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OZET

Bu arastrma, gliserol, DMSO, 1,2 propanediol ve etilen glikol i¢eren sulandiricilarla
dondurulan kog spermasmm degerlendirilmesi ve koyun embriyonik gelisimi {iizerine
etkilerinin karsilastrilmas1 amaciyla planlanmustir.

Arastrmada koglardan sperma elektroejakiilasyon yontemi ile almmugtir. Sperma alma
islemi agim mevsimi i¢inde 5 kez tekrarlanmistir. Sperma 6rneklerinin spermatolojik
Ozellikleri incelendikten sonra ornekler bir tiipte toplanmistr (pooling).

Pooling yapilan sperma 1:1 orannda sulandiric1 A ile sulandirildiktan sonra 4 esit hacme
bolinmistiir ve sulandiric1 Bile 1:1 oranmda sulandrilmistir.

Eritme sonrasi; motilite, HOST, akrozomal bozukluk (FITC-PSA), akrozomal bozukluk
(Gimza) ve DMB oranlarina ait ortalama spermatolojik degerler %6 gliserol igeren grupta
srrastyla 53.3+0.9, 68.3+0.8, 55.3+0.9, 50.5+1.3 ve 3.6+0.3; %6 DMSO iceren grupta
srrastyla 15.3+0.9, 30.4+0.8, 55.6£1.0, 51.7+£1.6 ve 3.6+0.2; %6 1,2 propanadiol igeren grupta
srastyla 40.6+0.8, 52.2+0.8, 49.7+0.9, 44.6+1.3 ve 3.8+0.2; %6 etilen glikol iceren grupta
srrastyla 43.3+£0.9, 56.7+£0.71, 51.3+0.5, 47.5+0.8 ve 3.9+0.2 olarak tespit edilmistir.

Gruplar arasmda motilite, HOST ve akrozomal bozukluk oranlar1 yoniinden istatistiksel
farkliik 6nemli bulinmus (P<0.05), DMB oranlarinda ise farkhilik bulinamamugstir (P>0.05).
%6 Gliserol iceren sulandiricilarla dondurulmus kog¢ spermasiyla yapilan IVF’de, 2-4
hiicre, 8-16 hiicre, morula ve blastosist oranlar1 swrasiyla %79.25, %65.87, %41.27 ve %25.40

bulunmustur. %6 DMSO grubunda srastyla, %38.16, %24.14, %6.90 ve %0, %6 1,2
propanediol grubunda swrasiyla %72.19, %57.80, %25.69 ve %15.60 ve etilen glikol grubunda
ise srastyla, %61.94, %56.25, %21.89 ve %11.46 saptanmistir.

%06 Gliserol grubu diger gruplara gore eritme sonrasi motilite ve plazma membran
fonksiyonel biitiinliigii daha iyi korumustur. %40 ve iizerinde motiliteye sahip sperma
kullanilarak yapilan IVF sonrasi taze spermaya benzer diizeyde bolinme oram elde ediimistir.

Anahtar Kelimeler: Kog, sperma, kriyoprotektan, in vitro fertilizasyon, embriyo



SUMMARY

This study was planned with the aim of evaluating the ram sperm that were cryopreserved
with extenders which include glycerol, DMSO, 1,2 propanediol and ethylene glycol and
comparing the affects on sheep embriyonic development.

Sperm was collected from rams by means of electroejaculator. A total of 5 sperm
collection was done during breeding season. After determining the spermatological
characteristics of each sperm samples, all samples were collected in one tube (pooled). After
pooling, sperm was divided into 4 groups after diluted 1:1 ratio with extender A and diluted
1:1 ratio with extender B.

After thawing; general mean rates of motility, HOST, defected acrosome (FITC-PSA),
defected acrosome (Giemsa) and DMB in 6% glycerol group were 53.3+0.9, 68.340.8,
55.320.9, 50.5+1.3 ve 3.6+0.3; in 6% DMSO group were 15.3+0.9, 30.4+0.8, 55.6+1.0,
51.7£1.6 ve 3.6+0.2; in 6% 1,2 propanediol were 40.6+0.8, 52.2+0.8, 49.7+0.9, 44.6£1.3 ve
3.840.2; in 6% ethylene glycol group were 43.3+0.9, 56.7+0.71, 51.3+0.5, 47.5+0.8 ve
3.9+0.2 respectively.

Between these groups, the statistical differences were significant in terms of motility,
HOST and defected acrosome (P<0.05) while DMSO group were not significant (P>0.05)

In IVF; 2-4 cell, 8-16 cell, morula and blastosist values in 6% glycerol group were
79.25%, 65.87%, 41.27% and 25.40% respectively. In 6% DMSO group were 38.16%,
24.14%, 6.90% and 0%; in 6% 1,2 propanediol group were 72.19%, 57.80%, 25.69% and
15.60%; in 6% ethylene glycol group were 61.94%, 56.25%, 21.89% and 11.46%
respectively.

The use of 6% glycerol showed better results in motility and plasma membrane functional
integrity on post-thaw. Sperm has 40% and above motility showed same clevage rates as fresh

sperm in IVF.

Key Words: Ram, sperm, cryoprotectant, in vitro fertilization, embryo



1. GIRIS

Koyun popiilasyonu bakmindan diinyanin sayih iilkeleri arasmda yer alan Tirkiye, kiiltiir
k1 ve melezlerinin diisiik oranda olmasi ve yerli rk koyunlarin verim diizeylerinin
distikliigli nedeni ile hayvansal {iretim agisindan istenilen diizeyde degildir (1-3). Tiirkiye’de
son verilere gore 25.031.565 bas koyun bulunmaktadwr. Bu koyun varliginin %97’sini yerli
koyun rklary, %3’inil ise kiiltiir wklar1 olusturmaktadwr. Tiirkiye’de toplam kirmuzi et
tiretiminin  %12’si, toplam siit liretiminin ise %5.93’l koyunculuk sektdriinden
saglanmaktadir. Ayrica yine koyunlardan 46.586 ton yapag ve 4.492.625 adet deri
saglanmaktadir (4).

Koyun yetistiriciliginde iiretimin artrilmasi, hayvan basma elde edilen verimlerin
yikseltilmesiyle gerceklestirilebilir. Tiirkiye’de koyunlarin birgogu genetik kapasiteleri dar,
diisikk verimli yerli wklardan olusmaktadr. Ulkemizde koyun bakmmu bilimsel ve modern
uygulamalardan yoksun, daha ¢ok geleneklere bagh olarak yapilmaktadwr. Tirkiye’de
koyunlardan elde edilen toplam et, siit ve yapag miktar1 genetik yapmin ve ¢evrenin
tyllestirilmesiyle ¢ok dnemli miktarda artmilabilir. Bu durum, koyunculugun {ilke

ekonomisinde yerimin, gelecekte de dnemini siirdiireceginin bir gostergesidir (5, 6).

Giiniimiizde biyoteknolojik yontemler kullanarak hayvan sslahini hizlandrmak ve
hayvanlarin verim diizeylerini artrmak olasidrr. Istenilen &zelliklerde, dogal iiremeye gore
daha fazla sayida yavru elde edilebilen suni tohumlama, embriyo transferi, klonlama ve in
vitro fertilizasyon (IVF) teknikleri bu uygulamalardan bazlardir. Bu tekniklerin, nesilleri
tikenmek {lizere olan hayvanlarin korunmasinda ve yeniden canlandrilmasinda da 6nemli bir
yeri vadrr (1, 2). Hayvancilik tireme biyoteknolojisinde, donmus sperma kullanilarak suni

tohumlama yoluyla disi hayvanlarin gebe brrakilmasi1 6nemli bir yer tutmaktadr (7).

Koyun slahinda hizli genetik ilerlemenin saglanmasi i¢in genetik zellikleri bilinen, bu
genetik Ozelliklerini basarili bir sekilde yavrularina aktarabilen koglarm donmus spermasmin
kullanilmas1 zorunludur. Spermanin dondurulmasi yaklasik 60 yidir uygulanan Onemli bir
biyoteknolojidir (8).

Koyunlarda ik suni tohumlama cahsmalar1 Rusya’da veteriner hekim E.I.Ivanoff
tarafindan baslatimistwr. Tirkiye’de ise 1926 yilinda, Tiirk hekimleri tarafindan Macaristan
ve Almanya’dan getirilen Merinos koglari kullanilarak suni tohumlama ile melezleme
cahgmalar1 baglatimistir (9). Tirkiye’de smirhi olarak yapilan koyun suni tohumlamast;
Fransa ve Ispanya gibi 6zellikle koyun siitinden yogun olarak peynir iireten iilkeler yanmnda
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Avustralya, Yeni Zelanda gibi biiylik capta koyun yetistiriciligi yapan lilkelerde de biiyiik
onem kazanmistir (10, 11).

Sperma sulandricilarina katilan kriyoprotektanlarin kog spermasmin ozellikleri tizerine
olan etkileri ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma gergeklestirilmistir (12-15). Bu ¢algmalarda,
genellikle tek bir kriyoprotektif maddeye veya bu maddenin farkl oranlarina odaklamlarak
eritme sonrasi spermatolojik bulgular ortaya konulmustur. Ancak, farkli kriyoprotektanlarin
koyun embriyonik gelisimi lizerine etkileriyle ilgili kisith sayida cahsma bulunmaktadir (16).

Sunulan ¢ahsma; gliserol, DMSO, 1,2 propanediol ve etilen glikol iceren sulandiricilarla
dondurulan kog spermasmin degerlendirilmesi ve bu kriyoprotektanlarm koyun embriyonik

gelisimi {izerine etkilerinin karsilagtirilmasi1 amaciyla planlanmistir.

Bu ve benzeri ¢alismalardan kazanilacak bilgi ve deneyimler ile suni tohumlama ve
embriyo transferi uygulamalarinin yaygmlagsmasinda, genetik ilerlemenin hizlandirilmasinda,
damizlik degeri yiikksek koglardan daha fazla yararlanilmasinda, yetistrmeye bagh gereksiz
ugras ve masraflarin azaltilmasinda, c¢iftlesme ile bulasabilecek reprodiiktif hastalklarin
kontrolinde ve dolveriminin artrilabilmesinde biiyiikk yararlar saglanabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

Evcil koyun (Ovis aries) Bovidae ailesine ait bir tiirdiir. Yiinii ve eti i¢in ik evcillestirilen
hayvanlar arasmda yer alr. Mevsime bagh polidstrik hayvanlardan olan koyunlarm seksiiel
siklusu giin vzunlugu, beslenme ve wka bagh olarak degismektedir. Ihman bolgelerde yasayan
cogu koyun wklar1 ilkbahar ve yaz mevsimi siiresince andstrusta olup, sonbahar mevsimi
doneminde giin 1$1min azalmasina bagh olarak Ostrus gosterir. Giin 1s18indaki degisimin az
oldugu tropikal bolgelerde, yerli wrk koyunlar yil boyunca seksiiel bakimdan aktiftirler.

Ilman ikhm wklar tropikal bolgelere gotiiriiliirse, zamanla reprodiiktif aktivitelerindeki
mevsimsel farkhlik kaybolarak yeni ortama uyum gosterirler. Yiksek ¢evre sicakligi ve
beslenmenin yetersiz olmasi tropikal bolgelerde yiin bazi aylarmda seksiiel aktiviteyi
kisitlayabilmekte, yagmurlarin basladigi mevsimlerde mera sartlarmin iyilesmesi, uygun
cevre sicakhginin olusmasi sekstiel faaliyetlerde artisa yol agabilmektedir (17).

Koglarm seksiiel faaliyetlerinin smirlar1 kesin bir sekilde betimlenebilecek mevsimsel
ozellik gostermezler. Her ne kadar koglar sonbaharda yiiksek bir seksiiel aktivite gosterseler
de kism son donemleri, bahar ve yaz aylarinda da aktiftirler. Giin uzunlugunun azalmasi
koclarda FSH, LH ve testosteronun salgilanmasini uyarrken uzayan giinler bu hormonlari
inhibe eder. Ergin koglarm giin uzunlugundaki degisimlere yantt olarak serum gonadotropin
ve testosteron sekresyonlarinin salinim miktar1 birey ve wklar arasmda farklilik gosterir. Bu
farkliliklar hipotalamus-hipofiz-testis aksisinin en aktif oldugu kisa giinlerde belirgindir (17).

2.1. Sperma Alma Yontemleri

Koglarda puberte, testosteron sekresyonu, spermatogenesis ve ¢iftlesme davranslarindaki
belirgin bir artisla karakterize bir siirectir. Koglar 8-10 haftalik yasa ve yaklasik 16 -20 kg
agrliga ulastiklar1 zaman testis Olglilerinde artis gozlenir. Bu durum, primer spermatositlerin
goriilmesi ve seminifer tubullerin geniglemesi ile aym zamana denk gelmektedir. Kopulasyon
ille olusan ejakiilasyondaki canli spermatozoonlar 4-6 aylk yasta olgun beden agirhginin
%40-60’ma ulastigt zaman sekillenir (17). Diger ¢iftlik hayvanlarinda oldugu gibi koglardan
suni vajina, elektroejakiilatdr, dogal asim sonrasi vajinaya birakilan spermann ahlnmasi vb
farkh yontemler kullanilarak sperma almabilmektedir (17). Sperma koglardan en uygun
sekilde suni vajna ya da elektroejakiilator kullanilarak almabilmektedir. Bu yontemlerin
birbirine gore listiinliigli veya olumsuz ydnleri olsa da suni vajina yontemi ile alnan sperma
kalite bakmmmndan diger yontemlere gore daha tstiindiir. Suni vajina ile sperma almacagi

zaman, kocun seksiiel olarak disaridan uyarilmasma gerek duyulmasi nedeniyle ortamda
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kizgin koyun veya fantom bulunmasi gerekir. Ayrica kogun suni vajina ile sperma vermeye
alistrilmas1 i¢in siirece gereksinim olmasi, bazi durumlarda suni vajinayr reddetmesi ve
deneyimsizlikten ileri gelen nedenlerden dolayr spermanin almamamasi gibi suni vajina
yonteminin olumsuz yonleri bulunmaktadir. Bunun yaninda, suni vajina kosullari, g¢evre ve
uygulayicidan kaynaklanan farkliliklar da sperma kalitesini etkilemektedir. Sperma alnrken
kizgm disinin kullanilmas1 nedeniyle istenmeyen ciftlesmelere neden olarak sperma
kayplarma yol agmakta, sperma alan kisi veya disi hayvanin giivenligini de tehlikeye
sokmaktadr. Sperma vermeye alsan koglardan Ostrustaki dismin varhginda giinde bir veya
iki kez sperma almabilmektedir (18). Elektroejakiilasyon yonteminde suni vajina ile elde
edilen sperma kalitesine yakmn Ozellikte sperma alnabilmektedir. Bu yontem, kizgin disi veya
fantoma gereksinim duyulmamasi nedeniyle suni vajina yontemine gore istiindiir. Sperma
alrken daha fazla personele gereksinim duyulmasi, uzmanlk gerektirmesi, hayvanin

yatirilmas1 gibi bazi olumsuzluklar1 bulunmaktadir (9).

Elektroejakiilatorle sperma alma yonteminde, elektroejakiilatoriin {i¢ elektrotlu rektal
probu (19x3,5 cm; uzunlukx¢ap) kayganlastirilarak rektuma yerlestirildikten sonra aralikl
olarak 2-3saniyede bir verilen elektriksel uyarimlarla sperma almmaktadir. Almnan
spermanin direkt giines 1s18indan veya soguk sokundan korunmasi ve en fazla 10 dakika
icerisinde motilite degerlendirilmesinin yapimas1 gerektigi bildirilmektedir (9).
Elektroejakiilasyon yontemi ile sperma alrken rektal prob; kogun rektumuna zarar vermeden
yerlestirilmeli, ik uyarmmdan sonra 30 saniye masaj yapimali ardmdan voltaj asamah olarak
artrilarak islem yinelenmelidir. Her uyarmin ardindan voltaj disiiriilmeli ve masaj
uygulanmalidir. Bu islem sperma alnincaya kadar (3-5kez) siirdiiriilmelidir.
Elektroejakiilator ile sperma vermeye ahsmis koglar genelde bir ki uyarim sonrasi sperma

verebilmektedir. Deneyimsiz koglar i¢in biraz daha fazla uyarm gereklidir (19).

Suni vajina ve elektroejakiilatorle sperma alma tekniklerinin karsilastirildigi ¢ahsmalarda (19,
20), elektroejakiilatorle alman spermamn hacminin suni vajina ile alnanlara gore daha fazla
oldugu, sperma yogunlugunun ise daha diisik bulundugu belirtilmektedir. Bunun nedeninin
elektriksel uyarrmla eklenti bezlerinin salgillarinin normalden daha fazla salmmasi oldugu ileri

stirtilmektedir (21, 22).



2.2. Taze Ko¢ Spermasmin Degerlendirilmesi

Spermatozoonlar bas ve kuyruk olmak {lizere iki kisimdan olusur. Bas kisim nikleus ve
oosite penetrasyonu saglayan akrozomu igerir. Kuyruk ise baglant1 kismi, orta kisim ve son
kisimdan (asil kuyruk) olusur. Baglant1 pargasi, erkek ve disi gamet niikleuslarini zigotta bir
araya getirmede Onemli bir rolii olan sentrozomu igerir. Orta kisimda sperma motilitesinde
gerekli olan enerji kaynagini saglayan mitokondria bulunur. Kuyruk, spermann uterus ve
ovidukta ilerleyerek oositle karsilasip penetre olmasmi saglar (23). Spermatogenezisin son
asamasmda bolinme yetenegini yitiren spermatozoon, hareket 6zelligi kazanarak 6zel bir
yapiya biirliniir. Memeli spermatozoon yapist genellikle akrozomun ve basm sekli ile toplam
uzunlugu bakmmmdan tiirler arasmda farkhlik gosterir. Memeli spermatozoon uzunlugu 28.3
um ile 356.3 ym arasmda degisiklik gosterir. Rodent spermasmin uzunlugu 150- 250 pm iken
msan ve evcil hayvan spermasi ortalama 50 pm uzunlugundadwr. Kog spermasmim bas, orta
kisim ve toplam uzunlugu srasiyla 8.2 um, 14 ym ve 65 pm olarak belirtilmistir (24).
Memeliler arasmda en uzun spermatozoaya sahip hayvan ise 350 um ile Avustralya
keselisidir (23).

2.2.1. Bas

Bas kismu hiicre membrani, niikleus, apikal vakuol, akrozomal kap, post-niikleer kap,
bazal yumru ve implantasyon cukurlugundan olusur (9). Temel fonksiyonu; oosite penetre
olmak, haploid genomu vermek ve fertilizasyon sonrasi embriyonik gelisimi baglatmaktir
(23).

2.2.2. Niikleus

Bas kismin merkezinde bulunan niikleus haploid kromozomlar icerir. Niklesun sekli
kaba olarak basm sekli ile aynidir (9). Spermanin kromatin yapisi, metafaz agamasmdaki
somatik hiicrelerin kromozomlarindan 6-10 kat daha kompakt goriinimde ve transkripsiyonel
olarak maktif durumdadr. Histokimyasal boyamada primatlarin dismda memeli
spermatozoasinin kromatin yapist genellikle homojen bir sekilde boyanr (23). Primatlara ait
spermatozoa niikleusu ise vakuollii goriilir. Baz niikleer vakuoller, spermatidlere ait
sitoplazma kalmtilar1 icerir. Niikleusta vakuollerin bulunmasi birgok memeli tiirlinde
bozukluk olarak nitelendirilir. Infertil ruminantlarmn bazlarinda nikleus yikmina yol acan,
periniikleer sitoplazma ve mikrotiibiillerin invaginasyonu goriilmektedir (23).



Genetik kusurlar, niikleusta bulunan kromozomlar diger bir degisle DNA tarafindan
yavruya aktarildigi icin, sperm DNA hasarlarinin belirflenmesi spermatolojik muayene
sistematiginde ayr1 bir 5Snem kazanmaya baglamustir. Infertil bireylerin sperma DNA kiriklar:
oranmin, fertil bireylere gore daha yiiksek oldugu ve bu nedenle, bireyin fertilite yetenegini
ortaya koymak i¢in, spermanm DNA biitiinliigiiniin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir.
Giinimiizde, genetik hastalklarin Oniine gegmek ve yardimer iireme tekniklerinde basari
sansmi artrmak i¢in, gametlerin kromatin yapismin biitiinliiglintin ortaya koyulmasina

yonelik cahgmalar 6nem kazanmaya baglamistir (25).
2.2.3. Akrozom

Niikleusun frontal ve lateralinde, plazma membrani ve periniikleer teka arasmda bulunan
vezikiiler yapiya verilen addr. Spermiyogenezisin golgi asamasnda olusur. Yapisal ve
islevsel olarak on ve arka olmak iizere iki bolime ayrilabilir (9). On kism spermanin
kumulus hiicrelerini gegmesi veya zona pellusidaya (ZP) baglanmasinda Onemli role sahiptir.
Bu kisim kumulus hiicreleri gegilicken akrozomal ekzositozun olustugu bolgedir. Arka bolim
diye adlandmilan ekvatoryal veya posterior akrozomal kisim ise akrozomal ekzositoz ve

fertilizasyon sonrasi oositle birlesir (23).

Akrozom spermatozoanin 6n kismmi kaplayan yapidir. Bu yapi fertilizasyon sirasinda
spermatozoanin oosit katmanlarin1 gegerken gerekli olan ¢ok sayda farkh hidrolitik enzimleri
icerir (17). Bu pargalayic1 enzimler akrozom reaksiyonu sonucu ortaya cikarak penetrasyon
oncesi spermatozoondan ayrilrlar. Fertilizasyonda 6nemli rol oynadigindan, morfolojik
ncelemelerde, akrozomun ayri bir 6nemi vardir. Spermatozoonun yaslanmasi veya zararh
etkilere bagh olarak apikal bdlgede bulunan akrozomal enzimleri iceren yapilarin bozulmasi
nedeniyle fertilite kaybi olusabilmektedir (9). Arzu edilen oranda gebelik elde etmek igin
fertilizasyonda etkin rol oynayan enzimleri iceren akrozomal yapmin biitiinliigliniin
bozulmamis olmasi gerekmektedir. Akrozom Hyaluronidaz, Corona Penetreting Enzyme
(CPE), Neuraminidaz ve Tripsin gibi fertilizasyonda etkin rol oynayan enzimleri icerir (17).
Hyaluronidaz ve CPE, oosit ¢evresindeki kumulus hiicrelerine bagh olan hyaluronik asidi
hidrolize eder (9). Spermatozoa, hyaluronidaz enzimini salp hyaluronik asit baglarini
yikimlayarak kumulus hiicrelerini dagitr ve kumulus ooforusa penetre olur (23). Akrozomal
matriks ve proteolitikk enzimlerin ZP yiizeyinde serbest birrakilarak fertilizasyon yirtigi (deligi)
acilmasmda gorev aldig ileri siiriilmektedir. Fertilizasyon deliginin sekillenmesinde
spermanin mekanik giictiniin yani motilitesinin de etkili oldugu bildirilmistir (9, 17, 23).



2.2.4. Sperma Kuyrugu ve Flagellum

Sperma kuyrugu, bagm arka kismindan uzanan ince uzun bir organeldir. Kuyrugun
gorevi kamg1 tarz1 hareket ile spermay: ileri gotirmek ve hareket igcin enerji liretmektir.
Eksternal morfolojide, kuyruk temel olarak baglayic1 parca, orta parga, ana parca ve son parga
olmak tizere dort bolgeye ayrilabilir.

2.2.5. Boyun Bolgesi (Baglayic1 Parca), Orta Kisim ve Kuyruk

Memeli spermasmin ““ boyun” kismu bas ve kuyrugu baglayan karmasik ve 6zellesmis bir
yapdr. Kuyruk ve bas ara yiizii ball ve socket eklemi benzeridir. Basmn konkav yiizeyi bazal
yumru, kuyrugun konveks yiizeyi ise kapitulum olarak adlandwrilir. Her ikisi birbirleri ile ince
flamentlerle baglanmig elektron yogunlugunda yapilardr (23).

