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OZET

SPERMANIN DONDURULMASINDA HYALURONIDAZ VE
ARJININ ETKILERI

GBADAMONSI, Awo Abdoulaye

Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dali
Tez Danmismani: Prof. Dr. Nedim KOSUM
Eyliil 2020, 41 sayfa

Hayvan 1slahinda en yaygin olarak kullanilan 1slah yontemi, yapay
tohumlamadir. Ancak yapay tohumlamanin basarisi, kullanilan spermanin
kalitesine baghdir. Dolayistyla bu calismada sperma kalitesini iyilestirmek ve/
veya gelistirmek icin basta teke spermasi olmak iizere dondurulmus -
¢Ozdirilmiis kiiciikbas hayvanlarin spermasinda L-arjinin ve hyaluronidaz
etkilerini incelemek amaglanmistir. Bu calismada, 2010 yilindan itibaren bu
konuda yapilan arastirmalarin sonuclar1 kullanilmistir. Bu amagla bir¢ok tiir
hayvanda dondurulmus- ¢6zdiirilmiis sperma kalitesi, 6zellikle sperma motilitesi
velveya lipid peroksidasyon verilerini igeren makaleler secilmistir. Makaleler
incelendiginde sulandiricilara 0.5 mM L-arjinin ilavesinin % 6 - 15 ek sperma
motilitesi sagladig1 goriilmektir. L-arjininin drettigi Nitrit Oksit ve spermin
sayesinde enerji ihtiyaci arttmakta, bdylece gerek seminal plazmadaki gerekse
spermatozoon igindeki lipid peroksidasyonu azaltilmaktadir. 20 L. hyaluronidaz,
seminal plazmada var olan besin maddelerini ve enzimleri parcalayarak bir
yandan enerji kaynagi arttirmakta, diger yandan seminal sivisinin kivamini
(vizkozite) azaltmaktadir. Dolayisiyla seminal plazmadaki peroksidasyon,
dondurulma- ¢o6zdiiriilme stresini azaltir ve ¢ozdirilmiis sperma Kkalitesini
yiikseltmektedir. Spermasinin dondurulmasinda sulandiricilara 0.5 ml L-arjinin ve

20 pL hyaluronidaz ilavesi ile ¢ozdiiriilmiis sperma kalitesi iyilestirilebilir.

Anahtar sozciikler: L-arjinin, hyaluronidaz, dondurulmus- ¢ozdiriilmiis

sperma.






ABSTRACT

EFFECTS OF HYALURONIDASE AND ARGININE ON
CRYOPRESERVATION OF SEMEN

GBADAMONSI, Awo Abdoulaye

M.Sc. in Animal Science
Supervisor: Prof. Dr. Nedim KOSUM
September 2020, 41 pages

Acrtificial insemination is the most widely used technic in animal breeding.
However, the success of artificial insemination depends on the quality of semen
used. Therefore, in this study, it was aimed to examine the effects of L-arginine
and hyaluronidase on frozen - thawed semen, in the order to improve semen
quality. In this study, the results of reseaches on this subject since 2010 were
used. For this purpose, papers containing data like frozen-thawed semen quality,
especially sperm motility and / or lipid peroxidation were selected. Examination
of the articles showed that the addition of 0.5 mM L-arginine to the extenders
provides 6 - 15% additional semen total motility compared the controle group.
This extra semen motility is provided by Nitrite Oxide and spermine produced by
L-arginine. Nitrite Oxide and spermine participate in the increasing of energy,
reducing the lipid peroxidation in both seminal plasma and spermatozoon. 20 pL
of hyaluronidase added in extender, breaks down the nutrients and enzymes that
exist, increases the energy source and decreases the viscosity of the seminal
plasma. Therefore, the reduction of lipid peroxidation in seminal plasma reduces
freezing-thawing stress and improves thawed semen quality. In conclusion, the
addition of 0.5 ml L-arginine and 20 pL hyaluronidase to extenders can improve

frozen - thawed semen quality.

Key words: L-arginine, hyaluronidase, frozen-thawed semen.
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ONSOZ
Insanlarin  hayvansal protein gereksiniminin karsilanmasinda keci gibi
kiiglikbas hayvan tiirlerinin 6nemli yeri bulunmaktadir. Keg¢i yetistiriciliginde elde
edilen temel tirtinler olan et ve siit onemli hayvansal protein kaynaklaridir. Keci
yetistiriciliginin ekonomik olarak siirdiiriilmesinde temek kosul, tiremenin diizenli
bicimde saglanmasidir. Siit ve et liretiminin devamlilig1, iremenin siirdiiriilmesine
baghdir. Diizenli tireme i¢in temel kosullardan biri ise dogal asim ya da yapay

tohumlamanin gergeklesmesidir.

Yapay tohumlamanin basarisi, sperma kalitesine bagli oldugundan dolay1
uzun yillardir sperma kalitesini iyilestirmeye yonelik ¢alismalar yapilmaktadir.
Sperma Kkalitesinin gelismesinde bire bir madde ilavesinin etkisi incelenir.
Spermada birden fazla madde (amioasit, enzim, vb) bulundugu i¢in, aminoasit ve
enzim kombinasyonunun, sperma  dondurulmasini iyilestirebiecegi

distiniilmektedir.

“’Spermasinin Dondurulmasinda Hyaluronidaz ve Arjinin Etkileri’” baslikli
tez calismasinin temel amaci; dondurulmus sperma kalitesini gelistirerek yapay
tohumlamanin basarisini artirmaktir. Bunun i¢in sulandiriciya arjinin  ve

hyaluronidaz ilavesi yapilmaktir.

Bu calisma, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliimii’nde hocam

Saym Prof. Dr. Nedim KOSUM un kontrol altinda planlanip ytiriitilmustiir.

Awo Abdoulaye GBADAMONSI
08/09/2020 iZMIR
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1. GIRIS

Yapay Tohumlama, biyoteknolojinin hayvan islahinda kullanilan en eski,
yaygin, kolay ve ekonomik yontemidir (Hafeez, 2008; Bittencourt et al., 2018).
Gebelik elde edebilmek icin erkek hayvandan alinan spermalar, uygun yontem ve
teknikler ile disi lireme kanalina konulmasi olarak bilinen yapay tohumlamada ti¢
farkli sperma g¢esitligi kullanilmaktadir (Washaya et al., 2019). Bunlar; taze
sperma, kisa siireli saklanmis sperma ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermadir
(Kosum and Wassmuth, 2000; Kaymake¢i, 2016). Ancak, yapilan arastirmalarda
keci ve koyun basta olmak {izere kiigiikbas hayvanlarda diger hayvanlara gore,
ornegin sigirlarda, yapay tohumlama ile beklenen basariya ulagilamadigi ortaya
cikmaktadir. Sadece taze sperma ile yapay tohumlama yapildiginda elde edilen
sonuclarin dogal asim ile elde edilen gebelik oranina yakin oldugu belirtilmistir.
Fakat elde edilen gebelik orani, kisa siire saklanmis ya da dondurulmus-¢oziilmiis
sperma ile dogal asima gore daha diisiiktiir (Salomon and Maxwell, 1995; 2000;
Gbadamonsi vd., 2020). Ancak yapay tohumlamanin en biiyiik avantaji,
uygulamada bir yandan erkek damizliklardan etkin yararlanma diger yandan ise
elit hayvanlarin spermalarinin istenen her zaman mevcut olmasidir. Spermalarin
her kosulda kullanilabilmesi ya da yararlanilabilmesinin temeli; onlarin
dondurulmasidir (Benson et al., 2012; Alcak et al., 2017; Naresh and Atreja,
2015).

Yapay tohumlamay1 basarili yapan en onemli 6zelliklerden birisi, sperma
kalitesidir (Unay vd., 2014). Spermada kalite denildiginde; spermatozoon sayisi
ve motilitesi yiiksek, 6lii sperm orani ve DNA bozuklugu diisiik olma anlasilir.
Sperma yapay vajina ya da elektroejakiilasyon yontemi ile erkek hayvandan
aldiktan sonra, gerek viicut disinda uzun siirede spermatozoonlarin canlt
kalabilmesi i¢in, gerekse ¢ok sayida disiyi tohumlayabilmek olasilig arttirabilmek
icin, spermanin sulandirilmasi1 gerekmektedir (Bozkurt ve Tekin, 2002). Ancak,
sperma sulandirmada sulandirici olarak kullanilan maddelerin arasinda
peroksidasyon gibi ¢ok sayida reaksiyon ortaya ¢ikmakta ve spermatozoonlar
toksit etkiye maruz kalmaktadir (Watson, 1995; Tuncer vd., 2005). Sperma sagimi
sonrasinda spermanin morfolojik 6zelliklerinin kotiilesmesine neden olmaktadir.
Bu durumun iyilestirilebilmesi veya gelistirilebilmesi bir¢cok arastirmacinin

dikkatini ¢ekmistir.



Bu calismada; arjinin ve hyaluuronidaz enziminin spermanin makroskopik ve
mikroskobik parametreleri iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu amagla konuyla
ilgili yiiksek lisans ve doktora tezlerinin yami sira bilimsel makalelerden de

yararlanilmistir. Son olarak da konuyla ilgili baz1 somut 6nerilere yer verilmistir.



2. LITERATUR

2.1. Arjininin Sperma Ozellikleri Uzerine Olan Etkisi

Hayvanlarin sperma parametreleri iizerinde arjininin etkilerini incelenmek
icin, iki farkli yontem kullanilmaktadir. Bunlarin birincisi; erkek hayvanlardan
alinan spermaya sonradan arjinin eklenmesi, ikincisi ise hayvan viicuduna ya agiz

yoluyla (yem ile karistirarak) ya da enjekte edilerek verilmesidir.

