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Spermiyogram Parametreleri ile iliskisi

The Value of Oxidative Stress and DNA Damage in Spermatozoa and

Their Relationship with Spermiogram Parameters
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Amag: Infertilite de ¢oziim arayislari milattan 6nce 2500 lii yillara kadar
uzanmaktadir.  Erkek faktorl infertilitesi olan erkeklerin %15’nin normal semen
analizi vardir. Son yillarda erkek infertilitesi i¢in bir neden olarak gosterilen oksidatif
stres ve sperm’de DNA hasari ayrintili olarak incelenmeye baglanmistir. Oksidatif
stres ve reaktif oksijen radikalleri , ylUksek reaktif kapasiteli oksitleyici ajanlardir.
Reaktif oksijen radikalleri, endojen veya ekzojen kokenli olabilir ve kusurlu
spermatogenezise ve erkekte kisirliga neden olabilir . Artmis reaktif oksijen
radikalleri; lipit peroksidasyonuyla sperm fonksiyon bozukluguna, sperm kalitesinin
diismesine ve sperm DNA hasarina yol agabilir.

Geregler ve Yontem: DNA hasarini ve oksidatif stresi 6lgmek igin kullanimi kolay farkli
tekniklere odaklanmistir. Bu teknikler, standart bir semen analizinde uygulanabilecek
en dogru ve glvenilir teknigi bulmak igin karsilastirilmistir. Bu sonuglar ile standart bir
semen analizinden elde edilen sonuglar arasindaki korelasyonlar arastiriimistir. Bu
veriler kontrol grubu, hasta grubu ve her iki grubu birlestiren Gglinci bir grupta
(toplam grup) incelendi. DNA btunlugi bes farkh test ile incelenmistir. HaloSperm
G2, yeni Sperm DNA fragmentasyonu (SDF) kiti, Aniline Blue boyamasi ve Acridine
Turuncu Test kullanimi kolay tekniklerdir. DNA batlnlGgunt incelemek igin altin
standart oldugu igin Sperm Kromatin Yapi testi (SCSA) de dahil edildi. Bu calisma DNA
hasarini ve oksidatif stresi 6lgmek igin kullanimi kolay farkl tekniklere odaklanmistir.
Bulgular: HaloSperm G2'nin tim gruplara gore diger testlerden anlamli derecede
yuksek sonuglar verdigini saptadik (p <0.05). SDF kiti farkli gruplardaki cogu testle
karsilastirildiginda anlaml olarak daha disik sonuglara sahipti (p <0.05). HaloSperm
G2, SCSA'dan 6nemli 6lgtide farkli olmayan tek teknikti. Toplam hareketli sperm ile
HaloSperm G2 arasinda negatif bir iliski bulundu.

Sonug: HaloSperm G2, SCSA'dan 6nemli 6lgliide farkli olmayan, kullanimi kolay tek
testtir, boylece bir semen analizinde kullanmak igin en iyi segimdir. Resazurin
redlksiyon testi oksisperm'den daha iyi bir testtir, ¢tinki kullanimi daha kolaydir,
renk semasinda daha genis bir araliga sahiptir ve bir spektrometre (izerinde kolayca
incelenir.

Anahtar Kelimeler: Semen analizi, DNA fragmantasyonu, oksidatif stres, halosperm

G2 test, resazurin rediksiyon testi
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Spermatozoadaki DNA Hasari ve Oksidatif Stresin Gnemi ve Bunlarin
Spermiyogram Parametreleri ile iliskisi

Abstract

Aim: Increased reactive oxygen radicals can lead to sperm
dysfunction, decreased sperm quality and sperm DNA damage by lipid
peroxidation. Aim of this study was to investigate oxidative stress and
DNA damage in spermatozoa and their relationship with spermiogram
parameters.

Materials and Method: This study focuses on different easy-to-use
techniques for measuring DNA damage and oxidative stress. These
techniques have been compared in order to find the most accurate
and reliable technique that can be applied in a standard semen
analysis. In this study, the correlations between the results obtained
from the tests and those obtained from a standard semen analysis
were investigated. These data were analyzed in the control group, the
patient group, and a third group (total group) combining both groups.
DNA integrity was examined using five different tests. HaloSperm
G2, the new Sperm DNA fragmentation (SDF) kit, Anilin Mavisi
Boyamasi, and Acridine Turuncu Test are easy-to-use techniques.
Sperm Chromatin Structure assay (SCSA) was also included as it was
the gold standard for examining DNA integrity. This study focuses on
different easy-to-use techniques to measure DNA damage and
oxidative stress.

Results: HaloSperm G2 gave significantly higher results than other
tests when all groups were compared (p <0.05). The SDF kit was
shown to have significantly lower results compared to most tests in
different groups (p <0.05). The HaloSperm G2 was the only technique
that was not significantly different from SCSA. A negative correlation
was found between total motile sperm count and HaloSperm G2.
Conclusion:HaloSperm G2 is similar to standart SCSA test for DNA
damage and oxidative stress analysis; thus, it is ideal test for semen
analysis. Moreover, resazurin reduction test better than oxisperm test

since it was easy-to-use.

Keywords: Semen analysis, DNA fragmantation, oxidative

stress, halosperm G2 test, resazurin reduction test

Girig

infertilite de ¢6ziim arayislari milattan dnce 2500 lii yillara kadar
uzanmaktadir(1). infertilite, ciftlerin bir yildan fazla siirede diizenli
iliskilerine ragmen gebelik olusmamasi olarak tanimlanir (2). Bu
ciftlerin yaklasik %10-25'i gebe kalma guigligu ¢ekmektedir (3). Erkek
faktort infertilitesi olan erkeklerin %15’nin normal semen analizi

vardir ve %10 ila 30'unda infertilite idiyopatiktir (4).

The Value of Oxidative Stress and DNA Damage in Spermatozoa and
Their Relationship with Spermiogram Parameters

Yapay Ureme teknikleri'nin (ART) gelistirilmesi infertilite sorunlar olan
ciftlere cocuk sahibi olma olanagini sagladi. Yapay déllenme, 1770'lerden
elimize ulasan ilk belgelere gore 200 yili agkin bir stredir kullaniimaktadir
(5).Gebe kalmak igin bagvuran infertil giftlere yardimci olmak igin farkh
teknikler gelistirilmistir. Kullanilacak teknigi ¢ogu zaman semen kalitesi
belirler. Son vyillarda erkek infertilitesi i¢in bir neden olarak gosterilen
oksidatif stres ve sperm’de DNA hasari ayrintil olarak incelenmeye
baslanmistir.

