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OZET

Normozoospermik ve non-normozoospermik hasta gruplarinda
DNA fragmentasyon oraninin sperm anoploidilerine etkisi

Infertilite, dogum kontrol yéntemi uygulamayan ciftlerde 1 vyillik
stirede gebeligin gerceklesmemesidir. Ciftlerin yaklasik %10-15'i infertilite
problemi ile karsilagsmaktadir. GunUumuzde erkek bireyin
degerlendirilmesinde rutin olarak, spermiyogram analizi kullaniimaktadir.
Bu analiz sayesinde erkek infertilitesinin yaklasik % 40-60"1nda altta yatan
etken ortaya konulabilmekteyken yaklasik % 50lik bir kisminda sorunun
ana kaynagi tam olarak anlasilamamakta ve idiyopatik infertilite olarak
siniflandiriimaktadir. Bu hasta grubu icin de taniyi koydurtabilecek ve
tedaviye yon verecek yeni testlere ihtiyac duyulmaktadir. Bu anlamda son
yillarda en ¢ok Uzerinde durulan konulardan biride “Spermm DNA Hasar”
dir.

Calismamizda infertilite &yklslt olan ve spermiogram/sperm
fonksiyon testlerinde non-normozoospermik tanisi alan 48 olgudan elde
edilen semen o&rneklerinde DNA fragmentasyon oranlari SCD(Sperm
Chromatin Dispersion) testi ile incelenmis ve 0&rneklerin DNA
fragmentasyon oranlari, saglkli, fertil oldugu bilinen 50 normozoospermik
birey drnekleriyle karsilastiriimistir. Sperm dérneklerinde ayrica kromozom
13, 18, 21, X, Y dizomileri ile diploidi oranlari Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) analizi ile arastirma ve kontrol gruplari arasinda
karsilastinlmig, fragmentasyon orani ile kromozom andploidi/poliploidi
iliskileri degerlendirilmistir.

DNA fragmantasyon dederlendirmesinde kliciik halo/halo yok olarak
degerlendirilen spermatozoa sikligi non-normozoospermik grupta %45
iken kontrol grubunda bu oran %24’ tir.Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkhhk saptanmistir. (p=<0.001).

Hasta ve kontrol grubunda saptanan toplam halo orani ile dizomi 13
ve 18 arasinda istatistiksel bir farklilik gézlenirken fragmente DNA belirteci
olan klglUk halo ile otozomal ve seks kromozomal anéploidiler arasinda
anlaml dizeyde bir korelasyon saptanmamistir. Yani kromozomal
anoploidi ile fragmente DNA belirteci olan klguk halo iliskisi bu calismada
gb6zlenmemistir. Ancak, poliploidi olarak ifade edebilecegimiz diploidik
spermatozoa oranlarn arttikga kiguk halo oraninin da anlamh dlzeyde
arttigr dikkati cekmistir.

Infertilite nedeniyle klinik dederlendirmeye alinan olgularda rutin
spermiogram ve morfolojik sperm analizlerinin  yanisira DNA
fragmentasyonunun da dederlendirilmesi gerektigi, yardimci {reme
tekniklerinden vyararlanacak DNA fragmantasyon indeksi (DFI) orani
yuksek olan olgularda, fragmentasyon-anoéploidi korelasyonu nedeniyle



preimplantasyon genetik tarama yaklasiminin uygulanmasinin basariyi
arttiracagi disinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler : Sperm DNA fragmentasyonu, SCD (Sperm
Chromatin Dispersion),sperm FISH, erkek infertilitesi, kromozom
anoploidisi



SUMMARY

The effect of DNA fragmentation rate on sperm aneuploidy in
normozoospermic and non-normozoospermic patient groups

Infertility is the failure of pregnancy in couples not using any
contraceptive methods in 1-year period. Approximately 10-15% of couples
encounter with infertility problems. Today, spermiogram analysis is used
routinely for the evaluation of male individuals. By means of this analysis,
while the underlying factor of male infertility can be revealed in
approximately 40-60% of the patients, the main source of the problem is
not fully understood in about 50% and is classified as idiopathic infertility.
For this group of patients, new tests that can ensure to make diagnose
and that will guide the treatment is needed. In this sense, one of the most
discussed topics in recent years is "Sperm DNA Damage".

In our study, DNA fragment rates were examined using SCD (Sperm
Chromatin Dispersion) test in samples obtained from 48 cases with a
history of infertility who have been diagnosed with non-normozoospermia,
and the DNA fragmentation rates of these samples were compared with
50 samples of normozoospermic individuals known to be fertile.

In the DNA fragmentation analysis by the SCD test, the frequency of
spermatozoa assessed as having small halo/without halo was 45% in the
non-normozoospermic group, whereas this rate was 24% in the control
group. The difference between the groups was statistically significant
(p=<0.001).

In the sperm samples, the chromosomes 13, 18, 21, X and Y
disomy frequencies and diploidy rates, detected by Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH) technique were compared between the infertile and
fertile groups, and then the correlation between the fragmentation rates
and chromosome aneuploidy/polyploidy frequencies were evaluated.

While a statistically significant difference in the total halo rate was
revealed between the patient and control groups with 13 and 18
disomies, no significant correlation was found between the the
autosomal/sex chromosomal aneuploidies and small halo that is a
fragmented DNA marker. However, it was noticed that as the diploid
spermatozoa ratios that we can express as polyploidy increases, the small
halo ratio also increases significantly.



We suggested that not only routine spermiogram and morphological
sperm analysis in clinical evaluation of suspected-infertile males, but also
DNA fragmentation rates should also be assessed. Besides, due to the
fragmentation-aneuploidy correlation, preimplantation genetic screening
approach in cases with high DNA Fragmentation Index (DFI) rates who will
benefit from assisted reproductive techniques have a potential to increase
the success rate of Technology for Assisted Reproductive Technology
(ART)

Keywords: Sperm DNA fragmentation, SCD (Sperm Chromatin
Dispersion), sperm FISH, male infertility, chromosome aneuploidy.
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1- GIRIS VE AMAC

Infertilite, reproduktif cagda olan bir ciftin herhangi bir dogum
kontrol yontemi kullanmaksizin, en az bir yil dizenli cinsel iliskiye ragmen
gebeligin olusmamasi olarak tanimlanir (Bungum, Bungum, & Giwercman,
2011). Infertilite reproduktif cagdaki ciftlerin %15'ini etkilemektedir
( World Health Organization, 2010). Tum infertil ciftlerin %30-40"inda
erkek, %40-50'sinde kadin faktorl tespit edilmistir. Hem erkek hem de
kadina ait patolojiler birlikte goézlenirken %15 ciftte ise tim tanisal
tetkiklere ragmen bir infertilite nedeni tanimlanamamaktadir. Bu durum
“aciklanmayan (idiyopatik) infertilite” olarak ifade edilmektedir (Bungum
et al., 2011).

Aciklanamayan infertilitenin etiyolojisi net olarak bilinmemektedir.
Ancak fertilitenin alt sinirindaki hastalari kapsadigi ya da rutin infertilite
degerlendirilmesi ile saptanmayan fekonditedeki bir sonucgtan oldugu
dusinilmektedir. Erkek infertilitesinin degerlendiriimesinde kullanilan ilk
ve temel test standart semen analizidir. TUim infertil erkeklerin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Standart semen analizinde semen
volimi ve Ph, sperm konsantrasyonu, hareketliligi, morfolojisi, sperm
|Iokosit sayisi dederlendirilen parametrelerdir(Barratt, Mansell, Beaton,
Tardif, & Oxenham, 2011).Standart semen analizi erkek infertilitesinin
dederlendirilmesinde rutin olarak kullaniimakla birlikte degerlendirilen
parametreler fertil ve infertil erkeklerin kesin ayriminda vyetersiz
kalabilmektedir. Standart semen analizi ¢cok dnemli bilgiler vermesine
ragmen gebelik elde etmeyi 6ngérmede bazi sinirlamalari vardir (Natali &
Turek, 2011).

Erkek infertilitesi, etyolojisinde genetik faktorlerin de yer aldigi
kompleks bir 6zelliktir. Erkek infertilitesi olgularinin blylk oranda idiopatik
olarak adlandiriimasi, spermatogenez ve sperm fonksiyonlarinin temel
mekanizmalarinin tam olarak anlasilamamasi ve sirece etkilerinin net
bilinmemesi sebebiyledir. Bu noktada son zamanlarda c¢alismalar,
spermatogenez slireci icinde DNA butunliginun fertilite Uzerindeki
etkisinin arastirilmasi Gzerine odaklanmistir. Sperm DNA igeriginin, semen
kalitesini ve fertilite potansiyelini gosteren ek bir parametre oldugu
disinutlmektedir.(R. J. Aitken & Henkel, 2011) . Bugline kadar yapilmis
olan calismalarda infertil erkeklerdeki sperm kromatin defektinin ve DNA
kiriklarinin ~ fertil hastalara gore daha vylksek oldugu gosterilmistir.
Kromatin ve DNA bltanligd embriyonik gelisimin desteklenmesini
saglamaktadir. DNA butinligi sadglayan spermlerin  hem dogal
konsepsiyonda hem de yardimci Ureme teknikleri (YUT)'n etkilerinin
oldugunu gosteren fazla sayida kanit ortaya konulmustur. (Luke Simon et
al., 2010) .

Bir diger nokta da spermatozoonun nlkleer kalitesinin 6zellikle
Infertil ciftlerde uygulanan yardimc (reme teknikleri basarilarinda
gbdzlenen olumlu ya da olumsuz etkileridir. Yapilan calismalarda semen
parametreleri ve sperm andploidi oranlari arasindaki iliski gdsterilmistir
(Qinghua Shi & Martin, 2001). Yuksek sperm anéploidi orani yardimci



dreme teknikleri basarisinda negatif bir parametredir. Anéploid ve diploid
sperm Uretimine yatkinlik kromozomal olarak anormal konseptus riskini
arttiracaktir. Sonuc olarak bu durum implatasyon basarisizigi ve/veya
gebelik kayiplarina yol acacaktir. Infertil erkeklerin spermleri kullanilarak
gerceklestirilen, yardimci Greme tekniklerinden biri olan ICSI sonrasi
olusan kromozom anomalilerinin biyldk kisminin paternal kaynakl oldugu
bildirmistir (Mehdi, Smatti, Saad, Guerin, & Benchaib, 2006; Spano et al.,
2000) .

Ylksek anéploidi dlzeyleri, anormal semen parametreleri olan
infertile olgularinin fragmentli DNA iceren spermatozoalarinda bildirilmis
(Brahem, Jellad, Ibala, Saad, & Mehdi, 2012) olmakla birlikte herhangi bir
iliski olmadigini ortaya koyan calismalar da bulunmaktadir (Tandara et al.,
2014) . Tartismah olan bu konuya iliskin yapilan bir galisma da DNA
fragmantasyon testi sonuglari ile basarili/basarisiz IVF
gebeliklerdegerlendirilmistir(Balasuriya, Speyer, Serhal, Doshi, & Harper,
2011).

ESOGU BAP Proje No: 2014-521 karariyla desteklenen projemizde
DNA fragmantasyon oranlari ayni hasta gruplarinda, iki ayrn yéntemle
(SCD (Halo) test ve TUNEL teknikleri) degerlendirilmis, es zamanl olarak
kromozom dizomi/diploidi sikliklarinin belirlenmesi amaciyla FISH analizleri
yapilmistir.

Calismamizin bu kisminda Universitemiz Ureme Sadli§i Merkezinde
tanimlanamayan infertilite tanisi alan olgulardan alinan semen
materyalinde SCD (halo test) yontemiyle saptanan DNA fragmentasyon
oranlar ile basarisiz IVF/ICSI gebelik urtnlerinde sikhkla gdzlenen
kromozom 13, 16, 18, 21, 22, X ve Y anoéploidileri arasindaki iliskinin
belirlenmesi amaglanmistir.



2- GENEL BILGILER

2.1- Infertilitenin tanimi

Infertilite, kadin yasi 35 yas altinda oldugunda bir yillik korunmasiz
dizenli iliskiye ragmen gebe kalinamamasi olarak tanimlanirken; kadin
yasl 35 yas lzerinde ise, bu sure 6 ay olarak belirtiimektedir(Jungwirth et
al., 2012). Bir kadinin hi¢ gebe kalamamasi durumunda “primer
infertilite”, bir ya da daha fazla gebelik 6ykisi varliginda “sekonder
infertilite”ifadeleri kullanilimaktadir.

2.2- Epidemiyoloji

Infertilite dinya capinda ciftlerin yaklasik %15‘inde gérilen bir
Ureme saghdi problemidir. Prevalans gelismis LUlkelerde daha az,
gelismekte olan Ulkelerde ise daha siktir. Ciftlerin 1/8 kadarinda hig gocuk
sahibi olamama, 1/6 kadarinda ise ilk gocuktan sonra gebelik olugsmamasi
OykUsU bulunmaktadir (Jungwirth et al., 2012).Vakalarin yaklasik %50’sini
erkek infertil hastalar olustururken bu vakalarin %30'u sadece erkek,
%?20’si ise hem kadin hem erkek faktéri icermektedir.

Erkek fertilitesi

e konjenital veya kazanilmis Grogenital anomaliler

e Urogenital kanal enfeksiyonlar

e artmis skrotal i1s1 (6rnek: varikosel kaynakli)

e endokrin bozukluklar

e malignansiler

e genetik anomaliler

e immunolojik faktdrleden etkilenmektedir (Jungwirth et al.,
2012).

Olgularin  %30-40 kadarinda yukarida listelenen faktorler
bulunmamasina ragmen erkek infertilitesinin oldugu gézlenmektedir ki bu
grup "idiyopatik erkek infertilite" olarak ayrica degerlendirilmektedir. 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
rastlanabilmektedir. Tablo2.1'de erkek-infertilitesi ile iliskili faktorler ve
sikhiklari listelenmistir.

Erkek faktorll infertilite cogunlukla sperm olmamasi veya disuk
sperm sayisi ya da motilite azligi gibi semen analizi anomalileri ile
karakterize edilmektedir. Ancak gunimdizde rutin olarak kullanilabilen
erkege iliskin markerlerin tani becerisi sinirll kalmakta, infertil ciftlerde
erkek faktorinin gercek prevelansi beklenilenin altinda tahmin
edilmektedir (Bieniek, Drabovich, & Lo, 2016).



Tablo 2.1 Erkek infertilite nedenleri ve iliskili faktorler

Siklik % Azospermik
Tani (n=12,945 olgu %
olgu) (n=1446)
Tuma 100 11.2
Nedeni bilinen infertilite 42.6 42.6

Inmemis testis 8.4 17.2

Varikosel 14.8 10.9

Sperm antikorlari 3.9 -

Testikiler timor 1.2 2.8

Digerleri 5 1.2
Idiyopatik infertilite 30 13.3
Hipogonadizm 10.1 16.4

Klinefelter’'s syndrome (47, XXY) 2.6 13.7

XX male 0.1 0.6

N_edenl _b|||nmeyen primer 2.3 0.8

hipogonadizm

Sekonder hipogonadizm 1.6 1.9

(hipogonadotropik) ' :

Kallmann sendromu 0.3 0.5

Ic_jlyopatlk _ hipogonadotropik 0.4 0.4

hipogonadizm

Digerleri 0.8 0.8

Geg dénemde gelisen 22 )

hipogonadizm ]

Gecikmis puberte 1.4 -
Genel/sistemik hastalik 2.2 0.5
Malign hastalik 7.8 12.5

Testikller timor 5.0 4.3

Lenfoma 1.5 4.6

LOosemi 0.7 2.2

Sarkom 0.6 0.9
Ejakulat bozukluklari 2.4 -
Obstruksiyon 2.2 10.3
Vazektomi 0.9 5.3
Kistik Fibrozis 0.5 3.1
Digerleri 0.8 1.9

Erkek fertilite problemlerinin katki oraninin ylksek olmasi nedeniyle
ciftlerin degerlendiriimesinde 6ncelikle erkegin dederlendirilmesi gerektigi
belirtiimektedir. Amerikan Uroloji Dernedi tarafindan medikal 6yki ve
fiziksel muayene ile iki farkli dbnemde vyapilan semen analizi
Onerilmektedir(Jarow et al., 2010).



