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Sperm Kriyoprezervasyonunda
DNA Fragmantasyonunun Aragtirilmasi:

TUNEL Yontemi

Investigation of DNA Fragmentation in
Sperm Cryopreservation: TUNEL Assay

OZET Kriyoprezervasyon, bozulmamig hiicre ve dokularin yan sira cesitli hayvan tiirlerinin sperm-
lerinin disiik sicakliklarda diigiik maliyetle uzun siire muhafaza edildigi bir depolama teknigidir.
Sperm kriyoprezervasyonu; evcil ve yabanil tiir populasyonlarinda genetik gesitliligin korunmasi,
"genetik olarak iistiin" olan yerel tiirlerin dagitiminin kolaylastirilmasi, iatrojenik infertilitenin te-
davisi ve insan saglig1 ve hastaliklari i¢in genetigi degistirilmis hayvan modellerinin gen bankaci-
Iiginda kullanilmasi nedeniyle olduk¢a onemlidir. Ancak, kriyoprezervasyonda uygulanan
dondurma-¢6zme islemi spermlere cesitli zararlar vermesi muhtemel bir iglem olarak kabul edil-
mektedir. Bu islemin spermlerde geri doniisiimsiiz hasarlara yol a¢tig1 ve spermlerin membran bii-
tiinléigii, morfolojisi ve hareketliligini etkiledigi bilinmektedir. Kriyoprezervasyon esnasinda
spermde meydana gelen hasarlar arasinda en 6nemlisi DNA fragmantasyonudur. DNA fragmantas-
yonunun belirlenmesi i¢in en sik kullanilan yéntem TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling) yontemidir. Bu derlemede DNA fragmantasyonu belirlenmesinde TUNEL
yonteminin kullanimi ve bu y6éntemin kullanildig: giincel galismalar hakkinda bilgiler sunulmak-
tadur.

Anahtar Kelimeler: Sperm; kriyoprezervasyon; DNA hasari; TUNEL yontemi; fertilite

ABSTRACT 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.

Keywords: Sperm; cryopreservation; DNA damage; TUNEL assay; fertility

riyoprezervasyon, yapisal olarak bozulmamig canli hiicrelerin ve dokularin
¢ok diisiik sicakliklarda uzun siireler boyunca muhafaza edildigi, nispeten
diigiik maliyetli, uzun vadeli bir depolama teknigidir.' Spermlerin kriyopre-
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zervasyonu bir¢ok nedenden dolay1 6nemlidir.? Bu ne-
denlerden en 6nemlileri su sekilde siralanabilir: 1) Evcil
ve yabanil tiir populasyonlarinda genetik gesitliligin ko-
runmasy;>* 2) “Genetik olarak iistiin” olan yerel tiirlerin
dagittminin kolaylagtirilmasi;? 3) Tatrojenik (cerrahi me-
nopoz, radyasyon, kemoterapi kaynakli) infertilitenin te-
davisi;>!° 4) Insan saglig1 ve hastaliklar icin genetigi
degistirilmis hayvan modellerinin gen bankaciligi.*!

Kriyoprezervasyon bir¢ok hayvan tiiriiniin sperm-
leri i¢in oldukga yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.
Ornegin, deniz baliklar1 sperminin kriyoprezervasyonu
oldukgca basit oldugu icin, su triinleri yetistiriciliginde
uygulanabilmektedir.'”” Akuakiltiir endiistrisine kesin-
likle fayda saglayacak sperm kriyoprezervasyonunun
faydalar: arasinda sunlar sayilabilir: 1) Her iki cinsiyette
gamet varliginin senkronizasyonu; 2) Sperm ekonomisi;
3) Anag yonetiminin basitlestirilmesi; 4) Farkl balik ¢ift-
liklerinden gametlerin taginmasy; 5) Genetik se¢im prog-
ramlar1 veya tiirlerin korunmasi i¢in germplazm
muhafazasi.’® Kriyoprezervasyon biiyiikkbag hayvan ye-
tistiriciliginde de yararlanilan bir tekniktir. Bu teknigin
boga sperminde kog spermine gore ¢ok daha bagarili bir
sekilde uygulanabildigi ve bu nedenle koyun yetistirici-

liginde kriyoprezervasyonun ¢ok yaygin olarak kulla-
nilmadig bildirilmis,'* ancak Bucak ve ark., bu teknigin
kiigitkbag hayvanlarin spermlerinde de kullanilabilece-
gine dair sonuglar elde etmigtir."

