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TREHALOZ’UN DONDURULMUS (;(")ZD_URULI\_IIC_I$_KO(} SPERMLERI iNCE YAPISI
UZERINE KRIYOPROTEKTIF ETKISININ ARASTIRILMASI

Cennet ERDOGAN ALTINTAS
Yuksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji AD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Nazan KESKIN

Kasim 2018, 45 Sayfa

Tarlerin genetik korunmalari i¢in yapilan sperm kriyoprezervasyonu islemlerinde,
hicrelerde ince yapi dizeyinde kriyohasarlar meydana gelir. Kriyoprotektanlarin,
spermatozoa kriyohasarlarina karsi koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir.

Bu calismada, trehalozun dondurulmus-c6zdirilmis ko¢ spermleri Uzerine
kriyoprotektif etkileri ince yapi dlzeyinde arastiriimistir. Bu amagla, Merinos
koclarindan toplanan ejakiilatlar karistirimis ve 37 °C'de degerlendiriimistir.
Karistiriimis semen &6rnekleri alti kisma bolinmistir. Daha sonra, %5 gliserol, %3
gliserol + 60 mM trehaloz, %1,5 gliserol + 100 mM trehaloz, %5 etilen glikol, %3 etilen
glikol + 60 mM trehaloz ve % 1,5 etilen glikol + 100 mM trehaloz gruplari temel tris
sulandiricisiyla sulandirilarak 5 °C'de sogutulmus ve daha sonra 0.25 ml'lik payetlerde
sivl azot iginde saklanmistir. Elektron mikroskopisi icin érnekler, 37 °C'de ¢6zdirilmiis
ve sulandiricilarini uzaklastirmak igin santrifij edilmistir. Karnovsky fiksatifinde tespit
edilen érneklerin osmiyumtetroksit ile ikinci tepit islemi yapilmistir. Daha sonra, dereceli
alkol serilerinden gecirilen ornekler, propilen oksit ile muamele edilerek Araldite
gOmdulmaslerdir. Yari ince kesitler Toluidin Mavi’'si (TB) ile boyanmis ve isik
mikroskobunda incelenmistir. Negatif boyanmis ince kesitler Alan Emisyon Taramal
Elektron Mikroskobunun (FESEM, Carl Zeiss, Supra 40 VP) STEM dedektdri ile
incelenmistir.

Tdm gruplarda, spermlerde membran deformasyonlari, vakuolizasyon, yapisal
genislemeler, aksonem ve mitokondri hasarlari, ¢ift kuyruk, ince yapi1 dizeyinde ayirt
edilmistir. Elektron mikroskobunda gézlenen sperm ince yapi degisikliklerine goére
yapilan istatiksel analizde, en az hasarin % 5 etilen glikol ve % 1,5 etilen glikol + 100
mM trehaloz i¢ceren gruplarda oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, kriyoprezervasyonun spermlerde ince yapi hasarlarina yol actigi,
%1,5 etilen glikol/100 mM trehaloz karigiminin sperm kriyohasarini aza indirgeyerek
kriyoprotektif etki sagladidi ileri surllebilir.

Anahtar Kelimeler: Kriyoprezervasyon, Trehaloz, Spermatozoa, Gegirimli
Elektron mikroskopi

Bu galigma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan desteklenmistir (Proje no: 1140642).
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In the sperma cryopreservation processes applied for genetic conservation of
species, ultrastructural cryodamages occur in the cells. It has been known that
cryoprotectants have protective effects against cryodamages of spermatozoa.

in this study, the cryoprotective effects of trehalose on frozen-thawed ram
spermatozoa were investigated at the ultrastructural level. For this purpose, ejaculates
collected from Merino rams were pooled and evaluated at 37 °C. Pooled semen
samples were divided into six parts. Then, they were diluted with a Tris-based extender
containing additives including % 5 glycerol, % 3 glycerol + 60 mM trehalose, % 1,5
glycerol + 100 mM trehalose, % 5 ethylene glycol, % 3 ethylene glycol + 60 mM
trehaloz, % 1,5 ethylene glycol + 100 mM trehalose. Then, they all were cooled to 5 °C
and then frozen in 0.25 ml French straws in liquid nitrogen. Samples were thawed at 37
°C and centrifuged to remove the diluents for electron microscopy. Samples were fixed
in Karnovsky's fixative and then post-fixed with osmiumtetroxide. Then, samples were
dehydrated in graded ethanol series, treated in propylene oxide and embedded in
Araldite. Semithin sections were stained with Toluidin Blue (TB) and examined with
light microscope. Negatively stained ultrathin sections were examined with by STEM
detector of Field Emission Scanning Electron Microscope (FESEM, Carl Zeiss, Supra
40 VP).

In all groups, membrane deformations, vacuolization, structural expansions,
axonem, mitochondria damages and double tail in spermatozoa were ultrastructurally
distinguished. In the statistical analyses performed according to ultrastructural
damages of spermatozoa observed by electron microscopy, the least damages were
determined in the groups of containing %5 ethylene glycol and %1,5 ethylene glycol +
100 mM trehalose.

As a result, it can be suggested that cryopreservation causes ultrastructural
damages in spermatozoa and 1,5% ethylene glycol/100 mM trehalose mixture provide
a cryoprotective effect by reducing the sperm cryodamages.

Keywords: Cryopreservation, Trehalose, Spermatozoa, Transmission Electron
microscopy

This study was supported by the Scientific and Technological Research Council
of Turkey (TUBITAK) (Project no: 1140642).
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1. GIRIS

Hayvancilikta, Ureme biyoteknolojisinde, en verimli irki belilemek amaciyla,
sperma kriyoprezervasyonu yapilarak suni tohumlama yoluyla gebelik galigmalarinin
arastiriimasi yogun bir sekilde yapiimaktadir.

Sperma kriyoprezervasyonu, sperma hcrelerini iceren semen sivisinin daha
sonra kullanilmak Uzere kriyoprotektanlar yardimiyla dondurulmasi islemidir. Ancak,
kriyoprezervasyonda, dusik sperm canliigi en o6nemli problem olarak ortaya
cikmaktadir. Kriyoprezervasyonda, sperma’da buz kristallerinin olusmasi (Watson
1995), morfolojide, hareketlilikte, mitokondriyal aktivitelerde ve canlilikta degisimler
seklinde (O’Connell vd 2002) sperm fonksiyonunu etkileyen bir¢cok hiicresel hasar
olusur (Sieme vd 2015). Hucrelerin dondurma islemleri sirasinda, hicrelerde plazma
zarl kaybi, akrozom reaksiyonu benzeri degisiklikler, akrozomal bilesenlerin dizensiz
dagihmi veya kaybi (Prinosilova vd 2012), DNA instabilitesi (Peris vd 2007), lipit
iceriginde degisiklikler (Cerolini vd 2001), sperm fragmentasyonu, DNA kondensasyon
artis| ve apoptozis (Anzar vd 2002) meydana gelir. Kriyoprezervasyon sonrasi ortaya
¢ikan bu hasarlar sperm fertilizasyonunu olumsuz yénde etkiler.

Kriyoprezervasyon sonucu olugsan kriyohasarlari en aza indirmek icin, farkl
kriyoprotektanlar kullanilmaktadir. Son yillarda, trehalozun ko¢ spermasinin
dondurulmasinda kriyoprotektan olarak kullanilan etkili maddelerden biri oldugu ortaya
konmustur (Woelders vd 1997; Aboagla ve Terada 2003; Aisen vd 2000, 2002, 2005;
Bucak vd 2007; Gutiérrez-Pérez vd 2009; Jafaroghli vd 2011; Athurupana vd 2015).

Kriyoprotektanlarin  etkilerini  belirleme  g¢alismalarinda  ¢esitli  ydntemler
kullaniimaktadir. Elektron mikroskopinin, optikal mikroskopiye gore zar hasarlarini
oldukga belirgin bir gsekilde ortaya koymasi bakimindan, spermatojenik hucrelerin
arastirimasinda dolayisiyla kriyohasarlarin ince yapi duzeyinde belirlenmesinde

kullanilan en iyi ydntem oldugu belirtilmistir (Prinosilova vd 2012; Ozkavukgu vd 2008).



