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ONSOZ

Suni tohumlamanin belki de en dnemli basamaklarindan birisi olan donmus
spermanin ¢ozdiiriilmesi agamasi fertiliteyi dogrudan etkilemektedir. Bu durum goz
oniine alindiginda teknolojinin etkin olarak kullanildig1 giiniimiiz sartlarinda uygun
¢ozdiirme sicaklik ve zamanmin belirlenmesinde CASA (Computer Assisted Sperm
Analyzer) cihazinin kullanimi elde edilecek verilerin giivenilirligini artirmistir.
CASA parametreleri kapsamli bir sekilde degerlendirilerek elde edilen sonuglar saha
sartlarinda uygulama alan1 bulacaktir. Ayni bogaya ait sperma belirlenen farkh
sicaklik ve zamanlarda c¢ozdiiriileceginden bireysel olarak farkliligin ortaya

konulmasi ile daha giivenilir sonuglar elde edilebilmistir.

Spermatozoon anomalileri de bogalarda infertiliteye sebep olan Onemli
nedenlerden biridir. Spermatozoonlarin bas, akrozom, orta kistm ve kuyrugundaki
anomaliler geleneksel yontemlerin yan sira; CASA cihazinda sperma morfoloji kiti
kullanilarak da  saptanmaktadir.  Motilitenin  yaninda, spermatozoonlarin
morfolojilerinin ortaya konulmasi ile elde edilen verilerin daha kapsamli olarak
degerlendirilmesi saglanmistir. Ayrica belirlenen sicaklik ve siirelerde ¢ozdiiriilen
spermalarin motilite degerleriyle beraber 6lii canli oranlar1 da CASA verileri ile
desteklenmistir. Boylece calismaya dair veriler, ¢dzdiirme sicaklik ve siirelerinin
spermatozoonlar iizerindeki etkisinin yorumlanmasi ile ortaya konulmustur.
(Cozdiirme sicaklik ve siirelerine géore CASA cihazindan elde edilen ortalama veriler,
sicakligm ve uygulanan sicaklikta bekletme siiresinin spermatozoonlar bas ve orta

kisimlarma ait degisimlerinin ne diizeyde oldugu konusunda fikir vermistir.

Cozlim sonu parametrelerin ¢dzdiirme sicaklik ve stireleri ile iligkisi ortaya
konuldugunda; standart olarak belirlenen siire ve sicakligin altina inildiginde ya da
tizerine ¢ikildiginda olusacak degisimler saptanmistir. Calisma sonucunda elde edilen
veriler ile sahaya yonelik 6n bir ¢calisma yapilmasi amaglanmistir. Spermatozoonun

fertilite kabiliyeti ¢evresel kosullara gore degiskenlik gosterdiginden uygulanan suni



tohumlamanin basaris1 agisindan optimum sartlarin uygulanma gerekliligi géz oniine
serilecektir. Rutin laboratuvar ¢aligmalarinda bilimsel olarak ortaya konulmus ve
kabul gormiis sicaklik ve siire degerleri kullanilirken; saha sartlar1 her zaman
laboratuvar sartlarindaki uygulamalarla ayni olmamaktadir. Farkliligin sebebi insan

faktorii ya da gevre faktori olabilmektedir.

Bu calisma ile saha sartlarinda en ¢ok kullanilan ii¢ rk olan Simental,
Holstein ve Brown Swiss irklar1 bogalarin donmus spermalarinin, ¢alisma icin
belirlenen sicaklik ve siirelerde ¢ozdiiriilmesi sonucu CASA parametreleri
bakimindan degerlendirilmesi amaclanmistir. CASA cihazi son yillarda motilite
tayini i¢in olduk¢a yaygin kullanilmakta olup; spermatozoonun in vivo ve in vitro
fertilizasyonu hakkinda fikir sahibi olunmasmi saglamaktadir. Konvansiyonel
yontemlerin aksine daha objektif sonuclar elde edilebilirken; hayvan tiirline gore
cihazda yapilabilen ayarlamalar ile spermaya dair motilite, anormal-normal ve 6li-
canli tayinleri yapilabilmektedir. Bdylece tohumlamalarda kullanilacak olan
spermatozoonlarin fertilizasyon kabiliyetine dair fikir edinilmektedir. CASA cihazi

ile daha kisa siirede daha giivenilir sonuclar elde edilebilmektedir.

Amaglanan hedef, her bir bireyin gosterdigi farklilik ile wksal farkliligin da
ortaya konulmasidir. Kullanilan standart bir ¢6zdiirme sicakli§i ve zamani1 olmasina
ragmen farkli rk boga spermalarmin hangi sicaklik degerinde daha etkili oldugu
bilinmemektedir. Yapilacak olan ¢aligma ile bir ortalama ¢ikarilarak uygun deger de
saptanmis olacaktir. Suni tohumlamada basar1 oranmin artmasi spermatozoon
motilitesi ile dogrudan iliskilidir. C6zdiiriilen donmus spermadaki spermatozoonlarin
motilite degerleri de spermanin ka¢ derecede ka¢ saniye c¢ozdiriildiigiiyle
baglantilidir. Elde edilen sonuglar yillardir siiregelmis olan standart sicaklik ve
zaman araliZinm belirlenen yeni degerler ile karsilagtirilmasi ile iwrklara gore

farkliliginin ortaya konulmasini saglamistir.
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1. GiRiS

14. yiizyildan kalma eski Arap belgelerine gore suni tohumlamaya dair ilk
calismalarin, sahip oldugu kisragi diismanina ait olaganiistii bir aygirla ¢iftlestirmek
isteyen bir Arap kabile reisiyle basladigi bildirilmistir. Kisraklarin vajinasina
yerlestirdigi pamuk araciigiyla aygira ait spermayi toplayarak kendi kisraklarini
gebe brakmak icin kullanmistir. Yaklasik dort buguk yiizyil sonra, Spallanzani,
1776'da, karda donmus spermatozoanin canli kaldigini, soguk kosullar altinda gegici
olarak inaktive edildigini ve ¢oziildiikten sonra spermatozoonlarin tekrar aktif hale
geldigini gostermistir (Clarke, 2006; Lonergan, 2018). Bu goézlem, spermanin
kriyoprezervasyonuna dair yontemlerin gelistirilmesine 6n ayak olmustur. 1784
yilinda, Spallanzani ilk basarili suni tohumlamanmn kopege uygulanarak, 62 giin

sonra li¢ yavru dogdugunu bildirmistir (Lonergan, 2018).

Yaklasik 100 yil sonra, 1897'de, Cambridge, Ingiltere'de calisan Walter
Heape (1855-1919), suni tohumlamanin tavsan, kopek ve atlarda kullanildigini
bildirmistir. Ayrica 1890-1897 yillar1 arasinda embriyo transferinde ¢igir acan
deneyler yaptigi bilinmektedir (Biggers, 1991; Lonergan, 2018). 1899'da, suni
tohumlama igin pratik yontemler gelistirmeye yonelik ilk girisimler Rus Ilya
Ivanovich lvanoff (1870-1932) tarafindan tamimlandi. Ivanoff ¢iftlik hayvanlari,
kopekler, tavsanlar ve kiimes hayvanlar1 ilizerinde suni tohumlama yapmak icin
calismistir. Sigirlar1 suni olarak basarili bir sekilde tohumlayan ilk kisi oldugu
bilinmektedir. 1909'da, Rusya Tarim Bakanlig1 tarafindan suni tohumlama ile ilgili
tekniklerde veteriner hekimleri egitmek i¢in bir laboratuvar kuruldu. Bolsevik
Devrimi ilerlemeyi kestiginde 1914'ten once yaklasik 400 teknisyen egitilmisti. Suni
tohumlama yontemiyle ineklerin biiyiik 6lgekli tohumlanmasi ilk olarak 1931'de
19.800 inegin tohumlandig1 Rusya'da gerceklestirilmistir. Spermanin toplanmasi,
seyreltilmesi ve tohumlamada kullanilmasi i¢in gelistirilmis tekniklerin bir sonucu
olarak, tohumlanan hayvanlarin sayis1 1930'larda biiyiik 6l¢iide artmustir. 1938'de
Rusya'da 40.000 kisraga, 1.2 milyon inege ve 15 milyon koyuna suni tohumlama

yapildigr tahmin edilmektedir (Lonergan, 2018). Suni tohumlama calismalarmna,



1938'de Rusya'da suni tohumlama hakkinda bir makale yaymlayan bagka bir Rus
bilim adami olan Victor Milovanov tarafindan devam edildi, sigir yetistiriciligi ig¢in
biiyiik projeler olusturdu ve boga, kog¢ ve aygirlardan sperma toplamak i¢in ilk yapay
vajinay1 tasarladi (Lonergan, 2018).

Danimarkali veteriner hekimler, serviksin rektovajinal fiksasyon yontemini
belirleyerek ve spermanin uterusun serviks kismina veya uterusun daha derinlerine
birakilmasin1 sagladilar. Bu teknik, sigirlarda standart suni tohumlama yontemi
olarak giiniimiizde de kullanilmaya devam edilmektedir. Sorensen, 1963'te su anda
da diinya ¢apimnda kullanilan ve Fransiz Robert Cassou (1914-2015) tarafindan daha

da gelistirilmis ve degistirilmis olan dondurulmus spermanin islenmesi ve saklanmasi

i¢in sperma payetlerinin {iretimini saglamistir (Pickett ve Berndtson, 1974; Lonergan,
2018).

Sekil 1.1. Suni tohumlamanm 6nciilerinden Robert Cassou, 'Fransiz' payetinin mucidi. Omzundaki
buzag1 babasinin dliimiinden 10 yil sonra, 8 Ocak 1968'de dogmus olan, ‘Uranyum’ un oglu buzag:
Victoire (Lonergan, 2018).



Rutgers Universitesi, New Jersey'den Enos J. Perry (1891-1983),
Danimarka'daki suni tohumlama tesislerini ziyaret etti ve Mayis 1938'de ABD'deki
ciftgiler tarafindan sahip olunan ilk suni tohumlama gift¢i kooperatifini kurdu. Ayni
yilin Haziran ayinda Missouri'de bu tiir ikinci kooperatif de dahil olmak iizere, iilke
capinda digerleri tarafindan takip edilen New Jersey Eyaleti Tarim Koleji kuruldu.
Organizasyon 102 iiyeyle basladi ve ilk yil 1050 inek kaydoldu. Calismay1
Danimarka’nin ilk derneginde yapmis olan ilk teknisyen Dr. J.A. Henderson, 2 ay
boyunca Dr. K.A.F. Larsen ile yardimc1 ve danisman olarak ¢alisti. Perry’nin ilk kez
1945’te (Perry, 1945) yaymlanan ‘‘Ciftlik Hayvanlarinin Suni Tohumlanmasi’’
kitab1 bu konuda standart referanstir. 1946'da Amerika Birlesik Devletleri'nde boga
spermasi ile ilgili 84 dernek bulunmaktaydi. 1955'e kadar, kayith ABD siit
ineklerinin % 30'us donmus sperma ile tohumlandi; 1965 yilina gelindiginde,
Amerika Birlesik Devletleri'ndeki neredeyse tiim biiylikbas hayvanlar bu sekilde
tohumlanmisti. Ticari suni tohumlama uygulanarak dogan ilk buzagmin Subat
1939'da Amerika Birlesik Devletleri'nde Stanton, Schomp Ciftligi'nde oldugu

bildirilmistir (Lonergan, 2018).

Sekil 1.2. Solda: Subat 1939'da Amerika Birlesik Devletleri'nde Stanton, NJ'deki Schomp Ciftliginde
ticari suni tohumlama ile dogan ilk buzagi. County Agent (buzagi tutan), Dr J. Henderson — Veteriner
/ tohumlamay1 yapan (ortada), Richard Schomp, sahibi (sagda). Sagda: 'Frosty', Amerika Birlesik
Devletleri'nde dondurulmug spermadan dogan ilk buzagi (Mayis 1953, Janesville, Wisconsin)
(Lonergan, 2018)



Tiirkiye’de suni tohumlama caligmalarina 1926 yilinda sigir ve koyundan
once atlarda uygulamalara baslanilmistir.  Yeni kurulmus olan Tirkiye
Cumbhuriyetinin Tarim Bakani1 Sabri Toprak, Sovyetler Birligine resmi bir ziyarette
bulundugunda Sovyetler Birligindeki hayvanciligi tanitmak amaciyla ¢iftlikler
gezdirilmistir ve atlardaki sun’i tohumlama uygulamasi da gosterilmistir. Bunun
tizerine Bakan ilgililerden konunun uzmanmi olan bir kisinin Tirkiye’ye
gonderilmesini istemistir. Sovyetler Birligindeki suni tohumlamanin kurucusu
sayilan Ilia Ivanovi¢ Ivanov’un asistanlarindan Mihailov 1926 yilinda Tiirkiye’ye
gelmistir. [k olarak Karacabey Harasinda veteriner hekimlere atlarda suni
tohumlama kursu diizenlemistir. Diizenlenen kursta Mihailov’a Nazim Uygur ve
Tevfik Bulak gibi veteriner hekimler yardimci olmuslardir. Nazim Uygur ve Tevfik
Bulak’in sonraki yillarda Tiirkiye’deki suni tohumlamanin gelismesine biiyiik
katkilar1 bulunmustur. Ayn1 kursun daha sonra Cifteler Harasinda da diizenlenmesi
saglanmigtir. Koyun ve Sigirlarda suni tohumlama ve kisirlik konularinda
yetistirilmek {izere Tahsin Muslu, Ahmet Fahri Araz ve Ismail Hakki Unveren gibi
veteriner hekimler Sovyetler Birligine gonderilmislerdir ve sonrasinda Tirkiye’de
suni tohumlamanin gelismesine biiyiik katkilarda bulunmuslardir. Ismail Hakki
Unveren, Atatiirk’iin davetiyle Tiirkiye’ye ziyarette bulunarak, suni tohumlama
teknigini goren Afgan Krali Emanullah Han’in daveti iizerine Afganistan’a giderek

suni tohumlama uygulamasinin baslamasini saglamistir (Gokgen, 2015).

Tiirkiye’de suni tohumlamaya yonelik ilk diizenlemeler 30 Ocak 1985°de
yiiriirliige giren “Suni Tohumlama Yapacak Ozel ve Tiizel Kisilerin Uyacaklar1
Esaslar Hakkindaki  Yonetmelik” ile  gergeklestirilmistir. Yonetmelik ile bu
tarine kadar devlet eliyle yapilan suni tohumlama 6zel sektoriin faaliyetine de
acilmistir. Suni tohumlama ile ilgili on yasal diizenleme 8 Mart 1995 tarihinde
ylirlirliige konulmustur. Diizenleme ile tabii tohumlama, suni tohumlama ve embriyo
transferinin Bakanlik tarafindan da iicret karsiliinda yapilmasi saglanmistir. Bu
konuda faaliyette bulunacak gercek ve tiizel kisilerin tiretim, ihracat ve ithalat izninin

Bakanlik¢a verilecegi dngdriilmiistiir (Dellal ve Tan, 2001).



1.1. Spermatozoon Morfolojisi

Cok sayida tiirdeki suni tohumlama protokollerinde spermatozoanin ortak
kullanimi, subfertil veya infertil erkeklerin tanimlanmasina olan ilgiyi artirmistir. Bu
nedenle sperm morfometrisi ve fertilizasyon arasindaki iligkiler yaklagik bir asirdir
cok sayida ¢alismanm hedefi olmustur. Farkli faktorler morfometrik spermatozoa
Olgtimlerini etkilemektedir. Mevsim, yas, wrk veya alttiir ve seksiiel olgunluk
acisindan degiskenlikler saptanabilecegi bilinmektedir (Garcia-Vazquez ve ark.,
2016).
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Sekil 1.3. Normal spermatozoonun béliimleri (Erdemir ve ark., 2011).

Spermatozoon bas bolimiiniin biiylik kismini igerisindeki paternal DNA ile
yogun ve kompakt yapidaki ¢ekirdek kaplamaktadir. Bas kisminda ayrica bu yapilar1
saran akrozom bulunmaktadir. Akrozom ise, bas ve ekvatoryal bolge olmak iizere iki
kisimdan olugsmaktadir. Akrozom spermatozoon basinin (niikleusun) ortalama olarak
%40-70’ini  kaplayan oval yapida goriilebilmektedir. Spermatidin  golgi
cisimciginden olusan akrozomal yap1, fertilizasyonda gerekli olan hyaluronidaz ve
proakrozin gibi hidrolitik enzimler i¢ermektedir. Ovumun fertilizasyonu sirasinda
akrozomal membran o00sit plazma membrani ile bir¢ok yerden birleserek akrozom
reaksiyonunu olusmaktadir ve enzimatik yapi serbest hale gelmektedir. Ayrica
akrozomal bolgede vakuoller de bulunmaktadir. Spermatozoon hareketini saglayan
kuyruk kismi orta par¢adan ince ve tek par¢a halindedir. Spermatozoon kuyrugunda
hareketin olusumunu saglayan temel yap1 aksonemdir ve mikrotiibiilerden
olugsmaktadir. Mikrotiibiiller ise dinein olarak bilinen yapisal bir proteinden meydana
gelmektedir. Aksonem, birbirlerine karsilik gelmekte olan periferal ¢iftlere eslik eden
9 ince silindirik yapidan olusan yogun dis fiberler ve fibroz kilif ile
cevrelenmektedir. Kuyruk sekilli dis iskelet olarak kabul edilen fibr6z kilif, flagellar
hareketin plani ve seklini etkileyerek kivrilma hareketi gergeklestirmektedir (Erdemir

ve ark. 2011).



matir spermatozoon bas ,/i_ s cilirdek
¢ akrozom
== bo}';,rl vakuol
ganS/ , : _— post akrozom

- .

kuyruk T i
k (pl:oksmal k|5|m),,//j,/j-:é| ,_'rrﬁitekondri‘\ Kiicrazan
oyl e | i
(distal kisim) _r ~=<= periferal fibriller
cift fibriller

_,// Q\ fibril kilifi

santral fibriller

Sekil 1.4. Normal spermatozoon sekli (Erdemir ve ark., 2011).

Spermatozoa, disi genital kanalinda se¢ime tabi tutulmaktadir. Farkh
spermatozoa bilesen boyutlarinin, fenotipik farkliliklar1  gelistiren erkek
fertilizasyonunun siirekli ayarlarindan sorumlu oldugu ileri stiriilmiistiir (Fitzpatrick
ve Liipold, 2014). Memeli spermatozoasi, bitisik hiicrelerle etkilesime girme ve buna
bagli olarak epitel yiizeyleri boyunca yiizmeye egilimlidir (Suarez, 2016). Yapilan
calismalar, insan spermatozoasmin digi ireme yolunda “kayma” veya iki boyutlu
yizme sergiledigini gosterdi (Nosrati ve ark., 2015). Bu yiizme modu, insan
spermatozoasinin benzer kosullar altinda boga spermatozoadan daha hizli ilerleme
kaydetmesine izin verir, ¢linkii boga spermatozoonu epitel hiicre katmanimdan daha
uzakta kalmaktadir. Flagellar uzunluk ve yapidan kaynaklanan fiziksel farkliliklara
ek olarak, disi tireme kanali anatomisi de spermatozoanm ilerlemesini modiile

etmektedir (Garcia-Herreros ve Leal, 2014).

