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TURKCE OZET

Bu ¢aligma, gliseroliin kog spermasi iizerine olan olumsuz etkisini minimize
etmek amaciyla gerceklestirildi. Bunun igin gliseroliin sulandiricidaki final yogunlugu
sirastyla (%4, %2 ve %0) diisiirerek, yerine DEX (Dekstran), PVP (Polivinilpirolidon),
veya PEG (Polietilen glikol) (%2, %4 ve %6) eklendi. Koyunculuk Arastirma
Enstitlisti Midiirliigii biinyesinde, ayn1 bakim ve besleme kosullarinda barindirilan, 2-
3 yaslar1 arasinda 5 bas Karacabey Merinosu 1rk1 kogtan sperma alindi. Normospermik
ozellikteki ejkulatlar pooling yapilarak c¢ift asamali sulandirma teknigi ile ¢aligsma
gruplarini olusturan (Kontrol (%6 gliserol), DEX2 (%4 gliserol + %2 dekstran), DEX4
(%2 gliserol + %4 dekstran), DEX6 (%6 dekstran), PVP2 (%4 gliserol + %2
polivinilpirolidon) PVP4 (%2 gliserol + %4 polivinilpirolidon) PVP6 (%6
polivinilpirolidon), PEG2 (%4 gliserol + %2 polietilen glikol), PEG4 (%2 gliserol +
%4 polietilen glikol) ve PEG6 (%6 polietilen glikol) sulandiricilardan biri ile
sulandirillarak payet metoduna goére otomatik dondurma cihazinda donduruldu.
Calismada; motilite muayenesi CASA, canlilik, plazma ve akrozom membran
biitiinliigi ve mitokondriyal membran potansiyeli akis sitometri ve apoptotik indeks
(TUNEL) floresan mikroskopta degerlendirildi. Co6ziim sonrasi asamada saf
kriyoprotektan iceren gruplar degerlendirildiginde %6 gliserol i¢eren kontrol grubuna
ait bulgular1 digerlerine gore daha istiin oldugu belirlendi. Calismada kullanilan
sulandirict igerigine katilan eksternal kriyoprotektanlarin (DEX6, PVP6 ve PEGH6)
higbirinin tek basmma ko¢ spermasini, dondurmanin zararli etkilerine karsi
koruyamadigi goriildii. Caligmada kullanilan kriyoprotektanlarin apoptotik indeksi
etkilemedigi, DEX ve PEG’nin disiik yogunluklarda (%2) gliseroliin yerine
kullanilabilecegi degerlendirildi.

Sonug olarak, DEX ve PEG’nin %2’den daha diisiik yogunluklarda gliserol
yerine kullanilabilecegi, PVP’nin ¢alismada kullanilan oranlarinin kog¢ spermasi
izerine zararli oldugu ve ¢aligma sonuglarinin fertilite ile dogrulanmasi gerektigi
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Kog, Sperma, Dondurma, Kriyoprotektan, Gliserol, Dekstran,
Polivinilpirolidon, Polietilen Glikol
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INGILIiZCE OZET

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF REPLACING THE GLYCEROL,
USED IN FREEZING RAM SEMEN, WITH SOME NON-PERMEABLE
CRYOPROTECTANTS TO POST-THAW SPERMATOLOGICAL
PARAMETERS

This study was conducted to minimize the adverse effect of glycerol on the ram
semen. For this purpose, glycerol's final density in the extender were decreased (4%,
2%, and 0%) respectively, by replacig with DEX (dextran), PVP
(polyvinylpyrrolidone), or PEG (polyethylene glycol) (2%, 4%, and 6%), respectively.
Semen was collected from 5 heads of Karacabey Merino ram between the ages of 2-3,
breeding season hosted in Sheep Breeding Research Institute. Ejaculates with
normospermic quality were pooled and diluted with (Control (6% Glycerol), DEX2
(4% Glycerol + 2% Dextran), DEX4 (2% Glycerol + 4% Dextran), DEX6 (6%
Dextran), PVP2 (4% Glycerol + 2% Polyvinilpirolidone) PVP4 (2% Glycerol + 4%
Polyvinylpirolidone), PVP6 (6 %Polyvinilpirolidone), PEG2 (4% Glycerol + 2%
Polyethylene Glycol), PEG4 (2%Glycerol + 4% Polyethylene Glycol) or PEG6 (6%
Polyethylene Glycol) according to two step dilution method and frozen via automatic
freezing machine. In the study; sperm motility was evaluated via CASA, vitality,
plasma, and acrosome membrane integrity, and mitochondrial membrane potential via
flow cytometry, and the apoptotic index (TUNEL) under fluorescent microscopy. At
the post-thaw stage; the control group containing 6 %glycerol was superior to the other
groups containing pure cryoprotectant. None of the cryoprotectants (DEX6, PVP6, and
PEGS6) could protect the ram sperm alone against the harmful effects of freezing. It
was evaluated that the cryoprotectants used in the study did not affect the apoptotic
index. Also DEX and PEG could be used instead of glycerol at low concentration (2%).

Finaly, it was founded that Presence of DEX and PEG lower than 2% is a useful
strategy for the partial replacement of glycerol in semen extender. Presence of PVP in
freezing extender has a harmful effect ram semen. Also it is recomended that the results
of the study to be verified by fertility results.

KEYWORDS: Ram, Semen, Freezing, Cryoprotectant, Glycerol, Dextran,
Polyvinylpyrrolidone, Polyethylene Glycol



1. GIRIS

Gamet hiicrelerinin dondurulmasinda kullanilan soguk soku ve donma
sirasinda gelisen hasarlara karsi hiicrelere koruma saglayan maddelere kriyoprotektan
maddeler denilir. Bilimsel ve modern anlamda canli hiicre dondurma ¢alismalari; 1949
yilinda Polge ve ark. (1949) tarafindan gliseroliin kriyoprotektan 6zelliginin
bulunmasi ile baslamistir (Leibo, & Brandley, 1999; Polge, Smith, & Parkes 1949).
Spermatozoondaki membran yapilar1 (plazma membrani, dis akrozomal membran ve
mitokondri membrani) donma/¢éziinme islemine karsi son derece duyarlidir.
Spermatozoonlarin membran yapist akict mozaik tarzinda diizenlenmis protein,
glikoprotein ve glikolipitlerle bezeli iki sirali fosfolipit katmanindan olugmustur.
Termodinamik 6zellikteki bu yapilarin %65-70 oraninda doymamis fosfolipitlerden
(yag asidi) olugsmasi, sogutulma sonucu membranlarin irreverzibl faz degisimine (sivi
fazdan jel fazina gegmesine) neden olur (Watson, 1995; Watson, 2000). Faz degisimi,
membran i¢i enzimlerinin kinetiginde degisime yol agarak ¢Oziim sonu
spermatozoonlarin canliligin1 azaltir. Diisiik 1silarda bicimlenen faz degisimleri
sonrast membranlarin stabilizasyonu bozulur ve soguk soku (cryoinjury) gelisir (Holt,
2000a, 2000b; Watson, 1995). Kriyoprotektanlar, hiicrenin dondurulmasinda olusan
soguk sokuna, intraselliiler kristal olusumuna, ¢oziim sirasinda olusan yeniden buz
kristallerinin olusumuna (rekristalizasyon) ve membrandaki denge bozukluguna
(destabilizasyon) karst koruyucu amacglhi olarak kullanilir. Koruyucu etkilerini
genellikle ortamdaki donmamus fraksiyonu artirarak ve iyon miktarini azaltarak
gosterirler (Chenoweth, & Lorton, 2014; Chian, & Quinn, 2010; Zhmakin, 2009).

Kriyoprotektanlar islevsel olarak; hiicre igine girebilen (permeabl) ve
giremeyen (permeabl olmayan) kriyoprotektanlar olarak iki gruba ayrilmaktadir
(Bucak, & Tekin, 2007). Hicre, dondurulmadan once diisiik 1silarda
kriyoprotektanlarla inkiibasyona birakilarak, intraselliiler bakimdan dengeye gelmesi
saglanmaktadir. Kriyoprotektanlarin molekiiler agirliklarinin diisiik olmasindan dolay1
toksik etkileri ancak belirli oranlarda katildiklarinda veya belli siireler sonrasinda
ortaya ¢ikmaktadir (Alvarenga, Landim-Alvarenga, Moreira, & Cesarino, 2000;
Palasz, & Mapletoft, 1996). Hiicre dondurma medyumundaki kriyoprotektanlarin
toksisitesini azaltmak i¢in, hiicrelerin kriyoprotektanlara maruz kalma siiresinin
kisaltilmasi ve farkli 6zellikteki permeabl 6zelligi olan ve olmayan kriyoprotektanlarin
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birlikte kullanimi ile ilgili ¢ok sayida g¢alisma bulunmaktadir (Benson, Woods,
Walters, & Critser 2012; Curry, 2000; Jeyendran, & Graham, 1980; Massip, 2001,
Pradiee ve ark., 2015; Rakha ve ark., 2017; Vafaei, Kohram, Zareh-Shahne, Ahmad,
& Seifi-Jamadi 2019).

Sivi saklama veya dondurma yo6ntemlerinde, kullanilan sulandiricinin igerigi
ve kriyoprotektan ¢esidi ve miktarinin spermatozoon metabolizmasinin siirdiiriilmesi
tizerine 6nemli etkileri vardir (Bohlool, Mohammadi, Mehr, & Hossein-Zadeh, 2015;
Cardoso, Silva, Uchoa, & Da Silva, 2003; Fiser, & Fairfull, 1990; Gil, Lundeheim,
Soderquist, & Rodriguez-Martinez, 2003; laffaldano ve ark., 2016; Kim, Lee, Ji, &
Kim, 2011; Najafi, Daghigh-Kia, Vaseghi Dodaran, & Mehdipour, 2017; Rota, Linde
Forsberg, Vannozzi, Romagnoli, & Rodriguez Martinez, 1998). Bu etkileri minimize
etmek i¢in ¢esitli pH tamponlayict maddeler (TRIS-sitrik asit, Test, HEPES, vb.),
hiicre zarimni gecebilen diisiik molekiil agirlikli sekerler; (friiktoz, glikoz vb.), membran
koruyucu maddeler; (gliserol ve diger polialkoller, DMSO, aminoasitler vb.), hiicre
zarin1 gegcemeyen sekerler (laktoz, siikroz), makromolekiiller; (polietilen glikol, ficoll
70, BSA, dekstran, mannitol ve polivinilpirolidon), antifriz proteinleri ve membran
stabilizatorleri (yumurta sarisi, siit, lipitler ve aminoasitler) gibi maddeler
kriyoprotektif amaciyla sulandiricilarda kullanilmistir (Aisen, Alvarez, Venturino, &
Garde, 2000; Fiser, Ainsworth, & Fairwell 1987; Molinia, Evans, & Maxwell 1994;
Salamon, & Maxwell, 1995a; Storey, Noiles, & Thompson 1998). Gliserol, ruminant
ve primat spermasinin dondurulmasinda %4-8 oraninda yaygm bir sekilde
kullanilmaktadir (Holt, 2000a; Katkov ve ark., 1998; Morrell, & Hodges, 1998).
Gliserol yiiksek oranda hidrofilik yap1 gdsteren bir poliol bilesigi olup hiicre zarim
gecebilen (permeabl) kriyoprotektanlar arasinda yer almaktadir. Kimyasal yapisindaki
C/OH oranmin esit olmasi onun spermatozoon iizerine olan koruyucu etkisini
artirmaktadir. Gliseroliin toksisitesi, metabolik doniistimii sirasinda agiga ¢ikan metil
glikozdan kaynaklanmaktadir. Ayrica gliserol, membranin biyoenerji dengesinde
degisiklige ve ozmotik strese yol acgarak sitotoksik etki gostermektedir. Tiire bagh
olarak farkl toksik etki gosteren gliserol, aygir, tavsan, kanatli ve balik gibi bazi
tiirlere spermatozoon fertilitesini diisiirmekte hatta bazilarinda kontraseptif 6zelligi
oldugu bildirilmistir (Alvarenga ve ark., 2000; Katkov, Katkova, Critser, & Mazur,
1998; Morrell, & Hodges, 1998).



Eksternal kriyoprotektanlar (permeabl olmayan), makromolekiiller ve
sakkaritler olarak ikiye ayrilir. Calismamizda kullanilan polietilen glikol, dekstran ve
polivinilpirolidon makromolekiiler yapidaki eksternal kriyoprotektanlardir. Eksternal
kriyoprotektanlar koruyucu etkilerini, (i) membranlarin sivi ve katyonlara karsi
permeabilitesini artirarak, (ii) ozmotik strese karsi hiicre membranlarini daha esnek
duruma getirerek ve (iii) hiicrede donma-¢oziinme sirasinda gelisen lipit
peroksidasyonunu azaltarak ti¢ farkli yontemle olusturur. Sulandiricilarda diisiik
oranda permeabl kriyoprotektan kullanilmakta, bu islem internal kriyoprotektanlarin
olasi toksik etkilerini azaltmaktadir (Arav, Shehu, & Mattioli, 1992; Cabrita, Anel, &
Herraéz, 2001). Uzun zincirli bir karbonhidrat olan ve hiicre igine giremeyen bir
kriyoprotektan ~ olan  dekstranin = memeli  spermasinin  dondurulmasinda
kullanilabilecegi gosterilmistir. Dekstran ¢ok sayida OH grubu icerir. Bu nedenle
donma sirasinda olusan biiyiik buz kristallerinin yapisinda bulunan dort yiizlii H-
baglarini etkileyerek kriyoprotektif etkisini gosterir (Dupuy ve ark., 1982). Hiicre
tizerinde toksik etkisi az bir polimer olarak kabul edilen ve eksternal bir polimerik
kriyoprotektan olan PVP’nin, memeli ve kanatli spermasinin dondurulmasi ve
vitrifikasyonu amaciyla kullanilabilecegi gosterilmistir (Pradiee ve ark., 2015; Rakha
ve ark., 2017). PVP ortamda ¢oziinen molekiil sayisina bagli olarak, hiicre zarini
kaplayarak ve donma noktasini diisiirerek kriyoprotektif etkisini gosterir (Rakha ve
ark., 2017). Polietilen glikol (PEG), etanol ve dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi diger
eksternal kriyoprotektanlara goére spermatozoon motilitesi lizerine daha az etkilidir.
Hidrofobik etkisini diisiik yogunlukta bile gosterir (Aboua, Du Plessis, & Brooks,
2007).

Sunulan ¢alisgmamiz, (i) degisik hayvan tiirlerine ait farkli somatik ve gamet
hiicrelerinin uzun siireli saklanmasinda kullanilabilecegi  gosterilen  Kimi
kriyoprotektanlarin ko¢ spermasinda kullanilabilirliginin arastirilmasi, (i1) gliseroliin
yerine farkli oranlarda dekstran (DEX), polivinilpirolidon (PVP) ve polietilen glikol
(PEG) kullanarak kog¢ spermasmin ozellikleri iizerindeki etkilerinin belirlenmesi

amaciyla gerceklestirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Suni Tohumlamanin Tarihgesi

Suni tohumlama, spermanin disi genital kanala herhangi bir arag ile aktarilmasi
olarak tanimlanabilir. Bilinen en eski yardimci iireme teknigidir. ilk yillarda suni
tohumlama, giftlesme (veneral) veya temas ile gecen bulasici hastaliklardan korunma
amaciyla uygulanmistir. Daha sonra, siiriiniin genetik kapasitenin hizli bir sekilde
artirmast ve tohumlama basina kullanilan sperma miktarinin diisiiriilmesi ile iistiin
genetik kapasiteli damizlik babalarin ¢ok daha etkin olarak kullanimina yol agarak
yetistiriciler tarafindan benimsenmis ve yaygin bir kullanim alani bulmustur. Ozellikle
stit s1g1r1 yetistiriciliginde dondurulmus (cryopreserved) spermanin kullanimi sonrast
yiiksek fertilite elde edilmeye baslanmasiyla suni tohumlama yiiksek ekonomik degeri
olan ticari bir sektdr haline gelmistir (Faigl ve ark., 2012; Ozkoca, 1984).

Koyunlarda suni tohumlamaya yonelik calismalar Milovanov ve Ivanov
tarafindan Rusya’da 20. ylizyilin baglarinda baslatilmistir (Foote, 2002). Daha sonra
Diinya’nin ¢esitli bolgelerine (Avrupa- 1945, Latin Amerika 1962) yayilmistir (Foote,
2022). Rusya’da suni tohumlamanin gelisimi |. Diinya Savasindan sonra
Avustralya’dan Merinos irkinin getirilmesi ile baglamis ve kitlesel bir program olarak
uygulanmistir. O doénemde tiim hayvan popiilasyonunun yaklagik %72-76’sin1
kapsayan 42-44 milyon koyun tohumlanmustir.

Hayvancilik  sektoriinde  vazgecilmez  Onemi olan  reprodiiksiyon
biyoteknolojisi suni tohumlama, in vitro fertilizasyon, gen transferi ve klonlama gibi
birtakim yenilikleri kapsamaktadir. Bu teknikler arasinda en etkin ve yaygin olan,
degerli erkek gamet hiicrelerinin dondurulmasi ve disi hayvanlarin suni yolla
tohumlanmas1 esasina dayanan suni tohumlama biyoteknolojisidir (Gordon, 2004a).
Koyunculuk alaninda 6nemli yeri olan iilkeler, bu biyoteknolojik uygulamalar
yardimiyla et ve siit verimi gibi farkli verim 6zellikleri olan koyun ve kegi irklar
gelistirmistir. Gelistirilen bu irklar diinya cografyasi lizerinde yayilim gdstermektedir
(Gordon, 2004b; Hafez, & Hafez, 1993). Fransa gibi kimi Avrupa iilkelerinde genetik
ozelliklerini yavrularina aktarma yetenegi olan iistiin koglardan elde edilen spermanin
yapay olarak disilere transferi uygulamalarina dayali (suni tohumlama) genetik

caligmalar sektor haline gelmistir. Avustralya’da 1994-95 yillan arasinda yaklasik
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500.000 disi koyuna farkli yontemler kullanilarak suni tohumlama uygulanmistir. Bu
oran toplam koyun popiilasyonunun yaklagik %30’u kadardir. Gliniimiizde bu oran ¢ok
daha yiikseklere ulasmistir (Gordon, 2004a). Ulkemizde kegi suni tohumlamasi
uygulamalar1 akademik cevre tarafindan gergeklestirilen ¢alismalarla sinirli olup
sahada yaygin olarak uygulanmamaktadir. Fransa gibi koyun ve kegi yetistiriciliginin
yogun oldugu ¢ogu Avrupa lilkesinde suni tohumlama yaygin olarak uygulanmaktadir.
Fransa’da 2010 yilinda koyunlarda yaklasik 812.000 koyuna tohumlama
uygulanmistir. Bu tohumlamalarin yaklasik %95°1 taze sperma kullanilarak
gerceklestirilmistir  (David, Bonnot, Raoul, & Lagriffoul, 2012). 1980’lerde
laparoskopi yontemi ile intrauterin suni tohumlamanin Avustralya’da gelistirilmesi
sonucu taze veya donmus sperma kullanarak tohumlanan koyun sayisinda artis
meydana gelmistir (Gordon, 2004a, 2004b).

Ulkemizde ise 1926 yilinda bir Rus veteriner hekimi (Prof. Mihailof)
Tiirkiye’ye gelerek Karacabey Harasi’'nda koyunlarda suni tohumlama uygulamis ve
Tirk veteriner hekimlerine suni tohumlama egitimi vermistir. 1950’li yillara
gelindiginde ise suni tohumlama ince yapagi gereksinimini karsilama amaci ile
Merinosa dontistiirme projesi kapsaminda genis uygulama alani bulmus, tohumlanan
hayvan sayilar1 300.000’e kadar ulagmistir. Ancak 1980’lere gelindiginde ekonomik
nedenler ve vajinal tohumlama sonrasinda basari oraninin diisiik olmasi sonucu
koyunlarda suni tohumlama calismalar1 kesintiye ugramistir (Ozkoca, 1984).

Koyun ve kegi yetistiriciligi et, siit, yilin, kil, tiftik ve deri tiretimi acisindan
diger iilkelerde oldugu gibi iilkemiz ekonomisinde de onemli yer tutmaktadir. Kirsal
alanda yasayan halkimiz i¢in kolay bir ugras alani1 ve ayn1 zamanda ekonomik glivence
olan koyunculuk, en eski hayvansal iiretim alanlarindan biridir. 2021 yili sonu
itibariyle tilkemizin toplam koyun sayis1 45.177.690 basa ulagmis olup 385.933 ton et
tiretimi ile toplam kirmizi et tiretiminin %19,80’1, 1.143.762 ton siit {iretimi ile toplam
siit {iretiminin %4,90’1 koyunculuk faaliyetinden temin edilmektedir (Tiirkiye Istatistik
Kurumu [TUIK], 2022).

Koyun varligimizin biiylik ¢ogunlugunu, yetistirildigi bolgelerin kosullarina
iyi uyum gostermis, ancak verim diizeyleri diigiikk verimli irklar olusturur. Koyun ve
keci yetistiriciliginde de tipki sigirlarda oldugu gibi genetik 6zelligi yiiksek damizlik

tiretim birimlerinin olusturulmasi ve bu birimlerde yetistirilen damizlik hayvanlara ait



genetik kaynaklarin (canli damizlik hayvan, sperma ve embriyo) yetistiriciye
dagitilmasinin, ayrica kaliteli erkek damizliklardan alinan spermanin dondurulmasi ve
suni tohumlama uygulamalarinin sahada yayginlastirilmasinin genetik 1slah ve verim
artis1 agisindan dnemi yadsinamaz (Altinel, Evrim, Ozcan, & Baspnar, 1998; Ozkoca,

1984).
2.2. Suni Tohumlama Uygulamalarmin Yayginlasmama Nedeni

Suni tohumlama uygulamalarinin sahada yayginlasmamasimin nedenleri
hayvanin fizyolojisinden kaynaklanan nedenler ve yetistiriciye bagli nedenler olmak
lizere baslica iki basglik altinda degerlendirilebilir. Koyun kegi isletmelerin geleneksel
yapida olmasi, hayvanlarin verim kayitlarmin tutulmamasi, isletme basina diisen
hayvan sayisinin az olmasi, isletmelerin ekonomik durumu, yetistiricilerin egitim
diizeyinin diisiik olmasi gibi bir¢ok neden, suni tohumlamanin sahada yayginlagsmasini
aksatan ve ¢ogunlugu yetistirici ile ilgili baglica nedenlerdir. Hayvanin fizyolojisinden

kaynaklanan nedenler ise koyun ve koga bagli nedenler olarak siniflandirilabilir.
2.2.1. Koyuna bagh sebepler

Yetistiricilikte en onemli verim 6zelligi dol verimidir. Hayvanlardan siirekli ve
1yl bir dol verimi alinabilmesi ise biiylik dl¢iide dol verimini etkileyen faktorlerin
kontrol edilebilmesine bagldir (Aytug, Yal¢in, Alacam, Tiirker, & Gdkcen, 1990;
Kaymakgei, 2002; Sonmez, 2013).

Spermatozoonun aktif bir hiicre ¢ekirdegi ve organelleri bulunmasina karsin,
biyosentez, kendini onarma, biiylime, bdliinme ve yenilenme yetenegi olmamakla
birlikte, fertilizasyon asamasma kadar uzun siire fizyolojik aktivitesini korumak
zorundadir (Garcia-Vazquez, Gadea, Matas, & Holt, 2016; Hafez, & Hafez, 1993;
Holt, & Fazeli, 2016; ileri, Ak, Pabugcuoglu, & Birler, 2000; Nur, 2019). Vajinal
ejakiilasyonun gerceklestigi koyunlarda, servikal kanal anatomik yapis1 geregi
spermatozoon bariyeri olarak islev yapar. Serviks normal ve motil spermatozoonlarin
gecisini desteklerken, mikroplarin ve immotil ve anormal yapidaki spermatozoonlarin
gecisini engeller. Koyunlarin serviksi 8-9 ¢m uzunlugunda olup huni seklinde 5-7
halka igerir. Servikal halkalar diizensiz olup konsantrik olarak baglantilar zayiftir ve

yapilar1 serviksin gecilmesini engelleyecek kadar dardir (ileri ve ark., 2000).
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Immiinolojik olarak aktif bir yapisi olan servikal kanal, ejakiilasyonla birlikte
ortamda bulunan patojenlere kars1 immiin sistemi uyararak notrofil ve makrofajlarin
bu bélgeye goeiinii tetikler. Polimorf niikleer hiicreler, 6ncelikle morfolojik bozuklugu
olan, kapasite olmus, immotil ve agoni durumundaki spermatozoonlari fagosite etme
egilimindedirler. Ayrica servikal sivilarin retrograt akisi, mekanik olarak
spermatozoonlar igin selektif olarak gorev yapar. Koyunlarin serviks kanalinin dar
olmasindan dolay1 sperma, tohumlama kateterinin gecebildigi derinlikge birakilir.
Serviksin mekanik ve immiinolojik bariyer 6zeliginden dolayr servikal kanala
birakilan spermanin biiyiik bir kismi servikal halkalara takilarak uterus ve tuba
uterinaya ulasamaz. Bu nedenle vajinal ve serviksin girisine birakilarak yapilana suni
tohumlama basaris1 oldukga diisiik kalmaktadir (Ritar, & Salam, 1983). Serviksin
yapist irka ve dogum sayisina bagl olarak degismekle birlikte, tohumlama
derinliginde 1 cm’lik artisin gebelik basarisint %7-12 arasinda arttig1 bildirilmektedir
(Eppleston, Salamon, Moore, & Evans, 1994). Ayni bi¢gimde serviksin dis yapisi da
(giris kismi1) bireysel farklilik gostermektedir (Kershaw ve ark., 2005). Giris
yapilarindaki bu farkliliklar da uygulamayi giiglestirmekte ve elde edilen sonuglarda
varyasyonlara neden olmaktadir. Ayn1 zamanda serviks igerisindeki hacim oldukga
yiiksek hacimde sperma verilmesi durumunda spermanin refliisiine neden
olabilmektedir (Eppleston ve ark., 1994; Kershaw ve ark., 2005; Ileri ve ark., 2000;
Ritar, & Salam, 1983).

Sigirlardan  farkli olarak koyunlarda kizginlik belirtilerinin  disaridan
saptanmasi olduk¢a zor olmakla birlikte, koyun yetistiriciliginde siirii bazinda
planlama yapilmaktadir. Bu nedenle sigirlarda oldugu gibi bireysel tohnumlama yerine
ayn1 donemde daha fazla koyunun tohumlanma gereksinimi dogmaktadir. Bu durum,

uygulama agisindan fazla is giicli gerektirmektedir.
2.2.2. Koca Bagh sebepler

Spermatozoonlarin membran yapist ve igerigi tiirler arasi farklilik
gostermektedir. Bu nedenle, tiirler hatta bireysel genetik farkliga bagli olarak farkli
kriyotolerans s6z konusudur (Hafez, & Hafez, 1993). Ko¢ spermasinin membran
yapisinin énemli bir boliimii ¢coklu doymamis yag asitlerinden (fosfolipitler) olusur.

Kog¢ spermasinda bu yag asitlerinin oranlar1 insan, kopek ve horoz spermasina gore
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farkli oranlarda bulunmasindan dolay1 ani sicaklik degisimlerine daha duyarlidir. Aynm
zamanda kolesteroliin diisiik sicakliklarda membran yapisindaki sivilarin akigkanligini
korunmasinda 6nemli rolii oldugu ve kolesterol/fosfolipit oranindaki farkliliklarin
kriyotoleransla iligkili oldugu bildirilmistir (Salmon, Castonguay, Demers-Caron,
Leclerc, & Bailey, 2017; White, 1993). Ayrica membran yapisinda bulunan yag
asitlerinin sogutma islemleri sirasinda sividan jel faza gecmesi (faz degisimi) ile
birlikte membran igi kinetiklerin degismesine bagli olarak spermatolojik 6zellikler
etkilenmektedir (Watson, 1995). Sogutma, dondurma ve eritme islemleri, erken
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonun uyarilmasina neden olur. Membran yapisinda
olusan bu degisiklikler, makro diizeyde spermatozoon motilitesini etkilemese bile
hiicrenin yasam siiresini kisaltabilmekte ve potansiyel fertiliteyi sinirlandirmaktadir
(Gokgen, 1980; Pontbriand, Howard, Schiewe, Stuart, & Wildt, 1989)

Koyunlarda suni tohumlama basarisini etkileyen bir diger énemli faktor ise
¢ozdiirme sonrasi diger ¢iftlik hayvanlarina gore daha diisiik spermatolojik 6zelliklerin
elde edilmesidir (Ileri ve ark., 2000). Koyunlarda servikal suni tohumlamada
¢ozlindiiriilmiis sperma kullanildiginda elde edilen gebelik oranlar1 taze sperma ile
elde edilen gebelik oranlarna seyrek olarak ulasilmaktadir (Salamon, & Maxwell,
2000).

Dondurulmus kog spermasi ile gergeklestirilen tohumlamalardan elde edilen
diisiik gebelik oranlar1 arastirmacilar1  farkli  sulandirict  formiilasyonlarinin
gelistirilmesi ve sulandiricilara ¢esitli katki maddelerinin (hormon, vitamin, seker ve
antioksidan) katilmasi konularinda arastirmalar yapmaya yonlendirmistir (Chen,
Foote, & Brockett, 1993; Gokgen, Asti, Cekgiil, & Sener, 1985).

2.3. Potansiyel Fertilitenin Saptanmasi

Damizlik amaciyla kullanilan erkek aday, suni tohumlama teknolojisinin
kullanilmasi ile kisa bir dénem i¢inde ¢ok sayida disiyi tohumlar. Bu nedenle, erkek
damizlikta potansiyel fertilite diistikliigii disilerdeki fertilite diisiikliiklerine gore ¢ok
daha fazla 6nemlidir (Garcia-Vazquez, Gadea, Matis, & Holt, 2016; Ileri ve ark.,
2000; Nur, 2019).

Damizlik erkek adayi icin fertilite, saglikli disi veya disilerle uygun zamanda

gerceklesen asim sonrasinda disileri gebe birakabilme yetenegi olarak tanimlanabilir.
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Bu erkek damizliklarin fertilitesinin 6nceden tahmin edilebilmesi olgusu “Potansiyel
Fertilite” olarak  adlandirilmaktadir.  Spermanin  potansiyel fertilitesinin
belirlenmesinde spermanin motor sistemi, metabolizmasi1 ve membran biitiinliigii ile
ilgili motilite, membran biitlinliigli, metabolik aktivite, hiicre i¢i maddelerin salinimi
ve servikal mukusa ve ovuma penetrasyon gibi c¢ok sayida farkli testler
kullanilmaktadir (Nur, 2019).

Bir erkek adaymin potansiyel fertilite giiciinii tahmin etmek amaciyla ¢ok
sayida teknik gelistirilmistir. Bu tekniklerin Kimileri igin konusunda egitim almis
uzman personel, gelismis alet ve gereclere gereksinim duyulmaktadir. Tim bu
kosullara karsin elde edilen sonuglarin fertilite iizerine olan etkisi, uygulanan testin
duyarliligina baghdir. Laboratuvarlarda rutin uygulanan sperma analizleri yardimiyla
potansiyel fertilite ile ilgili 6nemli bilgiler elde edilebilmesine karsin, floresan boyama
teknikleri, HOST ve spermatozoon-oosit baglanma testi gibi fonksiyon testlerinin de
uygulanmasi gerektigini bildirmistir (Malmgren, 1997; Nur, 2019). Yogunluk,
morfoloji ve motilite gibi standart spermatolojik muayenelerde spermatozoonun
gortinimii ve canliligi kolayca ortaya konmaktadir (Garcia-Vazquez ve ark., 2016;
Vincent ve ark., 2014). Ancak, bu muayenelerle birlikte spermatozoonun fizyolojik
biitiinliigiiniin bir gostergesi olan hiicrenin hareket bi¢imi, spermanin disi kanalda
ilerleme giicii, oosite baglanma ve hiicrenin donma yetenegi gibi testler mutlaka
dikkate alinmalidir (De Jonge, & Barratt, 2017; Murphy ve ark., 2018).

Spermanin potansiyel fertilitesinin saptanmasinda in vitro fertilizasyon teknigi
en ¢ok kullanilan ydéntemlerden biridir. /n vitro fertilizasyon teknigi, motil ve kapasite
olmus spermatozoonlar ile metafaz Il asamasindaki oositlerin uygun medyumlarda ve
ortamda bir araya getirilmesiyle yapilmaktadir. Biitiin bu asamalarda in vitro ¢evre
kosullarinin in vivo ortama esdeger sekilde ayarlanip stabil edilmesi gerekmektedir
(O’Meara ve ark., 2005).

Spermadan kaynaklanan fertilite kayiplart kendi icinde; (a) tohumlama
dozundaki spermatozoon sayisinin artirilmasi ile karsilanabilen nedenler ve (b)
karsilanamayan nedenler olmak tiizere iki ana baglik altinda incelenmektedir.
Tohumlama dozundaki spermatozoon sayisinin artirilmasi ile karsilanabilen nedenler
cogunlukla spermatozoonlarin disi genital kanalda ilerleme yetenegi ve yasama siiresi

ile iliskilendirilmektedir. Spermatozoon sayisinin artirilmasi ile karsilanamayan



fertilite kayiplari ise enzimatik, morfolojik ve DNA bozukluklar1 gibi daha ¢ok erken
embriyonik 6liimlerle iliskilendirilmektedir (Nur, 2019; Saacke, 2008).

2.4. Spermasinin Dondurulmasi

Hayvancilik sektoriinde; gametlerin dondurulmasi, genomik analiz, suni
tohumlama, in vitro fertilizasyon, gen ve embriyo transferi ve klonlama genetik 1slah
acisindan biiyiik 6nemi olan biyoteknolojik yontemlerdir (Hafez, & Hafez, 1993). Bu
teknikler arasinda en etkin ve yaygin olani, degerli erkek gamet hiicrelerinin
dondurulmast ve disi hayvanlarin suni yolla tohumlanmasi esasina dayanan suni
tohumlama biyoteknolojisidir. Koyun yetistiriciliginde de sigirlarda oldugu gibi
genetik 1slah bakimindan genetik 6zelligi yiiksek damizliktan sperma alinarak
dondurulmasinin ve suni tohumlama uygulamalarinin 6nemi yadsinamaz.

Giliniimiizde gamet hiicrelerinin saklanmasinda, 5 °C’de sivi saklama ve
dondurma olmak {izere baslica iki yontem kullanilmaktadir (Hafez, & Hafez, 1993,
fleri ve ark., 2000). Sivi saklama yonteminde sperma, uygun sulandiricilarla
sulandirildiktan sonra 5 °C gibi diisiik 1silarda saklanir. Stvi saklama ydnteminde
sperma yasamsal aktivitesini ancak 2-3 giin koruyabilmektedir. Spermanin 0 °C’den
daha diisiik 1s1larda saklanmasi temeline dayanan dondurma yonteminde ise saklama
kosullar1 optimum diizeyde tutulmasi kosulu ile sperma fertil yasamini yillarca korur
(Sz¢ll, Bierbaum, Hazelrigg, & Chetkowski, 2013). Bu yontemde spermayi soguk
sokunun etkilerinden koruyan kriyoprotektif maddeleri barindiran sulandiricilarla
sulandirilan sperma, ampul (etil alkol banyosunda (-79 °C)), pellet (-79 °C kuru buzda)
veya payet (-110°C sivi azot buharinda) yontemiyle dondurularak -196 °C’de saklanir
(Hafez, & Hafez, 1993; Ileri ve ark., 2000). Sivi ve dondurma ydntemlerinde
spermanin yasamsal fonksiyonlarmni korumak i¢in sulandirilmasi gerekmektedir
(Salamon, & Maxwell, 2000).

Spermanin dondurularak saklanmasi, spermanin alinmasi, muayenesi,
tohumlama dozunun hesaplanmasi, sulandirilmasi, porsiyonlamas:t (payet),
dondurulmasi, saklanmasi, c¢Ozdiiriilmesi ve ¢ozdiirme sonrast muayenelerinin

yapilarak kullanima uygunlugunun degerlendirilmesi asamalarindan olusur (ileri ve

ark., 2000).
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2.5. Koclardan Sperma Alinmasi

Koglardan diger ¢iftlik hayvanlarinda oldugu gibi suni vajina, elektroejakiilator
ve dogal agim sonrasi vajinaya birakilan spermanin geri alinmasi gibi farkli yontemler
kullanilarak sperma alinabilmektedir (Ileri ve ark., 2000). Koglardan suni vajina ya da
elektroejakiilator yardimiyla alinan spermanin kullanim agiSindan daha uygun oldugu,
bu yontemlerin birbirine gére avantajlari ya da dezavantajlari bulunmasina karsin, suni
vajina yontemi ile alinan spermanin kalite bakimindan, diger yontemlere gore daha

tistiin oldugu bildirilmektedir (Gordon, 2004a).
2.5.1. Suni vajina

Kog 4-6 aylik yasa ve ergin canli agirlhiginin %40-60’1na ulastiginda puberteye
eriserek ejakiilati i¢inde canli spermatozoonlar goriilmeye Dbaglar. Canl
spermatozoonlar ancak seksiiel olarak eriskin koglardan suni vajina yoOntemine
alistirdiktan sonra alinabilir (Hafez, & Hafez, 1993; [leri ve ark., 2000).

Kog suni vajinasi 15-20 cm uzunlugunda ve 5-6 cm i¢ ¢apinda sert plastik boru,
sisirme (basing) valfi, elastik i¢ lastik, kauguk toplama hunisi ve dereceli cam toplama
kadehinden olusur (Hafez, & Hafez, 1993; ileri ve ark., 2000). Koglardan dogala yakin
ve en kaliteli sperma suni vajina yontemi ile alinmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, bu
yontem kullanilarak alinmis spermanin gerek saklanmasi gerekse yapilacak suni
tohumlamalardan elde edilecek sonuglarin diger yontemlerden daha iyi oldugu
bildirilmektedir. Bu yontemle 5-15 dakika aralikla giinde 3-8 kez sperma alinabildigi
bildirilmektedir (Gordon, 2004b; ileri ve ark., 2000; Jiménez-Rabadana ve ark., 2016;
Marco-Jiménez, Puchades, Gadea, Vicente, & Viudes-De-Castro, 2005; S6nmez,
2013).

Suni vajina yonteminin kogun suni vajinay1 reddetmesi, kogun alistirma stireci
icin zamana gerek duyulmasi ve deneyimsizlik nedeni ile spermanin alinamamasi veya
koyuna asim gergeklesmesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunun disinda, suni
vajinanin Ozellikleri (sicaklik basing vb.), ¢evre ve uygulayicidan kaynaklanan
farkliliklar da sperma alinmasini ve ejakiilat kalitesini etkilemektedir (Gordon, 20044,
2004b; Hafez, & Hafez, 1993).

Sperma almaya hazir durumdaki suni vajina, kayganlik, uygun sicaklik ve

basing gibi kizginliktaki bir disinin vajinal 6zelliklerini tasimalidir. Sperma alma
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aninda suni vajinanin sicakliglt 41-44 °C arasinda olmalidir. Vajinanin fazla sicak
olmasinin ejakiilasyonu engellemesinin yani sira spermatozoonlar {izerinde olumsuz
etkileri de bulunmaktadir. Serin havalarda ise soguk sokundan korunmak i¢in sperma
toplama hunisi ve kadehi spermanin alinmasindan 6nce 30-37 °C'ye 1sitilmali ve ortam
sicakligindan etkilenmemesi i¢in uygun kegeli kiliflara yerlestirilmelidir. Gerekli
basing hava ile sisirilerek ayarlanmali ve suni vajinanin penisin girecegi ucuna
kayganligi saglamak amaciyla non-spermisidal kayganlastiric1 (steril vazelin)
siiriilmelidir (Hafez, & Hafez, 1993; Ileri ve ark., 2000; Nur, 2019).

