OZET

APOPTOTIK SPERMLERIN BELIRLENMESINDE KULLANIMA UYGUN
BIR YONTEM

5  Mevcut bulus sperm 6rnegi i¢erisinde yer alan apoptotik spermlerin, in vitro

kosullarda canli clarak ayirt edilebilmesini saglayan bir yonteme iliskindir.
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ISTEMLER

Sperm numunesi igerisinde apoptotik spermlerin in vitro kosullarda

belirlenmesinde kullanima uygun bir yonteme iliskin olup, s6z konusu

yontem;

a. Fosfatidilserin afinitesi olan bir proteinle kapli lateks boncuklarin
hazirlanmasi

b. Hazirlanan lateks boncugun hazirlanmis sperm Ornegiyle muamele
ettirilmesi
Sperm 6rneginin 151k mikroskobu kullanilarak degerlendirilmesi

d. Uzerine lateks boncuk yapisan spermlerin apoptotik sperm olarak

tanimlanmasi.

. Istem 1’e gore bir yontem olup a adimi; al) lateks boncuklarin 6n isleme tabi

tutulmas: ve a2) On isleme tabi tutulan lateks boncuklarin fosfatidilserin

afinitesi olan bir proteinle kaplanmasi adimlarini igerir.

. Istem 2’ye gére bir yontem olup al adimu, lateks boncuk soliisyonunun, uygun

bir tampon igerisinde seyreltilmesi, olusan karisimin santrifiij edilmesi,
siipernatan atildiktan sonra partiikiillerin tekrar tamponl seyreltilerek santrifiij
edilmesi, siipernatan atildiktan sonra partiikiillerin tekrar uygun bir tamponla,
tercihen %2’lik soliisyon olusturacak sekilde siispanse edilmesi adimlarini

igerir.

. Istem 3’e¢ gore bir yontem olup lateks boncuk soliisyonu 40 mg/ml IDC

UltraClean Amidin Lateks boncuk soliisyonudur.

. Istem 3’e gore bir yontem olup uygun bir tampon 0.025M, pH 6 MES (2-(N-

morfolinoetansiilfonik asit) tamponudur.

. Istem 2’ye gore bir yontem olup a2 adimi, al adiminda elde edilen lateks

boncuk soliisyonu {izerine uygun bir tampon ig¢inde, igerisinde 50 mg/ml
oraninda EDAC (1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil karbodiimid) bulunan
soliisyonun eklenmesi, olusan karisima uygun bir tampon igerisinde bulunan
fosfatidilserin afinitesi olan protein eklenmesi, karisimin oda sicakliginda 2-5
saat inkiibe edilmesi, sonrasinda fosfatidilserin afinitesi olan protein baglanan
lateks boncuklarla serbest proteinin ayrilmasi i¢in karigimin santrifiij edilmesi,
slipernatan atildiktan sonra partikiillerin PBS (fosfat tamponlu tuz

cozeltisi/tamponu, 0.1M, pH 7.2) ile seyreltilip santrifiij edilmesi, istege bagh
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olarak bu islemin 3-4 defa tekrarlanmasi, siipernatant atildiktan sonra ¢okelti
kisminin (pellet) stoklama tamponu igerisinde siispanse edilip %1’lik
konsantrasyona getirilmesi adimlarini igerir.

Istem 6’ya gore bir yontem olup uygun bir tampon 0.025M, pH 6 MES (2-(N-
morfolino)etansiilfonik asit) tamponudur.

Istem 6’ya gore bir yontem olup stoklama tamponu igerisinde %0.1 glisin, %
0.1 sodyum azid bulunan pH 7.2 degerine sahip 0,1 M PBS’dir.

Istem 1’¢ goére bir yontem olup fosfatidilserin afinitesi olan protein;
annexinler, protein kinaz C (PKC), sinaptotagmin, fosfolipaz C (PLC),
rabfilin, DOC1, DOC2, MARCKS, Vinculin, Lactadherin, Gas-6, Raf-1,
DGK, SK1, NO sentaz, FGF’denolusan bir grubun igerisinden segilir.

Istem 9’a gore bir yontem olup Annexinler; insanda belirlenen 12 iiyeli bir
grubun igerisinden segilir.

Istem 10’a gore bir yontem olup Annexinler; Annexin tip I, Annexin tip II,
Annexin tip III, Annexin tip IV, Annexin tip V (veya Annexin AS5), Annexin
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
olusan bir grubun igerisinden segilir.

