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OZET

Yuksel, H. (2019). Kog¢ Spermasinin Dondurulmasinda Sulandiricilara Cigek Bali ve Cam
Bali Ilavesinin Spermatolojik Ozelliklere Etkisi Istanbul Universitesi - Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisti, Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, Doktora Tezi.
Istanbul.

Calismada kog¢ sperma sulandiricisi olarak Tris-yumurta sarisi1 sulandiricisina %1
ve %2,5 ¢icek bali veya ¢am bali ilavelerinin etkisi arastirildi. Bu amagla 5 bas Kivircik
irk1 kogtan alinan sperma %1 ¢icek bali, %2,5 ¢igek bali veya %1 ¢am bali, %2,5 ¢am
bali ve bal igermeyen (kontrol) sulandiricilarla iki asamada sulandirilarak payet
yontemine gore donduruldu. Spermatolojik incelemeler donma 6ncesi (ekilibrasyon) ve
eritme sonrasi tekrarlandi. Calisma gruplarinda spermatozoon canliligi (motilite, kinetik
hiz parametreleri, hiz oranlar1 ve mitokondriyal aktivite) ve morfolojik biitiinligii (sivi
fikzasyon, akig sitometresi ve florasan boyama) ekilibrasyon ve eritme sonrasi
asamalarinda degerlendirildi. Sunulan ¢alismada, c¢icek balinin o6zellikle %2,5
yogunlugunun (CICB%?2,5) eritme sonras1 spermatozoon canliligini daha i1yi korudugu,
bal ilavelerinin morfolojik biitlinliigli kismen korudugu, Hancock sivi fikzasyon
yontemine gore %1,0 cigek balinin akrozomal biitiinliigli 6nemli oranda korudugu

saptanmuistir.

Toplam 10 tekrar sonrast %1 ve %2,5 ¢icek bali ilavelerinin ko¢ sperma

sulandiricilarinda kullanilabilir 6zellikte oldugu sonucuna varildi.
Anahtar Kelimeler: Kog¢ spermasi, donma, sulandirici, gigek bali, gam bali

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 29551
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ABSTRACT

Yuksel, H. (2019). Effects of the Addition of Flower Honey and Honeydew Honey to
Extenders on Spermatological Characteristics in Ram Semen. Istanbul University -
Cerrahpasa, Postgraduate Education Institute, Department of Reproduction and Artificial
Insemination. PhD thesis, Istanbul.

Effects of the addition of flower honey as 1.0% (v/v) and 2.5% (v/v) or honeydew
honey as 1.0% (v/v) and 2.5% (v/v) to Tris-egg yolk extender were investigated in the
current study. Semen collected from 5 Kivircik rams were pooled and divided to 5 equal
aliquots. Then the samples were frozen with straw method after two step dilution method
with extender contaning, no honey, 1.0% (v/v) flower honey, 2.5% (v/v) flower honey,
1.0% (v/v) honeydew honey, or 2.5% (v/v) honeydew honey. Equilibrated and post-
thawed semen viability parameters (motility, kinetic velocity parameters, velocity rates
and mitochondrial activity) and morphological integrity (Hancock fixation, flow
cytometry and fluorescent dyeing) were evaluated. In the present study, post-thaw
viability was better protected with flower honey especially with 2.5% concentration
(CICB%2.5). Post-thaw membrane integrity was partially protected with all honey
supplemented groups.

Hancock fixation results showed that, supplementation of 1.0% (v/v) flower honey results

in better post-thaw acrosome integrity compared to other groups (P<0.05).

In conclusion with 10 repetitive study, addition of flower honey as 1.0% (v/v)
and 2.5% (v/v) to ram semen extenders have some beneficial effects on post-thaw

spermatological parameters.
Key Words: Ram semen, cryopreservation, extender, flower honey, honeydew honey

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
29551
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ZUSAMMENFASSUNG / RESUME



1. GIRIS VE AMAC

Tarim ve hayvancilik insanlarin saglikli beslenmesinde ve iilke ekonomisinde
yasamsal Ooneme sahiptir. Tiirkiye’de halkin koyun eti ve siitiine olan ilgisi yiiksek
seviyededir. Ayrica iilkenin arazi yapist ve halkin koyun yetistiriciligine olan ilgisi
biiyiik potansiyel yaratmaktadir (Kaymake1 ve ark. 2009; TIGEM 2016). 2017 verilerine
gore Tiirkiye’de koyun popiilasyonu 33.677.636’cir (TUIK 2017). Mevcut koyun
irklarindan elde edilen hayvansal verimler istenilen diizeyde degildir. Koyunlarin
bireysel et ve siit verimlerini artirmada en etkin yontem genetik 1slah ¢aligmalaridir.
Hayvan 1slaht ¢aligmalarinda bir biyoteknolojik ydntem olan kog¢ spermasinin
dondurulmast ve suni tohumlama uygulamalar1 diinyada yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, koyun popiilasyonunun yogun olmas1 ve disi genital kanalinin anatomik yapist
gibi nedenlerden dolayi, suni tohumlama uygulamalarinda heniiz istenilen diizeye
ulagilamamustir. Ayrica kog¢ spermatoozoonlarinin donma ve eritme asamalarindaki ani
sicaklik degisimlerinden diger tiirlere (boga, teke vb.) gore daha fazla zarar goérmesi de
suni tohumlama uygulamalarini sinirlandiran diger nedenlerin basinda gelir (Fiser ve ark.

1987; Bacmoglu ve ark. 2007; Ak ve ark. 2010).

Kog¢ spermasinin dondurulmasinda basari oranlarin1 artirmak amaciyla;
sulandirici gesitleri, sulandirma, sogutma, dondurma ve eritme teknikleri iizerinde yogun
olarak c¢alisilmistir. Son yillarda 6zellikle sulandiricilara ilave edilen degisik katki

maddelerinin spermatozoon canlilifi ve morfolojisi lizerine etkileri arastirilmaktadir

(Allai ve ark. 2018).

Sperma sulandiricilarina ilave edilen balin, donma 6ncesi ve sonrasi hiicrelerde
besin kaynag1 ve Kriyoprotektan olarak gorev yaptigi bildirilmistir (Fuller 2004). Balin
yapisindaki antioksidanlar, reaktif oksijen tiirleri (ROS) serbest radikalleri baglayarak
lipit peroksidasyonu olusumunu onlerler ve spermatozoon membranini hasara
ugramaktan kurtarirlar (Maidin ve ark. 2018). Cam balinin balik spermasinin
dondurulmasinda kullanilabilir oldugu bildirilmistir (Ogretmen ve Inanan 2014). insan,
aygir ve teke gibi tiirlerde katki maddesi olarak bal sperma sulandiricilarina ilave edilmis
ve eritme sonrasi degisen Olgiilerde basarili sonuglar alinmistir (Fakhrildin ve Alsaadi
2014; El-Sheshtawy ve ark. 2016; Maidin ve ark. 2018). Kog¢ spermasinda ise tiretim sekli

ve yapisi farkliliklar arz eden ¢am bali, ¢igek bali ve farkli yogunluklarina iliskin donma



sonrast ayrintili calismalara ulagilamamistir. Sunulan ¢alismada, iilkemize 6zgii Kivircik
kogu spermasinin dondurulmasinda medyumlara farkli yogunluklarda (%1,0 ve %2,5)

cigek bali veya cam bal1 ilavesinin spermatolojik 6zelliklere etkileri aragtirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Koyunlarda Suni Tohumlamanin Tarihcesi

Koyunlarda hayvan islahina yonelik c¢aligmalarin temelini suni tohumlama
uygulamalari olusturur. Uzun yillar siiren programlar neticesinde elde edilen damizlik
koglarda kazanilan genetik 6zellikler kolaylikla ¢cok sayida disilere aktarilabilir. Damizlik
kog¢larin se¢ilmesinde ve damizlik koglardan miimkiin oldugunca fazla yararlanilmasinda

suni tohumlama biyoteknolojisi esastir (Salamon ve Maxwell 2000).

Koyunlarda suni tohumlama galismalari 20. yiizy1l basglarinda (1907, 1912) Ivanov
tarafindan baglatilmistir. Zamanla sperma sulandiricilari ve reprodiiksiyon bilim alaninda
ilerlemeler kaydedilmis, ¢iftlik hayvanlarinda suni tohumlama teknigi daha fazla
uygulama alan1 bulmustur. Birinci Diinya Savasi’ndan sonra galismalar Milovanov
tarafindan daha da gelistirilmis, 1930’larin baslarinda eski Sovyetler Birligi’nde genis
capli damizlik koyun programlari gergeklestirilmistir (Salamon ve Maxwell 2000).

Tiirkiye, Sovyetler Birligi’nden sonra suni tohumlama uygulamalarin
gerceklestiren ikinci iilkedir. Tiirkiye’de yapagi ihtiyacini karsilamak amaciyla suni
tohumlama yardimiyla 1slah ¢aligmalar1 1926 yilinda baslatilmis, bu amagla Macaristan
ve Almanya’dan getirilen Merinos koglar1 kullanilmistir (Ozkoca 1984). 1950°1i yillardan
sonra giderek yayginlasan suni tohumlama faaliyetleri 1970 yilinda 300’e yakin
istasyonda gerceklestirilmis ve yaklasik 300.000 koyuna bu reprodiiktif biyoteknolojik
yontem uygulanmistir (Kosum 2006).

Koyunlarda suni tohumlama uygulamalar1 diinyada ve iilkemizde sigirlar kadar
yaygin degildir. Koyun genital organlarinin suni tohumlama icin elverigli olmamasi ve
ko¢ spermasinin donma siireclerine karsi hassasligi en onemli iki etken olarak One
cikmaktadir (Hafez 1993).

Intravajinal ve intraservikal suni tohumlama sonucunda arzulanan oranda bir
basariya ulasilamamasi, bu yoOntemlerin sahada kullanimini smirlandirmaktadir.
Dondurulmusg-eritilmis spermanin laparoskopik yontemle dogrudan uterus igerisine
birakilmasi ile gebelik oranlarinda basar1 oranlari1 nemli oranlarda artmis ve bu nedenle
1982 yilindan sonra suni tohumlama uygulamalarinda kismi bir artis kaydedilmistir

(McKelvey ve ark. 1985; Hill ve ark. 1998; Emsen ve Kosum 2009).



2.2. Suni Tohumlama Uygulamalarinmi1 Stmrlandiran Etmenler

Koyun siiriilerinde oldukca fazla sayida disi vardir. Veteriner hekimlerin ve
yardimer teknisyenlerin yiizlerce hatta binlerce disiyi aym giin veya giinlerde
tohumlamas: olduk¢a zahmetlidir. Intrauterin veya laparoskopik tohumlama
uygulamalari, sigirlardaki suni tohumlama uygulamalar1 kadar pratik degildir ve kisa
zamanda tamamlanmasi daha giictiir (Ak ve ark. 2010; Coyan ve ark. 1992). Bunlara ek
olarak ko¢ spermasinin sulandirma, sogutma, donma ve eritme islemlerinde gerceklesen

biiyiik sicaklik farkliligina karsi daha hassas olduklar bildirilmistir (AK ve ark. 2010).

Dondurulmus-¢oziindiiriilmiis sperma ile yapilan servikal tohumlamalar
sonucunda elde edilen kuzulama oranlari, taze sperma ile yapilanlarin sonuglarina nadiren

yaklagmaktadir (Salamon ve Maxwell 2000).

2.3. Koyunlarda Suni Tohumlamanin Avantajlari
Koyunlarda suni tohumlama uygulama nedenleri maddeler halinde 6zetlenirse;

a) Hayvan islahi: Islah calismalar1 olduk¢a uzun siire¢ gerektirir. Test
caligmalar1 tamamlandiginda damizlik koglardan miimkiin oldugunca fazla
sperma almak ve sahaya gondermek esastir. Bu nedenle, damizlik kog
adaylarinin tiimiinden test siiresince sperma alinarak dondurulur ve sadece
damizlik olarak belirlenen koglarin spermalari sahaya gonderilir.

b) Spermamin potansiyel fertilitesinin belirlenmesi: Taze veya eritme
sonras1 spermatolojik 6zelliklerle fertilite arasinda 6nemli bir korelasyonun
oldugu farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Suni tohumlama
uygulamalarinda sperma dondurma uygulamalarinda spermatolojik
ozelliklerin belirlenmesi rutin olarak gergeklestirilmektedir (Tas ve ark.
2007; Ak ve ark. 2010).

c) Ciftlesme ile bulasan mikrobiyolojik ve genetik hastaliklarin kontrolii:
Islah ¢aligmalarinda koglarin ve spermalarinin tiim mikrobiyl ajanlardan ari
olmalar1 saglanir. Ayrica, akrabali yetistirme ile koglarin genetik
hastaliklardan da ari olduklar1 garanti altina alinir.

d) Androlojik muayeneler: Erkek damizliklarin genel durumu ve reprodiiktif
organlarin muayenesi belirli araliklarla incelenir ve tohumlama sonrasi

spermadan kaynaklanan herhangi bir olumsuz faktére izin verilmez.



e) Damizhk erkeklerden daha fazla yararlanilabilmesi: Sigir ve koyun
tiirlerinde serviks spermatozoonlar i¢in en énemli bariyerdir. Bu tiirlerde
ciftlesme sonrasi sperma vajinaya birakilir. Suni tohumlamada sperma
serviks veya uterus igerisine birakildiginda erkek damizliktan 10 — 500 misli
daha fazla yararlanmak mimkiindiir. Asim sezonu diginda da
senkronizasyon sonrasi disiler Ostrusa getirildiklerinde, dogal asim veya
suni tohumlama uygulamalarma ihtiya¢  duyulmustur.  Ostrus
senkronizasyonu sonrast koyunlarin tamami ayni giinlerde Ostrusa
geldiklerinden fazla sayida koga ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu uygulamalar
spermatozoonlarin dondurulmasi, depolanmasi ve tohumlama teknikleri ile
ilgili galismalar1 tetiklemistir. Az sayidaki damizlik koglarin cinsel saglik
kontrolii daha rahat incelenebilir. Ayrica yem ve iscilik maliyetleri azalir.
(Ak ve ark. 1994; Salamon ve Maxwell 2000)

f) Donmus spermanin transportu: Kiiciikk hacimlerdeki (7-10 litre) suni
tohumlama konteynerlerinde yaklasik 1.000 — 1.500 adet payet saklanabilir.
Konteynerlerdeki payetler s1vi azot ikmali olmaksizin binlerce kilometrelik
mesafelere taginabilir.

g) Ostrus takibi ve disi genital organlarim muayenesi: Suni tohumlama
uygulamalarinda Ostrus ve genital organlarin takibi ve muayenesi yapilmak
zorundadir. Tohumlama aninda vulva, vajina (intraservikal tohumlama) ve

uterus ovaryum vb. (intrauterin tohumlama) gézlemlenebilir.

2.3.1. Koyunlarin Anatomik ve Fizyolojik Yapis1

Ulkemizde koyunlar, Eyliil, EKim ve Kasim aylarinda seksiiel aktivite gosermekte
olup yilin geriye kalan zamanlarinda (mevsim dis1) andstrus evresine girmektedirler.
Gebelik ortalama 150 giin siirmesine karsin, dogumdan sonra koyunlarin tekrar dstrus
siklusuna girmeleri igin belirli bir mevsimi beklemeleri gereklidir. Ureme mevsimine
bagli kalmaksizin kullanilabilen farkli senkronizasyon yontemleri sayesinde, koyunlar

kizginlhiga getirilirerek iki yilda ti¢ dogum yaptirilabilir (Keskin ve ark. 2002).

Koyunlarda suni tohumlama uygulamasinda basari sadece canli spermatozoonlara
veya spermatozoonlarin basarili bir sekilde dondurularak saklanmasina bagli degildir
(Allai ve ark. 2018). Ozgiin anatomik yapisi sebebiyle koyun serviksine miidahale zordur.

Bu nedenle, basar1 oranlart ineklerde elde edilen sonuglar kadar yiiksek olmamaktadir



(Salamon ve Maxwell 2000). Spermanin genital kanaldaki yolculugunda karsilastig ilk
bariyer servikstir. Servikal kanal tohumlama kataterinin gegisini sinirlandirmakta ve
spermanin uterusa ulagsma sansini1 azaltmaktadir (Ritar ve Salamon 1983; Dattena ve ark.
1992; Eppleston 1992; Ak 2005a; Rashidi 2011; Allai ve ark. 2018). Spermatozoonlarin
disi genital kanalda uterusa ulagmasindaki zorluklar fertilizasyon bolgesindeki
spermatozoon canliliginin diismesine de neden olmaktadir (Ak ve ark. 2010; Coyan ve
ark. 1992). Ayrica, servikal tohumlamalarda, kiiciik hacimlerdeki spermanin bile
serviksin kasilmasini uyardigi ve spermanin vajinaya geri piskiirtiildiigii debildirilmistir
(Windsor ve ark. 1994; Gillan ve Maxwell 1999; Ak ve ark. 2010).

Servikal tohumlamada spermanin daha derine birakilmasi ile fertilite oranlarinin
artirabildigi, ancak serviks icerisinde kateterin ilerletilmesinin oldukc¢a zor oldugu
bildirilmistir (Salamon ve Maxwell 2000).

Dondurulmus eritilmis sperma uterusa veya oviduktlara verildiginde
spermatozoonlarin fertilizasyon yeteneginin etkilenmedigi, yliksek gebelik oranlari (%

85-90) elde edildigi bildirilmistir (Gillan ve Maxwell 1999).

2.3.2. Ko¢ Spermasinin Yapisina Bagh Faktorler

Elektroejekiilator veya suni vajina yardimiyla alinan kog¢ spermasi plazma
membranlarindaki yiiksek doymamis:doymus yag asidi orani1 (White 1993; Bacinoglu ve
ark. 2007; Valente ve ark. 2010) ve diisiik kolesterol:fosfolipit molar oranina bagli olarak
ani sicaklik degisimlerinden kolaylikla etkilenmektedir. (Motamedi-Mojdehi ve ark.
2014).

Kog spermasi igin eritme sonrast %40-60 motilite oran1 kabul edilebilir bir
diizeydir. Ancak, hiicrelerin sadece %20-30’u biyolojik olarak zarar gérmezler ve bu
nedenle donmus kog spermasi ile yapilan tohumlamalarda basar1 oranlar diistiktiir. Bilim
insanlari, dondurma ve eritme islemleri sonrasinda spermanin potansiyel fertilitesini
korumak amaciyla farkli medyumlar ve kriyoprotektanlar iizerinde ¢alismislardir
(Gokeen ve ark. 1985; Chen ve ark. 1993; Salamon ve Maxwell 2000).

