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Yüksek Lisans Tezi 
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DanıĢman: Doç. Dr. Fatih ÖĞRETMEN 
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Spermanın dondurularak uzun süreli muhafazasında ve çözüm sonrası düĢük 

fertilizasyon oranlarının sebeplerinin araĢtırılması açısından bu çalıĢma önem 

taĢımaktadır. AraĢtırmada Ġzmir DSĠ Ürkmez Su Ürünleri Üretim Tesisinden temin 

edilen balıklar (Cyprinus carpio) kullanılmıĢtır. Yapılan çalıĢmada; dondurulmuĢ 

sazan balığı spermasının çözüm sonrasında tek hücre jel elektroforezi yöntemi ile 

DNA hasarı araĢtırılmıĢtır. Muğla Sıtkı Koçman Üniversitesi Biyoloji Bölümü 

Hidrobiyoloji Laboratuvarı‘nda, 2-3 yaĢ arasındaki 3 erkek sazan balığından alınan 

sperm örnekleri havuzlanarak dondurulmuĢtur. Numunelerin çözüm sonrası tek hücre 

jel elektroforezi yöntemi ile DNA hasarı analiz edilmiĢtir. Comet metodunda 

hücreler floresan mikroskobunda incelenerek DNA hasarının düzeyi belirlenmiĢtir. 

Yapılan analizlerde dondurulmuĢ sperm DNA‘sının ortalama % 31,8±2,8
a
 oranında 

hasara uğradığı gözlemlenmiĢtir. 

Bu çalıĢmada üç farklı comet tekniği uygulanmıĢtır. Bu tekniklerden pratik olarak en 

uygun olanı (Singh vd., 1998) balık spermasına göre optimize edilmiĢtir. Böylece 

çalıĢma prensibi açısından kolay bir yöntem geliĢtirilmiĢ olmakla birlikte zamandan 

ve kullanılan kimyasallardan da tasarruf edilmiĢtir. 

ÇalıĢmada kullanılan 3 ayrı metod arasındaki farklar istatiksel olarak incelenerek, 

varyans analizi (ANOVA) yapılmıĢtır. Metodlara göre DNA hasarsız ve hasarlı hücre 

dağılımları incelenmiĢtir.  Gruplar arasında istatiksel olarak farklılık olmadığı 

belirlenmiĢtir (P <0,05). 

 

Anahtar Kelimeler: DNA, DNA Hasarı, COMET Analizi, Tek Hücre Jel 

Elektroforezi, Kryoprezervasyon, Sperm Muhafazası 
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ABSTRACT 

DETECTĠON OF DNA DAMAGE OF FROZED CARP SPERM CELLS 
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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 Ġzmir DSĠ (the general directorate of state 

hydraulic works) Ürkmez 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 Muğla 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
a
. 

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. GĠRĠġ 

Günümüzde yapılan yoğun çalıĢmalarla önemli hale gelen spermatozoon 

deoksiribonükleik asit (DNA)'inde meydana gelen hasarlar, fertilizasyonu ve 

embriyonal yaĢamdan ölüme kadar olan evreyi olumsuz yönde etkilemektedir.  

Sperm kalitesi aynı zamanda spermatozoanın yumurtayı dölleyebilme kapasitesinin 

bir göstergesidir. Erkek balıklarda bu durum Üreme mevsimi boyunca erkek 

damızlıklar tarafından farklı kalitede sperma üretilmektedir. Bunun nedeni erkek 

balıkların üreme stratejilerine ve fiziksel ortamlarına bağlı olarak birbirleriyle 

devamlı bir yarıĢ içinde olmalarıdır. Balık kültüründe, gerek düzenli bir seleksiyon 

programının uygulanmaması ve gerekse erkek damızlıkların sperm kalitesi 

incelenmeden çok sayıda yumurtanın döllenmek istenmesi nedeniyle bol miktarda 

sperma ve yumurta ziyan edilmesi gibi önemli sorunlarla karĢılaĢılmaktadır. Bu 

nedenle istenilen niteliklere sahip olmayan çok sayıda erkek ve diĢi damızlıklar tüm 

sene boyunca iĢletmede tutulmasıyla önemli düzeyde ekonomik kayıplar meydana 

gelmektedir. Sperma kalitesinin bilinmesi, iyi kalitede sperma kullanılarak yüksek 

döl verimi elde edilebilmesi açısından oldukça önemlidir. Buna bağlı olarak; 

spermatolojik özelliklerden herhangi birinde meydana gelen olumsuzluk döllenmeyi 

doğrudan etkilemektedir. Kısır olan erkek damızlıkların iĢletmeden çıkarılması ile 

önemli bir ekonomik kazanç elde edilmektedir (Seçer vd. 2004).  

Birçok nedene bağlı olarak DNA üzerinde sürekli hasar oluĢmaktadır. Hasarın bir 

kısmı organizmanın kendine özgü tamir mekanizmaları tarafından onarılmaktadır. Bu 

hasar ve onarım arasındaki dengenin bozulması sonucunda; (hasar nedenlerinin 

çoğalması ve onarım mekanizmalarındaki aksaklıklar nedeniyle) fertilizasyon 

kapasitesinde azalma, spermatozoon genom bütünlüğünde bozulma ve mutasyonlar 

meydana gelmektedir. Meydana gelen hasarların belirlenmesi amacı ile birçok hasar 

tespit yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. Tespit edilen hasarların düzeltilmesi ve elimine 

edilmesi yanında bu hasarların oluĢmaması için gerekli önlemler üzerinde çalıĢmalar 
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yapılmıĢtır. Bu bağlamda alınabilinecek önlemler ile spermatozoon DNA'sının 

hasarının önüne geçmek mümkün olabilmektedir (Akal ve Selçuk 2011). 

DNA hasarının belirlenmesi ile ilgili bugüne kadar çok sayıda teknikler 

uygulanmıĢtır. Bu tekniklerin birçoğunun pahalı olması, uzun çalıĢma süreleri 

gerektirmesi, kimi zaman da birçok laboratuvar veya üniversitelerin sahip olmadığı 

radyoaktif çalıĢmaları içermesi gibi nedenler bu alanda çalıĢma yapılmasını 

güçleĢtirmiĢtir (Tice vd., 2000; Gichner vd., 2009). Pahalı, uzun süren, özel donanım 

ve sarflar gerektiren ayrıca uzmanlık isteyen bu yöntemler DNA hasarlarının 

belirlenmesinde alternatif yöntemlerin (Tice vd., 2000) geliĢtirilmesini gerektirmiĢtir. 

Bu ihtiyaca yanıt olarak 1988 yılında Singh ve arkadaĢları tarafından ―tek hücre jel 

elektroforez‖ veya ―Comet assay ‖ olarak adlandırılan DNA hasarını ve seviyesini 

gösteren bir metot geliĢtirmiĢlerdir (Cotelle ve Ferard 1999). Comet assay analizi 

kimyasal risk değerlendirmesi veya sucul türlerin izlenmesinde, genotoksik etkinin 

değerlendirilmesinde kullanılmaktadır (Simoniello vd., 2009). Birçok farklı balık 

türünde örneğin; (Lourenco vd., 2010), sazan (C. carpio), (Buschini vd., 2004, Jin 

vd., 2004, Klobucar vd., 2010) gökkuĢağı alabalığı (Oncorhyncus mykiss), yılan kafa 

(Channa punctatus) (Ali ve Kumar, 2008a) genotoksik maddelerin etkilerinin 

belirlenmesi için kullanılmaktadır. 

―Single Cell Gel Electrophoresis‖ (SCGE) tekniği DNA sarmal kırıklarının tespiti 

için kullanılan hassas, hızlı ve ucuz bir yöntemdir. SCGE tekniği ―Comet Assay‖ ya 

da ―Microgel Electrophoretic Technique‖ olarak da adlandırılmaktadır (Fairbain ve 

ark. 1995). Aslında bu teknik, ilk olarak hayvan ve insan hücreleri (kan ve sperm 

hücreleri) üzerinde uygulanmıĢtır. Ancak son yıllarda bitkiler ve funguslar üzerinde 

de denenmiĢ ve baĢarılı sonuçlara ulaĢılmıĢtır (Vajpayee vd., 2006; Gichner vd., 

2009; Rank vd., 2009). Hayvan ve bitki hücrelerinin yapısal olarak farklı olmasından 

kaynaklı bu tekniğin uygulanmasında bazı farklılıklar oluĢmuĢtur. Ancak yapılan 

bazı değiĢiklikler ile bu sorun çözülmüĢtür (Lin vd., 2007; Gichner vd., 2009; 

Dikilitas vd., 2009). DNA‘daki hasar düzeyinin ölçülmesinde kullanılan en yaygın 

ölçme yöntemlerinden birisi olan tek hücre jel elektroforez yöntemi pek çok 

çalıĢmada kullanılan görsel floresan bir tekniktir (Singh vd., 1990). 

