BOLUM 17

SPERM DNA FRAGMANTASYONU VE ERKEK
INFERTILITESI

Kemal ERTAS?

GIRIS
Erkek kisirlig1 diinya capinda endise verici boyutta artmaktadir. Genel infertilite

vakalarinin% 50’sinde potansiyel nedenleri ortaya koymak i¢in 6zel incelemer ge-
rekmektedir.(1)

Yardimci iireme teknolojisinin énemli dl¢iide gelismesi ile (YUT) 6li dogum
oranlar1 azda olsa azalmistir.(2)YUT ,Erkek fertilitesini iyilestirmek i¢in uygun
yaklagim olarak kullanilmamalidir. Vakalarin ¢ogu idiyopatik kalan erkek infer-
tilitesinin yonetiminde , dogru teshis miimkiindiir. Bunun igin erkek kisirliginin
etiyolojisi her yoniiyle diisiiniilmeli , olas1 mekanizmalar aragtirilmali ve kavram-
sallastirilmalidir. Bu baglamda, sperm fonksiyonlari ile ilgili molekiiler ve genetik
siirecleri anlamak ¢ok énemlidir. Sperm fonksiyon testleri ve Ureme sonuglari
tizerinde biiyiik etkiye sahip olan sperm DNA biitiinliigli arastirma onceligini
tekrar kazanmaktadir

Cesitli ekzojen ve endojen faktorler nedeniyle olusan Sperm DNA fragmantas-
yonu (SDF) dogrudan spermin morfolojik 6zelliklerini bozarak sperm fonksiyon-
larini ve tireme kapasitesini azaltmaktadir.(3,4) SDF incelemeleri, erkek kisirlig
i¢in potansiyel bir tan1 araci olup birkag adimda klinik androlojinin ilerletilmesi-
ne yardimei olur SDF testi, Amerikan Uroloji Dernegi (AUA) ve Avrupa iiroloji
dernegi (EAU) kilavuzlarinda heniiz yeterli kanit diizeyinde olmasa da infertil
erkeklerin degerlendirilmesinde rutin testler olarak tavsiye edilmektedir.(5,6)

Cevresel, yasam tarz1 ve endojen faktorlerin yol a¢tig1 mekanizmalar ile olu-
san SDF etiyolojisinin aydinlatilmas1 erkek infertilitesinin anlasilmasina katki
saglayacaktir.

SPERM DNA HASARININ ETIYOLOJiSi

Haploid genomun bagarili bir sekilde sekonder oosite iletilmesi igin sperm ya-
pist diizgiin olarak yapilir. DNA igeriginin flizyon ve iletiminin basarisi sinirli
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hacimdeki niikleosta sikistirilmis genetik materyal ile dogrudan baglantilidir.
Memeli sperm kromatini, yap1 ve igerik olarak somatik hiicrelerden farklidur.
Boylece paternal genomun oosite tasinmast sirasinda genetik biitiinliik korunur.
(7) Protaminasyon, niikleer kromatin yogunlasmas sirasinda ,pozitif yiikli pro-
taminlerin histonlarin yerine gectigi benzersiz bir siirectir. Transport ve fertili-
zasyondan olugan bu siirecin herhangi bir agamasindaki kusur, SDF ile sonugla-
nabilir. Aslinda, DNA hasariin / kirilmalarinin kapsami, fertil erkeklerde bile
spermden sperme degisiklik gosterebilir.(8) Ortaya ¢ikan kanitlar fertilizasyon
ve embriyo gelisimi sirasinda kromatin organizasyonunun énemini destekliyor.
(9-11) Bununla birlikte, normal durumda, mayotik faz, rekombinasyon kontrol
noktasindan gegerken . bu ilerlemeyi tamamen tamir edilmis DNA veya yetersiz
bozulmug spermatositler gikarilana dek mayotik boliinmeyle sinirlar.(12)

DNA kirilmalari ligasyonu , hem birincil DNA biitiinliigiinii korumak hem de
genom ekspresyonu sirasinda DNA dongii alaninin yeniden birlestirilmesi igin
¢ok dnemlidir.(13)