2.3- Semen analizi (Spermiyogram)

Normal kosullar altinda semen (meni); hipotalamo-pitliter testikller
aks dahilinde testislerin islevi ve posttestikiler bosaltma kanallariyla
aksesuar bezlerin salgilarindan olusan bir son tridndar.

Infertil ciftin dederlendiriimesinde erkek faktériinii saptamak
amaciyla kullanilan ilk basamak test semen analizidir. Semen analizi,
standardize edilmesi oldukca glic¢ bir tetkiktir. Clinki kisiden kisiye oldugu
kadar, ayni kiside bile cinsel perhiz slresi, 1si farklihdi, glinidn farkh
saatleri, mevsimler, semen 6rnedinin verildigi yer, calisma kosullari ve
emosyonel duruma gore farklilik gdstermektedir. Sayilan nedenlerden
dolay! oldukca degisik sonuglar verebilen semen analizi ayni kiside 3-4
hafta arayla iki kez yapilmakta ve parametreler arasindaki farklihk %20
den fazla ise Uglncl kez yinelenmektedir(Olmedo,2017).

Semen analizi makroskobik ve mikroskobik incelemelerden
olusmaktadir. Makroskobik incelemede semen, likefaksiyon, goérinum,
volim ve pH o6zellikleri yoninden dederlendirilirken morfoloji ve motilite
acisindan dederlendirilmesi mikroskobik olarak gergeklestiriimektedir.
(Tablo 2.2)(World Health Organization, 2010).

2.3.1. Semenin makroskobik incelenmesi
2.3.1.1. Semen analizinin fiziksel parametreleri

Koagulasyon: Ejakllasyon sonrasi semenin sivi halden semisolid
hale gecmesidir. Koaglilasyon olmadiginda seminal vezikil ve vas
deferensin yoklugundan stphelenilir.

Likefaksiyon: Koaglle olan semen 5-20 dakika icinde likefiye olur bu
slire oda sicakliginda 60 dakikaya kadar uzayabilir.

Viskosite: Sperm orneginin yogunlugu olarak da ifade edilir. 20
mm’ye kadar normal, 20-40 mm arasi hafifce artmis, 40-80 mm arasi
oldukgca artmis ve 80 mm Ustl ise gok artmistir.

Volim: 3-5 glunluk cinsel yoksunluk sonrasi 2-6 ml’dir. Semenin ana
hacmi seminal vezikiller ve prostat bezi salgilarindan gelir.

Goérinim: Normal o6rnek 1 saat iginde gdérinim agisindan
degerlendirilmelidir. Normalde gri-opalesan goérinimdedir ancak cinsel
yoksunluk siresi artarsa sarimsi renge donisilr. Ayrica, renk degisikligi
muhtemel Uriner sistem patolojileri ile iligkili olabilir. Semende
eritrositlerin ~ bulunmasi  halinde ise renk, kirmizi-kahverengidir
(Olmedo,2017).



pH: Ejakllasyondan sonra 1 saat icinde d&lgulmelidir. Normal pH
7.2'nin Uzerindedir.

Tablo 2.2 Insan semen &zellikleri icin WHO referans degerleri(Luke Simon
et al., 2010)

Hacim > 2ml

Ph 7.0-8.0

Sperm konsantrasyonu =20 milyon/ml

Total spermatozoa sayisi =40 milyon/ejakulat

Motilite (Hareketlilik) Ejakulasyonu takiben 1 saat icinde spermlerin >

%50 ileri progresyon ( hareket) gostermesi (a + b
kategorisinde); veya = %25 hizli (a kategorisinde)
progresyon gostermesi

Morfoloji > %14 normal sekil ve formda (Kruger &Menkfeld
kriterleri)
> % 30 sperm normal morfolojide

Vitalite (Canlilik) %75 canli sperm

Immunobead testi %50 partikil bagl spermatozoa

>

Lokosit < 1 milyon/ml
<
<

MAR (Mixed antiglobulin %50 partikil bagl spermatozoa
rxn) testi

2.3.2. Semenin mikroskobik incelemesi

Sperm sayimi (Derisim): Ejakulatta bulunan sperm sayisi
likefaksiyonunu tamamlamis 6rnekte iki yontemle dederlendirilebilir:

1) Spermlerin hepsi immobilize edilerek sayim yapilr ya da

2) Hareketli ve hareketsiz spermler birlikte degerlendirilir.
Sperm sayimi igin yaygin olarak makler sayim kamarasi
kullanilmaktadir.

Sperm Hareketliligi (Sperm Motilitesi): Spermlerin hareketleri
orta parca ve kuyrugun anatomik ve fonksiyonel bUtinlGglu ile enerji
Ureten sistemin yeterliligine baglidir. Isi ve slire spermlerin motilitesi
Uzerine direk etki eden iki parametredir. Sperm motilitesi mikroskopik
olarak dederlendirilir ve progresif motil, nonprogresif motil ve immotil
olarak siniflandirilir.

e Progresif Motilite (PR): Hizina bakilmaksizin spermatozoa aktif
hareket etmektedir. Bu hareket lineer ya da blylk daireler
seklinde olabilir.

e Non-progresif motilite (NP): Progresyon disindaki diger tim
hareket orneklerini kapsar. Ornek olarak kiiclik daireler




halinde ylzme, bas kismini zorla hareket ettiren flagella
hareketler, sadece flagella atimlar sayilabilir.
e Immotil: Hareket yoktur.

Progresif motilite ve non-progresif motilite birlikte toplam motilite
olarak adlandirilir. Toplam motilite igin alt sinir %50 dir. Progresif motilite
sinirl %32 olarak belirlenmistir (Delilbasi, 2008).

Sperm Morfolojisi:

Bas: 2-3 um genislikte ve 4-5 pm uzunlukta, konturlari dizgtn, oval,
akrozom basin  %40-70'ini kaplayacak sekilde olmali ve vakuol
icermemelidir .

Boyun: 4-5 um uzunlugunda, didzgin olmali ve basin alt kismina,
aksiller konumda baglanmalidir. Boyun bélgesinde bulunabilen sitoplazmik
droplet basin yarisindan daha buyudk olmamalidir.

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

Spermatozoa disinda diger hicresel elemanlar: Bunlara topluca
yuvarlak htcreler denir. Bunlar genitolriner sistemin epitel hcreleri,
prostat hucreleri, spermatojenik hutcreler ve I|6kositlerdir. Normal bir
ejakilatta 5 x 10%/ml’den fazla yuvarlak hiicre olmamaldir. Lékosit sayisi
1 x 10° /ml’ yi gegmemelidir.(Delilbasi, 2008)

Semen analizlerinde normal dederlerden sapmalarda kullanilan
nomenklatur Tablo 2.3'te 6zetlenmistir. (Delilbasi, 2008)



Tablo 2.3. Semen analizinde saptanan anomaliler

Anomali Tanimi
Aspermia Ejakulatin olmamasi
Hematospermia Ejakllatta kan olmasi
Lokositospermia Ejakullatta beyaz klire olmasi
Hipospermia Ejakulat volimunidn <1 ml olmasi
Hiperspermia Ejakulat volimu >6 ml.
Azoospermia Ejakllatta sperm olmamasi
Oligozoospermia <15 x 10° sperm /ml olmasi
Polizoospermia >250 x 10° sperm /ml olmasi
Asthenozoospermia Zayif motilite ve/veya ileri dogru hareketlilik
olmasi

Teratozoospermia Normal sekilli sperm ylzdesinin azalmis olmasi
(<%14 Kruger)

Globozoospermia Yuvarlak basl akrozomsuz sperm olmasi

Nekrozoospermia Supravital boyama ile tim spermlerin 6lG olmasi

2.4-Erkek infertilitesini etkileyen genetik faktorler

Yaklasik 3 ay suren insan spermatogenezi; mayozun basarili sekilde
tamamlanmasinda binlerce testis-spesifik genin birbirleriyle koordineli
ekspresyonlari ile gerceklesmektedir. Hataya acik olan ¢ok hassas ve
kompleks olaylar zincirinin bir asamasindaki hata, takip eden tim
spermatogenik sireci etkileyebilmekte ve oligozoospermiden azospermiye
kadar degisen hatali spermatogeneze neden olabilmektedir. Erkek
infertilitesinde genetik etyoloji ¢ok iyi bilinmektedir(Sarrate et al., 2005).

2.4.1. Kromozom anomalileri

Kromozom anomali sikligi, sperm Uretimi ile ters orantilidir. Normal
sperm konsantrasyonuna sahip erkeklerin <%1 kadarinda kromozom
anomalisi saptanirken siddetli oligospermisi olan olgularin %Y5'inde ve
azospermisi olan olgularin ise %10-15 kadarinda kromozom anomalisi
bulunmaktadir (Flannigan & Schlegel, 2017; Gonzalez-Merino, Hans,
Abramowicz, Englert, & Emiliani, 2007). Onceki galismalarda da (Durak
Aras et al.,, 2012)oligozoospermik olgularda andploidi oraninin
normozoospermik olgulara gore anlamli oranda arttigi saptanmistir. Bu
nedenle oOzellikle sperm sayisi anomalileri olan olgularda, tekrarlayan
gebelik kaybi ve/veya yardimc Ureme teknikleri ile basarisizligin
gozlendigi erkeklerde kromozom analizi yapilmasi 6nerilmektedir
(Piomboni, Stendardi, & Gambera, 2014). Spermatogenez anomalileri olan
olgularin degerlendirilmesinde dncelikle kromozom analizi endikedir.



Kromozom anomalileri arasinda otozomal ve cinsiyet kromozomlarina
06zgu anoéploidiler siklikla goézlenmektedir. Andploidiler mayoz I veya
mayoz II'deki kromozom ayrilamamasi (nondisjunction) ya da anafazda
geri kalma (anaphase lagging) gibi bélinme hatalarina bagh olarak ortaya
cikmaktadirlar. Nonobstruktif siddetli oligozoospermisi veya azospermisi
olan erkeklerde 0&zellikle cinsiyet kromozomu andploidi orani ¢ok
yukselmektedir(Sarrate et al., 2005).

Klinefelter sendromu (KS), paternal veya maternal mayotik
bolinme (I. mayoz) hatasi sonucu ekstra X kromozomu varhdinda ortaya
cikan, sikligi 1:500 olan bir sendromdur. Mozaik olmayan: 47,XXY veya
mozaik (47,XXY/46,XY) formu bulunmaktadir. Bir calismada bazi KS
olgularinda az sayida matir spermatozoanin bulunabilecegi ve IVF/ICSI
amacl kullanilabilecegi belirtilmistir(Fullerton, Hamilton, & Maheshwari,
2010).

XYY kromozom kurulusu, 1:1000 canli erkek dogumda go6zlenen
diger bir anomalidir. Mayoz II'deki kromozom ayrilamamasi sonucu ekstra
Y kromozomunun varhgi ile karakterizedir. XYY kromozom kurulusuna
sahip erkeklerin c¢ogunlugu fenotipik olarak normaldir, sperm sayisi
acisindan normal dederlerden azospermiye kadar dedisen bir tablo
cizmektedir. Fertilite degisken olmakla birlikte olgularin semen
orneklerinde anormal kromozom kurulusuna sahip spermatozoa oraninin
ylksek oldugu bildirilmektedir (Abdel-Razic, Abdel-Hamid, & EISobky,
2012).

46,XX testikiler anomali (46,XX erkek sendromu), vyaklasik
1:20.000 erkek yenidoganda gozlenen bir anomalidir. Olgularin %90
kadarinda SRY geni (Yp11.2) mayotik hataya bagl olarak X kromozomuna
veya bir otozoma transloke olmus halde bulunmaktadir. SRY negatif 46,XX
erkekler, fenotipik anomalilerle birlikte azospermiktirler ve testis
biyopsisinde Sertoli cell-only 6zelligi bulunmaktadir. Bu nedenle bu
vakalarda TESE (testicular sperm extraction) uygulanmamalidir.

Resiprokal veya Robertson tipi translokasyonlar, normal
erkeklere goére infertil erkeklerde 4-10 kat daha yuksek siklikta
gozlenmektedir (Song, Chiba, Ramasamy, & Lamb, 2016). Onceki
calismalar, dengeli kromozom translokasyonunun, erkeklerde
spermatogenez sirasinda mayotik hata oraninin artmasina ve asiri veya
yetersiz genetik materyale sahip sperm (lretimine neden oldugunu
gostermistir. (Sarrate et al., 2005)

2.4.2. Y kromozomu mikrodelesyonu

Y kromozomu mikrodelesyonlari, erkek infertilitesinin en iyi bilinen
genetik nedenleri arasindadir. Nonobstruktif azospermi veya siddetli
oligoospermi olgularinin  %10-15 kadarinda Y  kromozomu
mikrodelesyonlari gdzlenmektedir. Ilk olarak 1976'da Tiepolo ve Zuffardi
tarafindan azospermik olgularda Ygll delesyonu olarak rapor edilmistir



(Tiepolo & Zuffardi, 1976). Bu bdlgede Azoospermi Faktéri (AZF) geni
lokalizedir ki spermatogenezde rol oynayan bir gendir. AZF bdlgesinde
AZFa, AZFb ve AZFc alt bdlgeleri bulunur ki AZFc bdlgesi delesyonlari,
azospermik olgularin %13, oligozoospermik olgularin %6 kadarinda
gézlenmektedir. AZFa ve AZFb bdlge delesyonlari daha nadir
saptanmaktadir. Bu boélgelerde premeiotic germ hicre gelisiminde rol
oynayan USP9Yve DBY (AZFa bdlgesi), RBMY1(testis-spesifik splicing
faktér) ve PRY (apoptozis mekanizmasinda rol oynar) (AZFb bdlgesi) ve
DAZ (spermatogenik slrecte gorev alir) (AZFc) bélgesi genleri lokalizedir.
AZFa ve/veya AZFb bodlgelerinin delesyonu durumunda spermatozoa
bulunmadigi icin bu delesyonlara sahip olgularda TESE uygulamasi uygun
degildir (Song et al., 2016).

2.4.3. Tek gen anomalileri

Hipogonadotropik hipogonadizm (HH), erkek infertilitesine neden
olan diger bir etkendir. Testiklller yetmezlik ile iliskilidir. Kallmann
Sendromu bir idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizm sendromudur.
Xp'de lokalize KAL1 geni ve kromozom 8’ de lokalize FGFR1 geni
delesyonu sorumlu tutulmaktadir (Bhagavath & Layman, 2007).

Konjenital hipopituitarizm de HH ile iliskili testikliler yetmezlige
neden olan bir etkendir. HESX1, LHX3, LHX4, PROP1, POU1lF1l ve son
dénemlerde saptanan SOX3 ve SOX2 gen mutasyonlar rol oynamaktadir
(Wu & Chan, 1999). Leydig hlicre hipoplazisi de nadir goérllen testikller
yetmezlik nedenleri arasindadir (J. Yu, Chen, Ni, & Li, 2011).

Vas deferensin konjenital bilateral agenesisi (CBAVD) infertil
erkeklerin %1 kadarinda gézlenir ve obstruktif azospermi olgularinda
yuksek siklikta g6zlenen bir durumdur. Bu grup igerisine bir tek gen
dizensizligi olan Kistik fibrozis de dahil edilebilir. CBAVD olgularinda
spermatogenez genellikle normaldir ve sperm, epididimis veya testisten
IVF/ICSI uygulamalarn icin alinabilir (D. Evenson, Darzynkiewicz, &
Melamed, 1980) .

