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OZET

Cesitli i¢ ve dis nedenlerden dolay1 DNA’da farkli diizeyde hasarlar meydana gelmektedir. Spermatozoon DNA’s1 hasarina
insan ve fare, at, domuz, balik gibi pek ¢ok hayvan tiirlinde rastlanmaktadir. DNA da olusan bu hasarlarin baslicalari;
kromatin yapisinin bozulmasi, DNA bazlarinin oksidasyonu, yanlis eslesmesi ve tubulin polimerizasyonun baskilanmast,
bazlarin kimyasal olarak degismesi, kromatin yapisindaki anomaliler, DNA zincirinin kirilmasi, DNA-DNA ve DNA-protein
caprazlagmalari, DNA da mutasyonlar gibi bir takim yapisal bozulmalardir. Spermatozoon DNA’sinda sekillenen bu
hasarlarin tespiti amaciyla basit hiicre jel elektroforezi, tunel, spermatozoon kromatin yapist ve 8-hidroksi 2-
deoksiguanozin’in dl¢iimii gibi metotlar kullanilmaktadir. Spermatozoon DNA’sindaki hasar anormal embriyo gelisimi ve
infertiliteye neden olmaktadir. Bu hasarlarin olugsmasini engellemek icin degisik in vivo ve in vitro dnlemler gelistirilmistir.
Bu derlemede spermatozoonun DNA yapisi, spermatozoon DNA’s1 hasarina neden olan durumlar, hasarlarin tespit metotlari
ve bu hasarlarin olugsmasini engelleyecek ¢esitli onlemlerle ilgili veriler sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Spermatozoon, DNA, Hasar.

ABSTRACT
DNA Damage of Sperm

Sperm DNA damages have occured in the sperm DNA at different levels due to various in vivo and in vitro reasons. The
damage of sperm DNA has been observed in human and many species of animals such as mice, horse, porcine and fish.
These damages occured in sperm DNA are some structural damages such as degradation of chromatin structure, oxidation of
DNA bases, false conjugation, obstruction of tubulin polimerisation, changing of bases chemically, abnormalities in the
chromatin structure, cracking of DNA chain, crossing of DNA-DNA and DNA-protein, mutations in DNA. Simple cell gel
electroforesis, tunel, the measurement of structure of sperm chromatin and 8-hydroxy 2-deoxyguanosine are used to
determine these damages occured in sperm DNA. The damage in sperm DNA causes occuring of abnormal embriyonic
development and infertility. Different in vivo and in vitro methods to prevent these damages were established. In this review
the data regarding the structure of sperm DNA, biological situations leading to damage of sperm DNA, determination
methods of certain abnormalities and different preventive methods are discussed.
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GIRiS

Bilgi tastyicisi olarak gorev yapan DNA, RNA’ya
gore daha Onemli ve genis Olciide dikkati
¢ekmektedir. Organizmalarda ve fajlarin ¢ogunda
DNA karakteristik bir molekiil olusturur. Kalitimda
aktif olarak rol alan DNA her zaman c¢ekirdegin
icinde ve bazen de hiicrenin diger bdliimlerinde
bulunmakta olup, gelismis canlilarda kalitsal
materyalin temelini olusturur (1).

Amerikali genetikci James WATSON ve Ingiliz
Fizik¢i Francis CRICK, 1953’lerde X 1smi1
orneklerini ve karakteristik baz ¢ifti ozelliklerini
dikkate alarak cift zincirden meydana gelen DNA’nin
ii¢c boyutlu bir eksen dogrultusunda sag el ¢ift sarmali
meydana getirdigini tespit etmislerdir. DNA’nin bu
iki sarmali birbirine paralel olmayan bigimde
seyretmektedir. Yani zincirlerden birinin 3' ucu ve
digerinin 5'ucu ayni tarafta bulunmaktadir. DNA’nin

omurgasini olusturan ve hidrofilik 6zellige sahip olan
seker ve negatif yiikli fosfat iiniteleri ¢ift sarmalin
diga bakan yiizinde ve kendilerini saran su
molekiiliine doniiktiir. Hidrofobik olan purin ve
primidin bazlari ise ¢ift sarmalin i¢e bakan yiiziinde
ve ana eksene dikey olarak yer alirlar. Kars1 karsiya
duran bazlardan biri purin ise digeri mutlaka primidin
olmalidir. ki purin bu yap1 igin biiyiik iki primidin
ise kiigtiktiir. DNA yapisindaki Adenin (A) daima iki
hidrojen bagi ile Timin (T)’e ve Guanin (G) ise
daima ii¢ hidrojen bag ile Sitozin (C)’e baglanir (2).

