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Normospermia Applied Swim-up Technique

OZET Amag: Giiniimiizde erkek faktorli infertilite oranimin %35’e ulastig1 bilinmektedir. Bu soruna
¢6ziim bulmak i¢in yardimci iireme teknikleri ¢ok hizla gelismistir, ancak beklenen yiiksek bagar1 heniiz
tam anlamiyla elde edilememistir. Uremeye yardimc tedavi yontemlerinin hizla artan kullanim gesitli
sperm hazirlama yontemlerinin gelisimini saglamistir. Intrauterin inseminasyonda (IUT) sperm hazirlan-
masi i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden biri swim-up yontemidir. Bu ¢alismada, normospermi semen 6r-
neklerinde swim-up islemi 6ncesi ve sonrasinda erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz yiizdeleri ile
mitokondriyal aktivitenin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Gereg ve Yontemler: Calisma, Konya Nec-
mettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimci Ureme Teknikleri Unitesine Temmuz 2013-
Kasim 2014 tarihleri arasinda bagvuran hastalarla gerceklestirildi. Diinya Saglik Orgiitii 2010 kriterlerine
gore belirlenmis normospermik (n=40) semen 6rneklerine swim-up 6ncesi ve sonrast Anneksin V kiti uy-
gulanarak sperm hiicrelerinin apoptoza gitme oranlar1 ve MitoTracker Red 580 kiti uygulanmas: ile mi-
tokondriyal aktiviteleri degerlendirildi. Bulgular: Degerlendirme sonucunda, swim-up teknigi sonrasi
nekroz yiizdelerinde 6nemli bir azalma goriiliirken, erken ve ge¢ apoptozun swim-up islemi sonrasindaki
ylizdelerinin ise 6nemli derecede artt1g1 saptandi. Erken ve ge¢ apoptoz yiizdelerindeki artigin sebebi ola-
rak swim-up islemi sirasinda yapilan santrifiijiin hiicre membranina verdigi hasardan kaynaklanabilecegi
diistiniildii. Ayrica, yardimc iireme teknikleri (YUT), rutin semen analizleriyle fosfatidilserin translokas-
yon (PST)’lu spermleri belirleyemedigi i¢in bunlari normal kabul etmekte, dolayisiyla PST’li spermler de
iUl isleminde kullanilir. Ayrica, swim-up sonrasi mitokondriyal aktivite degerlendirme sonucunda gok
191ma yapan hiicrelerin yiizdesinde 6nemli bir artis goriilmiistiir. Sonug: IUT isleminde swim-up islemi
sonras1 mitokondriyal aktiviteye bakildiginda hareketli spermler secilmesine ragmen, gebe kalinamama se-
beplerinden birinin de PST’li spermlerin artisindan olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anneksin V reseptdr; mitokondriyum; mitotracker kirmizisi 580; swim up

ABSTRACT Objective: Today, the rate of infertility that results from male factors appear to be around
35%. Although assisted reproductive techniques have been developed rapidly in order to find a solution
to this problem, the goal hasn't been fully achieved yet. The increasing use of fertility treatment methods
has contributed to the development of various sperm preparation methods. The most commonly used
method to prepare sperm in intrauterine insemination (IUI) is swim-up. In this study, it was aimed to
evaluate mitochondrial activity with normospermic semen samples before and after swim-up technique
with early apoptosis, late apoptosis and necrosis rates. Material and Methods: The study was conducted
with group of patients who applied to the Assisted Reproduction Techniques Unit at Konya Necmettin Er-
bakan University Meram Tip Medical Faculty between July 2013-November 2014. Annexin V kit was
used with normospermic semen samples (n=40), which were specified according to the WHO 2010 crite-
ria, to analyse the apoptosis rates of sperm cells and Mito Tracker Red 580 was used to analyse the mito-
chondrial activities before and after swim-up. Results: As a result of the evaluation, a significant decrease
was observed in the necrosis percentages after the swim up technique, whereas the percentages after the
swim up of the early and late apoptosis increased significantly. The increase in the percentages of early and
late apoptosis may be due to the damage done to the cell membrane by centrifugation during swim up. In
addition, assisted reproductive techniques (ARTs) can not determine the semen with phosphatidylserine
translocation (PST) by routine analysis of semen and accept them as normal. Therefore, sperm with PST
are used in the IUI procedure. There was also a significant increase in the percentage of highly radiated
cells as a result of mitochondrial activity evaluation after swim up. Conclusion: Although the motile sperms
are selected when the mitochondrial activity is determined after the swim up procedure in the IUI pro-
cedure, one of the reasons of nonpresence can be due to the increase of the sperm with PST.

