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OZET

SENTETIK ANTIiFRIiZ PROTEIN CARBOXYLATED POLY-L-LYSINE’ IN
TEKE SPERMASININ DONDURULARAK SAKLANMASINDA
KULLANILABILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Arabaci B, Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Délerme ve

Suni Tohumlama Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2025.

Amag: Bu aragtirmanin amaci yapay bir antifriz protein analogu olarak bilinen CPLL
(Carboxylated Poly-L-lysine)’in teke spermasi dondurmasinda sulandirict igeriginde gliserol

miktarinin azaltilmas1 amaciyla kullanilma olanaklarinin arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada sperma Orne8i almak amaciyla 5 bas cinsel olgunluga
ulasmis 18-24 aylik yasta, 45-55 kg canli agirliginda olan Adnan Menderes Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi ¢iftlik hayvanlar1 agilinda bulunan Saanen tekeleri kullanilmistir. Suni
vajen yontemi ile alinan dondurulabilir kalitede olan (>%70 motil oranina sahip spermatozoon
iceren ve anormal spermatozoon orani <%20) sperma Orneklerinde ¢alisma yapilmistir. % 3.5
gliserol ile % 0 - % 0.2 — % 0.5 CPLL igeren ve % 5 gliserol ile % 0 - % 0.2 - % 0.5 CPLL
iceren sulandirici igeriklerinde ¢6ziim sonucunda motilite, canlilik, morfoloji, prematiire
akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon orani ve membran biitiinliigii degerlendirilmistir.
Elde edilen veriler istatistiksel analiz amaciyla SPSS® 22.0 programinda One Way ANOVA
Post Hoc Tukey testiyle analiz edilmis olup veriler mean+tSEM seklinde sunulmustur.

Anlamli farkliliklar P < 0,05 diizeyinde belirlenmistir.

Bulgular: Yapilan calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizinde motilite, eosin-
nigrosin ile canlilik, morfoloji, prematiire akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon orani ve

membran biitlinliigli oranlarinda gruplar arasinda anlamli farkliliklar P < 0,05 saptanmamastir.

Sonu¢: Dondurma c¢alismalarinda gliseroliin fazla kullannominin toksik etki yarattig
bilinmektedir. Yapilan c¢alismada gruplar arasinda istatistiksel farkliliklarin ortaya
cikmamasma ragmen CPLL farkli kriyoprotektanlarla kombine edilmesi ihtimali halen
mevcuttur, bu kombinasyonlarin her birinin fertilite diizeyleri iizerine etkisi de yeni aragtirma

konularinin temelini olusturabilir.

Anahtar kelimeler: CPLL, Dondurma, Sperma, Sulandirici, Teke.
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ABSTRACT

USABILITY OF A SYNTETHIC ANTRIFREEZE PROTEIN CARBOXYLATED
POLY L-LYSINE FOR FROZEN STORAGE OF GOAT SPERM

Arabaci B, Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Reproduction
and Artificial Insemination Program, Master Thesis, Aydin, 2025.

Objective: The aim of this study was to investigate the possibilities of using CPLL
(Carboxylated Poly-L-lysine), which is known as an artificial antifreeze protein analogue, to

reduce the amount of glycerol in the extender used in goat semen freezing.

Material and Methods: In this study, 5 sexually mature Saanen goats aged 18-24 months
and 45-55 kg body weight, which were kept in the farm animals pen of Adnan Menderes
University, Faculty of Veterinary Medicine, were used for semen collection. The study was
performed on semen samples of freezable quality (containing > 70% motile spermatozoa and
abnormal spermatozoa < 20%) obtained by artificial vagina. In the extender containing either
3.5% glycerol with 0, 0.2, or 0.5 CPLL, or 5% glycerol added 0, 0.2, or 0.5% CPLL sperm
samples were frozen and thawed at least 5 times. Sperm motility, viability, morphology,
premature acrosome reacted sperm rate, and membrane integrity were evaluated. The data
obtained were analysed by One Way ANOVA following Post Hoc Tukey test in SPSS© 22.0
programme for analysis and the data were presented as mean+=SEM. Significant differences

were determined at P < 0.05 level.

