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0z

Bu calismada, izole oligozoospermi, izole astenozoos-
permi, izole teratozoospermi ve oligoastenoteratozoos-
permi hastalarindan ve saglikli bireylerden alinan se-
men orneklerinde sperm Kkalite diizeyleri arasindaki
farkliliklarin ve DNA hasarinin incelenmesi amaglan-
mistir. Calismada, izole oligozoospermi, izole astenozo-
ospermi, izole teratozoospermi, oligoastenoteratozoos-
permi tanisi alan hastalar ile saglikli erkek bireylerden
alian sperm ornekleri kullanilmistir. Sperm 6rnekleri-
nin say1 ve motilitesi Makler kamera ile belirlendi ve
Spermac boyama yontemi ile boyanarak morfolojileri
degerlendirildi. Gruplar arasinda sperm hiicresi DNA
hasarini belirlemek amaciyla alkali comet assay yonte-
mi kullanildi. Calismamizin morfolojik bulgularina gore;
normozoospermi grubuna ait sperm morfolojisi normal
sinirlar icinde iken, izole astenozoospermi ve izole oli-
gozoospermi gruplarinda normal sperm morfolojisi %4
idi ve kayda deger sperm morfoloji anomalilerine rast-
lanmadh. izole teratozoospermi ve oligoastenoteratozo-
ospermi gruplarinda ise, normal sperm morfoloji ytiz-
deleri %4’ iin altinda olup, anomali yiizdesi diger grup-
lara gore daha fazlaydi. Comet ile inceledigimiz sperm
DNA hasar1 bulgular1 morfolojik degerlendirmeler ile
uyumluydu. Sonug olarak, rutin semen analizi ve morfo-
lojik degerlendirmelerin yani sira DNA hasarini incele-
mekte comet assay’in de yol gosterici nitelikte kullanila-
bilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: DNA hasari, Spermatozoon, Tek
hiicre jel elektroforez.
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ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate the DNA damages
and the variations among sperm quality levels in semen
samples from healthy individuals and oligozoospermic,
insulated asthnenozoospermic, insulated teratozoosper-
mic and oligoasthenoteratozoospermic patients with
the factors effecting spermatozoon quality. The sperm
samples from healthy individuals and patients diag-
nosed as insulated oligozoospermia, insulated astheno-
zoospermia, insulated teratozoospermia, and oligo-
astheoteratozoospermia in separated groups were used.
The number of sperm samples was detected by using
Makler camera and their morphologies were evaluated
by coloring with Spermac Coloration Assay. To deter-
mine the DNA damages among groups, Alkaline Comet
Assay method was carried out. According to morpholog-
ic results of our study, while the sperm morphology
belonging to normozoospermia group was within the
normal ranges, the normal sperm morphology in insu-
lated asthenozospermia and insulated oligozoospermia
groups was %4 and no significant sperm morphology
anomalies were found. In insulated teratozoospermia
and oligoasthenoteratozoospermia groups, normal
sperm morphology percentages were below %4 and the
anomaly percentages were higher than those in the oth-
er groups. The results we obtained by using Comet As-
say were consistent with morphologic evaluations. As a
result, we believe that the Comet Assay can also be
guide for determining DNA damages in addition to rou-
tine semen analysis and morphologic evaluations.
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GIRIS

