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Sperm DNA Hasar1 Mekanizmalar1 ve
Degerlendirme Yontemleri

Sperm DNA Damage Mechanisms and
Evaluation Assays: Review

OZET infertilite, genetik ve epigenetik nedenlerden kaynaklanan karmasik etiyolojili bir hastalik-
tir. Karyotip anormallikleri, Y kromozomu mikrodelesyonlar: ve kistik fibrozis transmembran kon-
diiktans regiilatér (CFTR) geni mutasyonlar1 azospermi ve siddetli oligosperminin iyi bilinen genetik
nedenleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenlerin yani sira infertil erkeklerin gametlerinde DNA’da
ve DNA’y1 paketleyen histon proteinlerinin kuyruklarinda yer alan epigenetik degisiklikler, histon
protamin orani, mutasyonlar, baz oksidasyonlari ve DNA hasar1 siklikla goriilebilmektedir. Infer-
tiliteyle iliskilendirilen bazi mutasyonlar tanimlandiysa da, sperm bozukluklarindan sorumlu olan
diger mutasyonlar bilinmemektedir. Infertil erkeklerin yaklagik %40'inda infertilitenin altinda
yatan genetik mekanizmalar agiklanamamugtir. Spermatozoada artmig DNA hasari, hem dogal kon-
sepsiyonu hem de in vitro fertilizasyon veya intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (IVF veya ICSI)
sonrasinda konsepsiyon olasiligini azaltmakta ve erken gebelik kayiplarini artirmaktadir. Sperm
DNA hasar etiyolojisinde intrensek ve ekstrensek faktérler rol oynamaktadir. Intrensek faktérler
arasinda oksidatif stress, kromatinin yeniden sekillenmesi sirasinda olusan kusurlar ve spremato-
genezdeki hatali apoptoz yer almaktadir. Ekstrensek faktorler arasinda ise radyoterapi, kemoterapi
ve gevresel toksisite yaratan ajanlar yer almaktadir. Insan sperm DNA hasarini 6l¢gmek amaciyla
¢ok sayida yontem gelistirilmistir. Son zamanlarda COMET, TUNEL, SCD ve SCSA yontemleri
sperm DNA hasarin1 6lgmek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, insan sperm kromatini-
nin yapisi, sperm DNA hasarinin etiyolojisi ve mekanizmas: tartigilacak ve temel DNA hasar1 de-
gerlendirme yontemleri irdelenecektir.

Anahtar Kelimeler: infertilite; DNA hasari; komet testi; in situ nick-end labeling

ABSTRACT Infertility is a complex disorder with genetic and environmental causes. Karyotypic
abnormalities, microdeletions on Y chromosome and cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) gene mutations are well known genetic causes in azospermic or severely oligo-
zoospermic men. In addition, epigenetic modifications on histone tails and DNA, histone to prot-
amine ratio, mutations, base oxidations and sperm DNA damage are frequent in gametic cells of
infertile males. Although some specific mutations have been identified, others responsible for sperm
defects remain unknown. It has estimated that the underling genetic mechanism cannot be ex-
plained in approximately 40% of infertile males. Infertile males have higher levels of DNA damage
than the fertile males and. The increased DNA damage in spermatozoa has been associated with re-
duced chance of natural conception and conception after in vitro fertilization or intracytoplasmic
sperm injection (IVF or ICSI), and with an increase in early pregnancy loss. Intrinsic and extrinsic
factors play role in the etiology of sperm DNA damage. Intrinsic factors are oxidative stress, defects
during chromatin remodeling and defective apoptosis in spermatogenesis. Extrinsic factors are ra-
diotherapy, chemotherapy and environmental toxicants. Numerous assays have been developed to
measure the human sperm DNA damage. COMET, TUNEL, SCD and SCSA methods are currently
and frequently used to measure sperm DNA damage. This review discusses the structure of human
sperm chromatin, the etiology and mechanism of sperm DNA damage and describes the basic
screening assays for sperm DNA damage.

