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OZET

infertil Erkeklerdeki Sperm DNA Hasarinin COMET ASSAY ile Tayini

infertilite, dogum kontrol yéntemi uygulamayan ciftlerde 1 yillik
surede gebeligin gergceklesmemesidir. Erkek infertilitesi, infertil giftlerin %
10-30°’unda tek neden, % 15-30’unda ise kadindaki probleme ek olarak
karsimiza c¢ikmakta, dolayisi ile vakalarin yaklagsik % 50’sinde
gorulmektedir.

Glunuimuzde erkek bireyin degerlendirilmesinde rutin olarak,
spermiyogram analizi kullaniimaktadir. Bu analiz sayesinde erkek
infertilitesinin yaklasik % 40-60’iInda altta yatan etken ortaya
konulabilmekteyken yaklasik % 50’lik bir kisminda sorunun ana kaynagi
tam olarak anlasilamamakta ve idiyopatik infertilite olarak
siniflandiriimaktadir. Bu hasta grubu igin de taniyi koydurtabilecek ve
tedaviye yon verecek yeni testlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu anlamda son
yillarda en ¢gok “Sperm DNA Hasari” uzerinde durulmaktadir.

Bu calismada, infertil erkeklerdeki DNA hasarinin basit, ucuz,
duyarl ve guvenilir bir yontem olan COMET ASSAY ile tespit edilmesi
planlanmistir. Bu amagla 20 normospermik, 20 oligospermik, 20
astenospermik ve 20 teratospermik olgunun sperm DNA hasari
hesaplanmig, sperm parametreleri ile DNA hasari arasindaki iligki
degerlendirilmigtir. Ayrica %85’i kisa kuyruklu olan ve %100 bas
anomalisine sahip bir olgunun da mikroenjeksiyonu gercgeklestirilmistir.
Mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon, klivaj ve gebelik durumu takip
edilerek DNA hasari ile iligkisi de incelenmistir.

incelemeler sonucunda, normospermik grupta ortalama % saglam
DNA degeri 92,49 £ 7,92, teratospermik grupta 64,32 £ 32,08, oligospermik
grupta 52,32 + 26,59, astenospermik grupta ise 47,09 + 35,48 olarak
saptanmis olup normospermik gruptaki saglam DNA oraninin (%) diger
gruplardan anlamh derecede (p<0,001) daha bliyuk oldugu saptanmistir.
Ayrica DNA hasarinin proniikleus olusumunu engellemedigi ancak,
embriyo kalitesini azalttigi ve gebeligi negatif yonde etkiledigi dikkat
cekmistir.

Anahtar Sozciikler: COMET ASSAY, infertilite, Sperm DNA hasari,
Sperm DNA yapisi.
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ABSTRACT

The COMET ASSAY-assisted Determination of Sperm DNA Damage in
Infertile Males

Infertility is the condition when pregnancy is not achieved within a
one-year period in couples who do not use any contraceptive method.
Male infertility is the only reason in 10-30% of the infertile couples, and in
15-30% of the couples it goes together with a problem in the female so it
is found in about 50% of cases.

Today, spermiogram analysis is used routinely in the evaluation of
the male individual. Thanks to this analysis, the underlying reason in
about 40-60% of the male infertility can be found out but the main reason
of the problem cannot be fully understood in 50% and it is classified as
idiopathic infertility. For those patients, new tests are required to make a
diagnosis and to guide the treatment. In this context, most emphasis has
been put on “Sperm DNA Damage” in recent years.

In this study, it was planned to determine the DNA damage in the
infertile males with COMET ASSAY, a method which is simple, cheap,
sensitive and reliable. For this purpose, the sperm DNA damage of 20
normospermic, 20 oligospermic, 20 asthenospermic and 20 teratospermic
cases was calculated and the relationship between sperm parameters and
DNA damage was assessed. Also, the microinjection of a case with 85%
short-tailed and 100% head anomaly was performed. Following the
microinjection, fertilization, cleavage and pregnancy were monitored and
its relation to DNA damage was also studied.

As a result of the examinations, the mean % value of undamaged
DNA was 92.49 * 7.92 in the normospermic group, 64.32 * 32.08 in the
teratospermic group, 52.32 £ 26.59 in the oligospermic group and 47.09 %
35.48 in the asthenospermic group and it was observed that % value of
undamaged DNA in normospermic group was significantly (p<0,001)
greater than the others. Also, it was pointed out that DNA damage did not
prevent the pronucleus formation but it diminished the embryo quality
and affected pregnancy negatively.

Key words: COMET ASSAY, Infertility, Sperm DNA damage, Sperm
DNA structure.
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GiRiS VE AMAG

infertilite, dogum kontrol ydéntemi uygulamayan ciftlerde 1 yillik siirede
gestasyonun gerceklesmemesidir. infertil vakalarin yaklasik %50’si erkek
kokenli bir probleme baghdir. Bu hastalarin degerlendiriimesinde bakilan
standart seminal faktorlerin (sperm sayisi, morfolojisi, motilitesi, pH’si,
antisperm antikoru vb) prediktif etkinli§i sinirlidir. Diger yandan, erkek
genomundaki anormallik fertilizasyon sonrasi kotlu kalitede embriyo gelisiminin
onemli bir nedeni olarak goérilmektedir. Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) islemi sirasinda spermin sadece motilite ve temel morfolojisine bakilip,
dogal seleksiyon sistemleri by-pass edildiginden, neticede hasarli genomun
nakli yapilmis olabilir ¢,

Sperm DNA butunlGglinin korunmus olmasi; basarili bir gebelik ve
genetik materyalin sonraki kusaklara tasinmasi agisindan bluyuk 6nem tasir.
Birgcok calisma; uremeye yardimci tekniklerin kullaniminin ardindan tekrarlayan
basarisizliklarda erkek faktérinin 6énemini ortaya koymustur. Sperm kromatin
yapisi ve DNA butunlagu fertilizasyonda da 6nemli bir parametredir. Bugune
kadar yapiimis olan ¢alismalarda infertil erkeklerdeki sperm kromatin defektinin
ve DNA kiriklarinin fertil hastalara gére daha yiiksek oldugu gosterilmistir ©¢*2).

DNA hasari ortaya cikaran nedenler apoptoz ya da spermatozoalardan
kaynaklanan reaktif oksijen tirleri (ROT) gibi internal faktérler olabilecedi gibi,
radyasyon, kemoterapi ya da ejakulattaki I6kositler gibi dis faktorler de olabilir.
Gergekten de pek ¢ok galismada sperm motilitesi ve morfolojisi ile ejakulattaki
DNA hasarli spermatozoa sayisi arasinda dogrudan iligki kurulmustur. Eldeki
kanitlar DNA hasarlarinin onarilmasinin ya da en azindan onlenmesinin, dogal
yolla gebelik sansi kadar ICSI basarisini da anlamli derecede artiracagi
kanisini vermektedir*#>1.

Fertilizasyon mekanizmasinda rol oynayan faktorler hakkinda bilgilerimiz
artmasina ragmen, hala fertil yastaki her 6 ciftten biri cocuk sahibi olamamaktan
yakinmaktadir. Bunlarin yarisinda erkegdi de ilgilendiren bir sorun bulunmakla
birlikte, erkeklerin % 50’sinde sorunun nedeni bulunamamakta ve idiyopatik

olarak siniflandiriimaktadir. Oysa bu olgularin blyik kisminin ejakulatlarinda



|Okositospermi  gorulir. Asemptomatik Urogenital enfeksiyon sikligindaki
duguklik gbz onune alindiginda, lokositlerin ya da urunlerinin, yani ROT'nin,
erkegin fertilizasyon potansiyeli Gzerine etkileri 5Gnem kazanmaktadir. Spermde
DNA hasarlarinin hangi nedenlere bagli olarak ortaya ¢iktigi konusu tam olarak
izah edilmis dedgildir. Degisik calismalarda inflamasyon, apoptoz, sigara ve
oksidanlarin spermde kromatinin kondanse hale gec¢mesini engelledikleri
gOsterilmistir. Kromatinde yeterli kondenzasyon gelismez ise sperm DNA'sI kirik
gelisimine daha hassas hale gelmektedir. DNA hasari gegiren sperm sonugta 1)
tamir olabilir; 2) tamir kapasitesini agsmig ise hasarli olarak ¢ogalmasina devam
edebilir, 3) spermatogenez bir seviyede duraklayabilir (maturasyon
duraklamasi); ya da 4) hiicre olir****7.

DNA butanluga korunmamis bir sperm ile oositin dollenebilecegdi, hatta
gebelik olusabilecedi; ama gebeligin devaminin gerceklesme olasiliginin gok
diguk oldugu unutulmamalidir. Ayrica yardimla Ureme teknikleri ile dogan
cocuklarda, kromozom anomalisi ve malformasyon oranlarinin normale goére
arttigr da bilinmektedir. Bu artista onemli Olgude spermle tasinan genetik
anomalilerin etkisi vardir. Yardimla dreme teknikleri ile fertilizasyon ve canli
dogum oranlarinin artmasi ve dogan c¢ocuklarda kromozomal anomali ve
malformasyon oranlarinin azalmasi igin intrauterin inseminasyon (IUl), in vitro
fertilizasyon (IVF) veya intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
uygulanmadan énce DNA hasarinin varli§i mutlaka arastiriimalidir8192,

Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayi; erkek infertilitesi tani ve
tedavisinde sperm DNA hasarinin olup olmadiginin degerlendiriimesi ayri bir
onem tasir. GUnimuzde sperm DNA’sinin batinligund incelemede yaygin
olarak; 1) DNA'nin asit denaturasyonuna duyarhligini élgen Sperm Kromatin
Struktlr Analizi (SCSA); 2) sperm DNA’sinin tek veya iki iplikcigindeki hasari
enzimatik olarak olgebilen Terminal Deoksinukleotidil Transferaz Aracili “Nick-
end Labelling” (TUNEL) Assay; 3) COMET Analizi kullaniimaktadr®*>16:17:18:20

Bu calismada, infertil erkeklerdeki DNA hasarinin basit, ucuz, duyarl ve
guvenilir bir ydontem olan COMET ASSAY ile tespit edilmesi planlanmistir. Bu

amacgla 20 normospermik, 20 oligospermik, 20 astenospermik ve 20



teratospermik olgunun sperm DNA hasari hesaplanmig, sperm parametreleri ile
DNA hasari arasindaki iligki degerlendirilmigstir.

Ayrica fertilizasyon, klivaj, blastosist gelisimi ve implantasyon gibi henlz
tam olarak anlasilamamis konulara da isik tutacagi dusunulerek %85’i kisa
kuyruklu olan ve %100 bas anomalisine sahip olan oligoastenoteratospermik bir
vakanin mikroenjeksiyonu gergeklestiriimis olup ayni zamanda sperm DNA
hasari da COMET ASSAY ile hesaplanmistir. Mikroenjeksiyon sonrasi
fertilizasyon, klivaj ve gebelik durumu takip edilerek DNA hasari ile iligkisi

incelenmisgtir.



2. GENEL BILGI

2.1. infertilitenin Tanimi

Duzenli bir cinsel yasama ragmen (haftada iki kez) higbir korunma
yontemi uygulanmaksizin bir yil iginde gebelik olusmamasina infertilite denir.
Erkek infertilitesi, infertil ciftlerin % 10-30’'unda tek neden, % 15-30’unda ise
kadindaki probleme ek olarak kargimiza c¢ikmakta, dolayisi ile vakalarin
yaklasik %50’sinde gorilmektedir® %,

Erkek infertilitesinin yaklasik % 40-60’inda altta yatan neden bilinse de
bircogunda etken ortaya konulamamakta ve idiopatik infertilite olarak kabul
edilmektedir®.

2.2. Erkek infertilitesinin Baslica Nedenleri

2.2.1. Hormonal Bozukluklar
e Primer testikller yetmezlik (hipergonadotropik hipogonadizm),
e Hipogonadotropik hipogonadizm ( Kallman sendromu),
e Hiperprolaktinemi,
e Androjen rezistansi,
e Hipotiroidizm,
e Konjenital adrenal hiperplazi,
e izole LH eksikligi,
e izole FSH eksikligi,

o Ostrojen fazlalig .

2.2.2. Genetik Bozukluklar
e Y kromozom mikrodelesyonlari,
e Testis fonksiyonlarini bozan kromozom anomalileri (Klinefelter
sendromu),
e Konjenital vaz deferens agenezisine neden olan Kistik Fibrozis gen
mutasyonlari,

e Sperm fonksiyonlarini direk olarak etkileyen genetik sendromlar :



2.2.3.

2.3.

Primer silier diskinezi,
Myotonik distrofi ve Noonan sendromu,

Orak hiicre anemisi 2.

Cesitli Metabolik Hastaliklar
Testislere travma,

Omurilik zedelenmesi,

Bobrek yetmezIigi,

Karaciger hastaligi,
immiinolojik hastaliklar,

Enfeksiyonlar 2.

Gonadotoksinler

llaclar, insektisitler,

Radyasyon, manyetik alanlar,

Alkol, sigara ve uyusturucu maddeler,
Gida katki maddeleri .

Anormal Spermatogenez
Kriptoorsitizm (inmemis testis),
Varikosel,

Sperm kanallarinda tikaniklik,

Sperm motilite ve fonksiyon bozuklugu,
Sperm morfoloji defekti,

Maturasyon defekti 2.

Erkek infertilitesinde Kullanilan Testler
Semen analizi (Spermiyogram),

Anti sperm antikor testleri (ASA),

Sperm Fonksiyon testleri,

* Sperm otoantikorlari,



* Postkoital test,
* Hipo-ozmolar sisme testi (HOS),
* Hemizona baglanma testi (HZA),
* Sperm penetrasyon testi (SPA),
e Sperm kromatin testleri,
* Anilin mavisi testi,
* Sperm kromatin striktir assay (SCSA),
* Terminal Deoksinukleotidil Transferaz Aracili “Nick-end Labelling”
( TUNEL) Assay
* Sperm kromatin dispersiyon (SCD) testi,
* AKridin oranj (AO) boyama teknigi,
* Tek hiicre jel elektroforezi (COMET) 182124,

2.3.1. Semen Analizi (Spermiyogram)

Normal kosullar altinda semen (meni) hipotalamo-pituiter testikuler aks
dahilinde testislerin islevi ve posttestikiler bogaltma kanallariyla aksesuar
bezlerin salgilarindan olugan bir son trindur.

Klinikk anlamda semenin dogru dedgerlendiriimesi tum androlojik
yaklagimlarla birlikte erkek faktorunun tanimlanmasini  saglayacaktir.
infertilitede erkek faktdriiniin kesinlik kazanabilmesi icin: 6ykii, genel fizik
muayene, semen analizi ve hormonal tetkikler sirayla yapilmali ve gereginde
testis biyopsisi, biyokimyasal ve fonksiyonel testlerle desteklenmelidir.

Semen analizi, standardize edilmesi oldukg¢a gug¢ bir tetkiktir. CUnku
kisiden kisiye oldugu kadar, ayni kiside bile cinsel perhiz suresi, 1si farklilgi,
gunadn farkli saatleri, mevsimler, semen 6rneginin verildigi yer, calisma kosullari
ve emosyonel duruma gore farkhlik gdsterebilir. Sayilan nedenlerden dolayi
oldukga degisik sonuglar verebilen semen analizi ayni kiside 3-4 hafta arayla iki
kez yapilmali ve cesitli parametreler arasindaki farkhlik %20 den fazla ise

liclincii kez yinelenmelidir®®.



2.3.1.1. Semenin Toplanmasi

Semen ornegdi agzi genis, kapagdi kilitli, steril ve polistirenden yapilmis bir
kaba alinmalidir. Semen toplama kaplarinin plastik yapisi daha &énceden
kimyasal ve biyolojik testlerle arastiriimis olmaldir. Bu testler 6zellikle semen
parametreleri Uzerinde etkili olabilecek maddelerin arastirimasi amaciyla
yapilmalidir. Polistiren kaplar igcinde oda sicakliginda uzun sure bekletilen
semenin farkli parametreleri incelenmis ve plastik maddenin neden oldugu bir
degisiklik saptanmamistir®®.

Semen Orneginin toplanmasinda en guvenilir ve kabul edilir yol
masturbasyondur. Cunku ejakulatin tamami yalnizca masturbasyonla
toplanabilmektedir. Eger psikolojik nedenler veya inanglardan dolayi
masturbasyon vyapilamiyor ise 0Ozel olarak dizayn edilmis prezervatifler
kullanilabilir. Dogum kontrol amaci ile kullanilan prezervatifler antispermatik
etkiye sahip oldugundan tercih edilmemelidir. Geri ¢cekme-bosalma (Coitus
interrupts) tekniginin ejekulatin toplanmasindaki guvenirligi azdir. Sperm
hicreleri ejekulat icinde uniform dagiimadidi icin numune kaybi yanhs sonug
verebilir®®.

Semen Ornegdi mumkin oldugunca merkezde, hastalar i¢in hazirlanan
O0zel odada verilmelidir. Semen 6rnegini laboratuvarda veremeyen kisi evinden
getirebilir. Semenin disaridan getiriimesi halinde en fazla 45 dakikada, vicut
sicakhginda muhafaza edilerek laboratuvara iletiimelidir. Zaman spermlerin
motilitesinde dususe neden olurken, karsilasilabilecek sicaklik farklihdr da bu
etkiyi arttiracaktir®2°.

Semen oOrnegi vermek Uzere gelen Kkisinin cinsel perhiz suresi de
onemlidir. Cinsel perhiz suresi infertilite problemi olmayan bireylerde sadece
sayisal oOzellikleri etkileyen bir parametredir. Sperm sayisi ile cinsel perhiz
suresi arasindaki dogru oranti birgok kez gdsterilmistir. Semen analizi
sonuglarini standardize edebilmek icin kigilerden 3-5 gunlik cinsel perhizle
gelerek ornek vermeleri istenmelidir. 2-7 gun arasindaki cinsel perhiz suresi
yeterli gorulirse de kisa sureli cinsel perhizde menideki sperm sayisi az, uzun
sureli cinsel perhizde de sperm sayisi yeterli olsa bile motilitenin dustk oldugu

gbzlenmistir. Yapilan yapisal arastirmalarda, uzun sureli cinsel perhizin



spermlerin akrozin iceriginde de azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Sperm
motilitesi, uzayan cinsel perhiz siresinden en ¢ok etkilenecek parametre gibi
goérinmesine ragmen; 5 gunluk cinsel perhiz suresince onemli bir degisiklik
gOstermedigi saptanmistir. Saglikli bireylerde 2 yillik sireg¢ icinde farkl cinsel
perhizlerden sonra alinan semen orneklerinde sperm sayisi 5-170 milyon/mL
arasinda degismektedir. Dolayisiyla onerilen cinsel perhiz suresine
uyuldugunda dikkatli bir gekilde vyapilan semen analizi testislerin
spermatogenetik ve steroidogenetik aktivitesiyle aksesuvar bezlerin g¢alismasi

hakkinda saglikli bilgi sahibi olunmasini saglayacaktir®2®,

2.3.1.2. Semenin Makroskobik incelenmesi

Erkek fertilizasyon potansiyelinin arastiriimasinda ilk basamagi olusturan
spermiyogram analizinde Dinya Saghk Orgiti (WHO, 1992) tarafindan
belirlenen kriterler esas alinmaktadir. Semen analizi makroskobik ve
mikroskobik incelemelerden olusur?.

Makroskobik incelemede semen, likefaksiyon, gorinim, volim ve pH

ozellikleri yoniinden degerlendirilmektedir?.

2.3.1.2.1. Koagiilasyon ve Likefaksiyon

Ejakulasyondan 5 ila 40 dakika sonra semen once koagule daha sonra
likefiye olur. Bu olayin fizyolojik fonksiyonu tam olarak anlasilamamakla birlikte
kan koagulasyonundan farkli mekanizma ile gergeklestigi bilinmektedir.
Koagulasyondan vezikula seminalisten salinan enzimler, likefaksiyondan ise
prostat ve covper bezinin sekresyonundaki proteolitik enzimler sorumludur.
Seminal plazma icinde prostatik kokenli likefaksiyondan sorumlu proteolitik
enzimler, plazminojen faktorleri ve prostat spesifik antijen (PSA) dir. Seminal
plazma igindeki diger proteolitik enzimler pepsinojen, lizozim, alfa-amilaz ve
hyalUrinidaz’dir. Ayrica bu proteolitik aktiviteyi inhibe edici faktor olarak alfa-

antitripsin ve alfa-antikimotripsin bulunmaktadir?.



2.3.1.2.2. Gorunum ve Koku

Taze ejakulat gri-beyaz opelasan goérinumdedir. Cinsel perhiz suresi
uzadikca rengi sarilya doner. Ayrica, renk degisikligi muhtemel Uriner sistem
patolojileri ile iligkili olabilir. Semende eritrositlerin bulunmasi halinde ise kirmizi-
kahverengidir. Uzun sureli antibiyotik kullanimi semenin renksizlesmesine
neden olabilir®™ .

Semen, kendine 6zgu “Kestane Cicegi” kokusundadir. Bu koku
muhtemelen semen igerisindeki Diamin oksidaz aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan

aldehid grubundan kaynaklanmaktadir®®?’.

2.3.1.2.3. Volim

WHO kriterlerine gére semen hacmi 2 ml veya daha fazla olmalidir. 1
ml’den az olmasi durumu, hipospermik olarak isimlendirilip toplama sirasinda
ornegin dokulmus olabilecedi, kisa cinsel perhiz siresi, retrograd ejakilasyonu
veya ejakulator kanalda darlik gibi nedenler disundlebilir. Miktari 6 mI’den fazla
olan semen igerigi hiperspermik olarak adlandirilir, bu durumda cinsel perhiz

siiresi uzun veya seminal sivi fazladir®.

2.3.1.2.4. pH

Ejakulatin normal pH’si hafif baziktir (pH 7,5- 7,8). Prostatik fraksiyonun
pH’sI 7’nin Ustlndedir. Cesitli patolojik durumlar seminal plazmanin pH degerini
etkiler. Atrofik testislerde, ejakulatuvar kanallarin oklizyonunda veya semenin
idrarla kontaminasyonunda pH asitlesir (pH 6,3-6,6). Kronik enflamatuvar
hastaliklarda da pH 7,2’nin altina dusebilir. Seminal veziklllerin  akut
hastaliginda veya gecikmis dlcimlerde seminal plazma devamli CO; saldidi igin

pH ylikselir?®.

2.3.1.3. Semenin Mikroskobik incelemesi
Semen analizinde mikroskobik degerlendirmenin saglikh  sonug
verebilmesi igin faz kontrast atasmanli mikroskoplar kullaniimali ve

degerlendirmeler 10x20 biiyiitmede yapilmalidir?®,



2.3.1.3.1. Sperm sayimi (Derigim)

Ejakulatta bulunan sperm sayisi likefaksiyonunu tamamlamis ornekte iki
yontemle dederlendirilebilir: 1) spermlerin hepsi immobilize edilerek sayim
yapilir ya da 2) hareketli ve hareketsiz spermler birlikte degerlendirilir. Sperm

sayimi i¢in hemositometre, microcell, CellUV, Standard Count, Makler gibi

cesitli sayim kamaralari tanimlanmis olmakla birlikte glinUmuzde yaygin olarak
21,28,29,30

Makler sayim kamarasi kullaniimaktadir (Sekil 1)
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Sekil 1. Makler sperm sayma kamarasi

Makler sayim kamarasi 1978 yilinda Prof. Dr. Amnon Makler tarafindan
sperm sayimi i¢in 6zel olarak tasarlanmigtir. Kamaranin derinligi 10 pm’dir. Bu
derinlikte ancak bir adet sperm basi sigabilmekte ve boylece spermatozoanin
tek bir diizlemde serbest hareketine olanak saglamaktadir®.

Makler kamarasi ile yapilan degerlendirmelerde iyi sonu¢ alinabilmesi
icin kamaraya koyulan ejakulat miktarinin 10 pl'yi gegmemesi, kamaranin analiz
oncesinde tercihan +37°C’de veya oda sicakliginda olmasi gerekir. Kamarada
sadece sayimin yapildigi alan dedgil, tim alanda hava kabarcigi olup olmadigi
kontrol edilmeli; varsa yeniden 6rnek koyularak ¢alisiimaldir. Saglikli bir sonug
alabilmek icin 100 karelik alan icerisinden en az 10 karede sayim yapilir ve on
karede saptanan sayi 10° ile carpilarak mililitredeki (x 10%ml) sperm sayisi

belirlenir. Normal sperm derisimi >20x10°%/ml ve totalde >40x10%dur?*28,
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2.3.1.2. Sperm Hareketliligi (Sperm Motilitesi)

Fertilizasyonda kritik noktalardan biri de, sperm sayisi kadar
hareketliliginin de yeterli olmasidir. Bu nedenle, semen analizinde motilite
degerlendirmesi titizlikle Uzerinde durulmasi gereken bir konudur. Spermlerin
hareketleri orta parca ve kuyrugun anatomik ve fonksiyonel buatanligu ile eneriji
(ireten sistemin yeterliligine baghdir®.

Isi ve sure spermlerin motilitesi Uzerine direk etki eden iki parametre
olmasi nedeniyle sayim kamaralarinin +37°C etlivde tutulmasina dikkat
edilmelidir™?®.

Motil spermlerin toplam sperm sayisina orani yuzde olarak motiliteyi
verir. Motilitenin deg@erlendiriimesinde en az 100 sperm sayilarak sonug
asagidaki dzelliklere gore degerlendirilir®:.

0 : Hareketsiz
1 : Yerinde hareketli sperm
2 : Yavas hareketli sperm
3: Hizli hareketli sperm
4: ileri hizh hareketli sperm
Normal sperm derigsiminin > %50’si motil ve bu degerin %25’i progresif

olmahdir®.

