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riyoprezervasyon, yapısal olarak bozulmamış canlı hücrelerin ve dokuların
çok düşük sıcaklıklarda uzun süreler boyunca muhafaza edildiği, nispeten
düşük maliyetli, uzun vadeli bir depolama tekniğidir.1 Spermlerin kriyopre-

Sperm Kriyoprezervasyonunda
DNA Fragmantasyonunun Araştırılması:

TUNEL Yöntemi

ÖÖZZEETT  Kriyoprezervasyon, bozulmamış hücre ve dokuların yanı sıra çeşitli hayvan türlerinin sperm-
lerinin düşük sıcaklıklarda düşük maliyetle uzun süre muhafaza edildiği bir depolama tekniğidir.
Sperm kriyoprezervasyonu; evcil ve yabanıl tür populasyonlarında genetik çeşitliliğin korunması,
"genetik olarak üstün" olan yerel türlerin dağıtımının kolaylaştırılması, iatrojenik infertilitenin te-
davisi ve insan sağlığı ve hastalıkları için genetiği değiştirilmiş hayvan modellerinin gen bankacı-
lığında kullanılması nedeniyle oldukça önemlidir. Ancak, kriyoprezervasyonda uygulanan
dondurma-çözme işlemi spermlere çeşitli zararlar vermesi muhtemel bir işlem olarak kabul edil-
mektedir. Bu işlemin spermlerde geri dönüşümsüz hasarlara yol açtığı ve spermlerin membran bü-
tünlüğü, morfolojisi ve hareketliliğini etkilediği bilinmektedir. Kriyoprezervasyon esnasında
spermde meydana gelen hasarlar arasında en önemlisi DNA fragmantasyonudur. DNA fragmantas-
yonunun belirlenmesi için en sık kullanılan yöntem TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling) yöntemidir. Bu derlemede DNA fragmantasyonu belirlenmesinde TUNEL
yönteminin kullanımı ve bu yöntemin kullanıldığı güncel çalışmalar hakkında bilgiler sunulmak-
tadır.
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AABBSS  TTRRAACCTT  Cryopreservation is a long-term storage technique with very low temperatures to pre-
serve the sperm of various animal species as well as the structurally intact living cells and tissues for
extended period of time at a low cost. Sperm cryopreservation is quite important because this tech-
nique is used for maintenance of genetic diversity in domestic and wild species populations, facil-
itating the distribution of “genetically superior” domestic species lines, treatment of iatrogenic
infertility, and genetic banking of genetically modified animal models of human health and dis-
ease. However, freeze-thawing process applied in cryopreservation is accepted as a process that is
likely to cause several damages to the sperm. It is known that this process results in permanent
damages in sperm and influence the membrane integrity, morphology and motility of sperm. The
most important one among the damages which occur in the sperm during cryopreservation is DNA
fragmentation. The most commonly used method to detect DNA fragmentation is TUNEL (termi-
nal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) assay. In this review, the knowledge
about the use of TUNEL assay and recent studies in which this method has been used for detecting
DNA fragmentation are presented.
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zervasyonu birçok nedenden dolayı önemlidir.2 Bu ne-
denlerden en önemlileri şu şekilde sıralanabilir: 1) Evcil
ve yabanıl tür populasyonlarında genetik çeşitliliğin ko-
runması;3,4 2) “Genetik olarak üstün” olan yerel türlerin
dağıtımının kolaylaştırılması;2 3) İatrojenik (cerrahi me-
nopoz, radyasyon, kemoterapi kaynaklı) infertilitenin te-
davisi;5-10 4) İnsan sağlığı ve hastalıkları için genetiği
değiştirilmiş hayvan modellerinin gen bankacılığı.4,11

