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OZET

Bu calismada tek basina ya da 1 mM sistein ile kombine edilen alabalik seminal
plazmasimin (ASP) farkli dozlarinin (%0, %1, %10, %15) ko¢ spermasinin dondurulmasi
ve eritme sonrasi inkiibasyon direnci iizerine etkilerinin belirlemesi amaglanmstir.
Sperma, on bas Kivircik 1rki kogtan elektro-ejakiilator ile gilin asir1 alindi ve birlestirildi
(pooling). Pooling sonrasi ortalama motilite, plazma membran biitiinliigii, akrozom ve
DNA hasar oranlar1 sirasiyla %83,00; %89,80; %8,20; %3,40 olarak degerlendirildi.
Pooling sonrasi sekiz esit hacimde boliinen sperma, %0, %1, %10, %15 oraninda ASP
iceren sisteinli ve sisteinsiz sulandiricilarla final hacim 1:5 (sperma/sulandirict) olacak
sekilde sulandirildi ve sicakligi bir saat ig¢inde 5 °C’a indirildi. Ardindan
spermaya %0, %1, %10, %15 ASP ilave edilen sisteinli ve sisteinsiz sulandiric1 B (%6
gliserol) eklenerek iki saat boyunca ekilibrasyona birakildi. Ekilibrasyon sonrasi sperma
0,25 mLhacimli payetlere ¢ekilerek programlanabilir dondurma cihaziyla donduruldu ve
s1v1 azot tankinda saklandi.

Eritme sonrasi ve inkiibasyonun 3 ila 5. saatlerinde motilite, HOST, akrozomal hasar
ve DNA hasar1 oranlar1 saptandi. Eritme sonrasi ve inkiibasyonun 3. saatinde motilite ve
plazma membran biitiinligiiniin %10 ASP-sistein igeren sulandirict ile daha yiiksek
oranda korundugu saptandi1 (P<0,05). En diisiik akrozom hasar1 %10 ASP-sistein i¢eren
gruptan elde edilirken; en diisiik DNA hasar1 yalnizca %10 ASP iceren gruptan elde edildi.
Inkiibasyonun son saatinde ise %10 ASP’nin sistein ile kombine edilmesinin tiim
spermatolojik parametreler ile beraber DNA hasari1 oraninin korumasinda da daha etkili
oldugu gozlendi.

Sonug olarak, ko¢ sperma sulandiricisina gesitli dozlarda eklenen ASP ve sisteinin
eritme sonrast incelenen spermatolojik parametreler iizerine koruyucu etkilerde
bulundugu kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Kog¢ spermasi, Dondurma, Alabalik Seminal Plazmasi, Sistein
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SUMMARY

The aim of the current study was to evaluate the effect of unaccompanied or cystein
(1 mM) combinated Rainbow Trout’s Seminal Plasma’s (RTSP) doses (0%, 1%, 10%,
15%) on cryopreservation and incubation resilience of ram semen. Ram semen was
collected from ten Kivircik rams via electroejaculator every other day and then collected
semen was pooled. After pooling procces the mean of motility, plasma membrane integrity,
acrosome defect and DNA fragmentation rates were detected as 83,00%; 89,80%; 8,20%
and 3,40% respectively. After pooling process semen was divided into eight equal
volumes and diluted with extenders which containing different doses of RTSP (0%, 15,
10%, 15%) and cysteine (0 mM, 1 mM). Diluted samples were cooled to 5 °C in an hour
and rediluted with extender containing 0%, 1%, 10%, 15% RTSP (with or without cystein)
and 6% glycerol before two-hour equilibration. After equlibration, semen were placed into
0,25 mLfrench straws and frozen with a programmable freezing device and they were
stored in liquid nitrogen tanks.

Motility, HOST, defected acrosome and DNA fragmentation rates were assessed
after thawing, 3" hour and 5™ hour of incubation. It is detected that the extender containing
10% RTSP-cysteine was more protective on motility and plasma membrane integrity after
thawing and 3" hour of incubation (P<0,05). Although the least defected acrosome rates
were detected with 10% RTSP-cysteine containing group, the least DNA fragmentation
rates were observed with only 10% RTSP group. At the end of incubation, it is observed
that the 10% RTSP-cysteine combination is more efficient for protecting all
spermatological parameters without excepting DNA integrity.

It was a reached conclusion that, supplementation of RTSP and cystein have a
protective effect on cryosurvival of ram semen and on assessed spermatological
parameters.

Key words: Ram semen, Cryopreservation, Rainbow Trout Seminal Plasma, Cysteine
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1. GIRIS

Tiirkiye cografi sartlar1 ve iklim kosullar1 bakimindan biiyiikbas ve kiigiikbas
hayvancilik i¢in uygun ortama sahiptir. Ciftlik hayvani yetistiriciligi; tilkemizin kendi
hayvansal gida gereksinimini ve hayvancilia dayali sanayi i¢in ham madde ihtiyacini
saglayabilmesi bakimimdan énemlidir. Ulkemizde 2018 TUIK verilerine gére 35 milyon
195 bin bag koyun bulunmakta ve bu koyunlarin 2.681.679°1 et, siit verimi yiiksek ve bir
batinda daha fazla yavru veren kiiltiir irki koyunlardan olusurken; 32.513.293°1 ise ¢evre
kosullarina direncli ancak verim miktar1 diisiik olan yerli koyun irklarindan olusmaktadir.
Mevcut koyunlardan 2018 yilinda 100.831 ton et, 1.446.270,5 ton siit ve 66.427,537 ton
yiin iiretilmistir (TUIK 2018). Tiim bu bilgilerin 1s131nda, iilkemizde koyun varliginin
yeterli ancak koyunculuktan elde edilen iiriin miktarinin beklenilen diizeyin altinda oldugu
yorumunu yapmak olasidir. Bu nedenle, koyun basina diisen et, siit, yapagi vb. verimleri
artirmak, uygun damizlik koclar kullanilarak devamli ve etkin bir 1slah politikas1 ile

olasidir.

Etkin bir 1slah i¢in, kaliteli disi damizliklarin kaliteli erkek damizliklarla
ciftlestirilmesi gerekmektedir. Bu amagla, kiigciikbas hayvan iiretiminde genel olarak
tercih edilen dogal agim ve elde sifat yonteminin dezavantajlarini su sekilde siralayabiliriz:

e Degerli koclarin fizyolojik sinirlar1 igerisinde ¢iftlesebilecegi koyun sayist sinrlt

kalmaktadir,

e Koglarin bakim ve idaresi ekstra altyapu, is¢ilik ve yem giderine neden olmaktadir,

e Konvansiyonel ¢iftlestirme yonteminde, genellikle koglarin fertilizasyon yetenegi

ile ilgili bir 6n fikir edinilememektedir,

e Kogclarin transferinin kiilfetli olmasinin yani sira yasam Omiirleri simirl

kalmaktadir,

e Konvansiyonel ¢iftlesme sirasinda siirii iginde veneral hastaliklarin yayilma riski

bulunmaktadir.



Yirminci ylizyilin baslarinda, yukarida s6zii edilen geleneksel ¢iftlestirme yonteminin
dezavantajlarin1 elimine etmek amaciyla ilk biyoteknolojik gelisme olarak, suni
tohumlama kullanim alani bulmustur (Hafez 1993; Moore ve Hasler 2017). Suni
tohumlama yonteminin kullanilmaya baslandig1 ilk yillarda, sperma taze olarak
kullanilmakta ve alinan ejakiilatin tiimii yalnizca bir disi hayvanin tohumlanmasinda
kullanilmaktayd1 (ileri ve ark., 2000; Moore ve Hasler 2017). Zamanla taze sperma ile
birden fazla hayvanin tohumlanmasi ile de basarili gebelik sonuglar1 alindig1 goriilmdis,
ancak, bu yontemle de tohumlanan disi hayvan sayisi ancak belli bir diizeyde
artirilabilmistir (Moore ve Hasler 2017). Sperma sulandiricilarinin gelistirilmesi ile
ejakiilatlar sulandirilarak, hacimce artirilmig ve bir hayvandan alinan sperma ile ¢ok

sayida disinin tohumlanmasina olanak saglanmustir (Ileri ve ark., 2000).

Islah c¢aligmalarinin etkin bir sekilde yapilabilmesi i¢in kaliteli damizlik erkek
hayvanin genetik materyalinin yaygin bir sekilde sahaya aktarabilmesi gerekmektedir.
Ancak bu durum, damizlik bir erkek hayvandan alinan sperma ile fazla sayida disinin
tohumlanmast ve bu genetik materyalin uygun sekilde transportu ile olasidir. Bu
gereksinimlerden yola ¢ikarak ilk olarak spermanin uygun sulandiricilar ile hacminin
artirllmast basarilmig, boylece tek ejakiilat ile fazla sayida koyunun tohumlanmasina
olanak saglanmistir (Hafez, 1993; ileri ve ark., 2000). Fakat spermanin yalnizca
sulandirilmasi; s6z konusu kaliteli damizlik koglarin daha genis kitlelere ulastirilmasi
noktasinda yetersiz kalmistir. Koglarin transportunun zorlugu ve bu tasinma esnasinda
olusacak transport stresine bagli olarak libido eksikligini elimine etmek amaciyla, koglarin
kendisi yerine genetik materyalinin (semen) aktarimi alternatif olarak ortaya ¢ikmistir
(Moore ve Hasler 2017). Ancak spermanin hem ejakiilasyon sonrasi kisa bir yasam
Oomriine sahip olmast hem de dis faktorlerden kolaylikla etkilenmesinden dolay1
spermanin transportu sinirl diizeyde kalmigtir. Bu nedenle spermanin genis bir alana
aktarilabilmesi ve istenilen siire boyunca canli ve fertil olarak saklanabilmesi igin
spermatozoon metabolizmasmin geri doniisiimlii (reverzible) olarak baskilanmasi
gerekmektedir (Maxwell ve Watson, 1996). Spermanin metabolizmasinin baskilanmasi

ve daha uzun siire saklanmasi sicakliginin +5°C’a diisiiriilerek kisa siireli saklama ya da



spermanin dondurularak uzun stireli saklanmasi (kriyoprezervasyon) ile olasidir (Hafez,
1993; {leri ve ark., 2000; Maxwell ve Watson, 1996; Salamon ve Maxwell, 1995; Salamon
ve Maxwell, 2000).

Dondurulup-eritilmis sperma ile yapilan suni tohumlama uygulamasi, hayvancilik
tireme Dbiyoteknolojisinde Onemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle, spermanin
dondurulmasi; elde edilecek fertilite oran1 agisindan en az suni tohumlama kadar 6nem
kazanmistir (Kulaksiz ve Daskin, 2009; Maxwell ve Watson, 1996). Ancak, spermanin
dondurularak saklanmasi; sperm hiicresinde yapisal, biyokimyasal ve fonksiyonel
bozukluklara neden olmakta, tim bu bozukluklarin sonucu olarak spermatozoonun
motilitesi, canlilig1 ve fertilizasyon yeteneginde 6nemli diisiisler olusmaktadir (Leboeuf
ve ark., 2000). Bu nedenle, dondurulmus spermanin fertilitesinin taze spermaya goére daha
diisiik kaldig1 soylenebilir (Hafez, 1993; Ileri ve ark., 2000; Maxwell ve Watson, 1996;
Salamon ve Maxwell, 1995; Salamon ve Maxwell,2000). Ayrica, giiniimiizde dondurulup-
eritilmis kog spermasi ile yapilan suni tohumlama sonucu elde edilen basari orani, diger
ciftlik hayvanlarindan elde edilen suni tohumlama bagar1 oranlarina gore diisiiktiir
(Maxwell ve Watson, 1996). Elde edilen diisiik fertilite sonuglarinin nedenleri su sekilde

siralanabilir:

e Kog¢ spermasinin biyokimyasal yapisi (yliksek oranda ¢oklu doymamis yag asidi
igeren plazma membrani, kog¢ spermasini diger memeli hayvanlarin spermalarina
gore daha duyarli yapmaktadir),

e Kog spermasinin dondurulmasinda kullanilan sulandiricilarin, sperma dondurma
ve tohumlama tekniklerinin yeterince gelistirilememis olmasi,

e Kog¢ spermasinin dondurulmasi ve suni tohumlama uygulamalarinda tiire 6zgii

yontemlerin yerine diger ¢iftlik hayvanlarinda kullanilan yontemlerin kullanilmasi.

Gilinlimiizde, ko¢ spermasinin dondurulmasinda uygun sulandiricinin gelistirilerek
yiiksek oranda motilite, plazma membran biitiinliigii, akrozomal biitiinliikk, DNA biitiinliik
oranlar1 elde edilmesi amaglanmistir (Algay ve ark., 2015; Abdelhakem ve ark., 1991a;
Abdelhakem ve ark., 1991b; Arando ve ark., 2019; Banday ve ark., 2017; Uysal ve Bucak,



2007; Nur ve ark., 2010; Toker ve ark., 2016; Ustiiner ve ark.,2014; Ustiiner ve ark., 2016).
Boylelikle optimum in vivo ve in vitro fertilizasyon sonuglart elde etmek

hedeflenmektedir.

Son yillarda yapilan bir¢ok arastirmada seminal plazma proteinlerinin spermanin
dondurulmasi tizerinde gesitli etkileri oldugu ortaya konmustur (Hafez 1993; Perez Pe ve
ark., 2001; Ustiiner ve ark., 2009; Ustiiner ve ark., 2018). Seminal plazmanin, dondurma-
eritme islemleri sirasinda, bu koruyucu etkisini igerisindeki protein fraksiyonu,
lipoproteinler ve antioksidanlar araciliiyla sagladigi belirtilmektedir (Lahnsteiner 2007;
Muino-Blanco ve ark., 2008; Perez Pe ve ark.,, 2001). Farkli tiirlerde yapilan
arastirmalarda, kriyoprezervasyon sirasinda seminal plazma proteinlerinin spermatozoon
membranina penetre olmasiyla, spermayr soguk soku ve oksidatif stres gibi in vitro
kosullara kars1 korudugu bildirilmektedir (Lahnsteiner, 2007; Muino-Blanco ve ark., 2008;
Perez Pe ve ark., 2001). Benzer seckilde, seminal plazmanin kog¢ spermasinin
dondurulmasi tizerine etkisini inceleyen arastirmalarda, gerek dondurma-eritme sonrasi
motilitenin korunmasinda gerekse spermatozoon iizerindeki lokal membran hasarinin
onarilmasinda 6nemli bir etkisi oldugunu bildirilmektedir (Perez ve ark., 2001) Ancak,
kog¢ seminal plazmasinin protein miktar ve kompozisyonu mevsime bagli olarak degigim
gostermektedir (Cardozo ve ark., 2006; Perez Pe ve ark., 2001). Konu ile ilgili yapilan
aragtirmalarda, tireme mevsimi igerisinde, kog¢ seminal plazma proteininin miktarinin 40,4
mg/ml, tireme mevsimi disinda ise 30,7 mg/ml’ye distiigii bildirmektedir (Fiser ve
Fairfull, 1986; Marti ve ark., 2007). Dolayisiyla, asim mevsimi disinda ko¢ seminal
plazmasindaki protein yogunlugunun azalmasma bagli olarak, kog¢ spermasinin soguk
sokuna ve kriyoprezervasyonun diger zararli etkilerine karsi daha duyarli duruma gelmesi

sO0z konusu olmaktadir.



Bu nedenle, sunulan tez ¢aligsmasi iki ana hipotez icermektedir.

1.

Sperma sulandiricisina katilan alabalik seminal plazmasi (ASP) tireme mevsimi
disinda ko¢ spermasinin dondurulabilirligi ve dondurma-eritme sonrasi
inkiibasyon direncini artirmaya katki saglayacaktir.

ASP ile sistein kombine edilerek ASP’nin ko¢ spermasinin dondurulabilirligi

uzerindeki etkisini daha da artirmak olas1 olacaktir.

Bu hipotezlerin kurulmasinda g6z oOniinde bulundurulan teorik bilgiler soyle

siralanabilir;

Alabaliklar sicakligi 10-15 °C arasinda degisen sularda dis dollenme ile ilireyen
canlilar olduklar i¢in alabalik spermasi diisiik sicakliga karsit daha dayaniklidir
(Nynca ve ark., 2014; Shaliutina-Kolesova ve ark., 2016).

ASP tiir spesifik proteinler de dahil olmak iizere zengin protein igerige sahiptir
(Nynca ve ark., 2014).

ASP antioksidan kaynakli enzim ve aminoasit/proteinlerce zengin bir yapisi vardir
(Ciereszko ve Dabrowski, 1995; Lahnsteiner, 2009; Lahnsteiner ve ark., 2010).
ASP metiyonince zengin olmasina karsin, icerdigi sistein miktari eser diizeylerde
kalmaktadir (Lahnsteiner, 2009; Nynca ve ark., 2014).

Metiyonin ve sisteinin sinerjik etkisi, antioksidan mekanizma i¢in 6nemlidir
(Karafakioglu, 2010).

Konu ile ilgili tiim bu bilgiler kapsaminda, s6z konusu calisma, alabalik seminal

plazmasinin, Tris bazli sulandiriciya tek basina ya da 1 mM sistein ile beraber eklenmesi

ile ASP-sistein kombinasyonunun ko¢ spermasinin dondurma basaris1 ve inkiibasyon

direnci iizerine etkisini belirlemek amaciyla planlanmistir. Bu amagla, kontrol ve deneme

grubu sulandiricilari ile dondurulan kog¢ spermalariin dondurma-eritme ve inkiibasyon

sonrast motilite, plazma membran fonksiyonel biitiinligii, akrozom ve DNA hasar oranlari

belirlenmistir. Boylelikle, ko¢ spermasmin dondurulmasinda basarili olan alabalik

seminal plazmas1 konsantrasyonunun belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

Koyunlar mevsime bagli olarak dstrus gosteren (mevsimsel poliostrik) hayvanlar olup,
Ostrus siklus uzunluklar1 ortalama olarak 16-17 giindiir. Koyunlarda siklik aktivitenin
baslamasi, giin 1s18inin azalmasma bagli olarak, pineal bezden salgilanan melatonin
hormonunun hipotalamustan GnRH ve dolayisiyla hipofizden gonadotropik hormonlarin
salmimini uyarmasi ile iligkilendirilmektedir (Hafez, 1993; McDonald ve Pineda, 1989).
Ulkemizin de i¢inde bulundugu kuzey yarim kiirede koyunlarin seksiiel aktiviteleri
sonbahar ve kis mevsiminde gozlenir. Tropikal bolgelerde ise s6z konusu canlilar daha
uzun siire ya da mevsime bagli olmaksizin seksiiel aktivite gdsterebilirler (ileri ve ark.,
2000). Koglarin seksiiel olgunluk olarak da bilinen pubertaya girisi de benzer sekilde
mevsim ile iligkilidir. Kuzulama mevsimi baglangicinda dogan erkek kuzular yaklasik 4
aylik yasta cinsel olgunluga ulasirken; ge¢c donemde dogan kuzularin pubertaya ulasmasi
bir sonraki lireme sezonuna kadar uzamaktadir (McDonald ve Pineda, 1989). Koglarda
mevsim yalnizca pubertaya ulagsma yasini degil, sperma kalitesini de etkilemektedir

(Hafez, 1993).

Her ne kadar koclar mevsimin etkisine bagl olarak 4 aylik yasta pubertaya ulasmis
olsalar da; koglarin damizlik olarak kullanilmasi 9-16 aylik doneme karsilik gelmektedir.
Damizlik kullanim yasina erigsmis iyi bir kog¢, koyunlarla birlikte siirii igersinde
bulunduruldugunda bir agim mevsiminde 25-50, ortalama 30 koyuna asim yapabilir
(Hafez ve Hafez, 2000). Oysa ki spermanin alinmasi ve suni tohumlama yontemi ile tek
bir koctan (kogu yormadan ya da ejakiilat rezervini tiiketmeden) yiizlerce koyun

tohumlanabilmektedir (Ozkoca, 1984).



2.1. Suni Tohumlamanin Tarihgesi

Ciftlik hayvanlan yetistiriciliginde kullanilan ilk biyoteknolojik faaliyet olan suni
tohumlama, ilk kez 20. yy baslarinda Rusya’da uygulanmaya baglamistir (Emsen ve
Kosum 2009). Ulkemiz ise suni tohumlama uygulamasimin yapildig1 ikinci iilke olarak
gbze carpmaktadir. ilk kez 1926 yilinda Karacabey Harasinda Tiirk veteriner hekimlere
reprodiiksiyon, infertilite ve suni tohumlama egitimleri verilmistir. Yurti¢i 1slah
politikalarindan biri olan “Merinoslastirma” caligmalar1 kapsaminda 1950 yilindan
itibaren koyunlarda suni tohumlama yayginlagsmaya baslayip 1970 yilinda 300 suni
tohumlama istasyonunda yaklasik 300,000 suni tohumlama yapilmistir (Kosum 2006).
Ancak, iilkemizde gergeklestirilen bu suni tohumlama politikasi “Merinoslastirma Projesi”
ile sinirl kalmis ve 1980 yilinda proje durdurulmustur. Diger iilkelerdeki suni tohumlama
etkinliklerine bakildiginda, son yillarda sigir ve domuz gibi ¢iftlik hayvanlarinda yaygin
olarak kullanilmasina karsin koyun yetistiriciliginde smirli diizeyde kalmistir. Bu
durumun en 6nemli nedeni olarak; koyunlarda geleneksel suni tohumlama basarisinin

sigir ve domuzlar kadar yiiksek olmamasi gosterilmektedir.

2.2. Koyunlarda Suni Tohumlamayi Simirlandiran Faktorler

Koyunlarda suni tohumlama basarisin1 sinirlandiran faktorleri koyunlarin anatomik

yapist ve ko¢ spermasinin yapisina bagl faktorler olarak siniflandirmak olasidir.

Spermanin dogal asim sirasinda karsilastig ilk engel servikstir (ileri ve ark., 2000).
Servikal halkalar yalnizca dogal agim esnasinda degil, suni tohumlama yaparken de engel
olusturmaktadir (ileri ve ark., 2000). Yapilan vajinal ya da servikal tohumlamalarin
ardindan spermanin biiyiik bir kism1 serviks halkalarina takilirak uterus ve ardindan tuba
uterinaya ulasamamakta ve suni tohumlama bagaris1 beklenilen diizeylerin altinda
kalmaktadir (Ritar ve Salamon, 1983). Eppleston ve Maxwell (1993) suni tohumlama
sirasinda spermanin birakildigi boélgenin derinliginin her 1 cm artisginin tohumlama

basarisint %7-12 artirdigini ileri siirmiistiir. Bu nedenle, Eppleston ve Maxwell (1992)



suni tohumlama uygulamasinda spermayi korpus uteriye birakarak fertilite oranini

artirmay1 dnermektedir.

Koyunlarda serviks yaklasik 9 cm uzunlugunda olup 5 adet serviks halkasi
icermektedir (Ileri ve ark., 2000). S6z konusu serviks halkalarmin kii¢iik agikliklar vardir;
acikliklarin Slgiisii 0strus doneminde degisiklik gostermemektedir. Koyun serviksinin
aciklanan anatomik yapisi suni tohumlama sirasinda suni tohumlama kataterinin serviks
halkalarin1  gegerek ilerlemesini, dolayisiyla  suni  tohumlama  basarisini

smirlandirmaktadir.

Koyunlarda suni tohumlama basarisini smirlandiran bir diger faktoér ise kog
spermasinin yapist nedeniyle Kriyoprezervasyon islemine duyarli olmasi ve dondurma-
eritme iglemleri sonrasi, diger ¢iftlik hayvanlarina gore, motilite ve diger fonksiyonel
ozelliklerinin daha diisiik olmasidir (Ileri ve ark., 2000). Ko¢ spermasinin dondurma-
eritme iglemlerine daha duyarli olmasi; membran yapisinda yiiksek miktarda ¢oklu
doymamis yag asidi (PUFA) bulundurmasindan ileri gelmektedir. PUFA oraninin yanisira;
plazma membraninda bulunan kolesterol/fosfolipit orani da spermanin dondurma
basarisin1 etkileyen bir diger faktor olarak goze c¢arpmaktadir. Membran yapisinda
bulunan kolesterol, diisiik sicakliklarda membran sivi akigkan yapisinin korunmasinda
etkili olarak spermayi diigiik sicakliklarin zararli etkisinden korumaktadir (White, 1993).
Salmon ve ark. (2017), membran kolesterol/fosfolipit oraninin artmasinin, spermanin
soguk sokuna duyarliligini azalttigini bildirmislerdir. Insan spermasinda 0,99 gibi yiiksek
kolesterol/fosfolipit oran1 bulunurken (Drobnis ve ark., 1993); ko¢ spermasinda bu oran
0,37 olarak belirtilmektedir (Davis, 1981).

Kog spermasinin yapisi bakimindan dondurma-eritme islemleri sonrasi diisiik fertilite
sonuclarinin elde edilmesi, arastirmacilart ko¢ spermasinin dondurulmasinda sulandirici
icerigi, spermanmn sogutma ve dondurma hiz1 iizerinde degisiklik yapmaya

yonlendirmistir.



2.3. Ko¢ Spermasinin Ozellikleri ve Spermanin Degerlendirilmesi

Sperma; testisler tarafindan iiretilen erkek genetik materyal (spermatozoa) ve bu
genetik materyalin iginde bulundugu sivi ortamin (seminal plazma [SP]) bilesiminden
olusmaktadir. Bu bilesim icerisinde spermatozoon; genetik ozelliklerin bir sonraki
jenerasyona aktarimi igin gerekli olan hiicresel komponent iken; seminal plazma ise
spermatozoonun tasinmasi, beslenmesi, korunmasi ve yasamini silirdiirebilmesi ig¢in

gerekli olan 6zel yasam ortami olarak degerlendirilmektedir (Setchell, 2014).

2.3.1. Koc¢ Seminal Plazma i¢erigi

Seminal plazma; epididimis, vas deferens, vezikiila seminalis, prostat ve bulboiiretral
bez salgilariin karigimindan olusan, igerisinde spermanin fonksiyonu, yasamasi,
korunmasi, tasinmasi, beslenmesi i¢in gerekli organik ve inorganik maddeleri i¢eren sivi-
kolloid bir ortamdir (Ileri ve ark., 2000; Setchell, 2014). Somatik hiicrenin aksine,
sitoplazmasinin biiyiik bir kismin1 kaybetmesi nedeniyle spermatozoonun biyosentetik
kapasitesi daha sinirlidir (Hammerstedt ve Parks, 1987). Bu nedenle; spermatozoonun
fonksiyonunu siirdiirebilmesi igin dis faktorler (seminal plazma varligi vb.) ve dis ortamla

etkilesimi biiyiik 6nem tasimaktadir (Muino-Blanco ve ark., 2008).

2.3.1.1. Karbonhidrat

Seminal plazmanin karbonhidrat igerigi spermatozoon metabolizmasinin stirmesi i¢in
gerekli olan enerji gereksinimini karsilamaktadir. Memeli hayvanlarin kan plazmasinda
predominant karbonhidrat kaynagi olan glikozun yerini seminal plazmada fruktoz almistir
(Mann, 1946). Domuz spermasinda az miktarda glikoz ve bol miktarda inositol
bulunmasina karsin, ko¢ spermasinin ana enerji kaynagi vezikiila seminalis orijinli oldugu

bilinen fruktozdur (Mann, 1946; Mann, 1951).



2.3.1.2. Protein ve Aminoasitler

Seminal plazma da diger tiim viicut sivilari gibi yiiksek miktarda protein igermektedir
(Pilch ve Mann, 2006). Bu seminal plazma proteinleri; kapasitasyon, oviduktta sperm
reservuarinin saglanmasi, uterin immiin yanitin baskilanmasi, spermanin disi genital
kanalda transportu ve disi-erkek gamet hiicreleri arasi etkilesim gibi fertilizasyonun bir¢ok
asamasinda onem sergilemektedir (Topfer-Petersen ve ark., 2005). Bu proteinlerin bir
boliimii, ejakiilasyon sonrasi seminal plazmada kalmay: siirdiiriirken; biiyiik bir bolimii
ejakiilattaki spermatozoonlarca absorbe edilerek spermatozoon ylizeyine yerlesirler
(Desnoyers ve Manjunath, 1992; Metz ve ark., 1990). Seminal plazma orijinli bu membran
proteinleri, disi genital kanalda kapasitasyon baslayana kadar spermatozoonun membran
stabilitesinin korunmasinda etkin rol alirlar (Desnoyers ve Manjunath, 1992). Leptin,
insiilin, blyiime faktorii 1 (IGF-I), fosfolipit baglayici proteinler gibi kimi spesifik
proteinler ise kapasitasyon sirasinda membran lipit modifikasyonunda gorev alirlar
(Lackey ve ark., 2002; Manjunath ve Therien, 2002).

Kimi seminal plazma proteinleri ise spermatozoon membranini soguk sokuna karsi
koruyarak ve dondurma prosediiriine bagli prekapasitasyonu engelleyerek spermanin
dondurma-eritme sonrasi canliliginin korunmasina, dolayisiyla spermanin fertilite
yeteneginin siirmesine yardimci olurlar (Barrios ve ark., 2000; Barrios ve ark., 2005;
Dominguez ve ark., 2007; Fernandez-Juan ve ark., 2006). Bu koruyucu 6zelliklerinden
dolay1, koglarda 6zellikle 2 adet vezikiila seminalis kokenli seminal plazma proteini goze
carpmaktadir: 14 kDA agirlikli ram vesical seminal plasma protein 14 (RSVP14) ve 20
kDA agirlikli ram vesical seminal plasma protein 20 (RSVP 20) oldugu bildirilmistir
(Barrios ve ark., 2005). Diger seminal plazma komponentleri gibi seminal plazma
proteinlerinin de kompozisyonu ve niceligi mevsime gore degisiklik géstermektedir. Buna
bagli olarak seminal plazma proteinlerinin, 6zellikle soguk sokuna karst koruyucu
etkisinin de mevsime gore degisebilecegi dngoriilmektedir (Cardozo ve ark., 2006; La
Falci ve ark., 2002; Marti ve ark., 2007; Perez Pe ve ark., 2001).
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Seminal plazma ayrica 6nemli miktarda amino asit de igermektedir (Setchell, 2014).
Kog¢ ve boga seminal plazmasi oldukca fazla glutamik asit igerirken, domuz seminal
plazmasinin ise hipotaurin bakimindan zengin oldugu bildirilmektedir (Setchell ve ark.,
1967; Van der Horst ve Grooten, 1966). Sozii edilen aminoasitlerin spermanin reaktif
oksijen tiirlerinin zararl etkilerinden korunmasinda 6nemli rolleri vardir (Bucak ve ark.,
2009). Ko¢ spermasi, ayni zamanda, onemli oranda epididimis orijinli karnitin,
gliserofosforilkolin ve gliserilfosforilositol igermektedir (Brooks, 1970; Brooks, 1979;
Setchell, 2014). S6z konusu aminoasitler ejakiilasyonun hemen ardindan fosfotaz

enziminin etkisiyle serbest fosforik asit ve koline yikimlanmaktadir (ileri ve ark., 2000).