Toplam spermatozoon uzunlugu analiz edilen 200'den fazla memeli tiirii
arasinda uzunluklar 28.30 ila 258.33 pm arasinda degismektedir (Cummins ve
Woodall, 1985; Liipold ve Fitzpatrick, 2015; Tourmente ve ark. 2011). Sadece evcil
olmayan tiirler g6z oniine alindiginda, spermatozoon boyutlarinda 6nemli farkliliklar

gbzlenmistir. Ornegin, toplam spermatozoon uzunlugu, dlciilen tiirlerin 193'iinde



28.30 ila 189.40 um arasinda degismektedir. Bu degerler, minimum ve maksimum
deger arasmda % 500'den fazla bir artig1 temsil etmektedir. Evcil hayvanlar sz
konusu oldugunda, tiirler arasindaki bu farklilik daha az belirgindir. Toplamda
sadece 22 tiir analiz edilmesine ragmen, uzunluk 47.21 ila 114.07 pum olarak
belirlenmistir. Daha yaygin evcil ¢iftlik hayvanlar1 diisiiniildiigiinde, spermatozoon
boyutlar1 tiirler arasinda olduk¢a benzer olarak belirlenmistir. Her ne kadar
spermatozoon rekabetinin spermatozoon biiyiikligli iizerindeki etkileri hala
¢oziilemese de, belirtilen boyut degisikligindeki azalmalar, genetik olarak yiiksek
degere sahip bireylerin se¢ilmesinin bir sonucu olarak evcil hayvanlarda erkek arasi
rekabetin azalmasinin bir sonucu olabilmektedir. Ancak spermatozoon rekabet
seviyesinin bazi 6zelliklerini nasil etkileyebilecegi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir

(Garcia-Herreros ve Leal, 2014).

Spermatozoon canliligi morfometri ile iliskilendirilmistir. Kegilerde, oli
spermatozoalarin, bas genislik, alan ve ¢evrelerinin donma-¢oziilmeden sonra canli
olanlara gore daha kiiciik oldugu saptanmistr. Bu durumun muhtemelen
spermatozoon membran fonksiyonunun kaybi ile iliskili oldugu diisiintilmektedir
(Marco-Jimenez ve ark., 2006). Kriyoprezervasyon sonrasi olii olarak kabul edilen
boga spermatozoasi, hayatta kalanlardan daha kiigiik boyutlar gostermektedir. Bu da
spermatozoa morfometrisinin bu kosullarda membran biitiinligii ile iliskili
degisiklikleri tespit etmek i¢in degerli bir ara¢ olabilecegini gostermektedir (Garcia-

Herreros ve Leal, 2014).

1.2. Spermanin Dondurulmasi

Sperm hiicrelerinin dondurularak yasam biyokimyasini uzun stireler saklayip,
daha sonra hayata geri dondiirme, "gecici olarak durdurulmus reanimasyon",
spermanin dondurulmasi olarak tanimlanmaktadir. Spermanin ilk donduruldugu
zaman 1600’li yillarm sonuna dayanmaktadir. Italyan bilim adami Lazzaro
Spallanzani’nin 1784 yilinda donmus sperma kullanarak, disi kdpegi tohumlamasi

sonrasi 3 tane yavru elde ederek basarili bir sonug elde etmistir (Ombelet ve Robays,



2015). Bir sonraki yiizyil igerisinde 1899’da Ilya Ivanovich Ivanoff, c¢iftlik
hayvanlar1 i¢in suni tohumlamada pratik metotlar gelistirmistir. Ancak pek yaygin bir
basar1 elde edememistir. Bilinen en erken donemdeki dondurulup ¢ozdiiriilmiis
sperma ile yapilan tohumlamalardan 1951 yilinda sigir, 1953’te insan, 1957°de
domuz ve at, 1967 yilinda da koyundan yavru elde edildigi bildirilmistir (Curry,
2000).

1940'larin basinda, kriyoprezervasyon tekniklerinin gelistirilmesinden 6nce,
spermanin suni tohumlama i¢in dagilimi, spermin nispeten kisa dmrii nedeniyle bir
zorluk olusturmaktaydi. Wisconsin'deki dahice ama pratik olmayan bir ¢6ziim, taze
boga spermasini dogrudan tohumlama i¢in ¢iftliklere birakmak icin kiigiik parasiitler
kullanan bir ugak olan 'Ucan Boga' idi. Cesitli gruplar, acil dogum ihtiyacini
azaltacak pratik bir spermatozoon yasayabilirligini gelistirecek ¢Oziimler aramaya
devam ettiler. 1940 yilinda biyokimyaci1 Paul Phillips ve lisansiistii 6grencisi Henry
Lardy (1917-2010), yumurta sarisinin  bulundugu tampon ortamin boga
spermatozoonunun fertilizasyon kabiliyetini uzun siire koruyabildigini gosterdi
(Phillips ve Lardy, 1940; Lonergan, 2018). Bu gelisme, spermanmn ABD ve
Kanada'nin ¢esitli bolgelerine gonderilebilecegi anlamina geliyordu. Gelismelerle
beraber suni tohumlama bir endiistri olarak ilerlemeye tesvik etti ve yavas yavas
Kuzey Amerika'daki siit siiriilerinin gelismesine yol a¢ti. Glenn Salisbury (1910-94)
ve meslektaslari, sodyum sitratli yumurta saris1 kullanarak, 3 giine kadar 5 °C'de
spermanin kullanilmasina olanak veren medyumu gelistirdiler (Salisburyet ve ark.,
1941; Lonergan, 2018). Ayrica, tohumlama basina sadece birka¢ milyon spermin
gerekli oldugu kavramini acikga destekleyen birka¢ klasik makale yayimnlandi.
Bazilar1 bu sulandirmayi 'siitii sulamaya' benzetmistir (Foote, 2002) ve yumurta
sarisi-Sitrat-antibiyotik ortammin Spermanin kullaniglihigmi arttirdigi ve genislettigi
icin Foote ve Bratton tarafindan 'genisletici' teriminin kullanilmasina yol agmustir. Bu
caligmalarin net sonucu, sperma genislemesinin en az 25 kat arttirilabilmesiydi.
Sperma ile tohumlama basina spermatozoa sayisi, 100 milyondan fazla déllenme
basmma 4 milyon spermatozoon disiiriildii. Salisbury'nin Gunsalus ve daha sonra
Robert Foote (1922-2008) ile boga spermasmin bakteriyolojisi ve patojenlerin

kontrolii ile yumurta sarisi-sitrat ortamina antibiyotiklerin dahil edilmesi, siit



sigirciliginda biiyilkk bir kisirlik iyilesmesine yol acti ve suni tohumlamanin
benimsenmesini hizlandirdi (Lonergan, 2018). 1950’leri takip eden siire¢ igerisinde
farkli katki maddeleri, saklama metotlar1 ve prosediirleri gelistirilerek suni

tohumlama alaninda diinya capinda kullanilmaya baglanilmistir (Walter ve ark.,
2009).

Sekil 1.5. Suni tohumlamanin ilk giinlerinde kullanilan bir sperma ampul 6rnegi (Lonergan, 2018)

Spermanin dondurularak saklanmasi, genetik olarak degerli olan hayvanlarin
tim diinyada kullanilabilir olmasma imkan vermektedir. Ancak dondurulma
stirecindeki spermatoozoonlarin biiyiik bir kismimin ¢liiyor olmasi heniiz spermanin
dondurulmasi siirecinde istenilen noktaya ulasilamadigini = gdstermektedir.
Dondurulma siirecinde ozmotik denge, oksidatif stres ve hiicre i¢i buz kristallerinin
olusmasi sebebiyle spermatozoa fiziksel ve yapisal bir takim degisikliklere maruz
kalmaktadr. Buna dayanarak; spermanin dondurulmasinda spermatozoonlarin
minimum hasar gormesi i¢in ¢esitli kriyoprotektan maddelerle, antioksidanlarin
eklenmesi gerekmektedir (Ugur ve ark., 2019). Kriyoprezervasyon protokolleri tiirler
arasinda farklhilik gdosterir, ¢linkii sekil, hacim, organel biiyiikliigi ve bilesiminde
spermatozoa farkliliklar1 vardir (Medeiros ve ark., 2002). Tim tiirlerde, bireyler
arasindaki farkliliklar genetik kokenlidir. Coziilmiis sperma kalitesinin kotii veya iyi
olarak smiflandirildigr domuzlar arasinda spesifik DNA sekanslarindaki farkliliklar

tanimlanmustir  (Thurston ve ark. 2001). 1Iyi gelistirilmis protokollerle bile
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spermatozoanin %  40-50'si  kriyoprezervasyonu desteklemez ve bireysel
varyasyonlar tespit edilir (Isachenko, 2003).

Spermatozoon viicutta bulunan diger hiicrelerle kiyaslandiginda daha diisiik
oranda su igcermeleri ve membranlarinin daha akiskan bi Ozellige sahip olmasi
nedeniyle dondurulmas: sirasinda daha ¢ok hasara maruz kalmaktadir. Spermanin
dondurulma tarihi temel alinarak, memeli spermasinin basarili bir sekilde
dondurulmasi tizerine metotlar gelistirilmistir. Gliniimiizde bile sadece birkag memeli
tiiriiniin spermasmin etkin bir sekilde dondurulmasi miimkiin olmaktadir. Dondurma
stirecindeki basar1 faktorii, dondurulmus spermanin ¢éziim sonu motilitesi tarafindan
belirlenmektedir ki bu oran; genelde % 50 civarinda ya da dondurulma oncesindeki
motiliteden diisiik olmaktadir. Ayni zamanda dondurma siirecindeki basari tiirler
arasinda yiliksek oranda degismekle birlikle, ayni tiir igerisindeki farkliliklara ek

olarak ayn1 bireyin farkl ejakiilatlarinda dahi farkliliklar gosterebilmektedir.

Spermanin dondurulmasinda dondurma prosediirlerini optimize etmek icin
farkli protokoller gelistirilmistir. Sogutma ve dondurma siirecinin spermatoozon
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi bu protokollerin gelistirilmesine yardimci1
olmustur (Sieme ve ark., 2016). Sogutma asamasi, ¢Oziim sonu spermatozoon
canliligimi 6nemli derecede etkileyen spermatozoa metabolizmasinin diistiriilmesini
kapsayan sperma dondurulmasindaki 6nemli asamalardan birisidir (Salamon ve
Maxwell, 2000).

Reprodiiktif  kriyobiyoloji, en hizli ilerlemeyi boga spermasinin
dondurulmasinda saglamistir. Temel olarak kullanilan 2 tip dondurma stratejisi
bulunmaktadir. Bunlardan ilki konvansiyonel (yavas dondurma), ikincisi ise hizli
dondurma teknigidir. Bu tiirlin spermatozoasi i¢in en basarilt kriyoprezervasyon
yontemleri ilk olarak yavas sogutma hizi (6rn. 1-5 °C/dk) ile viicut sicakligindan oda
sicakligina ve sonrasinda donma sicakligina ve takiben ilk buz olusumu ile hizl
dondurmaya (6rnegin, 10-20 °C/dk) alinmasidir. Yavas dondurma teknigi, 2-4 saatlik

bir periyotta, iki veya ii¢ kademe ile spermanin -196 °C’ye diisiiriilmesi yontemidir;
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elle veya otomatik olarak yari-programlanabilir  dondurucu Kkullanilarak
yapilmaktadir. Manuel yontemde, sperma dnce oda sicakligina (25 ° C); daha sonra
2-4 saat igerisinde 4 °C'ye diisiiriilmektedir. 4 °C'ye kadar en iyi soguma hizinin 0.5-
1 °C/dk oldugu bildirilmektedir. Ornekler daha sonra 4 °C'den, -80 ° C'ye 1-10 °C/dk
hizinda dondurulur; sonrasinda -196 ° C'de sivi azot tankina aktarilir (Di Santo ve

ark., 2012).

Hizli dondurma metodu ilk kez Sherman (1963) tarafindan gelistirilmistir. Bu
teknik, payetlerin ve sivi azot buhari ile 8-10 dakika dogrudan temas1 ve sonrasinda
-196 °C'de sivi nitrojen igerisine indirilmesini kapsamaktadir. Programlanabilir
dondurucuda; sivi azot buharini, sivi azotun hacmini ve mesafesini ayarlayan
fonksiyonel bir termal derece bulunmaktadir. Sperma Ornegi en az 2 saat
ekilibrasyon sonrasinda payetler yardimiyla paketlenir ve 10 dakika boyunca 4 °C'de
inkiibasyona birakilir. Payetler daha sonra 15 dakika siireyle s1vi azot seviyesinden (-
80 °C) 15-20 cm uzakliga yerlestirilir; bu asamadan sonra payetler sivi nitrojene
indirilir. Sogutma sirasinda, iki u¢ arasindaki sicaklik farkini en aza indirgemek igin
payetler yatay konumda tutulur (Tongdee ve ark, 2015). En uygun sogutma hizi;
bogada 76 ve 140 ° C/dk, domuzda 30 °C/dk, farede 27 ila 130 ° C/dk arasinda ve
insanda 10 °C/dk olarak belirlenmistir (Varigh ve ark., 2013).

Bu iki temel teknigin disinda liyofilizasyon (Krokida ve ark., 1998) ve
vitrifikasyon da (Isachenko ve ark., 2002) spermatozoa dondurmada (Isachenko ve
ark., 2011) kullanilmaktadir. Giiniimiizde vitrifikasyon ve liyofilizasyon yonteminin
pratik kullanimi yavas veya hizli dondurmaya gore diisiiktiir. Ancak vitrifiye edilmis
sperma ile IVF/ICSI ve intrauterin tohumlama gergeklestirilerek gebeliklerin elde
edilmesi, bu metodun pratik kullanimina dikkat ¢ekmektedir. Bununla birlikte, baz1
sperma merkezlerinin vitrifikasyon ile uzun siireli sperma saklanabildigini rapor
etmesi ve uygulama pratikligi sayesinde birka¢ yil icerisinde bu yOntemin

kullaniminin yayginlagmasi beklenmektedir (Moce ve ark., 2016).
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Sperm Kriyoprezervasyon yontemlerini gelistirmek i¢in, bu islem sirasinda
spermin gegirdigi fiziksel degisiklikleri g6z Oniinde bulundurmak fayda
saglayacaktir. Ciinkii bu fiziksel degisiklikleri diizenlemek igin yapilan ilerlemeler,
canlilik oranlarin1 belirgin o6lgiide artiracaktir (Holt, 2000). Pratik olarak, sperma
kriyoprezervasyon i¢in generalize “standart” protokol istenen bir seydir. Ancak,
giincel sperm kriyoprezervasyon protokollerinin sinirlidir ve basari oranlar: tiirler
arasinda ve hatta ayni tiir i¢indeki bireyler arasinda dahi degiskenlik gostermektedir

(Hammerstedt ve ark, 1990).

1.2.1. Boga Spermasinin Dondurulmasi

Boga spermasinin dondurulma prosediirleri 1950°li yillarm baglarinda suni
tohumlamada kullanilmak {izere gelistirilmeye baslanilmigtir. Bratton ve
arkadaglarinin 1955 yilinda yapmis oldugu denemede sperma -79 °© C'de
dondurularak kuru buz icerisinde saklanmistir. Bu calismanin sonunda
spermatoozonlarin yiliksek fertilite oranina sahip oldugu saptanmistir. Birkag farkl
katkir maddesinin gelistirilmesi ile dondurma sonrasindaki diistik sicakliklarda bile
yiksek motilite degerinin muhafazasin1 saglanabilmistir. Bu katki maddelerinin
gelistirilmesindeki ilk asamalarda yumurta sarismin igerisinde bulunan lipitlerin
hiicre hassasiyetini diisiirerek, boga spermasini soguk sokundan korudugu ortaya
konulmustur (Watson ve Martin, 1973). Yumurta sarisinin  spermanin
dondurulmasinda kullanilmasinin ardindan, gliserol de kriyoprotektif ajan olarak

boga spermasinin dondurulma siirecine dahil edilmistir.

Biitiin bu caligmalarin sonunda gilinlimiizde de standart prosediir olarak
kullanilan Tris-yumurta sarisi-gliserol boga spermanm dondurulmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Watson ve Martin, 1975). Boga spermasmin dondurulma
prosediirii yillar igerisinde ¢ok fazla degisiklige ugramadan devam ettirilmistir. Son
yillarda yapilan bazi c¢aligmalarda boga spermasi kolesterol eklenerek
dondurulmustur. Purdy ve Graham’in 2004 yilinda yapmis oldugu c¢aliymada

kolesterol eklenerek spermanin dondurulmasinda motilite iizerine olumlu etkisi
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oldugu ortaya konulmustur. Eklenen kolesteroliin kapasitasyon ya da akrozom
reaksiyonu gibi siireglere etki ederek fertilite lizerinde olumsuz bir etkisinin olmadig1

belirlenmistir.

Boga spermasmin dondurulmasindaki yaygin ¢alismalar suni tohumlama ve
in vitro fertilizasyon gibi yardimci lireme tekniklerinin yaygin olarak kullanilmasiyla
dogrudan iligkilidir. Genetik olarak degerli olan ve iyi verim Ozelliklerine sahip
bogalarin  spermalarmm  dondurularak  yillar sonra  bile  tohumlamada
kullanilabilmesine olanak saglarken; iistiin genetik 6zelliklerden maksimum oranda
yararlanim saglanmaktadir.
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Sekil 1.6. Dondurma sicakligina hiicre tepkisinin sematik goriiniimii. a) dondurma cok yavas
oldugunda hiicre i¢i buz kristali goziikkmezken; dehidrasyon olduk¢a fazladir. Cok hizli oldugu
kosullarda hiicre iginde organellere zarar vemekte velveya ¢ozdiirme sirasinda yeniden kristalizasyon
olusumuna neden olmaktadir (Mazur, 1977a, 1984; Gao ve Critser, 2000; Yeste, 2016; Grotter ve ark.,
2019). b) dondurma hizina goére hiicre canlilik egrisi (yesil egri). Kirmizi egri buz kristalleri
tarafindan olusturulan hasari; mavi egri ozmotik etki tarafindan olusturulan hasar1 gostermektedir
(Mazur ve ark., 1972; Benson ve ark., 2012; Grotter ve ark., 2019).
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Dondurmanin amaci sifirin altinda sicakliklarda hiicre iizerindeki zararli
etkisine ragmen hiicre canliliginin ve fonksiyonlarmnin devam etmesini saglamaktir.
Dondurma sirasinda hiicre hasarmin iki farkli mekanizma nedeniyle olustugu
belirlenmistir. Bunlardan biri buz iiretimi iken digeri ozmotik stres ya da hiicre
dehidrasyonu olarak adlandirilmistir. Bu iki faktoriin her biri dondurma hizi ile
iligkilidir (Mazur, 1970, 1977a, 1977b; Meryman, 1974; Grétter ve ark., 2019).
Hiicre icinde herhangi bir degisiklik olmazken, hiicre dist ortamda ¢oziinen
maddelerin konsantrasyonun artmasiyla hiicre disindaki buz olusumlar1 izotonik
dengeyi degistirmektedir. Hiicre zarmin yar1 gegirken yapisi sebebiyle hiicre ici ve
disindaki boslukta ¢6ziinen maddeler farkli hiicresel basing olusturmaktadir. Bu
basing farki hiicre i¢i ve hiicre dis1 arasinda diisiik basingtan yiiksek basinca dogru
bir siv1 akis1 olmasina sebep olmaktadir. Hiicre disinda olusan buz kristalleri hiicre
icinden su ¢ikisma sebep olarak dehidrasyona yol agmaktadir. Hiicre i¢inde olusan
bu bosluga ne olacagi da dondurmanin ne oranda olacagina baghdir. Eger dondurma
cok hizli olursa hiicre icerisindeki su hiicre disina ¢ikamadigindan su hiicre i¢inde
donarak hiicresel =zarara neden olabilmektedir. Disik hizda dondurma
gergeklestirilirse, yogun ve uzun bir dehidrasyon gergekleserek mekanik
deformasyona neden olmaktadir ve ayni zamanda hiicre igerisinde yogun miktarda
elektrolit birikmektedir (Mazur, 1970; Grotter ve ark., 2019). Bunlara dayanarak,
hiicre volumii hiicre dis1 ozmolaritenin yiikselmesiyle ve hiicrenin su kaybetmesiyle
birlikte sitoplazmik igerigin basinci hiicrenin su kaybetmeye devam etmesini
saglayarak hiicre direncini artirmaktadir. Hiicresel dirence zarar verecek herhangi bir
etken hiicrede membran hasarlar1 olusturarak; hiicrenin permeabilitesinde geri
doniisii olmayan hasarlar birakip hiicrenin lipid kaybetmesine neden olabilir.
Hiicrede olusacak bu hasarlar izotonik ortamda hiicrenin tekrar su almasma ve

normal seklini tekrar kazanmasina imkan vermeyecektir (Grotter ve ark., 2019).

