1991; Henkel R ve ark 1993). Bu g¢alismada sham ve deney
gruplarindan elde edilentiim ARIC skoru degerleri%S5’in altinda hesaplandi. ARIC
skorlarinin bu degerde elde edilmesinin nedeni,ejakulat Orneklerinin ¢alismanin
gerceklestigi liremeye yardimci tedavi merkezine basvuran infertil ¢iftlerin erkek
partnerinden alinmis olmasidir. Calismada degerlendirilen ejakulatorneklerinde
ARIC skoru %2,21 ile %5 arasindadir. Calismamizda Cummins ve arkadaslarinin
raporlamis oldugu ARIC skoru degerine yakin aralikta sonuclar elde edildi
(Cummins ve ark., 1991).

Literatiirdesperm kriyoprezervasyonundaPRP’nin ¢6zme sonrasi sperm
kalitesine etkisine yonelik ¢aligmalar bulunmakla birlikte, yapilan ¢alismalarin ¢cogu
rutin  semen parametrelerine yoneliktir. Spermin fonksiyonel kapasitesini
degerlendirmeye yonelik calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada spermin
dondurup-¢Ozdikten sonra oositi fertilize etme potansiyelini degerlendirmek
amaciyla akrozomal reaksiyon analizi yapildi. ARIC skorlarinda sasirtict bir vert,
yikama sonrast oda sicakliginda 2 saat bekletilen grup (Sham) ile kriyo-free
solisyonuyla vitrifiye edilen sperm numuneleri arasinda, vitrifiye edilen sperm
numuneleri lehine anlamli sonug¢ ¢ikmasidir. Calisma gruplarinda sperm sayimi
yapilirken tiim numunelerde 200 hiicre sayildi ve bu hiicrelerin Hoechst (+) ve (-)
sonuglarina gore viabilite degerlendirmesi, FITC-PSA boyamasina gore akrozomal
kepin intaktgorinmesi akrozomal reaksiyon (-) olarak, akrozomal kepin

boyanmaydigi-sperm ekvatoryal bolgesinde serit halinde boyanmanin goriindiigii
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spermlerde-akrozomal reaksiyon (+) tanimlamasi yapilarak hiicre sayilart kaydedildi.
Canli hiicrelerde akrozomal reaksiyon oranlari belirlenerek ARIC skorlar
hesaplandi. Kriyoprotektan icermeyen soliisyonla vitrifiye edilen Grup 2 ve Grup 3
numunelerinde, sperm viabilite oraninin, sham ve kriyoprotektan iceren solusyonuyla
dondurulan gruplardan anlamli oranda daha diisiik oldugu ve bu nedenle sayilabilen
hiicre sayisina gore ylizde oran hesaplamasi yapildiginda ARIC skorundaki bu
yuksekligin yaniltict bir sonu¢ oldugu seklinde yorumlanmistir. Vitrifikasyon
gruplar1 arasinda ARIC skorlar1 karsilastirildiginda en yiiksek degerin
kriyoprotektan-free sollisyonla vitrifiye edilen numunelerde oldugu goriildi (Grup 2;
SS-kriyofree ve Grup 3; SS+PRP-kriyofree). Bunun da Grup 2 ve Grup 3’teki canli
sperm sayilarinin az olmasinini bir yaniltict sonucu oldugu seklinde yorumlandi.

PRP i¢inde inkiibasyonununvitrifikasyon gruplarinda ARIC skoruna etkisi
karsilastirildiginda; ~ kriyoprotektan-free ve kriyoprotektan igeren sollsyonla
dondurulan numunelerin PRP inkiibasyonu yapilan ve yapilmayan alt gruplar
arasinda da ARIC skorunda anlaml fark goriilmedi (Grup 2 ve Grup 3, Grup 4 ve
Grup 5). Dolayisiyla kriyo soliisyonu ne olursa olsun, PRP inkiibasyonu spermin
cozme sonrasi fertilizasyon kapasitesini olumlu etkilemedi.