Oksidatif stres ve reaktif oksijen radikalleri (ROS), yuksek reaktif kapasiteli
oksitleyici ajanlardir. ROS, endojen veya ekzojen kdkenli olabilir ve kusurlu
spermatogenezise ve erkekte kisirhiga neden olabilir (6). Artmis ROS; lipit
peroksidasyonuyla sperm fonksiyon bozukluguna, sperm kalitesinin
diismesine ve sperm DNA hasarina yol acabilir(7). Oksidatif stres ve
ROS, spermin fertilizasyon potansiyelini degistirebilen DNA, RNA, proteinlere
ve lipitlere zarar verebilir(8,9,10). Sperm DNA'sinin koruyucu siki
paketlenmesine ragmen, deoksiribonukleik asit bazlari ve fosfodiester
omurgalar  peroksidasyona agiktir  (11). Bununla birlikte, DNA
bltinligindeki defekt ile zayif sperm morfolojisi arasindaki iliski tespit
edilemeyebilir (12,13).

DNA hasarina apopitoz, enfeksiyon, spermiyogenez defekti ve oksidatif stres
sebep olabilir(14). DNA hasari defektif apopitoz sonucu olmasindan cok
genelde oksidatif stres kaynaklidir. Oksidatif stresin DNA hasarina; bazlarin
degisimi, bos baz alanlari olusumu, silinme, cerceve kaymasi, capraz
baglantilar ve kromozomal degisim neden olabilmektedir. Ayrica, tek veya
¢ift DNA sarmalindaki kiriklarin sik tekrarlamasi da oksidatif stres ile
iliskilidir. Artmis ROS seviyesi, DNA kirilmalarinda artis ve DNA
metilasyonunda azalmaya neden olabilir ve bunlara ek olarak nokta
mutasyonlar, polimorfizm gibi semen kalitesini disiren mutasyonlar da
yapabilir. Yiiksek ROS seviyelerine sahip infertil erkeklerin fertil olanlara gére
daha fazla kromozomal kirik tasidigi gosterilmistir (15-19).

Spermatozoadaki DNA biitiinliigli DNA'nin saglamligini temsil eder. iyi bir
DNA butunlugu, eksik baz veya degisiklik olmaksizin ift sarmall bir helezon
oldugu anlamina gelir. ButlUnlik iyiyse, ornegin isi veya aside maruz
kalindiginda sperm DNA'si daha az kirilgan olacaktir. DNA yapisi, DNA
bltinliuginde dusuklik oldugu zaman zarar gérme potansiyeline sahiptir
(20). Spermatogenez sirasinda, sarmal bazlari kaybedebilir veya bagska DNA
hasari veya mutasyonlari elde edebilir. DNA, i1si ve asit ile kolayca zarar
gorebilir, ayni zamanda oksidatif stres, parcalanmis DNA'yl ve dusik DNA
butinluginiu tetikleyebilir (21,22,23). Pargalanmis DNA, her iki ipligin
parcalara ayrildigi bir tiir DNA hasaridir.
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Oositlerden farkh olarak, spermatozoanin spermatogenez veya olgunlasma
sirasinda edinilen DNA hasarini onarabilmek icin bir mekanizmasi yoktur.
Bununla birlikte oosit, spermatozoadaki DNA hasarini bir dereceye kadar
azaltabilir (24). Onarim mekanizmasinin yetenegi oositin kalitesine ve DNA
hasarinin turtne baglidir. DNA hasari ylizde sekiz esigini astiginda onarim
eksik veya uygunsuz olabilir (22). Oositi baglamak, dollenmeyi baslatmak
ve embriyoyu gelistirmek icin sperm DNA'sinin kalitesi 6nemlidir (25).
Kromatinin buttnltgl boylece dogurganlik potansiyelini yansitir ve gebe
kalma basarisi ve zamani igin 6ngoérict olabilir (26). DNA kalitesi Sperm
Kromatin  Yapisi Testi (SCSA), (2,26,27,28,29), sperm kromatin
fragmantasyon testi (SDF) (21), halosperm (30,31), fertipro, Anilin Mavisi
Boyamasi test (ABS)(32,33), spermatozoa da oksidatif stres
(35,36), Oksisperm (4), resazurin redlksiyon analiz testi (37,38) gibi gesitli
tekniklerle degerlendirilebilir; ancak, doéllenme potansiyelinin tahmini
kullanilan teste, DNA hasarinin nedenine ve DNA fragmantasyonunun
derecesine baghdir (23,27). Arizali DNA' ya sahip spermatozoa oositi
dolleyebilir. Bir oositin parcalanmis DNA igeren sperm ile fertilizasyonu
kaliteli embriyolar verebilir, ancak dustik yapma riskini arttirir (2). Birgok
galisma, DNA hasarinin daha dusiuk spermatozoa motilitesi, bozulmus
spermatozoa-oosit flzyonu, bozulmus embriyo bolinmesi, bozulmus
blastosist olusumui ile iligkili oldugunu ve bunun sonucunda daha disuk bir
implantasyon orani, daha disik embriyo kalitesi, daha yilksek abortus
orani ve genel olarak daha dustk bir déllenme orani ile sonuglandigini
belirtmistir (22,24,28).

Bu calismanin amaci, spermatozodaki oksidatif stres ve DNA hasarini
arastirmak ve bunlarin spermiogram parametreleri ile iliskisini ortaya

koymaktir.

Geregler ve Yontem

Calismaya AZ Jan Palfijn Gent/Belgika yerel etik kurulundan onay alindiktan
sonra baglanmistir. Calisma Az Jan Palfijn hastanesi tiip bebek merkezine
IVF/ICSI igin bagvuran 32 erkek hastadan ve calismayi kabul eden daha
onceden infertilite problemi olmayan saglkli oldugu disuntlen 31 erkek
gonulliden olugmustur. Calismadaki gonullulerimiz 18 yagindan buylk ve
galismaya katihm onayi veren kisilerden olusmaktadir. Calismaya iki grup
dahil edilmistir.Bu iki grubun hepsinin dahil edildigi 3. bir grup da
olusturulmusgtur. Helsinki Bildirgesi kurallarina sadik kalinmistir.

Semen hazirlanmasi, kontrol gruplari ve hasta grubundan bu g¢alisma igin
bir 6rnek vermeden once (g ginllk cinsel perhiz yapmalari istendi. Sperm
alindiktan sonraki 1. saat iginde rutin bir semen analizi yapild.
Konsantrasyon ve hareketlilik, parlak bir alan mikroskobu altinda bir
Makler® sayma odasi kullanilarak belirlendi. Morfoloji0.5 ml menide
spermatozoanin Spermac boyasi (SPS050; FertiPro, Beernem, Belgika)
kullanilarak degerlendirildi. Numune 5 dakika sabitlendi, ardindan ug
boyama adimi (her 1 dakikada bir) takip edildi: ilk olarak cekirdegi
kirmiziya boyayan ¢ozelti, ekvatoral bélgeyi boyayan ikinci bir ¢ozelti, soluk

yesil ve akrozomu koyu yesile boyayan lgiincl bir ¢ozelti kullanildi.