Bu derlemede spermatozoonun DNA yapisi,
spermatozoon DNA’s1 hasarina neden olan durumlar,
hasarlarin tespit metotlar1 ve bu hasarlarin olusmasini
engelleyecek  ¢esitli  Onlemlerle ilgili  veriler
sunulmustur.
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Spermatozoon DNA’s1

Somatik hiicrede DNA her doniisiinde 6 adet
niikleosom igeren bobin spiralleri (selonoit) halinde
sikistirilmis olup 60.000 baz cifti araliginda niikleer
matrikse yapisik vaziyette bulunur. Aktif genler
niikleer matriks ile ilgili olmaya meyillidir.
Spermatozoon niikleusunda protaminler DNA ya
baglidir, onun negatif yiikiinii nétralize eder ve siki
halkalar seklinde kangallanir (3). Memelilerde sperm
niikleusu niikleer halka denilen tek tip bir yap1 igerir.
Spermatozoon ¢ekirdeginin DNA’s1t bu halkaya
demirlenmis bir sekilde  bulunur. DNA
spermatogenezis sirasinda spermatoozoona Ozel
protaminler ile niikleer histonlarin bir araya
gelmesiyle sikilagtirilmaktadir.  Sikilasmis DNA,
protaminler {izerinde bulunan siilfidril gruplarinin
oksidasyonuyla sekillenen disiilfid baglar1 sayesinde
bir arada tutulan kangallagsmuis, ortasi delikli ¢orek
benzeri olan kromatin, bir spiral sekildedir (4-6). Bu
spiraller normal somatik hiicrenin tipik bobin benzeri
spiral DNA’sidan ¢ok daha dar bir yapiya sahiptir.

Spermatozoon DNA’sindaki Hasar ve Onemi

Cesitli i¢ ve dis nedenlerden dolayt DNA’da
farkli diizeyde hasarlar meydana gelmektedir (7).
Spermatozoon DNA’s1 hasarina insan (8, 9, 10) ve
fare (11, 12), at (13), domuz (8), balik (4, 14, 15)
gibi pek c¢ok hayvan tiirlinde rastlanmaktadir. DNA
da olusan bu hasarlarin baslicalar;; kromatin
yapisinin bozulmasi, DNA bazlarinin oksidasyonu,
yanlis eslesmesi ve tubulin polimerizasyonun
baskilanmasi, bazlarin kimyasal olarak degismesi
(16) kromatin yapisindaki anomaliler (17), DNA
zincirinin kirilmasi, DNA-DNA ve DNA-protein
caprazlagmalar1 (4, 16), DNA da mutasyonlar (18)
gibi bir takim yapisal bozulmalardir.

Spermatozoondaki DNA hasart ile spermanin
yogunlugu, morfolojisi, motilitesi gibi parametreler
arasinda bir iliski olup olmadig1 pek ¢ok arastirmaci
tarafindan arastirilmistir (19-26). Baz1 arastirmacilar
spermatozoadaki DNA hasari ile spermanin kalitesi
arasinda bir iligki oldugunu (19, 22, 24, 26), bazilari
ise boyle bir iligkinin olmadigini (20, 21) ifade
etmislerdir. Saleh ve ark. (27) yaptiklar1 ¢aliymada
spermatozoon DNA’sindaki hasarin lireme {izerine
olumsuz etkisi oldugu sonucuna varmiglardir. ROS
(reaktif oksijen tiirleri)’un sebep oldugu DNA hasari
hiicrelerin apoptozisini (programli hiicre O6liimii)
hizlandirmaktadir. Bu da infertiliteye sebep olan
spermatozoa sayisinin azalmasi ile ilgili olarak,
iireme iizerine olumsuz bir etki yapmaktadir (28).
Insanlar (26), istiridyeler (29), fareler (30) ve
baliklarda (16) spermanin dondurularak saklan-
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masinin  DNA hasarina ve dolayisiyla anormal
embriyo gelisimine ve infertiliteye neden oldugu
belirtilmistir.  Hatta ~ DNA’s1  hasarli  olan
spermatozoonlar embriyonik gelisimi  olumsuz
etkilemekle birlikte genetik hastalik riskini de
artirmaktadir (31). Yine sigara igen babalarin
spermatozoonlarindaki DNA hasarina bagli olarak
cocuklarinda dogmasal anomaliler, kusurlar ve
cocukluk c¢aginda kansere yakalanma orani
artmaktadir (32-34). Bununla birlikte Guerin ve
Benchaib (35) ise spermatozoon DNA’sinin kalitesi
ile dogumdaki anomaliler arasinda herhangi bir
iliskinin olmadigimi bildirmektedirler.

Spermatozoon DNA’sinda Hasara Neden Olan
Faktorler

1. in vivo faktérler: Spermatozoon ozellikle
genotoksikler olarak bilinen ve DNA’da hasara yol
acan toksik maddeler basta olmak iizere pek ¢ok in
vivo faktdr tarafindan hasara ugratilmaktadir. Bu
konuda yillardan beri ¢esitli arastirmalar yapan bilim
adamlart DNAdaki hasarin fiziksel veya kimyasal
etkiler sonucunda meydana geldigini bildirmek-
tedirler. Bu faktorlerden bazilar1 sunlardir:

a) Sigara

Sigara DNA hasarmm1 artiran mutajen veya
karsinojen maddeler olarak bilinen veya varsayilan
maddeleri (nitrozaminler ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar-PAH) igermektedir (7). Sigara
dumanindaki mutajenik etkiye bagli olarak sperma
kalitesinde ozellikle spermatozoon sayisi, motilite
orant ve anormal spermatozoon oraninda &nemli
diisiisler meydana gelmektedir (18, 32-34). Sigara
icmeye bagli olarak insan spermasinda andploidi
(kromozom anomalileri) seviyesi de artmaktadir (18).
Ayrica sigara i¢ilmesine bagli olarak seminal
plazmadaki  antioksidant  seviyesinin  diismesi
sonucunda da DNA hasarinin arttigi bildirilmektedir
(36, 37). Yapilan aragtirmalar sigara igme orani ile
spermatozoon DNA’sinda meydana gelen hasar
arasinda oOnemli derecede pozitif bir iligkinin
oldugunu ortaya koymaktadir (38, 39).