Suni vajinaya koglarin alistirilmasi icin baslangigta kogun seksiiel olarak
disaridan uyarilmasma katki saglamasi amaciyla kizgin koyunlar fantom olarak
kullanilabilir. Suni vajinaya alisan koglardan daha sonra hayvan goriiniimii verilmis
cansiz fantom yardimi ile sperma alinabilmektedir (Gordon, 2004b; Hafez, & Hafez,
1993). Sperma alirken koyun ya da fantom bir travaya veya bakici tarafindan
zapturapta alinir. Kogun genital bolgeyi koklamasi, flehmen reaksiyonu, ayak siirtime,
koga 6zgii sesler ¢ikarmak gibi normal asim davraniglarini sergilemesi beklenir. Bu
nedenle kogun serbestce gezinmesine izin verilmelidir. Kogun koyuna atlamasi ile
kopulasyonun gerceklesmesi arasinda gegen siire ¢ok kisadir. Bu bakimdan, sperma
alacak kisi penisin kontroliinii iyi saglamali ve dogal ciftlesme engellenmelidir. Bu
nedenle kog¢ atlar atlamaz prepusyumdan penisi tutmali ve suni vajinaya
yonlendirmelidir. Suni vajinanin olabildigince penis dogrultusunda ve koyunun dogal
vajinasi yiiksekliginde bulunmasi gereklidir. Glans penis suni vajinaya deger degmez
kog yiiklenme yapar ve ejakiilasyon gergeklesir. Ejakiilasyon sonrasi penisin zarar
gormemesi i¢in suni vajina penisten hemen ¢ekilmemeli, kogun koyundan inmesine
veya ereksiyonun bitmesi beklenmelidir. Bu sirada spermanin disar1 akarak bosa
gitmesi engellenmelidir. Daha sonra suni vajina dik duruma getirilerek ve basinci
azaltilarak spermanin toplama kadehe toplanmasina yardimci olunmalidir (Gordon,
2004a, 2004b; Hafez, & Hafez, 1993; Ileri ve ark., 2000). Sperma alindiktan sonra dis
ortamdan kaynaklanabilecek 1s1 degisimlerinden korumak icin 30-34 °C sicakliktaki

1lik su banyosuna yerlestirilmelidir (ileri ve ark., 2000).
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2.5.2. Elektroejakiilator

Elektroejakiilator; rektal bir prop, probun iizerinde elektrik akimini ileten bir
halka veya longitudinal tipte polar metal plakalar, probun baglandigi ve uyarilart
saglayan ve kontrollii bir bigimde sabit veya degisen akim degerlerinde elektrik
uyarimi {iretebilen (0-12 V) kontrol initesinden olusur. Ejakiilasyon merkezinin
ereksiyon olmaksizin yalnizca hayvanin bel ve sagri bolimlerinden koken alan ve
tireme organlarimi kontrol eden sinirlere belirli oranlarda ve siirelerde elektrik akimi
vererek ampulla duktus deferensin uyarilmasi temeline dayanir. Bu yontem ile
gerceklesen refleks tam bir ejakiilasyon olarak adlandirilmaz. Bu yontemde spermanin
damlalar veya figkirma bigiminde 6nceden 1sitilmis toplama kadehine akmasi saglanir
(ileri ve ark., 2000; Marco-Jiménez ve ark., 2005; Sonmez, 2013).

Bu yontemde kog yatirilarak elektrik uyarimlar: sirasinda kuvvetli kasilmalar
olusacagindan sikica zapturapta alinir. Probun ucu vazelin ile ince bir katman
olusturacak bi¢cimde kayganlastirildiktan sonra 8-10 cm derinliginde rektuma
yerlestirilir. Aralikli olarak 2-3 saniye siire ile verilen elektriksel uyarimlar (5-8 V) ile
sperma alinmaktadir. Verilen ilk uyarimdan sonra 30 saniye masaj yapilmali, ardindan
voltaj asamali olarak artirilarak islem yinelenmelidir. Sperma alinincaya kadar her
uyarimin ardindan voltaj kademeli olarak diisiiriilmeli ve penis boyunca masaj
uygulanarak (3-5 kez) siirdiiriilmelidir. Sperma vermeye alismis koglardan genelde bir
iki uyarim sonrasi sperma alinabilmektedir. Deneyimsiz koglar i¢in biraz daha fazla
uyarim gerekebilmektedir (Shipley, Buckrell, Mylne, Pollard, & Hunton, 2007). Kimi
arastirmacilar islem hayvanda stres yaratacagindan uygulama Oncesinde sedatif
uygulanmas1 6nermektedir (Coloma ve ark., 2011; Marco-Jiménez ve ark., 2005)

Yaslanma, libido eksikligi, hayvanin agim yapmasma engel olan eklem
rahatsizliklart gibi nedenlerle suni vajina ile sperma alinamayan koglarda
kullanilabilen bir yontemdir (Foote, 2002). Bu yontemin yilin her doneminde
uygulanabilmesi, kizgin disi veya fantoma gereksinim duyulmamasi nedeniyle suni
vajina yontemine gore iistiin taraflar1 bulunmaktadir. Sperma alirken daha fazla
personele gereksinim duyulmasi, deneyim gerektirmesi, hayvanin yatirilmasi, daha
diisiik kalitede sperma elde edilmesi gibi kimi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (ileri
ve ark., 2000; Sonmez, 2013).
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Suni vajina yontemi ile karsilastirildiginda, elektroejakiilator ile alinan
spermanin hacminin suni vajina ile alinanlara gore daha fazla oldugu, elektriksel
uyarimla eklenti bezlerinin salgilarinin normalden daha fazla salinmasina yol agmasi
nedeniyle sperma yogunlugunun daha diisiik oldugu belirtilmektedir (Dogan, Nur,
Gunay, & Soylu, 2005; McDonald, & Pineda, 1989; Shipley ve ark., 2007). Koglardan
elektroejakiilator yardimi ile alinan spermatozoonlarin donma islemine karsi daha
duyarli oldugunu bildiren ¢alismalar (Buffoni ve ark., 2015; Marco-Jiménez ve ark.,
2005) olmakla birlikte, spermanin daha direngli oldugunu (Quinn, Salamon, & White,
1968) veya benzer sonuglar alindigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (Jiménez-

Rabadana ve ark., 2016).
2.5.3. Normal asim sonrasi vajinada birikmis spermanin geri alinmasi

Spermanin ejakiilasyon bolgesinden pipet, siinger veya kasik yontemi ile
toplanmas1 temeline dayanir. Bu yontemde sperma vajinadan kaynaklanan her tiirli
kontaminasyona ag¢ik oldugundan uygun olmadig1 degerlendirilmektedir. Ayrica bu
yontemde ejakiilatin vajinadan tam olarak toplanmasi olanaksizdir. Bu yontemin
uygulanmas1 durumunda vajinal akintilarin spermaya karigsmasinin engellenmesi

amaciyla kizgin olmayan koyunlar yeglenmelidir (leri ve ark., 2000).
2.6. Spermatolojik Muayene ve Onemi

Dogal asimda sperma, tiir farliliklarina bagli olarak genellikle disi genital
kanalmin vajina boliimiine birakilir (ileri ve ark., 2000). Suni tohumlamada ise
sperma, uygulanan yonteme ve tohumlama derinligine gére vajina, serviks, uterus
veya kornu uteriye birakilir. Disi genital kanala birakilan spermatozoonlarin
goclerindeki bir sonraki durak disi genital kanalin istmus bolgesidir. Bu bolgeye
gelene kadar spermatozoonlar bir dizi morfolojik ve fonksiyonel degisimler
gecirmektedir. Bu degisikliklere kapasitasyon adi verilmektedir (ileri ve ark., 2000).
Ovidukt kriptlerinde ulagan spermatozoonlarin kapasitasyon siiresi tiirlere gore 2 ile 6
saat arasinda degismektedir (Hafez, & Hafez, 1993; ileri ve ark., 2000).
Spermatozoonlar istmus bolgesine geldiklerinde hareketleri yavaslar. Disi genital
kanalda ovulasyon sonrasinda olusan oositin ¢evresindeki kumulus hiicrelerinden

salgilanan kemotaksik maddelerin etkisiyle spermatozoonlar yeniden hizlanarak

14



ampullaya dogru gitmeyi siirdiiriirler. Akrozom reaksiyonu gegiren spermatozoon,
oosit disindaki kumulus ve korona radiata dis katmanlarmi gegerek oositin zona
pellusidasinda gedik agarak oolemmaya penetre olur ve fiizyon olay1 gerceklesir (ileri
ve ark., 2000). Fertilizasyon olarak da agiklanan bu siire¢ sonunda, disi gamet
hiicresinin sitoplazmasina girmis olan erkek proniikleusu disi proniikleus ile bir araya
gelir ve diploit kromozom yapili embriyonun gelisimi baslar (ileri ve ark., 2000).

Erkek fertilitesi damizlik adayin saglik durumu, genetik, yas, bakim ve besleme
durumu, cevresel faktorler, siiriideki koglar arasindaki hiyerarsi ile birlikte uygulayici
veya yetistiriciye bagh faktdrlerden de etkilenmektedir (Hafez, & Hafez, 1993; ileri
ve ark., 2000; Nur, 2019; Youngquist, & Threlfall, 2007).

Veteriner androlojide spermatolojik muayeneler damizlik hayvanin reprodiiktif
organlarinda olast patolojilerin ve damizligin fertilizasyon yeteneginin belirlenmesi
amaciyla yapilmaktadir (Chenoweth, & Lorton, 2014). Fertilizasyon ile iliskili
spermatolojik parametrelere bakmadan Once hayvanin fertilite yeteneginin
belirlenmesi i¢in hayvanin fiziksel muayenesi, libidosunun ve asim yeteneginin
muayenesi, i¢ ve dig ilireme organlarinin muayenesi gibi androlojik muayenelerin
yapilmasi gerekir (Hafez, & Hafez, 1993; Ileri ve ark., 2000; Nur, 2019).

Sperma kalitesinin belirlenmesi i¢in hacim, yogunluk, kitle hareketi (mass
aktivite), motilite ve anormal spermatozoon orani gibi temel spermatolojik muayeneler
yapilmalidir. Erkek damizlhigin fertilite yeteneginin belirlenmesi amaciyla alinan
spermanin kalite ve kantitesi, hayvanin saglik durumu, sperma alma ydntemi, yasi,
sperma alma Oncesi hayvanin bosa atlatilmasi, sperma alma sirasindaki ortamin
sicakligl, kullanilan malzemenin asepsi ve antisepsisi, damizligin beslenme rejimi,
mevsim, sperma alma siklig1 gibi faktorlerden etkilenmektedir (ileri ve ark., 2000).
Temel spermatolojik testlerin yaninda, spermatozoonlarin farkli fonksiyon ve
bolgeleri ile ilgili zonaya penetrasyon testleri, servikal mukus penetrasyon testi, farkli
sicakliklarda termal dayaniklilik testleri, elektron veya floresan mikroskopiye dayali
testler gibi spermanin kendisinin veya organellerinin ayrintili olarak test edildigi
yontemler kullanilarak ileri sperm analizleri yapilmalidir (Aisen ve ark., 2000; Bag,
Joshi, Rawat, & Mittal, 2002; Barroso ve ark., 2006; Benchaib ve ark., 2003,
Chenoweth, & Lorton, 2014; Hafez, & Hafez, 1993; Nur, 2019; Youngquist, &

Threlfall, 2007). Elde edilen bulgularin dogrulanmasi igin testlerin yinelenmesi ve
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diger testlerle bir arada degerlendirilmesi fertilite ile ilgili kararlarda dogruluk
derecesini artirir (Hafez, & Hafez, 1993). Normospermik bir kog ejakiilat1 ortalama
hacim, yogunluk, motilite ve saglam morfoloji bakimindan sirastyla >0,5 ml, >2x10°
spermatozoa/mL, >%80 ve >%80) olmalidir (Hafez, & Hafez, 1993; ileri ve ark.,
2000; Nur, 2019).

DNA kalitesi, enzimatik aktivite, ozmotik stres testleri (Hypoosmotic Swelling
Test; HOST), yiiksek veya diisiik 1silarda inkiibasyon testleri, artirilmis akrozom
reaksiyon orani, mukus veya jel penetrasyon testi ve hamster yumurta penetrasyon
testi gibi gelismis alet ve ekipman gerektiren analizlerinin bir boliimii spermatolojik
muayene sistematigi i¢inde yer almaktadir (Hafez, & Hafez, 1993; ileri ve ark., 2000;
Nur, 2019).

Cogu eserde temel spermatolojik muayeneler, makroskobik muayene,
mikroskobik muayene, mikrobiyal muayene ve spermanin fonksiyonel muayenesi
olmak iizere dort ayr1 baslik altinda incelenmektedir (Hafez, & Hafez, 1993; ileri ve
ark., 2000; Nur, 2019).

2.7. Makroskobik Muayene

Hacim, renk, koku ve kivam gibi goz veya diger duyu organlari ile muayene
edilebilen zellikler makroskobik muayene baslig altinda degerlendirilmektedir (ileri
ve ark., 2000; Nur, 2019). Kimi arastiricilar kog ve teke spermasinin kitle hareketi
mikroskopa gerek duyulmaksizin goz ile muayene edilebildiginden, bu muayeneyi

makroskobik muayene altinda degerlendirmektedir (ileri ve ark., 2000; Nur, 2019).
2.7.1. Sperma miktari (Hacim)

Ejakiilat, testislerde liretilen spermatozoonlar ile testisten ve sayilan tiirlere
gore degisebilen eklenti lireme bezlerinden kaynaklanan salgilarin karigimindan
olusmaktadir (Ileri ve ark., 2000). Sperma hacmi, ejakiilat miktarinin kadeh skalasinda
mL olarak &lciiliir (Hafez, & Hafez, 1993; Ileri ve ark., 2000; Sénmez, 2013).

Erkek kuzularda 60-70. giinlerde baslayan sperma iiretimi damizlik bireyinl8
aylik yasindan baslayarak 4 yasina kadar giderek artmaktadir. Ergin bir kogun sperma
hacmi (normospermi) 0,5-2,0 mL arasinda degismekle birlikte, ortalama 1 mL’dir
(ileri ve ark., 2000; Maxwell, & Salamon, 1993). Ejakiilata ait hacim vb. dzellikler
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bireysel 6zellik gosterir (Hafez, & Hafez, 1993). Genel olarak koglarda sperma hacmi;
sperma alma yoOntemine, sperma alma sikiligina, sperma alan teknisyene, yasa,
mevsime, bakim-idareye, ortamda disi varligina, hastaliklara, kogun huyuna ve
kondisyonuna bagli olarak degisir (Aytug ve ark., 1990; Evans, & Maxwell, 1987).
Mevsime bagl siklik aktivite gosteren hayvan tiirlerinde (kiigiik ruminant ve tek
tirnaklilar) mevsimin sperma hacmi tizerinde 6nemli bir etkisi oldugu bilinmektedir
(Coyan, Ataman, Kaya, & Karaca, 2002). Suni vajina ile elde edilen ko¢ spermasinin
hacmi 0,8-1,31 mL (ileri ve ark., 2000; Ozkoca, 1984); elektroejakiilatér yontemi ile
elde edilen ko¢ spermasinin hacmi 0,89-1,4 mL (Heri ve ark., 2000; Mattner, &
Voglmayr, 1962) arasinda degismektedir. Ejakiilatin sperma igermemesi olgusuna
aspermi adi verilir. Ejakiilatin o tiir i¢in beklenen hacimden daha diisiik olmasina

hipospermi, daha yiiksek olmasina hiperspermi denir (leri ve ark., 2000; Nur, 2019).
2.7.2. Renk ve Koku

Saglikli bir kogtan teknigine uygun olarak alinan sperma, normalde kendine
0zgii kokusu olan, koyu kivamda ve koyu krem rengindedir. Hastaliklar, spermaya
yabanci madde karigmasi ve sperma alma sikliginin artmasi gibi durumlarda viskozite
ve renk degisebilmektedir. Spermanin kivami ile yogunlugu arasinda pozitif bir
korelasyon vardir (ileri ve ark., 2000). Sperma yogunlugu normal degerlerde olan kog
spermasi, koyu krem rengindedir ve yogunluktaki diistise bagli olarak spermanin rengi
acik krem rengi ya da bulanik goriiniime doniismekle birlikte, yogunlugun artmasi ile
de rengi koyulasmaktadir (Ileri ve ark., 2000; Seving, 1977).

Ejakiilat tiir icin kabul edilen normal renk disindaki renk degisiklikleri
patolojik olarak degerlendirilir. Spermaya ortamda bulunan idrar, kan veya diger
yabanci maddelerin karismas1 durumunda renk degisimi gozlenebilmekledir (Hafez,
& Hafez, 1993). Spermada pembe renk yeni olusan bir kanamay1 (hemospermi),
kahverengi ise eski bir kanamay1 gosterirken, sar1 renk idrarin (iirospermi), sari-yesil
renk ise irinin (piyospermi) spermaya karismis olabilecegini gosterir. Diger yabanci
maddeler ise spermada tortu veya partikiiller bigiminde goriilebilmektedir (Hafez, &
Hafez, 1993; ileri ve ark., 2000; Seving, 1977; Sénmez, 2013).
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2.7.3. Kivam (Vizkozite)

Bir sivinin akmaya kars1 gosterdigi direng vizkozite olarak tanimlanmaktadir.
Diger bir yaklasimla bir stvinin kalin ya da ince olusunun niimerik ifadesi olarak ifade
edilmektedir. Bu muayene viskozimetre ile Olgiilmekte ve santipuaz cinsinden
tanimlanmaktadir. Viskozite, ejakiilatta bulunan spermatozoon yogunlugu ile dogru
orantilidir. Spermanin goriiniimiindeki opaklik kriterinde oldugu gibi, viskozitesi
yuksek olan spermanin yogunlugunun da yiiksek oldugu ve akiskanliginin azaldigi
bildirilmistir (Ileri ve ark., 2000). Saglikl1 bir kogtan teknigine uygun olarak alinan
sperma normalde koyu kivamda olmakla birlikte; hastaliklar, spermaya yabanci madde
karismast ve sperma alma sikliginin artmasi gibi durumlarda viskozite
degisebilmektedir. Spermanin kivami ile yogunlugu arasinda pozitif bir korelasyon

vardir (leri ve ark., 2000).
2.8. Mikroskobik Muayene
2.8.1. Kitle Hareketi (Mass aktivite)

Taze alinan spermada spermatozoonlarin kitlesel olarak yapmis oldugu
kaynama veya dalgalanma hareketine kitle hareketi (mass aktivite) adi1 verilir. Mass
aktivite kog, teke, horoz gibi ejakiilattaki spermatozoon yogunlugu yiiksek olan
tirlerde ¢iplak goz ile de goriilebildiginden, kKimi arastiricilar makroskobik muayene
altinda simiflandirmuslardir (Ileri ve ark., 2000).

Kitle hareketi muayenesinde, 37 °C’ye isitilmis temiz lam tizerine taze
spermadan bir damla damlatilir. Hazirlanan lam, 1sitma tablali 151k mikroskobu veya
faz kontrast mikroskop altinda x10’luk biiylitmede incelenir. Spermanin yogunlugu ve
devinim hizmma gore +, ++, +++ ve ++++ olarak degerlendirilir. En yiiksek kitle
hareketini (++++), kotii 6zellikteki spermay1 ise (+) ifade etmektedir. Normal kog
spermasinin +++ ve iizeri kitle hareketi gostermesi beklenir (Ileri ve ark., 2000;
Sonmez, 2013).

Bazi arastiricilar 0-5 veya 0-10 arasi skalay1 kullanmaktadir (David ve ark.,
2015; Hafez, & Hafez, 1993; Hossain, Khatun, Islam, & Miazi, 2012). Bu
smiflandirma ile daha kolay yorum yapilabilmektedir. Bu hareket; spermanin

yogunlugundan ve lamin {izerine konulan damlanin hacminden ve yayilmasindan
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etkilenmektedir. Bu nedenle, sonuglar arasi varyasyonu azaltmak i¢in muayenede 5
uL hacimde sperma kullanilmalidir (David ve ark., 2015). Mass aktivite, bir ejakiilatin
motilite, yogunluk ve fertilite yetenegi hakkinda 6nemli bilgiler verir (Hafez, & Hafez,
1993) lyi nitelikli taze spermada ii¢ ve iizeri degerde olmas1 istenmektedir. David ve
ark. (2015), Fransa’da bes tohumlama istasyonunda yapilan 711.562 adet tohumlama
sonuclarinin kitle hareketi ile iligkisini analiz etmisler, kitle hareketinin 4’ten 5’e
ylkselmesi ile birlikte kuzulama oraninin 0,62’den 0,67’e yiikseldigini bildirmislerdir

(David ve ark., 2015).
2.8.2. Yogunluk

Birim hacimde (mL veya pL) bulunan spermatozoon sayisina yogunluk denir
(Coyan ve ark., 2002). Sperma yogunlugu hemositometrik, fotometrik ve elektronik
saya¢ yontemi gibi degisik yontemlerle olgiilebilir. Sperma alma yOntemi, yetersiz
seksiiel uyarim, sperma alim sikligi, spermanin alindigi mevsim, sperma veren
hayvanin yast ve beslenme durumu sperma yogunlugunu etkiler (Hafez, & Hafez,
1993; McDonald, & Pineda, 1989; Sonmez, 2013). Evans ve Maxwell (1987), iyi
kaliteli damizlik bir ko¢ spermasinin 1 mL’sinde 3,5-6 x 10° spermatozoon
bulundurmas: gerektigini vurgularken; Setchell (1991), ko¢ spermas1 yogunlugunun
2-5 x 10° spt/mL arasinda ortalama 3,5x10%/mL oldugu bildirilmistir (Evans, &
Maxwell, 1987; Setchell, 1991). Suni vajina yontemine (2,01-2,8 x 10° sp/mL) gore
elektroejakiilator yardimu ile alinan spermanin yogunlugu (1,87-3,56 x 10%/mL) eklenti
tireme bezleri salgilarinin fazla olmasina bagl olarak daha dusiiktiir (Chenoweth, &
Lorton, 2014; Ozkoca, 1984).

Spermanin yogunlugu hemositometrik yontemde kan hiicrelerinin sayiminda
kullanilan hemositometre ile 6lgiilmektedir. Bu amagla sahada en ¢ok hematolojiye
0zgl lamlar (Neubauer, Petroff-Hauser, Improved Neubauer, Makler® chamber, vb.)
kullanilmaktadir. Genellikle sperma hareketlerini  durdurmak ve sayiminm
kolaylastirmak igin sperma; 1-200 oraninda tampon ¢ozeltiler (Formol-saline, formol
sodyum sitrat, glutaraldehit vb.) ile seyreltilmektedir. Homojenizasyon saglandiktan
sonra optik mikroskopta 100-200’liik biiylitmede spermatozoonlarin bas boliimleri
sayilir. Bu spesifik lamlarda 25 biiyiik kare, biiylik karelerin iglerinde 16 kiigiik kare

ve iki farkli sayim alani bulunur. Varyasyonun azaltilmasi i¢in en az 5 biiyiik karenin
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say1lmasi onerilmektedir. Sayim isleminden sonra asagidaki formiil ile spermatozoon

yogunlugu saptanir.
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1
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ulandirma Oram {500

N = Sayilan buylk kare sayist

1
0° Kullanilan lam hiicresinin derinligi

Formiil ile mm® hacimdeki spermatozoon sayisi elde edilmektedir. Bu saymnim
1000 ile garpilmasi ile birlikte mL’deki (cm®) sperm sayisi elde edilmektedir. Elde
edilen sonucun ejakiilat hacmi ile carpilmasi ile de ejakiilatta bulunan toplam
spermatozoon saysi elde edilir (Hafez, & Hafez, 1993; ileri ve ark., 2000; Nur, 2019).

Giinlimiizde sperma yogunlugunu belirlemek amaciyla, kolaylik ve zaman
sagladigi icin gelistirilmis otomatik aygitlar; kolorimetreler, fotometreler ve
spektrofotometreler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu aygitlarin belirli agsamalarda;
periyodik olarak, bakim ve 1sik kaynagi degisimlerinin Kalibre edilmeleri
gerekmektedir. Bu aygitlar; hemositometrik yonteme gore daha hizli yinelenebilir
dogrulukta sonuglar vermektedir. Spermanin yogunluguna akis sitometri aygiti ile de
bakilabilmektedir (Evenson, Parks, Kaproth, & Jost, 1993). Cihazda sperma s1vi olarak
akisa tabi tutulmakta ve sperm dis1 partikiiller gbz ardi edilerek bireysel olarak
spermatozoonlar, sayilabilmektedir. Bu yontemlerin digsinda giiniimiizde kullanilan
bilgisayar destekli sperm analiz cihazlarinda da (CASA) yogunluk saptamak olasidir.
Bu yontem, hemositometri gibi daha once kullanilan yontemlere gore daha hizh
bakilabilmesinin yaninda, daha objektif veri elde edilmesine olanak saglamaktadir
(Amann, & Waberski, 2014).

2.8.3. Motilite

Spermatozoonun ilk Leewehoek ve Hartsoeker tarafindan kesfinden bu yana,

androloji laboratuvarlarinda g¢esitli tiirden alman memeli spermast mikroskop
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araciligiyla goriintilenmis ve cesitli analizler araciligiyla degerlendirilmistir
(Chenoweth, & Lorton, 2014; Seneda, Silva-Santos, & Marinho, 2016).

Mikroskop ile gozle yapilan motilite muayenesi, arastiricinin hareketli
hiicrelere odaklanmasindan dolay1 oldukg¢a siibjektiftir. Faz kontrast mikroskop
kullanimi1 gibi tekniginin gelistirilmesi ve spermanin izoozmotik soliisyonlarla
seyreltilmesi muayeneyi kolaylastirmakla birlikte siibjektifligi degistirmemektedir
(Chenoweth, & Lorton, 2014).

Bas1 yoniinde diizgiin bir bigimde ileriye dogru hareket eden spermatozoon
sayisinin popiilasyondaki oranina motilite denir. Motilite, spermatozoonun disi genital
kanali i¢inde fertilizasyon bolgesine ulasmasi ve oosit yiizeyinde bulunan kumulus
hiicrelerini ve zona pellusiday1 asmasinda etkilidir (Chenoweth, & Lorton, 2014).
Sperma alma yontemi, ortam sivisinin igerigi (seminal plazma, sulandirici),
yogunlugu, ozmotik basinci, sicakligi, sulandirici igerigi ve genel hijyen gibi bir¢cok
faktor spermatozoon motilitesini etkiler (Hafez, & Hafez, 1993). Spermatozoonlarin
metabolizmas1 veya patolojik olaylar sonucu reaktif oksijen parcaciklart agiga ¢ikar.
Aciga ¢ikan reaktif oksijen pargaciklar, hiicre zar1 fosfolipitlerine baglanarak dejenere
olmus yag asitlerinin ortaya ¢ikmasma neden olur. Kisacasi sperm metabolizmasi
sonucunda agiga ¢ikan peroksitler veya diger dejeneratif etkili iirlinler spermanin
motilitesini olumsuz etkiler (Nur, 2019).

Spermatozoon hareketleri; hareket yoniine gore, ileri dogru hareket (lineer),
ileri hizli (progressif), yerinde durarak dairesel hareket edenler (sirkiiler), yerinde
durarak titresenler (vibrator), geriye dogru hareket edenler (revers), hareketsiz (statik)
olarak smiflandirilir. Motilite muayenesi yapilirken spermatozoonlarin bireysel
hareketlerinin kolayca degerlendirilebilmesi i¢in izotonik tampon soliisyonlarla (%0,9
izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi veya sodyum-sitrat buffer soliisyonu vb.) 6rnek
yogunluk 25x108 spermatozoon/mL olacak bicimde sulandirilir (Verstegen, Iguer-
Ouada, & Onclin, 2002). Muayene amaciyla 6nceden 1sitilmis lam iizerine sperma
damlatilip lizeri lamel ile kapatilir. Ortamdaki akis durduktan sonra, 1sitma tablali (37
°C) faz-kontrast mikroskopta x400 biiyiitmede degerlendirilir. Muayenede en az ii¢
saha incelenerek ileriye dogru hareket eden spermatozoa orani % olarak degerlendirilir
(ileri ve ark., 2000). Spermatozoonlarin iist iiste gelmesini engellemek adina biiyiik

hacimli damla kullanilmamalidir. Bu muayenenin uygulanmasinda bireyler arasinda
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%30-60 gibi farkliliklar oldugu bildirilmistir. Bu nedenle muayeneler olabildigince
deneyimli ve ayni kisiler tarafindan yapilmahdir (Verstegen ve ark., 2002).

Sadece bas yoniinde ileriye dogru hareket eden spermatozoonlar tiim yolu kat
ederek fertilizasyon bolgesine ulasabileceginden, potansiyel fertiliteyi saptamada
motilite muayenesi ¢ok 6nemlidir (Coyan ve ark., 2002; Hafez, & Hafez, 1993; ileri
ve ark., 2000; S6nmez, 2013). Birgok arastirici motilite ile fertilite arasinda siki bir
iliskinin bulundugu bildirilmistir (Hafez, & Hafez, 1993; Ileri ve ark., 2000). Taze kog
spermasinin motilitesi genellikle %80’in iizerindedir (Ileri ve ark., 2000; Sénmez,
2013). Sperma alma yonteminin motiliteyi etkiledigi ve suni vajina ile alinan kog
spermasinda %76-%94 (Buffoni ve ark., 2015; Ozkoca, 1984), elektroejakiilator ile
alinan spermada ise %78-%90 arasinda motilite elde edildigi bildirilmistir (Buffoni ve
ark., 2015; Ileri ve ark., 2000; Pontbriand ve ark., 1989). Sperm motilitesinin bu

degerlerden diisiik olmasi durumuna astenozoopermi denilmektedir (Nur, 2019).
2.8.3.1. Bilgisayar Destekli Sperma Analiz Cihazi1 (CASA)

Sperma kalitesinin belirlenmesinde mikroskop kullanilarak gozle yapilan
motilite analizi sahada ilk ve en yaygin olarak kullanilan metotlardan birisidir. Ancak
siibjektif olmasi, diisiik yinelenebilme o6zelligi, az sayida hiicre analiz edilmesi,
hareketlerin dis faktorlerden ¢ok etkilenmesi, analiz i¢in uzun zaman gerekmesi gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir (Foote, 2002). Spermanin objektif olarak muayenesi igin
ilk olarak Rothschild (1953) ve Elliott et al. (1973), mikroskop sahasindaki
spermatozoonlarin 2 saniye ara ile klasik teknikler kullanarak fotograflarini ¢ekmisler
ve cektikleri fotograflarda hareketli ve duran spermatozoonlari belirlemislerdir
(Elliott, Sherman, Elliott, & Sullivan, 1973). Makler (1978) ile Revell ve Wood
(1978), Elliot Fotografik Prosediiriinii modifiye etmislerdir (Makler, 1978; Revell, &
Wood, 1978). 1980’lerde Foote ve ark. analog kameralar ile sperma hareketlerini 15
saniye boyunca video kayit altina almislardir. Kayitlar daha sonra televizyonlarda 3 ya
da 4 kisi tarafindan ayr1 ayr1 olarak numune bilgisi olmaksizin muayene edilmistir
(Foote, Arriola, & Wall, 1978). Bu tekniklerin uygulanmasi sonraki yillarda bilgisayar
sistemlerinin gelismesi ile daha otomatik duruma getirilmistir. Katz ve ark. (1985),
spermatozoonlarin ger¢ek zamanli motilitelerinin ve kinematik analizlerinin

yapilabildigi bilgisayar destekli analiz bildirmistir (Katz, Davis, Delandmeter, &
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Overstreet, 1985). Bu sistemler genellikle 1sitma tablali faz kontrast mikroskop,
kamera ve bilgisayar tinitelerinden olusmaktadir (Hafez, & Hafez, 1993). Bu sistemle
yalnizca spermanin motilitesi degil ayn1 zamanda harekete bagli; hiz, hareket bi¢imi,
yogunlugu ve sulandirma orani da belirlenebilmektedir (Hafez, & Hafez, 1993).

Ik CASA aygit1 Dott ve Foster tarafindan 1979 yilinda insan spermasinin
analizi i¢in gelistirilirmistir. Aygit yardimi ile her bir spermatozoonun bireysel
hareketi analiz edilmekte ve istatistiki yonden objektif olarak raporlanmaktadir
(Verstegen ve ark., 2002). Aygit ile pek ¢ok spermatozoon hareketi ayrintili olarak
analiz edilerek belirli parametreler ile fertilite arasindaki iliskiler aydinlatilmaya
calistlmistir (Amann, & Waberski, 2014).

Kimi tiirlerde CASA parametreleri i¢in sperma hareket indeksi (Sperm
movement index; SMI) ve sperma hiz indeksi (Sperm velocity index; SVI)
hesaplanabilmektedir. Bu indekslerin, insanlar (Agarwal, Sharma, & Nelson, 2003) ve
kopekler (Martinez, Moran, & Pefa, 2006) i¢in de kullanilabilecegi gosterilmistir.
Davis ve ark. (1992) ve Mortimer (2000) CASA cihazlarinda elde edilen sperm
hareketlerin hakkinda ayrintili bilgiler vermislerdir (Davis, & Katz, 1992; Mortimer,
2000). Sistem araciligiyla total spermatozoon motilitesi ve progressif spermatozoon
motilitesi disinda algoritma yardimiyla yogunluk ve gesitli hiz parametreleri de
belirlenmektedir. Bu analizlerin yapilabilmesi amaciyla 6zel lamlar kullanilmakta olup
bu lamlarin farkli bélgelerinde farkli sonuglar alinabilecegi, 6zel haznelerin yetersiz
doldurulmasi, yogunluk tahminlerinin etkilenebilecegi bildirilmistir (Douglas-
Hamilton, Smith, Kuster, Vermeiden, & Althouse, 2005a, 2005b).

CASA sisteminin kullanilmasinda laboratuvarlar arasi sistemlerin standardize
edilmesi gerekir. Farkli laboratuvarlardaki ¢esitli kullanicilar arasinda ciddi
varyasyonlar bulunmaktadir. Taze spermada donmus spermaya gore daha fazla
spermatozoon bulunmasi, spermatozoon disindaki partikiillerin spermatozoon olarak
algilanmasi analizlerin standardizasyonu zorlastirmaktadir. Spermatozoonlarin
partikiillerden ayrilmasi igin DNA boyalar1 kullanilarak (Hoechst 33342) daha
giivenilir sonuglar elde edilmeye calisilmigtir (Moustacas ve ark., 2011). CASA
parametreleri analiz edilen sperma tiiriine (taze, donmus), ayn1 zamanda kullanilan
sistem (donanim, program), kamera goriintii alma frekansi, kullanilan lam, analiz

sicaklig1 ve operator deneyimi gibi faktorlerden etkilenmektedir. Kamera frekansi (12,
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25, 50, 100, 200 Hz) ve kullanilan lam tiirii en 6nemli faktorlerdendir (Castellini, Dal
Bosco, Ruggeri, & Collodel, 2011; Mortimer, 2000; Verstegen ve ark., 2002).

Sperma analiz sistemleri, morfometrik analizleri kisa siire i¢inde yiiksek
dogruluk ve yinelenebilme diizeyinde analiz edilebilmektedir. Analiz ile birlikte total
motilite (%); progressif motilite (%); mean velocity (VAP - um/s); linear velocity
(VSL - um/s); curvilinear velocity (VCL, um/s); amplitude of lateral head
displacement (ALH, pm); frequency of head displacement veya beat cross frequency
(BCF, Hz); mean coefficient (STR, %), ortalama yoriingenin dogrusalligini gosteren
(VSL/VAP) x 100; linear coefficient (LIN, %), 6l¢lim sirasinda temel hareket yolunun
ortalama yol etrafinda salinimi oran1 (VSL/VCL) x 100; ve yalpalama katsayisi
(wobble coefficient) (VAP/VCLx100, WOB -%) gibi parametreler analiz
edilebilmektedir. Ayrica motilite degeri; VAP degerinin belirli esik degerlerle (cut-
off) iligkisine gdre hizli, orta, yavag ve statik olarak alt gruplandirma yapilabilmektedir
(Foote, 2003; Malo ve ark., 2006; Verstegen ve ark., 2002).

Bilgisayar destekli sistemde total motilite, herhangi bir bi¢cimde hareket
yetenegi olan tiim spermatozoonlarin oranlarinin toplamini gostermektedir. Progresif
motil ise ileriye dogru ve ozellikle diizgiin dogrusal hareket eden spermatozoonlari,
nonprogresif motil spermatozoon ise hareketli fakat gii¢siiz, dogrusal olmayan ya da
anormal bir yoriingede hareket eden spermatozoonlari, immotil ise, tamamen
hareketsiz spermatozoonlar1 belirtmektedir (Foote, 2003; Malo ve ark., 2006;
Verstegen ve ark., 2002).

Pek ¢ok arastirict CASA parametreleri ile fertilite iliskisini domuzlarda
(Evenson, Thompson, & Jost, 1994; Holt, Holt, Moore, Reed, & Curnock, 1997; Ruiz-
Sanchez ve ark., 2006; Quintero-Moreno, Rigau, & Rodriguez-Gil, 2004); bogalarda
(Budworth, Amann, & Hammerstedt, 1987; Farrell, Presicce, Brockett, & Foote, 1998;
Kathiravan, Kalatharan, Karthikeya, Rengarajan, & Kadirvel, 2011; Palmer, & Barth,
2003); aygirlarda (Kirk, Squires, & Graham, 2005; Love, 2011; McKinnon, Squires,
Vaala, & Varner, 2011) incelemislerdir. Ancak bu ¢alismalardan higbirinde CASA
parametreleri ile fertilite arasinda iligki net olarak ortaya konamamaistir. Bu durumun
spermanin fertilite iizerindeki etkisinin %10 olmasindan kaynaklandig1 ileri
stiriilmiistiir (Chenoweth, & Lorton, 2014). Quintero-Moreno ve ark. (2004) ve diger

aragtiricilar CASA parametreleri ve diger laboratuvar analizleri ile fertilite arasinda
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korelasyon oldugunu bildirmistir (Quintero-Moreno ve ark., 2004). Holt ve ark.
(2007), CASA parametrelerinin yorumlanmasindan ¢oOk sperma igerisindeki alt
popiilasyonlarin belirlenmesinin daha yararl olacagini bildirmislerdir (Holt, O’Brien,
& Abaigar, 2007). Cesitli arastiricilar ¢alismalarinda sperma alt popiilasyonlarini
CASA sistemleri ile belirlenmisler ve elde edilen bilgilerin konvansiyonel yonteme
gore sperma kalitesi, dondurabilirligi ve fertilitede daha fazla ek bilgi sagladig:
kanisina varmislardir (Abaigar, Holt, Harrison, & del Barrio, 1999; Nufiez-Martinez,
Moran, & Pefia, 2006; Ortega-Ferrusola ve ark., 2009a; Pefia ve ark., 2005). Su ve ark.
(2012), sperm hareketlerinin biiylik popiilasyonlarda ii¢ boyutlu olarak takip eden
sistem gelistirmigler ve sistemin ¢iktilarinin degerlendirilebilmesi i¢in daha fazla
caligma gerektigi kanisina varmiglardir (Su, Xue, & Ozcan, 2012).

Spermatozoon hareketleri bireysel olarak insan goziiyle
degerlendirilemeyeceginden farkli 6zellikte kamera tipleri gelistirilmistir. Gliniimiizde
pek cok ticari CASA sistemleri var olup klasik motilite muayenesine gore daha
objektif sonuglar alinabilmektedir. Ticari olarak (Hamilton Thorn (Hamilton Thorn
Research, Beverly, USA); IMAGESP® (VIMAS IMAGESP®, Barcelona, Spain);
Hobson Sperm Tracker (Hobson Tracking Systems Ltda., Sheffield, England.); Sperm
Class Analyzer® (SCA, Microptic SL, Barcelona, Spain), SM - CMATM (MTM
Medical Technologies, Montreaux, Switzerland), QualiSpermTM - 1.3 (BioPhos,
Pfiffikon, Switzerland), AndroVision® (Minitube, Germany), The Sperm Quality
Analyzer (SQA®) (SQA V, Medical Electronic System, Hatavorzo, Israel) ISAS®
(Proiser, Spain) (Arruda ve ark., 2011), son yillarda standart donanimlar i¢in bilgisayar
programlar1 da ESAS® (Ar1, Ar, & Ar1, 2016), BASA-Sperm Aqua® (Ozgiir, Okumus,
& Kocamaz, 2019) farkli CASA sistemleri gelistirilmistir.

Analiz sonuglarinin standardizasyonu amaciyla hacmi tanimlanmis farklh
marka ve 6zellikte sayim lamlar1 kullanmilmaktadir. Leja® slide (IMV Technologies,
France), Mackler® counting chamber (Sefi Medical Instruments Ltd., Irvine Scientific,
USA), CELL-VU® (Millenium Sciences, Inc., Fisher Scientific, USA), ISAS Proiser
(Prdiser, Spain), GoldCyto® (Spain) ve SCA counting chamber (SCA, Microptic SL,
Barcelona, Spain) en ¢ok kullanilan CASA sayim lamlaridir.
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2.8.3.1.1. CASA Terminolojisi

>

vV VvV

VCL, egri ¢izgisel hiz (curvilinear velocity) (um/s). Mikroskobik gozlem altinda
iki boyutta algilandig1 gibi, bir spermatozoon basinin gercek egri ¢izgisel yolagi
boyunca zamana gore ortalama hizi. Hiicre canliliginin bir 6l¢timiidiir.

