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Dunya nifusunun hizli artisi, dengeli bir beslenme igin biyik 6nem tasimakta olan
temel besin maddelerinden hayvansal protein ihtiyacini da arttirmaktadir. Kirmizi etin
uretilmesi baglaminda ana faktorlerden birisi olan koyunculugun etkin bir sekilde
surddrtlebilmesi de gen kaynaklarinin basarili bir sekilde muhafaza edilebilmesine ve
gelecek nesillere aktarilabilmesine baglidir. Ko¢ spermasmin dondurularak saklanmasi bu
acidan ayr1 bir Gnem arz etmektedir.

Hizla artan dunya nifusu, bilim adamlarmi yasam igin gerekli kaynaklardan daha
verimli yararlanma olanaklarim1 arastirmaya yoOneltmistir. Hayvancilik sektdrinde
vazgecilmez ©6neme sahip olan Ureme biyoteknolojisi; suni tohumlama, in-vitro
fertilizasyon, gen transferi ve klonlama gibi birtakim yenilikleri kapsamaktadir. Bu
teknikler arasinda en eski ve yaygin olant suni tohumlamadir. Suni tohumlama hayvan
tirlerinde genetik ilerlemenin saglanabilmesi amaciyla kullanilan en basit yontemdir.
Bununla birlikte embriyo transferi ile bir disiden Uretilebilecek yavru sinirliyken, iyi bir
damizlik erkek hayvandan elde edilen sperma ile bir yilda on binlerce disi

tohumlanabilmektedir.

Suni tohumlama ¢alismalarinin ekonomik olabilmesi spermanin muhafaza edilebilir
ve istenilen yere goturdlebilir olmasina baglidir. Bu da spermanin 6zellikle uzun streli
muhafazas: ile saglanabilir. Kog¢ spermasinin uzun sureli yani dondurularak saklanmasi ve
¢0zum sonu tohumlamalarda basarii sonuglar alinmasi henuz tam olarak
gerceklestirilemedigi icin konu guncelligini korumakta ve yeni calismalar yapilmaya
devam etmektedir.

Bu cgalismada kog¢ spermasmin uzun sireli saklanmasinda farkli sulandiricilar
kullanilarak daha once yapilan calismalara gore c¢6zim sonu daha iyi spermatolojik

parametrelere ulasilmas: amaglanmistir.
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1.GIRIS

Spermanin saklanmasinda temel yaklasim spermatozoonlarin metabolizmasini
yavaslatmak ve hareket enerjilerini azaltarak yasam silrelerini uzatmaktir. Yapilan
arastirmalar sonucunda spermanin saklanmasi igin iki yontem gelistirilmistir. Bunlardan
birincisi spermatozoanin sisin1 dustrerek veya metabolizmasini yavaslatarak sivi sekilde
kisa sureli saklama, ikincisi ise, 0°C’den daha dusuk isilarda dondurularak uzun sureli

saklama yontemidir.

Ciftlik hayvanlarinda spermanin dondurularak saklanmasi ve gerekli durumlarda
cozdurilerek suni tohumlama icin kullaniimas: rutin bir teknik haline gelmistir. Bu
yontemin sigirlarda basarili bicimde ve yuksek fertilite oranlariyla uygulanabilmesine
ragmen koyunlarda hentiz arzu edilen sonuglara ulasilamamistir. Bunun baslica nedenleri
arasinda halen kog¢ spermatozoonlarmin dondurma-¢ozdurme streci igerisinde yiksek
oranda Olmesi, distk 1silara daha duyarli olmas: ve kog¢ spermatozoon membranlarinin

yuksek oranda doymamis yag asiti icermeleri sayilabilir.

Spermatozoonlarda plazma membraninin bittnlugl erkek fertilitesi agisindan
blyik 0Onem tasir. Spermatozoonlarin kendilerini c¢evreleyen ortamla madde
ahsveriglerinin saglanmasinin yani sira kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve fertilizasyon
olgusunda spermatozoonlarin oosit yuzeyine tutunabilmesi icin de yine aktif bir plazma

membranina gereksinim vardir (TOpfer-Petersen ve ark 1990).

Spermanin dondurulmas sirasinda sekillenen membran hasarlari baslica 3 nedene
bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.Bunlar; intra-cellular ve extra-cellular buz olusumu (Mazur
1977, Watson 1995), ozmotik degisikliklere bagli zararlar (Mazur 1984, Steponkus ve ark
1983) ve soguk sokuna (Watson 2000) bagl zararlardir. Dondurma sirasinda gevre isisinin
dismesine bagh olarak spermatozoonlarin plazma membranlarinda yer alan lipidler
fiziksel bir degisiklige ugrayarak yumusak ve akiskan durumlarin yitirir, daha sert ve daha
az akiskan bir hale gelirler. Iste bu durum degisikligi (faz gecisi) soguga maruz kalan
spermatozoon membranlarinin akiskanhginin azalmasinin temel nedenidir (Nolan ve
Hammerstedt 1997). Sogutma ya da dondurma sirasinda spermatozoon membranlarinda

ortaya ¢ikan hasarlarin bu durum degisikligi sonrasinda lipidlerin yeniden baslangictaki



bicimde organize olamamas1 veya normal dagilimlarmi kazanamamalar1 neticesi olustugu
ifade edilmektedir (Buhr ve ark 1994, Holt ve North 1986). Bu nedenle, spermatozoon
plazma membraniminda bu durum degisikligi olgusunun azaltilmas: veya tamamen ortadan
kaldirilmas: dolayl: olarak soguga bagl ortaya ¢ikacak hasarlarin da azaltilmasina olanak

saglayabilir.

1.1. Kog Spermasmmin Saklanmasi

Spermanin saklanmasinda temel yaklagim spermatozoonlarin metabolizmasini
yavaslatmak ve hareket enerjilerini azaltarak fertil dmdrlerini uzatmaktir. Glnimuzde
diger hayvan turlerinde oldugu gibi koclarda da sperma kisa (likit olarak) ve uzun sireli
depolanabilmektedir. Bunlardan birincisi spermatozoanin sisi1  distrerek veya
metabolizmasin1 yavaslatarak sivi sekilde kisa sireli saklama, digeri ise, 0°C’den daha
distk silarda dondurularak yapilan uzun sureli saklama yontemidir. Ko¢ spermasmin
uygun kosullarda depolanarak korunmas: yapilacak suni tohumlama galigmalarinin basarisi

acisindan oldukca onemlidir (Bailey ve ark 2003).

1.1.1. Kog Spermanin Kisa Sureli Saklanmasi

Dustik derecelerde (0-5 °C ya da 10-15°C ) ve oda sicakhginda sivi igerisinde geri
dondstimlu  spermanmin inaktive edilmesi sperma depolamanin ana metotlaridir.
Spermatozoonlar depolanirken soguk sokuna maruz birakilmamasina dikkat edilmelidir.
0°C’ye yakin sicakhklara sogutulmas: spermada geri doniistimsiiz bozukluklara yol
acabilir. Soguk sokunun spermatozoonlar Uzerine zararl etkileri 1931°’de bulunmustur.
Spermatozoanin  soguk sokundan korunmasi amaciyla cesitli  sulandiricilardan
yararlanilmaktadir  (Salamon ve Maxwell 2000). Ko¢ spermasmin kisa sureli
depolanmasinda sut, sodyum sitrat sulandiricilarina yumurta saris1 eklenerek hazirlanan
sulandiricilar  yaygin - olarak  kullanilmaktadir  (Holt 2000). Taze sperma ile
karsilastirildiginda sogutulmus spermada, motilite ve morfolojik buttinlik zarar gérmekte,
bas, orta kisim ve kuyruk kisminda bazi hasarlar meydana gelmekte, spermatozoanin disi
ureme organindaki yasam siiresi ve guct azalmaktadir. Bunlara ek olarak fertilite dusmekte

ve embryonik kayiplarda bir artis oldugu gézlemlenmektedir.



Ko¢ spermasmin depolanmasinda yagsiz slt, sitrat ve tris bazli sulandiricilar yaygin
olarak kullanilmigtir (Salamon ve Maxwell 1995, Salamon ve Maxwell 2000). Sitrat-
glikoz-yumurta sarisi, yumurta sarisi-misinaz ve sitrat-borik asit-yumurta saris1 gibi diger

sulandiricilar da gelistirilmistir (Maxwell ve Salamon 1993).

Spermanin sulandirilmas: sadece depolanmasi bakimindan degil ayn: zamanda
spermanin yogunlugunu azaltarak daha fazla tohumlama dozlarina kolayca bdolinmesi
bakimindan da yararhdir (Ozkoca 1984, Hafez 1987). Kog spermasmin depolanmasinda
kullanilmak Gzere bircok sulandirici tipi Uzerine cahsilmis ve birgok arastirict bu
sulandiricilarin spermatozoon motilitesi ve fertilitesi Uzerine etkilerini arastirmiglardir.
Ancak yapilan bu caligmalardan elde edilen sonuclar genis bir varyasyon gostermektedir
(Smith ve ark 1993, Lopez-Saez ve ark 2000). Spermanin depolanmasinda kullanilacak
sulandiricilarda aranan 6zellikler arasinda; spermatozoanin yasamas: i¢in gerekli olan
sentetik kimyasal maddeler arasinda bir denge olmali, enfeksiyon etkenleri tasimamal,
spermatozoanin metabolizma artiklarindan meydana gelen toksik etkileri Onleyecek
kimyasal maddeler icermeli, kullanilan maddeler ucuz ve her zaman bulunabilir olmali,
hayvan tlrlerindeki kanin osmotik basincina uygun olmali, soguk kosullara karsi
spermatozoayi koruyabilmeli ve spermatozoon igin bir besi ortami olusturmas: sayilabilir
(Yurdaydin 1990).