Bir babanin sigara i¢mesi, kendi androjen
seviyesinde degigimlerle birlikte bu babadan dogan
cocuklarda da dogmasal anomaliler ve hatta ¢ocukluk
caginda bile cesitli kanserlere neden olabilmektedir
(18). Genotoksik maddeler spermatozoon hiicresinde
mutasyonu indiikleyebilir ve yavruya gegip onlarin
gelisimini etkileyerek, kanser meydana getirebilir
(40). Kimyasal karsinojenlerin DNA’y1 etkileyen
metabolitleri kan yoluyla diger doku ve organlara



tagiabilmektedir (41). Ancak Sertoli hiicrelerindeki
kan-testis bariyerinden dolayr gelisen cinsiyet
hiicreleri ile kan dolasimi dogrudan temas icerisinde
degildir. Bununla birlikte nikotin ve nikotin
metabolitlerine sigara icen kisilerin spermasinda
rastlanmas1 (38) DNA’y1 etkileyen metabolitlerin bu
engeli asip cinsiyet hiicrelerini  etkiledigini
gostermektedir (7). Gaspari ve ark. (39) yaptiklan
arastirma sonucunda tespit ettikleri PAH-DNA
kompleksinin spermatozoa DNA’sindaki hasarmn bir
kanit1 oldugunu bildirmislerdir. Ayni arastirmacilar
sigara icmeksizin PAH bilesiklerine maruz kalan
insanlarda da PAH-DNA kompleksinin yiiksek
bulundugunu iddia etmektedirler. Erkek cinsiyet
hiicresinin DNA’sindaki hasar spermatogenezis
esnasinda tamir edilmezse, bu hasar birikerek artis
gosterir (7). Olgun spermatozoon hiicresinin bu
hasara karsi kiiclik ¢apli bir tamir mekanizmasina
sahip olup olmadigi halen bir tartisma konusudur (18,
42). Fraga ve ark. (43) spermatozoon DNA’sinin
hasara ugramasi igin oksidatif hasarin gerekli
olmadigini ve DNA’s1 hasarli bir spermatozoonun da
fertilizasyonu bagarabildigini, askorbik asitin de
insan spermatozoasinda oksidatif DNA hasarina kars1
koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ileri stirmektedir.

b) Varikosel

Varikoselin spermatozoondaki DNA hasarina
nasil yol ag¢tig1 heniiz tam anlagilmamasiyla birlikte
Fujisawa ve ark. (44) varikoselli hastalarin testis
dokusunda DNA polimeraz seviyesinde dnemli bir
azalma oldugunu ve bu enzimin eksikliginin
spermatogenezis lizerine olumsuz bir etki yaparak
DNA hasar1 meydana getirebilecegini ileri
stirmiiglerdir.

Varikoselli fertil veya infertil hastalarda yapilan
aragtirmalar seminal oksidatif strese bagli yan {iriin
(ROS) diizeyinde artma ve toplam antioksidant
kapasitede (TAK) azalmalarin meydana geldigini
ortaya koymaktadir. Artan seminal oksidatif stres
triinleri spermatozoon DNA’sindaki hasarla birlikte
spermatozoonun  plazma  membraninda  lipid
peroksidasyona, spermatozoon motilitesi,
metabolizmas: ve fertilizasyon kapasitesinde ise
azalmalara neden olarak spermatozoonun
fonksiyonunu engellemektedir (45). Ayrica oksidatif
stres  spermatozoonun  kromatin  biitlinligiini
etkileyerek tek ve c¢ift DNA sarmali kirilmalarina
sebep olmaktadir (46).

c) Yas

Yaslanma ile dogru orantili olarak spermatozoon
DNA’sinda hasar meydana gelmektedir. DNA ¢ift
sarmalindaki hasar ile spermatozoondaki apoptozisin
yaglanmaya paralel olarak artmakta olup bu artis

F.U. Saglik Bil. Dergisi 2006, 20(1)

muhtemelen  spermatogenezis  esnasinda  ve
sonrasinda hiicre se¢im sistemindeki yetersizligin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (47). Baz
arastiricilar (22, 48) normal ve infertil erkeklerde
sperm motilitesi ile yas arasinda pozitif bir iligkinin
bulundugunu, yasa baglh azalan spermatozoa
motilitesi ve artan DNA hasarinin muhtemelen
sperma  siispansiyonu igerisindeki  lokositler
tarafindan {iretilen reaktif oksijen molekiillerinden
kaynaklandigint ileri silirmektedirler. Narendra ve
ark. (47) ise yas ile spermadaki 16kosit sayisi ve
reaktif oksijen tilirleri arasinda bir iliskinin
olmadigini, yasm ilerlemesiyle spermatozoon
DNA’sinda meydana gelen hasarlar artti§int ve bu
hasarli hiicrelerin eliminasyonunun da giiglestigini
bildirmektedirler.

d) Genotoksikantlar

Genotoksikler yani hiicre DNA’sinda hasara yol
acan maddeler DNA’da mutasyona ve koti huylu
kansere yol agmaktadir. Genotoksikant maddelerin
spermatozoa DNA’sina verdigi hasarlarla ilgi pek
¢ok arastirma yapilmistir. Bu maddelerden biri olan
vanadium, Ozelikle volkanik bolgelerdeki yeralti
sularnda bulunmakta olup (49) spermatozoon
DNA’sinda hasara neden oldugu tespit edilmistir
(17). Prooksidant 6zellige sahip olan demir elementi
ile olusturulan oksidatif strese bagli DNA hasar1 ve
spermatogenetik fonksiyon bozuklugu meydana
gelmektedir. Daha da Onemlisi uzun siireli demir
verilmesini takiben canli viicudunda oksidatif strese
bagli olarak mayoz sonrasi testis hiicrelerinde
meydana  gelen DNA  hasarmmin  yanisira
spermatozoonun fizyolojisi ve fonksiyonunda
bozukluklar olugsmaktadir (11).