Funahashi (2002), domuz sperma kapasitasiyonu, akrozom reaksiyonu ve
nitrik oksit iiretimi iizerinde arjinin etkisini belirlemek amagiyla bir ¢alisma
yapmustir. Calismada yedi Berkshire erkek domuzdan masaj yontemi kullanilarak
alman spermay1 dort kez sulandirmistir. Trehaloz igerilen sulandirict ile alinan
sperma sulandirildiktan sonra seminal plazma ayrilmak i¢in sperma yikanmis ve
santrifiij edilmistir. L-arjinin etkisine bakabilmek i¢in 10° spermatozoon/ml
peletlerde 0.1- 2 mM/l eklenmistir. Sonugta L-arjinin, irettigi Nitrik Oksit

sayesinde sperma kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu uyardigi saptanmaistir.

Ahangar et al. (2017), horozlarda L-arjinin ilavesinin sperma kalitesi,
testosteron yogunlugu ve testislerin doku oOzellikleri tizerine olan etkilerini
belirlemek amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Calismada, hayvan materyali olarak
yirmi adet 37 haftalik erkek etlik pili¢ kullanilmigtir. Sekiz hafta siiren denemede
hayvanlar dort gruba (0; 1.35; 2.33 ve 3.22 g/kg) ayrilmis ve rasyonda L-arjinin
orani farkli muameleler uygulanarak bes kez tekrarlanmistir. Arastirma
sonucunda, sperma kalitesi, testosteron diizeylerini belirlemek i¢in, sperma ve kan
ornekleri bireysel olarak alinmistir. En sonunda testisleri agirligi ve dokularinin
ozelliklerini degerlendirmek i¢in erkek hayvanlarin testisleri de alinmistir. Sonug
olarak rasyonda 2.33 g/kg L-arjinin ilavesi bir yandan sperma hacmi, bir yonde
hareket eden spermatozoonlarin orani ile testisi agirhigmi arttirmistir. Diger
yandan tuba seminiferous kalinligi, sertoli ve spermatogoni hiicre sayilar1 ve
horozlarin testosteron serum konsantrasyonu yiikselmistir. Rasyonda 3.22 g/kg L-
arjinin kullandiginda, yapilan histoloji testleri sonucunda leydig hiicre sayisi,
spermatid ve sperm hiicre sayisi ile seminifer tiip limen kalinliginin da arttigi
gozlemlenmistir. Kisacasi rasyona L-arjinin ilavesi basta sperma 6zellikleri olmak

lizere lireme parametrelerini iyilestirilmektedir.



Ozer Kaya et al. (2020), spermatolojik parametreleri, seminal plazmanin
Nitrik Oksit diizeyleri ve arjinaz enzimi faaliyetleri izerinde L- arjininin etkileri
ortaya konulmasi amaciyla yapilan ¢alismada, 2- 3 yaslarinda ve 50- 60 kg olan
10 bas Akkaraman kogu kullanmilmistir. Kullanilan hayvanlar 2 gruba (kontrol ve
muamele grubu) ayrilmistir. Kontrol grubuna ait hayvanlar tuzlu fizyolojik
sollisyonu ( plasebo etkisi olusturma) periton i¢i yoluyla enjekte alinirken diger
hayvanlar 5 g/kg L-arjinin alinmistir. Bu muameleden sonra sirasiyla; 1., 4., 24.,
48., 72., 96., ve 120., saatlerde tiim hayvanlardan yapay vajinayla sperma
alimmigtir. Nitrik Oksit diizeyleri, sperma hacim, motilite, pH, anormal sperm
orani ve yogunluk olmak {izere elde edilen verileri tekrarlanan verilerde iki yonlii
ANOVA ile istatistik degerlendirme yapilmistir. Denemenin sonunda,
enjeksiyonla verilen L-arjinin hayvanlarin spermasinda kontrol grubuna goére
seminal plazmada Nitrik Oksit diizeyleri ve arjinaz faaliyetleri ile sperma
parametreleri; 6zellikle sperma hacim, motilite (bireysel ve kitle motilite), sperma
yogunlugunda bir artis gézlenmistir. Anormal spermatozoon oraninda ise kontrol
grubundaki hayvanlarin spermasina gore bir azalma meydana gelmistir. Sonug
olarak koclarda iireme déneminde L-arjinin enjeksiyonu sperma kalite 6zellikleri

ve tiim lireme parametrelerini iyilestirilebilmektedir.

Yang et al. (2019), Farelerde leydig hiicrelerinde T - 2 Toksin tarafindan
testosteron iiretiminin azaltilmasina kars1 L-arjininin koruyucu etkileri iizerine bir
calisma yapmustir. Bu amagla farelerde leydig hiicrelerinde, I-arjinin, T-2 toksin
kullanilarak testosteron yogunluklar1 ve enzim faaliyetleri degerlendirilmistir.
Sonucta 10 nM T-2 toksin testosteron iiretimini azaltmaktadir. 1 mM L-
arjinindeki azalma, erkek farelerde leyding hiicrlerinin sayisinda artisa neden

olmaktadir.

Ozer Kaya et al. (2019), “Koglarda ereksiyon siiresi sperma kalitesi ve
Seminal Plazma Arjinaz Etkinligi tizerinde L-arjinin Etkisi bir calisma” adli
aragtirma ylritiilmistiir. Bu arastirmada, 2 ve 3 yaslarinda, 50- 60 kg arasinda
agirhiga sahip 12 bag Akkaraman kog, hayvan materyali olarak kullanilmistir.
Koglar iki gruba ayrilmistir. Kontrol grubunu olusturan birinci gruptaki 6 adet
koga 7 hafta siireyle 48 saatte bir kas ici klorid soliisyonu uygulanmis, ikinci

grubu olusturan 6 koga ise birinci gruptakine benzer siire ve siklikta 5 mg/kg L-



arjinin enjekte edilmistir. L-arjinin, hayvanlar izerindeki etkilerini belirlemek igin
bir hafta siireyle deneme grubundaki biitiin hayvanlardan sperma Ornekleri
almmistir. Zar bitiinligta ile ilgili verileri Hypo-Osmotic Swelling (HOS)
testinden elde edilen tim veriler ANOVA testi ile istatistik olarak
degerlendirilmistir. Deneme sonucunda uygulama grubundaki kontrol grubuna
karsilastirildiginda hayvanlarin ereksiyon siirelerinde 4., 5., 6., ve 7., haftalarda
azalma, zar bitiinliigiinde ise bir artis belirlenmistir. Anormal spermatozoon
oraninda ise yalmiz 2., haftada bir azalma saptanmistir. Sperma motilitesinde
(bireysel ve kitle molititesi) 3., 5., ve 6., haftalarda artis izlenmistir. Deneme
sonucunda elde edilen bulgular, koglara L-arjinin enjeksyonunun ereksiyon

sliresini azalttig1 halde sperma 6zelliklerini 1yilestirdigini gostermistir.

Patel et al. (1998), sperma metabolizma aktiviteleri tizerinde L-arjininin
etki mekanizmasimi aragtirmiglardir. Bunun igin “Arjinin teke epididimal
spermasinin  glikolizini etkinlesmesi” adli bir c¢alisma yiiritilmistir. Bu
calismada, kesimhaneden teke testis drnekleri alinmistir. ilk boliimde L-arjininin
etkilerine bakmak iizere, keci epididimal sperma {izerinde, ¢esitli arjininin oranini
glikoz, frikktoz ve piriivat tiketimini incelemistir. Sonra teke epididimal
spermanin glikolizi izerinde aminoasitler etkilerinin incelenmesi amaciyla sperma
tizerinde L-arjinin, L- lizin ve L-ornithin uygulanmistir. Sonu¢ olarak teke
epididimal spermasinda, L-arjinin glikoliz reaksiyonunu ve reaksiyonunda L-
arjinini tiiketmedigi saptanmistir. Dolayisiyla L-arjinin varligi kiigiik oranda bile
sperma metabolizmas1 ve spermatojenez iyilestirilir. Ote yandan sperma

motilitesine 6nemli enerji kaynagi olan ATP sentezi arttirilmaktadir.

Siddique and Atreja (2013) arastirmalarinda, L-arjinin ve Spermine-
NONOate’nin etkileri Murrah erkek mandasinda sperma motilitesi, yasama giicii
ve lipid peroksidasyonu etkilerinin  belirlenmesini  hedeflemislerdir.
Calismalarinda, arastirmacilar manda spermasinin dondurulmasinda L-arjinin ve
Spermine-NONOate’nin  etkilerini  ortaya  konulmasimi  amaglamislardir.
Denemede hayvan materyali olarak ii¢ adet Murrah mandast kullanilmistir.
Hayvanlardan haftada iki kez yapay vajina ile sperma alinmistir. Denemede, % 80
ve tzeri diizeyde sperma motilitesi olan sperma ornekler kullanilmustir.

Dondurulmak iizere alinan sperma, biri kontrol olmak {izere ii¢ gruba esit olarak



aylastirilmistir. Deneme gruplarinda ayrilan spermalarin bir bdliimiine 1 mM L-
arjinin ve digerine 10% mM Spermine-NONOQate eklenerek sivi azotta
dondurulmustur. Deneme sonucunda, Murrah mandasinda sperm motilitesi en
yiiksek spermine-NONOate (% 42.33) grubunda belirlenmis, bunu sirasiyla; L-
arjinin (% 38.33) ve kontrol (% 32.33) gruplari izlemistir. Caligmada yer alan
deneme gruplarinda L-arjinin ve Spermine-NONOate eklenmis spermalarin lipid
peroksidasyonunun sirastyla 3.11 nmol/hiicre ve 3.5 nmol/hiicre diizeyinde
arttigin belirlenmistir. Dolayisiyla Murrah mandasinin sperma dondurulmasinda
L-arjinin ve spermine-NONOate basta sperma motilitesi, yasama giicii, zar
biitiinliigli olmak tiizere sperma parametreleri ve lipid peroksidasyonu durumu

tyilestirmesinde 6nemli rol oynamustir.