Icinde mitokondrialar, sentriol halkalar1 ve fibriller bulunan orta kism, asil kuyruktan daha
kalndir. Boyun bdlgesi arkasmca uzanan tiim yapi bolgesi sperma kuyrugu veya flagellum
olarak adlandmrilir. Orta kisim, ana kisim ve son kisim olarak ayrilabilir.  Kuyrugun ana
yapist olan aksonema, yogun dis lifler ve fibroz bir kiif ile sarilmistr. Aksonema bir cift
sentral kiicik mikrotubiil ve onu ¢evreleyen biiylik dokuz mikrotubiil ciftinden olusmustur.
Bu fibriller aksiyal fibril yigin1 olarak tanmmlanir (9, 23). Aksiyal fibril yigmini cevreleyen
periferal halka olan fibroz zarm, sperm maturasyonu, progresif motilite, kapasitasyon ve
ovidukta spermin tasmmasi srasmndaki hiperaktivasyon saglayan reaksiyon zinciri sinyalinin

verilmesinde rol oynayan enzim ve komponentleri igerdigi distiniilmektedir.

Mitokondrialar spermatozoonun metabolit merkezi olup orta kismin ¢evresini sarar. Bu
olusuma mitokondrial heliks adi verilir. Mitokondrial heliks, 10-15°’lik bir ac1 ile 70-80 kez
orta kisim etrafinda doner (9). Sperm mitokondrias1 fizyolojik olarak aktiftir ve farkh
substratlarla ATP sentezleyebilir (17).

Spermatozoa, tubulus seminiferus Kimenine gectiginde riizidiial pargacik olarak
adlandrrilan sitoplazmanin kullanilmayan kisimlarini sagar. Bu pargaciklar sertoli
hiicrelerince fagosite edilir. Mature olmus serbest spermatozoanin boyun kismmnda kalan
sitoplazma pargasi ise “sitoplazmik damlacik™ (SD) olarak adlandmrilw. Sitoplazmik damlacik
boyutlar1 tiirler arasmda farklilik gosterir. SD de yapilan ileri yapisal analizlerde farkh
yapilarda membranlar, lipit damlaciklari, golgi yapih kesecik ve kese, ¢esitli sitoplazmik
yapilar gozlenmistir. Biyokimyasal olarak SD, lipit, lipoprotein, RNA ve bir¢ok hidrolitik

enzim igerir. Sitoplazmik damlacigin spermatogenezis ya da fertilizasyon swrasmda belirli bir
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etkismin olup olmadig1 bilinmemektedir. Sitoplazmik damlacik spermatozoanin orta
kisminda, distal ugtan proksimal uca dogru gb¢ eder ve epididimisteki tagmma srasnda
dokiiliir. Spermatozoanin bu yapiyr atamamasi sonucu motilitenin engellendigi ve
fertilizasyonda kullanilamadig1 goriilmiistir. Bol miktarda sitoplazmik damlacikli sperma en
cok domuz ejekiitlatlarinda gozlenmektedir (23). Ayrica sk sik ejakiilasyon yapan
hayvanlarda spermanin epididimal olgunlagsmasini tamamlamamasi sonucu spermada yiiksek

oranda sitoplazmik damlaciga rastlandigi bildirilmistir (26).

Canh spermatozoa saglam ve tamamen lipoproteinden olusan plazma membrani ile kaplhdir.
Plazma membrani, ozellikle kapasitasyonda, akrozom reaksiyonunda ve oositin plazma
membranint eritmede Onemli role sahiptir. Sperma plazma membrani epididimise geciste
cesith sekretorik proteinleri absorbe eder. Bu sayede epididimal spermatozoa fertilizasyon

yetenegi kazanr (23).
2.3. Spermatolojik Muayene ve Onemi

Oositin fertilizasyonu i¢in morfolojik ve fonksiyon bakmmdan saglam spermatozoaya
gereksinim vardr (27, 28). Spermanmn alndigr mevsim, sperma alma sikhgi, hayvanin wki ve
sperma alma ve saklama yontemi gibi kimi parametrelerin spermatolojik oOzellikler {izerine
dolayss1 ile fertilizasyon yetenegi iizerine etkileri buluinmaktadir (26, 29-31). Elde edilen
ejakiilatin kalitesini dogru bir sekilde tahmin etmek amaciyla spermatozoanin farkh fonksiyon
ve bolgeleri ile ilgili ¢ok sayida yontem gelistirilmistir. Bu test ve yontemlerin tiimiiniin
fertilizasyon ile degisik oranlarda korelasyonlar1 vardr. Bu yontemlerin hicbiri tek bagsma
ejakiilatin fertilizasyon yetenedi iizerinde karar vermek i¢in yeterli degidir. Hatah pozitif ve
hatah negatif durumlarin Oniine gecebilmek i¢in, ¢ok sayida test veya yontemin birlikte
degerlendirilmesi gerekir (17).

Hacim, yogunluk, kitle hareketi (mass aktivite), motilite ve anormal spermatozoon
oranmin belirlenmesi spermanin rutin analizlerindendir. Bu analizler yaninda sperm
membranmin islevsel bitiinliigli, zonaya baglanma veya penetrasyon testleri, servikal mukus
penetrasyon testi, termal dayaniklilik testleri, elektron ve floresan mikroskobiye dayah
analizler gibi ileri teknik alet ve beceri gerektiren analizlerde s6z konusudur. Tim bu test ve
analizler spermamn potansiyel fertilite yeteneginin tahmini amaciyla yaygm olarak
kullanilmaktadir. Spermanm kalitesi ve kantitesi yas, mevsim, sicaklk, wk ve hatta ayn sirii
icindeki koclar arasndaki hiyerarsiye bagh olarak degiskenlik gostermektedir (19).
Fertilizasyon ile iligkili parametrelere bakarak fertilite yeteneginin belirflenmesi i¢in, hayvanin
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fiziksel muayenesi, libidosunun ve asim yeteneginin muayenesi, i¢ ve dig lireme organlarmimn
muayenesi ve spermann muayenesinin yapilmasi gerekir. Erkek damizlik materyalin fertilite
yeteneginin belirlenmesinde; ejakiilattaki spermatozoon yogunlugu, ejakiilatta bulunan toplam
hiicre sayisi, spermatozoon motilitesi, ileriye dogru hareketin hizi, Oli-canli oram, akrozom ve
diger morfolojik biitiinliikler degerlendirilmektedir. Bunun yannda, DNA Kalitesi, enzimatik
aktivite, ozmotik stres testleri, inkiibasyon testleri (viabilite), artrilmis akrozom reaksiyon
orani, mukus veya jel penetrasyon testi, hamster yumurta penetrasyon testi, in vitro

fertilizasyon testi ve heterospermik tohumlama testlerinin de uygulandig1 bildirilmektedir
7).

Sperma ancak hizli ve etkin bir bicimde incelenerek fertilite giici hakkinda gercekei bir
fikir edmilebilir. Tek bir teste dayandirilarak damzhigin fertilite giiciine iligkin bilimsel bir
tahminde bulunabilmek olas1 degildir. Bunun i¢cin bir dizi test yapmak ve bu testler
sonucunda potansiyel fertiliteyi belirlemek gerekmektedir. Rutinde memeli spermasmi
degerlendirmek amaciyla kullanilan test ve yontemler makroskobik muayeneler, mikroskobik
muayeneler, sperma fonksiyon testleri, mikrobiyel analizler olmak iizere dort ana bashk
altmda toplannustir (32).

2.4. Makroskobik Muayeneler

Hacim, renk, koku ve kivam gibi mikroskop vb herhangi bir alete gereksinim
duyulmadan gorsel olarak yapilan muayeneler makroskobik muayeneler baghgi altnda
degerlendirilir. Koclarda baki ile de goriilen kitle hareketi baz arastiricilar tarafindan

makroskobik muayeneler arasmda da degerlendirmektedir (9).
2.4.1. Hacim

Kogun bir ejakiilasyonundan elde edilen toplam sperma hacmidir. Ejakiilatin hacmi
spermanin almmasindan hemen sonra, dereceli sperma toplama kadehinden, ml cinsinden
okunarak degerlendirilir. Ergin bir kogun sperma hacminin 0.7- 1.2 ml arasmda oldugu,
sperma hacminin sperma alma yontemi yaninda, wk, yas ve ¢evre kosullarma bagh olarak
degisiklik gosterebildigi bildirilmistir (9, 17). Ejakiilatin hacmini spermatozoa, testis ve
eklenti lireme bezlerinin swvilar1 olusturur. Spermanm hacmi genellikle spermasmi uterusa
brrakan tiirlerde (aygr, domuz, kopek), vajinaya birakan tiirlere gore (kog, boga, teke) daha
fazladwr. Ayrica kog, aygr ve tekede mevsime gore ejakiilat miktarinda onemli degisiklikler
goriimektedir (32).



2.4.2. Renk

Spermanm rengi, ejakiilatin kivamina, icerdigi spermatozoon sayisma ve erkek eklenti
beZlerinin salgisma baghdir. Ejakiilatin rengi normalde agik kremden koyu kreme kadar
degiskenlik gosterir. Ejakiilatta sar1 ya da yesil renk boga ve koglarda riboflavine bagh olarak
sikca goriiliir. Renginin kirmizi-kahverengi olmasi kann (hemospermie), sari-yesilimsi renk
irinin (pyospermie), sart renk idrarm (urospermie) spermaya karismig olabilecegini gosterir
(9, 32).

2.4.3. Koku

Spermann kendine has aromatik bir kokusu vardr. Igine herhangi bir maddenin
karismasina bagh olarak kokusunda degisiklik olabilir (9). Fizyolojik olan aromatik
kokusundaki degisiklikler patolojik olarak kabul edilir.

2.4.4. Kivam (Viskosite)

Spermann kivamui diger bir deyisle ejakiilatin akiskanligi viskometre ile Olgiilir. Kivam
yogunlukla, dolayisiyla igerdigi spermatozoon saysiyla iliskilidir. Ormnegin, yogunlugu
yilksek olan kog¢ spermast boga spermasma gore daha az akigkandr. Ejakiilattaki
spermatozoa yogunlugu kog ejakiilatina gore daha diisiik olan boga spermasmin Viskozitesinin
1.7-10.5 cP arasmda oldugu bildirilmistir (9, 32). Viskosite progressif motil spermatozoa
hizini etkilemektedir. Viskositenin yiiksek oldugu ortamlarda spermatozoanin ilerleme hizi
daha diisiiktiir.

2.4.5. Kitle Hareketi (Mass-Aktivite) (Makroskobik)

Spermatozoa acismdan olduk¢a yogun olan kog, boga ve teke gibi ruminant sperma
orneklerinde gozlenebilen kitle hareketi aygr ve kopek sperma orneklerinde gozlenmez (32).
Ejakiilat alnrr alnmaz sk arkadan gelecek sekilde bakildiginda, cam tiip icerisindeki
spermanin kaynama ve girdap hareketleri, yani kitle hareketi belirgindir. Ancak mikroskop
altmda kitle hareketini incelemek daha saglkli sonu¢ vermektedir (9). Bu nedenle ¢ogu

arastirict kitle hareketini mikroskobik muayene sistematigi icerisinde degerlendirmektedir.
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2.5. Mikroskobik Muayeneler
2.5.1. Kitle Hareketi (Mass-Aktivite)

Lammn tizerinde taze sperma damlatildiktan sonra zaman gecirilmeksizin x100 biiylitmede
kitle hareketi incelenir. Kitle hareketi spermatozoanin bireysel hareketlerinin fark edimedigi
ancak binlerce hiicrenin kaynama veya dalgalanmasi seklinde gozlemlenir. Taze spermamn
lizerine lamel kapatimaksizin incelenen bu testte (+)’den (++++)’e kadar puanlama yapilarak
degerlendirilir. En yiiksek kitle hareketni (++++), kotii 6zellikteki spermay: ise (+) agiklar.
Baz arastricilar 0-5 veya 0-10 arasi skalayr kullanmaktadir (9). Normal kog¢ spermasmin
kitle hareketi +++ ile ++++ arasmdadwr. Mass aktivite bir ejakiilatin motilite, yogunluk ve
fertilite yetenegi hakkmnda Onemli bilgiler verir (17).

2.5.2. Motilite

Ejakiilat icerisinde ileriye dogru diizgiin dogrusal hareket eden spermatozoonlarin,
ylizdesi motilite olarak tanimlanmaktadir. Spermatozoonun disi genital organt icerisinde
fertilizasyon bolgesine ulagsmasinda, oosit yiizeyinde bulunan kumulus hiicrelerini ve ZP’yi
gecisinde Onemli rolii bulunan motilite, spermatozoanin i¢inde bulundugu swmin igerigi,
yogunlugu, sicakhgi ve hijyeni gbi ¢ok sayida i¢ ve dis faktorden etkilenir. Spermatozoanin
motilitesi sicak ve soguk gibi ¢evresel faktorlerden etkilendigi kadar, sulandiricinin ozmotik
basmei ve sulandiricinin bilesenlerinden de etkilenir (17).

Motilite muayenesi taze, sulandirilmis ve dondurulmus eritilmis spermada
gerceklestirilebilir.  Motilite, sperma yogunluguna bagh olarak, taze veya sulandirilmis
spermanin lizeri lamel ile kapatildiktan sonra, 1sitma tablah faz-kontrast mikroskopta x400
biiyiitmede degerlendirilir. Kog spermast gibi yogunlugu fazla olan ejakiilat 6rnekleri serum
fizyolojik ya da sperma sulandiricilart ile sulandrilarak incelenir. Mikroskobun goriis
alannda bulunan spermatozoanin ileriye dogru hareket edenleri dikkate almarak motilite
hakkmnda karar verilir ve % olarak ifade edilir. Aym preparatta 3 degisik mikroskop
alanndaki motilite ortalamasmin alnmasi gerekir (9). Ciftlik hayvanlar1 arasmda en yikksek
motilite (%85-90) taze kog spermasmda gozlenir (9, 17). Sulandirilmis veya dondurulmus
eritilmis spermada, genellikle ikinci bir sulandirmaya gerek duyulmaz. Sperma Ornegi
dogrudan lama damlatilarak {izeri lamel ile kapatildiktan sonra mikroskobik muayene
gerceklestirilir. Kog spermasi gibi yiiksek yogunlukta dondurulan spermanin eritme sonrasi
motilitesi degerlendirilirken sperma tekrar sulandmrilabilir (33). Sadece basi dogrultusunda

ileriye dogru hareket eden spermatozoanin genital kanallar1 gegerek oositi dolleme yetenegi
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bulundugundan, motilitenin, potansiyel fertiliteyi belirlemede biiyikk 6nemi vardr (17).
Yapilan c¢ok sayida caligmada motilite ile fertilite arasmda siki bir iliskinin bulundugu
bildirilmistir (9, 17, 24).

Spermatozoanin metabolit artiklari, ortamda bulunan hiicre kalntilar1 ve diger
kirleticilerden kaynaklanan reaktif oksijen parcaciklart hiicre zan fosfolipitlerine baglanarak
dejenere olmus yag asitlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Dejenere olmus yag asidinden
tiireyen peroksitler ve aciga cikan diger dejeneratif etkili iiriinlerin spermanin motilite ve
fertilite yetenegi lizerinde olumsuz etkileri vardir (17). Motilite oranmin diismesi
spermatozoonun yaglanmasina bagh olarak normal ve anormal spermatozoon popiilasyonunda
degisik zamanlarda farkh oranlarda sekillenir. Bunun sonucu spermazoanin hareket seklinde
degisiklikler sekillenir. Spermanmn gostermis oldugu hareket sekline gore ileri dogru hareket
edenler (progressif), dairesel hareket edenler (sirkiiler), yerinde durarak titresenler (vibrator),
geriye dogru hareket edenler (revers) diye de adlandirilir (17).

Giliniimiizde motilite degerlendirmeleri icin gelistirilmis semen analiz sistemleri
bulunmaktadwr. Bu sistemler genellikle isitma tablah faz kontrast mikroskop, kamera, ve
bilgisayar tiinitelerinden olusmaktadr (24). Bu sistemle spermanin motilitesi, hizi, hareket
sekli, yogunlugu ve sulandrma oram hakkmda ayrmtili bilgi elde edilir. Ayrica sonuglart
karsilastrma, saklama ve grafik seklinde alabilme Ozellikleri de bulinmaktadr (17).

2.5.3. Spermatozoon Yogunlugu

Birim hacimde bulunan spermatozoon sayisma yogunluk denir. Sperma yogunlugu
hemositometrik, fotolometrik ve elektronik sayag¢ yontemi gibi degisik yontemlerle
saptanmaktadir. Kog spermasmin yogunlugu 2000-3000 x 10° /ml dir. Spermatozoon
yogunlugu spermanmin kalitesi hakkinda degerli bir veri olmasmnm yam swra, sulandirma
oranmin saptanmasi i¢in de ayri bir 6neme sahiptir (17). Sperma alma yontemi ve sikhgi,
spermanin alndig1 mevsim, sperma veren hayvanin yasi ve beslenme durumu sperma
yogunlugunu etkilemektedir. Elektroejakiilator ile alman spermanmin yogunlugu eklenti iireme
bezleri salgllarinin fazlahgma bagh olarak dogal asim ve suni vajina yontemine gore daha
diisiiktiir (21, 22).

2.6. Morfolojik Muayene

Mikroskobik bakida spermatozoonlarin morfolojilerinin incelenmesi, spermanin
potansiyel fertilitesini degerlendirmede Onemli bir yer tutmaktadwr. Anormal yapidaki
spermatozoonlarm fertilizasyon giicleri yoktur. Saglkli bir spermada her zaman morfolojik
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bozuklugu olan hiicreler bulunabilir. Fizyolojik olarak %20’den fazla morfolojik bozukluk
saptanan ejakiilat 6rnekleri kullanilamaz.

Morfolojik bozukluklarm smiflandirilmasinda degisik yontemler kullanilmaktadir.
Giintimiizde morfolojik bozuklugun lokalize oldugu yere gore smiflandirma yontemi yaygmn
olarak kullanilmaktadir. Bu yonteme gore morfolojik bozukluklar; akrozomal bozukluklar,
basa ait bozukluklar, implantasyon cukurluguna ait bozukliklar, basm orta bokime
baglanmasi ile ilgili bozukluklar, orta bolime ait bozukluklar ve kuyruk bozukluklari olarak
smiflandirilmaktadir (9).

Kimi arastrmacilar; morfolojik bozuklular1 olusum evrelerine gore anormal bas, orta
kismin sekilenmemesi, abaksiyal baglanma, kuyrugun kuvvetli kivrilmasi gibi
spermatogenezis hatasmdan ileri gelen primer bozukluklar ve ayrilmig bas, distal damlacik,
kivrik kuyruk gibi kanal sisteminden ileri gelen sekonder bozukluklar olarak degerlendirirken,
kimi arastrmacilar da infertiliteye neden olan (major) ve olmayan (mindr) bozukluklar olmak
tizere iki baglk altmda degerlendirmektedir (34). Spermatozoonda bulunan morfolojik
bozukluklar1 birincil, ikincil ve ti¢linciil olarak smiflandiran arastrmacilar da bulinmaktadir.
Bu aragtrmacilar birincil bozukluklarin spermatogenezis swrasmnda, ikincil bozukluklarin
kanal sisteminden gegiste, iiglinclil bozukluklarin ise ejakiilasyon swrasmda veya sonrasmda
(spermanmin alnmasi, sulandirilmasi dondurulmasi, depolanmasi vb) olusanlar olmak {izere {ic
farkh gruba ayrmislardir (17).

Kog spermasmin genellikle hacimce diisiik olmasma karsm, yiiksek yogunlukta
spermatozoa igerdigi bildirilmektedir. Fizyolojik Ozellikleri bakimmdan ergin bir kogun
sperma hacmi 0.5-1.0 ml, yogunlugu 2-3x10°/ml, motilitesi %80-90, mass aktivitesi (++++)

ve anormal spermatozoon oramt %5-15 arasmdadr (35).

Sperma alma yontemi, mevsim, hayvanmn fizyolojik durumu, ortam sicakhgi ve hayvanin
k1 spermanin 6zelliklerini etkilemektedir (9). Soylu (36) Karacabey Merinoslarinda yaptig
bir cahlsmada, ortalama sperma hacminin 1.03 ml, mass aktivitenin +++, motilitenin %83.19
ve spermatozoon yogunlugunun 2.96 x 10°/ml oldugunu bildirmistir. Ozkoca (37) Merinos
k1 koglardan suni vajina ile sperma alarak hacim, yogunluk, motilite ve morfolojik bozukluk
degerlerini swasiyla; 1.9 ml, 2.49x10° /ml, %90 ve %14.9 olarak bulmustur. Gokgen ve
arkadaslart (38) yine Merinos ki koglardan aldiklar1 spermada, hacim, mass aktivite,
motilite, akrozomal bozukluk ve toplam morfolojik bozukluk degerlerini swasiyla; 0,9 ml,
++++, %85, %1.0 ve %5.1 olarak saptamuglardir. Ak ve arkadaslar1 (39) 5 bag Kivircik
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koctan elektroejakiilator yardimiyla aldiklar1 spermada 0.89 ml hacim, 4-5 mass aktivite, 1.87
x 10% /ml spermatozoon yogunlugu, %87.25 motilite ve %16.5 morfolojik bozukluk
saptamiglardir. Pontbriand ve arkadaglar1 (40) 5 bas Dorset k1 kogtan elektroejakiilator
yardimiyla aldiklar1 ejakiilat 6rneklerini pooling yaparak, %83 motilite ve %1.20 anormal
akrozom oram elde etmiglerdir. Mattner ve Voglmayr (30) Merinos ki koglardan
elektroejakiilator ve suni vajina yardimiyla sperma alarak karsiastrmislar, elektroejakiilator
ile alman ejakiilat 6rneklerinde ortalama olarak 1.4 ml hacim, 2.3 mass aktivite, 2.5x10° /ml
spermatozoon yogunlugu, %82 canli spermatozoon oram ve %87 normal spermatozoon orami
saptamislardir. Her iki sperma alma yonteminde de hacim ve canl spermatozoon oranmin
benzer oldugu, fakat mass aktivite ve yogunlugun suni vajina yonteminde daha yiiksek oldugu
bildirilmigtir. Mathur ve arkadaslar1 (41) Rambouillet wki koglarm ejakiilat 6rneklerinden
elde ettikleri poolingde +++++ kitle hareketi, %90 motilite, 3.56 x 10%/ml yogunluk, %90.7
canh spermatozoon ve %20 morfolojik bozukluk oram saptamuslardir. Tris bazh sulandirici
kullanilarak yapilan bagka bir cahsmada ise gliserol iceren grupta dondurma-eritme sonrasi
motilite oranmn %51 oldugu, akrozomal bozukluk oranmin ise %60 oldugunu bildirilmistir
(13).

2.7. Ko¢ Spermasimin Dondurulmasi

Suni tohumlama, gamet hiicrelerinin kriyoprezervasyonu, liyofilizasyonu, in vitro
fertilizasyon, in vitro maturasyon, gen transferi ve klonlama gibi ¢ok sayida teknigi kapsayan
reprodiiksiyon biyoteknolojisi, hayvancilik sektoriinde vazgecilmez Oneme sahiptir. Degerli
erkek gamet hiicrelerinin dondurulmas: ve disi hayvanlarin suni yolla tohumlanmas1 esasma
dayanan suni tohumlama biyoteknolojisi, bu teknikler arasmnda en etkin ve yaygm olanidir.
Bu teknik sayesinde, eldeki hayvan popiilasyonunda kisa siirede istenen yonde genetik
llerleme saglanabilmekte, yetistirici erkek damizlik besleme kiilfetinden kurtulunmakta,
degerli bir damizlik bireyden genis Olclide yararlanilabilmekte, veneral yolla bulasan
hastaliklarin Oniine gecilebilmekte ve elindeki siiriide bir 6rneklik saglanabilmektedir (9, 17,
42).