Histon hiper asetilasyon yoluyla (endojen niikleaz aktivitesi ve topoizomeraz
IT ile DNA kirilmalarinin ligasyonu) olusan bu yeniden montaj siireci kromatin
gevsetme gibi hassas adimlari igerir .(14) Yeni protamin ¢ekirdeklerinin etrafina
kromatin paketleme ve DNA biitiinliigiiniin restorasyonu genellikle epididimal
gecis sirasinda gerceklestirilir(15)

Bununla birlikte, epididimal gecis sonrasi spermatozoada endojen ¢entiklerin
varlig1 spermiogenezde uygun olmayan bir kromatin paketlemesini ve eksik bir
olgunlasma siirecini gosterebilir Kromozomlarin DNA sperm fragmantasyonuna
olan farkli duyarliligi, DNAnin paketleme molekiilleri olan histon ve protaminle-
rin herhangi biriyle olan iliskisine gore belirlenir.(16)

SDF etiyopatogenezinde Sperm kromatin sikistirmasindaki kusurlarin yani
sira, varikosel enfeksiyon, ileri erkek yasi, sicak stresi, yasam tarzi faktorleri, cev-
resel toksinler iyonlastirici ve iyonlastirici olmayan radyasyon gibi birgok diger
inrensek ve ekstrensek faktorler bildirilmistir.(17-18) Bu etiyolojilerin ¢ogun-
da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yiikselmesiyle SDF ortaya ¢ikmaktadir.(19)
Abortif apopitoz(20) ve kusurlu maturasyon(21) , Testikiiler SDF deki i¢ faktor-
lerin rolii ile iligkilidir. Ote yandan, kanitlar epididimal ve ejakule spermde tes-
tikiiler spermden daha fazla extrensek kaynakli DNA fragmantasyonu oldugunu
gdsteriyor.(22) Plazma membrani Igerisindeki ¢ok miktarda ¢oklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) varlig1 spermi ROS kaynakli hasara duyarli hale getirir.(23)

ROS ve SDF arasindaki iligki varikoselin etyopetogenezinde de asikar bir se-
kilde karsimiza ¢ikmaktadir. Infertil olup varikoseli olan erkeklerde infertil olup
varikoseli olmayan erkeklere gére ROS ve lipid peroksidasyon iiriinleri seviyeleri
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daha yiiksek bulunmus.(24) 6te yandan varikoselin tedavi edilmesi ROS seviyele-
rini ve SDF yi azaltmaktadir.(25-26)

Boylece, sperm fonksiyonlarinin ve morfolojisinin intrensek ve ekstrensek
¢ok ¢esitli nedenlerle bozuldugu agiktir. Anormal spermatozoaya neden olan bu
faktorlerle birlikte artan ROS seviyeleri sperm DNA biitiinliigiine zarar verir ve
dolayisiyla infertiliteyle sonuglanabildigi gibi YUTnin basarisinda azalma ve do-
gumsal kusurlarlada sonuglanabilir.
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SPERM DNA FRAGMANTASYONU iLE iLiSKiLI MOLEKULER
DEGISIKLIKLER

Sperm DNA hasar1 hem niikleer hem de mitokondriyal genomu etkiler. (17,27,28)
SDF ayrica niikleusta vakuolasyon gibi sperm alt yapisindaki degisiklikler ile sid-
detli teratozoospermi igeren sperm morfolojik anormalliklerine neden olmakta-
dir .(29) Bu degisiklikler hiperaktivasyon, kapasitasyon gibi normal sperm fonk-
siyonlarini ve spermatozoanin dollenme sirasinda oosit ile baglanmas igin kritik
olan akrozom reaksiyonunu olumsuz etkiler.(30,31) Yiiksek SDF’li hastalarda
Ozellikle spermin proteomu ve seminal plazma degismistir.(28,32) Bu durum
triagilgliserol metabolizmasi, enerji tiretimi, protein katlanmasikatlanmamis
proteinler ve hiicresel detoksifikasyonu gibi molekiiler siiregler ve sperm protein
ekspresyonu tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.(28)