Istem 11°e gére bir yontem olup Annexin, Annexin V’tir.

Istem 1-12’ye gore bir yontem olup fosfatidilserin afinitesi olan protein
florasan veya enzimatik bir izleyici veya biyotin ile konjuge olarak kullanilir.
Sperm numunesi icerisindeki apoptotik spermlerin in vitro kosullarda
miktarinin belirlenmesinde istem 1-13’e gore bir yontemin kullanilmas..
Sperm Ornegi igerisindeki saglikli spermlerle apoptotik spermlerin in vitro
kosullarda ayrilmasinda istem 1-13’e gore bir ydntemin kullanilmasi.

Sperm numunesi icerisindeki apoptotik spermlerin in vitro kosullarda

belirlenmesinde istem 1-14’e gore bir yontemin kullanilmasi
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TARIFNAME

APOPTOTIK SPERMLERIN BELIRLENMESINDE KULLANIMA UYGUN
BIR YONTEM

Teknik Alan

Mevcut bulug yardimla tireme tekniklerinde kullanilan semen drnegi igerisinde yer
alan apoptotik spermlerin, in vitro kosullarda canliliin1 kaybetmeden ayirt

edilebilmesini saglayan bir yonteme iligkindir.
Bilinen Teknik

Tip Bebek olarak bilinen infertilite tedavisinde kullanilan en onemli yontem olan
mikroenjeksiyon yénteminde (ICSI- Intrasitoplazik sperm enjeksiyonu) bir sperm bir

oositin igerising mikromanipiilatér yardimiyla yerlestirilmektedir.

Sperm ve oositin kalitesi embriyo gelisimi ve basarryr direkt olarak etkileyen iki
unsurdur. Qosit sayist sinirlt oldugundan (ortalama 10) oositi se¢mek miimkiin
olmayip tim oositler mikroenjeksiyon islemi igin kullanilirken sperm sayisinin ¢ok
olmasi (ortalama 10 milyon) spermlerin secilmesini miimkiin kilmaktadir. Ancak
sperm sec¢iminde sadece morfolojik kriterler kullanilmakta, bu da spermin genetik,

metabolik, fonksiyonel durumunu vansitmamaktadir.

Tiim hiicrelerde oldugu gibi spermlerde de apoptoz mekanizmasi hiicrenin i¢
dinamiklerindeki bir problem neticesinde tetiklenen bir eleme mekanizmasidir.
Programli hiicre oliimii olarak bilinen bu mekanizmanin tetiklenmesi sonucu hiicre
kendini yok etmektedir. Herhangi bir nedenle (genetik, metabolik ya da fonksiyonel)
sagliklt olmayan sperm i¢ kontrol mekanizmasini aktive ettigi i¢in apoptoz bu i¢

problemleri dolayli olarak gésteren bir mekanizmadir

Saglikli spermin secilmesinde apoptoz belirlenmeyen spermlerin kullanimi saglikli bir

spermin se¢ilimini miimkiin hale getirecektir.

Spermlerde apoptozun belirlenmesi igin genel olarak apoptozun en &nemli
gostergeleri olan DNA fragmentasyonu ve kaspaz enzimlerinin aktivasyonlar
kullanilmaktadir ancak tiim bu teknikler ancak fikse edilmis, ya da lizis edilmis 6li

spermlere uygulanabilmektedir. Bu tekniklerin uygulanmasi sonucu spermlerde



10

15

20

25

30

belirlenen apoptoz oranlan belirli bir hasta i¢in ylizde olarak verilmekte ve sadece

hastay bilgilendirmek igin kullanilmaktadir.

DNA fragmentasyon oranmnin cut-off degeri olarak genellikle %30 kabul edilmekte,
bu oranin lizerinde apoptoz belirlenen Kkisilerde fertilizayon oranlarinin, embriyo
gelisiminin, embriyo kalitesinin, implantasyon, gebelik ve canli dofum oranlarinin
azaldif1, abortus oranlarinin ise arttift bilinmektedir. Basar1 sansinin en iyi kohorta
sahip ¢iftlerde bile %40°1 gegcemedigi bir tiip bebek siklusunda bu durum biiyiik énem
arzetmektedir ¢linkli hastanin gebe kalamamasi1 yeni bir siklus denenmesini zorunlu
kilmakta, bu da maliyet ve zaman kaybma neden oldugu gibi, tibbi komplikasyon
olasiliklarim1 artirmakta, ayrica fizyolojik, psikolojik ve sosyal agidan ciftleri
zorlamaktadir. Apoptoz orani diigiik olan ya da hi¢ belirlenmeyen kisilerdeki basar
sansinin  yiiksekligi de bu durumun ispatidir. Oysa infretilite tedavisine alinan
hastalarin yaklasik yarisi erkek nedenli olup bu hastalarda apoptoz oranlarinin daha
yiikksek oldugu bilinmektedir. Agiklanamayan infertilite olarak adlandirlan nedeni
bilinmeyen infertilite grubunda da bu oranin arttig1 dolayisiyla bu gruptaki hastalarin

biiyiik kisminda sorunun nedeninin bu olabilecedi gosterilmistir.