Keywords: Annexin V receptor; mitochondria; mitotracker Red 580; swim up
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- nfertilite, bir yili agkin siire ile korunma yon-
Itemlerinden birini kullanmaksizin cinsel ilis-
kiye girilmesine karsin, ¢iftlerin ¢ocuk sahibi
olamamas1 durumunda kullanilan bir terimdir. Bu
siire sonunda merkezlere bagvuran ciftler bu ko-
nuda ayr1 ayr1 degerlendirilmekte ve uygun tedavi
stireci baglatilmaktadir. Bu siirecte erkek hastadan
semen Ornegi alinarak analiz edilmekte ve yardimci
tireme teknikleri (YUT)nden biri i¢in uygun olup

olmadig1 degerlendirilmektedir.!

Infertilite tedavisinde énemli bir yere sahip
olan intrauterin inseminasyon (IUI), uygun fertil
hastalarda uygulandiginda hem sonuglar1 hem de
maliyeti acisindan oldukga bagarili bir tedavi yon-
temidir.?

YUT’de kullanilan sperm hazirlama yontem-
leri de in vivo kosullar taklit ederek in vitro ko-
sullarda kaliteli sperm se¢imini, bir bagka deyisle
fertilizasyon kapasitesi diisiik spermleri elemeyi
amaglamaktadir. Spermin fertilizasyon kapasitesini
belirleyen en 6nemli iki parametre morfoloji ve ha-
reketliliktir. Sperm hazirlama protokolleri ile bas,
boyun veya kuyruk anomalisi gdstermeyen, ileri

hizh hareketli spermleri elde etmek miimkiin ola-
bilmektedir.?

Infertilite nedenlerinin yaklagik yaridan fazla-
sinin erkek kaynakli oldugunun saptanmasindan
sonra yeni yontemlerin gelistirilmesi, sperm fonk-
siyonlar1 hakkinda bilgilerin artirilmas: geregini
dogurmus, dolayisiyla spermlerdeki radikal oksijen
tlirevlerinin varligi, DNA fragmentasyonu, apop-
toz ve mitonkondriyal zar potansiyelinin 6nemini
gosteren ¢aligmalar giindeme gelmigtir.?

Sperm hiicrelerinde apoptotik siireci deger-
lendirme yontemlerinden biri olan Anneksin V
boyamasi, hiicre membran yapisinin erken degi-
sikliklerinin tespitinde kullanilan 6nemli bir test-
tir. Anneksin V, negatif yiiklii fosfolipitlerden olan
fosfatidilserin (PS) ile yakinlig1 olan, yiiksek kalsi-
yum bagiml bir proteindir.* Anneksin V’in bir li-
gand: olan PS, normalde plazma membraninin ig
yapraginda bulunmakta ve apoptotik siirecin bag-
langicinda plazma membranimin dig yapragina
transloke olmaktadir.” Translokasyon, hiicre mem-
bran biitlinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre
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olimiintin erken dénemlerinde ortaya ¢ikmakta-
dir. Anneksin V, hiicrenin dis yiizeyine transloke
olan PS’ye baglanabilen bir protein oldugundan,
apoptoz i¢in bir biyolojik isaretleyici olarak iglev
gormektedir.*® Bununla birlikte Anneksin V, hiicre
membran biitiinl{igiinii kaybettigi zaman ge¢ apop-
tozu belirlemede yetersiz olmaktadir, ¢iinkii bu du-
rumda hiicrenin durumu nekrotik hiicrelere
benzerdir. Son zamanlarda canli bir vital boya olan
propidiumiyodur (PI) ile konjuge Anneksin V testi,
gec apoptoz veya nekroz ve erken apoptozun prog-
resif basamaginin saptanmas: hassas bir yontem
olarak gelistirilmigtir.” PI sadece 6lii hiicreleri bo-
yarken, Anneksin V testi membran yapisindaki de-
gisikliklere bagl olarak erken ve ge¢ apoptozlu
hiicreleri boyamaktadir.®

MitoTracke Red 580, kiti, sperm boyun bolge-
sindeki aktif mitokondriyum kiitle birikimiyle
dogru orantili olarak 151ma yapmaktadir.