Ayrica, yliksek DNA fragamantasyonlu spermlerde sperm metabolizmast, isle-
vi ve oksidatif enfeksiyonlara kars1 koruma ile iliskili postgenomik yollar etkilenir.
(28)
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Artmis SDF prolaktin kaynakli protein ve onun 6ncii proteininin (pPIP) eks-
presyonunu degistirerek spermatogenezi bozar. (33) Seminal plazma proteomu
ayrica SDF ile iliskili patolojiyi de yansitir ve bunlar sperm DNA hasarinin de-
recesine bagli olarak modiile edilir.(32) Intasqui ve arkadaslar: ayrica, diisiik ve
yiiksek DNA fragmantasyonu olan normozoospermik erkeklerin seminal plaz-
masinda postgenomik yolaklarin degistigini bildirmistir. Yag asidi baglanmasi
ve prostaglandin biyosentezi gibi molekiiler yolak fonksiyonlarinin DNA hasarli
spermatozoalarda degistigi bildirildi.(34)

Sistein agisindan zengin salgi proteini LCCL alan1 igeren 1 (CRISPLD1), siste-
in agisindan zengin salgi proteini LCCL alani igeren 2 (CRISPLD2) ve retinoik asit
reseptoril yanit veren protein 1, diisiik SDF i¢in biyobelirtecler olarak énerilirken
,bir proteozom alt birimi olan alfa tip-5 proteininin yiiksek SDF i¢in potansiyel bir
seminal biyobelirte¢ oldugu diisiiniiliiyor.(35) Sigara igen yiiksek SDFli bireyle-
rin seminal plazmasindaki molekiiler degisiklikler esas olarak azalmis akrozomal
biitiinliik ve mitokondriyal aktivite ile iligkili bulundu. Infertil hastalarda gorii-
lenSDF ile birlikte yiiksek ROS seviyelerinin , Seminal plazmada DNA baglama
mekanizmasina bagl enzimleri degistirdigi gosterildi.(36)

Genel olarak, hem spermatozoanin hem de seminal plazmanin molekiiler pro-
tein yapilari yliksek SDF kosullarinda degisir.

SDF ILE ILISKILI ERKEK INFERTILITE FAKTORLERI/DURUMLARI

Erkek faktor infertilitesi ile SDF arasindaki baglantiy: bildiren ¢alismalar ¢esitli
gozlemlere sahiptir. Bircok calisma, SDF ve erkek kisirligini azalmis sperm fon-
kisyonlarini destekleyen kanitlarla iliskilendirirken(37,39) bazi1 galismalarda ytik-
sek SDF’nin normal motilite ve morfolojiye sahip spermlerde de gozlenebilecegi
bildirilmistir.(40,42) yiikselmis SDF seviyeleri anormal semen parametreleri olan
erkeklerde ve infertil ¢iftin normospermik partnerlerinde gozlenebilir.(43) Buna
ragmen SDF erkek {ireme saglig1 ve saglikli embriyo gelisimi {izerinde 6nemli bir
faktordiir. Agarwal ve arkadaslarinin yakin tarihli bir makalesinde, ART'de daha
iyi bir sonug i¢in SDF yénetiminde kadin faktorlerinin rolii aydinlatilmis.(44)
Yazarlar, SDF ve ARTnin klinik sonuglar1 iizerine etkisi olan yumurtalik rezervi
arasindaki karmasik etkilesimi tartist1. Kaliteli oositlerde kusurlu genetik bilginin
yavruya gecisini 6nlemek igin bir giivenlik kontrolii gorevi goren saglam bir oosit
onarim makinesinin bulunmasi, SDF dahil olmak iizere iireme sonuclarinda ¢ok
onemli bir role sahiptir. (44) Bununla birlikte, birkag erkek infertilite faktorii, SDF
ile iligkilidir.