Sonug olarak, sperm vitrifikasyonunda ¢6zme sonrasi hicrelerin viabilitesini,
motilitesini ve fonksiyonel olarak oositi fertilize etme potansiyelini iyilestirmek
amaciyla vitrifikasyon oncesinde spermin PRP i¢inde inkiibasyonunun sperm
parametrelerine olumlu bir etkisi goriilmemistir. Kriyoprotektan iceren soltsyonlarla
vitrifikasyon, toksik etkileri bilinmekle birlikte, sperm vitrifikasyonunda tercih
edilmesi gereken bir uygulamadir. Literatiirde c¢eliskili verilerin bulunmasi
nedeniyle, konsantrasyon degerleri agisindan oldukca degisken verilerin oldugu PRP
uygulamalarinda farkli konsantrasyon degerlerinin etkinliginin spermin fonksiyonel

kapasine etkisini degerlendiren yeni ¢caligsmalara ihtiyag vardir.
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7.SIMGELER VE KISALTMALAR

ADP: Adenosindifosfat

ARIC: Indiiklenmis Akrozomal Reaksiyon

AMH: Anti-Mdllerian Hormon

ATP: Adenosintrifosfat

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

FITC-PSA: Floresan izotiyosiyanat -Pisumsativum
FSH: FollikulStimiileEdici Hormon

GDP: Guanozindifosfat

GTP: Guanozintrifosfat

HOS: Hipo-Osmolar Sisme

ICSI: intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu

IUI: Intrauterin Inseminasyon

IVF: In Vitro Fertilizasyon

LH: Luteinizan Hormon

PRP: Plateletten Zengin Plazma

SRY: Y Kromozomu Uzerinde Cinsiyet Belirleyen Bélge
SS: Sperm Solusyonu

YUT: Yardimci Ureme Teknikleri

WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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EK 2

LUTFEN BU DOKUMANI DIiKKATLICE OKUMAK ICIN ZAMAN
AYIRINIZ

Sizi Bursa Uludag Universitesi Tiip Bebek Merkezi Laboratuvarlarin’da
yuratilen “Farkli sperm vitrifikasyon protokollerinde trombositten zengin plazmanin
sperm Kalitesine etkisi” baslikli arastirmaya davet ediyoruz. Bu aragtirmaya katilip
katilmama kararim1 vermeden Once, arastirmanin ni¢in ve nasil yapilacagini, bu
arastirmanin  goniillii  katilmcilara  getirecegi  olast  faydalari, riskleri ve
rahatsizliklarini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlasilmasi
biiylik 6nem tasimaktadir. Asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz.
Isterseniz bu bilgileri aileniz, yakinlariniz ve/veya doktorunuzla tartisimz. Eger
anlayamadiginiz ve sizin i¢in agik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi
isterseniz bize sorunuz. Katilmayi1 kabul ettiginiz takdirde, gerekli yerleri siz,
doktorunuz ve kurulus gorevlisi bir tanik tarafindan doldurup imzalanmis bu formun
bir kopyasi saklamaniz i¢in size verilecektir.

Aragtirmaya katilmak tamamen gonullulik esasina dayanmaktadir.
Calismaya katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda ¢alismadan ¢ikma
hakkinda sahipsiniz. Her iki durumda da bir ceza veya hakkiniz olan yararlarin kayb1
kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.

Arastirma Sorumlusu
Dog. Dr. Berrin AVCI

Arastirmanin Amaci:

(Calismamin  arastrma amac¢lh oldugu mutlaka belirtilmeli, goniilliiniin
anlayabilecegi sade bir dil kullanilmali ve kisaltilmis ifadeler aciklanmalidir).

Bu caligmada iiremeye yardimci tedavi yaklasimlarindan biri olan iireme
potansiyelini koruma protokoliinde uygulanan sperm dondurma/¢6zme isleminde,
sperm canliligi, hareket kabiliyeti ve fertilizasyon potansiyeli agisindan optimum
sonug veren protokolii belirlemek amaglanmaistir.

Izlenecek Olan Yontem ve Yapilacak Islemler:

(Izlenecek olan yéntem ve yapilacak biitiin islemler -invazif olsun veya olmasin-
actk ve anlasilhir bir sekilde belirtilmeli, kan, idrar gibi hasta materyallerinin
kullanmildigi calismalarda, bu orneklerin alinma sikligi ve miktarlari, alinma sekli, bu
islemlere bagh olarak ortaya c¢ikabilecek olumsuzluklar veya riskler mutlaka
vazilmalidir)

Hastadan bir defa semen Ornegi alinacak, Ayni giin hastadan bir defa 15 ml
Intravendz kan alinicak, trombositten zengin plazma eldesi gerceklestirilecek.
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Trombositten zengin plazma semen Ornegine eklenerek dondurma islemi
gergeklestirilecektir. Dondurulan Ornegin ¢6zme sonrasi seman parametreleri
degerlendirilecektir.

Calismaya katilan goniillii igin herhangi bir risk teskil etmemktedir.

