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Swim-up teknigi ile hazirlanacak semen
orneklerinde trombositten zengin plazma etkisinin

degerlendirilmesi

Examination of platelet rich plasma effect in semen samples to be prepared

by swim-up technique

Saime Sik'®, Fatma Oz BagcI'®, Gllsemin Cicek?®, Emine Utlu Ozen®®, Selcuk Duman'e,

Tahsin Murad Aktan’

AMAC: Sperm motilitesi, erkek infertilitesinde énemli bir parametredir.
In vitro fertilizasyon tedavilerinde mortil sperm elde etmek 6nem arz et-
mektedir. Bu nedenle farkli yiizdiirme metotlart birgok ¢alismanin konusu
olup, en ideal yontemin swim-up oldugu diistiniilmiistiir. Trombositten
Zengin Plazma (TZP), icerdigi biiyiime faktdrleri nedeniyle ortopedi,
plastik cerrahi, dermatoloji gibi farkli alanlarda kullanim bulmustur.
Calismamizda, Aktif-trombosit bakimindan zengin plazma (A-TZP)’nin
swim-up modelinde sperm motilitesine etkisini arastirmak ve yardimet
tireme tedavilerine katkisinin degerlendirilmesi amaglanmustr.

GEREC ve YONTEM: Calismamiza semen icin 30, kan bagist icin 10
goniillii katilmistr. Alinan intravendz kanlar TZP elde etmek icin hazir-
landi. A-TZP elde etmek icin, trombositler CaCL2 ile aktive edildi, daha
sonra TZP donduruldu ve deneysel kullanim giiniine kadar -20°C'de
sakland1. 30 goniilliiniin rutin semen analizleri yapildiktan sonra her 6r-
nek iki esit hacimde ayrilmustir. Ham (raw) olan kisim sadece takip edil-
mistir ve ¢alisma grubunun analiz dakikalarinda motilite bulgulari sa-
dece bilgi vermek amaciyla sunulmustur. Calisma grubunda SP, A-TZP
ile ytkama icin seyreltildi ve santrifiij edildi, A-TZP’li katmana yiizmesi
icin 15, 30 ve 45 dakika boyunca tabakalandi. Sperm hareketlilik analizi
15, 30 ve 45 dakikada yapild:.

BULGULAR: A-TZP’nin sperm motilitesini +3 ve +4 seviyesinde 6nemli
oranda olumlu etkiledigini gézlemledik. Bu yiikselisin en ¢ok ve etkin
oldugu dakikalar ise swim-up sonrast 15. dakika civaridir.

SONUC: TZP nin sperm motilitesi tizerine anlamli oranda etkisi bulun-
maktadir. TZP, sperm motilitesi diisiik intrauterin inseminasyon (IUI)
ve intrasitoplamik sperm enjeksiyonu (ICSI) i¢in sperm hazirlamada
alternatif bir ytkama materyali olabilir.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: The motility of sperm has importance for male infertility. It
is important to yield high motile sperms during in vitro fertilizations. For
this reason, different processing methods for sperms are subject for a lot
of research. It is found that swim-up technique gives improved results for
motility. Platelet Rich Plasma (PRP) contains a large spectrum of growth
factors and is widely used in orthopedics, plastic surgery and dermatology
treatments. The aim of this study was to investigate the effect of Active-
Platelet Rich Plasma (A-PRP) on sperm motility in swim-up model and to
evaluate its contribution to assisted reproductive treatments.

MATERIAL and METHODS: In our study we collected thirty volunteers
for seminal plasma usage and ten volunteers for blood donation. The
collected intravenous blood was processed for PRP yielding. To obtain
A-PRP, platelets were activated with CaCL,, then PRP was frozen and
stored at -20°C until the day of experimental use. After analysis of
seminal plasma (SP) was done it was divided to two equal volumes. The
unprocessed group was only used two compare sperm motility at the
same time intervals. In the study group SP was diluted with A-PRP and
for washing, centrifugation and A-PRP was layered for 15, 30 and 45
minutes to swim-up. Sperm motility analysis were done at 15th, 30th
and 45th minutes.