Spermatozonlarin sulandirma, sogutma, donma ve ¢dziindiirme asamalarinda
metabolizmalarindaki, fiziksel ve biyokimyasal yapilarindaki degisimler ve asamalari
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Spermatozoonlardaki temel kriyojenik hasarlar
ultrastriiktiirel (fiziksel), biyokimyasal ve fizikokimyasaldir. Ultrastriiktiirel hasarlar;

plazma ve akrozom membranlarinda, akrozomda, mitokondriyal kilifta ve aksonemde



gelismektedir. Hem yavas ve hem de hizli sogutma hizlarinda spermatozoon motilitesi
morfolojik biitiinliige nazaran daha iyi korunmaktadir. Plazma ve akrozom membrani
niikleus ve orta kisma gore daha hassastir. Mitokondriyal yapinin, donma ve ¢dziinme
asamalarinda degisime ugradig1 gozlenirken, kuyruk ve fibrillerde tespit edilebilir bir
degisimin olmadig bildirilmistir (Salamon ve Maxwell 2000).

Sulandirma, sogutma, dondurma ve eritmeye bagli olusan Olgiilebilen
biyokimyasal kayip ve degisimler; glutamik okzaloasetik transaminaz salinimu,
lipoprotein ve amino asit kaybi, fosfataz aktivitesinde azalma, sodyum artis1 ve potasyum
azalmasi, hiyaluronidaz ve akrozin enzimlerinin inaktivasyonu, prostoglandin kaybi,
ATP ve ADP sentezinde azalma, akrozomal proteolitik aktivitede azalma olarak
Ozetlenebilir (Salamon ve Maxwell 1995b). DNA denatiirasyonunun olusabildigi de
bildirilmistir (Gillan ve Maxwell 1999).

Sogutma-donma-¢oziindiirme prosediiriiniin bazi asamalarinda, spermatozoon
membranlarinda maturasyon, kapasitasyonu tamamlamis ve akrozom reaksiyonu
gecirmis spermatozoon sayilarinda artis kaydedilmistir (Watson 1995; Maxwell ve
Watson 1996). Spermatozoon membraninda meydana gelen degisimler motiliteyi
etkilemese de hiicrenin yasam siiresi kisalir ve fertilite yetenegi olumsuz etkiler. Servikal
tohumlamadan sonra kapasitasyonu tamamlayan spermatozoonlar, kisa siire i¢inde oosit
ile karsilagmazsa yaslanir ve zamanla dolleme yetenegi azalir. Ayrica, spermatozoonlarin
genital kanalin u¢ kisimlarinda dogal bir sekilde 6lme olasiliklar1 da vardir (Salamon ve
Maxwell 2000).

Donma-¢oziindiirme asamalarinda O6limciil hasara ugramis veya tohumlama
sonrasinda disi genital kanalda yaslanmis olan spermatozoonlar ile fertilizasyon, erken
embriyonik Oliimlere neden olur. Ovulasyona yakin zamanda dogrudan uterus
kornularma birakilan eritilmis sperma ile embriyo olusumunun ve gelisiminin daha
saglikli oldugu bildirilmistir (Salamon ve Maxwell 2000).

Donma-¢oziindiirme sonrast ko¢ spermasinin fertil yasam siiresi kisa olmakla
birlikte, bu sorun laparoskopik yontemle intrauterin tohumlama ile asilmistir (Ak ve ark.
2010; Coyan ve ark. 1992).

Kog¢ spermasinda donma hiz1 (Fiser ve Fairfull 1984; Maxwell ve ark. 1995;
Woelders ve ark. 1997; Gunay ve ark. 2006;), sulandirict ozmolaritesi (Soylu ve ark.
2007), kriyoprotektan cesitleri (Yildiz ve ark. 2000; Soylu ve ark. 2007; Nur ve ark.



2010), kriyoprotektan yogunluklar: (Fiser ve Fairfull 1984; Woelders ve ark. 1997; Yildiz
ve ark. 2000), sulandirma oranlari (Sanchez-Partida ve ark. 1992; Maxwell ve ark. 1995),
gliseroliin spermaya ilave edildigi andaki sicakliklar, ekilibrasyon siireleri, eritme hizlar
(Fiser ve Fairfull 1984; Abdelhakeam ve ark. 1991a; Ali ve ark. 1992; Salamon and
Maxwell 1995b. Ak ve ark. 2010) arastirilmistir.

2.4. Koclarda Spermatogenesis

Koglarda spermatogenesis 9-10 haftalik yastan itibaren baslamakta olup,
fertilizasyon yetenegine sahip spermatozoon iiretiminin bagarili bir sekilde
tamamlanmasi i¢in erkek hayvanin yaklagik 6-7 ay olmasi beklenir (Schanbacher ve ark.
1974; Foster ve Hileman. Bir seminifer epitel siklusu eriskin koglarda 10,6 giin siirerken,

toplam speratogenez siiresi 47-50 glindiir (Thwaites, 1995; Zeng ve ark. 2006).

Spermatogonyumlar seminifer epitelyumda boliinmelerine, gelisimlerine ve
farklilagsmalarina devam ettik¢e seminifer tiibiil liimenine dogru ilerler ve 12-14 giin sonra
spermatozoon olarak seminifer tiibiillerden ayrilip liimene gegerlerOnce kaput
epididimise gelen spermatozoonlar oradan korpus epididimise ardindan da ejekiilasyona
kadar depolanacaklar1 kauda epididimise gelirler. Epididimisteki yolculuklar1 yaklasik 14
giin siiren spermatozoonlar kauda epididimiste fertilizasyon kabiliyeti ve motilite gibi

ozellikleri kazandig1 olgunlasma siirecini gecirir (Robaire ve Hinton 2015).

2.5. Koglarda Spermatolojik Ozellikler
Spermatozoon histolojisi hayvan tiirlerine gore farklilik gostermektedir. Kog

spermasinin biyometrik 6zellikleri asagida verilmistir (Ak 2005a; Naoman 2013).
- Uzunluk: 60 - 70 pm
- Bas: 8,3-9,62 um
- Orta kisim: 8 - 11,92 uym
- Kuyruk: 40 - 50 um
- Spermatozoon hacmi: 31 um?
- Yiizey alan1 42 um?

Kog ejekiilat1 yaklasik 1 ml ve spermatozoon yogunlugu mililitrede 1-3x10°

kadardir (Ak 2005a). Kog¢ spermasinda motil spermatozoon orant % 85-90, mass aktivite



++++ ve normal morfoloojiye sahip spermatozoon orani % 85-95 olarak raporlanmistir
(Ak 2005a).

Tiirkiye’de kog¢ spermasinda yapilan calismalarda; ejekiilat hacmi 1-1,5 ml,
spermatozoon yogunlugu 2,7 - 3,5 milyar/ml, motil spermatozoon oran1 %70 - 84, canli
spermatozoon orani %82, normal morfolojiye sahip spermatozoon orani %84 - 96 ve pH

orani 6,5 olarak bildirilmistir (Gok¢en 1977; Tekin ve ark. 1991; Tekin ve ark. 2006).

Ak ve ark. (Ak ve ark. 1994; 1995) suni vajina ve elektroejekiilator kullanarak
yaptiklari ¢alismalarda sirasiyla 0,91 ml ve 0,89 ml ejekiilat hacmi, %85 ve %87,3 motil
spermatozoon orani, 2,12 milyar ve 1,87 milyar spermatozoon/ml yogunlukt ve

%87,9 ve %83,5 normal morfolojiye sahip spermatozoon oranlart bildirmislerdir.

2.6. Koclardan Sperma Alma Yontemleri

Sahada en yaygin olarak kullanilan sperma alma yontemleri suni vajina ve
elektroejekiilator yontemleridir. Suni vajina yonteminde; ebat, kayganlik ve sicaklik
dikkate alinarak koyun vajinasinin imitasyonu yapilmaya caligilir. Koglarin agim hareketi
yapmast ve ejekiilasyonu saglanir. Kog¢ penisi, sicakliga ve basinca karsi oldukca
duyarhdir. Suni vajen i¢ sicakligi 40-44°C’ye ayarlanir. Suni vajina basinci da subapindan
iiflemek suretiyle ayarlanir. Asim hareketinin ger¢eklesmesi ve spermanin alinmasi i¢in
ortamda muhakkak 6strusta olan bir koyunun bulunmasi gerekmektedir. Koglarin gorsel
ve kokusal olarak uyarilmasi beklenir. Asim hareketi gergeklesince penis viicuda en yakin
noktadan (prepusyum) kavranarak suni vajinaya yonlendirilir, ardindan da suni vajinaya
temas1 saglanir. Temas sonrasi kog¢ yiiklenme asamasina gecer ve hemen ardindan

ejekiilasyon sekillenir (Marco-Jiménez ve ark. 2005; Jiménez-Rabadan ve ark. 2016).

Suni  vajina ile spermanin alinamadigr durumlarda, elektroejekiilator
yonteminden yararlanilir. Islem &ncesi hayvanlar sedasyona alinir. Elektrotlarm
bulundugu prop, lubrikasyon sonrasi rektuma yerlestirilir. Periyodik olarak, arada
dinlenme fazlari bulunacak sekilde, belirli bir akimda elektrik verilip sinirler uyarilarak
ejekiilasyon saglanir. Bu teknigin en biiyiik avantaji mevsim disinda da sperma almaya

olanak saglamasidir (Marco-Jiménez ve ark. 2005; Jiménez-Rabadan ve ark. 2016).

Koglardan elektroejekiilator yardimi ile aliman spermatozoonlarin donma
isleminine kars1 daha hassas oldugunu bildiren ¢alismalar (Marco-Jimenez ve ark. 2005;

Ledesma ve ark. 2015) olmakla birlikte bunun aksi sonuglarin alindigi ¢aligsmalar da
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bulunmaktadir (Quinn ve ark. 1968). Jiménez-Rabadan ve ark. ise (2016), koglardan
elektroejekiilator veya suni vajen yardimiyla alinan spermalarda eritme sonrasi motilite,

progresif motilite ve hareket parametrelerinde bir farklilik olmadigini bildirmislerdir.

Seminal plazma igerigindeki protein kompozisyonu ve yogunlugu sperma alma
yontemine bagli olarak degisebilmektedir (Jiménez-Rabadan ve ark. 2016). Bu
proteinlerin bazilar1 soguk sokundan kaynaklanan hasarlarin 6nlenmesinde 6nemli bir
role sahip olabilir (Barrios ve ark. 2005). Sperma hiicrelerinin soguga karsi direnci
seminal plazma igerisindeki protein oranindan etkilenebilmektedir (Jiménez-Rabadan ve

ark. 2016).

2.7. Ko¢ Spermasinin Muayenesi
Ko¢ spermasmin potansiyel fertilitesinin belirlenmesinde en etkin olarak
kullanilan yontem, spermatolojik oOzelliklerin incelenmesidir. Bunlarin temelini

makroskobik ve mikroskobik 6zellikler olusturmaktadir (Hafez 1993).

2.7.1. Makroskobik Muayeneler

Aymn tiir hayvanlarda irklar arasinda sperma hacminin degiskenlik gdsterdigi
bildirilmektedir (Trimberger 1974). Ejakiilat hacmi koglarda iireme sezonu, bakim-
besleme, ortamda disi hayvan bulunmasi, saglik durumu, viicut kondisyon skoru gibi
faktorlerden etiklenmektedir (Trimberger 1974; Evans ve Maxwell 1987; Gokgen 1990;
Tekin ve ark. 1991).

Saglikli ko¢ spermasinin vizkozitesi yogun kivamlidir. Gozle bakildiginda kitle
hareketi (mass aktivite) rahatlikla goriilebilmektedir. Vizkozite ile yogunluk arasinda
pozitif bir iligki oldugu bildirilmistir (Evans ve Maxwell; 1987; fleri ve ark. 2000; Omiir
2015).

Kendine has bir kokusu olan kog spermasinin rengi beyaza yakindir. Idrar, kan
veya ortamda bulunan diger yabanci maddelerin karismasi durumunda renk degisimi

gbzlemlenebilmekltedir (Hafez 1993).

2.7.2. Mikroskobik Muayeneler
Mass aktivite ciplak gozle ve mikroskop altinda incelenebilir. Mikroskobik

inceleme 1s1tilmis lam iizerinde ve lamel kapatilmaksizin 100 biiyiitmede gergeklestirilir

(Hafez 1993).
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Motilite; progresif motilite, ters yonde hareket, titreme hareketi ve sirkiiler hareket
olmak {izere 4 ana baslikta incelenebilir (Hafez 1993). Motilite muayenesinde progresif
motil spermatozoonlar dikkate alinir ve sonuglar % olarak degerlendirilir. Sulandirici
veya serum fizyolojik kullanilarak sulandirilan sperma 6rnegi lama aktarilir ve {izerine
lamel kapatilarak 1sitmali faz kontrast mikroskopta 400 biiyiitmede muayene
gerceklestirilir. Muayene sonucunda %70 ve iizeri motiliteye sahip olan spermalar

donmaya elverisli olarak kabul edilir (Evans ve Maxwell 1987).

Vital boyama tekniklerinden yararlanilan canlilik muayeneleri, 151k, faz kontrast
veya floresan atagmanli mikroskoplarda incelenebilmektedir (Hafez 1993). Floresan
boyama teknikleri ile hazirlanan preparatlarda hiicreler aldiklar1 renge gore Olii, canli
veya O0lmek tizere (moribund) olarak degerlendirilmektedirler. En sik kullanilan floresan
boyama tekniklerinden biri CFDI-PI boyamadir ve bu boyamada floresan mikroskop
altinda membrani1 saglam canli hiicrelerin yesil, membrani hasarli hiicrelerin kirmizi veya
her iki renkte de floresan 1s1ma yaptiklart gériillmektedir (Camara ve ark. 2011). Canlilik
muayenesinde kullanilan eosin-nigrosin boyama teknigi (6lii spermatozoonlar kirmizi
renk alir) ayn1 zamanda morfolojik biitiinliik muayenesine de olanak saglamaktadir. Yine
bahsedilen floresan boyama teknigi ile de morfolojik biitiinliik degerlendirilebilir (Bodu
ve Bucak 2017). Akrozom, bas, orta kisim ve kuyrukta meydana gelen morfolojik
bozukluklar bu tekniklerle degerlendirilir ve normal morfolojiye sahip spermatozoon
oraninin en az %80 olmasi arzulanir (Lasley ve ark. 1942; Evans ve Maxwell 1987; Ak
2005b). Akrozom muayenesi PNA-FITC boyama teknigi ile incelenebilmektedir (Marco-
Jiménez ve ark. 2005).

Spermanin  yogunlugu, bilgisayar destekli sperma analiz cihazinda
gerceklestirilmektedir. Bu yontem, hemositometri gibi daha dnce kullanilan yontemlere
nazaran daha giivenilir olmasinin yaninda, incelemenin daha kisa siirmesine olanak
saglamaktadir (Amann ve Waberski 2014). CASA cihazi sayesinde, spermatozoonlarin
bireysel olarak kinetik hiz parametreleri de incelenmektedir (motilite, ileri motilite, VAP,
VCL ve VSL vb.). Fertilizasyon kapasitesi ve bu degerler arasinda korelasyon oldugu
bildirilmistir (Foote 2003; inang ve ark. 2017).

Son zamanlarda daha detayli ve giivenilir analizler gelistirilmeye ¢alisilmistir.
Akis (flow) sitometresi cihazinda; akrozom biitiinl{igii, membran biitiinliigii, canlilik ve

mitokondriyal aktivite gibi parametreler incelenebilmektedir. Floresan boyama teknigi ile
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hazirlanan 6rneklerde toplam 10.000 spermatozoonu kisa siirede inceleyebilen bu cihaz

ile yapilan analizlerde daha hassas sonuglar alindig1 bildirilmistir (Gillan ve ark. 2005).

2.8. Koclarda Potansiyel Fertilitenin Belirlenmesi

Koclarda fertilite, saglikli koyunlarla dogru zamanda giftlestikten sonra gebeligin
sekillenmesi ve canli yavru elde edilmesi olarak tanimlanabilmektedir. Yukarida anlatilan
spermatolojik testler sayesinde koglarin potansiyel fertilitesi hakkinda yorum
yapilabilmektedir. Ayrica servikal mukus penetrasyonu ve ovum penetrasyonu gibi testler

de koglarin potansiyel fertilitesi hakkinda fikir vermektedir (Tas ve ark. 2006; Nur 2014).

Standart spermatolojik analizlerin yaninda, HOST analizi ve floresan boyama
tekniklerinin de potansiyel fertilitenin belirlenmesinde etkili oldugu bildirilmistir
(Malmgren 1997). Saglikli spermatozoonlarin ve oositin in vitro kosullarda bir araya
getirilip fertilizasyonun saglandigi bir yontem olan in vitro fertilizasyon yontemi, bilim
insanlar1 arasinda en sik kullanilan potansiyel fertilite belirleme yontemilerinden biridir

(O’Meara 2005).

2.9. Spermanin Dondurularak Saklanmasi ve Eritilmesi

Kog¢ spermatozoonunun plazma membran yapist donma ve eritme islemlerinde
meydana gelen ani sicaklik degisimlerine diger hayvan tiirlerine nazaran daha duyarhdir.
Ozellikle 0°C’ye yaklasan sicaklik degisimleri, plazma membran kompozisyonunda
degisimlere sebep olmaktadir (Salamon ve Maxwell 2000). Bu duyarlilik sperma
membran yapisindaki yliksek doymamis:doymus yag asidi oran1 (White 1993; Bacinoglu
ve ark. 2007; Valente ve ark. 2010) ve diisiik kolesterol:fosfolipit oranindan (Motamedi-
Mojdehi ve ark. 2014) kaynaklandigi ifade edilmektedir (Darin-Bennett ve White 1977,
Holt 2000).

Dondurma ve eritme caligmalar1 temelde; sulandirma, sogutma, dondurma ve

eritme iglemlerini kapsar (Ak ve ark. 2010).

2.9.1. Ko¢ Spermasimin Sulandirilmasi

Spermay1 soguk sokundan korumak amaciyla gesitli kaynaklardan saglanan
sulandiricilar  kullanilir. Yumurta sarisi, testisler, korpus luteum, beyin ve soya
fasiilyesinde bulunan lipidlerin fizyolojik 6nemi ilk olarak Milovanov ve Selivanova

tarafindan 1932 yilinda bildirilmistir (Milovanov ve Selivanova 1932).
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Yumurta sarisi sitrat sulandiricist Salisbury ve arkadaglar1 (1941) tarafindan ve

Willet ve Salisbury (1942) tarafindan gelistirilmistir (Salamon ve Maxwell 2000).

Ko¢ spermasinin sogutma-donma-eritme asamalarinda 6zellikle akrozom olmak
tizere morfolojik biitlinliigliniin korunmasinda ozmotik basinci yiiksek sulandiricilar daha

basarilidir (Soylu ve ark. 2007; Ak ve ark. 2010).

Kog spermasinin dondurulmasinda Tris-(hydroxymethyl) aminomethane (asit-baz
dengesi igin), sitrik asit (ozmotik basing dengesi igin) ve sakaritler (kriyoprotektif madde
ve enerji kaynagi) sulandiricilarda siklikla kullanilmaktadir (Abdelhakeam ve ark.
1991b; Salamon ve Maxwell 2000; Paulenz ve ark. 2002; Camara ve ark. 2011).