-182 -



Gtincel Uroloji Calismalar 11

ERKEK YASI

YUT tedavisi arayan ciftler arasinda babalarin, YUT’ye ihtiyag¢ duymayanlara
gore onemli 6l¢iide daha yash oldugu bildirilmistir (36.6’ya kars1 33.5 y1l) (45) .40
yas ve lizeri erkek kisilerde de sperm DNA hasari riskinin daha yiiksek oldugu bu-
lunmustur.(46) Ancak bazi arastirmalarda baba yas1 ile SDF arasinda bir iliski ol-
madig bildirilmistir.(47,48) Bununla birlikte, calismalarin ¢ogu, artan erkek yas1
ile birlikte, spermde artmis ROS olusumu(46) ve diploidi/andploidi insidansinda
artma bildirmistir.(48,49)

DIYET, YASAM TARZI VE DEGISTIRILEBILIR RISK FAKTORLERI

Oksidatif DNA hasarinin antioksidan bilesiklerle desteklenmis gida tiiketimi ile
azaldig1 bu durumun genel ve iireme saglig1 agisindan daha iyi oldugu gesitli ¢a-
ligmalarda bildirilmistir(50,51)

Raporlarin ¢ogu Bireysel antioksidanlarin veya antioksidan agisindan zengin
gidalarin artan aliminin sperm DNA hasarinin bazal seviyesini azaltabilecegini
gosteriyor.(52,53) Endojen sperm DNA oksidasyon seviyelerinin diyet veya tak-
viye gida yoluyla modiile edilebildigi, asikardir. Ancak bazi antioksidan tiirleri ve
dozu, antioksidan plazmanin bazal diizeyi sigara veya alkol tiiketimi gibi degis-
kenler sonucu etkileyebilir. Sigara (54) ve alkol tiiketimi(55) ayr1 ayr1 ve kombi-
nasyon halinde SDFyi tetikliyor.(56)

Sigara veya alkol aracili SDF mekanizmasi, sperm kalitesini ve sonugta sper-
matozoanin dogurganlik potansiyelini etkileyen asir1 ROS olusumundan kay-
naklanmaktadir Kronik sigara icenlerde Sperm DNA Pargalanmasi ve Erkek
infertilitesi kontrol noktas: kinaz 1 (Chk1l) aktivasyonuna yanit olarak olusan
S ve G2 kontrol noktas: arresti DNA hasar1 olusumdan sorumlu tutulmaktadir
.Checkpoint kinaz 1 (Chk1)’in ekspresyonu , SDF ve apopitoz ile iliskilidir. Chk-1
in azaltilmasi, sperm onariminin azalmasina ve sperm apopitozunun artmasina
dolayisiyla semen kalitesi tizerinde olumsuz bir etkiye neden olabilir. (54) SDF
ve alkol tiiketimiyle iligili raporlara gore intrinsek apopitotik cascade sirasinda,
sperm mitokondrilerinden salinan hidrojen peroksitin ¢ekirdekte SDF’yi indiik-
leyebilecegi diisiiniilmektedir.(57) Apopitotik siirecten ¢ok sonra, sperm DNA’1
parcalanmaya baslar.(58)

OBESITE

Son yillarda obesitenin erkek fertilitesi {izerine endise verici boyutlarda etkileri
oldugu tartisilmaktadir. Erkek Infertilitesi ile asir1 kilo veya obezite ile arasinda
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gliclii iliski bulunmustur. Geleneksel semen parametre degerleri yiiksek viicut
kitle indeksi (BMI) olan erkeklerde olumsuz sekilde degisir.(59) Erkek obezitesi,
artan sperm DNA hasari riski ve daha diisiik sperm motilitesi ve dolayisiyla diistik
sperm kalitesi ile iligkilidir. (59) Bir ¢ok insan ve hayvan ciizerindekisitotoksik
etkilerinden kaynaklanmaktadirligmalarinda obezite ile azalmis sperm DNA bii-
tiinliigli arasinda iliski oldugu saptanmistir.(60) Obesite endokrin dengeyi boza-
rak sperm DNA biitiinliigii izerinde olumsuz etkilere yol agar.(61)

