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                Makalenin orijinal adı: Development of a novel synthetic oligopeptide
   for the detection of DNA damage in human spermatozoa
   Yazarlar: M. Enciso1,2, G. Pieczenik3,4, J. Cohen3,4, and D.
   Wells1,2,* 1Nuffield
   Enstitü: Department of Obstetrics and Gynaecology, University of
   Oxford, John Radcliffe Hospital, Oxford OX3 9DU, UK 2Reprogenetics UK,
   Institute of Reproductive Sciences, Oxford Business Park North, Oxford
   OX4 2HW, UK 3Tyho-Galileo Research Laboratories, 3 Regent Street,
   Livingston, NJ 07039, USA 4Reprogenetics LLC, 3 Regent Street,
   Livingston, NJ 07039, USA
   İnsan spermatozoasında DNA hasarını saptamak için geliştirilen özel
   sentetik oligopeptid geliştirilmesi
   ===================================================================
   Giriş: Sperm DNA içeriğinin, semen kalitesini ve fertilite
   potansiyelini gösteren ek bir parametre olduğu düşünülmektedir. Son
   zamanlarda sperm DNA içeriğini tespit etmeye yönelik birçok çalışma
   yapılmıştır. Ancak elde edilen tekniklerin birçoğu yoğun emek
   gerektirmekle birlikte analiz edilen spermin yapısının bozulmasına yol
   açmak suretiyle fertilizasyon için kullanılmasını engellemektedir.
   Yapılan bu çalışmada spesifik DNA bölgelerine bağlanan peptid yapıda
   bir molekül ile özellikle canlı hücrelerde DNA hasarının varlığının
   tespit edilmesi amaçlandı.
   Metod: DNA’ya bağlanma özelliği olan P53’ün kritik kısmı model
   alınarak 21 aminoasitlik bir peptid oluşturulup florsan ile
   işaretlenmiştir DW1, 20 sperm örneğinde uygulama yapılıp diğer DNA
   hasarı araştıran testlerle karşılaştırma yapılmıştır.
   Sonuçlar: Kullanılan protein tek sarmallı DNA’ya ve hasarlı DNA’ya
   yüksek afinite göstermiş. Fazla boyanan olgularda yüksek oranda DNA
   hasarı saptanmış ve sonuçlar terminal deoxynucleotidyl
   transferase-mediated dUTP nick-end labeling TUNEL testi ile paralellik
   göstermiş.
   Sonuç: Elde edilen yöntem spermde DNA hasarı gösterme hususunda etkin
   olup test öncesinde sperm in deterjan ile yıkanması gerekmektedir bu
   yönde çalışmalar planlanabilir.
   Giriş: Erkek infertilitesi klasik olarak sperm konsantrasyonu,
   motilitesi ve morfolojisi ile araştırılır. Ancak prognoz ve tanı
   hususunda ve sperm fonksiyonunu belirlenmesi noktasında zaman zaman
   yetersiz kalmaktadır. Bu bağlamada sperm örneklerini yüksek ve düşük
   kalite olarak değerlendirecek belki de gebelik veya düşük yapma
   riskini predikte edebilecek testlere ihtiyaç vardır. Kromatin ve DNA
   bütünlüğü embriyonik gelişimin desteklenmesini sağlamaktadır. DNA
   bütünlüğünün olduğu spermlerin ICSI’ DE kullanılması daha uygun
   olabilir. DNA bütünlüğünün bozulması durumunda klasik sperm analiz
   testlerinin bozulacağını savunanlar yanında bunun klasik testlerden
   bağımsız olarak sperm kalitesi ile ilgili fikir verdiğini savunanlar
   mevcuttur. Sperm DNA hasarı nedeni saptanamayan infertilite
   olgularının bir kısmının açıklanmasına yol açabilir.
   Son yıllarda sperm DNA bütünlüğünün fertilite üzerine etkisi
   tartışmalıdır. Ancak bu durumun hem doğal konsepsiyonda hem de YÜT’ de
   olumsuz etkileri olduğunu gösteren fazla sayıda kanıt ortaya
   çıkmaktadır. Ayrıca düşük oranlarının DNA bütünlüğü bozulmuş olgularda
   fazla olduğu savunulmaktadır. Son yıllarda DNA ve kromatin bütünlüğünü
   araştıran birçok test geliştirilmiştir. Bu testler: kromatin yapı
   testi (SCSA); terminal deoxynucleotidyltransferase bağımlı
   dUTP-nick-end labeling (TUNEL) testi; single-cell jel elektroforez
   (SCGE) veya comet testi ve sperm kromatin ayrım testi (SCDt). Ancak bu
   testler hem çok pahalı hem de çok ciddi anlamda emek gerektiren
   testler olmasından ötürü klinik kullanımdan ziyade araştırma
   laboratuarlarında kullanımı uygundur. Üzerinde çalışılan spermin test
   sonucunda canlılığını yitirmesi ve kullanılmayacak hale gelmesi bir
   diğer dezavantajlı durumdur.