Kemoterapotik  ajan  olan  cisplatin  de
spermatozoonun bas kisminda anomalilere (50) ve

spermatozoon DNA’sinda hasara sebep olan
genotoksik  bir maddedir (12).  Genotoksik
maddelerin ~ spermatozoon  DNA’sina  verdigi

zararlarla ilgili yapilan diger ¢aligmalar acrylonitrile
(51), tamoxifen (52), cyclophosphamide (53, 54),
styrene (54) ve acrylamide (55) gibi pek g¢ok

maddenin genotoksik etkiye ve spermatozoon
DNA’sinda  hasara neden oldugunu ortaya
cikarmugtir.

e) Cevre

Cevresel sartlar spermatozoon DNA’sinda

meydana gelen hasarin artmasinda rol oynamaktadir.
Bu sartlar DNA’nin bozulmasina sebep olabilir,
spermatogenezis boyunca DNA tamirini
engelleyebilir veya azaltabilir ya da hiicrede
apoptozis olusturabilir. Bu yiizden ideal ¢evrede geng
bir bireyin sperematozoasinda minimal DNA hasar
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ve daha az apoptozis goriiliir. Seminal plazmada
antioksidan seviyesinin yliksek olmasi sperma-
tozoonu c¢evresel DNA hasarina karst korur. Bu
nedenle antioksidanca zengin bir ¢evre hem testisteki
hem de fertilizasyon i¢in ovuma dogru giden
spermatozoon DNA’sinin biitinliigiiniin saglanmasi
i¢in taginma siiresince en uygun sartlari saglamaya
yardimct olabilir. Bunun tersine geng¢ bir bireyde
spermatozoanin antioksidanca yetersiz bir cevrede
bulunmasi DNA hasar1 ve apoptoziste artmaya yol
acar (47). Alkol tiiketimi (56) ve kafein alinmasi (57)
da sperma kalitesini etkilemekle birlikte yavrularda
dogmasal bozukluklara (58), kanser (59, 60) ve
mental hastaliklar (61) gibi iireme ile ilgili 6nemli
problemlere yol acabilmektedir. Diger taraftan Horak
ve ark. (7) ile Gaspari ve ark. (39) ise kahve ve alkol
tiketimi ile DNA hasar1 arasinda bir iliskinin
olmadigin ileri siirmektedir. Sperma kalitesi {lizerine
zararll etkisi olan diger c¢evresel faktorlerden
phthalates [phthalik asit esterleri iceren plastik
sanayisinde ve diger endiistriyel alanlarda kullanilan

organik  bilesikler (C¢Hs)] gibi  endiistriyel
kimyasallar (62) ve tam1 amaciyla yapilan
radyasyonlarin (rontgen 1sinlari) da (59) sperma-
tozoon DNA’s1 iizerine zararlt etkileri
bulunmaktadir.

2. In vitro faktérler: Spermatozoon DNA’sinda
hasara neden olan in vitro faktorler genellikle
spermanin  islenmesi  agamalarinda  kullanilan
tekniklere  bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Spermanin alimmasindan diginin tohumlanmasina
kadar gegen bu siire igerisinde uygun tekniklerle
alinan sperma uygun sekillerde islemlere tabi tutulur.
Bu siiregte spermatozoa DNA’sinda hasar meydana
gelebilmektedir.

a) Spermanin kisa siireli saklanmasi

Kisa siireli saklama ile damizliktan alinan sperma
uygun sulandiricilarla  ve uygun tekniklerle
sulandirilarak  buzdolabinda (+4 °C) 3-5 giin
saklanabilmektedir. Bu islem, kisa siire igerisinde
tohumlanacak hayvanlarin  varliginda bagvuru-
labilecek bir uygulamadir. Kisa siireli saklamanin
spermatozoon DNA’sinda hasar olusturduguna dair
¢ok fazla bilgi olmamasiyla birlikte Boe-Hansen ve
ark. (63) domuz spermasini sulandirdiktan sonra 18
°C de 5 gin saklamuslar ve 3. giiniin sonunda
spermatozoa DNA hasar1 indeksinde dnemli artiglarin
oldugunu bildirmislerdir. Fraser ve Strzezek (42) de
domuz spermasini farkli sulandiricilar kullanarak 5
ve 16 °C’de kisa siireli olarak sakladiklarinda
sulandiricilarin niteligine gore DNA hasar1 diizeyinin
degisiklik gosterdigini tespit etmislerdir. Spermanin
kisa siireli saklanmasi esnasinda sulandiriciya
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antioksidan maddelerin katilmasiyla serbest radikal
olusumunun azalmasma bagli olarak DNA’da
sekillenebilecek hasar minimize edilebilir (64).

b) Spermanin uzun siireli saklanmasi

Spermanin uzun siireli saklanmasi; kullanilan
damizlik hayvanin spermasindan daha uzun siire
istifade edilmesi hatta damizlik 6lse bile spermasinin
kullanilabilirliginin saglanmasi agisindan oldukca
onemlidir.  Insanlarda  testiste  hasara  veya
ejakiilasyonda bozukluklara yol agan bazi sitotoksik
kemoterapotiklerin kullanimi, 151n tedavisi ve cerrahi
miidahalelerden 6nce spermanin daha sonra
kullanilmak {izere almip dondurulmasi sik sik
basvurulan bir yontemdir (65, 66).

