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Ozet

infertil  Erkeklerin Sperm Orneklerinde DNA Fragmentasyon Oranlarinin
Kromozom Anoplodileri ile lligkisi

Infertilite, dogum kontrolii olmaksizin ciftlerde 1 yillik siirede gebeligin
gerceklesmemesi durumudur ve ciftlerin vyaklasik %10-15'i infertilite
problemi ile karsilasmaktadir. Erkek infertilitesinin ilk degerlendirme
basamaklarindan olan sperm analizinin ardindan her zaman spesifik testlerin
yapilmasi gerekli degildir. Ancak, bireylerin %40-60 kadarinda infertilite
nedeni anlasilabilmekte, dolayisiyla sperm analizi her zaman erkegin fertilite
potansiyelini tam olarak yansitmamaktadir. Infertilite nedenini ortaya
koyabilecek ve tedaviye ydn verebilecek yeni ydntem arayisina paralel olarak
son yillarda, sperm DNA fragmentasyonunun sperm fonksiyonundaki édnemi
farkedilmis olup ginimizde DNA fragmentasyonuna spesifik testlerden
yararlanma egilimi glindeme gelmistir. Bu testlerden biri olan TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling)
testi, fragmentasyon analizlerinde siklikla kullaniimaktadir.

Calismamizda infertilite dyklist olan ve spermiogram/sperm fonksiyon
testlerinde non-normozoospermik tanisi alan 48 olgudan elde edilen semen
orneklerinde DNA fragmentasyon oranlari, TUNEL testi ile incelenmis ve
orneklerin DNA fragmentasyon oranlari, saglikh, fertil oldugu bilinen 50
normozoospermik birey drneklerinde elde edilen oranlarla karsilastinimistir.
Ayrica arastirma ve kontrol gruplar sperm &érnekleri, kromozom 13, 16, 18,
21, X ve Y dizomi ve diploidi oranlarn acgisindan Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) analizi ile karsilastirimis, fragmentasyon orani ile
kromozom andploidi/poliploidi iliskileri degerlendirilmistir.

Analizlerin dederlendiriimesi sonucu; infertil 0Oyklisli olan non-
normozoospermik grupta TUNEL testi ile dederlendirilen DNA fragmentasyon
oraninin kontrol grubuna gore anlamli oranda yliksek oldugu goézlenmistir.
Anormal otozomal/seks kromozomal FISH oranlarinin da fertil olan kontrol
orneklerine goére infertil olan grupta istatistiksel olarak anlamh dlzeyde
arttigi ve bu artis ile DNA fragmentasyonu arasinda anlamh dlizeyde
korelasyonun oldugu gozlenmistir (p=0.001).

Infertilite nedeniyle klinik dederlendirmeye alinan olgularda rutin
spermiogram ve morfolojik sperm analizlerinin yanisira, 6zellikle yardimci
treme tekniklerinden yararlanan olgularda, DNA fragmentasyon Indeksinin
(DFI) de degerlendirilmesi gerektigi ve DFI dederi ylksek olan olgularda
preimplantasyon genetik tarama yaklasiminin uygulanmasinin basariyi
arttiracagi sonucuna varilmistir.



Anahtar Kelimeler : Sperm DNA fragmentasyonu, TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling), erkek
infertilitesi, kromozom anéploidisi



Summary

Correlation of Sperm DNA Fragmentation Rates With Chromosome
Aneuploidies In Infertile Men Sperm Samples

Infertility is the failure to conceive after a year of unrestricted and
unprotected intercourse. About 10 to 15% of the couples have experienced
fertility problems. Following sperm analysis, which is the first evaluation step
of male infertility, specific tests are not always required. However, sperm
analysis is able to explain the reasons of infertility in only 40-60% of the
infertile men, it does not fully reflect the fertility potential of the male. In
recent years, sperm DNA fragmentation has been recognized as a potential
for sperm function, and nowadays there is a tendency to use specific tests
for DNA fragmentation. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling) test is one of the DNA fragmentation
assays and is often used for DNA fragmentation analysis.

In our study, the DNA fragmentation analysis was performed by TUNEL
test in the semen samples from 50 infertile, non-normozoospermic cases and
50 fertility known normozoospermic individuals. Moreover, chromosomes 13,
16,18,21, X, Y disomies and diploid ratios of the sperm samples were
analysed by Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) technique in both non-
normozoospermic and normozoospermic samples and the autosomal/sex
chromosomal aneuploidies and diploidy rate were compared between the
groups and their relations with DNA fragmentation were evaluated.

The abnormal FISH ratio for all chromosomes was significantly higher
in the infertile non-normozoospermic group than in the control group.
The rate of DNA fragmentation detected by TUNEL test was significantly
higher in the non-normozoospermic group compared to the control group .
The associations between the TUNEL-detected DNA fragmentation frequency
and the rates of all autosomal/sex chromosomal aneuploidies and diploidies
were statistically significant (p=0.000).

In the case of clinical trials for infertility, besides the routine
spermiogram and morphological sperm analyses, DNA fragmentation
analyses should also be assessed and we suggest that the application of the
preimplantation genetic screening approach will increase the success rate of
assisted reproductive techniques in cases with high DFI (dispersion
fragmentation index) rates because of the high DNA fragmentation-
chromosome aneuploidy correlation.



Key Words: Sperm DNA fragmentation, TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling), male
infertility, chromosome aneuplody
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1- GIRIS VE AMAC

Herhangi bir korunma yontemi kullanilmamasina ragmen, en az bir yil
slireyle haftada 2-3 kez olan cinsel iliski sonucu gebeligin olusmamasi
durumu "infertilite" olarak tanimlanmaktadir. Infertil vakalarinin %50
kadarini erkek infertil hastalar olustururken, bu vakalarin %30'u
sadece erkek, %?20'si ise hem kadin hem erkek faktorl icermektedir.
Erkek fertilitesini etkileyen konjenital veya kazanilmis {rogenital
anomaliler, Grogenital kanal enfeksiyonlari, endokrin bozukluklar, genetik
anomaliler, immiunolojik faktdérler veya malignansiler gibi faktorlerin
bulunmamasina ragmen erkek orjinli infertilitenin  oldugu durumlar
"idiyopatik erkek infertilitesi" olarak gruplanmakta olup bu olgularda
Ozellikle  semen kalitesi ve sperm degerlendirilmesi sureci
gerceklesmektedir.

Sperm kromatini, spermiyogenez sureci icerisinde somatik hlicrelerden
farkh olarak kondanse olmaktadir. Bu olay, histonlarin protaminlerle yer
degistirmesi araciligiyla gerceklesmektedir. Sperm kromatinin oosit
icerisine penetrasyonuyla beraber paternal pronukleus olusumu igin hizh
bir sekilde kromatin dekondenzasyonu surecinin  gergeklesmesi
gerekmektedir. Buglne kadar gercgeklestirilen cok sayida deneysel
calisma, uygunsuz kromatin dekondenzasyonunun, apoptozisin hatali
dizenlenmesinin ve erkek genital yolagindan gegis silrecindeki oksidatif
stresin sperm DNA’sinin harabiyete egilimli olmasina neden oldugunu
gostermistir. Tamir edilebilir 6zellikte olan tek dal DNA kiriklarinin aksine,
cift-dal DNA kiriklari; DNA replikasyonunu ve dolayisiyla paternal
pronukleus olusumunu geciktirmektedir. Cift-dal kiriklarinin ve buna bagli
tamir hatalarinin siddeti, spermatogenez vyoladi hatalarina, oosit
fertilizasyon yetenedinin zayiflamasina ve/veya erken embriyonik
gelisimin  durmasina neden olabilmektedir. Intrasitoplazmik sperm
Injection (ICSI) c¢alismalarinda, infertil erkeklerdeki yuksek DNA
fragmentasyon prevelansinin, disuk fertilizasyon orani ve embriyo kalitesi
ile baglantih oldugu goésterilmistir. Bunun aksini ortaya koyan calismalar
da bulunmakla beraber bu farkhligin DNA fragmentasyon siddeti ile iliskili
oldugu disinilmektedir (Eskandari, Tavalaee, Zohrabi, & Nasr-Esfahani,
2018; Kliclk, 2018).

Semen kalitesi siklikla erkek infertilitesinin dolayh bir 6lgisi olarak
kullanilir. Tarihsel slrecte, erkek fertilite potansiyeli gdstergeleri olarak
kullanilan parametreler; sperm sayisi, motilite ve morfolojiyi icermekte
olup, bunlarin timu0 fertilite kliniklerinde rutin semen analizlerin bir
parcasi olarak degerlendirilmektedir. Son zamanlarda, basarisiz yardimci
ureme tekniklerinden elde edilen verilere paralel olarak erkek



infertilitesinin bir belirteci olarak DNA butlinliginin dederlendiriimesine
yonelik analizlerin kullanimina ilgi artmaktadir.

Ozellikle sperm motilitesi ve morfoloji anomalileri gdsteren erkeklerde,
yuksek seviyede DNA fragmentasyon riski artmistir. Subfertilite icin klinik
olarak basvuran erkeklerin <% 40 kadarinda parcalanmis sperm DNA'si
gbzlenmektedir.  Ozellikle, denatiire DNA gibi yliksek oranda hasarl
spermatozoa iceren semenin, dogal dogurganlik icin cok dustk bir
potansiyele sahip oldugu bildiriimektedir (Bronet et al., 2012).

GUindimizde sperm DNA batinligand dederlendirmede  cesitli
testler kullanilmaktadir. Bu testlerden biri olan ve temel olarak apoptoz
sirasinda meydana gelen DNA pargalanmasini 6lgmek icin tasarlanmis
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling) testi, DNA fragmentasyonunun, harap olan bdlgeye problarin
inkorporasyonunu saglayarak dogrudan olclilmesine dayanan bir tekniktir.
Problardan gelen floresan isimalara gére DNA dali kiriklari kantitatif
olarak belirlenmektedir. Diger testlerin yanisira, TUNEL testi de sperm
DNA fragmentasyon dederlendirimesinde uygulanmis ve etkinligi
belirlenmis bir ydntemdir (Henkel, Hoogendijk, Bouic, & Kruger, 2010).

Germ hucrelerinde kromozom analizlerinin gercgeklestirilme zorluklari,
molekuller sitogenetik tekniklerin kullanimi ile asilmistir. Floresan in situ
hibridizasyon (FISH) teknigi kullanilarak sperm kromozomlarinin
dederlendirilmesi, normal spermiyograma ragmen Ureme problemleri olan
bireylerde ve ayni zamanda anormal sperm parametrelerine sahip
erkeklerde gergeklestirilmistir (Andreescu et al., 2016).

ESOGU BAP Proje No:2014-521 karariyla desteklenen projemizde DNA
fragmentasyon oranlar ayni hasta gruplarinda, iki ayri yontemle (TUNEL
ve SCD(Halosperm) testleriyle) degerlendiriimis, es zamanli olarak
kromzom dizomi/diploidi sikliklarinin belirlenmesi amaciyla FISH analizleri
yapilmistir.

Bu calismada; infertilite ykusu olan ve spermiogram/sperm fonksiyon
testlerinde non-normozoospermik tanisi alan olgularin semen 6rneklerinde
DNA fragmentasyonunun TUNEL testi ile dederlendirilerek saptanan
oranlarin, saglkli, fertil oldugu bilinen normozoospermik birey
ornekleriyle karsilastiriilmasi, otozomal/seks kromozomal dizomi ve diploidi
ile  DNA fragmentasyon iligkilerinin non-normozoospermik  ve
normozoospermik gruplar arasindaki iliskilerinin  dederlendirilmesi
amaclanmistir.



2- GENEL BILGILER
2.1- INFERTILITEYE GENEL BAKIS

2.1.1. Infertilite nedir?

Normal bir kadin partner varhiginda normal siklikta ve korunmasiz
cinsel iliskiye ragmen 12 ay boyunca gebelige ulasilamamasi durumuna
"infertilite" denir (Jungwirth et al., 2012). Infertilitenin klasik taniminda 12
ay beklenmesi gerektigi soylense de; bilateral inmemis testis gibi risk
faktorlerinin bilindigi, ileri yas olarak kabul edilen 35 yas Ustl gibi kadina ait
risk faktorlerinden siphenilmesi, erkegin kendi fertilite potansiyelini
ogrenmek istemesi gibi durumlarda infertilite dederlendirilmesi 6 aydan
sonra da yapilabilmektedir (Matzuk & Lamb, 2002).

2.1.2. Infertilite etyolojisi

Infertilite diinya capinda ciftlerin yaklasik % 15‘inde gérilen bir Gireme
saghgi problemidir. Prevalans, gelismis Ulkelerde daha az, gelismekte olan
Ulkelerde ise daha siktir. Ciftlerin 1/8 kadarinda hi¢ cocuk sahibi olamama
(primer infertilite), 1/6 kadarinda ise ilk gocuktan sonra gebelik olusmamasi
(sekonder infertilite) 6yklUsU bulunmaktadir. Vakalarin yaklasik 9%50’sini
erkek infertil hastalar olustururken bu vakalarin %30’u sadece erkek, %20’si
ise hem kadin hem erkek faktérd icermektedir.

Erkek fertilitesi
e konjenital veya kazanilmis Grogenital anomaliler
e Urogenital kanal enfeksiyonlari
e artmis skrotal is1 (6rnek: varikosel kaynakli)
e endokrin bozukluklar
e Malignensiler
e genetik anomaliler
e immunolojik faktérler kaynakl etkilenmektedir.

Olgularin %30-60 kadarinda yukarida listelenen  faktorler
bulunmamasina ragmen erkek infertilitesinin oldugu goézlenmektedir ki bu
grup "idiyopatik erkek infertilitesi" olarak ayrica degerlendiriimektedir. Bu
grupta yer alan olgularda fertiliteyi etkileyecek 6ykl bulunmamakta, fizik
muayene, endokrin, genetik ve biyokimyasal laboratuvar bulgulari normal
olarak saptanmaktadir. Ancak semen analizinde patolojik verilere
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rastlanabilmektedir. Erkek infertilitesi pre-testikuller, testikller ve testikiler

sonrasi
Drabovich, & Lo, 2016) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 Erkek infertilitesinde etyolojik nedenler (Katz, Teloken, & Shoshany, 2017

olmak Uzere U¢ ana etiyolojik kategoriye ayrilmistir (Bieniek,

Pre-testikuler

Testikiler

Post-Testikuler

-Hipogonadotropik - Varikosel

hipogonadizm
- Kriptorsidzm

- Genetik azospermi veya
oligospermi

-Y kromozom mikrodelesyonlari

- CBAVD

- Retrograd
ejakllasyon

. . . - Testikuler Kanser - Klinefelter Sendromu - Sinir hasarn
- Hiperprolektinemia
N - Kemoterapi - Cevresel -
- Farmakolojik - - Omurilik
- SCOS - Incinme yada Travma yaralanmasi
(Sertoli Cell Only Sendrom) _Sisternik
hastalik

2.1.3. Erkek infertilitesi ile ilgili genetik faktorler

Genetik defektlerin, erkek infertilitesinin 6nde gelen nedenlerinden biri
oldugu bilinmektedir. Erkek infertilitesine yol acan genetik anormallikler
vakalarin %15-30' undan sorumludur. Bu genetik defektler, gelisim sirasinda
erkek gonadlarin veya Uurogenital sistemin gelisimini engeller, germ hicre
Uretiminin durmasina neden olabilir veya fonksiyonel olmayan spermatozoa
uretilebilir (Traven, Ogrinc, & Kunej, 2017). infertil erkeklerde yaygin olarak
gorilen genetik degisiklikler, karyotip anomalileri, gen kopya sayisi
varyasyonlari (CNV), tek gen mutasyonlari/polimorfizmleri ve Y
kromozomunun uzun kolundaki delesyonlardir (Yq mikrodelesyonlari)
(Colaco & Modi, 2018).