2.3.1.3. Lipitler ve Yag Asitleri

Sperma bol miktarda notral yaglar ve fosfolipit igermesine karsin, bu maddelerin
biiyiikk ¢ogunlugu spermatozoonun igerisinde yer almaktadir (Hartree ve Mann 1961)
Ayrica, sperma igerisinde bol miktarda progesteron, dihidrotestosteron, androstanadiol,
dstrojen gibi steroitler de bulunmaktadir (Setchell, 2014). Ostrojen, genel olarak prostat
kaynakli iken diger steroitlerin epididimis kokenli oldugu bildirilmektedir (Ganjam ve
Amann, 1976). Seminal plazmadaki testosteron orani, kan plazmasindaki testosteron orani
ile benzer bulunurken, epididimisde bulunan yogunlugundan diisiik olarak saptanmuistir
(Ganjam ve Amann, 1976). Seminal plazma igerisinde bulunan bir diger igerik olan
prostaglandin ise, 1930 yilinda kesfedildiginde, prostat kaynakli oldugu diisiiniiliip bu
ismi almasina karsin, kog ve bogalarda biiyiik oranda vezikiila seminalis, az miktarda ise

testis ve epididimisten koken aldigi bildirilmistir (Kelly, 1978; Voglmayr, 1973).

2.3.1.4. Diger Seminal Plazma Komponentleri

Memeli hayvan seminal plazmasinda oldukga fazla fosfor bulunmaktadir (leri ve ark.,
2000). Fertilite ile iliskili oldugu diisiiniilen ve antioksidan 6zelligi ile 6n plana ¢ikan
askorbik asitin yan1 sira seminal plazma; tiamin, riboflavin, pentatonik asit ve niasin gibi

B kompleks vitaminleri de icermektedir (Ileri ve ark., 2000). Fosfataz, glutamik
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oksaloasetik transaminaz, glutamik piruvik transaminaz ve laktik dehidrogenaz gibi
spermatozoon metabolizmast i¢in gerekli enzimler de, kimi zaman, spermatozoon
igerisinden seminal plazmaya difiizyon yoluyla ge¢is yapabildiginden seminal plazmada
saptanmaktadir (Ileri ve ark., 2000). Ayrica amonyak, kreatin ve iire gibi metabolizma
tirtinleri ile Ca, Cl, Fe, Mg, P, Na, K, SO2, Zn vb inorganik molekiiller de seminal plazma

igerisinde bulunmaktadir (Coyan ve ark., 2002).

2.3.2. Ko¢ Spermatozoon Yapisi

Somatik hiicrelerden farkli olarak, mayoz boliinme

(spermatositogenezis) ile meydana gelen sperma

U - U \@ N P hiicresi haploid kromozom yapisina sahiptir. Kog¢larda

' \ U spermatogenezis  postpartum  80-90.  giinlerde

\ (J | baslamakta, ejakiilatta ise spermatazoaya 140-150

' ' Sy giinlerde rastlanmaktadir (Kaymakg1 ve Sonmez, 1992;
:' i ;) Yarney ve ark., 1990).

\

Sperma hiicresinin, fertilizasyon yetenegine sahip

olmasi i¢in bir dizi morfolojik  degisim

Sekil 1: Spermiyogenezis Berndtson, 2014 . . ) . .
(spermiyogenezis) gecirerek ozellesmesi

gerekmektedir (Coyan ve ark., 2002). Bu morfolojik degisimler, niikkleusta meydana gelen
degisimler (niikleusun uzamasi) ve sitoplazmik degisimler (cep fazi, akrozom fazi,
olgunlagma fazi, sitoplazmanin kaudale gitmesi ve atilimi, lokomotor kompleks olugumu)

olarak siniflandirilabilir (ileri ve ark., 2000).

Tim bu degisimler sonrasinda, normal viicut hiicrelerinden farkli olarak, akrozomal
kompleks ve kuyrugu bulunan, sitoplazma miktart minimuma inmis, spesifik bir hiicre
yapisi ortaya ¢ikmaktadir. Bunun sonucunda, spermatozoonu morfolojik olarak bas,

boyun, orta kisim ve kuyruk olmak {izere 4 bdliime ayirabiliriz.
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Kog spermatozoonunun bas bolgesi 8,3 pm, boyun bolgesi 1 um, orta boliim 8-10 ym
ve kuyruk boliimii 43-53 um olmak tiizere, toplamda yaklasik olarak 60 pwm uzunluktadir.
Bas 4 um genisliginde ve 1 um kalinligindadir. S6z konusu spermatozoonun hacminin 31

um?, yiizélgiimiiniin ise 142 pum? oldugu bildirilmistir (Curry ve ark. 2000).

2.3.2.1. Bas

Yassi ve oval yapida olan spermatozoonun basi ekvatoryal segment ile ayrilmis olup
akrozom ve niikleusu igermektedir (Kaya ve ark., 2014).

e Niikleus

Anterior boliimii akrozom tarafindan sarilmis olan bu organel, basin biiyiikk bir
boliimiinii olusturmaktadir (ileri ve ark., 2000; Kaya ve ark., 2014). Niikleus diger
hiicrelerde oldugu gibi genetik materyalin bulundugu bdliimdiir, ancak spermatozoon
niikleusunun sekli kendine dzgiidiir (ileri ve ark., 2000). Ayrica, diger viicut hiicrelerinin
tersine, spermatozoon DNA sarmalinda histon proteinlerinin yerine protaminler
bulundugu igin, spermatozoon DNA’s1 ¢ok daha kompakt bir durumdadir (Silva ve
Gadella, 2006).

e Akrozom

Akrozom, spermiyogenezis sirasinda, golgi aygitinin degisiminden olusan,
spermatozoona 6zgii bir organeldir (Ileri ve ark., 2000). Spermatozoonun anterior ve
anterio-lateral bolumiinde, hiicre zar1 ile niikleus arasina lokalize olmus, hidrolitik
enzimleri barindiran, vezikiil benzeri bir yap1 olan akrozom, spermatozoon i¢in dzellesmis
lizozom olarak da degerlendirilebilir (Kaya ve ark., 2014). Spermatozoonun 0ositi
fertilize etmesi (yogun kumulus hiicrelerini asarak oosite penetre olmasi ve spermanin
oosite flizyonu) ancak akrozomal kap igindeki enzimlerin [hyaluronidaz, corona
penetreting enzyme (CPE), tripsin, tripsin like enzyme, proakrozin, akrozin, esteraz,
neuraminidaz, asit fosfataz, aril fosfataz, PB-N-asetilglukozaminidaz, arilamidaz,
kollogenaz] fonksiyonu ile olasidir (Eddy, 2006; ileri ve ark., 2000; Kaya ve ark., 2014;
Mann ve Lutwak-Mann, 1981). Akrozomal kapta bulunan tiim enzimlerin islevi net bir

sekilde agiklanamamis olmakla birlikte, kimi spesifik enzimlerin gorev ve 6nemi kapsamli
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bir sekilde agiklanmistir (Kaya ve ark., 2014). Dis akrozomal membranla iligkili olan
hyalorinidaz, kumulus ooforus hiicrelerini birbirine baglayan hyaloronik asit baglarini
kopartarak dagilmasini ve spermatozoonun bu membrani gegip oosite ulagsmasina katki
saglarken; CPE spermatozoonun korona radiataya penetrasyonunu saglamaktadir (Ileri ve
ark., 2000). I¢ akrozomal membranla iliskili enzimlerden olan akrozin ise tripsin benzeri
bir enzim olup diger proteolitik enzimlerle birlikte zona pellusida (ZP) iizerinde
fertilizasyon yirtigimi olusturdugu ve fertilizasyon boyunca spermatozoonun zona

pellusidaya tutunmasini sagladigi bilinmektedir (Gadella, 2013).

Tim bu bilgiler 15181nda, akrozomun ve akrozomal enzimlerin fertilizasyon i¢in
oneminin biiyiikk oldugu ve akrozomal morfolojinin degerlendirilmesinin spermanin
fertilite yetenegi hakkinda 6nemli bir parametre olacagi sonucunu dogurmaktadir. Taze
ya da dondurulup-eritilmis sperma ile yiiksek fertilite sonuglari elde etmek igin,
fertilizasyon bdlgesine ulasan spermatozoanin akrozomal Dbiitiinliigiiniin  olmasi

gerekmektedir.

2.3.2.2. implantasyon Cukurlugu ve Boyun

Boyun, bas ile kuyruk boliimii arasindaki kisa bdlge iken implantasyon ¢ukurlugu ise
basin kaudal ucundaki konkav kisim (bazal yumru) ile boynun konveks yiizeyi (kapitulum)
arasidaki baglanti bolgesidir (Ileri ve ark., 2000). Boyun ve aksonema bir ¢ift sentriol ve
ticlii dairesel mikrotubiilleri icermektedir. Bu sentriollerden proksimal olanm1 kapitulum,

distal olan1 ise aksonema formiilasyonuna katilmaktadir (Fawcett, 1975; Sullivian, 1978).

2.3.2.3. Orta Boliim ve Kuyruk

Orta boliim, boyun ile annulus arasinda kalan kuyruk bolgesi olmasina karsin,
kuyruktan daha kalin oldugu i¢in morfolojik muayenede kolaylikla fark edilmektedir (ileri
ve ark., 2000; Kaya ve ark., 2014). Annulus ise sperma kuyrugunun yapisal bir pargasi
olup orta boliim ile esas kuyruk pargasini birbirine baglamaktadir (Kaya ve ark., 2014).
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Spermatozoonun bu boliimleri enerji kaynagi olan mitokondriyi tasimasi, dolayistyla
hiicrenin metabolik merkezi ve aktif hareket bdlgesi olarak énem tasimaktadir (Ileri ve

ark., 2000; Kaya ve ark., 2014).

2.4. Spermatolojik Muayene

Testislerde tretilen sperma, epipidimiste olgunlasarak motilite yetenegi kazanir
(Franca ve ark., 2005). Dogal asimda sperma ejakiilasyon ile tiir spesifik olarak disi genital
kanalm farkli yerlerine birakilir (ileri ve ark., 2000). Suni tohumlama uygulamalari igin
sperma, suni vajina, elektroejakiilasyon, elle masaj vb farkli yontemlerle alinabilmektedir.
Sperma alindiktan sonra ya taze olarak disilere transfer edilir ya da daha sonra kullanilmak
tizere saklanir. Bu amagla sperma, sulandirma, +5°C’a sogutma, gliserilizasyon,
ekilibrasyon, azot buharinda bekletme, -196°C’a sogutma gibi bir dizi islemlerden
gectikten sonra depo sivi azot tanklarinda saklanir. Suni tohumlama amaciyla -196°C sivi
azot tanklarindan alinan sperma, teknigine uygun bir sekilde (37°C, 30 sn) suda
¢ozdiriildiikten sonra, uygun tohumlama yontemine gore disi genital kanalin farkli
bolgelerine transfer edilir (leri ve ark., 2000). Dogal asim ya da suni tohumlama sonrasi
spermatozoonun bir sonraki hedef noktasi disi genital kanalin isthmus bdlgesi olmakta ve
bu bolgeye gelene kadar disi genital kanalda kapasitasyon adi verilen bir dizi morfolojik
ve fonksiyonel degisimler gecirmektedir (Ileri ve ark., 2000). Spermatozoon ovidukt
kriptlerinde tiirlere gore 2 ile 6 saat arasinda degisen siiregte kapasite olur (Hafez 1993;
lleri ve ark., 2000). istmus boliimiine vardiklarinda Spermatozoonlarin hareketleri
yavaglar ve hizlari diiser. Ovulasyon sirasinda 00sitin ¢evresindeki kumulus hiicrelerinden
salgilanan kemotaktik maddelerin etkisiyle spermatozoonlar yeniden hareketlenerek
ampullaya dogru ilerlemeye devam ederler. Akrozom reaksiyonu sekillenen
spermatozoon oosit disindaki kumulus ve korona radiyata dis katmanlarini gecer ve zona
pellusidaya penetre olur. Bu siiregte hipermotilite yetenegi de kazanan spermatozoa zona
pellusidada lokal bir gedik agarak 6nce oolemmaya penetre olur, ardindan fiizyon olay1
sekillenir (Ileri ve ark., 2000). Fertilizasyon denen bu olay ile disi gamet hiicresinin

sitoplazmasina girmis olan erkek proniikleusu, disi prontikleus ile bir araya gelmekte ve
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diploid kromozom yapili embriyo gelisimi baslamaktadir (Ileri ve ark., 2000). Reprodiiktif
biyoteknolojinin ¢alisma alanlarindan olan in vitro fertilizasyon (IVF) ve intra sitoplazmik
sperm enjeksiyonu (ICSI) yotemlerinde fiizyon ve proniikleuslarin bir araya gelmesi
laboratuvar kosullarinda gergeklestirilmektedir (Ileri ve ark., 2000; Hafez, 1993). IVF
yonteminde, oositin maturasyonu ¢ok gazli inkiibatorlerde petri kaplari igerisinde
gerceklestirilir. Benzer sekilde ¢ok gazli inkiibatdrlerde mature olan oosit ile kapasite
edilmis spermatozoon ayni petri kabi igerisinde fertilize edilir ve in vitro kiiltir
medyumlarina aktarilarak embriyolarin gelisimi saglanir (Ileri ve ark., 2000; Hafez, 1993).
ICSI yonteminde ise erkek genetik materyal mikroenjektor yardimiyla oositin
sitoplazmasina birakilir. Boylelikle proniikleuslarin bir araya gelmesi ve diploid yap1
olusturmasi digindaki tiim basamaklar bu yontemle elimine edilir (Keskintepe ve ark.,
2002). Gerek dogal giftlesmede gerekse kullanilan suni tohumlama ya da IVF gibi
biyoteknolojik yontemlerde spermanin canli, motilite yetenegi olan, plazma membran
biitiinligii ve metabolizmasini siirdiirebilen, saglam organel-akrozom ve DNA yapisina
sahip olmasi gerekmektedir (Senger, 2003; Silva ve Gadella, 2006). ICSI yonteminde ise,
spermatozoonun motilite, morfolojik ve fonksiyonel biitiinliigliniin olmasindan cok,
embriyo gelisimi i¢in DNA biitlinliigiiniin olmas1 en 6nemli konudur (Keskintepe ve ark.,
2002). Sperma ile ilgili tiim biyoteknolojik uygulamalar spermanin motilite yetenegini,
canliligini, plazma membran yapisini, akrozom yapisini, metabolizmasint ve DNA
biitiinligiiniti az ya da ¢ok etkilemektedir (Silva ve Gadella, 2006). Bu nedenle, reprodiiktif
biyoteknoloji uygulamalarindan 6nce spermanin muayene edilerek spermatolojik

Ozelliklerin degerlendirilmesi gerekir.
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2.4.1. Makroskobik Muayene

2.4.1.1. Hacim

Sperma hacmi, bir ejakiilasyondan elde edilen toplam sperma miktarinin mL olarak
Ol¢iilmesi; degerlendirilmesidir. Ejakiilat ise testislerden iiretilen spermatozoa ile testis ve
(tirlere gore degisebilen) eklenti {ireme bezleri salgilarinin kompozisyonundan
olusmaktadir (ileri ve ark., 2000). Elde edilen ejakiilat hacmi tiir, yas, irk, mevsim, gevre
kosullari, sperma alma ydntemi ya da sikligina gére degisebilmektedir (Ileri ve ark., 2000).
Genel olarak, dogal ciftlesme ile spermasini uterusa birakan tiirlerde (aygir, domuz, kopek)
sperma hacmi daha fazla olmaktadir (Algay ve ark., 2016). Ayrica mevsime bagh siklik
aktivite gosteren hayvan tiirlerinde (kii¢iik ruminant ve tek tirnaklilar) mevsimin sperma

hacmi lizerinde 6nemli bir etkisi oldugu bilinmektedir (Coyan ve ark., 2002).

Ergin bir kogun sperma hacmi 0,5-2 mL arasinda degismekle birlikte, yukarida
belirtilen faktorlere bagl olarak degisiklik gostermektedir (ileri ve ark., 2000; Setchell,
1991). Cesitli calismalarda, suni vajinaile elde edilen kog spermasinin hacmi 0,8-1,31 mL
arasinda iken (Ak ve ark., 1994; Ileri, 1985; Ozkoca, 1984); elektroejakulator yontemi ile
elde edilen kog¢ spermasinin hacmi ise 0,89-1,4 mL arasinda degismektedir (Ak ve ark.,
1995; Mattner ve Voglmayr 1962).

2.4.1.2. Renk ve Koku

Memeli spermasit genel olarak agik-koyu krem arasi bir renk skalasinda
bulunmaktadir. Spermatozoon yogunlugu arttikca renk koyulagmakta, yogunlugunun
azalmas ise agik krem renkli sperma gériintiisiine neden olmaktadir (ileri ve ark., 2000).
Ayrica tiir ya da beslenmeye bagli olarak spermada fizyolojik renk degisimleri de
gozlemlenmektedir. Ornegin, teke spermasi fizyolojik olarak sarimsi-yesilimsi renk iken;
beta-karoten agirlikli beslenme sonucu ko¢ ve bogalarda sar1 renkli sperma

goriilebilmektedir (Ileri ve ark., 2000).
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Saglikli ve spermatozoon yogunlugu normal degerlerde olan kog¢ spermasi, koyu
krem rengi olarak gozlemlenir; spermatozoon yogunlugundaki diisiise bagli olarak

spermanin rengi agik krem rengi ya da bulanik goriiniimlii olabilir (Seving, 1977)

2.4.1.3. Viskozite

Viskozite, spermanin kivami olarak degerlendirilmektedir ve bu kivam akiskanlik ile
Olciilmektedir. Sperma igerisindeki spermatozoon sayisi (yogunluk) arttikca spermanin
viskozitesi artmakta, akiskanligi ise azalmaktadir (Ileri ve ark., 2000). Viskozitenin
fizyolojik sinirlarin altinda olmasi, spermatozoon yogunlugunun diisiik oldugunu
gostermekte, dolayisiyla spermanin fertilizasyon yetenegi hakkinda soru isareti
olusturmakta iken; ¢ok yiiksek viskozite ise spermatozoonun ilerleme hizini

diistirmektedir (Algay ve ark., 2016).

2.4.2. Mikroskobik Muayene

2.4.2.1. Mass Aktivite ve Motilite

Kitle hareketi olarak da bilinen mass aktivite kog, teke, horoz gibi spermatozoon
miktar1 yogun olan taze spermalarda ejakiilatin motilite, yogunluk ve fertilite yetenegi
konusunda 6n bilgi veren spermatolojik bir parametredir (Hafez, 1993). Bu muayene
yonteminde, spermatozoonun bireysel hareketleri ayirt edilememekte, ancak, binlerce
spermatozoonun toplu kaynama-dalgalanma hareketi gézlemlenmektedir. Mikroskobik
muayenenin ilk adim1 olan bu yontemde, taze spermanin dalgalanma-kaynama hareketi
gosterip gostermemesi ve bu hareketin hizina gore (+)’den (++++)’e kadar puanlama
yapilmakta, en yiikksek kitle hareketi (++++) olarak degerlendirilmektedir. Kimi
arastiricilar ise mass aktiviteyi degerlendirmek i¢in 0-5 veya 0-10 arasi skalayi
kullanmaktadir (Ileri ve ark., 2000). Fizyolojik kosullarda kog spermasinin kitle hareketi

+++ ile ++++ arasindadir (Ileri ve ark., 2000).
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Motilite muayenesi ise, spermatozoonun bireysel olarak ileriye dogru hareket etme
(bas1 dogrultusunda ilerleme) yeteneginin degerlendirilmesidir (ileri ve ark., 2000). Diger
bir deyisle; ejakiilat igerisinde ileriye dogru, basi yoniinde hareket eden spermatozoa
yiizdesi motilite olarak tanimlanmaktadir (Hafez, 1993). Spermatozoonun disi genital
kanalda ilerleyerek fertilizasyon bdlgesine ulagmasi, oosit ylizeyinde bulunan korona
radiyata ve zona pellusidaya penetre olmasi 6nemli oranda motilite yiizdesi ile dogru
orantilidir (Hafez, 1993). Motilite spermatozoanin igerisinde bulundugu sivinin (seminal
plazma/sulandiric1) biyokimyasal icerigi, osmotik basinci, sicakliglt ve yogunlugundan
etkilenmektedir (Hafez, 1993). Mass aktivitenin tersine bu muayene tiim hayvanlarin taze
ve dondurulmus-eritilmis spermasinda yapilabilir (ileri ve ark., 2000). Bu nedenle,
motilite muayenesi, dondurulmus-eritilmis spermada kalite degerlendirmesinde en 6nemli
parametrelerden sayilmaktadir (Ileri ve ark., 2000). Onceden 37 °C’a 1sitilmis lam iizerine
alinan sperma orneginin {izeri lamel ile kapatilarak 1sitict tablali faz kontrast mikroskop
altinda incelenir ve bas1 yoniinde hareket eden spermatozoonlarin % orani olarak belirlenir

(Ileri ve ark., 2000).

Cesitli aragtirmacilar suni vajina ile elde edilen kog¢ spermasinda motilite
oranmin %76-%94 arasinda degistigini bildirmislerdir (Ak ve ark., 1994; ileri, 1985;
Ledesma ve ark., 2015; Ozkoca, 1984). Koglardan elektroejakiilasyon yontemi ile sperma
elde edilen cesitli ¢alismalarda ise motilite oran1 %78-%90 arasinda degismektedir (AK
ve ark., 1995; Ledesma ve ark., 2015; Mathur ve ark., 1989; Mattner ve Voglmayr 1962;
Pontbriand ve ark., 1989).

Taze sperma bulgular1 géz 6niinde bulunduruldugunda, koglar ortalama %85-%90 ile
en yiiksek motilite degeri olan hayvanlar arasindadir (Ileri ve ark., 2000). Ancak, kog
spermasiin biyokimyasal yapist nedeniyle dondurma-eritme sonrast motilite orani
onemli oranda diismektedir. Bu nedenle, dondurulmus-eritilmis ko¢ spermasinin motilite
orani genellikle diger ¢iftlik hayvanlarmin spermasindan diisiik kalmaktadir (Ileri ve ark.,
2000; Hafez, 1993). Kog¢ spermasimnin dondurma-eritme sonrasi motilite oranlari,
sulandiricinin igerigi, sulandirma orani, dondurma hizi gibi dis faktorlere bagl olarak

%31,13 ile %68,00 oraninda degismektedir (Alcay ve ark.,2017; Alcay ve ark., 2018;
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Arando ve ark., 2019; Nur ve ark., 2010; Sharafi ve ark., 2015; Silva ve ark., 2012; Toker
ve ark., 2016; Ustiiner ve ark., 2016; Zhandi ve Sharafi, 2015).

2.4.2.2. Yogunluk

Yogunluk, spermanin 1 ml’sindeki spermatozoon sayisi olarak degerlendirilmektedir.
Yogunluk tayini sperma kalitesi ve fertilizasyon yetenegi hakkinda fikir vermekle birlikte,
sperma sulandirma oraninin belirlenmesi i¢in de 6énemli bir analiz yontemidir (Hafez,

1993).

Spermanin yogunlugu, testislerden iiretilen spermatozoon sayisi kadar, eklenti tireme
bezlerince salgilanan seminal plazma miktar1 ile de iliskilidir. Bu nedenle, spermatozoon
yogunlugu hayvanin yasi, hastaliklar, beslenme durumu ve sperma alma yontemi gibi
spermatozoon tiretimini etkileyen durumlarla dogrudan iliskili oldugu kadar, sperma alma
yonteminden de etkilenmektedir (Hafez, 1993; 1Ileri ve ark., 2000). Ornegin
elektroejakiilator yontemi ile sperma alindiginda, eklenti iireme bezleri suni vajen
yontemine gore daha fazla uyarildig@i i¢in seminal plazma miktar1 yiiksek, ancak,
spermatozoon yogunlugu diisiik olan ejekiilat elde edilmektedir (Sathe ve Shipley 2014).
Spermanin suni vajen ile elde edildigi ¢esitli caligmalarda kog sperma yogunlugu 2,01-2,8
x 10° spt/mL arasinda degisirken (Ak ve ark., 1994; ileri, 1985; Ozkoca, 1984);
elektroejakulasyon yontemi sonrasi elde edilen sperma yogunluk degerleri 1,87-3,56 X
/mL arasinda degigsmektedir (Ak ve ark., 1995; Mathur ve ark., 1989; Mattner ve
Voglmayr 1962). Evans ve Maxwell (1987), iyi kaliteli damizlik bir kog¢ spermasinin 1
ml’sinde 3,5-6 x 10° spermatozoon bulundurmasi gerektigini vurgularken; Setchell (1991),

ortalama kog spermasi yogunlugunu 2-5 x 10° spt/mL olarak bildirmistir.
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2.4.2.3. Morfolojik Muayene

Spermanin potansiyel fertilitesinin belirlenmesinde bir diger 6nemli degerlendirme
yontemi morfolojik muayenedir. Morfolojik bozukluklarin  simiflandirilmasinda
gecmisten giiniimiize farkli yontemler kullanilmistir. Ornegin, major-minor bozukluklar,
primer-sekonder bozukluklar ve morfolojik bozuklugun lokalize oldugu yere gore

siniflandirmak olasidir (ileri ve ark., 2000).

2.4.2.3.1. Akrozom

Akrozom; spermanin golgi cisimcigi ve endoplazmik retikulumundan kdken alan
asidik yapida salgilar igeren bir organeldir (Kaya ve ark., 2014). Spermatozoon-zona
pellusida etkilesimi ile akrozom reaksiyonunun tetiklenmesi sonucu akrozom igerisindeki
hidrolitik enzimler disariya salinarak aktive olurlar. Boylelikle, enzimler, spermatozoonun
zona pellusidaya penetre oldugu noktada lizis olusturarak erkek genetik materyalin oosit
icerisine fiizyonunu saglar. Bu flizyonun sekillenmesi i¢in ortamda hipermotil
(kapasitasyon gergeklesmis, akrozom reaksiyonu gosterebilecek) spermatozoon
bulunmas1 ve bu spermatozoonun zona pellusidaya penetrasyonu gerekmektedir (Honda
ve ark., 2002; Ramalho ve ark., 2002). Spermanin potansiyel fertilitesinin belirlenmesinde,
akrozomal biitiinliiglin korunmas1 kadar, akrozom reaksiyonunun sekillenebilmesi de
onemlidir. Akrozom reaksiyonunun erken ya da ge¢ sekillenmesi de spermanin fertilite
yeteneginde degisimlere neden olmaktadir. Akrozom reaksiyonunun, spermatozoonlarin
00sitin zona pellusidasina penetre oldugu zaman diliminde olmas: beklenmektedir (Silva
ve Gadella, 2006).

Akrozomal biitiinliigiin saptanmasinda, genellikle floresan 6zellikli konjuge lektin
kullanilmaktadir. Memeli hayvalarda akrozom muayenesi igin kullanilan lektin, genellikle
soya fasulyesinden (Pisum Sativum [PSA]) ya da yer fasulyesinden (Arachis hypogea
[PNA]) elde edilirken; insan spermasi akrozom yapisinin degerlendirilmesinde genellikle

cancanavalin A lectin (conA) kullanilmaktadir (Holden ve ark., 1990; Sathe ve Shipley

21



2014). Lektin konjugatlari, akrozomda lokalize olmus spesifik glikoproteinlerin
karbonhidrat béliimlerine baglanmaktadir (Silva ve Gadella, 2006). PNA dis akrozomal
membrana spesifik iken (Cheng ve ark., 1998; Flesch ve ark., 1998); PSA akrozomal
matriks glikoproteinlerini isaretlemekte, ayrica, az miktarda da olsa plazma membranina

da baglanabilmektedir (Flesch ve ark., 1998).

Cesitli calismalarda taze kog¢ spermasina ait akrozomal hasar degerleri %3,53
ile %42,44 arasinda degismektedir (Alcay ve ark., 2015; Banday ve ark., 2017; Dai ve
ark., 2019; Nur ve ark., 2010; Ustiiner ve ark., 2016). Taze kog spermasina ait akrozomal
hasar oranmin %10’u asmamasi istenmektedir (ileri ve ark., 2000). Dondurma-eritme
islemleri sonrasi ko¢ spermasina ait akrozomal hasar orani ise; %23,40 ile %59,70
arasinda degisiklik gostermektedir (Alcay ve ark.,2017; Alcay ve ark., 2018; Banday ve
ark., 2017; Bittencourt ve ark., 2018; Bucak ve ark., 2013; Nur ve ark., 2010; Toker ve
ark., 2016; Ustiiner ve ark.,2016)

2.4.2.3.2. Basa Ait Bozukluklar ve Diger Morfolojik Bozukluklar

Spermatozoonun normal morfolojik yapisinin bozulmasi, fekondasyon ve
fertilizasyon yeteneginde azalmaya neden olmaktadir (Coyan ve ark., 2002; ileri ve ark.,
2000). Taze ya da dondurulup-¢ozdiiriilmiis spermada morfolojik muayene yapmak
amaciyla gimza, Karras, eosin-nigrosin, ¢ini miirekkebi, metilen mavisi gibi boyama
yontemleri kullamlmaktadir (Coyan ve ark., 2002; Ileri ve ark., 2000). Ejakiilasyon
sonrasi kog spermasinin fertilite yeteneginin yeterli olmasi i¢in total morfolojik bozukluk
oraninin %20, akrozoma bagli morfolojik bozukluk oranmin %10, bas bodlgesine ait
morfolojik bozukluk oranimin ise %5°i asmamasi istenmektedir (Coyan ve ark., 2002; ileri

ve ark., 2000).
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2.4.2.4. Olii-Canh Muayenesi ve Plazma Membran Fonksiyonel Biitiinliik Tespiti

Plazma membrani, tiim hiicreyi sararak organelleri ve intraselliiler komponentleri bir
arada tutmasinin yani sira, se¢ici gegirgen zar yapisi ile hiicre metabolizmasi i¢in gerekli
maddelerin (kimyasal igerikler, iyonlar ve diger c¢Ozilinebilir maddeler) gegisini
diizenleyerek canliligin siirdiiriilebilirligini de saglamaktadir (Silva ve Gadella, 2006).
Olgun bir spermatozoonun total yasami igin gerekli olan ATP’nin yaklagik %90’1n
heksoz sekerlerin (fruktoz, glikoz) anaerobik glikolizisi ile elde edilmektedir. Dolayisiyla,
hiicrenin canliligin1  siirdiirebilmesi i¢in ortamda monosakkarit bulunmasi, bu
monosakkaritlerin hiicre igine alinabilmesi ve hiicre i¢inde alinan monosakkaritlerin lize
edilerek agi3a enerji ¢ikmasi gerekmektedir (ileri ve ark., 2000; Marin ve ark., 2003).
Spesifik plazma membran proteinleri yardimiyla hiicre disindaki glikoz ve fruktoz hiicre
icine alinmakta ve sperma yasamini siirdiirebilmek icin gerekli enerji kaynagini bu sekilde
saglamaktadir (Angulo ve ark., 1998). Eger bir spermatozoon, membran fonksiyonel
biitinligiinii koruyor ise canli olarak degerlendirilmektedir. Membran fonksiyonel
biitiinligii olmayan spermatozoonlar hasarli (6lii) olarak kabul edilmekte ve bu
spermatozoonlarin in vivo fertilizasyon yeteneginin olmadig1 belirtilmektedir (Silva ve
Gadella, 2006). Suni tohumlama ve IVF ile basarili sonuglar elde edilebilmesi ig¢in plazma
membran fonksiyonel biitiinliigiiniin siirekliligi son derece 6nemlidir (Silva ve Gadella,
2006).

