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OZET

Sunulan ¢alismada; kog¢ sperma sulandiricisina eklenen 25 mM, 50 mM ve 100
mM L-karnitin ve 0,25 mM, 0,50 mM ve 1 mM Alfa lipoik asitin bireysel ve birlikte
kullanilarak, inkiibasyon boyunca spermanin yasam siiresini nasil etkileyecegi ve
spermatozoonlarin disi genital kanaldaki olas1 6mriiniin artirilabilmesi amaclanmstir.

Sperma, bes adet Kivircik irki kogtan elektro-ejakiilator yontemi kullanilarak
alindl. En az +++ mass aktivite, %70 motililite ve 1,5 x10° spermatozoon/ml
ozelliginde olan sperma 6rnekleri birlestirilerek (pooling) 16 esit hacme boliindii. Biri
kontrol olmak iizere icinde L-karnitin, Alfa lipoik asit veya her ikisinin karisimlarinin
farkli yogunluklarmi iceren sulandiricilardan biri ile iki agsamali sulandirma teknigine
gore sulandirilarak payet yontemine gore donduruldu. Pooling, sulandirma,
ekilibrasyon, eritme sonrasi (0. saat) ve inkiibasyon sonrasi 3. ve 6. saatlerde
spermanin motilite, plazma membran fonksiyon biitiinliigi (HOST) ve akrozomal
biitiinliigii (PSA) degerlendirildi.

Dondurma-eritme ve inkiibasyon asamalarma bagl olarak, motilite, plazma
membran fonksiyonel ve akrozom biitiinliigiiniin her islemde azaldig1 goriildii. Eritme
sonrast asamada sadece Alfa lipoik asit iceren gruplarin spermatolojik degerlerinin
kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi (P>0.05), L-karnitin eklenmesinin akrozomal
biitiinliigii anlamli bir sekilde korudugu (P<0.05), diger gruplara ait spermatolojik
bulgularm ise genellikle daha diisiik oldugu bulundu. Inkiibasyon sonrasi asamada
antioksidan iceren gruplarm motilite ve plazma membran biitiinliigliniin kontrol
grubuna gore olumsuz etkilendigi, genellikle L-karnitin igeren gruplarda akrozomal
biitiinliigiin daha iyi korundugu belirlendi. Ko¢ spermasi sulandiricilarma L-karnitin

ve Alfa lipoik asit eklenmesinin zamana bagl olarak motilite ve plazma membran



fonksiyonel biitiinliigiiniin hizlica diismesine yol acarak birlikte kullanima uygun

olmadig1 sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Kog spermasi, inkiibasyon, L-karnitin, Alfa lipoik asit

SUMMARY

The aim of this study is to evaluate the effects of 25 mM, 50 mM ve 100 mM
L-carnitine and 0,25 mM, 0,50 mM ve 1 mM Alpha lipoic acid on ram semen
cryopreservation and post-thaw life span to increase survivability of ram semen in
female genital tract.

Semen was collected from 5 Kivircik rams by using electro-ejaculation
method. Semen has +++ mass activity, 70% motility ve 1,5 x10° spermatozoa/ml used
at pooling stage. After pooling, semen was divided into 16 groups and diluted using
two-step dilution method by control and each antioxidant groups or mix groups. After
dilution, semen was cryopreserved in straws. Motility, plasma membrane functional
integrity (HOST) and acrosome integrity (PSA) were evaluated at after pooling,
dilution, equlibration, post thaw and after 3 and 6 hours of incubation.

Motility, plasma membrane functional integrity and acrosome integrity
negatively effected from cryopreservation process and incubation. At the post-thaw
stage, spermatological values of the groups containing only alpha lipoic acid were
similar to those of the control group (P> 0.05). Addition of L-carnitine significantly
maintained acrosomal integrity (P <0.05) and spermatological findings of other groups
were generally lower. At the post-incubation stage, it was determined that the motility
and plasma membrane integrity of the antioxidant groups were adversely affected
compared to the control group and generally the acrosomal integrity was better
preserved in the L-carnitine-containing groups.

It was concluded that the addition of L-carnitine and Alpha lipoic acid to ram
semen diluents is not suitable for concomitant use due to the rapid decrease in motility

and plasma membrane functional integrity.
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1. GIRIS

Tarih boyunca insanligin en 6nemli sorunu dengeli ve yeterli beslenememe
olmustur. Hayvansal gidalarin tiiketimi dengeli beslenme igerisinde ¢cok dnemli bir rol
oynamaktadir. Koyun-keci yetistiriciligi et, siit, yin, kil, tiftik ve deri iiretimi
acisindan, diger iilkelerde oldugu gibi, iilkemiz ekonomisinde de 6nemli bir yer
tutmaktadir. Tiirkiye'de kisi basina liretilen ve tiiketilen hayvansal protein miktari,
gelismis iilkelerden oldukg¢a geride oldugundan, iilkemiz hayvansal tiriinlerin tiretimini
artirmak zorundadir. Kirsal alanda yasayan halkimiz i¢in kolay bir ugras alan1 ve ayni
zamanda ekonomik giivence olan koyun ve keci yetistiriciligi, en eski hayvansal
iiretim alanlarindandir. Yakin tarihimize kadar koyunculuk 6zellikle Dogu ve Giiney
Dogu Anadolu Bolgeleri'nde yasayan halkimizin 6nemli bir gegim kaynagi olmustur.
Bunun yani sira, kiigiikbas hayvanciliginm sagladig et, siit, yiin, kil, tiftik ve deri gibi
bircok iiriin, yeni is alanlar1 olusturmaktadir. Ayrica, bu liriinlerin farkh alanlarda son

irline dontstiiriilerek degerlendirilmesi de lilke ekonomisi igerisindeki degerini

artirmaktadir (Semerci ve Celik, 2016; TIGEM, 2016).

Tiirkiye’de ilkbahar mevsimi yagmurlariyla yeserip ardindan sararan, bitkisel
iretime elverigli olmayan, c¢ayr ve caliliklarla kapl araziler yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu nedenle, koyun ve keg¢i yetistiriciliginin yaygm bir bigimde
yapilmasina uygun bir iilkedir (Semerci ve Celik, 2016). TUIK verilerine gore,
iilkemizin koyun varlig1 giderek artis gdstermektedir. TUIK’in 2018 verilerine gore
iilkemizde 35.000.195 bas koyun ve 10.419.027 bas keci bulunmaktadir. Yaklasik
olarak et tiretiminin %12,2’si, siit iiretiminin ise %9’u olmak iizere, ¢cok az bir bolimii
kiigiikbas hayvanciliktan temin edilmektedir (TUIK, 2017). Diinyada koyun kegi
yetistiriciligi biiyiik oranla Asya ve Afrika iilkelerinde yapilmaktadir ve bu iilkelerdeki
koyun keg¢i wrklar1 yetersiz bakim ve beslenme kosullarina, hastaliklara karsi uyum
saglamig olmasma karsin, verim yetenekleri diisiiktiir. FAO 2017 verilerine gore,

karkas basina diisen et Avustralya'da 23,2, Yeni Zelanda'da 19,7, ABD'de 30,



Ingiltere'de 20,1 ve Tiirkiye'de 16 kg’dir. Rakamlara bakildiginda, anilan verim
yoniinden iilkemiz koyunculugunun gerilerde oldugu goriilmektedir. Hayvancilik
sektoriinde vazgegilmez 6nemi olan reprodiiksiyon biyoteknolojisi, senkronizasyon,
suni tohumlama, in-vitro fertilizasyon, embriyo transferi, gen transferi ve klonlama
gibi birtakim teknikleri kapsamaktadir. Bu teknikler arasinda en etkin ve yaygin olani,
degerli erkek gamet hiicrelerinin dondurulmasi ve disi hayvanlarin suni yolla
tohumlanmas1 esasima dayanan suni tohumlama biyoteknolojisidir. Suni tohumlama
alanindaki gelismeler hizla ilerlemis ve gilinlimiizde uygulamalar tiim diinyaya
yayilmistir. Koyunlarda suni tohumlama ¢alismalari ilk olarak 1899 yilinda Rus bilim
adami Ivanoft tarafindan baslatilmistir. Tiirkiye’de ise suni tohumlama c¢aligsmalari
1925 yilinda Mihailof isimli Rus veteriner hekimi tarafindan baslatilmistir (Birler ve

ark., 2002; Foote, 2002; Ileri ve ark., 2000).

Ulkemizde koyun ve kegilerde suni tohumlama uygulamalar1 sigircilik
alaninda oldugu kadar yaygin degildir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogu akademik ¢aligsma
diizeyinden ileriye gidememistir. Yurdumuzda kii¢iikbas hayvanlarda suni tohumlama
uygulamalar1 maliyet, basar1 oraninin diistikliigii, yetismis personel sayisinin smirl
olmas1 ve olumsuz cografi kosullar nedeniyle istenilen diizeye ulasamamistir.
Avustralya ve Fransa gibi kiiltiir koyunculugunun gelismis oldugu kimi iilkelerde,
dondurulmus sperma ile suni tohumlama yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Spermanin dondurulmasi sulandirma, sogutma, ekilibrasyon, dondurma ve eritme
asamalarindan olusmaktadir. Ancak, dondurmanin gamet hiicreleri iizerine olumsuz
etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler spermanin fizyolojisi, morfolojisi ve biyokimyasal
yapisinda geridoniisiimii olmayan degisikliklere yol agmaktadir. Sperm motilitesi,
yasam siiresi ve morfolojisindeki bu degisiklikler fertiliteyi olumsuz etkilemektedir
(Alcay ve ark., 2016b). Dondurma isleminin olumsuz etkilerinin azaltilmasi amacuyla,
sperma sulandiricilarina katilan kriyoprotektif maddeler, pH ve ozmotik basing
dengeleyiciler ve antioksidan 6zelligi olan maddeler kullanilmistir (Alcay ve ark.,

2016a; Alcay ve ark., 2016b; Nur ve ark., 2010).

Sunulan tez ¢aligmasinda, sperma sulandiricisina eklenen Alfa lipoik asit ve L-
Karnitinin, dondurma-eritme isleminin olumsuz etkilerinin azaltilmasi ve eritme

sonrasi spermatozoonlarin yasam siiresinin artirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Reprodiiktif faaliyetler; ¢evre, genetik yap1, fizyolojik, hormonal, davranissal
ve psikolojik faktorler araciligi ile diizenlenirler. Siklik aktivitelerine gére hayvanlar;
poliostrik hayvanlar, mevsime bagl poliostrik hayvanlar ve monodstrik hayvanlar
olmak iizere li¢ gruba ayrilirlar. Polistrik olarak adlandirilan inek, manda ve domuzlar
gebe kalmadiklari siirece yil boyu seksiiel aktivite gosterir. Mevsime bagli poliostrik
olan hayvanlar, gebe kalmadiklar1 siirece lireme mevsimi boyunca seksiiel siklus
gosterirler. Kuzey yarmm kiirede kisrak, disi hamster ve kediler, ilkbahar baslangicinda,
giinlerin uzamaya baslamasiyla seksiiel aktivite gosterirken; koyun ve kegiler giin
1s1gmin kisalmaya basladigi yaz mevsimi sonu ve sonbahar aylarinda seksiiel aktivite
gostermeye baslarlar. Kopekler ve yabanil karnivorlar monodstrik hayvanlardir. Bu
hayvanlarda iki dstrus arasinda bir andstrus donemi bulunur (Hafez, 2000; McDonald

ve Pineda, 1989).

Mevsime bagl seksiiel aktivite gdsteren koyunlar, iireme mevsiminde gebe
kalmadiklarinda 6 ile 9 kez kizgmlik gosterebilmektedirler. Merinos ve Saanen gibi
kimi melez ve kiiltlir koyun ve keg¢i rklari, bakim besleme kosullarinin diizeltilmesi
ve seleksiyon sonucu, yil boyu seksiiel aktivite gésterme egilimindedirler. Mevsime
bagl polidstrik olan 6zellikle kiiltiir k1 koyun ve kegilerde yasam kosullarinin (1s1k,
beslenme, 1s1, ortamda erkek hayvanin bulundurulmasi vb.) ilireme mevsimine
benzetilmesiyle yi1l boyunca sekstiel etkinlik gosterebilmektedir (Hafez, 2000;
McDonald ve Pineda, 1989).

Reprodiiktif yasam dongiisii tiire, wka, cinsiyete bagli olarak, gonadal
aktivitenin baslamasi ile birlikte baslar, pike ulasir ve zamanla azalarak sonunda
durmasi ile karakterizedir. Gonadal aktivitenin baglamasi ile karakterize olan puberte,
erkek ya da disi hayvanin fertilite yetenegi olan gamet hiicresini liretmeye baslayip
cinsiyete 0zel cinsel davranis géstermesi olarak tanimlanir. Diger bir deyisle puberte;
gonadotropik aktivite ile gonatlarin steroit ve fertilite yetenegi olan gamet hiicresini

tiretmesi arasindaki uyumun saglanmasi olarak da tanimlanabilir. Beden yapisi ve



yag/protein orani, diyet, stres, mevsimsel fotoperiyot, enerji alimi, lokomotor aktivite,
enlem ve boylam, iklim kosullari, gonadal steroit diizeyi ve olfaktorik uyarmmlar gibi
cok sayida faktor puberteye ulasma yasini etkilemektedir (Hafez, 2000; McDonald ve
Pineda, 1989). Kis sonu veya ilkbahar baginda dogan kuzular 5-7 aylik yasta; daha ge¢
dogan kuzular 12-16 aylik yasta veya ergin canli agrhiklarmm %55-60’ma
ulastiklarinda puberteye eriserek, izleyen ilk lireme mevsiminde Ostrus gostermeye
baslarlar (Canoglu ve Saribay, 2012; McDonald ve Pineda, 1989). Hizli kilo alma
ozelligi olan kiiltlir wklari, yerli, yabanil ve ilkel irklara gore daha erken eriskinlige
ulagirlar (Hafez, 2000). Koglarda puberte, koyunu gebe birakabilecek ozellikte
spermanin ejakiile edebilmesi olarak tanimlanir. Seksiiel olgunluga erismis ergin
koglarda tiim yil boyunca libido ve spermatogenezis siirer. Ureme sezonu disinda
spermanin kalitesinde ve miktarinda hafif azalma goriilebilir. (Hafez, 2000; McDonald
ve Pineda, 1989)

2.1. Ko¢lardan Spermanin Alinmasi

Hayvanlarda bilimsel c¢aligmalar ve suni tohumlama ¢alismalarmni
yiiriitebilmenin yaninda, genetik 6zelligi yiiksek bireylerden daha fazla yararlanmak,
asim yapamayan yasli veya deneyimsiz gen¢ hayvanlardan yararlanmak ve bireyin
cinsel saglik kontrolii amaciyla sperma alinmaktadir (Ileri ve ark., 2000).

Sperma suni vajina, elektro-ejakiilator, i¢ genital organlara masaj (ampulla),
penis masaji, ejakiilasyon sonrasi digi genital organindan alma, prezervatif yontemi,
postmortem epididimis ve testisin vasat iginde dogranmasi veya epididimisin
punksiyonu gibi  degisik yontemler kullanilarak memeli hayvanlardan
alinabilmektedir. Bu yontemler arasinda en kaliteli sperma, suni vajina yontemi ile
elde edilenidir. Koglardan genellikle suni vajina veya elektro-ejakiilasyon yontemi ile
sperma alinmaktadir. Diger kimi yOntemler ise deneysel c¢alismalar diizeyinde

kullanilmaktadir (Hafez, 2000; ileri ve ark., 2000).
2.1.1. Suni Vajina Yontemi Kullanilarak Spermanin Alinmasi

Suni tohumlama sonrasi olumlu sonug alabilmenin ilk kosulu temiz ve saglikli
sperma elde etmektir. Ejakiilasyon c¢esidine gore degisik bigim ve yoOntemlerle

hayvanlardan sperma almabilmektedir (Gordon, 2004). Bu yontemlerin arasinda suni



vajina ile sperma alma diger yontemlere gore daha istiindiir. Koglar kizgin disi
varliginda ereksiyon, arama bulma, yiiklenme ve ejakiilasyon ile karakterize ¢iftlesme
davranig1 gosterir. Suni vajina yontemi ile sperma almak i¢in de kizgin bir koyuna
gereksinim vardir. Tersi durumda kogun fantoma alistirilmis olmasi gerekir. Kogun
libidosu dogal asima yakin diizeyde uyarildigindan, alinan sperma dogal asim sonrasi
elde edilen spermaya en yakin 6zelliktedir. Bu yontem ile kocun cinsel sagligini
etkilemeksizin 5 dakika araliklarla giinde 3 ila 8 kez sperma almabilmektedir (leri ve
ark., 2000).

Suni vajinanin yapisi, ilizerinde hava ve su girisine olanak veren bir ventil
bulunan dis sert plastik boru, i¢ lastik, sperma toplama hunisi ve sperma toplama
kadehinden olusur. Hayvanin yasi, tiirii ve ejakiilasyon ¢esidine gore farklilik gosterir.
Koclarda kullanilan suni vajinanin uzunlugu 19-20 cm ve i¢ ¢ap1 5 cm’dir (Ileri ve

ark., 2000).

Suni vajina ile sperma alabilmek i¢in, suni vajinada Ostrustaki bir hayvanin
vajinasmin 1s1, basmn¢ ve kayganlik Ozelliklerinin bulunmasi gerekir. Koglardan
sperma alirken gerekli 1s1y1 saglamak i¢cin 41-44°C 1sidaki su, basing i¢in hava ve
kayganlik icin vazelin siiriilerek suni vajina kullanima hazir hale getirilir (Ileri ve ark.,

2000; Sonmez, 2013).

Sperma vermeye alismis olan koglar, sperma verme yerine geldiklerinde
(arena) veya arenada Ostrustaki koyunu veya alistirilmis ise fantomu gordiiklerinde
duyusal ve gorsel olarak uyarilirlar. Spermasi alinacak kogun bir kac¢ kez dsrustaki
disiye veya fantoma atlamasima izin verilerek 6n sekretin akmasi saglanir. Ardindan
kog fantoma atlatilir, kavrama hareketinden sonra, penisi suni vajinaya yonlendirilerek
yiiklenmesine ve ejakiilasyon yapmasina izin verilir. Ejakiilasyon sonras1 suni vajenin
havasi bosaltilarak spermanimn toplama kadehine akmasi saglanir. Ozellikle fantom
olarak Ostrustaki koyun kullanildiginda, dogal ¢iftlesmenin olmasini engellemek i¢in
sperma alan personel dikkatli ve atik davranmalidir. Ayrica kocun daha 6nceden suni
vajinaya alistirilmasmin gerekmesi, suni vajinay1 reddetme ve tecriibesizlige bagli
spermanin alinamamas1 gibi istenmeyen sonuglar suni vajina yonteminin baglica

olumsuzluklarindandir (Hafez, 2000; Ileri ve ark., 2000; Sénmez, 2013).



2.1.2. Elektro Ejakiilator Yontemi Kullanilarak Spermanin Alinmasi

Elektro-ejakiilator yonteminde, suni vajina ile elde edilen spermanin kalitesine
benzer nitelikte sperma elde edilebilmektedir. Bu yontemde, kizgin disi veya fantoma
gereksinim duyulmamasit ve yaslanma, libido eksikligi, hayvanin asim yapmasina
engel olan eklem rahatsizliklar1 gibi hastaliklar1 bulunan hayvanlardan da sperma
almabilmektedir. Cihaz gereksinimi yaninda, bu yontemde uzman personele
gereksinim duyulmasi ve hayvanin yatirilmasi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir

(Ileri ve ark., 2000; Sénmez, 2013).

Elektro-ejakiilator ile sperma alma yontemi, spermasi alinacak hayvanin bel
bolgesindeki ejakiilasyon merkezinin veya ampulla ve vezikula seminalisin (idrar
kesesinin boyun kismina) elektrik impulslar1 ile uyarilmasi temeline dayanir. Bu
amagla kullanilan elektro-ejakiilatorlerin otomatik veya manuel uyarim verme
ozelliginde olan degisik modelleri bulunmaktadir. Bu cihazlar, voltmetre (10-30 volt),
ampermetre (0-600 mA), elektrik uyarimi iireten gii¢ UniteSi ve hayvanlara gore
degisik biiyiikliikteki proplardan olusur. Hayvan uygun sekilde (anestezi, travay veya
uygun sekilde baglanarak) zapturapta almarak prepusyum bolgesinin killar1 kesilir ve
serum fizyolojik ile temizlenerek kurulanir. Elektro-ejakiilatoriin ii¢ elektrotlu rektal
probu kayganlastirilarak rektuma yerlestirilir ve manuel olarak penis prepusyum disina
almir. Prop rektuma yerlestirildikten sonra 2-3 saniyede bir, asamali olarak 12 volta
kadar artig gosterebilen akim verilir. Bireysel farkliliklarla birlikte, genellikle 5-7
uyarim sonucu ejakiilasyon gergeklesir. Uyarimlar arasi penil masaj yapilarak
ereksiyon olmadan ejakiilasyon uyarilir. Bu yontemle ejakiilasyon uyarilirken eklenti
ireme bezleri de uyarilir. Buna baglh olarak, eklenti iireme bezlerinin salgis1 da
spermaya karigir ve suni vajina yontemi ile karsilastirildiginda, daha yiiksek hacimde

sperma elde edilir (Ileri ve ark., 2000; Sénmez, 2013).
2.2. Kog¢ Spermasi ve Icerigi

Memeli spermatozoonu, genetik materyali tasiyan haploid yapidadir.
Spermatogenezisin son asamasinda seminifer tiibiillerde boliinme yetenegini yitirerek
spermiyogenezis agamasinda son seklini alan spermatozoonlar, bag ve kuyruk olmak

tizere iki ana boliimden olusur. Oval ve basik yapidaki bag kisminda, genetik materyali



barindiran ¢ekirdek ve fertilizasyonda onemli rol oynayan hyaluronidaz, korona
penetrating enzim ve tripsin gibi enzimleri iceren akrozom bulunur. Histolojik olarak,
hiicre membrani, dis akrozomal membran, post-niiklear kap boliimiinde dis akrozomal
membran ile birlesen i¢ akrozomal membran, iki akrozomal membran arasinda
akrozom igerigi, niiklear membran, niikleus ve implantasyon c¢ukurlugundan
olusmaktadir (ileri ve ark., 2000; Kaya ve ark., 2014). Memeli spermasmin hiicre
uzunlugu yaklasik olarak 28,3 — 356,3 um'dir. Kog¢ spermasinin ise basit 8,2 um, orta
bolimii 14 pm ve kuyruk bolimii ise 65 pm uzunlugundadir (Bedfoed ve Hoskins,

1990).

Spermatozonun devinimini saglayan kuyrugu, boyun, orta, asil kuyruk ve
kuyruk sonu olmak tizere dort bolimden olusur. Boyun boliimii, implantasyon
cukurlugu bolgesinde basi kuyruga baglayan kapitulum ve fibril yapilarini igerir. Orta
boliimiinde aksonemay1 heliks seklinde saran spermatozoanin enerji gereksinimini
karsilayan mitokondriyalar (mitekondrial heliks), sentrioller ve fibriller bulunur. Orta
boliim, annulus ile asil kuyruga baglanir. Asil kuyruk boliimii; motiliteden sorumlu
aksonema, yogun lif kat1 ve fibroz kiliftan olugsmaktadir. Kuyrugun son boliimii ise

aksonema ve plazma membranmdan olusur (leri ve ark., 2000; Kaya ve ark., 2014).

Koglarda ampulla duktus defferens, prostat, vezikiila seminalis ve bulbo tiretral
bez olmak tiizere eklenti iireme bezlerinin tiimii bulunur. Kog¢ ejakiilati, iginde
spermatozoonlarin bulundugu testikiiler doku ve bu eklenti tireme bezlerinden koken
alan sivilardan (seminal plazma) olusur. Biiyiik boliimiinii eklenti bezlerinin
salgilarindan olusan seminal plazmanin icerigi hayvanlar arasinda farklilik gosterir
(Hafez, 2000; Soleilhavoup ve ark., 2014). Seminal plazma spermatozoonlar i¢in
besleyici ve koruyucu bir ortam olusturur. Genital kanaldan koken alan epitel
dokiintiiler ve biiylime faktdrleri iceren seminal plazmada cok yiiksek diizeyde sitrik
asit, ergotiyonin, friikktoz, gliserilfosforilkolin ve sorbitol; yiiksek diizeyde askorbik
asit, aminoasitler, peptitler, proteinler, lipitler, yag asitleri ve sayisiz enzimler bulunur.
Ayrica, farkli diizeylerde androjenler, Ostrojenler, prostaglandinler, folikiil stimiile
edici hormon, liteinlestirici hormon, koryonik gonadotropin, biiylime hormonu,

insiilin, glukagon, prolaktin, relaksin ve tiroid uyaricit hormon gibi gesitli steroidal ve



non-steriodal hormonlari da i¢erir (Hafez, 2000; Pohanka ve ark., 2002; Owen ve Katz,
2005).