2.5- Gametogenez

Gametogenez veya gamet formasyonu, kadin Ureme hlcresi ile
erkek Ureme hilcresi spermatozoon’un olusum (sirasiyla oogenez ve
spermatogenez) ve maturasyon slreglerini icerir.

Germ hiucrelerinin;

e Ortaya cikiglan
e Gogleri
e Farklanmalari
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Cogalmalari (mitoz ve mayoz)
Olgunlagsmalari

Atilma

Ddllenme (Fertilizasyon)
Embriyo olusumu

asamalar seklinde gerceklesir.
2.5.1. Primordiyal germ (esey, cinsiyet) hiicreleri (PGH)

Kadinda ve erkekte gametleri olusturmak Uzere, gelisimin
2.haftasinda epiblast tabakasindan kdken alan, ilk kez 4.haftada vitellUs
kesesi duvarinda ortaya cikan ve 5.haftanin sonuna kadar gonadlara go6¢
eden, bu gogleri sirasinda ve sonrasinda mitozla g¢odalan hicrelerdir.
Genetik olarak disi gonadlarda (over) oogonialara, erkek gonadlarda ise
spermatogonialara donusurler. Primordial germ hicresinin, olgun esey
hiicresine farklanmasi, erkekte spermatogenezis; disi de oogenezis olarak
bilinir (Sadler, 1996).

Gametogenezin Asamalari

1. Proliferasyon Spermatogonyum Oogonyum
2. Mayoz Bélinme Primer Spermatosit Primer Oosit

{

Sekonder Spermatosit

{

3-Farklilasma-olgunlasma Spermatid

|

Spermatozoon Sekonder Oosit

Sekil 2.1.Gametogenezin Asamalari
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2.6. Spermatagonez

Spermatogenez, spermatogoniumlarin spermatozoa haline

donlismesini saglayan olaylarin timinld kapsayan strectir. Primordial
dreme hicrelerinin farklanmasi erkeklerde pubertede baslarken, diside
gelisimin 3. ayinda intrauterin donemde baslar. Erkek Greme hicreleri
dogumda, testisin seks kordonlar icinde destek hicreleri tarafindan
cevrelenmis buyuk ve soluk hicreler seklinde farkedilebilir (Sekil 2.1) .
Destek htcreleri, tipki follikiiler hlicreler gibi, testisin ylzey epitelinden
hlcreleri

kaynaklanan sustentakdller sertoli olarak bilinen

hicrelerdir (Sadler, 1996).

veya

>— Spermatik kord

Pampiniform pleksus

Duklus delerens

Epididimisin bag
Seminifer tubil Interstisyel hiicreler

" | seminifer

Eferent kanalcik
Rete testis
(mediastinum

tubdl

™ Tubdl! limeni

testisde) :‘j - ’—7—.‘ - Destek hicreleri
S : | - ;
=Y | /7’— Sperm hicreleri
s [F ___ Tunika vajinalisin | % ¢ 4 5y .
P viseral tabakasi o S NTans /| Srormatidier
govdesi x|l e 20 - L.
Tunika vajinalisin [} ¢ ert AT ‘8 Cas .
pariyetal tabakas e ¥ ojss” @ Spermatogonia
N 'L NS - _
Tunika albuginea Tz‘;ja

Epididimisin kuyrugu -

A Testis B Seminifer tubdl

Sekil 2.2. A. Testis Yapisi B. Seminifer Tubll (Mescher, 2013)

Puberteden hemen 6nce, seks kordonlari icinde limen olusur ve
seminifer tubdller haline gelirler. Es zamanl olarak primordial Ureme
hicreleri de spermatogoniumlara farklhlasirlar. Olusan
spermatogoniumlar iki tiptir: mitoz ile bélinerek, strekli bir kék htcre
kaynadi olusturan tip A spermatogoniumlar ve primer spermatositleri
olusturan tip B spermatogoniumlar. Kok hicrelere kaynak olusturacak
sekilde codgalan A tipi spermatogoniumlarin bir kismi, kdk hicre
toplulugunu terkederek her biri bir 6ncekinden daha iyi farkllasmis
spermatogonium generasyonlarina da kaynak olustururlar (Sekil 2.2).
Bu hicrelerin  en son bdélinmelerinin  sonucunda tip B
spermatogoniumlar meydana gelir. Tip B spermatositler ve bu
hicrelerin de daha sonra mitoz bdélinme gecgirmeleri ile primer
spermatositler olusur. Primer spermatositler oldukga uzun slren bir
profaz safhasina (22 gun) girerler. Bunu hizli bir sekilde tamamlanan
1.mayoz boélinme ve sekonder spermatositlerin olusumu izler.
Sekonder spermatositler, derhal 2.mayoz bélinmeye girer ve 23
haploid kromozom iceren spermatidleri meydana getirirler. A tipi
hicrelerin  kok hlicre toplulugundan ayrilmasindan, spermatidlerin
olusumuna kadar gecen c¢odalma ve farklanma sireci boyunca
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sitokinezis tamamlanmamis oldugundan, hicreler sitoplazmik
koprilerle birbirine baglanmis durumdadirlar (Sekil 2.2).Béylece tek bir
spermatogonium A’dan Greyen hicreler, cogalip farklanmalari sirasinda
birbiriyle iliskilerini koruyan bir germ hicre toplulugu meydana getirmis
olurlar (Sekil 2.2).Ayrica farklanma slreci boyunca spermatogonium ve
spermatidler, Sertoli hicrelerinin sitoplazmalarindaki girintilere gémuli
olarak kalirlar (Sekil 2.3).Boylece Sertoli hlcreleri, Ureme hlcrelerini
destekler, korur, beslenmelerinde rol alr ve olgun hale gelmis
spermatozoon’ un, spermatid sitoplazmasindan ayrilip serbest hale
gelmesine yardimci olurlar(Sadler, 1996; Vicdan & Isik, 1999) (Sekil
2.4).

®/®\© Tip A spermatogonyum
‘@\@ (k6k hiicreleri)

Tip B spermatogonyum
® }"(6ncﬁl/progenilor hiicreler)

@@ Mitoz béliinme
e
Primer spermatositier }— Birinci mayoz bélinme

~

- Artik cisimeik

> Spermatidler

LSpermiyogenez

~
CCCOCOCCOCCOCOCE— Atk disimek
I
™ —y " ——————Spermatozoon ar/

Sekil 2.3. Germ hicrelerinin gecirdigi evreler (Mescher, 2013)

13



Tip A
huma spermatogorsum

Sekil 2.4. Insan seminifer tibiil epiteli(Ross & Pawlina, 2006)

Spermatidin spermatozoon’ a dodnlismesi icin gecirdigi degisimlerin
timU “spermiogenez” olarak bilinir. Bu degisimler cekirdegin yarim
yuzli boyunca uzanan ve ddllenme sirasinda spermiumun oositi
cevreleyen tabakalari asmasini saglayan enzimleri iceren akrozomun
olusumu (Sekil 2.5); (B)cekirdegin yogunlasmasi; (C) boyun, orta
parca ve kuyrugun gelisimi ve (D)sitoplazmanin biytk bir kisminin
disari atilmasini igerir (Sekil 2.5).Bir insanda spermatogoniumun olgun
spermatozoon haline gelmesi yaklagstk 64 glinde tamamlanir
(Kierszenbaum & Demir, 2006).

Tam olarak olgunlasmis spermatozoon, seminifer tubullerin [imenine
girer (Sekil 2.4). Buradan, seminifer tubul duvarindaki kontraktil
elemanlarla epididime dogru itilir. Baslangigta cok az hareket edebilen
spermiumlarin  motilitesi, epididimde maksimuma ulasir (Delilbasi,
2008; Sadler, 1996; Vicdan & Isik, 1999) .

Akrozom baglig

Akrozom baglig:
Akrozam baghginin Akrozom baglidinin | - Bag
alisimi isimi Spermatid 3
g -6 geligimi :ﬁkleus Akrozom baghg ) Nokleus —
. . 3 Nokleus — ’
. ’ e e - Ona
' N ~‘\ —_— \ — i af _— g — | kisim
Vg "'} ‘ el ‘4 /
e | i - ; L% ¢ ¥ sitoplazma {
i~ yid Mitokondri T | < / g

W

Spermatid
nikleus

Spermatid
nikleus
- Kuyruk

(kamg1)

{ \T tazlaligi =
: !
' Mitokondri
Mitokondri

Kamginin Mikrotubiller

geligimi

Kamginin

gsligimi //
/

Sekil 2.5. Olgun spermatosit olusumu (Delilbasi, 2008)
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2.6.1. Anormal spermatogenez

e Kriptoorsitizm (inmemis testis),

e Varikosel,

e Sperm kanallarinda tikaniklik,

e Sperm motilite ve fonksiyon bozuklugu,
e Sperm morfoloji defekti,

e Maturasyon defektleri yol acabilir.

Reproduktif yastaki erkeklerin % 6’sinda infertilite problemi ortaya
¢citkmaktadir. Bu olgularin yaklasik % 90‘inda da bozulmus spermatogenez
vardir. Normal bir fertil erkekte glinde 120 milyon adet sperm
yapillmaktadir(Jegou, Pineau, & Toppari, 2002) .

2.7- Spermatozoon DNA’sI

Erkek gametinde nukleus kondensasyonu farkl bir éneme sahiptir.
Bunun sebebi; spermatogenik seri hiicrelerinin kromatin yapisinda diger
somatik hicrelerden farkli bazi olaylarin gelistiginin ultrastrikttrel
dizeyde ortaya konmus olmasidir (Kierszenbaum, 2001).Somatik
hicrelerdeki gevsek kromatin yapisinin aksine sperm hucrelerinin
kromatini oldukca kompakt bir yapiya sahiptir. Spermiyogenez sirasinda
spermatid nikleusu yeniden dizenlenir ve niikleer yogunlasma meydana
gelir. Bu slUrecte somatik histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) ilk 6nce gegis
proteinleri ile daha sonrada arjinin, lizin ve sisteince zengin protaminlerle
( protamin 1 ve protamin 2 ) yer degistirir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Sperm Kromotin Yapisi(Ordueri & Celik-Ozenci)

Protaminler, spermatogenezin geg haploid fazinda DNA'y1 paketleyen
histonlar ile yer degistiren kiglk, arjininden zengin, c¢ekirdek
proteinleridir. Sperm kromatinin kondenzasyonu ve DNA stabilizasyonu
icin cok o©nemli olduklari distnidlmektedir. DNA’ya badlanirlar ve
spermatid genomunu genetik olarak inaktif hale yogunlastiririar.
Insanlarda ve bazi primatlarda, sperm genomunun %10-15'i histonlar
tarafindan paketli olarak kalir ve bu da embriyonun erken gelisimi igin
onemlidir (Balhorn, 2007). Sperm DNA’si protaminler tarafindan
paketlenirken yaklasik 50kb  blyutkliglindeki toroidler seklinde
paketlenerek dizenlenir. Her bir protamin toroid, bir DNA ilmek domeyni
olarak dustnulmektedir.

Spermlerin son hallerini almak Uzere dlzenlenmeleri strecinde yani
kromatin kondensasyonu reaksiyonlarinda, histonlar &ncelikle gegis
proteinleri ile tekrar vyapilandirimakta ve takibinde DNA baglanma
proteinleri olan protaminler ile son roétuslar yapilmaktadir(Rathke,
Baarends et al. 2014). Ancak sperm genomunun %15 kadarlik bir kismi
nikleozom temelli histonlarla paketli halde kalmaktadirlar ki bu stabil
kalan paketlenmenin genomda rastgele bir dagilim gostermedigi, 6zellikle
kromozomlarin sentromerik ve telomerik bolgelerinde yogunlastiklari
saptanmistir. Bu spesifik yapinin bu bdlgelerde kalmasinin, zigotda bu
boélgelerin farkedilip kisa slre icerisinde kromozomlarin organize olabilmesi
acisindan 6nemli olabilecegi dusinltlmektedir. Ayrica son calismalarda,
embriyonel gelisimde ©6nemli goérevler Uustlenen genlerin promoter
bdlgelerinde bu stabil yapinin kaldigini ifade eden verilere de ulasiimistir.
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Sekil 2.7: Sperm kromatin yapisi icin halka-ilmek modeli. Bu model
baglanan her bir toroidin sperm kromatininin sperm niklear matriksine
tutunan DNaz-hassas bdlgesi oldugu 6ngorilmektedir. (MAR= Matriks
tutunma bédlgeleri) (Ordueri & Celik-Ozenci)

Boga, kedi, yaban domuzu ve kog¢ spermatozoasinda yalnizca
protamin 1 (P1) bulunurken insan ve fare spermatozoasi ikinci bir form
olan protamin 2 (P2)’yide icermektedir. Disulfit kdprist olusturma
potansiyeli ve dolayisiyla kompaktlasmadaki etkisi P2'deki sistein
iceriginden dolaylr daha azdir. Sperm DNA'si P1 igerigi fazla olan tirler
daha stabilken, degismis P1/P2 orani ya da P2 yoklugu erkek infertilitesi
ile iliskilidir. NUkleer yogunlasmanin, sperm genomunu oksidasyon ve isi
artisi gibi dis etkenlere karsi korumada gerekli oldugu distnilmektedir
(Miller, Brinkworth, & Iles, 2010).

Spermiyogenezin baslangicinda haploid spermatidler tipik bir
nukleozomal kromatin yapisi gdsterirler. Bu evredeyken bol miktarda
nonribozomal RNA transkripsiyon aktiviteleri vardir. Ancak, spermiyogenez
ilerledikce boncuk dizilimi seklinde gérinim veren (klasik nukleozom
yapisi nedeniyle) kromatin yapisi yerini diz kromatin liflerine birakir.
Bunlar artik transkripsiyon yapmazlar ve yan yana iplikgikler tarzinda
toplanirlar (Miller et al., 2010).Spermatogenez ve spermiyogenez
sirasinda kromozomal proteinler lUzerinde yapilan cgalismalar, spermatosit
ve erken evre spermatid kromatinleri UGzerinde somatik histonlarin ve
testise spesifik TH1 ve TH2B histonlarin bulundugunu, oysa ileri evre
spermatidlerde TP1 ve TP2 gecis (transition) proteinlerinin, daha ileride ise
artik protamin P1 ve P2 proteinlerinin yer aldigini gostermistir. Ratlarla
yapilan calismalarda spermatogenezin 12. ve 16. basamaklari arasinda
nukleusta TP1 ve TP2 proteinleri bulunurken, 16. basamaktan sonra P1 ve
P2 proteinleri ortaya ¢gikmaktadir (Kierszenbaum, 2001).