Kriyoprezervasyon birçok hayvan türünün sperm-
leri için oldukça yaygın olarak kullanılan bir tekniktir.
Örneğin, deniz balıkları sperminin kriyoprezervasyonu
oldukça basit olduğu için, su ürünleri yetiştiriciliğinde
uygulanabilmektedir.12 Akuakültür endüstrisine kesin-
likle fayda sağlayacak sperm kriyoprezervasyonunun
faydaları arasında şunlar sayılabilir: 1) Her iki cinsiyette
gamet varlığının senkronizasyonu; 2) Sperm ekonomisi;
3) Anaç yönetiminin basitleştirilmesi; 4) Farklı balık çift-
liklerinden gametlerin taşınması; 5) Genetik seçim prog-
ramları veya türlerin korunması için germplazm
muhafazası.13 Kriyoprezervasyon büyükbaş hayvan ye-
tiştiriciliğinde de yararlanılan bir tekniktir. Bu tekniğin
boğa sperminde koç spermine göre çok daha başarılı bir
şekilde uygulanabildiği ve bu nedenle koyun yetiştirici-

liğinde kriyoprezervasyonun çok yaygın olarak kulla-
nılmadığı bildirilmiş,14 ancak Bucak ve ark., bu tekniğin
küçükbaş hayvanların spermlerinde de kullanılabilece-
ğine dair sonuçlar elde etmiştir.15

Kriyoprezervasyonda dondurma-çözme işlemi,
spermlerde geri dönüşümsüz hasarlara neden olarak özel-
likle spermlerin membran bütünlüğü, plasmalemmaları,
akrozomları, kuyrukları, morfolojisi, hareketliliği, mito-
kondriyal aktiviteleri ve yaşayabilirliği üzerinde zararlı
etkilere sahiptir.16-19 Kriyoprezervasyonun hücreler üze-
rindeki etkileri çok iyi bilinmesine rağmen, literatürde
dondurma-çözme prosedürü için eşsiz ve işlevsel bir pro-
tokolün kullanılmasına ve kriyoprezervasyonun sperm
kromatin bütünlüğünü etkileyip etkilemediğine ilişkin
herhangi bir karar birliği bulunmamaktadır.20 Örneğin,
insan spermleri ile yapılan bazı çalışmalarda, dondurma-
çözme işleminin DNA fragmantasyonu üzerine anlamlı
bir etkiye sahip olmadığı sonucuna varılırken, bazı çalış-
malarda ise kriyoprezervasyonun DNA fragmantasyo-
nunu indükleyerek DNA üzerinde zararlı etkileri olduğu
gösterilmiştir.21-24 Kriyoprezervasyon işlemi sırasında çe-
şitli fiziksel ve kimyasal faktörlerin DNA yapısı üzerin-
deki potansiyel etkileri Tablo 1’de özetlenmiştir.

Fiziksel ya da kimyasal faktörler 

(fizyolojik aralıklar dışında) DNA üzerine etkisi

Kriyoprotektanlar Etilen Glikol

Kromatin hasarına neden olur. Artan hiper-kromozite, eliptikite ve premelt eğimini gösteren nihai erime profilini bozar. Polipeptide 

bağlı DNA’nın yüksek erime bölgesini, model kompleksleri ve kromatin içerisindeki daha yüksek düzenlenmiş yapıyı istikrarsızlaştırır 

ve azaltır. Erime sıcaklığına etki eder ve B’den C’ye kromatin dönüşümü yapar.25-27

Dimetil sülfoksit

Kromatin hasarına neden olur. DNA metilasyonu, DNA ve kromatinde yapı değişikliklerine neden olur. Heterokromatinin muhtemel 

konformasyonu ile DNA çift-zincir kırıkları onarımını kolaylaştırabilir.25,27,28

Propilen glikol

DNA metilasyonunu arttırır.29

Gliserol

DNA’nın konformasyonunu değiştirir, istikrarı bozucu bir etkiye sahiptir, T erimesini azaltır ve DNA’nın termal stabilitesini baskılar.30,31

Hiperosmotik stres Oksidatif stres kromatin gevşemesine, kromozomal sapmalara, DNA çift zincir kırıklarına ve sonuçta DNA fragmantasyonunda artışa 

neden olur.32,33 Proteinlerin yanlış katlanmasına neden olur.34

Reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimini indükler.35 Artan süperoksit anyonu protein tirozin fosforilasyonunu arttırır.36