Coziim sonu hiicre canliligini artrmak i¢in optimum hizda hiicrenin
dondurulmasi1 gerekmektedir. Bu sebebe dayanarak, asil gorevleri sivi haldeki
maddelerin sivi formunu korudugu sicakliklart minimuma indirmek olan ve ayni
zamanda suyun transport hizi ve buz olusumu iizerine etkileri olan Kriyoprotektan

ajanlar (Jeyendran ve Graham, 1980) dondurma medyumu icerisine eklenmektedir
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(Fuller, 2004; Mazur, 1977a, 1984; Meryman, 1974; Grétter ve ark., 2019). Iki cesit
kriyoprotektan bulunmaktadir. Bunlardan biri penetre olan permeabl digeri penetre
olmayan 6zelliktedir. Permeabl 6zellikteki kriyoprotektanlar hiicre dondurulmasinda
yaygin olarak kullanilmakta olup; en ¢ok gliserol, dimetil siilfaoksit, 1-2 propaneidol,
etilen glikol ve propilen glikol gibi maddeler kullanilmaktadir. Permeabl
kriyoprotektanlarin 6zellikleri, diisiik molekiil agirligina sahip olmalar1 ve diisiik
dondurma hizinda hiicre i¢inden etkin bir sekilde su ¢ikismi saglamalaridir. Penetre
olmayan kriyoprotektanlar ise; polivinil prolidon, glikoz, fruktoz, fikol, dekstran,
sorbitol, siikroz, laktoz, trehaloz ve diger seker tiirevleridir. Bu kriyoprotektanlar,
yiksek molekiiler agirlikta olup; yiiksek dondurma hizinda daha etkinlerdir. Bu
komponentler ozmotik basing farkini kullanarak penetre olmadan suyun hiicre disina
¢ikisini saglamaktadir (Curry, 2000; Jeyendran ve Graham, 1980; Benson et al.,
2012; Grétter ve ark., 2019).

Spermanin kriyoprezervasyonun temeli su asamalara dayanmaktadir;

a) Spermay1 dondurmadan 6nce kriyoprotektanlarin eklenmesi,

b) Sifirm altindaki sicaklilarda saklamak igin spermanin dondurulmasi
(genellikle s1v1 nitrojen igerisinde -196 ° C’de gerceklestirilmektedir.)

€) Spermanin ¢ozdiiriilmesi,

d) Kriyoprotektanlarin spermadan uzaklastirilarak, voliimiin, fonksiyonun ve
izotonik sartlarin saglanmasi. Hiicre hasar1 olusumu bu asamalardan biri ya

da birkagi sirasinda olugmaktadir.

=15 °C ve -60°C sicakliklar sperma dondurulurken ve ¢o6zdiiriiliirken
spermatozoonlarin  iki defa maruz kaldig1 sicaklik araligi olmast ile;
spermatozoonlarin likit nitrojen igerisindeki dondurularak saklanmasi siirecinden
daha zararli bir sicaklik araligidir. Coklu Termal Gradyan olarak adlandirilan
gelistirilmigtir. Bu metot ile spermatozoonlara zarar veren sicaklik araliginin
olugturdugu hasarin daha aza indirilmesi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 buz olusumuna
engel olunmasi ve buz yayilma hizin1 kontrol altinda tutulmasi gibi faydalar
saglamistir (Arav, 1999; Si ve ark., 2006; Grotter ve ark., 2019).
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1.3. Kriyoprezervasyonun Spermatozoon Uzerine Etkisi

Spermanin  kriyoprezervasyonu; sicakligin  diigiiriilme asamasi, hiicrenin
dehidrasyonu, dondurma, saklama ve sonrasinda c¢ozdiiriilme asamalarmi
kapsamaktadir. Spermatozoa agisindan sogutma islemindeki 0 °C ile -5 °C ve buz
kristallerinin olustugu -6 °C ile -15 °C arasindaki sicakliklar Kritiktir (Woelders,
1997). Kriyoprezervasyon boyunca spermatozoon; metobolik ayrigma, iyonik
dengesizlik, proteazlarin aktivasyonu, hiicresel asidoz, enerji kaybi, membran faz
gecisi, hiicre iskeletinde bozulma ve serbest radikallerin olusumu gibi bir ¢ok zararl
etkiye maruz kalmaktadir. Bu siirecte spermatozoon buz kristal olusumunun zararh
etkilerine, hiperozmolariteye, hiicre volimiinde degisimlere ve protein
denatiirasyonuna predispoze hale gelmektedir (Ugur ve ark., 2019). Spermanin sivi
azot buharmda dondurulmasi sirasinda soguk sokunun olumsuz etkileri sebebiyle
spermatolojik oOzelliklere ait degisimler olabilmektedir. Hiicre membraninda
gerceklesen perforasyonun, 6zellikle akrozomda olusan ve fertilizasyonda goérevli
enzimlerin kaybma yol agmaktadir. Bu durumda spermatozoanin dolleme
yapamadigi kabul edilmektedir (Watson, 2000). Kriyoprezervasyon, spermatozoa
fonksiyonunda ve yapismda Sogutma, dondurma ve ¢ozdiirme sirasinda olusan
termal stres ile kriyoprotektan ajanlarin yliksek konsantrasyonu ve kristalizasyon
sebebiyle olusan ozmotik strese dayanan toksik etkiler meydana getirmektedir.
Fosfolipit ve kriyoprotektan ajanlara ek olarak optimum dilusyon, ekilibrasyon ve
sogutma prosediirleri uygulanarak soguk sokunun olusumu engellenerek,

kristalizasyon diigiiriiliir ve spermatozoon hasar1 minimize edilmis olunur (Khalil ve

ark., 2018).

37 °C sicaklikta spermatozoon motilite ve viabilite acisindan normal
degerlere sahipken; sogutma ve ekilibrasyon siiresince motilite’de belirgin diisiisler
goriilmiistiir. Kriyoprezervasyon sonrasi spermatozoon kuyrugunda kopmalar ile
basta olusan anormallikler oldugu ortaya konulmustur. Ayrica dondurma periyodu
boyunca akrozom reaksiyonunun yiikseldigi belirlenmistir. Spermatozoon

mitokondrisi incelendiginde daralmis membran bosluguyla vakuoller oldugu
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goriilmiistiir. Taze spermada, normal spermatozoon basinda homojen kromatin
yapmin tam bir plazma membrane ile c¢evrelenmis niikleusu oldugu goriiliir.
Dondurulup ¢ozdiiriilmiis spermatozoonda ise, kromatin hasarlar1 oldugu

belirlenmistir (Khalil ve ark., 2018).

WD 1T 1Trmum

Sekil 1.7. Kriyoprezervasyon siirecinde boga spermatozoasinda olusan anomalilerin elektron
mikroskobundaki goriintiisi. A: Kopmus ve yarilmis bas; B: sarmal hale gelmis kuyruk (Khalil ve
ark., 2018)

Spermanin dondurulmasindaki anahtar faktor, spermatozoonlarm kiigiik
ancak yiizey alaninin genis oldugunun bilinmesidir (Morris, 2006; John Morris ve
ark., 2012). Bu karakteristik 6zellik, spermatozoonlarda bulunan hiicre i¢i sitozoliin
viskozite ve sicaklik gecisini etkileyerek potansiyel hasara kars1 spermatozoay: daha
hassas hale getirmektedir (Isachenko ve ark., 2003). Kriyoprotektan ajanlar
olmadiginda soguk soku ve olusan buz kristalleri hiicre igerisindeki organellere zarar
vermektedir (AbdelHafez ve ark., 2009). Sonu¢ olarak hiicresel komponentlerin

oksidasyonu ve DNA (Deoksiriboniikleik Asit), akrozom ve plazma membraninin
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hasar1 sonucu fertilite azalmaktadir. Reaktif Oksijen Tiirlerinden (ROS) olan
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri; apoptozis, membran lipit peroksidasyonu
ve DNA hasarina neden olmaktadir. Spermatozoonu soguk sokuna ve kriyotoleransa
hassas kilan yapmin basinda plazma membranindaki lipit yap1 gelmektedir. Farkli
tiirlerin sahip oldugu spermatozoa yag asidi profilindeki ve omega3/omega6
oraninindaki farkliliklar sebebiyle degisen kriyotolerans diizeyi sergilemektedir
(Esmaeili ve ark., 2015). Ayrica farkl tiirlere ait spermatozoa farkli biyiikliik, sekil
ve lipit kompozisyonu ihtiva ettiginden kriyoprezervasyona olan direngliligi de
degisim gostermektedir (Maldjian ve ark., 2005; Esmaeili ve ark., 2015; Fattah ve
ark., 2017). Farkl tiirlere ait spermalarla yapilan ¢alisamada spermatozoa basinin
cap1 ile kriyostabilitesi arasinda negatif Korelasyon oldugu belirlenmistir. Insan
spermatozoast daha kii¢iik oldugu i¢in daha iyi kriyostabilite gostermistir (Gao ve
ark., 1997). Motilite gibi dondurma Oncesindeki kalite parametreleri ve sperma
alman hayvandan ne siklikla sperma alindigi c¢ozdiirme sonrasi canlilig
etkilemektedir. Anormal motilite 6zellikleri tasiyan spermatozoa dondurmaya bagli

hasarlardan 6zellikle sorumludur (Borges ve ark., 2007).
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Sekil 1.8. Boga spermasmin dondurulup ¢ozdiiriilmesi sonrast spermatozoonda olusan degisimlerin
ozeti (Ugur ve ark., 2019)

1.3.1. Membrandaki Yapisal Degisim

Kriyoprezervasyonda hiicresel hasarin asil sebebi, plazma membran hasaridir.
Cift katlh membranin lipit yapisinin soguk sokuna maruz kalmasiyla ortak bir durum
oldugu diisiiniilmektedir (Watson, 1995). Tiirler arasindaki spermanin dondurmaya
verdigi farkli yanit, spermatozoa plazma membranindaki yapisal farkliliklarindan

kaynaklanmaktadir.

Plazma mebran duyarliligi dondurma stirecinde lipit faz de§isimine maruz
kaldigindan kolesterol oraniyla tersine bir iliski gostermektedir (Drobnis ve ark.,
1993). Boga ve kog¢ spermatozoasindaki diisiik diizeyde kolesterol varligi sogutmaya
kars1 hassas olmalarina sebep olmaktadir. Tavsan ve insan spermatozoasinda daha
yliksek oranda bulunmasiyla da bu iki tiiriin soguga daha dayanikli olmasini
saglamaktadir. Dondurma sirasinda sicaklik diismeye baslaymca fosfolipit yapmin
yana dogru hareketi ile likit fazdan jel faza ge¢is sonras1 membranin daha sert ve
hassas olmasimna neden olmaktadir. Ayrica, kriyoprotektan madde olarak kullanilan
gliserol sogutma sirasinda faz degisimlerinin bazilarini, plazma membranindaki su
gecisi ve akigini azaltarak saglamaktadir (Noiles ve ark., 1995). Faz degisimi lipit

membrant da kapsayacak sekilde lipit faz ayrilmasina neden olur. Bu faz ayrilmasi

proteinlerin geri doniislimsiiz olarak kiimelendirilmesine yol acar (Ugur ve ark.,

2019).
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Sekil 1.9. Farkli agsamalarda spermatozoon basindaki plazma membraninin biitiinliigiine dair elektron
mikroskop goriintiileri. A: taze spermadaki saglam plazma membrani; B: sulandirilmis spermadaki
belli belirsiz dalgalanma gosteren plazma membran; C: dondurulup ¢ozdiiriilmiis spermada belirgin
sekilde dalgalanma gosteren plazma membrani (Khalil ve ark., 2018)

Diistik sicakliklara olan duyarlilik plazma membranindaki doymus ya da
doymamis yag asidinin yiiksek oranda olusuyla da ilgilidir. Boga, ko¢ ve domuz
spermatozoonunda doymamis yag asidinin doymus yag asidine oranla daha fazla
(>2.5) olmasi sebebiyle tavsan, kopek ve insan spermatozoonuna gore dondurmaya
kars1 daha hassastir (White, 1993). Doymamis yag asitleri peroksidasyondan
sorumludur (Halliwel ve Gutteridge, 1984). Dondurulup ¢ozdiiriilmiis boga
spermasinin taze spermaya gore peroksidasyona daha yatkin oldugu belirlenmistir

(Trinchero ve ark., 1990).

1.3.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Olusumu

ROS, fertilite ve infertilide 6nemli rol oynayan bir faktérdiir. ROS ‘un
hiperaktivasyon, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve zona’ya baglanma gibi
normal spermatozoon fonksiyonlarinda gorev aldigi yapilan calismalarla ortaya
konulmustur (Kodama ve ark., 1996; de Lamirande ve ark., 1997). Antioksidanlar
tarafindan olusturulan detoksifikasyon ile ROS iiretimi arasindaki balans
bozuldugunda; ROS oranindaki fazlalik oksidatif strese sebep olmaktadir. ROS
olarak bilinen Hidrojen Peroksit (H202), spermatozoon motilitesini diisiirmektedir
ve oksidatif metabolizmay1 bloke etmektedir (Tosic, 1947). Sperma dondurulurken

eklenen antioksidanlar sayesinde ROS’un zarar verici etkilerini azaltmaktadir.

Kriyoprezervasyon sirasinda mitokondriyal membran akiskanlhigindaki
herhangi bir degisim ROS olusumuna yol agarak membran potansiyelini degistirir
(Said ve ark., 2010; Ugur ve ark., 2019). Hidrojen Peroksit (H20.), Nitrik Oksit (NO)
ve Siiperoksit Anyon (O2-) hiicre i¢i sinyalizasyonu, sperm kapasitasyonu ve

akrozom reaksiyonu iizerinde pozitif etkiye sahiptir (Aitken, 1995). Bu molekiillerin
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isleyis icin gerekli olan miktarlar1 spermatozoa fizyolojisinde oOnemli bir rol
oynarken; yiiksek miktarda olusmalar1 toksisiteleri sebebiyle spermatozoa
fonksiyonuna zarar vermektedir. ROS’un spermatozoa iizerindeki mekanizmasi tam
olarak ortaya konulamasa da; bu molekiillerin oksijen molekiillerinin indirgenmis
iriinii oldugu ve toksisitenin iyonizasyon, lipit peroksidasyonu ve DNA hasarmin

neden oldugu protein inaktivasyonuyla iliskilendirilmektedir (Ugur ve ark., 2019).

e e e i o > T

SOOOOOOOOCOOOO0O .
Lipid Peroksidasyonu Protein Hasan

Sekil 1.10. Spermatozoa kalitesinde diigiise sebep olan dondurulmus spermatozoa mitokondrisinde
ROS iiretimine dair 6zet. NADPH: Dihidronikotinamid-adenin Diniiklotit Fosfat; O.: Superoksit;
H,O,: Hidrojen Peroksit; SOD: Superoksit Dismutaz; ONOQ: Peroksinitrit; GPx: Glutasyon Peroksit;
CAT: Katalaz (Hezavehei ve ark., 2018)

Dondurulup ¢ozdiiriilmiis spermadaki spermatozoonlarm mitokondriyal

morfolojisinde olusacak herhangi bir degisiklik, mitokondriyal fonksiyonlarda %15

oraninda diisiise sebep olmaktadir. Mitokondri’de spermatozoa motilitesinde ve
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hiperaktivitesinde kullanilan ATP (Adenozin Tri Fosfat) tretilmektedir (Khalil ve

ark., 2018). Bu durum spermatozoa parametrelerini de olumsuz etkilemektedir.

Sekil 1.11. Mitokondriyal morfoloji ve kriyoprezervasyon sonrasi olusan hasarin goriintiisii.
A: normal mitokondri, B,C: hasarli mitokondri (Khalil ve ark., 2018).

1.3.3. Molekiiler Degisim

Spermatozoa dondurulabilirliginde belirleyici molekiillerin identifikasyonu,
kriyoprezervasyonda kullanilacak olan en faydali maddelerin belirlenmesi agisindan
yardimct olabilecektir. Dondurulabilirlikteki belirleyici etkenler genellikle canlilik,
motilite ve morfoloji gibi 6zelliklerin belirlenmesi ile miimkiin olmaktadir. Sperma
kalitesinin belirleyici 6zelliklerinden olan spermatozoanin DNA biitiinliigii ve
kromatin yapisi, kriyoprezervasyona olan diren¢ ve embriyo gelisiminin

desteklenmesi bakimindan 6nem tasimaktadir (Agarval ve ark., 2009).

DNA biitiinligii Spermanmn dondurulup ¢6zdiiriilmesi sonrast olumsuz
etkilenmektedir. Bunun sonucunda embriyo gelisimi {izerinde etkisi olan DNA,
molekiiler ve epigenetik degisimlere duyarli ve yatkin olmaktadir (Lewis ve ark.,

2005).

\

’\—_\;}-\mRNA'mn bozulmasi
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Sekil 1.12. Dondurulmus spermatozoa’nin erken embriyonik gelisimde etkisi olan protein mRNA ve
genomundaki degisikliklerin erken embriyonik gelisimi etkileyebildigine dair gematik goriiniim
(Hezavehei ve ark., 2018).

Kriyoprezervasyon sirasinda olusan ROS sebebiyle ¢ift iplik¢ikli yapinin
kirilmas: (McCarty ve ark., 2009), DNA onaric1 enzimlerin bozulmasi (Bogle ve
ark., 2017) ve hiicre kii¢iilmesi sebebiyle kromatin sikismasimin arttigi yerlerde DNA
molekiiliindeki genomik bolgelerde olusan mekanik baskinin DNA hasarina neden
oldugu (Kopeika ve ark., 2015) ortaya konulmustur (Hezavehei ve ark., 2018).
Apoptozis spermatozoa DNA’sindaki dondurmaya bagh hasarla dogrudan iligkilidir
ve fazla miktarda ROS iiretimi DNA hasarini artirmaktadir (Johnston ve ark., 2012).