   Sağlıklı bir embriyo eldesi için her oosit için bir tane sağlıklı
   sperme ihtiyaç vardır. Bu noktada sperm numunesindeki DNA bütünlüğü
   bozulmuş spermlerin ayırt edilmesi ciddi bir avantaj sağlamaktadır.
   Yapılan çalışmada kısa zincirli bir peptid oluşturularak hasarlı
   DNA’ların sperm canlılığına zarar vermeden saptanması hedeflendi.
   Materyal ve Metod
   =================
   DNA hasarlarını yüksek oranda saptama potansiyeline sahip olan P53’ün
   c terminali üzerine odaklanıldı ve 21 aminoasitlik rodamin b boyası
   ile işaretlenen sentetik bir oligo peptid tasarlandı DW1.
   Semen örneği toplanması: Sperm örnekleri 2 kere yıkanıp santrifüj
   edildi. Takiben 25 ml’si 37 derecece daha önceden sıvılaştırılarak
   hazırlanan agaroz ile karıştırılıp kaplandıktan sonra hızlı şekilde
   jel formuna ulaşması için buz metal levhalara aktarıldı. Katılaşmasını
   takiben DNA bütünlük testleri uygulanmaya başlandı.
   SCDt testi: Halosperm kiti ile uyuglandı. Hazır olan preperatlar 4′,6-Diamidino-2-phenylindole
   (DAPI) Vectashield ile kombine edilerek ve DW1 oligopeptide veya
   acridine orange ile boyanarak uygulandı. Fragmante sperm indeksi her
   slaytta en az 500 sperm incelenerek fernandez’in tanımladığı
   kriterlere uygun olarak elde edildi.
   Comet testi (nötral ve alkali): alkali comet testinde yalnızca tek
   sarmal DNA, nötral olan da ise çift sarmal DNA araştırılmış sonuçlar
   görsel skorlama ile elde edilmiş.Fragmante sperm indeksi her slaytta
   en az 200 sperm incelenerek saptanmış. Alkali comet testinde DNA
   migrasyonu göstermeyenler zarar görmemiş olarak hareket edenler ise
   hasarlanmış tek sarmal DNA olarak tanımlanmış. Çift sarmal DNA
   hasarını göstermede karakteristik comet uygulamaları baz alınmış.
   TUNEL: Tunel testi In Situ Cell Death Detection Kit kullanılarak
   uygulanmış. Numunelerin hazırlanma prosedürünü takiben florosan
   mikroskop ile analiz yapılmış.
   DWI:Bu yöntemde taze spermler kullanıldı. Alınan sperm suspansiyonu
   DWI uygulandıktan sonra epiflorosan mikroskop ile incelendi, bazı
   örneklere karşı boyama uygulandı. İşleme tabi tutulmamış spermler ve
   SCDt uygulanan spermler DWI ile boyanarak da epiflorosan mikroskop ile
   incelendi. Akrozom bütünlüğü okrozoma özel forosan ile boyama
   yapılarak epiflorosan mikroskop ile değerlendirildi, tamamen yeşil
   olanlar sağlam hiç florosan içermeyen veya ekvatoral boyanma bandı
   gösterenler etkilenmiş olarak değerlendirildi. Bazı olgularda DWI ile
   DNA fragmantasyon analizi ile akrozom bütünlüğü birlikte
   değerlendirildi.
   Tek sarmallı DNA’ların immünodeteksiyonu işlem görmemiş, SCDt
   uygulanmış ve nötralize edilmiş alkali ve nötral comet testi yapılan
   olgularda bakıldı.
   Tek sarmallı DNA’lar hidrojen peroksit ile hasırlandırıldıktan sonra
   SCDt, alkali comet ve DWI ile ayrı ayrı değerlendirilmek üzere
   organize edildi. Çift sarmallı DNA’lar bleomisin ile
   hasırlandırıldıktan sonra SCDt, nötral comet ve DWI ile ayrı ayrı
   değerlendirilmek üzere organize edildi.