Sıcaklık Soğuk denatürasyonuna (protein polar olmayan grupların su ile, çok spesifik ve kuvvetli sıcaklığa bağlı etkileşimi) neden olur.37,38

Mutasyonları indükler.39

pH Deaminasyon, depurinasyon, depirimidasyona neden olur.40-42

Aşırı yüksek veya düşük pH DNA sarmalını dengesizleştirir ve erime noktasını değiştirir.43

Reaktif oksijen türleri (ROS) DNA fragmantasyonu, baz kaybı, tek-iplik kırıkları ve çift-iplik kırıkları, 8-hidroksiguanin üretimi, DNA-protein çapraz bağları, 

DNA instabilitesine neden olur.44-49

TABLO 1: Kriyoprezervasyonda çeşitli faktörlerin DNA üzerine etkisi.



Pınar İLİ ve ark. Turkiye Klinikleri J Reprod Artif Insemin-Special Topics 2017;3(2):96-104

98

Bu derlemenin amacı, spermlerin kriyoprezervas-
yonu sırasında ortaya çıkan DNA fragmantasyonunun
belirlenmesinde kullanılan TUNEL (terminal deoxynuc-
leotidyl transferase dUTP nick end labeling) yöntemi ve
bu yöntem kullanılarak yapılan son zamanlardaki bilim-
sel çalışmalar hakkında bilgi vermektir.

SPERM KROMATİN YAPISI VE
KRİYOPREZERVASYON İLE ORTAYA ÇIKAN
HASARLAR

Sperm kromatininin birincil yapısı üç ana kategoriye ay-
rılabilir: 1) Protaminlerle paketlenmiş DNA (büyük ço-
ğunluğu); 2) Histon bağlı kromatin (yaklaşık %2-15’i);
3) Yaklaşık 50 kb aralıklarla nükleer matrise tutunan
DNA. Mevcut veriler, son iki yapısal elementin döllen-
meden sonra baba pronükleusuna aktarıldığını ve önemli
işlevsel rollere sahip olduklarını düşündürmektedir.
Nükleer matriks organizasyonu DNA replikasyonu için
gereklidir ve histona bağlı kromatin, embriyonik gelişim
için önemli genleri taşır.50 Dondurma-çözme işleminin,
DNA içindeki disülfit bağlarının kopmasıyla bağlantılı
mekanizma ya da mekanizmalar yoluyla domuz sperm
başı nükleoprotein yapısında belirgin değişiklere sebep

olduğu ve bu mekanizmaların, spesifik olmayan bir şe-
kilde hem protamin-DNA birliğine, hem de histon-DNA
bağlarına benzer şekilde etki ettiği bilinmektedir.51 Ay-
rıca kriyoprezervasyonun sperm plazma membranı,
sperm nükleusu, perinükleer teka, mitokondriyal akti-
vite ve ROS, sperm vakuolleri, sperm proteinlerinin se-
viyesi, lokasyonu ve fonksiyonu ile sperm hareketliliği
üzerine etkileri olduğu belirtilmektedir.52 Kriyopreze-
vasyonda uygulanan dondurma-çözme işleminin sperm
üzerine etkileri Şekil 1’de gösterilmektedir.

Kriyoprezervasyona bağlı DNA hasarının etiyoloji-
sindeki mekanizmaları açıklamaya çalışan çalışmalar sı-
nırlıdır.53 Kriyoprezervasyonda, işleme bağlı olarak
spermde aktive olan kaspazlar ya da oksidatif stresin DNA
hasarlarına neden olabileceği düşünülmektedir.16,23,47,49,54,55

Ayrıca, dondurma-çözme işlemi sonrasında sperm kalite-
sinde meydana gelen bozulmanın, apoptotik süreçlerin
aktivasyonundan ziyade, hücrelerde doğrudan oluşan ha-
sarlardan kaynaklanması muhtemeldir.56 Spermde her-
hangi bir sebepten ortaya çıkan kromatin anormallikleri
veya DNA hasarı, erkek infertilitesine neden olur ve in
vivo fekondite (bir siklusta canlı doğuma kadar gidebile-
cek gebelik oluşma olasılığı), spermlerin %30’dan fazlası-
nın DNA hasarına sahip olduğu durumlarda giderek

