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OZET

DONDURULMUS SAZAN SPERMA HUCRELERINDE DNA HASARININ
TEK HUCRE JEL ELEKTROFOREZI (COMET) YONTEMI iLE
BELIRLENMESI

Nazli YILDIRIM

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Fatih OGRETMEN
Ocak 2016, 41 sayfa

Spermanin dondurularak uzun siireli muhafazasinda ve ¢oOziim sonras1 diisiik
fertilizasyon oranlarinin sebeplerinin arastirilmasi agisindan bu c¢alisma Snem
tasimaktadir. Arastirmada Izmir DSI Urkmez Su Uriinleri Uretim Tesisinden temin
edilen baliklar (Cyprinus carpio) kullanilmistir. Yapilan g¢alismada; dondurulmus
sazan balig1 spermasinin ¢oziim sonrasinda tek hiicre jel elektroforezi yontemi ile
DNA hasar1 arastirilmistir. Mugla Sitki Kogman Universitesi Biyoloji Boliimii
Hidrobiyoloji Laboratuvari’nda, 2-3 yas arasindaki 3 erkek sazan baligindan alinan
sperm Ornekleri havuzlanarak dondurulmustur. Numunelerin ¢6ziim sonrasi tek hiicre
jel elektroforezi yontemi ile DNA hasari analiz edilmistir. Comet metodunda
hiicreler floresan mikroskobunda incelenerek DNA hasarinin diizeyi belirlenmistir.
Yapilan analizlerde dondurulmus sperm DNA’sinin ortalama % 31,8+2,8% oraninda
hasara ugradig gézlemlenmistir.

Bu calismada ii¢ farkli comet teknigi uygulanmistir. Bu tekniklerden pratik olarak en
uygun olani (Singh vd., 1998) balik spermasina gore optimize edilmistir. Boylece
calisma prensibi acisindan kolay bir yontem gelistirilmis olmakla birlikte zamandan
ve kullanilan kimyasallardan da tasarruf edilmistir.

Calismada kullanilan 3 ayr1 metod arasindaki farklar istatiksel olarak incelenerek,
varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Metodlara gére DNA hasarsiz ve hasarli hiicre
dagilimlart incelenmistir.  Gruplar arasinda istatiksel olarak farklilik olmadig
belirlenmistir (P <0,05).

Anahtar Kelimeler: DNA, DNA Hasari, COMET Analizi, Tek Hicre Jel
Elektroforezi, Kryoprezervasyon, Sperm Muhafazasi
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ABSTRACT

DETECTIiON OF DNA DAMAGE OF FROZED CARP SPERM CELLS
WITH SINGLE CELL GEL ELECTROPHORESIS (COMET)

Nazli YILDIRIM

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih OGRETMEN
January, 41 pages

This study is important in the terms of long term cryopreservation of sperm and
evaluating the reasons of low fertility rates after thawing. In this study, the fishes
(Cyprinus carpio) which obtained from Izmir DSI (the general directorate of state
hydraulic works) Urkmez aquaculture production facility were used. In this study,
the DNA damage of frozen and thawed carp sperm cell has been investigated with
single cell gel electrophoresis method. Sperm samples obtained from 3 common carp
males between 2-3 ages were frozen in Mugla University Biology Department
Hydrobiology Laboratory. Samples were analyzed with single cell gel
electrophoresis after thawing. In this method, cell samples were observed by
fluorescent microscopy and DNA damage level were determined. Analysis showed
that the frozen sperm DNA damaged about %31+2,8°,

Three different comet techniques were applied in this study. Between these
techniques, practically the most convenient one was optimized for fish sperm cells.
In this way, in terms of the operation principle, a basic method improved, time and
chemical usage were reduced. Statistical differences were evaluated between used 3
different method with variance analysis (ANOVA). Distributions of damaged and
undamaged cells were examined according to methods. It was determined that there
is no statistical difference between groups (P <0,05).

Keywords: DNA, DNA Damage, Comet Analysis, Single Cell Gel Electrophoresis,
Cryopreservation, Sperm Storage.
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1. GIRIS

Glinimiizde yapilan yogun ¢aligmalarla Onemli hale gelen spermatozoon
deoksiriboniikleik asit (DNA)'inde meydana gelen hasarlar, fertilizasyonu ve

embriyonal yasamdan 6liime kadar olan evreyi olumsuz yonde etkilemektedir.

Sperm kalitesi ayni zamanda spermatozoanin yumurtay1 dolleyebilme kapasitesinin
bir gostergesidir. Erkek baliklarda bu durum Ureme mevsimi boyunca erkek
damizliklar tarafindan farkli kalitede sperma iiretilmektedir. Bunun nedeni erkek
baliklarin {lireme stratejilerine ve fiziksel ortamlarina bagli olarak birbirleriyle
devamli bir yaris i¢inde olmalaridir. Balik kiiltiiriinde, gerek diizenli bir seleksiyon
programinin uygulanmamasi ve gerekse erkek damizliklarin sperm kalitesi
incelenmeden ¢ok sayida yumurtanin dollenmek istenmesi nedeniyle bol miktarda
sperma ve yumurta ziyan edilmesi gibi énemli sorunlarla karsilasilmaktadir. Bu
nedenle istenilen niteliklere sahip olmayan ¢ok sayida erkek ve disi damizliklar tiim
sene boyunca isletmede tutulmasiyla onemli diizeyde ekonomik kayiplar meydana
gelmektedir. Sperma kalitesinin bilinmesi, iyi kalitede sperma kullanilarak yiiksek
dol verimi elde edilebilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir. Buna bagli olarak;
spermatolojik 6zelliklerden herhangi birinde meydana gelen olumsuzluk déllenmeyi
dogrudan etkilemektedir. Kisir olan erkek damizliklarin isletmeden ¢ikarilmasi ile

onemli bir ekonomik kazang elde edilmektedir (Secer vd. 2004).

Bir¢cok nedene bagli olarak DNA iizerinde siirekli hasar olusmaktadir. Hasarin bir
kism1 organizmanin kendine 6zgii tamir mekanizmalari tarafindan onarilmaktadir. Bu
hasar ve onarim arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda; (hasar nedenlerinin
cogalmasi ve onarim mekanizmalarindaki aksakliklar nedeniyle) fertilizasyon
kapasitesinde azalma, spermatozoon genom biitiinliiglinde bozulma ve mutasyonlar
meydana gelmektedir. 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 onlemler iizerinde calismalar



yapilmistir. Bu baglamda alinabilinecek onlemler ile spermatozoon DNA'sinin

hasarinin 6niine gegmek miimkiin olabilmektedir (Akal ve Selguk 2011).

DNA hasarinin belirlenmesi ile ilgili bugiine kadar c¢ok sayida teknikler
uygulanmistir. Bu tekniklerin birgogunun pahali olmasi, uzun c¢alisma siireleri
gerektirmesi, kimi zaman da bir¢ok laboratuvar veya tiniversitelerin sahip olmadigi
radyoaktif caligmalar1 igermesi gibi nedenler bu alanda ¢alisma yapilmasini
giiclestirmistir (Tice vd., 2000; Gichner vd., 2009). Pahali, uzun siiren, 6zel donanim
ve sarflar gerektiren ayrica uzmanlik isteyen bu yontemler DNA hasarlariin
belirlenmesinde alternatif yontemlerin (Tice vd., 2000) gelistirilmesini gerektirmistir.
Bu ihtiyaca yanit olarak 1988 yilinda Singh ve arkadaslar tarafindan “tek hiicre jel
elektroforez” veya “Comet assay ” olarak adlandirilan DNA hasarimi ve seviyesini
gosteren bir metot gelistirmiglerdir (Cotelle ve Ferard 1999). Comet assay analizi
kimyasal risk degerlendirmesi veya sucul tiirlerin izlenmesinde, genotoksik etkinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Simoniello vd., 2009). Bir¢ok farkli balik
tirtinde 6rnegin; (Lourenco vd., 2010), sazan (C. carpio), (Buschini vd., 2004, Jin
vd., 2004, Klobucar vd., 2010) gokkusagi alabaligi (Oncorhyncus mykiss), yilan kafa
(Channa punctatus) (Ali ve Kumar, 2008a) genotoksik maddelerin etkilerinin

belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.

“Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE) teknigi DNA sarmal kiriklarinin tespiti
icin kullanilan hassas, hizli1 ve ucuz bir yontemdir. SCGE teknigi “Comet Assay” ya
da “Microgel Electrophoretic Technique” olarak da adlandirilmaktadir (Fairbain ve
ark. 1995). Aslinda bu teknik, ilk olarak hayvan ve insan hiicreleri (kan ve sperm
hiicreleri) iizerinde uygulanmistir. Ancak son yillarda bitkiler ve funguslar tizerinde
de denenmis ve basarili sonuglara ulasilmistir (Vajpayee vd., 2006; Gichner vd.,
2009; Rank vd., 2009). Hayvan ve bitki hiicrelerinin yapisal olarak farkli olmasindan
kaynakli bu teknigin uygulanmasinda bazi farkliliklar olusmustur. Ancak yapilan
baz1 degisiklikler ile bu sorun ¢o6ziilmiistir (Lin vd., 2007; Gichner vd., 2009;
Dikilitas vd., 2009). DNA’daki hasar diizeyinin dl¢iilmesinde kullanilan en yaygin
Olgme yontemlerinden birisi olan tek hiicre jel elektroforez yontemi pek cok

calismada kullanilan gorsel floresan bir tekniktir (Singh vd., 1990).

Bu metot, izole edilen tek hiicre DNA’sinin lam iizerinde hazirlanan agaroz jel

icerisinde elektroforetik ortamda yiiriitiilmesi ve hasar seviyesine gore goc¢ eden
2



farkli yiik ve molekiil agirliklarina sahip DNA parcalarinin DNA spesifik floresan
boya ile boyandiktan sonra, floresan mikroskop altinda degerlendirilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu yontemle oksidatif stres, kimyasal ajanlar, toksik agir metaller,
ilaglar ve ultraviole gibi cesitli genotoksik ajanlarin DNA sarmallar1 {izerinde
olusturdugu tek veya ¢ift zincir kiriklarin1 dogru, hassas, hizli, ucuz ve az bir 6rnek
hacmi kullanarak o6lgiilebilir (Dikilitas ve Kogyigit, 2010). Hiicre DNA’larinin
elektroforez de yiiriitiilmeleri sirasinda hasarsiz DNA’lar biitiinliigiinii kaybetmez ve
comet yani kuyruk olusturmaz. Oysa hasarli DNA’lar kiriklarin olusturdugu
hasardan dolayr farkli molekiiler agirliklara ve farkli elektrik yiiklerine sahip
olduklarindan elektriksel alanda farkli hizda hareket eder ve kuyruk seklinde bir
goriintii olustururlar. Sonug olarak elde edilen DNA go¢ goriintiileri degerlendirilir
ve bir fikir olusturulur (Ostling ve Johanson, 1984; Singh vd., 1988; Horoz vd.,
2006). Bu teknik tiim canli hiicreleri {izerinde yapilan ¢aligmalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Spermatozoon DNA’s1 hasar1 insan ve fare, at, domuz, balik gibi pek ¢ok canli
tiriinde goriilmektedir. DNA da olusan bu hasarlar baslica; kromatin yapisinin
bozulmasi, DNA bazlarinin oksidasyonu, yanlis eslesmesi ve tubulin
polimerizasyonun baskilanmasi, bazlarin kimyasal olarak degismesi, kromatin
yapisindaki anomaliler, DNA zincirinin kirilmasi, DNA-DNA ve DNA-protein
caprazlagmalari, DNA da mutasyonlar gibi baz1 yapisal bozulmalardir. Sperm hiicresi
DNA’sinda meydana gelen bu hasarlarin tespiti amaciyla basit hiicre jel
elektroforezi, tunel, spermatozoon kromatin yapisi ve 8-hidroksi 2-deoksiguanozin’in
Olgimii gibi teknikler kullanilmaktadir. Spermatozoon DNA’sindaki hasarlar
anormal embriyo gelisimi ve infertiliteye (kisirliga) neden olmaktadir (Tiirk vd.,
2005).
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Sekil 1.1. Normal ve hasarh hiicrelerde comet deneyinin yapilisi (Basaran, 2002)

Insan hiicrelerinde DNA tek sarmal kiriklarinim tespiti ilk kez Rydberg ve Johanson
tarafindan gergeklestirilmistir (Rydberg ve Johnson, 1978). DNA’nin ayrismasina
izin veren hafif alkali sartlarda lam {izerindeki agaroz’a gomiilmiis olan hiicreleri
pargalayarak (lizis) hiicreleri proteinlerden ayirmislardir. Daha sonra nétralize edip
akridin oranj ile DNA’yr boyamislar ve kirmizi fleurosana yesilin oranim
hesaplamiglardir. Kirmiz1 fleuresan tek sarmali, yesil fleuresan ise ¢ift sarmali

gostermigtir. Ancak bu teknik ¢ok yaygin kullanilmamistir (Fairbain ve ark. 1995).

Notral teknik 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan modifiye edilerek
hiicredeki DNA hasarinin direkt l¢giilmesinde “Microgel Electrophoretic Technique”
olarak sunulmustur. Ostling ve Johanson agarozda siispanse edilen radyasyona maruz
kalmis hiicreleri lam {izerine yayarak, yiiksek tuz ve deterjanla parcalama (lize)
islemine ve ardindan elektroforeze tabi tuttuktan sonra akridin oranj gibi DNA
baglayici fleuresan boyasiyla boyamislardir (Ostling ve Johanson, 1984). Eger DNA
kirik igeriyorsa, gevsemis ve kirilmis DNA pargalart nedeni ile elektrik yiik

kazanmig olan DNA, cekirdekten anoda dogru goc¢ ederek kuyruklu yildiz
4



goriinimiinii  vermistir. Buna bagli olarak hasarli hiicreler Comet olarak
adlandirilmigtir. DNA hasarin1 saptamak i¢in kuyruk uzunlugu olgiilmiis ve kuyruk
uzunlugunun radyasyon dozunun fonksiyonu oldugu gézlemlenmistir (Ertiirk, 2001).
Ancak, DNA c¢ift sarmal kiriklarinin tespitine izin veren nétral sartlar, tek sarmal
kiriklarinin belirlenmesine izin vermemektedir. Oysa DNA’da hasar olusturan ¢ogu
ajan DNA ¢ift sarmalindan ¢ok DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir.
Bunun yaninda nétral sartlarda proteinler tam olarak uzaklastirilamamaktadir (Unal,
1998). Bu nedenle Singh ve ark. (1988) alkalin comet metodunu tanimlamislardir.
Boylece “tek sarmal kiriklar1” denilen ve sadece alkali teknikle ortaya ¢ikarilabilen
DNA tek sarmal kiriklarini tanimlama imkani dogmustur. Kullanilan daha giiglii lizis
kosullar1 proteinlerin % 95 inden fazlasini yok edebilmekte, boylelikle SCGE
tekniginin yeni dizaynm1 deney hiicrelerinin  hemen hepsinde DNA hasar
biiyiikliigiiniin direkt olarak tespitini saglamaktadir (Ostling ve Johanson, 1984; Tice
vd., 2000).

Sperma muhafazasi sayesinde gamet transferi daha rahatlikla
gerceklestirilebilmektedir. Ustiin verime sahip hatlara ait spermlerin baska
isletmelere nakledilmesi veya yabani formlara ait genlerin kuluckahane stoklarina
aktariminda muhafaza teknikleri kullanilmaktadir (Cloud vd., 1990). Deneysel
calismalarda, genetik ve 1slah calismalarinda yil boyu ihtiya¢ duyulan sperma,
muhafaza teknikleri sayesinde saglanabilmektedir (Suquet vd., 2000).

Brofeldt'in 1914 yilinda alabalik spermasinin soguk ortamda daha uzun yasadigim
kesfetmesinden sonra, sperm biyolojisinin daha iyi anlasilmasiyla iki degisik
muhafaza teknigi gelistirilmistir (Biiylikhatipoglu ve Holtz, 1978). Bu tekniklerden
birincisi spermanin 1 ila 9 °C'de kisa siireli muhafazasi1 (soguk muhafaza), digeri,
derin dondurucu veya sivi azot igerisinde 0°C ile -196°C arasinda uzun siireli
muhafaza teknigidir (Kryoprezervasyon). Degisik balik tiirlerinde yapilan
aragtirmalarda balik spermasinin, farkli suni seminal plazmalarin, farkli seyreltme
oranlarinda kullanilmasiyla veya herhangi bir seyreltici kullanilmadan, degisik gaz
atmosferleri esliginde, kisa siireli saklama yontemiyle 7-34 gilin yada uzun siireli
saklama yontemiyle (kryoprezervasyon) uzun yillar boyunca canliligini ve dolleme

kabiliyetini korudugu bildirilmistir (Canyurt vd., 2003).