Bu metot, izole edilen tek hücre DNA‘sının lam üzerinde hazırlanan agaroz jel 

içerisinde elektroforetik ortamda yürütülmesi ve hasar seviyesine göre göç eden 
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farklı yük ve molekül ağırlıklarına sahip DNA parçalarının DNA spesifik floresan 

boya ile boyandıktan sonra, floresan mikroskop altında değerlendirilmesi esasına 

dayanmaktadır. Bu yöntemle oksidatif stres, kimyasal ajanlar, toksik ağır metaller, 

ilaçlar ve ultraviole gibi çeĢitli genotoksik ajanların DNA sarmalları üzerinde 

oluĢturduğu tek veya çift zincir kırıklarını doğru, hassas, hızlı, ucuz ve az bir örnek 

hacmi kullanarak ölçülebilir (DikilitaĢ ve Koçyiğit, 2010). Hücre DNA‘larının 

elektroforez de yürütülmeleri sırasında hasarsız DNA‘lar bütünlüğünü kaybetmez ve 

comet yani kuyruk oluĢturmaz. Oysa hasarlı DNA‘lar kırıkların oluĢturduğu 

hasardan dolayı farklı moleküler ağırlıklara ve farklı elektrik yüklerine sahip 

olduklarından elektriksel alanda farklı hızda hareket eder ve kuyruk Ģeklinde bir 

görüntü oluĢtururlar. Sonuç olarak elde edilen DNA göç görüntüleri değerlendirilir 

ve bir fikir oluĢturulur (Ostling ve Johanson, 1984; Singh vd., 1988; Horoz vd., 

2006). Bu teknik tüm canlı hücreleri üzerinde yapılan çalıĢmalarda yaygın olarak 

kullanılmaktadır. 

Spermatozoon DNA‘sı hasarı insan ve fare, at, domuz, balık gibi pek çok canlı 

türünde görülmektedir. DNA da oluĢan bu hasarlar baĢlıca; kromatin yapısının 

bozulması, DNA bazlarının oksidasyonu, yanlıĢ eĢleĢmesi ve tubulin 

polimerizasyonun baskılanması, bazların kimyasal olarak değiĢmesi, kromatin 

yapısındaki anomaliler, DNA zincirinin kırılması, DNA-DNA ve DNA-protein 

çaprazlaĢmaları, DNA da mutasyonlar gibi bazı yapısal bozulmalardır. Sperm hücresi 

DNA‘sında meydana gelen bu hasarların tespiti amacıyla basit hücre jel 

elektroforezi, tunel, spermatozoon kromatin yapısı ve 8-hidroksi 2-deoksiguanozin‘in 

ölçümü gibi teknikler kullanılmaktadır. Spermatozoon DNA‘sındaki hasarlar  

anormal embriyo geliĢimi ve infertiliteye (kısırlığa) neden olmaktadır (Türk vd., 

2005). 
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ġekil 1.1. Normal ve hasarlı hücrelerde comet deneyinin yapılıĢı (BaĢaran, 2002) 

Ġnsan hücrelerinde DNA tek sarmal kırıklarının tespiti ilk kez Rydberg ve Johanson 

tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir (Rydberg ve Johnson, 1978). DNA‘nın ayrıĢmasına 

izin veren hafif alkali Ģartlarda lam üzerindeki agaroz‘a gömülmüĢ olan hücreleri 

parçalayarak (lizis) hücreleri proteinlerden ayırmıĢlardır. Daha sonra nötralize edip 

akridin oranj ile DNA‘yı boyamıĢlar ve kırmızı fleurosana yeĢilin oranını 

hesaplamıĢlardır. Kırmızı fleuresan tek sarmalı, yeĢil fleuresan ise çift sarmalı 

göstermiĢtir. Ancak  bu teknik çok yaygın kullanılmamıĢtır (Fairbain ve ark. 1995).  

Nötral teknik 1984 yılında Ostling ve Johanson tarafından modifiye edilerek 

hücredeki DNA hasarının direkt ölçülmesinde ―Microgel Electrophoretic Technique‖ 

olarak sunulmuĢtur. Ostling ve Johanson agarozda süspanse edilen radyasyona maruz 

kalmıĢ hücreleri lam üzerine yayarak, yüksek tuz ve deterjanla parçalama (lize) 

iĢlemine ve ardından elektroforeze tabi tuttuktan sonra akridin oranj gibi DNA 

bağlayıcı fleuresan boyasıyla boyamıĢlardır (Ostling ve Johanson, 1984). Eğer DNA 

kırık içeriyorsa, gevĢemiĢ ve kırılmıĢ DNA parçaları nedeni ile elektrik yük 

kazanmıĢ olan DNA, çekirdekten anoda doğru göç ederek kuyruklu yıldız 
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görünümünü vermiĢtir. Buna bağlı olarak hasarlı hücreler Comet olarak 

adlandırılmıĢtır. DNA hasarını saptamak için kuyruk uzunluğu ölçülmüĢ ve kuyruk 

uzunluğunun radyasyon dozunun fonksiyonu olduğu gözlemlenmiĢtir (Ertürk, 2001). 

Ancak, DNA çift sarmal kırıklarının tespitine izin veren nötral Ģartlar, tek sarmal 

kırıklarının belirlenmesine izin vermemektedir. Oysa DNA‘da hasar oluĢturan çoğu 

ajan DNA çift sarmalından çok DNA tek sarmalında hasar meydana getirmektedir. 

Bunun yanında nötral Ģartlarda proteinler tam olarak uzaklaĢtırılamamaktadır (Ünal, 

1998). Bu nedenle Singh ve ark. (1988) alkalin comet metodunu tanımlamıĢlardır. 

Böylece  ―tek sarmal kırıkları‖ denilen ve sadece alkali teknikle ortaya çıkarılabilen 

DNA tek sarmal kırıklarını tanımlama imkânı doğmuĢtur. Kullanılan daha güçlü lizis 

koĢulları proteinlerin % 95 inden fazlasını yok edebilmekte, böylelikle SCGE 

tekniğinin yeni dizaynı deney hücrelerinin hemen hepsinde DNA hasar 

büyüklüğünün direkt olarak tespitini sağlamaktadır (Ostling ve Johanson, 1984; Tice 

vd., 2000). 

Sperma muhafazası sayesinde gamet transferi daha rahatlıkla 

gerçekleĢtirilebilmektedir. Üstün verime sahip hatlara ait spermlerin baĢka 

iĢletmelere nakledilmesi veya yabani formlara ait genlerin kuluçkahane stoklarına 

aktarımında muhafaza teknikleri kullanılmaktadır (Cloud vd., 1990). Deneysel 

çalıĢmalarda, genetik ve ıslah çalıĢmalarında yıl boyu ihtiyaç duyulan sperma, 

muhafaza teknikleri sayesinde sağlanabilmektedir (Suquet vd., 2000). 

Brofeldt'in 1914 yılında alabalık spermasının soğuk ortamda daha uzun yaĢadığını 

keĢfetmesinden sonra, sperm biyolojisinin daha iyi anlaĢılmasıyla iki değiĢik 

muhafaza tekniği geliĢtirilmiĢtir (Büyükhatipoglu ve Holtz, 1978). Bu tekniklerden 

birincisi spermanın 1 ila 9 °C'de kısa süreli muhafazası (soğuk muhafaza), diğeri, 

derin dondurucu veya sıvı azot içerisinde 0°C ile -196°C arasında uzun süreli 

muhafaza tekniğidir (kryoprezervasyon). DeğiĢik balık türlerinde yapılan 

araĢtırmalarda balık spermasının, farklı suni seminal plazmaların, farklı seyreltme 

oranlarında kullanılmasıyla veya herhangi bir seyreltici kullanılmadan, değiĢik gaz 

atmosferleri eĢliğinde, kısa süreli saklama yöntemiyle 7-34 gün yada uzun süreli 

saklama yöntemiyle (kryoprezervasyon) uzun yıllar boyunca canlılığını ve dölleme 

kabiliyetini koruduğu bildirilmiĢtir (Canyurt vd., 2003). 
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Sperma, yumurta ve embriyonun dondurularak saklanması ve kullanılması birçok 

canlı türünde uygulanmaktadır. Akuakültürdeki türlerde ise son yıllarda kullanımı 

giderek artmaktadır. Balık spermasının baĢarılı Ģekilde dondurulması ilk kez 1953 

yılında Blaxter tarafından ringa balığında denenmiĢ olup, bu güne kadar yaklaĢık 50 

deniz balığı türünde uygulanmıĢtır. Sperma türe bağlı olarak 0 
o
C‘nin altındaki 

saklama koĢullarında birkaç saat ile birkaç gün arasında canlı kalabilmektedir. 