ŞEKİL 1: Sperm kriyoprezevasyonunda uygulanan dondurma-çözme işleminin sperm üzerine olası etkileri. Şekil, Yeste (2016)’ye göre oluşturulmuştur..
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azalmaktadır.57 Bu nedenle, spermlerde DNA fragmantas-
yonunun araştırılması, fertilite potansiyelinin tespit edil-
mesinde oldukça önemlidir.58-61

SPERM KRİYOPREZERVASYONU İLE
ORTAYA ÇIKAN DNA HASARLARININ TESPİTİNDE
KULLANILAN YÖNTEMLER

DNA-protamin yoğunlaşmasının derecesi, DNA’daki kı-
rılma ve çentik insidansı ve çekirdeğin alt-haploid apop-
totik cisimlere parçalanma frekansı değerlendirilerek
sperm DNA’sının bütünlüğü üç farklı düzeyde ölçülebi-
lir.62 Spermlerde DNA hasarlarının araştırılmasında
DNA hasarının farklı yönlerini ölçen ve farklı duyarlı-
lıklara sahip DNA testleri kullanılmaktadır.63 Sperm
DNA bütünlüğünün araştırılmasında kullanılan testler
şu şekilde sıralanabilir: 1) Sperm kromatin yapısı tayini
[sperm chromatin structure assay (SCSA)]; 2) Akridin tu-
runcu testi [acridine orange test (AOT)]; 3) Toludin ma-
visi [toluidine blue (TB)]; 4) Anilin mavisi (aniline blue);
5) Asıl çentik okuma tayini [in situ nick translation assay
(NT)]; 6) Tek hücre jel elektroforezi (COMET); 7) Sperm
kromatin ayrılma testi [halosperm test (sperm chromatin
dispersion test)]; 8) TUNEL yöntemi.60,63-65

TUNEL YÖNTEMİ

TUNEL yöntemi, DNA çift ya da tek zincir kırıklarının
serbest 3’-OH uçlarını, modifiye edilmiş nükleotitler
(dUTP) ile enzimatik (TdT) olarak etiketleyerek, hem
mikroskobik (ışık ya da floresan) hem de akış sitometri
yöntemleri ile sperm DNA fragmantasyonu tespitine ola-
nak sağlamaktadır.60,66-68 TUNEL yönteminde DNA frag-

mantasyonu kolorimetrik ya da florometrik olarak be-
lirlenebilmektedir. Kolorimetrik yöntemde peroksidaz
ya da alkalin fosfataz tabanlı sistemler kullanılmaktadır
(Şekil 2). Spermler mikroskobik olarak incelendiğinde,
sperm baş kısmında boyamanın varlığına bağlı olarak
TUNEL+ olarak nitelendirilmektedir (Şekil 3).

Yöntem uygulanırken, kullanılan kit prosedürü
dikkate alınmakla birlikte, genel olarak takip edilebile-
cek TUNEL prosedürü aşağıdaki gibidir: 

11..  ÖÖrrnneekklleerriinn  HHaazzıırrllaannmmaassıı:: Sıvı azot içindeki
spermleri içeren payetler, 35°C su banyosunda 25 sn. tu-
tularak çözülür. 

2. 800 xg’de, 20°C’de 10 dk. santrifüj edilen sperm-
lerden kriyoprotektanlar uzaklaştırılır.

3. PBS (fosfat tamponlu tuz; pH 7,4) ile yıkanan
spermler daha sonra, yaklaşık olarak mililitrede 10 ya da
20x106 sperm olacak şekilde PBS ile dilüe edilir.

4. Poly-L-lizin ya da silan kaplı lama 10 µl örnek
koyularak, simir şeklinde yayılır ve slaytlar açık havada
kurutulur.

NOT: Her örnek için en az 2 slayt hazırlanmalıdır.

55..  FFiikkssaassyyoonn:: Slaytlar taze hazırlanmış paraformal-
dehitte (%4’lük, PBS’de; pH 7,4) 15-25°C’de, 1 saat fikse
edilir.