Bu caligmada, IUI'da yaygin olarak kullanilan
swim-up islemi 6ncesi ve sonrasi sperm hiicresi
membranindaki degisikliklerin fosfatidilserin
translokasyonu [phosphatidylserine translocation
(PST)] sonucu Anneksin V ile ylizdelerinin sap-
tanarak, apoptotik sperm orani ile sperm hare-
ketliligi arasindaki iligkinin degerlendirilmesi
amacglanmigtir.

I GEREC VE YONTEMLER

Galigma, Konya Necmettin Erbakan Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi YUT Unitesine Temmuz
2013-Kasim 2014 tarihleri arasinda bagvuran has-
talarin semen 6rnekleri kullanilarak gerceklestiril-
mistir. Diinya Saghk Orgiitii [World Health
Organization (WHO)] 2010 kriterlerine gore, nor-
mospermik olan toplam 40 hasta 2013/355 no.lu
etik kurul kararinca secilmistir (etik kurul karari
ektedir).

Bu hastalarin 3 giinliik cinsel perhiz sonra-
sinda alinan semen drnekleri steril, toksik olmayan
polipropilen bir kaba toplanmis ve ortalama 25
dk’lik likefaksiyon siiresinin ardindan semen ana-
lizleri yapilmistir.

Semen analizlerinde ilk 6nce fiziksel muayene
yapilarak koku, renk, voliim ve viskozite yoniin-
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den degerlendirilmigtir. Daha sonra mikroskobik
incelemeleri yapmak i¢in semenden alinan 10 pL
ornek, derinligi 0,01 mm olan Makler sayim kam-
arasinin (Sefi-Medical Instruments, Israel) ortasina
damlatilarak tizerine grid cami kapatilmigtir. Nikon
T1A Input AC 151k mikroskobunda toplamda 200X
biiyiitme altinda degerlendirme yapilmistir. Gridin
tizerinde iki satir bir siitun veya iki siitun bir satir
icerisindeki spermatozoonlar sayilarak ortalamasi
alinmis ve boylece spermatozoa konsantrasyonu
milyon/mL olarak saptanmigtir. Ayn1 zamanda
Makler sayim kamaras: kullanilarak motilite de-
gerlendirmesi yapilmistir. Motilite degerlendirmesi
i¢in 100 hiicre sayilmistir. Dogrusal hareket goste-
rerek en az 3 kareyi kat eden spermatozoonlarin
motilitesi +4; karenin disina ¢ikan, ancak 1-2 kare
sonra geri donme hareketi gosteren spermatozoon-
larin motilitesi +3, bir kare igerisinde yerinde bag
veya kuyruk sallama seklinde hareket eden sper-
matozoa motilitesi +2, hi¢ hareket gostermeyen
spermatozoonlarin motilitesi +1 olarak degerlendi-
rilmistir (Makler 1980, WHO 2010).

Viabiliteyi degerlendirmek i¢in lama bir damla
likefiye olmus semen iizerine bir damla %1 sulu
Tripan mavisi boyas: damlatilmis ve lamelle ka-
patilmigtir. 400X biiyiitmede en az 200 hiicre sa-
yildiktan sonra, boya alan spermatozoonlar
“nonviabl”, boya almayan spermatozoonlar ise
“viabl” olarak degerlendirilmis ve viabilite orani
ytiizde olarak kaydedilmistir.

