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OZET

Gilinlimiizde yapilan yogun calismalarla 6nem kazanan spermatozoon deoksiriboniikleik asit (DNA)’ indeki
hasarlar, gerek fertilizasyonu, gerekse embriyonal yasamdan o6liime kadar olan yasami olumsuz yonde etkilemektedir.
Birgok nedene bagli DNA {izerinde siirekli hasar olugmaktadir. Hasarin bir kismi organizmanin kendine 6zgii tamir
mekanizmalari tarafindan onarilmaktadir. Bu hasar — onarim arasindaki denge, hasar nedenlerinin ¢ogalmasi ve onarim
mekanizmalarindaki aksakliklar nedeniyle hasar lehine bozulmasi durumunda hiicre 6liimii, fertilizasyon kapasitesinde
azalma, spermatozoon genom biitiinligiinde bozulma ve mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu meydana gelen
hasarlarin belirlenmesi amaci ile birgok hasar tespit yontemleri gelistirilmistir. Tespit edilen hasarlarin diizeltilmesi ve
elimine edilmesi yaninda bu hasarlarin olusmamasi i¢in gerekli 6nlemler iizerinde ¢aligmalar yapilmistir. Bu baglamda
aliabilinecek onlemler ile spermatozoon DNA’sinin hasarinin 6niine gegmek miimkiin olabilmektedir. Bu derlemede
spermatozoon DNA’simin hasarina neden olan durumlar, organizmanin kendine 6zgii DNA hasar tamir mekanizmalari,
spermatozoon DNA’s1 hasarlarinin tespit metotlari ve muhtemel hasarlara karsi alinabilinecek korunma yontemleri
hakkinda veriler sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: DNA, hasar, hayvan, spermatozoon

ABSTRACT

THE FACTORS INDUCED DNA DAMAGE OF SPERMATOZOON, REPAIR AND
DAMAGE DETECTION MECHANISMS

The damage of the spermatozoon deoxyribonucleic acid (DNA) which is getting importance in the intensive
researches of nowadays, affects the life negatively both from the embryonic stage to the death and fertilization. Lots of
reasons lead continuous damage onto the DNA. The damage is recovered by the individual mechanisms of the
organism. This balance of the damage-repair, increasing the damage motives and breakdowns of the recovery
mechanisms lead the balance in favor of the damage and cell death, decreasing fertilization capacity, impairment of the
spermatozoon genome unity and mutations will be occurred. Lots of damage determination methods have been
developed to detect these damages. Beside the studies which have been done about the correction of the detected
damage and elimination, there are studies onto required precautions for not to take shape of this damage. In this sense,
damage of spermatozoon DNA could be prevented by some precautions. In this review, reasons of damage of
spermatozoon DNA, individual damage of DNA repair mechanism of organism, determination methods of damage of
spermatozoon DNA and precautions against possible damages of DNA will be addressed.
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Giris

Genetik bilgiyi tasiyarak nesilden nesile
aktarilmasini saglayan deoksiriboniikleik asit
(DNA) Watson-Crick modeline gore, helezon
(heliks sarmal) seklinde sarilmis iki uzun
molekiil zincirinden yapilmistir. Bu zincir
kitlenin ~ omurgasim1  seker ve  fosfat
komponentleri, eksenini de genetik bilgileri
tagiyan nitrojen bazlar1 olusturur. Ancak
zincirlerin disinda bulunan fosfatlar, i¢ taraftan
deoksiriboz molekiillerine, deoksiriboz
molekiilleri pirimidin ve piirin bazlarina, bunlar
da zincirin en i¢ tarafinda birbirlerine zayif
Hidrojen (H) bagi ile baglanmislardir (Cakir,
2007). DNA {izerinde cesitli faktorlere baglh
olarak siirekli hasarlar olusmaktadir. Olusan
hasar DNA onarim sistemleri tarafindan
onarilmakla birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu
veya onarim sistemlerinin yetersiz kaldigi
durumlarda DNA {izerinde olusan hasar hiicre
6liimiine ve mutasyona neden olur (Halliwell ve
Aruoma, 1991). Organizmada DNA hasar ve
onarimi arasinda bir denge s6z konusudur. Bu
denge nedeniyle, ¢ok diisiik diizeylerde hasar
saglikli hayvanlarda saptanmaktadir. Yeni
dogan  siganlarda  dahi  oksidatif baz
modifikasyonunun oldugu gosterilmistir
(Randerath ve ark., 1997).