Results: In the statistical analysis, no significant differences P < 0.05 were found between the
groups in terms of motility, viability assessed by eosin-nigrosin staining, morphology,

premature acrosome reacted sperm rate, and the membrane integrity..

Conclusion: It is well known that high glycerol concentrations in the extender may have toxic
effects. Although no statistical differences were observed between the groups in the present
study, the possibility of combining CPLL with different cryoprotectants still exists. Each of
these combinations may form the basis for new research topics regarding their effects on

fertility levels.

Keywords: CPLL, Extender, Freezing, Goat, Semen.
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1. GIRIS

Son yillarda, yardimci lireme teknikleri sayesinde dondurularak saklanan spermanin
Onemi ortaya ¢cikmustir. Kriyoprezervasyon, kan hiicreleri, spermatozoon ve embriyolar gibi
hiicrelerin, deri ve kemik 1ligi gibi dokularin ve gidalarin uzun siireli depolanmasi igin tibbi
bakim ve tarim dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli alanlarda kullanilmaktadir (Uemura ve Ishiguro,
2015). Ulkemizde yapilan veri arastirmalar1 sonucunda TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu)
verilerine gore 2009’dan 2022 yilina kadar kegi-teke sayisinda artma goziiksede artis hizi
yavaslamistir (Tiirkiye Istatistik Kurumu [TUIK], 2023). Bu azalmanin 6niine geg¢mek
amaciyla suni tohumlama yontemleri uygulanmaktadir. Suni tohumlama uygulamasinin dogal
ciftlesmeye gore birgok avantaji vardir. Bunlar; genetik kaliteyi arttirmak ve yavrulara
aktarmak, bir ejakiilattan birden fazla tohumlama dozu elde etmek ve gebelik oranlarini
artirmak olarak orneklenebilmektedir (Brinsko ve digerleri, 1992). Dondurulmasi1 amaglanan
sperma Ornekleri; saklama kosullarini iyilestirmek, spermalarin alabilecegi hasar1 azaltmak,
olusabilecek soklar1 engellemek amaciyla ¢esitli sulandiricilar ve katki maddeleri ile muamele
edilip dondurma islemine daha direngli hale getirme ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu sulandirici
icerikleri farkli sekerler (Ucan, 2014) ve kriyoprotektan maddelerle desteklenip ¢6ziim sonu

spermatolojik kaliteyi arttirmaya ve gebelik oranini yiikseltmeye ¢alisilmaktadir.

Hiicrelerin dondurulmas: sirasinda ekstraseliiler soliisyon kendiliginden ya da etkime
yontemi ile kristallesir. Bu sirada intraseliiler ortam hiicre membraninin etkisiyle heniiz
donma noktasina gelmemistir. Bu olay sirasinda ekstraseliiler sivinin kristallesmesi sebebiyle

ortamda bulunan maddelerin yogunlugunda yiikselme gozlemlenir (Coskun ve Karaca, 2016).

Kristallesme endotermik bir olay olup, ortamda latent 1s1 dalgasini olusturmaktadir.
Sivilardaki kristallesmeyi takiben, donmamus fraksiyondaki fiziksel ozellikleri degistirir,
olusan gaz ortam viskozitesini artirir ve pH (Power of Hydrogen)’ de degisim yaparak
hiicrede ozmotik bliziismeye ve polimerizasyona, membran lipit fazinda degisimlere yol agar
(Bucak ve Tekin, 2007). Bu sirada da hiicre zar1 strese maruz kalir. Bu duruma “solution

effect” siv1 etkisi denir (Ar1 ve Yildiz, 2018).