CEVRESEL TOKSINLER

Agir metealler(62) ,pestisitler(63) ve diger endokrin bozucu maddelere gevresel
veya mesleki maruziyet erkek tireme saglig1 tizerinede olumsuz etkiler olustu-
rarak erkek infertilitesine neden olabilmektedir. endokrin bozucu kimyasallara
maruziyet ile SDF arasinda pozitif korelasyon vardir.(64) Bu ¢esitli ajanlar Germ
hiicrelerine gelisimin cesitli asamalarinda etki ediyorlar ve genellikle bu germ
hiicreleri epididim veya ejakulata ulagtiginda SDF gosteriyorlar. Bu tedavi edi-
len drneklerin bazilari bagarili IVF yapma yetenegine sahipken siklikla embriyo
basarisizlig1 yasaniyor. Asirt DNA fragmantasyonu muhtemelen oosit tarafindan
tamir edilemez ,% 30'dan fazla spermDNA hasar1 gosteren erkeklerde ivf sonrasi
spontan abortus orani yaklasik olarak iki katina ¢ikmaktadir.(65) DNA fragman-
tasyonu, erkek fertilitesi i¢in potansiyel toksik madde maruziyeti tespiti i¢in bir
teshis araci olarak mitkemmel bir belirtegtir.

KEMORADYOTERAPI

Son birkag on yilda, ¢ok sayida rapor, iyonlastiric ve iyonlastirict olmayan rad-
yasyonlarin erkek fertilitesi tizerindeki olumsuz etkisini dogrulamistir (18,66)

Tibbi ekipman ve kanser tedavisi i¢in uygulanan radyoterapiden kaynaklanan
iyonlastirici radyasyonlar ile SDF ve azalan sperm kalitesi arasinda pozitif kore-
lasyon vardir(18)

Kanser tedavilerinin erkek fertilitesi tizerindeki olumsuz etkileri iyi
bilinmektedir.

Sperm sayisinda azalma kemo veya radyoterapinin spermatojenik epitelyum
tizerindeki sitotoksik etkilerinden kaynaklanmaktadir.(67)

Caligmalar ayrica testikiiler germ hiicreli tiimoérlerde radyoterapinin tek ba-
sina kemoterapiye kiyasla SDFde daha fazla bir artis ile birlikte iliskili oldugunu
dogrulamislardir. (68) Cep telefonlarindan, Wi-Fiden ve diger radyoaktif kay-
naklardan gelen iyonlastirici olmayan radyasyonlarin da erkek fertilitesi ve sperm
DNA biittinliigii tizerinde 6nemli olumsuz etkileri vardir.(66)
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ENFEKSIYONLAR VE TESTiS TRAVMASI

Yukarida tartigildigr gibi, hem intratestikiiler hem de Posttesikiiler seviyelerde
olusan ¢esitli olaylar sperm DNA hasarina neden olabilir. Akut veya kronik inf-
lamasyon olarak kendini gosterebilen patolojik durumlardan biri olan bakterios-
permi genital sistemde 16kosit infiltrasyonunu arttirir ve daha ytiksek ROS fireti-
mi ile sonug¢lanir.(69) Lokositospermi, Chlamydia ve Mycoplasma enfeksiyonlari,
testis kanseri ve varikoselinde asir1 ROS iiretimi ile birlikte daha fazla SDF’ye ne-
den oldugu bildirilmistir.(26,70,71) Ayrica baska bir ¢alismada , Chlamydia ve
Mycoplasma enfeksiyonu olan hastalarda bir kiir antibiyotik tedavisinden sonra
SDF nin azaldig: bildirilmistir.(70)

SDF DEGERLENDIRMESINDE KULLANILAN TEKNIiKLER

Sperm DNA hasarini degerlendirmek i¢in ¢esitli testler kullanilir. Bunlar spermin
olgunlugunu ve kromatin biitiinliigiinii veya DNA fragmantasyonunu 6l¢en direk
ve indirek testler seklinde siniflandirilir.

En yaygin olarak kullanilan SDF testleri sperm kromatin yapisi tahlili (SCSA),
terminal deoksintikleotidil transferaz dUTP nick-end etiketleme (TUNEL),
sperm kromatin dagilimi (SCD) ve Comet (tek hiicreli jel elektroforez) testleri-
dir. Majzoub ve arkadaslar1 tarafindan 19 tilkede yapilan kesitsel bir ankette SDF
ol¢timlerinin %30,6’stnin TUNEL ve SCSA kullanilarak, %20,4’tiniin ve SCD ve
%6.1 inin tek hiicreli jel elektroforezi (Comet) kullanilarak yapildigi gosterildi.
(72)

Bu testlerin her birinin test sonuglar1 farklidir ve birbirlerinin yerine
kullanilamaz

SPERM KROMATIN MATURASYON TESTLERI

1-Anilin Mavisi Boyama (AB)
Olgun spermatozoa,arginin ve sisteinden bol protaminler icerirken olgunlagsma-
mis spermatozoa, lizinden zengin histonlar igerir

AB lizin ile reaksiyona giren asidik bir boyadir.