Spermatozoon Dna'sindaki Hasara
Neden Olan Faktorler

DNA’da olusan hasar nedenleri dort sekilde
incelenebilir:

1. Kendiliginden Degisimler Sonucu
Olusan Hasar

1.1. Yanhs eslesme: Normal DNA
metabolizmasi sirasinda olusan DNA hasarinin
en oOnemli nedeni DNA sentezi sirasinda
bazlarin yanlis eslesmesidir. Okaryotlarda
sentezi yiirliten DNA polimeraz ve disinda tim
DNA  polimerazlarin  3°-5°  ekzoniikleaz
aktivitesi  vardir. Buna ragmen DNA
replikasyonu sirasinda normalde Adenin (A) =
Timin (T), Guanin (G) = Sitozin (C) eslesmesi
gerekirken saglikli bireylerde de yanlis baz
eslesmesi goriilmektedir. Ayrica, onarim ve

rekombinasyon iglemleri sirasinda da yanlis baz
yerlesebilmektedir (Sharma ve ark., 2004).

1.2. Bazlarin Kkimyasal yapisinda
kendilig¢inden meydana gelen degisimler:
Herhangi bir bazin yapisal izomerinin olusumu,
o bazin eslesme 6zelligini degistirir. Piirin ve
pirimidinlerdeki azot atomlari genelde —NH,
formunda oldugu halde bazi durumlarda
tautomerik formuna (—NH) doniisebilirler.
Sitozin  ve  adeninin  spontan  olarak
deaminasyona ugramasi sonucu sirasiyla urasil
ve hipoksantin olugsmaktadir. DNA yapisinda
urasil olusumu biyolojik agidan biiyilk 6nem
tagir. Urasili uzaklastirma yetenegi olmayan
E.Coli tiirlerinde kendiliginden ~mutasyon
hizinin arttigit ve G=C — A=T transisyonunun
oldugu gorilmiistiir (Duncan, 1980). DNA
yapisindaki  hipoksantin  potansiyel olarak
mutajeniktir. Replikasyon sirasinda hipoksantin
sitozin ile eslenir ve A=T — G=C mutasyonuna
neden olur. Piirin ve pirimidin bazlari keto-enol
tautomerizm ve deaminasyon sonucu degisime
ugrar (Fernandez ve ark., 2003).

1.3. Baz kaybi: DNA yapisinda bulunan
plirin  ve  pirimidin  bazlarinin  termal
dayanikliligina bagl olarak hidrolitik baz kaybi
olur ve sonugta plirin veya pirimidinlerin
uzaklastirilmis oldugu bolgeler olusur. Baz
kaybi replikasyonu etkileyecegi gibi piirin veya
pirimidinleri  uzaklastirilmig  bolgede 3’
fosfodiester baginin kolayca hidroliz olmasiyla
zincir kiriklart da olusur (Fernandez ve ark.,
2003).

1.4. Serbest radikaller: Serbest radikaller
(SR) hiicresel solunum, hiicre yaralanmasi,
fagositoz ve bazi enzimatik reaksiyonlar
sirasinda endojen olarak (iiretilebildigi gibi,
pestisitler, kanserojen maddeler, iyonizan
radyasyon ve hava Kkirliligi gibi ¢evresel
faktorler tarafindan da organizmada
olusturulmaktadir. SR, DNA yapisindaki
deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara, piirin ve
pirimidin bazlarinin spesifik modifikasyonuna
tek veya cift dal kiriklarina, abazik alanlara baz
modifikasyonlarma ve DNA-protein ¢apraz
baglarmin olusumuna neden olur ya da
deoksiriboz  iskeletinin  oksidasyonu  baz
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salimmmi ve DNA zincir kiriklarini indiiklerken,
oksidatif baz modifikasyonlar1 mutasyona Yol
acar (Dinger ve Akgay, 2000).

2. Hayvanlardaki Bireysel Farkhhklara
Bagh Meydana Gelen Hasar

2.1. Yas: Narendra ve ark. (2003) yasin
ilerlemesiyle spermatozoon DNA’sinda
meydana gelen hasarlarin arttigint ve bu hasarh
hiicrelerin  eliminasyonunun da gliglestigini
bildirmektedirler.