Kriyoprotektan maddeler ortamdaki donmamis fraksiyonu arttirarak ve iyon miktarimni
azaltarak; soguk soku zararina, intraselliiler kristal olusumuna, ¢o6ziim esnasinda
dekristalizasyona ve gelisen membransel destabilizasyona karst koruyuculuk saglayan

1



maddelerdir (Narligay ve Ataman, 2022). Ortamdaki donmamis fraksiyonu arttirarak ve
ortamdaki iyon miktarini azaltarak koruyucu etkisini gosterirler (Bucak ve Tekin, 2007).
Kriyoportektan maddeler diisiik molekiil agirlig1 ve belirli oranda kullanildiginda toksik etkisi
sinirl olan kimyasal maddelerdir (Yavas, 2008).

Teke spermasinin yumurta sarisit veya siit iceren sulandiricilarla sulandirilmasi, sogutma
ve kriyoprezervasyonu sirasinda sperma hiicrelerinin kalitesi lizerinde zararli bir etkiye sahip
olabilir (Dorado ve digerleri, 2007). Seminal plazmada fosfolipaz A olarak tanimlanan
yumurta saris1 pihtilastirici enzimin varligi, sperma sulandiricilarinda bulunan yumurta sarist
lesitini lizerinde bir lipaz aktivitesi sergiler (Sias ve digerleri, 2005). Martinez-Pastor ve
digerleri (2019), % 4' liik gliserol iceren sperma sulandiricisinin igine yumurta sarisini farkl
oranlarda (% 10 - % 15) ilave ederek ¢alismalar yapmislardir. Bu calismalar sonucunda
¢oziim sonunda % 10’ luk yumurta saris1 ilave edilen sperma sulandiricisindaki sperma
hiicrelerinin hizlarinin daha yiiksek oldugunu fakat morfoloji ve canlilik yoniinden benzer
sonuglar verdigini bildirmiglerdir. Kriyoprotektan madde olan gliserol ozmotik basinct
yiikselterek hiicre ic¢i sivi ¢ikisini kolaylastirarak koruma saglar ve plazma membranin
korunmasina yardim eder (Katkov ve digerleri, 1998). Fakat sulandirici igeriginde gliserolun
kullaniminin yararl etkilerinin yan1 sira spermatozoonun membran yapisini degistirmektedir
(Yavas, 2008) ve sulandirici iceriginde yiiksek oranda kullanilmasi hiicreler tizerine zararl bir

etki olusturmaktadir (Hammerstedt ve digerleri, 1990).

Antifiriz proteinler (AFP’ ler); modifiye buz kristallerinin gelistirilmesi, sikilagsmasi ve
yeni buz kristallerinin olugsmasin1 engellenmesinde rol alan, buz kristallerinin seklini,
biiylikliigiinii degistiren ve yeniden olusmalarini kontrol eden, diisiik sicakliklarda
organizmay1 soguk cevre sartlarina karsi koruyan 6zel proteinlerdir (Yangilar ve Oguzhan

Yildiz, 2016).

Karboksillenmis poly-L-lysine (CPLL); e-poli-L-lizin (PLL) ve siiksinik anhidritin sulu
bir ¢ozeltisinin sentezlenmesi ve sonrasinda amino gruplarinin % 65 moliiniin karboksil
gruplarina donistiiriilmesiyle elde edilen amfolitik bir polimer bilesigidir (Matsumura ve

Hyon, 2009).

PLL soliisyonlarinin hazirlanmasi ve biyosentezi Matsumura ve Hyon tarafindan

tanimlanmistir (Matsumura ve Hyon, 2009).



Bu calismada amfolitik polimer yapisindaki antifriz protein analogu poly-L-lysin ve
stiksinik anhidritin karisim1 sonucu % 65 amino grubunun karboksil grubuna doniismesiyle
sentezlenen CPLL (Matsumura ve Hyon, 2009) protein yapisinda bir kimyasal ajandir. CPLL’
in spermatozoon hiicreleri iizerindeki etkilerinin belirlenmesi, teke spermasinin
kriyoprezervasyon islemi sirasinda sulandirict iceriginde gliserol miktarmin azaltilmasina
olanak verebilir. Bu projenin amaci bu maddenin (CPLL) bu amagla kullanilabilirliginin

belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kecilerde Ureme

Kegiler mevsime bagli polidstrik gosteren hayvanlardir ve lireme sezonunda gebe
kalmadiklar siirece sezon sonuna kadar dstriis gdsterebilirler (ibis ve Agaoglu, 2016). Puberta
zamaninda disi hayvanlar ovum meydana getirirken erkek hayvanlarda spermatozoid
olusturmaktadir ve c¢iftlesme istegi gosterirler. Fakat puberta gdsteren hayvanlar hemen
damizlik i¢in kullanilmaz bdylece; puberta yasi ile damizlikta ilk kez kullanma yas1 farklidir