Sperma, yumurta ve embriyonun dondurularak saklanmasi ve kullanilmasi birgok
canl tiirinde uygulanmaktadir. Akuakiiltiirdeki tiirlerde ise son yillarda kullanimi
giderek artmaktadir. Balik spermasinin basarili sekilde dondurulmasi ilk kez 1953
yilinda Blaxter tarafindan ringa baliginda denenmis olup, bu giine kadar yaklasik 50
deniz balig tiiriinde uygulanmistir. Sperma tiire bagl olarak 0 °C’nin altindaki
saklama kosullarinda birka¢ saat ile birka¢ gilin arasinda canli kalabilmektedir.
Dondurulmus sperma  teorik olarak  yillarca  zararli etki  olmaksizin
saklanabilmektedir (Ozgdray ve Akcay 2009). Kryoprezervasyon isleminin
spermatozoon iizerine birgok olumsuz etkisi vardir. Ozellikle, sperma kalitesinin
diismesi, dolleme yeteneginin azalmasit ve larval sag kalma oraninda diisme en
onemli olumsuzluklardir. Dondurulmus spermada hem viabilite (canlilik) oram
diismiis, hem de spermatozonlarin fonksiyonlari azalmistir. Bunun nedenleri arasinda
soguk sokuna ugramalari, ozmotik strese maruz kalmalar1 ve hiicre i¢i kristalizasyon

gosterilebilir (Ozgodray ve Akgay, 2010).

Sonu¢ olarak kryoprezervasyon sirasinda meydana gelen olumsuzluklarin DNA
tizerindeki negatif etkileri arastirilarak bu olumsuzluklarin ortadan kaldirilabilmesi
icin dondurma prosediirleri optimize edilebilir. Bu noktada Comet metodu 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bu nedenle metodun iyi anlasilabilmesi ve teknige pratik ¢oziimler

getirilerek, uygulanabilirliginin arttirilmas1 6nemli bir husustur.



2. LITERATUR OZETLERI

DNA hasar1 normal DNA metabolizmas: sirasinda kendiliginden veya dig faktdrlerin
etkisiyle meydana gelmektedir. Normal DNA metabolizmast sirasinda olusan DNA
hasarmin en 6nemli nedeni bazlarin kimyasal yapisinda kendili§inden meydana gelen
degisimlerdir. Piirin ve pirimidin bazlarinin keto-enol tautomerizmi ya da
deaminasyonu bazlarin eslesme spesifitesini degistirerek yanlis eslesmeye yol acar.
Buna ek olarak bazlarin termal dayaniklilifina bagli olarak hidrolitik baz kaybi
olusur ve sonucta apiirinik/apirimidinik bodlgeler meydana gelir. Baz kaybi1 hem

replikasyonu etkiler hem de bu bolgelerde kolaylikla zincir kiriklart olusur.

Oksidatif DNA hasar1, normal metabolizma sirasinda bazi tepkime basamaklarinda
olusan oksijen radikalleri tarafindan endojen olarak olusturulabildigi gibi iyonize
radyasyon ve c¢esitli kimyasallar gibi dis faktorler tarafindan da meydana
getirilmektedir. Yasam icin gerekli olan oksijen organizmada hiicresel bilesenlerin
hasarmma neden olan reaktif driinlerin olusmasina yol agar. Serbest Oksijen
Radikalleri (SOR) ve nitrojen radikalleri dis yoriingelerinde bulunan eslenmemis
elektronlar nedeniyle son derece reaktif molekiillerdir ve DNA ile kolayca
etkileserek oksidatif baz modifikasyonu ve DNA zincir kiriklar1 olusturabilirler
(Yokus ve Cakir, 2002). Onarimin yetersiz oldugu kosullarda hasar kalic1 hale gelir.
Tek ve ¢ift sarmal DNA zincir kiriklar1 en reaktif SOR olan hidroksil radikalinin
(OH) DNA ile etkilesimi sonucu olusmaktadir (Cadet ve ark., 2008).

Baz1 hiicrelerde meydana gelen DNA hasarlar ilk kez 1978 yilinda Rydberg ve
Johanson tarafindan belirlenmistir (Rydberg ve Johanson, 1978). Bu yodntemde,
hiicreler mikroskop lami {izerinde agaroz jel icine gomiilerek hafif alkali ortamda
bekletilip, membranlarin parcalanmast ve DNA sarmallarinin kismi agilmasi
saglanmistir. Ardindan nétralize edilen hiicreler akridin turuncusu ile isaretlenerek
DNA hasarinin diizeyi yesil floresansin kirmizi floresansa oranmin fotometrik
Ol¢timii ile belirlenmistir (yesil floresans ¢ift sarmal DNA’y1, kirmizi floresans ise

tek sarmal DNA’y1 belirtmektedir). Son zamanlarda bu teknik c¢ok sayida kritik
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basamak igerdiginden tamamen terk edilmistir. Daha sonraki yillarda izole edilmis
hiicrelerde DNA hasar tespitinin hassasiyetini arttirmak amaciyla Ostling ve
Johanson mikro jel elektroforez teknigini gelistirmislerdir (Ostling ve Johanson,
1984). Bu yontemde mikroskop lamlarinin {iizerine agaroz jel ic¢inde hiicreler
gomiiliir ardindan membranlarin pargalanmasi amaciyla yogun tuz ve deterjan iceren
lizis ¢ozeltisinde bekletilir. Notr pH ortaminda kisa bir siire elektroforez uygulanir.
Yiiksek oranda hasar (zincir kirigi) iceren DNA, saglam DNA’ya oranla daha hizlh
bir sekilde anoda dogru gocer. DNA gdcliniin derecesi, preperatlarin etidyum bromiir
ile boyanmasi sonucunda olusan floresan yogunlugunun, floresan mikroskobu ile
Olciilmesi sonucu belirlenir. Fakat bu teknikte elektroforezin ndétral kosullarda
uygulanmasi yontemin kullanimini kisitlamaktadir. Notral kosullarda c¢ift sarmal
kiriklar tespit edilirken tek sarmal kiriklar tespit edilemez. Tek sarmal kiriklari
eslesmemis kesip ¢ikarma onarim bdlgeleri ile apurinik ve apirimidinik bolgelerde
oldugu gibi alkali-duyarli bolgelerden kaynaklanmaktadir. 1988 yilinda Singh ve ark.
elektroforezi kuvvetli alkali kosullarda (pH >13) uygulayarak bu soruna ¢6ziim
bulmuslardir (Singh vd., 1988). Glinlimiizde uygulanan ‘‘Comet Assay’’ Singh ve
ark. tarafindan gelistirilmis olan, tek ve c¢ift zincir kiriklarin tamaminin tespit
edilmesine olanak saglayan bir metotdur. Son yillarda ‘‘Comet Assay’’ belirli DNA
dizilerine 6zgii isaretli problar kullanilarak fliioresan in situ hibridizasyon yontemi
ile birlestirilmistir. FISH (fluorescent in situ hybridization) comet olarak adlandirilan

bu modifiye teknikle dizi veya gen spesifik hasarlari belirlenebilmektedir.

Uzun ve kisa siireli sperm muhafazasi sirasinda, hiicre DNA’sinda birtakim hasarlar
olugmaktadir. Olusan bu hasarlar genel olarak oksidatif stres ile iligskilendirilmektedir
(Watson, 2000; Aitken ve Baker, 2004). Bu durumda, sperm hiicre ve mitokondri
zarlari, aksonem yapisi zarar gorerek sperm hiicre yapisi ve fonksiyonu olumsuz bir
sekilde etkilenir (Spinaci vd., 2005). DNA molekiillerinde olusan oksidasyon sonucu
aciga cikan zarar; sarmalda kiriklar olusmasi ve azot bazlarinin oksitlenmesi olarak
iki temel yol ile meydana gelir (Box vd., 2001). Cinsiyeti degistirilmis disi bireylerin
sperm hiicrelerindeki DNA hasarlarinin, kisa siireli muhafazada oksidatif stresle ilgili
oldugunu ve bu oksidatif stresin sitozinlerden daha c¢ok gunaninleri etkiledigi

saptanmistir (Pérez-Cerezales vd., 2009). Uzun siireli sperm muhafazasinda ise



oksidatif stres gdzlemlenmemistir. Burada olusan DNA hasarinin daha ziyade soguk

sok kaynakl1 oldugu diisiiniilmektedir.