Semen analizi erkek infertilitesinin degerlendirilmesin-
de rutin olarak kullanilan bir yontemdir. Semen anali-
zinde ejakulatin fiziksel 6zellikleri ile sperm konsantras-
yonu, toplam sperm sayisi, sperm motilitesi ve morfolo-
jisi, vitalite orani gibi spermatozoaya ait faktorler ince-
lenmektedir (1). Ancak infertil erkeklerin yaklasik %
15’inde normal semen analiz sonuglarina ragmen infer-
tilitenin kesin tanisi semen analizi ile konulamamakta-
dir (2). Dolayisiyla fertil ve infertil erkegi birbirinden
ayiracak, gebelik sonuclarini 6n goérecek yeni belirtecle-
re ihtiyac¢ vardir. Fertil ve infertil erkeklerde sperm DNA
hasar diizeylerindeki farkliliklarin fertilite potansiyeli-
nin bir gostergesi olarak kullanilabilecegi diistiniilmek-
tedir (3). Boylece dikkatler sperm DNA biitlinligii tizeri-
ne yogunlasmistir. Diisiik say1, motilite ve anormal mor-
foloji gibi bozuk semen parametreleri siklikla yiiksek
sperm DNA hasari ile birliktelik gostermektedir. Ancak
normal semen paramaterelerine sahip hastalarin %
8’inde sperm DNA hasari1 oldugu da bilinmektedir (4).
Erkekte DNA kalitesi lireme yetenegi ile esdegerdir.
DNA hasarli sperm, fertilizasyonu gergeklestirebilir;
ancak anoploidi orani yiiksek embriyo olusumu, erken
donem gebelik kayiplari, epigenetik degisimlere bagh
olarak metabolik hastalik riski, cocukluk cagi kanserleri
gibi problemlere neden olmakta ve halen arastirmalara
konu olmaktadir (5). Sayi, hareketlilik veya morfolojik
olarak bozukluk kromozomal yapiya etkileri sonucu
hem normal cinsel iliskide hem de tiip bebek intrastop-
lazmik ICSI ve asilama gibi yardimc tireme tekniklerin-
de dollenme yetenegini azaltir ve diisiik ihtimalini artti-
rir. Bu sebeple de izole ya da birka¢ bozuklugun bir ara-
da oldugu teshisi konmus hastalarin sperm morfolojisi
ve DNA hasarinin incelenmesi kaliteli bir embriyo olu-
sumu i¢in son derece 6nemlidir (6).

Bu ¢alismanin amaci, erkek infertilitesinde ¢ok 6nemli
yeri olan izole oligozoospermi, izole astenozoospermi,
izole teratozoospermi ve oligoastenoteratozoospermi
olgular ile fertil kabul edilen kontrol grubundan elde
edilen semen o6rneklerinde genel sperm morfolojisi de-
gerlendirilmesinin yani sira comet metodu kullanilarak
DNA hasarinin incelenmesidir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Baskanhigimin 20/06/2014 tarih ve
2014/369 no’lu karari ile Etik Kurul onay1 alind1. {lavet-
en tiim hastalara ¢alisma oncesi bilgi verildikten sonra
onam formu doldurulup imzalatildi. Galismamz, HUMA
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Hastanesi Tiip Bebek
Merkezi'ne basvuran ve normospermi (n=20), izole
oligozoopermi (n=20), izole astenozoospermi (n=20),
izole teratozoospermi (n=20), oligoastenoteratozoo-
spermi (n=20) tanist alan hastalardan (18-35 yas
araliginda) alinan sperm 6rnekleri tizerinde yapilmistir.
Hastalardan ii¢ giinliik cinsel perhiz sonucunda alinan
semen Orneklerinin 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek like-
fiye olmasi saglandi. Daha sonra kruger kriterlerine
gore; sayl1, motilite, yogunluk, pH ve morfoloji yoniinden
degerlendirilmek iizere ayrildi (7). Sperm morfolojileri-
ni degerlendirmek icin bir damla semen 6rnegi (10 pl)
lam {zerine damlatip yayilarak havada kurutuldu.
Spermac Boyama yontemi kullanarak boyanan prepa-
ratlar kurutma isleminin ardindan Olympus CH40 mar-
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ka 151k mikroskobunda 100’liik objektifle incelendi ve
gorintiiler Olympus Camedia kamerayla fotograflana-
rak degerlendirmeye alindi (8).

Sayim islemi makler kamera ile yapild1 ve spermler ha-
reketlerine gore A, B, C ve D olarak ayrildi. Makler ka-
merasindaki kareleri ileri-diiz hareketle 5 saniye icinde
gecenler A hareketli, yavas ya da dogrusal olmayan ha-
reketle gecenler B hareketli, yerinde hareket edip du-
ranlar C hareketli, kimildamadan duranlar ise D hare-
ketli olarak degerlendirildi. Semenin pH’sin1 6l¢mek i¢in
pH-indicator paper kullanildi. pH paper semene daldiri-
lip ¢ikarildi ve 5 saniye icerindeki renk degisimi tablo-
dan bakilarak pH tespiti yapildi. Voliim 5 cc'lik pipetler-
le 6lgiildii. Voliimil 5 cc’den fazla olan semen drnekleri
ise 10 cc’lik pipetlerle 6l¢iildii.