Plazma membran biitlinliiglinlin saptanmasi i¢in saglam hiicre membranindan hiicre
icine gegemeyen boyalar (Hoescht 33258, YoPro-1, Propidium lodide [PI], ToPro, TOTO
vs.) kullanilir ve boyay1 digarida tutan spermatozoonlar canli olarak degerlendirilir (Silva
ve Gadella, 2006; Ustiiner ve ark., 2016). Plazma membraninin kompakt yapisinin
stirekliliginin yani sira membranin madde aligverisi fonksiyonunun da belirlenmesi
amaciyla hipoozmotik sisme testi (HOST) kullanilmaktadir (Hauser ve ark., 1992 ).Taze
ko¢ spermasina ait plazma membran fonksiyonel biitiinliik degerleri %50,89 ile %93,79
arasinda degisirken (Banday ve ark., 2017; Dai ve ark., 2019; Ledesma ve ark., 2015;
Mendoza ve ark., 2012; Ustiiner ve ark., 2016); dondurulup-eritilmis kog spermasinda
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ayni degerler %19,41 ile %60,57 arasinda degismektedir (Banday ve ark., 2017; Ledesma
ve ark., 2015; Motlagh ve ark., 2014; Najafi ve ark., 2014; Sharafi ve ark., 2015).

2.4.2.5. DNA hasarimnin belirlenmesi

Spermatozoon DNA’sinin biitlinliiglinii korumasi, embriyonun olusumu ve gelisimi
icin ¢ok Onemlidir. Az miktardaki DNA hasari, embriyonik gelisim sirasinda tolere
edilebilecekken, spermada gozlemlenen ciddi DNA hasarlari infertiliteye neden
olmaktadir (Seli ve ark., 2004). DNA tek/cift zincir kirigi olan bir spermatozoon zona
pellusida ile etkilesime gegebilir, oositi fertilize edebilir ve ilk boliinme yariklanmasi
sekillenmis embriyo agiga ¢ikabilir. Ancak, olusan embriyonun 4-8 blastomerli yapiya
ulagmasiin ardindan apoptosis mekanizmasi baslamakta ve embriyo canliligini
stirdiirememektedir (Ahmadi ve Ng 1999, Fatehi ve ark., 2006). Minimal diizeydeki
spermatozoon DNA kiriklarinin embriyonun dort blastomerli doneminine kadar olumsuz
etki olugturmamasinin nedeni; spermatozoon DNA’sinin protaminasyon denilen bir siire¢
sonrasinda kompakt bir durum almasidir (Morris ve ark., 2002). Fertilizasyon sonrasi
spermatozoon DNA’sinin maternal DNA ile biraraya gelebilmesi i¢in, Spermatozoon
DNA’s1 asamali olarak kompakt yapisini yitirmektedir. Ik boliinme sirasinda kompakt
yap1 goreceli olarak silirdiigii i¢in, minimal paternal DNA hasar1 bir sorun olusturmazken,
ilerleyen donemlerde spermatozoon DNA’sinin fragmantasyonu ve oksidasyonu
nedeniyle embriyo gelisimi duracak ve erken embriyonik 6liim gergeklesecektir (Morris
ve ark., 2002). Dolayisiyla DNA hasarmnin fertilite {izerindeki olumsuz etkisi, spermanin
fertilizasyonu yeteneginin diisiik olmasi nedenli degil, embriyonun yasama yetenegini
diisirmesinden kaynakli oldugu sonucu g¢ikarilmaktadir (Silva ve Gadella, 2006).
Spermanin DNA hasar farkli diizeylerde olabilmekte ve bu hasarin diizeyi embriyonun

gelisimi ve canliligint siirdiirebilme yetenegini etkilemektedir.
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Sperma DNA hasarlari olus nedenlerine gore 3 kategori altinda incelenmektedir:
e Kromatin paketlenmesi sirasinda sekillenen hasarlar
e Reaktif oksijen tiirleri varligina bagl hasarlar

e Apoptozise bagli DNA hasarlari

Kromatin kondensasyonunun diizgiin sekilde olmasi ve kromatinin diizgiin kompakt
yapida olup olmadiginin saptanmasi i¢cin COMET ASSAY; DNA tek veya ¢ift zincir
kiriklarinin saptanmasi amaciyla Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP
Nick End Labeling (TUNEL) boyama yontemi kullanilmaktadir (Silva ve Gadella, 2006).
Taze kog spermasina ait DNA hasar oran1 %1,7 ile %11,3 arasinda degismektedir (Mata-
Campuzano ve ark., 2012; Mendoza ve ark., 2012; Nur ve ark., 2010). Cesitli
arastirmacilar dondurulup-eritilmis kog¢ spermasinin DNA kirik oraninin %1,5 ile %12,80
arasinda degistigini bildirmislerdir (Alcay ve ark., 2018; Bucak ve ark., 2013; Marti ve
ark., 2007; Nur ve ark., 2010; Toker ve ark., 2016).

2.5. Spermanin Kriyoprezervasyonu

Kriyoprezervasyon, hiicre, doku veya diger canlilarin (bakteri, fungi, bitki vb) tiim
biyolojik aktivitelerinin geri doniisiimlii olarak durdurulmasi ve gelecekte kullanilmasi
amaciyla sifir derecenin altindaki sicakliklarda saklanmasini anlamina gelir (Cryogenetics,
2019). Sperma kriyoprezervasyonu ise, spermanin sogutulmasi, hiicresel dehidrasyon ve
dondurma basamaklarini igeren bir siiregtir (Medeiros ve ark., 2002). Spermatozoonlar
diisiik sicakliklara uyum saglayamayan organik bir materyal olmasia karsin, uygun
sekilde gergeklestirilen kriyoprezervasyon yontemleri ile canlilik ve diger fonksiyonlarini
yeniden geri kazanmaktadir (Medeiros ve ark., 2002). Ancak, Kkriyoprezervasyon
spermanin uzun siireli saklanmasina olanak sagladig1 gibi sperma i¢in zararli basamaklar
da igermektedir. Spermanin dondurma-eritme islemleri sirasinda olusan sicaklik

degisiminin sulandirici, kriyoprotektan ve membranlar arasi sivi transportu iizerine
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onemli etkileri vardir. Dondurmanin ilk asamasinda ornekler, hizli bir sekilde diisiik
sicakliga maruz kaldiklarindan dolay1, hiicrelerdeki su molekiilleri yiginlar (kiimeler)
olusturarak pespese siiren bir dizi reaksiyon baslatirlar (Holt ve Linda, 2014). Hizh
sogutma sonucu hiicreler donma sicakligina ulasirlar. Donma sicakliginin altindaki daha
diistik sicakliklarda ise rastgele sekillenen irili ufakli buz kristalleri olusur (Holt ve Linda,
2014). Buz kristallerinin olusumu ekzotermik bir reaksiyon oldugundan, bu siirecte
ortamda kristal olusumunun hemen 6ncesinde sicaklik artis1 s6z konusudur. Dolayisiyla,
hiicre ici ve hiicreler arasi sicaklik ancak dondurma islemi tamamlanmadan birkag¢ dakika
once dengeye ulasir (Holt ve Linda, 2014). Dondurma islemi sirasinda fizyodinamik
olarak sekillenen bu 1s1 degisimleri, payetlere ¢ekilen spermanin azot buharinda
bekletilmesi sirasinda sekillenmektedir. Dolayisiyla bu siiregte gergeklesen hiicre ici ve
hiicreler arasi 1s1 degisimlerinin tolere edilebilir diizeyde olmasi gerekmektedir. Tersi
durumda hiicre tizerinde daha fazla zararl etki olusturmaktadir (Holt ve Linda, 2014). Buz
kristallerinin olusumu ile hiicreler aras1 ortamda su miktar1 azalmasina bagli olarak ortam,
hipertonik 6zellik almaktadir. Hiicrelerin donmamis olan bu konsantre iceriklerle ozmotik
olarak etkilesime girmesi sonucunda hiicre membranindan su c¢ikis1 sekillenmekte ve

hiicre biiziismektedir (dehidrasyon) (Holt ve Linda, 2014).

Yukarida sozii edilen spermanin dondurulma siireci birbiriyle etkilesim i¢inde olan

iki yan etkiye neden olmaktadir;

e Sogutma hizi yavas ise; hiicrelerin hipertonik igerikle uzun siire birarada
bulunmasina bagl reaktif oksijen tiirleri (ROS) artis1 ve yag, protein ekstraksiyonu
gibi zararli etkiler olusturmaktadir.

e Sogutma hizi c¢ok yiiksek 1ise; hiicreden yeterli miktarda su ¢ikisi
gerceklesemeyecegi icin lethal intraselliiler buz kristali olusumu sekillenmektedir

(Holt ve Linda, 2014).

Sperma, kriyoprezervasyon sirasinda hem buz kristali hem de konsantre, donmamis

igerik ile iligkidedir. Bu nedenle, kriyoprezervasyon sirasinda kullanilacak soliisyonun
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icerigi ve dondurma hizi, spermanin istenilen sekilde dondurulabilmesi i¢in biiyiik 6nem

tasimaktadir.

2.5.1. Kriyoprezervasyonun Sperma Uzerine Zararh Etkileri

Kryoprezervasyon esnasinda sogutma hizi, ekilibrasyon, hiicrede meydana gelen
dehidrasyon, dondurma ve eritme asamalari hiicrede olusan hasarlari minimize etmek igin
dikkat edilmesi gereken kritik noktalardir. Sperma yukarida bahsi gegen asamalarin her
birinde az veya ¢ok miktarda hasara ugrayarak fiziksel, biyokimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerini kaybetmekte, dolayisiyla spermanin motilite ve fertilizasyon yetenegini belli

diizeyde azalmaktadir (Medeiros ve ark., 2002).

Motilite ile birlikte viabilite ve plazma-akrozom membran biitiinliigiiniin bahsi gegen
stirecler arasinda en ¢ok ekilibrasyon ve dondurma esnasinda hasar gérdiigii bilinmektedir
(Ahmad ve ark., 2014). Dolayisiyla spermatozoon fiziksel hasarlari; spermatozoonun
plazma membrani, akrozomal membrani veya mitokondrial kilifinda meydana gelmekte
ve beraberinde fonksiyonel hasara da neden olmaktadir (Salamon ve Maxwell, 1995;
Salamon ve Maxwell, 2000). Spermatozoonun periferinde bulunan plazma ve dis
akrozomal membran; i¢ akrozomal membran, ¢ekirdek membrani ve orta kisima gore daha
hassas olmakta dolayisiyla daha kolay hasar gérmektedir (Salamon ve Maxwell, 2000).
Bu olumsuz degisiklikler sonrasinda, spermatozoada motilitenin diisiisii, spermanin disi
genital kanalda migrasyon yeteneginin azalmasi ve servikal tohumlama sonrasi fertilite

oraninin diismesi gibi istenmeyen durumlar ortaya ¢ikmaktadir (Nur ve ark., 2010).

Genel olarak spermatozoonlarda meydana gelen bu hasarlar soguk soku, reaktif

oksijen tiirlerinin artig1 ve buz kristallerinin olusumuna bagl olarak da sekillenmektedir.
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2.5.1.1. Soguk Soku

Spermanin uygun soliisyonlar ve sogutma hizi ile sicakliginin 30°C’tan 15°C’a
diisiiriilmesi sperma canliligi ve fonksiyonu lizerinde 6nemli diizeyde etki olusturmaz.
Ancak, sicakligin daha diisiik diizeylere hizli bir sekilde inmesi, spermatozoonlarin yasam
faaliyetlerini, motilite ve fertilizasyon yeteneklerini diisiirmektedir (Fiser ve Fairfull, 1986;
Medeiros ve ark., 2002). Sperma 6zellikle 17°C’1n altindaki sicaklik degisimine karsi
daha duyarli olmakta ve membran yapisinda hem reversibl hem irreversibl degisiklikler
olusmaktadir. Bu olaya soguk soku adi verilmektedir (leri ve ark., 2000). Spermanin
soguk sokuna duyarliligi tiirden tiire degisiklik gostermekte ve bu degisimin tiirler
arasindaki spermatozoon membran kolesterol/fosfolipit oranindaki degisimden
kaynaklandig1 bilinmektedir (Darin-Bennet ve White, 1977; Medeiros ve ark., 2002).
Sicaklik diisiisii spermatozoonun plazma ve akrozomal membranlarin fosfolipitleri
tizerinde termodinamik bir etki yaratarak membran morfolojisinde sivi fazdan jel fazina
dogru degisime neden olmaktadir. (Darin-Bennet ve White, 1977). Soguk sokunun
spermatozoon morfolojik yapisinin yani sira fonksiyonel yapisi (segici gegirgen yapi)
tizerinde de degisikliklere neden oldugu bilinmektedir (Medeiros ve ark., 2002).
Spermatozoon membranlarinda bulunan kolesterol/fosfolipit orani arttikca spermanin
soguk sokuna duyarliligi azalmaktadir (Medeiros ve ark., 2002). Diger memeli
hayvanlarin spermasi ile karsilastirildiginda, kog¢ spermatozoonunun membran yapisinda
yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asidi bulunmaktadir (Motamedi-Mojdehi ve ark.,
2014). Dolayisiyla, spermatozoon kolestrerol/fosfolipit oraninin daha diisiikk olmasina
bagli olarak, kog¢ spermasinin kriyoprezervasyon direnci diger ¢iftlik hayvanlarindan daha
diisiiktiir (Holt, 2000).

Soguk sokunun en fazla etkiledigi kisimlarin basinda akrozom gelmekte ve bunun
sonucunda akrozom membran proteinlerinin yap1 ve fonksiyonunda kapasitasyon benzeri
degisimler olusmaktadir (prekapasitasyon / kriyokapasitasyon) (Medeiros ve ark., 2002).
Kriyoprezervasyon sirasinda sekillenen prekapasitasyon, spermanin yasam siiresini

azaltmaktadir. Yapilan galismalarda boga spermasinin kriyoprezervasyonu sirasinda;

28



spermatozoonun transmembranel proteinlerini kaybettigi (Ollero ve ark., 1998), boga
seminal plazma proteinlerinin (BSP) %70-%80’inin azaldigi (Nauc ve Manjunath, 2000),
siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin %350 ve indirgenmis glutatyon (GSH)
aktivitesinin %78 azaldig: bildirilmistir (Bilodeau ve ark., 2000). Tiim bu degisiklikler
sonucunda spermatooonun membran, DNA ve akrozom biitiinliigli bozulmakta,
mitokondriyal aktivite ve motilite diisiisii sekillenmekte, dolayisiyla, spermanin canlilig

ve fertilizasyon yetenegi azalmaktadir.

2.5.1.2. Oksidatif Fosforilizasyon ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijenin canlilar i¢in yasamsal 6nemi vardir. Ancak, metabolik aktiviteler sirasinda
fizyolojik olarak iiretilen kimi ROS canlilar i¢in tehdit olusturmaktadir. Dolayisiyla
oksidatif stres; lipit peroksidasyonu sonucu olusan serbest radikal oksijen tiirlerinin
artmasina bagli olarak hiicresel hasarlarin artis1 olarak tanimlanabilir (Bucak ve ark.,
2015). Lipit peroksidasyonu ise yaglarin yiikseltgenmesi sonucu bozulmasi ve
bilesimlerindeki doymamis molekiillerin oksijenle reaksiyona girerek keton, keto asitler,
hidroksi asitler, alkol, aldehit ve buna benzer daha kii¢clik molekiillii yag asitlerine
dontismesi olarak tanimlanabilir (Tiirk, 2015). Reaktif oksijen tiirleri bu ¢goklu doymamis
yag asitlerinin (PUFA) metilen (CH2) grubundan bir hidrojen atomunu kopartmak yolu ile
(CH2—> CH) lipid peroksidasyonunun baslamasina neden olurlar. Bunun sonucunda, yag
asidi yan zincirinde ¢ifte bag sayisi1 artacaktir. Boylece alkol, keton, aldehit ve eterlerin
ayrigsmasi kolaylasir, ardindan ise son {iriin olarak malondialdehit (MDA) olusur (Tiirk,
2015). Tim bu reaksiyonlarin sonucunda ortamda MDA oraninin artmasi, yiiksek
diizeyde lipit peroksidasyonu sekillendiginin ve antioksidan mekanizmasinin yetersiz
olusunun gostergesi olarak kabul edilmektedir (Ustiiner ve ark., 2016). Yukarida
aciklanan mekanizmada da goriildiigii gibi, ROS oncelikli olarak PUFA’y1 hedef
almaktadir. Ciinkii ¢coklu doymamis yag asitleri peroksidasyona karsi ¢ok duyarlidir.
Spermatozoon membran yapis1 yiiksek oranda PUFA icermesinden dolay1 spermatozoon,
oksidatif stres ve bunun sonucunda sekillenen ROS’a kars1 oldukga hassastir (Bucak ve
ark., 2015).
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Serbest radikaller; bir veya daha fazla eslenmemis elektronu bulunan kisa 6miirlii,
kararsiz, molekiil agirhig: diisiik kimyasal ajanlardir. Asirt reaktif olan bu maddeler, diger
atom ve molekiillerle elektron aligverisine girerek, onlarin kimyasal yapilarini degistirip
kararsiz bir yap: haline getirme egilimindedir (Turk, 2015). Fizyolojik kosullarda
hiicrelerin antioksidan sistemi ile ROS varlig1 arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu denge
korundugunda ROS varliginin spermatozoonun motilite, kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu ve fertilizasyonuna katkida bulundugu bilinmektedir (Agarwal ve ark., 2005).
Ancak bu denge bozuldugunda ROS’un spermatozoon canlilik ve fonksiyonu iizerinde
zararli etkisi bulunmaktadir (Lenzi ve ark., 1996). Kriyoprezervasyon sirasinda sekillenen
soguk soku ve ortamin 0zmotik basincinda olusan degisimler, Spermatozoonun membran
yapisini bozarak mekanik bir stres olusturmaktadir (Noiles ve ark., 1995). Bu mekanik
stres antioksidan mekanizma-ROS dengesini ROS lehinde degistirmektedir. Artan
ROS’un spermatozoon yapisinda ilk hedef noktasi (yogun PUFA icermesinden dolay1)
hiicre membranit olup spermatozoon membran gegirgenligi ve fonksiyonel biitiinliigii
izerinde hasara neden olmaktadir (Toker ve ark., 2016). ROS’un spermatozoon
tizerindeki bir diger hedefinin ise mitokondri oldugu bilinmektedir. Mitokondriye ulasan
kararsiz ajanlar oksijeni indirgeyerek ATP sentezine engel olmaktadir (Tremellen, 2008).
Oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun artis1 engellenemezse, sitokrom C proteininin
serbest kalmasina bagli olarak, spermatozoonda apoptozis sekillenmektedir (Wang ve ark.,
2003). Spermatozoon DNA’smin (kompakt yapisi dolayisiyla) ROS’a karsi plazma-
akrozom membrani ve mitokondri kadar duyarli olmadigi bilinmektedir. Ancak, asirt
diizeyde ROS varliginin spermatozoon DNA’s1 iizerinde zararli etkisi bulunmaktadir

(Henkel ve ark., 2005).

2.5.2 Kriyoprezervasyonun Olumsuz Etkilerine Karsin Coziim Stratejileri

Spermanin uzun siire kullanilmasina olanak saglamak icin +5 °C’a sogutulmasi ve
dondurulmas: gerekmektedir (ileri ve ark., 2000). Spermatozoonun membran yapis
lipoprotein karekterli oldugundan, yapisinda kolesterol molekiilleri barmdirir (Amidi ve

ark., 2010). Kolesterol ise kriyoprezervasyon asamasinda spermatozoa membraninin
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dayanikliligini artirir. Dolayisiyla, kolesterol miktarlari diistiikce o oranda membran
dayaniklilig1 da azalir (Amidi ve ark., 2010). Bu nedenle, spermanin kisa ya da uzun siireli
saklanmas1 amaciyla Oncelikle sulandirilmasi gerekmektedir. Ayrica, sulandiric1 olarak
hazirlanan ¢ozeltilerin spermay1 ani 1s1 degisimlerine karsi koruyacak makromolekiilleri

icermesinin yasamsal 6nemi vardir.

Spermanin uygun bir sekilde dondurulabilmesi i¢in sperma sulandiricilarinda aranan

ozellikler asagida belirtildigi sekilde siralanabilir:

1- Spermatozoonlarin enerji gereksimini karsilayabilecek maddeleri icermelidir.

2- Icerisinde soguk sokuna karsi sperma hiicrelerini koruyan kriyoprotektif
maddeler icermelidir.

3- Spermatozoonlarin metabolik artiklarini elimine edebilmelidir.

4- Sulandirilmis spermanin ozmotik basinci, seminal plazmanin ozmotik
basincina esit olmalidir.

5- Spermatozoonlar1 ve disi genital kanalini etkileyebilecek mikroorganizmalari
tastmamalidir.

6- Bakteriyel kontaminasyonun kontrolii i¢in antibiyotikler icermelidir (Ileri ve
ark., 2000).

Kriyoprezervasyonun spermatozoa iizerindeki olumsuz etkilerini elimine edebilmek
icin gecmisten giiniimiize cesitli baz sulandiricilar gelistirilmistir (Aisen ve ark., 2000;
Hafez, 1993). Ancak, giiniimiizde halen spermanin dondurma-eritme sonrasi fertilizasyon
yeteneginin artirilmasi i¢in farkli katki maddeleri denenmekte, boylelikle kog spermasinin
dondurma-eritme basarisini artirmak amacglanmaktadir (Algay ve ark., 2017a; Uysal ve
Bucak, 2007; Bucak ve ark., 2009; Bucak ve ark., 2013; Matsuoka ve ark., 2006; Toker
ve ark., 2016; Ustiiner ve ark., 2016). Bu amagla spesifik antioksidanlar, vitaminler,
kriyoprotektanlar, seminal plazma gibi gesitli etken maddeleri sulandiriciya ekleyerek
dondurma basarisi lizerindeki etkileri stnanmaktadir (Alcay ve ark., 2017a; Algay ve ark.,

2017b; Arando ve ark., 2019; Banday ve ark., 2017; Bucak ve ark., 2009; Bucak ve ark.,
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2013; Toker ve ark., 2016; Toker, 2018; Sharafi ve ark., 2015; Silva ve ark., 2012; Ustiiner
ve ark., 2016 Ustiiner ve ark., 2018).

2.5.2.1. Antioksidanlarin Kullanimi

Antioksidanlar spermanin dondurulmasi sirasinda serbest oksijen radikallerinin
olusumunu ve bunlarin olusturdugu yikimi 6nlemek i¢in adeta bir savunma mekanizmasi
olarak iglev gordiiklerinden dolayi, glinlimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Genel
olarak antioksidanlarin serbest oksijen radikallerine kars1 bu koruyucu etkileri, asagida

belirtilen mekanizmalar ile ortaya ¢ikmaktadir (Bucak ve ark., 2015).

1. Serbest oksijen radikalleri ile bir takim enzimatik reaksiyonlara girerek hiicre
zarlarindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu 6nler ve membran yapisinin
bozulmasini engeller.

2. Serbest oksijen radikallerini notralize ederek bunlarin toksik etkilerini onler.

3. Metal iyonlarini baskilamasi ile serbest oksijen radikallerinin olusumunu engeller.

4. Oksidatif hasar gormiis hiicreyi onararak etkilerini gosterirler.

Antioksidanlardan etkin bir sekilde yararlanabilmek igin antioksidanlarin yapi ve
isleyis mekanizmalar1 hakkinda fikir sahibi olmak Onemlidir. Antioksidanlar etki
sekillerine ve yapilarina gore genel olarak enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan

(sentetik) antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

e Enzimatik Antioksidanlar

Enzim yapili bu antioksidanlar; stipeorksit anyonunun H202’ye indirgenmesi, organik
peroksitlerin detoksifikasyonu ya da H20:’i H20’ya indirgemesi gibi reaksiyonlar:
katalize ederek etki gosterirler (Bucak ve ark., 2015; Guemouri ve ark., 1991). Siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz, peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz bu gruba
ornek olarak gosterilebilir (Bucak ve ark., 2015).
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e Enzimatik Olmayan (sentetik) Antioksidanlar

Bu gruba ait antioksidanlar; hidrofilik veya hidrofobik yapili sentetik bilesiklerdir
(Bucak ve ark., 2015). Hidrofilik molekiiller su ile H" bagi olusturarak su igerisinde
¢oziiniirler (Bucak ve ark., 2015). Bu molekiiller, lipid peroksidasyonuna karsi O2", OH"
ve lipid hiperoksitleri ile reaksiyona girer ve bu sekilde antioksidatif etki gosterirler (Lenzi
ve ark., 1996). Ergotiyonin, askorbik asit, tiyoredoksinler bu gruba oOrnek olarak
gosterilebilmektedir (Antmen, 2005). Hidrofobik molekiiller ise; suda ¢6ziinmedigi igin
hiicre membran yapisinda veya lipoproteinlerde bulunan antioksidan 6zellikli maddelerdir.
Bu molekiiller peroksitleri elimine edip H202 ve Oz’nin olusumunu engelleyerek etki
gosterirler. Bu gruba 6rnek olarak Vitamin E, sistein, metiyonin ve karnitin gosterilebilir
(Bucak ve ark., 2015).

Testis ve diger erkek iireme organlarmin yanisira, Sperma ve seminal plazma
igerisinde ¢esitli antioksidan maddeler bulunmaktadir (Bucak ve ark., 2015). Ancak, daha
onceden de sozii edildigi gibi spermatozoonlar olgunlasma esnasinda sitoplazmasinin
biiyiik bir béliimiinii yitirerek kendine dzgii bir sekil almaktadir (ileri ve ark., 2000). Bu
stirec sirasinda sitoplazma ile beraber sitoplazma igerisindeki antioksidan maddelerin bir
kismmi de kaybetmektedir. Dolayisiyla spermatozoanin hiicre i¢i antioksidan
mekanizmasi diger hiicrelere gore daha zayif kalmaktadir (Bucak ve ark., 2015). Bu

nedenle; spermadaki antioksidanlar agirlikli olarak seminal plazma kaynaklidir.

Seminal plazmanin serbest oksijen radikallerine karsi savunma mekanizmasi;
icersindeki siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzimatik ve askorbik
asit, tokoferol, piriivat, glutatyon, karnitin, sistein taurin, hipotaurin gibi enzimatik
olmayan antioksidanlarca saglanmaktadir (Ozdas ve Baran, 2015). Seminal plazma
icerisindeki antioksidan diizeyi dogal sartlar altinda yeterlidir. Ancak, spermaninin
dondurulmasi, sperma iizerinde dogal kosullardan daha fazla oksidatif strese neden
olmaktadir (Bucak ve ark., 2013). Bu nedenle; spermanin dondurulmasi islemi ROS
miktarinda artisa neden olmakta ve seminal plazma antioksidan igerigi agiga ¢ikan
ROS’un olumsuz etkilerini minimize etmekte yetersiz kalmaktadir (Bucak ve ark., 2013).

Bu sorundan yola ¢ikan bir¢ok arastirmaci; memeli hayvanlarin spermasinin etkin bir
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sekilde dondurulabilmesi i¢in sperma sulandiricilarina ¢esitli antioksidan maddeleri
eklemeyi denemis ve etkin sonuglar almistir (Algay ve ark., 2017a; Bucak ve ark., 2013;
Bucak ve ark., 2015; Gangwar ve ark., 2018; Toker ve ark., 2016).

Toker ve ark. (2016), ko¢ spermasmin dondurulmasi sirasinda antioksidan
maddelerin (methiyonin, sisteamin ve sistein) etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda;
dondurma-eritme iglemleri sonrasi antioksidan igeren gruplarda, igermeyen grubuna gore
istatistiksel olarak daha yiliksek motilite, plazma membran fonksiyonel biitiinlik ve

akrozomal biitlinliik oranlar1 saptadiklarini bildirmiglerdir.

Banday ve ark. (2017), taurin, kuarsetin ve indirgenmis glutatyonun (GSH) kog
spermasinin dondurma-eritme sonrast spermatolojik parametreler {izerine etkisini
degerlendirdikleri ¢alismada; s6z konusu antioksidanlari igeren gruplarda dondurma-
eritme iglemleri sonrast motilite oraninin kontrol grubundan daha yiiksek oldugunu

bildirmislerdir.

Najafi ve ark. (2014) tarafindan kog¢ spermasinin dondurulmasinda sisteamin ve
ergothioninin farkli dozlarmin (2 mM, 4 mM, 6 mM, 8 mM) denendigi bir ¢alismada, 6
mM sisteamin ve ergothionin i¢eren gruplarin dondurma-eritme sonras1 motilite, canlilik
ve plazma membran fonksiyonel biitiinliik oranlarinin diger ¢alisma gruplarindan daha

yiiksek oldugu bildirilmistir.

