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Reproduktif tedavi alan ciftlerde, sperm DNA hasari
ve sperm nuikleer protein icerigi tahlillerinden ucuinin
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Semen analizleri yardimci Greme tekniklerinin (Ydm
basarisint dngérmede yol gosterici olsa da DNA zincir
bozukluklar basta olmak lzere bazi sperm defektlerini
tanimlamada yetersiz kalabilir. Ginimiizde spermatozo-
ay! yok etmeden genetik potansiyelini analiz etmemiz de
mimkin gézikmemektedir. Gectigimiz son iki dekat igin-
de genis sperm-spesifik biyomarkerlar erkek infertilitesi
ile iliskilendirilmis ve sperm fonksiyonu degerlendirmede
kullanisli olabilecek testler tanimlanmistir. Ancak higcbirinin
klinik olarak karar verme Uzerinde gozle gorullr veya an-
lamli kabul edilebilir etkisi olamamistir. Giinimiizde sade-
ce sperm nukleer proteini ve sperm DNA bitiinligtiniin
erkek ve kadin infertilitesini ayirt etmede yeri olabilecegi
gosterilmistir.

Birkag calisma tamamen normal semen profiline sahip
erkeklerin buna ragmen infertil olabilecegini ve altta yatan
olasi nedenin anormal sperm DNA's1 sebepli olabilecegi-
ni ifade etmistir. Sperm genomu tim genetik materyalin
bir yarisini tasimaktadir. Bundan dolayr YUT denenirken
basarli bir gebelik elde etmede normal genetik materyal
tastyan sperm varligl temeldir. DNA butunligu erkek in-
fertilitesi icin gosterge olarak degerlendirilirken ¢ok sayida
calisma yuksek diizeyde DNA hasarinin diisik fertilizas-
yon orani, bozulmus embriyonel klivaj, artmis diistik orani,
YUT sonrasi artmis gebelik kaybi ile iliskili oldugunu gés-
termistir. Somatik hiicrelerin aksine, spermde histonlarin
%85’i protamin proteinleri ile yer degistirmistir. DUsiik
seviyede protamin iceren sperm, yilksek oranda histon
proteini icereceginden DNA hasarina daha duyarli hale
gelecektir.

Protamin eksikligi ve protamin paketlenme yetersizligi
infertil erkeklerde g&zlenmistir, defektif spermatogenezis
bu erkeklerdeki histon-protamin oraninn degismesi se-
bebiyle olabilir. Ek olarak bazi ¢alismalar anormal sperm
protaminizasyonu ile DNA hasar arasinda yakin iliski ol-

dugunu da gostermistir. Siklikla kullanilan g tahlilden ikisi
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- alkalin comet testi, terminal deoksiniikleotidtransferaz
aracilikl dUTP nick-end labelling testi (TUNEL) — direkt
olarak spermdeki DNA hasarinin seviyesini 6lcerken, flow
sitometrik kromatin degerlendirmesi (FCCE), akridin oran-
ge staining metodu (SCCE protokolu) kullanarak indirekt
olarak tahmini hasan &élcer. Bu calismada protamin sevi-
yesi ile DNA butinligu arasindaki korelasyon ve li¢ sperm
DNA hasari tahlilinin YUT kullanimi sonrasi gebelik sagla-
ma basarisi tahmin etmede basarisi incelenmistir.

Calisma Nisan 2011 ile Mart 2013 arasinda Utah Uni-
versitesi IVF laboratuarinda 238 erkek Uzerinde yurutul-
mius. Semen érnekleri 2-5 glinliik cinsel perhiz sonrasi top-
lanmis ve tim ornekler konvensiyonel i1sik mikroskobuyla
Diinya Saglik Oriigiitii &nerileri baz alinarak likefaksiyon,
semen volum{, sperm konantrasyonu, toplam sperm sa-
yisi ve motilite 6l¢lim i¢in incelenmistir. Sperm  DNA
hasan, alkaline single-cell gel elektroforez(Comet) tes-
ti ile degerlendirmis. Spermin hasar gérmus ya da nor-
mal olmasina comet tail varhigina gore karar verilmistir.
Her 6rnekte 50'den 100’e kadar comet hesaplanmistir.
DNA fragmantasyonunun degerlendirilmesi TUNEL testi
ile yapilmis ve test florasan in-stu hiicre 6limi detekto-
ra kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir lamda ayni
gozlemci tarafindan floresan mikroskop kullanilarak 200
sperm incelenmis ve FCCE testi akridin orange strain kul-
lanilarak yapilmistir. Histon retansiyonunu degerendirmek
icin aniline blue staining, protamin analizi icin niikleer pro-
tainler saflastiriimis ve protamin 1/Protamin 2 orani (P1/
P2) hesaplanmis, standart insan protamini hazirlanmis ve
asetik asit-tre jel elektroforezi kullaniimistir.

istatistiksel analizde esik degerler; alkalin comet testi
icin %18 hasarsiz DNA veya %82 hasarli DNA, TUNEL testi
icin %10, FCCE icin ‘27 DNA fragmantasyonu olarak belir-
lenmistir. Embriyo kalitesi blastomer sayisi ve fragmantas-
yon derecesi baz alinarak degerlendirilmis ve birden fazla

embriyo oldugu durumlarda ortalama deger alinmistir.
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Sperm DNA hasari, fertilizasyon ve sperm parametreleri
arasindaki iliskiler incelenirken Spearman Rank korelasyon
testi kullanilmis. Kruskal-Wallis non-parametrik testi hasta-
lari yasa gore kategorize ederken kullanilmistir.