WHO 2010 kriterleri morfoloji degerlendir-
mesi i¢in kullanilmigtir. 400X biiytitmede morfo-
lojisi saglam ve normospermi sinifina girenler
caligmaya dahil edilmistir. Bundan sonraki asamada
her bir hastadan alinan 6rneklerin semen paramet-
releri incelendikten sonra, semen 6rnegi 4 ayri ste-
ril konik tiipe her biri 0,5 mL olacak sekilde
dagitilmistir. Tiiplerin ikisine swim-up uygulama-
dan pellet tizerine 1. ependorfa Anneksin V, 2.
ependorfa MitoTracker kiti ilave edilip karigimdan
her bir lama yaklasik olarak 45-50 pL damlatilip
iizerleri lamelle kapatilmis ve oda sicakliginda yak-
lasik 10-15 dk inkiibasyona birakilmistir. 3. ve 4.
tliplerin semen 6rnegine swim-up uygulanip, daha
sonra yine Anneksin V ve MitoTracker Red 580
kiti ile muamele edip, Olympus BH-2 foto atas-
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manh floresan mikroskop altinda karanlik odada
karanlik alanda incelenmigtir. Anneksin V kiti ile
sperm hiicrelerinin apoptoza gitme oranlari, Mi-
toTracker Red 580 kitiyle de mitokondriyal aktivi-
teleri degerlendirilmisgtir.

Swim-up yontemi ile alinan semen 6rnegi top-
lam hacim 1 mL olacak sekilde 1:1 oraninda med-
yum ile homojenize edilmistir. Homojenize edilen
karigim tizerine 100 pL sperm yiizdiirme medyumu
eklenmigtir. Tiipler 37°C’de 20 dk siireyle %5 kar-
bondioksitli ortamda 45° egimli pozisyonda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda iistteki 100 pL’lik
kisim mikropipetle alinarak santrifiij edilmigtir. Sant-
rifiij sonras1 dibe ¢oken spermler MitoTracker Red
580 kiti ve Anneksin V ile boyanarak poly-lizinli
lama yayilmistir.

MitoTracker Red 580 kiti sperm boyun bolge-
sindeki aktif mitokondriyum kiitle birikimiyle
dogru orantili olarak 1g1ma yapmaktadir. Bizde ¢a-
lismamizda swim-up 6ncesi ve sonrasi sperm mito-
kondriyal aktiviteleri bu kit ile degerlendirilmistir.

MitoTracker Red 580 kiti canli hiicre sece-
nekleri i¢in ¢ok uygundur. Flakon agilmadan 6nce
oda sicakligina ulasabilmesi i¢cin 10-15 dk beklen-
mistir. Stok soliisyonu hazirlamak i¢in, yiiksek
kalite susuz DMSO’da liyofilize MitoTracker Pro-
duct ¢oziindirilmistir. Son konsantrasyon 1
mM olacak sekilde ayarlanmigtir (molekiil agirlig:
724,0’dan hesaplanarak). Calisma soliisyonu 10X
fosfat tamponlu tuz [phosphate buffered saline
(PBS)] ile 5 kat sulandirilarak hazirlanmistir.

Calismamizda, PI ile konjuge Anneksin V testi,
gec apoptoz veya nekroz ve erken apoptozun prog-
resif basamaginin saptanmasi i¢in kullanilmistir.
Anneksin V testi ile hiicrelerin degerlendirmesi;
erken apoptozlu hiicreler yesil 151ma, ge¢ apoptozlu
hiicreler yesil+kirmizi 1s1ma, nekrozlu hiicreler ise
sadece kirmizi renkte 151ma yapmasiyla degerlen-
dirilmektedir. Semenden total hiicre sayis1 1 mil-
yon olacak sekilde 6rnek ependorfa aktarilmigtir.
Daha sonra semen Orneklerine PBS eklenip, 1000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmis, siipernatant atilmig-
tir. Pellete hazir kit Anneksin V ilave edilmis ve
karigtirnlmigtir. Calismadan elde edilen veriler
Graphpad prism 6 programinda degerlendirilmis-
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tir. {ligkili 6rneklemler icin bagimli t-testi uygu-
lanmis ve p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edilmistir.

I BULGULAR

Caligmamizda swim-up islemi uygulama 6ncesi ve
sonrast Anneksin V kiti ile erken apoptoz, geg
apoptoz ve nekroz yiizdeleri floresan mikroskop ile
degerlendirildi. MitoTracker Red 580 kiti ile de mi-
tokondriyal aktiviteleriyle dogru orantili olarak
1s1ma yapan sperm hiicreleri, az 151ma yapan ve ¢ok
151ma yapan sperm yiizdeleri degerlendirildi.