6. Slaytlar PBS ile yıkanır (3x2 dk.). 

NOT: Fazla PBS süzülerek uzaklaştırılır.

77..  EEnnzziimm  UUyygguullaammaassıı:: Slaytlar 10 mM Tris-HCl
içinde 20 µg/ml proteinaz K (DNAaz/RNAaz içermeyen)
ile oda ısısında 10 dk. inkübe edilir.

ŞEKİL 2: TUNEL yönteminin mekanizması. TdT: Terminal deoxynucleotidyl transferase; dUTP: Deoksiuridin trifosfat; DAB: 3,3'-diaminobenzidin.
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88..  EEnnddoojjeenn  PPeerrookkssiiddaazz  İİnnhhiibbiissyyoonnuu:: Slaytlar blok-
lama solüsyonu (%3 H2O2, metanolde) ile 15-25°C’de, 10
dk. inkübe edilir.

9. Slaytlar PBS ile yıkanır (3x2 dk.). 

1100..  ŞŞeeffffaaffllaaşşttıırrmmaa:: Taze hazırlanmış şeffaflaştırma
solüsyonu (%0,1 Triton X 100 ve %0,1 sodyum sitrat) ile
buz üstünde 5 dk. inkübe edilir. 

11. Slaytlar PBS ile yıkanır (2x2 dk.).

1122..  İİşşaarreettlleemmee:: Slaytlar nem odası içinde, 37°C’de 1
saat, TUNEL reaksiyon karışımında [enzim (TdT)+label
solüsyonu (fluorescein-dUTP vb.)] ile karanlıkta inkübe
edilir. 

13. Slaytlar PBS ile yıkanır (3x2 dk., karanlıkta).

NOT: Bu aşamadan sonra örnekler floresan mik-
roskopta incelenebilir.

1144..  SSiinnyyaall  DDöönnüüşşttüürrmmee  yyaa  ddaa  AAnnttiikkoorr  RReeaakkssiiyyoonnuu::
Örnekler HRP (horse-radish peroxidase) konjuge anti-
korla (anti-floresein, anti-FITC vb.) nem odası içinde,
37°C’de 30 dk. inkübe edilir.

15. Slaytlar PBS ile yıkanır (3x2 dk.). 

1166..  RReennkk  OOlluuşşttuurrmmaa:: Örnek başına 100 µl DAB

substrat eklenerek, oda sıcaklığında renk oluşumu göz-
lenene kadar (yaklaşık 10-15 dk.) beklenir.

17. Slaytlar PBS ile yıkanır (3x2 dk.). 

1188..  ZZııtt  BBooyyaammaa:: Örnekler, %0,5’lik metil yeşili
içinde 10 dk. boyanır. Daha sonra örnekler, 2 farklı saf su
kabı içinde, 10’ar kere daldırılıp çıkartılarak yıkanır. 30
sn. saf su içinde bekletilen örnekler, 2 farklı n-bütanol
içinde, 10’ar kere daldırıp çıkarılarak yıkanır. Son ola-
rak 30 sn. daha n-bütanol içinde bekletilir.

1199..  KKaappaattmmaa:: Örnekler 3x2 dk. ksilende tutulur.
Lamlar ksilenden çıkarılarak, kenarlarından damlayan
fazla ksilen kurutma kağıdına emdirilir, fakat lamların
kurumalarına izin verilmez. Lamlar daha sonra kapatma
malzemesi (entellan gibi) yardımıyla cam bir lamel kul-
lanarak kapatılır.

Değerlendirme: Her slaytta 100 hücre sayılarak,
TUNEL+ hücre yüzdesi ortalama±standart sapma olarak
ifade edilir ve gruplar istatistiksel olarak karşılaştırılır.

Negatif kontrol: Örnekler sadece label solüsyonu ile
inkübe edilir.