Pini ve ark. (2018), yumurta sarisi igeren medyumda inkiibe edilen kog
spermasinda 51 farkli proteinde degisimlerin sekillendigini ve spermatozoonlara 15 farkli
protein gegisinin gergeklestigini, spermanin endiistriyel standartlarda dondurularak
saklanmasinda Dbelirtilen proteinleri basarili  bir sekilde identifiye ettiklerini
aciklamiglardir.

Yumurta sarisinin kriyoprotektif etkileri ¢cogunlukla diisiik dansiteli lipoprotein
(LDL) igerigine atfedilir. Hemopeksin ve transferrin gibi yumurta sarisi igeriginde
identifiye edilen ve antioksidan Ozellikleri olan diger proteinlerin de kriyoprotektif
etkileri olabilecegi bildirilmistir (Pini ve ark. 2018).

Sperma sulandiricilarinda sik¢a tercih edilen yumurta sarisi, spermatozoalari
soguk sokuna karst hem donma ve hem de eritme asamalarinda korumaktadir. Bu
koruyucu etkinin hiicre membraninda rol oynadigina inanilmaktadir. Yumurta sarisinin
kriyoprotektif etkileri; termal soka, spermatozoon motilitesine, akrozomoal enzimlerin
(hyaliironidaz) salmimini azalmasina ve mitokondriyal memran biitlinliigiiniin
korumasina baglanabilir. Yumurta sarisinin kriyoprotektan etkisinin diisiik dansiteli
lipoprotein (LDL) fraksiyonundan kaynaklandigi raporlanmistir (Salamon ve Maxwell
2000). Basit santrifiijj islemi uygulanarak, yumurta sarisinin plazma ve graniiler
fraksiyonlarin1 ayristirip LDL igerigi % 85’e kadar artirilabilmektedir (Anton ve ark.
2003; Garcia ve ark. 2017).

LDL, faz degisimlerinde hizlica spermatozoonun plazma membran reseptdrlerine
baglanarak ortamdaki “katyonik peptit” molekiillerinin olumsuz etiklerini azaltmaktadir

(Drobnis ve ark. 1993; Nauc ve Manjunath 2000; Manjunath ve ark. 2002).
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Birgok arastirmact yaptiklart c¢alismalarda farkli sulandiricilarda %1,5-50
arasinda yumurta sarisinin ilave edilebilecegini bildirmigler (Salamon ve Maxwell
1995a). Bu oran siit kullanilarak hazirlanan sulandirici medyumlarinda %5-20
arasindadir. Ko¢ spermasi yiiksek ozmotik basingli medyumlara %25-30 oraninda
yumurta sarisi ilave edildiginde gliserol ilavesi yapilmaksizin basariyla dondurulmustur
(Abdelhakeam ve ark. 1991b).

Sulandiricilara yiiksek oranda yumurta sarisi ilavesi; membran, akrozom ve
kapasitasyon tizerine olumsuz etkilere neden olmaktadir (Watson ve Martin 1976; Gil ve
ark. 2003b).

Sperma sulandiricilarina donmanin zararli etkilerinden korumak amaciyla ilave
edilen bir diger kriyoprotektan da siittiir (Salamon ve Maxwell 1995a; Watson 1995).
Icerdigi lipoproteinler ve lactoalbumin spermatozoon canliligi ve motilitesi iizerine
olumlu etki gostermektedir (Ollero ve ark. 1998; Ak 2005c). Siit igeriginde bulunan
kazein molekiilii iyon yapida olup, kimyasal 6zellikleri sayesinde kriyoprotektif ve
antioksidan etki gdstermektedir. Ayrica sulandiriciya ilave edilen siit, akrozom biitlinliigii
tizerine de koruyucu etkiye sahiptir (D’Allessandro ve ark. 2001; D’Allessandro ve
Martemucci 2005).

Sulandirma iglemi spermanin sogutma, dondurma ve eritme prosediirleri sirasinda
spermatozoonlart korumak ve tohumlama dozundaki spermatozoon sayisini Standardize
etmek amaciyla gergeklestirilmektedir (Salamon ve Maxwell 2000). Sulandirma orant,
diisiik 1silarda (-79°C ile -196°C) gergeklestirilen dondurma islemlerinde  kog
spermasinin  dondurma-eritme sonrast spermatolojik parametrelerini etkilemektedir.
Sulandirma orani hesaplanirken, ejakiilat hacmi, yogunlugu, motilite ve tohumlama dozu
degerlendirilir (Colas 1975; Fiser ve ark. 1987). Serviksin 6zgiin anatomik yapisindan
dolay1, intraservikal tohumlamada disi genital kanala birakilan sperma serviks tarafinda
geriye dogru piiskiirtiilebilir. Bu nedenle tohumlama hacmi ve dozuna dikkat edilmelidir
(El-Alamy ve Foote 2001; D’ Allessandro ve ark. 2001; Gil ve ark. 2003a; Morrier ve ark.
2003). Ancak, hacmin diisiik olmasi1 gereken durumlarda sulandirma oranmi da diigiik
olacagindan, ortamda bulunan kriyoprotektan madde yogunlugu yetersiz kalabilir (Gil ve
ark. 2000; Salamon ve Maxwell 2000; D’ Allessandro ve ark. 2001; Gil ve ark. 2002).
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2.9.2. Ko¢ Spermasinin Sogutulmasi

Spermanin  sogutulmasi isleminin en Onemli amaglar1 spermatozoon
metabolizmasini azaltmak, mevcut enerjiden daha uzun siire faydalanmasini saglamak,
metabolik artiklarin daha az olmasini saglamak ve hiicreleri donma asamasina
hazirlamaktir. Sulandirildiktan sonra spermay1 0°C’ye yakin sicakliklara sogutma islemi,
spermatozoonlarin metabolizma hizlarmin diismesine adapte olma stirecidir (Salamon ve
Maxwell 2000).

Spermanin sogutulmasi sirasinda ani sicaklik degisimlerine maruz kalmamasi igin
Ozel onlemler alinmasi gerekmektedir. Ortamin sicakligi 0°C’ye disiiriilmesi sperma
hiicrelerinde geri doniisiimsiiz hasarlara neden olur (Salamon ve Maxwell 2000). Soguk
sokunun zararlh etkileri 1931 yilinda bulunmus, kademeli sogutma ve sulandiriciya lipit
eklenmesi gibi teknikler gelistirilmistir (Salamon ve Maxwell 2000).

Membran gegirgenliginin sogutma isleminden sonra arttigi bilinmektedir
(Robertson ve Watson 1986; Robertson ve ark. 1988). Bu durum genel olarak membranin
sizdirma Ozelliginin artmasindan ve spesifik protein kanallar1 iizerindeki etkiden
kaynaklanabilir (Watson 2000). Kalsiyum regiilasyonu net bir sekilde sogutma
isleminden etkilenmektedir ve hiicre fonksiyonu iizerinde ciddi sonuclar1 ortaya
cikarmaktadir (Bailey ve Buhr 1994; Watson 2000). Sogutma sirasinda meydana gelen
kalsiyum tutulumu, hem kapasitasyona benzeyen degisimlerine ve hem de plazma
membrani ile akrozom membrani arasinda sekillenen fiizyon olaylarina katkida bulunur
(Watson 2000). Sogutma sirasindaki membran hasari ile akrozom reaksiyonu arasinda
onemli benzerlikler bulunmaktadir (Watson 2000).

Kog spermasi farkli siirelerde 5°C’ye sogutulmaktadir. Bu siireler genellikle 1-3
saat arasindadir (Salamon ve Maxwell 1995b). Sperma oda sicakligindan 5°C’ye sogutma
asamasinda soguk sokuna karsi daha hassastir (Fiser ve Fairfull 1986; Salamon ve
Maxwell 1995b; Maxwell ve Watson 1996; Yavasca ve ark. 1999; Demir ve ark. 2015).
Gliserol ilave edilmemis sulandiricilarin spermaya katilmasindan sonra ortamin 5°C’ye
sogutulmasi 2 saatten daha uzun siirede gergeklesmelidir (Evans ve Maxwell 1987;
Salamon ve Maxwell 1995a). Dakikada 0,3°C’den daha hizli sogutma hizlarinda progresif
motilite olumsuz etkilenmektedir (Demir ve ark. 2015).

Sogutma sonrasi gliserol igeren sulandirict ile tekrar sulandirma islemine

gliserolizasyon denir. Iki asamali sulandirma metodunda spermatozoonlarin gliserol ile
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ilk temas1 2-5°C’de gergeklesir. Tek asamali sulandirma metodunda ise gliserollii
sulandirma iglemi 30°C’de yapilir (Salamon ve Maxwell 2000).

Ekilibrasyon, spermatozoonlarin donma dncesinde gliserol ile temas igerisinde
bulunduklart siireye verilen isimdir. Bu siiregte gliserol hiicre i¢ine girmekte ve hiicre igi
ve hiicre dig1 ortamda bir denge saglanmaktadir. Sadece gliseroliin degil, ozmotik olarak
aktif olan diger maddelerin de bu dengeyi saglamasi i¢in bekleme islemi ekilibrasyon

olarak tanimlanmaktadir (Salamon ve Maxwell 2000).

2.9.3. Ko¢ Spermasinin Dondurulmasi

Kog spermasi dondurma ¢alismalari alanindaki ilk ¢alismalar tavsan, kobay, boga,
yaban domuzu ve aygir gibi tiirlerde gliserol kullanarak basarili bir donma teknigini
gelistiren Bernstein ve Petropavlovsky tarafindan 1937 senesinde baslatildi (Salamon ve
Maxwell 2000). Kog¢ spermasinin dondurulmasina iliskin ¢alismalar 1950’lerde 6nemli
saytya ulasmistir. Bu calismalarda boga i¢in kullanilan sulandirici ve dondurma
prosediirleri uygulanmig, ancak %5 gibi diisiik fertilite oranlari elde edilmistir (Salamon
ve Maxwell 2000).

Medeiros ve ark. (2002), yaptiklari ¢alismada, spermanin 0°C’den -196°C’ye
sogutulmas1 sonrasi sivi azotta metabolizmalarinin durma seviyesine geldigini ve ¢ok
uzun siire boyunca canliliklarinin devam edebilecegini bildirmislerdir.

Payet icerisinde spermanin donma islemi siv1 azot buharinda gergeklestirilmekte
olup sogutma hiz1 sivi azota olan uzaklik ile ayarlanmaktadir. Optimal sogutma hiz -
110°C ile -130°C arasindaki sicakliklarda gerceklestirilmektedir. Daha diisiik donma
hizinda (-55°C) gergeklestirilen dondurma isleminin sperma hiicreleri tizerinde olumsuz
etki yaptiklar bildirilmistir (Mazur 1984; Salamon ve Maxwell 2000).

Hiperozmotik sulandiricilar ile spermatozoonlarin kismi dehidre olmalari ile
donma sirasinda hiicre iginde kristallesen su molekiillerinin hiicreye zarar vermesi bityiik
Olclide engellenmektedir. Donma siirecinde hiicre iginde biiyiik hacimli buz kristali
olusumu spermatozoon plazma membrani ve akrozomunun yapisindaki protein ve lipit
molekiilleri tizerinde olumsuz etki yaratmaktadir (Hafez 1993).

Hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu, sulandirilmis spermanin sicakliginin 5°C’ye
distiriilme hizi, medyumun akiskanligi ve membran permeabilitesi gibi faktorlerden
etkilenmekte olup buz kristallerinin kiigiik hacimli ve ¢ok sayida olmasi istenmektedir

(Ak ve ark. 2010). Calismalarda buz kristallerinin -6°C ve -10°C arasinda olustugu,
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donma devam ederken en 6nemli hasarlarin ise -10°C ve -25°C arasinda sekillendigi
bildirilmigtir (Morris ve Farrant 1972; Salamon ve Maxwell 1995b).

Kog spermasinin dondurularak saklanmasi ve eritilmesi siirecinde hiicrede tirozin
fosforilasyonu ve hiicre i¢i kalsiyum yogunlugu artar. Bunun sonucunda da bazi
spermatozoonlarda prematiire kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu geliserek membran
maturasyonu sekillenir (Bailey ve ark. 2003). Prematir kapasite olmus
spermatozoonlarda canlilik azalir. Disi genital kanallarda spermatozoonlarin dolleme
yetenekleri sinirli bir siire i¢in korunabildiginden, servikal tohumlamalarda fertilizasyon
bolgesine ulasamadan bu yeteneklerini kaybetmektedirler (Maxwell and Watson 1996).

Spermatozoon kapasitasyonunda hiicreden kolesterol ¢ikisi en 6nemli olaylardan
biridir (Osheroff ve ark. 1999). Prematiir kapasitasyon sonucunda gelisen plazma
membranindan kolesterol kaybina, membran stabilizasyonunda hasarlara (Leahy ve
Gadella 2015) ve akrozom biitiinliigiinde bozulmaya (Iborra ve ark. 2000) sebebiyet
vermektedir. Spermatozoon membranindaki bozulmalar, disi genital kanalindaki canlilik
stirelerini azaltip fertilite potansiyelini etkilemektedir (Pini ve ark. 2018).

Spermada, oksidatif metabolizmanin dogal bir sonucu olarak reaktif oksijen
tirleri (ROS) ortaya ¢ikmaktadir. ROS’un diisik yogunluklari; kapasitasyon,
hiperaktivasyon, akrozom reaksiyonu, zona pellucida ile etkilesim ve mitokondriyal
kapsiil stabilizasyonu gibi fonksiyonlar i¢in 6nemli bir role sahiptir (Alvarez ve Storey
1984; Aitken ve Fisher 1994; Kodama ve ark. 1996; Griveau ve Le Lannou 1997,
Baumber ve ark. 2000, La Falci ve ark. 2011). Spermatozoonun fizyolojik aktivitelerini
stirdiirebilmesi konusunda ROS iretimi ile bunlarin eliminasyonu arasinda hassas bir
denge vardir (Allai ve ark. 2018). Olusabilecek herhangi bir dengesizlik, oksidatif stres
araciligryla spermatozoon fonksiyonlarinda negatif etkiler yaratabilir. Dondurulmus
spermanin depolamasinda, lipit peroksidasyonunda artisa sebep olarak, motilite kaybina
yol agabilir (Aitken 1995; Gibb ve Aitken 2016). Donma islemi siiresince kog¢ spermasi
fazla miktarda hidrojen peroksit iiretmekte (Maia ve ark. 2010; La Falci ve ark. 2011) ve
eritme sonrasi spermatozoon motilitesi diismektedir (Maia ve ark. 2014).

Spermatozoon simirlt bir sitoplazmaya sahip olmasindan dolayi transkripsiyonel
anlamda inaktiftir. Reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerine kars1 koruma saglayacak
savunma sitemi yeterli olmadigindan olduk¢a duyarlhidir (La Falci ve ark. 2011).
Oksidasyon firiinleri, basta poliansatiire membran lipitleri olmak iizere, membran

lipidlerinin peroksidasyonu sonucu olusmaktadir (La Falci ve ark. 2011). Kog
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spermasinin dondurularak saklanmasi sirasinda ortaya ¢ikan peroksitlerin temel kaynagi
6li veya hasar gérmiis spermatozoonlardan salinan aromatik amino asit oksidazin aktif
deaminosyonudur (Shannon ve Curson 1982).

Dondurularak saklanan spermanin fertilitesinin diismesinde basta gelen
sebeplerden birinin DNA hasar1 oldugu, bu hasarin sogutma dondurma eritme gibi
islemlerdeki sicaklik dalgalanmalarindan kaynaklandig: bildirilmistir. Ayrica DNA’nin
ROS’a kars1 duyarli oldugu ortaya konmustur (Lopez-Fernandez ve ark. 2008; La Falci
ve ark. 2011).

Memeli spermatozoonlar; siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz gibi enzimatik antioksidan savunma sistemine sahip oldugu gibi,
metiyonin, askorbik asit ve o tokoferol gibi enzimatik olmayan savunma sistemine de
sahiptir (Kantola ve ark. 1988; Aitken 1995; Mara ve ark. 2005; Bucak ve ark. 2012).
Spermanin biyosentez kapasitesi simnirlidir (Aitken 1995). Sperma igeriginde bulunan
antioksidan yogunlugu sulandirma sonrasinda azalir ve bunun bir sonucu olarak endojen
antioksidan savunmasinin yararl etkileri de azalir. Bundan dolayi, diisiik yogunluklarda
da olsa antioksidan ilavesi saklama siiresince spermatozoon fonksiyonlarini iyilestirebilir
(Allai ve ark. 2018).

Donma isleminin dolayli olarak sebebiyet verdigi zararli etkileri azaltmak
amaciyla yavas ve hizli donma teknikleri arastiritlmigir (O’Neill 1998). Kog spermasinin
dondurulmast ic¢in kullanilan yontemler arasinda, sivi azot buharinda (sivi azot
seviyesinin 4-6 cm {izeri) spermanin yaklagik —110°C’de ve 17°C/dakika hizla
dondurulmasi optimal olarak kabul edilmektedir (Ak 2005c). Bu yontemle dondurulan
ko¢ spermasinda, sicaklifin grafiksel olarak dogrusal bir sekilde azalmasina kiyasla

parabolik egri seklinde azalmasi ile daha iyi sonuglar alinmistir (Salamon ve Maxwell
2000).

2.9.4. Dondurulmus Ko¢ Spermasinin Eritilmesi

Donma eritme prosediiriinde, spermatozoon canlilig1 i¢in eritme en az sogutma
asamas1 kadar onem arz etmektedir. Sicaklifin -196°C’ye diisilirlilmesinden sonra
canliligim koruyan spermatozoonlar, 1sitma ve eritme siirecinde yine kritik sicaklik
aralig1 olan -15°C ve -60°C arasindaki sicakliga maruz kalirlar (Salamon ve Maxwell
2000). Sogutma ve eritme hizlarmin yiiksek olmasi spermatozoon canliligi iizerinde

etkilidir. Bu etki, sogutma hizinin hiicre i¢i donmay1 baslatacak hizda olmasinin yaninda,



19

hiicrenin dehidre olabilecegi kadar da yavas olup olmamasina baglidir. Eritme sirasinda,
kritik sicaklik araliklarinda, hiicre ig¢i kristal yapilart degisebilir (rekristalizasyon). Bu
durumun sekillenmemesi igin hizli bir eritme yontemi Onerilmektedir (Holt ve North
1994; Salamon ve Maxwell 1995b; Salamon ve Maxwell 2000).

Payetlerde dondurularak depolanan kog¢ spermasi 38°C ile 42°C sicaklikta
eritilebilmektedir (Salamon ve Maxwell 2000). Genelde sicakligi 37°C’ye ayarlanmis su
banyosunda 30 saniyede eritme teknigi kullanilmaktadir. Arastirmacilar su banyosunda
farkl1 eritme teknikleri sonrasi gerek spermatolojik parametreler arasinda gerekse gebelik
sonuglart arasinda 6nemli bir farklilik olmadigini bildirmislerdir (Pontbriand ve ark.
1989; Soderquist ve ark. 1997; Holt 2000; Paulenz ve ark. 2004).