2.2. Hormonlar: Yapilan bir g¢alismada,
testosteronun, spermatogenez sirasinda DNA
kirilmas1 ve baglanmasi yapan bir enzim olan
DNA topoizomeraz Il ekspresyonunun pozitif
diizenleyicisi olarak rol oynadig1 gosterilmistir
(Basar ve ark., 2005).

2.3. Genotoksik maddeler: Genotoksik
maddelerin spermatozoon DNA’sina verdigi
zararlarla ilgili yapilan diger calismalar
acrylonitrile, tamoxifen, cyclophosphamide,
styrene ve acrylamide gibi pek ¢ok maddenin
genotoksik etkiye ve spermatozoon DNA’sinda
hasara neden oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Tiirk
ve ark., 2005).

2.4. Seminal plazma: Spermatozoanin
antioksidanca yetersiz bir ¢evrede bulunmasi
DNA hasar1 ve apoptoziste artmaya yol agar.
Seminal plazmada antioksidan  seviyesi
azaldiginda oksidatif strese bagli olarak DNA
hasar1 diizeyinde artig goriilmektedir (Tiirk ve
ark., 2005).

3. Spermamn Islenmesi Asamalarinda
Kullanilan Tekniklere Bagh Hasar

3.1. Spermamin sulandirilmasi: Bu
konuyla ilgili bilgi ve aragtirma yetersizligi ile
birlikte Cabrita ve ark. (2005) alabalik ve
cipuralarda yaptiklar1 ¢alismada spermay1
dondurmadan o6nce 1:6 ve 1:20 oraninda
sulandirdiklarinda; olusan DNA hasar sirasiyla
%31,3 ve %41,4 olarak tespit etmisler ve
istatiksel olarak bu artis1 dnemli bulmuslardir.

3.2. Spermanin kisa siireli saklanmasi:
Boe-Hansen ve ark. (2005) domuz spermasini
sulandirdiktan sonra 18°C de 5 giin saklamislar
ve 3. glinliin sonunda spermatozoa DNA hasar1
indeksinde  6nemli  artiglarin  oldugunu
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bildirmiglerdir. Fraser ve Strzezek (2003)’de
domuz  spermasmu  farkli  sulandiricilar
kullanarak 5°C ve 16°C’de kisa siireli olarak
sakladiklarmda DNA hasarlarim  sirasiyla
%15,30 ve %12,45 olarak tespit etmisler,
istatiksel olarak o©Onemli bulunan sonuglar
dogrultusunda spermatozoon DNA’s1 hasarinin,
depolama sicakligt farkliliklarindan
etkilendigini saptamislardir.

3.3. Reaktif oksijen molekiillerine maruz
kalma: Baumber ve ark. (2003) aygir
spermasindaki reaktif oksijen tiirevlerinin ve
spermayl dondurarak saklamanin DNA hasari
iizerine etkisi ile ilgili yaptiklart c¢aligmada
hidrojen peroksitin bu hasarda rolii oldugunu
fakat siiperoksit dismutazin herhangi bir
etkisinin olmadigin1 belirtmiglerdir. Yine bu
calismada antioksidan olarak alfa-tokoferol
(0,1 mM) kullanildiginda dondurmayi takiben
olusan DNA hasarinin  azaldigmi tespit
etmislerdir.

4. Cevresel Hasar

4.1. Iyonize radyasyon: Iyonize radyasyon
(IR)’un DNA iizerine etkisi dogrudan veya
dolayli  yolla olabilir.  Dogrudan etki
radyasyonun enerjisinin dogrudan DNA ile
etkilesimi sonucu olusurken, dolayll etki
radyasyonla a¢iga cikan enerji ile uyarilan
molekiillerin DNA ile etkilesimi sonucu ortaya
cikar. Sonucta, baz hasart ve zincir kiriklar
meydana gelir (Dinger ve Akg¢ay, 2000).