Yetistiricilik kosullarinda gelisen bir baliktan alinan spermlerde, az bir oranda da
olsa DNA hasar1 saptanabilmektedir. Sperm hiicrelerinde goriillen DNA hasarlar
genel olarak, anormal kromatin paketlenmesi (Boissonneault, 2002; McLay ve Hugh,
2003), ROS fazlaligi (Khosravi vd., 2014), seminal plazma antioksidanlarinin
azalmasi, sperm hiicrelerinin apoptozu (Pérez-Cerezales vd., 2009) gibi sebeplerden
olusabilmektedir. Uzun ve kisa siireli sperm muhafazasi sonucunda DNA hasarli
sperm hiicrelerinde artis gozlenmektedir. (Zilli vd., 2003; Shaliutina vd., 2013).
Sperm hiicrelerinde gozlemlenen DNA hasari ile fertilizasyon kabiliyetinin azalmasi
dogrudan iligkilidir. Genellikle fertilizasyondan sonra yavru baliklarda bazi gelisim
problemlerine hatta 6liimlerine neden olmaktadir (Kopeika vd, 2004; Evenson ve

Wixon, 2006).

Akuakiiltirde basariyr etkileyen Onemli faktorlerin basinda {retilen sperm
hiicrelerinin hacimsel miktari, yogunlugu ve canliligi gibi 6zellikler gelmektedir.
Tiirler arasinda bu 6zelliklerde biiyiik farkliliklar bulunmaktadir. Sperm hiicrelerinin
testis, testis kanallart veya sperm kanallar1 sisteminde bulundugu ortam sartlari,
sperm hiicrelerinin elde edildikten sonra muhafazasi, herhangi bir sulandirici
cozeltisi ile seyreltilme oran1 ve délleme Ozellikleri gibi konularda detayli bilgilere
ulasilmas1 baliklarda sperm Kalitesi ve fizyolojisi ile ilgili konularda fikir sahibi
olmak i¢in oldukc¢a onemlidir (Billard vd., 1995). Dis dollenme goriilen baliklarda
sperm hiicreleri, dis ortama birakilmalart anina kadar hareketsiz (inaktif)
bulunmaktadirlar. Ureme sistemi kanal bosluklarinda hareketsiz bir sekilde bulunan
sperm hiicreleri, su ile temas ettiginde hareket yetenegi kazanmaktadirlar. Tatli su
baliklarinin genelinde sperm hiicrelerinin motiliteleri 2 dakikadan daha az siirer
(Rurangwa vd., 2004). Dogada veya akuakiiltiir ortamlarinda, balik gametlerinin
kalitesi birgok degiskene baghdir ve 6nemli sayida dis faktorlerin veya kulugka
yonetimi uygulamalarinin etkisi altindadir. Bu nedenlere bagl olarak gamet kalitesi
konusu artan bir sekilde ilgi gormektedir. Bu konuda énemli ¢aligmalar yapilsa da,
gamet kalite kontrolii yapilirken bazi faktorlerin daha iyi anlasilmasi gerekmektedir.
Giliniimiizde gamet kalitesi konusu tam anlasilamamakla birlikte gamet kalite
kontrolii yetistiricilik sektdriinde sorun teskil etmeye devam etmektedir. Bunun
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nedeni gamet kalitesinde gozlemlenen degiskenliklere neden olan etkenlerin ve
molekiiller mekanizmalarinin  birgcogunun bilinmemesi ya da tam olarak
anlasilmamasidir. Sperm hiicrelerinin organik igerigi lipit, fosfolipit, kolesterol,
trigliserit ve protein gibi metabolitlerden olusmaktadir. Bunlara ek olarak; adenin
trifosfataz, fosfataz, lipaz, esteraz, oksidazlar, bir¢ok urikolitik enzim, malik
dehidrogenaz, adenozin trifosfataz, laktat dehidrogenaz, piruvat dehidrogenaz,
kreatin fosfokinaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz gibi enerji metabolizmasinda
gorevli bir¢ok enzim bulunmaktadir. Bu parametrelerin ve bunlara ek olarak; yag
asitleri ve amino asitler gibi metabolitlerin de motilite karakteristikleri iizerine,

etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir (Lahnsteiner, 2009).

Yumurtayr basarili bir sekilde dolleyebilmesi, bir spermin kalitesi olarak
belirtilmektedir. Sperm kalitesini belirleyen faktorler iginde, spermin dolleme
kapasitesi ile iligkili olan ve motilite yiizdesi, siiresi gibi Olgiilebilen 6zellikleri
bulunmaktadir. Iyi bir déllenme, kaliteli yumurta ve sperm ile gerceklesmektedir.
Olusacak embriyonun kalitesinde her iki gametin de etkisi vardir (Rideout vd.,
2003). Yetistiricilik kosullarinda sperm kalitesini etkileyen biyotik ve abiyotik
faktorlerin, genetik, fizyolojik ve g¢evresel faktorlerin etkilesimine bagli oldugu
gozlemlenmistir. Sperm kalitesi; yetistiricilik sartlarindan, dollemeye kadar olan
stirede in vivo saklama kosullarindan dogrudan etkilenebilmektedir (Rurangwa vd.,
2004). Akuakiiltirde, disi ve erkek anaglar arasinda, iireme doneminde goriilen
senkronizasyon bozuklugu nedeniyle bazen disilerden yumurta alindigi halde erkek
bireylerden sperm alinamamakta veya bunun tam tersi bir durum goriilmektedir.
Bundan dolay1 iretici, digilerden yumurta sagimi yaptifinda erkek anaglar sperm
vermedigi icin sagilan yumurtaya dolleme islemi uygulanamamakta ve yumurtalar
ziyan olmaktadir. Ya da erkekler olgunlagtigit halde disilerden yumurta
alimamadiginda sperm kaybi s6z konusu olmaktadir. Bu durum da iireticilerin
ekonomik kayiplara ugramasma neden olmaktadir (Tabakoglu, 2005). Spermin
dolleme kapasitesiyle dogrudan iligkili tiim fiziksel parametreler, potansiyel olarak
sperm  kalitesini  belirlemede kullanilabilmektedir. Bugiine kadar yapilan
arastirmalarda spermin yogunlugu, ATP derisimi, motilitesi ve morfolojik yapisi,
seminal plazmanin ozmolarite ve pH degerleri, kimyasal yapisi, enzimatik

aktiviteleri gibi Ozellikler sperm kalitesini nitelendiren 6nemli parametrelerdir.
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Sperm motilite parametrelerindeki degiskenlik farkli erkekler arasinda gozlenebildigi
gibi ayn1 bireyin ireme donemi siiresince de gozlemlenebilmektedir. Motilite kalitesi

diisiik olan sperm hiicreleri, yumurta membranina penetre olamamakta ve yumurtay1

dollemekte basarisiz olmaktadirlar (Billard vd., 1995).

Kontrollii balik iiretimi, hayvansal protein ihtiyacinin karsilanabilmesi igin
giinimiizde oldukca biiyiikk boyutlara ulasmistir. Baliklarin genetik potansiyeli,
tiirlerin ve soylarin birlestirilmesi ve gamet manipiilasyonlar1 yoluyla 1slah
edilebilmektedir. Bu uygulamalarin bazilar1 gamet hiicrelerinin saklanmasini
(prezervasyon) gerektirir. Giiniimiizde birgok balik tiirii spermasinin dondurulmasi
(kriyoprezervasyon) yapilabilmektedir. Ozellikle cipura, levrek, alabalik ve sazan
gibi ekonomik degeri yiiksek olan baliklarin spermasinin saklanmasi oldukca
onemlidir (Akcay vd., 1995). Bu konuyla ilgili olarak yapilan c¢alismalar su
sekildedir;