1.1. AMAGC

Bu calismada, trehalozun dondurulmus ¢6zdirilmis ko¢ spermasi Uzerine olasi
kriyoprotektif etkisi, gecirimli elektron mikroskopi teknikleriyle ince yapi dizeyinde ve
elektron mikroskobu kesitlerinden yapilacak istatistiksel analizi ile arastiriimasi
amagclanmistir. Elektron mikroskobu mikrograf goéruntileri ve bu goérintilerden elde
edilecek istatistiksel sonuclar, sperma kriyoprezervasyonu ydntemlerine ve literatire

onemli katkilar saglayacaktir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Spermatogenez

Sperm olusum slrecine spermatogenez denir (Sekil 1). Bu slreg, seminifer
tubdllerin bazalinde yer alan spermatogenik hdcrelerin mitoz bolinmelerini igerir.

Spermatogenez 3 evreden olusur.

1. Spermatogonyal faz: Mitoz béliinmeler sonucu, spermatogonyum farklilasarak
primer spermatositi olusturur.

2. Spermatosit fazi (mayoz): Mayoza giren primer spermatositler, kromozomlarini
diploid sayidan haploid sayiya indirgeyerek spermatidleri olusturur.

3. Spermatid fazi (spermiogenez): Spermatidler farklilasarak olgun spermleri
olusturur.

Spermatogenik hicreler, tip A spermatogonyum ve tip B spermatogonyum olmak
Uzere iki tip hicreden olusur. Koyu tip A spermatogonyumlar kék hicrelerdir ve
bélunerek diger koyu tip ve soluk tip A spermatogonyumlarini meydana getirir. Soluk tip
A spermatogonyumlar kendilerini ¢ogaltirlar ve tip B hucrelerini olustururlar. Tip B
hicreleri mitoz bélinmeler ile ¢gogalirlar ve ilk mayotik bélinmeye baslayarak sekonder
spermositleri olusturacak olan primer spermatositleri meydana getirirler. Sekonder
spermatositler ikinci mayotik bodlinmeleri tamamlarlar ve yuvarlak spermatidleri
Uretirler. Mayotik bolinmeler sirasinda, her bir hicrede kromozom sayisinda ve DNA
miktarinda azalma meydana gelir. ikinci mayotik bélinme tamamlandiktan sonra,
spermatidler 23 tek kromozom igerir (22+X ya da 22+Y). Spermatidler daha fazla
boélinmezler buna karsilik, spermiyogenez adi verilen bir sure¢ gegcirerek, yuvarlak
hiicre gérinimuinden, gekirdek iceren bas ve kuyrugu ile sperm’e donuserek morfolojik

bir degisim gegirirler.
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Sekil 1: Spermatogenik hicre serisinin sematik gosterimi (Dym M. ve Fawcett DW.
1971).

2.2.  Spermiyogenez

Spermiyogenez spertmatogenezin son asamasidir. Ug asamadan olusur:
Flagellum gelisimi, akrozom gelisimi ve nukleer yogunlasma.

1) Flagellumun gelisimi: Flagellum, distal sentriyolden gelisir. Fibroz kilif ile gevrili
9+2 mikrotubul yapisindadir. Mitokondriler kuyrugun orta parcasinda sarmalimsi bir
Kilif olusturur.

2) Akrozom gelisimi: Dollenme icin sart olan hidrolitik enzimlerin depolandigi
akrozomal kesenin olusumudur. Akrozomun gelismesi dort ardisik evreden olusur:
Golgi evresi, kep/sapka evresi, akrozomal evre ve olgunlagma evresi.

Golgi evresi: Spermatidlerin sitoplazmasinda nukleusun yaninda belirgin bir golgi
aygiti, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve endoplazmik retikulum
bulunur. Periyodik-asit Schiff (PAS) pozitif proakzomal graniller golgi aygitinda birikir.

Proakrozom grandilleri glikoproteinden zengindir ve bir sure sonra zarla cevrili bir



akrozom vezikulu ile birlesir. BOylece buyuk, tek bir granul igceren akrozom granulu
olusur. Akrozom granulu daha az yogun akrozom vezikullyle gevrilir. Vezikul ve granul
gevredeki golgi Uriinlerinin katiimiyla blyimeye devam eder. lyi gelismis diz
endoplazmik retikulum ile golgi cisimcigi arasinda birgok baglanti bulunur. Spermin
gelisiminin bu asamasinda, mitokondriler sitoplazmanin kenarina dogru go¢ ederek
plazma zarina yakin yerlesir. Akrozom granuli ve vezikdll olusurken iki adet silindir
seklinde ve birbirine dik konumdaki sentriyol, olusan akrozomun aksi yonininde,
cekirdegin arkasina dogru hareket eder.

Kep evresi: Akrozom vezikili ve grandlinden akrozom bashgi olusur ve
¢ekirdegin tim o6n kismini kapsar. Akrozom basligi akrozom igerigini kapsayacak
bicimde i¢ ve dis akrozom zarlarini olusturur. Cekirdek zari ve i¢ akrozom zari arasinda
granuler filamentdéz bir madde meydana gelir. Akrozom bdlgesinde cekirdek zari
porlarini kaybeder ve daha yogun gorinir. Bunun nedeni ise, i¢ tarafindaki kromatinin
yogunlasmasidir.

Akrozom evresi: Spermatid cekirdedi 6n kismi, seminifer tibdllerin bazaline dogru

yerlesir. Cekirdek uzar ve kromatin yodunlagsmasi olur. Spermatid sitoplazmasi,
seminifer tubdl epitelinin luminal bdlgesine dogru yer degistirir. Cekirdedin akrozom
bdlgesi plazma zarina yakinlasir ve hiicre uzar. Cekirdek progresif olarak yassilasir ve
uzar. Bu sirada kromatin grandlleri genisler, boylari esitlenir ve aralarda gérilen bazi
bosluklar disinda homojen bir bicimde dagilir. Bu bosluklar ve vakuoller genellikle
kaybolur ve son asamalarda cekirdek oldukga koyu boyanan homojen bir gérinime
kavugur. Akrozom blyUmesini tamamladiginda, golgi kompleksi ¢ekirdegin 6n
kutbundan sitoplazmanin bol oldugu bdlgeye go¢ eder.

Olgunlasma evresi: Bu asamada spermatid sitoplazmasi atilir ve sertoli

hiicrelerince fagosite edilir. Daha sonra sertoli hicreleri, ge¢ spermatidlerin tubul
Ilimenine dogru serbest hale gelmesini de saglar.

3) Nukleer yogunlasma: Somatik histonlar, arjinin ve lizinden zengin protaminlerle
yer degistirdiginde nukleer yogunlasma olugur. Bu da sperm genomik DNA'sini
stabilize eder ve korur. Somatik histonlarin protaminlere dénusiminden sonra,
nukleozomlar kaybolur ve gekirdek materyalini yogunlastirmak i¢in diz kromatin lifler
yan yana dizilirler. Nukleus uzar ve yogunlagir.

Spermler seminifer tibdl lGmeninden pasif tasima yoluyla, depolanip islevsel
olarak olgun hale gelecekleri epididimise gecerler. Buradan da vas deferens yardimiyla
Uretraya ulasirlar. Spermatogonyumun olgun sperm haline gelmesi i¢in gereken sire

yaklasik 64 gindir (Junqueira ve Carneiro 2009).



2.3. Koglarda Spermatogenez

Koclarda, spermatogenez 46-49 gun kadar surer. Epididimal taginma ise yaklasik
12-14 gun arasinda degigir. Sertoli hucrelerinden ayrilarak seminifer tabul I[Gmenine
gecgen spermatozoonlar, rete testis araciligi ile epididimise tasinirlar. Epididimal gé¢
sirasinda olgunlasan spermatozoonlarda, membran gegirgenliginin artmasi, akrozomda
baylime ve gelisme, kuyruk organellerinin bigim ve yerlerinde degisimler, kromatinde
yogunlasma ve basin blyumesi gibi yapisal degisiklikler meydana gelir. Ayrica,
epididimal go¢ sirasinda sitoplazmik damlaciklarini kaybederler ve motilite yetenegini
de kazanirlar. Ejakulasyon sirasinda eklenti bezleri salgilari spermatozoonlar ile

karisarak ejekulati olustururlar (Coyan vd 2002).

2.4. Spermatozoon Yapisi

Spermatozoonlar baslica, bas ve kuyruk kisimlarindan olusur (Sekil 2). Oosit'e
penetrasyonu saglayan bas kismidir ve igerisinde nukleus ile akrozom bulunur. Kuyruk
ise boyun, orta parga, esas parga ve son pargadan olusur. Sperma motilitesinde gerekli
olan enerji kaynagini saglayan mitokondri, orta kisimda bulunur. Kuyruk, spermanin
uterus ve ovidukta ilerleyerek oositle karsilasip penetre olmasini saglar.
Spermatogenezin son asamasinda bodlunme yetenegdini kaybeden spermatozoon,
hareket 6zelligi kazanarak 6zel bir yapiya burtn(r.