2.3.1.3. Sperm Morfolojisi

Semen analizinde degerlendirilen en o6nemli kriter, spermin yapisal
ozelliklerinin incelenmesine dayanan morfolojik siniflandirmadir?®,

Sperm morfolojisi ilk kez mikroskobun Antoni van Leuwenhook tarafindan
kesfedilmesi ile tanimlanmistir. 1934 vyilinda Williams ilk morfolojik
siniflandirmayi énermis ve ¢ok daha sonra, Diinya Saglik Orgiitii 1980 yilinda
spermlerin morfolojik siniflandirmasini yapmistir. Gunumuizde halen birgok
merkez tarafindan WHO siniflandirmasina goére morfolojik degerlendirme
yapiimakla birlikte; 1987 yilinda Kruger ile kesin kriteler (strict criteria) kavrami
kullanilmaya baslanmis ve morfoloji ile gerek fertilizasyon gerekse gebelik
oranlari arasinda bir iligki oldugu bildirilmistir. Diinya Saglhk Orgiti’'nin énceleri

%50, daha sonra %30 olarak verdigi normal sperm morfolojisine ait alt sinira
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karsilik; Kruger kriteleri ile degerlendirmede bu alt sinirin aslinda %5 oldugu
ortaya koyulmustur. Sperm morfolojisi ile ilgili yapilan ¢alismalar 6zellikle zona
pellusidaya baglanan spermlerin morfolojik degerlendiriimesi sonrasinda
tanimlanmis ve bu c¢alismalar Kruger kriterlerinin belirlenmesinde oncu
olmustur. Konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda, WHO kriterleri ile degerlendirilen
sonuglarin Kruger kriterlerinden daha zayif tanisal degeri oldugu gozlenmigtir.
Sperm tarafindan fertilizasyonun gerceklesmesini saglayarak embriyogenezis,
haploid genom, sentrozom ve oosit aktivasyonunu saglayacak sinyalizasyon
gibi kompleks gelismelerin sadece sperm morfolojisi ile agiklanmasinin mimkun
olmadidi bilinmesine ragmen; spermin yapisal bozukluklarinda gerek
fertilizasyon gerekse embriyo gelisimi ile ilgili aksaklklara rastlanmasi,
spermlerin morfolojik degerlendirmesinin dnemini vurgulamistir®>2,

Morfolojik degerlendirme yaparken kullanilan boyama ydntemine gore
spermler farkh boyutlarda gorulebilir, ginkli boyama 6ncesi yapilan fiksasyon
sirasinda spermler bir miktar buazilur. Diff-Quick yodnteminde fiksasyon ve
boyama islemi kisa surdugunden spermler gercek boyutlarina yakin
gorunimdeyken Papanicolau ya da Spermac ile yapilan boyamalarda daha

kiiclik gériinecektir®®.

2.3.1.3.1. Normal Sperm Morfolojisi

Bas: 2-3 uym geniglikte ve 4-5 um uzunlukta, konturlari dizgun, oval, akrozom
basin %40-70’ini kaplayacak sekilde olmali ve vakuol icermemelidir (Sekil 2).
Boyun: 4-5 pm uzunlugunda ve duzgun olmali ve basin alt kismina, aksiller
konumda baglanmalidir. Boyun bolgesinde bulunabilen sitoplazmik droplet
basin yarisindan daha buyuk olmamalidir.

Kuyruk: 50-55 pym uzunlukta, duzgun kivrimli, boyun kismindan daha ince

olmali ve son kisma dogru giderek incelmelidir?*?%28,
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H n Bas iki elemandan
i olugur: (1) cekirdek; (2)
i akrozom. Her iki eleman
1 daplazma membran ile

8 Orta parga sperm kuyrugunun bas bélgesin-
den sarmahimsi dizilmis mitokondriyal kilifa kadar
uzanir. 9+2 mikrotiibiler aksonem kuyrugun mer-

a Bafjlanti pargasi ¢ekirdege tutunmus
proksimal sentriyol ve aksoneme kaynaklik
eden distal sentriyolden olugmaktadr.

X sarilidir.

Cekirdek i arasinda dokuz dig yogun lif bulunur.

Proksimal : Plazma membrani
sentriyol Gekirdek Miktokondri- Aksonem
Proksimal yon sarmali mikrotiibilleri

Distal
sentriyol

a Baglanti - s
i pargasi

a Orta parga

Mitokondriyon
sarmali (heliks)

Dig yogun
lifler (toplam
9 adet)

G Son parga, sadece plaz-

ma membrant ile sariimig B
9+2 mikrotibiiler aksonem

icerir.

Esas parca

Fibroz kilfin esmer- B Esas parga annulustan uzanir,
kezli iskeleti mitokondriyon sarmal igermez. (1)
b iki uzunlamasina kolona tutunmus
Disyodun  gemerkezli (dairesel) yerlesmis fibroz
lifler kilif iskeleti; (2) yedi dis yogun lif; (3)
merkezi aksonem’den olugur.
Sperm kuyrugu sivrildikce, dis
yogun lifler, dairesel iskelet, ve
X uzamina kolonlar incelegir ve uca
(kuyrugun son parcasi) kisa mesafe

Annulus
(son halka)

Kuyrugun esas
pargasi

. kala kaybolur.
/' d II Annulus (son halka), mitokonriyon
. o Fibroz kilifin sarmalin son déniimiiniin altinda yogun
i1 Plazma membrant o swvscsdUzamina si- bir halkadir, orta parganin esas pargaya
' s tunlari donistagi bolgedir.

2.4. GAMETOGENEZ

Gametogenez veya gamet formasyonu kadin Ureme hucresi ile erkek
ureme hdcresi  spermatozoon’un  olusum  (sirasiyla oogenez ve
spermatogenez) ve maturasyon sureglerini icerir. Erkek ve kadin germ

hucreleri embriyonik gelisimin 3. haftasinda yolk sac duvarindan ameboid
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hareketlerle 4. haftanin sonunda veya 5. haftanin basinda gelismekte olan
gonadlara (primitif seks glandlarina) ulasirlar. Genetik olarak digi gonadlarda

(over) oogonialara, erkek gonadlarda (sekil 3) ise spermatogonialara dénugurler
31,32

il Tubulus rektus- seminifer tibilleri rete testise baglar.

a Rete testis- mediastinal ba§ dokusu iginde yer alan
bosluklar agi.

Lopguk
B Eferent kanalciklar (ductuli efferentes)- Rete testis-

Seminifer tiibil ten 12 sarmal eferent kanalciklar gikar.

Tunika albugina B3 Epididimis- Eferent kanalciklar birleserek tek bir epidi-

dimal kanal halinde sarili olarak kompakt bir yapi halini alir.

Tunika vajinalisin
duvari ve boslugu

ika vaskiiloza
nikayazel B Vaza deferens- Epididimal kanalla devam eden kalin

duvarli kanal. Duvardaki diiz kaslarin peristaltik kasiimalar
spermi vaza deferens boyunca hareket ettirir.

Sekil 3. Testis, epididimis, vaza deferens *.

2.4.1. SPERMATOGENEZ

Primitif germ hicrelerinin 6nce spermatogonialara ve daha sonra olgun
spermatozooalara donustum surecini tanimlar. Disilerden farkli olarak erkeklerde
primordial germ hdcrelerinin  farkhlasmasi pubertede baslar. Dogumda
erkeklerdeki germ hucreleri testisin seks kordlari icerisinde destek hucreleri ile
cevrelenmis buyuk, soluk hucreler olarak taninirlar. Destek hucreleri olasilikla
follikller hicrelerde oldugu gibi glandin ylzey epitelinden kdken alirlar ve sertoli
hicrelerine donusurler. Puberteden hemen oOnce seks kordlarda bir limen
olusarak bunlar seminifer tibulllere déntsur. Hemen hemen ayni zamanda
primordial germ hucreleri iki tip olan spermatogonialara farklilagir. Tip A
spermatogonialar mitozla bolunerek kok hicreler igin devamh bir kaynak
saglarken bunlardan gelisen Tip B spermatogonialar primer spermatositleri

olusturur 3.
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Normal gelisim asamasindaki olaylarin olusumu ile tip A
spermatogonialar bir yandan kok hucreler icin yeterli populasyonu geride
birakirken bir yandanda tip B spermatogonialara déndgstr. Olusan bu tip B
spermatogonialar daha sonra mitoz ile c¢ogalarak primer spermatositleri
meydana getirirler. Primer spermatositler yaklagik 22 gun siren uzun bir profaz
asamasindan sonra hizla 1. mayoz bolinmelerini tamamlayarak sekonder
spermatositleri olustururlar. Bu hucreler derhal ikinci mayotik bolinmelerini
tamamlayarak spermatidlere doéndstrler ve spermatidlerin her biri haploid
sayilda kromozom igerir. Boylece tip A spermatogoniumdan spermatid
asamasina kadar olan farklilagsmada birbirleriyle hucre duzeyinde temaslarini
surdiren bir seri germ hicresi olugur. Olusan bu germ hucrelerinin
desteklenmesi, korunmasi, beslenmesi ve olgunlastiklarinda lUmene salinmalari
bagslica sertoli hucreleri tarafindan saglanir. Olusan spermatidlerin fertilizasyon
yetenedine sahip olgun sperm hucrelerine donusmesi spermiyogenez denilen

bir slirecte meydana gelir 3.

2.4.2. SPERMiYOGENEZ

Spermiyogenez, spermatidlerin spermatozoalara olgunlasma surecidir
(Sekil 4). Memelilerde spermiyogenez 3 onemli olay ile karakterizedir: 1)
akrozom gelisimi; 2) keratin kilif icine yerlesmis, dinamik bir aksonemden
olusan kuyrugun organizasyonu; 3) nukleusun kondenzasyonu ve uzamasi ile
birlikte, etrafinin mikrotubuler/keratin yapisinda bir kilif ile gevrelenmesi. En
onemli evresi akrozomun gelismesidir. Bu surecin ilk fazinda golgi aygiti
akrozom igin materyal uretir. Bu yap1 siki, oturan bir sapka seklinde nukleusun
bagini yanlardan 6ne dogru kismen kaplar. Akrozom glikoproteinlerden zengin
bircok enzime sahip, modifiye olmus bir lizozom olarak kabul edilebilir. Bu
enzimler, fertilizasyon sirasinda oositi ¢gevreleyen zona pellusiday! eritmek igin

gereklidir 3%34,
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Sekil 4. Spermiyogenez golgi evresinden kep evresi *

Spermiyogenezin ilk déneminde akrozom buyulrken, spermatid nukleusu
metabolik olarak aktif, kiresel bir yapi olarak kalir ve zamanla nukleus hicrenin
periferine go¢ eder. Bu sirada sapka seklindeki akrozom olusumu
tamamlanmistir ve ¢ekirdek etrafindaki plazma membranina sikica gomulir. Bu
gogun tamamlanmasi; nuklear metabolik aktivitenin dereceli olarak durmasi,
kromatin kondenzasyonu ve nuklear uzamanin baglamasi igin bir sinyaldir.
Spermiyogenez tamamlanirken; nukleus, oldukga kondanse olmus kromatine
sahip yogun, sikigtiriimis oval bir sekil alir. Akrozom buyumesi bir nukleer
kutupta devam ederken, sentriyoller de kargi kutba hareket ederek kuyruk
olusumunu baslatirlar. Baslangigta yaygin olarak bulunan mitokondriyumlar
olusan kuyruk bdlgesine goc¢ ederek, enerji kaynagi olarak kullaniimak Gzere
boyun kismi etrafinda ug uca spiral sekilde siralanirlar *

Spermatidler uzamaya basladikga, akrozomal kep bdlgesinde
spermatidlerle sertoli hicreleri arasinda genis kapsamli ektoplazmik olaylar

geligir. Bu olaylarin, germ hucrelerinin [limene dogru duzgun go¢ etmeleri ve
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germ hucreleri ile sertoli hicreleri arasinda yakin fiziksel kontagin korunmasi
icin gerekli oldugu dusunulmektedir. Bu degisimler sperm saliniminin gergek
zamaninin belirlenmesinde temeldir *.

Spermiyogenez esnasinda sitoplazmanin ¢ogu, hicreler arasi kdpruler
ve kalan organellerle beraber, sertoli hiicreleri tarafindan hemen fagosite edilen
rezidiiel cisimcik olarak lumene dokilirler. Ozellikle spermiyogenezin son
safhasinda, hormon desteginin gerekliligini dustndiren oldukga fazla veri
vardir. Ancak spermatidlerde aktif hormon reseptorleri bulunmadigindan,
hormonal iglevler FSH ve testosteron icin hedef olarak bilinen sertoli hicreleri
tarafindan yerine getirilir®>,

Spermatogoniumdan olgun bir spermatozoonun olusmasina kadar gegen
sure yaklagik 70 gundur. Tam olarak olgunlagan spermatozoolar serbestleserek
seminifer6z tubullere geger ve tubdllerin duvarindaki kontraktil elementlerin
etkisi ile epididimise dogru ilerler ve olgunlasirlar. Ejakulasyon sirasinda
epididimin kuyruk kismi, vaz deferens ve vazal ampullada depolanan sperm
ejekulatuvar kanal aracihigi ile prostatik Uretraya gecerek seminal vezikull
sekresyonu ile karigir ve mesane boynunun kapanmasini izleyerek ritmik

kasiimalarla penil Gretra araciligi ile disari atilir 3.

2.5. Spermatozoon DNA’sI

Erkek gametinde nukleusun kondenzasyonu ozellikle son 40 il
icerisinde dikkat c¢ekmistir. Burada etken olan faktor, spermatogenik seri
hdcrelerinin kromatin yapisinda diger somatik hucrelerden farkh bazi olaylarin
gelistiginin ultrastriiktiirel diizeyde ortaya cikmis olmasidir®*.

Somatik hicrelerdeki gevsek kromatin yapisinin aksine sperm hicresi
kromatini olduk¢ga kompakt bir yapiya sahiptir. Spermiyogenez sirasinda
spermatid nikleusu yeniden duzenlenir ve nukleer yogunlasma meydana gelir.
Bu suregte somatik histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) ilk 6nce gegis proteinleri ile
daha sonrada arjinin, lizin ve sisteince zengin protaminlerle ( protamin 1 ve
protamin 2 ) yer degistirir (Sekil 5). DNA iplikgikleri protamin molekulleri ile

sikica sarilmig bir durumdadir. Sisteince zengin olan bu protamin molekulleri
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arasindaki intermolekiler ve intramolekuler disulfid kopruleri sperm

niikleusunun kompaktlasmasindan ve stabilizasyonundan sorumludur®?3¢-3°,

Somatik Sperm

f"‘\ﬁm:

Histon Gegis protaminler 4
degisimi proteinleri

l halka

Halka
ikmek

Selenoid ilmek ‘ m ‘

Sekil 5. Paternal kromozomlarin spermiyogenezis sirasinda yeniden diizenlenmesi®.

Boga, kedi, yaban domuzu ve kog¢ spermatozoasinda yalnizca protamin 1
(P1) bulunurken insan ve fare spermatozoasi ikinci bir form olan protamin 2
(P2)yide icermektedir. P2’'deki sistein iceri§i daha az oldugundan disulfit
koprisu olusturma potansiyeli ve dolayisiyla kompaktlagsmadaki etkisi daha
azdir. P1 igerigi fazla olan tlrlerin sperm DNA’si daha stabilken, degismis
P1/P2 orani ya da P2 yoklugu erkek infertilitesi ile iligkilidir.  Nukleer
yogunlagmanin, sperm genomunu oksidasyon ve 1si artigi gibi dig etkenlere
karsi korumada gerekli oldugu distinilmektedir *°°,

Spermiyogenezin  baslangicinda haploid spermatidler tipik  bir
nukleozomal kromatin yapisi gosterirler. Bu evredeyken bol miktarda
nonribozomal RNA transkripsiyon aktiviteleri vardir. Ancak, spermiyogenez

ilerledikge boncuk dizilimi seklinde goérinim veren kromatin yapisi yerini diz

18



kromatin liflerine birakir. Bunlar artik transkripsiyon yapamazlar ve yan yana
iplikgikler tarzinda toplanirlar. Spermatogenez ve spermiyogenez sirasinda
kromozomal proteinler Uzerinde yapilan ¢alismalar, spermatosit ve erken evre
spermatid kromatinleri Gzerinde somatik histonlarin ve testise spesifik H1t ve
TH2B histonlarinin bulundugunu, ileri evre spermatidlerde TP1 ve TP2 gecis
proteinlerinin, daha ileri evrelerde ise artik protamin P1 ve P2 proteinlerinin yer
aldigini géstermektedir. Gergektende, sigcanlarda spermatogenezin 12. ve 16.
basamaklari arasinda nukleusta TP1 ve TP2 proteinleri bulunurken, 16.
basamaktan sonra P1 ve P2 proteinleri ortaya gikmaktadir®,

Spermde, somatik hlcrelerde bulunan histonlarin daha dayanikh
protaminlerle yer degistirmeden o6nce, testise spesifik histonlar ve gecis
proteinleri TP1 ve TP2’ye neden ihtiya¢g duydugu heniz tam olarak izah edilmis
degildir. Yapilan deneysel caligsmalarda H1t gen ekspresyonu onlendiginde
fertilitenin devam ettigi gosterilmigtir. Oysa, her ne kadar TP1 gen delesyonu
varhginda komplet spermatogenez tamamlanabilmekteyse de TP2 ve P2
prekursorlerinin ortamdaki miktarlari artmakta, matur P2 gelismemekte ve
kromatin kondanse olamamaktadir. TP1 eksikliginde sperm motilitesi bozulur ve
fertilizasyon kapasitesi azalir. Bu sonuglar da ortaya koymaktadir ki; H1t ve TP1
proteinlerinin kromatin kondenzasyonunda ve genin inaktivasyonunda rolleri
kisithidir. Aslinda gegis proteinlerinin spermiyogenezde rolleri buyuktar. Yapilan
calismalar TP1 ve TP2 gecis proteinlerinin DNA'nin butunligunu koruyarak,
protaminlerin kromatin Uzerinde daha saglam yerlesmelerini sagladigini ortaya
ctkarmigtir.  TP2 geninin regulator bolimU spermatidlerde kloramfenikol
asetiltransferaz (CAT) dlzenleyici genini etkileyerek mRNA translasyonunu
gegcici olarak 6 giin geciktirir *"*°.

Diger yandan, TP1’in de DNA kiriklarinda tamir edici rolu bulundugu
gOsterilmigtir. Normal spermiyogenezde spermatidlerde histonlarin
uzaklastirlmasi sirasinda, bir endonukleaz olan topoizomeraz-l1l, DNA
iplikgiklerinden birini keserek aradan bir pargayi ¢ikarir. TP1 (6,2 kDa) bu araya
girer ve DNA'nin fosfat gruplariyla etkileserek acikhdr doldurur. Bu sirada bir
DNA ligaz enzimi de TP7T’in iki ucunun orjinal DNA iplik¢igine baglanmasini

saglar. Daha sonra ortama gelen protaminlerde TP1 Uzerine tutunurlar. Yan
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yana gelen kromatinler Uzerindeki protaminler arasinda disulfid baglari
olusarak, kromatin iplikgiklerinin  birbirlerine  yaklasmasini  neticede
kondenzasyonu gerceklestirirler. iste bu mekanizma TP1 eksikliginde neden
kromatin kondenzasyonunun bozuldugunu izah etmektedir. Butun bu bulgular,
TP1’in DNA tamirinde temel rol oynadigina isaret etmektedir™.

insanlarda sperm kromatini protaminler tarafindan sikica paketlenmistir
fakat spesifik DNA dizilerinde, yaklasik sperm DNA’sinin % 15’lik bir kisminda,
DNA histon proteinleri tarafindan paketlenmis olarak bulunmaktadir. Histon
bagl DNA dizileri daha gevsek bir yapiya sahiptir ve bu DNA dizilerinin ve/veya
genlerinin fertilizasyon ve erken embriyo gelisiminde yer aldigi dusunulmektedir.
Yapilan g¢alismalarda infertil erkeklerdeki sperm histon/protamin oraninin fertil
bireylerdekinden daha yuksek oldugu gosterilmis olup spermdeki artmis histon
oraninin kromatin yogunlagsmasini engelledigi ve DNA’yl hasara acgik hale

getirdigi diistiniilmektedir®36-37:5152.53,

2.6. Spermatozoon DNA’sinda Hasara Neden Olan Faktorler

Spermde DNA hasarinin hangi nedenlere bagli olarak ortaya ciktigi
konusu tam olarak izah edilebilmis degilse de cesitli i¢c (protamin eksikligi,
artmis ROT dizeyi, apoptoz) ve dis nedenlerden (testikuler hipertermi, cevresel
toksinler) dolayi spermatozoon DNA'’sinda farkli diizeyde hasarlar meydana
gelmektedir. Sperm DNA hasarinin erkek infertilitesi ve bozulmus
spermatogenez ile iligkili oldugu c¢ok acgik olarak bilinmesine ragmen fertil
bireylerde de az da olsa tespit edilebilecek dizeyde DNA hasarinin oldugunu

bildiren calismalar da bulunmaktadir**’.

2.6.1. i¢ nedenler (intrinsik faktorler)

2.6.1.1. Protamin Eksikligi

Sperm DNA hasari ile protamin eksikligi arasinda bir baglanti
bulunmaktadir. infertil erkeklerde sperm histon/protamin orani artmis olmakla
birlikte infertil erkeklerin yaklasik %5- 15’lik bir bdliminde total protamin

eksikligi  bulunmaktadir. Protamin  eksikligi kromatin  yogunlagsmasini
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engellemekte DNA’yl hasara acglk hale getirmektedir. Sperm DNA hasari ile
protamin eksikligi arasindaki bu iligki hasarin spermiyogenez sirasindaki bir

aksaklik sonucunda olustugu fikrini dustndirmektedir®.

2.6.1.2. Oksidatif Stres

Sperm DNA hasarinin artmis ROT duzeyleri ile iligkili oldugunu bildiren
galismalar bulunmaktadir. infertil bireylerin yaklagik %25’inin semeninde yliksek
ROT duzeyleri tespit edilmistir. Testikller doku, sperm hucreleri ve I6kositler
tarafindan uretilen reaktif oksijen turlerinin, seminal plazmada oksidatif stresi
artirabilecegi bildirilmistir. ROT’nin sperm hacrelerinin hiperaktivasyonunda,
kapasitasyonunda ve akrozom reaksiyonlarinda fizyolojik rolt oldugu bilinse de,
seminal plazmadaki miktarlarinin artigi oksidatif hasara neden olmaktadir. Fertil
bireylerin semenindeki ROT dizeyi seminal antioksidanlar tarafindan kontrol
edilir. Eger ROT Uretimi antioksidan kapasiteyi asacak duzeylerdeyse ROT’nin
patolojik etkileri ortaya c¢ikar. Sperm hdcrelerinin plazma membranlarinin
yuksek oranda ¢oklu doymamis yag asitlerinden olusmasi nedeniyle ROT’lerin
indUkledigi hasarlara ¢ok duyarhdirlar. Sperm hicresi plazma membranindaki
bu peroksidatif hasar, insan erkek infertilitesinin patofizyolojik mekanizmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif hasar sperm membraninda fonksiyon
bozukluguna ve anormal morfolojili sperm olusumlarina (6zellikle de sitoplazmik
dropletli sperm olusumuna) neden olabilmektedir. Klinik g¢alismalarda artmig

ROT uretimi ile fertilizasyon arasinda negatif bir korelasyon saptanmistir (Sekil
6) 5458,
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Sekil 6. Spermde oksidatif strese neden olan faktorler®®.

ROT mitokondrilerde ATP uretimi sirasinda metabolik yan urin olarak
olusur. Spermiyogenezde sitozolun buylk bir bolimu ve spermin genetik
bilgisini oosite aktarmada islev gormeyen tum organeller sertoli hucreleri
tarafindan fagosite edilir. Spermiyogenezdeki bir defekt sonucunda sitozolin
hepsi uzaklastirilamaz ve bir kismi spermin orta parcasinda kalirsa, bu yapi
sitoplazmik droplet olarak adlandirilir. Sitoplazmik droplet i¢cermis oldugu
sitozolik glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimi nedeniyle ROT Uretiminin
ana kaynagidir. Yapilan c¢alismalarda sitoplazmik droplet anomalisi ile
semendeki ROT uretimi arasinda bir korelasyon oldugu gdsterilmigtir. Plazma
membrani poliansatire yag asidi ve membrana bagli NADPH oksidaz enzimi
acisindan zengin olmasi nedeniyle sperm hicresi oksidatif hasara oldukga
duyarldir (Sekil 7)>%,
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Sekil 7. immatiir spermatozoada ROT (iretimi ve DNA hasari®.

2.6.1.3. Apoptoz

Apoptoz ve nekroz, hicre olumunun iki formudur. Nekroz, fizyolojik
olmayan etkiler sonucu gelisen ve yangilya neden olan hicre olumuadar.
Apoptoz ise gevre dokularda yangi olmaksizin tek hucreyi etkileyen fizyolojik
olarak programlanmis hucre olumudur. Apoptotik hicrelerde plazma
membranlari saglamken, nekrotik hucrelerde plazma membranlari butinliGgunu
kaybeder. Apoptoz ultrastrikturel olarak bir dizi morfolojik ve biyokimyasal
degisikliklerle karakterizedir. Apoptotik hlcrelerde kromatin yodunlagsmasi ile

cekirdek ve sitoplazma membranlarinin kaynagsmasi s6z konusudur. Bu surecin
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sonunda c¢ekirdek fragmantasyona ugrar ve tum hicre fragmanlari apoptotik
cisimlere dénusur®®’.

Apoptozun da DNA hasarlanmasi ile iliskisi oldugu gdsterilmistir. Aslinda
apoptoz, vicutta bulunan bitiin dokularin normal fonksiyon goérebilmesinde
onemli bir rol oynar. Spermatozoa icin de ayni sey s6z konusudur. Apoptoz ile
ortaya ¢lkan, germ hucre kaybi spermatogenez sirasinda olugsan dominant bir
surectir ve p53, p21, kaspaz, bcl-2 ve Fas duzeylerince degisik yollarla
ayarlanir. infertilite nedeni olarak bilinen cogu faktor, spesifik mekanizmalarla
apoptoza yol agar. Apoptoz ise DNA'nin pargalanmasi ile gergeklesir. Apoptoz
organlarin saglikli fonksiyon gorebilmeleri i¢cin dogal olarak meydana gelebildigi
gibi, hormonal faktorler, ROT, cevresel toksinler gibi faktérler tarafindan da
uyarilabilmektedir®® 2.

Apoptoz, iki yolla gerceklesebilir. Birinci yolda (ekstrensek yol) tUmor
nekrozis faktor reseptor ailesinin Uyeleri olan reseptorler gorev alir. Apoptoz,
hicre 6lim reseptorleri olarak bilinen Fas ve timor nekroz faktériin (TNFR-1)
ilgili ligandlari (FasL ve TRAIL) ile etkilesime girmesi sonucu induklenir. Bu
hicre ylzey reseptorleri membranda bulunur ve TNFR ailesinin Uyesidirler. Fas
ve TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda o6lum uyarisi alinmis oldugundan bir
seri protein: protein interaksiyonlarindan gecerler. Oncelikle kendilerine dogal
olarak bagh bulunan ve 6lim bdlgeleri adi verilen TRADD (TNFR-1 iligkili 6lim
domaini) ve FADD (Fas iligkili 6lim domaini) ile iliskiye girerler. Bu 6lim
bolgeleri ise prokaspaz 8’i aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda
aktivasyonlarini baglatir. Diger yolda (intrensek yol) ise mitokondri gorev alir.
DNA hasari, radyasyon gibi stres kosullarinda mitokondriden sitokrom ¢ salinir.
Sitokrom c, kaspazlar igin muhtemel bir aktivatordir. Daha sonra devreye
efektor kaspazlarin da girmesiyle apoptoz baslar™"®.