VSL, dogrusal hiz (rectilinear velocity) (um/s). Bir spermatozoon basinin,
saptanan ilk konumuyla son konumu arasinda ¢izilen diiz ¢izgi boyunca zamana
gore ortalama hizi.

VAP, ortalama yol hiz1 (average path velocity) (um/s). Bir spermatozoon basinin
ortalama yolu boyunca zamana gore ortalama hizi. Bu yol, CASA aygitlarindaki
algoritmalara gore egri ¢izgisel hiz diizlestirerek hesaplanir. Farklit CASA aygitlari
farkli algoritmalar kullandig1 icin, sistemlerin saptadigi degerler karsilastirabilir
diizeyde olmayabilir.

ALH, spermatozoon basinin lateral deplasman amplitiidii (um). Spermatozoon
basinin ortalama yoluna gore dig yana hareketinin boyutu. Ya maksimal deger veya
bu deplasman amplitiidlerinin ortalamasi olarak agiklanabilir. Farkli CASA
aygitlart farkli algoritmalar kullanarak ALH’yi hesapladiklari i¢in, sistemlerin
saptadig1 degerler karsilastirabilir diizeyde olmayabilir.

LIN, dogrusallik (linearity). Egri ¢izgisel yolun dogrusalligi, VSL/VCL.

WOB, salinim hareketi (wobble). O anki spermatozoon hareket yolunun, ortalama
yol etrafinda salinim hareketinin 6l¢iimii VAP/VCL.

STR, dogrusallik (straightness). Ortalama hareket yolunun dogrusallik derecesi,
VSL/ VAP.

BCF, ¢aprazlama siklig1 (beat-cross frequency) (Hz). Egri ¢izgisel yolun ortalama

yolu ¢aprazlama siklig1.
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» MAD, ortalama agisal yer degistirme (mean angular displacement) (derece).
Spermatozoon basinin egri ¢izgisel yolu boyunca anlik doniis agisinin zamana gore

ortalama mutlak degerleri.
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Sekil 1. Sperm hareketleri ve CASA terminolojisi gorselleri

2.8.4. Morfoloji

Morfolojik olarak anormal olan spermatozoonlarin fertilite yetenegi yoktur. Bu
nedenle ejakiilatta bulunan morfolojileri saglam spermatozoon oraninin belirlenmesi
en az motilite muayenesi kadar 6nemlidir. Saglikli ejakiilat iginde her zaman %5-10
arasinda morfolojik bozuklugu olan spermatozoon bulunmasma karsin, bu oran
%20’yi gegmemelidir (Nur, 2019).

Spermatozoonlarin akrozom, bas, mitokondri, DNA yapist gibi farkli
bolimlerini  degerlendirmek amaciyla Alkaline methyl-violet (Hackett, &
Macpherson, 1965), AntPubquitin-FITO (fluorescein isothiocyanate) TRITC (thiol-
reactive teenethyirhodamine-5-(-6)- isothiocyanate) (Kuster, Singer, & Althouse,
2004), Belling's iron aceto-carmine (Hackett, & Macpherson, 1965), Casarett stain
(Casarett, 1953), Diff-Quik/Dip Quick (Boersma, Rasshofer, & Stolla, 2001), Eosin-
nigrosin (Hafez, & Hafez, 1993; ileri ve ark., 2000), Giemsa (Hackett, & Macpherson,
1965), Harris' haematoxylin (Boersma ve ark., 2001), Heidenhain's iron haematoxylin
(Hackett, & Macpherson, 1965), India ink (Hackett, & Macpherson, 1965),
Papanicolaou (Boersma, Braun, & Stolla, 1999; Boersma ve ark., 2001), SpermBlue
(Van der Horst, & Maree, 2010) gibi cesitli boya ve boyama prosediirleri
gelistirilmistir. Bu prosediirler froti; basit mikroskopi, goriintii analiz sistemleri ile
entegre yazilimlar veya sivi fiksasyon ve florokrom boyalar kullanilarak ileri diizey

faz ve floresan mikroskopi ve akis sitometri teknigine dayalidir.
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Basit mikroskopiye dayali morfolojik analizlerde genellikle sperma
numunesinden froti hazirlanip sonra g¢esitli boyalar ile boyandiktan sonra 1sik
mikroskopi teknigin ile degerlendirilmektedir. Sivi fikzasyon yontemi ile yapilan
morfolojik degerlendirmelerde faz kontrast mikroskopi tekniginde yararlanilmaktadir.
Bu prosediirler birbirinden farkli olsa da slirme froti hazirlanarak ya da hazirlanan
sperma soliisyonunun lam {izerine damlatilip iizerine lamel kapatilarak incelenmesiyle
uygulanmaktadir. Mikroskop alaninda bulunan hiicrelerin ayr1 ayr1 gézlemlenmesi ve
hatali muayenelerin Oniine ge¢mek i¢in spermanin yeterince sulandirilmasi
gerekmektedir (Sonmez, 2013). Bu yontemlerde 40x veya 100x biiylitmede
spermatozoonlarin incelenmesi yapilir. Mikroskopiye dayali yontemlerde en az 200
hiicre sayilarak bozukluk oranlar1 saptanmaktadir (Coyan ve ark., 2002; Hafez, &
Hafez, 1993; ileri ve ark., 2000; Sonmez, 2013).

Spermatozoon ve akrozom morfolojisi i¢in; Spermac (Boersma ve ark., 2001),
Anti-acrosin-FITC (Thomas, Garner, Mel DeJarnette, & Marshall, 1997), Chicago sky
blue-Giemsa (Kutvolgyi, Stefler, & Kovacs, 2006), Chlortetracycline (CTC) (Gillan,
Evans, & Maxwell, 1997; Green, & Watson, 2001; Maxwell, & Johnson, 1997; Rathi,
Colenbrander, Bevers, & Gadella, 2001), Fast Green FCF-eosin B (Wells, & Awa,
1970), Giemsa (Watson, 1975), Lectin conjugates — PSA (Pisum sativum agglutinin)
PNA (peanut agglutinin) (Odhiambo, Sutovsky, DeJarnette, Marshall, & Sutovsky,
2011; Petrunkina, & Harrison, 2011), Lysotracker Green DND-26 (LYSO-G)
(Thomas ve ark., 1997), Merocyanine 540 (Garcia-Macias ve ark., 2006), Naphthol
yellow, S-aniline blue (Christensen, Whitfield, & Parkinson, 1994), Naphthol yellow
S-erythrosin b (Christensen, Whitfield, & Parkinson, 1994) ve Nigrosin-eosin-Giemsa
(Ileri ve ark., 2000); Calcium influx/ acrosome reaction icin Fluo-3 (Green, & Watson,
2001; Petrunkina, & Harrison, 2011) ve Fura-2 (Zhou, Shi, Chou, Oswalt, & Haug,
1990) gibi boyalarin kullanilabilecegi bildirilirken, mitokondriyal fonksiyonlarin
muayanenesi i¢in JC-1 (Celeghini, De Arruda, De Andrade, Nascimento, & Raphael,
2007; Garcia-Macias ve ark., 2006), Mito Tracker Red (Celeghini ve ark., 2007) ve
Mito Tracker Green FM Rhodamine 123 (Celeghini ve ark., 2007) gibi boyalarin
kullanilabilecegi bildirilmistir. Spermatozonlarin degisik kisimlarini goriintiilemek
icin gelistirilen bu yontemler 151k mikroskopi yaninda ileri mikroskop teknigi ve

goriintiileme sistemleri (faz ve floresan mikroskop) gerektirir.
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Morfolojik  bozukluklarin  smiflandirilmasinda  degisik  yaklagimlar
bulunmaktadir. Giiniimiizde morfolojik bozuklugun lokalize oldugu organellere gore
siniflandirma yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yonteme goére morfolojik
bozukluklar; akrozomal bozukluklar, basa ait bozukluklar, implantasyon ¢ukurluguna
ait bozukluklar, basin orta boliime baglanmas: ile ilgili bozukluklar, orta boliime ait
bozukluklar ve kuyruk bozukluklar1 olarak siniflandirilmaktadir (ileri ve ark., 2000).

Kimi arastirmacilar; morfolojik bozuklulari olusum evrelerine gore,
spermatojenez evresinde olusan primer bozukluklar; anormal bas, orta kismin
sekillenmemesi, abaksiyal baglanma, kuyrugun kuvvetli kivrilmast gibi, kanal
sisteminde olusan sekonder bozukluklar; ayrilmig bas, distal damlacik, kivrik kuyruk
gibi smiflandirma yapmaktadir. Kimi arastirmacilar ise infertiliteye neden olan
(major) ve olmayan (mindr) bozukluklar olmak iizere iki grupta siniflandirma
yapmaktadir (Chenoweth, Hopkins, Spitzer, & Larsen, 1993). Bazi arastiricilar ise,
spermatozoonlarda bulunan morfolojik bozukluklart birincil (spermatogenezis
sirasinda); ikincil (kanal sisteminden gegerken) ve tigiinciil (ejakiilasyon sirasinda ve
sonrasinda) olmak tizere siniflandirmaktadir (Hafez, & Hafez, 1993).

Morfolojik muayene sonuclarini sperma alma yontemi, mevsim, hayvanin
fizyolojik durumu, ortam sicakligi ve hayvanin 1rki direk olarak etkileyebildigi gibi
muayenede kullanilan malzemelerin 1s1s1, pH, boyama siiresi ve yontemi gibi faktorler
de sonuglar etkileyebilmektedir (ileri ve ark., 2000; Nur, 2019).

Fertilizasyondaki onemli rolii nedeniyle spermatozoonlarm basmin biiyiik
boliimiinii kaplayan akrozomal yapinin muayenesi oldukca dnemlidir. Bu organel,
fertilizasyon sirasinda spermatozoonlarin oosit katmanlarini gegmesi igin gerekli olan
hiyaluronidaz, korona delici enzim, néraminidaz ve tripsin gibi ¢ok sayida enzimleri
icermektedir. Bu enzimler, akrozom reaksiyonu sonucu spermatozoondan ayrilip
penetrasyon Oncesi etkilerini gosterir. Akrozomal yap1 spermatozoonunun yaglanmasi,
sulandirilma, sogutma ve dondurma eritme gibi islemlerden ¢okca etkilendigi icin
fertilite yetenegi bu islemlerden oldukca etkilenmektedir (Hafez, & Hafez, 1993; ileri
ve ark.,, 2000). Spermanin potansiyel fertilitesinin belirlenmesinde, akrozomal
biitiinltiglin korunmas1 kadar akrozom reaksiyonunun erken ya da ge¢ gerceklesmesi
de fertilite yeteneginin degismesine neden olabilmektedir (Silva, & Gadella, 2006).

Akrozom; spermanin Golgi cisimcigi ve endoplazmik retikulumundan kdken alan
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asidik yapida salgilar i¢eren bir organeldir (Chenoweth, & Lorton, 2014). Akrozomal
yapmin muayenesinde; Giemsa boyama, eozin-nigrozin boyama, klor tetrasiklin,
ricinus communis agliitinin I, Pisum Sativum Agliitinin (FITC-PSA), peanut agliitinin
(FITC-PNA), concanavalin A ve soybean agliitinin gibi lektin igeren floresan boyalar
kullanilmaktadir (Hafez, & Hafez, 1993; Lybaert, Danguy, Leleux, Meuris, & Lebrun,
2009). Pisum sativum agliitinin (FITC-PSA) ve peanut agliitinin (FITC-PNA) gibi
cesitli lektinler memeli spermasi akrozomunun degerlendirilmesinde siklikla
kullanilmaktadir (Magargee, Kunze, & Hammerstedt, 1988). Bu lektinlerin, dis
akrozomal membrandaki glikoproteinlere veya akrozomal matrikse baglanma
affinitesi bulunmaktadir. Bu 6zelliklerinden yararlanarak akrozomal biitiinliik floresan
olarak degerlendirilebilmektedir. FITC-PNA yalnizca dis akrozomal membrana
baglanirken, FITC-PSA akrozomun hem dis membranina hem de akrozomal matrikse
baglanmaktadir (Cheng ve ark., 1996; Flesch, Voorhout, Colenbrander, van Golde, &
Gadella, 1998).

2.8.5. Olii/Canl orani

Plazma membrani, segici gegirgen zar yapisi ile hiicre metabolizmasi i¢in
gerekli maddelerin (kimyasal igerikler, iyonlar ve diger ¢oziinebilir maddeler) gecisini
saglamanin yani sira tiim hiicreyi sararak organelleri ve intraselliiler komponentlerin
bir arada tutulmasini ve bdoylelikle canliligin siirmesini saglamaktadir (Silva, &
Gadella, 2006). Motil spermatozoonlar canli olarak nitelendirilse bile, membran
gecirgenligi bozulmus alabilir. Bu nedenle motilite muayenesi, canlilik veya plazma
membran biitiinliigii testleri ile desteklenmelidir. Olii spermatozoon oraninin artmasi
ile birlikte ortamda serbest reaktif oksijen tiirleri de artar. Bu artig spermatozoOn i¢in
tolere edilebilir limiti astiktan sonra ortamda bulunan saglikli spermatozoonlarin hiicre
zarlar1 olumsuz etkilenir (Tekin, 1994). Ejakiilat veya sperma igindeki Oli
spermatozoonlarin  ayirt  edilmesinde  eozin-nigrozin,  propidyum iodid,
karboksifluoresin diasetat gibi mikroskopiye dayali ve hiicre zar1 gecirgenligi ile ilgili
vital boyalardan yararlanilir. Diger bir yOntemde ise spermatozoon membran
yapilarinin fonksiyonel biitlinliigiinii degerlendirmek amaciyla hipotonik ortama tabi

tutularak membran biitiinligii degerlendirilmektedir (Nur, 2019; S6nmez, 2013).
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Vital boyama tekniklerinden yararlanilan canlilik muayeneleri, 151k, faz
kontrast veya floresan eklentili mikroskoplarda muayene edilebilmektedir (Hafez, &
Hafez, 1993). Plazma membran biitiinligliniin saptanmasi i¢in saglam hiicre
membranindan hiicre igine gegemeyen vital boyalar (Eosin-Nigrosin, CFDA, CFDI,
Hoescht 33258, YoPro-1, Propidium lodide [PI], ToPro, TOTO vb.) kullanilir. Bu
boyama tekniklerinde boyay1r digsarida tutan spermatozoonlar canli olarak
degerlendirilir (Silva, & Gadella, 2006; Ustuner ve ark., 2016). Son yillarda klasik
olii/canli oran1 ve morfolojik bozukluklarin saptanma tekniklerine (eosin-nigrosin)
gore daha gilivenilir sonuglar verdigi diisiiniilen 6zel floresan boyama teknikleri
gelistirilmistir. Bu tekniklerde farkli renkte floresan boyalarin kullanilmasi nedeniyle
parametreler ayri ayri incelenebildigi gibi ayn1 anda birden fazla parametre de
muayene edilebilmektedir (Dayanikli, Sengul, Bulbul, Ustuner, & Nur, 2022).
Floresan boyama teknikleri kullanilan preparatlarda hiicreler aldiklari renge gore o6lii,
canli veya 0lmek {izere (moribund) olarak siniflandirilmaktadir. En sik kullanilan
floresan boyama tekniklerinden biri CFDI/PI boyamadir. Bu yontemde floresan
mikroskop altinda membrani saglam canli hiicrelerin yesil, membrani hasarl
hiicrelerin kirmizi veya her iki renkte de floresan 1s1ma yaptiklari goriilmektedir
(Camara, Silva, Almeida, Nunes, & Guerra, 2011).

Akrozom biitlinligiiniin muayenesi i¢in PNA-FITC/PI gibi kombinasyonlar
kullanilabilmektedir (Marco-Jiménez ve ark., 2005). Membran biitiinliigline goére
farkli davranan bu boyalar, yontem ve uygulayicilar arasi farkliliklar bulunsa da elde
edilecek sonuglar kullanilan boyanin miktari, spermatozoon sayisi, lamin veya ortamin
1s1s1, frotinin kalinligi, kuruma sicakligi ve sperma sulandiricisinin yapis1 gibi
faktorlerden etkilemektedir (Nur, 2019).

Plazma membran biitlinliigiiniin degerlendirildigi diger yontem olan HOS testi
ise (Hypo-osmotic swelling test) son derece ekonomik ve az miktarda kimyasala
gereksinim duyulmasi ile birlikte, spermanin potansiyel fertilitesine dair 6nemli
ipuclart sunabilmektedir (Hafez, & Hafez, 1993; S6nmez, 2013). Spermanin normal
sartlar altinda ozmotik basinci 290-310 mOsm arasindadir. Bu nedenle 250 mOsm
altindaki degerler hipotonik, 350 mOsm iizerindeki degerler ise hipertonik ortam
olarak kabul edilmektedir (S6nmez, 2013). HOS testinin amaci, spermanin hipotonik

ortamlar i¢inde 30-60 dakika siire ile inkiibasyonu sonucunda spermatozoonlarin bu
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ortama tepki verme durumunun degerlendirilmesidir. Saglikli spermatozoonlar bu
ortamda inkiibe edildiklerinde bag bdliimleri sismekte kuyruk kisimlar: ise kivrilarak
deforme olmaktadir. Bu reaksiyonu go0steren hiicrelerin orani1 hesaplanarak
degerlendirme yapilmaktadir (Hafez, & Hafez, 1993; S6nmez, 2013). Genel olarak
arastiricilar bu testte sodyum-sitrat ve friikktozu belirli oranlarda karigtirarak 100
mOsm olan soliisyonlar1 kullanmaktadir (Bacinoglu, Tas, Cirit, Ozdas, & Ak, 2008;
Bucak, Atessahin, & Yiice, 2008; Giindogan, 2009; Kulaksiz, Cebi, Ak¢ay, & Daskin,
2010; Uysal, & Bucak, 2007). Bunun yaninda, 75 mOsm (Cirit ve ark., 2013) veya
150 mOsm (Hafez, & Hafez, 1993) degerdeki soliisyonlar1 kullanan arastiricilar da
bulunmaktadir. HOS testi 1siticili tablali (37 °C) faz-kontrast mikroskopta 40x veya
100x biiyiitmede en az 200 hiicre degerlendirerek saglikli spermatozoon orani
hesaplanmaktadir (Kulaksiz ve ark., 2010). Bu test bogalarda (Bredderman, & Foote,
1969; Quintero-Moreno, Rubio, & Gonzalez, 2008; Rota, Penzo, Vincenti, &
Mantovani, 2000), kopeklerde (Hishinuma, & Sekine, 2003; Pinto, & Kozink, 2008),
eseklerde (Rota, Bastianacci, Magelli, Panzani, & Camillo, 2010), koglarda (Curry, &
Watson, 1994), aygirlarda (Almin, Druart, & Barrier-Battut, 2010; Neild ve ark.,
1999), ve hindilerde (Donoghue, Garner, Donoghue, & Johnson, 1996) bildirilmistir.
Buna ek olarak hiperozmotik testler de koglarda (Curry, & Watson, 1994) ve
aygirlarda da (De La Cueva ve ark., 1997) kullanilabilmektedir.

SYBR-14 ve PI igeren NucleoCounter® SP-100™ ve akis sitometri aygitlart
icin gelistirilmis hazir kitler bulunmaktadir. (Life Technologies (Invitrogen)
Molecular Probes® LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit) Bu kit ile spermanin
boyanmasi ve NucleoCounter® SP-100™ aygit1 ile analizi yaklasik 2 dakika
siirmektedir. EasyKit 1® (Ref. 024708) (IMV, Laigle, France) kiti ile akis sitometri
aygitinda analiz spermanin inkiibasyonu ile birlikte yaklagik 11 dakika siirmektedir.
Sperma membran biitiinliigii analizi ile ayn1 zamanda canlilik analizi de yapilmaktadir.
Ancak sperma plazma membrani hasarli olup boyalar1 almasina karsin hareketli ve
motil olabilmektedir. Bu hiicrelerin in vivo ve in vitro ortamlarda saglam hiicreler

kadar uzun siireli yasayamayacaklari diisliniilmektedir (Chenoweth, & Lorton, 2014).
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2.8.6. DNA Biitiinliigii

Spermada c¢esitli nedenlere bagli olarak farkli diizeylerde DNA hasari
olusabilmekte ve bu hasarlarin boyutu embriyonik gelisimi etkileyebilmektedir. Bu
hasarlar; kromatin paketlenmesi sirasinda sekillenen hasarlar, reaktif oksijen tiirleri
varligina bagli hasarlar ve apoptozise bagli DNA hasarlari olarak siniflandirilmaktadir
(Silva, & Gadella, 2006). Spermatozoon DNA’smin biitiinliiglini korumasi,
embriyonun olusumu ve gelisimi i¢in olduk¢a Onemlidir. Spermatozoonlarda
gozlemlenen az miktardaki DNA hasari, embriyonik gelisimde tolere edilebilirken,
ciddi DNA hasarlar1 infertiliteye neden olabilmektedir (Seli, Gardner, Schoolcraft,
Moffatt, & Sakkas, 2004). Ciddi DNA hasar1 olan (tek/¢ift zincir kirig1 olan) bir
spermatozoon oositi fertilize edip ilk boliinme yariklanmasi sekillenmis embriyo aciga
cikarabilmesine karsin, olusan embriyonun 4-8 blastomerli yapiya ulagmasinin
ardindan  apoptozis mekanizmasi  baglamakta ve embriyo canliligini
stirdiirememektedir (Ahmadi, & Ng, 1999; Fatehi ve ark., 2006). Spermatozoon
DNA’s1 fertilizasyon Oncesinde g¢evresel etkilerden korunmasi amaci ile
protaminasyon adi verilen siire¢ sonucunda kompakt duruma gelmektedir. Ancak,
fertilizasyon sonrasinda spermatozoon DNA’s1 kompakt yapisini yitirmektedir. Bu
stire¢ sonucunda DNA’da olusan hasarlar embriyonik gelisimin ilk agsamasinda sorun
olugmasini engellemektedir. Ancak ilk boliinme sonrasinda kompakt yap1 goreceli
olarak siirdiigii i¢in hafif hasarlar sorun olugturmazken, ciddi hasarlar fragmentasyona
ve oksidasyon sonucunda embriyonik gelisimi engelleyerek embriyonik 6liime neden
olmaktadir (Morris, llott, Dixon, & Brison, 2002). Bu nedenle DNA hasari, fertilite
tizerindeki olumsuz etkisinden ¢ok, embriyonik gelisim iizerine etkili oldugu igin
oldukga onemlidir (Silva, & Gadella, 2006).

Spermatozoon kromatin yapisinin diizgiin kompakt olmasinin analizi igin
COMET ASSAY uygulanirken, DNA tek veya ¢ift zincir kiriklarinin analizleri i¢in
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick End Labeling (TUNEL)
boyama yontemi kullanilmaktadir. Spermanin kromatin yapisinda (DNA) olusan
anormallikler geri doniislimsiiz olarak nitelendirilmekte ve fertilite sonuglarini ciddi
bi¢imde etkilemektedirler. Evenson ve ark, (1980), fragmente olmus DNA’nin
denatiire edilmesi sonrasinda acridine orange boyasiyla boyanmasimi iceren SCSA®
(Sperm Chromatin Structure Assay, SCSA Diagnostics, Volga, South Dakota, USA)
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analizini gelistirmiglerdir. SCSA/acridin orange analizi, diger tekli hiicrelerde DNA
sarmallarinin saptanmast i¢in gelistirilen COMET, DNA bitimlerindeki 3'-OH
miktarlarinin 6lgmesi i¢in gelistirilen TUNEL, SCD (Sperm Chromatin Dispersion)
analizlerine gore altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu testler pek cok arastirici
tarafindan karsilastirilmiglardir (Chohan, Griffin, Lafromboise, De Jonge, & Carrell,
2006; Evenson, 1999; Evenson, & Wixon, 2005). Ayni1 zamanda ¢esitli faktor veya
zamanlarda sperma analizinde; kriyoprezervasyonun etkisini 6l¢gmek amaciyla
tavuklarda (Gliozzi, Zaniboni, & Cerolini, 2011), koglarda (Nur, Zik, Ustuner,
Sagirkaya, & Ozguden, 2010) ve domuzlarda (Fraser, & Strzezek, 2005); domuz
spermasinin kisa siireli saklanmasinda (Boe-Hansen, Ersbell, Greve, & Christensen,
2005; Waberski, Schapmann, Henning, Riesenbeck, & Brandt, 2011); kullanilan
sulandiricilarin etkilerinin saptanmasinda (Karabinus, Evenson, & Kaproth, 1991);
erkek materyalin yasina bagl olarak degisimlerin (Karabinus, Evenson, Jost, Baer, &
Kaproth, 1990) izlenmesinde kullanilmistir.

2.9. Akis Sitometri

Motilitenin yan sira sperm morfolojisinde fertilite arasinda yiiksek korelasyon
bulunmaktadir (Arangasamy, Kasimanickam, DelJarnette, & Kasimanickam, 2011).
Akis sitometri aygit1 dakikalar i¢inde 50.000 hiicre analiz edebilme yetenegi
olmasindan dolayi, sperm alt popiilasyonlarinin analizi amaciyla adapte edilmistir
(Graham, 2001). Sistem, kapiller akis sirasinda hiicrelere lazer akimi uygulayarak
bireysel olarak analiz etmektedir (Hossain ve ark., 2011). Cesitli florokrom veya
floresan boyalarin bulunmasiyla spermanin biyokimyasal ve yapisal fonksiyonlar: gibi
birgcok 0Ozellik objektif olarak yiiksek yinelenebilirlikle ve hizlica analiz
edilebilmektedir (Seneda ve ark., 2016). Bu sistem ile olduk¢a heterojen hiicre
popiilasyonlart  iceren sperma Orneklerinde canlilik, akrozom biitlinligi,
mitokondriyal fonksiyonlar muayene edilebilmektedir (Graham, 2001; Graham,
Kunze, & Hammerstedt, 1990; Graham, & Mocé, 2005; Hossain ve ark., 2011).

Canlilik analizi hiicre membran biitiinliigliniin belirlenmesi temeline
dayanmaktadir. Bu amagla sperma propidium iodide (PI) ve 6-carboxyfluorescein
diacetate (6-CFDA) soliisyonlariyla boyanmaktadir. 6-CFDA tiim spermatozoonlara

giris yapabilecek nitelikte iken, Pl ancak membran biitiinliigii hasara ugradiginda
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hiicreye girig yapabilmekte ve DNA’y1 boyayabilmektedir (Cordelli, Eleuteri, Leter,
Rescia, & Spano, 2005; Graham ve ark., 1990). Akrozom biitlinligii ise lektinlerin
(pisum sativum agglutinin; PSA veya arachis hypogaea agglutinin; PNA) floresan
boya konjugatlar1 kullanilarak muayene edilmektedir. Bu lektinlerin akrozom
matriksinde bulunan mannoz, galaktoz gibi enzimlere afinitesi vardir. Lektinler
akrozomal biitiinlik bozuldugunda aciga cikan bu enzimlere konjuge olarak yesil
floresan vermektedirler (Graham ve ark., 1990; Graham, 2001; Hossain ve ark., 2011).
Boylelikle akis sirasinda farkli 1s1ma  veren hiicre popiilasyonlar1 analiz
edilebilmektedir.

Spermanin mitokondriyal fonksiyonlart ise rhodamine 123 (R123) ve
MitoTacker (MITO) floresan boyalar1 ile muayene edilmektedir. Bu boyalar hiicrenin
aktif nefes alis1 sirasinda mitokondriye girip hiicrenin orta boliimiiniin yesil floresan
vermesine neden olmaktadirlar. Thomas ve ark. (1997)’min JC-1 florokromunu
gelistirmesiyle mitokondriyal fonksiyonu yiiksek hiicrelerin turuncu, mitokondriyal
fonksiyonu disiik hiicrelerin  yesil 1s1ma vermesi ile sperma iginde farkli
popiilasyonlarin oranlarinin analiz edilebilecegini bildirmistir (Graham ve ark., 1990;
Gravance, Garner, Miller, & Berger, 2000; Thomas ve ark., 1997).

Akis sitometri aygiti ile aym1 zamanda hiicrenin yasam siiresi (apoptozis)
hakkinda ve kapasitasyon sirasinda etkilenen hiicrenin kromatin yapis1 (DNA) analiz
edilebilmektedir (Cordelli ve ark., 2005; Hossain ve ark., 2011). Aym1 zamanda
kapasitasyon sirasinda plazma membranindan seminal plazmaya dogru gerceklesen
kolesterol akis1 sonrasi olusan artis saptanabilmektedir. Boylelikle kapasitasyon i¢in
gerekli hiicre igi serbest kalsiyum oranlari hakkinda da bilgi elde edilebilmektedir
(Seneda ve ark., 2016).

Akis sitometri analizleri ile heterojen yapidaki hiicre siispansyonlarinda diisiik
hacimli 6rnekler kullanilarak yiiksek giivenilirlikte hizda sonuglar alinabilmesi gibi
avantajlara sahiptir. Ancak ekipman giderlerinin yiiksek olusu ve deneyim

gerektirmesi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Seneda ve ark., 2016).
2.10. Mikrobiyolojik Analizler

Damizlikta kullanim 6ncesinde ve kullanim sirasinda sperma ile bulasabilecek

cesitli mikrobiyal ve viral ajanlar yoniinden hayvanlar rutin testlere tabi tutulmaktadir.
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Damizlik kog adaylarinda yonetmelik geregi; Tiiberkiiloz, Paratiiberkiiloz, Koyun ve
Kecgi Brusellosisi (B. Melitensis), Koyun Epididimitisi (B. Ovis), Maedi-Visna (MVV)
ve Caprina Arthritis/Ensafilitisi (CAEV), Mavidil/EHD, Pestivirus (Border hastaligy),
Leptospirosiz hastaliklar1 yoniinden belirli araliklarla test yapilmasi istenmektedir.
Ayrica alman sperma, eklenti lireme bezi sivilar1 da mikrobiyolojik yonden analiz
edilmektedir. Spermada bulunmasi olas1 saprofit mikroorganizmalara karsi sperma
sulandiricilarina  sulfanilamide, penicillin, streptomycin, dihydrostreptomycin,
polymixin B, gentamicin, tylosin, lincomycin ve spectinomycin gibi cesitli
antibiyotikler ayr1 ayr1 ya da belirli kombinasyonlarla eklenmektedir. Eklenen bu
antibiyotiklerin hepsinde olmamakla birlikte, belirli yogunluklarda sperma tizerinde
hasar olusturma potansiyelleri bulunmaktadir (Chenoweth, & Lorton, 2014).
Spermada mikrobiyal yiikiin saptanmasi, sperma i¢inde yabanci partikiillerin artmasi,
reprodiiktif yollardaki enfeksiyonlardan siiphelenildigi durumlarda kullanilmalari
gerekmektedir (Chenoweth, & Lorton, 2014).

Uluslararas1  boga, aygir ve koOpek sperma ticaretlerinde iilkelerin
gereksinimlerine gore mikrobiyolojik kiiltiir istenmektedir. Cesitli arastiricilar
tarafindan spermada bulunabilen ya da sperma araciligiyla bulasabilecek hastaliklar
irdelenmis (Cseh, Faigl, & Amiridis, 2012) ve bu hastaliklara yonelik spermaya
katilabilecek antibiyotik veya koruyucu olarak uygulanabilecek diger yontemler
bildirilmistir (Bielanski, 2007). Boga, ko¢ ve domuz spermasina donmus spermanin
her mL’sinde gentamicin (250 pg), tylosin (50 pg), lincomycin—spectinomycin
(150/300 pg); penicillin (500 IU), streptomycin (500 pg), lincomycin-spectinomycin
(150/300 pg), amikacin (75 pg) veya divekacin (25 pg) olacak sekilde cesitli
antibiyotikler kombine veya tek olarak katilabilmektedir. Potassium penicillin ve
streptomycin kdpek spermalarinda daha cok tercih edilirken, aygir spermalarinda
ticarcillin, amikacin, potassium penicillin ya da gentamicin tercih edilmektedir
(Varner ve ark., 1998). Domuz spermasinda en ¢ok gantamicin yeglenmektedir. Ayni
zamanda iretilen domuz spermasi rutin olarak motilite, tohumlama dozundaki
spermatozoon sayisi, mikrobiyolojik kiiltiir ve PRRS (porcine reproductive respiratory
syndrome) virlisi yoniinden spesifik laboratuvarlarda analiz yapilmaktadir

(Chenoweth, & Lorton, 2014).
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2.11. Spermanmin Sulandirilmasi

Sperma sogutma, donma ve eritme asamalarinda hiicre zarlarinda (hiicre,
akrozom, mitokondri ve sitoplazma) ve organellerde dehidrasyon, proteinlerin
denatiirasyonu ve lipit katinin stabilitesi olumsuz etkilenir. Bu olumsuz etkileri
minimize etmek i¢in uygun icerige sahip sulandiricilarla sulandirilmasi gerekir (Hafez,
& Hafez, 1993; Holt, 2000a).

Sperma sulandiricilart ve bu sulandiricilarda  kullanilan  kriyoprotektif
maddelerin spermanin eritme sonrasi yasamsal aktivitesini siirdiirerek fertilizasyon
yetenegini korumast iizerine biiyiik etkileri vardir. Spermanin dondurulmasi amaciyla
kullanilacak sulandirici ¢esidi, sulandirma prosediirii, dondurma ve eritme protokolii
tizerinde ¢ok sayida calisma yapilmistir (Aisen ve ark., 2000; Aisen, Medina, &
Venturino, 2002; Ak ve ark., 2010; Nur ve ark., 2010).

Sperma dondurulmadan once islem gordigi sulandiricinin bilesenleri ve
paketleme yontemi, donma iglemlerinin basarisini belirler (De Leeuw, De Leeuw, Den
Daas, Colenbrander, & Verkleij, 1993; Watson, 2000). Kaliteli bir sperma sulandiricist
spermatozoitler i¢in gerekli olan enerji gereksinimini karsilamali, bakteriyel tiremeyi
kontrol etmeli, spermayr soguk sokuna karsi korumali ve ortamin pH degerini
dengeleyebilmelidir. Bunlarin yani sira sulandiricilarda uygun bir ozmotik basing ve
elektrolit denge saglanmasi, donma sirasinda hiicreleri korumasi igin zorunludur.
Sperma sulandiricilarinda enerji kaynagi olarak glikoz gibi basit sekerler,
spermatozoonu soguk sokuna karsi korumak i¢in yumurta sarisi, siit ve bakteriyel
iremeyi engellemek icin ise penisilin, streptomisin gibi ¢esitli antibiyotikler
onerilmektedir (Hafez, & Hafez, 1993; ileri ve ark., 2000).

Sperma alma yontemi, lireme sezonu, sulandirict igerigi, sulandirma miktari,
sogutma ve dondurma hiz1 (Ak ve ark., 2010; Nur ve ark., 2011; Woelders, 1997),
kullanilan kriyoprotektif madenin tiirii ve yogunlugu (Alcay, Ustiiner, & Nur, 2016;
Nur ve ark., 2010), kriyoprotektanin katildig1 1s1 ve zamami (Ak ve ark., 2010;
Bacmoglu, Cirit, Nur, & Ak, 2007), ekilibrasyon siiresi (Camara ve ark., 2011),
¢ozdiirme 1s1s1 (Pefa, & Linde-Forsberg, 2000) ¢6ziim sonrasi kog spermasin kalitesini
etkiler.

Sperma sulandiricilari, spermanin islenmesi ve saklanmasi sirasinda
spermatozoonu korumak ve yasamsal aktivitesini siirdiirmek ig¢in tasarlanmistir
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(Paulenz, Soderquist, Pérez-P¢é, & Berg, 2002). Giiniimiizde laboratuvar kosullarinda
hazirlanan veya ticari igerikli sulandiricilar siklikla kullanilmaktadir (Hafez, & Hafez,
1993; Seneda ve ark., 2016). Bu sulandiricilar ¢6ziim sonrasi sperm kalitesini artirmak
amaciyla farkli kimyasallarla  zenginlestirilmistir.  Sperma  sulandiricilari,
spermatozoon metabolizmasini destekleyerek, plazma zarini stabilize ederek ve hiicre
ici ve zar i¢i iyonik yogunluklari koruyarak pek ¢ok yonden spermayi soguk soku ve
ozmotik sokun yarattigi olumsuzluklardan korur. Yagsiz siit veya (sitrat, glikoz ve
trehaloz vb.) igeren TRIS bazli sulandiricilar, ¢gogu tiirde sperma sulandiricist olarak
yaygin kullanilmaktadir (Holt, 2000a; Watson, 1995). TRIS bazli sulandiricilarin
basarisi, pH ve tonisitedeki degisikliklere karsi tamponlama kapasitesi ile
iliskilendirilmistir (Salamon, & Ritar, 1982). Sulandiricilarda bulunan friikktoz, sitrik
asit ve yumurta saris1 gibi maddeler sogutma sirasinda hiicre zarini korurlar. Ayrica
spermatozoon i¢in fazladan enerji kaynaklarini olustururlar (Salamon, & Ritar, 1982).
fleri ve ark. (2000), sulandiricilara katilan yumurta sarisinda bulunan fosfolipit, lesitin,
B-lipovitellin, lipoprotein ve glikoproteinlerin kriyoprotektif 6zellikte oldugunu, siit
lipitleri ve proteinlerinin yani sira kazein iyonlarinin da kriyoprotektif etki gosterdigini
bildirmislerdir (Ileri ve ark., 2000).

5 °C 1s1da saklama ve dondurma yontemlerinde spermanin yasamsal islevlerini
saklama 1sis1, sogutma hizi, sulandiricinin kimyasal bilesenleri ve kullanilan

kriyoprotektif maddeler belirler (Nur, 2019).
2.12. Kriyoprotektanlar

Soguk soku, donma hizi, sulandirici bilesenleri, ozmotik basing gibi ¢ok sayida
faktor spermada yasam yeteneginin yitirilmesine neden olurken, membran yapisi,
oksidatif zararlar, membran reseptorlerinin yapisinin bozulmasina yol acarak
spermada fonksiyonel zararlara yol acar. Soguk ortamin sperma {izerinde olusturdugu
bu zararlar1 azaltmak amaciyla sperma sulandiricilarina katilan maddelere
kriyoprotektif maddeler ad1 verilir (Chian, & Quinn, 2010).

Dondurma amaciyla kullanilan sperma sulandiricilart ve bu sulandiricilara
katilan kriyoprotektif maddelerin, spermanin ¢6zdiirme sonrasi yasamsal aktivitesini
stirdiirerek fertilizasyon yetenegini korumasi konusunda etkileri biiyiiktiir. Spermanin

dondurulmasi1 amaciyla kullanilacak sulandirict ¢esidi, sulandirma prosediiri,
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dondurma ve eritme protokolii tizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmigtir (Faigl ve ark.,

2012; Holt, 2000b; Nur ve ark., 2011; Salamon, & Maxwell, 2000)
2.12.1. Kriyoprotektanlarin Kesfi

Baz tiirlere ait somatik ve gamet hiicreleri kriyoprotektan kullanilmaksizin
dondurulmasindan sonra da yeterli diizeyde canlilik gdstermektedir. Ortamin
kriyoprotektan ile desteklenmesi ile daha yiiksek oranda canlilik elde edilebilmektedir
(Chian, & Quinn, 2010). Ilk olarak gliseroliin daha sonralar1 ise DMSO
(Dimetilstilfoksit)’nun kesfi modern kriyobiyoloji biliminin temelini olusturur. Genel
olarak kriyoprotektanlarin kesfi Polge ve ark. (1949) tarafindan horoz spermasinin
dondurulmasinda kullanimlarina atfedilse de literatiirde daha erken c¢aligmalar
bulunmaktadir (Keith Jr, 1913; Pabst, 1935).

Giinimiizde kriyoprotektan olarak sahada en fazla gliserol, DMSO, etilen
glikol ve propilen glikol kullanilmaktadir. Bu kriyoprotektanlarin dondurma ya da
vitrifikasyon sirasinda sagladiklar1 kriyoprotektif etkinin mekanizmalari tam olarak
aydinlatilamamistir (Chian, & Quinn, 2010). Lovelock, gliseroliin dondurma sirasinda
olusan yiiksek tuz yogunlugunu diigiirerek sivilarin faz diyagramini degistirdigini 6ne
stirmistir (Lovelock, 1953). Faz diyagramui, bir soliisyon igerisinde bir arada bulunan
iki ya da daha fazla maddenin denge denklemi olarak tanimlanir. DMSO gibi kimi
kriyoprotektif ajanlarin mekanizmalarim1 agiklamak amaciyla faz diyagramlar
yapilmigtir (Cocks, & Brower, 1974). Sivi soliisyonlarin sogutulmasi ile birlikte su
kristalize formdan kati forma doniismekte ve donmayan bolimlerin yogunlugu
artmaktadir. Buna bagl olarak donma noktasi asagiya diismekte sivi faz ile donmus
faz arasinda denge bozulmaktadir. Sogutmanin stirmesi ile sivilarin sivi formda kalma
limitleri asilarak hizla donmus forma doniismektedir (Cocks, & Brower, 1974; Pegg,
2002).