Key Words: Infertility; DNA damage; comet assay; in situ nick-end labeling
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- nfertilite, iretken yastaki ¢iftlerin %10-15’ini
Ietkﬂeyen onemli bir sorundur.' Infertilite
sorunu yasayan ¢iftlerin %50’sinden erkek fak-
torii sorumludur.? Infertil erkegin baslangic deger-
lendirilmesinde 6ykii, fizik bak: ve bir ay ara ile
yapilan iki adet semen analizinin yapilmas: 6neril-
mektedir.>* Semen analizinde ejakulatin fiziksel
ozellikleri (voliim, pH, likefaksiyon vb.) ile sperm
konsantrasyonu, toplam sperm say1si, sperm moti-
litesi ve morfolojisi, vitalite orani gibi spermato-
zoaya ait faktorler incelenmektedir.> Genelde bu
testler kalitatif ve kantitatif olarak anlamli sonuc-
lar verse de, infertil erkeklerin yaklasik %15’inde
semen analizinin normal oldugu gérillmektedir.®

Erkek infertilitesinin baglica genetik nedenleri
arasinda somatik ve mayotik hiicrelerde yer alan
kromozomal anomaliler, Y kromozomu mikrode-
lesyonlar1 ve kistik fibrozis transmembran kon-
diiktans regiilator geni mutasyonlar1 yer
almaktadir.”'° Infertil erkeklerin yaklagik %40’ 1nda
infertiliteye yol agan nedenler aydinlatilamamak-
tadir.’ Bu nedenler arasinda erkek gametlerindeki
DNA kusurlari, histon ve DNA’daki epigenetik de-
gisiklikler, baz degisiklikleri ve DNA fragmantas-
DNA hasar1 yer alabilir."!
Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu [intracytop-

yonu vya da

lasmic sperm injection (ICSI)] gibi yontemler dogal
olarak oositi dolleyemeyen ve uygun olmayan
spermleri olan erkeklere gebelik olusturma sansi
tanimaktadir.'? Nitekim {iremeye yardimc: tedavi
yontemleri (UYTY) ile dogan cocuklarda cinsiyet
kromozomu anéploidi prevalansi 6nemsiz de olsa
(%0,2’den %0,6’ya) artis gostermistir. Otozom kro-
mozom anomalileri de %0,07’den %0,4’e yiiksel-
mistir. Dolayisiyla erkek infertilitesinin altinda
yatan genetik ve epigenetik nedenlerin belirlen-
mesi ¢ifte verilecek genetik danigma ve uygun te-
davinin se¢iminde 6nemli rol oynamaktadir.’

Son ¢aligmalar, sperm fonksiyonunu diizenle-
yen molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasiyla
yeni tanisal testlerin gelistirilebilecegini ortaya
koymaktadir.!

UYTY ’nin sik kullanilmas: erkek infertilite-
sinde rol oynayan genetik ve epigenetik faktorle-
rin daha iyi tanimlanmasi geregini ortaya koymak-
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tadir. Bu calismada, 6zellikle sperm kromatininin
6zel yapisi ve bu yapida meydana gelen hasarlarla
bunlarin tespit yontemleri izerinde durulacaktir.

I SPERM KROMATININ YAPISI

Sperm hiicresinin fertilizasyonu gerceklestirebil-
mesi i¢in disi ireme sistemi boyunca hareket etme,
zona pellusidaya baglanma ve oosit igerisine pe-
netrasyon gibi bir¢ok islemi bagarmas: gerektir-
mektedir.” Bu iglemlerin gergeklestirilebilmesi i¢in
sperm DNA’s1 nukleus igerisinde siki ve yogun bir
sekilde paketlenmistir. Mitotik kromozomlarla kar-
silastirildiginda sperm kromozomlari alt1 kat daha
sik1 paketlenmistir. Ayrica, somatik hiicrelerin
DNA’s1 yalnizca nukleusun bir béliimiinii doldu-
rurken, sperm DNA’s1 nukleusun neredeyse tama-
min1 kaplar.'® Sperm DNA’sinin bu sekilde diizen-
lenmesi, yumurtaya aktarilacak olan genetik bilgi-
nin sikica paketlenmesine ve embriyonun gelisme-
sine olanak saglar."” Sperm kromatininin sperma-
tozoa icerisinde paketlenmesi dort agamada ger-
ceklegir. Bu asamalar, DNA’nin c¢ekirdek zarina
baglanmasi, DNA'nin ¢ekirdege baglandiktan sonra
DNA halkalarinin olusumu, histonlarin protamin-
lerle yer degistirmesi ve kromozomal pozisyon-
dur.'® Sperm hiicresinde somatik hiicrelerde bulu-
nan ve DNA’nin paketlenmesinde gérev yapan his-
ton adli proteinlerin %90-95’i protamin ad1 verilen
ve sperm hiicresine 6zgii olan proteinlerle yer de-
gistirmektedir.” Protaminler arjininden zengin,
spermin nukleusu igerisinde yer alan, histonlarin
yarisi bitytikliigiinde ve spermatogenezin ileri ev-
relerinde sentezlenen kiigiik proteinlerdir.?’ Sperm
kromatininin protaminasyonu, sperm motilitesi
icin gereken nukleusun sikigtirilmasini kolaylasti-
rirken, sperm genomunu oksitlenmekten, sicaklik
ylikselmeleri gibi ¢evresel stresten ve disi ireme
sistemi icerisindeki zararli molekiillerden de
korur.”! Protaminasyon, sperm hiicrelerine 6zgii
epigenetik diizenlenmedir."