(Demir ve digerleri, 2018).
2.1.1. Kecilerde Pubertas

Puberta disilerin ilk ovulasyon ve Ostrus gostermeye basladigi zamana denir (Foster ve
Jackson, 2006).

Simplfcio ve digerleri (1990), Brezilya Ulusal Ke¢i Arastirma Merkezinde yapilan bir
caligmada dogal sartlarda yetistirilen 4 farkli ke¢i (Caninde, Marota, Moxoto, ve Repartida)
irkina ait sonuglara bakildiginda, 1k farkliliginin puberta yas1 ve puberta canli agirligi lizerine
bir etkisinin olmadigini sdylemislerdir. Prepubertal disi oglaklarin pubertasa ulagsmalarinin
genetik, 1rk, beslenme, dogum zamani, erkek hayvan varligi, iklim kosullari, stres etkenlerinin
varligi veya yoklugundan etkilendigini bildirmistir. Arastirmacilar dogum zamaninin,

pubertasa ulagma siiresinde daha etkin bir faktor oldugunu sdylemislerdir (Aksu, 2023).

Pubertas, ilk ovulasyonla birlikte goriilen Ostrus ile baslamakla birlikte; hipofiz,
hipotalamus ve ovaryumlardan salinan hormonlar tarafindan kontrol edilir (Ak6z ve digerleri,

2015).

Waldron ve digerleri (1999), Boer x Spanish ile Spanish disi kegilerin plazma
progesteron konsantrasyonuna bakarak ilk Ostrus gosterme yasini sirasiyla 7.7 ve 7.5 ay
olarak bildirmislerdir. Her iki kec¢i irkinin ilk Ostrus gosterdikleri yastaki canli agirliklar: 18
aylik ergin yastaki canli agirliklarinin sirasiyla % 45 ve % 50 oranina denk geldigini
bildirmislerdir. Akoéz ve digerleri (2015), kegilerin pubertas yasini 5-10 aylik, yetistirme
olgunluguna ise 9 - 15 aylik olduklarinda eristiklerini sOylemistir. Aksu (2023), ise optimal
cevre kosullarinda kegilerde pubertas yasinin 5 - 12 aylik siirece yayildigini belirtmistir.
Yazic1 (2014), Saanen kecilerinde ilk damizlikta kullanilma yasinin 6.6 - 12.2 ay arasinda
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degistigini ortalama 9.7 ay oldugunu sdylemistir ve Tiirk Saanen kegilerinin agim sirasinda
ergin agirhiginin % 55.6” sina yani 34.5 kg’ a ulagmalar1 durumunda basarili bir gebelik
olustugunu sdylemistir.

Mevsimsel lireme zamani Gonadotropin Salgilatict Hormon (GnRH) salinimi ile baglar.
GnRH ise giin uzunlugunun kisalmasi ve alinan 1s1k miktarinin azalmasiyla epifizden
salgilanan melatonin hormonunun artmasiyla ve hipotalamustaki eminensiya mediyana

uyarilarak nérosekrotik hiicrelerden salinir (Aksu, 2023).
2.1.2. Tekelerde Reprodiiktif Organ Ozellikleri

Tekelerde cesitli cevresel etmenler hipotalamusta GnRH iiretimini saglar. GnRH’ nin
hipofiz 6n lobun uyarmasiyla Folikiil Uyarict Hormon (FSH) salgilanir. FSH ise erkek
hayvanlarda sperma iiretimini saglar, Luteinizan Hormon (LH) ise testosteron salgilanmasini

uyarir (Ince, 2011).