Insan (8, 65) dahil olmak iizere geyik (67), aygir
(13), domuz (8) ve balik (4, 15) gibi pek ¢ok hayvan
tirinde spermanin uzun siireli saklanmasi igin
yapilan iglemler esnasinda spermatozooanda DNA
hasarinin olusup olusmadigr ile ilgili bir takim
aragtirmalar  yapilmistir.  Yapilan  ¢alismalar
spermanin  dondurulup  ¢dzdiiriilmesi  sirasinda
spermatozoa DNA’sinda hasarin olustugunu ortaya
koymaktadir.

Spermanin dondurularak saklanmasi islemleri
stirasinda herhangi bir uygulama basamaginda uygun
olmayan bir islemin yapilmasi, bu uygulamalar
esnasinda  spermatozoon DNA’sinda meydana
gelebilecek muhtemel hasarin diizeyinde artisa sebep
olacaktir.

¢) Seminal plazma

Seminal  plazmada  antioksidan  seviyesi
azaldiginda oksidatif strese bagli olarak DNA hasari
diizeyinde artig goriilmektedir (68). Alkan ve ark.(69)
seminal plazmada antioksidan seviyesinin azalmasi
sonucu reaktif oksijen molekiillerinin artmasindan
dolayi1 DNA hasarindan kaynaklanan infertilite
meydana geldigini bildirmektedir.

d) Sulandirma oran

Bu konuyla ilgili hemen hemen hi¢ bilgi
bulunmamakla birlikte Cabrita ve ark. (4) alabalik ve
cipuralarda  yaptiklan caligmada spermay1
dondurmadan &nce 1: 6 ve 1: 20 oraninda
sulandirdiklarinda; olusan DNA hasar1 sirasiyla
%28.2 ve %41.4 olarak tespit etmislerdir. Sonugta
spermaya yiiksek diizeyde sulandirict katilmasinin
DNA hasarini arttirdigt kanisina varmiglardir.

e) Reaktif oksijen molekiillerine maruz kalma

Aslinda reaktif oksijen molekiilleri sl
seviyede oldugunda spermatozoanin kapasitasyonu
sirasinda fizyolojik role sahiptir (70-72). Ancak



yiiksek diizeyde reaktif oksijen molekiillerine maruz
kalma spermatozoa DNA’sinda hasara ve lipit
peroksidasyona neden olmaktadir (68, 73). Baumber
ve ark. (13) Aygir spermasindaki reaktif oksijen
molekiillerinin ve spermayi dondurarak saklamanin
DNA hasar1 flizerine etkisi ile ilgili yaptiklan
caligmada hidrojen peroksitin bu hasarda roli
oldugunu fakat siiperoksit dismutazin herhangi bir
etkisinin  olmadigin1  belirtmiglerdir. Yine bu
calismada antioksidan olarak alfa-tokoferol (0. 1
mM) kullanildiginda dondurmay: takiben olusan
DNA hasarinin azaldigini tespit etmislerdir.

) Kryoprotektanlar

Spermayr  dondurarak  saklama  esnasinda
spermatozoonda  olusabilecek  zararli  etkiler
kryoprotektan maddeler kullanilarak

azaltilabilmektedir. Hemen hemen her tiiriin spermasi
farkli ozelliklere sahip oldugu i¢in dondurma
isleminden  Once  spermaya  katilacak  olan
kryoprotektanin ¢esidi, yogunlugu ve spermanin
kryoprotektana maruz birakilma siiresi tiire gore
ayarlanmasi gerekir (74). Farkl: tiirlerin spermasinin
kryopreservasyonunda dimetil siilfoksit (DMSO),
gliserol, propilen glikol, metanol, butandiol asetamid
ve 1,2- propandiol gibi kryoprotektanlar yaygin
olarak kullanilmaktadir (75, 76). Kryoprotektanlar
dondurma esnasinda spermatozoonun bas kismindaki
intraselliiler kompartmana gecerek sivinin donmasini
ve buz kristallerinin olusmasmi segici olarak
engeller. Yapilan arastirmalar dondurma amaciyla
spermaya kryoprotektanlarin katilmasimin
spermatozoon DNA’sinda herhangi bir hasara neden
olmadigimi  gostermektedir. Diger bir ifadeyle
spermaya  kryoprotektan  katilip  katilmamast
spermatozoon DNA’sin1 etkilememektedir (21, 77).