Ozer Kaya vd. (2018), ko¢ spermasinn L-arjinin  eklenerek
dondurulmasinin etkilerini belirlenmek amaciyla bir arastirma yapmusglardir.
Arastirmada kullanilan alti1 bas Akkaraman kogtan yapay vajina kullanarak
haftada bir sperma alinmistir. Sperma dondurulmasinda en uygun arjinin dozunun
saptanmasi amaciyla bes farkli doz (0.1 mM; 0.5 mM; 1 mM; 5 mM ve 10 mM)
kullanilmistir. Her doz bir deneme grubunu temsil edecek sekilde, kontrol
grubuyla birlikte toplam 6 grup olusturulmustur. Elde edilen sperma Ornegi esit
diizeyde alt1 gruba paylastirilarak, besinde farkli dozlarda arjinin spermaya
eklenmis ve kontrol grubundaki sperma ise sulandirilarak nitrojen sivisinda
dondurulmustur. Sperma c¢ozdiiriildiikten sonra sperma parametreleri; sperma
motilitesi, zar biitiinliigli ve arjinaz aktivitesine bakilmistir. Elde edilen veriler
SPSS programi kullanilarak t-test, Shapiro-Wilk normality analizi, ANOVA ve
post hoc Duncan test ile istastistik olarak degerlendirilmistir. Cozdiiriilmiis
sperma motilitesi ile ilgili en yiiksek oran, 0.5 mM arjinin grubunda elde
edilmistir. Zar bitiinliigi ile ilgili ise yalniz 0.5 mM arjinin eklenmesi grubunda
bir yiikselme izlenmistir. Deneme sonucunda, kog¢ spermasina 0.5 mM diizeyinde

arjinin eklenmesinin, sperma kalitesini iyilestirdigi belirlenmistir.

de Andrade et al. (2018), tarafindan yiiriitiilen ¢alismada dondurulmus at
spermasinin motilitesi, hyperaktivasyonu, peroksidasyonu ve zar biitiinliigi
iizerinde nitrik oksitin etkilerini belirlemesi amac¢lanmistir. Bunun igin {i¢

aygirdan 3 kez alman sperma Ornekleri dondurulmus, ¢ozdiiriildiikten sonra



eklenen 1 mM L-arjinin, 10 mM L-NAME ve 100 mM mavi metilenin etkileri
incelenmistir. Deneme sonucunda, mavi metilenin aygirlarda sperma motilitesi,
akrozom reaksiyonu, lipid peroksidasyonu ve nitrik oksit iiretimini azaltigi

belirlenmistir.
2.2. Hyaluronidaz Ureme Hiicrelerin Parametreleri Uzerinde

Kershaw-Young et al. (2013) yaptig1 bir ¢calismada, Alpaka seminal pazma
ve sperma islevi viskozitesi tizerinde glikosaminoglikan enzimleri ve proteazlarin
etkilerini arastirmistir. Calismada; sperma islevini bozmadan seminal plazmanin
vizkozitesini azaltmak veya ortadan kadirmak hedeflenmistir. Bu amagcla
hyaluronidaz, kondroitinaz ABC ve keratanaz olmak f{izere glikozanimoglikan
(GAG) enzimleri, papain ve proteinaz K gibi proteazlar seminal plazma tizerinde
uygulanmistir. Denemede kullanilan dort bag Alpakadan yapay vagina kullanarak
sperma Ornegi alinmistir. Alinan sperma sulandirildiktan sonra 5 esit hacme
boliinmiistiir. Her hacimde bir deneme grubunu temsil edecek sekilde, 20 uL boga
serum albiimin (BSA) (kontrol grubu), hyaluronidaz, kondroitinaz ABC,
hyaluronidaz + kondroitinaz ABC ve papain eklenmis ve 2 saat boyunca 37 °Cde
ik suyunda inkiibasyon edilmistir (deneme 1). Ikinci denemede bes bas
Alpakadan alinan sperma oOrnegi sulandirildiktan sonra 4 hacme bdliinerek, her
birinde 20 pL boga serum albiimin (BSA) (kontrol grubu), proteinaz K ve papain
eklenmis ve 2 saat boyunca 37 °Cde 1lik suyunda inkiibasyon edilmistir. Veriler,
Linear mixed model regresyonu GENSTAT’ ta ve post hoc test ile istatistik olarak
degerlendirmistir. Deneme sonucunda hyaluronidaz ve kondroitinaz ABC’in
seminal plazmadaki vizkozitesini azaltmistir (% 62 ve % 65 vs % 60). Papain (30
dakikada) ve proteinaz K (60 dakikada), seminal plazmadaki vizkozitesini
tamamen ortadan kaldirmistir. Ancak proteinaz K olumsuz ydnde sperma

parametrelerini etkiledigi belirlenmistir.

de Moura et al. (2017), “Yumurta (oocyte) soyulmasi igin diisiikk diizeyde
hyaluronidaz dollenme orani ve embriyo kalitesi iyilestirilebilir” adli bir ¢aligma
yiirlitiilmistiir. Caligmada, iireme desteklenen teknikler altinda muamele alinan 22
kadindan 192 yumurta kullanilmistir. Denemede kullanilan 104 yumurtadan
olusturan birinci gruptakilere sulandirilmis hyaluronidaz (8 IU/ml) enjekte

edilirken, 88 yumurtadan olusturan ikinci gruptakilere normal hyaluronidaz (80



IU/ml) enjekte edilmistir. Veriler Wilcoxon testi ile istatistik olarak
degerlendirilmistir. Deneme sonunda sulandirilmis hyaluronidaz enjekte edilen
birinci gruptaki yumurtalarda dollenme orani, ikinci gruptakilerden daha yliksek
(% 92.3 vs % 80.6) bulunmustur. Elde edilen gebelik orani % 59.1 olarak
belirlenmistir. Sulandirilmis hyaluronidaz (8 IU/ml) kullaniminin yumurta
(oocyte) soyulmasi, dollenme oraninin arttirllmas: ve kisirlik  diizeyinin

azaltilmasi acisindan yarar saglayabilecegi belirtilmistir.



3. YAPAY TOHUMLAMA

3.1. Yapay Tohumlama Tarihgesi

Bildigimiz yapay tohumlama; yapay doéllemeden kdkeni almaktadir. Yapay
dollemenin nasil gergeklestirildigi pek ¢ok arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir. 1651
yilinda Willam Harvey (1578 - 1657) kurbaga ve tavuklar gibi yumurtlayarak
cogalan hayvanlarin (oviparous) dollenmesi ile ilgili ilging ve detayli gozlemler
yapmugtir. Daha sonra Marcello Malpighi (1628 - 1694), Dutch Jan Swammerdam
(1637 - 1680) ve Alman August Johann Rosel von Rosenhof (1705 -1759) bocek,
kurbaga ve diger oviparlarla tohumlama gerceklestirmeye c¢alismislardir. 1677
yilinda Van Leeuwenhoek Antoni’nin (1632 - 1723) sperma hiicre gozlemi ve
fotograflamasi ile yapay dollenme ivme kazandirmistir. 1734 - 1742 yillarinda,
Fransiz biyoloji uzman1 René Antoine de Raumur (1683 - 1757) ispatlanmis
sonu¢ elde etmedigi halde, kurbagalarda dollenme ile ilgili cesitli deneme ve
uygulamalar yapmistir. Basarili olmamasina ragmen kullandigi yo6ntem,
uygulamalarla ilgili karsilastigi sorunlar1 dile getirerek, Spallazani’na yardimci
olmustur. 1761 yilinda Spallazani (1729 - 1799) organizma iizerinde mikroskobik
arastirmalara baglamistir. Mikroskobik arastirmalar esnasinda dollenmenin
gerceklesebilmesi icin erkekten elde edilen spermaya gereksinim olduguna ikna
olduktan sonra, kurbagalarda yapay dollenme calismalarina baslamis ve basaril
olmustur. Yumurtlayarak cogalan hayvanlarda yapay dollenme olabiliyorsa diger
hayvanlarda da olabilir yaklasimindan hareketle, 1784 yilinda disi kopek
apartmanda birkag giin igerisinde kapattiktan sonra ¢iflesme istegini (kizgmnlik)
fark etmis ve bir genc erkek kopekten bir kovada aldigi sperma vagina yoluyla
enjekte edilmistir. Enjeksiyon isleminden 62 giin sonra disi kopek yavrulamis ve
ilk kez hem oviparous hem de viviparous hayvanlarda yapay dollenme basariyla
gerceklestirilmistir (Orland, 2017; Ombelet and Van Robays, 2015). Yapay
tohumlamada, doéllenmenin  gergeklesmesi i¢in  erkek iireme  hiicresi
(spermatozoon) ile disi tireme hiicresinin (ovum) birlesmesi gerektigine tim
aragtirmacilar ikna edilmis ve pek ¢ok hayvan tiirinde yapay tohumlama
caligmalar1 baglamistir. Biyolog Walter Heape (1855 - 1925), 1897 yilinda kopek,
tavsan ve atlarda yapay tohumlama kullanarak yavrular elde etmistir. Yapay
tohumlama, 1899 yilinda Ilya Ivanov tarafindan bilimsel bir konuya

dontistiiriilmiis, sulandiricilar  gelistirilmis ve kullanilan yapay tohumlama
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tekniginin belirtilmistir. Sigir, koyun ve ke¢i basta olmak iizere gevis getiren
hayvanlarda ise ilk yapay tohumlama 1912 yilinda Nishikawa tarafindan
gerceklestirilmistir (Foote, 2011 ).