Baynes ve Scott (1987) Gokkusagi alabaligit  (Onchorincus — mykiss)
spermatozoalarinda dondurma islemi uygulamislardir. Ayrica kryoprezervasyonun
sperm ve yumurta kalitesi lizerine etkilerini ve extender kompozisyonunun ¢dziilme
sonras1 fertiliteye etkilerini arastirmiglardir. Cabrita ve ark. (2005) Gokkusagi
alabaligi (Onchorincus mykiss) ve ¢ipurada (Sparus aurata) kryoprezervasyonun
spermatozoa tlizerindeki DNA hasarin1 incelemislerdir. Irawan ve ark. (2010)
dondurulmus sazan (Cyprinus carpio) spermasinda ¢esitli extender ve
kryoprotektanlar kullanarak ¢oziinme sonrasi sperm hareketliligini arastirmiglardir.
Bu c¢alismada ii¢ tip kryoprotektan (dimethylsulfoxide; DMSO, methanol; MET
propilen glikol; PG) ve alt1 farkli extender (1:1) kullanilmis ve yiiksek dolleme
kapasitesi elde edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda sazan spermasinin dondurulmasinda
CCSE 2 ve DMSO kombinasyonunun ¢ok iyi sonuglar verdigi bildirilmistir. Lubzens
ve ark. (1997) sazan spermasinin dondurulmasi ve saklanmasi konusunda
arastirmalarda bulunmus ayrica bu konuda uygulama stratejileri gelistirmislerdir. Bu
calisgma sonucunda isletmeler igin sazan (Cyprinus carpio) sperm bankalar
olusturulabilecegi bildirilmistir. Holtz (1992) Gokkusagi alabalifinda sperm
kryoprezervasyonu ve pratik Oneriler isimli c¢alismayr yapmistir. Bu c¢alismada
DMSO igeren sulandiric1 kullanilan dondurulmus salmonid spermalarinda oldukc¢a
yiiksek dollenme oranlari elde edilmistir. Horvath ve ark (2007) 1.2 ve 5 ml lik
11



payetlerde dondurularak saklanmis sazan spermasiyla ddllenme sonucunda olusan
haploid larvalar1 incelemislerdir. Butts ve ark. (2011) atlantik morina baliginda
dondurulmus sperma, semen oOzellikleri ve dolleme yetenegini incelemislerdir.
Calisma sonuglarinda yetistiricilik iiretimi ve verimi, sperm biyolojisi ve baliklar
kryobiyolojisini anlamada pek ¢ok fayda saglayacagini bildirmislerdir. Lahnsteiner
ve ark. (2000) sazan spermatozoalarinda kryoprezervasyon ¢aligmalari yapmuislardir.
Bu ¢alismada canlilik kontrolii i¢in bilgisayar destekli sperm analizi kullanilmistir.
Spermatozoa dondurulmasinda kryoprotektanlar, en etkili konsantrasyonlar ve
kombinasyonlari, dondurma ve eritme kosullar1 ve dengeleme etkilerinin toksik ve

donmaya kars1 koruyucu etkilerini tanimlama konulari iizerinde durulmustur.

Li ve ark. (2010) kryoprezervasyonun sazan sperma hiicreleri ve proteinleri iizerine
etkilerini aragtirmiglardir. Kryoprezervasyonun yol a¢mis oldugu sperm protein
profilleri arasindaki degisiklikler, sperm hizi, motilite oram1 ve fertilizasyon
basarisini incelemislerdir. Rodina ve ark. (2007) dondurulmus Tinca tinca
spermasinda; sperm motilitesi ve kulucka basaris1 konusunda c¢alisma yapmislardir.
Calisma sonucunda biiyiik hacimli sperm kryoprezervasyonlari i¢in en iyi prosediirii
ortaya koymaya calisilmistir. Ayrica bliylik Olgekli kadife baligi sperma
dondurulmasinda ileriye yonelik pratik kullanim ve suni ddllemeye iliskin bilgiler

elde edilmistir.

Sperma kryoprezervasyon sirasinda birtakim islemlerden ge¢mektedir. Bu islemler
spermatozoon DNA sinda bazi hasarlara yol agabilmektedir. Bu hasarlar; spermanin
sulandirilmas1 ve kisa siireli muhafazasi esnasinda reaktif oksijen molekiillerine
maruz kalmasi gibi birgok farkli nedenden dolay1 olusabilmektedir (Baynes ve Scott,
1987). DNA’da olusan bu olast hasarlar Comet assay tek hiicre jel elektroforezi
yontemiyle belirlenebilmektedir. Bu konuda yapilmis caligsmalar; Ahmed ve ark.
(2011) tilapialar (Oreochmis mossambicus) tizerinde arsenigin genotoksik etkilerinin
arastirilmasinda comet assay ve mikroniikleus testi uygulamalar1 yapmislardir. Ali ve
Kumar (2008) tathh su baligi Channa punctatus kullanarak farkli dokularda
monokrofotosun genotoksik etkilerini tek hiicre jel elektroforeziyle incelemislerdir.
Ulutas ve ark. (2008) Mogan go6liiniin kirliliginin degerlendirilmesinde comet assay

metoduyla sazan baliklarinin DNA hasarini incelemislerdir.
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Lee ve Steinert (2003) tathi su ve deniz canlilarinda DNA hasarlariin tespit edilmesi
amaciyla tek hiicre jel elektroforezi teknigini kullanmiglardir. Yapilan ¢alismalari
inceledigimizde; sazan balig1 sperma dondurulmasi ve kryoprezervasyonun sazan
balig1 spermasinda olusturdugu DNA hasariin incelenmesi ve degerlendirilmesi

lizerine genis ve detayli calismalar gozlemlenmemistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1. Cahismada kullamlan kimyasal maddeler

Triton X-100 (Merck)

Normal erime noktali agaroz (Sigma)
Diisiik erime noktal1 agaroz (Sigma)
Etidyum bromiir (M.Biotech)
Trizma Base (Sigma)

Tris HCL (Sigma)

NaCl (Sigma)

KCI(Sigma)

CaCly(Sigma)

MgCl,(Sigma)

NaHCO;3(Sigma)

M,SO (Sigma)

KH,PO,

Na;HPO,

PVA (polivinil alkol)

NaOH (Sigma)

EDTA (Etilendiamintetra asetik asit)
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3.1.2. Calismada kullanilan cihazlar

Derin dondurucu (-80 ° C),

Distile su cihazi (GFL),

Sicak su banyosu (P-Selecta, Unitronic100),
Elektroforez gii¢ kaynagi (Consort EV263),
Isik Mikroskobu (Olympus CX31),
Floresan mikroskobu (Carl Zeiss, Axioscope A.1),
DNA elektroforez tanki (Scie-plast),

pH metre (Hanna),

Vorteks (Biosan),

Isitic1 Tabla (Stuart),

Manyetik karistici,

Hassas terazi (Sartorius),

S1v1 azot tanki,

Lam (Citoglas),

Lamel (iso-lab).

Ozmometre (Ganotech)

Payetler (IMV, France)

3.2. Ana¢ Temini ve Sperm Sagim

Izmir DSI Urkmez Su Uriinleri Uretim Tesisinden temin edilen ve anestezik madde

ile bayiltilan (2-Fenoksi-etanol), 2-3 yas arasindaki 10 erkek sazan (Cyprinus carpio)

arasindan saglikli oldugu belirlenen 3 tanesi se¢ilmistir. Abdominal masaj yontemi

ile sagim yapilarak sperm Ornekleri alinmistir. Sagimda kontaminasyonu 6nlemek

i¢in, idrar ya da fegesin sperme karigsmamasina dikkat edilmistir. Sperm Ornekleri
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analiz islemleri ve kriyoprezervasyon islemi i¢in 2 -4 °C arasinda buz kaplar1 ig¢inde

cam tiiplerde muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Sperma sagim

3.3. H,0O; ile Negatif Kontrol Grubunun Olusturulmasi

DNA hasarinin durumunu tanimlamak i¢in bir derecelendirme belirlenmistir. Bu
amagla lizis ¢ozeltisi (36.75 g NaCl, 9.3 g EDTA, 0.3 g Trisma Base ve pH: 10)
icerisine farkli derisimlerde H,O; iceren g¢ozeltilerle incelemeler yapilmistir. DNA
hasarsiz hiicrelerin belirlenmesi i¢in, H,O; igermeyen lizis ¢ozeltisi kullanilmistir. 1.
derecede DNA hasarli hiicrelerin belirlenmesi i¢in 12 pM, 2. derecede DNA hasarli
hiicrelerin belirlenmesi i¢in 25 uM ve 3. derecede DNA hasarli hiicrelerin

belirlenmesi i¢in 50 pM H,0; iceren lizis ¢ozeltileri kullanilmistir.

3.4. Sperm Kryoprezervasyonu

Erkek bireylerden alinan 6rnekler dondurma isleminden 6nce bir kryomedia igerisine
konulmustur. Bu ortamin igerigi su sekildedir; 360 mg NaCl, 1.000 mg KCI, 22 mg
CaCly, 8 mg MgCl,, 20 mg NaHCO3,100 ml safsu, pH 8.2, 378 mOsm,% 10 Me,SO,
%10 yumurta sarist (Magyary vd., 1996). Ornekler modifiye Kurokura (K)
sulandiricist ile (1:9) oraninda seyreltilmistir. Sulandirma islemi yapilirken

sulandiric1 ile spermanin 1sisinin ayni olmasina dikkat edilerek (ekilibrasyon),
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sulandirici spermaya kademeli olarak katilmistir. Seyreltilen sperm 6rnekleri 0.25 ml
payetler (IMV, France) icerisine alinip, payetlerin agz1 PVA (polivinilalkol) ile
kapatilmigtir. Uglar1 kapatilan payetler hemen soguk suya (1-3 °C) atilarak polivinil
alkoliin sertlesmesi saglanarak kapatma islemi gerceklestirilmistir, takiben
dondurmaya geg¢ilmistir. Dondurma islemi payetlerin -120 °C’deki sivi azot
buharinda bekletilmesi suretiyle gergeklestirilmistir.  Payetler sivi azot buhari
seviyesinin 2,5 cm yukarisinda 10 dak. bekletilip, ardindan s1iv1 azota daldirilmistir.