Testislerde spermatozoa yapimi ve maturasyonu sertoli hicrelerinin
destegi altinda gergeklesir. Ancak bu olayin saglikli surebilmesi, sertoli
hlcrelerinin sayisi ile spermatogonia sayisi arasindaki belirli orana baghdir.
Cunku zaten c¢ogalma kapasitesi olmayan sertoli hucreleri sadece belirli
sayldaki spermatogoniumlari destekleyebilir. Yani mayoz bdlinmeye girecek

spermatogonium sayisi sinirlidir. Eger spermatogonia sayisi, sertoli hiicrelerinin
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destek kapasitesini asarsa, fazla hucreler apoptoz ile pargalanir. Yapilan
deneysel galismalarda germ hucrelerinin apoptozunda testosteronun da etkili
oldugu bildirilmigtir. Spermatogenez sirasinda apoptozun bagslatiimasinda etken
bir baska faktor ise germ htcreleri ve I16kositlerden kaynaklanan ROT yapimi ve
miktar ile iligkilidir. Insan spermi ile yapilan ¢ok sayidaki calismada hiicre
6limu ile ROT uretimi arasinda siki iliski bulundugu vurgulanmgtir. inflamasyon

hiicreleri salgiladiklar sitokinler ile apoptozu baglatabilir® "2,

2.6.1.4. Yas

Yaglanma ile dogru orantih olarak spermatozoon DNA'’sinda hasar
meydana gelmektedir. DNA c¢ift sarmalindaki hasar ile spermatozoondaki
apoptozun vyaslanmaya paralel olarak arttigi ve bu artisin muhtemelen
spermatogenez esnasinda ve sonrasinda hucre segim sistemindeki yetersizligin
bir sonucu olarak ortaya ¢iktigi disunulmektedir. Arastiricilar fertil ve infertil
erkeklerde sperm motilitesi ile yas arasinda negatif bir iliskinin bulundugunu,
yasa bagli azalan spermatozoa motilitesi ve artan DNA hasarinin muhtemelen
sperm suUspansiyonu igerisindeki lokositler tarafindan Uretilen ROTlerinden
kaynaklandigini ileri sirmektedir. Narendra ve ark. ise yas ile spermdeki I0kosit
saylsi ve ROT arasinda bir iligkinin olmadigini, yasin ilerlemesiyle
spermatozoon DNA’sinda meydana gelen hasarlarin arttigini ve bu hasarli

hiicrelerin eliminasyonunun da giiclestigini bildirmektedirler®* %83,

2.6.2. Di1s nedenler (Ekstrinsik faktorler)
ilaglar, sigara kullanimi ve cevresel toksinler, genital kanal inflamasyonu,
testikuler hipertermi, hormonal faktorler ve varikoseller gibi dis nedenlere bagli

olarak da sperm DNA’sinda hasar olusabilmektedir**’.

2.6.2.1. Kanser, Kemoterapi ve Radyoterapi

Hodgkin lenfoma ve testikiler kanser gibi kanser hastasi erkeklerde
tedavi dncesinde bile semen kalitesi kotu ve DNA hasari yuksektir. Alinan ilacin
dozu ile baglantili olarak DNA’daki hasar daha da artar hatta kisiyi tamamen

steril hale de getirebilir. Testisin hizli bolunen germinal epiteli sitotoksik tedavi
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ajanlarinin dogal bir hedefidir. Isin tedavisi ve kemoterapinin verdigi hasar
benzer olup, hasar ilacin dozu ve kullanim suresiyle iligkilidir. Tedavi sonrasinda
spermatogenezin duzgun bir sekilde isleyebilmesi aylar ya da vyillar alabilir.
Spermatogenez tekrar gergeklesse bile bugin itibariyle elimizde bulunan veriler
bu sirecte de DNA hasarinin devam ettigini isaret etmektedir. Bu nedenden
dolayi birgok klinisyen kanser tedavisi gorecek ciftlerin ebeveyn olma istegini
tedaviden 12-24 ay sonraya ertelemelerini dnermektedir. Ayrica tedbir amaciyla
kanser tedavisi gorecek kigilere ileride kullanabilmek amaciyla sperm

kriyoprezervasyonu énerilmektedir®*®.

2.6.2.2. Sigara

Sigara DNA hasarini artiran mutajen veya karsinojen maddeler olarak
bilinen veya varsayllan maddeleri (nitrozaminler ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar-PAH) icermektedir. Sigara dumanindaki mutajenik etkiye bagli
olarak sperma Kkalitesinde Ozellikle spermatozoon sayisi, motilite orani ve
anormal spermatozoon oraninda énemli disusler meydana gelmektedir. Sigara
icmeye bagl olarak insan spermasinda andploidi orani da artmaktadir. Ayrica
sigara icilmesine bagli olarak seminal plazmadaki antioksidan kapasitenin
dismesi sonucunda da DNA hasarinin arttigi bildiriimektedir. Yapilan ¢aligmalar
sigara icme orani ile spermatozoon DNA’'sinda meydana gelen hasar arasinda
onemli derecede pozitif bir iliskinin oldugunu ortaya koymaktadir®®®’.

Bir babanin sigara igmesi, kendi androjen seviyesindeki degdisimlerle
birlikte bu babadan dodan cocuklarda da dodumsal anomaliler ve hatta
cocukluk c¢aginda bile cesitli kanserlere neden olabilmektedir. Genotoksik
maddeler spermatozoon hucresinde mutasyonu indukleyebilir ve yavruya gegip
onlarin gelisimini  etkileyerek, kanser meydana getirebilir. Kimyasal
karsinojenlerin DNA'’y1 etkileyen metabolitleri kan yoluyla diger doku ve
organlara taginabilmektedir. Ancak sertoli hicrelerindeki kan-testis bariyerinden
dolay! gelisen cinsiyet hucreleri ile kan dolasimi dogrudan temas igerisinde
deqildir. Bununla birlikte nikotin ve nikotin metabolitlerine sigara i¢gen kigilerin
spermasinda rastlanmasi DNA'y1 etkileyen metabolitlerin bu engeli asip cinsiyet

hacrelerini etkiledigini gostermektedir. Gaspari ve ark. yaptiklari aragtirma
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sonucunda tespit ettikleri PAH-DNA kompleksinin spermatozoa DNA’sindaki
hasarin bir kaniti oldugunu bildirmislerdir. Ayni arastirmacilar sigara igmeksizin
PAH bilesiklerine maruz kalan insanlarda da PAH-DNA kompleksinin yutksek
bulundugunu iddia etmektedirler. Erkek cinsiyet hicresinin DNA’sindaki hasar
spermatogenez esnasinda tamir edilmezse, bu hasar birikerek artis gosterir.
Olgun spermatozoon hucresinin bu hasara kargi kuguk c¢aph bir tamir
mekanizmasina sahip olup olmadigi halen bir tartisma konusudur. Fraga ve ark.
spermatozoon DNA’sinin hasara ugramasi icin oksidatif hasarin gerekli
olmadigint ve DNA’si hasarli bir spermatozoonun da fertilizasyonu
basarabildigini, askorbik asitin de insan spermatozoasinda oksidatif DNA

hasarina karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ileri siirmektedir8%-9096-101,

2.6.2.3. Genotoksik Bilesikler

Genotoksikler yani hicre DNA’sinda hasara yol agan maddeler DNA'da
mutasyona ve kotl huylu kansere yol agmaktadir. Genotoksik maddelerin
spermatozoa DNA’sina verdigi hasarlarla ilgili pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bu
maddelerden biri olan vanadyum, Ozellikle volkanik bolgelerdeki yer alti
sularinda bulunmakta olup spermatozoon DNA’sinda hasara neden oldugu
tespit edilmigtir. Prooksidan 6zellige sahip olan demir elementi ile olusturulan
oksidatif strese bagli DNA hasari ve spermatogenetik fonksiyon bozuklugu
meydana gelmektedir. Daha da onemlisi uzun sureli demir verilmesini takiben
canh vicudunda oksidatif strese bagli olarak mayoz sonrasi testis hicrelerinde
meydana gelen DNA hasarinin yani sira spermatozoonun fizyolojisi ve
fonksiyonunda bozukluklar olusmaktadirt®?1%4,

Kemoterapotik ajan olan cisplatin de spermatozoonun bas kisminda
anomalilere ve spermatozoon DNA’sinda hasara sebep olan genotoksik bir
maddedir. Genotoksik maddelerin spermatozoon DNA’sina verdigi zararlarla
ilgili yapilan diger ¢alismalar, akrilonitril, tamoksifen, siklofosfamid ve akrilamid
gibi pek ¢ok maddenin genotoksik etkiye ve spermatozoon DNA’sinda hasara

neden oldugunu ortaya cikarmigtir'®*,
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2.6.2.4. Cevre

Cevresel sartlar spermatozoon DNA’sinda meydana gelen hasarin
artmasinda rol oynamaktadir. Bu sartlar DNA’nin bozulmasina sebep olabilir,
spermatogenez boyunca DNA tamirini engelleyebilir veya azaltabilir ya da
hicrede apoptoz olusturabilir. Bu ylzden ideal ¢evrede geng¢ bir bireyin
spermatozoasinda minimal DNA hasari ve daha az apoptoz gorulir. Seminal
plazmada antioksidan seviyenin yuksek olmasi spermatozoonu c¢evresel DNA
hasarina karsi korur. Bu nedenle antioksidanca zengin bir gevre hem testisteki
hem de fertilizasyon igin ampullaya dogru giden spermatozoon DNA'sinin
batinligundn saglanmasi igin taginma suresince en uygun sartlari saglamaya
yardimci olabilir. Bunun tersine geng bir bireyde spermatozoanin antioksidanca
yetersiz bir cevrede bulunmasi DNA hasari ve apoptoz miktarinda artmaya yol
acar. Alkol tuketimi ve kafein alinmasi da sperma kalitesini etkilemekle birlikte
yavrularda dogumsal bozukluklara, kanser ve mental hastaliklar gibi Greme ile
ilgili 6nemli problemlere yol acabilmektedir. Diger taraftan Horak ve ark. ise
kahve ve alkol tiketimi ile DNA hasari arasinda bir iligkinin olmadigini ileri
surmektedir. Sperma kalitesi Uzerine =zararli etkisi olan diger c¢evresel
faktorlerden fitalik asit esterleri gibi endustriyel kimyasallar, pestisitler
(organofosfat bilesikleri) gibi tarim ilaglari, organoklorurli maddeler, hava Kirliligi
ve tani amaciyla yapilan radyasyonlarin da spermatozoon DNA’si Uzerine
zararh etkileri bulunmaktadir. Varikosellerin de seminal oksidatif stres ve DNA
hasari ile iligkili oldugu bilinmektedir. Varikosel tedavisi sonrasinda sperm DNA
butlinligunin iyi yonde ilerleme kaydettigi gdsterilmigstir®®89112-123,

Post-testikuler kanal infeksiyon ve inflamasyonu lI6kositospermiye neden
olur. Lékositopermi ise ROT duzeyinin dolayisiyla da DNA hasarinin artmasina
neden olur'?*,

FSH gibi gonadotropik hormonlarin eksikligi de kromatin hasarina neden
olmaktadir. FSH reseptori bulunmayan farelerle yapilan bir g¢alismada bu
farelerin spermlerindeki DNA hasarinin daha yiiksek oldugu bulunmustur'®.

Son olarak sperm hazirlamada ve spermi seminal plazmadan ayirmada
kullanilan ylUksek santrifij hizlari ROT Uretimine ve DNA hasarina neden

olmaktadirt?6:1?7,
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2.7. Sperm DNA Hasarn Hangi Durumlarda Tespit Edilmelidir?

2.7.1. Erkek infertilitesinin Tanisinda

Sperm DNA hasari, in vivo fertilizasyon Uzerinde onemli bir etkiye
sahiptir. Yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada fertil ve infertil erkeklerin sperm DNA
hasar duzeylerinin anlamli derecede farkli oldugu gosteriimis hatta infertil
bireylerin spermlerinin H,O, ve radyasyon gibi DNA'da hasara neden olan
ajanlara kars1 daha duyarli oldugu belirtiimistir. Sperm hiicresindeki DNA hasari
SCSA teknigi kullanildiginda %30, TUNEL testi kullanildiginda ise %Z20’den
fazla ise in vivo daki fertilizasyon orani neredeyse sifira yaklagsmaktadir. Tim bu
nedenlerden o6turl sperm DNA’sindaki hasarin tespiti erkek infertilitesinin
degerlendiriimesinde yeni bir belirte¢ olarak dusundlebilir. SCSA teknigi
kullanilarak yapilan bir g¢alismada sperm parametreleri normal olan infertil
erkeklerin DNA hasarinin fertil bireylerdekinden anlamli derecede daha yuksek
oldugu gosteriimis olup bu sonu¢ sperm DNA hasari analizinin, semen
parametresi normal olan ve idiyopatik infertilite tanisi ile merkeze basvuran
ciftlerdeki gizli sperm anomalisinin tanimlanmasinda kullanilabilecek ayirici bir

test olabilecegini diigtindiirmektedir %2513,

2.7.2. Uremeye Yardimci Tekniklerde

DNA hasari SCSA testi kullanildiginda %30, TUNEL testi kullanildiginda
ise %12’'den fazlaysa Ul ile fertilizasyon orani neredeyse sifirdir. Sperm DNA
hasarinin IVF ve ICSI sonuglarini negatif yonde etkilemesi ise tartismalidir. Her
ne kadar bazi galismalar sperm DNA hasari ile IVF/ICSI sonuglari arasinda bir
iliski bulunmadigini sdylese de yapilan galigmalarin buyuk bir ¢gogunlugunda
IVF sikluslarinda embriyo kalitesi ve blastosist gelisimi ile sperm DNA hasari
arasinda anlamli bir negatif iliskinin oldugunu gdstermektedir****4°,

Sperm DNA hasarinin ICSI sikluslarinda fertilizasyon ve pronukleus
formasyonunu engellemedigi yoninde goérusler olsa da hem IVF hem de ICSI
sikluslarinda sperm DNA hasar ile fertilizasyon orani arasinda negatif bir

iliskinin oldugunu bildiren gériisler de bulunmaktadir***43,
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Sperm kromatin yapisinin degerlendiriimesi Ul ve IVF'deki bagarinin
onceden tahmin edilebilmesine ve hangi yontemin kullanilacagina yardimci
olabilir. Eger hastanin sperm parametreleri normal fakat hasarli DNA orani

yiiksekse Ul yerine ICSI énerilebilir3*.

2.7.3. Embriyonal Kayiplarda

Hasarli DNA orani yuksek olan erkeklerin spermleri kullanilarak yapilan
IVF/ 1CSI uygulamalarinda spontan abortus egiliminin arttigi bildirilmistir.
Tekrarlayan gebelik kaybi yasayan ciftlerde, erkek partnerdeki sperm DNA
hasarinin normal populasyondakinden daha yuksek oldugu gdsterilmis olup
sperm DNA hasari hesaplanarak ve/veya anormal kromatin paketlenmesi
degerlendirilerek gebelik kayiplarinin %39’unun énceden tahmin edilebilecegi
ongorulmastur. Ancak bu hipotezle ilgili calisma sayisi oldukga az oldugundan

daha fazla sayida galisma ile desteklenmesi gerekmektedir®4414°,

2.7.4. Kanser Hastalarinda

Kanser hastalari kemoterapi, radyoterapi ya da operasyon dncesi sperm
bankalarina kriyoprezervasyon igin yonlendirilirler. Bu hastalarda tedavi 6ncesi
sperm dondurma islemi yapiimadan, DNA hasarinin tespit edilmesi spermin
nasil dondurulacagi yonunde bilgi verir. Eger 6rnedin derisimi ve motilitesi
yuksek, DNA hasari az ise ornek buyuk hacimlerde IUlI'a uygun sekilde birkag
seansta dondurulabilir. Eger iyi kalitede ise ve tek bir seansta dondurulacaksa
kiguk hacimlerde ve c¢ok sayida IVF ya da ICSI’ye uygun sekilde

dondurulmahdirt®’.

2.8. Spermatozoon DNA’sindaki Hasarin Tespit Edilmesinde

Kullanilan Yontemler

Yardimla ureme teknikleri ile dogan ¢ocuklarda, kromozom anomalisi ve
malformasyon oranlarinin normale goére arttigi bilinmektedir. Bu artista dnemli
Olclde spermle tasinan genetik anomalilerin etkisi vardir. Yardimla Ureme
teknikleri ile fertilizasyon ve canli dogum oranlarinin artmasi ve dogan

cocuklarda kromozomal anomali ve malformasyon oranlarinin azalmasi igin U,
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IVF veya ICSI uygulanmadan once DNA hasarinin varhdr mutlaka
arastiriimalidir®.

DNA yapisinin arastirilabilmesi icin farkli teknikler gelistiriimigtir ve her
gecen gun bu tekniklere yenisi eklenmektedir. Bu testler TUNEL testi, SCD
testi, SCSA testi, CMA3 (Kromomisin Ag), Akridin oranj, AAB (Asidik Anilin
Mavisi Boyamasi), TB (Toluidin mavisi boyamasi), DBD-FISH (DNA breakage
detection-fluorescent in situ hybridization assay), NT (in situ nick translation),
ELISA, ve son yillarda yayginlasmaya baglayan COMET analiz teknigidir. Bu
yontemlerle ¢ok sayida galisma yapilmisg, yontemlerin guvenirligi kargilastirmali

calismalarla arastinimistir.

2.8.1. Asidik Anilin Mavisi Boyamasi (AAB)

2.8.1.1. Prensip:

AAB boyasi histon proteinleri ile protaminleri birbirinden ayirir. Bu boya
histon orani yuksek, immatur spermlerdeki lizin gruplari ile reaksiyona girerek
mavi renk olusturur. Bol miktarda protamin iceren matur spermatozoalarda ise
lizin miktari az oldugundan boya almazlar. Protaminlerde lizin yerine yuksek

oranda arginin ve sistein kalitlari bulunur'#°.

2.8.1.2. Yontem:

5 pl semen 6rneg@i direk olarak ya da yikandiktan sonra lam Gzerine
yayihp kurutulur. 30 dk. PBS ile hazirlanmis %3’luk gluteraldehid solUsyonu
icerisinde fikse edildikten sonra 5 dk. %%’lik AAB boyasi (pH 3,5) ile boyanir.
immatiir niikleer kromatin iceren sperm baslari maviye boyanirken matiir
nikleus igeren sperm baslari boyanmaz. Mikroskop altinda 200 hicre sayilarak

boya alan hiicrelerin yiizdesi hesaplanir*°.
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2.8.2. Toluidin Mavisi Boyamasi (TB)

2.8.2.1. Prensip:

Toluidin mavisi bazik nikleer bir boyadir. Kromatinin metakromatik ve
ortokromatik boyamasi igin kullanilir. TB ¢ekirdek igerisinde bulunan kromatin
yapisindaki ve/veya DNA yapisindaki fosfat kalitlarina baglanarak agik maviden
mora uzanan bir renk skalasi olusturur (Sekil 8a). Kromatin yapisi saglam
sperm baslari agik maviye boyanirken bitlinligd bozulmus kromatinler ise mora
boyanir*!,

TB yontemi ile AO, SCSA ve TUNEL testleri arasinda korelasyon oldugu

gosterilmistir'®?,

(a)

Sekil 8. a) Toluidine mavisi boyamasi b) DBD-FISH yéntemi c) Akridin oranj boyamasi™®.

2.8.2.2. Yontem:

TB boyama protokoll; fiksasyon, hidroliz, ylkama ve boyama olmak
Uzere 4 adimdan olusur. Lam Uzerine yayillip kurutulmus preperatlar taze
hazirlanmis %96’lik etanol-aseton (1:1) karisiminda +4°C’de en az 30 dk. fikse
edilir. Daha sonra 0,1 N HCI igerisinde +4°C’de 5 dk. hidrolizlenir ve ikiser
dakikadan olmak Uzere 3 defa distile su ile yikanir. Son olarak da %0,05’lik TB
boyasi (boyama tamponu pH 3,5 %50’lik sitrat fosfat tamponudur) ile 5 dk.
boyanir>?,

Hazirlanan preperati kalici hale getirmek ve surekli olarak kullanabilmek

icin tersiyer bitanol igerisinde, +37°C'de Uger dakikadan 2 defa, ksilen

32



icerisinde ise Uger dakikadan 2 defa dehidrate edilmesi gerekir. Daha sonra ise
preperatlar DPX icerisine gémiilmelidir*>?.

AAB ve TB yodntemleri basit ve ucuzdur. Siradan bir mikroskop
kullanilarak analiz yapilabilir ve kalici preperatlar hazirlanabilir. TB ile boyanmisg
preperatlar morfolojik inceleme yapmak icinde kullanilabildiginden daha

avantajlidir'®®,

2.8.3. Kromomisin Az (CMA3) Boyamasi

2.8.3.1. Prensip:
Kromomisin A3 guanin-sitozin spesifik bir florokromdur ve protaminler ile
DNA’da ayni bolgelere baglanirlar. Glgli CMA3 floresansi az protaminasyon

diizeyini dolayisi ile de gevsek paketlenmis kromatin yapisini ifade eder®3.

2.8.3.2. Yontem:

CMA; boyamasi icin yaymalar 3:1 oranindaki metanol-glasiyel asetik asit
solisyonunda +4°C de 20 dk. fikse edilir ve oda isisinda 20 dk. kurumaya
birakilir. Daha sonra slaytlar 100 yl CMA; solisyonu ile 20 dk. boyanir. CMA;
solisyonu 10 mmol/L MgCl, ilave edilmis Mcllvaine tamponu (pH 7,0) icerisinde
0,25 mg/ml CMA3z'den olusur. Boyama sonrasinda slaytlar tampon ile yikanip
Uzerine 1:1 oraninda PBS-gliserol eklenip +4°C’de 1 gece bekletilir. Floresan
mikroskop kullanilarak her bir slaytta 200 spermatazoa sayilarak degerlendirme
yapilir. CMA3; pozitif hicreler parlak sari renge boyanirken CMA; negatif

hiicreler séniik sari renge boyanir™>.
2.8.4. DBD-FISH Yontemi:

2.8.4.1. Prensip:

Hucreler agaroz matriks icerisine gomdulip, alkali soliusyona maruz
birakilarak DNA iplik¢iginin acilmasina izin verilir. Boylece tek zincirli DNA
motifleri elde edilir. Notralizasyon ve proteinlerin uzaklastiriimasindan sonra tim

genoma ait ya da yalnizca analizlenmek istenen kromatin bdlgesine spesifik
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DNA problari kullanilarak hibridizasyon gergeklestirilir. Eger DNA’'daki kirik
miktari fazla ise fazla miktarda tek zincirli DNA olusur ve daha fazla prob ile
hibridleserek floresans yogunlugunu ve FISH sinyal alanini arttirir (Sekil 8b).
Sperm hicrelerindeki anormal kromatin  paketlenmesi DNA’yr  alkali
denaturasyonuna kargi daha duyarh hale getirip floresans yogunlugunu arttirir.
Bu nedenle DBD-FISH, DNA kiriklarinin in situ olarak tespit edilmesine ve
miktarinin dlglilmesine imkan verirken sperm kromatininin yapisal 6zelliklerini
ortaya cikarirt>#1%°,

Kromatinin yapisal 6zelliklerini agiklamasina karsin pahali, zaman alici
ve sofistike bir prosedur igerdigi icin ve sonuglari da diger yontemlerden farkh

olmadigi igin klinik dnemi azdir**®.

2.8.4.2. Yontem:

Sperm hiicreleri ilk olarak +37°C’de, %0,7’lik diistik erime noktali agaroz
(LMA) ile kanistirilir. 300 yL’lik karisim polistiren slayt tzerine aktarilip +4°C’de
katilasmasi igin beklenir. Katilastiktan sonra slayt 22°C’de, karanlikta, 5 dk.
alkali denaturasyon solusyonuna (0,03M NaOH, 1M NaCl) maruz birakilir. Daha
sonra slayt nétralizasyon-lizis solusyonu 1 (0,4 M Tris, 0,8M DTT, % 1 SDS,
50mM EDTA, pH 7,5) igerisinde oda isisinda 10 dk. noétralizasyon-lizis
soltsyonu 2 (0,4 M Tris, 2M NaCl, %1 SDS, pH 7,5) igerisinde oda isisinda 20
dk. inkibe edilerek protein artiklari uzaklastirilmis olur. Sonrasinda ise slaytlar
TBE tamponu (0,09 M Tris-borat ve 0,002 M EDTA, pH 7,5) ile 15 dk. yikanip,
ardisik %70’lik, %90°llk ve %100’luk etanol sollusyonlarinda ikigser dakika
bekletilerek dehidrate edilir. Slaytlar kuruduktan sonra insan tim genom probu
ile hibridize edilir. Daha sonra ise iki kez beser dakika, %50 formamid/2 X Tuzlu
Sitrat Solusyonu (SSC) (pH 7,0) ile iki kez de Uger dakika 2 X SSC (pH 7,0) ile
oda isisinda yikanir. Hibridlesmis problar streptavidin-indokarbosiyamin (1:200)
ile isaretlenir, 4 ,6-diamidino-2-fenilindol ( DAPI; 1 pug/ml) ile zit boyamasi yapilir

ve fuloresans mikroskopta gériintilenir™*,
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2.8.5. In situ Nick Translation (NT) Olgiimii

2.8.5.1. Prensip:

DNA polimeraz | enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonda deoksiuridin
trifosfat (dUTP) spesifik olarak tek zincirli DNA kiriklari ile birlesir. NT yontemi
ile yapilan nukleer butunlik degerlendirmesindeki sonuglar ile sperm sayisi,
motilitesi ve morfolojisi arasinda net bir iligki oldugu goértlmustir. Ayrica NT
sonuglari ile CMA3; ve TUNEL sonuglari arasinda gugla bir pozitif iliski oldugu da

gosterilmigtir>*1°31°¢,

2.8.5.2. Yontem:

ilk olarak bir miktar semen drnegi lam tizerine aktarilip kurumasi icin bir
sure beklenir. Bu bekleme sirasinda 10 pl streptavidin-floresin-izotiyosiyanat, 90
gl Tris tamponu, 900 pl bidistile su karigtirilarak floresan boya hazirlanir. Bu
karisimin 100 pl'si kurumus preperat Uzerine aktarilarak nemli bir ortamda
37°C’de 30 dk. inkiibe edilir. Boyama islemi sonrasinda lamlar ilk énce PBS ile
daha sonrada distile su ile yikanir. Degerlendirme yapmak icin lam tzerine 1:1
oraninda karistirlmigs PBS- gliserol karisimindan damlatiip Gzeri lamel ile
kapatilir ve floresan mikroskop altinda 100-200 spermatazoa incelerek sonug

verilir. Boya almis hiicreler, DNA’sinda kirik bulunan hasarli hiicrelerdir'>’.