Protamin, DNA metilasyonu ve histon degisimi i¢eren faktorler, epigenetik
bir durum igerisinde yer alarak spermatogeneziste 6nemli rol oynarlar (Ostermier ve
ark., 2004; Teperek ve ark., 2016). Ayrica epigenetik faktorler, kriyoprezervasyon
sirasinda  diizenlenen gen ekpresyonunu etkilerler. Hem mMRNA (Mesajci
Riboniikleik Asit) hem de kodlanmamis kiiciik RNA (Riboniikleik Asit) molekiilleri
hiicre i¢i yapmm oOnemli elementlerindendir. Bu elementler transkripsiyon ve
sonrasindaki spermatogenezisin regiilasyonunda ve dondurma-¢ozdiirme protokolleri
sirasindaki reprodiiktif fizyolojide de 6nemli rol oynarlar (Valcarce, 2013; Hezavehei
ve ark., 2018). Kriyoprezervasyon ayni zamanda mRNA’larda bozulmaya sebep
olabilmektedir. mMRNA bozulmalar1 protein fonksiyonlarmi bozarak; fertiliteyi
olumsuz etkilemektedir (Kashir ve ark., 2011; Wang ve ark., 2014; Hezavehei ve
ark., 2018).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, kodlanmamis RNA’larin kriyoprezervasyon
siiresince dondurmaya bagli hasara yol actigi (Zhang ve ark., 2017; Dai ve ark.,
2019); bunun da apoptozis ve metabolik aktivite degisimiyle baglantili oldugu ortaya
konulmustur. Spermatozoadaki RNA, hem spermatozoa hem embriyo fizyolojisi
tizerinde dondurmaya bagli hasar olusumuna neden olmaktadir (Ortiz-Rodriguez ve
ark., 2019).
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1.3.4. Kapasitasyon Benzeri Degisim

Kriyoprezervasyonun indiiklemesi sonucu spermatozoa membraninda olusan
degisimler sonucu c¢ozdiirme sonrasi cevreye karst daha reaktif duruma gelen
spermatozoa kismen kapasitasyon geg¢irmis durumdadir (Watson, 1995).
Dondurulmus kog¢ spermasiyla yapilan ¢alismada taze sperma ile karsilastirildiginda
kapasitasyonun daha hizli gergeklestigi belirlenmistir (Perez ve ark., 1996).
Kapasitasyon benzeri degisimler sonucu motilite gibi parametreler etkilenmese de;
spermatozoa Omrii, disi reprodiiktif kanaliyla olan etkilesim ve spermatozoa

fertilitesinde diisiis gézlemlenmektedir (Medeiros ve ark., 2002).

Mekanizma tam olarak bilinmemekle beraber; boga spermasinda artan hiicre
ici kalsiyum orami heparin’in indiikledigi in vitro kapasitasyon ile birlikte
gerceklesmektedir (Parish ve ark., 1999). Yeniden yapilandirilmis olan membran
yapist Ve lipit-protein bilesimindeki degisimin sonucu olarak Kkriyoprezervasyon
stiresince hiicre i¢ine kalsiyum akisina sebep oldugu diisiiniilmektedir. Yiikselen
kalsiyum seviyesi hiicre i¢i sinyalizasyonu tetikleyerek kapasitasyonu indiikleyen

mekanizmay1 tetiklemektedir.

Kapasitasyon mekanizmasini indiikleyen sinyal aktarimlarini tespit etmek
amaciyla boga spermasiyla yapilan calismada, spermanin c¢ozdiiriilmesi sonrasi
fosfotirozin i¢eren proteinlerin varolup olmadigina bakilmistir. Cézdiirme sonrasi bir
dizi tirozin fosforilasyon proteinlerinin bulundugu belirlenmistir (Bailey ve Berube,
1998). Fosforilasyon proteinlerinin goriilebilmesi i¢in taze boga spermasinin

heparinle 4 saatlik inkiibasyonu gerekmektedir (Galantino-Homer ve ark., 1997).
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1.4. Boga Spermasinin Dondurulabilirligini Etkileyen Molekiiller

Seminal plazma ve spermatozoonlarda bulunan proteinler, spermatozoa
canliligi, fertilizasyon ve enerji metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Moura
ve ark., 2016). Son yillarda yapilmis olan ¢alismalarda seminal plazma ve
spermatozoadaki protein kompozisyonlar1 ve varolus diizeyleri arasindaki farkliligin
boga spermalarinin dondurulabilirligini de etkiledigi ortaya konulmustur. Seminal
plazma proteinlerinin bazilar1 spermatozoa plazma membraninda bulunan
fosfolipitlere baglanarak hareketlerini engeller. Is1 soku proteininin (HSP90)
spermadaki miktari, kriyotoleransin yiiksek oldugu zamanlarda daha fazladir (Wang
ve ark., 2014). Disiik kriyotolerans durumlarinda HSP90 diizeyinin boga
spermatozoasindaki miktar1 da diisik olmaktadir (Zhang ve ark., 2015). Is1 soku
proteini A8 (HSPAS8) diisiik oranda bulundugunda spermatozoanin ¢6ziim sonu
viyabilitesinde diisiis gozlemlenirken; yliksek konsantrasyonlarda bulundugunda,

plazma membrane biitiinligiinii olumlu etkiledigi belirlenmistir (Holt ve ark., 2015).

Kriyoprezervasyon siireci, karbonil grubunun bir bilesikle kimyasal reaksiyona
girmesi olarak tanimlanan boga spermatozoa proteinlerinin karbonilasyonuna sebep
olmaktadir. Boga spermasinda kriyoprezervasyon sirasinda yliksek oranda
karbonilasyona neden olan 11 gesit protein identifiye edilmistir. Lipokalin tip
prostaglandin D sintaz (L-PGDS) dondurulabilirlik {izerine olumsuz etki
gostermektedir (Jobim ve ark., 2004). Asidik Seminal S1vi Proteini (aSFP), spermada
yiksek diizeyde bulundugunda dondurulabilirlik de iyi olmaktadir. aSFP, lipit
peroksidasyonunu  diisiirerek; spermatozoa’yr oksidatif stresin zarar verici

etkilerinden korumaktadir (Einspanier ve ark., 1994).

1.5.  Spermanin Cozdiiriilmesi

Spermanin ¢dzdiirlilmesi sirasinda olusan manipiilasyon kaynakli hatalarin

spermatolojik ozellikleri olumsuz yonde etkiledigi arastiricilar tarafindan ortaya
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konulmaktadir. Saha kosullarinda suni tohumlama yapacak veteriner hekimlerin
donmus spermay1 ¢ozdiiriirken uygun kosullar1 gz oniinde bulundurarak ¢ozdiirme
islemini yapmalar1 suni tohumlama basarisin1 artirmaktadir. Cozdiirme prosediiri,
spermatozoanin hayatta kalmasi lizerindeki etkisi agisindan dondurma prosediirii
kadar énemlidir (Ileri ve Ak, 1993; Nur ve ark., 2003). Hayvanlar icin birgok sperm
¢ozdiirme protokolii yiiksek 1s1 seviyeleri (50 °C'nin iizerinde) kullanilarak
uygulanmis ve iyi hareketlilik geri kazanim oranlar1 elde edilmistir (Snoeck, 2003;

Barbas ve Mascarenhas, 2009).
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Sekil 1.13. Spermanin Co6zdiiriilmesi

Donma-¢ozdiirme yonteminde, 1sinma fazi, spermatozoanmn hayatta
kalmasinin yani sira sogutma fazi i¢in de 6nemlidir (Fisher ve ark., 1977; Barbas ve
Mascarenhas, 2009). Cozdiirme sirasinda, donmus sperma kritik sicakligi -15 ila -60
°C arasmnda gegmektedir. Cozdirme hizi, sogutma hizmin, hiicre i¢i donmayi
indiikleyecek kadar yliksek veya hiicre dehidrasyonu iiretecek kadar diisiik olmasina

baghdir. Ik durumda, spermatozoada mevcut olan hiicre ici buzun yeniden
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kristallesmesini 6nlemek i¢in hizli ¢6ziilme gereklidir. Hizli bir sekilde ¢ozdiiriilen
spermatozoada intra ve eckstra hiicresel dengenin restorasyonu, daha yavas
¢oziilmeden daha hizli gergeklesmektedir (Fisher ve ark.1977; Barbas ve
Mascarenhas, 2009).

Spermanin dondurulmast ve ¢ozildiriilmesini igeren sicaklik egrisinin
modifikasyonu ka¢inilmaz olarak hareketli spermatozoa oranini azaltir ve ultra
yapisal, biyokimyasal ve fonksiyonel hasarlara neden olur (Senger, 1980; Nur ve
ark., 2003). Bu nedenle, dondurulmus spermanin en ideal ¢6zdiirme teknigi hakkinda
cesitli arastirmalar yapilmistir (Giiney ve ileri 1991; Correa ve ark., 1996; Nur ve
ark., 2003). Yiiksek yiizey/hacim orani nedeniyle, payetler sicaklik degisikliklerine
kars1 olduk¢a hassastir. Spermatozoanin ¢6ziim sonu fertilizasyon kabiliyeti,
¢ozdiirme sicakligi ve siiresi protokollerinden oldukga fazla etkilenmektedir (Senger,

1980; Ileri ve Ak, 1993; Nur ve ark., 2003).

35 °C'den yiiksek sicakliklar spermatozoada daha yiiksek hareketlilige neden
olurken, ¢odzdiirme siiresinin dikkatlice zamanlanmasi gerektigi belirtilmektedir
(Senger, 1980; Ileri ve Ak, 1993; Blcakshaw, 1995; Correa ve ark., 1996; Nur ve
ark., 2003). Bu ozellikle protein denatiirasyonunun meydana geldigi sicakliklarda
onem teskil etmektedir. Baska bir deyisle, spermanin bu sicakliklara asir1 maruz
kalmas1 spermatozoanin 6liimiiyle sonuglanacaktir (Senger, 1980; Nur ve ark., 2003).
25, 15, 5 ve 0°C gibi diisiik sicakliklarda spermanin ¢ozdiiriilmesine gore, 37 °C’deki
su banyosunda payetlerin ¢ozdiiriilmesiyle daha iyi sonuglar alindigini
bildirilmektedir (ileri ve Ak, 1993). Ayrica, spermanm fizyolojik sicaklikta (37
°C’de) c¢ozdiiriilmesi motilite devamliligi acisindan Onemli oldugu belirtilmistir

(Correa ve ark., 1997).

(Cozdiirme sonrasi olusan soguk sokunun morfolojik bozukluklar: artirdig1 ve
motiliteyi olumsuz yonde etkiledigi bildirilmektedir (Erikson ve Rodriguez Martinez,
2000; Nur, 2001). Deneysel olarak soguk sokuna ugratilan boga spermasinda
spermatolojik 6zelliklerin zarar gordiigii, bu sebeple spermanin 20 °C’nin altindaki
sicakliklara maruz birakilmamasi gerektigi belirlenmistir (Giiney ve ileri, 1991). 5

saniye boyunca 70 °C'de ¢ozdiiriilen boga spermalarinin, 37 °C'de 30 saniye ve 50
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°C'de 15 saniyede ¢ozdiiriilen spermalara kiyasla hasar gormiis akrozom oraninin
yani swra diger morfolojik kusurlarmm da Onemli Olciide daha diisiik oldugu

goriilmiistiir (Nur ve ark., 2003).

Spermanin hizli ¢dzdiiriilmesi spermatozoa {iizerindeki hasarin Snlenmesi
acisindan onemlidir (Vishwanath ve Shannon, 2000). Spermayi hizli ¢6zdiirme,
hiicre zarlarina zarar verebilecek su molekiillerinin yeniden kristal olusumu
olasihigini o6nledigini gozlemlenmistir (Holt, 2000; Nur ve ark., 2003). Yavas
¢oziilme prosediiriiniin  temel sorunu ise, daha belirgin ozmotik basing

degisikliklerini ortaya ¢ikarmasidir (Curry ve Watson, 1994).

1.6. Spermatozoa Kalitesini Degerlendirme Yontemleri

Biitiinlesmis farkli metotlarin kullanimi araciligiyla spermatozoanin gelismis
analizi sayesinde, hiicre fonksiyonlar1 ile baglantili olan hiicre morfolojisini hiicresel
ve molekiiler diizeyde degerlendirilebilmektedir. Gelistirilen ve standardize edilen
teknikler, spermatozoanin genetik, fonksiyonel ve epigenetik igerikleri bakimmdan
incelenebilmesine olanak saglamaktadir. Kriyoprezervasyonun sperma acgisindan
etkilerinin  belirlenmesi  igin  spermatozoa motilitesi, canliligi, membran
fonksiyonelligi, mitokondriyal aktivite ve apopotozis parametrelerinin giincel

tekniklerle ortaya konulmasi gerekmektedir (Ugur ve ark., 2019).

1.6.1. Mikroskop ile Degerlendirilmesi
Isik mikroskobu temel kalite parametrelerinden olan motilite, morfoloji,

membran biitinligii ve konsantrasyon gibi parametrelerin degerlendirilmesinde

yaygin olarak kullanilan bir mikroskoptur.
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Floresan mikroskobu ise; mikroskopta goriilemeyecek kadar kiigiik olan
hiicresel komponentlerin goriintiilenmesinde kullanilan mikroskoptur. Floresan
mikroskop daha ¢ok spermatozoa canliligmi (Garner ve ark., 1997), membran,
akrozom ve kromatin yapismi goriintiilemek i¢in kullanilmaktadir. Bu mikroskop
metodunda, spermatozoonun hiicresel komponentlerinin goriintiilenebilmesi ig¢in
floresan boyalarla boyama yapilarak DNA, membran ya da lektinlerin goriintiilemesi
yapilabilmektedir (Rodriguez-Martinez ve ark., 1997). Spermatozoa viyabilitesi,
Canly/Olii ticari kitler, DNA’ya baglanan floresan boyalar (SYBR-14) ve membran
kalict boya (PI) kullanilarak floresan mikroskobunda goriintiileme yapilabilmektedir.
Akrozom molekiiler marker’1 olan Pisum sativum aglutinin floresan izotiyosiyanat’a
(FITC-PSA) baglanmasiyla spermatozoonun akrozom biitiinliigii hakkinda floresan
mikroskop ile goriintiileme sonucu fikir sahibi olunabilmektedir. Terminal
Deoksiniikleotidil Transferaz (TdT) kullanilarak uygulanan TUNEL yontemi ile flow
sitometri ve floresan mikroskop’u kullanilarak apoptozis degerlendirmesi

yapilabilmektedir.

Lazer konfokal floresan mikroskobu ii¢ boyutlu (3D) odaklanma derinligine
sahip optik ¢ozinirligli olan hiicresel kompartmanlardaki protein dagiliminin
goriintiilenmesini saglayan bir mikroskoptur. Konfokal mikroskop’un avantajlari
arasinda, her bir hiicredeki floresan1 gérmesiyle ¢ok bantli esneklik saglayarak
bulanikliga engel olmasi bulunmaktadir. Spermatozoon’un akrozom, kromatin ve
membran yapisinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Ugur ve ark., 2019).
Spermatozoa baginda bulunan sitoskeletal proteinlerden olan spektrin, tubulin ve
aktin proteinleri (Dvorakova ve ark., 2005; Romarowski ve ark., 2018) ile
spermatozoa yiizey proteinleri (Milardi ve ark., 2018) lazer konfokal floresan
mikroskop ile goriintiilenebilmektedir. Mitokondri fonksiyonelligi tek hiicre
diizeyinde belirlenebilmektedir (Moscatelli ve ark., 2017). Ayrica lipit
peroksidasyonunun ve spermatozoondaki ROS’un yerini belirlemek i¢in konfokal

floresan mikroskop’u kullanilmaktadir (Ugur ve ark., 2019).

Elektron mikroskobu, goriintii elde etmek igin elektronlarm kullanildigi bir

mikroskop yontemidir. Isik mikroskop’una gore daha yiiksek oranda ¢oziiniirliik ve
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biiylitme orani saglamaktadir. Isik mikroskobunda goriilebilir 151k mekanizmasiyla
optik lenslerin 10-1,000 arasinda degisen biiylitme oranlariyla goriintiileme
yapilmaktadir. Elektron mikroskop’unda ise; nesneler ya da goriintiiler {izerine direkt
olarak elektron 15in1 ve vakumla elektromanyetik lensler sayesinde gerceklestirilen
bliylitme oranlar1 ile goOriintiileme yapilmaktadir. Bu mikroskop ¢esidi,
spermatozoonun ultrayapisal ve morfolojik karakterini anlamak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sathanantan, 2013). Elektron mikroskobunun en yaygimn kullanilan
iki ¢esidi Transmisyon Elektron Mikroskop’u ile Taramali Elektron Mikroskop’udur.
Gelistirilen bu mikroskoplarda elektromanyetik lenslerin elektron iginlari ile goriintii
iizerine odaklanmasi sonucu goriintii olugsmaktadir. Taramali elektron mikroskop’u
kriyoprezervasyonun spermatozoon iizerindeki olumsuz morfolojik degisimleri
ortaya koymaktadir (Ozkavukeu ve ark., 2008). Transmisyon elektron mikrokop’u
reprodiiktif — calismalarda ve  spermatozoonun yapisal ve  fonksiyonel
degerlendirmelerinde kullanilabilmektedir (Moretti ve ark., 2016; Ugur ve ark.,
2019).

Hologrofik mikroskop ve Raman spektroskopisi, holografik mikroskop
formatma sahip lazer 15181 tarafindan goriintiilleme yapilan ve mikroskopik
numunelerin ii¢ boyutlu yapilarini, yonelimlerini ve pozisyonlarini tanimlayarak
goriintii  elde edilen mikroskoplardir. Canli spermatozoonlarmm morfoloji ve
motilitesine dair ii¢ boyutlu yiiksek ¢Oziiniirliikte Kkantitatif gorintiilerin elde
edilmesini saglayan mekanizmaya sahiplerdir (Kemper ve Von Balley, 2008;
Coppola ve ark., 2014). Hologrofik mikroskop, boga spermatozoonunun morfolojik
degerlendirilmesinde kullanilebilmektedir (Merola ve ark., 2013). Raman
spektroskopisi, hiicresel komponentlerdeki biyokimyasal degisimleri
degerlendirmeye yarayabilen bir sistemdir. Raman mikrospektroskopisi, insan ve
boga spermatozoonlarinda kimyasal degisimler degerlendirilmesinde ve molekiiler
ozellik analizinde kullanilabilmektedir (Li ve ark., 2014). Raman spektroskopisi,
Holografik mikroskop ile birlikte kullanilarak; spermatozoon kalitesini biyokimyasal
ve morfolojik 6zellikleri bakimindan degerlendirmeye olanak saglamaktadir (Ferrara

ve ark., 2016; De Angelis ve ark., 2017)
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1.6.2. CASA (Bilgisayar Destekli Sperm Analiz Sistemi)

1980°1i yillarin bagindan itibaren arastirmacilar spermatozoonun yiizme hizini
tespit edebilmek i¢in farkli yOntemler gelistirmeye yonelmislerdir. Ana fikrin
temelinde periyodik olarak hareket eden hizli cisimlerin zaman ayarlh fotograflarinin
¢ekilmesi prensibine dayanan stroskopik illiiminasyon (Cooper ve Woolley, 1982) ve
videomikrografi (Katz ve Overstreet, 1981) teknikleri gosterilebilir. Ancak
spermatozoonlarin izledigi yolun belirlenmesindeki zorluklar, bu teknolojinin yaygin
olarak kullanimmi uzun yillar smirlandirmistir. Giiniimiizde kullanilan mevcut
bilgisayar teknolojileri ve halen gelistirilmeye devam eden yazilimlar sayesinde
ylizen bir spermatozoonun izledigi yol hizli ve hassas bir gsekilde
belirlenebilmektedir. Buna ek olarak motil bir spermatozoonun aldigi yoriinge ile

cesitli degiskenler de ortaya konmustur.

Cihazin ¢alisma prensibi, mikroskobik bir alanda bulunan motil
spermatozoonlarin goriintiisiinii alan ve bu goriintiileri farkli edinim oranlarmdaki
video goriintiilerine doniistiiren bir sisteme dayanmaktadir. Subjektif degerlendirme
ile kiyaslandiginda, CASA cihaz1 ile ayn1 anda yari-otomatik olarak daha fazla
spermatozoonun analizi daha kisa siirede yapilabilmektir (Verstegen ve ark., 2002;
Kathiravan ve ark., 2011).