Spermanmin saklanmasinda bakteriyel kontaminasyon o6zellikle 10-15 °C’lerde
ortaya cikmistir ve antibiyotik uygulanarak o©niine gecilmeye calisiimigtir. Kog
spermasinda sadece fruktoz bulunmasina ragmen, sulandiricilarda bulunan glikoz ve
mannozu metabolize edebilir (White ve ark 1954). Diger sekerler enerji kaynagi olarak
kullaniimazlar fakat kog¢ spermasmin motilitesini koruma yetenegine sahiptirler. Onceki
caligmalar da yumurta sarisi-sitrat ya da fosfat sulandiricilarina glikoz ya da fruktoz

katilmasi tercih edilmistir (Salamon ve Robinson 1962).

37°C’de tutulan spermaya laktoz eklenmesinin spermatozoon motilitesini arttirdig:
(Choong ve Wales 1962, Wales ve Choong 1963, Martin 1966) ve elektrolit solusyonuna
fruktoz, glikoz, laktoz ya da slikroz gibi sekerler eklenince spermatozoonlarin 5 °C’de

yasama oranlari daha fazla olmustur (Martin 1966).



Toplanan spermalarin Kkalitesini distrmeden, dondurmadan ©Once 48 saat
saklanabilmektedir. Bu teknikle ticari damizlik birimlerine yakin olmayan yorelerdeki
ciftliklerde Greticilerin sperma drnekleri saklamas: mimkundur (Purdy 2006).

1.1.2. Kog¢ Spermanin Uzun Sireli (Dondurularak) Saklanmasi

Spermatozoonlar dondurularak uzun yillar saklanabilir ve istenildiginde ¢ozulerek
tekrar kullanilabilir. Spermanin dondurularak saklanmasina kriyoprezervasyon denir
(Trounson 1990). Bu teknigin dayandigi temel ilke spermanin cesitli yontemler
kullanilarak -79 °C ile - 196 °C’ye kadar sicakhginin dustrilmesi ve bu sicakliklarda
spermatozoonlarin zarar gormesini engelleyecek bir ortamda depolanmasidir (Holt 2000,
Salamon ve Maxwell 1995).

Bilimsel ve modern anlamda hticre dondurma ¢alismalari, 1949 yilinda Polge ve
arkadaslarinin gliserollin kriyoprotektan (soguk sokuna karsi koruma saglayici) 6zelligini
bulmasindan sonra baslamis, ilk dondurulan hiicre spermatozoon olmustur. Bu anlamda,
kriyobiyoloji hiicre, doku, organ ve organizmalarin dondurulmasini inceleyen bilim dal
olarak Onemini artirmis ve dondurulan-¢6zdirtlen htcrenin fizyolojik-fonksiyonel
Ozelliklerinin daha iyi anlasilmasi, kriyobiyolojiyi yonlendirmistir (Leibo ve Brandley
1999, Polge ve ark 1949).

Spermatozoanin yapay kosullarda uzun slre depolanmasi ve fertil 6mrinin
uzatilmasi; spermatozoanin metabolizma hizinin azaltilarak uygun sulandiricilar iginde
hareketlerinin smirlandiriimasi ile mimkuindir. Bu nedenle gesitli arastirmacilar tarafindan
dondurma orani, ¢6zme 1sis1, sulandirict bilesimi ve gliserol konsantrasyonlarmin kog
spermast (izerine etkileri arastirilmistir (Abdelhakeam ve ark 1991, Oztiirkler ve ark 1999,
Pontbriand ve ark 1989). Ko¢ spermatozoonlart dondurma sirasinda olusan ekstrem 1s1
degisikliklerine karsi oldukg¢a duyarlidir (Salamon ve Maxwell 1995). C6zim sonrasi
motilitenin donmus-¢6zinmus spermanin kalitesini belirlemede degerli bir parametre
oldugu bildirilmistir (Watson 1995,Watson 1996). Ko¢ spermasmin Kkalitesi genellikle
sulandirict  ¢esidi, kendi  morfolojik  yapist  ve  kriyoprotektif  ajanlarin
konsantrasyonlarindan etkilenmektedir (Aisen ve ark 2000, EI-Alamy ve Foote 2001, Fiser

ve ark 1986). Dondurma isleminin ko¢ spermasmin erken kapasitasyonunu uyardigi



belirlenmistir (Aisen ve ark 2000). Dondurma 1sisinin ¢6zUm sonrasinda spermatozoon

motilitesi tizerine ¢ok dnemli etkisinin oldugu bildirilmistir (Bag ve ark 2002).

Ko¢ spermasmin dondurmaya karsi duyarli olmasmin temel nedeni spermatozoa
membranmin 6nemli bir kismmi doymamis yag asitlerinin (fosfolipitler) olusturmasidir.
Buna bagh olarak spermatozoanin dondurulmasi sirasinda yapilan sogutma islemleri
spermatozoa membraninin geriye donusimi olmayan sivi fazdan jel fazina gegmesine
neden olmakta ve membran i¢i enzimlerin kinetiginde degisimlere yol agarak ¢oziim sonu

canliligin azalmasina sebebiyet verdigi 6ne surtilmektedir (Watson 1995).

Spermatozoonlarda dondurmaya bagli olarak meydana gelen hasarlar fiziksel,
biyokimyasal veya fonksiyonel olabilmektedir. Fiziksel hasarlar, plazma ve akrozom
membranlarinda veya mitokondrial kilifta yani spermatozoonun orta kisminda meydana
gelmektedir. Kog¢ spermatozoonlarinda daha ¢ok fiziksel hasarlara rastlaniimaktadir
(Bailey ve ark 2000, Salamon ve Maxwell 2000). Plazma ve akrozom membranlari,
nukleus (cekirdek) ve lokomotor bolim denilen orta kisma gore daha hassastirlar.
Akrozomun dis membran i¢teki membrana gore daha kolay hasar gormektedir (Salamon
ve Maxwell 2000).

Ko¢ spermasinin ¢ok duslik sicakliklarda dondurulup depolanmast ile ilgili yapilan
calismalarin bazilarinda basar1 elde edilmis bazilarinda ise basari1 saglanamamistir. Ancak
gerceklesen basarisizliklart depolama siresi ile iliskilendirmemek gerekmektedir. Cunku
uzun yillar boyunca saklanan spermalardan bile yaklasik %60 duzeyinde gebelik

saglanmasi mumkiin olmustur (Salamon ve Maxwell 1995, Salamon ve Maxwell 2000).

Ko¢ spermasinin dondurulma basarisi Uzerine asim mevsimine gecis doneminin ve
asim mevsimin onemli etkisinin oldugu bildirilmistir. Koglarda mevsimsel degisikliklerin
sperma parametreleri Gzerine etkili oldugu ve dolayisiyla seminal plazmadaki spesifik
proteinlerin yoklugunun ve toplam protein konsantrasyonlarindaki azalmanin donmus
spermadaki dusuk motilite ile baglantili olabilecegi bildirilmistir (Smith ve ark 1993).
Koglarda ¢oziim sonras1 akrozomal buttnluk ile motilite arasinda pozitif bir iliski oldugu
ve hem asim mevsiminde hem de asim mevsimine gecis donemlerinde motilite ile
akrozomal bozukluk orani arasinda negatif korelasyon bulundugu ifade edilmistir

(Salamon ve Maxwell 1995, Salamon ve Maxwell 2000). Buna ek olarak, yapilan



caligmalarda sezon iginde alinan ko¢ ejekulatlarinin dondurulabilme basarisinin daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Fiser ve ark 1986, Oztiirkler ve ark 1999).

Dondurulmus-¢ozdurilmis kog spermasindan elde edilen dustk fertilite oranlari,
arastirmacilart bu konuda ¢alismaya yonlendirmis ve farkli sulandiric1 formulasyonlari,
sulandirictya cgesitli hormon, vitamin, seker, antioksidan maddelerin ilave edilmesine
yoneltmistir (Gokcen ve ark 1985, Chen ve ark 1993). Sulandiriciya katilan cesitli
kriyoprotektif maddeler ise beklenenin aksine dondurulmus c¢ozdurilmis spermanin
fertilitesini olumsuz yonde etkiliyebilmektedir. Gliserol gibi kriyoprotektanlarin oraninin
azaltilabilmesinin sulandiric1 igerisine katilacak antioksidanlara bagli oldugu 0One
surtlmektedir (Purdy 2006b, Bucak ve ark 2007).

1.2. Spermanin Dondurulmasinda Kullanilan Kriyoprotektif Maddeler

Spermanin  dondurulmasinda kullanilan sulandiricida  kriyoprotektif — 6zellikli
maddelerin bulunmas: esastir. Biyolojik dokulari ve hicreleri dondurmanin zararh
etkilerinden koruyan maddeler kriyoprotektan olarak adlandirilir. Kriyoprotektanlar
hicrenin sogutulmas: ve dondurulmas: esnasinda gelisen fiziksel, kimyasal ve oksidatif
stres hasarlarmi azaltmak amaciyla kullanilmaktadir. internal 6zellikli kriyoprotektanlarin
yanisira, bazi eksternal kriyoprotektanlarin (sakkaritler, antioksidanlar, EDTA) hiicre
disinda  kriyoprotektif —etki gosterdikleri son zamanlarda anlasilmis, sperma

sulandiricilarinda kullanilmaya baslanmstir (Bucak ve Tekin 2008).

1.2.1.internal Kriyoprotektanlar

Permeabl Ozellige sahip kriyoprotektan olarak gliserol, etilen glikol, formamide,
dimetilsilfoksit (DMSO) bu gruba Ornek olarak sayilabilir. Bu tlr kriyoprotektanlar
etkilerini, hucre zarindan iceriye girerek ve ‘kolligatif’ olarak gostermektedir. Koruyucu
etkileri donma esnasinda ortamdaki elektrolit yogunlugunu azaltmalari, dehidrasyonu
dizenleyip protein yapilarmi korumalari ve dustuk sicakliklarin yarattigi ozmotik
blzusmeyi azaltmalari ile olusmaktadir (Leibo ve Brandley 1999, Holt 2000, Leeuw FED
ve ark 1993, Mcgann LE 1978).