2.2.1. Seminal Plazmada Bulunan Inorganik Maddeler

Seminal plazmada bulunan Na, Cl, Ca, Mg ve Zn gibi inorganik maddeler,
hiicre metabolizmasinda ve hiicre i¢ci ve hiicre dis1 ozmotik basincinin
dengelenmesinde etkilidir. Kanal reseptorleri araciligiyla hiicre igine giris ¢ikis yapan
Na*, K*, Ca.", Mg." CI gibi iyonlar, kogun da dahil oldugu bir¢ok tiiriin sperm
motilitesini etkilemektedir (Pegg, 2002). Sperm motilitesi, metabolik fonksiyonlar,
akrozom reaksiyonu ve fertilizasyonda etkin olan inorganik maddeler eklenti tireme
bezlerin salgilarinda yogun olarak bulunur. Bu maddeler ¢ok sayida fizlojik,
biyokimyasal olguda katalizor olarak gorev alirlar (Gagnon ve de Lamirande, 2006;

Ho ve Suarez 2001; Murarka ve ark., 2015; N’Guessan, 2016; Valsa ve ark., 2012) .

Ekstraseliiler ortamda Na* ve CI~ bol miktarda iken; hiicre i¢inde ise K* ve P
daha fazla bulunmaktadir. Ekstraseliiler sivida bulunan baslica katyon Na, seminal
plazma ile sperm arasinda madde alisverigsinde gorev alir. Na* hiicre i¢i ve hiicre dis1
pH’nin dengede tutulmasinda etkilidir. Ayrica, hiicre dis1 ortamin ozmolaritesinin
stirekliligi ve spermanin metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli rolleri vardir.
Klor, sodyum ve potasyum katyonlarinin hiicre disinda dengede bulunmasini saglayan

temel anyondur. Homeostazis, spermatogenezis ve kapasitasyonda yer almaktadir

(N’Guessan, 2016).

Kalsiyum, epididimisteki immotil spermatozoalarn hiicre membrani
tizerindeki proteinlerine baglanarak hiicre i¢i solunumu uyarir ve flagellumun
kontraktil bolimiiniin stimiilasyonunu saglar. Plazma membraninda bulunan
bikarbonat (HCOz3) sperm fonksiyonlari {izerine uyarici bir etkiye sahiptir (Gagnon ve
de Lamirande, 2006). Biyokimyasal olarak HCOs intraseliiler pH degerini
yiikseltmesi ile hiicre aras1 Ca® ve cAMP’1 artiran olaylar zincirini baglatarak sperm
motilitesini uyarir (Gagnon ve de Lamirande, 2006; Ho ve Suarez, 2001). Hiicre i¢inde
bulunan potasyum hiicrenin repolarizasyonunda kilit rol oynamaktadir. Kanal
reseptoleri araciligiyla sodyum ve kalsiyumun hiicre icerisine girmesiyle depolarize

olan hiicreler, potasyum akis1 ile birlikte repolarize olmaktadir (N’Guessan, 2016).



Magnezyum ATP iiretiminde ve anaerobik glikolizde gorev alan enzimler i¢in
gereklidir. Enerji metabolizmasindaki, etkisi nedeniyle sperm motilitesi lizerine de
etkilidir.  Spermanin  canliligini  koruyabilmesi igin intraselliiler —ortamda
magnezyumun uygun yogunluklarda bulunmasi gerekmektedir (Valsa ve ark., 2012).
Birgok hiicre ve dokularda 300°den fazla enzim i¢in kofaktor olarak gorev yapan ¢inko
elementi, DNA replikasyonu, RNA polimerazlar, protein sentezi gibi birgok metabolik
islemlerde goérev yapmaktadir. Hiicre c¢ogalmasi, protein sentezi ve biiylime
islemlerinde de ¢inkoya gereksinim duyulmaktadir. Seminal plazmada bulunan ¢inko,
hiicre membran1 ve spermatozoanin niikleer kromatin yapisinin diizenliligini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda antibakteriyel etkisinin olabilecegi de diisliniilmektedir

(Murarka ve ark., 2015).
2.2.2. Seminal Plazmada Bulunan Organik Maddeler

Seminal plazma yapisinda, testikiiler doku ve eklenti {ireme bezlerinden
iiretilen karbonhidratlar, amino asitler, peptidler, proteinler, lipitler, yag asitleri,
vitamin ve enzimler gibi sayisiz aktif bilesen bulundurur. Bu bilesenlerin, spermanin
iretiminden, devinim yetenegini kazanarak fertilizasyon asamasma, hatta
implantasyona kadar sekillenen fizyolojik olgularda etkin rolleri bulunur. Ayrica,
spermatozoonlar1 i¢ ve dis ortamdan kaynaklanan zararli etkenlere karsi korurlar

(Hafez, 2000; ileri ve ark., 2000; Soleilhavoup ve ark., 2014).

Yapilarinda karbon, hidrojen ve oksijen i¢eren karbonhidratlar canlilarin
birincil enerji kaynaklaridir. Mono, di, tri, poli ve heterosakkaritler olmak iizere bese
ayrilirlar. Ayrica hiicre zarinda glikolipit ve glikoprotein formunda yer alirlar
(Altmisik, 2010; Jequier, 1994; Mayes, 1993; Seven, 2012, Zengin, 2012).
Spermatozoa friiktoz, glikoz ve mannozu laktik aside metabolize ederek ener;ji kaynagi
olarak kullanir. Ko¢ seminal plazmasinda ytiksek diizeyde friiktoz bulunur. Spermanin
enerji metabolizmasinda etkin rolii olan friiktoz, ejakiilasyon sirasinda vezikiila

seminalisten salgilanarak spermaya karisir (Ileri ve ark., 2000; Setchell, 2014).

Genellikle epididimis ve eklenti iireme bezlerinden salgilanan protein ve
peptitler, seminal plazmada kandakinden daha az bulunmaktadirlar. Ko¢ seminal

plazmasinda 700 den fazla protein bulunur. Bu proteinler, spermanin {iretilmesinden,



disi genital kanalda taginmas1 ve fertilizasyona kadar bircok asamada rol alir (Hafez,
2000; Soleilhavoup ve ark., 2014; Setchell, 2014). Embriyonik gelisimin tiim
asamalari, hiicresel ve molekiiler olgular tarafindan koordine edilen gen
ekspresyonlart sonucu sekillenir (Bromfield, 2014). Disi genital kanaldaki
spermatozoonlar, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve aktivasyon gibi kimi yapisal
ve fizyolojik degisiklige ugrayarak fertilizasyon yetenegi kazanir (Ileri ve ark., 2000).
Leptin, insiilin benzeri biiyiime faktorii-1, fosfolipit baglayici proteinler ve heparin
baglayic1 proteinler kapasitasyonda etkilidir. Ayrica seminal plazma bulunan
graniilosit makrofaj-koloni uyarici faktor (Robertson ve ark., 2001), 16semi inhibe
edici faktor (Lavranos ve ark., 1995), interlokin 6, doniistiiriicii biiylime faktori £,
timor nekroz faktorii o (Hardy ve Spanos, 2002), doniistiiriicii biiylime faktorii alfa
(Schultz ve Heyner, 1993), insiilin, insiilin benzeri bliyiime faktorii (Harvey ve Kaye,
1992), epidermal biiyiime faktorii (Brice ve ark., 1993) ve heparin baglayici-epidermal
biiylime faktorii benzeri bliylime faktorii proteinlerinin erken embriyolojik gelisim ve
implantasyonda da etkin gorevleri bulunmaktadir (Bromfield, 2014). Buna ek olarak,
seminal plazmada glutamik asit ve antioksidan Ozelligi olan hipotaurine gibi

aminoasitler ve karnitin gibi azot igeren bilesikler de bulunmaktadir (Setchell, 2014).

Seminal plazmada fertiliteyi olumsuz etkileyen spermatozoanin metabolit
artiklari, yangi sonucu olusan molekiiller, progesteron ve prostaglandin E gibi bazi
hormonlar kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda gorev alan kimi peptit, steroidal
veya non-steroidal yapilar da bulunmaktadir (Fujihara ve ark., 2018; Hafez 2000; Ileri
ve ark., 2000).

Spermatozoanimn yapisal fonksiyonlar1 ve metabolizmas: i¢in gerekli
maddelerden olusan ko¢ seminal plazmasi, proteinlerin diginda, 6nemli miktarda dogal
yaglar1 ve yag asidi formundaki fosfolipitleri icermektedir. Steroidlerin ¢ogu
epididimisten salgilanirlar. Ko¢ seminal plazmasinda, fosfotidilkolin, domuz seminal
plazmasinda lesitin yogunluktadir. Boga seminal plazmasinda ise bu iki fosfolipid de
esit olarak bulunmaktadir. Progesteron, dihidrotestosteron, dstrojen gibi steroidler, kan
iceriginden daha fazla seminal plazmada goriilmekteyken, testosteron kan plazmasi ile

benzer yogunlukta bulunmaktadir (Setchell, 2014).
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Seminal plazmada tiirler arasinda farkli diizeylerde suda eriyen tiamin (B1),
riboflavin (B2), pantetonik asit (B3) ve niasin (B5) gibi B komleks ve C vitaminleri
yaninda A, D ve E gibi yagda eriyen Kimi vitaminler de bulunmaktadir (ileri ve ark.,
2000; Karakus ve ark., 2016). Ayrica, seminal plazma, disi genital kanalinin kan
akimini artiran faktorler ve immiinosupressif 6zelligi olan maddeleri de i¢erir (Gordon,

2004).
2.3.Spermatolojik Muayene

Erkek hayvanm disi hayvani gebe birakmasi olarak tanimlanan fertilite, anne
ve babanin genetik, yas, bakim ve beslenmesi, ¢evresel faktorler ile uygulayici ve
yetistiriciye bagl nedenlerden etkilenmektedir (Hafez, 2000; ileri ve ark., 2000; Nur,
2011). Koglarm fertilite yeteneginin belirlenmesinde, genital organ muayenesi ve
ciftlesme yetenegi gibi klinik muayene yaninda, spermatozoon yogunlugu, ejakiilatta
bulunan toplam hiicre sayisi, spermatozoon motilitesi, ileriye dogru devinimin hizi,
Olii/canli spermatozoa orani, akrozom ve diger morfolojik biitlinliigii degerlendirilir.
Bunun yani sira, DNA niteligi, enzimatik aktivite, ozmotik stres testleri (Hypoosmotic
Swelling Test; HOST), yiliksek veya diisiik 1silarda inkiibasyon testleri, artirilmis
akrozom reaksiyon orani, mukus veya jel penetrasyon testi ve hamster yumurta
penetrasyon testi gibi ¢ogu hiicrenin motor sitemi, metabolizmasi ve membran
biitiinliigii ile ilgili spermatolojik testlerinden yararlanilir. Klinik muayenenin,
spermanin muayenesi ile desteklenmesi, bireyin fertilite yetenegi hakkinda elde

edecegimiz verilerin gercege daha yakin olmasini saglar (Hafez, 2000; Horward ve
Pace, 1988; Nur, 2011; ileri ve ark., 2000).

Spermanin disi genital kanalda yasam siiresi ve fertilite arasinda sik1 bir iliski
vardir. Motilite, canli kalma siiresi (viabilite) ve morfolojik biitlinliigiin stirekliligi ile
ilintilidir (Nur, 2011). Beslenme, ¢evre 1s1s1 ve mevsim, sperma alma siklig1, sperma
alinirken hayvana yapilan muamele, damizligin saglik durumu, nakli, yasi, 6n sekret,
sperma alma Oncesi bosa atlatilmasi, kullanilan malzemenin asepsi ve antisepsisi,
sperma alma swrasinda ortamin 1sis1, su, nem ve giines 151g1 spermanimn niteligini
olumsuz etkilediginden, sperma alinir alinmaz degerlendirilmelidir (Hafez, 2000, leri
ve ark., 2000; Nur, 2011).
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Erkek hayvanin kisa bir donem i¢inde ¢ok sayida disiyi tohumlayabilmesi
nedeniyle erkek donoriin fertilite yetenegindeki bir diigiikliikk, bireysel olarak bir
digideki fertilite diisiikliigiinden ¢ok daha fazla ekonomik kayba neden olur. Bu
nedenle, erkek hayvanm fertilite yeteneginin ortaya konmasi ¢ok onemlidir. Tek bir
teste dayandirilarak damizhigin fertilite giiciine iliskin bilimsel bir Ongoriide
bulunabilmek olas1 degildir. Bunun i¢in bir dizi test yapmak ve bu testlere
dayandirarak potansiyel fertiliteyi belirlemek gerekmektedir. Potansiyel fertilite
yetenegi belirlenmesinde, genital organlariin saglik durumunun degerlendirilmesi ve
elde edilen ejakiilatin spermatolojik muayeneleri, diger memeli hayvanlarda oldugu
gibi koglarda da ¢ok 6nemlidir. Ejakiilattaki anormal yap1 ve morfolojik bozukluklarin
infertilite ile dogrudan ilgili oldugu ¢ok sayida arastrmaci tarafindan bildirilmistir.
Klasik olarak hem dogal asim hem de suni tohumlama amaciyla hayvanlardan alinan
ejakiilatin fertilite yetenegini belirlemek i¢in; spermanin makroskobik, mikroskobik,
mikrobiyel ve fonksiyonel muayenesi yapilmaktadir (Hafez, 2000; Ileri ve ark., 2000;
Nur, 2011).

Ejakiilattaki spermatolojik bulgularin fizyolojik sinirlar igerisinde olmasina
normospermi denir. Saghkli bir kog ejakiilatmin ortalama >0,5 ml hacmi; >2x10°
spermatozoa/ml yogunlugu, >%80 motilitesi vardir ve >%80 saglam morfolojisi olan
spermatozoa icerir. Spermatolojik degerlerin hafiften orta dereceye kadar farklilik

gostermesine dispermi denir (Hafez, 2000; Ileri ve ark., 2000; Nur, 2011).
2.3.1. Makroskobik muayene

Makroskobik muayene bashigi altinda spermanin hacmi, rengi, kokusu ve
kivami gibi gorsel muayeneler yer almaktadir. Kimi kitaplarda sperm yogunlugu ¢ok
yiiksek olan kog¢ ve teke spermasinin kitle hareketi makroskobik muayene basligi

altinda degerlendirilmektedir (leri ve ark., 2000).
2.3.1.1. Hacim

Ejakiilatin toplam hacmi, spermatozoa, testis kanal sistemi ve eklenti lireme
bezleri hiicre dokiintii ve sivilarindan olusur. Elde edilen ejakilat niceligi; irk, yas,
sperma alma sikligina, seksiiel uyarim derecesine, sperma alma yontemine, beslenme

durumuna, hastaliklara, mevsime ve bireysel farkliliklara gore degisiklikler
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gostermektedir. Ejakiilasyonun ardindan spermanin hacmi dereceli sperma toplama
kadehlerini skalasindan mililitre cinsinden okunur (Hafez, 2000; ileri ve ark., 2000;

Sonmez, 2013).

Ejakiilasyonun sekilenememesi olgusuna aspermia adi verilir. Kogun bir
ejakiilasyon sonunda verdigi toplam sperma hacmi 0,5 -2 ml arasinda (normospermia)
degisir. Tiir i¢in beklenen hacimden daha diisiik olmasina hipospermia, daha yiiksek

olmasina hiperspermia olarak adlandirilir (Heri ve ark., 2000; Nur, 2011).
2.3.1.2. Renk

Tirlere gore spermanin rengi degismekle birlikte, ejekiilattaki sperm
yogunluguna bagli olarak spermanin rengi agik krem rengi ile koyu krem rengi
arasinda degiskenlik gostermektedir. Ankara kegisi, Isvicre esmeri gibi kimi tiirlerde
spermanin rengi sar1 gézlemlenmekle birlikte, merada beslenen hayvanlarda beta
karotenden kaynakli spermada sar1 renk goriilmektedir. Ejakiilatin tiir i¢in kabul edilen
normal renk digindaki renk degisiklikleri patolojik olarak degerlendirilir. Spermanin
pembe, kirmizi kahverengi renkte olmasi, spermaya kanamadan ileri gelen kanin
(hemospermi), sar1 renk idrarin (lirospermi) ve yesilimtirak bir renk olmasi irinin
(piyospermi) karistigini géstermesi gibi pratikte karsilasilan baslica patalojik renk
degisiklikleridir (ileri ve ark., 2000; Nur, 2011; Sénmez, 2013).

2.3.1.3. Koku

Saglikli bir hayvandan elde edilen spermanin kendine 6zel ve aromatik bir
kokusu vardir. Spermadan alinacak anormal bir koku (disky, idrar, irin, kokusma vs.),
icine yabanci bir maddenin karigmasi nedeniyle olabilecegi gibi, hayvandaki bir
rahatsizliktan kaynakli da olabilecegi i¢in, bu konuda dikkat edilmesi gerekmektedir
(ileri ve ark., 2000; Nur, 2011; Sénmez, 2013).

2.3.1.4. Kivam (Viskozite)

Viskozite terimi herhangi bir sivinin akmaya karsi direncinin anlatimidir.
Spermanin  kivami ejakiilatin  akigkanligi ile Olgiilir. Viskozite ejekiilatin
yogunluguna, yani bir ejakiilattaki spermatazoon sayis1 ile dogrudan iligkilidir. Boga

spermasinin, yogunluguna bagh olarak, 1,7-10,5 centipoise viskozitesi vardir. Bir
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ejakiilatinda, birim hacimdeki spermatozoon sayist daha yiiksek olan koglarin sperm

viskozitesi daha yiiksektir (Ileri ve ark., 2000; Nur, 2011; S6nmez, 2013).
2.3.1.5. Kitle Hareketi (Mass Aktivite)

Ozellikle birim hacim icerisinde ¢ok fazla spermatozoon iceren kog, teke, boga
gibi hayvanlarda, dis baki ile kitle hareketi gdzlemlenmesi nedeniyle kimi kitaplarda
makroskopik muayene bashgi altinda degerlendirilmektedir. Kitle hareketi ¢ogu
eserde mikroskobik muayene baslig1r altinda degerlendirilmektedir. Makroskobik
olarak sperma eldesinin hemen ardindan toplama kadehi 151k arkadan gelecek sekilde
avug igerisinde tutulur, kadeh icerisinde kaynama ve girdap hareketleri gozlenir. Bu
kitle hareketinin belirgin olmas1 spermanin motilitesi ve yogunlugu hakkinda olumlu

bir bilgi vermektedir (leri ve ark., 2000; Nur, 2011; Sénmez, 2013).
2.3.2. Mikroskobik Muayene

Spermanmn motilite, morfoloji ve disi genital kanalda yasam siiresi ile
fertilizasyon orani arasinda siki bir iliski vardir. Maksimum fertilizasyon orani elde
etmek i¢in ovulasyon aninda, oviduktta yeterli sayida kaliteli sperma hiicresinin
bulunmasi gerekir. Spermanin niteligini belirlemek amaciyla degisik 6zellikleri olan
mikroskop, fotometre, sperma analiz sitemi gibi gelismis alet ve yazilimlara
gereksinim duyulmaktadir. Spermanin kitle hareketi, motilite, yogunluk ve morfolojik
muayeneleri, temelde 151k ve faz kontrast mikroskobu kullanilarak
gergeklestirildiginden mikroskobik muayeneler bashigi altinda degerlendirilmektedir

(ileri ve ark., 2000; Sénmez, 2013).
2.3.2.1. Kitle Hareketi (Mass Aktivite)

Spermanin kitlesel olarak yapmis oldugu kaynama veya dalgalanma hareketine
Kitle hareketi (mass aktivite) ad1 verilir. Kitle hareketi ile motilite, yogunluk ve fertilite
arasinda siki bir iliski bulunmaktadir (Christensen ve ark., 1999; Ileri ve ark., 2000;
Sonmez, 2013). Bu nedenle, kitle hareketinin gézlemlendigi kog, teke ve boga gibi
bazi tiirlerde 6nemi biiyliktiir. Herhangi bir islem uygulanmamis taze spermada bu
inceleme yapilabilmektedir. Muayene amaciyla, 1sitilmis temiz lam {izerine bir damla

taze sperma damlatilir. Hazirlanan lam, 1sitma tablali 151k mikroskobu veya faz
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kontrast mikroskop altinda x10’luk biiyiitmede incelenir. Spermanin yogunlugu ve
devinim hizma gore +, ++, +++ ve ++++ olarak degerlendirilir. Saglkli kog ve teke
spermasinda +++ ve iizeri kitle hareketi gdzlemlenir (ileri ve ark., 2000; Sénmez,

2013).
2.3.2.2. Motilite

Motilite saglikli bir spermatozoonun temel kosuludur. Spermanin disi genital
kanalinda ilerleyerek fertilizasyon noktast olan oviduktun ampullasina kadar
gelebilmesi, oosit yiizeyinde bulunan kumulus hiicreleri ve zona pellusidayi gegisinde,
dolayli olarak basaril1 bir gebeligin elde edilmesinde biiyiik bir dnemi vardir (ileri ve

ark., 2000; Sonmez, 2013).

Spermatozoa hareket cesidine gore; ileri dogru hareket (lineer), ileri hizli
(progressif), yerinde durarak dairesel hareket edenler (sirkiiler), yerinde durarak
titresenler (vibratdr), geriye dogru hareket edenler (revers), hareketsiz (statik) diye de
smiflandirilir. Motilite, sperma igerisindeki belirli bir hiz ve gii¢ ile bas1 yoniinde
ileriye dogru hareket eden spermatozoa oranin % olarak anlatimidir. Diger bir deyisle,
lineer ve progressif hareket bigimi olan spermatozoa oramidir (Ileri ve ark., 2000;
Sonmez, 2013).

Taze kog spermasmnin motilitesi genellikle >%80°dir (ileri ve ark., 2000;
Sonmez, 2013). Spermanin motilite diisiikliigline astenozoopermi denir (Nur, 2011).
Astenozoospermi olan sperma Ornekleri dondurma amagl kullanilmaz. Giinlimiizde
spermatozoanin hizi, hareket sekli, yogunlugu ve sulandirma orani hakkinda ayrmtil
bilgi veren gelismis sistemler bulunmaktadir. Temelde 1sitma tablali faz kontrast
mikroskop, kamera, yazilim ve bilgisayar birimlerinden olusan bu sistemlerin motilite
yaninda, sonuglar1 karsilastirma, saklama ve grafik seklinde verebilme 6zellikleri de
bulunmaktadir (Hafez, 2000; Nur, 2011). Motilite muayenesi, 6zellikle yogun olan
ejakiilatlarda sperma birka¢ kat sulandirildiktan sonra yapilir. Mikroskobik olarak
motilite muayenesi yapilacak sulandirilmis spermadan bir damla lam iizerine
damlatildiktan sonra tizeri lamel ile kapatilarak 1sitma tablali faz kontrast mikroskop
ve x400 biylitmede degerlendirilir. Gergekgi bir degerlendirme igin, lamelin

kapatilmas1 ve titresimden kaynaklanan akigin durmasi beklendikten sonra, preperatin
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3 farkli alam1 dikkate alinarak objektif olarak yapilir (ileri ve ark., 2000; Sonmez,
2013).

Motilite degeri bireyler arasinda farkliliklar gosterebilir. Bu nedenle, istenilen
diizeyde fertilite elde edebilmek i¢in, motil spermatozoa sayisi dikkate alinarak
tohumlama dozu ayarlanir (Hafez, 2000; ileri ve ark., 2000). Is1 ve soguk gibi cevresel
faktorler kadar, sulandiricinin ozmotik basinci ve sulandiricinin bilegenleri de motilite
sonuglarm etkiler. Ayrica; ejakiilatin igerigi, alindig1 hayvanin sagligi, sperma alma
bi¢imi, sulandirici ¢esidi, hijyen, 151k ve 1s1 gibi ¢ok sayida i¢ ve dis faktor de motiliteyi
etkiler. Ozellikle fizyolojik veya patolojik olaylar sonucu agia ¢ikan reaktif oksijen
pargaciklari, hiicre zar1 fosfolipitlerine baglanip dejenere olmus yag asitlerinin ortaya
¢ikmasima neden olarak peroksitlerin iiretimine yol acar. A¢iga ¢ikan peroksitler ve

diger dejeneratif etkili {irlinler spermanin motilitesini olumsuz etkiler (Nur, 2011).
2.3.2.3. Spermanin Yogunlugu

Sperma yogunlugu birim hacimde bulunan spermatozoon sayisidir. Sperma
yogunlugu hemositometrik, fotolemetrik, elektronik saya¢ yontemi gibi degisik
yontemlerle saptanmaktadir. Spermatozoon yogunlugu, spermanm sulandirma
oraninin belirlenmesi ve uygun bigimde en ekonomik olarak dozlanabilmesi igin
onemlidir (ileri ve ark., 2000; Nur, 2011).

