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ONSOZ

Ankara kegileri iilkemize 6zgii bir ke¢i irki olmasma karsin, Ankara kegisi
tiretimi agisindan lilkemiz Amerika ve Afrika iilkelerinin gerisinde kalmis durumdadir.
Buna ragmen diger {iilkelerde Ankara kegileri 6zen gosterilerek yetistirilse de,
tilkemizdeki Ankara kegilerinin tiftik 6zelliklerine yetisemedikleri belirtilmektedir.
Ancak, tilkemizdeki {iretim seviyesinin diisiik kalmasi nedeniyle iilkemiz giiniimiizde

onemli tiretici olma vasfini yitirmis durumdadir.

Kegi irklarmin g¢ogundan yiiksek reprodiiktif verim elde edilebilmektedir.
Ancak, Ankara kegileri i¢in reprodiiktif verim distikligii en biiyiik problemi
olusturmaktadir. Reprodiiktif verimin artirilmasi i¢in ileri yardimci iireme teknikleri
kullanilmakta; bunlar igerisinde erkek se¢imi bilyiik 6nem tasimaktadir. Bunun temel
nedeni; erkek se¢imi sayesinde verim 6zelliklerinin daha kisa siirede artirilabilmesi,
seleksiyon sansinin artirilmast ve bu sayede verimi diisiik hayvanlarin siiriiden
cikartilmasina olanak saglamasidir. Verim oOzellikleri yiiksek olan tekelerden
faydalanma oranmin artirilmasi i¢in giiniimiize kadar suni tohumlama gibi yardime1
tireme tekniklerinin yan1 sira birgok sperm seleksiyon yontemi gelistirilmistir. Ancak,
bu sperm seleksiyon yontemleri spermatozoada mekanik hasar olusmasina neden
olabilmektedir. Bu nedenle, tez calismasi yeni gelistirilmis ve heniiz tekelerde
denenmemis bir yontem olan nanopartikiiller ile sperm seleksiyonu yonteminin
Ankara tekelerinin sperma kalitelerinin artirilmasi amaciyla kullaniminin arastirilmasi
amactyla yapilmistir. Nanopartikiiller ile sperm seleksiyonu, ya da diger adiyla
nanoplirifikasyon igleminin, Ankara tekelerinde kullaniominin yani sira farkh
sicakliklarda denenmesi ile saha kosullarina adapte edilebilmesi tez calismasinin

hedeflerinden biri olmustur.

Bu tez ¢aligmasimin planlanmasi ve yliriitiilmesi asamalarinda bana yardimci
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1. GIRIS

1.1. Ankara Kegileri

Ankara kecilerinin anavatani, 2000 yildan uzun siiredir barindiklari, “Kii¢iik
Asya” olarak bilinen ve tlilkemiz topraklarini da kapsayan bolgedir. Yapag: iiretimi
amaciyla yetistirilen kec¢i irklart genis bir alanda yayilim gosterirken, giliniimiizde
Ankara kecisi olarak bilinen irkin Ankara sehri yakinlarinda yerlesim gosterdigi ve bu
nedenle Angora ya da Ankara kecisi olarak isimlendirildigi bilinmektedir. Ankara
kegisi; beyaz, uzun, kivircik ve az yagl yapagiya sahip kiigiik bir keci irkidir (Shelton,
1993a).

On altinc1 ylizyildan itibaren Ankara kecileri Avrupa iilkelerine gotiiriilerek bu
bolgelerde tiftik iiretimi amaciyla kullanilmaya c¢alisilmistir. Ancak, birgok farkl
neden dolayisiyla bu ¢alismalar basarisizlikla sonuglanmistir. Ankara kegiciligi, 1838
yil1 ve sonrasinda yapilan ¢aligmalar sayesinde Avrupa iilkelerinde de basarili olarak

uygulanmaya baglanmistir (ESK, 2018; TYTSKB, 2018 ve Shelton, 1993a).

Ankara kegileri birgok farkli bolgeye uyum saglayabilmektedir. Ancak, simdiye
kadar yalnizca Giiney Afrika ve Amerika’da Teksas eyaleti civarinda basarili biiyiik
endiistriyel {iretim saglanabilmistir (Shelton, 1993a). Ulkemizde ise ¢esitli ekonomik
nedenlerle Ankara kegisi varligimiz 3 000 000 bastan 120 000 basa dolayisiyla, tiftik
tiretimimiz 6000 tondan 200 tona kadar gerilemis durumdadir (TYTSKB, 2018). Bu
durumun sonucunda “Ankara kegileri igin gen kaynagini koruma” konu baglig1 altinda
cesitli destek programlar yiiriitilmeye baslanmistir (ESK, 2018). Prim ve dogrudan
destek 6demeleri gibi Ankara kegisi yetistiriciligini tesvik etmeye yonelik uygulamalar
yiriitilmesine karsin, tiretim 1988 yilindan sonra azalmaya baslamistir. Tiftik
tiretiminin, 2008 yilinda tekrar artmaya basladig1 ve bu artigin giiniimiizde de devam
ettigi bildirilmektedir. Ulkemizdeki giincel Ankara kegisi bas say1s1 2017 yil1 itibartyla
201 000; tiftik {iretimi ise 356 ton civarmdadir. Ulkemiz, 1988 yilna kadar diinyada

ham tiftik, tiftik ipligi ve kumasi {iretim ve dig satimi bakimindan rakipsizken,



giiniimiizde 6nemli bir {iretici iilke olma vasfini yitirmistir (GTBKGM, 2018). Yine
de, bazi kaynaklara gore diger lilkelerde Ankara kegileri ne kadar titizlikle yetistirilirse
yetistirilsin; iilkemizde elde edilen tiftigin incelik, yumusaklik ve parlaklik gibi
ozelliklerinin seviyesine yetisemedigi bildirilmektedir (TYTSKB, 2018).

Ulkemizde halen en yaygin ikinci 1rk olan Ankara kegisi, basta Ankara olmak
iizere I¢ Anadolu Bolgesi’nde ve Siirt, Mardin ve Bitlis illerinde yetistirilmektedir.
Ancak, Ankara kegisi tretimi ve sayisi ekonomik nedenlerden dolayr hizla
azalmaktadir. Giinlimiizde uygulanan gen kaynagi koruma programlari ise siiriilerde
fazla sayida damizlik bulundurma gereksinimi nedeniyle, fazladan maddi kiilfet
getirmektedir (ESK, 2018). Bu nedenle, gen kaynaklarinin korunmasi amaciyla ileri

yardimc1 iireme teknikleri kullanim1 yayginlastirilmaya calisilmaktadir

1.2. Ankara Kegilerinin Reprodiiktif Ozellikleri

Ankara kegilerinde genel reprodiiktif 6zellikler su sekilde tanimlanmaktadir:
Pubertaya erigsme, genellikle dogum sonrasi ilk sezon zamaninda; yani 6-8 aylik yasta
olmaktadir (Shelton, 1993b). Ankara tekeleri genellikle 7 aylik yastan itibaren
yetistirmede kullanilmaktadir (Alagam ve ark., 1990b). Ankara keg¢ileri mevsimsel
poliéstrik hayvanlardir. Mevsimsellik, fotoperiyodizm ile etki gostermekte; giin 15181
miktariin azalmasi siklusun baslamasini uyarici etkiye sahip olmaktadir. Erkek etkisi
diger hayvan tiirlerinde de goriilmesine karsin Ankara ke¢ilerinde daha belirgin uyarici
etkilere sahiptir. Bir diger 6zgiin nokta ise, disilerin sessiz Ostrus gostermesindeki
farkliliktir. Diger hayvan tiirlerindeki gibi sessiz Ostrus siklikla goriilen bir durum
degildir ve eger sekillenirse, keci 5-7 gilin icerisinde tekrar Ostrus gostermekte, bir
siklus boyunca bos kalmamaktadir. Seksiiel siklus 19-21 giin aras1 degismekte, dstrus
stiresi ise ortalama 22,3 saat siirmektedir. Bir siklusta ovaryumdan genel olarak ya hig
ovum atilmamakta ya da bir veya iki ovum atilmakta; bu sayinin bakim kosullar ile
dogrudan iliskili oldugu bildirilmektedir. Gebelik siiresi, 143 ile 153 giin aras1 olmakla
birlikte ortalama 149 giindiir. Yenidogan canli agirhigi 2,25 ile 3,20 kg arasi
degismektedir (Shelton, 1993b).



Ankara tekelerinin androlojik 6zellikleri su sekilde tanimlanabilmektedir

(Alagam ve ark., 1990a):

— Ejakiilat miktar1 ortalama 0,9 ml (0,5-3,0 ml)

— Koyu kirli krem renkte

— 1 ml’deki spermatozoa yogunlugu ortalama 3,0 x 10° sp/ml (0,5-5,0 x
10° sp/ml)

— Ejakiilattaki toplam spermatozoa yogunlugu ortalama 2,7 x 10° sp/ml

— pH degeri 6,5-7,0 arasinda.

Gergek genetik iyilestirmenin biiyiikk ¢ogunlugu erkek secimi ile miimkiin
olmakta ve daha fazla sayida erkek oglak elde edilmesi, daha fazla seleksiyon se¢enegi

yaratmaktadir (Shelton, 1993b).

1.3. Androlojik A¢idan Yardime1 Ureme Teknikleri

Yiiksek reprodiiksiyon oranlari, yetistiriciligi yapilan hayvanlar i¢in biiylik
onem tagimaktadir. Ciinkii yeni dogan hayvanlarin siiriideki hayvan sayisina ulagmasi
hatta bu sayiy1 asmalari, boylece kar saglamalari gerekmektedir. Fakat Ankara
kegilerinde reprodiiktif verim diigiikliigii bilinen bir problemi olusturmaktadir.
Reprodiiksiyon Ankara kegilerinde problem alanlarindan birini olustururken; diger
keci rklarinda yiiksek reprodiiksiyon oranlar1 elde edilebilmektedir. Buna karsin,
Ankara kegilerinde reprodiiksiyonun gelistirilmesi ic¢in fazla caba harcanmamistir.
Bunun temel nedeni, Ankara kegilerinin et veya siit liretimi agisindan yetistirilmemesi,
aksine tiftik verimi i¢in yetistirilmesidir. Ankara kecilerinde sezona bagliligin fazla
olmasi ve tiftik liretimi i¢in yiiksek besin ihtiyacinin karsilanmasindaki problemler de
bu c¢alismalardan istenen sonuglarin elde edilmesini engellemektedir. Her
yetistiricilikte oldugu gibi Ankara kecisi yetistiriciliginde de reprodiiktif verimin
yiksek olmasimin avantajlar1  bulunmaktadir. Bu avantajlar su  sekilde

tanimlanabilmektedir (Shelton, 1993b):



— Ureticinin elindeki siiriiniin korunmasi ve iilke capmndaki hayvan
sayisinin sabit tutulmasi i¢in hayvanlarin en az orta dilizeyde
tiretilebilmesi gerekmekte,

— Yiiksek seviyede reprodiiksiyon, arz-talep degisimleri ya da ani fiyat
artig1 olan durumlarda hizli ¢6ziime olanak saglamakta,

— Daha fazla sayida yavru elde edilmesi ile seleksiyon sansi artmakta ve
verimi diisiik hayvanlarin siiriiden ¢ikartilabilmekte,

— Yiiksek reprodiiksiyon orani siiriiniin ortalama yasini disirdiigi i¢in
hem miktar hem kalite anlaminda daha iyi tiftik dretimi

gerceklestirilmektedir.

Ileri yardimci iireme teknikleri; erkek damizliklarin fertilite yoniinden test
edilmesi, suni tohumlama (ST), dondurulmus sperma kullanimi, reprodiiksiyonun
kontrol edilmesi ve diizenlenmesi i¢in hormonlarin kullanimi, embriyo transferi ve
ultrasonografik gebelik teshisini igermektedir. Bu teknikler icerisinde yalnizca ST
uygulamalar1 endiistri bazinda uygulama alani bulmustur (Shelton, 1993b). Suni
tohumlama uygulamalarinda kullanilmak iizere belirlenen verim 6zellikleri ve
reprodiiktif verimi yliksek olan hayvanlardan sperma alinmakta ve uzun siire

saklanarak daha uzun vadede kullanima sunulabilmektedir (Alagam ve ark., 1990b).

1.3.1. Ankara Tekelerinden Sperma Alinmasi

Tekelerden genellikle 6-7 aylik yastan itibaren sperma alinmaya
baslanabilmektedir (Alagam ve ark., 1990b). Bu amagla siklikla suni vajen yontemi
kullanilmaktadir (Alacam ve ark., 1990b ve Leboeuf ve ark., 2000). Ancak suni
vajenle sperma alimi rutin bir uygulama haline getirilmeden 6nce tekelerin suni vajene
tyice alistirilmalar1 gerekmektedir. Tekeler suni vajene alistirilamadiklarinda, elektro
ejakiilator yontemi tercih edilebilmektedir. Elektro ejakiilator yontemi de, gliniimiizde
diinya capinda birgok tilkede kabul gérmekte ve siklikla kullanilmaktadir (AVA, 2008;
CVMA, 2013 ve NAAB, 2018).



Tekelerden sperma alma sikli§i koclarda oldugu gibi giinde bir kere
onerilmektedir. Ancak zorunlu durumlarda giinde 2-3 Ornek alinabilecegi de
belirtilmektedir (Alacam ve ark., 1990b). Hayvan refahi acisindan haftada 2 veya 3
kere elektroejakiilator uygulamasi yapilan hayvanlarda prosediire kars1 olumsuz bir
yanit sekillenmedigi bildirilmistir (Barth ve Bowman, 1994). Yapilan c¢alismalarda,
sperma alma araliklarindaki seksiiel dinlenme siiresinin artirilmasinin spermatozoa
dondurulabilirligi acisindan olumlu etkileri oldugu belirlenmistir. Bu dogrultuda,
sezonun ilk yarisinda 2 giinliik dinlenme siireci birakilmasi, sezonun ikinci yarisinda
da bu araligin 3 giine ¢ikarilmasi 6nerilmistir (Boue ve Corteel, 1992 ve Leboeuf ve
ark., 2000). Dolayisiyla, sezon iginde haftada 2-3 sperma 6rnegi alinmasi en uygun
kosulu olusturmaktadir. Alinan sperma ornekleri kisa (+5°C’de 3-4 giin) veya uzun
stire (-196°C’de yillarca) saklanarak daha sonraki suni tohumlama uygulamalarinda

kullanilabilmektedir (Alacam ve ark., 1990b).

1.3.2. Ankara Tekesi Spermasinin islenmesi

Yiiksek kalitede tiftige sahip Ankara kecileri ve tekelerinden daha fazla
yararlanilabilmesi sperma dondurma ¢aligmalariin ilerletilmesi ve suni tohumlama
uygulamalarinin yayginlastirilmasi ile miimkiin olabilmektedir (Nunes ve Salgueiro,
2011). Spermanin, oOzellikle dondurularak saklanmasi; spermatozoada yapisal,
biyokimyasal ve fonksiyonel hasar olusturarak; motilite, viabilite ve fertilitede azalma
ile sonuglanmaktadir (Leboeuf ve ark., 2000). Sperma dondurma (kriyoprezervasyon)
sulandiricilarinin temel amaci; spermatozoaya enerji kaynagi saglamak, hiicreleri
sicaklikla iligkili stresten korumak ve spermatozoanin gecici olarak korunabilmesini
saglayacak uygun ortamin olusturulmasidir (Dorado ve ark., 2007 ve Purdy, 2006).
Teke spermasinin bu amagla sulandirilmasi i¢in kriyoprezervasyon sulandiricisinda bir
hiicre dis1 kriyoprotektan (slit veya yumurta sarisi), bir hiicre i¢i kriyoprotektan
(gliserol, etilen glikol veya dimetil siilfoksit), bir buffer (Tris veya Test), bir veya daha
fazla seker (glikoz, laktoz, raffinoz, sakkaroz veya trehaloz), tuzlar (sodyum sitrat,
sitrik asit) ve antibiyotikler (penisilin, strepromisin) eklenmektedir (Evans ve

Maxwell, 1987). Teke spermasinin dondurulmasi i¢in siklikla Tris-glikoz sulandiricisi



(Ritar ve Salamon, 1982) veya yagsiz siit tozu sulandiricis1 (Corteel ve Baril, 1974)
tercih edilmektedir. Ancak bu iki madde de seminal plazmada bulunan fosfolipaz A
enzimi ile etkilesime girerek, spermatozoa iizerinde olumsuz etkiler olusturmaktadir
(An1 ve Daskin, 2010; Purdy, 2006 ve Ritar ve Salamon, 1982). Seminal plazma ve
yumurta sarist arasindaki etkilesimin olumsuz etkileri ilk olarak Roy (1957); yagsiz
siit tozu ile olusan olumsuz etkiler ise ilk olarak Nunes ve ark. (1982) tarafindan
bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada; teke spermasinin santrifiijden once daha biiyiik
hacimlerle sulandirilmasinin, seminal plazmanin uzaklastirilmasini kolaylastirdigi ve
seminal plazmanin uzaklastirilmasinin ¢6ziim sonu spermatolojik parametre verilerini
daha iyi hale getirdigi belirlenmistir (Ritar ve Salamon, 1982). Yapilan bir baska
caligmada, Ankara tekesi sperma orneginin yikanmasi, yani seminal plazmanin
uzaklastirilmasi gerektigi sonucuna varilmis ve elde edilen spermatozoa peletine boga
veya ko¢ seminal plazmasi eklenmesiyle basarili sonuglar elde edilebilecegi
gosterilmistir (Ar1 ve Dagkin, 2010). Teke spermasiyla yapilan diger ¢alismalarda ise
seminal plazma uzaklastirilmadan da basarili sonuglara ulasilmistir (Ritar ve Salamon,
1982). Elde edilen bu celiskili sonuglar, dondurulabilirligin tekelerin bireysel
farkliliklarindan etkilenebilecegini gdstermektedir (Inang ve ark., 2017).

In vivo kosullarda spermatozoa fertilizasyon alanina ulasana kadar asamali
olarak birgok bariyerden gecerek secilmektedir. Bu asamalardan yola ¢ikilarak,
spermatozoanin tohumlama ya da in vitro fertilizasyon (IVF) gibi yardimci reprodiiktif
islemler 6ncesinde secilmesinin, bu uygulamalarinin basarisini artiracag diisiincesine
ulagilmigtir (Rodriguez-Martinez, 2007). Bu amagla gilinimiize kadar cesitli
spermatozoa seleksiyon yontemleri gelistirilmistir. Bunlar temel olarak; swim-up,
Percoll soliisyonu ile santrifiij (continuous percoll gradient), filtrasyon (glass wool
filtration), Sephadex filtrasyon (glass wool Sephadex filtration), I6ykosorb filtrasyon
(leucosorb filtration) ve santrifiigasyon olarak bilinmektedir. Bu yéntemlerin tamami
santrifiigasyon islemini icermektedir. Santrifiigasyon islemi de spermatozoaya
mekanik olarak zarar verebilmektedir (Sieme ve ark., 2003). Bu durum spermatozoa
seleksiyonu i¢in santrifiigasyon islemini igermeyen yeni yontemler gelistirilmesi

gereksinimini ortaya ¢ikarmistir. Son yillarda ise, nanoteknoloji alaninin gelismesiyle



birlikte, demir oksit nanopartikiilleri ile seleksiyon ya da diger adiyla

nanopirifikasyon (Feugang ve ark., 2015) yontemi gelistirilmistir.

1.4. Spermatozoa Seleksiyon Yontemleri

Suni tohumlama ve IVF gibi amaglarla islenen sperma 6rneklerinden hasarli
spermatozoanin tohumlama Oncesi asamalarda uzaklagtirllmasinin; hayvan
yetistiriciligi yapilan merkezlerde fertilite orani ve ekonomik agidan fayda saglayacagi
diisiiniilmektedir (Feugang, 2017). Ciftlik hayvam iiretiminde bu durumun
olusturulabilmesi icin c¢esitli spermatozoa seleksiyon yontemleri gelistirilmistir

(Durfey ve ark., 2018).

Suni tohumlama amacl kullanilacak olan spermanin kalite analizlerinde rutin
olarak uygulamalarinin pratikliginden dolay1; spermatozoa yogunlugu, motilitesi ve
morfolojisine bakilmaktadir. Ancak bu parametreler spermanin fertilitesinin
belirlenmesi agisindan yeterli olmamaktadir (Feugang ve ark., 2015 ve Flowers, 1997).
Buna karsin viabilite faktdrleri, disi genital kanalinda spermatozoanin ilerlemesi ve
fertilizasyon alaninda oosit ile etkilesime girmelerine olan 6nemli etkisi nedeniyle
sperma fertilitesinin belirlenmesini saglayabilecek kayda deger araglardir (Feugang ve
ark., 2015; Gadea, 2005; Katz ve ark., 1989 ve Lee ve ark., 2014). Ancak, viabilite
degerlendirmesi genellikle daha uzun siirmekte ve tohumlama dozlar1 hazirlandiktan
sonra sonu¢ elde edilebilmektedir. Bu nedenle zarar gdrmiis spermatozoanin
uzaklagtirilmas1 biiyilk fayda saglayabilmektedir. Bu prosediir, canli ve oli
spermatozoa arasindaki gereksiz yarisin ortadan kaldirilmasina olanak vererek; daha
fazla sayida canli spermatozoanin fertilizasyon bdlgesine ulagsmasini saglamakta ve

fertiliteye katkida bulunabilmektedir (Feugang ve ark., 2015).

Dogada tiirlerin devamliligr i¢in spermatozoon ile oositin birlesmesi bir
gerekliliktir. Spermatozoon, oosite ulasana kadar disi genital kanali i¢erisinde birgok
engel ile karsilasarak segilmektedir (Holt ve Van Look, 2004). Spermatozoanin

oviduktal epitel hiicreleri ile etkilesimi araciligiyla daha aktif bir seleksiyon islemi



olusarak; yiiksek motiliteli, canli spermatozoa alt-popiilasyonu fertilizasyon alanina
akrozom reaksiyonu gecirerek zona pellusida ile baglanmaya hazir hale gelerek
ulagsmaktadir (Ardon ve ark., 2008 ve Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009). Bu
sayede, disi genital kanali ¢ift filtre &zelligine sahip kabul edilmektedir: Ilkinde
spermatozoanin seminal plazmadan ayrilmasini saglamakta, takiben de anormal
spermatozoanin ilerlemesini engelleyici bir¢ok bariyer olusturmaktadir (Morrell ve
Rodriguez-Martinez, 2009 ve Taylor ve ark., 2008). Ancak, diisiik kaliteli sperma
orneklerinin disiik gebelik oranlar1 ile sonuglanma nedeni hakkinda iki goriis
mevcuttur. Bunlardan ilki, dogal filtre mekanizmalarinin tiim anormal spermatozoay1
eleyerek geriye fertilizasyon i¢in yetersiz sayida spermatozoa birakmasi; digeri ise
filtre mekanizmalarinin yiikksek anormal spermatozoa sayilari ile basa ¢ikamamasi ve
anormal  spermatozoon ile  olusan fertilizasyonun  zigotik  gelisimi

gerceklestirememesidir (Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009).