RESULTS: We observed that A-PRP had a significant positive effect
on sperm motility at +3 and +4 levels. The highest increase in sperm
motility is around 15th minutes after swim-up.

CONCLUSION: PRP has a significant enhancing effect on sperm motility.
In patients with low sperm motility, PRP may be an alternative washing
material at sperm preparation for intrauterine insemination (IUI) and
intracytoplasmic sperm injection (ICSI).

Keywords: Sperm, Swim up, Platelet Rich Plasma (PRP)

GiRiS VE AMAC

Infertilite, bireyi ve bir¢ok zaman aileleri de dogrudan et-
kileyen sosyolojik yonleri de olan bir saglik problemidir.
Giiniimiizde infertil ciftlerin yaklagik %040’inda sorunun er-
kek fakedrli infertilite oldugu gortilmistiir. Erkek faktorlia
infertilitede sperm parametreleri dnem arz eder ve en kritik
parametrelerden biri de motilitedir. Spermiogram testi yal-
nizca infertilite tanisinda degil, testisi etkileyen varikosel, in-
menmis testis, kemoterapi veya radyoterapi gibi testiste sperm
tiretimini etkileyen durumlar icin de 6nem arz eder.
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Yardimct Ureme Teknikleri (YUT) yardimi ile yapilan
tedavilerde motil sperm elde etmek icin farkli sperm ha-
zirlama metodlart halen kullanilmaktadir. Bu metodlar;
basit yikama, swim-up, dansite gradient gibi tekniklerdir.
Bu metodlar arasinda sperm hazirlamak icin en ideal ve en
¢ok kullanilan yéntemlerden biri ise swim-up teknigidir.
Swim-up teknigi, temiz medium katmanina yiizen modil
sperm elde etme yontemidir.[™

Trombositten Zengin Plazma (TZP), tam kanin santrifiij
edilmesi ile normale oranla daha konsantre trombosit elde
edilmesini saglamaktadir. Gerek TZP’nin kendisi gerekse
TZP hazirladiktan sonra trombositlerin aktive edilmesi ise
trombositlerden salinan biiytime fakedrlerinin daha fazla
oranda agiga ¢ikmasini saglamaktadir. Aktive edilmis trom-
bositten zengin plazma (A-TZP); Transforming growth fac-
tor-beta (TGF-PB), Fibroblast growth factor (FGF), Platelet
derived growth factor (PDGF), Epidermal growth factor
(EGF), Vascular endotelial growth factor (VEGF) ve sitokin-
leri konsantre halde igcinde bulundurur. Bu biiytime faktor-
lerinin doku onarimi, hiicre ¢ogalmasi ve anjiyojenezde rol
oynamast nedeni ile ortopedi, plastik cerrahi, dis ve kadin
dogum hastaliklarinda farkli kullanim alanlari bulmustur.
[-4] Urolojide; erekeil disfonksiyon, tiretral strikeiir, tiriner
inkontinans ve Peyroni hastaliginda yapilmis caligmalar
mevcuttur.#l Iyatrojenik vezikulovajinal fistiile sahip 12
hasta ile yapilan bir ¢alismada 12 hastanin 11’inde belir-
gin iyilesme goriilmiistiir.l’l Rekiirren bakteriyel sistitli ka-
dinlarda intravesikal PRP uygulamasi ile kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda rekiirrens oraninin azaldigi ve yapilan
uygulamanin herhangi bir olumsuz etkisinin olmadig1 goz-

lenmistir.[°]

akademik

da A-TZP’nin swim-up yontemiyle sperm motilitesine

Yaptugimiz Pubmed ve diger taramalar-
olan etkisiyle ilgili herhangi bir ¢alisma bulunamamisur
(04/12/2019). Calismamizda, A-TZP’nin swim-up mode-
linde sperm motilitesine etkisini aragtirmak ve yardimer tire-

