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ONSOZ

Tiirkiye’de koyun yetistiriciligi, tarimsal amagla kullanilmayan mera ve otlaklardaki
bitki Ortlisiinii et, siit, yapagi gibi iriinlere doniistiiren 6nemli bir etkinliktir. Bu yolla
ekonomiye ve insan beslenmesine katkida bulunan bir endiistri koludur. Insan beslenmesinin
temelini olusturan ve iilkemizin tarimsal anlamda en Onemli ge¢im kaynaklarindan olan
koyun yetistiriciliginde tiretimin hizlandirilmasi, ortam etkilerinin gelistirilmesinin yani sira,
gen kaynaklarinin 1slah1 da gereklidir. Islahin temelini hayvanlarin dol verimleri ile ilgili
yapilan ¢alismalar olusturmaktadir. DOl verimleri ile ilgili ¢aligmalarda 6ne ¢ikan en 6nemli
arag ise spermatolojik aragtirmalar ve bunlarin 6nderliginde yapilacak olan suni tohumlama

calismalaridir.

Suni tohumlama uygulamalarinin gelistirilmesindeki en onemli etken degerli damizlik
hayvanlardan alinan spermanin uygun olarak kullanilmasidir. Koyunlarda dondurulmus-
¢ozdiirilmiis sperma ile uygulanan biyokteknolojik yontemlerde sigirlardaki kadar basariya
ulasilamamaktadir. Bu yiizden ko¢ spermasinda kullanilan sulandiricilarin ve dondurma

yontemlerinin gelistirilmesi i¢in aragtirmalar yapilmalidir.

Suni tohumlama koyun firetimi, yetistiriciligi ve 1slahinda 6nemli olmakla birlikte,
dondurulmus spermanin servikal tohumlamalarda kullanimi heniiz tatmin edici sonuglar
vermemektedir. Tohumlamalarin tatmin edici sonuglar vermemesinin nedeni ise koyunlarda
serviksin yapisinin kateterin ilerlemesi i¢in uygun yapida olmamasi yaninda, in Vitro
mikroskobik sonuglarin, sperma sulandiricilarinin, dondurma ve tohumlama tekniklerinin
yeterli diizeyde gelismememesinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte suni tohumlama
caligmalar1 ise, hayvanlardan daha fazla verim alinmasinda (hayvansal {iretimin
artirtlmasinda) en 6nemli araglardan biri oldugu disiiniildiigiinde incelemeler suni tohumlama

uygulamalari lizerine yogunlagmistir.
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1. GiRiS

Tiirkiye’de koyun yetistiriciligi, hayvancilik sektorii icinde onemli bir paya sahiptir.
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2015 verilerine gore Tiirkiye’de yaklasik 31 milyon bas
koyun bulunmaktadir. Meralarin tahrip edilmesi, Koyun iriinlerine ragbetin azalmasi,
hayvanciligin zor bir is olmasi, satis kosullarinin {iretici ve tiiketicilerin ¢ikarlarina uygun
sekilde diizenlenmemesi, Orgilitlenme eksikligi, aniz yakma, krittk donem besleme
kosullariin gerilemesi gibi bir dizi nedenlerle Tiirkiye koyun mevcudunda énemli dlgiide
azalma olmustur (Ertugrul ve ark., 2009). Ayrica koyunculuk, hayvancilik sektorii i¢inde
sayisal olarak Onemli bir paya sahip olmasina ragmen verim yoniinden benzerlik
bulunmamaktadir. Kog¢ spermasmin etkin bir sekilde dondurulamamasi verimin diisiik
olmasinda temel sebeplerden biridir. Bunun yani sira sigirda oldugu gibi rutin olarak
dondurulmus spermalarla suni tohumlamanin yapilamiyor olmast da sebepler arasinda

gosterilebilir (Tekin, 2000).

Koyun varligimizin %93’i yerli iklardan %7°si ise kiiltlir irklar1 ve melezlerden
olusmaktadir. Biiyliik ¢cogunlugu yerli irklardan olusan ve son yillarda hizli niifus artisina
karsilik sayilar1 hizla azalan koyun popiilasyonunun 1slah edilmesi ve verimlerinin artirilmast
kaginilmaz bir zorunluluktur (Yavas, 2008). Bunun da baslica yolu, yiiksek verimli ve saglikli
koglarin spermalarint sulandirarak, ya da dondurarak hacimlerini ¢ogaltmak, bdylece bir
koctan tohumlanacak koyun sayisini artirmaktir (Yavas, 2008). S6z konusu uygulamalarda en
gecerli yontem, kog¢ spermasmin dondurularak tohumlamada kullanilmasidir. Bu teknigin
Tiirkiye’de basariyla uygulanabilmesi, ko¢ spermasinin dondurulmasinda ve tohumlamada

kullanildiktan sonra dol veriminde ortaya ¢ikan sorunlarin ¢éziimlenmesine baghdir (Gokgen,
1983).



1.1. Akkaraman Irkinin Genel Ozellikleri

Tiirkiye koyun popiilasyonunun % 44’iinii Akkaraman 1rki olusturmaktadir (Oztiirk,
2000). I¢ Anadolu’da Eskisehir ve Kiitahya’da, doguda Sivas dahil, sahil bolgeleri disinda
Orta Anadolu'da ve Dogu Anadolu’da yetistirilir (Kaymak¢1 ve Sonmez 1996). Akkaraman
koyunlari, bolge sartlarma uygun dayanikli bir iktir (Oztiirk, 2000). Akkaraman koyunlar
gec gelisen bir 1tk olup, yiiriime kabiliyeti iyidir (Sireli, 1996).

Akkaraman 1rkinin degisik birden fazla tipi vardir. “Kangal” tipi Sivas ve Malatya
illerinde, “Karakas” tipi Diyarbakir’da ve “Giiney Karaman” denen renkli hayvanlar ise
Toroslarda Orta Anadolu’ya bakan eteklerinde bulunur. Yetiskin koyunlarda canli agirlik 35—
40 kilogram (kg), koglarda canli agirlik 50-60 kg kadardir. Akkaraman irkinin kuyruklari {i¢
pargali, yuvarlak yapili ve “S” harfi goriiniimiindedir. Kuyruklar1 4-6 kg kadardir. Fakat 12
kg’a ulasan kuyruk agirliklar1 da vardir. Akkaramanlarda bas, boyun, karin alt1 ve bacaklarda
yiin bulunmamaktadir yani ¢iplak olarak goziikmektedir. Goz cevresi, burun, agiz, kulak ve
ayak bolgelerinde siyah lekeler goziikmektedir. (Kaymakg¢r ve Sonmez, 1996). Yapilan
melezleme ¢aligmalarinda melez déllerde bu lekelerin viicuda yayildigi gorillmistir (Sireli,
1996). Bas kisa, diiz ya da hafif disa dogru biikeydir, kulaklar sarkik sekildedir (Kaymakgi1 ve
Sonmez 1996). Yapagilar1 kaba ve karigik olup, viicut Ortiisiiniin rengi beyazdir. Yapagilar
hali sanayisinde, kilim, kege ve yatak yapminda kullamlir (Oztiirk, 2000). Yillik yapag:
verimleri 1,5-2 kg'dir, liile uzunlugu 8-12 cm, incelik 29-35 mikrondur. Laktasyon siit verimi
40-55 kg/ 150 giin, ikizlik oran1 % 6-10 arasinda olup 100 koyundan ortalama 100-110 kuzu
alimmaktadir (Kaymake¢1 ve Sonmez, 1996). Etlerinin Kalitesi diigiiktiir. Ancak bakim, ¢evre
ve besleme olanaklar diizeltilerek et verimleri artirilabilir (Oztiirk, 2000). Siitten kesimden
sonra 3 aylik besleme sonucu 20-22 kg kadar karkasa ulasabilir (Sireli, 1996). Akkaraman
koyunlarinda normal agim donemi genellikle Eyliil-Ekim aylarindadir (Hanci, 2006).



1.2. Koyunlarda Reprodiiksiyon

Koyunlarin tireme 6zelliklerini kog etkisi, giin 15181, Kuzulama ve laktasyon donemleri,
beslenme, viicut kondisyon skoru, yag metabolizmasi, ¢cevre sicakligl, nem, yagis vb. faktorler
etkilemektedir (Rosa ve Bryant, 2002). Koyunlar mevsimsel polidstrik hayvanlar olup, yer
kiirenin 35. kuzey paralelinin kuzeyinde ve 34. giiney paralelinin giineyindeki bolgelerde yaz
sonu ve sonbahar baglangicinda iireme sezonuna girmektedirler. Bu paralellerin digindaki
bolgelerde (6rnegin ekvator) giin uzunluklar fazla degismedigi i¢in lireme sezonu tiim yila

yayilmakta ve bu faaliyetler 1s1 ve yagis gibi olaylardan etkilenmektedir (Yavas, 2008).

Yukarida sayilan faktorlere bagli olarak degismekle beraber koyunlar pubertaya 6-9
aylik olduklarinda; yetistirme olgunluguna ise 9-15 aylik olduklarinda erigirler. Pubertaya
ulagsan ve ¢iftlesme mevsimine giren koyunlarin ilk Ostruslarinda ovulasyon olusmasina
ragmen distan Ostrus belirtileri gdézlenmeden sakin gecebilir (Sonmez, 2008). Ayrica
beslenme pubertaya ulagsma yasmi etkileyen en onemli faktorlerden bir tanesi oldugu igin
pubertaya ulagsma yasimi kisaltir. Bu etki, besinlerin icerdigi maddelerin yani sira, hayvanin
ergin viicut agirligina ulasmasinda kendini gosterir. Ciinkii ergin viicut agirligma erisme ile
puberta yas1 arasinda yiiksek bir korelasyon bulunmaktadir. Diside puberta yast ayn1 zamanda
dogum aylarina da baghdir. Cilinkii disiler mevsime bagli polidstrik hayvan olduklarindan,
genital organlar gelismelerini tamamlasa da ilk kizginliklarim gostermek igin ¢iftlesme

mevsimini beklemek zorundadirlar (Ak, 2008).

1.3. Koyunlarda Seksiiel Siklus ve Hormonal Mekanizmasi

Koyunlarda sekstiel siklus uzunlugu 16-17 giin olmakla birlikte, sicak iklimlerde ve
ciftlesme mevsiminin bitimine dogru daha da uzun olabilir. Mevsime bagli polidstrik
hayvanlardan biri olan koyunlarda iireme faaliyetlerinin baslamasi giin 15181 siiresi ile
iliskilendirilmektedir. Gilin 1s18min bu etkisi pineal bezden salgilanan melatonin hormonu

tarafindan diizenlenir.



Koyunlarda seksiiel sikluslar, glinlerin kisalmaya basladig1 yaz sonu ile sonbaharin ilk
aylarinda baslar. Giinlerin kisalmaya baglamasiyla birlikte 151k alma siiresinin kisalmasi pineal
bezden salgilanan melatonin siiresini artirir. Koyunlarda kanda melatonin seviyesinin artmasi
hipotalamustan Gonadotropin Relasing Hormone (GnRH) salgilanmasini stiimiile eder.
GnRH’ta hipofiz 6n lobunda Folikiil Situmulating Hormone (FSH) ve Luteinizing Hormone
(LH) salgilanmasmi uyarir. Ureme mevsiminin baslangicinda dstrus davranislari olmadan
birka¢ Ostrusun ve ovulasyonun sekillendigi goriilebilir. Ancak mevsim ilerledik¢e bu durum
normale doner. Artan GnRH salinimi, hipofiz 6n lobuna gelerek FSH salgisini uyarir. FSH’da
kan yoluyla ovaryumlara gelerek folikiiler gelismeleri baslatir. Koyunlarda seksiiel siklus
icerisinde ii¢ folikiiler dalgalanma goriiliir. Bunlardan ikisi didstrus sirasinda biri ise
proostrusta sekillenir. Prodstrus boyunca sekillenen hizli bir folikiiler gelisme sonucunda
Ostrojen seviyesi gittikce ylikselir ve Ostrusun hemen oncesinde en yliksek diizeye (10-20
pg/ml) ulasir. Ostrojen salgisina bagli olarak genital organ ve davranislarda bazi degisiklikler
sekillenir. Ayni zamanda hipofizde uyarilarak LH salgist baglatilir. Siklus icerisinde
ovulasyona yol agan LH’in kuvvetli pik salinimi (70-80 ng/ml) 6strusun ilk 8-12. saatleri
arasinda sekillenir. Ovulasyon ise, dstrusun bitimine yakin LH’1n pik iiretiminden yaklasik 24
saat sonra olusur. Ovulasyon yerindeki hiicreler, LH etkisiyle hizla luteinize olarak korpus
luteumu sekillendirmeye baslarlar. Koyunlarda diger tiirlerden farkli olarak prolaktininde
korpus luteumun gelismesinde rol oynadigi sanilmaktadir. Korpus luteum, siklusun yaklasik
2-3. giinlerinde progesteron salgilamaya baslayarak hipotalamus ve hipofiz 6n lobu {izerine

negatif feedback bir etki olusturur (Sénmez, 2008).

1.4. Ko¢larda Reprodiiksiyon

1.4.1. Koc¢larda Reprodiiktif Organlar ve Fonksiyonlari

Koglarda reprodiiktif organlar cinsiyet hiicrelerini {ireten testisler, hiicrelerin
iletilmesinde gorev alan kanallar, salgilarini bu iletisim yoluyla aktaran erkek eklenti bezleri,

penis ve prepisyumdan olusur.



1.4.1.1. Testisler

Testisler koglarda embriyonik gelisim doneminde bobreklerin yakininda sekillenir ve
kog da dahil olmak iizere bir¢ok tiirde daha sonra skrotuma iner (Deveci, 1990). Skrotuma
inme koglarda gebeligin ortalarina dogru gergeklesmektedir (S6nmez, 2008). Duruslar1 ve
yerlestikleri yer, tilirlere gore az ¢ok farkliliklar gostermekle beraber, testisler inguinal ve
perineal bolgede bulunurlar. Testislerde endokrin (testesteron) ve ekzokrin (sperma hiicreleri,
spermatozoonlar) faaliyet gosteren organ olarak gorev yapmakta ve deriden torba olan
skrotumunda, funiculus spermatikus ile asili sekilde bulunur. Skrotum alt bolgesinde bag
doku bulunmaktadir. Bag doku, iskelet kasi yapisindadir ve Muskulus (M) Cremaster’i orter.
M. Cremaster ve skrotumun, sperma iretimi igin sicaklik ayarlamasinda, testisleri viicuda
yaklagtirarak veya uzaklastirarak testisleri viicut isisindan 4-7 derece asagida tutmaktadirlar.
(Deveci, 1990). Yetigkin kogta bir testisin ortalama agirligi 250-300 gr arasindadir (Seving,
1979).

1.4.1.2. Kanallar

Tubulus rectus: Seminiferus contortusun, testise dogru agildig: kanaldir.

Rete Testis: Tubulus rectuslar birleserek bosluklar sistemi olan rete testisi teskil eder
(Deveci, 1990).

Epididimis: Kompakt fibroz bir yapiya ve bas (caput), govde (corpus) ve kuyruk
(cauda) olmak iizere iic ana boliime sahip olan epididimis, testisin posterior ve siiperior
kisminda yer alir. Epididimisin baslica dort o©Onemli fonksiyonu vardir. Bunlar;

spermatozoanin taginmasi, yogunlagmasi, depolanmasi ve olgunlastirilmasidir (Birler, 2008).



Ductus deferens: Cauda epididimisten sonra gelen kanaldir. Uretraya acilirken
genisleme yapar ve ampulla ductus deferens’i olusturur. Bu yapinin alt ucu tiretraya acilirken

ductus ejaculatorios’u olusturur.

Uretra: Idrarin ve spermanin disar1 atildig ortak kanaldir. Pelvik iiretra, arcus bulbus
liretra ve esas iiretra olarak ii¢ kisimdan olusur. Uretral kaslar, prostat bezinin bir kismin
orter. Bu kasin kuvvetli kasilmasi, orgazm sirasinda ejakiilasyonun olusmasini saglar.
Ampulla ductus deferens’te toplanmis olan spermatozoonlar, eklenti bezlerinin salgilari ile
birlikte, {iretra pelvinada karisirlar. Idrar kesesi boynunun arka tarafinda, findik biiyiikliigiinde
bir olusum olan colliculus seminalis bulunur. Bu yapida genis kavernéz kan damarlar
bulunmaktadir. Bu yapilar vasitasi ile ejakiilasyon aninda, idrar kesesinin giris boélgesini

kapatilir ve spermatozoanin idrar kesesine gecisini engeller (Deveci, 1990).

1.4.1.3. Eklenti Ureme Bezleri

1.4.1.3.1.Veziciilla Seminalis

Pelvisin taban kisminda ampulla ductus deferenslerin yaninda ve idrar kesesinin boyun
bolgesinde “V” harfi gibi yer alir ve tubuloalveoler yapida ¢ift bir bezdir. Vezikiiler bezlerin
bosaltici kanallar1 ampulla ile uretra birlestigi ¢atallasma yerinin yakininda tiretraya agilir. Bu
bezler hemen hemen tiim tiirlerlerde seminal plazmanin hacmine 6nemli Olclide katkida
bulunurlar. Veziciila seminalisin salgis1 6zellikle spermatozoonlar i¢in enerji kaynagi
olusturan fruktoz ve sorbitol yoniinden de olduk¢a zengindirler. Bunun disinda veziciila
seminalisin salgilarinda bulunan fosfat ve karbonat iyonlar1 spermadaki pH (Power of
Hydrogen) degisimlerini onlemede Onemli rol oynarlar. Koglarda veziciila seminalisin

uzunlugu 4 cm kadardir (Sonmez, 2008).



1.4.1.3.2. Prostat

Pelvisin tabaninda, idrar kesesinin boyun kismina yakin ve pelvik iiretra 6n kisminda
bulunur. Uretraya kismen sarilmis olarak bulunan prostat bezi biitliin memeli hayvanlarda
bulunmaktadir. Bez, kendisine has bir kokusu olan prostat salgisi yapar. Salgisi alkali
Ozelliktedir. Bu salgi Sodyum (Na), Kloriir (Cl), Kalsiyum (Ca) ve Magnezyum (Mg)
inorganik iyonlar1 yoniinden oldukca zengindir. Bu salgilar igerisinde spermatozoonlarin

hareket yetenekleri artar. Prostat salgis1 kiigiik kanalciklar vasitasiyla iiretra akitilir (S6nmez,

2008).

1.4.1.3.3. Cowper Bezi (Glandula Bulboiiretralis)

Pelvik iretranin ¢ikis noktasi yakininda, her iki tarafta arkus isihadikus yakinlarina
yerlesen bir ¢ift bezdir. Genellikle sekilleri ovaldir. Koglarda 2-3 cm uzunlugundadir. Miik6z
ozellikte salg1 yapar. Cowper bezinin salgilar1 spermanin sivi kismina ¢ok az katkida bulunur.
Spermanin kivaminin olugsmasinda etkisinin olmasinin yani sira tiretray1 idrardan temizler ve
spermatozoonlar i¢in uygun bir ortam saglar. Ciftlesmeden hemen once bu salgmin

prepisyumdan damla damla aktig1 goriilebilir (Sonmez, 2008).

1.4.1.4. Eksternal Ureme Organlar

Penis: Erkeklerde ¢iftlesme organi olarak gorev yapan olan penis, idrar yapmak ve
spermay: disi genital kanala aktarmak gibi temel gorevleri bulunmaktadir. ikinci gorevini
yapabilmesi i¢in organin ereksiyon haline ge¢mesi gerekir. Penisin yiizeyi sinirler yoniinden
zengin olup oldukga hassas bir organdir. Manipiilasyonlara ve sicakliklara karsi duyarlidir.
Kogta uzun, silindirik ve fibroelastik olan penis, ereksiyon durumu disinda oldukga sert bir
yapidadir. Kok, govde ve bas olarak olusmaktadir. Penisin kdk kismi, pelvise crura penis ile
sikica baglanmistir. Bunlarin birlesmesiyle corpus penis olusur. Gévde kismi ‘S’ seklinde
olusan bir yapi olan flexura sigmoidea’y1 olusturmaktadir. Bdylece, ereksiyon durumu
sonrasi penis 1/3 oraninda kii¢iilmektedir. Ereksiyon sirasinda, flexura sigmoidea diizlesir,

penis uzar ve prepisyum’dan disar1 ¢ikar. Galea glandis ile sonlanan penisin serbest ucu sivri



ve kendi ekseni etrafinda biikilii bir yap1 gostermektedir. Kogta iiretra penisten ayri serbest

bir ucla sonlanir. Burada orificium urethra externa bulunur.

Musculus retraktor penis: Iki bant seklinde ejakiilasyondan sonra penisin prepisyuma

geri ¢ekilmesini, ereksiyon disinda ise bu durumu korumasini saglar (Sénmez, 2008).

Prepisyum: Derinin invaginasyonundan olusan prepisyum, istirahat durumundaki
penisin serbest ucunu bir kilif seklinde tamamen sarar. Prepisyum’un en 6nemli gérevi penisi
sararak dis etkenlerden korumaktir. Prepisyum mukozasinda yagli bir salgi yapan bezler
vardir. Bu yaglh sekresyon dokiilen epitelyum doku ve mevcut bakteriyel flora ile karigarak

smegma denilen kesif ve 6zel kokulu bir madde meydana getirir (Sonmez, 2008).
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Sekil 1.1. Kog iireme organlar1 (Anonim 2014)

1.5. Ciftlesme Mevsimi

Koglar yil boyunca her mevsimde aktivite gostermekle birlikte, giines 1sinlarinin
etkisine bagl olarak degisimler gézlemlenmektedir. Giin 1518inin azalmaya bagladigi sifat
doneminde, testesteron ve LH hormonlarinin kandaki diizeylerinde, testis agirliginda ve buna

bagl olarak sperma aktivitesinde artiglar goriilmektedir. Sezonal irklarin ¢iftlesme mevsimi



sonbahar ve erken kis donemidir. Tersi olarak, tropik ve subtropik irklarda tiim yil boyunca

goriiliir veya fotoperiyot disindaki diger faktorlerden etkilenirler (Kulaksiz, 2009).

1.6. Kog¢larda Ergenlik (Puberta)

Koglarda eseysel olgunluk hem yas hem de viicut agirhigiyla iliskili olmakta ve
ozellikle iklim ve beslenme olmak tizere ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir (Yavas, 2008).
Belirli bir yas dilimi arasinda, irklara gore degismekle birlikte, ergin viicut agirliginin %40 ile
%60’1na ulastiginda eseysel olgunluk meydana gelmektedir. Erken gelisim gosteren koyun
wrklarmin geg gelisen 1rklara gére daha once eseysel olgunluga eristigi gibi, melezlerin ana-
babalarina oranla daha erken olgunlagmasi, irk etkisi olarak belirtilmektedir (Kaymakei ve

Sonmez, 1992).

Dogum mevsiminin kii¢iik ruminantlarda pubertaya ulasma bakimindan da etkisinin

oldugu belirtilmektedir. (Foster ve ark., 1988).

1.7. Cinsel Istek (Libido Sexualis)

Cinsel davraniglar, noroendokrin iletisimlerle yonetilirler ve hayvan tiiriine 6zgi
hareket zincirleri seklinde olusurlar. Gelismesini tamamlamis erkek hayvanlar karsit cinsleri
karsisinda, degisik duyu organlariyla uyarilarak, ses ve hareketlerle uyanim, yaklagma ve
asim davraniglar gosterirler. Erkeklerde gozlenen ¢iftlesme istegi ve davraniglart androgenler
tarafindan meydana getirilir. Bu hareketlerin herhangi birinde olusacak bozukluk ve
eksiklikler agimin tam gergeklesmesine engel olur. Cinsel istek ve davraniglar tiire 6zgii
ozelliklerine ve belirli zaman iginde gerceklesmesine gore degerlendirilir. Ornegin bogalarda
asima kadar gecen siirenin 30 dakikanin {izerine ¢ikmasi, libido zayifligi veya yoklugu
seklinde degerlendirilir. Saglikli ve cinsel istegi yerinde bir bogada bu siire 5 dakikay1 gecmez

(Tekin, 1990).
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1.8. Hormonal Diizen

Erkek cinsiyet steroidleri androjenik ve anobolik aktiviteye sahiptirler. Androjenik
aktivite eklenti iireme bezlerinin biiylimesi ve fonksiyonu yaninda ©zel cinsiyet
karekterlerinin gelismesini, anabolik aktivite ise yapisal metabolizma ve genel cinsiyet
karekterlerini stiimiile eder. Germinal epitelyum normal fonksiyonunu devam ettirmek igin

androjene duyarli diger dokulardan daha fazla testesterona ihtiyag duymaktadir (Birler, 2008).

Puberta; hipotalamus, hipofiz 6n lobu, gonadlar, hedef organlarin uygun kondisyona
gelmesi ve beslenme gibi cevresel faktorlerin kompleks iliskileri sonucu meydana
gelmektedir. Pubertada oOncelikle leyding hiicreleri androjenleri salgilayarak tubulus
seminiferuslart  gonadotropik  stimiilasyona hazir hale getirmekte ve bdylece
spermatazoonlarin olusumu baslamaktadir. Reprodiiktif kapasitenin tam olarak ¢alismasi olan

seksiiel olgunluk pubertadan daha sonra meydana gelmektedir (Birler, 2008).