Olgun insan spermi yaklasik 60 um uzunlugundadir. Sperm basi yassidir, sivridir
ve 4,5 ym uzunlugunda olup 3 pm genisliginde ve 1 ym kalinhgindadir.

Bas: Bas kismi nukleus ve akrozomu icerir. Temel gbrevi DNA materyalini
korumaktir.

Kuyruk: Sperma kuyrugu, boyun, orta parga, esas parga ve son parga olmak Uzere
bélumlere ayrilir. Kisa olan boyun kismi, sentriolleri ve kaba fiberlerin baglangiglarini
icerir. Orta parga, yaklasik 7 mm uzunlugundadir ve mitokondriyonlari igerir.
Mitokondriyonlar, kalin fiberlerin ve aksonemal kompleksin etrafinda sarmal olarak
yerlegmistir. Kuyrugun hareketi icin gerekli enerjiyi saglarlar, bdylece spermin
hareketinden sorumludurlar. Aksonem, 9 dis ¢ift mikrotlibul yapisi ile ortada bir cift
mikrotibulden olusur. Esas parcga, yaklasik 40 ym uzunlugundadir ve kalin fiberler ile

aksonemal kompleksin disindaki fibréz kihfi icerir. Son parga, olgun spermde



flagellumun yaklasik son 5 pm’lik kismidir ve yalnizca aksonemal kompleksi igerir

(Ross 2014).
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Sekil 2: Memeli spermatozoasi sekli (Pederson PL, Fawcett DW. In: Hafez ESE, ed.
Human Semen and Fertility Regulation in the Male. St.Louis: CV Mosby, 1976.’dan

modifiye edilmistir).



2.5. Sperm ince Yapisi
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Sekil 3: Sperm ince yapisi 1. | = Bas kismi: 1. Nukleer vezikil, 2. Akrozom, 3.
Nukleus, 4. Post akrozomal bdlge. Il = Boyun kismi: 5. Sitoplazmik droplet, 6. Baglanti
bdlgesi. Il = Orta kisim: 7. Mitokondriler, 8. Annulus. IV= Esas Parca: 9. Fibréz kilif,

10. Aksonem. (Kuehnel W. Color Atlas of Cytology, Histology, and Microscopic
Anatomy. Thieme, New York, 2003, s. 386-387).

2.5.1. Bas

Akrozom ve nukleusu iceren sperm basi, plazma zari ile gevrilidir (Sekil 3).
Akrozom, akrozin, hiyaluronidaz ve diger birgcok hidrolazlar ile esterazlari igerir. Bu
enzimler, zona pellusida’nin lizisinde ve oosit korona radiatasina penetrasyonda rol
oynarlar. Akrozom, kapak sekilli bir yapi olarak sperm basinin 2/3’sini kaplar. Sekli,
turlerde spesifiklik gosterir. Akrozom, i¢ ve dis zarlari igerir. Bu zarlar, akrozomun distal
kisminda birlesirler ve amorf, dlizgtin granilll, elektronca yogun igerigi ¢evrelerler.

Nukleus, yodun kromatin icerir. Sekli ve blyUkligu tirlere goére farkhlik goésterir.

Elektron mikroskopta, nuklear zar siklikla karyoplazmadan ayriimis olarak gérinir. Bu



durum fiksasyon artefakti olarak degerlendirilir. Ayrica, yogun kromatin iginde rasgele
yeralan, zarla gevrelenmemis kuguk bosluklar yer alir (Pesch ve Bergmann 2006). Bu
nuklear vakuoller, kromatin kondensasyonundaki lokal defektler olarak gériinmektedir,
ve memeli spermatozoasi igin tipiktir (Fawcett 1970; Rovan 2001, Pesch ve Bergmann
2006’dan).

Nuklear zar ve i¢ akrozomal zar, nuklear kilifi olusturur. Sitoplazma ve sitoiskeletin
polimer proteinleri, akrozom ve nukleus arasinda bulundugu gibi sadece plazma zari ile

akrozomal zar arasindaki kii¢tik aralikta da bulunur (Pesch ve Bergmann 2006).

2.5.2. Boyun

Boyun; bas ve flagellum arasindaki kisa bir baglanti bolgesidir (Sekil 4). Baglanti,
eklem parcasi olarak is gortr, yaklasik 1 mm uzunluktadir (Pesch ve Bergmann 2006).
Anteriordan bazal plaka ile, posteriordan flagellumun dis yogun fibrilleri ile baglantilidir.
Segmentli bir kolon ile yodun fibril yapisindaki kapitulumu icerir. Kapitulumun yaninda
proksimal sentriol bulunur. Olgun spermatozoa’da distal sentriol bulunmaz. Proksimal
sentriol spermiyogenesizin erken evrelerinde flagellumun bazal cismi olarak rol alir.
Erken spermatid evresinde, capraz-gizgili fibrilli proteinler sentrioliin ¢evresinde
farklilagirlar ve daha sonra iki major ve 5 minor kolonu olustururlar. iki major kolonun
herbiri ikiye ayrilir, sonugta boyun ve orta kismin birlesme yerinde, flagellumun benzer
captaki 9 kolonu ve bunu takiben 9 yogun dis fibrilleri meydana gelir. Baglanti
bdlgesinde uzunlamasina kolonlar arasinda kigtk c¢ikintisiyla tek bir mitokondriyum
ayirt edilir. Enerji kaynagi olarak rol alir (Fawcett 1969; Mortimer 1997; Piasecka ve
Kawiak 2003; Pesch ve Bergmann 2006’dan).
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Sekil 4: Spermatozoon boyun bolgesi diagram sekli. Basin taban kismidir. Kapituluma
bagli bazal plakayi icerir. Kapitulum, esas parcanin en proksimaldeki yapisidir.
(McKinnon AO, Voss JL: Equine Reproduction. Malvern, PA: Lea & Febiger, 1993)
(https://veteriankey.com/sperm-physiology/).

2.5.3. Orta, Esas ve Son Pargalar

Kuyruk, spermin en uzun kismidir (Sekil 5). Orta, esas ve son pargalardan olusur.
Orta parga, yaklasik 5 um uzunlugundadir ve mitokondriyal kilif ile karekterizedir. Bu
kilif, aksonemal kompleksi ve 9 yogun dig fibrili sarar. Yogun dis fibril ve fibril kilif,
yaplya has, kuyrugu basit flagellum ve sil'den ayiran, merkezi aksonem boyunca yer
alan 2 sitoiskelet birimidir (Olson vd 1976; Irons ve Clermont 1982; Oko ve Clermont
1989, Pesch ve Bergmann 2006’dan). Yogun dis fibriller, tirlerde fertilizasyonda
karekteristik yapilardir (Fawcet 1970, Pesch ve Bergmann 2006’dan). Canlilikla
mitokondri sayisi arasinda pozitif korelasyon vardir: Cok sayida mitokondri iceren
memeli spermi, ornegin iki mitokondri iceren sucul omurgalilara gore daha yuksek
canliliga sahiptir (Rovan 2001, Pesch ve Bergmann 2006’dan).

Aksonemal kompleks, merkezi bir ¢ift (2 tek) mikrotibulden olusur. Bunlar, dizgin
bir sekilde diizenlenmis cifte silindirik bir mikrotiibil demetiyle gevrelenmigtir. ki
merkezi tubul ¢ifti birbirine kisa kdprulerle baglanir (Warner 1976; Olson ve Linck 1977,

Pesch ve Bergmann 2006’dan). Mikrotubul ¢iftinin A alt birimi halkasal enine kesitte
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tam tibll yapisindadir. iki kisa ayrilan kol tiibdl giftinin yakinina uzanir (Afzelius 1959;
Gibbons ve Grimstone 1960, Pesch ve Bergmann 2006'dan). Bu alt birim digerine gore
merkezi aksoneme oldukg¢a yakindir. B alt birimi tam degildir, A’'nin ¢capina goére biraz
daha fazla ¢aphdir, C sekilli bir duvar ve kresentik (yarim ay benzeri) lUmene sahiptir.
iki alt birim de birbirleriyle baglantilidir. Bir dizi radiyal gikinti merkezi mikrotiibil giftinin
icine dogru yayilr.

Mitokondriyumlar, ylksek esneklikte kontraktil yapilarin etrafinda heliks sekilde ug
uca dizenlenmiglerdir. Sayilari spermler arasinda kiicuk varyasyonlar gosterir. Fakat
turler arasinda total uzunlukta buyuk farkhliklar vardir.