2.8.6. Akridin Oranj (AO) Boyamasi

2.8.6.1. Prensip:

Bu yontem asit-indukli denaturasyona kargi sperm DNA’sinin
hassasiyetini Olger. Akridin oranj ¢ift zincirli DNA’da iki zincir arasina girerek
monomer olustururken, tek zinciri DNA'da bir araya toplanarak agregat
olusturur. Akridin oranjin saglam DNA’ya monomerik baglanmasi sonucunda
yesil, hasarli DNA'ya agregasyonu sonucunda ise kirmizi renkte floresan olusur
(Sekil 8c)™®.
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2.8.6.2. Yontem:

AO yontemi hem mikroskobik hem de flow-sitometrik olarak
gerceklestirilebilir. Mikroskobik degerlendirmede yayma sperm preperatlari
hazirlanarak Carnoy (metanol:asetik asit, 1:3) fiksatifinde en az 2 saat bekletilir.
Fiksasyon sonrasinda 5 dk. boyanip deiyonize su ile yikanir. Dogru bir
degerlendirme yapabilmek igin en az 200 hiicre sayilmalidir*®.

Flow-sitometrik analiz icin, sayisi 1x10°/mL olan 25-100 pl semen 6rnegi
1 ml soguk PBS (pH 7,4) ile karistiriip 600g’de 5 dk. santrifljlenir. Stpernatan
atilip pellet soguk TNE (0,01M Tris-HCI, 0,15M NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,4)
solUsyonu ile suspanse edilip tekrar 600g’'de 5 dk. santrifljlenir. Dipte kalan
pellet, icerisinde %10 oraninda gliserol iceren 200 pL soduk TNE ile
karistiriidiktan hemen sonra %70’lik etanolde 30 dk. fikse edilir. Fiksasyon
sonrasinda ise igerisinde %0,1 Triton X-100, 0,15 M NaCl, 0,08 N HCI
bulunduran ve pH 1,2 olan solusyondan 400 uL alinip 6rnek Uzerine aktarilarak
30 saniye muamele edilir. Son olarak test tipuine 1,2 ml boyama tamponundan
(6ug/ml AO, 37 mM sitrik asit, 126 mM Na,HPO,4, 1mM Na,EDTA, 0,15 M NacCl,
pH 6,0) eklenerek boyanir. Hucreler 488 nm lazer uyarimi ile flow-sitometri

kullanilarak analiz edilir*>®.

2.8.7. Sperm Kromatin Dispersiyon (SCD) Testi

2.8.7.1. Prensip:

SCD testinin prensibi spermlerin lizis solisyonundan dnce asit solisyonu
ile muamele edilmesine ve disuk erime noktali agaroz (LMA) igerisinde
karakteristik bir halo olusturmasina dayanir. Halonun olugsmasi veya buyuklugu
DNA fragmantasyonunun olmadigini gosterirken halonun bulunmamasi ya da
capinin ¢ok kuglk olmasi fragmantasyonun varhidini ifade eder (Sekil 9a).
Fernandez ve arkadaslarinin 20 infertii ve 10 fertil erkegin spermleri ile
yaptiklari calismada, DNA fragmantasyonunun dedgerlendirimesinde SCD
yonteminin sonuglari DBD-FISH yontemi ile dogrulanmistir. SCD degerleri,

infertil grupta fertil donér gruba gére daha yiiksek bulunmugtur®°1°®,
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2.8.7.2. Yontem:

Yikanmis ya da yikanmamis semen &rnedi son derisim 5-10 X10°%/ml
olacak sekilde ayarlanir. Stispansiyon +37°C’deki %1’lik LMA ile karistirilir. Bu
karisimin 50 pl'si daha dnce Uzeri %0,65’lik normal agaroz ile kaplanmig lam
Uzerine aktarilip Gzeri lamel ile kapatilarak +4°C’de 4 dk. katilagsmasi igin
bekletilir. Katilagtiktan sonra lamel dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak 22°C’de, 7 dk.
taze hazirlanmis 0,08N HCI solisyonu ile karanlikta denatire edilir.
Denaturasyon sonrasi lamlar nétralizasyon-lizis solisyonu 1 (0,4M Tris, 0,8M
DTT, %1 SDS, 50mM EDTA, pH 7,5) icerisinde oda isisinda, 10 dk. bekletilerek
proteinler uzaklastiriimis olur. Daha sonra ise lamlar nétralizasyon-lizis tamponu
2 (0,4M Tris, 2M NaCl, %1 SDS, pH 7,5) icerisinde oda i1sisinda 5 dk. bekletilir.
Bu sire sonunda 2 dk. TBE tamponu (0,09M Tris-borat ve 0,002M EDTA, pH
7,5) igerisinde bekletilip ikiser dakika %70, %90 ve %100’lUk etanol
solUsyonlarinda bekletilerek dehidrate edilir. Son islem olarak da 2 pg/ml’lik
DAPI ile boyanirt®?.

Sekil 9. (a) SCD testi resimleri al) buyutk halo a2) orta buyuklikteki halo a3) kiiglik halo a4)
halo yok (b) COMET gérintiileri b1) hasarli DNA b2) saglam DNA™®.

2.8.8. COMET ASSAY

2.8.8.1. Prensip:

Tek hicre jel elektroforezi ya da diger bir adiyla COMET Assay Okaryotik
hicrelerdeki DNA hasarini hiicre bazinda saptayabilen duyarl, glvenilir ve hizli
bir yontemdir. Hucre bazindaki DNA hasarini saptayan ilk arastirmacilar

Rydberg ve Johanson’dir. Bu arastirmacilar, hucreleri pargalayip agaroz
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icerisine gomdukten sonra agarozu lam uzerine aktararak alkali kosullarda
DNA’nin aciimasini saglamiglardir. Notralizasyon iglemi sonrasinda ise
hicreleri akridin oranj ile boyayarak DNA hasarini fotometre aracihidi ile yesil
renkli floresansin (¢ift zincirli DNA’yI ifade eder) kirmizi renkli floresansa (tek
zincirli DNA'y! ifade eder) orani seklinde dlgmusglerdir. 1984 yilinda Ostling ve
Johanson yontemin duyarlihdini arttirmak icin mikrojel elektroforez teknigini
gelistirmiglerdir. Arastirmacilar agaroz jel igerisine yerlestirdikleri hucreleri lam
Uzerine aktardiktan sonra deterjanlar ve yuksek tuz derisimleri kullanarak
parcalamislar. Bu sekilde agiga c¢ikan DNA'ya hafif bazik sartlarda (pH 9,5)
elektroforez uygulamiglar ve elektroforez sonunda DNA'y! floresans bir boya
(etidyum bromtir) ile boyadiklarinda jelde bas ve kuyruktan olusan ve kuyruklu
yildiza benzeyen goéruntilerin olustugunu gérmusler; bu nedenden o6turi de
teknige “ COMET ASSAY” adini vermiglerdir (Sekil 9b). Notral sartlarda DNA
cift iplikli oldugundan bu teknik yalnizca ¢ift-zincirli DNA’daki kiriklarin tespitine
olanak saglarken, RNA artifakta neden olmaktadir®”1%8,

Buguln icin COMET Assay’in iki farkli sekli kullanilmaktadir. Bunlardan bir
tanesi Singh ve ark.’nin 1988 yilinda geligtirdigi alkali elektroforez (pH>13)
teknigidir. Alkali kosullarda DNA tek iplikli oldugundan bu teknik ile tek zincir
DNA kiriklari ve alkali labil bolgeler tespit edilebilmektedir. Bu yontem Tek
Hicre Jel Elektroforezi (SCGE) olarak bilinmektedir, fakat kronolojik
siralamadan dolay! birgok arastirmaci bu yontemi “COMET Assay” olarak
adlandirmaktadir. 1990 yilinda ise Olive ve ark.larn Ostling ve Johanson’in
notral teknigini geligtirerek alkali muamelesi ile hucreleri pargaladiktan sonra
notral ya da orta alkali kosullarda elektroforez uygulayarak tek zincir kiriklarini
tespit edebildiklerini bildirmislerdir'®®".

Singh ve Olive’in gelistirmis oldugu metodlar prensipte ayni pratikte ise
benzerdir. Fakat Singh’in ydntemi daha duyarl gibi gériinmektedir®’.

Singh’in yonteminde dusik erime noktali agaroz (LMA) igerisinde
hazirlanan hicre suUspansiyonu, lam Uzerine agar jel ile sandevi¢ modeli
olusturacak sekilde aktariip pH 10’da deterjanlar ve ylksek tuz derigimleri
kullanilarak parcalama islemi gercgeklestiriimektedir. Daha sonra ise alkali

kosullar altinda kisa bir sire elektroforez uygulanmaktadir. Pargalama iglemi ile
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nikleer materyal disindaki hucre bilesenleri uzaklastiriimis olur. Cok kuguk
miktardaki non-histon protein varliginda bile DNA supersarmal halinde iken,
alkali kosularda kiriklarin bulundugu bdlgelerden agilmaya baslar. DNA hasari
yuksek olan hucrelerdeki DNA gog¢u daha fazladir ve bu go¢ kuyruklu yildiza
benzer'®’.

Pargalama isleminde ve elektroforezde kullanilan pH degeri teknigin
duyarhih@ini degistirir. Her iki degisken icin de ndétral pH kullanildidinda cift
zincirli DNA’daki kiriklar tespit edilirken pH 12,3’de tek zincir kiriklari ve delay
tamir bolgeleri, pH 13’'de ise alkali labil bolgeler, tek zincir kiriklari ve delay tamir

bdlgeleri tespit edilebilmektedir'®’.

2.8.8.2. Yontem:

COMET Assay birgcok yayinda detayli bir sekilde anlatiimistir. Kisaca
Ozetlemek gerekirse ilk olarak hiicreler +37°C’'de %0,5'lik LMA ile siispanse
edilip daha énceden Uzeri %0,5’lik normal erime noktasina sahip agaroz (NMA)
ile kaplanmis lam Uzerine aktarilir. Katilastiktan sonra 3. tabaka olarak Gzerine
yine %0,5’lik LMA ilave edilir. Bu ug¢ tabakali jel hazirlandiktan sonra hicreler
deterjanh solUsyon igerisinde en az 1 saat bekletilerek pargalanir. Daha sonra
lam alkali ya da nétral bir tampon igeren elektroforez tankina yerlestirilip,
DNA’nin acgilmasi igin bir sire beklendikten sonra elektroforez gerceklestirilir.
Elektroforez sonrasinda lam nétralizasyon tamponu ya da PBS ile yikanip
florokrom bir boya ile boyanir*®®72173,

Son birka¢ yildir yayinlarda COMET Assay’in ¢esitli modifikasyonlari
kullaniimistir. Lizis solUsyonunun icerigi ve pH’si, elektroforez tamponunun
icerigi ve pH’si, elektroforez kosullari (voltaj, amper, elektroforez suresi)

degistirilerek yéntemin duyarlihdi degistirilebilmektedir'®’.

2.8.8.3. Lizis Solilisyonu

Calismanin amacina uygun olan lizis sollisyonu secilmelidir. Nétral lizis
solUsyonlari ¢ift zincir kiriklarinin tespitinde, alkali lizis solUsyonlari ise tek zincir
kiriklarinin tespitinde kullaniimaktadir. Literatlrlerde en ¢ok kullanilan alkali lizis

solusyonudur. pH 10-12'de yuksek tuz derigsimi ve deterjan iceren lizis
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solusyonunda hucreler en az 1 saat bekletilir. McKelvey- Martin ve ark. lizis
solisyonunun igeriginde bazi modifikasyonlar yapmiglardir. Bu arastirmacilar
deterjan karisimina N-laurilsarkozin eklemigler ve sonugta bir degisiklik
olmadidini rapor etmiglerdir. Rojas ve ark. ise artik protein kalintilarinin

uzaklastiriimasi igin lizis solusyonuna proteinaz K eklediklerini bildirmiglerdir
167,172,174

2.8.8.4. Elektroforez Tamponu

Elektroforezden once lamlar alkali elektroforez solisyonunda bir sire
dengelenir. Bu solusyon deterjan igermez, tuz derisimi dusuk, pH ( < 12,3)
degeri ise yuksektir. Dengeleme ve elektroforez suresi ¢aligilan hicre tipine ve
DNA hasarina gore degisir. Bu adimlarda yapilan degisiklikler dnemli olup
yuksek voltaj kullanilarak ya da elektroforez suresi uzatilarak daha buyuk
suruklenmeler/kuyruklar (kometler) elde edilebilir. Dengeleme slresi uzadik¢a
yontemin duyarhligi artar. Green ve ark. dengeleme suresinin 40 dk. dan uzun
olmasi durumunda kuyruk olusumun arttigini bildirmislerdir. Dengeleme ve
elektroforez sicakhiginin arttinimasi da duyarhligr artirirken ayni zamanda
kontrol grubunda da kuyruk olusumuna neden olmaktadir. 15°C’de maksimum
ayirmin saglanabilecedi, bu sicaklikta ve 40 dk. dengeleme suresi ile de

maksimum duyarliligin elde edilebilecegi bildiriimektedir®’.

2.8.8.5. Lam Hazirlama
Lam hazirlamada iki temel prosedur kullaniimaktadir, bunlardan ilki tek
tabakali lam digeri ise daha yaygin olarak kullanilan G¢ tabakali (sandvig

modeli) lam modelidir®’.

2.8.8.5.1. Tek Tabakali Lam Modeli

LMA igerisinde suUspanse edilmis hucreler daha onceden tamamen

sogutulmus lam lzerine akatarilarak tek tabakali lam hazirlanmis olur*®’.
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2.8.8.5.2. Ug Tabakali Lam Modeli (Sandvi¢ Modeli)

Bu teknikte lamin daha oOnceden sogutulmasina gerek yoktur, oda
isisindaki lamlar kullaniimaktadir. ilk olarak lam yiizeyi NMA ile kaplanir, bu ilk
tabakay! olusturur. ikinci tabaka olarak LMA ile siispanse edilmis hiicreler lam
Uzerine aktarilir. Uglincl tabaka olarak da yine LMA eklenerek (i¢ tabakali lam
hazirlanmis olur'®’.

ilk tabakadaki agaroz diiz bir zemin olustururken ikinci ve (gunci
tabakalarin daha siki bir sekilde tutunmasini saglar. Etkin bir analiz igin ikinci
tabakada bulunan hicre miktari ve agaroz derigimi dnemlidir. Genellikle ~1,000-
50,000 hucre 10uL PBS veya kultur medyumu ile stispanse edilip son derisim
%0,5-1 olacak sekilde, 35-45°C’de, 75 uL LMA ile karigitinhr. Eger ikinci
tabakadaki hiicre sayisi fazla olursa goriintiileme islemi zorlasir. Uglincl tabaka

ise yalnizca hiicreleri korumak igin eklenir'®’.

2.8.8.6. Notralizasyon
Elektroforez sonrasi lamlar pH 7,5 Tris tamponunda 5’er dakika 3 defa
yikanarak notralize edilir. Notralizasyon suresi uzadik¢a artifakt yogunlugu

azalmaktadir'®’.

2.8.8.7. Lamlarin Saklanmasi

Lam Uzerine ilk tabakadaki agaroz ilave edildikten sonra 40-50°C’deki
finnda birkag dakika bekletilerek agaroz dehidrate edilir ve sonraki adimlar
aynen yukarida anlatildigi sekilde uygulanir. Notralizasyon iglemi sonrasinda da
yine diger agaroz tabakalarinin dehidrate edilmesi igin iki kez 5’er dakika saf

etanolde bekletilirt">178.

2.8.8.8. Boyama

Bu teknikteki son adim DNA spesifik bir boya ile DNA’nin boyanarak
goruntulenmesidir. En ¢ok kullanilan boyalar etidyum bromur, propidyum iyodur
ve DAPI'dir. Singh ve ark. YOYO-1 ve gumus yesili boyalarinin duyarhlig

167,177

arttirdigini bildirmiglerdir
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2.8.8.9. Veri Analizi

Arastirmacilar verileri degerlendirmede farkl yontemler kullanmislardir.
Calderon ve ark. DNA hasarini migrasyon gosteren hasarl hlcreleri saglam
hlcrelere oranlayarak dlgmuslerdir. Bu yontem ile elde edilen sonug¢ bize genel
DNA hasari hakkinda bilgi verir, hucre dizeyindeki DNA hasari hakkinda fikir
vermez. Anderson ve ark. ise migrasyon oranina goére hucreleri skorlayarak
hicre bazindaki DNA hasarini Olgtuklerini belirtmiglerdir. DNA migrasyonu
genellikle pm cinsinden ifade edilmektedir. GA¢ uzunlugu fragmantasyon
oraniyla ve dolayisiyla DNA hasari ile iligkilidir. Migrasyon uzunlugu cesitli
sekillerde Olculebilir; okulerdeki mikrometre araciligi ile hicrelerin fotografik
goruntulerinin  Uzerindeki cetvellerle ya da goruntileme sistemlerindeki
monitorler araciligi ile dlgiilebilmektedirt®”*78,

Yalnizca kuyruk uzunlugu DNA hasarini dogru bir sekilde yansitmaz
ayrica bu kuyruk bolgesinde surtuklenen DNA’nin yuzdesi de dnemlidir. Olive ve
ark. yaptiklari ¢alismalar sonucunda nétral pH'da ve pH 12,3’de (alkali) DNA
migrasyonunun belirli bir yere kadar devam ettigini ve bu noktadan ileriye
gidemedigini bildirmisler. Buna kargilik migrasyon uzunlugunun artmamasina
ragmen go¢ eden DNA ylUzdesinin ise arttigini ifade etmiglerdir. pH >13 oldugu
alkali kosullarda ise bodyle bir durumun s6z konusu olmadidini bu pH’da
migrasyon uzunlugunun DNA hasarini dogru bir sekilde yansittigini rapor
etmiglerdir. Tum bu karisikhdi ortadan kaldirmak icin Olive ve ark. “Kuyruk

Momenti” terimini tanimlamislardir®”1"*,

Kuyruk Momenti = Kuyruk uzunlugu X Kuyruktaki floresan yogunlugu
veya
Gog¢ bolgesindeki DNA ylizdesi
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2.8.9. TUNEL Testi

2.8.9.1. Prensip:

TUNEL yontemi asil olarak apoptoz sirasinda meydana gelen DNA
parcalanmasini olgmek igin tasarlanmistir. Normal spermatogenezin gelisimi ve
kontrolu igin programlanmis hicre olumua gereklidir. Ancak agir testikiler germ
hlucre apoptozu, yardimla Ureme tekniklerinden elde edilecek basariyi dusurur.
TUNEL teknigi apoptotik olduguna inanilan semendeki sperm populasyonunun
tanimlanmasi igin ilk defa Gorczya ve arkadaglari tarafindan uygulanmigtir. Bu
yontemde DNA kiriklarinin 3’OH ucuna, terminal deoksinukleotidiltransferaz
(TdT) enzimi tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla, biyotinlenmis uridintrifosfat
(dUTP) baglanir. Biyotinlenmis DNA streptavidin ile birleserek suda
¢dziinmeyen renkli bir Giriin ortaya gikarir®*>’.

TUNEL yontemi ile sperm sayisi, motilitesi ve normal morfoloji ylzdesi
arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmigtir. Ayrica bu konudaki verilere gore,
TUNEL sonuglarinin prediktif etkinliginin ylksek olabilecedi, IUI'daki gebelik
orani, IVF'deki embriyo kalitesi, ICSI'deki fertilizasyon orani hakkinda fikir
verebilecedi ve tekrarlayan gebelik kayiplarina bir agiklama getirebilecegi

disinilmektedir4+179-182,

2.8.9.2. Yontem:

Sperm 6rnekleri PBS (pH 7,4) ile iki kez yikanip son derigim 1-2 X10%ml|
olacak sekilde sUspanse edilir. Sperm suspansiyonu %1’lik formaldehid ile 10
dk. oda 1sisinda fikse edilir. Slre sonunda o6rnek 10,000g'de 4 dk.
santrifijlendikten sonra PBS ile yikanir ve tekrar 100 pl yikama tamponu
(100mM Tris-asetat, 100mM magnezyum asetat, 500mM potasyum asetat,
%0,1 Triton X-100) ile sispanse edilip oda isisinda 10 dk. inkube edilir. Fikse
edilmis spermler 50 pyl TdT tamponu (3uM biotin-16-dUTP, 12 puM
deoksiadenozin trifosfat (dATP), %0,1 Triton X-100, 10 IU TdT enzimi) ile
37°C’de 60 dk. inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler PBS ile iki kez
yikanarak 100 pl boyama tamponu ile (%0,1 Triton X-100, %1

streptavidin/Texas kirmizi antibiotin) +4°C’de 30 dk. boyanir. Boyanmis hiicreler
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PBS-% 0,1 Triton X-100 ile yikanir. 100-500 sperm hucresi floresan mikroskop
kullanarak ya da Floresan indiikli Hicre Tiplendirme (FACS) flow sitometresi
kullanilarak analizlenir'®?,

TUNEL yontemi hem pahali hem de zaman alici bir yontemdir.
Flowsitometrik degerlendirme daha dogru ve daha guvenilir olmasinin yaninda

daha karmasik ve daha pahalidir'®*.

2.8.10. Sperm Kromatin Striktiir Analizi (SCSA)

2.8.10.1. Prensip:

SCSA, in situ olarak DNA’nin isI ya da asit indUkli denaturasyona olan
hassasiyetini Olcen flowsitometrik bir yontemdir. Her iki yéntem ile de ayni
sonuglar elde edilmesine ragmen protokol SCSA.sii ve SCSA, olmak Uzere
ikiye ayrihr. Isi veya asit muamelesi sonucunda denatire olan DNA
metakromatik bir boya olan akridin oranj ile boyanir. Hasarli DNA (tek zincirli
DNA) kirmizi renkte floresan verirken hasarlanmamis DNA (gift zincirli DNA)
yesil renkte floresan verir. SCSA,si: protokolt daha kolay ve kullaniglidir. DNA
hasari, DNA fragmantasyon indeksi (DFI) ile ifade edilir. SCSA, sperm DNA
hasarini dogru bir sekilde 6lgen, fertil ve infertil bireyleri birbirinden ayiran sinir
degeri hesaplanmis, pahali bir yontemdir. Fertilizasyon ve implantasyon orani
gibi Uremeye yardimci tekniklerin sonuglarini yorumlamada bugune kadar
bildigimiz yontemler icerisinde en basarilisi SCSA'dir. infertil erkeklerde semen
analizini desteklemek amaglhh SCSA testinin de rutin olarak yapilmasi
Onerilmektedir. Elde edilen en son verilere gére DFI %30’dan buyuk ise asilama
ile gebe kalma olasihdi neredeyse sifira yaklastigindan ¢6zim olarak ICSI
yontemi segilmelidir®3+18>187,

Virro ve arkadaslari 249 infertil gifte IVF-ICSI uygulamiglar ve DFI ile
fertilizasyon ve gebelik oranlari arasindaki iliskiyi degerlendirmislerdir. Bu
calismanin verilerine gore, DFI < %30 olan 178 ¢iftin gebelik orani %43, DFI
230 olan grupta ise %28 olarak bulunmustur. Fertilizasyon oranlari arasinda ise

anlamli bir fark goériilmemistir'’.
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2.8.10.2. Yontem:

Yaklasik 13-70 pl yikanmamis semen ornedi son derisim 1-2 X10°
sperm/ml olacak sekilde TNE tamponu (0,01 M Tris-HCI, 0,15M NaCl, 1 mM
EDTA, pH 7,4) ile dilie edilir. Hicre suspansiyonu asit-deterjan solisyonu
(%0,1 Triton X-100, 0,15M NacCl, 0,08N HCI, pH 1,2) ile 30 saniye muamele
edilir. Daha sonra ise pH 6 fosfat-sitrat tamponu igerisinde ¢ézinmuis 6 mg/l AO
boyasi ile boyanir. Boyanmis 0&rnek flowsitometrideki &6rnek haznesine

yerlestirilir®.
2.8.11. 8-Hidroksi 2-Deoksiguanozin Olgiimii

2.8.11.1. Prensip:

8-hidroksi 2-deoksiguanozin (8-OHdG) en yaygin oksidatif DNA hasari
biyoisaretleyicisidir. Genomik DNA’da 8-OHdG tayini igin kullanilan en yaygin
metod elektrokimyasal belirlemeli yiksek performansli sivi kromatografi (HPLC-
EC)dir'®®,

2.8.11.2. Yontem:

a) DNA Ekstraksiyonu

Sperm ornegi ilk dnce sperm yikama solusyonu (10mM Tris-HCI, 10mM
EDTA, 1M NaCl, pH 7,4) ile yikanir. Daha sonra ditiyotreitol (DTT), proteinaz K
ve SDS ile 55°C'de 1 saat inkiibe edilir. Akabinde spermatozoa DNA's
kloroform/izoamil alkol ile ekstrakte edilir ve ribonukleaz A ile hidrolizlenir. Daha
sonra DNA 10mM Tris-HCI iginde bir sonraki enzimatik DNA hidrolizi igin
¢Ozduralir. DNA Urind spermatozoa sayisina bagli olarak 40 ile 300 ug

arasinda ( 1 milyon hiicrede ortalama 1,63 pg olmak lizere) degisim gosterir'®.
b) Enzimatik DNA Hidrolizi

Bu asama 8-OHdG icin kritik bir basamaktir. Bazi arastiricilar ntikleaz P1

ve alkalen fosfataz gibi enzimlerle kombine olarak kullanmalarina ragmen Shen
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ve Ong DNA hidrolizinin bakteriyel kaynakli alkalen fosfataz (AP) kullanildiginda
daha iyi sonu¢ verdigini ve diger kaynaklardan elde edilen AP ile daha az
hidroliz sagladigini bildirmektedirler. Her bir drnekte %90’in Gzerinde olan DNA
hidrolizi déntsum faktord ile deoksiguanozin (dG) yogunlugu hesaplanabilir
(1ug DNA =0,62 nmol dG)*®®,

c) HPLC-EC Analizi

Bu analiz sistemi bir Gilson pompasi, bir Whatman partisphere 5 C18
kolon, bir elektrokimyasal dedektor (Ag/AgCl elektrot, camsi karbon elektrot, 0,7
V, 50nA), ultraviole dedektor (254 nm) bir otodrnekleyici ve bir toplayicidan
meydana gelmektedir. 8-OHdG ve dG dlzeylerinin belirlenmesi icin sirasiyla 13
ve 9 dakikalik bir zaman gereklidir. Sonuglar 8-OHdG/10° hiicre olarak verilir.
Spermatozoon DNA'’sindaki hasarin tespiti icin spermada 8-OHdG’nin duzeyinin
belirlenmesi duyarli ve nitelikli bir yontem olarak gozukmesine ragmen bu
yontemle ilgili problemler sdyle siralanabilirt®°.

e DNA ekstraksiyonu ve sindirimini kapsayan analitik islemler

beklenmeyen DNA oksidasyonu ile ortaya cikabilir.

e Standart islemlerin eksikligi farkh laboratuvarlar arasinda &6nemli

varyasyonlara sebep olabilir.

e Nispeten buylk miktarda (50ug) DNA gerektirmesi klinik 6rneklerde

yaygin olarak kullanimini engeller.