4.2. Ultraviyole Isinlar: 240-400 nm dalga
boyu araliginda olan ultraviyole (UV) 1simlar1
DNA iizerinde iki tip hasara yol acabilir.

a) Pirimidin dimerleri olusumu: UV
isinlarina maruz  kalan DNA’da  komsu
pirimidinler arasinda kovalent baglar olusur ve
bu da hasara yol acar. En ¢ok siklobiitan
pirimidin dimerleri olugmaktadir.

b) DNA capraz baglar: ve zincir kiriklar::
UV radyasyon DNA-protein ve daha az olmak
iizere DNA-DNA c¢apraz baglarinin olusumuna
neden olur. Ayrica UV’ye maruz kalan DNA’da
zincir kiriklart olustugu da bilinmektedir (Sekil
1) (Dinger ve Akgay, 2000).
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Sekil 1. Timin dimeri (Dinger ve Akgay, 2000).
Figure 1. Tyhmine dimer (Dinger and Akgay, 2000).

4.3. Alkilleyici maddeler: Organizmada
endojen olarak da sentezlenen alkilleyici
maddeler DNA  yapisindaki  niikleofilik
merkezlere biiyiik ilgi gosterirler. Bu bolgelere
atak yaparak DNA alkilasyonuna neden olurlar
(Sekil 2) (Dinger ve Akgay, 2000).

Alkilleyici maddelerin mutajenik
etkilerinden en fazla sorumlu olan hasar O°-
metil guanindir (O®-MG). Eger O°-MG timin ile
eslesirse G=C—A=T mutasyonu olur (Dinger
ve Akgay, 2000).

4.4. Capraz baglayiclar: Nitroz asit,
mitomycn, nitrojen mustard, kiikiirt mustard,
cesitli platinyum tiirevleri, diamino diklorid,
fotoaktive olmus psoralenler DNA {izerinde
zincir i¢i ve zincirler arast baglar olustururlar.
Bu hasar sekli en 6nemli hasarlardan biridir.
Ciinkii capraz baglar olustugunda zincirler
ayrilamaz, replikasyon ve transkripsiyon durur
(Fernandez ve ark., 2003).

DNA’nin
Mekanizmalar:

Kendine Ozgii Tamir

DNA’da yanlis eslesmis, okside olmus,
deamine olmus ve karsinojenler ile katilma
irlinii olusturmus bazlarin onariminda baslica 4
mekanizma vardir (Meltem, 2003).

1. Baz cikararak onarim

Bu tip onarim sistemi, hasarli bazin
dogrudan dogruya uzaklastirilmasidir. Spesifik
DNA-glikosilaz enzimleri anormal baz ile
seker-fosfat arasindaki N-glikozid bagim
hidroliz eder. Boylece DNA’da abazik bdlgeler
olusur (Sekil 3).
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Sekil 2. DNA iizerinde olusan alkilasyon bdlgeleri
(Koyu oklar en sik alkillenen bolgeyi gosterir)
(Dinger ve Akgay, 2000).

Figure 2. Alkylation area on DNA (Dark arrows show most
frequent alkylated areas ) (Dinger and Akgay,
2000).

Onarim, abazik  bolgelere (AP =
Apiirinik\Aprimidinik) dogrudan dogruya bazm
konmasi seklinde gerceklesmez, geride kalan
deoksiriboz 5 fosfat AP endoniikleaz ile
uzaklastirilir. Olusan bir niikleotidlik bosluk ise
DNA polimeraz ile dogru kodlanip sentezlenir
ve nick yapistirilir (Sekil 4) (Fraga ve ark.,
1990; Shigenaga ve ark.,1989).

2. Niikleotid ¢ikararak onarim

Ultraviole 1sma maruz kalmig DNA’da
olusan pirimidin dimerleri ya da yanlig eslesmis
DNA bazlar1, ATP bagimh excinuclease
kompleksi tarafindan kesilir. E.coli’de uvrA,
uvrB, uvrC genlerinin kodladigi ABC
excinuclease enzimi gorev yapar. Bu enzim
hasar gérmiis DNA’y1, hasarin 5’ ucundan 8
baz ve 3’ ucundan 4 baz sonra olmak iizere 2
ayrt pozisyonda keser. Istenmeyen baz
oligoniikleotid yapis1 i¢inde uzaklastirilir ve bir
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bosluk olusur. DNA polimeraz saglam
zincirdeki bilgiyi kullanarak DNA’y1 sentezler.

Yeni sentezlenen DNA parcast mevcut DNA ark.,1989).

Eser Akal, Murat Sel¢uk

zincirine DNA ligaz enzimiyle yapistirilir
(Sekil 5) (Fraga ve ark., 1990; Shigenaga ve
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Sekil 3.  DNA glikozilazin etkisi (Altuntas, 2007).
Figure 3.  Effect of DNA glycosilase (Altuntas, 2007).
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Baz ¢ikarma onarim mekanizmasi (Altuntag, 2007).

