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Cevresel stres, gen mutasyonlari ve kromozomal anormalliklerin tamami, spermatogenez sirasindaki tim
asamalar1 etkileyebilir, bu da sonugta, infertiliteye sebep olan anormal kromatin yapisina yol agabilir. DNA
hasarli sperm tasiyan kisilerde tiip bebek basarisizligi da tekrarlayan gebelik kaybi1 da sik goriilmektedir. Ayrica,
DNA fragmantasyon bozuklugu olan spermle déllenmis olan yumurtalardan olusan embriyolar gebelik donemini
sorunsuz atlatmig olsa bile, teorik olarak konjenital malformasyonlar ve cocukluk cagi kanserleri gelisimi
acisindan risk altindadir. Bu nedenle yardimci iireme teknikleri uygulanirken tedavi oncesi sperm DNA
fragmantasyon testi uygulanmasi ve en iyi hiicrelerin se¢ilmesi hayati onem tagimaktadir. Giinlimiizde kullanilan
¢ok farkli sperm DNA hasar1 belirleme yontemleri mevcuttur. Bu derlemenin amaci sperm DNA’sinda olusan
hasar ve fragmantasyonlar1 test etmek i¢in gelistirilen yontemlerin klinik kullanimdaki yerleri ile birlikte
degerlendirmektir.

Anahtar kelimeler: Infertilite, Sperm, DNA fragmantasyonu

ABSTRACT

Environmental stress, gene mutations, and chromosomal abnormalities can all affect the steps of
spermatogenesis, which in turn may lead to abnormal chromatin structure causing infertility. In couples with
DNA-damaged sperm, in vitro fertilization failure may also frequently be seen as recurrent pregnancy loss. In
addition, embryos which are fertilized with sperm which have DNA fragmentation disorder are under the risk of
developing congenital malformations or childhood cancers, even if the embryos have survived the pregnancy
period without any problems. Therefore, sperm DNA fragmentation test before the and selection of the best cells
is vital when assisted reproductive techniques are applied. There are many different methods of detecting sperm
DNA damage used today. The aim of this review is to evaluate the methods developed to test the damage and
fragmentation of sperm DNA in clinical practice
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Infertilite diinya genelinde dogurganlik ¢agindaki ciftlerin %8-12’sini etkileyen dnemli
bir iireme saglig1 sorunudur (Inhorn ve Patrizio, 2015). Gametlerdeki genetik kararsizliklar ve
anomaliler, konjenital anomalilerin olusumunun yani sira infertilitenin de en 6énemli nedenleri
arasindadir. Gametlerde gozlemlenen bu olgularin 6nemli bir kismi ise sasirtict sekilde
babadan gelen sperm kaynakhidir (Inhorn ve Patrizio, 2015). Infertil ¢iftlerde yapilan
arastirmalarda, semen parametreleri normal (son yillarda klasik semen analizi testlerinde
yapilan yeniliklere ve referans degerlerde yapilan diizenlemelere ragmen) goziiken erkeklerin
%30’unun yine de infertil oldugu goézlemlenmistir (Gelbaya vd, 2014). Dolayisiyla, semen
analizi, erkek kaynakli infertilitenin anlagilmasinda atlanmamasi gereken temel bir
yaklagimdir. Semen analiz edilirken spermin sayisi, morfolojisi, hareketliligi ve genomik
biitiinliigli degerlendirilen baslica parametrelerdir (Belva vd, 2006). Spermin genomik
biitiinliglinlin degerlendirilmesi, son yillarda yukarida sayilan diger klasik semen analiz
yontemleri arasindan daha da one c¢ikan bir yaklagim haline gelmistir. Bunun sebebi,
spermdeki DNA fragmantasyon oraninin tedavi protokoliinii dogrudan etkilediginin ortaya
konmus olmasidir (Cho vd, 2017). Yapilan bir ¢alismada sperm DNA fragmantasyon indeksi
%27-30 arasinda olan kisilerin ¢cocuk sahibi olabilmesi i¢in gereken siire, ortalamanin ¢ok
tizerinde bulunmustur (Donald ve Everson, 2006). Sperm DNA fragmantasyon indeksi (DFI)
yliksek c¢ikan hastalarda tiip bebek tedavisinin basari oranini artirmak adina DNA
fragmantasyon indeksini diisiirmek yaklasimi benimsenmekte; bunun i¢in de cinsel perhiz
stiresini kisaltma, tekrarlayan ejakiilasyon, farkli sperm hazirlama tekniklerinin kullanimi
veya testikiiler sperm biyopsisi yontemleri uygulanmaktadir (Alvarez, 2003; Bradley vd,
2016). Sperm DFI>%30 oldugu vakalarda ise mikroenjeksiyon yonteminin gebelik elde
edilmesinde daha basarili oldugu bildirilmistir (Zini vd, 2011). DFI, tedaviyi bu denli kritik
seviyelerde etkilemektedir. Halen, DFI dolayisiyla sperm DNA fragmantasyon analizi, en gok
aciklanamayan infertilite, tekrarlayan IVF basarisizlig1 olan veya tedavi sonras1 diigiikk yapan
ciftler ile esi dogal yollarla gebe kalip da ilk 3 ay iginde tekrarlayan diisiikleri olan hastalarda
endikedir (Majzoub vd, 2017).