Yukarida belirtilen durumlar dikkate alindiginda spermada 8-OHdG
duzeyinin guvenilir bir sekilde tespit edilebilmesi icin su Onlemleri almak
gereklidir.

e DTT ve proteinaz K ile inkibasyon sperm DNA’sini dekondanse ve

ekstrakte etmek icin esastir.

e Insan eliyle yapilan hatalarr en aza indirgemek igin DNA

ekstraksiyonunda fenol kullanimindan sakiniimalidir.

e Sistemin belirleme sinirina bagh olarak 30 pg’dan daha az DNA

ekstraktlari kabul edilmemelidir.

e BUtin calisma boyunca 8-OHdG standartlarinda ayni kimyasallari ve

ajanlar kullanmak gerekir.
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Her grubun analizinde kalite kontrol i¢cin az miktarda karistiriimis 6rnek
kullaniimalidir.
Hidroliz igsleminden sonra mumkun olan (genellikle birka¢ gun i¢inde) en

kisa siire icerisinde analiz yapiimahdir'’.
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3.1. Geregler ve Kimyasal Maddeler

3. GEREG VE YONTEMLER

3.1.1. Geregler

Dijital pH metre
Santriflj

Hassas Terazi
Otomatik Pipet
Mikrodalga firin
Elektroforez cihazi
Mikromanipulator
Floresan mikroskop
Buzdolabi
InkUbator
Faz-kontrast mikroskobu
invert mikroskop
Makler kamarasi
Rodajli lam

Lamel

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Agaroz

(Orion 3 Star)
(Hettich Universal 11')
(Sartorius )

(Gilson P-20, Socorex 200,Biohit 1000 )
(Beko)
(CleverScientific)
(Narishige)
(Olympus DP72)
(Arcelik)

(Forma Scientific)
(Zeiss)

(Olympus)

(Isotherm 76X26 mm)
(Citoglas 24X60 mm)

(Sigma A9539)

Dusuk erime noktali agaroz (LMA) (Sigma A9414)

Triton X-100
Dimetil sulfoksit (DMSO)
Proteinaz K

Etidyum bromar

(Fluka 93420)

(Sigma D5879)
(Sigma-Aldrich P6556)
(Sigma E8751)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma ED2SS)

PBS tablet

(Amresco E404)
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Kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup Amresco, Sigma ve Fluka

firmalar tarafindan saglanmistir.

3.2. Orneklerin Temini ve Gruplandiriimasi

Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Balcali Hastanesi Uroloji Anabilim
Dal’'na ve Ege Universitesi Aile Planlamasi infertilite (Kisirlik) Arastirma ve
Uygulama Merkezi’'ne 2008-2010 yillari arasinda infertilite sikayeti ile bagvuran
erkek olgular, Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulunun 12.06.2007
tarihli 5 no’lu karari dogrultusunda calismaya alinmistir. Dinya Saglik Orglti
tarafindan belirlenen kriterler esas alinarak yapilan spermiyogram analizleri
sonrasinda uygun vakalar, onam formu alinarak calismaya dahil edilmistir.
Olasi bir girisimi engellemek amaci ile oligospermik, teratospermik,
astenospermik ve normospermik bireylerden yalnizca semen 6rneginde Iokosit
bulunmayan olgular ¢alismaya alinmigtir. Calismada, 20 normospermik, 20
oligospermik, 20 astenospermik ve 20 teratospermik olgunun sperm DNA
hasari COMET ASSAY ile calisiimis sonucglar CometScore1.5 Tritek bilgisayar
programi kullanilarak hesaplanmigtir. Sperm parametreleri ile DNA hasari
arasindaki iligki degerlendirilmis olup ayrica, yukarida sayillan tim sperm
anomalilerini iceren %85’i kisa kuyruklu olan ve %100 bas anomalisine sahip
olan  oligoastenoteratospermik  bir  olgunun mikroenjeksiyonu  da
gerceklestiriimistir. Mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon, klivaj ve gebelik
durumu takip edilerek DNA hasari ile iligkisi incelenmistir.

Genel olarak calisma dort kisimdan olusmaktadir;

1) Makroskobik ve mikroskobik semen analizini gergeklestirmek,

2) Sperm hicrelerini agaroz jel igerisinde immobilize etmek, pargcalamak,
elektroforez  uygulamak, noétralizasyon ve boyama adimlarini
gercgeklestirmek,

3) Floresan mikroskop ve bilgisayar yardimi ile boyanmis olan hicrelerden
en az 100 tanesini gorintilemek ve resimlerini gekmek,

4) Bilgisayar ortamina aktarilmis olan bu resimleri CometScore1.5 Tritek
programi igin uygun olan formata donusturmek ve en az 100 hucreyi baz

alarak DNA hasarini hesaplamaktir.
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Makler kamarasi ile yapilan sperm sayimi sonrasi, semeninde |0kosit
bulunmayan oligospermik, teratospermik ve astenospermik toplam 60 infertil
olgu calismaya alinmistir. Azospermik olgularda sperm hucresi olmadigi i¢in bu
vakalar calismaya dahil edilmemistir. Kontrol grubu 20 normospermik, evli ve

cocuklu, fertil oldugu bilinen olgulardan olusturulmustur.
3.3. ANALIZ YONTEMLERI

3.3.1. Spermiyogram
3.3.1.1. Makroskobik inceleme:
Calismaya alinan 80 bireye ait semen o6rnegi likefaksiyon, goérinum,

volum ve pH o6zellikleri yonunden degerlendirilmistir.

3.3.1.2. Mikroskobik inceleme:
3.3.1.2.1. Sperm sayisinin belirlenmesi

Likefaksiyonunu tamamlamis semen o6rneginden 10 pl alinip +37°C’de
bulunan Makler sayim kamarasina aktarilarak, faz kontrast atagmanl
mikroskopta 10x20 blyutmede sayim yapilmistir. En az 10 karede sayim
yaplimis ve on karede saptanan sayi 10° ile carpilarak mililitredeki (x 10°%/ml)
sperm sayisi belirlenmistir. Sperm sayisi belirlenirken ayni zamanda hizli bir
sekilde immotil sperm sayisi ve sperm hareketliligi de degerlendirilerek sperm

motilitesi saptanmigtir.

3.3.1.2.2. Morfolojik siniflandirma

Morfolojik siniflandirma Kruger'in kesin kriterlerine gore yapilmistir. Bu
amacla sayimi yapiimis semen 6rneg@i Uzerine kendi hacminin iki kati olacak
sekilde HEPES tamponlu besi yeri ilave edilerek 150-200 g’de santrifijlenmis ve
boylece sperm hucresi disindaki diger hucrelerin uzaklagtiriimasi saglanmistir.
Santrifij sonrasi Ust faz atiimis, sperm sayisi ve hacmi gbéz 6nlnde
bulundurularak seyreltiimesi yapilmis ve lam Uzerine yayllmistir. Hazirlanan

preperat kuruduktan sonra Diff-Quick boyasi ile boyanmistir. Boyama sonrasi
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mikroskop altinda en az ylz hicre degerlendirilerek normal ve anormal

morfolojili sperm yuzdesi belirlenmistir (Sekil 10, Sekil 11).

Sekil10. Normal morfolojiye sahip sperm. Sekil 11. Anormal morfolojiye sahip spermler.

3.3.1.2.3. Sperm yikama iglemi ve Swim-up

Likefiye olmus, makroskobik ve mikroskobik incelemesi yapiimis semen
ornedi hacminin iki kati miktarindaki HEPES tamponlu bir besi yeri ile 150-200
g'de santriflijlenmistir. Ust faz atilarak tizerine tekrar 2 ml HEPES tamponlu besi
yeri ilave edilmis ve santrifUjlenmistir. Santrifij sonrasi Ust faz atilmig, sayisi ve
motilitesi g6z onunde bulundurularak 0,3-0,5 ml arasinda, uygun miktarda
bikarbonat tamponlu besi yeri pelleti kaldirmayacak sekilde ilave edilmis
+37°C’'de, %5 oraninda CO; igeren inkiibatorde 1 saat bekletilerek spermlerin
yukari dogru yuzmeleri saglanmistir.

Sure sonunda yukari dogru yuzmus olan spermlerden, yani tipun en ust
kismindaki besi yerinden 10 ul alinmis ve +37°C’de bulunan Makler sayim
kamarasina damlatildiktan sonra yukarida belirtilen esaslara uygun olarak
sperm sayimi yapilmistir.

Diinya Saglhk Orgiti'niin 1992 verilerine gére sperm sayisi, motilitesi ve
morfolojisi igin normal olarak kabul edilen degerler asagida verilmigtir.

Hacim >2ml
Sperm sayisi> 20 X10°/ml
Motilite > %50
Morfoloji > 14 (Kruger)
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3.3.2. Sperm DNA Hasarinin COMET ASSAY ile Analizi

Ayiraclar

1) Fosfat Tamponu ( 10mM, pH 7,4, 100 ml)

Amresco E404 markali PBS tabletinin bir tanesi 100 ml distile su icerisinde

¢Ozulur.

2) Lizis Cozeltisi (pH 10, 100 ml)

Bir behere ayri ayri tartilarak, 2,5 M (14,61 g) NaCl, 100 mM (3,72 g)
EDTA, 10 mM (0,12 g) Tris baz konulur. Uzerine 50 ml distile su eklenerek
karistirici yardimi ile ¢gozinmeleri saglanir. Cozelti pH’si 10’a ayarlandiktan
sonra karisim balon jojeye aktarilarak son hacim distile su ile 100 mlye
tamamlanir. Kullanilincaya dek 2-8°C’de saklanir.

Kullanmadan 6nce ¢ozeltiye son derisimi %1 olacak sekilde, Triton X-100
ve %10 DMSO eklenir.

3) Elektroforez tamponu (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13, 500 ml)

300 mM (6 g) NaOH tartilarak behere aktarilir Uzerine 400 ml distile su
ve 1 ml 500 mM EDTA eklenerek, karistirilir. Kalibrasyonu ayarlanmis pH metre
ile pH’s1 13’e ayarlanir. Cozelti balon jojeye aktarilarak son hacim 500 ml'ye
tamamlanir.

Elektroforez tamponu gunlik olarak taze hazirlanmaldir.

4) Nétralizasyon Tamponu (0,4 M, pH 7,4, 100 ml)
0,4 M (4,85 g) Tris baz tartilarak bir behere aktarilir ve Uzerine 50 ml
distile su eklenir. pH metre ile pH 7,4’e ayarlandiktan sonra balon jojeye

aktarilip son hacim distile su ile 100 mI'ye tamamlanir.
5) Normal Erime Noktali Agaroz (NMA)

Normal erime noktasina sahip agarozdan 0,375 g tartihp Gzerine 50 ml
PBS (10 mM, pH 7,4) eklenir. Mikrodalga firinda 400 watt’da bir tagim kaynatilir.
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6) Dusiik Erime Noktali Agaroz (LMA)
Normal erime noktall agarozdan 0,015 g, dusuk erime noktali agarozdan
ise 0,06 g tartilarak bir behere aktarilir. Uzerine 10 mM, pH 7,4, 10 ml PBS

aktarilarak mikrodalga firinda 400 watt’da bir tasim kaynatilir.

3.3.2.1. Ornek hazirlama
Yikanmis ve swim-up’t yapilmis érnek bikarbonat tamponlu besi yeri ile

son derisim 2x10° hiicre/mL olacak sekilde seyreltilmistir.

3.3.2.2. Lam Hazirlama

i) 100 L, %0,75’lik normal erime noktasina sahip agaroz lam Uzerine aktariimis
en az 5 dk. oda isisinda katilagmasi igin beklenmisgtir.

i) 8 uL yikanmis sperm o6rnegi, 72 uL %0,75’lik disuk erime noktasina sahip
agaroz ile karigtirilarak ilk agaroz tabakasinin lzerine aktariimis +4°C’de 8 dk.
katilasmasi icin beklenmistir.

iii) 2. tabakanin Uzeri de yine 100 pL, %0,75’lik disuk erime noktasina sahip
agaroz ile kaplanmig +4°C de 8 dk. bekletilmistir.

3.3.2.3. Hucre pargalanmasi ve DNA dekondenzasyonu

Lamlar 100 ug/mL proteinaz K sollisyonu iceren lizis solisyonu (2,5 M
NaCl, 10mM Tris, %1 Triton X-100, %10 DMSO, pH 10) ile 1 gece +37°C'de
inktibe edilmistir.

Lamlar lizis solusyonu igerisine direk olarak atilmamali, pastor pipeti
yardimi ile lamin Uzerini kapatabilecek kadar ~1 ml ilave edilmelidir. Lam Uzerini
kaplayan lizis solusyonunun hacmi az oldugundan buharlasmayi engellemek
amaciyla inkubasyon nemli bir ortamda yapiimahdir.

3.3.2.4. Elektroforez
Lamlar oda isisinda 300 mM NaOH, 1 mM EDTA sollisyonu igeren
elektroforez tankinda 20 dk. bekletildikten sonra 50 V'da ( 300 mA ) 10 dk.

elektroforez uygulanmistir.
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Yontemin kurulum asamasinda yapilan 6n denemelerde elektroforez
tankinin tampon ile tamamen doldurulmasi durumunda lam Uzerindeki jel
tabakasinin lam ylzeyinden ayrildi§i gézlenmistir. Bu durumu 6nleyebilmek
icin, tankin iki ucunda bulunan tampon haznesini dolduracak fakat lam yuzeyini
kapatmayacak kadar tampon ilave edilerek elektroforez yapilmistir. iletkenlik

lamlarin Gzerine damlatilan elektroforez tamponu ve lamlarin uclarina

yerlestirilen, tampon ile islatiimis kurutma kaditlari ile saglanmistir. (Sekil 12,
Sekill3)

Sekil 12. Elektroforez tanki. Sekil 13. Giic kaynag!.

3.3.2.5. Notralizasyon

Lamlar 0,4 M, pH 7,4 Tris-HCI tamponunda en az 15 dk. ndtralize
edilmigtir. Notralizasyon isleminde de yine jelin kalkmasini engellemek igin lam
solusyon igerisine daldirilmamali, pastor pipeti yardimi ile solusyonun ~1 ml’si

lam Uzerine aktariimalidir.

3.3.2.6. Fiksasyon

Noétralizasyon sonrasinda lamlar %70’lik etanolde 5 dk. bekletilmistir.

3.3.2.7. Boyama

Her bir lam Gzerine 45 pL (15 pg/mL ) etidyum bromur eklenerek 5 dk.
sureyle boyanmasi saglanmigtir.

Boyama islemi sonrasinda lamlar iki defa begser dakika bidistile su ile

yikanmis ve bdylece boya artiklari uzaklastiriimistir. Bir sire kurumasi igin
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bekledikten sonra Uzerine 50 pl, su: gliserol (1:1) karisimindan damlatiimis ve
uzeri lamel ile kapatiimistir. Son islem olarak da floresan mikroskop ve

bilgisayar yardimi ile hucrelerin resimleri gekilmigtir.

3.3.2.8. Verilerin Analizi

Boyama iglemi sonrasinda lamlar floresan mikroskop altinda incelenerek
bilgisayar aracili§i ile resimleri ¢ekilmis ve c¢ekilen resimler “bmp” formatinda
kaydedilmistir. Eger hucrede hasar yoksa boyama sonrasi, DNA nokta seklinde
gorulur ve fragmantasyonu yoktur (Sekil 14), eger DNA'da hasar mevcutsa
fragmantasyon gorulir ve boyama sonrasi jelde kuyruklu yildiza benzer yapilar

ortaya c¢ikar (Sekil 15). Resimleri ¢ekilmis ve “bmp” formatinda kaydedilmis

hicrelerin DNA hasari CometScore1.5 Tritek programiyla hesaplanmistir (Sekil
16).

Sekil 14. DNA hasari icermeyen normospermik  Sekil 15. DNA hasari ve patolojisi bulunan bir olgu

olgu
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" TriTek CometScore™ Freeware v1.5 3 =10 x|
File Edit Yiew Settings Help

Free comet scoring software brought fo you by

\' wai AutoComet.com ‘ Ca";?ﬂ

TriTek Corp., All Rights Reserved

|Software initialized and ready for use...

Sekil 16. CometScore 1,5 Tritek bilgisayar programi.

Program acildiktan sonra “file” menlusunden “open” dugmesi
isaretlenerek (Sekil 17) hesaplanmasi istenen hicreye ait “omp” formatindaki
resim acilir (Sekil 18), sag tarafta bulunan “cutoff’ gubudu ile zemin rengi
ayarlandiktan sonra ekrana gelen hucrelerin tek tek bas ve kuyruk kisimlari
mouse yardimi ile isaretlenerek hicre bazindaki DNA hasari hesaplanmis olur
(Sekil 19, Sekil 20, Sekil 21).

 Exportap arlee |

core

Free comet scoring software brought fo you by
AutoComet.com

Cutoff
242

-

Software initialized and readsy for use,

Sekil 17. Prdgram araciligi ile hasar hesaplamada ilk adim.
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T AN

Load Image from

=l=]x|

Konum: | ) bmp 58

= «®ckE-

B
42

Dosya ad

Dosya tiri

Software ed and ready for use..

[

[Bitrmaps (* bmp]

Sekil 18. Program araciligi ile hasar hesaplamada ikinci adim.

"= TriTek CometScore™ Freeware v1.5 18 x|

File Edt ¥iew Settings Help

Sekil 19. Program araciligi ile hasar hesaplamada Gglinct adim.
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"= TriTek CometScore™ Freeware v1.5

Fils Edit View Settings Help

Ipefirin comet head. ..

Sekil 20. Program araciligi ile hasar hesaplamada dordiinct adim.

"= TriTek CometScore™ Freeware v1.5
File Edit View Settings Help

[Searing comet and exnorting ta C:iDocuments and SetbnasiAdministratoriDeskkoni bxt

Sekil 21. Program araciligi ile hasar hesaplamada besinci adim.

ilk hiicrenin secilmesi ile birlikte program, “verilerinizi TXT olarak
kaydedin” uyarisini verir, verilerin kaydedilecegi konum segilerek bu sekilde en

az 100 hucrenin degerlendiriimesi gerekir (Sekil 22, Sekil 23).
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" TriTek Co

File Edit biew Settings Help

Save Data As TXT

Korum: | 3 bmp 1

-« ®EckE-

LET  Dosya ade

Kapt i

[Tab Defimited Tewt (1]

=1 Kaydet |
= |

Iptal ip

Ipefirina comet head. ..

Sekil 22. Program araciligi ile hasar hesaplamada altinci adim.

File Edt View Ssttings Help

Save Data As TXT

Konum: [ (3 Masailstii

B ==l

) Belgelerim
j Bilgisayarm
%) 2§ Baglantilarm
) AYSEN
|_dersler 10-11
jebru cv ler 07
)Ebru hazwlkz
hillya proje 2010
|_iletiler haziran 2010
| IKullanimayan Masaisti Kisayollan
) Masa Dstiz008-9
=) Prof.Dr, Murten DIKMEM
") Veni ders vardim
5] 529

Kapdet

Keapt tirii 17 MWKING adrenal korteks.zip Iptal
154245 1] comek bez.pf

1. K

Definina comet head. ..

Sekil 23. Program araciligi ile hasar hesaplamada yedinci adim.

Degerlendirmeye alinan her hucre secilen konumda, “not defteri”
seklinde kaydedilmis olur (Sekil 24). Daha sonra bos bir excell sayfasi agilarak
“file” menusunden “open” dugmesi isaretlenir ve daha once kaydedilmis olan
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not defteri acilir (Sekil 25). Bir bilgisayar programindan digerine gegis
yapildiginda rakamlarda kaymalar meydana geldigi igin “ondalik ayiraci” ile
“binlik ayirac1” nin degistiriimesi gerekmektedir. Bu nedenle karsimiza ¢ikan
sayfada “gelismis” digmesi isaretlenerek ondalik ayiraci nokta ile, binlik ayiraci
ise virgul ile degistirilir (Sekil 26, S$ekil 27). Bu islemden sonra tamam dugmesi
isaretlenerek islem sonlandirirlir. Excel sayfasindaki “ % DNA in Head”, “ %
DNA in Tail” ve “Tail Moment” sutunundaki tim rakamlarin ortalamasi alinarak
her bir bireye ait saglam ve hasarli DNA orani hesaplanmig olur (Sekil 28). “%
DNA in Head” ortalama saglam DNA oranini gosterirken “% DNA in Tail” ve

“Tail Moment” ortalama hasarli DNA oranini verir.

TS|
Dosya Duzen Bigm Gérdndm Yarcm
[Comer cangth (px) Comat nelght Cpx [ rans Tty comat mean interslty nead olameter Cpx =
394. 00000 241. 000000 63024, Q0! 4 138. 000000 10362.000000 22838.000000
383. 000000 272. 00! “+ 112, 000000 DZEE5. 0 192655, 000000
14 000 265, 00 L 86. 000000 57336, 0 142736.000000
4 281, 00! el 142, 000000 125380. 261531. 000000
|4 228. 00 4 104296, 21782G.000000
I 285, 00! 2 142257, 288474, 000000
5 231. 000 4 120119, 249508. 00000
5 285 4 147289 307786, 000000
] 24 a4 G34713 153857. 00000
L : sola7. 1898220000
4 4 10424 220736000000
4 821306 54, 000000
EGEN 4650072 5450, 000000
52500 47836 16526, 000000
FEEN 1 TE6553. 000000
IEN vz 12195.00000
EFCN 7 §533. 000000
570 & 20101, 00
14 7. 18E56. 00
4 7 2am74 . 000
s 7. S0, 000000 15438, 000000
a7 2. 000000 10067, 000000
EEeM 8. 128, 00000
H 8.3 110) 680000
|4 16 3
El 7.
3 8.
4 5.
E] 9.
El a.
E] 8.
E .
1 8.
H 7.057816
FEEN 5l387271
EETN 4. 347821
7 1 5
FIN 4.
1 1
N 2
H H
6. 4
BN 3
EEEN N
Sa7! 4
415 0ooaoe 4l
531000000 3
258 000000 37534000000  378201.000000 11486337 4. 000000 3824. 000000 15370, 000000
256. 000000 74752, 000000 294343. 000000 3. 937594 292. 000000 74751.000000 2’34342.090000':|
S

4l I
Sekil 24. Hesaplamasi yapilmig olan hlcrelerin not defteri géruntisu.
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B Microsoft Excel - Kitapl
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Sekil 25. Not defterinin excell programina aktarimi.

F3 Microsoft Excel
{Z] Dosya
ARN=N = NEWE =Ny

Kitapl

Dizen Gorindm

Ede Bicim Araglar Veri

A NN AR

Pencere  Yardim

@z -2 E] | 4 %00

) ! ¢ Arial Tur

§ 09 Office Live'a git | Ag | Kaydet~ !

Al A b3

Al s [ ¢ T o [eE [ F [ 6 [ H [ 1T [ J]
1 1
12
13
14
15
16
a
8 Metin Alma Sihirbazi - Adm 3 /3
L 4 | Bu ekran her bir siitunu segmenize ve Veri Bigimi'ni Siitun veri bigimi
|10 belirlemenize izin verr. ® Genel
11 -
12 1 'Genel', sayisal dederleri sayilara, tarih degerlerini () Metin
3 || toriere ve dider tom degerierimetne donistirdr. o rg [ear [7]
% | ) Sutundan veri alma (atis)
i |
5 | ==
17 L
13 1 Veri dnizieme
19
50 1 snal snal snsl
| 4] 1 omet Height (px) [Comet Rres (px) [Comet Intensif *
21 | 41.000000 63024 . 000000 ge3sze.000000| |
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24| 1 81000000 27831 000000  [533082.000000( «
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|26 1 |
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32
33
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Sekil 26. Ondalik ve binlik ayiraglarinin degistiriimesinde izlenecek ilk adim.
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osoft Excel - Kitapl.

2] Dosya Dizen Gorinim Ee Bicim Arslar Veri Pencere Yardim
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Sekil 27. Ondalik ve binlik ayiraglarinin degistiriimesinde izlenecek ikinci adim.