Anneksin V kiti ile boyanmig semen 6rnekle-
rinde, swim-up uygulamasi 6ncesi ve sonrasindaki
degerler karsilastirildiginda swim-up uygulama
sonrasl erken apoptozlu (p=0,0387) (Sekil 1) ve gec
apoptozlu (p=0,0027*) (Sekil 2) hiicrelerin yiizde-
lerinde istatistiksel olarak anlamli artma gozlendi.
Ancak, swim-up uygulama sonras1 nekrozlu hiic-
relerin yiizdesinde (p=0,0028"") istatistiksel olarak
anlamli azalma gozlenmistir (Sekil 3).

Anneksin V kiti ile boyanmig semen 6rnekle-
rinde erken apoptozlu, ge¢ apoptozlu ve nekrozlu
hiicrelerin floresan mikroskoptaki goriintiileri ve
degerlendirme sekli Resim 1’de goriilmektedir.

MitoTracker Red 580 kiti ile boyanmis
semen Orneklerinde, swim-up uygulamasi 6ncesi
ve sonrasindaki degerler karsilastirildiginda,
swim-up uygulama sonrasi az 1s1ma yapan hiicre-
lerin ytizdesinde (p=0,0093"**) (Sekil 4) istatistik-
sel olarak anlamli azalma gézlenmistir. Ancak
¢ok 1s1ma yapan ylizdesinde
(p=0,0185"*"*) istatistiksel olarak anlamli artma
gozlenmistir (Sekil 5).

hiicrelerin

* Annexin V ile boyanmis semen orneklerinde swim-up uygulamasi
Oncesi ve sonrasindaki geg apoptozlu hiicrelerin karsilastirilmasi ve p degeri.
Sonug: swim-up uygulama sonrasi ge¢ apoptozlu hiicrelerde istatistiksel ola-
rak anlamh artma gozlenmis.

** Annexin V ile boyanmig semen Orneklerinde swim-up uygulamas:
oncesi ve sonrasindaki nekrozlu hiicrelerin karsilastirilmas: ve p degeri.
Sonug: swim-up uygulama sonrast nekrozlu hiicrelerde istatistiksel olarak
anlaml azalma gézlenmis.

** MitoTracker Red 580 kiti ile boyanmis semen érneklerinde, swim-up uy-
gulamas: 6ncesi ve sonrasindaki az 1s1ma yapan hiicrelerin kargilastirilmas:
ve p degeri. Sonug: swim up sonras: az 1s1ma yapan hiicrelerin istatistiksel
anlamli azalma g6zlenmis.

*** MitoTracker Red 580 kiti ile boyanmis semen 6rneklerinde, swim-up uy-
gulamasi 6ncesi ve sonrasindaki ¢ok 1s1ma yapan hiicrelerin kargilastirl-
mas1 ve p degeri. Sonu¢: swim up sonrasi ¢ok i1sima yapan hiicrelerin
istatistiksel anlamli artma g6zlenmis.
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MitoTracker Red 580 kiti ile boyanmis semen
orneklerinde az 151ma yapan ve ¢ok 1sima yapan
hiicrelerin floresan mikroskoptaki goriintiileri ve
degerlendirme sekli Resim 2’de goriilmektedir.

I TARTISMA

YUT de, 6zellikle artifisyel inseminasyon isleminde
infertil erkeklerde disiik oranda olan hizli hare-
ketli sperm oranlarinin artirilmasi hedeflenmek-
tedir.
normalden daha yiiksek oranlarda serbest oksijen

Bu hastalarin seminal plazmalarinda
radikalleri bulunmakta olup, bu hastalara antioksi-
dan tedavi verilmesinin teorik olarak oksidatif ha-
sar1 azaltacag kabul edilmektedir.’