Kriyoprezervasyonda dondurma-¢ézme islemi,
spermlerde geri doniisiimsiiz hasarlara neden olarak 6zel-
likle spermlerin membran biitiinliigii, plasmalemmalari,
akrozomlari, kuyruklari, morfolojisi, hareketliligi, mito-
kondriyal aktiviteleri ve yasayabilirligi izerinde zararh
etkilere sahiptir.'®!® Kriyoprezervasyonun hiicreler iize-
rindeki etkileri ¢ok iyi bilinmesine ragmen, literatiirde
dondurma-¢6zme prosediiri i¢in egsiz ve iglevsel bir pro-
tokoliin kullanilmasina ve kriyoprezervasyonun sperm
kromatin biitiinliigiini etkileyip etkilemedigine iligkin
herhangi bir karar birligi bulunmamaktadir. Ornegin,
insan spermleri ile yapilan bazi ¢alismalarda, dondurma-
¢6zme isleminin DNA fragmantasyonu tizerine anlamlh
bir etkiye sahip olmadig sonucuna varilirken, baz: ¢alis-
malarda ise kriyoprezervasyonun DNA fragmantasyo-
nunu indiikleyerek DNA {izerinde zararh etkileri oldugu
gosterilmigtir.??* Kriyoprezervasyon islemi sirasinda ge-
sitli fiziksel ve kimyasal faktorlerin DNA yapist {izerin-
deki potansiyel etkileri Tablo 1’de 6zetlenmistir.

TABLO 1: Kriyoprezervasyonda gesitli faktdrlerin DNA (izerine etkisi.

Fiziksel ya da kimyasal faktdrler
DNA lizerine etkisi
Etilen Glikol

(fizyolojik araliklar disinda)

Kriyoprotektanlar

Dimetil siilfoksit

Propilen glikol
DNA metilasyonunu arttirr.?

Gliserol

Hiperosmotik stres

Reaktif oksijen tlirleri (ROS)

DNA instabilitesing neden olur. %+

Kromatin hasarina neden olur. Artan hiper-kromozite, eliptikite ve premelt edimini gdsteren nihai erime profilini bozar. Polipeptide
bagh DNAnin yiiksek erime bdlgesini, model kompleksleri ve kromatin igerisindeki daha yiksek diizenlenmis yapiyi istikrarsizlastinr

ve azaltir. Erime sicakligina etki eder ve B'den C'ye kromatin dontstimi yapar.2%

Kromatin hasarina neden olur. DNA metilasyonu, DNA ve kromatinde yap! dedisikliklerine neden olur. Heterokromatinin muhtemel

konformasyonu ile DNA gift-zincir kinklan onanimini kolaylagtirabilir.2527.28

DNA'nin kenformasyonunu degistirir, istikran bozucu bir etkiye sahiptir, T erimesini azaltir ve DNA'nin termal stabilitesini baskilar.%<!
Oksidatif stres kromatin gevsemesine, kromozomal sapmalara, DNA ¢ift zincir kiriklarina ve sonugta DNA fragmantasyonunda artisa
neden olur.*2% Proteinlerin yanlis katlanmasina neden olur.®

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimini indikler.® Artan stiperoksit anyonu protein tirozin fosforilasyonunu arttirir.%

Sicaklik Soguk denatlirasyonuna {protein polar olmayan gruplarin su ile, cok spesifik ve kuvvetli sicakliga bagh etkilesimi) neden olur.3%
Mutasyonlan indikler.
pH Deaminasyon, depurinasyon, depirimidasyona neden olur.*4?

Asiri ylksek veya diisik pH DNA sarmalini dengesizlestirir ve erime noktasini degistirir.*

DNA fragmantasyonu, baz kaybi, tek-iplik kiriklan ve gift-iplik kinklan, 8-hidroksiguanin iiretimi, DNA-protein gapraz baglan,
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Bu derlemenin amaci, spermlerin kriyoprezervas-
yonu sirasinda ortaya ¢ikan DNA fragmantasyonunun
belirlenmesinde kullanilan TUNEL (terminal deoxynuc-
leotidyl transferase dUTP nick end labeling) yontemi ve
bu yontem kullanilarak yapilan son zamanlardaki bilim-
sel caligmalar hakkinda bilgi vermektir.