Spermde, somatik htcrelerde bulunan histonlarin daha dayanikl
protaminlerle yer degistirmeden 6nce, yukarida tanimlanan testise spesifik
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histonlar ve gecis proteinleri TP1 ve TP2’ye neden ihtiyag duyuldugu
henlz tam izah edilmis dedildir. Yapilan deneysel calismalarda TH1 gen
ekspresyonu o6nlendiginde fertilitenin devam ettigi gosterilmistir (Fantz,
Hatfield, Horvath, Kistler, & Kistler, 2001).Ancak her ne kadar TP1 gen
delesyonu varliginda komplet spermatogenez tamamlanabilmekteyse de,
TP2 ve P2 prekilrsorlerinin ortamdaki miktarlari artmakta ve matir P2
gelismeyerek kromatin kondensasyonu olamamaktadir(Y. E. Yu et al.,
2000). TP1 eksikliginde sperm motilitesi bozulur ve fertilizasyon
kapasiteleri azalir. Bu sonucglar da ortaya koymaktadir ki; TH1 ve TP1
proteinlerinin kromatin kondensasyonunda ve genin inaktivasyonunda
rolleri kisithdir. Aslinda gecis proteinlerinin spermiyogenezde &énemleri
bluyuktlr. Yapilan calismalar TP1 ve TP2 gecis proteinlerinin DNA'nin
bGtlinliginld koruyarak, protaminlerin kromatin {zerinde daha saglam
yerlesmelerini sagladigini ortaya cikarmistir. TP2 geninin regtlatér bolimda
spermatidlerde CAT (chloramphenicol acetyltransferase reporter) genini
etkileyerek mRNA translasyonunu gecici olarak 6 glin geciktirir (Nayernia,
Bohm, Topaloglu, Schluter, & Engel, 2001). Bu slreg igerisinde
konfiglirasyonundaki dedisiklikler nedeniyle kromatinin dis faktorlere
hassasiyeti artar. Oysatranskripsiyondaki bu duraklama sayesinde, DNA'da
meydana gelebilecek hasarlara da izin verilmemis olmaktadir.

Ote yandan TP1’in de DNA kiriklarinda tamir edici rolii bulundugu
gbsterilmistir(Caron, Veilleux, & Boissonneault, 2001). Normal
spermiyogenezde spermatidlerde histonlarin uzaklastirilmasi sirasinda, bir
endonukleaz olan topoizomeraz-II, DNA iplikciklerinden birini keserek
aradan bir parcayi cikarir. Bu araya giren TP1, DNA'nin fosfat gruplariyla
etkileserek acikhdgi doldurur. Bu sirada bir DNA ligaz enzimi de TP1’in iki
ucunun orijinal DNA iplikgigine baglanmasini saglar. Daha sonra ortama
gelen protaminlerde TP1 Uzerine tutunurlar. Yan yana gelen kromatinler
Uzerindeki protaminler arasinda disilfid badlari olusarak, kromatin
iplikgiklerinin ~ birbirlerine yaklasmasini ve neticede kondensasyonu
gerceklestirirler. Iste bu mekanizma, TP1 eksikliginde neden kromatin
kondensasyonunun bozuldugunu izah etmektedir. Bitlin bu goézlemler,
gegis proteinlerinden TP1’in DNA tamirinde esas roll bulunduguna isaret
etmektedir (Shao-Qin, Jian-Zhong, & Xiao-Jing, 2011).

Somatik hicrelerin aksine, spermde histonlarin %85I protamin
proteinleri ile yer dedistirmistir. Dlsik seviyede protamin iceren sperm,
ylksek oranda histon proteini icereceginden DNA hasarina daha duyarh
hale gelecektir. Protamin eksikligi ve protamin paketlenme yetersizligi
infertil erkeklerde gézlenmistir, defektif spermatogenezis bu erkeklerdeki
histon-protamin oraninin dedismesi sebebiyle olabilir. Ek olarak bazi
calismalar, anormal sperm protaminizasyonu ile DNA hasari arasinda yakin
iliski oldugunu da gdéstermistir(L Simon et al., 2014). Infertil erkeklerde,
fertil erkekler ile karsilastirildiginda histon/protamin oraninin daha yiksek
oldugu saptanmistir (Zini & Sigman, 2009).
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2.7.1. Spermde DNA hasari
Spermde DNA hasari 6 ana mekanizma ile indiklenmektedir:

1) spermatogenez sirasinda apoptoz

2) spermiyogenezde kromatinremodellingi sirasinda kol kiriklari

3) erkek reproduktif kanalinda ilerlerkenserbest oksijen radikalleri ile
indtklenen post-testikiler DNA fragmantasyonu

4) endojen endonukleazlarin indiklemesi

5) radyoterapi yada kemoterapi ileindiklenme

6) sigara icimi yada hava kirliligi gibi cevresel faktorler yolu ileolusan DNA
hasari (Robinson et al., 2012).

Anormal kromatin paketlenmesi, reaktif oksijen drldnleri ve
apoptozis DNA bitinligind bozan en 6nemli etyolojik faktorlerdir.
Testiste apoptozis, asiri gamet olusumunu o6nlemekte ve proliferasyon
dizeylerinin kontrolind saglamakta, hasarli DNA'ya sahip germ hicre
proliferasyonunu  engellemektedir.Oksidatif stres, sperm kromatin
blatinliglnd etkilemekte, tek yada cift zincir kiriklari, baz modifikasyonu,
delesyon, cerceve kaymasi, carpraz baglanma ve yeniden kromozomal
dizenleme ile sonuglanmaktadir . DNA hasari, tek yada her iki DNA iplik
kiridi ile nikleotidlerinin modifikasyonunun bozulmasi seklinde tanimlanir.
Spermatogonial germ hicrelerinden ejakulattaki sperme kadar
transformasyonun herhangi bir basamadinda gelisebilmesi nedeniyle,
testikller spermde, epididimal spermde ve ejakulattaki spermde DNA
hasari gorulebilir. Kromatin paketlenmesinde olusan hata, sperm
DNA’sinin hasara daha yatkin olmasina sebep olur.Epididimiste sperm
depolanmasi ve gegisi sirasinda yada ejakulasyon sonrasi gelisen DNA
hasarinda, spermiyogenez sonrasi transkripsiyon ve translasyonun
6neminin olmamasi nedeniyle tamiri yapilamamaktadir (Shamsi, Imam, &
Dada, 2011).

Gerek yukarida aciklandigi sekilde fizyolojik sartlarda ortaya cikan
DNA kiriklarinin tamir mekanizmasindaki yetersizlik durumlarinda, gerekse
patolojik durumlarda meydana gelen DNA hasarlarindaki artis fertilizasyon
Uzerinde anlaml derecede olumsuz bir etkiye sahiptir. (L Simon et al.,
2014)

2.8-Sperm DNA biitiinliigii ve infertilite

Erkek infertilitesinin ilk degerlendirme basamaklarindan olan sperm
analizi ardindan her zaman spesifik testlerin yapilmasi gerekli degildir.
Ancak sperm analizi de her zaman erkegin fertilite potansiyelini tam olarak
yansitmamaktadir. Bu durumlarda tani koyabilmek icin diger spesifik
testlere gereksinim vardir. Aciklanamayan infertilite olgularinda erkek
faktoriiniin de eslik edip etmedigini ortaya koymak icin ya da yardimci
Ureme teknikleri ile tedavi secimi yapilmasinda sperm ve semene ait
spesifik testler vyararli olabilir. Bu testler arasinda o6nceki vyillarda
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antisperm antikor tayini, sperm vitalite testleri, sperm-servikal mukus
etkilesim testleri, sperm penetrasyon testi, akrozom reaksiyonu, hemizona
testi, sperm kreatin kinaz 6lcimul, sperm ylzeyinde mannoz reseptoér
tayini gibi testlerden yararlaniimaktaydi. Halen ¢ok 6zel durumlarda da bu
testlerden yararlanilmaktadir. Ancak son vyillarda, sperm DNA
fragmentasyonunun sperm fonksiyonundaki ©6nemi farkedilmis olup
glinimuizde DNA fragmentasyonuna spesifik testlerden yararlanma egilimi
bulunmaktadir.

Sperm DNA'sinin bitlnlGgu, basarih bir Greme ve saglikh bir zigot
olusumu icin gereklidir. Sperm kalitesi ayni zamanda infertilite
prognozunun dederlendiriimesinde ve yardimci Ureme tekniklerinin
basariyla uygulanabilmesinde de o6nemli bir parametre olarak
degerlendirilmektedir. Fertil erkeklerdeki ortalama sperm parametreleri,
infertil erkeklerde saptanan oranlara goére daha ylksek olmasina ragmen,
fertil ve infertil erkekler arasinda anlamli oranda bir &6rtisme dikkati
cekmektedir(Gunalp, Onculoglu, Gurgan, Kruger, & Lombard, 2001).

Infertil erkeklerin %15 kadarinda normal spermiogram degerleri
gézlenmektedir. Bu nedenle, rutin semen analizi testis ve sperm
fonksiyonuna iliskin kisith bilgi verebilmekte, DNA buttnligline ve
dolayisiyla fonksiyonel sperm ayirimi hakkinda vyetersiz kalmaktadir.
Evenson ve ark’nin erkek infertilitesinde DNA btinliginin bagimsiz bir
faktoér olabilecegini bildirmesinden sonra erkek infertilitede DNA
fragmentasyonunun etkisi genis kapsamli incelenmeye baslamis ve halen
devam etmektedir (D. Evenson et al., 1980).

DNA fragmentasyonunun hem naturel hem de yardimc Ureme
teknikleriyle olan konsepsiyonlarda reproduktif yetenedinin dismesi ile
iliskisi olabilir (Gat et al., 2017). Bungum ve ark, sperm DNA
fragmentasyon indeksi (DFI) >%30 olan infertil giftler arasindaki dogum
oraninin, DFI <%?30 olan ciftlerdekine gore anlamli oranda azaldigini,
yuksek DFI oranina sahip olan ciftlerdeki IVF-ICSI ile olusturulan gebelik
oraninin azaldigi (Bungum et al., 2006; Dar et al., 2013; Jungwirth et al.,
2012; Luke Simon, Zini, Dyachenko, Ciampi, & Carrell, 2017), buna
karsilik gebelik kaybi oraninin arttigi (Bareh, Jacoby, Binkley, Schenken, &
Robinson, 2016; Robinson et al., 2012; Zhao, Zhang, Wang, & Li,
2014 )farkl calismalarla ortaya konmustur. Diger taraftan
oligoasthenoteratozoospermik olgularda sperm DNA fragmentasyonunun
anlamli dizeyde arttigi, infertil normozoospermik olgularda da sperm DNA
fragmentasyon oraninin fertil gruba goére daha yilksek oranda oldugu
Onceki calismalarda ortaya konmustur . Bu nedenle sperm DNA
fragmentasyonunun saptanmasi fertilite calismalarinda klinik olarak
onemlidir(Bieniek et al., 2016).

2.8.1. Sperm DNA'sinda cift dal kirik olusumu

DNA cift dal kiriklari, normal kosullarda spermatogenez sureci
icerisinde endojen etkilere bagh olarak olusmaktadir. Birincisi mayoz
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bélinme sirasinda, mayotik krosing over sirasinda cift dal kiriklan
olusmaktadir. Ikincisi ise spermiogenez sirasinda haploid spermatid
kromatini, histonlar ve protaminler arasindaki degisim sirasinda kompakt
hale gelir. Ayrica sperm, harap olmus ve fragmente hale gelmis DNA'yi
maturasyon surecinde biriktirebilir ve epididimiste depolanabilir. Sperm
DNA fragmentasyonunun artmasi ile ilgili diger faktorler arasinda defektif
apoptozis, asiri reaktif oksijen radikalleri Gretimi (ROS birikmesi), seminal
antioksidan azalmasi ile birlikte ilaclarin, sigara kullaniminin, Kkirliligin
toksik etkileri, xenobiotikler, ylksek testikuler i1si (ates, varikosel) ve ileri
yas sayilabilir(R. Aitken & De Iuliis, 2009).

2.9- Spermatozon DNA fragmentasyon testleri

Gebelik sansini ortaya koyabilecek yeni test arayisi son vyillarda
yodunlasmistir. Erkek reproduktif kabiliyetine iliskin sperm DNA
fragmentasyonu  yeni bir  yaklasim  olarak  bazi merkezlerde
degerlendirilmektedir (Bieniek et al., 2016; Tavukguodglu et al., 2012).

Insan genomunun bitinligi endojen metabolik yan uriinler ve
ekzojen faktodrler tarafindan strekli tehdit altindadir. Hicre tipine, hicre
siklusu asamasina ve DNA harabiyet tipine gore DNA tamiri ve hatali DNA
tamirinin sonuclar degiskenlik gostermektedir. Somatik hiicrelerdeki hatall
tamirler hicre 6lumd veya hastalik gelismesi ile sonuglanabilirken sonraki
kusaga genomun saglikli bir sekilde aktarilabilmesi icin germ hiicre
dizilerinde DNA bitlnliginiln belirli dizeyde korunmasi gerekir.

GlUnumuzde sperm DNA bitlinliglind degerlendirmede cesitli testler
kullanilmaktadir. Bu teknikler genis anlamda iki ana grupta incelenebilirler

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

2. Belirli kosullar altinda fragmente olmus DNAnin kolaylikla
denatlire olma o0zelligine gore oOlcimlerin yapildigi tekniklerdir. Cift dal
DNAya gore, centik acilmis DNA daha kolaylkla denature olacagi icin bu
gruptaki teknikler DNA'nin denaturasyona yatkinligini 6lgmektedirler. Bu
grup icerisinde DBD-FISH (DNA Breakage Detection-Fluorescent In Situ
Hybridization ), SCD (Sperm chromatin dispersion test), SCGE (Single
cell gel electrophoresis) veya basit hlicre jel elektroforezi olan COMET
analizi, SCSA (Sperm chromatin structure assay), akridin oranj boyama
teknikleri sayilabilir(Shamsi et al., 2011).

Bu yontemler kisaca asadida 6zetlenmistir:
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2.9.1 Tunel

Temelolarak apoptoz sirasinda meydana gelen DNA parcalanmasini
o6lcmek icin tasarlanmistir. Normal spermatogenezin gelisimi ve kontrol(
icin programlanmis hiicre 6limi gereklidir. Ancak adir testikliler germ
hicre apoptozu, yardimci Ureme tekniklerinden elde edilecek basariyi
distrmektedir. TUNEL teknigi apoptotik olduguna inanilan semendeki
sperm populasyonunun tanimlanmasi igin ilk defa Gorczya ve arkadaslari
tarafindan uygulanmistir. Bu yoéntemde DNA kiriklarinin 3’OH ucuna,
terminal deoksinukleotidiltransferaz (TdT) enzimi tarafindan katalizlenen
bir reaksiyonla, biyotinlenmis uridintrifosfat (dUTP) baglanir. Biyotinlenmis
DNA streptavidin ile birleserek suda c¢6zinmeyen renkli bir Grin ortaya
cikarir.

TUNEL ydéntemi ile sperm sayisi, motilitesi ve normal morfoloji
ylzdesi arasinda bir korelasyon oldugu goésterilmistir. 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 disintlmektedir(Henkel, Hoogendijk, Bouic, &
Kruger, 2010; Huerta, Goulet, Huerta-Yepez, & Livingston, 2007).

2.9.2 In situ ¢entik okuma tayini (In Situ Nick Translation Assay)
(NT)

NT, TUNEL testine benzer bir mekanizma olan dUTP’in DNA kiriklari
ile birlesmesi esasina dayanarak sperm DNA hasarini tespit eden bir
yontemdir. Ancak, TUNEL testi hem tek hem de cift zincir DNA kiriklarini
tespit ederken, NT sadece tek zincir DNA kiriklarini tespit etmektedir. NT
testinde bu kiriklarin tespitinde DNA polimeraz I'in katalize ettigi bir
enzimatik reaksiyon kullaniimaktadir. Rélatif olarak basit uygulanabilir test
olsa da diger testlere gore sensitivitesi disuktir (Henkel et al., 2010).