Serbest oksijen radikalleri sperm motilite, sag-
kalim ve fonksiyonlarini membran lipit, protein ve
DNA vyapisini bozarak etkilemektedir.'®!! Normal
sartlar altinda in vivo antioksidan yolaklar oksida-
tif hasara karsi yeterli korumayi saglar iken,

Erken Apoptozisli Hlicrelerin Yuzdesi
80 1

20 -

SUOEA SUSEA

SEKIL 1: Swim-up oncesi erken apoptoziu hiicrelerin (SUOEA) ve swim-up
sonrasi erken apoptozlu hiicrelerin (SUSEA) yiizdesi.

Gec¢ Apoptozisli Hiicrelerin Yiizdesi
80 -

60-
40-

20+

0-

sUlGGA

SUSGA

SEKIL 2: Swim-up 6ncesi geg apoptozlu hiicrelerin (SUOGA) ve swim-up
sonrasi ge¢ apoptozlu hlicrelerin (SUSGA) yiizdesi.
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Nekrozlu Hiicrelerin Yiizdesi

T

60 +

40+

20 1

0-

SUON SUSN

SEKIL 3: Swim-up oncesi nekrozlu hiicrelerin (SUON) ve swim-up sonrasi
nekrozlu hicrelerin (SUSN) ylizdesi.

RESIM 1: Anneksin V ile boyanmis erken apoptozlu (sari ok), ge¢ apoptozlu
(kirmizi ok) ve nekrozlu (mavi ok) hicreler.

Az Isima Yapan Hiicrelerin Yiizdesi
100+

80+

60+

40+

20+

0-

suodAl SUSAI

sEKiL 4: Swim-up 8ncesi nekrozlu hiicrelerin (SUON) ve swim-up sonrasi
nekrozlu hicrelerin (SUSN) yiizdesi.

YUT’de kullanilan medyumlara antioksidan ek-
lenmesine ragmen sperm hasarinin 6niine gegile-
memektedir.”” Programli hiicre 6limi olarak
bilinen apoptoz, sperm hiicrelerinde DNA hasar1
tarafindan artirilmaktadir.’® Apoptoz infertiliteye
yol agmaktadir.'* Infertil hasta populasyonunda
da apoptoz, kontrollere gore daha yiiksek oranda
izlenmektedir.”> Standart spermiyogram para-
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metreleri apoptoz diizeyini tam olarak yansitma-
yabilmektedir, fakat apoptoz erkek infertilitesinde
muhtemelen rol oynayan bagimsiz bir fenomen
olarak kabul edilmektedir.’

Gomez-Lopez ve ark.nin 2013 yilinda yaptig:
calismada, PST’li hiicre membraninin bozulmas: ve
DNA fragmantasyonunun tanimlanmasi déhil
olmak tizere, ejakulat icindeki spermatozoada
erken ve gec apoptotik sinyalleri tanimlanmgtir.'®
Ayni galismada, infertil erkeklerin spermatozoasinin
fertil erkeklere gore daha yiiksek oranda DNA frag-
mantasyonu ve PST igerdigini bulmuslardir.

Grunewald ve Paasch, 2013 yilinda yaptiklar:
calismada, insan sperminde mevcut sperm DNA
fragmantasyonu gibi normal olmayan PS’nin ¢ikiss;
kaspaz-3’tin aktivasyonu, mitokondriyal trans-
membran potansiyelinin bozulmas: gibi apoptoz
sinyalini aktive eden temel 6zelliklerin fertilizas-
yon basarisizlig1 iizerinde direkt etkisi olabilecegini
bildirmiglerdir."”

Cok Isima Yapan Hiicrelerin Yiizdesi
80-

60-

40-

20+

0-

suégl susgl

$EKiL 5: Swim-up éncesi ¢ok 1sima yapan hiicrelerin (SUOGI) ve swim-up
sonrasl ¢ok 1sima yapan hticrelerin (SUSCI) ylizdesi.

RESIM 2: MitoTracker Red 580 ile boyanmis mitokondriyal aktiviteyle dogru
orantili olarak, ¢ok 1sima yapan hiicre (mavi ok) ve az 1sima yapan sperm
hiicreleri (sari ok).
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Boomsma ve ark., sperm hazirhik yontemleri-
nin degerlendirildigi bir meta-analizde; gradient,
swim-up ve yikama-santrifiigasyon yontemlerin-
den herhangi birini tercih etmek i¢in yeterli ran-
domize kontrolli c¢aligma olmadigi sonucuna
varmiglardir.’® Semen parametrelerinin karsilagti-
rildig calismalarin sonuglarina gore; gradient yon-
teminin Onerilebilecegi, ancak bu konuda daha ¢ok
calismaya ihtiya¢ oldugu yorumu yapilmistir.
Ancak, swim-up yontemi kliniklerde yogun bir se-
kilde uygulanmakta ve oturmus bir teknik olarak
rutinde kullanilmaktadar.