Soliisyonlarin i¢ine katki maddeleri eklenerek tek basina oldugu forma gore
erime ve ¢oziinme davranislart degistirilebilmektedir. Bunun sonucunda, kat1 ve sivi
fazlar arasindaki denge daha kompleks duruma gelmektedir. Ozet olarak,
kriyoprotektif ajanlarin eklenmesi ile birlikte sivilarin donma noktalar1 diismekte ve
stvilarin i¢indeki donma sirasinda kristallerin olusumu engellenmektedir (Chian, &
Quinn, 2010).
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Gectigimiz  yiizyilhin  ortalarinda  gliseroliin ~ sperma  dondurmasinda
kullanilabileceginin kesfi (Polge ve ark., 1949) ile birlikte spermanin aylar, yillar ve
on yillarca saklanabilmesinin 6nii agilmis, siit s1g1r1 endiistrisi ve insan hekimligine ait
reprodiiktif teknolojilerde oldukga biiylik gelismeler yasanmistir. Spermanin
dondurulmasi konusunda tiir bazinda; koyunlarda (Salamon, & Maxwell, 19953,
1995b), insanlarda (Royere, Barthelemy, Hamamah, & Lansac, 1996), kopeklerde
(Pena, Nufiez-Martinez, & Moran, 2006), farelerde (Marschall, & de Angelis, 1999)
ve genel uygulamalar hakkinda genis ¢alismalar yaymlanmistir (Bailey, Morrier, &
Cormier, 2003; Holt, 2000a, 2000b).

2.12.2. Kriyobiyoloji Teorisi

Dondurma ve c¢ozdiirme sirasinda diisiik sicakliklarda yasanan hiicre
membrani, soliisyon ve kriyoprotektan arasindaki su gecisini anlamak konu

hakkindaki teorileri anlamamizi saglayacaktir.
2.12.2.1. Dondurma Sirasinda Gergceklesen Fiziksel Degisimler

Kullanilan 6rnegin sicakligi, ortam 1sindan donma noktasina ulasilincaya kadar
azaldig1 icin siirekli degismektedir. Ornek, donma noktasina dogru ortamdaki su
molekiilleri reaksiyona girerek kristaller olusturur. Bu olay, ekzotermik bir siire¢ olup
orneklerin sicakliginin artmasma neden olarak ortama 1s1 yaymaktadir. Bu olgu
kullanilan 6rnegin veya dondurma teknigine gore degismekle birlikte belirli siireler
zarfinda sicaklik dengelenmekte ve sonra yeniden diisiise ge¢gmektedir. Spermanin
payet icinde sivi azot buharinda dondurulmasinda da bu olay kaginilmaz olarak
gerceklesmektedir. Otomatik aygitlarin kullanimi ile birlikte yasanan bu sicaklik
dalgalanmalar1 yonetilebilir duruma gelmistir (Chenoweth, & Lorton, 2014).

Buz kristallilerinin olugsmaya baglamasi ile birlikte su i¢inde ¢6ziinmiis olan tuz
ve diger organik komponentler serbest kalmakta ve ortamdaki yogunluklar
artmaktadir. Biyolojik hiicreler bu yiiksek yogunluktaki ortamda ozmotik basicin
etkisi ile su kaybederek biiziilmektedir (Chenoweth, & Lorton, 2014).

Dondurma ve ¢6zdiirme sirasinda hiicre membranlarinda bulunan yaglarda geri
doniisiimsiiz olarak yap1 degisimleri (translokasyonlar) olusarak sicakligin diigmesi

nedeni ile yari kristalize yag damlaciklar1 olusmaktadir (Holt, & North, 1984). Soguk
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soku, yalnizca plazma ve akrozomal membrandaki degisimlerden sorumlu olmayip
hiicre i¢i dengenin bozulmasi ile birlikte, hiicre ici kalsiyum diizeylerinin artip
potasyum diizeylerinin azalmasina yol acar (Chenoweth, & Lorton, 2014). Dondurma
hiz1 ve prosediiriine bagli olarak dondurma hiz1 yavas kalirsa hiicrelerin hipertonik
ortamda daha uzun siire bulunmalari nedeniyle protein ve lipit yapilar1 zarar gérmekte
ve bu da daha ¢ok reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasma yol agmaktadir.
Dondurmanin hizli oldugu durumda ise hiicre icinden sivi ¢ikist tam olarak
sekillenememekte ve hiicre i¢i buz kristalleri olusumu artmaktadir (Chenoweth, &
Lorton, 2014). Pratikte optimal dondurma hizi, dondurma sirasinda gergeklesen bu iki

olguyu dengelemek temeline dayandirilir (Chenoweth, & Lorton, 2014).
2.12.3. Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar kimyasal yapilarina ve hiicre gecirgenliklerine gore g¢esitli
gruplara ayrilir. Etkilerini su ile etkilesime girerek buz kristali olusumu i¢in gerekli
hidrojen baglarini azaltarak gosterirler. Kriyoprotektanlarin ¢alisma ilkeleri oldukga
karmasiktir. Temel olarak donma noktalarinin diisiiriilmesi ve buz kristallerini
modifiye ederek donma hasarini 6nlemek olarak 6zetlenebilir (Chenoweth, & Lorton,
2014; Chian, & Quinn, 2010; Zhmakin, 2009).

Spermatozoonlarin dondurulmasinda yaygin olarak kullanilan gliserol ve
DMSO gibi kriyoprotektanlar, hiicre i¢ine girerek hiicre iginde 6liimciil etkiler ortaya
¢ikaran buz kristallerinin azaltilmasini saglarlar. Yalnizca hiicre i¢i olarak degil ayni
zamanda hiicre dis1 ortamdaki su yogunlugunu azaltarak hiicre dis1 olarak da etki
etmektedirler. Ancak, hiicre i¢ine giremeyen polivinilpirolidon (PVP), hidroksi etil
nisasta, dekstran gibi makromolekiiller, hiicrenin dehidrasyonunu saglayip dondurma
noktasini diisiirmek yoluyla diistik sicakliklarda soliisyonun viskozitesini artirarak buz
kristali olusumunu azaltmaktadir (Chenoweth, & Lorton, 2014; Chian, & Quinn, 2010;
Zhmakin, 2009).

Denizayis1 ve sirke kurdu gibi ¢ok hiicreli organizmalar viicut su
kapasitelerinin ~ %95’ini  yitirip  asirn  diisiik  sicakliklarda uzun = siire
yasayabilmektedirler (Keilin, 1959). Kriyoprotektanlarin farkli hiicre tiirlerine gore
farkl1 yararlar1 ve toksik etkileri bulunmaktadir. Ornegin gliserol kanatli spermasinda

membran ve sitoplazmik yapilar ile etkilesime girerek steriliteyi artirirken
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(Hammerstedt, & Graham, 1992), domuzlarda %3’ten yiiksek yogunluklarda
akrozomal yikimlara neden olmaktadir (Gutiérrez-Pérez, de Lourdes Juarez-
Mosqueda, Carvajal, & Ortega, 2009).

Hiicre plazma membranlarinin su ve kriyoprotektan geg¢irgenligi optimum
dondurma protokollerinin gelistirilmesinde ¢ok 6nemlidir. Kimi hiicreler miikemmel
ozmometre olarak ¢aligsmakta, farkli dansitede soliisyon iginde sisip ya da biiziismekte
ve boylece biyofiziksel durumlar1 6nceden kestirilebilmektedir. Hiicre disindaki sivilar
dondukga hiperozmotik ortam olusmakta ve hiicre suyunu yitirerek biiziismektedir.
Ideal sogutma hiz1 bu hiicrelerde kalic1 yikimlar olusmayacak kadar uzun, hiicre iginde
su kalabilecek kadar kisa olmamalidir (Chenoweth, & Lorton, 2014).

Spermatozoon membran gegirgenligi ve optimal dondurma hizi tahmini i¢in
pek cok arastirma bulunmasina karsin (Gao ve ark., 1992, 1993; Noiles, Mazur,
Watson, Kleinhans, & Critser, 1993) bu calismalarin sonuglar1 arasinda oldukga
farklilik vardir. Son yillarda kalorimetrik Olgiimler ile ¢esitli memeli ve diger
hayvanlar i¢in tahminler yiiriitiilebilmektedir (Alapati ve ark., 2009; Devireddy,
Campbell, Buchanan, & Tiersch, 2006; Devireddy, Fahrig, Godke, & Leibo, 2004;
Devireddy, Swanlund, Roberts, & Bischof, 1999; Devireddy, Swanlund, Roberts,
Pryor, & Bischof, 2000; Hagiwara ve ark., 2009; Thirumala, Campbell, Vicknair,
Tiersch, & Devireddy, 2006).

Fourier-transform infrared spektroskopi (FTIR) yontemi alternatif olarak
spermatozoon membranlarinin soguk sokunda (Drobnis ve ark., 1993) ve dondurma
sirasinda (Oldenhof, Friedel, Sieme, Glasmacher, & Wolkers, 2010; Ricker ve ark.,
2006) faz gegislerinin saptanmasinda kullanilan diger bir yontemdir. Aygit sperma
membraninda bulunan yag olusumlarini olduk¢a duyarli saptamaktadir. FTIR
kullanilarak aygirlarda yapilan bir c¢alismada optimal sogutma hizi ve plazma
gecirgenligi bakimindan bireyler arasinda farlilik oldugu bildirilmistir (Oldenhof ve
ark., 2010; Ricker ve ark., 2006).

2.12.3.1. Kriyoprotektif Ajanlarin Gelisimi

Gliseroliin kriyoprotektif etkisi Polge vd. (1949) tarafindan kesfedildikten
sonra, memeli spermasini dondurmak amaciyla uygun sulandirict gelistirme

caligmalar1 hiz kazanmistir. Memeli spermasinin dondurulmasi amaciyla iginde ¢esitli
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pH tamponlayict maddeler (TRIS-sitrik asit, Na-Sitrat, NaHCOs3, KCI, Test, HEPES
vb.), molekiil agirlig1 diisiik olan ve hiicre zarmi gegebilen sekerler (friiktoz, glikoz
vb.), membran koruyucu (gliserol ve diger polialkoller, DMSO, aminoasitler, vb.),
nonpermeabl sekerler (laktoz, siikroz ve dekstran, PEG, PVP), antifriz proteinleri ve
membran stabilizatorleri (yumurta sarisi, siit, lipitler ve aminoasitler) bulunan
sulandiricilar kullanmilmustir (Aisen ve ark., 2000). Calismalarda kullanilan bu
maddelerin dondurma sirasindaki ¢alisma ilkelerinin aydinlatilmast konusu
giincelligini korumaktadir (Chian, & Quinn, 2010; Chenoweth, & Lorton, 2014;
Zhmakin, 2009).

Yumurta sarisi i¢inde bulunan lipoproteinlerin ilk olarak 1970’lerde sperma
sulandiricilarinda kullanilabilecegi bildirilmistir. Sonraki yillarda yumurta sarisi
icinde bulunan lipoproteinlerin disaridan eklenmesinin aditif etkisi oldugu
gosterilmistir (Bencharif ve ark., 2010; Dong, Rodenburg, Hill, & VandeVoort, 2011,
Hu ve ark., 2010, 2011; Vera-Munoz ve ark., 2011). Ancak bu katki maddesinin
sperma membraninda olusturdugu degisimler heniiz tam olarak aciklanamamustir.
Eksojen lipitlerin (lesitin, fosfatidilkolin) sogutma ve dondurma sirasinda spermayi
korudugu, ancak hazir ticari sulandiricilar i¢ine katilmasina karsin, membran faz
degisimlerine katki saglayip saglanamadigi ve etki mekanizmasi tam olarak
aciklanamamistir (Kubovicova, Riha, Makarevich, Apolen, & Pivko, 2010).

Ricker et al. (2006), Fourier Transform Infrared Spectroscopi (FTIR) teknigi
kullanarak yaptiklart bir c¢alismada, soya veya yumurta sarisi bazli lesitinlerin
yoklugunda spermatozoonlarin zarar gordigii ve lesitinlerin sperm membraniyla
iligkili oldugunu gostermislerdir (Ricker ve ark., 2006). Bu arastiricilar, sigir
spermasini dondurmak i¢in, i¢ginde yumurta sarisi lesitinleri bulunmayan hazir ticari
sulandiriciyr gelistirerek yumurta sarist bulunan sulandiricilarla karsilastirildiklar:
calismalarinda, sulandiricilar arasinda ¢ok az fark oldugunu bildirmislerdir (Kolossa,
& Seibert, 1990). Sperma saklanmasi i¢in kullanilan yumurta sarist bazli
sulandiricilara anyonik surfaktan olan Equex (sodium triethanolamine lauryl sulfate —
SLTS) katildiginda yumurta saris1 ile emiilsifiye olmakta ve yumurta sarisinin hiicre
membrani ile daha iyi etkilesime girmesini saglamaktadir (Howard ve ark., 1986;
Kaplan, & Mead, 1992; Monfort ve ark., 1993; Pontbriand ve ark., 1989).
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Sperma sulandiricilarinin igerigi, sogutma ve ¢dzdiirme protokolleri sperm
membran yapisindaki farkliliklar nedeniyle tiirler aras1 degisiklik gosterir. Sigir, koyun
ve domuz gibi evcil ¢iftlik hayvanlara ait spermalarin dondurulmasi amaciyla iginde
farkli katki maddeleri bulunan yumurta sarisi, siit gibi temel sulandiricilar

gelistirilmistir (Lermen ve ark., 2009; Watson, & Fuller, 2001).
2.12.3.2. Kriyoprotektanlarin Siiflandirilmasi

Kriyoprotektanlar sogutma ve dondurma hizinin optimizasyonuna olanak
sagladigindan, yavas sogutmaya gore ¢ozdiirme sonrasi canlilik oranini artirmaktadir
(Lovelock, & Bishop, 1959; Scott, Lecak, & Acker, 2005; Shaw, & Jones, 2003).
Kriyoprotektif etki, dondurma veya vitrifikasyon sirasinda hiicrelerin hasardan
korunmasi olarak tanimlanir. Cesitli hiicre tiplerinde kriyoprotektif etkisi olan elliden
fazla kriyoprotektan bildirilmistir. Bu kriyoprotektanlar ortak olarak dondurma
¢Ozdlirme sirasinda hiicrelerin zarar gormesini, ortamda bulunan su molekiilleri
tizerinden buz kristallerinin modifikasyonu yolu ile etkilerini gosterirler. Bu etkiler
hiicre i¢i ve disi sularla etkilesime girerek olusmaktadir (Chian, & Quinn, 2010).

Kriyoprotektif etki, hidrojen baglari, suyun iyonlar ve makromolekiiller ile
etkilesimleri, dielektrik yapilar, termodinamik esitlik ve ozmoz gibi biyofiziksel ve
biyokimyasal yolaklar tizerinden olusturulur (Chian, & Quinn, 2010; Chenoweth, &
Lorton, 2014; Zhmakin, 2009). Kriyoprezervasyon ¢ok disiplinli ve karmasgik bir siire¢
olup dondurulan hiicrelerin bilyiikliigli, membran gecirgenligi, lipit icerigi ve diger
faktorlerden etkilenmektedir, Bu nedenle, dondurma protokolleri oturtulurken bu
degiskenler gbéz Oniinde bulundurulmalidir (Chenoweth, & Lorton, 2014).
Kriyoprotektanlar, molekiiler agirligina ve hiicre zarmi gegebilme yetenegine
(penetrasyon), gore siniflandirilirlar. Molekiiler agirligina gore siniflandirmada diisiik
[metanol, etanol, etilen glikol (EG), propilen glikol (PG), dimetilsiilfoksit (DMSO)]
veya yiiksek (polimerler, proteinler, polisakkaritler, PEO, PEG-6000, dekstran, HES
ve PVP) molekiiler agirlikli olarak siiflandirilmaktadir (Hubalek, 2003; Nash, 1966).

Hiicre zarma penetrasyon yeteneklerine gore, hiicre zarmmi1 gecebilen
(permeabl)  ve  gegemeyenler  (nonpermeabl)  kriyoprotektanlar  olarak
siiflandirilmaktadir (Hubalek, 2003; Meryman, 1971; Bucak, & Tekin, 2007). Ayrica

hiicre zarin1 gegebilen Kriyoprotektanlar, hiicre igine giris hizlarina gére 30 dk gibi kisa
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zaman ig¢inde hiicre membranini hizla gegen [metanol, etanol, etilen glikol (EG),
propilen glikol (PG), Dimetilsiilfoksit (DMSO)] kriyoprotektanlar ve hiicre
membranin1  daha yavas gegen (gliserol) kriyoprotektanlar olarak ta
siiflandirilmaktadir (Meryman, 1971).

Gliserol gibi kriyoprotektanlarin zar permeabilitesi, ortam 1sis1 ve hiicre tipine
bagli olarak degisir. Kimi kosullarda penetre olan kriyoprotektanlar diisiik gegirgen
olarak siniflandirilmaktadir (Meryman, 1971). Kimi kriyoprotektanlar yalnizca hiicre
duvarini gegerken kimileri sitoplazmik membrani da gecer. Penetrasyon yetenegine
bagli olarak kriyoprotektanlar; (i) hiicre zarin1 ve sitoplazmik membrani gegenler
(Me2SO, gliserol), (i) yalmiz hiicre duvarini gegenler (mono- ve disakkaritler,
aminoasitler, molekiil agirhig: diisiik olanlar 6rnegin PEG-1000 polimerleri) ve (iii)
hiicre duvarimi gegemeyenler (molekiiler agirlig1 yiiksek olan polimerler, proteinler,
polisakkaritler, PEO, PEG-6000, dekstran, HES ve PVP) olmak {lizere iige ayrilirlar
(Hubalek, 2003, Tao, & Li, 1986).

Cesitli canli hiicreleri ve mikroorganizmalarin dondurulmasi amaciyla
kullanilan kriyoprotektanlar kimyasal yapilarina gore siilfoksitler (dimetilsiilfoksit),
mono hidrik alkoller ve tiirevleri (metanol, etanol ve polivinil alkol), dioller (etilen
glikol, propilen glikol, trimetilen glikol, dietilen glikol, polietilen glikol, polipropilen
glikol, polietilen oksit), triolller (gliserol), polialkoller (mannitol, sorbitol, diisitol),
monosakkaritler (glikoz ve ksiloz), disakkaritler (siikroz, laktoz, maltoz, trehaloz),
trisakkaritler (rafinoz), polisakkaritler (dekstran, mannan, dekstrin, hidroksietil
nisasta, ficoll Arap zamki), amidler, N-alkilamidler ve imidler (asetamid,
metilasetamid, dimetilformamid, dimetilasetamid siiksinamid), heterosiklik bilesikler
(metilpirolidon, polivinilpirolidon), amino ve karbonik asitler (prolin, glisin, glutamik
asit, aminobiitirik asit, glutarik asit, amonyum asetat, EDTA), proteinler, peptitler,
polipeptitler, glikoproteinler serum, albiiminler, jelatin ve peptonlar olarak ayrilirlar
(Chian, & Quinn, 2010; Hubalek, 2003).

Dondurma protokolii spermatozoonlarin yapisi, hacmi, organel biiyiikligii ve
bilesenlerindeki cesitlilige bagli olarak tiirler arasinda farklilik gdsterir (Medeiros,
Forell, Oliveira, & Rodrigues, 2002). Kriyoprotektif maddelerin etkisi, sogutma hizina
ve tiire bagli olarak degismektedir (Hafez, & Hafez, 1993). Mono-, oligo-, ve

polisakkaritler, mannitol, sorbitol, dekstran, hidroksietil nisasta (HES), metil seliiloz,
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albiimin, jelatin, diger proteinler, polivinilpirolidon (PV), polietilen glikol (PEG),
polietilen oksit (PEO) ekstraselliiler kriyoprotektanlar olup hiicre igine giremezler
(Hubalek, 2003; Tao, & Li, 1986).

2.12.3.2.1. Hiicre i¢ine Girebilen (Permeabl) Kriyoprotektanlar

Gliserol, etilen glikol, 1,2 propanediol, DMSO, metanol, asetamid, adenitol,
perseitol, metil formamid gibi hiicre i¢ine girebilen kriyoprotektanlar genellikle kiiglik
yapili, diisiik sicakliklarda suda yiiksek ¢oziiniirliikte olan noniyonik bilesenlerdir
(Gao, & Crister, 2000). Bu bilesenler, hiicre membranina penetre olup sitoplazmaya
gecebilme Ozelliklerinden dolayr permeabl kriyoprotektanlar olarak adlandirilir.
Koruyucu etkilerini, dehidrasyonu diizenleyip protein yapilarini korumalari ile
birlikte, donma sirasinda ortamda bulunan elektrolit yogunluklarinin azaltmasi ve
hiicrelerde diisiikk sicakliklarda olusan ozmotik biliziismeyi azaltmalar ile
gerceklestirmektedirler (De Leeuw ve ark., 1993; Holt, 2000a).

Kriyoprotektanlar ayn1 zamanda igine katilmig olduklar1 soliisyonlarin
mekanik Ozelliklerini de degistirir. Viskozitesi artan soliisyonlarda kristalizasyonu
kontrol altina alirlar (Fernandez-Santos, Esteso, Montoro, Soler, & Garde, 2006;
Gomes, Jacob, Medeiros, Papa, & Alvarenga, 2002). Hiicre icine girebilen propilen
glikol (propane-1, 2-diol), etilen glikol [C2H4(OH), EG], gliserol (CzHs(OH)3],
dimetilsiilfoksit gibi maddeler elektrolit yogunlugunu artirip hipertonik ortam
saglayarak hiicrelerin sularini yitirmesine ve biiziismesine neden olurlar (Chen ve ark.,
2001).

Hiicrenin diisiik 1silarda rehidrasyonu lipit katmanlarin jel formunda
olmasindan dolay1 yiiksek 1silardakine gore daha tehlikelidir (Bryant, Koster, &
Wolfe, 2001). Kriyoprotektanlar ¢ozdiirme sirasinda, hiicre zarindan hizlica disari
ctkamazlarsa hiicrenin sismesine neden olurlar. ileri diizeyde su girislerinde ozmotik
sok ve lipit katmanlarin diisiik elastikiyetinden dolay1 patlamasina (turgor) neden olur
(Kiictik, & Bager, 2007). Spermatozoon ve oosit hiicrelerinin membran gegirgenligi
tiirler arasinda farklilik gosterir (Pedro ve ark., 2005). Permeabl kriyoprotektanlarin
basaris1 hiicre i¢ine giris hiz1 ile ilgilidir. Bu hiz, viskozite gibi pek ¢ok faktorden
etkilenmektedir. Ayn1 zamanda hiicrelerin membran yapilar1 da gegis hizina etki

etmektedir (Chenoweth, & Lorton, 2014; Chian, & Quinn, 2010).
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2.12.3.2.1.1. Sulfoksitler

Kriyoprotektan olarak kullanim alanlari genis olan dimetilsiilfoksidin yapisi
hidrofiliktir. Dimetilsiilfoksit hem sulu hem de organik medyumlarda ¢6ziicti olarak
kullanilmaktadir (Santos, Figueira-Coelho, Martins-Silva, & Saldanha, 2003). DMSO
viriis, bakteri, riketsiya, mikoplazma, klamidya ve siyanobakteriler birgok
mikroorganizmanin dondurulmasinda kriyoprotektan olarak kullanilmistir (Hubalek,
2003). Ayrica farkli tirlere ait embriyo ve spermanin dondurulmasinda da
kullanilmistir (Chen, 1986; Kim ve ark., 2011; Rasul, Ahmed, & Anzar, 2007; Vicente,
& Viudes-de-Castro, 1996; Wegener, & Bienefeld, 2012). Dimetilsiilfoksitin ek olarak
reaktif oksijen tiirlerinin azaltilmasinda da rolii bulunmaktadir (Santos ve ark., 2003).
Reprodiiktif dokularda kriyoprotektan olarak kullanilmasinda bazi endiseler
bulunmaktadir (Gardner, Sheehan, Rienzi, Katz-Jaffe, & Larman, 2007; Johnson, &
Pickering, 1987; Karran, & Legge, 1996; Van der Elst, Nerinckx, & Van Steirteghem,
1992;Vincent, Garnier, Heyman, & Renard, 1989; Vincent, Pickering, & Johnson,
1990; Vincent, Pickering, Johnson, & Quick, 1990).

2.12.3.2.1.2. Amidler- imidler
2.12.3.2.1.2.1. Formamid

Formamid (methanamide) seyrek olarak kriyoprotektan amaciyla
kullanilmaktadir. Diisiik molekiiler agirligi ve diisiik viskozitesi nedeni ile geleneksel
olarak kullanilan gliserole alternatif olabilecegi bildirilmektedir (Alvarenga, Papa,
Landim-Alvarenga, & Medeiros, 2005; Chian, & Quinn, 2010). Metilformamid ve
dimetil formamidin atlarda gliserole denk ya da daha iyi sonuglar verdigi
bildirilmektedir (Alvarenga ve ark., 2005; Medeiros, Gomes, Carmo, Papa, &
Alvarenga, 2002; Squires, Keith, & Graham, 2004). Dimetilformamid kaz
spermasinda da basarili olarak kullanilmistir (Lukaszewicz, 2002). Metil formamid
kopek spermasinda basarili olarak kullanilirken dimetil fomamidinin CP olarak ekili
olmadig bildirilmistir (Futino, Mendes, Matos, Mondadori, & Lucci, 2010). Metil
formamidin fare spermasinda kullaniminin basarili olmadig: bildirilmesine kargin

(Sztein, Noble, Farley, & Mobraaten, 2001), metil formamid ve dimetil formamidin
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ile diger amidlere gore tavsan spermasinda daha iyi sonuglar elde edildigi bildirilmistir

(Hanada, & Nagase, 1980).
2.12.3.2.1.2.2. Asetamid

Asetamid (asetik asit amid, ethanamid) embriyo vitrifikasyonunda kullanilan
kriyoprotektanlardan biridir (Rall, & Fahy, 1985). Fare embriyolarinda asetamidin
membran gegis hizi incelenmis ve 8 hiicreli evrede hiicre membrani gegis hizinin
oldukga artt1g1 bildirilmis (Pedro ve ark., 2005) ancak at spermasinda kullanilmast ile
yiiksek canlilik yakalanamamugtir (Squires ve ark., 2004). Bunun yaninda diger
kriyoprotektanlar ile birlikte kullanima ile 2 hiicreli fare embriyolari, ovaryum dokulari
(Migishima ve ark., 2003), tavsan proniikleer zigotu (Hochi ve ark., 2001), domuz ve
kobay blastosistleri (Kono, Suzuki, & Tsunoda, 1988; Yoshino, Kojima, Shimizu, &
Tomizuka, 1993) ve fare oositleri basarili bir sekilde dondurulabilmistir (Nakagata,
1989). Kriyoprotektan olarak kullanimi sirasinda dikkatli olunmalidir. Asetamidleri
%30-40 oranlarinda hazirlanan soliisyonlar ile 8 hiicreli fare embriyolari
dondurulamamis, c¢ozdlirme sonrasi artan morfolojik bozukluklar ve blastosist
asamasina gecis gerceklesmemistir (Mukaida ve ark., 1998). Ayrica fare
embriyolarinin 1,5 mol/L asetamid i¢eren soliisyon ile kisa siireli muamelesinde toksik

etkilerin en az oldugu bildirilmistir (Pedro ve ark., 2005).
2.12.3.2.1.2.3. Diger Amidler

Propionamid, laktamid, butriamid, maloamid sperma dondurulmasinda
denenmis ancak sinirli basari elde edilmistir (Hanada, & Nagase, 1980). Ancak bu tiir
amidler ile birlikte metil asetamid, demetilasetamid ve siiksinimidler mikrobiyolojide
basarili olarak kullanilmasma karsin yardimci tireme tekniklerinde kullanimlari

siirlidir (Hubalek, 2003).
2.12.3.2.1.3. Alkoller (Monohidrik, diyoller, triyoller, poliyoller)
2.12.3.2.1.3.1. Metanol

Metanoller cesitli mikroorganizmalarda kriyoprotektan olarak yaygin olarak

kullanilmaktadirlar (Hubalek, 2003). Metanollerin sucul tiirlerde gamet ve embriyo
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dondurulmasinda kullanimina yonelik c¢okea literatiir bulunmakla birlikte (Guan,
Rawson, & Zhang, 2008; Nascimento ve ark., 2005; Tervit ve ark., 2005; Zhang ve
ark., 2005), memelilerde reprodiiktif dokularda kullanimimna yoénelik az yaymn
bulunmaktadir. Atlarda embriyo dondurulmasinda kullanimi ile birlikte gliserole yakin

sonuglar elde edilebilecegi bildirilmistir (Bass ve ark., 2004).

2.12.3.2.1.3.2. Propilen Glikol

Propilen glikol losyon ve kremlerde ¢oziicii, ayrica gida takviyesi amaciyla
dondurmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle diisiik diizeylerde
kullaniminin toksik olmadigi kabul edilmektedir. Sigir embriyolarmin 1,6 mol/L
yogunlugunda soliisyona 30 dakika muamele edilmesinin toksik etkilerinin olmadigi
bildirilmistir (Takagi, Boediono, Saha, & Suzuki, 1993a; Takagi, Otoi, & Suzuki,
1993b). Propilen glikol memeli spermasinda (Polge ve ark., 1949) ve insan
embriyolariin dondurulmasinda ilk kullanilan kriyoprotektanlardan biridir (Testart ve

ark., 1986).
2.12.3.2.1.3.3. Etilen glikol

Etilen glikol ¢ogunlukla araglarda antifriz olarak kullanilmaktadir. Fare
oositleri ve iskelet kaslar1 morfolojileri iizerinde smirli etkileri bulunmaktadir
(Hotamisligil, Toner, & Douglas Powers, 1996). Sigir embriyolarinin 1,6 mol/L
yogunlugundaki soliisyon ile 30 dakika muamelesinin embriyo gelisimi {izerine
olumsuz etkisi olmadig bildirilmistir (Takagi ve ark., 1993a, 1993b). Fare epididimal
spermasinin etilen glikol gecirgenligi ¢ok yiiksek olup (Cooper, Barfield, & Yeung,
2008), kriyoprotektan olarak sperma, oosit ve embriyoda kullanimina yonelik pek ¢ok
protokol bulunmaktadir (Alvarenga ve ark., 2000; Najafi ve ark., 2017; Shaw,

Kuleshova, Macfarlane, & Trounson, 1997).
2.12.3.1.2.3.4. Butilen glikol

Butilen glikol (1,3-butanediol) reprodiiktif dokularin dondurulmasinda
kriyoprotektan olarak genellikle kullanilmamaktadir. Tek basina 1,1 mol/L oranda
kullanilmalar1 ile sigir blastosistlerinde yeterli basari elde edilememesine karsin

(Suzuki ve ark., 1993), sigir ve fare blastosistlerinde diger kriyoprotektanlar ile
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kombine kullanilmasiyla kabul edilebilir diizeyde basar1 elde edilebilmistir (Pugh,
Tervit, & Niemann, 2000; Valdez, Mazni, Takahashi, Fujikawa, & Kanagawa, 1992).
Diger kriyoprotektanlara gore butilen glikoliin koyun ve fare embriyolar1 {izerinde en
toksik kriyoprotektan oldugu, fare oositleri membranlarinda anomalilere neden oldugu

bildirilmistir (Ali, & Shelton, 1993).
2.12.3.2.1.3.5. Gliserol

Gliserol kriyoprotektan olarak en yaygin kullanilan ve arastirilan seker
alkoliidiir. 1930°lu ve 1940’Lh yillarda cesitli tiirlerde erkek gametlerin
dondurulmasinda kullanilan ilk kriyoprotektandir (Hoagland, & Pincus, 1942; Parkes,
1946; Polge ve ark., 1949). Gliseroliin hiicre membranindan gegis hizi diger
kriyoprotektanlara gore daha yavastir. Bu nedenle, hiicre diizeyinde ozmotik strese
neden olmasina karsin Kriyoprotektan olarak yaygmn olarak kullanilmaktadir
(Abdelhakeam, Graham, & Vazquez, 1991; Edashige ve ark., 2007; Fiser ve ark.,
1987; Seki ve ark., 2007; Valdez Jr ve ark., 2006). Gliseroliin kriyoprotektif etkisini,
hiicre icinde bulunan suyu uzaklastirarak ve hiicre i¢i ve hiicre dis1 ozmolariteyi
(tonisiteyi) artirarak olustursa da 6zellikle 30 °C ve 5 °C'de motiliteyi ve dolayisiyla
fertilizasyon yetenegini olumsuz etkiler. Ayrica, akrozom reaksiyonunu hizlandirarak
koyunlarda intraservikal tohumlama sonug¢larini olumsuz etkiler (Abdelhakeam ve
ark., 1991; Fiser ve ark., 1987).

Taze spermaya gliserol katilmasinin toksik etki olusturdugu, dondurma eritme
sirasinda dondurma hasarlarina neden olarak sigirlarda ¢6zdiirme sonrasi1 motiliteyi ve
fertiliteyi disiirdiigii bildirilmistir (Alvarenga ve ark., 2005; Vishwanath, & Shannon,
2000). Ayrica kisraklarda kontraseptif etkilerinin oldugu bildirilmistir (Squires ve ark.,
2004). Gliserol toksisitesinin dogasi tam olarak bilinmemekle birlikte, protein
denatiirasyonuna neden olup plazma zarini1 degistirerek ve aktin etkilesimlerini
bozarak zararl etkilerini olusturdugu ileri siiriilmektedir (Fahy, 2010). Ayrica hiicre
zarmi gecis hizi ve diisiik 1silarda hiicreler iizerinde olusturdugu ozmotik stres ile
gliseroliin zararl etkileri agiklanmaya calisilmistir. Gliseroliin toksisitesini azalmak
amaciyla, ¢ozdiirme sonrast asamada karsilastirilabilir veya daha iyi sonug veren daha
az toksik bir CP bulma fikriyle, hiicre i¢ine giren (Najafi ve ark., 2017) ve hiicre i¢ine
giremeyen (Cabrita ve ark., 2001; Rakha ve ark., 2017) CP’lerin arastirilmasina
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yonelik ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda CP’ler saf (Gloria ve ark.,
2019) veya kombine sekilde kullanilmistir (Rakha ve ark., 2017; VVafaei ve ark., 2019).

2.12.3.2.1.3.6. Adonitol

Adonitoller poliyol ya da seker alkolleri olarak bilinmekte, i¢erdikleri hidroksil
gruplar1 yardimiyla plazma membrani ve suyla hidrojen baglar ile etki olusturmalari
nedeni ile kriyoprotektan olarak kullanilmaktadirlar (Utsumi, Hochi, & Iritani, 1992)
Bu tip maddelerin kriyoprotektif etkileri hidroksil gruplarinin sayisinin artmasi ile
artmaktadir (Utsumi ve ark., 1992). Adonitol fare spermasmin saklanmasinda
kullanilmis ancak geleneksel kriyoprotektanlar (DMSO) kadar basar1 elde
edilememistir (Sztein ve ark., 2001). Ayrica adonitol ve diger poliyoller kog (Molinia,
Evans, & Maxwell, 1994) ve insan (Alvarez, & Storey, 1993) spermasinin
saklanmasinda  kullanilmis ancak tek baslarina gliserol kadar basari
gosterememiglerdir. Fare embriyolarmin  hizli  dondurulmasinda 1 mol/L
yogunlugunda diger poliyollere ve DMSO’ya gore daha yiiksek canlilik elde edilmistir
(Utsumi ve ark., 1992).

2.12.3.2.1.3.7. Diger alkoller

Etanol, mikroorganizmalarin saklanmasinda yogun olarak kullanilmasina
karsin  reprodiiktif hiicre ve dokularin dondurulmasinda yaygin olarak
kullanilmamaktadir. Diger alkoller ve deriverleri trimetilen glikol, dietilen glikol,
polietilen oksit ve polipropilen glikol ¢esitli bilimsel disiplinlerde kullanilmaktadir
(Hubalek, 2003). Ayrica eritritol, sorbitol, ksitiritol gibi poliyoller embriyo

saklanmasinda kullanilmaktadir (Utsumi ve ark., 1992).
2.12.3.2.2. Hiicre i¢ine Giremeyen (Nonpermeabl) Kriyoprotektanlar

Nonpermeabl kriyoprotektanlar, siv1 ve katyonlara kars1 hiicre membranlarinin
gecirgenligini artirarak ozmotik strese karsi direngli duruma getirirler. Ayan1 zamanda,
hiicrede donma-¢oziinme olaylari sirasinda olusan lipit peroksidasyonunu azaltarak
hiicreyi korurlar. Nonpermeabl kriyoprotektanlar; makromolekiiller ve sakkaritler
olarak ikiye ayrilir. Polietilen glikol, ficoll 70, BSA, dekstran, mannitol ve

polivinilprolidon gibi maddeler makromolekiiller arasinda yer almaktadir. Ozellikle
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hiicreleri yag asitlerinin peroksidasyondan koruyan sigir serum albiimini (bovine
serum albumin; BSA) ¢ok sayida ¢alismada bildirilmistir (Ball, & Vo, 2001; Cabrita
ve ark., 2001; Kasai, 1996). Hiicre i¢inde olusan kristaller oliimciil etki
olusturduklarindan glikoz, siikroz, trehaloz ve rafinoz gibi siklikla kullanilan
sakkaritler kristallesmeyi engellemek igin hiicrede dehidrasyon olusturan maddeler
arasinda sayilabilir (An, Iwakiri, Edashige, Sakurai, & Kasai, 2000; McWilliams,
Gibbons, & Leibo, 1995).

Hiicre dis1 (nonpermabl) kriyoprotektanlar (siikroz, trehaloz, d-mannitol,
laktoz) hiicrenin sivi kaybetmesini hizlandirarak hizli sogutma sirasinda yasama
sansin1 artirmaktadir. Kimi kriyoprotektanlar; gliserol ve sakkaritler, dondurma
sirasinda proteinlerin denatiirasyonunu da engellemekte ve kolay eriyebilen kristallere
neden olmaktadirlar. Dimetilsiilfoksit, gliserol, disakkaritler, ve digerleri gibi diisiik
molekiil agirlikli maddelerin yani sira yiiksek molekiil agirlikli polimerler ve metalik
nanopartikiiller kriyoprotektan olarak kullanilabilmektedir (Orief, Schultze-Mosgau,
Dafopoulos, & Al-Hasani, 2005; Strambini, & Gabellieri, 1996; Thirumala, Forman,
Monroe, & Devireddy, 2007). Sulandirict ya da tampon ¢6zeltiler igine zaman zaman
fetal buzagir serumu eklenebilmekte ancak enfeksiyon ajanlarinca kontaminasyon
riskini artirmaktadir (Campbell, & Brockbank, 2007; Corsini, Hacker, & Bare, 2004).

Hiicre kriyoprotektan igeren soliisyonlarin igine birakildiginda hipertonik
ortam nedeni ile suyunu yitirir ve hacmi azalir (Mullen, Agca, & Critser, 2004). Ilk
biiziilmeden sonra kriyoprotektan ve su yeniden hiicre igine giris saglayarak denge
olusur ve hiicre sismeye baslar. Kriyoprotektanlarin hiicre iginden disar1 ¢ikmasi
sirasinda da tersi gergeklesir (Salinas-Flores, Adams, & Lim, 2008). Bu sirada eger
hiicre asir1 olarak siserse membranda geri doniisiimsiiz yikimlar olusur. Bu yikimlar
yeni membrani onaracak (rejenere) kadar zaman ve materyal bulunamamasindan
kaynaklanir (Reinhoud, Van Iren, & Kijne, 2000).

Kriyoprotektan ajanlarin kalite parametrelerinden bir tanesi bagladigi su
molekiili miktaridir. Ornegin propilen glikol 30 su molekiiliinii baglama
kapasitesindedir (Kiigiik, & Baser, 2007). Gliserol; daha ¢cok memelilerde, etilen glikol
ve DMSO; kanatlilarda, gliserol, metanol ve DMSO; balik tiirlerinde kullanilmaktadir.
Etilen glikol ise diisiik molekiiler agirligindan dolay1 yiikksek membran gegis yetenegi

bulundugu ve diisiik toksisitesi nedeniyle daha ¢ok oosit ve embriyo dondurmalarinda
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kullanilmaktadir (Anchamparuthy, 2007). Kriyoprotektanlarin etkinligi birbirine
yakin tiirler hatta ayn tiir icinde bile ok degiskenlik gostermektedir. iki kanatl tiirii
olan turna kusu ve hindi arasinda alt1 kat etkinlik farki bildirilmistir (Blanco, Long,
Gee, Donoghue, & Wildt, 2008). Memeli tiirlerinin spermasinin olduk¢a genis
yelpazede ozmotik direng yetenekleri vardir. Arastiricilar bu farkliligin hiicrelerin
ulagabilecegi son hacminden ve membranlarin hidrolik iletkenlik yeteneklerinden
kaynaklandigin1 bildirmektedir (Ball, & Vo, 2001; Gilmore, Liu, Peter, & Critser,
1998; Rutllant, Pommer, & Meyers, 2003)

Tiir spesifik farkliliklarda kriyoprotektanlarin izotonik medyumlarda toksik
etkileri de olduk¢a 6nemlidir. Kriyoprotektanlar hiicre membranin gegirgenligini ve
protein Kkinetiklerihi degistirerek etki etmektedirler. Kriyoprotektan ajanlar oda
sicakliginda hiicre zarn ile etkilesime gecerek lipit katmanlar arasindaki proteinlerde
konformasyonu degistirmektedir (Crowe ve ark., 1988).