2.1.3.1 Kromozomal Degisiklikler

Ozellikle andploidi olmak (izere, infertil erkekler spermatogenezin
bozuklugunun siddetine bagl olarak %?2-15 arasinda degisen insidansi olan
kromozomal degisikliklere sahiptirler (Ramasamy et al., 2015). Mayoz
sirasinda kromozomal rekombinasyon sadece evrim icin dedil, ayni zamanda
spermatogenez sirasinda kromozomlarin dodgru ayrilmasi igin de c¢ok
onemlidir. Boylece rekombinasyon basarisizigi sperm andploidileri ile
baglantilidir. Klasik semen analizi parametreleri normal olsa bile, infertil
erkeklerde rekombinasyon basarisizhidi ve sperm anéploidi oraninin daha
ylksek oldugu gorilmiastir (Gosadlvez, Lopez-Fernandez, Fernandez,
Esteves, & Johnston, 2015).




Otozomal inversiyonlar, genetik materyal kaybina yol agmayan yapisal
kromozomal duzensizliklerdir. Kromozom varyanti olarak tanimlanan
kromozom 9 inversiyonlari, normal populasyonla birlikte infertil erkeklerin de
% 3-5'inde saptanmistir. Bu yapisal anomalinin erkek infertilitesi ile iliskili
olabilecegi 6nceki yillarda yapilan calismalarda bildirilmistir (Mierla & Stoian,
2012; Mozdarani, Meybodi, & Karimi, 2007). Kromozom 9 inversiyonlarinin
erkek tastyicilarinda azospermi, oligospermi, astenozoospermi veya
normozoospermi saptanmis, ayrica bu inversiyona sahip bireylerin sperm
anoploidi insidansinin daha yiksek (Collodel et al., 2006) oldugu
bildirilmistir.

Klinefelter sendromu, erkek infertilitesinin en sik goérilen genetik
nedeni olup, tim erkeklerin 1/600'iinde, %0,6'si agir derecede oligospermik
erkeklerde ve nonobstriktif azoospermili erkeklerin %11'inde bulunur
(Groth, Skakkebezek, Hgst, Gravholt, & Bojesen, 2013; Stahl & Schlegel,
2012). Vakalarin %60'Inda paternal kaynakl oldugunu gdsteren mayoz 1
sirasinda ayrilmama, fazladan X kromozomu kékenlidir (Iitsuka et al., 2001).

Canli dogumlarin 1/1000'inde bulunan ve seks kromozomlarinda ikinci
en sik gorulen anéploidi cesidi 47,XYY karyotipe sahip olan bireylerdir. Ekstra
olan Y kromozomu mayoz 2 bélinmesi sirasinda ayrilmama sonucu ortaya
cilkmaktadir (Abramsky & Chapple, 1997). 47,XYY sendromlu, o&zellikle
cinsiyet kromozomu trizomiler olan erkeklerde kromozomal olarak anormal
spermlerin gorilme sikligr artmaktadir (Gonzalez-Merino, Hans, Abramowicz,
Englert, & Emiliani, 2007).

Ortalama %.0,9 azospermik erkek, nadir rastlanan 46,XX karyotipine
sahip bireylerdir (Mau-Holzmann, 2005). Bu durumun iki cesidi vardir:
Olgularin % 80-90'iIndan sorumlu olan ilki, Yp11.2'de lokalize olan ve cinsiyet
belirleyici bdlge olarak ifade edilen SRY geninin translokasyonundan
kaynaklanmaktadir (SRY+XX erkekler). Bu mutasyona sahip olan tim
erkekler azoospermiktir, ancak genellikle normal erkek fenotipine sahip
bireylerdir. Ikinci mutasyon ise, SRY'nin higbir kopyasinin bulunmadigi
SRY—-XX erkekleridir. Bu olgularda, erkek fenotipi, SRY'nin yerini alan SOX9
ve DAX1 genleri gibi cinsiyet belirlemede rol alabilen otozomal veya X'e bagl
genlerdeki mutasyonlara baghdir (Hyon et al., 2015; Li et al., 2014).

Robertsonian translokasyonlar, 1/1000 vyenidoganda ve infertil
erkeklerin %0,9'unda bulunan en yaygin yapisal anomalilerdir. Etkilenen
erkeklerde sperm andploidi insidansi daha yuUksektir ve translokasyonun
sonraki jenerasyona gecme riski bulunmaktadir (Keymolen, Van Berkel,
Vorsselmans, Staessen, & Liebaers, 2011). Bu nedenle sperm kromozom
kompozisyonlari analiz edilmeli; giftlere uygun genetik danisma verilmeli ve
bu olgulara preimplantasyon genetik tani olasiligi sunulmahdir (Godo et al.,
2015).



2.1.3.2. Y Kromozomu mikrodelesyonlari

Erkek infertilitesinin en iyi bilinen genetik nedenlerinden biri Y
kromozomu mikrodelesyonlaridir. Siddetli oligozoospermi veya nonobstriktif
azoospermiden etkilenen secilmis erkeklerde Y kromozom
mikrodelesyonlarinin sikhdi %15’den %?20’lere kadar ylkselebilir (Foresta,
Ferlin, Gianaroli, & Dallapiccola, 2002). Bu bdlgede Azoospermi Faktéri
(AZF) geni lokalizedir ki bu genin spermatogenezde rol oynadigi
bilinmektedir. AZF bolgesinde AZFa, AZFb ve AZFc alt boélgeleri
bulunmaktadir. Bu boélgelerde premayotik germ hlcre gelisiminde rol
oynayan DBY ve USP9Y (AZFa bodlgesi), RBMY1l (testis-spesifik splicing
faktér), apoptozis mekanizmasinda rol oynayan PRY (AZFb boélgesi) ve
spermatogenik sirecte goérev alan DAZ (AZFc) bdlgesi genleri lokalizedir.
Delesyon bdlgelerine goére Sertoli-cell Only Sendromu (SCOS), olgunlasma
arresti, hipospermatogenez, siddetli oligozoospermi ve azospermi dahil olmak
Uzere spermatogenez bozukluklari kaynakli farkli fenotipler gézlenmektedir
(Visser & Repping, 2010; Ghorbian, 2012). AZFa ve AZFb bdlge delesyonlari
nadir gozlenmektedir. AZFc bdlgesi delesyonlarl ise, azospermik olgularin
%13, oligozoospermik olgularin ise %6 kadarinda gdézlenmektedir. AZFa
ve/veya AZFb bdlgelerinin delesyonu durumunda spermatozoa bulunmadigi
icin bu delesyonlara sahip olgularda TESE uygulamasi uygun olmadigi
dusunulmektedir (Song, Chiba, Ramasamy, & Lamb, 2016).

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunun (ICSI) gelisimi, siddetli
oligozoospermili hastalarin c¢ocuk sahibi olmasini saglamistir. Bununla
birlikte, Y kromozomu AZF mikrodelesyonlarinin babadan ¢ocuga ICSI yoluyla
kalitimi ise 6nemli bir dezavantajdir (Dohle et al., 2002).

2.1.3.3. Tek Gen Mutasyonlari

Konjenital Bilateral Vas Deferans Yoklugu (CBAVD), infertil erkeklerin
yaklasik %1'inde ve obstriktif azoospermili erkeklerin %25'inde bulunur.
Yapilan bir meta analizde (Yu, Chen, Ni, & Li, 2011), CBAVD'li erkeklerin
%78'inin en az bir CFTR mutasyonuna sahip oldugunu gostermistir. CBAVD'li
erkekler, epididimden veya ICSI ile eslestiriimis testislerden sperm elde
etmek icin iyi adaylardir (Giuliani et al., 2010).

Erkek infertilite nedenlerinden biri olan Ikincil Hipogonadizm
(Hipogonadotropik Hipogonadizm) Kallmann sendromu ile iligkili olup 10.000
canli dogumun birinde gorilen X'e bagl bir bozukluktur. KAL1 geni basta
olmak Uzere 5 gen daha bu sendromla iligkilidir (Mittal et al., 2017).



2.2- Erkek Genital Sistemi

Erkek Greme sistemi;

1) Haploid erkek gametin (spermatozoa veya sperm) surekli tGretimi,
beslenmesi ve gecici olarak depolanmasi;

2) Erkek seks hormonlarinin (androjenler) sentezi ve sekresyonu
gorevlerini Gstlenmigtir.

Erkek Ureme sistemi dis ve ic organlari iceren dort birimden
olusmaktadir;

1) Hormon ve sperm (spermatozoa) Ureten testisler,

2) Disariya spermatozoa tasinmasindan sorumlu dis kanallar sistemini
olusturan epididimis, vaz deferens, ejekilatuar kanal ve erkek Uretrasinin bir
kismi (Sekil 2.1),

3) Salgilari sayesinde semen kitlesini olusturan ve ejekile
spermatozoaya besinler saglayan aksesuar bezler, seminal vezikil, prostat
bezi ve bulbo Uretral bezler (Sekil2.2),

4) Cinsel iliski esnasinda kadin vajinasina girerek spermi kadin viicuduna
iletmek icin gereken, silindirik yapida, erektil dokudan olusan penis (Palme
Yayincilik, 2006).

Eferent
kanallar Epididimis

Duktus (vaz)
deferens

Rete testis

Tunika
albuginea

Seminifer
tiibiiller

Testikiiler
lopcuk

Septum
(Bdlme)

Sekil 2.1. Testis ve Kanallarn (Histoloji Atlasi, Palme Yayincilik 2001 )
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Sekil 2.2. Erkek Ureme Sistemi (Chang, Lee, Wang, Yeh, & Chang, 2013)
2.3- Sperm Yapisi

Yaklasik 60 pm uzunlugunda olan olgun sperm hicresinin yapisina
bakildiginda; sperm basi, boyun, orta parca ve kuyruk olmak Uzere 4
kisimdan olustugu gorilmektedir. Spermin blylk parcasi olan sperm basinda
2 6nemli organel vardir: nukleus ve akrozom kesesi. Sperm basinin buyuk
kismini olusturan nukleusta, paternal orjinli genetik materyali olusturan
genomik DNA yer alir ve nukleozomlar yoktur. Bu yapilari saran akrozom
kesesi ise igerisinde yumurta zarini delmek igin gereken hidrolitik enzimler
(hiyaluronidaz, akrozin, proteazlar, asit fosfatazlar) bulunmaktadir (Vanha-
Perttula, 1978). Ovumun fertilizasyonu asamasinda akrozomal membranin
bir cok noktadan oosit plazma membranina badlanmasi ile akrozomal
reaksiyon baslamakta ve hidrolitik enzimler aktiflesmektedirler. Akrozom
kesesinin bulunmadigi 6rnegin globozoospermi olgularinda dogal yolla gebelik
de goérilmemektedir.

Sperm boynunda sentrozom denilen organel bulunur. Sentrozom,
sperm kuyrugunun baslangic kismidir. Sentrozomun asil gorevi, yumurtanin
bélinerek cogalmasi ve embriyo gelisim sirecinin baslatiimasidir. Sperm
tarafindan oosit fertilizasyonu sirasinda, yumurtanin sentrozomu eridigi icin
sadece sperm sentrozomu hulcre bdlinmesindeki gorevleri Ustlenmektedir.
Sperm boyun bozuklugunda sperm hareketi de etkilenmekle birlikte, hiicre
bélinmesi gerceklesemedidi icin embriyo gelisimi de olmamaktadir.Sperm
orta pargasinda spermin enerjisini Ureten mitokondriler sarmal seklinde
konumlanmiglardir (Sutovsky & Manandhar, 2006).

Spermin dogal yolla yumurtaya ulasmasi icin hareketini saglayan
kuyruk kismi, ince ve tek pargadan olusmalidir. Aksonem adi verilen ve
mikrotibuler ikililerden olusan, spermin kuyruk hareketini saglayan temel



yapidir. Mikrotubduller, dinein olarak bilinen vyapisal bir proteinden
olusmaktadir. Kuyrugun ana parcgas! yedi dis kalin lifle sarili (orta parcada
dokuz lif vardir) merkezi bir aksonem ve fibréz kiliftan olusmaktadir. Hem
fibréz kilif hem de dis kalin lifler sperm hareketi sirasinda kivrilma ve
mikrotubuller kayma icin iskelet olusturan keratin proteinini barindirmaktadir.
Kuyrugun cok kisa bir parcadan olusan son kisminda ise sadece aksonemi
bulunmaktadir (Bracke, Peeters et al. 2017) (Sekil 2.3).

sentriyol plasma membran
halka

| akrozom

: : ; ’:\ nukleus
Gt [ JEsEh AR % assia iplikler
R4 Gl 88
[ .o ‘\‘“4’_'.».?‘ '
-
aksonem aksonem

Sekil 2.3. Olgun sperm hiicresinin sematik gésterimi(Bracke, Peeters, Punjabi, Hoogewijs,
& Dewilde, 2017)

2.4- Semen Analizi

Semen sivisi, spermin testis ve epididimis salgisinin, ejakilasyon
sirasinda prostat, seminal veziklller ve bulbolretral bezlerin salgilarinin
birlesmesiyle olusur. Sonuc¢ olarak olusan ve viskozitesi yiksek olan bu sivi
"semen" adini alir. Bu salgida sperm, semen sivisinin %5’ini olusturur.
Normal semen miktar kisiden kisiye farklihk gostermekle birlikte 2-6 ml.
arasindadir (Erdemir, Firat, & Gengten, 2011).