Giintimiizde gamet hiicrelerinin saklanmasinda, 5°C’ta stvi saklama, dondurma ve
liyofilizasyon yontemi olmak tiizere baghca 3 yontem kullanilmaktadr (43). Her ti¢ yontemde
de spermanin eritme sonrasi yasamsal islevlerini ve fertilite yetenegini, alman spermanin
baslangic kalitesi yaninda saklama sicakhgi, sogutma ve dondurma hizi, sulandiricinm
kimyasal bilesenleri ve kullanilan kriyoprotektif maddeler belirler (44-46). Eritme sonrasi
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basarmmn diisik oldugu tiir ve bireylerde siklkla kullanilan svi saklama yontemi, spermayi
sulandirdiktan sonra 5°C gibi diisikk sicaklklarda 2-3 giin boyunca saklama esasma dayanan
bir yontemdir (9, 47). Kriyotolerans1 yiksek tiir ve bireylerde tercih edilen dondurma
yontemi ise spermanin daha diisikk sicakliklarda saklanmasi temeline dayanr. Hiicreyi soguk
sokunun etkilerinden koruyan kriyoprotektif madde iceren sulandiricilarla sulandirilan
sperma, ampul (etil alkol banyosunda), pellet (—79°C kuru buzda) veya payet (—110°C svi
azot buharmda) yontemiyle dondurularak —196°C’ta saklanrr (48, 49). Uygun saklama
kosullarinda spermanin potansiyel fertilitesi yillarca korunabilir (17, 47). Spermamn genetik
materyaline etki etmeksizin motilitesinin kaybolmasina neden olan liyofilizasyon yontemi ile
saklama teknolojisinde ise fertilizasyon i¢cin morfoloji ve islev bakimmndan saglam
spermatozoaya gereksinimin olmamasi nedeniyle, ejakiilasyon sonrasi elde edilen spermanmn
yaninda, diisiik kaliteli ve testis ile epididimisten elde edilen olgunlagsmamis sperma da
kullanilabilmektedir (50, 51). Liyofilize edilmis sperma, buzdolabi kosullarinda risksiz bir
sekilde uzun yillar fertilizasyon yetenegini korumaktadr. Motilite yetenegini yitiren liyofilize
spermanin in vivo ve in vitro kosullarda oositi fertilize etme yetenegi bulunmamaktadir.

Bunun icin spermatozoonun intrasitoplazmik enjeksiyonunun yapimasi gerekmektedir (52).

Sperma dondurma teknolojisi, 1949 yilinda Christopher Polge ve arkadaslarmin
gliseroliin spermatozoonlar iizerine kriyoprotektan etkisini tesadiifen kesfetmeleri ile biiyiik
bir ivme kazanmustr (53, 54). Spermamin dondurulmasi insan, yabani ve evcil hayvanlarda
yardime1 iireme tekniklerinin yaygmlagsmasmi ve uygulanabilirligini artrmistir.  Cogu memeli
spermasmin st azot (-196°C) ile dondurularak saklanmasindan basarih sonuglar elde
edilmektedir.

Kriyopreservasyon; spermanm sulandirilmasi, 5°C’a sogutulmasi, dondurulmasi ve
eritiimesi agamalarini kapsamaktadir (53, 55). Spermanin bu agamalara karsi direng
gosterebilmesi i¢in sulandirilmasi zorunludur. Dondurma amaciyla gerceklestirilen
sulandiric1 gelistirme ¢alismalarinda, gesitli pH tamponlayict maddeler (Tris-sitrik asit, Test,
Hepes, vb), diisiik molekiil agirlig1 olup hiicre zarmi1 gecebilen sekerler (friikktoz, glikoz vb) ve
membran-koruyucu maddelerin (gliserol ve diger polialkoller, DMSO, amino asitler vb)
kullanildig1 farkh sulandiricilar gelistirilmistir (56). Ayrica, laktoz, sikkroz ve dekstran gibi
non-permeating sekerler, antifriz proteinleri ve membran stabilizatdrleri (yumurta sarisi, siit,
lipitler ve amino asitler) de sulandiricilarda kullanilmustir (56-60). Dondurma ve eritme
islemleri spermamin morfolojisini, biyokimyasini ve iglevini olumsuz yonde etkiler. Bu

olumsuz degisiklikler, motilitenin ve viabilitesinin diismesine, spermanm disi genital kanalda
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migrasyon yeteneginin azalmasma ve servikal tohumlama sonrasi fertilite oranmm diismesine

neden olmaktadir (60).

Sogutma ve donma iglemleri swrasmda c¢evresinde sekillenen birtakim fiziksel ve kimyasal
degisikliklere maruz kalan spermatozoon, faz degisimin sekillendigi diisik sicakhga kars
belirli bir direng gosterir. Smvi haldeki suyun buz halne gegisinde buz kristalleri olugur.
Spermada spontane buz olusumu —5°C ile -15°C arasndaki sicaklklarda olusur. Kiicik buz
kristalleri, ylizey gerilimlerinin yiikksek olmasindan dolayi, termodmamik olarak stabil
degildirler. Spontane olarak kinetik enerjileri daha diisiik buz pargaciklar1 bir araya gelerek
rastgele stabil olmayan buz kristallerini olustururlar. Bdylece, buz kristali hizla biitiin yonlere
dogru sogutuldugu dereceye gore biiyiir. Geriye miktari ortamda bulunan kriyoprotektif
maddelerin miktarna bagh olan donmayan fraksiyon kalr. Bu donmayan fraksiyonda seker,
tuz ve diger kriyoprotektanlarin yogunlugu artar, dolaysiyla ortamm ozmotk basmci da hizla
artar. Ozmotik basingta olusan bu artis, hiicre i¢indeki suyun hiicre disma dogru akmasma
neden olur. Bu olay, hiicre i¢i tuz ve kriyoprotektif madde yogunlugunun ozmotik basmnci dis
ortamla esitlenene kadar stirer (61).

Taze sperma ile karsilastirildiginda, dondurulmus memeli spermasi genelde daha diisiik
fertiliteye sahiptir. Bu da eritme sonrast hem canh spermatozoa oranmin disikligiinden, hem
de canh ama islev yoniinden kayba ugrayan hiicrelerin oranindaki artistan ileri gelmektedir
(62, 63, 40). Soguk soku (64), donma hiz1 (65-68), sulandiric1 bilesenleri, ozmotik basmng gibi
cok sayida faktor spermada yasam yeteneginin kaybolmasina neden olurken (69, 70),
membran yapisi, oksidatif zararlar, membran reseptorlerinin yapismin bozulmasi, niikleer
yap1 vb etkiler de spermada islevsel zararlara yol agmaktadr (40, 62, 71-73). Diger
hayvancilik alanlarinda oldugu gibi koyunculuk alaninda da genetik materyalin korunmasi ve
verim Ozelligi yliksek olan bireylerden daha fazla yararlanabilmek i¢cin, spermanin
dondurulmasi, spermanin liyofilizasyonu, embriyo transferi, in vitro maturasyon, in vitro
fertilizasyon, klonlama ve mtra sitoplazmik sperm enjeksiyonu gibi dier yardimei iireme

tekniklerinden faydalanilmaktadwr (1-3, 74).

2.7.1. Sperma Sulandincilar1 ve Ozellikleri

Spermann dondurulmadan once islem gordiigii sulandiricinin bilesenleri, sulandirma
prosediirli, sulandirma orani, kullanilan kriyoprotektan cesidi ve yogunlugu, paketleme
yontemi ve dondurma hizi donma islemlerinin basarismi belirler (45, 70, 75, 76). Kaliteli bir

sperma sulandiricisi; spermatozoitler igin gerekli olan enerji gereksinimini kargilamaly,
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bakteriyel tiremeyi kontrol etmeli, hiicreyi soguk sokuna karsi korumali, ortamm pH degerini
dengeleyebilmeli ve spermatozoa metabolitlerini kompanse edebilmelidir. Bunlarin yam sira,
donma srasmda hiicrelerin korunmasi i¢in, sulandiricilarda uygun bir ozmotik basmng ve
elektrolit dengenin zorunlu oldugu agiklanmistr. Sperma sulandwricilarina enerji
saglayabilmesi i¢in glikoz gibi basit sekerler, spermatozoay1 soguk sokuna karsi korumak i¢in
yumurta sarisi, siit ve bakteriyel liremeyi engellemek icin ise penisilin, streptomisin gibi
cesitli antibiyotikler Onerilmektedir (9, 17). Kog¢ spermasmin dondurulmasma iligkin ik
caligmanin ise, Emmens ve Blackshaw’m 1950°de yaptig arastrma oldugu kabul
edilmektedir (36, 77). Giinlimiizde bir¢ok evcil hayvanin spermasmin dondurulmasi ve
dondurulmus spermayla elde edilen délverimi memnunluk verici diizeye erigmis
bulunmaktadwr. Birka¢ hayvan tiiriinde ise heniiz arzu edilen sonuglara erisilememistir.
Uriinleri nedeniyle ekonomik &nemi biiyikk olan koyun, bunlar arasmda yer alr (78). Kog
spermasmin sogutulmasi, dondurulmasi ve payetlenmesi swrasmda motil spermatozoa orant
Oonemli Olclide diismektedir (79). Ancak, kog¢ spermasmin basartyla dondurulmasi i¢in yapilan
aragtrmalar, saglayacagi biiyiik yararlari nedeniyle yogunlugunu ve giincelligini
korumaktadr (78). Kog¢ spermasmin membran yapist kriyoproservasyona karst oldukca
duyarldir. Bu nedenle, kog¢ spermasmin diger ¢iftlik hayvanlarinin spermasma gore
dondurulmas1 daha giictiir. Bunun nedeni, kog¢ spermasmin diger tiirlere gore yiiksek oranda
doymamuis yag asidi icermesidir. Bu durumun baslangicta spermanin membran yapi
diizensizligine neden olabilecegi ve daha sonra sperma hasarmdan sorumlu olabilecegi
distiniilmektedir. Bu hasar ise kog spermasnda boga spermasma gore daha siddetlidir (80,
81).

Kog¢ spermasmm dondurulmasindaki basart sulandrma oranma baghdir. Kog spermasi
genellikle hacim/hacim (v/v) oraninda veya daha az siklkla tohumlama dozu dikkate almnarak
sulandirilir (82). Nur ve arkadaglar1 (13) tris bazh sulandrict kullandigr ¢ahsmalarmda 1/5
(sperma/sulandiric1) orannda sulandrdiklari kog¢ spermasinda sulandrma sonrast %79.0+1.9
motilite ve %5.6 akrozomal bozukluk oranlari elde etmiglerdir. Ritar ve Ball (83) tris-sitrik
asit-glikoz-yumurta sarisi-gliserol sulandiricis1 kullanarak 1:0.5 ve 1:2 sulandirma oranlarinda
eritme sonrasi sirastyla, %37.9+0.81, %43.9+0.86 motilite bulmuslardir. Ak ve arkadaslar
(70) Fiser ve arkadaslarmdan modifiye edilen sulandiricilar kullanarak kog¢ spermasmi 1+1,
1+3 (sperma+sulandiric1) orannda sulandrmislar, eritme sonrasi 1+1 sulandrma oraninda
%21.0+10.89 motilite, %41.8+5.22 akrozomal bozukluk, 1+3 sulandirma oranmnda ise
%53.3+6.46 motile, %25.6+5.94 akrozomal bozukluk saptamuslardir.
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Kog spermasmin kriyotoleransinin boga spermasma gore daha hassas olmasi nedeniyle
sulandiric1 gelistrme cahsmalarina odaklamlmistir. Bu ¢aligmalar sonrasi kabul edilebilir
diizeyde motilite hedeflerine ulagilmasma kargm akrozom ve morfolojik biitiinliige iliskin
bulgular istenilen diizeyde degidir. Dondurma ve eritme sonrasit %50 ve lizeri motilite elde
edilirken (13, 69) akrozomal bozukluk oranmin %?25-65 oldugu bildirilmistir (69, 80, 84).
Giiniimiizde yapilan deneysel ¢ahsmalar sonrasi elde edilen bulgular sunucu kog spermasmin
dondurulmasma yonelk laboratuar uygulamalarinda kullanilan sulandricilar yaninda, ticari
sulandiricilar da gelistirilmistir. Bu farkh sulandricilar kullanilarak %50-55m iizerinde
eritme sonrasi motilite elde edilebilmektedir (13, 70, 85). Donmus sperma kullanilarak in
vitro fertilizasyon sonrasi %70’ten daha yiiksek oranda bolinme elde edilitken (70, 86), in
vivo servikal tohumlamalardan %35-50 (87, 88) ve laparoskobik tohumlamalardan %70 ve
iizeri diizeylerinde (89, 90) gebelik elde edilebildigi bildirilmistir.

2.7.2. Spermanmin  Sulandirlmasi, Sogutulmasi ve Dondurulmasi

Spermann dondurulma yontemleri arasinda ampul, pellet ve payet yontemi
bulunmaktadwr. Ancak giiniimiizde en yaygin ve pratikte uygulanabilirligi en yiiksek
dondurma yontemi payet yontemidir (9). Spermanm gerek kisa siireli saklanmasi gerekse
dondurulmadan once sulandirilmas1 gerekmektedir. Gerekli mineral madde ve enerji kaynagi
ve spermayl sogugun zararlarma karsi koruyucu (kriyoprotektif) madde igeren sulandiricy,
metabolik artiklar1 tamponlamali ve spermann fertilizasyon yetenegini olumsuz yonde
etkilememelidir. Sulandiricinin igerigindeki sperm metabolizmasinda gorev alan maddeler
besin kaynagmi olustururlar. Bunun yaninda plazma membranmi koruyucu ve kriyoprotektif
maddeleri icermesi nedeniyle spermatozoanin yasam siireleri uzamakta ve ani 1s1
degisikliklerinden korunmaktadwr. Ayrica sulandiricilar, ejakiilat hacmini artwrdiklarindan,
fazla sayida hayvanin tohumlanmasma olanak saglar. Sulandirici, spermatozoonlarin
metabolizma artiklarinin olusturdugu toksik etkiyi tamponlayarak pH degerini uzun siire sabit
tutar. Sulandiricinin igerdigi antibiyotik ise sperma ile bulasmasi olasi hastalklarin
yayllmasini Onler.

Kog spermasmin sulandirilmasinda farkl ozellikte ¢ok sayida sulandirict
kullanilmaktadir. Bu sulandricilarin ¢ogu laboratuar ortammnda hazrlanmaktadir.
Giiniimiizde Andromed, Laiciphos, Biociphos, Biladyl, Triladyl, Ovipro, Optidiyl gibi baz
firmalarin sundugu kullanima hazrr sulandricilar da ticari olarak satimaktadr. Genel olarak
spermanin dondurulmasinda kullanilan sulandiricilarin ¢ogu yumurta sarisi igerir. Yumurta

sarisy, icerdigi lipit-protein kompleksi nedeniyle, spermatozoay1r soguk sokundan korur.
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Ayrica igerdigi lesitin nedeniyle spermatozoonlarin membranmni daha dayaniklh duruma
getirerek ekstraselliiler etkilerden korur. Spermatozoanin cevresinde olusturdugu kolloidal
katman spermanin hareketini kistlayarak metabolizmay1 yavaslatr ve metabolik artklarin
elimine edilmesini saglar (9, 32).

Sperma sulandirilmasi ve sogutulmasi yontemi kendi iginde sulandirma, sogutma, ahsim
(ekilibrasyon) ve paketleme asamalarindan olusur. Sogutma, spermanin metabolizmasmin
yavaglamasi1 i¢cin gerekli olan adaptasyon periyodudur (91). Sperma alndiginda beden isisina
yakindr. Sperma alnir alnmaz cevre etkilerinden korumak amaciyla hizlica yaklasik 28-
32°C sicaklktaki su banyosuna konulur. Gerekli muayeneler yapidiktan sonra kullanima
uygun olan ejakiilat 6rnekleri sulandirilarak sogutulur. Spermanm soguk sokuna maruz
kalmamas1 i¢cin, sulandrilmis sperma asamal bir sekilde sogutulur. Bu yavas sogutma 2-4
saat kadar stirer. Sogutma islemi i¢in su banyosunda bulunan sulandrilmis sperma, aym
sicaklikta (26-32°C) su igeren bir kaba konur ve 5°C’taki buzdolabma yerlestirilir. Sogutma
stiresini kisaltmak i¢in kap icerisine ufak buz parcalar atiir. Kabm sicakhgi 2-6 saatte 5°C’a
sogutulur (9, 32). Sperma sogutulup dondurulurken degisik asamalarda farkh hiz ile
sogutulmas1 gereki. Dondurma oncesi agamada; 28-32°C dereceden 16°C sicakhga, 16°C
sicakhktan 5°C sicakhga indirme hizn spermanin eritme sonrasi yasamsal aktivitesini
etkilemektedir (70). Dondurma asamasmnda ise Ozellikle spontan buz kristallerinin -5°C ile -
15°C sicaklkta olustugu noktalara sogutulurken hiicre hizlica su kaybetmektedir. Ortam
sogutulduk¢a hiicre i¢ci ve dis1 denge saglanan kadar bu olgu devam etmektedir. Hiicre digma
cikan su miktar1 ilizerine ozmotik basmg, ortamdaki kriyoprotektan ve sogutma hzinin etkih
oldugu bildirilmistir (92).

Sperma tek veya iki asamal sulandrma teknigi kullanilarak sulandmrilir. Tek asamal
sulandirma tekniginde icinde kriyoprotektan madde igeren sulandirict spermaya asamah bir
sekilde 28-32°C sicaklikta katilarak sulandirma islemi tamamlanir. Iki asamah sulandirma
tekniginde ise sperma kriyoprotektan madde icermeyen sulandirict ile 28-32°C sicaklkta
sulandirildiktan sonra, 1-2 saat iginde 5°C sicakh@a disiiriilii. Bu sicaklikta i¢inde
kriyoprotektan madde bulunan sulandirici ile asamal olarak ikinci kez sulandmrilir (9, 17, 32).

Sulandirma ve gliserolizasyon (kriyoprotektan madde katimi) asamalarindan olusan
sulandirma iglemi iki bashk altmda degerlendirilebilir. Tek asamah sulandrma tekniginde
gliserolizasyon islemi 28-32°C sicaklikta gergeklestirilirken, iki agsamah sulandirma
tekniginde 5°C sicaklkta gerceklestirilir (93). Gliserol miktart ve spermaya katima sicakhgi,
eritme sonrast spermanin islevsel ve morfolojik biitiinkigiinti etkilemektedir.

Gliserolizasyonun sperma metabolizmasinin yavas oldugu diisiik sicakliklarda
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gerceklestirilmesinin daha iyi sonug verdigini, dolayisiyla iki asamah sulandrma tekniginin
kog spermasi i¢in uygun oldugu bildirilmektedir (70).

Iki asamali sulandirma tekniginde yer alan gliserolizasyon evresinde, ik sulandirilmasi
yapiimis ve sicakhgir 5°C’a diisiiriilmiis sperma ile gliserol iceren ve sicakhgi 5°C olan ikinci
sulandirici, 4-5 porsiyonda ve her porsiyon arasi 10-15 dakika olacak sekilde yavas yavas
sulandirilir (32). Sulandiriciya katilan gliseroliin akrozom reaksiyonunu hizlandirdigi (80,
84), akrozomal bozukluklar1 artrdig1 (70, 80, 84) ve kromatin hasarma neden oldugu (13)
bildirilmistir. Bu etkilerinden dolay1 gliseroliin de fertilizasyonu olumsuz yonde etkiledigi
bildirilmistir (13, 70). Bu zararh etkileri mmnimize etme diisiincesi, arastrmacilart diigiik
oranlarda veya gliserolsiiz sperma sulandiricilar: iizerinde ¢aligmalara yoneltmistir (70, 94).
Bu calgmalarin bazlarinda gliseroliin katiima zamam, hizi ve sicakligina odaklanilmistir (70,
94). Gliseroliin disiik sicaklkta asamah bir sekilde spermaya katimasinin eritme sonrasi
spermatolojik Gzellikleri olumlu yonde etkiledigini gdsteren ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadr (13, 69, 70, 95).

Ekilibrasyon (aligim) evresi, tim sulandrma islemleri tamamlanmig ve sicakhgr 5°C’a
diigiirlilmiis spermanmn bu sicakhkta 2-10 saat bekletiimesidir (32). Ekilibrasyon, spermanin
motilite ve membran biitiinliigliniin korunmas1 i¢cin 6éneml bir asamadir (91). Genellikle
ekilbrasyon spermanin gliserol ile muamele edilme siireci ve hiicre i¢i ve dis1 dengesinin
saglanmas1 olarak bilnir. Ancak ekilibrasyon, yalmzca gliserol ile degil, diger sulandirici
komponentleri ile de dengenin saglanmasi stirecidir. Kog¢ spermasmimn iki asamali sulandirma
yonteminde gliserol ile muamele 2-5°C’ta baslar ve ekilibrasyon siiresi 1-3 saat siirer. (96).
Tek asamah sulandrmada ise gliserol ile muamele 30°C’ta baslar ve 2-5°C’ta 1.5-2 saat
bekletilerek gergeklestirilir (10). Sperma genellikle ekilibrasyon sonrasinda tercih edilen
paketleme (payet, pellet veya ampul) yontemlerinden biri kullanilarak dondurulur (9). Payet
yonteminde, ekilibrasyon sonrasmda payetlere ¢ekilen sperma sivi azot buharmda (-80 ila -
120°C sicaklikta) 7-10 dakika siirede dondurulur (9, 32). Pelet yonteminde sperma kuru buz
lizerme damlatilarak -79°C sicakbkta dondurulurken, ampul yonteminde sperma ampullere
almarak -79°C sicakliktaki etil alkol banyosunda dondurulur (9, 17). Her ii¢ yontemde de
sperma sicakligi -196°C olan smv1 azot igerisinde saklanr.

2.8. Soguk Sokunun Sperma Uzerine Etkileri

Spermatolojik Ozellikleri saptanmus ve sulandrilmis spermanmn 5°C’a sogutulmasi ayri
bir 6zen gerektirmektedir. 17°C’m altndaki ani sicaklk degisikliklerinde, 6zellikle akrozom
olmak {izere spermada irreversibl bozukluklar olusur. Olusabilecek degisiklikler spermanin
potansiyel fertilitesini diistirebilir 6zelliktedir. Sulandiricidaki kriyoprotektif maddelerin
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koruyucu ozellikleri smrhidr (9). Karagiannidis ve arkadaslari (97) soguk sokunun, taze
boga spermasmin aniden sogutulmasi sonucu motilitenin geri doniistimsiiz olarak kaybolmasi
ile karakterize oldugunu bildirmis ve bununla birlikte spermatozoitlerdeki kalsiyum
yogunlugunda belirgin bir artis ve buna bagh olarak da semmal plazmadaki kalsiyum
miktarindaki kalsiyumun azalis1 oldugunu belirtmistir. Spermatozoitler ve seminal plazma
arasindaki kalsiyum daglminin degigsmesi sonucu olusan soguk soku ile seminal plazmada
var olan iyonize kalsiyum miktarinin azalmasi ve aym anda spermatozoitlerdeki kompleks ve
proteine bagh kalsiyumun miktar1 artar (97).

Darin ve arkadaglar1 (98) spermatozoitlerdeki kolesterol miktar1 ile spermatozoitlerin soguk
sokuna duyarlihg1 arasindaki iliskiyi arastrdiklar1 cahgmalarinda, mnsan ve tavsan
spermatozoitlerindeki doymus fosfolipit oranmm, boga ve ko¢ spermatozoitlerindekinden
fazla oldugunu, buna bagh olarak insan ve tavsan spermatozoitlerinin soguk sokuna karsi
daha direngli olduklarmi agiklamislardw. Arastrmacilar, plazmadaki kolesterol diizeyinin de

hiicrelerin soguk sokuna karsi direncini onemli derecede etkiledigini bildirmislerdir.
2.9. Kriyoprotektanlar

Spermann dondurulmas1 ve ¢ozdiiriilmesi srasmda degisen sicaklk nedeniyle, ortamda
olusan farkh ozmotik basinca ve kimyasal bilesimde olusan degisikliklere karsi
spermatozoonlar1 koruyan maddelere kriyoprotektif maddeler (kriyoprotektanlar) denir (9).
Bilimsel ve modern anlamda canh hiicre dondurma ¢alismalari, 1949 yilinda Polge ve
arkadaslarmin gliseroliin kriyoprotektan ozelligini bulmasindan sonra baslamg; ik
dondurulan hiicre spermatozoon olmustur (99, 100).

Kriyoprotektanlar hiicrenin dondurulmasinda olusan soguk soku zararma, intraselliiler
kristal olusumuna, ¢6ziim swrasmnda dekristalizasyona ve gelisen membran destabilizasyonuna
kars1 koruyucu amagh olarak kullanilmaktadir. Kriyoprotektanlar genel olarak koruyucu
etkilerini ortamdaki donmamus fraksiyonu artrarak ve ortamdaki iyon miktarini azaltarak
gosterirler. Diigiik molekiiler agrlikta olmalar1 ve toksik etkilerinin ancak belirli oranlarda
katidiklarinda ac¢iga ¢ikmasi, kriyoprotektanlarin diger onemli 6zelliklerindendir (100).

