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OZET

Infertilite, dogurganlik cagindaki alt ciftten bir tanesinin sorunudur ve erkege baglh problemler bu vakalarin %40'm
kapsamaktadir. Gegtigimiz on yil icerisinde ejekiilatta yer alan matiir spermin niikleusundaki DNA biitiinltigiiniin
degerlendirilmesinin erkek infertilitesinin nedenlerinden birini a¢iga ¢ikarabilecegi tezi iizerinde ¢alisumistir. Sperm
genetik materyalinin organizasyonundaki degisiklikler sonucu tanimlanan sperm DNA hasarinin in vivo ortamda
fertilite potansiyelini olumsuz etkiledigine dair ortaya atilan kamitlar her gegen giin artmaktadir. Sperm DNA hasarinin
IVF ve ICSI uygulamasimn gebelik basarisi iizerine etkileri tartismalidir. Uremeye yardimci tekniklerde bayan yast
disinda herhangi bir 6nemli prognostik faktor belirlenmemis olmasina ragmen, sperm DNA hasarini belirleyen testlerin
tiremeye yardimci tekniklerde prognostik éneme sahip olduklarina dair kanmitlar one siiriilmektedir. Bu derlemenin
amact, sperm DNA hasar testlerinin klinik kullanmimda yeri olup olmadig ile ilgili kamitlarin degerlendirilmesi ve bu

alanda ¢alismaya ihtiyag duyulan konularin belirlenmesidir.
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SPERM DNA DAMAGE AND ASSISTED REPRODUCTIVE TECHNIQUES
SUMMARY

Infertility affects one in six couples of childbearing age and male problems are responsible for 40% of these cases.
One area of research that has been studied intensely during the past decade as a cause for male infertility is the
integrity of DNA in the nucleus of mature ejaculated spermatozoa. Accumulating evidence suggests that disturbances
in the organization of the genomic material in sperm nuclei are negatively correlated with the fertility potential of
spermatozoa in vivo. The impact of sperm DNA damage on IVF and ICSI reproductive outcomes remain more
controversial. Although no significant prognostic factor for the outcomes of assisted reproductive technique (ART)
has been identified, except female age, there is accumulating evidence suggesting potential as a prognostic test for
ART. The aim of this review to assess the evidence pertaining to the clinical utility of sperm DNA integrity testing

and target areas that require more study.
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GiRiS

Erkek germ hiicrelerinin, DNA hasarina olan
yatkinliklarin temelinde spermatogenezin geg
doneminde DNA tamir mekanizmalarinin azaltilarak
diizenlenmesi yer alir. Ayrica spermatogenez sirasinda
hiicrelerin apoptosis yapma yetenekleri kaybetmeleri
de sperm hiicrelerinde gbzlenebilen genetik hasari
acgiklamaktadir. Sperm hiicrelerinde goriilen DNA
hasarinin olugsma mekanizmalari tam olarak bilinmese
de iizerinde durulan ii¢ temel mekanizma; sperm
kromatin paketlenmesinde ortaya ¢ikan hasar, basarisiz
apoptosis ve oksidatif stressdir(!).

Son yillarda yapilan degerlendirmeler sonrasinda
sperm DNA hasarimi degerlendiren testlerle fertil ve
infertil erkek tanimimin daha net olarak yapilabilecegi
tezi ortaya atilmistir. Hepimizin bildigi gibi erkek
infertilitesinin degerlendirilmesinde rutin semen analizi
kullanilmaktadir. Semen analizi ile yapilan
degerlendirmede sperm say1 hareketlilik ve morfoloji
belirlenmektedir. Semen analizinin en dnemli limitasyonu
testin degerlendirilmesinde kisiler arast ve kisi ici
degiskenlikler ortaya ¢ikabilmesidir. Ayrica infertil
erkeklerin yaklasik %15'de normal semen analiz
sonuglarina ragmen infertilitenin kesin nedeni ortaya
konulamamaktadir. Diisiik say1, motilite ve anormal
morfoloji gibi bozuk semen parametreleri olan olgularda
sperm DNA hasan yiiksek olarak belirlenmistir. Normal
semen parametrelerine sahip hastalarin %8'inde sperm
DNA hasar1 belirlenmistir®). Tiim bunlarin yam sira
sperm DNA hasarinin in vitro fertilizasyon (IVF), gerekse
intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) basarisin1 6n
goriicii degere sahip olduguna dair kaygilar mevcuttur.