Tim bu bilgiler 1;13inda saglikli spermin canli olarak secilebilmesinin miimkiin

olmasi biiylik 6nem arzetmektedir.

Teknigin bilinen durumunda canhi olarak apoptotik olan ve olmayan spermleri ayirma
islemi flow-sitometri yontemi kullanilarak yapilabilmektedir. Ancak bu yontemin
hem demirbas hem de kullamilan sarf malzemesinin ¢ok pahali olmasi, ¢ok az
merkezde bulunmasi, ekstra bir egitim ve tecriibe gerektirmesi ve iglemin steril
olmamasi gibi nedenler bu yontemin sadece aragtirma amach olarak kullanilmasma

neden olmaktadir.

Mevcut durum dikkate alindiginda, bir sperm numunesi icerisinde bulunan apoptotik
spermleri canli olarak isaretleyerek ayirmak ic¢in kullanilabilecek, maliyeti diisiik,

kolay uygulanabilir bir yonteme ihtiya¢ duyuldugu gériilmektedir.

Bu amagla, bilinen tekniklerden farkh olarak, sadece motilite ve morfolojiye dayanan
bir sperm se¢im yontemi yerine spermin metabolik, genetik ve fonksiyonel durumu ile
ilgili  dolayli bilgi sahibi olunmasina elverisli bir yontem gelistirilmesi

amaclanmaktadir.

Bulusun Detayh Anlatim
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Mevcut bulug, sperm Ornegi igerisinden apoptotik spermlerin in vitro kosullarda
isaretlenmesi ve bdylece apoptoz belirlenmeyen spermlerin ayirt edilmesine olanak

tantyan 151k mikroskobik bir teknigin kullanilmasina yoneliktir.

Bulus konusu yontem; canli spermlerde analize olanak tamimasi, apoptoz
belirlenmeyen spermlerin  mikroenjeksiyon (ICSI) ydntemi ic¢in secilebilmesine
olanak saglamasi, steril ¢alismaya olanak tanimasi, kullanim igin ekstra ekipman ve

egitim gerekmemesi yénleriyle bilinen yontemlerden ayrilmaktadir.

Bulug bir agidan, sperm omegi igerisinde apoptotik spermlerin in vitro kosullarda

belirlenmesinde kullanilacak bir yénteme iligkin olup, séz konusu yontem;

a. Fosfatidilserin afinitesi olan bir proteinle kapl lateks boncuklarin hazirlanmasi
b. Hazirlanan lateks boncugun hazirlanmis sperm 6rnegiyle muamele edilmesi

¢. Sperm &rneginin 151k mikroskobu kullanilarak degerlendirilmesi

d. Uzerine lateks boncuk yapisan spermlerin apoptotik sperm olarak tanimlanmasi ve
e. Istege bagh olarak lateks boncuk yapismayan saglikli spermlerin secilmesi ve

kullanilmasi1 adimlarini igermektedir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda a) adim; al) lateks boncuklarin 6n igleme
tabi tutulmasi ve a2) 6n isleme tabi tutulan lateks boncuklarin fosfatidilserin afinitesi

olan bir proteinle kaplanmasi adimlarini icerir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda al) lateks boncuklarin 6n isleme tabi
tutulmasi islemi; lateks boncuk soliisyonunun, tercihen 40 mg/ml IDC UltraClean
Amidin Lateks boncuk soliisyonunun, uygun bir tampon igerisinde, tercihen 0.025M,
pH 6 MES tamponu (2-(N-morfolino)etansiilfonik asit) igerisinde, seyreltilmesi,
olusan karisimimn santrifiij edilmesi, siipernatan atildiktan sonra partiikiillerin tekrar
tamponla, tercihen 0.025M, pH 6 MES tamponu (2-(N-morfolino)etansiilfonik asit)
ile, seyreltilerek santrifiil edilmesi, siipernatan atildiktan sonra partiikiillerin tekrar
tamponla, tercihen 0.025M, pH 6 MES tamponu (2-(N-morfolino)etansiilfonik asit)