Testis agirligi ve skrotum c¢evresi sperma {iretimini belirleyen 6zelliklerdendir.
Tekelerde sperma verimi mevsim, irk, yas, beslenme gibi etkenlere gore degisiklik gosterir.
Sperma hareketliligi kisin en az olup, sonbaharda sperma iiretimi ve hareketliligi en yliksek
seviyededir (Ozis ve Kaymakgi, 2003).

Testis, ergin tekelerde ortalama 100 - 150 g agirhigindadir ve ¢iftlesme mevsiminde
agirlik maksimum seviyeye ulasir. Testislerin iki ana gorevi vardir; bunlardan birincisi erkek
gamet iiretimi (spermatozoon), ikincisi ise erkek ilireme hormonlarinin (androjenler)
tretimidir (Kulaksiz, 2009).

Tekelerin skrotumu seyrek ve kisa killara sahiptir ve testislerinin kranialinde rudimenter
memeler bulunur. Testis agirliklart esit degildir. Teke penisinde kaverndz doku ¢ok yogun
degildir. Sulkus uretralis korporis penis ventralden ¢ok acik bir yarik ihtiva eder. Muskulus
ischiokavernosus sivri ucu kaudoventrale doniik bir koniye benzer (Calislar, 1966).

Epididimis testislere yapisik olarak bulunur ve bas, gévde ve kuyruk boliimlerinden
olusur. Her epididimisin kuyruk kisminda 12 - 16 milyar spermatozoon depo edilir.
Epididimisin spermatozoonlarin taginmasi, yogunlasmasi, olgunlagsmasi ve depolanmasi

gorevleri vardir (Kulaksiz, 2009).



2.1.3. Teke Spermasimin Karakteristik Ozellikleri

Erkek hayvanlar disilere gére mevsimsel farkliliklardan daha az etkilenir. Fakat irklar
arasinda ya da aym 1tk olan hayvanlar arasinda spermatolojik degerlerde fakliliklar

olabilmektedir (Inang ve digerleri, 2014).

Teke spermasinda ejakiilat miktar1 az spermatozoon yogunlugu fazla olmasi sebebiyle
sperma kivamlidir ve spermatozoon sayisina bagli olarak sulu kivamdan koyu kivama kadar
degiskenlik gosterebilir (Kulaksiz, 2009). Teke spermasi beyaz ya da krem rengindedir.
Saanen tekelerinde ejakiilat miktar1 1.5 ml, spermatozoon motilitesi % 84.25, spermatozoon
yogunlugu 3.6x10°/ml, anormal spermatozoon oram % 8.12, 6lii spermatozoon oram % 15.4

ve sperma pH degeri 6.7 olarak bildirilmistir (Inang ve digerleri, 2014).

Karagiannidis (2000), Saanen tekelerde ejakiilat miktarmi 1.15 ml, sperma
konsantrasyonunu 3.63x10°/ml, motil spermatozoon oranmi % 64.40, anormal sparmotozoon

oranini % 8.41 olarak bildirmistir.
2.2. Spermanin Alinmasi

Tekelerden sperma alinmasi i¢in  birgcok yontem  gelistirilsede  genellikle
elektroejakiilatdr ve suni vajen yontemi kullanilmaktadir. Bunun yanisira en sik kullanilan

yontem suni vajen yontemidir (Tekin, 1996).
2.2.1. Elektroejakiilator Yontemi

Elektroejakiilator yontemiyle spermanin alinmasi elektrik akimi yontemiyle gergeklesir.
Hayvanin bel ve sagr bolgesinden kok alan ve genital organlara giden sinirlerin elektrik

akimiyla uyarilmasi sonucu ereksiyon ve ejakiilasyon saglanir (Aral ve Aral, 2004).