Arastirmanin Yapilacag Yer(ler):

Bursa Uludag Universitesi Tiip Bebek Merkezi Laboratuvarlarinda

Bursa Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarlarinda
Arastirmaya Katilan Arastiricilar:

Dog. Dr. Berrin Avci

Dog. Dr. Isil Kasapoglu

Yiikseklisans 6grencisi Alim Ganiyev

Arastirmanin Siiresi: 12 Ay

Katilmasi Beklenen Goniillii Sayisi: 20

Size Getirebilecegi Olas1 Faydalar:

(Goniilliilerin ¢alismaya katilmasini tesvik edecek veya yonlendirecek ifadelerden
kaginilmalidir)

Dondurulan 6rneklerde trombositten zengin plazma eklenen grupta ¢ézme sonrasi
canlilik oranlarinin yiiksek ¢ikmasiyla klinik kullanimda uygulama onerilebilir.

Size Getirebilecegi Ek Risk ve Rahatsizliklar:

(Goniilliiniin basina gelebilecek, makul olarak ongoriulebilen her tirlt risk ve
rahatsizlik (6rnegin agri, enfeksiyon riski, tedavideki olast basarisizlik vb) agik¢a
belirtilmelidir. Minimal riskten fazla bir riski bulunan arastirmalarda bunun nasil
giderilecegi veya tedavi edilecegi actk¢a belirtilmelidir.)

Caligmaya katilan goniillii i¢in herhangi bir risk faktorii bulunmamaktadir.

Katilma ve Cikma:

Bu aragtirmaya katilmak tamamen goniilliilik esasina dayanmaktadir. Calismaya
katilmama veya herhangi bir anda c¢alismadan ¢ikma hakkina sahipsiniz. Ayrica
sorumlu arastirici gerek duyarsa sizi calisma dis1 birakabilir. Caligmaya katilmama,
calismadan c¢ikma veya cikarilma durumlarinda bir ceza veya hakkiniz olan
yararlarin kayb1 kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.

Masraflar:

(Bu boliimde c¢aliyma masraflarimin  hangi  kaynaktan karsilanacagt
belirtilmelidir.)

(Calisma masraflar1 Bilimsel Arastima Programi tarafindan karsilanicaktir.

Iletisim Kurulacak Kisi(ler): (Calisma ile ilgili olarak bilgi alma veya
meydana gelebilecek herhangi bir olumsuz durumda ginin 24 saatinde
ulasilabilecek kisilerin isim ve telefon numaralari belirtilmelidir)
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Dog.Dr.Berrin AVCI Tel: 05325649907
Yiikseklisan Ogrencisi Alim GANIYEV Tel: 05380135706

Gizlilik:
Bu ¢alismadan elde edilen bilgiler tamamen arastirma amaci ile kullanilacak ve
kimlik bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacaktir.

Ben, ..o [goniilliiniin adi, soyadi (kendi el
yazis1 ile)] Bilgilendirilmis Goniilli  Olur Formundaki tiim agiklamalari
okudum.Bana, yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozli
aciklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Katilmam istenen
calismanin kapsamini ve amacini, goniillii olarak {lizerime diisen sorumluluklar
tamamen anladim. Calisma hakkinda soru sorma ve tartisma imkani buldum ve
tatmin _edici yamitlar aldim. Bana, calismanin muhtemel riskleri ve faydalari
sozlii olarak da anlatildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman
gerekeeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dist birakilabilecegimi  ve
aragtirmadan ayrildigim zaman mevcut tedavimin olumsuz yonde etkilenmeyecegini
biliyorum.

Bu kosullarda;

1) S6z konusu Klinik Arastirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi
rizamla katilmayi (¢ocugumun/vasimin bu calismaya katilmasini) kabul
ediyorum.

2) Gerek duyulursa kisisel bilgilerime mevzuatta belirtilen
kisi/kurumkuruluslarin erigebilmesine,

3) Calismada elde edilen bigilerin (kimlik bilgilerim gizli kalmak kosulu ile)
yayin i¢in kullanilma, arsivleme ve eger gerek duyulursa bilimsel katki amaci
ile Ulkemiz disina aktarilmasina olur veriyorum.

Cahsma Kapsaminda Katihimeidan Biyolojik Ornek Alinmasi Durumunda
Asagidaki Boliim Katilhmci Tarafindan Doldurulmahdir:

[J Tarafimdan alinan kodlanmis* 6rnegin yalnizca onerilen ¢alisma i¢in
kullanimin1 onayliyorum; ileride yapilmasi olast diger ¢aligmalar i¢in onay
vermiyorum.