Spermanin yogunlugu, sperma alma yontemi, yetersiz seksiiel uyarim, ¢ok sik
sperma alimi, yas, beslenme ve iklim kosullar1 gibi faktorler etkilemektedir (Hafez,
2000; McDonald ve Pineda, 1989; Sonmez, 2013). Kog ejakiilatinin yogunlugu 2-
3x10° spermatozoa/ml dolaylarindadir (normozoospermia). Ejakiilatta spermatozoanin
bulunmamasi durumuna aspermi denir. Normal yogunluktaki ejekilatlar
normozoospermia, normaldan daha diisiikk yogunlugu olan ejekiilatlar oligozoospermia
ve normalden daha yiiksek yogunlugu olan ejekiilatlar polizoosperima olarak
degerlendirilir (Nur, 2011).

Yeterli diizeyde fertilite elde edebilmek igin tohumlama dozundaki motil
spermatozoa sayist ¢ok Onemlidir. Taze ve donmus sperma igin bir tohumlama
dozunda servikal tohumlama i¢in en az 200x105, laparoskopik tohumlama igin en az

100x10° motil spermatozoa bulunmasi gerekir (Nur, 2011).
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2.3.2.4. Olii/Canh Spermatozoa Oran

Canlilik, spermanin niteligi i¢in dnemli bir belirte¢ ve basarili bir dolleme i¢in
on kosuldur. Hiicre zari, spermatozoanin diger hiicre ve ortamu ile etkilesimde olup
spermatozaanin canlilig1 dogrudan hiicre zar1 biitiinliigii ile iligkilidir. Bu nedenle, 6l
spermatozoonlarm  aymt  edilmesinde  eozin-nigrozin,  propidyum iodid,
karboksifluoresin diasetat gibi mikroskopiye dayali ve hiicre zar1 gecirgenligi ile ilgili
vital boyalardan yararlanilir. Membran biitiinliigiine gore farkli davranan bu boyalar,
kullanilan boya miktari, lamm 1sis1, frotinin kalmnhigi, kuruma sicakligi, sperma
sulandiricisinin  yapist ve spermatozoa sayisi sonuglari etkilemekte, yontem ve

uygulayicilar arasi farkliliklar bulunmaktadir (Nur, 2011).

Hareketli spermatozoa canli olarak nitelendirilse bile, membran gegirgenligi
bozuk olabilmektedir. Bu nedenle, ejakiilattaki canli spermatozoa orani fertilitenin
belirlenmesinde motiliteyi destekler niteliktedir. Ejakiilatta bulunan spermatozoanin
timiiniin 61ii olmas1 durumuna nekrozoospermia adi verilir. Normal kog ejakiilatinin
canli spermatoza oran1 >%80 olmalidir. Olii hiicreler serbest oksijen pargaciklarin
artigina neden olarak sperm membran yapisini bozar. Bu nedenle, 6lii spermatozoa
orani yiiksek olan ejakiilatlar, tohumlama amaciyla kullanilmamalidir (Tekin, 1994;

Timen ve ark., 1991).
2.3.2.5. Morfolojik Muayene

Istenilen diizeyde gebelik elde edebilmek icin, motilite tek basmna yeterli
degildir. Morfolojik olarak anormal olan spermatozoonlarin fertilite yetenekleri
bulunmadigindan, morfolojik degerlendirmelerin spermanin potansiyel fertilitesinin
belirlenmesinde biiyiikk 6nemi vardir. Tohumlamada kullanilacak her ejakiilatin
morfolojik degerlendirmelerden ge¢mesi gerekmektedir; fizyolojik smnirlar disinda
olanlar kullanilmamalidir. Saglikli spermada her zaman %5-10 arasinda morfolojik
bozuklugu olan hicreler bulunmasina karsin, bu oran %20’yi ge¢memelidir.
Spermadaki morfolojik bozukluk oranin yiikselmesi ile birlikte fertilizasyon orani

diser (Nur, 2011).
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Gimza, ¢ini miirekkebi, metilenblue, opakblue, fast green gibi degisik boyama
tekniklerinin yaninda, Hancock’un formalin soliisyonu, Hayem erigi gibi baz1 tespit
soliisyonlar1 morfolojik muayene amaciyla kullanilmaktadir. Muayenede kullanilan

malzemelerin 1s1s1, pH, boyama siiresi ve yoOntemi gibi faktorler sonuglari

etkilemektedir (Nur, 2011).

Sperm anomalilerinin akrozom, bas, boyun, orta bolim ve kuyruk gibi
bulunduklar1 yere gore smiflandirmasi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
boliimlerden herhangi birinde olan bir degisiklik anormal olarak sayilir. Buna gore
morfolojik bozukluklar; akrozoma, basa, implantasyon cukurlu§una, basm orta
boliime baglanmasina, orta boliime ve kuyruga bagli bozukluklar olarak siniflandirilir.
Bazi eserlerde morfolojik bozukluklar; birincil bozukluklar; spermatogenezis
sirasinda, ikincil bozukluklar; spermatozoanin kanal sisteminden gecisi sirasinda ve
ticlinciil bozukluklar da ejakiilasyon sirasinda veya sonrasinda (spermanin alinmasi,
sulandirilmasi, dondurulmasi, depolanmasi vb) sekillenenler olmak tizere {i¢ baslhk
altinda siniflandirilmaktadir. Bu yontemde anormal bas, orta boliimiin abaksiyal
baglanmasi, kuyrugun kuvvetli kivrilmasi gibi spermatogenezis hatasindan ileri gelen
bozukluklar birincil bozukluklar olarak sayilirken; ayrilmis bas, distal damlacik, kivrik
kuyruk gibi kanal sisteminden ileri gelen bozukluklar ikincil bozukluklar olarak
degerlendirilir. Akrozom bozukluklari, kopuk kuyruk, kuyruk sismesi vb. 1s1 ve
ozmotik basing degisikligi sonucu sekillenen bozukluklar da tgiinciil tip bozukluklar
olarak sayilir (Hafez, 2000; Nur, 2011; Ozkoca, 1984). Infertiliteye neden olan (major)
ve infertiliteye neden olmayan (mindr) bozukluklar smiflandirma tekniginde ise
Ozellikle bas ve akrozoma bagli bozukluklar infertilite nedeni olup major
bozukluklardan sayilir (Nur, 2011; Ozkoca, 1984). Spermada gézlemlenen morfolojik
bozukluklar akrozom, bas, boyun ve kuyruk bolimlerine gore ayri
smiflandirilmaktadirlar. Akrozom bozukluklari; dejenere akrozom, graniillii akrozom
veya akrozom yoklugu, bas bolgesi; armut bas, kopuk bas ve kiirek bas, boyun bdlgesi;
baglant1 kusurlari, proksimal ve distal protoplazmik damlacik ve kuyruk bolgesi;
kopuk kuyruk, kirik kuyruk, ¢ift kuyruk vb morfolojik bozuklugun lokalize oldugu
bolgeye gore gdzlemlenen morfolojik bozukluklara drnek olarak verilebilir (ileri ve

ark., 2000; Ozkoca, 1984).
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Fertilizasyondaki onemli etkileri nedeniyle spermatozoanin bas kisminin
biiyiik boliimiinii kaplayan akrozomal yapimin morfolojik incelemelerde ayr1 bir dnemi
vardir. Bu yapi, fertilizasyon sirasinda spermatozoanin oosit katmanlarini gegerken
gerekli olan hiyaluronidaz, korona delici enzim, néraminidaz ve tripsin gibi ¢ok sayida
farkli etkili enzimleri igerir. Bu enzimler akrozom reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikarlar
ve penetrasyon Oncesi spermatozoondan ayrilarak etkilerini gosterirler. Akrozomal
yap1 spermatozoonunun yaslanmasi sulandirilma, sogutma ve dondurma eritme
islemlerinden kaynaklanan zararl etkilere bagl olarak fertilite kayb1 olusabilmektedir
(fleri ve ark., 2000; Hafez, 2000). Akrozom biitiinliigii faz kontrast mikroskoplarda
veya diferansiyel interferans kontrast mikroskoplarla, 151k mikroskoplariyla boyama
yapilarak veya yapilmadan, in vitro kosullarda degerlendirilmektedir. Akrozomal
yapinin durumunu ortaya koymak icin rutinde kullanilan faz kontarast mikroskopi ve
Giemsa boyama, eozin nigrozin boyama, klor tetrasiklin, ricinus communis agliitinin
I, Pisum sativum agliitinin (PSA), peanutagliitinin (PNA), concanavalin A ve soybean
aglitinin gibi lektin igeren floresan boyalar ve elektron mikroskopi de
kullanilmaktadir (Hafez, 2000; Lybaert ve ark., 2009). Lektinlerin baglanma
ozellikleri; (a) baglama yerlerinin sayisin1 6lgmek i¢in radyo-etiketli tiirevlerin
miktarmin belirlenmesi; (b) ferritin, peroksidaz veya florokrom bagh tiirevlerinin
hiicre yiizeyi tizerindeki dagilimi ve (c) hiicrelerin lektinlerle agliitinasyon yetenegi ve
sekli ile yar1 nicel olarak degerlendirilir. Pisum sativum agliitinin ve peanut agliitinin
gibi cesitli lektinler memeli spermasi akrozomunun degerlendirilmesinde siklikla
kullanilmaktadir (Magargee ve ark., 1988). Bu lektinler, dis akrozomal membrandaki
glukokonjugatlara veya akrozomal matrikse baglanirlar ve bu 0Ozelliklerinden
yararlanarak akrozomal biitiinliik degerlendirilir. FITC-PNA yalnizca dis akrozomal
membrana baglanirken, FITC-PSA akrozomun hem dig membraninda bulunan

glukokonjugatlara ve hemde akromozal matrikse baglanir (Cheng ve ark., 1996).
2.3.3. Fiziko-Kimyasal Muayene

Fiziko-kimyasal muayene, alinan ejakiilatin fiziko-kimyasal yapisi hakkinda
bilgi edinmek i¢in gerceklestirilen pH, metabolik aktivite ve dayaniklilik testleridir.
Spermanin metabolik faaliyetleri sonucu sekillenen pH degisimleri, c¢esitli pH

belirleyici kagitlar (turnosol) ve pH Ol¢lim cihazlar1 ile belirlenmektedir. Hayvan

19



tiirlerine gore degiskenlik gosteren spermanin pH degeri koglarda ortalama 5,9 — 7.3

degerleri arasindadir (ileri ve ark., 2000; Setchell, 2014).

Spermanin metabolik aktivitesinin degerlendirilmesi amaciyla, metilen mavisi
rediiksiyon testi kullanilmaktadir. Bu testle kullanilan oksijenin miktar1
degerlendirilmektedir. Yine metabolik aktivite hakkinda bilgi edinmek amaciyla
sperma igerisindeki friikktozun ne 6l¢lide kullanildiginin degerlendirildigi friiktolizis
testi de kullanilmaktadir (Ileri ve ark., 2000; Sénmez, 2013).

Spermanin diisiik ve yiiksek sicakliklarda ne kadar canliligini koruyabildiginin
degerlendirildigi tuzlu su testi, termorezistans testi ve soguk soku testi gibi

dayaniklilik testleri de kullanilmaktadir (Ileri ve ark., 2000; S6nmez, 2013).
2.3.4. Spermanin Mikrobiyal Muayenesi

Memeli hayvanlarin spermasinda belirli diizeyde saprofit 6zellikte bakteri
icerigi bulunmaktadir. Testikiiler doku, iirogenital kanal ve ejakulasyon sirasindaki
kirleticilerden koken alan bu bakteriyel flora, sperma sulandiricilarina eklenen
streptomisin ve penisilin gibi ¢esitli antibiyotikler yardimiyla kontrol altinda
tutulmaktadir. Sperma almirken gerekli hijyene dikkat edilmemesi veya hayvanda
bulunan sistemik ya da lokal hastalik etkenleri nedeniyle bu flora igerisindeki bakteri
yogunlugunun artmasi spermatozoonlar1 olumsuz yonde etkiler. Kontamine
ejakiilatlar ile yapilan tohumlama islemleri, tohumlanan ineklerde genital kanal
enfeksiyonlarina neden olarak fertilite kayiplarina yol acabilir. Veneral yolla bulasan
sap hastalig1 viriisii, sigir vebas viriisli, Mycoplasma mycoides gibi viral ve bakteriyel
mikroorganizmalarin ejakiilatta bulunmamasi gerekir. Veneral hastaligi olan
hayvanlarin spermasi iiretimde kullanilmamalidir. Damizlik hayvanlarin saghigmin
izlenmesi amaci ile belirli araliklarla prepusiyum akintisi, 6n sekret, sperma, kan,
serum, idrar ve diski drnekleri alinarak soguk zincir ve asepsi kurallarina uygun bir

sekilde laboratuara gonderilir (Nur, 2011).
2.3.5. Spermanin Fonksiyonel Muayenesi

Veteriner androlojide spermatolojik degerlendirmeler, erkek hayvanin

reprodiiktif organlarmin saglhik durumunu arastirmak veya spermasmin fertilizasyon
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yetenegini belirlemek amaciyla yapilir. Erkek damizlik materyalin fertilite yeteneginin
belirlenmesinde bireyin ejakiilati, ejakiilatta bulunan toplam hiicre sayisi,
spermatozoon motilitesi, ileriye dogru devinimin hizi, 6lii/canli spermatozoa orani,
akrozom ve diger morfolojik biitiinliigl gibi degerlendirmeler gorsel olarak mikroskop
ile degerlendirilir. Bunun yan1 sira, DNA Kkalitesi, enzimatik aktivite, ozmotik stres
testleri (Hypoosmotic Swelling Test; HOST), yliksek veya diisiik 1silarda inkiibasyon
testleri, artirilmis akrozom reaksiyon orani, mukus veya jel penetrasyon testi ve

hamster yumurta penetrasyon testi gibi testlerden de yararlanilir (Hafez, 2000).

Yiiksek diizeyde fertilizasyon orani elde etmek i¢in, ovulasyon aninda,
oviduktta yeterli sayida kaliteli fertilizasyon yetenegini olan fonksiyonel sperm
hiicresinin bulunmasi gerekir. Yogunluk, morfoloji ve motilite gibi standart sperma
degerlendirme testleri fertilite hakkinda az da olsa bir fikir vermektedir. Fertiliteyi
belirlemek i¢in kullanilan bu testler, spermatozoanmn goriiniimiindeki ve
viabilitesindeki temel degisimleri ortaya koyarlar. Ancak hiicrenin yapisal,
biyokimyasal ve metabolik ayrintilarini ya da membran islevselligi agisindan ¢evre ile
etkilesim yetenegini ortaya koymak icin hiicrenin devinim bi¢imi, spermanin disi
kanalda ilerleme giicii ve hiicrenin donma yetenegi gibi test bulgulari ile desteklenmesi

gerekir. Bu testlerin cogunda gelismis alet, gere¢ ve uzman personele gereksinim

bulunmaktadir (Hafez, 2000; Nur, 2011).
2.3.5.1. Plazma Membran Dayanmiklihginmin Degerlendirilmesi

Spermiyogram, spermatozanin dogumla sonuglanabilecek fertilizasyon
yetenegini ortaya koyabilmelidir. Bunun i¢in spermaya ait ne kadar ¢ok parametreye
bakilirsa elde edilen bulgular o kadar degerli olacaktir. Sperma membrani, hiicre i¢i ve
dis1 ortamlarin dengesinin saglanmasi, motilite ve disi genital kanal veya oosit-
kumulus kompleksinin gecilmesi gibi dolayli veya dolaysiz olarak fertilizasyonda
gorev almaktadir (Hafez, 2000).

Spermatozoanin membrant tiim bir hiicreyi sarmasina karsin; akrozom
cevresini, akrozomdan sonra basin geri kalanini ve kuyrugu saran boliimii olmak iizere
ti¢ farkli yapida boliimlerden olugsmaktadir. Spermatozoay: saran hiicre membraninin
her bir boliimii, disi genital kanalda migrasyon, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu,

kumulus hiicrelerinin asilmasi, fertilizasyon ve fiizyon gibi fekondasyonun farkli
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asamalarinda Onemli islevleri vardir. Hiicrenin plazma membran biitiinliigiini
degerlendirme amaciyla, eozin gibi supravital ve SYBR-14/propidium iodide gibi
floresan boyalar yaninda, hipo-osmotik sisme testi, water testi, zona-free hamster oosit
testi ve servikal mukus penetrasyon testi gibi hiicre zar1 islevsel biitlinliglini
degerlendirmeye yonelik yontemler birgok c¢aligmada kullanilmistir (Hafez, 2000;
Sonmez 2013; Nur ve ark., 2005).

Fertilizasyon, gesitli biyokimyasal ve fizyolojik olaylarin yer aldigi karmasik
bir olgudur. Yar1 gegirgen membran yapisi olan spermatozoonlar hipoozmotik bir
ortama maruz kaldiklarinda hiicre igerisine sivi girisi sekillenmekte ve bas boliimleri
sismekte, kuyruklarinda ise kivrilma sekillenmektedir (Nur ve ark., 2005). Bu ilkeye
dayali, Jeyendran ve ark. (1984) tarafindan hipo-osmotik sisme testi (HOST),
gelistirilerek memeli spermasimin iglevsel biitiinliigliniin degerlendirilmesinde etkin
bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Bu test ile islevsel olarak saglam membrani olan
spermatozoanm hiicre membrani aktif olarak gorev alarak diisiik ozmotik ortamda su
alp siser. Water testin ¢alisma ilkesi aym1 HOS test gibidir. Bu testte saf su
kullanildigindan spermatozoa HOS teste gore daha diisiik ozmotik ortamda tutulur
(Nur ve ark., 2005).

Veteriner androlojide rutin mikroskobik muayeneler yaninda floresan
mikroskopi ve flow sitometrik yontemlerin kullanimmimn her gegen giin popiilaritesi

artmakta ve stirekli yeni yontemler gelistirilmektedir (Petrunkina ve Harrison, 2011).
2.3.6. Spermanin Inkiibasyon Testleri

Dogrudan dogal asim veya tohumlama sonrasi gebelik sonuglarmna ya da
hayvanm fiziksel muayenesi, libidosunun ve agim yeteneginin muayenesi, i¢ ve dis
iireme organlarinin muayenesi ve spermanin muayenesi gibi gebelik orani ile ilgili
parametrelere bakilarak fertilite yetenegi belirlenmeye ¢alisiimaktadir. Infertilite hem
disiye hem de erkege bagli nedenlerden ileri gelen bir iireme sorunudur. Maksimum
fertilizasyon orani elde etmek i¢in ovulasyon aninda, ovidukta yeterli sayida motil ve

morfolojisi saglam nitelikli sperma hiicresinin bulunmasi gerekir (Hafez, 2000).

Spermadan ileri gelen fertilite diisiikliikleri de kendi i¢inde, spermatozoon

sayisinin artirilmasi ile karsilanabilen ve karsilanamayan nedenler olmak iizere iki ana
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baslik altinda incelenebilir. Spermatozoon sayisinin artirilmast ile karsilanabilen
nedenler motilite, viabilite yetenegi ve morfolojik bitiinligin siirekliligi gibi
spermatozoonun disi genital kanalda ilerleme yetenegi ve yasama stiresi ile ilgilidir.
Spermatozoon sayisinin artirilmasi ile kargilanamayan nedenler de fertilizasyondan

cok erken embriyonik dliimlerle ilgili olanlardir (Hafez, 2000; S6nmez 2013).

Canl tiirlerine gore spermanin disi genital kanaldaki yasam siiresi (viabilitesi)
Ostrus siiresine bagli olarak degisiklik gosterir. Ovulasyon sirasinda, oviduktta bulunan
canli spermatozoa orani ile gebelik orami arasinda yiiksek diizeyde bir iligski
bulunmaktadir. Taze ko¢ spermasimin, ortalama 30 ila 48 saat disi genital kanalda
canliligmn siirdiigii bildirilmektedir. Dondurulmus spermatozoanin Omiirleri taze

spermaya gore daha diisiiktiir (Hafez, 2000).

Gilintimiizde caligmalarda, ¢6ziilmiis spermanin viabilitesini belirlemek i¢in
37°C, 20°C veya 5°C'de 3, 4, 5, 6 saat ya da giin bazinda bekletilerek degerlendirmek
rutin bir prosediir durumuna gelmistir (Alcay ve ark., 2016b; Katila, 2001; Ohl ve
Menge, 1996; Samper, 2008; Ustiiner ve ark., 2016). Ozellikle eritme sonrasi
spermanin viabilitesinin degerlendirilmesi, tohumlama sonrasi vajina veya uterus
icerisindeki gecirecegi siire igerisinde ne gibi degisiklikler ile karsilasacagi ve
potansiyel fertilitenin belirlenmesine olanak saglamaktadir (Ohl ve Menge, 1996;
Samper, 2008).

Eritme sonrasinda spermanin inkiibasyonunun ardindan sperma motilitesi ile
birlikte plazma membran biitiinliigli, akrozom biitiinligii, mitokondriyal membran
islevler ve DNA biitiinliigii gibi ¢esitli parametreler de incelenmektedir (Alcay ve ark.,
2016b; Samper, 2008; Ustiiner ve ark., 2016; Ustiiner ve ark., 2018).

2.4. Spermanin Dondurulmasi

Memeli spermasi sivi, donmus ve liyofilize olmak iizere farkh sekillerde ve
degisik siirelerde saklanmaktadir. Stvi saklama yonteminde, sperma oldugu gibi veya
farkl 6zellikteki sulandiricilar ile sulandirdirilarak 5°C gibi diisiik 1silarda saklanir. Bu
yontem ile sperma yasamsal aktivitesini ancak 2-3 giin koruyabilir. Donma yontemi
ise spermanin 0°C’m altindaki 1silarda saklanmasi temeline dayanir. Uygun 6zellikte

icerigi olan sulandiricilarla sulandirilan sperma, ampul (-79°C etil alkol banyosunda),
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pellet (-79°C kuru buzda) veya payet (-110°C sivi azot buharinda) yontemiyle
dondurularak -196°C 1sidaki sivi azot igerisinde saklanir. Dondurarak saklama
yonteminde, uygun saklama kosullarinda sperma potansiyel fertilitesini yillarca
koruyabilir (ileri ve ark., 2000; Nur, 2011; Sénmez 2013). Liyofilizasyon yontemiyle
spermanin saklanmasi ise, genetik materyali koruyarak spermanm basing altinda
diisiik 1silarda kurutulmasi temeline dayalidir. Bu teknolojide, spermanin genetik
materyali etkilenmeksizin oda kosullarinda uzun siire saklanabilmektedir. Spermanin
uzun siire saklanmasi, tiistiin genetik materyalin iilkeler arasi transferine, evcil
hayvanlar yaninda nesli tiikenmekte olan yabanil hayvanlarin neslinin korunmasinda
da kullanilmaktadir (ileri ve ark., 2000; Kaneko ve ark., 2014; Nur, 2011; Sénmez,
2013).

Spermanin dondurulmasi insan, laboratuvar hayvanlari, yabanil ve evcil
hayvanlarda yardimci tireme tekniklerin yayginlagmasini ve uygulanabilirligini
artrrmistir.  Gliseroliin - kriyoprotektif etkisi Polge ve ark., (1949) tarafindan
kesfedildikten sonra, memeli spermasini dondurmak amaciyla uygun sulandiricilarin
gelistirilmesine yonelik caligmalar hiz kazanmistir (Pegg, 2002). Gergeklestirilen
calismalarda, ko¢ spermasmin basarili bir sekilde donduruldugu ve eritme sonrasi

yiiksek oranda motilite elde edildigi, ancak tohumlama sonrasi farkli diizeylerde

fertilite elde edildigi bildirilmektedir (Evans, 1988).
2.4.1. Spermanin Sulandirilmasi

Giliniimiizde gamet hiicrelerinin saklanmasi amaciyla 5°C 1sida kisa siireli
saklama, dondurma veya liyofilize ederek uzun siireli saklama yontemleri
kullanilmaktadir. Her iki yontemde de memeli spermasi, sogutma, dondurma,
porsiyonlara ayirma, hacmini artirma, metabolik artiklarini elimine etme, enerji
gereksinimini karsilama vb. amaglarla sulandirilmak zorundadir. Sulandirilmis
spermanin yasamsal islevlerini saklama 1s1s1, sogutma hizi, sulandiricinin kimyasal
bilesenleri ve kullanilan kriyoprotektif maddeler belirler (Kaneko ve ark., 2014;
Sonmez, 2013).