Olgunlasmamis spermleri maviye boyarken, olgunlagmis spermler boyan-
madan kalir. Mikroskopta basit parlak alan altinda boyanmis spermatozoalar
degerlendirilir.

Sperm kromatin biitiinligii, boyanmanin yogunluga gore degerlendirilir.(73)
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2- Chromomycin A3 (CMA3)

Spermatozoanin protaminasyon durumu, onun kromatin biitiinlik durumunu
belirler. Protamin igerigi ne kadar azsa, DNA paketlemesi o kadar zayif ve sperm
DNA hasar1 o kadar ¢oktur. CM A3, protamin eksikligi olan sperm DNA’sina bag-
lanir ve bu spermler agik sar1 boyanir.(74)

Prot aminasyonu artmis spermde renk yogunlugu yiiksektir.(75).Semen nu-
munelerinde CMA3 testi ile %30 dan fazla DNA hasar tespit edilen vakalarda
ICST'de dollenme oraninin 6nemli dl¢iide daha diisiik oldugu bildirildi.(76)

SPERM DNA FRAGMANTASYON TESTLERI;

1- Sperm Kromatin striiktiir Testi (SCSA)

SCSA, dolayli bir SDF testidir ve tek sarmalli sperm DNAdaki (ssDNA) kirilmala-
r1 tespit etmek i¢in kullanilir. Akridin turuncusu (AO) boyas1 ssDNA ile baglanir
ve kirmizi floresan yayar, ift sarmalli DNAya bagli AO ise yesil floresan yayar
sinyaller bir akis sitometresi kullanilarak yakalanir.(77) SCSA hem taze hemde
dondurulmus spermler de de yapilabilir DNA fragmantasyon indeksi (DFI)igin
klinik bir referans degeri SCSA i¢in %30 olarak kabul edilmektedir.(78,79)

2-Sperm Kromatin Dagilim(SCD) Testi

SCD, halo testi olarak da bilinir ve ilk olarak Ferndndez ve ark.tarafindan tanim-
lanmistir.(80,81) Sperm hiicreleri, Diisiik erime noktal1 agaroz kapl slaytlara go-
miiliir asit ¢ozeltisi ile denatiire edildiginde halos/kromatin dagilimi olusur.

Slaytlar DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) ile boyanir ve floresan mikroskop
altinda incelenir pargalanmis (kiigiik haleler / dagilmamis) form yiiksek oranda
yogunlastirilmis kromatin (biiyiik/farkli haleler) formdan ayirt edilir.

Bu test hem temiz hem de ytkanmig sperm iizerinde gergeklestirilir. Halelerin
boyutu, sperm DNA hasariyla dogru orantilidir.(82)

3- COMET ASSAY/TEK HUCRE JEL ELEKTROFOREZI (SCGE)

Bu teknikte, parcalanmis spermden elde edilen DNA, agaroz jel elektroforezi-
ne tabi tutulur. Saglam DNA, spermin kafasinin i¢inde kalirken, pargalanmis
DNAgo¢ eder ve kuyruk olarak goriiniir (83)

Floresan boya SYBR Green I boyama i¢in kullanilir. Parcalanmis DNA, flore-
san mikroskop altinda incelenir. Pargalanmig DNA y1 gésteren kuyrugun uzunlu-
gu DNA hasarinin boyutunun bir gostergesidir. SCGE testi, taze semen numune-
leri tizerinde gergeklestirilir ve inceleme i¢in minimum
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5000 spermatozoa gereklidir. Boylece Comet testi kullanilarak oligozoosper-
mik numunelerde bile SDF kolaylikla degerlendirilebilir.(84)

4- TERMINAL DEOKSINUKLEOTIDIiL TRANSFERAZ DUTP NiCK-
END ETIKETLEME

(TUNEL) Test

TUNEL testi, taze, yikanmis ve kriyoprezerve edilmis semen 6rneklerinden elde
edilen spermatozoadaki hem tek hem de cift zincirli DNA kirilmalarini ortaya
¢ikarir.