2.10. Sulandiricilara ilave Edilen Kriyoprotektanlar

Sulandirma, sogutma, donma ve eritme asamalarinda spermatozoonlar farkli
sicakliklara, farkli ozmotik basinglara, bir takim kimyasal ve mekanik etkenlere maruz
kalmakta, sonugta fonksiyonel, morfolojik ve niikleer hasarlar olusmaktadir. Hasarlar
kullanilan yontemlere ve Kimyasal maddelere gore degisebilecegi gibi hayvan tiiriine
(spermatozoon plazma membran yapisi, permeabilite 6zelligi gibi) gore de degiskenlik
gostermektedir. Bilim insanlar1 olusan hasarlar1 en aza indirgemek ve daha basarali bir
protokol olusturmak igin ¢alismalarinda kriyoprotektif maddeler ve sicaklik degisimleri
tizerine agirlik vermislerdir (Vajta ve Kuwayama 2006).

Sperma dondurma ¢alismalarinda membran, akrozom, DNA ve diger
spermatozoon organellerinde meydana gelen hasarlari engellemek icin sulandiriciya
koruyucu maddeler ilave edilir. Kriyoprotektif maddeler, donma asamasinda siv1 fazdan
kat1 faza gegiste molekiil hacmini ve aktif molekiil (iyon) miktarini azaltarak etki
gosteririler (Critser ve ark. 1988).

Kriyoprotektan maddelerin gorevleri, donma-eritme siirecinin zarar Verici

etkilerinden hiicreyi korumaktir. Bu etki;

a. Hiicre i¢i ve digindaki ¢oziinen maddelerin yogunlugunun toksik olmayan
seviyelerde tutulmasma (hiicre igine penetre olabilen kriyoprotektanlar,
gliserol, DMSO),

b. Hiicre kismi dehidrasyonuna ve/veya

€. Hiicre membraninin stabilize edilmesine (hiicre igine penetre olamayan

kriyoprotektanlar, siikroz) baglidir (Critser ve ark. 1988).
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Ayrica, dogal veya sentetik kriyoprotektan maddelerin, buz kristallerinin belirli
ylizeyleriyle spesifik olarak etkilesime girdigi ve boylece kristal genislemesini 6nledigi
diistiniilmektedir (Uchida ve ark. 2007).

Kiitle agirhiklar1 diisiik olan kriyoprotektif maddelerin yiiksek oranlari
spermatozoonlar tizerinde olumsuz bir dizi etkiler yaratmaktadir (Payne ve ark. 1994;
Palasz ve Mapletoft 1996). Spermatozoonlarin basarili bir sekilde dondurularak
saklanmasi i¢in su ve kriyoprotektif maddelerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortama taginmasi
(diftizyon ve aktif tasima) Onem arz etmektedir. Bu transport islemleri plazma
membraninin yapisinda bulunan protein yapili molekiiller sayesinde olmaktadir. Buradan
hareketle bilim insanlar1 sulandiricilara protein yapili kriyoprotektif maddeler
eklenmesinin dondurma islemlerinde ani sicaklik degisimleri ve ozmotik degisikliklere
kars1 olan hiicrelerin korunabilecegini bildirmislerdir (Edashige ve ark. 2003).

Kriyoprotektanlar; hiicre igine girebilme durumlarina gére penetre olabilen ve

penetre olamayan kriyoprotektanlar olarak siniflandirilmaktadir.

2.10.1. Hiicre Icine Penetre Olabilen Kriyoprotektanlar

Hiicre icine girebilen (permeabl) kriyoprotektanlar farkli sulandiricilar igin
degisen oranlarda olmak iizere, hiicre disina su gegisini saglayarak spermatozoonda
dehidrasyonu saglarlar (Purdy 2006). Kisa siire iginde kriyoprotektan ve su ekilibre olur
ve hiicre i¢i ile hiicre dist yogunluklarin esitlenmesiyle sonuglanir (Amann 1999).
Dehidrasyon sonrasi sperma hiicresi daha az hiicre i¢i su igerdigi i¢in, hiicrenin donma
noktasi diiser ve hiicre i¢i toplam kristal miktar1 azalir. Fazla miktardaki hiicre igi buz
kristali, hiicre 6limii ve potansiyel fertilitede azalma ile sonug¢lanir (Purdy 2006).

Permeabl kriyoprotektanlar membran lipit ve proteinlerini yeniden diizenler.
Membran akiskanligini artirarak diisiik sicakliklarda daha fazla dehidrasyon saglar ve
bdylece donma sonrasi hiicre canliligini korur (Holt 2000).

Sperma  dondurma sulandiricilarina  en sik  ilave edilen  permeabl
kriyoprotektanlar; gliserol, etilen glikol ve dimetil siilfoksittir (DMSO).

Dondurularak saklanan kog¢ spermasi sulandiricilarinda en sik tercih edilen
koruyucu madde gliseroldiir. Gliseroliin koruyucu o6zelligi 20. yilizyilin ilk yarisinda
ortaya konmustur (Phillips 1939; Polge ve ark. 1949; Salamon ve Maxwell 2000).

Hidrofilik yapida olan gliseroliin koruyucu 6zelligi; yogunluguna, yapisindaki

karbon:hidroksit oranina ve su baglayict
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ozelligine baglidir. Spermatozoon igerisine penetre olarak diisiik sicakliklarda
hiicrenin su kaybetmesine neden olur ve biiyiik hacimli buz kristali sekillenmesinin 6niine
gecer (Nauk ve ark. 1970; Farrant ve ark. 1977; Salamon ve Maxwell 1995a).

Optimal gliserol orani, yumurta saris1 oranindan etkilenebilmektedir. Yumurta
saris1 orani arttikga gliserol ihtiyaci azalmaktadir (First ve ark. 1957; Watson ve Martin
1976). Gliserol hiicre mambraninin katmanlari arasina girebilmektedir ve membrandaki
lipit yapisinda degisimler yaratarak membranin stabilitesini, akiskanliini ve su
gecirgenligini degistirebilmektedir (Noiles ve ark. 1995; Holt 2000; Tharasanit ve
Techakumphu 2013).

Optimum gliserol orani, sulandirici kompozisyonuna ve 6zellikle sulandiricinin
ozmotik basincina baglidir (Salamon 1968; Lightfoot ve Salamon 1969). Uygun olmayan
oranlarda veya yontemle eklenmesi durumunda, gliserol hiicre iizerinde zararli etki
gosterebilmektedir (Fahy 1986; Salamon ve Maxwell 1995b; 2000). Bu zararin gliserol
metabolizma {iriinlerinden ‘methylglycosal’ molekiiliinden kaynaklandigi bildirilmistir
(Katkov ve ark. 1998; Alvarenga ve ark. 2000; Woods ve ark. 2000). Koglarda gliseroliin
spermatozoonlara daha kolay penetre olabildigi ve bu nedenle hem olumlu hem de zararli
etkilerinin hayvan tiirlerine gore farklilik gosterdigi bilidirilmistir (Nauk ve ark. 1970).
Baz1 arastirmacilara gore, sulandirilmis spermaya gliserol 5°C’de eklendiginde,
membranlar1 gegme yetenegi ve toksik etkisi daha azdir (Bacinoglu ve ark. 2007; Ak ve
ark. 2010). 30°C gibi yiiksek sicakliklarda gliserol ilavesinin zararli oldugu, spermanin
uzun siire gliserole maruz kaldigi ve bu sicaklikta gliseroliin toksik etkisinin arttid
bildirmistir (Bacinoglu ve ark. 2007; Critser ve ark. 1988).

Geleneksel yontemlerle dondurulan kog¢ spermasinda sulandiricilarda optimum
gliserol yogunlugu %6-8 arasinda degismektedir (First ve ark. 1957; 1961; Part ve Nath
1969; Kareta ve ark. 1972; Andersen ve ark. 1973; Salamon ve Maxwell 1995a; 2000).
Bazi arastirmacilar en iyi etkiyi %4-6 oraninda gliserol ilavesinde elde ettiklerini
bildirmislerdir (Gokcen ve ark. 1983; Fiser ve Fairfull 1984).

Gliserol haricinde bircok madde kriyoprotektif amagli olarak sulandiricilara
eklenmistir. DMSO, etilen glikol, diisiik molekiiler agirlikli poliyoller, polimerik
bilesikler, surfaktanlar, yiiksek yogunlukta sekerler vb. arastirilmis, ancak bu maddelerin

hi¢biri gliserol kadar yaygin olarak kullanilmamistir (Salamon ve Maxwell 2000).
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2.10.2. Hiicre Icine Penetre Olamayan Kriyoprotektanlar

Hiicre igine penetre olamayan (non-permeabl) kriyoprotektanlar spermatozoon
plazma membranindan gegemedikleri i¢in etkilerini hiicre disinda gostermektedirler
(Amann 1999). Sulandiricinin ozmolaritesini artirdiklari i¢in hiicre membraninin
yapisinda mekanik olarak degisimlere sebep olurlar ve ozmolarite farkindan dolay1
intraseliiler ortamdaki su ve katyonik molekiillerin ekstraseliiler ortama ge¢mesini
saglarlar. Non-permeabl kriyoprotektanlar hiicrenin plazma membraninda degisiklikler
yapabildigi gibi ¢ozelti olarak da etkilidirler ve bulunduklart medyumun donma
sicakligint diistirtirler (Amann 1999). Sulandiricinin bu tipte kriyoprotektan igermesi,
hiicre icine girebilen maddelere olan ihtiyaci azaltarak dolayli olarak toksik etkilerini de

sinirlandirmaktadir (Arav ve ark. 1993; Cabria ve ark. 2001).

Sekerler sperma sulandiricilarina eklendiginde kog¢ spermasinin kalitesini ve
fertilitesini artirmaktadirlar (Jafaroghli ve ark. 2011). Farkli seker yogunluklart ile
hazirlanmis  hiperozmotik sulandiricilarin, donma-eritme sonrasi, Spermatozoon
biitinliigiinii  iyilestirdigi  bilinmektedir (Salamon ve Visser 1972). Sekerler,
monosakkaritler, disakkaritler ve trisakkaritler olarak smiflandirilabilmekte olup, her
smiftaki sekerlerin donma ve eritme sirasinda sergiledikleri kriyoprotektif ozellikleri
farklidir (Yildiz ve ark. 2000; Panyaboriban ve ark. 2015). Sperma sulandiricilarina
ekzojen olarak ilave edilen sekerlerin birincil goérevleri enerji kaynagi olmalaridir
(Panyaboriban ve ark. 2015). Sakkaritler, hiicre membranindan gecemezler ve
sulandiriciya ilave edildiginde, enerji saglamanin yaninda, olusturduklar1 hiperozmotik
ortam sayesinde donma Oncesi hiicresel dehidrasyonu saglarlar (Schmehl ve ark. 1986;
Fiser ve ark. 1987; Molinia ve ark. 1994; Storey ve ark. 1998). Bu ozmotik etki hiicre
icinde donabilecek olan su miktarin1 azaltir ve buz kristali olumusumunu azaltarak
hiicrenin zarar gormesinin 6niine geger (Aisen ve ark. 2002).

Monosakaritler, ko¢ spermatozoonunun seminal plazmasinda temel madde olarak
bulundugundan, sperma dondurma sulandiricisina enerji kaynagi ve koruyucu madde
olarak eklenmesi 6nerilmektedir (Salamon ve Maxwell 2000). Friiktoz, kog spermasinin
kriyoprezervasyonunda sulandiricilarda kullanilan en faydali sekerlerdendir (Salamon ve
Maxwell 2000; Ak ve ark. 2010; Panyaboriban ve ark. 2015). Kii¢iik ruminantlarda,
sperma seminal plazmasinda friiktoz, glikoliz i¢in birincil substrattir (Glover 1956;
Pellicer-Rubio ve ark. 1997). Sperma sulandiricisina ilave edilen friikktoz, glikoza oranla

daha iyi bir ATP iiretimi saglamaktadir (Panyaboriban ve ark. 2015). Kog¢ spermasinda
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basit sekerlerden sadece friikktoz bulunmasina kargin, sulandirictya eklendiginde glikoz
ve mannoz, spermatozoa tarafindan metabolize edilebilmektedir (Salamon ve Maxwell
2000). Monosakaritler ayrica diisiik molekiil agirligina (friiktoz ve glikoz) sahip olmalar1
nedeniyle spermatozoon plazma membranina penetre olabilmektedirler (Purdy 2006;
Panyaboriban ve ark. 2015).

Disakkaritler, basit sekerlerin (glikoz ve friiktozun) aksine daha kriyoprotektan
etkilidirler (Purdy 2006). Disakkaritler (laktoz, rafinoz, trehaloz ve siikroz), yiiksek
ozmotik basing olusturarak hiicre dehidrasyonunu baslatir ve bdylece hiicre i¢i buz
kristali olusumunu azaltirlar (Parks ve Graham 1992). Bu sekerler ayn1 zamanda plazma
membranindaki fosfolipitler ile etkilesime girerek membrani yeniden diizenlerler.
Membran akiskanligini artirirak spermatozoonlarin donma siirecinden daha saglikli
cikmalarini saglarlar (McGann 1978; Molinia ve ark. 1994; McWilliams ve ark. 1995;
Aisen ve ark. 2002; Purdy 2006). Hiicre igine penetre olamayan sekerlerin plazma
membranmin katmanlar1 arasma penetre olduklari, fosfolipitlerin polar gruplari ile
birlikte hidrojen bagi olusturduklar1 ve bu sekilde de buz kristali olusumunu 6nledikleri
bildirilmistir (Liu ve ark. 1998; Aboagla ve Terada 2003; Purdy 2006; Uchida ve ark.
2007; Panyaboriban ve ark. 2015). Lipit katmanlar1 arasina girmeleri sonucunda
membrandaki kuru lipidlerin kat1 faz gegisi daha kolaylasir (Molinia ve ark. 1994; Aisen
ve ark. 2002; Meyers 2005; Patist ve Zoerb 2005; Fernandez-Santos ve ark. 2007) ve buz
kristali olusumu azalir. Trehaloz, sulandiricida spermatozoonlara saglanan serbest su
molekiillerini azaltarak hiicrenin dehidrasyonunu indiiklemekte ve buz kristali
olusumunu azaltmaktadir; eritme sonrast membran biitiinliigliniin korunmasinda da
olumlu etkileri vardir (Cirit ve ark. 2013). Ayn1 zamanda siikroz da buz kristali

olusumunu azaltmaktadir (Panyaboriban ve ark. 2015).

2.10.3. Sulandiriciya Kriyoprotektan Olarak Bal ilavesi

2.10.3.1. Balin genel ozellikleri ve yapisi

Tiirk Gida Kodeksinde bal, “Bitki nektarlarinin, bitkilerin canli kisimlarinin
salgilarinin veya bitkilerin canli kisimlar1 {izerinde yasayan bitki emici boceklerin
salgilariin balarisi tarafindan toplandiktan sonra kendine 6zgii maddelerle birlestirerek
degisiklige ugrattig1, su icerigini diisiirdiigii ve petekte depolayarak olgunlastirdig: dogal
tirtin” olarak tanimlanmaktadir (Tiirk Gida Kodeksi 2012/58).
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Gida kodeksinde iiretim sekline gore ¢igek bali; bitki nektarindan elde edilen bal;
salgi bali, bitkilerin canli kisimlarinin salgilarindan veya bitkilerin canli kisimlari
tizerinde yasayan bitki emici boceklerin -Hemiptera- salgilarindan elde edilen bal olarak
tanimlanmaktadir (Tiirk Gida Kodeksi 2012/58). Salg1 bal1 6zelliginde olan ¢am bal1 ise,
bal arisinin, Pinus brutia (kizilgam) tizerinde yasayan Marchalina hellenica (pamuklu
kosnili) isimli boceklerin ¢am bitkisinin canli kisimlar1 tarafindan salgilanan seker
¢ozeltisinin igerisinde bulunan ve kendileri igin esansiyel olan besin maddelerini alip
kalanlar1 viicut disina biraktiklar1 atiklar1 alip bala gevirmesi ile olusur (Ozkdk ve ark.
2016).

Bal hakkinda ilk yazili referans milattan 6nce 2100-2000 yillar1 arasinda yazilan
Stiimer tablelertinde ortaya c¢ikmustir. Bu tabletlerde ilag ve merhem olarak
kullanildigindan bahsedilmektedir (Bogdanov ve ark. 2008). Antik kiiltiirlerde bal, hem
beslenme amagli hem de tibbi amagl olarak kullanilmistir (Crane 1975; Allsop ve Miller
1996).

Son yillarda alternatif bir tip yontemi olarak “apiterapi” gelistirilmis olup basta
bal olmak iizere diger ar1 {iriinlerinin de bir¢cok hastaliga kars1 kullanilmasi
onerilmektedir. Giinimiizde sagaltim alaninda balin en genis kullanim alani yaralar,
yaniklar ve enfeksiyonlardir (Molan 1999). Bal, erkek ratlarda sperma kalitesini ve
fertiliteyi artirmak amaciyla oral yoldan kullanilmis, spermatogenezisi, spermatozoon
sayisint ve normal spermatozoon sayisini artirmis spermatozoon bas ve kuyruk
bozukluklarini ise azatmistir (Syazana ve ark. 2011).

Balin bilesimi, kalitesi, rengi ve lezzeti; elde edildigi bolgenin iklimi, bitki tiirleri,
cevresel Ozellikleri, ar1 ¢esidi, balin hasat sekli, hasat sonrasi depolama kosullar1 gibi
faktorlere baglidir (Turkmen ve ark. 2005; Kukurova ve ark. 2008). Balin goriiniimii ve
icerigi botanik kokenine gore biiyiik farklilik gdstermektedir (Persano Oddo ve Piro
2004). Besleyicilikle ve saglikla ilgili olan bilesenleri karbonhidratlar olup, friiktoz ve
glikozun yani sira 25 farkli oligosakkarit ihtiva etmektedir (Bogdanov ve ark. 2008). Az
miktarlarda protein, enzim, amino asit, mineral, iz elementler, vitamin, aromatik
bilesikler ve polifenolleri de igermektedir (Bogdanov ve ark. 2008).

Balin kuru maddesinin yaklasik %95°1 basta frikktoz ve glikoz olmak iizere
karbonhidratlardan olusmaktadir (Bogdanov ve ark. 2008). Cigek (nektar) balinda
bulunan temel oligosakkaritler; siikroz, maltoz trehaloz ve turanoz gibi disakkaritler
olmaktadir (Bogdanov ve ark. 2008).
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Cigek bali ile karsilastirildiginda ¢am bali, melezitoz ve rafinoz gibi
oligasakaritleri daha yiiksek miktarda ihtiva etmektedir (Bogdanov ve ark. 2008). Bal,
%0,5 oranda protein igermekte olup, proteinlerin ¢ogunlugu enzim ve amino asitlerden
olusmaktadir. Protein igerigini olusturan ii¢ ana enzim, diastaz, invertaz ve glikoz
oksidazdir (Bogdanov ve ark. 2008). Farkli kaynaktan toplanan unifloral ballar degisen
oranlarda mineral ve iz element icermektedir (Bengsch 1992).