Arjininden zengin protaminler arasindaki
intermolekiiler ve intramolekiiler disiilfit ¢capraz
baglantilar sperm nukleusunun yogunlasmasinda
6nemli yer tutar. Sperm kromatininin protaminle
paketlenmeyen, histonlar tarafindan paketlenen
kromatinin dizileri daha gevsektir. Bu diziler dol-
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lenmede ve erken embriyo gelisiminde rol almak-
tadir.”>? Histon proteinlerinin artig1 sperm kroma-
tininin siki paketlenmesini engelleyerek DNA

hasarina yatkinhig artirabilir.?*%

I SPERM DNA HASARININ ETiYOLOJiS

DNA hasar1 metabolik olaylar ve ¢evresel etmen-
ler sonucu ortaya ¢ikar. Sperm DNA fragmantas-
yonu (SDF) sigara kullanan ve toksik etkilere
maruz kalan 6zellikle yagh erkeklerde sik goriil-
mektedir." Son 10 y1lda bu molekiiler mekanizma-
larin aydinlatilmas: i¢in yogun olarak ¢aligilmak-
tadir. Onemli bulgulardan biri, sperm DNA biitiin-
ligtintin ve paketlenmesinin fertilite ile iligkili ol-
dugunun kanitlanmasidir.?** Sperm DNA hasari-
nin erkeklerde tireme potansiyelini, intrauterin in-
seminasyon basarisini ve IVF/ICSI sonras: fertili-
zasyon oranlarini olumsuz olarak etkiledigi goste-
rilmigtir.30-33

Fertil ve infertil erkeklerde sperm DNA hasar
diizeylerindeki farkliliklarin fertilite potansiyeli-
nin bir gostergesi olarak kullanilabilecegi diigiintil-
mektedir.?*¥

I SPERM DNA HASARI MEKANIZMALARI

Hasarli DNA, sonraki kusaklara aktarilan en 6nemli
paternal anomalilerdendir. SDF, subfertil ve infer-
til erkeklerin spermatozoalarinda oldugu gibi yasl,
sigara icen, toksik maddelere ve radyo ve/veya ke-
moterapiye maruz kalan erkelerin spermatozoala-
rinda da siklikla bulunmaktadir.!! SDF, testislerde
veya sperm ileti kanallarinda gerceklesebilecegi
gibi ejakiilasyon sonrasi da gerceklesebilir.
Spermde artmig DNA hasarinin azalmig semen ka-
litesi ile paralellik gosterdigi diisiintilmektedir.36-38
Diger yandan bazi ¢alismalada DNA hasar1 ve
semen kalitesi arasindaki korelasyon yerine, sperm
DNA hasar1 ve spermin fertilite potansiyeli ara-
sinda bir iligki olabilecegi bildirilmektedir."* Mu-
ratori ve ark., farkli derecelerde SDF gosteren iki
sperm populasyonu tanimlayarak bu konudaki tar-
tismalara 6nemli katk: saglamiglardir. Bu sperm po-
pulasyonlarindan biri DNA fragmantasyonu
ylizdesinin semen kalitesiyle baglantili oldugunu

gosterirken, digeri normal morfoloji ve motiliteye
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sahip olmasi nedeni ile ICSI igin tercih sebebidir.¥
Bu bulgu, DNA fragmantasyonu olan spermatozoa-
larin da oositi dolleyebilecegini gostermektedir.'
Baz1 ¢aligmalarda paternal genomdaki DNA hasa-
rinin oosit ve embriyo tarafindan onarilabildigi
gosterilmis olsa bile, bu onarimin tiim DNA hasar
cesitlerini kapsay1p kapsamadig: heniiz agikliga ka-
vusmamugtir.** DNA’daki cift zincir kiriklarinin tek
zincir kiriklarina oranla daha zor onarildig: ve em-
briyo {izerinde daha etkili oldugu bildirilmekte-
dir.*! Diger yandan DNA hasarinin onariminda
oosit kalitesi de etkili bir faktérdiir. Maternal yas,
oosit immatiiritesi ve ¢evresel faktorler de ona-
rimda rol almaktadir.*