Sivi azotta 1 saat bekletilen payetler ¢ikarilarak 40°C de 5-6 saniye benmaride (su

banyosu) ¢6ziilmiistiir.

Sekil 3.2. Payetlerin kademeli olarak dondurulmasi

3.5. Comet Analizi

DNA hasarinin tespiti deneyleri, Mugla Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Hidrobiyoloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Islemler sirasiyla, slayt hazirlama
ve jel yerlestirilmesi, hiicre lizisi ve DNA sarmalinin ¢dziilmesi, elektroforez,

notralizasyon, DNA boyama ve Comet sekil analizi seklinde yapilmustir.
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Sekil 3.3. Comet analizinin asamalar (Fidan, 2008)

Bu tez calismasinda, daha 6nce ¢aligilmis olan {i¢ farkli comet metodu kullanilmistir.

Calisilan metodlar arasindaki teknik farkliliklar ¢izelge 3.2. de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Farkl metodlara gore temel SCGE metodolojisi

Teknik Metod 12 Metod 2° Metod 3°
Degiskenler pH: 12 pH:10 pH>13
AQaroz %0,75 agaroz %1 agaroz
kgnsan trasvonu % 0,5 agaroz konsantrasyonu, konsantrasyonu, konsantrasyonu,
tabak y 2 kat slayt tabakasi 3 kat slayt 2 kat slayt
ve tabaka sayisi tabakasi tabakasi
22,5 M NaCl, 100 mM
Na“EDTA, 10 mM Tris, %1
Triton-X ve %1 sodyum 2,5 M NacCl, Z’iol\(/)l r’::/ICI’
lauroyl sarcosine, 1 saat 4°C 100 mM EDTA. 10 mM
inkiibasyon. 10 mM Na,EDTA, 10 Trizrr,Ia Base
dithiothreitol final mM Tris, %1

Lizis ¢alisma
¢ozeltisi: %1

TritonX-100,

%10 DMSO
4°C 50 dakika.

Lizis solusyonu konsantrasyonu 4°C’de 30 sodium laurol

dakika inkiibasyondan sonra  sarcosine, %1
4 mM lithium Triton X-100,
diiodosalicylate eklenir ve 90  4°C 60 dakika.
dakika oda sicakliginda
inkiibasyon.

0,3 M NaOH, 1 mM 300 mM

Elektroforez Na,EDTA sodium acetatg 300 mM NaOH,
tamponu 20 dakika 4O’C ve 100 mM Tris 1mM EDTA 25
' 4°C 30 dakika dakika 4°C.
12V
Elektroforez 25V, 300 mA, 4°C, 10 (0,46V/cm) ve 25V, 300 mA,
dakika. 100 mA, 20 25 dakika
dakika

04 M Tris pH: 75 5ml04M 0,4 M Tris-HCI,
Notralizazyon  notralizasyon soliisyonundan  Tris-HCI, pH: 10 mM Trizma
sonra saf metanolde 3 dakika. 7,4 Base, pH: 7,5

a: Cabrita ve ark., 2005., b: Shen ve Ong, 2000., c: Singh ve ark., 1998

3.5.1. Slaytlarin hazirlanmasi

PBS (phosphate buffer saline) igerisinde hazirlanan %1’lik normal kaynama dereceli
agaroz (NMA) jelden 80 pl alinip, lam iizerine damlatilirak lamin {izeri lamel ile
kapatilmistir. 2-4°C°de 5 dk. bekletildikten sonra lameller kaldirilarak birinci agaroz

tabakas1 hazirlanmistir. Hazirlanan lamlar buzdolabinda nemli kutularda 2. agaroz
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kat1 dokiilene kadar saklanabilir (Ostling ve Johanson, 1984; Singh vd., 1988; Horoz
vd., 2006).

PBS ile mm?®te 10° hiicre olacak sekilde siispanse edilmis hiicrelerden 10 pl alinarak
80 ul % 0,5°lik diisiik kaynama dereceli agaroz (LMP) agaroz ile (37°C benmaride)
karistirilarak birinci agaroz kat {izerine tabakalandirilmigtir ve tekrar lamel ile
kapatilarak buzdolabinda donmasi igin bekletilmistir. 20 dakika buzdolabinda
bekletilen slaytlarin iizerinden lameller yayma preparat (froti) yontemiyle ¢ekilmistir.

Bu sekilde slaytlarin hazirlanmasi tamamlanmustir.

NMA (normal melting agarose) ve LMA (low melting agarose)’ nin hazirlanmasi
icin 6nce 250 ml stok PBS (phosphate buffer saline) hazirlanmistir. Fosfat tamponu
tuzlu (PBS) ¢ozeltisinin igerigi; 20 g NaCl, 0.5 g KCl, 0.5 g KH,PO4, 2.9 g Na;HPO,4
ve 8 g Tris HCI’ dir. PBS ¢alismadan 6nce 10 kat sulandirilarak kullanilmistir.
%1°lik 100 ml NMA ve %0.5’lik LMA stok PBS ¢6zeltisi ile hazirlanmastir.

Sekil 3.4. Slaytlarin yayma preparat yontemiyle hazirlanmasi

3.5.2. Lizis asamasi

Lizis soliisyonu hiicre ve ¢ekirdek zarini eriterek DNA sarmallarinin agaroz i¢inde
serbest kalmasin1 saglamak amaciyla kullanilir. Bu amagla, hiicreler lam {izerinde
agaroz jele gOmiildiikten sonra, slaytlar yaklasik 1 saat siire ile yiiksek

konsantrasyonda tuz ve deterjan iceren soguk lizis soliisyonunda bekletilmistir.
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250 ml stok lizis ¢ozeltisi (36.75 g NaCl, 9.3 g EDTA, 0.3 g Trisma Base ve pH: 10)
hazirlanmistir (Singh ve ark. 1988). Ardindan 1 ml Triton X-100, stok lizis
cozeltisiyle 100 ml’ye tamamlanarak lizis ¢alisma ¢Ozeltisi hazirlanmastir.
Hazirlanan lamlar bir kutu (sale) i¢ine alinarak iizerine lizis ¢Ozeltisi dokiilerek

+4°C’de 50 dakika boyunca lizis i¢in bekletilmistir.

3.5.3. DNA sarmalinin ¢oziilmesi ve elektroforez

Lizis asamasindan 50 dakika sonra lamlar lizis ¢ozeltisinden ¢ikartilip soguk distile
su ile yavasca yikanmistir. Elektroforezde yiiriitmeden once DNA zincirlerinin
ayrilmasi i¢in slaytlar alkali elektroforez tamponunda (500 ml i¢in; 6 g NaOH, 0.18 g
EDTA ve pH>13) 20-30 dakika arasinda inkiibasyona birakilmistir. Tampon
hazirlandiktan sonra buzdolabinda sogutularak kullanilmistir (Ostling ve Johanson,
1984; Singh vd., 1988; Horoz vd., 2006).

Sekil 3.5. Lamlarin adaptasyon icin elektroforez tankinda bekletilmesi

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu
tampon ¢dzelti igerisinde 300 mA 40 V’luk elektriksel alanda 5-25°C’de 20 dakika

yuritilmistur.
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Sekil 3.6. Slaytlarin elektroforez tankina yerlestirilmesi ve elektroforez

3.5.4. Nétralizasyon

Elektroforez isleminden sonra lamlar ¢ikarilip kagit havlu tizerinde alinmistir. Daha
sonra alkali tampon ¢ozeltisini slaytlardan uzaklagtirmak i¢in; bir kutu iizerine alinan
lamlarin iistiine ndtralizasyon tamponu (250 ml i¢in; 1.82 g Tris-HCI, 0.125 g Trisma
Base ve pH: 7.5) dokiiliip, 20 dakika notralizasyon igin bekletilmistir (Singh vd.,
1988).