In vitro fertilizasyon uygulamalarinda disi genital kanalda dogal seleksiyon
asamalariin higbiri gergeklesmemektedir (Hunter ve Rodriguez-Martinez, 2002 ve
Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009). Bu nedenle, fertilizasyon damlalar
icerisindeki oositlere sperma Orneklerinin eklenmesinden once hem seminal
plazmanin uzaklastirilmas1 hem de iyi kalitede spermatozoa se¢iminin yapilmasi
gerekmektedir. Bu sayede, spermatozoa seleksiyon yontemleri ST uygulamalari igin
sperma dozlarinin hazirlanmasindan ¢ok, IVF amacli spermatozoa hazirlama
islemlerinde tercih edilmektedir (Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009). Diger
yandan, suni tohumlama i¢in kullanilan damizlik bogalarin spermasinda temelde
karsilagilan hasarlarin bazilarinin tohumlama dozu artirilarak tolere edilebildigi
bildirilmektedir. Ancak, niikleer krater/diademler gibi bazi hasarlarin varlig
durumunda tohumlama dozunun artirilmasiyla dahi gebelik oraninin dusiisii
engellenememektedir (Saacke ve ark., 2000). Bu nedenle seleksiyonun ST Oncesinde
yapilmasi, ST dozunun fertilitesini artiracak potansiyele sahiptir (Feugang ve ark.,

2015).

Yardime lireme tekniklerinin ana bilesenleri olarak glintimiizde siklikla dansite

gradyanli santrifiigasyon ve swim-up gibi rutin sperma hazirlama teknikleri



kullanilmaktadir (Gil ve ark., 2013 ve Said ve Land, 2011). Ancak, apoptoz ve erken
apoptoz, DNA biitiinliigli, membran maturasyonu ve ultrastriiktiir gibi diger
spermatozoa ozellikleri rutin  sperma hazirlama teknikleri ile dogrudan
hedeflenememektedir. Istenen bu 6zellikler spermatozoa seleksiyonu ile elde
edilebilmekte ve fertilitenin 6nemli belirleyicilerini olusturabilmektedir. Bu nedenler
dogrultusunda, yeni ve ileri spermatozoa seleksiyon yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir (Said ve Land, 2011).

Disi genital kanalinda iyi kalitede spermatozoa se¢imini taklit etmek amaclh
bircok mekanizma Onerilmistir. Bu mekanizmalar, ya spermatozoanin sperma
birakilma alanindan uzaklagmasini taklit edecek sekilde seminal plazmadan aktif veya
pasif olarak ayrilmasini saglamakta, ya da bunun yani sira in vivo kosullarda uterotubal
gecis sirasinda oldugu gibi daha 1yi kalitede spermatozoayi ejakiilatin geri kalanindan

ayirma Ozelligini de igermektedir (Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009).

Spermatozoanin disi genital kanalinda karsilastig1 bariyerler ve spermatozoay1
yonlendiren mekanizmalar dikkate alinarak motil spermatozoanin secilmesini
saglayan laminar sivi akimi igeren mikrokanal sistemleri gelistirilmistir. Bu yontem
sayesinde spermatozoanin hiicre kalintilarindan ayrildigi ve elde edilen sperma
orneginin motilite ve morfolojik verilerinin iyilestigi bildirilmektedir (Cho ve ark.,
2003).

Sperm hiicrelerinde ¢ift kirilim analizi, normallik 6l¢iitii olarak 6ne siiriilmiistiir.
Cift kirthim analizi; organize ve piknotik olmayan spermatozoon ¢ekirdegi, normal
akrozom ve motil kuyrugu iceren karmasik bir yapinin belirlenmesinde
kullanilabilmektedir. Daha 6nce de bildirildigi gibi, zayif bir ¢ift kirilma formunun {ist
tiste bindirildigi spermatozoon basinin olgun ¢ekirdeginde giiclii bir negatif intrinsik
¢ift kirllma mevcuttur (Baccetti, 2004 ve Gianaroli ve ark., 2008). Sperm hiicresinin
bas kisminda ¢ift kirilma olmasinin, hiicrenin saglikli oldugunu gosterdigi ve cift
kiritlimli spermatozoa oraninin yogunluk, viabilite ve motilite ile iliskili olarak belirgin

ol¢iide degisiklik gosterdigi bildirilmektedir (Gianaroli ve ark., 2008).



Spermatozoa morfolojisi erkek in vivo ve in vitro fertilitesinin major
belirleyicilerinden biri olarak bilinmektedir (Kruger ve Coetzee, 1999; Said ve Land,
2011; Van Der Merwe ve ark., 2005 ve Van Waart ve ark., 2001). Bu amagla
morfolojik olarak rastgele boyanmis hiicrelerin 1000x biiyiitmede secilmesi islemi
gerceklestirilmektedir. Ancak bu yOntemler rutinde intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) gibi uygulamalarda spermatozoanin boyama olmaksizin 400x
biiyiitmede secilmesi islemine entegre edilememektedir (Bartoov ve ark., 2002 ve Said
ve Land, 2011).

Sulandirilmis ejakiilat veya yikanmis spermatozoa peleti igerisindeki motil
spermatozoanin bir siispansiyondan baska bir medium veya farkli igerikli bir
sulandiric1 igerisine ge¢cme yetenegine dayanan bir¢cok seleksiyon yoOntemi
bulunmaktadir (Mortimer, 2000). Genellikle migrasyon olarak adlandirilan bu
yontemlerde spermatozoa, etkili bir sekilde seminal plazma ortamindan kendini
uzaklastirmaktadir (Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009). Bdylece, seleksiyon
spermatozoanin sadece motilitesine bagli olmakta ve normal bag morfolojisi, kromatin
biitiinliigli veya viabilite ve akrozom biitiinliigline iligkin bir seleksiyon
saglamamaktadir (Somfai ve ark., 2002). Hyaliironik asit (HA) i¢eren medium
kullanilarak yapilan migrasyon islemi sayesinde membrani saglam olan spermatozoa
secilebilmektedir (Shamsuddin ve Rodriguez-Martinez, 1994). Herhangi bir
migrasyon yonteminin temel dezavantaji, diisiikk sperma toplama oranlar1 (%10-20)
elde edilebilmesidir (Hallap ve ark., 2004). Bu durum da ¢ogu hayvan tiiriinde suni
tohumlama dozlar1 olusturulmast acisindan yontemin pratik olmamasi ile
sonuclanmaktadir (Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009). Spermatozoon plazma
membraninda HA baglanma alanlarinin olugsmasi, spermatozoa seleksiyonunda temel
olarak kullanilan bir spermatozoon olgunluk kriteridir (Huszar ve ark., 1997 ve Said
ve Land, 2011). Hyaliironik asit; servikal mukus, kumulus hiicreleri ve folikiiler
stvinin normal bir bileseni oldugu i¢in (Cayli ve ark., 2003), simdiye kadar yapilan
klinikk IVF c¢aligmalarinda HA ile segilen spermatozoa kullanimini takiben
fertilizasyon veya embriyo gelisimi agisindan istenmeyen herhangi bir etki olusumu

bildirilmemistir (Huszar ve ark., 2007).
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Filtrasyon etkisi ile seleksiyon, spermatozoanin; cam fiberleri, Sephadex
boncuklar1 veya membran bosluklar1 gibi filtre materyalleri ile etkilesimi ve
spermatozoanin hareket kabiliyeti sayesinde olusmaktadir (Mogas ve ark., 1998 ve
Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009). Aksiyon mekanizmas1 heniiz net olmasa da
(Anzar ve ark., 1997); canli olmayan spermatozoa, motil ve fonksiyonel kabul edilen
spermatozoaya gore ortam ile daha fazla baglanmaktadir (Bussallou ve ark., 2008).
Ornegin Sephadex’in motil olmayan ve 6lii olan spermatozoanin yiizey yiiklerinde
degisiklik nedeniyle bir araya toplanmasina neden oldugu (Ahmed ve ark., 2003) veya
Sephadex partikiillerine kapasite olan spermatozoa iizerindeki bir proteinin baglandigi

diistiniilmektedir (Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009 ve Samper ve ark., 1995).

Kolloid santrifiigasyonda sulandirilmis sperma; spermatozoayr seminal
plazmadan etkili bir sekilde ayiran ve ayrica iyi motilite, viabilite ve kromatin
biitiinliigline sahip spermatozoa alt-popiilasyonunu segen kolloid katmanlar1 igerisinde
santrifiij edilmektedir (Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009). Dansite gradyani
icerisinden santrifiigasyon sirasinda, hiicreler kendi dansiteleriyle uyumlu olan
(esyogunluklu) noktaya dogru hareket etmektedir (Pertoft, 2000). Santrifiigasyon
kosullar1 (g kuvveti ve zaman) ve kolloidin fiziksel 6zellikleri degistirilerek, en
direngli ve iyi kalitede spermatozoa igeren spermatozoa peleti elde edilmektedir
(Morrell ve Rodriguez-Martinez, 2009). Yakin zamana kadar bu yontem yalnizca
dansite gradyanl santrifiigasyon olarak bilinmekte iken, Isve¢ Tarmm Bilimleri
Universitesi'nde bulunan bazi arastiricilar tarafindan tek katmanli santrifiigasyon
teknigi gelistirilmistir (Morrell ve ark., 2008 ve Thys ve ark., 2008). Tek katmanl
santrifiigasyon yontemi, dansite gradyanli santrifiigasyona gore daha kolay ve yiiksek
hacimlerdeki sperma drneklerinde uygulanabilme 6zelligi sayesinde 6n plana ¢ikmistir

(Morrel ve Rodriguez-Martinez, 2009).

Spermatozoay1 boyut ve elektronegatif yiik agisindan se¢mek i¢in elektroforez
temelli bir teknoloji gelistirilmistir. Boyut kriteri, yalnizca spermatozoa secilmesini
garantilerken, 16kositler ve olgunlagmamis germ hiicrelerinin ayristirilmasina olanak
saglamaktadir. Elektroforez ile spermatozoa seleksiyonu, hizli bir yontem olmasi gibi

cesitli avantajlar1 bulunmasina karsin; spermatozoa motilitesine negatif etkilerinin
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bildirilmesi (Ainsworth ve ark., 2005 ve Engelmann ve ark., 1988), alet ekipmanin
kullanimimin zor ve maliyetinin yiiksek olmasi gibi nedenlerle androloji
laboratuvarlarinda yer edinememektedir (Said ve Land, 2011). Spermatozoon
membrani ile g¢evresi arasindaki elektrik potansiyeli olarak tanimlanan ve olgun
spermatozoonda 16-20 mV arasinda (Ishijima ve ark., 1991) olan spermatozoon zeta
potansiyeli (elektrokinetik potansiyel) temel alinarak bir baska yontem gelistirilmistir
(Chan ve ark., 2006). Bu yontem, kolay ve ucuz bir yontem olarak kabul edilmekte ve
yiiksek voltajli elektrik akimi kullanmamakta olsa da; diisiik sayida spermatozoa
toplama ile sonuclandigi i¢in kullanimi sinirlt kalmaktadir (Said ve Land, 2011). Zeta
potansiyeli seleksiyon yoOntemi, motilite oram1 {iizerinde herhangi bir etki
yaratmamakta; buna karsin elektroforez seleksiyonu motilitenin azalmasina neden

olarak olumsuz etki olusturmaktadir (Ainsworth ve ark., 2005 ve Said ve Land, 2011).

Erken apoptozisin bir 06zelligi olan fosfatidilserinin (PS) spermatozoon
membraninin digina ¢ikmasi, apoptotik olmayan spermatozoa seleksiyonu i¢in temel
teskil etmektedir. Fosfatidilserinin disar1 ¢ikisi, Annexin-V ile konjuge edilmis
paramanyetik mikropartikiiller ile baglanmasina olanak saglamakta; manyetik
aktivasyonlu bir hiicre aynistirma sistemi (MACS) kullanilarak apoptotik
Spermatozoanin isaretlenmesi ve ayristirilmasina imkan tanimaktadir (Grunewald ve
ark., 2001 ve Said ve Land, 2011). Manyetik aktivasyonlu hiicre ayrigtirma sisteminin
16kosit veya olgunlasmamis germ hiicrelerini uzaklastirma 6zelligi olmadigi icin bu
teknik genellikle seminal plazma ve diger kontaminantlarin uzaklastirilmasi igin
dansite gradyanl santrifiigasyon ile birlikte kullanilmaktadir (Said ve ark., 2005a; Said
ve ark., 2005b). Dansite gradyanli santrifiigasyon yonteminin MACS ile
karsilastirildigr bir ¢alismada, MACS kullanimmin gebelik sonuglarini artirdig

sonucuna ulasilmistir (Gil ve ark., 2013).

Annexin-V boyasi kullanilarak apoptotik olmayan spermatozoanin manyetik
olarak ayristirtlmasi kolay, hizli, ucuz ve yiiksek hassasiyettedir (Said ve ark., 2008).
Ancak teknik, 6zel laboratuvar kosullar1 gereksinimi nedeniyle, her kosulda uygun
olmamaktadir (Said ve Land, 2011). Ek olarak, dansite gradyanli santrifiigasyon ve

MACS islemlerinin birlesimi, tekrarli santrifiigasyon ve re-siispansiyon asamalarini
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igerdigi i¢in spermatozoa sayisi diisiik olan sperma 6rneklerinde ¢ok az spermatozoa
toplanabilecegi icin fayda saglamayacagi One siiriilmektedir (Said ve ark., 2008).
Sistem, apoptotik spermatozoay1 ayirma 6zelligi i¢in ticari olarak mevcut glass wool
seleksiyon siitunlarinin modifikasyonu tizerine kurulmustur. Bu islem, glass wool’un
apoptotik spermatozoaya baglanan Annexin-V ile kaplanmasini igermektedir
(Grunewald ve ark., 2007). ki islemin birlestirilmesinin, spermatozoanin dondurma
islemlerinden sonra viabilite oranlarini artirmak konusunda yardimci olabilecegi

diistiniilmektedir (Said ve Land, 2011).

1.5. Manyetik Demir Oksit Nanopartikiillerinin Genel Ozellikleri

Manyetik materyaller, en distaki elektronlarinin donmesiyle manyetik dipol
olusturan materyallerdir. Paramanyetik fazdaki bir materyal ise, ayrilmis dipollerle
karakterizedir. Bu dipoller yalmizca disaridan bir manyetik alan ile
diizenlenebilmektedir (Figuerola ve ark., 2010). Bu durum manyetik alani
artirmaktadir. Paramanyetik materyaller manyetik alandan uzaklastirildiginda,
manyetik 6zellikleri devam etmemektedir (Gupta ve Gupta, 2005 ve Mohammed ve
ark., 2017).

Kristaldeki manyetik dipoller, kendiliginden birbirlerine paralel olarak
yerlesebilmekte; boylece diizenlenmek i¢in disaridan bir manyetik alana ihtiyac
olmaksizin yanit olusturabilmektedir. Bu durum, ferromanyetizm olarak
adlandirilmaktadir (Figuerola ve ark., 2010). Ferromanyetizm, birden fazla atom
varliginda gerceklesen kooperatif bir olay olarak kabul edilmektedir. Ferromanyetik
partikiiller manyetik alandan uzaklastirilsa da, manyetiklikleri kalici olmaktadir
(Gupta ve Gupta, 2005). Siiperparamanyetik maddelerde ise paramanyetik ve
ferromanyetik 6zellikler ortak olarak bulunmakta ve ¢ogu biyomedikal uygulama i¢in
yiiksek manyetik doygunluga sahip siiperparamanyetik partikiiller tercih edilmektedir
(Borlido ve ark., 2013).
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Demir oksit, demir ve oksijen elementleri tarafindan olusturulan bir bilesiktir.
Dogada 3 ana demir oksit bilesigi bulunmaktadir. Bunlar: Nadir bulunan demir (I1)
oksit (FeO); demir (I1, 1) oksit (Fe30as) yani dogal mineral manyetit ve demir (III)
oksit (Fe203) ya da diger adiyla magemittir (Mohammed ve ark., 2017 ve Rahman ve
ark., 2011). Demir oksit bilesiklerinin boyutlarinin kigiltiilmesi, manyetik
materyallerin  biyomedikal uygulamalarda kullanilmasina olanak saglamistir
(Figuerola ve ark., 2010). ‘Nanopartikiil’ boyut olarak 1 ila 100 nanometre (hm)
boyutundaki maddeleri siniflandirmak igin kullanilan bir terimdir. Nanoteknolojinin
gelismesiyle, ozellik ve taginma anlaminda bir biitiin gibi davranan kiigiik maddeler
olarak tanimlanan partikiiller bir¢ok alanda yer edinmeye baglamigtir (Rahman ve ark.,
2011). Nanopartikiil tiretiminde 6nemli olan bir nokta partikiillerin boyutudur. Bunun
nedeni, belirli sinirlardan daha kiigiik olan nanopartikiillerin manyetik 6zelliklerinin
degismesidir (Gupta ve Gupta, 2005 ve Mohammed ve ark, 2017). Ornegin 15 nm’den
kiigiik partikiiller ferromanyetizm 6zelligini kaybetmektedir (Gupta ve Gupta, 2005).

Bircok demir oksit bileseni dogada bulunabilse de, giiniimiizde o&zellikle
biyomedikal arastirmalara uygunluk agisindan magemit ve manyetit kullanilmaktadir
(Borlido ve ark., 2013 ve Figuerola ve ark., 2010). Demir oksit nanopartikiillerinin
sentezlenmesi igin bir¢ok yontem vardir (He ve ark., 2014; Lu ve ark., 2007 ve
Mohammed ve ark., 2017). Bunlardan bazilari; termal dekompozisyon, metal
rediiksiyon, mikroemiilsiyon/nanoemiilsiyon-bazli sentez, hidrotermal/solvotermal
sentez ve flow enjeksiyon yontemleridir (He ve ark., 2014). Cogunlukla tercih edilen
yontem olan ko-presipitasyon, yani es zamanli olarak bazik bir ortamda Fe?* ve Fe®*
iyonlarinin ¢oktiiriilmesi islemi, kolay ve ucuz olmasiyla dikkat cekmektedir.
Nanopartikiil tiretiminde en biiyiilk 6nemi tasiyan faktorler; boyut, igerik, kolloidal
stabilite ve ylizey fonksiyonlaridir (Figuerola ve ark., 2010 ve Gupta ve Gupta, 2005).

Biyomedikal uygulamalarda kullanilan demir oksit bilesiklerinde yeterli
diizeyde manyetizm, kimyasal stabilite, diisiik toksisite ve diisiik iiretim maliyetleri
olmasi gerekmektedir (Figuerola ve ark., 2010). Nanopartikiil teknolojisi, 6zellikle
biyomedikal, optik ve elektronik alanlarda kullanilabildigi i¢in giiniimiizde bilimsel

olarak cok ilgi gormektedir (Rahman ve ark. 2011).
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1.5.1. Manyetik Demir Oksit Nanopartikiillerinin Kullanim Alanlar:

Manyetik materyallerin 6zellikleri milattan 6nce 6. yiizyilda biliniyor olmasina
karsin, bu ozelliklerin fiziksel agiklamasi 18. yilizyilda yapilabilmistir (Livingston,
1997 ve Yavuz ve ark., 2009). Manyetik ozelliklerin tanimlanmasini takiben, yeni
gelisen kimyasal ve madencilik endiistrilerinde manyetik materyaller kullanilmaya
baslanmustir. ilk baslarda manyetik materyallerin kullanildig1 alanlar tamamen
materyalin intrinsik manyetizmine bagliyken, zamanla manyetik ayristirma teknolojisi

karmagiklagsmis ve daha fazla endiistriyel alanda yer bulmustur (Yavuz ve ark., 2009).

Demir oksit nanopartikiilleri; ferro-sivilar (Raj ve ark., 1995) ve manyeto-
kalorik buzdolab1 (McMichael ve ark., 1992) gibi mekanik sektdrde birgok alanda
kullanilmaktadir (Rahman ve ark., 2011). Ayrica, demirin kuvvetli indirgeyici 6zelligi
sayesinde, kontamine su kaynaklarindaki agir metal, farmasdtik kalintilar gibi birgok
organik ve inorganik kirlilik kaynagi uzaklastirilabilmektedir (Mohammed ve ark.,

2017).

Biyomedikal alanda manyetik materyallerin kullanilabilmesi, yalnizca hedef i¢in
Ozel olarak tiretilmis ticari manyetik partikiil elde edilmesiyle miimkiin olmaktadir. Bu
durum da, manyetik ayristirma igleminin konvansiyonel hale gelerek genis capta
kullanilmasimni1 6nlemektedir. Manyetik ayristiricilar prensipte birgok problemin
¢Ozliimii i¢in fayda saglasa da, ayristirict pargalarin tasarlanmasi ve parca lretim
teknolojisinin karmagiklig1 nedeniyle yaygin olarak kullanilamamaktadir. Buna karsin,
manyetik parcgalarin ticari olarak tiretimi 2000’li yillarin basindan beri artmis ve
biyomedikal uygulamalarda kullanimi yayginlasmaya baslamistir. Bazi arastiricilar,
yiiksek kalitede nanokristal 6zelligi gosteren ve daha genis yilizey alanina sahip
manyetik 6zIli materyallerin tastyict olarak kullaniminin ve kullanim alanlarinin

genisleyecegini dngormektedir (Yavuz ve ark., 2009).

Demir oksit, diger manyetik parcalara kiyasla daha yiiksek biyouyumluluga
sahip olmas1 ve siiperparamanyetik 6zellikleri sayesinde biyomedikal teknolojilerde

tercih edilen materyal olmustur (Figuerola ve ark., 2010 ve Mohammed ve ark., 2017).
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Manyetik 6zellik gosteren demir oksit nanopartikiilleri, biyoteknolojik alanlarda;
protein, niikleik asit saflastirma veya ayirma, tedavi amacgh olarak ilag, gen ve
radyoniikleid iletimi, hipertermi olusturarak tiimor katabolizmasinin saglanmasi,
manyetik biyosensor teknolojisi gibi alanlarda kullanilmasimin yani sira manyetik
rezonans ve infrared goriintiileme sistemleri i¢in kontrast madde gii¢lendirici olarak
da yer edinmistir (Corchero ve Villaverde, 2009; Gupta ve Gupta, 2005; Kalambur ve
ark., 2005; Mohammed ve ark., 2017; Pankhurst ve ark., 2003 ve Teng ve ark., 2009).