Dokuz dis yogun fibril flagellumun proksimal parcasinda aksonemde periferal
olarak dizenlenmiglerdir (Baccetti vd 1976; Fawcett 1975, Pesch ve Bergmann
2006’dan). Yogun homojen olmayan yapiya ve petal benzeri sekle sahiptirler. Dis
tarafta cevrelenmislerdir. Dar sinira dogru sivrilirler ve aksonem ciftlerine yonelirler.
Yogun dis fibriller kendi aralarinda farkhlik gosterirler, genel olarak 3 veya 4 fibril daha
baylUktir. Tim yogun dis fibriller, orta pargcanin proksimal bolgesinde kalindir ve
dereceli olarak kuyrugun u¢ kisminin tabaninda ¢aplari azalir.

Esas parca en uzun segmenttir. iki boyuna kolondan olusan fibrilli kilif (dorsal ve
ventral) ve dairesel baglantih ¢ikintilar tarafindan ¢evrelenmigtir. Bu gikintilar kolonlara
gecislerde kalinlasirlar, bazi turlerde birbirleriyle olan badglantilar nedeniyle genis
bandlar olustururlar. Yiksek biyitmelerde, kolonlar ¢ikinti alt birimlerine gére daha az
yakin sekilde paketlenmiglerdir. Fibril kihfin ¢ikintilari u¢ kisimlari diginda ayri yapilar
seklindedir. Bazen, yizeysel kesitlerde ¢atallanmis sekil alir. Bu kilif kuyruk ucundan 9-
10 um kadar dnde, birden sonlanir, burada esas parca son parca icine katilir. Esas
parcanin proksimal ucunda boyuna kolonlar ile yodun dis fibriller 3 ve 8 arasinda ve
distal kolonlarla ilgili giftleri arasinda baglantinin oldugu bildiriimistir (Fawcett ve Phillips
1969, Pesch ve Bergmann 2006’dan). Bunun, hareket sirasindaki dalgalanmada
kuyruk yer degisimin dnlenmesinde roll oldugu tartisiimaktadir (Fawcett ve Phillips
1969, Pesch ve Bergmann 2006’dan). Fibril kilif, sinyal yolaginda proteinler igin bir yapi
iskelesi goérevi de gorur. Dolayisiyla, bu kilifin, sperm olgunlagsmasi, hareketi,
kapasitasyon, hiperaktivasyon ve/veya akrozom reaksiyonunda da regulator rolu vardir
(Eddy vd 2003, Pesch ve Bergmann 2006’dan).

En ugta, 9x2+2 yapisi kaybolur ve 9 ¢ift 18 tekli mikrotlbdlleri olusturur (Afzelius vd
1995, Pesch ve Bergmann 2006’dan). Fibril kilif, yogun dig fibriller ve bazen merkezi
tubdl ¢ifti bu kisimda bulunmaz. Mikrotlbull sayisi dereceli olarak posteriorda azalma

gOsterir (Pesch ve Bergmann 2006).
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Sekil 5: Sperm ince yapisi 2. A; insan spermi sematik ¢izimi (Holstein ve Roosen-
Runge 1981). B; at spermi uzunlamasina kesiti, x 20481. C-H; normal sperm kuyrugu
capraz kesiti. C: proksimal orta parca, x 41680. D; distal orta parca, x 35465. E/F; esas
parca, x 69377. 1. plazma zari, 2: akrozom, 3: nukleus, 4: kiguk nukleer vakuol, 5:
proksimal sentriol, 6: mitokondriyum, 7: dis yogun fibriller, 8: dis tubul ¢ifti, 9: fibril kilif.
Ok: mitokondriyal heliksli orta parga ile fibril kilifi esas parga arasindaki baglanti
(Pesch ve Bergmann 2006).
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2.6. Kriyoprezervasyonda Kriyohasarlar

Kriyoprezervasyon, biyolojik materyallerin kriyoprotektanlarla dengelendikten sonra
-196 °Cde sivi nitrojen icinde dondurularak saklanmasi ydntemidir. Sperma
kriyoprezervasyonu, klinikte, inseminasyon, in vitro fertilizasyon ve intrasitoplazmik
sperm enjeksiyonu gibi diger islemlerde de kullanilan bir yéntemdir (Valcarce vd 2013).
Bununla birlikte, kriyoprezervasyon sperm hicrelerinde dustk sicakliktan kaynaklanan
hasarlara yol acar. Dondurma-goézdirme sonrasi ko¢ spermlerinin blylk bir kismi
hareketliligini korumus olsalarda, sadece %20-30’u biyolojik olarak hasarsiz olarak
kalir. Bir sperm hareketli olsa da hasarli da olabilir. Bu durumda, yumurtanin
fertilizasyonu gerceklesmeyebilir. En temel kriyojenik hasar, ince yapida ve
biyokimyasal veya fonksiyonal olarak olusabilir. ince yapi degisiklikleri, plazma ve
akrozom zarlarinda, akrozomda, mitokondriyal kilifta ve aksonemde meydana gelir. Bu
degisiklikler, genel olarak koglarda bogdalara gore daha siddetlidir. Olusan hasarlar;
ultrastriktirel (ince vyapi), biyokimyasal ve fonksiyonel olarak gosterilebilir.
Ultrastrikturel hasar, plazma ve akrozom membranlarinda, akrozomal ve mitokondrial
kiifta, aksonemde olugur. Bu hasarlar, boda spermatozoasina kiyasla kog
spermatozoasinda daha siddetlidir (Salamon ve Maxwell 2000).

Kog¢ semeninin hem yavas hem hizli dondurulmasindan sonra, spertmatozoanin
motilitesi, morfolojik butliinligune gbére daha iyi korunur. Plazma ve akrozom zarlari,
nukleus ve hicrenin orta pargcasina gore daha hassastir. Akrozomun dis zari ise, i¢
zarlara gore daha hassastir. Mitokondriyal yapi degisim gosterir, ancak kuyruk filament
ve fibrillerinde ayirt edilebilir bir degisim gdzlenmez. ince yapi degisiklikleri,
biyokimyasal degisikliklerle birlikte meydana gelir. Sonugta, hicrenin hayati igerigi
bozulur. Bazi kaybolmalar ve degisimler; glutamik oksaloasetik transaminaz salinimi,
lipoproteinlerin ve amino asitlerin kaybi, fosfataz aktivitesinin azalmasi, gevsek bagli
kolestrol protein azalmasi, sodyum artigi ve potasyum azaligi, hiyaluronidaz ve akrozin
enzimleri inaktivasyonu, prostaglandinlerin kaybi, ATP ve ADP sentezi indirgenmesi,
akrozomal proteolitik aktivite azalmasi seklinde meydana gelir (Salamon ve Maxwell
1995, Salamon ve Maxwell 2000). Kromatin yapida modifikasyonlar seklinde DNA
denaturasyonunun da gerceklestigi, boga, domuz, kedi, insan ve son zamanlarda da
koclarda gosterilmistir (Gillan ve Maxwell 1999, Salamon ve Maxwell 2000).

Kriyoprezervasyonda, en dikkat cekici degisiklik akrozom bolgesinde, zar

yapisinda meydana gelir. Daha sonra, hlcre zar ve akrozom arasinda ve akrozomun



14

anterior kisminda gisme ve incelme ortaya gikar. Akrozomun dis zari giderek artan bir
sekilde duzensiz ve kesikli bir hal alir. Bu farkllasmanin erken safhalarinda,
akrozomun ekvatoriyal kismi genel olarak degismez, fakat son safhalarda daha az
elektronca yogun ve hafif duzensizlikler gosterir. Bu degisikliklerin sonucu olarak, her
ne kadar i¢ akrozom zari kismen korunmus olsa da, nukleus akrozomun anterior
kisminda ayirt edilir hale gelir. Mitokondriler karekteristik degisiklikler gosterir. Matriks
yogunlugu azalir. Bazi bélgeleri elektronca yogun goérilir. Granilli materyal birikimi
olusur. Genel olarak, 9+2 aksonem yapisi degismez. Bununla birlikte, fibriller normal
hicrelere gore ¢ok daha az belirgindir. Kuyrugun en u¢ kismi kuyrugun distal esas
parcasl boyunca belirgin bir sekilde bukultr. Genellikle, hiicreler agik sitoplazmaldir,
organel organizasyonu bozulmustur, akrozom nukleustan ayrilir, mitokondriler normal
hicrelere gore gelisiglzel dizilimli hale gelir (Pedersen ve Lebech 1971).