I SPERM KROMATIN YAPISI VE
KRIYOPREZERVASYON ILE ORTAYA CIKAN
HASARLAR

Sperm kromatininin birincil yapasi {i¢ ana kategoriye ay-
rilabilir: 1) Protaminlerle paketlenmis DNA (biiyiik ¢o-
gunlugu); 2) Histon bagh kromatin (yaklasik %2-151);
3) Yaklagik 50 kb araliklarla niikleer matrise tutunan
DNA. Mevcut veriler, son iki yapisal elementin déllen-
meden sonra baba proniikleusuna aktarildigini ve 6nemli
islevsel rollere sahip olduklarini diisiindiirmektedir.
Niikleer matriks organizasyonu DNA replikasyonu icin
gereklidir ve histona bagh kromatin, embriyonik gelisim
i¢in 6nemli genleri tagir.® Dondurma-¢6zme isleminin,
DNA igindeki disiilfit baglarinin kopmasiyla baglantili
mekanizma ya da mekanizmalar yoluyla domuz sperm
bast niikleoprotein yapisinda belirgin degisiklere sebep

oldugu ve bu mekanizmalarin, spesifik olmayan bir se-
kilde hem protamin-DNA birligine, hem de histon-DNA
baglarina benzer sekilde etki ettigi bilinmektedir.>' Ay-
rica kriyoprezervasyonun sperm plazma membrani,
sperm niikleusu, periniikleer teka, mitokondriyal akti-
vite ve ROS, sperm vakuolleri, sperm proteinlerinin se-
viyesi, lokasyonu ve fonksiyonu ile sperm hareketliligi
uzerine etkileri oldugu belirtilmektedir.>? Kriyopreze-
vasyonda uygulanan dondurma-¢6zme isleminin sperm
iizerine etkileri $ekil 1’de gosterilmektedir.

Kriyoprezervasyona bagli DNA hasarinin etiyoloji-
sindeki mekanizmalar1 agiklamaya calisan ¢alismalar si-

53

nirhdir>® Kriyoprezervasyonda, isleme bagl olarak

spermde aktive olan kaspazlar ya da oksidatif stresin DNA
hasarlarina neden olabilecegi disiintilmektedir. 162347495455
Ayrica, dondurma-¢6zme islemi sonrasinda sperm kalite-
sinde meydana gelen bozulmanin, apoptotik siireglerin
aktivasyonundan ziyade, hiicrelerde dogrudan olusan ha-
sarlardan kaynaklanmasi muhtemeldir.’® Spermde her-
hangi bir sebepten ortaya ¢ikan kromatin anormallikleri
veya DNA hasari, erkek infertilitesine neden olur ve in
vivo fekondite (bir siklusta canli doguma kadar gidebile-
cek gebelik olugma olasilig1), spermlerin %30’dan fazlasi-
nin DNA hasarina sahip oldugu durumlarda giderek

Kriyoprezervasyonda Dondurma-Cézme Isleminin Etkileri

Plazma membrani lizerine etkisi
Membran destabilizasyonu, sividan jel faza gegis,
iyon kanallarinda fonksiyon kaybi, segici gegirgenlik kaybi

Sperm niikleusu iizerine etkisi
Protamin ve baz histonlarin gekirdekdeki yer ve dagiliminda degisiklikler,
protaminlerin sistein koprilerinde hasarlar, DNA fragmentasyonu,
fertilizasyon ve erken embriyo geligiminde rol oynayan 6nemli genlerde lezyonlar

Periniikleer tekaya etkisi
Huicre iskeleti elemanlarinda (F-aktin gibi) hasarlar, sperm cekirdegi dekondensasyonu

Mitokondriyal fonksiyon ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimine etkisi
Mitokondriyal aktivitede diisme, ROS seviyesinde artma

Sperm vakuollerine etkisi
Sperm niikleer vakuolizasyonunda artig

Sperm proteinlerinin seviyeleri, yerleri, fonksiyonlar ve tirozin fosforilasyonuna etkisi
Sperm protein seviyelerinde artis ya da azaliglar, yerlesimlerinde degisimler,
iyon kanallar fonksiyonuna etkileri, trozin fosforilasyonunda degisiklikler

mRNA ve mikroRNA’lar iizerine etkisi
Fertilizasyon ve dogum basarisi ile ilgili mMRNA'larda azalma, bazi miRNA seviyelerinde degisim