1.2.1.1.Gliserol

Gliserol yuksek oranda hidrofilik yapi gosteren bir poliol bilesigidir. Kimyasal
yapisindaki C/OH oranmin esit olmasi onun spermatozoon Uzerine olan etkisini
arttirmaktadir. Gliserol spermatozoon membran lipitleriyle etkilesime girerek, kimyasal ve
fiziksel streslere karsi membranlari stabilize eder. Gliseroliin koruma mekanizmasi ile ilgili

baz1 gorisler sOyledir (Katkov ve ark 1998):
e Membranlara 6nemli Olgtide hidrostiatik basing uygulayarak koruma saglar,
e Elektroporasyon ile membranlarda olusan hasara karsi koyar,

e Plazma membranina esneklik saglayarak ozmotik strese karsi koyma yetenegini

artirir,
e Membranlari stabilize eder,
e Membran fuzyonunu indikler,

e Sulandiricida %6 oraninda gliserolin varhgi, membran Lp degerini dusurir ve
membranlardaki sivi ve kriyoprotektan giris ¢ikisini dengeye getirerek, plazma

membraninda strese yol agacak ani hacim degisimlerini dnler,

e Sulandiricidaki seker bilesiklerinin membranlardaki polar bas yapilariyla etkilesime
girmesi, kendisinin daha yavas salmimina yol agarak membran stabilizasyonunu

olustururur.

Sperma  kriyoprezervasyonundaki  yararli  etkilerine  ragmen  gliserol,
spermatazoonun membran yapisin1 degistirmekte, baglayici protein ve glikoproteinleri
etkilemektedir. Ayrica gliserol spermatazoonlarin enerji ihtiyaclarini arttirmaktadir
(Alvarenga ve ark 2000, Hammerstedt ve ark 1990).

Gliseroliin toksisitesi, metabolik dénusiiminden olusan methlglycosal tarafindan
olusturulur. Gliseroliin toksik etkisi tire bagimlilik gdstermekte; aygir, tavsan, kanath ve
balik spermalar: igin fertilizasyonu engelleyici bir etki gostermektedir. Hucrelerde
gliseroliin toksik etkisi, membran biyoenerji dengesinde degisiklige ve ozmotik strese yol
acmasiyla kendini gostermektedir (Alvarenga ve ark 2000, Katkov ve ark 1998, Woods ve
ark 2000).



Gliserol iyonlar igin membran gecirgenligini arttirir ve iyon kanallarinin ATP
tuketimi artar. Spermatozoaya karsi ozmotik hasari artirir ancak bu etkisi tire baghdir.
Ornegin teke spermas: bu ozmotik basinci tolore edebilir (Farshad ve Akhondzadeh 2008).
Ruminant ve primat spermasmin dondurulmasinda gliserol kullanilma oran1 %4-8,
aygrrlarda ise %4-5°dir. Domuzda gliseol oran1 %3’U, farede ise %1,75’i gegtiginde
siddetli akrozomal yikimin olustugu bildirilmistir (Katkov ve ark 1998, Holt 2000, Morrell
ve Hodge 1998).

Gliserollin sperma Ulzerine zararl: etkisi en ¢ok ozmotik etki ile ilgilidir. Gliserol
ilavesinden sonra, intraseliler suyun disart ¢ikmasina bagli olarak hicre hizla
kiictlmektedir, daha sonra da daha yavas bir sekilde orijinal hacmine donmekte ve gliserol
spermatazoona penetre olmaktadir (Hammerstedt ve ark 1990). Ayrica gliserolin disi
genital kanalinda irritasyona yol acarak fertiliteyi azalttigi da bildirilmektedir
(Abdelhakeam ve ark 1991).

1.2.1.2.Etilen Glikol

Bircok tirtn spermasinda donma-¢6zdirme esnasinda olusan zarara karsi etilen
glikol, gliserolle esit oranda etki saglamaktadir. Etilen glikol at embriyosunun
dondurulmasinda %6, spermasinin dondurulmasinda 2 M oraninda kullanildiginda
gliserole gore daha az toksik etki gosterir. Sigir embriyolarmin dondurulmasinda ise toksik

etkisi olusmamaktadir (Alvarenga ve ark 2000, Alvarenga ve ark 2005, Ball ve Vo 2001).

1.2.1.3.Amid Turevi Kriyoprotektanlar

Amid tdurevi kriyoprotektanlar (formamid, dimetilasetamid vb.) 6zellikle aygir
spermasinin dondurulmasinda gliserole gore daha iyi koruma saglamakta ve daha az toksik
etki gostermektedir. Sulandiricilara %3,5-5 oraninda katilmasi, donma zararina kars etkili
olmakta, ¢0zum sonu parametrelerde iyilesme saglamaktadir. Amidler, gliserole duyarl:
turlerin (tavsan, alabalik, kanatl)) spermalarmin dondurulmasinda alternatif olarak

g6zikmektedir (Alvarenga ve ark 2005, Gomes ve ark 2002).



1.2.1.4.DMSO (Dimetilstulfoksit)

DMSO, kimyasal olarak bir polar kok etrafinda iki apolar bastan olusan amfipatik
bir bilesiktir. Bu 0zellik ona hem sivi hem de organik medyumlarda ¢6zinme imkani
saglamaktadir. Kanatl spermas: i¢in en toksik kriyoprotektanin DMSO oldugu, en az
toksik etkiyi ise gliserol ile DMA’nin (dimetilasetamid) verdigi bildirilmistir (Chalah ve
ark 1999, Donoghue ve Wishart 2000) .

Tavsan ve alabalik spermasinda ¢6zim sonu en yliksek motilite orani, sulandiriciya
%10-15 oraninda katilan DMSO’ten ahinmistir (Tekin ve ark 2003, Vicente ve Viudes-De-
Castro 1996).

1.2.2.Eksternal Kriyoprotektanlar

Eksternal kriyoprotektanlar (hlcreye penetrasyon Ozelligine sahip olmayanlar)
ekstraselltler etkilerinden dolayi, hicre membranindaki esnekligin kaybini onledikleri,
membran proteinlerinde stabilizasyon sagladiklari ve ekstraselltler ortamda gelisen

kristalizasyonu azalttiklar: bilinmektedir (McWilliams ve ark 1995, Cabria ve ark 2001).

Eksternal  kriyoprotektanlar, membranlarin  sivi  ve  katyonlara  Kkarsi
permeabilitesinde artis yaparak, ozmotik strese karsi hiicre membranlarini esnek hale
getirir. Ayrica, hlcrede donma-¢ozinme esnasinda gelisen lipit peroksidasyonunu
azaltmaya calisirlar. Sulandiriciya dusuk oranda permeabl eksternal kriyoprotektan ilavesi
internal Kkriyoprotektanlarin olas: toksik etkilerini azaltmaktadir (Arav ve ark 1993,
McWilliams ve ark 1995, Cabria ve ark 2001, Purdy 2006). Eksternal kriyoprotektanlar,

makromolekdller ve sakkaritler olarak ikiye ayrilir.

1.2.2.1. Makromolekiiller

Makromolekullerinden en ¢ok kullanilanlari polietilen glikol, ficoll 70, BSA,
dekstran, mannitol ve polivilinilprolidon’dir. BSA (bovine serum albumin)’nin lipit
peroksidasyon inhibitdri oldugu dusuntlmektedir (Cabria ve ark 2001, Kasai 1996,
Mcgann 1978).



1.2.2.2. Sakkaritler

Monosakkaritler olarak, glukoz ve galaktoz; disakkarit olarak, sukroz, trehaloz;
trisakkarit olarak da raffinoz, melezitoz sayilabilir. Sakkaritler, 6limcul etkili hticre igi
kristal olusumunu engellemek icin hiicrede dehidrasyon olustururlar. Sekerler donma ve
¢6zim esnasinda olusan membran zararina karsi, membrandaki fosfolipitlerle etkilesime
girip ylzey artis1 olusturarak koruma saglamakta ve ¢6zim islemi sirasinda da hiicrelerin
ozmotik soka girmesini Onlemektedir (McWilliams ve ark 1995, Mcgann 1978).
Disakkaritler membran yapilarini stabilize etmelerine ragmen, monosakkaritlerin boyle
etkisi ya bulunmamakta ya da cok zayif olarak bulunmaktadir. Fakat monosakkritlerin
hicreye hizla penetre olarak, dehidrasyonu engelledikleri olasidir. Fare ve insan
oositlerinde yapilan bir ¢alismada monosakkaritlerin disakkaritlere gore daha etkili
ozmotik tamponlayict olarak gorev yaptigi bildirilmektedir. Disakkaritlerden ise en ¢ok
stikroz ve trehaloz bu amagclar i¢in kullanilmaktadir (An ve ark 2000, McWilliams ve ark
1995, Palasz ve Mapletopt 1996, Woelders ve ark 1997).

Sekerler donma ve ¢o6zim esnasinda olusan hasardan membran yapilarini,
membranlardaki fosfolipitlerle etkilesime girip, ylzey artis1 saglayarak, fosfolipitlerde
meydana gelen 1s1 degisimlerini azaltarak ve fosfolipit acyl zincirleri arasindaki VVan Der
Waal’s bag etkilesimlerini azaltarak korurlar. Ayrica hiicreyle ortam arasinda ozmotik

tamponlayic1 olarak gorev yaparak soguk sokuna karsi koruma saglamaktadir. Ortamda

+2
Ca iyonlarinin bulunmas: sekerlerin koruyucu etkisini attirmaktadir (Bakas ve Disalvo

1991, Leeuw ve ark 1993).

Sekerlerin koruyucu etkilerini molar ya da kitle konsantrasyonlarina gore gosterip
gOstermedikleri tartigma konusudur. Molar etkinin, ortamdaki elektrolit yogunlugunu
azaltarak ya da ortamdaki donmamis kanallarin genislemesini saglayarak gosterdigi
belirtilmektedir. Son yillarda yapilan bir calismada sekerlerin kitlesel yogunlugunun molar

miktarlarina gére daha da etkinlik gosterdigi saptanmistir (Koshimoto ve Mazur 2002).