2.9.3 DNA breakage detection- FISH (DBD-FISH)Yontemi

Hlcreler agaroz matriks icerisine gomulup, alkali solisyona maruz
birakilarak DNA iplikciginin agilmasina izin verilir. Boylece tek zincirli DNA
motifleri elde edilir. Noétralizasyon ve proteinlerin uzaklastirilmasindan
sonra tlm genoma ait ya da vyalnizca analizlenmek istenen kromatin
bolgesine spesifik DNA problari kullanilarak hibridizasyon gergeklestirilir.
Eder DNA'daki kirik miktar fazla ise fazla miktarda tek zincirli DNA olusur
ve daha fazla prob ile hibridleserek floresans yogunlugunu ve FISH sinyal
alanini arttinr.Sperm hdcrelerindeki anormal kromatin paketlenmesi
DNA'y1 alkali denatlirasyonuna karsi daha duyarli hale getirip floresans
yogunlugunu arttirir. Bu nedenle DBD-FISH, DNA kiriklarinin in situ olarak
tespit edilmesine ve miktarinin 6lgilmesine imkan verirken sperm
kromatininin yapisal 0&zelliklerini ortaya c¢ikarir. Kromatinin yapisal
Ozelliklerini aciklamasina karsin pahali, zaman alict ve kartmasik bir
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prosedlir icerdigi icin ve sonuglarinin da diger yodntemlerden farkli
olmamasi nedeniyle klinik énemi azdir (J. Fernandez et al., 2000; J. L.
Fernandez & Gosalvez, 2002).

2.9.4 Sperm Kromatin Dispersiyon (SCD) Testi:

Halosperm test olarak da ifade edilen bu yéntemin prensibi;
kromatin proteinlerinden yoksun olan intakt DNA'nin sperm nukleus
cevresinde ilmek olusturabilme becerisine dayanmaktadir. Bu yéntemde,
agaroza gdémilen spermler denature edici asit veya alkali solusyonu ile
muamele edilerek nukleer proteinlerden temizlenir, fragmentasyon
nedeniyle olusan tek dal DNA lar elde edilir. Takip edilen asamalarda,
sperm Ornekleri lizise ugratilirlar. Normal DNA'ya sahip spermlerin
cevresinde buyukce bir halo goézlenirken, halonun bulunmamasi veya
gapinin ¢ok kuguk olmasi fragmente olmus DNA'yr goéstermektedir.
Spermde tek dal kiriklari olan DNA'nin, asit ile denaturasyon sonrasi
yayllma becerisi bulunmadigi icin sperm c¢evresinde halo olusumu
gozlenmemektedir (Sekil 2.1). Sekil 2.1 de, sperm 1-3 intakt DNA'ya
sahiptir, denaturasyon solusyonu muamelesi sonrasinda da uzun
fragmente olmayan DNAlar nukleustaki nukleer protein kalintilan ile
sarmallar olusturarak "halo" olusumunu saglamislardir. Sperm 4&5 te ise
nukleer proteinden yoksun olan kidguk DNA fragmentleri
dagilamadiklarindan, kisa olduklari icin sarmal olusturamadiklarindan
otdrd nukleus cevresinde "halo" olusumu olmamis veya ¢ok disik oranda
gergeklesmistir.

Fernandez ve arkadaslarinin 20 infertil ve 10 fertil erkegin spermleri
ile yaptiklari calismada, DNA fragmantasyonunun dederlendiriimesinde
SCD yonteminin sonuglari DBD-FISH ydntemi ile dogrulanmistir. SCD
degerleri, infertil grupta fertil donér gruba gére daha ylksek bulunmustur
(Fernandez et al., 2003)
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Sekil 2.8. SCD testi ile DNA batinliga analizi (Majzoub, Esteves,
Gosalvez, & Agarwal, 2016)

2.9.5 Basit hiicre jel elektroforezi (COMET):

Hucrelerdeki DNA hasarini hicre bazinda saptayabilen duyarl,
guvenilir ve hizli bir yéntemdir. Basit hlicre jel elektroforezyéntemi ya da
kisa adiyla Comet olarak bilinen DNA hasarini dlgmede kullanilan en
yaygin yodntemlerden biridir. Bu ydntem pekcok calismada kullanilan
gorsel floresan bir tekniktir.Bu 0&lgim ydnteminde vyapilanislemler
laboratuardan laboratuara farkliikgéstermekle beraber prensip olarak;
spermasuspansiyonunun hazirlanmasi, jel yerlestirilmesi,hicre lizisi, DNA
sarmalinin ¢ézulmesi, elektroforez,nétralizasyon, DNA boyama ve Comet
sekil analizi seklinde tanimlanabilir (Ribas-Maynou et al., 2013).

2.9.6 Sperm kromatin striiktiir analizi (SCSA):

Bu test ilk olarak 27 yil 6nce tarif edilmistir (D. Evenson et al.,
1980)." SCSA, in situ olarak DNA'nin 1sI ya da asit indlkli denaturasyona
olan hassasiyetini 6lcen flowsitometrik bir yontemdir. Her iki yontem ile de
ayni sonuglar elde edilmesine ragmen protokol SCSA asit ve SCSA isi
olmak Uzere ikiye ayrilir. Isi veya asit muamelesi sonucunda denattlire olan
DNA metakromatik bir boya olan akridin oranj ile boyanir. Hasarli DNA
(tek zincirli DNA) kirmizi renkte floresan verirken hasarlanmamis DNA (gift
zincirli DNA) yesil renkte floresan verir. SCSAasit protokoli daha kolay ve
kullanighdir. DNA hasari, DNA fragmantasyon indeksi (DFI) ile ifade edilir.
SCSA, sperm DNA hasarini dodgru bir sekilde olgen, fertil ve infertil
bireyleri birbirinden ayiran sinir dedgeri hesaplanmis, pahali bir yontemdir.
Fertilizasyon ve implantasyon orani gibi tGremeye yardimci tekniklerin
sonuglarini yorumlamada bugline kadar bildigimiz yéntemler igerisinde en
basarilisi SCSA’dir. infertil erkeklerde semen analizini desteklemek amacli
SCSA testinin de rutin olarak yapilmasi dnerilmektedir. Elde edilen en son
verilere gore DFI %30’dan bilylk ise asllama ile gebe kalma olasilig
neredeyse sifira yaklastigindan ¢6zim olarak ICSI yontemi secilmelidir.
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2.9.7 Akridin oranj testi (Acridine Orange Test) (AOT):

Akridin oranj testi de SCSA ile benzer prensiplere dayanmaktadir.
Akridin turuncusunun asitli ortamda yesilden kirmiziya dénusmesi ile DNA
denatlirasyon genisligini floresan mikroskopta dederlendirmesi esasina
dayanir. SCSA testine gore daha basit, ucuz ve SCSA’da oldugu gibi
egitimli bir teknisyen gerektirmemektedir. Ancak, bulanik renkler, hizl
renk kaybolmasi ve heterojen boyanmalarin ciplak gozle
yorumlanmasindaki zorluklar bu testin negatif yonlerini
olusturmaktadir(Koyuncu).

2.10- Sperm DNA fragmentasyonu ve kromozom
anoploidileri iligkisi

Erkek infertilitesinde kromozom andploidisinin  roli  onceki
bélimlerde aciklanmistir. Muriel ve ark. anéploidinin ayni zamanda DNA
fragmentasyonunu da tetikleyebilecegini ortaya atmislardir. (Muriel et al.,
2007). Bu verilerle birlikte disuk kalitedeki sperm orneklerinde andploidi
oraninin yiksek olmasina, diger taraftan kromozom anomalili embriyo ile
implantasyon basarisizligi ve tekrarlayan gebelik kayiplari arasindaki
bilinen baglantiya dayanarak yliksek DFI orani ve anoploidi iliskisinin de
degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. (Ramasamy et al.,
2015; Vegetti et al., 2000)
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3- GEREC ve YONTEMLER

3.1- Kullanilan cihazlar

Tablo 3.1. Calismada kullanilan genel ve amaca ydnelik cihazlar

Genel Lab Cihazlan

FISH analizlerinde kullanilan cihazlar

Mikrosantrif(j

HyChrome (Euroclone) hibridizasyon cihazi

Vortex

Floresan mikroskop(Olympus BX-61)

Ph metre

FISH gorintileme & analiz sistemi (Applied
Imaging)

Mikrodalga firin

Elektronik terazi

Etiiv (37°C)

Su banyosu

Buzdolabi (+4°C)

Derin dondurucu (-
20°C)

3.2- Kullanilan kimyasal malzemeler

Tablo 3.2. Calismada kullanilan genel ve amaca ydnelik kimyasal

malzemeler

Kimyasallar

FISH problari/kimyasallar

Absolu alkol (Merck)

Kromozom X,Y,18 (Vysis)

Metanol (Merck)

Kromozom 13,21 (Vysis)

Asetik asit (Merck)

Kromozom 16 (Vysis)

DAPI (Sigma) NP40

DTT (dithiothreitol - Vectashield Mounting Medium

Sigma) (Vector)

HCI (Merck) Rubber Cement (Marabu Fixo
Gum)

LIS (Sigma) NaCl (Merck)

Sitrik asit (Sigma)

Immersiyon yadi (Merck)

Tris (Merck)
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3.3- Olgularin segimi

Bu calismaya, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali’'na infertilite nedeni ile basvuran, fizik
muayenede varikosel, kriptorsidizm gibi infertiliteye neden oldugu bilinen
klinik 6zellikleri olmayan, normal serum hormonal profile sahip olan,
Ureme Saghgi Merkezi Androloji Laboratuvarinda yapilan semen analizleri
ve Fakiltemiz Uroloji Anabilim Dalinda yapilan fizik muayenesi sonrasi
non-normozoospermi tanisi alan 48 olgu ile klinik 6ykilerinde fertil oldugu
bilinen normozoospermili 50 birey dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen
hastalar ayni zamanda ESOGU BAP Proje No: 2014-521 karariyla
desteklenen projemizde es zamanli cgalismalar yuratulen hastalardir.
Calisma, 27 Kasim 2014 gin ve 04 sayili karar ile Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulundan “Etik Kurul Onayi”almistir. Tim
olgular galisma hakkinda bilgilendirilmis ve dizenlenmis olan onam formu
taraflarinca imzalanmistir.

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

Ornekler, 37°C etiivde ¢dziinme (likefaksiyon) siirecini tamamlamasi
icin birakilmiglar, siire sonunda en az 2 ml spermatosit 6rnegi hemen tip
icerisinde Tibbi Genetik Anabilim Dali'na iletilmislerdir.

Alinan ejekulatlar sperm konstrasyonlarina gdére yikama islemlerine
tabi tutulmus, ardindan DNA fragmantasyon analizinde kullanilacak SCD
test ile sperm andploidi oranini degerlendirmek amaciyla uygulanan FISH
analizleri icin her bireye iliskin 6rnek 2 ayr tldpe porsiyonlanmistir.
Fragmantasyon analizi sonuglarinin glvenilirligi ve sonuglari etkilememesi
adina calisma esnasinda taze sperm o&rnekleri ile galisiimig, likefaksiyon
sonrasi ortalama bir saat icinde o6rnekler deney asamasina hazir hale
getirilmiglerdir (Tablo 3.1).
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Eutin analiz

SWHO kriterler
[~
»DF FISH analizi
testt Eromozom

13,16,18,21,3Y

DINA fragmentasyon sperm andploid
analizi analizi
Sekil 3.1. Normozoospermik ve non-normozoospermik semen

orneklerinden yapilan DNA fragmantasyon analizi ve anéploidi analizi
algoritmasi

3.4- Uygulanan yontemler

3.4.1. Sperm FISH analizi ile anoploidi tayini
3.4.1.1 Orneklerin FISH analizine hazirlanmasi:

1. Elde edilen spermler 15 ml lik Falcon tlplere alinmig, 10 cc fosfat
buffer solisyon ile ylkanarak 1100 rpm de 10 dakika santrifaj
edilmislerdir.

2. Slpernatant, pastor pipetleri yardimiyla uzaklastiriimistir.

3. Pellet Gzerine 10 cc 0.75 M KCI gozeltisi (hipotonik) eklenmis ve
37 OC lik etivde 20 dakika bekletilmislerdir.

4. Sdre sonunda 6rnekler 1100 rpm de 10 dakika santrifij edilmis
ve supernatant uzaklastinimistir.

5. Pellet Uzerine taze hazirlamis 10 cc Carnoy fiksatifi (3:1
methanol/asetik asit, Merck) damla damla eklenerek tipler 30 dak.
sure ile +4 °C de buzdolabinda bekletilmislerdir.

28



3.4.1

6. Slre sonunda 1100 rpm de 10 dakika santrifiij edilen tuplerden
supernatant uzaklastirimis, pellet Uzerine 10 cc taze fiksatif
eklenerek yikama islemi tekrarlanmistir.

7. Fiksatif muamelesi bir kez daha tekrarlanmis ve slpernatant
alinmasi sonrasi taze fiksatif solusyonu eklenerek 6rnekler calismasi
yapilacak zamana kadar -18 °C de bekletilmislerdir.

.2 Sperm FISH analizi preperat hazirligi :

Bu calismada kromozom 13, 16, 18, 21, X ve Y icin sayisal
kromozom anomalilerin oranlarinin saptanmasi planlanmistir. Bu
amacg dogrultusunda:

1. Fiksatifte bekleyen spermatositler 1100 rpm de 10 dakika
santrifij edilmis, sUpernatant atilarak, pellet taze hazirlanmig
fiksatif ile yikanmiglardir.

2. Slre sonunda d6rnekler 1100 rpm de 10 dakika santrifij edilmis,
stpernatant atilmis ve pelletler homojenize edilmislerdir.

3. Onceden temizlenmis ve - 18 °C de bekletilen lamlar (zerine
birer damla sperm slUspansiyonu damlatiimistir. Spermatosit
yogunlugu ve lam Uzerindeki dagilmi yontem igin 6énemli olmasi
nedeniyle faz-kontrast mikroskobunda yayma kalitesi kontrol
edilmigtir.

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

5. Siure sonunda 2xSSC sollisyonundan cgikan preperatlar distile su
ile yikanmislardir.

6. Preperatlar, sperm kromatinin acilmasi igin 25 mmol/L
dithiothreitol (DTT) iceren 1 mol/L Tris-HCI (pH9,5) c¢ozeltisi 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 vyapisindaki disilfid badlarin  kirillmasi ve kromatinin
acilmasi, dolayisiyla FISH analizinin gergeklestirilebilmesi icin ¢ok
onemli bir asamadir

7. Sure sonunda lamlar 2xSSC de 5 dakika bekletilmisler, ardindan
% 70, % 85 ve % 100 luk alkol serilerinden Ucer dakikalik strelerle
gecirilerek oda isisinda kurumaya birakiimislardir.(Sarrate & Anton,
2009)
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3.4.1.3 Preperat/Prob denaturasyonu ve hibridizasyon

1. Kuruyan lamlar g bdélgeye bélinmuslerdir. Calismamizda Aneuvysion
(Vysis) prob seti ve kromozom 16 satellit probu kullanilmiglardir. Prob
setinde kromozom 13& 21 spesifik problar farkl 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 bdlgesine damlatilarak
lameller kapatiimis ve yalitilmiglardir.

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

3. Ertesi gun lameller, preperat Gzerinden uzaklastirilarak hibridizasyon
sonrasi yikama asamalari gergeklestirilmistir.

3.4.1.4 Hibridizasyon sonrasi yikamalar;

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

2. Silre sonunda preperatlar oda sicakliginda olan % 0,1 lik NP40
deterjan iceren 2xSSC ¢ozeltisi icinde 30 dakika yikanmiglar, distile sudan
gecirilerek karanhk ortamda kurumaya birakilmiglardir.

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

FISH tekniginde Rieder ve arkadaslari tarafindan gelistirilen protokol
modifiye edilerek uygulanmistir (Rieder, 1998).

3.4.1.5 Sperm FISH Mikroskop Analizi

Preparatlar Olympus BX61 Floresan mikroskobunda, kullanilan
problarin isaretli olduklar florokromlara spesifik filtreler kullanilarak analiz
edilmislerdir.