Bunun yani sira, sperm DNA hasarmin gebelik
prognozunu belirleyici etkisi oldugunu 6ne siiren
yayinlar mevcuttur. Bu derlemede amacimiz sperm
DNA hasarini tespit etmede kullanilan yéntemler ve
sperm DNA hasarmin IVF ve ICSI basaris1 ilizerine
etkisini ve klinik gebelik sonuglar1 lizerine etkisini

degerlendirmektir.

SPERM DNA HASARINI TESPIiT ETMEDE
KULLANILAN YONTEMLER

Giinlimiizde, DNA hasarin1 tespit etmede
kullanilan en sik ydontemler; Sperm Kromatin Yapisi
Tayini (Sperm Chromatin Structure Assay) (SCSA),
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Akridin Turuncu Testi (Acridine Orange Test- AOT),
Toludin Mavisi (Toluidine Blue- TB), Anilin Mavisi
(Aniline Blue), TUNEL [The Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase- Mediated Deoxyuridine (TdT)
Triphosphate (dUTP) Nick End Labeling Assay], Asil
Centik Okuma Tayini (In Situ Nick Translation Assay-
NT), Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET), Sperm
Kromatin Ayrilma Testi'dir (Halosperm Test- Sperm
Chromatin Dispersion Test-SCD). Tiim bu testler
degerlendirilirken g6z oniinde bulunmasi gereken
noktalar, her testin tespit ettigi hasar tipinin ayn1 olup

olmadig1 ve her testin standart olup olmadigidir.

Sperm Kromatin Yapist Tayini (Sperm Chromatin

Structure Assay) (SCSA)

SCSA anormal kromatin yapisina sahip DNA'min,
asit ve 1stya maruz kaldiginda denatiirasyonuna daha
yatkin olmasi prensibine dayanarak gelistirilmistir.
Akridin turuncusu asit eklendikten sonra denatiirasyona
bagli olarak renk degisimi gostermektedir. Bu renk
degisimi akim sitometri teknigi kullanilarak
SCSA ile olgilen DNA
denatiirasyonu, DNA fragmantasyon indeksi (DFI)

belirlenmektedir.

olarak tanimlanmigtir. Bu testin en 6nemli avantaji

standardizasyonunun olmasidir(3).

Akridin Turuncu Testi (Acridine Orange Test-

AOT)

Akridin turuncu, niikleik asite 6zgii, katyonik,
floresan bir boyadir. Cift sarmal DNA'ya baglandiginda
ortaya ¢ikan eksitasyon ve emisyon ile, nRNA ya da
tek sarmal DNA'ya baglandiginda ortaya eksitasyon
ve emisyonun farkli olmasi prensibi ile kullanilan bir
testtir. Teknikte floresan mikroskopu kullanilir ve hizli,
asit ve pahali olmayan bir yontemdir. Heterojen
boyanma ile degerlendirmenin giiglesmesi, bazi
renklerin tam ayriminin yapilamamasi ve renklerin
hizl1 kaybolmas: teknigin dezavantajlar1 olarak
karsimiza ¢ikmaktadir(®).