Sperm DNA’sindaki hasarin kaynag: olarak
oksidatif stres, kromatinin paketlenmesi gibi bazi
dogal siireclerde bozukluk ve hatali apoptoz olmak
tizere {i¢ mekanizma 6ne stirilmistir (Sekil 1).8

I OKSIDATIF STRES

Sperm islev bozukluklarinin 6nemli bilesenlerinden
biri oksidatif strestir. Oksidatif stresin spermatozoa
tizerindeki etkisi, ilk kez Cambridge Universite-
sinde ¢aligan Thaddeus Mann ve ark. tarafindan 30
yil 6nce tanimlanmistir.* Bu grup, yaptiklar: ¢alig-
malarda memeli spermatozoasinin serbest radikal-
lere kars1 savunmasiz oldugunu ve lipid peroksidas-
yonunun uyarilarak sperm plazma membraninin
biitinligliniin ve motilitesinin bozulmasina neden
oldugunu ortaya koymuglardir.* Sperm plazma
zarindaki bu ¢oklu doymamis yag asitleri bir yan-
dan fertilizasyonu kolaylastirirken, diger yandan
serbest oksijen radikalleri i¢in de hedef olusturur-
lar.* Serbest oksijen radikallerinin verdigi hasar bu-

Kromatin
Paketlenmesindeki
anormalllk!er

OksidatifStres \ Basanslzauonmz\
< DNA \
Hasari
/.

infertilite I\

SEKIL 1: Sperm DNA hasari mekanizmalari.
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nunla kalmaz, c¢ekirdek ve/veya mitokondri
DNA’sinda gapraz baglar, delesyonlar, baz modifi-
kasyonlar1 gibi kusurlara da neden olmaktadir.
Sperm DNA’sinin protaminlerle siki olarak paket-
lenmis olmasi nedeni ile serbest oksijen radikalleri-
nin etkinliginden daha fazla korunabilir.* Oksidatif
stres ayni zamanda yiiksek sikliktaki apoptoz ile tek
ve ¢ift zincir kiriklariyla da orantilidir. Genel olarak
sperm DNA hasari intratestikiiler gelisim, matiiras-
yon ve taginma iglemi esnasinda gelisebilmektedir.®
Yiiksek diizeydeki serbest oksijen radikalleri sperm
kalitesi ve islevi icin toksiktir.” Infertil erkeklerin
%25-40'1nda semendeki serbest oksijen radikal dii-
zeyinin yiiksek oldugu ve tek ve cift zincir kirikla-

rinin artmasina yol a¢tigi bildirilmigtir.?”#

Spermde DNA hasarina yol acan oksidatif stre-
sin nedenleri arasinda erkek iireme sisteminin an-
tioksidan korumadan yoksun olmasi, enfeksiyon,
ksenobiyotiklerin etkisi, spermatozoanin intrensek
serbest oksijen radikalleri iiretimi ve ¢evresel fak-

torler yer alabilir.*4

I KROMATININ PAKETLENMESI SURECINDE
BOZUKLUK

Spermiyojenez islemi sirasinda DNA paketlenme-
sinde rol alan histon proteinlerinin biiyiik boliimii-
niin varyantlariyla yer degistirmesinin sonucu olarak
histonlarin asetilasyonu artar. Histonlarin hiperase-
tilasyonu kromatin yapisinin gevsemesine yol ag-
maktadir. Gevsek kromatin yapisi topoizomeraz
kaynakl zincir kiriklarini uyararak histonlarin ay-
rilmasini, 6nce gecis proteinleri [transition proteins
(TP)] ve daha sonrasinda da protaminlerle yer degis-
tirmesini kolaylagtirmaktadir.”*>? Bu kiriklar histon-
larin fosforilasyonuyla isaretlenir ve spermatozoa
spermiyogenez sirasinda germinal epitelyumu terk
etmeden topoizomerazlarca ortadan kaldirilir.® Nor-
malde bu zincir kiriklari, gama H2AX (gamma-
H2AX; H2A histone family, member X) tarafindan
histon fosforilasyonu ile isaretlenir ve spermatozoa
germinal epitelyumdan salinmadan 6nce topoizome-
raz tarafindan tamamen kararh hale getirilir. Eger bu
tamir mekanizmasi herhangi bir nedenle ¢alismazsa,
spermde yiiksek DNA hasari olusur.?” Spermatozoada
topoizomeraz kaynakl kiriklarin bulunmas: spermi-
yogenez sirasindaki anormallikleri ve tamamlanma-
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mis matiirasyon iglevini gostermektedir.>* Cift zincir
kiriklari, erkek germ hattinda kromozomlarin yogun
paketlenmesi siirecinde dogal olarak olusmaktadir ve
spermatogenezin bir parcasidir.*