me tedavilerine katkisinin degerlendirilmesi amag¢lanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada 08.10.2018/30.11.2018 tarihleri arasinda
Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tiip
Bebek Unitesi'ne rutin semen analizi icin miiracaat eden,
yaslart 18—50 arasi toplam 30 adet goniilliintin semen 6r-
nekleri kullanilds. Istenilen tahlil yoniinden degerlendirilip
sonuglart rapor edildikten sonra ubbi auk olarak ayrilan
semen ornekleri ile caligildi. TZP eldesi icin goniillii olarak
kan veren 10 kisinin kan 6rnekleri ile caligildi. Calismaya
kaulan her goniilliimiizden bilgilendirilmis gontlla olur
formu ile izinleri alindu.

ANDROLOUJI BULTENI

Calismamiz Necmettin  Erbakan Universitesi Meram
Tip Fakiiltesi [lag ve Tibbi Cihaz Dist Arastrmalar Etik
Kurulu'nun 05.10.2018 tarih 2018/1510 no.lu izni ile
gerceklestirildi.

Semen Orneklerinin Toplanmasi

Semen 6rnekleri, 3—5 giinliik cinsel perhizle Ttip Bebek
Merkezi'ne gelen hastalardan, alinmig olup rutin sper-
miyogram testi yapildiktan sonra calismaya dahil edildi.
Calismada azospermi digindaki normospermi, oligospermi
ve astenospermili semen 6rnekleri kullanildi. Bu 6rnekler-
den elde edilen tiim motilite degerlerinin istatistiksel ola-
rak analizi yapildi ve bu veriler grafize edildi.

Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizda kan vererek goniillii olmak isteyen 10 go-
niilliidden, icinde 2 cc asit sitrat dekstroz-A (ACD-A)’l1 en-
jektorlere 8 cc kan alindi, ayn: giin Trombositten Zengin
Plazma eldesi icin laboratuvarda calisildi ve &rnekler

-20°C’de dondurularak sakland.

Trombositten Zengin Plazmanin Hazirlanmasi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Yardimci Ureme Teknikleri Unitesi Ar-Ge amagli laboratu-
varinda goniillillerden elde edilen kan, 1:5 oranindaki asit
sitrat dekstroz-A (ACD-A)’l1 tiiplere alinip 1100 devirde
22 dakika sogutmali santrifiij cihazinda santrifiij edildi,
santriftij sonrast tstte kalan plazma alinip 1:10 oraninda
%10’luk CaCl, ile karistrildi. CaCl, ilavesi 550 ul plazma-
ya 27,5 ul CaCl, olacak sekilde yapildi. Pthti/fibrin yapisi
olusana kadar oda 1sisinda veya 37°C’lik inkiibatorde inkii-
be edildi. Bu islem sonrasinda elde edilmis plazma tekrar
2700 devirde 15 dk santrifiij edilip santrifiij sonrasi siiper-
natant kismi 1,5 mLlik eppendorf tiiplere konup -20°C’de
saklandi. Calisma giinii daha 6nce elde edilip -20°Cde
dondurulmus halde bulunan TZP, oda 1sisinda ¢ozdiiriiliip
kullanildt.

Semen Orneklerinin Swim-up Teknigi ile
Yiizduriilmesi

Calismada likefiye olmus semen numuneleri esit hacimler-
de ikiye ayrildi, Ham (72w) olan kisim sadece takip edildi
ve ¢alisma grubunun analiz dakikalarinda motilite bulgu-
lar1 sadece bilgi vermek amaciyla sunuldu. Kalan kisim ise
calisma grubu olarak A-TZP ile muamele edilecek kisim
olarak degerlendirildi. Calismamizda bir kontrol grubu ya-
pilmadi. Ciinkii daha énce birgok akademik aragtirmalarda

farkli ticari sperm hazirlama medyumlari swim-up teknigi

Sik ve ark. ® Swim-up teknigi ile hazirlanacak semen 6rneklerinde trombositten zengin plazma etkisinin degerlendirilmesi 7