Kriyoprotektanlarin koruyucu etkileri, permeabilitelerindeki farkhliklar1 ve toksik etkileri
hayvan tiirline, dondurulan hiicre c¢esidine gore degisebilmektedir (17). Hiicre
dondurulmadan once kriyoprotektanlarla inkiibe edilerek, intraselliiler yonden dengeye

gelmesi saglanmaktadir. Bu olguya aligim donemi (ekilibrasyon) adi verilir (9). Ekilibrasyon
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sonrasi sperma ile sulandrict arasmdaki madde abgverisinin tamamlanmasi ve ortammn
dengeye ulagmasi i¢in beklenir. Ekilibrasyon sonrasi sperma donma islemine hazir hale

gelmis olur. Bu siire yaklasik 2 saat kadardir (9).

Dondurma igleminde spermatozoonlarin zarar gormemesi i¢in, sicakhgm yavas yavas
distiriilmesi gerekir. Ciinkii sicakhk yavas distiriildiigiinde, hiicre igerisinde bulunan su
disart ¢ikabilmekte (eksozmoz), hiicre igerisinde ¢Ozilen maddelerin yogunlugu artmakta ve
hiicre i¢i ile hiicre dis1 su dengesi saglanmaktadir. Sonugta hiicrede dehidrasyon
sekillenmekte ve intraselliiler donma goriilmektedir. Donma islemi hizli yapildiginda, yeterh
miktarda su hiicre disma ¢ikamaz. Bunun nedeni ise ekstraselliller sivida yogunlugun hizli bir
sekilde artmasidr. Hiicre disma c¢ikamayan su, hiicre igerisinde buz kristallerinin olusmasina

neden olur (32).

Kog ve boga spermasmin docosahexaaenoic asit (DHA) igeriginin, domuz spermasma
gore yilkksek oranda olmasi, soguk sokuna karsi direng gostermede ve dondurmada daha iyi

sonu¢ vermektedir (101).

Hiicrenin donmasi srrasinda, hiicre dismda gelisen kar taneleri tarzmdaki kristal olusumu,
beraberinde eksternal tuz bilesiklerinin donmamis kisimlarda daha da yogun hale gelmesine
neden olur. Aym zamanda hiicre su kaybeder. Ekstraselliiler ortam tuz yogunlugu gibi,
mtraselliiler tuz yogunlugu da artar. Ekstraselliiler ve mtraselliiler tuz yogunlugu kritik
diizeye gelince (oda sicakhginda 0,8 M), hiicre plazma membranindaki katyon kanallari
acilarak, yikilan potasyum-klor kopriisinden potasyum hiicre disma ¢ikar. Ortamdaki
sodyum ise yogunlugun fazla oldugu hiicre icine dogru yonelir. Coziim srasmda da plazma
membranindaki katyon kanallar1 kapanir, nterseliller tuz yogunlugu diiserken, hiicre i¢inde
protemlerle bagh durumdaki potasyum-klor kopriileri yeniden olusur. Bu durum hiicre i¢ine
suyu geri ¢eker ve hiicre yine hacimce siser (102). Ekstraselliiler kristal olusumuyla gelisen
hiicre yikkmmi, olasilikla kristalin morfolojisine de baghdir. Kristalin morfolojisi ise onun
biiyiime hizinin denetim altma alnmasiyla diizenlenebilir. Ayrica kriyoprotektanlarin,
ortamdaki kristal dentritlerinin olusumunda etkileri vardr. Donma swrasmda gelisecek olast

bir intraselliiler kristal olusumundan sakmmak i¢in, hiicre yiizey bdlgesinin hiicre hacmine
oranmin diisiik olmas1 gerekmektedir (103).

Nur ve arkadaglar1 (13) %6 gliserol, %6 1,2 propanediol, %6 siikroz, %6 trehaloz igeren
sulandiricilarla dondurduklar1 kog¢ spermasmin eritme sonrasi motilite oranlari swrasiyla

%351.2, %35.0, %5.1 ve %8 olarak saptamuglardir. Soylu ve arkadaglart (69) ise farkh
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kriyoprotektif maddeler i¢eren sulandrricilarin ozmolariteleriyle ilgili yaptiklar1 bir ¢aligmada,
gliserol, 1,2 propanediol, siikroz ve trehaloz igeren sulandiricilarla dondurduklar1 kog
spermasmin eritme sonrasi ortalama motilite oranlarini swastyla %48.7, %25.8, %18.0 ve

%16.4 elde etmislerdir.

Molinia ve arkadaglar1 (104) gliserol, DMSO, etilen glikol ve propanediol iceren
sulandiricilarla dondurduklart kog spermasinda, eritme sonrasi gliserol ve etilen glikol
gruplarindan elde ettikleri motilite oranlarni, DMSO ve 1,2 propanediol gruplarindan daha
yikksek bulmuslardir. Silva ve arkadaslart (85) ise, %5 gliserol, %3-5 etilen glikol ve %3-5
asetamid iceren gruplarda eritme sonrasi swasiyla % 53.1, % 53.4-49.4 ve % 3.1- 3.8 motilite
elde etmislerdir. Valente ve arkadaslar1 (105) da, %5.3 gliserol igeren farkli iki sulandirici
kullanarak dondurduklar1 ko¢ spermasinda, eritme sonrasi motilite, akrozomal biitiinlik ve
HOST degerlerini sirastyla %46.5- 36.9, %80.1-79.0 ve %40.6-32.1 elde etmiglerdir.

Kriyoprotektif maddelerin etkisi, sogutma hizina ve tiire bagh olarak degismektedir (106,
107). Gliseroliin kriyoprotektif etkisi, Polge ve arkadaglar1 (100) tarafindan kesfedildikten
sonra, uygun sulandrict gelistirme cahsmalari hiz kazanmis ve farkh tiirler icin ¢ok sayida
sperma sulandiricist gelistirilmistir. Dondurma swrasmda olusan buz kristallerini hacimce
kiiciitmek ve spermaya karsi zararh etkisini mmimize etmek amaci ile hiicre i¢ine girebilen
(permeable) ve hiicre zarm gegemeyen (non-permeable) cok sayida farkh etkiye sahip
kriyoprotektif madde kullanilmistir (13, 14, 69).

2.9.1. Non-Permeable (Eksternal) Kriyoprotektanlar

Eksternal kriyoprotektanlar, svi ve katyonlara karsi permeabilitesini artirarak hiicre
membranlarint ozmotik strese karsi esnek hale getirirler. Ayrica, hiicrede donma/cdziinme
srasmda gelisen lipit peroksidasyonunu azaltmaya c¢ahsirlar. Eksternal kriyoprotektanlar,
makromolekiiller ve sakkaritler olarak ikiye ayriwr. Polietilen glikol, ficoll 70, BSA,
dekstran, mannitol ve polivinilprolidon makromolekiilleri siklkla kullanilmaktadr. Ozellikle
lipit peroksidasyon inhibitérii oldugu diisiiniilen sigr serum albumini (bovine serum albumin;
BSA) ¢ok sayida ¢alismada kullanilmistir (108-110). Lethal etkili intraselliiler kristallesmeyi
engellemek i¢cin hiicrede dehidrasyon olusturan glikoz, siikroz, trehaloz ve raffinoz siklikla
kullanilan sakkaritlerin arasmda sayilabilir (44, 111)

Sekerli medyumlarin koruyucu etkileri daha ¢ok hizli sogutmada gorilir. Hizli sogutma
srrasmda hiicrede yapisal deformasyonlar sekillenir. Sekerli medyumlar, sogutma srasmda

sekillenen mekanik basmci azaltarak hiicreyi yapisal deformasyonlardan korurlar (92). Aym
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sekilde sekerler, donma ve ¢Oziim srasmda olusan membran zararma karsi, membrandaki
fosfolipitlerle etkilesime girip ylizey artis1 saglayarak ekstra koruma saglamakta ve ¢oziim
islemi srasmda da hiicrelerin ozmotik soka girmesini Onlemektedir (111, 112). Son yapilan
cahsmalarda, 0,2 M siikroz veya trehalozun si@r spermatozoitlerinin dondurma eritme sonrasi
yasam siiresini onemli oranda artrdig1 saptanmistir (92). Aisen ve arkadaglar (56) trehaloz
iceren sulandirict ile sulandrip dondurduklar1 kog¢ spermasmda, sulandrma ve eritme sonrasi
motilite degerlerini swrasiyla %85 ve %86, saglam akrozom oranm ise yine swrasiyla %64 ve

%68 bulmuglardir.

Eksternal kriyoprotektanlarmn diger bir yarari da, hiicre i¢ine giren kriyoprotektan miktarma
olan gereksinimi diisirmeleridir. Non-permeable kriyoprotektanlarin sitotoksitesi permeable
kriyoprotektanlara gore daha dusiiktiir. Bu 6zelliklerinden dolayr genellikle non-permeable
kriyoprotektanlar sulandiriciya permeable kriyoprotektanlarin zararlarmi mmimize etmek i¢in
kombine olarak kullanilirlar. Ayrica sitotoksitesi yiiksek olan permeable kriyoprotektan
yogunlugunu azaltmak i¢cin de kullanilmaktadirlar (109, 113).

2.9.2.Permeable (internal) Kriyoprotektanlar

Hiicre sitoplazmasindan gegebilme oOzelligine sahip kriyoprotektanlar internal
kriyoprotektan olarak adlandrilr. Koruyucu etkileri donma srasmda ortamdaki elektrolit
yogunlugunu azaltmalari, dehidrasyonu diizenleyip protein yapilarmi korumalar1 ve diisiik
sicaklklarin yarattigi ozmotik biiziismeyi azaltmalari ile olusmaktadir (12, 114).
Kriyoprotektanlarin bir diger islevi ise, igerisine katidmis olduklar1 solisyonun mekanik
ozelliklerini degistrmeleridir. Viskoztesi artan soliisyon, eriyiklerin kristalizasyonunu
engeller (115, 116). Baslca internal kriyoproektanlar gliserol, etilen glikol, 1,2 propanediol,

DMSO, methanol, asetamid, adenitol, perseitol, metil formamidedir (117).

Kimyasal adi propantiriol olan gliserol hafifce tath, zehirleyici olmayan bir svidir.
Kimyasal yapisindaki C/OH oranmin esit olmasi, spermatozoon iizerine olan koruyucu
etkisini artrmaktadir. Gliserol spermatozoanin membran lipitleriyle etkilesime girerek,

kimyasal ve fiziksel streslere karsi plazma membranmi stabilize eder (118, 119).

Sperma kriyopreservasyonundaki yararh etkilerine karsm gliserol, spermatozoonun
membran yapisini degistirmekte, baglayic1 protein ve glikoproteinleri etkilemektedir. Ayrica
gliserol, spermatozoonlarin biyoenerjik gereksinimlerini de artrmaktadir (120). Her ne kadar
gliseroliin sperma metabolizmasi1 tiizerine olumsuz etkileri olsa da, spermanin dondurulmasi

srrasinda koruyucu etkisinin daha fazla oldugu ¢ok sayida arastrmada gosterilmistir (13, 69,
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93, 95, 104). Bu nedenle gliserol, kog¢ spermasmin dondurulmasinda sulandiricilara koruyucu
madde olarak en sk katlan maddelerden olmustur (96).

Gliseroliin zararh etkilerini minimize etmek i¢in sperma sulandiricisina katilan gliserol
oranmi azaltmak (94, 121, 122), baska kriyoprotektan maddelerle birlikte kullanmak (104),
katma zamam (96) ve sicakhg1 (94, 96, 123) hakknda ¢ahsmalar da gerceklestirilmistir. Colas
(123) gliseroliin kog spermasi i¢in bir dlgiide toksik oldugunu ve 0°C’a yakin sicaklikta
eklenmesinin zararh etkilerini azaltabilecegini bildirmistir. Aymi arastrmaci, kog¢ spermasmin
dondurulmas1 srasmda gliseroliin eklenme sicakligi tlizerne yaptigi bir calismada gliseroliin
30°C’ta eklenmesinin 4°C’ta eklenmesine gore eritme sonrasi motiliteyi 6nemli Olglide
azaltigini bildirmistir. Salamon (93) gliseroliin 30°C’ta spermaya katimasinin, iki asamah
sulandirma ile karsilastirildiginda, benzer etki gdsterdigini belirtirken, Bacinoglu ve
arkadagslar1 (94) 30°C sicaklkta % 2 gliserol katkismin motilite {lizerine zararh etkisinin
oldugunu bildirmislerdir. Molinia ve arkadaglar1 (104) ile Salamon (93) gliseroliin tek basma
kullanilmasmin, etilen glkol, 1,2 propanediol ve DMSO ile kombinasyonlarma gore, eritme
sonrasi ko¢ spermasmin motilite ve akrozomal biitiinliik iizerine olumlu etkisi oldugunu
saptamuglardir. Ayrica yme Molinia ve arkadaslar1 (104) gliserol veya etilen glikol iceren
sulandiricilarin, DMSO veya 1,2 propanediol iceren sulandiricilara gore motilite {izerine

olumlu yonde etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

DMSO kimyasal olarak bir polar kok etrafinda iki apolar bastan olusan amfipatik bir
bilesiktir. Bu 0zellik ona hem sivi hemde organik medyumlarda ¢oziinme olanag
saglamaktadir. Hiicre i¢ine penetrasyonu diisiik molekiiler agrhgindan dolayr gliserole gore
daha hizlidr. Kriyoprotektan etkisi tiirler arasmda farkhk gostermektedir. Bucak ve Tekin
(14) kanath spermasi i¢in en toksik kriyoprotektanin DMSO oldugunu bildirmis, buna karsmn
Alcay ve arkadaglar1 (124) ar1 spermasmin dondurulmasinda sulandiriciya %6 oraninda
katlan DMSO’nun, aym oranda kullanilan gliserol, 1,2 propanediol ve etilen glikole gore
motilite ve HOST bakimindan daha {stiin oldugunu gozlemlemistir. Tavsan ve alabahk
spermasinda ¢dziim sonu en yiiksek motilite orani, sulandiriciya %10-15 oraninda katilan
DMSO’dan alnmustir (125, 126). Tasdemir ve arkadaglart (127) boga spermasmi %6
gliserol, % 6 etilen glikol, %6 DMSO, %3 etilen glikol+%3 DMSO, %2 gliserok+%?2 etilen
glikoH-%2 DMSO iceren sulandiricilarla dondurmuglar ve en yiikksek membran biitiinliigiinii
%06 gliserol ve %6 etilen glikol gruplarinda, en yiikksek kromatin bozuklugunu ise %6 DMSO,
%3 etilen glikoH-%3 DMSO gruplarinda saptadiklarini bildirmislerdir.
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Bir¢ok tiiriin spermasmda donma-¢6ziim swrasmda olusan zarar1t minimize etmek icin
kullanilan etilen glikol, gliserolle esit oranda koruyucu etki saglamaktadir (14). Aygr
spermasmm dondurulmasinda 2M etilen glikol kullanildiginda, gliserole gore daha az toksik
etki gosterdigini bildiren ¢ahsmalar da bulunmaktadir (108, 118). Kog¢ spermasmin etilen
glikol ile dondurulmasi ve etilen glikoliin basaris1 hakkinda yapilan cahsmalar smrhdir (104).
Kog spermasmi %3 ve %S5 etilen glikol, %3 ve %5 asetamid ve %5 gliserol iceren
kriyoprotektanlarla donduran Silva ve arkadaslar1 (85) en yiiksek motiliteyi %3 etilen glikol
ve %5 gliserol gruplarinda bulduklarmi, en yiiksek akrozomal biitiinlik orammni ise %S5 etilen
glikol grubundan elde ettiklerini bildirmislerdir. Renksiz, kokusuz ve hafif tath viskoz bir swvi
olan 1,2 propanedioliin, kog¢ spermasmin dondurulmasinda %6 orannda kullanildiginda
basarih sonuglar alindigini bildiren ¢ahgmalar da bulinmaktadir (13, 69).

2.10. Spermanmin Potansiyel Fertilitesinin Belirlenmesi

Fertilite, erkek hayvan ele alndiginda, saglkli bir disi ile dogru zamanda yapilan
ciftlestirme sonrasi disiyi gebe brakma yetenegi, disi hayvanlarm ise, saghkli bir erkekle
dogru zamanda yapilan ciftlestirme sonrasi gebe kalp canh yavru dogurmalar1 olarak
tanmlanir (33). Spermamn disi genital kanalda yasam siiresi ve fertilizasyon orani arasmda
sik1 bir iligki vardwr. Bu iligki taze spermada donmus spermaya gore daha giiclidiir (128).

Fertilite, kisaca bir hayvanin yavru verme yetenedi olarak da aciklanabilir.

Maksimum fertilizasyon oram elde etmek i¢in ovulasyon aninda, oviduktta yeterli sayida
kaliteli sperma hiicresinin bulunmasi gerekir. Fertilizasyon oranmi disi hayvanin yasi,
laktasyon sayis, dogum sonrast gegen siire, viicut kondisyonu gibi faktorler etkilemektedir.
Spermadan ileri gelen fertilite disiikliikleri de kendi i¢inde, spermatozoon sayisinin
artrilmas1 ile karsilanabilen ve karsilanamayan nedenler olmak iizere iki ana bashk altmda
incelenebilir. Spermatozoon sayisinin artrilmasi ile karsilanabilen nedenler genellikle
motilite, viabilite yetenegi ve morfolojik biitinliigiin devamlilig: ile ilintili olan faktorler olup
bunlar spermatozoonun disi genital kanalda ilerleme yetenegi ve yasama siiresi ile ilgilidir.

Spermatozoon sayisinin artrilmasi ile karsilanamayan nedenler de fertilizasyondan cok erken
embriyonik Olimlerle ilgili olan (morfoloji ve DNA biitiinligii) nedenlerdir (128).

Bir ejakiilatin fertilite giiclinii tahmin etmek amaciyla c¢ok sayida teknik gelistirilmistir.
Bu tekniklerin bazlar1 i¢cin konusunda egitim almis uzman personel, gelismis alet ve gereglere
gereksinim duyulmaktadwr. FElde edilen sonuclarin gegerliligi uygulanan testin duyarhligina
baghdir. Spermatozoonun fertilite giiciinii tahmin etmek icin kullanilan analizlerin ¢ogu
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hiicrenin motor sistemi, metabolizmas1 ve membran biitiinliigii ile ilgilidir. Sperma kalitesi
hakkinda bilgi veren motilite, membran biitiinliigli, metabolik aktivite, hiicre ici maddelerin
salmmi ve servikal mukus veya ovuma penetrasyon gibi ¢ok sayida farkh testler
kullanilmaktadir (33).

Christensen ve arkadaslar1 (129) iki isletmede bulunan 117 damizlk bogann spermasmin
rutin degerlendirmesine yonelik gerceklestirdikleri ¢alismada toplam 1635 adet sperma
analizinden elde ettikleri verileri degerlendirmisler, tohumlama sonrasi fertilite oranlan ile
taze almmig ejakiilat motilitesi ve eritme sonu motilite arasmda yiiksek korelasyon
bulduklarini bildirmislerdir. Arastrmacilar eritme sonrasi motilite ile tohumlama sonrasi
fertilite arasmnda Onemli derecede iliski olmasma karsm, spermanmn potansiyel fertilitesinin

saptanmasinda motilitenin tek basma yeterli olmadigini bildirmislerdir.

Malmgren (130) rutin sperma analizlerinin fertilite hakkinda Oneml bilgiler vermesine
karsm bazen fertilite ile ¢elisebildigini, floresan boyalar, spermatozoon-oosit baglanma testi
ve hipoozmotik sisme testi gibi fonksiyon testlerinin uygulanmasi ile sorunun biiylik Olcilide

coziilebilecegini bildirmistir.

Kjastad ve arkadaslar1 (131) dondurulmus spermada eritme sonrasi motilite,
spermatozoon hizi ve akrozom biitiinliigii ve tohumlama sonrasi fertilite oranlar1 degisken
olan 18 bogada yaptiklar1 ¢alhsmada, motilite ile hiz arasmda Snemli korelasyonlar
bulundugunu, ancak motilite ile akrozom biitiinliigli arasmda bu korelasyonun olmadigini,
eritme sonrast sperma Ozelliklerinden bu iki parametrenin boganmn potansiyel fertilitesini

saptamada giivenilir oldugunu bildirmislerdir.

Yogunluk, morfoloji ve motilite gibi standart sperma degerlendirme testleri fertilite
hakkinda bir fikir vermektedir. Ancak spermatozoonun fizyolojik biitlinliigliniin bir
gostergesi olan hiicrenin hareket sekli, spermann disi kanalda ilerleme giicii ve hiicrenin
donma yetenegi gibi testler mutlaka dikkate almmalidir. Spermanmn potansiyel fertilitesini
belirlemeye yonelik cok sayida yontem gelistirilmistir. Ne var ki diizenli kontrollerin
yapilamamasi, spermanin mikrobiyal kontaminasyonunun Oniine gecilememesi ve teknik
olanaksizliktan ileri gelen birgok nedenler, testlerin hatah pozitif veya hatali negatif sonug
vermesine neden olabilmektedir. Genelde spermanm potansiyel fertilitesinin belirlenmesi
amaciyla insan hekimliginde kullanilan spermatozoonun zonasiz hamster yumurtasina penetre
olma giiciiniin rdelendigi ‘“Zona-Free Hamster Ova Testi” ve spermatozoon membraninin

fonksiyonel biitiinlik testi (HOST) (17). Bedfoed ve Hoskins (24) insan spermasmda HOST
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ile hamster oosit penetrasyon testi arasmda yiiksek oranda korelasyon bulundugunu, bu
korelasyonun motilite ve eosin Y ile boyanan hiicre arasmda goriilmedigini, kismen de olsa

bu testin fertilite yeteneginin Olgiimiinde etkili olabilecegini bildirmislerdir.

Hiicre plazma membranmin hipoozmotik ortama maruz brrakilmasi durumunda, ozmotik
basmglar esitlenene kadar hiicre i¢ine su girer. Bu su girisinden dolayr hiicrenin hacmi ve
hiicre zar1 hacimce biiylir ve bunun sonucunda plazma membraninda sislkler olusur. Hiicre
kuyrugunun fibril kismuni kaplayan hiicre zari, bas kismma gore daha gevsektir. Bu nedenle,
kuyruk kismu diger bolgelere gore daha belirgin bir sekilde siser. Kivrilma plazma
membraninin sismesinden ileri gelir. Diisik ozmotik basmca sahip ortamlarda, kimyasal ve
fizksel yonden saglam spermatozoonun kuyruk kisminda sismeler olusurken, saglam
olmayan hiicrelerde bu reaksiyonlar goriilmez (132).

Hafez (17) HOST un spermanin fonksiyonel biitiinliiglinli 6lgmek i¢in
kullanilabilecegini, ancak hatah negatif veya hatah pozitif sonuclarm Oniine gecebilmek icin

diger spermatolojik testlerle bir arada degerlendirilmesi gerektigini bildirmistir.

Rutin olarak gerceklestirilen spermatolojik testlerde, spermasmnda anormal bulgular saptanan
bireylerden de gebelik elde edilebildigini, bu hatalarn HOST ile ortadan kaldrilabilecegini
bildiren Jeyendran ve arkadaslar1 (133) insan spermasmin islevini incelemek ve basit bir
yontem gelistirmek i¢in yaptklar1 ¢alismada, HOST ile kapasite olan spermatozoon sayisi ve
hamster testi arasmda yiiksek bir korelasyon oldugunu bulmuslardw. HOST ile normal
spermatozoon orani ve ayrica motilite ve eozin Y ile boya almayan hiicre sayis1 arasmda siki
liskinin olmadigmi aciklayan cahsmacilar, HOST un spermatozoon membranmin islev
yetenegi ile siki bir iligkisi oldugunu, standart sperma testlerinin de uygulanmasinda yarar
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica insanlarda HOST’un mfertilitenin saptanmasi i¢in
kullanilacagini da bildirmislerdir (134).

