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Infertilite korunmasiz iliskiye ragmen 1 yil
icerisinde hic gebeligin olusmamasi

Ureme cagindaki populasyonun ~%12 infertil
Infertil populasyonun ~%50 Erkek faktori

Erkek faktorlerinin (;OéUﬂlUéU (spermde sayi ve motilite
azhg) Uremeye Yardimci Teknikler (art: veveicsiyile
asiimaktadir
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e Erkek infertilitesi temel olarak Semen analizi ile
tespit edilmektedir

e Rutin semen analizi erkek infertilitesinin
tanimlanmasinda sinirli diagnostik degere sahiptir
ve ART basarisiicin prediktif degildir.

e Ornegin ART basarisizhgl goriulen bircok hastada
semen parametreleri normal sinirlardadir.

o |nfertil ciftlerin ~%26’s1 Aciklanamayan infertilite

Lewis, 2005 ; Lefievre et al, 2005 in Reproduction



Sperm DNA Hasari

Sperm DNA hasari geleneksel Semen analizi ydntemleri
ile tespit edilememektedir.

Sperm DNA hasari fertilizasyon ve gebelik oraniicin
belirleyici olabilir??

Eger erkek gamet hiicresindeki genetik hasar siddetli ise
embriyonik gelisim durabilir.

Ayrica, Spontan Gebelik Kayiplari ve Tekrarlayan
Implantasyon Basarisizliklari ile iliskilendirilebilir
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Spermatocytes

Early spermatids

Elongated spermatids

Mature spermatozoa

Vas I 3 .

Apoptosis during spermatogenesis
(ii)y DMNA strand breaks during spermiogenesis

iv) DNA fragmentation induced by endogenous
caspases and endonucleases;
ﬂ (v) DNA damage induced by radio and
Ll chemotherapy; and
(iii) Post-Testicular DNA \ (vi) DNA damage induced by environmental
fragmentation via ROS toxicants,

Sperm DNA fragmentation: mechanisms of origin, impact on reproductive outcome, and analysis

Denny Sakkas,,Juan G. Alvarez
Fertility and Sterility Vol. 93, Issue 4, 1 March 2010, Pages 1027-1036
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Figure 3 Effect of sperm DNA damage on fertlzaton rate. Data
were dasded into three groups based on the percentage of DNA dam-
age: Low: <35%; Moderate: 35-55%; and High >55%. (A). in witro
fertiizaton insemination, B): intra-<cytoplasmic sperm injection imnsem-
nation. Data expressed as mean = SEM.* signficantly different from
the low damage group (p < 0.05).

Konvansiyonel IVF de artan DNA

hasari ile dollenme orani
dusmektedir.

ICSI de ise bu iliski
gozlenmemektedir



IVF ve ICSI de artan DNA hasari ile
embriyo kalitesi arasinda bir iliski

kurulamamistir.
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Figure 5 Effect of DNA damage in sperm sample on embryo quaity.
Data were dwded into three groups based the percentage of DNA
damage: Low: «35%; Moderate: 35-55% and High >55%. (Al n
vitro fertilization insemination, (B intra<cytoplasmic sperm injection
nsemination. Data expressed as mean = SEM. There was no effect of
sperm DNA damage on embiryo quality.

ICSI’'de gebe kalamayan hastalarin orani,
artan DNA hasari ile anlamli olarak
yukselmektedir. IVF sonuclarinda bu iliski
kurulamamistir. ICSI sonucunda atlanan
dogal dollenme sirecindeki olaylarin
gebelikte ne kadar 6nemli olduguna isaret
etmektedir.
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Figure 6 Effect of sperm DNA damage on pregnancy outtome, Sobd
bars represent 0 vitro fertlizaton mmmaton. Open bars represent
ntra-cytoplasmee sperm mecthon memmation, Data expressed as
mean = SEM. *Signficantly dfferent from the nonpregnant guaan

{p < 005). ‘



Sperm DNA Hasarini Tespit Yontemleri

* Sperm chromatin structure assay -SCSA (sperm

Kromatin Yapisi Tayini)

* Acridine orange testi
e Toluidin Blue testi
e Anilin Blue testi

e TUNEL (The Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated
Deoxyuridine (TdT) Triphosphate (dUTP) Nick End Labeling Assay)

* Insitu nick translation (NT- Asil Centik Okuma
Tayini)
* Comet dSSayY (Tek hiicre jel elektroforezi)

e Halotest (Sperm Chromatin Dispertion; Sperm Kromatin Ayrilma Testi)
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Sperm chromatin structure assay -
SCSA (Sperm Kromatin Yapisi Tayini)

e SCSA anormal kromatin yapisinin asit ve isi ile
denatlirasyona yatkin olmasi prensibine dayanir.

 Olctilen DNA denatiirasyonu, DNA fragmentasyon
indeksi (DFI)




Acridine orange testi

e Akridin turuncu, nukleik asite 6zgu, katyonik floresan
boyadir. Cift sarmal ya da tek sarmal DNA'ya
baglandiginda eksitasyon ve emisyonu farklidir.