Hormon iiretimi ve reprodiiktif gorevlerin takibi hipotalamo- hipofizeal-testikiiler aksis
ad1 verilen mekanizma ile yiiriitilmektedir. Hipotalamusdan iiretilen GnRH adeno hipofize
sinyal gondererek buradan FSH ve LH iiretimini uyarmaktadir. LH testisdeki intersitisyel
hiicrelerden testosteron salgilanmasini saglarken, FSH sertoli hiicreleri ve germinal epitelyum
tizerine etki etmektedir. Sertoli hiicreleri bu etki ile Androjen Binding Protein (ABP) ve
inhibin hormonlar1 salgilamaktadir. ABP, testosteronun tubulus seminiferuslara kabul
edilmesini ve buradaki seviyesinin artirilmasinda ¢alismaktadir. Béylece spermatogenezis igin
zorunlu olan testosteron tubuller igine ve germinatif hiicrelerine girmis olur. Inhibin hormonu
hipotalamus ve adenohipofiz iizerine negatif feedback etkisi ile FSH hormonunu kontrol
altinda tutmaktadir. Ayn1 sekilde testosteronun bu organlar {izerindeki negatif feed back etkisi
LH salinimin1 kontrol altinda tutar. Bu mekanizma erkek hayvanlarin 6mrii boyunca devam

etmektedir. Yas ilerledikce leydig hiicre fonksiyonu da azalmaktadir (Birler, 2008).



11

- . \ -
- H Hipotalamus
A P—X <)
= ———— GnRH .
e L A T ? \ )
~ Hipofiz | '
LH L| | FSH
+
+
Leyding Wiardedi Sertchi Hiiarderi
- G S
Testosterone Testosterone
Spermatogenez
Ikincil Etkileri AN
Yo \
( L\

Sekil 1.2. Koglarda hormonal siklus (Hoesl ve ark., 2005)

1.9. Spermatozoon Uretimi (Spermatogenezis)

Seminifer tubulleri kaplayan seminiferus epitelleri temel olarak 2 tip hiicreden olusur.
Bunlar, sertoli hiicreleri ve germ hiicreleridir. Germ hiicreleri devamli olarak boliiniir ve
degisiklikler periferden baglayarak tubulusun lumenine dogru devam eder. Spermatogonia
diye adlandirilan kok hiicreler, spermatosit oluncaya kadar birka¢ kez boliintirler.
Spermatositler daha sonra mayoz bdliinme gegcirirler boylece hiicrelerin igerdigi DNA miktari

yariya dlismiis olur. Spermatogonialarin proliferasyonunu ve mayoz bdliinmeleri igeren
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hiicresel boliinmeler spermatositogenezis olarak adlandirilir. Bu boliinmeler sonrast olusan
haploit kromozomlu hiicreye spermatid denir. Spermatidler daha sonra spermatozoaya
doniismek i¢in bir dizi yapisal degisiklige ugrarlar. Bu metaformatik degisikliklere
spermiyogenezis denir (Hafez, 2000). Spermatogenezis koglarda 46-49 giin kadar

surmektedir.

1.10. Ko¢ Spermasimin Ozellikleri

Kog¢ ve tekede sperma firetiminin bir gostergesi olan testis agirliginda yilin her
doneminde Onemli degisim gostermektedir. Testis agirligl, c¢iftesme donemi dist olan
ilkbaharda genel olarak en diisiik iken, yaz mevsimi sonunda en yiiksek diizeye ulagmaktadir.
Genel olarak koglarda Subat — Mart’ta 200 g, Temmuz’da 350 g ve Alpin irki tekelerde geg
Mayis — erken Haziran’da 100 g, ge¢ Ekim — Kasim ortasinda ise 150g olarak belirlenmistir
(Delgadillo ve ark., 1991; Cheminau ve ark., 1992). Ko¢ ve tekelerde testis agirligi
bakimindan goriilen degisik bulgular mevsimsel farkliliklarla iliskilidir. Ornegin, ilkbaharda
testis parankimasinin her bir grami basina ortalama 8.5x10° spermatozoa fiiretilirken,

sonbaharda 12,2x108 spermatozoa iiretimi gerceklesmektedir (Omiir, 2011).

Koglarda sperma, suni vajen ve elektroejakulator yontemleriyle alinabilmektedir. Suni
vajen yontemi; basit, hizli ve iyi kalitede sperma elde etme agisindan daha ¢ok tercih
edilmektedir. Buna karsilik, sperma alinirken, kizgin koyuna ihtiyag duyulmasi nedeniyle,
cogunlukla agim sezonuyla sinirlanmaktadir. Ayrica, kogun sagliklt ve sun’i vajene sperma
vermeye alismis olmasi gereklidir. Bu sartlarin mevcut olmadigi durumlarda, sperma almak
i¢cin suni vajina kullanilamamaktadir. Boyle durumlarda, elektroejakulatér yontemiyle sperma
alma kac¢inilmaz olmaktadir. Ancak, hayvan ag¢isindan rahatsiz edici olmasi1 ve daha fazla is
giiciine ihtiya¢ duyulmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir (Aral ve Aral, 2004). Her iki
yontem karsilastirildiginda, elektroejakulator ile alinan spermalar hacimce daha fazla, kitle

hareketi ve yogunluk yoniinden daha fakirdir (Ttiirk, 2004).
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1.11. Koyunlarda Reprodiiksiyon ve Suni Tohumlama

Suni Tohumlamanin ilk bilimsel uygulamasini italyal1 Fizyolojist Lazzaro Spallanzani
1780 yilinda yapmistir. Spallanzani evine aldig1 bir disi kdpegin bir silire sonra kizginlik
gostermesi lizerine, bir erkek kopekten aldigi spermay1 disi kdpegin uterusuna vermistir. Bu

tohumlamadan 62 giin sonra disi kdpek {li¢ yavru dogurmustur.

Koyunlarda suni tohumlamay: ilk uygulayan bilgin Veteriner Hekim E.LIvanoff
olmustur. Rus c¢arligma ait giftliklerde 1912 yilinda atlarda suni tohumlamayi basariyla
uygulayan Ivanoff, bu tarihi izleyen yillarda aynt metodu koyunlara uygulamis ve giftlik
hayvanlarinda uygulanmas i¢in yayginlagtirmigtir. Daha sonraki yillarda ise suni tohumlama
calismalar1 Avrupa {ilkelerine ge¢mistir. Yurdumuzda ise suni tohumlama c¢alismalarinin
baslamasi 1925 yilinda Rusya’dan suni tohumlama uzmani Prof. Mihailof’un dnciiliigiinde

Merinos koyunlarinda baslamistir (Seving, 1979).

Koyunlar giiniimiize kadar servikal, transservikal intrauterin, laparotomik, intrauterin,
laparoskobik intrauterin, laparoskobik intraoviduktal, vajinal tohumlama yontemleri ile
tohumlanabilmektedir (Yavas, 2008). Tohumlamada kullanilan spermanin hacmi 0,05-0,2
ml’dir. Tohumlama dozunda 50 milyondan az spermatozoon bulunmamalidir. Pratikte toplam
200 milyon spermatozoon igeren sulandirilmis sperma ile tohumlama gergeklestirilir (AK,
2008). Koyunlarda 6strus ortalama 30-36 saat slirmekte ve ovulasyon ortalama 24-30 saat
arasinda yani kizginligin sonuna dogru meydana gelmektedir. Bu bakimdan koyunlarin
ovulasyondan 6nce ve kizginligin sonuna yakin bir donemde tohumlanmas: gerekir. Ostrus
baslangicindan sonraki 16-24.saatler arasinda yapilan tohumlamalardan yiiksek gebelik orani
elde edilmistir. Ostrusu uzun siiren koyunlarda aymi 6Ostrus devresi iginde ikinci bir
tohumlamanin yapilmasi dol veriminin yiiksekligi acisindan 6nem tasir. Bu nedenle yapilan
ilk tohumlamadan 12 saat sonra ikinci bir tohumlamanin yapilmasi gebelik oranini artirir
(S6nmez, 2008).
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1.12. Spermamin Saklanmasi:

1.12.1. Kisa Siireli Saklama

Bu yontem, alinan spermanin birka¢ giin i¢inde kullanilmasi durumunda tercih edilir.
Gerekli spermatolojik muayeneleri yapilmis olan spermanin teknige uygun sekilde
sulandirildiktan sonra 35°C’deki su dolu bir kap igerisine yerlestirilip genellikle 2-3 saatlik bir
stirede buzdolabinda sicakligin 5°C’ye diisiiriilmesi esasina dayanir. Bu yontemle saklanan
spermalarin koclarda 24 saate kadar kullanilmasi miimkiindiir. Spermanin kisa siireli
saklanmasi amaciyla, sodyum sitrat-yumurta sarisi1 sulandiricist ve tris yumurta sarisi

sulandiricist yaygin olarak kullanilmaktadir (Sonmez, 2008).

1.12.2. Uzun Siireli Saklama

Suni tohumlamanin faydalarindan yararlanilmak istendiginde uzun siire saklanabilen
sperma gereklidir. Spermanin metabolik faaliyetlerinin durdurularak fertilizasyonda énemli
bir kayba yol agmadan siiresiz bir sekilde saklanmasi ancak spermanin dondurulmasi ile

miimkiindiir (Lemma, 2011).

Bilimsel ve modern olarak canli hiicre dondurma islemleri, 1949 yilinda Polge ve
arkadaslarmin gliseroliin kriyoprotektan (soguk sokuna karsi koruma saglayici) 6zelligini

bulmasi ile baslamis ve ilk dondurulan hiicre spermatozoon olmustur (Leibo ve Brandley,

1999).
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1.12.2.1. Ko¢ Spermasinin Dondurulmasinda Kullanilan Sulandiricilar ve

Kriyoprotektanlar

Genel olarak sperma sulandiricilart hiicre dis1 kriyoprotektanlar (siit veya yumurta
sarisi), hiicre i¢i kriyoprotektan (gliserol, etilen glikol, dimetil siilfoksit (DMSQO) , buffer (Tris
veya Test), bir veya birden fazla seker (glikoz, laktoz, rafinoz sakaroz) ve antibiyotik
(penisilin, streptomisin)’den olugmaktadir (Evans ve Maxwell, 1987). Yagsiz siit tozu ve tris-
glikoz ile yapilan sulandiricilar spermanin  dondurulmasinda en ¢ok kullanilan

sulandiricilardir (Purdy, 2006).

Spermanin dondurulmasinda kullanilacak sulandiricilara fazla sayida bilesenlerin
girmesi dogal olarak osmotik basinci etkilemektedir. Bunun yani sira spermanin metobolik
aktivitesi hidrojen iyonlarmin agiga ¢ikmasina neden olur. A¢iga ¢ikan bu iyonlarin taginmasi
icin bir mekanizmanin olmamasi sulandirict pH’sinin diismesine ve dolayisiyla motilite ve
fertilite giliciiniin azalmasma yol a¢maktadir. Bu nedenle tampon soliisyonlarin sperma
sulandiricilarinda kullanilmast zorunludur (England, 1993). Sperma sulandircilar izotonik
veya izo-ozmotik ve notrale yakin veya hafif asidik olmalidir (Herman ve ark., 1994;
Kulaksiz, 2009). Sulandiricilarda osmotik basing ve hidrojen iyon konsantrasyonunu
ayarlamak i¢in sitrat (2,9 trisodyum sitrat dihidrat), tris (hidroksimetil aminomentan), sitrik
asit ve fosfat gibi tampon maddeleri yogun oOlarak kullanilmaktadir. Tris (hidroksimetil

aminomentan) yaygin olarak kullanilan tampon maddelerdendir (Kulaksiz, 2009).

Sulandiricilarda kullanilan sekerler dondurulma sirasinda buz kristallerinin daha az
olmasini saglar ve hiicre dehidrasyonlarin1 en aza indirerek osmotik basincin sabit kalmasini
saglar (Purdy, 2006; Naing ve ark., 2010). Ayrica, membran faz gecislerini azaltir. Tim
bunlarmn yani sira, motilite ve spermanin hareketi sirasinda glikoliz ve mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon sirasinda enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir (Naing ve ark., 2010). Tirler
arasinda sekerlerin kullanma oranlar1 degismekle birlikte, genel olarak spermatozoa glikoz,
fruktoz, mannoz ve arabinoz gibi basit sekerleri enerji kaynagi olarak Kkolayca

degerlendirebilmektedirler (Arthur ve ark., 1996).
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Kulaksiz (2009)’a gore; Spermatozoay1 sogugun zararh etkinligine karst korumanin en
basarili yolu, sperma sulandiricilarina siit veya bunlarin bilesiminde bulunan lipoprotein,
yumurta sarisi, lesitin, safalin, ve protein benzeri maddelerin katilmasidir. Yumurta sarisi
bircok evcil hayvanda spermanin dondurulmasi sirasinda sulandirict bileseni olarak
kullanilmaktadir. Sulandiricidaki diger bilesenlerle birlikte dondurulma sirasinda olusan
sogutmanin zararh etkilerinden plazma membranimni ve akrozomu korudugu bilinmektedir
(Amirat ve ark., 2004). Sulandiricilara ilave edilen yumurta saris1 fosfolipit tiirevi olmakla
birlikte spermatozoayr soguk hasarlarindan korudugu ve rutin bir sekilde sulandiriciya
katilmas1 gerektigi yapilan bilimsel ¢alismlarda belirtilmistir (Kulaksiz, 2009). Gerekli olan

yogunlugu tiirlere gore farkli olmakla birlikte %3-35 oraninda sulandiriciya katilmaktadir.

Kriyoprotektanlar hiicrenin dondurulma esnasinda olusan soguk hasarlarina, hiicre i¢i
kristal olusumuna, ¢6ziim sirasinda Kkristalizasyonlarin tekrar yok olmasinda ve olusan
membransel hareketlilige karsit koruyucu olarak sulandiriciya katilmaktadir. Genel olarak
koruyucu etkilerini ortamdaki donmamis fraksiyonu artirarak ve ortamdaki iyon miktarini
azaltarak gosterirler (Palasz ve Mapletopt, 1996). Hiicrelerin uygun olarak dondurulmasi,
plazma membranindan suyun ve soguktan koruyucu bilesenlerin basit hareketini ve hizli
aktarilmasin1 gerektirir (Edashige ve ark., 2003). Kriyoprotektanlar islevsel olarak, internal
kriyoprotektanlar ve external kriyoprotektanlar olarak ikiye ayrilir. Internal kriyoprotektanlar
(gliserol, etilen glikol, formamide, DMSO) hiicre zarindan igeriye girerek -etkilerini
gosteririler. Eksternal kriyoprotektanlar (Makromolekiiller ve sakkalitler), membranlarin sivi
ve katyonlara kars1 permeabilitesinde artisa sebep olarak, ozmotik strese karsi hiicreleri esnek
bir duruma getirirler. Giinlimiizde en ¢ok kullanilan kriyoprotektan gliseroldiir. Ruminantlar
ve primatlarin spermalarmin dondurulmasinda gliserol oram1 %4-8 arasinda degismektedir

(Holt, 2000; Bucak ve Tekin 2007).

1.13. Spermanin Dondurulmasi

Sperma dondurma teknolojisi, 1949 yilinda Christopher Polge ve arkadaslariin
gliseroliin spermatozoonlar iizerine kriyoprotektif etkisini tesadiifen kesfetmeleri ile biiyiik bir

gelisme kaydetmistir (Holt, 2000; Foote, 2002). Gliseroliin kriyoprotektan olarak
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kullantmiin biiyiik basarisindan sonra yumurta saris1 ve sodyum sitrat ile sulandirilmig ve
dondurma oncesi gliserol ile ekilibre edilmis boga spermasi ile gebelik elde etmiglerdir

(Yoshida, 2000).

Hiicrenin donmasi esnasinda, sicaklik donma noktasinin altina diistiigiinde, su
kristallesmeye baslar. Hiicre disinda gelisen buz kristalleri, beraberinde hiicre disinda bulunan
tuz bilesiklerinin donmamis kisimda konsantre hale gelmesine ve ozmotik basincin artmasina
neden olur. Buz kristalleri, hiicre zarinin disinda yer aldigindan bu asamada hiicreye
ulagmalar1 s6z konusu degildir. Hiicre icerigi de asir1 sogumaya maruz kalir. Hiicre i¢indeki
bir miktar su, ozmoz yoluyla, hiicre dis1 ortama akarak su kaybina neden olur ve hiicre i¢i tuz
yogunlugu da artar. Meydana gelen bu su kaybi, hiicre i¢i buz kristallerinin olusumuyla son
bulur. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i tuz yogunlugu kritik seviyeye gelince (oda sicakliginda 0,8 M),
hiicre zarindaki katyon kanallar1 agilarak, yikilan potasyum-klor kdpriisiinden potasyum hiicre
disina ¢ikar. Ortamdaki sodyum ise yogunlugun fazla oldugu hiicre icine dogru yonelir.
Coziim sirasinda da hiicre zarindaki katyon kanallar1 kapanir, hiicre i¢i tuz yogunlugu
diiserken, hiicre i¢inde proteinlerle bagli haldeki potasyum-klor kopriileri yeniden olusur. Bu
durum hiicre igine suyu geri ¢eker ve hiicre yine ozmotik hacimde siser (Arthur ve ark., 1996;
Schuster ve ark., 2003; Yavas Korkmaz, 2009). Spermalarin dondurulmasi cam tiip, pelet,
payet gibi materyal ve yontemler yardimiyla olmaktadir. Giiniimiizde en ¢ok kullanilan payet
yontemiyle dondurma protokoliidiir. Sulandirilmis sperma, 4-5°C’de ekilibrasyona (1,5-4
saat) birakildiktan sonra, payetlere doldurulur. Normal kosullarda, sperma igceren payetler
yatay olarak sivi azotun 4-5 cm iizerinde, siv1 azot buharinda 7-8 dakika tutulur ve bu siirenin
sonunda sivi azota daldirilir. Donma hizi payetlerin sivi azot seviyesinden uzakligi ve
payetlerin hacimlerine gore degisebilir (Leboeuf ve ark., 2000; Kulaksiz, 2009). Ayrica
programlanabilir dondurma makinalar1 kullanilarak spermanin sicakligini belli araliklarda
diistirmek suretiyle dondurma islemleri yapilmaktadir. Bu yontemde sirasiyla ii¢ sathada +4
°C/ -5°C 4°/dakika, -5°C/-110°C 25°/dakika,-110°C/-140°C 35°/dakika toplamda 7 dakikada
gerceklestirilmektedir (Purdy, 2006).
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1.14. Spermanin Cozdiiriilmesi

Spermanin ¢ozdiiriilmesi dondurulmasi kadar 6nemli bir boliimdiir. Sperma -196
°C’ye sogutulduktan sonra ¢ozdiiriilene kadar yasamia devam eder fakat ¢ozdiiriilme
sirasinda kritik 1s1 derecelerini gegmesi gerekmektedir (-15/-60 °C). Spermanin sogutulmasi
ve ¢Ozdiiriilmesi yagamasini direkt etkilemektedir. Hizl1 ¢6zdiirme hiicre igi kristalizasyonu
engelledigi i¢in tercih edilen bir yontemdir. Payet yontemi ile dondurulan ko¢ spermalarinin
¢ozdiiriilmesinde bircok arastirmacilar 38-42°C’de spermayr ¢Ozdirmektedir. Bazi
arastiricilar ise yliksek sicakliklarda (60-75°C) ¢ozdiirme isleminin 38-42°C’de ¢ozdiirme
islemi ile akrozomal biitiinliik ve fertilite yoniinden benzer oldugunu belirtmislerdir (Salamon

ve Maxwell, 2000).

Yukaridada belirtildigi gibi, ¢6zdiirme sonrasi en iyi in vivo basarty1 yakalamak igin,
cesitli ¢cozdiirme sicakliklar1 ve siireleri bildirilmektedir. Saha kosullar1 g6z oniine alindiginda
suni tohumlamalarda kullanilacak spermanin 37 °C’de 30 saniyede ¢ozdiiriilmesi en uygun

yontem olacaktir.

1.15. Cozdiirme Sonrasi Spermatolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Reprodiiktif biyoteknolojilerde rutin olarak kullanilan dondurulmus spermalarla uygun bir
fertilizasyon elde edilmesi icin kaliteli spermanin bulunmasi sarttir. Spermanin Kkalitesini
belirleyen yontemler spermatozoanin makroskobik, mikroskobik ve fizikokimyasal yapisidir.
Spermanin hayvandan alinmasindan islenmesine, degerlendirilmesine ve biyoteknolojik
yontemlerde kullanilmasina kadar her manipiilasyon spermatozoonlar i¢in stres faktoriidiir ve
degisen oranlarda spermatozoada hasara neden olmaktadir. Spermatozoada meydana
gelebilecek hasar neticesinde dolveriminde diistisler goriilebilmektedir. Spermatozoa
hasarlarinin  belirlenmesi  i¢in  konvansiyonel yontemlerin kullanilmasimin yanisira,
giintimiizde bilimsel ve teknolojik gelismelerin 15181 altinda spermatozoanin mevcut yapisini
ortaya koyacak yeni yontemler hayata gegmistir. Biyoteknolojik aragtirmalar spermatozoonun

fiziksel, kimyasal, histolojik, morfolojik ve fonksiyonel yapisina iliskin yeni bilgilere
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ulagilmasini  saglamistir. Spermatozoanin membran fonksiyonlari, akrozom, DNA,
kapasitasyon ve mitokondrial aktivite olgulari daha agik ortaya konmustur ve oldukga
karmasik oldugu goriilmistiir. Boylece son yillarda bilgisayar destekli analiz cihazlari,
Computer Assisted Semen Analysis (CASA), fluoresan mikroskop ya da flow sitometri cihazi
ile son sistem boyama yontem ve teknikleri ile spermatozoanin bugiine kadar az bilinen ya da
bilinmeyen ve fertiliteyi baslica etkileyen hasarlar1 saptanabilmekte ve in vivo dolverimleri ile

korelasyonlar1 alinarak fertiliteye ne kadar yansidigi belirlenebilmektedir.

1.15.1. CASA Sistemi Yardimiyla Spermatozoa Motilitesi, Hareket Ozelliklerinin ve

Anormal Spermatozoa Oraninin Degerlendirilmesi

Ik olarak 1979> da Dott ve Foster’m bilgisayar destekli bir programla motilitenin
belirlenmesinden sonra kullanilan teknolojiler ve yapilandirilmasi siirdiiriilen yazilimlar ile
spermatolojik ozelliklerin tespit edilmesi hizli ve hassas olarak belirlenebilmektedir. CASA
sistemi, hareket halinde olan nesneleri fotograflama yaparak ve bilgisayar yazilimi kullanarak

analiz edilebilmesi mantig1 ile caligmaktadir. (Tirpan, 2012).

CASA yazilimindaki kinetik parameterlerin degerlendirilmesinde; total motilite hareket
yetenegine sahip spermatozoonlarin biitiinii olarak tabir edilebilir. Progresif motil olarak
kabul edilen bir spermatozoon, basi yoniinde giiclii ve 6zellikle diizgiin dogrusal olarak yer
degistirir, progresif olmayan motil spermatozoon ise hareket yetenegine sahiptir; ancak
giicsiiz, dogrusal olmayan ya da normal olmayan bir sekilde hareket eden spermatozoonlar
olarak belirtilir. Motil olmayan spermatozoonlarin ise hareket kabiliyeti bulunmamaktadir.
Spermatozoon ortalama hiz parametreleri VCL (Velocity Curve Linear); spermatozoonun
izledigi yol boyunca ortalama hizi pum/s olarak; VSL (Velocity Straight Line); dogrusal bir
eksen yoniinde izledigi yolun baslangicindan sonuna kadar olan ortalama hizi um/s olarak,
VAP (Velocity Average Path) ise, aldigi toplam yol siiresince ortalama hizi pm/s seklinde
belirtilmektedir. Ayrica, spermatozoonlarin takip ettigi yol ve aldigi mesafe acisindan
parametreler ise, STR (Straightness %); spermatozoonun dogrusal bir yoriinge boyunca aldig
mesafeyi (VSL/VAP X 100), LIN (Linearity %); spermatozoonun dogrusal yer degistirmesini
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(VSL/VCL X 100), WOB (Wobble %); aldig1 toplam yol zamani boyunca sola saga
sendeleme derecesini (VAP/VCL X 100) belirtmektedir (Verstegen ve ark., 2002; Foote,
2003; Malo ve ark., 2006).

Spermatozoonlarin mikroskopik bakida morfolojilerinin incelenmesi spermanin
potansiyel fertilitesini degerlendirilmesinde 6nemli testlerdendir. Anormal yapidaki
spermatozoonlarin fertilizasyon gii¢leri yoktur. Sagliklt bir spermada her zaman igin
morfolojik bozukluga sahip hiicreler bulunabilir. Ancak bunlarin oran1 6nemlidir. Morfolojik
bozukluklarin smiflandirilmasinda degisik yontemler kullanilmaktadir. Ornegin major ve
mindr bozukluklar veya primer ve sekonder bozukluklar buna 6rnek olarak verilebilir.
Giliniimiizde akrozoma ait bozukluklar, basa ait bozukluklar, orta boliime ait bozukluklar ve
kuyruk bozukluklari olarak smiflandirma yapilmaktadir (Ak, 2008). Spermalar g¢esitli
boyalarla boyanip mikroskop altinda CASA sistemi yardimiyla fotograflama yapilarak
spermaya ait bozukluklar objektif olarak belirlenmektedir.