Resim 1. A) Santrifiij sonrasi olusan plazma, B) Aktivite TZP’nin jel formu

kullanilarak karsilastirilmistir. Calismamizda A-TZP ile
swim-up yapilip sperm motilitesine etkisine bakildi. A-TZP
icin 900 pul semen alinip, 6rneklere 1:1 oraninda PBS ekle-
nip homojenize edildi. Daha sonra semen 1500 devirde 10
dk santrifiij edilip, stipernatant atlmis ve drnegin pelleti
tizerine ortalama 400 ul A-TZP eklenip homojenize edildi.
Homojenize spermlerin {izerine ortalama 400 pl A-TZP
45%lik ac1 ile sizdirilip katman olugturacak sekilde birakil-
di. Islem sonrast 6rnekler 37°C’lik inkiibatorde 45°lik aci
ile 45 dk birakild: ve bu siire icerisinde spermlerin tistteki
katmana ytizmesi beklendi. 15-30 ve 45. dk'da tistteki kat-
mandan 10 pl 6rnek alinarak makler sayim kamerasinda
say1 ve motilite analizleri yapilmast planlanirken calisugi-
miz her hastada A-TZP sadece iistte bir katman olustur-
may1p, homojenize edilmis spermin altina inmistir (swim-
down). Bu nedenle “ylizen” spermlere ulagmak i¢in en altta
veya Ustte kalan A-TZP katmanindan dikkatlice ve katma-

ni1 sarsmadan spermleri 10 pl kadar analiz amagl alindu.

Tiim verilerin analizinde SAS University Edition 9,4 prog-
ramu kullanildi.

Sperm Motilite Degerlendirme Skalasi
(WHO 2010)

Sperm motilitesi analizinde hareketin dért farkli gruplan-

dirmast bulunmaktadir;

* +4 Motilite: Hizli ve dogrusal hareket gosteren
spermlerdir.

* +3 Motilite: Dogrusal bir hareket gosterip, +4 motilite
hizinda olmayan ya da +4 hizinda olsa bile dogrusal ha-
reket gostermeyen spermlerdir.

* +2 Motilite: Tek bir kare iginde hareketlilik gosteren
veya bir kareyi asamayan spermlerdir.

* +1 Motilite: Immotil yani hareketsiz spermlerdir.

Diinya Saglik Orgiitii'niin 2010 verilerine gbre sperm mo-
tilitesinin alt referans degeri %40’ur. leri hareketlilik alt
sinir degeri ise %32 olup, ileri hareketlilik A+B yani +4 ve
+3 motiliteye sahip spermlerin toplanmasiyla elde edilir.
Toplam sperm motilitesi ise A+B+C yani +4,+3 ve +2 mo-
tiliteye sahip spermlerin toplam degerini ifade etmekeedir
(WHO 2010).

BULGULAR

+ 4 motiliteye sahip spermler +3’e benzer sekilde swim-up
isleminin akabinde (ylizdiirme baslangicindan itibaren 60.

Dakika) 15. dakikada en yiiksek nokta da iken ilerleyen

zamanlarda distigi gozlenmistir.
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Grafik 1. Swim-up prosediriinde A-TZP ile muamele olmug spermlerin zama-
na bagh olarak +1 motilite degisimi. Grafige gére A-TZP ile muamele edilen
kisimda +1 spermler (immotil) 15. dakikadan itibaren 45. dakikaya kadar yak-
lasik Gi¢ kat artmustir.
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Grafik 2. Swim-up prosedirinde A-TZP ile muamele olmus spermlerin zama-
na bagli olarak +2 motilite degisimi. +2 motiliteye sahip spermlerin A-TZP ile
inkiibasyonu takiben swim-up sonrasi (yuzdirme baslangicindan itibaren 90.
dakika) 45. dakikalarda yapilan degerlendirmelerde baslangica gére yaklasik
2,5 kat arttigi gézlenmistir.