Sperm plazma zarinin kolesterol diizeyi soguk sokuna karsi direnci etkiler

(Darin-Bennett ve ark., 1973). Darin-Bennett ve ark. (1973), spermatozoitlerdeki
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kolesterol diizeyi ile spermatozoitlerin soguk sokuna duyarliligi arasindaki iligkiyi
aragtirdiklar1 ¢alismalarinda, insan ve tavsan spermatozoitlerindeki doymus fosfolipit
oranini, boga ve kog¢ spermatozoitlerindekinden daha fazla oldugunu, buna bagh
olarak insan ve tavsan spermatozoitlerinin soguk sokuna karsi daha direncli
olduklarmi agiklamiglardir. Bu nedenle, dondurma protokolii spermatozoanin yapisi,
hacmi, organel biiylikligii ve bilesenlerindeki cesitlilige bagl olarak tiirler arasinda
farklilik gosterir (Medeiros ve ark., 2002). Spermanin fiziko-kimyasal yapis1 hem
donma hem de eritme islemleri sirasinda sekillenen buz kristalleri nedeniyle zarar
goriir. Bu zararl etkileri azaltmak i¢in g¢esitli pH tamponlayict maddeler (Tris-sitrik
asit, sodyum-sitrat, sodyum bikarbonat, potasyum kloriir, Hepes, vb), diisiik molekiil
agirhigma sahip hiicre zarim gegebilen sekerler (friikktoz, glukoz vb) ve membran-
koruyucu maddelerin (gliserol ve diger polialkoller, dimetilsiilfoksit [DMSO], amino
asitler vb) kullamildig1 farkli sulandiricilar gelistirilmistir (Aisen ve ark., 2000).
Ayrica, laktoz, siikroz ve dekstran, polietilen glikol (PEG), polivinilpirolidon (PVP)
gibi non-permeating sckerler, antifriz proteinleri ve membran stabilizatorleri (yumurta
sarisi, siit, lipitler ve aminoasitler) de sulandiricilarda kullanilmistir (Aisen ve ark.,
2000). Kog¢ spermasi, farkli igerikte sulandirici ve kriyoprotektan kullanilarak

dondurulmustur (Salamon ve Maxwell, 1995).
2.4.1.1. Sulandiricilarda Kullanilan Maddeler

Gilinlimiizde yapilan c¢alismalarda, hayvan tiirlerine gore sulandiricilarda
kullanilan maddelerin etkileri iizerine odaklanilmistir. Distik 1si1lardan kaynaklanan
zararl etkileri azaltarak eritme sonrasi sperm niteligini ve fertilitesini artirmak
amaciyla, sperma sulandiricilarina farkli 6zellikte kriyoprotektanlar, tamponlayici
soliisyonlar, yumurta sarisi, siit, sekerler, antibiyotikler ve antioksidanlar yaygin bir

sekilde katilmaktadir (Alcay ve ark., 2016a; Sonmez, 2013).

Spermay1 soguk ortamin zararl etkilerinden korumak amaciyla sulandiricilara
katilan kriyoprotektanlarm etkisi, sogutma hizina ve tiire bagh olarak degismektedir
(Hafez, 2000). Kriyoprotektanlar, molekiiler agirhgma gore diisiik veya yiiksek
molekiiler agirhigr olanlar (Nash, 1966); hiicre icine giris yeteneklerine gore
intraselliiler, eksraselliiler kriyoprotektanlar; hiicre igine giris hizlarina gore 30 dk gibi

kisa siirede hiicre membranini hizla gegen (metanol, etanol, etilen glikol, propilen
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glikol, DMSQ) kriyoprotektanlar ve hiicre mebranmi daha yavas gegen (gliserol)
kriyoprotektanlar olarak smiflandirilabilirler (Meryman, 2007). Gliserol gibi suda
¢oziinen kriyoprotektanlarin etkinligi, dondurulan hiicrenin zar permeabilitesi ile,
belirgin bir sekilde 1s1ya ve hiicre tipine baglidir. Bu nedenle belirli kosullarda penetre
olan kimi kriyoprotektanlar diisiik gegirgen olarak siiflandirilmaktadir. Mono-, oligo-
ve polisakkaritler, mannitol, sorbitol, dekstran, hidroksietil nisasta (HES), metil
sellilloz, albiimin, jelatin, diger proteinler, PVP, PEG ve polietilen oksit (PEO)
ektraselliiler kriyoprotektanlar olup hiicre igine giremezler. Bundan baska, bazi
kriyoprotektanlar yalnizca hiicre duvarini gegerken kimileri sitoplazmik membrani da
gecer. Boylece penetrasyon yetenegine bagl olarak kriyoprotektanlar; (1) hem hiicre
duvarmi hem de sitoplazmik membrani gecenler (gliserol); (2) hiicre duvarmi gecen
ancak sitoplazmik membrani gegemeyenler (mono- ve disakkaritler, aminoasitler); ve
(3) hiicre duvarin1 gegemeyenler (proteinler, polisakkaritler, PEO, dekstran, HES ve
PVP) olmak {izere lice ayrilirlar (Tao ve Li, 1986). DMSO, etilen glikol, gliserol ve
1,2 propandioliin farkli dozlar1 spermayi soguk ortamdan kaynaklanan olumsuz
etkilerden korumak igin siklikla kullanilmaktadir (Soylu ve ark., 2007; Alcay ve ark.,
2016b). Gliserol memeli spermasinda genetik yikima yol agarak fertiliteyi
diisiirmesine karsm; ¢cogu arastirmada kog¢ spermasinin dondurulmasinda en basarili
kriyoprotektan oldugu bildirilmistir (Alcay ve ark., 2016b; Barbas ve Mascarenhas,
2009; Nur ve ark., 2010; Soylu ve ark., 2007; Sonmez, 2013).

Fosfat ve sodyum sitrat soliisyonlar1 gibi tampon maddeler, spermatozoonlarin
kimyasal aktiviteleri sonucu ortaya ¢ikan ve ortamim pH degerini etkileyen atiklar1
ndtralizeettikleri icin, ortamin asit-baz dengesini saglamak amaciyla kullanilmaktadir.
Giliniimiizde kog, teke, boga, kopek gibi birgok hayvanin spermasmin
dondurulmasinda Tris buffer soliisyonu, sitrik asit katkisiyla birlikte kullanilmaktadir

(S6nmez, 2013).

Ileri ve ark. (2000), siit lipitleri ve proteinlerinin yan1 sira, kazein iyonlarinin
da kriyoprotektif etki gosterdigini bildirmislerdir. Igerdigi lesitin ve B-lipovitellin gibi
fosfolipit ve lipoprotein igerigi araciligiyla, spermanm sogutulmaya baslamasi ve
soguk sokunun zararl etkilerinden koruma amaciyla yumurta saris1 da oldukga yaygin

olarak kullanilmaktadir. Lipit peroksidasyonunu azaltarak antioksidan &zellik de

26



gosteren yumurta sarisi, ayn1 zamanda kolloidal yapis1 nedeniyle spermatozoonlarin
hareket kabiliyetini smirlar; metabolizmay1 yavaslatir. Yumurta sarist memeli
spermast sulandiricilarma %15-20 arahginda katilmaktadir (fleri ve ark., 2000;
Sakanaka ve Tachibana, 2006; Sonmez 2013).

Spermatozoonlarin baglica enerji kaynaklar1 friiktoz olmasma karsim,
sulandiricilara  glikoz ve mannoz katimas: ile de enerji  gereksinimi
karsilanabilmektedir. Ayrica trehaloz, siikkroz gibi polioller de diisiik 1s1larda hiicreyi
korumak amaciyla sulandiricilara eklenmektedir. Sulandiriciya katilan bu sekerlerin
sogutmaya bagli sekillenen mekanik basinci azaltarak hiicreyi yapisal
deformasyonlardan koruduklar1 bildirilmistir (Woelders ve ark., 1997). Son yapilan
calismalarda, siikroz veya trehalozun farkl yogunluklarmin dondurma eritme sonrasi
sigir (EI-Sheshtawy ve ark., 2015), kog (Jafaroghli ve ark., 2011) ve kopek (Yamashiro
ve ark., 2007) spermatozoitlerinin motilitesini dnemli oranda artirdigi saptanmistir.
Ayrica bakteriyel iiremeyi engellemek amaciyla sulandiricilara penisilin  ve

streptomisin kombinasyonu antibiyotikler de katilmaktadir (S6nmez, 2013).
2.4.1.2. Antioksidanlar

Taze sperma ile Kkarsilastirildiginda, dondurulmus spermanin, genelde
fertilitesi daha dusiiktiir. Bu da eritme sonrasi hem canli spermatozoon oraninin
disiikliigiinden, hem de canli ama islevini yitirmis hiicrelerden ileri gelmektedir
(Alcay ve ark., 2016a). Soguk soku, donma hizi, sulandirici bilesenleri, ozmotik basing
farkliliklar1 gibi ¢ok sayida etmen spermada yasam yeteneginin yitirilmesine neden
olurken, serbest oksijen radikallerinin yol ac¢tigi membran yapisindaki degisiklikler
(oksidatif zarar), membran reseptorlerinin yapisinin bozulmasi, yerkiirenin niikleer
yapisindan kaynaklanan radyoaktivite vb. etkiler de spermada islevsel zararlara yol
acmaktadir (Hafez, 2000; Mazur, 1984; Sonmez 2013; Tiirk, 2015).

Yapilarinda bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron bulunduran
molekiiller, serbest radikaller olarak isimlendirilir. (Tiirk, 2015; Zhong ve Zhou,
2013). Bu radikaller, yapilarindaki elektronlarini hiicre igerisinde bulunan iyon
transfer kanallar1 araciligi ile hiicrelerden gecirirler ve onlarin membran yapilarindaki
protein ve lipit boliimlerini etkilerler (Bucak ve ark., 2015). Serbest radikaller, reaktif

oksijen tiirlerini ve reaktif nitrojen tiirlerini igermektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin ii¢

27



biiyiik tipi bulunmaktadir ve bunlar siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksildir
(Zhong ve Zhou, 2013). Aerobik solunum ile kullanilan ve yiiksek bir oksitleyici etkisi
bulunan oksijenin yapisinda da iki tane eslenmemis elektron bulunur. Serbest oksijen
radikalleri, radikal olan veya olamayan molekiillerle reaksiyona girerek onlarin yap1
ve islevlerinde degisiklige neden olurlar (Simsek, 1999). Halliwell (2006), degisik
adlarla da tanian serbest radikalleri, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirmis
ve bu tanimlamaya karsin, oksijen molekiillerinin radikal olduklarin1 ancak reaktif

olmayan yapilarmin da oldugunu bildirmistir.

Spermanin testis dokusu iginde {iretimi sirasinda, kanal sistemi ve epididimiste,
ejakiilasyon sirasinda ejakiilasyon sonrasi asamada oldugu gibi sulandirma, dondurma
ve ¢0zme islemleri sirasinda ve sonrasinda olusan hiicre 6liimii ve hiicre islevlerinin
yitirilmesi, oktidatif stres ile ilgilidir (Bailey ve ark., 2000; Bilodeau ve ark., 2000).
Spermatozoa testisten kauda epididimise gegisi sirasinda olgunlasir ve yiizeyinde pek
cok degisiklik olusur ve bu degisiklikler epididmidiste de siirer. Plazma membraninda
bulunan yiiksek oranda doymamis yag asitleri, spermatozoay1 6zellikle ROS ataklarina
kars1 savunmasiz duruma getirir (O ve ark., 2006).

Olgunlasmamis ve morfolojik olarak anormal olan spermatozoa ve seminal
lokositler ejakiilattaki temel ROS kaynagidir. Ayrica, dondurma, saklama veya
transfer etme amaciyla alinan sperma, dis ortamdaki Kirleticileri, giin 15181 ve oksijen
nedeniyle ROS’un agiga ¢ikmasini tetikler ve spermatozoon yapisinda geri
dontistimsiiz bozukluklara yol agar (Sariozkan ve ark., 2009a; Sariozkan ve ark.,
2009Db).

Viicut icerisindeki hiicre ve dokularda, serbest radikallerin olusumunu ve
olusturdugu oksidatif etkileri engelleyebilen bir savunma sistemi bulunmaktadir. Bu
savunma sisteminde gorev yapan maddelere, antioksidan maddeler denilmektedir
(Bucak ve ark., 2015; Simsek, 1999). Antioksidanlar islevsel yapilarma gore;
radikalleri temizleyerek etki eden “serbest radikal olusumunu engelleyenler” ve
radikaller ile dengeli bir iiriin olusturarak reaksiyonlara son veren “zincir kiran
antioksidanlar” olarak ikiye ayrilirlar. Serbest radikal olusumunu engelleyen
antioksidanlar, albiimin, transferrin gibi metal baglayicilar, siiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz olarak kendi icerisinde ayrilirken; zincir kiranlar ise

yagda eriyen (alfa tokoferol, ubikuinon, beta karoten) ve suda eriyenler (glutatyon,
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iirat, sistein, askorbat) olarak kendi igerisinde ayrilmaktadir (Simsek, 1999). Ayrica,
selenyum ve ¢inko gibi antioksidatif enzimler i¢in kofaktdr gorevi olan maddelerde

bulunmaktadir (Hezavehei ve ark., 2018).

Seminal plazmanin biiylik ¢ogunlugunu olusturan erkek eklenti bezlerinin
salgilar1, fertilizasyona kadar spermanin besin gereksinimini karsiladigi gibi,
superoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler kadar,
vitamin C ve E, hipotaurin, taurin, iirik asit ve albumin gibi serbest radikal
temizleyicileri (scavengers) gibi ejakiilasyon sonrasinda oksidatif strese karsi
spermatozoanin korunmasina katkida bulunan ¢ok sayida antioksidan maddeleri de
icerir (Chen ve ark., 2003; O ve ark., 2006; Vernet ve ark., 2004). Dogal yapis1 geregi
Kog spermasinin mevsime bagli olarak antioksidan igerigi degiskenlik gosterir. Ureme
mevsimi disinda yiiksek seyreden endojen antioksidan diizeyi, ireme mevsiminde
diisiis gosterir (Marti ve ark., 2007).

Oksidatif stres, anioksidanlarin par¢alayamayacagi kadar reaktif oksijen tiirevi
(ROS) iiretmek olarak tanimlanabilir. Kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, sperm-00sit
flizyonu ve protein tirozin fosforilasyonu gibi sperma islevleri igin belirli bir miktar
ROS diizeyi gereklidir (Agarwal ve Allamaneni, 2004; Tiirk, 2015; Zhong ve Zhou,
2013). Ortamda aswr1 ROS diizeyinin artis1 antioksidan savunma sistemini
baskilayarak oksidatif stresi olusturur. ROS’un plazma membran biitiinliglinii ve
niiklear DNA’y1 etkileyerek DNA ve kromatin baglarinda kopmalara neden oldugu
belirlenmistir (Said ve ark., 2005). Bu kopmalar arttikca DNA hasar1i, morfolojik
degisiklikler, mitokondrial bozukluklar ve dolayisiyla infertilite artar (Zhong ve Zhou,
2013; Gagnon ve ark., 1991; Sikka ve ark., 1995).

Spermatozoonlarin plazma membran yapisini yiikksek oranda fosfolipitler,
dogal lipitler ve glikolipit yap1 olusturmaktadir. Kriyoprezervasyon islemleri ile
spermatozoonlarin membran yapilarinda ve akrozom iizerinde yapisal deformasyonlar
sekillenmektedir. Farkli hayvan tiirlerinin degisen hiicresel yag oranlari, dondurma ve
eritme basarisim1 degistirmektedir (Salamon ve Maxwell, 2000). Ko¢ spermasinin
serbest oksijen parcaciklarin zararl etkilerini ortadan kaldirmak i¢in indirgenmis
glutatyon, glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz i¢eren endojen bir
antioksidan sistemi bulunur. Her ne kadar endojen bir antioksidan savunma sistemi

bulunsa da, bu sistem, bilylik cogunlugu 6lii spermatozoalardan kaynaklanan ytliksek
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miktardaki ROS’un oksidatif zararli etkilerinin 6nlenmesinde yeterli degildir. Bu
zararl etkiler, sperma membranlarin yapisal ve islevsel biitlinliigiiniin yitirilmesine,
membran gecirgenliginin artmasina, DNA'nin yapisal yikimina ve hiicre éliimiine yol

acar (Banday ve ark., 2017).

Kog spermasi yag orani yoniinden zengin yapist nedeniyle, baska hayvan
tiirlerine gore, dondurma eritme islemlere kars1 daha duyarlidir (Bucak ve ark., 2015).
Son yillarda kog¢ ve diger memeli spermasinin dondurma ve eritmeye bagli olumsuz
etkilerini azaltmak amaciyla, sulandiricilara, metiyonin, sistein, sisteamin, biitil
hidroksitoluen, melatonin, vitamin E, vitamin C gibi antioksidan ve serbest radikal
temizleyici 6zellige sahip ¢esitli maddeler katilmaktadir (Amidi ve ark., 2016; Toker
ve ark., 2016; Farshad ve ark., 2010). Antioksidanlarin eritme sonrasi spermanin
niteligini iyilestirdigini bildiren g¢aligmalarin yaninda (Toker ve ark., 2016),
antioksidanlarin kullanilmasinin eritme sonrasi spermatolojik o6zellikler iizerinde
etkisiz (Duru ve ark., 2000) veya zararli (Amidi ve ark., 2016) oldugunu bildiren

caligmalar da bulunmaktadir (Hezavehei ve ark., 2018).
2.4.1.2.1. L-Karnitin

[k kez Rus bilim adamlari tarafindan 1905 yilinda sig1r etinden izole edilen ve
kimyasal formiili 3-hidroksi-4-N-trimetilaminobiitirik asit olan L-karnitin (LK), suda
eriyebilen yar1 esansiyel vitamin benzeri bir aminoasittir (Ahmadi ve ark., 2016; Fattah
ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2007). Memelilerde viicut igerisinde dogal olarak bulunan
(sentezlenen) L-karnitinin, yag yakimmi artrma, kaslar1 giiclendirme ve sperm
motilitesini artirma gibi 6zellikleri vardir. Ayrica, hipertansiyon ve seker hastaligi gibi

hastaliklarin sagaltiminda destek olarak kullanilmaktadir (Kurt ve EL 2011).

L-karnitin, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondrinin i¢ membranindan igeriye
taginmalarini saglayarak, beta-oksidasyon yoluyla enerji tiretiminde gérev almaktadir
(Agarwal ve Said, 2004; Zhou ve ark., 2007). L-karnitinin yaglar1 mitokondri igerisine
tagimasi ve kullanimini saglamasi ile, peroksidasyona ugrayan yag miktarmni azaltarak
antioksidatif etki gosterir (Fattah ve ark.,, 2017). Karbonhidratlar, yaglar ve
proteinlerin mitokondri igerisinde parcalanmalar1 ile asetil-KoA {iretilir. Asetil-

KoA’nin diizeyinin artmas1 metabolizmay1 olumsuz etkiler ve toksik etki olusturur. L-
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karnitin biriken fazla asetil-KoA’larin tasinmasini ve detoksifikasyonunu saglayarak

olumsuz etkilerini ortadan kaldirir (Kurt ve EL, 2011).

L-karnitinin viicut igerisinde en yogun bulundugu yerler epididimis, seminal
plazma ve spermatozoadir (Agarwal ve Said, 2004). Karnitin, epididimiste, kanda
oldugundan 2000 kat daha fazla bulunur (Shahrzad ve ark., 2013). Antioksidatif
ozellikleriyle, reaktif oksijen tiirlerinden, spermatozoonlarm mitokondriyal
membranlarinin stabilizasyonunu ve DNA yapisin1 koruyan L-karnitin, epididimiste
spermatozoonlarda olgunlagsmayi ve motiliteyi destekler (Fattah ve ark., 2017; Manee-
in ve ark., 2014).

Sperma sulandiricilarina L-karnitinin eklenmesinin, insan (Shahrzad ve ark.,
2013), horoz (Fattah ve ark., 2017), domuz (Lee ve ark., 2014), sigir (Bucak ve ark.,
2010b), kedi (Manee-in ve ark., 2014), kegi (Bucak ve ark., 2010a) ve aygir (Gibb ve
ark., 2015) spermanin saklanmasi esnasinda motilite, membran ve akrozom biitiinliigii

ile DNA yapisi1 tizerine olumlu etkilerinin olabilecegi bildirilmistir.

2.4.1.2.2. Alfa Lipoik Asit

Cok iyi bir antioksidan olarak bir ditiol dogal bilesigi olan alfa-lipoik asit
(ALA, 1,2-ditiolan-3-pentanoik asit), mitokondride oktanoik asitten sentezlenir; bitki
ve hayvanlarda ise dogal olarak sentezlenmektedir (Karaca, 2008; Mohamed ve ark.,
2018; Packer ve ark., 1995). ilk kez 1937 yilinda, laktobasilluslarin gelisimi i¢in
patates Oziitii igerisindeki bir maddeye gereksinim duyduklarinin fark edilmesiyle
bulunmustur. Kesfedilmesinin ardindan, bir siire patates biiyiime faktorii olarak (Snell
ve ark., 1937). Bir¢cok prokaryot ve Okaryot hiicrede bulunan ALA, hiicresel
metabolizmada pirlivat dehidrogenaz ve alfa-ketoglutarat dehidrogenaz icin bir
kofaktor olarak, enerji liretiminde gorev alir (Biiyiikleblebici ve ark., 2015; Glingor ve

ark., 2016; Karaca, 2008; Packer ve ark., 1995).

Antioksidanlarm antioksidatif etkileri, ROS’un sondiiriilmesine olan 6zgiilliik,
metal selatlama aktivitesi, bagska antioksidan maddeler ile iliskisi, gen ifadesi iizerine
etkileri, emilimi ve biyo-yararlanimi, hiicre, doku ve hiicre dis1 sivilardaki yogunlugu,

affinitesi (suda veya yagda) gibi bircok kimyasal ve biyokimyasal dlgiitler yoniinden
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degerlendirilir (Packer ve ark., 1995). Alfa lipoik asit, hem yagda hem de suda
¢oziinebilen yapist ile, bu Olgiitlerin neredeyse tiimiinii sagladigi igin evrensel
antioksidan olarak anilmaktadir (Karaca, 2008; Packer ve ark., 1995).

Alfa lipoik asit, gidalar ile alindiginda, bir¢ok doku igerisinde indirgenmis
durumu olan dihidrolipoik asit (DHLA) formuna doniistiiriilmektedir. Alfa lipoik asit
ve DHLA, bir¢ok ROS tiiriinii yagda ve suda etkisizlestirir (Packer ve ark., 1995). Her
iki antioksidanmn da metal selasyonu aktivitesi vardir. DHLA, diger antioksidanlar ile
sinerjik bir sekilde de ¢alisabilmektedir. Antioksidanlar serbest radikalleri
etkisizlestirdikten sonra indirgenirler ve DHLA Vitamin E, askorbat, glutatyon ve
koenzim Q10 gibi kimi antioksidanlarin indirgenmis veya radikal durumlarini,
dogrudan veya dolayli yollarla yine eski durumlarina getirir. Ek olarak, alfa lipoik
asitin hiicre igerisinde glutatyon artigina olanak sagladigi da bildirilmektedir (Karaca,
2008 ; Packer ve ark., 1995).

Alfa lipoik asitin antioksidan 6zellikleri dolayisiyla diyabet, iskemi, agir metal
zehirlenmesi, radyoaktif yikimlarda, norodejenerasyon ve HIV enfeksiyonlarinin
sagaltiminda potansiyel etkilerinin belirlenmesi yaninda, eritme sonrasi sperm
niteligini ve fertiliteyi artirmak i¢in birgok arastirmada kullanilmistir (Packer ve ark.,
1995; Biiyiikleblebici ve ark., 2015; Gohar ve ark., 2014; Giingor ve ark., 2016). ROS
ve reaktif azot tiirlerini temizleyen alfa lipoik asitin antioksidan kapasitesi gii¢liidiir
(Rochette ve ark., 2013). Domuz (Shen ve ark., 2016), sigir (Biiyiikleblebici ve ark.,
2015; Gohar ve ark., 2014; Gilingor ve ark., 2016) ve kec¢i (Ibrahim ve ark., 2008)
spermanin saklanmasi amaciyla yapilan c¢aligmalarda antioksidan Ozelliginden
yararlanmak amaciyla sulandiricilara eklenen alfa lipoik asitin eritme sonrasi

spermatolojik 6zellikler lizerinde farkli diizeyde olumlu etkileri oldugu bildirilmistir.

