
Probl Cryobiol Cryomed 2022; 32(3):171–182
https://doi.org/10.15407/cryo32.03.171
оглядова стаття                                                                                                      review article

УДК 57.086.13:591.463.11.085

Т.О. Юрчук*, О.В. Павлович, М.П. Петрушко
Кріопошкодження цілісності ДНК сперматозоїдів свійських тварин: 
методи визначення і шляхи підвищення цілісності ДНК

UDC 57.086.13:591.463.11.085

T.O. Yurchuk*, O.V. Pavlovych, M.P. Petrushko
Sperm DNA Cryodamage in Domestic and Farm Animals: Detection 

Methods and Ways of DNA Integrity Improvement  
 

Реферат: У огляді представлено дані щодо впливу кріоконсервування на стан ДНК сперматозоїдів свійських тварин, 
описано основні причини фрагментації ДНК, методи визначення та способи збереження її цілісності. Показано, що наявні 
методи визначення фрагментації ДНК є досить ефективними, але вибір оптимального методу обумовлений видовою прина-
лежністю тварини. Основним чинником кріопошкоджень ДНК визнано оксидативний стрес, спричинений підвищеним вмістом 
активних форм кисню. Для запобігання даного ефекту розроблено багато захисних середовищ та реабілітаційних розчинів 
з додаванням антиоксидантів (неферментні, ферментні сполуки та наночастинки). Таким чином, визначення рівня фрагмента-
ції ДНК сперматозоїдів та збереження її цілісності є необхідною складовою для підвищення ефективності кріоконсервування 
гамет свійських тварин, що є складовою репродуктивних технологій.
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Abstract: Here, we have presented the data describing the cryopreservation impact on DNA status of domestic and farm 
animal sperm, and described the main causes of DNA fragmentation and methods of its detection and DNA integrity preservation. 
The current methods to identify the DNA fragmentation rate have been shown to be quite effi  cient, but the choice for the optimal 
way is stipulated by animal species. The oxidative stress caused by an increased content of reactive oxygen species was recognized 
as the main mechanism in DNA cryodamage. To prevent this negative eff ect on germ genetic material, many protective media 
and rehabilitation solutions supplemented with antioxidants (non-enzymatic, enzymatic compounds and nanoparticles) have 
been developed. Thus, determining the sperm DNA fragmentation rate and maintaining its integrity are the necessary steps to improve 
the effi  ciency of domestic animal gamete cryopreservation as a part of reproductive technologies.

Key words: sperm cryopreservation, DNA fragmentation, sperm of domestic animals, oxidative stress, antioxidants.
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Кріоконсервування сперматозоїдів є широ-
ковживаним та ефективним методом зберігання 
гермплазми тварин для подальшого відтворен-
ня поголів’я та виведення нових порід. Кріо-
консервування сперматозоїдів (КС) пов’язане з 
різними методами допоміжних репродуктивних 
технологій, що застосовуються для розведення 
тварин цінних сільськогосподарських порід та тих, 
які знаходяться на межі зникнення [27]. Пер-
ший звіт про спроби кріоконсервування сперми 
належить італійському священику та фізіологу 
L. Spallanzani, який намагався заморозити сперму 
за допомогою снігу (1776 р.) і вперше здійснив 
успішне штучне осіменіння собаки в 1785 р. [9]. 
З того часу було розроблено методи кріоконсерву-
вання сперматозоїдів багатьох інших видів тва-
рин: вівці, барана, крупної рогатої худоби, кро-
ля тощо. Використання яєчного жовтка з метою 
уникнення або зниження ефекту холодового шоку 
стало важливим кроком для широкого застосу-

Sperm cryopreservation (SC) is the widely 
used and effi  cient tool for animal germplasm 
storage, future livestock reproduction and deve-
lopment of new breeds. SC is associated with various 
techniques of assisted reproductive technologies 
used to develop the valuable and endangered 
breeds in animal agriculture [27]. The fi rst report 
on the attempts to cryopreserve sperm belongs to 
the Italian priest and physiologist L. Spallanzani, 
who tried to freeze sperm by means of snow 
(1776) and fi rst performed the successful artifi cial 
insemination in a dog in 1785 [9]. Since then, 
there have been developed the cryopreservation 
techniques for semen of many other animal species 
such as: sheep, ram, cattle, rabbit, etc. The use 
of egg yolk either to avoid or reduce the cold 
shock eff ect became an important step for a wide-
spread use of cooled semen [52]. A. Bernstein 
et al. [7] were the fi rst to show the possibility 
of using glycerol solution for SC in mammals 
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вання охолодженої сперми [52]. А. Бернштейн та 
співавт. [1] першими показали можливість вико-
ристання розчину гліцерину для КС ссавців (бик, 
кабан, морська свинка, кролик, баран, жеребець) 
та птиці (качка) [44, 45]. Основними критеріями 
результативності штучного осіменіння при вико-
ристанні кріоконсервованої сперми тварин є жит-
тєздатність і рухливість гамет [43]. Однак саме 
цілісність молекули ДНК має визначальну роль 
для проведення таких репродуктивних технологій, 
як штучне осіменіння, запліднення in vitro (IVF) 
та інтрацитоплазматичне введення сперматозоїда 
в ооцит (ICSI), оскільки доказано взаємозв’язок 
між рівнем фрагментації ДНК сперматозоїдів та 
розвитком ембріонів in vitro [63]. У зв’язку з цим 
оцінка якості кріоконсервованих сперматозоїдів 
повинна ґрунтуватися на визначенні рівня фраг-
ментації ДНК. 