804 ——_
———
70 ——
2 T
;-g 60 T~
=
P
= ¥
] \\
30 4
T r T
15.dk 30. dk 45. dk
Zaman
[ —— Ham ——+—1T7P ]

Grafik 3. Swim-up prosediriinde A-TZP ile muamele olmus spermlerin zama-
na bagli olarak +3 motilite degisimi. +3 motilite degerinin swim-up isleminin
akabinde (ytzdirme baslangicindan itibaren 60. dakika) 15. dakikada yapilan
degerlendirilmesinin en Ust diizeyde oldugu tespit edilmistir.
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Grafik 4. Swim-up prosedirinde A-TZP ile muamele olmus spermlerin zama-
na bagli olarak +4 motilite degisimi
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TARTISMA

Literatiirde yer alan bilgilere gére swim-up metodu, kulla-
nilan farkli sperm hazirlama teknikleri ile kargilagtirildigin-
da hazirlanmas basit bir yontemdir, reaktif oksijen tiirleri
olusumunu engelledigi ve DNA biitinliigii korundugun-
dan dolayt tercih edilen yontem olmustur.'l Calismamizda
farkli bir medyum (yikama sivist) ile hazirlanan ve swim-up
teknigi kullanilan kontrol grubu olusturmadik. Yapilan ¢a-
lismalarda farkli markalarin sperm hazirlama medyumlar:
swim-up teknigi kullanilarak kargilagtirilmis olup sonug-
larinin neredeyse standart hale gelmis olmasindan dolay:
Aktive edilmis Trombositten Zengin Plazma'nin etkinligi-

ni aragtirmaya odaklandik.['2]

A-TZP hazirlanmasinda %10’luk CaCl, ile trombositleri
akdiflestirme yontemini tercih ettik. Literactirdeki verilere
gore CaCl, ile muamele edilen trombositlerden daha fazla
biytime faktoriinti ortaya cikardigini gostermistir. Diger
bir yontem ise trombositlerin soguk-sicak sokuna ugrata-
rak bityiime faktorlerinin agiga ¢ikarilmast seklindedir.[]

TZP ile ilgili farklr alanlarda tedavi edici aragtirmalar ya-
pildig1 goriilmektedir. Bugiine kadar TZP’nin ortopedi,
plastik ve rekonsriikeif cerrahi, dis hekimligi ve jinekolo-
ji gibi farkli alanlarda kullanim buldugunu bilmekteyiz.
A-TZP’nin bu alanlarda kullanim bulmasi ise icerdigi
biiyiime faktorlerine dayanmaktadir. Bu biiyiime faktdr-
lerinin yara iyilesmesi, doku rejenerasyonu, progenitor
hiicrelerin tetiklenmesi gibi farkli fonksiyonlari oldu-
gu diisiiniilmektedir."”l Bizim bu ¢aligmadaki amacimiz
ise swim-up teknigiyle hazirlanacak semen o6rneklerinde
A-TZP’nin fonksiyonunun anlagilmasi ve olumlu etkileri
oldugu takdirde YUT tedavilerine sunabilecegi avantajlar
degerlendirmek olmustur.

Bader ve ark. yapug: calismada H,O, kaynakli oksidacif
strese ugratilmig insan sperm hiicrelerinde otolog TZP’nin
in vitro etkisini incelemislerdir. %2’lik TZP tedavisi, stre-
se ugrayan calisma grubunda ROS-pozitif hiicrelerde,
DNA fragmantasyonunda, vakuolizasyonda ve 6lii hiic-
relerde TZP olmayan gruba gére 6nemli diisiis gdstermis,
yine TZP tedavisi uygulanan grupta &zellikle progresif
ve toplam motilitede ciddi artis meydana gelmistir.['’]
Calismamizda elde ettigimiz trombositleri aktive ederek
ortaya ¢ikan Growth faktér kombinasyonu konsantre ola-
rak kullanilmis olup; ozellikle +3 ve +4 motil sperm de-
gerlendirme sonucunda yiizdiirme sonrast 15. Dakikada
(toplam 60 dakika) motilitenin en yiiksek seviyede oldugu
tespit edilmistir.