Kriyohasarin etkileri, mitokondriyal fonksiyonda, hareketlilikte, morfolojide ve
canlilikta olmak Uizere insan spermlerinde de gosterilmistir (O’Connell vd 2002). insan
sperminde en siddetli etkinin 6zellikle plazma zarinda, akrozomda ve kuyrukta oldugu
ortaya konmustur. Kegi spermlerinde, dondurma-¢ézdirme isleminin hareket, membran
batinligl ve mitokondrilerde belirgin etkilere sebep oldugu ve vyine, elektron
mikroskopinin sperm deformasyonlarinin arastiriimasinda guglu goézlemler sagladigi
ileri sUrdlmustar (Shi vd 2014). Farelerde, kriyohasarin baslica akrozomda ve
mitokondrilerde oldudu gosterilmigtir (Nishizono vd 2004). Quinn vd 1969, kog¢
spermatozoa’da soguk sokunun ve dondurmanin etkilerini, akrozomda sisme ve agik
gbrinen mitokondri matriksi seklinde, Lépez Armengol vd 2012 de, dondurulmus ve
¢6zdlrilmis kog¢ spermlerinde hasarlarin akrozomda ve plazma zarinda oldugunu
bildirmiglerdir.

Bu ince yapi ve ayrica biyokimyasal kriyojenik degisiklikler, spermlerin fonksiyonal
butinligunde, in vivo canlliginda ve fertilizasyon kapasitesinde diguUslere neden

olmaktadir (Salamon ve Maxwell 2000).

2.7. Kog¢ Spermasinin Dondurulmasinda Kullanilan Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar suda ¢Ozinen ve suyun erime noktasini duguren kimyasal
maddelerdir. Reproduksiyonda, gamet ve embriyolarin soguk soku ve ozmotik zarara
karsl ortamlarina kriyoprotektanlarin eklenmesi, ¢ézdirme sonrasi canlihdi ve fertiliteyi
optimize eder (Bucak ve Tekin 2007). Kriyoprotektanlarin, molekul agirliklari daguktar
ve toksik etkiyi, belirli oranlarin tGzerinde kullanildiklarinda gdésterirler. Dondurulmus tim

ortamlar, buz olusumunu en aza indiren, hlicre zarlarini ve proteinlerini stabilize eden
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gecirgen ve gecirgen olmayan kriyoprotektanlar icerir (Yeste vd 2017). Gegirgen
kriyoprotektanlar htcreye girerler, elektrolit konsantrasyonunu indirgerler, dusik
sicakliklarda osmotik bluzilme alanini azaltirlar (Mazur 1984; Yeste vd 2017’den).
Gegirgen kriyoprotektanlara 6rnek olarak gliserol, dimetilsulfoksit, etilen glikol, metanol,
propilen glikol ve dimetilasetamit verilebilir (Gao ve Critser 2000, Yeste vd 2017°den).
Gecirgen olmayan kriyoprotektanlar ekstrasellliler olarak rol oynarlar. Gegirgen
kriyoprotektanlarin etkilerini gelistirirler (Benson vd 2012, Yeste vd 2017°'den) . En
bilinen gecirgen olmayan kriyoprotektanlar, st ve yumurta sarisi proteinleri, sekerler
ve ylksek molekuler agirlikh bilesiklerdir (Yeste 2016, Yeste vd 2017°den).

Son zamanlarda cesitli kriyoprotektanlarin kullaniimasina yonelik bircok arastirma
yapilmaktadir: Ankara tekesi spermasi, sulandiricilarina katilan kriyoprotektanlarin
(okside glutatyon ve kombine gruplar) ¢6zdlirme sonrasi bazi spermatolojik
parametreler Uzerine 6nemli katkilar sagladigi ortaya konmustur (Bucak 2007).
Alvarenga vd (2000) aygir spermasi kriyoprezervasyonunda, hareketlilik ve akrozom
blatinliglnin korunmasinda kriyoprotektan olarak etilen glikol’'in kullanilabilecegini
gOstermislerdir. Ko¢ spermasinin  kriyoprezervasyonunda kriyoprotektan olarak
kullanilan gliserol'in %4 veya %6 oranlarinda en iyi canlilik oranini sagladigi ortaya
konmustur (Fiser ve Fairfull 1984). Ayrica, %7 gliserol ve %20 yumurta sarisi iceren
sulandiricida en iyi sperm korunmasinin saglandigi da gosterilmistir (Soltanpour ve
Moghaddam (2013). Silva vd 2012, %5 gliserol, %3 ve %5 etilen glikol, %3 ve %5
asetamid’in ko¢ spermasini dondurmanin zararh etkilerine kargi koruyucu oldugunu,
%5 gliserol’lin ise sperm plazma zarini korumada en yuksek etkiyi gosterdigini ileri
surmuslerdir. Ayrica, aygir spermasi ¢ézim sonu parametrelerinde etilen glikol'in en
az hasara yol actigl, alternatif kriyoprotektanlarin osmotik stresi indirgeyerek etkili
olabilecegi bildirilmistir (Ball ve Vo 2001).

2.7.1. Sakkaritler

Glukoz, sukroz, trehaloz ve raffinoz eksternal kriyoprotektanlardir ve hicre
canlihgini etkileyen etkilere yol acan hucre ici kristallesmeyi engellemek igin, hicrede
dehidrasyon olustururlar. Dolayisiyla, eksternal kriyoprotektan olan sakkaritler, hicreici
kristal olusum siklidini azaltmak igin, ozmotik basinci artirarak hucresel dehidrasyonu
uyarirlar. Sekerler spermatozoon plazma zarindaki fosfolipitlerle etkilesime girerek,
kriyoprezervasyonda uygun yasam ortami saglamak amaciyla, zarlarda yeni
dizenlemelere yol acarlar.

Trehaloz, iki D-glikoz molekilinin baglanmasiyla olusmus bir disakkarittir

(Richards vd 2002, Bucak 2007). Tam olarak etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte,
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spermatozoa plazma zarina penetre oldugu, donma ve ¢Ozme sirasinda zar
fosfolipitlerinin polar bas gruplariyla hidrojen baglar kurdugu, fosfolipitlerde meydana
gelen 1sI degisimlerini, fosfolipit acil zincirleri arasindaki van der waals etkilesimlerini,
reaktif oksijen radikallerinin salinimini ve bu salinimla beraber spermatozoon ve
sperma plazmasindaki redukte glutatyon (GSH) tikenimini azalttigi ileri surtiimektedir.
Ayrica, hicreyle ortam arasinda ozmotik tamponlayici olarak gérev yaparak soguk
sokuna karsl koruma sagladigi bildiriimistir (Mcwilliams vd 1995; Gao ve Crister 2000;
Aboagla ve Terada 2003; Aisen vd 2005; Purdy 2006, Bucak 2007). Trehalozun
kriyoprotektif etkisinin, dehidrasyon aktivitesi ve hiicre zariyla olan etkilesimi ile oldugu
rapor edilmistir (Aisen vd 2000).

Kriyoprezerve kog¢ spermlerinde, sitrat, tris tamponu, trehaloz ve EDTA ilavesiyle
modifiye edilen sulandiricilarda, trehaloz ilavesinin zar degerlendirmesinde en iyi
sperm kriyoprezervasyonunu sagladigi ultramikroskopi ile goésterilmistir. Dondurma—
¢ozdlirmeden kaynaklanan oksidatif stresin sulandirici trehaloz'da indirgendigi ortaya
konmustur. Trehaloz’'un antioksidant oOzelliginin zar kriyoprezervasyonunda etkili
olabileceqi ileri sturldlmustir (Aisen vd 2005). Kog¢ (Aisen vd 2000, 2002, 2005; Bucak
vd 2007; Tonieto vd 2010; Jafaroghli vd 2011; Cirit vd 2013), teke (Aboagla vd Terada
2003; Atessahin vd 2008), boga (Chen vd 1993), domuz (Gutiérrez-Pérez vd 2009; Hu
vd 2009) ve kdpeklerde (Yamashiro vd 2007), sperma sulandiricilarina trehaloz ilavesi

ile yapilan galismalarda, zar buttnligandn arttigr ortaya konmustur.

