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OZET

Bu ¢aligmada bir fosfodiesteraz inhibitrii olan pentoksifilin ile antioksidan bir ajap olan indirgenmis glutatyo-
nun sperm fonksiyon testleri, canliligi ve motilitesi izerine etkilerini kiyasladik.

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezinde in-vitro fertilizasyon programna alinan 30 infertil gift calis-
maya alinmistir, Sperm yikama islemi i¢in alinan her semen drnegi iige ayrilmig ve sirayla glutatyon (10 pmol), pen-
toksifilin (1 mg/mL) ve glutatyon + pentoksifilin ¢10 pmol + 1 mg/mL) ile inkiibe edilmislerdir. Sperm yikama igle-
mi dincesi ve sonrasi, hipo-ozmotik sigme testi, akrozom reaksiyon testi (AR test), sperm-insan 0osit penetrasyon
testi (SIOP) sonuclar: ve sperm motiliteleri kiyaslanmigtir.

Glutatyon, pentoksifilin ve pentoksifilin + glutatyon kombinasyonu ile inkiibasyon tncesi ve sonrasi motilite,
canlilik, AR test pozitiflikleri kiyaslandiginda hepsinde de inkiibasyon dncesine gére istatistiksel olarak anlamli artig
bulunmustur. Bu artiglarin glutatyon + pentoksifilin kombinasyonu ile daha belirgin olduklar: g8riilmistiir. sioP'u
sperm stimiilasyonu éncesi negatif olan 12 hastadan dérdiinde glutatyon + pentoksifilin kombinasyonu ile test pozi-
tif hale gelmistir. Diger gruplarda ise sadece birer tane SIOP test pozitif hale gelmistir.

Bizim calismamiz sperm stimiilasyonunda glutatyon ile pentoksifilin'in kombine kullanimin, sperm motilite ve
fonksiyonlarini, her bir ajanin tek tek kullanimimdan daha etkin bigimde artirdigin géstermistir. Dolayisiyla, yar-
dimer iireme tekniklerinde, spermin motilitesinin arttrilmasinda ve kapasitizasyonun desteklenmesinde pentoksifilin
ile glutatyonun birlikte kullamlabilecegini diisinmekteyiz.

ABSTRACT

To compare the effects of reduced glutathione which is an antioxidant and pentoxyfiline which is a phosphodi-
esterase inhibitor on sperm functional tests, vitality and motility.

‘30 infertile couple who attended to Cerrahpaga Medical Faculty, In-Vitro Fertilization Center were included in
this study. Every semen sample taken for sperm washing process were divided into three and incubated with glutat-
hione (10 umol), pentoxyfilline (1 mg/ml) and glutathione + pentoxyfilline (10 pmol + 1 mg/ml) respectively. Befo-
re and aller the sperm washing process, hypoosmotic swelling test, acrosome reaction test (AR test), sperm-human
occyte penetration test (SHOP) results and motility were compared.

There was an increase and the difference was statistically significant, when motility, vitality and AR test re-
sults were compared before and after the incubation with glutathione, pentoxyfilline and glutathione + pentoxyfilli-
ne. The increase was more obvious with glutathione + pentoxyfilline combination. Four of twelve patients with ne-
gative SHOP test became positive after incubation jith glutathione + pentoxyfilline, while only one SHOP test beca-
me positive in each other groups.

This study revealed that stimulation of sperm with glutathione + pentoxyfilline combination has increased
sperm motility and improved sperm function test results betler than glutathione and pentoxyfiline alone. Therefore,
we think that it may be helpful to use glutathione + pentoxyfilline combination to increase sperm motility and sup-
port capacitization during assisted reproductive techniques.
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GIRIS

Feriilizasyon i¢in spermatozoanin bir seri
fizyolojik olaylardan gegmesi gerekmektedir.
Yardimer tireme tekniklerinde, sperm motilite-
sinde artig, spermatozoa'nin oosit'e ulagsma ve
birlesmesi ve akrozom reaksiyonunun baglatil-
masi gibi fizyolojik olaylarin uyarilmasi igin bir-
cok madde ile sperm stimiilasyonu degisik calig-
malarda denenmistir.