Мета роботи — систематизація результатів до-
сліджень впливу кріоконсервування на стан ДНК 
сперматозоїдів свійських тварин і визначення ос-
новних чинників, які впливають на фрагментацію 
ДНК та її цілісність.

Методи дослідження фрагментації ДНК спер-
матозоїдів. Серед найбільш поширених методів 
оцінки рівня фрагментації ДНК, зазвичай, виділя-
ють наступні: прямі — аналіз структури хромати-
ну сперматозоїдів (SCSA), аналіз за допомогою 
маркування кінцевою дезоксинуклеотид-транс-
феразою dUTP (TUNEL), опосередковані — од-
ноклітинний гель-електрофорез (Comet), а також 
SCD-тест на дисперсію хроматину спермато-
зоїдів. Прямі методи дослідження передбачають 
зв’язування флуоресцентного зонда безпосеред-
ньо з сайтом розриву дволанцюгової ДНК, тоді 
як опосередковані методи основані на визначенні 
здатності хроматину до дисперсії після деструкції 
протамінів. Нижче наведено короткий опис пе-
релічених методів.

Метод SCSA засновано на різній чутливості 
інтактної та фрагментованої ДНК до кислотної 
денатурації. Після забарвлення метахроматич-
ним флуорохромом акридиновим помаранчевим 
реєструється флуоресценція у зеленій частині 
спектра у випадку інтактної дволанцюгової ДНК, 
або у червоній — у випадку пошкодження одного 
з ланцюгів ДНК. Метод TUNEL кількісно виз-
начає включення термінальної флуоресцент-
ної дезоксинуклеотидилтрансферазної dUTP-міт-
ки (TUNEL) до одно- та дволанцюгових розривів 
ДНК шляхом мічення 3’-ОН-кінця TdT.

Методом TdT опосередкованої мітки dUTP- 
кінця розриву ланцюга ДНК вимірюється ступінь 
ушкодження ДНК шляхом вбудовування ДНК- 

(bull, boar, guinea pig, rabbit, ram, stallion) and 
poultry (duck) [44, 45]. The gamete viability and 
motility are the main criteria in successful artifi cial 
insemination when using the cryopreserved sperm 
of animals [43]. However, it is the DNA molecule 
integrity that plays a decisive role in realizing 
such reproductive technologies as artifi cial inse-
mination, in vitro fertilization (IVF) and intra-
cytoplasmic sperm injection into the oocyte 
(ICSI), since the relationship between the sperm 
DNA fragmentation rate and embryo development 
in vitro has been proven [63]. In this regard, the 
quality of cryopreserved sperm should be asses-
sed basing on the DNA fragmentation rate detec-
tion.

We here aimed to systematize the fi ndings of 
cryopreservation impact on sperm DNA state in 
domestic animals and to detect the main factors 
aff ecting the DNA fragmentation and its integrity.

Research methods of sperm DNA fragmentation. 
Among the most common ways to test DNA 
fragmentation rate, the commonly distinguished ones 
are as follows: direct – sperm chromatin structure 
assay (SCSA), terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase dUTP nick end labelling (TUNEL) assay; 
indirect – single-cell gel electrophoresis (COMET 
assay), as well as sperm chromatin dispersion test 
(SCD). Direct research methods involve the binding 
of a fl uorescent probe right to the double-stranded 
DNA break site, while the indirect ones are based 
on detecting the chromatin ability to disperse after 
protamine destruction. The listed methods are briefl y 
described below.

The SCSA method is based on a diff erent 
sensitivity of intact and fragmented DNA to acid 
denaturation. After staining with metachromatic 
fl uorochrome acridine orange, a fl uorescence in 
green region of spectrum is recorded in case 
of the intact double-stranded DNA, or in the red 
one when one of the DNA chains is damaged. The 
TUNEL method quantifi es the incorporation of the 
terminal fl uorescent deoxynucleotidyl transferase 
dUTP label (TUNEL) into the single- and double-
stranded DNA breaks by labelling the 3’-OH termi-
nus with TdT.

The TdT-mediated dUTP nick end labelling 
assay of DNA strand break measures the degree of 
DNA damage by embedding a DNA probe (modi-
fi ed nucleotide) at the DNA damage site.

The SCD test is based on chromatin ability 
to disperse around the nucleus, allowing to detect the 
spermatozoa with diff erent DNA fragmentation rate.

The Comet assay is based on gel electrophoresis 
of individual cells and registration of their motility 
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зонда (модифікованого нуклеотида) у місце пош-
кодження ДНК.

Метод SCD ґрунтується на здатності хрома-
тину до дисперсії навколо ядра, за рахунок чого 
можна розрізнити сперматозоїди з різним рівнем 
фрагментації ДНК.

Метод Comet базується на гель-електрофорезі 
окремих клітин і реєстрації їхньої рухливості у 
постійному електричному полі пошкодженої ДНК 
та/або фрагментів ДНК індивідуальних лізованих 
клітин, занурених у тонкий агарозний гель на 
стандартному предметному склі. При цьому ДНК 
клітини мігрує, формуючи електрофоретичний 
слід, що нагадує «хвіст комети», довжина яко-
го залежить від схильності ДНК до денатурації. 
Рівень фрагментації ДНК в окремому спермато-
зоїді оцінюють за часткою ДНК у «хвості коме-
ти», а саме: за довжиною «хвоста» та інтенсивні-
стю його забарвлення.