A. Sperm DNA’s1:

Memeli sperm kromatin yapisinin kendine has bir 6zelligi vardir. Oldukca organize,
yogun paketlenmis kompakt yapidadir. Bu 6zelligi ile somatik hiicrelerden olduk¢a farklidir
ve sperm DNA’sinin 6zel paketlenmesi nedeniyle niiklear hacmindeki ciddi azalma hiicre
morfolojisi ile uyumludur. Somatik hiicrelerde niiklear DNA histonlardan olusan bir

68



ISSN: 2147-7892, Cilt 7, Say1 1 (2019) 67-80
Sengiil YUKSEL

oktamerin etrafina sarilarak nukleozom seklinde paketlenirler ve sonrasinda kangal seklinde
solenoidleri olustururlar. Bu paketleme seklinde histonlar kromatin hacmini artirirlar. Sperm
cekirdeginde bu tip paketlenme icin yeterli hacim yoktur. Bu nedenle sperm nukleusunda
farkli bir kromatin paketleme organizasyonu bulunmaktadir. Epididimdeki sperm
olgunlagmasi son kromatin organizasyonu asamasini igerir (Ward ve Coffey, 1991).

Spermiyogenez sirasinda, sperm kromatini, histonlarin kayboldugu ve bunun yerine
gecis proteinleri ve sonunda protaminlerin oldugu bir dizi modifikasyondan gecer
(Kierszenbaum, 2001). Protaminler arjinince zengin, kiigciik proteinler olup histonlarin
yaklagik yarist kadardir. DNA iplikgikleri, bu protaminler tarafindan yogunlastirilir ve sperm
kromatinin temel paketleme birimi olan toroid olusturulur. Her bir toroid somatik
kromatinlerdeki bir DNA ilmegine esdegerdir. Toroidler ayrica, proteindeki sistein kalintilart
arasindaki inter ve intra molekiiller arasi disiilfit ¢apraz baglar1 ile daha da sikilastirilir
(Kosower vd 1992). Tiim bu sikistirma ve organizasyon islemleri, erkek ve disi ireme sistemi
yoluyla taginma sirasinda sperm kromatininin korunmasina yardimei olur ve ayni zamanda
baba genomunun tasidigi genetik bilgiyi dogru bir sekilde ifade etmesini saglar (Gatewood,
vd, 1987).

Insan sperm kromatini bu kadar yiiksek oranda organize ve kompakt yapiy1 i¢ermesine
ragmen, histonlarin yaklasik% 15'1 insan sperm kromatininde tutuldugundan diger memelilere
gore daha az kompakttir (Gatewood vd, 1987). Spermatogenez boyunca transkripsiyonel
olarak inaktif olan histon tutulum bdlgelerinin, erken embriyonik donemde epigenetik
mekanizmalarla diizenleyici rol iistlendigi diisiiniilmektedir (Ordueri vd, 2013). Infertil
erkeklerin sperm kromatinlerinde histone/protamin oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Insan spermi iki tiir protamin igerir, P1 ve P2. P2 protaminler daha az sistein grubu
icerdiginden daha az disiilfit capraz baglantisi icerir (Kierszenbaum, 2001). Bu durum teorik
olarak DNA'yr hasarlara karsi daha duyarli hale getirir. Infertil erkeklerde P2
ekspresyonundaki  degisikliklerin  yaygin  oldugu bildirilmistir. Dolayisiyla, insan
spermatozoon kromatinleri daha az diizenli sikistirilir ve siklikla DNA iplik¢ik kiriklar igerir

(Carrell ve Liu, 2001).