2.5. Spermanin Eritilmesi

Sperm motilitesi, plazma membraninin islevsel biitlinliigii, akrozom biitiinligi
ve eritme sonrasi canli spermatozoa orani, spermanin dondurulmasi ile birlikte diisiis
gostermektedir (Alcay ve ark., 2016b). Sulandirict igerigi, kullanilan kriyoprotektan
cesit ve niceligi, kriyoprotekanin spermaya katilma sekli ve 1s1s1, dondurma ydntemi

ve hizi, erime 1s1s1 ve siiresine bagl olarak, taze ko¢ spermasi eritme sonrast asamada
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baslangi¢ motilitesini yaklasik %30-%90 diizeyinde kaybeder (Alcay ve ark., 2016b;
Salamon ve Maxwell, 2000; Soylu ve ark., 2007). Dondurma-eritme islemleri
sirasinda sekillenen mitokondriyal ve membran yikimlar1 ve hiicre i¢ci ve dis1
ortamdaki ozmotik degisiklikler; diisiik 1silarda olusan buz kristallerinin motilite
yitimi ile iligkilendirilmesine Karsin, bu diisiiklik tam olarak agiklanamamigtir
(Salamon ve Maxwell, 2000). Ortam, sperm kirleticileri ve artan 6lii spermatozalardan
tiretilen ROS diizeyinin artmasi ve diisiik antioksidan enzim aktivitesi, apaoptozise yol
acan yolaklarin agilmasina neden olarak sperm canliligini diisiiriir (D1 Santo ve ark.,
2012). Ayrica, dondurma eritme iglemi spermatozoanin DNA biitiinliigiinii etkileyip
spermin epigenetik ve proteomik modiilasyonuna neden olarak gelecek nesillerin
yapisini etkiler (Hezavehei ve ark., 2018).

Hayvanlar arasinda spermatozoa zarmin yapisinin farkli oldugundan dolayi,
spermatozoanin soguk ortamdaki davranis: tiirler arasinda farklilik gosterir (Salamon
ve Maxwell, 2000). Dondurma isleminin oldugu kadar, eritme isleminin hizi
spermatozoonun canliligini korumasi agisindan énemlidir. Sogutma hizinin yliksek
olmasi, hiicre i¢i sivilarm donarak kristallesmesine neden olurken, yavas olmasi ise
hiicrelerde yiiksek oranda dehidrasyon ile sonuglanmaktadir (Salamon ve Maxwell,
1995; Salamon ve Maxwell, 2000).

Spermatozoa, sogutma ve donma islemleri sirasinda g¢evresinde sekillenen
birtakim fiziksel ve kimyasal degisikliklere maruz kalir. Stvi durumdaki suyun buz
durumuna gegisi, faz degisimi, —5°C ile -15°C’de sekillenir. Spermatozoa, faz
degisimin sekillendigi diisiik 1silara kars1 belirli bir direng gosterir. Ozellikle faz
degisimi sirasinda sekillenen kiiciik buz kristallerinin yiizey gerilimlerinin biiyiik
olmasindan dolay1 termodinamik olarak tutarli degildir. Kinetik enerjileri daha diisiik
ve tutarsiz buz kristalleri, kendiliginden bir araya gelerek, tutarli biiyikk buz
kristallerini olusturur. Bu asamadan sonra, buz kristalleri, hizla ve biitiin yonlere
dogru, sogutuldugu dereceye kadar biiyiimelerini siirdiiriirler. Ortamin 1s1s1 diismesini
stirdiirdiikge, donmayan boliimiin orani hizla diiser ve geriye ortamda bulunan seker,
tuz ve kriyoprotektif maddelerin ¢esidi ve niceligine bagli olarak donmayan bolim
kalir. Bu donmayan boliim, ortamin ozmotik basmcini hizla yiikselterek hiicre i¢indeki
suyun hiicre disina dogru akmasina neden olur. Bu olgu, hiicre i¢i ozmotik basing dis

ortamla esitleninceye kadar siirer (Woelders, 1997).
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Spermatozoalarin yasamlarmni siirdiirebilmeleri yoniinden, eritme asamasi en
az dondurma asamasi kadar onemlidir. (Andrabi, 2009). Hizli eritme, spermanin
saglikli bir sekilde canlandirilabilmesi i¢in en iyi yontemdir. Tersi durumda, yavas
eritme isleminde, donma sirasinda sekillenen hiicre i¢i buz kristalleri, kaldiklar1 yerden
biiylimelerini siirdiirerek spermanin morfolojisine ve iglevlerine zarar verir (Holt,
2000). Ozellikle -60°C ile -15°C arasindaki 1s1 gegis hizinm, spermanin canliligni

koruyabilmesi agisindan kritik bir dnemi vardir (Salamon ve Maxwell, 2000).

Seri iiretime uygunlugu, saklama kolayligi, yiiksek gebelik oranlar1 gibi bir¢ok
avantajlart olmasindan dolayi, sperma yaygmn olarak payetler iginde
dondurulmaktadir. Ayrica payetler hacimlerine gore ylizey alanlarinin fazla
olmalarindan dolay1 sogutma, dondurma ve eritme sirasindaki 1s1 degisimlerine ¢ok
duyarhdirlar (leri ve Ak, 1993; Ileri ve ark., 2000). Yapilan arastirmalarda, -196°C’de
payetlerde saklanan spermanin herhangi bir nedenden >-100°C’ye isinmasinin
spermatozoonlardaki buz kristallerinin yapismin etkilendigi ve 1s1 tekrar —196°C’ye
indirildiginde kristallesme olaynin yeniden sekillendigi (mikrotorik rekristalizasyon)
hatta bu termodinamik olaylarmm -130°C’de bile olusabilecegi bildirilmistir (Ileri ve
Ak, 1993; Ileri ve ark.,2000; Pickett ve Berndtson, 1980). Bu nedenle, payet yontemine
gore dondurulmus spermanm en uygun eritme tekniginin kullanildigi ¢ok sayida
calisma yapilmistir (Alcay ve ark., 2016a; Alcay ve ark., 2016b; Nur ve ark., 2010;
Ustiiner ve ark., 2018). Sulandiric1 bilesenleri ve dondurma ydntemi, spermanin eritme
seklini de belirler (Salamon ve Maxwell, 2000). Payet yontemiyle dondurulmus
spermanin genellikle 37°C’lik sicak su igeren bir kap icerisinde, 30 saniye siirede

eritmesi onerilmektedir (S6nmez, 2013).

Donmus spermin eritme sonrasi degerlendirmesi, sperm motilitesi, viabilitesi
ve morfolojisine yonelik testlere dayanir. Donmus spermanin potansiyel fertilitesi
tohumlama dozunda/payette bulunan motil spermatozoon sayisi, spermanin islevsel ve
morfolojik biitiinliigli ile spermanin disi genital kanalda canli kalma siire siiresi dogru
orantilidir (Hafez, 2000; ileri ve ark., 2000; Salamon ve Maxwell, 1995; Sonmez,
2013). Donmus spermanin niteligini belirlemek i¢in taze spermanin mikroskobik
muayenelerinin tiimil eritme sonrasi asamada da kullanilmaktadir. Ayrica, DNA

kalitesi, enzimatik aktivite, ozmotik stres testleri (Hypoosmotic Swelling Test;
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HOST), yiiksek veya diisiik 1silarda inkiibasyon/direng testleri, artirilmis akrozom
reaksiyon orani, mukus veya jel penetrasyon testi ve hamster yumurta penetrasyon
testi gibi spermanin ileri islevsel testlerinden de yararlanilmaktadir (Alcay ve ark,
2016a; Hafez, 2000; {leri ve ark., 2000; Nur ve ark., 2010; Salamon ve Maxwell, 1995;
Sénmez, 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

Sunulan tez galismasi, Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (13.12.2016 tarih ve 2016-15/05 no’lu etik kurul karar1) onay1 alinarak, Bursa
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama Merkezi’ne bagl
Koyunculuk Unitesi ve Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve
Suni Tohumlama Anabilim Dali Androloji Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Calismada, materyal olarak 2-4 yaslarinda 5 adet Kivircik ki1 kog kullanildi. Koglar
deneme siiresince ayni bakim ve besleme kosullarinda tutuldu. Bu ¢alisma, Bursa
Uludag Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan DDP(V)-2017/15 no’lu

proje ile desteklenmistir.
3.1. Kullanilan Kimyasallar

Sunulan tez ¢alismasinda, THAM[Tris(hidroksimetil)aminometane] (Sigma,
T6791), sitrik asit (Merck, 100242), D—friiktoz (Merck, 104007), penisilin G (Sigma,
P7794), dihidrostreptomisin (Sigma, S1277), trehaloz (Sigma, T0167), EDTA (Merck,
108418,1000),gliserol (Sigma, S5516); alfa lipoik asit (Sigma, T5625), L-karnitin
(Sigma, C0283), PBS Tablet (Sigma, P4417), FITC-PSA (Sigma, L0770), aseton
(Tekkim TK.010050.1000) ve sodyum sitrat (Sigma, W302600) kimyasallari
kullanild1.

3.2. Spermanin Alinmasi ve Spermatolojik Degerlendirmeler

Sperma Eyliil-Ekim aylarinda, haftada iki kez olmak iizere, toplam 5 kez
elektro-ejakiilator (Minitiibe, Germany) yontemi ile alindi (Nur ve ark., 2010). Sperma
almadan Once kog¢ zapturapta alinarak prepusyal bolgenin killar1 kesildi ve bdlgenin
temizligi serum fizyolojik ile yapilarak kurutuldu. Elektro-ejakiilatére ait prop
(Ruakura ko¢ probu, Hamilton, Yeni Zelanda) {izerine kayganlastirici siiriildiikten

sonra elekrotlar ampulla bolgesi lizerine gelecek sekilde rektuma yerlestirildi. Penis

36



elle disar1 ¢ikarilarak kontrolii saglandi. Ardindan cihaz otomatik modda calistirilarak
elektrik uyarmmlart verildi. Uyarmmlar arasi penise masaj yapilarak ejakiilasyon
uyarildi ve ejakiilat sperma toplama kadehine alindi. Kadehin spermayi ihtiva ettigi
boliim avug igerisinde tutularak 30°C sicakliktaki su banyosuna konuldu. Tim
koglardan sperma alma islemi tamamlandiginda laboratuvara gecildi. Zaman
yitirmeden spermanim birlestirme (pooling) Oncesi muayeneleri gerceklestirilerek

calismada kullanilabilirligi degerlendirildi.
3.3. Pooling Oncesi Yapilan Spermatolojik Muayeneler

Sperma alinarak laboratuvara getirildikten sonra, pooling dncesi asamada, her
bir ejekulatin hacim, renk, koku, mass aktivite, motilite ve yogunluk muayeneleri

gerceklestirildi (ileri ve ark., 2000).

Spermanm hacmi kadeh {izerinde yer alan skaladan yararlanilarak mililitre
olarak degerlendirildi. Anormal bir renk olup olmadig1 kontrol edildi ve koyu krem
rengi ejakiilatlar calismada kullanildi. Istenmeyen kokusu olan, kirli ejakiilatlar

calismada kullanilmadi (ileri ve ark., 2000).
3.3.1. Kitle Hareketi

Spermanin laboratuvara getirilmesinden sonra, 1sitici tablali (37°C) faz-
kontrast mikroskop (Olympus BX51-TF - Olympus Optical Co., Ltd., Japonya)
iizerindeki lama bir damla taze sperma damlatildi. Lam {izerine lamel kapatilmadan
x10 objektif ile degerlendirme gergeklestirildi (Ileri ve ark., 2000, Sénmez, 2013).
Kitle hareketi +’dan ++++’ya kadar olan derecelendirme sistemi {iizerinden

degerlendirilerek +++ ve iizeri kitle hareketine sahip olan sperma 6rnekleri ¢aligmada

kullanild1.
3.3.2. Sperm Motilitesinin Muayenesi

Motilite muayenesi, 1sitic1 (37°C) tablah faz-kontrast mikroskopta (Olympus
BX51-TF - Olympus Optical Co., Ltd., Japonya) x40°lik objektif ile degerlendirildi
(ileri ve ark., 2000). Bu amagla, 1sitic1 tabla iizerinde dnceden 1sitilmis lam {izerine bir
damla serum fizyolojik ve bir damla sperma 6rnegi damlatilarak karistirildi ve tizeri

lamel ile kapatilarak en az ii¢ farkli alan incelenerek, sonu¢ % olarak degerlendirildi.
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Degerlendirmede hizli ve giiclii bir sekilde, bast yoniinde herhangi bir yone dogru
giden spermatozoonlar motil olarak kabul edildi (ileri ve ark., 2000; Sénmez, 2013).
Taze spermanin muayenesinde en az %70 ve iizeri motiliteye sahip olan ornekler

pooling yapilarak deneyde kullanildi.
3.3.3. Sperm Yogunlugunun Belirlenmesi

Hemositometrik yontemden yararlanilarak gergeklestirilen bu muayenede,
eritrosit sayma pipetinin 0,5 ¢izgisine kadar sperma, 101 ¢izgisine kadar ¢ekilerek
sulandirma tamamlandi. Hazirlanmis olan Thoma lamma sulandirilmis spermadan
damlatildi ve yayilmasmm ardindan, koselerden birer ve merkezden 1 tane olmak
iizere toplam 5 tane bliylik kare icerisindeki spermatozoa sayildi. Elde edilen hiicre
sayist 107 ile carpilarak 1 mililitre icerisindeki toplam sayiya ulasildi (ileri ve ark.,
2000). Cahismada en az 1,5 x10° spermatozoon/ml &zellikte olan ejakiilatlar poolig

yapilarak ¢alismada kullanildi.
3.4. Pooling Sonrasi Yapilan Spermatolojik Muayeneler

Calismada kullanilmaya uygun en az +++ mass aktivite, %70 motililite ve 1,5
x10° spermatozoon/ml ozellige sahip sperma oOrnekleri bireysel farklilig1 ortadan
kaldirmak amaciyla karistirilarak pooling yapildi. Pooling asamasindan itibaren
sulandirma, ekilibrasyon, eritme sonrasi ve inkiibasyon asamalarmin tiimiinde taze
spermada gercgeklestirilen motilite muayenesi yaninda; Hipoozmotik Swelling Test
(HOST) ile plazma membran fonksiyonel biitiinliigi ve FITC baglanmis Pisum
Sativum Agglutinin (FITC-PSA) ile akrozom biitiinliigii degerlendirildi. HOST ve
FITC-PSA muayeneleri pooling 6rneklerine de uygulandi.

3.4.1. Plazma Membran Fonksiyonel Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi (HOST)

HOST muayenesi amaciyla 100 mOsm’lik sodyum sitrat-friikktoz iceren
soliisyon hazirland1 (Nur ve ark., 2010). Sicaklig1 37°C’ye ayarlanmis olan su banyosu
icerisinde bekletilen tiiplerdeki 100 pul HOST soliisyonu iizerine, 10 pl sperma
aktarilarak 1 saat bekletildi. Siire sonunda bekletilmis spermadan bir damla lama
damlatilarak faz-kontrast mikroskopta x100 objektif ile 200 adet spermatozoon

sayildi. Kuyrugu kivrik ve sismis spermatozoa, membrani saglam olarak kaydedildi.
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3.4.2. Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Akrozomun muayenesinde Fitc-Pisum Sativum Agglutinin (FITC-PSA)
boyama yontemi kullanildi (Alcay ve ark., 2016b). Bu yontemde, ortamdaki yumurta
sarist ve sulandiricidan aymrmak amaciyla 10 pl sperma, 250 pl PBS igerisine
koyulduktan sonra 2000 rpm’de 10 dakika santrifiijedilerek yikandi. Spermanin
iizerindeki siipernatant uzaklastirildiktan sonra, tizerine 250 pl PBS eklenerek yavasca
karistirildi. Bu karisimdan frotiler ¢ekilip acik ortamda kurutuldu. Frotilerin 4 °C’deki
aseton ile tespiti saglandi, ardindan 30 dakika siireyle PSA ile boyandi. Boyama
isleminden sonra, fosfat tampon soliisyonu ile yikanan frotilerin iizeri gliserol ile
ortiilerek ¢oklu floresan filtresi atasmanli (BX2-FLBB-000), (Olympus BX51-TF -
Olympus Optical Co., Ltd., Japonya) mikroskop, U-MWB?2 yansitici, 460-490 nm
eksitasyon ve 530 nm bariyer, x100 objektifile incelendi. Sinirlar1 belirgin ve tiimiiyle
homojen yesil renkte akrozomu olan spermatozoalar saglam olarak degerlendirildi.

Her preperattan en az 100 hiicre sayilarak saglam akrozom orani belirlendi.
3.5. Sulandiricilarin Hazirlanmasi ve Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada Alcay ve ark.’nin (2016b) kullandig1 iki asamali sulandirmaya
uygun Tris-sitrik asit-friikktoz temel sulandiricis1 kullanild1. Igerikleri asagida verilen
30°C 1s1da spermaya eklenen ilk asama sulandiricis1 olan Sulandirict A ve 5°C 1sida
spermaya eklenen ikinci asama sulandiricisi, Sulandiric1 B olmak iizere iki farkl

sulandirici sperma alma giliniinde hazirlanda.

Sulandirict A: THAM [Tris(hidroksimetil)aminometane] 27,1 gr/l; sitrik asit
14,0 gr/l; D—friiktoz 10,0 gr/l; penisilin G 0,3 gr/l; dihidrostreptomisin 0,4 gr/I,

yumurta saris1 %20 olacak sekilde hazirlandi.

Sulandirict B: THAM [Tris(hidroksimetil)aminometane] 27,1 gr/l; Sitrik asit
14,0 gr/l; D—friiktoz 10,0 gr/l; Penisilin G 0,3 gr/l; Dihidrostreptomisin 0,4 gr/l,
Yumurta Saris1%20. Trehaloz 38 gr/l; EDTA 1,5 gr/l; Gliserol %6 olacak sekilde

sulandirict B hazirlandi.

Alfa lipoik asit (Biiyiikleblebici ve ark., 2015) ve L-karnitinin (Manee-in ve

ark., 2014) sirastyla sigir ve kedilerde kullanilan dozlar temel alinarak ¢aligsma gruplari
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olusturuldu. Bu amagla hazirlanan Sulandirict A ve Sulandiric1 B, 16 boliime ayrildi.
Bunlardan birer tanesi, i¢ine higbir sey eklenmeden kontrol grubu olarak ayrildi.
Digerlerinin igine Alfa lipoik asit [0,25 mM (Al), 0,5 mM (A2), 1 mM (A3)], L-
Karnitinin [25 mM (L1), 50 mM (L2), 100 mM (L3)] ve ikisinin karigimi [25 mM L-
karnitin ve 0.25 mM Alfa lipoik asit (L1Al), 25 mM L-karnitin ve 0.50 mM Alfa
lipoik asit (L1A2), 25 mM L-karnitin ve 1 mM Alfa lipoik asit (L1A3), 50 mM L-
karnitin ve 0.25 mM Alfa lipoik asit (L2Al1), 50 mM L-karnitin ve 0.50 mM Alfa
lipoik asit (L2A2), 50 mM L-karnitin ve 1 mM Alfa lipoik asit (L2A3), 100 mM L-
karnitin ve 0.25 mM Alfa lipoik asit (L3A1), 100 mM L-karnitin ve 0.50 mM Alfa
lipoik asit (L3A2) veya 100 mM L-karnitin ve 1 mM Alfa lipoik asit (L3A3) eklendi.

Boylece kontrol grubu yaninda sulandiricilara eklenen Alfa lipoik asit, L-
karnitin, ikisinin birlikte dozlarindan olusan ve kontrol grubu olmak iizere toplamda
16 grup olusturuldu. Calisma gruplarina ait Alfa lipoik asit ve L-karnitinin

sulandiricidaki final yogunluklar1 asagidaki gibidir:

- Kontrol grubu: Yalnizca Sulandirici A ve Sulandiric1 B (temel sulandiricilari)

icerecek sekilde hazirlandi
3.5.1. Yalmizca Alfa Lipoik Asit iceren Gruplar

Yalnizca Alfa lipoik asit igeren gruplar (Grup Al-Grup A3); temel
sulandiricilar iizerine Alfa lipoik asitin 0,25, 0,50 ve 1 mM’lik farkli yogunluklar1

eklenerek hazirlandi.
- Grup Al: Temel sulandiricilar i¢erisine 0,25 mM Alfa lipoik asit,
- Grup A2: Temel sulandiricilar igerisine 0,5 mM Alfa lipoik asit,

- Grup A3: Temel sulandiricilar igerisine 1 mM Alfa lipoik asit eklenerek

hazirland.
3.5.2. Yalmizca L-Karnitin I¢eren Gruplar

Yalnizca L-karnitin igeren gruplar (Grup L1-Grup L3); temel sulandiricilar
tizerine L-Karnitinin 25, 50 ve 100 mM’liik farkli yogunluklar1 eklendi.

40



- Grup L1: Temel sulandiricilar igerisine 25 mM L-karnitin,
- Grup L2: Temel sulandiricilar igerisine 50 mM L-karnitin,

- Grup L3: Temel sulandiricilar igerisine 100 mM L-Kkarnitin, eklenerek

hazirlandi.
3.5.3. L-Karnitin ve Alfa Lipoik Asit iceren Karisim Gruplan (L-A-)

Alfa lipoik asit ve L-karnitin i¢eren karigim gruplar1 (Grup L1A1-Grup L3A3);
temel sulandiricilar tizerine Alfa lipoik asit ve L-karnitinin farkli yogunluklar:

eklenerek hazirland:.

- Grup L1A1: Temel sulandiricilara 25 mM L-Kkarnitin ve 0.25 mM Alfa lipoik

asit,

- Grup L1A2: Temel sulandiricilara 25 mM L-karnitin ve 0.50 mM Alfa lipoik
asit,

- Grup L1A3: Temel sulandiricilara 25 mM L-karnitin ve 1 mM Alfa lipoik
asit,

- Grup L2A1: Temel sulandiricilara 50 mM L-karnitin ve 0.25 mM Alfa lipoik
asit,

- Grup L2A2: Temel sulandiricilara 50 mM L-karnitin ve 0.50 mM Alfa lipoik
asit,

- Grup L2A3: Temel sulandiricilara 50 mM L-karnitin ve 1 mM Alfa lipoik
asit,

- Grup L3A1: Temel sulandiricilara 100 mM L-karnitin ve 0.25 mM Alfa lipoik
asit,

- Grup L3A2: Temel sulandiricilara 100 mM L-karnitin ve 0.50 mM Alfa lipoik
asit,
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- Grup L3A3: Temel sulandiricilara 100 mM L-karnitin ve 1 mM Alfa lipoik

asit eklenerek hazirlandi.

3.6. Spermanin Sulandirilarak Sogutulmasi

Sunulan tez caligmasinda, sperma iki asamali sulandirma teknigine gore
sulandirild: (fleri ve ark., 2000). Kisaca birinci asamada pooling yapilan sperma 16
hacme boliinerek 32°C’lik su banyosunda, ayni 1sidaki her biri gruplara ait sulandirici
A ile 1:1 oraninda sulandirildi. Sulandirici A ile sulandirilan sperma 6rnekleri su kab1
icerisine yerlestirilerek 5°C sicakligindaki yatay buzdolabina konuldu. Suyun igerisine
ufak buz parcalar1 atilarak en az 45 dk i¢inde spermanin 1s1s1 5°C sicakliga diisiiriildii.
Bu asamada, gruplara ait Sulandiric1 B asamali olarak 50 dk i¢inde 1:1 oraninda
spermaya eklendi. Sulandiric1 B ile sulandirilan sperma 5°C 1sidaki buzdolabi

kosullarinda 2 saat ekilibrasyona birakildi.