Spermde DNA hasar yiiksek alkali sartlarda tek hiicre
jel elektroforez yontemiyle arastirildi. Diliie edilen se-
men Ornekleri 4 °C’de 10 dakika 300 g de santrifij edil-
dikten sonra silipernetant atildi ve kalan sperm o6rnekle-
ri PBS ile yikandi (9). Lamlar PBS’de hazirlanmis %1’lik
normal erime noktali agarozla kaplanarak oda sicakli-
ginda kurutuldu. 100 ml 37°C de %0,7‘lik diisiik erime
noktali agaroz ile 10 ml hiicre siispansiyonu karistirildi
ve lam ilizerine yayildi. Lamlar 4°C’de buz akiisii tizerin-
de 5 dakika katilasmaya birakildi. Lameller lamlardan
kaldirildi, taze hazirlanmis soguk lyzis ¢ozeltisinde (2.5
M NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton X-
100, %10 DMSO ve 40 mM dithiothereitol, pH:10) 1 saat
40C’de bekletildi. Daha sonra lizis ¢6zeltisine 100 mg/ml
proteinaze K eklenerek, lamlar 37°C de bir gece inkiibe
edildi. Yatay elektroforez tanki taze hazirlanmis elektro-
forez tamponu (300 mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH: 13)
ile doldurularak lamlar yerlestirildi. DNA sarmalinin
¢oziilmesi icin 80C’'de 12 V-250 mA’de 20 dakika elekto-
roforez uygulandi. Daha sonra lamlar alkali iyon ve de-
terjanlarin uzaklastirilmasi i¢in nétralizasyon ¢dzeltisi
(0.4 M Tris, pH 7.5) ile yikand1. Notralizasyondan sonra
preparatlar 50 ml ethidium bromide (1g/ml) ile boyan-
di1 ve lamelle kapatildi. Biitiin islemler oda 1sisinda ve
karanlik ortamda yapildi (10). Preparatlardan elde edi-
len goriintiiler floresan mikroskop (Olympus, BX51,
Tokyo, Japan) kullanilarak X400 biiyiitmede incelendi.
Her bir semen o6rneginden rastgele secilmis 100 adet
hiicre goriintiisiit Comet Assay Software Project (CASP-
1.2.2, Windows 2010) ile analiz edildi (11). Hiicrede
meydana gelen hasar sperm basindan go¢ etmis, co-
met’e neden olan kirilmis DNA kuyrugundan belirlendi
(12).