Ефективність описаних методів доведена ба-
гатьма дослідженнями. Так, результати SCSA 
показали кореляційний зв’язок між рівнем фраг-
ментації ДНК, рухливістю та морфологічними ха-
рактеристиками сперматозоїдів бика [55]. За допо-
могою даного методу було встановлено порогові 
значення рівня фрагментації ДНК сперматозоїдів 
сільськогосподарських тварин, за яких виявлено 
згубний вплив на фертильність: свиней — 6%; 
биків — 10–20%; коней — ~28% [13]. Цілісність 
ДНК заморожено-відігрітих котячих спермато-
зоїдів, виділених із різних відділів епідидимісу, 
оцінювали методами SCSA та SCD. Лише SCD-
тест виявив значуще вищий рівень фрагментації 
ДНК сперматозоїдів, отриманих із тіла придатка 
яєчка тварин, порівняно з клітинами, вилученими 
з хвостової частини органа (p < 0,05). Відмінності 
даного показника в різних відділах придатків 
яєчка можуть вказувати на те, що сперматозої-
ди знаходяться на різних стадіях дозрівання та 
відрізняються ступенем конденсації хроматину, 
що впливає на результативність дисперсії хро-
матину після застосування SCD-тесту [30]. 

Застосування SCSA та SCD для визначен-
ня пошкодження цілісності ДНК сперматозоїдів 
собак також виявилося ефективним, при цьо-
му зазначалося, що дані методи оцінюють різні 
пошкодження ДНК [42].

Метод TUNEL є більш чутливим для оцін-
ки рівня фрагментації ДНК сперматозоїдів бика, 
оскільки допомагає встановити більше пошкод-
жень, ніж SCSA за забарвленням акридин пома-
ранчевим [36], однак для SCD характерна менша 
відтворюваність результатів порівняно з SCSA 
[37]. Для визначення кількості клітин із цілісною 
ДНК сперматозоїдів жеребців успішно застосо-

in a constant electric fi eld of damaged DNA 
and/or DNA fragments of individual lysed cells 
immersed in a thin agarose gel on a standard glass 
slide. Herewith, the cell DNA migrates, by forming 
an electrophoretic trace that visually resembles 
a ‘comet’s tail’, the length of which depends on 
the DNA’s tendency to denaturation. The DNA 
fragmentation rate in an individual spermatozoon 
is assessed by DNA proportion in the ‘comet tail’, 
i. e. by the ‘tail’ length and its colour intensity.

The effi  ciency of the described techniques was 
confi rmed by numerous studies. For example, the 
SCSA results showed a correlation between the 
DNA fragmentation rate, motility and morphology 
in bovine sperm [55]. Using this method, there 
were established the threshold values of sperm 
DNA fragmentation rate in farm animals, at which 
a detrimental eff ect on fertility was revealed, 
namely 6% for pigs; 10–20% for bulls and 28% 
for horses [13]. DNA integrity of frozen-thawed 
cat spermatozoa, isolated from diff erent parts of 
the epididymis was evaluated using SCSA and 
SCD tests. Only the SCD test revealed a signifi -
cantly higher DNA fragmentation rate in epidi-
dymal sperm from corpus region as compared with 
cauda spermatozoa (p < 0.05). The discrepancy of 
this index between epididymal regions may indicate 
diff erent maturation stages of spermatozoa and 
distinct level of chromatin condensation, which 
aff ects the effi  ciency of chromatin dispersion after 
SCD test application [30].

The SCSA and SCD tests were found to be 
effi  cient methods in detecting a damaged DNA 
integrity in canine sperm, and they were reported 
to assess diff erent damages to DNA[42].

The TUNEL assay is more sensitive to evaluate 
the DNA fragmentation rate in bovine spermato-
zoa, because it helps to detect more damages than 
SCSA test by acridine orange staining [36], ho-
wever, SCD test exhibits lower reproducibility than 
SCSA [37]. To determine the cell number with 
integral DNA in stallion sperm, the neutral Comet 
and SCSA assays are successfully used [56]. 
Comparing the results of SCSA and TUNEL tests 
showed the advantages of the fi rst method, since 
in this case the dye molecules were much smaller 
in size, and binding to DNA in densely packed 
chromatin occurred more effi  ciently, unlike the 
larger TdT enzyme (TUNEL method) [13]. 

The DNA fragmentation rate can also be iden-
tifi ed by quite a simple method of toluidine blue 
staining using light microscopy, but an interme-
diate staining extends the operator variability. The 
fi ndings obtained using this technique correlate 
with the data of other classical methods for assessing 
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вуються методи нейтрального Comet та SCSA 
[56]. Порівняння результатів SCSA та TUNEL 
показали переваги першого методу, оскільки у 
цьому випадку молекули барвника значно менші 
за розміром, і зв’язування з ДНК у щільно упа-
кованому хроматині відбувається ефективніше 
на відміну від більшого за розміром TdT фермен-
ту (метод TUNEL) [13]. 

Рівень фрагментації ДНК також можна вияви-
ти досить простим у виконанні методом за забар-
вленням толуїдиновим синім із використанням 
світлової мікроскопії, проте проміжне забарвлен-
ня поширює варіативність оцінки операторів. 
Отримані за цим методом результати корелюють 
з даними інших класичних методів визначення 
рівня цілісності ДНК [57] та характеризуються 
відтворюваністю відносно гамет собак, биків, же-
ребців, котів та баранів [48]. 