   İstatistik
   ----------
   Analiz için SPSS kullanılıp, ANOVA, t- test, Dunnett testi, Pearson
   korelasyonu, Mann- Whitney U testi ve Kruskal- Wallis analizi
   yapılmış.
   Sonuçlar
   ========
   Süspansiyondaki taze spermlerin boyanması
   Taze spermler DWI’ya tabi tutulduğunda spermatozoa alt
   populasyonlarına ve çekirdeğin olduğu baş kısmına bağlanma eğiliminde
   olmuş. Bağlanma oda sıcaklığında hemen gerçekleşmiş ve 24 saat sürmüş.
   DWI kırmızı renk ortaya çıkarmakta. DNA’ya has DAPI (mavi) boya ile
   DWI kombine şekilde boyandığında bazı olguların komple mavi
   bazılarının mavi-kırmızı boyandığı bu durumun DWI’nın hasarlı DNA’ya
   özgüllük gösterdiğini desteklemekte. DWI sperm motilitesinden olumsuz
   yönde etkilenmektedir. Boyanan spermlerin immotil spermler
   olması,boyanmanın viabiliteye ve membran bütünlüğüne de bağlı
   olabileceğini düşündürmektedir. Akrozom reaksiyonu DWI’ın hasarlı
   DNA’ya bağlamasını olumsuz yönde etkilememektedir.
   Sperm plazma membranını çıkarmak için Etanol ile fiske edilen
   örneklerde taze spermlere göre anlamlı olarak DNA hasar tespiti fazla
   olarak saptanmış. Triton-X de etanol ile benzer etki göstermiştir.
   Etanol konsantrasyon artışı ile boyanma oranları doğru orantılı olarak
   artmaktadır, ancak etanol fiksasyonu için enfazla %50’lilik
   konsantrasyon gerekmektedir. Sperm plazma membranın intakt olması DWI
   ‘nin DNA’ya ulaşmasını zorlaştırmaktadır.
   DWI’nın hangi DNA yapılarına bağlandığı ya da özel bir bölgeye afinite
   gösterip göstermediği araştırılmış. SCDt ile mukayese edildiğinde
   SCDt’nin çekirdeğin çevresinde hale yaptığı olgular hasarlanmış
   yapmadıkları ise sağlam olarak değerlendirilmiş. DWI’ nın çekirdeğin
   merkezinde boyanma yaptığı ve hasarlı olgularda daha yoğun bağlandığı
   tespit edilmiş. Boyanma yoğunluğu ile DNA hasar oranı her iki testte
   de paralellik göstermektedir. Benzer sonuçlar AO boyası ile DWI
   karşılaştırıldığında da ortaya çıkmıştır.
   Alkali Comet testi için hazırlanan numunelerde ile
   karşılaştırıldığında DWI hem baş hem de kuyruk kısımdaki DNA
   parçalarına bağlanmış. DAPI uygulandığında baş ve kuyruktaki mavi ve
   kırmızı renkler ters orantılı olarak değişkenlik göstermiş. Benzer
   sonuçlar diğer boyalarla da (SCDt ve AO) izlenmiştir. Nötral comet
   testi de alkali comet testi ile benzer sonuçlar göstermiştir. H2O2 ile
   muamele edilen numunelerde DCI hasar görmüş DNA’ları diğer testler
   gibi tanımış fazla hasar saptanan DNA’lar daha yoğun olarak
   boyanmıştır. Tek sarmal DNA hasarı da DWI ile saptanmaktadır.
   Bleomisin ile muamele edilen numunelerde DCI hasar görmüş DNA’ları
   diğer testler gibi tanımış fazla hasar saptanan DNA’larda daha yoğun
   olarak boyanmıştır. Çift sarmal DNA hasarı da DWI ile saptanmaktadır.
   Sonuçlara bakarak DWI sperm hasarı ve hasarın şiddeti ile ilgili fikir
   veren bir testtir. DWI DAPI boyası ile kombine edildiğinde SCDt’nin
   SDF hesaplaması ile korele olarak sperm DNA hasarını tanımladığı
   bulunmuştur. Ayrıca DWI sperm hasarının şiddeti hakkında SDF’nin
   kullanıldığı diğer yöntemlerden daha az oranda fikir vermesine rağmen
   bu durum istatistiksel olarak anlamlı değildir. DWI %0.3’lük H2O2 ile
   muamele edilen numunelerde DWI ve SCDt arasında fark bulunmuştur. 10
   sperm örenğinin DNA hasarı açısından TUNEL ve DWI yöntemleri ile
   karşılıklı analizinde DNA hasarı saptama oranlarında farklılık
   izlenmemiştir.