Konvansiyonel sperm analizi, erkek kaynakl infertilitenin laboratuvar
degerlendirmesinde ilk adimdir (Sanchez, Wistuba, & Mallidis, 2013). Belli
kriterlere goére yapilmadiginda klinisyenin yanlis yénlendiriimesine ve sonugta
hastaya yanls uygulamalarin yapilmasina neden olabilmektedir. Erkek
infertilitesinin belirlenebilmesi icin semen analizinin rutin olarak yapilmasi ilk
olarak 1902'de Edward Martin tarafindan onerilmis ve 1956'da MaclLeaod,
sperm sayisi yaninda motilite ve morfolojisinin de 6nemine dikkat gekmistir.

Klasik semen analizinden saglikli sonug alinabilmesi igin cinsel perhiz
stresinin en az iki, en fazla sekiz gun olmasi gerekmektedir. Bu strenin
kisalmasi sayl ve volimi; uzamasi ise sperm hareketliligini olumsuz ydnde
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etkileyecektir. Semen analizinin makroskopik ve mikroskopik
degerlendiriimesinde semenin bazi 6zellikleri incelenmektedir (Delilbasi,
2008).

2.4.1. Makroskopik Inceleme

Likefaksiyon Siuresi: Dehidratasyon veya 1si dedisikliginin semen
kalitesini olumsuz etkilemesinden kacinmak icin, 6rnedin verilmesinden
itibaren ejakllatin 5-30 dakika icinde likefiye olmasi gerekmekte olup bu
sire 60 dk.ya kadar da uzayabilmektedir. Likefaksiyon, prostat tarafindan
salgilanan fibronolizin tarafindan kolaylastiriimaktadir.

Semen Hacmi: Hacim dogrudan veya icine toplanildidi kapla birlikte
tartilmasiyla 6lctlir. Semen hacmi icin en distk referans dederi 1,5 ml' dir.

Goérinim: Sivilasmadan sonra semen, homojen gri-opak bir
goérinimde olur. Uretral kanamasi olanlarda semen pembe olabilir.

Semen Ph'si: Semen Ph'si 6zellikle prostat ve seminal vezikillerin
sekresyonlari tarafindan belirlenir. Alt esik dederi 7,2 olarak kabul
edilmektedir (Delilbasi, 2008).

2.4.2. Mikroskopik Inceleme

Sperm sayimmi (Derigsim): Ejakulatta bulunan sperm sayisi
likefaksiyonunu tamamlamis 06rnekte iki yontemle dederlendirilebilir; 1)
spermlerin hepsi immobilize edilerek sayim yapilir, 2) hareketli ve hareketsiz
spermler birlikte dederlendirilir. WHO'nun referanslarina gore olmasi gereken
en az sperm sayisi 15 milyon/ml’dir. Bu dederin alti, oligospermi olarak
adlandiriimaktadir. Oligosperminin en sik gézlenen nedeni varikoseldir ki bu
durumda seminal parametrelerde de multipl defektler gézlenmektedir.
Ejakllatta spermatozoa huicresinin hi¢c goértilmemesi "azoospermi" olarak
ifade edilir. Azoospermi nedenleri arasinda; azospermiye spesifik AZF gen
delesyonlari, Y kromozomu anomalileri, yetersiz hormonal stimulasyon
(hipogonadotropik hipogonadizm) ve spermatogenez anomalileri sayilabilir.

Sperm Motilitesi: Spermlerin hareketleri orta parca ve kuyrugun
anatomik ve fonksiyonel butinligl ile enerji lreten sistemin yeterliligine
baghdir. Isi ve silre, spermlerin motilitesi (Gzerine direk etki eden iki
parametredir. Sperm motilitesi, mikroskopik olarak degerlendirilir ve
progresif motil, nonprogresif motil ve immotil olarak siniflandirilir (Delilbasi,
2008).
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Ileri motilite(PR): Sperm hizindan badimsiz olarak dogrusal veya genis
bir cevrede aktif hareket eden sperm hareketi,

Progresif olmayan motilite (NP): Ilerlemenin yoklugunda motilitenin
diger tim modellerini barindirir; bas kismini zorla hareket ettiren glicli kamgi
hareketi ya da yalnizca kamc¢i hareketi vurusu veya klclk daireler seklinde
yuzme sayilabilir.

Hareketsizlik (Immotil) (IM): Hareket yoktur(Delilbasi, 2008).

Progresif motilite ve non-progresif motilite birlikte toplam motilite
olarak adlandirilir. Sperm motilitesi Dbildirilirken, toplam hareketliligin
(PR+NP) veya ileri hareketliligin (PR) tanimlanmasi tavsiye edilmektedir.
Toplam motilite igin alt sinir %50’dir. Progresif motilite sinir ise %32
olarak belirlenmistir (Franken & Oehninger, 2012).

Sperm Morfolojisi:

Bas: Oval sekilli ve dizgln kenarli olmahdir. Akrozom, basin 1/3' ten
fazlasini kaplamahdir. Normal bas élctimleri; 2-3 um geniglikte ve 4-5 pm
uzunlukta olmali ve vakuol icermemelidir. Yuvarlak, armut, igne seklinde,
cGift basl veya sekilsiz baglar daima anormal olarak kabul edilmektedir.

Boyun: 4-5 um uzunlugunda ve dizglin olmali, basin alt kismina,
aksiller konumda baglanmalidir. Boyun bélgesinde bulunabilen sitoplazmik
droplet basin yarisindan daha blyudk olmamahdir.

Kuyruk: 50-55 pm uzunlukta, dlizglin kivrimli, boyun kismindan daha
ince olmali ve son kisma dogru giderek incelmelidir.

Tablo 2.2'de WHO 2010 semen analizi referans araliklari, Tablo 2.3'de
ise sperm hicre sayisi, motilitesi, morfolojisi ve miktarina gore yapilan
siniflandirma ve kullanilan nomenklatir o6zetlenmistir (Satar & Gencgdal,
2013).
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Tablo 2.2 WHO 2010 Semen Analizi Referans Araliklari (Organization, 2010)

PARAMETRE ARALIGI DUSUK REFERANS

Semen volimuad (ml) 1.5 (1.4-1.7)
Toplam Sperm Sayisi (106/ejakulat) 39(33-46)
Sperm Konsantrasyonu (106/ml) 20(12-16)
Toplam Motilite,PR+NP(%) 40(38-42)
Progresif Motilite, PR(%) 32(31-34)
Vitalite 58(55-63)
Sperm Morfoloji,normal form(%) 4(3.0-4.0)

Tablo 2.3. Semen Analizi verilerinin dederlendirilmesinde kullanilan nomenklatir ve
anlamlarn (Satar & Gengdal, 2013).

Aspermi Seminal plazma Uretiminin olmamasidir Hig ejakilat yok

Lokositospermi Ejakllatta >1 milyon/ml. beyaz kire olmasi

Hematospermia | Ejakilatta kan olmasi

Hipospermi Semen hacminin <1 ml. olmasi

Hiperspermi Semen hacminin >6 ml. olmasi

Nekrospermi Sperm hucrelerinin 614 olmasi

Azoospermi TUm ejakullatta hic sperm hicresinin bulunmamasi
Normozoospermi | sperm sayisinin >20 milyon/ ml. olmasi

Polizoospermi sperm sayisinin >250 x 10° sperm /ml olmasi

Oligozoospermi | sperm sayisinin <15 x 10° sperm/ml olmasi

Astenozoospermi

Motilitenin <% 30 olmasi

Teratozoospermi

Morfolojik olarak anormal spermlerin cogunlukta olmasi

Globozoospermi

Sperm huicresinde akrozom bulunmamasi

Nikleer Anomali Sperm basinin toplu igne seklinde olmasi (pinhead)

2.5- SPERMATOGENEZ

Spermatogonyumdan spermatozoo gelisimi silrecidir. Spermlerin
Uretildigi sirec olan spermatogenezde, kompleks ve essiz olaylar serisi
gerceklesmektedir. Spermatogenez 3 farklh evreye ayrilmaktadir (Sekil 2.4):

1. Spermatogonyal evrede; spermatagonyumlar mitoz ile béllinerek
kendi yerlerine gececek olan hicreleri olustururken, sonugta primer
spermatositlere farklilasacak olan spermatogonyum populasyonunu da
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olusturmaktadirlar.

2. Spermatosit fazinda (mayoz); primer spermatositler iki mayotik
bélinmeye ugrayarak kromozom sayilarini ve DNA miktarlarini yariya
indirirler ve spermatid denilen haploid htcreleri olustururlar.

3. Spermatid fazinda (spermiyogenez); spermatidler matlir sperm
hiicrelerine farklilasirlar ve daha sonra Sertoli hicrelerinden seminifer
tabdlin Iimenine saliverilirler.

seminifer tiibiiliin bazal
membrani

acik tip A

. spermatogonya
koyu tip A ——o v —_— 5D gony: .
spermatogonya 6..
B tip N

1.‘ . Spermatogonya
‘ spermatosit s
® 2
K. 1 :
. . —_ spermatosit 2
sertoli hiicreleri Q
““__ Round Spermatid N
— , g
@
- . 3
seminifer tiibiil liimeni Q g'
(=}
spermatozoa o
N,
w

Sekil 2.4. Spermatogenezin ve germ hiicrelerinin yaklasik konumunun goérintilenmesi
(Ibtisham et al., 2017).

2.5.1. Spermatogonyal Evre

Spermatogonyal fazda; kok hicreler béllinerek kendi yerlerine gececek
olan hicreleri ve  spermatogonyum populasyonunu  olustururlar.
Spermatogonyumlar, rutin histolojik preperatlarindaki nukleuslarin gorinimu
temel alinarak 3 tip olarak siniflandirilmaktadir:

Tip A koyu spermatogonyumlar; seminifer tlbullerdeki kdék hicreler
olarak bilinirler. Dizensiz araliklarda boélunerek ya kék (rezerv) hicre olarak
kalan bir cift tip A koyu spermatogonyum vya da bir cift tip A acik
spermatogonyum olustururlar. Tip A acik spermatogonyumlar, spermin
olusumu ve farklilasma evresinde rol oynamaktadirlar. Ardisik birkag mitotik
bolinme gecirip sayilarint arttirarak spermatogonyum B hicrelerine
farklilagirlar.
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Tip B spermatogonyumlar ise primer spermatositleri meydana getirmek
Uzere mitozla boélintrler ve mayoz bélinme gecgirecek olan primer
spermatositlere  farklhlasirlar  (Sekil 2.5)(Baykal,2014). Bu sekilde
spermatositogenezis tamamlanmis olur ve mayoz bélinme evresi baslar.

mitozla, koyu tip A spermatogonyumlarin B tip
spermatogonyumlara doniismesi (16 giin) —‘

mitozla, B tip spermatogonyumlarin
primer spermatositlere

7 P = doniismesi (16 giin)
'\| o S

. . o 1.mayoz, primer spermatositlerin
spermiyogenezis, spermatidlerin olgun sekonder spermatositlere doniigmesi
spermatozoonlara doniigsmesi (26 giin) g

2.mayoz, sekonder spermatositlerin
spermatidlere donlismesi (birkag saat)

L .
Sekil 2.5. Spermatogenik Déngu (74 gin) (Tournaye, Krausz, & Oates, 2017).

2.5.2. Spermatosit fazi (Mayoz)

Spermatosit fazinda (Mayoz); primer spermatositler mayoza ugrayarak
hem kromozom sayisini hem de DNA miktarlarini azaltirlar. Tip B
spermatogonyumlarin  mitotik bdélinmesi primer spermatositleri Uretir.
Olustuktan kisa slre sonra ve mayoz baslamadan 6énce DNA'larini replike
ederler. Boylece, her primer spermatosit normal sayida kromozom (2n) ve
iki kati miktarda DNA (4d) icermektedir. Insan primer spermatositlerinde 22
gun kadar suren 1. mayotik bdlinmenin profazinda kromatin, gorulebilen
kromozomlari olusturabilecek sekilde yogunlasir. Daha sonra, "tetrat" denilen
homolog kromozom ciftleri krossing over gerceklestirirken, dért kromatid
yeniden dlizenlenerek "sinaptonemal kompleks" olarak adlandirilan tg pargall
bir yapi olusturur. Krossing over tamamlandiktan sonra, homolog
kromozomlar ayrilir ve mayoz mekiginin zit kutuplarina cekilirler. Boylece
krossing over ile modifiye edilen tetratlar ayrilir ve tekrar diyadlar
olustururlar. Birinci mayotik bélinme ile olusan hicreler, sekonder
spermatositler olarak adlandinimaktadirlar. Bu hicreler hemen ikinci mayotik
boélinmenin profazina girerler. Her sekonder spermatositin kromozom sayisi
yariya inmis, haploid kromozom sayisi olusmustur (n). Haploid olan sekonder
spermatositlerin DNA  miktari 2d'dir. Ikinci mayotik  bdélinme
tamamlandiginda ve nuklear membranlar yeniden olustugunda, her bir
sekonder spermatositten her biri 23 tek iplikli kromozom ve 1d miktarinda
DNA igeren iki haploid spermatid olusmaktadir (Baykal ,2014).
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2.5.3. Spermiyogenez

Spermatidlerin spermatozoalara olgunlasma surecidir. Spermiyogenez,
spermatogenezin son asamasidir. Bu slre¢ dért asamada gerceklesmektedir;

a. Golgi Fazi: Hidrolitik enzimler Golgi aygitindan akrozomal veziklle
aktarilirlar. Ileride sperm hareketini saglayacak olan flagellum bu asamada
olusmaya baslar.

b. Kep Fazi: Bu fazda akrozomal vezikll, nlUkleusun 6n vyarisinin
Uzerinde yayillmaktadir. Bu, yeniden sekillenmis yapiya "akrozomal kep"
denmektedir. Akrozomal kepin altindaki nlklear zarf parcgasi, porlarini
kaybeder ve kalinlasir. Niklear icerik de yogunlasmistir.

c. Akrozomal Faz: Olusan akrozomal granull, nukleusu kaplayacak
sekilde vyayillarak akrozomu meydana getirmektedir. Distal sentriyol,
mikrotlbul ciftlerinden olusan flagellumu meydana getirir. Sperm hareketi
icin gerekli olan mitokondriler, olusan flagellumun proksimal kisminda
toplanirlar ve spermin orta kismini meydana getirirler.

d. Olgunlasma Fazi: Tum organellerin belirli bir dizen almasindan
sonra geriye kalan artik cisimcikler, spermlesme asamasinda birakilir ve
sertoli hiucreleri tarafindan fagosite edilirler. Olgunlasmis spermler seminifer
tabul [Gmeni boyunca salinirlar (Baykal ,2014).