Sperm DNA hasari:

Spermin gorevi babaya ait genetik materyali yumurtaya tagimaktir. Spermatozoadaki 23
adet kromozoma ait DNA’larda olas1 genetik hasarlarin nedenleri ve mekanizmasi tam olarak
anlasilamamistir. Sperm hiicrelerinde DNA hasari, morfolojik goriiniim ve sperm motilitesi

ideal olmasina ragmen miimkiindiir. DNA fragmantasyonu, sperm DNA’sindaki hasarlar ve
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genomik kararsizliklar sonucu olusur. DNA fragmentasyonu, infertil erkeklerin
ejekiilatlarinda siklikla bulunan tek ve ¢ift sarmal DNA kopmalari ile karakterizedir. Sperm
kromatin anomalileri arasinda tek zincir veya gift zincir kirikliklari, histonlarin protamine
dontistimiinii etkileyerek DNA paketlenmesini bozacak olan niiklear protein defektleri ve
tersiyer kromatin konfigiirasyonunda degisiklige neden olan kromatin yapisal anormallikleri
en sik gozlenen anomalilerdir (Irvine, 1998). Sperm DNA fragmantasyonu ve/veya bozulmus
kromatin biitiinliigii ile iliskili ¢esitli etiyolojik faktorler vardir. Bu nedenler ¢ok genistir.
Sigara iciciligi (Potts vd, 1999), radyasyon (Arnon vd, 2001) ve kemoterapi (Morris, 2002)
gibi cevresel kosullardan, 16kospermi (Erenpreiss vd, 2002) varikosel (Saleh vd, 2003) ve
kanser gibi patofizyolojik kosullara kadar cesitlilik gosterir (Kobayashi vd, 2001). Spermin
dondurulmas1 (Labbe vd, 2001) gibi iyatrojenik sebepler bile sperm DNA hasari ile
iligkilendirilmistir. Bu kosullarin sperm DNA hasarina ve/veya kromatin anormalliklerine yol
actigi molekiiller mekanizmalar kesin olarak anlasilmis olmasa bile 4 ana baglik altinda
toplanabilir. 1) Kromatin paketleme anormallikleri, 2) Oksidatif stres veya radyasyona bagl

olarak DNA zincirinde kiriklar 3) Apoptozis ve 4) Kromozomal hasarlar (Muratori vd, 2006)

Kromatin Paketleme Anormallikleri: Spermatogenez esnasinda kromatin sekillendirilirken
histonlarin protaminlerle yer degistirdigi Onemli bir asama vardir. Kromatin histon
hiperasetilasyonu ile gevsetilir ve siiper sargilanmadan kaynaklanan burkulma stresini
gidermek i¢in sperm DNA'sinda gecici ¢entikler tireten DNA topoizomeraz II (Topo 1I) islev
gorlir. Bu gecici ¢entikler spermiogenesis ve ejakiilasyondan 6nce ayni enzim Topo II
tarafindan onarilir. EZer bu g¢entikler tamir edilmezse, ejakiilatta DNA’s1 pargalanmis

spermler bulunabilir (Laberge ve Boissonneault, 2005).

Reaktif Oksijen Tiirleri: Sperm DNA hasari, yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirevleriyle
(ROS)’de iliskilendirilmistir (Agarwal vd, 2014). Seminal plazma sperm DNA'sinin
korunmasina yardimci olan antioksidanlar igerir (Twigg vd, 1998). Diisiik seviyelerde ROS,
sperm olgunlagmasi, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi fonksiyonlarda 6nemli bir rol
oynar. Bununla birlikte, asir1 miktarda ROS iiretimi, hiicresel hasar ve DNA hasarina neden
olabilmektedir. Semendeki baslica ROS kaynaklar1 16kositler ve spermin kendisidir, 6zellikle
olgunlagmamis, bozuk morfolojik yapisi olan spermler asir1 ROS iiretmektedir. Ayrica sperm
hareketinin enerji ihtiyacini karsilayan bol miktardaki mitokondriler ayn1 zamanda ortamdaki
ROS miktarini da artirmaktadir (Agarwal vd, 2014). Digsal nedenler ¢ok cesitlidir ancak
semendeki lokositler, kimyasal/toksinler, beslenme eksikligi, laboratuvar islemleri, ileri yas,
fizyolojik ve fiziksel stres, sigara ve alkol kullanimi, kanser ve anti kanser ila¢ kullanimi ve

70



ISSN: 2147-7892, Cilt 7, Say1 1 (2019) 67-80
Sengiil YUKSEL

enflamasyon en sik nedenlerdir. Igsel sebepler digsal sebeplere gore sperm DNA’sma daha
cok zarar verir. Sperm DNA fragmantasyonunun lokositlerin olusturdugu ROS’dan ziyade
igsel ROS ile korelasyonu vardir (Agarwal vd, 2014). Infertil erkeklerin yaklasik% 25'inin
sperminde yiiksek ROS seviyeleri bildirilmistir (Zini vd, 1993).