3.5.5. DNA boyama

Notralizasyon tamamlandiktan sonra, slaytlar floresan boya olan Etidyum bromiir (5-
10pg/ml) kullanilarak DNA boyanmistir. Dort saat i¢inde floresan mikroskopta (Carl
Zeiss ) degerlendirilmistir (Kocyigit vd., 2005).

3.5.6. Comet sekil analizi

Comet tekniginde sonuglarin  degerlendirilmesi  i¢in  farkli  yOntemler
kullanilmaktadir. Gelismis teknolojik imkanlara sahip olmayan laboratuvarlarda
hasarli hiicreler gorsel skorlama adi verilen teknik kullanilarak Olctilmektedir.
Teknikte hasarsiz hiicrelerin incelenmesinde yuvarlak, kenarlari daha az yogun
olmak {lizere ortasi parlak bir 151k gorliinlimii vardir. Hiicrelerin bu goriiniimii go¢
etmemis yada ‘“nonmigrasyon” (NM) olarak degerlendirilir. Eger DNA hasar
olusmaya baslamis ise normalde diizgiin kenarli olan goriintii DNA kiriklariin

cekirdek digina gociiniin nedeniyle diizensiz kenarli bir goriinlim alir. Bu goriiniime
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“diisiik seviyede migrasyon” denir. Hasar arttik¢a hiicreler kuyruklu yildiz “yiiksek
seviyede migrasyon” seklini alir. Son asama ise “apoptosis”dir. Hasarin siddetine
gore merkezden kenara dogru uzama olur. Bu uzama hasar ile dogru orantilidir.
Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin derecesine paraleldir (Ertiirk, 2001)
(sekil 3.9).

Sekil 3.7. Flouresan mikroskopta érneklerin incelenmesi

Gelismis laboratuvarlarda sonuglarin degerlendirilmesinde bu konuda yapilmis
yazilimlar’dan yararlanilmaktadir. Fakat farkli degerlendirme teknikleri de dikkat
cekmektedir. Gorlintii analizinde go¢ etmis hiicreler, kuyruk uzunluklarma gore

simiflandirilarak ayirt edilmektedir.

Sekil 3.8. Comet degerlendirilmesinin yapildig1 flouresan mikroskoptan genel goriintiiler
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Sekil 3.9. Comet goriintiilerinin bilgisayar yardimiyla goriintiilenmesi (Fidan, 2008)

Kamera atagmanli, bilgisayar sistemine sahip goriintii analiz sistemiyle hasarl
hiicrelerin bas ve kuyruktaki DNA yiizdesi gibi g¢esitli comet parametreleri

Olciilmiistiir.

Hasarin olciilmesinde kullanilan bagka bir dl¢iim teknigi ise “tail moment=kuyruk
momenti”dir. Kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruk igindeki toplam DNA

oranini tanimlamaktadir (Shen ve Ong, 2000).

Goriintil Analizi ile Veri Toplanmasi

DNA Gaciiniin Uzunlugu
{Tanimlanabilen en kiictik DNA)

Giéc Etmis DNA Yiizdesi
(Goc Eden DNA Miktari) kafa kuyruk

Kuyruk Momenti
(GEc etmis DNA) x (kuyruk uzunludu)

Cekirdek Kuyruk Momenti

(Goc etmis DNA) x (kuyruktaki DNA
yodgunlugunun merkezi ile kafa arasindaki
mesafe) - ot

DNA Gdégiiniin Uzunlugu

Sekil 3.10. DNA hasari seviyesinin belirlenmesi (Basaran, 2002)
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Hiicrelerde meydana gelen DNA hasarlar1 derecelerine gore sekil 3.11 de verilmistir.

Olusan DNA hasari, derecesine gore bes kategoride degerlendirilmistir.

- Dairesel seklide hi¢ kuyruk olusturmamis DNA goriintiilerinden hig
hasarlanmamis DNA lar “0”,

- ¢ok az hasarlanmig DNA lar “I”,0

- az hasarli DNA lar “II”,

- hasarlanmis DNA lar “III”” ve

- ¢ok hasarli DNA lar “IV.” derece hasar olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.11. Tek hiicre jel elektroforez yontemi ile agaroz jel iizerinde elektroforetik ortamda
negatif kutuptan pozitif kutuba (soldan saga) dogru goc eden farkl seviyelerde hasara ugramis
DNA’larin goriintiileri. O- Hasarsiz DNA; 1-Cok az hasarlanms DNA; 2-Az hasarlanmis DNA;

3-hasarlanmis DNA; 4- tiimiiyle hasarlanmis DNA (Biiyiitme 40x)
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4. BULGULAR

4.1. DNA Hasarsiz ve Farkli Derecedeki Hasarli Orneklerde 3 Farkhi Metodun
Degerlendirilmesi

Uygun kosullarda motilite degerleri 6lgiilen ve hasarli olmadig1 belirlenen 6rnekler
ile lizis agsamasinda farkli yogunluklarda H,O, uygulanan 6rnekler farkli metodlara
gore gruplara ayrilarak, DNA hasarsiz ve hasarli hiicrelerin oranlar1 belirlenmistir.
Uygulama sonrast DNA hasarsiz ve hasarli hiicre oranlar1 Tablo 3.1.’de verilmistir.
Tablo 3.1.°de goriildiigii lizere, H,O, uygulanan Ornek hiicrelerinin hepsi hasar
gormiistiir. Lizis ¢ozeltisine eklenen H,O, yogunlugu arttik¢a, hasar derecesinde bir
artis gozlenmektedir. Yapilan ol¢iimler sonucunda, DNA hasarsiz hiicrelerin 24-30
um capinda halkalar seklinde oldugu belirlenmistir. DNA hasarinin derecesine bagli
olarak artig gdsteren Comet goriiniimiin uzunlugu 1. derecede DNA hasarli hiicreler
icin 30-40 um, 2. derecede DNA hasarli hiicreler i¢in 40-50 um ve 3. derecede DNA

hasarli hiicreler i¢in >50 um olarak dl¢eklendirilmistir.
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Cizelge 4.1. Lizis soliisyonuna eklenmis farkh seviyelerdeki H,O; ile (kryoprezervasyon
uygulanmamus hiicrelerde) elde edilen DNA hasari oranlari (%) [Singh ve ark., 1988, Cabrita ve

ark., 2005, Shen ve Ong, 2000]

Hasarsiz | 1.derece | 2.derece | 3.derece
- a b
H,0, Singh | 98,8+0,8% | 1,2+0,8 0,0 0,0
icermeyen Cabrita |98,8+0,6%| 1,2+0,6° | 0,0 0,0
¢alisma grubu ™o T og 2 087 1.240.8° | 0,0 0.0
- a b
12 uMol H,0, Singh 0,0 |[78,7+0,8%(21,3+0,8 0,0
iceren ¢calisma | Cabrita 0,0 78,7+1,8%(21,3+1,8" 0,0
grubu Shen 0,0 |78.81.8%|21.2=1.8°| 0,0
" a b c
25 uMol H,0, Singh 0,0 7.3+1,8% [83,8+1,5°] 8,8+1,3
iceren ¢cahsma | Cabrita 0,0 7,3+2,0* | 85,3+3,3"| 7,3+1,3°
grubu Shen 00 | 73213 |85.002.3°| 7.741.6°
- a b
50 uMol H,0, Singh 0,0 0,0 8,0+1,3% [92,0£1,3
iceren ¢calisma | Cabrita 0,0 0,0 6,5+1,3% [93,5+1,3°
grubu Shen 0.0 00 | 72:1.0° [92.841.07

Sonuglar incelendiginde H;O, icermeyen oOrnek grubunda 2. ve 3. derece DNA
hasarli hiicre, 12 uMol H,0; igeren ¢alisma gruplarinda 1. ve 2. derece DNA hasarli
hiicre, 50 uMol H,0; igeren calisma gruplarinda ise 2. ve 3. derece DNA hasarli
hiicre goézlemlenmistir. Ancak 25 pMol HyO, igeren calisma gruplarinda her
dereceden DNA hasarli hiicre gozlemlenmistir. Metodlar arasindaki H;0»
yogunluguna bagli DNA hasar1 yilizdeleri incelenerek varyans analizi (ANOVA)

yapilmustir. Istatiksel olarak aralarinda farklilik gézlemlenmemistir (P<0,05).
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4.2. Kryoprezervasyon Sonrasi Hasarh ve Hasarsiz Orneklerde Metodlarin
Karsilastirilmasi

Kriyoprezervasyon galigmalari sonrasinda Comet uygulanan 6rneklerin DNA hasarli
ve hasarsiz hiicre oranlar1 (%) Cizelge 4.2.’de verilmistir. DNA hasarli hiicreler,

hasar derecelerine gore ayr1 ayr1 gruplandirilarak belirtilmistir.