ile, tercihen %2°lik soliisyon olusturacak sekilde siispanse edilmesi adimlarini igerir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda, a2) 6n isleme tabi tutulan lateks boncuklarin
fosfatidilserin afinitesi olan bir proteinle kaplanmasi islemi; al) adiminda elde edilen
lateks boncuk soliisyonu lizerine uygun bir tampon igerisinde, tercihen 0.025M, pH 6
MES tamponu (2-(N-morfolino)etansiilfonik asit) icerisinde, 50 mg/ml oraninda (6rn.

2 ml MES igerisinde 100 mg EDAC) EDAC (1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil

3
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karbodiimid) bulunan soliisyonun cklenmesi, olusan karsima uygun bir tampon,
tercihen (0.025M, pH 6 MES tamponu (2-(N-morfolino)etansiilfonik asit), icerisinde
bulunan fosfatidilserin afinitesi olan protein eklenmesi, karisimin oda sicakliginda 2-5
saat inkiibe edilmesi, sonrasinda fosfatidilserin afinitesi olan protein baglanan lateks
boncuklarla serbest proteinin ayrilmasi i¢in karisimin santrifiij edilmesi, siipernatan
atildiktan sonra partikiillerin PBS (fosfart tamponlu tuz ¢ézeltisi/tamponu, 0.1M, pH
7.2y ile seyreltilip santrifiij edilmesi, istege bagli olarak bu islemin 3-4 defa
tekrarlanmasi, siipernatan atildiktan sonra ¢okelti kisminin (pellet) stoklama tamponu
(0,1 M PBS, %0.1 glisin, % 0.1 sodyum azid, pH 7.2) igerisinde siispanse edilip

%1°lik konsantrasyona getirilmesi adimlarini igerir.

Burada kullanilan “fosfatidilserin afinitesi olan protein™ ifadesi, bir ¢ift katmali lipid
yapt olan ve apoptotik hiicrelerin dig yiizeyinde bulunan fosfatidilserine baglanma
yatkinhig1 olan proteinleri ifade etmektedir. Fosfatidilserin afinitesi olan proteinler;
annexinler, protein kinaz C (PKC), sinaptotagmin, fosfolipaz C (PLC), rabfilin,
DOCI1, DOC2, MARCKS, Vinculin, Lactadherin, Gas-6, Raf-1, DGK, SK1, NO

sentaz, FGF’den olusan bir grubun igerisinden segilir.

Burada bahsedilen Annexinler; insanda belirlenen 12 iiyeli bir grubun igerisinden,
tercihen Annexin tip I, Annexin tip II, Annexin tip III, Annexin tip IV, AnneXxin tip V
(veya Annexin AS), Annexin tip VI, Annexin giardin, Annexin tip VII, Annexin tip
VIII, Annexin tip X, Annexin tip XI, Annexin tip XIII, Annexin tip XIV, Annexin tip

XXXTI’den olusan bir grubun igerisinden segilebilir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda fosfatidilserin afinitesi olan protein olan

Annexinler, dzellikle tercihen Annexin V (Annexin AS) kullamhr.

Bulusun bir uygulamasmda fosfatidilserin afinitesi olan proteinler floresan veya

enzimatik bir izleyici veva biyotin ile konjuge olarak kullanilabilir.

Bulusa uygun ydntemin uygulanmasi esnasinda iglemin gerg¢eklestirilmesine yardimei
olacak ¢ozeltiler, 6rnegin su veya teknigin bilinen durumunda uzman kisinin kolayca

erisebilecedi uygun tampon soliisyonlar1 kullanilabilir.

Bulusun bir diger unsuru bulusa uygun yoéntemin bir sperm numunesi icerisindeki

apoptotik spermlerin miktarinin belirlenmesinde kullanilmasidir.

Bulusun bir baska unsuru bulusa uygun ydntemin bir sperm numunesi i¢erisindeki

saglikli spermlerle apoptotik spermlerin ayrilmasinda kullanilmasidir,
4
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Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda bulusa uygun yontemle apoptotik sperm
oldugu belirlenen spermler, saglikli spermlerden mikroskop altinda segilerek

ayrilabilir.