2.8. Hipotez

H1: Bu g¢alismanin hipotezi: Ko¢ spermasinin kriyoprezervasyonunda trehalozun
olasi koruyucu etkisi, sperm ince yapisi dizeyindeki gdzlemlere dayanilarak yapilacak

istatistiksel arastirma ile belirlenebilir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hayvan Deneyleri

Gruplar:

1. Temel sulandirici + %5 gliserol (Kontrol Grubu 1)

N

. Temel sulandirici + %3 gliserol + 60 mM trehaloz
3. Temel sulandirici + %1,5 gliserol + 100 mM trehaloz
4. Temel sulandirici + %5 etilen glikol (Kontrol Grubu 2)

5. Temel sulandirici + %3 etilen glikol + 60 mM trehaloz

6. Temel sulandirici + %1,5 etilen glikol + 100 mM trehaloz

Koclardan suni vagen ile alinan ejakulatlar karistiriimis ve 6 esit hacme bolunerek
yukaridaki sulandirici gruplariyla (tris bazli sulandirici) tek asamali yonteme goére
37°C’deki su banyosunda inkubasyonu yapilmistir. Sulandirma isleminin ardindan
sulandirilmis spermalar oda isisinda (22+2°C) payetlere ¢ekilmis, uglari polivinil toz ile
kapatilarak +5°C’deki buzdolabina yerlegtirilmigtir. Isinin 5°C’ye digurilmesinden sonra
numuneler yaklasik 2 saat 5°C’de ekilibrasyon islemine tabii tutulmustur. Bunu izleyen
slirecte numuneler sivi azot buharinda (~100°C) dondurularak, sivi azot igerisinde
saklanmistir. Bu sekilde saklanan spermalar daha sonra, 35°C’deki su banyosunda 10-
15 saniye tutularak ¢ézilmus ve payetlerdeki spermalar epondorflara aktarilarak, 2500
rpm’de 5 dakika santrif(j edilerek sulandiricilari uzaklastiriimigtir.

(Calisma, Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan, PAUHDEK-

2014/014 numarasi ile onay almistir).
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3.2. Taramali Gegirimli Elektron Mikroskobu Uygulamalan

Sperm orneklerinin Karnovsky soliisyonu ile fikse edilmesinden sonra yikamalarini
takiben, OsQ, ile ikinci tespit islemi yapiimistir. Yikamalari, yikselen alkol serileri ve
propilen oksit uygulamalari yapilan spermler, Araldit gdmme ortamina gémiulerek
bloklanmigtir. Ultramikrotom ile alinan kalin kesitlerden Toluidin mavisi (Toluidin blue-
TB) ile boyanarak hazirlanan preparatlarin goérintilenmesi, Olympus BX53 isik
mikroskobunun Olympus SC30 kamerasi ile yapilmistir (Sekil 6). Her bir grup igin, 1sik
mikroskobu fotograflarindan tespit edilen bolgelerden ince kesitler alinarak gridlere
aktariimistir. Negatif boyamasi yapilan gridler, Alan Emisyon Taramali Elektron
Mikroskobunun (Field Emission Scanning Electron Microscope-FESEM, Carl Zeiss,
Supra 40 VP) STEM dedektori ile incelenmis ve mikrograflari alinmigtir.

3.3. istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz icin, elektron mikroskobu igin hazirlanan 6 gruba ait her bir
preparattan en az 500 sperm saylmistir. Spermler baglica membran, aksonem,
mitokondri hasarlanmalari gibi deformasyonlar géz 6ntne alinarak hasarl ve hasarsiz
spermler seklinde sayilarak gruplandinimistir. Gruplara goére hasar dagihimlari
arasindaki farkhliklar ki-kare analizi ile incelenmistir. Farkliligin P<0,05 dizeyde olmasi

normal kabul edilmistir (Tablo1).
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobu Bulgulari

Isik mikroskobu fotografinda, spermlerin bas ve kuyruk bdlgelerinin cesitli

kisimlarindan gecen enine ve boyuna kesitleri géralmektedir (Sekil 6).

Sekil 6: Spermlerin bas (siyah oklar) ve kuyruk (kirmizi oklar) bdlgelerinden gecgen
boyuna ve enine kesitleri. TB boyama, 1000X
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4.2. Taramali Gegirimli Elektron Mikroskobu Bulgulari

Elektron mikroskobu mikrograflarinda, tim gruplarda, spermlerin
kriyoprezervasyon islemi sirasinda bas, orta ve kuyruk bélgelerinde gorilen baslica

ince yapi degisiklikleri agsagidaki degisiklikler seklinde gézlenmistir.

1. Membran deformasyonlari

N

. Vakuolizasyon

w

. Yapisal genislemeler

N

. Birikimler

6]

. Gift kuyruk

6. Mitokondri, nukleus, akrozom, aksonem hasarlanmalari

1. Temel sulandirici + %5 gliserol (Kontrol 1) grubunda; az sayida normal
morfolojide bas ve kuyruk kesitlerine rastlanirken (Sekil 7b, 7c, 7d), akrozom ve plazma
membraninda deformasyonlar, hasarlanmis bas kisimda nuklear vakuol ile dev

membransel vakuol (Sekil 7) ayirt edilmigtir.
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Sekil 7: a) Hasarli plazma membrani (siyah ok), dev membransal vakuol (*). Orijinal
blayutme 52000X. b) Enine gegmis hasarsiz kuyruk (yesil ok), hasarli bag kisim-nuklear
vakuol (kirmizi ok), akrozom (turuncu ok) ve membran deformasyonlari (siyah ok).
Orijinal buyitme 27000X. c) Buz kristalleri (kesikli ok), membran deformasyonu (siyah
ok), hasarsiz akrozom (mavi ok). Orijinal bayiutme 55000X. d) membran deformasyonu
(siyah ok), buz kristali (kesikli ok) olmakla birlikte membran deformasyonu gibi ince
yapi degisikligi géstermeyen hasarsiz bas (kirmizi ok). Orijinal blylitme 28000X. e)
Plazma membran deformasyonu (siyah ok). f) Akrozom membraninda kabarciklar (mor
ok), plazma membrani deformasyonu (siyah ok). Orijinal blyutme 128000X, f: 66000X.
N: Nukleus.
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2. Temel sulandirici + %5 etilen glikol (Kontrol 2) grubunda; membran

deformasyonlari, ¢ift kuyruk, membran deformasyonlari ve mitokondri hasarlari ile

hasarsiz orta bdlge ayirt edilmektedir (Sekil 8).

Sekil 8: a) Cift kuyruk. Orijinal blytitme 90000X. b) Membran deformasyonu (siyah ok),
hasarli orta bélge (mor ok), mitokondri hasarlari (kirmizi ok). Orijinal biylitme 90000X.
c) Membran deformasyonlari (siyah ok), mitokondri hasarlari (kirmizi ok). Orijinal
blylutme 48000X. d) hasarsiz orta bolge (mavi ok). Orijinal blyitme 75000X.
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3. Temel sulandirici + %3 gliserol + 60 mM trehaloz grubunda; mitokondri

hasarlari, vakuolizasyon, membran deformasyonu gézlenmektedir (Sekil 9).

Sekil 9: Hasarli orta ve bag bdlgeleri (a, b, c). Membran deformasyonu (siyah ok),
mitokondri hasarlari (*), vakuolizasyon (v), membran pargalari (kirmizi ok). Orijinal
blylatmeler; a: 74000X, b: 42000X, ¢:154000X. Ak: Akrozom, A: Aksonem, N: nukleus.
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4. Temel sulandirici + %1,5 gliserol + 100 mM trehaloz grubunda; membran

deformasyonlari, akrozomda sisme, vakuolizasyonlar, gift kuyruk, mitokondri hasarlari,
inkluzyonlar gorilmektedir (Sekil 10, 11, 12,13).

Sekil 10: a) Plazma membran deformasyonlari (siyah ok), akrozomda sisme (kirmizi
0k). b) kabarcikli akrozom membrani (mor ok). Orijinal biylGtmeler; (a): 37000X, b:
23000X. Ak: Akrozom; N: Nukleus.



25

Sekil 11: Plazma membran deformasyonlari (siyah ok), mitokondri hasarlari (*),
vakuolizasyon (v), inkluzyonlar (mavi ok) (a, b). Orijinal buyttmeler; a: 80000X, b:
70000X.
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Sekil 12: 1. Cift kuyruk 2. Hasarli bas kisim (kirmizi ok)-nuklear vakuolizasyon (*) ,
3. Orta bolge enine kesiti. A: Aksonem. N: Nukleus. Orijinal buyutme 48000X.
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Sekil 13: a) Cift kuyruk, b) Orta bdlgede vakuol (v), membran hasari (siyah ok). Orijinal
buyltme 90000X. b: 124000X.
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5. Temel sulandirici + %3 etilen glikol + 60 mM trehaloz grubunda; plazma

membran deformasyonlari, hasarsiz orta bdlge, membran pargalari, ¢ift kuyruk ve

aksonem hasarlari gorulmektedir (Sekil 14).