Metil ksantin tiirevi olan pentoksifilin, bir
foslodiesteraz inhibitoridir ve hicre ici siklik 3/,
5'-adenozin monofosfat (cAMP) seviyelerini art-
tirarak spermin flagellar hareketini uyardigy, hi-
peraktif hale getirdigi bildirilmistir.!> 2 3 Yar-
dimer iireme tekniklerinde sperm hazirlamada
pentoksifilin stimulasyonu yapilmasinn ozellikle
crkek faktori olan infertilitede ovum fertilizas-
yon sansint arttirdigi bilinmektedir. 2 4

Reaktif oksijen radikallerinin (ROS) sperm
fonksiyon fizyopatolojisinde roli oldugu son yil-
larda belirtilmektedir.5 8 Semende ROS iiretimi-
nin motiliteyi dustirdiigll, sperm-oosit penetras-
yon kapasitesini azaltugi ve infertilite sebebi ola-
bilecegi bildirilmistir.”- % 10 Cesitli ilaglarm ali-
my, solunum ve radyasyon, normalde de belirli
bir oranda olugan reaktil oksijen radikallerini art-
tirmaktadir. Glutatyonun ise ROS't yok etmekte
tnemli rolii vardir.!! Glutatyon'un sperm kroma-
tin yapisina olumsuz etkisinin bulunmadig,
sperm motilitesinin diisiistinii énledigi ve akro-
zom reaksivonunda ise etkili oldugu bildirilmis-
tir L 12

Bu calismamizin amact yardimer lreme tek-
niklerinde sperm stimiilasyonu i¢in kullamlan ve
bir fosfodiesteraz inhibitdri olan pentoksifilin ile
antioksidan bir ajan olan indirgenmis glutatyo-
nun sperm fonksivonlart (Sperm insan oosit pe-
netrasyonu, akrozom reaksiyonu), canlihig ve
motilitesi tizerine etkilerini kiyaslamaktur.

YONTEM VE GEREC

Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Mer-
kezine bagvuran 30 infertil hasta ¢aligmaya alin-
mustir. Hastalarin ortalama yagi 27.2 (22-38), in-
fertilite stresi ise ortalama 38 ay (20-76) idi.
Hastalann eslerinin jinekolojik muayene bulgula-
rinda bir patoloji saptanmanustir.

Glutatyon doz secimi:

Inkubasyon igin glutatyon dozunun secimi
amactyla bir 6n ¢aligma yapilmistir. Bu 6n calig-
mada 15 hastadan alinan semen Ornekleri degisen
dozlarda, sirasiyla 5, 10 ve 50 pmol glutatyon ile
inkiibe edilmigtir. 5, 10 ve pmol glutatyon dozla-
r1 ile stimulasyon 6ncesi ve sonrast sperm motili-
tesinde artig, akrozom reaksiyonunda artig ve hi-
po-ozmotik sisme testinde pozitiflikteki artis, is-
tatistiksel olarak anlamli bulunmusgtur (swrasiyla
p<0.001, p<0.0001 ve p<0.001). Bu sonuglara
gore, 10 nmol glutatyon ile inkubasyonda 5 ve
10 pmol glutatyon ile inkubasyona gore daha iyi
sonuglar elde edildiginden, ¢alismamizda sperm
stimulasyoinu i¢in 10 pmol glutatyon kullaml-
muistir.

Pentoksifilin dozu ise 3.6 mM/L (1 mg/ml)
olarak secilmigtir. 30 hastadan alinan semen &r-
nekleri swim-up sonrasi ii¢ boliime ayrlmis ve
her biri 10 pmol glutatyon, 3.6 mM/L pentoksifi-
lin ve 10 pmol glutatyon+3.6mM/L pentoksifilin
kombinasyonu ile %95 O, + %5CO, atmosferde,
37°C de 60 dakika inkiibe edilmistir. Inkubasyon
dncesi ve sonras! sperm motilitesi, hipo-osmotik
sisme (HOS) testi, akrozom reaksiyon (AR) testi
ve sperm-insan oosit penetrasyon (SIOP) test so-
nuclar kiyaslanmigtir.

HOS test degerlendirmesi:

Her bir érnek 1/5 hipo-osmotik mediumda
(150 mosm. NaCitrate/fruktoz) bir saat inkiibe
edilmis ve spermin sismesi izlenmistir.

Akrozom reaksiyon testi

degerlew. irmesi:

Ornekler C-ionophore A 231 187 (Sigma)
ile ii¢ saat inkiibe edilerek akrozom reaksiyonu
uyarilmistir. Reaksiyon pozitif olan spermlerin
yiizdesi inkiibasyon oncesi ve sonrasi ile kiyas-
lanmagtir,

Sperm-insan oosit penetrasyon

test degerlendirmesi:

Sperm penetrasyon testi igin tgiinct giinde
kullanilmamug insan oositleri kullanilmugtir, In-
kiibasyon &ncesi ve sonrasi zona pellusida penet-
rasyonunun olmast pozitif olarak degerlendiril-
mistir.