Tirkiye’de ilk yapay tohumlama, yerli irklarin performanslarinin
lyilestirilebilmesi amaci ile 1926 yilinda Milovanov adli bir Rus veteriner hekimi
tarafindan Karacabey ciftliginde atlarda yapilmigtir. 1930 - 1939 yillar1 arasinda,
Bursa ve Balikesir bolgesinde gevis getiren hayvanlardan ozellikle sigir ve
koyunlarda yiiriitiilen 1slah ¢alismalarin sayesinde ilk yapay tohumlama basarili
ile gerceklestirilmistir. Calismanin sonucunda, Karacabey Esmeri Sigir ve
Karacabey Merinosu Koyun irklar1 elde edilmistir. 1970 yilinda Ankara’da
Lalahan Zootekni Arastirma Enstitiisiinde Isvecli Polson tarafindan dondurulmus

sperma tiretilmistir (Gokgen, 1998).

3.2. Kecilerde Yapay Tohumlama Ozellikleri

Yapay tohumlamanin amaci, tekelerden alinmis spermayi keginin {ireme
kanalina (vagina, dol yatagi agzi1 veya dol yatagi) yerlestirerek ¢ok sayida
hayvanin gebe kalmasini saglamaktir. Ancak kiiclikbas hayvanlarin iireme
organlar biiyiikbag hayvanlardakine gore daha kii¢iik oldugundan, spermay1 dar
ve kivrimli dol yatagi agzint gecerek dol yatagi, dollenmenin gerceklestirdigi yere
birakmak oldukga giictiir. Bunun i¢in laparoskopik destekle yapay tohumlama
yontemi gelistirilmistir. Ancak kecilerde koyunlara gore beklenen yliksek gebelik
orani elde edilememistir (Faigl et al., 2012). Yapilan baz1 ¢alismalar, laparoskopik
tohumlamanin bazi hayvanlarda kisirliga neden oldugu seklinde bulgulara

rastlanilmistir.

Tekelerin sperma sivisinda kowper bezi tarafindan salgilanan bir enzim
(fosfolipaz A) bulunmaktadir. Bu enzim, sulandiricida bulunan yumurta sarisi ile
hidroliz reaksiyonu gerceklestirerek lizolesitini liretmektedir. Lizolesitin diizeyine
gore spermanin 6liimiine neden (spermalar1 zehirleyerek) olmaktadir ( Roy, 1957;
Rita et Salomon, 1982). Dolayis1 ile teke spermasinin yikamasini veya

santrifiigasyonu gerektigini belirtilmistir (Tabarez et al., 2017).
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4. CALISMALARDA KULLANILAN BAZI TEKNIK TERIMLER

Akrozom  reaksiyonu: Dollenmeyi  gerceklestiren en  Onemli
reaksiyonlardan birisidir. Bu reaksiyonda, akrozomun yapisinda bulunan eozin,
hyaluronidaz ve diger maddeler hiicre disina ¢ikartilir. Bu reaksiyon, peroksitler

tarafindan uyarilmaktadir.

Kapasitasyon: Disi iireme kanalinda, spermatozoon tarafindan yumurtay1
dolleme yetenegi kazanmasi i¢in spermatozoonlarin olgunlagsmasini saglayan
biyolojik ve fizyolojik degisikleri olusturmaktadir. Bu kapasitasyon olay1 ile
spermatozoonlar hareketlik ve dolleme yetenegi kazanir (Kaymakgi, 2016; Singh
etal., 2017).

Sperma motilitesi: Spemada bulunan spermatozoonlarin hareketleri ifade
etmektedir. Ancak spermada g¢esit spermatozoonlarin hareketleri gozlenmektedir.
Bunlar; ileri veya geri diiz hareketler yapan spermatozoonlar, dairesel hareket
yapanlar, bas veya kuyruk hareketi gésteren spermatozoonlar ve titresim hareketi
gosteren spermatozoonlardir. Déllenmenin gerceklesebilmesi igin diiz ve ilerleyen

spermatozoonlar istenilmektedir (Singh et al., 2017).

Peroksidasyon: Peroksitler ve siiperoksit anyonlari tarafindan doymamis
yaglarin oksidasyon yapilmasi reaksiyonudur. Bu reaksiyon diizeyine gore
spermatozoonlar hem yararlt hem de zararl etki gérebilmektedir. Diisiik diizeyde
iretilen peroksitler sperma kapasitasyonunu uyarmaktadir. Yiiksek diizeyde
tiretilen peroksitler, sperma zarlarina olumsuz etki gostermekte, bunun sonucunda

sperma motilitesinde bir kayip olusmaktadir (Watson, 1995).

Sperma dondurulmasi (kryoprezervasyon): Spermanin saklama
yontemlerden biri olup, uzun siirede ve diisiik sicaklikta (-70 °C veya -196 °C)

spermatozoonlarin sivi nitrojende saklanmasi islemidir (Kaymake1, 2016).

Antioksidan: Oksidasyon reaksiyonunu engelleyen, durduran veya

ayarlayan maddelerdir.

Déllenme: Spermatozoonun (haploid hiicre) yumurtaya (haploid hiicre)

girmesi, kaynasmasi ve sonunda zigot (diploid hiicre) elde edilmesi islemlerdir.
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Dollenmede  basari; kapasitayon siiresi, sperma motilitesi ve akrozom

reaksiyonuna baghdir (Kaymaket, 2016).

4.1. Spermanmin Dondurularak Saklamasi Islemi

Evcil hayvanlarin spermalarinin istendigi zaman ve kolaylikla ulasilabilmesi
amaciyla saklamasina yonelik teknikler gelistirilmistir. Bu teknikler,
biyogesitliligin korunmasina ve elit siiriilerin yavrularinin iiretilmesine olanak
saglamaktadir. Sperma saklamasi teknikleri kisa (s1vi halinde saklanma) ve uzun
sirede saklama veya dondurulma (kryoprezervasyon) olmak tizere ikKiye
ayrilmaktadir (Decuadro-Hansen, 2004; Kaymakg¢1, 2016; Leboeuf, 1995). Her iki
sperma saklamasi tekniginde benzer sperma alma, sperma sulandirma, alisim

(ekilibrasyon), payetleme ve sperma saklanmasi agamalar izlenmektedir.

4.1.1. Spermanin kisa siireli saklamasi islemi

Yapay vagina veya elektroejakiilasyon yontemi kullanilarak elde edilen
sperma, mikroskopik ve makroskopik kontrolden gecirilmektedir. Sperma,
makroskopik ve mikroskobik agidan kontrol edildikten sonra sulandirma
asamasina gegilir. Sulandiricilar, sulandirma asamasinda spermalara ilave edilir.
Bundan sonra elde edilen karisim (sperma+ sulandiricilar) dinlendirilir. Bu isleme
ekilibrasyon adi verilmekte ve otuz (30) dakika siirmektedir. Ekilibrasyon
sonrasinda sulandirilmig sperma +4 °C, 15 °C veya 15 - 20 °C saklanmaktadir
(Decuadro-Hansen, 2004; Kaymakgi, 2016).

4.1.2. Spermanin Kisa siireli saklamasi islemi

Kisa stireli saklanma uygulamalar1 gibi, sperma alma ve muayeneden
gecirdikten, sulandirma ve alisim (ekilibrasyon) asamalar1 tamamlandiktan sonra
elde edilen sperma karisimi yavas yavas azot buharinda ve sonra azot sivisinda -

196 °C de dondurulmaktadir.

4.2. Sperma Sulandiricilarinda Kullanilan Maddeler

Bir yandan spermay1 peroksidasyon, soguk soku, oksidatif stres gibi dis
etmenlerden koruyabilmek icin ve diger yandan spermaya enerji saglayabilmek

iizere, sulandiricilarda bazi katki maddeleri kullanilmaktadir. Bu maddelere 6rnek
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olarak; antibiyotikler, kryoprotektanlar, lipoproteinler, tampon soliisyonu, enerji

kaynaklari ve antioksidanlar sayilabilir.

» Antibiyotikler,

Spermanin bakterilerle bulagmasinin énlenmesi veya yok edilmesi amaciyla

kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan antibiyotikler, Penicellin ve Streptomycindir.

» Kryoprotektanlar,

Kryoprotektanlar spermanin dondurulmas: sonrasinda ortaya c¢ikkan
olumsuz etkilerden spermayr koruyan maddelerdir. Bunlar hiicre zarindan
gegebilen kryoprotektanlar ve gecemeyen kryoprotektanlar olmak iizere iki gruba
ayirilabilmektedir. Zarlardan gegebilen kryoprotektanlar, ¢ok kiigiik agirlik ve
hacime sahip oldugundan dolay1 kolayca =zarlardan gecebilirler. En ¢ok
kullanilanlar gliserol ve dimethyl sulfoxidedir (DMSO). Zardan geg¢meyen
kryoprotektanlar ise ¢ok agir ve bilyiik olan molekiillerden olusmaktadir. Bunlar;

disakaritler; glikoz, trehaloz ve friiktoz gibi, amidler; dimethylamid (DMA)’dir.

» Lipoprotein

Lipoprotein, yag ve proteinlerin birlesimi ile olusan ve birden fazla islev
yapan maddelerdir. Bu maddeler hem spermanin korumasi islev goriir, hem de
sperm hiicrelerinin gerekli enerji ihtiya¢ duydugu anda enerji vermektedir.
Sperma sulandiricilarda kullanilan lipoproteinler olarak lesitin, albiimin, yumurta

saris1 ve yagsiz inek siitii sayilabilir (Decuadro-Hansen, 2004).

» Tampon soliisyonu

Spermanin dondurulma ve ¢ozdiiriilmesi sirasinda, asitligin degiskenligini
onlenmek amaciyla kullanilan soliisyondur. Kisacast sulandiricilar; ortamin
asitligini dengede tutar bir soliisyondur. Buffer (tampon) olarak Tris ve sitrik asit

kullanilmaktadir.