Cizelge 4.2. Kryoprezervasyon uygulanmis hiicrelerin farkli comet metodlarina gére DNA
hasar1 oranlar1 (%)

Total
Hasarh
Hasarsiz DNA
DNA (1.+2.+3.)| 1.derece |2.derece |3.derece

Singh |67,67+2,0° |32,3+2,0° |15,0+2,0%|13,0+1,8% | 4,3+2,5°

Cabrita|69,33+1,8° [30,7+1,8% [7,8+1,8° [11,8+2,4*[11,0+1,0°

Shen 68,17+2,8* |31,8+2,8* [4,3+1,3" [12,2+1,3% |15,3+0,3°

Calisilan 3 ayr1 metod arasindaki farklar istatiksel olarak incelenerek, varyans analizi
(ANOVA) yapilmistir. Metodlara gére DNA hasarsiz ve hasarli hiicre dagilimlar
Sekil 4.1. de belirtilmistir. Sekilde kullanilan harfler (a,b) gruplar arasinda istatiksel
olarak farklilik olmadigini gostermektedir (P <0,05).

| EDNA Hasarsi1z
100 EIDNA Hasarlr
80—
s=a == a (==E}
= 60
=
=
]
=]
= 404
= 40
==b =b E=b
20
(o=
T T T
Si Ca Sh

Metotlar

Sekil 4.1. Kryoprezervasyon uygulanmis 6rneklerin farklh comet metodlarina gére DNA
hasarsiz ve hasarh hiicre dagihimlar
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan ¢alismada; dondurulmus sazan spermasinda, farkli comet yontemlerine gore
DNA hasar1 incelenmesine bakilmistir. Comet analizi yapilan numuneler flouresan
mikoskop yardimiyla incelenip, bilgisayar yazilimi yardimiyla (Carl Zeiss Zen
Vision) fotograflar1 ¢ekilerek degerlendirilmistir. Slayt tizerindeki numuneler DNA

hasar derecesine gore bes gruba ayrilip ve 0’dan 4’e kadar numaralandirilmistir.

In vitro antigenotoksisite ¢alismalarinda; DNA hasar1 yaratmak igin, metil
metansiilfonat (MMS), H,O,, ferroz siilfat, tersiyer biitil hidroperoksit (t-BHP),
formaldehit,  1,2-dimetilhidrazin,  doksorubisin  gibi  kimyasal = maddeler
kullanilmaktadir (Gao vd., 2006, Munari vd., 2009, Lima vd., 2005, Chen vd., 2003,
Tavares vd., 2006, Lee vd., 2008).

Yapilan ¢alismada taze sperm hiicrelerinin DNA’larinda oksidatif stres olusturmak
icin bu kimyasallar arasindan H»O; secilmistir. H,O,, hiicre membranini kolayca
gecebilen ve sitoplazmada Fe*? ve Cu*? gibi metal iyonlarinin varliginda enzimatik
olmayan, Haber-Weiss ya da Fenton reaksiyonlariyla olduk¢a radikal ozellik
gosteren hidroksil radikaline doniisebilen bir molekiildiir. Olusan hidroksil radikali
tek ve ¢ift zincir kiriklarinin, alkali labil bolgelerin ve cesitli tipte okside piirin ve

pirimidin bazlarinin olusumunu indiikleyebilir (Joenge, 1989).

Oksidatif strese kars1 hiicre direnci; hiicre tipleri arasinda farklilik gosterebilecegi
gibi aym tipteki hiicrelerde bile farkli diren¢ tablolariyla karsilasilmaktadir. Bu
nedenle deneysel olarak ayn1 derecede hasar yaratilan hiicrelerde dahi, tamamen ayni
cevabin alinmasi beklenmemelidir. Hiicrelerin asir1 HyO,’ ye maruz birakilmasi
DNA’ y1 pargalara ayiracak ve olusan pargalar comet yontemiyle goriillemeyecegi
icin hiicreleri par¢alamadan, maksimum hasar verebilecek doz segilmelidir
(Panayiotidis vd., 1999). Yapilan ¢alismalarda, DNA hasar1 yaratmak i¢in kullanilan
H20, konsantrasyonunun, kullanilan hiicre tipine gore oldukca farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan calismada kullanilan sperm hiicre serileri i¢in belirledigimiz
12. 25 ve 50 pM hasarlayict konsantrasyonlari literatiirle uyumlu olarak

degerlerdirilmistir.
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Genotoksisite testleri 1970’ lerden beri kullanilmaktadir ve glinlimiize kadar bir¢cok
in vivo ve in vitro genotoksisite testi gelistirilmistir. In vitro bakteriyel reverse-
mutasyon testi (Ames Testi), kromozomal hasar i¢in in vitro timidin kinaz testi, in
vivo mikronukleus testi, kromozom aberasyon testi, floresans in situ hibridizasyon
(FISH) ve comet analizi bu yontemler arasinda sayilabilir. Bu yontemlerden comet
analizi 6zellikle kimyasal bilesiklerin genotoksisite {izerine etkisinin belirlenmesinde
olduk¢a yaygin kullanilan bir yontemdir (Bilgici, 2005, Riberio vd., 2009). Bu
calismada hem calisma prensibine uygun olmasi, hem de kolay, hassas, hizl,
ekonomik, giivenilir olmas:t (Collins vd., 1997, Hatmann vd., 2003) gibi diger

yontemlere olan iistiinliiklerinden dolay1 comet analizi kullanilmistir.

Calismada ti¢ farkli comet teknigi uygulanmistir. Bu tekniklerden pratik olarak en
uygun olan1 optimize edilmistir. Boylece ¢alisma prensibi agisindan kolay bir yontem
gelistirilmis olmakla birlikte zamandan ve kullanilan kimyasallardan da tasarruf

edilmistir.

Calisilan tekniklerden birincisi olan Metod 1% (Cabrita vd., 2005) da; lizis ¢ozeltisi
sodyum laurol sarcosine, lityum diiodosalisilat ve dithiyothreitol igermektedir.
Ayrica bu teknikte notralizasyon safhasinda hiicreler saf metanolde 3 dakika

bekletilir.

ikinci teknik olan Metod 2° (Shen ve Ong, 2000) de ise diger metodlardan farkli
olarak agaroz tabakasi 3 kattir. Lizis sollisyonundaki farklilik ise sodyum laurol

sarcosine ve sodyum asetat kimyasallariin kullanilmasidir.

Calisilan ve optimize edilen son teknik Metod 3° (Singh vd., 1998) diger tekniklere
gore uygulamasi daha kolay ve ucuz bir tekniktir. Ayrica igeriginde lauryl sarcosine,
lityum diiodosalisilat, dithiothreitol gibi pahali ve norotoksik oldugu kanitlanan
kimyasallar bulunmamaktadir. Bu acgidan yaklasildiginda tek hiicre jel elektroforezi
(SSGE) uygulamasinda bu kimyasallar kullanilmadan, %1’lik agaroz konsantrasyonu
ile iki kat yayma preparat (froti) hazirlanarak, comet teknigi saglikli ve uygun bir

sekilde gerceklestirilebilmektedir.
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Metod 1% ve Metod 2° kullanilan ve Metod 3° de bulunmayan kimyasallarin

maliyetleri su sekildedir;

Sodyum lauroyl sarcosine: 100 gr 68,50 Euro, (219,80 TL)
Dithiothreitrol: 50gr 59 Euro (189,39 TL)

Lithium diiodosalicilate: 5 gr 176.50 Euro (566,50 TL)
Sodium acetat: 500 gr 34,50 Euro (110,74 TL)

Bu degerler géz oOniinde bulunduruldugunda, diger iki metodda kullanilan bu
kimyasallar calismadan ¢ikarildiginda, c¢alisilan metodun maliyet acisindan da

optimize edildigi ve daha uygun oldugu gézlemlenmistir

Sonu¢ olarak; tez calismasinda kullanilan ve optimize edilen bu metodun
uygulanmasi, hem zaman tasarrufu hem de calismanin maliyetini diisiirmek
acisindan yararli oldugu gézlemlenmistir. Optimize edilen bu metodun sazan baligi
sperm hiicrelerinin DNA hasar analizlerinde kullanilabilir oldugu belirlenmistir. Bu
calismanin farkli hiicrelerde kullanilabilirligini belirlemek i¢in yeni c¢alismalara

ihtiyag vardir.
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