1.15.2. HipoOsmotik Swelling (HOS) Test

Spermatozoonun  fertilizasyonu  gerceklestirebilmesi, kapasitasyon, akrozom
reaksiyonunu tamamlamasi ve yumurta hiicresinin yilizeyine baglanabilmesi i¢in fonksiyonel
bir membrana ihtiyag duymaktadir. Hypo-osmotik swelling test, spermatozoon plazma
membraninin fonksiyonel biitiinligiinii degerlendirir ve ayrica spermatozoonun potansiyel
fertilitesi i¢in kullanigh bir belirleyicidir. HOS test, membranlarin spermatozoon ve gevresi ile
arasindaki dengeye bakarak membran biitiinliigiinii tahmin etmektedir. Hypo-osmotik stresin
sebep oldugu s1v1 akis1 kuyrugun kivrilmasina, balonlasmasina veya sismesine neden olur. Bir
preparatta yiiksek oranda sigmis sperma hiicresinin bulunmasi, fonksiyonel ve saglam bir

plazma membraninin gostergesidir (Sivamukumar ve Rajasingam, 2013).

1.15.3. Olii Spermatozoa Tespiti
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Taze ve dondurulmus spermatozoonlarin canlilik testi icin birgok yoOntem
kullanilmaktadir. Bu teknikler arasinda en c¢ok kullanilan tek veya ¢ift renk veren
yontemlerdir. Bu yontemler arasinda kabul goren ise fertilite potensiyelini en 1yi gosterendir.
Uzun yillar tek boyama prosediiriine bagli olarak ¢alisan; ©lii canli ve morfoloji
muayenelerinin birlikte yapilmasina imkan saglayan eosin/nigrosin yontemi kullanilmistir. Bu
yontem, Olii spermatozoonlarin membran gecgirgenlik derecesine gore bas kisminin turuncu
(eozinofilik); canli spermatozoonlarin daha diisiik membran gecirgenligi ile bas kisminin
beyaza boyanmasi esasina gore ¢calismaktadir.

Son yillarda birkag florasan boyasi sperm kalitesini belirlemek i¢in taze veya dondurulmus
¢Ozdiriilmiis spermada cesitli tiirlerde yogun olarak kullanilmaktadir (membran biitlinliigii,
Olii canli tespiti gibi). Bu dual boyalardan SYBR-PI veya Propidium iyodid memran
biitiinliiglinlin belirlenmesinde kullanilmaktadir. SYBR-14 membran gecirgenligi olan niikleik
asit boyast (uyarimi 488 nm; yayimi 516 nm) olup, sadece canli Deoksiriboniikleik asit
(DNA) hiicrelerini yesil renkli floresan vererek isaretlemektedir. Propidium iyodid (PI),
cekirdekleri kirmizi ile boyayan (uyarmmi 530 nm, yaymmi: 617 nm) membran hasarl
spermatozoonlarin tespitinde kullanilan bir yontemdir. Bu yontem 6lii canli ve morfoloji

tespitinde ayn1 preparatta kullanilabilmektedir (Chalah ve Brillard, 1998).

1.15.4. Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Golgi aygit1 ve endoplazmik retikulumdan iiretilmis asidik ve sekrotorik bir organ olan
akrozom, farkli enzim matrikslerine sahip ve bir¢ogunun glikosilat yapida oldugu hidrolitik
enzimlerle doludur. Temel zona sperm birlesmesini akrozomun i¢inde bulunan enzimlerin
salinarak aktivasyonu sonucu olusan akrozom reaksiyonu tetiklemektedir. Bu birlesmeye
spermatozoonun hiperaktivasyonunun eklenmesi spermatozoonun zona pelliisidaya
baglanmasina yardimci olmaktadir. Spermatozoonun, disi genital kanalinda istmusa ilerlemesi
oncesinde, sirasinda ve zonaya baglanana kadar, akrozomunun saglam ve biitiin olmasi
gerekmektedir. Akrozom reaksiyonu esnasinda plazma membrani ile dis akrozom
membraninin birlesmesi ve sonucunda ekzositoz igin Kkalsiyum gerekli bir iyon olarak
goriilmektedir. Zona pelliisida ve progesteron ile etkilesim sonucunda oncelikle olusan

reaksiyon spermatozoonda Ca’nin ve alkaliligin ve dolayis1 ile pH’1n yiikselmesidir. Akrozom
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hasarmin degerlendirilmesinde Flurescein Isothiocyanate Conjugated Peanut Agglutinin
(FITC-PNA) yontemi sik¢a kullanilmaktadir. Akrozomal biitlinliiglin 6lgiilmesinde kullanilan
bir diger yontem ise Lyso Tracer™ Green DND-26 dir ( Gillan ve ark., 2005).

1.15.5. Mitokondriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Spermatozoa motilitesi ¢ogu tiirde fertilite ile yakindan iliskilendirilmektedir.

Spermatozoa motilitesi ve progresif motilitesi uzun yillar geleneksel ama subjektif yontem
olan faz kontrast mikroskop degerlendirmelerle ortaya konmaktaydi. Son yillarda daha
objektif ve kesin bir yontem olan CASA ile spermatozoa motilitesi ve progressif motilite
Olciilmektedir. Hatta daha yeni yontem olan flow sitometri sperma kalitesini degerlendirmek
icin kullanima girmigse de yalnizca bu yontemler bile yeterli olmamaktadir. Spermatozoa
motilitesi ve flagellar hareketi sadece Adenozin trifosfat (ATP)’dan iiretilecek enerji
sayesinde karsilanacagi icin, sperma kalitesinin ve spermatozoonun fertilizasyon yeteneginin
belirlenmesinde yeni boyama ve degerlendirme tekniklerine gerek duyulmaktadir.
Spermatozoonun orta kisminda bulunan mitokondrial aktivitede meydana gelebilecek
degisiklikler (fiziksel veya kimyasal hasarlar vb. sonucu ATP iiretiminin yapilamamasi gibi)
sonucunda spermatozoa motilitesi direkt etkilenmektedir (Hallap ve ark., 2005; Gravance ve
ark., 1999). Dolayisiyla spermatozoanin mitokondrial fonksiyonlarinin da Slgiilmesi daha
objektif bir teknik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Mitokondrial fonksiyon florometrik tekniklerle dl¢iilmektedir. Mitokondrisi aktif spermatozoa
floresan boya kullanilarak, rhodamine 123 (R123), JC-1 ve MITO Tracker Green FM
(MITO), 3 farkli yontemle boyanabilir. Bunlar; R123 veya MITO ile boyamalar sonucu tek
cesit yesil renkli goriintii elde edilirken, bunun tam tersi olarak JC-1 ile mitokondrisi
boyananlarda hem yesil hem de kirmizi- turuncu spermatozoonlar bulunabilir (Garner ve ark.,
1997).

1.15.6. Oksidatif Stres Parametreleri, Antioksidan ve Lipit Peroksidasyon Tayini
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Lipid hidroperoksitleri, glikolipitler, fosfolipitler, kolesterolden ve doymamis yag
asitlerinden tiremektedir. Bu hidroperoksitler enzimatik olan ya da olmayan reaksiyonlar
neticesinde aktif hale geger ve reaktif oksijen tiirevleri oOlarak adlandirilan kimyasal tiirevlere
dontistirler. Spermanin kisa stireli saklanmasi ve dondurulmasi-¢ozdiiriilmesi gibi in vitro
mantiplasyonlar sirasinda olusan reaktif oksijen tiirevleri antioksidan savunma sistemini yok
eder ve oksidatif strese yol acar. Bunun sonucu olarak fertilizasyonu veya infertiliteyi
etkilemektedir. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) minimum seviyeleri akrozom ve zona
reaksiyonu, kapasitasyon, hiperaktivasyon gibi sperm fonksiyonlarinda 6nemli etkilere
sahiptir. Fakat, fazla miktarlarda tiretilmesi spermatozoit penetrasyon ve flizyonunda
azalmalara, motilite kaybina, DNA ve protein hasarina boylelikle hiicre 6liimlerine sebep
olmaktadir. ROS, [nitrik oksit (NO), peroksinitril), hidrojen peroksit (H20.), serbest radikaller
(superoksit (02), hidroksil (OH-)] olarak bilinir ve spermatozoa plazma membrani ile
mitokondriasinda  {iretimi  gergeklestirilmektedir.  Hidrojen  peroksit  spermatozoa
membranlarindan gegerek metal iyonlariyla reaksiyon gegirir Ve Spermatozoanin yapisinda ve
mikroskobik olarak cesitli parametrelerinde bozukluklara sebep olan hidroksil radikallerine
dondistir. Biitlin hiicrelerde oldugu gibi spermatozoada da Nikotinamid Adenin Diniikleotit/
Nicotinamid Adenin Diniikleotit fosfat-oksidaz (NADH/ NADPH) oksidaz sistemi
bulunmaktadir. (Sariozkan, 2008).

ROS’ un hasarli etkilerine karsi spermatozoa ve seminal plazmada antioksidatif
savunma sistemleri bulunmaktadir. Fakat, spermatozoanin sitoplazmasinin kii¢iik olmasindan
dolayr antioksidatif savunma sistemleri olduk¢a zayiftir. Spermanin dondurulmasi,
spermatozoadaki hiicre i¢i antioksidan seviyelerinin énemli 6lgiide azalmasina sebep olur.
Memeli spermatozoasi lipid peroksidasyona olduk¢a duyarhidir. Toksik serbest radikaller
spermatozoada fiziksel ve kimyasal bozukluklara sebep olur, bunun sonucu olarak ise hiicre

yaslanmasi olusur.

Antioksidanlar, serbest radikallerin etkiledigi oksidatif strese karsi spermatozoanin
savunmasinda gorev alirlar. Antioksidan mekanizmasi, pek ¢ok hiicre dokusunda ve
sekresyonun da bulunmaktadir. Bir kismi1 ROS iiretimini onleyerek, bir kismi da mevcut
ROS’ u yok ederek gorevini gerceklestirmektedir. Seminal plazma ve spermatozoa icerisinde

antioksidanlar (vitamin E, vitamin C, lactoferrin, seruloplazmin, karotenoidler, transferrin
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vb.) spermatozoa plazma membraninda gergeklesen lipit peroksidasyonunu dengede tutmakta
ve biitiinligiinii korumaktadir. Ayrica seminal plazmada enzimatik olmayan antioksidanlar da
(a-tokoferol, taurin ve hipotaurin iirat, askorbat, piruvat, glutatyon) bulunur. Oviduct sivisinda
katalaz ve piruvat bulunur ve ROS varliginda spermatozoa motilitesinin diismesini
engellemektedir (Sari6zkan, 2008). Oksidatif stresin belirlenmesi igin, seminal plazmada ya
da santrifiij sonucu dipte kalan pellette ROS ve antioksidan enzimlere ayr1 ayri bakilir. ROS
i¢in, lipit peroksidasyon olusumu spektrofotometrik yolla olgiiliir. Spektrofotometrik yontem

ile ayrica Malondialdehit (MDA) ve Glutatyon Peroksidaz (GPX) 6l¢iimleri de yapilmaktadir.

1.15.7. DNA Hasarinin Belirlenmesi ve Apoptosis Tespiti

Yakin zamana kadar geleneksel yontemlerle spermanin kalitesi tayin edilmekteyken,
son on yildir calismalar spermatozoanin ince yapist bir baska degisle ozellikle kromatin
anomalileri lizerinde yogunlasmistir. Erkek infertilitesini ortaya koymada, spermatozoanin
kromatin yapisindaki bozukluklarin primer 6nem tasidig1 son yillardaki ¢aligmalarda ortaya
konmustur. Caligmalar erkek gametinin genomik biitiinliigii, yardimci lireme tekniklerinden
ozellikle Intra-Cytoplasmic Sperm Injection, intrasitoplazmik sperm injeksiyonu, (ICSI) i¢in
genetik hastaliklarin transmisyonuna neden olacagindan ayri bir yer tutmaktadir. Genomik
materyalin organizasyonundaki bozukluklar ile in vivo ve in vitro fertilite arasinda negatif

korelasyon oldugu ortaya konmustur.

Spermatozoonda DNA hasarina fare, domuz, balik, insan ve at gibi pek ¢ok hayvan
tiriinde rastlanmaktadir. Eger cesitli nedenlerle organizmadaki DNA onarim (replikasyon)
islemi durursa, DNA tamiri gerceklesmeyince apoptozla sonuglanan olaylar serisi baslar.
Apoptozun gostergelerinden biri olan DNA hasarlarinin baglicalari; kromatin yapisinin
bozulmasi, DNA yariklanmasi, kirilmas1 ve c¢oziilerek fragmanlara ayrilmas:t (DNA
fragmentasyonu), DNA baz oksitlenmesi, hatali eslesme ve tubul polimerizasyonunun
azaltilmasi, anomalileri, mutasyonlar DNA-protein ve DNA-DNA c¢aprazlagsmalari gibi bazi
takim degisikliklerdir. Baz1 yazarlar spermatozoadaki genetik materyalin hasar1 ile spermanin
kalitesi arasinda bir etkilesim bulundugunu, bazilar1 ise boyle bir iligkinin bulunmadigini

bildirmislerdir. DNA fragmentasyon indeksi (DFI) % 15’in lizerine ¢iktiginda yardimei iireme
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teknikleri ile elde edilen fertilite diismektedir. Dolayisiyla yardimer lireme teknikleri ile
basarili bir fertilizasyon i¢in DFI’nin belirlenmesi ve bilinmesi gerekmektedir (Larson ve ark.,
2000). Spermatozoonlarin apoptozu, normal bir fertiliteyi elde etmek i¢in gerekli spermatozoa
sayisinin diigmesine yol agarak infertiliteye sebep olmaktadir. Baliklarda, boga, kog, fare ve
insanlarda spermanin dondurulmasi DNA hasarina ve dolayisiyla normal olmayan embriyo
gelisimine ve kisirhiga sebep oldugu belirtilmistir. Hatta genetik materyali bozuk olan
spermatozoonlarin  gelisimi olumsuz etkiledigi bildirilmektedir. Yine sigara kullanan
babalarin spermatozoonlarindaki DNA hasarina bagli olarak cocuklarinda dogustan
anomaliler, kusurlar ve c¢ocukluk c¢aginda kansere yakalanma olasiliginda artislar
gozlemlenmektedir. (Tiirk ve ark., 2006). Ozel boyalar ve yine DNA’ya baglanabilen
florokrom ile kromatin paketlenmesi hakkinda fikir edinilebilir. Anilin mavisi ile histonlar
boyanabilmektedir (Haidl ve Schill, 1994). Spermatozoa igerisindeki denatiire DNA
miktarinin anlasilabilmesi igin akridin orange boyasi kullanilabilir (Evanson ve ark., 1980).
Kromamisin A3, Kromatin A3, (CMA 3) boyasi ile de spermatozoa i¢indeki kotii kromatin

paketlenmesi ve protamin eksiklikleri gosterilebilir (Bianchi ve ark., 1993).

Normal hiicrelerde hiicre membran yapisindaki lipitlerden olan fosfatidilserin, (PS)
sitoplazmik yiizde bulunur. Eger hiicre apoptoza ugrarsa PS molekiilleri hiicre membraninda
i¢ taraftan dis tarafa dogru yer degistirirler. PS'lerin dis ylize translokasyonu, FITC gibi
floresan bir madde ile belirlenmis Annexsin V kullanilarak goriilebilir hale getirilir. Annexin
V 35-36 kD agirliginda Ca*? bagimli, fosfolipit baglayici bir proteindir ve PS igin yiiksek
affiniteye sahiptir. Boylece apopitotik hiicreler saptanmis olur. Annexin V yontemi hem

floresan mikroskobuyla hem de flow sitometri ile kullanilabilir (Aydiner, 2008).

1.16. Sperma Sulandiricilarina Kolesterol ile Doyurulmus Siklodextrin (CLC)

Katilmasimin Onemi

Spermatozoa membranlari; i¢ tarafinda hidrofobik, dis tarafinda hidrofilik tarzda,
lipitlerle proteinlerin olusturdugu bir yapi halinde bulunmaktadir. Membranlarda en ¢ok
bulunan lipitler ise fosfolipitler ve kolesteroldiir. Bunlara ek olarak integral ve periferal

proteinler de membranlarda bulunmaktadir. Protein ve lipitlerin birlikteligi rastgele degildir;
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lipitlerin bir proteinin etrafin1 ¢evirmesi kiimelenmis birimin (lipit-protein birlesmesi)
fonksiyonel o&zelliklerini etkiler. Bu yiizden bazi lipitler tercihen integral membran
proteinlerinin etrafinda toplanir. Viicut sicakliginda, membran fosfolipit ve proteinleri sivi
fazda olduklar1 i¢cin membranlardan gegebilirler. Membranlar sogutuldugunda ise, faz
degisikliginden dolay1 fosfolipitler sivi formdan kristal-jel formuna gecerler. Kristal- jel
formunda fosfolipit yag asit zincirleri diizenli bir halde bulunmaktadir ve bunun sonucu

olarak daha diizenli bir sekilde membranlarin paketlenmesi saglanmaktadir (Moce ve ark.,
2010D).

Hem kolesterol (fosfolipit) hem de fosfolipitleri olusturan doymamis yag asiti
zincirleri membranlarin akigkanliginm1 saglamaktadir. Watson (2000), degisik tiirlerin
spermalarint soguk sokuna kars1 direncine gore iki gruba ayirmaktadir. Bazi tiirlerin spermasi
soguk sokuna karsi ¢ok hassas (domuz, boga, kog, aygir), bazilar1 daha az hassasken (kedi,
kopek), diger tiirler ise soguk sokuna karsit olduk¢a direnclidir (tavsan, insan). Degisik
tirlerdeki  spermatozoa farkliligi, membranlarin  kompozisyonlarinin  farkliligindan
kaynaklanmaktadir. Membranlardaki farklilik ise; soguk sokuna kars1 direngli tiirlerde hassas
tiirlere gore; doymamis yag asitlerinin ve kolesterol- fosfolipit oraninin daha yiiksek oranda
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kolesteroliin membran proteinlerinin ve antioksidanlarin
tasinmast i¢in kimyasal veya fiziksel olarak uygun ortam saglamasi, membran faz
degisikliklerinin gerceklestirilmesi, hiicre etkilesimlerinin saglanmasi, morfolojik olarak
membran karekteristiginin kolaylagtirilmasi, membran gecirgenliginin azaltilmas: ve
stabilizasyonu gibi membranlarin {izerinde bir¢ok etkisi bulunmaktadir. Kolesterol ve
fosfolipit orani, diisiik sicakliklarda membran akiskanligi ve biitiinliigii i¢cin 6nemli bir
etkendir. Kolesterol fosfolipitlerdeki yag asiti zincirleri ile etkilesime girerek membranlarin
akigkanligini ayarlar. Model membranlarda, kolesterol fosfolipit oraninin artirilmasi faz gecis
araligini genisletir ve boylece membranlardan sizmalar1 ve faz separasyonlarini azaltir. Bu
etmenlerden dolay1, spermanin dondurma oncesinde kolesterolle muamelesi spermatozoon
membranlarinin soguga karsi hassasiyetini, lipitlerdeki lateral faz separasyonunu en aza

indirerek veya ortadan kaldirarak azaltabilir (Moce ve ark., 2010D).

Yapilan c¢aligmalarda sulandiriciya katilacak olan CLC’nin sperma ile muamelesi

sonrasit spermadaki kolesterol igeriginin bogada, kocta, aygirda 2-3 kat artirdig
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bildirilmektedir (Purdy ve Graham 2004; Moore ve ark., 2005; Muller ve ark., 2008; Moce ve
ark., 2010a). Kolesterol eklenmesi kolesterol- fosfolipit oranini da artirmaktadir; bu artisin
sonucu olarak kolesterol- fosfolipit oranindaki degisim dondurulma sirasindaki sicaklik
degisimlerinden spermanin en az hasarla etkilenmesini sagladigi bildirilmektedir. (Morrier ve
ark., 2004; Galantino- Homer ve ark., 2006). Genel olarak Kriyoprezervasyon sirasinda
spermanin CLC muamelesi sonucu total motilite, plazma membran biitiinliigli veya hem
motilite hem de canlilik oraninda artiglar goriildiigii bildirilmektedir. Bu iyi gelismelerde %
1-2 gibi kiiciik degisikler oldugu gibi %24 gibi yiiksek oranda degisiklikler de olabilmektedir.
Fakat yapilan bir¢ok c¢alismada bu oranin %10-20 oldugu bildirilmektedir. Ancak, CLC
sonrasi dondurulma basarist tiir farkliligi, farkli hayvanlar, spermanin farkli muamelesinden
kaynaklandig1 séylenebilir. Ornegin; Purdy ve Graham (2004)’ in bogalarda yaptig1 ¢calismada
kolesterol ilavesi sonras1 (1.5 mg/ 120x10°) kontrol grubunda % 42 motilite tespit edilirken
kolesterol ilaveli grupta bu oran %60; plazma membran biitiinliigi kontrol grubunda %46
iken kolesterol ilaveli grupta %55 olarak tespit edilmistir. Yine Moce ve ark. (2010a),
koglarda yaptig1 calismada, motilitenin kontrol grubunda % 28, calisma grubunda %45
oldugu, plazma membran biitlinliigli kontrol grubunda %24, ¢aligma grubunda %45-47 oldugu
tespit edilmistir. Barrera-Compean ve ark. (2005), tekelerde yaptigi ¢alismada ise, kontrol ve
calisma grubunda motiliteyi sirasiyla sirasiyla %42, %52, plazma membran biitiinliigi ise
strastyla %53, %57 olarak tespit edilmistir. Spermanin CLC ile muamelesi sonrasi yapilan
dondurulma ile kolesteroliin faydali etkileri daha ¢ok spermatozoon membranlarinda
akigkanlig1 artirarak faz gecis sicaklik araligimi artirmasindan kaynaklandigi gosterilmistir
(Moce ve Graham 2006; Purdy ve ark., 2005; Moore ve ark., 2005). Daha 6nce yapilan
caligmalarda spermanin plazma membranindaki kolesterol miktarinin fazla olmasi, soguk
sokuna ve ozmotik strese daha direngli olundugunu gostermistir (Ladha, 1998). Aksoy ve
ark. (2010) yaptig1 caligmada ise, kolesteroliin sadece membran akigkanligin1 saglamadigi
aynt zamanda, membranlardaki ozmotik toleranst da artirdigmni bildirilmistir (80-1500
mosm/L). Koglarda yapilan bagka bir calismada CLC ilavesi sonrasi dondurulan spermanin
¢ozdiiriildiikten sonra 38.5 derecede yaklasik 3 saat motilitesini korudugu bildirilmistir (Moce
ve ark., 2010a). Alinan bu sonuglar, disi genital sistemde spermanin daha uzun siire yagsamasi

kapasitasyon ve fertilizasyonunun daha basaril1 olabilecegini diisiindiirmektedir (Fiser ve ark.,

1991).
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Kriyoprezervasyon, membran yapisinda degisiklige yol agarak protein ve lipit yapisini
bozar ve bunun sonucu olarak membran segiciligi kaybolarak membranlarin akici 6zelligi
degisebilir. Kapasitasyon sirasinda, plazma membranlarindan kolesterol ¢ikis1 olur; kolesterol
membranlardan uzaklastirildigi zaman ise, membranlar hareketsiz kalir, dis akrozomal
membranin baglanma yetenegi artar ve bunlarin sonucu olarak akrozom reaksiyonu
gerceklesir. Spermatozoa kapasitasyonunun durdurulmasi veya dekapasitasyonunun
saglanmas1 seminal plazma eklenerek veya lipit vezikiillerinin olusturdugu sentetik lipit
lipozomlarii igeren kolesterol ile saglanmaktadir. Bu sonug, kolesteroliin sulandiriciya
eklenmesi sperm membranlarinin kapasitasyonu i¢in gerekli olmadigini ancak, erken
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunun engellenmesini sagladigini gostermektedir (Purdy ve
Graham, 2004).

Soguk sokuna kars1 membranlarin hassasiyeti, membranlarin fosfolipit kompozisyonu
ile agiklanmaktadir (Holt, 2000). Spermasinda yiiksek miktarda kolesterol bulunduran yani
fosfolipit orani yiiksek olan tiirler (insan, tavsan) membranlarinda diisiik kolesterol
bulunduran tiirlere gore (aygir, boga, ko¢) soguk sokuna kars1 daha direncglidir (Watson, 2000;
Konyali, 2009). Bir bagka degisle spermatozoa plazma membraninda kolesterol-fosfolipid
orani yiiksek olan (0.88-0.99) insan ve tavsan spermasinin dondurulmasi, bu orani diisiik
(0.38-0.45) olan boga ve kog¢ spermasina gore daha basariyla dondurulabilmektedir (Darin-
Bennett ve White, 1977). Kolesterol eklenmemis spermanin kisa siireli saklanmasi,
dondurulmas1 ve ¢06zdiiriilmesi sirasinda spermatozoa kolesterol igeriginin % 14’iini
kaybeder (Buhr ve Curtis, 1994; Cerolini ve ark., 2001). Taze spermanin kolesterol yiiklenmis
siklodekstrinle sulandirilmasi, spermanin kolesterol icerigini kog, boga ve aygirda 1.93-2.7

kat1 arasinda artirmaktadir (Purdy ve Graham, 2004; Moore ve ark., 2005).