Sperma {i¢ elektrotlu rektal problu elektroejakiilatoriin kayganlagtirilarak rektuma
yerlestirilmesinden sonra araliklarla verilen elektriksel uyarimlarla 8-16 voltaj araliginda, 1-2
saniyelik periodlar ile 0.5-2 saniye boyunca alinir ve direkt giin 1s18indan ya da soguk
sokundan korunmasi1 amaciyla en fazla 10 dakika i¢inde degerlendirmeye alinmalidir (Ustiiner
ve Giinay, 2009; Napolitano ve digerleri,2020). Araliklarla verilen gii¢ her 2 ila 3 saniyede bir

frekansin geri sifira diisiiriilmesi ile olusturulur (Memon ve digerleri, 1986).
2.2.2. Suni Vajen Yontemi

Ciftlesme donemi icinde olan kizgin kecilere tekeler atlatilarak suni vajen (SV) ile
sperma alinir. Eger sezon disinda ise kegilere IM (Intramuskuler) yolla Ostrojen verilerek
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tekelerin kegilere atlatilmasi saglanir (Tekin, 1996). Suni vajen ile sperma almak i¢in erkek
hayvanlar1 suni vajene dnceden alistirilmis olmasi gerekir (Omiir ve Akarsu, 2022). Suni
vajen yontemi; ejakiilasyon olan tiim spermanin kolay ve temiz sekilde alinmasi, erkeklerde
strese neden olmadig1 ve basit bir yontem olmasindan dolayr yaygin olarak kullanilmaktadir

(Konyali, 2020).

Suni vajen hazirligi i¢in sicak su yardimiyla i¢ sicaklik 39 °C’ ye ayarlanir. Hava ile
yeterli basing saglanir ve kayganlik saglanma amaciyla jole, jel ya da kayganlastirici
kullanilmalidir (Memon ve digerleri, 1986). Kisaca suni vajen i¢in uyarici 6zellikte sicaklik,

basing ve kayganlik olmak iizere ii¢ temel 6zellik vardir (Omiir ve Akarsu, 2022).

Spermay1 toplayacak kisi hangi elini kullaniyorsa hayvanin ayni yoniinde durarak
hazirda bekler. Disi hayvan zapt edilerek erkek hayvanin koklamasina izin verilir. Erkek
hayvan tam disi hayvanin iizerine asim yapacagi sirada erekte olmus penis suni vajene
yonlendirilir. Erkek hayvan suni vajene agim yaptiktan sonra spermalar suni vajenin ucunda
bulunan toplama kadehine akar. Bu sirada sperma kaybini onlemek amaciyla suni vajen
nazikce geri cekilir ve toplama kadehinde olan spermalar 37 °C’ de isleme almak iizere kisa

siire saklanir (Dowsett ve Pattie, 1980; Yamashiro ve digerleri, 2007).

Suni vajen ve elektroejakiilatorle sperma alma tekniklerinin karsilagtirildig:
caligmalarda elektroejakiilatorle alinan sperma hacminin suni vajenle alinana gore daha fazla
oldugu, sperma yogunlugunun ise daha diisiik bulundugu belirtilmektedir (Memon ve
digerleri, 1986). Sperma alma yontemleri lizerinde ¢alisan Tiwari ve Sahni genel olarak suni
vajen ile alman spermalarin elektroejakiilator yontemi ile alinan spermalardan daha kaliteli

oldugunu bildirmislerdir (Aral ve Aral, 2004).
2.3. Spermanin Saklanmasi

Spermalar kisa siireli veya dondurularak (uzun siireli) iki farkli yontemle
saklanabilmektedir. Sperma oOrnekleri saklanmak istendiginde ¢esitli sperma sulandiricilari

kullanilarak saklanir.

Spermatozoonlar pH degisikliklerine kars1t tolerans araliklar1 diisiikk oldugundan

suladiricilarin buffer (tampon) 6zelliklerine sahip olmalar1 gerekir (Kulaksiz, 2009).

Teke spermasinin dondurulmasinda yagsiz siit tozu, sodyum sitrat - glukoz - yumurta

saris1, laktoz - yumurta sarisi, raffinoz - yumurta sarisi, spermasol - yumurta sarisi, Tris -



yumurta sarist gibi pek ¢ok sulandiricilarla birlikte gliserol kullanildigi bildirilmektedir
(Ustiiner, 2009). Tris en yaygin kullanilan tampon maddelerdendir (Kulaksiz, 2009).