Degisik bal tiplerinde 56-500 mg/kg’a kadar degisen miktarlarda polifenol
bulunmaktadir (Al-Mamary ve ark. 2002; Gheldof ve ark. 2002). Balda bulunan
polifenoller genel olarak flavonoid (quercetin, luteolin, kaempferoll, apigenin, chrysin,
galangin), fenolik asit ve fenolik asit derivatlaridir. Bu bilesiklerin antioksidan 6zellikleri
oldugu bilinmektedir(Tomas-Barberan ve ark. 2001).

Balin; antimikrobiyel, antiparaziter, antiinflamatuvar, antioksidan, antiaterojenik,
antitrombotik, immiinmodiilatif, antimutajenik, antineoplastik ve antimetastazik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (Vinson ve ark. 1998; Weston 2000; Gheldof ve ark. 2002;
Bogdanov ve ark. 2008). Bal, mikroorganizma ve mantarlarin tiremesini durdurmaktadir.
Antibakteriyel etkisi daha ¢ok gram pozitif bakterilere karsidir (Bogdanov 1997; Molan
1999). Birgok patojen sus lizerine hem bakteriyostatik hem de bakterisit etkileri
kaydedilmistir (Bogdanov ve ark. 2008). Balin bilesiminde bulunan glikoz oksidaz
enzimi, antibakteriyel ajan olan hidrojen peroksit iretir (White ve ark. 1963). Balda
peroksit olmayan, farkli kimyasal kokene sahip olan aromatik asitler (Russell ve ark.
1988), fenolik bilesikler ve flavonoidler (Weston ve ark. 1999; Cushnie ve Lamb 2005)
gibi antibakteriyel maddeler de bulunmaktadir. Bal, sahip oldugu diisik pH degeri
sayesinde de antibakteriyel etki gostermektedir (Yatsunami ve Echigo 1984). Diisiik su
aktivitesine sahip olmasi nedeniyle bal mikrobiyal cogalmay1 durdurur (Bogdanov ve ark.
2008; Fakhrildin ve Alsaadi 2014).

Bal, bilesiminde bulunan glikoz oksidaz, katalaz, askorbik asit, flavonoidler,
fenolik asitler, karotenoid derivatlari, organik asitler, Maillard reaksiyonu iiriinleri, amino
asitler ve proteinler sayesinde belirgin bir antioksidan etkiye sahiptir (Frankel ve ark.
1998; Al-Mamary ve ark. 2002; Fahey ve Stephenson 2002; Gheldof ve ark. 2002; Aljady
ve Kamaruddin 2004; Beretta ve ark. 2005; D’arcy 2005; Inoue ve ark. 2005; Blasa ve
ark. 2006; Nagai ve ark. 2006; Perez ve ark. 2007). Yapilan ¢alismalar, balin antioksidan
aktivitesi, fenolik icerigi ve insan serumunda in vitro lipoprotein oksidasyonu inhibisyonu

arasinda belirgin oranda pozitif korelasyon mevcut oldugunu ortaya koymustur (Gheldof
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ve ark. 2003). Bal, az miktarda da olsa, antioksidan Ozellige sahip olan krisin,
pinobanksin, C vitamini, katalaz ve pinosembrin gibi bir¢cok bilesigi yapisinda
bulundurmaktadir (Bogdanov ve ark. 2008; Fakhrildin ve Alsaadi 2014).

Tiirkiye’de ¢am balinin ana kaynagi, Pinus brutia (kizilgam) iizerinde yasayan
Marchalina hellenica (pamuklu kosnili) isimli bécektir (Akbulut ve ark. 2009; Ozkok ve
ark. 2016). Bu bocegin yasam alani sadece Giiney Marmara, Ege ve Bati Akdeniz basta
olmak iizere Tiirkiye (Giirkan 1989) ve Yunanistan’dir. (Santas 1979; Ogretmen ve
Inanan 2014). Cam bal, bitkilerin canli kisimlarmin salgilarindan ve/veya bitkilerin canli
kisimlarinda yasayan boécek atiklarindan kaynaklanmaktadir (Sanz ve ark. 2005).
Bocekler, bitkideki seker c¢ozeltisi igerisindeki kendileri i¢in esansiyel olan besin
maddelerini alip kalanlar1 viicut disina birakirlar;alarilari bu kalintilar1 alip kovana
gotiirerek bala cevirirler (Ozkdk ve ark. 2016).

Cam bal1 yiiksek oranda monosakkaritler (%70-80), su (%10-20), organik asit,
mineral, protein, fenolik bilesikler ve serbest amino asitler gibi diger minér maddelerden
olusmaktadir (Akbulut ve ark. 2009). Karbonhidrat icerigi temel olarak friiktoz ve
glikozdan olusmaktadir (Louveaux 1985; Jean-Prost 1987; Sato ve Miyata 2000; Terrab
ve ark. 2001; Nagai ve ark. 2002; Ouchemoukh ve ark. 2005; Ogretmen ve Inanan, 2014).
Cam bal1 ayn1 zamanda magnezyum, potasyum, kalsiyum, sodyum kloriir, kiikiirt, demir
ve fosfatlari; ayrica B1, B2, B3, B5, B6 ve C vitaminlerini de icermektedir (Estevinho ve
ark. 2008).

Cam bali, ¢icek balina oranla daha yiiksek fenolik madde igermektedir
(Ouchemoukh ve ark. 2005). Bilesiminde, yiiksek miktarda fenolik bilesik igermekte olup
antioksidan 6zelligi ¢ok yiiksek olan falavanon grubu flavanoidler mevcuttur (Akbulut ve
ark. 2009; Ozkdk ve ark. 2016). Akbulut ve ark. (2009), cam bali igerigindeki fenolik
bilesik miktarinin, antiradikal akitivite ile pozitif korelasyon igerisinde oldugunu
bildirmis, ¢am balinin ¢ok sayida antioksidan madde icerdigini, 6dnemli bir dogal
antioksidan kaynagi oldugunu ve birgok hiicre tipi iizerinde etkisi oldugunu agiklamistir.

Erejuwa ve ark. (2012), balin gesitli viicut organlarinin sagligi iizerine etkilerini
degerlendirdigi derlemede, bal1 yeni kusak antioksidan olarak tarif etmistir.

Cigek ve ¢am ballarinin sahip olmasi gereken ozellikler Tiirk Gida Kodeksi’nin

Ek-1’inde yayinlanan tabloda belirtilmistir (Tablo 2-1).



27

Tablo 2-1: Cicek ve Salgi (Cam) ballarmin 6zellikleri - Tirk Gida Kodeksi Bal
Tebliginden (2012/58) alinmustur.

Cicek Bali Salgi Bal
Nem (en fazla) %20 %20
%23
Piiren (Calluna) ballarinda
Sakaroz 5g/M100¢g 5g/M00¢g
(en fazia) 10g/100g 10g/100g
(Yalanci akasya (Robinapsedoacacia) (Kizilgam (Pinusbrutia) ve
Adi yonca (Medicago sativa) Fistik gamlarindan

Menzies Banksia (Banksiameziesii)

Tath yonca (Hedysarum)

Kirmizi okaliptiis (Eucalyptuscamadulensis)

Mesin adaci (Eucryhia lucida,Eucyrphia milliganii) ve
Narenciye ballarinda)

(Pinuspinea) elde  edilen

salgi ballarinda)

159/100 g

Lavanta cice§i (Lavandulaspp. Boraga officinalis)

ballarinda
Fruktoz +Glukoz(en az) 100 g'da 60 g 100g'da45¢g
Fruktoz / Glukoz 09-14 1,0-1,4

1,0-1,85

Kestane (Castanea sativa)

1,2-1,85

Akasya (Robiniapseudoacacia)

1,0-1,65

Kekik (Thymus spp.)
Suda ¢oziinmeyen madde | 0,1g/100 g 0,19/100¢
(en fazla)*
Serbest asitlik 50 meq/kg 50 meq/kg
(en fazla)

Elektrik iletkenligi

En fazla 0,8 mS/cm

(Kocayemis (Arbutus unedo),

Canotu (Erica),

Okaliptus,

Ihlamur (Tilia spp.),

Suptrgecal (Callunavulgaris),

Okyanus mersini (leptospermum)

Cay agaci (Melaleuca spp), ve

Pamuk (Gossipium spp.’danelde edilenler haric )

En az 0,8 mS/cm
(Kestane balinda)

Enaz 0,8 mS/cm

Diastaz sayisi 8 8
(en az) 3
(Narenciye bali gibi yapisinda dogal olarak dlistik miktarda
enzim bulunan ve dogal olarak HMF miktar 15
mg/kg'dan fazla olmayan balda)
HMF (en fazla)* 40 mg/kg 40 mg/kg

Balda protein ve ham bal
delta CI3 degerleri arasindaki
fark

-1,0 veya daha pozitif

-1,0 veya daha pozitif

Balda protein ve ham bal
delta CI3 degerlerinden

%7

%7
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Cicek Bal Salgi Bali
hesaplanan C4 sekerleri
orani
(en fazla)
Prolin miktar 300 mglkg 300 mglkg
(en az) 180 mg/kg

(Kanola, thlamur, narenciye, lavanta, okaliptiis ballarinda)

120 mg/kg

(Biberiye, akasya ballarinda)
Naftalin miktari (en fazla)*** | 10 ppb 10 ppb

2.10.3.2. Balin Reprodiiktif Ozellikler Uzerine Etkisi

Saxena ve ark. (2010), balarilar1 tarafindan iiretilen balin siipersatiire bir seker
¢ozeltisi oldugunu bildirmis ve karbonhidrat, protein, enzim, amino asitler ve organik
asitler, lipit, vitamin, ucucu kimyasallar, fenolik asit, flavonoidler ve minerallerin
kompleks karisimimndan olustugunu  belirtmislerdir. Balin  {ireme sagliginin
korunmasindaki olumlu etkileri arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur (OrSoli¢ ve
Basi¢. 2007; Zoheir ve ark. 2015). Bu etkilerin; friikktoz ve glikoz gibi sekerler,
magnezyum, potasyum, kalsiyum, sodyum kloriir, kiikiirt, demir ve fosfatlar, kafeik asit,
kafeik asit fenetil ester, flavonoid glikonlari, B1, B2, C, B6, B5 ve B3 vitamini gibi zengin
besleyici icerige sahip olmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir (Orsoli¢ ve Basi¢. 2007;
Estevinho ve ark. 2008; EI-Sheshtawy ve ark. 2016).

Bal, spermanin dondurularak saklanmasi sirasinda, hem hiicre i¢in besin kaynagi
olan hem de hiicre igine penetre olmayan kriyoprotektanlar olarak gorev yapan bir¢ok
basit sekeri yliksek miktarda igermektedir (Fuller 2004) ve spermatozoonlari soguk
sokuna bagli olarak gelisen hasarlardan koruyabilir (Jerez-Ebensperger ve ark. 2015).
Ayni1 sekilde gam bali igerisinde yiiksek miktarda bulunan friiktoz ve glikozun yani sira
K*, Na*, Ca* ve Mg*" bulunur ve dondurarak saklama prosediirlerinde siklikla kullanilir
(Ogretmen ve Inanan 2014).

Arn bali antioksidan ve antibakteriyel 6zelliklere sahiptir (Zoheir ve ark. 2015;
Aljady ve ark. 2000). Yapisinda bulunan antioksidanlar sayesinde reaktif oksijen tiirleri
(ROS) serbest radikallerini baglayarak lipit peroksidasyonu olusumunu 6nler ve sperma
membranini hasara ugramaktan kurtarir (Maidin ve ark. 2018). Art bali igerigindeki
flavonoidler, serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip olup serbest radikallerin baglattigi
DNA hasarini inhibe eder (Chen ve ark. 2004).

Bal, ¢ok diisiik sicakliklarda kat1 faza gegmemekte ve sicaklik diistiikce
viskozitesi artmaktadir (Fakhrildin ve Alsaadi 2014). Azalan sicakliklarda ¢ok yogun

stvilar gibi, bal daha kalin ve kondens bir yapiya doniigiip, kati olarak goriiniip
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hissedildigi durumlarda bile ¢cok yavas oranda bir akiskanlik sergilemektedir (Fakhrildin
ve Alsaadi 2014). Bal -42°C ile -51°C arasinda camlasma sergilemekte ve daha diisiik
sicakliklarda camsi duruma doniisiip anamorfoz kati olmaktadir (Kantor ve ark. 1999;
Russell ve Israeloff 2000).

Boga spermasinin dondurulmasinda ticari Bioexcell sulandiricisi ile bal i¢eren
Tris bazli sulandirict karsilagtirilmig, eritme sonrasi incelemelerde benzer sonuglar
alimmustir (Yimer ve ark. 2015).

Insan spermasi ile yapilan bir calismada, balin sperma Kkalitesini yiikselten
ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir (Fakhrildin ve Alsaadi 2014). insan spermasinin
dondurularak saklanmasinda sulandiriciya %10 oraninda bal eklenmesi eritme sonrasi
sperma parametrelerinde iyilesme saglamistir (Fakhrildin ve Alsaadi 2014).

Teke spermasinin dondurulmasinda Tris-sitrik asit sulandiricisina %0,5 v/v ¢orek
otu ve %2 v/v bal ilavesi ile spermatozoonlarin canlilik siiresinin uzadigi bulunmustur
(Maidin ve ark. 2018).

Yapilan bir calismada, katki maddesi olarak c¢cam bali balik spermasinin
dondurulmasinda kullanilmis, antioksidan etkisinin yaninda, ayni zamanda igerdigi
organik ve inorganik maddelerin yararlar1 agiklanmistir (Ogretmen ve Inanan 2014).

Jerez-Ebensperger ve ark. (2015), pastorize yumurta sarisi ile biberiye balinin
sperma sulandiricisina birlikte ilave edilmesinin, koglarda eritme sonrasinda sperma
motilitesi ve akrozom biitinliigiinii artirdigin1 bildirmiglerdir.

Olayemi ve ark. (2011), sogukta (5°C) saklanan teke spermasi i¢in yumurta sarist
sulandiricisina az oranda bal ilavesinin spermatozoon motilitesi ve canliligim
korudugunu bildirmislerdir.

El-Sheshtawy ve ark. (2014), Tris bazli sulandiriciya bal ilavesi sonrasi boga
spermasint dondurmus, eritme sonrasi motilite ve suni tohumlama sonras1 gebelik
oranlarinda daha basarili sonug aldiklarini bildirmislerdir.

Arap aygirlarinda yapilan ¢alismada, sulandiricilara katki maddesi olarak ilave
edilen balin, donmaya bagli olusan hasarlara karsi daha iyi koruma sagladig
bildirilmistir. Calismada balin, eritme sonrasi spermatozoon parametrelerinden motilite,
canlilik ve membran biitiinligiinii korudugu bilirilmis, balin besin degeri, enerji kaynagi,
antibakteriyel ve antioksidan oOzellikleri sebebi ile olumlu etkilere sahip oldugu

belirtilmistir (EI-Sheshtawy ve ark. 2016).



30

Jerez-Ebensperger ve ark. (2015), 4°C’de saklanan kog¢ spermasi igin,
sulandiriciya bal ilavesinin spermada sekillenen hasarlar azalttigi sonucuna varmislardir.

Manda bogalarinda yapilan bir ¢alismada Tris-sitrat sulandiricis1 kullanilarak,
sogukta (5°C) saklanan spermalarda %1, dondurularak saklanan spermalarda ise %2,5 bal
ilavesinin spermatolojik ozellikleri olumlu etkiledigi saptanmistir (El-Nattat ve ark.
2016).

Abdullah ve ark. (2015) tarafindan, insan spermasinin dondurulmasinda
sulandirictya %10 bal ilavesinin, %35 bal ilavesine gore eritme sonrast spermatolojik
Ozelliklere daha olumlu etkilere sahip oldugunu gosterilmistir. Arastirmacilar, %10 ar1
bali ve 10 M koenzim Q10 kombinasyonunun ilavesi ile daha basarili eritme sorasi

degerler saptamislardir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma 2018 y1l1 mayis ve kasim aylar1 arasinda Istanbul Universitesi Cerrahpasa
Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali barmakl ve

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Etik Kurul Onay1 ve izinler

Doktora calismasinda Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinasyon Biriminin 29551 proje nolu destegi kullanilmustir.

“Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun” 13/11/2017
tarihli 425005 sayil1 yazisi ile gerekli etik kurul onay1 alinmistir.

3.2. Calismada Kullanilan Hayvan Materyali

Calismada anabilim dali barmaklarinda barindirilan 5 bas Kivircik 1rki kog
kullanildi. Koglarin her birinden doérder kez ejekiilat alinarak bireysel spermatolojik
ozellikleri saptandi. Alinan sperma Ornekleri Yumurta sarisi-Tris-Sitrik asit-Friiktoz
sulandiricist ile motilite oran1 dikkate alinarak payette 50 milyon spermatozoon
bulunacak sekilde sulandirilip payet yontemine gore donduruldu. Donma sonrasi sivi
azotta depolanan ornekler 37°C’de 30 saniyede eritildi. Koglardan alinan sperma

orneklerinin bireysel donma yetenekleri belirlendi.

3.2.1. Kog¢larin Barindirilmasi ve Beslenmesi

Koglar 18 m? alan1 olan bokslarda barindirildi. Ayrica giindiiz saatlerinde en az 8
saat serbest dolasabildikleri agik gezinme alanlarina birakildi. Beslemede her bir kog icin
giinliik 1 kg/kog¢ konsantre yem ve yiiksek kalitede ot verildi. Hayvanlarin 6nlerinde her

zaman i¢elebilen nitelikte temiz su bulunduruldu.

3.2.2. Koclardan Sperma Alma Sikhgi

Andstrus doneminde olunmasi ve suni vajinay1 reddetmeleri nedeniyle koclardan
elektroejekiilator ile haftada bir kez sperma alindi (P-T Electronics, Model 302, Boring,
Oregon, USA) (Marco-Jimenez ve ark. 2005).

3.2.3. Koclardan Sperma Alma Yontemi
Koclarda sedatif etki saglamak amaciyla ksilazin 0,2 mg/kg dozda kas ici
uyguland1 (Marco-Jiménez ve ark. 2005). Koglar sag tarafi alta gelecek sekilde tespit

edildi. Prepusyum ug bolgesinde bulunan killar makas yardimi ile kisaltildi. Prepusyum
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bolgesi, steril serum fizyolojik ile yikanarak kurulandi. Bipolar prop fizyolojik tuzlu su
ile yikandi. Kayganlagmay1 saglamak amaciyla probun ucuna bir miktar vazelin stirtilerek
elektrot ventralde kalacak sekilde rektuma yerlestirildi. Flexura sigmoidea manipiile
edilerek penisin bir miktar prepisyumdan ¢ikmasi saglandi. Glans penis viicut
sicakliginda bulunan cam huni ve sperma toplama kadehine yonlendirildi. Birka¢ saniye

araliklarla 2-5 Volt akim uygulandi ve ejakiilasyon saglandi (Ak ve ark. 2010).