Floresan DNA boyalar1 ve kuyruk tespit algoritmalarindaki teknolojik
ilerlemeler, sperm konsantrasyonu ve ileri hareketli spermatozoalarin
konsantrasyonunun hesaplanmasini miimkiin hale getirmistir (Zinaman ve ark., 1996;
Garrett ve ark., 2003; Serefoglu, 2011). Boylece preparatlarin hazirlanmasinda
gerekli hassasiyetin gosterilmesi ve uygun cihazlarin kullanilmasiyla CASA’nin

kullanimi genislemistir (Serefoglu, 2011).
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A
Sekil 1.14. CASA cihazi

CASA ile yapilan analizde kullanilan kinetik parametreler asagida sirasiyla
aciklanmustir.
1. VCL: Egrisel Hiz (um/s). Sperm basmi ilerlerken katettigi 2-boyutlu gergek
egrisel yoldaki hizi. Hiicre canliliginin bir gostergesidir.
2. VSL: Dogrusal Hiz (um/s). Sperm baginin tespit edilen ilk noktadan son noktaya
gidene kadar olan hiz1.
3. VAP: Ortalama yol hiz1 (um/s). Sperm basinin ortalama yolaktaki hizi. Bu yolak
egrisel yolun CASA cihazlarindaki algoritmalara gore diizlestirilmesi ile hesaplanir.
Bu algoritmalar cihazlar arasinda farklilik gosterebilecegi igin VAP farkli CASA
sistemleri arasinda mukayese edilebilir bir dlciit degildir.
4. ALH: Sperm baginin ortalama yolda ilerlerken laterale dogru saptig1 uzaklik (um).
Sapma mesafesi maksimum veya ortalama deger halinde verilebilir ve bu degerler de
farkli cihazlar arasinda farklilik gosterebilir.
5. LIN: Dogrusallik. Egrisel yolaklarin dogrusalligi, VSL/ VCL.
6.WOB: kararsizlik. Gergek yolakta ilerlerken izlenen dalgalanmanin o&lgiisi,
VAP/VCL.
7. STR: Dogrusallik. Ortalama yolun dogrusalligi, VSL/ VAP.
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8. BCF: Capraz gecis frekans ritmi (Hz). Egrisel yolagm ortalama yolaktan gegme
frekanst.

9. MAD: Ortalama agisal hareket (derece). Sperm baginin anlik doniisleri sirasinda
yaptig1 acisal degisikligin ortalamasi (Serefoglu, 2011).

10. Hiperaktivite (Hyperactivity): Kapasitasyon Oncesinde gozlemlenen kuyruk

hareketini tanimlamak i¢in kullanilir (Hiperaktivite= VCL x ALHX).

VDC

Egrisel Yolak

Ortalama
Yolak

< VSL. '
7

\\ ;
V Dogrusal Yolak ;

Sekil 1.15. CASA sistemleriyle olgillen motilite parametreleri igin standart terminoloji
(Serefoglu, 2011).

CASA cihaz ile belirlenen hiz degerleri, egrisel hiz (VCL), diiz ¢izgi hizi
(VSL) ve ortalama yol hizdir (VAP). VAP, gbzlem siiresi boyunca bu yolun
uzunlugudur. Yoriinge sekli hiz degerlerini etkilediginden, hiz degerleri de
karsilastirilir. U¢ hizin oranlar1 dogrusallik (LIN), diizlik (STR) ve yalpalamadir
(WOB), bu parametreler asagidaki gibi tiiretilir (Mortimer, 1990);

LIN = (VSL/VCL) X 100

STR = (VSL/VAP) X 100

WOB= (VAP/VCL) X100
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Sekil 1.16. Farkli egrisel hiz ve ortalama yol hizi, ayn1 diiz ¢izgi hizi olan iki yol &rnegi.
VCL: egrisel hiz, VSL: diiz ¢izgi hiz1, VAP: ortalama yol hiz

Yanal bas hareketinin (ALH) genligi, spermatozoon basinin yanal hareketinin
genigligidir. Kafa yoriingesinin toplam genisligi (fizik ve matematikte kullanilan
genlik degeri olan genisligin yaris1 degil) olarak hesaplanir ve mikrometre olarak
ifade edilir (David ve ark., 1981). Vurus ¢apraz frekansi (BCF), sperm basinin
hareket yoniinii gegme sayisidir ve bu baska bir flagellar dalganin gelisimi ile ilgilidir
(Serres ve ark., 1984).

CASA sistemi  spermatozoa morfometri degerlerinin  belirlenmesini
saglayabilirken ayni zamanda; spermatozoa canliligi, konsantrasyonu, morfoloji ve

DNA fragmentasyon derecesininin belirlenmesinde de yaygin olarak kullanilan bir

cihazdir (Amann ve Waberski, 2014; Alquezar-Baeta ve ark., 2019).

1.6.3. Flow Sitometri Cihaz1

Flow sitometri cihazi, binlerce hiicrenin kisa siirede analizini miimkiin kilan
bir cihazdir. Floresan bolme sayesinde fazlaca sayidaki spermatoozonlara ek olarak,
tek bir spermatozoonun fiziksel karakteristigin ortaya konulmasini saglamaktadir

(Ugur ve ark., 2019).
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Spermatozoonlarim molekiiler anatomi ve membran fizyolojisiyle hiicre
viabilitesi ortaya konulmaktadir. Kriyoprezervasyon siirecinde olusan sicaklik ve
ozmotik stres degisimleri plazma membraninda olusan hasar sebebiyle spermatozoon
viabilitesini etkilemektedir (Giirler ve ark., 2015; Ugur ve ark., 2019). Propidium
fodid, spermatozoonun hasar gormiis plazma zarmna tutunarak niikleik asitlerin
tizerine baglanmasi ile kirmizi renkli floresan 151k olusturmaktadir (Gillan ve ark.,
2005; Ugur ve ark., 2019). SYBR 14 viabilite probu aktif hiicrelerin ¢ekirdeklerinden
yesil floresan 151k yayilmasmi saglayarak viabiliteyi tespit etmektedir (Garner ve
ark., 1994; Ugur ve ark., 2019). Farkli boyama teknikleri modifiye edilerek akrozom
biitiinliigli ve mitokondriyal fonksiyon degerlendirilebilmektedir (Nagy ve ark.,
2004; Ugur ve ark., 2019).

Akrozom  biitiinliigli, = spermatoozonun zona  pellusidanin  igine
penetrasyonuyla karakterize olan fertilizasyon agisindan onemli parametrelerden
birisidir. Akrozom biitiinliigii akrozomal matriksin boyanmasiyla flow sitometri
cihazinda belirlenebilmektedir. Hasar gérmiis akrozom yesil 151k yayarken; saglam
akrozomda herhangi bir 11k yayilimi ger¢eklesmemektedir (Nagy ve ark., 2004).
Florokrom floresan isotiosinat (FITC) / Propidium iodid (PI) boyama, viabilite,
akrozom biitiinliigiiyle birlikte canli/6lii ve saglam/hasar gérmiis spermatozoonlarin
belirlenerek sperma kalitesinin ortaya konulmasini saglamaktadir (Alvarez ve ark.,
2012; Robles ve ark., 2013; Ugur ve ark., 2019).

Diistik fertilite oranina sahip boga spermast ile yiiksek fertilite oranmna sahip
boga spermasinin in vitro fertilizasyon oranlar1 birbirine yakin olarak belirlenmistir.
Ancak embriyolarin ayni hizda gelismedigi goriilmiistiir. Bunun sebebinin diisiik
fertilite oranma sahip spermada bulunan spermatozoonlarn yiiksek oranda embriyo
gelisimini etkileyen genetik anormallikler icerdigi tespit edilmistir (Eid ve ark.,
1994). Sperm kromatin yapisimin degerlendirilmesi (SCSA) akridin oranj boya ile
flow sitometri cihazinda tespit edilebilmektedir (Graham, 2001). Boga, fare ve insan
spermalarinda diislik fertilite oranina sahip olanlarla yiiksek fertilite oranma sahip

olanlar karsilastirildiginda; diisiik fertilizasyon oranma sahip olanlarin daha fazla
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oranda kromatin denatiirasyonuna sahip oldugu belirlenmistir (Evenson ve ark.,
1980).

Flow sitometri cihazi cinsiyet belirlemede de kullanilan bir cihazdir. X
kromozomu Y kromozomuna nispeten daha fazla DNA igerdiginden flow sitometri
cihazi kullanilarak her bir spermatozoonun cinsiyet tayini yapilabilmektedir (Johnson

ve ark., 1999).

1.6.4. Oksidatif Stres Analizi

Oksidatif stres spermatozoonun fertilizasyon kabiliteyini  olumsuz
etkilemektedir. Bu durum hidroksil radikalleri, siiperoksit anyonu ve radikal olmayan
hidrojen peroksit gibi ROS iiretimi ile olusmaktadir. Kriyoprezervasyon ve ¢ozdiirme
sirecinde  spermatozoonlar soguk sokuna maruz kalarak; ROS ve lipit

peroksidasyonu olusmaktadir (Nair ve ark., 2006; Bucak ve ark., 2008).

ROS ve oksidatif stres diger yontemlerle karsilastirildiginda en etkin flow
sitometri cihazinda degerlendirilmektedir. 2’, 7'-diklorithidrofloresan diasetat
(H2DCFDA), hiicre i¢i hidrojen peroksit (H202) indikatorii olarak kullanilmaktadir.
Oksidasyon olustugu takdirde yesil floresan 151k yayilimi goriilmektedir (Guthrie ve
ark., 2006). Dihidroetidyum, siiperoksit tiretimini belirleyen ROS indikatér probudur
(Wardman, 2007; Ugur ve ark., 2019). Siiperoksitlerin varligi kirmizi floresan 11k
yansimasi olarak goziikmektedir (Zielonka ve ark., 2008).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Boga Spermalarimin Secimi

Saha sartlarinda tohumlamada en ¢ok kullanilan boga rklarindan olan Simental,
Holstein ve Brown Swiss ki bogalara ait donmus spermalarla g¢aligiimistir.
Simental, Holstein ve Brown Swiss ki ticari boga spermalarinin tek bir doluma ait
3’er adet spermasi kullanilmistir. Calismada kullanilan donmus sperma payetleri,
her bir irktan bir boganin ayni dolum zamani olan payetleri arasindan se¢ilmistir

(Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Boga Spermalarmin Segimi

2.2. Deney Gruplarmin Belirlenmesi

Simental, Holstein, Brown Swiss olarak belirlenen boga wrklarinin dondurulmus

spermalar1 ¢ozliim siiresi ve sicaklifina gore gruplara ayrilmistir. Her bir wrka ait
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payetler gruplardaki sicaklik ve siirelerde ¢ozdiiriilerek ¢6ziim sonu parametreler

degerlendirilmistir. Belirlenen ¢alisma gruplar1 Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Calismada Belirlenen Gruplar

Gruplar Cozdiirme sicaklik ve siireleri
Kontrol Grubu 37 °C’de 20 saniye (sn)
Grup 1 25°C’de 30 sn
Grup 2 25°C’de 40 sn
Grup 3 25°C’de 50 sn
Grup 4 25°C’de 60 sn
Grup 5 37 °C’de 30 sn
Grup 6 37 °C’de 40 sn
Grup 7 37 °C’de 50 sn
Grup 8 37 °C’de 60 sn
Grup 9 40 °C’de 10 sn
Grup 10 40 °C’de 15 sn
Grup 11 40 °C’de 20 sn
Grup 12 40 °C’de 25 sn
Grup 13 70°C’de 3 sn
Grup 14 70°C’de 6 sn
Grup 15 70°C’de 9 sn
Grup 16 70 °C’de 12 sn

2.3. Coziim Sonu Motilitenin Analizi

Dondurulmus spermalarin ¢6ziim sonu motilitelerinin ve hareket 6zelliklerinin
saptanmas1 icin CASA (Sperm Class Analyzer, S.C.A. v 3.2.0, Microptic S.L.,
Barcelona, Spain) cihazi kullanilmistir. Her bir 6rnekten 5 pl alinarak lam iizerine
damlatilmis ve iizeri lamel ile kapatilarak sisteme bagl faz kontrast mikroskopta
X100’lik biiyiitmede 60 framelik kamera esliginde her bir 6rnek i¢in 7 farkli alan
taranarak goriintiiler analiz edilmistir. Analizde sirasiyla; motilite (%), progresivite,
egrisel hiz (VCL, punv/s), dogrusal hiz (VSL, um/s), ortalama yol hiz1 (VAP, um/s),
cizgisellik (LIN= VSL/VCL), dogrusallik (STR= VSL/VAP), capraz gecis frekans
ritmi (BCF, Hz), dalgalanma (WOB= VAP/VCL), sperm basinin ortalama yoldan
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laterale sapma uzakligi (ALH, um), hiperaktivite parametreleri kaydedilmistir (Sekil
2.2).

£ % \
% )
& ]
- 4 ,

K 4 3 ‘
Sekil 2.2. Coziim Sonu Motilitenin CASA Cihazi ile Degerlendirilmesi

CASA ile yapilan analizde kullanilan kinetik parametreler asagida sirasiyla
aciklanmustir.

1. VCL (Curvelinear Velosity): Egrisel hiz (um/s). Spermatozoonun iki
boyutlu ortamda egrisel yolakta sahip oldugu hiz.

2. VSL (Velocity straight line): Dogrusal hiz (um/s). Spermatozoonun
hareketine bagladig: ilk nokta ile hareketini tamamladig1 son nokta arasindaki hizi.

3. VAP (Velosity average path): ortalama yoriinge hizi (umy/s).
Spermatozoonun ydriinge lizerinde ki ortalama hizidir. Bu yolak egrisel yolun CASA
sistemindeki algoritmalara gore diizlestirilmesi ile hesaplanir.

4. STR (Straightness): Dogrusalik (um) (STR= (VSL/VAP) x 100).
Spermatozoonun yoriingesi lizerindeki ortalama dogrusal yol.

5. LIN (Linearity): Lineerlik/Cizgisellik (%) (LIN=VSL/VCL) x 100.
Spermatozoonun 2-boyutlu alanda gosterdigi lineer ¢izginin 3-boyutlu ortam

algoritmas1 ile hesaplanmasidir. Dairesel hareketi yiiksek olan spermatozoanin
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linearitesi de diisiiktiir. Yiiksek lineariteye sahip spermatozoon ise diisiik ALH’ye
sahiptir (Mortimer, 1997).

6. ALH (Lateral Head Displacement): Spermatozoon basinin ortalama yoldan
laterale sapma uzakhigi (um). Spermatozoon kuyrugunu yaklasik bastan sapma
mesafesinin gostergesidir. Bas ve sentriol halkasi arasindaki yiizme agisini
tanimlamak i¢in kullanilir.

7. BCF (Beat Cross Frequency): Spermatozoon kuyrugunun ritim frekansimni
tanimlamak i¢in kullanilir.

8. WOB (Wobble): Dalgalanma. WOB=(VAP/VCL) x 100 Spermatozoon
yoriingesi iizerinde ilerlerken yaptig1 dalgalanma hareketinin Olgiisiidiir.  Egrisel
gerceklesen hizin progresivite oraninin 6l¢iisiidiir.

9. Hiperaktivite (Hyperactivity): Kapasitasyon oncesinde gézlemlenen kuyruk
hareketini tanimlamak i¢in kullanilir (Hiperaktivite= VCL x ALHX).

2.4. Anormal Spermatozoon Oraninin Belirlenmesi

Donmus spermalarin  ¢dziim sonu anormal spermatozoon oranlarinin
belirlenmesi i¢in sperma morfoloji kiti (Sperm Blue®, Microptics®, Spain)
kullanilmustir. Inceleme CASA ile sisteme bagh faz-kontrast mikroskop ve kamera
yardimiyla x600’lik bilyiitmede yapilmistir. Cozdiriilen payetlerden froti
yontemiyle hazirlanan siirme preparatlar boyama tepsisine yerlestirilerek fikzasyon
soliisyonu ile 10 dakikada fikze edildikten sonra 15 dakika boyama islemine tabi
tutulmustur. Siire sonunda boya wuzaklastirilarak preparatin iizeri lamel ile
kapatilmistir ve preparatlar degerlendirilmistir. C6ziim sonu anormal normal oraninin
yan sira; farkli ¢ozdiirme sicakliklarmin spermatozoon basi ve orta kismi iizerindeki
ortalama degisim de degerlendirilmistir. Bas ve orta parcanin boyutlar1 manuel
olarak secilerek, yazilim sistemi tarafindan ayni anda Sl¢lilmiistiir ve pum birimi

olarak kaydedilmistir (Sekil 2.3).
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2.5. Olii Canh Spermatozoon Oraninin Belirlenmesi

Gruplara ait dondurulmus payetlerin ¢o6ziim sonu 6lii-canli oranlar1 belirlenirken
ikili floresan boyama yontemi (Duo Vital, Microptics, Spain) kullanilmistir ve
degerlendirme Bilgisayar Destekli Sperma Analiz Cihazi (CASA), Sperm Class
Analyzer (SCA v.4.2)’na entegre olan floresan mikroskopta yapilmistir. Bu amagla 5
pl ¢cozdiiriilmiis sperma lam iizerine konulduktan sonra sperma damlasinin {izerine 1

ul yesil floresan boya ve 1 ul kirmizi boya damlatilarak pipete edilmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. ikili floresan boyamanin uygulamast

Hazirlanan preparat lizerine 22x22’°lik lamel kapatilarak CASA sistemine
entegre floresan mikroskopta x200’likk biiyiitmede en az 200 spermatozoon olmak
iizere degerlendirilmistir. Kirmizi boya alan spermatozoonlar 6lii, yesil boya alanlar

canli olarak kaydedilerek; inceleme sonunda Olii spermatozoon orami % olarak

belirlenmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Boyama sonrasi 6lii canli oraninin CASA cihazinda degerlendirilmesi

2.6. Istatiksel Degerlendirme

Verilere iligkin tamimlayici istatistikler ANOVA ile hesaplanarak “Aritmetik
Ortalama + Standart Hata” seklinde gosterilmistir. Her bir degisken icin grup etkisi
mixed modeller yardimiyla incelenerek; olusturulan modelde, sperma Slgiimlerinin
tekrarlar1 rastgele (random) etki; derece, siire temel etkileri sabit (fixed) etki olarak
dahil edilmistir. Etkilesim teriminin anlamli bulundugu durumlar i¢in Bonferroni
diizeltmeli basit etkiler (simple effects) analizi uygulanmustir. Tim istatistiksel
analizler i¢in p<0,05 kriterinden yararlanilmistir. Analizler Stata 12/MP4 (Lisans No:
50120500264) istatistik paket programi aracilig1 ile gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Coziim Sonras1 Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Spermatozoa motilitesi ve kinetik parametreleri (spermatozoa motilitesi %,
progresif motilite %, VCL um/s, VSL pum/s, VAP um/s, % LIN, % STR, ALH, BCF,
% WOB, % hiperaktivite) olarak kaydedilmistir. Olii-Canli spermatozoa orani (%),
Anormal Normal spermatozoa orami (%) degerlendirilmesi ig¢in sperma tanki
icerisinden Ornekler randomize olarak secilmistir. Kontrol grubu 37 °C’de 20 sn
olup; gruplar 25 °C ve 37 °C’de 30, 40, 50, 60 sn; 40 °C’de 10, 15, 20, 25 sn; 70
°C’de 3, 6, 9 ve 12 sn’lerde spermalar ¢ozdiiriilerek parametreler degerlendirilmistir.

Ug rk bogadan 9 tekrarda gruplar calisilarak, toplamda 153 payet ¢dzdiiriilmiistiir.