Sulandirict igeriginde spermatozoonlarin enerji ihtiyacini karsilamalar1 amaciyla glukoz,

fruktoz, mannoz ve arabinoz gibi sekerler ilave edilir (Kulaksiz, 2009).

Spermalar sogutulurken veya dondurulurken sivi-kati iligkisinden kaynaklanan ve buz
kristallerinin olusmasindan kaynaklanan olumsuz etkilere maruz kalir (Ari, 2018).
Kriyoprotektan maddeler; sogutma, dondurma, ¢ozdiirme sirasinda olusan fiziksel, kimyasal,
oksidatif stres ve bunlardan olusan 1s1 soku, ozmotik degisim ve kristal olusumunu azaltmak

amaciyla kullanilan maddelerdir (Chen ve digerleri, 1993; Ball ve digerleri, 2001).
2.3.1.Spermanin Kisa Siireli Saklanmasi

Kisa siireli saklanmasi istenilen teke spermast 4 °C’ den 25 °C’ ye kadar farkli
sicakliklarda saklanabilmektedir. Diisiik sicakliklarda saklanmasi diisiiniilen teke spremasinin
ani 1s1 degisimlerine maruz kalacagi unutulmamalidir (Ari, 2018). Hayvanlardan alinan
sperma Orneklerinin saglikli bir sekilde muhafaza edilebilmesi i¢in uygun ortamin
olusturulmasi ve kaliteli sperma sulandiricilar1 ile muamele edilmesi gerekmektedir. Kaliteli
sperma sulandiricilar1 spermatozoonlar i¢in gerekli enerjiyi saglamali, olusabilecek bakteriyel

iiremeyi kontrol etmeli ve soguk sokuna kars1 spermatozoonlar1 korumalidir (Ozcan, 2019).
2.3.2. Spermanin Dondurularak Saklanmasi

Dondurma yontemi uzun siireli sperma saklama amaciyla sivi azot igerisinde -196 °C’

de depolanma prensibine dayanmaktadir (Ozcan, 2019).

Bazi hiicreler soguma hiziyla orantili olarak hizla sogutuldugunda zarar goriir, bu
yiizden soguk sok etkisini azaltmak i¢in donmadan dnce uzun bir sogutma siiresine ihtiyag

duyar (Watson, 2000).

Sulandirilmis teke spermasi 4 — 5 °C’* de 1,5 - 4 saat ekilibrasyona birakildiktan sonra
payet seklinde dondurma islemine alinabilir (Leboeuf ve digerleri, 2000). Sulandirilmis
spermalar payetlere ¢ekildikten sonra yatay olarak sivi azotun 4 - 5 cm lizerinde siv1 azot

buharinda 7-8 dakika tutulur ve bu siirenin sonunda s1v1 azota daldirilir (Leboeuf ve digerleri,

2000).

Dorado ve digerleri (2007), 6nceden 1sitilmis (37 °C) steril cam siselerde spermalar

sperma sulandiricilari ile sulandirildiktan sonra 6rnekler 5 - 10 dakika inkiibe edilip 5 °C olan
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soguk kaba yerlestirilmistir. 5 saatlik sogutmadan sonra spermalar payetlere ¢ekilip uglari
otomatik kapatma makinasi ile kapatilip payetler sivi azotun 5 cm tizerinde 20 dakika siireyle
bekletilerek donmasini saglanmislardir. Donan payetler sivi azota daldirilarak saklamaya

alinmustir.

Shi ve digerleri (2014), yaptiklar1 ¢aligmada sperma dondurma isleminde payetlere
cekilen spermalar oda sicakligindan 4 °C’ ye 2 saat boyunca sicakligin kademeli diigmesi
saglandiktan sonra 2 saat boyunca 4 °C’ de bekletilerek ekilibre edilmesini saglamislardir.
Daha sonra soguyan payetlerin sivi azotun 4 cm lstiinde yatay olarak 10 dakika boyunca
bekletilerek donmasi saglanmigtir. Donmus payetler kullanilana kadar sivi  azotta

bekletilmistir.