[J Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin, arastirma konusuyla baglantili
diger caligmalarda kullanimini onayliyorum, ancak farkli c¢aligmalar ig¢in
tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

[1 Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin gelecekte her tiirlii genetik
calismada (kimligim ile baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.
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*Kodlanmig 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod
numarasini yalnizca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca
aragtirict ulasabilir. Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

Goniilliiniin (Kendi el yazisi ile)
Adi-Soyadz:

Imzast:

Adresi:

(varsa Telefon No, Faks No):
Tarih (glin/ay/yil): ..../..../....

Velayet veya Vesayet Altinda Bulunanlar igin
Veli veya Vasisinin (kendi el yazisi ile)

Adi Soyadz:

Imzas:

Adresi:

Varsa Telefon No, Faks No:

Tarih (glin/ay/yil): .../..../....

Onay Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus
Gorevlisinin

Adi-Soyadi:

Imzas:

Gorevi:

Tarih (glin/ay/yil):...../...../ .....

Aciklamalar1 Yapan Kisinin
Adi1-Soyadi:
Imzast:
Tarih (giin/ay/y1l):.../..../.....

NOT: Bu formun bir kopyasi goniilliide kalacak, diger kopyast ise hasta
dosyasina yerlestirilecektir. Hasta dosyasi veya protokol numarasi olmayan saglikl
goniilliilerden alinacak onam formunun bir kopyasi mutlaka sorumlu arastirici
tarafindan saklanacak
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9.TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgileri, tecriibesi ve sabriyla her zaman bana
destek olan, ayn1 zamanda yiiksek lisans tez ¢alismamin planlanip tamamlanmasina
kadar gegen siirecte her zaman yanimda olan, 6grencisi olmaktan gurur duydugum
degerli hocam Bursa Uludag Univeristesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Ogretim iiyesi Prof. Dr. Berrin AVCI’ya tesekkiir ederim.

Egitimim siiresince bilgilerini destegini ve zamanini esirgemeyen her zaman
tecriibeleriyle yanimda olan kiymetli hocam Bursa Uludag Univeristesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Baskani Ogretim iiyesi Prof. Dr. Ozhan
EYIGOR e tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca yardimlarini esirgemeyen, goriis ve
onerileriyle her zaman destek olan, bilgi birikimleriyle her zaman yol gosterici olan
degerli hocalarim Bursa Uludag Univeristesi Tip Fakiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Ogretim iiyeleri Prof. Dr. Semiha ERSOY’a, Prof. Dr. Zehra
MINBAY’a, Dr. Ogr. Uyesi Duygu GOK YURTSEVEN ve Uzm. Dr. Cihan
CAKIR’a tesekkiir ederim.

Egitimim siiresince ufkumu gelistiren akademisyenlik yolunda yoluma 151k
tutan Bursa Uludag Univeristesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Abd.
Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Giirkan UNCU ve Dog¢. Dr. Isii KASAPOGLU’na
tesekkiir ederim.

Tez ¢alismam boyunca zaman ayiran, her zaman yanimda olan tezimin deney
asamalarinda yardimlarin1 esirgemeyen sabr1 ve tecriileriyle destek olan Aras. Gor.
Dr. Goktan KUSPINAR ’a tesekkiir ederim.

Calismalarim siiresince bana yardimci olan Bursa Uludag Univerisitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalindaki tiim arkadaslarima tesekkiir
ederim.

Caligmalarim sirasinda desteginiesirgemeyen ve ¢aligmalarimda kolaylik
saglayan Bursa Uludag Univeristesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezinde calisan
ekip arkadaslarima tesekkiir ederim.

Son olarak her zaman yanimda olan bana yol gosteren emeklerini
ddeyemeyecegim kiymetli ailem, annem Hacer GANIGIL, babam Ramiz GANIGIL,
abim Ethem GANIGIL ve bu zorlu siiregte en biiyiik destek¢im olan esim Rabiya
GANIYEV e sonsuz tesekkiir ederim.
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yiiksek okulu Tibbi Laboratuar Teknikerligi boliimiini basariyla bitirdi. 2013-2018
yillar1 arasinda Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiler Biyoloji ve Genetik
boliimiinii basariyla tamamladi. 2018-2023 yillar1 arasinda Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda bilimsel hazirlik egitimi ile
birlikte yiiksek lisans 6grenimini strdirmektedir.
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