En ¢ok kullanilan Gliserol ve DMSO’nun erime noktasini degistirmesi ve
erime noktalarindaki kolay eritme ozellikleri Pegg tarafindan g¢alisilmistir (Pegg,
2022). Kiigiik sakkaritler su igerisinde ¢ok az miktarda yer kaplamakla birlikte,
soliisyonlara katildiklarinda membran ile aralarina 1 nm dolayinda bir bosluk
kalmaktadir. Bu durum, dondurma sirasinda diisiikk hidrasyona ugramasina neden
olmaktadir. Oligosakkaritler ve diisiik molekiil agirlikli bilesikler hiicre membrani ile
daha yakin uzaklikta bulunmakta ve bu nedenle daha giiglii hidrasyona neden olarak,
membranlarin sivi fazdan jel faza gegis sirasinda gegirgenligini artirmaktadir (Bryant
ve ark., 2001).

Yoon ve ark., niikleer manyetik rezonans yardima ile hiicre zariin dondurma
sirasinda lamellar faz degisimine kriyoprotektanlarin (sorbitol, DMSO, trehaloz,
sakkaroz) etkisini incelemislerdir (Yoon, Pope, & Wolfe, 1998). Bu yontem donmamis
fraksiyonlarin 6l¢iimiine olanak saglamistir. Dondurma sirasinda hiicre yaklasik %10
dolayinda 6nemli su kaybi yasamakta ve hiicre icinde su ile etkilesime girmeyen
bilesenlerin yogunlugu artmaktadir. Bu bilesenler hiicre membranina yakin oldugunda
(bosluk 1 nm ve daha az olabilir) itici hidrasyon kuvveti membran deformasyonuna
yol agabilecek yiiksek degerlere ulasabilmektedir. Bu kosullarda genellikle lamel

fazlarina benzeyen membran yi1ginlar1 gozlemlenmektedir (YYoon ve ark., 1998).
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Kriyoprotektanlarin rolii su yapisini bozmak ve bdylece membranlar arasindaki
itici hidrasyon etkilesimini azaltmaktir. Diisiliniilen tiim kimyasallarin lameller fazin
hidrasyonunu artirdigi gésterilmistir. Bununla birlikte, diisiik yogunluklu trehaloz ve

sakkaroz c¢ozeltilerinde saf ozmotik etkinin egemen oldugu bulunmustur.
2.12.3.2.2.1. Sekerler

Hiicre dis1 kriyoprotektanlar genellikle mono-, 0ligo- ve polisakkarit yapisinda
sekerlerdir. Bu sekerlerden kimileri gesitli bitki ve hayvan tiirlerinde soguk iklimlerde
korunma amaciyla kullanilmaktadir (Fuller, 2004). Kriyobiyoloji biliminde
kullanimlart da ayni mantikladir. Monosakkaritler disakkaritlere gore daha hizli
¢oziinmekte ve diisiikk sicakliklarda vitrifiye olmaktadirlar (Kuleshova, Macfarlane,
Trounson, & Shaw, 1999). Ancak hiicre tarafindan enzimatik olmayan glikoliz
amaciyla kullanilabilmekte ve bdoylelikle protein interaksiyonuna neden
olabilmektedir. Bu nedenle ¢ogu dondurma protokolleri di- ve poli -sakkaritler ile
dizayn edilmektedir (Chian, & Quinn, 2010).

Cesitli calismalar ile birkag sekerin 10 dakika boyunca 7 mmol/L'ye kadar
yogunluklarda oositler ve embriyolar i¢in toksik olmadig1 gosterilse de (Kuleshova ve
ark., 1999), daha yiiksek yogunluklarda veya uzun siirelerde diger sekerler hiicre
morfolojisini ve islevselligini etkileyebilmektedir (Kuleshova ve ark., 1999; Vincent,
Turner, Pickering, & Johnson, 1991). Kriyoprezervasyon sirasinda farkli sekerlerin
farkli koruma diizeyleri sagladigini1 (Arns, Webb, Kreider, Potter, & Evans, 1987;
Fernandez-Santos ve ark., 2007; Kuleshova ve ark., 1999; McWilliams ve ark., 1995;
Yildiz, Kaya, Aksoy, & Tekeli, 2000) ve bunun ortam kompozisyonuna ve sogutma
kosullarina bagli olarak degisebilecegi bildirilmistir. Bu degisiklikler sekerlerin
vitrifikasyon soliisyonlarinda farkli cam gecis sicakliklarma sahip olmasindan

kaynaklanabilir (Kuleshova ve ark., 1999).
2.12.3.2.2.1.1. Monosakkaritler
2.12.3.2.1.1.1. Glikoz

Glikoz, alt1 karbon atomlu bir heksoz sekeridir. Bu sekeri, gametler ve

embriyolar bir enerji kaynagi olarak kullanir ve bu nedenle milimolar yogunluklarda
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kiiltiir ortamlarinda yer alir. Ancak spesifik bir kriyoprotektif ajan olarak kullanimi
yaygin degildir. Glikoz, dogadaki organizmalarin kendilerini soguk, sert iklimlerden
korumak i¢in kullanildigi goriilen sekerlerden biri olmasma karsin (Fuller, 2004),

tireme metodolojisinde yaygin olarak dikkat ¢cekmemistir.
2.12.3.2.2.1.1.2. Galaktoz

Galaktoz, niifuz etmeyen bir kriyoprotektan olarak siirli dikkat ¢eken bagka
bir heksoz sekeridir. Glikolize olmayan disakkarit sekerlerinin kullanimi ile
karsilastirildiginda, galaktozun  sulandiriciya  eklenmesi  durumunda  aygir
spermatozoonlarinin motilitesine zararli etkilerinin oldugu gosterilmistir (Arns ve ark.,
1987).

2.12.3.2.2.1.1.3. Arabinoz

Arabinoz, sulandiriciya eklendiginde aygir spermatozoonlarinin motilitesine
zararl oldugu da bildirilen bir pentoz sekeridir (Arns ve ark., 1987). Friiktoz, ksiloz
ve mannoz gibi diger monosakkaritler, geyik spermasi icin kriyoprotektif ajanlar
olarak kullanimma yonelik smirl sayida ¢alisma yapilmistir (Fernandez-Santos ve
ark., 2007). Mannozun aslinda fare embriyolarini 0 °C'de kisa siireli depolama igin

korumada en az etkili iki sekerden biri oldugu bildirilmistir (Kasai, 1986).
2.12.3.2.2.1.2. Disakkaritler

Tiir ve hiicre hattina bagl olarak her bir disakkarit farkli diizeyde kriyoprotektif
etki gosterir (De Leeuw ve ark., 1993; Holt, & North, 1994).

2.12.3.2.2.1.2.1. Sakkaroz

Giliniimiizde permeabl kriyoprotektanlarla birlikte bir katki maddesi olarak,
sakkaroz cok cesitli tiirlerde ve cesitli iireme dokularinda farkli donma-¢6ziilme
protokollerinde kullanilmaktadir (Luyet, & Hodapp, 1938; Fuller, 2004). Sakkaroz,
cesitli bitkiler ve hayvanlarin Kkullandigi, organizmanin donma sirasinda zarar
gormesini Onlemek i¢in kullanilan bir sekerdir (Fuller, 2004). Sakkaroz ilk olarak

kurbaga spermatozoonlarini Vitrifiye etmek igin kullamilmistir (Luyet, & Hodapp,
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1938). Insan proniikleer evre embriyolarmin basarili sekilde saklanmasinda sakkaroz

kullanildig1 bildirilmigtir (Testart ve ark., 1986).
2.12.3.2.2.1.2.2. Trehaloz

Trehaloz, dogada donmayi tolere edebilen organizmalarda dogal olarak
bulunan bir sekerdir. Kriyobiyolojide biiyiik ilgi gormiis ve benzersiz ozellikleri
nedeniyle diger hiicre sistemlerinde yaygin olarak kullanilmistir (Aboagla, & Terada,
2003; Aisen ve ark., 2000, 2022; Bohlool ve ark., 2015; Eroglu, Bailey, Toner, & Toth,
2009; Inang, Giingdr, & Ata, 2019; Oztiirk ve ark., 2020). Trehalozun hidrasyon
yarigap1 diger sekerlerinkinden yaklasik 2,5 kat daha biiyiiktiir (Sola-Penna, & Meyer-
Fernandes, 1998) ve proteinlerin hidrasyon kabuklarindan dislanmasina neden olarak
protein stabilitesini arttirirlar (Lin, & Timasheff, 1996). Trehaloz, gesitli embriyo
vitrifikasyon protokollerinin (Begin, Bhatia, Baldassarre, Dinnyes, & Keefer, 2003;
Honadel, & Killian, 1988; Isachenko ve ark., 2003; Saha ve ark., 1996; Valdez ve ark.,
1992) bir bileseni olarak ta kullanilmis, ancak fare proniikleer evre embriyolarinin
vitrifikasyonu / 1sinmasinda sakkaroz veya rafinozdan daha kot sonuglar elde edildigi
bildirilmistir (Bagis, Sagirkaya, Mercan, & Dinnyes, 2004). Ek olarak, trehaloz
hiicresel zarlar1 gecemeyen nonpermeabl bir kriyoprotektan oldugundan, oositlere
mikroenjeksiyon yontemiyle uygulanmis ve insan ve fare embriyolarinin dondurularak
saklanmasina yarar sagladig: bildirilmistir (Eroglu ve ark., 2002, 2003, 2009). Ayni
zamanda trehalozun fare (Storey ve ark., 1998; Sztein ve ark., 2001), kog (Aisen ve
ark., 2000, 2002), boga (Chen ve ark., 1993) ve aygir (Squires ve ark., 2004; Vafaei

ve ark., 2019) spermasinin dondurulmasinda olumlu etkileri gosterilmistir.
2.12.3.2.2.1.2.3. Laktoz

Laktoz, siitte yaygin olarak bulunan ve bir glikoz molekiilii ve bir galaktoz
molekiiliinden olugan disakkarittir. Laktoz, sigir spermsi i¢in kriyoprotektif bir ajan
olarak kullanmilmis ve test edilen monosakkaritlere gore daha iyi sonug¢ verdigi,
sakkaroz veya rabinoz gibi diger disakkaritlerle karsilastirildiginda kriyoprotektif
etkisinin benzer oldugu bildirilmistir (Arns ve ark., 1987). Laktozun, ¢6zdiirme sonrasi
fare spermatozoonlarinin motilitesini koruyamadigi, ancak sakkaroz ve trehaloza

benzer diizeyde fertilite elde edildigi bildirilmistir (Sztein ve ark., 2001).
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2.12.3.2.2.1.2.4. Maltoz

Maltoz, iki birim glikozdan olusan malt sekeridir. Di- ve polisakkaritlerin
kriyoprotektan olarak iistiin oldugu bildirilmesine karsin, maltozun eritme sonrasi kizil
geyik spermatozoonlarinin korunmasinda ¢esitli monosakkaritler kadar etkili olmadigi
bildirilmistir (Fernandez-Santos ve ark., 2007). Ek olarak, maltozun tavsan
spermatozoonlarinin korunmasinda sakkaroz kadar etkili olmadigi bildirilmistir
(Vicente, & Viudes-de-Castro, 1996). Maltoz kriyoprotektan olarak farkli seker
(Glukoz, galaktoz, fruktoz, siikroz, laktoz ve mannoz) c¢esitlerine goére fare
embriyolarinin 0 °C'de kisa siireli depolamasinda en az etkili iki sekerden biri

(Mannoz, maltoz) oldugu bildirilmistir (Kasai, 1986).
2.12.3.2.2.1.3. Polisakkaritler
2.12.3.2.2.1.3.1. Rafinoz

Rafinoz; galaktoz, fruktoz ve glikoz birimlerinden olusan bir trisakkarittir ve
yaygin olarak ¢esitli sebzelerde bulunur. Bu seker oncelikle %18 yogunlukta fare
spermasi i¢in kriyoprotektan olarak kullanilmis ve hem tek basina hem de gliserol ile
birlikte fare spermatozoonlarinin korunmasinda etkili oldugunu bildirilmistir (Tada ve
ark., 1990). Daha sonra benzer sekilde rafinoz ve gliserol kombinasyonu epididimal
fare spermasinin dondurularak saklanmasi i¢in kullanilmis (Ostermeier, Wiles, Farley,
& Taft, 2008) ve islevselligi IVF ve canli yavrularin dogumu (Songsasen, Betteridge,
& Leibo, 1997) ile sonuglandigi bildirilmistir. Rafinoz, farkli tiirlerin spermasinin
saklanmas1 amaciyla da kullanilmigtir (Arns ve ark., 1987; Garde ve ark., 2008).
Disakkaritlerle karsilagtirildiginda, rafinozun fare spermasmin korunmasinda
sakkaroz ve trehaloz ile benzer sonuglar verdigi bildirilmistir (Sztein ve ark., 2001).
Rafinoz ile aygir spermasinda (Squires ve ark., 2004) glikoz ve friiktoza benzer
sonuclar alindig bildirilmistir. Rafinozun etilen glikol iceren ¢ozeltilerle birlikte
kullanidiginda vitrifikasyon 6zelliklerini degistirdigi (Kuleshova ve ark., 1999) ve cam
gecis sicakligini sakkaroz veya trehalozdan daha fazla yiikselttigi gosterilmistir
(Nagano ve ark., 2007). Etilen glikol / rafinoz vitrifikasyon ¢o6zeltisinde,
vitrifikasyondan once fare oositlerinin rafinozla islem goérmesinin toksik etkisinin

olmadig1 ve ¢ézdiirme sonrasi canliligr arttirdig bildirilmistir (Dela Pena, Takahashi,
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Atabay, Katagiri, & Nagano, 2001). Bu seker ayn1 zamanda fare preantral folikiilleri
icin vitrifikasyon ¢ozeltilerinde de kullanilmig ve bunun da canli dogumla
sonuglandig bildirilmistir (Dela Pena ve ark., 2001). Bir baska ¢alismada, rafinozun
fare folikiilleri i¢in bir kriyoprotektan olarak eklenmesinin, graniiloza hiicrelerinin
vakuolizasyonunu arttirdigini, ancak bunun asir1 etkilenme sonucunda hiicresel

dehidrasyondan kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir (Nagano ve ark., 2007).
2.12.3.2.2.1.3.2. Dekstran

Dekstran, yineleyen glikoz molekiillerinden sentezlenmis karmasik dalli bir
polisakkarittir. Dekstran, temelde 1-3 yan zincirleri olan bir a-D-1,6-glukoz baglantili
bir polimer olup donma sirasinda olusan buz kristallerini modifiye ederek
kriyoprotektif etki olusturmaktadir (Kundu ve ark., 2002). Kullanilan dekstranin
molekiiler agihigina bagh olarak kriyoprotektif etkisi degisiklik gosterir (Kundu ve
ark., 2002). Bir ¢alismada, yogunlugu %10 olan dekstran kedi (Gémez, Pope, Harris,
Mikota, & Dresser, 2003) ve fare (Kuleshova, Shaw, & Trounson, 2001)
embriyolarmin dondurularak saklanmasi i¢in diger permeabl ve nonpermeabl
kriyoprotektanlarla birlikte kullanilmistir. Dekstranin  medyaya katilmasinin,
kriyoprezervasyon sonrasinda fare zona pellusidasinin catlamasini hafiflettigi
bildirilmistir (Dumoulin ve ark., 1994). DMSO igeren sulandiricilara farkli molekiiler
agirh@inda (10-2000 kDa) dekstranin fakli yogunlukta katilarak dondurulan
epididimal teke spermasinda diigiikk molekiiler agirhgindaki dekstran derivelerinin
gliserol veya DMSO ile kombinasyonlarindan olumlu sonuglar alindig: bildirilmistir
(Kundu ve ark., 2002). Dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren tavsan sperma
sulandiricilarina dekstran eklenmesinin fertilite ve akrozom biitiinliigiinii korumada
sinerjik etki gosterdigi, bu etkinin motilitede gozlemlenmedigi bildirilmistir (Viudes-
de-Castro, Talavan, & Vicente, 2021).

2.12.3.2.2.2. Makromolekiiller/polimerler

Makromolekiiller veya polimerler genellikle gerekli olmasa da sulandiricilara
ek koruyucu katki maddeleri olarak katilmaktadir. Bu bilesikler bir ¢dzeltinin
vitrifikasyonunu destekleyerek potansiyel olarak zararli ajanlarin yogunluklarinda

eszamanlt azalmaya yol acarlar. Makromolekiiller, kriyoprotektan ¢ozeltisinin
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viskozitesini arttirma egilimindedir (Mackenzie, 1977). Ayrica su ile hidrojen bagi
yoluyla etkilesimler olusturarak buz kristali olusumu egilimini azaltirlar (Fuller,
2004).  Proteinler ~ (serum  albiimini),  sulandirictya  eklenen  yaygin
makromolekiillerdendir. Kriyoprotektan olarak rol oynayabilse de hiicrelerin payetlere

veya diger kriyo kaplara yapigmasini dnlemek i¢in yiizey aktif madde gorevi goriirler.
2.12.3.2.2.2.1. Ficoll

Ficoll, sakkarozun iyonik olmayan sentetik bir polimeridir ve polisakkarit
olarak da gruplandirilabilir. Kriyoprezervasyon ortamina eklenmesi, donma
asamasindan sonra hem insan hem de farede zona pellusida ¢atlamasini azaltmistir
(Dumoulin ve ark., 1994). Ficoll, fare (Endoh ve ark., 2007; Kuleshova ve ark., 2001),
kedi (Merlo et al., 2008), domuz (Checura, & Seidel Jr, 2007; Huang ve ark., 2008;
Hurtt, Landim-Alvarenga, Scidel Jr, & Squires, 2000), maymun (Yeoman ve ark.,
2001) gibi gesitli tirlere ait oositlerin vitrifikasyon protokollerindkriyoprotektan
olarak olarak kullanilmistir (Shaw ve ark., 1997).

2.12.3.2.2.2.2. Polietilen glikol (PEG)

Nonpermeabl bir kriyoprotektan olan PEG bir alkol tiirevidir. PEG’nin farkl
hiicre ve dokularin dondurulmasinda kriyoprotektif etkisinin oldugu gosterilmistir
(Kandelousi, Arshami, Naserian, & Abavisani, 2013; Lee ve ark., 2013). Fare
oositlerini (Nakagata, 1989) vitrifiye etmek i¢in kullanilmig ve tek basina DMSO’dan
daha basarili oldugu bildirilmistir (O’Neil, Paynter, Fuller, & Shaw, 1997). Ayrica,
insan  oositlerinin  dondurmasi amaciyla diger kriyoprotektanlarla birlikte
kullanilmistir (Liebermann, Tucker, & Sills, 2003). Fare, s1gir (Ohboshi ve ark., 1997)
ve sigan (Kono ve ark., 1988) blastosistlerinin hepsinde koruyucu etkisi oldugu
gosterilmistir. Hidrofilik 6zellikteki PEG, ortamin ozmotik basincini artirmak igin
boga spermasi sulandiricilarinda tek basina kullanildiginda, ¢6zdiirme sonras1t TM, PM
ve canli spermatozoa orani diislirdiigii bildirilmistir (Abavisani, Arshami, Naserian,
Kandelousi, & Azizzadeh, 2013; Kandelousi ve ark., 2013). Ko¢ spermasinin
dondurulmast amaciyla kullanimima yonelik caligmalara rastlanamamistir. Fare
spermatogonyal kok hiicrelerinin  dondurulmasinda medyuma %2,5 oraninda

eklenmesinin canli hiicre sayisini artirdigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2013).

59



2.12.3.2.2.2.3. Polivinilpirolidon (PVP)

Polimerik bir eksternal kriyoprotektan olan polivinilpirolidon (PVP), toksik
etkilerini minimize etmek amaciyla hiicre igine girebilen kriyoprotektanlarla ikame
edilerek sperma ve embriyo gibi ¢esitli hiicre ve dokularin dondurulmasinda
kullanilabilecegi gosterilmistir (Khan, Akhter, Aslam, & Ejaz, 2021; Rakha ve ark.,
2017). ICSI amaciyla spermanin immobilizasyonunda, sperma segiminde, oosit
kiltiriinde ve dondurmada gibi yardimci lireme tekniklerinde farkli amaclarla
kullanilmaktadir (Kato, & Nagao, 2012). PVP’nin, Ca’un hiicre igine girigini artirarak,
sperm membraninda 6nemli hasara neden oldugu ve kromozomal hasarlara yol actig1
ileri stirilmustiir (Kato, & Nagao, 2009, 2012). Polivinilpirolidon, 8 hiicreli fare
embriyolarim1 30 dakika boyunca -79 ° C'de basarili bir sekilde saklamasi icin
kullanilan ilk non-permeabl kriyoprotektandir (Whittingham, 1971). PVP ilavesinin
manda bogas1 spermasmin ¢ozdliirme sonrasi plazma membran fonksiyonel
biitinligiini destekledigi bildirilmistir (Khan ve ark., 2021). Polivinilpirolidon, diger
kriyoprotektanlarla birlikte, s1igir oositlerini dondurmak icin ¢esitli konsantrasyonlarda
kullanilmistir (Checura, & Seidel Jr, 2007). Polivinilpirolidonun bir etilen glikol
vitrifikasyon ¢6zeltisinin cam gegis sicakligini yiikselttigi bildirilmistir (Shaw ve ark.,
1997). Sulandiricida 6% PVP (w/v) ilavesinin, ¢dzdiirme sonrast horoz spermasi
plazma membran biitiinliigiinii kontrol grubuna gore daha iyi korudugu bildirilmistir

(Rakha ve ark., 2017).
2.12.3.2.2.2.4. Hiyaluronan

Hiyaluronan (hiyaluronik asit, hiyaluronat), hiicre disi matrisin 6nemli
bilesenlerindendir. Genislemis kumulus hiicre kiitlesinde de bulunur. Bu maddenin,
murin ve sigir embriyolar1 (Franco, & Hansen, 2006; Palasz, Alkemade, & Mapletoft,
1993; Palasz ve ark., 2008; Palasz, Thundathil, De La Fuente, & Mapletoft, 2000) ve
kiiciikbas hayvan blastosistleri (Joly, Nibart, & Thibier, 1992) i¢in yeni dogan buzagi
serumuna uygun bir alternatif olabilecegi bildirilmistir. Hiyaluronan takviyesinin
domuz spermasinda ¢ozdiirme sonrasi motiliteyi ve membran stabilitesini de arttirdig:

bildirilmistir (Pena, Johannisson, Wallgren, & Rodriguez-Martinez, 2004).
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2.12.3.3. Kriyoprotektanlarin Toksisitesi

Kriyoprotektanlarin toksik etkisi, kriyoprezervasyon oncesinde, dondurma
sirasinda ve ¢ozdiirme sirasinda olusan ozmotik denge degisiminden ileri gelir. Bu
toksik etki kriyoprotektan maddenin ortamdan uzaklastirilmasina kadar 1s1 artis1 ile
paralel artarak devam eder. CP’lerin toksik etkilerinin degerlendirilebilmesi igin, bu
kimyasallarin ortamda bulunan diger maddelerle olan kollektif etkileri, hiicre zarindan
gecgebilme durumlart ve dondurma ve ¢ozdiirme sirasinda olusturduklart ozmotik stres
diizeyinin bilinmesi gerekir. Kriyoprotektanlarin hiicre zarini gegis hiz1 direkt olarak
ortam sicakligindan etkilenmektedir. Bu nedenle, kriyoprotektanlarin toksik etkileri
yogunluga, eklenme sicakliklarina ve zamanlarina bagli olarak degisiklik gosterir.
Kriyoprotektanlarin bir arada kullanilmasi ile birlikte olas1 etkilesimler aciga
cikmaktadir (Takagi ve ark., 1993b). CP’lerin bir arada kullanilmasinin tek basina
kullanimlarina gore daha iyi sonug¢ verdigi bildirmistir (Takagi ve ark., 1993a).

Kriyoprotektanlar dondurma ¢o6zdiirme sirasinda olusabilecek hasarlarin
onlenmesine yonelik kullanilmasina karsin, 6zellikle kendileri hiicreler tizerinde
yikima neden olabilmektedir. Bununla birlikte, kriyoprotektandan ileri gelen bir
yikima neden olup olmadigimmi dogrulamak ve olasi toksisite mekanizmalarim
belirlemek i¢in belirli 6l¢iitler karsilanmalidir (Fahy, Lilley, Linsdell, Douglas, &
Meryman, 1990). Bu odlgiitler, kriyoprotektanlarin gergekte kullanilabilecekleri
kosullar altinda (yogunluk, maruz kalma siiresi, sicaklik vb.) etkilerini incelemeyi ve
herhangi bir degisikligin islev {izerinde etkisinin olup olmadigini, olusan etkinin geri
dontisiimsiiz olup olmadig1 ve olusan etkinin ilgili teknik ve sogutma protokollerinden
cok kriyoprotektan ajanin kendisinden kaynaklandigini gdstermeyi igerir. Ornegin,
buz kristali olusumu veya ozmotik stresin neden oldugu yikima siklikla atifta
bulunulur, ancak bu durum kriyoprotektif maddenin gercek toksik etkilerinden ¢ok
donma-¢o6ziilme siirecinin kendisinden kaynaklanabilmektedir. Genel olarak, toksisite
endiselerinin ¢ogu, hiicre i¢ine giremeyen kriyoprotektanlardan ¢ok hiicre igine
girebilen kriyoprotektanlar ile ilgilidir.

Ureme biyolojisi ve kriyoprotektif bir ajanin sperma iizerindeki toksisitesi;
hareketlilik, kapasitasyon ve fertilizasyon yetenegi gibi testlerle degerlendirilmektedir.
CP’lerin oositler tizerindeki toksisitesi, kromozomal diizenleme ve fertilizasyon
yetenegine bakilarak degerlendirilir. CP’lerin embriyolardaki toksisiteleri, embriyonik
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gelisimi slirdiirme (viabilite) yetenegi veya ¢esitli molekiiler ve biyokimyasal sinyal
yollari iizerindeki etkilerine bakarak degerlendirilir (Chian, & Quinn, 2010). CP’lerin
neden oldugu sitotoksisitenin mekanizmasi net olarak bilinmemektedir. Hiicrelerin
cesitli kriyoprotektanlara maruz kalmasi sonucu hiicre membran yikimlar1 ve
enzimatik aktivite, organel ve protein yapisindaki farklilasmalara bagli fonksiyonel
degisimler sekillenir (Anchordoguy, Rudolph, Carpenter, & Crowe, 1987; Fahy ve
ark., 1990). Polar gruplarinin su hidrojen bagilarini inceleyerek kriyoprotektan
toksisitesini 6lgen yeni yaklasimlar bulunmaktadir (Fahy, Wowk, Wu, & Paynter,
2004).

2.12.3.3.1. Kriyoprotektanlara maruz kalma siiresi, yogunluk ve 1simin toksisite

uizerindeki etkileri

Ureme hiicrelerinin kriyoprotektanlar ile kars1 karsiya kalmanimn olusturdugu
kosullar toksisite durumunu etkileyebilmektedir. Karsi karsiya kalma siiresi,
kriyoprotektan yogunlugu ve maruz kalma sicakligi gibi faktorlerin timi,
kriyoprotektan maddenin etkisini etkilemektedir (Chian, & Quinn, 2010).
Kriyoprotektanlar kisa siireligine hiicrelerle karsi karsiya kaldiklarinda genellikle
toksik degildirler, ancak yiiksek yogunluklarda uzun siireli karsi karsiya kalma
durumunda kriyoprotektan ajanlarinin metabolize edilmesine neden olabilir ve bu da
daha sonra hiicresel fonksiyonu ve canliligi bozabilir. Ornek olarak, DMSO, PROH
(1,2 propanediol, propilen diol) ve gliserol yogunluklarindaki yiikselmenin
formaldehitin enzimatik olmayan olusumunun artmasina neden oldugu gosterilmistir
(Karran, & Legge, 1996).

Sigir blastosistlerinin 10 dakika boyunca 5,4 mol/L'den daha yiiksek etilen
glikol yogunluklariyla karsi karsiya kalmasinin embriyonun gelisimine zararli oldugu
bildirilmistir (Sommerfeld, & Niemann, 1999). Kriyoprotektanlar ayrica oositlere de
zarar verebilmektedir. DMSO ve PROH gibi bilesikler, oosit tubullerinin
depolimerizasyonuna ve mayotik igin malformasyonuna neden olabilmektedir
(George, Pickering, Braude, & Johnson, 1996; Van Der Elst, Van Den Abbeel,
Nerinckx, & Van Steirteghem, 1992b; Van der Elst ve ark., 1992a; Vincent ve ark.,
1989). Kriyoprotektan ile karsi karsiya kalma sicakliginin diistiriilmesinin toksik

ajanlarin alimmi ve metabolizmasini azalttig1 distiniilmektedir. Ortam sicakliginin
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diistirilmesi PROH’larin oosit tizerindeki yan etkilerini azalttig1 bildirilmistir (Van
Der Elst ve ark., 1992b). Bazi durumlarda CP’lerin yiiksek sicakliklarda kullanilmasi
hiicre zar1 gecirgenligini artiracagindan avantaj olabilmektedir. Ornek olarak, bufalo
spermatozoonlarinin 37 °C'de gliserole maruz kalmasi sonucunda 4 °C'de maruz kalma
ile goriilenden daha iyi ¢Ozlilme sonrasi canlilik ve hareketlilik elde edildigi
bildirilmistir (Rasul ve ark., 2007). Genel olarak, kriyoprotektan ile karsi karsiya
kalmanin sicakligin1  diisiirmek, ajanin toksisitesi ile ilgili kimi kaygilar
hafifletebilirken, ayn1 zamanda tiibiilin ve oosit mayotik milinin depolimerizasyonunu
da indiikler (Pickering ve ark., 1990; Pickering, & Johnson, 1987).

2.12.3.3.2. Kriyoprotektan hasari ve toksisitesinden korunma

Ortam 1s1s1 artikga gamet hiicrelerinin CP’lere maruz kalma siiresi
kisaltilmalidir. Hiicre icine giren ve giremeyen CP’lerin birlikte kullanilmasi ile
toksisitenin azaltilmasi giincel yaklasimlardandir. Buna dayali ilk basarili ¢aligmalar,
fare embriyolarint dondurduktan sonra yavru alinmasi (Wilmut, 1972) ve sigir
embriyolarinin kriyoprezervasyonunu izleyen ilk canli dogumun gergeklesmesi ile
sonuglanmistir (Wilmut, 1973). Bu ¢alismalarin her ikisi de DMSO, sakkaroz ve
polivinilpirolidonu birlestiren bir protokoliin uygulanarak ger¢eklesmistir.

Birden fazla kriyoprotektanin kullanilmas: ile bir kriyoprotektan digerinin
olumsuz etkilerine kars1 koyarak toksisiteyi hafifletebilmekte veya en azindan
azaltabilmektedir. Ornegin, formamidinin DMSO'nun toksik etkilerini hafiflettigi
bildirilmistir (Fahy ve ark., 1990). Gliniimiizde birgok basarili kriyoprezervasyon
protokolii; makromolekiil katkist ile birlikte permeabl ve nonpermeabl
kriyoprotektanlarin kombinasyonundan olusmaktadir ve bu yaklasim sonucu
verimlilikte biiyiik bir artis olmustur. Kriyoprotektanlarin eklenme ve g¢ikarilma
yontemleri, toksisiteyi veya sonugta ortaya cikacak olan yikimi azaltmak i¢in baska
bir yaklasimdir. Ek olarak, 1sinma - ¢oziilme sirasinda bu bilesiklerin asamali olarak
uzaklastirilmasi, ozmotik stresi en aza indirmeye yardimci olmaktadir. Ayrica,
kriyoprotektanin ¢6ziindligli tasiyict ¢ozeltinin iyonik bilesimini degistirmek, yikimi
azaltmanin baska bir yontemidir. Spesifik olarak, sodyumun kolin ile degistirilmesi,

¢oziinme etkisinden kaynaklanan yikimi azaltabilmekte ve ayrica c¢ozelti
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viskozitesinin artmasindan dolay1 da yarar saglayabilmektedir (Stachecki, Cohen, &
Willadsen, 1998).

2.12.3.4. Ekilibrasyon

Hiicre siispansiyonlar1 ile hiicre icine girebilen kriyoprotektan igeren
sollisyonlarin eklenmesinden sonra hiicre i¢i sivilar ile ortamin dengelenmesi i¢in bir
siire beklenmesi yaygin uygulamadir. Pek c¢ok hiicre, 6zellikle okaryotik hiicreler,
ozmotik strese duyarlhidirlar. Bu nedenle hiicre i¢ine girebilen kriyoprotektanlar,
hiicrenin ozmotik soka aligmasi igin zamana gerek duyulmasindan dolay1r ozmotik
stresi azaltmak amaciyla yavas yavas eklenmektedir. Kullanilan kriyoprotektanlarin
hiicre i¢ine giris hizlari, kullanilan kriyoprotektan maddeye veya hedef hiicre tipine
gore degismektedir. Bu nedenle, her uygulama ic¢in farkli siire gereksinimleri
bulunmaktadir. Genellikle diisiik sicakliklarda daha uzun siireye gerek duyulmaktadir.

Hem yavas dondurmada hem de hizli dondurmada vitrifikasyon
gerceklesebilmekte ve dondurma igleminin basarisi donma sirasinda hiicre iginde

olusan kristalizasyon formuna bagl olarak degigsmektedir.
2.13. Spermanin Dondurulmasi

Degisik tiirlerden alinan farkli hiicre, doku ve spermatozoonlarin dondurulmasi
amaciyla yapilan bilimsel ¢aligsmalarda, her biyolojik sistemin kendine 6zgii optimal
bir sogutma hizi oldugu goriilmiistiir (Hafez, & Hafez, 1993; Woelders, 1997). Tiirler
aras1 soguk sokuna kars1 duyarliligin farkli olusunun plazma membraninda bulunan
lipit bilesenlerinden ve lipitlerin dagilimlarindaki diizensizlikten ileri geldigini
bildirilmistir (De Leeuw ve ark., 1993; Mazur, 1963; Whittingham, 1971). Eritme
sonrasi hiicrenin canligini sogutma hizi yavas (slow cooling) veya hizli sogutma (fast
cooling) sirasinda sekillenen zararl etkiler belirler (Hafez, & Hafez, 1993; Woelders,
1997). Birgok tiirde spermatozoa zarinin su gegirgenligi diger hiicrelere gore daha
yiiksektir (Hafez, & Hafez, 1993; Holt, 2000a; Woelders, 1997).

Her hiicrenin su igeriginin, boyutu ve sekli, su gegirgenlik katsayisina (Lp)
bagl olarak sogutma hizi agisindan kritik bir degeri vardir (Woelders, 1997). Bu
nedenle dondurma amaciyla kullanilan materyalin bu &zellikleri g6z Oniinde

bulundurarak sogutulmalidir. Aksi halde gereginden daha yavas sogutuldugunda
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hiicre, asir1 derecede su kaybina ugrar. Gereginden hizli sogutulmasi durumunda ise
hiicre i¢inde bulunan suyun disariya ¢ikmasi i¢in yeterli zaman olmadigindan hiicre igi
buz kristallerinin olusumuna neden olacaktir. Ayrica, hizli sogutma sirasinda ozmotik
dengeyi saglayabilmesi igin hiicreler, boyut ve bi¢im bakimindan ¢ok hizli degisim
gostermek zorunda kalirlar (Mazur, 1963; Whittingham, 1971).

Donma sirasinda su 0zmoz yoluyla hiicreden disar1 ¢ikar (dehidrasyon). Olusan
dehidrasyon sonucu, hiicre orijinal voliimiine gore yaklasik %50 dolayinda hacim
kaybeder ve hiicre organelleri donmaya bagl olarak sekillenen buz kristalleri arasinda
donmamis boliim ic¢inde sikisir. Bu durum hiicreler iizerinde mekanik bir stres
olusturur (Woelders, 1997). Donma sirasinda, hiicre i¢i ve hiicreler arasi ortamda
olusan donmayan fraksiyonlarda asir1 yiliksek tuz yogunluklari olusarak hiicrenin asir1
dehidrasyonuna yol acar. Asir1 tuz yogunluguna bagli olarak hiicreler arasi tuzlar
hiicrelerin i¢ine sizarak hiicre igindeki iyon kompozisyonunu degistirir. Donma
sirasinda gergeklesen tiim bu fiziksel ve fizikokimyasal degisiklikler hiicreler igin
zararlhidir. Son yillarda memeli spermatozoonlarinin dondurulmasi amaciyla yapilan
caligmalara gore boga spermasi i¢in optimal sogutma hizi dakikada 100 °C iken
(Robbins, Saacke, & Chandler, 1976), erkek domuzlarda 30-50 °C/dk. (Fiser, &
Fairfull, 1990), koglarda 50-60 °C/dk. (Fiser ve ark., 1987) ve insanlarda 1-10 °C/dk.
(Henry, Noiles, Gao, Mazur, & Critser, 1993) dondurma hizlarinin uygun oldugu
bildirilmistir (Woelders, 1997). Sogutma hizt ile sulandiricida kullanilan
kriyoprotektif maddenin yogunlugu arasinda siki bir iligki vardir. Gliserol gibi bazi
kriyoprotektan maddelerin ana etkisi yavas sogutma hasarlarim1 6nlemektir. Eger
yiiksek sogutma hiz1 uygulanabilirse daha az yogunlukta kriyoprotektan miktarinin
kullanarak spermanin dondurulmasi miimkiin olabilir (Woelders, 1997). Farkh
sogutma hizlarinin etkilerini aragtiran Woelders (1997), kontrollii soguma olanagi
olmasi durumunda, daha diisiik yogunlukta kriyoprotektan madde kullanilabilecegini
ve az da olsa kriyoprotektan maddelerin zararli etkilerinin Oniine gegilebilecegini
bildirmistir (Woelders, 1997). Son zamanlarda yiiriitiillen ¢aligmalarin ¢ogunda kog
spermas1 kontrollii sogutmaya olanak taniyan bilgisayarlara entegre dondurma

makinalar1 kullanilmistir (Cirit ve ark., 2013; Tasdemir ve ark., 2013).
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2.14. Spermamin Dondurulmasinda Genetik Etki

Sperma kriyoprezervasyonu ticari sigir, koyun ve domuz siiriilerinde rutin
olarak uygulanmasindan dolay1 elde edilmis bireysel olarak ¢ok varyasyon igeren ve
aciklanamayan veri bulunmaktadir. Bu durum sektor agisindan sikinti olsa da bu
farkliliklarin ortaya koyulup bu konudaki bilgilerin artirilmasi ile tiirler ve bireyler
arasindaki varyasyon durumu azaltilabilecektir (Chenoweth, & Lorton, 2014).

Molekiiler tekniklerin  gelismesi ile birlikte, stres altinda kalan
spermatozoonlarin durumu sonucunda ortaya ¢ikan varyasyon, molekiiler markdrlerle
incelenmektedir. Bu konu tiirler arasinda spermatozoonlarin membrani ve yag icerigi
tizerinden incelense de (Parks, & Lynch, 1992) tiir igerisinde bireysel olarak
degerlendirme icin yeterli degildir. Bir bireyin spermasinin normal ¢iftlesme ile disiyi
gebe birakabilme yetenegi varsa canliligi ve hareketi saglayacak kadar yag miktar1 ve
membran yapist var demektir. Bu nedenle bireysel varyasyonlar daha kompleks
mekanizmalar nedeni ile ger¢ceklesmektedir (Chenoweth, & Lorton, 2014).

Erkekler arasindaki bireysel varyasyon bilinmekte ve bireyler
dondurulabilirdik ac¢isindan iyi ve kotli olarak smiflandirilmaktadir. Bireyler
arasindaki bu fark farelerde (Songsasen, & Leibo, 1997), kopeklerde (Yu, Songsasen,
Godke, & Leibo, 2002), maymunlarda (Leibo, Michael Kubisch, Dee Schramm,
Harrison, & VandeVoort, 2007), domuzlarda (Thurston, Siggins, Mileham, Watson,
& Holt, 2002) ve atlarda (Ortega-Ferrusola ve ark., 2009b) bildirilmistir. Farelerdeki
varyasyonun c¢ok daha fazla oldugu dondurma ¢ozdiirme sonrasinda yapilan IVF
caligmalarinda genetik hatlar arasinda Onemli farklarin oldugu bildirilmektedir
(Kawai, Hata, Suzuki, & Matsuda, 2006).