DondurulmuĢ sperma teorik olarak yıllarca zararlı etki olmaksızın 

saklanabilmektedir (Özgöray ve Akçay 2009). Kryoprezervasyon iĢleminin 

spermatozoon üzerine birçok olumsuz etkisi vardır. Özellikle, sperma kalitesinin 

düĢmesi, dölleme yeteneğinin azalması ve larval sağ kalma oranında düĢme en 

önemli olumsuzluklardır. DondurulmuĢ spermada hem viabilite (canlılık) oranı 

düĢmüĢ, hem de spermatozonların fonksiyonları azalmıĢtır. Bunun nedenleri arasında 

soğuk Ģokuna uğramaları, ozmotik strese maruz kalmaları ve hücre içi kristalizasyon 

gösterilebilir (Özgöray ve Akçay, 2010). 

Sonuç olarak kryoprezervasyon sırasında meydana gelen olumsuzlukların DNA 

üzerindeki negatif etkileri araĢtırılarak bu olumsuzlukların ortadan kaldırılabilmesi 

için dondurma prosedürleri optimize edilebilir. Bu noktada Comet metodu önemli bir 

rol oynamaktadır. Bu nedenle metodun iyi anlaĢılabilmesi ve tekniğe pratik çözümler 

getirilerek, uygulanabilirliğinin arttırılması önemli bir husustur. 
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2. LĠTERATÜR ÖZETLERĠ 

DNA hasarı normal DNA metabolizması sırasında kendiliğinden veya dıĢ faktörlerin 

etkisiyle meydana gelmektedir. Normal DNA metabolizması sırasında oluĢan DNA 

hasarının en önemli nedeni bazların kimyasal yapısında kendiliğinden meydana gelen 

değiĢimlerdir. Pürin ve pirimidin bazlarının keto-enol tautomerizmi ya da 

deaminasyonu bazların eĢleĢme spesifitesini değiĢtirerek yanlıĢ eĢleĢmeye yol açar. 

Buna ek olarak bazların termal dayanıklılığına bağlı olarak hidrolitik baz kaybı 

oluĢur ve sonuçta apürinik/apirimidinik bölgeler meydana gelir. Baz kaybı hem 

replikasyonu etkiler hem de bu bölgelerde kolaylıkla zincir kırıkları oluĢur. 

Oksidatif DNA hasarı, normal metabolizma sırasında bazı tepkime basamaklarında 

oluĢan oksijen radikalleri tarafından endojen olarak oluĢturulabildiği gibi iyonize 

radyasyon ve çeĢitli kimyasallar gibi dıĢ faktörler tarafından da meydana 

getirilmektedir. YaĢam için gerekli olan oksijen organizmada hücresel bileĢenlerin 

hasarına neden olan reaktif ürünlerin oluĢmasına yol açar. Serbest Oksijen 

Radikalleri (SOR) ve nitrojen radikalleri dıĢ yörüngelerinde bulunan eĢlenmemiĢ 

elektronlar nedeniyle son derece reaktif moleküllerdir ve DNA ile kolayca 

etkileĢerek oksidatif baz modifikasyonu ve DNA zincir kırıkları oluĢturabilirler 

(YokuĢ ve Çakır, 2002). Onarımın yetersiz olduğu koĢullarda hasar kalıcı hale gelir. 

Tek ve çift sarmal DNA zincir kırıkları en reaktif SOR olan hidroksil radikalinin 

(OH) DNA ile etkileĢimi sonucu oluĢmaktadır (Cadet ve ark., 2008). 

Bazı hücrelerde meydana gelen DNA hasarları ilk kez 1978 yılında Rydberg ve 

Johanson tarafından belirlenmiĢtir (Rydberg ve Johanson, 1978).  Bu yöntemde, 

hücreler mikroskop lamı üzerinde agaroz jel içine gömülerek hafif alkali ortamda 

bekletilip, membranların parçalanması ve DNA sarmallarının kısmi açılması 

sağlanmıĢtır. Ardından nötralize edilen hücreler akridin turuncusu ile iĢaretlenerek 

DNA hasarının düzeyi yeĢil floresansın kırmızı floresansa oranının fotometrik 

ölçümü ile belirlenmiĢtir (yeĢil floresans çift sarmal DNA‘yı, kırmızı floresans ise 

tek sarmal DNA‘yı belirtmektedir). Son zamanlarda bu teknik çok sayıda kritik 
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basamak içerdiğinden tamamen terk edilmiĢtir. Daha sonraki yıllarda izole edilmiĢ 

hücrelerde DNA hasar tespitinin hassasiyetini arttırmak amacıyla Ostling ve 

Johanson mikro jel elektroforez tekniğini geliĢtirmiĢlerdir (Ostling ve Johanson, 

1984). Bu yöntemde mikroskop lamlarının üzerine agaroz jel içinde hücreler 

gömülür ardından membranların parçalanması amacıyla yoğun tuz ve deterjan içeren 

lizis çözeltisinde bekletilir. Nötr pH ortamında kısa bir süre elektroforez uygulanır. 

Yüksek oranda hasar (zincir kırığı) içeren DNA, sağlam DNA‘ya oranla daha hızlı 

bir Ģekilde anoda doğru göçer. DNA göçünün derecesi, preperatların etidyum bromür 

ile boyanması sonucunda oluĢan floresan yoğunluğunun, floresan mikroskobu ile 

ölçülmesi sonucu belirlenir. Fakat bu teknikte elektroforezin nötral koĢullarda 

uygulanması yöntemin kullanımını kısıtlamaktadır. Nötral koĢullarda çift sarmal 

kırıkları tespit edilirken tek sarmal kırıkları tespit edilemez. Tek sarmal kırıkları 

eĢleĢmemiĢ kesip çıkarma onarım bölgeleri ile apurinik ve apirimidinik bölgelerde 

olduğu gibi alkali-duyarlı bölgelerden kaynaklanmaktadır. 1988 yılında Singh ve ark. 

elektroforezi kuvvetli alkali koĢullarda (pH >13) uygulayarak bu soruna çözüm 

bulmuĢlardır (Singh vd., 1988). Günümüzde uygulanan ‗‗Comet Assay‘‘ Singh ve 

ark. tarafından geliĢtirilmiĢ olan, tek ve çift zincir kırıkların tamamının tespit 

edilmesine olanak sağlayan bir metotdur. Son yıllarda ‗‗Comet Assay‘‘ belirli DNA 

dizilerine özgü iĢaretli problar kullanılarak flüoresan in situ hibridizasyon yöntemi 

ile birleĢtirilmiĢtir. FISH (fluorescent in situ hybridization) comet olarak adlandırılan 

bu modifiye teknikle dizi veya gen spesifik hasarları belirlenebilmektedir. 

Uzun ve kısa süreli sperm muhafazası sırasında, hücre DNA‘sında birtakım hasarlar 

oluĢmaktadır. OluĢan bu hasarlar genel olarak oksidatif stres ile iliĢkilendirilmektedir 

(Watson, 2000; Aitken ve Baker, 2004). Bu durumda, sperm hücre ve mitokondri 

zarları, aksonem yapısı zarar görerek sperm hücre yapısı ve fonksiyonu olumsuz bir 

Ģekilde etkilenir (Spinaci vd., 2005). DNA moleküllerinde oluĢan oksidasyon sonucu 

açığa çıkan zarar; sarmalda kırıklar oluĢması ve azot bazlarının oksitlenmesi olarak 

iki temel yol ile meydana gelir (Box vd., 2001). Cinsiyeti değiĢtirilmiĢ diĢi bireylerin 

sperm hücrelerindeki DNA hasarlarının, kısa süreli muhafazada oksidatif stresle ilgili 

olduğunu ve bu oksidatif stresin sitozinlerden daha çok  gunaninleri etkilediği 

saptanmıĢtır (Pérez-Cerezales vd., 2009). Uzun süreli sperm muhafazasında ise 
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oksidatif stres gözlemlenmemiĢtir. Burada oluĢan DNA hasarının daha ziyade soğuk 

Ģok kaynaklı olduğu düĢünülmektedir.         

YetiĢtiricilik koĢullarında geliĢen bir balıktan alınan spermlerde, az bir oranda da 

olsa DNA hasarı saptanabilmektedir. Sperm hücrelerinde görülen DNA hasarları 

genel olarak, anormal kromatin paketlenmesi (Boissonneault, 2002; McLay ve Hugh, 

2003), ROS fazlalığı (Khosravi vd., 2014), seminal plazma antioksidanlarının 

azalması, sperm hücrelerinin apoptozu (Pérez-Cerezales vd., 2009) gibi sebeplerden 

oluĢabilmektedir. Uzun ve kısa süreli sperm muhafazası sonucunda DNA hasarlı 

sperm hücrelerinde artıĢ gözlenmektedir. (Zilli vd., 2003; Shaliutina vd., 2013). 