I BASARISIZ APOPTOZ

Germ hiicreleri, matiirasyon kazanmak igin testiste
yliksek oranda proliferasyon ve 6zgiin hiicresel
farklilasma gecirir. Apoptoz, sertoli hiicreleri tara-
findan desteklenebilecek sayida erkek germ hiicre
iretimini diizenler.>>*® Spermatogenez apoptoz ile
kontrol edilmektedir.® Bagarisiz apoptoz teorisi
Sakkas ve ark. tarafindan 1999 yilinda ortaya atil-
mugtir.>® Spermatogenez siiresince apoptoz, testikii-
ler germ hiicrelerinde endonukleaz aktivitesinin bir
sonucu olarak gerceklesmektedir. Bu durum daha
¢ok, spermatogonya ve boliinen hiicrelerde goriiliir
ve ¢ok sayida DNA zincir kirig1 ortaya ¢ikar. Teori
ejakiilattaki spermlerde sitoplazmik vakuoller gibi
apoptotik belirteclerin yani sira, Fas reseptorlerinin
yliksek ifadesinin gosterildigi caligmalara dayan-
maktadir.’” Hasarli DNA’ya sahip, ancak apoptozun
tamamlanamadigi bazi hiicrelerin olgunlasarak
sperm populasyonuna katildig: 6ne siirtilmiigtiir. Se-
mende ¢ekirdeksiz ve yuvarlak yapili M450 olarak
adlandirilan cisimcikler tanimlanmigtir. Bu cisim-
ciklerin yarim kalan apoptozu dolayh olarak des-
tekleyen apoptotik cisimcikler  oldugu
distintilmustiir. M450 cisimcikleri erkek genital sis-
teminin fizyolojik fagositik siirecindeki rolatif bo-
zuklugu temsil eder. Yarim kalan apoptozun sperm
DNA hasari ile baglantili oldugu gosterilmis, ancak
apoptotik belirteclerin ifadesiyle SDF arasindaki ko-

relasyon tam olarak agikliga kavusmamgtir.!>8
Sonug olarak, proliferasyon sirasinda dogal

olan bu siirecin tam igslememesi sonucu ejakiilatta
hasarli DNA’ya sahip spermler bulunmaktadir.*

| SPERM DNA HASARI
DEGERLENDIRME YONTEMLERI

DNA hasarini 6l¢gmek icin farkli yontemler kulla-
nilmaktadir.?*5%¢° En sik kullanilan DNA hasar
tespit yontemleri COMET, “terminal Deoxynuc-
leotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL)”, sperm kromatin dagilimi [Sperm chro-
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matin dispersion (SCD)] ve sperm kromatin yapi
analizi [Sperm Chromatin Structure Assay

(SCSA)]dir.

Bu yontemlerin ¢aligma prensipleri, hasar 61-
¢limiinde kullanilan yontemler, avantaj ve deza-
vantajlar1 Tablo 1’de goriilmektedir.

COMET

Tek hiicre elektroforez yontemi olan COMET,
klinik arastirmalarda DNA hasarini belirlemek
amactyla siklikla kullanilir. Diger DNA hasar y6n-
temleriyle karsilastirildiginda daha basit bir yon-
temdir.®! Yontemde sperm hiicreleri ¢oziinmiis
agaroz ile karigtirilarak lamel {izerine yayilir.
Sperm hticreleri daha sonra alkali kosullarda lizise
ugratilir, lizise ugrayan hiicrelerin elektroforezi ya-
pilir ve DNA floresan bir boya ile boyanir.®? Hasarli
hiicreler mikroskop altinda kuyruklu yildiz gorii-
niimiine sahiptir. Kuyrugun uzunlugu, kirik sayi-
siyla orantili olarak artar. Yontem ayni anda tek ve
¢ift zincir kiriklarini 6lgen hizh ve hassas bir yon-
temdir."!