» Enerji kaynaklar

Spermatozoonlara enerji vermek amaciyla sulandiricilara eklenen
maddelerdir. En sik kullanilan enerji kaynaklari; glikoz, frikktoz ve gliitamindir

(Kaymakgei, 2016).
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» Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksidatif stres ve peroksidasyon olusumunu onlemek veya
durdurmak i¢in kullanilan maddelerdir. En sik kullanilan antioksidanlar; likopen,
sisteamin, glutatyon, trehaloz ve taurindir (Bucak vd, 2007; Omiir, 2015; Alcak et
al., 2016; Toker et al., 2016; Rather et al., 2016; Peker Alkalin et al., 2016).
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5. ARJININ TANIM VE ISLEVLERI

Arjinin, tiim memeli hayvanlarda sperma basta olmak {izere doku ve
hiicrelerin ¢ogunda bulunan bir aminoasittir. Arjinin, 22 proteinojenik
aminoasitten bir tanesidir. Bu aminoasit, alifatik asit diiz zincirinin sonuna
baglanan bir guanidin gruptan olusmaktadir (Sekil 5.1) (Cristian et al., 2004;
Srivastava et al., 2006). Sperm hiicresinin ¢ekirdekte en biiylik kisim ve protein
temel bilesim maddesi olan Arjininina farkli tiirevleri vardir. Bunlar; L-arjinin, L-

nitroarjinin, L-homoarjinin ve D-arjinindir (Radany and Atherton, 1981).

Arjinin, kedi disinda tim memeli hayvanlarin tiikettikleri yemlerden
alabilmekte ya da temin edebilmektedir. Bir baska arjininin kaynag, hiicrelerin
¢ogunda bulunan glutamattir. Arjininin bir bagka kaynagi ise bobreklerde bulunan
Citrulline argininosuccinate synthetase ve argininosuccinate lyase enzimlerinin

sayisinda arjinine doniistiiriilmesidir (Brosnan,2003).

MNH
P COLH
H NH,
Guanidin Alifatik asit

Sekil 5.1 Arjinin kimyasal yapist

5.1. Metabolizma ve Spermatogenez Islevleri

L-arjinin, viicutta depolanmamasina ragmen tiim organlarin i¢i ve doku ve
organlarin arasindaki, en Onemli biyolojik ve fizyolojik olaylarda rol
oynamaktadir (Brosnan, 2003; Ozer Kaya et al., 2019). L-arjinin’in gorevlerinden
bir tanesi sperma metabolizmasidir. Sperma metabolizmasinda, L-arjinin besin
maddelerini mobilize etmek (anabolizm) ve spermatozoonlar besin maddesine

ihtiya¢ duydularinda katabolizma ile bu gereksinimi karsilarlar (Srivastava et al.,
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2006). Metabolizma islevinde, L- arjinin olmak iizere animoasitler substratler arzu

etmek ve organlarin arasinda enzimler tasimaktadir (Brosnan, 2003).

Spermatogenez gergeklestirebilmesi i¢in, seker (glikoz), yag gibi enerji
kaynaklarim1 toplayarak gerekli enerjiyi saglanir ve boylece L-arjinin
spermatozoon olusumuna izin vermektedir (Perera et al., 1996). Baska deyisle
glikojenik bir aminoasit olan L-arjinin, glikojenez mekanizmasiyla ¢ok fazla

miktarda glikol molekiilii vermektedir.
5.2. Nitrik Oksit Prekiirsorii

Peroksidasyon Reaktiv Oxygene species (ROS) diiretilen biyolojik ve
fizyolojik bir slire¢ olan doku ve hiicrelerden dogal olarak olugmaktadir. Bu
peroksidasyon 6zellikle sperma olmak {izere hiicrelerin dondurulmasi esnasinda,
sicaklik soku yiiziinden, UV veya bir oksidativ stres olay1 ortaya ¢iktiginda,
peroksidasyonun gergeklestirmesini (olmasini) hizlandirmakta ve sonug¢ olarak
ROS iiretimini arttirmaktadir (Bandy et al., 2017). Bu peroksidasyon sirasinda
peroksitler ve reaktiv oxygene species (ROS) iiretilmektedir. Peroksitler ve
digerleri spermatozoonlarin 6zelliklerinin bozulmasina neden olmaktadir
(Srivastava et al., 2000; 2006). L-arjinin peroksidasyonu durdurabilmek igin
Nitrik Oksit Sentaz (NOs) enzimi kullanarak Nitrik Oksit (NO) tiretmektedir.

NO yar1 yasam (yart 6mrii) olan bir Reactive Nitrojen Speccies (RNS)
biridir. Nitrik Oksitler spermalara hem yararli ve hem de zararli olabilmektedir.
Nitrik Oksidin yararli etkisi, sperma fosfo-lipid membranlarindaki peroksidasyon
indirgenmektedir. Nitrik Oksidin zararli etkisi ise, yiikksek oranda NO
mitokondrilerdeki dioksijenlere saldirip hiicreleri 6ldiirmektedir. L-arjinin
tarafindan tretilen NO peroksitler ile baglanarak anlaml sekilde peroksidasyonu
azaltmakta veya durdurmaktadir. Bdylece L-arjinin peroksidasyona Kkarsi

spermatozoonlar1 korunmaktadir (Srivastava et al., 2000).
5.3. Enzim Tasima

L-arjininin islevlerinden bir tanesi de; doku ve hiicrelere enzimleri
tasimaktir. L-arjinin glilkogenez, spermatogenez gibi 6nemli olan fizyolojik ve

patolojik olaylar1 gergeklestirebilmek icin gerekli enzimleri toplamaktadir
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(Brosnan, 2003). L-arjinin basta prolaktin, antidiliretik hormon (ADH), biiyiime
hormonu olmak iizere bazi hormonlarin ve spermin, spermidin gibi polyaminlerin
sentezinde dnemli rol oynamaktadir (Ozer Kaya vd., 2018; Zhang et al., 2019;
Ozer Kaya et al., 2020).

5.4. Dollenmede L-arjininin Islevi

Sperm ve yumurtanin bilesimi yani dollenmenin gerceklestirilebilmesi i¢in
en Onemli ve zorunlu olan etmenler sperma motilitesi, kapasitasyon ve membran
bitiinliigiidiir. L-arjinin enerji saglayarak sperma motilitesindeki kayiplar
onlemektedir. L-arjinin, Nitrik Oksit sayesinde oksidatif stresleri ve
peroksidasyonun diizeylerini azaltmaktadir. Oksidatif stresler ve peroksidasyon,
sonucu {iretilen maddeler (peroksitler, siiperoksit anyonlar) sperma motilitesinin

azalmasi ve spermatozoonlarin 6liimiinden sorumlu olan maddelerdir.

5.5. Arjininin Etki Mekanizmasi

L-arjinin islevlerinin yerine getirilebilmesi i¢in baz1 faktorler Snemli
olmaktadir. Bu etmenlerden sicaklik ve pH ihmal edilmemeli ve optimum
sartlarda tutulmalidir. Ornek olarak Radany and Atherton (1981)’a gore L-arjinin
spermatozoon hareketligine olumlu etki (motilitesi) saglayabilmesi i¢in 7- 8
arasinda degisen bir pH ortamda bulunmasi gerekmektedir. Ancak L-arjininin
tirettigi metabolitler islevleri nitrik Oksit (NO), L-glutamik asit (glutamat), prolin,
spermin, spermidin ve prutesin basta olmak tizere polyaminler, sitrulin (citrulline),

agmatin ve ornitindir (Sekil 5.2 ve 5.3).
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Sekil 5.2 L-arjinin ve tirettigi ¢esit metabolitler (Anonim).
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Sekil 5.3 L-arjinin, irettigi ¢esit metabolitler ve kullanilan enzimler (Anonim).

5.5.1. Nitrik Oksit (NO)

NO, L-arjinin prekiirsor olarak spermatozoonlarda bulunan Nitrik Oksit

Sentaz (NOs) enziminin denetimi altinda tretilmektedir (Sekil 5.4). Nitrik oksit
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sentaz enzimi tarafindan NO miktar1 ayarlanmaktadir. Yetersiz miktarda
siiperoksit anyonlar daha giiglii olmakta ve peroksidasyon etkisi ortaya
cikmaktadir. Yiiksek miktarda NO mitokondrilerdeki dioksitleri yok etmekte ve
spermatozoonlarin 6liimiine neden olmaktadir (Srivastava et al., 2006). Ancak NO
stres oksidasyonu ve peroksidasyonun azaltilmasinda ilging bir rol oynamaktadir.
NO ile stres oksidasyonunda iiretilen siiperoksit anyonlar1 (O;) oKksijene
baglanarak peroksinitrit (ONOO-) iiretilip peroksidasyonu indirgemektedir (Sekil
5.4). Dolayisiyla sperma Olimiine yol agan siiperoksit anyonlar1 ortadan
kaldirilmaktadir. NO Fe** iyonu biyolojik reaksiyonunda Fe** ‘ye indirgenmistir.

Akrozom reaksiyonu engellenen Fe** azaltilarak dollenmeyi kolaylastiriimaktadir.

Lirga
L-armilhiifie— carbamoy|
phosphate
rv—— DRNITHINE
- TRANSCARBAMYLASE
MO
L-arginine = L-zitruline
s NS ]

I /f

Argining-
succinate

L-airgiriine
[L-ornithing + L-citrulline)

Giobal Arginine Bicavallability Ratio (GABR) =

Sekil 5.4. L-arjinin’den Nitrik Oksit metabolizmasi.