Kaan OSMANAGAOGLU et al.

Spermatozoalar Tygerberg strict kriterlerine gore degerlendirildi. Rutin
analizden sonra, meni FertiPro ykama ortami (FLUSH100;
FertiPro, Beernem, Belgika) ile 20 x 10°® spermatozoa / ml
konsantrasyonuna seyreltildi, ikinci bir kisim 50 x 108 spermatozoa / ml
konsantrasyonuna seyreltildi, Gglinct bir kisim 1: 1 dilisyon ve dérdinci
bir kisim seyreltilmeden kaldi.

A) DNA biituinliik analiz testleri;

Al) HaloSperm G2;

HaloSperm G2, Halotech DNA (HT-HSG2; Selinion Medical, BM
's-Hertogenbosch, Hollanda) tarafindan saglanan ticari bir kittir. Bu
test, numune olusturuldukdan sonraki 3 saat iginde gergeklestirildi.
Ureticinin talimatlari dogrultusunda, 100 pl agaroz 95 ° C'de eritildi ve
bes dakika 37 ° C'de vyerlestirildi. Agaroz karistirildi seyreltilmis
numunenin ilk fraksiyonunun 50ul'si ile (20 x 10° spermatozoa/ ml). Bu
karisimin sekiz mikrolitresi, kit ile saglanan bir mikroskop lami Uzerine
yerlestirildi. Lam bir lamel ile kapatildi ve 5 dakika 4 ° C’ de konuldu.
Daha sonra lamel gikarildi ve denatiire uygulanmis fragmanli DNA'ya 7
dakika boyunca lam (zerinde denatiire sollisyonu uygulandi. Bu
solusyon, lamin egimli tutulmasiyla solisyonun atilmasi saglandi ve tim
sperm proteinlerini ve zarlarini gikarmak igin 20 dakika boyunca bir lizis
¢ozeltisi uygulandi. Lizis ¢ozeltisi gikarildiktan sonra, lam denatiire % 70
su ve % 100 etanol ile durulandi. Birinci boyama lama 10 dakika ilave
edildi, ardindan birinci boyama atildiktan sonra ikinci boyama eklendi. Bu
ilave bir 10 dakika daha yapildi. Bu ¢ift boyama, sperm basindaki parlak
alan mikroskobu altinda gortnir hale gelen DNA'yi renklendirdi.
Denatiirasyon ve lizis nedeniyle, pargalanmis DNA'si olmayan
spermatozoalar haleler olarak goériunur hale gelen DNA dongileri
olusturur. DNA pargalanmissa, ilmek olusmaz ve sonug olarak halo
gorilmez.Bes yliz spermatozoa degerlendirildi. Buyik bir hale veya orta
boy bir hale goériniirse, DNA pargalanmasi icin negatif olarak sayildi.
Kuglk bir hale gorinirse veya spermatozoonda hi¢ halo yoksa, DNA
parcalanmasi igin pozitif olarak sayilir. Bozulmus spermatozoa da DNA
fragmantasyonu igin pozitif olarak sayildi. SDF, bozulmus sperm de dahil
olmak (izere DNA hasari olan sperm vyiizdesini gésterir. Ureticinin
talimatlarina goére bu esik % 27 olarak belirlendi.

A2) FertiPro SDF kiti;

FertiPro, piyasada satisa sunulacak yeni gelistiriimis bir SDF kitine
sahiptir. Bu kit HaloSperm G2 ile kiyaslanabilir. SDF testi, numune
alindiktan sonra 3 saat icinde gerceklestirildi. Ureticinin talimatlarini
takiben, agaroz 95 ° C’de eritildi ve 5 dakika boyunca 37 ° C'ye konuldu.
Bir jelbond film kesildi ve hidrofilik tarafi yukari bakacak sekilde bir
mikroskop lami Gzerine yerlestirildi. Agaroz, bir meni érneginin (20 x 108
spermatozoa / ml) ilk fraksiyonundan 25 pl ile karistirildi. Bu
karigimdan, 20 ul, jelbondun hidrofilik tarafina aktarildi ve Ustiine bir
lamel konuldu. Lam daha sonra karisimin jellesmesine izin vererek 5
dakika boyunca 4 ° C'ye yerlestirildi. Lamel gikarildi ve jelbond mikroskop
lamindan ayrildi. Jelbond daha sonra kitle birlikte saglanan bir kasete

konuldu. Bu kaset, 8ml lizis ¢ozeltisi ve 2ml lizis ¢ozeltisi katkisi 10 dakika

streyle inkiibasyonda lizis igin bekletildi.
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Spermatozoadaki DNA Hasari ve Oksidatif Stresin Onemi ve Bunlarin
Spermiogram Parametreleri ile iliskisi

Daha sonra kaset, 5 dakika boyunca bir denatlrasyon ¢ozeltisine
aktarildi, ardindan 5 dakikalik bir yikama asamasi alindi. Daha sonra
kaset, her biri 2 dakika boyunca% 70, % 90 ve % 100 etanol igine
yerlestirilerek kurutuldu. Jelbond gikarildi ve boyama galismasina
yerlestirildi 5 dakika boyunca 0.5ml boya ¢ozeltisi, 4.75 ml boya
seyreltme tamponu ve 4.75 ml su ihtiva eden ¢ozelti. Daha sonra
jelbond bes kez suya batirildi ve kurumaya birakildi. Parlak alan
mikroskobu altinda agik veya orta mavi renkte olan hicreler DNA
fragmantasyonu igin negatif, koyu mavi hiicreler pozitif olarak sayild.
Karanhk bir hicrenin agik bir lekesi varsa, negatif olarak sayildi.
Mikrosefali iceren spermatozoa, bozulmus hticreler gibi pozitif olarak
sayilldi. % SDF, pozitif hiicre miktarinin toplam spermatozoa * 100
miktarina boliinmesiyle hesaplanmistir. Toplamda 500 spermatozoa
degerlendirildi. Ureticinin talimatlarina gére % 25'lik bir esik degeri
belirlendi. A3) Anilin mavisiyle boyama;

Numunelerin toplanmasindan sonraki 3 saat iginde, numunenin ikinci
fraksiyonunun (50 x 10° spermatozoa / ml) 5 ul'si bir lam Uzerine
konuldu ve kurumaya birakildi. Lam daha sonra Na,HPO, ve NaH,PO,
(SIALG5882-50ML; VWR International, Leuven, Belgika) iginde 30
dakika sireyle Na,HPO, ve NaH,PO, (SIALS7907-100G + SAFSS5011-
100G; VWR International, Leuven'den olusan bir 0.2M fosfat
tamponu iginde sabitlendi. , Belgika). Sabitlemeden sonra, lam % 4
asetik asit (VWRC20104.243; VWR International, Leuven, Belgika) ile
% 5 sulandiriimig anilin mavisi (VWRC21999.183; VWR International,
Leuven, Belgika) iginde 5 dakika sireyle boyandi. Normalde
olgunlagsmis spermatozoa renksiz veya agik mavi gorlntirken,
olgunlasmamis spermatozoa veya olgunlasma sorunlari olan
spermatozoa koyu mavi boyalidir. Bes yliz spermatozoa parlak bir
alan mikroskobu altinda sayildi. Hammadeh ve arkadaslarina gore %
25 bir esik deger belirlenmistir (32).