Toludin Mavisi (Toluidine Blue -TB)

TB, fosfat rezidiilerini boyayan temel boyadir.
Dogru olarak paketlenmemis kromatin yapisi ve
fragmante uglarda yer alan fosfat boyanmaya zemin
hazirlar. Normal mikroskop ile degerlendirmek yeterli

olur ancak kisiler arasi ve kisi i¢i degiskenliklere agiktir
),
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Anilin Mavisi (Aniline Blue)

Anilin mavisi, asidik bir boyadir ve hasarli DNA'ya
sahip spermde rezidiiel histonlarn agiga ¢ikmasi sonucu
niikleoproteinlere daha kolay ulasilir ve bu durum
anilin mavisinin DNA'y1 boyamasini saglar. Basit ve
ucuz bir tekniktir, analiz i¢in 151tk mikroskobu yeterlidir;
ancak AOT'de oldugu gibi heterojen boyanma teknigin
en énemli dezavantajidir(®).

TUNEL [The Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase- Mediated Deoxyuridine (TdT)
Triphosphate (AUTP) Nick End Labeling Assay]
TUNEL testi ile hem tek hem de ¢ift DNA
zincirindeki hasarlar tespit edilebilmektedir. TdT enzimi
ile tek veya ¢ift DNA zincirindeki kiriklar dUTP ile
birlesir ve bu noktalar isaretlenir. Isaretlenen noktalar 151k
mikroskopisi, floresan mikroskopisi ya da akim sitometrisi
ile degerlendirilir. TUNEL testi SCSA'dan sonra sperm
DNA hasarin tespit etmekte en sik kullanilan testtir.
TUNEL testi ile asil tespit edilen DNA hasarindan gok
DNA kiriklaridir. SCSA gibi standardizasyonun tam
saglanamamis olmas testin en dnemli dezavantajidir(®).

Asul Centik Okuma Tayini (In Situ Nick

Translation Assay- NT)

NT, TUNEL testi ile ayn1 prensiplere dayanarak
uygulanan bir testtir. TUNEL testinden tek farki sadece
tek zincir DNA kiriklarini tespit etmektedir ve DNA
polimeraz I'in katalize ettigi bir enzimatik reaksiyon
kullanilmaktadir. Diger testlerle karsilastirildiginda
sensitivitenin daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Tablo I: Sperm DNA hasari degerlendirme testleri.

Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)

Yogunlugu azaltilmis sperm agoroz jel tabakalari
arasina yerlestirilir ve floresan baglayan boya eklenmis
elektroforetik bir gradiente maruz birakilir. Hasarli
DNA'ya sahip yap1 elektroforez esnasinda hareket eder
ve kuyruklu yildiz goriintiisii ortaya gikar. Saglam
DNA yapisi ise hareket etmez. Boyanma yogunlugu
ve kuyruklu yildizin kuyruk uzunlugu DNA
fragmantasyonunun derecesini belirler. Kullanimini
kisitlayan durumlara bakildiginda subjektif bir
degerlendirme yapilmasi ve testin degerlendirilmesi
i¢in tecriibeye ihtiyag duyulmasidir.

Sperm Kromatin Ayrima Testi (Halosperm Test)

Agoroz jele yiiklenen spermin, niikleer proteinleri
uzaklastirmak igin asit veya alkali soliisyon ile denature
edildikten sonra sperm lizisinin saglanacagi tampon
soliisyonu ile muamele edilir. Saglam DNA'ya sahip
sperm santral bir kor etrafinda ayrilmis DNA halkalarina
bagli periferal halo goriintiisii olusur. Halo goriintiisiinii
degerlendirmek igin yapilan boyamada eozin yada
Azure B kullanilmis ise direkt 151k mikroskopunun
kullanilmas yeterlidir. Floresan boyalar kullanilmis
ise floresan mikroskopu kullanilmalidir. Teknigin basit
olmas1 ve pahali olmamasi en 6nemli avantajlarindan
biridir. Ancak kisiler arasi ve kisi i¢i degerlendirme
farkliliklar teknigin en énemli dezavantajidir. Tablo
I'de testlerin prensipleri, avantajlar1 ve dezavantajlari

Ozetlenmistir.