Sperm hücrelerinde gözlemlenen DNA hasarı ile fertilizasyon kabiliyetinin azalması 

doğrudan iliĢkilidir. Genellikle fertilizasyondan sonra yavru balıklarda bazı geliĢim 

problemlerine hatta ölümlerine neden olmaktadır (Kopeika vd, 2004; Evenson ve 

Wixon, 2006). 

Akuakültürde baĢarıyı etkileyen önemli faktörlerin baĢında üretilen sperm 

hücrelerinin hacimsel miktarı, yoğunluğu ve canlılığı gibi özellikler gelmektedir. 

Türler arasında bu özelliklerde büyük farklılıklar bulunmaktadır. Sperm hücrelerinin 

testis, testis kanalları veya sperm kanalları sisteminde bulunduğu ortam Ģartları, 

sperm hücrelerinin elde edildikten sonra muhafazası, herhangi bir sulandırıcı 

çözeltisi ile seyreltilme oranı ve dölleme özellikleri gibi konularda detaylı bilgilere 

ulaĢılması balıklarda sperm kalitesi ve fizyolojisi ile ilgili konularda fikir sahibi 

olmak için  oldukça önemlidir (Billard vd., 1995). DıĢ döllenme görülen balıklarda 

sperm hücreleri, dıĢ ortama bırakılmaları anına kadar hareketsiz (inaktif) 

bulunmaktadırlar. Üreme sistemi kanal boĢluklarında hareketsiz bir Ģekilde bulunan 

sperm hücreleri, su ile temas ettiğinde hareket yeteneği kazanmaktadırlar. Tatlı su 

balıklarının genelinde sperm hücrelerinin motiliteleri 2 dakikadan daha az sürer 

(Rurangwa vd., 2004). Doğada veya akuakültür ortamlarında, balık gametlerinin 

kalitesi birçok değiĢkene bağlıdır ve önemli sayıda dıĢ faktörlerin veya kuluçka 

yönetimi uygulamalarının etkisi altındadır. Bu nedenlere bağlı olarak gamet kalitesi 

konusu artan bir Ģekilde ilgi görmektedir. Bu konuda önemli çalıĢmalar yapılsa da, 

gamet kalite kontrolü yapılırken bazı faktörlerin daha iyi anlaĢılması gerekmektedir. 

Günümüzde gamet kalitesi konusu tam anlaĢılamamakla birlikte gamet kalite 

kontrolü yetiĢtiricilik sektöründe sorun teĢkil etmeye devam etmektedir. Bunun 
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nedeni gamet kalitesinde gözlemlenen değiĢkenliklere neden olan etkenlerin ve 

moleküler mekanizmalarının birçoğunun bilinmemesi ya da tam olarak 

anlaĢılmamasıdır. Sperm hücrelerinin organik içeriği lipit, fosfolipit, kolesterol, 

trigliserit ve protein gibi metabolitlerden oluĢmaktadır. Bunlara ek olarak; adenin 

trifosfataz, fosfataz, lipaz, esteraz, oksidazlar, birçok urikolitik enzim, malik 

dehidrogenaz, adenozin trifosfataz, laktat dehidrogenaz, piruvat dehidrogenaz, 

kreatin fosfokinaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz gibi enerji metabolizmasında 

görevli birçok enzim bulunmaktadır. Bu parametrelerin ve bunlara ek olarak; yağ 

asitleri ve amino asitler gibi metabolitlerin de motilite karakteristikleri üzerine, 

etkisinin  olabileceği düĢünülmektedir (Lahnsteiner, 2009). 

Yumurtayı baĢarılı bir Ģekilde dölleyebilmesi, bir spermin kalitesi olarak 

belirtilmektedir. Sperm kalitesini belirleyen faktörler içinde, spermin dölleme 

kapasitesi ile iliĢkili olan ve motilite yüzdesi, süresi gibi ölçülebilen özellikleri 

bulunmaktadır. Ġyi bir döllenme, kaliteli yumurta ve sperm ile gerçekleĢmektedir. 

OluĢacak embriyonun kalitesinde her iki gametin de etkisi vardır (Rideout vd., 

2003). YetiĢtiricilik koĢullarında sperm kalitesini etkileyen biyotik ve abiyotik 

faktörlerin, genetik, fizyolojik ve çevresel faktörlerin etkileĢimine bağlı olduğu 

gözlemlenmiĢtir. Sperm kalitesi; yetiĢtiricilik Ģartlarından, döllemeye kadar olan 

sürede in vivo saklama koĢullarından doğrudan etkilenebilmektedir (Rurangwa vd., 

2004). Akuakültürde, diĢi ve erkek anaçlar arasında, üreme döneminde görülen 

senkronizasyon bozukluğu nedeniyle bazen diĢilerden yumurta alındığı halde erkek 

bireylerden sperm alınamamakta veya bunun tam tersi bir durum görülmektedir. 

Bundan dolayı üretici, diĢilerden yumurta sağımı yaptığında erkek anaçlar sperm 

vermediği için sağılan yumurtaya dölleme iĢlemi uygulanamamakta ve yumurtalar 

ziyan olmaktadır. Ya da erkekler olgunlaĢtığı halde diĢilerden yumurta 

alınamadığında sperm kaybı söz konusu olmaktadır. Bu durum da üreticilerin 

ekonomik kayıplara uğramasına neden olmaktadır (Tabakoğlu, 2005). Spermin 

dölleme kapasitesiyle doğrudan iliĢkili tüm fiziksel parametreler, potansiyel olarak 

sperm kalitesini belirlemede kullanılabilmektedir. Bugüne kadar yapılan 

araĢtırmalarda spermin yoğunluğu, ATP deriĢimi, motilitesi ve morfolojik yapısı, 

seminal plazmanın ozmolarite ve pH değerleri, kimyasal yapısı, enzimatik 

aktiviteleri gibi özellikler sperm kalitesini nitelendiren önemli parametrelerdir. 
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Sperm motilite parametrelerindeki değiĢkenlik farklı erkekler arasında gözlenebildiği 

gibi aynı bireyin üreme dönemi süresince de gözlemlenebilmektedir. Motilite kalitesi 

düĢük olan sperm hücreleri, yumurta membranına penetre olamamakta ve yumurtayı 

döllemekte baĢarısız olmaktadırlar (Billard vd., 1995).  

Kontrollü balık üretimi, hayvansal protein ihtiyacının karĢılanabilmesi için 

günümüzde oldukça büyük boyutlara ulaĢmıĢtır. Balıkların genetik potansiyeli, 

türlerin ve soyların birleĢtirilmesi ve gamet manipülasyonları yoluyla ıslah 

edilebilmektedir. Bu uygulamaların bazıları gamet hücrelerinin saklanmasını 

(prezervasyon) gerektirir. Günümüzde birçok balık türü spermasının dondurulması 

(kriyoprezervasyon) yapılabilmektedir. Özellikle çipura, levrek, alabalık ve sazan 

gibi ekonomik değeri yüksek olan balıkların spermasının saklanması oldukça 

önemlidir (Akçay vd., 1995). Bu konuyla ilgili olarak yapılan çalıĢmalar Ģu 

Ģekildedir; 

Baynes ve Scott (1987) GökkuĢağı alabalığı (Onchorincus mykiss) 

spermatozoalarında dondurma iĢlemi uygulamıĢlardır. Ayrıca kryoprezervasyonun 

sperm ve yumurta kalitesi üzerine etkilerini ve extender kompozisyonunun çözülme 

sonrası fertiliteye etkilerini araĢtırmıĢlardır. Cabrita ve ark. (2005) GökkuĢağı 

alabalığı (Onchorincus mykiss)  ve çipurada (Sparus aurata) kryoprezervasyonun 

spermatozoa üzerindeki DNA hasarını incelemiĢlerdir. Irawan ve ark. (2010) 

dondurulmuĢ sazan (Cyprinus carpio) spermasında çeĢitli extender ve 

kryoprotektanlar kullanarak çözünme sonrası sperm hareketliliğini araĢtırmıĢlardır. 