Yapilan bir caligmada trombosit o graniillerinde bulu-
nan VEGF nin sperm motilite ve canliligi tizerine etkisi

Sik ve ark. ® Swim-up teknigi ile hazirlanacak semen 6rneklerinde trombositten zengin plazma etkisinin degerlendirilmesi 9



arastirilmistir. Calismada, insan spermi igin 5, 10, 15 ve 20
ng/mL konsantrasyonlarda VEGF kullanilmig, maksimum
etkinin 15 ng/mUde oldugu gozlemlenmistir. VEGF e ma-
ruz kalan spermlerde canlilik siiresi uzarken sperm motili-
tesine olumlu sonuglari olmustur.!

Spelekova ve ark.’nin bir ¢alismasinda sican ejekiilatlarina
trombosit de bulunan biiytime faktorlerinden EGF ilave
edildikten 24, 48 ve 72 saat sonra motilite parametrele-
ri kontrol edilmistir. Calismada EGF’nin etkisinin ilk 30
dkdan sonra ortaya cikugi, sperm motilitesinde 6nem-
li bir etki gosterdigi ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
ise en yiiksek progresif motiliteye ulasildig1 saptanmugtir.
Sonug olarak EGF’e maruziyet siiresi ve EGF konsant-
rasyonu sperm motilite parametreleri tizerinde 6nemli
etkilere sahiptir.” Yaptigimiz calismada ise inkiibasyon
stiresinin uzamasi ile birlikte A-TZP katmaninda immotil
(+1 motiliteye sahip) spermlerin sayisinin artugini gozlem-
ledik (Grafik 1). Bunun nedeni kullandigimiz A-TZP’nin
konsantrasyonu ve teknigiyle iliskili olabilir. Yapilan ama
yayinlanmamug verilere gére A-TZP ile basit ytkama yapi-
larak hazirlanan semen 6rneklerinde inkiibasyon siiresinin

artst motiliteyi olumlu yénde etkilemistir.

Luo ve ark., VEGF’nin sigir oositlerinin matiirasyonu
lizerine etkisini arastirmis, VEGF ile muamele edilen oo-
sitlerin maturasyonunda VEGF nin 6nemli etkisi oldugu
sonucuna varilmistir.['"®! Chang ve ark., yetersiz endomet-
rium kalinligt olan hastada, uterus bosluguna TZP bira-
kilmigur. Bu islem 72 saat sonra tekrarlanmis ve yeterli
endometrial kalinlagma ve gebelik sonug¢larinin iyilestirdigi
gosterilmigtir.["’)

Yapugimiz calisma, A-TZP’nin sperm motilitesine +3 ve
+4 seviyesinde 6nemli oranda olumlu etkiledigini goster-
mistir (Grafik 3—4). Biz bu olumlu etkinin 6zellikle Intra
Uterin Inseminasyon (IUI) tedavisi goren hastalarda fay-
dali olabilecegini diisiiniiyoruz. Ciinkii hem tekil biiyii-
me fakeorleri ile yapilmis calismalar, hem de konsantre
A-TZPyi kullanmis oldugumuz ¢alismamiz sperm {iize-
rine olumlu etkiler gostermisken, Yajie ve arkadaglari da
TZP’nin endometrial gelisme ve implantasyonu destekle-
digini gostermislerdir.™ Bu bilgiler bize IUI hastalarinda
sperm motilitesinin artmast ve endometriumun implantas-
yona hazirlanmast bakimindan A-TZP’nin oldukea efekeif
olabilecegini gostermektedir.

Yapilan ¢alismanin sonuglar1 degerlendirildiginde A-TZP
ile inkiibe edildikten sonra baglatilan swim-up uygulama-
sinin ilk 15. dakikasinda sperm motilite tablosu dikkat ge-
kici olmugtur. A-TZP’nin sperm yikama ve swim-up med-
yumu olarak kullanilan diger ticari medyumlara alternatif
olabilecegini diisiinmekteyiz.
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