3.1.1. CASA Motilite ve Progresivite Degerleri

Farkli sicaklik ve siirelerde ¢6zdiiriilen boga spermalarinin motilite ve progresif
spermatozoa yiizdeleri sonuglar1 Cizelge 3.1°de verilmistir. Her bir grup i¢in 9
tekrarda ¢Ozdiiriilen boga spermalarindan 37 °C’de 60 saniyede c¢ozdiiriilenlerde
diger sicaklik ve siirelerde ¢ozdiiriilen spermalara gore 80,61 + 3,89 degeri ile daha
iyi motilite verileri alinmasmna ragmen gruplar arasi farkliliklar istatistiki agidan
onemsiz bulunmustur (P>0,05). Bu sicaklik ve siiredeki motilite degerine yakin

olarak 70 °C 3 saniye’de 80,52 + 6,42 degeri bulunmustur.

Progresif motilite degeri en yiiksek 37 °C 40 saniye’de 18,35 + 3,26 olarak
belirlenmigtir. Progresif motilite igin istatistiki ag¢idan gruplar arasindaki farklar
anlamli bulunmamistir (P>0,05). Non-progresif motilite agisindan bakildiginda 70°C
6 saniyede 52,18 + 6,63 degeri ile en diisiik deger alinmustir. Bu verilere dayanarak;
standart olarak kabul edilen ve kontrol grubu olan 37 °C’de 20 saniye’ye gore daha

yiiksek motilite degeri elde edilmistir.
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Cizelge 3.1. Farkli sicaklik ve siirelerde ¢ozdiiriilen spermalarin kontrol grubu ile CASA’ya ait
motilite parametreleri

Arit. Ort. £+ Std. Hata

Grup (n=9) Motilite (%) Non-progresif motilite (%) Progresif motile (%)
Kontrol (37°C 20 sn) 71,01 £ 5,58 58,07 +3,11 12,93 +2,82
37°C30sn 67,20 £ 3,20 55,24 + 3,08 11,96 £1,63
37°C 40 sn 77,52 +£3,75 61,77 £2,06 18,35 £3,26
37°C 50 sn 75,82 £5,04 58,46 £2.91 17,35+£2,6
37°C 60 sn 80,61 + 3,89 64,53 £ 1,61 14,16 £ 2,94
25°C 30 sn 69,48 + 3,87 60,66 + 3,13 8,83+ 1,63
25°C 40 sn 68,25 +2.26 59,14 + 1,43 9,24+ 137
25°C 50 sn 67,47 + 3,06 59,62 £2,71 7,86 + 1,44
25°C 60 sn 65,18 +2,77 56,91 £2,26 8,27+ 1,83
40°C 10 sn 70,08 £4,92 54,70 £3,12 15,38 £2,32
40°C 15 sn 77,72 £4,02 61,77 £2,60 15,95+ 3,20
40°C 20 sn 71,62 £4,27 57,15+2,16 14,47 £ 2,43
40°C 25 sn 71,64 +£4,95 57,51 £2,03 14,13 £ 3,54
70°C 3 sn 80,52 + 6,42 62,32 £2,30 18,21 £5,59
70°C 6 sn 66,34 £ 9,67 52,18 £6,63 14,16 £ 3,60
70°C 9 sn 79,08 + 4,84 64,44 + 3,03 14,64 £2,63
70°C 12 sn - - -

Motilite: P=0,321; Non-Progresive Moatilite: P=0,238; Progresif Motilite; P= 0,098

3.1.2. CASA Kinetik Parametreler

Coziim sonu spermatozoa Kinetik degerleri Cizelge 3.2°de “Kinetik parametre
ortalamalarinin gruplara gore dagilimlar1’ olarak O6zetlenmistir. Veriler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (P>0,05). En yiiksek VCL
degeri 70 °C’de 6 saniyede ¢ozdiiriilen spermalarda 164,47 + 4,88 belirlenmistir.
VAP degeri en yiiksek 70 °C’de 3 saniyede 114,76 + 4,14 degeri ile yine ayni
sicaklik ve siirede VSL degeri 70,76 + 3,17 oldugu goriilmiistiir. STR degeri 25 °C
50 saniye’de ¢Ozdiiriilen spermalarda 54,9 + 1,62 degeri ile en yiiksek degerde
belirlenmistir. LIN ve WOB degeri sirastyla, 42,06 + 2,91ve 73,03 £+ 1,17 degerleri
ile 37 °C’de 50 saniyede en yiiksek diizeyde saptanmistir. Calismada elde edilen en
diisiik ALH degeri 4,64 + 0,59 olarak 25 °C’de 50 saniyede; BCF degeri ise 5,58 +
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0,48 ile 25 °C’de 30 saniyede belirlenmistir. Hiperaktivite’de 40 °C’de 15 saniyede

2,75 £ 0,31 degeri ile en yiiksek deger saptanmistir.

Cizelge 3.2. Kinetik parametre ortalamalarinin gruplara gore dagilimlari

Arit. Ort. + Std. Hata

Grup (n=9) VCL VAP VSL STR
Kontrol (37°C 20 sn) 144,54+ 10,58 95,18+ 7,11 58,29 + 4,04 50,1+2,43
379C 30 sn 146,2 +9,73 97,55+ 6,19 59,38 + 4,22 54,29 +2,25
37°C 40 sn 156,96 + 5,54 105,01 + 4,48 63,73 + 1,85 49,9 +2,88
37°C 50 sn 150,64 + 11,42 104,96 + 7,52 65,02 + 4,26 54,14 +2,65
37°C 60 sn 158,95+ 5,23 109,5 + 4,67 68,91 + 4,62 51,01 2,98
25°C 30 sn 145,17 £ 4,43 98,25+ 4,73 62,1 +2,62 52,67 + 1,44
25°C 40 sn 139,96 + 8,7 94,26+ 7,11 5837+5 53,26+ 1,75
25°C 50 sn 118,95 + 14,33 84,49 + 10,07 53,18 6,18 54,9+ 1,62
25°C 60 sn 132,24 + 14,29 86,67 + 9,38 53,07 +5,72 54,52 +0,92
40°C 10 sn 155,25 £4.65 102,44 £421 63,58 £ 2,56 50,84 +2,13
40°C 15 sn 152,04 £ 12,01 102,91 + 7,49 62,2 + 3,67 51,93 + 3,46
40°C 20 sn 154,42 + 4,48 101,52 + 5,59 61,82+3,36 47,28 +1,9
40°C 25 sn 146,4 + 12,54 98,72 + 8,47 58,29 + 4,81 50,99 + 1,56
70°C 3 sn 162,73 = 6,69 114,76 + 4,14 70,76 + 3,17 48,26 + 2,02
70°C 6 sn 164,47 + 4,88 107,55 + 4,83 63,67 + 3,04 49,66 + 3,26
70°C 9 sn 142 + 15,94 94,49 + 9,96 56,36 + 5,48 53,02 +3,84
70°C 12 sn 3 - - -
VCL: P=0,150; VSL: P=0,221; VAP: P=0,240; STR: P=0,537
Cizelge 3.3. Kinetik parametre ortalamalarinin gruplara gére dagilimlart
Arit. Ort. £
Std. Hata

Hiperaktivite
Grup (n=9) LIN WOB ALH BCF (%)
Kontrol (37°C 20 sn) 37,53 +£2,57 69,99 + 1,25 5,61 +0,44 7,51 +0,44 2,45+0,23
37°C 30 sn 41,11 £2,14 70,68 £1,6 5,67+0,4 7,63 +0,8 2,43+0,19
37°C 40 sn 36,85+£2,94  6936+1,65  597+0,27 7,77+£0,68  2,66+0,27
37°C 50 sn 42,06 2,91 73,03+ 1,17 5,62 +0,47 8,04 +£1,16 2,5+0,26
37°C 60 sn 38,77 £3,04 71,83 £1,53 6,03 £0,21 7,25 +0,59 2,64 +0,29
25°C 30 sn 39,8+ 1,25 71,74 £ 0,69 5,7+0,22 5,58+0,48 2,23+0,17
25°C 40 sn 39,27 £ 1,64 70,35 +0,96 5,42 £0,37 6,27 £0,72 2,16 £0,09
25°C 50 sn 41,91 £2,15 72,86 £ 1,81 4,64 + 0,59 5,65 +0,54 1,97 £0,18
25°C 60 sn 41,91 +£2,09 70,36 = 1,61 5,28 £0,61 6,47 1,13 2,07+£0,12
40°C 10 sn 39,85+2,96  693+1,13 6+0,15 8,04+£0,93  2,59+0,19
40°C 15 sn 39,35+3,6 71,27 +£1,82 5,72+ 0,51 8,04+ 0,9 2,75+ 0,31
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Cizelge 3.3. Devamu Kinetik parametre ortalamalarinin gruplara gore dagilimlar

40°C 20 sn 34,06+1,59  67,73+£0,83 6,02+0,11 6,96 + 0,76 2,66 +0,22
40°C 25 sn 37,48 £ 1,52 69,94 + 1,15 5,66 + 0,49 7,32 +0,73 2,66 +0,22
70°C 3 sn 34,4+ 1,53 68,45 + 0,35 5,69 + 0,32 7,66 + 0,68 2,62 +0,43
70°C 6 sn 36,85 + 3,62 69,14 + 1,85 6,38 + 0,23 6,52+ 1 2,59+0,27
70°C 9 sn 40,58 +4,3 72,08 +2,23 5,46+ 0,63 7,77 £ 0,45 2,33+0,31
70°C 12 sn - - - - -

LIN: P=0,584; WOB: P=0,340; ALH: P=0,496; BCF: P=0,384; Hiperaktivite: P=0,412

3.1.3. CASA Canl/Olii Spermatozoa Oram

Canli/Olii Spermatozoa oranlarmmn CASA cihazma ait sonuglar1 Cizelge
3.3’te verilmistir. CASA cihazinda analizi yapilan spermatozoa canlilik oranina gore
deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklillk bulunmamistir
(P>0,05). 70 °C’de 3 saniyede ¢Ozdiiriilen spermalarda ortalama deger 81,5 + 6,06
olarak belirlenmistir. 70 °C’nin diger ¢Ozdiirme siliresi olan 12 saniyede canli
spermatozoa olmadigi goriilmiistiir. 70 °C’de 3 saniye ¢ozdiiriilen spermalarin CASA
parametrelerine bakildiginda canli/6lii oran1 yiiksek olarak belirlenirken; ayni

zamanda motilite degerlerinde de yiiksek oranlar elde edilmistir.

Cizelge 3.4. CASA cihazinda belirlenen Canli/Olii spermatozoa orani

Arit. Ort. + Std.
Hata

Grup (n=9) Canli/Olii %
Kontrol (37°C 20 sn) 72,22 £5,47
37°C 30 sn 69,89 + 3,21
37°C 40 sn 79,67 £3,4
37°C 50 sn 77,78 £ 4,86
37°C 60 sn 82,33 +3,8
25°C 30 sn 71,33 £3,89
25°C 40 sn 70,22 £2,31
25°C 50 sn 69,11 £3,09
25°C 60 sn 67 +2,88
40°C 10 sn 71,78 £4,97
40°C 15 sn 79 + 3,93
40°C 20 sn 73,33 +4,33
40°C 25 sn 73,11 £4,86
70°C 3 sn 81,5+ 6,06
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Cizelge 3.4. Devamn CASA cihazinda belirlenen Canly/Olii spermatozoa orani

70°C 6 sn 67,44 £9,7
70°C 9 sn 80,83 4,81
70°C 12 sn 0

Canly/Olii : P=0,321

3.1.4. CASA Anormal Normal Spermatozoa Orani

Anormal ve normal spermatozoa oraninin CASA cihazi ile degerlendirme
sonuglar1 Cizelge 3.4’te sunulmustur. Anormal ve normal spermatozoa orani yoniiyle
istatiksel olarak 6nemli farkliliklar saptandi (P<0,05). Kontrol grubu olan 37 °C’de
20 saniye’de morfolojik olarak normal spermatozoa orani ortalamasi1 75,67 + 3,58
olarak belirlenmistir. Deneysel gruplar arasinda ise, 37 °C’de 30 saniye’de 65,33 +
2,35 bulgusu ile en yiliksek oranda normal spermatozoa degeri elde edilmistir.

Anormal spermatozoa oran1 78,89 + 2,02 ile 70 °C’de 12 saniyede belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Coziim sonu CASA morfoloji degerleri

Arit. Ort. £+ Std. Hata

Grup (n=9) Normal (%) Anormal (%)
Kontrol (37°C 20 sn) 75,67 +3,58° 24,33 + 3,589
37°C 30 sn 65,33 £2,35% 34,67 +2,35%
37°C 40 sn 64,44 + 1,98 35,56 + 1,980
37°C 50 sn 61,44 + 2,863 38,56 + 2,861
37°C 60 sn 53,44 & 3,83bodef 46,56 + 3,83c0ef
25°C 30 sn 54,56 + 2,820 45,44 + 2,820
25°C 40 sn 55,56 + 4,96 44,44 + 4,96°f
25°C 50 sn 35,11 & 7,46 64,89 + 7,463
25°C 60 sn 56,89 +2,55% 43,11 £ 2,551
40°C 10 sn 57,22 2,662 42,78 + 2,66°1
40°C 15 sn 65 + 3% 35+ 31
40°C 20 sn 49,11 + 5,19beTg 49,78 + 5,58bcdef
40°C 25 sn 43,11 £ 2,19¢feg 56,89 + 2,19bcde
70°C 3 sn 30,89 + 5,669 69,11 + 5,662
70°C 6 sn 41,67 + 5,520 58,33 + 5,520cde
70°C 9 sn 33,78 + 3,641 66,22 + 3,648
70°C 12 sn 21,11 +2,02" 78,89 + 2,022
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Normal spermatozoa: P<0,001; Anormal spermatozoa: P<0,001

Ayni siitiin ve satirlar arasinda farkli harfleri tasiyan ortalama degerler arasi fark istatistiksel agidan
onemlidir (P<0,005).

Cizelge 3.6. Coziim sonu CASA morfoloji degerlerine gore anormal kisim dagilimlart

Arit. Ort. + Std. Hata

Grup (n=9) Bas anormalligi(%) Orta kisim anormalligi(%) Kuyruk anormalligi(%)
Kontrol (37°C 20 sn) 20,78 + 3,98 0,67 + 0,67¢ 4,11+ 1,05
37°C 30 sn 23,89 £ 3,31¢f 2,56 + 1,06 9,11 +£2,88%
37°C 40 sn 28,44 + 2, 5df 3,22 + 1,66 6,44 +1,71°
37°C 50 sn 27,33 + 3,6%f 5,11 + 2,212cd 6,67 +£2,2%
37°C 60 sn 40,11 £ 3,8%cde 2,78 + 1,219 11,33 +£3,2%®
25°C 30 sn 31,44 + 3,27°def 5,78 + 1,642cd 14 + 4,96
25°C 40 sn 38,89 + 4,06200def 2,78 +1,21¢ 542,04°
25°C 50 sn 39,67 + 3,822bcde 15+2,02 29,44 + 8,82
25°C 60 sn 32 + 2,4]bodef 3+0,784 15,78 + 5,16
40°C 10 sn 33,11 = 2,96bcdef 3+1,369 11,33 +2,38%
40°C 15 sn 26,67 £ 3,549%f 3,89 + 1,110« 11,78 + 2,86
40°C 20 sn 37,33 + 4,46300def 11,89 + 4,352bc 13,33 + 6,4%
40°C 25 sn 42 + 3,74abcde 10,56 £ 2,943 12,33 £2,57%®
70°C 3 sn 49,33 + 3,34a0c 13,78 + 3,092 17,11 + 8,232
70°C 6 sn 43,56 + 5,823 12 + 2,4]8bc 8,56 + 2,44
70°C 9 sn 52,78 + 1,82 9,44 + 2,422cd 15,44 + 3,77%
70°C 12 sn 50,11 +3,77%® 10,67 + 2,242bd 24,56 + 7,128

Anormal spermatozoa: P<0,001

Ayni siitliin ve satirlar arasinda farkli harfleri tasiyan ortalama degerler arasi fark istatistiksel acidan
6nemlidir (P<0,005).

3.1.5. Spermatozoa Basinin ve Orta Kisminin Degerlendirilmesi

Sicakligin ve silirenin spermatozoanmn bas capinda ya da seklinde bir
degisiklik olusturup olusturmadigi yoniinde veriler degerlendirildiginde istatistik
olarak anlamli bir sonu¢ elde edilmemistir (P>0,05). Sicaklik ve siirelere gore
spermatozoon bagina ve orta kismma ait veriler Cizelge 3.7. ve Cizelge 3.8.°de
gosterilmistir. Bag uzunlugunun en fazla 70°C 12 sn’de 6,30 = 0,09 um oldugu
belirlenmistir. Geniglik degerinin de 2,96 + 0,06 um ayn1 siire ve sicaklikta fazla

oldugu saptanmisir. Ayni sicaklik degerinin 6 ve 9 sn’lerde de spermatozoon bas
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genisliginin ayn1 degere sahip oldugu gorilmiistiir (P>0,05). En az bas alanina sahip

spermatozoonlar 16,54 £ 0,43 um? degeri ile 25°C 50 sn’de goriilmiistiir. Bas cevresi

ise 70°C 3 sn ¢ozdiiriilen spermalarda 13,03 £+ 0,19 um degeri ile en diisiik degere

sahiptir. Orta kisim genislikleri degerlendirildiginde 25°C’de 50 sn ¢ozdiiriilenlerde

0,60 £ 0,03 um olarak en diisiik deger saptanmustir. Orta kisim alan1 ise, 25°C 40

sn’de diger gruplara gore 5,26 + 1,58 um? degeri ile daha fazla oldugu belirlenmistir

(P>0,05).

Cizelge 3.7. Spermatozoon bagina ait CASA verileri

Arit. Ort. + Std. Hata

Bas Uzunlugu Bas Genisligi Bas Alani Bas Cevresi

Grup (n=9) (um) (um) (um2) (pm)

Kontrol (37°C 20 sn) 6,15+0,07 2,92 +0,04 16,88 + 0,38 13,28 £0,17
37°C 30 sn 6,21+0,11 2,95+ 0,06 17,27+0,5 13,36 £ 0,24
37°C 40 sn 6,11+0,08 2,9+0,05 16,7 = 0,39 13,21 £0,15
37°C 50 sn 6,16+0,12 2,93 £ 0,06 16,9 = 0,64 13,22 +0,23
37°C 60 sn 6,07 = 0,09 2,89+ 0,05 16,65+ 0,42 13,15+0,21
25°C 30 sn 6,1 £0,06 2,93 £0,03 16,69 + 0,41 13,18 +0,12
25°C 40 sn 6,22+ 0,09 2,95+ 0,06 17,33 +£0,53 13,38+0,18
25°C 50 sn 6,11+0,08 2,92 +0,05 16,54 + 0,43 13,23 +£0,18
25°C 60 sn 6,15+0,08 2,93 +£0,05 17,11 +£0,48 13,31 +£0,17
40°C 10 sn 6,15+0,06 2,93 £0,04 16,93 + 0,33 13,23+0,14
40°C 15 sn 6,13+0,07 2,92 +£0,05 16,86 + 0,39 13,32+0,15
40°C 20 sn 6,15+0,09 2,96 £ 0,07 17,09 + 0,49 13,32+0,22
40°C 25 sn 6,18 0,09 2,94 £ 0,05 17,16 £0,5 13,37+0,23
70°C 3 sn 6,04 = 0,09 2,91 +£0,05 16,78 + 0,44 13,03 +0,19
70°C 6 sn 6,12+0,07 2,96 + 0,06 17,01 +£0,43 13,29+0,16
70°C 9 sn 6,21 +0,09 2,96 + 0,06 17,33 £0,48 13,39+0,19
70°C 12 sn 6,3+ 0,09 2,96 + 0,06 17,42 + 0,49 13,43 £0,22

Bas Uzunlugu: P= 0,930; Bas Genisligi: P=0,994; Bas Alani: P=0,993; Bas Cevresi: P=0,997

Cizelge 3.8. Spermatozoon orta kismia ait CASA verileri

Arit. Ort. + Std. Hata

Orta Kisim Genisligi
Grup (n=9) (um) Orta Kisim Alani (um?2)
Kontrol (37°C 20 sn) 0,64 +0,02 3,53+0,12
37°C 30 sn 0,65+ 0,01 3,81 +£0,08
37°C 40 sn 0,67 £0,01 3,65+£0,1
37°C 50 sn 0,65+ 0,02 3,61 £0,18

o1



37°C 60 sn

Cizelge 3.8. Devamu Spermatozoon orta kismina ait CASA verileri

25°C 30 sn
25°C 40 sn
25°C 50 sn
25°C 60 sn
40°C 10 sn
40°C 15 sn
40°C 20 sn
40°C 25 sn
70°C 3 sn

70°C 6 sn

70°C 9 sn

70°C 12 sn

0,65+0,01

0,64 + 0,02
0,68 0,01
0,6 = 0,03
0,66 + 0,01
0,65 + 0,02
0,63 +0,01
0,66 + 0,03
0,67 +0,01
0,65 + 0,02
0,65+ 0,03
0,65+ 0,01
0,64 +0,01

3,76 £0,1

3,48+0,18
5,26 +£1,58
3,34+£0,12
3,73+0,15
3,6+0,14
3,62+ 0,05
3,52+0,17
3,66+0,17
3,79+0,12
3,45+0,18
3,7+0,12
3,52 +0,08

Orta Kisim Genisligi: P=0,514; Orta Kisim Alani; P=0,381.
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4. TARTISMA

Sperm kriyoprezervasyonu en hizli ilerlemeyi boga alaninda elde etmistir. Bu
tirlerin ~ spermatozoasmin  dondurulmasinda  uzun  yillardir  seleksiyon
uygulanmaktadir. Bogalar projeny test ve genomik seleksiyon yontemleri ile sperma
istasyonlarma aday olarak se¢ilmektedir. Ancak burada en dikkat cekici olan;
bireylerin uzun yillardir uygulanan, son se¢im kriteri olarak spermasinin yiiksek

dondurulabilirlige sahip olmasidir (Vishwanath, 2003).