Check ve arkadaglar1 (135), spermatozoonun akrozom reaksiyonunda, kapasitasyonunda,
metabolizmasinda ve ovum yiizeyine yapismasinda, morfolojik biitlinliigiin ve hiicre
islevlerinin 6nemli oldugunu bildirmisler, ancak bu faktorlere iliskin testlerin yapilamadigimni,
HOST’un sorunun ¢oziimiinde etkili olabilecegini acgiklamiglardir. Arastrmacilar, HOST
degeri %50’den diisiik olan hicbir bireyden gebelik elde edilemedigini, rutin sperma testleri
ile gebelik arasmda herhangi bir korelasyon olmadigini ve infertil insanlarda HOST
verilerinin siirekli diisik oldugunu saptamislardir.
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Kumi-Diaka (136), insan ve sigr spermast gibi kdpek spermasmin da diisik ozmotik
basmngli ortamlarda kuyruk kismunin siserek kivrildigini, taze kdpek spermast 60 mOsm
basmcr olan medyumda 45 dakika inkiibe edildiginde motilite ve HOST sonuglar1 arasmda
yiiksek korelasyon oldugunu bildirmistir. Arastrict HOST verilerinin elde edilen spermanin
fertilitesi ile ilgili bilgi verdigini ve infertilite tamsinda kullanilabilecegini agiklamistr. HOS
testinin basit ve uygulanabilir bir test oldugunu, rutin sperma analizleri ile birlikte
kullanilmasiyla spermanm islevsel biitiinliigii konusunda fikir ednilebilecegini bildiren Nur
ve arkadaglart (137) kopek spermast ile yapmis olduklar1 bagka bir calismada, HOST
sonuglar1 ile motilite ve canh spermatozoa oram arasmnda yiiksek diizeyde korelasyon
oldugunu bildirmislerdir (138). Bu korelasyonun teke spermasinda da s6z konusu oldugunu
bildiren arastrmacilar da bulunmaktadir (139). Taze ve donmus spermada hareket yetenegi
ile HOST arasindaki iliskiyi arastran Lin ve arkadaslar1 (140) donma 6ncesi ve donma
sonrast bulgular arasmda HOST sonuclarinin pozitif korelasyon gosterdigini, hem fertii hem
de infertil gruplarda taze ejakiile ediimis olan spermada da HOST sonuglarmin pozitif
korelasyon gosterdigini bildirmislerdir.

Spermanmn fertilizasyon yeteneginin belirlenmesinde in vitro fertilizasyon tekniginden de
yararlanilmaktadir. [n vitro fertilizasyon tekniginin uygulanmasindaki temel ike, belirli
olgunluga ve kapasitasyona ulasmis diizgiin, dogrusal hareket edebilen motil spermatozoa ile
olgunluga ulasmis metafaz Il asamasinda bekleyen oositin uygun ortam ve zaman
periyodunda bir araya getirilmesidir. Tabi bu asamada in vivo ortama esdeger in vitro ¢evre

kosullarinin olusturulmasina olabildigince 6zen gosterilmelidir (141).
2.11. In Vitro Embriyo Uretimi

Cagdas hayvan yetistiriciliginin bashca hedefleri yiiksek verimli genotipleri korumak ve
yayginlastirmak, dolverimini yiiksek diizeyde tutmak ve var olan hayvan varhgindan en st
diizeyde yararlanmak seklinde Ozetlenebilir. Ekonomik yetistiricilik, birim hayvan bagma
daha ¢ok saglkli yavru elde etmek, yasam siiresince daha ¢ok yavru yetistirmek, yavru
kaymplarimi azaltmak, daha ¢ok siit ve et elde etmek ile olasidr. Amnilan bu hedeflere
ulasabilmek i¢in suni tohumlama, embriyo transferi, in vitro fertilizasyon ve klonlama gibi
modern teknolojik yontemlerden yararlanilmaktadir (33). Yardmmci tireme teknolojileri diye
adlandrilan bu yontemler basta tireme sorunu olan bireylerin sagaltilmasi amaciyla

gelistirilmistir. Bu biyoteknoloji, zamanla saglkl bireylerden daha fazla yararlanma,
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klonlama ve in vitro fertilizasyon gibi yontemlerle verim Oomriinii tamamlamis veya Olmiis

hayvanlardan da yararlanma olanaklarini saglanustir.

In vivo kosullarda fertilite erkek hayvan ele alndiginda, saghkh bir disi dle dogru
zamanda yapilan ciftlestirme sonrasi disiyi gebe brakma yetenegi, disi hayvanlarda ise,
saglkli bir erkekle dogru zamanda yapilan c¢iftlestirme sonrasi gebe kalip canh yavru
dogurmas1 olarak tanmlanr (33). [n vitro fertilizasyon kosullarinda ise fertilite,
spermatozoanin ZP’yi gecebilme ve ovumu aktive edebilme yetenegi olarak agiklanr (9, 17).

Giiniimiizde, bireyin fertilite yetenegi hakkmda bilgi edinebilmek icin ¢ok sayida yontem
gelistirilmistir. Ancak, dogal asim veya suni tohumlama sonrasi gebeligin dogrulanmasi
dismda, bu yontemlerin hicbiri bireyin fertilite yetenegini kesin bir bigimde ortaya
koyamamaktadir. Geri donmeme orani, dogrulanmis gebelik oram gibi dogrudan gebelik
sonuglarma bakarak bireyin fertilite yeteneginin tahmini, ¢ok uzun zaman ve masraf
gerektirmektedir. Spermanin makroskobik, morfolojik, mikrobiyolojik ve fonksiyonel
muayenesi gibi gebelik ile ilgili parametrelere bakarak bireyin veya ejakiilatin fertilite
yeteneginin tahmmni yapilabilmektedir (33). Rutin sperma analizleri fertilite hakkmnda 6nemli
bilgiler vermesine karsm, kimi zaman analiz sonuglar1 fertilite ile g¢elisebilmektedir (17, 33).
Bu sorun, floresan boyalar, spermatozoon-oosit baglanma testi ve hipoozmotik sisme testi,
IVF gibi islev testlerinin uygulanmasi ile biiylik Olclide ¢ozilebilmektedir (17, 33).

In vitro embriyo iiretim (IVEP) sistemi; primer oositlerin in vitro maturasyonu (IVM),
mature olmus oositlerin in vitro fertilizasyonu (IVF) ve embriyolarmn in vitro kiiltiri (IVC)
olmak flizere iic oneml asamadan olusmaktadir (142, 143).

Oostt kalitesi erken embriyonik gelisim, gebeligin olusmas1 ve devamu iizerine etkilidir.
Follikiiler gelisim, diger bir degisle oositin biiyiime evresi, oositin kalitesi ve gelisim
yetenegini belirler (144). In vitro fertilizasyonda kullanilacak primer oositler ¢ogunlukla
mezbahada kesilen hayvanlarin ovaryumlarindan elde edimektedir (145). Bazi durumlarda,
ozellikle damizlik ve verim Ozelligi yiiksek disilerden ovum pick-up yontemi ile siiper
folliklilasyon veya normal siklik aktiviteye karismaksizin var olan follkiillerin aspirasyonu ile

de oosit elde edilmektedir.

Genellikle memeli ovaryumlarindan olduk¢a fazla sayida oosit elde edimesine karsm, bu
oositlerin ¢ok az bir kismu IVM, IVF, IVC asamalarina gelisebilir ve embriyo elde edilebilir.
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Bu durumun en 6nemli nedenleri, oosit kalitesi ve embriyo kiiltiir kosullarinin embriyo

gelisimi i¢in istenilen diizeyde olmamasidir (146).
2.11.1. Oosit Elde Etme Yontemleri

Oosit elde etme yontemi, in vitro embriyo iretimini etkileyen onemli asamalardan biridir
(147). Bunedenle oosit toplama yonteminin amaci her ovaryumdan ¢ok sayida ve iyi kalitede
oosit kazanmaktir (148). Follikiiler gelisim, diger bir degisle oositin biiylime evresi, oositin
kalitesi ve gelisim yetenegini belirler. Oosit kalitesi erken embriyonik gelisim, gebeligin
olusmas1 ve siirmesi, dolaysst ile IVF ortamindaki gelisim yetenegi iizerine etkilidir (144).

Mezbahadan elde edilen ovaryumlarin kullanildig1 cahsmalarda oositin elde edimesi;
ovaryumlarin toplanmasi, laboratuara getirilmesi, ovaryumlarm yikanarak fazla doku ve
artiklardan armdirilmasi, follkiiliin punksiyonu veya slicing (dilimleme) ile oosit elde

edilmesi, elde edilen ooisitlerin segilmesi ve ykanmasi asamalarindan olusur (3,149, 150).

Oosit kaynagini olusturan hayvan materyalinin beslenme, saghk durumu, yas, ergin olup
olmadigi, dogum yapip yapmadigi ve mevsim oosit kalitesi iizerine etkilidir (144, 145, 147,
150, 151). Ayrica mezbaha materyalinden elde edilen ovaryumlarin almmasi, saklama ve
tasima sicakhgl yannda laboratuvara getirilene kadar gecen siirenin de oosit kalite ve gelisim

yetenegi lizerine etkileri bulunmaktadir (145).

Ovaryumlar mezbahadan 30-35°C sicakliktaki %0.9” luk NaCl veya PBS (fosfat
tamponlu tuz soliisyonu) icerisinde laboratuvar ortamma getirilir. Ovaryumlarm toplanmasi
ve oositlerin elde edimesi arasmda gecen siire 4 saati asmamalidr (145). Mezbahadan alnan
ovaryumlardan ve canli hayvanlardan farkh ydntemlerle oosit toplanabilmektedir. Koyun

ovaryumlarindan genellikle punksiyon, slicing veya aspirasyon yontemleriyle oositler elde
edilebilmektedir (148).

Wani ve arkadaslar1 (150) koyun ovaryumlarindan oosit elde etme yontemleriyle ilgili
yaptiklar1 ¢alsmada, punksiyon ve slicing yontemlerinin, aspirasyon yontemine gore ¢ok
sayida ve iyi kaliteli oosit elde etmede daha basarih oldugunu saptamislardir. Ayrica
koyunlardan laparoskopik ovum pick up yontemiyle de oositler toplanabilmektedir (152).

Koyun oositlerinin elde edildigi follikiillerin caplar1 olgunlagsma yetenegini etkilemektedir.
Mezbahadan getirilen ovaryumlarin Ustiinde farkh gelisim donemlerinde oosit barmdiran
degisik boyutlarda ¢ok sayida follikiil bulunur. Bu oositlerin gelisim dénemlerine gore
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maturasyon yetenekleri farkhlik gostermektedir. Wani (145) yaptii bir cahismada 5 mm’den
biiylik ¢apa sahip follikiillerden elde edilen oositlerin 2-5 mm ¢aph follikiillerden elde edilen
oositlere gore daha iyi olgunlasabildiklerini bildirmistir.

Immature oositlerin in vitro maturasyon icin secilmesi swrasmda, oositler morfolojik
Ozelliklerine gore degerlendirilir (147). Oositlerin niikleer ve sitoplazmik maturasyona
ulasmasida Onemli bir gosterge, oositleri ¢evreleyen kumulus hiicreleridir (153). Oositlerin
cevresindeki kumulus hiicre tabakasmm kalnligi, oositlerin mayotik giiclinii gostermektedir.
Kaln kumulus oosit kompleksi (COC) tabakalari, korona radiata hiicrelerinin oositlerin
niikkleer maturasyonunun tamamlanmasi i¢in yeterli oldugunu gostermektedir. Bu hiicreler,
oosit kalitesinin belirlenmesinde kullanilir ve oositlerin mayoz I asamasma kadar gelismesi
icin faktorler salgilar (154). Ayrica kumulus hiicreleri spermatozoonun oosite
penetrasyonunu destekler (154). Kumulus-oosit kompleksleri, stereo mikroskopta incelenerek
en az 3-4 sra kumulus hiicresi tarafindan siki bir sekilde sarimig, uygun ¢apta ve vitelluslari
homojen goriinen (vakuol, yer yer yogunlasma vb. farkhiliklar olmayan) oositler olgunlagma
icin seciimektedir. Secilen kaliteli oositler in vitro maturasyon ortamma aktarihr (3, 148,
149).

2.11.2. In Vitro Maturasyon

Stereo mikroskop altnda en az 3- 4 sra kumulus hiicresi, saglam zona pellusida ve
homojen vitellus yapisi olan oositler maturasyon medyumunda birka¢ kez yikandiktan sonra
%5 CO3, 38-39°C sicaklik ve yiiksek nemin saglandig1 inkiibatorlerde 24-36 saat siire ile
inkiibe edilir (155). Inkilbasyon sonrasi gelisme yetenegiolan primer oositler, sekonder
oositler (I. polar cismi atimig, metafaz Il asamasma gelmis oosit) asamasmna

getirilmektedirler (145).

Kumulus hiicrelerinin genislemesi, maturasyonun en belirgin gostergesidir. Kumulus
hiicreleri genislemis oosit oran1 (maturasyon orami) stereo mikroskop kullanilarak belirlenir
(156). Oostt kalitesi, oositin secimesindeki beceri, maturasyon medyumu, inkiibasyon siiresi,
sicaklk ve hava bilesenleri maturasyon oranmi etkilemektedir (157). Memeli oositlerinin
kiiltiiri amaciyla oositin maturasyonunu destekleyen FSH, LH, 6strojen ve ¢esitli biiylime
faktorleri katilan Tissue Culture Medium (TCM 199) veya Minimum Essential Medium
(MEM) kullanilmaktadir (158). Koyun oositlerinin in vitro maturasyonu amaciyla medyum
olarak TCM 199 yaygin bicimde kullanilmaktadir. Bu medyum, fotal buzag serumu (FCS),
sodyum piruvat, antbiyotikler, follikiil stimiile edici hormon (FSH), luteinlestirici hormon
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(LH), ostradiol-17p, insan koriyon gonadotropini (hCG), insan menopoz gonadotropini
(HMG) ve biiyiime faktorleri ile desteklenmektedir (1, 3, 145, 149). Oositin nukleer ve
sitoplazmik maturasyonu, fertilizasyon sonrasi gelisim potansiyelini etkilemektedir. Mezbaha
materyalinden elde edilen oositlerin kaynagmi olusturan follikiilerin gaplar1 2-6 mm
arasmdadr. Ozellikle ¢ap1 kiiciik olan follikiillerin iginde bulunan oositlerin mikro gevresi,
ovulasyon asamasindaki bir follikiiliin ortammnda bulunan ve oositin yasammi destekleyen
faktorlerden yoksundur. Dolaysi ile oositin elde edildigi follikiiliin ¢api, maturasyon
ortammda oositin olgunlagsma yetenegini etkilemektedir. Bu durum puberte dncesi
toklulardan elde edilen oositlerin olgunlagsma yetenegi ile koyun oositlerinin maturasyon
oranlarina gore daha zayif olmasmi agiklamaktadir (159, 160). Mezbaha materyalinden veya
canl hayvandan alman oositlerin in vitro maturasyonundan sonra yapilan IVF’de bolinme
orani yilkksek olmasma karsm az sayida blastosist elde edilebilmektedir. Kane (146) bu

durumun temel nedeninin follikiiler olgunluk oldugunu ileri stirmiistiir.
2.11.3. In Vitro Fertilizasyon

Cogu tiirde ovulasyon, oosit maturasyon asamasini tamamladiktan (l. polar cismi
atildiktan) sonra sekillenir. Mature olmus bir oosit, 12-24 saat fertilizasyon yetenegini korur.
Daha sonra hizlica fertilizasyon yetenegini kaybederek oliir (17). Fertilizasyon asamasmdaki
oositin yasi, embriyonik gelisimi ve implantasyon yetenegini etkilemektedir (17).
Fertilizasyon medyumuna alnan oositler, dnceden 24-36 saat siire zarfinda mature
edimektedir. Fertilizasyon asamasma maturasyona gore farkh yasta olan oositler
aktariimaktadir. Bu nedenle bu oositlerin hepsinin fertilize olarak blastosist agamasma
ulasma yetenekleri farkh olacaktwr. [ vitro embriyo iiretiminde, oositlerin biiyikk ¢ogunlugu
(yaklasik %60°1) blastosist agamasma ulasamamaktadir (147).

Dogal agimla birlikte milyarlarca spermatozoa disi genital kanala birakilir. Bu
spermatozoanin bir boliimii cara akmtis1 ile birlikte atilrken bir kismu disi genital kanah
olusturan serviksin kor keseleri, uterus kriptleri ve ovidukta giris bolgesinin olusturdugu
dogal barikat tarafindan engellenir. Bu durumda fertilizasyon bdlgesine ancak 10-100
spermatozoa ulasir ve polispermi olgusu engellenmis olur. Spermann ovumu doéllemesi ile
zona blogunun olusmasi, polisperminin engellenmesinde etkin rol oynamaktadwr. IVF
kosullarinda polisperminin Onlenmesi amaciyla oosit basma diisen spermatozoa sayis1 diisiik
tutulur.  Koyun IVF ¢alismalarinda fertilizasyon amaciyla 0.8x10°spermatozoa/ml hesaplarur
(3, 149).
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IVF amaciyla taze, dondurulmus veya cinsiyeti belirflenmis sperma kullanilabilmektedir.
IVF caligmalarinda kullanilan spermamn kalitesi sonuglar iizerinde etkilidir. Taze sperma ile
yapilan IVF sonrast %40 (161) ile %94.4 (70); dondurulmus sperma ile yapilanlarda ise
%33.5 (105) ile %85.5 (95) arasmda yarkklanma oram elde edildigi bildirilmistir.

Ortamda bulunan 6l spermatozoonlar, hiicre artiklari, sperma sulandiricis1 ve testikiiler
sivilar, spermatozoanin fertilizasyon yetenegini etkilemektedir. Dogal asim sonrasinda
spermatozoa, bu artiklarindan armarak, fertilizasyon bdlgesine ulasr. Dogal biyolojiye
benzetmek ve s6z konusu bu atiklarin olumsuz etkilerini ortadan kaldrmak i¢in, fertilizasyon
amactyla kullanilacak sperma percoll-gradient (3, 81, 149) swim up (148), swim down veya
glaswool filtrasyon gibi yontemlerden yararlanilarak motil spermatozoonlar ayristirilmaktadir.
IVF cahsmalarinda motil spermatozoonlarin ayristirilmasi amaciyla siklkla percoll-gradient
veya swim-up tekniginden yararlanilmaktadir (3, 86, 95, 149).

Genital kanal i¢ine bmrakilan spermanm, fertilizasyon yetenegini kazanabilmesi i¢in
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu asamalarin1 gecirmesi gerekir. Kapasitasyon, uterusta
baslayan ve oviduktta siiren membran yapisindaki degisiklik sonucu akrozom reaksiyonu ile
sonuglanan bir prosesler zinciridir (9, 17). Spermatozoonun ovumun i¢ine gegebilmesi igin
kumulus ve korona radiata hiicrelerini, sonra zona ve ardmdan da ovum membranini ge¢mesi
gerekir (9). Fertilizasyon, fertilizasyon yetenegi olan spermamin kumulus hiicreleri igindeki
migrasyonu, spermanm zona pellusidaya baglanarak i¢ine migrasyonu ve spermanin ovuma

ait plazma membrani ile flizyonu olmak iizere {i¢ ayr1 asamadan olusur (17).

In vitro fertilizasyonda Bovine Serum Albiimin (BSA) ilaveli BO (Brackett and Oliphant)
medyumu (161), bikarbonatli SOF medyumu (3, 157) veya Tyrode medyumu (162) kullanilan
bashca medyumlardir. Fertilizasyon medyumu spermanm motilitesine ve kapasitasyonuna
yarar saglamali ve embriyonik gelisimin baglamasina ortam olusturmalidir (163).
Fertilizasyon medyumuna aktarlan mature olmus oositler ve ayristirilmis motil sperma
ornekleri %5 CO2, 38-39°C sicaklik ve yiiksek nemin saglandigi inkiibatorlerde birakilarak
fertilizasyon islemi gerceklestirilmektedir. In vitro fertilizasyon siiresi, koyun oositleri icin
ortalama 18-20 saattir (148, 161).

Spermann dondurulmasi, 6zellikle akrozomda, kapasitasyona benzer degisikliklere yol
acmaktadr (13). Bunedenle donmus sperma kullanilan kimi IVF ¢ahsmalarinda, yiksek
oranda bolinme elde edildigi bildirilmistir (164). Heparin koyun spermatozasimin
kapasitasyonu amactyla IVF medyumuna katimaktadir. Ayrica yiikksek protein icerigi olan
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koyun serumu veya bovine serum albuminin farkh oranlari, kapasitasyon amaciyla IVF
medyumlarma katimaktadir (148). Pek cok fertilizasyon medyumunda kullanilan heparinin,
spermatozoon kapasitasyonunu indiikledigi belirtilmektedir. Ancak heparin yogunlugunun
artmasi, bolinme oranm ve blastosist gelisim ylizdesini etkilemektedir (165). Li ve
arkadaglar1 (165) farkli heparin kullanarak yaptiklar1 bir ¢calismada, bolinme oranmni heparin
icermeyen medyumda %86.7, 5 IU heparin igeren medyumda %85.6 ve 10 IU heparin iceren
medyumda ise %75.5 bulmuslardir.

2.11.4. In Vitro Kiiltiir

Embriyo gelisim oram takibi ve degerlendirilmesi i vitro kiiltlir asamasmnda 6nemli bir
yer tutar. Giinlimiizde gelistirilen koyun embriyolarinin morula ve blastosist donemine
ulasma oranlar istenilen diizeylerde degildir. Ozellikle embriyolarin blastosist dénemine

ulagsma oranlari, uzun siire yasama ve yavru olusturma kabiliyetlerinin bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir (149).

Koyun embriyolar1 genellikle 5-7 giin siire ile in vitro kiiltire edilmekte ve gelisme
asamalar1 degerlendirilmektedir (157). O'Brien ve arkadaslar1 (166) prepubertal veya eriskin
koyun ovaryumlarindan elde edilen oositlerin maturasyonu, fertilizasyonu ve bolinme
oranlar1 arasmda fark olmadigini ancak prepubertal koyun ovaryumlarinmn in vitro
fertilizasyonu sonucu kazanmlan embriyolarin, ¢ogunlukla kiiltiirdeki 6. glin blastosist
doénemine eristigini, eriskin koyunlardan in vitro fertilizasyonla elde edilen embriyolarm ise 5.
giin blastosist donemine ulagabildigini bildirmislerdir.

In vitro kiiltir amaciyla kullanilan medyumlar, embriyonik gelisimi etkilemektedir. Kimi
durumlarda bu medyumlarin destekleyici etkisi tiire bagh olarak degisiklik gostermektedir.
Koyunlarda en yaygm kullanilan ve embriyonik gelisimi destekleyen kiiltiir medyumu,
sentetik ovidukt svist (SOF)’dr (167). SOF medyumundan baska TCM 199, Hams-F10,
Tyrods, CR1 ve KSOM medyumlar: da kiiltir medyumu olarak kullanilmaktadir (145, 167,
168).
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3. GEREC ve YONTEM

Sunulan tez cahsmasi, Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(08/04/2011 tarih ve 2011-05/02 nolu etik kurul karari) onayr almarak gergeklestirilmistir.

Calymada kullanilan kimyasal madde listesi ve marka bilgileri Tablo-17’de verilmistir.
Arastrmada hayvan materyali olarak, Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastrma ve
Uygulama Merkezi Koyunculuk Unitesi’nde aym bakmm ve besleme kosullarinda barmdirilan
2—4 yash 5 bas Kwvircikk ki kog kullanilmistir.

3. 1. Koglardan Sperma Alinmasi ve Spermatolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Sperma elektroejakiilator (Minitube, Germany) kullanilarak alndi Sperma alma islemi
asim mevsimi icinde (Eylil-Ekim) haftada 2 kez olmak {izere 5 kez yinelendi.