   Görsel skorlama yerine dijital skorlamanın karşılaştırmasında: Dijital
   skorlama ile DWI boyanan ve boyanmayanlar ayırtedilebilmiştir. Bu
   durum quantitif analizde dijital yöntemin kullanılabiceğini
   göstermektedir.
   Tartışma
   --------
   Elde edilen 21 aminoasitlik bu oligopetidin nucleusa spesifik olduğu
   belirlenmiştir. Hızlı, inkübasyon gerektirmeyen 1.25 × 1023 mg/ml’lik
   konsantrasyonda etkin olan DNA’ya spesifik bir yöntemdir. DWI DNA’nın
   her yapısından ziyade sadece problemli olan alanlara afinite
   göstermektedir. Bu durumu DNA’nın kendisine yüksek afinite gösteren
   DAPI boyası ile birlikte uygulandığında DWI’nın farklı alanlarda
   (hasarlı DNA bölgelerine) yoğun olarak bağlanmasından anlıyoruz. Diğer
   DNA hasarı araştıran testler ile karşılaştırıldığında sperm DNA
   hasarını saptamada DWI indikatör test olarak kullanılabilir. Nötral ve
   Alkali komet testi DNA hasarını daha detaylı gösteren testler olup DWI
   ile her iki test ile saptanan gerek tek sarmallı gerekse de çift
   sarmallı DNA hasarı saptanabilmektedir. DWI’nın P53 taklit etmesinden
   ötürü spermatozoa çekirdeğindeki tek sarmallı DNA kırıklarının
   saptanmasında çok faydalı olmaktadır. DWI hasarlı DNA’yı boyamakla
   kalmayıp hasarın şiddetini de gösterebilen bir testtir, ancak bu
   durumu kaliteli ve kalitesiz sperm örenği olarak tanımlayan bir
   referans aralığının saptanmasına ihtiyaç vardır. DNA hasarı saptama
   oranı diğer testlerden az değildir, ancak %0,3’lük H2O2 ile muamele
   edilen numunelerde DWI, SCDt’ye oranla daha az hasar tespit etmiştir.
   Bu durum DWI’nın her hasarı tanımlayamamasına veya %0,3’lük H2O2
   nukllear membranda yaptığı değişiklik neticesinde oligopeptidin
   girişine engel yaratması olabilir.
   Dijital görüntü analizi sayesinde hem sperm hasarı hem de başlı başına
   tek spermdeki hasar durumu saptanabilmektedir. Hasar oranının tespit
   edilmesi fertilizasyon sonrası düzelebilecek durumları ve düzelmeyecek
   durumları saptama açısından önem arz etmektedir.
   DWI testi motil hücrelerin nukleer membranını geçememektedir. Bu
   durumda hücre membranını uzaklaştırmak için etanol gibi deterjanlar
   kullanılmaktadır. Hücre membranını geçmesi için DWI’nın yapısına
   eklenen aminoasitler bu durumu değiştirmemiştir. DWI uygulanarak ICSI
   için seçimi düşünülen spermler, yalnızca hücre membranı
   uzaklaştırıldığı hallerde kullanılabilir. Membranı uzaklaştırılmış
   spermlerin fertilizasyon potansiyeli olduğu gösterilmiştir. Ancak
   deterjanların toksik olmadığı hususunda daha fazla bilgiye ihtiyaç
   vardır. Hücre ve nükleer membran geçişini sağlamak için oligopeptide
   aminoasit eklenmesi bir diğer çalışılması gereken alternatif olabilir.
   Araştırma DWI’nın hasarlı spermleri seçme hususunda etkin olduğunu
   göstermiş. Yüksek dozlarda motil spermlerde de kullanılabilir. Böylece
   ICSI öncesi seçim değerlendirmesine katkı sağlayabilir.
   Sonuç olarak; DWI diğer DNA hasar belirleyici testler gibi etkin bir
   test olup, hızlı, ucuz ve yoğun işçilik gerektirmemesi yönüyle
   avantajlı olup mevcut protokoller dahilinde plazma membranını
   geçemeyişi sebebiyle dezavantajlıdır. Bu yöntem şuanda ICSI öncesinde
   seçim hususunda güvenilirliğini ispatlamamış olsa da gelecekte umut
   vadeden bir yöntem olarak düşünülmektedir.
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