Nitrik Oksit(NO) ile siiperoksit anyonlarindan (O elde edilen peroksinitrit
(ONOO") giiglii bir antioksidandir. Bu antioksidanlar, stres ve diger
oksidasyonlara karsi tepki vermektedir (Ignarro, 2000; Akyol et al., 2001).

Nitric oxide + Superoxide anion — Peroxynitrite
(NO-) (Oz) (-ONOO™)

Sekil 5.5. Nitrik Oksit ve stiperoksit anyonu reaksiyonu.

Diger yandan cGMP (cyclic guanosine monophosphate) sentezini
tyilestirilip enerji kaynaklari (ATP) yiikseltilmektedir. NO spermatozoonlarin
mitokondrilerinde glikoz metabolizmasin1 arttirmaktadir. Dolayisiyla enerji
eksikligi yiiziinden sperma motilitesi kaybin1 da ortadan kaldirmaktadir (Srivatava

et al., 2006).
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5.5.2. Polyaminler: spermin, spermidin ve putresin

Polyaminler kiigiik polikatyonlardan olugmaktadir. Spermin, sperdimin ve
putresin olmak iizere polyaminler, metabolizma ve hiicre biiytimesi gibi gerekli ve
onemli hiicrelerin islevleriyle ilgilidir (Yuan et al., 2018). Spermin, spermidin ve
prutresin boga, kog¢, horoz ile diger hayvanlar tiirlerinde spermatozoon olmak
tizere hiicrelerin c¢ogunda bulunmaktadir. Bdylece sperma kalitesi ile
polyaminlerin konsantrasyonu arasinda olumlu bir iliski bulunmustur. Yiiksek
oranda hareket eden spermatozoon iceren spermanin, fazla spermin igerdigi
belirtilmistir. Bir bagka deyisle spermin spermatozoonlara hareketlerinde
saglamasinda 6nemli rol oynamaktadir (Melendrez et al., 1992). Polyaminler
ozellikle, spermin ve spermidin, bakterilerin ¢ogalmasini kontrol etmektedir.
Spermin ve spermidin her tiirlii strese karsi1 diren¢ kazandirmakta ve hiicrelerin

olimiini engellemektedir (Singh et al., 2017).

Polyaminler, L-arjinin metabolitlerden biri olan &zellikle ornitin’den elde
edilmektedir. L-arjinin arjinaz enzimi tarafindan parcalanip ornitin ile iire
uretilmektedir. Daha sonra Ornitin dekarboksilaz Ornitin’1 degistirerek putresin
uretilmektedir. Putresin, asetilpolyamin oksidaz enzimi ile spermin ve spermidine
dontstiirilir (Sekil 5.6).

Spermin hem hiicre igindeki hem de hiicre disindaki gesit oksidasyonlarin
drettigi ROS oranmmi azaltmaktadir. Tim oksidasyon tiirlerinin diizeyi
indirgenerek, spermin bir anlamda hyperaktivasyonu dnlemektedir. Diger yandan
spermin sperma motilitesini iyilestirmedigi halde DNA biitiinliigli, membran
biitiinliigi ve spermatozoon canliligini korumaktadir (Setyawan et al., 2016).
Spermin cAMP, enerji kaynagi inisiasyonunda (hazirlanmasinda) 6nemli goérev

yapmaktadir.
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Sekil 5.6 L-arjinin’den spermin ve spermidin metabolizmasi.
L-Arginine

arginase

Urea + Ornithine

uredase

Y
NH, + CO,
2-oxoglutarate

NADPH

glutamate dehydrogenase

NAD"
\/

L-Glutamic acid

Sekil 5.7 L-arjinin’den L-glutamik asit tiretimi.
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5.6. Sperma Uzerinde Kullanilan L-arjinin Dozlar

L-arjinin’in etkilerine bakabilmek tiizere iki farkli yontem kullanilmigtir.
Bunlar hayvan viicuduna L-arjinin enjekte edilmesi (Ozer Kaya, et al., 2019;
Zhang et al., 2019; Ozer Kaya et al., 2020), yemlere katilmasi (Ahangar et al.,
2017) ve ejakulata L-arjinin ilave edilmesidir (Ozer Kaya vd., 2018).

Hayvanlara L-arjinin verebilmek i¢in ya yem ile karigtirmak ya da
enjeksyon yolu ile hayvan viicuduna vermek gerekir. Horozlarda 2.33 g/kg L-
arjinin yemle karistirarak bir yanda sperma hacimi ile motilitesi ve obiir yanda
testis agirhigm arttirdigi saptanmistir (Ahangar et al., 2017). Koglarda ise 7 hafta
boyunca 5 mg/kg L-arjinin iki giinde bir ve kas i¢inde enjekte edilerek ereksiyon
siiresi ve anormal spermatozoon orani diisliriilmiistiir. Ayn1 zamanda, sperma
motilitesi, sperma yogunlugu ve membran biitiinliiglinli arttirdig1 saptanmistir
(Ozer Kaya et al., 2019). Ancak Benedetti et al. (2012) anormal spermatozoon
orani ile oksidatif stres arasinda énemli iligki bulundugunu bildirmistir. Bagka bir
deyisle spermada anormal spermatozoon orani yiiksek oldugunda, oksidatif stres

diizeyi de yliksek demektir.

Ozer Kaya vd., (2018)’in Akkaraman koglar1 iizerinde yaptig1 bir calismanin
sonucuna gore ¢esitli L-arjinin dozlar1 spermalara ilave edilerek en uygun doz 5.
10* M bulunmustur. Bu L-arjinin dozu ile hem sperma motilitesi hem membran

biitiinliigli olmak tizere sperma kalitesinin iyilestirilebilecegi belirtilmistir.

Mandalarda yapilan bir arastirmada, sperma dondurulmak iizere 10° M
oraninda L-arjinin sulandirictya katilarak dondurulmus, daha sonra ¢oziilmiis
sperma Ozellikleri (sperma motilitesi, 6lii spermatozoon orani (%)) saptanmis ve
bu 6zellikleri 1yilestirdigi belirlenmistir (Siddique and Atreja, 2013). Bogalarda da
1 mM L-arjinin spermalara katilarak sperma kapasitasyonu, motilitesi, canli
sperma orani ve membran biitiinliigiini gelistirdigi gézlenmistir (Maciel Jr. et al,
2018). Dolayisiyla daha onceki caligmalara dayanarak kiiciikbas hayvanlarda
ozellikle koyunlarda sperma dondurulmasinda en uygun L-arjinin dozu 0.5 mM
olarak belirtilmistir. Bilyiikbas hayvanlarda ise en uygun L-arjinin dozu 1 mM

olarak tanimlanmustir.
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6. HYALURONIDAZ ENZIMININ TANIMI VE ISLEVLERI

Hyaluronidaz, bir endoglycosidaz olan ve glikosaminoglikanlar o6zellikle
hyaluronik asidi (hyaluronan) parcalayabilen bir enzimdir. Deri ve bag dokusunda
gecirgenligin yiikseltilmesi kabiliyetine sahip olan hyaluronidaz, ko¢ ve bogalar
olmak iizere memeli hayvanlarin ¢ogunun testislerinde yiiksek miktarda bulunan
bir enzimdir (Necalas et al., 2008; Cavallini et al., 2013; Lafarge, 2018; Uggiil
vd., 2018). Hyaluronidaza ii¢ farkli tiirde rastlanmaktadir. Bunlar, memeli
hayvanlar, bakteriler ve siiliiklerdir (Sekil 6.1 — 6.3). Ancak bu hyaluronidaz
cesitleri birbirlerinden hem yap1 bakimindan hem de hyaluronik asit pargalama

bicimleri bakimindan farklidir (Sekil 6.4).

oo —eri S

NHCOCH,

Sekil 6.1 Memeli hayvanlarda hyaluronidaz (Cavallini et al., 2013)

cn,on COOH CH,0H
[} O OH
+ OH -
HO
NHCOCH; OH NHCOCH

Sekil 6.2 Bakterilerde hyaluronidaz (Cavallini et al., 2013)

CH;OH

NHCOCH NHCOCH,

Sekil 6.3 Siiliiklerde hyaluronidaz (Cavallini et al., 2013).

COOH CH;0H COOH CH,0H
) 0 o 0
OH ) o OH 0 o
o HO HO
OH NHCOCH, OH NHCOCH,
2

1

Sekil 6.4 Farkli hyaluronidazlarin parcaladigi yerleri (Cavallini et al., 2013).
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6.1. Memeli Hayvanlarda Hyaluronidaz

Memeli hayvanlarda, hyaluronidaz enzimi, organ ve dokularin ¢ogunda
bulunmaktadir. Hem erkek iireme organlarinda (testisler) hem de disi ilireme
organlarinda (yumurtalik yolu), karaciger ile kan serumunda hyaluronidaz
bulunmaktadir (Marei et al.,, 2016; Meyer, 2001; Martin-DelLeon, 2010).
Memelilerde bulunan hyaluronidaz, bir glikosidaz enzim tiirii olan hyaluronik
asidi tetrasakaritlerden pargalamasinin disinda kondroitin, kondroitin-4,6-siilfat,
ve dermatan siilfat pargalayabilmektedir (Martin-DelLeon, 2010; Cavallini et al.,
2013). Ancak basta yumurtalik yolu olmak iizere somatik dokularda iki farkli
hyaluronidaz enzimi bulunmaktadir. Birincisi; hyaluronidaz 1 (hyal 1) ve ikincisi
ise hyaluronidaz 2 (hyal 2)’dir. Bu iki hyaluronidaz 1 ve 2 gorevlerinde
tamamlayici olarak caligmaktadir. Hyal 1 ve hyal 2 biiyiik molekiil hyaluronik
asit, tetrasakaritlerden par¢alanmaktadir. Ancak hyal 2 hyaluronik asit lerin kii¢iik
pargalarini hiicrelerin i¢lerinde tasidiktan sonra hyal 1 elde edilen bu parcalar

kullanilarak tetrasakaritleri tiretmektedir (Marei et al., 2016).