2.6- Sperm DNA'sI

Memeli sperminin DNA'sI, somatik htcrelerin sikica paketlenmis mitotik
kromozomlarindan alti kat daha siki bir sekilde paketlenen, cogunlukla
bildigimiz kompakt 6karyotik DNA'dir. Memelilerde sperm DNA'si, "nlklear
annulus" olarak isimlendirilen tek bir yapiya bagli olarak yerlesmis olup,
sperm DNA'sinin organizasyonunda dénemli olduguna inanilmaktadir (Kuglk,
2018). Spermatogenezde kromatin yeniden dizenlenmesi, histonun gegis
proteinleri ve devaminda da spermatidlerdeki protaminler ile yerdegistirmesi
surecinde gerceklesmektedir. Spermiyogenezde niklear elongasyon sureci,
kromatinin niikleozom temelli yapidan protamin temelli yapiya degismesi ile
birlikte olur. Ancak insanda, sperm DNA'sinin %15 kadar histonlarla
paketlenmis olarak kalmaktadir ki bu da fertilizasyon sonrasi spesifik gen
ekspresyonunu gdstermektedir. Kromatin kondensasyonu sliresince
histonlar, gecis proteinleriyle tekrar yapilandirildiktan sonra spermin DNA
baglanma proteinleri olan protaminler sayesinde tekrar son hallerini almak
Uzere duzenlenirler (Rathke, Baarends, Awe, & Renkawitz-Pohl, 2014).
Sperm DNAsinda dedismeden kalan histonlar; kromozomlarda, 6zellikle
sentromerler ve telomerler olmak {zere rastgele olmayan bir yayilma
gbstermektedirler. NUkleozom temelli kromatin yapisinin bu spesifik
kromozomal bdlgelerde kalmasi; global kromozom fonksiyonu igin dnemli
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olabilir ve kromozomlarin sentromerik/telomerik bélgelerinin zigotda hemen
farkedilip uygun olarak organize olmalarinda da yardimci olabilir. Bunlara ek
olarak, son zamanlarda, nukleozomlarin; genlerin promoterleri ile embriyo
gelisimini duzenleyen lokuslarda o6zellikle birakilmis olabilecedini ortaya
koyan veriler bulunmaktadir. Bu paternal orjinli nikleozom-temelli bélgelerin
normal embriyogenez icin énemli olduklari hipotezi ortaya atilmistir. Geri
kalan histonlarin ¢ogunda post-translasyonel modifikasyonlar (asetilasyon)
gerceklesmekte olup bunlar erken dénem zigota aktarilarak erken embriyo
gelisiminde kalici olmaktadirlar (Sekil 2.6).

Kromozomal paketlenme, farkli H2B icerigine sahip spermatozoalarda
farklihk gostermektedir ve bu kromozom paketlenmedeki farklilik,
fertilizasyon ve erken embriyonik gelisimde etkili olabilmektedir. Histonlar ilk
olarak gegis proteinl ve 2 (TNP1 ve TNP2) ile karsilikli degis-tokus yaptiktan
sonra Protamin P1 ve P2 ile yer degistirirler. Bu slire¢ sirasinda DNA cift-dal
kiriklari olusmaktadir ve tamir mekanizmalari aracilidiyla tamir edilmektedir.
Spermatid asamasinda, histon 4'Gn hiperasetilasyonu araciligiyla, P1 ve P2
tarafindan histon igeriginin %80’inin degismesi toroid denilen slipersarmal
yapilarin olusmasi, DNA paketlenmesinin arttirlmasi ve korunmasi igin
gereklidir (Conwell, Vilfan, & Hud, 2003). P1/P2 orani da dogurganhg etkiler.
Fertil erkekler genellikle esit oranda P1 ve P2'ye (Jodar & Oliva, 2014)
sahipken, infertil erkek spermatozoalarinda, fertil kontrollerine gore
histon/protamin orani daha yiksektir. Hatali histon-protamin degisiminden
kaynaklanan artmis DNA kiriklari, embriyonik morfolojinin bozulmasina
neden olurken uygun olmayan P1/P2 orani; artmis DNA fragmentasyonuna,
azalmis sperm fonksiyonuna, gebelik oranlarinin dismesine ve erkek
infertilitesine neden olabilmektedir (Hamad, Shelko, Kartarius, Montenarh, &
Hammadeh, 2014).
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Sekil 2.6. Sperm Kromatin Yapisi. Spermatidlerde DNA histonlar tarafindan
paketlenir, fakat spermiyogenez sirasinda, godu protaminlerle yer dedistirirken,total DNA'nin
%15 kadari histonlarla paketlenmis olarak aralara dagilmis olarak kalir (Ward, 2009).
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2.6.1. Sperm DNA Hasari

Sperm DNA’sinin hasarlanmasi, farkh nedenlerle ve dedisik seviyelerde
gerceklesebilir.

2.6.1.1. Mitokondrial DNA Hasari Ve Kaynagi

Spermatozoon gelisiminin farkli asamalarinda bilinen muhtemel
delesyonlar; nokta mutasyonlari ve polimorfizm gibi mitokondrial DNA
anomalilerini kapsar. Bu anomaliler semen kalitesi, motilite ve erkek
infertilitesiyle iliskidedir. Mitokondrial DNA (mt DNA)'nin yardimcl
histonlardan yoksun oldugundan sadece esas tamir mekanizmalarina sahip
oldugu dusinidlmektedir (R. J. Aitken & Krausz, 2001).

2.6.2.2. Niikleer DNA Hasar1 Ve Kaynagi

Onceleri erkek germ hiicre hattindaki DNA hasarinin ki tipi
tanimlanmustir. ilki replikasyon hatalari dideri ise DNA tek ve cift zincir
kiriklarini iceren DNA fragmentasyonudur (R. J. Aitken & Krausz, 2001).
Insan ejakulatindaki bu anomalilerin kaynagini aciklamada giniumiizde farkl
mekanizmalar tanimlanmistir(RK Sharma, Said, & Agarwal, 2004).

2.6.2. Sperm DNA Hasarinin Mekanizmalari

DNA 'nin sperm bashdl icinde paketlenmesi kromatin yeniden
yapilanmasini ve yogunlasmasini iceren karisik bir stireg gerektirir. DNA'nin
histon proteinleriyle paketlenip nlikleozom adini aldigi somatik htcrelerin
aksine, sperm hucrelerindeki DNA, nukleozomal yapidan sokullr ve somatik
ntkleozomal histonlar, spermiyogenez sirasinda protaminler adi verilen
klglk temel proteinlerle yer degistirir (R. J. Aitken, De Iuliis, & McLachlan,
2009). Aitken'in varsayimina goére, tam olarak protaminlenmis sperm DNA'sI
son derece stabil ve hasara karsi direncgli iken protaminasyondaki eksiklikler,
DNA'nin kompakt halde kalmasina ve hasar gérme ediliminin daha da
artmasina neden olur (R. Aitken, Bronson, Smith, & De Iuliis, 2013).
Kromatin paketleme islemi sirasinda, tek dal ve cift dal kiriklari, nikleozomal
yapinin ¢ozulmesi ve yine super sarmal yapinin olusmasini édnlemek icin
uyarihr. Bununla birlikte, bu zincir kiriklarinin olgun sperm hucrelerinde DNA
hasarinin devam etmesini O6nlemek icin onarildigi distnilmektedir. DNA
kompaksiyonu ve paketlenmesi sirasinda DNA onarimini etkileyen hatalar da
sperm DNA hasarina katkida bulunabilir.

Tamamlanmamis apoptozun, sperm DNA hasari icin bir basgka

potansiyel etiyoloji oldugu distnlilmektedir. Somatik hicrelerde oldugu gibi,
anormal sperm de apoptozise girmek Uzere programlanmistir. Sperm yapimi
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sirasinda, bozuk sperm hucrelerinin ortadan kaldiriimasini kolaylastiran
apopitoza bagl hasarlanma normal sirectir. Apoptotik slirecin baslatiimasi,
reaktif oksijen tirlerinin (ROS) salinmasina ve sperm DNA hasarinin
indiklenmesine neden olur ve daha sonra DNA hasar dlzeyi artmis sperm
salinimi gercgeklesir (R. Aitken & De Iuliis, 2009).

Post-testikller ortam, potansiyel olarak ROS'un etkisi ile sperm DNA
hasarinda rol oynayabilir (R. Aitken et al., 2013). Calismalar cinsel perhizde
olan erkeklerin sperm DNA hasarinin seviyelerinin ylksek oldugunu tespit
ederken, diger calismalar, testikiler sperm ile karsilastirildiginda bosalmis
spermde daha ylksek seviyelerde sperm DNA hasari tespit etmislerdir (Greco
et al., 2005).

Ayrica; endojen kaspazlar ve endonukleazlar tarafindan indiklenen
DNA fragmentasyonu, radyoterapi ve kemoterapiden kaynaklanan DNA
hasari, cevresel toksik maddeler tarafindan indliklenen DNA hasarl da
faktorler arasinda gosterilebilir.Gorlldigld gibi sperm DNA hasari, normal
sperm Uretimi sirasinda da vicudun fizyolojik bir fonksiyonu olarak aciga
cikmaktadir (Vandekerckhove, De Croo, Gerris, Vanden Abbeel, & De Sutter,
2016).

2.6.3. Erkek Infertilitesinin Sperm DNA Hasari ile Iliskisi

Apoptoz; gonadal farkhlasmanin erken evrelerinden ddéllenme anina
kadar bu hicrelerin Uretimini ve islevini dizenleyen, erkek germ hicre
gelisiminin 6nemli bir 6zelligidir (Palermo, Neri, Cozzubbo, & Rosenwaks,
2014). Germ hucrelerinin apopitozisi hasarl htlicrelerinin eliminasyonu, hlcre
proliferasyonu ve farklilasmasinin dengeli ve dlzenli bir gsekilde
gerceklesmesinde 6nemli bir olaydir. Testikller gelisimin kritik déneminde,
apoptozun inhibisyonu spermatogonia olgunlasmasini etkiler, ancak artmis
apoptoz testikller spermatogenik islevin bozuklugu ve infertiliteye yol acabilir
(Baccetti, Collodel, & Piomboni, 1996).

Genetik bilginin gelecek kusaga aktarilmasi, sperm DNA butinligine
baglidir (Ahmad, Moinard, Esquerré-Lamare, Mieusset, & Bujan, 2012);
(Brahem, Mehdi, Elghezal, & Saad, 2011b). Yiksek sperm DNA hasarinda
disik dogurganlik oranlar bildirilmistir (Rakesh Sharma, Ahmad, Esteves, &
Agarwal, 2016). Sperm DNA bitanligunin bozulmasinda cgesitli etiyolojik
faktérler sorumludur (Schulte, Ohl, Sigman, & Smith, 2010). Bu faktdrlerin
arasinda (Sekil 2.7);

»= sigara icimi, (Mahfouz et al., 2010)

= kemoterapi, (Said et al., 2005)
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= |Bkositospermi, (Esteves et al., 2015)

= kanser, (Esteves et al., 2015)

»= varikosel, (Mahfouz et al., 2010)

= obezite (Alshahrani et al., 2014)

= jleri yas (Alshahrani et al., 2014) bulunmaktadir ve

bunlarin sperm DNA kalitesini tehlikeye attigi gosterilmistir.
(Alshahrani et al., 2014)

medikal problem;
ilaglar;
varikosal s
diabatlar deprasyonilaglan
spinal kord zedzlenmesi kemoterapi
wagam stili faktdrlari; sperm DINA
hasan
alkaol :
hava lirliligi
viiksak sieaklhil:
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cap telafonn ¥
infaksivon

Sekil 2.7 : Artan Sperm DNA Hasari ile Iliskili Etiyolojik Faktérler (Pourmasumi
et al., 2017).

Calismalar sperm DNA hasarinin kendiliginden gebelik kaybiyla iliskili
oldugunu distndirmektedir. Binbesyilz kirk dokuz tedavi dongist (ICSI ve
IVF) iceren 11 calismanin meta-analizinde sperm DNA hasari ile birlestirilmis
gebelik kaybi ile istatistiksel olarak anlamli bir sonug bildirilmistir. Bu meta-
analizden elde edilen veriler, DNA hasari derecesinin belirli bir esiginin klinik
kullanimini dogrulamaktadir. Gebelik kayiplarinin esik dederi ise %10-37
arasinda degismektedir.
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2.7. Spermatozoon DNA Hasari Belirleme Yontemleri

Yaklasik olarak infertil erkeklerin %15'i semen analizi parametrelerinin
referans araliklari icindedir. Bu nedenle, gbézle goérinen anomallileri ortaya
cilkarmak her zaman mumkidn olmamaktadir (Agarwal, Allamaneni, Nallella,
George, & Mascha, 2005). Ayrica, sayim, motilite ve morfoloji gibi klasik
sperm parametreleri basarili bir implantasyon ve gebelik icin en iyi
ongoruculer olmayabilmektedir (Zini, Bielecki, Phang, & Zenzes, 2001).

Sperm kromatin batinliginin degerlendirilmesi, erkek infertilitesi igin
onemli bir belirtec olarak ortaya cikmistir (Spand et al., 2000). Sperm DNA
hasari, aciklanamayan infertilite, idiyopatik infertilite, tekrarlanan intrauterin
ve IVF basanisizligi , tekrarlayan dislUkler de dahil olmak Uzere bircok
infertilite fenotipiyle iliskilendirilmistir (Saleh et al., 2003) Fertil olanlara
kiyasla infertil erkeklerin ejakilatindaki sperm DNA hasari orani yuksek
oldugundan, spermdeki DNA hasarini tespit etmek igin farkli testler
gelistirilmistir (Saleh et al., 2002). Bu testler, temellerindeki mekanizmalara
bagli olarak iki alt grupta toplanabilirler:

1. DNA fragmentasyonunun, harap olan bdlgeye problarin
inkorporasyonunu saglayarak dogrudan olgllmesine dayanan tekniklerdir.
Problardan gelen floresan isimalara gére DNA dali kiriklari kantitatif olarak
belirlenmektedir. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
dUTP nick end labeling) ve ISNT (in situ nick translation) teknikleri bu grup
icerisindedirler.

2. Belirli kosullar altinda fragmente olmus DNAnIn kolaylikla denatlire
olma 0zelligine gore odlglimlerin yapildigi tekniklerdir. Cift dal DNAya goére,
centik agilmis DNA daha kolaylikla denature olacadi igin bu gruptaki teknikler
DNA'nin denaturasyona yatkinligini 6lgmektedirler. Bu grup igerisinde DBD-
FISH (DNA Breakage Detection-Fluorescent In Situ Hybridization ), SCD
(Sperm chromatin dispersion test), SCGE (Single cell gel electrophoresis)
veya basit hicre jel elektroforezi olan COMET analizi, SCSA (Sperm
chromatin structure assay), akridin oranj boyama teknikleri sayilabilir.

Testlerin her biri, sperm DNA hasarini dederlendirirken, DNA hasarinin
farkli yonlerini tespit etmektedirler. Sperm DNA hasarn icin SCD ve SCSA
yontemleri indirekt testler iken COMET ve TUNEL direkt testlerdir (Bach &
Schlegel, 2016).