SDF’yi 6lgmek i¢in kullanilan testler diger mevcut teknikler arasinda hizli ve
kolay prosediirii nedeniyle popiiler bir teknik haline gelmekte ve gittik¢e daha ¢ok
klinik 6nem kazanmaktadir.

DNA kirilmalar1 floresein ile birlestirilmis 2’-deoksiiiridin 5’-trifosfatlar
(dUTP’ler) ile etiketlenmistir izotiyosiyanat (FITC). 3’hidroksil (OH) kirilma-
sinda dUTP’lerin dahil edilmesi ssDNA ve dsDNAnin uglari, terminal deoksi-
niikleotidil transferaz (TdT) olarak bilinen sablondan bagimsiz DNA polimeraz
tarafindan gergeklestirilir. Ayrica, ¢ekirdegi boyamak icin bir kars1 boya olarak
propidium iyodiir (PI) kullanilir. floresan sinyalleri yayilan DNA kirilmalar ile
dogru orantili olup floresan mikroskobu veya flow sitometresi ile belirlenebilir.
(85,86)

DNA kirilmalarinin tespiti i¢in Flow sitometresinin kullanilmas ,yiiksek dog-
ruluk oraniyla son derece hassas ve en dogru tekniktir.(87)

SDF o6l¢timii igin TUNEL protokolii olarak ¢ogu klinik laboratuvarlar: i¢in
Accuri C6 masaiistii flow sitometresi kullanmaktadir.(88) Baslangigta, saglikli
donorleri infertil erkeklerden ayirt etmek icin %19,25’lik bir referans degeri be-
lirlendi.(89) Son zamanlarda, SDF’yi 6l¢mek i¢in masatistii akis sitometresi kul-
lanilarak yapilan Cohort ¢alismada infertil erkekler ve kanitlanmus fertil erkekler
karsilagtirildi. (n=261) Testin %16,8 referans degeri ile yiiksek bir pozitif prediktif
degeri (%91,4) ve ozgiilligii vardi.(90) Benzer sonuglar Basel isvi¢redeki labora-
tuartdanda alindi. Laboratuvarlar arasi varyasyon 6nemli 6l¢iide daha azd1 ve her
iki merkezde de yiiksek bir r = 0.94 korelasyonu vardi.(91) Yiiriitiilen birkag calis-
manin raporlarina gore, klinik laboratuvarlarda TUNEL teknigi kullanilarak SDF
testi i¢in standartlastirilmis, basit ve kolay protokol 6nerilmistir.(85,88,89,91)
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Erkek infertilitesi icin SDF Testi

Baba genomundaki hasar, dollenme basarisizliginin 6nde gelen nedenlerinden
biridir. SDF testi, erkek kisirliginin degerlendirilmesi igin gelismekte olan ve ge-
lismis bir aragtir. Bu amagla Agarwal ve ark. tarafindan klinik uygulama kilavuzu
onerilmistir.(CPG). Bu kilavuz erkek kisirliliginda SDF testinin klinik faydas1 igin
kanita dayali dneriler sunar.(86) SDF testi klinik varikoseli ve borderline semen
parametreleri olan hastalarda , varikoselin neden oldugu bozukluklar: diizeltmek
ve daha iyi dogurganlik sonuglari elde etmek i¢in bu hastalar1 segme konusunda
hekimlere yardimci olabilir.(86)

Ek olarak Oligozoospermik olup ejakiile spermiogramda SDF testi yiiksek ¢1-
kan erkeklerde yardimci lireme prosediirleri igin testikiiler sperm kullaniminin
daha faydali olacag1 ortaya konabilir. (22,92,93) Ayrica, SDF testi, dogal hamilelik
ve YUT sonuglarini degerlendirmek i¢in bir tahmin araci olarakta kullanilabilir.
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