Simdi bulus, sadece 6rnek amaglh olan ve bu bulusun kapsamini herhangi bir sekilde
kisitlar olarak yorumlanmamasi gereken asagidaki Orneklere atifta bulunularak

aciklanacaktir,

ORNEKLER:

Ornek 1: Annexin V Kapl Lateks Boncuk Uretimi
A) Lateks Boncuklarin On Isleme Tabi Tutulmas

Oncelikle 2,5 ml (40 mg/ml) IDC UltraClean Amidin Lateks boncuk soliisyonu 10 ml
0.025M, pH 6 MES tamponu (2-(N-morfolino)etansiilfonik asit) igerisinde seyreltilir.
Sonrasinda partiklllerin ¢ékmesi i¢in karisim santrifiij edilir. Stipernatan atilir ve
karigima tekrar 10 ml MES tamponu eklenir, tekrar santrifiij edilir ve siipernatan
partikiillerden ayrihip atilir. Elde edilen lateks boncuklarin {izerine 5 ml MES tamponu
cklenerek boncuklarin siispanse edilmesiyle Annexin V kaplamaya hazir Lateks

boncuklar elde edilir (%2 lik soliisyon olarak).

B) On Isleme Tabi Tutulan Lateks Boncuklarin Fosfatidilserin Afinitesi Olan Bir

Proteinle Kaplanmast

Hazirlanan %2’lik lateks boncuk sollisyonu tizerine MES tamponu igerisinde 50
mg/ml oraninda (6rn. 2 ml MES igerisinde 100 mg EDAC) bulunan EDAC (1-Etil-3-
(3-dimetilaminopropil karbodiimid) soliisyonu eklenir. Sonrasinda soliisyona 5 ml
MES tamponu igerisinde Annexin V antikoru eklenir (igerisinde 5 mg antikor
bulunur). Karisim oda sicakliginda 3-4 saat ¢alkalanarak inkiibe edilir. Sonrasinda
Annexin V baglanan lateks boncuklarla serbest Annexin V’in ayrilmasi i¢in karisim
santrifiij edilir. Slipernatan atilir. Cokelti kismi (pellet) 10 ml PBS (fosfart tamponlu
tuz ¢ozeltisi/tamponu, 0.1M, pH 7.2) icerisinde siispanse edilir. Partikiillerin ¢dkmesi
igin tekrar santrifiij edilir. Bu yikama islemi 3-4 defa daha PBS kullamilarak
tekrarlanir. Son olarak ¢okelti kismu (pellet) 10 ml stoklama tamponu (0,1 M PBS,
%0.1 glisin, % 0.1 sodyum azid, pH 7.2} igerisinde siispanse edilip %]1’lik

konsantrasyona getirilir.
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Ornek 2: Annexin V bagh Lateks Boncuklar Kullanilarak Apoptotik Sperm

Hiicrelerinin Belirlenmesi

Annexin V kaplt lateks boncuk ¢ozeltisi ile likefiye olmus semen drnegi in vitro
kosullarda lam tizerinde 1:1 oraninda karistirilir ve 1-5 dk siiresince, tercihen 2 dakika
siiresince beklenir. Sonrasmnda 1sitk mikroskop altinda tercihen 40X objektif
kullanilarak spermler degerlendirilirc. Semen numunesi igerisinde bulunan apoptotik
sperm hiicreleri Annexin V ile baglandigi ig¢in bu spermler lateks boncukla gevrili
olarak goziikecektir ve apoptotik sperm hiicreleri olarak simflandinlacaklardir. Lateks
boncuklarla ¢evrili olmayan sperm hiicreleri ise apoptoz gorilmeyen sagliklt sperm
olarak simflandirilacaklardir. Bu sekilde boncukla cevrili olmayan saglikli spermler

mikroenjeksiyon islemi icin secilebilecektir.

Bu temel kavramlar etrafinda, bulus konusu ile ilgili ¢ok ¢esitli uygulamalarin
gelistirilmesi miimkiin olup, bulus burada agiklanan drneklerle sinirlandirilamaz, esas

olarak istemlerde belirtildigi gibidir.

Teknikte uvzman bir kisinin bulugta ortaya konan yeniligi, benzer yapilanmalari
kullanarak da ortaya koyabilecegi ve/veya bu yapilanmayi ilgili teknikte kullanilan
benzer amagli diger alanlara da uygulayabileceg@i agiktir. Dolayisiyla béyle
yapilanmalarin yenilik ve ozellikle teknigin bilinen durumunun asilmasi Kriterinden

yoksun olacagi da asikardir.
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