Kotwicka ve ark., canli sperm hiicrelerinde
PST’nin en sik goriilen yerinin spermin boyun
kismi oldugunu ve boyun kisminda PST bulunan
spermlerin ilerleyici hareket etme yetenegi oldu-
gunu gostermiglerdir.’ Hem boyun kisminda hem
de akrozomal bolgede PST bulunan spermlerin iler-
leyici hareket etme yetenegini kaybettigini, boyun
kisminda PST bulunan ve ¢ekirdekte PI birikimi
bulunan spermlerin ise yavas ilerleyici hareket ye-
tenegine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Kotwicka ve ark. tarafindan yapilan ¢caligmaya
gore, mitokondriyonun oldugu bolgede PST mey-
dana gelse de spermin ilerleyici hareket etme yete-
negine sahip olmasi, ¢alismamizda buldugumuz
sonuglarla uyum gostermektedir.””

Barroso ve ark., PST’li spermatozoa hareketli-
lik parametrelerindeki azalmanin mitokondriyal
potansiyelin azalmasiyla iligkili oldugunu bildir-
miglerdir.®® PST ve hareket parametrelerinde
goriinen bu degisiklikler adenozin trifosfat seviye-
lerindeki bir azalma ile iligkili gértilmektedir. Sa-
dece boyun kisminda PST’li spermatozoanlar ileri
hareket yetenegi gostermislerdir. Bu yiizden,
PST’nin ve hareketlilik parametrelerinin azalma-
sini etkileyen mekanizmalarin dogrudan iligkili ol-
madig1 goriilmektedir. Calisgmamizda da swim-up
sonrasi ileri hareketli spermlerde erken ve geg
apoptozlu spermatozoa yiizdelerinde artis gozlen-
mesi, PST’nin ve hareketlilik mekanizmalarinin
dogrudan iligkili olmadigini desteklemektedir.

Kotwicka ve ark., PST’nin hem morfolojik ola-
rak normal hem de patolojik spermatozoada olus-
tugunu ortaya koymuslardir. Translokasyon

bolgesinin spermatozoa morfolojisine bagli oldu-
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gunu belirtmiglerdir.?! Bulgular1 ¢ogu zaman
PST’nin morfolojik olarak anormal bir hiicrenin bir
boliimiinde yer edindigine dair kanitlar saglamak-
tadir. Bas defektli spermlerde basta, kuyruk defektli
spermlerde kuyrukta yer almaktadirlar. PST'nin
hem morfolojik olarak normal hem de anormal
hiicrelerde bulunmasindan dolay1, anormal sperm-
lerin fizyolojik mekanizmayla eliminasyonuna
dahil etmeyi siipheli bulmuglardir.

Ricci ve ark., erken apoptoz siirecinde sperm
hareketliliginin degismeden kalabilecegini bildir-
mislerdir.”? Bu ¢aligmada, swim-up sonras1 erken
ve ge¢ apoptoz ylizdelerinin artmas: her iki stirecte
de hareketliligin degismeden kalabilecegini diisiin-
diirmektedir.

Infertil hastalarin testis biyopsilerinde yiiksek
oranlarda apoptoz oldugu TUNEL yontemi ve mor-
fometrik ¢aligmalarla ortaya konmustur. Yeni ya-
pilan caligmalarda ise infertil hastalarin ejakiilat
spermlerinde apoptozun tipik gostergeleri olan
DNA parcalanmasi1 (TUNEL y6ntemi) ve PST (An-
neksin V/propidium iyodiir yontemi) saptanmugtir.
Bu belirleyicileri rutin semen analizleri ile goster-
mek olas1 degildir ve bu spermler normal olarak de-
gerlendirilip, mikroenjeksiyon yontemi ile oosite
enjekte edilirse hasarli genomdan dolay1 ciddi so-
runlara yol acabilmektedir.®