Hayvanlardan normal bir dolverimi alinabilmesi, suni tohumlama ile ilgili
temel bilgileri edinmek ve suni tohumlamay1 etkileyen yapisal ve ¢evresel faktorleri
kontrol altinda tutmakla olasidir. Bogalardan spermanin alinmasi, muayenesi,
degerlendirilmesi, sulandirilmasi, dondurulmasi, saklanmasi, alana gonderilmesi ve
bu spermalarin tohumlamada kullanilmasi birbirine bagl olaylar zinciridir. Bu
zincirin bir yerinde yapilacak bir hata dolverimi disiikliiklerine neden olmaktadir
(Y1ilmaz ve Yurdaydimn, 1993).

Kriyoprezervasyon islemi, Spermatozoanm ejakiilasyon sonrasindaki
maturasyon ve fertilizasyon siirecinde olusan yapay bir kesintiyi temsil etmektedir.
Bugiine kadar gelistirilen tekniklerle dahi kriyoprezervasyon islemi, spermatozoon
tizerinde hasarlara sebep olmaktadir. Kriyoprezervasyon ile olusturulan yapay
kensintiden sonraki silirecte elde edilecek sonucu bireylerin sperma kalitesi
belirlemektedir. Bu bakimdan spermasi dondurulacak bireyde islem Oncesinde
gerceklestirilecek spermatolojik testler 6nemlidir.  Dondurma ve sonrasindaki
¢ozdiirme iglemiyle olusan degisimlerle, spermatozoonlar kriyoprezervasyon dncesi
spermatozoondan fizyolojik olarak farkliik gostermektedir. Spermatozoonlar, in
vitro ve in vivo ortamdaki her tiirlii strese kars1 hassas hale gelmektedir. Sonugta taze
spermanin fertilite orani dondurulmus spermaya gore daha yiiksek olmaktadir
(Tekin, 2017).
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Spermanin ortam sicakliginda depolanmasi tek bagina spermatozoanin
fertilitesini 6nemli Olgiide diisiirmemekte, ancak depolamanin potansiyel siiresini
smirlamakta, bu nedenle uzun vadeli saklama i¢in sivi azotta -196 °C'de
kriyoprezervasyon gerekmektedir. Kritik sicaklik araligindaki dondurma hizlari,
kriyoprezervasyon islemi sirasinda ¢ok dnemlidir. Cilinkii bu durum, spermatozoanin
kendi hiicre dis1 ortamlariyla dengede kalabilecegini veya gittikge asir1 soguyarak
hiicre i¢i buz olusumu ihtimalinin artmasini belirlemektedir (Kumar ve ark., 2003).
Yavas sogutma sirasinda, spermatozoa dehidrasyonu en fazla, intraseliiler ve
ekstraseliiler bosluk arasindaki ozmotik denge noktasma kadar ve siklikla da zararl
olan hiicresel dehidrasyona kadar ilerleyebilmektedir. Ancak, sogutma oraninin ¢ok
fazla yiikseltilmesi, yavas dehidrasyondan otlirii hiicre i¢i buz olusumunu
engellememektedir. Bu nedenle, spermatozoanin canli kalabilmesi optimum soguma
oranmna baglidir. Optimal sogutma oran1 ile hiicre i¢i ¢oziinenlerin
konsantrasyonunun asir1 artist ve hiicre i¢ci dehidrasyon azaltilmakta ve boylece
sperm hiicrelerinin asir1 biliziilmesininin Oniine gecilmektedir. Bununla birlikte,
optimum sogutma oranlarinda dahi, spermatozoa, kisa bir siire boyunca olumsuz

kosullara kars1 savunmasiz kalmaktadir (Woelders, 1997).

Boga spermasinin kalitesi uygulanan suni tohumlamanm basarili sonug
vermesi agisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir. Uygulanan tohumlamadan almacak
sonug; kullanilan spermanin kalitesi kadar uygulayicinin da dogru sekilde uygulama
yapmasina baglidir. Standart olarak belirlenen sicaklik ve siirenin disma ¢ikilmasinin
tohumlama basarisina olan etkisi yapilan calismalarla ortaya konulmustur. Damizlik
boga spermasinin progresif motil spermatozoon degerinin > % 50, teke ve kog i¢in >
% 70 aygir i¢in > % 60, kopek icin > % 55 olmasi gerekmektedir. Ancak bu
degerlendirme tek basina damizlik bir hayvanin reprodiiktif performansmm ve dol
veriminin ortaya konmasi i¢in yeterli degildir. Motilite tayini gergeklestirilirken,
degerlendirilecek olan sperm Orneginin herhangi bir dis faktdrden en az miktarda
etkilenmesi gerekmektedir. Spermanin soguk ya da sicaga maruz kalmasi, sperm
toplama kadehindeki herhangi bir kalinti, sulandiricinin yiiksek, diisiik Ph yada
osmolariteye sahip olmasi motiliteye negatif etki etmektedir (Verstegen ve ark.,
2002).
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Calismada degisken faktor sicaklik ve siire olarak belirlendiginden; belirlenen
iic wrktan birer boganin spermasi kullanilmistir. Boylece calisma sonucunda elde
edilen verilerin yorumlanmasinda bireysel ve wksal farkliliklardan ziyade, siire ve
sicaklik degiskenine bagli olarak farkliliklarin olup olmayacagi konusunda bir sonug

elde edilmek istenilmistir.

Suni tohumlamada basari oranmin artmasi spermatozoon motilitesi ile
dogrudan iligkilidir. Cozdiiriilen donmus spermadaki spermatozooOnlarin motilite
degerleri de spermanin kag¢ derecede kag saniye ¢ozdiriildiigiiyle baglantihidir. Elde
edilen sonuglar yillardir siiregelmis olan standart sicaklik ve zaman araliginin

belirlenen yeni degerler ile karsilastirilmasimi saglamistir.

Motilite, ileri yonde ve giiclii hareket eden spermatozoonlarin, hareketsiz
veya diger hareket bigimi gdsteren spermatozoonlara orani olarak ifade edilir.
Spermatozoonlar epididimisten sonraki izledigi kanal boyunca motil olarak kabul
edilirler. Sperm motilitesi fertilizasyon esnasinda ¢ok kritik dneme sahiptir, ¢linkii
oositin katmanlar1 ve zona pelluciday1 gegmesi i¢in motil olmasi ve gerekli enzimleri
bu bolgeye ulastirmasi gerekmektedir. Biyoteknolojik uygulamalar olmadan motil
olmayan ya da anormal olan spermatozoonlar oositi dolleme yetenegine sahip
degillerdir. Bu yiizden sperma muayenesinde kullanilan en O6nemli kalite kriteri
motilite tayini olarak kabul edilmektedir (Walker ve ark., 1982). Birgok tiirde
sperma motilite degerlendirilmesinde, spermatozoon immotil, progresif motil ve non-
progresif motil olarak simiflandirilmaktadir. Progresif motil olarak kabul edilen bir
spermatozoon ileri dogru ve ozellikle diizgiin dogrusal hareket eder, non-progresif
motil spermatozoon ise hareket yetenegine sahiptir ancak anormal bir ydriingede ve

dairesel hareket etmektedir (Malo ve ark., 2006).

Yapilan ¢aligmada gruplarin ¢6ziim sonu motilite degerleri karsilastirildiginda
37 °C’de 60 saniyede cozdiiriilenlerde diger sicaklik ve siirelerde c¢ozdiiriilen
spermalara gore 80,61 + 3,89 degeri ile daha iyi motilite verileri alinmasina ragmen

gruplar arasi farkliliklar istatistiki acidan 6nemsiz bulunmustur (P>0,05). Ayrica 70
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°C 3 saniyede 80,52 + 6,42 degeri bulunarak, 37 °C’de 60 saniyede ¢ozdiiriilen
spermalara yakin bir motitile degeri elde edilmistir. Kontrol grubu olan 37 °C’de 20
saniyede 71,01 + 5,58’lik motilite degeri ile bu sicaklik ve siirelerde daha yiliksek
motilite degerleri alinmistir. Lyashenko (2015) 65, 67 ve 70 °C’lerde ¢ozdirdigi
boga spermalarinda 65-70 °C’de 6-7 saniyede ¢ozdiiriilenlerin tohumlama ve motilite
degerlerinde kontrol grubuna (37 °C’de 20 sn) gore daha yiliksek sonuglar almistir.
Calismaya benzer olarak elde edilen sonuglarda 70 °C 3 saniyede kontrol grubuna
gore yliksek bir motilite degeri elde edilmistir. Ancak bu deger istatistik agisindan
anlamli bulunmamistir. Kopeklerde (Pena ve ark., 2000), kedilerde (Chatdarong ve
ark., 2010), koclarda (Paulenz ve ark., 2004; Dobrin ve ark., 2014) ve domuzlarda
(Eriksson ve ark., 2000; Cordova-Izquierdo ve ark., 2006) yapilan g¢alismalarda
donmus spermanin 70 °C’de 6-8 saniyede ¢ozdiiriilmesi spermatozoon canliligi ve
motilitesi ilizerine olumlu etkide bulunmustur. Yillar boyunca yapilan ¢aligmalar
sonucu 37 °C’de 20 saniyenin optimum sicaklik ve zaman oldugu saptanmistir.
Ancak yapilan bagka bir ¢calismada 40 °C’de 60 sn, 60 °C’de 15 sn ve 80 °C’de 5 sn
¢Ozdiirme sonras1 60 °C’de 15 sn ¢ézdiirmenin diger sicaklik ve zaman araliklarina
gore motilite agisindan daha iyi oldugu belirlenmistir (Dhami ve ark., 1996). Yilmaz
ve Yurdaydin’in yapmis oldugu c¢alismada (1993), 40 °C' de 10 sn' de ¢oziilen 53
payette ortalama spermatozoa motilitesi % 65.7 + 0.4 olarak saptanmugtir. Calisma
bulgulari ile karsilastirildiginda 70,08 + 4,92 motilite degeri ile yakin bulgular elde

edilmistir.

Sicaklik 37 °C olmak iizere spermanin ¢ozdiirme sicakligi 60 saniyeye
ciktiginda motilite degeri artmustir. 70 °C 12 saniyede ¢ozdiiriilen spermalarda irk
farketmeksizin motil spermatozoon orani 0 bulunarak spermatozoonlarda hareket
saptanmamustir. Bu da sicaklik ve siirenin arttirilmasinin spermatozoon motilitesi
iizerine olumsuz sonuglart oldugunu goéstermistir. Sperma ¢ozdiiriildiikten sonra
CASA cihazinda yapilan analiz sonrasi spermatozoonlarda bu siire ve sicaklikta
hareket goriilmemistir. Sperma ¢dzdiirmenin hizli olmasit gerekliligi yapilan
caligmalarla ortaya konulmustur. Ciinkii yavas ¢oziilme (5 °C' de) hiicre i¢indeki
buzun yeniden kristallesmesine izin vererek membran hasarma neden olmaktadir.

Spermanin 70 °C'de 5 saniye boyunca ¢ozdiiriilmesi, 37 °C'de 30 saniye ve 50 °C'de
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15 saniye siireyle ¢ozdiirmeyle kiyaslandiginda spermatozoon hareketliliginin yani
sira akrozom biitiinliigliniin ve sperm hiicrelerinin hayatta kalma oraninin 6nemli

Ol¢tide daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Nicola eve ark., 2014).

Progresif motilite degeri en yiiksek 37 °C 40 saniyede 18,35 + 3,26 olarak
bulunmustur. Progresif motilite i¢in istatistiki agidan gruplar arasindaki farklar
onemsiz bulunmustur (P>0,05). Non-progresif motilite agisindan bakildiginda 70°C 6
saniyede 52,18 + 6,63 degeri ile en disik deger almmistir. Jotanovic ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada (2016) 38 °C’de 30 saniye ve 50 °C’de 15
saniyede ¢ozdiiriilen spermalarda ¢6ziim sonu progresif motilite degerlendirmesinde
dikkate deger bir fark goriilmemistir (74 vs. 71.7%). Cozdlirme sonrasi 6lii canh
spermatozoon orani diisiik ¢ozdiirme sicakliklarinda daha diisiik saptanmistir. Ayrica
membran hasar1 da diistik sicakliklarda c¢ozdiiriilen spermatozoonlarda daha fazla
goriilmiistiir. Calismada da kontrol grubuyla ayni sicaklikta 40 saniyede ¢ozdiiriilen
spermalarda progresif motilite degeri yiiksek bulunmustur. Kontrol grubuna gore
daha ytiksek sicakliklarda progresif motilite degerinin daha iyi oldugu saptanmistir

(P>0,05).

VCL, VSL, BCF ve ALH Kkinetik parametreleri ile gebelik orani arasinda
yiiksek pozitif korelasyonlar saptanmistir. VSL, VAP ve VCL spesifik yollara gore
spermatozoon hizinin Slgiimleri oldugundan bu degerler yiiksek mobiliteye sahip
olarak smiflandirilan spermatozoonun daha diisiik mobilite ile siniflandirilanlardan
daha hizl yiizdiigiinii gostermektedir (King ve ark., 2000; inang ve ark., 2018).
Gebelik basarisini tahmin ederken ALH degerlerinin geleneksel sperma kalitesi
kriterlerinden daha giivenilir oldugu tespit edilmistir (Hirano ve ark., 2001; Inang ve
ark., 2018). Spermatozoon transportunda VSL'nin roli, disi ireme kanalindan gegiste
ve 00sit penetrasyonu sirasinda oldugu diisiiniilmektedir (Gillan ve ark., 2008; inang
ve ark., 2018). ALH'nin de fertilizasyon oranlari ile bir iliskisi vardir (Iinang ve ark.,
2018). In vitro fertilizasyon oranlarmin STR ile anlamli derecede baglantili oldugu
goriilmiistiir (Donnelly ve ark., 1998; Inang ve ark., 2018). VCL, VSL ve VAP
degerleri in vivo fertilizasyonun tahmininde onemliyken; STR, LIN ve WOB

degerlerinin ise, in vitro fertilizasyon oranlartyla pozitif korelasyona sahiptir. Bu
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yiizden bu verilerin degeri ¢ézdiirme sicaklik ve siiresinin olumlu ya da olumsuz
etkisi hakkinda fikir vermektedir. CASA kinetik parametreleri degerlendirildiginde
en yiiksek VCL degeri 70 °C’de 6 saniyede ¢ozdiiriilen spermalarda 164,47 + 4,88
belirlenmistir. VAP degeri en yiiksek 70 °C’de 3 saniyede 114,76 + 4,14 degeri ile
yine ayni sicaklik ve siirede VSL degeri 70,76 + 3,17 oldugu gorilmiistiir. STR
degeri 25 °C 50 saniye’de ¢ozdiiriilen spermalarda 54,9 = 1,62 degeri ile en yiiksek
degerde belirlenmistir. LIN ve WOB degeri sirasiyla, 42,06 £ 2,91ve 73,03 += 1,17
degerleri ile 37 °C’de 50 saniyede en yliksek diizeyde saptanmistir. Calismada elde
edilen en diisiik ALH degeri 4,64 + 0,59 olarak 25 °C’de 50 saniyede; BCF degeri ise
5,58 = 0,48 ile 25 °C’de 30 saniyede belirlenmistir. Hiperaktivite’de 40 °C’de 15
saniyede 2,75 + 0,31 degeri ile en yiiksek deger saptanmustir. Veriler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamstir (P>0,05).

CASA cihaz1 ile yapilan morfoloji degerlendirmesinde anormal ve normal
spermatozoa orani yoniiyle istatiksel olarak onemli farkliliklar saptandi (P<0,05).
Kontrol grubu olan 37 °C’de 20 saniye’de morfolojik olarak normal spermatozoa
orani ortalamasi 75,67 + 3,58 olarak belirlenmistir. Deneysel gruplar arasinda ise, 37
°C’de 30 saniye’de 65,33 + 2,35 bulgusu ile en yiiksek oranda normal spermatozoa
degeri elde edilmistir. Anormal spermatozoa oran1 78,89 £+ 2,02 ile 70 °C’de 12
saniyede belirlenmistir. Elde dilen verilere gore sicaklik arttik¢a ve siire uzadikg¢a
spermatozoa morfolojisinde olumsuz degisiklikler olmaktadir. Fertilizasyonda
spermatozoa morfolojisi en az motilite kadar 6nem arz etmektedir. Hem motilite hem
morfoloji bakimindan degerlendirildiginde 70 °C sicaklikta c¢ozdiirme siiresi
uzadiginda motilite saptanmazken ayni zamanda morfolojik olarak da
spermatozoonlarin hasar aldigi belirlenmistir. En fazla hasarin spermatozoonun
basinda olustugu belirlenmistir.  Jotanovi¢ ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismanin (2016) sonucuna gore ise, daha yiiksek sicakliklarda ¢ozdiirmenin
fertilizasyon kabiliyetinin iyi olmasini saglayarak boga spermasinin kalitesini olumlu
yonde etkiledigi ortaya konulmustur. Normal spermatozoa morfolojisinin
degerlendirilmesi de dahil olmak {izere spermanin rutin degerlendirmesi, dondurma
isleminin ve ¢dzdiirme prosediirlerinin etkilerini degerlendirmek i¢in uzun siiredir

kullanilmaktadir. Anormal spermatozoa morfolojisi, aygir ve bogalarda fertilizasyon
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kabiliyetinin azalmasmin 6nemli bir gdstergesidir. Spermatozoa basi anormallikleri
erken embriyonik kayip, embriyo kalitesinde azalma ve ovuma baglanma

kapasitesinde azalma ile iliskilendirilmistir (Maroto-Moralesa ve ark., 2010).