2.5.2.2. Seminal Plazmanin Sperma Dondurulmasinda Kullanmilmasi

Seminal plazma (SP) igerdigi organik ve inorganik komponentler ile spermanin in
Vivo ve in vitro olarak korunmasini saglamaktadir (Hafez, 1993; Ustiiner ve ark., 2018).
Bu nedenle, spermanin dondurulmasi sirasinda seminal plazma ilavesi dondurma basarisi
iizerinde de etkili olmaktadir (Hafez 1993; Perez Pe ve ark., 2001; Ustiiner ve ark., 2009;
Ustiiner ve ark., 2018). Ustiiner ve ark (2018), teke spermasinin dondurulmasinda seminal
plazmanin  etkinliginin  degerlendirildigi  calismasinda, seminal  plazmanin

uzaklagtirilmasinin dondurma-eritme islemleri sonrasinda motilite, plazma membran
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fonksiyonel biitiinliigii degerlerinde istatistiksel olarak anlamli diisiise neden oldugunu
bildirmistir. Birgok aragtirmaci benzer sekilde seminal plazmanin uzaklagtirilmasinin
dondurma 6ncesi ve sonrast motiliteyi 6nemli 6l¢lide diisiirdiigiinti belirtmistir (Azerédo
ve ark., 2001; Cabrera ve ark., 2005; Ferreira ve ark., 2014). Seminal plazmanin; sperma
dondurma-eritme sonrasi basarisini artirdiginin gézlemlenmesi, aragtirmacilart spermanin
dondurulmasi sirasinda var olan seminal plazmanin yanisira ekstra SP katkisinin
dondurma-eritme iizerine etkisini degerlendirmeye yonlendirmistir (Ustiiner ve ark., 2016;
Ustiiner ve ark., 2018).

Arn ve Daskin, (2010); teke, ko¢ ve boga seminal plazmasinin Ankara tekesi
spermasinin dondurulmasi {izerinde etkisini degerlendirmislerdir. Anilan ¢alismada
arastirmacilar teke seminal plazmasini uzaklastirarak yerine %35 oraninda kog veya boga
seminal plazmasi eklemislerdir. Dondurma-eritme sonrast motilite ve plazma membran
fonksiyonel biitiinlik orani, kog¢ seminal plazmasi eklenen grupta daha yiiksek

bulunmustur.

Ledesma ve ark. (2015), farkli yontemler (suni vajen, elektroejakiilasyon) ile elde
edilen seminal plazmalarin ko¢ spermasina katilmasinin dondurma basarist ilizerine
etkilerini degerlendirmislerdir. S6z konusu ¢alismada; elektroejakiilasyon yontemi ile
elde edilen seminal plazmanin katildigi1 kog¢ spermasinin, dondurma-eritme sonrast daha
yiiksek fertilizasyon potansiyeli oldugu sonucuna varilmistir. Arastirmacilar, elde ettikleri
sonu¢ dogrultusunda elektroejakiilasyon yontemi ile eklenti iireme bezlerinin daha fazla
uyarilmasi sonucu seminal plazma protein miktarinin daha yiiksek oldugu ve s6zkonusu
proteinlerin ko¢ spermasmin dondurulmasinda olumlu etki yarattigi ¢ikariminda

bulunmuslardir.

Ustiiner ve ark. (2016), kog spermasinin dondurulmasinda alabalik seminal plazmasi
(ASP) eklenmesinin dondurma-eritme sonrasi spermatolojik parametreler {izerindeki
etkisini degerlendirmistir. S6z konusu arastirmada, farkli oranlarda (%0,1, %1, %10) ASP
eklenen spermalarin dondurma-eritme sonras1 spermatolojik parametereleri ASP

eklenmeyen kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda korundugunu bildirilmistir.
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Arastirmacilar, ASP’nin ko¢ spermasinin dondurulmasi iizerinde gézlemlenen bu olumlu
etkisinin ASP’nin biyokimyasal icgeriginden kaynaklandigi goriisiinde olduklarini
bildirmislerdir.

2.5.2.2.1. Alabahk Seminal Plazmasinin Kimyasal Icerigi

Seminal plazma, eklenti iireme bezlerince salgilanan ve spermatozoonlarin devinimi
icin gerekli enerji maddelerini kapsayan gesitli proteinler, enzimler, lipitler ve mineralleri
iceren, spermanin spermatozoa disinda kalan sivi kismidir. Spermanin pH degisimlerini
Onleyerek tamponlama 0Ozelligi gordiigiinden, spermatozoonlarin fonksiyonu iizerinde
onemli bir etkisi vardir (Chacur, 2012). Alabalik seminal plazmasinin Onemi,
spermatozoon i¢in dnemli bir besin kaynagi olmasi, spermatozoonun yagamasi i¢in uygun
cevre kosullarini olusturmasi, spermanin motilite yetenegini ve canliligini korumasi igin
gerekli olmasindan ileri gelmektedir (Nynca ve ark., 2014). Ancak, memeli hayvanlarin
tersine, alabaliklarda eklenti iireme bezi bulunmadigi i¢in, ASP eklenti lireme bezi
kaynakli degil, kan plazmasi ve sperma kanalindaki kiibik hiicreler kaynaklidir (Nynca ve
ark., 2017). Diger canlilarin seminal plazmasi gibi alabalik seminal plazmasi da ¢esitli
organik ve inorganik maddeleri igermekte, ancak, bu igeriklerin nicelik ve kompozisyonu
diger tiirler ile farklilik gostermektedir (Shaliutina-Kolesova ve ark., 2016). ASP
icerisindeki monosakkarit ve trigliseritler, spermatozoonun enerji kaynagini olusturarak
bu hiicrelerin canliliginin korunmasinda gorev alirlar (Lahnsteiner ve ark., 2004).
Proteinler ise spermatozoonun canliligini siirdiirebilmesinin yanisira motilite yetenegine

yardimci olmast bakimindan 6nem arz etmektedir (Lahnsteiner ve ark., 1993).

ASP protein kompozisyonu, mevsim ve beslenme kosullarina gore degisiklik
gosterebilmektedir (Shaliutina-Koleova ve ark., 2016). Ureme mevsiminde artan seminal
plazma protein kompozisyonu, iireme mevsiminin sonlarina dogru azalmakta, iireme
mevsimi disinda ise ciddi anlamda diismektedir (Shaliutina-Kolesova ve ark., 2016).
Mevsimin etkisiyle seminal plazma ozmolaritesinin de degisim gosterdigi bilinmektedir
(Ciereszko ve ark., 2000; Shaliutina-Kolesova ve ark., 2016). Ureme mevsiminin sonuna

dogru seminal plazma protein igeriginin diismesi ve Ozmolarite degisimi, alabalik
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spermasinda sozii edilen donemde motilite ve spermatozoon hizinin diisisi ile

karakterizedir (Shaliutina-Kolesova ve ark., 2016).

Nynca ve ark. (2014), ASP proteinlerini biyolojik ve molekiiler fonksiyonlarina gore

asagida belirtildigi sekilde simiflandirmastir.

Aragtirmacilar alabalik seminal plazma proteinlerini biyolojik iglevlerine gore:

Metabolik islevi olan proteinler

Stumulus yanit veren proteinler

Transportta etkili proteinler

Hiicre organizasyonunda etkili proteinler
Spermatozoonun olgunlasmasinda etkili proteinler

Hiicreler arasi iletisim saglayan proteinler olarak siniflandirmigtir.

Alabalik seminal plazma proteinlerini molekiiler fonksiyonlarina goére ise:

Katalitik aktivite gosterenler
Baglanma 6zelligi olan proteinler
Enzim aktivitesini regiile edenler
Tastyic1 proteinler

Reseptor aktivitesi gosterenler

Yapisal proteinler olmak iizere 6 kategoriye ayrilmistir (Nynca ve ark., 2014).

Biyolojik islevlerine gdére metabolik islevli proteinler total proteinlerin %58’ ini

olusturmaktadir. Stimulus yanit saglayan (uyarici etki goOsteren) proteinlerin total

proteinlere orani ise %]16'dir (Nynca ve ark.,, 2014). Molekiiler yapilarina gore

degerlendirildiginde ise total proteinlerin ise %42’sini katalik aktivite gosteren seminal

plazma proteinleri (ligaz, hidrolaz, oksidoreduktaz, transferaz ve isomeraz aktiviteli)

olusturmaktadir. Baglanma 06zelligi olan proteinler (androjen baglayici proteinler,

karbonhidrat baglayici proteinler, lipit baglayici proteinler, DNA’ya baglanan proteinler

ve kiigiik molekiillere baglanan proteinler) %40°lik kismini olusturuken, geriye

kalan %18’lik dilimi diger islevleri olan proteinler olusturmaktadir (Nynca ve ark., 2014).
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ASP’de bulunan katalitik 6zellikli ve baglanma yetenegi olan proteinlerin %701 insan
seminal plazmasinda da identifiye edilmistir (Nynca ve ark., 2014; Pilch ve Mann, 2006).
Ayrica, identifiye edilen bu proteinlerin %87’si insan, boga ve kog¢ seminal plazmalarinin

da en az birinde identifiye edilmistir (Nynca ve ark., 2014).

Shaliutina-KoleSova ve ark. (2016) ise, alabalik seminal plazmasinda identifiye
edilen proteinlerin yaklasik %25’ini ¢ok islevli proteinler (apolipoprotein, transferrin,
serum albumin), immiin yanit ile iliskili proteinler (komplementler), soguk soku
proteinleri, antioksidan proteinler (SOD, thirodoxin, glutathione-S-transferaz vb), 14-3-3
ailesi iyeleri ve enzimler (laktat dehidrojenaz, kreatin kinaz, gliseraldehit-3-fosfat,
dehidrogenaz) olarak belirtmektedir. Bu protein gruplari igerisinde ise ¢ok islevli
proteinler ve immiin yanit ile iliskili olanlar daha fazla yer tutmaktadir (Nynca ve ark.,
2014). Buna karsin, su ana kadar yalnizca ASP igersinde izole edilmis spesifik proteinler

de bulunmaktadir (Nynca ve ark., 2014) (Tablo-1).

Seminal plazma proteinlerinin biiylik bir cogunlugu spermatozoon ylizeyi tarafindan
absorbe edilerek spermatozoonu korumaktadir (Belleannee ve ark., 2011). Akut faz
proteinleri olarak da bilinen transferrin, apolipoproteinler, komplement C3, serum
alblimin, hemopoeksin benzeri protein, alfal-antiproteanaz ve prerserebellin benzeri
proteinlerin spermatozoonun korunmasi ve canliligini siirdiirmesi konusunda 6nemleri
biiytiktiir (Nynca ve ark., 2014). Bu proteinler igerisinden transferrin, demir baglama,
mikrobiyal koruma, antioksidan ve toksik maddelere karsi koruma islevlerinin yani sira,
kriyoprotektif 6zellik de gostermektedir. al-proteinaz ise diger proteinazlari inhibe ederek
spermatozoonu proteolitik ataklara ve bunun sonucu aciga c¢ikacak ROS’a karsi
korumaktadir. Bu 6zelliginden 6tiirli spermanin saklanmasi sirasinda bu proteinin 6nemli
bir yeri bulunmaktadir (Nynca ve ark., 2014). Benzer sekilde, 14-3-3 proteinleri ve EF-
hand ailesi kalsiyum baglayici proteinler de (EF-hand calcium-binding domain-containing
protein 1, parvalbumin, calmadulin) spermatozoonu proteolizis ve oksidatif strese karsi
korumaktadir. Ayrica, sézii edilen bu proteinlerin hiicre ici Ca*? gegisini regiile ederek
spermanin motilitesi lizerinde de etkili oldugu bilinmektedir (Nynca ve ark., 2014).

Dietrich ve ark. (2014), sazan baliklarinin seminal plazmasinda yogun olarak bulunan C3
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protein komponentinin, alabalik seminal plazmasinda da bulundugunu ve spermatozoanin
korunmasinda 6nemli rolii oldugunu bildirmistir. Alabalik seminal plazmasinda bol
miktarda bulunan transferrin ve albumin ise spermatozoon membranini oksidatif strese ve
sitotoksik bilesiklere kars1 korumaktadir (Gomme ve ark., 2005). Serum albumin 1 ve 2
ise lipit peroksidasyonunun zararli etkilerinden korudugu icin en 6nemli ekstraselliiler
antioksidanlar arasinda sayilmaktadir (Halliwell, 1988). Antioksidan 6zelligi 6n planda
olan diger ASP proteinleri olarak ise SOD veGlutatyon-S-Transferaz (GST) gostermek
olasidir (Nynca ve ark., 2014). Cathepsin D ve M, calpain, sitosolik nonsipsifik dipeptidaz
ve proteozomlarin ise motilitenin uyarilmasi ve hasarli spermatozoon atiklarinin elimine
edilmesinde 6nemleri biiyliktiir (Nynca ve ark., 2014). Alabalik seminal plazmasinda da
izole edilen type-4 ice-structuring protein ise LS-12 antifriz protein olarak bilinmekte ve
baliklarin/balik spermasinin diislik sicakliktaki sularda donmasini engellemektedir
(Nynca ve ark., 2017; Zhao ve ark., 1998). Sozii edilen bu proteinin, dogal kosullar altinda
baligin ve balik gamet hiicrelerini sogugun zararli etkisinden korunmasi konusunda
onemleri biiytiktiir (Nynca ve ark., 2017). Alabalik seminal plazmasindan izole edilen
type-4 ice-structuring proteinin memeli seminal plazmasinda bulunmamasindan dolay,
soguk sokuna kars1 ¢ok duyarli olan kog spermasinin dondurulmasinda kullanilabilecegini
akla getirmektedir. Alabalik seminal plazmasinda izole edilen proteinlerin genel
islevlerine bakildigindada ise, spermatozoa i¢in canliligini siirdiirebilecegi mikro bir gevre
olmasmin yani sira, spermatozoayr ortamda bulunan metabolik atik ve lipit
peroksidasyonun zararl etkilerine kas1 korudugu sonucu ¢ikarilmaktadir (Nynca ve ark.,
2017). Tim bu nedenlerden dolayi, alabalik seminal plazmasindan izole edilen
proteinlerin spermayi dondurma-eritme islemlerinin zararli etkilerinden koruyacagi

sonucu ¢ikarilabilir.
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Tablo-1. Alabalik Seminal Plazmasi Protein Igerigi

. . ALABALIK

ALABALIK SEMINAL PLAZMASI iCERIiSiNDE MEMELI SEMINAL | SEMINAL

NO | iDENTIFiYE EDILEN PROTEINLER PLAZMASINDA PLAZMASI
BULUNMAYANLAR | MAJOR
PROTEINLERI

1 14-3-3A2 protein X
2 14-3-3C1 protein X
3 14-3-3C2 protein X
4 Apolipoprotein C-I precursor X
5 Cathepsin M precursor X
6 CD18 protein X
7 Complement component C3-3 X
8 Complement component C3-4 X
9 Complement factor Bf-2 X
10 Differentially regulated trout protein 1 X
11 FBPL4 X
12 Gonadal-soma derived growth factor precursor X

Lysozyme complex with 4-methyl-umbelliferyl chitotriose, X
13 chain A
14 Lysozyme g X
15 Myeloid cell lineage chitinase X
16 Nattectin precursor X
17 Nonmetastatic cells 1 protein X
18 Otolith matrix macromolecule-64 X
19 Parvalbumin beta-1 X
20 Precerebellin-like protein precursor X X
21 Rhamnose-binding lectin STL1 precursor X
22 Serum albumin 1 protein X X
23 SLAM family member 7 precursor X
24 TAP2a protein X
25 Toxin-1 precursor X
26 Vitellogenin X
27 Alpha-1-antiproteinase-like protein precursor X
28 Apolipoprotein A-1-1 precursor X
29 Apolipoprotein A-1-2 precursor X
30 Apolipoprotein A-lI X
31 Complement C3 X
32 Hemopexin-like protein X
33 Serum albiimin X
34 Transferrin precursor X
35 14-3-3 protein beta/alpha-1
36 14-3-3 protein beta/alpha-2
37 14-3-3E1 protein
38 14-3-3-eta
39 14-3-3 protein gamma-1
40 14-3-3 protein gamma-2
41 14-3-3 protein zeta
42 Actin beta
43 Activator of basal transcription 1
44 ADP ribosylation factor 4
45 Alcohol dehydrogenase
46 Aldolase a, fructose-bisphosphate 2
47 Angiotensinogen precursor
48 Antithrombin protein precursor
49 Apolipoprotein E precursor
50 Biotinidase fragment 1
51 Biotinidase fragment 2
52 Cl inhibitor
53 C4b-binding protein alpha chain precursor
54 C-reactive protein precursor
55 C-type mannose-hinding lectin precursor
56 C-type lectin receptor B
57 C-type MBL-2 protein precursor

40




58

C-type lectin 2-2

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il delta

59 chain

60 Calmodulin

61 Calpain 1, large subunit

62 Carnitine O-palmitoyltransferase |

63 Catechol-O-methyltransferase domain-containing protein 1

64 Cathelicidin-derived antimicrobial peptide 2 isoform B

65 Cathepsin D precursor

66 Clusterin-1

67 Coactosin-like protein

68 Coagulation factor Il precursor

69 Coagulation factor X precursor

70 Collagen al(l)

71 Complement C4

72 Complement component C6 precursor

73 Complement component C8 beta

74 Complement component C9 precursor

75 Complement factor B

76 Complement factor H precursor

77 Complement factor H1 protein precursor

78 Complement factor |

79 Cofilin-2

80 Creatine kinase, testis isozyme

81 Cystathionine-beta-synthase

82 Cystatin

83 Cysteine proteinase

84 Cytosolic nonspecific dipeptidase

85 EF-hand calcium-binding domain containing protein 1

86 Epithelial cadherin precursor

87 Epididymal secretory protein E1 precursor

88 FAM3C precursor

89 Fatty acyl-CoA hydrolase precursor, medium chain

90 Fatty acid binding protein, heart

91 FK506-binding protein 1A

92 Galectin-3-binding protein precursor

93 GSTP

94 Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase

95 Haptoglobin fragment 1

96 Haptoglobin fragment 2

97 90-kDa HSP beta isoform a

98 HSP 70b

99 70-kDa HSP 8 isoform a

100 Hemopexin-like protein variant 1

101 Ig kappa chain V-111 region MOPC 63 precursor

102 Ig light chain—rainbow trout (fragment)

103 Ig light chain—rainbow trout

104 Inositol monophosphatase

105 Keratin 12

106 Keratin, type | cytoskeletal 13

107 Keratin E3 type Il

108 L -lactate dehydrogenase B chain

109 Latexin

110 LECT2 neutrophil chemotactic factor precursor

111 Lipocalin precursor

112 Lumican precursor

113 Lysozyme C Il precursor

114 Malate dehydrogenase 1

115 Mannan-binding lectin H3 precursor

116 Mannan-binding lectin H2 precursor

117 Beta-2 microglobulin

118 Multidrug resistance associated protein 2
NADH dehydrogenase iron-sulfur protein 6, mitochondrial

119 precursor
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120 Notchl

121 Nucleoside diphosphate kinase

122 Nucleoside diphosphate kinase B

123 2-Peptidylprolyl isomerase A

124 Plasminogen precursor

125 Prion protein 2

126 Profilin-1

127 Protein AMBP precursor

128 Prostaglandine D synthase

129 Proteasome delta

130 Proteasome subunit beta type 1-A

131 Proteasome subunit alpha type 1

132 Proteasome subunit alpha type 7

133 Proteasome subunit alpha type 3

134 Proteasome subunit alpha type 4

135 Proteasome subunit alpha type 6

136 Proteasome subunit alpha type 2

137 Proteasome subunit beta type 3

138 Proteasome subunit beta type 4

139 S-phase kinase-associated protein 1A

140 Serum albumin 1 precursor

141 Sex hormone-hinding globulin precursor
142 Sex hormone-binding globulin beta form
143 Small ubiquitin-related modifier 3 precursor
144 SOD

145 Thioredoxin

146 Triosephosphate isomerase

147 Translin-associated protein X

148 Tubulin alpha chain, testis-specific

149 Ubiquitin

150 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1
151 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L3
152 UPFQ762 protein C60rf58 homolog precursor
Nynca ve ark., 2014

2.5.2.2.2. ASP Antioksidan Kompozisyonu

Alabalik seminal plazmasinda bulunan antioksidanlarin kaynagi ile ilgili yapilan
arastirmalarda, antioksidanlarin seminal plazma igerisindeki diisitk molekiil agirlikli
bilesiklerden koken aldigr bildirilmistir (Sasaki ve ark., 1996). Liu ve ark. (1995) ise,
seminal plazmada bulunan antioksidanlarin protein kaynakli oldugunu ileri siirmiistiir.
Konu ile ilgili yapilan diger bir arastirmada, serbest aminoasitlerin biiyiik bir boliimiiniin
antioksidan etki gosterdigi, alabalik seminal plazmasi icerisinde yogun arjinin, glutamik
asit, isoloysin, 19ysin, metiyonin ve prolin, spermatozoa igerisinde ise sistein, arjinin ve
metiyonin bulundugu saptanmistir (Lahnsteiner, 2009). Alabalik seminal plazmasi
icerisinde ¢ok yogun metiyonin bulunmaktadir (Lahnsteiner, 2009). Metiyonin, salt
antioksidan etkisi ile birlikte sistein ile bir araya gelerek hipotaurin ve taurin sentezini
sagladigi i¢in 6nemli olan bir aminoasittir (Karafakioglu, 2010). Ayrica, seminal plazma

icerisinde bulunan isoldysin ve 10ysinin ise antioksidan mekanizmasimin yani sira,
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Ozellikle inkiibasyon sirasinda spermatozoa tarafindan ek enerji kaynagi olarak da
kullanildig1 bilinmektedir (Lahnsteiner, 2009). S6z konusu bu aminoasitler, memeli
spermasinin  dondurulmasinda sulandirici katki maddesi olarak bir¢ok arastirmada
kullanilmistir (Agarwal ve ark., 2005; Alcay ve ark., 2017a; Banday ve ark., 2017; Bucak
ve ark., 2009; Bucak ve ark., 2013; Gangwar ve ark., 2018; Kulaksiz ve Dagkin 2009;
Najafi ve ark., 2014; Sharafi ve ark., 2015). Yapilan bu ¢alismalarda, yukarida s6zii edilen
aminoasitlerin spermanin dondurma-eritme sonrasi motilite ve diger spermatolojik
parametrelerinde onemli derecede iyilesme sagladigi bildirilmistir (Algay ve ark., 2017a;

Bucak ve ark., 2009; Karafakioglu, 2010; Toker ve ark., 2016).

Alabalik seminal plazmasinin aminoasitlerin yani sira, antioksidan 6zellik gosteren
vitaminler yoniinden de zengin oldugu bilinmektedir (Lahnsteiner ve ark., 2010).
Askorbik asit (vitamin C) antioksidan 6zelligi oldugu bilinen 6nemli bir organik bilesiktir.
Alabalik seminal plazmasi igerisinde askorbik asit yogunlugunun kandaki yogunlugundan
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Ciereszko ve Dabrowski, 1995). Askorbik asit diginda
beta karoten, vitamin A ve vitamin E alabalik seminal plazmasinda izole edilen vitaminler

olarak goze ¢arpmaktadir (Naziroglu ve ark., 2000).

2.5.3 ASP-Sistein Kombinasyonunun Ko¢ Spermasinin Dondurulmasinda Kullanim

Sistein tiyol grubu bir aminoasittir (Bucak ve ark., 2015). Sisteinin molekiiler agirlig
diisiik oldugu i¢in hiicre membranina kolaylikla penetre olup hiicre icerisinde GSH
sentezini artirmaktadir (Hendin ve ark., 1999). Hiicre ya da hiicre kiiltiir ortaminda
bulunan GSH ile antioksidan kapasite arasinda dogru bir orant1 bulunmaktadir (Gokge ve
ark., 2017). Bu nedenle, sisteinin glutatyon prokiirsorii olarak antioksidatif etki

gosterdigini soylemek olasidir (Bucak ve ark., 2015).

Kog sperma sulandiricisina farkli dozlarda sistein (0 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM)
ekleyen arastiricilar dondurma-eritme sonrast sirastyla %39,50, %45,00, %59,00
ve %39,50 motilite oran1 elde etmislerdir (Uysal ve Bucak 2007). S6z konusu ¢aligmada,

kog sperma sulandiricisina 10 mM sistein eklenmesinin dondurma-eritme sonrasi motilite

43



degerinde istatiksel olarak anlamli bir iyilesme olusturdugu sonucuna varilmistir (P<0,05).
Benzer bir diger ¢alismada, kog¢ sperma sulandiricisina 0 mM, 5 mM ve 10 mM sistein
ekleyen Sharafi ve ark. (2015), ko¢ spermasinin dondurma-eritme sonrasi motilite
oranlarini sirasiyla %47,14; %49,14 ve %55,86 olarak saptamislardir. S6z konusu
calismada, kog¢ spermasi sulandiricisina 10 mM sistein eklenmesinin dondurma-eritme

sonrasi motilite degerini istatistiksel olarak iyilestirdigi sonucuna varilmaistir.

Alabalik seminal plazmasi igerisinde yogun olarak metiyonin siilfoksid rediiktaz
enzimi ve metiyonin oldugu kaydedilmistir (Lahnsteiner, 2009). Metiyonin siilfoksit
rediiktaz enzimi, metiyonin iretimi i¢in Onem tasimaktadir (Lahnsteiner, 2009).
Metiyonin ise sistein ile birlikte bir dizi zincir reaksiyonu sonucu 6nce hipotaurin ardindan
ise taurin sentezi i¢in gerekli bir aminoasittir (Karafakioglu, 2010). Taurin memeli
spermasinin  dondurma-eritme sonrasi spermatolojik parametrelerin basarili sekilde
korunmasinda onemli yeri olan antioksidanlardan bir tanesi olarak bilinmektedir
(Karafakioglu, 2010). Metiyoninin alabaliklarda hem spermatozoa hem seminal plazma
kompozisyonu icerisinde saptanmasina karsin, sistein ayni tiirde yalnizca spermatozoa
igerisinde lokalize olmakta (Lahnsteiner, 2009) ya da seminal plazma igerisinde minimal
diizeylerde bulunmaktadir (Nynca 2014). Alabalik seminal plazmasinin sistein
icermemesinden (ya da eser nicelikte igcermesinden) o6tiiri; ASP’nin sisteinin direkt ve
indirekt (GSH sentezi) antioksidan etkinliginden yoksun oldugu sonucunu g¢ikarmak
olasidir. Ayrica, ASP’nin sisteinden yoksun olmasi nedeniyle tek basina kullanilmasi

hipotaurin ve taurin sentezi i¢in yetersiz kalacaktir.

Yapilan literatiir taramasinda, ASP’nin ve sisteinin tek basina kullaniminin kog
spermas1 dondurma basarisi tizerine etkinliginin degerlendirildigi ¢aligmalarin bulundugu
goriilmektedir (Algay ve ark.,2017a; Toker ve ark., 2017; Toker, 2018; Uysal ve Bucak
2007; Ustiiner ve ark., 2016). Ancak, ASP’nin dondurma-eritme sonras1 kog spermasi
DNA biitlinliigii iizerine etkinliginin ve ASP-sistein kombinasyonunun dondurma-eritme
sonras1 in vitro spermatolojik parametreler iizerine etkisinin belirlendigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, ko¢ spermasmin dondurulmasi ve eritilmesi sirasinda

ugradig1 ¢esitli mekanik ve metabolik zararlara karsi; kog sperma sulandiricisina tek
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basina ya da sistein ile kombine edilmis alabalik seminal plazmasi eklenerek ¢oziim sonu
spermatolojik 6zellikler iizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla, standart
sulandirict (%20 yumurta sarisi i¢eren Tris-sitrik asit-fruktoz sulandiricisi) (Aisen ve ark.,
2000) veya 1 mM sistein eklenen standart sulandiriciya farkli dozlarda alabalik seminal
plazmasi (%0, %1, %10, %15) ilave edilerek dondurulan kog¢ spermalarinin, eritme
sonrast motilite, plazma membran fonksiyonel biitiinliigli, akrozomal hasar ve DNA
biitiinliigli parametreleri degerlendirilmistir. Yapilan ¢alisma ile standart ko¢ spermasi
dondurma sulandiricisina eklenecek alabalik seminal plazmasi niceliginin belirlenmesi

hedeflenmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

Sunulan tez ¢alismasi i¢in Bursa Uludag Universitesi Veteriner Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu onay1r alinmig (13/12/2016 Tarih ve 2016-15/06 numarali etik kurul
karar1) olup; tez ¢alismasi Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

Doktora Destek Projesi (BAP DDP 2017/10 nolu proje) tarafindan desteklenmistir.

Caligmada, sperma sulandiricisinin hazirlanmast amaciyla kullanilan kimyasal
maddelerin listesi Tablo-2 de verilmistir. Sunulan tez g¢alismasinda, Bursa Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Saghig ve Hayvansal Uretim ve Uygulama
Merkezi Koyunculuk Unitesinde aynm1 bakim ve besleme kosullarinda barindirilan 2-4
yaslarinda 10 bas Kivircik irk1 ko¢ kullanildi. Kullanilan koglar, deney siireci boyunca
kuru cayir otu ve hayvan basi giinlik 1 kg konsantre yemden olusan rasyon ile

beslenirken; koglara yalama tasi ile su ad-libitum olarak verildi.

3.1. Koclardan Sperma Alinmasi

Sperma asim mevsimi disinda (Ocak-Agustos) elektroejakiilasyon yontemi ile giin
asir1 olarak bes kez alindi. Elektroejakiilasyon yontemi ile sperma almak amaciyla sperma
alinacak kog¢ Oncelikle yatirilarak zapturapta alindi. Ardindan spermayi alacak kisilerce
prepusyal bolgedeki uzun killar makas yardimiyla kesildikten sonra, fizyolojik tuzlu su
(FTS) ile nemlendirilen pamukla kogun prepusyal bolgesi temizlenip hemen ardindan
pamuk ile kurulandi. Elektroejakiilatoriin (Ruakura kog probu, Hamilton, Yeni Zelanda)
probuna kayganlastirici jel uygulandiktan sonra prop rektuma yerlestirildi. Bu islemden
hemen sonra penis, spermayi alan kisi tarafindan el maniiplasyou ile prepusyumdan digar1
cikarildi ve sperma toplama kadehi penisin prosessus uretra boliimiine yonlendirildi.
Otomatik olarak dorder saniyelik araliklarla, elktroejakiilatoriin probu ile kogun ampulla
bogesine 12 V’luk elektrik akimi verilirken, akim durdugu zaman ise penise elle masaj
yapilarak ejakiilasyon uyarildi. Ejakiilasyonun uyarilmasi ile gelen sperma, huni yardimi

ile onceden 28-32 °C sicaklikta tutulan sperma toplama kadehine toplandi. Ejakiilasyonun

46



tamamlamasinin ardindan kullanilan kogun kulak numarasi kaydedilerek sperma toplama

kadehi 28-32 °C’a ayarlanmis su banyosuna yerlestirildi.