3.3. Spermatolojik Parametreler

Sperma toplama kadehindeki ejakiilat 26°C’deki su banyosuna yerlestirildi.
Dereceli sperma toplama kadehine bakilarak sperma hacmi 6lgiildii. Spermatozoon
motilitesi 1sitma tablali faz kontrast mikroskopta incelendi. Mikroskop sahasinda 40—60
adet hiicre olacak sekilde 6rnek sulandirildi ve 200 biiyiitmede subjektif olarak incelendi
ve ylzde degeri kaydedildi.

Kitle hareketi i¢in 6rnekler sulandirilmadan ve tizerine lamel kapatilmaksizin 100
biiyiitmede incelendi. Degerlendirmelerde ++++ sistemi kullanildi (+++ ¢ok iyi, +++iyi,
++vasat, +koti). Vasat ve kotli 6zellik gosteren ejakiilatlar ¢alismada kullanilmadi (Ak
ve ark. 2010).

Bes bas koga ait ejekiilatlar tek kapta birlestirildi (pooling). Pooling sonrasi
spermatozoon motilitesi ve yogunlugu bilgisayar ile desteklenen spermatozoon analizi
yapan makine (CASA) yardimi ile belirlendi (“CASA 12.3 IVOS, Hamilton-Thorne
Biosciences, Beverly, MA, USA”) (Amann ve Waberski 2014).

Spermatolojik incelemeler tiim gruplar icin ekilibrasyon sonrasi gergeklestirildi.
Bu asamada, CASA yardimi ile motilite, progresif motilite ve spermatozoon kinetik hiz
parametreleri (KHP) incelendi (Amann ve Waberski 2014). Subjektif spermatozoon
motilitesi faz kontrast mikroskopta muayene edildi. Ayrica, ekilibrasyon sonrasinda
calisma gruplarinin morfolojik muayenesi (Hancock Tespit Soliisyonu) faz kontrast

mikroskopta incelendi (Hancock 1952)

Bilgisayar Destekli Sperma Analiz Cihazi (CASA) ile Spermatolojik
Ozelliklerinin Belirlenmesi: Incelemelerden énce cihaz kog spermasi icin belirtilen
standart degerlere ayarlandi (Demir ve ark., 2015). Ekilibrasyon sonrasinda galisma
gruplarindan alinan tiger pl ornekler makler sayim kamarasina (‘Makler counting

chamber, Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel’) yerlestirildi ve analizler
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gerceklestirildi. Motilite ve progresif motilite parametrelerinin yanisira Kinetik Hiz
Parametreleri degerlendirildi (Amann ve Waberski 2014).

Donma isleminden en az bir hafta sonra ayni ¢alisma giiniinde dondurulmus tiim
calisma gruplarindan birer payet depolandiklari sivi azot tankindan rastgele alinarak
37°C’lik suda 30 saniye bekletilerek eritme islemi gerceklestirildi (Ak ve ark. 2010).
Eritme sonrasi payetler kurulandi ve poli vinil alkol (PVA) kapli uglarindan kesildi.
Payetin igerigi 6nceden numaralandirilmis 500 pl hacimdeki plastik tiiplere aktarildi. Her
bir tiipten alinan tliger ul 6rnek CASA cihazinda 6l¢iim yapmaya yarayan makler sayim
kamarasina ayr1 ayr1 koyularak analizler gergeklestirildi. Sperma hiicreleri icin CASA’da;
motilite ve progresif motilite, kinetik hiz parametreleri (VAP, VSL, VCL), hiz oranlari

(hizli, orta, yavas, hareketsiz) incelendi.

Kinetik Hiz Parametreleri (um/sn): Incelenen 6rnekte hiicrelerin birim zaman

diliminde yol aldiklar1 mesafedir.

VSL (Progressive Velocity/Diiz Cizgi Hizi1): Spermatozoonlarin bir
saniyede kat ettikleri diizlestirilmis (kus ugusu) mesafedir. Hiicre basinin bir

saniyede kat ettigi iki nokta arasindaki uzakliktir.

VCL (Track Speed/Egrisel Hiz): Spermatozoon baginin birim zamanda
(bir saniye) kat ettigi gercek mesafedir. Uzakligin hesaplanmasinda

spermatozoonun egrisel hareket etmesi ve saga-sola bas salinimlari dikkate alinir.

VAP (Path Velocity/Ortalama Hiz): Spermatozoon basimin birim
zamanda (bir saniye) kat ettigi uzakliktir. Uzakligin hesaplanmasinda
spermatozoonun egrisel hareket etmesi dikkate alinir, saga-sola bas salinimlari

degerlendirilmez.

Spermatozoon Hiz Oranlar (%): Incelenen drnekte hiicrelerin hizlarina gére

siiflandirilmas: ve % degerlerinin saptanmasidir.

Hizli/Rapid: Saniyede 75 p ve tlizeri hiza sahip olan spermatozoonlarin

oranidir.

Orta Hizl/Medium: Saniyede 21,9 - 75 p arasi hiza sahip olan

spermatozoonlarin oranidir.

Yavag/Slow: Saniyede 6-21,9 u arasi hiza sahip olan spermatozoonlarin

oranidir.
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Hareketsiz/Static: Saniyede 6 p hizdan daha diisiik hiza sahip olan

spermatozoonlarin oranidir.

Sivi Fikzasyon Yontemi ile Akrozom Biitiinliigiiniin Belirlenmesi: Sivi
fikzasyon tekniginde Hancock eriyigi kullanildi (Hancock 1952). Mikrosantrifiij
tiiplerindeki sperma orneklerinden 10 pl alimip 100 pul Hancock tespit soliisyonu ile
yavag¢a karigtirildi. Karisimdan, 3 pl lam {izerine konularak iizerine lamel kapatildi.
Lamel iizerine immersiyon yagi damlatildiktan sonra faz-kontrast mikroskopta x1000
biiylitmede  spermatozoonlarin  morfolojik  yapilar1  incelendi.  Morfolojik
degerlendirmelerde toplam 200 hiicrede akrozom, bas, orta kisim ve kuyruk bozukluklari
incelendi (Oztiirkler ve ark. 2001, Bacinoglu ve ark. 2008). incelemeler ekilibrasyon

sonrast ve eritme sonrasi gerceklestirildi.

Membran Biitiinliigii Muayenesi (Floresan Mikroskop): Membran biitiinligii
muayenesinde floresan boyama tekniginden yararlanildi. Bu amagla, modifiye CFDA
(carboxyfluorescein diacetate) ve PI (propidium iodide) kullanildi (Camara ve ark. 2011).
Her bir grup i¢in 50 pl sperma alindi ve 151k almayan bir ortamda CFDA (0,46 mg/ml
stok) ve PI (0,5 mg/ml stok) boyalar1 sirasiyla 5 pl ve 20 pl hacimde eklendi. Hazirlanan
preparatlar, eksitasyon oranm1 485/20 nm ve emisyon ayari 580-630 nm’ye ayarlanmis,
Nikon Eclipse Ni-U floresan donanimli mikroskop altinda, 400 biiylitmede 300 adet
spermatozoon sayilmak suretiyle degerlendirildi. Florasan mikroskopta yesil 1is1ma yapan
spermatozoonlar membrani saglam ve canli, kirmizi 151ma veya hem kirmizi hem de yesil
1s1ma yapan hiicreler ise membrani hasarli (61l veya 6lmek iizere) olarak kabul edildi.

Incelemeler eritme sonras gerceklestirildi.

Spermatozoon Canhihiginin Akis Sitometresi Cihazinda Belirlenmesi: Eritme
sonras1 spermatozoonlarin yogunlugunu ve canliligin1 belirlemek amach akis
sitometresinde “count and viabilizy ” kiti kullanildi. Tris tamponlu medyum ile 1:1 oranda
yikanan spermadan 20 pl alinarak tizerine 380 pl kit soliisyonu ilave edildi.

Preparatlar 5 dakika karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra akis sitometresinde
degerlendirildi. Orneklerde spermatozoon yogunlugu, canlilik orani (%) ve mililitrede

canlt spermatozoon sayisi belirlendi.

Membran Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi (Akis sitometresi): Orneklerde

membran biitiinliigii, carboxyfluorescein diacetate (CFDA) ve propidium iodide (PI)
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kullanilarak degerlendirildi. Kullanilan metot Camara ve ark. 2011 yayinindan modifiye
edildi ve akis sitometresinde kullanilmak iizere bir protokol olusturuldu. Sperma,
spermatozoon yogunlugu, 50 x 10° spermatozoon/ml olacak sekilde, Tris tampon ¢ozeltisi
ile sulandirildi ve 100 pl 6rnek 1,5 ml mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Karanlik ortamda
tizerlerine 0,5 ul CFDA (0,46 mg/ml stok) ve 0,5 ul PI (0,5 mg/ml stok) eklendikten sonra
200 pl Tris tampon ¢ozeltisi ilave edildi. Ornekler akis sitometresinde degerlendirilmek
tizere yuklendi. Guava marka akis sitometresinde EasyCyte programi kullanildi.
Spermatozoonlarin 519 nm ve 630 nm eksitasyon araliginda yesil ve kirmiz1 floresan
yansimalart degerlendirildi. Numune basma 5000 hiicre sayimi gergeklestirildi ve

histogram ile data plot grafikleri kaydedildi.

Mitokondriyal Membran Potansiyeli Degerlendirilmesi: Ornekler 50 x 10°
spt/ml olacak sekilde Tris tampon ¢ozeltisi ile sulandirildi ve 100 pl almarak 1,5 ml
hacmindeki mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Uzerlerine 200 mikrolitre Tris tampon
¢ozeltisi eklendikten sonra, 0,5 pl JC-1 stok ¢ozeltisi (DMSO igerisinde 3mM JC-1) ilave
edildi. Mikrosantrifiij tiipleri 38°C su banyosunda 40 dakika boyunca bekletildi (Gillan
ve ark. 2005).

Turuncu 151ma yapanlar, mitokondriyal membran potansiyeli yiiksek (hMMP)

olan hiicre popiilasyonu olarak degerlendirildi.

Akrozom Biitiinliigiiniin Akis Sitometresi Cihazinda Belirlenmesi:
Akrozomal bozukluklarin canli veya 6lii hiicrelerde olugsmasinin belirlenmesi amaciyla
PNA-FITC yontemi kullanildi. Floresan boyamada, Marco-Jiménez ve ark. (2005)
tarafindan Dbildirilen yontem modifiye edildi (peanut agglutinin - fluorescein
isothiocyanate konjugatli, PNA-FITC ve propidium iodide, PI). Sperma 6rneklerinden
her bir gruptan 0,5 ml alinip lizerlerine 500 ul Tris tampon ¢dzeltisi eklendi ve 700 rpm’de
5 dakika santrifiije edildi. Santrifiij islemi sonras1 siipernanat atildi ve mikrosantrifiij
tiiplerinin dibinde kalan pelletin iizerine 1000 pl Tris tampon ¢o6zeltisi eklendi. Bu
orneklerden 100 pl, baska bir mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve karanlik ortamda iizerine 2
ul PNA-FITC (100 pg/mL stok), 200 pul Tris ¢ozeltisi ve 2 pl PI (0,5 mg/ml stok) eklendi.
Numunelerin analizleri Guava marka akis sitometresi cihazinda, EasyCyte programu ile
gerceklestirildi. Orneklerin, 519 nm ve 590 nm emisyon araliginda yesil ve kirmizi
floresan yansimalar1 degerlendirildi. Numune basina 5000 hiicrenin sayimi1 yaptirildi ve

histogram ile data plot grafikleri kaydedildi. Akis sitometresinde PNA-FITC boyas1 ve PI
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boyast almayan hiicreler, akrozomu saglam canli olarak sayildi (PNA-FITC - PI - :
Akrozomu saglam canli hiicreler). PNA-FITC boyasi alan ancak PI boyasi almayan
hiicreler, akrozomu hasarli canli hiicreler olarak sayildi (PNA-FITC + PI - : Akromozu
hasarli canli hiicreler). Her iki boyay1 da alan hiicreler akrozomu hasarl 6lii hiicreler
olarak sayildi (PNA-FITC + PI + : Akrozomu hasarli 6lii hiicreler). PNA-FITC boyasi
almayan ancak PI boyasi alan hiicreler akrozomu saglam 06li hiicreler olarak sayildi

(PNA-FITC - PI + : Akromozu saglam 6lii hiicreler).

3.4. Spermanin Sulandirilmasi, Sogutulmasi ve Dondurulmasi

Pooling hacmi, spermatozoon yogunlugu, motilite ve bir payette bulunmasi
gereken spermatozoon sayisi (50 x 10° adet motil spermatozoon) dikkate almarak
sulandirma orani belirlendi.

Ejekiilat 5 esit hacme bollinerek 5 farkli grup olusturuldu. Bu amagla, sperma
sulandicist olarak Tris bazli yumurta saris1 (TYS) hazirlandi. Sulandirict; Tris 27,1 g/lt,
sitrik asit 14 g/It, friktoz 10 g/lt, yumurta sarist %15 (v/v) oranminda kullanilarak
hazirland (Cirit ve ark. 2013).

Bal cesidi ve yogunluklarina gore gruplarin olusturulmasi:

1. CICBIL,0: TYS sulandiricisina %1,0 (v/v) ¢icek bali ilave edildi.

2. CICB2,5: TYS sulandiricisina %2,5 (v/v) ¢icek bali ilave edildi.

3. CAMBI1,0: TYS sulandiricisina %1,0 (v/v) cam bali ilave edildi.

4. CAMB2,5: TYS sulandiricisina %2,5 (v/v) ¢am bali ilave edildi.

5. Kontrol Grubu: hi¢bir bal ilavesi yapilmadi.

Sulandirict hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler Sigma Chemical Co.
firmasindan (Saint Louis, MO, USA) temin edildi. Dondurma protokoliinde piyasada
bulunan “Balparmak™ marka ticari ¢icek ve cam ballar1 kullanilmigtir. Calismada
BPC17.0075 parti numarali ¢igek bali ve BPM17.0021 parti numarali cam bali
kullanilmistir. Kullanilan ticari ballarin analiz raporlar1 akredite laboratuvar olan
“Altiparmak Gida Analiz Laboratuvar1” tarafindan internette yayinlanmis olup bu tez

projesi kapsaminda sunulmustur (Tablo 3.4.1 ve Tablo 3.4.2).

Tablo 3-1: Referans laboratuvari tarafindan diizenlenen BPC17.0075 parti numarali gigek

bal1 analiz raporu asagida verilmistir.
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Tablo 3-2: Referans laboratuvari tarafindan diizenlenen BPM17.0021 parti

numarali ¢am bali analiz raporu agagida verilmistir.
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Sulandiricilar spermaya ikiser dakika araliklarla sirastyla, %10, %20, %30 ve

%40 oranlarinda asamali olarak ilave edildi. Sulandirma sonrasi, 26°C’deki sperma
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ornekleri otomatik sogutma cihazinda (Bio-cool 111-40 Controlled Rate Freezer ) 0,3 C/dk
hizda 5°C’ye sogutuldu. TYS sulandiricisinda %10 gliserol (v/v) bulunan, 6rnegin toplam
hacmi kadar kademeli olarak ilave edildi (gliserolizasyon). Sonugcta gliserol oran1 %5 ve
her payette bulunan spermatozoon sayisi 50 milyon oldu. Gliserolizasyon islemi, sekizer
dakika araliklarla %10, %20, %30, %40 hacim ilaveleri (v/v) ile gerceklestirildi.
Sulandirilan spermalar, 5°C’de bir saat bekleme sonrasinda (ekilibrasyon) manuel
olarak 0,25 ml’lik payetlere ¢ekildi. Payetlerin agik ucu toz polivinil alkol ile
kapatildiktan sonra payet dizme rampasi yardimi ile payet dizme rafina yerlestirildi. Siv1
azot buharinda yaklagik -110°C sicaklikta (s1v1 azot diizeyinin 4 c¢m lizerinde) 8 dakika
siireyle donduruldu. Gobletlere konulan payetler sivi azot igerisine aktarilarak inceleme

giiniine kadar saklandi.

3.5. Spermanin Eritilmesi
Donma isleminden en az bir hafta sonra payetler 37°C’lik suda 30 saniye siiresince
eritildi. Eritme sonrasi 6rneklerde yukarida belirtilen motilite parametreleri, morfolojik

muayene ve canlilik muayeneleri gergeklestirildi.

3.6. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler igin “SPSS for Windows programi 13.0 versiyonu”
kullanildi (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Spermatolojik parametrelerin kontrollerinden elde edilen verilerin gruplar
arasindaki farkliliklarinin belirlenmesinde “Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve

farkliklarin 6nem kontroliinde Duncan’s Multiple Range testi” kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Donma Oncesi Spermatolojik Bulgular

26°C’de pooling sonrasi spermatozoonlarin kinetik hiz parametreleri (VAP, VSL
ve VCL olmak iizere) sirastyla 159,50 + 19,40 um/sn, 135,60 + 22,80 um/sn ve 243,30 +
22,70 pm/sn olarak belirlendi. Motilite degeri %93,80 + 3,90, progresif motilite degeri
%62,80 £ 11,60 olarak saptandi. Hizli, orta hizli, yavas ve hareketsiz spermatozoon
oranlari sirastyla; %84,50+7,10, %9,3+4,50, %3,1042,10 ve %3,1£2,00 bulundu (Tablo
4-1).

Tablo 4-1: Pooling sonras1 (26°C) saptanan Kinetik hiz parametreleri ve motilite

oranlar1 (CASA), (n=10).