Таким чином, наразі існує багато методів 
визначення цілісності ДНК сперматозоїдів, які є 
важливими для діагностики репродуктивного по-
тенціалу тварин і резистентності статевих клітин 
після впливу кріоконсервування, однак у дея-
ких випадках вибір певного методу залежить від 
видоспецифічності організації компактизації хро-
матину та ступеня зрілості клітин.

Рівень фрагментації ДНК кріоконсервованих 
сперматозоїдів свійських тварин. Рівень фрагмен-
тації ДНК сперматозоїдів має прогностичне зна-
чення для визначення ефективності застосованого 
методу кріоконсервування. На гаметах барана по-
казано кореляцію між станом ДНК сперматозоїдів 
та їхньою рухливістю, цілісністю акросомальної 
зони, рівнем мембранного мітохондріального по-
тенціалу [18]. Після інкубації кріоконсервованих 
сперматозоїдів барана протягом 6 годин підви-
щувався рівень фрагментації їхньої ДНК. При 
цьому вимірюваний показник залежав від концен-
трації клітин у зразку: при 6 × 106 кл/мл — 30%, 
а при 100 × 106 кл/мл — 60% [34]. Перші 6 годин 
інкубації виявилися критичними для збережен-
ня цілісності ДНК спематозоїдів, оскільки саме 
в цей проміжок часу відбуваються найбільші її 
пошкодження, а у клітинах деяких видів тварин 
вони досягають 50% [33]. 

Встановлено видоспецифічність впливу кріо-
консервування на цілісність ДНК сперматозоїдів, 
навіть у близьких видів тварин. Так, результа-
ти визначення рівня фрагментації ДНК за SCD-
тестом показали, що досліджуваний показник 
кріоконсервованих сперматозоїдів віслюків був 
на 20% нижче, ніж у жеребців. Оцінка стану ге-
нетичного апарату сперматозоїдів коней і віслю-
ків за SCD-тестом виявила різну організацію їх-

DNA integrity [57] and show the reproducibility 
for dog, bull, stallion, cat and ram gametes [48].

Thus, there are currently several techniques to 
assess the sperm DNA integrity, which are important 
to assess the reproductive potential of animals 
and reproductive cell resistance after exposure to 
cryopreservation, but in some cases the choice of 
a certain way depends on the species-specifi city 
of organization of chromatin compaction and ma-
turity degree of cells.

Cryopreserved sperm DNA fragmentation rate 
in domestic animals. The sperm DNA fragmen-
tation rate has a prognostic value to assess the 
effi  ciency of the applied cryopreservation techni-
que. A correlation between the sperm DNA state 
and its motility, integrity of acrosomal zone, and the 
level of membrane mitochondrial potential has been 
shown in ram gametes [18]. After incubating the 
cryopreserved ram spermatozoa for 6 hrs, their DNA 
fragmentation rate was increased. At the same time, 
the measured index depended on cell concentration 
in the sample, i. e. it made 30% at 6 × 106 cells/ml, 
and 60% at 100 × 106 cells/ml [34]. The fi rst 6 hrs 
of incubation occurred to be critical to maintain 
the sperm DNA integrity, since during this time 
period the highest damage occurred, and in cells 
of certain animal species it reached 50% [33].

The species-specifi c eff ect of cryopreserva-
tion on sperm DNA integrity has been established 
even in related animal species. For example, the 
results of determining the DNA fragmentation 
rate using SCD test showed the studied index 
of cryopreserved spermatozoa in donkeys to be 
20% lower than in stallions. Evaluation of genetic 
apparatus state in horse and donkey spermato-
zoa using the SCD test revealed a diff erent organiza-
tion of their chromatin [12], which might be con-
sidered as the cause of species-specifi c cryoresis-
tance of animal gametes.

A comparative analysis of DNA fragmentation 
rate in cryopreserved bovine spermatozoa showed 
this index as not signifi cantly diff erent in the 
representatives of diff erent breeds, in contrast to 
the morphology, motility and gamete viability [41]. 
Of interest is the fact that the seasonal changes 
also do not disrupt the DNA integrity in bull sperm, 
which may indicate the stability of genetic appa-
ratus of these species representatives [50].

Study of DNA fragmentation rate of epidi-
dymal canine spermatozoa showed no negative 
impact of cryopreservation, however its damaging 
eff ect on cell acrosome motility and integrity has 
been revealed [61]. Such DNA resistance may 
be due to the lack of protamine 2 in the head of 
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dog spermatozoa [35]. A correlation between the 
presence of protamines 1 and 2 in the head of 
spermatozoa and the DNA status after thawing 
was shown. Spermatozoa of certain animal species 
(guinea pig, dog, bull), containing protamine 1 only, 
are characterized by higher cryoresistance to DNA 
fragmentation than the species with both prota-
mines presented (rodents) [32]. Spermatozoa, 
containing the protamine 1 only show a lower DNA con-
densation and stronger protamine-protamine bonds, 
which explains the molecule stability [47]. Howe-
ver, despite the fact that boar spermatozoa comprise 
the protamine 1 only, they are characterized with 
low cryoresistance [17]. Compared to other species 
(donkey, horse), the boar spermatozoa contain 
the highest number of cysteine residues, which 
should ensure the stability of DNA molecule in a 
condensed chromatin [19]. Bovine protamine 1 is 
reported to have fewer cysteine residues than its 
analogue in boar spermatozoa, that causes lower 
DNA decondensation. However, that is the diff e-
rence in boar DNA structure that likely makes the 
sperm chromatin more vulnerable to damage du-
ring cryopreservation. At the same time, not only 
the protamine 1 can be altered, but the overall 
nuclear structure of boar sperm as well, which has a 
particular species-specifi c structure [15]. It has been 
shown that the nuclei of boar and bull spermatozoa 
have a disk-like structure, while those of horse are 
oval [21]. 