Manyetik ayristirma yontemleri biyoteknoloji ve medikal alanlarda; protein ve
hiicre ayristirma, manyetik ilag iletimi gibi bir¢ok biyokimyasal islem igin uzaktan
kontrol edilebilme imkan: sunmasi nedeniyle dikkat c¢ekmistir. Endiistriyel
uygulamalara kiyasla laboratuvar kosullarinda kullanilacak olan manyetik pargalarin

tiretimine ayrica 6zen gosterilmesi gerekmektedir (Yavuz ve ark., 2009).

[k manyetik ila¢ hedefleme uygulamalar1 1970’li yillarin sonlarinda denenmistir
(Mosbach ve Schroder, 1979; Senyei ve ark., 1978; Yavuz ve ark., 2009 ve Widder ve
ark., 1978). Uygulamanin basarili olabilmesi i¢in, tasiyicinin tamamen kontrol
edilebilir olmasi gereklidir. Tasiyicinin toplanmamasi, pihtilagmamasi, tikanmaya yol
acmamas! ve devamli manyetik olmamasi kesinlikle bulunmasi gereken 6zelliklerden
oldugu i¢in, siliperparamanyetik demir oksitler, bu amagla kullanilmaya en uygun

partikiilleri teskil etmektedir (Yavuz ve ark., 2009).

Nanopartikiillerin boyutlar1 ve yilizey alanlar1 belirlenerek, bir timorii hem pasif
hem de aktif olarak hedeflemeleri saglanabilmektedir. Pasif olarak timdr bolgesindeki
yogun damarlagsma ve damarlarin gegirgen yapisi sayesinde bolgede nanopartikiillerin
toplanmas1 seklinde; aktif olarak ise, nanopartikiil yiizeylerinin kanser hiicrelerine
spesifik ligandlarla kaplanmasi sayesinde tiimor olan bdlgede toplanabilmektedir
(Figuerola ve ark., 2010). Nanopartikiillerin hedef spesifik hale getirilmesi i¢in
yiizeyleri kimyasal olarak amidler veya ester baglariyla eslenerek, nanopartikiiller

istenen antikor, protein ya da ligandlarla kaplanmaktadir (Gupta ve Gupta, 2005).
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Manyetik demir oksit nanopartikiillerinin yiizeyleri hedefe spesifik hale
getirildikten sonra manyetik alanlar tarafindan kontrol edilerek 1sitilabilmektedir. Bu
ozellik, kanser tedavisinde lokalize hipertermik hiicre dliimleriyle timdriin ortadan
kaldirilmasini saglayabilmektedir (Corchero ve Villaverde, 2009; Gupta ve Gupta,
2005 ve Mohammed ve ark., 2017).

1.5.2. Manyetik Demir Oksit Nanopartikiilleri ile Seleksiyon

Ayristirma isleminin hizi1 6nemli olmadiginda ve ayristirilmasi istenen materyal
kat1 veya slispansiyon halinde oldugunda genellikle sedimantasyon ve santrifiij
yontemleri tercih edilmektedir. Daha hizli bir islem yapilmasi gerektigi durumlarda
ise filtrasyon siklikla kullanilmaktadir. Ancak, ayristirilacak karigimin icerisinde dogal
olarak manyetik 6zellik barindiran maddeler bulundugunda manyetik ayristirma en iyi
yontem olarak kabul edilmektedir. Dogal olarak manyetik 06zellik tagimayan
maddelerin bulundugu durumlarda bile, ayrilmasi istenen iiriinii hedefleyecek sekilde
uiretilen manyetik pargalarin kullanilabilmesi, manyetik ayristirma islemini neredeyse
tim sistemlere uygulanabilir hale getirmektedir (Yavuz ve ark., 2009). Manyetik
ayristirma  yontemleri, santrifiij gibi rutin olarak kullanilan yOntemlerle
karsilastirildiginda, protein saflastirmaya benzer sekilde hizli 6l¢tim ve yiliksek hiicre
ayristiriciligr gibi avantajlar tasimaktadir (Chang ve ark., 2005 ve Yavuz ve ark.,
2009). Manyetik materyaller kalict miknatislarin bir versiyonu olup, bu materyallerin
bakim masrafi ve enerji ihtiyact en az seviyededir. Ancak bu avantaj, manyetik
pargalarin biyolojik bilesenlerle etkilesime girebilmesi igin kaplanma gereksinimi
nedeniyle etkisini yitirmektedir (Haukanes ve Kvam, 1993; Lewin ve ark., 2000;
Ugelstad ve ark., 1983 ve Yavuz ve ark., 2009).

Biyolojik materyallerin manyetik olarak ayristirtlmasi yontemi 30 yildan uzun
stiredir hizli ve etkili bir ¢6ziim sunmaktadir (Dunnill ve Lilly, 1974; Guesdon ve
Avrameas, 1977; Hirschbein ve Whitesides, 1982; Hubbuch ve ark., 2001; Robinson
ve ark., 1973 ve Yavuz ve ark., 2009). Ozellikle, manyetik partikiillerin diizgiin

kaplanmasi; maliyeti azaltmakla birlikte basitlestirilmis ve hizli bir saflastirma islemi
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saglamaktadir (Safarik ve Safarikova, 2004; Setchell, 1985 ve Yavuz ve ark., 2009).
Manyetik hiicre ayrimi ilk olarak 1975 yilinda insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin
manyetik 6zelliklerinden faydalanilarak gergeklestirilmistir (Melville ve ark., 1975).
Kisa bir siire sonrasinda, kirmizi kan hiicreleri ve lenfoid hiicrelerin ayrimi igin

manyetik mikrokiirelerin antikor veya lektinlerle kaplanarak kullanilabildigi

bildirilmistir (Borlido ve ark., 2013 ve Molday ve ark., 1977).

Manyetik ayristirma yontemi, hedef hiicrelerin dogrudan saflastirilmasi ya da
istenmeyen kismin ayrilip uzaklastirilmasini saglamaktadir. Her iki durumda da,
hiicreler arast ayrimin yapilmasi i¢in belirli isaretlere gereksinim duyulmaktadir. Bu
amagla nanopartikiil yiizeyleri genellikle hiicre yiizeyinde bulunan belirli bir antijene
baglanan antikorlarla kaplanarak hiicre se¢imi igin kullanilmaktadir (Borlido ve ark.,
2013). Gelismekte olan medikal uygulamalar icerisinde nanopartikiil hedefleme
yonteminin yardimci iireme tekniklerinde seleksiyon amacl kullanimi da yer

almaktadir (Corchero ve Villaverde, 2009).

1.5.3. Manyetik Demir Oksit Nanopartikiilleri ile Spermatozoa Seleksiyonu

Nanopartikiiller kullanilarak spermatozoa seleksiyonuna yonelik yapilan ilk
calismalarda laboratuvar testlerine agirlik verilerek, nanopiirifikasyon isleminin
spermatozoa canlilift ve hasarli spermatozoa oranina etkisine bakilmas,
nanopiirifikasyon protokoliiniin optimize edilmesi amag¢lanmistir. Bu testlerin
sonuglarindan yola ¢ikilarak IVF ve ST calismalar da yiiriitilmistiir (Sutovsky ve
Kennedy, 2013).

Memeli hayvanlarin spermasi degisken seviyelerde fertilite oranlarina sahip
olmaktadir. Belirli anormal spermatozoa tiplerinin, oositleri fertilize edebilen normal
spermatozoanin ylizeyinde bulunmayan essiz hiicre yiizey bilesenleri olusturduguna
dair bulgular gittikge artmaktadir (Baska ve ark., 2008; ibrahim ve ark., 2000;
Odhiambo ve ark., 2014; Olson ve ark., 2004; Sutovsky ve ark., 2001 ve Sutovsky ve

Lovercamp, 2010). Bu tip spermazotoon yiizey bilesenleri, spermatozoa kalite ve
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fertilitesinin negatif biyobelirtecleri olabilmekte (Odhiambo ve ark., 2014 ve Sutovsky
ve Lovercamp, 2010), 6zel problar kullanilarak belirlenebilmekte ve spermatozoa
seleksiyonu i¢in nanopartikiil kullanilarak hedeflenebilmektedir (Odhiambo ve ark.,
2014 ve Sutovsky ve Kennedy, 2013).

Hiicre hedefleme amaciyla, spermatozoa yilizeyinde bulunan Ilektin ve
karbonhidrat reseptor sistemlerinden yararlanilmaktadir. Lektinler, spermatozoon
plazma membranindaki karbonhidratlara baglanarak agliitinasyona neden olmaktadir.
Ozellikle domuzlar iizerinde yapilan bircok ¢alismada, ekzojen lektinler kullanilarak
fertil ve subfertil erkek hayvanlarda bu karbonhidratlarin normal, kapasite olmus ve
akrozom reaksiyonu gegirmis spermatozoa ile iliskisi incelenmistir (Feugang ve ark.,
2015; Gonzales-Chabarri ve ark., 1994; Herrera ve ark., 2002 ve Xin ve ark., 2014).
Insanlarda ve bogalarda hasarli spermatozoanin yiizeyinde bulunan ubikuitinden
faydalanilarak hasarli spermatozoanin nanopartikiiller ile uzaklagtirilmasina yonelik
bir ¢aligma yiiriitiilmiistiir (Sutovsky ve ark., 2001). Boga spermasi ile yapilan giincel
bir ¢alismada lektinler (anti-ubikuitin veya PNA) ile kaplanmis manyetik
nanopartikiiller ~ kullanilarak  sperma  Orneklerinden anormal spermatozoa
uzaklastirilmig (Sekil 1.1) ve anti-ubikuitin ile kapli nanopartikiiller kullanildiginda
suni tohumlama sonrasinda sperma Orneklerinin fertilite oranlarinin = arttig

gozlenmistir (Odhiambo ve ark., 2014).

Sekil 1.1. Lektinler ile kaplanmis nanopartikiillerin baglandiklar1 spermatozoa ile birlikte
sperma 6rneginden miknatis yardimi ile uzaklastirilmas: (Odhiambo ve ark., 2014).
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In vitro fertilizasyon ve ST ¢alismalarinin her ikisinde de bazi gruplarda
nanopiirifikasyon sayesinde gebelik oranlarinda artis gézlendigi bildirilmistir. Anti-
ubikuitin ile kapli nanopartikiiller kullanilarak nanopiirifiye edilen ve dozu yariya
diisiiriilen sperma 6rneginden elde edilen gebelik sonuglart normal dozda islem
gérmemis sperma drnegine yakin, yarim doz islem gérmemis sperma 6rneginden ise
daha fazla bulunmustur. Ayrica, damizlik bogalar ve farkli diivelerden elde edilen
degisken gebelik sonuglari, nanopiirifikasyon isleminin bazi boga ve diivelerde
digerlerine kiyasla daha etkili olabileceginden sbéz edilmektedir (Sutovsky ve
Kennedy, 2013).

Insan spermasi kullanilarak yapilan bircok c¢aligmada rutin sperma isleme
prosediirlerine Annexin-V ile kaplanmis nanopartikiil seleksiyonu eklenmis ve
bulgular karsilastirilmistir. Tiim bu ¢alismalarin sonuglar1 nanopartikiil ile seleksiyon
prosediiriiniin rutin uygulanan prosediir olan dansite gradyanli santrifiigasyona ek
olarak uygulandiginda rutin spermatolojik analiz sonuglari, dondurma islemine
dayaniklilik ve fertilite agisindan 6nemli bir katkida bulundugunu gdstermektedir
(Grunewald ve ark., 2006; Lee ve ark., 2010; Rawe ve ark., 2010; Said ve ark., 2005a;
Said ve ark., 2005b; Said ve ark., 2006; Said ve ark., 2008 ve Vendrell ve ark., 2014).
Buna karsin, yapilan bir dansite gradyanli santrifiigasyon ile birlikte nanopartikiil
seleksiyonu veya swim-up yontemlerinin karsilastirildigi bir ¢alismada; swim-up
yonteminin nanopartikiil ile seleksiyon yontemine gore motilite, morfoloji ve DNA
fragmantasyonu agisindan daha iyi sonug verdiginden bahsedilmektedir (Nadalini ve
ark., 2014).

Yapilan bir baska calismada, suni tohumlama i¢in hazirlanan domuz
spermasinda Ozel olarak apoptoz asamasindaki spermatozoayr hedef alacak
nanopartikiiller kullanilarak yeni gelistirilen bu yontemin etkinligi arastirilmastir.
Bunun sonucunda, motilite parametrelerinden progresif hareket parametrelerini
artirdigi ancak spermatozoanin giiclii hareketi ile ilgili parametreleri etkilemedigi
goriilmektedir.  Gelistirilen nanopartikiil teknolojisinin sperma  drneklerinin

seleksiyonunda kullanimi; sperma dozlarinin daha yiiksek kalitede spermatozoa
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icerecek sekilde zenginlestirilmesini saglamakta ve bu sayede fertilite performansini

artirmaya yonelik umut vadetmektedir (Feugang ve ark., 2015).

Insanlarda cesitli lektin ve boyalar ile kapli demir oksit nanopartikiillerinin
kullanildig1  c¢aligmalara bakildiginda, c¢ogunlukla Annexin-V kaplamasinin
kullanildigr dikkat ¢ekmektedir (Grunewald ve ark., 2006; Lee ve ark., 2010; Nadalini
ve ark., 2014; Rawe ve ark., 2010; Said ve ark., 2005a; Said ve ark., 2005b; Said ve
ark., 2006; Said ve ark., 2008 ve Vendrell ve ark., 2014). Bu ¢alismalarda Annexin-V
kapli nanopartikiiller, apoptotik olan (Nadalini ve ark., 2014) veya erken apoptotik
spermatozoaya baglanmasi amaciyla kullanilmistir (Odhiambo ve ark., 2014).
Domuzlarda yapilan bir calismada, PNA ile kapli nanopartikiiller kullanilarak
akrozom reaksiyonu gecirmis spermatozoanin uzaklastirilmasi hedeflenmistir
(Feugang ve ark., 2015). Bogalarda yapilan bir ¢alismada; ubikuitin, PNA ve PSA
kapli demir oksit nanopartikiilleri kullanilmis ve defektli ya da oosit fertilizasyonu
gerceklestiremeyecek spermatozoanin uzaklastirilmas: amaglanmistir (Odhiambo ve
ark., 2014). Yapilan giincel bir ¢alismada da, Annexin-V ve PNA/PSA kaplh
nanopartikiillerin erken apoptotik spermatozoa ve akrozom membrani hasarli veya
prematiire kapasitasyon geg¢irmis spermatozoanin ylizeyinde olusan glikanlar ile
baglandig1 bildirilmistir (Durfey ve ark., 2018). Giiniimiize kadar yapilan
nanopartikiiller ile spermatozoa seleksiyonu ¢alismalarinda heniiz kullanilmamis olan
silika manyetit nanopartikiillerinin ise motil olmayan spermatozoay1 hedefledigi

belirtilmektedir (Clemente Associates Incorporated, 2016).

1.6. Spermatolojik Analizler

Gliniimiizde kullanilan spermatozoa seleksiyon yontemlerinin etkinligi
genellikle motil spermatozoa sayisi, toplanan spermatozoa sayis1 veya morfolojik
olarak normal ve motil spermatozoa sayisi analiz edilerek belirlenmektedir (WHO,

2010 ve Srivastava ve ark., 2017).
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Modern reprodiiktif teknolojilerde, temel amag canli yavru eldesi olarak kabul
edildiginde, spermatozoa fonksiyonuna iliskin teorik ve pratik bilgi en 6nemli faktor
olmaktadir. Suni tohumlama tekniklerinin basarisi, kullanilan sperma Orneklerinin
taze, kisa stireli saklanmis veya dondurulup-¢ozdiiriilmiis olmasi fark etmeksizin
yiikksek kalitede olmasina baglidir. Bu nedenle, sperma oOrneklerinin kalitelerinin
kontrol edilmesi ve fertilite durumlarinin tahmin edilebilmesi 6nem tasimaktadir (Holt
ve ark.,, 2007). Spermatozoa motilite ve morfolojisi, spermatozoa Kkalitesinin
incelenmesinde ve spermatozoa Kkalitesiyle fertilite arasindaki korelasyonun

olusturulmasinda kullanilan dnemli parametrelerdir (Verstegen ve ark., 2002).

Sperma analizlerinin ilk yapildig1 zamanlarda, spermatozoa Kkalitesi; kitle
hareketi ve motilite gibi subjektif parametreler ve spermatozoa yogunlugu ve
morfolojik anormallikler gibi objektif parametreler ile degerlendirilmistir. Subjektif
yontemler nedeniyle olusan %30’a kadarlik bir hata payr nedeniyle turbidimetri
(Donnelly ve ark., 1998), lazer-Doppler spektroskopi (Budworth ve ark., 1987),
zamanlt pozlama fotomikrografi (Aitken ve ark., 1983) ve fotometrik yontemler
(Burkman, 1991) gibi birgok yontem gelistirilmistir (Mortimer, 1997 ve Verstegen ve
ark., 2002). Sonrasinda ise, bilgisayarli dijital goriintii analizi, gittikce hiz kazanan
mikrobilgisayarlar ve video frame yakalayici diizeneklerin gelismesiyle birlikte pratik
olarak uygun bir yontem halini almis (Glazzard ve ark., 1983); bunun sonucunda
gergek zamanli spermatozoa motilite analiz ekipmanlari gelistirilmistir. Bu cihazlara,
kolektif olarak bilgisayar-destekli sperm analizi (CASA) cihazi denmekte (Boyers ve
ark., 1989) ve giinlimiizde ¢ogu spermatozoon bas hareketlerini, video kayitlarindan
veya ger¢cek zamanli olarak analiz etmektedir. Maniiel veya yari-otomatik gidis-izi
analizine gére CASA’nin avantajlart; gidis-izinin yeniden olusturulmasinda maniiel
miidahaleye gerek olmamasi ve kinematik analizlerde kullanilan zamanin bir

fraksiyonu siiresinde her bir gidis-izinin analiz edilebilmesidir (Mortimer, 1997).

Spermatozoanin flagellar ve bas hareketlerinin 6l¢lim unsurlar1 i¢in yontemler
gelistirilmistir. Klinik 6nemin biiyilik bir kismi1 spermatozoon bas hareketlerine verilse

de; flagellar hareketin motiliteyi belirledigi ve bu nedenle spermatozoon bas
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hareketlerinin kinematik tanimlamalarinin degerlendirilmesi ve gelistirilmesinde goz

oniinde bulundurulmasi gerektigi unutulmamalidir (Mortimer, 1997).

Serbest ylizen spermatozoanin gidis-izleri flagellar ritim sekli ile
belirlenmektedir. Boylece, farkli flagellar ritim modelleri farkli gidis-izlerine yol
acmaktadir (Suarez ve ark., 1983). Flagellar hareketin incelendigi ilk ¢alismalarda,
flagellum bilesenlerinin hareket 0&zelliklerinin belirlenmesi i¢in hidrodinamik
prensipleri kullanmistir (Denehy, 1975; Gray, 1955; Gray, 1958 ve Gray ve Hancock,
1955). Bu ¢alismalarda, dikey eksene gore flagellum tizerindeki noktalarin hareketleri
incelenmis ve flagellar ritim genligi, dalga boyu, frekansi ve dalga hiz1 belirlenmistir.
Dalga hizi, flagellum boyunca birbirini takip eden noktalar arasindaki faz farkliliklar
ile hesaplanmistir. Bu galigmalardan sonra, flagellar analizler i¢in alternatif yontemler
Onerilmis ve bu yontemler giincel birgok flagellar hareket ¢aligmasinda yer edinmistir

(Mortimer, 1997).

Onceki caligmalar bas-orta kisim kesisimini spermatozoon iizerinde referans
noktasi almis olsa da (Suarez ve ark., 1983), video goriintiileme ve CASA gelisimi bu
noktanin belirlenmesinin maniiel ve yari-otomatik gidis-izi analiz yontemlerine gore
daha zor olmasi ile sonuclanmistir. Bu nedenle giiniimiizde artik referans noktasi

olarak spermatozoon bas merkezi kullanilmaktadir (Mortimer, 1997).

Spermatozoa hareket parametreleri genellikle; {ic spermatozoa hareket hiz
degeri, li¢ h1z oran1 ve {i¢ spermatozoa istikrarsizlik karakterini gosteren parametreleri
icermektedir (Lu ve ark., 2014). Calismalarda siklikla kullanilan CASA parametreleri;
total motilite (TM), progresif motilite (PM), egrisel hiz (VCL), dogrusal hiz (VSL),
ortalama yol hiz1 (VAP), egrisel yol dogrusalligi (LIN), ortalama yol dogrusallig
(STR), spermatozoon basinin sapma mesafesi (ALH) ve capraz gecis frekans ritmini
(BCF) icermektedir (Kathiravan ve ark., 2011). Bu CASA parametreleri, mikroskobik
alan igerisinde hareket eden her bir spermatozoonun hareket parametrelerini
tanimlamak amaciyla modellenmis ve diizenlenmistir (Kathiravan ve ark., 2011 ve

Verstegen ve ark., 2002).
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Alman sperma Orneginin fertilite potansiyelinin degerlendirilmesi agisindan
motilite en 6nemli 6zelliklerden biri olarak kabul edilmektedir (Verstegen ve ark.,
2002). Total motilite, hareketli spermatozoanin toplam spermatozoa yogunluguna
orani olarak belirlenmekte ve yilizde olarak bildirilmektedir. Progresif motilite, orta
VAP degerinden daha biiyiik yol hiziyla hareket eden ve standart esik degerden daha
bliylik STR'ye sahip olan hiicre sayisinin yiizde olarak ifade edilmesi ile elde
edilmektedir (Kathiravan ve ark., 2011).

Spermatozoon merkezinin hareket hizi parametreleri; egrisel hiz (VCL),
dogrusal hiz (VSL) ve ortalama yol hizidir (VAP) (Boyers ve ark., 1989 ve Lu ve ark.,
2014). Bu hizlarin her biri spermatozoonun ilerleyiginin farkli bir unsurunu
tanimlamaktadir (Mortimer, 1997). Belirlenen bu hiz parametreleri igerisinde, VCL
her zaman en yiiksek degerde olurken, VSL en diisiik deger olarak belirlenmektedir.
Spermatozoon hareketleri diizgiin ve dogrusal oldugu zaman VAP degeri, VSL

degerine neredeyse esit olarak hesaplanmaktadir (Kathiravan ve ark., 2011).