Sperma almak i¢cin kog yatrilarak iki kisi tarafindan zapturapta alndiktan sonra, prepusial
bolgenin killar1 temizlenerek serum fizyolojik ile yikanip kurutuldu. Elektroejakiilatoriin
probu (Electro-Ejaculator probe 1, Minitube, Germany) rektuma yerlestirildikten sonra, penis
elle manipiile edilerek prepusyumun disarisina ¢ikarilp otomatik olarak her 4 saniyede bir
elektrik uyarmlar1 verilerek penise masaj uygulandi. Bu islem sperma alnincaya kadar
yinelendi. Ejakiilasyonun baglamasi ile birlkte sperma, bir huni yardm ile wstilmis sperma
toplama kadehine alndi Awug icerisinde tutulan sperma toplama kadehleri, sicakhigi 30°C
ye ayarlanmis su banyosuna hizlica aktaridarak taze spermada hacim, kitle hareketi, motilite,
yogunluk, morfolojik muayene ve plazma membran fonksiyonel biitiinlik testinden olusan
spermatolojik degerlendirmeler gergeklestirildi. Tiim spermatolojik ve boyama yontemlerinde
kullanilan cam malzemenin temiz ve steril olmasma, kullanilan sulandiric1 ve boyalarm

sperma ile aym sicaklkta ve taze hazirlanmis olmasma dikkat edildi.
3.1.1. Sperma Hacmi

Sperma toplama kadehine alnr alnmaz, {izerinde bulunan skaladan yararlanarak hacmi
okunup ml olarak kaydedildi (17). Hacimleri en az 0.3 ml olan ejakiilat 6rnekleri ¢alismada
kullanild1.
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3.1.2. Kitle Hareketi (Mass-aktivite)

Sperma almir alnmaz hizlica kitle hareketi degerlendirildi. Bunun i¢in mikroskobun
ssttict tablasmda bulunan lam iizerine 1 damla taze sperma damlatilarak lamel kapatiimadan
faz-kontrast mikroskobun (Olympus BX51) x10’luk objektifi ile degerlendirme yapildi. Kitle
hareketini O6lgmede (+,++++)’lik skaladan yararlanildi. En az +++ ve {izeri mass aktivitesi

olan ejakiilat drnekleri calhismaya katid1
3.1.3. Spermatozoon Motilitesi

Onceden isitilmis lam {izerine 1 damla serum fizyolojik ve 1 damla sperma damlatilip
karstirildiktan sonra iizerine lamel kapatildi. Faz-kontrast mikroskop altmda x40’k
objektifte incelendi. Incelemede ii¢ ayr1 mikroskop alam gbz éniinde bulundurularak ileriye
dogru hareket eden spermatozoonlar dikkate almarak % olarak belirlendi (17). En az %75 ve

iizeri motilitesi olan ejakiilat 6rnekleri dondurma amaciyla kullanild1.
3.1.4. Spermatozoon Yogunlugu

Spermatozoon yogunlugunu saptamak icin Ileri ve arkadaslarmin (9) belirttigi
hemositometrik yontemden yararlamldi Bu amagla, eritrosit sayma pipetinin 0.5 ¢izgisine
kadar taze sperma, 101 c¢izgisine kadar %3’liik NaCl soliisyonu ¢ekilerek sulandirilma islemi
gerceklestirildi.  Onceden hazrlanmis Thoma lamma sulandrilmis sperma damlatilarak
yayllmas1 saglandi. Thoma lammin koselerinden ve merkezinden birer adet olmak {izere
toplam 5 biiylik karede (toplam 80 kiiciik kare) saym gerceklestirildi. Sayilan spermatozoon
saysy, 107 ile carpilarak yogunluk x10%ml cinsinden hesapland1 (9). Calismada en az 1.5x10°

spermatozoa/ml ve iizeri yogunluga sahip ejakiilat 6rnekleri kullanild1.
3.1.5. Morfolojik Muayene

Morfolojik muayene i¢in Gimza boyama yontemi kullanildi (9). Ondamla Gimza ana
soliisyonu, 5 ml distile su ile karstirilarak Gimza boyasi elde edildi. Lam {izerine bir damla
serum fizyolojik, bir damla da taze sperma konularak froti ¢ekildi ve kurumasi beklendi.
Hazrlanan frotiler 10 dakika metil alkolde tespit edildi. Metil alkolden alnan frotiler, Gimza
boyasi iceren kiivetlerde 50 dakika bekletidi. Boyama isleminden sonra preparatlar su ile
yikanarak boyalar1 akitild1 ve distile sudan gegirilip, ardmdan kurutuldu. Hazrlanan
preparatlar, 151k mikroskobunun immersiyon objektifi (x100) ile ncelendi. Her preparattan
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toplam 200 adet spermatozoon sayilarak akrozom ve diger (bas, orta ve kuyruk boliimiine ait)
morfolojik bozuklugu olan spermatozoonlarin sayist % olarak hesaplandi.

3.2. Plazma Membran Fonksiyonel Biitiinliik Testi (HOST)

HOST i¢in ik 6nce 100 mOsm’lik sodyum sitrat-fiiiktoz hipotonik soliisyonu hazrlandi.
Mikropipet yardmmi ile taze veya eritilmis spermadan 20 pl alnip i¢inde beden sicakhiginda 1
ml HOST medyumu bulunan tiiplere aktarilarak 37°C’a ayarh su banyosunda 1 saat
bekletildikten sonra HOST incelemeleri gergeklestirildi. Inkiibasyon sonrasi lam iizerine bir
damla 6rnek aktarilarak iizeri lamel ile kapatip faz-kontrast mikroskopta 1000 biiyiitmede
incelendi. Her preparattan toplam 200 hiicre sayilarak kuyruk kismu sigmis hiicrelerin %
degerleri kaydedildi (137).

Hacim, kitle hareketi motilite ve yogunluk degerlendirmeleri taze alnmis spermada
gerceklestirildi. Motilite, morfoloji, HOST muayeneleri sperma pooling yapildiktan, I.asama
sulandiricistyla sulandrrildiktan, 5°C sicakhga sogutulduktan, ekilibrasyonu tamamladiktan ve
eritidikten sonraki asamalarda gerceklestirildi.

3. 3. Spermanin Sulandinlmasi

Calismada iki agamah sulandirma tekniginden yararlanildi. Bu amagla Tris-sitrik asit-
friiktoz sulandiricis1 kullanildi (169). Cahsmada kullanilan Tris-sitrik asit- friikktoz
sulandiricist asagidaki formille gore hazirlandi.

Tris-sitrik asit-friiktoz sulandinicisi: Sulandirc: A (1000 ml)

THAM [Tris (hydroxymethyl) aminometane] 27,19
D- frikktoz 10,0 g
Sitrik asit 1409
Penisilin G 0,39
Dihidrostreptomisin 0,4 g/l
Yumurta sarisi %20
Sulandinci1 B

THAM [Tris (hydroxymethyl) aminometane] 27,19
D- fritkktoz 10,0 g
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Sitrik asit 1409

Penisilin G 0,39
Dihidrostreptomisin 0,449
Trehaloz 389
EDTA 159
Yumurta sarist %20

Sulandinic1 B 4 esit gruba boliindii.

1. Gruba %6 Gliserol,

2. Gruba %6 Etilen glikol,

3. Gruba %6 DMSO,

4. Gruba %6 1,2 Propanediol eklendi.

Sulandiricilar sperma alma giinlinde hazirlandi. Kriyoprotektan madde icermeyen sulandirici
(sulandiric1 A) su banyosuna yerlestirildi ve sicakligi 26-28°C’a ayarlandi. Yukarida anilan
kriyoprotektan maddeleri iceren sulandwricilar (Sulandrict B) ise buzdolabmna yerlestirilerek
5°C’ta saklandi
Sperma 1: 1 oranmda sulandirict A ile sulandirildiktan sonra igcinde 30°C su bulunan bir kaba
aktarildi ve kap 5°C’a ayarlanmig soguk kabine yerlestirildi. Kabm sicakhigl en az 1 saat
icerisinde buz kalplar1 atilarak 5°C’a indirildi. Bu asamada rutin spermatolojik muayeneler
yapildi
Sulandiric1 A ile sulandrilip 5°C’a distiriilmiis olan sperma 4 esit hacme boliindiikten sonra
(split sample), B sulandirricilarindan biri ile 1:1 orannda asamah olarak sulandirildi. B
sulandiricist ile sulandirma islemi 50 dakika icinde tamamlandi. Sulandrma islemi
tamamlandiktan sonra sperma 5°C’ta 2 saat ekilibrasyona birakildi

3.4. Spermanin  Dondurulmasi

Ekilibrasyon siiresinin sonunda sperma 0.25 mI'likk mini payetlere ¢ekildi ve otomatik
sperm embriyo dondurma makinesinde (Nicool Plus PC Freezing Machine, Air Liquide,
FRANCE) 5°C’tan -20°C’a 0.5°C/dak, -20°C’tan -120°C’a 25°C/dak hizla donduruldu. Daha
sonra, payetler sv1 azot (—196°C) i¢cine aktarildi Eritme sonrasi spermatolojik muayene ve in

vitro embriyo tretimi amaciyla kullanilincaya kadar svi azot tankinda saklandi.
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3.5. Eritme Sonrasi1 Spermatolojik Muayeneler

Bu amagla her calisma grubundan olmak iizere her denemeden en az 3 payet eritilerek
eritme sonrasi degerlendirmeler gergeklestirildi. Eritme sonrasi asamada donmus spermanin
kalitesini belirlemek amaciyla motilite, morfoloji, HOST ve FITC-Pisum Sativum Agglutinin
(FITC-PSA) muayeneleri gergeklestirildi.

3.6. FITC-Pisum Sativum Agglutinin (FITC-PSA) ile Akrozomal Yapimn Ortaya

Konmasi

Eritme sonrasi asamada, Gimza metodu ile degerlendirilen akrozamal yapmin

sonuglarmin desteklenmesi amaciyla, FITC-PSA yonteminden yararlamldi Bu amacla

Nur ve arkadaglarmin (13) bildirdigi yontem kullanildi. 500 pl PBS i¢ine 20 pl eritilmis
sperma eklendi ve 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek yikandi Siipernatant
uzaklastrildiktan sonra ilizerine 250 pl PBS eklenerek dikkatlice karstirildi FElde edilen
yikant1 sivisindan froti ¢ekilerek havada kurutuldu. Kurutulan frotiler 4°C sicakhkta aseton
lle 10 dk tespit edildikten sonra, karanlkta 30 dakika siire boyunca FITC-PSA (50 pug/ml
fosfat buffer soliisyonu) ile boyandi. Boyama isleminden sonra Fosfat Buffer soliisyonu ile
yikanip gliserol ile kaplanarak farkh floresan filtresi (U-DM-DAJFI/TX2) bulunan mikroskop
(BX51, Olympus Inc, Japan) altnda incelendi. Akrozomun tamanu yesil goriinen
spermatozoitler saglam olarak sayildi Her bir preparattan en az 100 spermatozoa incelenerek
saglam akrozoma sahip spermatozoa oram % olarak belirlendi.

3.7. In Vitro Cahsmalar

Ovaryumlarin elde edilmesi, aspirasyon, in vitro maturasyon, in vitro fertilizasyon, in
vitro kiiltir asamalarinda kullanilan stok soliisyon (Tablo 2-10), medyum (Tablo 11-16)ve
yontemler, Gomez ve arkadaslarmin kullandiklar1 protokoller modifiye edilerek hazirlandi
(28).

3.7.1. Ovaryumlarin Temin Edilmesi

Bursa Et-Balk Kurumu mezbahasinda kesilen koyunlardan ovaryumlar alndi ve zaman
kaybetmeden 37 °C’ta 500 ml %0.9’luk fizyolojik tuzlu su (FTS) igeren termoslara aktarildi
Yeterince ovaryum ahndiktan sonra kisa siirede U.U. Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni

Tohumlama Anabilim Dah In Vitro Fertilizasyon laboratuarma getirildi.
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3.7.2. Oositlerin Elde Edilmesi

Ovaryumlar ¢evrelerindeki fazla doku ve yaglardan armdirild: ve {i¢ kez 37°C’taki PBS
ile yikandi Isleyinceye kadar su banyosu icinde sitilmis (37°C) PBS iginde bekletildi.
Ovaryum yiizeyinde goriilen follikiiller bir bistiiri yardmiyla kesildi ve msiilin i8nesi takilmig
20 ml'lik enjektorlerdeki oosit ylkama medyumu (Tablo-11) ile plastik petri kutular1 igerisine
yikandi.  Stereo mikroskop (Nikon SMZ 1000) x10-20 biiyiitme altmda en az 3-4 swra
kumulus hiicresi tarafindan siki bir sekilde sarilmis, uygun capta ve vitelluslar1 homojen
goriinen (vakuol, yer yer yogunlasma vb farkhliklar olmayanlar) oositler (COCs) secildi.

3.7.3. In Vitro Maturasyon

Maturasyon amaciyla dort kuyucuklu olgunlagsma petrileri kullanildi. Bu amagla, her bir
kuyucugunda 500 pl maturasyon medyumu bulunan, iizeri mineral yagla kaph ve en az 6 saat
inkubatorde (Heraeus Heracell) bekletilen petriler 6nceden hazirlandi.  Elde edilen oositler
(COCs) ii¢ kez oosit yikama medyumundan gegirildikten sonra bir kez de maturasyon
medyumundan (Tablo-12) gegirilerek iyice yikandi. Her bir kuyucukta en fazla 40 oosit
olacak sekilde aktarma yapildi. Daha sonra oositler Germinal Vezikiil (GV) asamasmdan MII
asamasma gelebilmesi i¢cin 19-24 saat 39°C sicaklkta neme doyurulmus %35 CO2’li
atmosferde mkiibe edildi.

3.7.4. Spermamn Fertilizasyon I¢in Yikanmasi1 ve Hazrlanmasi

Hiperaktif spermatozoonlar1 ayristrmak amaciyla kullanilacak olan percoll gradient
teknigi icin 10 ml deney tiipli hazrlandi.  Percoll-SOF gradients %90 ve %45°lik olmak {izere
ki katman seklinde tiiplere yerlestirildi. 2 ml 1:1 oranmda karistirilmis HSOF (hepes
tamponlu modifiye SOF) ve percoll-SOF (%45’lik percoll-SOF) konik dipli 10 mI’lik
santrifiij tiipii icinde bulunan 2 ml hacmindeki %90°lk percoll-SOF {izerne dikkatlice iki
solisyon karigmayacak sekilde tabakalandirilarak konuldu. 200 pl dondurulmus sperma
%45’k percoll soliisyonunun tistiine tabakalandirilarak konuldu. Sperma konulduktan sonra
hazirlanmis olan tiipler 1500 g santriftij giiclinde 15 dakika santrifije edildi. Santrifiij
isleminden sonra istteki percoll tabakalar1 dikkatli bir sekilde almip atidi. Tiipilin dip
kisminda spermatozoonlar tarafindan olusturulan pellet 2 ml HSOF ile yeniden sulandirildi ve
600 g santrifiij giiciinde 6 dakika santrifiij edildi Ust kisimdaki siipernatant almarak atilds.
Tiipte geriye kalan spermatozoon sayisi hemositometrik yontemle belirlendi.
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3.7.5. In Vitro Fertilizasyon

In vitro olgunlasmay1 izleyen dénemde genislemis kumulusu olan oositler olgunlasma
ortammndan alndi ve kumulus hiicreleri ile korana hiicreleri HSOF i¢cinde 3-5 dakika hafifce
pipetlenerek uzaklastirildi. Oositler, kumulus hiicreleri uzaklastirildiktan sonra %2 koyun
serumu (sheep serum; SS) destekli bikarbonat tamponlu sentetik ovidukt swvis1 (BSOF) iginde
bir kez yikandi. Temizlenmis olan oositler, iizeri 400 ul mineral yag ile Ortiilmiis 500 pl
BSOF + SS iceren 4 kuyucuklu petrinin kuyucuklarina aktariddi Her bir kuyucuk icine en
fazla 40 oosit koyuldu. Fertilizasyon petrilerine aktarilan oositler percoll gradient teknigi ile
elde edilmis olan sperma ile fertilize edildi. Fertilizasyon ortamma spermatozoonlar final
yogunlugu 0.8x10° spermatozoa/ml olacak sekilde ayarlandi Fertilizasyon siireci neme
doyurulmus %35 CO2’li atmosferde ve 39°C sicaklkta 19-21 saat siire ile gergeklestirildi.

3.7.5.1. Koyun Serumunun (SS) Hazirlanmasi

Koyunlarda ovulasyonlar1 olusturmak i¢in progesteron emdirilmis olan vaginal siingerler
14 giin boyunca vagenleri iginde tutuldu. Siingerlerin ¢ikarlma giinii 400 U gebe kisrak
serum gonadotropini (PMSG) kas i¢i yolla enjekte edildi. Siingerlerin ¢ikarilmasindan 72 saat
sonra vena jugularisten kan alndi. Alnan kanlar hemen 5 dakika 100 G kuvvetinde santrifiij
edildi. 37 °C sicaklkta 1 saat inkiibe edildi. Olugan pihti serumdan ayridi ve kazanlan
serumlar inaktive olmalar1 i¢in 56°C sicakhkta 30 dakika bekletildi. Inaktivasyon sonrasi
elde edilen serumlar 0.22 pm filtreden gegirilerek 250 pl hacimlerde porsiyonlandi.
Kullanilincaya kadar -20°C sicakhkta derin dondurucuda saklandi

3.7.6. In Vitro Kiiltiir

BSOF + SS ortamnda 19-21 saat siirdiiriilen in vitro fertilizasyon isleminden sonra, zigot
olarak varsayilan hiicreler ki kez HSOF i¢inde ykandi ve daha sonra bir kez de SOF i¢inden
gecirildi.  En az 6 saat 6nce petrilerin her bir bolmesine 500 ul SOF I koyularak, 400 pl
mineral yag ile kaplandi. Hazrlanan petriler IVM kosullarinda inkiibe edildi. Fertilizasyon
ortammdan alnip yikanarak tizerindeki spermatozoonlardan armdirilmis olan olas1 zgotlar,
neme doyurulmus %5 CO2’li atmosferde ve 39°C sicaklikta inkiibe edilmis petriler i¢ine
alndi.  Her bir kuyucuk i¢ine en fazla 40 hiicre konuldu. Inkiibasyonun dérdiincii giiniinde
embriyolar SOF II’ye aktarilarak inkiibasyon siirdiiriildii. Embriyonik gelisim 48., 92., 120.
saatler ile 7. ve 8. giinlerde degerlendirildi (Tablo-1).
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Tablo-1. Embriyonik Gelisme Asamalarimn Degerlendirilme Zamam

EMBRIYONIK KAYIT ZAMANI
ASAMA (Fertilizasyon 0. saat)
2—4 Hiicre 48. Saat

8-16 Hiicre 92. Saat
Morula 120. Saat
Blastosist 7- 8. Giin

3.8. Sonuclann Istatistiksel Acidan Degerlendirilmesi

Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS 20 programindan yararlanild1.
Spermatolojik degerlendirmelerde; One-Way ANOVA ve Tukey testleri, embriyonik
degerlendirmelerde ise Ki Kare testi kullanildi. Tiim degerlendirmelerde P<0.05 diizeyinin
istatistiksel fark bakimmdan onemli oldugu kabul edildi. Grafikler i¢in Microsoft Office
Excel 2007 ve Sigma Plot 10 programlarindan yararlanildi.
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3.9. Cahsmada Kullamlan Stok Soliisyonlar

Tablo-2. Bikarbonat Stok Soliisyonunun Hazrlanmasi

Bikarbonat Stok (B)

NaHCO; 1,059

Milli-Q su son hacim 50 ml

Hazirlanan  soliisyon 0.22 um fitreden gegirilerek — sterilize edidi.  4°C
buzdolabinda muhafaza edilerek 2 hafta kullanildi

Tablo-3 Hepes Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Hepes Stok (H)

Na Hepes 1,627 g
Hepes (free acid) 15¢g
Milli-Q su son hacim 50 ml

Hazrlanan soliisyon 0.22 pum filtreden gegirilerek  steriize edildi.  4°C
buzdolabinda muhafaza edilerek 2 ay kullanild1.

Tablo-4.Tuz Kangsmm Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Tuz Karigmi Stok (S2)

NaCl 3,147 g
KClI 0,267 g
NaH,PO4 0,027 g
Milli-Q su son hacim 50 ml

Hazrlanan  soliisyon 0.22 pm filtreden gegirilerek — sterilize edildi.  4°C
buzdolabinda muhafaza edilerek 3 ay kullanild1.
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Tablo-5. Laktat Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Laktat Stok (L)

Na lactate 2,35ml

Milli-Q su son hacim 50 mi

Hazrlanan soliisyon 0.22 pm filtreden gegirilerek  steriize edildi.  4°C
buzdolabinda muhafaza edilerek 2 ay kullanild1.

Tablo-6. Gliikoz Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Glikoz Stok (G)

Glucose 270 mg

Milli-Q su son hacim 25 ml

Hazrlanan soliisyon 0.22 pum filtreden gegirilerek  sterilize edildi.  4°C
buzdolabinda muhafaza edilerek 2 ay kullanild1.

Tablo-7. Kalsiyum Stok Soliisyonunun Hazrlanmasi

Kalsiyum Stok (C)

CaCbk.2H,;0 630 mg

Milli-Q su son hacim 25 ml

Hazrlanan  solisyon 0.22 pm filtreden gegirilerek  sterilize edidi 4°C
buzdolabinda muhafaza edilerek 3 ay kullanild1

Tablo-8. Bikarbonat Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Magnezyum Stok (M)

MgCk.6H,0 250 mg

Milli-Q su son hacim 25 mi

Hazirlanan soliisyon 0.22 pum fitreden gegirilerek — sterilize edidi  4°C
buzdolabinda muhafaza edilerek 3 ay kullanild1.
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Tablo-9. Antibiyotik Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Antibiyotik Stok (PS)

Penicilin 187,5mg
Streptomycin 125 mg
PBS 25 ml

Hazrlanan soliisyon 0.22 pm filtreden gegirilerek sterilize edildi. 500 pL’lik hacimlerde
eppendorf tiiplerine porsiyonlanarak -20°C sicakhktaki derin dondurucuda kullanincaya kadar
muhafaza edildi.

Tablo-10. Percoll SOF Soliisyonunun Hazrlanmasi

Percoll SOF Soliisyonu

S2 stok 50ml
Na Hepes 137 mg
Hepes (free acid) 126 mg
D stok 0,5ml
M stok 0,5ml
Percoll 50 ml

Percoll SOF’un pH’s1 7,2-7,4,  osmotik basmct 280-300 mOsmolkg’a ayarlandi Filtre
edilmeden 4°C sicakliktaki buzdolabinda 1 ay boyunca muhafaza edilerek kullanildi.
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3.10. Cahsmada Kullamlan Medyumlar

Tablo-11. Oosit Yikama Medyumunun Hazrlanmasi

Oosit Yikama Medyumu

TCM 199 24759
H Stok 21 ml
B Stok 4ml
Kanamisin 19 mg
Heparin 2,5mg
Milli-Q su son hacim 250 ml

Hazrlanan  soliisyon 0.22 pm fitreden gegirilerek  sterilize edidi. 4°C  sicakhktaki
buzdolabnmda muhafaza edilerek 3 ay kullamildi Oosit elde edilmesi swrasmda kullamlacak bu
medyum, uygulama yapimadan bir saat Once buzdolabndan c¢ikartidi ve igerisine 300
mg/100 ml oranmda BSA Fract V ve % 1 orannda PS ilave edildi Medyumun ozmotik
basmc1 283+10 mOsmolkg’a, pH’s1 7,2-7,4’e, ayarlanarak 0.22 pm filtreden gecirildi ve
37°C sicakliktaki etiiv de kullanilana kadar bekletildi.
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Tablo-12. Oosit Olgunlastirma Medyumunun Hazrlanmasi

Oosit Olgunlagtirma Medyumu

TCM 199 95 mg
NaHCOs3 22 mg
Milli-Q su son hacim 10 mi

Kansimdan 9 ml almarak asagidaki Kkimyasallar

eklendi

FCS 1ml
Na Pyruvat 0,33 mg
Gentamisin 0,55 mg
FSH 10 pg/ml
LH 10 pg/ml
EGF 10 ng/ml

Hazrlanan soliisyonun pH’s1 7,9°a ozmotik basmci 283+10 mOsmolkg’a ayarlandi ve 0.22
um filtreden gecirilerek sterilize edildi. Oositleri aktarmadan en az 6 saat dnce 39°C sicakhk
ve %5 CO; ayarh inkiibatérde inkiibe edildi. Medyum giinlik olarak hazirland1 ve kullanildi.
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Tablo-13. Hepes Tamponlu SOF Medyumunun Hazirlanmasi

Hepes Tamponlu SOF Soliisyonu (HSOF)

S2 STOK 5ml
H STOK 4,2 ml
B STOK 0,8 ml
D STOK 0,5 ml
M STOK 0,5 ml
L STOK 0,5ml
G STOK 2 ml
PS STOK 0,5ml
Na Pyruvate 1,8 mg
Glutamine 0,250
BSA(Fract. V) 150 mg
Kanamisin 3,8 mg
Milli Q Su 50 ml
Phenol Red 0,5 mg
PH’s1 7,2-7,4, osmotik basmci 283+10 mOsmolkg’a ayarlandi 0.22 pm filtreden gegirildi.