147




KALFAZADE, N., ALICL, B., IREZ, T., 0ZKARA, H., KARAMAN, ., YENCILEK, F., ERGENEKON, E.

Motilite degerlendirilmesi:

1992 WHO kriterlerine gore yapilmigtir,
Her drnelcte grade 1 ve 2 motiliteler de@erlendiri-
lerek kiyaslanmugtir.

Istatistiksel analiz:

Tiim degerler icin ortalama ve standart sap-
malar hesaplanmistir. Glutatyonun etkin dozunun
bulunmas: ve pentoksililin ile glutatyonun etkile-
rinin kiyaslanmasinda t-test kullanmilmistr. SIOP
testinde, 6rnek azlig1 nedent ile, sadece penetras-
yon sayilan bildirilmistir.

BULGULAR

Caligmamizda inkiibasyon dncesi ve sonrast
motiliteler kiyaslandiginda, glutatyon ve pentok-
sifilin’in tek baglarina motiliteyi anlamli bigimde
arttirdiklari (sirayla p<0.003 ve p<0.001) goriil-
mistiir. Glutatyon+pentoksifilin kombine kulla-
nildiginda ise moiilitedeki artig daha da belirgin
bulunmustur (p<0.0001) (Sekil 1).

MOTILITE

OnNe: G

Sekil 1. Motilitenin, GSH, pentoksifilin ve
GSH + pentoksifilin ile inkiibasyon dncesi ve sonrasinda
karsilastirllmasi. Degerler ortalama degerlerdir. Biitiin
p deferleri inkiibasyon éncesi ve sonrasina ait sonuglardar.
(GSH: Glutatyon)

Akrozom reaksiyon test sonuclar kiyaslan-
dinda da, kombinasyon ile stimiilasyonun AR
test pozitifligini arttrics etkisinin, glutatyon veya
pentoksifilinin tek baglaria kullammindan daha
belirgin oldugu gérilmiistiir (sirasiyla p<0.0001,
p<0.001 ve p<0.001) (Sekil 2).
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Sekil 2. AR testinin, GSH, pentoksifilin ve
GSH + pentoksifilin ile inkiibasyon dncesi ve sonrasinda
kargilagtimimasi. Degerler ortalama degerlerdir, Biitlin
p degerleri inkiibasyon dncesi ve sonrasi sonuglardar,

Hipo-ozmotik sisme testinde pozitifligin ar-
tist kiyaslandiginda, glutatyon ve pentoksifilin'in
yine anlamli bigimde pozitifligi artitirdig1 (sira-
styla p<0.001 ve p<0.013), ancak glutatyon +
pentoksifilin kombinasyon ile bu artisin istatis-
tiksel olarak daha anlaml oldugu (p<0.0001) go-
riilmiigtiir (Sekil 3).
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Sekil 3. HOS tesunin, GSH. pentoksifilin ve

GSH+pentoksifilin ile inkiibasyon &ncesi ve sonrasinda
kargilagunlmast. Degerler ortalama degerlerdir, Biitiin
p degerleri inkiibasyon éncest ve sonrasinin sonuglaridar,

Glutatyon + pentoksifilin ile inkiibasyon 6n-
cesi SIOP testi negatif olan 12 hastadan 4'ti inkii-
basyon sonras1 pozitif hale gelmistir. Tek basmna
glutatyon veya pentoksifilin ile inkiibasyon son-
rast ise, 12 hastadan sadece birer tanesi pozitif
hale gelmistir. (Sekil 4).
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SHOP. testinin, GSH, pentoksifilin ve GSH + pentoksifilin ile inkiibasyon

Sekil 4. S.1.0O.P. testinin, GSH, pentoksifilin ve
GSH + pentoksifilin ile inkiibasyon Gncesi ve sonrasinda
kargilagtirimast.