As mentioned above, the chromatin conden-
sation signifi cantly aff ects the stability of DNA 
structure and determines the spermatozoa cryo-
resistance [47]. Dense packaging of DNA molecule 
occurs as a result of the replacement of histones 
with protamines at the terminal stages of sper-
matogenesis in caudal epididymis [5]. This fact 
explains the higher level of DNA damage in 
cryopreserved feline testicular spermatozoa, whe-
re the chromatin is less condensed if compared 
with ejaculatory and caudal epididymal spermato-
zoa [10].

An increased rate of DNA fragmentation may 
result from deprotamination caused by cryo-
preservation. This eff ect was shown in goat sper-
matozoa [28].

In addition, the impact of age-related changes on 
increased cell sensitivity to cryodamage, entailing 
the rise of DNA fragmentation rate, was revealed 
in dog spermatozoa [8].

Thus, the cryoresistance of sperm genetic 
apparatus is determined by many factors such as: 
a species-specifi c organization of chromatin com-
paction, individual initial characteristics of DNA 
integrity, and age-related changes.

нього хроматину [12], що можна вважати при-
чиною видоспецифічної кріорезистентності гамет 
тварин.

Порівняльний аналіз рівня фрагментації ДНК 
кріоконсервованих сперматозоїдів биків показав, 
що цей показник суттєво не відрізняється у пред-
ставників різних порід, на відміну від морфоло-
гічних характеристик, рухливості та життєздат-
ності гамет [41]. Цікаво, що сезонні зміни також 
не призводять до порушення цілісності ДНК 
сперматозоїдів биків, що може вказувати на ста-
більність генетичного апарату представників да-
ного виду [50]. 

Дослідження рівня фрагментації ДНК епіди-
димальних сперматозоїдів собак показало від-
сутність негативного впливу кріоконсервування, 
однак при цьому було виявлено його пошкод-
жувальну дію на рухливість і цілісність акросо-
ми клітин [61]. Така стійкість ДНК може бути 
зумовлена нестачею протаміну 2 у голівці спер-
матозоїдів собак [35]. Показано кореляційний 
зв’язок між наявністю протамінів 1 і 2 у голівці 
сперматозоїдів та статусом ДНК після розморо-
жування. Сперматозоїди окремих видів тварин 
(морська свинка, собака, бик), які вміщують тіль-
ки протамін 1, характеризуються більшою кріо-
резистентністю відносно фрагментації ДНК, ніж 
види з наявністю обох протамінів (гризуни) [32]. 
Сперматозоїди, які містять лише протамін 1, де-
монструють меншу конденсацію ДНК та більш 
міцні протамінно-протамінові зв’язки, що по-
яснює стабільність молекули [47]. Однак попри 
те, що сперматозоїди свиней містять тільки про-
тамін 1, вони характеризуються низькою кріо-
резистентністю [17]. Порівняно з іншими вида-
ми (віслюк, кінь) сперматозоїди свиней містять 
найбільшу кількість залишків цистеїну, які по-
винні забезпечити стабільність молекули ДНК 
у конденсованому хроматині [19]. Зазначаєть-
ся, що бичачий протамін 1 має менше залишків 
цистеїну, ніж його аналог у сперматозоїдах сви-
ней, що призводить до меншого ступеню декон-
денсації ДНК. Однак, ймовірно, саме така від-
мінність структури ДНК свиней робить хроматин 
сперматозоїдів більш вразливим до пошкоджень 
під час кріоконсервування. При цьому може зміню-
ватись не тільки протамін 1, але й структура ядра 
сперматозоїдів свині в цілому, яке має особливу ви-
доспецифічну будову [15]. Показано, що ядра спер-
матозоїдів свині та бика мають дископодібну структуру, 
тоді як сперматозоїди коня — овальну [21]. 

Як зазначалося вище, конденсація хроматину 
значно впливає на стабільність структури ДНК 
і визначає кріорезистентність сперматозоїдів [47]. 
Щільна упаковка молекули ДНК відбувається 
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Causes of DNA damage in cryopreserved 
spermatozoa. To date, there are several hypotheses 
to explain the cause of DNA damage, namely the 
DNA mispackaging and chromatin condensation 
during sperm maturation [2, 38], oxidative stress [53] 
and apoptosis [40, 51].

It should be noted that the reactive oxygen 
species (ROS) play an important physiological role 
in sperm function [22]. In testis, ROS are indispen-
sable in proliferation and maturation of male germ 
cells during meiosis: from diploid spermatogo-
nia to mature haploid spermatozoa [58]. The ROS 
(superoxide anion, hydrogen peroxide, and nitric 
oxide) induce sperm hyperactivation, capacitation or 
acrosome reaction and aff ect the fertilization [24, 31]. 