4°C sicaklktaki buzdolabinda 1 ay boyunca muhafaza edilerek kullanildi
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Tablo-14. In Vitro Fertilizasyon Medyumunun Hazrlanmasi

In Vitro Fertilizasyon Soliisyonu (BSOF)

S2 STOK 1ml
B STOK 1ml
D STOK 0,2 ml
M STOK 0,1 ml
L STOK 0,3ml
Na Pyruvat 1,08 mg
Glutamine 50 W
PS STOK 0,1 ml
Kanamisin 0,8 mg
Milli-Q su son hacim 10 ml

Hazrlanan soliisyondan 200 ul ¢ikartiddi ve 200 pl SES (Ostrustaki koyun serumu) ilave
edildi. PH’s1 7,9’a ozmotik basmnci 283+10 mOsmol’kg’a ayarland1 ve 0,22um filtreden
gecirilerek sterilize edildi. Oositleri aktarmadan en az 6 saat 6nce 39°C sicaklk ve %5 CO;
ayarh inkiibatorde inkiibe edildi Medyum giinlik olarak hazrlandi ve kullanild1.
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Tablo-15. In Vitro Kiiltiir I Medyumunun Hazrlanmasi

In Vitro Kiiltiir Soliisyonu (SOF-I)

S2 STOK 1ml
B STOK 1ml
D STOK 0,1ml
M STOK 0,1 ml
L STOK 0,1 ml
Na Pyruvat 0,36 mg
Glutamine 15,8 ul
PS STOK 0,1ml
Kanamisin 0,8 mg
Phenol Red 0,1 mg
BSA (fatty acid free) 40 mg
MEM-amino asit 200 ul
MEM -non esansiyel amino 100 ul
asit

Milli-Q su son hacim 10 ml

Medyumun ozmotik basmci 283+10 mOsmolkg’a, pH’s1 7,9’a ayarlanarak 0.22 pm filtreden
gecirilerek  steril edildi. Oositleri aktarmadan en az 6 saat once 39°C sicakhlk ve %5 CO;
ayarl inkiibatorde inkiibe edildi. Medyum giinlik olarak hazrlandi ve kullanildi.
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Tablo-16. In Vitro Kiiltiir II Medyumunun Hazirlanmasi

In Vitro Kiiltiir Soliisyonu (SOF-11)

S2 STOK 1ml
B STOK 1ml
D STOK 0,1ml
M STOK 0,1 ml
L STOK 0,1 ml
Na Pyruvat 0,36 mg
Glutamine 15,8 ul
PS STOK 0,1ml
Kanamisin 0,8 mg
Phenol Red 0,1 mg
MEM-amino asit 200 w
MEM -non esansiyel amino 100 ul
asit

Milli-Q su son hacim 10 mi

Karigimdan 500 ul ¢ikartildi ve 500 ul FCS ve 240 ul G STOK eklendi. Medyumun ozmotik
basmer 283+10 mOsmolkg’a, pH’s1 7,9’a ayarlanarak 0.22 ym filtreden gegirilerek steril
edildi. Oositleri aktarmadan en az 6 saat once 39°C sicaklk ve %5 CO; ayarh inkiibatorde
inkiibe edildi. Medyum giinliik olarak hazrlandi1 ve kullanild1.
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Tablo-17. Cahsmada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Malzemenin Adi Firma/Marka
Follicle Stimulating Hormone (FSH) From Ovine Pituitaries Sigma
Luteinizing hormone from ovine pituitaries Sigma
Fotal Calf Serum 500 ml Sigma
Bovine Serum Albumin Fraction V Fatty Acid Free 5g Sigma
Bovine Serum Albumin Fraction V 50 g Sigma
Medium 199 powder Sigma
Medium 199 liquid 100 ml Sigma
MEM Aminoacid Solution(50x) 100 ml Sigma
MEM Non Essential Aminoacid Solution(100x) 100 ml Sigma
Hyaluronidase 30 mg Sigma
Heparin Sigma
Di-Sodium Hydrogen Phosphate (Na2HPO4) 500 g Sigma
Sodium phosphate dibasic dihydrate (Na2HPO4.2H»0) Fluka
Potassium hydrogen phosphate (KH2PO4) 100g Sigma
Sodyum Klorir (NaCl) 500 g Sigma
KCI cell culture tested Sigma
NaH2PO4 anhidrous Sigma
Glucose Anhydrous 100 g Sigma
Sodium Lactat syrup %60 (w/w) embryo tested Sigma
Embryo Tested Water 500ml Sigma
Percoll 500 ml Sigma
Mineral Oil Embryo Tested 1kt Sigma
Gentamicin Siilfate 50 mg Sigma
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Kanamycin Monosulfate Sigma
Streptomycin Siilfate 50 g Sigma
Penicilin G 10.000.000 units Sigma
Penicillin -Streptomycin Solution (100 x ) 100 ml Sigma
Neomycin Sulfat Sigma
Calium Chloride dihydrate cell culture tested Sigma
MgCI2.6H20 Sigma
Na- HEPES cell culture tested Sigma
Na-Pyruvat Sigma
Hepes (free acid) (Embryo tested) Sigma
Gliserol Sigma
DMSO Sigma
Etilen Glikol Sigma
1,2 Propanediol Sigma
Aseton Tekkim
PSA Sigma
Trehaloz Sigma
Sitrik  Asit Merck
THAM (Tris (hydroxymethyl) aminometane) Sigma
Fruktoz Sigma
EDTA Merck
Gimza Merck
Metanol Tekkim
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4. BULGULAR
Sperma alnr almmaz en az +++ mass aktivite, 0,3 ml hacim, %75 motilite, 1,57(109
spermatozoa/ml Ozellifinde olan ejakiilat Ornekleri pooling yapilarak diger islemlere gecildi
Gimza boyama sonrasi akrozomal bolgenin postakrozomal bolgeye gore daha koyu boyandig
gozlemlendi (Sekil-1).  Yapilan HOST sonrasi plazma membran fonksiyonel biitiinligiine
sahip spermatozoonlarm kuyruk bolimlermin Sekil-2 de gorildigi gibi siserek kwvrildid

saptandi.

4.1. Taze Spermada, Sulandirma Sonrasinda ve 5°C’ ta Saptanan Spermatolojik

Bulgular

Taze spermada pooling sonrasi, Tris-Sitrik asit-fiiktoz sulandiricist ile sulandirma
sonrasinda ve 5°C’ ta saptanan motilite, HOST, akrozom ve diger morfolojik bozukluklara
(DMB) ait ortalama degerler ve standart hatalar1 Tablo-18’de verilmistir.

Tablo-18. Pooling, Sulandirma Sonrasi ve 5°C’ ta Saptanan Spermatolojik Bulgular

(% £ S%)
ASAMA MOTILITE HOST AB DMB
(%0)
(%) (%0) (%0)
Pooling Sonrasi 5  77.0£2.0°  89.6+£0.7° = 6.4+0.5° 1.6+0.4%

Sulandirma Sonrasi 5  74.0+1.9% 86.3+0.4° 7.6+0.5° 0.6+0.2%

5°C’ de 5 71.0+1.0° 84.6+0.6°  10.0+0.3° 1.4+0.22

a,b: Aym siitunda farkh harf tasiyan ortalamalar arasi istatistiksel fark vardr (P<0.05)

AB: Gimza boyama sonrasi elde edilen Akrozomal Bozukluk oram

DMB: Diger Morfolojik Bozukluk

Sulandirma igleminin spermatolojik 6zellikleri etkilemedigi gozlemlendi Pooling sonrasi
elde edilen taze sperma bulgular1 ile sulandirma sonrasi bulgular arasinda istatistiksel fark
saptanmamistir (P>0.05). 5°C sicakliga sogutma isleminin motiliteyi ve akrozomal biitiinliigii
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olumsuz etkiledigi gbzlemlendi (P<0.05). Bu olumsuz etki plazma membran biitiinliigiinde
de goriinmesine karsm, istatistiksel fark saptanmadi Sulandrma ve sogutma isleminin DMB
lizerine etkisnin olmadigi goriildii (P>0.05).

4.2. Ekilibrasyon Sonrasi Saptanan Spermatolojik Bulgular

5°C’a sogutulan kog spermasi igerisinde, %6 gliserol, %6 DMSO, %6 1,2 propanediol ve
%0 etilen glikol igeren Tris-Sitrik asit-friiktoz sulandiricist ile sulandirilarak 2 saat
ekilibrasyona brrakildiktan sonra saptanan spermatolojik bulgular Tablo-19’da verilmistir.

Tablo-19. Ekilibrasyon Sonrasi Saptanan Spermatolojik Bulgular (I + 5%)

SPERMATOLOJIK OZELLIKLER

GRUP MOTILITE HOST AB DMB

n (%) (%) (%) (%)
Gliserol 5 65.0+0.0° 80.0+0.4° 12.4£0.7% 2.0+0.32
DMSO 5 50.0+3.2° 70.2+0.7° 13.6+0.5° 2.0+£0.42
1,2 Propanediol 5 59.0+1.9° 75.6+0.9% 10.2+0.6° 2.0+0.32
Etilen Glikol 5 59.0+£2.9° 76.4+0.9%° 10.8+0.4° 1.6+0.4

a,b: Aym siitunda farkh harf tagiyan ortalamalar arasi istatistiksel fark vardr (P<0.05)

AB: Gimza boyama sonrasi elde edilen Akrozomal Bozukluk orani

DMB: Diger Morfolojik Bozukluk

Cahsmada kullanilan kriyoprotektanlardan motilite gdz Oniine alndiginda, gliseroliin en
tistiin oldugu saptand1 (P<0.05). DMSO igeren gruptaki plazma membran biitiinliigiiniin diger
gruplara gore daha fazla etkilendigi gozlemlendi. Gliseroliin plazma membranmin islevsel
biitiinliigiiniic DMSO grubuna gore daha iyi korudugu saptandi (P<0.05).

Gimza boyama sonrasi elde edilen akrozomal bozukluk oranmin en yiiksek oldugu

DMSO iceren grup ile 1,2 propanediol ve etilen glikol gruplar1 arasmda istatistiksel fark
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oldugu gozlemlendi (P<0.05). Ekilibrasyon sonrasi asamada kullanilan kriyoprotektan
maddelerinin DMB oranlarin1 etkilemedigi saptandi (P<0.05).

4.3. Eritme Sonrasi Saptanan Spermatolojik Bulgular

%0 gliserol, %6 DMSO, %6 1,2 propanediol ve %6 etilen glikol igeren Tris-sitrik asit-
friiktoz sulandiricist ile dondurulan spermada eritme sonrasi saptanan motilite, HOST,
akrozom ve DMB’ ye ait spermatolojik bulgular Tablo-20" de verilmistir.

Ekilibrasyon sonrasi bulgular ile eritme sonrasi bulgular karsilastirildiginda, tiim gruplarda
dondurma eritme isleminin sperma motilitesini (P<0.01), akrozom biitlinliigiinii (P<0.01),
plazma membraninin islevsel bitiinligiini (P<0.01) ve diger morfolojik biitiinliigiinii
(P<0.05) olumsuz etkiledigi saptandi Eritme sonrasi sonuglar degerlendirildiginde,
cahsmada kullanilan kriyoprotektanlarin eritme sonrasi sperma motilitesi iizerine farkh
diizeyde koruyucu etki gosterdikleri gozlemlendi. Gliserol igeren grubun diger gruplardan
istatistiksel olarak {istiin oldugu saptandi (P<0.05). 1,2 propanediol ve etilen glikol iceren
gruplarda saptanan eritme sonrasi motilite degerleri birbirine benzer bulundu, en diisiik
motilite degeri ise DMSO grubunda saptandi (P<0.05).

Plazma islevsel membran biitlinliigii, motilitesi yiikksek gruplarda daha yiiksek olarak
saptandi. En yiiksek plazma membran iglev biitiinliigii olan spermatozoa orani, gliserol iceren
grupta saptandi (P<0.05). 1,2 propanediol ve etilen glikol iceren gruplarda saptanan eritme
sonrast HOST degerleri birbirine benzer bulundu, en diisiik HOST oram ise DMSO grubunda
saptandi1 (P<0.05).

Eritme sonrasi agsamada gergeklestirilen FITC-PSA boyama sonrast akrozomal bolgenin
Sekil-3’te gortildiigii gibi yesil floresan boya aldigi saptandi. FITC-PSA ve Gimza
degerlendirme sonrasi elde edilen bulgular bakmindan, 1,2 propanediol ve etilen glikol iceren
gruplarin gliserol ve DMSO gruplarina gore daha {istiin oldugu saptandi (P<0.05).

Akrozomal yapmm biitiinliigiinii degerlendirmek amaciyla kullanilan FITC- PSA ve Gimza
yontemleri arasnda sonuclar bakimmdan farhlik oldugu gbézlemlendi. 1,2 Propanediol
disindaki gruplarin timiinde FITC-PSA boyama sonrasi elde edilen akrozomal bozukluk
oranmin, Gimza sonuglarma gore daha yiiksek oldugu saptandi (P<0.05). Dondurma sonrasi
asamada DMB bakimmndan gruplar arasi istatistiksel fark gozlemlenmedi (P>0.05).
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Tablo-20. Eritme Sonrasi Saptanan Spermatolojik Bulgular (i + 5%)

SPERMATOLOJIK OZELLIKLER

GRUP MOTILITE HOST  Akrozomal Bozukluk (%) DMB
) ) FITC-PSA Gimza )

Gliserol 15 533+0.9%7 683+0.8% 55.3x09%  50.5£1.3™  3.6:0.37

DMSO 15  153+£0.9°  30.4+0.8°  55.6x1.0° 51.7£1.6*  3.6x0.2°

1,2 Propanediol 15  40.6+0.8°  52.2+0.8°  49.7+0.9™  44.6+1.3™  3.8+0.2°

Etilen Glikol 15  43.3+0.9°  56.7+0.7°  51.3+0.5™ 47.5+0.8™  3.940.2°

a,b,c: Aymi siitunda farkl harf tasiyan ortalamalar arasi istatistiksel fark vardir (P<0.05)

X: Akrozomal bozukluk i¢in aym satwrda aym harf tasiyan ortalamalar arasi istatistiksel fark
vardr (P<0.05)

DMB: Diger Morfolojik Bozukluk

4.4. In Vitro Fertilizasyon Bulgulan
%6 gliserol, %6 DMSO, %6 1,2 propanediol ve %6 etilen glikol gruplarinda elde edilen
embriyo gelisimi ile ilgili degerler Tablo-21’de verilmistir.

Her bir gruba 150 den fazla mature olmus oosit kullanilarak yapilan in vitro fertilizasyon
sonrasi en yikksek bolinme orany gliserol igeren grupta elde edimistir. DMSO igeren grubun
fertilizasyon sonuglarmin diisiik oldugu saptandi (P<0.05).

8-16 hiicreli embriyo sayisi bakimmndan en diisik deger, DMSO i¢eren grupta bulunurken
(P<0.05), gliserol, 1,2 propanediol ve etilen glikol igeren gruplarin benzer oldugu saptandi
(P>0.05).

Morula agamasma ulasan oosit oran1 bakimndan gliserol icren grubun digerlerine gore
daha tUstiin oldugu gézlendi (P<0.05). 1,2 propanediol ve etilen glikol iceren gruplarda elde
edilen morula oram birbirine benzer bulundu. En diisik morula oram ise DMSO igeren
grupta elde edildi (P<0.05).
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Blastosist asamasma ulagan embriyo sayist bakmmndan, gliserol igeren grubun en iyi
oldugu gozlemlendi. DMSO igeren grupta ise, highir embriyonun blastosist asamasma
ulasmadig1 saptandi (P<0.05).

Tablo-21. In Vitro Fertilizasyon Sonucunda Elde Edilen Degerler

GRUP 2- 4 Hiicre 8- 16 Hiicre Morula Blastosist
n (%0) (%0) (%) (%0)
Gliserol 159 126° 83% (65.87) 52% (41.27) 32% (25.40)
(79.25)
DMSO 152 58°(38.16)  14°(24.14) 4° (6,90) 0°(0)
1,2 Propanediol 151 109° 63% (57.80) 28 (25.69) 17% (15.60)
(72.19)
Etilen Glikol 155  96%(61.94) 542 (56.25) 21° (21.89) 11° (11.46)

a,b,c: Ayt siitunda farkh harf tagiyan ortalamalar arasi fark 6nemlidir (P<0.05)

n: Fertilizasyona alman oosit sayisi
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Sekil-1. Gimza ile Boyama Sonrasi Goriintii (a: ttinliik,
Bozukluk)
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Sekil-2. HOST Sonrasi Goriintii

Sekil-3. FITC-PSA ile Boyama Sonrasi Goriintii (a: Akrozomal Biitiinliik,

b: Akrozomal Bozukluk
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Sekil-4. Gruplarin Motilite Yiizdeleri

% B ERITME SONRASI Akrozomal

Bozukluk (Fitch- PSA)(%)

M ERITME SONRASI Akrozomal
Bozukluk (Gimza)(%)

Sekil- 5. Gruplarin Eritme Sonrasi1 Akrozomal Bozukluk Yiizdeleri
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6. Ovaryumlarin Kesilerek

Allnmasi

Sekil-8. Ovaryumlann Yikanmasi

Sekil-7. Termosa Aktarilmasi

Sekil-9. PBS’e Aktarilmasi
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Sekil-10. Slicing Oncesi Su Banyosundaki Ovaryumlar

Sekil-11. Inkiibatordeki Medyum Gériintiisii
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Sekil-12. Slicing Sonras1 Se¢ilmis Oositlerin Goriintiis i

Sekil-13. Mature Olmus Oositlerin Goriintiis i
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Sekil-14. Kiiltiriin 7. Giinii Farkh Asamalardaki Embriyolar
a- 8-16 Blastomerli Embriyo, b- Kompakt Morula,
c- Genislemis (Ekspanded) Blastosist,

d- Zonasindan Cikmms (Hatched) Blastosist

Sekil-15. Kiiltiiriin 7. Giinii Expanding Blastosist
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Sekil-16. Kiiltiiriin 8. Giinii Zonadan Cikmms (Hatched) Blastosist

100 -

—@—— Gliserol

= - DMSO

80 A 1,2 Propanediol
Etilen Glikol
60 -
S 40 -
20 -
0 _
2-4 Hiicre 8-16 Hiicre Morula Blastosist

Sekil-17. Gruplarm Embriyo In Vitro Fertilizasyon Yiizdeleri

67



5. TARTISMA VE SONUC
Biyoteknolojik yontemler kullanarak hayvan islahini hzlandirmak ve hayvanlarm verim
diizeylerini artrmak miimkiin goriilmektedir. Hayvan iireme biyoteknolojisinde spermanm
dondurulmasi, in vitro fertilizasyon ile embriyo {iretimi ve spermamn fertilizasyon
yeteneginin degerlendirilmesi, suni tohumlama yoluyla disi hayvanlarin gebe birakilmas1
Oonemli yer tutmaktadir. Bu nedenle IVF ve suni tohumlamanmn entansif kiiclikbas hayvan
tiretimi ve yetistiricili§inde Onemli bir yere sahip olmasinin yaninda, elde edilecek basarida

spermanmin dondurulmas1 6nem kazanmustir.

Alnan spermanmn kalitesi; sogutma, dondurma ve eritme sonrasi fertilizasyon yetenegini
etkilemektedir (13, 69). Spermasi alnan hayvanin saghk durumu, sperma alma yontemi ve
sikhig1 ile sperma alma islemi srasmda yapilan uygulamalar da eritme sonrasi sperma
kalitesini etkilemektedir (9, 17, 26). Elektroejakiilasyon yontemi ile alman kog¢ spermasmin
motilitesinin ortalama %80 oldugu bildirilmistir (29). Ejakiilasyon ile birlikte spermanm
toplama kadehine temasi, kadehe aktarilmasi, kadehin sicakhgi ve temizligi, giin 15131,
numune almmasi gibi zaman ve yapilan her tiirlii uygulama sperma kalitesini etkilemektedir
(9, 17). Sunulan ¢ahsmada, 2—4 yash 5 bas Kivircik ki kogtan elektroejakiilasyon yontemi
kullanilarak sperma alndi Alnan ejakulatlarin muayeneleri gerceklestirilerek en az +++
mass aktivite, 0,3 ml hacim, %75 motilite, 1,5X10° spermatozoa/ml Ozelligine sahip
ejakulatlar pooling yapilarak c¢aligmada kullanildi Pooling yapilan spermada motilite, HOST,
akrozomal bozukluk ve DMB oranlarma ait ortalama spermatolojik degerler swrasiyla %77,0,
%89,6, %6,4 ve %1,6 olarak bulundu. Pooling sonrasi spermatolojik Ozellikleri, kullanilan
ejekulatlarin baslangic kalitesi etkilemektedir. %70 ve lizerinde motilitesi olan ejakiilat
orneklerini pooling yapan Soylu ve arkadaslari (69) pooling sonrasi motilite, akrozomal
bozukluk ve DMB oranlarinin srastyla %72,2, %9,4 ve %2,6 oldugunu bildirmislerdir.
Kivirek ve Ivesi ki koglardan {ireme sezonu iginde alman spermanm benzer dzelliklere
sahip oldugunu bildiren Alcay ve arkadaslart (170) Kivirck ki koglarm ejakiilatlarini
bireysel olarak degerlendirdikleri ¢alismada, ortalama motilite, HOST ve akrozomal bozukluk
oranlarm swastyla %73, %74 ve %13 olarak saptadiklarini bildirmislerdir.

Spermanm testis dokusu i¢inde {iretimi, tagmmasi ve ejakiilasyonu srasmnda, ayrica
sulandirma, dondurma ve ¢ozdiirme islemleri asamalarinda hiicrede islev kaybi
sekillenmektedir (171, 172). Bu kaybi minimize etmek i¢in spermanin uygun sulandiricilar
ile sulandirilmas1 gerekmektedir (9). Spermanmn sulandirilmasi1 ve dondurulmasi amaciyla

icinde farkh kriyoprotektif madde bulunan sulandiricilar gelistirilmistir (13, 69). Spermanmn
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30°C sicaklkta sulandirma sonrasi spermatolojik 6zellikleri pooling sonrasi ozelliklerle
karsilastrildiginda sulandirma isleminin spermatolojik Ozellikleri olumsuz etkiledigi fakat
istatistiksel fark olmadig1 bildirilmistir (94, 173). Cahsmada, sulandirilmis spermanmn
spermatolojik bulgularinin, pooling sonrasi elde edilen bulgulardan daha disiik oldugu
saptand1 (P>0.05). Bu etkinin sulandirict igerigi, sulandrma sicakligi ve gecen zamandan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Memeli spermasmin dondurulmasi, hayvancilik sektoriinde 6zellikle genetik
degerlendirme ve seleksiyon programlarinin yiiriitiilmesinde ¢ok sayida avantaj saglamaktadir
(9, 17). Cogu memelilerde oldugu gibi, donmus kog¢ spermasi ile yapilan tohumlamalardan
elde edilen fertilite sonuglari, taze sperma ile karsilastirildiginda oldukga distiktir (13).
Sogutma, dondurma ve eritme islemleri dier memeliler gibi kog¢ spermasmin morfolojisini,
biyokimyasint ve iglevini olumsuz yonde etkiler (13). Sogutma/dondurma prosediiriinden
kaynaklanan fiziksel ve kimyasal stres nedeniyle; kosullar ne kadar optimize edilirse edilsin
sperma baslangic motilitesinin %20-70’mi kaybeder (103). Ortamm sogutulmas1 swrasmda
aciga ¢ikan ozmotik basmng ve serbest oksijen pargaciklart bu kayba neden olan
faktorlerdendir (174). Bu ¢ahsmada 30°C sicakhkta sulandrilan sperma 5°C sicakhga
disiirtidiigiinde motilitenin (P>0.05), plazma (P>0.05) ve akrozomal (P<0.05) membran
biitlinligliniin dustiigli goriildii. Ak ve arkadaslarmin (70) farkh sulandirma, sogutma hizi ve
sulandirma oranmin kog¢ spermasmin eritme sonrasi Ozelliklerini belirlemek amaciyla
yaptiklar1 bir ¢ahismada, spermanin 30°C sicaklktan 5°C sicakhga sogutma hizinin
ekilibrasyon sonrast motilite (P<0.01) ve toplam morfolojik bozukluk oranma (P<0.01)
olumsuz etkisi oldugu bildirilmistir.

Hiicre i¢ine girebilen kriyoprotektanlar kullanildiginda hiicre i¢i ve digmdaki denge
esitlenene kadar madde ahgverisi devam eder. Hiicre i¢ine giremeyen kriyoprotektanlarda ise
hiicre i¢cinden dis ortama ozmotik basinglar esitlenene kadar su ¢ikisi sekillenir. Bu islemin
gergeklesme hizi hiicrenin metabolizma hiz (9) ve kullanilan kriyoprotektanin hiicre icine
gegme yetenegi ile ilgilidir (175). Her ne kadar 5°C sicaklkta spermaya kriyoprotektan
madde iceren sulandiric1 katilsa da bu madde ahsverisi kacmilmazdir (9). Bu olaylar zinciri
srrasinda hiicrede sisme, biizisme vb yapisal degisikliler sekillenir (9, 17).