3.2. Taze Spermada Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Tim koglardan spermanin alimmasmin ardindan, 28-32 °C’ta bekletilen sperma
ornekleri, hizl bir sekilde laboratuvara gotiiriildii ve taze spermada kitle hareketi, motilite

ve yogunluk muayeneleri yapildi.

3.2.1. Sperma Hacmi

Sperma toplama kadehine alinan spermalarda hacim degerlendirilmesi yapilmasi
amaciyla, sperma kadehleri diiz bir eksende tutuldu ve dereceli kadehin (mL) tizerinde
bulunan skaladan yararlanilarak kadeh igerisindeki sperma hacmi mL olarak kayit edildi.

En az 0,5 mL hacime sahip olan ejekiilat 6rnekleri ¢alismada kullanildi.

3.2.2. Kitle Hareketi (Mass-aktivite)

Sperma laboratuvara getirildikten sonra, hizli bir sekilde kitle hareketi muayenesi
yapildi. Bu amagla, bir damla sperma 6rnegi daha onceden 1sitilmig lamin {izerine
damlatildi ve 1siticili tablali faz kontrast mikroskop altinda (Olympus BXS51-TF -
Olympus Optical Co., Ltd., Japonya) x10 objektifte spermanin degerlendirmesi yapildi.
Mass aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla +++++’lik skaladan yararlanildi. En az +++

ve lizeri mass aktivitesi olan ejakiilat 6rnekleri ¢calismada kullanildi.
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3.2.3. Spermatozoon Motilitesi

Daha onceden 1sitilan lamin iizerine bir damla kontrol sulandiricisi ve bir damla
sperma damlatildiktan sonra {izeri lamel ile kapatildi. Ardindan 1sitic1 tablali faz kontrast
mikroskopta (Olympus BX51-TF - Olympus Optical Co., Ltd., Japonya) x40 objektif ile
motilite muayenesi yapildi. Bu amagla her bir sperma 6rnegi i¢in en az ii¢ mikroskop alant
incelendi ve ileriye dogru giden spermatozoa motil olarak degerlendirildi; motil
spermatozoonun degerlendirilmesi yapilan mikroskop alanindaki spermatozoon sayisina
oran1 % olarak belirlendi. Calismada motilitesi en az %80 olan sperma Ornekleri

dondurma islemleri i¢in kullanildi.

3.2.4. Spermatozoon Yogunlugu

Spermatozoon yogunlugunun saptanmasi amaciyla hemositometrik yontem kullanildi.
Bu amacla, sperma 6rnekleri santrifiij tiipleri igerisinde 1:200 oraninda musluk suyu ile
sulandirild (5 pL sperma+995 pL su). Onceden lamel kapatilarak hazirlanmis Thoma
laminda, lam ile lamelin kesisim noktasina bir damla sperma damlatildi. Thoma lam1
tizerinde dordii kdseden ve bir tanesi ise ortadan olmak tizere bes biiyiik kare (80 kiigiik
kare) igerisindeki spermatozoon sayisi, spermatozoonlarin basinin konumu goéz oniinde
bulundurularak sayildi. Toplam sayilan spermatozoon sayis1 107 ile carpilarak 1 ml’deki
spermatozoon sayisi (spt/mL) saptandi. Calismada en az 1x10° spt/mL yogunlugu olan

sperma ornekleri dondurma islemi i¢in kullanildi.
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3.3. Sperma Sulandiricisinin Hazirlanmasi ve Spermanin Kriyoprezervasyonu

Calismada kullanilacak olan alabalik seminal plazmasinin temini amactyla,
alabaliklarin tireme mevsimi igerisinde, erkek alabaliklardan sperma sagim yontemi ile
alindi. Sperma sagim islemi oncesinde erkek baliklar, 100 mg/lt yogunlukta MS-222
bulunan su dolu kaba konularak anestezi saglandi. Anestezi altina alinan baliklar sudan
cikarilip havlu ile kurulanmalarinin ardindan abdominal basing ile sperma sagimi
gerceklestirildi (Sekil-1). Alinan spermalar 10,000 x g’de 10 dakika boyunca santrifiij
edildi ve siipernatant kism1 alinarak 10,000 xg’de 10 dakika ikinci bir santrifiij islemi
uygulandi. Ardindan elde edilen slipernatant 1,5 mL hacimli santrifiij tiiplerine boliinerek
sulandirici hazirlanacagi giine kadar -20 °C’ta saklandi. Buzdolabinda saklanan alabalik
seminal plazmalari, ¢caligma giinli oda sicakliginda eritilerek ¢aligma gruplarina uygun

sekilde sperma sulandiricilarina eklendi.

Sekil 1. Alabaliklardan sperma toplanmast.

3.3.1. Sperma Sulandiricisinin Hazirlanmasi

Spermanin sulandirilmasi amaciyla %20 yumurta sarisi igeren Tris-sitrik asit-fruktoz
sulandiricist kullanilmigtir (Tablo-2). Hazirlanilan sulandirici sekiz esit gruba ayrilarak
alabalik seminal plazmasi ve sistein igerip igermemesine gore deneme gruplar

olusturularak isimlendirildi (Tablo-3).
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Tablo-2. Kullamlan Sperma Sulandiricisi Kimyasal icerigi

SULANDIRICI A

SULANDIRICI B

Kimyasal Kodu

Kimyasal Miktar Kimyasal Miktar
THAM (Tris (hydroxymethyl) | 223,7Mm/It | THAM (Tris (hydroxymethyl) | 223,7mM/It
aminome(tane) e " aminome(tane) e " Stgma-Aldrich - T6791
D- friiktoz 55,5 mM/It || D- fritktoz 55,5 mM/It Merck-Millipore — 100242
Sitrik Asit 66,6 mM/Lt || Sitrik Asit 66,6 mM/Lt | Merck-Millipore — 104007
Penisilin G 0,3 g/lt Penisilin G 0,3 g/lt Sigma-Aldrich — P7794
Dihidrostreptomisin 0,4 g/lt Dihidrostreptomisin 0,4 g/lt Sigma-Aldrich — S1277
Yumurta Sarist %20 Yumurta Sarist %20
Trehaloz* 100,4
M/t Sigma-Aldrich — T0167
EDTA* 4,03 mM/It Fisher Scientific — BP118
Gliserol** %6 Sigma-Aldrich — S5516

*Sigma, St. Louis, MO, USA
**Merck, Darmstadt, Germany

Tablo-3. Calisma Gruplarinin ASP ve Sistein ihtiva Etme Oranlarina Gore isimlendirilmesi
GRUP ADI ASP % SISTEIN* 1mM
KONTROL 0 -
ASP%1 1 -
ASP%10 10 -
ASP%15 15 -
KONTROLS 0 +
ASP%1S 1 +
ASP%10S 10 +
ASP%15S 15 +

ASP: Alabalik Seminal Plazmasi
*Sigma-Aldrich — C7352
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3.3.2. Ko¢ Spermasinin Dondurulmasi

Koclardan elektroejakiilator yontemi ile sperma Ornekleri alinarak 28°C’ye
ayarlanmis su banyosu i¢ine aktarildi. En az 0,5 mL hacim, +++ mass aktivite, %80
motilite ve 1x10° spt/mL yogunluga sahip ejakulat drnekleri birlestirildi (pooling) ve

spermatolojik muayeneler i¢in numuneler alindu.

Pooling yapilan sperma sekiz esit hacme boliinerek ve Tablo-3’te belirtildigi lizere
calisma gruplar olusturuldu. Her bir ¢alisma grubuna ait sperma, kendi ¢alisma grubuna
ait sulandiric1 A (sistein ile kombine edilmemis %0, %1, %10 ve %15 ASP igeren
strastyla; K, ASP%]1, ASP%10 ve ASP%]15 sulandiricisi; sistein ile kombine edilmis %0,
%1, %10 ve %15 ASP igeren sirastyla; KS, ASP%I1S, ASP%10S ve ASP%15S
sulandiricist) ile final hacim 1:5 olacak sekilde (sperma/sulandirici) sulandirict A ile yari
hacimde sulandirildi ve her bir ¢alisma grubundan spermatolojik muayeneler igin

numuneler alindi.

Sulandirilan sperma 6rnekleri icesinde +28 °C su bulunan bir kaba yerlestirilerek +5
°C’a ayarli yatay buzdolabima yerlestirildi. Kaptaki suya buz kaliplar1 atilarak suyun

sicaklig1 asamali olarak bir saat i¢inde +5°C’a diisiiriildii.

Sogutulmus sperma finalde %6 gliserol olacak sekilde 1:1 (spermatsulandiric
A/sulandirict B) oraninda, kendi ¢alisma grubuna uygun Sulandirici B ile asamali olarak
sulandirildi. Asamali sulandirma amaciyla eklenecek Sulandirict B miktar1 5 egit hacme
bolindlii ve her esit hacim 10 dakikalik araliklarla ilave edildi. Boylelikle ikinci

sulandirma 50 dakikada tamamlandi.

Sulandirict B ile sulandirma igleminin tamamlanmasimin ardindan, sperma 2 saat
ekilibrasyon siirecine birakildi. Siirecin bitmesinin ardindan, her bir grup spermadan
spermatolojik parametrelerin (motilite, plazma membran, akrozom ve DNA biitiinltigii)
degerlendirilmesi amaciyla numuneler alindi. Numune alma isleminin ardindan
sulandirma islemi tamamlanmis spermalar 0,25 mL hacimli mini payetlere otomatik payet
doldurma ve kapatma cihazi (IMV, Fransa) yardimiyla ¢ekildi. Payetlere ¢ekilen sperma
5°C’tan -8°C’a 3°C/dk ve -8°C tan -120°C’a 25°C/dk hizda programlanabilir dondurma
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makinesiyle (Air Liquide, Marne-la-Vallée Cedex 3, France) 9 dk igerisinde

dondurulduktan sonra sivi azot (-196°C) i¢ine aktarildi.

3.4. Spermanin Eritilmesi ve inkubasyonu

Eritme giinii her bir gruba ait 3 adet payet 37 °C sicakliktaki su banyosunda 30 sn
bekletilerek eritildi ve sperma plastik test tliplerine aktarildi. Eritme sonrasi 0. saat
spermatolojik parametrelerin (motilite, plazma membran, akrozom ve DNA biitiinliigii)
degerlendirilmesi i¢in sperma numuneleri alindi. Ardindan sperma ornekleri 39°C
sicaklikta neme doyurulmus %5 CO’li atmosferde (Labconco Kansas City, U.S.A.) 5 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 3. ve 5. saatlerinde tekrar aym

spermatolojik parametrelerin degerlendirilmesi amaciyla sperma 6rnekleri alindi.

3.5. Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Sperma alindiktan sonra pooling, sulandirma sonrasi, ekilibrasyon sonrasi, eritme
sonrast, inkiibasyonun 3. saat ve 5. saatlerinde numuneler alinarak motilite
degerlendirilmesi yapildi. Ayrica, ayn1 ¢alisma saatlerinde alinan sperma oOrneklerine
HOST testi ve FITC-PSA ile TUNEL boyamalar yapilarak sirasiyla spermatozoon plazma

membran fonksiyonu, akrozom ve DNA biitlinligii degerlendirildi.

3.5.1. Spermatozoon Motilitesi

Daha 6nceden 1sitilan lamin tizerine bir damla sperma damlatilip lizeri lamel ile
kapatildi. Ardindan 1sitic1 tablali faz kontrast mikroskopta (Olympus BX51-TF) x40°lik

objektifte motilite muayenesi yapildi.
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3.5.2. Hipoozmotik Sisme Testi (HOST) ile Plazma Membran Biitiinliigiiniin

Belirlenmesi

HOST i¢in 10 pL taze (pooling) ya da sulandirilmis (sulandirma sonrasi, ekilibrasyon
sonrasi, inkiibasyonun 0, 3 ve 5. saatleri) sperma Ornekleri daha 6nceden hazirlanarak
37°C’aayarli su banyosunda bekletilen 100 puL sodyum sitrat-fruktoz hipotonik soliisyonu
(100 mOsm) iizerine eklenerek 1 saat boyunca inkiibasyona birakildi (Nur ve ark., 2010).

HOST degerlendirmeleri inkiibasyon siiresinin ardindan gerceklestirildi.

Bu amagcla; lam {izerine bir damla 6rnek aktarilarak iizeri lamel ile kapatilip faz
kontrast mikroskopta x100°liik objektifte inceleme yapildi. Yapilan inceleme sirasinda her
bir drnekten toplam 200 spermatozoon sayilarak kuyruk boliimii siserek kivrilmis olan
Spermatozoanin plazma membran fonksiyonel biitiinliigiinii korudugu saptandi ve kuyruk

kismu kivrik olan spermatozoa degerlendirildi ve miktar1 % olarak kaydedildi.

3.5.3. FITC-PSA ile Akrozomal Yapinin Ortaya Konmasi

Akrozomal biitiinliigiin belirlenmesi amaciyla, 75uL Phosphate buffered saline (PBS)
iceren minisantrifiij tiiplerinin igerisine 25 pL sperma Ornegi eklenerek karigim 800
rpm’de 5 dk santriflij edildi. Ardindan siipernatant kismi atilarak dipte kalan pellet
yeniden 75 pL PBS ile sulandirildi. Mikropipet yardimi ile PBS ve pellet kism1 yeniden
karigtirildiktan sonra karigimdan 1 damla lam {izerine alinarak lamel yardimi ile froti
¢ekildi ve havada kurutuldu. Kurutulan frotiler daha sonra +4°C sicaklikta 10 dk aseton
ile tespit edilip, ardindan PSA-FITC (50 pg/mL fosfat buffer soliisyonu) soliisyonu
eklenerek 30 dakika karanlikta boyanmasi beklendi. Boyama isleminden sonra, frotiler
PBS ile yikanip iizerlerine 1 damla gliserol eklendi ve floresan mikroskop altinda
incelendi. Akrozom boliimiiniin tamami yesil olarak goriilen ve akrozomal ¢eperi
biitiinliiglinli/6zgiin  yapisini  koruyan spermatozoa akrozomal biitiinliigii saglam
spermatozoon olarak not edildi (Sekil-2). Her bir preparattan en az 200 spermatozoa

incelenerek hasarli akrozomu olana spermatozoa orani (%) olarak belirlendi.
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3.5.4. Terminal Deoxynucleotidyl Transferasemediateddutp Nick-End Labeling
(TUNEL) ile DNA Hasarmmn Belirlenmesi

Spermada hasarli DNA oraninin saptanmasi amaciyla histokimyasal TUNEL yontemi
kullanilmistir. TUNEL boyama prosediirii i¢in oncelikle sperma 25-50 x 10° spt/mL
olacak sekilde PBS ile yikandiktan sonra, elde edilen yikanmis sperma 6rnegi pap-pen ile
sinirlandirilmis poly-lizin kapli lamlara damlatildi. Poly-lysine kapli lama alinan drnekler
1 gece boyunca +4°C sicaklikta buzdolabinda bekletildi. Bir sonraki giin +4°C’tan
cikarilan frotiler boyama havuzuna yerlestirilerek %10 formaldehit igerisinde 20 dakika
tespit edildi ve ardindan 3 kez PBS ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan frotiler
boyama zamanina kadar +4 °C sicaklikta buzdolabinda saklandi. Boyama giinii frotilerin
pap-pen ile simirlandirilan bolgesine 10 pL Proteinaz K damlatilarak 10 dk inkiibasyona
birakildi, inkiibasyon siirecinin ardindan frotiler 3 kez PBS ile yikandi. Ardindan endojen
peroksidaz aktivitesini nlemek amaciyla frotiler %10 H2O2 doldurulan boyama salelerine
yerlestirilerek oda sicakliginda 10 dakika bekletildi ve HoO2 uzaklastirilarak PBS ile 3 kez
yikandi. Histokimyasal boyanin permeabilizasyonunu artirmak amaciyla preperatlar 6nce
buz akiilerinin {izerine yerlestirilip ardindan preparatlarin sinirlandirilan bdlgesine %0,1
oraninda Triton X-100 eklendi ve 5 dakika boyunca beklendi. Bekleme siiresinin ardindan
preperatlar yeniden PBS ile yikandi ve preperatin siirlandirilmis bolgesi disindaki
boliimii kuru bir pegete yardimu ile silinerek preparat kurutuldu. Ardindan simirlandirilmis
bolgeye 6nceden hazirlanmig 20 uL Tunel Dilution Buffer, 10 uL Tunel Enzyme ve 90
uL Tunel Label karigimindan 10 pL damlatilarak preperatlar 37°C sicakliktaki etiivde 1
saat inkiibe edildi. Boyama isleminin sonunda, preperatlar PBS ile yikanarak boyanin
fazlaligr uzaklastirildi ve ardindan preparatlar karanlik ortamda kurutuldu. Kuruyan
preperatlarin sinirlandirilmis bolgesinin {izerlerine mounting medyum damlatilarak
ardindan ayni bolge lamel ile kapatildi ve karanlik ortamda floresan mikroskopta x40
objektif ile degerlendirildi. Degerlendirme amaciyla 6ncelikle DAPI kiip altinda mavi
renk veren spermatozoon bagslar1 sayilarak alandaki toplam spermatozoon sayis1 saptandi,
ardindan preperatin alan1 degistirilmeden floresan mikroskobu test kiibiine alind1 ve aynm

mikroskop alaninda yesil renk veren spermatozoon sayisi belirlendi (Sekil-3). Yesil renk
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veren spermatozoon DNA biitiinliiglinii kaybetmis olarak not edildi. Bu degerlendirme

amaciyla 200 spermatozoa incelendi ve hasarli DNA oran1 % olarak belirlendi.

3.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglarin istatistiksel analizinin yapilmasi1 amaciyla IBM SPSS istatistik
20 (Chicago, IL, ABD) isimli program kullanildi. Spermatolojik parametrelerin,
betimleyici istatistigi yapilarak ortalama degerleri saptandi. S6zkonusu verilere normalite
testleri yapildi ve elde edilen sonuca gore kullanilacak testler belirlendi. Homojen dagilim
gbsteren parametrik degerler icin One-Way ANOVA testi uygulandi. Istatistisel anlam
iceren spermatolojik parametrelerde hangi gruplar arasi fark oldugunu belirlemek
amaciyla Post hoc test olarak Tukey kullanildi. Parametrik olmayan degerler igin ise
Kruskal-Wallis testi, sonrasinda gruplar arasi ikili karsilagtirmalar i¢in ise Mann-Whitney
U testi ile degerlendirmeleri yapildi. Spermanin kriyoprezervasyonu sirasinda uygulanan
basamaklarin spermatolojik parametrelere etkisinin belirlenmesi igin parametrik veriler
icin “bagimli T Testi”, nonparametrik veriler i¢in “Wilcoxon” testi kullanildi. Yapilan

degerlendirmelerde P<0,05 anlamlilik diizeyinin istatistiki farki temsil ettigi kabul edildi.

55



4. BULGULAR

Sunulan tez c¢alismasinda dondurma-eritme islemleri sirasinda 6 farkli zamanda
motilite, HOST, PSA-FITC (Sekil-2), ve TUNEL (Sekil-3) degerlerine bakildi.

Degerlendirme zamanlar1 agagidaki belirtilmistir.

1. Kryoprezervasyon asamalarinda (pooling, sulandirma sonrasi ve ekilibrasyon
sonrasi).
2. Dondurulmus spermanin 37°C’ta 30 sn’de (eritildikten sonra).

3. Eritme sonrasi inkiibasyonun 3. ve 5. saatlerinde

4.1. Taze Sperma, Sulandirma Sonrasi ve Ekilibrasyon Sonrasi Saptanan

Spermatolojik Bulgular

Pooling yapilan spermalara ait ortalama degerler Tablo-4; sulandirma sonrasi ve
ekilibrasyon sonrasi elde edilen veriler Tablo-5; spermanin sulandirilmasi, dondurulmasi,
eritilmesi ve inkiibasyonun spermatolojik parametreler tizerindeki etkisi ise Tablo-6’da

sunulmustur.

Taze sperma ile pooling sonrasi elde edilen ortalama motilite, plazma membran
fonksiyonel biitiinliik, akrozomal hasar ve DNA hasar orant
sirasiyla %83,00; %89,80; %8,20; %3,4 olarak saptandi. Pooling yapilan taze spermanin
spermatolojik bulgular: ile sulandirma sonrasi tiim ¢alisma gruplarinin motilite, HOST,
PSA, TUNEL verileri arasinda istatistiksel yonden fark saptanmadi (P>0,05).

TABLO-4. Pooling Sonrasi Taze Spermada Elde Edilen Spermatolojik Parametreler (X+SX) (n:5).

Motilite (%) Plazma Membran Biitiinliigii (%) Akrozom Hasar1 (%) DNA Fragmentasyonu (%0)

83,00+2,74 89,80+1,92 8,20+1,10 3,440,55
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Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%1S, ASP%10S ve ASP%15S
gruplarmin ~ sulandirma  sonrast  motilite  degerleri  sirasiyla  %79,00;
%78,00; %80,00; %79,00; %81,00; %80,00; %83,00 ve %81,00 iken, ayni gruplarin
ekilibrasyon sonrasi motilite degerleri sirasiyla %73,00; %75,00;
%75,00; %73,00; %77,00; %74,00; %78,00 ve %75,00 olarak saptandi. Sulandirma
sonrasi rakamsal olarak en diisiik motilite degeri ASP%1 grubunda saptanmasina karsin,
var olan grup motilite degeri yalnizca ASP%10S grubundan istatistiksel olarak daha diisiik
bulundu (P<0,05) (Tablo 5). Ekilibrasyon sonrasi gruplar motilite bakimindan kendi
icinde degerlendirildiginde; istatistiksel bir fark bulunmadi. Yapilan istatistiksel
degerlendirmenin ardindan, spermanin +5 °C’a diisiiriilmesi ve gliserol igeren sulandirici
B ile sulandirma isleminin (gliserolizasyon), -ASP%]1 grubu hari¢- tiim gruplarda

spermanin motilite degerinde diisiise neden oldugu gozlemlendi. (P<0,05) (Tablo 6).

Plazma membran fonksiyonel biitiinliigii olan spermatozoon orani [HOST (+)] %
olarak ifade edilmistir. Sulandirma sonrasi Kontrol, ASP%]1, ASP%10, ASP%15,
KontrolS, ASP%1S, ASP%10S ve ASP%15S gruplarina ait plazma membran biitiinligii
oranlari sirastyla %83,00; %85,60; %85,80; %85,20; %86,00; %86,80; %88,00 ve %86,20
olarak belirlendi. Sulandirma sonrasi calisma gruplari arasinda plazma membran
fonksiyonel biitiinliik degerleri yoniinden istatistiksel bir fark bulunmad: (P>0,05).
Ekilibrasyon sonrast Kontrol, ASP%]1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%IS,
ASP%10S ve ASP%15S gruplarinin plazma membran fonksiyonel biitiinliikk degerleri
sirastyla %78,20; %81,20; %82,00; %80,80; %83,20; %83,00; %84,20 ve %80,20 olarak
saptand1. Ekilibrayon sonras1 Kontrol grubuna ait plazma membran fonksiyonel biitiinliik
degeri KontrolS ve ASP%10S grubundan daha diisiik bulunurken (P<0,05), diger gruplar
arasinda plazma membran biitiinliigii bakimindan istatistiksel bir fark bulunmadi (P>0,05).
Ayn1 gruplarin sulandirma sonrast ve ekilibrasyon sonrast plazma membran biitlinligii
kendi igerisinde karsilastirildiginda, spermanin sicakliginin +5 °C’a diisiiriilmesi,
gliserilizasyon ve ekilibrasyon islemlerinin sulandirici iceriginden bagimsiz olarak

plazma membran biitiinliigiinde azalmaya neden oldugu saptandi (P<0,05).
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Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%1S, ASP%10S ve ASP%15S
gruplarina ait sulandirma sonrasi akrozomal hasar oranlari sirasiyla %9,00; %38,80;
%8,60; %8,60; %8,80; %8,80; %8,40 ve %9,20; ekilibrasyon sonrasi degerler ise
sirastyla %11,00; %10,20; %9,40; %10,00; %10,00; %10,20; %9,60 ve %10,60 olarak
belirlendi. Sperma gruplari sulandirma ve ekilibrasyon agamalarinin her biri kendi i¢inde
degerlendirildiginde, akrozomal hasar oraninin benzer oldugu sonucuna varildi (P>0,05).
Spermanin sulandirma sonrasi sicakliginin 5°C’a diisiirilmesi, gliserolizasyon ve
ekilibrasyon islemlerinin, tiim gruplarda akrozomal hasar oraninin istatistiksel olarak

artmasina neden oldugu gézlemlendi (P<0,05).

Sulandirma sonrasi1 Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%1S,
ASP%10S ve ASP%15S gruplarina ait DNA hasar1 orant
sirasiyla %3,80; %3,60; %3,60; %4,20; %4,00; %3,80; %3,60 ve %3,80 olarak saptandi.
Ekilibrasyon sonras1 Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%1S,
ASP%10S, ASP%15S gruplarina ait DNA hasar1 orani ise
sirasiyla %5,00; %4,20; %4,40; %4,60; %4,40; %4,20; %4,20 ve %4,40 olarak bulundu.
Hem sulandirma sonrasi hem ekilibrasyon sonrast DNA hasar1 bakimindan gruplar
arasinda istatistiksel bir farklilik olmadig1 gézlemlendi (P>0,05). Ayrica, yapilan bagimli
degisken testleri 1518inda, spermanin sulandirilmasi, gliserilizasyon ve ekilibrasyon
islemleri kontrol grubunun DNA biitiinliikk oraninda azalmaya neden olurken (P<0,05),
ayni islemlerin diger ¢alisma gruplarmin DNA biitlinliik oraninda istatistiksel olarak

anlamli bir diisiise neden olmadigi sonucuna varildi (P>0,05).
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TABLO-5. Sulandirma Sonrasi ve Ekilibrasyon Sonrasi Elde Edilen Spermatolojik Parametreler (X+SX).

ASAMA GRUP n Motilite (%) Plazma Membran Akrozom DNA Hasar1 (%)
Biitiinliigii (%) Hasar1 (%)

KONTROL 5 79,00+2,24% 83,00+5,15 9,00+1,22 3,80+0,45

ASP%1 5 78,00+2,74% 85,60+2,70 8,80+1,30 3,60+0,55

z ASP%10 5 80,00+3,54% 85,80+2,50 8,60+1,34 3,60+0,90
E ASP%15 5 79,00+2,24% 85,20+2,68 8,60+0,90 4,20+0,84
é KONTROLS 5 81,00+2,23% 86,00+1,58 8,80+0,84 4,00+1,00
LE ASP%1S 5 80,00+0,00% 86,80+1,79 8,80+0,45 3,80+0,45
’ ASP%10S 5 83,00+2,73° 88,00+1,41 8,40+0,90 3,60+0,90
ASP%15S 5 81,00+2,23% 86,20+0,84 9,20+1,10 3,80+0,45
KONTROL 5 73,00+2,74 78,20+2,59° 11,00+0,71 5,00+0,71

ASP%1 5 75,00+3,54 81,20+3,56® 10,20+1,10 4,20+0,45

g ASP%10 5 75,00+3,54 82,00+2,12% 9,40+1,52 4,40+0,55
E ASP%15 5 73,00+2,74 80,80+1,48% 10,00+1,43 4,60+0,90
% KONTROLS 5 77,00+2,74 83,20+2,59° 10,00+1,41 4,40+1,14
% ASP%1S 5 74,00+2,24 83,00+1,78% 10,20+0,84 4,20+0,43
= ASP%10S 5 78,00+2,74 84,20+1,79° 9,60+0,89 4,20+0,45
ASP%15S 5 75,00+5,00 80,20+2,39% 10,60+1,14 4,40+0,55

a,b,: Ayni siitunda farkli harf tagiyan ortalamalar arasi istatistiksel fark vardir (P<0,05).
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TABLO-6. Sperm Kriyoprezervasyon Asamalarimnve Eritme Sonrasi inkiibasyonun (3 ve 5. Saatler) Spermatolojik

Parametreler Uzerine Etkileri (X+Sx).