1.2.2.2.1.Suikroz

Bir disakkarit olan sukroz (sakkaroz), bir mol glukoz ve bir mol fruktozun

birlesmesi ile olusur. Bu iki monosakkaritin aldehit ve keton gruplarinin birlesmesinden
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olustugundan, serbest aldehit ve keton grubu ihtiva etmez, indirgeyici 6zelligi yoktur,
ancak hidrolize edilebilir. Sikrozun dondurma sirasinda boga spermasi membran
butunligind korudugunu bildirilmistir. Stukroz hidrojen baglarin1 fosfat gruplari ya da
membran fosfolipitleri ile dizenleyerek hiicre zarmi saglamlastirmakta ve boylelikle
spermatazoonun dondurma ve c¢oOzdurme sirasinda ugradigi sisme-kiglilme gibi

degisikliklere kars1 ek bir koruma saglayabilmektedir (Liu ve Foote 1998).

Embriyo dondurma medyumuna siikroz 0,25-0,5 M katilir (Mazur 1990). Boga
sperma sulandiricisina 0,05 M siikroz ilavesi koruyucu etki yapmaktadir (Chen ve ark
1993). Tavsanlarda ise sperma sulandiricisina katilan 0,1 M siikroz ve 1,75 M DMSO
¢6zim sonu motilitesi ve akrozom butlnltiglnde en iyi orant vermistir (Vicente ve ark
1996).

Suikroz, spermatozoanin akrozom butlnlugunt glikoz, fruktoz ve laktozdan daha iyi
korudugu icin sentetik sulandiricilarda temel bilesen olarak kullanilir. Stkroz 6zellikle

doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu onler (Salamon ve Maxwell 2000).

Peroksidasyon anaerobik kosullarda, antioksidan ve selat yapict maddelerin de
(6rnegin:EDTA) sulandirictya eklenmesiyle engellenebilir.  Cozdurtlen spermada
peroksidasyon derecesi, bir peroksidasyon rtini olan malondialdehit 6lgilerek belirlenir
ve ¢ozdurme sirasinda sicakligin artmasi ile peroksidasyon hizlanir (Salamon ve Maxwell
2000).

Dondurma sirasinda anaerobik kosullarin saglanmasi teknik olarak zordur. Bu
nedenle dikkatler antioksidan kullanimina 6rnegin: dogal ve sentetik tokoferole
cevrilmistir. Tokoferol sakkaroz igeren sulandiricilara eklendiginde ¢ok etkili bulunmustur

(Salamon ve Maxwell 2000).

1.2.2.2.2.Trehaloz

Eksternal kriyoprotektan olarak gorev yapan sakkaritlerden trehaloz, iki D-glikoz
molekuliinin baglanmasiyla olusmus bir disakkarit bilesigidir (Richards ve ark 2002). Tam
olarak etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, spermatozoa plazma membranina penetre
oldugu, donma ve c¢ozim esnasinda membran fosfolipitlerinin polar bas gruplariyla

hidrojen baglar1 kurarak yiizey artisi sagladigi ve ozmotik tamponlayici géreviyle ozmotik
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soka kars1 koruyucu etkinlik gosterdigi, serbest oksijen radikallerinin salinimmi azalttig:
ileri surtlmektedir (Aboagla ve Terada 2003, Aisen ve ark 2002, McWilliams ve ark
1995, Purdy 2006). Son vyillarda trehaloz memeli spermasinin dondurulmasinda
sulandirictya katilmaya baslanmis, ¢6zim sonrasi spermatolojik parametreler (motilite,
akrozom ve membran batunligl) ve antioksidan kapasitenin artirilmas: ve lipit
peroksidasyonunun azaltilmas: tzerinde 6nemli etkinlik sagladig: bildirilmistir (Aboagla
ve Terada 2003, Aisen ve ark 2000, Aisen ve ark 2002, Bucak ve ark 2007, Purdy 2006).

1.2.2.2.3.Laktoz

Dondurma iglemi suresince kristalizasyon sicakligini dlstrmede disakkaritler
(laktoz, sakkaroz) monosakkaritlerden ¢ok daha etkili olmuslardir. Bu etkileri sulandiriciya
EDTA-Na’ ve dietilamin ilavesiyle artar. Akasya agaclarindan sentezlenen, yiiksek
molekiler agirhikl, suda c¢o6zunebilen bir kompleks polisakkarit olan arap zamki
sulandirictya %1.5-15 oraninda eklendiginde spermatozoonlar tarafindan tolore edilebilir

ve ekstraselliler kriyoprotektif etki gosterir.

1.2.2.2.4.Rafinoz

Rafinoz gibi yuksek molekiler agirlikli sekerler, hizli dondurma sirasinda
spermatozoa icin dusuk molekil agirlikli sekerlere gore daha iyi bir koruma saglarlar.
Hucrenin lipid-protein kompleksinin stabilizasyonunu saglamada sekerler verimliliklerine
gore su sekilde siralanabilirler: rafinoz, sakkaroz, laktoz, fruktoz, glikoz (Salamon ve
Maxwell 2000).

1.2.2.3. Tris

Tris payet dondurma igin temel sulandirici bileseni olarak kullanilir. Glikoz tris ile
birlikte kullanilan; fruktoz, laktoz ve rafinozdan daha uygun bir sekerdir. Osmolaritesi 375
mOsm/kg olan, %2 yumurta saris1 igeren trisin akrozomal bittnltgu ve ¢dzdiirme sonrasi

motiliteyi en iyi saglayan bilesen oldugu belirtilmistir. 30-290 mM sekerlerin (mono veya
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disakkarit) 100-300 mM tris kombinasyonunda ¢6zdiirme sonrast motiliteye ve fertiliteye
etkisinin olmadig: belirtilmistir. Ancak glikozdan ziyade laktoz, siikroz veya st ile
kombine edilmesinin daha iyi sonuclar verdigi belirtilmektedir (Salamon ve Maxwell
2000).

1.2.2.4. Kolesterol

Kolesterol gerek spermatozoonlar ve gerekse de somatik hicrelerde plazma
membranmin temel yapisin1 olusturan Onemli bir unsurdur. Kolesterolin plazma
membranmin akiciligimi ya da yumusakhigini degistirebildigi cesitli arastiricilar tarafindan
gosterilmistir (Landbrooke ve ark 1968, White 1993). Cevresel bazi faktorlere ve 1siya
bagli olarak kolesterol plazma membranmin akiciligini ve kivamini arttirabilir ya da
azaltabilir. Yuksek cevresel silarda hicre igerisindeki kolesterol diizeyinin arttiriimast
membran akiskanhginin azalmasina ve sertlesmeye neden olur (Holt ve North 1986,
Rottem ve ark 1973). Bunun tersine, dislk isilara maruz birakilan hicrelerde kolesterol
dizeyinin yikseltilmesi “faz gecisi” olgusunun sekillenecegi sicaklik araligini genisletir.
Boylece, spermatozoon Kkolesterol diizeyinin yikselmesi plazma membraninin daha diistk
derecelerde bile yumusak kalmasmi ve daha akict olmasini saglayarak soguk sokunun
olumsuz etkilerine kars1 daha direncgli olmasina yardimc: olabilir (Landbrooke ve ark 1968,
Rottem ve ark 1973).

Methyl-p-cyclodextrin siklik bir oligosakkarit molekuludir ve 78 glucopyranose
unitesi igerir. Kolesterol gibi hidrofobik, non-polar molekillerin suda eriyebilir hale
gelmesini saglar (Pinta ve ark 1988). Methyl-B-cyclodextrin’in ¢esitli hiicre tiplerinde ve
spermatozoonlarda membran kolesterol duzeyini duslrerek hiicre dis1 bir kolesterol

stingeri gibi ¢alistig1 gosterilmistir (Ilangumaran ve Hoessli 1998, Christian ve ark 1997).

Son vyillarda, kolesterol yuklenmis methyl-B-cyclodextrin molekili (CLC) aygir
(Zahn ve ark 2002) ve sigir (Purdy ve Graham 2004a) spermatozoon membranlarina
kolesterol tasinmasinda bir tasiyict molekil olarak kullanilmigtir. CLC molekull ile
muamele edilen sigir spermatozoonlarmin kolesterol dizeylerindeki artis ve buna bagli
olarak da daha ylksek oranda ¢6zim sonu canlilik oranlart bildirilmistir (Purdy ve
Garaham 2004a, Purdy ve Garaham 2004b).
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1.2.2.5.S0t

Sut sulandirilmis formda arabinoz, fruktoz veya yumurta sarisiyla kombine edilerek
sperma dondurulmasinda kullanilir. Yapilan cesitli ¢alismalarda sitrat-yumurta sarist,
glikoz-yumurta sarisi, sitrat-glikoz-yumurta sarisi kombinasyonlari ile pastOrize veya
yagsiz sutun etkinlik degerinin esit oldugu goralmustur. Bazi arastiricilar ¢ozdurme
sonrasinda sulandirilmis yagsiz sttiin sperm hucrelerinin yasama kabiliyeti Gzerine sitrat-
yumurta sarsi, fruktoz ve laktoz tabanli sulandiricilardan daha olumlu etkisi oldugunu

belirtmiglerdir (Salamon ve Maxwell 2000).

1.2.2.6.Yumurta Sarisi

Sperma sulandiricilarinda yaygin olarak kullanilir. Sperm hiicrelerini soguk sokuna
kars1 dondurma ve c¢ozdurme sirasinda korur. Cok genis araliklarda konsantrasyonlari
sperma dondurmak icin cahisilmistir. Koruyucu etkisi ayni zamanda sulandiricinin
bilesimine de baghidir. Yumurta saris1 0zellikle plazma membrani Uzerine olan koruyucu
etkisi nedeniyle glinimiizde hala yaygin olarak kullanilan 6nemli bir maddedir (Salamon
ve Maxwell 2000)

Bu calisgma ko¢ spermasmin dondurulmas: sirasinda ortaya c¢ikan ve
tohumlamalardan sonra gebelik oranlarmin  6nemli oranda dismesine yol acan
spermatozoon membran hasarlarmin minimize edilmesi amaciyla kolesterol yiklenmis
siklodekstrin ile kombine edilen fruktoz, trehaloz veya siikrozun koruyucu etkisinin

belirlenmesi amaciyla yapilmistur.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Arastirmanin Etik Yonu

Calismaya baslamadan once Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik kurulundan 20/06/2012 tarih ve 2012/025 sayili etik kurul onayr alinmistur.