TUNEL

TUNEL y6ntemi, kaliba bagimsiz ¢aligan bir enzim
olan terminal nukleotidil transferaz (TdT) katali-
zorligiinde, tek ve ¢ift zincir DNA kiriklarinda
dUTP’nin inkorporasyon miktarini belirler.
TUNEL, DNA kiriklarini DNA’y1 denatiire etme-

den, flow sitometri veya floresans mikroskop ara-
cilig ile dogrudan dl¢gme yontemidir. Genellikle
Br- dUTP, esit olmayan DNA uclarina katilarak
DNA kiriklarini yansitir. Isimanin yogunlugu, dog-
rudan eslesmemis dUTP’lere, yani DNA’daki ¢entik
sayisina kargilik gelir. Uygun bir protokolle pozitif
hiicrelerde yiiksek yogunlukta sinyal alinabilir. Bu
protokollerde FITC, DAPI, PI gibi floresan boya-
lardan da yararlanilmaktadir. Béylelikle pozitif ve
negatif hiicreleri ayirt etmek kolaylagir. TUNEL
pozitif hiicrelerin sayisi, toplam sperm sayisina bo-
liinerek orani hesaplanir. Bu metot, bir referans
ornek gerektirmez, ¢linki her bir numune kendisi
icin kontrol islevi gorebilir. TUNEL’in bir¢ok avan-
taji vardir: az sayida sperm yeterlidir, 200’den az
sperm bile %5’ten az degisim katsayisi ile sonug
vermek icin yeterli olabilmektedir. Analizler antif-
loresan antikorlar kullanilarak 1tk mikrosko-
bunda yapilabilir. Bir¢ok androloji laboratuvar:
epifloresan mikroskop ve yiiksek kalitede 151k mik-
roskoplar: donanimina sahiptir. Boylelikle TUNEL,
fazla ek maliyet gerektirmeden androloji laboratu-
varlarinin testlerine dahil edilebilir.>64

I SPERM KROMATININ DAGILIM TESTI

SCD testi, ilk kez Fernandez ve ark. tarafindan 2003
yilinda sperm DNA’s1 hasar 6l¢timii i¢in kullanilan
bir metot olarak tanimlanmistir. Test, denatiiras-
yona bagl olarak dagilmis DNA’nin olusturdugu

TABLO 1: DNA hasari tespit yontemleri.

Teknik  Prensip Olgiim

COMET  DNA bUtanlugu, tek ve ¢ift zincir Floresan mikroskop
kinklarinin kuyruklu yildiz gérindmi
gostermesi

TUNEL DNA fragmantasyonu, Floresan mikroskop/
tek ve cift zincir kirik 6lgimi flow sitometri

SCD DNA yapisinin olusturdugu Floresan mikroskop
karakteristik hale yapisi

SCSA Asit DNA denatirasyonu Flow sitometri

Avantaj
TUNEL’e gdre ucuz,

Dezavantaj

Ozel ekipman gerektirmesi,
hassas ve her bir hlicredeki tecrlibeye dayall olmasi,
hasar orani dlgmesi standardize edilmis yontemlerin
bulunmamasi

Klinik agidan uygun, Ozel ekipman gerektirmesi,
yiiksek hassasiyet ve 6zgtinlik, pahali olmasi
flow sitometre ile ylksek sayida
inceleme sansi tanimasi
SCSA'ya gbre ucuz ve Klinik anlaminin yeterince
kolay bir islem olmasi aclk olmamasi
Klinik olarak anlamli Gok pahali olmasi ve
yiksek hassasiyete ve 6zel ekipman gerektirmesi