GRUP Sulandirma Ekilibrasyon Eritme sonrast inkubasyon inkubasyon
sonrasi sonrasi 3. Saat 5. Saat
KONTROL  79,0042,24% 73,00+2,74° 42,33+3,20° 28,00+2,74¢ 16,00£2,23¢
ASP%1 78,002,742 75,003,542 52,67+3,20° 40,00+3,54¢ 32,002,749
ASP%10 80,003,542 75,00+3,54° 60,00+4,23° 47,0042,749 41,00+2,24¢
g ASP%15 79,002,242 73,00+2,74° 57,00+3,16° 38,002,749 31,00+2,24¢
% KONTROLS  81,00+2,23% 77,00+2,74° 53,33+3,09° 41,00+2,24¢ 34,00+4,18°
§ ASP%1S 80,00+0,00? 74,0042,24° 54,67+2,97° 42,00+2,73¢ 37,0042,74¢
ASP%10S 83,00+2,732 78,00+2,74° 63,66+3,52° 50,003,544 45,00+3,54¢
ASP%15S 81,002,232 75,00+5,00° 57,33+3,72° 46,002,249 38,0042,74¢
_. | KONTROL  83,00+5,15% 78,20+2,59° 60,20+3,11° 33,00+4,00¢ 21,00+2,55¢
‘\’:i ASP%1 85,60+2,70° 81,20+3,56" 61,60+2,41° 45,803,561 40,002,24°
E ASP%10 85,80+2,50° 82,00+2,12° 65,60+3,85° 56,002,659 50,20+1,92¢
g ASP%15 85,20+2,68? 80,80-+1,48" 62,00+£2,00° 44,00+2,92¢ 36,40+3,78°
g KONTROLS  86,00+1,58* 83,20+2,59° 62,00£2,55° 48,40+2,309 40,40+3,78°
g ASP%1S 86,80+1,79° 83,00+1,78° 62,60+£2,40° 51,60+2,41¢ 46,60+1,52¢
g | ASP%10S 88,001,412 84,20+1,79° 71,70£1,95° 60,402,414 56,4043,71°
QE; ASP%15S 86,20+0,84° 80,20+2,39° 62,40+3,05° 53,00+2,24¢ 47,80+2,68°
KONTROL 9,001,222 11,00:0,71° 37,20+1,92¢ 41,60+2,88¢ 48,00+2,35¢
ASP%1 8,80+1,30° 10,20+1,10° 36,40+1,52° 39,60+1,82¢ 43,80+2,28¢
Z\E ASP%10 8,601,342 9,40+1,52° 33,00+1,22° 35,60+0,90¢ 39,20+2,86°
é ASP%15 8,60+0,90? 10,00+1,43° 36,60£1,52° 40,601,529 45,404,04°
E KONTROLS  8,80+0,84 10,00+1,41° 33,60+2,07° 37,40+2,07¢ 42,20+4,50°
S | AsPis 8,800,452 10,20+0,84° 30,80£1,64° 34,40+2,19¢ 39,80=+1,48°
5 ASP%10S 8,40+0,90° 9,60:0,89° 28,80+1,79° 31,80+1,30¢ 33,80+1,30°
ASP%15S 9,20+1,108 10,60+1,14° 32,20+1,48° 36,00+2,24¢ 39,20+1,30°
KONTROL  3,80+0,45 5,00+0,71° 10,80+0,86° 12,20+1,30¢ 13,80-+1,64°
ASP%1 3,60+0,55° 4,20+0,45 9,00+0,71° 9,80+1,30° 11,00+1,41°
S ASP%10 3,60+0,90° 4,40+0,55° 6,20+0,84° 6,60+0,90° 7,60+1,52°
\5’ ASP%15 4,20+0,84° 4,60+0,90° 7,80£0,84° 8,20:1,45" 9,20:0,45°
é KONTROLS  4,00+1,00% 4,40+1,14° 10,20+0,45° 10,800,84° 11,60+0,55°
< | ASP%LsS 3,800,45° 4,20+0,43° 7,40+0,89° 8,20:£0,84° 8,80:£0,84°
e ASP%10S 3,60+0,90° 4,20+0,45% 6,40+0,55° 6,80+0,45° 7,00+0,71°
ASP%15S 3,80+0,45° 4,40+0,55° 7,60+1,14° 8,40+1,14° 8,80:£0,84°

a,b,c,d,e Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar aras: istatistiksel fark vardir (P<0,05).
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4.2. Eritme Sonrasi Saptanan Spermatolojik Bulgular
4.2.1. Eritme Sonras1 0. Saatte Saptanan Spermatolojik Bulgular

Eritme sonras1 0. saat Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%1S,
ASP%10S ve ASP%15S gruplarina ait motilite degerleri sirasiyla; %42,33; %52,67,
%60,00; %57,00; %53,33; %54,67; %63,66 ve %57,33 olarak belirlendi (Tablo-7).
Kontrol grubuna ait motilite degerinin (%42,33) diger tiim gruplardan daha diisiik oldugu
gozlendi (P<0,05). Eritme sonrasi en yiiksek motilite degeri ASP%10S (%63,66)
grubundan elde edilirken, s6z konusu motilite degeri ile yalnizca ASP%10 grubu motilite
degeri arasinda istatistiksel bir fark gézlemlenmedi (P>0,05). Ayrica, ayn1 oranda ASP
eklenen gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda (ASP%1-ASP%1S, ASP%10-
ASP%10S ve ASP%15-ASP%15S), sistein eklenmesinin 0. saat motilite degerleri
tizerinde istatistiksel bir farka yol agmadigi gozlemlendi (P>0,05). Tiim gruplarin eritme
sonrast ve ekilibrasyon sonrasi motilite degerleri karsilastirildiginda, spermanin
dondurma-eritme asamasinin sulandirici igeriginden bagimsiz olarak motilite oranlarinda

diistise neden oldugu gozlemlendi (P<0,01).

Dondurma-eritme islemleri sonras1 Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS,
ASP%1S, ASP%10S veASP%]15S gruplaria ait plazma membran biitlinliik oranlar
sirastyla; %60,20; %61,60; %65,60; %62,00; %62,00; %62,60; %71,70 ve %62,40 olarak
saptand1. Eritme sonrasi en yiiksek plazma membran fonksiyonel biitiinliik orani, motilite
parametreleri ile paralel olarak ASP%10S sulandiricist ile sulandirilan grupta bulunurken
(P<0,05), diger deneme gruplar1 arasinda plazma membran fonksiyonel biitinliik
yoniinden istatistiksel olarak bir fark olmadig1 gézlemlendi (P>0,05). Dondurma-eritme
islemleri sonrasi tiim gruplarin plazma membran biitiinliik oranlarinin, ekilibrasyon

sonrasi degerlere gore istatistiksel olarak diistiigii saptandi (P<0,01).

Mevcut degerlendirme zamaninda Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS,
ASP%1S, ASP%10S ve ASP%I15S gruplarma ait akrozom hasar degerleri
strastyla %37,20; %36,40; %33,00; %36,60; %33,60; %30,80; %28,80 ve %32,20 olarak

saptandi. Eritme sonrasi kontrol grubu akrozomal hasar oraninin ASP%1 ve ASP%15
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grubundan rakamsal olarak (P>0,05) diger tiim gruplardan ise istatistiksel olarak daha
yiiksek oldugu belirlendi (P<0,05). Sayisal olarak en diisiik akrozom hasar1 oran1 (%28,80)
ASP%10S grubundan elde edilmesine karsin, sistein igeren ASP gruplart (ASP%]1S,
ASP%10S ve ASP%15S) ile arasinda istatistiksel bir fark olmadig1 gozlemlendi (P>0,05).
Ayrica, ayni oranda ASP (%0, %1, %10 ve %15) eklenen tiim gruplar kendi igerisinde
degerlendirildiginde, sistein eklenen gruplarda akrozom hasar oranmin sistein
eklenmemis versiyonlarina gore daha diisiik oldugu sonucuna varildi (P<0,05). Eritme
sonrasi ve ekilibrasyon sonrasi PSA boyama sonuglar1 karsilastirildiginda, spermanin
dondurma-eritme islemlerinin akrozomal hasar oraninda artisa neden oldugu gézlemlendi

(P<0,05).

Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%1S, ASP%10S ve ASP%15S
gruplaria ait DNA fragmentasyon oranlart sirasiyla %10,80; %9,00; %6,20; %7,80;
%10,20; %7,40; %6,40 ve %7,60 saptandi. Kontrol (%10,80) ve KontrolS (%10,20)
gruplarina ait DNA fragmentasyon orani diger tiim gruplara gore daha yiiksek bulundu
(P<0,05). En diisik DNA hasar1 ise ASP%10 (%6,20) ve ASP%I10S (%6,40)
sulandiricilart ile dondurulan spermalarda belirlenirken, s6z konusu ¢alisma gruplar ile
ASP%15, ASP%1S, ASP%]15S gruplar1 arasinda DNA fragmentasyon orani agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark gozlemlenmedi (P>0,05). Ayn1 dozda ASP eklenen
gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde, sistein eklenmesinin DNA biitiinliik orani
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadigi gézlemlendi (P>0,05). Buna
karsin, dondurma-eritme islemlerinin tiim ¢alisma gruplarinda DNA biitiinliigiinii

olumsuz etkiledigi saptand1 (P<0,05).
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TABLO-7. Eritme Sonrasi Elde Edilen Spermatolojik Parametreler (X£SX).

GRUP n Motilite (%) | Plazma Membran Biitiinliigii (%) | Akrozom hasar1 (%) | DNA Hasari (%)
KONTROL | 15 | 42,33+3,20° 60,20+3,11° 37,20+1,92° 10,80:0,86%
ASPY%1 15 | 52,67+3,20° 61,602,417 36,40+1,52%° 9,00+0,71%
ASP%10 15 | 60,00+4,23 65,60+3,85% 33,001,22% 6,20+0,84¢
ASP%15 15 | 57,00+3,16%% 62,00+2,00° 36,60£1,52% 7,8040,84%
KONTROLS | 15 | 53,33+3,09™ 62,002,552 33,60+2,07° 10,20+0,45%
ASP%1S 15 | 54,67+2,97 62,60+2,40% 30,80+1,64% 7,40£0,89™
ASP%10S 15 | 63,66+3,52° 71,70+1,95° 28,801,79° 6,40+0,55¢
ASP%15S 15 | 57,33+3,72% 62,40+3,05% 32,20+1,48% 7,60£1,14

a,b,c,d,e: Ayni siitunda farkli harf tagiyan ortalamalar arast istatistiksel fark vardir (P<0,05).

4.2.2. inkiibasyonun 3. Saatinde Saptanan Spermatolojik Bulgular

Inkubasyonun 3. saatinde Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%1S,
ASP%10S ve ASP%15S motilite oranlari sirastyla %28,00; %40,00; %47,00; %38,00;
%41,00; %42,00; %50,00; %46,00 olarak saptandi (Tablo-8). Deneme gruplar1 kendi
aralarinda karsilagtirildiginda, Kontrol grubunun inkiibasyonun 3. saatinde motilite oranin
(9%28,00) en diisiik oldugu gozlemlendi (P<0,05). Sayisal olarak en yiiksek motilite orani
ASP%10S (%50,00) grubundan elde edilmesine karsin, elde edilen sonuglar ASP%10 ve
ASP%15S motilite degerleri ile benzer bulundu (P>0,05). ASP eklenmeyen (Kontrol ve
KontrolS) ve %15 ASP eklenen gruplarda (ASP%15 ve ASP%15S), sistein eklenen
gruplarin sistein bulunmayan versiyonlarina gore motilite degerlerinin daha yiiksek
oldugu gozlemlendi (P<0,05). Buna karsin, %1 ve %10 ASP eklenen gruplarda sistein
eklenmesinin motilite tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmadigi
gdzlemlendi (P>0,05). Inkiibasyonun 3. saatinde deneme gruplarina ait motilite degerleri,
eritme sonras1 0. saat motilite degerleri ile karsilastirildiginda; inkiibasyon siiresinin
uzamasinin motiliteyi diisiirdiigii gozlemlendi (P<0,01). Inkiibasyonun 3. saatinde
Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%1S, ASP%10S, veASP%15S
gruplarina ait plazma membran fonksiyonel biitiinliik oranlart sirastyla %33.00; %45,80;
%56,00; %44,00; %48,40; %51,60; %60,40 ve %53,00 olarak saptandi. ASP%10S
(%60,40) grubunun plazma membran fonksiyonel biitiinlik orani, diger gruplardan
istatistiksel olarak yiiksek bulundu (P<0,05). En diisiik plazma membran fonksiyonel
biitiinlik oran1 %33,00 ile Kontrol grubundan elde edildi (P<0,05). Sulandiriciya sistein
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eklenmesi %1 ve %10 ASP igeren ¢alisma gruplarinda (ASP%1-ASP%1S veASP%10-
ASP%10S) anlaml1 bir etki olusturmazken (P>0,05), ayn1 oranda ASP eklenen diger tiim
calisma gruplarinda (Kontrol-KontrolS ve ASP%15-ASP%15S) sistein eklenmesinin
plazma membran fonksiyonel biitiinliigiinii olumlu y6nde etkiledigi gozlemlendi (P<0,05).
Inkiibasyonun 3. saatinde ¢alisma gruplarina ait plazma membran biitiinliik oranlarmin,
eritme sonrasi 0. saatte ayni gruplarin gézlemlenen plazma membran Dbiitlinliik

degerlerinden diisiik oldugu saptandi (P<0,05).

Inkiibasyonun 3. saatinde Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%!15S,
ASP%10S ve ASP%]15S gruplarina akrozom hasari oranlari sirasiyla %41,60; %39,60;
%35,60; %40,60; %37,40; %34,40; %31,80; %36,00 olarak tespit edildi. ASP%10S grubu
akrozomal hasar oran1 (%31,80) Kontrol, ASP%1, ASP%15, KontrolS ve ASP%15S
gruplarindan istatistiksel olarak (P<0,05), diger tiim gruplardan ise rakamsal olarak diisiik
bulundu. Yalnizca %10 oraninda ASP ilave edilen gruplarda sistein ilavesinin akrozom
hasar oraninda istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigi gézlemlendi (P>0,05).
Mevcut zaman dilimi verileri ile eritme sonrasi elde edilen veriler karsilastirildiginda

inkiibasyonun ilk 3 saati tiim gruplarda akrozomal hasar oraninda artiga neden olugu

belirlendi (P<0,05).

Inkiibasyonun ilk ti¢ saatinde Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS,
ASP%1S, ASP%10S ve ASP%15S gruplarina ait DNA fragmentasyon oranlar
strastyla %12,20; %9,80; %6,60; %8,20; %10,80; %8,20; %6,80; %8,40 olarak saptandi.
Kontrol (%12,20) ve KontrolS (%10,80) grubu DNA fragmentasyon oranlari; ASP%1S
ve KontrolS grubu arasindaki benzerlik disinda tiim ¢aligma gruplarindan istatistiksel
olarak daha yiiksek bulundu (P<0,05). Ayni oranda ASP igeren gruplar kendi arasinda
degerlendirildiginde, sulandiriciya sistein eklenmesinin %0 ve %1 ASP igeren gruplarda
DNA fragmentasyon oranini rakamsal olarak diisiirmesine karsin, istatistiksel olarak
anlamli bir farka neden olmadig1 gozlemlendi (P<0,05). inkiibasyonun 0. ve 3. saati
karsilastirildiginda, Kontrol, ASP%1S ve ASP%15S gruplarinda DNA fragmentasyon
oranmin istatistiksel (P<0,05), diger gruplarda ise rakamsal olarak arttig1 goézlendi

(P>0,05).
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Tablo-8. inkiibasyon 3. Saatinde Elde Edilen Spermatolojik Bulgular (X+S%).

GRUP n Motilite (%) | Plazma Membran Biitiinliigii (%) | Akrozom Hasar1 (%) DNA Hasari (%)
KONTROL | 15 | 28,00+2,74* 33,004,002 41,60+2,88? 12,20+1,30°
ASP%1 15 | 40,00+3,54° 45,80+3,56™ 39,60+1,82%¢ 9,80+1,30%
ASP%10 15 | 47,00+2,74% 56,00+2,65% 35,60£0,90% 6,60:£0,90°
ASP%15 15 | 38,00+2,74° 44,00+2,92° 40,60+1,52% 8,20+1,45%
KONTROLS | 15 | 41,00+2,24 48,40+2,30> 37,40+2,07° 10,80:£0,84%
ASP%1S 15 | 42,00+2,735 51,60+£2,41%% 34,40+2,19% 8,20+0,84%
ASP%10S 15 | 50,0043,54° 60,40+2,41 31,80+1,30° 6,80+0,45°
ASP%15S 15 | 46,00+2,24%% 53,00+2,24% 36,00+2,24% 8,40+1,14

a,b,c,d,e,f : Ayni siitunda farkl harf tagiyan ortalamalar arasi istatistiksel fark vardir (P<0,05).

4.2.3. Inkiibasyonun 5. Saatinde Saptanan Spermatolojik Bulgular

Inkubasyonun 5. saatinde Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%18S,
ASP%10S ve ASP%15S gruplarinin motilite oranlar1 sirasiyla %16,00; %32,00; %41,00;
%31,00; %34,00; %37,00; %45,00 ve %38,00 olarak saptandi (Tablo-9). Kontrol grubu
motilite degeri (%16,00) diger tiim ¢alisma gruplarindan diisiik olarak bulundu (P<0,05).
Rakamsal olarak en yiiksek motilite degerleri ASP%10 ve ASP%10S gruplarinda elde
edildi. ASP%10S grubunun motilite degerinin, ASP%10 grubu harig, diger gruplardan
istatistiksel olarak yiiksek oldugu go6zlemlendi (P<0,05). Sulandiriciya sistein
eklenmesinin %1 ve %10 oraninda ASP igeren gruplarda motilite degerinde istatistiksel
bir fark yaratmamasina karsin (P>0,05), diger tiim ¢alisma gruplarinda motilite oraninda
artiga neden oldugu gozlemlendi (P<0,05). Inkubasyonun 5. saatine ait motilite degerleri
3. saat degerleri ile karsilastirildiginda, tiim ¢alisma gruplarinin motilite degerlerinde bir

diislis oldugu gozlendi (P<0,01).

Inkiibasyonun 5. saatinde Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%!15S,
ASP%10S ve ASP%I15S gruplarina ait plazma membran biitiinlik oranlar
sirastyla %21,00; %40,00; %50,20; %36,40; %40,40; %46,60; %56,40; %47,80 olarak
saptandi. Kontrol grubunun plazma membran fonksiyonel biitiinlik orani en diisiik
olurken, ASP%10S grubunun ise plazma membran biitiinliilk oraninin en yiiksek oldugu
gozlemlendi (P<0,05). Ayni oranda ASP igeren tiim gruplarda ve kontol grubunda; sistein

ilave edilen gruplarin sistein ilave edilmeyen versiyonlarina daha yiiksek plazma
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membran fonksiyonel biitiinliik oranina sahip oldugu saptandi1 (P<0,05). inkiibasyonun
son 2 saatinin yalnizca ASP%1 grubu plazma membran fonksiyonel biitiinliik degerinde

istatistiksel olarak anlamli bir diisiise neden olmadig1 gézlemlendi (P>0,05).

Inkiibasyonun 5. saatinde Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%1S,
ASP%10S ve ASP%15S gruplarinda akrozomal hasar oranlari sirasiyla %48,00; %43,80;
%39,20; %45,40; %42,20; %39,80; %33,80 ve %39,20 olarak saptandi. En disik
akrozomal hasar oranlart ASP%10, ASP%I10S ve ASP%I15S gruplarinda gozlendi
(P>0,05). ASP icermeyen ve %15 oraninda ASP igeren gruplarda sistein eklenmesinin
akrozomal hasar oraninda azalma sagladigi (P<0,05), diger ¢alisma gruplarinda ise sistein
eklenmesinin akrozom hasar1 lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkiye neden
olmadig1 gozlemlendi (P>0,05). inkiibasyonun 3 ve 5. saatleri karsilastirildiginda, ASP%1
grubu disinda diger tim c¢alisma gruplarinda akrozom biitiinlik bozukluk oraninin

istatistiksel olarak arttig1 gézlemlendi (P<0,05).

Inkiibasyonun 5. saatinde Kontrol, ASP%1, ASP%10, ASP%15, KontrolS, ASP%1S,
ASP%10S ve ASP%15S gruplarina DNA hasart oranlart sirastyla %13,80; %11,00;
%7,60; %9,20; %11,60; %8,80; %7,00 ve %8,80 olarak belirlendi. Kontrol ve KontrolS
gruplarina ait DNA hasar orani, diger tiim ¢alisma gruplarindan rakamsal olarak daha
yiiksek bulundu. ASP%10 ve ASP%10S gruplarinin DNA fragmentasyon oraninin ise
diger tiim gruplarin DNA kirik oranindan rakamsal olarak daha diisiik oldugu saptandi.
Ay oranda ASP igeren tiim ¢alisma gruplarinda, inkiibasyonun 5. saatinde sistein
eklenmesinin DNA fragmentasyon orani iizerinde anlamli bir etkisinin bulunmadigi
gozlemlendi (P>0,05). Inkiibasyonun son iki saatinin ASP%10, ASP%1S, ASP%10S ve
ASP%15S gruplarina ait DNA hasar oraninda istatistiksel anlamli bir artisa neden
olmadigi saptandi (P>0,05). Kontrol, KontrolS, ASP%]1 ve ASP%]15 ¢alisma gruplarinda
ise inkiibasyon siiresinin artmasi ile birlikte DNA fragmentasyonundaki artis dikkat ¢ekici
bulundu (P<0,05). Ayrica, tiim inkiibasyon siireci géz Oniinde bulunduruldugunda
(0. saat - 5. saat), ASP%10 ve ASP%10S gruplarinin DNA fragmantasyon orani,
inkiibasyon boyunca rakamsal olarak artmasina karsin, istatistiksel bir farkin olmadigi

gozlemlendi (P>0,05).
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Tablo-9. inkubasyon 5. Saatinde Elde Edilen Spermatolojik Bulgular (¥+Sx)

GRUP N | Motilite (%) | Plazma Membran Biitiinliigii (%) | Akrozom Hasari (%) DNA Hasar1(%)
KONTROL | 15 | 16,00+£2,23% 21,002,552 48,00+£2,35% 13,80+1,64*
ASP%1 15 | 32,00+2,74 40,00+2,24° 43,80+2,28%° 11,001,41
ASP%10 15 | 41,00+£2,24 50,201,92° 39,20+2,86 7,60+1,52°
ASP%15 15 | 31,00+£2,24° 36,40+3,78" 45,404,04% 9,2040,45%
KONTROLS | 15 | 34,00+4,18%e 40,40+3,78° 42,20+4,50> 11,60+0,55%
ASP%1S 15 | 37,00+2,74%f 46,60+1,52¢ 39,80+£1,48 8,80:£0,84%
ASP%10S | 15 | 45,00+3,54° 56,403,719 33,80+1,30¢ 7,00£0,71°
ASP%15S | 15 | 38,00+2,74% 47,80+2,68° 39,20+1,30™ 8,80:£0,84%

a,b,c,d,e,f: Ayni siitunda farkli harf tasiyan ortalamalar aras istatistiksel fark vardir (P<0,05).

Sekil-2. PSA-FITC boyama sonucu akrozomal morfolojinin degerlendirimesi.
a: Akrozombolgesi morfolojik biitiinliigiinii kaybetmis spermatozoon
b: Akrozomal biitiinliigiinii koruyan spermatozoon

Sekil-3: TUNEL boyama ile DNA hasarinin belirlenmesi

a,b,c: DNA fragmentasyonu olan spermatozoon. Ayni mikroskop alanind farkl
kiiplerde (Sol: DAPI, Sag: Test Kiipii) floresan renk veren spermatozoon
isaretgi ile isaretlenmistir.
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Sekil-5: Dondurma-eritme sonrasi 0, 3 ve 5. saatlerde ¢aligma gruplarina ait plazma membran biitiinliik oranlar1 (%)
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5. TARTISMA

Suni tohumlama, hayvan islahi1 alanindaki en 6nemli reproduktif biyoteknolojik
gelismedir. Suni tohumlama, hizli verim artis1 (genetik iyilesme) saglamasi, veneral
hastaliklarin kontrolii ve daha ekonomik olmasi nedeniyle yirminci ve yirmi birinci
yiizyilda dogal agima gore daha yaygimn bir sekilde kullanilmaktadir. Suni tohumlama
basarisinin arttirilmasi i¢in ise spermanin en uygun sekilde dondurulmasi ve eritme
sonrast yiiksek spermatolojik degerler elde edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle,
spermanin kriyoprezervasyon teknolojisinin reprodiiktif biyoteknoloji igerisinde énemli
bir yeri vardir. Diinya genelinde suni tohumlama biyoteknolojisinin en yaygin olarak
kullanildigs ¢iftlik hayvanlari sigir ve domuzlar olmasina ragmen; koyunculuk sektoriinde
ise kabul edilebilir gebelik oranlar1 elde edilemediginden, suni tohumlama
uygulamalarindan ayni Ol¢lide yararlanilamamaktadir. Bunun en 6nemli nedeni, kog

spermasinin dondurma islemlerine diger ¢iftlik hayvanlarindan ¢ok daha duyarli olmasidir.

Spermaninin dondurma-eritme sonrasi fertilite yetenegini etkileyen ilk parametre
olarak taze spermanin kalitesi onem kazanmaktadir. Spermanin kalitesi ise genetik gibi
bireysel faktorlerin yani sira sperma alma yontemi ve sikligi, bakim-beslenme kosullari,
saglik durumu gibi ¢evresel faktorlerden de etkilenebilmektedir. Bu nedenle, tez
calismasinda ayn1 bakim ve besleme kosullarinda barindirilan 2-4 yash 10 adet kog
kullanilmig ve spermanin dondurulmasi sirasinda bireysel faktorleri elimine etmek
amaciyla pooling islemi yapildi. Alinan taze spermada spermatolojik muayeneler
yapilarak; pooling i¢in kullanilacak sperma 6rneklerinin se¢imi gergeklestirildi. Bunun
icin en az +++ mass aktivite, %80 motilite ve 1x10° spt/mL yogunlugu olan sperma

ornekleri pooling yapilmak iizere ayrildi.

Pooling yapilan spermada ortalama motilite, HOST, PSA ve TUNEL degerleri
sirasiyla %83,00; %89,80; %8,20 ve %3,40 olarak saptandi. En az %75 motilitesi olan
ejakiilatlarla pooling yapan Algay ve ark. (2016), pooling sonrast %77 motilite elde

ederken, en az %70 motilitesi olan taze sperma 6rnekleri ile pooling yapan Toker (2018),
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pooling sonrasi %84,00 ve yine en az %70 motilite gosteren ejakulatlarla pooling yapan
Soylu ve ark., (2007) ise, pooling sonrast %72,2 motilite elde etmislerdir. Tez
calismasinda pooling sonrasi elde edilen motilite degerinin Algay ve ark., (2016) ile Soylu
ve ark., (2007)’nin elde ettigi sonuglardan daha yiiksek bulunmasi, ¢alismamizda pooling
yapmak i¢in yeglenen taze spermaya ait minimum motilite degerlerinin daha yiiksek
olmasi ile iligkilendirilmistir. Ayni motilite sonuglarinin Toker (2018)’in sundugu
degerlerden daha diisilk olmasi ise, kullanilan koglarin bireysel farkliliklar1 ve
calismamizda sperma alma islemlerinin iireme mevsimi disinda gergeklestirilmesi ile

aciklanabilir.

Sperma Kkalitesi; ejakulasyon, pooling, sulandirma, +5°C’a sogutma, ekilibrasyon,
dondurma, eritme ve inkiibasyon islemlerinden farkli diizeylerde etkilenmektedir.
Dolayisiyla, elde edilen sperma bu islemler sirasinda fertilizasyon yetenegini belli
oranlarda kaybetmektedir. Sunulan tez calismasinda, pooling sonrasi spermatolojik
degerler ile her grubun sulandirma sonrasi spermatolojik degerleri karsilastirildi. Yapilan
degerlendirmede, sulandirma isleminin kog¢ spermasi motilite, plazma membran
fonksiyonel biitiinliigli, akrozom hasar1 ve DNA fragmantasyon oranlar1 {izerinde
istatistiksel bir fark olusturmadigi gozlemlendi (P>0,05). Elde edilen bu sonug, Algay ve
ark. (2016)’nin belirttigi sulandirma isleminin sperma iizerinde olumsuz bir etki
olusturmadigi, spermanin kriyoprezervasyonun ilerleyen asamalarinda motilite ve diger

fonksiyonel 6zelliklerini yitirdigi hipotezini desteklemektedir.

Sulandirma sonrast en diisiik ve en yliksek motilite, plazma membran fonsiyonel
biitiinliik, akrozomal hasar ve DNA fragmentasyon oranlar1 sirasiyla %78,00-%83,00;
%83,00-%88,00; %8,40-%9,20; %3,60-%4,20 olarak bulundu. Elde edilen minimum ve
maksimum degerler, ko¢ spermasi ile ilgili bir¢ok arastirmanin sonuglar1 ile benzerlik
gostermektedir (Algay ve ark., 2016; Toker ve ark., 2016; Toker, 2018; Ustiiner ve ark.,
2016).

Spermanin sulandirilmasi sirasinda seminal plazma yogunlugunun azalmasi

“sulandirma etkisi” olarak anilmaktadir (Mann, 1954). Arastirmacilar sulandirma etkisi
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sonucu spermatozoon membran stabilizasyonun bozulmasi nedeniyle, spermanin motilite,
metabolik aktivite ve fertilizasyon yetenegini yitirdigini belirtmislerdir (Maxwell ve ark.,
1996). Sulandirici:sperma oraninin yiiksek oldugu durumlarda ekstra seminal plazma
eklenmesi “sulandirma etkisini” minimize etmektedir (Ashworth ve ark., 1994; Maxwell
ve ark., 1996; Soylu, 1997). Calismamizda, ASP%10S grubunun en yiiksek motilite
degerine sahip oldugu (%83,00) saptandi. Ayrica diisik dozda kullanilan ASP’nin
motiliteyi korumakta tek basina yetersiz kaldigi, sulandiriciya sistein eklenmesi ya da
kullanilan ASP’nin oraninin artirtlmasi ile motilitenin arttig1 gézlemlendi. Elde edilen bu
veriler 1s18inda, sperma sulandiricisina eklenen ASP’nin sulandirma etkisini minimize
ettigi sonucu ¢ikarilabilir. Sulandirma sonrasi plazma membran biitiinliigii, akrozomal ve
DNA hasar oranlar1 goz 6niinde bulunduruldugunda ise, gruplar arasinda istatistiksel bir
fark olmadigi gozlemlendi. Spermatolojik parametreler arasinda istatistiksel fark
olmamasini, sulandirma asamasinda spermanin maruz kaldig1 ¢evre sartlarinda ani bir
degisim olmamas1 ve bu asamanin sperma iizerinde kritik bir stres olusturmamasi ile
aciklamak olasidir. Ayni oranda ASP eklenen gruplarin sistein ile kombine edilen ve
edilmeyen versiyonlariin spermatolojik parametreleri ile karsilastirildiginda, aralarinda
herhangi bir istatistiksel fark bulunmadi (P>0,05). Bu bulgular, ko¢ spermasinin
dondurulmasi igin sisteinin farkli dozlarini (1 mM ve 2 mM) kullanan Toker, (2018)’in

elde ettigi sonuglarla uyum gostermektedir.