SCSA DNA denatiirasyonuna
duyarlilik

Akim sitometrisi

Standardize olmasi Ozel ekipman
Duyarlilig: yiiksek gerektirir
Klinik olarak onemli

TUNEL Tek ve gift zincir kiriklart Akim sitometrisi
Floresan mikroskopisi

Duyarlilig: yiiksek
Klinik olarak 6nemli

Ozel ekipman gerektirir

Labarotuarlar arasi
degerlendirme farkliliklar:

Anilin Mavi Boyamas:  Lizin rezidiilerini ve artik Parlak alan mikroskopisi Basit ve ucuz

histonlar1 boyar

Labarotuvarlar arasi
degerlendirme farkliliklar:

Heterojen boyanma
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SPERM DNA HASARININ KLINiK ONEMi

Erkek Infertilitesi

Literatiirde gerek anormal sperm parametrelerine
sahip gerekse normal semen parametrelerine sahip
erkeklerde fertilite potansiyelini degerlendiren
¢aligmalar mevcuttur. Evenson ve ark. 1999 yilinda
yaptiklart ¢calismada 165 fertil kabul edilen ¢ifti
prospektif olarak degerlendirmis ve gebe kalma
potansiyelini belirleyen en iyi belirleyicinin SCSA ile
belirlenen DNA fragmantasyonu oldugu
belirlenmistir(7). Giwercman ve ark. 137 fertil erkek
hasta ile 127 subfertil olarak tanimlanan erkek hasta
SCSA kullanilarak DFI degerlendirilerek
karsilastirtlmistir. Semen analizi parametreleri normal
olsa bile DFI %20'nin iizerine ¢iktiginda fertilite
potansiyeli diismektedir(®). Saleh ve ark. 2002'de yapmus
olduklar1 ¢aligmada fertil ve normal semen
parametrelerine sahip infertil hastalar ile anormal semen
parametrelerine sahip erkeklerde sperm DFI SCSA
testi kullanilarak degerlendirilmistir ve infertil hastalarda
DFI anlamli olarak yiiksek saptanmistir. Semen
parametreleri normal olan ve anormal olan infertil
erkeklerin DFI arasinda fark saptanmanustir®. ASRM
tarafindan 2013 yilinda yayinlanan sperm DNA hasarmi
degerlendiren testlerin klinik kullanimi {izerine
kilavuzda sperm DNA hasar testlerinin fertil ve infertil
erkekleri ayirmakta yararli oldugunu destekleyen
yayinlar bulundugunu ancak bu ¢aligmalarin kanit

derecelerinin zayif oldugunun alti gizilmistir(10),

Yardimc1 Ureme Teknikleri

Intrauterin Inseminasyon (IUI)

IUI; infertilite tedavisinde sik¢a kullanilan tedavi
yontemlerinden biridir. Agiklanamayan infertilite,
anovulasyon ve ciddi olmayan erkek faktori TUI
endikasyonlari arasinda yer almaktadir. Allen ve ark.
1985 yilinda yayinladiklar1 derlemede TUNEL testi
kullanarak yapilan DNA fragmantasyon degerlendiril-
mesinin [UI bagarisin1 6ngdrmede yeri oldugunu
vurgulamigtir(!D. 2002 yilinda Duran ve ark. 154 IUI
siklusunu prospektif olarak degerlendirmis ve DNA
fragmantasyonunu gebe kalamayan olgularda anlamli
olarak yiiksek saptanmistir. Yine bu galigmada TUNEL
testi kullanarak yapilan DNA fragmantasyonu %12'nin
lizerinde olan olgularda gebelik elde edilememistir{12).
2004 yilinda Bungum ve ark. DNA fragmantasyonunun
SCSA ile degerlendirerek IVF, ICSI ve IUI tedavisinde
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on goriicii etkisi olup olmadig: belirlenmistir. IUI
tedavisinde DFI %27'nin altinda olan olgularda,
biyokimyasal gebelik, klinik gebelik oranlar1 belirgin
olarak daha yiiksek saptanmistir; ancak canlt dogum
oranlarinda fark bulunamamistir(!3). Yine Bungum ve
ark. 2007'de yaptiklar1 degerlendirmede IUI tedavisinde
SCSA ile yapilan degerlendirmede DFI %30'un altinda
olan olgularda canli dogum orani1 belirgin olarak daha
yiiksek saptanmistir(!4). Thomson ve ark. 53 1UI
siklusunda TUNEL yo6ntemi kullanarak ve
biyokimyasal belirtecler kullanarak yapilan DNA
fragmantasyonu degerlendirilmesinin bagarty1 6ngoriicii
etkisi saptanmugtir(15),