Verilerin analizi, IBM SPSS Statistic 22 (IBM Inc. ILL,
USA) paket programinda degerlendirildi. Grup ici ve
gruplararasi karsilastirmalar tek yonlii Anova testi ile
yapildi. Coklu karsilastirma testi bagimsiz degiskenli
Tukey HSD yontemi ile yapildi. Veriler ortalamaz stan-
dart sapma ile ifade edildi. p<.05 degeri istatiksel ola-
rak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Normozoospermi grubuna ait sperm morfoloji deger-
lendirmesi normal sinirlar igerisindeydi. Normozoos-
permik bireylere ait morfolojik degerlendirme diger
hasta gruplarinda uygulandig gibi rutin spermac boyasi
ile boyanip 100 sperm sayimi igerisinde incelendiginde
normozoospermik bireylerin normal yilizdesi %4 ve
lizeri olarak gézlemlenmistir. izole astenozoospermi ise
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yine WHO'nun 2010 verilerine gore saymin ml'de 15
milyon ve tizerinde oldugu normal sperm morfolojisinin
ise %4 ve lizerinde oldugu hasta grubudur. izole oligo-
zoospermi ve izole astenozoospermi grubuna ait hasta-
larda yine 100 sperm sayimi icerisinde normal sperm
morfoloji ortalamasi %4 veya %4’lin lizerinde iken oli-
goastenoteratozoospermi grubuna ait hastalarda ise
sperm morfoloji ortalamasi %4’tin altinda bulunmak-
tayd1. Izole oligozoospermi hasta grubuna ait bireyler-
den alinan sperm ornekleri WHO’nun 2010 verilerine
gore diizenlemis oldugu kriterler cergevesinde hareket-
liligin %40 ve lizerinde oldugu, normal sperm morfoloji-
sinin ise %4 ve iizeri oldugu hasta grubuydu. Oligoaste-
noteratozoospermi grubuna ait hastalarda karsilasilan
anomaliler ise yetersiz hareketliligin ve sayisal degeri-
nin diisiik olmasinin yaninda izole teratozoosperminde
karsimza ¢ikan bazi anomalilerle paralel iliski gostere-
rek oligoastenoteratozoospermi grubu bireylerinde de
morfoloji yapilarindaki bozukluklar gozlenmistir. Oligo-
astenoteratozoospermi grubu hastalar WHO’nun kriter-
lerine gore sayi, hareketlilik ve normal sperm morfoloji
ylizdesinin standartin altinda oldugu hasta grubuydu.
Bu grupta tipki izole teratozoospermi grubu hastalarina
ait morfolojik degerlendirmede ortaya ¢ikan yapisal
bozukluklara sahip anomaliler gozlendi. Buna paralel
olarak anormal morfolojili spermin daha fazla sayida
bulundugu izole teratozoospermi ve oligoastenoteratzo-
ospermi boyanma yiizde orany, izole oligozoospermi ve
izole astenozoospermi hasta bireylerine ait sperm mor-
foloji degerlendirmesine oranla fazla bulundu. izole
teratozoospermi’ye ait semen drnekleri incelendiginde
100 sperm sayimi icerisinde normal sperm hiicre sayisi
%4’in altindayd1. Cesitli anomalilerin en fazla bulundu-
gu gruplardan biri olan izole teratozoospermi grubunda
say1 ve hareketliligin normal degerlerde yani ml’de 15

D\,“‘—_— ’ - .

milyon ve tizerindeydi, hareketliligin %40 ve {lizerinde
oldugu fakat sperm morfolojilerinde fazlasiyla akrozo-
mal, nuklear ve kuyruk boélgeleri diizensiz yapilar ile
karakterize olmustur. Burada sitoplazmik dorplet, pin-
head, kinked, dag defekti, kisa kuyruk, tapered gibi
sperm morfoloji anomalileri karsimiza ¢ikmistir.
Spermak boyalari ile yapilan 151k mikroskopi degerlen-
dirmesinde, sperm basi yapisindaki anomalilerin, kon-
densasyon defektlerinin, buna benzer bir¢ok paramet-
renin ve DNA hasarlarinin oranlarini yine izole terato-
zoospermi oligoastenoteratzoospermi hasta spermleri-
nin, izole oligozoospermi ve izole astenozoospermi has-
ta bireylerinin spermlerine goére daha fazla oldugunu
belirledik.

Sekil I ve Sekil II'de karsimiza ¢ikan anomaliler ve nor-
mal sperm morfoloji yapisi fotograflar ile desteklenmis-
tir. Anomali yapisinin en fazla goérilldigii gruplar olan
izole teratozoospermi ve oligoastenoteratzoospermi
hasta bireylerine ait bazi anomaliler sekilde gosterilmis-
tir (Sekil I ve II).