Apoptozis: Sperm DNA hasar1 olusumunun bir bagka nedeni ise basarisiz, tamamlanamamis
apoptozdur. Testislerde germ hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasini 6nlemek ve hasarli hiicreleri yok
etmek i¢in apoptoz gerceklesir (Sinha vd, 1999). Apoptotik yol, sertoli hiicreleri tarafindan
salgilanan Fas ligantinin (FasL) germ hiicre yiizeyinde bulunan Fas reseptorii ile etkilesimi
sonucu tetiklenir. Seminal parametreleri zayif olan erkeklerde, siklikla Fas ekspresyonunda
artis s6z konusudur. Bu durum, spermlerin bazilarinin DNA hasarmin, Fas ekspresyonu ile
basladig1 ancak daha sonra apoptotik yoldan kagtiklar1 “abortif apoptozis™ (tamamlanamamis
apoptozis) Onerisine yol ag¢mistir (Sakkas vd, 2003). Son yapilan fonksiyon kaybi
caligmalarinda spermatogenez sirasinda DNA hasar1 kontrol noktalarinda, eksizyon onarim
genlerinin, uyumsuzluk onarim genlerinin ve p53’iin rol aldig1 gdsterilmistir (Raimondo vd,

2014).

Kromozomal aberasyonlar: Sayisal ve yapisal anomaliler veya markir kromozom gibi her
ikisinin de birlikte oldugu durumlar kapsamaktadir. Erkek infertilitesi etiyolojisinde %30
oraninda genetik nedenlerin s6z konusu oldigu bildirilmistir (Kupker 1999). Y
kromozomunda sperm yapimu ile iliskili AZF (AZFa, AZFb, AZFc) gen bdlgelerindeki
mikrodelesyonlarin oligospermi veya azospermiye neden oldugu ve dolayisiyla fertilite

problemlerine yol agtig1 bilinmektedir (Kupker 1999).

B. Sperm DNA hasarini ve fragmantasyonunu degerlendiren test sistemleri:

Gilintimiizde kullanilan ¢ok farkli sperm DNA hasar1 belirleme yontemleri mevcuttur.
Bu yontemler basit boyama yontemleri olabilecegi gibi daha komplike yontemler
olabilmektedir. Bu testler DNA hasarin1 degerlendirenler, kromatin organizasyon
anomalilerini degerlendirenler ve kromozomal anomalileri degerlendirenler olarak 3 grupta
incelenebilir (Tiirk vd, 2006; Koyuncu, 2011; Giines vd, 2013; Yigit, 2015 ve Kiiciik, 2018).
Sperm DNA fragmantasyonu testlerinde sinir degerleri yapilan c¢alismalara goére %27-35
arasindadir (Majzoub vd, 2017). Bu testi yapmak i¢in kullanilan yontemler ve tercih edilme
oranlar1 sirastyla TUNEL (%30.6), SCSA(%30.6), SCD (%20.4), KOMET (%6.1) ve
Toluidine Blue boyama yonteminin de igerisinde oldugu diger yontemler (%12.2) seklindedir
(Majzoub vd, 2017).
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I. DNA hasarim degerlendiren test sistemleri

8-hidroksi 2-deoksiguanozin’in dl¢iimii:

8- hidroksi 2-deoksiguanozin (8-OHdG) oksidatif hasara bagli olusan DNA hasarinin
en Onemli biyo-belirteclerindendir. Elektrokimyasal belirlemeli yiliksek performanslh sivi
kromatografi (HPLC-EC) kullanilarak genomik DNA’da 8-OHdG miktar tayini yapilmaktadir
(Shen 2000).