Ekilibrasyon asamasimin tamamlanmasiyla birlikte gerekli muayeneler i¢in
ornekler alinarak degerlendirildi. Daha sonra spermalar 0.25 ml hacimdeki payetlere
cekilerek kapatildi. Doldurulan payetler, payet dizme rafina yerlestirildikten sonra,
azot buharmda (-120°C) 10 dakikada donduruldu. Donmus sperma sivi azot igerisine

daldirilarak muayene zamanina kadar sperma saklama konteynerinde bekletildi.
3.7. Spermanin Eritilmesi ve Inkiibasyonu

Sperma, 37°C su iceren su kaplarinda 30 saniye bekletilerek eritildi (ileri ve
ark., 2000). Eritme sonras1 sperm motilitesi, akrozom biitiinliigli ve plazma membran
fonksiyonel biitiinliigli muayeneleri i¢in gerekli 6rnek alindiktan sonra payetin geri
kalan bolimii 3. ve 6. saatte yapilacak incelemeler i¢in 39°C sicaklikta neme
doyurulmus ve %5 CO2’li atmosferde (HERAcell 240 CO2 Incubator, Kendro
Laboratory Products Ltd., Almanya) inkiibasyona birakildu.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Calisma bulgular;, SAS 9.4 istatistik programinda, PROC MIXED modeli
kullanilarak analiz edildi (SAS Inc, Cary, NC). Modelde motilite, HOST pozitif ve
akrozom biitiinliigii olan spermatozoa orani bagimli degisken olarak yer alirken,

asama, grup ve bu iki faktor arasindaki interaksiyonun etkisi incelendi. Modelde grup
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etkisi rastgele faktor olarak g6z Oniine alindi. Degerlendirmelerde P<0.05 6nemli
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada kullanilan ejakiilatlara ait (n=5, pooling) ortalama sperma
motilitesi, plazma membran ve akrozom biitiinliigii sirasiyla; %85,00, %92,80 ve

%91,60 olarak bulunmustur (Tablo 1).

Calismada elde edilen sulandiric1 A ile sulandirma, ekilibrasyon ve eritme
sonras1 0., 3. ve 6. saat asamalarina ait motilite, plazma membran ve akrozom

biitlinliigiine (PSA) ait bulgular ve istatistiki sonuglar Tablo-1’de verilmistir.
4.1. Sulandirma ve Ekilibrasyon Sonrasi1 Bulgular

Sulandirict A ile sulandirma sonrasi kontrol grubunda motilite, plazma
membran ve akrozom biitlinliigii sirasiyla; %79,00, %91,91 ve 93,40 olarak bulundu.
Temel sulandiricinin motilite, plazma membran ve akrozom biitiinliigiinii etkilemedigi
goriildii (P>0.05). L2 grubunun motilite degeri disinda, L-karnitin ve Alfa lipoik asidin
tek basma kullanildig1 diger gruplarda sulandirma isleminin motilite, plazma ve
akrozom biittinliigiinii etkilemedigi bulundu (P>0.05). L-karnitin ve Alfa lipoik asidin
birlikte kullanildig1 gruplarda (L-A-) L3A1-3 gruplarinin motilitesi sulandirma
isleminden olumsuz etkilenirken (P<0.05), plazma membran ve akrozom
biitiinliigiiniin etkilenmedigi gorildi (P>0.05). Deneme gruplarinin sulandirma
sonrast spermatolojik bulgular1 ile kontrol grubu bulgulariin benzer oldugu goriildii

(P>0,05). Sulandirma sonrasi asamada deneme gruplari arasinda istatistiksel fark

bulunmadi (P>0.05).

Sperma birinci asama sulandiricistyla sulandirildiktan sonra, en az 1 saat
icerisinde 5°C 1siya diisiiriildii. Bu asamada sulandirici B ile sulandirilan sperma, 2
saat ekilibrasyona birakildi. Sulandirict A ile sulandirma sonrasit ve ekilibrasyon

sonras1 bulgular karsilastirildiginda, ekilibrasyon sonrasi agamada sperm motilitesi
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(P<0.001), plazma membran (P<0.001) ve akrozom (P>0.05) biitiinliigiiniin daha
diistik oldugu saptandi(Tablo 2-4).

L-karnitin ve Alfa lipoik asidin tek basma kullanildigi L1, Al, A2, A3,
gruplarinin ekilibrasyon sonrasi ortalama motilite degerlerinin, kontrol grubu ile
benzer oldugu goriildii (P>0.05). Sulandiricidaki L-karnitinin dozu yiikseldik¢e sperm
motilitesinin distiigii gézlemlendi. L3 grubunun ortalama motilitesinin L1 ve L2
gruplarina gore daha diisiik oldugu gorildi (P<0.05). Al, A2 ve A3 gruplarinin
motilitesi birbirine yakin oldugu ve kontrol grubu ile benzer oldugu belirlendi. L-
karnitin ve Alfa lipoik asidin birlikte kullanildig1 gruplarda L-karnitin ve alfalipoik
asitin diisiik oldugu L1A1 grubunun motilite degeri disinda (P>0.05), kontrol
grubundan daha diisiik oldugu gozlendi (P<0.05). L-A- gruplarinda sulandirici
icerisindeki L-karnitin diizeyi arttik¢a genel olarak motilitenin diistiigii saptandi. L2
ve L3 gruplarinin motilite degerleri disinda, L-karnitin ve Alfa lipoik asidin tek basma
kullanildig1 gruplardan elde edilen ortama motilite degeri, L1 A1 grubunun motilite
degeri harig, L-A- gruplarina gore genel olarak daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil-1-
6).

L3 grubunun ortalama plazma membran fonksiyonel biitiinliigii disinda
(P<0.05), L-karnitin ve Alfa lipoik asidin tek basmna kullanildigi gruplarin plazma
membran biitiinliigii degerlerinin, kontrol grubu bulgulari ile benzer oldugu goriildii
(P>0.05). Alfa lipoik asidin tek basma kullanildigi deneme gruplarinin plazma
membran biitlinliigii degerlerinin birbirine benzer oldugu belirlendi (P>0.05). L-A-
gruplarma ait plazma membran biitiinliigii degerlerinin kontrol grubuna gére daha
diisiik oldugu gozlendi. L-A- gruplar1 arasinda L-Karnitinin 100 mM gruplarma ait

plazma membran biitiinliigiiniin digerlerine gore daha diisiik oldugu goriildii.

L-karnitin ve Alfa lipoik asitin tek basma kullanildig1 gruplardan elde edilen
plazma membran biitiinliigl, L-A- gruplart ile karsilastirildiginda, L-karnitinin 25 mM
gruplar1 ve L2A1, L2A2 gruplar1 disinda L-A-"nin diger gruplarmna gore daha yiiksek
oldugu goriildii (P<0.05).
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Ekilibrasyon sonrasi caligma gruplarmin akrozom biitiinliigii bulgularmin
kontrol grubuna benzer oldugu ve ¢alisma gruplari arasinda istatistiksel fark

bulunmadigi saptandi (P>0.05).
4.2. Eritme Sonrasi Elde Edilen Bulgular

Her bir gruptan toplamda 15 olmak iizere toplam 240 adet payet 37°C’ta 30 sn
su banyosunda c¢ozdiiriildi (n=15x16=240 payet). Eritme sonrasi asamada sperm
motilitesi, plazma membran ve akrozom biitiinliigi degerlendirildi. Payetin geri kalan
bolimii 3. ve 6. saat spermatojik degerlendirmeleri igin 39°C sicaklikta neme
doyurulmus %5 CO2’li atmosferde inkiibasyona birakildi. Ekilibrasyon ve eritme
sonras1 spermatolojik veriler karsilastirildiginda, dondurma eritme isleminin motilite
(P<0.001), HOST (P<0.001) ve PSA (P<0.001) sonuglar1 iizerine zararh etkilerinin
oldugu belirlendi (Tablo 2-4).

4.2.1. Eritme Sonrasi 0. Saat Bulgulan

Temel sulandiricilar ile sulandirilip dondurulan kontrol grubunun eritme
sonrasi ortalama motilite, HOST ve PSA degerleri sirasiyla %56,00, %50,07 ve
%74,13 olarak bulundu (Tablo-1). L-karnitin ve Alfa lipoik asidin tek basma
kullanildig1 gruplarda, eritme sonrasi en yiiksek motilite %59,00 ile Al grubundan
elde edildi. Kontrol grubu ve Alfa lipoik asit igeren gruplara ait eritme sonrasi motilite
degerlerinin, L-karnitin igeren gruplara gore daha yiiksek oldugu goriildii (P<0.05)
(Sekil-1).

L-karnitinin diisitk dozunun kullanildig1 L1 grubundan, L2 ve L3’e gére daha
yiiksek eritme sonrasi motilite degeri elde edildigi gozlemlendi (P<0.05). Yalnizca

Alfa lipoik asit iceren gruplarin eritme sonrasi motilitelerinin birbirine benzer oldugu

goriildii (P>0.05) (Sekil-1).

Alfa lipoik asitin, L-karnitin ile birlikte kullanildigi L-A- gruplarinda, L-
karnitinin ve Alfa lipoik asitin birlikte kullanilmasinin eritme sonrasi motilite {izerine
olumlu etkisi goriilmedi. Buna bagl olarak, eritme sonras1 motilite bakimmdan Alfa
lipoik asit ile L-karnitin arasinda antagonist bir etki oldugu belirlendi. L2 ve L3

gruplar1 disinda, L-karnitin ve Alfa lipoik asidin tek basina kullanildigi gruplarin
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eritme sonras1 motilite degerlerinin, birlikte kullanildig1 L-A- gruplarina gore genel
olarak daha yiiksek oldugu goriildii. Sulandiricida bulunan Alfa lipoik asit (P>0.05) ve
L-karnitin diizeyi (P<0.05) arttik¢a eritme sonras1 motilitenin diistiigi gortldi (Sekil-
2).

Eritme sonrasi kontrol ve Alfa lipoik asit gruplarinin plazma membran
biitiinliigiiniin benzer (P>0.05) ve diger gruplardan daha {stiin oldugu gorildii
(P<0.05). Sulandiricidaki L-karnitin diizeyi artikca plazma membran biitlinligi
degerinin distiigii gozlemlendi (P<0.05). L-karnitin ve Alfa lipoik asitin birlikte
kullanildig1 gruplarin plazma membran biitiinliigli sonuglarma bakildiginda; L-
karnitinin diisiik dozunun kullanildigi grubun daha iyi sonug verdigi goriildii (P<0.05)
(Sekil-3-4).

Kontrol grubu, L-karnitin ve Alfa lipoik asidin tek basina kullanildigi gruplarda
en yiiksek akrozom biitiinliigii L3 (%84,80) grubunda elde edildi. Istatistiksel olarak
L2 grubu disinda kontrol grubundan ve digerlerinden iistiin oldugu gortldi (P<0.05).
L-karnitinin, Alfa lipoik aside gore akrozom biitiinliigiinii dahi 1yi korudugu bulundu
(P<0.05). Farkli dozlarda Alfa lipoik asit iceren sulandirici gruplarindan kendi
iclerinde benzer sonuglar elde edildi (P>0.05). Antioksidanlarm birlikte kullanildiklar
gruplar igerisinde en iyi akrozom biitiinliigii L-karnitinin yiiksek dozunu igeren L3A1,
L3A2, L3A3 gruplarindan elde edildi (Sekil-5-6).

4.2.2. Eritme Sonrasi 3. Saat Bulgulan

Eritme sonrasi 3 saat inkiibasyonun motilite, plazma membran ve akrozom
biitiinliigli tizerinde olumsuz etkisi oldugu gorildi (P<0.001) (Tablo-2-4).
Inkiibasyonun 3. saatinde yapilan spermatolojik degerlendirmelere gére kontrol
grubunun motilite (%48,67) ve plazma membran biitiinligii (%37,27) degerlerinin
deneme gruplarina gore daha yiiksek oldugu bulundu (P<0.05). Akrozom biitiinligii
bakimindan ise en iyi deger L3 grubundan (%75,4) elde edildi.

L-karnitin ve Alfa lipoik asidin tek bagma kullanildig1 gruplarda, Alfa lipoik
asit igeren gruplarin motilite degerinin, L-karnitin iceren gruplara gore genel olarak
daha yliksek oldugu goriildi. En yliksek motilite degeri Al grubundan elde
edildi(P<0.05).
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L-A-gruplarinda, sulandiricidaki L-karnitin ve Alfa lipoik asit yogunlugu
arttikga sperm motilitesinin diistiigii goriildi. En iyi motilite L1A1 grubundan elde
edildi (P<0.05).

Deneme gruplarina gore kontrol grubuna ait plazma membran biitiinligi
oraninin daha yiiksek oldugu saptandi(P<0.05). L-karnitin ve Alfa lipoik asitin tek
basma kullanildig1 gruplarda, L-karnitin igeren gruplarin plazma membran
biitiinliigiini daha 1iyi korudugu goriildii (P<0.05). Yalnizcal-karnitin igeren
gruplarda, sulandirici igindeki L-karnitin diizeyinin 100 mM’a ¢ikarilmasinin, plazma
membran biitlinliigiinii olumsuz yonde etkiledigi goriildii (P<0.05). Benzer sekilde,
yalnizca Alfa lipoik asit iceren gruplarda, sulandirici igindeki Alfa lipoik asit i¢eriginin
1 mM diizeyine ¢ikarilmasmin da plazma membran biitiinliigiinii olumsuz etkiledigi
goriildii (P<0.05). L-A- gruplari arasinda; L1A1 grubunun plazma membran biitlinligii

orani diger L-A- gruplarina gore tstiin bulundu (P<0.05).

Inkiibasyonun 3. saatinde, L-karnitin iceren L2, L3, L2A2, L2A3 ve L3Al,
L3A2, L3A3 gruplarinda, kontrol grubuna gore, akrozom biitiinliigliniin daha basarili
sekilde korundugu goriildii (P<0.05). Yalnizca L-karnitin igeren gruplar arasinda L1
grubuna gore, L2 ve L3 gruplarinda daha yiiksek akrozmal biitlinliik elde edildi.
Yalnizca 1mM Alfa lipoik asit iceren grubun akrozom biitiinliigiiniin, diger Alfa lipoik
asit igeren gruplara gore daha diisiik oldugu goriildii (P<0.05).

Yalnizca L-karnitin ve Alfa lipoik asit igeren gruplar ile L-A- gruplari
karsilastirildiginda, yiiksek miktarda L-karnitin igeren gruplarin akrozom
biitiinliigiiniin genel olarak daha yiiksek oldugu gézlendi. L-A- gruplar1 arasinda L3 A1
L3A2 ve L3A3 gruplarinin akrozom biitiinliigliniin daha ytiksek oldugu saptandu.

4.2.3. Eritme Sonrasi 6. Saat Bulgulan

Inkiibasyonun 6. saatine gelindiginde, 3. saate gore tiim gruplarm motilite,
plazma membran biitiinliigli ve akrozomal biitiinliige ait parametrelerde ciddi bir diisiis
sekillendigi gozlendi (P<0.001) (Tablo-2-4). Motilite degerlerine bakildiginda, kontrol
grubunun diger gruplardan iistiin oldugu goriildii (P<0.05). L-karnitin iceren gruplar
arasinda en iyi motilite L1 grubunda; alfa lipoik asit (ALA) gruplar1 arasinda Al’de,
L-A- gruplarinda ise L1 Al grubunda bulundu (P<0.05).
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Bu asamada plazma membran fonksiyonu degerinin, kontrol grubunda en
yiiksek oldugu belirlendi (P<0.05). Yalnizca L-karnitin iceren gruplar arasinda, L1 ve
L2 gruplarindan benzer bir sonug elde edilirken (P>0.05), L3 grubuna goére ¢ok daha
yiksek oldugu gozlendi (P<0.05). ALA gruplarinda Al ile A2 benzer bir etki
gosterirken (P>0.05); A3 grubu Al grubuna gore daha diisiik bulundu (P<0.05). L-A-
gruplar1 arasinda, sulandiricidaki L-karnitin diizeyinin 100 mM’a yiikseltilmesinin

plazma membran biitlinliigiini diistirdiigi goriildi (P<0.05).

Kontrol ve deneme gruplar1 arasinda, akrozomal biitiinliik bakimindan, L-
karnitinin yiiksek dozunu igeren L3 grubunda en yiiksek oldugu saptandi (P<0.05). L-
karnitin gruplarmmdan L1 ve L2 arasinda bir fark olmadigi gozlendi (P>0.05). ALA
gruplarina bakildiginda, dozun 1 mM diizeyine ¢ikmasinin olumsuz etkileri oldugu
saptand1 (P<0.05). Alfa lipoik asitin akrozom biitiinliigii {izerine olan olumsuz
etkilerinin L-karnitin ile birlikte kullanildiginda azaldigi1 ve L-karnitin dozu arttik¢a
bu etkinin daha da azaldigi saptandi (P<0.05).
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Tablo-1. Tiim Asamalardan Elde Edilen Spermatolojik Parametreler

Asama

Pooling

Erime Sonrasi 0. Saat Ekilibrasyon Sonrasi Sulandirma Sonrasi

Eritme Sonrasi 3. Saat

Grup

Kontrol

L-Karnitin 25 mM

L-Karnitin 50 mM

L-Karnitin 100 mM

Alfa lipoik asit 0,25 mM

Alfa lipoik asit 0,50 mM

Alfa lipoik asit 1 mM

L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
Kontrol

L-Karnitin 25 mM

L-Karnitin 50 mM

L-Karnitin 100 mM

Alfa lipoik asit 0,25 mM

Alfa lipoik asit 0,50 mM

Alfa lipoik asit 1 mM

L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
Kontrol

L-Karnitin 25 mM

L-Karnitin 50 mM

L-Karnitin 100 mM

Alfa lipoik asit 0,25 mM

Alfa lipoik asit 0,50 mM

Alfa lipoik asit 1 mM

L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
Kontrol

L-Karnitin 25 mM

L-Karnitin 50 mM

L-Karnitin 100 mM

Alfa lipoik asit 0,25 mM

Alfa lipoik asit 0,50 mM

Alfa lipoik asit 1 mM

L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 1 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 1 mM

Motilite (%)
85,00+2,762

79,00+2,76%
82,00+2,76%
77,00+2,760
80,00+2,76%0<
80,002,760
84,00+2,76%
81,00+2,76%¢
83,00+2,76%
79,00+2,76%
81,00+2,76%¢
80,002,760
78,00+2,76%<
79,00+2,76%
73,00+2,76%f9
74,00+2,7 6
73,00+2,76%f9
69,00+2,76"
64,00+2,76M
57,00+2,76
41,00+2,76°P
70,00+2,76°f"
70,00+2,76°f"
68,00+2,76"
66,00+2,76"!
60,00+2,761%
53,00+2,76Km
49,00+2,76m
46,00+2,76m°
45,00+2,76Mm
23,0042,76Wx
18,00+2,76%
16,00+2,76%
56,00+1,59¢
44,33+1,59mp
29,00+1,59t
6,40+1,5978
59,00+1,59ik
55,00+1,59
55,67+1,59¢
41,67+1,59°M
39,33+1,59P
36,33+1,59"
25,67+1,59Y
21,00+1,59"*
27,67+1,59W
4,87+1,598¢
4,40+1,598¢0
4,20+1,598¢0
48,67+1,59m
32,00+1,59%u
13,40+1,59¥
0,20+1,59°
38,67+1,59%
32,33+1,59%
25,33+1,59W
27,67+1,59%
9,40+1,59%A
3,73+1,598¢P
3,33+1,598¢P
1,47+0,49¢P
3,60+1,598¢P
0,00+1,59°
0,00+1,59°
0,00+1,59°

50

HOST (%)
92,80+3,212

91,9143,60°
90,80+3,21°
88,80+3,213
90,60+3,21°
90,60+3,21°
90,4043,21°
88,80+3,21a
88,44+3,60%
89,00+3,21a
86,20+3,21¢
89,20+3,21a
89,00+3,21a
89,20+3,21a
85,603,210
88,56+3,60%
86,20+3,21¢
79,80+3,2 | bde
77,4043 2 1 coef
73,4043 ,21¢f
69,60+3,21
77,60+3,2 ] cdef
77,003, 1 def
77,60+3,2 ] cdef
75,19+3,60¢f0
72,0043 ,21¢f0
71,0043,2] efeim
66,80+3,21¢Mi
71,8143,60¢foh
62,20+3,211
55,4043,21'm
53,60+3,21'™
54,2043,21'm
59,071,864
52,67+1,86™
45,53+1,86%
23,47+1,36BCDEF
64,00+1,86Mk
63,60+1,861%
61,40+1,86
49,93+1,86™0
48,13+1,86™0p
45,27+1,86%
34,731,865
33,67+1,860w
38,931,836
13,80+1,86H
16,131,861
14,00+1,86H
50,80+1,86™
41,53+1,86%
35,9341 865
6,93+1,86'
46,40+1,86™P
44,471 86M
35,60+1,865
37,93+1,86
29,73+1,86"
25,07+1,8628CD
20,60-+1,860EF6
31,60+1,86uwx
30,801,86wxy
5,67+1,86'
4,73+1,86'
3,33+1,86!

PSA (%)
91,20+3,0148

93,40+3,018
94,40+3,018
94,00+3,018
92,60+3,018
92,60+3,018
90,25+3,36"8
90,00+3,0148
92,80+3,018
92,00+3,018
95,20+3,018
91,4043,0178
94,60+3,018
88,80+3,01248
94,40+3,018
90,82+3,36"8
92,00+3,018
90,80+3,0178
92,60+3,018
92,00+3,018
93,00+3,018
92,00+3,018
91,2043,0178
89,80+3,0148
90,60+3,0148
93,80+3,018
91,80+3,018
90,20+3,0178
93,80+3,018
90,80+3,0178
94,40+3,018
92,60+3,018
91,00+3,0178
74,13+£1,74mw
78,27+1,74W%
81,67+1,74%
84,80+1,74%A
74,00+£1,74rtwv
76,80+1,744W
75,471,741
78,53+1,74Wx
76,40+1,744W
74,93+1,74%w
71,53+1,74parst
72,73+1,740rsu
75,93+1,80uwW
82,00+1,74%2
80,73+1,74"
80,33£1,74"y
63,80+1,74'mn
66,36+1,80m°
71,20+1,740parst
75,40+1,74W
57,27+1,74™
55,73+1,74fem
49,80+1,74¢%%
60,07+1,7414
57,60+1,7™i
58,80+1,74Mik
64,40+1,74'™
68,71+1,87™m
62,40+1,74Km
72,80+1,744rsw
70,40+1,740pars
69,67+1,740P



Kontrol 27,00£1,59¥ 37,27+1,86™ 51,20+1,749%f

L-Karnitin 25 mM 15,00+1,59Y 27,87+1,8692A8 59,73+1,74K
L-Karnitin 50 mM 3,60+1,598CD 25,87+1,86Y2A8C 62,60+1,74Km
L-Karnitin 100 mM 0,00+1,59° 2,80+1,86' 67,53+1,74m™°p
‘é Alfa lipoik asit 0,25 mM 14,00+1,59Y 31,80+1,86uvwx 46,07+1,74b¢
1) Alfa lipoik asit 0,50 mM 3,60+1,598CP 29,00+1,86"Wxv2A 42,27+1,74®
‘f' Alfa lipoik asit 1 mM 4,67+1,598¢ 24,00+1,86ABCDE 35,13+1,742
£ L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM = 9,40+1,59A 27,20+1,8692A8 51,73+1,74%"
5 L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM 0,20+1,59° 22,73+1,86BCPEF 47,13+1,745
@ L-Karnitin 25 mM - Alfa lipoik asit 1 mM 1,00+1,59¢P 14,87+1,36" 47,17+1,80°
,«E L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM 0,13+1,59° 18,93+1,86EFCH 57,27+1,74M
= L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM 0,20+1,59° 18,60+1,86FCH 56,40+1,74¢
L-Karnitin 50 mM - Alfa lipoik asit 1 mM 0,47+1,59¢P 21,79+1,92C0EF 54,07+1,74¢f
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 0,25 mM  0,00+1,59° 3,93+1,86' 62,27+1,74iKm
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 0,50 mM | 0,00+1,59° 2,53+1,86' 62,40+1,74Km
L-Karnitin 100 mM - Alfa lipoik asit 1 mM 0,00+1,59° 2,13£1,86! 60,07+1,74'K

a- z, A- Z: Aymi siitiinda farklh harfleri tasiyan ortalamalar arasinda istatistiki fark vardir (P<0,05)
HOST: Plazma membran biitiinligii
PSA: Akrozomal biitiinliik

Tablo 2: Motilite ile Dondurma-Eritme ve inkiibasyon Asamalarimn istatistiksel Etkilesimi

MOTILITE ekilibrasyon = Eritme Sonras1 0. = Eritme Sonrast 3. Eritme Sonras: 6.
Sonrasi Saat Saat Saat

Sulandirma Sonrasi ‘ <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

ekilibrasyon senrasi = <0.001 <0.001 <0.001

Eritme Sonras: 0. saat ‘ - <0.001 <0.001

Eritme sonrasi 3. saat ‘ - <0.001

Tablo 3: Plazma Membran Fonksiyonel Biitiinliigii (HOST) ile Dondurma-Eritme ve inkiibasyon Asamalarmin
istatistiksel Etkilesimi

HosT Ekilibrasyon Eritme Sonrasi 0. Eritme Sonras1 3. = Eritme Sonras: 6.
Sonrasi Saat Saat Saat