Literatiirde DNA fragmantasyonunun degerlen-
dirilmesinin IUT basarisin1 6n goriicii oldugunu
destekleyen yayinlar bulunmasina ragmen, ASRM bu
yayinlarin kanit diizeyinin zayif olmasi nedeniyle

kullanimini 6nermemektedir(19).

In Vitro Fertilizasyon (IVF) ve Intrasitoplasmik

Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Konvansiyonel IVF ile karsilastirildiginda ICSI;
daha yiiksek fertilizasyon oranlarina sahiptir. Ancak
ICSI daha invazif bir metottur ve spermatozoanin dogal
secilme siireci bypass edilir. Avrupa IVF Denetleme
programi tarafindan yapilan degerlendirmede liremeye
yardimc1 tekniklerin kullanildig: hastalarin %70'inde
ICSI teknigi kullanildig1 belirlenmistir(!7). Uzun
yillardir iiremeye yardimer tekniklerden hangisinin
kullanilacagina karar vermek igin sperm sayisi,
hareketliligi ve morfolojik degerlendirilmesi
kullanilmaktadir. Bu parametrelerin yani sira DNA
fragmantasyonunun gerek kullanilacak teknigin
belirlenmesinde gerekse bu teknikler kullanildiginda
gebelik basarisini 6n gérmede yeri olup olmadig1 son
yillarda yapilan pek ¢ok ¢aligma ile degerlendirilmistir.

Klasik IVF ile SCSA teknigi kullanilarak yapilan
DNA hasar tespiti yapilmis calismalar degerlendiril-
diginde IVF basarisin1 6n gérmede yeri olduguna dair
pek cok calisma yer almaktadir(18-21), Diger taraftan
yine SCSA teknigi kullanilarak yapilan bazi
¢aligmalarda sperm DNA hasarinin IVF basarisin1 6n
gormede yeri olmadig1 gosterilmistir(22:23), TUNEL
yontemi kullanilarak yapilmis ¢alismalar gézden
gegirildiginde 7 ¢alismaya rastlanmis ve Benchaib ve
ark. yapmis oldugu calisma disinda kalan galigmalarin
hepsinde DNA hasarinin IVF basarisin1 6n gordigii

sonucuna varilmistir(24-30). Simon ve ark. yapmis
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olduklari galigmada COMET teknigi kullanilarak DNA
hasar1 degerlendirildiginde IVF basarisini 6n gérmede
DNA hasarinin bagimsiz bir degisken oldugu sonucuna
varmislardirGD. 2006 yilinda yapilan bir metaanalizde
DFI (%30 olan vakalarin gebe kalma sansinin DFI
(%30 olan vakalara gore 2 kat daha yiiksek oldugu
belirlenmistir32). 2011 yilinda yapilan baska bir
metaanalizde ise DNA hasarinin IVF basarist ile negatif
korelasyon gdsterdigi belirlenmistir(33). Tiim bu
degerlendirmelere ragmen 2013 yilinda ASRM
yayinlamis oldugu biiltende IVF tedavisinde DNA
hasarinin degerlendirilmesinin gerekliliginin kanit
diizeyinin zay1f oldugunu dile getirmistir(10),