Parental epigenetik diizenleme lizerine etkisi
Simdiye kadar elde edilen verilere gére sperm kriyoprezervasyonu gen baskilama agisindan givenli

Sperm hareketliligi iizerine etkisi
Sperm hareketliliginde azalma

§EKiL 1: Sperm kriyoprezevasyonunda uygulanan dondurma-¢6zme isleminin sperm Uzerine olasi etkileri. Sekil, Yeste (2016)’ye gdre olusturulmustur..

98



Pinar ILI ve ark.

Turkiye Klinikleri ] Reprod Artif Insemin-Special Topics 2017;3(2):96-104

azalmaktadir.”” Bu nedenle, spermlerde DNA fragmantas-
yonunun arastirilmasy, fertilite potansiyelinin tespit edil-
mesinde olduk¢a 6nemlidir.>6!

I SPERM KRIYOPREZERVASYONU ILE
ORTAYA CIKAN DNA HASARLARININ TESPITINDE
KULLANILAN YONTEMLER

DNA-protamin yogunlagsmasinin derecesi, DNA’daki ki-
rilma ve ¢entik insidansi ve ¢ekirdegin alt-haploid apop-
totik cisimlere parcalanma frekans1 degerlendirilerek
sperm DNA’sinin biitiinliigi ti¢ farkl diizeyde 6l¢tilebi-
lir.%? Spermlerde DNA hasarlarinin arastirilmasinda
DNA hasarinin farkli yonlerini 6lgen ve farkl duyarli-
liklara sahip DNA testleri kullanilmaktadir.®® Sperm
DNA bitiinliigiintin arastirilmasinda kullanilan testler
su sekilde siralanabilir: 1) Sperm kromatin yapisi tayini
[sperm chromatin structure assay (SCSA)]J; 2) Akridin tu-
runcu testi [acridine orange test (AOT)]; 3) Toludin ma-
visi [toluidine blue (TB)]; 4) Anilin mavisi (aniline blue);
5) Asil gentik okuma tayini [in situ nick translation assay
(NT)]; 6) Tek hiicre jel elektroforezi (COMET); 7) Sperm
kromatin ayrilma testi [halosperm test (sperm chromatin
dispersion test)]; 8) TUNEL y6ntemi.t06365

I TUNEL YONTEMI

TUNEL y6ntemi, DNA ¢ift ya da tek zincir kiriklarinin
serbest 3’'-OH uglarini, modifiye edilmis niikleotitler
(dUTP) ile enzimatik (TdT) olarak etiketleyerek, hem
mikroskobik (151k ya da floresan) hem de akis sitometri
yontemleri ile sperm DNA fragmantasyonu tespitine ola-
nak saglamaktadir.®*% TUNEL y6nteminde DNA frag-

mantasyonu kolorimetrik ya da florometrik olarak be-
lirlenebilmektedir. Kolorimetrik yontemde peroksidaz
ya da alkalin fosfataz tabanl sistemler kullanilmaktadir
(Sekil 2). Spermler mikroskobik olarak incelendiginde,
sperm bas kisminda boyamanin varligina bagh olarak
TUNEL+ olarak nitelendirilmektedir (Sekil 3).

Yontem uygulanirken, kullanilan kit prosediirii
dikkate alinmakla birlikte, genel olarak takip edilebile-
cek TUNEL prosediirii asagidaki gibidir:

1. Orneklerin Hazirlanmast: Sivi azot igindeki
spermleri iceren payetler, 35°C su banyosunda 25 sn. tu-
tularak ¢ozilir.

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

3. PBS (fosfat tamponlu tuz; pH 7,4) ile yikanan
spermler daha sonra, yaklagik olarak mililitrede 10 ya da
20x10°sperm olacak sekilde PBS ile diliie edilir.

4. Poly-L-lizin ya da silan kaph lama 10 pl 6rnek
koyularak, simir seklinde yayilir ve slaytlar agik havada
kurutulur.

NOT: Her 6rnek i¢in en az 2 slayt hazirlanmalidir.