Basarili bir suni tohumlamada spermanin ¢dziim sonu motilitesi dnemli bir
faktordiir. Cozdiirme prosediirii dondurma prosediirii kadar spermatozoa canliliginda
onem teskil etmektedir. Donmus spermanin hizli ¢ozdiiriilmesi spermatozoon
membran ve sitoplazma hasarlarinin engellemesinde etkili olmaktadir. Yapilan bazi
calismalar donmus spermanin 60-80 °C sicaklik araliginda c¢ozdiiriilmesinin
spermatoozon canliliginda daha iyi sonuglar alindigmi gostermistir. 65-70 °C
sicakliklarda 6-7 saniyede ¢Ozdiiriilen spermalarda canlilik ve motilite oranlarinin
daha iyi oldugu saptanmistir. Spermatozoon i¢in kritik sicakliklar olan sicaklik
araliklarinin ¢6zdiirme sirasinda hizli gegilmesi spermatozoonda olusacak hasari
disirmektedir. Sperma ¢ozdiiriiliicken 60 °C ve 80 °C sicaklik araliginin
olabildigince hizli gecilmesi hasar goren spermatozoa sayisinin diisiik olmasi
bakimindan onemlidir. Yiksek ¢6zdiirme sicakligi protein denatiirasyonuna sebep
oldugundan; yiiksek sicaklik degerlerinde sperma ¢ozdiiriilmesi minimuma
digiiriilmelidir (Jotanovi¢ ve ark., 2016). Yapilan bu calismada ise, 70 °C’de 3
saniyede ¢Ozdiiriilen spermalarda ortalama deger 81,5 + 6,06 olarak belirlenmistir. 70
°C’nin diger ¢6zdiirme siiresi olan 12 saniyede spermatozoon canliliginin olmadigi
belirlenmistir. Yiiksek sicaklik ve siirelerde spermatozoa canliligi olumsuz
etkilenmektedir. Ayn1 sicaklik degerinde ¢ozdiirme siiresi uzadik¢a spermatozoonlar
canli kalamamaktadwr. 70 °C’de 3 saniye ¢Ozdiriilen spermalarin CASA
parametrelerine bakildiginda canli/6lii orani yiiksek olarak belirlenirken; ayni
zamanda motilite degerlerinde de yiiksek oranlar elde edilmistir (P>0,05). Sicaklik
arttikca spermatozoonlarin da canl kalma olasilig1 diismektedir. Ayni sekilde ¢ok

diistik sicakliklarda da spermatozoon canlilig1 saptanmamaktadir.

Spermatozoon  kromatini  kriyoprezervasyon  siirecinde  degisiklige
ugramaktadir (Karabinus ve ark., 1991). Bu degisikligin, spermatozoon
niikleokromatinin asir1 yogunlagmasindan kaynaklanabilecek sperm basi ylizey

alanindaki bir azalmadan sorumludur. (Royere ve ark., 1988). Kromatinde meydana
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gelen degisikliklerin bogalarda spermatozoonun fertilizasyon kabiliyetinde azalma
ile iligkili oldugu goriilmektedir (Januskauskas ve ark., 2003). Kromatin yapisindaki
degisiklik ve spermatozoon basmin ylizey alaninin azalmasi sonucunda
spermatozoon basinda anormal morfolojik yap1 ortaya ¢ikabilir. Anormal kromatin
yapisi, bogaya ait spermatozoon basmin morfolojik anormallikleri ve ejakiilattaki
normal spermatozoon basmin yiizdesindeki azalma bogalardaki fertilite kaybini
olusturmaktadir (Saacke ve White, 1972). Kriyoprezervasyonun kromatin yapisini
etkiledigi ve spermatozoon basina ait morfometrik verileri degistirdigi belirlenmistir
(Gravance ve ark., 1998). Calismada spermatozoa basi ¢apinda ya da seklinde bir
degisiklik olusturup olusturmadigi yoniinde veriler degerlendirildiginde istatistik
olarak anlamli bir sonug¢ elde edilmemistir (P>0,05). Kontrol grubu olan 37 °C 20
saniyede bas alan1 16,88 + 0,38 olarak belirlenirken; 70 °C 12 saniyede 17,42 + 0,49
olarak belirlenmistir. Bu sicaklikta spermatozoon morfolojisinin de olumsuz
etkilendigi bilinmektedir. Yukarida belirtilen ¢aligmalara paralel olarak bas
alanindaki degisim dikkat ¢ekmektedir. Buna dayanarak spermatozoon basina dair
olusan degisikliklerin morfolojiye dair olumsuzluklar1 da gosterdigi belirlenmektedir.
Daha yiiksek ¢ozdiirme sicakliklar1 daha da hizli 1sitma saglamaktadir, ancak 37
°C'nin Tlzerinde algilanan hiicre hasar1 riski nedeniyle genellikle tercih

edilmemektedir (Calamera ve ark., 2010).

Gravance ve arkadasglarmin yapmis oldugu c¢alismada (2009), sperma
dondurma Oncesi ve sonrasi bas uzunlugu ve genisligi karsilastirilmig, dondurma
oncesi bas uzunlugu 8,67 olarak belirlenirken, dondurup ¢6zdiirme sonrasi ise 8,45
oldugu belirlenmistir. Bas genisliginin ise; 4,55’ken 4,39’a diistiigii goriilmiistiir.
Yapilan ¢aligmada ise, spermatozoon bas uzunlugu degerlendirildiginde, en diisiik
spermatozoon bas uzunluklar1 70°C 3 sn ¢ozdiiriilenlerde 6.04 £ 0.09 um; en yiiksek
deger ise, yine aym sicaklik degerinde 12 saniyede ¢ozdiiriilen spermalarda 6.30 +
0.09 olarak saptanmustir. Bu sicaklik degerindeki diger parametrelere bakildiginda
canli spermatozoon olmadig1 ve morfolojik olarak da anormal spermatozoa oraninin
diger gruplara gore yiiksek oldugu goriilmistir. 70 °C 6,9 ve 12 saniyelerde
cozdiiriilen spermatozoonlarm bas genisliginin ise 2,96 + 0,06 degeri ile ayn1 oldugu

goriilmiistiir. Ayni sicaklik degerinin 3 saniye olarak ¢odzdiiriilen spermatozoonlarda
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291 £ 0,05 oldugu saptanmustir (P>0,05). Kromatin yogunlagsmasini ve
spermatozoanin ~ morfolojisini  arastiran  ¢aligmalar, = anormal  kromatin
yogunlagsmasmin morfolojik anormalliklerden etkilenebilecegini veya bunlara yol
acabilecegini diisiindiirmektedir. Spermatozoon bas1 Olglimlerindeki degisim
bogalarda fertilite potansiyeli ve anormal kromatin yapist1 ile iliskili oldugunu ortaya
koymaktadir (Sailer ve ark., 1996). Ayrica, bogalarin skrotal izolasyonundan sonra
spermatozoon kromatin yapisindaki degisiklikler, morfolojik olarak anormal
spermatozoa ylizdesinde bir artigla paralel hale geldigi saptanmistir (Karabinus ve
ark., 1997). Anilin mavisi ve akridin turuncu boyamasi ile degerlendirilen epididimal
kedi spermatozoasinda kromatin yogunlagsmasi, bas anormallikleri olan
spermatozoonlarda sadece kuyruk kusurlu spermatozoonlardan énemli 6l¢iide daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Hingst ve ark., 1995). Baz1 anormallikleri olan insan
spermatozoasinin %95 kadarinda anormal kromatin yogunlagsmasi goriilmiistiir.
Normal kromatin yogunlagmasi gdsteren spermatozoa ylizdesinin spermatozoa
basindaki anormallikleri olanlardan daha diisiik oldugu saptanmistir (Dadoune ve
ark., 1998).

Orta kisim, fosfolipid hidroperoksit glutamat peroksit ve ATP sentaz beta alt
birimi olan tirozin fosforil proteinleri icerdiginden kapasitasyon i¢in ¢ok onemlidir.
Her ikisi de sperm motilitesinde birincil bir role sahiptir (Shivaji ve ark., 2009). Bu
proteinlerin sentezlerinin bozulmasi fertilitede diisiise yol agmaktadir. Ayn1 zamanda
orta kisimda bulunan mitokondri, hiicresel solunumun normal bir iiriinii olan Reaktif
Oksijen Tiirlerinin (ROS) bir kaynagidir. Normalde bunlar antioksidan savunma
mekanizmalar1 ile hiicrelerden c¢ikarilir. Spermatozoonda, ROS orta parcada
birikebilir ve mitokondriye zarar verebilmektedir (Desai ve ark., 2010). Orta kisim
uzunluklar1 6l¢tilen belirli bogalardan toplanan spermayla tohumlanan ineklerde Geri
Cevirme Oranlar1 (NRR), daha uzun orta kisma sahip olanlarda geri ¢evirme
oraninda % 5'e varan bir azalma oldugu belirlenmistir (Shahani ve ark., 2010).
Memelilerde, toplam spermatozoon uzunlugundaki degiskenlik esas olarak orta
parganin ve flagellumun uzunlugundaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir
(Cummins ve Woodall, 1985). Spermatozoa orta pargasi, hacmini flagellar atim

frekansin1 belirleyen hiicreyi itmek i¢in enerji saglayan yogun bir helis dizi
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mitokondri icermektedir (Cardullo ve Baltz, 1991). Spermatozoa orta kisminin
biiylikliigii spermatozoon rekabetinin sonucunu belirlemede 6nemli olabilmektedir.
omurgalilar arasindaki karsilastirmali ¢alismalar spermatozoon boyutunun yiizme
hiz1 ile arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermistir (Fitzpatrick ve ark., 2009;
Liipold ve ark., 2009). Yapilan ¢aligmalar, orta parca hacmindeki artiglarin daha
yiiksek ylizme hizina doniisebilecegini ve dolayisiyla spermatozoon rekabetinde bir
avantaj sagladigmi gostermektedir (Anderson ve Dixson, 2002). Kirmizi geyik
(Cervus elaphas) tlizerinde yapilan bir ¢calismada, spermatozoon orta par¢a uzunlugu
ile spermatozoon yiizme hizi arasinda negatif bir korelasyon oldugunu ortaya
koymustur. Uzun bas ve daha kisa orta kisimlar1 olan spermatozoonlar daha hizli
yiizmektedir. Ancak spermatozoon hizi ile flagellum veya toplam spermatozoon
uzunluklar1 arasinda bir iliski bulanamamistir (Malo ve ark., 2006). Bu durum diger
memelilerde bu iliskinin daha fazla tiir arastirmasi1 geregini vurgulamaktadir. Genel
olarak, daha uzun kuyruga sahip spermatozoonlar, disi genital kanalinda hareket
ederken ovuma daha ¢abuk ulasma ve daha kisa kuyruklu olanlara kiyasla daha hizli
yizme egilimine sahip oldugu belirlenmistir (Gomendio ve Roldan, 1991).
Spermatozoonun ylizme hizi, disi genital kanalin1 daha kolay ge¢meyi ve ovuma
daha kolay ulasmay1 saglamaktadir. Yapilan ¢alismada farkli siire ve sicaklilarda
¢Ozdiiriilen spermalara ait spermatozoon orta kisim genislikleri degerlendirildiginde
25 °C’de 40 saniye cozdiiriilenlerde 0,68 + 0,01 degeri en yiiksek deger olarak
saptanmugtir. Orta kisim alanma bakildiginda da ayni siire ve sicaklik degerinin 5,26
+ 1,58 ile en fazla orta kisim alanina sahip oldugu saptanmustir (P>0,05). Bu sicaklik
ve stiredeki motilite degerine bakildiginda % 68,25 + 2,26 oldugu goriilmiistiir.
Chatterjee ve Gagnon (2001), 40 ° C'de ¢ozdiiriildiikten sonra gdzlenen
motilite kazaniminin artma potansiyelinin, sperm enzimatik antioksidan aktivitesinin
daha hizl bir iyilesme orani ile olacagini belirlemislerdir. Cozdiirme sirasinda hiicre
hasar1 derecesini sonlandiran iki islem vardir; [1] oksijen radikali tiretimi miktar1 ve
[2] enzimatik antioksidan aktivitenin geri kazanim orani. Prensip olarak, sicaklik ne
kadar yiliksek olursa, enzimatik antioksidan aktivitenin geri kazanimi o kadar hizli
gerceklesir. Bu nedenle, 40 ° C'de ¢oziildiikten sonra, ¢ozdiirme sirasinda meydana
gelen oksijen-radikal iiretimindeki artisin 37 ° C'de oldugundan daha verimli bir

sekilde notralize edilebilecegi bildirilmistir. Test edilen farkli ¢6zdiirme
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sicakliklarinda oksijensiz radikal kokenli sperm hasarini tespit etmek igin sperm
DNA biitiinliigii ve ATP icerigi degerlendirildiginde, 40 °C'de ¢ozdiirmenin DNA
biitiinliigii iizerinde gozlemlenebilir bir belirleyici etkisi yoktur. 40 ° C'de ¢ozdiiriilen
ve 37 © C' de ¢ozdiiriilen spermalar arasinda ATP igeriginde dikkate deger bir fark
gozlemlenmemistir. Yapilan ¢alismada, 37 °C 20 sn’de ¢ozdiiriilen kontrol grubuyla
40 °C 10 sn’de ¢ozdirilen spermalardaki spermatozoalarn bas uzunlugu
parametrelerinin 6.15 = 0.07 pum ve 6.15 + 0.06 um degerleri ile birbirine ¢ok yakin
oldugu belirlenmistir. Uzunluk, cevre ve bas alan1 degerlendirildiginde, 37 °C 30 sn
(6.21 £0.11 pm /13.36 £ 0.24 um /17.27 = 0.5 um) ve 40 °C 25 sn (6.18 = 0.09 um
/13.37 £ 0.23 pm / 17,16 £ 0,5 um) gruplarinda diger gruplara gore daha yiiksek
parametre degerleri elde edilmistir. Chatterjee ve Gagnon’un yapmis oldugu
calismaya paralel olarak, bu calismada da 37 °C ile 40 °C arasinda benzer
parametrelerin oldugu saptanmistir. 37 °C 40 sn ve 40 °C 25 sn arasindaki orta parca
genisliginin 0,67 + 0,01 um olarak ayni oldugu belirlenmistir. Bu parametrelere
dayanarak, 37 °C ve 40 °C sicaklik degerlerinin spermatozoon morfolojisi iizerinde

benzer bir etkisi oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu caligmada, Simental, Holstein ve Brown Swiss k1 bogalarin spermalari
kullanilarak; farkli siire ve sicakliklarda ¢ozdiiriilen spermalarin CASA cihazi

verileriyle degerlendirilmesi yapilmistir.

Elde edilen istatistik verilerine gére, 37 °C’de 60 saniyede en yliksek motilite
degeri 80,61 + 3,89 olarak belirlenmistir. 70 °C’de 3 saniye ¢ozdiiriilen spermalarin
CASA parametrelerine bakildiginda canli/61li oram 81,5 + 6,06 olarak belirlenirken;
ayni zamanda motilite degerlerinde de 80,52 + 6,42 ile yiiksek oranlar elde
edilmistir. VAP degeri en yiiksek 70 °C’de 3 saniyede 114,76 + 4,14 degeri ile yine
ayni sicaklik ve siirede VSL degeri 70,76 £ 3,17 oldugu goriilmiistiir. Bu sicaklik ve
siiredeki deney grubunda normal spermatozoon orani 30,89 + 5,66 olarak
saptanmigtir. Spermatozoon motilitesi yliksek olsa da sicakligin etkisi ile morfoloji
olumsuz etkilenmekte ve anormal spermatozoon sayisi artmaktadir. Sicaklik
spermatozoon hareketliliginde artis olusturmakta ancak bas ve orta kisim

anomalilerinde de artisa sebep olmaktadir.

Yapilmis olan bu c¢alismada 37 °C’den 70 °C’ye degisen sicakliklarda
cOzdiiriilen spermalarin ayn1 sicaklik degerinde farkli siirelerde ¢ozdiiriilmesi ile
stiredeki kiiciik farkliliklarin dahi ne kadar biiyiik farklar dogurabildigi goriilmiistiir.
Ozellikle 70 °C gibi kritik bir sicaklikta siirenin ne kadar etkili oldugu goriilerek;
spermatozoonlarm canliliginin muhafazasi i¢in siireye ve sicakliga dikkat edilmesi
hususunda bilgi sahibi olunmustur. Calismadaki en yiiksek sicaklik degeri olan 70
°C’de farkli siirelerde ¢ozdiiriilen spermalarin CASA cihaziyla degerlendirilmesi
sonucu spermatazoonlara ait hareket parametreleri ile morfoloji parametrelerinin tam
tersi oranlar gosterdigi goriilmiistiir. Istatiksel olarak da sicaklik ve ¢dzdiirme siiresi

arttikca spermatozoon morfolojisinin olumsuz etkilendigi ortaya konulmustur.
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Laboratuvar sartlarinda ortaya konulan bu degerler gostermektedir ki; oda
sicaklig1 olarak da bilinen 25°C’de 30 saniyede ¢6zdiiriilen spermalarin da motilite
degeri 69,48 + 3,87 olarak belirlenmistir. Canli/6lii oram1 71,33 + 3,89 olarak
belirlenmis olup; bu deger diger gruplarla karsilastirildiginda oldukga yiiksek bir

degerdir. Ayrica normal spermatozoon orani 54,56 + 2,82 olarak saptanmustir.

Sperma ¢dzdiirme prosediiriinde kullanilan 37 °C’de 20 saniyeye yakin olan
ortalama sicaklik ve siirelerde motilite degerleri arasinda belirgin farkhiliklar
goriilmemektedir. Ancak sicaklik arttikca ve spermanin ¢ozdiirme siiresi uzadikga
motilite lizerinde belirgin farkliliklar goriilmiistiir. 70 °C sicakligin 12 saniye olan
¢Ozdiirme grubunda spermatozoa hareketliligi goriilmemistir. Bu sicaklik ve siirede

spermatozoa canliliginin devam etmedigi goriilmiistiir.

Motilite verilerine paralel olarak canli ve 6lii spermatozoa orami paralellik
gostermektedir. Sicaklik arttikca canli oraninin da artti§i ancak istatistik olarak
belirgin bir farklilik olmadigi saptanmistir. Motilite degeri her ne kadar yiiksek
sicaklikta fazla olarak belirlense de aynmi durum morfoloji konusunda
sdylenememektedir. Istatistiksel olarak da sicaklik ve siire arttikga anormal oranmin
arttig1 ortaya konulmustur. Cozdiirme sicakligi ve siiresi iizerine degerlendirme
yapilirken, motiliteye gore yapilan degerlendirme yeterli olmamaktadir. Motilitesi
yiiksek olan spermatozoonlarin morfolojik agidan anormal ya da normal olusu
fertilizasyon kabiliyetini etkiledigi i¢cin spermatozoon morfoloji Onemli bir
parametreyi olusturmaktadir. Motil olan ve belli bir motilite degerine sahip olan
spermatzooonlarin aslinda sadece motil olmasinin basaril bir fertilizasyon acgisindan
yeterli olmadig1 bilinmektedir. Calismada da gdriilmiistiir ki; motilite olarak yiiksek
ylizdeye sahip olan spermatozoonlar morfolojik olarak normal olmayabilmektedir.

Bu durum ¢6zdiirme sicaklik ve siiresinin dnemini bir kez daha ortaya koymaktadir.

Suni tohumlama basarisi, disinin uygun tohumlama zamaninda olmasi ile
tohumlamada kullanilan spermadaki spermatozoonlarin dolleme kabiliyetine

baglidir. Payette bulunan spermatozoonlar her bakimdan normal degerleri tasisa bile
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uygulayici hatast veya ¢evresel kosullardan da etkilenebilmektedir. Ayni sicakli