Bu çalıĢmada üç tip kryoprotektan (dimethylsulfoxide; DMSO, methanol; MET 

propilen glikol; PG) ve altı farklı extender (1:1) kullanılmıĢ ve yüksek dölleme 

kapasitesi elde edilmiĢtir. Bu çalıĢma sonucunda sazan spermasının dondurulmasında 

CCSE 2 ve DMSO kombinasyonunun çok iyi sonuçlar verdiği bildirilmiĢtir. Lubzens 

ve ark. (1997) sazan spermasının dondurulması ve saklanması konusunda 

araĢtırmalarda bulunmuĢ ayrıca bu konuda uygulama stratejileri geliĢtirmiĢlerdir. Bu 

çalıĢma sonucunda iĢletmeler için sazan (Cyprinus carpio) sperm bankaları 

oluĢturulabileceği bildirilmiĢtir. Holtz (1992) GökkuĢağı alabalığında sperm 

kryoprezervasyonu ve pratik öneriler isimli çalıĢmayı yapmıĢtır. Bu çalıĢmada 

DMSO içeren sulandırıcı kullanılan dondurulmuĢ salmonid spermalarında oldukça 

yüksek döllenme oranları elde edilmiĢtir. Horvath ve ark (2007) 1.2 ve 5 ml lik 
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payetlerde dondurularak saklanmıĢ sazan spermasıyla döllenme sonucunda oluĢan 

haploid larvaları incelemiĢlerdir. Butts ve ark. (2011) atlantik morina balığında 

dondurulmuĢ sperma, semen özellikleri ve dölleme yeteneğini incelemiĢlerdir. 

ÇalıĢma sonuçlarında yetiĢtiricilik üretimi ve verimi, sperm biyolojisi ve balıklar 

kryobiyolojisini anlamada pek çok fayda sağlayacağını bildirmiĢlerdir. Lahnsteiner 

ve ark. (2000) sazan spermatozoalarında kryoprezervasyon çalıĢmaları yapmıĢlardır. 

Bu çalıĢmada canlılık kontrolü için bilgisayar destekli sperm analizi kullanılmıĢtır. 

Spermatozoa dondurulmasında kryoprotektanlar, en etkili konsantrasyonlar ve 

kombinasyonları, dondurma ve eritme koĢulları ve dengeleme etkilerinin toksik ve 

donmaya karĢı koruyucu etkilerini tanımlama konuları üzerinde durulmuĢtur. 

Li ve ark. (2010) kryoprezervasyonun sazan sperma hücreleri ve proteinleri üzerine 

etkilerini araĢtırmıĢlardır. Kryoprezervasyonun yol açmıĢ olduğu sperm protein 

profilleri arasındaki değiĢiklikler, sperm hızı, motilite oranı ve fertilizasyon 

baĢarısını incelemiĢlerdir. Rodina ve ark. (2007) dondurulmuĢ Tinca tinca 

spermasında; sperm motilitesi ve kuluçka baĢarısı konusunda çalıĢma yapmıĢlardır. 

ÇalıĢma sonucunda büyük hacimli sperm kryoprezervasyonları için en iyi prosedürü 

ortaya koymaya çalıĢılmıĢtır. Ayrıca büyük ölçekli kadife balığı sperma 

dondurulmasında ileriye yönelik pratik kullanım ve suni döllemeye iliĢkin bilgiler 

elde edilmiĢtir. 

Sperma kryoprezervasyon sırasında birtakım iĢlemlerden geçmektedir. Bu iĢlemler 

spermatozoon DNA sında bazı hasarlara yol açabilmektedir. Bu hasarlar; spermanın 

sulandırılması ve kısa süreli muhafazası esnasında reaktif oksijen moleküllerine 

maruz kalması gibi birçok farklı nedenden dolayı oluĢabilmektedir (Baynes ve Scott, 

1987). DNA‘da oluĢan bu olası hasarlar Comet assay tek hücre jel elektroforezi 

yöntemiyle belirlenebilmektedir. Bu konuda yapılmıĢ çalıĢmalar; Ahmed ve ark. 

(2011) tilapialar (Oreochmis mossambicus) üzerinde arseniğin genotoksik etkilerinin 

araĢtırılmasında comet assay ve mikronükleus testi uygulamaları yapmıĢlardır. Ali ve 

Kumar (2008) tatlı su balığı Channa punctatus kullanarak farklı dokularda 

monokrofotosun genotoksik etkilerini tek hücre jel elektroforeziyle incelemiĢlerdir. 

UlutaĢ ve ark. (2008) Mogan gölünün kirliliğinin değerlendirilmesinde comet assay 

metoduyla sazan balıklarının DNA hasarını incelemiĢlerdir. 
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Lee ve Steinert (2003) tatlı su ve deniz canlılarında DNA hasarlarının tespit edilmesi 

amacıyla tek hücre jel elektroforezi tekniğini kullanmıĢlardır. Yapılan çalıĢmaları 

incelediğimizde; sazan balığı sperma dondurulması ve kryoprezervasyonun sazan 

balığı spermasında oluĢturduğu DNA hasarının incelenmesi ve değerlendirilmesi 

üzerine geniĢ ve detaylı çalıĢmalar gözlemlenmemiĢtir. 
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3. MATERYAL VE METOD 

 3.1. ÇalıĢmada Kullanılan Kimyasallar ve Cihazlar 

3.1.1. ÇalıĢmada kullanılan kimyasal maddeler 

Triton X-100 (Merck) 

Normal erime noktalı agaroz (Sigma) 

DüĢük erime noktalı agaroz (Sigma) 

Etidyum bromür (M.Biotech) 

Trizma Base (Sigma) 

Tris HCL (Sigma) 

NaCl (Sigma) 

KCl(Sigma) 

CaCl2(Sigma) 

MgCl2(Sigma) 

NaHCO3(Sigma) 

M2SO (Sigma) 

KH2PO4 

Na2HPO4 

PVA (polivinil alkol) 

NaOH (Sigma) 

EDTA (Etilendiamintetra asetik asit) 
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3.1.2. ÇalıĢmada kullanılan cihazlar 

Derin dondurucu (-80 º C), 

Distile su cihazı (GFL), 

Sıcak su banyosu (P-Selecta, Unitronic100), 

Elektroforez güç kaynağı (Consort EV263), 

IĢık Mikroskobu (Olympus CX31), 

Floresan mikroskobu (Carl Zeiss, Axioscope A.1), 

DNA elektroforez tankı (Scie-plast), 

pH metre (Hanna), 

Vorteks (Biosan), 

Isıtıcı Tabla (Stuart), 

Manyetik karıĢtıcı, 

Hassas terazi (Sartorius), 

Sıvı azot tankı, 

Lam (Citoglas), 

Lamel (Ġso-lab). 

Ozmometre (Ganotech) 

Payetler (IMV, France) 

 3.2. Anaç Temini ve Sperm Sağımı 

Ġzmir DSĠ Ürkmez Su Ürünleri Üretim Tesisinden temin edilen ve anestezik madde 

ile bayıltılan (2-Fenoksi-etanol), 2-3 yaĢ arasındaki 10 erkek sazan (Cyprinus carpio) 

arasından sağlıklı olduğu belirlenen 3 tanesi seçilmiĢtir.  Abdominal masaj yöntemi 

ile sağım yapılarak sperm örnekleri alınmıĢtır. Sağımda kontaminasyonu önlemek 

için, idrar ya da feçesin sperme karıĢmamasına dikkat edilmiĢtir. Sperm örnekleri 
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analiz iĢlemleri ve kriyoprezervasyon iĢlemi için 2 -4 °C arasında buz kapları içinde 

cam tüplerde muhafaza edilmiĢtir. 

 

ġekil 3.1. Sperma sağımı 

3.3. H2O2 ile Negatif Kontrol Grubunun OluĢturulması 

DNA hasarının durumunu tanımlamak için bir derecelendirme belirlenmiĢtir. Bu 

amaçla lizis çözeltisi (36.75 g NaCl, 9.3 g EDTA, 0.3 g Trisma Base ve pH: 10) 

içerisine farklı deriĢimlerde H2O2 içeren çözeltilerle incelemeler yapılmıĢtır. DNA 

hasarsız hücrelerin belirlenmesi için, H2O2 içermeyen lizis çözeltisi kullanılmıĢtır. 1. 

derecede DNA hasarlı hücrelerin belirlenmesi için 12 µM, 2. derecede DNA hasarlı 

hücrelerin belirlenmesi için 25 µM ve 3. derecede DNA hasarlı hücrelerin 

belirlenmesi için 50 µM H2O2 içeren lizis çözeltileri kullanılmıĢtır. 

3.4. Sperm Kryoprezervasyonu 

Erkek bireylerden alınan örnekler dondurma iĢleminden önce bir kryomedia içerisine 

konulmuĢtur. Bu ortamın içeriği Ģu Ģekildedir; 360 mg NaCl, 1.000 mg KCl, 22 mg 

CaCl2, 8 mg MgCl2, 20 mg NaHCO3,100 ml safsu, pH 8.2, 378 mOsm,% 10 Me2SO, 

%10 yumurta sarısı (Magyary vd., 1996). Örnekler modifiye Kurokura (K) 

sulandırıcısı ile (1:9) oranında seyreltilmiĢtir. Sulandırma iĢlemi yapılırken 

sulandırıcı ile spermanın ısısının aynı olmasına dikkat edilerek (ekilibrasyon), 
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sulandırıcı spermaya kademeli olarak katılmıĢtır. Seyreltilen sperm örnekleri 0.25 ml 

payetler (IMV, France) içerisine alınıp, payetlerin ağzı PVA (polivinilalkol) ile 

kapatılmıĢtır. Uçları kapatılan payetler hemen soğuk suya (1-3 ºC) atılarak polivinil 

alkolün sertleĢmesi sağlanarak kapatma iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir, takiben 

dondurmaya geçilmiĢtir. Dondurma iĢlemi payetlerin -120 ºC‘deki sıvı azot 

buharında bekletilmesi suretiyle gerçekleĢtirilmiĢtir.  Payetler sıvı azot buharı 

seviyesinin 2,5 cm yukarısında 10 dak. bekletilip, ardından sıvı azota daldırılmıĢtır. 