Sperm hazirliginda santrifiijlii ve santrifiijsiiz
iki yontemin denendigi bir arastirmada, santri-
fiijstiz yontemde daha fazla motil spermatozoa ve
zamandan tasarruf elde edilmistir. Ayrica, sant-
rifijin olusturdugu stresin sperm canliligini et-
kiledigi belirtilmigtir.** Tekrarlayan santrifij
yontemlerinin spermatozoa hazirlamada kulla-
nilmaya devam edilmesi hélinde, stratejilerin
DNA hasarini en aza indirmeye yonelik olmasi
gerektigi 6nerilmektedir.”

Calismamizda da swim-up sonrasi ileri derece
hareketli spermatozoa erken ve geg apoptoz yiiz-
delerinin artmasinin, swim-up iglemi sirasinda yapi-
lan santrifiijiin hiicre membraninda olusturdugu
hasardan dolay1 olabilecegini diistindiirmektedir.
Ayrica, swim-up sonras1 MitoTracker Red 580 kiti
ile mitokondriyal aktivite degerlendirme sonucunda
¢ok 1s1ma yapan hiicrelerin yiizdesinde 6nemli bir
artig goriilmiistiir (Resim 2). Bu da reaktif oksijen
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tiirlerinin artmasina bagh olarak, mitokondriyon fis-
yonunun meydana geldigini ve mitokondriyonlarda
kiitle birikiminin azalmasina bagh olarak 1s1manin
azaldig1 spermatozoonlarin swim-up yontemi ile
izole edildigini diisiindiirmektedir.

[ SONUC VE ONERILER

Infertilite nedenlerinin yaklagik yaridan fazlasinin
erkek kaynakli oldugunun saptanmasindan sonra
yeni yontemlerin gelistirilmesi, sperm fonksiyon-
lar1 hakkinda bilgilerin artirilmasi geregini dogur-
mus ve erkek infertilitesinde klinik taninin 6nemi
daha da artmistir.”® Dolayisiyla hizli hareketli
sperm oranlar1 ve sperm apoptoz konusu da giin-
deme gelmistir.

Calisgmamizda, normospermli kigilerin swim-
up Oncesi ve sonrasi spermatozoa membranindaki
PS translokasyonundan kaynaklanan apoptoz ve
nekroza gitme oranlar: ve hiicrelerin mitokondri-
yal aktiviteleri arastirilmigtir. Swim-up sonrasi
erken ve ge¢ apoptoz yiizdelerinde artis, nekroz
ylizdelerinde ise 6nemli bir azalma gortilmiistiir.
Mitokondriyal aktiviteleri degerlendirildiginde,
swim-up sonrasi ¢ok 151ma yapan hiicre yiizdesinde
6nemli bir artig gorillmiistiir.

Mevcut veriler, spermatozoada PST olusumu
ya da bu siirecin biyolojik etkilerinin varligini net
olarak agiklayamamaktadir. PST, kapasitasyon ve
akrozom reaksiyonu sirasinda ya da patolojik sper-
matozoanin eliminasyonu sirasinda olusan sperma-
tozoa hiicre membranindaki degisikliklerin bir
ifadesi olarak kabul edilebilmektedir."

Sonug olarak, elde edilen bulgular 15131nda mi-
tokondriyi etkileyen mekanizmalar ile erken ve
gec apoptoz mekanizmalar: tam iligkili degildir.

Bu ¢alismanin, apoptoz ve mitokondri ile ilgili
tartigmali literatiire katk: saglamas: ve yeni bulgu-
lar elde etmek iizere, alanindaki bilgilere bir yarar
saglamasi beklenmektedir.

Finansal Kaynak

Bu ¢aligma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantis: bulunan herhangi bir ila¢ firmasindan, tibbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya tireten bir firma veya her-
hangi bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siire-
cinde, ¢alisma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebile-

cek maddi ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamuistir.

Cikar Catigmasi

Bu ¢aligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢ikar catismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iliskisi, danismanlik, bilirkisilik, her-
hangi bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer du-

rumlar1 yoktur.
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