Komet (Tek Hiicre Elektroforez) Yontemi:

Komet islemi, diger adiyla tek hiicre elektroforezi, sperm DNA kirilmalarimin dogrudan
degerlendirildigi, erkek kisirliginin incelenmesinde kullanilan hassas bir yontemdir (Haines
vd, 1998). Komet assay islemi notral ya da alkali ortamda yapilabilir. Notral tamponlarda
sadece cift zincir kiriklar tespit edilirken, alkali tampon kullanildiginda tek veya ¢ift zincir
kiriklart tespit edilebilir (Tarozzi vd, 2007). Yontem kisaca, alkali pH da farkli molekiil
agirliklarina ve farkli elektrik yiikiine sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli
sekilde gd¢ etmeleri esasina dayanir. Islem sirasinda yogunlastirilmis sperm hiicreleri agaroz
soliisyonunun i¢inde ince bir tabaka olarak yayilip deterjan ve yiliksek tuz
konsantrasyonlarinda eritilirler. Boylelikle DNA’nin siiper katlanmig halkalari, protaminler ve
histonlar uzaklastirilir. Alkali pH ortami ¢ift zincir DNA’nin katlanmasini engeller.
Sonrasinda bir elektroforetik isleme tabi tutulur. DNA’larin elektroforez de yiiriitiilmeleri
esnasinda hasarsiz DNA’lar kuyruk yani komet olusturmazken hasarli DNA’larin
fragmentleri farklt molekiiler agirlik ve farkli elektrik yiiklerine sahip olduklarindan
elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek kuyruklu yildiz seklinde bir goriinti
olustururlar. Hiicreler floresan DNA baglayici boya ile boyanir ve daha sonra goriintiileme
yazilimiyla goriintiilenir. Goriintiileme yazilimi kuyrugun uzunlugunu ve yiiksek miktarda
DNA iplik kopmasiyla spermde artan kuyruk floresan yogunlugunu 6lgmek i¢in kullanilir.
Bas ve kuyruktaki DNA miktarina gore DNA hasarinin seviyesi tespit edilir. Floresan
boyama sonucunda elde edilen DNA go¢ goriintiileri degerlendirilip DNA hasar1 skorlanir
(Pastuszek vd, 2017).

Terminal Uridine Nick- End Labeling (TUNEL) Yontemi:

TUNEL yonteminde kaliba ihtiyag duymayan Terminal Deoxynucleotidyl Transferaz
(TdT) ad1 verilen DNA polimeraz enziminden faydalanilir. Bu enzim tek veya c¢ift zincir
DNA'nin 3-hidroksil — grubuna rastgele deoksiriboniikleotitler ~(dUTP) ekler (Robbins

ve Coleman, 1988). Kopan yerlere baglanan dUTP daha sonra etiketlenir ve flow sitometri ile
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veya floresan mikroskop kullanilarak 6lgiiliir. Bununla birlikte ¢ift zincir kiriklarinda 3°’OH
grubu her zaman olmayabilir. Bu durumda bunlar1 tespit edemez. Sonucta sperm TUNEL

pozitif veya negatif olarak siniflandirilir ve popiilasyondaki toplam spermin yiizdesi olarak
ifade edilir (Shamsi vd, 2011).

In situ nick translasyon (NT Testi):

Asil Centik Okuma Tayini olarak bilinen bu test, TUNEL yontemine benzer prensip ile
calisir ancak sadece tek zincir DNA kiriklarini tespit etmektedir. Bu test DNA polimeraz |
aracili enzimatik reaksiyonla elde edilen tek zincir DNA’nin 3’-OH ucundaki biotin veya
flouresans ile isaretlenmis dUTP miktarin1 Olger. NT ile isaretleme DNA’daki endojen
centiklerin saptanmasini saglar (Gosalves 2011).  Diger testlerle karsilastirildiginda

sensitivitesi diistiktiir.

Sperm Kromatin Yap1 Analizi-Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA):

Bu yontem anormal kromatin yapili spermdeki DNA'nin asit veya 1s1 denatiirasyonuna
daha yatkin oldugu fikrine dayanir. Akridin Orange boyasinin (AO) metakromatik
ozelliklerini kullanan SCSA, sperm DNA'sinin in situ asit ya da 1s1 kaynakli denatiirasyona
duyarliligini 6lger. Bu yontem ile tek sarmalli DNA’larin (tek sarmalli DNA’lar > 630 nm’de
kirmiz1 floresan renk verir) ¢ift sarmalli (¢ift sarmalli DNA’lar 515- 530 nm’de yesil floresan
renk verir) olanlara oranmi1 flow sitometrisi kullanilarak 6l¢iiliir (Evenson & Wixon, 2006).
Spermlerde DNA kiriklari yaninda histonlarin protaminlere oranlarinda bir anormallik varsa

onu da gosterir (Panner ve Agarwal, 2017).