Spermatozon DNA’sindaki Hasarin Olgiilme-
sinde Kullanilan Yoéntemler

I. Basit hiicre jel elektroforezi (Comet):
Spermatozoon DNA’sindaki hasarin  diizeyinin
Olciilmesinde  kullanilan en  yaygin  Olgme
yontemlerinden birisi basit hiicre jel elektroforez
yontemi ya da kisa adiyla Comettir. Bu yontem pek
cok calismada kullanilan gorsel floresan bir tekniktir
(9, 15, 29, 78). Bu o6l¢im yonteminde yapilan
islemler  laboratuardan  laboratuara  farklilik
gostermekle beraber prensip olarak; sperma
siispansiyonunun hazirlanmasi, jel yerlestirilmesi,
hiicre lizisi, DNA sarmalinin ¢6ziilmesi, elektroforez,
noétralizasyon, DNA boyama ve Comet sekil analizi
seklinde tanimlanabilir. Kisaca yapilan iglemler
sOyledir;

F.U. Saglik Bil. Dergisi 2006, 20(1)

1. Spermatozoa yikama: sperma fosfat buffer
soliisyonu ile iki kez yikanir ve bu soliisyon ile 2
milyon sperm/ml olacak sekilde yeniden sulandirilir.

2. Slayt hazirlama ve jel yerlestirme:

2.1. %0.75’lik normal erime noktasindaki
agarozdan 100 pl tamamen dondurulmus slaytin
iizerine birakilir ve jel oda 1sisinda en az 5 dakika
bekletilerek katilastirilir.

2.2. 72 ul %0.75°1ik diistik erime noktasina sahip
agaroz ile 8 pl sperma siispansiyonu karistirilir ve ilk
tabakanin en {istiine karisim ilave edilir.

2.3 Jel 4 °C’de 8 dakika katilastirildiktan sonra
iiclincii tabaka olan 100 pl %0.75’lik diisik erime
noktasindaki agaroz ilave edilir ve 4 °C’de 8 dakika
bekletilir.

3. Hiicre lizisi ve DNA dekondenzasyonu:

3.1. 4 °C’deki slayt soguk lizis soliisyonu (2.5 M
NaCl, 100 mM Na, EDTA, 10 mM Tris, %1 sodium
lauryl sarcosine, %1 Triton X-100, pH: 10) igine
daldirilirak bir saat bekletilir.

3.2. Slayt, RNase uygulamasi igin 37 °C’de 4
saatligine 10 pg/ml RNase ihtiva eden bir soliisyona (
2.5 M NaCl, 5 mM Tris, %0.05 sodium lauryl
sarcosine, pH 7.4) nakledilir.

3.3. Slayt 200 pg/ml proteinase K igeren pH:
7.4°teki 2.5 M NaCl, 5 mM Tris, %0.05 sodium
lauryl sarcosine soliisyonu iginde 15 saat siireyle
protein kinaza tabi tutulur.

4. Elektroforez: Slaytlar 300 mM sodium acetate
ve 100 mM Tris, pH: 10 iginde 4 °C’de elektroforez
tankinda ekuilibre edildikten sonra 4 °C’de 12 V
(0.46V/cm) ve 100 mA elektroforezde bir saat
yiritilir.

5. Notralizasyon: Slaytlar 0.4 M Tris-HCI (pH:
7.4) igerisinde en az 5 dakika notralize edilirler.

6. Boyama: Her bir slayta 45 pl ethidium bromide
(15 pg/ml) ilave edilir.

7. Mikroskobik sekil analizi: Burada kullanilan en
yaygin parametreler; kuyruklu hiicrelerin yiizdesi,
kuyruktaki DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve
kuyruk momentidir. Comet l¢liimii i¢in 6zel bir sekil
analizi yazilimi olan Komet sistem (Kinetic Imaging,
UK) kullanilarak bu parametreler basarili ve objektif
olarak ol¢iiliir (78).
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II. Tunel (Flow cytometric terminal deoxy-
nucleotidyl transferase-mediated fluorescein
dUTP nick-end labeling) dl¢iim Kiti: Tunel yontemi
asil olarak apoptozis sirasinda meydana gelen DNA
pargalanmasini  6lgmek i¢in tasarlanmistir  (79).
Kisaca yapilan islemler sdyledir;

1. Sperma oOrnekleri iki kez PBS ile yikanir ve
sperma siispansiyonu hazirlanir.

2. Sperma siispansiyonu (1-2 x 10° sperma-
tozoa/ml) %1°lik paraformaldehitte yeniden siispanse
edilir.

3. Bu siispansiyon bir buz kalibi iizerine
konularak 30-60 dakika bekletilir.

4. Siispansiyondan sonra tekrar PBS ile yikanir ve
%70 buz-soguk etanol karisiminda yeniden siispanse
edilir. Bu son siispansiyon 300 g’de 5 dak. santrifiij
edilerek tstte kalan etanol siipernatanti alinir.

5. Etanoliin uzaklastirilmasindan sonra kalan
hiicre pelletleri PBS’de iki kez yikanir ve 37 °C’de
50 wl boyama soliisyonunda [Terminal deoksi-
transferaz (TdT) enzimi, TdT reaksiyon tamponu,
fluorescein  etiketli deoxyuridine triphosphate
niikleotidleri (FITC-dUTP) ve distile su] igeren 60
dakika bekletilerek yeniden sulandirilir.

6. Biitiin hiicreler Rinse buffer soliisyonunda
yeniden yikanir ve 0.5 ml propidium iodide/RNase
soliisyonunda  yeniden yeniden sulandirilarak
karanlik bir odada 30 dakika inkubasyona tabi tutulur
(Oda sicakligi).