However, an excessive ROS production induces 
the damage to lipids and DNA. This entails a change 
in membrane properties, decreases a mitochondrial 
potential and damages the DNA structure, which 
ultimately reduces sperm functional indices and 
causes infertility. The NADPH oxidase located in 
leukocytes which produces superoxide, which is 
further converted into peroxide is believed to be 
the ROS source in sperm suspensions [20]. The 
ROS level is regulated by antioxidant system, 
the activity of which depends on the amount of 
free radicals [6]. The impact of sperm cryopreser-
vation on an increased level of oxidative stress 
was reported by J. Tosic et al. [59]. The cattle 
spermatozoa supplement with egg yolk-contained 
extender caused a loss of their motility. Due to 
the presence of aromatic amino acids in egg yolk, 
the level of hydrogen peroxide, produced by 
amino acid oxidase was elevated. Experiments 
with bovine sperm cryopreservation showed the 
relationships between the risen DNA fragmen-
tation and increased synthesis of H2O2 [23]. 
Despite the fact that many factors (cold shock, 
osmotic pressure, intracellular ice crystal forma-
tion) aff ect mammalian sperm during cryopreser-
vation, an oxidative stress is the most detrimental, 
and leads to damage in DNA integrity.

Methods for improving the cryopreserved sperm 
DNA integrity in animals. As mentioned above, 
the oxidative stress is the main factor of DNA 
fragmentation increase during sperm cryopreservation. 
Therefore, for its prevention/reduction, the anti-
oxidants, i. e. compounds destroying oxidative chain 
reaction are introduced into cryoprotective or 
rehabilitation media [29]. Superoxide dismutase, 
catalase, glutathione peroxidase, and glutathione 
reductase can be referred to enzymatic antioxidants 
that neutralize excess ROS and prevent damage 
to cellular structure. Superoxide dismutase (SOD) 

в результаті заміни гістонів на протаміни на тер-
мінальних стадіях сперматогенезу у хвостовій 
частині епідидимісу [5]. Даний факт пояснює більш 
високий рівень пошкодження ДНК кріоконсер-
вованих тестикулярних котячих сперматозоїдів, 
у яких хроматин менш конденсований порівняно 
з еякуляторними сперматозоїдами та спермато-
зоїдами вихідного відділу епідидимусу [10].

Підвищення рівня фрагментації ДНК може 
відбуватися в результаті депротамінізації, спри-
чиненої кріоконсервуванням. Даний ефект було 
показано на сперматозоїдах цапів [28].

Крім того, на сперматозоїдах собак було про-
демонстровано вплив вікових змін на підвищення 
чутливості клітин до кріопошкоджень, внаслідок 
яких збільшується рівень фрагментації ДНК [8].

Таким чином, кріостійкість генетичного апа-
рату сперматозоїдів визначається багатьма чин-
никами, а саме: видоспецифічністю організації 
компактизації хроматину, індивідуальними вихід-
ними характеристиками цілісності ДНК та вікови-
ми змінами.

Причини пошкодження ДНК у кріоконсерво-
ваних сперматозоїдів. На сьогодні існує кілька 
гіпотез пояснення причини пошкодження ДНК: 
неправильна упаковка ДНК та конденсація хро-
матину під час дозрівання сперматозоїдів [3, 38], 
оксидативний стрес [53] та апоптоз [40, 51].

Слід зазначити, що активні форми кисню 
(АФК) відіграють важливу фізіологічну роль у 
функціонуванні сперматозоїдів [22]. У яєчках 
АФК є незамінними складовими процесу пролі-
ферації та дозрівання чоловічих статевих клітин 
у ході мейозу — від диплоїдної сперматогонії до 
зрілих гаплоїдних сперматозоїдів [58]. АФК (су-
пероксидний аніон, перекис водню та оксид азоту) 
індукують гіперактивацію сперматозоїдів, капа-
цитацію або акросомальну реакцію та впливають 
на запліднення [24, 31]. Однак надмірне утворення 
АФК викликає пошкодження ліпідів та ДНК. Це 
призводить до зміни властивості мембрани, змен-
шення мітоходріального потенціалу та пошкод-
ження структури ДНК, що врешті-решт знижує 
функціональні показники сперматозоїдів і викли-
кає безпліддя. Вважається, що джерелом АФК у 
суспензіях сперматозоїдів є розташована в лейко-
цитах NADPH оксидаза, яка виробляє супероксид, 
який додатково перетворюється на пероксид [20]. 
Регулювання рівня АФК відбувається антиокси-
дантною системою, водночас активність якої за-
лежить від кількості вільних радикалів [7]. Вплив 
кріоконсервування сперматозоїдів на підвищення 
рівня оксидативного стресу було показано J. Tosic 
та співавт. [59]. Додавання екстендеру, що містив
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яєчний жовток, до сперматозоїдів великої рогатої 
худоби викликало втрату їхньої рухливості. Че-
рез наявність ароматичних амінокислот яєчного 
жовтка підвищується рівень перекису водню, що 
виробляється амінокислотною оксидазою. В екс-
периментах з кріоконсервування сперматозоїдів 
бика було показано, що підвищення рівня фраг-
ментації ДНК пов’язане зі збільшенням синтезу 
H2O2 [23]. Незважаючи на те, що на пошкодження 
сперматозоїдів ссавців у процесі кріоконсерву-
вання впливає багато факторів (холодовий шок, 
осмотичний тиск, утворення внутрішньоклітин-
них кристалів льоду), найбільший негативний 
ефект має оксидативний стрес, який призводить 
до порушення цілісності ДНК. 