Bu bilgilere gore, spermanin dondurulma Oncesi kolesterol ile muamelesi
kriyoprezervasyon oOncesi dondurma ¢ozdiirme hasarlarini  6nledigi  goriilmektedir.
Kolesteroliin sperma sulandiricilarina katilmasi ise, direkt miimkiin degildir. Ciinkii kolesterol
direkt sulu ¢ozeltilerde ¢oziinememektedir. Bunun igin Oncelikle siklodextrinler kolesterolle
doyurulur daha sonra sulandiriciya eklenir. Siklodextrinler; dis yiizii hidrofilik, i¢ yiizi
hidrofobik 6zellik tasiyan, karbonhidratlarin temel iirlinii olan ve 1-4 glycopyranoze igeren

siklik oligosakkalitlerdir (Christian ve ark., 1997; Konyali, 2009). Sonu¢ olarak


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432009001729#bib17
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432009001729#bib17
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432009001729#bib11
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432009001729#bib12
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432009001729#bib49
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432009001729#bib37

29

kriyoprezervasyon sirasinda CLC kullanilmasi, dondurulma ¢6zdiiriilme hasarlarini en aza
indirdigi goriilmektedir. Daha once farkl tiirlerde yapilan ¢aligmalarda CLC’nin dondurulma

¢Ozdiirlilme sormasi sperma kalitesini artirdigini gostermektedir.

Kolesterol ve konjugatlarindan (kolesteroliin olusmasindan Onceki ara {iriin) olan
kolestenol ve desmosterolle boga spermasint donduran Moraes ve ark. (2009), ¢ozdiirme
sonrasi spermatozoa motilitesinin ve canliliginin gelistigini ifade etmislerdir. Amorim ve ark.
(2009), kolesterol ve kolesteril konjugatlariyla (heptanoate, palmitate, pelargonate veya
stearate ile konjuge edilen kolesterol) boga spermasin1i dondurmuslar, kolesterol ve
pelargonatin spermatozoonlarin ¢dzdiirme sonrasi spermatolojik ozelliklerini gelistirdigini,
diger kolesterol benzeri maddelerin etkilemedigini bildirmislerdir. Ancak genel olarak higbir
tiirde spermanin 7-dehidrokolesterol ile dondurulmasina yonelik caligmaya rastlanmamuistir.
7-dehidrokolesterol, kolesteroliin olusumunda ara bir {iiriindiir, yani kolesteroliin konjugatidir.

Bir baska degisle kolesterol, 7-dehidrokolesterol iizerinden olusmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, kog spermasma degisik oranlarda ch ve 7dhc eklenmesi ile
kriyopreservasyon sirasinda nasil degisiklikler olabilecegi; kolesteroliin spermaya eklenmesi
ile ¢ozlim sonu canlilik oranina, sperma kalitesi ve fizyolojisine etkisi arastirildi. Ayrica, ch
ve 7-dhc ile hiicre membranlarinin antioksidan biitiinliigiinii saglayarak, osmotik basincin
uygun sinirlar i¢inde tutmasinin yani sira, DNA biitiinliigiiniin korunmasi, prematiire akrozom
reaksiyonunun engellemesi gibi olumlu etkilerinden faydalanilarak kog¢ spermasinin

dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sonucu elde edilecek in vitro sonuglarin degerlendirilmesidir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Calismada Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1r Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Mudiirliigii'ne bagli Lalahan Hayvancilik Merkez Arastirma Enstiitiisii (Uluslararasi
Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi)’nde bulunan 1 yas ve lizerindeki 3 bas Akkaraman

koclardan alinan toplam 27 ejakiilat kullanildi.

Sekil 2.1. Akkaraman 1rk1 koglar
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2.2. Hayvanlarin Bakim ve Beslemesi

Kullanilan koglar, ¢alisma siiresince Lalahan Hayvancilik Merkez Arastirma
Enstitiisiinde kiigiikbas hayvan ftnitesinden ayr1 olarak barndirildi. Koglarin bakim ve
yemlemesi kurulusun kiiglikbas iinitesi gorevlileri tarafindan gergeklestirildi. Koglarin giinliikk
olarak kuru madde ihtiyac1 2.4 kg olarak belirlenmistir. Giinliik hazirlanan total mix ratio
(TMR)’nun %40 kaba yem %60 konsantre yemden olusmustur. Kaba yem olarak yonca ve
saman kullanilmistir. Hazirlanan TMR’1n kg’inda 2.250 kcal’kg metabolik enerji ve 115 g
ham protein bulunmaktadir. Konsantre yemin bilesimi ¢izelge 2.1. verilmistir. Koglar ¢alisma

oncesinde saglik kontroliinden gecirildi; ¢alisma materyali saglikli olan koglardan segildi.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan konsantre yemin bilesimi ve kimyasal komposizyonu

Ham madde %
Arpa 62
Bugday kepegi 12
Aygigegi kiisgesi,28 HP 23,4
Kireg tasi 2
Tuz 0,5
Vitamin-Mineral Karmasi™ 0,1
(Rovimix 302 Fm/30)

Toplam 100
Kimyasal Komposizyon

Kuru Madde, % 86,88
Ham Protein, % 14,52
Ham Yag, % 2,00
Nisasta, % 34,74
NDF, % 25,96
Ca, g/kg 8,11
P, g/kg 5,66
ME, kcal/kg 2,750

* Her 1 Kg Rovimix 302 - FM/30: 15.000.000 U Vit A, 3.000.000 IU Vitamin D3, 30.000 mg Vitamin E, 50 000 mg Manganez, 50 000 mg
Demir, 50 000 mg Cinko, 10 000 mg Bakir, 150 mg Kobalt, 800 mg fyot, 150 mg Selenyum.
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2.3. Spermanin Alinmasi

Spermanin  alinmasi islemi ¢iftlesme sezonunda, suni vagina Kullanilarak
gerceklestirildi. Ejakiilatlar, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligr Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Miidiirliigii'ne bagli Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma ve Egitim
Merkezi’nde bulunan Suni Tohumlama laboratuarinda baglica spematolojik 6zellikler (Eyliil-
Aralik aylarinda) ejakiilat miktar1 (ml), yogunluk (10%ml), motilite (%), anormal spermatozoa
orani (%), 6lii spermatozoa oranit (%) ve pH yoniinden muayene edildi. Daha sonra normal

spermatolojik 6zellik gdsteren spermalar ¢alismada pooling yapilarak kullanildi.

Sekil 2.2. Spermanin alinmasi ve birlestirilmesi
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2.4. Spermanin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

Pooling yapilan ejekulatlar tekrar mikroskobik yonden degerlendirilmis (Spermatozoa
motilitesi) ve yogunlugu fotometrik yontemle (Accucell Photometer, IMV, France)
saptanmigtir. Daha sonra ejekulat 7 esit gruba boliinmiis (split ejekulat); biri kontrol grubu
olarak; ii¢ii ch’nint, diger iicii de 7-dhc’nin? farkli konsantrasyonlarini bulunduran Tris
sulandiricist ile ml’de 500x10° sperma olacak sekilde sulandirildi. Asagida adi gecen
sulandiricilar ile spermalar tek asamada sulandirilarak 25°C’deki su kiivetine konulup
sogutma kabinine nakledildi. Sulandirilmig spermalarin sicakligt 45 dakikada +4°C’ye
diistiriildiikten sonra 2 saat alisima birakildi. Ekilibrasyon sonrasi sulandirilmis spermalar
0.25 mI’lik mini payetlerin (IMV, France) igerisine otomatik payet doldurma makine yardimi
ile (IMV, France) ¢ekildi ve bu islem sonrasi otomatik dondurma makinasinda (Digitcool
5300 ZB 250, IMV, France) sivi azot buharinda 7 dakika igerisinde -140°C’de donduruldu.

Bu islem sonrasi toplanan dondurulmus spermalar azot tanki icerisine (-196°C) alindi.

2.4.1. Sulandiric1 Gruplar

2.4.1.1. Standart Tris Sulandiricis1 (Kontrol)

- 3,63 grTris®

- 1,82 gr Sitrik Asit?,

- 0,5 gr Glikoz®,

- Distile su ile 100 ml tamamlanmistir.
- % 10 yumurta sarisi,

- 9% 5 gliserol®.

! Sigma C8667

2 CAS Number: 434-16-2 SC 214398-A
3 Sigma T1503

4 Sigma C0759

5 Sigma G7528

¢ Bioshop GLY 002
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2.4.1.2. Siklodextrinlerin Hazirlamsi

200 mg ch ve 7-dhc, 1’er ml kloroformda ayr1 ayr1 ¢6zdiiriliir. Baska tiiplerde 1’er g
metilRsiklodextrin’ 2’ser ml metanolde ¢ozdiiriildii. 0.45 ml ch ve 7- dhc soliisyonlar:
siklodextrin soliisyonunlarina eklendi ve soliisyonlarin rengi agik olana kadar karistirildi ve
daha sonra, karisimlar petri kabina alinarak azot gazi ile muamele edilerek solventler
uzaklastirildi. Olusan kristal formlarin kurumasi i¢in oda sicakliginda (22 °C’de) 24 saat
kurutuldu. CLC ve 7-dehidrokolesterol ile doyurulmus siklodextrinlerin (7-DHCLC) calisma
soliisyonu ise 1’er ml tris soliisyonuna ayri tiiplerde (250 mM tris, 83 mM sitrik asit
monohidrat, 69 mM D+ glikoz, pH: 7, 300 m OsM) 50 mg CLC ve 7-DHCLC eklenerek 37
°C’de vortekslenerek hazirlandi (Purdy ve Graham, 2004).

2.4.1.3. Calismada Kullamilan Sulandirict Gruplari

Gruplar Sulandiric Igerikleri
K Standart Tris sulandiricisi
Standart Tris sulandiricisi+1,5
Ch1l5 mg/120x10° CLC
Standart Tris sulandiricisi+2,5
Ch25 mg/120x10°% CLC
Standart Tris sulandiricisi+3,5
Ch 3,5 mg/120x10°% CLC
Standart Tris sulandiricisi+1,5
7 dhc 1,5 mg/120x10° 7DHCLC
Standart Tris sulandiricisi+2,5
7 dhc 2,5 mg/120x10% 7DHCLC
Standart Tris sulandiricisi+3,5
7 dhc 3,5 mg/120x10° 7DHCLC

7 Sigma 30800-F
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Sekil 2.3. Spermanin sulandirilmasi ve dondurulmast

2.5. Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Yapilan incelemede koglarin nativ ejakiilatlart miktar1 (ml), motilite (%), yogunluk
(10%ml), anormal spermatozoa orani (%), 6lii spermatozoa orani (%) ve pH parametreleri

degerlendirildi. Degerlendirmeler Tekin (1990) metodu kullanilarak yapildi.

Payetlere c¢ekilmis ve sivi azot buharinda dondurulmus sulandirict gruplari, asagida
belirtilecek olan yontemler 1s1ginda incelenmesi i¢in 37 °C’deki su banyosunda 30 sn’de

cozdiiriildii.
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2.5.1. Coziim Sonu Spermatazoa Motilitesi ve Hareket Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Yedi farkli gruba ait dondurulmus payetlerin ¢6ziim sonu motilitelerinin ve hareket
ozellillerinin degerlendirilmesinde CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2, Barcelona,
Spain) kullanildi. Spermatozoon motilite Kinetik parametreleri hesaplanirken hiz ayarlar
statik, yavas > 60 pm/s, orta > 90 um/s, hizli > 120 um/s olarak belirlendi. Her bir 6rnekten 5
ul alinarak lama damlatildi ve tizerine 22x22’lik lamel kapatildi. Sisteme baglh faz-kontrast
mikroskobunda x100’liikk biiyiitmede 60 framelik kamera (Basler®) esliginde her bir 6rnek
icin 8 farkli alanda en az 230 en fazla 400 adet spermatozoon incelendi.

Yapilan analizde spermatozoa total motilitesi %, progressif motilite %, VCL um/s, VSL um/s,
VAP pm/s, LIN %, STR %, WOB % parametreleri degerlendirildi.

Sekil 2.4. Spermatozoon motilitesi ve hareket 6zelliklerinin belirlenmesi
Kirmizi: Hizli Progressif motil (tip a), Yesil: Yavag progrssif motil (tip b),
Mavi: Progressif olmayan motil (tip c), Sari: immotil

2.5.2. Anormal Spermatozoa Orani

(Coziim sonu anormal spermatozoa oranlar1 degerlendirilirken sperma morfoloji kit’i
(Sperm Blue®, Microptics®, Spain) kullanildi. inceleme CASA, Sperm Class Analyzer (SCA®
v.4.2)’da 151k mikroskobunda x600°liik biiylitmede yapildi. Her bir gruba ait ¢ozdiiriilen
payetlerden anormal spermatozoa incelemesi i¢in 5 pl sperma bir lamin iizerine damlatilarak

froti ¢ekildi ve kurumaya birakildi.
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Kurutulan preparat yatay olarak boyama tepsisine yerlestirildi tizerine fiksasyon
soliisyonu damlatilarak 10 dakikada tespit edildi. Ardindan fiksasyon sivisi dikkatlice
dokiildii ve sperm blue ile 15 dakikada boyandi. Bu siirenin sonunda sperm blue boyasi
uzaklastirilarak lamel kapatildi. Hazirlanan preparat CASA sisteminde degerlendirildi. En az

150 spermatozoa incelenerek anormal spermatozoa orani % olarak belirtildi.
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Sekil 2.5. Anormal spermatozoon oraninin belirlenmesi

2.5.3. Olii Spermatozoa Oram (Viabilite)

Gruplardaki spermalar 6lii canli kiti (SYBR-14/PI Molekiiler Probe: L7011 Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) ile boyandi. Boyama protokolii Garner ve Johnson (1995)’nin
calismasinin modifiye edilmesi ile olusturuldu. SYBR-14 calisma soliisyonu 1:10 oraninda
DMSO (Applichem A3006) ile sulandirildi. 0.22- uml’lik Millipore Millex-GV filtre ile filtre
edildikten sonra 30 pl’lik parcalara ayrilarak -20 °C’de saklandi. Pl ml’de 2 mg olacak sekilde
distile suda ¢ozdiiriildd, 0.22 um’lik Millipore Millex-GV filtre ile filtre edildikten sonra 30

8 a; b,c,d: Anormal spermatozoa tiirleri
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ul’lik pargalara ayrilarak -20 °C’de saklandi. Cozdiirtilen spermalar, 1:2 oraninda fosfat buffer
saline (PBS) ile sulandirildiktan sonra 30 pl alinan sperma 6 ul SYBR-14 ve 2.5 ul PI ile
karistirildi. Hazirlanan soliisyon tekrar karistirildiktan sonra, 37 °C’de 15 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildi ve daha sonra 10 ul Hancock soliisyonu Schafer ve Holzmann (2000)
fiksasyon i¢in eklendi. 2.5 ul lik bir damla sperma hazirlanan preparattan alinanrak lama
damlatildi ve tizerine lamel kapatildi. Her bir 6rnek i¢in en az 200 spermatozoa floresan
mikroskopta (Leica DM 3000 Microsystems GmbH, Ernst-Leitz-Stra3e, Wetzlar, Germany;,
dalga boyu 450-490 nm) membran biitiinligiine gore incelendi. Bas kisimlar1 agik yesille
boyali olanlar membrani saglam (canli) spermatozoonlari, kirmizi boya alanlar ise membrani

hasarli (6lii) spermatozoonlar: temsil ettigi belirlendi.

Sekil 2.6. Olii spermatozoon oranimin belirlenmesi

2.5.4. HipoOsmotik Swelling (HOS) Test

Numunelerdeki spermatozoon membran fonksiyonel biitlinliigiin  belirlenmesi
amaciyla HOS test uygulandi. Su banyosunda 37 °C’deki 100mOsm’liik HOS sivisindan 100
pl alinarak iizerine sperma numunesinden 10 pl eklendi. Bu karisimin 37 °C’ta 60 dakika
inkiibasyonu sonrasi, lam {lizerine bu karisimdan bir damla alinip lamel kapatildi ve 1sitma
tablasi tizerine fikse edildi. Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda (x400) incelenerek 200
hiicre sayilip ve kuyruktaki kivrimlar dikkate alinarak HOS teste yanit veren spermatozoonlar
% olarak belirlendi. Kuyrugu kivrik olan spermatozoonlar membran biitiinliigii saglam olarak

degerlendirildi.
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HOS test sivis1 hazirlanisi:
0,99 Fruktoz®
0,49 g Trisodyum sitrat*®

100 ml’ye tamamlanarak (100 mOsm/kg) hazirlandi (Kulaksiz, 2009).

Sekil 2.7. Hos test oraninin belirlenmesi

2.5.5. Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Sperma akrzom biitlinliigiiniin degerlendirimesi i¢in Florescen isosiyanat Arachis
Hypogaea (peanut) (L7381 FITC-PNA, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo, USA) ve PI boyasi
Nagy ve ark. (2003) protokoliiniin modifiye edilmesi ile kullanildi. 120 pl FITC-PNA 1 ml
PBS’¢ eklenerek boyama soliisyonu hazirlandi ve daha sonra filtre edilerek 100 pl’ik
boliimlere ayrildi ve -20 °C’de saklandi. Cozdiiriilen sperma 1:2 oraninda PBS ile sulandirildi
ve daha sonra 60 pl sulandirilmis spermaya 10 pl FITC-PNA, 2.5 ul PI eklendi. Hazirlanan
preparat iyice karigtirildiktan sonra 37 °C’de 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi ve 10
ul Hancock soliisyonu (Schafer ve Holzmann, 2000) fiksasyon i¢in ekledi. 2.5 ul lik bir damla
sperm hazirlanan preparattan alinarak lama damlatildi ve tizerine lamel kapatildi. Her bir
ornek igin en az 200 spermatozoa florasan mikroskopta (Leica DM 3000 Micro systems
GmbH, Ernst-Leitz-Strae, Wetzlar, Germany; 450-490 nm, dalga boyu) akrozomal

9Sigma F0127
10Sigma S1804
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biitiinliik agisindan incelendi. Akrozomu yesil boya alanlar hasarli akrozoma sahip

spermatozoonlari, akrozomu boya almayanlar ise saglam akrozoma sahip spermatozoonlari

gosterdi.

Sekil 2.8 Akrozom biitiinliigiiniin degerlendirilmesi

2.5.6. Mitokondriyal Aktivitenin Belirlenmesi

Sperma mitokondrial aktivasyonun degerkendirilmesi Garner ve ark. (1997)
protokoliiniin modifiye edilmesi ile uygulandi. Stok soliisyon, 5,5’, 6,6’-tetrachloro-1,1°, 3,3’
tetraethyl-benzimidazolylcarbocyanine iodide (1.53 mM) (T3168 JC-1,Invitrogen) DMSO
soliisyonu ile hazirland1 ve filtre edildikten sonra 100ul’lik bolimlere ayrilarak -20 °C’de
saklandi. Cozdiiriilen sperma 1:5 oraninda Phosphate buffered saline (PBS) ile
sulandirildiktan sonra 300 pl sperma 2.5 ul JC-1 ve 2.5 ul PI ile karistirildi. Hazirlanan
preparat iyice karistirildiktan sonra, 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi ve daha sonra fikzasyon
icin 10 pl Hancock soliisyonu (Schafer ve Holzmann, 2000) ile karistirildi. 2.5 pl’lik bir
damla sperma hazirlanan preparattan alinanrak lama damlatildi ve tizerine lamel kapatildi.
Her bir 6rnek i¢in en az 200 spermatozoa floresan mikroskopta (Leica DM 3000
Microsystems GmbH,Ernst-Leitz-Strale, Wetzlar, Germany; 450-490 nm, dalga boyu)
mitokondrial aktivasyon yoniinden inceleme yapildi. Mitokondrinin oldugu orta kisimda
sari/turuncu florasanin fazla olmasi mitokondrial aktivitenin fazla oldugunu, yesil rengin fazla

olmas1 mitokondrial aktivasyonun diisiik oldugunu gosterdi.
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Sekil 2.9. Mitokondriyal Aktivasyon oraninin belirlenmesi

2.5.7. Oksidatif Stres Parametreleri

2.5.7.1. Sperma Numunelerinin Hazirlanmasi

Spermatozoonlari ayirmak i¢in sulandirilmig ejakiilat 3 kere +4 °C’de 800 x devirde,
15 dk siire ile santrifiij edildi, dipteki hiicreler her seferinde siipernatant kismi uzaklastirilarak
PBS ile yikandi ve islem bitiminde PBS ile 0,5 ml’ye tamamlandi. Homojenizasyon i¢in
sperm siispansiyonu buzlu su icerisindeki 2 ml’lik hazne icerisine konuldu ve soguk ortamda
10 sn siireli sonikasyon (Bandelin Sonopuls, Bandelin Electronic HeinrichstraBe, D-12207,
Gerate-Typ:UW 2070, Pro-Nr. 51900037369.004, Berlin) uygulandi. Her uygulamanin
sonunda ornekler 30 sn buz igerisinde bekletilmek suretiyle 5 kez islem tekrarlandi. Lipit
peroksidasyon (LPO) analizi i¢in 120 pul homojenat alinip iizerine 10 pl 0,5 mM BHT (biitil
hidroksi toluen) ilave edildi, Total Glutasyon (tGSH) analizi i¢in ise homojenattan 50 uL
kullanildi ve geriye kalan homojenat 12000 x devirde +4 °C de 15 dakika santrifiij edilip
slipernatantlar ayrimlandi. Total antioksidan kapasite 6l¢iimii i¢in 20 pl slipernatant kullanildi.

Tiim 6rnekler analizler yapilincaya kadar -86 °C’de saklandi.
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2.5.7.2. Lipit Peroksidasyonu (LPO) Derecesinin Belirlenmesi

Lipit peroksidasyon diizeyleri, ticari LPO-586TM Oxis Research (OxisResearchTM,
Bioxytech, USA) kiti ile belirlendi. Ol¢iim i¢in 120 pl homojenat {izerine 650 pl asetonitril
igerisinde N-metil-2-fenilindol eklendi ve vortexle Kkaristirildi. Sonrasinda 150 pul
metansiilfonik asit eklendi ve tekrar karistirilip 45 °C’de 60 dakika inkiibe edildi. Son olarak
1500 devirde 10 dakika santrifiij edildi ve silipernatant ayrildi. Sonuglar temiz bir tiipe
aktarilan siipernatant ile spektrofotometrik olarak (UV 2100 UV-VIS Recording
Spectrophotometer Shimadzu, Japonya) 586 nm’ de 6l¢iildii.

2.5.7.3. Total Glutatyon (tGSH) Diizeyinin Analizi

Total Glutasyon diizeyleri GSH-420R Oxis Research Kiti (OxisResearchR, Bioxytech,
USA) kullanilarak 6lgiildii. Homojenat tizerine 1/20 oraninda ¢oktiiriicii madde (trikloroasetik
asit) eklendi ve +4 °C de 10 dakika 3000 x devirde santrifiij edilip siipernatant kismi ayrildi.
Stipernatant tizerine sirasiyla 200 pl buffer (potasyum fosfat, dietilentriaminpentaasetik asit,
Lubrol, pH 7.8), 200 pl indirgeyici ajan (HCI igerisinde tris fosfin), 200 ul kromojen (HCI
icerisinde 1-Methyl-4-chloro-7-trifluoromethylquinolinium methylsulfate) ve 200 pl renk
gelistirici (NaOH) sirasiyla eklendi. Sonrasinda karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Total GSH diizeyi, spektrofotometre ile 420 nm’ de dl¢iildii.