Egrisel yol, gergek 3 boyutlu gidis-izinin 2 boyutlu bir yansimasidir. Egrisel hiz,
spermatozoonun egrisel yol/yollar boyunca aldigi mesafeyi ifade etmekte ve gidis-izi
boyunca aldigi yolun toplanmast ve zaman acisindan diizeltilmesi ile

hesaplanmaktadir (Holt ve ark., 2007; Mortimer, 1997 ve Verstegen ve ark., 2002).

Dogrusal hiz, gidis-izinin ilk ve son noktalar1 arasinda dogrusal ¢izgi
mesafesinin bulunmasi ve zaman agisindan diizeltilmesi ile belirlenmektedir. Bu
deger, zaman igerisinde net alinan mesafeyi vermektedir (Holt ve ark., 2007
Kathiravan ve ark., 2011; Mortimer, 1997 ve Verstegen ve ark., 2002).

Ortalama yol hizi, spermatozoonun genel gidis-izinin uzunluguna dair bilgi
vermektedir (Holt ve ark., 2007; Kathiravan ve ark., 2011; Mortimer, 1997 ve
Verstegen ve ark., 2002). Ortalama yol hizi, ortalama yolun uzunlugunun belirlenmesi
ve zamana gore diizeltilmesi ile hesaplanmaktadir. Ortalama yolun matematiksel
olarak belirlenmesi i¢in, yolun koordinatlarinin (x, y) ortalamasi alinmakta ve alinan

bu ortalamalarin diizenlenmesi gerekmektedir (Kathiravan ve ark., 2011 ve Mortimer,
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1997). Bu islem swrasinda fazla diizeltme veya az diizeltme gibi problemler
olusabilmektedir. Yetersiz diizeltme az sayida nokta belirlenmesi nedeniyle, fazla
diizeltme ise fazla sayida nokta belirlenmesi nedeniyle olusmaktadir. Bu durumun
engellenmesi i¢in, CASA cihazlarinda adapte olabilen diizeltme programlar

bulunmaktadir (Mortimer, 1997).

Gidis-izinin daha detayli agiklanmasi i¢in, ii¢ hiz oran degeri gelistirilmistir:
Bunlar; LIN, dogrusal ¢izgi ve egrisel yollarin karsilastirilmasi; STR, dogrusal ¢izgi
ve ortalama yol karsilastirmasi; ve kararsizlik (WOB), ortalama ve egrisel yollarin

karsilagtirmasidir (Boyers ve ark., 1989; Lu ve ark., 2014 ve Mortimer, 1997).

Egrisel yol dogrusalligi, spermatozoon tarafindan aliman 3 boyutlu yolun 2
boyutlu yansimasi ile net aldigi yol arasindaki iligkiyi tamimlamakta ve
(VSL/VCL)*100 seklinde hesaplanmaktadir (Holt ve ark., 2007; Mortimer, 1997 ve
Verstegen ve ark., 2002). Egrisel yol dogrusalliginin fertilite ile belirgin bir iligkisi
bulundugu; hatta fertilitenin tahmin edilmesinde tek basima kullanilabilecegi
diisiincesini savunan bazi arastiricilar mevcuttur (Marshburn ve ark., 1992 ve
Verstegen ve ark., 2002).

Ortalama yol dogrusalligi, net alinan yol ile spermatozoonun genel gidis-izi
arasindaki iligkiyi tanimlamakta ve (VSL/VAP)x100 seklinde hesaplanmaktadir (Holt
ve ark., 2007; Kathiravan ve ark., 2011; Mortimer, 1997 ve Verstegen ve ark., 2002).
Bu deger, spermatozoonun izledigi yolun diiz bir ¢izgiden sapma mesafesini

Ol¢mektedir (Kathiravan ve ark., 2011).

Kararsizlik, ortalama yol tizerinde asil gidilen yolun salinimini ifade etmekte ve

(VAP/VCL)*100 seklinde hesaplanmaktadir (Lu ve ark., 2014 ve Mortimer, 1997).

Spermatozoa istikrarsizlik karakteristigini yansitan parametreler; ALH, BCF ve

ortalama agisal yer degistirmeyi (MAD) icermektedir (Lu ve ark., 2014).
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Spermatozoon basinin sapma mesafesi, spermatozoon yiizerken bas saliniminin
ortalama genisligini ifade etmekte (Holt ve ark., 2007; Kathiravan ve ark., 2011 ve
Verstegen ve ark., 2002) ve flagellar ritim Ortiisiiniin yaklasik degeri olarak
kullanilmaktadir. Dogru bir genlik degeri degildir; ¢linkii dalganin tepe noktasiyla
kivrimin kivrilma noktasi arasindaki dikey mesafeyi 6lgmemekte, merkez noktasinin
yol igerisinde tepe ve vadi noktalar1 arasindaki mesafesini vermektedir (Mortimer,
1997). Spermatozoon basmin sapma mesafesinin hesaplanmasi igin birgok yontem
bulunmakta ve 2 tip ALH bildirilmekte; ALHmax, yol boyunca belirlenen en yiiksek
ALH degerini, ALHmean ise yol boyunca bazit ALH degerlerinin ortalamasini ifade
etmektedir (Mortimer, 1997).

Capraz gecis frekans ritmi, flagellar ritim sikligi hakkinda fikir vermesi
acisindan gelistirilmistir. Spermatozoonun her kuyruk hareketi baslangicinda dondiigii
varsayildiginda, her bir apeks, flagellar atimdaki bir degisimin; egrisel yol her yon
degistirdiginde ise, ortalama yol yeni bir flagellar ritmin sonucu olmaktadir (Mortimer,
1997). Capraz gegis frekans ritmi flagellar ritim modelindeki biiyiik degisikliklerin

tahmin edilebilmesi agisindan faydali bir parametredir (Kathiravan ve ark., 2011).

Hiperaktivasyon, memeli spermatozoasinin hizli, progresif ve dogrusal olmayan
bir hareket sekli olarak tanimlanmaktadir (Kathiravan ve ark., 2011 ve Verstegen ve
ark., 2002). Bu hareket sekli kapasitasyon sonrasinda, bir diger ifadeyle akrozom
reaksiyonundan hemen 6nce disi genital kanal1 igerisinde ilerlemeleri sirasinda ortaya
cikmaktadir. Hiperaktivasyon sirasinda, spermatozoonun izledigi yol ve hiz1 biiyiik
oranda degismektedir. Bu degisiklikler; genis genlik, bas ve kuyrugun belirgin sekilde
lateral hareketleri ile birlikte yavas veya progresif olmayan bir motilite ve oldugu
yerde donme (star-spin) hareketini igermektedir (Kathiravan ve ark., 2011).
Hiperaktivasyonun spermatozoona, 6zellikle zona olmak iizere oosit dis katmanlari
arasindan gecerken, kuvvetli itici bir gii¢ sagladigi distiniilmektedir (Kathiravan ve
ark., 2011 ve Yanagimachi, 1984). Bazi calismalarda, hiperaktive motilitesini
kaybeden spermatozoanin in vitro kosullarda oositleri fertilize edemedigi
belirlenmistir (Fleming ve Kuehl, 1985; Fleming ve Yanagimachi, 1982 ve Kathiravan

ve ark., 2011). Bu fizyolojik islemin objektif 6lglimiiniin, spermatozoanin fonksiyonel
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kabiliyetlerinin ~ degerlendirilmesi acisindan biyolojik bir  belirteg¢ olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Kathiravan ve ark., 2011).

Membran biitiinliigli ve yari-gegirgen Ozelliginin stabilitesi spermatozoonun
canliligmin  6n kosullarim1 olusturmaktadir. Membran saglam oldugu halde,
fonksiyonel olarak dengesiz oldugunda, spermatozoon c¢evresi ile etkilesime
gecememekte dolayisiyla fertilizasyon yetenegini kaybetmektedir (Rodriguez-
Martinez, 2007). Viabilite ya da diger adiyla 6lii/canli oran1, sperma drnegi igerisinde
bulunan canli spermatozoa oranini ifade etmektedir. Bu oranin belirlenmesi i¢in
siklikla kullanilan SYBR-14 floresan boyasi membran-permeabl 6zellige sahiptir.
SYBR-14 canli hiicrenin membranindan gecerek hiicre ¢ekirdegini parlak yesil bir
renge boyamakta; propidyum iyode (PI) canli hiicrenin membranini gegememekte,
dolayistyla yalnizca 6li olan hiicreleri kirmiziya boyayabilmektedir (Nagy ve ark.,
2003). SYBR-14 ve PI birlikte kullanildiginda, yesil ve kirmizi spermatozoa sayimi
yapilarak viabilite orani kolaylikla elde edilebilmektedir (Garner ve ark., 1994; Garner
ve ark., 1997 ve Nagy ve ark., 2003). Bu yontem ilk olarak 1994 yilinda gelistirilerek
boga spermasinda denenmis (Garner ve ark., 1994); takip eden yilda ayni arastiricilar
tarafindan boga spermasinin yani sira domuz, kog, tavsan, fare ve insan spermasinda
viabilitenin belirlenmesinde kullanilmis ve diger yontemlere gore avantajli oldugu

bildirilmistir (Garner ve Johnson, 1995).

Fertilizasyonun bir 6nkosulu olan akrozom biitiinliigii, faz-kontrast mikroskobik
analiz ile in vitro olarak degerlendirilebilmektedir (Rodriguez-Martinez, 2007).
Floresan boya olarak floresan izotiyosiyanat-konjugasyonlu Arachis hypogaea
(peanut) agliitinin (FITC-PNA) ve PI boyasi birlikte kullanildiginda, akrozomu biitiin
olan spermatozoanin akrozomu boya almamakta ve floresan renk vermemekte,
akrozom reaksiyonu ge¢irmis veya akrozomu hasarli spermatozoanin akrozom kismi
ise yesil floresan parlama ile ayirt edilmektedir. Bu yontemde, spermatozoa hiicre
olmayan partikiillerden kolaylikla ayirt edilebildigi ic¢in iki boyali spermatozoa
akrozom biitiinliigii degerlendirmesi; taze ve in vitro kapasite edilmis spermatozoa i¢in

giivenilirligi yeterli kabul edilmektedir (Nagy ve ark., 2003).
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Spermatozoanin orta kisminda helikal yerlesim gosteren mitokondrilerin ig
kismindaki boliim, enerji iiretim noktasidir. Aksonemin proksimal kisminin
¢evresindeki mitokondri yerlesimi, flagellar motilitede kullanilan enerjinin saglanmasi
icin mitokondri aktivitesinin gerekli oldugunu gostermektedir (Mortimer, 1997).
Mitokondriyal aktivasyonun incelenmesi i¢in kullanilan floresan boyalar igerisinde
5,57, 6,6 -tetrakloro-1,1°, 3,3” tetraetil-benzimidazolilkarbosiyanin iyodit’in (JC-1)
diger boyalara gore daha detayl bilgi edinilmesine olanak sagladigi i¢in avantajli
oldugu bildirilmektedir. Bu boya hem yesil dalgaboylarinda (510-520 nm), hem de
kirmizi-turuncu araliginda (590 nm) eksitasyon ve emisyon pikleri yapmaktadir.
Yiiksek membran potansiyeline sahip mitokondriler kirmizi-turuncu, diistik ile orta
aras1 membran potansiyeline sahip olan mitokondriler ise yesil floresan parlama
yapmaktadir. Ancak, kirmizi1 ve yesil floresan parlamalarinin ayirt edilmesi giic
olabilmektedir. Boyle durumlarda floresan veren ve hi¢ floresan parlama
olusturmayan mitokondrilerin sayilarinin oranina bakilarak motilite hakkinda yorum

yapilabilmektedir (Garner ve ark., 1997).

Tiim bu bilgiler 15181nda, tez ¢aligmasinda Ankara tekesi spermasinin kalitesinin
artirllmasi amaciyla Annexin-V, PSA ve silika manyetit ile kapli nanopartikiiller
kullanilarak sperma ornekleri nanopiirifiye edilmistir. Nanopiirifikasyon isleminin
simdiye kadar uygulandigi calismalarda prosediiriin yalnizca 37°C’de yapildig: dikkat
cekmektedir. Bu sicaklikta spermanin bekletilmesinin spermatozoa iizerinde olumsuz
etkiler olusturabilecegi ¢ekincesi gbdz oOnilinde bulundurularak, nanopiirifikasyon
isleminin saha kosullarina adaptasyonunun kolaylastirilmasi i¢in, tez caligsmasi
kapsaminda 21°C ve 4°C’de nanopiirifikasyon islemlerinin uygunlugunun
arastirtlmasi1 hedeflenmistir. Bunun yani sira, nanopiirifikasyon yontemi uygulanan
Ankara tekesi spermasinin dondurma ve ¢dzdiirme islemleri sirasinda spermatozoanin
korunmasina katkisi, rutinde kullanilan kinetik (TM, PM, VCL, VSL, VAP, STR, LIN,
WOB, ALH, BCF, hiperaktivite) ve morfolojik parametreler (akrozom biitiinliigii,
viabilite, mitokondriyal aktivasyon) ile degerlendirilerek, bu yontemin tekelerde rutin

ve saha kosullarinda kullanima uygunlugu ve basarisinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Tez calismasi, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim Arastirma ve
Uygulama Ciftliginde bulunan 3 adet Ankara tekesinden toplanan sperma 6rnekleri ile
gerceklestirilmistir. Calisma prosediirii, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu Bagkanlig: tarafindan onaylanmistir (Etik Kurul Onay1 Karar No: 2018-
14-90). Etik kurul onay1 ekte sunulmustur.

Calismanin tamami Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim Arastirma
ve Uygulama Ciftligi Dolerme ve Suni Tohumlama Laboratuvari ve Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Diskapi Kampiisiinde Délerme ve Suni Tohumlama
Laboratuvarinda bulunan alet ve ekipmanlar (Su banyosu-Kottermann, Accucel
fotometre-IMV technologies, Suni vajen, Elektro Ejakiilator-Minitube €320,
Buzdolabi, CASA-Sperm Class Analyzer®-Microptic, Floresan mikroskop-Leica
DM2500) kullanilarak gerc¢eklestirilmistir.

Calismada kullanilan nanopartikiiller; silika manyetit, Annexin-V ve Pisum
sativum agglutin (PSA) ile kapli demir oksit nanopartikiil kokteyli seklinde (Clemente
Associates Incorporated, Madison, Connecticut, Amerika Birlesik Devletleri)
alinmigtir. Floresan analizleri i¢in; SYBR-14/Propidyum Iyode (Live/Dead Sperm
Viability Kit, Invitrogen, Thermo Fischer Scientific), Arachis hypogaea (peanut)
lektini (FITC-PNA, 1 mg liyofilize pudra, Sigma) ve JC-1 (5 mg, invitrogen, Thermo

Fischer Scientific) boyalar: kullanilmusgtir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Ankara Tekesi Secimi

Tez calismasi, 2017 yili Kasim ay1 ile 2018 Temmuz aylar arasinda
yiiriitiilmiistiir. Tez calismasinda kullanilan Ankara tekeleri, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Egitim Arastirma ve Uygulama Ciftliginde bir 6rnek sekilde
rasyonla beslenmektedir. Tez ¢alismasi i¢in, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Egitim Arastirma ve Uygulama Ciftliginde bulunan toplam 4 adet saglikli Ankara
tekesi androlojik muayene sistematigi dogrultusunda muayene edilerek 3 teke
calismada kullanilmak tizere se¢ilmistir. Ankara tekelerinin segilmesi amaciyla
birlestirilmis androlojik muayene sistematigi uygulanmistir. Bu amagla ilk olarak
tekelerin genel muayeneleri (yas tayini ve genel fiziksel muayene) yapildiktan sonra
ultrasonografik ve testikiiler Olgtimler ile reprodiiktif organ muayeneleri
gerceklestirilmis ve bulgular kaydedilmistir. Daha sonra her tekeden birer sperma
ornegi alinarak spermatolojik parametreler acisindan degerlendirilmistir. Birlestirilmis
androlojik muayene sistematigi sonucunda elde edilen bulgular degerlendirilerek tez

calismasinda kullanima uygun 3 Ankara tekesi belirlenmistir.

2.2.2. Nanopartikiil Doz Optimizasyonu

Tekelerin  sperma Orneklerinin  genel ortalamalarinin  belirlenmesi  ve
nanopartikiil doz optimizasyonu amaciyla 6n ¢alisma yapilmistir (Cizelge 2.1). Tez
calismasinda kullanilan nanopartikiil dozu bu ¢alisma sonucunda kesinlestirilmistir.
Nanopartikiil dozlar1 1 ml sulandirilmis sperma 6rnegine eklenen nanopartikiil miktar
(ng) seklinde belirtilmis; bu asamadaki nanopiirifikasyon islemi 37°C’de
gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2.1. Nanopartikiil doz optimizasyonu ¢alisma gruplari ve gruplara uygulanan islemler.

Sulandirilan Spermaya Uygulanan islemler

1 ml sulandirilmis Bekleme siiresi (5 dk Miknatis Ekilibrasyon
Gruplar spermaya katilan araliklarla iizerinde ayirma siiresi
nanopartikiil miktari karistirilarak) siiresi
Kontrol - - - 1,5 saat
1 1ug 20 dk 10 dk 1,5 saat
5 Sug 20 dk 10 dk 1,5 saat
10 10 ug 20 dk 10 dk 1,5 saat
20 20 ug 20 dk 10 dk 1,5 saat

2.2.3. Farkh Sicakliklarda Nanopiirifikasyon

Tez ¢aligmasinda Ankara tekelerinden minitube e320 otomatik elektroejakiilator

yardimiyla sperma Ornekleri alinmistir (Sekil 2.1). Tez g¢alismasinda kullanilan 3

Ankara tekesinden haftada 2 kez olmak tlizere toplamda 7’ser sperma oOrnegi

toplanmistir. Alinan sperma ornekleri; miktar, pH, yogunluk, Kitle hareketi ve motilite

acisindan degerlendirilerek normospermi ozelligi gésteren ornekler ¢alismaya dahil

edilmistir.

Sekil 2.1. Otomatik elektro ejakiilator.
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Toplanan sperma Orneklerinde miktar, pH, kitle hareketi ve yogunluk
sulandirma oncesinde Olciilerek kaydedilmistir. Sperma 6rnekleri sulandirildiktan
sonra subjektif motilite yiizdeleri 5 farklt mikroskobik alanin incelenmesi ve ortalama

motilitenin hesaplanmasiyla kaydedilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Taze sperma Orneklerinde yapilan incelemeler: A- konsantrasyon Ol¢limii icin
kullanilan fotometre; B- pH 6l¢iimii i¢in kullanilan pH stripleri; C- kitle hareketi ve subjektif
motilite tayini.

Her bir 6rnek 200 x 10° sp/ml dozu dikkate alinarak; Tris, sitrik asit, glikoz, %10
yumurta sarist ve %35 gliserol igeren sulandirict (Sekil 2.3) kullanilarak

sulandirilmistir. Alinan ve sulandirilan her 6rnek 4 gruba ayrilmistir (Cizelge 2.2).
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Sekil 2.3. Tris, sitrik asit, glikoz, %10 yumurta saris1 ve %5 gliserol iceren teke sperma
sulandiricisi.

Cizelge 2.2. Farkli sicakliklarda nanopiirifikasyon ¢aligma gruplart ve gruplara uygulanan
islemler.

il Bekleme siiresi (5 . -

Gruplar Nanopartlkulv dk arahiklarla Miknatis u%erlqde Ekqu bra§yon

eklenme sicakhg ayirma siiresi siiresi
kanistirarak)

Kontrol - - - 1,5 saat
37°C 37°C 20 dk 10 dk 1,5 saat
21°C 21°C 20 dk 10 dk 1,5 saat
4°C 4°C 20 dk 10 dk 1,5 saat

Ik grup nanopartikiil uygulamasina dahil edilmeden dogrudan payetlere
cekilerek rutin prosediir dogrultusunda ekilibrasyon ve dondurma islemleri
gerceklestirilmistir. Ikinci gruba 37+1°C’de; 3. gruba 21+1°C’de; 4. gruba ise
4+1°C’de nanopartikiil (10 pg/ml sulandirilmis sperma) eklenmis ve 20 dakika
boyunca 5 dakikada bir hafif dairesel hareketlerle karigtirilarak bekletilmistir (Sekil
2.4). Daha sonra 6rnekler miknatis {izerinde 10 dakika bekletilerek uzaklastirilmasi
istenen spermatozoaya baglanan nanopartikiillerin dibe ¢okmesi saglanmistir (Sekil
2.5). Sonrasinda tstte kalan sperma almarak rutin ekilibrasyon ve dondurma

protokolleri uygulanmustir.
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Sekil 2.4. Sulandirilmis sperma 6rneklerine farkli sicakliklarda nanopiirifikasyon uygulamas:
A-21£1°C’de; B- 4+1°C’de nanopartikiil eklenerek bekletilme alanlari.

Sekil 2.5. Nanopartikiil eklenen sulandirilmis sperma Orneklerinden nanopartikiillerin
ayrilmasi: A- Sperma 6rnegi miknatis lizerinden alindiktan sonra dibe ¢6kmiis olarak goriinen
nanopartikiiller; B- Sperma 6rnegi ayrildiktan sonra geri kalan nanopartikiil iceren kisim.

Ekilibrasyon ve dondurma protokolii Leboeuf ve ark. (2000)’1n ¢alismasindan
modifiye edilmistir. Tiim gruplar pratikte kullanilan yonteme gore; 4°C’de 1,5 saat
ekilibrasyona tabi tutulmus ve s1vi azot seviyesinden 4-5 cm yiiksekte olacak sekilde
sivi azot buharinda 10 dakika bekletilip sivi azot igerisine yerlestirilerek

dondurulmustur (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Ekilibrasyon ve dondurma islemi agamalari: A- ekilibrasyon igin buzdolabinda 1,5
saat bekleme; B- sivi azot seviyesinden 4-5 cm yiikseklikte 10 dk bekleme; C- sivi azot
igerisine daldirma; D- gobletlere yerlestirerek depolanmaya hazirlama.

Dondurulan 6rnekler azot tanki igerisinde; ¢6ziim sonu analizler yapilana kadar

bekletilmistir.