TARTISMA

Pentoksifilin, diger metilksantin tiirevleri
gibi, bir fosfodiesteraz inhibitoriidiir ve hiicre igi
CAMP yikimim azaltarak dolayli olarak cAMP
ctkinligini arturirlar.!3: 14 Kapasitizasyon sirasin-
da, bir devrede, hiicre icin cAMP seviyesinin
yukseldigi ve cAMP'nin sperm motilitesini arttir-
dig1 birgok calismada gosterilmistir. !> 17 Pentok-
sifilin'in akrozom reaksiyonunu iyilestirdigi ve
zona-free hamster oositlerine sperm penetrasyon
yetenegini arturdigs bildirilmektedir.!8: 19 Bizim
bulgularimiz da motilite, AR testi sonuclan ve
SIOP testi sonuglart bakimuindan literatiir ile
uyumludur.

Pentoksifilin'in sperm motilitesini arttirma-
sina iligskin literatiirdeki farkli sonuclarin farkh
dozlarda ve siirede pentoksifilin kullanimina
bagli olabilecegi bildirilmistir. 20 Biz genel olarak
sperm motilitesini maksimum diizeyde arttirdigi
diisiiniilen ve rutin olarak kullamilan 3.6 mM/L
51 mg/ml) pentoksifilin dozunu ¢alismamizda
kullandik.

Onemli miktarlarda glutatyonun memeli se-
minal plazmasinda mevcut oldugu bildirilmekte-
dir.2!> 22 Glutatyon ayni1 zamanda hiicre zarmni
gegebilmekte ve hiicre i¢i konsantrasyonlarinda
artiga sebep olabilmektedir.?3 Oral glutatyon ali-
minin strese bagh gastrit olusumunu azaltttigr da
bildirilmigtir.?* Bizim ¢alismamizda glutatyonun
tek bagina ve pentonsifilin ile kombine kullanim
ile sperm motilitesini, akrozom reaksiyonunu ve
HOS test pozitifligini istatistiksel olarak anlamli

bigimde arttirdig1 gozlemlenmistir. Sperm fonk-
siyon ve motilitesindeki bu iyilesmenin pentok-
sifilin'in glutatyon ile kombine kullamminda da-
ha belirgin oldugu géze ¢arpmaktadir.

Glutatyonun serbest radikalleri yok ettigi ve
reaktif oksijen radikallerinde azalmaya yol agti-
gina dair bulgular mevcuttur.!!, 12 Glutatyon he-
men tiim hiicrelerde cogunlukla yiiksek oranlarda
bulunmakta ve bir cesit redoks tampon olarak
gorev gormektedir. 24 Muhtemel etkisini protein-
lerin sulfhidril gruplanim indirgenmis halde ve
heme demirini ferréz (Fe*2) durumunda tutarak
gosterdigi diistiniilmektedir.2* Bizim caligma-
mizda glutatyonun sperm motilitesini arttirmasi
ve sperm fonksiyonlarini olumlu etkilemesi onun
antioksidan &zelliklerine bagh olabilir.

Glutatyonun stimiilasyon igin kullamlacak
ctkin dozunun seg¢imi i¢in yapilan én galismada,
yiiksek glutatyon dozlarinin sperm motilitesi ve
fonksiyonlanini yeterince arttirmadig1 goriilmiis-
tiir. Pentoksifilin igin yapilan bir etkinlik galig-
masinda, doz-etki iligkisini gésteren semada opti-
mum pentoksifilin dozunun agilmas: halinde sti-
miilasyon etkisinin artmak veya sabit kalmak ye-
rine diigligi gozlemlenmigtir.2> Benzer sekilde,
pentoksifilin igin yapilan etkinlik ¢aligmalarinda
oldugu gibi, glutatyonun da etkin oldugu opti-
mum bir dozun varlif diisiiniilebilir. Bizim ca-
lLismamizda bu doz 10 pmol olarak bulunmustur,

Sonug olarak, degisik mekanizmalarla da ol-
sa, gerek antioksidan olan glutatyon, gerekse fos-
fodiesteraz inhibitorii olan pentoksifilin sperm
motilitesini arttirmig ve sperm fonksiyonlarim
olumlu etkilemigtir. Bizim ¢aligmamiz glutatyon
ile pentoksifilin'in kombine kullaniminin, sperm
motilite ve fonksiyonlarini her bir ajanin tek tek
kullanimindan daha etkin bigimde arttirdigim
gostermigtir. Dolayisiyla, yardimei iireme teknik-
lerinde kullanilacak spermin motilitesinin arttiril-
masinda ve kapasitizasyonun desteklenmesinde
pentoksifilin ile glutatyonun birlikte kullanilabi-
lecegini diigtinmekteyiz,
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