2.5.7.4. Total Antioksidan Kapasite (AOP) Analizi

Olgiim igin SIGMA Antioxidant Assay Kit (CS0790) ve ELISA yontemi kullanildu.
Standardizasyon icin ilk 6 pleyte 10 ul troloks standardi ve 20 pl myoglobin ¢alisma
soliisyonu konuldu. Diger pleytlere 10 ul siipernatant ve 20 ul myoglobin ¢alisma soliisyonu
konuldu. Her bir pleyte 150 pl ABTS eklendi ve 5 dakika oda isisinda inkiibe edildi. Son
olarak 100’er ml stop soliisyonu ilave edildi ve karistirildi. Degerledirme islemi 405 nm dalga

boyunda pleyt okuyucusunda yapildi.
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2.5.8. DNA Hasarimin Belirlenmesi (COMET)

Sperm kromatin hasari, yiiksek alkali ortamda gerceklestirilen tek hiicre jel

elektroforezi (comet) yontemi kullanilarak yapildi. Sperma 6rnekleri 37 °C’de 35 sn’de
¢Ozdiirtildiikten sonra oda sicakliginda 600 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij tlipiiniin
ist kisminda biriken seminal plazma dikkatlice uzaklastirilde ve tiipiin alt kisminda birikmis
olan sperm sperma hiicreleri buffer soliisyonu (PBS; Ca*? ve Mg*? ‘dan yoksun) ile iki kez
yikand: ve konsantrasyonu 1x10° spermatozoa/cm?® olarak ayarlandi.
Distile su ile hazirlanmig %0.65°1ik yiiksek kaynama dereceli agarla kaplanmis mikroskop
lamlar1 oda sicakliginda kurumaya birakildi. 25 pl sulandirilmis sperma 50 °C’deki %0.65°1ik
diisiik kaynama dereceli agarla karistirildi ve daha sonra bu karisimdan bir damla alind1 ve
agarla kaplanmis lama konarak lamel kapatildi. Hazirlanan lamlar nemli bir kutunun igine
alinarak +4 °C’de 10 dakika siiresince sertlesmeye birakildi. Sonra lameller uzaklastirildi ve
lamlar 2.5 M NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100 and 40 mM
dithiothreitol (pH 10) i¢eren soguk lizis buffera alinarak 4 °C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra
lizis bufferdan alinan lameller temizlenerek 300 mM NaOH and 1 mM EDTA (pH 13) igeren
taze alkali elektroforezis solusyonu bulunan horizantal elektroforez iinitesine alindi. Burada
ornekler 20 dakika DNA’nin ayrilmasi i¢in birakildiktan sonra elektroforezis islemi oda
sicakliginda 25V 300 mA 20 dakika siireyle gerceklestirildi. Daha sonra lamlar 0.4 M (ph 7.5)
tris ile alkali ve deterjanlarin uzaklastirilmasi i¢in 20 pg/ml’lik 65 pl ethidium bromide ile
boyandi ve lamel kapatildi. Biitiin bu asamalar disaridan kromozom hasar1 yaratmamak i¢in
karanlik ortamda gergeklestirildi. Resimler x400 biiyiitmeli (Zeiss, Germany) floresan
mikroskop kullanilarak rastgele 100 c¢ekirdegin analizi i¢in secildi. DNA niikleotidleri
elektroforezis altinda “kuyruklu yildiz” seklinde goriildii ve DNA kirilma sikligina bagh
olarak kuyruktaki DNA yogunlugu belirlendi. Bunun sonucunda direkt DNA kirilma
sikliginin olgiilmesi i¢in kuruklu yildizdaki total DNA yiizdesi belirlendi. DNA %’si 100
hiicrenin Comet Assay III resim analiz sisteminde (Perceptive Instruments, UK) incelenmesi
ile belirlendi. Analiz lamlarin tek tek incelenmesi ile yapildi (Tasdemir ve ark., 2014).
Yapilan incelemede Kuyruk uzunlugu (TL pm), Kuyruktaki DNA yogunlugu (DNA %),
Kuyruktaki hareket (TM pm/s %) degerleri degerlendirildi. DNA hasar1 belirlenirken
kuyruktaki DNA yogunlugu baz alindi.
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Sekil 2.10. DNA hasarmin belirlenmesi
Sol resim: DNA fragmentasyonu var,
Sagresim: DNA fragmentasyonu yok.

2.5.9. Apoptosis Tespiti

Spermatozoonlar; 1,5 ml’lik steril falkon tiipte toplanip, 2 kez soguk PBS ile
yikandiktan sonra 1x binding buffer ile sayis1 1x 10%ml olacak sekilde resiispanse edildi.
Akabinde 5 ml Annexin V, 5 ml PI eklendikten sonra oda 1sisinda karanlikta inkiibe edilikten
sonra (15 dk.) hazirlanan hiicre siispansiyonu BD FACS™ Calibur akis sitometri cihazinda
okutulup, BD Cell Quest™ software programi kullanilarak akim sitometride apoptotik hiicre
analizi yapildi. Boylece; deney sonrasinda canli, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekrotik (6lii)

spermatozoa oranlari sayisal olarak (%) belirlendi.
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Sekil 2.11 Apoptozisin belirlenmesi

2.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler tim degiskenler onemlilik testlerinden Once parametrik test
varsayimlarindan normallik yOniinden Shapiro Wilks test ile, varyanslarin homojenligi
yoniinden ise Levene’s testi ile incelendi. Normal dagilan degiskenler arasi farkliligin
istatistiksel agidan kontrolii tek varyans analizi (ANOVA) ile, normal dagilmayan degiskenler
aras1 farkliligin istatistiksel agidan kontrolii Kruskal Wallis testi ile yapildi. Gruplar arasi
farkliligin anlamli ¢iktig1 degiskenler igin ileri agsama (post-hoc) testi olarak Tukey testi'nden
yararlanildi. Tiim istatistiksel analizler minimum %5 hata pay1 ile incelendi. SPSS 14.01

paket programindan yararlanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Taze Spermanin Spermatolojik Ozellikleri

Iki yas iizeri 3 Akkaraman kocundan suni vajen ile alinan spermalar, dereceli bir tiipte
birlestirilerek karigim hale getirildikten sonra, taze spermanin spermatolojik 6zellikleri

degerlendirildi. Taze sperma verileri Cizelge 3.1.’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Birlestirilmis nativ ko¢ spermalarinda belirlenen baslica spermatolojik parametreler

Karisim g
. Yogunluk Olii Anormal
N Sperma Motilite(%6) pH
(10%ml) (%) (%)
Miktari (ml)
1 5,5 86,6 2,84 9,2 9,23 6,5-7
2 4,6 83,3 2,72 8,7 10,33 6,5-7
3 4,6 86,6 3,12 10,3 10,06 6,5-7
4 3,8 86,6 2,86 8,8 8,4 6,5-7
5 6.5 81,6 3,30 9,1 7,86 6,5-7
6 5,5 85,0 2,55 9,0 8,16 6,5-7
7 5,4 86,6 3,21 8,5 9,43 6,5-7
8 6,7 90,0 2,73 9,1 9,33 6,5-7
9 4,6 90,0 3,22 8,6 8,4 6,5-7
X+Sc | 5,241+0947 86,212,735 2,951+0,267 9,03+0,54 | 9,021+0,863 *

*Tum tekrarlarda degerler 6,5-7 arasinda bulunmustur.
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3.2. Coziim Sonrasi Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Dondurulmus spermalardan her bir grup i¢in 9 olmak tlizere 7 sulandirict igin toplam
63 payet 37 °C’lik su banyosunda 35 saniyede c¢ozdiiriildii. Spermatozoonun hareket
ozellikleri (spermatozoa total motilitesi %, progresif motilite %, VCL um/s, VSL pm/s, VAP
um/s, LIN %, STR %, WOB % ), anormal spermatozoa orani (%), 6lii spermatozoa orant (%),
hipo-osmotik swelling test (%), akrozom biitliinligiiniin degerlendirilmesi (%), mitokondriyal
aktivasyonun degerlendirilmesi (%), lipit peroksidasyon derecesinin degerlendirilmesi (%),
DNA hasarinin (COMET) degerlendirilmesi (%), apoptozis tespit (%) parametreleri yoniiyle
degerlendirildi.

3.2.1. Spermatozoon Motilitesi ve Hareket Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Yedi esit gruba boliinmiis (split ejekulat); biri kontrol grubu olarak; {igii kolesteroliin,
diger t¢ti de 7-dehidrokolesteroliin farkli konsantrasyonlarini bulunduran tris ile dondurulan
sulandirict gruplarmin ¢éziim sonu motilite ve hareket 6zelligi degerleri Cizelge 3.2.°de

gosterildi.
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Cizelge 3.2. Coziim sonu 7 grup arasindaki ortalama spermatozoon motilite ve kinetik parametre degerleri.

Grup
Spermatozoon Hareket Parametreleri
7dhc | 7dhc | 7dhc Ch Ch Ch K
15 2,5 3,5 15 2,5 3,5
54,23 54,0 56,0 53,0 57,0 56,0 33,0
Total Motilite (%) + + + + + + +

0,09* | 0,07* | 0,06° 0,092 0,082 | 0,06 | 0,09°

13,0 12,0 13,0 13,0 15,0 13,0 8,0
Prog.Motilite (%0) + + + + + + +
0,05 0,03 0,04 0,04 0,05 0,03 0,04

97,98 | 97,07 | 95,98 100,23 | 99,33 | 95,36 | 94,19
VCL (w/s) + + + + + + +
9,73 6,62 6,14 5,67 4,61 5,33 3,10

49,43 | 50,91 | 51,63 50,14 52,53 | 48,73 | 49,73
VSL (w's) + + + + + + +
3,47 2,74 9,79 9,14 7,31 5,70 8,79

71,42 71,99 | 71,12 69,76 71,88 | 68,34 | 66,93
VAP (p/s) + + + + + + +
8,79 5,29 8,92 8,63 6,70 4,85 9,56

53,23 | 53,87 | 53,66 49,86 52,73 | 51,26 | 50,63
LIN (%) + + + + + + +

5,92 2,81 8,53 6,98 5,47 6,71 4,49

72,88 | 72,61 | 72,09 71,50 72,82 | 71,18 | 74,01
STR (%) + + + + + + +
3,74 2,31 4,89 4,06 3,93 4,53 2,77

72,89 | 74,16 | 74,03 69,48 72,16 | 71,48 | 68,36
WOB (%) + + + + + + +
4,56 1,55 7,03 5,79 3,99 503 | 417

a,b: Aym satirdaki farkl harfleri tasiyan deger ortalamalari arasindaki farklar istatistiksel agidan Onemlidir
(p<0,001).

3.2.2. Anormal Spermatozoa Orani

Gruplara ait dondurulmus payetlerin ¢6ziim sonu anormal spermatozoa degerleri

Cizelge 3.3.’de verildi.
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Cizelge 3.3. Coziim sonu 7 grup arasindaki anormal spermatozoon degerleri.

Grup Anormal (%)*
7dhc 1,5 18,0+0,08
7 dhc 2,5 20,0+0,05
7 dhc 3,5 17,0+0,08
Ch1,5 25,0+0,09
Ch25 17,0+0,05
Ch3,5 20,0+0,04
K 20,0+0,07
*(p>0,05)

3.2.3. Olii Spermatozoon Orani

Gruplara ait dondurulmus payetlerin ¢6ziim sonu 6lii spermatozoon oranlari1 asagida

Cizelge 3,4.”de gosterildi.

Cizelge 3.4. Coziim sonu 7 grup arasindaki anormal spermatozoon degerleri.

Olii  Spermatozoon
Grup Oram1  (SYBR-PI)
(%)

7dhc 1,5 47,32+11,64%

7dhc 2,5 46,94+6,45°

7.dhc 3,5 43,60+6,392

Ch15 47,16+8,67°
Ch25 43,28+7,392
Ch35 44,70+6,112
K 68,23£9,29°

a,b: Aym siitunda farkli harfleri tasiyan deger ortalamalari arasindaki farklar istatistiksel agidan Onemlidir
(p<0,001).



3.2.4. HipoOsmotik Swelling (HOS) Test
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Gruplara ait HOS test degerleri ¢izelge 3.5.’de gosterildi.

Cizelge 3.5. Coziim sonu 7 grup arasindaki HOS test degerleri.

Grup

Spermatozoon Membran Biitiinliigii (HOS Test)

7dhe | 7dhe | 7 dhe fg gg gg K

1,5 2,5 3,5 ' : :
Diiz (%) 44,33+ | 44,00+ | 41,78+ | 50,89+ | 39,89+ | 37,00+ | 63,56+
uz (7o 7,815 | 152b | 11,20 | 16,8 | 10,9° | 11,0 | 18,6
Kivrik(%) 56,78+ | 56,00+ | 58,22+ | 49,11+ | 60,11+ | 63,00+ | 36,44+
VI 7o 7,612 | 1522 | 11,2* | 16,8 | 10,9 | 11,0° | 18,20

a,b:Aym satirda farkli harfleri tasiyan deger ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel agidan Onemlidir

(p<0,001).

3.2.5. Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Gruplara ait spermatozoonlarin akrozomlar: incelendi ve sonuglar ¢izelge 3.6.’da

gosterildi.

Cizelge 3.6. Coziim sonu 7 grup arasindaki akrozom biitlinliigii degerleri.

Grup
Spermatozoon Akrozom Biitiinliigii (FITC-
PNA) ch | ch | ch
7dhc | 7dhc | 7 dhc 15 25 35 K
15 2,5 3,5 ’ ’ ’
29,26 | 19,70 | 23,98 | 19,71 | 20,17 | 21,14 | 42,50
Bozuk (%0) + + + + + + +
13,4° | 6,27° | 8,42° | 9,00° | 6,23 | 7,04* | 10,8
70,76 | 80,30 | 76,10 | 80,32 | 79,80 | 78,33 | 57,49
Saglam(%) + + + + + + +
13,4% | 6,27* | 8,60* | 8,86% | 6,24* | 7,03* | 10,8

a,b: Aym satirda farkli harfleri tagiyan deger ortalamalari arasindaki farklar istatistiksel agidan Onemlidir

(p<0,001).
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3.2.6. Mitokondriyal Aktivitenin Belirlenmesi

Gruplara ait mitokondriyal aktivasyon bulgulari ¢izelge 3.7.’de gosterildi.

Cizelge 3.7. Coziim sonu 7 grup arasindaki mitokondriyal aktivasyon degerleri.

Grup Mi_tokondriyal
Aktivasyon (%)*
7dhc1,5 77,9+11,04
7dhc 2,5 71,9+12,07
7dhc 3,5 69,9+16,03
Ch15 76,7+8,05
Ch25 70,7+15,07
Ch3,5 70,6+18,02
K 61,9+21,08
*(p>0,05)

3.2.7. Oksidatif Stres Parametreleri

Gruplara ait oksidatif stres parametreleri sonuglari ¢gizelge 3.8.’de gosterildi.

Cizelge 3.8. Coziim sonu 7 grup arasindaki biyokimyasal parametreler.

Grup tGSH AOP LPO
(um/1x10°sp)* | (MM/1x10° sp)* | (um/1x10°sp)*
7dhc 1,5 945+283,8 12+0,76 20.37+1,18
7 dhc 2,5 758+144,7 13+0,94 20.98+1,27
7 dhc 3,5 718+214,9 13+0,32 26.66+2,97
Ch1l5 976+214,4 13+0,60 22.1545,18
Ch25 602+50,7 14+1,14 32.06+8,68
Ch3,5 676+176,7 13+0,64 25.91+2,02
K 861+357,7 14+1,57 23,724+2,57
*(p>0,05)
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3.2.8. DNA Hasarinin Belirlenmesi

Gruplara ait DNA hasari sonuglari ¢izelge 3.9.’da gosterildi.

Cizelge 3.9. Coziim sonu 7 grup arasindaki DNA Hasar1 degerleri.

Spermatozoon DNA Hasar1 Grup
(COMET Test) 7dnc | 7dhe | 7dhc | ch ch | ch »
15 | 25 | 35 15 25 | 35
TL (e 54,98+ | 5421+ | 51.89+ | 53.80+ | 56.82+ | 56,78+ | 6031+
(wm) 2257 | 2365 | 21,72 | 1820 | 2398 | 19,80 | 2357

1152+ | 11.41= | 10255 | 12,04+ | 12.00% | 12.14% | 11.84%

DNA (%) 213 | 229 | 247 | 175 | 246 | 3.06 | 300
3085 | 3,004 | 2,79+ | 341x | 3.64L | 3.68% | 3.61+

T™ (pm/s %)* 172 | 180 | 157 | 183 | 292 | 201 | 204

*(p>0,05)
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3.2.9. Apoptosis Tespiti

Gruplara ait Apoptosis tespiti sonuglari ¢izelge 3.10.’da gosterildi.

Cizelge 3.10. Coziim sonu 7 grup arasindaki apoptosis degerleri.

Spermatozoon Apoptozis Tespiti GRUP

(Annexin V-PI)

7dhc | 7dhc | 7dhc Ch Ch Ch

15 2,5 3,5 15 2,5 3,5 K

5665,11 | 5692,67 | 5564,22 | 5681,2 | 5295,67 | 5295,89 | 6019,56
Sayilan Hiicre (n) + + + + + + +

44 52 63 42 62 72 44

. 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,002
Olii (%) + + + + + + +

0,02 0,03 0,01 0,01 0,02 0,03 0,01

90,46 | 88,92 | 88,92 | 84,8 | 8565 | 84,13 | 87,89
Geg Apoptosis (%0) + + + + + + +
1,48 1,62 1,23 2,16 1,74 1,87 1,72

0,49 0,58
Canh (%) + +

0,14 | 0,16%¢

0,59 0,49 0,72 0,80 0,45
+ + + + +
0,24%c | 0,19 | 0,29% | 0,412 0,20¢

] 9,52 10,48 11,06 | 14,63 13,3 16,64 | 11,67
Erken Apoptosis (%) + + + + + + +

4,61° | 4,77 | 3,50 | 6,48° | 537% | 2,70° | 4,99%

**a,b,c: Aynt satirda farkli harfleri tastyan deger ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel agidan 6nemlidir
(p<0,001).
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4. TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada kog¢ spermasia degisik oranlarda ch ve 7dhc eklenmesi ile
kriyoprezervasyon sirasinda nasil degisiklikler olabilecegi; kolesteroliin spermaya eklenmesi
ile ¢oziim sonu canlilik oranina, sperma kalitesi ve fizyolojisine etkisi arastirildi. Ayrica, ch
ve 7-dhc ile hiicre membranlarinin antioksidan biitiinliigiinii saglayarak, osmotik basincin
uygun sinirlar iginde tutmasinin yani sira, DNA biitlinliigiiniin korunmasi, prematiire akrozom
reaksiyonunun engellemesi gibi olumlu etkilerinden faydalanilarak kog¢ spermasinin
dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sonucu elde edilecek in vitro sonuclarin degerlendirilmesini

icermektedir.

U¢ Akkaraman kogundan alinarak birlestirilen spermanin toplam miktar1 en yiiksek
6,7 ml en diisiik 3,8 ml olarak belirlendi. Ortalama karigim sperma miktar1 5,244+0,94 ml’dir.
Kog basina diisen ortalama sperma miktar1 ise yaklasik 1,74 + 0,23 ml’dir. Bu ¢alismada elde
edilen sperma miktarinin Akkaraman koglarda Uysal ve ark. (2003), 1,6 ml, Aral (1994), 1,08
ml, Yavas (2008), 0,98 ml, Tekin ve ark.’in (1991) Merinos, Dagli¢, Ramli¢ 1rk1 koglarda
sirastyla 1,0 ml, 1,0 ml, 1,3 ml olarak elde ettikleri ortalama sperma miktarindan yiiksek;
Ozkoca (1984)’1n Merinos 1rk1 koglarda 1,9 ml, Yeni ve ark.’1in (2010) Pirlak ki1 koglarda 1,9
ml olarak elde ettikleri sperma miktarindan diisiik olarak bulundu. Sperma miktarinin yapilan
calismalardan yiliksek cikmasinda kullandigimiz hayvanlarin gen¢ olmasiin etkili olmus
olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger ¢alismalardan diisiik ¢cikmasi ise farkli irktan hayvanlarin
ve sperma alma seklinden kaynaklanabilecegi kanisina varildi. Arastirmada 3 Akkaraman
kocunun 9’ar ejakulatinda saptanan nativ spermatozoa motilitesi en yiiksek % 90, en diisiik %
81,6 ve ortalama % 86,21 + 2,73 olarak bulundu. Elde edilen bu deger, Akkaraman koglarda
calisan arastiricilardan Uysal ve ark.’in (2003), %80, Aral’in (1994) %83,27, Yavas’in
(2008), %85, Tekin ve ark.’1in (2006) %75,5, Tasdemir ve ark.’in (2003) %81,55, Yildiz’in
(2004) %77, Aral’m (1994) Ivesi ve Merinos ki koglarda yaptigi calismada sirasiyla %
85,33,%81,53, Karagiannidis ve ark.’in (2000), Chios ve Friesian irki koglarda yaptigi
calismada sirasiyla %72,17, %72,36 olarak belirledigi motilite oranlarindan yiiksek, Aisen ve
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ark.’tn (2002) Pampinta 1rk1 koglarda yaptigi ¢alismada %95,6 olarak belirledigi motilite
oranindan diisiik olarak bulundu. Motilite yoniinden yapilan ¢aligmalarla tez ¢alismamizda
yukarida da goriildiigii tizere farkliliklar goriildii. Bu farkliliga yetistirme sartlari, yas, bakim
ve besleme gibi bir¢ok temel faktorler etki edecegi gibi sperma alirken uygulanan teknik ve
yontemlerin de etkisinin olabilecegi diistintilmektedir. Arastirmada saptanan nativ
spermatozoa yogunlugu en yiiksek 3,30x10%ml en diisiik 2,55x10%ml ve ortalama
2,95x10%ml £ 0,26 ml olarak bulunmustur. Mililitre bazinda elde edilen bu degerler,
Akkaraman koglarda calisan Tiirk ve Demirci’in (2005) 2,55x10°, Tekin ve ark.’in (2006)
2,7x10° Giinay ve ark.’1in (2003) Merinos 1rk1 koglarda asim sezonunda 2,52 x10°, Yilmaz’in
(2004) Sakiz irki koglarda 1,78X10°, Ince ve Karaca’nin (2009) Cine Capari 1rki koglarda
1,86 x10°, Kaya ve ark.’1n (1999) Aralik-Ocak aylarinda Merinos irki koglarda 2,7x10° olarak
belirledigi yogunluk degerlerinden yiiksek; Kaya ve ark.’in (1999) Eyliil-Kasim aylarinda
Merinos 1rki koglarda 3,6x10° Giinay ve ark.’1in (2003) sezona giriste Merinos 1rkinda 3,29
x10°%, Kaya ve ark.’1n (1999) Haziran-Agustos aylarinda Merinos 1rkinda 3,3x10° Tekin ve
ark.’larinin (2006) Sakiz ve Ramli¢ 1rk1 koglarda sirasiyla 3,1x10°, 3,2x10° olarak belirledigi
yogunluk degerlerlerinden diisiik oldugu belirlendi. Arastirmada bulunan nativ anormal
spermatozoa orani en yiiksek %0,33, en diisik %7,86 ve ortalama %9,21+ 0,86 olarak
bulunmustur. Elde edilen bu deger Tiirk ve Demirci’nin (2005) Akkaraman irki koglarda
%6,75, Aral’m (1994) Akkaraman, Ivesi ve Merinos 1rki koglarda sirasiyla %2,73, %2,68,
%5,53, Yavas’in (2008) Akkaraman 1rki koglarda % 5,53, Ince ve Karaca’nin (2009) Karya
k1 koglarda %7,84, Tekin ve ark.’in (2006) Sakiz irki koglarda %5,8 olarak buldugu
degerlerden yiiksek; yine Tekin ve ark.’1in (2006) Akkaraman 1rk1 koglarda %16,5, Uysal ve
ark.’1n (2003) %19,62 Ince ve Karaca’nin (2009) Cine Capari 1rk1 koglarda % 17,71 olarak
buldugu degerlerden diisiik, Tekin ve ark.’nmin (2006) Ramli¢ 1rk1 koglarda %9,5 olarak
buldugu anormal spermatozoa oranina benzerlik gostermektedir. Arastirmada bulunan nativ
0lii spermatozoa orani en yiiksek %10,3, en diisik %8,5 ve ortalama %9,03+ 0,54 olarak
bulunmustur. Elde edilen bu deger, Akkaraman koglarda ¢alismis olan Uysal ve ark.’in (2003)
%22,10, Yavas (2008)’in ortalama olarak buldugu %10.734+0,84, Tekin ve ark.’in (2006)
oralama olarak elde ettigi %14,3+5,4 degerlerden diisiik; Uysal ve ark.’in (2003) Akkaraman
koglarda %9,6 olarak buldugu 6lii spermatozoa orani ile benzer oldugu goriildii.

Calismada natif spermada elde edilen pH degeri tiim deneme gruplarinda 6,5-7,0 arasinda
bulunmustur. Yapilan bir¢cok arastirma ile c¢alismada elde ettigimiz deger benzerlik

gostermektedir.
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Bu arastirmada elde edilen natif kog¢ ejakulatlarinda dondurma isleminden Once
saptanan baglica ortalama spermatolojik 6zellikleri ii¢ bas kogun birlestirilen ejakulatlarindan
elde edildi. S6z konusu degerlere iliskin bulgular ile diger arastirmacilarin bildirdigi veriler
arasinda goriilen farkliliklar, ¢alismadaki koglarin yaslarina, irkina, sayilarina, sperma alma
araligi, sikligt ve zamanina bagli olabilecegi gibi, c¢evre kosullar1 ve bakim-besleme
farkliliklarindan da kaynaklandigi diisiiniildii. Ayrica, in vitro spermanin degerlendirilmesinde
kullanilan metotlarin degiskenligi elde edilen sonuclarin farkli olugmasi ile sonuglanmis
olabilir. Bunun yani sira elde edilen in vitro sonuglarin, koglarda ortaya konan sonuglarla

benzer bulundugu ve alinan spermalarin dondurulabilir oldugu belirlendi.