2.2.Hayvan Materyali

Bu calismada sperma vericisi olarak fertilitesi bilinen ve genital organ muayenesi
sonucunda herhangi bir patolojiye rastlanmayan toplam 5 bas Kivircik ki kog¢ kullanild.
Arastirma sirasinda kullanilan kocglarin bakimi, besleme ve barindirilmas: Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi biinyesinde yer alan kiigiikbas hayvan padoklarinda
standart yetistirme kosullarinda yapildi. Analizler Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakulltesi Reprodiiksiyon ve Suni  Tohumlama Anabilim Dali laboratuvarinda

gerceklestirildi.

2.3.Yontem
2.3.1.Kolesterol’iin Siklodekstrin Molektliine Y uklenmesi

Kolesterol baglanmis siklodekstrin (CLC)’in hazirlanmasinda daha 6nce Purdy ve
Graham (2004) tarafindan tanimlanan yontemlerden yararlanildi. Farkli olarak, hazirlanan
CLC solusyonu son olarak sonike edilerek kolesterol’un tamamen erimesi sagland.
Kisaca, 1g methyl-3-cyclodextrin 2 ml methanol igerisinde ¢ozllup, ayr: bir tipte de 200
mg cholesterol 1 ml chloroform igerisinde ¢ozulerek kolesterol soliisyonu hazirlandi. Bu
iki solisyon (0.45ml kolesterol solusyonu + 2 ml methyl-R-cyclodextrin soliisyonu)
karstirilip, azot gazi akimina maruz birakilarak solventlerin ugmasi saglandi ve boylece
CLC tozu sentezlendi. Bu toz tris buffer icerisinde eritilerek 50 mg/ml lik stok soliisyon

hazirland: ve son olarak da 3mg/ml bovine serum albumin ilave edildi.
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2.3.2. Spermamn Ahnmasi, Sulandiriimasi ve Dondurulmas:

Sperma elektro-ejakulator yontemiyle alinip sperma 6rnekleri motilite ve anormal
spermatozoon oranlar1 yoniinden muayene edildi. Motilite oran1 %70 ve izerinde, anormal
spermatozoon oranlari ise %20’nin altinda olan ejekilatlar dondurma isleminde
kullaniimak Uzere sperma toplama kadehinden alinarak énceden 37°C’lik su banyosunda
bekletilerek isitilmis kuru bir deney tuptne aktarildi. Toplanan ejekulatlarda spermatozoon
yogunluklart hemositometrik yontemle belirlendi, ejekulatlar biri CLC ilave edilmeyen
digeri de CLC ilave edilen grup olmak tizere 2 esit kisma ayrildi. Daha sonra CLC grubuna
120x10° spermatozoon icin 3mg dozunda CLC ilave edildi, ilave edilen CLC hacmine esit
miktarda CLC ilave edilmeyen gruba da TCG solisyonu ilave edildi (Cizelge2.1). Her iki
grupda 35°C de 15 dk siiresince su banyosunda inkibe edildi.

Cizelge2.1. Calismada kullanilan TCG nin kompozisyonu (100 ml igin)

Tris 3.63¢
Sitrik asit 1.99¢g
Glukoz 059

TCG sulandiricist spermanin alinmasindan bir gun 6nce hazirlanip, +4°C de
buzdolabinda agzi1 parafilm ile sikica kapatilarak muhafaza edildi (Evans ve Maxwell,
1987).

Inkiibasyon sonunda CLC ilave edilen ve edilmeyen gruplarin her birisi 3 alt gruba
ayrildi. Bu alt gruplar fruktoz, siikroz veya trehaloz soliisyonlariyla her payette 50x10°
spermatozoon olmak Uzere ayri ayri sulandirild: (Cizelge 2.2).
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Cizelge2.2. Caligmada kullanilan sperma sulandiricilarinin kompozisyonu

Fruktozlu Sulandirici

Sukrozlu Sulandirict

Trehalozlu Sulandirici

Fruktoz (28mM)

Stikroz (28mM)

Trehaloz (28mM)

Tris (300mM)

Tris (300mM)

Tris (300mM)

Sitrik Asit (95mM)

Sitrik Asit (95mM)

Sitrik Asit (95mM)

Yumurta Sarist (%14)

Yumurta Sarist (%14)

Yumurta Sarist (%14)

Gliserol (%5)

Gliserol (%5)

Gliserol (%5)

Penisilin 20000 1U

Penisilin 20000 1U

Penisilin 20000 1U

Streptomisin 20mg

Streptomisin 20mg

Streptomisin 20mg

Gruplarin sulandirma islemlerinden sonra, sperma ¢rnekleri 0.25 ml lik payetlere
cekildi. Payetler ekulibrasyon islemi icin 4°C de 2 saat boyunca beklemeye birakilds.
Ekulibrasyon isleminden sonra payetler 7 dakika sure ile sivi azot buharmin tzerine (5 cm
uzerinde olacak sekilde ) yatay bir sekilde dizildi. Stire bitiminden sonra payetler depolama
icin stv1 azotun igine daldirildi. Dondurma caligmalar: her kogtan alinan sperma ornekleri

icin 2 ser kez olmak tizere 5 kog icin toplamda 10 kez tekrarland.

2.3.3. Spermanin Cozulmesi ve Muayenesi

Payetler 37 °C lik su banyosunda 30 sn siresince ¢0zulmeye birakildiktan sonra
¢ozllen payetlerden toplanan sperma 6rneklerinde her iki grup spermatozoa motilitesi,
oli-canli ve anormal spermatozoon oranlari, spermatozoon membran butinlugunin ve
akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon oranlarmin belirlenmesi amaciyla asagidaki

muayeneler yapildi.

2.3.3.1. Motilite

Payetlerin ¢ozimunden sonra elde edilen spermadan lam lamel arasina kiiguk bir
damla yerlestirilerek motilite orani belirlendi. Isitma tablal: faz-kontrast mikroskopta x200
blyitmede en az 5 degisik mikroskop sahasinda 6rnekler incelendi. Bulunan ortalama

deger ylizde (%) olarak ifade edildi.
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2.3.3.2. Olu-Canh Spermatozoon Oran

Co6zilmus spermalardaki 6lii-canh spermatozoa orani supravital boyama teknigiyle
belirlendi. Eosin-nigrosin boyas: kullanilarak hazirlanan frotilerde mikroskop yardimuyla
x400 blyltmede en az 200 spermatozoon sayilarak degerlendirilmis ve 610 spermatozoon
oram yuzde (%) olarak ifade edilmistir. Preparatlarin degerlendirilmesinde bas kismi boya
alan spermatozoonlar 6li, bas kismi boya almamis spermatozoonlar ise canli olarak
degerlendirildi. (Resim2.1) .

Resim 2.1. Oli Spermatozoon (A), Canl: Spermatozoon (B) goruntiileri

2.3.3.3. Anormal Spermatozoon Orani

Sperma numunelerindeki anormal spermatozoon orani sivi fikzasyon yontemiyle
belirlendi. Bu yontemde Hancock solisyonu (Hancock 1952) kullanilarak fikze edilen
hiicreler lam-lamel arasinda bir faz-kontrast mikroskop altinda incelendi. Immersiyon
objektif (x1000 buyutme) altinda en az 200 spermatozoonun ¢esitli kisimlarinin (akrozom,
bas, orta kisim ve kuyruk) incelenmesi sonunda anormal yapi gosteren spermatozoa oran

yizde (%) olarak belirlenmistir.
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2.3.3.4. Spermatozoon Membran Butunluginun Belirlenmesi

Spermatozoon membran buttnluginin belirlenmesi icin HOS testi uygulandi. Bu
amacla Jeyendran ve ark (1984) tarafindan belirtilen yontemden yararlanildi. Sperma
orneklerinin 100 mOsm/I ye ayarlanmis (Aisen ve ark 2005) fruktoz soliisyonu icerisinde
inklibe edilmesinden sonra preparatlar hazirlamp boyandi. Hazirlanan preparatlardan
toplam 200 hiicre sayildi, kivrik kuyruklu spermatozoonlar pozitif olarak kabul edilip,
membran bitinlugline sahip spermatozoonlarin (Resim2.2) oranlar1 belirlendi.

Resim 2.2. Membran butunligiine sahip canh spermatozoon (A), membran

buttnltgune sahip 610 spermatozoon (B), membran bitunligl bozulmus canh

spermatozoon (C), membran bitinligu bozulmus 610 spermatozoon (D)
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2.3.3.5. Premattre Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatozoon Oraninin

Belirlenmesi

Premature akrozom reaksiyonu gecirmis hicreleri belirlemek igin akrozoma
spesifik floresan boya flourescein isothiocynate-labeled peanut (Arachis hypogea)
agglutinin (FITC-PNA) kullanild.  Spermatozoonlar (1 x 10°) 38 ° C' de 5 dakika
boyunca FITC PNA (200 pg / ml) ya maruz birakildi ve sonra % 4 (w / v) 1 ml
paraformaldehid ilave edilmesi suretiyle tespit edildi. Cam slayt Uzerine 5ul sperm
stispansiyonu koyuldu ve tizerine lamel yerlestirildi. Numuneler floresan filtreler (U-FBN /
U-FUN) ile donatilmig bir floresan mikroskop altinda (Olympus BX41; 100x% objective)
hemen incelendi. Hazirlanan preparatlardan toplam 200 hicre sayilarak, akrozom
reaksiyonuna giren hicre orani belirlendi. FITC-PNA ile boyanan spermatozoonlar
akrozom reaksiyonuna giren hticreler olarak smiflandirildi ve herhangi bir florosan is1ma
vermeyen spermatozoonlar ise akrozom reaksiyonuna girmeyen htcreler olarak kabul
edildi (Hernandez ve ark 2012).