Sulandirma <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Sonrasi

Ekilibrasyon - <0.001 <0.001 <0.001

sonrasi

Eritme Sonrasi 0. - <0.001 <0.001

Saat

Eritme Sonrasi 3. - <0.001

Saat

Tablo 4: Akrozom Biitiinliigii (PSA) ile Dondurma-Eritme ve inkiibasyon Asamalarinin istatistiksel Etkilesimi

PSA Ekilibrasyon Eritme Sonras1 0. Eritme Sonrasi1 3. Eritme Sonrasi 6.
Sonrasi Saat Saat Saat

Sulandirma >0.05 <0.001 <0.001 <0.001

Sonrasi

Ekilibrasyon - <0.001 <0.001 <0.001

sonrasi

Eritme Sonrasi 0. - <0.001 <0.001

Saat

Eritme Sonrasi 3. - <0.001

Saat
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Asamalara gére motilite defisimleri

=

i S e D b e D

Pooling Sulandirma Ekilibrasyon  Cozdiime sonras: Cézdiinme Sonras Cozdinme Sonras
Sonras1 Sonras 0. Saar 3. Saat 6. Saat

==Eomntrol =—IL1 ---13 =—L3 —Al —A2 = A3

Sekil-1. Asamalara gére motilite degisimi

Asamalara Gore Motilite Defisimler
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Paaling Sulapd-—-  TRMbeeees CEslEes e CEodiopg Cozdirme
Som Saat  Somras 6. Saat

Cahsma Gruplan

—Eontrol ++= L1A] ==LIA? = LIA3 = LJA] —IJA} —I2A3 —I13A] —L3A2 =--13A3

Sekil-2. Asamalara gore karisim gruplarinda motilite degisimi
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Agamalara Gére Plazma Membran Bittiinliigi Degizimlen

— S mE RS TEs B g R

Pooling Sulandirma Elalibrasyon Cozdirme sonrasi  Cozdirme (ozdimme
Sonrasi Sonrase 0. Saat Sonras: 3. Saat  Sonrasi 6. Saat
Cahisma Gruplan

Sekil-3. Asamalara gére plazma membran biitiinliigi degisimi

Asamalara Gére Plazma Membran Biitinkigi Degisimleri

- Em SRS WE S Ee 2 g f

Pooling Sulandirma Elilibrasyon  Cézdirme sonrasm  Cozdirme (ozdimme
Sonrasi Sonrasy 0. Saat Sonrasi 3. Saat  Sonrasi 6. Saat
Cabisma Gruplan

== Kontro] #e'L1A] ==el]1A7 wm]]A3 e=]2A] ==]2A? ==T3AT ==]3A]1 =342 L3A3

Sekil-4. Asamalara gore karisim gruplarinda plazma membran biitiinligii degisimi
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Asamalara Gore Akrozemal Bitinlik Defisimlen
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Sekil-5. Asamalara gore akrozomal biitiinliik degisimi

A Asamalara Gére Alrozomal Bitinlik Degisimlen
k
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Pooling Sulandirma Elilibrasyen  Cézdiinme sonrasi Cozdirme Sonras: Cézdinme Sonras
Sonras Sonrast (. Saat 3 Saat 6. Saat
Calisma Gruplan

== Kontro] =='L1A] ==e1]A7 ==]]A43 ==]24] ==]3A7? ==T3A7 ==]33] ==131A7 =—=I13A3

Sekil-6. Asamalara gore karisim gruplarinda akrozomal biitiinlik degisimi
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Magnification: 100 x

Sekil-7. FITC-PSA boyama sonrasi saglam akrozoma sahip spermatazoon

Magnification: 100 x

Sekil-8. FITC-PSA boyama sonrasi bozuk akrozoma sahip spermatazoa
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Sekil-9. HOST Sonrasi Solda Saglam Plazma Membran Biitiinliigiine Sahip Olmayan Spermatozoa ve Sagda Kuyrugu
Kivrilmis Saghkh Spermatozoa
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5. TARTISMA VE SONUC

Yardimcr ireme tekniklerinin en eskilerinden biri olan suni tohumlama,
spermanin alimmasi, sulandirilmasi, porsiyonlara boliinerek sogutulup dondurulmasi
ve eritildikten sonra c¢esitli gerecler yardimiyla disi genital kanal igerisine
birakilmasmi kapsamaktadir. Suni tohumlama tekniginin baslangictaki kullanim
amacl, cesitli hastaliklardan korunma gibi saglikla ilgili nedenlerden kaynaklanmstir.
Ancak, kisa siirede tireticiler bu yontemin, siiriiniin bir¢ok 6zelliginin hizli bir sekilde
tyilestirilmesi icin kullanilabilecegi kanisina varmistir. Spermanin
kriyoprezervasyonu ile birlikte suni tohumlama uygulamalarinin avantajlar1 daha da
artmustir. Bu uygulamalar yardimiyla gebelik oranlari iyilesmis ve genetik ilerleme
hizlandirilmistir. ilerleyen dénemlerde, disi reprodiiktif fizyolojisinin aydmlatilmasi
ve tohumlamalarda kullanilan spermatozoa yogunlugunun diisiiriilmesi ile birlikte,
suni tohumlama uygulamalarinin sayisi artmis ve genetik olarak ¢ok degerli damizlik

erkeklerin nesillerinin aktarimi hiz kazanmistir. (Faigl ve ark., 2012).

Taze kog ejakiilatinin genel olarak mililitresinde 3.5 ila 6 milyar hiicre bulunur,
motilitesi %80-90 arasindadir ve morfolojik yonden saglam spermatozoa orani %70-
80°dir (Faigl ve ark., 2012). Ureme mevsimi, sperma alinirken hayvana yapilan
muamele, sperma alma yontemi, ortam 1s1s1, soguk soku, kontaminasyon ve giines 15181
alinan spermanin kalitesini olumsuz yonde etkiler (Faigl ve ark., 2012; Nur, 2011).
Sunulan ¢alismada, elektro-ejakiilator yardimi ile sperma alinarak en az +++ mass
aktivite, %70 motililite ve 1,5 x10° spermatozoon/ml 6zelligindeki sperma drnekleri
pooling yapildi. Pooling yapilan (n=5) ejakiilatlara ait ortalama sperma motilitesi %85
olarak bulundu. Taze kog¢ spermasinda Aral ve Aral (2004) %83,75, Faigl ve ark.
(2012) %80-90, Alcay ve ark. (2015) %79, Ustiiner ve ark. (2016) %78 motilite orani
bildirmislerdir. Bu deger farkliliklarinin, kog¢ spermasimin mevsim i¢inde veya diginda
alinmasmdan, bireysel 6zelliklerden, sperma alma yonteminden ve beslenme gibi

farkliliklarindan kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Sperm membranmin fonksiyonel durumunun incelenmesinin 6zel bir 6nemi
vardir. Fonksiyonel olarak aktif bir membranin metabolizma, kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu, oositin baglanmasi ve penetrasyonunda onemli bir roli bulunur (Correa
ve ark., 1997; Hafez, 2000). Jeyendran ve ark. (1984) tarafindan gelistirilen
hipoozmotik sisme testi, memeli spermanin membraninin fonksiyon biitiinligtiniin
degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Pooling sonrasi taze spermada
fonksiyonel plazma membran yapisi olan spermatozoon orani %93 olarak
bulunmustur. Motilite ve sperma membran fonksiyonel biitiinliigii arasinda pozitif
korelasyon bulunmaktadir (Bedfoed ve Hoskins, 1990). Kog¢ spermasinda Alcay ve
ark. (2015) %89,2 ve Ustiiner ve ark. (2016) %83 oraninda fonksiyonel plazma
membrant oranit bildirmislerdir. Sunulan tez calismasinda elde edilen degere yakin
olan bu degerler, ¢alismada elde edilen poolinge ait sperma motilitesinin daha yliksek

olmasi ile agiklanabilir.

Memeli hayvanlarda, sperma hiicreleri fertilizasyon sirasinda akrozom
reaksiyonu olarak bilinen bir siiregten gegerler. Akrozom reaksiyonu, membran
vezikiilasyonu ile birlikte, spermanin bas bolgesindeki plazma membrani ile apikal
ucun altinda bulunan disg akrozomal membranin fiizyonu olgularindan olusur. Plazma
membrani ve dig akrozomal membranin yapisinin bozulmasi ile akrozomal enzimler
salmarak i¢ akrozomal membran agiga ¢ikar. Ortama birakilan akrozomal enzimlerin
parcalayici etkileri ile spermanin zona pellusidaya ilerleyerek oosite baglanmasini ve

fertilizasyonun tamamlanmasini saglarlar (Larson ve Miller, 1999).

Fertilizasyonda gorev alan hyaluronidaz, korona baglayici enzim ve tripsin gibi
cesitli enzimleri i¢erisinde bulunduran akrozomun, oosit ile bulustugunda saglamligini
korumus olmasi gerekmektedir (Hafez, 2000; leri ve ark., 2000; Pesch ve Bergmann,
2006). Taze kog¢ spermasinda saglam akrozom oranmin %84 ile %96 arasinda
oldugunu bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Alcay ve ark., 2013; Alcay ve ark.,
2016b; Nur ve ark., 2011; Ustiiner ve ark., 2016). Sunulan ¢alismada da pooling
yapilan spermada, benzer oranda, ortalama %91 oraninda saglam akrozom orani elde

edildi.

Spermanin saklanmasi amactyla yapilan islemlerde, spermatozoonun yagsamsal

fonksiyonlarma devam ederek fertilizasyon yetenegini koruyabilmesi i¢in
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sulandirilmas: gerekmektedir (Nur, 2011). Giliniimiizde yapilan ¢aligmalarda, yaygin
olarak Tris bazli, sodyum sitrat iceren ve yumurta sarili sulandiricilar kullanilmaktadir
(Alcay ve ark., 2016b; Nur ve ark., 2010; Nur, 2011). Sperma, sulandirici ¢esidine
bagli olarak, tek veya iki asamali sulandirma teknigine gore sulandirilir (Alcay ve ark.,
2016b; Nur ve ark., 2010; Nur, 2011).

Sperma sulandiricilary; tampon maddeleri (Tris, EDTA), karbonhidratlari
(trehaloz, friiktoz), tuzlar1 (sitrik asit), antioksidanlar1 (L-karnitin ve Alfa lipoik asit),
kriyoprotektan1 (yumurta saris1 ve gliserol) ve antibiyotikleri igerir. Sulandirici
icerigini olusturan bu kimyasallar, spermlerin farkli boliimleriyle etkilesime girerek
ozmotik ve toksik gerilmelere yol agar ve sulandirma isleminden hemen sonra hiicre
ile etkilesime gecgerek metabolizmasinda biyokimyasal degisikliklere neden olur
(Aisen ve ark, 2002; Ak ve ark., 2010; S6nmez, 2013). Sulandiric1 A ile sulandirma
sonrast kontrol grubunda motilite, plazma membran ve akrozom biitiinliigli bulgular1
pooling sonras1 bulgularla karsilastirildiginda, temel sulandirici ile sulandirmanin
spermatolojik ozellikleri etkilemedigi gorilmiistiir (P>0.05). Tris-sitrik asit temel
sulandiricis1  kullanilarak kog¢ spermasinda yapilan ¢alismalarda, iki asamali
sulandirma tekniginde, sulandirici A ile sulandirmanin spermatolojik o6zellikleri
onemsiz diizeyde etkiledigi bildirilmistir (Soylu ve ark., 2007; Alcay ve ark., 2013;
Alcay ve ark., 2016b). Sulandirma isleminin deneme gruplarinnin spermatolojik
Ozelliklerini degisik diizeylerde olumsuz etkiledigi gorilmistir. L2 ve L3A1-3
gruplarina ait motilite degerlerinin sulandirma isleminden olumsuz etkilendigi

belirlendi (P<0.05).

Fattah ve ark., (2017), taze horoz spermasi ile yaptiklar1 ¢aligmada, farkli
oranlarda sulandiricilara eklenen L-karnitinin 0. saatte sperma motilitesini,
viabilitesini, membran fonksiyonunu ve lipit peroksidasyonunu diisiik diizeylerde
etkiledigi bildirilmiglerdir. Tavsan spermast ile yapilan bir ¢alismada, sulandiricilara
farkli diizeyde L-karnitin eklenmesinin, sulandirma sonrasi asamada, spermatolojik
ozellikleri onemsiz diizeyde iyilestirdigi bildirilmistir (Sariozkan ve ark., 2014).
Sunulan ¢aligmada, degerlendirilen spermatolojik &zellikler bakimindan, deneme
gruplarmm kimi spermatolojik degerlerinin rakamsal olarak daha iyi olmalarina

karsin, kontrol grubu ile benzer oldugu goriilmiistiir (P>0.05). Bu durum, sulandiriciya
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eklenen L-kartinin veya Alfa lipoik asitin enerji dongiisiindeki etkileri ve antioksidan

ozellikleri ile agiklanabilir.

Sperma, ilgili grubun birinci asama sulandiricisiyla sulandirildiktan sonra,
spermatozoanin metabolik aktivitelerinin yavaglamasi ve bu diisiik metabolik
aktiviteye aligmasi amaciyla en az 1 saat i¢erisinde 5°C 1s1ya disiiriildii. Daha sonra,
asamali olarak sulandiric B ile sulandirilan sperma, 2 saat siireyle sulandiric1 B icerigi
ile alistm ve spermanin i¢inde bulundugu ortam ile dengelenmesi amaciyla
ekilibrasyona birakildi. Bu asamada, sulandirici A ile sulandirma sonrasi bulgular ile
karsilagtirildiginda sperm motilitesi (P<0.001), plazma membran (P<0.001)
biitlinliigiiniin olumsuz etkilendigi gorildi. Sulandiricinin ozmotik basinci, gliserol
orani ve katilma zamani, sogutma hizi, sulandiric1 A ve sulandiric1 B ile sulandirma
zamant ekilibrasyon sonrast sperm motilitesini ve morfolojisini olumsuz
etkilemektedir (Ak ve ark., 2010). Calismada kontrol grubunun sulandirilmasinda
kullanilan sulandiricilar kullanilarak yapilmis olan ¢alismalarda, ekilibrasyon sorasi
%71 ve %65 diizeyinde, sunulan ¢aligmaya benzer (%69) motilite oran1 bildirilmistir

(Alcay ve ark., 2015; Alcay ve ark., 2016b).

L-karnitin ve Alfa lipoik asidin sperma iizerindeki etkilerinin karsilastirildigi
calismalara rastlanmamustir. Farkli oranlarda Alfa lipoik asit i¢ceren sulandirict ile
sulandirilarak 7 giin boyunca 17°C 1sida saklanan domuz spermasi ile yapilan bir
caligmada, Alfa lipoik asitin, kisa siireli (1 giin) saklamada canlilik ve akrozom
biitlinliigii lizerine olumlu etkisinin olmadigi, daha c¢ok uzun siireli saklamada
koruyucu oldugu bildirilmistir (Pindaru ve Groza, 2015). Sunulan ¢alismada da,
ekilibrasyon sonrasi yalnizca Alfa lipoik asit igeren gruplarin spermatolojik
bulgularmin kontrol grubu ile benzer oldugu bulunmustur. Benzer bigimde, yalnizca
L-karnitinin yiiksek dozunu igeren L2 ve L3 grubunun motilite degerleri, L3 grubunun
plazma fonksiyonel membran biitiinliigii disinda, diger bulgularin kontrol grubu ile
benzer oldugu belirlendi. Lee ve ark.(2014), 5°C 1sida 10 giin boyunca sakladiklar1
minyatiir domuz spermasi sulandiricilarina farkli dozlarda L-karnitin ekledikleri bir
caligmada, 3. giinde L-karnitin igermeyen kontrol grubunun canli sperm orani, canli
ve akrozomu bozuk spermatozoa oraninin deneme gruplari ile benzer, mitokondriyal

biitiinliigiin ise diisiik oldugunu bildirmislerdir. Ekilibrasyon sonrasit motilite orani
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bakimindan yalnizca Alfa lipoik asit iceren gruplarmn motilite oraninin, L1 grubu
disinda, diger L-karnitin igeren L2 ve L3 gruplara gore daha yiiksek oldugu bulundu
(P<0.05). Karigim gruplarna ait motilite degerlerinin, LLA1 grubunun motilite degeri
hari¢ (P>0.05), kontrol grubundan daha diisiikk oldugu (P<0.05) ve sulandirici
icerisindeki L-karnitin diizeyi arttikga motilitenin genel olarak distiigii gorilmistiir.
Bu durum, yalnizca L-karnitin i¢eren gruplarda da belirlenmistir. Fattah ve ark. (2017)
da, 24 saat bekletilen horoz spermasinda sulandiricidaki L-karnitin diizeyi arttik¢a

motilitenin distiigiini bildirmislerdir.

Yapilan arastirmalarda plazma membran biitiinliigiine sahip spermatozoa orani
ile motilite ve canli spermatozoa arasinda yiiksek diizeyde korelasyon oldugu
bildirilmistir (Alcay ve ark., 2015; Alcay ve ark., 2016b; Soylu ve ark., 2007).
Ekilibrasyon asamasinda, L3 grubunun ortalama plazma membran biitiinliigli disinda
(P<0.05), L-karnitin ve Alfa lipoik asidin tek basma kullanildigi gruplarin plazma
membran Dbitiinligi degerlerinin  kontrol grubu bulgular1 ile benzer oldugu
goriilmiistiir (P>0.05). Deneme gruplar1 arasinda bir fark bulunmamustir. L-karnitin ve
Alfa lipoik asidin tek basina kullanildigi gruplardan elde edilen plazma membran
biitiinligii, L-A- gruplar1 ile karsilastirildiginda, L-karnitinin 25 mM gruplar1 ve
L2Al1, L2A2 gruplar1 disinda, L-A-"nin diger gruplarma gore daha yiiksek oldugu
goriildii (P<0.05). Flow sitometri kullanarak farkli oranda L-karnitin ekleyen Lee ve
ark. (2014), minyatiir domuz spermasmi 18°C’de 10 giin boyunca sakladiklar1
orneklerde, genellikle kontrol grubunda, daha yiiksek oranda canli spermatozoa orani
bildirmiglerdir. Arastirmacilar ayni zamanda L-karnitin eklenmesinin akrozom
biitlinliigiinii olumsuz etkiledigi bildirilmislerdir. Pindaru ve Groza (2015), Alfa lipoik
asit iceren sulandiricilarla sulandirilarak 7 giin beklettikleri domuz spermasinda, 24
saat sonrasinda akrozomal biitiinlik bakimmdan fark olmadigini bildirmislerdir.
Sunulan ¢aligmada da, ekilibrasyon sonrasi asamada, ¢alisma gruplarinin akrozom
biitlinliigli bulgularinin kontrol grubuna benzer oldugu ve ¢alisma gruplar1 arasinda
istatistiksel fark bulunmadig1 goriilmiistiir (P>0.05).

Spermatozoanin gelisimsel ve metabolik siirecini gegici olarak fertilizasyon
zamanina kadar yavaslatip durdurma, diger bir deyisle, yagamsal aktivitesini askiya
almanin basarisi, spermanin dondurularak saklanmasinin temel sorunudur. Dondurma

sirasinda buz kristalleri olusmakta ve donmayan béliimlerin yarattigi ozmotik basinca
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bagli olarak, ozmotik, kimyasal ve mekanik stres serisi olusarak hiicrelere zarar
vermektedir. Zararli buz olusumlarini engellemek igin sulandiricilara ¢esitli
kriyoprotektan maddeler katilmaktadir. Ancak, bu maddelerin de yiiksek dozlar1 da
hiicreler igin toksik etki yaratmaktadir (Pesch ve Bergmann, 2006).

Onemli gen kaynaklarinin saklanmas, belli bir soya ait genin korunabilmesi,
spermanin ¢ok uzak Yyerlere tasinabilmesi ve bir¢ok disinin istenilen bireyin
spermastyla  rahatlikla  tohumlanabilmesi gibi olanaklar, spermanin
dondurulmasindaki avantajlara ornek olarak verilebilir. Dondurma islemleriyle
birlikte, alinan gebelikler bize kii¢iik ruminantlarda suni tohumlama uygulamalarmin
iyi bir basar1 yakaladigini gostermektedir (Gillan ve ark., 2004). Kog¢ spermasi,
yapisinda bulunan yogun miktardaki ¢coklu doymamis yag asitleri nedeniyle, diisiik
sicakliklara ve lipit peroksidasyonuna diger tiirlere gore daha duyarhidir (Allai ve ark.,
2018). Her ne kadar sperma dondurma protokollerinde iyilestirmeler yapilmaya
calisilmis olsa da, dondurma islemleri, taze spermaya gore bir takim fonksiyonel ve
neredeyse Oliimciil olan yikimlara yol agmaktadir (Gillan ve ark., 2004). Bu yikimlarin
Onlenmesi amaciyla, ko¢ spermasinin eritme sonrasi niteligini artirmak i¢in, ¢esitli
tipte ve etkide olan antioksidan kullanimma yonelik ¢alismalar yayginlagmistir
(Arando ve ark., 2019; Toker ve ark., 2016).

Dondurma ve eritme islemleri, spermanin lipid bilesimini ve plazma
membranmnin  yapismi etkiler ve bu da antioksidanlar, akrozin, aspartat
aminotransferaz gibi 6nemli hiicre i¢i enzimlerin yaninda, ATP gibi enerji
substratlarmin sizmasina neden olarak hiicre 6liimiine yol acar (Castro ve ark., 2016;
Pinart ve ark., 2015; Fraser ve ark., 2007; Fraser ve ark., 2016). Sunulan ¢alismada,
ekilibrasyon ve eritme sonrasi spermatolojik veriler karsilastirildiginda, dondurma
eritme isleminin motilite (P<0.001), plazma membran fonksiyonel biitinligii
(P<0.001) ve akrozom biitiinligiinii (P<0.001) olumsuz etkiledigi goriilmiistiir.
Yapilan c¢aligmalar, her bir tiir ve hiicre tipinin farkli bir sulandirma, sogutma,
dondurma ve eritme gerektirdigini; standart bir dondurma yonteminin
kullanilamayacagini gostermistir (Davidson ve ark., 2014; Mazur, 1963). Hatta ayni
tiir ve rk i¢inde genetik varyasyonlara bagl olarak bireyler arasinda, donmaya kars1

duyarliligin farkli oldugu bildirilmistir (Thurston ve ark., 2001). Dondurmaya bagli
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yikim, eritme sonrasindaki asamada kismi olarak motilite ve membran fonksiyonel

biitiinliigliniin kaybolmasi ile tanimlanir (Meryman, 2007).

Kriyoprotektan maddenin tiiriive niceligi, sulandirma, sogutma, dondurma ve
eritme eritme sonrasi spermatolojik 6zelliklerin kalitesini belirleyen temel etkenlerdir
(Alcay ve ark., 2016b). Sunulan ¢alismada, kog¢ spermasinin dondururulmasi amaciyla
trehaloz igeren tris-sitrik asit temel sulandiricist kullanilmistir (Nur ve ark., 2010).
Kontrol grubunda eritme sonrasi motilite, plazma membran fonksiyonel biitiinliigii ve
saglam akrozom orami sirasityla %56, %59 ve %74 olarak bulunmustur. Benzer
sulandirict igerigi ile yapilan ¢alismalarda %54 (Alcay ve ark., 2015), %53 (Alcay ve
ark., 2016b) ve %51 (Nur ve ark., 2010) motilite, %65 (Alcay ve ark., 2015),%68
(Alcay ve ark., 2016b) fonksiyonel plazma membran orani ve %64 (Alcay ve ark.,
2015), %45 (Alcay ve ark., 2016b) ve %40 (Nur ve ark., 2010) oraninda saglam

akrozom orani bildirilmistir.