Spermaya katilan kriyoprotektanlarin olumsuz etkilerinin engellemesi i¢in, iki asamah
sulandirma teknigi ko¢ spermasmm dondurulmasi amaciyla siklkla kullanilmaktadir (9, 32).
Bu teknikte, sperma 30°C sicaklkta i¢inde kriyoprotektan bulunmayan sulandricilar ile
sulandirildiktan sonra asamah olarak 5°C sicakhga diisiiriiliip, metabolizmas1 yavaslatilarak
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bu sicaklikta kriyoprotektan madde bulunan sulandrici ile asamal bir sekilde sulandrilir (9,
17). Ak ve arkadaslar1 (70) yaptiklar1 bir cahsmada, spermanin 30°C sicaklkta gliserol igeren
sulandiric1 ile sulandrilmasinin 5°C sicaklikta sulandirmaya gore daha basarisiz oldugunu bu
nedenle kriyoprotektan iceren sulandiricinin 5°C sicaklikta eklenmesi gerektigini
bildirmislerdir. Memeli spermasmi dondurma swrasinda, soguk ortamm olumsuz etkilerinden
korumak amaciyla (polietilen glikol, ficoll 70, BSA, dekstran, mannitol ve polivilinil
prolidonmakromol gibi) non permeable (gliserol, etilen glikol, 1,2 propanediol, DMSO,
methanol, asetamid, adenitol, perseitol, metil formamide gibi) ve permeable ¢ok sayida farkh
etkiye sahip kriyoprotektanlar tek basma veya farkli kombinasyonlarda kullanilmistir (13, 69,
85, 104). Ayrica hizli sogutma esnasmnda sekillenen mekanik basmnci azaltarak hiicreyi
yapisal deformasyonlardan korumak amaciyla (92) glikoz, siikroz, trehaloz ve raffinoz gibi
sakkaritlerin farkh konsantrasyonlar1 da kullanilmaktadr (13, 69). Sunulan ¢ahsmada kog
spermast 5°C sicaklikta iginde %6 oraninda gliserol, DMSO, 1,2 propanediol, etilen glikol,
bulunan sulandricilarla sulandirilip 2 saat ekilibrasyona brrakidiktan sonra yapilan
degerlendirmede, gliseroliin motiliteyi daha 1yi korudugu saptandi (P<0.05). DMSO iceren
gruptaki plazma membran fonksiyon biitlinliigiiniin diger gruplara gore daha fazla etkilendigi
gozlemlendi.

Kullanilan kriyoprotektanin molekiiler agrhigi hiicre i¢ine gecebilme yetenegini belirler.
Cahgmada kullanilan kriyoprotektanlar1 molekiiler agrliklari ve hiicre igne gecebilme hizi
bakmmndan etilen glikol (62,07 g/mol), 1,2 propanediol (76,09 g/mol), DMSO (78,13 g/mol)
ve gliserol (92,09 g/mol) olarak swralayabiliriz. Gliseroliin koruyucu etkisindeki basart hiicre
icine daha yavas gecisi ile agiklanabilir. Kriyoprotektanlarin hiicre icine gecis yetenekleri
tirler arasi farkhlik gosterebilr. DMSO domuz spermasi i¢in ¢ok toksik iken impala ve fil
spermasi i¢in daha az toksiktir (176). Gliserol, DMSO, 1,2 porpanediol ve etilen glikol iceren
sulandiricilarla sulandirilan an spermasinda ekilibrasyon sonrasi asamada kullanilan
kriyoprotektanlarin motilite iizerindeki koruyucu etkisinin benzer oldugu bildirilmistir (124).

Plazma membran fonksiyon biitiinliigli ile akrozom bozuklugu arasinda negatif bir iligki
oldugu bildirilmistir (139). Gimza boyama sonrasi elde edilen akrozomal bozukluk oranmin,
en yilksek DMSO igeren grupta oldugu ve DMSO grubu ile 1,2 propanediol ve etilen glikol
gruplar1 arasinda istatistiksel fark oldugu gozlemlendi (P<0.05). Akrozomal bozukluk
oranndaki farkhligin kullanilan kriyoprotektanlarin hiicre igine penetrasyon yeteneklerindeki
farklihktan ileri geldigi disiiniilebilir. Ekilibrasyon sonrasi asamada kullanilan
kriyoprotektan maddelerinin DMB oranlarin1 etkilemedigi saptandi (P<0.05).
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Sunulan c¢ahsmada spermanin 5°C sicaklkta i¢inde kriyoprotektan bulunan sulandirict ile
sulandirilip 2 saat ekilibrayon isleminin uygulanmasinin spermatolojik ozellikleri olumsuz
etkiledigi saptandi. Bu olumsuz etki sulandrma, kriyoprotektan madde, zaman ve soguk
ortamm etkilerinden ileri gelmektedir. Farkli ozmotik basmca sahip sulandiricilarla
sulandirilan kog¢ spermasinda gliserol igeren grupta motilitenin 1,2 propanediol iceren gruba
gore daha yiiksek, akrozomal bozukluk oranmin ise daha diisik oldugu bildirilmistir (69).

Fertilite, fertilizasyon bolgesine ulasan motil spermatozoa sayisi ve bu spermatozoanin
disi genital kanalda canh kalma siiresi ile dogru orantiidr (33). Dondurma eritme igleminin
sperma motilitesi (12, 14, 108, 125), akrozomal biitiinliigii (12, 14, 108, 125), plazma
membran biitiinligi (1, 12) ve DNA biitiinliigti (13) tizerine negatif etkisi vardir. Kog
spermasi diger ¢iftlk hayvanlar1 ile karsilastirildiginda dondurmaya karsi en duyarh olamdir
(80, 84, 125). Dondurma eritme asamalarinda hiicre i¢eriginin degisimi ve membranda
sekillenen bozukluklar (177), gerekli enerji kaynaklarmin degisimi ve aksonemmada sekillen
farkliliklar (178) sonucu sperma motilitesi kaybolur. Sunulan ¢ahsmada ekilibrasyon sonrasi
bulgular ile eritme sonrasi bulgular karsilastirildiginda, tim gruplarda dondurma eritme
isleminin motiliteyi (P<0.01), akrozomal biitiinliigii (P<0.01), plazma membran fonksiyonel
biitiinliigii (P<0.01) ve diger morfolojik biitiinliigii (P<0.05) olumsuz etkiledigi saptandi
Sulandiric1 bilesenleri ve kullanilan kriyoprotektan cesidi eritme sonrasi sperma kalitesi
iizerine etkilidir (13, 69, 85). Kriyoprotektanlarin dondurma sonrasi memeli spermasmi,
dondurmanin zararh etkilerine karst korudugu belirtilmistir (12, 108, 112, 125, 126). Sperma
dondurma amaciyla kullanilan bu kriyoprotektanlarin koruyucu etkileri tiir spesifiktir (179).
Gliserol sperma dondurmada kullanilan ik ve en yaygin kriyoprotektanlardandir (15, 169).
Ancak gliseroliin, sperma fertilizasyon kapasitesini ve kalitesini diigiirdiigli bildirilmistir (108,
112, 125). Sunulan ¢alsmada kullanilan kriyoprotektanlarin eritme sonrasi sperma motilitesi
iizerine farkh diizeyde koruyucu etki gosterdikleri gozlemlendi. Farkl ozmotik basmnca sahip
sulandiricilarla dondurulan kog spermasnda gliseroliin 1,2 propanediole gore motiliteyi daha
iyl korudugu bildirilmistir (69). Gliserol ve 1,2 propanediol iceren sulandiric1 ile dondurulan
kog spermasinda eritme sonrasi swrasiyla %51,2 , %35 motilite saptandig1 bildirilmistir (13).
Sunulan ¢alsmada, gliserol iceren grubun diger gruplardan istatistiksel olarak {istiin oldugu
saptand1 (P<0.05). 1,2 propanediol ve etilen glikol iceren gruplarda saptanan eritme sonrasi
motilite degerleri birbirine benzer bulunurken, en diisik motilite degeri ise DMSO grubunda
saptand1 (P<0.05). Molinia ve arkadaslar1 (104) bes farkh konsantrasyonda (%0, %]1,5, %3,
%6, %12) gliserol, DMSO, etilen glikol ve 1,2 propanediol iceren sulandricilarla
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dondurduklar1 kog¢ spermasmda eritme sonrasi gliserol ve etilen glikol gruplarmda motilite
oranlarmny, DMSO ve 1,2 propanediol gruplarmdan yiiksek bulmuglardir. Etilen glikol
konsantrasyonunun yiikseltilmesinin eritme sonrasi motilite oranmi diisiirdiiglinii bildiren
Silva ve arkadaslar1 (85) %S5 gliserol ve %3-5 etilen glikol gruplarinda eritme sonrasi motilite
oranlarmi swrastyla % 53,1 ve % 53,4- 49,4 saptamiglardr. %6 oraninda etilen glikol
kullandigimiz bu ¢aligmada elde edilen eritme sonrasi motilite degeri, Silva ve arkadaslarmm
buldugu degerlerden daha diisiik olarak saptandi

Plazma membran ve akrozom biitiinliigli hasarlari, dondurma swrasinda olusan soguk
ortam ve ozmotik degisiklikler, hiicre zarmda morfolojik bozukluklara ve lipid bilesenlerinin
kompozisyonunun farkhlagmasina neden olur (180). Plazma membran fonksiyon biitlinliigii
spermanin dis ortamla madde aligverisinin fizyolojik olarak islevsel oldugunun bir
gostergesidir (133). Motilite ile plazma membran fonksiyonel biitiinliigii arasmda poztif
korelasyon bulunmaktadir (13). Sunulan ¢ahsmada da plazma membran fonksiyonel
biitiinliigli, motilitesi yiiksek olan gliserol grubunda saptandi (P<0.05). Hiicre icine giris hizi
daha yiiksek olan diger kriyoprotektanlarin plazma membran fonksiyon biitlinliigli {izerine
olan zararh etkileri daha yiiksek bulundu. 1,2 propanediol ve etilen glikol igeren gruplarda
saptanan eritme sonrast HOST degerleri birbirine benzer bulunurken, en diisik HOST oram
ise DMSO grubunda elde edildi (P<0.05).

Fertilizasyonda Onemli rol oynamasit bakmindan morfolojik incelemelerde akrozomun
ayr1 bir onemi vardr. Memeli spermasmin yaslanmasina veya dondurma eritme
islemlerinden kaynaklanan zararh etkilere bagh olarak apikal bolgede bulunan akrozomal
enzimleri igeren yapilarin bozulmasina bagh olarak fertilite kaybi olusabilmektedir (9). Arzu
edilen oranda fertilite elde etmek icin motilitenin tek basma yeterli olmadigi, bunun yaninda
hyaluronidase, corona penetreting enzyme, neuraminidase Ve tripsin gibi fertilizasyonda etkin
rol oynayan enzimleri igeren akrozomal yapmm biitiinliigiiniin bozulmamis olmasi gerektigi
bildirilmektedir (9, 17). Dondurma eritme isleminin, erken kapasitasyonu ve akrozom
reaksiyonunu indiikkledigi bildirilmistir (17). Akrozomal biitiinligli degerlendirmek icin ik,
faz kontrast, floresan mikroskopi yaninda flow sitometri gibi ¢ok sayida teknik ve yontem
gelistirilmistir (13, 69, 173). Flow sitometri yonteminde, akrozoma spesifik floresan
boyalarla objektif olarak, kisa siire iginde ¢ok sayida spermatozoon degerlendirilir (173).
FITC-PSA ve Gimza boyama yontemi gibi mikroskopi teknigine dayah yontemlerde ise
degerlendirilen spermatozoa sayismin daha az olmasi ve subjektif bir degerlendirmenin

yapimas1 sonuglar1 oldukga etkilemektedir (173). Cahsmamizda akrozomal biitiinliik
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dondurma ¢ozdiirme siirecinden olumsuz bir bigimde etkilenmistir. Eritme sonrasi akrozomal
bozukluk oranlari;, sulandrma sonrasi, 5°C ve ekilibrasyon sonrasi bozukluk oranlarindan
daha yiiksek saptanmustir (P<0.001).

Eritme sonrasi agamada Gimza sonuglarini desteklemek amaciyla kullanilan FITC-PSA
sonrasi genel olarak daha yilksek oranda akrozomal bozukluk tespit edildi (P<0.05). Bu
farklihgin kullanilan yontemin farkhihigindan kaynaklanmis olabilecegi diisiinilmektedir.
FITC-PSA boyama ydnteminde spermanm santriflij ediliyor olmasi da akrozomal bozuklugun
yikkselmesinde etkili olabilir (181). Nur ve arkadaglar1 (13) farkh kriyoprotektanlar:
kullanarak dondurduklar1 ko¢ spermasmda FITC-PSA yontemi ile elde edilen eritme sonrasi
akrozomal bozukluk oranmin %53-59 arasmda oldugunu bildirmislerdir. Her iki FITC-PSA
ve Gimza yonteminde elde edilen akrozomal bozukluk bakmundan, 1,2 propanediol ve etilen
glikol iceren gruplarinin gliserol ve DMSO gruplarma gore daha {istiin oldugu saptandi
(P<0.05).

Kog spermasiyla yapilan ¢ogu calismada eritme sonrasi akrozomal bozukluk oranlar
%45-65 arasmda bulunmustur. (13, 80, 84, 69). Sunulan c¢ahsmada gliserol ve 1,2
propanediol gruplarinda gimza boyama sonrasi elde edilen akrozomal bozukluk oranlari,
Soylu ve arkadaslarmin (69) farkh ozmotik basmca sahip sulandiricilarla dondurduklar1 kog
spermasindan elde ettikleri akrozomal bozukluk oranmdan yiksek bulinmustur. FITC-PSA
boyama yontemi ile elde edilen akrozomal bozukluk oram, Nur ve arkadaslarmin (13)
baslangic motilitesi i¢in en az %70 ve lizeri motiliteye sahip ejakiilatlar1 kullanarak yapmug
olduklar1 ¢ahsmada bildirdikleri degerden daha diisik oldugu goriimiistiir. Bu farkhligin
baslangigta kullanilan sperma kalitesindeki farktan kaynaklanmis olabilecegi
diisiiniilmek tedir. Silva ve arkadaslart (85)’nm %5 gliserol ve %3-5 etilen glikol gruplarinda
bildirdigi akrozomal bozukluk oranlarindan ise yilksek bulunmustur. Bir spermatozoada
birden ¢ok morfolojik bozukluk goriilebilir. Morfolojkk bozukluklar degerlendirilirken
spermanmin On u¢ kismma yakm olam kaydedilir (9). Dondurma sonrasi asamada DMB
bakimmdan gruplar arasi istatistiksel fark gozlemlenmedi (P>0.05). Bu durum 6ncelikli olan
akrozomal bozukluk oranmin eritme sonrasi asamada yiiksek olusu ile aciklanabilir.

Fertilitenin biyik bir kismu annenin saghgi ile ilintilidir. Oositin tiretimi, fertilizasyonu,
embriyonun implantasyonu ve fotusun gelisimi dogrudan annenin saghgi ile iliskilidir (33).
Giiniimiizde, bireyin fertilite yetenegi ile ilgili bilgi edinebilmek i¢in ¢ok sayida yontem
gelistirilmistir. Ancak, bu yontemlerin hicbiri bireyin fertilite yetenegini kesin bir bicimde
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ortaya koyamamaktadir. Bu yontemler, kendi i¢cinde dogrudan gebelik sonuglarina bakarak
bireyin fertlilite yeteneginin tahmni ve gebelik oram ile ilgili parametrelere bakarak fertilite
yeteneginin tahmini olmak iizere iki ana bashk altmda toplanabilir (33). Sperma iiretim
merkezlerinde yogunluk, motilite, morfoloji ve viabilite gibi test sonuglarma bakilarak
ejakiilatin fertilite yetenegi degerlendirilmektedir. Bu teknikler bireyden kaynaklanan
mfertiliyi gostermek i¢cin 6onemli bilgiler versede, ejakulat kalitesi fizyolojik smirlar i¢inde
olan bireylerde karsilagilan infertiliteyi betimlemede yetersiz olmaktadwr. Fertilizasyon i¢in
morfolojik ve fonksiyon bakimmndan saglam spermatozoaya gereksinim bulunmaktadir (27,
28). Fertilizasyon; kapasitasyon, hiperaktivasyon, akrozom reaksiyonu, zona pellusidaya
baglanmas1 ve oosite penetre olabilme yetenegi gibi sperma ve oosit etkilesimini kapsayan
olaylar zinciridir. Bu amagla HOS test, sperm-zona baglanma testi ve IVF gibi testler
kullanilmaktadir (17). Ulkemizde koyun oositlerinin in vitro maturasyonu, in vitro
fertilizasyonu ve in vitro kiiltiirii ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma gergeklestirilmis ve canh yavru
elde edimistir (3). Bu galiymalar, cogu taze veya dondurulmus kog spermasi kullanilarak
gerceklestirilmistir. IVF amaciyla kullanilan oosit kalitesi erken embriyonik geligim,
gebeligin olusmasi ve devamu iizerine etkilidir. Oositin elde edildigi follikiiler gelisim evresi,
oositin kalitesi ve gelisim yetenegini belirler (144). Sunulan c¢ahsmada her bir grupta 150°
den fazla mature olmus oosit kullanilarak yapilan in vitro fertilizasyon sonrasi elde edilen
boliinme oranlarint gliserol, 1,2 propanediol, etilen glikol ve DMSO olarak yiksekten diisiige
srralayabiliriz. DMSO igeren grubun fertilizasyon sonuglarmin diisik oldugu saptandi
(P<0.05). Taze sperma kullanilarak yapilan IVF cahsmalarinda %62 (28), %76 (3), %88
(149) ve %94 (70) bolinme oram bildirilmistir. Wani (145) kauda epididimisten aldiklar
spermayla yaptigi calismada %49,5- 52,7 boliinme oranlar1 bulmustur. Farkh yontemlerle
dondurulmus kog¢ spermasi kullanilarak gergeklestirilen cahsmalarda; Ustuner ve arkadaslar
(95) %6 gliserol iceren lesitinli ve yumurta sarih sulandmricilarla %28,5- 85,5, Romdo ve
arkadaglar1 (182) %48 ve %45,1 bolinme oranlart saptadiklarini belirtmislerdir. O’meara ve
arkadaslar1 (141) dondurulmus kog spermasi kullanarak sperma dozlarmi karsilastirdiklar
cahbsmalarinda IVF amaciyla kullanilan spermatozoa konsantrasyonunun artirilmasi ile
fertilizasyon oranmin arttigmi, yaptiklar1 cahsmada %40,2- 79,7 arasmda bolinme oranlar
saptadiklarmni bildirmislerdir. Donmus sperma kullanilarak gergeklestirilen bu ¢alismada %38
ile %79 oranlar1 arasmda bolinme elde edimistir. Gliserol, 1,2 propanediol ve etilen glikol
iceren sulandiricilarla elde edilen bolinme oram taze sperma ile kiyaslanabilecek diizeyde

oldugu giiriilm{istiir.
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Sperma kalitesi, fertilizasyon oramt ve fertilizasyon sonrasi embriyonik gelisim iizerine
etkilidir. IVF sonrasi bolinme orani ile kogun fertilite yetenegi arasmda da yiiksek diizeyde
korelasyon bulunmaktadir (141). Eritme sonrasi asamada en kotli spermatolojik 6zellikler
DMSO iceren grupta elde edimistir. Buna paralel olarak DMSO iceren grupta en diisiik
bolinme ve en kotii embriyonik gelisme oram gdzlemlendi (P<0.05). 8-16 hiicreli embriyo
sayis1 bakimidan, eritme sonrasi kabul edilebilir diizeyde motilite elde edilen; gliserol, 1,2
propanediol ve etilen glikol gruplarinda benzer oranlar oldugu saptandi (P>0.05). %46
oraninda motiliteye sahip sperma ile yapilan IVF sonrasi %69 orannda 8-16 hiicreli embriyo
elde edildigi, daha diisiik oranda motiliteye (%29-34) sahip diger gruplarda ise %11 ila %17
oranlarinda 8-16 hiicreli embriyo bildirilmistir (95). Ak ve arkadaglar1 (70) eritme sonrasi
%50 motiliteye sahip olan grupta %20, %36 motiliteye sahip olan grupta %11, taze sperma
kullandiklar1 grupta ise %28 8-16 hiicreli embriyo oranlart bildirmislerdir. Sunulan ¢alsmada
eritme sonrasi sperm kalitesinin embriyonik gelisim tizerine etkili oldugu gozlemlendi.
Ayrica 8-16 hiicreli embriyo oranlarmin, gliserol grubunda %66, 1,2 propanediol grubunda
%0358, etilen glikol grubunda %56 ve DMSO grubunda %24 oldugu goriildii.

In vitro fertillizasyon asamalar1 uygulandiktan sonra bolinmiis olan embriyolarin morula
ve blastosist donemine ulasma oranlar1 giiniimiizde halen istenilen diizeyde degildir (149).
IVM sonras1 embriyonik gelisim oranmi IVF ve IVM kosullar1 belirler (141). Fertilizasyonda
etkin rol oynayan spermatozoa Ve oosit kalitesi de embriyonik gelisim iizerine etkilidir.
Fertilize olmus her oosit embriyonik gelisimin ileri agamalar1 olan morula ve blastosist
asamalarina ulagamaz. Koyunlarda fertilize olmus oositlerin %2 ile %54 (70) orannda
morula asamasma, %0 (95) ve %43 (182) oraninda blastosist asamasma ulasabildiklerini
bildiren ¢ahsmalar bulunmaktadir. Sunulan ¢alsmada morula asamasma ulasan 0o0sit oram
bakmmdan gliserol igeren grubun (%41) diger gruplara gdre daha istiin oldugu gdzlendi
(P<0.05). 1,2 propanediol (%26) ve etilen glikol (%22) igeren gruplarda elde edilen morula
oram birbirine benzer bulundu. En diisik morula oram ise DMSO iceren grupta (%7) elde
edildi (P<0.05).

In vitro fertilizasyon sonucunda elde edilen embriyolarin blastosist dénemine ulasma
oranlari, daha ileri yagsama ve yavru olusturma kabiliyetlerinin bir gostergesidir (149).
Blastosist asamasma ulasan embriyo sayis1 bakmmindan, gliserol igeren grubun en iyi oldugu
gozlemlendi. DMSO igeren grupta ise, hicbir embriyonun blastosist asamasma ulagmadigi
saptand1 (P<0.05). Sunulan cahsmada elde edilen blastosist oranlar1 diger bir¢ok arastiwict (2,
3,28, 105, 149) tarafindan bildirilen blastosist oranlart ile benzerlik gosterirken, Ustuner ve
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arkadaglarmin (95) bildirdikleri blastosist oranlarindan (%0-4.03) oldukga yiiksek
bulunmustur.

Sonug olarak;

- Kog sperma sulandiricilarina %6 oraninda katilan gliserol, DMSO, 1,2 propanediol ve
etilen glikoliin farkh diizeylerde kriyoprotektif etki gosterdigi,

- Gliseroliin 1,2 propanediol, DMSO ve etilen glikole gore eritme sonrasi motiliteyi ve
plazma membran fonksiyonel biitlinliiglinii daha 1yi korudugu,

- 1,2 propanediol ve etilen glikol gruplarinin, gliserol ve DMSO gruplarina gore akrozomal
biitlinliigli daha iyi korudugu,

- FITC-PSA sonrasi elde edilen akrozmal bozukluk oranmmin gimza sonuglarina gore daha
yiiksek oldugy,

- Gimza sonrasi elde edilen akrozomal bozukluk oram yiiksek olan gruplarda genellikle
FITC-PSA boyamada da akrozomal bozukluklarin yiiksek ¢iktigi,

- Eritme sonrasi yiikksek oranda motilite ve fonksiyon bakimmdan saglam hiicre zarma sahip
spermadan daha yilksek oranda fertilizasyon ve blastosist oram elde edildigi,

- Eritme sonrast %40 ve lizerinde motiliteye sahip sperma kullanilarak yapilan IVF sonrasi
taze spermaya benzer diizeyde bolinme oram elde edilebildigi saptandi
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