Calismada izole oligozoospermi, izole astenozoospermi,
izole teratozoospermi, oligoastenoteratozoospermi has-
ta gruplarindan elde edilen veriler ile Normozoospermi
grubundan elde edilen comet parametrelerinin istatis-
tiksel analiz sonuclar1 Tablo I'de gosterilmistir. Tim
gruplar Length Head degerleri bakimindan istatistiksel
olarak karsilastirildiginda kontrol, izole oligozoospermi
ve izole astenozoospermi gruplari ile sadece izole tera-
tozoospermi ve oligoastenoteratozoospermi gruplari
arasinda anlamli fark oldugu saptandi (p<0.05). Ancak
izole teratozoospermi ve oligoastenoteratozoospermi
gruplari arasinda anlaml fark yoktu (p>0.05). Istatistik-
sel olarak Length Tail degerleri gruplar arasinda karsi-
lastirildiginda, kontrol grubu ile izole oligozoospermi,
izole teratozoospermi ve oligoastenoteratozoospermi
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Sekil I: Sperm morfolojisi resimleri A: Normozoospermi (siyah ok: Normal sperm sekli), B: izole Astenozoospermi (beyaz ok: Ak-
rozomalvakuol, mavi ok: Kiigiikkbasanomalisi), C: Izole Oligozoospermi (Beyaz ok: irregularakrozomal sekil bozuklugu, Mavi ok:
Kinked), D: Oligoasteoteratozoospermi (Beyaz ok: Kisa kuyruk, Mavi ok: Cift bas), E: Oligoastenoteratozoospermi (Beyaz ok: Ser-
best bas, Mavi ok: Dagdefekti), F: izoleTeratozoospermi (Beyaz ok: Pin-Head, Mavi ok: Abeksiyelimplantasyon) X100.
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Sekil II: Sperm morfoloji resimleri G: izole Teratozoospermi (Beyaz ok: Roundhead, Mavi ok: Serbest bas), H: izole Teratozoosper-
mi (Beyaz ok: Stoplazmikdroplet, Bordo ok: Tailstump), I: Oligoasteoteratozoospermi (Beyaz ok: Uzun bas, Mavi ok: Pinhead, Kir-
miz1 ok: Akrozomalvakuol), J: Oligoasteoteratozoospermi (Koyu ok: Mitokontrial kayip), X100.

gruplar arasinda anlamli artis vardi (p<0.05). Kontrol
grubu sperm hiicreleri Length Comet degeri bakimindan
degerlendirildiginde sadece izole teratozoospermi gru-
bu ile arasinda istatistiksel olarak anlaml fark oldugu
belirlendi (p<0.05). Ancak diger gruplar ile kontrol gru-
bu arasinda anlamlilik yoktu (p>0.05). Head DNA deger-
leri bakimindan deney gruplarn karsilastirildiginda,
kontrol grubu ile izole oligozoospermi ve izole asteno-
zoospermi gruplari arasinda anlaml bir farklilik bulun-
mazken (p>0.05), izole teratozoospermi ve oligoasteno-
teratozoospermi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gozlendi (p<0.05). Gruplar arasinda
Tail DNA degerleri karsilastirildiginda, tiim gruplar ile
kontrol grubu arasinda anlamlilik diizeyinde fark bulun-
du (p<0.05). Dolayisiyla, kontrol grubuna gore, deney
gruplarina ait spermlerde comet parametrelerinden Tail
DNA’da gdzlenen artis, deney gruplarinda belirgin DNA
hasarinin oldugu gosterdi. Tail Moment degerleri karsi-
lastirildiginda ise, kontrol grubu ile izole astenozoosper-
mi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
olmadig1 (p>0.05) ancak diger tiim gruplardan elde edi-
len veriler arasinda istatistiksel olarak anlamh fark ol-
dugu tespit edildi (p<0.05). Olive Tail degerleri karsilas-
tirildiginda ise, kontrol grubu ile izole astenozoospermi
grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml fark olmadig1
(p>0.05) ancak izole oligozoospermi, izole teratozoos-
permi ve oligoastenoteratozoospermi gruplari arasinda
anlamlilik seviyesinde fark oldugu belirlendi (p<0.05)
(Sekil I1I).

TARTISMA VE SONUC

Ciftlerin en az bir y1l siire ile herhangi bir korunma y6n-
temi olmaksizin ¢ocuk sahibi olamamalari infertilite
olarak adlandirilmaktadir. Infertilite probleminin tireme
cagindaki ciftlerin yaklasik %10-15’ini etkileyen bir
faktor oldugu bilinmektedir (13). Diinya capinda yapi-
lan ve 32 Kklinigi iceren ¢ok merkezli bir ¢alismada, in-
fertil ciftlerin %30-40"1in sadece erkek faktorlii inferti-
lite nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (14). Erkek
fertilitesinin devami icin, spermlerin normal say1 ve
hareketliliklerinin yani sira genetik bilginin nesilden
nesile saglikli olarak aktarilabilmesi icin DNA yapisinin
korunmasi da son derece dnemlidir. Dolayisiyla, erkekte
DNA kalitesinin lireme yetenegi ile esdeger oldugu di-
stiniilmektedir.