6.2. Hyaluronidaz Enziminin Kullamim Alanlari

Hyalunoridaz enzimi ¢ok ¢esitli alanda kullanilmaktadir. Bu alanlardan biri
olan tipta, doku veya hiicrelerde ilaglarin hizli ulasmasi i¢in hyaluronidaz ile
ilaglar karigtirilarak kullanilmaktadir (Cavallini et al., 2013). Estetik alanda,
hyaluronik asit cildin parlaklastirilmasi, su tutulmasi ve yavas yaslanmasinda
onemli gorev yapmaktadir. Boylece, insanlar cildini her zaman parlak tutabilmek
i¢in eksojen hyaluronik asidi enjeksiyonu yaptirmaktadir. Ancak hyaluronik asitin
(hyaluronan) etkilerini azaltmak ya da yok etmek i¢in deri altina hyaluronidaz
enjekte edilmektedir. Ureme alaninda, seminal plazma viskozitesini azaltmak
lizere alinan spermalar hyaluronidaz iceren maddeler ile sulandirilmaktadir

(Kerzhaw-Young et al., 2013) .

6.3. Hyaluronidaz’in Etki Mekanizmasi

Memeli hayvanlarda bulunan hyaluronidaz bir glikosidaz tiirii olan ando-§3-
N-asetilhekzosaminidazdir. Bu hyaluronidaz tiirli, hyaluronik asidin B-1,4-
glycosidik baglantilar1 parcalayarak tetrasakkaritleri iiretmektedir. Ancak memeli

hayvanlarin hyaluronidaz enzimi hyaluronik asit parcalanmasinin disinda
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kondroitin, kondroitin-4,6-siilfat ve dermatan siilfat parcalanmasi kabiliyetine
sahiptir. Bu hyaluronidaz tiirii, memeli hayvanlarin spermatozoon, lizozom, yilan,
siirlingen ve boceklerin zehirlerinde bulunmaktadir. Spermatozoon akrozomunda
bulunan hyaluronidaz asit ve nétr ortamlarinda etkili olabilen bir hyaluronidazdir

(Martin-DeLeon, 2010).

6.4. Sperma Uzerinde Hyaluronidaz Enzimi Kullanim Miktar

Hyaluronidaz, iireme alaninda, en 6nemli enzimlerden bir tanesidir (Lourens
et al., 1972; Kaymakgi, 2016). Ancak spermanin dondurulmas ile ilgili ¢ok az
caligma gergeklestirilmistir. Alpakalarin seminal plazma vizkozitesini azaltmak
icin 20 pL hyaluronidaz ile sperma enkiibasyon edilmistir. Bu dozda sperma
parametreleri (DNA biitiinliigii) higbir zarar gérmemistir (Kershaw-Young et al.,
2013). Dolayisiyla teke spermasinin dondurulmasinda seminal plazmanin zarar
gordiigi saptanmustir. Seminal plazmanin ayrilmasi i¢in spermanin yikanmasi
yararlt bulunurken (Cortel et al., 1980), kimi arastirmacilar sperma yikamanin
zararl1 oldugunu belirtmistir (Ustiiner vd., 2010). Ritar and Salomon (1982)’a
gore yikamanin etkili olmasi i¢in, spermay1 21 defa sulandirmak gerekmektedir.
Spermanin yikanmasi veya santrifiijii yerine 20 pL hyaluronidaz enzimi
kullanilabildiginden daha etkili, hem de zaman kaybi azaltilmaktadir.
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7. ARJININ VE HYALURONIDAZ ENZIiMi KOMBINASYONU

L-arjinin ve hyaluronidaz enzimi, teke spermasinin dondurulmasinda biiyiik
onem tasimaktadir. L-arjinin, peroksidasyonu indirgenip enerji saglarken
hyaluronidaz seminal plazmanin vizkozitesini azaltir ve dolayisiyla dondurmanin

olumsuz etkisini azaltmaktadir.
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8. TARTISMA VE SONUC

L-arjinin ile metabolitleri (Nitrik Oksit (NO), spermin, spermidin) ve bazi

antioksidanlarin spermanin dondurulmasinda motilitenin korunmasi ve lipid

peroksidasyonunun indirgenmesi 6zelligi gizelge 8.1 ve 8.2'de 6zetlemistir.

Cizelge 8.1 Sperma dondurulmasinda bazi antioksidanlarin etkileri

Maddeler Tiir Yontem | Kullanilan Elde edilen sonuglar Kaynaklar
dozlar Tleri Toplam | Peroksidasyo
yonelik Motilite n Diizeyi
Motilite (%) (nmol/ml)
(%)
Metionin | Ankara Alinmig | 2.5%;5;10 | 16.7vs [45.1vs63.6| 25vs3.1 Tuncer et
kegisi spermaya mM 16.2 al., 2010
ilave
edilmis
Gliitation | Horoz Alinmis 0.5;1;2; | 23.3vs [51.7vs58.8| 3.3vs2.3 Masoudi et
spermaya | 4*; 8 mM 29.6 al., 2019
ilave
edilmis
Selenium Sigir Almmis | 0.5;1*; 1.5 | 43.33 vs 69.53 vs 45.4 | Khalil et al.,
nano spermaya pg/ml 65 2019
partikiil ilave
edilmis
Coenzym | Horoz Alinmig 1;2*uM | 25.4vs |53.6vs56.9| 2.57vs1.86 | Masoudi et
Q10 spermaya 29.5 al., 2018
ilave
edilmis
Taurin Koyun Alinmig 40mM 56,94 vs Banday et
spermaya 66,66 al., 2017
ilave
edilmis
kuersetin |  Koyun Alinmig Spg/ml 56,94 vs Banday et
spermaya 62,22 al., 2017
ilave
edilmis
Gliitation | Koyun Alinmis 5mM 56.96 vs Banday et
spermaya 53.37 al., 2017
ilave
edilmis
Coenzym Kegi Allnmis | 0.5;1*%; 1.5 | 27.8vs |43.6vs53.4| 24vsl6 Yousefian
Q10 spermaya uM 31.2 etal., 2018
ilave
edilmis
Lycopen | Kesmir Almmis | 0.5;1%;2;4 38.38 vs Renetal.,
kegisi spermaya mg/ml 52.04 2018
ilave
edilmis
Alfa Kesmir Alimmis | 5; 10%; 15; 37.8vs Renetal.,
lipoik kegisi spermaya | 20 ug/ml 50.71 2018
asid ilave
edilmis

*: en yiiksek sonug veren doz; sperma motilitesi ve peroksidasyon diizeyi: kontrol grubunun degeri
vs muamele grubunun degeri.
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Cizelge 8.1’in degerlendirilmesinde, bazi antioksidanlarin etkilerini
cikartabilmek i¢in muamele grubunun degerinden (M) kontrol grubunun degeri
(K), ( M-K) ¢ikarilmistir. Spermanin dondurulmasinda, sulandiricilara antioksidan
eklenmesi sperma ileriye yonelik motilite ve sperma toplam maotilitesinde % -0.5
ila 21.67 ve % -3.59 ila 18,5 sirasiyla artis saglanmistir. Lipid peroksidasyonu ile
ilgili ise metionin diginda diger antioksidanlarda -0.6 ila 24.13 nmol/ ml bir diisiis
gbzlenmistir. Ancak genel bir bakis ile Cizelge 10. 1’e bakildiginda Angora teke
spermasinda metionin eklenmesi kontrol grubuna goére % 18.5 ekstra sperma
toplam motilite saglarken sperma ileriye yonelik motilitesinde % 0.5 disiis

gozlikmiis ve lipid peroksidasyonunda 0.6 nmol/ml bir artig izlenmistir.

Cizelge 8.2 Sperma dondurulmasinda L-arjinin ve metabolitlerin etkileri

Maddeler Tiir Yontem Kullanilan Elde edilen sonuglar Kaynaklar
dozlar fleriye Toplam | Peroksidas
yonelik Motilite yon
Motilite (%) Diizeyi
(%) (nmol/ml)
Arjinin Manda | Alinmis 1mM 32.33vs | 4.41vs3.5 | Siddique
spermaya 38.33 and Atreja,
ilave 2013
edilmis
Arjinin | Koyun | Alnms | 0.1;0.5%; 1; 40 vs 55 Ozer Kaya
spermaya 5;10 mM vd., 2018
ilave
edilmis
Arjinin | Nellore | Alinmis 1mM 55 vs Maciel Jr.
sigirt | spermaya 67.5 et al, 2018
ilave
edilmis
Spermin | Manda | Alinmis 10 uM 32.33 vs 4.41vs Siddique
spermaya 43.33 3.11 and Atreja,
ilave 2013
edilmis

*: en yiiksek sonug veren doz; sperma motilitesi ve peroksidasyon diizeyi: kontrol grubunun degeri
vs muamele grubunun degeri.

Cizelge 8.2’nin degerlendirilmesinde, L-arjinin ve metabolitlerin etkileri
c¢ikartabilmek i¢in muamele grubunun degerinden kontrol grubunun degeri ( M-K)
cikarilmistir. Sperma dondurulmasinda, L-arjinin ve metabolitleri sperma toplam
motilitesinde % 6- 15 artis saglamistir. Lipid peroksidasyonu ile ilgili L-arjinin ve

metabolitleri kullanarak 0.91- 1.3 nmol/ 10 hiicre bir azalma gézlemlenmistir.