Ede Bigm Amaclar Veri Pencere Yardim

A YR NN A R RN T TR Y )
Live'agit | Ag~ | Kaydet

> X A& 21061

A | B | ¢ [T o [ E T F T 6 [ H [ 1 [ J K | L [ m [ n [ o [ P T a [ R ]
| 1 |Comet Ler Comet Hei Comet Are Comet Ite Comet Me Head Diar Head Area Head Inten Head Meai %DNA in Hez Tail Lengtt Tai Avea ((TailIntensiTail Mean %DNAin Tail  Tail Moment  Olive Moment
[2] 241 63024 293526 4.657369 136 10362 22838 2204015 7.780571 256 52662 270688 5140101 92.21943 236081741 | 180.3342
[3] 272 101944 454569 4,459007 112 92685 192655 2078599 42,381904 271 259 261914 28,2875 57618093 156145035 1114712
[4] 466 265 101135 656891 6.514965 8 57336 142736 2.483466/21,663067 380 43799 516165 11.78463 76,3693 297680328 | 1748467
[5] 457 281 127831 533082 4170209 142 125380 261531 2,085907 49060181 315 2451 271551 110.791950,939816 160460419 1084105
[6] 477|228 108198 472101 4,363306 160 104296 217829 2088565 46,14034 317 3902 254272 6516453 53,859663  170,735138  108,1339
[7] 495 289 143051 405273 2.833066 9 142257 288474 2,027837/71,180165 399 794 116799 147,10228.819832 114991127 7093429
[8] 520 231 120120 551814 4,593856 231 120119 249908 2,080503 45,28845 29 1301906 301906 54,7115 158,116379 111,239
9] 515 286 147290 597574 4,067126 286 147289 307786 2.089674 51506923 29 1| 269786 269786 46434077 111051437 | 1035721
[10] 388 247 95614 463721 4.849928 110 93413 193857 2075268 41,804662 278 2201 269864 1226097 56,195335 161783035  110,3503
[11]  437] 204 89148 471905 5293534 204 89147 189822 2,12931440,224364 233 1| 262086 282086 59775633 139,277222 15,017
[12] 476 219 104244 620332 4991481 219 104243 200736 2,117514/42,422146 27 1| 299596 299596 57577854 147975082 1212312
(13| 487 238 115801 674113 5821306 118 113879 246054 2,160662 36,500409 369 1922 428059 222715463,499594 234313507 1423652
[14] 30 177 29143 136709 4.690972 80 2146 5490 2568248/4,015829 209 26997 13219 4860503 95984173 219803757 150.7067
[15] 325 220 40125 191152 4.763913 104 8489 19526 2300153 10.214908 221 31636 171626 542502289.785093 198425049 1392546
[16] 428 235 98151 437517 4457501 104 91155 139952 2,083835 43415913 324 6996 247565 3538665 5658409 183,332458  97.4927
[17] 403 216 45382 330723 7.29075 60 2628 12193 439653 686771 343 42734 318630 746378496,313226 33035437 1765093
[18] 319 195 29876 22759 7.617954 92 2193 8533 3,891017/3,74922 227 27683 219061 791319 96,250778 218489273 1515746
[19]  an 224 42689 378563 8867929 14 5007 20101 401458 5309816 256 37682 358462 9512817 94.690186 242406876 1537863
[20] 433 233 65205 463359 7.106188 112 4426 18856 4,26028 4.069415 31 60779 444503 7.31343195,930582 327123291 1975762

446 228 EG9BT 431729 7575021 130 7383 29874 4046323 6,919619 316 4904 401855 8101262 93,080384 294134003 186,384
358 201 43676 330942 7577205 90 4292 19438 4,626891/5,873637 268 39384 311504 7909405 94126463 262268926 1660312
3] 190 39990 348290 8.709428 82 2507 10967 4,374551/3,148813 301 37483 337323 699936 96,851188 291522064 1726564
kil 184 38663 336475 8,676901 128 4305 16357 3781965 4 875773 243 34338 39118 9293436 95124227 231151871 16,0276
k! 204/ 41758 391071 9.365175 110 11560 40057 3466138 10.242697 231 30196 361014 1162375 89767103 207,338913  158.0749
476 204 82359 1390945 16,8888 206 27065 255369 9.435396 18,359388 250 55204 1133576 2053706 61,640613  204,101532 1299314
[27] 340 180 39349 306635 7.792701 90 4163 19795 4,754984/6 455658 250 35186 266840 8152106 93544441 233861099 149.646
|28] 39 233 33940 344435 884275 126 6350 24407 3843622 7,086097 233 32590 320028 9819822 92,913902 216489395 1439282
[29] 498 283 B804 406796 5981063 98 3300 11853 3591818293745 397 64714 304943 6,10289997,086257 385432434 2456402
[30] 216 43903 39772 9014691 162 6941 27684 3988474 6,994937 220 3692 368086 9958652 93.008061 20461113 1660522
369 218 49124 395278 8046535 108 7411 27828 3,7549597,040109 261 41713 367450 8809005 92,959893 24262532 162,309
360 216)  4ME? 42422 8602726 130 10957 41893 3823419847399 230 38495 383529 9963086 90.162603 207350983  148.5605
[33 177 40787 373153 9148822 98 6380 28178 4416157551326 276 34407 344975 100263 92448676 25515834 1427229

éekil 28. Not defterinin excell sayfasina aktariimis son hali.

3.4. istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen tim verilerin istatistiksel analizinde ve
grafiklendiriimesinde SPSS v 15,0 paket programindan yararlaniimigtir. Semen
hacmi, sperm sayisi, motilite, morfoloji, saglam DNA orani (%) ve kuyruk

momentine ait ortalama, standart sapma, minmum maksimum degerler ve %95

62



guven araligi tanimlayici istatistik ile, spermiyogram parametrelerinin kargilikli
iligkileri ve bu parametrelerin saglam DNA orani ve kuyruk momenti ile iligkisi
non-parametrik Spearman korelasyon analizi ile, ikili karsilastirmalar Mann
Whitney testi ile, coklu karsilastirmalar ise Kruskal Wallis testi ile analizlenmistir.
Anlamliik derecesi p<0,05 olarak alinmistir. 0,10 - 0,29 arasindaki “r’

degerlerinde anlamlilik derecesi dugsuk, 0,30 — 0,49 arasindaki “r’ degerlerinde

[ L)

anlamhlik derecesi orta, 0,50 — 1,00 arasindaki “r" degerlerinde anlamlilik

derecesi yuksek olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Olgularin Belirlenmesi ve Analizleri

Cukurova Universitesi Tip Fakultesi Balcali Hastanesi Uroloji Anabilim
Dal’na ve Ege Universitesi Aile Planlamasi infertilite (Kisirlik) Arastirma ve
Uygulama Merkezi'ne 2008-2010 yillari arasinda infertilite sikayeti ile bagvuran
erkek olgular, Cukurova Universitesi Tip Fakdltesi Etik Kurulunun 12.06.2007
tarihli 5 no’lu karar dogrultusunda calismaya alinmistir. Diinya Saglik Orguti
tarafindan belirlenen kriterler esas alinarak yapilan spermiyogram analizleri
sonrasinda uygun vakalar, onam formu alinarak c¢alismaya dahil edilmigtir.
Olasi bir girisimi engellemek amaci ile oligospermik, teratospermik,
astenospermik ve normospermik bireylerden yalnizca semen 6rneginde l6kosit
bulunmayan olgular calismaya alinmistir. Calismada, 20 normospermik, 20
oligospermik (18 oligoteratospermik, 2 oligospermik), 20 astenospermik (12
oligoastenoteratospermik, 8 astenoteratospermik) ve 20 teratospermik olgunun
sperm DNA hasari calisilarak, hesaplanmigstir. Sperm parametreleri ile DNA
hasari arasindaki iligki degerlendirilmis olup ayrica, yukarida sayilan tim sperm
anomalilerini iceren %85’i kisa kuyruklu olan ve %100 bas anomalisine sahip
olan  oligoastenoteratospermik  bir  olgunun mikroenjeksiyonu  da
gerceklestirilmigtir. Mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon, klivaj ve gebelik
durumu takip edilerek DNA hasari ile iligkisi de incelenmistir.

Makroskobik ve mikroskobik spermiyogram analizi sonucu sayi, motilite,
morfoloji agisindan uygun olan ve semeninde I0kosit bulunmayan olgular
calismaya alinmistir. Ornekler spermiyogram 6zelliklerine gore asagidaki
sekilde gruplandiriimigtir.

Grup 1 (n=20) : Normospermik grup; sayi, motilite ve morfoloji normal

Grup 2 (n=20) : Teratospermik grup; say! ve motilite normal, morfoloji bozuk
Grup 3 (n=20): Oligospermik grup; motilite normal, say1 az ve morfoloji bozuk
Grup 4 (n=20): Astenospermik grup; sayi ve motilite az, morfoloji bozuk

Cizelge 1, 2, 3 ve 4’te sirasiyla batin gruplardaki olgu yasi, sigara ve
alkol kullanip kullanmadigi, spermiyogram degerleri, saglam DNA ylzdesi ve

kuyruk momenti degerleri verilmigtir.
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Cizelge 1. Normospermik Grup- Olgu yasi, spermiyogram degerleri, saglam DNA yiizdesi ve kuyruk momenti degerleri.

Yas SIETE Alkol Semen Sperm Motilite  Morfoloji Saglam Kuyruk
hacmi Sayisi (% motil) (%normal) DNA (%) Momenti

(ml) (X10°)
1 34 + - 2,0 96 80 12 74,57 73,85
2 33 + - 4,4 98 80 6 77,46 49,05
3 28 + - 2,8 20 60 12 81,50 79,54
4 33 - + 3,0 45 90 8 83,98 32,00
5 27 - - 5,3 72 85 7 85,35 44,63
6 31 - + 2,8 112 70 5 89,10 27,35
7 41 - - 2,5 178 85 6 89,98 18,46
8 31 + + 2,0 75 65 5 93,17 4,69
9 35 - + 3,0 125 90 8 93,80 8,38
10 26 - + 2,6 150 80 10 96,10 4,49
11 33 - + 2,0 90 60 6 96,24 3,60
12 32 - + 2,0 43 60 6 97,84 4,43
13 32 - + 3,0 145 80 5 98,17 0,62
14 35 + - 2,0 177 60 6 98,20 0,71
15 35 + + 1,5 28 80 5 98,23 2,74
16 32 - - 3,8 197 85 6 99,09 0,00
17 26 + + 4,0 31 90 5 99,13 0,21
18 35 + + 10,0 42 90 5 99,27 0,10
19 25 - - 4,9 98 75 8 99,28 0,00
20 33 + + 3,0 93 65 13 99,37 0,00
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Cizelge 2. Teratospermik Grup- Olgu yasi, spermiyogram degerleri, saglam DNA yiizdesi ve kuyruk momenti degerleri.
Yas SIETE Alkol Semen Sperm Motilite  Morfoloji Saglam Kuyruk
hacmi Sayisi (% motil) (%normal) DNA (%) Momenti

(ml) (X10°)

21 37 + + 4,9 92 75 3 12,63 257,39
22 36 + + 3,6 34 90 1 14,41 324,53
23 40 + + 1,0 78 55 3 16,49 187,83
24 26 - - 5,5 65 80 2 21,17 193,38
25 41 + - 0,8 110 80 2 37,25 157,60
26 37 - + 2,5 52 60 1 45,99 27,23
27 38 + + 2,5 24 70 3 47,44 60,00
28 27 + + 3,4 32 65 2 51,24 49,66
29 31 + + 1,0 28 60 3 52,40 44,38
30 36 + - 3,0 92 65 2 60,55 115,90
31 39 + + 2,8 20 85 1 76,40 19,55
32 39 - - 4,3 83 80 3 85,85 56,17
33 43 - - 2,0 154 90 2 86,13 41,50
34 33 + - 3,0 43 90 2 91,97 2,94
35 35 + - 2,8 30 60 1 94,71 14,97
36 39 + - 1,4 65 90 4 97,36 2,40
37 39 - - 4,0 22 85 1 98,02 2,37
38 28 - - 2,2 65 90 2 98,09 0,04
39 38 - - 6,0 50 70 3 98,88 1,71
40 32 - - 1,8 89 80 1 99,33 1,46
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Cizelge 3. Oligospermik Grup - Olgu yasli, spermiyogram degerleri, saglam DNA ylizdesi ve kuyruk momenti degerleri.

SIETE Alkol Semen Sperm Motilite  Morfoloji Saglam Kuyruk
hacmi Sayisi (% motil) (%normal) DNA (%) Momenti
(ml) (X10°)

41 41 + + 5,0 1,0 60 0 4,09 297,50
42 26 + - 2,5 0,9 70 0 11,08 159,62
43 31 + + 3,2 16,0 60 3 12,20 201,26
44 29 - - 4,8 15,0 75 2 33,20 76,80
45 32 + - 2,2 12,0 55 2 36,42 183,18
46 33 + - 2,2 7,0 60 2 39,28 160,89
47 27 - - 1,8 8,0 55 2 39,66 67,10
48 40 + + 2,0 6,0 67 1 42,15 115,26
49 35 - - 2,2 7,0 55 3 45,96 10,54
50 32 - - 5,8 8,0 80 0 50,97 84,48
51 32 + - 2,0 9,0 60 1 51,72 57,20
52 43 - - 3,0 5,0 80 1 59,93 29,81
53 38 - - 3,8 15,0 70 1 60,71 51,42
54 38 + - 1,1 13,0 90 5 61,86 56,54
55 34 - + 4,0 12,0 80 5 62,51 32,14
56 29 + + 4,0 1,0 80 0 76,71 45,18
57 36 - - 6,5 4,0 90 0 80,14 97,85
58 29 - - 3,0 5,0 90 3 82,76 22,92
59 32 - - 2,8 7,0 70 4 96,57 10,92
60 30 - - 2,5 5,0 90 2 98,38 1,73
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61 38 - 3,0 0,6 10 0 8,70 78,49
62 42 + 3,0 6,0 50 0 13,95 38,00
63 33 + 2,8 27,0 12 0 15,11 127,13
64 42 + 2,1 4,0 40 0 15,20 32,63
65 26 - 2,0 34,0 35 2 15,35 88,34
66 41 - 4,6 6,0 50 2 15,40 128,90
67 34 + 4,0 6,0 50 1 17,54 210,61
68 34 + 2,4 76,0 40 1 24,55 127,45
69 38 + 2,8 5,0 50 1 29,29 81,18
70 33 + 2,6 42,0 10 2 30,00 84,67
71 36 + 2,8 47,0 2 3 33,28 93,27
72 39 + 2,0 15,0 10 0 40,85 63,31
73 34 + 5,5 4,0 50 1 41,65 80,90
74 37 - 5,8 11,0 10 0 59,74 124,56
75 38 + 3,5 6,0 50 1 93,32 11,69
76 26 - 2,4 11,0 50 0 96,26 2,12
77 31 + 1,2 74,0 40 2 97,18 15,45
78 27 - 3,5 10,0 40 0 97,73 3,42
79 35 + 2,0 45,0 20 2 98,34 3,13
80 47 - 2,0 50,0 50 2 98,37 0,28
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Calismaya alinan 80 olguya ait toplam ortalama yas degeri 34,11 + 4,93
olarak saptanmigtir. Normospermik grupta ortalama yas degeri 31,85 + 3,90,
teratospermik grupta 35,70 * 4,76, oligospermik grupta 33,35 + 4,73,
astenospermik grupta ise 35,55 + 5,49 olarak saptanmigtir. Bu analizlere ait
veriler gizelge 5’te ve sekil 29’da verilmigtir. Gruplar arasindaki yas farki anlamli
olup (p<0,05), bu fark normospermik grup ile astenospermik (p<0,05) grup ve
teratospermik grup (p<0,05) arasindaki yas farkindan kaynaklanmaktadir. Diger

gruplar arasinda anlamli bir yas farki bulunmamaktadir.

Cizelge 5. Gruplardaki ortalama yas degerleri ve %95 guiven aralgi.
Ortalama icin % 95 giiven araligi

N Ortalama Standart sapma Altsimr Ustsimir  Minimum Maksimum

Normospermik
Teratospermik 20 35,70 4,76 33,47 37,93 26 43
Oligospermik 20 33,35 4,73 31,14 35,56 26 43
Astenospermik 20 35,55 5,49 32,98 38,12 26 47
Toplam 80 34,11 4,93 33,01 35,21 25 a7

457

407

@ 357

307

257

T T T T
Normospermik Teratospermik Oligospermik Astenospermik
Grup

Sekil 29. Gruplara ait ortalama yas degerlerinin grafiksel gosterimi.
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Ortalama semen hacmi (ml) normospermik grupta 3,26 + 1,95,
teratospermik grupta 2,93 + 1,47, oligospermik grupta 3,23 + 1,42,
astenospermik grupta ise 3,00 + 1,20 olarak hesaplanmistir (Cizelge 6, Sekil

30). Gruplar arasinda semen hacmi agisindan anlaml bir fark saptanmamistir.

Cizelge 6. Gruplara ait ortalama semen hacmi degerleri ve %95 glven araligi.
Ortalama icin % 95 giiven arahgi

N Ortalama Standart sapma Alt sinir Ustsinir  Minimum  Maksimum

Normospermik
Teratospermik 20 2,93 1,47 2,24 3,61 0,80 6,00
Oligospermik 20 3,23 1,42 2,56 3,89 1,10 6,50
Astenospermik 20 3,00 1,20 2,44 3,56 1,20 5,80
Toplam 80 3,10 1,51 2,77 3,44 0,80 10,00

-

P -

)

E

-

5"

o

<

§

g

(%}

=

0

I I I I
Normospermik Teratospermik Oligospermik Astenospermik
Grup

Sekil 30. Gruplardaki ortalama semen hacmi degerleri.
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Ortalama sperm sayisi (X10%/ml) ise normospermik grupta 95,75 + 53,27,
teratospermik grupta 61,40 + 35,01, oligospermik grupta 7,85 + 4,69,
astenospermik grupta ise 23,98 + 23,95 olarak bulunmustur (Cizelge 7, Sekil
31). Gruplar arasindaki sperm sayilari karsilastirildiginda normospermik grup ile
teratospermik grup arasinda anlamli (p<0,05), normospermik grup ile
oligospermik grup arasinda anlamh (p<0,001), normospermik grup ile
astenospermik grup arasinda anlamh (p<0,001), teratospermik grup ile
oligospermik grup arasinda anlamli (p<0,001) ve teratospermik grup ile
astenospermik grup arasinda anlamli (p<0,001) fark saptanmistir. Oligospermik

grup ile astenospermik grup arasinda ise anlamli bir fark saptanmamistir.

Cizelge 7. Gruplara ait ortalama sperm sayisi degerleri ve %95 giiven araligi.
Ortalama icin %95 giiven araligi

Ortalama Standart sapma Alt sinir Ustsinir  Minimum  Maksimum
Normospermik
Teratospermik 20 61,40 35,01 45,01 77,79 20,00 154,00
Oligospermik 20 7,85 4,69 5,65 10,04 0,90 16,00
Astenospermik 20 23,98 23,95 12,77 35,19 0,60 76,00
Toplam 80 47,24 47,93 36,58 57,91 0,60 197,00
2007
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Sekil 31. Gruplardaki ortalama sperm sayilarini gésteren grafik.
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Gruplara 6zgl ortalama motilite degerleri (% motil) ve %95 given araligi

Cizelge 8 ve Sekil 32°de verilmistir. Astenospermik gruptaki motilite degerleri

diger gruplardan anlamli (p<0,05) derecede daha dusuktur.

Cizelge 8. Gruplara 6zgu ortalama motilite degerleri ve %95 glven araligi.
Ortalama igin %95 giiven arahigi

Ortalama Standart sapma Alt sinir Ustsinir  Minimum  Maksimum
Normospermik
Teratospermik 20 76,00 11,99 70,39 81,61 55 90
Oligospermik 20 71,85 12,65 65,93 77,77 55 90
Astenospermik 20 33,45 18,06 25,00 41,90 2 50
Toplam 80 64,45 22,57 59,43 69,47 2 90
100 7]
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Grup

Sekil 32. Gruplara 6zgi ortalama motilite degerlerini gosteren grafik.
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Gruplara 6zgu ortalama morfoloji degerleri (%normal) ve %95 glven
araligi Cizelge 9 ve Sekil 33’te verilmigtir. Normospermik gruba ait morfolojik
degerler diger gruplardan anlamh derecede (p<0,05) farkhdir. Bu gruptaki
bireylerde bulunan normal morfolojili sperm sayisi diger gruplardakine goére

daha fazladir.

Cizelge 9. Gruplara ait ortalama morfoloji degerleri ve %95 given araligi.
Ortalama igin %95 giiven arahigi

Ortalama Standart sapma Alt sinir Ustsinir  Minimum Maksimum
Normospermik
Teratospermik 20 2,10 0,91 1,67 2,53 1 4
Oligospermik 20 1,80 1,61 1,05 2,55 0 5
Astenospermik 20 1,00 0,97 0,54 1,46 0 3
Toplam 80 3,03 2,95 2,37 3,68 0 13
12,57
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Sekil 33. Gruplara ait ortalama morfoloji degerlerini gosteren grafik.
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Gruplara 6zgu ortalama yas, semen hacmi, sperm sayisi, motilite ve
morfoloji degerleri hesaplandiktan sonra, her bir grup kendi igerisinde
incelenerek sigara kullananlarla kullanmayanlarin spermiyogram degerlerinde
anlamli bir farkin bulunup bulunmadigina bakiimistir. Cizelge 10 ve Sekil 34’te
her grupta sigara kullananlar ve kullanmayanlarin sayilari ve yuzdeleri
gosterilmigtir. Analiz sonucunda sigara igenler ile icmeyenlerin spermiyogram

parametreleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir.

Cizelge 10. Her bir gruptaki sigara icen ve igmeyenlerin sayisi ve bunlarin yizdeleri.

SILETE

Kullanmiyor Kullaniyor Toplam

Normospermik N 11 9 20
% 28,95 21,43 25,00

Teratospermik N 8 12 20
% 21,05 28,57 25,00

Oligospermik N 12 8 20
% 31,58 19,05 25,00

Astenospermik N 7 13 20
% 18,42 30,95 25,00

Toplam N 38 42 80
% 100,00 100,00 100,00

Sigara

W curtanmsyor
W xu1taniyor

Count

Normospermik Teratospermik Oligospermik Astenospermik

Grup

Sekil 34. Gruplardaki sigara igenlerin ve igmeyenlerin sayisini gésteren grafik.
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Gruplar arasinda sigara kullananlar ile kullanmayanlarin morfolojileri
karsilastinldiginda ise, anlamli fark (p< 0,001) saptanmis olup, analize ait

veriler Cizelge 11ve Sekil 35’te gosterilmigtir.

Cizelge 11. Sigara icenler ile icmeyenlerin morfolojik agidan karsilastiriimasi.
Grup Sigara N Ortalama Standart sapma

Normospermik Kullanmiyor 11 6,82 1,54
Kullaniyor 9 7,67 3,54
Toplam 20 7,20 2,59
Teratospermik Kullanmiyor 8 1,88 0,83
Kullaniyor 12 2,25 0,97
Toplam 20 2,10 0,91
Oligospermik Kullanmiyor 12 2,00 1,54
Kullaniyor 8 1,50 1,77
Toplam 20 1,80 1,61
Astenospermik Kullanmiyor 7 0,86 1,07
Kullaniyor 13 1,08 0,95
Toplam 20 1,00 0,97
Toplam Kullanmiyor 38 3,16 2,73
Kullaniyor 42 2,90 3,17
Toplam 80 3,03 2,95
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Grup: ik Grup: Teratospermik

Morfoloji (% normal)
Morfoloji (% normal)

m

Sigara Sigara

Grup: Oli Grup: ik

Morfoloji (% normal)
b

Morfoloji (% normal)

4
T T
Kullanmiyor Kullaniyor
ik
‘- k
T T
Kullanmiyor Kullaniyor

Sigara Sigara

Sekil 35. Sigara igenler ile icmeyenlerin morfolojik agidan karsilagtirilmasini gésteren grafik.

Her bir grup kendi igerisinde incelendiginde alkol kullananlar ile
kullanmayanlarin spermiyogram parametreleri arasinda anlamh bir fark
saptanmamistir.

Gruplar arasinda alkol kullananlar ile kullanmayanlarin morfolojileri
karsilastinldiginda ise p< 0,001 diuzeyinde anlamli fark saptanmigtir. Bu gruba
ait veriler Cizelge 12, Cizelge 13, Sekil 36 ve Sekil 37°de verilmistir.
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Cizelge 12. Gruplardaki alkol kullananlarin ve kullanmayanlarin sayilari ile yiizdeleri.

Alkol
Kullanmiyor Kullaniyor Toplam
Normospermik n 8 12 20
% 15,38 42,86 25,00
Teratospermik n 12 8 20
% 23,08 28,57 25,00
Oligospermik n 15 5 20
% 28,85 17,86 25,00
Astenospermik n 17 3 20
% 32,69 10,71 25,00
Toplam n 52 28 80
% 100,00 100,00 100,00

207
Alkol

Normospermik Teratospermik Oligospermik Astenospermik

Grup

. Kullanmiyor
. Kullaniyor

Sekil 36. Gruplardaki alkol kullananlarin ve kullanmayanlarin sayisini gosteren grafik.
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Cizelge 13. Alkol kullananlar ile kullanmayanlarin morfolojik agidan karsilastiriimasi.
Grup Alkol N Ortalama Standart sapma

Normospermik Kullanmiyor 8 7,88 2,64
Kullaniyor 12 6,75 2,56
Toplam 20 7,20 2,59
Teratospermik Kullanmiyor 12 2,08 0,90
Kullaniyor 8 2,13 0,99
Toplam 20 2,10 0,91
Oligospermik Kullanmiyor 15 1,80 1,47
Kullaniyor 5 1,80 2,17
Toplam 20 1,80 1,61
Astenospermik Kullanmiyor 17 1,00 1,00
Kullaniyor 3 1,00 1,00
Toplam 20 1,00 0,97
Toplam Kullanmiyor 52 2,54 2,74
Kullaniyor 28 3,93 3,16
Toplam 80 3,03 2,95

Morfoloji (% normal)
. Morfoloji (% normal)
i 4 i 1 i 0 i

Alkol Alkol

Sekil 37. Alkol kullananlar ile kullanmayanlarin morfolojik karsilastiriimasini gésteren grafik
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Spermiyogram parametrelerinin

birbirleri

ile karsihikh

etkilesimleri

incelendiginde; motilitenin sperm sayisi ile dugsuk dizeyde pozitif anlamli iligki

(p<0,05) gosterdigi, morfolojinin ise yas ile disuk dizeyde negatif anlamli iligki

(p<0,05), sperm sayisi ile yiksek dizeyde pozitif anlaml iligki (p<0,001) ve

motilite ile de orta dizeyde (p<0,001) pozitif ve istatistiksel olarak anlamli iligki

gOsterdigi saptanmistir (Cizelge 14, Sekil 38).

Cizelge 14. Spermiyogram parametrelerinin karsilikl iligkileri.

Semen | Sperm
hacmi sayisl Motilite | Morfoloji
Yas (ml) | (X10%ml) | (%motil) | (%normal)
R 1
Yas P (cift tarafl)
N 80,00
_ R -0,06 1,00
(Srﬁlr;‘e” hacmi P (cift tarafin) 0,59
N 80,00 | 80,00
s R -0,07 -0,19 1,00
perm sayisi :
(X10%/ml) P (cift tarafl) 0,56 0,09
N 80,00 | 80,00 80,00
R -0,07 0,20 0,27" 1
Motilite (% motil) | P (¢ift tarafh) 0,52 0,08 0,02
N 80,00 80,00 80 80
- R -0,23° -0,12 0,648 0,39" 1
Morfoloji P (Gift tarafl) 0,04| 0,31 0,000001 | 0,00041
(Yonormal)
N 80,00 80,00 80 80 80

*Korelasyon 0.05 dlizeyinde (cift tarafli) anlamii.
**Korelasyon 0.01 diizeyinde (cift tarafli) anlamii.
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Sekil 38. Spermiyogram parametrelerinin kargilikl iliskisini ve %95 glven araligini gésteren
grafik.