Bu testler arasinda terminal uridine nick-end labeling (TUNEL) testi ve
sperm kromatin yapi testi (SCSA)(Bungum, Bungum, & Giwercman, 2011),
klinik olarak anlamli sperm DNA hasarinin belirlenmesi icin altin standart
olmaya devam etmektedir (Sakkas & Alvarez, 2010). Asadida, bu testlerden
kisaca bahsedilirken calismamizda kullanilan TUNEL testi detaylandirilacaktir.
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2.7.1. TUNEL(TdT-mediated-dUTP nick end labeling) Test

Temel olarak apoptoz sirasinda meydana gelen DNA parcalanmasini
O6lcmek icin tasarlanmis bir yontemdir. Normal spermatogenezin gelisimi ve
kontroll icin programlanmis hicre 6limi gereklidir. Ancak agir testikller
germ hucre apoptozu, yardimci Ureme tekniklerinden elde edilecek basariyi
disirmektedir. TUNEL teknigi apoptotik olduguna inanilan semendeki sperm
populasyonunun tanimlanmasi icin ilk defa Gorczya ve arkadaslari tarafindan
uygulanmistir. Bu yéntemde DNA kiriklarinin  3’°0OH ucuna, terminal
deoksinlkleotidiltransferaz  (TdT) enzimi tarafindan katalizlenen bir
reaksiyonla, biyotinlenmis uridintrifosfat (dUTP) baglanir. Biyotinlenmis DNA
streptavidin ile birleserek suda ¢6zinmeyen renkli bir tGrin ortaya cikarir.
Hasar goéren bélgede (5'-3' ug) modifiye edilmis nlkleotidlerin birlesmesini
katalize ettigi icin DNA hasarini direkt dlgen bir yontemdir (Shamsi, Imam, &
Dada, 2011).

TUNEL yontemi ile sperm sayisi, motilitesi ve normal morfoloji ylzdesi
arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Ayrica bu konudaki verilere
gore, TUNEL sonuglarinin prediktif etkinliginin ylksek olabilecegi, IUI'daki
gebelik orani, IVF'deki embriyo kalitesi, ICSI'deki fertilizasyon orani hakkinda
fikir verebilecegi ve tekrarlayan gebelik kayiplarina bir aciklama getirebilecegi
distnulmektedir (Henkel et al., 2010; Huerta, Goulet, Huerta-Yepez, &
Livingston, 2007).

Sperm DNA
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Sekil 2.8. Tunel Test ile Sperm DNA'sinin boyanmasi ve flow sitometri yontemiyle
analizi (Selvam & Agarwal, 2018).
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2.7.2. Sperm Kromatin Ayrilmasi (SCD,Halo Test)

Kromatin proteinlerinden yoksun olan intakt DNA'nin sperm nukleus
cevresinde ilmek olusturabilme becerisi prensibine dayanmaktadir.
Bozulmamis DNA'ya sahip olanlar gekirdegin etrafina dagildigi igin spermlerin
cevresinde blyuUkce bir halo gdzlenirken, halonun bulunmamasi veya capinin
cok kicglk olmasi fragmente olmus DNA'ylI gostermektedir (Fernandez et al.,
2005).

2.7.3. Sperm Kromatin Striiktiir Analizi (SCSA)

Agarwal ve ark.SCSA testinin fragmente olmus DNA'nin denatlirasyona
hassasiyetini olctiginid belirtmislerdir(Agarwal et al., 2016). Ayrica, baska
bir inceleme SCSA'nin bir asit denatlirasyon basamadiyla basladigi ve
anormal DNA'nin bozulmamis olanina oranla asit denatlrasyonuyla daha
fazla parcalanmaya yatkin oldugu ilkesine bagli oldugunu belirtmistir. SCSA
testi ayni anda iki sperm nlkleer parametresini 6lger: sperm DNA zincir
fragmente indeksi (% DFI) ve kondanse olmamis kromatin (DNA
boyanabilirligi)(Evenson, Jost, Corzett, & Balhorn, 2000). SCSA, fragmente
olmamis DNA'larla karsilastirildiginda fragmente olmus DNA'll spermleri ayirt
etmek igin akridin oranj 1simasi degisikligine dayanir. Akridin oranj , cift
DNA'ya (dsDNA) baglandiginda yesil renkte floresanlanir, ancak tek zincirli
(ssDNA) DNA'ya baglandiginda kirmiziya donisir. Sonucgta da flow sitometri,
spermlerin yesil ile kirmizi renkte floresan i1sima arasindaki orani ve
parcalanmis DNA'll sperm ylzdesini belirler (Evenson, 2013).

2.7.4. COMET testi (Basit Hiicre Jel Elektroforezi)

COMET testi, tek bir sperm hiicresi icindeki DNA hasar miktarini dlgmek
icin jel elektroforezine dayanir. Birincisi, sperm membrani lizise ugrar ve
DNA, DNA ile iliskili proteinlerinden ayrilmak igin disulfir kd&prulerini
parcalamaya yardimci olan ylksek konsantrasyonlu bir tuz ortaminda
dekondanse olur. Bir alkalin elektroforetik alanda, yukli kirik DNA iplikgikleri
katoda goc¢ eder ve yuklenmemis, kesintisiz DNA iplikcikleri geride birakir.
Olusan gorintt kuyruklu yildizi andinir (Olive & Banath, 2006). COMET'in bas
kismina DNA fragmentleri yogunlasirken, cift ve tek DNA zincirindeki kiriklar
COMET'in  kuyruguna dogru wuzama vyapar. Spermatozoon DNA
fragmantasyonunun tespiti alkali kosullarda, hem tek hem de cift zincir
kiriklarini tespit edebildiginden noétral kosullara gore daha UGstlindir. DNA'ya
baglanan floresan bir boya, floresan mikroskobu ile tahlilin
gorsellestiriimesini saglamak icin slaytlara uygulanir. COMET testi hem tek
hem de cift sarmal DNA kopmalarini ve bozulmus bazlari algilayabilir ayrica
protamin ve histon ile iligkili kromatin kopuslarini da tespit edebilir. COMET
testi bir bireyin DNA hasarinin miktarini 6l¢tiigu icin, COMET testi sonuglari,
bireysel spermlere ait gruplarin ortalama hasarini temsil eder, givenilir ve
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tekrarlanabilir bir sonuc¢ elde etmek icin sadece 50 spermatozoaya
gereksinim duyulur. Diger testlerle karsilastirildiginda, Comet testi basit ve
gerceklestiriimesi ucuzdur, ancak yorumu floresan mikroskobisine baglidir
(Collins, 2004).

2.7.5. In Situ-Nick Translasyon (NT)Yéntemi

Yalnizca tek zincir kirniklarini  tespit etmektedir. Biyotinlenen
deoksiuridin trifosfatin (dUTP), tek dal DNA kiriklarinda yogunlasmasi
prensibine dayanir.

2.7.6. DBD-FISH (DNA breakage detection-FISH) Yontemi

Floresan in situ hibridizasyon, c¢oklu mikrodelesyon gibi kromozom
anomalilerini saptamak igin kullanilan bir metottur. Hucreler  agaroz
matriksle bir slayta gdmildiginde denatlire edici bir alkali ¢6zici
solusyonla parcalanir, tek zincirli DNA motifleri DNA zincir kiriklarina
dénusir. Notralize edilir ve protein uzaklastirihir, tek zincirli DNA, batin
genom ya da spesifik DNA problariyla hibridlenerek floresan ortamda
incelenir (Fernandez et al., 2003)

2.7.7. Akridin Oranj (AO) Boyamasi

Genel olarak Akridin oranj testi, SCSA'ya benzerdir, ancak DNA hasarl
ve saglam spermler, Akridin oranj testinde flouresan mikroskobunda
subjektif olarak siniflandirilir. Bozulmamis sperm vyesil flouresan yaydiginda,
DNA hasarli sperm kirmizi flouresan yayar (Tejada, Mitchell, Norman, Marik,
& Friedman, 1984). Spermatozoanin renklerine gbére dederlendiriimesinden
sonra, DNA hasarli sperm orani tespit edilir. AOT, SCSA'ya gbre daha basit ve
ucuz bir testtir. Ancak, sinirll sayida spermatozoanin dederlendirilmesi,
flouresan mikroskobu altinda flouresan emisyonlarinin hizli kaybi ve ciplak
gozle vyesil ile kirmizi arasindaki flouresan emisyonlarinin  sinirli
siniflandiriimasi AOT'nin dezavantajlaridir (Duran et al., 1998).
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3- GEREC VE YONTEMLER

3.1 - Gereg
3.1.1. Arastirma Grubu Bireyleri

Bu arastirmaya, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali'na infertilite nedeni ile bagvuran, Uroloji
Anabilim Dali'nda fizik muayenede varikosel, kriptorsidizm gibi infertiliteye
neden oldugu bilinen klinik 6zellikleri olmayan, normal serum hormonal
profile sahip olan, Ureme Sagligi Merkezi Androloji Laboratuvarinda yapilan
semen analizleri sonrasi non-normozoospermi tanisi alan 48 olgu ile klinik
oykdilerinde fertil oldugu bilinen normozoospermili 50 birey dahil edilmistir.
Calisma, 27 Kasim 2014 gunu ve 04 sayili karar ile Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan “Etik Kurul Onayi”almistir. Tim
olgular calisma hakkinda bilgilendirilmis ve dizenlenmis olan onam formu
taraflarinca imzalanmistir.

Tum olgularin en az 48 saatlik cinsel perhiz sonrasi, mastlrbasyon
yontemiyle ejakllat 6rnekleri, steril petri kaplari igerisine alinmis ve rutin
semen analizleri WHO (2010) kriterlerine gére Universitemiz Ureme Saghgi
Merkezi Androloji Laboratuvarinda yapilmistir. Infertil grup ile kontrol
grubunu  olusturan fertil  bireyler; semen parametrelerine goére
normozoospermili ve non- normozoospermili olarak iki gruba ayrilmislardir.

Ornekler, 37 oC etivde ¢dziinme (likefaksiyon) sirecini tamamlamasi
icin birakilmiglar, slire sonunda en az 2 ml spermatosit érnegi hemen tip
icerisinde Tibbi Genetik Anabilim Dali'na iletilmislerdir.

Alinan ejekullatlar sperm konsantrasyonlarina gére yikama islemlerine
tabi tutulmus, ardindan DNA fragmentasyon testlerinden biri olan TUNEL testi
ile sperm andploidi oranini tespit etmek amaciyla uygulanan FISH analizleri
icin her bireye iliskin érnek U¢ ayrl tlipe porsiyonlanmistir. Fragmentasyon
analizi sonuglarinin givenilirligi ve sonuglar etkilememesi adina calisma
esnasinda taze sperm oOrnekleri ile galisiimig, likefaksiyon sonrasi ortalama bir
saat icinde o6rnekler deney asamasina hazir hale getirilmislerdir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Normozoospermik ve non-normozoospermik semen érneklerinden yapilan
DNA fragmentasyon analizi ve andploidi analizi algoritmasi

3.1.2. Kullanilan Geregler

Tablo 3.1. Calismada kullanilan genel ve amaca ydnelik cihazlar

Genel Lab Cihazlan TUNEL & FISH analizlerinde kullanilan
cihazlar

Mikrosantriflj HyChrome (Euroclone) hibridizasyon cihazi

Vortex Floresan mikroskop(Olympus BX-61)

Ph metre FISH _gerntUIeme & analiz sistemi (Applied
Imaging)

Mikrodalga firin

Elektronik terazi

Etuv (37°C)

Su banyosu

Buzdolabi (+4°C)

Derin dondurucu (-20°C)
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3.1.3.Kullanilan kimyasal malzemeler

Tablo 3.2 Calismada kullanilan genel ve amaca yonelik kimyasal malzemeler

Kimyasallar

FISH problari/kimyasallar

TUNEL testi

Absolu alkol (Merck)

Metanol (Merck)

AneuVysion Multicolor DNA Probe Kit

- CEP 18(18p11.1-gq11.1)/CEPX (Xp11.1
gl1.1)/ Y (Ypli.1-gq11.1)

- LSI 13(13g14)/LSI 21(21q22.13-g22.2)
(Vysis- Abbott Molecular)

- CEP 16 (16q11.2 Satellite II DNA)
(Vysis- Abbott Molecular)

In situ cell death
detection kit
(Roche)

DNAs

Asetik asit (Merck)

NP40

DAPI (Sigma)

Vectashield Mounting Medium (Vector)

DTT (dithiothreitol -Sigma)

Rubber Cement (Marabu Fixo Gum)

HCl (Merck)

LIS (Sigma)

Sitrik asit (Sigma)

Tris (Merck)

NaCl (Merck)

Immersiyon yadi (Merck)

3.2 - YOntem

3.2.1. Sperm FISH Analizi ile Anéploidi Tayini

3.2.1.1. Orneklerin FISH analizine hazirlanmasi:

1. Elde edilen spermler 15 ml lik Falcon tiplere alinmig, 10 cc fosfat buffer
solisyon ile yikanarak 1100 rpm de 10 dakika santrifij edilmislerdir.

2. Slpernatant, pastor pipetleri yardimiyla uzaklastiriimistir.

3. Pellet Gzerine 10 cc 0.75 M KCI ¢oézeltisi (hipotonik) eklenmis ve 37 °C lik
etlvde 20 dakika bekletilmislerdir.

4, Silre sonunda o6rnekler 1100 rpm de 10 dakika santrifij edilmis ve
stUpernatant uzaklastiniimistir.
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5. Pellet Gzerine taze hazirlamis 10 cc Carnoy fiksatifi (3:1 methanol/asetik
asit, Merck) damla damla eklenerek tlipler 30 dak. sire ile +4 °C de
buzdolabinda bekletilmislerdir.

6. Siure sonunda 1100 rpm de 10 dakika santrifij edilen tlplerden
supernatant uzaklastinimis, pellet Gzerine 10 cc taze fiksatif eklenerek
ylkama islemi tekrarlanmistir.

7. Fiksatif muamelesi bir kez daha tekrarlanmis ve slpernatant alinmasi
sonrasi taze fiksatif solusyonu eklenerek érnekler calismasi yapilacak zamana
kadar -18 °C de bekletilmislerdir.

3.2.1.2. Sperm FISH analizi preperat hazirhgi :

1. Fiksatifte bekleyen spermatositler 1100 rpm de 10 dakika santrif(j
edilmis, sUpernatant atilarak, pellet taze hazirlanmis fiksatif ile
yikanmiglardir.

2. Sure sonunda oOrnekler 1100 rpm de 10 dakika santrifij edilmis,
stpernatant atilmis ve pelletler homojenize edilmislerdir.