2.2.4. Motilite ve Kinetik Parametre Analizleri

Gruplardaki sperma 6rneklerinin ¢6ziim sonu motiliteleri ve hareket 6zellikleri
CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2, Barcelona, Spain) ile degerlendirilmistir.
Her bir 6rnekten 5 pl alinarak lam iizerine damlatilmig ve tizeri lamel ile kapatilarak;
sisteme bagh faz-kontrast mikroskobunda 100x objektifte 60 frame’lik kamera
(Basler®) kullanilarak her bir 6rnek i¢in en az 5 farkli alandan alinan goriintiiler analiz
edilmistir. Yapilan analizde spermatozoa TM (%), PM (%), VCL (um/s), VSL (um/s),
VAP (um/s), LIN (%), STR (%), WOB (%), ALH (um), BCF (Hz), hiperaktivite (%)

parametreleri degerlendirilerek kaydedilmistir.
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2.2.5. Morfolojik Analizler

Floresan mikroskobu kullanilarak yapilan analizlerde ii¢ ayr1 boyama protokolii
izlenmistir. Bu boyama protokollerinde ortak olarak Hancock soliisyonu kullanilmistir

(Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Hancock solusyonu hazirlanigi (Schafer ve Holzmann, 2000).

Hazirlanist Solusyonun Hancock solusyonu igin
s Toplam Hacmi eklenecek miktar
Sodyum
Salin 9,01 g NaCl’ye 500 ml bidistile su 500 ml 150 ml
Solusyonu
Bufferl — 21,682 g Na2HPO4x2H20 ve 500 ml
Buffer bidistile su
Buffer2 — 22,254 g KH2PO4 ve 500 ml bidistile 280 mi 150 ml
Solusyonu .
200 ml Bufferl ile 80 ml Buffer2 karigtirilir
Formalin %37’°1ik 62,5 ml 62,5 ml
Bidistile su - - 500 ml

Gruplardaki spermatozoa, viabilite agisindan degerlendirilmek igin 6lii/canli kiti
(SYBR-14/P1 Molekiiler Probe: L7011 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ile
boyanmistir. Boyama protokolii Garner ve Johnson (1995)’nin ¢alismasindan
modifiye edilmistir. SYBR-14 ¢alisma soliisyonu 1:50 oraninda dimetil siilfoksit
(DMSO- Applichem A30006) ile sulandirilmistir. 0,22 uml’lik Millipore Millex-GV
filtre ile filtre edildikten sonra 80 ul’lik parcalara ayrilarak -20°C’de saklanmistir. Kit
igerisinde bulunan PI boyasi kullanima hazir halde alinmis ve 0,22 um’lik Millipore
Millex-GV filtre ile filtre edildikten sonra 75 pl’lik pargalara ayrilarak -20°C’de
saklanmistir. Cozdiiriilen spermalar, 1:2 oraninda fosfat buffer saline (PBS) ile
sulandirildiktan sonra 30 pl alinan sperma 8,5 pl SYBR-14 eklenerek 37°C’de 7 dakika
bekletilmis, sonrasinda 2,5 pl PI ile karistirilmis ve 37°C’de 7 dakika daha inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde fikzasyon saglanmasi igin, hazirlanan
soliisyona 10 pl Hancock soliisyonu (Schafer ve Holzmann, 2000) eklenmistir.
Boyanan 6rnekten 2,5 pl’lik bir damla alinarak lama damlatilmis ve {izerine lamel
kapatilmistir. Floresan mikroskopta membran biitiinliigii agisindan her bir 6rnekten en

az 200 spermatozoa incelenmistir. Bas kisimlari agik yesille boyali olanlar membrani
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saglam (canli) spermatozoayi, kirmizi boyali olanlar ise membrani hasarli (6lii)

spermatozoay1 temsil edecek sekilde analiz sonuglar1 kaydedilmistir (Sekil 2.7).

&

Sekil 2.7. Ankara tekelerinden elde edilen sperma Orneklerinin farkli sicakliklarda
nanopiirifikasyon sonrast SYBR-14 ve Pl boyalar1 kullanilarak viabilite agisindan analizi: A-
Kirmizi boya (PI) alan 6li spermatozoon; B- Yesil boya (SYBR-14) alan canli spermatozoon.

Spermatozoa akrozom biitiinliigiiniin degerlendirilmesi i¢in Nagy ve ark.
(2003)’1n protokolii modifiye edilerek; FITC-PNA (L7381 FITC-PNA, Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, Mo, USA) ve PI boyas1 kullanilmistir. Bir mg FITC-PNA liyofilize toz
preparat lizerine 1 ml PBS eklenerek boyama soliisyonu hazirlanmis ve daha sonra
filtre edilerek 100 pl’lik bolimlere ayrilip -20°C’de saklanmistir. Cozdiiriilen sperma
1:2 oraninda PBS ile sulandirilmis ve daha sonra 60 pl sulandirilmis spermaya 10 pl
FITC-PNA ve 2,5 pl PI eklenmistir. Hazirlanan preparat iyice karigtirildiktan sonra
37°C’de 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edilmis ve fikzasyon icin 10 pl Hancock
soliisyonu (Schafer ve Holzmann, 2000) eklenmistir. Boyanan sperma 6rneginden 2,5
pl almarak lama damlatilmis ve iizerine lamel kapatilmistir. Floresan mikroskopta

akrozom biitiinliigii agisindan her bir 6rnekten en az 200 spermatozoa incelenmistir.

37



Akrozomu yesil boya alanlar hasarli; akrozomu boya almayanlar ise saglam akrozoma

sahip spermatozoay1 temsil etmis ve analiz sonuglar1 kaydedilmistir (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. Ankara tekelerinden elde edilen sperma oOrneklerinin farkli sicakliklarda
nanopiirifikasyon sonrasi FITC-PNA ve Pl boyalari kullanilarak akrozom biitiinliigii agisindan
analizi: A- Bag kismi kirmizi (PI), akrozom kismi yesil boya (FITC-PNA) alan akrozomu
bozuk ve 6lii spermatozoon; B- Bas kismi kirmizi boya (PI) alan akrozomu boya almayan
akrozomu biitiin 6lii spermatozoon; C- Bas kismu veya akrozomu boya almayan akrozomu
biitiin ve canli spermatozoon.

Spermatozoa mitokondriyal aktivasyonu Garner ve ark. (1997)’in protokolii
modifiye edilerek degerlendirilmistir. Stok soliisyon, JC-1 (T3168 JC-1, Invitrogen)
ve DMSO soliisyonu ile hazirlanmis; filtre edildikten sonra 25 pl’lik boliimlere
ayrilarak -20°C’de saklanmistir. Cozdiiriilen sperma 1:5 oraninda PBS ile
sulandirildiktan sonra 300 ul spermaya 2,5 ul JC-1 ve 2,5 ul PI eklenerek karistirilmis
ve inkiibasyon i¢in 37°C’de 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra fikzasyon igin 20 ul
Hancock soliisyonu (Schafer ve Holzmann, 2000) eklenmistir. Boyanan 6rnekten 2,5
pl almarak lama damlatilmis ve iizerine lamel kapatilmistir. Floresan mikroskopta
mitokondriyal aktivasyon yoniinden her bir 6rnek i¢in en az 200 spermatozoa
incelenmistir. Mitokondrinin oldugu orta kisimda parlak sari/turuncu veya yesil

floresanin bulunmas1 mitokondriyal aktivitenin oldugunu, orta kismin boya almamasi
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ise mitokondriyal aktivitenin olmadigini ifade etmis ve analiz sonuglar1 kaydedilmistir
(Sekil 2.9).

Sekil 2.9. Ankara tekelerinden elde edilen sperma oOrneklerinin farkli sicakliklarda
nanopiirifikasyon sonrast JC-1 ve Pl boyalar: kullanilarak mitokondriyal aktivite agisindan
analizi: A- Bas kismu kirmiz1 boya (PI) alan mitokondriasi boya almayan mitokondriyal
aktivitesi bulunmayan 6lii spermatozoon; B- Bas kismi kirmizi boya (PI) alan mitokondriasi
yesil veya turuncu boya (JC-1) alan mitokondriyal aktivitesi olan 6lii spermatozoon.

2.2.6. istatistiksel Analizler

Elde edilen tiim veriler Onemlilik testlerinden ©nce parametrik test
varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro Wilk testi ile, varyanslarin homojenligi
yoniinden ise Levene testi ile incelenmistir. Normal dagilan degiskenler arasi
farkliligin istatistiksel agidan kontrolii tek varyans analizi (ANOVA) ile yapilmis,
gruplar arasi farkliligin anlamlh ¢iktig1 degiskenler igin ileri agsama (post-hoc) testi
olarak Tukey Testi'nden yararlanilmistir. Normal dagilim gdstermeyen degiskenler

aras1 farkliligin istatistiksel agidan kontrolii Kruskal Wallis testi ile yapilmis, gruplar
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arasi farkliligin anlamli bulundugu degiskenler igin ileri agsama (post-hoc) testi olarak
Bonferroni diizeltmesi ile birlikte Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Degiskenler
arast iliskinin incelendigi parametreler (Voltaj, miktar, pH, konsantrasyon, kitle
hareketi ve subjektif motilite) i¢in Spearman korelasyon katsayisi testi uygulanmustir.
Elde edilen bulgular ortalama =+ standart hata seklinde sunulmustur. Tiim istatistiksel
analizler minimum %35 hata pay: ile incelenmis ve SPSS Statistics Subscription

programindan yararlanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Ankara Tekelerinin Androlojik Muayene Bulgular:

Calisma i¢in Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim ve Arastirma
Ciftliginde bulunan 4 adet Ankara tekesine yapilan androlojik muayene sonuglari

Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Teke se¢imi amaciyla yapilan androlojik muayenede testikiiler 6l¢iim bulgulari.

Kulak No 2001 2003 0790 4856
Yas 1-2 1-2 4-5 >10
Testikiiler Olciimler
Skrotal ¢cevre (cm) 10,5 10,2 145 10,0
Sol testis genisligi (cm) 35 3,7 55 4,0
Sag testis genisligi (cm) 4,0 3,5 5,0 3,0
Sol testis yiiksekligi (cm) 5,5 6,0 10,0 8,0
Sag testis yiiksekligi (cm) 7,0 6,5 10,0 6,0
Sol testis derinligi (cm) 3,0 3,5 55 3,5
Sag testis derinligi (cm) 3,5 3,0 5,5 3,5
Testikiiler dejenerasyon indeksi (0-3) 0 0 2 3
Spermatolojik Olciimler

Miktar (ml) 15 15 2,5 -
pH 6,7 7 6,5 -
Yogunluk (sp/ml) 1,5x10° 0,9x10° 3x10° -
Kitle hareketi (0-5) 4 3 5 -
Subjektif motilite (%) 77 60 87 -

Ultrasonografik muayene sirasinda 2001 kulak numarali tekenin sol testis
mediastinumunun ince oldugu; 4856 kulak numarali tekenin ise testislerinde genis
kalsifikasyon alanlar1 gozlenmistir. Bunun yani sira, 4856 kulak numarali tekenin
genital organlarmin palpasyonu sirasinda sag epididimisinin sigkin oldugu ve
testislerin normalden sert bir yapida oldugu belirlenmistir. Androlojik muayene
kapsaminda bu tekeden sperma alinamamistir. Yapilan androlojik muayenelerin
sonucunda 4856 kulak numarali tekenin yas1 ve testikiiler dejenerasyon indeksinin
yiiksek olmasi nedeniyle artik reprodiiktif gerekliliklerini yerine getiremeyecegine, bu

gerekceyle de ¢alismadan ve stiriiden ¢ikarilmasina karar verilmistir.

41



3.2. Doz Optimizasyon Bulgulari

Olusturulan doz ve kontrol gruplarinin taze sperma verileri Cizelge 3.2°de

sunulmustur.

Cizelge 3.2. Nanopartikiil doz optimizasyonu c¢alisma gruplarinin ortalama taze sperma
verileri (Ort=SH).

Sperma Spermanin kitle Spermanin

(;;n(:gl mi?(rt)::lnzzjnl) Spfigp;f H Sperm(:: );(r;gll)mlugu hareketi skorlamasi subjektif
(fl) g P (0-5) motilitesi (%)
9 2,73+0,15 6,5+0,06 1,9x10° £ 0,3x10° 4,83 +0,17 90,25 £ 0,25

Yapilan nanopartikiil doz optimizasyon g¢alismasi sonucunda ¢6éziim sonu TM,
PM, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF veya hiperaktivite agisindan
gruplar arasi herhangi bir fark gézlenmemistir (p>0,05; Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Nanopartikiill doz optimizasyon calismasi ¢Oziim sonu muayeneleri veri
ortalamalar1 (Ort£SH).

Parametre Gruplar p
Kontrol 1pg S5ng 10 pg 20 pg degeri
™ (%) 64,66 + 5,30 73,57 +£6,42 | 67,03+14,23 | 87,70 +6,26 87,33 £5,52 0,214
PM (%) 446+ 1,98 6,67 +1,73 7,03 + 2,67 10,90 + 1,83 7,70 £ 0,64 0,270

VCL (nm/s) 39,14+519 | 4137+444 | 44,77+816 | 6153+527 | 4480+1,10 | 0,089

VSL (pm/s) 1503+442 | 1787+286 | 20,00+558 | 24,63+2,28 | 17,67+0,52 | 0,450

VAP (um/s) 2391+4,88 | 2850+365 | 31,43+8,18 | 4537+2,87 | 2897+0,82 | 0,076

LIN (%) 36,91 +558 | 42,77+253 | 42,53+5,77 | 39,73+1,16 | 39,43+0,19 | 0,799
STR (%) 60,81+5,04 | 6223+237 | 6247+228 | 6307+6,36 | 60,83+0,03 | 0,990
WOB (%) 60,51+4,45 | 6863+152 | 6763+7,18 | 68,53+4,00 | 6480+025 | 0,632
ALH (um) 3,43+0,15 2,97+0,17 2,73+0,07 3,30+0,23 3,07+0,15 0,079
BCF (Hz) 6,42 +0,87 6,27 +£ 0,46 6,70 = 0,40 6,90+0,12 6,47 +£0,43 0,913

Hiperaktivite
(%)

8,98 + 3,46 8,90 + 3,46 4,90 + 2,50 12,40 +1,33 8,73+0,73 0,414

p>0,05: Ayn1 satirdaki gruplar arasinda istatistiksel agidan anlaml fark bulunmadigini ifade etmektedir.

Bu doz optimizasyonu calismasi sonucunda, nanopartikiil ile spermatozoa
seleksiyonu caligmalar1 yiiriiten arastiricilardan elde edilen bilgiler de goz Oniinde
bulundurularak; islenecek olan sulandirilmig 1 ml sulandirilmig spermaya 10 ug dozun
uygun oldugu, etkilerinin ¢aligmanin sonraki agamalarinda daha fazla tekrar ile

incelenmesi gerektigine karar verilmistir.
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3.3. Farkh Sicakliklarda Nanopiirifikasyonda Taze Sperma Muayene Bulgulari

Caligsmada kullanilan tiim tekelerin sperma ornekleri toplandiktan sonra yapilan
taze sperma muayenesinden elde edilen bulgularin ortalamalar1 Cizelge 3.4’te

sunulmustur.

Cizelge 3.4. Ankara tekelerinden elde edilen sperma orneklerinin taze muayene bulgularinin
ortalamalar1 (Ort+=SH).

Sperma . Spermanin
ornegi 'Ele_l.<tr9' Sperma Sperma pH S,p erma Spermamn kitle subjektif
saysi ejakiilator | miktari degeri yogunlugu hareketi motilitesi
) voltaji (ml) (sp/ml) skorlamasi (0-5) (%)
£
s 1,93 + 1,6x10° =
g 21 4,48 +0,13 0,16 6,79 £ 0,07 0,3%10° 3,81 +0,24 81,14 £2,62
O

3.4. Farkh Sicakliklarda Nanopiirifikasyonda Coziim-Sonu Muayene Bulgulari

3.4.1. Motilite ve Kinetik Parametre Bulgulari

Coziim sonu total ve progresif motilite bulgular1 Cizelge 3.5’te sunulmustur.

Cizelge 3.5. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢6ziim
sonu total ve progresif motilite bulgularinin gruplar arasi karsilagtirmasi (Ort=SH).

Parametre Gruplar p degeri
Kontrol (n=21) 37°C (n=21) 21°C (n=21) 4°C (n=21)
TM (%) 60,48 + 2,792 72,75+ 3,43° 69,13 + 2,83% 59,57 + 3,06° 0,005
PM (%) 5,15 + 1,602 9,76 +1,93° 9,82 +1,53° 5,69 + 1,402 <0,001

a, b, c: Ayni satirdaki farkl harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade etmektedir (p<<0,05).
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Calisma gruplarinda TM agisindan gruplar arasit fark anlamli bulunmustur
(p=0,005). Total motilite yiizdesinin 37°C grubunda, kontrol (p=0,027) ve 4 °C
(p=0,015) gruplarina gore ise yiiksek oldugu belirlenmistir. Diger gruplar arasinda TM
acisindan bir farklilik gozlenmemistir (p>0,05; Sekil 3.1).
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3 3
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Gruplar

Sekil 3.1. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢éziim
sonu total motilite bulgularinin gruplar arasi karsilagtirmasi (Ort=SH).
*p<0,001: Gruplar arasi istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade etmektedir.

Progresif motilite yilizdesi acisindan gruplar arasi1 farkin anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol grubunun PM verilerinin, 37°C (p=0,001) ve 21°C
(p<0,001) gruplarma gore diisiikk oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde 4°C grubunun
PM yiizdesi, 37°C (p=0,002) ve 21°C (p=0,001) gruplarina gore belirgin sekilde diisiik
bulunmustur (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢éziim
sonu progresif motilite bulgularinin gruplar aras1 karsilastirmasi (Ort£SH).
**p<0,01; ***p<0,001: Gruplar arasi istatistiksel agidan anlaml farklilig1 ifade etmektedir.

Cozliim sonu hiz parametre bulgular1 Cizelge 3.6’da sunulmustur.

Cizelge 3.6. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢6ziim
sonu hiz parametre bulgularinin gruplar arasi karsilastirmasi (Ort+=SH).

Parametre — o — Gruplar 5 — o — p degeri
Kontrol (n=21) 37°C (n=21) 21°C (n=21) 4°C (n=21)

VCL (um/s) 39,80+1,728 58,31+1,97° 53,19+1,75° 41,611,522 <0,001

VSL (um/s) 15,8445,472 26,90+5,81° 26,1745,72P 17,1543,922 <0,001

VAP (um/s) 24,97+2,182 44,05+1,88P 38,05+1,64° 25,72+1,202 <0,001
LIN (%) 38,08+5,65° 45,42+5,69% 47,61+5,87° 40,09+3,352 0,003
STR (%) 62,24+2,17% 61,09+1,922 68,03+1,59° 64,601,188 0,019
WOB (%) 62,10+5,77° 74,92+5,25b 69,00+£5,97° 61,243,622 <0,001

a, b, c: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farkliligr ifade etmektedir (p<0,05).

Yapilan istatistiksel incelemelerde VCL acisindan gruplar arasi1 fark anlamli
bulunmustur (p<0,001). Kontrol grubu VCL verileri, 37°C (p<0,001) ve 21°C
(p=0,002) gruplarina gore diisiik belirlenmistir. Kontrol ile 4°C gruplari arasinda bir
farka rastlanmazken (p=0,443); 37°C (p=0,002) ve 20°C (p=0,011) gruplarinin VCL
sonuglarmin 4°C grubuna gore yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢éziim

sonu egrisel hiz bulgularinin gruplar arasi karsilagtirmasi (Ort+=SH).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Gruplar arasi istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade etmektedir.

Dogrusal hiz acisindan gruplar arasi farkliligin anlamli oldugu tespit edilmistir
(p<0,001). Kontrol grubunun VSL degerlerinin 37°C ve 21°C gruplarina gore diisiik
oldugu gozlenmistir (p<0,001). Kontrol ile 4°C gruplart arasinda bir farka
rastlanmazken (p=0,497); 4°C grubunun VSL degerleri, 37°C (p=0,001) ve 21°C
(p=0,003) gruplarindan diigiikk bulunmustur (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢éziim
sonu dogrusal hiz bulgularinin gruplar aras1 kargilagtirmasi (Ort£SH).
**p<0,01; ***p<0,001: Gruplar arasi istatistiksel agidan anlamli farklilig1 ifade etmektedir.

Ortalama yol hiz1 agisindan gruplar arasi fark anlamli bulunmustur (p<0,001).
Kontrol grubunun VAP degerlerinin, 37°C (p<0,001) ve 21°C (p=0,001) gruplarina
gore diisiik oldugu belirlenmistir. Kontrol ile 4°C gruplari arasinda bir farka
rastlanmazken (p=0,529); 4°C grubunun VAP degerlerinin 37°C (p<0,001) ve 21°C
(p=0,002) gruplarina kiyasla diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢éziim
sonu ortalama yol hizi bulgularinin gruplar arasi karsilastirmasi (Ort+=SH).
**p<0,01; ***p<0,001: Gruplar arasi istatistiksel agidan anlamli farklilig1 ifade etmektedir.

Egrisel yol dogrusalligt acisindan gruplar arasi farkin anlamli oldugu
belirlenmistir (p=0,003). Kontrol (p=0,006) ve 4°C (p=0,044) gruplarinin LIN verileri
21°C grubundan belirgin sekilde diisiik bulunmustur (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢6ziim
sonu egrisel yol dogrusallig1 bulgularinin gruplar aras1 karsilastirmasi (Ort=SH).
*p<0,05; **p<0,01: Gruplar arasi istatistiksel agidan anlaml farklilig: ifade etmektedir.
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Ortalama yol dogrusalligi acisindan gruplar arast farkin anlamli oldugu
gozlenmistir (p=0,019). Diger gruplar arasinda anlamli herhangi bir farklilik
olusmazken (p>0,05); 21°C grubunda STR degerlerinin 37°C grubuna gore yiiksek
oldugu belirlenmistir (p=0,019; Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢éziim
sonu ortalama yol dogrusalligr bulgularinin gruplar arasi karsilastirmasi (Ort£=SH).
*p<0,05: Gruplar arasi istatistiksel agidan anlamli farkliligr ifade etmektedir.