Halo Sperm Yontemi-Sperm Chromatin Dispersion (SCD):

Sperm kromatin dispersiyon (SCD) testi, sperm DNA kirikliklarini direk tespit eden bir
testtir (Muriel vd, 2006). Sperm 6rnegi, lam iizerinde bir agaroz matrikse daldirilir, denatiire
etmek i¢in bir asit ¢ozeltisi ile muamele edilir ve daha sonra bir lizis tamponu ile membran ve
proteinler uzaklagtirilir. Sonunda preparat boyanarak boyama tipine gore 151k mikroskobu
yada floresan mikroskopda incelenir. DNA biitiinliigii olan spermlerde merkezde gekirdek
olacak sekilde biiylik bir hale goriintiisii vardir. DNA kirikliklar1 olanlarda halo formu
olusmaz ya da ¢ok az olusur (Yigit vd, 2015).

Akridin Orange:
Akridin Orange testi (AOT), DNA denatiirasyonunun derecesini belirlemek i¢in AO'nun
yesilden kirmiziya metachromatik kaymasinin kullanildigi SCSA ile benzer prensiplere

dayanmaktadir. Asit uygulamasi sonrasi olusan DNA denatiirasyonunu 6lcer. Akridin orange
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uygulamasi ile yesil renkte floresans veren normal yapidaki DNA, asitle denatiirasyon sonrasi

kirmizi floresans verir (Kiiglik 2018).
I1. Sperm kromatin organizasyon anomalilerini degerlendiren test sistemleri

Anilin Mavi Boyamasi:

Anilin mavisi, sperm kromatin biitiinliiglinii degerlendirmek i¢in kullanilan asidik bir
boyadir. Fragmente DNA igeren spermler siklikla kalinti histonlarin varligin1 gosterir. Bu
kalint1 histonlar, daha diisiikk kromatin paketlemesine yol agar, bu da niikleoprotein bazik
gruplarinin erigilebilirligini arttirir ve daha sonra anilin mavisi gibi asidik boyalarin
baglanmasina afinite gosterir (Tirk vd, 2006; Koyuncu, 2011). Bu teknik lizinden zengin
histonlar ile arginin sistein zengin protaminler arasinda ayrim yapma prensibine dayanir ve
ejakiilattaki spermatozoanin temel niikleer protein bilesiminin farkliliklarini belirler.
Histondan zengin immatiir spermatozoa lizinden zengin olup mavi boyanirken, protaminden
zengin matiir spermatozoa ise arginin ve sisteinden zengindir ve boyanma gostermez. Yiiksek
oranda lizin igeren proteinlerin orani kromatin kondensasyonunda defektlere neden olabilir

(Giines vd, 2013; Yigit, 2015 ve Kiigiik, 2018).

Toluidine Mavi Boyama:

Toluidine Mavi Boyama yontemi (TB) sperm kromatin biitlinliigiindeki ve
paketlenmesindeki bozukluklar: tespit etmede kullanilan temel bir boyadir (Rahiminia vd,
2017). Gevsek bir sekilde paketlenmis kromatin ve/veya parcalanmis DNA igeren sperm
cekirdegindeki fosfat kalintilari, TB gibi bazik boyalarla baglanmaya kars1 yiiksek afinite
gosterir. TB negatif ylikli fosfat kalintilarina baglanan, katyonik bir boyadir. Bu sebeple
hafifce veya ortokromatik boyanan hiicrelerde ¢ok az TB baglanma bolgesi oldugunu,
dolayis1 ile DNA'nin biitlin bir yapida oldugunu gostermektedir. Bu durumun tam tersi koyu,
diger bir deyisle metakromatik boyanan hiicrelerde ¢ok fazla miktarda TB’nin baglandig1
fosfat bolgelerinin oldugu yani zayif bir DNA biitlinliigliniin oldugu, DNA kirikliklarinin
mevcut oldugu gosterilir (Rahiminia vd, 2017).