3. Onceden temizlenmis ve — 18 °C de bekletilen lamlar tzerine birer damla
sperm slispansiyonu damlatilmistir. Spermatosit yogunlugu ve lam Gzerindeki
dagilimi yéntem igin 6énemli olmasi nedeniyle faz-kontrast mikroskobunda
yayma kalitesi kontrol edilmistir.

4. Lamlar kurutulduktan sonra 37 °C de, 2xSSC solisyonunda 30 dakika
bekletilmislerdir.

5. Sdre sonunda 2xSSC sollisyonundan c¢ikan preperatlar distile su ile
yikanmiglardir.

6. Preperatlar, sperm kromatinin agilmasi igin 25 mmol/L dithiothreitol (DTT)
iceren 1 mol/L Tris-HCI (pH9,5) c¢bzeltisi ve ardindan 20mM LIS (3,5
diiodosalicylic acid lithium salt) iceren buffer solusyonunda icinde 5 dakika
bekletilmislerdir. DTT, spermatozoa nukleusunda kompakt halde olan
protamince zengin kromatin yapisindaki disllfid badlarin kirilmasi ve
kromatinin acilmasi, dolayisiyla FISH analizinin gerceklestirilebilmesi icin cok
onemli bir asamadir (Sarrate & Anton, 2009).

7. Slre sonunda lamlar 2xSSC de 5 dakika bekletilmisler, ardindan % 70, %

85 ve % 100 luk alkol serilerinden Ucer dakikalik surelerle gecirilerek oda
Isisinda kurumaya birakilmiglardir.
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3.2.1.3. Preperat/Prob denatiirasyonu ve hibridizasyon ;

1. Kuruyan lamlar Ug¢ boélgeye boélinmuislerdir. Calismamizda Aneuvysion
(Vysis) prob seti ve kromozom 16 satellit probu kullaniimistir. Prob setinde
kromozom 13& 21 spesifik problar farkli florokromlarla isaretli olarak birlikte,
kromozom 18, X ve Y de yine farkli florokromlarla isaretli olarak (Sp. Green,
Sp.Red ve Sp.Aqua) birlikte bulunmaktadirlar. Her prob karisimindan 8 pl
isaretlenen preperat bélgesine damlatilarak lameller kapatilmis ve
yalitilmislardir.

2. Preperatlar, Hybrite cihazina yerlestirilerek, 73 °C 5 dakika slireyle sperm
DNA/prob denatirasyonu yapilmis ve tim gece boyunca 37 °C de nemli
ortamda hibridizasyon asamasi gercgeklestirilmistir.

3. Ertesi gun lameller, preperat Uzerinden uzaklastirilarak hibridizasyon
sonrasi yilkama asamalari gerceklestirilmistir.

3.2.1.4. Hibridizasyon sonrasi yikamalar;

1. Ilk olarak preperatlar; 73 °C' de %0,3 lik NP40 iceren 0,4xSSC
cOzeltisinde 5 dakika streyle yikanmiglardir.

2. Sire sonunda preperatlar oda sicakliginda olan % 0,1 ' lik NP40 deterjan
iceren 2xSSC gozeltisi icinde 30 dakika yikanmislar, distile sudan gegirilerek
karanhk ortamda kurumaya birakilmiglardir.

3. Kuruyan preperatlar DAPI solusyonunda boyanmislar ve Vectashield
(mounting medium) damlatilarak Gzerlerine lamel kapatilarak mikroskopta
analiz asamasina kadar -20°C de saklanmislardir.

3.2.1.5. Sperm FISH mikroskop analizi

Preparatlar Olympus BX61 Floresan mikroskobunda, kullanilan
problarin isaretli olduklari florokromlara spesifik filtreler kullanilarak analiz
edilmiglerdir.

Her olgu icin prob basina 500 sperm nukleusu dederlendirilmistir.
Floresan mikroskoba bagli FISH gorintlileme & analiz sistemi (Applied
Imaging) araciligiyla sinyaller analiz edilmis ve goriantilenmislerdir. Genel
hibridizasyon etkinligi >%99'du. Sperm nukleuslarinda intakt, birbirleriyle
Ust Uste gelmeyen, sperm basi icerisinde olan prob spesifik sinyaller
degerlendirmeye alinmislardir.
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Spermatozoada her proba spesifik birer floresan spot gdérintlilenmesi
normal spermatozoa olarak degerlendirilmislerdir. Spermatozoada ayni
renkte iki floresan spot var ve boyut, sinyal siddeti ve sekil acisindan
birbirleriyle ayni ise dizomik olarak sayilmiglardir. Her analiz edilen
kromozom icin 2 sinyali olan spermatozoalar ise diploid olarak
yorumlanmisglardir.

3.2.2. TUNEL Testi

Bu cgalismada TUNEL teknolojisine yani hicre bazinda DNA dal
kiriklarinin isaretlenmesine dayanan test igin in situ hlcre 6lumu deteksiyon
kiti (Roche) kullaniimistir. Uretici firmanin énerdigi ve laboratuvarda modifiye
edilen protokol asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:
3.2.2.1. Kullanilan solusyonlarin hazirlanmasi

1. Yikama Solusyonu (Fosfat tampon solusyonu =PBS)

1 It PBS hazirlamak icin (10xPBS PH=7.4);

- 55 gr NA,HPO,

- 13.5 gr NAH,P

- 117 gr NaCl 800 ml distile suda ¢ézdurilmus, pH:7.4 igin
NaOH/HCI ile ¢ézelti 1000 ml'ye tamamlanmistir.

2. Fiksatif Solusyonu ( PBS iginde % 4'lik paraformaldehit ¢ézeltisi)

- 2 gr Paraformaldehit (PFA)

- 40 ml PBS

- 100 ml 5N NaOH karistirihp 56° ' lik su banyosu igerisinde PFA
timiuyle eriyinceye, karisimin rengi berraklasincaya kadar karistiriimistir.
pH:7.4 5N HCIl aracilidiyla ayarlanmis ve ¢bzelti PBS eklenerek 50 ml'ye
tamamlanmistir.

3. Gegirgenlik (Permeabilize) Solusyonu:

- %0.1 sodyum sitrat icinde %0.1 Triton X-100 hazirlamak igin
- 9.9 gr sodyum sitrat, 99 ml PBS icinde ¢6zdlrtlmuis ve 1 ml
Triton X-100 eklenmistir (pH=7.4).
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3.2.2.2. TUNEL test asamalari

1. En fazla 1 saat etivde bekletilmis olan ejakilat icindeki spermatositlerden
1 ml ahinarak 15 cc'lik tdpe aktariimis, tGzerine 10 cc PBS eklenmistir.

2. Tupler 1100 rpm de 10 dk. santrifij edilmis ve sipernatant atilmistir.
3. 1 ve 2 nolu islemler tekrarlanmistir.

4. Tup dibinde bulunan pellet 0,5 cc PBS ile diliye edilmis ve v- bicimli 96
kuyucuklu mikrotabakaya 100 ul karisim aktariimistir.

5. Pelletten pastor pipeti yardimiyla birer damla hicre stspansiyonu alinip
polilizin kapl lam Uzerine yayllmis ve lamlar cam sale igerisinde bulunan
fiksatif solusyonunda +4 °C 'de 25 dk. bekletilmislerdir.

6. Slre sonunda preperatlar PBS iginde 5 dk. yikanmiglardir.

7. Daha sonra, preperatlar hiicrelerin gegirgenligini saglayan solusyon ile 5
dk. muamele edilmiglerdir.

8. Preperatlar PBS iginde 5'er dakika sureyle iki kez ylkanmiglar ve oda
Isisinda kurumaya birakilmiglardir.

9. TUNEL kiti icerisinde bulunan enzim solisyonundan 5 ul ve etiketleme
solisyonundan 45 pl ile hazirlanan karisimdan her preperata 25ul damlatilip
Uzerine hava kabarcidi kalmayacak sekilde lamel kapatilmis, karanlik
ortamda 37 °C’de 1 saat inklibe edilmislerdir.

10. Sure sonunda preperat lUzerindeki lameller kaldirilip preperatlar PBS ile
yikanmiglardir.

11. Daha sonra nukleuslarin gériinmesi amaciyla preperatlar 5 dk.sireyle
DAPI nukleus boyasi ile boyanmis ve Uzerlerine lamel kapatilarak
mikroskopta analize hazir hale getirilmislerdir.

3.2.2.3. Floresan mikroskop analizi
Mikroskobun x100'lUk objektifinde her 0&rnekten en az 300
spermatozoa 2'ser kez tekrar sayilarak DNA fragmentasyonu (acik yesil

renkte) olan hicreler ‘TUNEL pozitif’ olarak kaydedilmis ve fotograflanmistir.
Her preperatta, fragmente DNA indeksi (DFI) orani hesaplanmistir.
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3.3. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi IBM SPSS 21 paket programi kullanilarak yapilmistir.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile arastiriimistir.
Degiskenlere ait 6zet istatistikler nicel verilerde ortalama + standart sapma
ya da medyan (Q1-Q3) olarak, nitel dediskenlerde ise frekans ve yilzde
olarak gosterilmistir. Normal dagihma uymayan iki bagimsiz grup
karsilastirmasi icin Mannn Whitney U testi kullanilmistir. Ikiden fazla
bagimsiz grup karsilastirmalarinda normal dagilima uygunluk godsterenler tek
yonld varyans analizi (ANOVA), gdstermeyenler ise Kruskal Wallis H testi ile
degerlendirilmistir. Anlamhl fark bulunan Varyans analizi sonuglarinda
homojen varyansli gruplar Tukey, homojen varyansli olmayan gruplar ise
Games Howel ikili karsilastirma testi ile incelenmistir. Anlamh fark bulunan
Kruskal Wallis karsilastirma sonucunda Dunn’s testi ile ikili olarak gruplar
karsilastiriimistir. Degiskenler arasindaki iliski Spearman korelasyon analizi
ile  incelenmistir. Hasta kontrol ayrimini  sadglayan  markerlerin
degerlendirilmesi ise ROC analizi ile yapilmistir. p<0.05 olarak bulunan
sonuglar anlamli kabul edilmistir.

31



4- BULGULAR

Bu calismaya, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali'na infertilite nedeni ile basvuran ve
Universitemiz Ureme Sagdhdi Merkezi Androloji Laboratuvarinda vyapilan
semen analizleri sonrasi non-normozoospermi tanisi alan 48 olgu ile klinik
oykdilerinde fertil oldugu bilinen normozoospermili 50 birey dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen olgu/kontrol grubu bireylerin sperm analiz verileri ile
spermatozoa andploidi ve DNA fragmentasyon analiz verileri asagida ayri
ayri verilmistir.

4.1. Calismaya Dahil Edilen Olgularin Ozellikleri

Bu calismaya 50 normozoospermik, fertil (kontrol) ve 48 non-
normozoospermik, infertil (arastirma) bireyler dahil edilmistir. Kontrol
grubunu olusturan normozoospermik bireylerin ortalama yasi 32.42+6.0,
infertil olan arastirma grubu olgularinin ise 33.72%+ 5.7 olarak saptanmistir.

Calismanin  arastirma grubunu olusturan non-normozoospermik
olgulardan 12 tanesi teratozoospermi, 10 tanesi oligoteratozoospermi, 8
tanesi oligozoospermi, 11 tanesi astenozoospermi ve 7 tanesi de hipospermi
idi. Sperm konsantrasyonu, genel sperm motilite ve normal spermatozoa
gorinim ylzdeleri kontrol grubu bireylerinin degerleri ile karsilastirildiginda
arastirma grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir (Tablo
4.1).

Tablo 4.1. Calisma gruplarinin konsantrasyon, motilite , normal spermatozoa dederlerinin
karsilastinlmasi

Ozellikler Kontrol (N=50) Hasta (N=48) P

Sperm konsantrasyonu

_ 59.5(38.5-79.75) 11.5(6-58) p<0.001
(x10%spermatozoa/ml, median, range)
Genel, sperm motilite (%, ort£SD) 77(67-85.25) 57.5(50-75.75) p<0.001
Normal spermatozoa (%, median, range) 68.5(58.75-75.5) 53(33-71) p=0.001
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4.2. FISH Analizi ile Saptanan Sperm Kromozom Anoéploidileri

Calismamizda, kromozom 13, 16, 18, 21, X ve Y'ye spesifik problar
arastirma ve kontrol grubu sperm nukleuslarina uygulanmis ve
spermatozoalardaki floresan fenotipler; normal oositlerin fertilizasyonunda
canli konsepsiyonlarin olusmasinda anahtar rol oynayan andéploidik ve/veya
poliploidik 6zellikler acisindan sekil 1 , sekil 2, sekil 3 ve sekil 4'te oldugu
gibi degerlendirilmislerdir.

diploid

Sekil 4.1. Olgu 5'e ait diploid spermatozoa FISH goérintisu
(LSI 13 yesil sinyal, LSI 21 kirmizi sinyal)(Vysis,Abbott Molecular)

Sekil 4.2. Olgu 3'e ait XY dizomili spermatozoa FISH goérintlsi
(CEP X vyesil sinyal, CEP Y kirmizi sinyal)(Vysis,Abbott Molecular)
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Sekil 4.3. Olgu 6'ya ait kromozom 13 dizomisi ve normal
21'li spermatozoa FISH gérintisi (LSI 13 yesil
sinyal, LSI 21 kirmizi sinyal)(Vysis,Abbott Molecular)

X,13 NOHRMAL

CEP 18(Sp.Aqua)

Sekil 4.4. Olgu 8'e ait kromozom normal 18 ve X spermatozoa
FISH gorintisiu (CEP 18 mavi sinyal, CEP X yesil sinyal)
(Vysis, Abbott Molecular)

Normozoospermik ve non-normozoospermik sperm nukleuslarinda
saptanan kromozom andploidi frekanslari Tablo 4.2. de &6zetlenmistir.
Cizelge 4.2.de de goruldigl Gzere tim kromozomlar icin anormal FISH orani,
kontrol grubuna goére infertil olan non-normozoospermik grupta anlamli
oranda yuksek bulunmustur.
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Tablo 4.2. Arastirma ve kontrol grubu spermatozoa 6rneklerinde kromozom andploidi

sikliklar
Anomaliler Gruplar Medyan (%25-75)
TEST SONUCLARI(p)
Dizomi 13 Non-normozoospermi 5.0 (3.0-9.0)
p<0.001
Normozoospermi 2.0 (0-3.0)
Dizomi 16 Non-normozoospermi 4.0 (2.0-8.25)
p<0.001
Normozoospermi 0(0-2.0)
Dizomi 18 Non-normozoospermi 4,0 (1.5-8.5)
p<0.001
Normozoospermi 1.0 (0-30)
Dizomi 21 Non-normozoospermi 4.0 (1.75-9.0)
p<0.001
Normozoospermi 2.0 (0-2.0)
XY Non-normozoospermi 4.0 (0-8.0)
p=0.002
Normozoospermi 1.5 (0-2.25)
XX Non-normozoospermi 2.0 (0-8.0)
p=0.006
Normozoospermi 0 (0-2.0)
YY Non-normozoospermi 0 (0-2.0)
p=0.040
Normozoospermi 0 (0-1.0)
Diploidi Non-normozoospermi 2.0 (0-4.25)
p=0.000
Normozoospermi 0 (0-1.0)