80 olguya ait DNA hasari COMET ASSAY ile ¢alisiimigtir. Her gruba ait
bir adet jel gorintlisu asagida verilmigtir (Sekil 39 - 42).
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Sekil 39. Normospermik gruba ait jel gérintisu. Sekil 40. Teratospermik gruba ait jel
gorintisu.

Sekil 41. Oligospermik gruba ait jel gérintisa. Sekil 42. Astenospermik gruba ait jel
goruntisu.

Saglam DNA oranlari hesaplanirken “Bas bdlgesindeki % DNA”
parametresi, DNA hasarlari hesaplanirken ise “Kuyruk Momenti” parametresi
dikkate alinarak istatistiksel incelemeler yapilmistir. Toplam ortalama saglam
DNA yuzdesi 64,05 + 32,37 olup bu deger normospermik grupta 92,49 + 7,92,
teratospermik grupta 64,32 + 32,08, oligospermik grupta 52,32 + 26,59,
astenospermik grupta ise 47,09 + 34,48 olarak hesaplanmistir. Bu analizlere ait
veriler gizelge 15te ve sekil 43'de sunulmustur. Saglam DNA oranlari (%)
(p<0,005) ve Kuyruk Momenti (p<0,05) agisindan gruplar arasinda anlaml fark
bulunmaktadir. Normospermik gruptaki saglam DNA orani (%) diger gruplarin
hepsinden anlamh olarak (p<0,005) daha blyuk olup bu gruba ait Kuyruk

Momentleri de diger gruplardan anlamli derecede (p<0,05) daha kuguktar.
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Cizelge 15. Gruplardaki ylizde saglam DNA degerlerinin ortalamasi ve %95 glven araligi.
Ortalama icin %95 giiven araligi

N Ortalama Standart sapma Alt sinir Ustsinir  Minimum Maksimum
Normospermik 96,20
Teratospermik 20 64,32 32,08 49,30 79,33 12,63 99,33
Oligospermik 20 52,32 26,59 39,87 64,76 4,09 98,38
Astenospermik 20 47,09 35,48 30,49 63,70 8,70 98,37
Toplam 80 64,05 32,37 56,85 71,26 4,09 99,37
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Sekil 43. Gruplardaki ortalama saglam DNA oraninin (%) grafiksel gésterimi.

Sigara kullaniminin gruplardaki ortalama saglam DNA yuzdelerini nasil

etkiledigi incelenmis ve bu analizlere ait tablolar ve sekiller asagida
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gosterilmigstir (Cizelge 16, Sekil 44). Normospermik grupta, teratospermik grupta
ve astenospermik grupta sigara icenler ile igmeyenlerin saglam DNA oranlari
(%) arasinda anlamli bir fark yoktur. Oligospermik grupta ise sigara
icmeyenlerin saglam DNA oranlari (%) anlamli derecede (p<0,05) daha buyuk,

Kuyruk Momentleri ise anlamli derecede (p<0,05) daha kuguktur.

Cizelge 16. Sigara icenlerde ve igmeyenlerde ortalama saglam DNA yuzdeleri.

Normospermik Kullanmiyor 11 93,59 6,08
Kullaniyor 9 91,14 9,95
Toplam 20 92,49 7,92
Teratospermik Kullanmiyor 8 79,18 29,44
Kullaniyor 12 54,40 30,96
Toplam 20 64,32 32,08
Oligospermik Kullanmiyor 12 62,51 22,37
Kullaniyor 8 37,03 26,21
Toplam 20 52,32 26,59
Astenospermik Kullanmiyor 7 55,94 42,25
Kullaniyor 13 42,33 32,10
Toplam 20 47,09 35,48
Toplam Kullanmiyor 38 73,81 28,93
Kullaniyor 42 55,23 33,11
Toplam 80 64,05 32,37

83




Grup: No ik Grup: ik

!

Saglam DNA orani (%)
Saglam DNA orani (%)

Sigara Sigara

Grup: ik

Saglam DNA orani (%)
Saglam DNA orani (%)

Grup: Oli ik
T T
Kullanmiyor Kullaniyor
Sigara Sigara

Sekil 44. Sigara kullananlarin ve kullanmayanlarin ortalama saglam DNA yiizdelerinin grafiksel
gOsterimi.

Alkol  kullananlardaki ortalama saglam DNA  yuzdeleri ile
kullanmayanlarin ortalama saglam DNA ylzdeleri asagidaki Cizelge 17’de ve
Sekil 45’te verilmistir. Her grup kendi igerisinde incelendiginde normospermik
grupta, oligospermik grupta ve astenospermik grupta alkol kullananlar ile
kullanmayanlarin saglam DNA oranlari (%) arasinda anlamli bir farkin olmadigi
yalnizca teratospermik grupta alkol kullananlarin saglam DNA oranlarinin (%)
anlamli derecede (p<0,05) daha yuksek Kuyruk Momentlerinin ise anlaml

derecede (p<0,05) daha kiug¢uk oldugu saptanmistir.
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Cizelge 17. Alkol kullanan ve kullanmayan bireylerdeki ortalama saglam DNA ylzdeleri.

Grup Alkol N Ortalama Standart sapma
Normospermik Kullanmiyor 8 93,29 8,60
Kullaniyor 12 91,96 7,78
Toplam 20 92,49 7,92
Teratospermik Kullanmiyor 12 80,78 26,59
Kullaniyor 8 39,63 22,84
Toplam 20 64,32 32,08
Oligospermik Kullanmiyor 15 56,58 24,52
Kullaniyor 5 39,53 31,31
Toplam 20 52,32 26,59
Astenospermik Kullanmiyor 17 47,76 34,74
Kullaniyor 3 43,28 47,72
Toplam 20 47,09 35,48
Toplam Kullanmiyor 52 64,93 31,79
Kullaniyor 28 62,43 33,96
Toplam 80 64,05 32,37

Saglam DNA orani (%)

Saglam DNA orani (%)

Alkol

Saglam DNA orani (%)

Saglam DNA orani (%)

Grup:

Alkol

Grup: ik

Alkol

Sekil 45. Alkol kullanan ve kullanmayan bireylerdeki ortalama saglam DNA yuzdelerinin

grafiksel gosterimi.

85




Kuyruk momentinin ortalama degeri normospermik grupta 17,74 + 25,29,
teratospermik grupta 78,05 + 95,96, oligospermik grupta 88,12 + 77,07,
astenospermik grupta ise 69,78 + 56,85 olarak hesaplanmigtir (Cizelge 18,
Sekil 46).

Cizelge 18. Gruplardaki ortalama Kuyruk Momenti degerleri ve %95 giiven araligi.
Ortalama icin %95 giiven araligi

N Ortalama Standart sapma Alt sinir Ustsinir  Minimum  Maksimum
Normospermik 29,58 79,54
Teratospermik 20 78,05 95,96 33,14 122,96 0,04 324,53
Oligospermik 20 88,12 77,07 52,04 124,19 1,73 297,50
Astenospermik 20 69,78 56,85 43,17 96,38 0,28 210,61
Toplam 80 63,42 72,95 47,19 79,66 0,00 324,53
400,00 ]
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Sekil 46. Gruplara ait ortalama Kuyruk Momenti degerlerinin grafiksel gosterimi.
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Yas, spermiyogram parametreleri, saglam DNA orani ve Kuyruk Momenti
arasindaki iligki incelendiginde; sperm sayisi ile saglam DNA orani arasinda
orta dlzeyde pozitif anlamli iliski (p<0,001), Kuyruk Momenti ile de arasinda ise
orta dlzeyde negatif anlamli (p<0,001) iligkinin oldugu goérUimustir. Motilite ile
saglam DNA orani karsilastinldiginda ise orta duzeyde pozitif anlamli
(p<0,001), Kuyruk Momenti ile de orta dizeyde negatif anlamli (p<0,01)
iliskisinin oldugu saptanmigtir. Morfolojinin ise saglam DNA orani ile orta
dizeyde pozitif anlamh (p<0,001), Kuyruk Momenti ile de orta dizeyde negatif
(p<0,001) anlaml iligkisi vardir. Ayrica saglam DNA orani ile de Kuyruk
Momenti arasinda da beklenilen sekilde yuksek duzeyde negatif anlamli
(p<0,001) iligkinin oldugu goérulmasttr (Cizelge 19, Sekil 47).

Cizelge 19. Spermiyogram parametrelerinin saglam DNA orani ve Kuyruk Momenti ile iligkisi.

Saglam DNA orani (%) | Kuyruk Momenti

Yas R -0,2188 0,183599

P (cift tarafl) 0,051192 0,103058

N 80 80

Semen hacmi (ml) R -0,02143 0,082307

P (ift tarafl) 0,850375 0,467949

N 80 80

Sperm sayisi (X10°/ml) | R 0,444047" -0,33925"

P (cift tarafli) 3,69E-05 0,002081

N 80 80

Motilite (% motil) R 0,42066™ -0,31082™

P (cift tarafl) 0,000102 0,005014

N 80 80

Morfoloji (% normal) R 0,477658" -0,40166™

P (cift tarafl) 7,45E-06 0,000222

N 80 80

Saglam DNA orani (%) | R 1 -0,89482

P (gift tarafli) . 0,000001

N 80 80

Kuyruk Momenti R -0,89482" 1
P (gift tarafli) 0,000001

N 80 80

*Korelasyon 0.05 dlizeyinde (g¢ift tarafli ) anlamli.
**Korelasyon 0.01 dlizeyinde (¢ift tarafli) anlami\.
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Sekil 47. Spermiyogram parametrelerinin saglam DNA orani ve kuyruk momenti ile iligkisini ve
% 95 guven arahgini gésteren grafik.
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4.2. intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) ve in vitro Fertilizasyon
(IVF) Uygulanan Olgunun COMET Analizi

Hasta oykusu alinirken 39 yaginda oldugunu, 10 yildir gunde yarim paket
sigara igtigini, alkol kullanmadigini, 17 yildir evli oldugunu ve esinin 40 yasinda
oldugunu, erkek kardesinin olmadigini, iki kiz kardesinin oldugunu onlarin da
cocuklarinin oldugunu, amcasinin ogullarinin ¢ocugu olmadigini yurt disinda
olduklari icinde tip bebek tedavisi gorlip goérmediklerini bilmedigini ifade

etmigstir. Hastaya ait spermiyogram analizi Cizelge 19’de verilmisgtir.

Cizelge 20. 72 numaral olguya ait spermiyogram sonucu.

Hacim 2 mi
Sperm sayisi 15 X 10°
Motilite % 90 hareketsiz
% 10 1° hareketli
Morfoloji % 100 bas
% 85 kisa kuyruk

Morfolojik inceleme sirasinda spermlerin hepsinde bas anomalisinin

bulundugu %85’inin ise kisa kuyruklu oldugu gozlenmigtir (Sekil 48, Sekil 49).

'
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Y
Sekil 48. 72 numaral olguya ait Diff-quick ile Sekil 49. %85 kisa kuyruklu, %100 basg
boyanmis morfoloji preperati. anomalisine sahip spermler.
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Oosit toplama gund esinden toplam 6 oosit toplanmistir. Oositlerin hepsi
de olgun, metafaz Il (MIl) oositler oldugu icgin altisina da mikroenjeksiyon islemi
uygulanmigtir (Sekil 50-55).

Sekil 50. 1 numarali oosit.

Sekil 51. 2 numarali oosit.
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Sekil 54. 5 numarali oosit.

™

&%

53 0. <

’l
t&: 5. :

Sekil 55. 6 numaral oosit.

Mikroenjeksiyondan ~16-18 saat sonra fertilizasyon kontroli yapildiginda

5 tanesinde iki pronukleusun (2 PN) olustugu yani oositlerin dollendigi

gorulmastir (Sekil 56-59, 61). Bir tanesinde ise sinirlari ¢ok belli olmamakla

birlikte 3 pronukleusun olustugu gorulmus olup 3 PN olarak degerlendirilmistir

(Sekil 60).
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Sekil 56. 1 numaral fértilize olmus (2 PN) oosit.

Sekil 57. 2 numarali fert

lize oimus (2 PN) oosit.
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Sekil 58. 3 numarali fertilize olmus (2 PN) oosit.

Sekil 59. 4 numaral fertilize olmus (2 PN) oosit.
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Sekil 60. 5 numarali fertilizasyon anomalisi gosteren (3 PN) oosit.

Sekil 61. 6 numarali fertilize olmus (2 PN) oosit.

ikinci glin embriyolarin kontrolleri yapildiginda ise kaliteleri gok iyi olmasa
dahi hepsinde Klivajin gergeklestigi saptanmigstir (Sekil 62 -67).
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Sekil 62. 1 numarali embriyo.

-

o

Sekil 63. 2 numarali embriyo.
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4

Sekil 65. 4 numaral emb

riyo.
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Sekil 66. 5 numarali embriyo.

Sekil 67. 6 numarali embriyo.

COMET ASSAY ile DNA hasari c¢alisildiinda saglam DNA orani %
40,85, Kuyruk Momenti 63,31 olarak saptanmistir. Normospermik grupta ise bu
degerler ortalama saglam DNA orani igin (%) 92,49 + 7,92, Ortalama Kuyruk
Momenti degeri igin de 17,74 + 25,29 olarak hesaplanmisti (Cizelge 20, Sekil
68).
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Cizelge 21. Normospermik grup ile 72 numarali olguya ait saglam DNA oranlari (%).

Saglam DNA orani (%) | Kuyruk Momenti

Normospermik grup 92,49 + 7,92 17,74 + 25,29

72 numarali olgu 40,85 63,31

Sekil 68. 72 numarali olgunun COMET ASSAY analizine ait jel géruntusu.

15 gun sonra esinin BhCG sonucu alindiginda ise sonucun negatif

oldugu gorulmaustdr.
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TARTISMA

infertilite, dogum kontrol ydntemi uygulamayan ciftlerde 1 yillik siirede
gebeligin gergeklesmemesidir. Infertil vakalarin yaklasik %50’si erkek kokenli bir
probleme baglidir. GUnumuzde erkek bireyin degerlendiriimesinde kullanilan
rutin analizlerde ejakulatin hacmine, sperm sayisina, hareketliligine,
morfolojisine, pH’sina ve antisperm antikoru (ASA)’'nun bulunup bulunmadigina
bakilmaktadir. Eger bayana ait anormal bir bulgu da yok ise, bu testlerin
sonuglari degerlendirilerek androlojik patolojilerin ~%50’si tanimlanabilmektedir.
Ancak %50’lik bir kisminda sorunun ana kaynagi tam olarak anlagilamamakta
ve idiyopatik infertilite olarak siniflandiriimaktadir. Bu hasta grubunda tedaviye
nasil yon verilecegi konusunda da sikintilar yasanmaktadir. Bahsi edilen
sorunlar nedeniyle bu grupta taniyr koydurtabilecek ve tedaviye yon verecek
yeni testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu anlamda son yillarda en gok sperm DNA
hasari Uzerinde durulmaktadir.

Sperm hicresinin kromatin yapisi, icermis oldugu protamin molekdilleri
sayesinde somatik hlcreye gore 6 kat daha kompakttir. Bu kompakt yapi
sayesinde sperm hucresinin ¢ekirdegi, somatik hucreye kiyasla, hacimsel olarak
40 kat daha kugukttr. Sperm hicresinin bu kompakt yapisi protamin molekulleri
ile DNA arasindaki disulfit baglariyla saglanir. DNA-protamin disulfit baglari,
belirli bolgelerde ve belirli araliklarda DNA’nin katlanmis bir merdiven gibi
bukulmesini saglar. Bu yapi “lineer yan yana diziler modeli” olarak adlandirilir.
Bu paketleme sistemi sayesinde sperm hicresinin hacmi azaltilarak genital
kanal boyunca gegisi kolaylastiriimis ve dollenme Oncesinde hucre, dig
etkenlere kargi korunmus olur. Ayrica bu paketleme sistemi hicre genomunu
genital kanallardan gecis sirasinda inaktif hale getirerek tamir yetenegini de
ortadan kaldirir*®.

Sperm hucresindeki kompakt paketleme sistemi DNA’nin proteinlerden
ayrilmasini zorlastirarak COMET ASSAY protokolunu guglestirir. Bu nedenle,
bu galismada ilk olarak laboratuvarimiza uygun COMET ASSAY protokolunun
kurulmasi hedeflenmisti. COMET ASSAY, 6zgun hicredeki DNA hasarini

Olcebilen floresan bir tekniktir. Yontem 1980’li yillarda somatik hlcrelerde
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yaygin bir sekilde kullaniimasina ragmen insan sperm hucresi uzerindeki
calismalar yeni yeni uygulanmaya baglamigtir.

Somatik hucreler icin uygulanan COMET ASSAY protokolu ile sperm
hicresi icin uygulanan COMET ASSAY protokolu arasindaki en dnemli fark
“hucrenin parcalanmasi ve DNA'nin agilmasi” asamasinda gorulur. Sperm
kromatininin 6zel yapisi ve direngli sperm bagsi hicrenin pargalanmasini ve
DNA’nin acilmasini guglestirmektedir. Bu amagla lizis solusyonuna proteinaz K
eklenerek, somatik hlcreler igin uygulanan 1 saatlik inklibasyon stresinin 1
geceye, yani yaklasik olarak 16-18 saate kadar, uzatilmasi gerekmektedir. Lizis
soliisyonunun proteinaz K igermesinden dolayl da pargalama islemi +37°C'de
yapiimaktadir. Somatik hicreler ise +4°C’de bile pargalanabilmektedir.
Ozetlemek gerekirse optimum lizis +37°C’de ve yaklasik olarak 16-18 saatte
gerceklesmektedir.

Ardigik olarak yapilan, degisik voltajlardaki ve degisik surelerdeki
elektroforez ¢alismalari sonucunda ise sperm hucresi igin optimum elektroforez
50 V’da gergeklestiriimis olup optimum elektroforez siresi 10 dk. olarak
saptanmigtir.

Elektroforez sirasinda isi1 yukseldigi ve orta tabakada bulunan hicreleri
immobilize ettigimiz dusuk erime noktali agarozu (LMA) erittigi igin, LMA 1/5
oraninda normal erime noktasina sahip agaroz (NMA) ile karistiriimis ve
optimum agaroz derisimi %0,75 ( 0,15 NMA + 0,06 LMA) olarak saptanmistir.
Elektroforez sirasinda dikkat edilmesi gereken diger bir nokta ise elektroforez
tankinin tampon ile tamamen doldurulmamasidir. Tank tampon ile tamamen
dolduruldugunda jel lam yuzeyinden ayrilmaktadir. Bu nedenle tanka tampon
haznesinin alacagi kadar tampon eklenmeli ve iletkenlik islatiimis kurutma
kagitlari ile ve jel Gzerine damlatilan birkag damla tampon ile saglanmalidir.

Trevigen marka lamlarda elektroforez sirasinda elektriksel iletkenlik
saglanamadigi ve dogru bir degerlendirme yapabilmek igin lama yeterli sayida
hicre dugsmemesinden dolay! tek tabakali jel tekniginden vazgegilip sandvi¢
modeli uygulanmis ve bu amagla farkli markalardaki rodajli lamlar kullaniimigtir.
Menzel markali lamlarda orta tabakada bulunan hicrelerin dokuldigu ve ayrica

lamin kendisinin de boyandigi tespit edilmistir. Isotherm marka lamlarda ise
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hicreler basariyla  immobilize edilmis ve elektroforez  basariyla
gerceklestirilmigstir.

Dondurulup saklanan érneklerde ise hucrelerin pargalandigi ve DNA’nin
besiyeri ile karigtigi gozlenmistir. DNA miktari hucresel bazda hesaplanarak
deneyler gerceklestirildiginden hicre yapisi bozulmug O6rneklerin COMET
ASSAY icgin uygun olmadig! tespit edilmigtir. Bu yontem icin taze, hucresel
butinligu bozulmamig érneklerin kullaniimasi gerekmektedir.

Yontemin kurulmasinin ardindan, ikinci adim olarak ornek c¢alismalarina
baslanmigtir. Bu amacla fertil oldugu bilinen 20 normospermik olgu ile 20
oligospermik (18 oligoteratospermik, 2 oligospermik), 20 astenospermik (12
oligoastenoteratospermik, 8 astenoteratospermik) ve 20 teratospermik toplam
80 olgunun spermiyogram analizi yapildiktan sonra sperm DNA hasari COMET
ASSAY ile galsiimigtir. Hasar hesaplamalari CometScore 1,5 Tritek bilgisayar
programi kullanilarak yapilmistir. Gruplardaki spermiyogram parametreleri
karsilastirildiktan sonra sperm parametreleri ile DNA hasari arasindaki iliski
degerlendiriimis olup sigara ve alkol kullaniminin DNA hasarini ve
spermiyogram parametrelerini nasil etkiledigi incelenmisgtir.

Gruplar arasindaki sperm sayilari karsilastirildiginda normospermik
gruptaki ortalama sperm sayisinin (x10%/ml) diger gruplardan anlaml (p<0,05)
derecede daha fazla oldugu saptanmistir. Oligospermik gruptaki ortalama
sperm sayisi (x10%/ml) ise normospermik gruptan ve teratospermik gruptan
anlamli (p<0,001) derecede daha azdir. Oligospermik grup ile astenospermik
grup arasinda ise anlaml bir fark bulunamamistir. Cinku astenospermik gruba
ait 12 infertil erkek oligoastenoteratospermiktir.

Gruplar ortalama semen hacmi agisindan kargilastinildiginda gruplar
arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Gruplar arasindaki motilite degerleri
(%) karsilastinldiginda ise astenospermik gruptaki ortalama motilite degerlerinin
beklenen sekilde (%) diger gruplardan anlamli (p<0,05) derecede daha disuk
oldugu goérulmustir. Ortalama morfoloji degerleri (%) karsilastiriidiginda da
normospermik gruptaki normal morfolojili sperm sayisinin diger gruplardan
anlamli (p<0,05) derecede daha fazla oldugu saptanmistir. Bu bulgular bize

gruplari hangi oranda dogru bir sekilde olusturdugumuzu gostermektedir.
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GUnumuzde sigara kullaniminin erkek ureme fonksiyonlari Gzerine olan
etkisi hala tartismalidir. Bazi ¢alismalarda sigaranin sperm sayisini, motilitesini
ve normal morfolojili sperm sayisini azalttigi ifade edilse de, bu ¢alismalarin bir
kisminda sigara tlketimi ile semen Kkalitesi, sperm fonksiyonlari ve sperm
niikleer DNA hasari arasinda bir korelasyonun olmadigi belirtilmigtir'*%4,

Toplam 27 galismanin de@erlendirildigi bir meta-analizde sigara igenlerin
sperm sayisinin %13, sperm motilitesinin %10 ve normal morfolojiye sahip
sperm sayisinin ise %3 oraninda azaldigi bildirilmistir. Ne yazik ki bu 27
calismanin 25’inde sigara igenlerin sayisi 200°Un altindadir*®®.

Pasqualotto ve ark. nin yapmis oldugu c¢alismada ise toplam 889 fertil
erkek incelenmistir. Arastirmacilar ¢calismanin sonunda sigaranin spermiyogram
parametereleri (sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisi) ile serum folikll uyarici
hormon (FSH), lutein yapici hormon (LH) ve testosteron duzeyleri Uzerine her
hangi bir etkisinin bulunmadigini agiklamiglardir. Orneklem sayisi fazla olan
(1104 infertil erkek) baska bir galismada da Trummer ve ark. yine sigaranin
semen parametrelerini etkilemedigini ifade etmislerdir*®®°7.

Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada da her bir grup kendi igerisinde
incelendiginde sigara icenler ile igmeyenlerin spermiyogram parametreleri
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Ayni sekilde yine her bir grup kendi
icerisinde incelendiginde alkol kullananlar ve kullanmayanlarin spermiyogram
parametreleri arasinda da anlamli bir fark saptanmamistir.

Gruplar arasinda sigara ve alkol kullananlar ile kullanmayanlarin
morfolojileri karsilastirildiginda ise sigara ve alkol kullananlarin morfolojilerinin
anlamli derecede (p<0,001) daha iyi oldugu goériimustir. Bu durum Arneklem
sayisinin az olmasindan (Nsigara=42, Nako= 28) kaynaklanmig olabilir. Bu nedenle
orneklem sayisi fazla, sigara ve alkol ile doz iligkili daha fazla sayida ¢aligsmaya
ihtiya¢c duyulmaktadir. Ayni zamanda sigara ve alkolun kullanim suresi, diger
ilaclarla etkilesimi, antioksidan kapasite ve tamir mekanizmalari da incelenmesi
gereken diger onemli parametreler arasindadir.

Spermiyogram analizi ayni kigside bile cinsel perhiz suresi, sicaklk
farklihgi, gundn farkli saatleri, mevsimler, semen 6rneginin verildigi yer, ¢calisma

kosullari ve emosyonel duruma gore farkhlik gosterebilir. Ornegin perhiz
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suresine bagl olarak gin basina semen hacminde 0,62 ml, sperm sayisinda
17,6 X10°%ml ve motilitede %1,2’lik artis olabilecegi aciklanmistir. Calisilan
orneklerde sperm sayisindaki dismenin % motilitede azalmaya ve morfolojik
olarak % anormal olarak ifade edilen sperm sayisinda da artisa neden
olabilecegi bildirilmigtir?®®,

Bizim yapmis oldugumuz calismada da spermiyogram parametrelerinin
birbirleri ile karsilikli etkilesimleri incelendiginde yukaridaki sonuglara paralel
olarak; motilitenin sperm sayisi ile disuk dizeyde pozitif anlaml iligki (p<0,05)
gOsterdigi, morfolojinin ise yas ile dusuk duzeyde negatif anlamli iligki (p<0,05),
sperm sayisi (p<0,001) ile yuksek duzeyde pozitif anlaml iligki ve maotilite
(p<0,001) ile de orta derecede pozitif ve istatistiksel olarak anlamh iligki
gOsterdigi saptanmigtir.

Spermde DNA hasarinin hangi nedenlere bagli olarak ortaya c¢iktigi
konusu tam olarak izah edilebilmis degilse de cesitli i¢ (protamin eksikligi,
artmis ROT dizeyi, apoptoz) ve dis nedenlerden (testikller hipertermi, gevresel
toksinler) dolayr sperm DNA’sinda farkli dizeyde hasarlar meydana
gelmektedir. Sperm DNA hasarinin erkek infertilitesi ve bozulmus
spermatogenez ile iligkili oldugu c¢ok acgik olarak bilinmesine ragmen fertil
bireylerde de az da olsa tespit edilebilecek dizeyde DNA hasarinin oldugunu
bildiren calismalar da bulunmaktadir**’.