A4) Akridin Turuncu Testi;

Ug saat icinde, 10pl ikinci drnek fraksiyonu (50 x 106 spermatozoa /
ml) ile bir boyama yapildi ve lam 20 dakika kurumaya birakildi. Daha
sonra, U¢ parca metanol (HONC34860-2.5L19 R; VWR International,
Leuven, Belgika) ve bir kisim glasiye asetik asit (VWR International,
Leuven, Belgika) iceren en az 4 saat slreyle Carnoys c¢ozeltisine
sabitlendi. Boyama ¢ézeltisi iki asamada hazirlandi. ilk olarak, 500 ml
damitilmis su iginde 0.5 g akridin portakalindan (SIALS318337-1G;
VWR International, Leuven, Belgika) bir stok ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra, bu stok ¢ozeltisinin 10ml'si 40ml 0.1M sitrik asit (SIALS251275-
5G; VWR International, Leuven, Belgika) ve 2.5ml 0.3M Na,HPO, *
7H,0 (SIALS2429-250G; VWR International, Leuven, Belgika) ile
karistirildi. Lam, damitilmig su ile yikanmadan 6nce 5 dakika boyunca
bu ¢ozeltiye daldirildi. Lam kurutulmadan 6nce bir lamel uygulanmig

ve seffaf bir oje ile kapatiimistir.

The Value of Oxidative Stress and DNA Damage in Spermatozoa and
Their Relationship with Spermiogram Parameters

Floresan mikroskop altinda yesil renk veren hiicreler DNA hasari
olmadan cift zincirli DNA igerir. Kirmizi renkte olan hicreler, tek
iplikgikli DNA igerir.  DNA hasari. Toplam 500 spermatozoa
degerlendirildi (39). A5) Sperm Kromatin Yapi Deneyi;

iki yliz ila 1000yl dglincii fraksiyon (1: 1 seyreltme) sivi azot iginde
saklandi. SCSA testinin yiiksek maliyeti nedeniyle, HaloSperm G2, SDF
kiti, Anilin Mavisi Boyamasi veya Acridine Turuncu Test ile DNA hasari
icin pozitif bulunan on iki numune segildi ve kor degerlendirme igin
Danimarka'nin ~ Kopenhag'daki SPZ laboratuvarina  gonderildi.
Dondurulmus numuneler, 37 ° C'lik ilik su banyosunda ¢6zlinduralda.
Denatiire fragmente DNA'ya asit-deterjan ¢ozeltisi ilave edildi. Otuz
saniye sonra spermatozoayl boyamak igin akridin turuncusu ilave
edildi. 3 dakika sonra 488 nm'lik dalga boyuna sahip Floresansla aktive
edilen hicre siniflandirmasi (FACS) kullanilarak 5000 spermatozoanin
floresansi olguldu. FACS,renklerine gore spermatozoa (yesil ve yesil
olmayan). Bu, pargalanmis DNA'ya sahip hiicrelerin ylizdesini verir ve %
DFlile sonuglanir (26).

B) Oksidatif stres testleri

B1) Oksisperm;

3 saat iginde Oksisperm kitinden alinan jel 95°C'de 5 dakika eritildi ve
daha sonra (Ureticinin talimatlan izlenerek 37°C’'ye sogutuldu.
Jel, numunenin dordiinct fraksiyonu (seyreltiimemis) ile 1:1 oraninda
kanstirildi.  Karistirlacak jel ve semen hacmi; numunenin
konsantrasyonu bin ile bolinerek hesaplandi. Karisim, 6nce 5 dakika
boyunca 4°C’ye ardindan 45 dakika boyunca 37°C'ye koyuldu. Bu
reaksiyon siresi boyunca, nitro blue tetrazolium igeren jel, semen
ornegindeki slUperoksit anyonlari ile reaksiyona girer. Bu reaksiyon
formazan adi verilen mavi kristaller olusturur. Bu kristaller hiicrelerden
serbest birakilir ve slispansiyona pembe-mor renk verir. Elde edilen
renkler bir renk semasi ile karsilastirilir. Jel sispansiyonu, karisimin 5 ila
10 saniye boyunca 95°C sicak su banyosuna konulmasiyla sivilastirilir.
Swvilastirilmis  jel daha sonra bir spektrometre ile 610 nm'de
degerlendirildi. Oksidatif stresli olmayan ve olan numuneleri sirasiyla
gostermektedir.

B2) Resazurin rediiksiyon testi;

Protokolu takip ederek; 3 saat iginde, her mililitre seyreltiimemis
semen (dordincu fraksiyon) igin 25 ul resazurin ilave edildi. Bu, 0.5ml
semen de 12.5ul resazurin ile sonuglandi. Karigimi igeren tip, sicak su
(46 ° C-48 ° C) ile plastik bir kaba konuldu. Bir saat sonra sicaklik 32 ° C-
34 ° C'ye dugurildi. Bu sire zarfinda resazurin, NADH ve H + ile
reaksiyona girerek resorufin olusturur. Bu, maviden pembeye bir renk
degisikligine neden olur. Daha sonra, renk degisikligini induklemek igin
karigim vortekslendi. Olusan renk, renk semasi ile karsilastirildi ve 610
nm'de spektrometre ile Olguldi. Bu, spermatozoanin metabolik

aktivitesinin ve oksidatif stresin dolayl bir bulgusunu verdi.
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Oksidatif stres ne kadar ylksek olursa, metabolik aktivite o kadar
diistik ve ¢ozelti o kadar mor olur. Sirasiyla oksidatif stresli olmayan
ve olan numuneleri gdstermektedir. istatistiksel analiz icin SPSS
(versiyon 24) Two-way Anova kullaniimistir. Two-way Anova, iki
bagimsiz degiskeni (teknik tekrar / teknik) bagimli bir degiskenle (SDF
veya oksidatif stres) karsilastirir. Sonuglar bir dagilimda gosterilir. Bu
grafikte bir R2 gortintiileyen uygun bir hat bulunmaktadir. Mikemmel
dogrusallik ve analiz ici degiskenlik R2> 0.75'te bulunur. R2, 0.64 ila
0.75 arasindaysa, iyi bir tahlil i¢i degiskenligi bulunur. 0.42 ve 0.64
arasindaki R2 zayif bir test i¢i degiskenligi gosterir ve R2 <0.42 test ici
zayif degiskenligi gosterir.