Farelerde yasanan durum diger tiirlerde yapilan ¢alismalardan elde edilen
veriler desteklemektedir. Thurston ve ark. (2002) 100 domuzu genotiplerine gore iyi
kotii ve orta olarak siniflandirmislar ve ¢ozdiirme sonrasinda elde edilen parametreler
ile iliskilendirmeye calismislardir. Calisma sonucunda, dondurma basarist ile iligkili
16 bolgede polimorfik yapt (SNP) saptamislar, ayn1 zamanda dondurma o6ncesinde
spermatozonun bas morfolojisi ile ¢o6zdiirme sonrasi parametreler ile iliski
bulundugunu bildirmislerdir (Thurston ve ark., 2002).

Genotip ile dondurma-¢6zdiirme arasindaki iliski baska arastiricilar tarafindan
da calisilmigtir (Safranski, Ford, Rohrer, & Guthrie, 2011). Bu ¢alismalarda genotip
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verilerinin seleksiyon olgiitii  olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir. Ancak
domuzlarda rutin olarak taze ve kisa siireli saklanmis sperma ile tohumlama
yapilmasindan dolayr elde edilen bu veriler gen bankalar1 tarafindan
kullanilabilecektir. Biyomarkirlarin siit sigir1 endiistrisinde kullanimini ag¢isindan,
sigirlarin erken yaglarda test edilip yeterli donma basarisi olmayan bireylerin

uzaklastirilmasindan dolay1 6nemi daha azdir.

2.15. Spermanin Eritilmesi

Donmus sperma ile yapilan suni tohumlama sonras1 yiiksek oranda gebelik elde
edilmesinde, spermanin kurallara ve teknigine uygun olarak saklanmasi, taginmasi,
eritilmesi ve tohumlama tekniginin dogru uygulanmasi énemlidir (Hafez, & Hafez,
1993; ileri ve ark., 2000; Nur, 2019). Azot konteynerinde bulunan payetlerin saha
konteynerine aktarilmasi, kanisterin kaldirildig: yiikseklik, payet alinirken gegen siire,
konteyner i¢indeki azot miktar1 gibi bircok asamada payet i¢ 1sinda dalgalanmalar
olusur. Payetlerin hacim/yilizey alan1 oraninin yiiksek olmasi nedeniyle ic¢indeki
spermatozoonlar 1s1 degisikligine karsi oldukga duyarhidir (Senger, 1980). Sivi azot
icinde -196 °C’de payetler i¢inde saklanan spermanin herhangi bir nedenle -100 °C’ye
1sinmasi, buz kristallerinin yapisini etkiledigi ve 1s1 yeniden -196°C’ye indirildiginde
kristallesme olaymin Yyeniden olustugu (mikrotorik rekristalizasyon) hatta bu
termodinamik olaylarin -130 °C’de bile olusabilecegi bildirilmistir (Ileri ve ark.,
2000). Bu nedenle ¢ozdiirmek amactyla konteynerden payet alirken dikkatli olunmasi
gerekmektedir.

Sperma ¢ozdiiriiliirken payetin hacim/yiizey alani oranmnin yiiksek olmasi
nedeniyle 1s1 aligverisi ¢ok hizli gergeklesir. Cozdiirme sirasinda spermanin 1sis1 -60
°C ve -15 °C gibi iki kritik sicaklik bolgesinden gegerken gerceklesen biyokimyasal ve
fonksiyonel olaylara bagli motilite ve morfolojiyi etkileyen yikimlar ortaya ¢ikar.
(Salamon, & Maxwell, 1995a). Bu hasarlardan ka¢inmak igin eritme hizinin yiiksek
olmasi istenir (Hafez, & Hafez, 1993; Holt, & North, 1994; Ileri ve ark., 2000).

Eritme suyu 1s1sinin yiikseltilmesiyle eritme hizinin arttig1 ve dolayistyla canli
hiicre sayisinin olumlu yonde etkilendigini saptanmistir. Yiiksek 1silarda ¢ozdiirme

tekniginin canlilik oranini artirsa da siirenin agilmasi durumunda 6liimlere yol agma
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riski oldugundan 37 °C’de 30 sn siirede ¢ozdiiriilmesi onerilmektedir (Hafez, & Hafez,
1993; ileri ve ark., 2000; Nur, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Koyunculuk Arastirma Enstitlisii Miidiirliigii Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu 25/05/2018 tarih 78255852-050.01.04/0149/1332742 sayili karar1
geregince Koyunculuk Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu yonergesine uygun olarak yiiriitiildii.

Sunulan tez ¢aligmasi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligi

(Proje No: TAGEM/13/07/01/01) tarafindan desteklenmistir.
3.1. Hayvan Materyali

Calismada, Bandirma Koyunculuk Arastirma Enstitiisii’nde yetistiriciligi
yapilan 2-3 yasli 5 bas Karacabey Merinosu 1rk1 koglar kullanildi. Kullanilan koglar,
deney siiresince hayvan basi giinliik 1 kg konsantre yemden (Arpa, ATK, Tuz, Mermer
tozu) olusan rasyon ile beslendiler ve koglara fig kuru otu, yalama tasi ve su ad libitum
olarak verildi. Bunlara ek olarak koglara ¢alisma siiresince giinliik 1 adet yumurta ve

100 gr. kuru iiztim verildi.
3.1.1. Kimyasal

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Sigma-Aldrich’ten saglandi.
3.2. Koclarin sperma vermeye alistirilmasi

Asim sezonu i¢inde siiriide saptanan kizgin koyunlar kullanilarak koglarin suni
vajene alismasi saglandi. Bu amagla spermasi alinacak koglar fantoma (kizgin koyuna)
atlamaya alistirildi. Bunun i¢in deneyimli bir veteriner hekimi, sag eline 6nceden
hazirlanmis ve 46 °C 1s1da olan suni vajen ile koglarin fantoma atlamasini bekledi. Kog
fantoma atlayip kavramasiyla, spermay1 alacak kisi yavasca koga yaklasti ve kogun
penisini suni vajene yonlendirdi. Penisin suni vajen ile temas etmesi ile birlikte kogun

yiiklenerek ejakiilasyon yapmasi beklendi.
3.3. Spermanin Alinmasi

Suni vajene alistirilan koglardan asim sezonu iginde, haftada iki kez olmak

tizere sperma alindi. Normospermik Ozellikte olan ejakiilat 6rnekleri ¢alismada
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kullanild1. Sperma alinir alinmaz 30 °C’ye ayarlanmis su banyosu igine aktarildi. Bu

islemi takiben spermatolojik muayeneler yapildi.
3.4. Spermatolojik Muayeneler
3.4.1. Sperma Miktar1 (Hacim)

Ejakiilasyon sonrasinda suni vajen uzaklastirildi ve spermanin tiipe akmasi i¢in
vajenin havasi bosaltilarak dik tutuldu (ileri ve ark., 2000). Daha sonra toplama kadehi
c¢ikarildi ve tiipiin lizerinde bulunan skaladan hacim bilgisi not edildi. Caligmamizda

0,8 ml’den daha yiiksek 6zellikteki ejakiilat 6rnekleri kullanildi.
3.4.2. Mass Aktivite (Kitle Hareketi):

Sperma alindiktan hemen sonra zaman yitirmeksizin, taze spermadan bir damla
alind1 ve 1sitilmis lamin {izerine yayildi. Uzerine lamel kapatilmadan 10x biiyiitmede
degerlendirildi (ileri ve ark., 2000). Degerlendirmede, spermanin yapmis oldugu
kaynama-dalgalanma hareketinin hizi 1-5 skalas1 kullanilarak degerlendirildi.

Calismamizda 4 ve lizeri mass aktivitede olan ejakiilat 6rnekleri kullanildi.
3.4.3. Spermatozoon Yogunlugu:

Spermanin yogunlugu sperma yogunluk aygiti (Accucell®, IMV, France) ile
belirlendi. Calismamizda yogunlugu en az 1.960x10° spermatozoon/ml olan ejakiilat
ornekleri kullamldi. Sperma yogunlugu 6lciildiikten sonra her payette 100x10°

spermatozoon olacak bi¢imde doz ayarlamasi yapildi.
3.4.4. Spermatozoon Motilitesi:

Spermanin motilite muayenesinde CASA aygit1 (SCA®, Microoptics, Spain)
kullanildi. Alinan sperma 1/200 olacak bigimde TRIS bazli sulandirict ile sulandirildi.
Icinden 3 pl alinarak CASA igin iiretici firmanim onerdigi spesifik lama (Leja®, Ref.
025107, IMV Technologies, France) 6rnek damlatilarak CASA sistem ile progressif
motilite ve toplam motilite degeri belirlendi. En az %57,50 progressif ve %72,22
toplam motilite gosteren ejakiilat 6rnekleri dondurma amaciyla kullanildi. Motilite

incelemeleri taze, sulandirma sonrasi, sogutma, ekilibrasyon sonrasi ve ¢ozdiirme
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sonras1 agamalarda tekrarlandi. Spermatozoon hareket 6zellikleri degerlendirilirken,
alan ayarlari; en az-en ¢cok 15-70 pm?, hiz ayarlari; statik<10 um/s, yavas - orta > 45
pum/s, hizli > 75 pm/s, progressif (STR>80) olarak ayarlandi. En az 7 saha ya da en az

500 spermatozoon analiz edilinceye kadar analiz siirdiirtildii.

Sekil 2. Bilgisayar destekli sperma analiz cihazinda sperm hareketleri (Kirmiz1 “Rapid/Hizl1”, Yesil
“Medium/Orta”, Mavi Slow/Yavas”, Sar1 “Immotil/Statik”)

3.4.5. Floresan Temelli Morfolojik Muayeneler

Biitiin testler CytoSoft programi iceren Guava easyCyte mikrokapiller akig
sitometri cihazinda gergeklestirildi (Guava Technologies Inc., Hayward, CA, USA;
distributed by IMV Technologies). Aygitin tek mavi lazeri (488 nm), iki fotodiyotu
(forward scatter, side scatter), lic fotomultiplikatorii (yesil: 525/30 nm, sar1: 583/26
nm, ve kirmizi: 655/50 nm) ve uygun optik filtre ve ayraglar1 vardir. Her analiz; scatter
ve floresan 6zellikli 5.000 adet spermatozoon sayilincaya kadar siirdiiriildii. Aygitin
performansi giinliik olarak Guava Check kit (Guava Technologies, Inc., Millipore,
Billerica, MA, USA) ile kontrol edildi. Plazma membran biitlinliigii, mitokondriyal
potansiyel durumu ve akrozomal membran biitiinliigii liyofilize florokrom igeren akis
sitometri kitleri ile olgiildii. (EasyKit; IMV Technologies) (Barrier Battut ve ark.,
2016).
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3.4.5.1. Olii/Canlh Muayenesi

Sperm canlilik orani, Easykit 1 (ref. 024708; IMV Technologies) ile taze,
sulandirma sonrasi, sogutma sonrasi, ekilibrasyon sonrasi ve ¢ozdiirme sonrasi
asamalarda gerceklestirildi. Muayene, {iretici firmanin yonergesi dogrultusunda
gercgeklestirildi. Bu amacla kullanima hazir 96 kuyucuktan olusan pleytlere 200 uL
EasyBuffer B (ref. 023826; IMV Technologies) dolduruldu ve kuyucukta 57.000
spermatozoon olacak bi¢imde sperma eklendi. Analiz gergeklestirilinceye kadar
karanlik ortamda 37 °C’de 10 dakika saklandi. Analiz 5.000 spermamatozoon
oluncaya kadar siirdiiriildii ve program (EasySoft, ref. 024842; IMV Technologies)
yardimi ile canli spermatozon orani hesaplandi (Barrier Battut ve ark., 2016).
Spermada canlilik ve yogunluk sayimina yonelik kullanilan ¢ift boya kombinasyonu
bazli kullanima hazir bu ticari kit, saglam ve hasarli hiicre membranlarin1 gegebilen
farkli floresan boyalar1 icermektedir. Icerdigi yesil floresan (SYBR-14) hiicre
membrani gecerek niikleik asidi boyar. Bdylece tiim sperm baslarini yesil olarak
goriinmesini saglar. Boylelikle sperma dis1 parcaciklar analize katilmamaktadir. Diger
kirmizi floresan Propudium Iodid (PI) ise yalnizca membrani hasarli olan
spermatozoonlara niifuz edebilmektedir. Boylelikle canli (plazma membrani saglam)
spermatozoonlar yesil, ©6lii (membrani hasarli) spermatozoonlar kirmizi renk
almaktadir. Bunlardan ayr1 olarak her iki rengi de yansitan (6lmekte olan) agoni
durumundaki spermatozoonlar da bulunmaktadir. Calismamizda tiim sitoplazmasi PI
ile kirmiz1 renk alan hiicre popiilasyonu ile agoni durumundaki yani sitoplazmasinin

bir boliimii kirmizi renk alan spermatozoonlar 6lii olarak degerlendirildi (Sekil 3).
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Sekil 3. Akis sitometri cihazinda canli oran1 muayenesinde elde edilen dot-plot (En sag dot-plot; yesil
popiilasyon (Canl1), kirmizi popiilasyon (Olii) spermatozoon)
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3.4.5.2. Plazma ve Akrozom Membran Biitiinliigiiniin Muayenesi

Yalnizca ¢ozdiirme sonrasi asamada gergeklestirilen plazma ve akrozom
membran biitiinliigli, Easykit 5 (ref. 025293; IMV Technologies) kiti ile analiz edildi.
Analizler iiretici firmanin kullanim talimatnamesine gore gerceklestirildi. Bu amacla
kullanima hazir 96 kuyucuga 200 pLL. embryonic holding solution (ref. 019449; IMV
technologies) ve 40.000 spermatozoon eklendi. Sperma 37 °C’de 45 dakika inkiibe
edildi. Analiz gergeklestirilinceye kadar karanlik ortamda saklandi. Analiz 5.000
spermatozoon oluncaya kadar siirdiiriildii ve program (EasySoft, ref. 024842; IMV
Technologies) araciligi ile plazma membrani ve akrozomu saglam veya hasarli sperma

oranlart hesaplandi (Sekil 4) (Barrier Battut ve ark., 2016).
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Sekil 4. Akis sitometri cihazinda plazma ve akrozom biitiinliigii muayenesinde elde edilen dot-plot (En
sag dot-plot; yesil popiilasyon (Plazma ve akrozom membrani saglam), turuncu popiilasyon (Plazma
membrani bozuk, akrozomu saglam), kirmizi popiilasyon (Plazma ve akrozom membrani bozuk)
spermatozoon)

3.4.5.3. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Muayenesi

Spermatozoonlarin mitokondriyal potansiyeli, EasyKit 2 (ref. 024864; IMV
Technologies) ile ¢ozdiirme sonrasit asamada degerlendirildi. Bu amacla kullanima
hazir 96 kuyucuga florokromun ¢ozdiiriilmesi amaciyla 10 pL saf ethanol eklendi.
Sonra 190 pL Easybuffer B ve totalde 50.000 spermatozoon olacak bi¢imde sperma
eklendi. Sperma at 37 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi ve analiz
gerceklestirilinceye kadar karanlikta saklandi. Analiz 5.000 sperma oluncaya kadar
sirdirildi ve program (EasySoft, ref. 024842; IMV Technologies) araciligi ile

mitokondriyal potansiyel yogunlugu/orani hesapland: (Barrier Battut ve ark., 2016).
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Analizde yiiksek yogunlukta florokrom igeren spermatozoonlar polarize mitokondri
(Yiksek Awym) olarak kabul edilirken, diisik yogunlukta florokrom igeren

spermatozoonlar depolarize mitokondri (Diisiik Aym) olarak hesaplandi (Sekil 5).
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Sekil 5. Akis sitometri cihazinda mitokondriyal membran biitiinliigii muayenesinde elde edilen dot-plot
(En sag dot-plot; yesil popiilasyon (Depolarize / Diisiik mitokondriyal membran potanssiyeli), turuncu
popiilasyon (Polarize / Yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli) spermatozoon)

3.4.6. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Fluorescein-(TUNEL):

Donmus spermada apoptoza ugrayan spermatozoon orant TUNEL yontemi
kullanilarak belirlendi. Bunun igin; In Situ Cell Death Detection Kit with fluorescein
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) kiti, iiretici protokoliinde ufak
modifikasyonlar yapilarak kullanildi. Bu amagla bir damla sulandirilmis sperma
mikroskop lami tizerine froti yapilarak oda sicakliginda %10’luk formaldehit
soliisyonu ile 20 dakika siireyle fikse edildi. Daha sonra frotiler PBS ile yikanarak 4
°C’ye kaldirild1. Soguk ortamda saklanan frotiler yeniden ¢ikarilacag: sirada her biri
ti¢ kez beser dakika PBS soliisyonu ile yikandi. Sonra oda sicakliginda iginde proteinaz
K bulunan nemlendirilmis salelerde 10 dakika siire ile muamele edildi. Daha sonra
PBS soliisyonu ile yeniden yikandi ve oda sicakliginda distile su ile hazirlanan %3 ’liikk
hidrojen peroksit(H20.) ile 10 dakika muamele edilerek yeniden PBS soliisyonu ile
yikandi. Daha sonra frotiler gegirgenligi saglamasi amaci ile buz kalibi iizerinde
%0,1°lik Triton X-100 ile 5 dakika boyunca muamele edildi.

Gegirgenligi saglanmis frotiler 37 °C’de karanlik ortamda 1 saat siire ile i¢inde
terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) plus dUTP etiketi iceren TUNEL

reaksiyon karigiminda inkiibe edildi. Etiketlemeden sonra 6rnekler PBS ile yikandi.
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Sonra zaman kaybetmeksizin floresan mikroskop altinda muayene edildi. Her
denemeye negatif (TdT nin reaksiyon karigimindan ¢ikarilarak) ve pozitif (DNase I, 1
mg/mL, oda sicakliginda 10 dakika siire ile) kontroller eklendi. En az 100 sperm
hiicresi sayilarak TUNEL-pozitif sperm yiizdesi hesaplandu. ik olarak her mikroskop
sahas1 Oncelikle floresan mikroskop altinda 40x biiylitmede reaktif sperm sayisini
belirlemek amaciyla sayildi, daha sonra faz kontrast mikroskop altinda total

spermatozoon sayildi (Nur ve ark., 2011).
3.5. Spermanin Sulandirilmasi ve Sogutulmasi

Eklenecek olan sulandirici miktar1 taze spermadaki yogunluk ve hacim
degerleri géz oniinde bulundurularak her payette 100 x 10° (yiiz milyon) spermatozoon
olacak bigimde ayarlandiktan sonra Aisen ve ark. (2002) arastirmalarinda kullandiklar
temel sulandirici kontrol grubu olarak kullanildi (Tablo 1) (Aisen ve ark., 2002).

Tablo 1. Sulandirici Formula

TRIS- friiktoz sulandiricist: Sulandirict A (100 ml) Miktar Kimyasal Kodu
THAM (TRIS (hydroxymethyl) aminometane) 27,19gr T6791

D- friiktoz 10,0 gr F3510

Sitrik asit 14,0 gr C2404
Penisilin G 0,3gr SVv30010
Dihidrostreptomisin 0,4 gr/l SVv30010
Trehaloz 1,8917 gr TO167
Yumurta sarisi %20 viv

Gliserollii Sulandirici: Sulandirict B

THAM (TRIS (hydroxymethyl) aminometane) 27,19r T6791
D- friiktoz 10,0 gr F3510
Sitrik asit 14,0gr C2404
Penisilin G 0,3gr SV30010
Dihidrostreptomisin 0,4 9gr SV30010
Trehaloz 1,8917 gr TO167
Yumurta sarist %20 viv

Saf kriyoprotektan igeren gruplar icin sulandirici B’ye finalde toplam %6
olacak bigimde gliserol (G7893) (kontrol grubu), DEX (D4626), PVP (PVP360) veya
PEG (P2139) eklendi (Tablo 2).
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Gliserol ve eksternal kriyoprotektanlarin karigimini igeren ¢alisma gruplari
olusturulurken finalde toplam kriyoprotektan orani %6 olacak bi¢imde, sulandirici

B’de bulunan gliserol %2 veya %4 oraninda azaltilarak yerine sirasiyla %4 veya %2
DEX, PVP veya PEG eklendi (Tablo 2).

Tablo 2. Iginde farkli oranlarda gliserol/eksternal kriyoprotektan igeren ¢alisma gruplari

Grup Gliserol (%0) Eksternal Kriyoprotektan
Kontrol 6 0
Dekstran Gliserol (%0) DEKSTRAN (%)(w/v)
DEX2 4 2
DEX4 2 4
DEX6 0 6
Polivinil Pirilidon Gliserol (%0) PVP (%)(w/v)
PVP2 4 2
PVP4 2 4
PVP6 0 6
Polietilen Glikol Gliserol (%) PEG (%) (w/v)
PEG2 4 2
PEG4 2 4
PEG6 0 6

Sperma alindiktan sonra icinde 30 °C su bulunan bir kaba aktarildi.
Normospermik olan érnekler pooling yapildi. Daha sonra elde edilen miks ejakiilat
ornekleri 1:1 oraninda kriyoprotektan madde igermeyen sulandirici A ile sulandirildi.
En az 5 dakika sonra sulandirict A’nin geri kalan boliimii eklenerek i¢inde 30 °C su
bulunan kapla birlikte 5 °C’ye ayarlanmis soguk kabine yerlestirildi. Spermanin 1sis1
2 saat iginde (-0,30 °C/dak) suya buz kaliplar1 atarak 5 °C’ye indirildi.

Sogutulan sperma 10 esit gruba boliindii ve gruplarda belirtilen kriyoprotektan
igeren sulandirict B ile 50 dakika inde (5 esit hacimde) asamali olarak sulandirildi.

Sulandirma islemi tamamlandiktan sonra sperma 5 °C’de 2 saat siireyle ekilibrasyona

birakaldi.

76



3.6. Spermanin Dondurulmasi

Ekilibrasyon silirenin sonunda sperma otomatik payet doldurma cihazinda
(MRS-1 Dual® IMV, France) 0,25 mL payetlere gekildi. Dondurma islemi amaciyla
programlanabilir dondurma cihaz1 (Mini-Digitcool® IMV, France) kullanildi.
Dondurma islemi; 4 °C’den -10°C’ye 5 °C/dk, -10 °C’den -55 °C’ye 80 °C/dk, -55
°C’den -100 °C’ye 40 °C/dk, -100 °C’den -140 °C’ye 20 °C/dk hizinda yaklasik 6,5
dakika i¢inde donduruldu (Sekil 6). Dondurulan payetler sivi azot (-196 °C) i¢ine
aktarilarak muayene zamanina kadar saklandi. Bu ¢alisma bes tekrar olacak sekilde
gerceklestirildi.

Dondurma islemlerinden en az bir hafta sonra dondurulan sperma

¢ozlindiiriildii ve ¢ézdiirme sonrasi rutin spermatolojik muayeneleri yapildi.
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RAMP -1000) 500
RAMP 55,00 80,00
RAMP -10000| 40,00
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Sekil 6. Dondurma Islemi Diagrami (Sar1 (Teorik sicaklik), Kirmizi (Dondurucu i¢ sicakligr), Mavi
(Payet i¢ sicaklig)
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3.7. istatistik Analiz

Dondurma c¢ozdiirme sonrasi elde edilen genel spermatolojik parametreler
tamimlayici istatistik olarak degerlendirildi ve Ort£St. Hata olarak verildi.
Karsilastirma gerektiren analizlerde tek yonlii varyans (ANOVA) ve Tukey g¢oklu
karsilastirma yontemi uygulandi. Analizlerde SPSS (IBM® SPSS Statistics for
Windows, Version 23) paket veri programi kullanildi. Yapilan degerlendirmelerde
P<0,05 anlamlilik diizeyinin istatistiki farki yansittig1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bes tekrar olarak gerceklestirilen ¢alismada kullanilan poolingler ortalama
5,65 mL hacim, 4.390x10° spermatozoon/mL, %86,17 TM ve %72,42 PM &zellikleri
sahipti. Sulandirma sonras1 asamada TM, PM ve canli spermatozoon oranlari sirastyla
%91,05, %81,40 ve %76,22, sogutma sonrast asamada ise yine sirasiyla %88,37,
%76,51 ve %75,71 olarak belirlendi (Tablo 3).

Tablo 3. Miks edilen spermalarda sulandirma ve sogutma sonrasi elde edilen spermatolojik veriler

n TM (%) PM (%) Canli (%)
Sulandirma Sonrasi 5 91,05 81,40 76,22
Sogutma Sonrast 5 88,37 76,51 75,71

Ekilibrasyon sonrasi asamada saf %6 kriyoprotektan igeren kontrol, DEX6,
PVP6 ve PEG6 gruplar karsilastirildiginda en yiiksek ekilibrasyon sonrast TM orani;
DEX6 grubunda elde edildi. DEX6, PVP6 ve kontrol gruplarinin ekilibrasyon sonrasi
TM oranlarmin PEG®6 igeren gruptan daha yiiksek oldugu gozlendi (P<0,05). Saf %6
kriyoprotektan iceren gruplara ait PM oranlar1 karsilastirildiginda, DEX6 grubuna ait
PM oranin PEG6 ve PVP6 gruplarina gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu
belirlendi (P<0,05). Canli spermatozoon orani bakimindan PVP6, DEX6 ve kontrol
gruplarina ait canli spermatozoon oraninin PEG6 grubuna gore daha yiiksek oldugu
goriildii (Tablo 4). Calismada kullanilan kriyoprotektanlarin miktar ve gesidinin
ekilibrasyon agamasinda incelen spermatolojik 6zellikleri etkiledigi goriildii (Tablo 4).
Ekilibrasyon sonrasi asamada karisim gruplarinda sulandiricidaki gliserol orani
arttikca TM ve PM oraninda artis oldugu goézlendi (P>0,05). DEX ve PVP igeren
gruplarin timiinde ve PEG2 grubunda canli spermatozoon oraninin kontrole gére daha

yuksek oldugu goriildi (P>0,05).
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Tablo 4. Gruplarda ekilibrasyon sonrasinda elde edilen spermatolojik veriler

Total Motilite Progressif Motilite Canli Spermatozoon Orani
Grup agtklama n (%) (%) (%)

Ort + St. Hata Ort + St. Hata Ort + St. Hata
Kontrol 5 89,69 + 1,400 a 83,71+1,760 a 64,94 + 3,090 abc
DEX2 5 88,44 +2,090 ab 77,11 £ 1,450 abc 70,78 + 2,400 abc
DEX4 5 86,33 + 1,770 ab 76,47 + 2,150 abc 70,58 + 2,240 abc
DEX 6 5 89,83 + 1,760 a 80,12+ 1,700 a 71,40 + 1,840 ab
PVP2 5 92,13+ 1,300 a 79,24 + 1,980 ab 74,40 +2,730 a
PVP4 5 91,50 + 0,996 a 73,89 + 3,460 abc 75,95+2270 a
PVP6 5 89,71+ 0,786 a 66,77+ 1,320 ¢ 72,79 +2930 a
PEG2 5 90,65 + 1,290 a 74,32 + 3,420 abc 71,25 + 1,960 abc
PEG4 5 88,89+ 0,488 a 73,19 + 3,250 abc 60,58 + 2,670 bc
PEG6 5 81,77+ 1,590 b 68,43 + 1,690 bc 59,53 +2,470 ¢

P degeri 0,001 0,001 0,001

a,c Ayni siitundaki farkli harfler arasindaki fark istatistiki acidan 6nemlidir.

Cozdirme sonrasinda elde edilen TM (P<0,001), PM (P<0,001), canli
spermatozoon orani (P<0,001), polarize mitokondri (Yiiksek Mitokondriyal
Potansiyel) (P<0,001) ve apoptotik indeks (TUNEL) (P>0,05) bakimindan gruplar
arasinda fark oldugu gozlendi (Tablo 5). Saf %6 kriyoprotektan igeren kontrol
(%6Gliserol), DEX6, PVP6 ve PEG6 igeren gruplar karsilastirildiginda, ¢6zdiirme
sonrast TM, PM, canli spermatozoon ve polarize mitokondri oranlar1 bakimindan
kontrol grubunun diger gruplara gore daha tstiin oldugu gozlendi (P<0,001). DEX,
PVP ve PEG igeren gruplarda ortamdaki gliserol orani artttkca TM, PM, canlh
spermatozoon orani ve polarize mitokondri oranin artig1 belirlendi (Sekil 7). DEX2 ve
PEG?2 igeren gruplara ait TM, PM, canli spermatozoon orani ve polarize mitokondri
oranin DEX6 ve PEG6 gruplarina goére daha iyi oldugu saptandi (P<0,05). TUNEL
indeks oran1 bakimindan gruplardan elde edilen bulgularin benzer oldugu gézlendi
(P>0,05).

Tablo 5. Cozdiirme sonrasi elde edilen ortalama spermatolojik parametreler

Total Motilite Progressif Motilite Canli spermatozoon Polarize

Grup n (%) (%) orant (%) Mitokondri (%)

TUNEL indeks (%)
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Ort. + St. Hata Ort. + St. Hata Ort. + St. Hata Ort. + St. Hata Ort. + St. Hata
Kontrol 15 60,53+3,880a 46,59 £3,690 a 50,86 +2,010 a 57,05+£2,100 a 3,69 +0,598
DEX2 15 49,17+£2,580b 38,22+£2,100b 45,38+2,030 a 47,00+ 1,770 a 3,69+0,613
DEX4 15  7,98+1,070 cd 437+0,731 cd 15,4 +2,510 be 19,24 + 2,690 be 3,11+0,507
DEX 6 15 2,83+0,354d 1,06 £ 0,158 d 8,38 £3,550 cd 16,68 = 2,690 ¢ 3,05+ 0,526
PVP2 15 11,94 +2,100 cd 6,99 + 1,340 cd 1496 +1,940bc 20,56 2,100 be 2,89 +0,438
PVP4 15 5,13+0,575d 2,29+ 0,408 d 438+0,229d 14,37+1,780 ¢ 3,48 £ 0,695
PVP6 15 420+0,569d 1,84 +0,317d 3,73+0,621d 11,66 = 1,190 ¢ 3,28 +0,421
PEG2 15  44,73+3,190b 33,63 +3,020b 45,02 +2,780 a 49,47 +3,100 a 3,07 £ 0,424
PEG4 15 17,34+2350¢ 11,53+ 1,740 ¢ 22,28+1,360b 29,31+2,150b 2,84 + 0,390
PEG6 15 6,07+0,657d 2,74+0,493d 10,11 +£0,950cd 19,23 + 1,960 be 2,78 £ 0,658
P degeri 0,001 0,001 0,001 0,001 0,956

a,d Ayni siitundaki farkli harfler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir.

CoOziim sonrasi asamada spermatozon plazma ve akrozom membran

biitiinliiglintin farkli spermatozoon popiilasyonlarindaki durumunu belirlemek i¢in

Easykit 5 (ref. 025293; IMV Technologies) kiti kullanildi. Cézdiirme sonrasi toplam

plazma biitiinliigiine sahip spermatozoon orani (P>0,001), toplam saglam akrozom

biitiinliigline sahip spermatozoon orani (P>0,001), plazma membran1 ve akrozomu

saglam spermatozoa orani (P>0,001), plazma membran1 saglam fakat bozuk akrozoma

sahip spermatozoon orani (P>0,001), plazma membran1 bozuk fakat saglam akrozoma

sahip spermatozoon orani (P>0,001), plazma membrant ve akrozomu bozuk

spermatozoon orani (P>0,001) bakimindan gruplar arasinda istatistiksel fark oldugu

gbzlendi (Tablo 6).
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Sekil 7. Gruplara gore ¢ozdiirme sonrasi elde edilen TM (Total motilite), PM (Progressif motilite). Canli
orani (EasyKit 1) ve Pol M (Polarize mitokondri (Yiiksek mitokondriyal aktivite) orani) (a,d Ayni renkte
stitunlarda ayn1 renkli farkli harfler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir (P<0,05))

Cozdiirme sonrasi asamada saf %6 kriyoprotektan iceren kontrol (%6
Gliserol), DEX6, PVP6 ve PEG6 iceren gruplar karsilastirildiginda en ytiksek toplam
plazma membran biitiinliigline sahip spermatozoon orani kontrol grubunda elde edildi
(P>0,05). En diisiik plazma membran biitiinliigiine sahip spermatozoon orant PVP6
grubunda (P>0,05) elde edilirken, DEX6, PVP6 ve PEG6’nin plazma membran
biitlinliiglinii korumada yetersiz oldugu gozlendi. Genel olarak DEX, PVP ve PEG
iceren gruplarda sulandiricidaki gliserol orani arttikga toplam plazma membran
biitiinliigline sahip spermatozoon oraninin artig1 goriildii.

Toplam saglam akrozom biitiinliigiine sahip spermatozoon orani bakimindan,
DEX6 ve PVP6 igeren gruplarin kontrol grubu ile benzer oldugu goriildi (P>0,05).
PEG6 grubunun kontrol ve DEX6 gruplarina gore istatistiksel olarak daha diisiik
oldugu belirlendi (P<0,05). DEX ve PVP iceren gruplarda gliserol oraninin
diisliriilmesi toplam akrozom biitiinliigline sahip spermatozoon oranini etkilemedi.
PEG gruplarinda ise sulandiricidaki gliserol orani azaldik¢a toplam akrozom
biitiinliigline sahip spermatozoon oraninin azaldigi, gliserol icermeyen PEG6 iceren
gruba ait toplam akrozom biitlinliigiine sahip spermatozoon oraninin PEG2 grubuna

gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu goriildi (P<0,05).
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Plazma membrani ve akrozomu saglam spermatozoon orani bakimindan %6
kriyoprotektan iceren gruplar karsilastirildiginda, kontrol (%6 gliserol) grubunun diger
gruplara (DEX6, PVP6 ve PEG6) gore daha 1yi koruma sagladigi belirlendi (P<0,001).
DEX, PVP ve PEG iceren gruplarda ortamdaki gliserol orani azaldik¢a plazma
membrani ve akrozomu saglam spermatozoon oraninin da azaldigi goriildii.

Plazma membrani saglam fakat akrozom biitiinliigii bozuk spermatozoon orani
bakimindan DEX6 ve PEG6 gruplarinin kontrol grubu ile benzer oldugu goriiliirken
en diisiik oran PVP6 grubunda elde edildi. Sulandiricidaki gliserol oraninin plazma
membrani saglam fakat akrozomu bozuk spermatozoon oranini etkilemedigi belirlendi
(P>0,05).

Plazma membran1 bozuk fakat akrozomu saglam spermatozoon orani
bakimindan saf kriyoprotektan iceren gruplar degerlendirildiginde, gliserol iceren
kontrol grubunun, DEX6 ve PVP6 gruplarina gore daha diisiik oranda saglam akrozom
oranina sahip oldugu goézlendi (P<0,05). Genel olarak ortamdaki gliserol orani
azaldikca plazma ve akrozomal membrani bozuk spermatozoon oranin arttig1 goriildii.
Plazma membrani hasara ugramis sperm popiilasyonu degerlendirildiginde, eksternal
kriyoprotektan iceren gruplarin tiimiinde %6 gliserol igeren kontrol grubuna goére
DEX2 ve PEG2 gruplar1 hari¢ (P>0,05) daha yiiksek oranda saglam akrozom oram
elde edildi (P<0,05). Plazma ve akrozomal membrani bozuk spermatozoon orani
bakimindan kontrol grubuna gore en yiiksek oran, PEG6 grubunda elde edildi
(P>0,05).
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Tablo 6. Cozdiirme sonrasi plazma ve akrozom membran biitiinliigii verileri

Toplam

Plazma Membranit Saglam

Plazma Membran1 Bozuk

Plazma Membran Saglam Akrozom Saglam Akrozom Bozuk Akrozom Saglam Akrozom Bozuk Akrozom

Grup n Biitiinliigii (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%) Orani (%)
Ort. = St. Hata ~ Ort. £ St. Hata ~ Ort. £ St. Hata  Ort. + St. Hata ~ Ort. + St. Hata  Ort. + St. Hata
Kontrol 15  48,56+2,890% 79,73+2310%® 47.86+2.880% 0,71+0,099% 31,88+1,880° 19,56+2,290b°
DEX2 15 43,89+1,760® 80,99 +1,820% 43,06+1,720% 0,82+0,126%¢ 37,93+1,700% 18,18 +1,830°
DEX4 15  14,96+2870™ 77,96+ 1450%® 14,19+2,870" 0,77+0,095%¢ 63,77+3,150% 21,27 +1,450™
DEX6 15 7,86+3,300% 77,12+1,600® 737+3290% 0,49+0,047° 69,75+3,270% 22,39+ 1,600
PVP2 15 13,58+ 1,810% 72,662,240 13,01 +1,830% 0,57+0,075%4 59,65+2,610% 26,77 +2,210%
PVP4 15  493£0,3259 7231+1,450% 450+0,2939 043+0,073¢9 67,80+1,320% 27,26+ 1,440
PVP6 15 521+1,3909 7123+1,460° 4,73+£1,320% 0,48+0,092% 66,50+ 1,610% 28,29+1,470%®
PEG2 15 42,71+2320% 7823+1,660® 41,73+2320% 098+0,144% 36,50+1,900¢ 20,80+ 1,620
PEG4 15 24,58+1,780° 71,70+2,000% 23,69+1,780° 0,89 +0,074°* 4802+1,920% 27,41+1,950%®
PEG6 15  9,54+0,964% 63,63+3,300¢ 8,61+0,985% 093+0,123% 5502+2,870% 3544+3,280°
P degeri 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

a,d Aym stitundaki farkli harfler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir.

(Cozdiirme sonras1t CASA analizleri sonucunda elde edilen TM popiilasyonuna
ait kinematik parametreler Tablo 7’de verilmistir. Genel olarak sulandiricida bulunan
kriyoprotektan ¢esidi ve miktarinin ¢alisma gruplarina ait hizli (rapid) (P<0,001), orta
(medium) (P<0,001) ve yavas (slow) (P<0,001) motil spermatozoon orani, VCL
(P<0,001), VSL (P<0,001), VAP (P<0,001), LIN (P>0,05), STR (P>0,05) ve WOB
(P<0,001) degerlerini etkiledigi gézlendi. Coziim sonrasi saf %6 kriyoprotektan igeren
kontrol (%6 Gliserol), DEX6, PVP6 ve PEG6 igeren gruplar karsilastirildiginda en
yiiksek rapid (P<0,05), medium (P<0,05) ve slow (P<0,05) motil spermatozoon orant,
VCL (P<0,05), VSL (P<0,05), ve WOB (P<0,05) degeri kontrol grubunda elde edildi.

Ortamdaki gliserol oran1 azaldikca diger bir degisle eksternal kriyoprotektan miktari
arttik¢a rapid, medium ve slow motil spermatozoon oranin da diistiigii gozlendi (Sekil
9). Ayni durum i¢inde PEG bulunan gruba ait VAP degeri hari¢ sperm hiz1 (velocity)
ile ilgili parametreler (VCL, VSL ve VAP) icin de s6z konusu oldugu goriildii (Sekil
8). Sulandiricidaki kriyoprotektan ¢esidi ve miktar1 LIN ve STR degerlerini 6nemli
diizeyde etkilemedigi saptandi (P>0,05).
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Cozdurme Sonrast VCL/ VSL/ VAP

a ab
90,00 ab
a a (]
20,00 cd cd
a
a
70,00
cd cd
60,00 b cd
a b d b "
ab b
50,00 b be c
o cd 8 od 4 cd
) Cd Ci
d

30,00
20,00
10,00

0,00

Kontrol DEX2 DEX4 DEX6 PVP2 PVP4 PVP6 PEG2 PEG4 PEG6
mVCL mVSL mVAP

Spermatozoon Orani %

Sekil 8. Cozdiirme sonrasi elde edilen kinematik 6zellikler (VCL (Egrigizgisel hiz), VSL (dogrusal hiz)
ve VAP (VCL/VSL) (a,d Ayni renkte siitunlarda ayni renkli farkli harfler arasindaki fark istatistiki
acidan 6nemlidir (P<0,05))

Spermatozoonlarm  yapmis oldugu yalpalama hareketinin  (%WOB)
sulandiricidaki kriyoprotektan madde ¢esidi ve miktarindan etkilendigi gozlendi
(P<0,001). I¢inde saf kriyoprotektan bulunan gruplar karsilastirildiginda, DEX6 igeren
grubuna ait %WOB oraninin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu belirlendi
(P<0,05).
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Tablo 7. Cozdiirme sonrasi elde edilen kinematik veriler

Rapid  Medium

Motil Motil Slow Motil VCL VSL VAP LIN STR WOB
0, 0, 0, 0,
(%) (%) (%) (um/s)  (um/s)  (um/s) (%) (%) (%)
GRUP n Ort. Ort. Ort Ort. Ort. Ort. Ort. Ort. Ort.