The base extraction repair mechanism (Altuntas, 2007).




Spermatozoon DNA simin Hasarina Neden Olan Faktorler, Tamir ve Hasar Tespit Mekanizmalar 289

TS

Hasarm belitlenmesi l

XPC-hHR 23, XPA

T T

Agilma I XPB, XPD

O

o l XPF-ERCG1, XPG

T G

Sekil 5. Niikleotit c¢ikararak onarim mekanizmasi
(Altuntas, 2007).

Figure 5. The nucleotide extraction repair mechanism
(Altuntag, 2007).

3. Mismatch onarmm (Yanhs eslesme
onarimi)

Bu onarimi E.coli 6rnegi ile agiklamak
miimkiindiir. E.coli’"de mismatch  onarim
sisteminde, zincirin belirlenmesi ve onariminda
gorevli en az 9 protein komponenti bulunur.
Zincirin belirlenmesi, 5> GATC dizilimi iginde
yer alan bitin A’leri N-6 pozisyonda
metilleyen Dam metilaz enziminin aktivitesine
baglidir. Replikasyondan hemen sonra, ¢ok kisa
bir siire i¢inde kalip zincir metillenmis duruma
gecer. Fakat henliz sentez edilen zincir
metillenmemistir. Yeni sentezlenmis zincirde
GATC diziliminin bu ge¢ici metillenmemis
durumu zincirin belirlenmesine olanak saglar.
Replikasyon sirasinda olusmus ve GATC
dizilimine yakin yanlis eslesmeler, kalip
zincirdeki bilgiye gore onarilir. Onarim GATC
diziliminde guaninin 5° ucundan DNA’nin
koparilmasi, gesitli enzimlerle lezyonun hemen
Otesindeki bir segmentin c¢ikarilmasi, olusan
boslugun kalip zincire gore doldurulmasi ve
nick’in  yapistirilmasi  basamaklarim igerir
(Sekil 6) (Fraga ve ark., 1990; Shigenaga ve
ark., 1989).
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Sekil 6. Yanlis eslesme  onarim  mekanizmasi

(Altuntas, 2007).

Figure 6. The mismatch extraction repair mechanism
(Altuntag, 2007).

4. Dogrudan onarim

DNA’da istenmeyen degisiklikleri dogrudan
uzaklastirmaya DNA fotoliyaz enziminin 151k
ile olusan siklobiitan pirimidin dimerlerini, baz
veya niikleotidi uzaklastirmadan onarmasi
ornek olarak gosterilebilir.

Bir diger 6rnek ise DNA guaninin alkilleyici
ajanlarla metilasyona ugramasi ile olusan,
mutajenik bir lezyon olan O°-metil guanin
onarimidir. Biitlin tiirlerde bulunan bir enzim
olan O°metil guanin DNA transferaz, aktif
bolgesindeki sisteine O°-metil grubunu transfer
eder. Boylece kendisini inaktive ederken
DNA’y1 onarir (Fraga ve ark., 1990; Shigenaga
ve ark., 1989; Shigenaga ve Ames, 1991).

DNA Hasar Tespit Yontemleri

Guniimiizde yaygin olarak DNA
fragmantasyonu  degerlendirilmesinde  Flow
cytometric terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated fluorescein dUTP nick-
end labeling (Tunel), sperm chromatin structure
assay (SCSA), single cell gel electrophoresis
(Comet) ol¢timleri kullanilmaktadir (Sharma ve
ark., 2004). Bunun yaninda in situ translasyon
analizi, akridin oranj (metakromik boya),
spermatozoon kromatin dispersiyon, elektron
mikroskop, enzyme linked immuno-sorbent
assay (ELISA), fluorescein in situ hybridization
(FISH) ve likit kromatografi kullanilmaktadir
(Agarwal ve Said, 2003; Fernandez ve ark.,
2003; Floyd wve ark., 1986). Ayrica DNA
yapisin1  belirlemede kullanilabilecek anilin
mavi ve metil yesil, gimsa CMA3 gibi boya
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yontemleri de bulunmaktadir (Esterhuizen ve
ark. 2000). Bu boliimde yukaridaki metotlardan
en ¢ok kullanilanlar ele alinacaktir.