7. Histogram ¢ikarmak ve TUNEL-pozitif
yiizdesini hesaplamak i¢in elde edilen veriler FlowJo

v 444 yazilim programmda flow sitometri
kullanilarak analiz edilir.
III. Spermatozoon kromeotin  yapisinin

olciilmesi: Bu yontem ile tek sarmalli DNA’larin
(tek sarmalli DNA’lar > 630 nm’de kirmizi floresan
renk verir) ¢ift sarmalli (¢ift sarmalli DNA’lar 515-
530 nm’de yesil floresan renk verir) olanlara orani
Olciiliir. Tek sarmalli DNA / ¢ift sarmalli DNA
oraninda artis daha fazla denatiirasyon ve kromatin
yapisinda daha fazla kirillganlik oldugunu gosterir
(80).

Bu islem kisaca su sekilde yapilmaktadir;

200 mikrolitre’lik sperma (1-2 milyon/ml) 0.40
ml %0.1 Triton X-100, 0.15 M NaCl ve 0.08 N HCl,
(pH: 1.4) ile kanstirilir. 30 sn sonra sperm
stispansiyonundaki pH yiikseltilir ve hiicreler 6 pg/ml
acridine orange, 370 ml 0.1 M citric acid, 630 ml 0.2
M Na,HPO,, 1 mM disodium EDTA ve 0.15 M
NaCl, (pH: 6.0) i¢eren 1.2 ml acridine turuncu buffer
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ilave edilerek boyanir. Hiicreler 488 nm lazer
uyarimt ile flow sitometri kullanilarak analiz edilir.

IV. 8-hidroksi 2-deoksiguanozin’in 6l¢iimii: 8-
hidroksi 2-deoksiguanozin (8-OHdG) en yaygin
oksidatif DNA hasar1 biyoisaretleyicisidir. Genomik
DNA’da 8-OHdG tayini i¢in kullanilan en yaygin
metod elektrokimyasal ~ belirlemeli ~ yiiksek
performanslt  sivi  kromatografi (HPLC-EC)’dir.
Spermada 8 OHdG’nin o&lgtimii kisaca su sekilde
yapilmaktadir (78);

a) DNA ekstraksiyonu

Sperma 6rnegi ilk 6nce sperm yikama soliisyonu
(SWB 10mM Tris-HCI, 10mM ethylenediaminetetra-
acetate[EDTA], 1M NaCl, pH 7.4) ile yikanir. Daha
sonra dithiothreitol (DTT), proteinaz K ve SDS ile
inkube edilir. Akabinde spermatozoa DNA’si
kloroform/izoamil alkol ile ekstrakte edilir ve
riboniikleaz A ile sindirilir. Daha sonra DNA 10 mM
Tris-HCl i¢inde bir sonraki enzimatik DNA sindirimi
icin ¢ozdiiriiliir. DNA {iriinii spermatozoa sayisina
bagli olarak 40 ile 300 pg arasinda (1 milyon hiicrede
ortalama 1.63 pg olmak iizere) degisim gosterir (78).

b) Enzimatik DNA sindirimi

Bu asama 8-OHdG ig¢in kritik bir basamaktir.
Bazi aragtiricilar (43, 81) niikleaz P1 ve alkalin
fosfataz  gibi  enzimlerle = kombine  olarak
kullanmalarma ragmen Shen ve Ong (78) DNA
sindiriminin bakteriyel kaynakl alkalin fosfataz (AP)
kullanildiginda daha iyi sonug¢ verdigini ve diger
kaynaklardan elde edilen AP ile daha az sindirim
saglandigint  bildirmektedirler. Her bir 6rnekte
%90’1in {izerinde olan DNA sindirimi doniisiim
faktorii ile deoksiguanozin (dG) yogunlugu
hesaplanabilir. (1ug DNA= 0.62nmol dG)

¢) HPLC-EC analizi

Bu analiz sistemi bir Gilson pompasi, bir
Whatman partisphere 5 C 18 kolon, bir
elektrokimyasal dedektor (Ag/AgCl elektrot, camsi
karbon elektrot, 0,7 V, 50 nA), ultraviole dedektor
(254 nm) bir otodrnekleyici ve bir toplayicidan
meydana gelmektedir. 8-OHdG ve dG diizeylerinin
belirlenmesi igin sirasiyla 13 ve 9 dakikalik bir
zaman gereklidir. Sonuglar 8-OHdG/10° olarak
verilir. Spermatozoon DNA’sindaki hasarin tespiti
icin spermada 8-OHdG’nin diizeyinin belirlenmesi
duyarlt ve nitelikli bir yontem olarak géziikmesine
ragmen bu yontemle ilgili problemler soyle
siralanabilir;

a) DNA ekstraksiyonu ve sindirimini kapsayan
analitik islemler suni DNA oksidasyonu ile ortaya
¢ikabilir.



b) Standart iglemlerin  eksikligi  farkli
laboratuarlar arasinda Onemli varyasyonlara sebep
olabilir.

¢) Nispeten biiyilk miktarda (50 pg) DNA
gerektirmesi  klinik  6rneklerde yaygin  olarak
kullanimin1 engeller.

Yukarida belirtilen durumlar dikkate alindiginda
spermada 8-OHdAG diizeyinin giivenilir bir sekilde
tespit edilebilmesi i¢in su onlemleri almak gereklidir
(78).