Kromomisin A3 (CMA3) Yontemi:

Bu yontem, protamin bakimindan fakir olan ve zayif paketlenmis DNA’nin indirek
gozlenmesi esasina dayanir. CMA3 guanin-sitozinden zengin bolgelere spesifiktir ve CMA3
ve protaminler DNA’da ayni yere baglanir. Bu yiizden yiiksek kromomisin A3 floresansi

gosteren bolgelerin diisiik protaminasyona sahip oldugu kabul edilir. CMA3 yontemi,
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spermatozoon kromatin degerlendirilmesinde diger yontemlerle giiclii korelasyon gosterir

(Manicardi vd, 1995).
ITI. Kromozomal anomalileri degerlendiren test sistemleri

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi:

Bu yontemde agar matrikse gomiilii veya lam iizerine fiske edilmis hiicreler, DNA
denatiirasyonu amaciyla alkali soliisyona maruz birakilarak, DNA c¢ift iplik¢iklerinin tek
sarmal DNA’ya donlismesi saglanir. DNA kiriklarinin artmasi tek sarmal DNA olusum
oranini artirir. Notralize edilip proteinleri uzaklastirilan DNA, floresan isaretli problar ile in
situ hibridizasyona tabi tutulur. Komplementerlik gosteren bolgeler floresan 1s1ma verir. Bu
yontem in situ olarak DNA kiriklarinin ve miktarinin belirlenmesine olanak saglar (Singh, vd
2003).

En sik kullanilan sperm DNA fragmantasyon testlerinin avantaj ve dezavantajlari Tablo
1 de 6zetlenmistir. Yapilan meta analizlerde bu testlerin sperm DNA fragmantasyonunu tespit
etmede farklilik gdstermedikleri ortaya konmustur (Cissen vd, 2016; Rui vd, 2018). Ozellikle
SCSA, FISH, TUNEL ve alkali komet islemleri zahmetli ve maliyetli yontemlerdir. TB diger
DNA fragmantasyon testleriyle yiiksek korelasyon gostermistir ayrica bu testte Ornekler
mikroskopta kolayca analiz edilebilmekte ve preparatlar kalici olarak saklanabilmektedir
(Erenpreisis vd, 2004). Hatta fertil kisilerde DNA fragmantasyon oraninin bu yontem ile
%351 gecmedigi belirtilerek bir cut-off degeri verilmistir. Bu yiizden hizli ve efektif bir
yontem olan TB yontemi cesitli tiirlerin spermlerinde basarili bir sekilde standardize
edilmistir (Rui vd, 2018). Yapilan arastirmalar anilin asidik boyama sonuglarinin anormal
sperm kromatin yapist ve erkek infertilitesini belirlemede basarili oldugu gostermistir. Bu
yontemle saptanan niiklear maturasyon sonuglarinin sperm FISH sonuglarinda goézlenen
dizomi oranlart sonuglari ile korelasyon i¢inde bulundugunu gosterilmistir (Singh, vd 2003).
Erkek infertilitesinde kromomisin A3 pozitifligi sperm konsantrasyonu, motilitesi ve 6zellikle
normal morfoloji ile negatif korelasyon gostermektedir. Sakkas ve arkadaglar1 ICSI
olgularinda, kromomisin A3 pozitifliginin  tiimiiyle fertilizasyon basarisizligini
gostermedigini, zayif kromatin paketlenmesine isaret ederek dekondansasyonu ve olasi diisiik
fertilizasyon kapasitesini gosterdigini bildirmislerdir (Sakkas vd, 2003). FISH yontemi in situ
olarak DNA kiriklarinin belirlenmesine olanak saglar (Singh, 2003). Teknik kromatinin
yapisal 6zelliklerini ortaya koyar ancak pahalidir, zaman alic1 ve karmasiktir. Bununla birlikte
diger yontemlere iistiinliigiiniin olmamasi kullanimini smirlayici bir faktoérdiir. In situ nick
translasyon (NT) yontemi dUTP'min DNA kopmalarina dahil edilmesini 6lgmesi bakimindan
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TUNEL yontemine benzer. Bununla birlikte, hem tek iplikli hem de ¢ift iplikli DNA
kopmalarini tanimlayan TUNEL'in aksine, in situ NT testi sadece sablona bagli enzim DNA
polimeraz I tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda, tek iplikli DNA kopmalarini tanimlar.
Her ne kadar yapmasi basit bir test olsa da, diger testlere kiyasla hassasiyetten yoksundur
(Gosalves 2011). AOT, flow sitometri gerektirmeyen, floresan mikroskop altinda gorsel
yorumlama yapilabilen ve SCSA’dan ¢ok daha basit ve daha ucuz bir yontemdir. Bununla
birlikte, belirsiz renkler, hizl1 solma ve heterojen lekelenme sorunlari gorsel yorumlamada
zorluklara neden olabilir. Komet testinin, genotoksik maruziyeti degerlendirmek igin yaygin
olarak kullanilan diger yontemlere gore pek cok avantaji vardir. Bunlar arasinda, tek hiicreli
cogu oOkaryotik hiicre tipinde genotoksik hasar1 tespit edilebilme, ¢ok az sayida hiicre
gerekliligi, hizli ve hassas bir teknik olmasi ve DNA iplik¢ik-kirilmasinin olusumu
nedeniyle genotoksik maruziyet i¢in erken uyart vermesi sayilabilir (Haines vd, 1998).
SCSA testinin sonuglart olduk¢a kesin ve tekrarlanabilirdir. Bu yontemde DNA
fragmantasyon indeksi (DFI) sinir1 %30 olarak belirlenmistir (Evenson & Wixon, 2006).