Non-normozoospermik olgularin alt gruplarinda saptanan FISH
anomalileri birbirleriyle karsilastirildiginda dizomi 13'in astenozoospermi ve
teratozoospermi  gruplari  arasinda anlaml farklihk  gosterdigi,
teratozoospermi grubunda dizomi 13 sikliginin daha yilksek oldugu (p<0.05)
saptanmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Normozoospermik olmayan olgularin spermatozoalarinda saptanan andploidilerin
ve diploidinin hasta alt gruplarindaki dagilimlari

Hasta alt gruplari Medyan (25-75) p degerleri
dizomil3 Astenozoospermi 3(2-4.75)
Teratozoospermi 8(5-13.5)
Oligoteratozoospermi 6(4-9) 0.012
Hipospermi 4(1.5-7.25)
Oligozoospermi 7.5(5-10.75)
dizomil8 Astenozoospermi 2(0-4)
Teratozoospermi 6(2-9)
Oligoteratozoospermi 5(0-8) 0.468
Hipospermi 3(1.5-6)
Oligozoospermi 4.5(3-7)
dizomi21 Astenozoospermi 2(2-5.25)
Teratozoospermi 5(1.5-14) 0.213
Oligoteratozoospermi 4(0-8)
Hipospermi 3(0.75-4.25)
Oligozoospermi 8(2.25-12.5)
dizomil6 Astenozoospermi 5(3-5.5)
Teratozoospermi 5(2-15)
Oligoteratozoospermi 4(3-8) 0.282
Hipospermi 2(0-4.25)
Oligozoospermi 8.5(2.25-13.25)
XY Astenozoospermi 2(0-7)
Teratozoospermi 6(3-10.5)
Oligoteratozoospermi 4(2-8) 0.067
Hipospermi 0(0-4.25)
Oligozoospermi 4(0-8.5)
YY Astenozoospermi 0(0-2)
Teratozoospermi 1(0-2) 0.299
Oligoteratozoospermi 2(0-3)
Hipospermi 0(0-2.75)
Oligozoospermi 0(0-0)
Diploidi Astenozoospermi 2(0.25-4)
Teratozoospermi 0(0-11) 0.799
Oligoteratozoospermi 0(0-5)
Hipospermi 3.5(1.75-4.25)
Oligozoospermi 2.5(0-3)
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4.3.0lgularin TUNEL testi ile Degerlendirilen Fragmentasyon
Oranlan

Calismamizda dederlendirdigimiz TUNEL DNA fragmentasyon testinde,
her 6rnekte en az 300 nukleus sayilarak floresan 1sima veren parlak
nukleuslar DNA fragmentasyonu pozitif, parlak 1sima vermeyen, normal boya
alan nukleusla ise DNA fragmentasyonu olmayan spermatozoalar olarak
yorumlanmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6). Her 6rnek icin fragmentasyon yuzdesi
hesaplanmistir (Tablo 4.4).

TUNEL testi pozitif spermatozoa medyan dederlerinde, non-
normozoospermik olgu grubunda istatistiksel olarak cok ylksek dlzeyde
farklilik saptanmistir. Infertil olan grupta DNA fragmentasyonu pozitif nukleus
orani anlamli diizeyde artmaktadir.

Arastirma grubu o6rnekleri, kendi iglerinde alt gruplara godre ayrica
dederlendirildiginde (Tablo 4.5) istatistiksel olarak anlamli farklhilik gézlenmis
olup 6zellikle oligoteratozoospermik (p=0,035) ve hipospermik (p=0,035)
gruplarda anlaml derecede farklilik gézlenmistir.

Tablo 4.4. Normozoospermik ve non-normozoospermik gruplar arasinda TUNEL pozitif
(Fragmente DNA'sI olan) spermatozoa sikliklari

Gruplar Mean (Ortalama Degerler) P -degeri*
Non-normozoospermi 28.65 (22.4-39.47)
TUNEL P<0.001
Normozoospermi 14.85 (10.13-22.13)
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Tunel (+)

L

Sekil 4.5. Normozoospermik olmayan 6rneklerde fragmente
(1stma yapmisg) olan spermatozoa goérintisu

Tunel (+)

"~

Tunel (-)

Sekil 4.6. Normozoospermik olmayan drneklerde fragmente
olmayan (1sima yapmamis) spermatozoa goriantiisi
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Tablo 4.5. TUNEL test ile non-normozoospermik érneklerin kiyaslanmasi

Mean(Ortala |Standart .
Hasta gruplari N . P-degeri
ma Degerler) | sapma

Teratozoospermi 13 37.7 3.98
Oligoteratozoospermi | 11 40.06 3.98
TUNEL
Oligozoospermi 8 25.7 2.92
TEST p=0.004
Hipospermi 6 25.1 1.96
Astenozoospermi 12 26.06 2.17

Tablo 4.6'de arastirma ve kontrol gruplarinda TUNEL testi ile saptanan
DNA fragmentasyon orani ile otozomal/seks kromozomal andploidiler ile
diploidi sikhdi arasindaki iliski verilmistir. Gorildigu gibi, otozomal/X ve Y
dizomileri ile DNA fragmentasyonu arasinda istatistiksel olarak orta dizeyde
iliski saptanmistir.

Tablo 4.7'da ise her iki grupta saptanan TUNEL pozitif nukleus ile
otozomal/seks kromozomal andploidi ve nukleus diploidi dederleri arasindaki
korelasyon katsayilari verilmistir. Cizelgede de gorildigu gibi, TUNEL testi ile
otozomal andploidiler arasinda bir baglanti dikkati cekmektedir. Her ne kadar
dizomi 21'e iliskin anlamli dlizeyde baglanti goézlenmemis olsa dahi
kromozom 13, 16 ve 18 dizomileri ile TUNEL korelasyon katsayilari
istatistiksel olarak orta dluzeyde iliskilidir. Bu bulgular, DNA fragmentasyonu
ile otozomal anéploidi iliskisini destekler niteliktedir.
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Tablo 4.6. Arastirma ve kontrol grubu 6rneklerinde TUNEL testi ile andploidi/diploidi

sikliklarinin karsilastirilmasi

Anomaliler Gruplar Medyan (%?25- P degerleri
75)
Dizomi 13 Non-normozoospermi 5.0 (3.0-9.0) p<0.001
Normozoospermi 2.0 (0-3.0)
Dizomi 16 Non-normozoospermi | 4.0 (2.0-8.25) p<0.001
Normozoospermi 0(0-2.0)
Dizomi 18 Non-normozoospermi 1.0 (0-3.0) p<0.001
Normozoospermi 4.0 (1.5-8.5)
Dizomi 21 Non-normozoospermi | 4.0 (1.75-9.0) p<0.001
Normozoospermi 2.0 (0-2.0)
XY Non-normozoospermi 4.0 (0-8.0) p=0.002
Normozoospermi 1.5 (0-2.25)
XX Non-normozoospermi 2.0 (0-8.0) p=0.006
Normozoospermi 0 (0-2.0)
YY Non-normozoospermi 0 (0-2.0) p=0.040
Normozoospermi 0 (0-1.0)
Diploidi Non-normozoospermi 2.0 (0-4.25) p<0.001
Normozoospermi 0 (0-1.0)
Tunel Non-normozoospermi 28.65(22.4- p<0.001
39.47)
Normozoospermi 14.85(10.13-
22.13)
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Tablo 4.7. Arastirma ve kontrol gruplarinda saptanan TUNEL testi
korelasyonlari

ve FISH analizi verilerinin

dizomi 13 dizomi 18 dizomi 21 | dizomi 16 | XY XX YY diploidi TUNEL
dizomi
13 1.000 0.442%* 0.543%* 0.484%* 0.266** 0.410%* 196 0.426** 0.372%*
dizomi
18 0.442%* 1.000 0.353%* 0.422%* 0.436** 0.354** 0.242%* 0.262%** 0.336**
dizomi
21 0.543%* 0.353** 1.000 0.379%* 0.336%* 0.429%* 113 0.332%* 163
dizomi
16 0.484%* 0.422%* 0.379%* 1.000 0448** 0.493** 0.418%* 194 0.375%*
XY 0.266** 0.436** 0.336** 0.448%** 1.000 0.565** 0.329%* 147 0.259%
XX 0.410%* 0.354%* 0.429%* 0.493%** 0.565%* 1.000 0.459%* 0.236* 157
YY 196 0.242% 113 0.418%* 0.329%* 0.459%* 1,000 0.204* 128
DIPLOIDI | 0.426** 0.262%* 0.332%* 194 147 0.236* 0.204* 1.000 0.369%**
TUNEL 0.372%* 0.336%** 163 0.375%* 0.259* 157 128 0.369%** 1.000

*r= 0.2-0.4 arasinda ise korelasyon zayif,

korelasyon

Verilere bagh olarak TUNEL testi DNA fragmentasyon

**0,41-0.6 arasinda ise orta derecede

TUNEL testinin hastalar belirlemedeki duyarhligi %91,67 olup (Sekil
4.7.) ROC egrisi %70 oraninda kontrol grubuna ait bireyleri gésterebilmistir.
degerlendirmesinde

kullanilabilecek bir testtir.

Quyariiie

Tusrnel Test bpin ROC Egerisi

e
=i

™

1 - iz gl

Sekil 4.7. DNA fragmentasyon dederlendirmesi igin kullanilan
TUNEL testine iliskin ROC Egrisi analizi

5- TARTISMA
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Bu calismada, non-normozoospermik infertil tanisi alan olgulardan
alinan semen o6rneklerinden elde edilen spermatozoalarda otozomal/cinsiyet
kromozomlari andploidileri ile diploidi durumlar kromozomlara spesifik FISH
problari araciligiyla incelenmis, kontrol grubunu olusturan fertil olgu
orneklerindeki oranlarla karsilastinimistir. Ayrica infertilite ve DNA
fragmentasyon arasindaki iliskinin ortaya konabilmesi icin TUNEL testi
degerleri duyarhlik acgisindan degerlendirilmis, arastirma ve kontrol gruplari
arasinda fragmente DNA iceren spermatozoalarin kromozom anoéploidileri ile
korelasyonlari da dederlendirilmistir. Tim veriler, Bulgular boliminde
belirtilen sira dogrultusunda tartisiimistir.

5.1. FISH analizi ile saptanan Sperm Kromozom Andploidileriyle
Literatiir bilgilerinin karsilastirilmasi

Anoploidiler bir kromozomun eksikligi veya fazlaligi ile ortaya c¢ikan
sayisal kromozom anomali cesididir. Agir klinik o6zellikli bireylere sahip
durumlarin olusmasi veya o6lidogum olusumundan, spontan abortustan
sorumludurlar. Andéploid zigotlar siklikla sirasiyla 13,18 ve 21.kromozomlara
ait otozomal anéploidiler yada cinsiyet kromozomu anomalilerinden olusurlar.
Normal somatik kromozom kurulusuna sahip erkeklerin spermatozoalarinda
%1 ile %17 aralidinda dizominin olustugu yardimci Greme tekniklerinin
belirledigi verilerle ortaya koyulmustur (Abruzzo & Hassold, 1995; Shi &
Martin, 2000). Cinsiyet kromozomu anoéploidilerinin %80 kadari paternal
orjinli olurken, otozomal andploidilerin blylk bir kismi maternal orjinlidir
(Nagaoka, Hassold, & Hunt, 2012). Her ne kadar saglikh ve fertil erkeklerde
anoploid spermatozoa gdzleniyor olsa da, infertil erkeklerin
spermatozoalarinda fertil bireylere gbére andploidi orani ¢gok daha ylksektir
(You et al., 2014). Petousis ve ark. da (Petousis et al., 2018) infertil non-
normozoospermik hasta grubu spermatozoalarinda kromozom anéploidi
oraninin, kontrol grubuna gére anlaml oranda artis gOsterdigini
bildirmislerdir. Bir calismada sperm andploidi riski en yuksek olan erkekler,
dengeli yapisal kromozom anomalisi tasiyicisi olanlar ile siddetli anormal
sperm morfolojisi ve non-obstriktif azoospermi olan kisilerin oldugu
bildirilmistir (Medicine, 2015). Calismamizda da ayni sekilde fertil,
normozoospermik gruba goére infertil olan arastirma grubunda tim anéploidi
oranlarinin anlamli derecede yiksek oldugu goézlenmistir ki bu bulgumuz
literatdr ile uyumluluk géstermektedir.

Oligozoospermik ve normozoospermik gruplar arasinda cinsiyet
kromozomlarinin (XY, XX ve YY) dizomi frekanslarinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar saptandigi ve yine orta ve siddetli oligozoospermili hasta
grubunda 13,18,21 dizomilerinin normozoospermik gruba gbére anlamli
derecede daha yiksek frekanslara sahip oldugu onceki galismamizda tespit
edilmistir. (Durak Aras et al., 2012). Diger taraftan, yayinlanan son
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calismada; astenozoospermi, oligozoospermi ve teratozoosperminin anormal
FISH bulgular ile iligkisi bildirilmistir (Petousis et al., 2018). Calismamizda,
non-normozoospermik drnekler, spermiogram o6zelliklerine gére 5 alt grupta
FISH anomalileri acisindan birbirleriyle karsilastiriimiglardir. Ozellikle dizomi
13'Gn astenozoospermi ve teratozoospermi gruplari arasinda anlamlh
farklihlk gosterdigi, teratozoospermi grubunda dizomi 13 siklhiginin daha
ylksek oldugu dikkati gekmistir. Diger kromozom andploidilerin alt gruplara
gore dagihmlarinda anlamli bir birikmenin saptanamamasi hasta gruplarinin
sinirh olusuna baglanabilir.