Resim2.3. Sayilan tim spermatozoonlar (A) ve ayni alanda prematiire akrozom
reaksiyonuna giren spermatozoonlarin (B) goruntisu
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2.4. Bulgulann Degerlendirilmesi ve statistiksel Analiz

Arastirmada elde edilen verilerin ortalama degerleri ve standart hatalar1 hesaplandi.
Sonuglar, SPSS ( version 17, SPSS Inc.,Chicago IL USA) programi kullanilarak analiz
edildi. Cozim sonu spermatolojik parametreler One-Way ANOVA ile karsilastirildi.
Gruplar arast P degerlerinin saptanmasi igin Duncan Post-Hoc testi uygulandi. %5’in

altindaki P degerleri 6nemli olarak yorumland:.
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3.BULGULAR

3.1. Motilite Muayenesi

C0Ozum sonu motilite sonucglar1 fruktoz, stikroz, trehaloz gruplari igin sirasiyla
%49+2.21, %45+2.10, %49+2.66 iken CLC-fruktoz, CLC-sukroz, CLC-trehaloz gruplar:
icin sirasiyla %54+2.86, %52.5+2.14, %54.5+3.28 seklindedir. CLC i¢cermeyen gruptaki (¢
seker arasindan en diisiik motilite degeri siikroz grubunda tespit edildi. Ug seker grubu
arasinda elde edilen fark istatistiksel bakimdan énemli bulunmadi (P>0.05). CLC ilave
edilen gruplarda ise degerlerin birbirine oldukca yakin oldugu goérildi. Bununla birlikte
stkroz grubunun (%45+2.10), CLC-fruktoz (%54+2.86) ve CLC-trehaloz (%54.5+3.28) ile
motilite oranlar: kendi aralarinda degerlendirildiginde motilite oraninda yaklasik %9’ luk
fark oldugu belirlemistir. Elde edilen fark istatistiksel bakimdan 6nemli bulunmustur

(P<0.05). Gruplara ait motilite oranlar: Sekil 3.1’de grafiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.1.Calisma gruplarinda ¢6ziim sonu motilite oranlar1 (Mean+SEM)
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3.2. Canh Spermatozoon Oram

COzum sonu degerlendirilen sperma orneklerinde canli spermatozoon oranlari
fruktoz, sukroz, trehaloz gruplart icin sirasiyla %72.7+£1.86, %72.7+£1.29, %75.4+1.46 iken
CLC-fruktoz, CLC-sukroz, CLC-trehaloz gruplar1 i¢in sirasiyla %79.7+1.46, %80.2+1.84,
%80+1.83 seklindedir. CLC icermeyen seker gruplarinda en yiksek sonug trehaloz
grubunda gozlenirken, CLC iceren her U¢ seker grubunda elde edilen degerler oldukca
birbirine yakin bulundu. Fruktoz ve siikroz gruplari ile CLC-fruktoz, CLC-sukroz ve
CLC-trehaloz gruplari arasinda canli spermatozoon oranlart bakimindan yapilan
karsilastirmada(Sekil 3.2) elde edilen farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu goruldi
(P<0.05).
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Sekil 3.2. Calisma gruplarinda ¢6ziim sonu canli spermatozoon oranlar1 (Mean+SEM)
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3.3. Anormal Spermatozoon Orani

Anormal spermatozoon oranlari fruktoz, siikroz, trehaloz gruplarinda sirasiyla
%22.6+1.20, %20.7£1.49, %20.1+1.22 iken CLC-fruktoz, CLC-siikroz, CLC-trehaloz
gruplarinda sirasiyla %22.1+1.16, %21.5+1.18, %20.3+1.20 bulunmustur. Grafikte de
goruldigl Uzere anormal spermatozoon oranlart bakimindan yapilan degerlendirmeler
sonucunda hem CLC icermeyen hem de CLC iceren gruplarda istatistiksel bakimdan
onemli bir fark gorilmemistir (P>0.05) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Calisma gruplarinda ¢6ziim sonu anormal spermatozoon oranlari (Mean=SEM)
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3.4. Canh-Saglam Plazma Membranina Sahip Spermatozoon Oram

Canli-saglam plazma membranina sahip spermatozoon oranlari fruktoz, sukroz,
trehaloz gruplar: igin sirasiyla %6.55+1.62, %3.75+0.88, %8.2+1.61 iken CLC-fruktoz,
CLC-suikroz, CLC-trehaloz gruplarinda sirasiyla %11.2+3.01, %11.05+1.98, %15.95+3.21
olarak bulunmustur. C6zum sonu orneklerde farkli gruplardan elde edilen sonuglar
asagidaki grafikte sunulmustur (Sekil 3.4). Canli-saglam plazma membrani sahip
spermatozoon oranlar1 i¢in  yapilan degerlendirmeler sonucunda CLC-trehaloz
(%15.95+3.21) grubu ile fruktoz (%6.55£1.62), slikroz (%3.75+0.88) ve trehaloz
(%8.2+1.61) gruplar: arasinda fark bulunmustur (P<0.05). Aym1 zamanda %3.75+0.88
canli-saglam plazma membranina sahip siikroz grubu ile CLC-fruktoz (%11.2+3.01), CLC-
stkroz (%11.05+1.98) gruplar: arasinda da istatistiksel fark goralmustur (P<0.05).
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Sekil 3.4. Calisma gruplarinda ¢6ziim sonu canli-saglam plazma membranina sahip

spermatazoon oranlari (Mean+SEM)

25



3.5. Saglam Plazma Membranina Sahip Spermatozoon Oram

Yapilan calismada saglam plazma membranina sahip spermatozoon oranlari
fruktoz, stikroz, trehaloz gruplarinda sirasiyla %8.5+1.73, %5.95+1.07, %10.25+1.70 iken
CLC-frukroz, CLC-slikroz, CLC-trehaloz gruplarinda sirasiyla %13+2.99, %12.45+2.08,
%17.5+3.26 seklindedir. COzum sonu elde edilen bulgular sonucunda (%17.5+3.26)
saglam plazma membranina sahip CLC-trehaloz ile fruktoz (%8.5+1.73), sukroz
(%5.95+£1.07) ve trehaloz (%10.25+1.70) gruplar1 ile arasinda istatiksel bir fark
bulunmustur (P<0.05, Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Calisma gruplarinda ¢6ziim sonu saglam plazma membranina sahip

spermatozoon oranlari (Mean+SEM)
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3.6. Premattire Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatozoon Oram

Yapilan degerlendirmeler sonucunda prematire akrozom reksiyonu oranlari
fruktoz, stikroz, trehaloz gruplarinda sirasiyla %50.3+4.77, %47.05£6.66 ve %47.4+3.67
iken, CLC-fruktoz, CLC-sukroz, CLC-trehaloz gruplarinda swasiyla %18.45+4.51,
%24.6+5.79, %19.15+5.93 olarak bulundu (Sekil3.6). CLC ve CLC’siz seker gruplar:
arasindaki fark istatistiksel bakimdan énemli bulundu (P<0.05).
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Sekil 3.6. Calisma gruplarinda ¢6ziim sonu prematiire akrozom reaksiyonuna giren
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4 TARTISMA

Turkiye’de mevcut koyun poptlasyonunun énemli bir kismmin verim diizeyinin
dusik olmas: nedeniyle koyunlarimizin islah edilmesi ve verimlerinin arttirilmasi
gerekmektedir. Bunun da baslica yolu, yiksek verimli ve saglikli koglarin spermalarmni
kullanarak suni tohumlama yapmaktir. Bu amagla spermanin saklanmasi da 6nemli bir
avantaj ve kolaylik saglayacaktir. Bu alanda en gegerli ve en uygun yontem Kkog
spermasmin dondurularak saklanmasidir. Bu yontemin sigirlarda basarii bigimde ve
yuksek fertilite oranlariyla uygulanabilmesine ragmen koyunlarda hentiz arzu edilen
sonuclara ulasilamamistir. Bunun baslica nedenleri arasinda halen kog spermatozoonlarinin
dondurma-¢6zdirme sureci igerisinde yuksek oranda ¢lmesi, disuk isilara daha duyarl
olmasi ve kog spermatozoon membranlarinin yiuksek oranda doymamis yag asiti icermeleri

nedeniyle daha kirilgan bir yapi gostermesi sayilabilir.

Ko¢ sperma hicrelerinin dondurma islemi sirasinda soguk sokuna karsi duyarlilik
gOstermeleri, hiicreler tzerindeki hasar: arttirarak ¢6zim sonrasi spermatolojik 6zellikleri
ve fertiliteyi olumsuz yonde etkilemektedir. Bunun igin sperma sulandiricilarina katilacak
koruyucu katki maddeleriyle dondurma islemi ve hicrelerde gelisecek soguk soku hasari
azaltilabilmektedir. Bu ¢alismada da kog¢ spermasmin uzun sureli saklanmasinda farkl:
sulandirict kompozisyonlari kullanilarak ¢éziim sonu daha iyi spermatolojik parametrelere

ulasilmasi amacglanmistir.

Bircok arastirmaci ko¢ spermasinin dondurulup saklanmasinda gesitli sulandiricilar,
kriyoprotektan ajanlar, dondurma ve ¢6zme metotlari, dondurma kaynakl hasarlar ve kog
spermasinin fertilitesi tzerinde yogunlagmistir. Sulandiricilar diger turlerde oldugu gibi
ko¢ spermasinda da koruyucu, yeterli pH’da ve uygun ozmalaritede olmalidir (Salamon ve
Maxwell 2000).