SONUC

Cevresel stres, gen mutasyonlar1 ve kromozomal anormalliklerin tamamu,
spermatogenez sirasindaki biyokimyasal olaylar1 etkileyebilir, bu da sonucta infertiliteye
sebep olan anormal kromatin yapisina yol agabilir. DNA hasarli sperm tasiyan kisilerde tiip
bebek basarisizligi, tekrarlayan gebelik kaybi da sik goriilmektedir. Bununla birlikte DNA
fragmantasyon bozuklugu olan spermle dollenmis olan yumurtalardan olusan embriyolar
gebelik donemini sorunsuz atlatmis olsa bile, teorik olarak konjenital malformasyonlar ve
cocukluk ¢agi kanserleri gelisimi agisindan risk altindadir. Bu bilgiler 1s1ginda fertilizasyon ve
gebelik basarisinin yani sira embriyonun ve dogacak cocugun sagligi acisindan babaya ait
sperm hiicrelerinin genomik biitiinliigii ve kararliligi ¢cok onemlidir. Bu nedenle yardimci
tireme teknikleri uygulanirken tedavi 6ncesi sperm DNA fragmantasyon testi uygulanmasi ve

en iyi hiicrelerin sec¢ilmesi hayati 6nem tasimaktadir.
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Tablo 1. Sperm DNA hasart ve fragmantasyonlarinin saptanmasinda kullanilan en 6nemli testlerin avantaj ve

dezavantajlari

Test

Tanimlama
yontemi

Avantaj

Dezavantaj

Sperm kromatin
analizi (SCSA)

Akim sitometre

Standardize, ¢ok sayida

hiicre analizi

Spesifik ekipman gerekli, pahali

Akridin orange test
(AOT)

Floresan mikroskop

Basit, ucuz

Renk hassasiyeti zayif, diger
testlerle korelasyonu zayif

Terminal Uridine
Nick- End Labeling
(TUNEL)

Floresan mikroskop
Akim sitometre

Standardize, diger testlerle

korelasyonu fazla

Spesifik ekipman gerekli, pahali,
laboratuvarlar aras1 degerlendirme
farkliliklari

In Situ Nick
Translasyon
(ISNT)

Floresan mikroskop

Endojen kiriklara spesifik

Klinik korelasyonu belirsiz

Komet assay

Tek hiicre
elektroforezi,
Floresan mikroskop

Hassas, klinik korelasyon

yiiksek, Tek hiicrede
6lglim

Zaman alici, spesifik ekipman
gerekli, laboratuvarlar arasi
degerlendirme farkliliklart

8-Hidroksiguanozin

HPLC,

Cok hassas, klinik

Spesifik ekipman gerekli, fazla

(8-OHAG) dlgiimii Flow sitometre korelasyon yiiksek, ornek gerekli

kantitatif

Halo sperm yontemi  Floresan mikroskop  Basit Klinik korelasyonu belirsiz

(SCD)

Aniline Blue boyama Isik mikroskobu Basit, ucuz Heterogen boyanma, hassasiyeti
diisiik, laboratuvarlar arasi
degerlendirme farkliliklart

Toluidine blue Isik mikroskobu Basit, ucuz, diger testlerle  Heterogen boyanma, laboratuvarlar

boyama korelasyonu fazla arasi degerlendirme farkliliklar:

Chromomycin A3 Floresan mikroskop  Hassas Pahali, ugrastirici, laboratuvarlar

boyama arasi degerlendirme farkliliklar

FISH Floresan mikroskop  Hassas, Klinik korelasyonu Spesifik ekipman gerekli, pahali,

yiiksek laboratuvarlar arasi degerlendirme
farkliliklar1
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