Kararsizlik agisindan gruplar arasi fark anlamli bulunmustur (p<0,001). Kontrol
grubunun WOB degerlerinin, 37°C (p<0,001) ve 21°C (p=0,025) gruplarina gore
diisiik oldugu belirlenmistir. Bahsi gegen diger hiz parametrelerine benzer sekilde,
kontrol ile 4°C gruplar1 arasinda anlamli bir farka rastlanmazken (p=0,984); 4°C
grubunun WOB degerlerinin 37°C (p<0,001) ve 21°C (p=0,009) gruplarina kiyasla
diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢éziim
sonu kararsizlik bulgularinin gruplar arasi karsilagtirmasi (Ort=SH).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Gruplar aras istatistiksel agidan anlamli farklilig1 ifade etmektedir.

Bilgisayar destekli sperm analizi kapsaminda analiz edilen istikrarsizlik

parametre bulgular1 Cizelge 3.7°de sunulmustur.

Cizelge 3.7. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢6ziim
sonu istikrarsizlik parametre bulgularinin gruplar arasi karsilastirmasi (Ort+=SH).

Parametre Gruplar p degeri
Kontrol (n=21) 37°C (n=21) 21°C (n=21) 4°C (n=21)
ALH (um) 2,81+2,08 2,71£1,96 2,90+1,61 2,81£1,28 0,165
BCF (Hz) 5,95+5,98 6,55+5,28 6,75+5,51 6,50+3,75 0,417
Hiperaktivite (%) 9,05+2,172 10,74+1,83% 14,10+1,54° 10,53+1,35% 0,007

a, b, c: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

Gruplar arasi farklarin incelendigi parametreler icerisinde ALH (p=0,165) ve

BCF (p=0,417) acisindan anlamli bir farklilik belirlenmemistir.

Hiperaktivite agisindan gruplar arasi farkin anlamli oldugu tespit edilmis
(p=0,007), bu farkliligin yalmizca 21°C grubunun hiperaktivite sonuglarinin kontrol
grubuna gore diigikk olmasindan kaynaklandig: belirlenmistir (p=0,004; Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢éziim
sonu hiperaktivite bulgularinin gruplar arasi karsilagtirmasi (Ort£SH).
**p<0,01: Gruplar aras istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade etmektedir.

3.4.2. Morfolojik Analiz Bulgular

Floresan boyama ile yapilan morfolojik analiz bulgulart Cizelge 3.8’de

sunulmustur.

Cizelge 3.8. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢6ziim
sonu floresan boyama ile yapilan morfolojik analiz bulgularinin gruplar aras1 karsilastirmasi
(Ort£SH).

Parametre Gruplar p
Kontrol (n=21) 37°C (n=21) 21°C (n=21) 4°C (n=21) degeri
Akr"z"“(‘o}(’);'t““l“g“ 32,0246,252 65,29+5,08° 49,10+5,28" 36,17+3,82¢ | <0,001
Viabilite (%) 23.0742,17 27.86+1,64 2730+1,47 29.55+0.87 0,309
Mitokondriyal 59,78+3.29 60,12+4,79 60,61+5,49 63,56+329 | 0,892
aktivasyon (%)

a, b, c: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

Floresan boyama ile yapilan viabilite (p=0,309) ve mitokondriyal aktivasyon

oranlar1 (p=0,892) acisindan gruplar arasi1 fark belirlenmemistir. Akrozom biitiinliigi

orant agisindan ise gruplar arasi fark anlamli bulunmustur (p<0,001). Kontrol

grubunun akrozom biitlinliigii oranlarinin, 37°C ve 21°C gruplaria gore diisiik oldugu
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(p<0,001) gozlenmistir. Benzer sekilde 4°C grubunda da 37°C (p<0,001) ve 21°C
(p=0,002) gruplarina gore diisitk akrozom biitiinliigli oranlar1 tespit edilmistir. En
yiiksek akrozom biitiinliigli oranina sahip 37°C grubunun, ikinci en yiiksek oranlara
sahip olan 21°C grubundan da anlamli 6l¢iide yiiksek oldugu belirlenmistir (p=0,002;
Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Ankara tekesi spermasinin farkli sicakliklarda nanopiirifikasyonu sonrasi ¢6ziim

sonu akrozom biitlinliigli bulgularimin gruplar arasi karsilastirmasi (Ort+=SH).
**p<0,01; ***p<0,001: Gruplar arasi istatistiksel agidan anlamli farklilig1 ifade etmektedir.

52



4. TARTISMA

Birlestirilmis androlojik muayene sistematigi erkeklerin damizlik kalitelerinin
belirlenmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Rutin olarak uygulanan yontem fiziksel ve
reprodiiktif muayeneyi icermekte, daha gilincel yaklasimlar ise ultrasonografik
testikiiler ve eklenti bezi muayenesi ve CASA spermatolojik analizlerini
kapsamaktadir (Daskin ve ark., 2015). Tez ¢alismasinda kullanilan tekeler androlojik
muayene sistematiginde yer alan fiziksel, reprodiiktif muayenelerin yani sira
ultrasonografik muayene yontemi de kullanilarak degerlendirilmistir. Konu ile ilgili
Ankara tekelerinde yapilan bir ¢aligmada birlestirilmis androlojik muayene sistematigi
incelenmis, testikiiler fonksiyonun yiiksek olusunun dondurulabilirlik orani ile dogru
orantili oldugu belirtilmistir (Daskin ve ark., 2015). Ankara tekelerinin androlojik
muayenesini igeren bir diger ¢aligmada ise, kullanilan 7 tekeden elde edilen skrotal
¢evre uzunluklari; en yiiksek 28,8 cm, en diisiik 17,3 cm ve ortalama 23,6 cm olarak
bildirilmistir (Tekin, 2017). Ancak tez ¢alismasina dahil edilen 3 tekenin skrotal ¢evre
uzunluklar1 (~11,7 cm) bu ¢alismada bildirilen sinirlarin altinda kalmistir. Bunun
nedeninin, ¢alismaya dahil edilen tekelerden 2’sinin 1-2 yag araliginda olusu ve 4-5
yas araliginda olan tekenin de testikiiler dejenerasyon indeksinin 2 olarak belirlenmesi

oldugu diisiiniilmektedir.

Tez ¢aligmasinda kullanilan tekelerin androlojik muayeneleri kapsaminda alinan
sperma Orneklerinin miktarlarinin (~1,8 ml) Ankara tekesi 1rk1 i¢in bildirilen diger
caligmalar ile uyum igerisinde oldugu gozlenmistir (Tekin, 2017, 1,13 ml; Tirpan,
2012, 1,31 ml). Ayn1 irkin sperma pH degerleri 6,5-7 arasinda kabul edilmektedir
(Tirpan, 2012). Tez calismasinda elde edilen pH bulgulart (~6,7) bu goriisi
desteklemektedir. Ankara tekesi spermasinin yogunlugu yapilan ¢aligmalarda en az
3x10° olarak bildirilmektedir. Yaptiklar1 calismalarinda Tirpan (2012) bu degeri
3,20x10% Tekin (2017) ise 4,85x10° olarak belirlemistir. Tez ¢calismasinda elde edilen
yogunluk degerleri (~1,8x10° sp/ml) ise bu sayilarin altinda kalmistir. Bu durumun,
tez calismasinda androlojik muayene amaciyla elde edilen sperma Orneklerinin

miktarlarinin fazla olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Tez ¢calismasina dahil
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edilen Ankara tekelerinin spermatolojik incelemesinde kitle hareketi agisindan basarili
olduklart diigiiniilmektedir. Androlojik muayene agsamasinda ortalama 4 degerinde
kitle hareketi elde edilmis ve bu deger Tekin (2017)’nin ¢alismasinda belirledigi 3,97
ile benzer belirlenmistir. Subjektif motilite degerleri agisindan bakilacak olursa tez
calismasina dahil edilen tekelerin taze sperma motilitelerinin (~%75), Ankara
tekelerinde yapilan diger iki c¢alismadan diisiik ortalamaya sahip oldugu
gozlenmektedir (Tekin, 2017, %82,74; Tirpan, 2012, %87,14). Bunun, tez
calismasinda kullanilmak {izere teke se¢imi amaciyla androlojik muayenelerin sezon

baslangicinda yapilmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Tez ¢aligmasinda androlojik muayene sistematigi kullanilarak 3 teke se¢ilmistir.
Segilen tekelerin androlojik muayene bulgular1 baz1 parametreler agisindan diger
arastirmalarda kullanilan tekelerin verilerinden farkliliklar gosterse de; 6zellikle pH
ve kitle hareketi agisindan benzer sonuglar vermistir. Ortaya ¢ikan farkliliklarin diger
aragtirmalarda kullanilan tekelerin yaslari, sayilari, sperma alma siklig1 ve zamanina
bagli olabileceginin yani sira; bakim-besleme ve cevre kosullarinin da etkisiyle
olustugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, androlojik muayene kapsaminda elde
edilen sperma oOrneklerinin sezon disinda alindigi g6z Oniinde bulundurularak tez

calismasinda kullanima elverisli oldugu belirlenmistir.

Nanopiirifikasyon hakkinda daha once bildirilen ¢alismalarda doz
optimizasyonu incelenmemistir. Tez ¢alismasinin ilk asamasinda gergeklestirilen doz
optimizasyon islemleri sonucunda elde edilen veriler herhangi bir farklilik
olusturmamistir. Bu nedenle, tez ¢alismasinda daha 6nce yapilmis olan aragtirmalar

g6z Oniinde bulundurularak doz belirlenmistir.

Tez ¢aligmasinda kullanilan 3 tekeden elde edilen sperma Orneklerinin ilk
muayeneleri sonucunda ortalama degerler; sperma miktart 1,93 ml, pH degeri 6,79,
yogunlugu 1,6x10° sp/ml, kitle hareketi 3,81, subjektif motilite ise %81,14 olarak
belirlenmistir. Ankara tekelerinde yapilan bir baska ¢alismada taze sperma muayene
bulgular;; miktar 1,31 ml, yogunluk 3,2x10° sp/ml, ve pH 6,5-7 araliginda olacak
sekilde belirlenmistir (Tirpan, 2012). Bir diger ¢alismada ise; sperma miktar1 1,13 ml,
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kitle hareketi 3,97, yogunluk 4,9x10° sp/ml, subjektif motilite %82,74 olarak
belirtilmistir (Tekin, 2017). Tez ¢alismasinda elde edilen taze sperma muayene
bulgularinin, daha 6nce bildirilen bu iki ¢alisma ile genel anlamda uyumlu oldugu
diistiniilmektedir. Dolayisiyla, tez caligmasi kapsamina dahil edilen spermalarin

normospermik 6zellik gosterdigi ve dondurulmaya uygun oldugu belirlenmistir.

Tez galismasinda sperma orneklerinin motilite, hiz ve diger parametrelerinin
analizi i¢in CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2, Barcelona, Spain)
kullanilmistir. Nanopiirifikasyon hakkinda daha o6nce bildirilen yayinlarda ise
cogunlukla Hamilton-Thorne olmak iizere, farkli CASA sistemlerine yer verilmistir.
Farkli CASA cihazlar arasinda sonuglar degisken olabilmektedir (Hu ve ark., 2013).
Hatta, parametre ayarlar1 uyumlu olan ayn1 CASA sistemleri kullan1ldiginda bile farkli
sonuclar elde edilebilmektedir (Ehlers ve ark., 2011). Bu nedenle kullanilan CASA

sisteminin standardizasyonu ve kalite kontrolii 6nem tagimaktadir (Lu ve ark., 2014).

Rutin olarak kullanilan CASA analizleri, spermanin fizyolojik durumuna iliskin
degerli bilgi saglayan bir¢cok spermatozoa motilite parametresini igerdigi igin,
subjektif mikroskobik sperma degerlendirmesine gore fertilitenin tahmininde daha
dogru sonu¢ alinmasini saglama potansiyeline sahiptir (Christensen ve ark., 1999;
Farrell ve ark., 1998 ve Kartiravan ve ark., 2011). Farrell ve ark. (1998), taze boga
spermasinda CASA ile dlgiilen motilite parametrelerinin tiimiiniin, boga fertilitesinin
belirlenmesinde basarili sonuglar verdigini bildirmistir. Ayrica, yalnizca motil
spermatozoanin fertilizasyon yetenegine sahip olmasi nedeniyle, spermatozoa
motilitesinin sperma kalitesi tayininde en 6nemli kriterlerden biri oldugu bilinmektedir

(Inang ve ark., 2014).

Barbas ve ark. (2018) yaptiklar calismada, tekelerde taze ve dondurulmus-
¢ozdiirlilmiis sperma analiz bulgularini incelemistir. C6ziim sonu TM bulgularinin
(%59,32), tez calismasi kontrol (%60,48) ve 4°C gruplari (%59,57) ile benzer oldugu;
37°C (%71,75) ve 21°C (%69,13) gruplarindan ise diisiik oldugu dikkat cekmektedir.
Ankara tekeleri iizerinde yapilan bir calismada, ¢6ziim sonu TM degerlerinin

(%47,89), tez calismasinda yer alan tiim gruplardan diisiik oldugu gézlenmistir (Tirpan
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ve Tekin, 2015). Yine Ankara tekelerinin kullanildig1 bir bagka ¢aligmada ¢6ziim sonu
TM bulgular (%60,91), tez ¢alismasi kontrol (%60,48) ve 4°C gruplart (%59,57) ile
benzer; 37°C (%71,75) ve 21°C (%69,13) gruplarindan ise diisiik olarak bildirilmistir
(Tekin, 2017). Bu durum, tez c¢alismasi kapsamindaki nanopiirifikasyon

uygulamasinin TM agisindan basarili oldugunu destekler niteliktedir.

Spermatozoa motilitesi, yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerin sonucu olarak ortaya
¢ikmakta ve erkeklerde fertilite oraninin belirlenmesinde en 6nemli bilesenlerden biri
olarak kabul edilmektedir (Barbas ve ark., 2018; Larsen ve ark., 2000 ve Satake, 2006).
Kathiravan ve ark. (2008), boga spermatozoasimnin farkli hareket parametrelerini
incelemis ve oosit penetrasyon/fertilizasyon orani ile progresif motilite arasinda pozitif
korelasyon belirlemistir. Farkli CASA parametreleri arasinda, fertilizasyon oranina
progresif motilitenin %62,6 oraninda katki sagladig: belirtilmistir (Kathiravan ve ark.,
2008 ve Kathiravan ve ark., 2011). Her ne kadar tez galismasinda teke spermasi
kullanilmis olsa da, nanopiirifikasyon sonrast PM vyiizdelerinde artis sekillenmesi,
nanopartikiil uygulamasi ile fertilite basarisinin artirilabildigine isaret etmektedir.
Ankara tekeleri lizerinde yapilan bir ¢galismada ¢6ziim sonu PM verileri (%17,86), tez
calismasinda yer alan tiim gruplardan (Kontrol, %5,15; 37°C, %9,76; 21°C %9,82;
4°C, %5,69) yiiksek belirlenmistir (Tirpan ve Tekin, 2015). Tez ¢alismasinda, TM
bulgularinin 37°C’de (%72,75) nanopartikiil ile seleksiyon sonrasinda diger tiim
gruplardan (Kontrol, %60,48; 21°C, %69,13; 4°C, %59,57); PM bulgularinin ise 37°C
(%9,76) ve 21°C (9,82) gruplarinda, diger gruplardan (Kontrol, %5,15; 4°C, %5,69)
yiikksek oldugu belirlenmistir. Bu bulgular domuz spermasmin PNA/PSA kaph
nanopartikiiller (Feugang ve ark., 2015) ve Annexin-V veya PNA/PSA kaplh
nanopartikiiller (Durfey ve ark., 2018) kullanilarak yapilan iki ayr1 nanopiirifikasyon
caligmasi ile benzerlik gostermektedir. Insan spermasi kullamlarak yapilan bir
caligmada, dondurma Oncesi ve sonrasinda Annexin-V ile kapli nanopartikiiller ile
seleksiyon uygulamalar1 karsilagtirllmistir. Bu ¢alismada dondurma sonrasi
nanopartikiil ile seleksiyonu takiben motilitenin ciddi oranda azaldigi belirlenmis
(nanopiirifiye sperma ornegi; %?2: kontrol grubu; %?20); aksine dondurma Oncesi
nanopiirifikasyon uygulamasi motilite oranlarinda (nanopiirifiye sperma Ornegi;

%38,5: kontrol grubu; %20) artisa yol acarak, avantaj saglamistir (Said ve ark.,
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2005b). insan spermasinda yapilan bir diger Annexin-V kapli nanopartikiiller ile
seleksiyon galismasinda, hizli ve progresif spermatozoa orani nanopiirifiye sperma
grubunda (%40,20), kontrol grubuna (%34) gore belirgin sekilde yiiksek bulunmustur
(Nadalini ve ark., 2014). Farkli alet ekipmanlar ile domuz ve insan spermasinda
gerceklestirilen nanopiirifikasyon uygulamalar1 sonrasinda PM ylizdelerinin artisi, tez
calismasinin sonuglari ile uyumlu olmustur. Bu nedenle nanopartikiil ile seleksiyon
isleminin, alet ekipman ve tiirden bagimsiz olarak PM yiizdelerini énemli Olgiide
artirdig diistiniilmektedir. Total motilite agisindan tez calismasindan farkli sonuglarin
gozlendigi bir arastirmada, insan spermasinda dansite gradyanli santrifiigasyon
islemini takiben Annexin-V ile kapli nanopartikiiller ile seleksiyon islemi yapilmis ve
yalnizca dansite gradyanl santrifiigasyon uygulanan drnekler kontrol grubu olarak
kabul edilmistir. Bu c¢alismada ayrica CASA cihazindan <%5’lik bir fark dilimi
bulunan Copenhagen Rigshospitalet Image House Sperm Motility Analysis System
(CRISMAS) kullanilmis ve spermatozoa motilitesinin nanopiirifikasyon sonrasi
(%67,0), kontrol grubuna (%79,3) gore azalmasina karsin bu durumun olumsuz bir
etki olusturmadigi belirtilmistir (Lee ve ark., 2010). Incelenen bu calismada elde edilen
farkli sonuglarin; tiirler, nanopartikiil kaplamasinda kullanilan lektinler,
nanopiirifikasyon protokollerindeki degisiklikler ve analiz asamasinda kullanilan

araclarin farkli olusundan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Spermatozoon morfolojisi, hiicrenin yiizme oOzellikleri ile baglantili
olabilmektedir (Yaniz ve ark., 2018). Bu acidan, Kaskar ve ark. (1994), farkh
morfolojik 6zelliklere sahip (koti, iyi ve normal) insan spermatozoasinda VCL ve
VSL degerleri arasinda belirgin fark bildirmis; Parinaud ve ark. (1996) da motilite
parametreleri ile belirli anormallikler arasinda korelasyon oldugunu agiklamistir. Bazi
risk faktorlerinin spermatozoon hareket karakteristiklerinde belirgin degisikliklere yol
acabildigi ve bunlarin da anormal spermatozoon kalitesindeki erken degisiklikler
olabilecegi belirtilmektedir (Lu ve ark., 2014). Giiniimiizde 6nem tasiyan bir yardimci
tireme teknigi olarak kabul goren IVF’in basarisinin tahmin edilebilmesi ig¢in
kullanilabilecek parametreler arasinda VAP’in da yer aldigi gesitli ¢aligmalarda
bildirilmistir (Li ve ark., 2003; Liu ve ark., 1991 ve Lu ve ark., 2014). Domuzlarda

yapilan bir ¢alismanin sonucunda, cjakiilasyondan hemen sonraki analizlerde elde
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edilen VAP degerlerinin 24 saat sonraki degerler ile korelasyon halinde olmasi
nedeniyle; ejakiilasyondan 24 saat sonra tohumlama yapildigi durumda, VAP
degerinin kullanilan spermanin kalitesinin dogru bir belirteci oldugu sonucuna
ulasilmistir (Holt ve ark., 1997). Tez g¢alismasinda nanopiirifikasyon uygulanan
sperma Orneklerinden elde edilen VCL, VSL ve VAP degerlerindeki artis, uygulanan
nanopiirifikasyon isleminin morfolojik olarak hasarli spermatozoay1 uzaklagtirmada
basarili oldugunu ve nanopiirifikasyonun teke spermasinin kalitesinin artirilmasinda

kullanima uygun bir yontem oldugunu diistindiirmektedir.

Tekelerde taze ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma analiz bulgularinin
incelendigi bir caligmada; ortalama VCL degerleri (95,34 um/s), tez ¢alismasindaki
tiim gruplardan (Kontrol, 39,80um/s; 37°C, 58,31 um/s; 21°C, 53,19 um/s; 4°C, 41,61
um/s) yiiksek; ortalama VSL degerleri (35,05 pm/s), tez calismasindaki bazi
gruplardan (Kontrol, 15,84um/s; 4°C, 17,15 um/s) yiiksek, baz1 gruplara (37°C, 26,90
um/s; 21°C, 26,17 um/s) daha yakin; ortalama VAP degerleri ise (66,58 pum/s), tez
calismasindaki tiim gruplardan (Kontrol, 24,97 um/s; 37°C, 44,05 um/s; 21°C, 38,05
um/s; 4°C, 25,72 um/s) yiiksek olarak bildirilmistir (Barbas ve ark., 2018). Ankara
tekelerinin spermast kullanilan bir ¢aligmada ¢6ziim sonu VCL (91,97 pum/s), VSL
(54,04 um/s) ve VAP (68,66 um/s) degerleri, tez ¢alismasindaki tim gruplardan
yiiksek bildirilmistir (Tirpan ve Tekin, 2015). Yine Ankara tekesi kullanilan bir bagka
caligmada da, ¢6ziim sonu VCL (112,64 um/s), VSL (58,73 um/s) ve VAP (88,05
um/s) degerleri, tez ¢aligmasindaki tim gruplardan yiiksek belirlenmistir (Tekin,
2017). Olusan bu farkliligin, Barbas ve ark (2018)’in Portekiz Serrana irki kullanmis
olmas1 veya tekelerin reprodiiktif verimlerinin farkli olusundan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, Ankara tekeleri kullanilarak yapilan 2 ¢alismada da sperma
orneklerinin toplanmasi amactyla suni vajen yontemi kullanilirken, tez ¢alismasinda
sperma Orneklerinin elektro ejakiilator ile elde edilmesi nedeniyle sperma kalite
farkinin olusmus olabilecegi diistiniilmektedir. Tez ¢alismasinda VCL, VSL ve VAP
acisindan 37°C (VCL, 58,31 pum/s; VSL, 26,90 um/s; VAP, 44,05 pm/s) ve 21°C
gruplart (VCL,53,19 pum/s; VSL, 26,17 um/s; VAP, 38,05 pum/s), kontrol (VCL,
39,80um/s; VSL, 15,84 um/s; VAP, 24,97 um/s) ve 4°C gruplarindan (VCL, 41,61
um/s; VSL, 17,15 um/s; VAP, 25,72 um/s) belirgin sekilde yiiksek sonuglar vermistir.
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Son yillarda domuz spermasinin Annexin-V veya PNA/PSA kapli nanopartikiiller ile
seleksiyonunu igeren bir ¢alismada, VCL, VSL ve VAP degerlerinin kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga yol agmadig1; ancak yine de yiiksek
oldugu belirtilmistir (Durfey ve ark., 2018). Domuz spermasi ile yapilan bir diger
calismada, PNA/PSA kapli nanopartikiiller ile nanopiirifikasyon igleminin VCL ve
VAP degerlerini etkilemedigi; ancak bu durumun bir olumsuzluk yaratmadigi
bildirilmistir (Feugang ve ark., 2015). Aymi c¢alismada progresifligi etkileyen
parametrelerden VSL’nin nanopiirifiye sperma orneklerinde (41,5 pm/s), kontrol

grubundan (34 um/s) yiiksek oldugu bulunmustur.