Her olgu icin prob basina 500 sperm nukleusu degerlendirilmistir.
Floresan mikroskoba bagli FISH goérintileme & analiz sistemi (Applied
Imaging) araciligiyla sinyaller analiz edilmis ve gorintilenmislerdir. Genel
hibridizasyon etkinligi >%99 idi. Sperm nukleuslarinda intakt, birbirleriyle
Ust Uste gelmeyen, sperm basi icerisinde olan prob spesifik sinyaller
dederlendirmeye alinmislardir.
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Spermatozoada her proba spesifik birer floresan spot
gorintllenmesi normal spermatozoa olarak dederlendirilmislerdir.
Spermatozoada ayni renkte iki floresan spot var ve boyut, sinyal siddeti ve
sekil acisindan birbirleriyle ayni ise dizomik olarak sayilmislardir. Her
analiz edilen kromozom icin 2 sinyali olan spermatozoalar ise diploid
olarak yorumlanmislardir.

3.4.2. Sperm kromatin ayrilma testi (SCD, Halosperm Test)

Kullanim amaci ve yontemin esaslari;

Sperm kromatin ayrilma testi sperm DNA fragmentasyonu ile
direkt iliskili uyarilmis kondensasyon (yogunlastirma)
prensibine dayanmaktadir.

Belli miktarda seyreltilen sperm (25 ml de-1 x 10’
spermatozoa) agaroz matriks jele yerlestirilir ve denatlire
olmasi igin asit solisyon eklenir.

Sonra sperm membrani ve proteinlerinin uzaklastirilmasi igin
litik bir tampon sollisyonu eklenir.

Bu sollisyonun eklenmesi ile niikleoidin olusturdugu santral bir
kor etrafinda ayrilmis DNA halkalarina bagl periferal bir halo
gbruntisu olusur.

Normal DNA’ya sahip spermler genis halolar olusturacak
sekilde DNA’larini salarlar. Cok kiglUk halo veren ya da hig halo
olusturmayan spermler fragmante DNA iceren spermlerdir.

Halo goriintlsiini degerlendirmek igin yapilan boyamada eozin
yada Azure B kullaniimis ise direkt 1sik mikroskopunun
kullanilmasi yeterli gérilmektedir.

Biz calismamizda floresan boyalar kullanarak floresan
mikroskopu ile analizleri gergeklestirdik. Yapilan son
calismalarda floresan analizlerin, givenilirlik ve hata payini
aza indirdigi yonindeki sonuclarindan 6tliri tercih sebebi
olmustur.

Calismalar likefaksiyon sonrasi 1-2 saat igerisinde taze
orneklerle ile yapiimistir. (Bu sirenin uzamasi durumunda
fragmantasyon orani izerinde yaniltici sonuclar alinabilecegi
g6z ardi edilmemistir.)
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3.4.2.1 Uygulanan test asamalari:

CalismamizdaHalosperm Kkiti (Halotech, Madrid) kullaniimistir.
Kit icerisinde icerisinde agaroz bulunan ependorf tipleri, denaturasyon ve
lizis solusyonlari, kullanima hazir kaplanmis preperatlar bulunmaktadir.
Uretici firmanin énerdigi ve laboratuvarimizda modifiye edilen asamalar
asagida maddeler halinde belirtilmistir:

1.Semen o6rnedi konsantrasyonu 5-10 ml/10° olacak sekilde
sperm yikama sollsyonu ile sulandiriimistir.

2. Kit icerisinde bulunan denaturasyon ve Lizis sollisyonlari oda
Isisina birakilmiglardir.

3. Kit icerisinde bulunan ve her bir calisma icin ayr hazirlanmis
agaroz igceren ependorf tlpler mikrodalga firin igerisinde akiskan
hale getirilmis (ort. 1.5-2 dk. ), ardindan tekrar jel haline gelmemesi
icin tipler 37°C su banyosunda 5 dk inkiube edilmislerdir.

4. Her 20 pl semen o6rneginden 15 pul alinarak tipe eklenmis,
karistiriimistir.

5.Karisimdan 14 pl alinarak kit igerisinde bulunan isaretli lam
Uzerine damlatilmis ve lamel kapatilarak buzdolabinda 5 dakika
bekletilmislerdir.

6.Bu asamada asit denatlrasyon sollisyonu hazirlanmistir.
Bunun icin 10 ml distile su icerisine 80 pl asit denattrasyon
solusyonu eklenmistir. Hazirlanan karisim gsale igerisine konmus,
preperatlar yatay pozisyonda bu karisim icerisinde 7 dak oda
Isisinda denature edilmislerdir.

7.Sure sonunda, oda isisinda sale igerisinde bekletilen lizis
solusyonuna aktarilan preperatlar yatay pozisyonda 25 dk. inkibe
edilmislerdir.

8.Sure sonunda, preperatlar igerisinde distile su bulunan sale
icerisine alinmis ve 5 dak. slre ile yikanmiglardir.

9. Preperatlar vyine yatay pozisyonda her birinde 2 dk olmak
Uzere sirasiyla %70, %90 ve %100 alkol serisinden gecirilmisler ve
oda isisinda kurumaya birakilmiglardir.

10.Kuruyan preperatlar, floresan mikroskopta incelemek Uzere
DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) (2 mg/mL) ile 10 dk. sire ile
boyanmiglar, distile sudan gecirilerek kurutulmuslar ve lamel ile
kapatilarak analiz edilinceye kadar karanlik ortamda saklanmisglardir.

3.4.2.2 Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi

Mikroskobun x100Ilik objektifinde her &érnekten en az 300
spermatozoa analiz edilmistir. Analiz sirasinda :
1. Cok kigcluk hareli, haresiz veya degrade goérintudeki
spermatozoalar: fragmante DNA icen spermatozoa
2. Nukleus cevresinde genis veya orta dlzeyde halo iceren
spermatozoalar:
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fragmente olmamis DNA iceren spermatozoa olarak
degerlendirilmislerdir.
Her bir hasta icin fragmantasyon yilzdesi asagidaki formile gore
hesaplanmistir:

Fragmente DNA igeren hiicre sayis1 (kii¢iik halo+halo yok+ degrade nukleus)

% SDF =

Toplam sayilan hiicre sayis1

%SDF degeri esik degerleri
<% 15 fragmente degil
%15-30 orta derecede fragmente
> %30 fragmente olarak belirlenmistir.

3.5- Istatistik analizler

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

Bu calismaya, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali'na infertilite nedeni ile basvuran ve
Universitemiz 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. Calismaya dahil edilen olgu/kontrol grubu bireylerin sperm
analiz verileri ile spermatozoa andploidi ve DNA fragmentasyon analiz
verileri asadida ayri ayri verilmistir.

4.1- Calismaya dahil edilen olgularin ozellikleri

Bu calismaya 50 normozoospermik, fertil (kontrol) ve 50 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 13 tanesi teratozoospermi, 11 tanesi oligoteratozoospermi, 8
tanesi oligozoospermi, 11 tanesi oligoastenozoospermi ve 7 tanesi de
hipospermi idi. Sperm konsantrasyonu, genel sperm motilite ve normal
spermatozoa goérinim vylzdeleri kontrol grubu bireylerinin degerleri ile
karsilastirildiginda arastirma grubunda istatistiksel olarak anlamh bir
azalma goézlenmistir (Cizelge 3.1).

Tablo 4.1. Calisma gruplarinin sperm 6zellikleri

n . Kontrol Hasta

Ozellikler (N=50) (N=50) p

Yas (ort£SD) 32.42+6.0 33.72+ 5.7

Sperm konsantrasyonu | 59,5(38,5- 11,5(6-58) P<0,00
(x10°spermatozoa/ml, median, range) | 79,75) ! 1
Genel, sperm motilite (%, ort+SD) 77(67-85,25) 3;’3(55)0_ I;<O’OO
Normal spermatozoa (%, median, | 68,5(58,75- ) P=0,00
range) 75.5) 53(33-71) 1

4.2- FISH analizi ile saptanan sperm kromozom

anoploidileri

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 andploidik
ve/veya poliploidik o6zellikler acisindan degerlendirilmislerdir (Sekil 4.1.
A,B,C,D).
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Sekil 4.1-A Kromozom 13 (yesil) ve Kromozom 21(kirmizi) igin Diploid
Spermler (Vysis LSI 13 (13q14) SpectrumGreen / LSI 21 (21922.13-
g22.2) Spectrum Orange, AneuVysion Vysis)
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Sekil 4.1-B Normal X,Y,18 kromozomlari; Y (kirmizi), Kromozom X (yesil)
ve Kromozom 18(mavi) (CEP X: DXZ1 Alpha Satellite DNA Probe , Xp11.1-
gqll.1 Spectrum Green, DYZ3 Alpha Satellite DNA Probe Ypl11l.1-q11.1
Spectrum Orange, CEP 18 DNA Probe (18p11.1-gql11.1) Spectrum Aqua,
AneuVysion Vysis.
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Sekil 4.1-C Altta, Kromozom X (Yesil) icin Normal Sperm (CEP X: DXZ1
Alpha Satellite DNA Probe , Xp11.1-g11.1 Spectrum Green, AneuVysion
Vysis) Kromozom Y (kirmizi) icin Normal Sperm (DYZ3 Alpha Satellite DNA
Probe Yp11.1-gq11.1 Spectrum Orange, AneuVysion Vysis)

Ustte, XY Abnormal Sperm Kromozom Y (kirmizi), Kromozom X
(yesil) Alpha Satellite DNA Probe Xp11.1-q11.1 Spectrum Green, DYZ3
Alpha Satellite DNA Probe Yp11.1-q11.1 Spectrum Orange, AneuVysion
Vysis)
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Sekil 4.1-D Kromozom 13 (yesil) ve Kromozom 21(kirmizi) igin normal
sperm ve dizomik spermler (Vysis LSI 13 (13q14) SpectrumGreen DNA
Probe LSI 21 (21g22.13-g22.2) Spectrum Orange, AneuVysion Vysis)

Normozoospermik ve non-normozoospermik sperm nukleuslarinda
saptanan kromozom andploidi frekanslari Tablo4.2. de 6&zetlenmigstir.
Tablo4.2. de de goruldigu lGzere 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 o&rneklerinde
kromozom anéploidi sikliklari

Anomaliler Gruplar 21?2?;5) TEST
° SONUCLARI(p)

Dizomi 13 Non- 5,0 (3,0-9,0)
normozoospermi 0,000
Normozoospermi | 2,0 (0-3,0)

Dizomi 16 Non- 4,0 (2,0-8,25)
normozoospermi 0,000
Normozoospermi | 0(0-2,0)

Dizomi 18 Non- 4,0 (1,5-8,5)
normozoospermi 0,000
Normozoospermi | 1,0 (0-3,0)

Dizomi 21 Non- 4,0 (1,75-9,0)
normozoospermi 0,000
Normozoospermi | 2,0 (0-2,0)

XY Non- 4,0 (0-8,0)
normozoospermi 0,002
Normozoospermi | 1,5 (0-2,25)

XX Non- 2,0 (0-8,0)
normozoospermi 0,006
Normozoospermi | 0 (0-2,0)

YY Non- 0 (0-2,0)
normozoospermi 0,040
Normozoospermi | 0 (0-1,0)

Diploidi Non- 2,0 (0-4,25)
normozoospermi 0,000
Normozoospermi | 0 (0-1,0)

Non-normozoospermik olgularin alt gruplarinda saptanan FISH
anomalileri birbirleriyle karsilastirildiginda dizomi 13'iin astenozoospermi
ve teratozoospermi gruplari arasinda anlamli farkhlik gosterdigi,
teratozoospermi grubunda dizomi 13 sikhiginin 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

p
Hasta alt gruplar Medyan (25-75) 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-Olgularin SCD test ile degerlendirilen fragmantasyon
oranlari

Calismamizda iki DNA fragmentasyon testinden biri olan SCD
testlerinden, her 6rnekte en az 300 nukleus sayilarak c¢ok kucguk hareli,
haresiz veya degrade goérintideki spermatozoalar fragmante DNA icen
spermatozoa, nukleus cevresinde genis veya orta dlzeyde halo iceren
spermatozoalar ise fragmente olmamis DNA iceren spermatozoalar olarak
degerlendirilmisler ve her 0Ornek igin fragmantasyon vylizdesi
hesaplanmistir.

Tablo 4.4'de de gorildaglu gibi kiglik halo/halo yok olarak
degerlendirilen spermatozoa sikligi non-normozoospermik grupta %45
iken kontrol grubunda bu oran %24’ tir.Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir farklilik saptanmistir. (p=<0.001). Orta dizeyde halo,
arastirma grubu olgularinda %60, kontrol grubu bireylerinde ise %67
oraninda go6zlenmis olup gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik
bulunmamistir. Buna karsilik, intakt DNA'ya sahip yani ntkleus gevresinde
blylk haloya sahip nukleus sikligi kontrol grubunda %96 iken arastirma
grubunda %70 olarak saptanmistir. Gruplar arasinda istatistiksel farklilik
dikkati cekmektedir (p=<0.001). Hasta ve kontrol gruplarinda saptanan
halo oranlar Sekil 4.2-4.4 'de grafik halinde verilmistir. Ayrica farkli
halolarin mikroskobik goruntileri Sekil 4.5 de gdériulmektedir.

Tablo 4.4. Arastirma ve kontrol grubu 0&rneklerinin halo
degerlendirmeleri
Halo Gruplar Mean(Ortalama | P -degeri*
Siniflandirmasi Degerler)
Kiguk Halo Non- 45,00(26,50- 0.001
normozoospermi | 65,25)
Normozoospermi | 24,00(16,50-
36,50)
Orta Halo Non- 60,00(42,25- 0.209
normozoospermi | 78,50)
Normozoospermi | 67,00(46,00-
92,00)
Blyuk Halo Non- 70,00(45,00- 0.029
normozoospermi | 110,50)
Normozoospermi | 96,00(70,00-
125,00)

Non-normozoospermik grubundaki alt gruplari klglk/orta ve buylk

halo 6zellikleriyle karsilastirdigimizda anlamh farkhlik yalnizca kiglk halo
acisindan saptanmistir. Teratozoospermi ile oligozoospermi gruplari
arasinda kiglk halo goérilme sikhdr anlamli dizeyde farklilik goéstermistir
(p=0.017<0.05) (Tablo 4.5). Bu veri, DNA fragmentasyonunun 0&zellikle
oligozoospermik érneklerde gozlendigini ortaya koymustur.
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Tablo 4.5. Normozoospermik olmayan 6rneklerin alt gruplarinda saptanan
DNA fragmentasyon degerleri

Kruskal-
Wallis test
(p
HASTA ALT GRUPLARI | Medyan dederleri(25-75) |degerleri)
BUyldk halo |Astenozoospermi 86,5(46-105,25)
Teratozoospermi 44(31,5-118)
Oligoteratozoospermi |60(42-105) 0,399
Hipospermi 104,5(78-133,5)
Oligozoospermi 52,5(45-94,25)
Orta halo Astenozoospermi 70(55,5-85,25)
Teratozoospermi 36(21-79)
Oligoteratozoospermi |50(39-73) 0,058
Hipospermi 74,5(61,75-144)
Oligozoospermi 52,5(28,75-68)
Teratozoospermi 25,9231
Oligoteratozoosperm [45,1818
Kiguk halo |Oligozoospermi 58,3750 0,013
Hipospermi 56,8333
Astenozoospermi 46,500
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Sekil 4.5. SCD testi ile dedgerlendirilen kliglik/degrade halolar
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medium halo