Veriler, kutu grafiklerde gosterilen ortalama degerler +/- standart
sapma olarak ifade edildi. DNA pargalanmasi igin sayilan
degerler, DNA kutu grafikleri igin kullanildi. Bu kutu grafiklerinde
ylzdeler daha givenilir bir genel bakis saglamak igin kullaniimamistir.
Kutu grafigioksidatif stres i¢in renk semalarinin kategorik degerleri ile
yapilmistir. Resazurin rediksiyon testi daha fazla seviyeye sahip
oldugundan, karsilastirmaya izin vermek igin bunlar dort seviyeye
dontstiridlmistar. Kategoriler bir ila dort arasinda
degisiyordu, bunlardan biri oksidatif stres olmadigini ve dort tanesi
yuksek oksidatif stres oldugunu gosteriyor. Sonuglar SPSS yazilimi
kullanilarak iki yonli Anova ile analiz edildi. Anlamlilik, en az% 80
istatistik giicti ile P <0.05'e ayarlandi.

incelenen teknikler ile standart semen parametreleri arasindaki
korelasyonlar 'iki degiskenli korelasyon' kullanilarak SPSS kullanilarak
arastirilmigtir. Pearson korelasyonu 0,5'ten yiiksek veya -0,5'ten
dislkse, P <0,05 ile, incelenen iki parametre arasinda sirasiyla bir
korelasyon veya negatif korelasyon bulundu. SDF vyizdeleri
degistirilmis sonuglari en aza indirmek igin kullanilir. Bunun
yerine, sayilan degerler kullanildi. Oksidatif stres degerleri igin renk
semasi ve spektrometre degerleri dikkate alinmistir. Spektrometrenin
degerleri, Oksisperm'in (A610nm) emilim degerlerini, bir numune (ug
/ ul) ile reaksiyona girdikten sonra resazurin konsantrasyonunu ve

resazurin (A610nm) emilimini igeriyordu.

Bulgular

A) DNA biitiinliigi

Tahliller i¢i degiskenlik (Intra-assay)

Tim testler igin teknik tekrar 1 ve 2'nin sonuglari arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark yoktur. Bu, Sekil 1'da gosterildigi gibi her test
icin iyi bir tahlilin oldugu anlamina gelir. Teknik kopyalar arasinda bir
regresyon gizgisi gosterilir. Cogu numune bu gizgi etrafinda hizalanir

iyi bir test ici ve tekrarlanabilirlik gosterir.

Kaan OSMANAGAOGLU et al.

'DNA fragmentation of replicate 2 (number of spermatozoa)
\

results unde:
the threshold

Sekil 1: Tahliller ii degiskenlik. Verilen numunenin teknik kopyasi 1 ve teknik kopyasi
2 lizerindeki DNA biitinliigii deneylerinin sonuglari arasindaki regresyon ¢izgisi ile
korelasyonu. Cogu érnek, iyi bir korelasyon ve iyi bir analiz i¢i oldugunu gésteren
regresyon ¢izgisi etrafinda hizalanir. Daha yiiksek sonuglar, esigin altindaki
sonuglardan daha fazla degisir. Bu, orta yiiksek ancak ideal olmayan R2 ile
dogrulanir.

Tahliller arasi degiskenlik (Inter-assay)

Sekil 2, DNA fragmantasyon sonuglarina genel bir bakis vermektedir.
Kontrol grubunda, HaloSperm G2 ile elde edilen sonuglar, kullanimi kolay
diger testlerden anlamli olarak daha yuksektir (SDF kiti ve Anilin Mavi
Boyama igin p <0.001 ve Akridin turuncul Testi igin P = 0.007). SDF kitinin
sonuglari, Anilin Mavi Boyama haricinde 6nemli 6lglide daha dustktir
(HaloSperm G2 igin p <0.001, Akridin Turuncu Testi icin P = 0.022) (Sekil
2A).

Hasta grubu (Sekil 2B) ve toplam grupta (Sekil 2C), SDF kiti sonuglari diger
tim testlerden anlamli olarak daha dustik olan tek kittir (p <0.001). Toplam
grupta, HaloSperm G2'den elde edilen sonuglar SDF kiti ve aniline mavisi
boyamasi sonuglarindan énemli 6lgude farklidir (sirasiyla p <0.001 ve p =
0.046) (Sekil 2C).

HaloSperm G2, altin standart SCSA'dan o6nemli 6lglde farkli sonuglari

olmayan, kullanimi kolay tek testtir (Sekil 2D)

2A 2B

whae
anen

ion (number of

DNA fragmentation (number of spermatozoa)

—
—

test test

2C 2D

G

—~
|

—
—{TH
-
I

DMNA fragmentation (number of spermatozoa)

DNA fragmentation (number of spermatozoa)

test

Sekil 2: DNA biitiinliik testleri. 2A: Hasta grubuna gére daha diisiik DNA fragmantasyonuna sahip
kontrol grubu. 2B: Hasta grubu. 2C: Karisik grup. 2D: SCSA sonuglarina kiyasla toplam gruptan
sonuglar.
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Spermiogram Parametreleri ile Iliskisi

5A5B
B) Oksidatif stres ! -

Tahliller i¢i degiskenlik (Intra-assay variability)

Her iki oksidatif stres testi de test i¢i iyi degiskenlige, dolayisiyla

tekrarlanabilirlige sahiptir. Bu kontrol grubunda, hasta grubunda ve toplam

oxidative stress level
oxidative stress level

grupta o6lguldi. Bu, Sekil 3'de gosterilmistir.

test

rm
Resazurin reduction test test test
k2 Linear = 0,925

5C

¥=0,17+0,94°x

2,00

Oxidative stress level in replicate 2

oxidative stress level

Loo ©

T T T T
1.00 2.00 3,00 a.00

Oxidative stress level in replicate 1

Sekil 3: Oksidatif stresin test i¢i dediskenligi. Hemen hemen tiim noktalar, st b

lste binen hat iizerinde hizalanir. R2 neredeyse idealdir.
Sekil 5. Oksidatif stres.5A: Hasta grubundakine benzer sonuglar
gosteren kontrol grubu.5B: Hasta grubu. 5C: Toplam grup.
Oksisperm ve Resazurin rediiksiyon testi arasinda istatistiksel fark

yoktur.
Spektrometre ile sonuglar reaksiyon gergeklestikten bir saat sonra elde edildi.