ICSI sikluslari ile pek ¢cok basamagin bypass
edilmesi sonucu sperm DNA hasarinin sonug iizerine
olabilecek etkinin minimalize edildigi kanaati yaygindir.
ICSI sikluslarinda DNA hasarinin bagarty1 6n gérmede
yeri olup olmadigini belirlemek amaciyla pek ¢ok
calisma yapilmistir. Bungum ve ark. 2004 yilinda
yapmis olduklar1 ¢alismada ICSI uygulanan DFI(27
olan olgularda eve canli bebekle gitme olasiliginin,
DFI (27 olan olgularla karsilastirildiginda 2.5 kat daha
yiiksek oldugu saptanmustir(13). Ayni galismada IVF
uygulanan grupta bu oran 3.6 olarak saptanmistir.
Literatiirde DNA hasarinin ICSI sonuglar1 iizerine
olumsuz etkisi oldugunu destekleyen pek gok galisma
vardir(19:20,25.27-29.34) - Ancak Bungum ve ark. 2007
yilinda yaptiklar1 calismada ICSI basarisinin DFI<30
olan olgular ile DFI > 30 olan olgularin gebelik basarisi
agisindan bir fark olmadig1 belirlenmistir(!4). Yine bu
sonuglar1 destekleyen ¢alismalar vardir(18,22,26,35-37),
DFI diizeyi >50 olan ICSI yapilan olgularda yapilan
degerlendirmede fertilizasyon oranmnin ve klinik gebelik
oranlarinin etkilenmedigi belirlenmistir(3®). 2008 yilinda
yapilan bir metaanalizde DNA hasar testlerinin gebelik
sonuglari ile iligkisi degerlendirilmis ve kiigiik ama
istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmistir. Ancak
bu sonucun DNA hasar1 degerlendiren testlerin rutin
kullanima girmesi igin yeterli kanit teskil etmedigi
sonucuna varilmistirG9. Tiim bu galismalarda DNA
hasarimnin tespiti i¢gin SCSA basta olmak iizere farkl
teknikler kullanilmigtir. Kullanilan bu teknikler
igerisinde standardize oldugu kanitlanan tek yontem
SCSA'dir. ASRM'nin 2013 yilinda yaymlamis oldugu
biiltende ICSI tedavisinde rutin olarak DNA hasarinin
degerlendirilmesi igin yeterli kanit olmadig: vurgulan-

migtir.
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SONUC

Spermatozoda gergeklesecek dogru bir DNA
paketlenme sistemi, fertilizasyon ve embriyo geligimi
icin oldukga 6nemlidir. Sperm DNA hasarinin tespitinde
kullanilan pek ¢ok test bulunmaktadir. Bu testlerin bir
kisminda subjektif kriterlere dayanilarak degerlendirme
yapilmaktadir. Objektif degerlendirme yapilanlarin bir
kisminda ise standardizasyon sorunu yasanmaktadir.
Giiniimiizde en sik kullanilan DNA hasar tespiti testi
olan SCSA standardize bir test olmasi agisindan
avantajlidir. Sperm DNA hasari tespitinin fertil ve
infertil ayriminin yapilmasinda kullanimini destekleyen
calismalar olmasina karsin kanit diizeyleri yeterli
degildir. Ayrica kullanilacak yardimci lireme
tekniklerinin se¢ilmesinde belirlenmis konumlar1
yoktur. Yapilan ¢aligmalarda DNA hasar tespitinin,
sperm morfolojik degerlendirilmesine iistiinligi
olmadig1 gosterilmistir(40:41), Tiim bu sonuglar goz
oniine alindiginda sperm DNA hasar tespitinin rutin

kullanimda yeri yoktur.
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