YUT sonrasi gebelik elde eden ciftler ile basarisiz olan
ciftler arasinda karsilastirma yapildiginda semen profilleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gériilmemistir. Sa-
dece basarisiz olan ciftlerde sperm yogunlugunun daha
fazla oldugu gorilmistir. Semen profilleri, erkek yasi
ve DNA hasan arasinda iliski arastirldiginda TUNEL ve
FCCE’ye gore sperm DNA hasari ile semen parametreleri
arasinda iliski gorlirken, Comet testine gére korelasyon
gozlenmemistir. Testlerin kendi aralarindaki DNA hasarari
olcimu karsilastirldiginda TUNELin Comet testi ile kore-
le oldugu ancak Comet testi ve FCCE arasinda korelasyon
olmadig1 saptanmistir. Sperm DNA hasari ile YUT sonrasi
fertilizayon sonuglari iliskisi incelendiginde, Comet testine
gore DNA hasan olan hastalardan IVF uygulanan grupta
gebelik oranlan disik bulunurken, ICSI uygulanan grupta
boyle bir iliski tespit edilmemistir. Hastalar DNA hasarina
gore normal ve hasar gérmis olarak kategorize edildigin-
de (Comet testine gére %82 anormal DNA) ise hem ICSI,
hem de IVF'te belirgin sekilde disik gebelik sonucu elde
edildigi gortlmistir. FCCE testine gore ise fertilizasyon
oranlarnyla ilgili korelasyon tespit edilmemistir.

Sperm DNA hasan ile YUT sonrasi embriyo eldesi
arasindaki iliski incelendiginde, Comet testinde sapta-
nan DNA hasar ile embriyo kalitesi arasinda negatif iliski
bulunmustur (blastosit sayisi baz alinarak). Yine hastalar
Comet testine gére normal-hasarl olarak siniflandirildigi-
na hasarli DNA'ya sahip olan hastalarda 3. ve 5. guindeki
embriyo kalitesinde belirgin dusuklik saptanmis, ancak
TUNEL ve FCCE testlerine gore ise herhangi bir 6l¢iilebi-
lir korelasyon goériilmemistir. Comet ve TUNEL testlerine
gore sperm DNA hasari yiiksek olan grupta YUT sonrasi
implantasyon orani belirgin diisiik saptanmis ancak FCCE

ile boyle bir iliski g&sterilememistir. Ayni sekilde YUT son-

rasi gebelik elde edilemeyen hastalarin ortalama DNA ha-
sar1 yuzdesi Comet ve TUNEL testlerinde belirgin sekilde
yiiksekken, FCCC testine gore gebelik elde edilen ve edi-
lemeyen grubun DNA hasar ytizdeleri arasinda fark goérul-
memistir. Comet ve TUNEL testleri kullanilarak YUT sonra-
si basarili gebelik ihtimaline dair tahmin yurutilebilecegi
ongorilmustir.

Sperm parametreleri ve DNA hasari ile histon proteini
retansiyonu arasinda iliski olup olmadig! incelendiginde,
Comet, TUNEL ve FCCE testlerinin icii de histon retan-
siyonunun sperm DNA hasarini arttigini géstermistir.
Histon retansiyonu ile fertilizasyon orani ve blastosist ka-
litesi arasinda bir iliski 6l¢tlememistir. Protamin iceriginin
azalmasi DNA Comet testine gére DNA hasarn ile iliskili
bulunmus. Her (g teste gére protamin orani (P1/P2) ile
DNA hasar arasinda iliski gosterilememistir. Yas ile prota-
min orani incelendiginde P1/P2 orani ile negatif iliski gos-
terilmis. Toplam protamin miktarn (P1+P2) ile normal his-
ton proteini retansiyonu ile pozitif oranti bulunmus, ancak
protamin miktarlari, protamin orani noraml ve anormal
olarak kategorilere ayrildiginda, YUT sonuclarini etkileme-
digi gérilmustir.

Bu calisma spermin DNA’sindaki Comet, Tunel ve FCCE
testlerine goére Olclilen hasarin YUT sonuclarni etkileye-
bildigini gdstermektedir. Ozellikle histon proteinleri ve
protaminler basta olmak lizere niikleer proteinlerindeki
anormallikle DNA hasan arasinda iliski saptanmis yol ag-
tig1 ancak direk olarak bu proteinler ile YUT sonuclar ara-
sindaki iliski zayif olarak degerlendirilmistir. Fakat DNA ha-
sari ile YUT sonuclar arasinda (fertilizasyon orani, embriyo
kalitesi, blastosist kalitesi, implantasyon ve gebelik orani)
kuvvetli bir iliski gérilmustir. Sonuglan 6ngérmede Co-

met testi, TUNEL ve FCCE’ye gore daha basarili saptanmis.
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