Bu gecikmenin sonuglar tzerinde bir etkisi olmamistir, ¢linkii numuneler oda

khg tirildikt ksi istir. Bu dokuz 6rnekle test
sicakligina getiriidikten sonra reakslyon sona ermistir. Bu dokuz ornekle tes C) DNA biitiinliik testleri, oksidatif stres testleri ve standart
edildi. Her numune, reaksiyon gerceklestikten hemen sonra, bir saat sonra ve . b

semen parametreleri arasindaki iligki

iki saat k kt tre ile Slguldu. Sekil 4'de gosterildigi
tki saat sonra renk semasi ve spektrometre ile dlculdu. Seki € gosteriidigl HaloSperm G2 ve SDF kitinin sonuglari birbiriyle iligkilidir (r =
ibi istatistiksel olarak anlaml bir fark bul tir.
gibtistatistiksel olarak anfami bir fark bulunmamistir 0.688, p <0.001) ve toplam hareketli sperm ile ters korelasyona

sahiptir (sirasiyla r = -0.589 ve r = -0.527, p <0.001). Sekil

6, HaloSperm G2 sonuglari ile toplam hareketli sperm arasindaki

200
korelasyonu gostermektedir. Anilin mavisi boyama ve akridin

turuncu test sonuglari da birbirleriyle korelasyon gosterir (r =

15077

0.629, p <0.001) ve anilin mavisi boyanmasi sonuglari
konsantrasyon ile negatif korelasyon gosterir (-0.526, p <0.001).

Sekil 7, anilin mavisi boyanma sonuglari ve konsantrasyon

arasindaki korelasyonu gostermektedir. SCSA sonuglari, semen

resazurin concentration (pg/ml)

orneginin hacmi (r = 0.692, p = 0.050) (Sekil 8) ve HaloSperm
G2'nin sonuglari (r = 0.956, p <0.001) ile iliskilidir (Sekil 9).

T T T
direct after reaction 1h after reaction 2h after reaction

time

Sekil 4: Resazurin reduksiyon testi. Numuneler (n = 9) reaksiyondan hemen
sonra, 1 saat sonra ve 2 saat sonra renk semasi ve spektrometre ile
6l¢iildi. Bu zaman dilimi igerisinde istatistiksel farklilik bulunmadi.

™S (%)

Sonuglar arasi degiskenlik (Inter-assay variability)

Her iki testten elde edilen sonuglar arasinda, testler arasi degiskenligin iyi

o . . DNA fragmentation (numbe o} ;pev@;xol)
oldugunu gosteren anlamh bir fark yoktu. Bu kontrol grubunda, hasta e

grubunda ve toplam grupta &lgiildi (Sekil 5). Sekil 6: HaloSperm G2 ile 6lciilen DNA fragmantasyonu ve TMS

arasinda ters korelasyon.
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IR? Linear = 0.259

o

concentration (spermatozoa/ml)
o°
°

B 50 100 15 200 B
number of immature spermatozoa

Sekil 7: Anilin Mavisi Boyanmasi ile élgiilen olgunlasmamis
spermatozoa sayisi ile konsantrasyon arasinda negatif korelasyon.

R Linear = 0.479

volume (ml)

1000 200.00 300.00 400,00
SCSA results (number of spermatozoa)

Sekil 8: SCSA sonuglari ile bir meni érneginin hacmi arasindaki korelasyon.
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o 10000 20000 300,00 400,00

SCSA results (number of spermatozoa)

Sekil 9: SCSA sonuglari ile HaloSperm G2 sonuglari arasindaki korelasyon.

Renk tablosundan Oksisperm sonuglari ile standart parametreler arasinda
korelasyon bulunmadi. Bununla birlikte, resazurin azaltma testi renk
semasindan elde edilen sonuglar, Oksisperm'in emilimi (r = -0.666, p
<0.001), resazurin emilimi (r = -0.530, p <0.001) ve resazurin
konsantrasyonu (r = -0.508, p <0.001). Spektrometrenin sonuglari
konsantrasyonla (Oksisperm absorbansi ve resazurin konsantrasyonu igin r
= 0.738, resazurin absorbansi igin r = 0.748) ve Resazurin azaltma testi igin
toplam spermatozoa sayisi ile korelasyon gosterdi (resazurin emilimi igin r
= 0.0658, resazurin konsantrasyonu igin r = 0.649, P <0.001). Sekil 10 ve
11, sirasiyla resazurin emilimi ve konsantrasyonu ile resazurin emilimi ve

toplam spermatozoa sayisi arasindaki iliskiyi gostermektedir.

Kaan OSMANAGAOGLU et al.

Bu sonuglar da birbiriyle korelasyonlu idi (Oksisperm
absorbansi ve resazurin arasinda r = 0.783) absorbans ve
Oksisperm absorbansi ve resazurin konsantrasyonu arasinda, r
= 0,997 resazurin absorbansi ve resazurin konsantrasyonu

arasinda, p <0.001).

econcentration (spermatozoa/mi)

1 [y s
resazurin absorption (AG10/1mm)

Sekil 10: Bir spektrometre ile Olgiilen resazurin emilimi ve
konsantrasyon arasindaki iliski.

total amount of spermatozoa
\

o ofi,%/;écob

3 i s
resazurin absorption (A610/1mm)

Sekil 11: Bir 6rnekte resazurin emilimi ile toplam spermatozoa miktari
arasindaki korelasyon.

Tartisma

Bazi infertilite hastalarinda profesyonel yardim ve iyi standart semen
parametreleriyle bile gebelik elde edilemez. Bu nedenle, spermde DNA
hasari ve oksidatif stres gibi yeni parametreler arastiriimistir.Bu
¢alismamizda, bahsi gegen parametreleri spermde saptayabilmek ve en
glvenilir testi belirlemek igin birbirinden farkli kullanimi kolay olan
testler kargilagtiriimistir.

DNA butlnliuk testlerinin sonuglari hasta grubunda kontrol grubuna
gore daha yuksekti. Tum DNA butunliuk testleri icin benzer esikler
kullanildi. Bu testler ve test ici degiskenlige ve tekrarlanabilir
glvenilirlige sahipti. Sonuglar ne kadar yiksek olursa, teknik kopya 1 ve
teknik kopya 2 arasinda o kadar farkli olurlar. Benzer egilim Evenson ve
ark. Akridin turuncu Testini tartistiklarinda (2),bir numunede% 20'den
fazla DNA pargalanmasi oldugunda hassasiyetin diistigiini goérddler.
Bulunan sonuglarda monte edilen hat iyidir, ancak ideal bir monte
edilmis hat 45 ° egime sahip olacaktir. Bu DNA par¢alanma testleri

arasinda daha énce hig bir karsilagtirma yapilmamigstir.
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Spermiogram Parametreleri ile iliskisi