5. Fiksasyon: Slaytlar taze hazirlanmis paraformal-
dehitte (%4liik, PBS’de; pH 7,4) 15-25°C’de, 1 saat fikse
edilir.

6. Slaytlar PBS ile yikanir (3x2 dk.).
NOT: Fazla PBS stiziilerek uzaklagtirilir.

7. Enzim Uygulamas:: Slaytlar 10 mM Tris-HCl
icinde 20 pg/ml proteinaz K (DNAaz/RNAaz icermeyen)
ile oda 1s1s1nda 10 dk. inkiibe edilir.

Apoptozis, cevresel ajanlar,

kriyoprezervasyon, vb. -

TdT + dUTP

Antikor+DAB

>

OH

3 5
Hasarlanmamig DNA

35
Fragmente olmus DNA

TdT, florofor isaretli dUTP’leri
zincir kingindaki 3'-OH ucuna ekler.

Floresan mikroskop

Akis sitometrisi

»
'

\

£

. dUTP

‘ r DAB
>:zi’m\ Enzimatik

3 5 3 5 reaksiyon
sinyali

Isik mikroskobu
veya

$EKiL 2: TUNEL ydnteminin mekanizmas!. TdT: Terminal deoxynucleotidyl transferase; dUTP: Deoksiuridin trifosfat; DAB: 3,3'-diaminobenzidin.

99



Pinar ILI ve ark.

Turkiye Klinikleri ] Reprod Artif Insemin-Special Topics 2017;3(2):96-104

&

¥,

Cc

D-""—

SEKIL 3: Cesitli kriyoprotektanlar icinde bulunan Merinos kog (A ve B) ve tavsan (C ve D) spermlerinde dondurma-gozme islemi sonrasinda DNA fragmantasyonu bulu-
nan TUNEL+ (gift bash ok) ve DNA fragmantasyonu bulunmayan (ok) hiicrelerin mikroskobik olarak incelenmesi. A (negatif kontrol) ve B, Floresan boyama; C (negatif kont-

rol) ve D, DAB boyama. Orijinal biytitme 400x (A ve B) ve 1000x (C ve D).

8. Endojen Peroksidaz Inhibisyonu: Slaytlar blok-
lama soliisyonu (%3 H,O,, metanolde) ile 15-25°C’de, 10
dk. inkiibe edilir.

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

10. Seffaflagtirma: Taze hazirlanmis seffaflagtirma
soliisyonu (%0,1 Triton X 100 ve %0,1 sodyum sitrat) ile
buz tistiinde 5 dk. inkiibe edilir.

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

12. Isaretleme: Slaytlar nem odas1 i¢inde, 37°C’de 1
saat, TUNEL reaksiyon karigiminda [enzim (TdT)+label
soliisyonu (fluorescein-dUTP vb.)] ile karanlikta inkiibe
edilir.

13. Slaytlar PBS ile yikanir (3x2 dk., karanlikta).

NOT: Bu asamadan sonra érnekler floresan mik-
roskopta incelenebilir.

14. Sinyal Doniistiirme ya da Antikor Reaksiyonu:
Ornekler HRP (horse-radish peroxidase) konjuge anti-
korla (anti-floresein, anti-FITC vb.) nem odas1 i¢inde,
37°C’de 30 dk. inkiibe edilir.

15. Slaytlar PBS ile yikanir (3x2 dk.).
16. Renk Olugturma: Ornek basina 100 pl DAB

100

substrat eklenerek, oda sicakliginda renk olusumu goz-
lenene kadar (yaklasik 10-15 dk.) beklenir.

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

18. Zit Boyama: Ornekler, %0,5'lik metil yesili
i¢inde 10 dk. boyanir. Daha sonra 6rnekler, 2 farkli saf su
kabi i¢inde, 10’ar kere daldirilip ¢ikartilarak yikanir. 30
sn. saf su icinde bekletilen 6rnekler, 2 farkli n-biitanol
icinde, 10’ar kere daldirip ¢ikarilarak yikanir. Son ola-
rak 30 sn. daha n-biitanol i¢inde bekletilir.