Методи підвищення цілісності ДНК кріокон-
сервованих сперматозоїдів тварин. Як зазнача-
лося вище, основним чинником підвищення рів-
ня фрагментації ДНК під час кріоконсервування 
сперматозоїдів є оксидативний стрес. Тому для 
його запобігання/зниження до складу кріозахис-
ного або реабілітаційного середовищ додають 
антиоксиданти — сполуки, які руйнують окис-
лювальну ланцюгову реакцію [29]. До фермент-
них антиоксидантів, що нейтралізують надли-
шок АФК і запобігають пошкодженню клітинної 
структури, можна віднести супероксиддисмутазу, 
каталазу, глутатіонпероксидазу та глутатіонре-
дуктазу. Супероксиддисмутаза (СОД) спонтан-
но перетворює супероксид-аніон (O−2•) на O2 та 
H2O2, тоді як каталаза — H2O2 на O2 та H2O. Та-
ким чином, СОД та каталаза знешкоджують руй-
нівну дію іонів O2−, що утворюються оксидазою 
НАДФН (нікотінамідаденіндинуклеотідфосфат 
відновлений) у нейтрофілах, підвищує перок-
сидне окислення ліпідів та порушує цілісність 
ДНК [62]. Показано, що після додавання аналога 
СОД до середовища кріоконсервування спермато-
зоїдів альпаки збільшувалась кількість рухливих 
клітин та знижувався рівень фрагментації ДНК 
[54]. Аналогічний ефект було продемонстровано 
на кріоконсервованих сперматозоїдах цапів, при 
цьому спостерігали прискорення акросомальної 
реакції та покращення розвитку ембріонів після 
запліднення ооцитів [16]. Запліднювальна здат-
ність сперматозоїдів биків також підвищувалась 
після застосування СОД у складі кріозахисного 
середовища [4]. Додавання каталази до середови-
ща реабілітації кріоконсервованих сперматозоїдів 
бика сприяло збереженню значуще більшої кіль-
кості клітин з неушкодженою ДНК [14].

Серед неферментних антиоксидантів, відомих 
як синтетичні антиоксиданти або харчові доміш-
ки, можна виділити вітаміни та мінерали (вітамі-

spontaneously converts superoxide anion (O−2•) to O2 
and H2O2, while catalase does H2O2 to O2and H2O. 
Thus, SOD and catalase neutralize the destructive 
eff ect of O2− ions produced by NADPH (reduced 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxi-
dase in neutrophils, increase lipid peroxidation 
and disrupt DNA integrity [62]. It was shown that 
after supplementing the alpaca sperm cryopreserva-
tion medium with a SOD analogue, the number 
of motile cells increased and DNA fragmenta-
tion rate decreased [54]. Cryopreserved goat sper-
matozoa exhibited a similar eff ect; herewith an 
accelerated acrosomal reaction and improvement 
of embryo development after oocyte fertilization 
were observed [16]. The fertilizing ability of bovine 
spermatozoa was also improved after using SOD 
within a cryoprotective medium [3]. Supplemen-
ting the rehabilitation medium of cryopreserved 
bovine spermatozoa with catalase ensured the survival 
of a much higher number of cells with undama-
ged DNA [14].

Among the non-enzymatic antioxidants, known 
as synthetic antioxidants or food additives, we 
can emphasize vitamins and minerals (vitamins C 
and E, zinc, taurine, hypotaurine and glutathione) 
[2]. Vitamin E can directly neutralize free radicals 
during iron ascorbate-induced LPO, making it a 
major antioxidant. In addition, vitamin E impro-
ves sperm motility both under oxidative stress pre-
sence and absence. Enrichment of incubation me-
dium with vitamin E increases sperm motility [5]. 
Cysteine has a protective eff ect on functional in-
tegrity of acrosome and mitochondria in bull, ram, and 
goat spermatozoa, manifested in enhanced motility 
of cells [60].

As mentioned above, the extenders used for 
mammalian sperm freezing, are supplemented with 
the substances of animal origin, such as egg yolk 
and/or milk. Egg yolk low-density lipoproteins 
protect spermatozoa from damage during cooling, 
freezing, and storage [46]. S. Chelucci et al. [11] 
have assessed the impact of diff erent concentra-
tions of soybean lecithin on characteristics of 
cryopreserved goat spermatozoa. The number 
of spermatozoa with intact acrosomes did not 
diff er in native specimens and those cryopreser-
ved with soybean lecithin.

A new step in overcoming the negative con-
sequences of oxidative stress in cryopreserved 
spermatozoa was to combine antioxidants with na-
noparticles, liposomes and exosomes in protective 
media [49]. A positive eff ect of selenium nanoparticles 
on progressive motility, viability and membrane 
integrity of post-thaw spermatozoa was proven, 
herewith the percentage of early apoptotic, apop-
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totic, and necrotic cells decreased. After sup-
plementing the cryoprotective medium with sele-
nium nanoparticles, the bovine fertility was impro-
ved (90%) compared to the control (59%) [26].

A.A. Mokarizadeh et al. [39] reported an in-
crease in antioxidant activity of cryopreserved rat 
spermatozoa after treatment with exosomes prior 
to cryopreservation. 

Nanoparticles of mint, thyme, and curcumin 
extracts added to cryopreservation medium reduced 
the number of apoptotic cells, caused chromatin 
decondensation, and elevated the total antioxidant 
and catalase activity in goat spermatozoa [25]. 
Supplementation of curcumin nanoparticles to ex-
tender of rabbit spermatozoa had a positive impact 
on their progressive motility, viability and mem-
brane integrity [1].