Bununla birlikte, SCSA sonuglari ile HaloSperm sonuglari arasinda veya
SCSA sonuglari ile TUNEL veya Comet testi gibi diger test sonuglari
arasinda karsilastirmalar yapilir (26,40). HaloSperm G2'nin hem kullanimi
hem de sonuglarinin yorumlanmasi kolaydi. Sonuglarin yorumlanmasi
icin egitimin gerekli oldugu SDF kitinde durum boyle degildi, ancak testin
kullanimi kolaydi. FertiPro'nun bu kiti daha 6nce hig¢ ¢alsilmadi, ¢linkd
henliz piyasada mevcut degildi. Anilin Mavisi Boyamasi'nin kullanimi da
kolaydi, ancak bazi durumlarda olgun ve olgunlasmamis spermatozoa
arasinda net bir fark gostermedi. Bu, asiri veya az tahmin edilmesine yol
acabilir. Anilin mavisi boyamasi farkli proteinleri (lizin bakimindan zengin
histonlar) 6lgmesine ragmen, bu testin degerleri DNA fragmantasyon
testleri ile kargsilagtirilabilir. Akridin Turuncu Testinin sonuglarini da
yorumlamak kolaydi, ancak bu testin dezavantaji, lamlarin siklikla
lekelenmeyi emmesi ve DNA pargali spermatozoanin asiri tahmin
edilmesiyle sonuglanmasiydi. Bu test Tejada ve ark. ve SCSA'nin
mikroskopik versiyonudur. Slaytlar akridin turuncu ile etkilesime
girebildiginden ve yanlis pozitiflikler verebildiginden, bu sonuglar SCSA
sonuglariyla eslesmedi. Bu yanlis pozitiflikler Evenson ve ark. (2)
tarafindan  saptanmigtir.  SCSA  altin  standart olarak  kabul
edildiginden, diger testlerden elde edilen sonuglar SCSA sonuglariyla
karsilastinildi (30). Sadece HaloSperm G2, SCSA ile benzer sonuglara
sahiptir. Literattrde tarif edilmistir (27,31,41). Genel olarak, HaloSperm
G2, diger kullanimi kolay testlerden daha yiksek sonuglar elde etti ve
altin standarttan 6nemli 6lguide farkli sonuglari olmayan tek testti (30).

Sonuglardaki bu farkhliklarin birden fazla agiklamasi olabilir. SDF kiti hala
optimize ediliyor. Bazi spermatozoanin kaginldigi agiktir, ¢unk
lekelenme yeterince gorinir degildir. Bu, bu kit tarafindan bulunan
dustk degerleri agiklayabilir. Kit daha kesin sonuglar verecek sekilde
ayarlanacaktir.  Anilin'deki dusik degerler mavi boyama, bazi
olgunlasmamis ve olgun spermatozoa arasindaki zor ayrimciliktan
dolayi, daha yanlis negatif sonuglar verir ve bu testteki genel sonuglari
duslrir. Son olarak, bu testin, slaytta lekenin emildigi alanlarda yanhs
pozitif sonuglar verdigi bilindiginden, spermatozoa sayilirken bu
alanlardan kaginilir. HaloSperm G2 ve SDF kitinden elde edilen sonuglar
geri donlsimli olarak motilite ile iligkilidir. Ancak bu, anilin mavisi
boyamasi ve akridine turuncu test'in sonuglari igin gegerli degildir. Bu
test sonuglari birbiriyle iligkilidir ve anilin mavisi boyamasi'in sonuglari da
konsantrasyon ile ters bir korelasyona sahiptir. SCSA sonuglari
HaloSperm G2 sonuglari ve 6rnek hacmi ile korelasyon gosterir. DNA
battnltglu, hareketlilik ve konsantrasyon da (23,40) Onceki
arastirmalarda SCSA sonuglari ile semen hacmi arasinda bir korelasyon
bulunamamistir. Bunun nedeni popilasyon érneginin ¢ok kiglk olmasi
olabilir. Bununla birlikte, birka¢ calismada SCSA ve HaloSperm G2
sonuglari arasinda iliski bulunmustur(27,31,41). SCSA sonuglari ayrica
literatlire goére DNA butinligl yontemlerinden elde edilen diger

sonuglarla da iligkilidir.

The Value of Oxidative Stress and DNA Damage in Spermatozoa and

Their Relationship with Spermiogram Parameters

Bu yontemler, TUNEL ve Comet testlerini icerir ve bu tekniklerin
maliyeti nedeniyle ve kullanimlari daha zor olduklari igin bu
calismada arastirlmamistir. infertilite kliniklerinin uygulamasi igin
daha az gekicidir(26). Ayrica, DNA butunligu ve morfolojisi arasinda
bir iliski arastirmacilar tarafindan gosterilmistir, ancak bu gcalismada
kanitlanamamistir - (40,42). Calismamizda istatistiksel olarak
Oksisperm ve Resazurin rediksiyon testi arasinda fark yoktu. Bu
testler arasindaki en buytk fark kullanilan yontemler ve sonuglarin
renk semasi tizerinden yorumlanmasidir. Oksisperm spermatozoada
stperoksit anyonlarini  oGlgerken, resazurin  azaltma testi
spermatozoanin metabolik aktivitesini olger (4,37). Resazurin
rediksiyon testinin renk semasi Oksisperm tablosundan daha fazla
seviyeye sahiptir (sirasiyla 4 yerine 14). Bununla birlikte, resazurin
rediksiyon testi renk semasinda ne kadar oksidatif stres oldugunu
gormek daha kolay olsa da, bazi seviyelerin benzer renklere sahip
olmasi nedeniyle de okumak daha zordur. Kontrol grubunun
sonuglari hasta grubunun sonuglarina benzerdi. Bunun nedeni
blyuk olasilikla testleri baslatmak icin gecen gecikme siresidir.
Resazurin azaltma testi kullanimi en kolay olanidir, ¢linkii sadece bir
trine ihtiyag vardir. Bu test, standart bir semen analizi
planlanmadan o©nce eve gotirme testi olarak uygulanabilir.
Oksidatif stres mevcutsa; hasta, semen parametrelerini iyilestirmek
amaciyla ilk semen analizinden once antioksidan tedaviye
baglayabilir. Bu iki kullanimi kolay test arasinda daha 6nce higbir
karsilagstirma yapilmamistir. Oksidatif stres Olglildiyse, genellikle
kemiliminesans gibi diger daha pahali yontemlerle yapildi (43).
Oksidatif stres igin korelasyonlar, hem oksisperm hem de resazurin
rediksiyon testi igin Olgllen absorpsiyon ve numune
konsantrasyonu arasinda bulunur. Numunenin toplam spermatozoa
sayisi, resazurin rediksiyon testinin sonuglari ile de iliskilidir. Bu
korelasyonlar, = Mahmoud ve arkadaslarinin  galismasiyla
benzerbulundu (44). Ayrica, resazurin rediksiyon testi ile motilite
veya morfoloji arasindaki korelasyonlar gibi, dogrulayamadigimiz
diger parametrelerle korelasyonlar buldular (44).