Calismamizda; erkek kisirligina sebep olan sperm mor-
folojilerinin, genel morfolojik degerlendirmesinin yan
sira hasta gruplar1 ve kontrol grubundan elde edilen
semen Orneklerinde comet assay metodunu kullanarak
DNA’nin hangi diizeyde etkilendigine dair bilgiler elde
etmeyi planladik. Béylece, sperm morfolojilerinin anla-
silmasi, tedavinin yonlendirilmesi ile liremeye yardimci
tedavi merkezlerinde islem sirasinda sperm segimi ve
degerlendirmesi icin 6nceden elde edilecek bilgilerle
tedaviye yarar saglamay1 amagladik.

Semen Kkalitesi, klasik olarak semen icerisindeki sperm-
lerin sayisi, motilitesi ve morfolojisine bakilarak deger-
lendirilir. Sperm morfolojisinin incelenmesi, spermato-
genez kalitesi ve fertilitenin duyarl bir gostergesi oldu-
gu bilinmektedir (15). Diger yandan morfolojik olarak

Sekil III: Comet goriintiileri, A: Normozoospermi (Kontrol grubu), B: izole Astenozoospermi, C: izole Oligozoospermi, D: izole

Teratozoospermi, E: Oligoastenoteratozoospermi.
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Tablo I: Kontrol ve diger gruplar arasindaki DNA hasar olgiileri. L Head: Bas uzunlugu, L Tail: Kuyruk uzunlugu, L comet: Comet
uzunlugu, Head DNA: Basta %DNA, Tail DNA: Kuyrukta %DNA, TM: Kuyruk Momenti, OTM:OliveTail Moment, SH: Standart hata,
Gruplar 1: Kontrol grubu, 2:izole oligozoospermi, 3: izole Astenozoospermi, 4: izole Teratozoospermi, 5: Oligoastenoteratozoosper-

mi
1 2 3 4 5 P

L head 95.95:21.212 96.52¢17.750  95.95:£23.62:  91.95:22.970  92.20221.63>  0.001
L tail 21.69+16.372 24.82+15700  20.69:16222  31.35%29.76c  29.76£18.02¢  0.001
Lcomet 117.17+27.53%  121.33+26.06b  117.27+33.66®  12347#33.36c  116.20£29.452  0.001
Head DNA 94.00+29: 93.42+¢4.040  92.30£12.58*  87.80:11.76>  89.41%7.22%  0.001
Tail DNA 1.70£1.90 7.07+8.99 5.80£4.10¢ 12.10£11.70¢ 10.80£7.70¢  0.001
™ 1.25+1.42a 2.09+£2.92b 1.44+2.11= 5.20+9.02¢ 4.09+7.064 0.001
0TM 1.99:1.422 2.68+2.28b 1.73:1.81 434£5.57¢ 462+493  0.001

Veriler ortalama * standart sapma olarak ifade edilmistir. p< 0.05 Anlamli olarak kabul edilmistir. Ayni satirda yer alan ayni harf-
ler gruplar arasindaki benzerligi, farkl harfler gruplar arasindaki farklilig ifade etmektedir.

yeterli olmayan sperm, esin yumurta hiicresinin déllen-
me giiciinii azaltmakta ve dollenme gerceklesse bile,
olusan embriyonun diisiikle sonuglanmasi olasiligini
arttirmaktadir. Morfolojik degerlendirmenin baslica
amaci normal ve anormal spermlerin ayirt edilmesidir.
Ciinkii morfolojik bozuklugun lokalizasyonu, tiiri ve
miktariin fertilite ile siki bir iligkisi oldugu ve anormal
yapidaki spermlerin fertilite yeteneklerinin olmadigi
bilinmektedir. Bu yiizden sperm morfolojisi, erkegin
cocuk sahibi olabilme potansiyelini en iyi bicimde goste-
ren Kkriterlerden biridir (16).