1. Denatiirasyon olmayan sperm
2. Denatlire DNA ya sahip sperm




Toluidin Blue testi

e TB sperm kromatin biatinlugini degerlendirmek icin
kullanilan temel boyadir.

e Hasarli spermler daha koyu boyanirlar

1. Mature sperm

2. Immature sperm



Anilin Blue testi

* Anilin
deger
Hasar
paket

mavisi sperm kromatin butunlGguni
endirmek icin kullanilan asidik bir boyadir.
| DNA'ya sahip spermlerde boya zayif kromatin
emesinden yararlanarak boyama saglar.
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TUNEL Test

* DNA kiriklarini 6lcmektedir

 TdT enziminin katalize ettigi bir reaksiyonla tek veya
cift zincir DNA kiriklarina dUTP birlestirilir ve bu DNA
kirtklari isaretlenerek 1sik mikroskopisi, floresan
mikroskopi ya da Flow Cytometry ile olculir.




In situ nick translation (NT- Asil Centik
Okuma Tayini)

* TUNEL testine benzer bir mekanizma olan dUTP’In
DNA kiriklari ile birlesmesi esasina dayanir. Sadece
tek DNA kiriklarini tespit eder.



Comet assay (Tek hiicre jel
elektroforezi)

Agaroz jele yerlestirilen spermler floresan DNA
baglayan boya eklenmis elektroforetik bir gradiente
maruz birakilarak gortuntilenirler. Hasarli DNA
hareket ederken saglam DNA hareketsiz kalir.




Halotest (Sperm Chromatin Dispertion
- Sperm Kromatin Ayrilma Testi)

* Agaroz jele yerlestirilmis sperm asit veya alkaliye
maruz birakilir.

e Saglam DNA ya sahip spermlerde halo halkalari

gozlenir.
NON-FRAGMENTED FRAGMENTED
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Tablo I: Sperm DNA hasart degeriendirme testleri.

SCSA DNA denatiirasyonuna Alkumn sitometrisi Standardize olmasa Ozel ekipman
duyarhhik Duyarlihg yiiksek gerektirir

TUNEL Tek ve ¢ift zincir kinklan Alkun sitometrisi Duvarhihi vitksek Ozel ekipman gerektirir
Floresan mikroskopisi Klinik olarak dnemh Labarotuarlar aras:
degerlendirme farkhihklan

luistonlan boyar degerlendirme farkhliklan
Heterojen boyanma

J Turk Soc Obstet Gynecol 2014:11:52-8




Sperm Anoploidi Tayini: FISH

« Sperm genomunda DNA hasari disinda gorulebilecek
diger bir anormallik krozom sayilarindaki degisikliklerdir.

 Haploid olmasi gereken sperm genomunda bazi
Kromozomlarda

bir kopyanin fazla olmasi dizomi
bir kromozomun olmamasi nullizomi
bir setolarak genomun fazla olmasi diploidi



Sperm Anoploidi Tayini: FISH

* Bu islemde, incelenecek kromozomla eslesmek
uzere prob (her prob farkli boya ile isaretli) adi
verilen kucuk DNA molekulleri kullaniimaktadir.

* Floresans mikroskobu ile yapilan inceleme
sonucu her kromozom renklere gore ayirdedilir.

* Analiz edilebilecek kromozomlar 13,16,18, 21,
(22),X ve Y'dir.



Sperm FISH

Iki saglikli sperm ve bir adet cinsiyet kromozomu anéploidi XY
Andy Wyrobek/Lawrence Berkeley National Laboratory)



Guncel meta-analizler sonucunda, DNA hasarli/anoplodik
spermlerin IVF ve ICSI sonrasi gebelik kayiplari ile de iliskili

oldugu sonucuna varilmistir.
Vurgulanmasi gereken en onemli nokta:

Tap bebek tedavisi gereken hastalarin spermlerinde daha
yiksek DNA hasari bulunma ihtimali yUksektir.

ICSI islemleri sirasinda, dogal seleksiyon ve sperm
varisinin atlandigi dustnualurse tedavide kullanilacak
hasarli spermin izole edilmesi veya uzaklastirilmasi ve
uygun kalitede sperm secimi daha da o6nemli hale
gelmektedir.




IVF tedavisi 6ncesinde erkek partnere Sperm DNA
hasari ya da Andploidi taramasi sonraki tedaviyi cok
etkilemeyecektir.

Bu testlerden fayda saglayacak grup IUI/IVF
planlanacak hasta grubu olabilir.

Diger fayda saglayacak grup ise Spontan Gebelik
Kayiplari olan hastalar, ya da  Tekrarlayan
Implantasyon Basarisizligi olan hastalar



Erkek translokasyon tasiyiciligi olan hastalarda ART
tedavisine baslama karari dncesi

Test sonuclari basariyr arttirmaktan cok Genetik Danismanlik
verilerek saglikli  bebek sahibi olabilecek seceneklere

yonlendirme amaciyla;
Donasyon (Turkiye’de kanunen yasak) ya da

Pre Implantasyon Genetik Tani uygulanmasi
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