Ozellik Pooling
Motilite (%) 93,80+3,90
Progresif motilite (%) 62,80+11,60
Hizli (%) 84,50+7,10
Orta hizl1 (%) 9,3+4,50
Yavas (%) 3,10+£2,10
Hareketsiz (%) 3,1+2,00
VAP (um/sn) 159,50+19,40
VSL (um/sn) 135,604+22,80
VCL (um/sn) 243,304+22,70

Pooling ve sulandirma sonrasi olusturulan gruplardaki érnekler kademeli olarak
5°C’ye sogutuldu. Gliserolizasyon ve ekilibrasyon sonrasi bulunan degerler Tablo 4-2’de
gosterildigi gibidir. %1 ¢icek bali (CICB1), %2,5 cicek bali (CICB2,5), %1 cam bali
(CAMBI,0), %2,5 cam bali (CAMB2,5) ve kontrol gruplarinda sirasiyla; 94,90+0,93,
90,80+1,56, 92,60+2,02, 90,00+2,33 ve 93,20+1,47 motilite ve 45,10+£3,27, 44,10+4,00,
46,30+3,67, 42,8045,65 ve 42,80+4,72 progresif motilite saptandi. Motilite ve progresif

motilite oranlarinda gruplar arasinda istatistiksel fark bulunmadi. Gruplara gore sirasiyla
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hizli spermatozoon oranlari; %74,90+2,92, %65,30£3,36, %74,50£2,25, %61,00+4,60 ve
%76,30+2,98, orta hizli spermatozoon oranlar;; %20,00£2,57, %?25,60+2,86,
%18,10£2,41, 9%29,00£3,40 ve %16,90+2,50, yavas spermatozoon oranlari; %3,00+0,49,
%3,8+0,64, %3,00+0,59, %4,70+0,93 ve %3,30+0,88, hareketsiz spermatozoon oranlari;
%2,00+0,49, %5,60£1,17, %4,40+1,82, %5,50+1,54 ve %3,30+1,05 olarak saptandi.
Hizli spermatozoon oranlari en yiiksek %76,30+2,98 ile kontrol grubunda ve en diisiik
%61,00+£4,60 ile CAMB2,5°te bulundu (P<0,05). Orta hizdaki spermatozoon oranlarinda
ise en diisik deger %16,90+2,50 kontrol grubunda saptanirken, en yiiksek deger
%29,0043,40 ile CAMB2,5’te elde edildi. Yavas spermatozoon oranlari gruplara gore
farklilik gostermedi. Hareketsiz spermatozoon oranlari en diisitk CICB1,0 ve en yliksek

CICB2,5 gruplarinda bulundu (Tablo 4-2).

Kinetik hiz parametreleri (um/sn) gruplara gore sirasiyla VAP degerleri i¢in;
128,81+4,31, 111,52+3,95, 133,63+5,43, 106,16+5,81 ve 134,88+5,05, VSL degerleri
i¢in; 100,35+3,89, 89,2944,52, 105,75+6,11, 85,25+5,91 ve 101,81+4,75, VCL degerleri
icin; 214,28+9,31, 184,69+7,09, 220,64+9,85, 174,58+7,34 ve 234,45+10,46 oldu. En
diisiik VAP degerleri yogun bal oranlarinda (CICB2,5, CAMB2,5) saptandi. En yiiksek
VSL degeri 105,75+6,11 ile CAMBI1,0 grubunda ve en diisiik deger 85,25+5,91 ile
CAMB2,5 grubunda bulundu. En diisik VCL degerleri yine yogun bal oranlarinda
(CICB2,5, CAMB2,5) saptandi1 (P<0,05), (Tablo 4-2).
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Tablo 4-2: Ekilibrasyon sonrasi saptanan motilite ve kinetik hiz parametreleri (CASA),

(n=10).
Gruplar
Ozellik CiCB1,0 CiCB2,5 CAMB1,0 CAMB2,5 KONTROL Onem
Derecesi
Ort.+Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.+Std. Hata Ort.+Std. Hata Ort.+Std. Hata

L Motilite (%) 94,90+0,93 90,80+1,56 92,60+2,02 90,00+2,33 93,20+1,47 OD
g Prog.Mot. (%) 45,10+3,27 44,10+4,00 46,30+3,67 42,80+5,65 42,80+4,72 OD
. Hizli (%) 74,90+2,92% 65,30+3,36™ 74,50+2,25% 61,00+4,60° 76,30+£2,982 *
=
[}
E’ Orta hizli (%) 20,00+2,57" 25,60+2,86% 18,10+2,41" 29,00+3,402 16,90+2,50° *
0]
g "
S| Yavas (%) 3,00+0,49 3,8+0,64 3,00+0,59 4,70+0,93 3,30+0,88 OD
~
N
T | Hareketsiz (%) 2,00+0,49° 5,60+1,172 4,40+1,82% 5,50+1,54% 3,30+1,05% *

. *
% VAP (um/sn) 128,81+4,312 111,52+3,95° 133,63+5,43¢ 106,16+5,81° 134,88+5,052
g
5 *
°;] VSL (um/sn) 100,35+3,89%¢ 89,29+4, 52 105,75+6,112 85,25+5,91¢ 101,81+4,75%®
T
=
QE’ VCL (um/sn) 214,28+9,31°2 184,69+7,09° 220,64+9,852 174,58+7,34° 234,454+10,46% *
N

abCHer satirda ortak harf tasimayan gruplar arasindaki fark énemlidir (P<0,05), One Way Anova Varyans Analizi
Duncan testi. *Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan énemlidir. OD, Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan
6nemli degildir.

Ayni drneklerde ekilibrasyon sonrasi saptanan morfolojik 6zellikler Tablo 4-3’te

gosterildigi gibidir. Gruplara goére sirasiyla akrozomal bozukluklar; %10,30+1,96,
%9,30+1,79, %9,80+2,12, %9,50+1,56 ve %16,20+2,50, toplam morfolojik bozukluklar;
%18,20+1,97, %17,70£2,12, %15,50£2,09, %17,00£1,53 ve %24,40+2,62 olarak

saptand1. Akrozomal bozukluklar biitiin gruplarda benzer bulundu. Toplam morfolojik

bozukluklar ise en yliksek olarak %24,40+2,62 ile Kontrol grubunda saptandi (P<0,05).
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Tablo 4-3: Ekilibrasyon sonrasi faz kontrast mikroskopta gerceklestirilen

morfolojik incelemeler (%0), (n=10).

.. Gruplar
Morfolojik i
CICB1,0 CICB2,5 CAMB1,0 CAMB2,5 KONTROL Onem
Bozukluk .
Ort=Std. Hata | Ort+Std Hata | Ort+Std Hata | Ort+Std. Hata | Ort+Std Hata | DETECES!
Akrozom 10,30+1,96 9,30+1,79 9,80+2,12 9,50+1,56 16,20+2,50 OD
Toplam | 18,20£1,97° | 17,7042,12° | 15,50+2,09° | 17,00+1,53" | 24,40+2,62° *

abHer satirda ortak harf tasimayan gruplar arasindaki fark énemlidir (P<0,05), One Way Anova Varyans Analizi
Duncan testi. *Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir. OD, Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan
onemli degildir.

4.2. Eritme Sonrasi Spermatolojik Bulgular

Gruplardaki 6rnekler -110°C’de dondurulduktan sonra inceleme giiniine kadar -
196°C’de depolandi. 37°C’deki su banyosunda eritilen Orneklerdeki spermatolojik
ozellikler CASA yardimi ile incelendi (Tablo 4-4). Gruplara gore sirasi ile motilite
degerleri %65,70+5,22, %77,10+£3,47, %70,00+2,44, %71,40+3,38 ve %63,30+6,92,
progresif motilite degerleri; %32,50+3,05, %31,00£2,14, %29,50+2,99, %27,00+1,59 ve
%28,70+3,40 olarak bulundu. Motilite ve progresif motilite oranlarinda gruplar arasinda

istatistiksel fark bulunmadi.

Ayni
%43,50+3,67, %41,30+£2,10, %39,50+3,40, %37,30+2,37 ve %41,40+4,70, orta hizli
spermatozoon oranlari; %22,20£2,54, %35,70+2,97, %30,50+3,82, %34,10+3,32 ve
%21,90£3,19, yavas spermatozoon oranlari; %12,10£1,12, %10,50+1,27, %14,30+1,23,
%12,20£1,05 ve %11,30+£1,01, hareketsiz spermatozoon oranlar;; %?22,404+4,84,
%12,5042,32, %15,90+1,80, %16,40+£2,97 ve %25,50+7,47 olarak saptandi. Hareketsiz

orneklerde gruplara gore sirasiyla hizli  spermatozoon oranlari;

ve hizli spermatozoon oranlari tiim gruplarda benzer olurken yavas hizdaki spermatozoon
oranlar arasindaki fark CICB2,5 ve CAMBI,0 arasinda énemli bulundu (P<0,05). Orta
hizdaki en yiiksek oranlar CICB2,5 ve CAMB2,5 gruplarinda saptanirken en diisiik
bulgular CICB1 ve Kontrol gruplarinda elde edildi. Ayni orneklerde kinetik hiz
parametreleri (um/sn) gruplara gore sirasi ile VAP igin; 109,76+4,40, 91,08+3,54,
100,68+5,57, 91,85£2,36 ve 113,37+4,48, VSL i¢in, 92,20+5,06, 75,82+2,99,




84,03+£5,38, 76,17+£2,26 ve 93,12+4,72, VCL

igin;

176,63+4,56,
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148,03+7,52,

164,97+8,82, 150,34+5,51 ve 187,25+6,40 oldu. Gruplardaki en diisiik degerler yogun
bal igeren CICB2,5 ve CAMB2,5 gruplarinda saptandi (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Eritme sonrasi saptanan motilite ve Kinetik hiz parametreleri (CASA),

(n=10).
Gruplar
Ozellik CICBL,0 CICB2,5 CAMB1,0 CAMB25 | KONTROL | Onem
Ort.+£Std. Hata Ort.+£Std. Hata Ort.+£Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.+£Std. Hata Derecesi
@ | Motilite(%) | 6570522 | 77104347 | 70,00:2,44 | 7140338 | 63,304692 OD
§ Prog.Mot.(%) | 32,5043,05 | 31,0042,14 | 29,50+2,99 | 27,00£1,59 | 28,7043,40 OD
. Hizl (%) 435043,67 | 41,3042,10 | 39504340 | 37,3042,37 | 41,40+4,70 OD
;:E Orta (%) 22,2042,54° 35,70+2,97% | 30,50+3,82% | 34,10+3,32% | 21,90+3,19° *
§ Yavas (%) | 12,101,12% | 10,50£1,27° | 14,30+1,23% | 12,2041,05% | 11,30+1,01% *
: Hareketsiz(%) | 22,4044,.84 | 12,502,332 | 1590+1,80 | 16,40+2,97 | 25,50+7,47 OD
o | VAP(um/sn) | 109,76+440® | 91,08+3,54° | 100,68+557% | 91,85+2,36° | 113,37+4.48° *
N g
%:—% VSL(um/sn) 92,205,062 75,82+£2,99° | 84,03+5,38% | 76,17£2,26° | 93,12+4,72? *
G g VCL(um/sn) | 176,63+4,56® | 148,03£7,52° | 164,97+8,82% | 150,34+5,51° | 187,25+6,40° *

abcHer satirda ortak harf tasimayan gruplar arasindaki fark énemlidir (P<0,05), One Way Anova Varyans Analizi
Duncan testi. *Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan énemlidir. OD, Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan

6nemli degildir.

Eritme sonrasi akis sitometresinde (FLOW) saptanan canli spermatozoon oranlari

Tablo 4-5’te gosterilmistir. Gruplara gore sirastyla canliik (FLOW) degerleri;
%42,16£3,18, %49,58+3,57, %45,36+4,23, %46,89+4,97 ve %35,22+3,58 olarak

bulunmustur. Akis sitometresi verilerinde en yiiksek canlilik orani1 %49,58+3,57 ile

CICB2,5 grubunda ve en diistik veriler %35,22+3,58 ile Kontrol grubunda elde edilmistir

(P<0,05).
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Tablo 4-5: Eritme sonrasi akis sitometresinde (FLOW) saptanan canh

spermatozoon oranlari (%), (n=10).

Gruplar
Ozellik CICB1,0 CICB2,5 CAMB1,0 CAMB25 | KONTROL | Onem
Ort+Std. Hata | Ort+Std. Hata | Ort+Std. Hata | OrtStd Hata | Ort+Std. Hata | DETECeS!
Canli
42,16+3,18% | 49,58+3,57% | 45,36+4,23% | 46,89+4,97® | 352243 58° *
Spermatozoon

abHer satirda ortak harf tasimayan gruplar arasindaki fark onemlidir (P<0,05), One Way Anova Varyans Analizi
Duncan testi. *Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir. OD, Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan
6nemli degildir.

Eritme sonrasi akis sitometresinde saptanan mitokondriyal aktivite oranlari
gruplara gore sirasiyla; %60,41+£2,49, %63,42+3,12 %61,17+£2,60, %61,35+3,15 ve

53,29+3,71 olarak saptandi (Tablo 4-6). Kontrol grubuna gore CICB2,5 grubunda elde
edilen oranlar yiiksek bulundu (P<0,05).

Tablo 4-6: Eritme sonrasi akis sitometresinde bakilan mitokondriyal aktivite (%),

(n=10).
Gruplar
Ozellik .
CICB1,0 CICB2,5 CAMB1,0 CAMB2,5 KONTROL Onem
Derecesi
Ort.£Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.+Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.£Std. Hata
Mitokondriyal
60,414+2,49% | 63,42+3,12% | 61,17+2,60% | 61,35+3,15%® 53,29+3,71° *

Aktivite

abHer satirda ortak harf tasimayan gruplar arasindaki fark énemlidir (P<0,05), One Way Anova Varyans Analizi
Duncan testi. *Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir. OD, Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan
6nemli degildir.

Eritme sonrasi floresan mikroskopta saptanan membran biitiinliik oranlar1 Tablo
4-7°de gosterilmistir. Membran biitlinliik oranlar1 gruplara gore sirastyla; %42,23+1,91,

%41,8042,73, %38,15+2,81, %40,10£1,81 ve %34,89+1,08 olarak saptanmistir. Kontrol

grubuna gore en yliksek biitiinliik oranlar ¢igek bali gruplarinda bulunmustur (P<0,05).
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Tablo 4-7: Eritme sonrasi floresan mikroskopta (CFDI PI) saptanan

membran biitiinliigii oranlari (%), (n=10).

Gruplar
Ozellik )
CICB1,0 CICB2,5 CAMBL1,0 CAMB2,5 KONTROL Onem
Derecesi
Ort.+Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.£Std. Hata
Membran
42.23+1,91% | 41,80+2,73% | 38,15+2,81% | 40,10+1,81% 34,89+1,08" *
Biitiinligii

abHer satirda ortak harf tasgimayan gruplar arasindaki fark énemlidir (P<0,05), One Way Anova Varyans Analizi
Duncan testi. *Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir. OD, Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan
6nemli degildir.

Eritme sonras1 akis sitometresi ile saptanan, membran biitiinliigii ve akrozomal
biitiinliik oranlar1 Tablo 4-8’de verilmistir. Saglam membranli hiicreler gruplara gore
sirastyla; %18,40+5,69, %17,53+5,59, %14,20+4,24, %15,14+5,24 ve %16,52+4,11,
%32,25+3,33, %32,34+2,60, %31,66+2,91,
%34,3542,84 ve %26,75+2,13, olarak bulundu. Akis sitometresi ile saptanan membran

saglam akrozomlu canli hiicreler;

biitiinliigli ve canli/saglam akrozomlu spermatozoon oranlari1 tim gruplarda benzer

bulundu.

Tablo 4-8: Eritme sonrasi akis sitometresi (Flow Cytometry) ile saptanan, membran

biitiinliigii ve akrozomal biitiinliik oranlari (%), (n=10).

Gruplar
Ozellik -
CICB1,0 CICB2,5 CAMBL1,0 CAMB2,5 KONTROL Onem
Derecesi
Ort.£Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.£Std. Hata
Membran .
18,40+5,69 17,53+5,59 14,20+4,24 15,14+5,24 16,52+4,11 OD
Biitiinliigii
Canli/Saglam .
32,25+3,33 32,34+2,60 31,66+2,91 34,35+2,84 26,75+2,13 OD
Akrozomlu

@Her satirda ortak harf tastyan gruplar arasindaki fark dnemsizdir (P<0,05), One Way Anova Varyans Analizi Duncan
testi. *Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan dnemlidir. OD, Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan dnemli

degildir.

Eritme sonrasi faz kontrast mikroskop yardimai ile yapilan morfolojik muayeneler

Tablo 4-9’da gosterilmistir. Gruplara gore sirasi ile akrozomal bozukluk oranlari;

%13,60+1,51, %15,20+2,06, %15,90+2,04, %16,10+1,63 ve %?20,30+1,92, toplam
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morfolojik bozukluk oranlart; %25,60+£2,01, %25,70+2,21, %28,30+2,26, %26,50+2,15
ve %30,20+2,64 oldu. Akrozomal bozukluklar dikkate alindiginda ise kontrol grubuna

gore CICB1,0°de saptanan akrozomal bozukluklarin daha diisiik oranda oldugu belirlendi

(P<0,05). Toplam morfolojik bozukluk oranlar1 gruplara gore degismedi.

Tablo 4-9: Eritme sonras1 faz kontrast mikroskop yardim ile yapilan morfoloji

muayenesi (%), (n=10).

Gruplar
Morfolojik
Bozukluk CICB1,0 CICB25 CAMB1,0 CAMB25 | KONTROL Onem
Derecesi
Ort.+Std. Hata Ort.+Std. Hata Ort.£Std. Hata Ort.+Std. Hata Ort.+Std. Hata
Akrozom 13,60+1,51° | 15,2042,06® | 15,90+2,04® | 16,10+1,63%® | 20,30+1,922 *
Toplam 25,60+2,01 25,70+£2,21 28,30+2.,26 26,50+2,15 30,20+2,64 OD

abHer satirda ortak harf tasimayan gruplar arasindaki fark énemlidir (P<0,05), One Way Anova Varyans Analizi
Duncan testi. *Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir. OD, Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan

6nemli degildir.
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5. TARTISMA

Kog¢ spermasinin dondurulmasinda elde edilen basarilarin sinirli olmasi, zaten
genis uygulama alani bulamayan suni tohumlama faaliyetlerini daha da zora sokmustur.
Kog sperma sulandiricilarina ilave edilen katki maddeleri ile spermanin dondurulabilirligi
izerinde ¢aligmalarda basar1 oranlari arastirmacilara gore farkliliklar gostermektedir.
Giiniimiizde sorun halen devam etmekte olup katki maddeleri bilim insanlarinin yogun
ilgisini cekmektedir. Yiiksek oranda monosakkarit, organik asit, mineral, protein, fenolik
bilesikler ve serbest amino asitlerden olusan balin, antioksidan ve antimikrobiyal
ozellikleri bilinmektedir (Molan 1999; Tomas-Barberan ve ark. 2001; Bogdanov ve ark.
2008). Ancak c¢igek ve ¢am balinin donma Oncesi ve sonrasi spermatozoonlara ve
Ozellikle donma asamasinda sekillenen kristalizasyona etkileri konusunda detayli
bilgilere ulasilamamistir. Calismada sperma sulandiricisina %1 ve %2,5 ¢igek ve ¢cam bali
ilavelerinin kog spoermatozoonlari iizerine olan etkileri arastirilmistir.

Arastirmada sulandirma, sogutma, gliserolizasyon ve ekilibrasyon sonrasi
saptanan motilite oranlari tiim gruplarda %90’1n tizerinde bulunmustur (Tablo 4-2). Ayni
orneklerde progresif motilitelerin de %42’nin {izerinde oldugu saptanmistir. Tiim
gruplarda sulandirma, sogutma, gliserolizasyon ve ekilibrasyon islemleri basariyla
gerceklesmistir. Elde edilen veriler, ¢ogu arastirmacinin bildirdigi degerlerle paralellik
gostermektedir (Oztiirkler ve ark. 1999; Cirit ve ark. 2013; Yimer ve ark. 2015).
Bacinoglu ve ark. (2007) ile Ak ve ark. (2010), friiktoz ve laktoz ilave edilmis medyum
ile sulandirilmis kog¢ spermasinda, ekilibrasyon sonrasinda tiim deneme gruplarinda %73
ve lizeri motilite degeri saptamislardir. Ancak motilite degerleri gruplara goére farklilik
gostermemistir.

