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   İSTEMLER 

1. Sperm numunesi içerisinde apoptotik spermlerin in vitro koşullarda 

belirlenmesinde kullanıma uygun bir yönteme ilişkin olup, söz konusu 

yöntem; 

a. Fosfatidilserin afinitesi olan bir proteinle kaplı lateks boncukların 5	
  

hazırlanması 

b. Hazırlanan lateks boncuğun hazırlanmış sperm örneğiyle muamele 

ettirilmesi 

c. Sperm örneğinin ışık mikroskobu kullanılarak değerlendirilmesi 

d. Üzerine lateks boncuk yapışan spermlerin apoptotik sperm olarak 10	
  

tanımlanması. 

2. İstem 1’e göre bir yöntem olup a adımı; a1) lateks boncukların ön işleme tabi 

tutulması ve a2) ön işleme tabi tutulan lateks boncukların fosfatidilserin 

afinitesi olan bir proteinle kaplanması adımlarını içerir. 

3. İstem 2’ye göre bir yöntem olup a1 adımı, lateks boncuk solüsyonunun, uygun 15	
  

bir tampon içerisinde seyreltilmesi, oluşan karışımın santrifüj edilmesi, 

süpernatan atıldıktan sonra partüküllerin tekrar tamponl seyreltilerek santrifüj 

edilmesi,  süpernatan atıldıktan sonra partüküllerin tekrar uygun bir tamponla,  

tercihen %2’lik solüsyon oluşturacak şekilde süspanse edilmesi adımlarını 

içerir. 20	
  

4. İstem 3’e göre bir yöntem olup lateks boncuk solüsyonu 40 mg/ml IDC 

UltraClean Amidin Lateks boncuk solüsyonudur. 

5. İstem 3’e göre bir yöntem olup uygun bir tampon 0.025M, pH 6 MES (2-(N-

morfolinoetansülfonik asit) tamponudur. 

6. İstem 2’ye göre bir yöntem olup a2 adımı, a1 adımında elde edilen lateks 25	
  

boncuk solüsyonu üzerine  uygun bir tampon içinde, içerisinde 50 mg/ml 

oranında EDAC (1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil karbodiimid) bulunan 

solüsyonun eklenmesi, oluşan karışıma uygun bir tampon içerisinde bulunan 

fosfatidilserin afinitesi olan protein eklenmesi, karışımın oda sıcaklığında 2-5 

saat inkübe edilmesi, sonrasında fosfatidilserin afinitesi olan protein bağlanan 30	
  

lateks boncuklarla serbest proteinin ayrılması için karışımın santrifüj edilmesi, 

süpernatan atıldıktan sonra partiküllerin PBS (fosfat tamponlu tuz 

çözeltisi/tamponu, 0.1M, pH 7.2) ile seyreltilip santrifüj edilmesi, isteğe bağlı 
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olarak bu işlemin 3-4 defa tekrarlanması, süpernatant atıldıktan sonra çökelti 

kısmının (pellet) stoklama tamponu  içerisinde süspanse edilip %1’lik 

konsantrasyona getirilmesi adımlarını içerir. 

7. İstem 6’ya göre bir yöntem olup uygun bir tampon 0.025M, pH 6 MES (2-(N-

morfolino)etansülfonik asit) tamponudur. 5	
  

8. İstem 6’ya göre bir yöntem olup stoklama tamponu içerisinde %0.1 glisin, % 

0.1 sodyum azid bulunan pH 7.2 değerine sahip 0,1 M PBS’dir. 

9. İstem 1’e göre bir yöntem olup fosfatidilserin afinitesi olan protein; 

annexinler, protein kinaz C (PKC), sinaptotagmin, fosfolipaz C (PLC), 

rabfilin, DOC1, DOC2, MARCKS, Vinculin, Lactadherin, Gas-6, Raf-1, 10	
  

DGK, SK1, NO sentaz, FGF’denoluşan bir grubun içerisinden seçilir. 

10. İstem 9’a göre bir yöntem olup Annexinler; insanda belirlenen 12 üyeli bir 

grubun içerisinden seçilir. 

11. İstem 10’a göre bir yöntem olup Annexinler; Annexin tip I, Annexin tip II, 

Annexin tip III, Annexin tip IV, Annexin tip V (veya Annexin A5), Annexin 15	
  

tip VI, Annexin giardin, Annexin tip VII, Annexin tip VIII, Annexin tip X, 

Annexin tip XI, Annexin tip XIII, Annexin tip XIV, Annexin tip XXXI’den 

oluşan bir grubun içerisinden seçilir. 

12. İstem 11’e göre bir yöntem olup Annexin, Annexin V’tir. 

13. İstem 1-12’ye göre bir yöntem olup fosfatidilserin afinitesi olan protein 20	
  

florasan veya enzimatik bir izleyici veya biyotin ile konjuge olarak kullanılır. 

14. Sperm numunesi içerisindeki apoptotik spermlerin in vitro koşullarda 

miktarının belirlenmesinde istem 1-13’e göre bir yöntemin kullanılması.. 

15. Sperm örneği içerisindeki sağlıklı spermlerle apoptotik spermlerin in vitro 

koşullarda ayrılmasında İstem 1-13’e göre bir yöntemin kullanılması. 25	
  

16. Sperm numunesi içerisindeki apoptotik spermlerin in vitro koşullarda 

belirlenmesinde istem 1-14’e göre bir yöntemin kullanılması 
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