Sperma sulandiricilarina ilave edilen bazi sekerlerin spermanin depolanmasi
sirasinda enerji kaynagi oldugu (glikoz, fruktoz), bazilarinin ise (stikroz ve laktoz)
sulandiricinin ozmotik basincini artirdig: bildirilmistir (Maxwell ve Salomon 1993). Enerji
kaynagi olarak kullanilmayan fakat hiicre disinda ozmotik basing ve membran bitunligint
saglayan sekerler spermatozoonlarin uzun sireli saklanilmasinda oOnemli katkilar

saglayabilir (Maxwell ve Salomon 1993, Rudoph ve Crowe 1985).
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Sperma sulandiricilarina eklenen trehaloz spermatozoonlar igin ozmotik basinci
ayarlar ve kriyoprotektan olarak etki goOsterir. Non-permeable bir disakkarit olan
trehalozun su kaybi sirasinda hiicre membraninda olusan olumsuz etkilerin énlenmesinde
onemli bir etkiye sahip oldugu (Molinia ve ark 1994) ve bunun da spermadaki endojen
glutatyon tuketimini azalttigin1 ve ortamda olusan serbest radikalleri temizleyerek olumlu

bir etki sagladig: yapilan ¢aligsmalarda ifade edilmistir (Aisen ve ark 2005).

CLC ilave edilmis spermatozoonlarin CLC ilavesi yapilmayanlara gore ¢tzim
sonrast daha uzun stre motil kaldig: bildirilmektedir (Moce ve ark 2010). Kontrol grubuna
(CLC ilave edilmemis) gore dondurma isleminden o6nce CLC ilavesi yapilan
spermatozoonlarin dondurma-¢ézdirme sonras: spermatolojik parametrelerinde iyilesme
sagladigi ve spermatozoon motilitesininin ortalama %215-17 arttig: ifade edilmektedir
(Purdy ve Graham 2004a).

Bu cahsmada ¢Oziim sonu en yuksek motilite sonuglari CLC igeren calisma
gruplarinda elde edildi. CLC ilave edilmis gruplardaki motilite oranlari CLC-fruktoz,
CLC-suikroz, CLC-trehaloz gruplarinda sirasiyla %54+2.86, %52.5+2.14, %54.5+3.28
olarak bulundu. Buna karsin CLC ilave edilmemis gruplardaki motilite oranlar: ise fruktoz,
stkroz, trehaloz gruplarinda sirasiyla %49+2.21, %45+2.10, %49+2.66 olarak tespit
edilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede CLC ilave edilmemis ve CLC ilave
edilmis sekerler arasinda 6nemli bir fark bulunmazken CLC ilave edilmis fruktoz ve
trehaloz grubunun motilitesi ile CLC igermeyen siikroz grubunda elde edilen motilitite
degerleri arasinda istatistiksel bir farklilik bulundu (P<0.05). Dondurma 6ncesi sperma
sulandiricisina CLC  ilavesi  spermatozoon motilitesini  olumlu  yonde etkiledigi
gorulmektedir. Bu galismadaki bulgular: destekler nitelikteki sonuglar Moce ve ark (2010),
Purdy ve Graham (2004a), Aksoy ve ark (2010) ve Awad ve ark (2011) tarafindan da
bildirilmistir.

Sunulan ¢alismada elde edilen canli spermatozoon oranlari; CLC ilave edilmeyen
gruptaki fruktoz, stikroz, trehaloz igin sirasiyla %72.7+£1.86, %72.7+£1.29, %75.4+1.46 iken
CLC ilave edilen gruplarda ise CLC-fruktoz, CLC-sukroz, CLC-trehaloz igin %79.7+1.46,
%80.2+1.84 ve %80.0+1.83 bulundu. CLC ilave edilmeyen seker gruplari arasinda en
yuksek canli spermatozoon orani trehaloz grubunda elde edildi. Bununla birlikte her (¢
seker grubu arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi. CLC igeren fruktoz,

trehaloz ve slikroz grubunda canli spermatozoon oranlar ise birbirine yakin bulundu. CLC
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ilave edilen fruktoz ve siikroz grubu canli spermatozoon oranlari ile CLC ilave edilmeyen
gruplara gore fark gosterirken (P<0.05) CLC ilave edilen trehaloz CLC ilave edilmeyene
gore fark gostermemistir. Elde edilen sonuglara gore CLC ilavesinin canli spermatozoon
oran Uzerine olumlu yonde etki gosterdigi gozlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen CLC
ilavesinin ¢0zim sonu canli spermatozoon oranlar1 (zerine etkilerine benzer sonuglar
Awad ve ark (2011), Combes ve ark (2000), Moore ve ark (2005), Moce ve ark (2010),
Purdy ve Graham (2004a) tarafindan da bildirilmektedir. Baska bir calismada da
spermatozoon membranina kolestroliin eklenmesi dondurulduktan sonra 6nemli Olctide
canl spermatozoon ve akrozom membran butunligine katki sagladig: bildirilmektedir
(Farshad ve ark 2011).

Sperma kriyoprezervasyon sireci sirasinda zarar gormekte ve bunun sonucu olarak
da dondurulmus-¢ozdurtulmis spermatozoonun délleme kapasitesi taze ya da sogutularak
saklanan spermatozoona kiyasla disuk olmaktadir. Soguk sokuna spermatozoonun
hassasiyeti membran fosfolipid kompozisyonu tarafindan belirlenmekte (Holt 2000) ve
spermalarinda yiiksek duzeyde kolesterol: fosfolipid oranina sahip tdrlerin (6rnegin insan
ve tavsan), spermatozoon kolesterol:fosfolipid orani dustik olan tirlere (6rnegin, aygir, kog
ve boga) kiyasla daha direncli olduklar1 bildirilmektedir (Darin-Bennett ve White 1977,
Watson 1981). Dusuk sicakhiklarda membran akiskanhigini arttirmak ve membran
fosfolipid yapismi stabil tutmak icin kolesterol, sperma da dahil olmak lzere cesitli hiicre

tiplerine eklenebilmektedir (Moore ve ark 2005).

Spermatozoonlarin plazma membrani, dig akrozomal membrani ve mitokondri
membrant dondurma-c¢6ziinme islemine karsi son derece duyarlidir. Membran yapilari
akict mozaik tarzinda duzenlenmis protein, glikoprotein ve glikolipitlerle bezeli iki sirali
fosfolipit katmanindan olusmustur. Bu yapilarin termodinamik o6zellikte ve %65-70
oraninda doymams fosfolipitlerden olusmasi, membranlarin sogutulmas: sirasinda geri
donistimslz faz degisimine, neden olmaktadir (Watson 2000). Gelisen faz degisimi sonrasi
bozulan membran stabilizasyonu ile hicrede soguk soku hasari gelismektedir. Sunulan
calismada da CLC ilave edilmesinin hangi sekerle olursa olsun canli-saglam plazma
membranina sahip spermatozoon oranlari agisindan olumlu bir farklilik ortaya gikardig:
gOrulmastir. Saglam plazma membranina sahip spermatozoon orani CLC ilave edilen
CLC-fruktoz, CLC-siikroz ve CLC-trehaloz gruplarinda sirasi ile %13+2.99, %12.45+2.08

ve %17.5+£3.26 iken CLC ilave edilmeyen frukroz, sukroz ve trehaloz gruplarinda saglam
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plazma membranina sahip spermatozoon oranlar ise sirasiyla %8.5+1.73, %5.95+1.07 ve
%10.25+1.70 bulundu. Bu sonuglar dogrultusunda CLC ilave edilen trehaloz grubu
spermatozoonlarda CLC edilmeyene gore fark bulunmustur (P<0.05). Bununla birlikte
canli-saglam plazma membranina sahip spermatozoon oranlari ise CLC ilave edilen
fruktoz grubunda %11.2+3.01, siikroz grubunda %11.05+£1.98 ve trehaloz grubunda da
%15.95+3.21 bulunurken CLC ilave edilmeyen fruktoz grubunda %6.55+1.62, siikroz
grubunda %3.75+0.88 ve trehaloz grubunda ise %8.2+1.61 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuclar da ¢aligmada hangi sekere CLC eklenirse eklensin (trehaloz, fruktoz, ve siikroz)
kolesterolun dondurma-c¢ozdirme islemleri sonrasinda membran bitlnliginid CLC
icermeyen gruba gore daha iyi korudugunu ortaya koymustur. Ozellikle CLC’nin olumlu
etkisinin trehaloz grubunda daha iyi ortaya ¢iktigi gozlenmistir.  Ayni sekilde bu
calismayi destekler sekilde, sulandiriciya ilave edilen CLC’nin plazma membran yapilarini
birlestirdigi ve elastikiyet kazandirdig: bildirilmistir (Purdy ve Graham 2004a, Moore ve
ark 2005, Farshad ve ark 2011). Yine baska bir cahsmada CLC uygulamasmin
spermatozoon membran buttnligini ¢ok genis bir ozmatik basing araliginda (20-1500
mOsm/L) ilerlettigi ifade edilmistir (Ahmad ve ark 2013).

Ayrica mevcut cahsmada prematire akrozom reksiyonu oranlart CLC ilave
edilmeyen fruktoz, siikroz ve trehaloz gruplarinda sirasiyla %50.3+4.77, %47.05+6.66 ve
%47.4+3.67 iken, CLC iceren CLC-fruktoz grubunda %18.45+4.51, siikroz grubunda
%24.6+5.79, trehaloz grubunda ise %19.15+5.93 olarak tespit edildi. Bu sonuclar 1s1ginda
dondurma iglemi 6ncesi sperma sulandiricisina CLC ilavesinin her U¢ seker grubunda da
CLC eklenmeyenlere gore prematiire akrozom reaksiyonuna giren spermatozoa oranlari
Uzerine istatistiksel olarak onemli farklilik olusturdugu gdzlenmistir (P<0.05). Benzer
bicimde  CLC  uygulamasmin  ko¢  spermatozoonlarinda  ¢6zUm  sonunda
lysophosphatidylcholine ile uyarilmig akrzom reaksiyonu olgusunu baskiladigi ve
spermatozoonlarin bu ajana cevap verme yeteneklerinin degistigi tespit edilmistir (Ahmad
ark 2013). Membran degisikliklerinden sorumlu molekiler olaylar halen tam anlasilmamis
olmasina ragmen, hicreler dondurulduktan sonra sperm plazma membranin kolestrol
kaybettigi bildirilmektedir (Bailey ve ark 2000, Bailey ve ark 2008, Chakrabary ve ark
2007, Thomas ve ark 2006, Cormier ve ark 1997). Dondurulmus spermada gorulen erken
kapasitasyonun baslica nedenlerinden birisi soguk sokudur (Thomas ve ark 2006, Amorim
ve ark 2009). Bununla birlikte Gadella ve ark (2001) spermanin erken kapasitasyon

oranimin  plazma membranindaki kolestrol azalmas: ile baglantili oldugu ileri
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surtilmektedir. Buna ek olarak spermatozoon membranina kolestrol eklenmesinin
dondurulduktan sonra 6énemli Olgtide canlilik ve akrozom butlnlugiine katki sagladig: ve
erken kapasitasyonu onledigini bildirilmektedir (Farshad ve ark 2011, Serin ve ark 2011).
Benzer sekilde diger calismalarda da spermaya kolestrol eklenmesinin dondurulma sonrasi
prematlre akrozom reaksiyonunu azalttig: ileri strilmektedir (Barrera-Compean ve ark
2005, Ibora ve ark 2000, Motamed ve ark 2000, Shadan ve ark 2004, Serin ve ark 2011).