Sulandirma isleminin ardindan spermanin sicakliginin +5 °C’a diistiriilmesi taze
spermanin karsilastigi ilk biiyiik stres kaynagi (soguk soku) olarak degerlendirilmektedir.
Spermanin soguk sokuna duyarliligi ise tiirlere gore degismektedir. Spermatozoon
membraninda bulunan doymamis yag asidi orani ile spermanin soguk sokuna duyarliligi
arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir (Watson, 1981). Bu nedenle, kog
spermasinin boga, tavsan ve insan spermasina gore soguk sokuna karsi daha duyarl
oldugu bilinmektedir (Fiser ve Fairfull, 1989; Holt ve North, 1984; Watson, 1995).
Spermanin soguk sokuna ugramasi, Oncelikli olarak spermatozoonun plazma ve
akrozomal membran fosfolipitleri {izerinde termodinamik bir faz degisimine neden

olmaktadir. Sivi fazdaki membran lipitlerinin sicaklik disiisiine bagli olarak jel faza
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geemesi sonucu membran morfolojisinde degisimler sekillenmekte, spermatozoon
membrani daha sert bir durum almaktadir. Tiim bu s6zii edilen degisiklikler, hiicre zarinin
morfolojik yapisinin yani sira plazma membran fonksiyonunda da (segici gegirgen yap1)
degisime neden olmaktadir (Medeiros ve ark., 2002). Soguk soku sonucu spermatozoonun
lipit faz yapisinin yeniden diizenlenmesi ile kriyokapasitasyon sekillenmektedir. Erken
kapasitasyon olarak da adlandirilan bu durum, spermatozoonun akrozomal hasar
oranininda artisa neden olmaktadir (Cormier ve ark., 1997; Pommer ve ark., 2003). Tim
bu degisimler sonucu, spermatozoa metabolik ve oksidatif strese girmekte ve hiicre igi
ROS niceliginde artis sekillenmektedir (Bucak ve ark., 2015). ROS’nin artis1 6ncelikli
olarak mitokondriyal kilifi etkileyerek spermatozoon ATP iiretimini kisitlamakta
dolayistyla motilite {izerinde olumsuz etki olusturmaktadir. Ilerleyen safhalarda ise ROS
niikkleus membrani ve kromozom iizerinde etkisini gostererek DNA hasarina neden
olmaktadir (Bucak ve ark., 2015). Spermanin basarili bir sekilde dondurulabilmesi igin
sicakliginin +5°C’1n altina diisiirilmeden 6nce (ekilibrasyon asamasinda), motilite ve
diger spermatolojik Ozelliklerini basarili bir sekilde korumast onem tasimaktadir.
Caligsmada her bir gruba ait sulandirma ve ekilibrasyon sonras: motilite, HOST, PSA ve
TUNEL degerleri, kendi igerisinde degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmede
spermatozoonun motilite, plazma membran ve akrozomal biitiinliik oraninin, sulandirici
igeriginden bagimsiz olarak soguk sokundan olumsuz etkilendigi gozlendi (P<0,05).
Diger spermatolojik parametrelerin tersine, soguk sokunun DNA biitiinliigii tizerindeki
etkisi sulandirici igeriginden etkilenmektedir. Sunulan ¢alismada, sulandirma sonrasi ve
ekilibrasyon sonrasi agamalar karsilastirildiginda, yalnizca kontrol grubu sulandiricinin
DNA biitiinliik oranin1 korumada basarisiz oldugu gozlemlendi (P<0,05). Spermatozoon
frajil yapisi olan bir hiicre olmasina kargin, somatik hiicrelerin DNA’larina gére DNA
yapist ¢ok daha kompakttir (Silva ve Gadella, 2006). Bu nedenle spermatozoonda edinsel
irreversible DNA fragmentasyonu, ancak spermatozoonun ciddi hasar gordigi
durumlarda ya da apoptozis sirasinda olusmaktadir. Kontrol grubu soguk soku ve stres
kaynakli DNA hasarii onlemekte yetersiz kalirken, ASP’nin tiim dozlarinin bu hasar1

minimize etmek i¢in yeterli oldugu sonucuna varildi.
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Ekilibrasyon sonrast en diisiik ve en yiiksek motilite, plazma membran fonsiyonel
biitiinliigli, akrozom ve DNA  hasarlarina iligkin  oranlar ise sirasiyla
%73,00-%78,00; %78,20-%84,20; %9,40-%11,00 ve %4,20-%5,00 olarak bulundu. Elde
edilen minimum ve maksimum degerler diger ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir
(Algay ve ark., 2016; Toker, 2018; Ustiiner ve ark., 2016). Ekilibrasyon sonras1 gruplar
arast motilite, akrozom hasar1 ve DNA fragmantasyon oranlari bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi (P>0,05). Buna karsilik, KontrolS (%83,20) ve
ASP%10S (%84,20) gruplarimin diger gruplar ile arasinda istatistiksel bir fark
bulunmamasina karsin (P>0,05), Kontrol grubuna (%78,20) gore ekilibrasyon sonrasi
plazma membran fonksiyonel biitiinliigiinii daha iyi korudugu tespit edildi (P<0,05). Elde
edilen veriler goz 6niinde bulunduruldugunda, ekilibrasyon sonrasi plazma membran
biitiinligii disinda, spermatolojik parametrelerin sulandiricinin igeriginden etkilenmedigi
sonucunu ¢ikarmak olasidir. S6z konusu farkin gozlenmemesi, baz sulandiricinin
ekilibrasyon sonrasi agamaya kadar spermayi etkin bir sekilde korudugunu, sulandiricida
yapilan modifikasyonun 6zellikle sperma sicakliginin +5°C’1n altina indigi durumlarda

onem tasidigini diistindiirmektedir.

Memeli spermasinin kriyoprezervasyonu, ciftlik hayvancilik sektoriinde seleksiyon
programlarinin yiiriitiilebilmesi bakimindan énemlidir (ileri ve ark., 2000; Hafez, 1993).
Ancak, dondurma-eritme islemleri, spermanin morfolojik ve biyokimyasal yapisinda
hasarlara neden olarak spermada kismi fonksiyon kaybina neden olmaktadir (Hafez, 1993).
Diger ciftlik hayvanlar yetistiriciliginde de oldugu gibi dondurulup-eritilmis kog
spermast ile tohumlanan koyunlarda fertilizasyon orani taze sperma ile elde edilen
oranlardan daha diisiik olmaktadir (Watson, 2000). Bu durumun temel nedeni olarak
spermanin dondurma-eritme islemleri sirasinda birtakim fiziksel-biyokimyasal degisimler
sonucunda potansiyel fertilitesini belli oranlarda yitirmesidir (Watson, 2000). Kullanilan
sulandirict ve dondurma-eritme prosediiriiniin  optimize edilmesi durumunda bile
spermatozoanin %40-50’si kriyoprezervasyonun yan etkileri sonucu zarar gormektedir

(Watson, 2000). Kog spermasinin ise yiiksek miktarda PUFA igermesinden dolay1 diger
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memeli spermasina gore dondurma-eritme islemlerine karsi daha duyarli oldugu
bilinmektedir (Abdelhakem ve ark., 1991a; Abdelhakem ve ark., 1991b).

Fertilizasyonun sekillenebilmesi i¢in yeterli sayida fertil spermatozoonun ovulasyon
zamanina yakin isthmus-ampulla bolgesine ulasmis olmasi gerekmektedir (Watson, 2000).
Ancak, canli ve islevsel spermatozoanin biiyiik bir kismui bile disi genital kanalda; vajina,
serviks ya da uteratubal baglanti gibi bariyerlere takilarak oosite ulasmayi basaramaz
(Hunter, 1996). Bu nedenle, fertilizasyonun gergeklesebilmesi igin suni tohumlamada
kullanilacak spermatozoanin nitelik ve niceligi ¢ok onemlidir. Dondurma-eritme
prosediiriiniin basarisi; sulandirici ve sogutma hizi gibi Kriyoprezervasyon protokoliiniin
tiire gore optimize edilerek spermanin eritme sonrast motilite, viabilite, morfolojik
biitiinliik, akrozomal biitiinlik ve DNA biitiinliigiiniin yliksek oranda korunmasi ile
baglantilidir. Birgok aragtirmaci kriyoprezervasyon isleminin sperma motilitesi (Alcay ve
ark., 2017a; Arando ve ark., 2019; Holt, 2000; Nur ve ark., 2010; Toker ve ark., 2016;
Treulen ve ark., 2018; Ustiiner ve ark., 2016), plazma membran biitiinliigii (Algay ve ark.,
2017a; Gangwar ve ark., 2018; Nur ve ark., 2010; Reddy ve ark., 2018; Toker ve ark.,
2016; Ustiiner ve ark., 2016), akrozomal biitiinliik (Algay ve ark., 2017a; Toker ve ark.,
2016; Ustiiner ve ark., 2016) ve DNA biitiinliigii (Algay ve ark., 2017a; Nur ve ark., 2010;
Toker ve ark., 2016; Ustiiner ve ark., 2018) iizerinde olumsuz etki yarattigini
bildirmektedir. Sunulan tez ¢alismasinda da, yukaridaki arastiricilara paralel olarak,
ekilibrasyon sonrasi Ve eritme sonrasi 0. saat bulgulari karsilastirildiginda, tiim gruplarda
dondurma-eritme isleminin motiliteyi (P<0,01), akrozomal biitiinliigii (P<0,01), plazma
membran fonksiyonel biitiinligii (P<0,05) ve DNA biitiinliiginii (P<0,05) olumsuz

etkiledigi goriilmektedir.

Spermatozoonun disi genital kanalda ilerleyerek fertilizasyon bolgesine ulasmasi ve
oosit yiizeyinde bulunan kumulus hiicreleri ile zona pellusidaya (ZP) penetre olmast, i¢in
motilite yeteneginin olmasi gerekmektedir (Ozdas ve ark., 2007). Ayrica, motilite ile
fertilizasyon arasinda siki bir korelasyon oldugunu bildiren arastirmacilar da
bulunmaktadir (ileri ve ark., 2000; Hafez, 1993). Fertilizasyon icin son derece dnemli

olmasina karsin motilite, spermatozoonun duyarli yapisindan dolayr kolaylikla
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yitirebilecegi fonksiyonlarin basinda gelmektedir (Algay ve ark., 2017a; Ustiiner ve ark.,
2016). Spermatozoon motilitesi, kriyoprezervasyon islemlerinde kullanilan sulandiricinin
icerigi ve ozmotik basinci, sogutma hizi, soguk soku, dondurma hizi, ROS varligi,
¢ozdiirme sicaklig1 ve siiresi gibi birgok faktorden etkilenmektedir (Hafez, 1993; Salamon
ve Maxwell, 1995; Salamon ve Maxwell, 2000). Dondurma-eritme islemleri sonrasi
spermatozoon canliliginin yiiksek oranda korundugu durumlarda bile motilitede eritme
sonrasi trajik diisiislerin goze ¢arptigi 6ne siiriilmektedir (Watson, 2000). Sunulan tez
calismasinda eritme sonrasi ve inkiibasyonun 3. ve 5. saatlerinde elde edilen motilite
sonuclar1 karsilastirildiginda, inkiibasyon siiresi boyunca tiim gruplara ait motilite
degerlerinin bir onceki degerlendirme saatine gore kademeli olarak diistiigii saptandi
(P<0,05).

Sunulan ¢aligmada, ASP’nin farkli dozlarinin eritme sonrasi sperma motilitesi
tizerinde farkli diizeyde koruyucu etki gosterdikleri tespit edildi. Eritme sonrasi 0. saat
verileri goz oniinde bulunduruldugunda, motilite degerleri %42,33 ile %63,66 arasinda
degismektedir. Elde edilen 0. saat motilite degerleri diger ¢alismalarda elde edilen
sonuclara benzerlik gostermektedir (Algay ve ark., 2015; Algay ve ark., 20173a; Algay ve
ark., 2018; Motamedi-Mojdehi ve ark., 2014; Nur ve ark., 2010; Toker ve ark., 2016;
Ustiiner ve ark., 2016; Vichas ve ark., 2018). Ayrica, kontrol grubu motilite degerinin
diger tiim g¢alisma gruplarindan daha diisiik oldugu saptandi (P<0,05). Elde edilen bu
verileri ASP igerisindeki cathepsin D ve M, calpain, sitosolik nonspesifik dipeptidaz,
proteozom ve antifiriz protein (type-4 ice-structuring protein [LS-12]) vb. proteinler ile
iligkilendirmek olasidir. S6z konusu proteinler igerisinde o6zellikle LS-12’nin balik
spermasinin soguk su kosullarinda zarar gérmesini engelledigi bilinmekte olup memeli
spermasinda bulunmamasi goze ¢carpmaktadir (Nynca ve ark., 2017; Zhao ve ark., 1998).
Yukarida soz edilen diger proteinlerin ise motilitenin uyarilmast ve hasarl
spermatozoonlarin metabolik atiklarinin elimine edilmesinde 6nemli oldugu bilinmektedir

(Nynca ve ark., 2014).

ASP dozlarmin etkinligi karsilastirildiginda, diistik (%1) ve yiiksek (%15) dozlarda

eklenen ASP gruplarinin eritme sonrasi motilitesinin kontrol grubuna gore daha yiiksek
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oldugu ancak, %10 ASP igeren grubun motilite sonuglarindan daha diisiik oldugu saptandi.
Elde edilen bu veriler géz oniinde bulunduruldugunda, %1 ASP gibi diisiik dozlarin
optimum motilite degerlerine ulasmak i¢in yetersiz kaldigi, tersine ASP’nin artan
dozlarinin ise belli bir baz diizeyden sonra olumsuz etki yaratabilecegi sonucuna
varilabilir. Son yillarda konuyla ilgili yapilan aragtirmalarda, artan antioksidan dozlarinin
sulandiric1 antioksidatif kapasitesini diistirdiigii ve belli bir diizeyden sonra oksidatif
etkiye neden oldugu bildirilmistir (Gokge ve ark., 2017; Metodiewa ve ark., 1999; Watjen
ve ark., 2005). Sunulan tez ¢alismasinda ASP%15 grubu motilite degeri, ASP%10
grubundan rakamsal olarak diisiik iken (P>0,05), ASP%15S grubu motilite degeri
ASP%]10S grubundan istatistiksel olarak diisiik bulundu (P<0,05). Alabalik seminal
plazmasi birgok organik Ve inorganik igerigin yani sira antioksidan da igermektedir.
ASP%15S grubu motilite degerinin ASP%10S grubundan istatistiksel olarak diisiik
bulunmasini, sulandiricinin optimum antioksidan kapasitesini asarak oksidan etki

gostermeye baglamasi ile agiklamak olasidir.

Eritme sonrasi, sistein eklenen ve eklenmeyen kontrol gruplari ile ayn1 oranda ASP
iceren sulandiricilar kendi aralarinda degerlendirildiginde, kontrol grubuna sistein
eklenmesinin, eritme sonras1 motilite degerini istatistiksel olarak artirdig1 goriilmektedir.
Kog¢ sperma sulandiricisina 1 mM ve 2 mM sistein ekleyen Toker (2018), kontrol ve
deneme gruplarinda sirasiyla %45,00; 56,00; 53,33 motilite elde etmis ve kontrol ile
deneme gruplar1 arasinda istatistiksel fark oldugunu belirtmistir. Al¢ay ve ark. (2017a),
ko¢ spermasiin dondurmada 1 mM sistein igeren grupta elde edilen motilite degerinin
(9%60,40), kontrol grubu motilite degerinden (%50,00) istatistiksel olarak daha yiiksek
oldugunu belirtmistir. Toker ve ark. (2016), 1mM sistein ig¢eren lesitin bazli sulandirici
kullandiklar1 ¢alismalarinda, kontrol grubu ko¢ spermasinin motilite degerinin (%46,20)
deneme grubundan (%56,40) istatistiksel olarak daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. Kog
sperma sulandiricisina farkli oranlarda sistein (0 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM) eklenen bir
diger ¢alismada Uysal ve Bucak (2007), 10mM sistein eklenen g¢alisma grubunda
dondurma-eritme sonras1 motilite degerinin (%59,00) diger gruplardan (%39,50, %45,00,
ve %39,50) istatistiksel olarak daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Sunulan tez
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caligmasinda, ASP icermeyen sulandirict gruplara (Kontrol-KontrolS) ait dondurma-
eritme sonrast motilite degerleri géz 6niinde bulunduruldugunda, elde edilen sonuglar
yukarida anilan ¢alismalarla benzerlik géstermektedir. Ancak, sunulan tez ¢alismasinda,
ASP igeren ¢alisma gruplarinda sisteinin benzer olumlu etkisi goriilmemektedir. Bu
veriler, ASP antioksidan igeriginin dondurma-eritme sonrasi ko¢ sperma motilitesini

korumak i¢in yeterli oldugunu diisiindiirmektedir.

Sperm hiicresinin in vivo ortamda fertilizasyon yetenegi kazanabilmesi i¢in en az 6
saat siire ile disi genital kanalda bulunmasi ve “kapasitasyon” adi verilen bir olgunlagsma
siireci gecirmesi gerekmektedir (ileri ve ark., 2000). Dolayisiyla, dondurma-eritme
sonrast spermatolojik parametrelerin istenilen diizeyde olmasi, spermanin fertilizasyon
yeteneginin belirlenmesi igin gerekli olmasina karsin, tek bagina yeterli degildir. Bu
nedenle, sunulan ¢aligmada disi genital organ sicaklik, nem ve CO2 degerleri taklit
edilerek sperma 5 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon boyunca spermatozoon ayni
ortamda bulunmay: siirdiireceginden, kisith enerji kaynaklarii tiiketerek ortamdaki
metabolik atik oranini artirmaktadir. Bu siire¢ boyunca, spermanin test tiipii icerisinde
bulundurulmasindan dolay1, canli ve apoptozise ugrayan spermatozoon ayni ortami
paylasmakta, dolayisiyla, zaman igerisinde ortamdaki apoptozise ugrayan hiicrelerin
kalintilari, ROS ve diger kirletici miktarlar1 artis gdstermektedir. Ortamda bulunan ROS,
plazma membranina baglanarak fosfolipitlerde oksidasyona ve bunun sonucu dejenere
olan yag asitlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Bucak ve ark., 2015). Dejenere olan yag
asitinden agiga cikan peroksitlerin ise spermanin motilite ve diger fertilizasyon iligkili
metabolik ve fonksiyonel 6zelliklerinin sekteye ugramasi ve bunun sonucu spermanin
fertilizasyon yeteneginin azalmasina neden olacag: bilinmektedir (Hafez, 1993). Sunulan
tez ¢alismasinda, inkiibasyonun 3. saatinde motilite degerleri %28,00 ile %50,00 arasinda
degismektedir. S6z konusu sonuglar, diger c¢alismalarin 3. saat bulgular ile
karsilastirildiginda benzerlik gostermektedir (Ustiiner ve ark., 2016; Vichas ve ark., 2018).
Elde edilen veriler g6z oniinde bulunduruldugunda, kontrol grubu sulandiricisinin,
motiliteyi korumakta diger sulandiricilara gore zayif kaldigir goériillmektedir (P<0,05).

Bunun yaninda, sperma sulandiricisina %10 oraninda ASP eklenmesinin motiliteyi
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basarili olarak korudugu gozlendi. Motilite degerleri karsilastirildiginda, 0. saatin aksine
3. saatte ASP%I10S ve ASP%I15S gruplart arasinda istatistiksel bir farklilik
bulunmamaktadir (P>0,05). KontrolS grubunun motilite degerinin Kontrol grubundan
istatistiksel olarak (P<0,05); %1 ve %10 ASP iceren gruplarda ise sistein eklenen
gruplarin motilite degerlerinin, sistein icermeyen versiyonlarindan rakamsal olarak daha
yiiksek oldugu saptandi. Elde edilen bu sonuglar, inkiibasyon sirasinda metabolik atiklarin
artmasina bagli olarak spermanin daha yiiksek oranda antioksidan etkiye gerek duymasi
ile agiklanabilir. Inkiibasyonun bu asamasinda ASP’nin %15 oraninda tek basima
kullanmast %10 oraninda kullanimina gore motilite iizerinde olumsuz etki
olusturmaktadir (P<0,05). S0z konusu saatte %15 oraninda ASP kullaniminin oksidan
etkiye neden oldugu yorumunda bulunmak olasidir. Ancak %15 ASP’nin sisteinle
kombine edilmesi ile yiiksek doz ASP kullaniminin neden oldugu oksidan etki elimine
edilmektedir (P<0,05). Elde edilen sonucun, sisteinin tiyol grubunda (SH) bulunan
hidrojeni kararsiz molekiillere vererek kararli hale getirmesi (direkt antioksidan etki)
(Bucak ve ark., 2015) ve GSH yapisina katilmasi ile (dolayli antioksidan etki)
gerceklestirdigi disiintilmektedir (Hendin ve ark., 1999). Dolayisiyla, inkiibasyonun 3.
saatinde sisteinin antioksidan etkisi, ortamda baska bir antioksidan igerigin bulunmadigi
(Kontol) ve eklenen igerigin oksidan etki géstermeye basladig1 (%15 ASP) gruplarda
gorilmektedir. Diger calisma gruplarinda ise s6z konusu saatte ASP antioksidan igeriginin

yeterli oldugu, ekstra sistein katkisina gerek kalmadig: goriilmektedir.

Inkiibasyonun 5. saatinde motilite degerleri %16 ile %45 oraninda degismektedir.
Sunulan ¢alismada, koglardan tireme mevsimi disinda sperma alinmis olmasina karsin,
ASP%10 ve ASP%10S grubunda elde edilen motilite sonuglari (sirasiyla %41,00
ve %45,00) diger ¢alismalarin inkiibasyon sonrasi1 degerleri ile karsilastirildiginda umut
verici oldugu goriilmektedir (Algay ve ark., 2017a; 2018; Toker ve ark., 2016; Ustiiner ve
ark., 2016).

Kriyoprezervasyon sirasinda olusan soguk soku, ozmotik basing degisimi, buz
kristalleri ve ROS olusumu hiicre membraninda lipit kompozisyon degisimine ve buna

bagli olarak plazma membraninda morfolojik hasarlar ve fonksiyon kaybina neden
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olmaktadir (Amann ve Pickett, 1987; Holt ve Linda, 2014; Salamon ve Maxwell, 1995;
Salamon ve Maxwell, 2000). Spermatozoonun dis ortamla madde aligverisi yapabilmesi
fizyolojisi i¢in gereklidir. Bu olgu ancak plazma membran fonksiyonel biitiinliigiiniin
korunmasi ile olasidir (Jeyendran ve ark., 1984). Ayrica, motilite ile plazma membran
fonksiyonel biitiinliigii arasinda siki bir korelasyon oldugu bilinmektedir (Nur ve ark.,
2010). Sunulan calismada ekilibrasyon, dondurma-eritme ve inkiibasyon islemlerinin
spermatozoon plazma membran fonksiyonel bitiinligii tizerinde olumsuz etki
olusturdugu saptanmustir (P<0,05). Eritme sonras1 0. saat plazma membran fonksiyonel
biitiinliik degerleri %60,20 ile %71,70 arasinda yer almis ve elde edilen sonuglar gegmis
calismalar ile benzerlik géstermistir (Algay ve ark., 2016; Algay ve ark., 2017a; 2018;
Forouzanfar ve ark., 2013; Najafi ve ark., 2014; Toker ve ark., 2016; Uysal ve Bucak,
2007 Ustiiner ve ark., 2016). Sunulan calismada, ASP%10S grubunun plazma membran
fonksiyonel biitiinligiinii basarili olarak korudugu sonucuna varildi (P<0,05). Rakamsal
olarak eritme sonrasi en diisiik plazma membran biitiinliigii Kontrol grubunda elde edildi
ve ASP%10S grubu disinda tiim deneme gruplart ile istatistiksel olarak benzerlik gosterdi
(P>0,05). Calismanin eritme sonras1 motilite degerleri arasinda istatistiksel fark olmasina
karsin, gruplarin plazma membran fonksiyonel biitiinliigii degerlerinin ayni istatistiksel
farki yansitmadigr saptandi. Bu durumu Kriyoprezervasyon islemleri sonrasi
spermatozoonun canliliginin yiiksek oranda korundugu durumlarda bile motilitede trajik

diisiislerin olabilecegi varsayimu ile agiklanabilir (Watson, 2000).

Inkiibasyonun 3. saatinde ise Kontrol grubunun plazma membran fonksiyonel
biitiinliigiinde 6nemli bir diisiis goze ¢arparken, ASP%210S grubunda ise plazma membran
fonksiyonel biitiinliigiiniiniin basarili olarak korundugu gdzlemlendi (P<0.05). Ustiiner ve
ark. (2016), kog sperma sulandiricisina farkli dozlarda ASP (%0; %0,1; %1 ve %10)
ekledikleri caligmada inkiibasyon 3. saatinde plazma membran fonksiyonel biitiinliigi
degerlerini sirastyla %40,06; %49,80; %55,40 ve %57,80 olarak belirtmislerdir. Anilan
calismada, ASP gruplarinin plazma membran fonksiyonel biitiinliigii oranlar1 arasinda
istatistiksel fark goézlemlenmezken, kontrol grubundan yiiksek oldugunu belirtilmistir

(P>0,05) (Ustiiner ve ark., 2016). Sunulan tez calismasinda, Kontrol grubu plazma
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membran fonksiyonel biitlinliigiiniin ASP iceren gruplardan istatistiksel olarak diisiik
olmasi, bahsedilen ¢aligmanin verileri ile paralellik gostermektedir. Ancak, calismamizda
ASP%1 ve ASP%10; ASP%1S ve ASP%10S gruplarinin plazma membran fonksiyonel
biitiinliigii degerleri arasinda istatistiksel fark elde edilmesi, Ustiiner ve ark. (2016)’nin
verileri ile uyusmamaktadir. Ustiiner ve ark. (2016), ¢alismasi ile sunulan tez calismasi
ayni laboratuvar ortaminda, farkli yillarda toplanan ASP ile farkli zamanlarda yapilmistir.
Verilerde elde edilen uyusmazligin sebebinin, farkli yillarda toplanan ASP’nin igerik ve
kompozisyonundaki bireysel ve doneme bagl farkliliklardan kaynakli olmasi olasidir.
ASP’nin plazma mebran biitiinligiinii basarili olarak koruyor olmasini alabalik seminal
plazmas: igerisindeki proteinlerin, spermatozoon membranina tutunarak membran
fosfolipit yapisi ve kompozisyonunu diizenlemesi ile agiklamak olasidir (Lahnsteiner,
2009; Lahnsteiner ve ark., 2004; Shaliutina-KoleSova ve ark., 2016). Gomme ve ark.
(2005), alabalik seminal plazmasinda igerisinde yiiksek oranda bulunan transferrin ve
albuminin, spermatozoon membranini oksidatif stresten ve sitotoksik bilesiklerin olumsuz
etkilerinden korudugunu bildirmektedir. ASP’nin sperma membran fonksiyonel
biitiinliigii tizerindeki koruyucu etkisinin, igeriSinde bulunan transferrrin, serum alblimin
1, serum albiimin 2 gibi kriyoprotektan 6zelliginde olan proteinler (Gomme ve ark., 2005;
Halliwell, 1988; Nynca ve ark., 2014) ve 14-3-3 proteinleri, EF-hand ailesi kalsiyum
baglayici proteinler (EF-hand calcium-binding domain-containing protein 1, parvalbumin,
calmadulin vb) gibi antioksidan etkisi olan proteinler (Nynca ve ark., 2014) kaynakl
oldugu yorumunda bulunulabilir. Ayn1 oranda ASP iceren gruplar kendi aralarinda
degerlendirildiginde, sistein eklenen gruplarin plazma membran fonksiyonel biitiinligii
degerlerinin, sistein igermeyen versiyonlarindan rakamsal olarak daha yiiksek oldugu
g6ze carpmaktadir. ASP’nin %0 ve %15 eklendigi gruplarda ise, sistein eklenmesi,
plazma membran fonksiyonel biitliinliik oranini istatistiksel olarak anlamli sekilde
korumaktadir (P<0,05). Inkiibasyon 3. saatinde plazma membran fonksiyonel biitiinliigii
verileri degerlendirildiginde, sistein eklenmesinin %1ASP ve %10 ASP igeren ¢alisma
gruplarinda (ASP%1-ASP%1S ve ASP%10 ve ASP%10S) anlaml1 bir etki olusturmadigi
gozlemlendi. Bu durum g6z Oniinde bulunduruldugunda, %10 oraninda ASP

eklenmesinin plazma membran fonksiyonel biitiinliigiinii korumada tek basina yeterli
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oldugu, dolayisiyla ekstra sistein eklenmesine gerek olmadigi yorumunda bulunmak

olasidir.

Inkiibasyonun 5. saatinde elde edilen plazma membran fonksiyonel
biitiinliigliniin, %21,00 ile %56,40 arasinda degistigi gézlendi. Elde edilen bu sonuglar,
gecmis ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir (Algay ve ark., 2016; Algay ve ark., 2017a;
Toker, 2018; Ustiiner ve ark., 2016). Aymi oranda ASP iceren gruplar kendi arasinda
karsilastirildiginda, sistein eklenen gruplarin plazma membran fonksiyonel biitiinliik
degerlerinin sistein igermeyen versiyonlarindan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu
gortildi (P<0,05). 1nk1'ibasy0nun son asamasinda, ortamda bulunan metabolik atiklarin
artmasi sonucu, ROS’un spermatozoon iizerindeki etkisi daha fazla artmaktadir. Bu
nedenle, inkiibasyonun son agamasinda plazma membran fonksiyonel biitiinliigliniin
korunmasi i¢in antioksidan katki maddesi kullanimi (sistein) daha biiyiik 6nem
kazanmigtir. Bu asamada, diger sulandiricilarla karsilastirildiginda, ASP%10S
sulandiricisinin plazma membran fonksiyonel biitiinliigiinii en basarili koruyan sulandirict

oldugu tespit edildi (P<0,05).

Fertilizasyon, spermatozoonun ampulla ile istmus arasindaki bodlgede akrozom
reaksiyonu gegirerek akrozomal enzimlerini agiga ¢ikarmasi, bu enzimlerin ZP’yi lize
etmesiyle erkek proniikleusun oolemma igerisindeki disi proniikleus ile biraraya gelmesi
ve diploid kromozom yapili, yliksek mitoz yetenegi olan yeni bir hiicre olusumu olarak
aciklanabilir (Ileri ve ark., 2000). Fertilizasyoun sekillenebilmesi i¢in spermatozoonun
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi bir dizi degisim ge¢irmesi gerekmektedir. Bu
degisimlerin fertilizasyon ania yakin olmasi ve 0 ana kadar ise akrozomal biitiinliigiin
korunuyor olmas1 gerekmektedir (ileri ve ark., 2000, Hafez, 1993). Akrozomal
biitiinligiin korunmast ile hyaluronidaz, korona penetreting enzim, néraminidaz ve tripsin
gibi fertilizasyonda etkin rol oynayan enzimlerin akrozomal kabin igerisinde korunuyor
olmasi, bu enzimlerin fertilizasyon aninda spesifik gorevlerini yerine getirmelerine olanak
saglayacaktir (ileri ve ark., 2000). Bu nedenle, fertilizasyonda &nemli rol oynayan
akrozom biitiinliigiiniin  6nemi spermanin morfolojik degerlendirilmesinde goézardi

edilemez. Kriyoprezervasyon sirasinda olusan soguk soku, buz kristallerinin olusumu,
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ROS artisinin spermatozoonun diger bolimlerinde oldugu gibi, akrozom iizerine de
olumsuz etkileri bulunmaktadir. Ozellikle sicakligin +5°C ve -120°C’a diisiiriilmesi
sirasinda, Spermatozoon plazma ve akrozomal membran fosfolipitleri iizerinde,
termodinamik bir faz degisimine neden olmaktadir. Bu siire¢te hiicre membran: sivi
fazdan jel faza geg¢mekte ve bunun sonucu membran morfolojisinde degisimler
sekillenmektedir (Medeiros ve ark., 2002). Lipit faz yapisindaki bu degisimler sonucunda,
akrozom lizerinde Kriyokapasitasyon olarak adlandirilan bir reaksiyon ger¢eklesmektedir
(Cormier ve ark.,, 1997; Pommer ve ark., 2003). Kriyokapasitasyon, spermanin
dondurulmas: sirasinda akrozomal hasar oranmni artirmaktadir. Bu nedenle,
Kriyoprezervasyonun her agsamasinda bu zararlari minimize etmek amaciyla giincel
arastirmalar stirekli yapilmaktadir (Algay ve ark., 2018; Cormier ve ark., 1997; Gangwar
ve ark., 2018, Motamedi-Mojdehi ve ark., 2014; Pommer ve ark., 2003; Ustiiner ve ark.,
2018; Vichas ve ark., 2018).