6zglinliige sahip olmasi,

hata orani dusilk dlciim yapabilmesi
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karakteristik hale (halo) yapisinin hasarli DNA’da
daha kiiciik ¢capl goriintiilenmesi prensibine daya-
nir.>® Teknigin uygulamasinda, mL’de 5-10 milyon
sperm olacak sekilde hazirlanan sperm ornekleri
kullanilir. Bu 6rneklere 37°C’de diisiik erime sicak-
higina sahip agaroz ilave edilir ve 6nceden agarozla
kaplanmig lam iizerine bu 6rneklerden pipetle dam-
latilarak slaytlar hazirlanir. Kisa bir siire diisiik 1s1da
bekledikten sonra kimyasal iglem uygulanir.®
Sperm DNA dagilimini gézlemek icin spermlere de-
natiire edici asit ¢ozeltisinden sonra liziz tampo-
nuyla muamele edilir.®* DNA’da niiklear proteinler
uzaklastirildiktan sonra haleler goriintiilenir. Flo-
resan mikroskopta goriintilleme i¢cin DAPI ile bo-
yanir. Haleler, floresan veya 151k mikroskobunda
skorlama yapilarak incelenir. Skorlama “genis”,
“orta”, “kiictik derece” ve “DNA dagilim halesi goz-
lenmeyen” olmak tizere dort derecede belirlenir.
Istatistiksel analizler kullanilarak skorlanan 6rnek-
lerde DNA hasar oran1 hesaplanir.®* SCD, karmagik
ekipmanlara gerek duymayan, basit, hizli, kesin ve
tekrarlanabilir bir yontemdir.%

SCD sonuglari, altin standart olarak tanimla-
nan sperm kromatin yapi analizi SCSA ile karsi-
lastinlldiginda daha ucuz ve iyi bir alternatif olarak
gosterilmektedirler.®® Ayrica, SCSA, TUNEL ve
SCD sonuglarinin birbiriyle yiiksek uyumluluk
gosterdigi bulunmustur.>

I SPERM KROMATININ YAPI ANALIZ

SCSA testi, Evenson tarafindan 1980 yilinda ortaya
konan akig sitometrisi temellidir. Ayrica, SCSA 6zel
ekipman ve deneyimli personel gerektiren pahal
bir yontemdir.*’

Calismanin temeli, Drazynkiewicz ve ark.nin
yontemi dogrultusunda, 1s1 ile denatiire edilen
timus hiicresi DNA’sinin akridin turuncusu ile bo-
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yanmasi ve florometrik analizine dayanmaktadir.
Bu ¢aligmada, akridin turuncusunun, cift zincirli
DNA’ya baglandiginda yesil (515-575 nm), tek zin-
cirli DNA’ya baglandiginda kirmizi (600-650 nm)
floresans 1s1ma yaptigl gosterilmistir. Yontemin
sperme cesitli hasarlar verilerek sinanmasinin ar-
dindan, toksikoloji alaninda ve androloji laboratu-
varlarinda infertilite tanis1 koymaya yardimec1 bir
yontem olabilecegi belirtilmigtir.®”

Metodun uygulanmasinda, sperm 6rnegi glise-
rol iceren TNE tamponu icerisinde 2 milyon
sperm/mL olacak sekilde seyreltildikten sonra so-
gutulur. Sogutma isleminin ardindan, DNA'nin
kismi olarak in situ denatiirasyonu saglanarak bo-
yama iglemi gerceklestirilir. Flow-sitometride ¢ift
ve tek zincirli DNA kirik oranini belirlemek i¢in
6lctim yapilarak sonuglar istatistiksel olarak deger-
lendirilir.®® Bu degerlendirmeler sonucunda DNA
fragmantasyon indeksi [DNA Fragmentation Index
(DFI)] (kirmizi/toplam kirmizi+yesil) hesaplanir.
Hiicrelerin ne kadarinin bu degerin disinda oldugu
belirlenir.® Yontemin tekrarlanabilirlik oram %98-
99’dur. Kullanilan farkli laboratuvar ve bilgisayar
programlarinin sonuglar arasinda %98 ortiisme go-
rilmektedir. Daha 6nceden fertil ve infertil erkek-
ler igin sirasiyla mL’de 90 ve 74 milyon sperm
goriilme orani ile SCSA’daki hasarli hiicre oraninin
%30’un tizerinde olmasi durumunda infertilite go-
rildiigiiniin saptanmasi yontemin giiciinii goster-
mektedir.® SCSA flow-sitometri analizleri igin
SCSASoft adinda bir yazilim gelistirilmigtir.”® Altin
standart olarak tanimlanan SCSA yonteminin,
erkek infertilitesini anlamada kesin sinirlar1 olan
ve klinik agidan anlaml tek yéntem oldugu bir¢ok
calisma ile desteklenmistir.”7”2 SCSA testinin de-
zavantaji, pahali ve uzman personel gerektiren
ekipmanlarla uygulanabilen bir yontem olmasidur.
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