Sıvı azotta 1 saat bekletilen payetler çıkarılarak 40°C de 5–6 saniye benmaride (su 

banyosu) çözülmüĢtür. 

  

ġekil 3.2. Payetlerin kademeli olarak dondurulması 

3.5. Comet Analizi 

DNA hasarının tespiti deneyleri, Muğla Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü 

Hidrobiyoloji laboratuvarında gerçekleĢtirilmiĢtir. ĠĢlemler sırasıyla, slayt hazırlama 

ve jel yerleĢtirilmesi, hücre lizisi ve DNA sarmalının çözülmesi, elektroforez, 

nötralizasyon, DNA boyama ve Comet Ģekil analizi Ģeklinde yapılmıĢtır. 
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ġekil 3.3. Comet analizinin aĢamaları (Fidan, 2008) 

Bu tez çalıĢmasında, daha önce çalıĢılmıĢ olan üç farklı comet metodu kullanılmıĢtır. 

ÇalıĢılan metodlar arasındaki teknik farklılıklar çizelge 3.2. de verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.2. Farklı metodlara göre temel SCGE metodolojisi 

Teknik 

DeğiĢkenler 

Metod 1
a       

pH: 12 

Metod 2
b   

pH:10 

Metod 3
c   

pH>13 

Agaroz 

konsantrasyonu 

ve tabaka sayısı 

% 0,5 agaroz konsantrasyonu, 

2 kat slayt tabakası 

%0,75 agaroz 

konsantrasyonu, 

3 kat slayt 

tabakası 

%1 agaroz 

konsantrasyonu, 

2 kat slayt 

tabakası 

Lizis solüsyonu 

2,5 M NaCl, 100 mM 

Na
2
EDTA, 10 mM Tris, %1 

Triton-X ve %1 sodyum 

lauroyl sarcosine, 1 saat 4
o
C 

inkübasyon. 10 mM 

dithiothreitol final 

konsantrasyonu 4
o
C‘de 30 

dakika inkübasyondan sonra 

4 mM lithium 

diiodosalicylate eklenir ve 90 

dakika oda sıcaklığında 

inkübasyon. 

2,5 M NaCl, 

100 mM 

Na2EDTA, 10 

mM Tris, %1 

sodium laurol 

sarcosine, %1 

Triton X–100, 

4
o
C 60 dakika. 

2,5 M NaCl, 

100 mM 

EDTA, 10 mM 

Trizma Base 

Lizis çalıĢma 

çözeltisi: %1 

TritonX-100, 

%10 DMSO 

4
o
C 50 dakika. 

Elektroforez 

tamponu 

0,3 M NaOH, 1 mM 

Na2EDTA, 

20 dakika 4
o
C. 

300 mM 

sodium acetate 

ve 100 mM Tris 

4
o
C 30 dakika 

 

300 mM NaOH, 

1mM EDTA 25 

dakika 4
o
C. 

Elektroforez 
25 V, 300 mA, 4

o
C, 10 

dakika. 

12 V 

(0,46V/cm) ve 

100 mA, 20 

dakika 

25 V, 300 mA, 

25 dakika 

Nötralizazyon 

0,4 M Tris pH: 7,5 

nötralizasyon solüsyonundan 

sonra saf metanolde 3 dakika. 

5 ml 0,4 M 

Tris-HCl, pH: 

7,4 

0,4 M Tris-HCl, 

10 mM Trizma 

Base, pH: 7,5 

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

3.5.1. Slaytların hazırlanması 

PBS (phosphate buffer saline)  içerisinde hazırlanan %1‘lik normal kaynama dereceli 

agaroz (NMA) jelden 80 μl alınıp, lam üzerine damlatılırak lamın üzeri lamel ile 

kapatılmıĢtır. 2-4
o
C‘de 5 dk. bekletildikten sonra lameller kaldırılarak birinci agaroz 

tabakası hazırlanmıĢtır. Hazırlanan lamlar buzdolabında nemli kutularda 2. agaroz 



  20 
 

katı dökülene kadar saklanabilir (Ostling ve Johanson, 1984; Singh vd., 1988; Horoz 

vd., 2006). 

PBS ile mm
3
te 10

9
 hücre olacak Ģekilde süspanse edilmiĢ hücrelerden 10 μl alınarak 

80 μl % 0,5‘lik düĢük kaynama dereceli agaroz (LMP) agaroz ile (37
o
C benmaride) 

karıĢtırılarak birinci agaroz kat üzerine tabakalandırılmıĢtır ve tekrar lamel ile 

kapatılarak buzdolabında donması için bekletilmiĢtir. 20 dakika buzdolabında 

bekletilen slaytların üzerinden lameller yayma preparat (froti) yöntemiyle çekilmiĢtir. 

Bu Ģekilde slaytların hazırlanması tamamlanmıĢtır. 

NMA (normal melting agarose) ve LMA (low melting agarose)‘ nın hazırlanması 

için önce 250 ml stok PBS (phosphate buffer saline) hazırlanmıĢtır. Fosfat tamponu 

tuzlu (PBS) çözeltisinin içeriği; 20 g NaCl, 0.5 g KCl, 0.5 g KH2PO4, 2.9 g Na2HPO4 

ve 8 g Tris HCl‘ dir. PBS çalıĢmadan önce 10 kat sulandırılarak kullanılmıĢtır. 

%1‘lik 100 ml NMA ve %0.5‘lik LMA stok PBS çözeltisi ile hazırlanmıĢtır. 

 

ġekil 3.4. Slaytların yayma preparat yöntemiyle hazırlanması  

 

3.5.2. Lizis aĢaması 

Lizis solüsyonu hücre ve çekirdek zarını eriterek DNA sarmallarının agaroz içinde 

serbest kalmasını sağlamak amacıyla kullanılır. Bu amaçla, hücreler lam üzerinde 

agaroz jele gömüldükten sonra, slaytlar yaklaĢık 1 saat süre ile yüksek 

konsantrasyonda tuz ve deterjan içeren soğuk lizis solüsyonunda bekletilmiĢtir. 



  21 
 

250 ml stok lizis çözeltisi (36.75 g NaCl, 9.3 g EDTA, 0.3 g Trisma Base ve pH: 10) 

hazırlanmıĢtır (Singh ve ark. 1988). Ardından 1 ml Triton X-100, stok lizis 

çözeltisiyle 100 ml‘ye tamamlanarak lizis çalıĢma çözeltisi hazırlanmıĢtır. 

Hazırlanan lamlar bir kutu (Ģale) içine alınarak üzerine lizis çözeltisi dökülerek 

+4
o
C‘de 50 dakika boyunca lizis için bekletilmiĢtir. 

3.5.3. DNA sarmalının çözülmesi ve elektroforez 

Lizis aĢamasından 50 dakika sonra lamlar lizis çözeltisinden çıkartılıp soğuk distile 

su ile yavaĢça yıkanmıĢtır. Elektroforezde yürütmeden önce DNA zincirlerinin 

ayrılması için slaytlar alkali elektroforez tamponunda (500 ml için; 6 g NaOH, 0.18 g 

EDTA ve pH>13)  20-30 dakika arasında inkübasyona bırakılmıĢtır. Tampon 

hazırlandıktan sonra buzdolabında soğutularak kullanılmıĢtır (Ostling ve Johanson, 

1984; Singh vd., 1988; Horoz vd., 2006). 

 

  

ġekil 3.5. Lamların adaptasyon için elektroforez tankında bekletilmesi 

Alkali elektroforez tamponunda inkübasyon tamamlandıktan sonra DNA‘lar bu 

tampon çözelti içerisinde 300 mA 40 V‘luk elektriksel alanda 5-25
o
C‘de 20 dakika 

yürütülmüĢtür. 
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ġekil 3.6. Slaytların elektroforez tankına yerleĢtirilmesi ve elektroforez 

3.5.4. Nötralizasyon 

Elektroforez iĢleminden sonra lamlar çıkarılıp kağıt havlu üzerinde alınmıĢtır. Daha 

sonra alkali tampon çözeltisini slaytlardan uzaklaĢtırmak için; bir kutu üzerine alınan 

lamların üstüne nötralizasyon tamponu (250 ml için; 1.82 g Tris-HCl, 0.125 g Trisma 

Base ve pH: 7.5) dökülüp, 20 dakika nötralizasyon için bekletilmiĢtir (Singh vd., 

1988). 