Sekil 4.6 SCD testi ile degerlendirilen orta ve blyik halolar
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Tablo 4.6. Arastirma ve kontrol gruplarinda saptanan SCD testi ve FISH
analizi verilerinin korelasyonlari

dizomi

dizomi

dizomi

dizomi

T.H |KH |[MH |BH |15 |18 |21 16 XY [ XX _|YY |diploidi
1.00|,752 ,514 1,229,225 17
T.H 0 |** |-135|** |* |* 114 |195 |3 |40 |-12|,246*
,752(1.00 |,404 11
K.H **x |0 ** |-12 |160 |138 |126 [112 |41 |-51|9 |,347**
,404 [1.00|,471 14
M.H |-135/** |0 [** |-64 |-71 |18 |-81 |8 |-48|-19|,213%
,514 ,471(1.00 16 |13
B.H ¥k .12 |** |0 |-95 |-118|-1 |-161 |9 |3 |-77]49
2 |,a1
dizomi |,229 1.00 |,442 |,543% |,484% |66 |0* |19
13 * 1160 |-64 |-95 |0 [** |x * xk |x |6 | 426%*
4 |,35
dizomi |,225 ,4421.00 |,353% |,422% |36 |4* |24
18 * 138 |-71 |-118[** [0 |* * *k |x D% | DED¥*
3 |,42
dizomi ,543(,353 ,379% (36 |9% |11
21 114 [126 |18 |-1 |** |*x |1.000]|* *k |x |3 | 332%%
4 |,49 1,41
dizomi ,484 | ,422(,379* 48 |3* |g*
16 195 [112 |-81 |-161|** |*x | 1.000 | ** |* |* |194
1. [,56[,32
,212 ,266 |,436 |,336* | ,448% |00 |5* |9*
XY 173 |* -148|-169 | ** |**x |* * 0 [* [* |147
5 /45
,410|,354 | ,429* | ,493* |65 | 1.0 | 9*
XX 40 |-51 |-48 |-133|** |** |* * *x |00 |* |,236%
3 |,45
,242 ,418% (29 (9% 1,0
YY -12 |-119 |-19 |-77 |196 |* [113 |* xx |x |00 |,204%
246,347 |,213 426 |,262 |,332% 14,23 [,20
diploidi |*  |** |* |49 [**x |**x | 194 |7 |6* |4* [1.000

*r= 0.2-0.4 arasinda ise korelasyon zayif, **0.4-0.6

siddette korelasyon

arasinda iseorta

(T.H :Toplam halo, K.H:Klcuk halo, M.H:Medium halo, B.H:Buyuk halo)
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Arastirma ve kontrol gruplarinda, saptanan FISH anomalileri ile DNA
fragmentasyon degerleri arasindaki korelasyon Spearman korelasyon testi
ile degerlendirilmistir (Tablo 4.6). Cizelgede da goéruldigl Uzere, hasta ve
kontrol grubunda saptanan toplam halo orani ile dizomi 13 ve 18 arasinda
istatistiksel bir farkhlik goézlenmistir. Ancak fragmente DNA belirteci olan
klgUk halo ile otozomal ve seks kromozomal andploidiler arasinda anlamli
dizeyde bir korelasyon saptanmamistir. Yani kromozomal andéploidi ile
klcuk halo iligkisi bu calismada gdézlenmemistir. Ancak, poliploidi olarak
ifade edebilecedgimiz diploidik spermatozoa oranlari arttikca kiclk halo
oraninin da anlamli diizeyde arttigi dikkati cekmistir.
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5- TARTISMA

Bu calismada, non-normozoospermik infertil tanisi alan olgulardan
alinan semen orneklerinden elde edilen spermatozoalarda
otozomal/cinsiyet kromozomlari anéploidileri ile diploidi durumlari
kromozomlara spesifik FISH problari araciliiyla incelenmis, kontrol
grubunu olusturan fertil olgu 6rneklerindeki oranlarla karsilastirilmistir.
Ayrica infertilite ve DNA fragmentasyon arasindaki iliskinin ortaya
konabilmesi icin SCD test calismasi yapilarak beraberinde arastirma ve
kontrol gruplani arasinda fragmente DNA iceren spermatozoalarin
kromozom andploidileri ile korelasyonlari da dederlendirilmistir. Tim
veriler, Bulgular bolimunde belirtilen sira dogrultusunda tartisiimistir.

5.1- FISH analizi ile saptanan sperm kromozom
anoploidileriyle literatiir bilgilerinin karsilastirilmasi

Bir kromozomun eksikligi veya fazlaligi ile karakterize olan anoploidi,
sayisal kromozom anomalisidir ve spontan abortus, 6lidogum ve adir
klinik 6zelliklere sahip andploid dogumlarla sonuglanmaktadir. Andploid
zigotlar ya cinsiyet kromozomu anomalileri ya da 0&zellikle kromozom
13,18 ve 21’e ait otozomal andploidilerdir. Yardimcr Ureme teknolojisi
verileri normal somatik kromozom kurulusuna sahip erkeklerin %1-17
spermatozoasinda dizominin olustugunu gdstermektedir (Abruzzo &
Hassold, 1995; Q Shi & Martin, 2000).

Semen parametreleriden, sperm morfolojisinin anormal gérinimde
olmasida fertilizasyonu etkileyen unsurlarin basinda gelmektedir. Yapilan
calismalarda sperm morfolojisi ve sperm kromozom icerigi arasinda bir
iliski oldugu gozlenmistir. Blylk bas sperm defekti gortlen erkeklerde
yuksek oranda anéploidi ve poliploidili cekirdekler tespit edilmis ve bu
durumun mayoz bdélinme esnasinda meydana gelen kusurlardan kaynakli
oldugu belirtilmistir(Prisant et al., 2007). Viville ve arkadaslar tarafindan
sperm bas,kuyruk ve akrozom anomalileri bulunduran hastalar secilerek
yapilan calismada; en ylksek andploidi oranini gdsteren hasta %64
oraninda makrosefalik sperm igerdigi bildirilmistir. Bu hastada yalnizca
%10 oraninda normal haploid sperm vyapisina rastlanmistir. Bizim
calismamizda teratozoospermi grubunda dizomi 13 sikhdinin diger
gruplara daha yuksek oldugu (p<0.05) saptanmistir.

Prisant ve ark.’nin yaptigi bir calismada varikosel tanimlanmis
hastalarda uzamis bas defektine sahip spermlerde kromatin
kompaksiyonlarinda bozulma ve kromozom anéploidilerinde kismi artiglar
bulunmustur.Calismaya dahil edilen erkek hastalarda normal kromozom
kurulusu ve 'Y kromozom mikrodelesyonlari agisindan problem
goérulmezken, hastalarda &zellikle kromozom 18'in anéploidi oranlari
anlaml olarak artis gdstermistir (Prisant et al., 2007).
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Kohn ve arkadaslari, 5 farklh grubun olusturdugu 402 erkek hastayla
yaptiklart calismanin  bir bélimuinde sperm andéploidilerinin erkek
infertilitesi ve genel saglk durumlarina etkilerini incelemislerdir. Bu
heterojen grup icerisinde; sperm FISH sonuclarina goére anormal
tanimlananlar (%5,4) , normal (haploid) tanimlananlar (%0), idiopatik
infertilite tanisi alanlar (%5,9),genetik anomalileri olanlar (%0), varikosel
hastalari (%1,2) ve fertil oldugu bilinen hastalar (%1,2) oraninda
anoploidi gostermektedir. Yapilan FISH analizleri sonucu ortaya konulan
anoploidi oranlari erkek infertilitesi ve genel saglik durumuyla genetik
nedenler arasindaki iliskiyi desteklemektedir(Kohn et al., 2017).

Otozomal anéploidilerin buylk bdlimU maternal orjinli iken cinsiyet
kromozomu andploidilerinin %80 kadari paternal orjinlidir (Nagaoka,
Hassold, & Hunt, 2012). Her ne kadar saglikh ve fertil erkeklerde anéploid
spermatozoa gbézlenmekle birlikte, infertil erkeklerin spermatozoalarinda
fertil bireylere gore anodploidi orani ¢cok daha yuksektir (You et al., 2014).
Petousis ve ark. infertil non-normozoospermik hasta grubu
spermatozoalarinda kromozom anéploidi oraninin kontrol grubuna goére
anlamli oranda artis gosterdigini bildirmislerdir. Calismamizda da ayni
sekilde fertil, normozoospermik gruba gdére infertil olan arastirma
grubunda tim anoéploidi oranlarinin anlamli derecede vyiliksek oldugu
gozlenmistir ki bu bulgumuz literatlr ile uyumluluk géstermektedir. (Tang,
Gao, Zhao, & Ma, 2010).

Sperm anéploidinin arttisiyla paralellik goésteren IVF / ICSI
basarisiziigi ve fetal andploidilere ek olarak, nonobstriktif azoospermi
erkeklerden alinan testikiler sperm o&rnekleriyle yapilan IVF ve ICSI
blastomerlerinde yuksek oranda anéploidi goérintilenmistir(Gianaroli et
al., 2005). Palermo ve arkadaslarinin yaptiklari calismada nonobstriktif
azoospermi hastalarindan alinan testiklller sperm 6rneklerindeki anéploidi
orani obstriktif azoospermi erkeklerden alinan epididimal spermlerdeki
andploidi oranindan yuksektir(Palermo, Colombero, Hariprashad, Schlegel,
& Rosenwaks, 2002).Teloken ve arkadaslarinin 2017 vyilinda yaptiklari
calismada oligosperminin anoploidi Uzerindeki olasi etkisinin
degerlendirilmesi amaclanmis, oligo ve normospermik hastalarla yapilan
IVF sonucu elde edilen embriyolardaki andploidi oranlari karsilastiriimistir.
Infertilite tanisi almis oligo grupta %26,2 anaploidi gdérilirken, fertil
oldugu bilinen normozoospermik hasta grubunda oran %?25,9 olarak
bulunmustur. Bu calisma dlusik seminal konsantrasyon ve andploid
embriyo arasinda korelasyon olmadigini gostermektedir. Arastirmacilarin
gérist, In vitro fertilizasyonda artan andploidi oranlarn tartisilirken elde
edilen bu birincil sonuglarin yeni calismalarla desteklenmesi ve
dogrulanmasi gerektigi yoniundedir.

Normozoospermik ve farkli siddetteki oligozoospermik 6rnekleri
kromozom andploidileri ile karsilastirdigimiz  6nceki calismamizda
oligozoospermi siddeti arttikca kromozom anéploidi oraninin arttigi
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gozlenmistir (Durak et al.,, 2012). Diger taraftan, yayinlanan son
calismada astenozoospermi, oligozoospermi ve teratozoosperminin
anormal FISH bulgulan ile iliskisi bildirilmistir (Tang et al., 2010).
Calismamizda, non-normozoospermik 6rnekler, spermiogram o6zelliklerine
gére 5 alt grupta FISH anomalileri acisindan  Dbirbirleriyle
karsilastiriimiglardir. Ozellikle dizomi 13'Un astenozoospermi ve
teratozoospermi  gruplari arasinda anlaml farkhlik  gosterdigi,
teratozoospermi grubunda dizomi 13 sikliginin daha ylksek oldugu dikkati
cekmistir. Diger kromozom anoploidilerin alt gruplara goére dagilimlarinda
anlamli bir birikmenin saptanamamasi hasta gruplarinin sinirll olusuna
baglanabilir.

5.2- Olgularin belirlenen fragmantasyon oranlariyla
literatiir bilgilerinin karsilastirilmasi

Son on yillik stireg icerisinde, DNA fragmentasyonu ile konvansiyonel
sperm parametreleri arasindaki korelasyon arastirimaktadir. Bazi
calismalar sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi gibi genel
sperm kalitesi ile sperm DNA fragmentasyonu arasinda ters iliski oldugunu
ifade ederken(Evgeni, Charalabopoulos, & Asimakopoulos, 2014;
Giwercman et al., 2003; Oleszczuk, Augustinsson, Bayat, Giwercman, &
Bungum, 2013), bazi galismalarda anlamh bir iliski olmadigi bildirilmistir
(Saleh et al., 2003).

Sperm DNA fragmantasyonunun klinik faydalarini arastirmak Uzere
2017 vyiinda 18 (lkeden 38 katilimcinin yer aldigi bir calismada,
klinisyenlerin %81,6 hk kismi infertilite tedavisinde SDF testi kullanma
yoluna gittigini belirtirken, %7 lik kismi tamamen dederlendirme disi
biraktigini belirtmistir. TUNEL ve SCSA testleri en yaygin testler olarak
kulanilirken (%31) ardindan sperm kromatin dispersiyonu (Halosperm)
test (Spano et al., 2000; Zhao et al., 2014)ve diger yontemler (Barratt et
al., 2011; Bhagavath & Layman, 2007)gelmektedir. Sinir kabul edilen
fragmantasyon araliklari ise %10- %30 arasi degiskenlik géstermektedir.

Bizim calismamizda son vyillarda c¢alismalarin givenirliligi ve
hassasiyetinden 6turd tercih edilen Halosperm test yontemi kullaniimistir.
Bu ydntem, fragmente olmayan DNA iceren spermi, karakteristik halo
goruntlsu ile ayirma prensibine dayanmaktadir.

Spermin en 6énemli islevi paternal genomu oosit icerisine aktarmak
oldugundan kromatin yapinin bitinligu sadece fertilizasyon asamasinda
degil, sperm kalitesinde de 6nemli rol oynamaktadir. Oosit ve zigot
paternal genomdaki hasari bir dereceye kadar onarabilme yetenegine
sahip olmakla birlikte DNA cift zincir kiriklarinin onarimi gtiglesmekte ve bu
durum embriyo gelisimini etkilemektedir(Tamburrino et al., 2012; Zheng
et al., 2018). Bu nedenle fertilize olabilen ancak implantasyon basarisizlig
veya erken donem distklerinin gorildigi durumlarda sperm DNA’sI 6nem
tagsimaktadir Agiklanamayan infertilitede yiksek fragmentasyon indeksinin
saptanmasi normal semen parametreleri arasinda 6nemli bir veridir.
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Oleszczuk ve ark. aciklanamayan infertilitesi olan 119 erkekte saptanan
SDF indeksini, 95 fertil erkekteki indeks ile karsilastirdiklarinda, infertil
grupta (%17.7), fertil gruba gére (%10.5) anlaml dizeyde artis oldugunu
ortaya koymuslardir(Oleszczuk et al., 2013). Ayni sekilde Saleh ve ark.nin
calismasinda da infertil erkeklerde fragmentasyon indeks sikliginin fertil
kontrollere gore daha ytksek oldugunu bildirmislerdir(Saleh et al., 2003).

Agarwal ve arkadaslari DNA fragmantasyonu Uzerine yapilan farkli
protokol esaslarina dayanan bir cok calismayl dederlendirmis yapilan
meta-analizlerin belirsiz  ve slUpheli sonuclar ortaya koyduguna
deginmislerdir. Son yillarda calismalarda kullanilan, rafine prokoller olarak
adlandirdiklart SCSA, TUNEL, SCD ve COMET testleriyle yaptiklar
calismalarinda DFI oranlarinin etkilerini incelemislerdir. DFI <% 30 ve
DFI>% 30 olarak yardimcl ureme tekniklerindeki etkileri
degerlendirilmistir. IUI icin %?20-25 araliginin basariyi zorladigi, %30
Uzeri DFI'nin, ICSI gerektirdigi, %40 ve Uzerinde ise canli dogum
oranlarinin ¢ok dislk oldugu ve gebelik kayiplarinin gorilebilecegi
bildirilmistir (D. P. Evenson, 2017).