19. Kapatma: Ornekler 3x2 dk. ksilende tutulur.
Lamlar ksilenden ¢ikarilarak, kenarlarindan damlayan
fazla ksilen kurutma kagidina emdirilir, fakat lamlarin
kurumalarina izin verilmez. Lamlar daha sonra kapatma
malzemesi (entellan gibi) yardimiyla cam bir lamel kul-
lanarak kapatilir.

Degerlendirme: Her slaytta 100 hiicre sayilarak,
TUNEL+ hiicre yiizdesi ortalamaz+standart sapma olarak
ifade edilir ve gruplar istatistiksel olarak karsilastirilir.

Negatif kontrol: Ornekler sadece label soliisyonu ile
inkiibe edilir.

TUNEL yo6ntemi, az sayida sperm {izerine uygula-
nabilmesi, pahali ekipmanlar gerektirmemesi, apoptozisi
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de isaret etmesi, ticari kitlerinin bulunmasi, basit, hizl,
yliksek hassasiyete sahip, semen parametreleri ve ferti-
lite ile alakali bir yontem olmas: nedeniyle sperm DNA
fragmantasyonu degerlendirilmesinde yaygin olarak ter-
cih edilen bir yontemdir.*” Sperm DNA fragmantasyo-
nunu dogrudan tespit eden ve sonuclar1 diger
yontemlerle karsilastirilabilen bir yéntem olan TUNEL
yontemi,® kabul gérmiis bir laboratuvar testidir ve bu
test sayesinde hasarli genetik yapidaki spermlerden ko-
runabilmek ve fertilizasyon bagarisini artirmanin yani
sira, embriyo, fetiis ve yavrunun normal gelisimini sag-
lamak mtimkiin olabilmektedir.”

KRIYOPREZERVASYONDA
SPERM DNA FRAGMANTASYONUNUN
TUNEL YONTEMi ILE INCELENMESI

Tim hiicreler, kriyoprezervasyon isleminde benzer fi-
ziksel streslere maruz kalsalar da, farkl: tiirlerin sperm-
lerinin boyut, sekil ve lipid kompozisyonun birbirinden
¢ok farklidir ve bunlarin hepsi kriyo sagkalimini etki-
ler.”" Dondurma-¢6zme islemi sonrasinda gesitli kriyop-
rotektanlar i¢indeki domuz, kog, keci, boga ve insan
spermalarindaki DNA fragmantasyonunu arastirmak i¢in
TUNEL teknigini kullanan pek ¢ok caligma bulunmak-
tadir.”>”® Bu konuda gesitli tiirlerde gergeklestirilmis ¢a-
ligmalardan bazilar1 Tablo 2’de 6zetlenmigtir.

Tablo 2’de 6zetlenen ¢aligmalardan elde edilen baz1
kanitlar, dondurma-¢6zme sonrasinda spermlerde DNA
tek iplik kiriklar1 ile DNA yogunlasma veya pargalanma
derecelerinin arttigini, bu degisikliklerin 6rnekler ve
kullanilan tekniklere gore degisebildigini ve kriyopre-
zervatiflere antioksidan ilavesi ve iyi kontrollii sogutma
rejimleri kullanilmasinin bu sonuglar1 potansiyel olarak
iyilestirebilecegini gostermektedir.*

[l SONUG

Dondurma-¢ézme sonrasinda DNA hasar degerlendir-
mesi, kromozom anatomisinin kriyo hasarlar1 azaltmak
i¢in kriyoprezervasyon protokollerinin optimizasyo-
nuyla iyilestirilmesine olanak tanimaktadir.’®® TUNEL
yontemi bir¢ok avantaji olmasi nedeniyle, kriyoprezer-
vasyonda sperm DNA hasarlanmalarinin kontroliinde
olduk¢a yaygin kullanilmaktadir.®” Kriyoprezervasyon
uygulanan spermler kullanilarak gergeklestirilecek ge-
beliklerin sonug¢ vermesi ve normal bir gebeligi takiben
saglikli yavrular elde edilebilmesi amaciyla, dondurma-
¢6zme sonrasinda spermlerin mutlaka DNA hasarlarin-
dan ari halde oldugundan emin olunmalidir. Kullanilan
kriyoprotektan maddelerden hangisi/hangilerinin bu
amaca daha fazla hizmet ettigi TUNEL yontemi ile s1-
nanmali ve bu vesile ile tiirlerin gelecegi genetik agidan
garanti altina alinmalidir.
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