Literatiir incelendiginde, Kruger kriterlerine gore yapi-
lan degerlendirmelerin 6n plana ¢iktif1 ve sinir degeri
olarak ¢ogunlukla %4’iin alindig1 anlasilmaktadir. Buna
gore sinirda ya da hafif anormal olan spermatozoalar
anormal olarak kabul edilmektedirler. IVF yontemlerin-
de basariy: etkileyen faktorler arastirildiginda spermin
sayl, hareketlilik ve morfolojik 6zelliklerinin fertilizas-
yon iizerinde direkt etkili oldugu saptanmistir (7).

Bu ¢alismada, kontrol grubu disinda incelenen tiim se-
men orneklerinde kruger kriterlerine gére bas anomali-
lerine sahip spermler bulunmaktaydi. Ayn1 zamanda
gruplar arasindaki sperm morfolojileride degerlendiril-
mis ve karsilasilan bazi anomaliler agiklanmistir. Nor-
mozoospermik bireylere ait morfolojik degerlendirme-
de normal yiizdenin %4 ve iizeri oldugu goézlenmistir.
Bu grupta genel itibariyle bircok sperm normal veya
normale yakindi izole teratozoospermi’ye ait semen
ornekleri incelendiginde normal sperm hiicre sayis1 %
4'in altindaydi. Ayrica, ¢esitli anomalilerin en fazla bu-
lundugu deney gruplari izole teratozoospermi ve oligo-
astenoteratozoospermi gruplari olup, burada pin-head,
sitoplazmik droplet, tapered, amorf sperm yapisi, round
-head, abaksiyel implantasyon kirik boyun anomalisi,
tail stump, dag defekti gibi birgok sperm anomalisine
rastlandi.

Sperm morfoloji ve motilite anomalilerinin DNA hasari
ile iliskili oldugu (17), hasarli DNA’ya sahip spermin

fertilizasyon oranini negatif yonde etkiledigi (18), emb-
riyo gelisim kalitesini bozdugu ve diisiik oranda artisa
neden oldugu bildirilmistir (19). Bu riski en aza indire-
bilmek icin, ¢esitli sperm morfoloji anomalileri ile DNA
hasaria sahip spermlerin kullanimindan sakinilmasi
onerilmistir (20). Yapilan bir calismada; sperm DNA
fragmantasyonu indeksi ile semen parametreleri arasin-
da kuvvetli bir iligki oldugu gosterilmistir (21). Diger bir
calismada ise sperm DNA’sindaki hasarin iireme yetene-
gi tizerinde olumsuz etkisi oldugu bildirilmistir (22).
Spermin morfolojik degerlendirmesinin infertilite sebe-
bini belirlemede tek basina yetersiz olabilecegi ve
spermdeki DNA hasarini belirlemenin de gerekli oldugu
savunulmaktadir. Bu amag icin kulanilan Comet metodu
basit, hizli, duyarli olmasi, farkl hiicre tipleri ve DNA
hasar cesitleri icin uygulanabilirligi, en dnemlisi ise rad-
yoaktif isaretleme gerektirmemesi nedeniyle siklikla
tercih edilen bir yontemdir (23).

Comet yonteminin avantajlarini miimkiin kilan bir diger
calismada da insan spermlerinde, hiicrelerdeki DNA
hasarini belirleyen iki teknik olan Eliza ve Comet yon-
temleri karsilastirilmistir. Sonug olarak Comet yontemi-
nin Eliza lizerindeki en temel avantajinin, DNA hasari-
nin bireysel hiicrelerde belirlenebilecegi ve yayilis hasa-
rinin sekilsel bakimdan bir bilgi verdigidir. Ciinkii bu
yontem herhangi bir hiicre populasyonunda karsilastiri-
labilir toplam DNA hasarini gostermektedir (24). Yapi-
lan bir ¢alismada insan spermatozoalarindaki ssDNA ve
dsDNA kiriklarini es zamanlh degerlendirme amaciyla
modifiye edilmis bir comet ydntemi kullanmislar ve
sperm DNA’larindaki tek ve ¢ift kiriklarinin belirlenme-
sinde pozitif kolerasyon gosterdigini saptanmistir (25).
Eugin ve ark, alkalin ve nétral comet yontemi analizleri
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada oligoastenoteratozoos-
permi, astenoteratozoospermi ve varikoselli astenotera-
tozoospermi hasta gruplarinda ssDNA ve dsDNA frag-
mantasyon diizeyinin yiiksek oldugunu gostermislerdir
(26). Biz de ¢alismamizda, DNA hasarim1 gostermek
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amaciyla comet metodunu kullandik ve belirledigimiz
hasta gruplari ile kontrol grubu arasinda DNA hasari
acisindan anlaml bir iliski oldugunu belirledik.