2017 yilinda yapilan bir baska calismada risk DNA fragmantasyonu
oranlarina gdére farkl renkte bdlgelerle adlandirmiglardir. DFI<% 20
oraniyla goérinlir bir problemin olmadigi yesil bdlge olarak
adlandirilabilecegi; % 20 <DFI<% 25 ideal dederlerin disinda kabul
edilerek,gri bolge olarak adlandirilabilecegi ve kadin faktériininde mutlaka
degerlendirilmesi gerektigi belirtilmistir. Kirmizi bolge olarak ifade edilen
sinirlarda, iseDFI>% 25 zerindedir ve gercek bir problemin ipucu
olabilecegi,cevresel kosullar, diger genetik testler (MTHFR) gibi daha fazla
olasigin dederlendirmesi gerektigini onermislerdir (Menezo, Clement, &
Amar, 2017).

Olmedo ve arkadaslarinin 2017 yilinda 1562 6&rnekle yaptiklari
calismada; ortalama fragmantasyon orani igin belirlenen normal referans
degeri %20 kabul edilmistir. Sperm parametrelerine gére ayrilan gruplar
icerisinde en yuksek fragmantasyon oranina sahip hastalarin
oligoastenoteratozoospermi (%53,7) grubu icinde yer aldig,
normozspermi hastalarda ise bu oranin %?22,4 oldugu
gbézlenmistir(Olmedo, Molina, Tissera, Malizia, & Dellavedova, 2017).
Bizim calismamizda da DNA fragmentasyonunun 6zellikle oligozoospermik
orneklerde gb6zlenmis olmasi literatir verileri ile uyumlu olarak
dederlendirilmistir.

Yapilan bir diger calisma azospermili hastalardan alinan testikiler
sperm oOrneklerinde sperm DNA fragmantasyonunu raporlayan ilk calisma
niteligindedir.Nonobstriktif azoospermili hastalarin testikller spermlerinde
SDF (%46.9) anlamh olarak obstriktif azoospermili hastalardan yuksek
olarak bildirilmistir (35.96%). Mevcut veriler sonucu, azoospermili infertil
erkeklerde testikller sperm populasyonunda hasarin testislere gére cok
daha distk oldugu, sperm dretiminin ise normal ve aktif devam ettigi
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belirtilmistir. Bu sonu¢ spermatogenez yetmezliginin sperm DNA
batlinligldyle ciddi bir sekilde iliskili olabilecedgini disindirmektedir.
Calismanin bir diger béliminde dederlendirilen testikiiler SDF'nin gebelik
sonuclariyla anlamh bir iliskisinin olmadigi (olasilik orani ¥4 1.015) DNA
hasari bulunan spermatozoanin oositi délleme yeteneginin tamamen yok
olmasa da, bu olasiligin basarisiz embriyo gelisimine ve hatta kayiplarina
yol agma riskinin arttirdigini bildirmislerdir(Meseguer et al., 2009).

Defekte sahip bas morfolojisi, spermdeki DNA hasarinin bir
gbstergesidir. Yapilan bir calismada DNA fragmantasyonu %20’den bilyuk
olan spermlerde buyulk, kicuk, uzamis, amorf bas ve nukleer defektler
oldukca yiksek gorilmistir (DariS, Goropevsek, Hojnik, & Vlaisavljevic,
2010). Bizim calismamizda da teratozoospermi olarak adlandirilan bozuk
morfolojinin ylksek ordanda goérlldigl grup ile diger gruplar arasinda
DNA fragmantasyon oranlari anlamli diizeyde farklihk goéstermistir.

Bir baska calisma ise Cebesoy ve ark. tarafindan ydrattlmastir. Bu
calismada sperm morfolojisi ile DNA hasari arasinda anlamli bir iliski tespit
edilmistir (Cebesoy et al.,, 2006). ICSI'de sperm morfolojisinin
fertilizasyon oranlarini etkiledigi belirtilmis ancak De Vos ve ark.’nin aksine
sperm morfolojisi ile embriyo kalitesi iliskisinin anlamli olmadigi
vurgulanmistir. De Vos ve ark. ‘lari ise hormal sperm morfolojisi olanlarda
(% 36.7 ve% 18.7) anormal sperm morfolojisi olanlara gére (% 20.2 ve%
9.6) daha yiksek gebelik ve implantasyon oranlari elde edildigini ortaya
koymuslardir (De Vos et al., 2003).

Arastirma ve kontrol grubu 0&rneklerinde yapilan SCD testinde,
normozoospermik olmayan infertil grupta DNA fragmentasyonu oldugunu
gosteren kiglk halo/halo yok olarak dederlendirilen spermatozoa sikligi
%45, kontrol grubunda ise %24 olarak saptanmistir ve anlaml dizeyde
farklilik bulunmaktadir. Bu duruma paralel olarak DNA fragmentasyonunun
minimal dizeyde olmasini bekledigimiz, intakt DNAya sahip yani nikleus
cevresinde blylk haloya sahip nukleus sikligi kontrol grubunda %96,
arastirma grubunda ise %70 olarak saptanmistir (p=<0.001). Verilerimiz
literatir ile uyumludur. Arastirma grubu olgularinin sperm kalite
degerlendirmesine goére ayrilan bes grup icerisinde kiglk/orta ve blyuk
halo ozellikleriyle karsilastirdigimizda anlamli farkhlik yalnizca kigik halo
acisindan saptanmistir. DNA fragmentasyonu oOzellikle oligozoospermik
orneklerde yiksek oranda gdzlenmistir.
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5.3- DNA fragmentasyonu oranlarn ile sperm kromozom
anoploidi/diploidi iliskisinin literatiir bilgileriyle
karsilastirilmasi

Oligozoospermi, astenozoospermi ve teratozoospermi gibi semen
parametreleri anormal olan bireylerde sperm andploidi sikliginin arttigi
yapillan pek cok calismada gosterilmistir (Brahem, Mehdi, Elghezal, &
Saad, 2011). DNA fragmentasyonu ile sperm andploidisi arasindaki
baglantiya yonelik calismalar celiskilidir. Erkek infertilitesinde kromozom
anomalilerinin, DNA harabiyetinin veya her ikisinin birlikte etkili olabilecegi
bugln bilinen bir gercgektir. Bazi calismalar infertil olgularda hem DNA
harabiyetinin hem de anéploidi arttisinin  gebelik kayiplarinda etkisi
oldugunu bildirirken(Perrin et al., 2011), bazi calismalar da bu artislarin
globozoospermik hastlarda daha sik kendini gosterdigi yonindedir(Brahem
et al., 2011). Durak ve arkadaslarinin vyaptiklari calismada da
teratozoospermik ve oligozoospermik olgularin diger infetil bireylere gore
yuksek oranlarda vyapisal kromozom anomalisi tasidiklari ortaya
konmustur(Durak Aras et al., 2012). Kombine DNA fragmentasyonu ve
otozomal anéploidi (kromozom 13,18,21ve 22) testlerinin IVF/ICSI'ye
giden olgularda uygulandigi bir calismada kromozom anomalisi olan
spermatozoalarda DNA fragmentasyon oraninin arttigi bildirilmistir (Carrell
et al., 2003). Kromozom 18,X ve Y anéploidilerinin farkli semen 6zellikleri
olan non-normozoospermik infertil erkeklerde incelendigi diger bir
calismada da(Muriel et al., 2007) fragmente DNA iceren o&rneklerde
anoploidi sikhginin 4 kat arttigi bildirilmistir. Buna karsilik Balasuriye ve
ark DNA fragmentasyonu ve anéploidi arasinda bir korelasyon olmadigini
bildirmislerdir(Balasuriya et al., 2011). Calismamizda, SCD testi ile
saptanan toplam DNA fragmentasyonu ile kromozom 13 ve kromozom 18
anoploidileri arasinda bir baglanti dikkati cekmis olsa bile 6zellikle DNA
fragmentasyon belirteci olan klcik halo orani dikkate alindiginda
istatistiksel farkhlik saptanmamistir.

Diploidi ve DNA fragmentasyonu korelasyonunda istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur. Ozellikle duyarlihdi daha sinirl olan SCD testinde
klgUk/orta halo ile diploidi korelasyonunun goézlenmesi, diploidi ve DNA
fragmentasyonu iliskisinin ileri diizeyde olabilecegini distindirmustir. Bu
verimiz literatirle uyumludur(Brahem et al., 2011).

2007 ylinda SCD test ydontemi kullanilarak yapilan bir calismada
fragmantasyon ve anoéploidi oranlart es zamanli testlerle ayni
spermotazolar lUzerinde calisiimistir. Yiksek oranda DNA fragmantasyonu
iceren sperm hicrelerinin  hem birinci hem de ikinci mayotik
bélinmelerden kaynaklanan seks kromozom anoéploidileri igerdigi
belirtilmistir. Fragmente DNA iceren sperm icgindeki andploidi oranindaki
gbzlenen artis, sperm maturasyonu sirasinda anéploidi olusumunun sperm
DNA fragmantasyonunun bir parcasi olarak ortaya cikabilecegini
disindirmektedir. Calismada genel olarak, diploidiler ve disomiler iceren
sperm hicrelerinde DNA fragmantasyonunun arttigi ve en yilksek
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oranlarin seks kromozomlarinda gorildigld yoénindedir (Muriel et al.,
2007). Insan sperminde, seks kromozom dizomileri daha sik
gozlenmektedir ve fertilizasyon sonrasinda da yasamla bagdasmakta,
otozomal anéploidilere gére daha i1himl bir fenotipe yol agmaktadir. Ayrica,
yuksek oranda maternal orjinli olan otozomal andploidilerin aksine,
cinsiyet kromozomu andploidileri daha c¢ok spermatogenez sirasindaki
segregasyon hatalarindan kaynaklanmaktadir. Calisma verileri
degerlendirildiginde, halo test sonuglarinin cinsiyet kromozomu
dizomilerinden XY ile istatistiksel olarak anlaml dlzeyde korelasyon
dikkati cekmistir. Bu iliski diger (XX,YY) seks kromozom dizomileri ile
gézlenmemistir. McAuliffe ve ark ; sadece cinsiyet kromozomu dizomileri
ile DNA fragmentasyonu arasinda baglanti olup olmadigini sorguladiklari
calismalarinda da 341 6rnekte sadece XY dizomisi ile DNA fragmentasyon
iliskisinin istatistiksel anlamlilik gosterdigini bildirmislerdir(McAuliffe et al.,
2014). Calismamizda saptanan XY dizomisi ve DNA fragmentasyon iliskisi
literatlrl desteklemektedir.

Sonug olarak, calismamizda non-normozoospermik  sperm
orneklerinde DNA fragmentasyonunun arttigi bu nedenle infertilite
nedeniyle klinik dedgerlendirmeye alinan olgularda rutin spermiogram ve
morfolojik sperm analizlerinin yanisira DNA fragmentasyonunun da
degerlendirilmesi gerektigi, yardimci Ureme tekniklerinden yararlanacak
DFI orani yuksek olan olgularda, fragmentasyon-andéploidi korelasyonu
nedeniyle preimplantasyon genetik tarama yaklasiminin uygulanmasinin
basariyi arttiracagi disiincesindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, semen analizleri sonrasi hon-normozoospermi tanisi
alan 48 olgu ile klinik dykulerinde fertil oldugu bilinen normozoospermili
50 olguda sik gbzlenen sperm kromozom andploidilerinin ortaya konulmasi
amaciyla FISH analizleri, DNA fragmentasyon oranlarini saptamak
amaciyla da SCD test analizleri yapilmistir. Calismamizin bir diger amaci
kromozom andploidileri ile DNA fragmentasyonu arasindaki iliskinin
saptanmasidir. Tum bu sonuglarin infertil hastalar Uzerindeki tani ve
tedavi slrecindeki kullanilabilirligi arastinlmistir. Elde edilen veriler
literatdr ile karsilastrirhp tartisiimistir.

1) Oncelikle hasta ve kontrol gruplarini olusturan bireylerden alinan es
zamanli  drneklerin semen analizi sonuglarina gbre vyapilan
karsilastirmada; sperm konsantrasyonu, genel sperm motilite ve
normal spermatozoa gérinim ydlzdeleri arasinda anlamh farkhliklarin
oldugu go6zlenmistir. Her iki grup bireylerinin yaslari arasinda bir
farklilik bulunmamaktaydi.

2) Calismamizda fertil, normozoospermik gruba gdre infertil olan
arastirma grubunda tim andploidi oranlarinin anlamli derecede ylksek
oldugu go6zlenmistir. Otozomal ve seks kromozomal dizomileri ile
diploidinin infertil grupta ileri derecede arttigi saptanmistir.

3) Non-normozoospermik olgularin alt gruplarinda saptanan FISH
anomalileri birbirleriyle karsilastirildiginda dizomi 13'tn
astenozoospermi ve teratozoospermi gruplari arasinda anlamh farklilik
gosterdigi, teratozoospermi grubunda dizomi 13 sikliginin daha ylksek
oldugu (p<0.05) saptanmistir.

4) Diger kromozom andploidilerin dagihmlarinda anlaml bir birikmenin
saptanamamasi non-normozoospermik infertil grubun alt gruplarindaki
olgu sayilarinin sinirli olusuna baglanabilir.

5) DNA fragmantasyon dederlendirmesinde kiiglik halo/halo yok olarak
degerlendirilen spermatozoa sikligi non-normozoospermik grupta %45
iken kontrol grubunda bu oran %24 tir.Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklihk saptanmistir. (p=<0.001).

6) Orta dlzeyde halo, arastirma grubu olgularinda %60, kontrol grubu
bireylerinde ise %67 oraninda gdézlenmis olup gruplar arasinda
istatistiksel bir farklihk bulunmamistir. Buna karsilik, intakt DNA'ya
sahip yani nlkleus cgevresinde blylk haloya sahip nukleus sikhgi
kontrol grubunda %96 iken arastirma grubunda %70 olarak
saptanmistir. Gruplar arasinda istatistiksel farklilik dikkati cekmektedir
(p=<0.001).
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7) Non-normozoospermik grubundaki alt gruplan klglk/orta ve blyuk
halo oOzellikleriyle karsilastirdigimizda anlamh farklihk yalnizca kiglk
halo acgisindan saptanmistir.

8) Teratozoospermi ile oligozoospermi gruplari arasinda klcuk halo
gérulme sikhgi anlaml dizeyde farklilik gostermistir
(p=0.017<0.05).Bu veri, DNA fragmentasyonunun ozellikle
oligozoospermik orneklerde gbzlendigini ortaya koymustur.

9) Hasta ve kontrol grubunda saptanan toplam halo orani ile dizomi
13 ve 18 arasinda istatistiksel bir farkhlik gézlenmistir.

10) Fragmente DNA belirteci olan kicik halo ile otozomal ve seks
kromozomal andploidilerl arasinda anlamli diizeyde bir korelasyon
saptanmamistir. Yani kromozomal anéploidi ile kiguk halo iliskisi bu
calismada gdzlenmemistir.

11) Poliploidi olarak ifade edebilecegimiz diploidik spermatozoa oranlari
arttikca kiglk halo oraninin da anlamh dlzeyde arttigi dikkati
cekmistir.

Yapilan calismalarda ylksek sperm anéploidisi ve yuksek DFI
oranlan fertilite dederlendiriimesinde negatif birer parametredir. Sonug
olarak bu durum implantasyon basarisizlidi, gebelik kayiplarina ve/veya
kromozomal anomalili fetus ve gocuklarin dogma olasiliginin artmasina yol
acacaktir. Ozellikle yardimci Greme tekniklerine yoénlendirilen olgu
gruplarindaki erkeklerde rutin spermiogram ve morfolojik sperm
analizlerinin yanisira sperm andploidi orani ve DNA fragmantasyon
oranlarinin belirlenmesinin, reproduktif uygulamalara gegcmeden &nce
yardimci birer test olarak onerilebilecegi goériisiindeyiz. Bu sonuca gore
hastalara genetik danisma verilmeli, gerekli durumlarda preimplantasyon
tani ve prenatal taniya ydnlendirilmelidirler.
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