Bu calismanin bazi sinirlamalari vardir. ilk olarak, 6zellikle SCSA igin
kiigik bir numune boyutu kullaniimistir. Bu, 6nemli sonuglara
ulagmak igin yeterliydi, ancak gug¢li sonuglar g¢ikarmak igin yeterli
degildi. Bu arastirmayi genisletmek ve daha fazla génulli ve hasta
eklemek daha iyi olacaktir. Normal bir semen analizinin DNA
fragmentasyonu ve oksidatif stres Uzerinde yuksek bir risk
saglamadigini dogrulamak igin dondrler de dahil edilebilir. Tim
dondrlerin normal bir semen analizi olmasina ragmen, bu grup
ozellikle ilgingtir, c¢linkii tum dondrler gebeligi indikleyemez.

Calismamizdaki ikinci bir sinirlama, bazi istisnalar diginda
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sadece bir kisinin numuneleri incelemesidir. Bu nedenle, yanls pozitif ve
yanhs negatif sonuglari en aza indirebilecek gozlemler arasi sonuglar
yoktur. Ugiinciisii, 6zellikle kontrol grubunda déllenmeve gebelik oranlari
ile ilgili veri yoktur. Kullanilan 6rnekler bu ¢alisma igin Uretildi maalesef
tedavi igin Uretilmedi.

Tam bunlarin yanisira, testler, oksidatif stres igin bir saat yerine, DNA
butlnlik testleri igin iki saat iginde toplandiktan sonra li¢ saat iginde
yapildi. Bu, daha yiiksek sonuglarin sonucunu dogurdu ve korelasyonlari
daha az glivenilir hale getirdi. Bununla birlikte, bu tim testler ve tim
numuneler igin yapildigindan sonuglar hala karsilastirilabilir. Diger bir
yanhhk, gondllilerin ve hastalarin dogurganlik durumlarndir. Bazi
goniillilerin  kanitlanmis bir dogurganhigi yoktu. Ote yandan, bazi
hastalarin infertil oldugu kanitlanmamustir. infertil gondilliler kontrol
grubunda daha yiksek sonuglar verebilirken, fertil hastalar hasta
grubundaki sonuglari distrebilir. Sonuglar ve ozellikle korelasyonlar
degerlendirilirken bu dikkate alinmalidir. Bu ¢alismanin diger bir
kisitlamasi, cevresel faktorlerin ve yasam tarzinin dikkate alinmamasidir.
Sanayilesmis bolgelerde sigara igmenin veya yasamanin (hava
kirliligi, ksenobiyotikler v.b.) oksidatif stres ve DNA hasarina neden
olabilecegi kanitlanmistir (22,24). Calismamizda standart bir semen
analizi normal oldugunda hem DNA fragmantasyonu hem de oksidatif
stres ylksek sonuglar vermedi. Ayrica gergeklestiriimesi ¢cok uzun strd
ve semen degerlendirmesine hakkinda ek bilgi saglayamadilar. Bu
nedenle, bu testlerin standart bir semen analizine dahil edilmesi tavsiye
edilmez. Bazi durumlarda, érnegin oligozoospermi veya astenozoospermi
gibi durumlarda ek bilgi verebilir. DNA butunlaginin motilite ve
konsantrasyon ile zayif bir korelasyonu vardir. Bu, astenozoospermi veya
oligozoospermisi  olan hastalarin, bunun bozukluklarina neden
olmadigindan emin olmak igcin bir DNA butlinlik testi yapabilecegi
anlamina gelir. Korelasyon zayif oldugu icin, DNA parcalanmasinin diisiik
konsantrasyon veya hareketliliginin nedeni olmamasi ihtimali vardir.
Oksidatif stresin konsantrasyon ile zayif bir korelasyonu vardir.
Bu, oligozoospermiden muzdarip hastalarin onaylamak igin oksidatif
stres testi yapabilecegini gosterir. Dusiik konsantrasyon seviyelerine
oksidatif strese neden olmaktadir. Bu oksidatif stres dislk
konsantrasyonun nedeniyle ise, hastalar oksidatif stresi azaltmak igin bir
antioksidan tedaviye baslayabilir. Bu da konsantrasyonu arttirabilir ve
dogurganlik problemlerini azaltabilir. Gelecekte, bu galismayi daha fazla

gonllu, hasta ve bagisgi ile genisletmek akillica olacaktir.

Kaan OSMANAGAOGLU et al.

Ayrica kontrol grubunda kanitlanmis dogurganlik, hasta grubunda erkek
faktoriine bagh infertilite, yasam tarzinin dikkate alinmasi gibi daha iyi
segim kriterleri yardimci olabilir. Testler ayrica numunenin dretilmesinden
sonraki ilk saat iginde yapilmalidir.

Bu sekilde daha glvenilir korelasyonlar bulunabilir. Kemiliiminesans gibi
diger daha otomatik yodntemlerle de karsilastirilabilirler, ancak bu

yontemler genellikle daha pahali ve kullanimi daha zordur.

Yapilabilecek bagka bir test, tim numune yerine spektrometre tizerinde bir

resazurin  reaksiyonundan sonra slipernatanti incelemektir. Bu
sekilde, sonuglari yorumlamak igin bu teknik kullanildiginda konsantrasyon
karismaz. Spektrometre ile yapilan 6lgim, bu testin 6znelligini en aza
indirebilir, ancak artik bir ev testi olarak kullanilmaya uygun olmayacaktir.
Miimkunse, klinikler arasi varyasyonlari en aza indirmek igin kullanimi
kolay bir DNA oksidatif stres testi

parcalanma testi veya

standartlastinlmaldir.  Bu, acgikga boyanmamis spermatozoalarin
kategorize edilmesine ek olarak secilen testle ilgili egitimi icerebilir. Bu
mumkin ise, test rutin bir test olarak uygulanabilir.

Sonu¢ olarak, haloSperm G2, SCSA'dan onemli oOlgide farkh
olmayan, kullanimi kolay tek testtir, boylece bir semen analizinde
kullanmak igin en iyi secimdir. Resazurin rediiksiyon testi oksisperm'den
daha iyi bir testtir, ¢linkii kullanimi daha kolaydir, renk semasinda daha
genis bir araliga sahiptir ve bir spektrometre Uzerinde kolayca incelenir.
haloSperm G2 ile korelasyon bulmak igin resazurin rediksiyon testlerinin
verilen sire iginde tekrarlanmasi tavsiye edilir. Boyle bir korelasyon
bulunabilirse, haloSperm G2'ye goére resazurin redlksiyon testi tercih
edilir, ¢tinkd kullanimi daha kolaydir ve renk semasi ile kullaniimasi kolay
bir testtir.Bununla birlikte, klinik agidan, bu testler standart semen
analizinden daha Ustiin degildir. Cok fazla zaman alirlar ve ek bilgi
vermezler. Sadece bir giftin kot embriyo kalitesinin olmasi, ¢ok sayida
basarisiz ICSI denemesi olmasi veya erkegin oligozoospermi veya
astenozoospermiden muzdarip olmasi durumunda, DNA butinluk testi

veya oksidatif stres testi ek bilgi verebilir.
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