1. Comet: Comet yontemi alkali labil
bolgeler ve DNA tamir mekanizmalarindaki
bozukluklar sonucu olusan zincir kiriklar1 gibi
DNA hasarlariin derecesinin degerlendiril-
mesinde giincel bir tarama yontemidir. Ostling
ve Johanson tarafindan radyasyonla indiiklenen
saglam hiicrelerde olusan DNA kiriklarimi
degerlendirmek igin gelistirilmistir (Aravindan
ve ark., 1997). DNA hasarimi saptamadaki
yiiksek sensitivitesi, ¢ok cesitli Okaryotik
hiicrelerde  ¢alisilabilir olmasi, az hiicre
sayisinda da calisilabilmesi comet yonteminin
avantajlarindandir. DNA hasarina yol agan
ajanlarin erken biyolojik etkilerini belirlemede
yararlidir. Comet yonteminde; zaman, sicaklik,
151k gibi faktdrler DNA’da hasara neden
olabileceginden hiicreler en kisa siirede sogukta
ve 1siktan korunarak calisilmalidir (Abdulkerim
ve ark., 2004). Spermatozoa DNA’ya baglanan
boya ile boyanir ve ortaya Comet (kuyruklu
yildiz1) ¢ikar. Comet’in yorumlanmasinda
niikleus ¢ap1 ve kuyruk uzunlugu esastir. Cift
DNA zincirindeki kiriklar Comet’in  bas
kisminda yogunlasirken, c¢ift ve tek DNA
zincirindeki  kiriklar  Comet’in  kuyrugunda

Sekil 7. A: Hasarlanmamis DNA.
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yogunlasarak uzama gosterir (Sekil 7) (Sakkas
ve ark.,, 2002). Prensip olarak; sperma
slispansiyonunun hazirlanmasi, jel
yerlestirilmesi, hiicre lizisi, DNA sarmalinin
coOziilmesi, elektroforez, ndtralizasyon, DNA
boyama ve Comet sekil analizi seklinde
tanimlanabilir.

Comet pahali olmamasina karsin, hassas ve
DNA hasar belirlenmesinde giivenilirligi olan
bir yontemdir (Morris ve ark., 2002). Baz
calismalara  gore  spermatozoon = DNA
kiriklarinin incelenmesinde SCSA ve TUNEL’e
gore daha duyarli bir analiz yOntemidir
(Donnelly ve ark., 2000).

2. TUNEL: Hasarli spermatozoalarin
apoptozisin gostergesi oldugu bilinmektedir.
TUNEL teknigi apoptotik olduguna inanilan
spermadaki  spermatozoon  popiilasyonunun
tanimlanmasi i¢in ilk defa Gorczyca ve ark.
(1993) tarafindan uygulanmistir. Bu yontemde,
DNA kiriklarmmin  3°-OH ucu reaksiyonunu
katalizleyen exojen terminal deoksinukleo-
tidiltransferaz ~ (TdT) enzimi  baglanarak
isaretlenir ve bu kisma (tek ve ¢ift DNA zincir
kiriklar1) uridintrifosfat (dUTP) baglanarak
biotinlenir. Biotinlenmis DNA steptavidin ile
birleserek suda c¢oziinmeyen renkli bir {iriin
ortaya ¢ikarir (Agarwal ve Said, 2003).

B: Hasarlanmis DNA (Donnelly ve ark., 2000).

Figure 7. A: Undamaged DNA.
B: Damaged DNA (Donnelly et al., 2000).
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A

Sekil 8. A: Cok az hasarli ya da hasarlanmamis DNA.
B: Hasarlanmis DNA (Donnelly ve ark., 2000).

Figure 8. A: Little or no DNA damage.
B: Damaged DNA (Donnelly et al., 2000).

3. SCSA: SCSA, flowsitometrik bir
yontemdir (Agarwal ve Said, 2003). Bu
yontemle denatiire olan DNA, 1s1 veya asit ile
muamele edildikten sonra metakromik bir boya
olan akridin oranj ile ¢ift zincirli DNA kelat
olusturularak tek sarmalli DNA’larin (tek
sarmalli DNA’lar > 630 nm’de kirmizi floresan
renk verir) ¢ift sarmalli (¢gift sarmalli DNA’lar
515-530 nm’de yesil floresan renk verir)
olanlara oran1 dlgiiliir. (Evenson ve ark., 2002).
Tek sarmalli DNA / ¢ift sarmalli DNA oraninda
artis daha fazla denatiirasyon ve kromatin
yapisinda daha fazla kirilganlik oldugunu
gosterir (Sailer ve ark., 1995).