5.2. Olgularin TUNEL testi ile Degerlendirilen Fragmentasyon Oranlari
ile Literatiir bilgilerinin karsilastirilmasi

Calismamizda DNA fragmentasyonunun incelendigi TUNEL testinde DFI
degerleri; arastirma grubunda 28.65, kontrol grubunda ise 14.85 olarak
belirlenmistir. Goruldigu lGzere arastirma grubu olgularinda anlamh dizeyde
yliksek DNA fragmentasyonu saptanmistir. Bu veri, literatir ile de
uyumludur. Ancak, hasta grubu olgularinin alt gruplari arasinda yapilan
karsilastirmalarda, sirasiyla oligoteratozoospermi ve teratozoospermi
gruplarinda TUNEL pozitif oraninin daha yiksek oldugu goézlenmistir. Bu
farklihgin sinirh olgu sayilarinin yontemlerin duyarliliklarina etkisi ile iligkili
olabilecegi disltnilmustir. Son yillarda, Ribas-Maynou ve ark. tarafindan 50
fertil/190 infertil olguda gergeklestiriien DNA fragmentasyon testlerinin
(TUNEL, SCSA, SCD, alkalin ve nétral COMET assay) duyarhliklari agisindan
birbirleriyle karsilastirildiklari kapsamli calismada; duyarlihk ve 6zgullik
acisindan alkalin COMET assayin en duyarl yéntem oldugu, bunu TUNEL,
SCD ve SCSA yontemlerinin takip ettigi bildirilmistir (Ribas-Maynou et al.,
2013).

Yine literatlirde bulunan 100 infertil hasta ve 50 fertil birey incelenerek
yapilan bir calismada; sperm DFI'nin, Asteno ve oligozoospermik hastalarda
normozoospermiklere goére anlamli derecede ylksek oldugu bildirilmistir
(Atig, Kerkeni, Saad, & Ajina, 2017). ve ark. sperm DNA fragmentasyonunu
TUNEL testi kullanarak sperm parametreleri ile korelasyonu agisindan
degerlendirmisler ve sperm fonksiyon bozuklugu olan hastalarda normal
sperm kriterlerine goére anlamli dizeyde ylksek DNA fragmentasyonu
oldugunu belirtmislerdir(Liu et al., 2004).

Simon ve ark., YUT'nden vyararlanan infertil erkeklerdeki DNA
harabiyetini Comet analizi ile incelemisler ve DNA harabiyet oranlarina goére
ornekleri; dustk (%0-30), orta (%31-70) ve yuksek (%71-100) harabiyet
olarak gruplandirmiglardir. Ayrica her embriyoyu, blastomer sayisi ve
derecesine goére 'iyi", "orta" ve "kotd" olarak gruplandirmiglardir.
Implantasyon sonrasi toplam 215 erkedi dederlendirmisler ve ylksek DNA
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hasari grubuna kiyasla, distik DNA hasari grubunda (p=0.05) yuksek kaliteli
embriyo ylzdesinin daha fazla ve dolayisiyla kalitesi disik embriyo oraninin
anlaml dizeyde azaldigini gézlemlemislerdir yani implantasyon basarisi ile
DFI dlizeyinin ters orantilh oldugu sonucuna varmislardir (p = 0.001)(Simon,
Murphy, et al., 2014).

Wdowiak ve ark. da DFI dinamigdi, embriyo gelisimi ve gebelik orani
arasindaki iliskiyi dederlendirmislerdir. ICSI uygulanan 148 ciftte, DFI
oranina, mikroenjeksiyon gluninde ve 3, 6 ile 12 saatlik inkiibasyondan sonra
bakilmis, DFI dlizeyinin, embriyo blylmesi ve saglikli gebeligin devam
etmesi ile baglantili oldugu goridlmiastir (Wdowiak & Bojar, 2016).

Calismamizda, sperm DNA fragmentasyonunda Sekil 5.1.'de oldugu
gibi kontrol gruplarinin cut off Ustl dederi baz alindiginda en Ust limiti
%35'lere dayanirken, Sekil 5.2'de oldugu gibi hasta gruplarinda ise bu
dederin %65 'lere kadar ciktigi gorilmektedir. Daha o6nce yapilan bir
calismada (Rakesh Sharma et al., 2016) da cut off dedgeri kontrol grubunda
%16.8-%19.6 iken hasta grubunda ust limit %68.9'lara kadar ulasmistir. Bu
veriler birlikte dederlendirildiginde calisma verilerimizin literatlirle uyumlu
oldugu saptanmistir.
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Sekil 5.1 Kontrol grubunda DNA fragmentasyonunun cut-off (%20)
degerine gére dagilimi
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Sekil 5.2 infertil grupta DNA fragmentasyonunun cut-off (%?20)
dederine gore dagilimi

Bulgular béliminde de belirtildigi lGzere calismamizda, hastalidin
gercekten var oldugu bilinen kisilerden ylzde kaginin énerilen yeni yontemle
taninabildigini gosteren duyarhlik dedgeri 91,67 (%91,67), saglam olanlarin
ylzde kacginin 6nerilen yontemle taninabildigini gosteren sensivite dederi de
0,70 (%70) olarak tespit edilmistir. Analiz sonunda AUC olarak belirtilen
deger ‘Egri Altinda Kalan Alani (EAA)’ temsil eder ve 1’e yaklastikca tani
degeri yikselir. Bizim calismamizda da bu deder 0,85'tir. 2014 yilinda yapilan
bir calismada ROC Curve ile tespit edilen cut-off dederi %26, sensivite
dederi %85 , spesivitesi %89, AUC dederi ise 0,91 olarak bulunmustur
(Chenlo et al., 2014). Bu sonuglar; calismamizda gergeklestirilen TUNEL
analizinin glvenilir ve uygulanabilir oldugunu gostermektedir.

Genel bilgilerde de aciklandigi gibi, histon ve protamin degisimi
sirasinda gercgeklesen cift dal kiriklarindan kaynaklanan hatalar ile protamin
eksikligi ile spermde protamin paketlenmesinin yetersizliginin infertil
erkeklerde  gb6zlenmesi, bu erkeklerde defektif spermatogenezin
histon/protamin oraninin dedismesine yol acabilecegini disindirmektedir.
Bu baglamda yapilan calismalarda anormal sperm protaminasyonu ile sperm
DNA harabiyeti arasinda yakin bir iliski oldugunun gosterilmesi kromatin
yeniden paketlenmesindeki dizensizliklerin sperm DNA harabiyetinin major
nedeni oldugunu desteklemektedir. Bu nedenle , infertile erkeklerde DNA
harabiyetinin dederlendiriimesinin 6neminin vyanisira, kullanilacak DNA
harabiyet testinin de cok 6nemli oldugu literatirde ifade edilmektedir.
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Ornedin, yapilan bir calismada COMET, TUNEL ve FCCE (flow
sitometrik kromatin degerlendirme) testlerinin duyarhhklari
karsilastinlmistir. Direkt analiz ydntemlerinden olan Comet ve TUNEL
testlerinin infertil ve fertil ayinmindaki duyarlihklarinin, indirekt analiz
yontemi olan FCCE analizine gbére daha yilksek oldugu saptanmistir. Bu
calismadaki ROC curve sonuglari da; sperm DNA hasarinin YUT sonucunu
tahmin etmede Comet ve TUNEL verilerinin etkili bir belirte¢ oldugunu
g6stermistir. Arastiricilar, Comet ve TUNEL analizlerinin, spermin DNA
hasarinin dederlendirilerek YUT basarisini en iyi sekilde tahmin edilebilmesi
icin gereken duyarlilik ve 6zgulligu sagladiklarini bildirmislerdir (Simon, Liu,
et al., 2014).

5.3. DNA Fragmentasyonu Oranlan ile Sperm Kromozom
Anoploidi/Diploidi Iliskisinin Literatiir Bilgileriyle karsilastiriimasi

Pek c¢ok calismada asteno, oligo ve teratozoospermik sperm
orneklerinde sperm andploidi sikhdinin arttigi  gosterilmistir  (Enciso,
Alfarawati, & Wells, 2013). Ancak, DNA fragmentasyonu ile sperm andploidisi
arasindaki bagdlantiya yoénelik calismalar celiskilidir. Erkek infertilitesinde
kromozom anomalilerinin, DNA harabiyetinin veya her ikisinin birlikte etkili
olabilecegi bugiin bilinen bir gergektir. Bazi calismalar tekrarlayan gebelik
kaybi Ooykasu bulunan ciftlerde(Carrell et al., 2003).,
globozoospermik(Brahem, Mehdi, Elghezal, & Saad, 2011a),
teratozoospermik ve oligozoospermik(Durak Aras et al., 2012; Liu et al.,,
2004) tanisi alan infertil hastalar ile yapisal kromozom anomali tasiyicisi olan
olgularda(Perrin et al., 2011) DNA hasari oraninin sperm andploidisi ile
birlikte arttigini ve paternal kaynakh oldugunu bildirmislerdir.

Yardimci Greme tekniklerinden IVF veya ICSI'nin uygulandigi olgularda
DNA fragmentasyon testleri ile otozomal andéploidi sikliginin karsilastirildigi
bir calismada; otozomal dizomi ile DNA fragmentasyon oranlarinin anlamli
diizeyde iliskili oldugu bildirilmistir (Carrell et al., 2003). Kromozom 18, X ve
Y anoploidilerinin farkli semen 6zellikleri olan non-normozoospermik infertil
erkeklerde incelendigi diger bir calismada da fragmente DNA igeren
orneklerde anoploidi sikhdinin 4 kat arttigi bildirilmistir (Muriel et al., 2007).
Buna karsilk 2011 vyilinda vyapillan bir g¢alismada (Harper) DNA
fragmentasyonu ve anoploidi arasinda bir korelasyon olmadigini
bildirmislerdir. Calismamizda TUNEL testi ile otozomal andploidi korelasyonu
degerlendirilmistir. TUNEL testi ile andploidi iliskisine bakildiginda;
kromozom 21 disinda tim incelenen otozomal kromozom andploidileri ve XY
arasinda anlamli bir korelasyon oldugu goézlenmistir. Dolayisiyla calisma
verilerimiz literatlrle uyumludur.
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Diploidi ve DNA fragmentasyonu korelasyonunda ise diploidi ve DNA
fragmentasyonu korelasyonu istatistiksel olarak anlaml bulunmustur. Insan
sperminde, seks kromozom dizomileri daha sik gdézlenmektedir ve
fertilizasyon sonrasinda da yasamla bagdasmakta, otozomal andploidilere
gbre daha ilmh bir fenotipe yol acmaktadir. Ayrica, ylksek oranda maternal
orjinli olan otozomal anéploidilerin aksine, cinsiyet kromozomu andploidileri
daha cok spermatogenez sirasindaki segregasyon hatalarindan
kaynaklanmaktadir. Calisma verileri degerlendirildiginde, TUNEL testinin
cinsiyet kromozomu dizomilerinden XY ile istatistiksel olarak anlamli diizeyde
korelasyonu dikkati cekmistir. Bu iliski diger (XX,YY) seks kromozom
dizomileri ile gdzlenmemistir. Ayni sekilde, 2014 yilinda yapilan 341 6rnegdin
degerlendirildigi bir calismada sadece XY dizomisi ile DNA fragmentasyon
korelasyonun istatistiksel olarak anlamli derecede badglantili oldugu
bildirilmistir (McAuliffe et al., 2014). Calismamizda saptanan XY dizomisi ve
DNA fragmentasyon iliskisi literatlirl desteklemektedir.
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6- SONUC VE ONERILER

Calismamizda, semen analizleri sonrasi non-normozoospermi tanisi
alan 48 olgu ile klinik 6ykulerinde fertil oldugu bilinen normozoospermili 50
olguda sik go6zlenen sperm kromozom andploidilerinin ortaya konulmasi
amaciyla FISH analizleri, DNA fragmentasyon oranlarini saptamak amaciyla
da TUNEL test analizleri yapiimistir.

¢ Normozoospermik bireyler ile non-normozoospermik olgularin yas
ortalamalari karsilastirilmis olup gruplar arasinda fark olmadigi
gézlenmistir. Buna karsilik, sperm konsantrasyonu, genel sperm
motilite ve normal spermatozoa gérinim vyuzdelerinin istatistiksel
olarak anlamli farkhliklar gosterdigi saptanmistir.

e Genetik analizler sonucunda, infertil non-normozoospermi ile fertil,
normozoospermi gruplarindaki sperm anéploidi oranlari arasindaki
farkhligin ileri derecede anlamli oldugu go6zlenmistir. Otozomal
(kromozom 13,16,18,21) ve seks kromozomal dizomileri ile diploidinin
infertil grupta ileri derecede arttigi saptanmistir.

e Calismamizin en blylk eksikligi, non-normozoospermik infertil grubun
alt gruplarindaki olgu sayilarinin sinirh olmasidir. S6zkonusu alt
gruplarda saptanan FISH anomalileri birbirleriyle karsilastirildiginda;
dizomi 13'Un astenozoospermi ve teratozoospermi gruplari arasinda
anlaml  farklihk gosterdigi, teratozoospermi grubunda da dizomi 13
sikliginin daha yuksek oldugu (p<0.05) saptanmistir. Diger kromozom
anoploidilerin alt gruplara gore dagilimlarinda anlaml bir birikmenin
saptanamamasi hasta gruplarinin sinirli olusuna baglanabilir.

e DNA fragmentasyon analizinin TUNEL testi ile yapilmasi sonucu fertil,
normozoospermi grubunda DNA fragmentasyon Indeksi (DFI) 14.85
(10.13-22.13) iken, non-normozoospermi grubunun DFI dederi 28.65
(22.4-39.47) olarak saptanmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
ileri diizeyde farklilik oldugu saptanmistir. Infertil grupta saptanan DFI
araligi, literatlirde bildirilen dederler arasinda goézlenmistir. Ayrica,
oligoteratozoospermik ve hipospermik gruplarda DFI dederi anlamh
derecede farkhlik géstermistir.

e TUNEL testi, literatdrde de DNA fragmentasyonunun
degerlendirilmesinde glvenilir bir test olarak belirtiimektedir.
Calismamizda TUNEL testinin hastalar belirlemedeki duyarhhigi
%91,67, kontrol grubu bireylerini belirlemedeki 6zgllligi de %70
olarak belirlenmistir. Bu dederler, calismamizda kullandigimiz TUNEL
testinin glvenilirligini gdstermesi agisindan dnemlidir.
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Ayrica, otozomal/seks kromozomal dizomi ile TUNEL testi
korelasyonunda da genel olarak korelasyonun oldugu goézlenmistir ki bu
da TUNEL testinin informatifligini destekler niteliktedir.

Sonu¢ olarak, c¢alismamizda non-normozoospermik sperm
orneklerinde DNA fragmentasyonunun arttigi, bu nedenle infertilite
nedeniyle klinik degerlendirmeye alinan olgularda rutin spermiogram
ve morfolojik sperm analizlerinin yanisira DNA fragmentasyonunun da
degerlendirilmesi gerektigi, yardimci dreme tekniklerinden
yararlanacak DFI orani yuksek olan olgularda, fragmentasyon-andéploidi
korelasyonu nedeniyle preimplantasyon genetik tarama yaklasiminin
uygulanmasinin basariy! arttiracagi distincesindeyiz.
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