Insan spermasina Annexin-V kapli nanopartikiiller ile seleksiyon uygulanan bir
calismada, dansite gradyanli santrifiigasyon ile birlikte nanopiirifikasyon islemi
uygulanan sperma Orneklerinin (49,3 um/s) yalnizca dansite gradyanli santrifiigasyon
uygulanan sperma Ornekleri (50,1 pm/s) ile benzer VAP degerileri verdigi
bildirilmistir (Lee ve ark., 2010). Gergeklestirdigimiz calismaya gore yukaridaki
aragtirmalarda bildirilen farkli sonuglarin; tiir, nanopartikiil kaplamasinda kullanilan
lektinler ve analiz asamasinda kullanilan alet ekipmanin farkli olusundan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Tez c¢aligmasinda elde edilen bulgular,
nanopiirifikasyon isleminin teke spermasinda VSL ve VAP degerlerinin artisi

acisindan avantaj sagladigini diisiindiirmektedir.

Spermatozoa fonksiyonelligi ve fertilite potansiyelinin diger parametrelerin yant
sira LIN’e bagimli oldugu belirtilmektedir (Barbas ve ark., 2018). Daha fertil
ejakiilatlardaki spermatozoanin daha lineer gidis-izini takip ettigi ve bunun sonucunda
LIN ve VSL degerlerinin arttig1 kabul edilmektedir (Holt ve ark., 1997). Tez
calismasinda nanoplirifikasyon protokolii sonrasinda LIN degerinde artis
saglanabilmesinin, nanopiirifikasyon islemi sonrasinda elde edilen sperma drneginin
fertilizasyon yetenegindeki artiga isaret ettigi diisiiniilmektedir. Sigara icen ve agir
metallere maruz kalan bir grup hastanin spermalar1 CASA ile analiz edildiginde;
ortalama VCL nin yan1 sira STR degerlerinin de sigara icmeyenlere gore daha diisiik
oldugu belirlenmistir (Mukhopadhyay ve ark., 2010). Bu gozlemin, bazi risk

faktorlerinin spermatozoa hareket karakteristiklerinde belirgin degisikliklere yol agtig1
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ve bunlarin da anormal spermatozoa kalitesindeki erken degisiklikleri gosterdigi
sonucuna ulasilmistir (Lu ve ark., 2014). Ankara tekelerinden suni vajen yontemi ile
alinan sperma Orneklerinin ¢6ziim sonu LIN ve STR yiizdeleri (LIN, %58,93; STR,
%78,73) tez calismasindaki tiim gruplardan (LIN-Kontrol, %30,08; LIN-37°C,
%45,42; LIN-21°C, %47,61; LIN-4°C, %40,09; STR-Kontrol, %62,24; STR-37°C,
%61,09; STR-21°C, %68,03; STR-4°C, %64,60) yiiksek belirlenmistir (Tirpan ve
Tekin, 2015). Ayn1 ¢alismada belirlenen ¢6ziim sonu WOB yiizdelerinin (%74,83), tez
calismast 37°C (%74,92) ve 21°C (%69,00) gruplar ile benzer oldugu; kontrol
(%62,10) ve 4°C (%61,24) gruplarindan ise yiiksek oldugu gozlenmistir (Tirpan ve
Tekin, 2015). Yine Ankara tekelerinin spermasinin suni vajen yontemi ile alindig bir
diger ¢alismada, ¢6ziim sonu LIN yiizdesinin (%51,97), tez caligmasindaki tiim
gruplardan yiiksek; STR yiizdesinin (%66,08) tez c¢alismasindaki 21°C ve 4°C
gruplarina benzer, kontrol ve 37°C gruplarindan yiliksek; WOB degerlerinin (%77,84),
tez ¢alismasi 37°C grubuna benzer, diger gruplardan ise yiiksek oldugu dikkat
¢cekmektedir (Tekin, 2017). Bir baska calismada, tekelerde taze ve dondurulmus-
¢Ozdiiriilmiis sperma analiz bulgular1 incelenmistir (Barbas ve ark., 2018). Coziim
sonu LIN bulgularinin (%38,24), tez calismas1 kontrol ve 4°C gruplari ile benzer; 37°C
ve 21°C gruplarindan diisiik; STR yiizdelerinin (%52,39), tez ¢alismasindaki tiim
gruplardan disiik; WOB bulgularinin (%70,01), tez ¢alismasi kontrol ve 4°C
gruplarindan yiiksek oldugu; 37°C ve 21°C gruplarina ise benzer oldugu gozlenmistir.
Tez cgalismasinda LIN agisindan 21°C grubu (%47,61), kontrol (%38,08) ve 4°C
grubuna (%40,09) gore belirgin sekilde yiiksek sonuglar vermis; 37°C grubu (%45,42)
ise hicbir grup ile anlamli farklilik olusturmamistir. Bu durum, tez calismasi
kapsamindaki 37°C ve 21°C’de nanopiirifikasyon uygulamalarinin LIN agisindan
basarili oldugunu destekler niteliktedir. Tez ¢alismast ile ayn tiir ve irkin kullanildig
iki ¢alismada (Tirpan ve Tekin, 2015 ve Tekin, 2017) belirtilen sonuglarin tez
caligmasindan farkli olmasmin nedeninin sperma alma asamasinda kullanilan
yontemin farkliligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Tez ¢alismasinda belirlenen
STR vyiizdelerinin Barbas ve ark. (2018) tarafindan bildirilen degerlerden yiiksek
olmasinin, kullanilan nanopartikiil seleksiyon yonteminin spermanin ¢éziim sonu
kalitesini artirmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Tez c¢alismasinda, STR

acisindan kontrol grubu ile diger gruplar arasinda belirgin bir farklilik
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sekillenmemistir. Tekin (2017)’nin STR sonuglarinin 21°C grubu ile benzer olusunun
nanopartikiil uygulamasinin basarisina isaret ettigi; Tirpan ve Tekin (2015)’in STR
sonuglarin farkli olusunun sperma alma yontemi nedeniyle olusan kalite farkindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Tez calismasinda WOB acisindan 37°C ve 21°C
gruplari, kontrol ve 4°C gruplarindan belirgin sekilde yiiksek sonuglar vermistir. Tez
calismas1 kapsamindaki nanopiirifikasyon uygulamasinin WOB agisindan diger
yayinlar ile uyumlu sonuglar vermesi, bu islemin basarili oldugunu destekler
niteliktedir. Gegmiste WOB degeri “kiirvilinear progresiflik orani1” olarak tanimlanmis
(Mortimer, 1997); ancak sperma kalitesindeki etkinligi agisindan detayli olarak
incelenmemistir. Nanopiirifikasyon igsleminin arastirildigi ¢alismalarda WOB degeri
arastirilmamis olup; tez calismasinda elde edilen bulgular, teke spermasinda WOB

degerinin sperma kalitesini belirlemede etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.

Durfey ve ark. (2018), nanopiirifiye sperma Orneklerinde 9%29,8 olarak
belirlenen LIN degerlerinin kontrol grubunda %27,3 oldugunu; Feugang ve ark.
(2015) LIN degerlerinin nanopiirifiye sperma 6rneklerinde %38, kontrol grubunda ise
%31 oldugunu bildirmistir. Progresifligi etkileyen parametreler icerisinde yer alan
STR’nin nanopiirifikasyon uygulandiginda (Durfey ve ark., 2018; %60,4: Feugang ve
ark., 2015; %73) kontrol grubuna (Durfey ve ark., 2018; %27,3: Feugang ve ark.,
2015; %64) gore yiikseldigi bildirilmistir. Tez ¢alismasinda STR yiizdesi agisindan
21°C grubu (%68,03), 37°C grubundan (%61,09) iistiin bulunmus; kontrol (%62,24)
ve 4°C gruplar (%64,60) ise diger gruplar ile istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olusturmamuistir. Insan spermasi ve Annexin-V ile kapli nanopartikiiller kullanilarak
yapilan bir ¢aligma sonucunda Lee ve ark. (2010), dansite gradyanli santrifiigasyon
sonrast nanopiirifiye edilmis sperma orneklerinin STR yiizdesinin (%59,8) yalnizca
dansite gradyanli santrifiigasyon uygulanan kontrol grubu (%62,3) ile benzer sonuglar
verdigini belirtmistir. Bu calismalar standart 37°C nanopiirifikasyon protokolii
cergevesinde gergeklestirilmis olup; ¢alismalarin sonuglari, tez ¢alismasinda 37°C
grubunun verileri ile istatistiksel anlamda ortismemektedir. Ancak, 21°C grubundan
elde edilen sonuglar bildirilen istatistiksel LIN artis1 ile uyumlu olmaktadir. Bu
bulgular, teke spermasinda 21°C’de gerceklestirilen nanopiirifikasyon isleminin LIN

degerini artirarak avantaj sagladigini diisiindiirmektedir. Tez c¢alismasinda 37°C ile
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kontrol gruplar1 arasinda bir fark belirlenmemis; ancak 21°C grubundan elde edilen
STR yiizdesi 37°C grubundan daha yiiksek olmustur. Bu durumda, progresiflik
acisindan daha basarili sonug alinmasi i¢in nanopiirifikasyon igleminin 21°C sicaklikta

uygulanmasinin bir alternatif olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Portekiz Serrana irki tekelerde taze ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma analiz
bulgularinin incelendigi bir ¢aligmada; ortalama ALH (8,61 pm) ve BCF degerleri
(9,39 Hz), tez ¢alismasindaki tiim gruplardan (Kontrol, ALH 2,81 um: BCF 5,95 Hz;
37°C, ALH 2,71 pm: BCF 6,55 Hz; 21°C, ALH 2,90 um: BCF 6,75 Hz; 4°C, ALH
2,81 um: BCF 6,50 Hz) yiiksek olarak bildirilmistir (Barbas ve ark., 2018). Ankara
tekesi spermasi kullanilan bir ¢alismada da belirlenen ¢6ziim sonu ALH (5,14 um) ve
BCF degerlerinin (7,52 Hz), tez ¢aligmasmin tiim gruplarindan yiiksek oldugu
gozlenmistir (Tekin, 2017). Giiniimiize kadar yapilan spermatolojik parametrelerin
incelendigi birgok calismada ALH degerinin artisinin hiperaktivasyonun belirteci
oldugundan bahsedilmistir (Barbas ve ark., 2018; Garcia Herreros ve ark., 2005;
Henning ve ark., 2013; Kathiravan ve ark., 2011 ve Verstegen ve ark., 2002). Tez
caligmasinda elde edilen ALH degerlerinin bu c¢alismalardan diisiik olmasi,
nanopiirifikasyon sayesinde spermatozoanin ¢Oziim sonu hiperaktif halde
bulunmasmin 6niine gegilebilecegine isaret etmektedir. Ayrica, tez g¢alismasinda
kullanilan Ankara tekelerinin spermatozoasinin elektro ejakiilatorden olumsuz
etkilendigini veya bireysel cesitli risk faktorlerine maruz kaldigini gosterdigi
disiiniilmektedir. Tez c¢alismasinda istikrarsizlik parametre bulgular1 igerisinde
degerlendirilen ALH (Kontrol; 2,81 um: 37°C; 2,71 pm: 21°C; 2,90 um: 4°C; 2,81 um)
ve BCF (Kontrol; 5,95 Hz: 37°C; 6,55 Hz: 21°C; 6,75 Hz: 4°C; 6,50 Hz) agisindan
gruplar aras1 herhangi bir farklilik gozlenmemistir. Benzer sekilde nanopiirifikasyon
etkilerinin domuz spermasinda incelendigi bir ¢alisma, tez ¢aligmasinin sonuglarini
destekler niteliktedir (Feugang ve ark., 2015). Yine tez ¢alismasi1 bulgularina benzer
sekilde, insan spermasinda nanopiirifikasyon uygulanan bir ¢alismada ALH degeri
incelenmis ve nanopiirifiye edilen sperma 6rnegi (3,2 um) ile kontrol grubu (3,1 pm)
arasinda anlamli bir farklilik belirlenmemistir (Lee ve ark., 2010). Domuz spermasinin
nanoplirifikasyonunu iceren bir calismada ALH degerinin nanopiirifiye sperma

grubunda (7,5 Hz), kontrol grubuna (7,9 Hz) gore diisiik; BCF degerinin ise
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nanopiirifiye sperma grubunda, kontrol grubundan yiiksek oldugu bildirilmistir
(Durfey ve ark., 2018). Tez calismasinda elde edilen bu degerlerin diger ¢aligmalara
gore diisiik seviyelerde olmasi, nanopiirifikasyon isleminin spermatozoanin bas
salinim ve kuyruk frekansi ile ilgili bu 6zelliklerini koruduguna ve spermanin kaliteli

bir sekilde dondurulabildigine isaret etmektedir.

Hiperaktivasyon, tekelerde fertilizasyon ve canli dogum oranlarinin belirteci
olarak kabul edilmektedir (Van der Horst, 2018). Ankara tekesi spermasinin
kullanildig1 bir ¢alismada ¢6ziim sonu hiperaktivite yiizdesi (%10,75), tez ¢aligmasi
21°C grubundan (%14,10) disiik, 37°C (%10,74) ve 4°C gruplari (%10,53) ile benzer,
kontrol grubundan (%9,05) ise yiiksek olarak belirlenmistir (Tekin, 2017). Daha 6nce
yapilan calismalar icerisinde nanopiirifikasyon prosediirii sonrasinda hiperaktivitenin
degerlendirildigi bir ¢alisma ile karsilagilmamustir. Hiperaktive motilitenin fizyolojik
gorevi tanimlanmamis olsa da, ovidukt igerisinde spermatozoanin hareket sekli oldugu
veya spermatozoanin depolandigi rezervuar bolgesinden ayrilarak yoluna devam
etmesi i¢in gerekli oldugu goriisleri 6ne siiriilmektedir (Pacey ve ark., 1997; Suarez ve
ark., 1991; Suarez ve ark., 1992 ve Verstegen ve ark., 2002).

Sperma sulandiricisina ¢esitli  maddeler eklenerek akrozom biitiinligii
korunabilmekte; bu durum da prematiire akrozom reaksiyonunun engellenebildigi
goriisiinii desteklemektedir (Inang, 2016). Tez calismasinda, nanopiirifikasyon islemi
uygulandiginda ortamda bulunan kalitesiz spermatozoanin uzaklastirilmasi sayesinde
prematiire akrozom reaksiyonunun Oniine gecilebilme durumu incelenmistir. Tez
calismas1 kapsaminda yapilan incelemelerde en yiiksek akrozom biitiinliigii oran1 37°C
grubunda (%65,29), en diisiik akrozom biitiinliigii oran1 ise kontrol (%32,02) ve 4°C
(%36,17) gruplarinda belirlenmistir. Bunun sonucunda, nanopiirifikasyon isleminin
prematiire akrozom reaksiyonu goriilmesini engelledigi diisiiniilmektedir. Tekelerde
taze ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma analiz bulgularinin incelendigi bir
calismada; akrozom biitiinliigli oran1 (%76,10), tez calismasindaki kontrol (%32,02),
21°C (%49,10) ve 4°C (%36,17) gruplarindan yiiksek; 37°C grubuna (%65,29) ise
benzer olarak bildirilmistir (Barbas ve ark., 2018). Bu durum, 37°C’de

nanoplirifikasyon isleminin akrozom biitiinliigli acisindan avantaj sagladigina isaret
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etmektedir. Ankara tekelerinden elde edilen sperma Orneklerinin incelendigi bir
calismada ¢oziim sonu akrozom biitiinliigii oraninin (%15,14), tez ¢alismasinda yer
alan tim gruplardan diisiik oldugu dikkat ¢ekmektedir (Tirpan ve Tekin, 2015).
Calismamizda akrozom biitlinliigli agisindan yalnizca kontrol (%32,02) ve 4°C
gruplart (%36,17) arasinda bir farklilik belirlenememis; en yiiksek oranlar 37°C
grubundan (%65,29) elde edilmis, 21°C grubu (%49,10) ise diger gruplardan
istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Bu durumun, nanopartikiillerin hasarh
spermatozoay1 uzaklastirmasi sayesinde elde edilen daha kaliteli sperma 6rneklerinin

dondurulmasindan kaynaklandig diigiiniilmektedir.

Insan spermasinda nanopiirifikasyon sonrasinda indiiklenmis akrozom
reaksiyonu ve DNA fragmantasyonu testleri yapilan bir ¢aligmada, arastiricilar DNA
biitiinltiglinlin akrozom reaksiyonu gegiren spermatozoa orant ile dogru orantili bir
iligki igerisinde oldugunu belirlemistir. Bu ¢alismada, indiiklenmis akrozom
reaksiyonu gegiren spermatozoa sayisinin nanopiirifikasyon prosediirii sonrasi
(%33,5) kontrol grubundan (%24,7) yliksek oldugu belirlenmistir (Lee ve ark., 2010).
Ancak, bu durum DNA biitinliigii agisindan daha yiiksek kalitede spermatozoa elde
edilmesi anlamina geldigi i¢in sperma kalitesini olumlu yonde etkiledigi diisiiniilebilir.
Akrozom reaksiyonu goriilen spermatozoa ile etkilesime giren PNA ile kaplanmis
nanopartikiillerin domuz spermasinda kullanildigr bir calismada, defektli
spermatozoanin uzaklastirilmasinin motilite ve progresifligin yam sira akrozomu
biitiin ve canli spermatozoa oraninda artisa yol ag¢tigt sonucuna ulasilmistir.
Tohumlama basaris1 ve damizlik performansinin 6ngoriilmesinde kullanilan bu
parametrelerde artis saglanmasi sonucunda arastiricilar, nanopartikiil kullaniminin
tohumlama basarisini ciddi dlgiide artiracagi yoniinde goriis bildirmistir (Feugang ve
ark., 2015). Tez ¢aligmasindan elde edilen sonuglara gére 37°C’de nanopiirifikasyon
isleminin diger tiirlerde bildirilen calismalarla uyumlu oldugu; bunun yani sira
21°C’de nanopiirifikasyon isleminin de islem gdérmemis spermadan daha kaliteli
sonuglar verdigi gozlenmektedir. Domuzlarda VSL, LIN ve akrozom biitiinliigii
parametrelerinin tohumlama basaris1 ve damizlik performansinin tahmininde en etkili
parametreler oldugu bildirilmistir (Lee ve ark., 2014). Feugang ve ark. (2015) bu goriis

ve kendi bulgularindan yola ¢ikarak, domuz spermasinda nanopiirifikasyon isleminin
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basar1 potansiyeli bulundugu sonucuna ulagmistir. Her ne kadar tez ¢alismasinda teke
spermast degerlendirilmis olsa da, bahsi gecen parametreler acisindan elde edilen

sonuglar bu goriisii destekler niteliktedir.