Cizelge 8.1 ve 8.2 karsilastirildiginda, L-arjinin ve metabolitlerinin etkileri

sperma motilitesini % 6 ila 15 diizeyinde artirirken antioksidanlarin etkileri ile % -
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3.59 ila 18.5 diizeyde sperma toplam motilitesi ve % -0.5- 21.67 diizeyde sperma
progresif motilitesi saglanmistir. Lipid peroksidasyon ile ilgili ise L-arjinin ve
metabolitleri 0.91 ila 1.3 nmol/ 10° hiicre azattirken antioksidanlar -0.6 ila 24.13
nmol/ ml azaltmistir. Genellikle L-arjinin ve metabolitleri gerek sperma motilitesi
gerekse lipid peroksidasyonu olumlu sekilde etkilerken bazi antioksidanlar hem
sperma motilitesini hem de lipid peroksidasyonunu iyilestirmekten ¢ok olumsuz
yonde etkilemistir. Ote yandan, antioksidanlarda en iyi sonug verenler kiiciik
agirhik molekiillerden olusanlardir. Dolayisiyla Nitrit Oksit (NO) ve spermin
biyolojik yolu ile iiretilen L-arjinin, kendisi biiylik molekiil olsa da kiigiik agirlikli

molekiiller uretebilmektedir.

Dondurulmus spermada iki tiirlii peroksidasyon; (seminal plazmada ve
spermatozoon i¢inde), ortaya ¢ikmaktadir (Setyawan et al., 2016). Dondurmada
kullanilan en gii¢lii antioksidanlar, taurin, likopen ve glutathion (Benedetti et al.,
2012) seminal plazmadaki peroksidasyonu (ki membran biitiinliigli bozuklarindan
sorumlu), azaltmaktadir (Ren et al., 2018; Bandy et al., 2017; Masoudi et al.,
2019). L-arjinin seminal plazmadaki peroksidasyonu azaltabilmek veya yok
edebilmek i¢in iretilen spermin ve seminal sivisinda bulunan PDC 109 proteini
ile baglanir (Singh et al., 2017). Spermatozoon igindeki peroksidasyon DNA
bozuklari, sperma motilitesi kaybi1 ve hyperaktivasyondan sorumludur. Ancak
sperma toplam motilitesi veya CASA (Computer Asistance Semen Analysis) ile
saptana motilite spermadaki spermatozoonlarin bas sallama, titreme, dairesel
hareket, ilerleme ve gerileme hareketleri sayilmaktadir (Setyawan et al., 2016).
Istenen diizeyde dolleme elde edebilmek icin sadece ileriye yonelik hareket eden
spermatozoonlar gerkmektedir (Kaymakci, 2016). Baz1 antioksidanlar az da olsa
ileriye yonelik sperma motilitesi saglamaktadir. Kegilerde coenzyme Q10 (% 31.2
vs 27.8) (Yousefian et al., 2018), bogalarda selenium nanoparticles (% 65 vs
43.33) (Khalil et al.,2019) ve horozlarda glutathion (% 29.6 vs 23.3) ve
Coenzyme Q10 (% 30.2 vs 25.4) (Masoudi et al., 2018; 2019) iyilestirirken
tekelerdeki methionin gibi bazi antioksidanlarin motiliteyi azalttigi (% 16.2 vs
16.7) bildirilmektedir (Tuncer et al.,, 2010) azaltmistir. Funashi (2002)
sulandiricilara L-arjinin eklenmesinin Nitrit oksit (NOs) enzimini uyararak Nitrik
Oksit (NO) iiretimine neden oldugu saptanmistir. L-arjininin iretildigi Nitrik

Oksit bir yanda peroksitler veya reaktiv oksijen tiirleri ile baglanarak lipid
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peroksidasyonunu engellemektedir. Bu reaksiyon sonunda elde edilen
peroksinitrit (ONOO), giiclii antioksidan olup sperm kapasitasyonunda ve
akrozom reaksiyonunda 6nemli gorev yapmaktadir (Ignarro, 2000). Diger yandan

Nitrit Oksit sperma motilitesini saglamak i¢in enerji kaynagi sunmaktadir.

Oncelikle teke spermasi basta olmak iizere tiim kiiciikbas hayvanlarin
spermasinin dondurulmasini olumsuz etkileyen unsurlardan en énemlisi ek tireme
bezleri tarafindan tiretilen seminal plazmadir. Seminal plazmada bulunan enzimler
ozellikle fosfolipaz A ile yumurta saris1 reaksiyonu, lizolesitini iiretmektedir.
Lizolesitin spermatozoonlar i¢in O6liimciildiir (Roy, 1957; Ritar and Salomon,
1982). Dolayisiyla seminal sivinin spermatozoonlardan ayrilmasi gerekir (Tabarez
et al.,, 2017). Seminal sivinin etkisini yok edebilmek igin, 11 ¢ift veya 21 kez
sperma yikamasi gerektigi belirtilmistir (Ritar and Salomon, 1982). Seminal
plazmanin temel gorevi; spermatozoonlar1 beslemek ve korumaktadir (Kaymaket,
2016). Seminal plazmanin gerek besleyici ve koruyucu etkilerinden
faydalanabilmek icin gerekse dondurulma esnasindaki olumsuz etkisini yok
edebilmek i¢in, Kershaw-Young et al. (2013) sulandiricilara 20 uL hyaluronidaz

enzimi ekleyerek ¢oziim bulmuslardir.

Sonug olarak teke basta olmak iizere kiigclibas hayvanlarin spermasinin
dondurulmasinda sulandiricilara 0.5 mM L-arjinin ile 20 uL hyaluronidaz ilavesi,

cozdiiriilmiis sperma parametrelerini iyilestirilebilmektedir.

Bu calisma baglangigta kontrol ve muamele gruplarinin oldugu bir deneme
sekilde planlanmistir. Ancak gerek diinyada Covid-19 (Korona) nedeni ile
planlanan arastirma derleme haline doniistiirmiistiir. Konuyla ilgili yerli ve

yabanci bilimsel makaleler taranarak ¢alisma kaleme alinmistir.
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9. ONERILER

Ciftlik hayvanlarinda tireme iizerinde bilinen ya da bilinmeyen ¢ok sayida
kalitsal ve ¢evresel etmen vardir. Yapay tohumlama ¢alismalarinda amag; bilinen
cevresel etmenleri aza indirerek en yiiksek gebelik orani ve bunun sonucunda
yavru elde etmektir. Ancak, kii¢iikbas hayvanlarda dondurulmus- ¢ozdiiriilmiis
sperma ile tohumlanmis disilerden elde edilen gebelik orani oldukg¢a diisiiktiir. Bu
sorunun ¢oziimii, biylik Ol¢iide, sperma kalite ve kullanilan sulandirici ile
dondurna yontemiyle yakindan iligkilidir. Bu nedenle yukarida belirtilen

konularda ¢ok sayida arastirma yapilmasinda yarar vardir.

L-arjinin ile hyaluronidaz birlikte, seminal plazmadaki peroksidasyon,
dondurulma- ¢ozdiiriilme stresini azalttigit ve ¢oOzdiiriilmiis sperma Kkalitesini
yiikselttigi saptanmistir. Dolayisiyla, spermasinin dondurulmasinda sulandiricilara
0.5 ml L-arjinin ile 20 uL hyaluronidaz ilavesi, ¢ozdiiriilmiis sperma kalitesi

tyilestirilebilir.

Farkli dozlarda L-arjinin ve hyaluronidaz kullanimin dondurulmus sperma

kalite ozelliklerin lizerindeki etkileri mutlaka incelenmelidir.

Son olarak da likopen ile papainin sulandiriciya eklenmesi konusu da goz

ard1 edilmemelidir.
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Rouchdane GBADAMONST’ na;

Sabir  gosteren  sevgilim  Naguibath KPARAKPE’ne, gésterdiginiz
fedakarliklarin bosa diismedigine emin olun, kanit bu tez calsmasidir.

Fedakarliklariniz icin tesekkiir kelimeleri bulamiyorum. Allah razi olsun.

Basta egitim ve barinma olmak {izere birgok olanak Saglayan tim Tirkiye
vatandaslarina, 6zellikle Tiirkiye Cumhuriyeti devletine sonsuz tesekkiir ederim.

08/09/2020

|
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Awo Abdoulaye GBADAMONSI
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OZGECMIS

Awo Abdoulaye GBADAMONSI, 27.01.1992 tarihinde Akpero (Benin)’de
dogdu. Ilkokulu Sakabansi Ilkogretim okulunda 2004 yilinda tamamladi. Ortaokul
ve lise egitimleri 2008 ve 2012 yillarinda Nikki devlet 6gretimleri 2 ve 1 sirasiyla
Nikki’de tamamladi. 2012- 2015 yillarinda Parakou Universitesine giderek Ziraat
Fakiiltesi Zootekni Boliimiinde egitimine baslamistir. 2015 yilin sonunda
Mouvement Wanrou Kossa ciftliginde 3 aylik staj yapti. 2016 yilinda Pic sarl
ciftligi Sirarou’da ve Okunlola ¢iftligi Komiguea’da ¢alisti. 2016- 2017 egitim-
Ogretim yilinda Sirarou’da biyoloji 6gretmeni olarak kamuda ¢alisti. 2017- 2018
egitim- 6gretim yilinda Tiirkce Ogretim Merkezinde Tiirkce dili 6grendi. 2018
yilinda Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiine giderek Zootekni Béliimii
Hayvan Yetistirme ve Islaht Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans §gretimine basladi

ve egitimini tamamladi. Fransizca ve Ingilizce bilen Awo, bekardur.

Bilimsel alanda, “’Genglerin Kirmiz1 Et Tiiketim Tercihlerinin Analizi: Ege
Universitesi Ogrencileri Ornegi’® bashikli arastirma makalesi ve ¢’kiiciikbas
Hayvanlarda Yapay Tohumlamanin Gebelik ve D&l Verimi Uzerine Etkileri’’
baslikl1 bildirilerde yazarlardan biri olarak yer almistir.