Memeli spermasida, yiiksek oranda ¢oklu doymamis yag asitleri bulunur. Bu
nedenle, ROS memran akiskanhigini etkileyip kalsiyum akisini artirarak membran
proteinlerini yeniden diizenleyip plazma membranmin yapisini bozar (Ahmad ve ark.,
2013). Sperma sulandiricilaria, antioksidan ve enerji metabolizmasindaki rolleri
nedeniyle, L-karnitin ilavesi yapildig1 gesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir
(Manee-in ve ark., 2014; Bucak ve ark., 2010a). L- karnitinin antioksidan aktivitesinin
serbest demir iyonlarini selatlama, lretilen siiperoksit iyonlarmi inhibe etme ve
birikmis hidrojen peroksit tiirlerini detoksifiye etme yetene§inden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Gililgin, 2006). Antioksidan aktivitesinin yaninda, enerji
metabolizmasinda 6nemli rol oynayan L-karnitin, yag asitlerinin mitokondriyanin i¢
membrani boyunca tasinmasii kolaylastirir ve bu yag asitleri beta-oksidasyona
ugrayarak ATP iretiminde kullanilirlar. Boylece, spermatozoa tarafindan
kullanilabilecek enerji saglanmis olur (Steiber ve ark., 2004). Ayrica, spermada reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesi ATP rezervuarinda tiikenmeye neden olarak
spermin niteligini olumsuz yonde etkilenmektedir (Dokmeci, 2005). Sperma
sulandricilarinda  kullanilan ~ gliserol, DMSO, etilen glikol gibi  kimi
kriyoprotektanlarin, hiicre i¢i L-karnitin miktarini azalttig1 bildirilmistir (Setyawan ve

ark., 2009). Yedi giin boyunca -20°C’de saklanan insan spermasinda, siire sonunda
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hiicre i¢i L-Karnitini azalttig1 bildirilmistir (Suter ve Holland, 1979). L-karnitin
antioksidan ve enerji tliretiminde es zamanl olarak gorev aldigindan, sperma
sulandiricilarma eklenmesinin eritme sonrasi spermatolojik bulgular iizerine yararl
etkiler saglayabilecegi diisiiniilerek ¢alismaya katilmigir. Sperma sulandiricilarinda
kullanilan gliserol, DMSO, etilen glikol gibi kimi kriyoprotektanlarin hiicre i¢i L-
karnitin miktarmni azalttigi bildirilmistir (Setyawan ve ark., 2009). Yiksek oranda
antioksidan kullanimi, membran akiskanligini artirarak spermatozoanin dis etkilere
kars1 duyarliligimmi artirmaktadir (Shoae ve Zamiri, 2008). Sunulan ¢alismada, L-
karnitin kullanilan L1, L2 ve L3 gruplarinda eritme sonras1 motilite degerleri sirasiyla,
%44,33, %29,00 ve %6,40; plazma membran biitiinliigii degerleri %52,67, %45,53,
%23,47; ve akrozom biitiinligli %78,27, %81,67, %84,80 olarak bulunmustur. Bu
sonuglara bakildiginda, kontrol grubunda gore L-karnitin eklenmesinin motilite ve
plazma membran biitiinliiglinii olumsuz etkiledigi (P<0.05), yliksek dozunun ise
yalnizca akrozomal biitiinliigii daha iyi korudugu goriilmistiir (P<0.05). L-karnitinin
yiiksek dozlarinin hiicre igine kalsiyum gegisini hizlandirarak motiliteyi baskiladigi
bildirilmektedir (Deana ve ark., 1989). Sunulan ¢alismada da, L-karnitinin dozu
arttikca motilite azalmistir (P<0.05).Kedi epididimal spermasi sulandiricilarma 25
mM ve 50mM L-karnitin eklenerek yapilan bir ¢alismada, yalnizca 25 mM L-karnitin
eklenen grupta eritme sonrasi motilitenin anlamli olarak istiin oldugu, plazma
membran ve akrozomal biitiinliigli bakimindan etkisinin olmadig1 bildirilmistir
(Manee-in ve ark., 2014). Souza ve ark., (2019)’nin kog spermasi kullanarak yaptiklar1
caligmada, sulandirictya 5 mM ve 10 mm L-karnitin eklenmesinin, eritme sonrasi
spermatolojik Ozellikleri korumada etkisiz oldugunu bildirmislerdir. Bucak ve ark.
(2010a), teke sperma sulandiricilarina 1-karnitini 2,5mM, 5mM ve 10mM ekleyerek
yaptiklart ¢alismada, L-karnitin eklenen gruplarin eritme sonrasi motilitelerinin
kontrol grubuna benzer oldugu, akrozom ve toplam morfolojik bozukluk orani
bakimindan ise koruyucu bir etkisinin oldugu bildirilmistir (P<0.05). Antioksidanlarin
antioksitadatif etkileri yogun olarak hiicre sitoplazmasinda goriilir. Gamet
hiicrelerinin  yapilari, somatik hiicrelere gore 6 kat daha kondansedir.
Sitoplazmalarinin  diisiik olmasi1 nedeniyle, antioksidanlarin etkinligi somatik
hiicrelerde daha belirgindir (Berni ve ark., 2008; Ward ve Coffey 1991). Duru ve ark.
(2000), insanlarda yaptiklar1 bir caligmada, 2,5mM, SmM, 10mM ve 20mM dozlarinda
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kullandiklar1 asetil-l-karnitinin, motilite ve membran biitiinligi tizerine olumlu bir
etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Sonuglar arasindaki farkliliklarin, kullanilan
sulandirici, hayvan tirii ve L-karnitinin doz farkliligindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Bircok calismada, farkli hayvan tiirii sperma sulandiricilarma dogal bir
antioksidan olan ALA’nin farkli dozlarda eklenmesinin eritme sonrasi motilite,
membran ve akrozom biitlinliigiiniin korunmasinda diisitk (Dominguez-Rebolledo ve
ark., 2010) ya da hig etkisinin olmadig bildirilirken (Bucak ve ark., 2010a), teke (Ren
ve ark., 2018), manda (Fayyaz ve ark., 2017) ve domuz (Shen ve ark., 2016) spermasi

iizerine olumlu etkileri oldugu bildirilmistir.

Alfa lipoik asit, mitokondriyal dehidrojenaz reaksiyonlarinda rol oynayan ve
bu yolla adenozin trifosfat (ATP) iiretimini saglayan, kiikiirt igeren bir koenzimdir
(Carreau, 1979; Packer ve ark., 1995). Ana metaboliti olan dihidrolipoik asit ile
birlikte, Alfa lipoik asit oksijensiz radikallerin temizlenmesi, diger antioksidanlarla
redoks etkilesimi ve lipit peroksidasyonunun engellenmesi yoluyla etki gosteren giiclii
bir antioksidandir (Bast ve Haenen, 2003; Dinger ve ark., 2002; Moini ve ark., 2002)
. Spermatozoalarinin motilite, morfoloji ve plazma membran biitiinliigii iizerindeki
olumlu etkilerinden dolay1, ¢ok sayida ¢alismada farkli hayvan tiirlerine ait sperma
sulandiricilarinda kullanilmistir (Biiytikleblebici ve ark., 2015; Giingor ve ark., 2016;
Ibrahim ve ark., 2008; Shen ve ark., 2016).

Sunulan c¢aligmada, 0,25 mM, 0,50 mM ve 1 mM Alfa lipoik asit igceren
gruplarin eritme sonrasi motilite degerleri sirasiyla, %59,00, %55,00 ve %55,67;
plazma membran fonksiyonel biitiinliigii %64,00, %63,60 ve %61,40 ve akrozom
biitlinliigi %74,00, %76,80 ve %75,47 olarak bulunmustur. Alfa lipoik asitin, kontrol
grubuna gore eritme sonrasi spermatolojik Ozellikleri rakamsal olarak daha iyi
korudugu bulunmustur. Sperm motilitesi iizerindeki bu az olumlu etki, ALA’nin
mitokondriyal dehidrojenaz reaksiyonlarindaki etkinliginden, plazma ve akrozomal
biitlinliiglin korunmasinin ise ALA’nin ROS’u elimine ederek membran diizeyindeki
koruyucu 6zelliginden ileri geldigi diisiiniilebilir. Giingoér ve ark. (2016), sigir
spermas1 lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, 1 mM dozda eklenen Alfa lipoik asit

eklediklerinde, motilite degerini %66, akrozomal biitiinligii ise %40,7 olarak
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bulduklarmi, ancak kontrol grubu ile istatistiki bir fark goriilmedigini bildirmislerdir.
Domuz spermasint 6 mg/ml Alfa lipoik asit eklenmis sulandirici ile sulandirarak
donduran Shen ve ark. (2016), motilitenin (%52,85) belirgin bir sekilde daha iyi
korundugunu bildirmislerdir. Gohar ve ark. (2014), sigir spermasi ile yaptiklari
caligmada,0.5mM ve 1 mM Alfa lipoik asitin motiliteyi iyilestirdigi (sirasiyla %35,63,
%33,75), ancak, artan dozlarmin olumsuz etkiledigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada,
akrozomal biitiinliigiin en 1yi 0.5 mM ALA iceren grupta ve %64 oraninda
korundugunu, artan dozlarmim ise akrozomal biitiinligii azalttigini bildirmislerdir.
Alfa lipoik asitin 5, 10, 15 ve 20 mg/ml dozlarda kullanan Ren ve ark. (2018), teke
spermas1 sulandiricisindaki 10mg/ml dozda Alfa lipoik asit ile en iyi motilite
sonucunun gozlemlendigini (P<0.05), 15 mg/ml dozda ise diismeye basladigini
(P<0.05), 20 mg/ml dozda kontrol grubu ile benzer oldugunu, akrozom ve membran
biitiinliigiiniin ise 10 ve 15 mg/ml dozda en iyi sonucu verdigi (P<0.05), 20 mg/ml

grubunun kontrol grubu ile benzer oldugunu bildirmislerdir.

Etkileri bakimmdan farkl 6zellik (serbest radikal olusumunu engelleyenler ve
zincir kiranlar), molekiiler agirlik ve yapida olan antioksidanlarin birlikte kullanilmas1
additive, sinerjilk veya antagonist etki olusturabilir. Antioksidanlar, bireysel
etkilerinden yararlanmak igin tek basma (Souza ve ark., 2019) veya sinerjik
etkilerinden yararlanmak gibi farkli amaclar i¢in birlikte oral yolla (Zhou ve ark.,
2007) veya sulandirict igerisinde (Arando ve ark., 2019) katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Sunulan ¢aligmada, karisim gruplarini (L-A-) olusturmak amaciyla
Alfa lipoik asit ve L-karnitinin tek basma kullanilan dozlar1 eslestirilerek birlestirildi.
Yapilan literatiir taramalarinda, sperma sulandiricilarinda L-karnitin ve Alfa lipoik

asitin birlikte kullanimu ile ilgili galigmalara rastlanmamistir.

L-A- gruplarinda, sulandiricidaki L-karnitin arttik¢a eritme sonrasi motilite ve
plazma membran biitiinliiglinlin diistiigi gézlemlenirken, akrozmal biitiinliiglin ise
genelde daha iyi korundugu bulundu. L-A- gruplarinda, L-karnitin igeren gruplarda
Alfa lipoik asit eklenmesinin eritme sonrasi motiliteyi olumsuz etkiledigi goriildi.
Kontrol ve antioksidanlarin tek bagina kullanildigi gruplara gore, L-A- gruplarinin
motilitesindeki diislikliik, antioksidanlarin enerji metabolizmasindaki uyarici

rollerinin dondurma 6ncesi agamadan sonra spermatoza enerjisinin hizlica tiiketilmis
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olmasi ile aciklanabilir. L-karnitin ve Alfa lipoik asitin birlikte kullanildig1 gruplarin
plazma membran biitiinliigli sonuglarma bakildiginda, L-karnitinin diisik dozunun

kullanildig1 grubun daha iyi sonug verdigi goriildii (P<0.05).

Akrozom membran ve proteinlerden olusan 6zel bir yapidir. Bu nedenle,
ROS’a kars1 ¢ok duyarli oldugu, yiiksek antioksidan varliginda membran yapisinin ve
akrozomal biitlinliigiin bozuldugu bildirilmistir (Arando ve ark., 2019). Sunulan
calismada, plazma membran fonksiyonel biitiinligiindeki distklik ise; L-A-
gruplarda kullanilan yiiksek oranda antioksidanlarin, membran akigkanligini artirarak,
spermatozoanin dis etkilere karst duyarliligini artirmasi ile iligkilendirilebilir (Shoae
ve Zamiri, 2008). Spermanin yasam omriiniin degerlendirilmesi, tohumlama sonrasi
vajina veya uterus icgerisindeki gecirecegi siire igerisinde ne gibi degisiklikler
gegirecegi ve potansiyel fertilitenin belirlinmesinde onemi biyiiktiir (Samper, 2008;
Ohl ve Menge, 1996).

Inkiibasyon sonrasi spermanimn canlilig1 ve morfolojik biitiinliigii, dondurma-
eritme islemine, kriyoprotektanin tiiri ve yogunluguna, sulandirici igerigine ve
zamana bagli olarak azalir (Alcay ve ark., 2016b; Pontbriand ve ark., 1989; Ustiiner
ve ark., 2016). Sunulan g¢alismanin eritme sonrasi 3. saat inkiibasyon bulgularmna
bakildiginda, tiim gruplarda motilite, plazma membran ve akrozom biitiinliigliniin
eritme sonrasi 0. saate gore 3 saat siire ile inkiibasyondan olumsuz etkilendigi goriildii
(P<0.001). Dondurma islemleri sirasinda olusan serbest radikaller, spermanin

canliligini ve biitiinligiini yitirmesindeki temel nedenlerdendir.

Inkiibasyonun 3. saatinde, L-karnitin gruplarinda doz arttikga motilite ve
plazma membran biitiinliigiiniin paralel olarak kotii etkilendigi goriildii (P<0.05).
Motilite ve plazma membran biitiinliigli degerleri L1, L2 ve L3 gruplarinda sirasiyla,
%32,00, %13,40, %0,20; akrozomal biitiinliikk degerleri ise %66,14, %71,20, %75,40
olarak bulundu. Alfa lipoik asit iceren sulandirici gruplarinin motilitelerine
bakildiginda A1, A2, A3 gruplarinin %38,67, %32,33, %25,33 oranlarin1 yakaladig1
goriilmektedir. ALA gruplarinda HOST ve PSA degerleri ise sirasiyla, %46,40,
%44,47, %35,60 ve %57,27, %55,73, %49,80 olarak bulundu. Hiicrenin aerobik veya
kismen anaerobik solunumda reaktif oksijen tiirlerinin sekillenmesi kag¢inilmazdir

(Fridovich, 1978). Siiperoksit anyonu, peroksit ve hidroksil serbest radikalleri hiicreye
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en ¢ok zarar verenlerdir ve bu serbest radikalleri lireten reaksiyonlar, yiiksek 1silarda,
diistik 1silara gore daha etkindir (Mann ve ark., 1980; Maxwell ve Stojanov, 1996).
Antioksidan aktivitesinin yaninda, enerji metabolizmasinda 6nemli rol oynayan L-
karnitinin (Steiber ve ark., 2004) ve ALA (Carreau, 1979; Packer ve ark., 1995;)
mitokondriyal ATP tiretiminde etkin rolii bulunur. Sunulan ¢aligmada, kontrol grubuna
gore antioksidan eklenen gruplarin tiimiinde motilite ve plazma membran fonksiyon
biitlinliigii bakimindan daha diisiik spermatolojik bulgular elde edilmistir. Bu durum,
antioksidanlarin enerji metabolizmas1 ve plazma mebran lipit yapisi tizerindeki etkileri
ile a¢iklanabilir. Ayrica L-A- gruplarinda da, antioksidanlarin tek basma kullanildig:
gruplar ile karsilastirildiginda, bu durumun daha da belirgin oldugu gézlendi. Kontrol
grubuna gore, antioksidanlarin tek basina veya birlikte kullanildigi gruplarin
motilitesindeki distikligiin, antioksidanlarim enerji metabolizmasindaki uyarici

rollerinden ileri geldigi diistiniilmektedir.

Eritilen kog¢ spermasinin inkiibasyon ile birlikte motilite (0. saat %59,61, 3. saat
47,32) ve akrozomal yapis1 normal olan spermatozoon oraninda (0. saat %52,25, 3.
saat 49,04) diisiikliikler oldugunu bildirilmistir (Kumar ve ark., 2009). Ustiiner ve ark.
(2016), yaptiklar1 ¢alismada da inkiibasyonun 3. saatinde motilite, plazma membran
biitlinliigii ve akrozomal biitlinliigiin inkiibasyon siiresine bagli olarak azaldigimi
bildirmislerdir. Kog¢ spermasi sulandiricisina 5 mM ve 10 mM L-karnitin ekleyerek
yapilan bir ¢alismada, 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda L-karnitin eklenmesinin,
spermatolojik parametreler tizerinde olumlu herhangi bir etkisinin goriilmedigi
bildirilmistir (Souza ve ark., 2019). Sunulan c¢aligmada, L1 ve L3 gruplarinin
bulgularina bakildiginda, kullanilan L-karnitin miktarmmn artmasmin, akrozomal
biitiinliigii iyilestirdigi goriilmiistiir(P<0.05). Kontrol grubuna gore Alfa lipoik asitin
ImM dozunun olumsuz etkileri belirgin bir sekilde goriilmektedir (P<0.05). Alfa
lipoik asit 0,25mM ve L-karnitin 25mM gruplarina bakildiginda, Alfa lipoik asitin
motiliteyi ve plazma membran biitiinliigiinii daha iyi korumay1 siirdiirdiigii, ancak,

akrozomal bozuklugun daha fazla oldugu goriilmektedir (P<0.05).

Mitokondriyal aktivite ile motilite arasinda siki1 bir iliski bulunmaktadir (Ma ve
ark., 2011). Inkiibasyon sirasmda mitokondriyal yaglanmaya bagl olarak spermanin

ATP iiretme yeteneginde agamali diislis ve Olii spermatozoalardan salman aromatik
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amino asit oksidazlarin toksik etkileri nedeniyle motilite, akrozom ve plazma
membran biitlinliigli degerleri diiser (Viswanath ve Shannon, 1997). Spermada
donmave eritme iglemleri sirasinda sekillenen gizli yikimin etkisi, inkiibasyon
sirasinda belirgin olarak ortaya ¢ikar. Gizli yikim ne kadar biiylikse, spermatozoanin
disi genital kanalindaki 6mrii o kadar kisa olacaktir (Sanchez-Partida ve ark., 1999).
Inkiibasyon siiresi arttik¢a spermatolojik parametrelerinde olumsuz yonde gelismeler
daha da dramatik bir durum alir (Bag ve ark., 2004; Ustiiner ve ark., 2016).
Inkiibasyonun 6. saatine gelindiginde, 3. saate gore tiim gruplarin motilite, plazma
membran biitiinliigli ve akrozomal biitiinliigi ile ilgili parametrelerde ciddi bir diisiis

sekillenmistir (P<0.001).

Ustiiner ve ark. (2016), kog spermasmin 5 saatlik inkiibasyonu sonucu, kontrol
grubunda %>5,40 motilite, %27,93 plazma membran biitiinliigi ve %63,92 oraninda
akrozomal bozukluk bildirmislerdir. Toker ve ark. (2016)’da 6 saat beklettikleri
eritilmis ko¢ spermasinda %8 motilite, %44,80 plazma membran biitiinliigii ve %58,40
akrozomal bitiinliik bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada, kontrol grubunda %27
motilite, %37 plazma membran biitiinliigii ve %51 oraninda akrozmal biitiinliik elde
edildi. Motilite degerlerine bakildiginda, kontrol grubunun diger gruplardan {istiin
oldugu gozlendi (P<0.05). Sperma sulandiricilarina antioksidan eklenmesinin eritme
sonrasi spermanin yasam Omrii iizerine olumsuz etkileri bulundu. L-karnitin iceren
gruplar arasinda en iyi motilite L1 grubunda; ALA- gruplar1 arasinda Al, ve L-A-
gruplarinda L1A1 grubunda bulunmustur (P<0.05).

ROS ile miicadele i¢in mitokondriyal bolgede ¢ok sayida farkli yapi, molekiil
agirligi ve etki bigimi olan antioksidanlar bulunmalidir. Ancak, mitokondriyal i¢
membranin secici yapisi, bu molekiillerin mitokondriyal membrani gegerek etkilerini
gostermelerine izin vermez. Sperm sulandiricilarma antioksidan eklenerek yapilan
calismalarda, bu durumla ilgili olarak, istenilen sonug¢larm alinamamasi,
mitokondriyal membranin gegirgenligi ile agiklanmaktadir (Stowe ve Camara, 2009).
Bu asamada plazma membran fonksiyonu degerinin, kontrol grubunda en yiiksek
oldugu belirlendi (P<0.05). Antioksidanlarin yiiksek dozlarmin motilite ve plazma
membran biitiinliigii tizerine olumsuz etkileri goriilmektedir. L-karnitin igeren L1, L2

ve L3 gruplarindan elde edilen motilite, HOST ve PSA degerleri sirastyla, %15,00,
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%3,60, %0,00; %27,87, %25,87, %2,80; ve %59,73, %62,60, %67,53 olarak
sapanmistir. Alfa lipoik asit igeren Al, A2 ve A3 gruplarinda ise bu parametreler
sirastyla, %14,00, %3,60, %4,67; %31,80, %29,00, %24,00; ve %46,07, %42,27,
%35,13 olarak bulunmustur. Sperma sulandiricilarinda bulunan antioksidanlar
mitokondriyal aktiviteyi artirir ve enerji tilketimine bagl olarak, motilitenin hizlica

diismesine neden olur (Ma ve ark., 2011).

Sulandiricida kullanilan L-karnitindeki artisin akrozom biitiinliigiine olumlu
etkisinin bulundugu, Alfa lipoik asit artiginin ise akrozom yikimi ile paralel ilerledigi
goriilmiistiir. Alfa lipoik asitin akrozom biitiinliigii tizerine olan olumsuz etkilerinin L-

karnitin ile birlikte kullanildig1 karigim gruplarinda da azaldigi saptanmstir (P<0.05).

Yaptigimiz ¢alismada, eritme sonrasi spermanin yagam Omriiniin antioksidan

ilavesi ile degerlendirilmesinde sonug olarak;

- Ekilibrasyon asamasindan itibaren dondurma ve eritme asamalar1 kog
spermasinin - motilite, plazma membran fonksiyonu ve akrozomal
biitlinliigii olumsuz etkiledigi,

- L-karnitinin kontrol grubuna gore motilite ve plazma membran
biitlinliigiinii olumsuz etkilerken, akrozomal biitiinliigli anlamli bir sekilde
korudugu,

- Alfa lipoik asitin kontrol grubuna gore benzer diizeyde motilite gosterdigi,
plazma membran ve akrozom biitiinliigii bakimindan az diizeyde olumlu
etkisinin oldugu,

- Karisim gruplarinda motilite ve plazma membran biitiinliigli bakimmdan
Alfa lipoik asit ve L-karnitin karigiminin zararh oldugu,

- Yiiksek dozda L-karnitin ilavesinin akrozomal biitiinliigii korumada daha
etkili oldugu,

- Alfa lipoik asit ve L-karnitinin kullanilan oranlarda karigim yapilmasmnin
uygun olmadig,

- Etkili dozun belirlenmesi igin farkli oranlarin denenmesi gerektigi

belirlendi.

Inkiibasyon sonrasinda;
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Zamana bagli olarak sperm motilite, plazma membran biitiinligi ve
akrozomal biitiinliik oraninda diisiis sekillendigi,

Antioksidan ilavesinin zamana bagli olarak motilitenin hizlica yitirilmesine
neden oldugu, buna paralel plazma membran biitiinliigliniin de diistigi,
L-karnitin ilavesinin akrozomal biitlinligli daha iyi korudugu,

Alfa lipoik asit ilavesinin akrozomal biitiinliigii diistirdiig,

Karigim gruplarimda L-karnitin diizeyi yiikseldikce, akrozomal biitiinligiin

daha 1yi korundugu sonucuna varildi.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

°C: Derece santigrat

ul: Mikrolitre

um: Mikrometre

Al1-3: 0,25, 0,50, 1 mM Alfa Lipoik Asit Iceren Grup
ALA: Alfa Lipoik Asit

ATP: Adenozin trifosfat

Ca: Kalsiyum

CAMP: Siklik Adenozin Monofosfat

Cl: Klor

CO2: Karbondioksit

DHLA: Dihidrolipoik Asit

DMSO: Dimetil Siilfoksit

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

gr: Gram

HCO3s: Sodyum Bikarbonat

HES: Hidroksietil Nisasta

HOST: Hipoosmotik Sisme Testi

K: Potasyum

I: Litre

L1-3: 25, 50, 100 mM L-Karnitin Iceren Grup
L1-3A1-3: 25, 50, 100 mM L-Karnitin ve 0,25, 0,50, 1 mM Alfa Lipoik Asit igeren
Grup

L-A-: L-Karnitin ve Alfa Lipoik Asit Igeren Karisim Gruplar
LK: L-Karnitin

Mg: Magnezyum

ml: Mililitre
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mM: Milimolar

Na: Sodyum

P: Fosfor

PEG: Polietilen glikol

PEO: Polietilen oksit

PNA: Peanut Agliitinin

PSA: Pisum Sativum Agliitinin
PVP: Polivinilpirolidon
RNA: Ribo Niikleik Asit
ROS: Reaktif Oksijen Tiirler1
Zn: Cinko
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