Sekil 14: a) Plazma membran deformasyonlari (siyah ok), hasarsiz orta bdlge (mavi
ok), membran pargalari (kirmizi ok), buz kristali (kesikli ok) b) Cift kuyruk (siyah ok),
aksonem hasarlari (turuncu ok). Orijinal blyitme a: 40000X, b: 100000X.
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6. Temel sulandirici + %215 etilen glikol + 100 mM trehaloz grubunda;
membran deformasyonlari, boyun bdlgesinde hasar, aksonemde sisme, vakuolizasyon,

mitokondri hasarlari (*) ve 4 bagli kuyruk gézlenmektedir (Sekil 15,16,17).

Sekil 15: Membran deformasyonlari (siyah ok), boyun bdlgesinde hasar (yesil ok),
aksonemde sisme (turuncu ok), vakuol (v), buz kristali (kesikli ok), membran pargalari
(kirmizi ok). N: Nukleus. Orijinal buyitme 22000X.
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Sekil 16: Dort bagli kuyruk ve kuyruk enine kesitinde membran deformasyonu (siyah
ok). Orijinal buyitme 50000X.
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Sekil 17: a) Membran deformasyonlari (siyah ok), b) Mitokondri hasarlari (*), aksonem
hasari (turuncu ok). DYF: Dis Yogun Fibriller, N: Nukleus. Orijinal buyutmeler; a:
75000, b: 120000X.
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Elektron mikroskobunda, 6 gruba ait her bir preparattan sayilan 500 sperm, baslica

membran, aksonem, mitokondri hasarlanmalari gibi deformasyonlar g6z &énilne

alinarak, hasarli ve hasarsiz spermler seklinde degerlendirilmistir. Gruplara gore hasar

dagilimlari arasindaki farkhliklar ki-kare analizi ile incelenmis ve farkhligin P<0,05

dizeyde olmasi normal kabul edilmistir (Tablo1).

istatiksel analiz sonuglarina gore, etilen glikol %5 ile etilen glikol %1,5 + 100

mM trehaloz uygulamalarinin, sperm morfolojisini en iyi koruyan uygulamalar oldugu

belirlenmigtir. Trehaloz uygulanan gruplardan hasarsiz sperm yizdesinin yuksek

oldugu grubun etilen glikol %1,5 + 100 mM trehaloz (T6) olmasi, %1,5 etilen glikol

icindeki ylUksek dozdaki trehalozun kriyoprotektif olarak etkili bir ajan oldugunu ortaya

koymustur.
Hasarsiz
Gruplar Hasarl | Hasarsiz | Toplam | Yiizde (%)
Gliserol %5 Kontrol grubul (T1) 324 180 504 36 °
Gliserol %3 + 60 mM Trehaloz (T2) 305 222 527 42
Gliserol %1,5 + 100 mM Trehaloz (T3) 335 273 608 45 "
Etilen Glikol %5 Kontrol grubu 2 (T4) 334 383 717 53°
Etilen Glikol %3 + 60 mM Trehaloz (T5) 384 116 500 23"
Etilen Glikol %1,5 + 100 mM Trehaloz 279 260 539 48

(T6)

Tablo 1: Elektron Mikroskobunda tespit edilen hasarsiz sperm yuzdeleri gosterilmigtir.
[Farkl harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05)]
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5. TARTISMA

Sperm Kkriyoprezervasyon islemleri, hucrelerde dusuk sicakliga bagl stres ve
siddetli ozmotik degisikliklere neden olur. Kriyoprezervasyonla hiicre zarinda meydana
gelen hasar, bircok hicresel yapida ve iligkili iglevlerinde hasarlara yol acar (Mayers
2005). Bunun sonucunda spermlerin fertilizasyon kapasitesi azalir (Nishizono vd 2004;
Tunali 2014). Kriyoprezervasyonun, sperm yapisinda ¢esitli deformasyonlara yol actigi
bir cok calismada goésterilmistir (Healey 1969; Quinn vd 1969; Barthelemy vd 1990;
Nishizono vd 2004; Pesch ve Bergmann 2006; Ozkavukcu vd 2008; Lopez Armengol
vd 2012; Pfinosilova vd 2012; Shi vd 2014).

Son yillarda, kriyoprezervasyonun sonucu olarak ortaya g¢ikan yapisal degisiklikleri
en aza indirecek kriyoprotektanlarin kullanilmasina yodnelik yogun c¢alismalar
yapiimaktadir. Ornegin, kog'da, kriyoprotektan olarak kullanilan dithioerythritol'iin,
sperm hareketliligi Gzerinde koruyucu etkisi (Baspinar vd 2011), Tris-yumurta sarisi
sulandiricisina Vit-E (60 pM ve 120 pM) eklenmesinin sperm yapisal butinlugu
(plazma zari ve mitokondri) ile kinematigini destekledigi (Silva vd 2013) ortaya
konmustur. Tasdemir vd (2014), boga’da, kriyoprezervasyonda, sistein’inin plazma
membran butinligunu en iyi koruyan kriyoprotektan oldugunu bildirmiglerdir.

Alcay (2015), kog’da kriyoprotektan olarak kullanilan gliseroliin, ¢ézdirme sonrasi,
hareketliligi ve plazma zarinin fonksiyonel batunligunu korudugunu, 1,2 propanediol ve
etilen glikol'in akrozomal bGitunligld korudugunu ortaya koymustur. Calismada,
gliseroliin, sperm motilitesi ve plazma membrani Uzerine kriyoprotektif etkisi
gosterilmekle birlikte, etilen glikol’'in akrozom butinligind korudugunun ortaya
konmasi, ¢calismamizla benzerlik gdstermistir.

BlyUkleblebici vd (2014), boga spermlerinde, 25 mM trehaloz ve %3 etilen
glikol'in akrozom morfolojisinde, %3 gliserol’in zar butunligunde, %5 etilen glikol ve 5
mM sistein’in kromatin hasarlarinda kriyoprotektif etkisini ortaya koymusglardir.
Calismamizda, 100 mM olarak kullandigimiz trehaloz’'un koruyucu etkisinin belirlenmis

olmasi, olasilikla konsantrasyonu ile iligkilendirilebilir.
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Malo vd (2010), domuz spermasinin dondurulmasinda kriyoprotektan olarak
kullanilan trehalozun spermatozoa canliligini ve in vitro fertilizasyon parametrelerini
artirdigini bildirmislerdir. Ugan (2014), trehalozun bazi ¢ézdirme sonrasi spermatolojik
parametreler Gzerine diger sekerlere gbére daha olumlu sonuglar ortaya ¢ikardigini
gOzlemlemistir. Gutiérrez-Pérez vd (2009), domuzda, %1 gliserol ve trehaloz (250 mM)
karisiminin  sperm canhihdl ve hareketliliginde en iyi sonucu verdigini ortaya
koymuslardir. Tris—sitrik asit—fruktoz—yumurta sarisi sulandiricisindaki 100 mM trehaloz
veya raffinozun, sperm anomalilerini azalttigi ortaya konmustur (Jafaroghli vd 2011).
Ayrica, koglarda sperm hareketliligi ve mitokondriyal membran potansiyelinin yumurta
sarisi icindeki 100 mM trehalozda, ancak akrozom buitlnliginin 100-250 mM
trehalozda en iyi sonug verdigi de bildirilmistir (Athurupana vd 2015). Bu calismalarla
benzer sekilde, ¢calismamizda da, yuksek konsantrasyonda (100 mM) ancak %1,5
etilen glikol icindeki trehalozun en iyi kriyoprotektif etkisi belirlenmistir.

invitro fertilizasyon sonuglari, %80 laktoz, %80 raffinoz ve %79 trehaloz sekerleri
ile dondurulan hibrit fare spermlerinde, %11 gliserol ile dondurmaya goére daha fertil
oldugunu gdstermistir (Sztein vd 2001). Storey vd 1998, trehalozun plazma zarinin
korunmasinda pozitif etki gosterdigini, gliserol/trehaloz kombinasyonunun da invitro ve
invivo olarak déllenmis yumurta olusumunu sagladigini bildirilmislerdir. El-Sheshtawy
vd (2015), boga spermatozoalarinin dondurma isleminde, 50-100 mM trehaloz veya
sukrozun daha yararh oldugunu ileri sirmuglerdir. Ayrica, Aboagla ve Terada 2003,
kecgi spermlerinde, hareketlilik parametrelerinin trehaloz konsantrasyonu artisi ile
belirgin bir sekilde gelistigini, Hu vd 2009, domuz spermlerinde, 100 Mm trehalozun,
hareketlilik, mitokondriyal aktivite, zar ve akrozom butunliginde yuksek kriyoprotektif
etki gdsterdigini bildirmiglerdir. Bu ¢alismalar, kriyoprotektif etkisi belirlenen trehalozun
artan konsantrasyonlarinda etkili oldugunu goéstermektedir. Bizim galismamizda da
yuksek konsantrasyondaki trehalozun kriyoprotektif etkisinin gosteriimesi bu
calismalarla uyum saglamistir.