Arastirmada ¢oOzdiirme sonrasi elde edilen ortalama total spermatozoa motilitesi
oranlar1 7dhc 1,5, 7dhc 2,5, 7 dhc 3,5, ch 1,5, ch 2,5, ch 3,5 ve kontrol igin sirasiyla %
54,23+13,93, %54,0£0,07, %56,0+£0,06, %53,0+0,09, 9%57,0+0,08, 9%56,0+£0,06 ve
%33,0+£0,09 olarak belirlendi. Cozdiirme sonrast en yiikksek motilite ortalamasi ch 2.5
grubunda bulunurken en diisiik motilite ise %33,0 ile kontrol grubunda bulunmustur.
Calismada 7dhc 1,5, 7dhc 2,5 ve 3,5 gruplar ile ch 1,5, 2,5, 3,5 gruplari arasinda istatistiksel
olarak aralarinda bir fark bunmazken (p>0,05); kontrol grubuna gore istatistiksel olarak fark
bulunmustur (p<0,001). Arasirmada progresif motilite ve spermatozoon hareket parametreleri
[( VCL (w/s), VSL(w's), VAP(u/s), LIN (%), STR (%), WOB (%)] yoniinden istatistiksel
olarak bir fark bulunamadi (p>0,05).

Moce ve ark. (2010a), kog spermasina 2 mg/120x10° oraninda CLC ilave ettikleri ve
tris sulandiricilariyla  dondurduklari ¢alismada, kontrol (0 mg/120x10°)  grubununun
motilitesini %28, CLC ilave ettikleri grubu ise %45-46 olarak bulmustur. Elde ettigimiz
sonuglarla oOrtisen bu c¢alisma CLC ilavesinin olumlu etkileri belirgin bir sekilde
saptanmasina ragmen; Purdy ve ark. (2010), ayn1 miktarda CLC etkilerinin gruplar arasinda
istatiksel bir fark tespit edilemedigi gorilmiistiir (p>0,05). Konyal1 ve ark. (2013), Murciano-
Granadina tekelerinde yaptig1 ¢alismada CLC nin farkli oranlarmi (1,1,5, 2, 4, 8 mg/120x10°)
kontrol grubu (0 mg/120x10°) ile karsilastirmistir. Calisma sonucunda CLC gruplarmin
motilite sonuglarini sirasiyla %67,3, %57,0, %57,8, %59,5, %51,3 olarak tespit etmislerdir.
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Kontrol (0 mg/120x10°%) grubu ile karsilastirdiklarinda ise (%59,4) aralarinda istatistiksel
olarak bir fark bulunamamustir. Ancak tris sulandiricisina sadece siklodextrin ilave ettikleri
grup ile karsilastirildiginda (%37,3); CLC gruplarinin tamaminda siklodextrin grubuna goére
cok daha yiiksek motilite elde edilmistir. Burada goriildiigii iizere sadece siklodextrin motilite
tizerine direkt etki edememektedir. Siklodextrinlerin kolesterol ile doyurulup sperma
sulandiricilarina eklenmesi suretiyle etkisini gosterdigi bu calisma ile agik¢a gosterilmistir.
Konyali (2009)’nin tekelerde yaptigi bir diger ¢alismada, 1 mg/120x10° oraninda CLC ile
sulandirici  hazirlanmistir.  Sperma  dondurulurken ise bir grupta seminal plazma
uzaklagtirilarak, diger gurupta ise seminal plazma uzaklastirilmayarak dondurma islemi
yapilmistir. Coziim sonu kontrol grubu %55,5 seminal plazma uzaklastirilmayan grupta total
motilite %60,92 ve seminal plazma uzaklastirilan grupta ise %68,65 olarak motilite tespit
edilmistir. Seminal plazmanin uzaklastirilmas1 %7-22 oraninda motilite artis1 sagladigi tespit
edilmistir. Seminal plazma ve CLC (%)’nin birlikte kullanildig1 sulandiricilarda motilitenin
distiigii tespit edilmistir. Bunun sebebi olarak ise erkek eklenti bezlerinde bulunan bazi
seminal plazma proteinleriyle ch’nin etkilesime girdigi diistiniilmektedir. Purdy ve Graham
(2004) ve Moraes ve ark. (2009) boga spermasini 1,5mg/120x10% CLC ile dondurduklarinda
¢oziim sonu sirasi ile kontrol grubunu %42, CLC grubunu %60; %32 ve %56 olarak tespit
etmiglerdir. Calismalar sonucunda yaptigimiz c¢alisma sonuglarmin gosterdigi sekilde
CLC’nin motiliteyi olumlu etkiledigi goriilmiistiir. Oliveira ve ark. (2014) eseklerde, Amidi
ve ark. (2010) bogalarda, Crichton ve ark. (2015) develerde, Hussain ve ark. (2013)
bizonlarda, Award (2011) koglarda standart sulandiricilara degisik oranlarda CLC ilave edip
spermalart dondurduklarinda, ¢6ziim sonu progresif motilitenin kontrol gruplarina gore
istatistiksel olarak daha iyi olduklarin1 gOstermesi sonucu motilite sonuglarimizin
literatiirlerin neredeyse tamamu ile ortiistiigli gozlemlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada ch 2,5
grubunun kontrol grubuna gore anlamli bir sonug ¢ikmasi yukarida bahsedilen ¢alismalarla
paralellik gostermektedir. Total motilite ve progresif motiliteyi birlikte ele aldigimizda, temel
sulandirict bilesenlerine katilan ch ve 7dhc’nin farkli miktarlarinin progresif ve total
motiliteyi artirdig1 goriilmiistiir. Motilite hareket parametreleri (VSL, VCL, VAP, LIN, STR,
WOB) agisindan istatistiksel olarak bir fark bulunmamasina ragmen sulandiriciya ilave
ettigimiz bilesenlerin spermanin dogrusal yonde hareketine ve saniyede katettigi yoldaki
hizina olumlu etki yaptigin1 gostermektedir. Clinkii CASA sisteminin temeli, belirli bir
zamanda alinan yola dayanmaktadir. Artan ATP enerjisini sperma kullanarak daha hizl
hareket edecek ve birim zamanda alacagi yolda artacaktir. Total motilitede istatistiki bir
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farkliligin ¢ikmasi, calismada elde edilen Onemli veriler arasindadir. Kog¢ spermasinin
dondurulmasinda karsilasilan giigliiklerin hala devam etmesi ve yapilan tohumlamalarin
istenen diizeyde olmamas1 sebebi ile elde edilen bu verilerin 6nemi artmistir. Elde edilen bu
veriler dogrultusunda yapilacak olan fertilizasyon ¢aligsmalar1 ile suni tohumlamalarda elde
edilecek basar1 artacagi diistiniilmektedir. Bunun yani sira, ¢6ziim sonrasi ¢alismamizda elde
edilen sonuclarla literatiirler arasinda Spermatozoa motilitesi agisindan ortaya ¢ikan
degisiklikler dondurma sirasinda kullanilan sulandiricilar ile sulandiricinin  igerdigi
bilesenlerin miktar ve oranlarinin farkli olusuna, sperma sulandiricisina katilan CLC’nin
farkli miktarlarda olusuna bagli olarak degiskenlik gostermis olabilir. Ayrica spermanin
sulandirilmasi ve dondurulmasinda kullanilan teknik ve yontemlerin degisik olmasina, ¢ozim
siiresi ve sicakligindaki farkliliklara, analizi yapan gorevli veya makinaya bagli olarak
olusmus olabilir. Bu cihazlarda kullanilan yazilimlarin (SCA, Hamilton Thorne gibi) farkli
kinetik parametre degerlerinin bulunmasi farkli sonuclar ¢ikmasindaki en 6nemli etkenlerden

biridir.

Bu ¢alismada ¢6ziim sonrasi elde edilen anormal spermatozoa oranlari; 7dhc 1,5, 7dhc
2,5, 7 dhc 3,5, ch 1,5 ch 2,5, ch 3,5 ve kontrol igin sirasiyla %18,0+0,08, %20,0+0,05,
%17,0+0,08, %25,0+0,09, %17,0+0,05, %?20,0+0,04 ve %Z20,0+0,07 olarak belirlendi.
Calismada en diisiik anormal spermatozoa oran1 %17 ile 7 dhc ve ch 2.5 gruplarinda tespit
edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada anormal spermatozoa yoniinden gruplar arasinda istatistiksel
olarak bir fark bulunmamasina ragmen (p>0,05) Kulaksiz ve ark. (2012), Akkaraman
koglarda sezon diginda aldiklar1 spermalarla yagsiz siit tozu, sodyum sitrat, tris ve bioxell
sulandiricilar1 ile sulandirmis ve dondurmuslardir. Co6ziim sonu anormal spermatozoa
oranlarini sirastyla % 50,6+0,8, %60,0+0,4, %55,4+0,5, %65,0+0,4 olarak bulmustur. Yagsiz
stit tozu ile dondurulan grupta diger gruplara gore daha az anormal spermatozoa orani (%50)
tespit edilmistir. Anormal spermatozoa oranlarinin normal degerlerden asir1 yiiksek olmasina
sezon disinda libido sekstialisin diisiik olmasinin sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
ayni 1rkta calisilmasina ragmen anormal spermatazoa oranlarinin ¢ok farkli olmasina
kolesteroliin olumlu etki yapmis olabilecegi diistiniilmektedir. Tekin ve ark. (2006), tris
sulandiricisina farkli taurin dozlarmi ilave ederek Akkaraman, Sakiz, Ramli¢ irki kog
spermalarint otomatik programlanabilir dondurma makinasinda farkli dondurma hizlarinda
dondurmus ve ¢Ozdiirme sonrasi anormal spermatozoa oranlarimi sirasiyla % 16,5£7,9, %

5,8+€1,25, % 9,5+4,2 olarak bulmuslardir. Calismadan elde edilen bulgulara gore, kog
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spermasinin dondurulmasinda degisik taurin dozlarinin ve dondurma hizlarmin ¢ézdiirme
sonrasi in vitro spermatolojik parametrelerde farkli degerler elde edilmesine karsin,
istatistiksel degerlendirmede 6nemli bulunmamistir. Akkaraman irkinda ¢alisan diger bazi
arastiricilar suni vagina ile spermalart almis ve taze olarak spermatolojik parametreleri
incelediginde %20 nin altinda anormal spermatozoa orani bulmuslardir (Uysal ve ark., 2003;
Tasdemir ve ark., 2003). Yaptigimiz ¢alismada gruplar arasinda bir fark olmamasina ragmen
¢Ozlim sonucu yukarida taze sperma ile ¢alisan arastiricilarla benzer sonuglarin elde edilmesi
ch ve 7-dhc¢’nin morfolojik parametreler tizerine olumlu etkileri olabilecegini
diisindirmektedir. Ayrica, Kulaksiz ve ark. (2010) Karayaka koglarinda sezon dis1 taze
spermada anormal spermatozoa oranini %10,66+ 0,58; Karakus ve Cengiz (2007) Karakas ve
Norduz koglarinda bu degerleri sirast ile % 7,40+ 0,31, %9,89+ 0,26 bulurken; Giilyiiz ve
Yildiz (1995) Akkaraman, Corriadale, Hamspshire, Dorsetdown irki koglarda bu degerleri
sirasiyla % 5,75+ 0,25,% 6,0+ 1,0, %5,6+ 1,4, %5,75+ 0,75 olarak bulmuslardir. Yapilan
calismalarda elde edilen anormal spermatozoa oranlari ile diger ¢alismalarda elde edilen
oranlar arasinda goriilen farkliliklar koglarin genotipik ve 1rksal farkliliklarindan, ¢alismanin
sezon i¢i veya sezon disinda gerceklestirilmesinden, sperma sulandiricisinin igeriginden,
dondurma ve c¢ozdiirme prosediirleriyle degerlendirmede kullanilan teknikler arasindaki

farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada ¢ozdiirme sonrasi elde edilen 6lii spermatozoa oranlar1 7dhc 1,5, 7dhc
2,5, 7 dhc 3,5, ch 1,5, ch 2,5, ch 3,5 ve kontrol igin sirasiyla %47,32+11,64, %46,94+6,45,
%43,60+£6,39, %47,1648,67, %43,28+7,39, %44,70£6,11 ve %68,23+9,29 olarak
belirlenmistir. Yaptigimiz calismada ch ve 7dhc gruplari arasinda bir fark bulunmazken
(p>0,05); bu gruplarla kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark énemli bulunmustur
(p<0,001). Motamedi-Mojdehi ve ark. (2014), Taleshi kocglardan iireme sezonunda suni
vagina ile sperma alip tris sulandiricisina kriyoprotektan madde olan gliseroliin farkli oranlari
(%3,%5,%7) farkh CLC miktarlarn (1,5mg, 3mg, 4,5 mg/120x10%)’na eklenerek
dondurulmustur. Coziim sonu yapilan incelemelerde, biitiin CLC gruplarinda kontrol grubuna
gore canlilik yiiksek bulunmus en yiiksek canlilik orani 1,5mg/120x10® grubunda tespit
edilmistir (p< 0,05). Benzer bir ¢alisma yapan Award (2011), 2-4 yasli Rahmani koglarinda
farkl1 gliserol oranlarmi (%3,%6) farkli CLC oranlar1 (Omg, 2 mg/100x10°) ile birlestirerek
tris sulandiricis1 hazirlamis ve dondurmustur. Coziim sonu canlilik yoniinden en ytiksek grup

%3 gliserolli 2mg CLC grubu oldugu tespit edilmistir. Koglarda yapilan yukaridaki
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calismalarda elde edilen verilerin sonuglarimizla ortiistiiginiic ve Ch’nin viabilite tizerine
olumlu etkisinin oldugunu gostermektedir. Blanch ve ark. (2012), domuzlarda yaptigi bir
arastirmada iyi donan ve kotii donan spermalar1 katogerize etmistir. Sulandiricilar ise, 1 mg,
2 mg, 3 mg, 6 mg, 12 mg CLC/120x10° dozlarda hazirlayarak dondurma islemi yapmistir.
Cozdiirme sonrasi ise canli spermatozoon sonuglarini sirasiyla %61+£3, %58 + 3, %5343,
%39+3, %2143 bulmustur. Sonugta ise 1 mg CLC’nin canli spermatozoon oranini artirdigi
goriilmesine ragmen Tomas ve ark. (2013), domuzlarda yaptig1 bir diger ¢alismada ise tris
sulandiricisina  1mg/120x10° oraminda CLC ilave ederek spermalari dondurduklari ve
spermalarda ¢ozdiirme sonrasi gruplar arasinda bir fark olmadigini tespit edilmislerdir
(p>0,05). Aymi 1k arasinda olusan bu farkliligin tir farkliligindan olabilecegi
diistiniilmektedir. Moce ve Graham (2006), bogalarda suni vagina ile sperma almis ve 2mg ve
4 mg/120x10° CLC tris sulandiricisina ekleyerek dondurmustur. Cozdiirme sonrasi 6lii
spermatozoa orani SYBR 14-PI yontemi ile incelenmistir. Coziim sonu canli spermatozoa
oranini sirastyla % 44, %30 bulmustur. Bu sonuglara gore 2 mg/120x10° CLC grubu istatistiki
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Yaptigimiz ¢alisma sonuglar ile karsilastirildiginda,
elde ettigimiz viabilitenin daha yiiksek ¢ikmasinda farkli tilirlerdeki hiicre membranlarinin
fosfolipit-kolesterol icerigindeki farkliliklardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Moore ve
ark. (2005), aygir sperma sulandiricisina CLC’nin farkli miktarlarii (0, 0,5, 1,5, 3,0, 4,5, 6,0,
7,5 mg/120x10°) ekleyerek dondurmustur. Cézdiirme sonrasi canlilik muayenesini SYBR 14-
PI ile yaparak sonuglari sirast ile %43, %52, %53, %52, %55, %54, %52 bulmustur. Sonuglar
incelendiginde canli spermatozoa oram en diisik 0 mg/120x10° grubunda tespit edilmis
(p<0,05) ve diger gruplar arasinda istatistiki bir fark bulunamamuistir. Elde edilen bu sonuglar
calismamizi dogrular niteliktedir. Calismada ¢6zdiirme sonrasi gruplarda elde edilen oli
spermatozoa oranlartyla diger arastirmacilarin elde ettigi veriler arasindaki farkliliklar sperma
sulandiricisinin igeriginden, 6zellikle yumurta saris1 oranlarinin farkliligindan kaynaklanmis
olabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica, spermanin sulandirilmasinda, dondurulmasinda ve
incelenmesinde kullanilan tekniklerdeki farkliliklara, ¢6ziim siiresi ve sicakligindaki
degisimlere, degisik tiirlerin incelenmesine, kog¢ irklarinin farkliligindan, analizi yapan kisi
veya cihaza bagli olarak meydana gelmis olabilir. Bunun yami sira tiirler arasindaki hiicre
membranlarinda bulunan degisik orandaki kolesterol fosfolipit oraninin ¢oziim sonu
parametreler ilizerine direkt etkisi oldugu diistiniilmektedir. Kolesterol fosfolipit oranindaki

degisim doymamis yag asit oranini etkiledigi i¢cin soguk sokuna kars1 diren¢cde degismektedir.
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Arastirmada HOS test sonucunda kuyrugu kivrilan spermatozoonlarin oranlar1 7dhc
1,5, 7dhc 2,5, 7 dhc 3,5, ch 1,5, ch 2,5, ch 3,5 ve kontrol i¢in sirasiyla; %56,0+15,24, %
58,22+11,22,%49,11+16,80, %60,11£10,95, 63,0+11,07 ve 36,44+18,2 olarak degerlendirildi.
Calismada ¢ozdiirme sonrasit en yliksek HOS test oran1 % 63,0 +11,07 ile ch 3,5 grubunda
bulundu. En diisiik ¢6zdiirme sonrast HOS test oranmi ise 36,44+18,2 ile kontrol grubunda
tespit edildi. Calismada 7dhc 1,5, 2,5 ve 3,5 gruplan ile ch 1,5, 2,5, 3,5 gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak aralarinda bir fark bulunmazken (p>0,05); kontrol gruplarina gore
istatistiksel olarak fark bulundu (p<0,001). Sunulan g¢alismada, sulandirici gruplarinin
ortalama spermatozoa motilite ve viabilite oranlar1 arasinda paralellik oldugu goriilmiistiir.
Motamedi-Mojdehi ve ark. (2014), Taleshi irki1 koglarda yaptigi bir ¢alismada spermayi tris
yumurta sarist sulandiricist ile hazirlamis; %3, %5, %7 oraninda gliserol ilave etmistir.
Bunlara ek olarak farkli oranlarda CLC (0, 1,5, 3, 4,5 mg/120x10°) ilave ederek siv1 azotta
dondurmustur. Cozdiirme sonrast membran biitiinliigli HOS testle incelenmis ve en yliksek
plazma membran biitiinliig %32,2+1.6 ile %3 gliserol grubunda bulunan CLC 1,5 mg’da
tespit edilmistir (p<0,05). Rambouillet 1rki1 koglarda ¢alisan diger bir arastirici grubu ise
(Moce ve ark., 2010a), mart aymnda elektroejakulator ile sperma almig ve tris yumurta sarisi
gliserol sulandiricisina ilave olarak 0 mg, 0,5 mg, 1 mg, 2 mg, 4 mg/120x10° oranlarinda CLC
ilave ederek dondurmuslardir. Coziim sonu plazma membran biitiinliigiinii sirasiyla %24,
%35, %45, %47, %36 bulmustur. Sonug olarak CLC 2mg/120x10° grubu istatistiksel olarak
en yiiksek grup bulunmustur (p<0,05). Suffolk irk1 kog¢larda spermay1 suni vagina yontemi ile
alarak tris yumurta sarisina ilave olarak 2 mg/120x10°® CLC ile hazirlayan Purdy ve ark.
(2010), +5 °C’de 24 saat bekledikten sonra plazma membran biitiinligii yoniinden incelemis
ve kontrol grubunu (0 mg CLC) %41, ¢alisma grubunu %49 olarak bulmuslardir. Sonugta
gruplar arasinda bir farkliligin olmadig tespit edilmistir. Elektroejekulatdr yontemi ile
Krvircik koglarindan spermay1 alan Ahmad ve ark. (2013), spermay1 esit iki gruba ayrilmistir.
Daha sonra tris, sitrik asit, gliserol, yumurta sarisi sulandiricisi ile ml’de 400x108
spermatazoon alacak sekilde sulandirmistir. Gruplardan biri kontrol, digeri CLC (3
mg/120x10°%) grubu olarak belirlenmistir. Gruplar 20, 80, 290, 500, 1500 mOsm’liik fruktoz
soliisyonu ile 35 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Osmotik degisikliklerden sonra eosin
boyamasi ile modifiye edilmis HOS test ile plazma membran biitiinliigii incelenmistir. CLC
ile muamele edilen gruplarda plazma membran biitiinliigiiniiniin degisik osmotik basing ile

muamele edilen gruplarda iyi oldugu tespit edilmistir. Aksoy ve ark. (2010), tavsan
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spermasinda osmotik tolerans yetenegini incelemistir. Yapilan ¢alismada CLC eklenmis (3
mg/120x10°) ve eklenmemis olarak iki grup belirlenmistir. Spermalar; 20, 80, 290, 500, 1500
mOsm/L fruktoz soliisyonu ile muamele edilmistir. 800-1500 mOsm oranlar1 arasinda degisen
oranlardaki CLC gruplarinda HOS testine verilen cevap daha iyi oldugu goriilmiistiir
(p<0,001). Farkli tiir ve irklarda g¢alisan bu arastiricilarin sonuglarinin bizim sonuglarla
benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Buna ek olarak, ch kullanimi membran biitiinliigiiniin
korunmasina pozitif etki ettigi acikca goriilmiistiir. Sperm membranlarindaki fosfolipit
kompozisyonunun zenginlestirilmesi membran biitiinliigiiniin saglanmasina katki saglamistir.
Tez ¢alismasinda elde edilen HOS test oranlariyla diger ¢alismalarda elde edilen HOS test
oranlarindaki sayisal farkliliklar ise, koclarin genotipik ve irksal farkliliklarindan, sperma
sulandiricisinin igeriginden, sulandiricida kullanilan degisik miktarlardaki CLC oranlarindan,
dondurma ¢odzdiirme prosediirleriyle degerlendirmede kullanilan teknikler arasindaki
farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir. Bir¢ok yazar, plazma membran biitiinligii ve motilite
arasinda pozitif korelasyonlarin oldugunu yaptiklari ¢aligmalarinda tespit etmislerdir (Neild
ve ark., 2003; Mandal ve ark., 2003). Mandal ve ark. (2003), Murrah mandalarinda yaptig1
calismada ¢6ziim sonu %50°nin altinda HOS test tespit ettiklerinde motiliteyi de buna paralel
olarak %50’nin altinda tespit etmislerdir. Stanger ve ark. (2010), diisiik HOS test bulunan
sperma Orneklerinde TUNEL yontemi ile yapilan DNA incelemelerinde hasarla HOS test
arasinda bir iliski oldugunu tespit etmislerdir. Zubair ve ark. (2013), Frisian, Sahiwal ve bu
wrklarin melezleri ile yaptiklar1 bir ¢alismada, HOS test, motilite ve morfoloji parametreleri
acisindan 6nemli derecede pozitif korelasyonlar bulmuslardir. Comercio ve ark. (2013), kedi
spermasinda yaptig1 ¢alismada progresif motilite, HOS test oraninda pozitif bir iliskinin
oldugunu tespit etmistir. Yapilan diger calismalarda total motilite, canlilik ve normal
morfolojiyi korelasyonlu olarak tespit etmistir (Love ve ark., 2003; Brinsko ve ark., 2003).
Motilite ve 6lii canli agisindan da ileri derecede korelasyon oldugunu bildirmigler ve 6lii canli
boyamasinin sperma motilitesinin 1iyi tespit edildigi caligmalarda bilgi agisindan ¢ok az
katkilar yaptigin1 gostermistir. Zhu ve Liu (2000), olii canli boyamasi ile HOS testin farkli
degerler oldugunu ve bunlarin birlikte degerlendirilmemesi gerektigini veya spermanin farkli
bolimlerini degerlendirmis olabilecegini bildirmektedirler. Yaptigimiz arastirmada ise total
motilite, progresif motilite, HOS test ve canlilik acisindan pozitif korelasyonlar tespit
edilmistir. Bunu yan1 sira morfoloji agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anormal ve
normal spermatozoon yiizdeleri agisindan bir fark bulunamadigi i¢in bu parametre ile diger

parametreler arasinda bir iliski tespit edilememistir. HOS test ve 6lii canli oran1 tamamiyle
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plazma membran biitiinliigli esasina gore calismaktadir. Plazma membran bitiinligi
bozulmamis hiicreler HOS sivist igerisinde ozmotik basing kurallarina gore (az yogun
ortamdan ¢ok yogun ortama dogru su gecis olacak) su alip sisecek ve kuyruklar bu sismeye
cevap olarak kivrilcaktir. Yine ayn1 mantiktan hareketle, plazma mebrani bozuk olan hiicreler
Oli/canl1 testinde kirmizi floresan boyayr bas kismina alarak boyanacak, saglam olan
hiicrelere ise boya gecisi olamayacagi icin yesil renk ile boyanacaktir. Parametrelerin
prosediirleri farkli olmasina ragmen sonuglarin paralel ¢ikmasi gayet dogaldir ve bizi dogrular
niteliktedir. Anormal spermatozoa orani agisindan pozitif veya negatif bir korelasyonun
goriilmemesi bu parametrelerin ayri ayr1 degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir. Her ne
kadar yapilan bazi ¢alismalarda (Zubair ve ark., 2013), HOS test ile morfolojik bozukluklar

arasinda bir iliski oldugu sdylense de yapilan arastirmada bu iligki tespit edilememistir.