Sperm DNA hasari, in vivo fertilizasyon Uzerinde onemli bir etkiye
sahiptir. Yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada fertil ve infertil erkeklerin sperm DNA
hasar duzeylerinin anlamli derecede farkli oldugu gosteriimis hatta infertil
bireylerin spermlerinin H,O, ve radyasyon gibi DNA'da hasara neden olan
ajanlara kars1 daha duyarli oldugu belirtiimistir. Sperm hiicresindeki DNA hasari
SCSA teknigi kullanildiginda %30, TUNEL testi kullanildiginda ise %20’den
fazla ise in vivo daki fertilizasyon orani neredeyse sifira yaklagsmaktadir. Tim bu
nedenlerden 6tirid sperm DNA’sindaki hasarin tespiti erkek infertilitesinin
degerlendiriimesinde yeni bir belirte¢ olarak dusunulebilir. SCSA teknigi
kullanilarak yapilan bir g¢alismada sperm parametreleri normal olan infertil
erkeklerin DNA hasarinin fertil bireylerdekinden anlamli derecede daha yuksek

oldugu gosterilmis olup bu sonu¢ sperm DNA hasari analizinin, semen
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parametresi normal olan ve idiyopatik infertilite tanisi ile merkeze basvuran
ciftlerdeki gizli sperm anomalisinin tanimlanmasinda kullanilabilecek ayirici bir
test olabilecegini distindiirmektedir”*0128-133,

Calismamizda saglam DNA oranlari hesaplanirken “Bas bdlgesindeki %
DNA” parametresi, DNA hasarlari hesaplanirken ise “Kuyruk Momenti”
parametresi dikkate alinarak istatistiksel incelemeler yapiimigtir. Toplam
ortalama saglam DNA vyuzdesi 64,05 + 32,37 olup bu deger normospermik
grupta 92,49 + 7,92, teratospermik grupta 64,32 + 32,08, oligospermik grupta
52,32 + 26,59, astenospermik grupta ise 47,09 + 34,48 olarak hesaplanmistir.
Daha 6nce yapilmis olan galismalari da destekleyici sekilde bizim ¢alismamizda
da saglam DNA oranlar (%) (p<0,005) ve Kuyruk Momenti (p<0,05) agisindan
gruplar arasinda anlamh fark bulunmaktadir. Normospermik gruptaki saglam
DNA orani (%) diger gruplarin hepsinden anlamli olarak (p<0,005) daha buyuk
olup bu gruba ait Kuyruk Momentleri de diger gruplardan anlamli derecede
(p<0,05) daha kuguktur.

Bir sonraki adimda sigara kullaniminin gruplardaki ortalama saglam DNA
yuzdelerini nasil etkiledigi incelenmistir. Analiz sonucunda normospermik
grupta, teratospermik grupta ve astenospermik grupta sigara igenler ile
icmeyenlerin  saglam DNA oranlann (%) arasinda anlamh bir fark
bulunamamistir. Oligospermik grupta ise sigara igmeyenlerin saglam DNA
oranlarinin (%) anlamli derecede (p<0,05) daha bulyutk, Kuyruk Momentlerinin
ise anlamli derecede (p<0,05) daha kuguk oldugu saptanmigtir.

Sigara, alkol ve kafein tuketiminin kan hucrelerindeki genetik hasari
arttirdig1 bilinmesine ragmen bu maddelerin spermdeki genetik materyal Uzerine
olan etkileri hakkinda ise ¢ok az sey bilinmektedir. Sigara ve alkol tiketiminin
sperm andploidisi ile iliskisi ise hala tartisma konusudur*®,

Bizim calismamizda ise normospermik grupta, oligospermik grupta ve
astenospermik grupta alkol kullananlar ile kullanmayanlarin saglam DNA
oranlari (%) arasinda anlaml bir farkin olmadidi yalnizca teratospermik grupta
alkol kullananlarin saglam DNA oranlarinin (%) anlamli derecede (p<0,05) daha
yuksek, Kuyruk Momentlerinin ise anlamli derecede (p<0,05) daha kuiguk

oldugu saptanmigtir. Bu durumun da yine daha o©Once belirtildigi gibi

105



calismamizdaki alkol kullanan sayisinin az olmasindan (nak=28) kaynaklanmig
olabilecegi dusunulmektedir.

Kuyruk momentinin ortalama degeri normospermik grupta 17,74 + 25,29,
teratospermik grupta 78,05 + 95,96, oligospermik grupta 88,12 + 77,07,
astenospermik grupta ise 69,78 + 56,85 olarak hesaplanmistir. Schmid ve ark.
nin yaptiklari galismada ise 12 infertil oligospermik birey ile 12 fertil oldugu
bilinen normospermik birey incelenmistir. Normospermik bireylerde kuyruk
momenti 4,8 + 1,2, oligospermik bireylerde ise 6,4 + 0,4 olarak hesaplanmigtir.
Bas bdlgesindeki % saglam DNA orani ise normospermik grupta 74,6 + 5,3,
oligospermik grupta ise 67,9 + 3,5 olarak bildirilmistir*®®.

Sperm DNA hasarini dlgen testleri rutin analizler arasina girdirmeden
once semen parametreleri ile sperm DNA buatunlugu arasindaki iligki
arastinimal ve eger sperm DNA buatanlugu fertilite icin tani koydurucu bir
nitelige sahip ise rutinde kullaniimalidir.

Buglne kadar bircok calismada insan sperm DNA’si ile semen
parametreleri arasindaki iliski incelenmistir. Farkli 6lcim yéntemleri kullanilarak
yapilan bu calismalarin bir kisminda bazi semen parametreleri ile sperm DNA
batinligu arasinda iliskinin  bulundugu ifade edilse de bir kisminda bu
parametreler arasinda iliskinin saptanamadigi bildirilmigtir>1¢-54-135:182:200201,202

Kodama ve ark. yaptiklari bir calismada 8-OHdG miktarinin sperm sayisi
ile negatif iliskisinin oldugunu Shen ve ark. ise 8-OHdG miktarinin hem sperm
sayisi, hem motilite hem de morfoloji ile negatif iligkisinin oldugunu
aciklamislardir'®.

Oosterhuis ve ark. ise fosfatidilserin ekspresyonu ile sperm sayisi ve
motilitesinin ters iliskili oldugunu belirtmislerdir?®3.

Calismamizda yas, spermiyogram parametreleri, saglam DNA orani ve
Kuyruk Momenti arasindaki iligki incelendiginde; saglam DNA orani ile sperm
sayisl, motilitesi ve morfolojisi arasinda pozitif (p<0,001) istatistiksel olarak
anlamli iligkinin bulundugu, Kuyruk Momenti ile semen parametreleri arasinda
ise negatif (p<0,01) istatistiksel olarak anlaml iliskinin bulundugu saptanmistir.
Yas ile saglam DNA orani arasinda ise anlaml (p= 0,051192) olmasa da negatif

bir iliskinin oldugu acgik olarak gorulmektedir. Ayrica beklenilen sekilde saglam
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DNA orani ile Kuyruk Momenti arasinda da guglu negatif (p<0,001) bir iligkinin
oldugu saptanmistir. Bu sonuglar bize benzer mekanizmalarin sperm DNA
hasarindan ve semen kalitesinden sorumlu olabilecegini disundurmektedir.

Farkli yontemlerin kullanildigi diger insan ¢alismalarinda da sperm DNA
hasari ile semen parametreleri arasinda iligki saptandigi agiklanmigtir.
Benchaib ve ark. IVF (n=50) ve ICSI (n=54) tedavisi i¢in bagvuran 105 cift ile
yaptiklari calismada TUNEL yontemini kullanmislar ve sonugta DNA hasari ile
sperm sayisi ve motilitesi arasinda negatif iliski saptadiklarini bildirmiglerdir.
Irvine ve arkadaglari ise alkali COMET ASSAY, NT-kondanse ve NT-
dekondanse tekniklerini kullanarak gerceklestirdikleri, 12 génalli donorin ve 29
infertil hastanin kullanildigi ¢alismanin sonucunda sperm DNA hasari ile semen
kalitesi arasinda, oOzellikle de sperm sayisinda, anlamli negatif ilskinin
bulundugunu rapor etmiglerdir. DNA hasarini dlgen bu Ug¢ farkh teknigi
karsilagtirdiklarinda ise COMET ASSAY’in fertil grup ile infertil grup arasindaki
ayirimi daha iyi yaptigini bildirmislerdir>**22,

Morris ve ark. ise IVF tedavisi icin basvuran 60 erkekte, alkali COMET
ASSAY kullanarak yaptiklari galismada artan yas ile birlikte DNA hasarinin da
arttigini  saptamiglardir. Bu arastirmacilar ayni zamanda DNA hasarinin
anormal morfolojili sperm yuzdesi ile pozitif, sperm sayisi ile de negatif
korelasyon gosterdigini aciklamiglardir. Beklenilenin aksine bu g¢alismada DNA
hasar ile motilite arasinda pozitif bir iliski saptanmistir®.

Sun ve ark. ise flovsitometrik olarak gerceklestirdikleri TUNEL yontemini
kullanarak, infertilite klinigine bagvuran 298 erkegi incelemisler ve sonugta DNA
hasarinin sperm motilitesi, morfolojisi ve sayisi ile negatif iligskisinin oldugunu
fakat yas ile DNA hasari arasinda ise anlamh bir iligki saptayamadiklarini
aciklamiglardir. Ayrica DNA hasari ile sigara arasinda da istatistiksel olarak
anlamli negatif bir ilski saptadiklarini da bildirmislerdir'*.

Bizim galismamiza benzer sekilde Trisini ve ark. nétral COMET ASSAY
kullanarak yaptiklari galismada sperm DNA hasari ile sperm sayisi, motilitesi ve
morfolojisi arasinda negatif iliskinin oldugunu, sigara ve sperm DNA hasari

arasinda ise bir iligkinin bulunmadidini ifade etmiglerdir. Bu ¢alismada da
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muhtemelen sigara igen birey sayisi ( Nsigara=22) az oldugu igin sigara ile bir
iliski kurulamamigtir?®*.

TUum bu g¢alismalarin aksine bir grup calismada ise DNA hasari ile semen
parametreleri arasinda iligki saptanamamigtir. Bu galismalarin sonuglari sperm
DNA hasarinin semen parametrelerinden bagimsiz oldugunu godstermektedir.
Chan ve Donnelley’in alkali COMET ASSAY protokolunu kullanarak yaptiklari
calismanin sonucunda her ikisi de sperm DNA hasari ile sperm morfolojisi
arasinda bir korelasyon saptayamadiklarini agiklamiglardir. Evenson ve ark. da
SCSA teknigini kullanarak yaptiklari g¢alismada yine DNA hasari ile semen
parametreleri arasinda iliski bulamamigtir?°%:20%:202:205

Saleh ve ark. ise yine SCSA teknigini kullanarak, infertilite tedavisine
baglayan 92 infertil erke@i incelemislerdir. Bunlardan 21’i normal sperm
parametrelerine sahipken 71’'inde spermiyogram sonuglari normal sinirlar
icerisinde degildir. Kontrol grubu ise fertil oldugu bilinen toplam 16 goénulliden
olusturulmustur. Arastirmacilar DNA hasarini DNA fragmantasyon indeksi (DFI)
seklinde 6lgmus ve sonugta %DFI'nin normal sperm parametresine sahip infertil
erkeklerde fertil erkeklere kiyasla anlamli derecede daha buyuk oldugunu
saptamiglardir. Normospermik infertil bireyler ile sperm parametreleri normal
sinirlar igerisinde olmayan infertil erkekler arasinda ise anlamli bir fark
saptayamamiglardir. Bu sonuglarin 1siginda arastirmacilar sperm DNA
kalitesinin, semen parametreleri normal olan, idiyopatik infertilite tanisi konmus
infertil bireyler igin giizel bir agiklama saglayacagini bildirmislerdir'®.

Uremeye yardimci tedavi ydntemleri glinimiizde dogal yolla bebek sahibi
olamayan ciftlere uygulanan en ileri tedavi yontemidir. Glinimuzde erkek
kaynakli hiicresel problemler, infertilitenin dnemli bir bélimini olusturmaktadir.
Bu problemler, ana hatlariyla, sperm sayisinin azalmasi, hareketliligin dismesi
ve morfolojik 6zelliklerin bozulmasidir. Bilindigi Uzere sperm degerleri (sayi,
hareketlilik, morfoloji) anne adayinin vicudunda sperm hucrelerinin yumurtaya
ulasmasi, dollenmesi i¢in son derece onemlidir. Bu degerlerdeki bozulmalar,
sadece dogal gebeligin olusumunu olumsuz yonde etkilemekle kalmamakta,
ayni zamanda segilecek tedavi yonteminde de belirleyici rol almaktadir. Dogal

yolla yumurtaya ulasma ve dodllenme yetenedi azalmis bir sperm populasyonu
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bulunmasi halinde, klasik tup bebek ve intra uterin inseminasyon (lUl- asilama)
tedavilerinde de bagari sansi azalmaktadir. 1992 yilindan itibaren uygulanmakta
olan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI- mikroenjesiyon) ydnteminin
yarari iste burada gorllmektedir. Gerek dogal Ureme sisteminde, gerekse
spermin yumurtay! kendi yetenegi, kapasitesi ile bulup déllemesinin zorlastigi,
ileri derecede sperm degerlerinin bozuldugu olgularda ICSI ile oldukg¢a basarih
sonuglar alinmig ve gunimuzde erkek kaynakli infertilitenin temel tedavi
yontemi ICSI olmustur. ICSI, temel olarak yumurtaya ulasma ve dolleme
kapasitesi azalmis spermlerin bir mikroskobik enjektor araciligiyla anne
adayindan alinan yumurtalara enjekte edilmesi olarak tanimlanabilir.

Fertilizasyon, gametlerin (sperm ve oosit) yeni bir bireyi meydana
getirmek Uzere nukleus ve tum sitoplazmik komponentlerin katihmiyla
gerceklesen bir olaylar zinciridir. insanda in vivo fertilizasyon tuba uterinalarin
ovaryumla komsu olan ampulla bdlgesinde gergeklesir. in vivo ve klasik IVF'de
fertilizasyonun gerceklesebilmesi spermlerle oositlerin karsilagsmasi, iki hiicrenin
temasi ve spermin oosit sitoplazmasi igerisine girmesi sonrasinda oositin aktive
olmasiyla devam eden bir surectir ve aktive olan oositin iki htcreli embriyoyu
meydana getirmesiyle sonlanir®®,

ICSI’de fertilizasyonun nasil gergeklestigine iliskin somut veriler ilk kez
Payne ve arkadaslari tarafindan time-lapse-video sinematografi teknigi
kullanilarak gosterilmigtir. Arastirmacilar, mikroenjeksiyon uygulamasindan
sonra, oosit sitoplazmasinda 20-53 dakikalik periyotlarla, granuler bir ozellik
kazanan sitoplazmanin merkezden perifere dogru yayilan bir dalgalanma
sergilediklerini gézlemlemiglerdir. Sitoplazmanin bu hareketleri sirasinda sperm
basinin dekondanse oldugu ve ardindan metafaz plaginin gelistigi ve 2. kutup
cisimciginin sitoplazmik dalgalanmalardan sonra atildigi vurgulanmistir. ikinci
kutup cisimciginin atilmasiyla birlikte oosit sitoplazmasinin  merkezinde
organellerin kimelendigi ve erkek pronukleusunun sekillendigi; es zamanli
olarak veya hemen sonra ikinci kutup cisimciginin yaninda sekillenen digi
pronukleusunun erkek pronukleusuna dogru hareket ettigi belirlenmistir?®”.

Fertilizasyon kontrolu klasik IVF'de inseminasyondan 18-20 saat sonra,

ICSI uygulamarinda ise 16-18 saat sonra yapilir. Oositlerin sitoplazmalarinda iki
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pronukleus (2PN) ve perivitellin aralikta iki kutup cisimciginin goérilmesi
fertilizasyonun gerceklestigi anlamina gelir (Sekil 69). incelenen hiicrenin g
boyutlu olmasi nedeniyle kutup cisimcikleri her zaman goérlis alaninda

olmayabilir. Bu nedenle oositin iki pronukleus igcermesi halinde fertilizasyonun

206

gerceklestigi kabul edilmelidir

&
eki. iki proukleus(PN) iceren, feiIze olmus bir oosit

ICSI sonrasi fertilizasyon oranlari genellikle enjeksiyon yapilan oosit
sayisina ve sperm kaynagina bagl olarak degismekle beraber, genellikle % 57
ila % 67 arasindadir. Fertilizasyon kontrolu yapilirken enjeksiyon yapilan
oositlerin yaklasik %3’luk bir kisminda 1 pronukleus (1 PN) gdzlenebilir. Bu
oositler mekanik veya kimyasal etmenler sonrasinda partenogenetik olarak
aktive olabilmektedir. Enjeksiyon yapilan oositlerin yaklasik %4’lUk bir kisminda
ise 3 pronukleus (3 PN) gorulur. Bu durum ise muhtemelen fertilizasyon
sirasinda ikinci polar cisimcigin atihmindaki bozukluktan kaynaklanmaktadir. 1
PN veya 3 PN iceren oositlerden gelisen embriyolar hastalara transfer
edilmemelidir. Sekil 70 ve sekil 71’de anormal fertilize olmus oositler

gorilmektedir®®.
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Sekil 70. 1 pronukleuslu (1PN) oosit

Klivaj, dollenmis olan embriyonun bdlinmeye baslamasidir. Sperm
yumurtay! doéllediginde, sperm tarafindan ooplazmaya tasinan sentriyol ve
mikrotubuller, erkek ve disi pronukleuslarini bir araya getirir ve
inseminasyondan 16-18 saat sonra pronukleuslar oosit sitoplazmasinin
ortasinda gézlenir. iki pronukleusun birlesmesinden sonra (singami) yaklasik
olarak inseminasyondan sonraki 25. saatte sitoplazmanin ikiye bolinmesiyle
birlikte iki diploid blastomer meydana gelir. Bu embriyonun ilk klivaji yani ilk
boélinmesidir. Preimplantasyon evredeki mitoz bolinmeler blastomer sayisinda
hizli bir artisa yol acar ve bodylece olusan yeni blastomerler, bir onceki
blastomerlere oranla daha kuguktur ve bu o6zellik, her bolinmede blastomer
hacimlerinin daha da kiigliimesiyle devam eder®*.

Embriyonun ikinci ve Uguncu bolinmeleri arasinda (dort blastomerli
evreden sekiz blastomerli evreye gecis) maternal genden embriyonik gen
dagilimi asamasina gegis gerceklesmektedir. Bu nedenle, spermle birlesmeden
itibaren ilk 48 saatte embriyo dncelikle maternal mMRNA etkisiyle protein sentezi
gerceklestirirken, bundan sonraki agsamalarda embriyonik genom aktivasyonu
ile gelismeye devam eder?*.

Fertilizasyondan sonraki dordincu gunde embriyo kompaktlasmaya
basladidi zaman morula olarak adlandirilir. Bu evrede blastomerler arasinda,
iletisimi ve hulcreler arasi bariyer olusumunu saglayan siki ve gevsek baglar
olugsmustur. Morula evresinde hucreler arasinda kavite olustugu zaman embriyo
blastosist adini alir. Kavitasyonun olugsmasi ve kaviteden salgilanan sivi,
blastosdl olusumunu tetikler. Kavitasyon ilerledikge kompaktlasma sirasinda
blastomerlerin kutuplagsmasiyla meydana gelen iki farkh hicre grubu a)

Ekstraembriyonik dokuyu olusturacak trofoektoderm (TE) ve b) Embriyo ve
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daha sonra fetusun gelisimini devam ettirecek i¢ hucre kitlesini (ICM)
olusturur®! (Sekil 72).

Faumi J

Sekil 72. Blastosist, i¢ hiicre kitlesi ve dis hiicre kitlesi*®.

Son olarak fertilizasyon, klivaj, blastosist gelisimi ve implantasyon gibi
henlz tam olarak anlagilamamis konulara da isik tutacagr dusunudlerek %85'i
kisa  kuyruklu olan ve %100 bas anomalisine sahip olan
oligoastenoteratospermik bir vakanin mikroenjeksiyonu gergeklestiriimis olup
ayni zamanda sperm DNA hasari da COMET ASSAY ile caligiimistir.
Mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon, klivaj ve gebelik durumu takip edilerek
DNA hasari ile iligkisi incelenmisgtir.

Hasta oykusu alinirken 39 yasinda oldugunu, 10 yildir ginde yarim paket
sigara igtigini, alkol kullanmadigini, 17 yildir evli oldugunu ve esinin 40 yasinda
oldugunu, erkek kardesinin olmadigini, iki kiz kardesinin oldugunu onlarin da
¢ocuklarinin oldugunu, amca ogullarinin gocugu olmadigini yurt disinda
olduklari icinde tup bebek tedavisi gorlip gormediklerini bilmedigini ifade
etmistir. Spermiyogram analizi sonucunda semen hacminin 2 ml oldugu, sperm
sayisinin 15 X10%ml oldugu ve bunlarin %90’Inin hareketsiz %10’unun ise
yerinde hareketli spermler oldugu, progresif hareketin olmadidi tespit edilmigtir.
Morfolojik degerlendirme sonrasinda ise spermlerin hepsinde bas anomalisinin
bulundugu %85’inin ise kisa kuyruklu oldugu gézlenmistir.

Oosit toplama ginu esinden toplam 6 oosit toplanmigtir. Oositlerin
hepside olgun, MIl oositler oldugu icin altisina da mikroenjeksiyon islemi
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uygulanmistir. Mikroenjeksiyondan ~16-18 saat sonra fertilizasyon kontroll
yapildiginda 5 tanesinde iki pronukleusun (2 PN) olustugu yani oositlerin
dollendigi gorulmastur. Bir tanesinde ise sinirlari ¢ok belli olmamakla birlikte 3
pronukleusun olustugu gorilmuis olup 3 PN olarak degerlendirilmigtir. ikinci glin
embriyolarin kontrolleri yapildiginda ise kaliteleri ¢cok iyi olmasa dahi hepsinde
klivajin gerceklestigi saptanmistir. COMET ASSAY ile DNA hasari ¢alisildiginda
saglam DNA orani % 40,85, kuyruk momenti 63,31 olarak saptanmigtir. 15 gun
sonra BhCG sonucu alindiginda ise gebeligin olusmadigi goralmustar.

Calismanin  sonuglari incelendiginde spermdeki DNA hasarinin
pronukleus olusumunu engellemedigi, bununla birlikte
oligoastenoteratozoosperminin artmis DNA hasari ile iliskili oldugu gozlenmistir.
Bunun sonucunda da embriyo kalitesinin azaldigi ve gebeligin negatif yonde
etkilendigi dikkat ¢cekmistir.

Gebelik sonucunun negatif olmasi tabi ki yalnizca paternal kaynaga bagli
deqildir. Madalyonun diger yuzunu de dugunecek olursak oositin de irdelenmesi
gerekmektedir. insan oositi paternal DNA anomalilerini tamir edebilecek
kapasiteye sahiptir. Oositin bu tamir yetenegdi buylk oranda oositin sitoplazmik
ve genomik kalitesine baghdir. Tamir yetenegi yasa, ovaryan gevreye ve fertilite
dizeyine bagli olup artan yas ile birlikte dramatik olarak azalmaktadir.

Tamir mekanizmasinin yetersiz kaldigi durumlarda embriyonik genom
aktivasyonu gergeklesmeyebilir. Bu noktada embriyonik gelisim duraksayabilir
ve embriyo blastosist asamasina kadar gidemez.

Yukarida bahsi gegen olgunun hem sperm DNA hasarinin yuksek olmasi
hem de esinin yasinin 35’in Uzerinde olmasi ve dolayisi ile de tamir yeteneginin
azalmasi durumu daha da kotulestirmis ve gebelik olusumunu negatif yonde

etkilemigtir.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

SONUGLAR VE ONERILER

Sperm hucresi igin optimum lizis, proteinaz K igeren lizis solusyonunda
gerceklestiriimis olup optimum lizis suresi 1 gece ~16-18 saat olarak
belirlenmistir.

Optimum elektroforez kosulunun ise 50 V'da 10 dk.’da gerceklestigi
saptanmigtir.

COMET cgaligmalari igin taze, hicresel butunligu bozulmamis spermler
kullaniimalidir.

Normospermik grupta ortalama saglam DNA degeri 92,49 + 7,92,
teratospermik grupta 64,32 + 32,08, oligospermik grupta 52,32 + 26,59,
astenospermik grupta ise 47,09 + 35,48 olarak hesaplanmistir.

Saglam DNA oranlari (%) (p<0,001) ve Kuyruk Momenti (p<0,005)
agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmaktadir. Normospermik
gruptaki saglam DNA orani (%) diger gruplarin hepsinden anlamli olarak
(p<0,005) daha buyuk olup bu gruba ait Kuyruk Momentleri de diger
gruplardan anlamli derecede (p<0,05) daha kuguktar.

Spermiyogram parametrelerinin  birbirleri ile karsilikh etkilesimleri
incelendiginde; motilitenin sperm sayisi ile disuk diuzeyde pozitif anlamli
iliski (p<0,05) gosterdigi, morfolojinin ise yas ile disuk dizeyde negatif
anlamli iligki (p<0,05), sperm sayisi (p<0,001) ile ylksek duzeyde pozitif
anlaml iliski ve motilite (p<0,001) ile de orta derecede pozitif,
istatistiksel olarak anlamli iliski gosterdigi saptanmistir.

Spermdeki DNA hasari pronukleus olugumunu, yani fertilizasyonu
engellememektedir.

Spermdeki DNA hasarinin ise embriyo kalitesini azaltabilecegi ve
gebeligi negatif yonde etkileyebilecegi distnilmektedir.

GUnUmuizde rutinde kullanilan spermiyogram analizinin tani koydurucu
etkinligi sinirlidir. Bu nedenle tani koyduracak ve tedaviye yon verecek
yeni testlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu anlamda rutinde kolaylikla
uygulanabilecek ve DNA hasarini belirleyebilecek bir yontem klinik
degerlendirmede c¢ok onemli bir destek saglayacaktir. Sperm DNA
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hasarini  dogru bir sekilde Olgebilecek, pratik yeni yontemlerin
geligtirilebilmesi i¢in galismalarin strdurulmesi gerekmektedir.

10) DNA hasarini dlgebilecek bir teknigin gelistiriimesi ve sonuglarinin
klinikte kullanilmaya baglanmasiyla birlikte; Gremeye yardimci tedavilerin
uygulandidi merkezlerde gerek hasta gerekse hekim agisindan birgok
sorunun cevabi bulunabilecek ve tedavide bir adim daha ileriye gitmemizi

saglayacaktir.
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