3.5.5. DNA boyama 

Nötralizasyon tamamlandıktan sonra, slaytlar floresan boya olan Etidyum bromür (5-

10μg/ml) kullanılarak DNA boyanmıĢtır. Dört saat içinde floresan mikroskopta (Carl 

Zeiss ) değerlendirilmiĢtir (Kocyigit vd., 2005). 

3.5.6. Comet Ģekil analizi 

Comet tekniğinde sonuçların değerlendirilmesi için farklı yöntemler 

kullanılmaktadır. GeliĢmiĢ teknolojik imkânlara sahip olmayan laboratuvarlarda 

hasarlı hücreler görsel skorlama adı verilen teknik kullanılarak ölçülmektedir. 

Teknikte hasarsız hücrelerin incelenmesinde yuvarlak, kenarları daha az yoğun 

olmak üzere ortası parlak bir ıĢık görünümü vardır. Hücrelerin bu görünümü göç 

etmemiĢ yada ―nonmigrasyon‖ (NM) olarak değerlendirilir. Eğer DNA hasarı 

oluĢmaya baĢlamıĢ ise normalde düzgün kenarlı olan görüntü DNA kırıklarının 

çekirdek dıĢına göçünün nedeniyle düzensiz kenarlı bir görünüm alır. Bu görünüme 
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―düĢük seviyede migrasyon‖ denir. Hasar arttıkça hücreler kuyruklu yıldız ―yüksek 

seviyede migrasyon‖ Ģeklini alır. Son aĢama ise ―apoptosis‖dir. Hasarın Ģiddetine 

göre merkezden kenara doğru uzama olur. Bu uzama hasar ile doğru orantılıdır. 

Ayrıca kuyruktaki floresan yoğunluğu da hasarın derecesine paraleldir (Ertürk, 2001) 

(Ģekil 3.9). 

         

ġekil 3.7. Flouresan mikroskopta örneklerin incelenmesi 

GeliĢmiĢ laboratuvarlarda sonuçların değerlendirilmesinde bu konuda yapılmıĢ 

yazılımlar‘dan yararlanılmaktadır. Fakat farklı değerlendirme teknikleri de dikkat 

çekmektedir. Görüntü analizinde göç etmiĢ hücreler, kuyruk uzunluklarına göre 

sınıflandırılarak ayırt edilmektedir. 

 

ġekil 3.8. Comet değerlendirilmesinin yapıldığı flouresan mikroskoptan genel görüntüler 

 



  24 
 

 

ġekil 3.9. Comet görüntülerinin bilgisayar yardımıyla görüntülenmesi (Fidan, 2008) 

Kamera ataçmanlı, bilgisayar sistemine sahip görüntü analiz sistemiyle hasarlı 

hücrelerin baĢ ve kuyruktaki DNA yüzdesi gibi çeĢitli comet parametreleri 

ölçülmüĢtür.  

Hasarın ölçülmesinde kullanılan baĢka bir ölçüm tekniği ise ―tail moment=kuyruk 

momenti‖dir. Kuyruk momenti, kuyruk uzunluğu ve kuyruk içindeki toplam DNA 

oranını tanımlamaktadır (Shen ve Ong, 2000). 

 

ġekil 3.10.  DNA hasarı seviyesinin belirlenmesi (BaĢaran, 2002) 
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Hücrelerde meydana gelen DNA hasarları derecelerine göre Ģekil 3.11 de verilmiĢtir. 

OluĢan DNA hasarı, derecesine göre beĢ kategoride değerlendirilmiĢtir. 

- Dairesel Ģeklide hiç kuyruk oluĢturmamıĢ DNA görüntülerinden hiç 

hasarlanmamıĢ DNA lar ―0‖, 

- çok az hasarlanmıĢ DNA lar ―I‖,0 

- az hasarlı DNA lar ―II‖, 

- hasarlanmıĢ DNA lar ―III‖ ve 

- çok hasarlı DNA lar ―IV.‖ derece hasar olarak değerlendirilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.11. Tek hücre jel elektroforez yöntemi ile agaroz jel üzerinde elektroforetik ortamda 

negatif kutuptan pozitif kutuba (soldan sağa) doğru göç eden farklı seviyelerde hasara uğramıĢ 

DNA’ların görüntüleri. O- Hasarsız DNA; 1-Çok az hasarlanmıĢ DNA; 2-Az hasarlanmıĢ DNA; 

3-hasarlanmıĢ DNA; 4- tümüyle hasarlanmıĢ DNA (Büyütme 40x) 
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4. BULGULAR  

4.1. DNA Hasarsız ve Farklı Derecedeki Hasarlı Örneklerde 3 Farklı Metodun 

Değerlendirilmesi 

Uygun koĢullarda motilite değerleri ölçülen ve hasarlı olmadığı belirlenen örnekler 

ile lizis aĢamasında farklı yoğunluklarda H2O2 uygulanan örnekler farklı metodlara 

göre gruplara ayrılarak, DNA hasarsız ve hasarlı hücrelerin oranları belirlenmiĢtir. 

Uygulama sonrası DNA hasarsız ve hasarlı hücre oranları Tablo 3.1.‘de verilmiĢtir. 

Tablo 3.1.‘de görüldüğü üzere, H2O2 uygulanan örnek hücrelerinin hepsi hasar 

görmüĢtür. Lizis çözeltisine eklenen H2O2 yoğunluğu arttıkça, hasar derecesinde bir 

artıĢ gözlenmektedir. Yapılan ölçümler sonucunda, DNA hasarsız hücrelerin 24-30 

µm çapında halkalar Ģeklinde olduğu belirlenmiĢtir. DNA hasarının derecesine bağlı 

olarak artıĢ gösteren Comet görünümün uzunluğu 1. derecede DNA hasarlı hücreler 

için 30-40 µm, 2. derecede DNA hasarlı hücreler için 40-50 µm ve 3. derecede DNA 

hasarlı hücreler için >50 µm olarak ölçeklendirilmiĢtir.    
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Çizelge 4.1. Lizis solüsyonuna eklenmiĢ farklı seviyelerdeki H2O2 ile (kryoprezervasyon 

uygulanmamıĢ hücrelerde) elde edilen DNA hasarı oranları (%) [Singh ve ark., 1988, Cabrita ve 

ark., 2005, Shen ve Ong, 2000] 

  Hasarsız 1.derece 2.derece 3.derece 

H2O2 

içermeyen 

çalıĢma grubu 

Singh 98,8±0,8
a
 1,2±0,8

b
 0,0 0,0 

Cabrita 98,8±0,6
a
 1,2±0,6

b
 0,0 0,0 

Shen 98,8±0,8
a
 1,2±0,8

b
 0,0 0,0 

12 µMol H2O2 

içeren çalıĢma 

grubu 

Singh 0,0 78,7±0,8
a
 21,3±0,8

b
 0,0 

Cabrita 0,0 78,7±1,8
a
 21,3±1,8

b
 0,0 

Shen 0,0 78,8±1,8
a
 21,2±1,8

b
 0,0 

25 µMol H2O2 

içeren çalıĢma 

grubu 

Singh 0,0 7,3±1,8
a
 83,8±1,5

b
 8,8±1,3

c
 

Cabrita 0,0 7,3±2,0
a
 85,3±3,3

b
 7,3±1,3

c
 

Shen 0,0 7,3±1,3
a
 85,0±2,3

b
 7,7±1,6

c
 

50 µMol H2O2 

içeren çalıĢma 

grubu 

Singh 0,0 0,0 8,0±1,3
a
 92,0±1,3

b
 

Cabrita 0,0 0,0 6,5±1,3
a
 93,5±1,3

b
 

Shen 0,0 0,0 7,2±1,0
a
 92,8±1,0

b
 

 

Sonuçlar incelendiğinde H2O2 içermeyen örnek grubunda 2. ve 3. derece DNA 

hasarlı hücre, 12 µMol H2O2 içeren çalıĢma gruplarında 1. ve 2. derece DNA hasarlı 

hücre, 50 µMol H2O2 içeren çalıĢma gruplarında ise 2. ve 3. derece DNA hasarlı 

hücre gözlemlenmiĢtir. Ancak 25 µMol H2O2 içeren çalıĢma gruplarında her 

dereceden DNA hasarlı hücre gözlemlenmiĢtir. Metodlar arasındaki H2O2 

yoğunluğuna bağlı DNA hasarı yüzdeleri incelenerek varyans analizi (ANOVA) 

yapılmıĢtır. Ġstatiksel olarak aralarında farklılık gözlemlenmemiĢtir (P<0,05). 
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4.2. Kryoprezervasyon Sonrası Hasarlı ve Hasarsız Örneklerde Metodların 

KarĢılaĢtırılması 

Kriyoprezervasyon çalıĢmaları sonrasında Comet uygulanan örneklerin  DNA hasarlı 

ve hasarsız hücre oranları (%) Çizelge 4.2.‘de verilmiĢtir. DNA hasarlı hücreler, 

hasar derecelerine göre ayrı ayrı gruplandırılarak belirtilmiĢtir. 