Donma oncesi gruplarda motilite ve progresif motilite oranlar1 benzer
bulunmustur. Cicek ve cam bali ile farkli yogunluklari; sulandirma, sofutma,
gliserolizasyon ve ekilibrasyon islemlerinde spermatozoonlarin motilite ve progresif
motilitesini etkilememistir. Sperma sulandiricilarina seker ilavelerine iliskin ¢aligmalarda
farkli sonuclar alinmigtir. Ko¢ sperma sulandiricilarina trehaloz ilavesinin sogutma
sonras1 motilite iizerine bir etkisinin olmadig1, ancak artan yogunluklarda olumsuz etki
yarattig1 bildirilmistir (Aisen ve ark. 2002). Jerez ve ark. (2013). Kog¢ sperma
sulandiricilarinda bal ilavesinin, sogutma islemlerinin zararli etkisine karsi, kog

spermasinin kismi olarak motilitesini korudugunu saptamislardir. S1gir ve manda bogast
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spermalarinin 5°C’de saklamasinda sulandiriciya bal ilavesinin motilite basta olmak
tizere spermatolojik 6zelliklere olumlu katki yaptigi bildirilmistir (EI-Sheshtawy ve ark.
2014; El-Nattat ve ark. 2016). Maidin ve ark. (2018), balin tek basina veya ¢orek otu ile
kombinasyonunun sulandiriciya ilave edilmesi sonucunda, teke spermasinin sogukta
saklanmasinda daha basarili motilite sonucglari almislardir. Olayemi ve ark. (2011),
sogukta (5°C) saklanan teke spermastyla yaptiklari ¢alismada, sulandiriciya bal ilavesinin
spermatozoon motilitesi ve canliligini korudugunu ve bu olumlu etkinin ilave edilen bal
oranina bagl oldugunu bildirmislerdir. Pelufo ve ark. (2015), glikoz, trehaloz ve siikroz
ilave edilen sulandiricilarla yaptiklar1 calismada, ilave edilen monosakarit ve
disakaritlerin, ko¢ spermatozoonlarinin sogutulduktan sonraki motilitesi iizerine bir
etkisinin bulunmadigini bildirmislerdir. Calismalardaki farklilik tiire, 1rka, sulandirici
cesitlerine, katki maddelerinin oranlarina, sulandirma ve sogutma tekniklerine
baglanabilir.

Arastirmamizda ¢igek ve cam balinin degisik yogunluklarinin motilite {izerine
etkili olmadig1 saptansa da, spermatozoon hizlarinda farkliliklar bulunmustur. Ayni
orneklerde hiz oranlar1 dikkate alindiginda yogun bal gruplarinda (CICB2,5, CAMB2,5)
hizlarin nispeten daha diisiik oldugu dikkati ¢ekmektedir (Tablo 4-2). Kontrol grubuna
gore bal igeren diger gruplarda hizli spermatozoon oranlarinin diistiigii ve bu diistikliglin
yogun bal iceren gruplarda daha da belirgin oldugu (P<0,05) goriilmektedir. Orta hizdaki
spermatozoon oranlarinda ise en yiiksek degerler yogun bal gruplarinda sekillenmistir.
Yogun bal gruplarinda hizli hiicre oranlarinin azalmasi, orta hizli hiicrelerin artmasi,
medyumun ozmolaritesine baglanabilir. Yogun ortamlarda fiziksel nedenlerle
spermatozoon hareketlerinin kisitlanabilecegi ileri siiriilebilir. Spermatozoon hizlari
medyumlara ve 6zellikle medyumlarin viskozitelerine gore degisebilmektedir (Amann
19809, Jerez-Ebensperger ve ark. 2015). Kinetik hiz parametreleri bulgular1 da bu durumu
desteklemektedir. Her ti¢ (VAP, VSL, VCL) hiz parametresinde de yogun bal gruplarinda
hareketlerin daha az oldugu go6zlemlenmektedir. Donma Oncesi kinetik hiz
parametrelerine iliskin kaynaklara ulagilamamistir. Sonug olarak, hareketleri kismen de
olsa sinirlandirilan yogun bal igeren gruplarda, spermatozoonlarin enerji depolarini
koruduklarini ve metabolik artiklarin daha az olusacagini ileri siirmek miimkiindiir.

Ekilibrasyon sonrasinda en yiiksek akrozomal bozukluk %16,20+2,50 ile kontrol
grubunda bulunmus, diger gruplarda bu deger %9,30+1,79 ile %10,30+1,96 arasinda

degismistir. Kontrol grubundaki ytikseklik istatistiksel agidan 6nemsiz bulunsa da dikkat
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¢ekicidir (Tablo 4-3). Keza en yiiksek toplam morfolojik bozukluklar %24,404+2,72 ile
kontrol grubunda saptanmigtir (P<0,05). Bu durum, sperma sulandiricilarina bal
ilavelerinin sulandirma, sogutma, gliserolizasyon ve ekilibrasyon asamalarinda
spermatozoonlarda morfolojik biitiinliigli korudugunu gdstermektedir. Ko¢ sperma
sulandiricilarina bir disakkarit olan trehaloz ilavesinin sogutma sonrast akrozom ve
membran biitlinligii iizerine bir etkisinin olmadigi, ancak artan yogunluklarda zararli
oldugu bildirilmistir (Aisen ve ark. 2002). Pelufo ve ark. (2015), glikoz, trehaloz ve
siikroz ilave edilen sulandiricilarla yaptiklar1 ¢alismada, monosakarit ve disakaritlerin,
sogutma sonrasi akrozom biitiinliigii tizerine bir etkisinin bulunmadigini ve, glikoz i¢eren
sulandiricilarda sogutma sonrasi kog¢ spermatozoonlarinda membran biitiinliigliniin daha
iyi korundugunu bildirmiglerdir. Sunulan ¢alismada da kog¢ sperma sulandiricisinda %1,0
ve %2,5 ¢icek ve cam bali varligi, sulandirma ve sogutma asamalarinin zararl etkilerine
kars1 morfolojik biitiinliigii korumustur.

Donma 6ncesinde oldugu gibi donma sonrasinda da motilite ve progresif motilite
degerleri gruplara gore degismemistir (Tablo 4-4). Cam ve ¢icek balinin farkli oranlarinin
ko¢ spermasinin dondurulmasinda spermatozoon motilitesine ve progresif motilitesine
etki etmedigi saptanmustir. Yapilan calismalarda, sulandiricilara bal veya seker ilavesi ile
donma sonras1 daha yiiksek motilite oranlar1 elde edilmistir. Panyaboriban ve ark. (2015),
degisik monosakarit (glikoz ve frilkktoz) ve disakarit (siikroz ve trehaloz) ilave edilen
sulandiricilar ile ko¢ spermasint dondurmuslar, eritme sonrasi friiktoz veya siikroz ilave
edilen sulandiridicilarda daha yiiksek motilite bulmuslardir. EI-Nattat ve ark. (2016),
sulandiriciya %2-3 ve %4-5 bal ilavesinin, manda spermatozoonlarinin motilitesini
donmanin zararh etkilerine kars1 korudugunu belirtmislerdir. Balin koruyucu etkisinin
icerdigi protein, enzim, amino asit, organik asit, vitamin ve fenolik bilesiklerin
antioksidan 6zelliginden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (EI-Nattat ve ark. 2016). El-
Sheshtawy ve ark. (2016), aygir sperma sulandiricisina bal ilavesinin eritme sonrasi
motilite lizerine olumlu etki yaptigin1 saptamislardir. Ko¢ spermasinin dondurulmasinda
sulandiricilara biberiye bali ilavesinin, eritme sonrasi motilite oranlarin olumlu yonde
etkiledigi bildirilmistir (Jerez-Ebensperger ve ark. 2015). Kog¢ sperma sulandiricilarina
degisik oranlarda trehaloz ilaveleri arastirilmig, 100 mOsm trehaloz dozunun eritme
sonrasinda motilite degerlerini artirdig1 bildirilmistir (Aisen ve ark. 2002). Rafinoz,
trehaloz ve siikrozun degisik yogunluklarini igeren sulandiricilarla dondurulan kog

spermasinda, eritme sonrasi elde edilen motilite degerleri kontrol grubuna oranla belirgin
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bir sekilde daha yiiksek bulunmustur (Jafaroghli ve ark. 2011). Calismamizda saptanan
bulgular, diger arastirmacilarin sonuclarin1 desteklememektedir. Ancak istatistiksel
olarak Onemsiz bulunsa da, eritme sonrast en diisilk motilite kontrol grubunda
saptanmistir. Bal gruplarindaki rakamsal yiksekliklerdeki farkliliklarin istatistiksel
analizlerde 6nemsiz ¢ikmasi, tekrar sayisinin (n) simirli olmasina baglanabilir. Ayrica
Tiirkiye’de iiretilen balin igerigi ve koyun irklar1 gibi faktorler de sonuclari etkilemis
olabilir.

Aynmi Orneklerde, hiz parametrelerinden hizli spermatozoon oranlari, donma
Oncesinin aksine, donma sonrasinda gruplara gore farklilik gostermemistir (Tablo 4.4).
Bu durum balin, eritme sonrasi hizli spermatozoon oranlarini etkilemedigi seklinde
yorumlanabilir. Orta hizdaki spermatozoon oranlarinda ise en yliksek degerler yogun bal
ilaveli gruplarda saptanmistir (P<0,05). Kinetik hiz parametrelerinin tiimiinde (VAP,
VSL, VCL); kontrol grubuna goére yogun bal gruplarinda saptanan hizlar daha diisiiktiir
(P<0,05). Bu farklilik, yine yogun medyumlarda spermatozoon hareketlerinin sinirlanmis
olmasindan kaynaklanabilir (Amann 1989, Jerez-Ebensperger ve ark. 2015).

Akis sitometresi (FLOW) ile saptanan en diisiik canlilik oran1 %35,22+3,58 ile
kontrol grubunda ve en yiiksek canlilik orant %49,5843,57 olarak %2,5’lik ¢i¢ek bali
grubunda saptanmistir (P<0,05). Diger gruplarda da benzer sonuclar elde edilmistir
(Tablo 4-5). Canli spermatozoon oraninda oldugu gibi mitokondriyal aktivite oranlarinda
da kontrol grubuna gore sulandiricilara %2,5 ¢igek bali ilavesi basarili olmustur (P<0,05)
(Tablo 4-6). Eritme sonrasi akis sitometresinde saptanan mitokondriyal aktivite oranlari
sirasiyla; %60,41+2,49, %63,42+3,12 %61,1742,60, %61,35+3,15 ve 53,2943,71 olarak
saptand1 (Tablo 4-6). Saptanan bulgulardan, sulandiricilara bal ilavelerinin donmanin
zararl etkilerine karsi spermatozoon canliligina kismen katki yaptigi, %2,5 ¢icek bali
ilavesinde bu katkinin O6nemli oldugu anlasilmaktadir. Eritme sonrasi kog
spermatozoonlarinin donma islemlerinin canlilik iizerine olan zararlarina kars1 sekerlerin
(friiktoz, frikktoz-siikroz ve friiktoz-trehaloz ve siikroz-trehaloz) olumlu etki yaptigi, hatta
kombinasyonlarinin daha da etkili oldugu bildirilmistir (Panyaboriban ve ark. 2015). El-
Sheshtawy ve ark. (2016), aygirlarda yaptiklari bir ¢alismada, sulandirictya bal ilavesinin
eritme sonrasi canlilik {izerine olumlu etkiler olusturdugunu bildirmislerdir. Rafinoz,
trehaloz ve siikrozun degisik yogunluklari igeren sulandiricilarla dondurulan kog
spermasinda, eritme sonrasi elde edilen canliliga iliskin degerler kontrol grubuna oranla

belirgin bir sekilde daha yiiksek bulunmustur (Jafaroghli ve ark. 2011). Mitokondriyal
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akitivite ve motilite arasinda pozitif korelasyon bulundugu bilinmektedir (Mehdipour ve
ark. 2017). Mitokondriyal hasar sonucu olusabilecek enerji kaybi, ATP eksikligine
sebebiyet vereceginden donma-eritme islemleri sonrasinda motilite parametrelerinde
diisiise yol agmaktadir (Medeiros ve ark. 2002). Maidin ve ark. (2018), teke spermasinda
yaptiklar1 c¢alismada, sulandirictya bal ilavesinin sogutma, dondurma ve eritme
islemlerinin sebep oldugu reaktif oksijen tiirleri olusumunu azalttigini, ayn1 zamanda da
motilite lizerinde iyilestirici etkileri oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar sperma
sulandiricilarina ¢orek otu ile kombine edilerek ilave edilen balin spermatozoon plazma
membranini, dondurma isleminin neden oldugu lipid peroksidasyonu ve buz kristali
olusumu gibi olumsuz etkilerden korudugunu bildirmiglerdir (Maidin ve ark. 2018).
Sunulan ¢alismada da sulandiricilara %2,5 ¢icek bali ilavesinin, spermatozoon
canliliginin ve mitokondriyal aktivitesinin korunmasinda etkili oldugu bulunmustur.
Sperma sulandiricilarinda ¢igek ve ¢am bali ile oranlari hakkinda ayrintili ¢alismalara
ulagilamamistir. Sunulan ¢alismada ¢i¢ek balinin (%2,5) daha basarili bulunmasi bir¢ok
faktore bagli olabilir. Bunlardan ilk akla gelenler ballarin igerigi ve ozmotik basing
degerleridir.

Eritme sonrasi floresan mikroskopta saptanan membran biitlinliik oranlar
gruplara gore sirasiyla; %42,23+1,91, %41,80+2,73, %38,15+2,81, %40,10+1,81 ve
%34,89+1,08 olarak saptanmistir (Tablo 4-7). Kontrol grubuna gore en yiiksek membran
biitiinliigli oranlan ¢icek bali gruplarinda bulunmustur (P<0,05). Eritme sonrasi akis
sitometresi ile saptanan membran biitiinliigi ve canli/saglam akrozom oranlar1 tiim
gruplarda benzer bulunmasina ragmen, en olumsuz sonuglar kontrol grubunda elde
edilmistir (Tablo 4-8). Yine ayni Orneklerde, faz kontrast mikroskopta yapilan
muayenelerde, en yiiksek akrozomal bozukluklar kontrol grubunda saptanmis ancak
sadece %! ¢igek bali grubunda saptanan degerle arasindaki fark onemli bulunmustur.
(P<0,05) (Tablo 4-9). Toplam morfolojik bozukluklarda ise en yiiksek degerler bal
icermeyen kontrol grubunda saptansa da tiim gruplarda elde edilen degerler benzer
bulunmustur (Tablo 4-9).

Membran biitiinligii ile ilgili her {i¢ inceleme teknigi genel olarak
degerlendirildiginde (CFDI-PI, Flow, S1v1 Fikzasyon), bal ilavelerinin yararli oldugu, sivi
fikzasyon teknigindeki %1,0 ¢igek bali grubu harig, bal ¢esidi ve yogunluklari arasinda

cok onemli farkliliklarin bulunmadig: sdylenebilir.
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Donma sonrast morfolojik biitiinliige iliskin ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Mandalarda balin membran biitiinliigii tizerine etkili oldugu kanitlanmistir (El-Nattat ve
ark. 2016). El-Sheshtawy ve ark. (2016), aygir sperma sulandiricilarina bal ilavesinin
eritme sonrasi membran biitlinliigii iizerine olumlu etkiler olusturdugunu bildirmislerdir.
Degisik oranlarda trehaloz ilave edilerek hazirlanan kog¢ sperma sulandiricilar ile yapilan
bir calismada, trehaloz varliginin (100 mOsm) eritme sonrasinda membran biitlinliigii
tizerine koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir (Aisen ve ark. 2002). Ko¢ sperma
sulandiricilarina ilave edilen degisik yogunluktaki rafinoz, trehaloz ve siikrozun donma-
eritme asamalarinda membran biitiinliigiinii korudugu saptanmistir (Jafaroghli ve ark.
2011). Kog sperma sulandiricisina biberiye bali ilavesinin eritme sonrasi akrozomal
biitiinliige olumlu etkisi rapor edilmistir (Jerez-Ebensperger ve ark. 2015). Kog spermasi
sulandiricilarinda degisik oranlarda trehaloz (100 mOsm) ilavesinin eritme sonrasinda
akrozom biitiinliigii tizerine koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir (Aisen ve ark. 2002).
Rafinoz, trehaloz ve siikrozun degisik yogunluklarini igeren sulandiricilarla dondurulan
ko¢ spermasinda, eritme sonrasi elde edilen akrozomal bozukluk ve toplam morfolojik
bozukluk, kontrol grubuna oranla belirgin bir sekilde daha diisiik bulunmustur (Jafaroghli
ve ark. 2011). Panyaboriban ve ark. (2015), degisik monosakarit (glikoz ve friikktoz) ve
disakarit (siikroz ve trehaloz) ilave edilen sulandiricilarla dondurulan kog¢ spermasinda
eritme sonrasi akrozom biitiinliigiinii incelemis ve ilave edilen sekerlerin bu parametre
lizerine yarattig1 etkinin gruplar arasinda bir farklilik olusturmadigini tespit etmislerdir
(%79,6 ile %82,3 aras1i). Hemen hemen arastirmalarin tamami ¢alismada bulunan
sonuclar destekler niteliktedir.

Balin olumlu etkisi ¢ogu arastirici tarafindan rapor edilse bile, etki mekanizmasi
hakkinda bilinenler siirlidir. Bununla birlikte, ko¢ spermasinda donma sonras: balin
yararlt etkisinin, i¢erdigi protein, enzim, amino asit, organik asit, vitamin ve fenolik
bilesiklerin  antioksidan Ozelliginden kaynaklanabilecegi bildirilmistir ~ (Jerez-
Ebensperger ve ark. 2015, El-Nattat ve ark. 2016).

Sunulan calismada, ¢icek balinin 6zellikle %2,5 yogunlugunun (CICB%2,5)
eritme sonrasi spermatozoon canliligint daha iyi korudugu, bal ilavelerinin morfolojik
biitiinliigli kismen korudugu, %1,0 cicek bali yogunlugunun sivi1 fikzasyonda akrozomal

biitlinliigii 6nemli oranda korudugu saptanmaistir.
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Calismanin sonucunda,Tris-yumurta saris1 sulandiricisinda %1 ve/veya %2,5
cigcek bali ilavelerinin ko¢ sperma sulandiricilarinda katki maddesi olarak kullanilabilir

Ozellikte oldugu sonucuna varilmistir.
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