Kontrol 15 3818* 14,552 7,80 95,492 53,01 81,21* 57,35 67,13 84,172

DEX2 15 32,17*  10,88° 6,12 % 96,05 53,26 % 81,74% 57,12 66,89 84,012

DEX4 15 3,05« 2,01 297  7559%  40,13%  56,06° 55,37 72,93 72,59

DEX 6 15 0,62¢ 0,57¢ 1,641 54,379 31,35°¢ 38,55°¢ 50,31 70,06 62,29°

PVP2 15 4,64 4,18 312  7583™  38,85°¢ 54,04 ° 55,59 72,92 72,54 %®

PVP4 15 1,10% 1,60« 2,43 60,84°  34,60°¢ 44,01 58,07 77,48 72,16 %®

PVP6 15 0,88« 1,39« 1,719 57,321 36,46° 4529 62,27 77,15 74,03 %®

PEG2 15 2580° 11,47%® 7,46% 88,27*® 50,60*  73,19° 58,45 70,10 81,66

PEG4 15 8,49° 4,45°¢ 4,41°% 81,79® 53,012 69,99 * 64,85 75,27 83,272

PEG6 15 145% 1,62 300 62,28 40,34  4848" 59,49 76,22 72,46 %®

P degeri 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,138 0,198 0,001

a,d Ayni stitundaki farkli harfler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir.

Cozdiirme Sonrast Rap M/ Med M/ Slo M

40,00

35,00

ab
30,00
25,00
20,00
a
15,00
b
10,00
a
ab "
c d c bc
5,00 Cd Cd c
I I chd cged d cdcd
S Illl ' I l.lll ™~ | |

Kontrol DEX2 DEX4 DEX6 PVP2 PVP4 PVP6 PEG2 PEG4 PEG6
HRapM EMedM mESloM

Spermatozoon Orani %

=]

Sekil 9. Cozdiirme sonrasi elde edilen Rap M (Rapid / Hizli Motil), Medium (Medium / Orta Hizli
Motil) ve Slow (Slow / Yavas Motil) spermatozoon Orani (a,d Ayni renkte siitunlarda ayni renkli farkli
harfler arasindaki fark istatistiki acidan 6nemlidir (P<0,05))

86



5. TARTISMA ve SONUC

Kriyoprotektan maddelerin ¢esidi ve miktari, sulandirma, sogutma, dondurma
ve ¢ozdiirme sonras1 agamada membran biitiinliiglinii belirleyen temel etkenlerdir. Bu
etkenlerin modifikasyonu yapilarak tiirler aras1 protokoller gelistirilmistir (Fernandez-
Santos ve ark., 2006; Gilmore, Liu, Woods, Peter, & Critser, 2000; Kim ve ark., 2011,
Mullen ve ark., 2004; Wegener, & Bienefeld, 2012). Yaptigimiz ¢alismada, ¢éziim
sonrasi asamada spermatozoon plazma membran ve akrozom membran biitlinliigiiniin
farkli spermatozoon popiilasyonlarindaki durumunu “plazma biitlinliigiine sahip
spermatozoon orani, saglam akrozom biitiinliigline sahip spermatozoon orani, plazma
membrani ve akrozomu saglam spermatozoon orani, plazma membrani saglam fakat
bozuk akrozoma sahip spermatozoon orani, plazma membrani bozuk fakat saglam
akrozoma sahip spermatozoon orani, plazma membrani ve akrozomu bozuk
spermatozoon orani” verilerini degerlendirebilmeye olanak tanityan Easykit 5 (ref.
025293; IMV Technologies) akis sitometri (flow cytometer) kiti kullanild1 (Barrier
Battut ve ark., 2016). Suni tohumlama, embriyo elde edilmesi ve transferi, klonlama,
in vitro fertilizasyon, genomik analiz ve gen transferi gibi biyoteknolojiler hayvancilik
sektorlinde vazgecilmez 6neme sahiptir. Bu teknikler arasinda en etkin ve yaygin
olani, degerli erkek gamet hiicrelerinin dondurulmasi ve disi hayvanlara transferi
esasina dayanan suni tohumlama biyoteknolojisidir (Faigl ve ark., 2012). Bu
biyoteknolojik yontemler etkin bir sekilde kullanilmasiyla ayiklama ve seleksiyondaki
isabet derecesi artirilarak genetik ilerleme hiz kazanmaktadir (Gordon, 2004b).
Ulkemizde koyunculuk alaninda genetik dzelliklerini yavrularina aktarma yetenegine
sahip istiin damizliklarin secimi, bu damizliklardan elde edilen spermanin
dondurulmasi ve suni tohumlama uygulamalar istenilen diizeye ulasamamistir.
Kiiciikbag hayvanlarda suni tohumlamanim yayginlastirilmasi; ¢dzdiirme sonrasi
sperma kalitesinin artirilarak tohumlama sonrasi basarinin iyilestirilmesi, uygulama
maliyetlerinin diisiiriilmesi ve veteriner hekimlerine kiigiikbas hayvanlarin suni
tohumlamas1 konusunda egitimlerin verilmesi ile koyunculuk alanindaki genetik
ilerlemeye hiz kazandirilabilir (Faigl ve ark., 2012; Kukovics, Gyoker, Nemeth, &
Gergatz, 2011; Salamon, & Maxwell, 2000).

Calismamiz gliseroliin ¢ozdiirme sonras1 spermatolojik parametreler {izerine
olan olumsuz etkisini minimize etmek i¢in, hiicre i¢ine giremeyen DEX (dekstran),
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PVP (polivinilpirolidon), ve PEG (Polietilen glikol)’nin farkli oranlarda eklenerek
gliseroliin final yogunlugunun diisiiriilmesi amaciyla gerceklestirildi. Caligmamizda
spermatolojik 6zellikleri ortaya koymak i¢in yogunluk, TM, PM, sperm motilitesi ile
iliskili baz1 kinematik parametreler, canli spermatozoon orani, plazma membran ve
akrozom biitiinliigii, mitokondri membran potansiyeli ve apoptoza ugrayan
spermatozoon orani degerlendirildi.

Kog spermasinin in vitro saklanmasina yonelik taze (Menchaca, Pinczak, &
Queirolo, 2006), sogutulmus (Arando ve ark., 2019; Benmoula ve ark., 2018; Dai ve
ark., 2019; Dayanikli ve ark., 2022; Falchi ve ark., 2018; Gungor, Ata, & Inanc, 2018;
Giindogan, 2009; Inang ve ark., 2019; Kulaksiz, Cebi, & Ak¢ay, 2012; O’Hara ve ark.,
2010) ve dondurulmus sperma (Alcay, Soylu, & Ustiiner, 2013; Alcay, Ustiiner,
Cakmak, Cakmak, & Nur, 2015; Soylu, Nur, Ustuner, & Dogan, 2007; Ustuner ve ark.,
2016; Ustiiner, Algay, Nur, Sagirkaya, & Soylu, 2014) ile yapilmis ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Sperma alma yontemi, iireme mevsimi dondriin 1rki, yasi ve
saglik durumu, kullanilan alet ve malzemenin 1s1 ve temizligi, sperma sulandiricisi ve
analiz yontemi spermatolojik o6zellikleri etkiler. Asim sezonu icinde Karacabey
Merinosu koglardan suni vajen yontemi ile haftada iki kez alinan normospermik
ejakiilat ornekleri pooling yapilarak c¢alismada kullanildi. Calismada kullanilan
pooling yapilmis taze sperma ornekleri, ortalama 5,65 ml hacim, 4.390x10°
spermatozoon/ml, %86,17 TM ve %72,42 PM ozelliklerine sahipti. Bilgisayar destekli
sperma analiz sistemi kullanilarak degerlendirilen taze kog spermasinda TM %26-%95
ve PM %14-%74 arasinda Olgiildiigii bildirilmistir (Santolaria ve ark., 2015).
Normospermik 6zellikteki ejakiilat 6rnekleri kullanilarak yapilan ¢caligsmalarda pooling
sonrasit TM: %77-%89 (Ak ve ark., 2010; Algay ve ark., 2015; Ustuner ve ark., 2016,
2022) arasinda sonuglar elde edilmistir.

Spermanin ¢ozdiirme sonrasi fertilite yetenegini siirdiirebilmesi i¢in
dondurulmadan 6nce sulandirilmasi zorunludur. Bu amagla kullanilan sulandiricilar;
uygun bir ozmotik basing ve elektrolit denge saglamali, spermatozoonlar icin enerji
gereksinimini karsilamali, bakteriyel liremeyi kontrol etmeli, spermay1 soguk sokuna
kars1 korumali ve ortamin pH degerini dengeleyebilmelidir (Silva, Cardoso, Uchoa, &
Silva, 2003). Seminal plazma, protein, enzim ve antioksidanlar gibi spermatozoonun

fizyolojisinde 6nemli rolleri olan ¢ok sayida aktif molekiil icerir. Bu aktif molekiiller
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spermanin disi genital kanaldaki yasam siiresi, kolonizasyon ve go¢iinii organize eder
(Giindogan, 2009). Spermanin sulandirilmasi, seminal plazmada bulunan ve
spermatozoonun membran biitlinliigliniin ve fonksiyonunun siirdiiriilmesi i¢in gerekli
olan proteinleri, dogal antioksidanlari ve diger faydali bilesenleri seyreklestirir (Hafez,
& Hafez, 1993). Spermanin sulandiricilarla islem gérmesi sonucu sulandirmanin etkisi
olarak adlandirilan birtakim degisiklikler olusur. Uygun sulandirma orani, dengeli tuz,
enerji ve tamponlama kapasitesi olan sulandiricilar kullanilarak sulandirmanin
spermatozoonlarin tizerindeki olumsuz etkisi en aza indirilebilir (Hafez, & Hafez,
1993). Sulandirma sonrasi asamada TM, PM ve canli spermatozoon orani sirasiyla
991,05, %81,40 ve %76,22 olarak belirlendi. TRIS bazli sulandirici ile sulandirilan
kog¢ spermasinda %79 (Nur ve ark., 2010), %72 (Bacinoglu ve ark., 2007), %74 (Alcay
ve ark., 2016) sulandirma sonrasi motilite bildirilmistir. Calismamizda kullandigimiz
temel sulandirict igeriginin spermatozoonlarin TM, PM ve canliligin1 korumada etkili
oldugu gozlendi. Bu etkinin sulandiricinin tamponlama kapasitesi ve igerigindeki
enerji kaynaklarindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Farkli ozmotik basingta trehaloz
iceren TRIS bazli sulandirici ile sulandirilan kog¢ spermasinda, sogutma asamada %95
ile %47 motilite, %100 ile 94 saglam akrozom oranini ve %92 ile %38 fonksiyonel
plazma membran biitiinliigii bildirilmistir (Aisen ve ark., 2002).

Dondurma ve ¢6zdiirme sirasinda olusan olumsuz etkileri minimize etmek i¢in
cok sayida calisma gerceklestirilmistir. Temel olarak spermanin saklanma teorisi,
ortamin 1sinin diisiiriilerek spermatozoonun metabolik ve biyokimyasal fonksiyonunu
yavaslatma temeline dayanir (Hafez, & Hafez, 1993; Ileri ve ark., 2000). Geleneksel
olarak, sperma viicut sicakligina yakin bir sicaklikta (30 ila 39 °C) birinci agama
sulandiricist ile sulandirilir daha sonra 5 °C'ye sogutularak bu 1sida iginde bir
kriyoprotektan (gliserol vb.) bulunan sulandirici ile ikinci asama sulandirict eklenir
(Polge ve ark., 1949). Ko¢ spermasinin birinci asama sulandiricisi ile sulandirildiktan
sonra 1-3 saat igince 5 °C’ye sogutulmasi gerekmektedir. Ozellikle sogutmaya bagl
yikimlarin olustugu 18 °C ile -5 °C 1silar arasinda hizli sogutmadan kag¢inilmalidir
(Fiser ve ark.,, 1987; Salamon, & Maxwell, 1995a). Sivi veya dondurma
yontemlerinde, kullanilan sulandirict igeriginin spermatozoonun metabolizmasinin
stirdiiriilmesi tizerine 6nemli etkileri vardir (De Leeuw ve ark., 1993; Li, Cai, Kovacs,
& Ji, 2005; Maksimovi¢ ve ark., 1970; Salamon, & Maxwell, 1995a,2000; Soylu ve
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ark., 2007; Tasdemir ve ark., 2013). Sunulan ¢alismada birinci asama sulandiricisi ile
sulandirilan spermanin 1s1s1 2 saat i¢inde (-0,30 °C/dak) buz kaliplar1 da kullanilarak
asamal1 olarak 5 °C’ye indirildi. Ortam 1sinin 5 °C’ye distiriilmesi, spermatozoon
metabolizmasini yavaglatarak TM (%9’den %88’¢) ve PM’yi (%8’den %77’ye)
sulandirma sonras1 agsamaya gore diislirdigli gézlemlendi. Taze kog¢ spermasinda canlt
spermatozoon orani %20-81 arasinda degismektedir (Santolaria ve ark., 2015).
Spermatozoon motilitesi ve canli spermatozoon orani sulandirma ve sogutma
isleminden olumsuz etkilenir (Benmoula ve ark., 2018). Sperma ismin viicut
sicakligindan donma noktasina kadar sogutulmasi, zar bilesenlerini dengesizlestirerek
yeniden diizenlenmesine ve kalsiyum akisina neden olarak spermatozoon plazma
zarinda stres olusturur (Collin, Sirard, Dufour, & Bailey, 2000; De Leeuw ve ark.,
1993).

Sperma 1sinin 37 °C'den 5 °C'ye sogutma sirasinda olugan, mekanik ve ozmotik
degisiklikler membran lipit yapisinin farklilagsmasi ve faz gegisleriyle ilgilidir.
Sogutmanin neden oldugu degisiklikler dondurma ve ¢6zdiirmenin neden oldugundan
cok farklidir (Ollero, Perez-Pe, Muino-Blanco, & Cebrian-Perez, 1998).
Spermatozoon, sogutma sirasinda ¢evresinde olusan birtakim fiziksel ve kimyasal
degisikliklerle karsilasir. Diisiik 1silarda spermatozoon membraninda bulunan lipit
yapilarinda translokasyonlar gerceklesir. Bu degisiklikler sifirin altindaki 1silarda
olusan faz degisimine bagl olarak daha belirgin duruma gelir (Holt, 2000a).

Sperm membran yapisinin bir gdstergesi olan canli spermatozoon oraninin,
sulandirma sonrasi1 asamayla benzer oldugu (%76,22 ve 75,71) gozlendi. Farkh
sulandiricilarla sulandirilip sogutulan farkli irklara ait ko¢ spermasinda sogutma
sonras1 canli spermatozoon oraninin 1k ve sulandirict igeriginden etkilendigi
bildirmistir (Benmoula ve ark., 2018).

Bilgisayar destekli sperm analiz programlari, herhangi bir sekilde hareket eden
spermatozoon sayisinin popiilasyondaki oranin1 TM olarak degerlendirir (Chenoweth,
& Lorton, 2014; Seneda ve ark., 2016). I¢inde kriyoprotektan bulunan ikinci
sulandirict (Sulandirici B) ile sulandirilan sperma, 2 saat ekilibrasyona birakildi.
Ekilibrasyon sonrasi asamaya ait TM orani, sogutma sonrasi ile karsilastirildiginda;
PEG6 grubu disindaki tiim gruplarda ekilibrasyon asamasinda kriyoprotektan
ilavesinin TM orani etkilemedigi gozlemlendi. PM orani bakimindan PVP6 ve PEG6
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gruplarinda diisiis sekillendi. Canli spermatozoon bakimindan da en yiiksek diisiis
kontrol, PEG6 ve PEG4 gruplarinda goriildii. Gliserol 6zellikle 30 °C ve 5 °C'de
spermaya eklendiginde motiliteyi olumsuz etkiler. Ayrica akrozom reaksiyonunu
hizlandirir. Dolayisi ile spermatozoanin membran yapisini ve canli spermatozoa orani
da olumsuz etkiler (Abdelhakeam ve ark., 1991; Fiser ve ark., 1987). Gliserol igeren
kontrol grubuna ait canli spermatozoa oranin diismesi gliseroliin mebran yapisi
tizerindeki olumsuz etkisi ile acgiklanabilir. Soguk (+5°C 1sida) ortamda 48 saat
boyunca saklanan boga spermasi kullanilarak yapilan ¢alismada, %35 oraninda PEG
ilave edilen gruba ait TM ve canli spermatozoon oranlarinin istatistiksel kotrol
grubuna benzer oldugu bildirilmistir (Abavisani ve ark., 2013). Sunulan ¢alisma da da
ekilibrasyon agamasinda PEG igren gruplara ait canli spermatozoa oraniin kontrol
grubuna benzer oldugu belirlendi.

Spermatozoon motilitesi, erkek ve disi genital kanaldan koken alan birgok
faktoriin yaninda sulandirict igerigi, sulandirma miktari, sogutma, dondurma
¢ozdlirme gibi bir¢ok etken tarafindan etkilenir (Chenoweth, & Lorton, 2014; Hafez,
& Hafez, 1993; Ileri ve ark., 2000). Ekilibrasyon sonrast kullanilan kriyoprotektanlarin
¢esidinin spermanin TM oranim1 etkiledigi goézlemlendi (P<0,001). Saf %6
kriyoprotektan igeren kontrol, DEX6, PVP6 ve PEG6 gruplar karsilastirildiginda en
yiiksek ekilibrasyon sonrast TM orani; DEX6 grubunda elde edildi. DEX6, PVP6,
Kontrol gruplarmin ekilibrasyon sonrast TM oranlar1t PEG6 igeren gruba gore daha
yiiksek oldugu goézlendi (P<0,05). Soguk (+5°C 1sida) ortamda 48 saat boyunca
saklanan boga spermasi kullanilarak yapilan calismada, %5 oraninda PEG ilave edilen
gruba ait TM oranin zamanla diistiigti ilk 24 saat sonunda kotrol grubuna benzer
oldugu bildirilmistir (Abavisani ve ark., 2013).

PM, bas1 yoniinde ileri dogru ve 6zellikle diizgiin dogrusal hareket gdsteren
spermatozoon sayisinin TM popiilasyonundaki oranidir (Chenoweth, & Lorton, 2014;
Seneda ve ark., 2016). Calismada kullanilan kriyoprotektanlarin ¢esidi PM oranini
onemli diizeyde etkiledigi belirlendi (P<0,001). PM oranlar karsilastirildiginda,
DEX6 gruba ait PM oranin PEG6 ve PVP6 gruplarina gore istatistiksel olarak daha
yiiksek oldugu belirlendi (P<0,05).

Boga sperma sulandiricilarina PEG katilmasinin, taze permaya ait TM, PM ve

canli spermatozoon oranini etkilemedigi, 24 saat buzdolabinda saklama sonrasi ise
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istatistiksel olarak diisiirdiigii bildirilmistir (Kandelousi ve ark., 2013). Hindi sperma
sulandiricisina %6, %8 ve %20 PVP eklenerek yapilan bir calismada; gliserol iceren
grupla karsilastirildiginda, sulandirma sonrasi asamada PVP katilmasinin motilite
oranini etkilemedigi, %6 ve %8 gruplarinda canli spermatozoon oranini artirdigi
bildirilmistir (Rakha ve ark., 2017). Ayn1 arastirmanin sogutma sonrasi asamasinda,
%6 ve %8, PVP gruplarina ait motilite oranlarinin ve PVP6 igeren grubun canli
spermatozoon oraninin kontrol grubuna gore daha iyi oldugu, ekilibrasyon sonrasi
asamada ise %6 ve %10 PVP iceren gruplara ait motilite orani ve canli spermatozoon
orani bakimindan %4, %6 ve %10 PVP igeren gruplarin kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Rakha ve ark., 2017).

Spermatozoon, aktif ¢ekirdegi ve organelleri olan bir hiicredir. Biyosentez,
kendini onarma, biiylime, bolinme ve yenilenme gibi etkinlikleri olmaksizin,
fertilizasyon asamasina kadar fizyolojik aktivitesini korumalidir (Hafez, & Hafez,
1993; ileri ve ark., 2000). Son yillarda hiicrenin farkli fonksiyonel bdlgelerine yonelik
Ozellikli floresan boyalar kullanilarak kisa zaman diliminde binlerce hiicreyi
degerlendirebilen akis sitometri (flow cytometer) teknigi, spermanin Kkalite
muayenesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Cordelli ve ark., 2005; Gillan, Evans,
& Maxwell, 2005; Graham, 2001; Hossain ve ark., 2011). Calismamizda da canli
spermatozoon orani akis sitometri aracilifiyla Easykit 1 (ref. 024708; IMV
Technologies) kullanilarak belirlendi. Bu yontemde PI (kirmizi floresan) boya
almayan, niikleik asidi yesil olan spermatozoon sayisinin tiim popiilasyona gdre orani
canli olarak degerlendirildi (Barrier Battut ve ark., 2016). Calismada kullanilan
kriyoprotektan c¢esidi canli spermatozoon oranimi istatistiksel olarak etkiledigi
belirlendi (P<0,001). Canli spermatozoon orani bakimindan PVP6 (P<0,05), DEX6
(P<0,05) ve Kontrol (P>0,05) gruplarina ait canli spermatozoon oranin PEG6 grubuna
gore daha yiiksek oldugu goriildii. Boga sperma sulandiricilarina PEG ilavesinin
benzer sekilde canli spermatozoon oranini olumsuz etkiledigini, saklama siiresinin
artmasi ile bu etkinin daha belirgin hale geldigini bildirmistir (Abavisani ve ark.,
2013).

Bir madde diger bir maddenin etkinligini baskilayabilir ya da aditif veya
sinerjik bir etki olusturabilir. Kullanilan kriyoprotektanlarin birbirleri ile aditif etkisi

s6z konusu ise birlikte kullanimiyla daha yiliksek koruyucu etki elde edilebilir
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(Hubalek, 2003). Genellikle intraselliiler kriyoprotektanlarin ekstraselliiler veya hiicre
icine yavas girenlerle birlikte kullanilmas1 6nerilmektedir (Hubalek, 2003).

Ekilibrasyon asamasinda kriyoprotektanlarin karigimini igeren gruplarda
kullanilan kriyoprotektan cesidi ve miktarinin ekilibrasyon sonrasi spermatolojik
ozellikleri etkiledigi goriildii. PEG6 grubuna ait TM oraninin, 2. (DEX2) ve 3. (DEX4)
gruplarma gore daha diisikk oldugu gozlendi (P<0,05). Dekstran, PEG ve PVP
polimerik yapida ekstraselliiler kriyoprotektanlardandir. Okaryotik hiicreler
tizerindeki etkinlikleri degiskenlik gostermektedir (Elliott, Wang, & Fuller, 2017;
Hubalek, 2003). Genellikle embriyo, sperma ve doku dondurma veya vitrifikasyonu
amaciyla diger kriyoprotektanlarla birlikte kullanilmas1 6nerilmektedir (Elliott ve ark.,
2017). Yapilan caligmada ekilibrasyon sonrasi asamada karisim gruplarinda
sulandiricidaki gliserol orani artikga TM ve PM oraninda artis oldugu (P>0,05)
goriildii. Sulandiricidaki  tim maddeler birbirleri ile etkilesim igindedirler.
Kriyoprotektanlar da kombine olarak kullanildiginda, birbiri ile etkileserek belirli
hiicre organellerini etkiler ve bireysel etkilerinden farkli bir kriyoprotektif etki
olustururlar (Hubalek, 2003). Dekstran ve PVP igeren gruplarin tiimiinde ve PEG2
grubunda canli spermatozoon oraninin kontrole gore daha yiiksek oldugu goriildii
(P>0,05). Ekilibrasyon sonrasi asamada DEX6 igeren grubun, DEX2 ve DEX4
gruplarina gore daha yiiksek TM, PM ve canli spermatozoon oranina sahip oldugu
goriildii. PVP igeren gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde saf PVP6 igeren gruba
ait TM, PM ve canli spermatozoon orani PVP2 ve PVP4 iceren karigim gruplarina gore
daha diisiik oldugu gozlendi. PEG iceren gruplarin da PVP gruplarina benzerlik
gosterdigi, gliserol ile PVP’nin kombine olarak kullanildig1 gruplara ait TM, PM ve
canli spermatozoon oranlarinin saf PEG6 igeren gruba gore daha diisiik oldugu
gozlendi. PVP’nin farkli yogunluklarinin ¢6ziim sonrasi kanatli spermasi tizerine olan
etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir calismada, PVP6 katilmasimin
ekilibrasyon sonras1 motilite, saglam plazma membrani, canli spermatozoon ve saglam
akrozom oranlarini artirdig1 bildirilmistir (Rakha ve ark., 2017). Sunulan ¢aligmada da
benzer sekilde ekilibrasyon asamasinda, PVP iceren gruplara ait canli spermatozoon
orani diger gruplara gore daha yiiksek bulundu.

Sogutma, donma ve eritme asamalarinda sekillenen tim fiziksel ve

fizikokimyasal degisiklikler hiicre icin zararlidir. Bu nedenle, dondurmanin zararl
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etkilerinden korunmasi i¢in, sperma sulandiricilarina kriyoprotektan maddelerin
eklenmesi zorunludur (Ak ve ark., 2010; Soylu ve ark., 2007). Sogutma ve dondurma
sirasinda suyun ozmoz yoluyla hiicreden disar1 ¢ikmasi sonucu hiicre zar1 hasar gortir.
Donma sirasinda sekillenen yiiksek tuz basinci, buz kristallerinden kaynaklanan
mekanik stres, membranlarda ve hiicre organellerinde dehidrasyon olusturarak
proteinlerin denatiirasyonuna ve lipit katmaninin stabilitesinin kaybolmasi sonucu
spermatozoonun ultrastriiktiirel yapis1t ve fizyolojisini etkiler (Watson, 2000).
Cozdirme sonrasinda elde edilen TM (P<0,001), PM (P<0,001), canli spermatozoon
orani (P<0,001), polarize mitokondri (yliksek mitokondriyal potansiyel) (P<0,001) ve
apoptotik indeks (TUNEL) (P>0,05) bakimindan gruplar arasinda fark oldugu
gozlendi (Tablo 5). Gruplar arasi farkliligin sulandirici igergindeki kriyoprotektan
madde ¢esidi ve sulandiricidaki oranlarinin farkligindan ileri geldigi diistintilmektedir.

Kullanilan kriyoprotektanin ¢esidi ve miktari, sogutma, dondurma ve
cozdiirme sonrasi elde edilen spermatolojik 6zellikleri etkilemektedir (Alcay ve ark.,
2016; Nur ve ark., 2010). Icinde %5 ve %7 oraninda gliserol igeren TRIS bazli
sulandirici kullanilarak dondurulan kog¢ spermasinda ¢ozdiirme sonrasi total motilite
orani sirastyla %42 ve %52 olarak bildirilmistir (Jha ve ark., 2019). Farkli
kriyoprotektanlar (%6 DMSO, %6 etilen glikol, %6 1,2 propanediol ve %6 gliserol)
kullanilarak dondurulan ko¢ spermasinda, kullanilan kriyoprotektan ¢esidinin
¢ozdiirme sonrasi spermatozoon motilitesini etkiledigi en yiiksek motilite oraninin
gliserol iceren kontrol grubundan (%53) elde edildigi bildirilmistir (Alcay ve ark.,
2016). TRIS bazli sulandiricilara antioksidan katilmasinin motiliteyi iyilestirdigi
saptanan bir ¢alismada, ¢ozdiirme sonrasi iginde %5 gliserol bulunan kontrol grubunda
%47 motilite bildirilmistir (Bucak ve ark., 2008). i¢inde %7 oraninda gliserol bulunan
lesitin bazli sulandirici ile dondurulan kog¢ spermasinda ¢ozdiirme sonrast TM ve PM
orani sirastyla %42 ve %25 bildirilmistir (Asadzadeh, Abdollahi, Esmaeilkhanian, &
Masoudi, 2021). TM ile ilgili sonuglar arasindaki farklilik kullanilan analiz
yonteminin farkligindan ileri geldigi diistiniilmektedir.

Dondurulmus spermanin yasam siiresi taze ve sogutulmus spermaya gore daha
uzundur. Taze kog¢ spermasinin oda 1s1sinda saklanma siiresi yaklasik olarak bir iki giin
iken (Morrell, 2006; Paulenz ve ark., 2005a; Paulenz, Soltun, Adney, Berg, &

Soderquist, 2005b), sogutulmus formu fertilizasyon yetenegini saklama kosullarina
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bagli olarak 72 saat kadar siirdiirebilir (Dayanikli ve ark., 2022; Falchi ve ark., 2018;
Gilindogan, 2009). Donmus sperma ise uygun kosullar saglandig siirece fertilizasyon
yetenegini yillarca korumaktadir (Hafez, & Hafez, 1993; Salamon, Maxwell, & Evans,
1985). Gliseroliin  kriyoprotektif etkisinin Polge vd. (1949) tarafindan
gosterilmesinden sonraki yillarda, farkli tiir ve degisik hiicre tiplerinin dondurulmasi
amaciyla bircok hiicre igine girebilen internal ve giremeyen eksternal
kriyoprotektanlarin kullanilabilecegi gosterilmistir (Lovelock, & Bishop, 1959).

Cozdiirme isleminin motilite orani, canli spermatozoon orani ve spermatozoon
morfolojisi ve fonksiyonel biiyiikliigii izerine 6nemli etkileri vardir. Bu nedenlerden
dolay1 dondurulmus spermanin en ideal ¢ozdiirme teknigi konusunda calismalar
yapilmustir (Brito ve ark., 2017; Paulenz, Adney, & Séderquist, 2007; Pefia, & Linde-
Forsberg, 2000; Salamon, & Maxwell, 1995a). Sunulan calismada, dondurulan sperma
37 °C 1sida ¢ozdiiriildii. Cozdiirme sonrast bulgular degerlendirildiginde, gliserol
disinda kullanilan diger kriyoprotektanlarin (DEX6, PVP6 ve PEG6) hicbiri tek basina
kullanildiginda TM, PM, canli spermatozoon ve polarize mitokondri oranini
dondurmanin zararh etkilerine kars1 koruyamadig1 gozlendi. eksternal kriyoprotektan
iceren farkli sulandiric1 ve tiirlerde yapilan calismalarda, Dextran (Kundu ve ark.
,2002; Maria P. Viudes-de-Castro ve ark., 2021) disinda diger PVP (Schmehl,
Vazquez & Graham, 1986) ve PEG (Abavisani ve ark., 2013, Schmehl ve ark, 1986)
ilavelerinin ¢6zlim sonras1 spermatolojik oOzellikleri korumada yetersiz oldugu
bildirilmistir. Bu durum ¢alismada kullanilan eksternal kriyoprotektanlarin tek basina
kog spermasi tizerinde yeterince dehidrasyon saglamadigi ile agiklanabilir.

TRIS, siikroz, trehaloz, sitrik asit gibi bir¢cok farkli kimyasallarla birlikte
kullanilarak kog¢ spermasinin dondurulmasi amaciyla bircok calismada basartyla
kullanilmistir (Aisen ve ark., 2000, 2002; Alcay ve ark., 2015; Alcay ve ark., 2016;
Nur ve ark., 2010). Kontrol grubumuzla benzer sulandirici i¢erigine sahip sulandirict
ile yapilan calismalarda %44 ila %54 motilite (Alcay ve ark., 2015; Algay ve ark.,
2016; Demir ve ark., 2015; Nur ve ark., 2010) ve %25 PM (Cirit ve ark., 2013)
bildirilmistir. C6zdiirme sonras1 asamada kontrol grubuna ait TM orani1 %61 ve PM
orani %47 olarak bulundu. Kog¢ spermasi ¢6zdiirme sonras1 asamada %40-50 oraninda
motilite yetenegini korusa da fonksiyonel 6zelligini ancak %20-30 oraninda korur

(Salamon, & Maxwell, 1995a). Sulandiricimizda da bulunan eksternal bir
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kriyoprotektan olan trehaloz, spermatozoonun zarinda bulunan fosfolipitlerle
etkilesiminin sonucu spesifik bir membran koruyucusu olarak hareket eder, boylece
dehidrasyona kars1 ek koruma saglar. Fakat tek basina katildiginda, ¢6ziim sonrasi
spermatolojik 6zellikleri yeterince korumadigi, gliserol ile birlikte kullanildiginda ise
daha yiiksek koruma sagladigi bildirilmistir (Aisen ve ark., 2000). Aisen ve ark.
(2000), TRIS sulandiricist ile sulandirip dondurduklar ko¢ spermasinda, ¢ozdiirme
sonrast motilite ve saglam akrozom oranini sirasityla %64 ve %68 bulmuslardir.
Gliserol iceren grubun digerlerine gore ¢ok {istiin olusu, trehalozun koruyucu aditif
etkisinden ileri gelmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Aisen ve ark., 2000).
Intraselliiler ve ekstraselliiler CP’ler, dondurmanin temel gereksinimi olan
dehidrasyona yol agmalarindan dolayi, siklikla dondurma medyumlarina katilir.
Hiicrenin su igerigi CP’lere kars1 davranigini etkiler (Sztein ve ark., 2001). Trehaloz,
DMSO, etilen glikol (EG), PEG ve gliseroliin, farkli hiicre ve dokularin
ondurulmasinda kriyoprotektif etkilerinin oldugu gosterilmistir (Abavisani ve ark.,
2013; Cabrita ve ark., 2001; Jung, Kim, & Yoon, 2016; Kandelousi ve ark., 2013; Lee
ve ark., 2013; Tasdemir ve ark., 2013). Yapilan ¢aligsmalar, her bir tiir ve hiicre tipinin
farkli bir sulandirma, sogutma, dondurma ve eritme gerektirdigini; standart dondurma
yonteminin kullanilamayacagin1 gostermistir (Davidson, Benson, & Higgins, 2014,
Mazur, 1963). Hatta ayn tiir ve 1rk i¢inde genetik varyasyonlara bagl olarak bireyler
arasinda donmaya kars1 duyarligin farkli oldugu bildirilmistir (Thurston, Watson,
Mileham, & Holt, 2001). Hindi spermasiin gliserol katmaksizin dekstranin %10
oraninda sulandiricilara katilmasi ile basarili bir sekilde dondurulabilecegi
bildirilmistir (Gloria ve ark., 2019). Spermatozoonun fonksiyonlar1 bikarbonat (HCO3)
tarafindan aktive edilmektedir (De Jonge, & Barratt, 2017). Spermatozoon motilitesi,
biyokimyasal olarak HCOs, intraselliiler pH degerini yiikseltmesi ile Ca?* ve cAMP’yi
artiran olaylar zincirini baglatarak uyarilir (De Jonge, & Barratt, 2017; Ho, & Suarez,
2001). Sperma sulandiricilarinda bulunan Na*, K*, Ca?*, Mg?* gibi iyonlar bircok
tiiriin sperm motilitesini etkiler (Pegg, 2002). Sogutma, dondurma ve ¢ozdiirmeye
bagli sekillenen kriyojenik hasarlar, eritme sonrasi asamada kismi veya tam olarak
sperm motilite ve membranin fonksiyonel biitiinliigiiniin yitirilmesi ile tanimlanir
(Meryman, 2007). Dekstran, temelde 1-3 yan zincirleri olan bir a-D-1,6-glikoz

baglantil1 bir polimer olup donma sirasinda olusan buz kristallerini modifiye ederek
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kriyoprotektif etki olusturur (Kundu ve ark., 2002). Kullanilan dekstranin molekiiler
agiligina bagl olarak kriyoprotektif etkisi degisiklik gostermektedir. Kundu ve ark.
(2002) gliserol veya DMSO igeren sulandiricilara farkli molekiiler agirliga sahip (10-
2000 kDa) dekstranin fakli yogunlukta eklenerek dondurduklar1 epididimal teke
spermasinda; diisiik molekiiler agirlikta dekstran igeren gliserol ve DMSO
kombinasyonlarin olumlu sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Sunulan g¢alismamizda
15.000-30.000 kDa molekiiler agirlikta dekstran kullanilmistir. Sonuglar arasindaki
farkliligin tiir, kullanilan dekstranin molekiiler agirligi, sulandirici ¢esidi ve yogunluk
farkliligindan ileri geldigi diistintilmektedir. Dekstran, PVP ve PEG iceren gruplarda
ortamdaki gliserol orani artikga TM, PM, canli spermatozoon orani ve polarize
mitokondri oranin artig1 gozlendi. Dimetilsiilfoksit (DMSO) iceren tavsan sperma
sulandiricilarina dekstran katkisinin fertilite ve akrozom biitiinliiglinii korumada
sinerjik etki gosterdigi, bu etkinin motilite lizerinde de gdzlemlenmedigi bildirilmistir
(Viudes-de-Castro ve ark., 2021). Horoz spermasi sulandiricilarina 0% (kontrol), 4%
(W/v), 6% (w/v), 8% (w/v) ve 10% (w/v) PVP eklenerek yapilan bir calismada
cozdiirme sonras1 asamada en yiiksek motilite 6% (w/v) PVP igeren grupta elde
edildigi bildirilmistir (Rakha ve ark., 2017). TRIS - sitrik asit sulandiricis1 kullanilarak
dondurulan manda spermasinda, sulandiricilara 0,05 ve 0,1 mM PVP katkilarinin
eritme sonrasi motilite oranini artirdigi, yiiksek yogunluklarda bu etkinin goriilmedigi
bildirilmistir (Khan ve ark., 2021). Bu durum, kullanilan hayvan tiirii ve sperm
sulandiricisindaki farklilikla agiklanabilir.

Hidrofilik 6zellikteki PEG, ortamin ozmotik basincini artirmak i¢in kullanilan
PEG’nin ko¢ spermasinin dondurulmasi amaciyla kullanimima yonelik calismalar
siirlidir (Schmehl ve ark., 1986). Tek basina kullanildiginda boga spermasi iizerine
oldiirticii etkisi olan PEG’nin (Kandelousi ve ark., 2013), fare spermatogonyal kok
hiicrelerinin dondurulmasinda medyuma %2,5 oraninda eklenmesinin canli hiicre
sayisini artirdigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2013). Boga spermasinin dondurulmasi
amaciyla yapilan bir ¢alismada, sperma sulandiricilarina PEG katilmasinin, ¢ézdiirme
sonrast TM, PM ve canli spermatozoon oran diislirdiigii bildirilmistir (Abavisani ve
ark., 2013; Kandelousi ve ark., 2013). Sunulan ¢alismada, sulandiricilara 6zellikle
yuksek dozlarda PEG ilavesinin ¢dzdiirme sonrast TM ve PM orani diistirdiigii

goriilmiistiir. Bu olumsuz etkinin %2 diizeyinde PEG igeren grupta diisiik oldugu
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bulunmustur. PEG igeren sulandirict ile dondurulan sigir spermasinda, kontrol
grubuna ait ¢ozdlirme sonrasi canli spermatozoon, TM ve PM oranlarinin %5PEG
igeren gruba gore onemli 6lglide daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Abavisani ve ark.,
2013). TEST-yumurta sarisi-gliserol sulandiricilarina farkli oranlarda dektstran PVP
ve PEG ilave edilerek pellet metoduna gére dondurulan ko¢ spermasinda, dekstran
ilavesinin ¢oziim sonrast motilityi artirken, PVP ve PEG ilavelerinin motiteyi
diistirdtigii bildirilmistir (Schmehl ve ark 1986).

Trombosit dondurma medyumlarina kriyoprotektan olarak katilan PVP’nin -
196 °C'de dondurularak saklanan trombositlere yiiksek diizeyde koruma sagladigi
bildirilmigtir (Kato, & Nagao, 2012). PVP’nin kog¢ spermasi sulandiricilarina
eklenmesi ile ilgili calismalara rastlanamamistir. Hindi sperm sulandiricisina %6, %8,
ve %20 PVP katilarak yapilan bir ¢calismada, ¢ozdiirme sonrasi asamada %4 ve %6
PVP igeren gruplara ait motilite ve PVP6 gruba ait canli spermatozoon oranlarinin
gliserol iceren gruba gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Rakha ve ark., 2017).
Sunulan ¢alismamizda ko¢ spermasi sulandiricilarina PVP katilmasinin TM, PM ve
canlt spermatozoon oranlarini diisiirdiigii gozlendi. Bu durum, kullanilan sulandirici
ve hayvan tiirliniin farklilig1 ile agiklanabilir.