Arastirmada ¢ozdiirme sonrasi elde edilen bozuk akrozomlu spermatozoa orani 7dhc
1,5, 7dhc 2,5, 7 dhc 3,5, ch 1,5, ch 2,5, ch 3,5 ve kontrol igin sirasiyla % 29,26+13,4,
%19,70+6,27, %23,98+8,42, %19,714£9,00, %20,17+£6,23 %21,14+7,04 ve %42,50+10,8
olarak belirlendi. Cozdiirme sonrasi en diisiik akrozom hasarli grup %19,70 ile 7dhc 2,5
grubunda bulunurken; en yiiksek akrozom hasari olan grup ise %42,50 ile kontrol grubunda
bulundu. Calismada 7dhc 1,5, 2,5 ve 3,5 gruplan ile ch 1,5, 2,5, 3,5 gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak aralarinda bir fark bulunmazken (p>0,05); kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak fark gozlendi (p<0,001). Award (2011), 2-4 yashh Rahmani koglarinda
farkl1 gliserol oranlarini (%3,%6) farkli CLC oranlar1 (Omg, 2 mg/100x10°) ile birlestirerek
tris sulandiricist hazirlamis ve dondurmustur. Coziim sonu akrozomal biitiinliikk yoniinden en
yiiksek grup %3 gliserollii 2mg CLC grubu oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Akrozom
hasarm azaltilmasinda 2 mg/100x10® ve %3 gliserol yardimeci olmustur. Ahmad ve ark.
(2013), Kivircik koglarinda elektroejakulator yontemi ile spermalart almistir. Spermalar esit
iki gruba ayrilmis ve tris, sitrik asit, gliserol, yumurta saris1 sulandiricist ile ml’de 400x10°
spermatazoon alacak sekilde sulandirmistir. Gruplardan biri kontrol, digeri CLC (3
mg/120x10°%) grubu olarak belirlenmistir. In vitro akrozom reaksiyonunu uyarmak igin
Lysophosphatidylcholine (LPC) ile muamele edilmistir. Comassie Blue ile yapilan akrozomal
incelemede CLC’nin akrozom reaksiyonunu engelledigi goriilmiistiir. Yaptigimiz ¢alisma ile
bu calismalarda degisik irklar ve yontemler kullanilmasina ragmen benzer sonuglarin alinmast

kolesteroliin akrozom biitiinliigiinii korudugunu gostermektedir. Oliveira ve ark. (2010), aygir
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spermasint INRA 82 sulandirist ile sulandirmis ve bu sulandiriciya ilave olarak (kontrol), T>
INRA+CLC, T3 INRA+0,052 CLC/50x10° T4 0,156 CLC/50x10° olacak sekilde ayarlanmus
ve dondurulmustur. Coziim sonu akrozomal biitiinliik FITC-PNA ile incelenmistir. Akrozom
reaksiyon oranlar1 sirasiyla %16,5t11, %9,3+5,9, %11,3+7,1, %11,8+9,9 olarak tespit
edilmistir. Yapilan incelemede, T2 grubu ile kontrol grubu arasinda goriilen farklilik anlaml
bulunmus (p<0,05); T2 grubunda akrozom reaksiyonunun az gercgeklestigi belirtilmistir. Bu
arastirma ise ¢alismamizin amaglarindan biri olan erken akrozom reaksiyonunu ch
engelledigini agik¢a gOstermistir. Aygirlarda ¢alisan diger bir arastirict grubu Crespilho ve
ark. (2013), suni vagina ile alinan spermay1 2 esit parcaya ayirmistir. Gruplardan birini
kontrol (0 mg/120x10°%), digerini CLC 3 mg/120x10° olarak ayarlamistir. Hazirlanan
sulandirici ile spermalar karistirilarak 5 °C’de 48 saat incelenmistir. Incelenirken 3., 6., 24. ve
48. saatlerde Olgiimler yapilmig; 48 saatin sonunda CLC grubunun kontrol grubuna gore
akrozom biitiinliignii daha 1yi korudugu tespit edilmistir (p<0,05). Eseklerde yapilan diger bir
calismada, sperma S-MEDIUM sulandiricist ile sulandirilirken buna ilave olarak calisma
gruplar1 0 mg, 1 mg, 2 mg, 3 mg CLC/120x10° olacak sekilde hazirlanmis ve dondurulmustur.
Coziim sonu FITC-PNA ile akrozomal biitiinliikk incelenmis ve sirasiyla %17,7, %34.4,
%31,9, %36,1 olarak sonuglar1 bulmuslardir (Oliveria ve ark., 2014). Tez calismamizla
benzer sonuglar bulunan bu c¢alismada, CLC ile muamele edilen gruplarda akrozomal
biitiinliik kontrol grubuna gore daha iyi korundugu tespit edilmistir (p<0,05). Jian ve ark.
(2010) 6 farkli boga spermasina %7-%10 arasinda degisen oranlarda diisiik dansiteli
lipoprotein [Low Density Lipoprotein, (LDL)] eklemis ve spermayir dondurmustur. Céziim
sonu akrozomal biitiinliigi FITC-PNA ile incelemis ve %8 LDL grubunda en yiiksek
akrozomal biitiinliik tespit edilmistir. Serin ve ark. (2011), 2-4 yash Yeni Zellanda
tavsanlarindan sperma almis ve 1:25 oraninda 0 mg, 0,5 mg, 1,0 mg, 3,0 mg/120x10°
oraninda CLC’yi tris sulandiricist ile sulandirarak 4 veya 35 °C’de 72 saat incelemistir.
Prematiire akrozom reaksiyonununun incelendigi c¢alismada akrozom reaksiyonunun
incelenmesi Comassie blue boyamasi ile gerceklestirilmistir. Yapilan c¢alismada 3
mg/120x10° grubu prematiire akrozom reaksiyonunu engelleyen en iyi grup oldugu tespit
edilirken (p<0,001); CLC doz seviyesi ile saklama periyodu arasinda bir iligki oldugu
kanisina varilmigtir. Aksoy ve ark. (2010), tavsan spermasinda osmotik tolerans yetenegini
incelemistir. Yapilan ¢alismada CLC eklenmis (3 mg/120x10°) ve eklenmemis olarak iki grup
belirlenmistir. Spermalar1 akrozom reaksiyonunu uyarmak i¢in calsiyum iyonofor (CI), veya

Lisofosfotidilcolin [Lysophosphatidylcholine (LPC)] ile muamele edilmistir. Comassie Blue
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ile yapilan akrozomal incelemede CI ve LPC’nin basarili bir sekilde akrozom reaksiyonunu
uyardigr (p<0,001), CI’'nin LPC’ye gore daha etkili oldugunu ve CLC uygulamasinin
akrozom reaksiyonu yetenegini azalttig1 tespit edilmistir. Bu azaltma ise prematiire akrozom

reaksiyonunu engellemesine katki saglayacagini1 gostermektedir.

Bu arastirmada elde edilen akrozomal biitiinliigli (FITC-PNA) oranlariyla diger
caligmalarda elde edilen oranlar arasindaki farkliliklar, koglarin genotipik ve 1rksal
farkliliklarindan, sperma sulandiricisinin igeriginden, sulandiricida kullanilan degisik
miktarlardaki CLC oranlarindan, dondurma ¢o6zdiirme prosediirleriyle degerlendirmede
kullanilan teknikler arasindaki farkliliklardan, karsilastirilmalarin degisik tiirler tizerinde de

yapilmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Aragtirmada ¢6ziim sonrasi elde edilen mitokondriyal membran potansiyel oran1 7dhc
1,5, 7dhc 2,5, 7 dhc 3,5, ch 1,5, ch 2,5 ch 3,5 ve kontrol igin sirasiyla %77,9+11,4,
%71,9£12,7, %69,9+16,03, %76,7+8,05, %70,7+15,07, %70,6+18,02 ve %61,9+21,8 olarak
belirlendi. Cozdiirme sonrasi en yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli elde edilen grup
%77,9 ile ch 1,5 grubunda bulunurken en diisiikk mitokondriyal membran potansiyeli elde
edilen grup ise %61,9 ile kontrol grubunda bulunmustur. Calismada gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir (p>0,05). Spizziri ve ark. (2010), aygirlardan suni
vagina ile sperma almis ve iki boliime ayirmistir. 1. kisimi kontrol 2. kismi ise CLC (1,5
mg/120x10°%) ilave ederek dondurmustur. Coziim sonu mitokondrial aktivasyonu flow
sitometride 50.000 6rnek sayarak incelemis ve ¢aligmamizla Ortiistiigii gibi CLC ilavesinin
mitokondrial aktivasyona bir etkisinin olmadigini tespit etmistir (p>0,05). Ch ve 7dhc’nin
antioksidan o6zelligi de bulundugu igin antioksidan tiirevleri ile yapilan bazi galismalar
incelenmistir. Franco ve ark. (2013), aygirlarda tris sulandiricisina antioksidan olarak o-
tokoferol (0,5, 1, 2 mM) ve askorbik asit (0,45, 0,9, 1,8 g/L) ilave etmis ve dondurmuslardir.
Co6ziim sonu mitokondrial aktivite incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunamamamasina ragmen Coyan Ve ark. (2011), Merinos koglarda yaptiklari ¢alismada tris
bazli sulandiriciya antioksidan olarak ergotonin (1, 2, 4 mM) ve sistein (1, 2, 4 mM) ilave
ederek dondurmuslardir. C6ziim sonu mitokondrial membran biitlinliigli JC-1 boyamasi ile
yapilmis ve en iyi grubun %67,4 + 6.1 ile sistein 2 mM’da tespit etmistir (p<0,01). Silvamaia
ve ark. (2009), Santa Ines koclarda aldig1 spermay1 4 boliime ayirmis ve katalaz (CAT), trolox

(Tro) ve (Tro+cat) antioksidanlartini tris sulandiricisina ilave ederek dondurmustur. Coziim



66

sonu mitokondrial aktivasyon incelendiginde antioksidan ilavesinin mitokondrial aktiviteyi
artirmadig1, tim gruplarda diisiik mitokondrial aktivitenin gortildiigi tespit edilmistir. Silva ve
ark. (2011), Santa Ines 1rk1 koglarda ¢alismis tris sulandiricisina antioksidan olarak siiperoksit
dismutaz (SOD) (25, 50, 100 U/ml) ve glutatyon (GSH) (2 mM, 5mM, 7 mM) ilave ederek
dondurmustur. Coziim sonu mitokondrial aktivite JC-1 ile incelendiginde gruplar arasinda bir
farkliligin olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Bucak ve ark. (2013), Merinos 1rk1 koglarda tris
sulandiricisina Rafinoz (10mM), Hypotaurin (5 mM) ve 5 mM Rafinoz + 2,5mM Hipotaurin
ilave etmis ve dondurmustur. Sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda ¢6zdiirme sonrasi
Rafinoz (27,3+4,9) ve Hypotaurin (29,5+5,4) gruplan yiiksek mitokondrial aktivite gosteren
gruplar olmustur. Mohan ve Atreja (2014), Mandalarda (Bubalis Bubalis) yumurta sarisina
alternatif olarak soya siitii ile spermay1 dondurmustur. Caligmada kontrol (%20 yumurta sarisi
ve standart tris sulandiricisi) ve soya siitii (%25 soya siitii ve standart tris sulandiricisi) ile suni
vagina ile aldiklar1 spermayir sulandirmis ve dondurmuslardir. Coziim sonu, yiiksek
mitokondrial membran potansiyeli soya siitiinde %69,79+ 0,68, yumurta sarili kontrol
grubunda ise %63,26+ 2,19 bulunmustur. Sonuglar incelendiginde aralarinda ¢ikan fark
onemli bulunmus (p<0,001), soya siitliniin yumurta sarisina alternatif olabilecegi
distintilmistiir. Zuge ve ark. (2008), yiiksek mitokondriyal aktivite ve HOS test ile incelenen
plazma mebran biitlinliigli arasinda pozitif korelasyon oldugunu bildirmistir. Sperm
hiicrelerinin orta boliimiinde mitokondrilerin iginde bulunan aksonemde yogun fibril lifleri
bulunmaktadir. Bu fibriller hiicre i¢ci ATP enerji kaynagi olustururlar ve spermanin
motilitesinden sorumludur (Garner ve Hafez, 1993). Dondurma ¢dzdiirme sonucu aksonemal
hasar olusabilir;, ATP’nin azalmasi sonucunda motilitede, mitokondriyal membran
potansiyelinde ve morfolojik- fonksiyonel biitiinliikte bozukluklar goriiliir (De Lamirande ve
Gognon, 1999; Cummins ve ark., 1994). Sperma motilitesi kumulus hiicrelerinde ve
ovumdaki zona pelliisidaya penetrasyon igin Onemlidir (Garner ve Hafez 1993). Bazi
arastiricilar tarafindan (Kasai vd., 2002; Martinez-Pastor ve ark., 2004) motilite ve yiiksek
mitokondriyal aktivasyon arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugunu bildirilmektedir. Yapilan
cesitli antioksidan c¢alismalarinda motilite ve mitokondriyal aktivasyonun paralel ¢iktigi
aragtirmalarda oksijenden yoksun radikallerin noétralizasyonu ile hiicrelerin hasarmin
Onlenlenmesi mantigina dayandirilmaktadir (Bucak ve ark., 2015). Yapilan bir ¢alismada ise,
motilite ve mitokondriyal aktivasyonda elde edilen sonuglar daha onceden dondurulmus
¢ozdiiriilmiis ko¢ ve boga spermasinda ¢esitli antioksidanlarla calisanlardan farkli olarak

mitokondriyal aktivasyona bir katki saglamamistir. Diger parametrelerle karsilastirildiginda
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aralarinda bir korelasyona rastlanmamuistir. Her ne kadar yukarida bazi ¢aligmalarda motilite
ve mitokondriyal aktivasyon arasinda paralellik gosteren ¢aligmalar olmasina ragmen bizim
calismamizda bu iliskiye rastlanmamustir. Ancak arastirma kurgulanma asamasinda iken
(hipotez kurma) motilite, 6lii canli, HOS test arasinda bir iligkinin ortaya ¢ikmasi gerektigi
beklenmisti. Cilinkii motilitesi yiiksek ¢ikan gruplarin hiz degerleri fazla ¢iktig1 icin
mitokondriyal aktivasyonu da buna paralel olarak farkli ¢ikmasi beklenmisti. Bu iliski ayni
zamanda diger parametreler i¢in de gecerli olacakti. Ancak calismamizda mitokondriyal
aktivasyon ile diger parametreler arasinda bir iliskiye rastlanmamistir. Bunun sebepleri;
koglarin  genotipik ve 1rksal farkliliklarindan, sperma sulandiricisinin igeriginden,
sulandiricida  kullanilan degisik miktarlardaki CLC oranlarindan, dondurma ¢ozdiirme
prosediirleriyle  degerlendirmede  kullanilan  teknikler  arasindaki  farkliliklardan,
karsilastirilmalarin  degisik tilirler iizerinden yapilmasindan kaynaklaniyor olabilecegi

distiniilmektedir.

Yapilan ¢alismada ¢ozdiirme sonras1 oksidatif stres parametreleri tGSH (um/1x10°
sp), AOP (mM/1x10° sp), LPO (um/1x10° sp) parametreleri yoniinden degerlendirilmis ve
gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamustir (p>0,05). Graff ve ark. (2007),
koglarda yaptiklart bir ¢aligmada antioksidan (katalaz), CLC ve seminal plazma ayr1 ayri
kullanilarak flow sitometri ile cinsiyet ayrimi yapilmis ve dondurulmustur. Coziim sonu
CASA parametreleri agisindan antioksidan olan katalazli grupta istatistiki olarak bir fark
bulunmazken; CLC’li grupta motilitenin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Amin ve ark.
(2011), domuzlarda yaptiklari ¢aligmada, sperma motilitesi normal (> %60) veya diisiik (<
%60) olan iki grup belirlemis ve bu iki gruptan sperma almistir. Seminal plazmalart ayrilip
incelendiginde total lipit, kolesterol ve fosfolipitin sperma motilitesi, canlilik ve normal
morfoloji ile pozitif bir korelasyonunun oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak ise domuz
spermasinin diisiik antioksidan kapasitesinin olmasi ve radyoaktif ajanlara bagli olarak
lipitperoksidasyonun domuz spermasini etkiledigi gosterilebilir. Naseer ve ark. (2015),
Kivircik koglarinda yaptiklari ¢aligmada, CLC’nin hidrojen peroksit (H202) veya donma
hasarma etkisini arastirdiklar1 ¢alismada peroksidasyon degerini malondialdehit (MDA)’e
bakarak incelemislerdir. Fakat gruplar arasinda MDA seviyesi agisindan bir farklilik
bulunmamistir (p>0,05). Bu sonucun g¢alismamizin sonuglar1 ile ortlistiigii goriilmektedir.
Lopez-Revuelta ve ark. (2005), kolesteroliin artmasi ve azalmasi somatik hiicre

membranlarinda ROS aracilig1 ile lipitperoksidasyonu provake ettigini bildirmislerdir.
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Yapilan giincel ¢alismalarda somatik hiicrelerin CLC ve degisik ajanlarla (quarcetin ve rutin)
muamele edilmesi ile in vitro olarak oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir (Lopez-Revuelta ve
ark., 2006; Sanchez-Gallego ve ark.,, 2010). Hiicre membranlarindaki Kkolesterol
modifikasyonu antioksidan enzimlerini korudugu ve ROS’un yayilmasmi engelledigi
bildirilmesine ragmen (Lopez-Revuelta ve ark., 2007) gruplar arasinda bir farklilik tespit
edilememistir. Olusan bu farkliliga koglarin antioksidan kapasitelerinin farkli olusuna
genotipik ve irksal farkliliklara, antioksidan kapasitelerinin belirlenmesindeki farkliliklardan
sperma sulandiricisinin igeriginden, sulandiricida kullanilan degisik miktarlardaki CLC ve
antioksidan oranlarindan, dondurma ¢6zdiirme prosediirleriyle degerlendirmede kullanilan

tekniklerin sebep olabilecegi diisiiniilmektedir.

Arastirmada ¢6ziim sonrasi elde edilen DNA hasar1 degerleri 7dhc 1,5, 7dhc 2,5, 7 dhc
3,5, ch 1,5, ch 2,5, ch 3,5 ve kontrol i¢cin COMET test parametreleri olan TL (%), DNA (%),
T™ (%) acisindan sirastyla TL (%); 54,98+£22,57, %54,21£23,65, %51,89+£21,72,
%53,89+18,20, 9%56,82+23,98, %56,78+19,80 ve %60,31+23,57, DNA (%); 11,52+2,13,
11,41+£2,29, 10,25+2,47, 12,04+1,75, 12,00+£2,46, 12,14+3,06, 11,84+3,00, T™M (%);
3,18+1,72, 3,00+1,80, 2,79+1,57, 3,41£1,83, 3,64+2,92, 3,68+2,91, 3,61+2,94 olarak
belirlendi. Kuyruktaki DNA yiizdesine baktigimizda DNA (%) en yiikkek DNA hasari
12,14+3,06 ile ch 3,5 grubunda; en diisiik DNA hasar1 10,25+2,47 ile 7dhc 3,5’da tespit
edilmistir. Calismada istatistiksel olarak gruplar arasinda bir fark bulunamamistir (p>0,05).
Katanbegzadeh ve ark. (2014), epididimal teke spermasini cauda epididimisden disekte
ederek almig ve Tris-BSA soliisyonu ile sulandirarak 15 dakika bekletmistir ve swim up ile
spermatozoonlar1 segerek kontrol, siikrozun farkli konsantrasyonlart (0,1M, 0,2 M) ile CLC
(1mg/60x10°%) gruplar1 hazirlanarak sulandirilmis ve dondurulmustur. Coziim sonu DNA
fragmantasyonu COMET test ile yapilmistir. Sonugta ¢ozdiirme sonrasi CLC ve 0,2M
stikrozlu grubunun DNA fragmantasyonunu azalttig1 goriilmiistiir. Sunulan tez ¢aligmamizda
gruplar arasinda bir farklilik olmamasma ragmen 7dhc gruplari en diisik DNA hasarini
yansitmasi yoOniiyle ¢alismamizla benzerlik gostermektedir. Tomas ve ark. (2013), domuz
spermasini aldiktan sonra kontrol ve CLC (I mg/120x10°) olarak iki grup olusturmus ve
spermay1 dondurmustur. Céziim sonu DNA biitlinligiinii flow sitometride Sperm Cromatin
Structure Assay (SCSA) yontemi ile incelemis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark
olmadigmi tespit etmistir (p>0,05). Yapilan calismamizda DNA hasinin tespitinde farkli

yontemler kullanilmasina ragmen benzer sonuglar elde edilmistir. Domuzlarda ¢alisan diger
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bir arastirici, Yorkshire ve Duroc irki domuzlarda calismis ve spermaya arastirma grubu
olarak yumurta sarisindan elde ettigi LDL’nin farkli oranlarini (%6, %7, %8, %9, %10) temel
sulandiriciya (tris, sitrik asit, glukoz, fruktoz, %20 yumurta sarisi) kriyoprotektan madde
olarak ilave etmistir ve dondurmustur. C6ziim sonu DNA fragmantasyon incelemesi COMET
test ile yapilmis ve %9 LDL grubunun DNA biitiinliiglinii en iyi koruyan grup oldugunu
bulmuslardir (Jiang ve ark., 2007). Ch ve 7dhc’de diisik yogunluklu lipoprotein olarak
degerlendirildiginde calismamizla farkli sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Bunun sebebi
olarak farkli tiirden hayvanlarin kullanilmas1 ve DNA hasarinin degerlendirilmesinde degisik
yontemlerin kullanilmasi sebep olmus olabilir. Domuzlarda ayni irkta ¢alisan Jiang ve ark.
(2008), spermayi iice ayirarak soguktan koruyucu maddeler olan LDL (%9), Trehaloz
(100mM) ve yumurta saris1 (%20) n1 sulandiriciya eklemis ve dondurmuslaridir. C6ziim sonu
DNA biitiinliigiinii SCSA yontemi ile incelemis ve %9 LDL’nin DNA biitiinliigiinii diger
gruplara gore daha iyi korudugunu tespit etmislerdir. Jiang ve ark. (2007), Durac ve Yorkshire
irk1 domuzlarda tris, sitrik asit, glukoz, fruktoz ve %20 yumurta sarisi ile hazirlanmis kontrol
sulandiricisina ilave olarak farkli oranlarda LDL (%6, %7, %8, %9 ve %10) ve %3 gliserol
iceren 3 grup sulandirici olusturarak spermayi dondurmuslardir. Cozdiirme sonrast DNA
biitiinligii COMET test ile incelenmis ve DNA biitiinliigii agisindan en 1yi grubun %9 LDL
igeren grup oldugu tespit edilmistir. Jung ve ark. (2008), infertilite sikayeti ile tedaviye gelen
9 kisiden masturbasyon ile spermay1 almis ve dondurma icin gliserol igeren sperm freezing
medium (SFM) kullanmistir. SFM medyumuna ilave olarak (kontrol) 0,1 mg, 0,5 mg, 1,0 mg
x10% CLC ilave ederek gruplari olusturmuslardir. Céziim sonu DNA hasar1 icin flow
sitometride SCSA yontemi ile DNA hasar1 incelenmis ve en yiiksek DNA hasarmin kontrol
grubunda yani CLC eklenmeyen grupta oldugunu gormislerdir. CLC’li gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Sperm DNA bitiinliigii; fertilizasyon, normal
embriyo ve fotal gelisim icin c¢ok oOnemlidir. Rutin sperma analizleri spermatozoonun
fonksiyonel 6zelliklerini gosterir. Fakat her zaman DNA’nin kalitesini gostermez. Boylece bu
yontem ile (COMET), rutin sperma analizlerine ilave olarak kaliteli spermatozoon hakkinda
daha fazla bilgi sahibi olunur ve erkeklerin reprodiiktif potansiyelleri artar. Sheikh (2008),
insanlar iizerinde yaptig1 bir arastirmada, fertil erkeklerde sperma motilitesi ile DNA hasari
arasinda giiglii bir negatif korelasyon bulunurken; infertil erkeklerde bunlara ilave olarak
morfoloji arasinda da negatif bir korelasyon tespit etmistir. Varghese ve ark. (2009),
insanlarda Acridine orange test ile DNA incelemesi yaptiginda; sperma yogunlugu, motilite

ve morfoloji arasinda iyi bir korelasyon oldugunu gérmiislerdir. Alcay ve ark. (2014), Ivesi ve
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Kivircik koglarinda yaptigi bir calismada, taze spermada spermatolojik parametreleri ve DNA
biitiinliiglini incelemislerdir. Yaptiklart arastirmada DNA fragmantasyonunun sperma hacmi,
konsantrasyonu, mass aktivite, motilite, akrozomal bozukluk, HOS test ile negatif
korelasyonlarinin oldugunu gormiislerdir. Bu calismada degerlendirilen ¢ogu parametrenin
DNA fragmentasyonu ile iligkili oldugunu agik¢a gostermistir. Dolayisi ile, DNA yapisinin
incelenmesi her bir ko¢ ejekulatinin fertilitesinin dogru olarak tespit edilmesi konusunda
katkilar saglayabilecegi diistiniilmiistiir. Yapilan baz1 ¢alismalarda ise, sperma motilitesi ve
DNA hasar1 arasinda pozitif korelasyonlar bulunmustur (Pichardo ve ark., 2000). Bazi
caligmalarda ise bunun tam tersine motilite ve DNA fragmentasyonu arasinda negatif
korelasyon bulunmustur (Piasecka ve ark., 2007; Sheikh ve ark., 2008). Plazma membran
hasarinin artmasiyla DNA biitiinliigiiniin azaldigi yoniinde bazi galigmalar bulunmasina
ragmen (Fernandez-Santos ve ark., 2007), bazi ¢alismalar da ise DNA hasarli hiicrelerin
fonksiyonel olarak membran biitiinliigiine ve motiliteye herhangi bir etkisinin olmadig:
yoniinde veriler de vardir (Fatehi ve ark., 2006). Bu arastirmada elde edilen DNA hasari
(COMET) oranlar incelendiginde ise gruplar arasinda bir farklilik bulunmamasinin yaninda
DNA hasari ile diger spermatolojik parametreler arasinda da bir iligki tespit edilememistir.
Bunun nedenleri, koglarin genotipik ve irksal farkliliklarindan, sperma sulandiricisinin
iceriginden, sulandiricida kullanmilan degisik miktarlardaki CLC oranlarindan, dondurma
¢Ozdiirme prosediirleriyle degerlendirmede kullanilan teknikler arasindaki farkliliklardan ve
degisik tiirler tizerinde yapilmasindan da Kkaynaklaniyor olabilir. Ayrica yapilan birgok
calismada DNA hasari ile diger parametreler arasinda bir iliski ile karsilagilmasina ragmen bu
arastirmada korelasyonun bulunmamasi dikkat ¢ekici bir sonug olabilir. Ciinkii yapilan son
caligmalar incelendiginde DNA hasarmin standart metotlara ilave olarak fertilizasyonun
belirlenmesinde kullanigh olabilecegi bildirilmektedir. Proje hedefleri arasinda DNA hasari
ile diger parametreler arasinda bir iliskinin olup olmadigi bulunmaktaydi. Elde edilen bu
sonu¢ yukarida aciklanan bazi g¢alismalarla paralellik gosterirken bircok calisma ile de
celismesi sebebi ile bu konu hakkinda caligmalarin artarak devam etmesi gerektigi

diistiniilmektedir.