1- DTT ve proteinaz K ile inkubasyon sperm
DNA’sin1 dekondense ve ekstrakte etmek i¢in esastir.

2- Insan eliyle yapilan hatalari en aza indirgemek
icin DNA ekstraksiyonunda fenol kullanimindan
sakinilmalidir.

3- Sistemin belirleme sinirina bagl olarak 30 pg’
dan daha az DNA ekstraktlar1 kabul edilmemelidir.

4- Biitin c¢alisma boyunca 8-OHdG standart-
larinda ayni kimyasallar1 ve ajanlar1 kullanmak
gerekir.

5- Her grubun analizinde kaliteli kontrol i¢in az
miktarda karistirilmig 6rnek kullanilmalidir.

6- Sindirimden sonra miimkiin oldugu kadar
(genellikle birkag giin iginde) c¢abuk analiz
edilmelidir.

Spermatozoon DNA’sinda Olusan Hasara Karsi
Almabilecek Onlemler

Pek cok faktér hiicrenin genetik materyalinde
hasara sebep olmaktadir. Bu hasarlarin onarilmasi
icin gerekli mekanizma henliz tam olarak
bilinmemektedir. Bununla birlikte spermatozoon
genomundaki hasarin, fertilizasyondan sonra oosit
icinde tamir mekanizmasi tarafindan diizeltildigi baz1
arastiricilar tarafindan iddia edilmektedir (82, 83).

Spermatozoon DNA’sinda hasara yol agabilen
etkenlerin  bir kismi  yapilan  c¢aligmalarda
belirtilmektedir. Yardimeci iireme teknolojileri i¢in
basvurulacak islemlerde yapilan hatalarin en aza
indirgenmesi ve yeni stratejilerin belirlenmesi
yaninda agagida belirtilen in vivo ve in vitro
tedbirlerin alinmasi ile spermatozoon DNA’sinda
olusabilecek  muhtemel  hasarlarin en  aza
indirgenmesi saglanabilir.

1. in vivo 6nlemler

a) Ozellikle insanlar icin gecerli olan sigara ile
ilgili olumsuz yan etkilerin giderilmesi i¢in halkin
bilgilendirilmesi gerekir. Bununla ilgili ¢aligmalarda
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askorbik asitin insan spermatozoasinda oksidatif
DNA hasarina kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (36, 43).

b) insan ve hayvanlarda goriilen varikosel icin
cerrahi tedavi Onerilebilir veya Ozellikle hayvan
yetistiriciliginde kalitsal oldugu diisiiniilen vakalarda
bu hayvanlar damizlik yetistiriciliginde
kullanilmamalidir.

c) Yasla ilgili olarak yine yetistiricilikte
kullanilan damuzliklar zamani geldiginde geng
nesillerle yer degistirilmelidir.

d) Acrylonitrile (ACN), tamoxifen, cyclo-
phosphamide (CP), styrene, acrylamide, demir
intoksikasyonu ve cisplatin gibi  genotoksik
maddelerin ~ kullanimmin  engellenmesi  veya
siirlandirilmasi onerilebilir.

e) Ozellikle kanser hastast olan insanlarda
kematerapotiklerin yan etkilerini azaltacak sagaltim
¢alismalarina 6nem verilmelidir.

f) Insan veya kaliteli damizlhiklarda kemoterapiye
baslamadan once spermanin gerekirse daha sonra
kullanmak i¢in alinip dondurulmasi tavsiye edilebilir.

g) Seminal plazma icerisinde antioksidan madde
diizeyi azaldiginda oksidatif strese bagli olarak DNA
hasar1  artmaktadir.  Dolayisiyla  antioksidan
maddelerin alinmasi bu hasarin olusumunu azaltabilir
(43).

h) Yine fertilizasyondan sonra ovum igerisindeki
tamir mekanizmalar1 sayesinde DNA hasarlan
nispeten tamir edilebilmektedir. Ozellikle disilerde
ovumdaki  tamir  mekanizmasin1  bozabilecek
maddelerin kullanilmasmin smirlandirilmasi faydal
olabilir.

2. in vitro 6nlemler

a) Spermayr kisa veya uzun siireli saklama
sirasinda  yapilan iglemlerdeki hatalar1 en aza
indirgemek i¢in hayvan tiiriine uygun olan yontemler
gelistirilmelidir.  Ornegin  aygirlarda  spermay1
dondurmadan o6nce seminal plazmanin ayrilmasi
faydali bulunmustur (84).

b) Kisa siireli saklama esnasinda sperma igerisine
antioksidan madde katilmast muhtemel oksidatif
stresi en aza indirgemesine bagli olarak DNA
hasarinin azaltilmasina yardimci olacaktir (64).

c¢) Spermayr saklama sirasinda kullanilan
sulandiricilar  hayvan tiirliniin  spermasina  zarar
vermeyecek veya olusabilen zarart en aza
indirgeyecek nitelikte olmalidir.
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d) Sperma sulandirma orani da hasarda etkili
oldugu (4) i¢in tire uygun sekilde sulandirma
yapilmalidir.

e) Spermay1 dondurma iglemi esnasinda spermast
dondurulacak hayvanin tiiriine bagli olarak uygun
miktarda kryoprotektan madde konulmaldir (74, 76).
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