Spermatozoon canliligi, plazma membrani hasarli 6l hiicrelerin PI boya
almasi1 ilkesine dayanir (Nur, 2019). Farkli irk, sulandirici, dondurma ve analiz
yontemi kullanilarak yapilan c¢alismalarda ¢dzdiirme sonrasi agsamada %38 ile %67
¢Ozlim sonrasi canli spermatozoon orani bildirilmistir (Asadzadeh ve ark., 2021; Jha
ve ark., 2019). Sunulan calismada dondurma oOncesi asamalar (sogutma ve
ekilibrasyon) ile karsilastirildiginda, ¢ézdiirme sonras1 asamada daha diisiik oranda
canli spermatozoon elde edildi. Dondurulmamis spermaya gore dondurulmus
¢ozdiiriilmiis spermada daha az canli ve daha fazla agoni halinde spermatozoon
bulunur (Bailey ve ark., 2003). Sunulan ¢alismamizda ¢6ziim sonrasi asamada en
yuksek canli spermatozoon orani kontrol grubunda (%51) elde edilirken, en diisiik
canli spermatozoon orani PVP4 ve PVP6 gruplarinda elde edildi. iginde %5 ve %7
oraninda gliserol iceren TRIS bazli sulandirici kullanilarak dondurulan kog
spermasinda eritme sonrasi total canli spermatozoon orani sirasiyla %54 ve %67
bildirilmistir (Jha ve ark., 2019). Horoz spermasi sulandiricilarina (%6 w/v) PVP

katilmas1 ¢ozdiirme sonrasi canli spermatozoon orani artirmaktadir (Rakha ve ark.,
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2017). Sunulan calismada, PVP katkisinin canli spermatozoon oranini olumsuz
etkiledigi goriildi (P<0,05). Cozdiirme sonrasi agsamada saf %6 kriyoprotektan iceren
kontrol (%6 gliserol), DEX6, PVP6 ve PEG6 iceren gruplar arasinda en yiiksek canli
spermatozoon orani kontrol grubundan elde edildi. Ozellikle ¢alismada kullanilan
eksternal kriyoprotektanlarin (DEX2 ve PEG2) diisiik dozlarinda ¢ézdiirme sonrasi
canli spermatozoon oraninin kontrole benzer oldugu belirlendi. TRIS - sitrik asit
sulandiricisi kullanilarak dondurulan manda spermasinda, sulandiricilara 0,01 ve 0,05
mM PVP katkilarinin eritme sonrast canli spermatozoon oranimi artirdigi, yiiksek
yogunluklarda (0,1mM) bu etkinin goriilmedigi bildirilmistir (Khan ve ark., 2021).
Spermatozoonun hiicre membran yapisi tiirler arasinda degisiklik gosterir. Bu nedenle,
sulandirict igerigi, sogutmaya ve dondurma sirasinda olusan dehidrasyon ve
rehidrasyon sirasindaki faz degisimlerine karsi hiicre membranin davranisi da degisir
(Cabrita ve ark., 2001; Gilmore ve ark., 1998; Hafez, & Hafez, 1993). Sunulan
calismada kullanilan eksternal kriyoprotektan ¢esidi ve sulandiricidaki oraninin, canli
spermatozoon oramni etkiledigi belirlendi. Ozellikle miks gruplara ait ¢dzdiirme
sonras1 canli spermatozoon oraninin kontrol grubuna gore diisikk oldugu goriildii.
Sulandirict ozmolaritesi ve kullanilan kriyoprotektan cesidi, ¢ozdiirme sonrasi kog
spermas1t membran biitiinliigiinlii 6nemli diizeyde etkiledigi bildirilmistir (Soylu ve
ark., 2007). Canli spermatozoa orani bakimindan gruplar arasi bulunan farlilik
sulandiricilara ait ozmotik basing ve kullanilan kriyoprotektanin kriyoprotektif
etkisinin farkliklariyla agiklanabilir.

Plazma zar1 ve mitokondriyal islev bozukluklari, programlanmis hiicre
Oliimiiniin erken donem gostergelerindendir (Barroso ve ark., 2006). Birgok hiicre
tipinde apoptozis mekanizmasini koordine eden mitokondri, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) motilite i¢in gerek duydugu ATP’nin biiyiikk bir bolimiinii iretir. Kalsiyum
sinyali, hiperaktivasyon, membran fonksiyonu spermatozoon metabolizmasi ve
fertilizasyon asamalarinda onemli gorevler istlenir (Aitken, & Baker, 2004; Ott ve
ark., 2007; Pena ve ark., 2009; Silva, & Gadella, 2006). Spermatozoon motilitesi ve
fertilizasyonda Onemli rollerinden dolayr mitokondri membran potansiyelinin
spermatolojik muayenede 6nemli yeri bulunmaktadir.

Cozdiirme sonrasi sperm fonksiyonel biitiinliigii ve fertilite glicii dondurma hizi

ve sulandirici bilesenlerinden etkilenmektedir (Asadzadeh ve ark., 2021; Hammadeh,
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Askari, Georg, Rosenbaum, & Schmidt, 1999; Hammadeh ve ark., 2001). Sulandirma,
sogutma, dondurma ve ¢ozdiirme asamalarinda sekillenen plazma ve mitokondri zar1
degisikliklerine yol agan mekanizmalarin belirsiz olmasi1 nedeniyle ileri diizeyde
caligmalara gerek duyulmaktadir (Barroso ve ark., 2006). Calismamizda kullanilan
eksternal kriyoprotektanlarin tiimiiniin ¢ozdiirme sonrasi agamada mitokondride
polarizasyona neden oldugu gozlendi. Bu durum kullanilan kriyoprotektanlarin hiicre
membrant gibi mitokondrial membrani da korumada yetersiz oldugunu
diistindiirmektedir.

Intraservikal ve intrauterin tohumlamalarda karsilasilan fertilite diisiikliigii,
biiyiilk oranda mitokondriyal yikimlarla iliskilendirilmektedir (Faigl ve ark., 2012).
Sunulan ¢alismada, ¢dzdiirme sonras1 asamada saf %6 kriyoprotektan igeren kontrol
(%6 gliserol), DEX6, PVP6 ve PEG6 igeren gruplar karsilastirildiginda en yiiksek
polarize mitokondri orani kontrol grubunda (%57) elde edildi. Diisiik oranda eksternal
kriyoprotektan iceren DEX2 ve PEG2 gruplara ait polarize mitokondri oranin kontrol
grubu ile benzer oldugu gézlendi (P>0,05). I¢inde %7 oraninda gliserol iceren lesitin
bazli sulandirict kullanilarak dondurulan ko¢ spermasinda ¢ozdiirme sonrasi asamada
calismamizin kontrol grubuna benzer (%57) oranda polarize mitokondri orani (%51)
bildirmistir (Asadzadeh ve ark., 2021).

Programlanmig hiicre 6liimii olarak tanimlanabilen apoptozis, fizyolojik bir
siirectir. Istenmeyen veya yararsiz hiicreler, gelisim ve diger normal biyolojik siiregler
sirasinda ortadan kaldirilir. Apoptoza ugrayan hiicreler; kromatin agregasyonu,
niikleer ve sitoplazmik yogunlagma, ribozom igeren ve sitoplazma ve ¢ekirdek zarina
baglanmis vezikiiller (apoptotik yapilar), morfolojik olarak bozulmus mitokondri ve
niikleer materyal gibi morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler gosterir (Choudhury,
Kumar, Mayank, Mehta, & Bardalai, 2012; Hans-Jiirgen, 2005).

Apoptozis, oliim reseptorleri, hiicre membrani degisiklikleri, proteaz yolag,
mitokondri diizeyindeki degisiklikler ve DNA yapisiin kirilmasi gibi bir¢ok yolla
baslatilabilmektedir. Apoptoza ugrayan hiicre popiilasyonunu, TUNEL metodu
yaninda, comet assay (CA), sperm chromatin structure assay (SCA) ve Caspaz
aktivitesi gibi ¢ok farkli yontemle belirlenebilmektedir (Choudhury ve ark., 2012;
Fernandez ve ark., 2003; Hans-Jiirgen, 2005). TUNEL metoduyla, apoptozun gec

asamalarinda olusan DNA zincirindeki kirilmalar belirlenir. Bu nedenle apoptozun
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erken belirteci olan diger degisiklikler hakkinda yeterli bilgi verememektedir (Hans-
Jiirgen, 2005). Sunulan ¢alismada kontrol ve ¢alisma gruplarinda %2,8 ila %3,7
TUNEL pozitif spermatozoon oranmi bulundu. TUNEL indeks orani bakimindan
gruplar arasi istatistiksel bir fark bulunmadigi saptandi (P>0,05). Calismamizda
gruplar arasi farkin goriilmemesi TUNEL metodunun apoptozun erken belirteclerini
belirlemesindeki yetersizlikle agiklanabilir. Nur ve ark. (2010), farkli kriyoprotektan
kullanarak yaptiklar1 ¢calismada %1,2 ila %6,9 oraninda TUNEL pozitif spermatozoon
orani bildirilmislerdir. Cozdiirme sonrasi asamada en yiiksek TUNEL pozitif
spermatozoon oranmnin gliserol iceren gruptan elde edildigi, kullanilan diger
kriyoprotektan ¢esitlerinin TUNEL pozitif spermatozoon oranlarinin benzer oldugu
bildirilmigtir (Nur ve ark., 2010). Sunulan ¢alismada da kullanilan kriyoprotektan
cesidinin apoptoza ugrayan spermatozoon oranini etkilememesi anilan ¢alisma ile
benzerlik gostermektedir.

Fertilizasyon sirasinda gerceklesen fizyolojik siiregler spermatozoonun plazma
ve akrozom membran biitiinliigii ile ilgilidir (Jeyendran, Van der Ven, Perez-Pelaez,
Crabo, & Zaneveld, 1984). Spermatozoonun apikal ucunda bulunan ve fertilizasyonda
onemli fonksiyonlar1 olan akrozomal yapi1, korona penetrating enzim, hiyaluronidaz,
noraminidaz, proakrozin, proteinaz, esteraz, fosfataz, fosfolipaz A2, asit fosfataz, aril
stilfataz, B-N-asetil glikozaminidaz, aril aminidaz ve kollajenaz gibi proteolitik
enzimleri igerir. Bu enzim ve mediatorlerin ¢esidi ve miktar tiirler arasinda farklilik
gosterir (Hafez, & Hafez, 1993). Sperm sulandiricilarina katilan

Kog¢ spermatozoonu, boga, tavsan ve insan gibi diger tiirlere gore daha ytliksek
¢oklu doymamis/doymus yag asitleri oranina ve daha diisiik kolesterol/fosfolipit
oranina sahip oldugundan, soguk sokuna kars1 daha duyarhdir (Faigl ve ark., 2012;
Salamon, & Maxwell, 2000). Kog¢ spermasiin ¢ozdiirme sonrasi yiiksek oranda
membran diizensizligi ve hasar1 bu farkliliklarla iligkilidir (Ollero ve ark., 1998).
Sunulan ¢alismada kullanilan kriyoprotektan ¢esidi ve miktarinin, ¢ozdiirme sonrasi
plazma biitlinliigline sahip spermatozoon orant (P>0,001), saglam akrozom
biitiinltigline sahip spermatozoon orani (P>0,001), plazma membran1 ve akrozomu
saglam spermatozoon orami (P>0,001), plazma membrani saglam fakat bozuk

akrozoma sahip spermatozoon orani (P>0,001), plazma membrani bozuk fakat saglam
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akrozoma sahip spermatozoon orani (P>0,001), plazma membran1 ve akrozomu bozuk
spermatozoon oranini (P>0,001) istatistiksel diizeyde etkiledigi gézlendi (Tablo 6).

Spermatozoon membrani, hiicre i¢i ve dist ortamlarin dengesinin saglanmasi,
motilite ve disi genital kanal veya oosit-kumulus kompleksinin asilmasi dahil dolayl
veya dolaysiz olarak fertilizasyonla iligkilidir (Chen ve ark., 2003). Calismamizda
¢ozdilirme sonrasi asamada en yiiksek TM ve PM kontrol grubundan elde edildi. Buna
paralel olarak ¢ozdlirme sonrasi en yiiksek toplam plazma membran biitiinliiiine sahip
spermatozoon orani kontrol grubunda (%49) saptand1 (P>0,05). Icinde %5 ve %7
oraninda gliserol iceren TRIS bazli sulandirici kullanilarak dondurulan kog
spermasinda ¢dzdiirme sonrast plazma membran biitiinliglii orant %47 ve %60
bildirilmistir (Jha ve ark., 2019). Kontrol grubumuzla benzer sulandirici icerigine
sahip sulandirict ile yapilan calismalarda hipoozmotik sisme testi (HOST) ile
degerlendirilen kog¢ spermasinda, fonksiyonel plazma membran oran1 %65 (Algay ve
ark., 2015), %68 (Alcay ve ark., 2016), lesitin bazli sulandirici kullanilarak dondurulan
kog spermasinda ¢6zdiirme sonrasi plazma membran ve akrozom biitiinliigii oran1 %60
bildirilmistir (Asadzadeh ve ark., 2021).

Kriyoprezervasyon, plazma membrani lizerine geri doniisiimii olmayan
farklilagsmalara yol agarak hiicre 6liimlerine yol agar (Faigl ve ark., 2012; Holt, 2000b;
Kukovics ve ark., 2011; Peris-Frau ve ark., 2020; Salamon, & Maxwell, 1995b).
Sulandiricida bulunan dekstran ve polietilen glikol (PEG) gibi polimerlerin farkli
diizeyde hidrofobik etkileri vardir (Ollero ve ark., 1998). Calismamizda plazma
membran biitiinliigi en diisiikk spermatozoon oran1 PVP6 (P>0,005) ile elde edilirken;
DEX6, PVP6 ve PEG6’nin de plazma membran biitiinliigiinii korumada yetersiz
oldugu gozlendi. Polimerik bir eksternal kriyoprotektan olan PVP’nin toksik etkilerini
minimize etmek amaciyla, yerine hiicre i¢ine girebilen kriyoprotektanlar kullanilarak
spermatozoon ve embriyo gibi ¢esitli hiicre ve dokularin dondurulmasinda
kullanilabilecegi gosterilmistir (Barak, Menezo, Veiga, & Elder, 2001; Kato, &
Nagao, 2012; Rakha ve ark., 2017; Shaw ve ark., 1997). Ayrica, PVP uzun zamandir
ICSI amaciyla spermanin immobilizasyonu, sperma se¢imi, oosit kiiltiirii ve dondurma
gibi yardimci lireme tekniklerinde farkli amaglarla kullanilmaktadir (Kato, & Nagao,
2012). PVP eklenmesinin manda bogasit spermasinin ¢ozdiirme sonrasi plazma

membran fonksiyonel biitlinliiglinii destekledigi bildirilmistir (Khan ve ark., 2021).
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Yapilan ¢alismalarda PVP’nin, sperm membrani ve kromozomal yapida yikimlara
neden oldugu bildirilmistir (Kato, & Nagao, 2012). Calismamizda da sulandiricidaki
PVP orani artik¢a plazma membran hasarinin da artig1 gozlendi. Sulandiricidaki PVP
orant ¢0zdiirme sonrast horoz spermatozoonunun plazma membran biitiinligiini
etkilemektedir. Yapilan bir ¢calismada, %0 (kontrol), %4 (w/v), 6% (W/v), %8 (w/v) ve
%10 (w/v) PVP eklenerek dondurulan horoz spermasinda en yiiksek plazma membran
biitiinltigli %6 (w/v) iceren grupta elde edilmistir (Rakha ve ark., 2017). Dekstran, PVP
ve PEG igeren gruplarda sulandiricidaki eksternal kriyoprotektan orani artik¢a toplam
plazma membran biitiinligiine sahip spermatozoon oranmnin azaldigi goriildi. Bu
durum hayvan tiirli ve sulandirici igeriginin farkliligi ile agiklanabilir.

Hiicreyi bir biitiin olarak saran spermatozoon membrani; (i) akrozomun etrafini
saran, (i1) akrozomdan sonra basin geri kalanini saran ve (iii) bastan kuyruga kadar
olan boliimii saran olmak tizere farkli 6zelliklerde ii¢ boliimden olusmaktadir (Hafez,
& Hafez, 1993; Ileri ve ark., 2000; Nur, 2019). Akrozoma ait dis membran ile hiicre
membrant biitiinliigii, sulandiric1 igerigi, sulandirma, sogutma, dondurma ve
¢ozdiirmenin zararh etkilerine bagl olarak yikima ugrar (Bailey, Bilodeau, & Cormier,
2000; Kadirvel, Periasamy, & Kumar, 2012). Sunulan ¢alismada, akrozom biitiinliigii
saglam olan toplam spermatozoon orani bakimindan, DEX6 ve PVP6 iceren gruplarin
kontrol grubu ile benzer oldugu goriildi (P>0,05).

Horoz sperm sulandiricisina %6, %8 ve %20 PVP eklenerek yapilan bir
calismada, PVP eklenmesinin plazma ve akrozom membran biitlinliiglinli korumada
gliserole gore daha tistiin oldugu bildirilmistir (Rakha ve ark., 2017). Spermatozoonun
akrozomal yapisi, sulandirma, sogutma ve dondurma-cozdiirme islemlerinden
etkilenir (Hafez, & Hafez, 1993; Salamon, & Maxwell, 1995b; Watson, 2000). TRIS
bazli sulandiricilar kullanilarak yapilan ¢alismalarda, %64 (Alcay ve ark., 2015), %45
(Alcay ve ark., 2016) ve %40 (Nur ve ark., 2010) saglam akrozom orani bildirilmistir.
Icinde %5 ve %7 oranmnda gliserol bulunan TRIS bazli sulandirici kullanilarak
dondurulan ko¢ spermasinda ¢ozdiirme sonrasit %58 ve %70 akrozom biitliinliigii
bildirmistir (Jha ve ark., 2019). Akis sitometri yontemi kullanilarak degerlendirilen
kog¢ spermasinda ise %45 akrozom biitlinliigli oran1 bildirilmistir (Asadzadeh ve ark.,
2021). Calismamizda en yiiksek toplam saglam akrozom orani kontrol grubunda

(%80), en diisiik PEG6 grubunda (%64) elde edildi. Farkli yogunluklarda PVP iceren
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horoz spermasi sulandiricilarinda en yiiksek saglam akrozom oraninin PVP6 eklenen
grupta elde edildigi bildirilmistir (Rakha ve ark., 2017). Ozellikle PEG6 grubuna ait
saglam akrozoma sahip toplam spermatozoon orani, kontrol ve DEX6 gruplarina gore
istatistiksel olarak daha diisiik bulundu (P<0,05). Manda spermasi kullanarak yapilan
bir caligsmada, diisiik yogunlukta PVP (0,1 mM) eklemenin ¢6zdiirme sonrasi akrozom
biitiinliigiinii, kontrol grubu ve 0,0lmM oranda PVP igeren gruplara gore daha iyi
korudugu bildirilmistir (Khan ve ark., 2021).

Kullanilan kriyoprotektan ¢esidi ve miktarinin, akrozom yapisini ve plazma
membrant saglam ve bozuk spermatozoon popiilasyonunu farkli diizeylerde etkiledigi
goriildii. Tim gruplara ait plazma membram1 saglam spermatozoonlarin
akrozomlarinin diisiik oranda yikima ugradigi belirlendi. Plazma membrant ve
akrozomu saglam spermatozoon orani bakimindan saf kriyoprotektan madde igeren
kontrol (%6 gliserol) grubunun, DEX6, PVP6 ve PEG6 gruplarina gore daha iyi
koruma sagladigi belirlendi (P<0,001). Dekstran, PVP ve PEG igeren gruplarda
ortamdaki gliserol oram1 azaldikca plazma membrant ve akrozomu saglam
spermatozoon oraninin da azaldig: goriildii. PVP’ye maruz birakilan boga spermasinda
yapilan bir ¢alismada, PVP’nin kalsiyumun hiicre i¢ine girisini etkileyerek akrozom
reaksiyonunu uyardig1 bildirilmektedir (Kato, & Nagao, 2012). Sunulan c¢aligmada
membran yapisi saglam olan spermatozoon popiilasyonunda PVP igeren gruplara ait
saglam akrozom oraninin yalnizca gliserol iceren kontrol grubundan daha diisiik
oldugu gozlemlendi.

Plazma membrani saglam fakat akrozom biitiinliigii bozuk spermatozoon orani
bakimindan DEX6 ve PEG6 gruplariin kontrol grubu ile benzer oldugu goriiliirken
en diisiik oran PVP6 grubunda elde edildi. Sulandiricidaki gliserol oraninin plazma
membrani saglam fakat akrozomu bozuk spermatozoon oranini etkilemedigi belirlendi
(P>0,05). Plazma membran1 bozuk, fakat akrozomu saglam spermatozoon orani
bakimindan saf kriyoprotektan iceren gruplar karsilastirildiginda, gliserol igeren
kontrol grubunun DEX6 ve PVP6 gruplarma gore daha diisiik oranda saglam
akrozomal biitiinliige sahip spermatozoon orani saptandi (P<0,05).

Tiim gruplara ait plazma membram1 yikima ugramis spermatozoon
popiilasyonun, sulandiricida kullanilan kriyoprotektan madde ¢esidinin farkli diizeyde

akrozomal biitiinliigii korudugu belirlendi. Ozellikle %4 ve %6 oraninda eksternal

104



kriyoprotektan igceren gruplarin tiimiiniin %6 gliserol iceren kontrol grubuna gore
saglam akrozom oraninin daha yiiksek oldugu saptandi (P<0,05).

Sulandiric1 ozmolaritesi ve kullanilan kriyoprotektan ¢esidi, ¢6zdiirme sonrasi
ko¢ spermasi motilite, plazma membran ve akrozom biitiinliigiinii 6nemli diizeyde
etkiler (Soylu ve ark., 2007). Plazma ve akrozom membran1 bozuk spermatozoon orani
bakimindan kontrol grubuna gore en yiiksek oran PEG6 grubunda elde edildi (P>0,05).
Ortamdaki gliserol oran1 azaldikga plazma ve akrozomal membranm1 bozuk
spermatozoon oranin artig1 gozlendi.

Bilgisayar destekli sperm analizi sistemleri yardimiyla spermatozoon motilitesi
ile iliskili farkli hareket bi¢imlerinin de degerlendirilmesi olasidir. Spermatozoon
motilitesi ile fertilite arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir. Sperm motilitesi
ve motilite ile iliskili diger hareket bic¢imleri birlikte degerlendirildiginde, bu
korelasyon daha da yiikselmektedir (Baskaran, Finelli, Agarwal, & Henkel, 2021;
Farrell ve ark., 1998; Larsen ve ark., 2000; Tardif, Farrell, Trouern-Trend, Simkin, &
Foote, 1998). Her bir spermatozoon, sulandirma, sogutma, dondurma ve ¢ézdiirmeden
farkli diizeyde etkilenerek motilite yetenegini kismen veya tamamen yitirebilir. Genel
olarak ¢alisma gruplarina ait ¢ozdiirme sonrasi hizli (rapid) (P<0,001), orta derecede
(medium) (P<0,001) ve yavas (slow) (P<0,001) motil spermatozoon orani, VCL
(P<0,001), VSL (P<0,001), VAP (P<0,001), LIN (P>0,05), STR (P>0,05) ve WOB
(P<0,001) degerleri arasinda farklar oldugu goézlendi.

Ejakiilat1 olusturan her bir spermatozoonun kendine 6zgii hareket yetenegi
vardir. Kimileri progresif sekilde hizli hareket ederken, kimileri farkli hiz ve ilerleyis
gosterir. Farkli motilite yeteneginde olan bu spermatozoonlar, diisiik diizeyde de olsa
fertilizasyonun basarisina katkida bulunurlar (Watson, 2000). C6ziim sonras1 saf %6
kriyoprotektan iceren kontrol (%6 gliserol), DEX6, PVP6 ve PEG6 igeren gruplar
karsilastirildiginda, en yiiksek rapid (P<0,05), medium (P<0,05) ve slow (P<0,05)
motil spermatozoon orani, VCL (P<0,05), VSL (P<0,05), ve WOB (P<0,05) degeri
kontrol grubunda elde edildi. Farkli sulandiricilarla sulandirilip dondurulan kog
spermasinda, ¢ézdiirme sonrasi en iyi spermatolojik bulgularin %6 gliserol ve %20
yumurta sarist iceren TRIS bazli sulandiricilar ile elde edildigi bildirmistir (Fiser ve

ark., 1987; Ollero ve ark., 1998).
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Spermatozoon kinematik parametreleri bakimindan tiirler arasinda farklilik
bulunmaktadir (Castellini ve ark., 2011). Dondurma-¢ézdiirme islemi,
spermatozoonun ultrastriiktiirel (fiziksel), biyokimyasal veya fonksiyonel yapisinda
yikima yol agar (Salamon, & Maxwell, 1995a). Sperm hiz1 (velocity) ile ilgili
parametreler, spermatozoonun mitokondriyal fonksiyonunun dolayli bir gostergesi
olarak kabul edilmistir (Graham, & Mocé, 2005; Larsen ve ark., 2000). Bu
parametreler spermanin fertilitesinin bir gostergesidir (Budworth ve ark., 1987).
Ortamin viskozitesi spermatozoonun yiizme giiclinii etkiler (Hyakutake, Suzuki, &
Yamamoto, 2015). Ortamdaki eksternal kriyoprotektan orani arttik¢a spermatozoonun
hizi ile ilgili rapid, medium ve slow motil spermatozoon oranin diistiigii gézlendi. Bu
durumun, i¢inde PEG bulunan gruba ait VAP degeri disinda spermatozoonun hizi
(velocity) ile ilgili parametreleri (VCL, VSL, ve VAP) icin de s6z konusu oldugu
goriilmektedir. Ortamin viskozitesi artikca VSL’de artis goriiliir (Hyakutake ve ark.,
2015). VSL bakimindan kontrol grubu, DEX2, PEG2 ve PEG6 gruplarinin benzer
oldugu goriildii. Spermatozoonun yapmis oldugu yalpalama hareketinin (%WOB)
sulandiricidaki kriyoprotektan madde c¢esidi ve miktarindan etkilendigi saptandi.
I¢inde saf kriyoprotektan bulunan gruplar karsilastirildiginda DEX6 igeren grubun
WOB degerinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu belirlendi (P<0,05). Bu
bulgu, eksternal kriyoprotektanlarin ortamdaki suyu baglayarak viskoziteyi
degistirmeleri ile agiklanabilir. Sulandiricidaki kriyoprotektan c¢esidi ve miktarinin
LIN ve STR degerlerini 6énemli diizeyde etkilemedigi bulundu. Ortamin viskozitesi
artikca spermanin ylizme kuvveti de artar (Hyakutake ve ark., 2015). Calismamizda
elde edilen LIN ve STR oranlarindaki degisiklikler ortamin viskozitesindeki
farkliliktan ileri geldigi diistiniilmektedir.

Sonug olarak sunulan ¢aligmada:

e Saf kriyoprotektan igeren gruplara ait bulgular degerlendirildiginde;

»En yiiksek TM, PM, canli spermatozoon, polarize mitokondri, plazma ve
akrozom membran biitiinliigiiniin %6 gliserol ve %20 yumurta sarisi igeren
sulandirici ile sulandirilan kontrol grubundan elde edildigi,

»Caligmada  kullanilan  sulandirict  igerigine  katilan  eksternal
kriyoprotektanlarin (DEX, PVP ve PEG) hig¢birinin tek basma kog

spermasini, dondurmanin zararh etkilerine kars1 koruyamadigi,
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» Kullanilan kriyoprotektan ¢esidinin apoptotik indeksi etkilemedigi
e Eksternal kriyoprotektanlarin zararl etkilerini;

» Motilite ile ilgili spermatozoon parametrelerini

» Canl1 spermatozoon oranint

» Akrozom membran biitiinliglinii

» Plazma membran biitiinligiini

etkileyerek gosterdigi,
e FEksternal kriyoprotektan ile gliserol iceren gruplara ait bulgular
degerlendirildiginde,

» %4 gliserol ve DEX2 veya PEG2 igeren karisim gruplarinda ¢ozdiirme
sonrast asamada elde edilen bulgularin kabul edilebilir diizeyde TM, PM,
canli spermatozoon ve polarize mitokondri oranlar1 elde edilebildigi,

»DEX ve PEG’nin disiik yogunluklarda (%2) gliseroliin yerine
kullanilabilecegi,

» Calismada kullanilan PVP oranlarinin kog¢ spermasi {izerine toksik
etkilerinin oldugu,

»DEX ve PEG’nin %2’den daha diisiik yogunluklarinin aragtirma konusu
olabilecegi,

o %4 gliserol + DEX2 ve %4 gliserol + PEG2 igeren gruplara ait ¢6ziim sonrasi
bulgularin fertilite sonuglar1 ile dogrulanmasi amaciyla ¢aligmalarin yapilmasi
gerektigi

sonuglarina varilmstir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

100x : 100°1iik biiyiitme

10x : 10’1uk biiyiitme

40x : 40’11k biiyiitme

ALH : Spermatozoon baginin lateral deplasman amplitiidii (wm)
ATP : Adenozin trifosfat

BCF : Caprazlama siklig1 (beat-cross frequency) (Hz)
BSA : Bovine serum albiimin

C/OH : Hidroksil molekiilii

Ca : Kalsiyum

CAEV : Caprina Arthritis/Ensafilitisi

CAMP : Siklik Adenozin Monofosfat

CASA : Bilgisayar Destekli Sperma Analiz Cihazi
CFDI / CFDA : Carboxyfluorescein diacetate

Cl : Klor

Cm : Santimetre

CO2 : Karbondioksit

COMET : Tek hiicre jel elektroforezi

CP : Kriyoprotektan

CTC : Chlortetracycline

Dak : Dakika

DEX : Dekstran

DEX2 : %4 gliserol + %2 dekstran i¢eren sulandirici
DEX4 : %2 gliserol + %4 dekstran iceren sulandirici
DEX6 : %6 dekstran igeren sulandirici

DHLA : Dihidrolipoik Asit

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

FITC : Fluorescein-5-isothiocyanate

FITO : Fluorescein isothiocyanate

FTIR : Fourier-transform infrared spektroskopi
Fura-2 : Cell-permeable acetoxymethyl (AM) ester form of Fura-2
Gr : Gram

H-Baglar : Hidrojen baglari

HCOs3 : Bikarbonat

HEPES : 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit
HES : Hidroksietil Nisasta

HOST : Hipoosmotik Sigme Testi

Hz : Hertz / Frekans

IVF - In vitro fertilizasyon

KCI : Potasyum kloriir

I . Litre

LIN : Dogrusallik (linearity)

MAD - Ortalama agisal yer degistirme (mean angular displacement) (derece)
MITO : MitoTacker

mL > Mililitre

mM : Milimolar
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mm
mOsm
Na
NaHCO3
°C

OH

P

PBS
PEG
PEG2
PEG4
PEG6
PEO
Pl
PNA
PROH
PSA
PVP
PVP2
PVP4
PVP6
RNA
ROS
SCD
SCSA
SMI
SNP
Spt
STR
SVI
TRIS
TRITC
TUNEL
Vv
VAP
VCL
VSL
WOB
ul

mm

: Milimetre

: Miliosmol

: Sodyum

: Sodyum bikarbonat

: Derece santigrat

: Hidroksit

: Fosfor

: Phosphate Buffered Saline

: Polietilen glikol

: %4 gliserol + %2 polietilen glikol igeren grup

: %2 gliserol + %4 polietilen glikol iceren grup

: %6 polietilen glikol igeren grup

: Polietilen oksit

: Propidium lodide

: Peanut agglutinin

: 1,2 propanediol, propilen diol

: Pisum sativum agglutinin

: Polivinilpirolidon

: %4 gliserol + %?2 polivinilpirolidon i¢eren grup
: %2 gliserol + %4 polivinilpirolidon igeren grup
: %6 polivinilpirolidon igeren grup

: Ribo Niikleik Asit

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Sperm Chromatin Dispersion

: Sperm Chromatin Structure Assay

: Sperm Movement Index

: Single Niileotid Polimorfizm

: Spermatozoon

: Dogrusallik (straightness)

: Sperm Velocity Index

: Tris(hydroxymethyl)aminomethane

: Thiol-reactive teenethyirhodamine-5-(-6)- isothiocyanate
: Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) plus dUTP
: Volt

: Ortalama yol hiz1 (average path velocity) (um/s)
. Egri cizgisel hiz (curvilinear velocity) (um/s)

: Dogrusal hiz (rectilinear velocity) (um/s)

: Salinim hareketi (wobble)

: Mikrolitre

: Mikrometre

149



8.EKLER

EK1

TG
GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii
Balikesir Bandirma Koyunculuk Aragtirma Enstitiisti Midiirligii

Sayr  :78255852-050.01.04[050.01.04]- 014 9 25.05.2018
Konu : HADYEK Karari

Syn. Prof. Dr. Zekeriya NUR
flgi  :11.04.2018 tarihli yazimz;

Ilgi dilekgenize istinaden; Kurumumuz Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan  bagvurunuz incelenmis olup, inceleme sonucunda diizenlenen "Basvuru
Degerlendirme Formu" yazimiz ekinde sunulmustur.

Bilgi ve geregini rica ederim.

Ek : Bagvuru Degerlendirme Formu (1 sayfa)

Gonen Yolu 7. Km

Bandirma/BALIKESIR Bilgi igin:lkay CETIN
Tel: (0266) 738 00 80 Faks: (0266) 738 00 86 Muhendis
E-Posta: koyunculuk@tarim.gov.tr Kep: koyunculuk@gthb.hs01 kep.tr
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T.C.

EK1 (Devami)

GIDA TARIM ve HAYVANCILIK BAKANLIGI )
KOYUNCULUK ARASTIRMA ENSTITUSU MUDURLUGU

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

BASVURU DEGERLENDIRME FORMU

Say1 1 1332742
Gelis Tarihi : 11.04.2018

Aragtirma Yiiriitiiciisii: Prof. Dr. Zekeriya NUR

Arastirmanin Adi: Kog Spermasinin Dondurulmasinda Kullanilan Gliseroliin Hiicre Igine Girmeyen
Bazi Kriyoprotektanlarla fkame Edilmesinin, Eritme Sonras Spermatolojik Ozelliklere Etkilerinin

Arastirilmasi

Hayvan tiirleri ve sayilari: Karacabey Merinosu 10 bag 2-5 yash kog

Aragtirma daha 6nce yapilmis mi?

Evet [ ] Hayr [X

Aragtirma igin segilen hayvan tiirii uygun mu? Evet [X] Hayir D
Aragtirma igin &ngoriilen hayvan sayilari yeterli mi? Evet Hayir
Miimkiin olan en az sayida hayvan kullanimi amaglanmig midir? Evet Hayir [ |

Hayvanlar i¢in optimum sartlar saglanmis midir?

Evet [X] Hayir []

Aragtirmaci / larin deney hayvani sertifikas / yetkisi var mi?

Evet [X] Hayir []

Aragtirma protokoliinde hayvanlara en az agr1 ve aci verecek Snlemler alinmig
ve bu konudaki standartlar gzetilmis mi?

Evet [XI Hayrr []

Aragtirmada gevre ve/veya is saghgini tehdit edecek kimyasal, biyolojik
radyoaktif maddelerin bulagmasi riski var midir?

Evet [] Hayir X

Aragtirma sonunda hayvanlara yapilacak islemler konusunda gergekei tespitler
yapilmig midir?

Evet [X Hayir []

Hayvanlara Stenazi yapilacak ise en uygun yontem segilmis midir?

Evet (-) Hayir (-)

Aragtirma sonunda hayvanlar agrisiz ve acisiz tenazi yapilacak ise en uygun
yontem se¢ilmis midir?

Evet (-) Hayrr (-)

Aragtirma sonunda hayvanlar agrisiz ve acisiz Stenazi edildi ise atiklarin imhas
igin gerekli dnlem alinmig midir?

Evet (-) Hayrr (-)

Agiklamalar:

X Tarafimizca degerlendirilen bu galiyma Koyunculuk Arastirma Enstitiisii
Yonergesi’ nde belirtilen ilkelere uygun bulunmustur.

[ Tarafimizca degerlendirilen bu calisma Koyunculuk Arastirma Enstitiisii
Yonergesi® nde belirtilen ilkelere uygun bulunmamistir,

[ Eksik kisimlarin tamamlanmas: uygun goriilmiistiir,

[ Diizeltme gerekli goriilmiistiir.

[ EK literatiir bilgisi istenmesi uy, -~~~

[J Aragtirmacilarla gériisiilme yap ritlmiigtiir.

Hayvan Deneyleri Etik Kurul

Hayvan Deneyleri Etik Kurul

[JReddedilmesi uygundur. (Liitfen widaki " Agiklamalar” bolimiine yaziniz)
i .



T.C.
GIDA, TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Koyunculuk Aragtirma Enstitiisti Miidiirlagi

Say1 :78255852-903.07.02/"‘)‘L’\'L 29.11.2016
Konu : Proje bazli izin muvafakati

Sayn: Prof. Dr. Zekariya NUR
Tlgi: 18/10/2016 tarihli ve bila sayili yazi.

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim
Dalinda gorevli Prof. Dr. Zekariya NUR’dan alinan ilgi kayith yazida, “Kog¢ spermasinin
dondurulmasinda kullanilan gliseroliin hiicre igine girmeyen bazi kriyoprotektanlarla ikame
edilmesinin eritme sonrasi spermatolojik dzelliklere etkilerinin aragtirilmasi” adh ¢alismanin
kurumumuz biinyesinde yapilmasi, ¢alismada 2-5 yash 10 bas Karacabey Merinosu kog
kullanilmasi ve galigma esnasinda; hayvan refahi, hayvan ve halk saghigindan korunmasindan
sorumlu bir veteriner hekim gorevlendirilmesi istenmektedir.

Bahsi gegen galismanin materyalini hali hazirda kurumumuzca yiiriitiilmekte olan
projenin materyali olmasindan ve ¢alismamin 30.11.2015 tarihinde kurumumuz enstitii
arastirma komitesinde goriisiiliip onay almasindan dolayi, g¢aligmanin belirtilen sayida
hayvanla kurumumuzda yiriitilmesinde sakinca bulunmamaktadir. Calisma esnasinda;
hayvan refahi, hayvan ve halk saghgindan korunmasindan sorumlu veteriner hekim olarak
kurumumuz veteriner hekimlerinden Ismail COBAN’1n gérevlendirilmesi uygun gériilmiistiir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Gonen Yolu 7.Km. pk.:1 10 200 Bandirma/Balikesir Telefon: (0 266) 738 00 80-81
e-posta :koyunculuk@tarim.gov.tr Faks : (0266) 738 00 86
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9.TESEKKUR

Doktora ¢alismam boyunca hem akademik hem kisisel olarak beni her daim
destekleyen ve yonlendiren, tecriibelerini esirgemeyen benim i¢in danigmandan ote
olan degerli hocam Prof. Dr. Zekariya NUR’a tesekkiirii bir borg bilirim. Doktora
egitimim boyunca lizerimde emegi olan basta Prof. Dr. M. Kemal SOYLU olmak
lizere tiim Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali Ogretim Uyesi hocalarima
tesekkiirlerimi sunarim. Yiriitiilen ¢alismalarimiza desteklerini esirgemeyen Prof.
Dr. Burcu USTUNER hocama ayrica tesekkiir ederim. Akis sitometri cihazi i¢in
destekleri i¢in Ars.Gor.Dr. Selin YAGCIOGLU’na tesekkiir ederim. Bugiinlere
gelmemde emegi ¢ok biiyiik olan annem ve babama, doktora ¢calismam boyunca tiim
iyi ve kotii anlarima sahit olan / maruz kalan esim Nagehan DAY ANIKLI’ya, kizim
Nazli Arya DAYANIKLI’ya, oglum Tuna Arden DAY ANIKLI’ya varliklari ve her
sey i¢in ¢ok tesekkiir ederim. Tez ¢alismamu yiirlitebilmem igin alt yap1 ve finansman
destegi saglayan Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligii’ne
tesekkiirii bir borg bilirim. Doktora ¢alismami yiiriittiigiim Koyunculuk Arastirma
Enstitiisit. Midiirliigii ¢alisan1 olan mesai arkadaslarim ve amirlerime tesekkiir
ederim.
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10.0ZGECMIS

Ik, orta ve lise 6grenimini Nigde’de
tamamlamstir. 2004 yilinda basladig1 Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nden
2010 yilinda mezun olmustur. 2011 yilinda Koyunculuk Arastirma Enstitiisii
Midiirligiinede goreve baslamis olup halen burada gorev yapmaktadir. 2011 Eyliil
ayinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni Tohumlama
Anabilim Dali’nda doktora egitimine baglamistir. 2013-2014 yillarinda askerlik
gorevini tamamlamistir. 2014 yilinda evlenmis olup, 2 ¢cocuk babasidir.
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