So, nowadays the assisted reproductive tech-
nologies in animal husbandry involves diff erent 
techniques, which augment the DNA stability. 
However, a special structure of gamete in diff erent 
animals requires fi nding the species-specifi c methods 
to protect the cryopreserved sperm DNA integrity 
in domestic animals and designing the approaches 
to reduce the DNA fragmentation.

Conclusions
1. Species specifi city of nuclear chromatin com-

paction and nuclear structure plays an important 
role in sperm genetic material resistance due to 
a damaging eff ect of cryopreservation factors, 
therefore it should be taken into account when 
selecting a method to assess the DNA fragmentation.

2. Oxidative stress caused by increased content 
of reactive oxygen species was recognized as the 
main mechanism of cryodamage to DNA integrity. 
In this regard, the application of antioxidants (non-
enzymatic, enzymatic compounds and nanopartic-
les) within the protective and rehabilitation solu-
tions prior to and after cryopreservation is expedient. 

This research was implemented with the support 
of the National Academy of Sciences of Ukraine 
within the priority topic 2.2.6.130 ‘Impact of cryo-
preservation on DNA fragmentation state in 
spermatogenic cells at diff erent stages of diff e-
rentiation’.

ни С та Е, цинк, таурин, гіпотаурин і глутатіон) 
[3]. Вітамін Е безпосередньо може знешкоджу-
вати вільні радикали під час ПОЛ, викликаного 
аскорбатом заліза, завдяки такій здатності він 
вважається основним антиоксидантом. Крім того, 
вітамін Е покращує рухливість сперматозоїдів як 
за умов оксидативного стресу, так і за його від-
сутності. Збагачення інкубаційного середовища 
вітаміном Е збільшує рухливість сперматозоїдів 
[6]. Цистеїн має захисну дію на функціональну 
цілісність акросоми та мітохондрій спермато-
зоїдів бика, барана і козла, що виявляється в поси-
ленні моторики клітин [60].

Вище зазначалося, що до складу екстендерів, 
які використовують для заморожування спермато-
зоїдів ссавців, додають такі речовини тваринно-
го походження, як яєчний жовток та/або молоко. 
Ліпопротеїни низької щільності яєчного жовтка 
захищають сперматозоїди від пошкодження під 
час охолодження, заморожування та зберігання 
[46]. S. Chelucci та співавт. [11] оцінили вплив 
різних концентрацій соєвого лецитину на мор-
фофункціональні характеристики кріоконсерво-
ваних сперматозоїдів козла. Кількість спермато-
зоїдів з інтактними акросомами не відрізнялася у 
нативних та кріоконсервованих із соєвим лецити-
ном зразках. 

Новим етапом у подоланні негативних наслід-
ків оксидативного стресу в кріоконсервованих 
сперматозоїдах було поєднання в захисних сере-
довищах антиоксидантів із наночастинками, ліпо-
сомами та екзосомами [49]. Доведено, що нано-
частинки Se позитивно впливали на прогресивну 
рухливість, життєздатність та цілісність мембра-
ни сперматозоїдів після розморожування, при 
цьому відсоток ранніх апоптотичних, апоптотич-
них і некротичних клітин зменшився. Показано, 
що після додавання до складу кріозахисного сере-
довища наночастинок Se фертильність биків 
підвищувалась (90%) порівняно з контролем 
(59%) [26].

A. Mokarizadeh та співавт. [39] повідомили, що 
антиоксидантна активність кріоконсервованих 
сперматозоїдів щурів підвищувалась після їх об-
робки екзосомами перед кріоконсервуванням.

Наночастинки екстрактів м’яти, чебрецю та 
куркуміну, які додавали до складу середовища 
кріоконсервування, зменшували кількість апоп-
тичних клітин, викликали деконденсацію хрома-
тину, збільшували загальну антиоксидантну та 
каталазну активність сперматозоїдів цапів [25]. 
Додавання наночастинок куркуміну до екстен-
деру сперматозоїдів кролів позитивно впливало 
на їх прогресивну рухливість, життєздатність та 
цілісність мембран [2]. 
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Отже, сьогодні при застосуванні допоміжних 
репродуктивних технологій у тваринництві ви-
користовують різні методи, які підвищують ста-
більність ДНК. Однак особливість будови гамет 
різних тварин потребує пошуку видоспецифічних 
методів захисту цілісності ДНК кріоконсервова-
них сперматозоїдів свійських тварин та розро-
блення підходів до зниження рівня фрагментаціїї 
ДНК.

Висновки
1. Видоспецифічність компактизації ядерно-

го хроматину та структури ядра відіграє важли-
ву роль у резистентності генетичного матеріалу 
сперматозоїдів внаслідок пошкоджувальної дії 
факторів кріоконсервування, тому її слід врахову-
вати під час вибору методу для оцінювання рівня 
фрагментації ДНК.

2. Основним механізмом кріопошкоджень ці-
лісності ДНК визнано оксидативний стрес, спри-
чинений підвищеним вмістом активних форм 
кисню. У зв’язку з цим доцільним є застосуван-
ня у складі захисних та реабілітаційних розчинів 
антиоксидантів (неферментні, ферментні сполуки 
та наночастинки) до та після кріоконсервування.
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академії наук України в рамках пріоритетної 
тематики 2.2.6.130 «Вплив кріоконсервування на 
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