Sonug¢ olarak kullanilan sekerlerden Ozellikle trehalozun bazi spermatolojik
parametreler (canli spermatozoon, canh-saglam plazma membrani, saglam plazma
membrant) bakimindan diger sekerlere gdre daha olumlu sonuglar ortaya ¢ikardig:

g6zlenmekle birlikte, CLC’nin koruyucu etkisinin ¢ok daha belirgin oldugu saptandi.
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5.SONUC

Bu calismadan ahnan sonuclara gore sperma sulandiricilarina ilave edilen
trehalozun friktoz ve sikroza gore ¢6zum sonu spermatolojik parametreler Uzerinde
onemli iyilesmeler sagladigi gozlenmistir. Trehaloz ilavesi o6zellikle ¢6zim sonu canls,
membran batunligl saglam ve anormal spermatozoa oranlarmni sikroz ve fruktoz
gruplarina gore daha olumlu etkilemesi, trehalozun bir¢ok arastirmada belirtilen hiicresel
dehidrasyonla ozmotik basinci degistirme ve hiicre membranini hasarlardan korudugu

gOrusund dogrulamaktadir.

Dondurulmus-¢ozdurilmis ko¢ spermatozoonlarinin  tohumlama sonrasi: disi
genital kanalinda yasama sdresinin kisalmasi, ¢6zim sonu akrozom ve membran
hasarlarinin ¢ok yiksek olmasi: tohumlamalar sonrasi elde edilecek gebelik oranlarmin
onemli 6lctde dusmesine yol agmaktadir. Kolesterol spermatozoon plazma membranmnin
temel yapisim1 olusturan onemli bir unsurdur. Kolesterol’in plazma membraninin
akiskanlik ve esnekligini degistirebildigi ve spermatozoon membranlarinin kolesterol
dizeyinin yikseltilmesinin plazma membraninin daha disik derecelerde bile yumusak
kalmasini ve daha akici olmasini saglayarak soguk sokunun olumsuz etkilerine karsi daha

direncli olmasina yardimci olabilecegi bildirilmektedir.

Mevcut calismada da kolosterol igeren sulandirict gruplarinda icermeyenlere gore
yuksek ¢Ozim sonu parametreler (motilite, canli spermatozoon, canh-saglam plazma
membrani, saglam plazma membrani) elde edilmesi yukarida bildirilen gorlsu destekler
niteliktedir. Kog¢ spermasina kolesteroliin methyl-f-cyclodextrin molekult yardmmiyla
baglanmas: ko¢ spermatozoonlarinin daha basarili sekilde dondurulabilecegini ve ¢ozim

sonu iyi parametreler elde edilebilecegini gostermistir.

Sunulan ¢alisma da kismen de olsa yararli ve 6nemli sonuglara ulasilmistir. Ancak
daha kesin sonuglarin ortaya ¢ikarilabilmesi igin in vitro degerlendirmeler yaninda

dolverimi sonuglarmi iceren ¢alismalarin da yapilmas: gereklidir.
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Fruktoz , Trehaloz ve Siikroz iceren Tris Bazh Sulandiricrya Kolesterol Ykl
Siklodekstrin (CLC) flavesinin Kog¢ Spermasimin Dondurulabilirlik ve Coziim Sonu

Spermatolojik Parametreler Uzerine Etkilerinin Arastiriimasi

OZET

Bu caligmanin amact ko¢ spermasinin dondurulmas: sirasinda ortaya ¢ikan
ve tohumlamalardan sonra gebelik oranlarinin 6nemli Olclide dusmesine yol acgan
spermatozoon membran hasarlarinin minimize edilmesi amaciyla Fruktoz, Trehaloz ve
Suikroz igeren sulandiriciya kolesterol ilavesinin dondurma sirasindaki koruyucu etkisi ve

¢6zUm sonu spermatolojik parametreler tizerine etkinliginin arastirilmasidir.

Calismada toplam 5 bas Kivircik irki ko¢ ve bu koglardan elektro-ejakulator
kullanilarak toplanan ejakilatlar kullanildi. Alinan sperma 6rnekleri motilite ve anormal
spermatozoon oranlari yonunden muayene edildi. Toplanan ejekiilat spermatozoon
yogunluklart hemositometrik yontemle belirlendi, ejekilatlar biri CLC igermeyen grup
digeri de CLC (120x10° spermatozoon /3mg) iceren grup olmak izere 2 esit kisma ayrildi.
35°C de 15 dk Inkiibasyondan sonra CLC igeren ve CLC icermeyen gruplar: her ikisi de 3
alt gruba ayrildi. Bu alt gruplar fruktoz, siikroz ve trehaloz soliisyonlariyla sulandirildi ve
payetlere cekildi. Payetler equlibrasyon islemi icin beklemeye birakildi. Equlibrasyon
isleminden sonra payetler sivi azot buharinda dondurularak sivi azotun iginde sakland:.
CGOzulen payetlerden spermatozoa motilitesi, 6li-canli ve anormal spermatozoon oranlari,
spermatozoon membran bltinluguni ve prematire akrozom reaksiyonuna giren

spermatozoon oranlarmin belirlenmesi amaciyla 6rnekler alindi.

Yapilan ¢6zim sonu muayeneler sonucunda motilite agisindan seker gruplar:
arasinda istatiksel bir farklilik gortilmezken en iyi sonuglar CLC igeren CLC-trehaloz
(%54.5+3.28) ve CLC-fruktoz (%54+2.86) gruplarinda elde edildi. Canli spermatozoon
oranlarinda ise CLC igeren fruktoz ve siikroz grubunun CLC icermeyen fruktoz ve sukroz
grubuyla arasinda istatiksel bir farkliik go6zlendi (P<0.05). Anormal spermatozoon
oranlarinda ise gruplar arasi fark bulunmadi. Saglam plazma membranina sahip
spermatozoon orani ve canli-saglam plazma membranina sahip spermatozoon oranlari
acisindan CLC-trehaloz grubunda bulundu. Prematiire akrozom reaksiyonuna giren

spermatozoon oranlart CLC igeren seker gruplarinda CLC icermeyen gruplara gére 6nemli
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derecede dustik bulundu. CLC igeren ve CLC icermeyen gruplar arasindaki fark istatiksel
olarak 6nemli bulundu (P<0.05).

Sonug olarak, kullanilan sekerlerin bazi parametreler Gzerine etkisi 6Gnemli olmakla

beraber CLC’nin koruyucu etkisinin ¢ok daha belirgin oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: CLC, dondurma, fruktoz, ko¢ spermatozoon, siikroz, trehaloz
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Effect of Fructose, Trehalose or Sucrose Supplementation of the Tris-Based Extender
Including Cholesterol-Loaded Cyclodextrin on the Freezability and Post-Thaw

Parameters of Ram Spermatozoa

SUMMARY

The ram sperm undergo different type of damages during cryopreservation process
which consequently results in low pregnancy rate in sheep. Among them damages the
sperm membrane is the major factor that affects the sperm survival post-cryopreservation.
Many studies have been conducted to minimize the adverse effect of cryopreservation on
sperm plasma membrane. Therefore, the objective of present study was to protect the
sperm membrane during cryopreservation by using different sugars (fructose, sucrose and
trehalose) in combination with cholesterol in semen extenders. The information based upon
post-thaw parameters would help to choose the best combination for ram sperm

cryopreservation.

Five Kivircik rams were used and semen was collected using electro-ejaculator.
Initial motility, concentration and abnormal sperm percentage were evaluated. After
evaluation, semen was split into two parts: one was treated with CLC (3mg/120x10°
sperm) and second remained untreated. After treatment, CLC treated and untreated parts
was further divided into three aliquots and diluted with either fructose, sucrose or trehalose
supplemented extenders. Then all the diluted aliquots were packed into straws and cooled
to 4°C for two hours. After equilibration at 4°C, straws were frozen in liquid nitrogen
vapor and stored in liquid nitrogen. Straws were thawed after freezing and sperm
characteristics (motility, live/dead, membrane integrity, abnormal sperm and acrosome

integrity) were estimated.

The post-thaw results showed that there is no statistical difference in motility
amongst the groups, however, CLC-trehalose (54.5+3.28%) and CLC-fructose (54+2.86%)
has highest motility compared to other groups. Live sperm percentage was significantly
(P<0.05) higher in CLC-fructose and sucrose as compared to untreated fructose and
sucrose. There is no significant difference in abnormal sperm percentage between CLC
treated and untreated group. CLC-trehalose has highest percentage of total intact

membrane and live-intact membrane sperm compared to other groups.
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The CLC-treated groups has significantly (P<0.05) low percentage of sperm with

reacted acrosome as compared to CLC-untreated sperm.

In conclusion; although the sugars utilized in this study has influenced some of the
post-thaw paramaters the protective influence of CLC on freezing ram spermatozoa was

more prominent than sugars.

Key words: CLC, cryopreservation, fructose, ram sperm, sucrose, trehalose
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