Çizelge 4.2. Kryoprezervasyon uygulanmıĢ hücrelerin farklı comet metodlarına göre DNA 

hasarı oranları (%) 

 

Hasarsız 

DNA 

Total 

Hasarlı 

DNA 

(1.+2.+3.) 1.derece 2.derece 3.derece 

Singh 67,67±2,0
a
 32,3±2,0

a
 15,0±2,0

a
 13,0±1,8

a
 4,3±2,5

a
 

Cabrita 69,33±1,8
a
 30,7±1,8

a
 7,8±1,8

b
 11,8±2,4

a
 11,0±1,0

b
 

Shen 68,17±2,8
a
 31,8±2,8

a
 4,3±1,3

b
 12,2±1,3

a
 15,3±0,3

c
 

 

ÇalıĢılan 3 ayrı metod arasındaki farklar istatiksel olarak incelenerek, varyans analizi 

(ANOVA) yapılmıĢtır. Metodlara göre DNA hasarsız ve hasarlı hücre dağılımları 

ġekil 4.1. de belirtilmiĢtir. ġekilde kullanılan harfler (a,b) gruplar arasında istatiksel 

olarak farklılık olmadığını göstermektedir (P <0,05). 

 

ġekil 4.1. Kryoprezervasyon uygulanmıĢ örneklerin farklı comet metodlarına göre DNA 

hasarsız ve hasarlı hücre dağılımları 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Yapılan çalıĢmada; dondurulmuĢ sazan spermasında, farklı comet yöntemlerine göre 

DNA hasarı incelenmesine bakılmıĢtır. Comet analizi yapılan numuneler flouresan 

mikoskop yardımıyla incelenip, bilgisayar yazılımı yardımıyla (Carl Zeiss Zen 

Vision) fotoğrafları çekilerek değerlendirilmiĢtir. Slayt üzerindeki numuneler DNA 

hasar derecesine göre beĢ gruba ayrılıp ve 0‘dan 4‘e kadar numaralandırılmıĢtır. 

Ġn vitro antigenotoksisite çalıĢmalarında; DNA hasarı yaratmak için, metil 

metansülfonat (MMS), H2O2, ferroz sülfat, tersiyer bütil hidroperoksit (t-BHP), 

formaldehit, 1,2-dimetilhidrazin, doksorubisin gibi kimyasal maddeler 

kullanılmaktadır (Gao vd., 2006, Munari vd., 2009, Lima vd., 2005, Chen vd., 2003, 

Tavares vd., 2006, Lee vd., 2008). 

Yapılan çalıĢmada taze sperm hücrelerinin DNA‘larında oksidatif stres oluĢturmak 

için bu kimyasallar arasından H2O2 seçilmiĢtir. H2O2, hücre membranını kolayca 

geçebilen ve sitoplazmada Fe
+2

 ve Cu
+2

 gibi metal iyonlarının varlığında enzimatik 

olmayan, Haber-Weiss ya da Fenton reaksiyonlarıyla oldukça radikal özellik 

gösteren hidroksil radikaline dönüĢebilen bir moleküldür. OluĢan hidroksil radikali 

tek ve çift zincir kırıklarının, alkali labil bölgelerin ve çeĢitli tipte okside pürin ve 

pirimidin bazlarının oluĢumunu indükleyebilir (Joenge, 1989). 

Oksidatif strese karĢı hücre direnci; hücre tipleri arasında farklılık gösterebileceği 

gibi aynı tipteki hücrelerde bile farklı direnç tablolarıyla karĢılaĢılmaktadır. Bu 

nedenle deneysel olarak aynı derecede hasar yaratılan hücrelerde dahi, tamamen aynı 

cevabın alınması beklenmemelidir. Hücrelerin aĢırı H2O2‘ ye maruz bırakılması 

DNA‘ yı parçalara ayıracak ve oluĢan parçalar comet yöntemiyle görülemeyeceği 

için hücreleri parçalamadan, maksimum hasar verebilecek doz seçilmelidir 

(Panayiotidis vd., 1999). Yapılan çalıĢmalarda, DNA hasarı yaratmak için kullanılan 

H2O2 konsantrasyonunun, kullanılan hücre tipine göre oldukça farklılık gösterdiği 

belirlenmiĢtir. Yapılan çalıĢmada kullanılan sperm hücre serileri için belirlediğimiz 

12. 25 ve 50 μM hasarlayıcı konsantrasyonları literatürle uyumlu olarak 

değerlerdirilmiĢtir. 
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Genotoksisite testleri 1970‘ lerden beri kullanılmaktadır ve günümüze kadar birçok 

in vivo ve in vitro genotoksisite testi geliĢtirilmiĢtir. In vitro bakteriyel reverse-

mutasyon testi (Ames Testi), kromozomal hasar için in vitro timidin kinaz testi, in 

vivo mikronukleus testi, kromozom aberasyon testi, floresans in situ hibridizasyon 

(FISH) ve comet analizi bu yöntemler arasında sayılabilir. Bu yöntemlerden comet 

analizi özellikle kimyasal bileĢiklerin genotoksisite üzerine etkisinin belirlenmesinde 

oldukça yaygın kullanılan bir yöntemdir (Bilgici, 2005, Riberio vd., 2009). Bu 

çalıĢmada hem çalıĢma prensibine uygun olması, hem de kolay, hassas, hızlı, 

ekonomik, güvenilir olması (Collins vd., 1997, Hatmann vd., 2003) gibi diğer 

yöntemlere olan üstünlüklerinden dolayı comet analizi kullanılmıĢtır. 

ÇalıĢmada üç farklı comet tekniği uygulanmıĢtır. Bu tekniklerden pratik olarak en 

uygun olanı optimize edilmiĢtir. Böylece çalıĢma prensibi açısından kolay bir yöntem 

geliĢtirilmiĢ olmakla birlikte zamandan ve kullanılan kimyasallardan da tasarruf 

edilmiĢtir. 

ÇalıĢılan tekniklerden birincisi olan Metod 1
a 

(Cabrita vd., 2005) da; lizis çözeltisi 

sodyum laurol sarcosine, lityum diiodosalisilat ve dithiyothreitol içermektedir. 

Ayrıca bu teknikte nötralizasyon safhasında hücreler saf metanolde 3 dakika 

bekletilir.  

Ġkinci teknik olan Metod 2
b 

(Shen ve Ong, 2000) de ise diğer metodlardan farklı 

olarak agaroz tabakası 3 kattır. Lizis solüsyonundaki farklılık ise sodyum laurol 

sarcosine ve sodyum asetat kimyasallarının kullanılmasıdır. 

ÇalıĢılan ve optimize edilen son teknik Metod 3
c 

(Singh vd., 1998) diğer tekniklere 

göre uygulaması daha kolay ve ucuz bir tekniktir. Ayrıca içeriğinde lauryl sarcosine, 

lityum diiodosalisilat, dithiothreitol gibi pahalı ve nörotoksik olduğu kanıtlanan 

kimyasallar bulunmamaktadır. Bu açıdan yaklaĢıldığında tek hücre jel elektroforezi 

(SSGE) uygulamasında bu kimyasallar kullanılmadan, %1‘lik agaroz konsantrasyonu 

ile iki kat yayma preparat (froti) hazırlanarak, comet tekniği sağlıklı ve uygun bir 

Ģekilde gerçekleĢtirilebilmektedir. 
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Metod 1
a 

ve Metod 2
b
 kullanılan ve Metod 3

c
 de bulunmayan kimyasalların 

maliyetleri Ģu Ģekildedir; 

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 değerler göz önünde bulundurulduğunda, diğer iki metodda kullanılan bu 

kimyasallar çalıĢmadan çıkarıldığında, çalıĢılan metodun maliyet açısından da 

optimize edildiği ve daha uygun olduğu gözlemlenmiĢtir 

Sonuç olarak; tez çalıĢmasında kullanılan ve optimize edilen bu metodun 

uygulanması, hem zaman tasarrufu hem de çalıĢmanın maliyetini düĢürmek 

açısından yararlı olduğu gözlemlenmiĢtir. Optimize edilen bu metodun sazan balığı 

sperm hücrelerinin DNA hasar analizlerinde kullanılabilir olduğu belirlenmiĢtir. Bu 

çalıĢmanın farklı hücrelerde kullanılabilirliğini belirlemek için yeni çalıĢmalara 

ihtiyaç vardır. 
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