Benzer sekilde, Naing vd (2010), kec¢i spermasinin kriyoprezervasyonunda glukoz
ve trehaloz kombinasyonunun semen kalitesini artirdigini, 198,24 mM trehaloz’un daha
yuksek katki sagladigini gostermiglerdir. Kriyoprezerve kog spermlerinde, 100 mM
trehaloz’'un VitE dlzeyini belirgin bir sekilde yukselttigi, 50 mM trehalozun ¢6zdurme
sonras! hareketlilikte ylksek oran sagladigi, ancak akrozom ve total anomalilerde
belirgin bir farklilik olmadigi ortaya konmustur (Bucak vd 2007). Bu ¢alismada, 50 mM
trehalozun akrozom ve total anomaliler Uzerinde etkisinin olmadiginin gdsterilmesi,
bizim c¢alismamizda diaslik konsantrasyondaki trehalozun (60 mM) yiksek
konsantrasyondaki trehaloza (100 mM) gobre daha az kriyoprotektif etki gdstermesi

sonucu ile uyum goéstermistir.
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Bununla birlikte, Uysal ve Bucak (2009) da, 100 mM trehalozun, kriyoprotektan
olarak spermlerde hareketlilik, morfolojik anomaliler, canliik ve membran butinlaga
bakimindan 50 mM trehaloza gore daha Ustin oldugunu belirtmiglerdir. Bu
calismalarda yuksek orandaki trehalozun daha fazla koruyucu etkisinin gosterilmesi,
bizim calismamizi destekler niteliktedir. Ayrica, Aisen vd (2005), kog¢ sperm
kriyoprezervasyonunda, sitrat, tris tamponu, trehaloz ve EDTA uygulamalarinda,
ultramikroskopi degerlendirmesinde, dondurma-¢dzdiirme sonrasi saglam plazma zari
ylzdesinin trehaloz igeren hipertonik sulandirici da belirgin bir sekilde daha fazla
oldugunu gdstermislerdir. Trehalozun kriyoprotektif fonksiyonunun elektron mikroskobu
dizeyinde gosterildigi bu calismayla benzer sekilde elektron mikroskobu diizeyinde en
iyi korumay! saglayan trehaloz konsantrasyonunu belirledigimiz bu c¢alismamiz,
literatUre ek katkilar saglayacaktir.

Alvarenga vd (2000), aygir spermasinin dondurulmasinda, etilen glikol’tiin gliserol
ile benzer etki gosterdigini, %5 etilen glikol'de canli sperm ylzdesinin en ylksek
oldugu, %10 etilen glikol'de canh spermatozoa’nin belirgin bir sekilde az oldugunu
rapor etmiglerdir. Bizim ¢alismamizda da, hasarsiz sperm ylzdesi %5 etilen glikol
grubunda yUksek bulunmustur.

Sa-Ardrit vd (2006), fil spermasinin kriyoprezervasyonunda, dondurma ve
¢6zdlrme islemlerinin plazma zari, akrozom ve mitokondrilerde yapisal hasarlara yol
actigini floresan ve elektron mikroskopi tekniklerinin bu konuda glgli teknikler
oldugunu bildirmiglerdir. Calismalarinda, TEST+gliserol'de [{5.54% Tes [N-
tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethane-sulphonic acid], 1,15% Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethane, %0,4 glukoz, %20 yumurta sarisi ve %5 gliserol} dondurulan
spermlerde yuksek oranda saglam plazma zari ve aktif mitokondrilerin oldugunu
belirlemiglerdir. Bizim g¢alismamizda, %5 gliserol, %1,5 etilen glikol ile karsilastiriimig
ve %1,5 etilen glikol daha Ustlin bulunmustur. Bununla birlikte, ileriki galismalarda farkl
konsantrasyonlardaki  gliserol ve etilen glikol farkhh  konsantrasyonlardaki
kriyoprotektanlarla birlikte kullanilabilir. Boylece en yuksek koruyuculuk saglayan
kriyoprotektif ajan kombinasyonu ve konsantrasyon degerleri belirlenebilir.

Farkh sulandiricilar igerisinde kullanilan kriyoprotektanlarin ¢esitli fonksiyonlari
farkh yoéntemlerle arastirimaktadir. Bu ydntemlerden biri olan elektron mikroskobu
yontemleri, spermlerdeki kriyohasarin belirlenmesinde kullanilan tekniklerden biridir. Bu
calismada, kriyoprotektan olarak farkli konsantrasyonlarda trehaloz kullaniimig ve tim
gruplarin elektron mikroskobu mikrograflarinda spermlerdeki baslica ince yapi
degisiklikleri belirlenmistir. Bu bulgulara dayanilarak istatistiksel ¢alisma yapilmis ve
trehalozun kriyoprotektif etkisi ince yapi dizeyinde istatistiksel olarak arastiriimigtir.

Spermlerde bas, orta ve kuyruk bolgelerinde birgok ince yapi degisiklikleri gézlenmistir.
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Bu degisiklikler baslica; membran deformasyonlari, vakuolizasyonlar, yapisal
genislemeler, cift kuyruk, mitokondri, nukleus, akrozom ve aksonem hasarlanmalaridir.

insan spermasinin dondurulmasinda, membranlarda, akrozomda ve kuyrukta,
kegi spermasinin dondurulmasinda, hareketlilik ile membran ve mitokondri’de, dkiz
spermasinin dondurulmasinda, akrozomal bdlgede, kog spermasinin
dondurulmasinda, orta bolgede ve mitokondrial kilifta hasarlar seklinde farkli memeli
turlerinde birgok calisma ortaya konmustur (Pesch ve Bergmann 2006; Ozkavukcu vd
2008; Shi vd 2014; Quinn vd 1969). Calismamizda belirledigimiz, kriyoprezervasyon
sonucu meydana gelen ince yapi degisiklikleri, yukarida belirtilen farkli memeli
turlerinde gosterilen bazi sperm ince yapi degisiklikleri ile benzerlik gostermistir. Bizim
calismamizda da benzer olarak; akrozom yapisinda bozulma, vezikil olusumu, yapisal
genislemeler, birikimler, c¢ift kuyruk, mitokondri, nukleus, akrozom, aksonem

hasarlanmalari ve boyun bdlgesinde hasarlar gozlenmistir.
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6. SONUG

Bu calismada, gecirimli elektron mikroskobu teknikleri ile kriyoprezervasyon’'dan
kaynaklanan sperm ince yapi kriyohasarlari ve bu hasarlar Gzerine trehalozun

kriyoprotektif etkisi arastiriimistir.

A) ince yapi degisiklikleri
Spermlerde ayirt edilen baslica ince yapi degisiklikleri asagida belirtiimektedir:

1. Membran deformasyonlari
2. Vakuolizasyon

3. Yapisal geniglemeler

4. Cift kuyruk

5. Mitokondri, nukleus, akrozom, aksonem hasarlanmalari

B) istatistiksel analiz

Spermatozoon ince yapi degisiklikleri g6z énune alinarak elektron mikroskobunda
her gruptan kriyohasarli spermler sayilmig ve istatistiksel analizi yapilmigtir. Buna goére,
% 5 etilen glikol ve %1.5 etilen glikol + 100 mM trehaloz igeren gruplarda en yuksek
kriyoprotektif etki saptanmistir.

Sonuc olarak; turlerin saglikli genetik soylarinin surdirtlebilirligi icin uygulanan
kriyoprezervasyon iglemlerinde hucrelerde meydana gelen kriyohasarlarin dnlenmesi
amaciyla kullanilan kriyoprotektanlarin etkilerinin aragtirilmasinin 6nemi g6z 6nune

alindiginda, bu ¢alismanin literatire 6nemli ek katkilar saglayacagi ileri surulebilir.
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