TUNEL yöntemi, az sayıda sperm üzerine uygula-
nabilmesi, pahalı ekipmanlar gerektirmemesi, apoptozisi

ŞEKİL 3: Çeşitli kriyoprotektanlar içinde bulunan Merinos koç (A ve B) ve tavşan (C ve D) spermlerinde dondurma-çözme işlemi sonrasında DNA fragmantasyonu bulu-
nan TUNEL+ (çift başlı ok) ve DNA fragmantasyonu bulunmayan (ok) hücrelerin mikroskobik olarak incelenmesi. A (negatif kontrol) ve B, Floresan boyama; C (negatif kont-
rol) ve D, DAB boyama. Orijinal büyütme 400x (A ve B) ve 1000x (C ve D).
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de işaret etmesi, ticari kitlerinin bulunması, basit, hızlı,
yüksek hassasiyete sahip, semen parametreleri ve ferti-
lite ile alakalı bir yöntem olması nedeniyle sperm DNA
fragmantasyonu değerlendirilmesinde yaygın olarak ter-
cih edilen bir yöntemdir.67 Sperm DNA fragmantasyo-
nunu doğrudan tespit eden ve sonuçları diğer
yöntemlerle karşılaştırılabilen bir yöntem olan TUNEL
yöntemi,69 kabul görmüş bir laboratuvar testidir ve bu
test sayesinde hasarlı genetik yapıdaki spermlerden ko-
runabilmek ve fertilizasyon başarısını artırmanın yanı
sıra, embriyo, fetüs ve yavrunun normal gelişimini sağ-
lamak mümkün olabilmektedir.70

KRİYOPREZERVASYONDA 
SPERM DNA FRAGMANTASYONUNUN
TUNEL YÖNTEMİ İLE İNCELENMESİ

Tüm hücreler, kriyoprezervasyon işleminde benzer fi-
ziksel streslere maruz kalsalar da, farklı türlerin sperm-
lerinin boyut, şekil ve lipid kompozisyonun birbirinden
çok farklıdır ve bunların hepsi kriyo sağkalımını etki-
ler.71 Dondurma-çözme işlemi sonrasında çeşitli kriyop-
rotektanlar içindeki domuz, koç, keçi, boğa ve insan
spermalarındaki DNA fragmantasyonunu araştırmak için
TUNEL tekniğini kullanan pek çok çalışma bulunmak-
tadır.72-78 Bu konuda çeşitli türlerde gerçekleştirilmiş ça-
lışmalardan bazıları Tablo 2’de özetlenmiştir.

Tablo 2’de özetlenen çalışmalardan elde edilen bazı
kanıtlar, dondurma-çözme sonrasında spermlerde DNA
tek iplik kırıkları ile DNA yoğunlaşma veya parçalanma
derecelerinin arttığını, bu değişikliklerin örnekler ve
kullanılan tekniklere göre değişebildiğini ve kriyopre-
zervatiflere antioksidan ilavesi ve iyi kontrollü soğutma
rejimleri kullanılmasının bu sonuçları potansiyel olarak
iyileştirebileceğini göstermektedir.99

SONUÇ

Dondurma-çözme sonrasında DNA hasar değerlendir-
mesi, kromozom anatomisinin kriyo hasarları azaltmak
için kriyoprezervasyon protokollerinin optimizasyo-
nuyla iyileştirilmesine olanak tanımaktadır.100 TUNEL
yöntemi birçok avantajı olması nedeniyle, kriyoprezer-
vasyonda sperm DNA hasarlanmalarının kontrolünde
oldukça yaygın kullanılmaktadır.67 Kriyoprezervasyon
uygulanan spermler kullanılarak gerçekleştirilecek ge-
beliklerin sonuç vermesi ve normal bir gebeliği takiben
sağlıklı yavrular elde edilebilmesi amacıyla, dondurma-
çözme sonrasında spermlerin mutlaka DNA hasarların-
dan ari halde olduğundan emin olunmalıdır. Kullanılan
kriyoprotektan maddelerden hangisi/hangilerinin bu
amaca daha fazla hizmet ettiği TUNEL yöntemi ile sı-
nanmalı ve bu vesile ile türlerin geleceği genetik açıdan
garanti altına alınmalıdır.
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