Arastirmada ¢6ziim sonrasi elde edilen apoptosis degerleri 7dhc 1,5, 7dhc 2,5, 7 dhc
3,5, ch 1,5, ch 2,5, ch 3,5 ve kontrol i¢in Annexin V-PI test parametreleri olan sayilan hiicre,

nekrotik (6lii) hiicre (%), ge¢ apoptosis (%), canlt (%), erken apoptosis (%) agisindan
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degerlendirilmistir. Veriler incelendiginde canli ve erken apoptosis hiicrelerinde istatistiksel
farkliliklar goriiliirken diger veriler arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmadi. Canl
hiicreler incelendiginde en yiiksek canli hiicre %0,80+0,41 ile ch 3,5 en diisiik canli hiicre
%0,45 ile kontrol grubunda bulunurken; gruplar arasinda istatistiksel olarak fark Onemli
bulunmustur (p<0,001). Erken apoptozis hiicrelerinde ise en yiiksek erken apoptosis %
16,64+2,70 ile ch 3,5 en disiik apoptosis %9,52+4,61 ile 7 dhc 1,5 grubunda bulunurken
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark énemli bulundu (p<0,001). Sayilan hiicre, nekrotik
(0lii), gec apoptosis parametreleri acisindan gruplar arasinda bir farklilik bulunmamistir
(p>0,05). Inoue ve ark. (1999) lipid depolama hastaligi olan ve genetik olarak aktarilan,
hiperclostremia, cerebellar ataksi ve Kkatarakt ile karekterize olan Cerebrotendinous
Xanthomatosis (CTX) hastalig1 ilizerine yaptig1 bir ¢aligmada; CTX hastalarinda serumdaki
kolestanol seviyesinin artis1 cerebellumdaki néronal hiicre 6liimiinii artirdigini ve ¢ogunlukla
cerebellar ataksiye sebep oldugu hipotezini kurmuslardir. Buradan yola ¢ikarak, Wistar
ratlariin  giinliik rasyonlarina %1 kolesterol veya %1 kolestanol yedirerek hiper
kolestanolemia yapmuglardir. Daha sonra hayvanlar nekropsi yapilarak apoptozisin tespit
edilmesi igin Terminal-Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) dUTP nick end-Labeling
(TUNEL) metodu uygulanmis ve in vitro olarak cerebellumdan hazirlanan hiicre kiiltiirlerinde
kolesterol uygulanan gruplarda uygulanmayanlara gore apoptosis oraninda artiglar oldugu
tespit edilmistir. Yaptigimiz calismada da tim gruplarda ge¢ apoptozisin yiiksek oranda
goriilmesi bu c¢alismayr destekler niteliktedir. Son zamanlarda yumurta sarist tris
sulandiricisina (EYT) alternatif olarak kullanilan soya siitli tris sulandiricis1 (SMT) manda
spermasinda kullanilmig ve apoptosis incelenmistir (Mohan ve Atreja 2014). Manda spermasi
iki kisma ayrilmis ve EYT ve SMT ile sulandirilarak dondurulmustur. Cézdiirme sonrast,
apoptotoik proteinlerin expresyonunun degerlendirilmesi incelenmistir. Boyama prosediirii
incelendiginde, canli, erken apoptozis, ge¢ apoptozis ve nekrotik (6lii) olarak 4 prosediir
incelendi. Dondurulmus spermada taze spermaya gore (%3,98 £0,66) istatistiksel olarak artig
goriilmesine ragmen (p<0,001); SMT sulandiricisinda ge¢ apoptozis (%34,13+1,8) EYT
sulandiricist ile karsilastirildiginda (%42,54+2,57) istatistiksel olarak aralarinda bir fark
olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Buradan hareketle ilerideki ¢alismalarda da yumurta sarisi
yerine ch veya 7dhc kullanilabilecegi bu calisma ile gosterilmektedir. Ciinkii soya siitii ch ve
7dhc gibi doymamis yag asitinden zengin olmasi, yumurta sarisinin hayvansal {iriin oldugu
icin mikroorganizma tasimasi gibi sebeplerle yakin gelecekte ch ve 7dhc’nin yumurta sarist

yerine soguktan koruyucu madde olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Nur ve ark.
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(2010) ivesi koglarinda kriyoprotektan olarak kullanilan gliserol, 1,2 propanediol, siikroz ve
trehaloz’un dondurma ¢dzdiirme sonrasi spermatolojik parametrelere etkisini incelenmis ve
apoptozis icin TUNEL teknigi kullanilmistir. Sonuglar incelendiginde akrozom defekti ve
apoptotik hiicre arasinda pozitif; motilite, defektif akrozom ve TUNEL arasinda da negatif
korelasyonun oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢alisma tez ¢alismamizla ortiismiis, dondurma
¢cozdiirme isleminin kog¢ spermasi icin apoptotik bir etken oldugu, kullanilan biitiin
kriyoprotektanlarin DNA biitiinliigiinii negatif yonde etkiledigini gostermistir. Sharbatoghli
ve ark. (2012), infertil erkeklerde yaptig1 bir ¢alismada, DNA hasari, apoptozis, mitokondriyal
membran potansiyel bozuklugu ile sperm parametreleri (sperma yogunlugu, motilite ve
morfoloji) arasindaki iligskiyi incelemis ve bu etkilerin yardimci iireme tekniklerine etkisini
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) ile incelemistir. Calisma sonucunda, DNA
fragmantasyonu ile motilite ve morfoloji arasinda; apoptozis ile sperma yogunlugu, motilite
ve normal morfoloji arasinda negatif korelasyon oldugunu gormislerdir. Yapilan bu
calismada, DNA fragmantasyonu ile, apoptozis, mitokondriyal membran potansiyel
yetersizligi arasinda negatif bir korelasyon oldugu fakat; erken apoptozis ve gebelik oraninda
da negatif korelasyon olmasina ragmen; bu parametrelerle ICSI sonuglar1 arasinda bir iligki
bulunamamistir. Aziz ve ark. (2007), saglikli erkeklerde yaptigi c¢alismada, Sperma
morfolojisi ve deforme indekisini caspase-3’iin aktivasyonuna ve sperm mitokondriyal
membran potansiyeline gore apoptozisle olan iliskisini degerlendirmistir. Calisma sonucunda,
hiicreler karsilastirildiginda, apoptotik olmayan hiicrelerin saglam morfoloji profilleri yiiksek;
deforme indekslerinin (akrozomal, orta boliim hasarlari, sitoplazmik damlacik ve kuyruk
hasarlar1) ise diisiik oldugu goriilmiistiir. Sperm morfolojisi ile apoptotik belirleyici olan
caspase-3 ve mitokondriyal membran potansiyel arasinda énemli bir korelasyonun oldugu
tespit edilmistir. Anzar ve ark. (2002) bogalarda yaptig1 arastirmada, taze ve dondurulmus
spermada TUNEL ve Annexin V yontemi ile apoptozis ve fertilite arasindaki iliskiyi
incelemislerdir. Her iki yontemde de %10-20 oraninda taze spermada apoptotik hiicre tespit
edilmistir. Calisma sonucunda taze spermada bulunan apoptotik spermatozoa fertilite
kaybinin en 6nemli sebepleri arasinda oldugunu gostermistir. Chen ve ark. (2006) erkeklerde
yaptig1 bir ¢alismada ise, apoptozis ile sperma parametreleri arasindaki iliskiyi incelemistir.
Yapilan incelmede, apoptozis ile total motilite, progresif motilite, morfoloji arasinda negatif
bir iligki; kuyruk hasari ile pozitif bir iliski oldugu gorilmiistir. Yukarida da c¢esitli
arastiricilar tarafindan aciklandigi lizere bircok calismada apoptozis ile diger sperma

parametreleri arasinda Ozellikle de spermatozoon hasarmi ortaya cikaran parametreler
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yoniinden bir iligki bulunmustur. Bu aragtirmada ise Annexin V-PI yontemi sonuncunda erken
apoptozis ve canli parametreleri agisindan farklilik bulunurken diger parametreler agisindan
bir fark bulunamamistir. Veriler incelendiginde erken apoptozis yoniinden gruplar arasinda
sadece ch 3,5 ile 7dhc 1,5 arasinda anlamli bir fark bulunmasina ragmen; en diisiik erken
apoptozis 7dhc 1,5 grubunda bulunmasi bizin i¢in ¢ok 6nemli bir sonugtur. Ciinkii, ¢calisma
planlanirken kurdugumuz hipotezlerden biri de daha dnce hi¢ kullanilmamis olan 7 dhc’nin ch
yerine kullanilabilmesidir. Erken apoptozis parametreleri agisindan bu degerler hipotezimizi
destekler niteliktedir. 7 dhe 1,5 grubu diger parametrelerde de (motilite, HOS test, 6lii canli)
kontrol grubuna gore pozitif anlamda iyi ¢iktig1 i¢in bu parametreler agisindan bir iligkiden
bahsetmek miimkiindiir. Apoptozis yoniinden farklilik ¢ikan diger bir parametre ise apoptoza
ugramamis olan canli hiicrelerdir. Bu parametrede en yiiksek canlilik ch 3,5 en diisiik ise
kontrol grubunda bulunmustur. Veriler detayli olarak irdelendiginde kontrol grubuna gore
apoptoza ugramamis hiicrelerin diger grupta farkli ¢ikmasi belirli korelasyonlarin olduguna
isaret etmektedir. Cilinkii sperma analizlerinde ch 3,5 grubunda motilite, HOS test, 6lii canli
yoniinden kontrol grubuna gdre anlamli bir farklilik tespit edilmistir. Bu sonug ise bize pozitif

bir iliskinin oldugunu agikca gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Hayvancilik endiistrisinde, dondurulmus spermalar suni tohumlama programlarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kriyoprezervasyon tekniklerinde dnemli ilerlemeler olmasina
ragmen; dondurma islemi sirasinda fazla sayida spermatazoon hasar gormekte veya
Olmektedir. Kriyoprezervasyon sirasinda, spermatozoa hasarinin olusma mekanizmasi hala
tam olarak anlagilamamistir. Fakat genel olarak hasarin sicaklik degisiminden, buz
formasyonlarindan, oksidatif hasardan, spermatozoa membranlarina kriyoprotektanlarin
toksik etkisinden ve ozmotik stresten kaynaklandigina inanilmaktadir. Hiicreler, dondurulma
ve c¢oOzdiirilme sirasinda osmotik strese maruz kalmaktadir. Hiicre membranlari
donduruldugunda, hiicre dis1 soliisyonlar ve kriyoprotektif ajanlar kademeli olarak daha
yogun hale gelirler. Bunun sonucu olarak hiperozmotik bir ¢evre olusur ve pH degisimi
gozlenebilir; hizli dehidrasyon sonucu hiicreler arasi organellerde dehidrasyona sebep olur,
hiicre membranlarinin zayiflamasina veya fosfolipitlerin kaybina yol acar.

Biitiin bu muhtemel mekanizmalar 6zellikle kolesterol-fosfolipit oran1 diigiik ve dondurma
¢ozdiirme islemlerine daha duyarli ko¢ spermasinin spermatozoa motilitesinin, canliliginin,
membran ve akrozom biitlinliigiinlin bozulmasina, DNA fragmentasyonlarina, apoptozise ve
bunun sonucu olarak dondurulmus- ¢o6zdiriilmiis spermanin fertilizasyon kapasitesinin
azalmasina sebep olur. Sperma kriyoprezervasyonu, sperma sulandiricilarini, tirlere gore
sulandiric1 protokollerini, yetistirme sartlarin1 ve siirli yonetimini igeren ¢ok faktorlii bir
sorundur; basarili bir dondurma islemi i¢in ise bu bir¢ok faktoriin uygun bir sekilde bir araya

getirilmesi gerekmektedir.

Yapilan ¢aligmada, ¢oziim sonrast motilite yoniinden 7dhc gruplar ile ch gruplari
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmazken (p>0,05); kontrol gruplarina gore
istatistiksel olarak fark bulunmustur (p<0,001). En yiiksek motilite ortalamasi ch 2,5
grubunda bulunurken en diisiik motilite ise % 33,0 ile kontrol grubunda bulunmustur.
Arasirmada progresif motilite ve spermatozoon hareket parametreleri yoniinden istatistiksel

olarak bir fark bulunamamustir (p>0,05).
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Anormal spermatozoa yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmamasina ragmen, en diisiik anormal spermatozoa oran1 7 dhc ve ch 2.5 gruplarinda

tespit edilmistir (p>0,05).

Olii/Canli spermatozoa yoniinden ch ve 7dhc gruplar1 arasinda bir fark bulunmazken
(p>0,05); bu gruplarla kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark 6nemli bulunmustur
(p<0,001). Sunulan g¢alismada, sulandirict gruplarinin ortalama spermatozoa motilitesi

oranlar1 ile 6lii/canli spermatozoa yiizdesi yoniinden paralellik oldugu goriilmiistiir.

Calismada ¢oziim sonu en yiliksek HOS test oran1 ch 3,5 grubunda bulunmustur. En
diisiik ¢6ziim sonrast HOS test orani ise kontrol grubunda tespit edilmistir. Calismada 7dhc
1,5, 2,5 ve 3,5 gruplan ile ch 1,5, 2,5, 3,5 gruplari arasinda istatistiksel olarak aralarinda bir
fark bunmazken (p>0,05); kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak fark bulunmustur
(p<0,001). Sunulan c¢aligmada, HOS test sonuglari ile sulandirici gruplarinin ortalama

spermatozoa motilitesi oranlari arasinda paralellik oldugu goriilmiistiir.

Coziim sonrasi en diisiik akrozom hasarli grup 7dhc 2,5 grubunda bulunurken en
yiiksek akrozom hasar1 olan grup ise kontrol grubunda bulunmustur. Calismada 7dhc ve ch
gruplar arasinda istatistiksel olarak aralarinda bir fark bunmazken (p>0,05); kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak fark bulunmustur (p<0,001).

Mitokondrial aktivasyon yoniinden en yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli
grup ch 1,5 grubunda bulunurken; en diisiik mitokondriyal membran potansiyeli ise kontrol
grubunda bulunmustur. Calismada gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir

(p>0,05).

Kuyruktaki DNA ylizdesine baktigimizda ise, en yiilkek DNA hasar1 ch 3,5 grubunda;
en diisiik DNA hasar1 ise 7dhc 3,5’da tespit edilmistir. Calismada istatistiksel olarak gruplar

arasinda bir fark bulunamamistir (p>0,05).
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Apoptosis yoniinden veriler incelendiginde canli ve erken apoptosis hiicrelerinde
istatistiksel farkliliklar goriiliirken diger veriler arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmamistir. Canli hiicreler incelendiginde en yiiksek canli hiicre ch 3,5; en diisiik canli
hiicre kontrol grubunda bulunmurken gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,001). Erken apoptozis hiicrelerinde ise en yiiksek erken apoptosis ch 3,5;
en diistik apoptosis ise 7 dhe 1,5 grubunda bulunurken gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur. Sayilan hiicre, nekrotik (6lii), ge¢ apoptosis parametreleri

acisindan gruplar arasinda bir farklilik bulunmamaistir(p>0,05).

ONERILER

Elde edilen verilere gore:

1- Kolesterol ve 7-dehidrokolesteroliin ko¢ spermasini dondurma (soguk soku) ve
¢ozdiirme prosediirlerine karsi korudugu gozlendi. Bu sonuglar 1s1¢inda yeni aragtirmalarin
kurgulanarak calismalara devam edilmesi gerekir. Ayrica ko¢ spermasini dondurmak igin

hazirlanan sulandiricilara kolesterol veya 7-dehidrokolesterol uygun oranlarda katilmalidir.

2- 7-dehidrokolesteroliin, kolesteroliin yerine ko¢ spermasinin sulandirilmast ve
dondurulmasinda kullanilabilecegi goriildi. 7-dehidrokolesteroliin  biyokimyasal yapisi
kolesterol ile karsilastirilarak diger hayvan tiirlerinde de etkinliginin arastirilmalarinin

yapilmast iilke hayvanciligi i¢in 6nemli bir etkinlik olabilecegi diisiiniilmektedir.

3- Kolesterol ve 7-dehidrokolesteroliin erken apopitozisi beklenen 6lgiide 6nlemedigi,
ancak 7-dehidrokolesterol’iin Kkolesterolden daha iyi oldugu ortaya kondu. Apoptozis
yoniinden incelemelere devam edilmeli ve farkli apoptozis tespit yontemleri ile (TUNEL)

bulunan sonuglarin saglamasi yapilmalidir.

4- Kolesterol ve 7-dehidrokolesterol ile elde edilen in vitro sonuglarin, in vivo

dolverimleri de alinarak saglamasimin yapilmasi gerektigi sonucuna varildi. Yapilacak olan
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tohumlamalar sonrasinda, laboratuvar sonuglari ile saha sonuglarinin birbirleri ile olan

iligkileri net bir sekilde ortaya konacaktir.
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OZET

Akkaraman Koc¢larda Spermanin Kolesterol ve 7-Dehidrokolesterol ile Dondurulmasi

ve Degerlendirilmesi

Bu arastirmada, iilkemize 6zgii bir irk olan Akkaraman kog¢ spermasinin dondurulmasi ve
¢ozdiiriilmesinde, kolesterol (ch) ve kolesteroliin olusumunda ara iiriin olan 7- dehidrokolesteroliin (7-
dhc) tris sulandiricisina eklenerek hazirlanmig soliisyonlarla elde edilecek in vitro sonuglarin
degerlendirilmesi amaglandi. Arastirmada ii¢ bas ko¢ kullanildi. Koglardan haftada iki defa suni vajen
yardimiyla sezon i¢inde sperma alindi. Her bir kogtan alinan nativ ejakiilatlar birlestirildi. Birlestirilen
ejekiilatlar 7 esit gruba boliindii (split ejekulat); biri kontrol grubu olarak ayrilds; Ti¢ii ch’nin; diger ligii
de 7-dhc’nin farkli konsantrasyonlar: (1,5, 2,5, 3,5 mg/120x10°) ile hazirlanarak tris sulandiricist
olusturuldu.

Deneydeki sulandirici gruplart ile dozlanan spermalar + 4 derecede 2 saat alisgima birakildi.
Alisim siiresi sonunda payetler sivi azot buharinda — 120°C ‘de 15 dakikada dondurulduktan sonra sivi
azot i¢inde saklandi. Dondurulduktan 2 ay sonra her deneydeki gruplar i¢in payetler 37°C’deki su
banyosunda 35 saniyede ¢ozdiiriildii. Cozdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi, anormal spermatazoa
oran1 sperma analiz cihazinda (CASA) degerlendirildi. Plazma membran biitiinligiiniin
degerlendirilmesi i¢in HOS test, DNA fragmentasyonu i¢in COMET, spermatazoa canliligt SYBR-
14/P1, akrozom biitiinliigii FITC-PNA/PI, mitokondriyel aktivitasyon JC-1/PI; apoptozisin tespiti i¢in
Annexin V/PI yontemi uygulandi. Ayrica, antioksidan etkisinin degerlendirilmesi igin lipit
peroksidasyona (LPO) bakildi.

(Co6ziim sonras1 motilite, 6lii/canli, akrozom hasari, ve HOS test yoniinden 7dhc gruplar ile ch
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak aralarinda bir fark bulunmazken; kontrol gruplarina gore
istatistiksel olarak fark bulunmustur (p<0,001). Anormal spermatozoa orani, lipit peroksidasyon, DNA
hasar1 ve mitokondrial aktivasyon yoniinden gruplar arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir
(p>0,05). Ayrica, apoptosis yoniinden veriler incelendiginde canli ve erken apoptosis hiicrelerinde
istatistiksel farkliliklar goriiliirken (p<0,001); diger veriler arasinda (sayilan hiicre, ge¢ apoptozis,
nekrotick hiicre) istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Sonu¢ olarak; Ch ve 7-dhc’nin kog¢ spermasini dondurma (soguk soku) ve c¢ozdiirme
prosediirlerine karst korudugu, 7-dhc’nin ch yerine ko¢ spermasinin sulandirilmast ve
dondurulmasinda kullanilabilecegi; ayrica, ch ve 7-dhc ile elde edilen in vitro sonuglarin
dolverimlerinin de alinarak saglamasinin yapilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Dondurma, Kog, Kolesterol, Sperma, 7-Dehidrokolesterol.
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SUMMARY

Evalution and Cryopreservation of Akkaraman Ram Semen with Cholesterol and 7-

Dehydrocholesterol

In this research the evaluation of in vitro results of cholesterol (ch) and 7-dehydrocholesterol
(7-dhc) which intermediates formation of cholesterol added to tris extenders in freezing-thawing of
Akkaraman ram semen, a particular breed in our country, was aimed. In this reseasrch 3 rams were
used. Semen was collected from the bucks by artificial vagina, twice a week, during the breeding
season. The native ejaculates from each ram were mixed. The mixed ejaculates were divided into
seven groups (split ejaculates). One of these was seperated as control, three were diluted with tris
which have different concentrations of ch,and the other three were diluted with tris which have
different 7-dhc concentrations (1,5, 2,5, 3,5).

Extender groups in the experiment were equilibrated in +4°C Straws were frozen in liquid
nitrogen vapour (-120 °C) and kept in liquid nitrogen at the end of equilibration period. 2 months after
the straws were frozen, they were thawed in 37°C water bath for 35 seconds. Post-thaw
spermatological parameters (motility, abnormal spermatozoa) were evaluated with the sperm analyser
(CASA). HOS test for evaluating plasma membrane integrity, COMET for detecting DNA
fragmentation, SYBR-14PI for detecting live/dead spermatozoa ratio, FITC-PNA/PI for evaluating
acrosomal integrity, JC-1 with fluorescent stains for determining mitochondrial activity and Annexin
V/PI method with flow cytometry for detecting apoptosis were performed. Besides, antioxidant effect
was examined by lipid peroxidation.

After thawing, there was no significant difference between 7-dhc and ch groups in terms of
motility, live/dead spermatozoa ratio, acrosome defect, mitochondrial activation, and HOS tests;
however statistically significant difference was detected when these were compared with control
groups (p<0,01). No statistical difference was determined in terms of abnormal spermatozoa rate, lipit
peroxidation and DNA fragmentation between groups. Although statistical differences were seen in
live and early apoptotic cells when the apoptosis data was analysed (p<0,01); there was no statistical
difference within the other data (counted cells and late apoptotic cells) (p>0,05).

As a result, it was concluded that ch and 7-dhc protect ram semen from freezing (cold shock)
and thawing procedures; 7-dhc can be used instead of ch for extending and freezing ram semen. In
vitro results obtained with ch and 7-dhc should be double-checked with fertility results.

Keywords: Cholesterol, Cryopreservation, Ram, Semen, 7-Dehydrocholesterol
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