Sunulan ¢alismada, akrozomal biitiinliigiin dondurma-eritme ve inkiibasyon
stireglerinden olumsuz bir bicimde etkilendigi saptandi. Eritme sonrasi elde edilen
akrozomal bozukluk oranlari ekilibrasyon sonrasi bozukluk oranlarindan daha yiiksek
oldugu tespit edildi (P<0,01). Ayrica, inkiibasyonun her agsamasinda da tiim gruplarda

akrozomal bozukluk oranin istatistiksel olarak arttigi1 gézlendi (P<0,05).

Sunulan ¢alismada, eritme sonrasi 0. saatte akrozomal bozukluk oraninin %28,80
ile %37,20 arasinda degistigi goriilmektedir. Algay ve ark., (2016), ko¢ spermasinin
dondurulmasinda farkli kriyoprotektan maddelerin etkisini inceledigi c¢aligmalarinda,
eritme sonrasi akrozomal bozukluk oranimin %49,70 ila %55,60 arasinda degistigini
bildirmislerdir. Sunulan tez ¢alismasinda, kullanilan baz sulandiricinin Algay ve ark.,
(2016) ile benzer olmasina karsin elde edilen eritme sonrasi akrozomal hasar oraninin
daha diisiik olmasi, baz sulandiriciya eklenen ASP’nin, akrozomu etkin bir sekilde
korumus olmasi ile agiklanabilir. Ayni laboratuvar kosullarinda yiiriitiilen bir baska tez
calismasinda Toker (2018), kog¢ spermasmin dondurma-eritme sonrast akrozomal

bozukluk oranmin %12,40-%18,67 arasinda degistigini bildirmistir. Bu verilerin sunulan

tez c¢alismasinda elde edilen sonuglardan daha diisiik olmasi, kullanilan boyama
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prosediiriiniin, hayvanlarin yaslarinin ve sperma alinan mevsimin farkli olmasi ile
aciklanabilir. Bittencourt ve ark., (2018), dimethylacetamide ve trehalozun kog
spermasinin mevsim dis1 déonemde dondurulmasi {izerine etkinligini degerlendirdigi
calismada, akrozomal hasar oranmninin %23,40 ile %55,00 arasinda degistigini
bildirmiglerdir. Anilan c¢alisma ile tez c¢alismasinda elde edilen veriler uyum

gostermektedir.

Lahnsteiner (2007), ASP igerisinde bulunan lipoproteinlerin, spermatozoon plazma
ve akrozomal membraninda bulunanan lipit kompozisyonunu korudugunu belirtmistir.
Spermanin dondurma-eritme islemleri sirasinda membran stabilitesini korumasin1 ASP
lipoprotein igerigi ile iliskilendirilmistir (Lahnsteiner, 2007). Sunulan tez ¢alismasinda,
eritme sonrasi en yiiksek akrozomal bozukluk orani %37,20 ile kontrol grubunda elde
edilirken, kontrol grubu ile ASP%1 (%36,40) ve ASP%15 (%36,60) gruplar1 arasinda
istatistiksel bir fark elde edilmedi (P>0,05). Sunulan ¢alismada eritme sonrasi en diisiik
akrozomal bozukluk orani (%33.00) %10 ASP igeren grupta elde edildi. Ko¢ sperma
sulandiricisina eklenen %10 ASP’nin akrozomal membran {izerindeki koruyucu etkisi
alabalik seminal plazma dozu ve lipoprotein igeriginden kaynakladig: diistintilmektedir.
S6z edilen koruyucu etkinin diger ASP dozlar ile elde edilememesi, kog spermasinin
dondurulmasinda %1 ASP dozunun yetersiz kalmasi ve %15 ASP’nin ise kullanilabilecek
optimum dozun tizerine ¢ikmasi nedeni ile olumsuz etki olusturmasi kaynakli olabilir.
Ustiiner ve ark. (2016), %0, %0,1, %1 ve %10 oraninda ASP eklenmesinin kog
spermasinin dondurulmasi iizerine etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada, akrozomal
bozukluk oranlarini sirasiyla %47,64; %44,93; %40,83; %37,38 olarak saptamislardir.
S6z konusu c¢alismada %10 ASP eklenen grubun akrozomal hasar orani, kontrol
grubundan istatistiksel olarak diisiikken, %1 ASP iceren grup ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel fark bulunmadig1 bildirilmistir. Ustiiner ve ark. (2016), aym calismalarinda
ASP igeren deneme gruplarinin akrozom hasar oranlari arasinda istatistiksel bir farklilik
olmadigini belirtmislerdir. Sunulan tez ¢alismasinda, eritme sonrast ASP%10S grubuna
ait akrozomal hasar oran1 (%28,80) sistein igermeyen ¢alisma gruplarindan istatistiksel

(P<0,05), sistein igeren gruplardan ise rakamsal olarak daha diisiik bulundu (P>0,05).
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Benzer sekilde eritme sonrasi elde edilen PSA verileri g6z oniinde alindiginda, sistein
eklenen gruplarin sistein eklenmeyen vayasyonlarina gore akrozomal biitiinliigii daha iyi
korudugu sonucuna varildi (P<0,05). Toker ve ark. (2016), kog¢ spermasinin
dondurulmasinda farkli antioksidanlarin etkilerini inceledikleri calismada, 1 mM sistein
eklenen sulandirici ile dondurulan spermada eritme sonrast akrozomal bozukluk
oranini %25,75 olarak belirtmislerdir. Ayni ¢alismada, sistein igeren grubun, kontrol
grubuna (%35,60) gore akrozomal biitiinliigii daha iyi korudugu belirtilmistir. Algay ve
ark. (2017a), farkli antioksidanlar ile ko¢ spermasini dondurduklar1 benzer bir ¢alismada,
1 mM sistein eklenen deneme grubunda, akrozomal hasar oranini %30,00, sistein
icermeyen kontrol grubunda ise %40,25 olarak bulmuslardir. Anilan ¢alismalar sunsulan

tez ¢calismasinda elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.

Sunulan tez calismasinda, inkiibasyonun 3. saatinde sistein igcermeyen calisma
gruplart ele alindiginda, akrozomal bozukluk oranmnin %35,60 ile %41,60 arasinda
degistigi tespit edildi. Ustiiner ve ark. (2016), kog spermasinin dondurulmasinda farkli
ASP dozlarmi denedikleri bir c¢alismada, 3. saat inkiibasyonda akrozomal hasar
oranlarini %47,60-%59,79 olarak saptamislar ve yalnizca %10 ASP igeren grubun kontrol
grubuna gore akrozomal hasari istatistiksel olarak anlamli bir sekilde korudugunu
gozlemlemislerdir. Sunulan tez ¢alismasinda, 3. saat inkiibasyonda elde edilen akrozomal
hasar orani, anilan ¢alismadan daha diisiik olarak bulunmustur. Sistein igermeyen gruplar
kendi aralarinda karsilastirildiginda, %1 ve %15 oraninda ASP i¢eren gruplarin akrozomal
bozukluk oraninin kontrol grubu ile benzer olmasina kargin, %10 ASP eklenmesinin
akrozomal biitiinliigii bagarili bir sekilde korudugu gozlenmistir. Elde edilen bu veriler,
Ustiiner ve ark., (2016) yaptigzn c¢alisma ile kismen benzerlik gdstermektedir.
Inkiibasyonun 3. saatinde sistein iceren gruplara (KontrolS, ASP%1S, ASP%10S
ASP%15S) ait akrozomal hasar oranlari sirasiyla, %37,40; %34,40; %31,80 ve %36.00
olarak degerlendirildi. Sistein ile kombine edilen %15 ve %10 ASP dozlan
karsilastirildiginda, yiiksek doz ASP kullanimiin toksik etki olusturarak akrozomal
hasar1 arttirdigr goriilmektedir (P<0,05). Elde edilen bu sonuglar, sistein igeren

sulandiricida ASP’nin %10’un iizerindeki dozlarinin oksidan etki gdstermeye basladig
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olasiligin1 ortaya koymaktadir. Ayni oranlarda ASP igeren gruplar kendi aralarinda
degerlendirildiginde ise %0, %1 ve %15 ASP igeren gruplarda sistein eklenmesinin,
akrozomal biitiinligiinii daha iyi korumasina karsin (P<0,05); yalnizca %10 oraninda ASP
eklenen gruplarda sistein eklenmesinin akrozom hasar orani tizerinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark yaratmadigi gozlemlendi (P>0.05). Bu verilere dayanarak,
sulandirictya %10 oraninda ASP katilmasinin, sistein varligindan bagimsiz bir sekilde

akrozomal biitlinligii korudugu disiiniilmektedir.

Sunulan ¢alismada, inkiibasyonun 5. saatinde akrozomal bozukluk oranlar1 %33,80
ile %48,00 arasinda degismektedir. Ustiiner ve ark. (2016), ASP eklenmis yumurta sarili
suladiric1  kullandiklari ¢alismada, inkiilbasyonun 5. saatinde akrozomal bozukluk
oranim1 %52,40 ile %63,92 arasinda bulmuslardir. Sunulan c¢alismada elde edilen
akrozomal hasar oran1 Ustiiner ve ark. (2016)’1n ¢alismasindan daha diisiik bulunmustur.
Inkiibasyonun benzer zamaninda elde edilen veriler arasinda gézlenen bu farki kullanilan
koglarin yaglari, beslenme kosullari, bireysel sperma kalitesi, lireme mevsimi Ve sperma
dondurulabilirligi arasindaki fark ile agiklamak olasidir. Sistein igermeyen gruplar kendi
arasinda degerlendirildiginde kontrol, ASP%1 ve ASP%15 gruplarinin akrozomal hasar
oranlar1 arasinda istatistiksel bir fark olmadigi (P>0,05), ASP%10 grubunun ise
akrozomal biitiinliigii kontrol grubuna gére daha iistiin bir sekilde korudugu gézlemlendi
(P<0,05). Elde edilen bu sonuglar, inkiibasyonun 5. saatinde yalnizca kontrol grubu
ile %10 ASP igeren sulandirict grubunun degerler arasinda istatistiksel anlamli bir fark
oldugunu belirten Ustiiner ve ark. (2016) ile benzerlik gdstermektedir. Sistein iceren
gruplar kendi arasinda karsilagtirlldiginda ise, KontrolS ASP%1S ve ASP%15S
gruplarinin akrozomal hasar degerlerinin benzer oldugu (P>0,05), ASP%10S grubunun
ise akrozomal biitiinligii diger calisma gruplarina gore daha iyi korudugu sonucuna
varilmaktadir (P<0,05). Belirtilen ¢aligma saatinde sistein igeren ve igermeyen gruplar,
kendi aralarinda degerlendirildiginde, %0, %1 ve %15 ASP igeren gruplarda sistein
eklenmesinin akrozomal hasar1 azalttigi saptandi (P<0,05). %10 ASP igeren gruplarda
sistein eklenmesinin rakamsal olarak akrozomal biitiinliigii daha yiiksek oranda

korumasima karsin, iki grup arasinda istatistiksel fark bulunmadigr gozlenmektedir
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(P>0,05). Buna karsin, ASP%10S grubuna ait akrozom hasar orani diger tiim gruplardan
istatistiksel olarak diisiik bulundu (P<0,05).

Paternal DNA nin kompakt yapist ile birlikte, fizyolojik ve morfolojik biitiinliigini
korumasi, embriyonun olusumu ve gelisimi i¢in ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir (Seli ve
ark., 2004). Spermatozoonda olusan minimum diizeydeki DNA hasarlar1 reverzibl olup
fertilizasyon i¢in 6nemli bir tehlike olusturmazken, ciddi DNA hasarlar1 infertiliteye
neden olmaktadir (Seli ve ark., 2004). DNA hasarinin infertilite tizerindeki bu olumsuz
etkisi, spermatozoonun fertilizasyon yetenegini diisiirmekten ¢ok, embriyonun canlilig
ve gelisimini kesintiye ugratmasi bakimindan onemlidir (Silva ve Gadella, 2006).
Ekonomik hayvancilikta fertilizasyonun sekillenmesi kadar, fertilize olmus oositin
embriyo ve diger prepartum asamalarimi saglikli bigimde siirdiirebilmesi ve bunun
sonucunda yavru elde edilmesi de oOnemlidir. Bu nedenle, spermanin dondurma
basarisinin belirlenmesinde, dondurma-eritme islemleri sonrast DNA biitiinliigiiniin
degerlendirilmesi de 6nem tasimaktadir. Inkiibasyon islemi sirasinda, spermatozoon
morfolojik ya da fonksiyonel olarak zarar gorerek canlilifini zaman igerisinde
kaybetmektedir. /n vitro inkiibasyon ortaminda, apoptozise ugramis spermatozoon ile
canlt spermatozoon ayni ortamda kaldigindan, canliligini yitiren spermatozoanin
metabolik artiklar1 saglam spermatozoaya da zarar vermektedir. Kontrol grubu sperma,
inkiibasyonun her asamasindan olumsuz olarak etkilenerek ve DNA fragmantasyon orant,
eritme sonrasi 0. saat, inkiibasyonun 3. ve 5. saatlerde zamanla birlikte artis géstermistir
(P<0,05). ASP%1, ASP%]15, KontrolS, gruplarina ait DNA biitiinliik oranlar ise
inkiibasyonun ilk 3 saatinden olumsuz etkilenmezken, inkiibasyonun 3. ila 5. saatleri
arasinda anilan gruplararin DNA hasar oranlari istatistiksel olarak artig gosterdi (P<0,05).
ASP%10 ve ASP%10S gruplarinda ise inkiibasyona bagli olarak DNA hasar1 oraninda
istatistiksel bir artig gozlenmedi (P>0,05). Alabalik seminal plazmasinda yogun olarak
bulunan  “clusterin” isimli protein, anormal spermatozoonlara baglanarak
komplementlerce indiiklenen spermatozoonun lizisi ve saperon gibi proteinlerin oksidatif
strese bagl olarak aglutinasyonunu engeller (Ciereszko ve ark., 2017). Clusterin bu etkisi

ile, spermatozoon yogunlugu yiiksek olan tiirlerde, hasarli spermatozoonun metabolik
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atiklarinin - saglam spermatozoonun metabolizmasina zarar vermemesi yoOniinden
onemlidir (Ciereszko ve ark., 2017). Sunulan tez ¢alismasinda, kontrol grubunun DNA
biitiinliik oran1 inkiibasyonun tiim asamalarindan etkilenirken, diger deneme gruplarinda
DNA’nin degerlendirme saatlerinin en az birinden olumsuz etkilenmedigi gézlemlendi.
KontrolS grubunun DNA hasar oranmin inkiibasyonun ilk 3 saatinde anlamli olarak
artmamis olmasini, sisteinin ROS olusumunu engellemesi ile agiklamak olasidir. ROS
olusumu, Oncelikli olarak plazma, akrozom ve mitokondriyal membrani etkilerken,
ROS’un DNA {izerindeki olumsuz etkisi daha ileriki asamalarda gézlemlenmektedir
(Silva ve Gadella, 2006). Bu nedenle sisteinin tek basina kullanilmasi, inkiibasyonun ilk
3 saatinde DNA biitiinliiginii korumak icin yeterli iken, inkiibasyonun ilerleyen
saatlerinde ROS miktarmin sisteinin tek bagina tolere edebileceginden daha fazla
artmasma bagli olarak yetersiz kalmistir. ASP igeren gruplarin DNA biitiinliigiini
inkiibasyonun zararli etkilerinden korumasini ise ASP’nin igerisinde bulunan clusterin
varligi ile agiklamak olasidir. Ancak, inkiibasyonun 3. saatinden sonra 6lii spermatozoon
oraninin artmasina bagl olarak, ortamda metabolik atik miktar1 artmakta ve diisiik doz
(%1) ASP bu metabolik atiklarin zararli etkilerini kompanze etmek igin yetersiz
kalmaktadir. ASP’nin yiiksek dozunun inkiibasyonun son 2 saatinde DNA biitlinliigiinii
korumada yetersiz kalmasini ise antioksidan maddelerin optimum dozun {izerinde
kullanilmasmin oksidatif etki olusturmaya baglamast ile aciklamak olasidir.
Sulandiriciya %10 oraninda ASP eklenmesi, sulandiricinin sistein igerip igermemesinden
bagimsiz olarak inkiibasyonun tiim donemlerinde spermatozoon DNA biitiinliigiinii
basarili olarak korumaktadir (P>0,05). Eritme sonrast DNA hasar oranlar1 géz oniinde
alindiginda, rakamsal olarak en diisiik DNA hasar oraninin %6,20 ile ASP%10 grubundan
elde edildigi ve ASP%15, ASP%I1S ASP%I10S ve ASP%I15S gruplarinin ise
sirastyla %7,80; %7,40; %6,40; %7,60 olan DNA fragmentasyon oranlarinin ASP%10
grubu ile benzerlik gosterdigi gézlemlendi (P>0,05). DNA biitiinliigiiniin korunmasinda
ASP eklenmesinin anlamli bir etkisi olmasina karsin, anilan degerlendirme zamaninda
sistein eklenmesinin DNA biitiinliigiinii korunmasi iizerine anlaml bir etkisinin olmadig1
saptand1 (P>0,05). Toker ve ark., (2016), kog¢ spermasinin dondurulmasinda sulandiriciya

1 mM sistein ilave edilmesinin dondurma eritme sonrasit DNA biitiinliigii tizerine etkilerini
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degerlendirmis ve dondurma-eritme sonrast sistein igermeyen gruba ait DNA hasar orani
(%8,20) ile sistein igeren grup (%7,60) arasinda istatistiksel anlamli bir fark olmadigini
bildirmislerdir. Algay ve ark., (2017a), ko¢ spermasini dondurmak i¢in 1mM sistein i¢eren
ve igermeyen sulandiricilart kullandiklar: ¢alismalarinda, dondurma-eritme sonrasi DNA
kirik oranini sirastyla %5,80 ve %7,50 olarak bulmuslardir (P>0,05). Sunulan tez
calismasinda, eritme sonrasi sistein igermeyen baz sulandirict grubu (kontrol) DNA kirik
oran1 %10,80, sistein iceren baz sulandirict grubu (KontrolS) DNA fragmentasyon orani
ise 910,20 olarak bulundu (P>0,05). Sunulan ¢alismada elde edilen DNA fragmentasyon
oranlari, anilan ¢aligmalarda elde edilen rakamlardan daha yiiksek bulunmasina karsin,
sisteinin dondurma-eritme sonrast DNA biitlinliigii iizerine etkisinin olmadigi saptamasi

ile paralellik gostermektedir.

Inkiibasyonun 3. saatinde en diisiik DNA hasar1 %6,60 ile ASP%10 grubunda elde
edilirken, ASP%15, ASP%1S, ASP%10S ve ASP%15S DNA fragmentasyon oranlari ile
(swrasiyla %8,20; %8,20; %6,80 ve %8,40) aralarinda istatistiksel anlamli bir fark
saptanmadi (P>0,05). Yapilan literatiir taramasinda, ko¢ spermasinin dondurma-eritme
sonrasi inkiibasyonun 3. saatinde DNA hasarinin degerlendirildigi baska bir ¢alismaya
rastlanilmamustir.  Sunulan ¢alismadan elde edilen veriler g6z Oniine alindiginda,
ASP’nin %]1 oraninda eklenmesinin kog¢ spermasinin dondurma-eritme sonrasi 3. saat
inkiibasyonda DNA biitiinliigiinii korumada ASP eklenen diger gruplara gore yetersiz
kaldig1 goriilmektedir. Ancak, ayni oranda ASP’nin (%]1) sistein ile kombinasyonu sonrasi
DNA’nin etkin bir sekilde korunabilecegi saptanmustir. Ayrica, sulandiriciya sistein
eklenmesi inkiibasyonun 3. saatinin sonunda Kontrol ve %1 ASP igeren gruplarda DNA
hasar oranini rakamsal olarak diistiriirken, %1 ve %10 ASP iceren gruplarda ise rakamsal
bir artiga neden oldugu gozlemlendi. Buna karsin, ayni oranda ASP i¢eren gruplarin sistein
iceren ve igermeyen versiyonlarina ait DNA hasar orani arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmadigi sonucuna varildi (P>0,05).

Inkiibasyonun 5. saati sonunda bir dnceki degerlendirme zamanma (inkiibasyonun 3.
saati) benzer sekilde en diisiik DNA fragmentasyon oranlarinin ASP%10, ASP%]15,
ASP%1S, ASP%10S ve ASP%I5S gruplarindan elde edildigi gozlemlendi
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(sirasiyla %7,60; %9,20; %8,80; %7,00 ve %8,80) (P>0,05). En yiiksek DNA
fragmentasyon oranlart %13,80 ve %11,60 ile Kontrol ve KontrolS grubundan elde
edilirken, KontrolS grubu ile ASP%1 grubu (%11,00) arasinda istatistiksel bir fark
bulunamadi (P>0,05). Ayn1 oranda ASP igeren tiim gruplar kendi arasinda incelendiginde
sistein eklenen gruplarda DNA fragmentasyon orani rakamsal olarak diismesine karsin,
aralarinda istatistiksel bir fark saptanmadi (P>0,05). Elde edilen bu sonug, sulandiriciya 1
mM sistein eklenmesinin inkiibasyonun 6. saatinde DNA biitiinliigiinii baz sulandiriciya
gore daha iyi korudugunu bildiren diger arastirmacilarin ¢alismalari ile uyumluluk
gostermemektedir (Alcay ve ark. 2017a; Toker ve ark. 2016). Daha 6nceden belirtildigi
gibi spermatozoon DNA’s1 morfolojik yapist nedeniyle, ROS ve buna bagl hasarlara
oldukga dayanikli olup spermatozoonun en son hasar alan komponentlerindendir (Silva
ve Gadella, 2006). Elde edilen verilerin anilan ¢alismalar ile uyumsuz olmasint DNA’nin
kompakt yapisi araciligiyla inkiibasyonun ilk 5 saatinde kendisini ROS’un zararh
etkilerine kars1 savunabildigi, ancak, 5 saatten daha uzun siire inkiibasyona birakilacak
olursa, spermatozoonun kendi koruma mekanizmasinin yetersiz kalacagi ve sistein

katkisina gereksinim duyulacagi seklinde agiklamak olasidir.
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Sistein ile kombine edilen alabalik seminal plazmasinin kog¢ spermasinin

dondurulmasi {izerine etkisi konulu bu ¢alismadan 6zet olarak:

Ko¢ sperma sulandiricisina eklenen alabalik seminal plazmasi gruplarinin
(%1, %10 ve %15) kontrol grubuyla karsilastiriimasinda dondurma-eritme sonrasi
motilite degerinin alabalik seminal plazmasi eklenen gruplarda daha yiiksek
oranda korundugu gozlemlendi. Ayrica, tek basina ya da sistein ile kombine
edilerek %10 oraninda eklenen ASP’nin motilite degerini diger tiim calisma
gruplarindan yiiksek oranda korudugu saptandi.

Dondurma-eritme sonrasi rakamsal olarak en yiiksek motilite, plazma membran
fonksiyonel biitiinliigii, akrozomal biitiinliik ve DNA biitiinliik oranlar sistein ile
kombine edilen %10 ASP igeren sulandiricilarla dondurulan gruptan elde edildi.
Ayrica anilan sulandirict grubu ile kontrol grubu arasinda tiim degerlendirmelerde
istatistiksel fark elde edildi (P<0,05).

Dondurma-eritme sonrasi ASP-sistein kombinasyonunun akrozomal biitiinliik
tizerinde sinerjik olumlu bir etkisinin oldugu, dondurma-eritme sonrasi ve
inkiibasyonun 3. ve 5. saatlerinde yalnizca %10 ASP ile sisteinin beraber
kullaniminin plazma membran fonksiyonel biitiinliigii iizerinde anlamli bir etki
olusturdugu belirlendi.

Inkiibasyonun 3. ve 5. saatlerinde kog sperma sulandiricisina ASP’nin tek basina
ya da sisteinle kombine edilerek eklenmesinin motilite, plazma membran
fonksiyonel biitiinlik ve DNA biitiinliik oranini kontrol grubundan daha iyi
korudugu gozlendi. Buna karsin, diisiik (%1) ve yiiksek doz (%15) ASP’nin tek
basina kullaniminin kog spermatozoon akrozomal biitiinliigiiniin korumasinda bir

etkisinin olmadig: ve kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi saptandi.

Sonug olarak, kog sperma sulandiricisina %10 oraninda eklenen ASP’nin tek basina

veya sisteinle kombine edilerek dondurma-eritme sonrasi incelenen spermatolojik

parametreler {izerine koruyucu etkisinin oldugu kanisina varildi.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

°C - Derece santigrat

uL = Mikrolitre

um > Mikrometre

ASP - Alabalik Seminal Plazmasi
BAP - Bilimsel Arastirma Projeleri
BSP - Bovine Seminal Plasma
BUU - Bursa Uludag Universitesi
Ca > Kalsiyum

Cl > Kior

CAT —>Katalaz

CH™ - Monokarbon Hidrojen

CHz > Metilen

ConA —>Cancanavalin A lectin
CPE —>Corona Penetrating Enzyme
DDP - Doktora Destek Projesi

dk > dakika

DNA ->Deoksiribo niikleik asit

Fe - Demir

FTS > Fizyolojik Tuzlu Su

GnRH ->Gonadothropin Releasing Hormone
GSH - Glutatyon

GST —>Glutatyon S-transferaz

H - Hidrojen

H20.-> Hidrojen peroksit

HOST - Hypo-osmotic swelling test
HO.—> Hidroksiperoksil

ICSI = In Vitro Sperm Injection
IGF > Insulin Growth Factor

IVF = In Vitro Fertilizasyon

K = Potasyum

Kda - Kilodalton

kg-> Kilogram

LDL - Diisiik yogunluklu lipoprotein
LPO - Lipit peroksidasyon

MDA ->Malondialdehit

Mg ->Magnezyum

mL-> Mililitre

mM-> Milimolar

Mn - Manganez

mOsm > Miliosmol

Na ->Sodyum

O - Oksijen

02 - > Siiperoksit
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OH - Hidroksil

P - Istatistiki anlam diizeyi

P1 = Propidium lodide

PNA - Peanut agglutinin

PSA-FITC-> Pisum SativumFluorescein Isothiocyanate
PUFA - Poliansatiire yag asidi

ROS - Reaktif oksijen tiirleri

RSVP ->Ram Seminal Vesicle Protein

sn—> Saniye

SO2~>Kiikiirt Dioksit

SOD -> Siiperoksit dismutaz

SP - Seminas Plazma

Spt = Spermatozoon

TUNEL ->Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick End Labeling
V - Volt

Zn - Cinko

ZP - Zona Pellusida
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8. TESEKKUR

Doktora ¢alismam boyunca hem akademik hem kisisel olarak beni her daim
destekleyen ve yonlendiren, tecriibelerini esirgemeyen benim i¢in danismandan Gte olan
degerli hocam Dog. Dr. Burcu USTUNER ’e tesekkiirii bir borg bilirim. Doktora egitimim
boyunca bilimsel onerilerini benimle paylasan basta Prof. Dr. M. Kemal SOYLU ve tiim
Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali Ogretim Uyesi hocalarima tesekkiirlerimi
sunarim. Akademik ve 6zel hayatimda her daim abi ve arkadas olarak yanimda olan,
desteklerini hi¢bir zaman tizerimden esirgemeyen kendileri ile ¢alismanin benim i¢in ¢ok
biiyiik bir sans oldugunu hissettiren Dog. Dr. Selim ALCAY, Dr. M. Berk TOKER ve N.
Tekin ONDER’e cok tesekkiir ederim. Yeni kurumumda doktora tez calismami
tamamlayabilmem i¢in gerek fiziki olanak saglayan gerekse manevi olarak elinden gelen
yardimi esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Muzaffer TAS a tesekkiirii bir borg bilirim.
Farkli disiplinlerde ¢alistyor olmamiza ragmen akademik anlamda bana ¢ok farkli bakis
acilar1 kazandiran, her seyin kotii gittigini diislindiigiim zamanlarda dahi motivasyonumu
korumama yardimei olan Ahmed Burak CAGLAR’a en icten tesekkiirlerimi sunarim.
Ozellikle tez galigmasinmn yazimi esnasinda en karamsar oldugum ddénemlerde zaman
kavramin1 dnemsemeden yanimda olan bana manevi destek olan Dr. Ogr. Uyesi Deniz
BELENLI ve Aras. Goér. Tuba Damla ERTAS a tesekkiirii bor¢ bilirim. Bugiinlere
gelmemde emegi ¢ok biiylik olan annem ve babama, doktora ¢alismam boyunca tiim
gerginligimi ¢eken kardeslerime her sey icin ¢ok tesekkiir ederim. Tez ¢aligmami devam
ettirebilmem igin bana olanak saglayan Tekirdag Namik Kemal Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Yonetimine; lisans ve doktora egitimi boyunca desteklerini esirgemeyen Bursa
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Akademik ve Idari personeline, tesekkiirii bir
bor¢ bilirim. Doktora calismami DDP 2017/10 numarali “Farkli antioksidanlar ile
kombine edilen alabalik seminal plazmasimmin ko¢ spermasmnin dondurulabilirligi ve
embriyonik gelisim iizerine etkileri” baslikli proje ile destekleyen Uludag Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine destekleri i¢in tesekkiir ederim.

108
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Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ddlerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali’nda doktora
egitimine baglamistir. 01.02.2018 tarihinde Tekirdag Namik Kemal Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali’na Arastirma Gorevlisi olarak
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