Sperm morfolojisindeki bozuklugun asil kaynagi sperm
kromatin yapisindaki defektlerden kaynaklanmaktadir.
Literatiirde sperm kromatin yapisinin bir problem ola-
rak goriilmesi gerekliligine dikkat ¢eken bir¢ok ¢alisma-
lar bulunmaktadir. Ngo ve ark., sperm kromatin hasari-
nin fertilite ile olan iliskisini gostermek i¢in yaptig1 ca-
lismada kromatin hasarina sahip olan erkek bireylerin
¢ocuklarinda dogum defekti goriile ihtimalinin arttifina
dikkat ¢ekmistir (27). Host ve ark., DNA dizi kirilmalari-
nin normal erkeklerden alinan sperm 6rneklerine naza-
ran oligozoospermik erkeklerden alinan sperm dérnekle-
rinde daha sik goriildiigiinii bulmuslardir. DNA dizi ki-
rilmalarina sahip olan spermatozoa seviyesinin Kruger
Strict kriterleri ile belirlenen morfolojik patolojik sperm
seviyeleri ile kismen iligkili oldugunu belirlemislerdir
(28).

Yapilan bir ¢alismada comet yontemi kullanilarak sper-
matozoonlardaki DNA hasarinin bu spermatozoonlar-
dan elde edilen embriyo Kkalitesi iizerindeki etkisine
bakildiginda, diisiik DNA hasarina sahip spermatozoon
grubunun anlaml bir sekilde daha ytiksek, iyi kalitede
embriyo yiizdesine sahip oldugu gosterilmistir (29).
Yapilan ¢alismalar sperm kromatin yapisindaki hasarla-
rin sperm morfolojisi ile yakindan iligkili oldugunu gos-
termektedir. Biz de bu ¢alismalardan yola ¢ikarak sper-
mac boyama ile hastalarin sperm morfolojilerini ve
sperm DNA hasarini birlikte degerlendirdik. Calisma-
mizda belirlemis oldugumuz farkli hasta gruplarinda
DNA hasarini gostermek amaciyla comet ydntemini
kullandik. Elde edilen verilere gore izole oligozoospermi
ve izole astenozoospermi iceren olgularda daha fazla
saylida sperm hiicresinin DNA hasar igerdigini, izole
teratozoospermi ve oligoastenoteratozoospermi olgula-
rinda ise sperm hiicrelerinin tamaminda yiiksek DNA
hasar1 oldugunu gosterildi. Normal semen parametrele-
rine sahip hasta olgularinin bazilarinda kiigtik dlgekte
DNA hasarina sahip hiicrelere rastlanilsa da bu anlaml
derecede olmadig icin pozitif korelasyon gdstermemis-
tir. Elde ettigimiz comet bulgular1 morfolojik degerlen-
dirmeler ile uyumlu bulunmustur.

Sonug olarak, sperm sekil bozukluklari, erkeklerde in-
fertiliteye yol agan dnemli bir neden olarak kabul edilse-
de, sperm DNA hasarinin embriyo kalitesini 6nemli de-
recede etkileyebilecegi ve DNA hasarina sahip bireyler-
den olan ¢ocuklarda da dogum defektlerinde artis riski
bulunabilecegi sOylenebilir. Yani normal olmayan ve
kriterlerin altinda kalan semen parametrelerine sahip
bireylerden 6zellikle de teratozoospermi ve oligoaste-
noteratozoospermi tanisina sahip hastalardan dogan
erkek cocuklarin da DNA hasar1 igeren sperm degerle-
rinde olma ihtimalleri mevcuttur.
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