Boga spermasinda farkl hareket parametrelerinin 0osit
penetrasyon/fertilizasyon orani1 ile korelasyonunun incelendigi bir c¢alismada,
progresif motilite ve viabilite ylizdelerinin fertilizasyon oranina %64,1 oraninda katki
sagladig1 bildirilmistir (Kathiravan ve ark., 2008). Tiirler aras1 hiicre membrani
fosfolipit-kolesterol icerigindeki degiskenlikler nedeniyle viabilite agisindan yapilan
analiz sonuglarim farklilik gosterebilecegi belirtilmektedir (Inang, 2016). Ug
Akkaraman kogundan suni vajen yontemi ile sperma toplanip karistirilarak yapilan
¢Oziim sonu viabilite analizlerinde kontrol grubundan elde edilen viabilite oraninin
%68,23 oldugu bildirilmistir (Inang, 2016). Tez ¢alismasinda tiim gruplarda elde
edilen viabilite oranlarinin (Kontrol, %23,07; 37°C, %27,86; 21°C, %27,30; 4°C,
%29,55) Akkaraman kog spermasi lizerinde yapilan bu ¢alismadan diisiik olmasinin
nedeninin hem elektro ejakiilator kullanimi1 hem de farkl: tiirlerde hiicre membraninda
degisik oranlarda fosfolipid-kolesterol oranlarinin bulunmasi ve bu oranlarin ¢éziim
sonu parametreler iizerinde olusturdugu dogrudan etki oldugu diisiiniilmektedir (Inang,
2016). Tez calismasinda nanopiirifikasyon sonrasinda hareket parametrelerinin
bircogunda artis sekillenirken viabilite agisindan bir farklilik olusmamustir. Tekelerde
taze ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma analiz bulgularmin incelendigi bir
calismada; viabilite oranlar1 (%62,16), tez calismasindaki tiim gruplardan (Kontrol,
%23,07;37°C, %27,86; 21°C, 27,30; 4°C, %29,55) yliksek olarak bildirilmistir (Barbas
ve ark., 2018). Ankara tekesi spermasi kullanilarak yapilan bir aragtirmada ¢6ziim sonu
viabilite ylizdesi (%49,23), tez calismasindaki tim gruplardan yiiksek olarak
bildirilmistir (Tirpan ve Tekin, 2015). Yapilan bir ¢aligmada, hem SYBR-14 hem de
PI boyalarinin niikleik asit affinitesi bulunmasinin, membranda hasar olusumunu
takiben PI boyasinin SYBR-14 boyasin1 baskilayarak kirmizi floresan olusturmasina
yol agabileceginden bahsedilmektedir (Garner ve ark., 1997). Tez calismasi ile bu
aragtirmalarin ~ bulgular1  arasindaki  farkin PI  boyasimin  baskinlifindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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Domuz spermasinin nanopartikiiller ile seleksiyonunu igeren bir ¢calismada, tez
calismasina benzer sekilde, viabilite oraninin kontrol grubundan istatistiksel olarak
anlaml bir farkliliga yol agmadigi belirlenmistir (Durfey ve ark., 2018). Domuz
spermasi kullanilarak yapilan bir baska nanopiirifikasyon ¢alismasi sonucunda ise
defektli spermatozoanin uzaklagtirilmasi sonucu elde edilen sperma 6rneginin viabilite
oraninin yiiksek oldugu bildirilmistir (Feugang ve ark., 2015). Boga spermasinda PNA
veya anti-ubikuitin ile kapli nanopartikiillerle seleksiyon yapilan bir g¢alismada,
nanoplirifikasyon protokolii uygulanan tiim oOrneklerin viabilite oranlarinda artig
(p<0,01) belirlenmistir (Odhiambo ve ark., 2014). Insan spermasi iizerinde Annexin-
V ile kapli nanopartikiiller kullanilarak yapilan bir¢ok c¢alismada da,
nanopiirifikasyonun sperma viabilite oranlarini olumlu etkiledigi bildirilmistir
(Nadalini ve ark., 2014; Rawe ve ark., 2010; Said ve ark., 2005b; Said ve ark., 2008
ve Vendrell ve ark., 2014). Sperma dondurma isleminin 6ncesinde veya sonrasinda
nanopiirifikasyon  islemlerinin  basarisinin  incelendigi  bir  ¢alismada,
nanopiirifikasyonun dondurma oncesinde yapilmasinin daha avantajli oldugu ve
donma hasarina kars1 koruma sagladigi sonucuna ulasilmistir (Said ve ark., 2005b).
Ayni aragtiricilar bir bagka ¢alismalarinda, nanopiirifikasyon prosediiriiniin sperma
kalitesini arttirdig1, spermatozoayr donma hasarina karst koruyabildigi, rutin
spermatolojik parametreler ve apoptoz biyoisaretgileri agisindan yiiksek kalitede
spermatozoa eldesi saglayabildigi diislincesini ortaya atmistir. Bu yliksek kalitedeki
sperma Orneginin oosit penetrasyon potansiyelinin artacagi, dolayisiyla fertilitesinin
olumlu etkilenecegi belirtilmistir (Said ve ark., 2008). Tez c¢alismasinin bulgular
viabilite agisindan bildirilen c¢ogu c¢alisma ile uyumlu sonu¢ vermemistir.
Nanopiirifikasyon prosediiriinii takiben viabilite oranlarinda belirgin bir artis
sekillenmemis; ancak belirgin bir diisiis de gozlenmemistir. Bu durumun, analiz
asamasinda kullanilan PI boyasinin SYBR-14 boyasin1 baskilayarak 6lii spermatozoa
sayisint daha fazla gostermesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica,
SYBR-14 boyasmin kisa siire igerisinde floresan o&zelligini kaybetmesi ve
degerlendirmenin subjektif olarak mikroskopta yapilmas: nedeniyle sonuglarin

beklenenden diisiik oldugu gézlenmistir.
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Memeli spermatozoasinin orta kisminda bulunan mitokondria, flagellar hareket
icin gerekli enerjiyi saglamaktadir (Curry ve Watson, 1995 ve Mortimer, 1997).
Dolayisiyla, motilitenin artisiyla birlikte hiz parametreleri ve mitokondriyal
aktivasyonun artacag diisiincesi kabul gormektedir (Auger ve ark., 1989; Inang, 2016;
Kasai ve ark., 2002; O’Connell ve ark., 2002; Thomas ve ark., 1998 ve Volpe ve ark.,
2009). Mitokondriyal fonksiyonun degerlendirilmesi ic¢in floresan boyalar
kullanildiginda, mitokondriyal fonksiyon ve spermatozoa motilitesi arasinda pozitif
korelasyon belirlenmistir (O’Connell ve ark., 2002; Thomas ve ark., 1998 ve Volpe ve
ark., 2009). Kasai ve ark. (2002), insanlarda mitokondriyal membran potansiyeli ile
birlikte motilite parametrelerinin (motilite yiizdesi, VAP ve VCL) artig gosterdigini
gbzlemistir. Ancak, Akkaraman koclarindan sperma toplanip karistirildiktan sonra
yapilan analizlerde motilite ve mitokondriyal aktivasyon arasinda istatistiksel bir
korelasyon bulunmamistir (Inang, 2016). Bu calismadan elde edilen sonuglar, tez
calismasinda motilite parametrelerinin artisiyla birlikte mitokondriyal aktivasyon
oraninda degisiklik olusmamasi durumu ile benzer olmustur. Ancak, tez ¢aligmasinda
elde edilen TM ve mitokondriyal aktivasyon bulgulari grup bazinda incelendiginde,

motilite ve mitokondriyal aktivasyonun baglantili oldugu diisiiniilmektedir.

Giliniimiize kadar yapilan bircok ¢alismanin bulgulari, spermatozoa
fonksiyonelligi ve fertilite potansiyelinin VAP, LIN ve ALH’nin yam sira diger
morfometrik kokenli parametrelere dayandigin1 gostermektedir (Barbas ve ark., 2018;
De Geyter ve ark., 1998; Farrell ve ark., 1998; Garcia-Herreros ve Leal, 2014; Holt ve
ark., 1997; Larsen ve ark., 2000 ve Satake, 2006). Tekelerde spermatolojik
parametreler ve fertilite arasinda iliskinin incelendigi bir ¢alismada; mitokondriyal
aktivite, akrozom ve membran biitiinliigii, ozmotik direng parametreleri flow sitometri
ile; hiz ve hareket parametreleri Hamilton-Thorne CASA cihaz1 ile ve motilite
subjektif yontem ile degerlendirilmis ve tiim bu parametreleri igeren bir model
olusturulmustur. Bu ¢alismanin sonucunda tohumlama sonrasi gebe kalma durumuyla
parametre sonuglar1 karsilastirilmis ve fertilitenin bu parametreler ile %55’e kadar
dogru tahmin edilebildigi belirlenmistir (Furstoss ve ark., 2010). Tez c¢aligmasinda
degerlendirmeye alinan parametrelerin geneline bakildiginda, nanopiirifikasyon

isleminin sperma 6rneginin kalitesini artirabildigi gézlenmekte; ancak mitokondriyal
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aktivasyon ile diger parametreler arasinda bir korelasyon dikkat cekmemektedir. Total
motilite agisindan gruplar aras1 istatistiksel fark anlamli bulunmus; ancak
mitokondriyal aktivasyon agisindan (Kontrol, %59,78; 37°C, %60,12; 21°C, %60,61;
4°C, %63,56) gruplar arasi herhangi bir fark belirlenmemistir. Domuz spermasinin
Annexin-V ve PNA/PSA ile kapli nanopartikiiller ile seleksiyonunu igeren bir
calismada floresan boyama ve flow sitometri kullanilmis ve mitokondriyal aktivasyon
degerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga yol agmadig
bildirilmistir (Durfey ve ark., 2018). Insan spermasmnda Annexin-V ile kaph
nanopartikiiller ile seleksiyon sonrasi mitokondriyal membran potansiyeli ve
mitokondriyal bitiinliigiin incelendigi tek ¢alismada; mitokondriyal biitiinligi
nanopiirifikasyon prosediiriiniin (%45,4) kontrol grubuna (%15,8) gore belirgin
sekilde artirdig1 bildirilmistir (Grunewald ve ark., 2006). Tez c¢alismasinda JC-1
floresan boyasi kullanilarak mitokondriyal aktivasyon var/yok seklinde subjektif
olarak degerlendirilmistir. insan spermasi kullanilarak yapilan ¢alismada (Grunewald
ve ark., 2006) da JC-1 etken maddesi kullanilmis, ancak degerlendirme flow sitometri
ile yapilmistir. Tez ¢aligmasi ile bu ¢alisma arasindaki uyumsuzlugun kullanilan analiz
yonteminin subjektif degerlendirmeden daha duyarli olusundan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Sonug¢ olarak, nanopartikiiller ile spermatozoa seleksiyonu konusunda
giinlimiize kadar yapilan arastirmalarda, protokoliin yalmizca 37°C’de uygulandig
dikkat cekmektedir; farkli sicakliklarda arastirildigina dair literatiir bilgisine
rastlanmamustir. Tez ¢aligmasindan elde edilen verilere gore, 1 ml sulandirilmis teke
spermasina 10ug dozunda demir oksit nanopartikiillerinin diger tiirlerde tanimlanan
37°C’de eklenmesiyle, spermatolojik parametrelerin ¢cogunda (TM, PM, VCL, VSL,
VAP, WOB ve akrozom biitlinliigii) olumlu yonde artis gdzlenmistir. Calismamizda
21°C’de nanopartikiill uygulamasinin, 37°C’de nanopiirifikasyon uygulamasinin
basarili verilerinin yani sira bazi parametreler agisindan (LIN ve STR) daha da iyi
sonuglar verdigi belirlenmistir. Ancak, 4°C’de yapilan nanopiirifikasyon igleminin tez
calismasi kapsamindaki hi¢bir parametre agisindan kontrol grubundan farkli sonug
vermemesi, nanopiirifikasyon isleminin bu sicaklikta yapilmasinin bir anlam ifade

etmedigini gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada 4°C sicaklikta termal sok nedeniyle
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spermatozoanin  Viabilitesi  etkilenmeksizin  motilite  parametrelerinde  geri-
doniistimsiiz bir azalma sekillendigi bildirilmistir (Appell ve ark., 1977). Tez
calismasinda, Annexin-V, PSA ve silika manyetit ile kapli nanopartikiillerinin 4°C
sicaklikta basarisiz olmasinin temel nedeninin, bu sicaklikta spermatozoanin yalnizca

viabilitesini koruyarak motilite 6zelliklerini kaybetmesi oldugu diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismasinda elde edilen bulgular degerlendirildiginde; teke spermasinda
nanoplirifikasyon protokolii i¢cin doz optimizasyon g¢alismasi yapilmis ve denenen
dozlar (1pg, 5 pg, 10 pg, 20 pg) arasinda herhangi bir farkliliga rastlanmamistir. Sonug
olarak, tekelerin yani sira diger tiirlerde de nanopiirifikasyon islemi ig¢in doz

standardizasyonu konusunda yeterli sayida detayli arastirma yapilmamustir.

Tez ¢alismasi kapsaminda incelenen parametreler agisindan 37°C ve 21°C’de
nanopartikiil ile seleksiyona tabi tutulan sperma 6rneklerinin kontrol grubundan istiin
oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla, teke spermasimna nanopiirifikasyon isleminin
uygulanmasinin fertiliteyi etkileyen faktorler acgisindan faydali oldugu sonucuna
ulagilmistir. Bununla birlikte, yapilan galismalarda nanopiirifikasyon islemi igin
hazirlanan protokol 37°C’de uygulanmistir. Tez c¢aligmasinda, nanopiirifikasyon
protokoliiniin 21°C ve 4°C’de de uygulanabilirligi arastirilmistir. Kontrol grubu ile 4°C
grubu arasinda degerlendirmeye alinan hi¢bir parametre agisindan belirgin bir farklilik
sekillenmemigstir.  Dolayisiyla, nanopiirifikasyon isleminin 4°C  sicaklikla
uygulanmasi, tekelerde spermatozoa seleksiyonu agisindan basarili  sonug

vermemektedir.

Nanopiirifikasyon igleminin 37°C ve 21°C’de uygulandigi sperma 6rneklerinde,
¢6ziim sonu PM, VCL, VSL, VAP, WOB ve akrozom biitiinliigii agisindan kontrol ve
4°C grubundan belirgin sekilde yiiksek degerler elde edilmistir. Tez calismasinda
37°C’de nanopiirifikasyon islemini takiben; TM, PM, VCL, VSL, VAP, WOB ve
akrozom biitiinliigli agisindan kontrol grubundan daha kaliteli bir sperma 6rnegi elde
edilmistir. Benzer sekilde 21°C’de nanopiirifikasyon islemi; PM, VCL, VSL, LIN,
STR, WOB ve akrozom biitiinliigii ac¢isindan kontrol grubundan iistiin bir sperma
ornegi elde edilmesini saglamistir. Sonug olarak, giiniimiize kadar 37°C’de boga, insan
ve domuzlarda uygulanan nanopiirifikasyon isleminin tekelerde de basariyla
uygulanabildigi ve protokoliin oda sicakliginda (21£1°C) uygulanmasiyla herhangi bir

olumsuz etki olusmadig1 gozlenmistir. Dolayisiyla, nanopiirifikasyon isleminin teke
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spermasinda, sperma kalitesini artirmak amaciyla kullanilabilecegi ve prosediiriin oda

sicakliginda olumsuz bir etki olusmadan gergeklestirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Spermatozoa seleksiyonu amaciyla giliniimiizde tercih edilen yontemlerin
spermatozoada mekanik hasar olusturdugu yoniinde ¢ekinceler bulunmaktadir. Heniiz
yeni bir yontem olan nanopiirifikasyon islemi ise spermatozoaya mekanik hasar
verecek unsurlart barindirmamaktadir. Ayrica, yalnizca 30 dakika igerisinde kaliteli
spermatozoa seleksiyonu elde edilebilmesi sayesinde avantaj saglamaktadir. Tez
caligmasi sirasinda; teke spermasinda nanopiirifikasyon isleminin uygulamasinin
kolay olusu, kisa siire igerisinde tamamlanmasi ve oda sicakliginda
gerceklestirilebilmesi sayesinde saha kosullarina uygun olabilecegi, hatta avantaj
saglayacagi sonucuna ulasilmistir. Ulkemizde reprodiiktif verimin bir problem
kaynagi oldugu Ankara kecilerinde, yardimci iireme tekniklerinin basarisinin
artirtlmas1  i¢in  nanopiirifikasyon  isleminin  basariyla  kullanilabilecegi

distiniilmektedir.

Tiim bu sonuglar goz 6niinde bulunduruldugunda, farkli hayvan tiirlerinde hem
doz hem de islemin uygulandig1 kosullarin standardizasyonu a¢isindan daha detayli ve
fertilite sonuglar1 ile desteklenen nanopiirifikasyon c¢alismalari planlanmali ve

yiiriitilmelidir.
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OZET

Ankara Tekesi Spermasinin Nanopiirifiye Edilerek Dondurulmasi

Tez ¢aligmasinin amaci, giincel bir yOntem olan nanopartikiiller ile sperm
seleksiyonunun ~ Ankara tekesi spermasinda uygulanabilirliginin  arastirilmasidir.
Nanopartikiiller ile sperm seleksiyonu, ya da diger adiyla nanopiirifikasyon islemi, giiniimiize
kadar 37°C sicaklikta; insan, boga ve domuz spermasi iizerinde denenmis bir yontemdir. Tez
calismast kapsaminda, nanopiirifikasyon ydnteminin saha kosullarina adapte edilebilmesi
acisindan farkli sicakliklarda (37°C, 21°C ve 4°C) uygulanmasinin sperma kalitesi iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. On ¢aligma olarak doz optimizasyonu (1ug/ml,
Spg/ml, 10pg/ml ve 20pg/ml) yapilmistir. Doz optimizasyon calismasinin sonucunda,
bilgisayar-destekli sperm analiz (CASA) ekipmani parametreleri (total motilite-TM, progresif
motilite-PM, egrisel hiz-VCL, dogrusal hiz-VSL, egrisel yol dogrusalligi-LIN, ortalama yol
dogrusalligi-STR, kararsizlik-WOB, sperm basinin sapma mesafesi-ALH, capraz gecis
frekans ritmi-BCF ve hiperaktivite) agisindan herhangi bir farklilik belirlenmemistir (p>0,05).
Bu nedenle, farkli sicakliklarda nanopiirifikasyon c¢alismasi asamasinda, daha Once
nanopiirifikasyon hakkinda calisma yapmis olan arastiricilardan elde edilen bilgiler
dogrultusunda 10pg/ml dozunda nanopartikiil kullanilmistir. Tez c¢aligmasi kapsaminda
kullanilan 3 Ankara tekesinden elektro ejakiilator yardimi ile 7°ser tekrar olusturulacak sekilde
sperma Ornekleri toplanmig; bu Orneklerin  her biri taze sperma muayeneleri
gerceklestirildikten ve sulandirildiktan sonra 4 gruba boliinmiistiir. Ik grup kontrol grubu
olarak belirlenmis ve rutin prosediirler ile ekilibrasyon sonrasi sivi azot buharinda
dondurularak s1v1 azot igerisinde saklanmustir. ikinci gruba 37°C’de, 3. gruba 21°C’de ve 4.
gruba 4°C’de nanopiirifikasyon islemi uygulanmig; sonrasinda bu gruplar da rutin prosediir
dogrultusunda ekilibrasyonu takiben sivi azot buharinda dondurularak sivi azot igerisinde
saklanmustir. Sperma Orneklerinin ¢6ziim-sonu motilite ve morfolojik parametreleri analiz
edilmistir. Elde edilen bulgulara goére; 37°C’de nanopiirifikasyon islemi sonrasi kontrol
grubuna gére TM (37°C, %72,75; Kontrol, %60,48), PM (37°C, %9,76; Kontrol, %5,15), VCL
(37°C, 58,31 um/s; Kontrol, 39,80 um/s), VSL (37°C, 26,90 um/s; Kontrol, 15,84 um/s), LIN
(37°C, %45,42; Kontrol, %38,08) ve akrozom biitiinliigi (37°C, %65,29; Kontrol, %32,02)
parametreleri yiiksek bulunurken (p<0,05); 21°C’de nanopiirifiye edilen sperma 6rneklerinin
kontrol grubundan PM (21°C, %9,82; Kontrol, %5,15), VCL (21°C, 53,19 um/s; Kontrol,
39,80 um/s), VSL (21°C, 26,17 um/s; Kontrol, 15,84 um/s), VAP (21°C, 38,05 um/s; Kontrol,
24,97 um/s), LIN (21°C, %47,61; Kontrol, %38,08), STR (21°C, %68,03; Kontrol, %62,24),
WOB (21°C, %69,00; Kontrol, %62,10) ve akrozom biitiinliigii (21°C, %49,10; Kontrol,
%32,02) parametreleri agisindan iistiin oldugu belirlenmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile 4°C
grubu arasinda anlamli bir farklilk olusmamustir (p>0,05). Bu bulgulara gore, teke
spermasinda nanopiirifikasyon igleminin fertiliteyi etkileyen parametreler acisindan faydali
oldugu ve nanopiirifikasyon isleminin saha kosullarina adapte edilmesi acisindan 37°C’nin
yani sira 21°C sicaklikta da uygulanabilecegi sonucuna ulagilmustir.

Anahtar Sozciikler: Ankara Tekesi, Demir Oksit Nanopartikiilleri, Dondurma, Sperm
Seleksiyonu.
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SUMMARY

Cryopreservation of Nanopurified Angora Buck Semen

The aim of the thesis study was to investigate the applicability of an up-to-date method,
sperm selection with nanoparticles, on Angora buck semen. Sperm selection with
nanoparticles, alias nanopurification, has been tried on human, bull and boar semen at 37°C
until today. Within the scope of the thesis study, determining the effects of application of the
nanopurification method on the semen quality at different temperatures (37°C, 21°C and 4°C)
was targeted, in order to adapt the method to field conditions. Dose optimization (1pg/ml,
Spg/ml, 10pg/ml and 20pg/ml) was performed as a preliminary study. As a result of the dose
optimization study; no difference was observed in terms of computer-aided sperm analysis
(CASA) equipment parameters (total motility-TM, progressive motility-PM, curvilinear
velocity-VCL, straight line velocity-VSL, linearity-LIN, straightness-STR, wobble-WOB,
amplitude of lateral head displacement-ALH, beat cross frequency-BCF and hyperactivity).
Therefore, in the nanopurification in different temperatures stage of the study; in accordance
with the information obtained from researchers who had previously studied nanopurification
a nanoparticle dose of 10ug/ml was used. Semen samples were collected from 3 Angora bucks
used in the thesis study to form 7 repetitions; each of these samples were divided into 4 groups
after fresh semen analyses and dilution were completed. The first group was determined as
control group and was preserved in liquid nitrogen after routine procedures of equilibration
and freezing in liquid nitrogen vapour. Nanopurification procedure was applied to 2nd group
at 37°C, 3rd group at 21°C and 4th group at 4°C; and then these groups were preserved in liquid
nitrogen after routine procedures of equilibration and freezing in liquid nitrogen vapour. Post-
thaw maotility and morphology parameters of the sperm samples were analysed. According to
the findings; after nanopurification at 37°C TM (37°C, %72,75; Control, %60,48), PM (37°C,
%9,76; Control, %5,15), VCL (37°C, 58,31 um/s; Control, 39,80 um/s), VSL (37°C, 26,90
um/s; Control, 15,84 um/s), LIN (37°C, %45,42; Control, %38,08) and acrosome integrity
(37°C, %65,29; Control, %32,02) parameters were higher than the control group (p<0.05);
while the semen samples nanopurified at 21°C were superior than control group in terms of
PM (21°C, %9,82; Control, %5,15), VCL (21°C, 53,19 um/s; Control, 39,80 um/s), VSL
(21°C, 26,17 um/s; Control, 15,84 um/s), VAP (21°C, 38,05 um/s; Control, 24,97 um/s), LIN
(21°C, %47,61; Control, %38,08), STR (21°C, %68,03; Control, %62,24), WOB (21°C,
%69,00; Control, %62,10) and acrosome integrity (21°C, %49,10; Control, %32,02) (p<0.05).
There was no significant difference between the control group and 4°C group (p>0.05).
According to the findings it was concluded that, nanopurification procedure on buck semen
was useful in terms of parameters that affect fertility and that nanopurification can be
performed at 21°C, as well as 37°C, in order to adapt the procedure to field conditions.

Keywords: Angora Buck, Iron Oxide Nanoparticles, Freezing, Sperm Selection.
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Aldig1 burslar

“Ankara Kegileri temelinde keci isletmelerinde yonetim sisteminin yardimeci
tireme teknikleri ile biitiinlestirilmis bir modelinin gelistirilmesi” — TUBITAK-
CNR (Italya) — Proje bursiyeri, Proje no: 2130034. Ekim 2014-Mayis 2016.

Odiiller

“Radyoloji Sertifikas1” — Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi (30 May1s
2014).

“Ziyaret¢i Arastirmact” — CNR-TUBITAK Ikili Isbirligi Programi
cercevesinde, Hayvan Sagligi, Reprodiiksiyon ve Saglik Boliimii, Padova
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CNR (italya) Ikili Isbirligi Projesi — Proje bursiyeri, Proje no: 2130034. Ekim
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etkileri” (23 Aralik 2015).
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