4. In situ translasyon olciimii: DNA
polimeraz 1 enzimi tarafindan katalizlenen
reaksiyonda dUTP tek DNA zinciri ile birlesir
(Manicardi ve ark., 1995). Klinik olarak
kullanimi1 kisithdir ve in vitro fertilizasyon
sonuglar1 ile in situ translasyon sonuglar
arasinda korelasyon bulunmamaktadir. In situ
translasyon yontemi ile yapilan niikleer
biitiinlik degerlendirmesindeki sonuglar ile
spermatozoa konsantrasyonu, motilitesi ve
morfolojisi arasinda net bir iliski oldugu
goriilmiistiir (Irvine ve ark., 2000).

5. Akridin oranj: SCSA’nin basitlestirilmis
seklidir. Pahali olmayan ve iyi yetismis bir
teknisyene gerek olmayan bir yontemdir.
Acridine  orange (AO), spermatozoanin
yorumlanmast ve mikroskopik incelenmesi
sirasinda renklerin c¢abuk solmasi, heterojen
boyanmanin goriintiiyii kotiilestirmesi giicliik
yaratmaktadir. Bazi laboratuarlar AO testini
erkek infertilitesinin  degerlendirilmesinde
kullanmaktaysa da, alian neticeler
tartismalidir. Buna ragmen bu yontemin klinik
onemi AO test ile TUNEL sonuglar1 arasinda
pozitif bir korelasyon olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica spermatozoa
motilitesi ve AO testi arasinda negatif bir
korelasyon da vardir (Sakkas ve ark., 2002).

6. Spermatozoa kromatin dispersiyon:
Son zamanlarda tanimlanan bu yontem, DNA
fragmantasyonu i¢in basit ve pahali olmayan bir
tekniktir. Testin temeli, kirtkli DNA’ya sahip
spermatozoanin asit denatiirasyonu sonrasi ve
niikleer proteinlerin agiga g¢ikmasini takiben
aquase agarozda karakteristik bir halo
vermesidir. Olusan bu halonun kiigikliigii veya
yoklugu yogun DNA fragmantasyonunu
gosterir (Sakkas ve ark., 2002).
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Sonu¢

Bir¢ok nedene bagli DNA iizerinde siirekli
hasar olusabilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda
spermatozoon DNA’sindaki hasarin iireme
iizerine olumsuz etkisi oldugu sonucuna
varilmigtir. Reaktif Oksijen Tiirleri’nin (ROT)
sebep oldugu DNA hasar1  hiicrelerin
apoptozisini  (programli  hiicre  Oliimii)
hizlandirmaktadir. Bu da spermatozoa sayisinin
azalmasi ile lireme {iizerine olumsuz bir etki
yapmaktadir. Istiridyeler, fareler ve baliklarda
spermanin dondurularak saklanmasinin 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 (Tiirk ve ark., 2005). Fertilizasyon
ve embriyonik yasami olumsuz yonde
etkileyebilen spermatozoon DNA’s1 hasarini
kismen de olsa engellemek miimkiindiir. Bu
baglamda damizliklarin dogru  zamanda
yetistirmeden ¢ikarilip yas faktoriiniin ortadan
kaldirilmasi, seminal plazma igerisindeki
antioksidan madde diizeyini diizenlenmesi,
spermanin kisa veya uzun siireli saklanmasinda
yapilacak islemlerde hasara neden olan
etkenlerin elimine edilmesi, sperma sulandirici
ve sulandirma oraninin tiire uygun sekilde
secilmesi, spermanin dondurulmasinda hayvan
tiirline uygun kriyoprotektan madde
kullanilmasi, iyonize radyasyon, ultraviole
1sinlar  gibi  DNA’da hasara sebep olan
radyasyon ortamindan uzak tutulmasi, ayrica
giinimiizde ¢ok fazla kullanim alan1 olan
pestisitler ve kanserojen maddeler gibi birgok
kimyasal maddelerle en az temasin saglanmasi
gibi 6nlemler alinabilir.
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