Martin ve digerleri (2023), yaptiklart c¢alismada ultra hizli dondurma islemi
uygulamiglardir. Bu islemde 50 pl/damla olacak sekilde yaklasik 11 cm yiikseklikten
dogrudan siv1 azot (-196 °C) igerisine damlatmislardir. Donma isleminin yaklasik 20 saniyede

tamamlandig1 bildirilmistir.

Teke spermasinda; ¢oziim sonrast maksimum motilite ve akrozom biitiinliigii elde
etmek amaciyla seminal plazmanin ayrilmasi gerektigini belirten calismalar oldugu gibi
spermanin yikanmadan dondurulmasinda pozitif sonuglar elde edildigi calismalar da

bulunmaktadir (Ustiiner, 2009).
2.4. Teke Spermasinin Cozdiiriilmesi

Cozdirme islemi icin her bir payet 30 saniye boyunca 39 °C’ lik su banyosuna
daldirilarak ¢ozdiirme islemi yapilmaktadir (Dorado ve digerleri, 2007). Payetler kullanilmak
istendiginde sivi azotun i¢inden c¢ikatilip 1 - 2 dakika su banyosuna (37 °C) konularak
¢cOziilmesini saglamiglardir (Shi ve digerleri, 2014). Payetlerde dondurulan sivi azot iginde
saklanan spermalarin ¢ozdiirtilmesi i¢in en 1yi gebelik oranlarin1 saglayacak ¢ozdiirme sekli
37 °C’ de 30 saniye olarak kabul edilmistir ve saha kosullarinda yapilan suni tohumlamada bu

yontemin daha uygun oldugu goriilmistiir (Kulaksiz, 2009).
2.5. Antifiriz Proteinler Hakkinda Genel Bilgiler
2.5.1. AFP’ nin Molekiil Yapisi

AFP' ler dondurucu sicakliklarda hayatta kalabilmek icin ¢esitli organizmalar tarafindan

sentezlenir (Melnik, 2022). Buzullarda yasayan baliklarin soguk okyanuslarda yasamlarini



siirdiirmelerinin sebebi glikoprotein yapida antifiriz molekiiler salgilamalaridir (Bektas,
2007). AFP’ ler ilk kez donmus denizlerde yasayan baliklarin kaninda kesfedilmistir (Crevel,
2002).

AFP’ lerin yapisina bakildiginda; glikopeptid yapida olup her biri iic amino asitlik bir
peptid zincirinin iglincii amino asidine kovalan baglarla baglanmis bir disakkarit
molekiiliinden olusan birimlerin tekrar etmesiyle olusur (Bektas, 2007). Antifiriz proteinler
genel bir molekiil yapiya sahip degillerdir fakat bununla birlikte baliklarda bes farkli antifiriz
protein belirlenmistir (Yangilar ve Oguzhan Yildiz, 2016).
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Sekil 1. Antifriz proteinlerde ortak monomer yapi1 (Bektasg, 2007).

AFP' lerin 6nemli bir rolii, erime islemi sirasinda ve sicaklik dongiisii sirasinda donmus
halde buzun yeniden kristallesmesini engellemektir. Buzun yeniden kristallesmesi, toplam
yiizey enerjisini en aza indirmek ic¢in daha biiylik buz kristallerinin kii¢iik olanlara gére daha
tercihli olarak biliylimesi olgusunu ifade eder. Kiiciik buz kristalleri bir araya gelerek
boyutlarin1 6nemli Ol¢iide artirir ve hiicrelerde fiziksel hasara neden olur. Buzun yeniden
kristallesmesinin inhibisyonu, hiicrelerin ve dokularin kriyoprezervasyonunda kristal
boyutunun kontroliinde 6nemlidir (Sreter, 2022). Melnik ve Finkelstein (2022) yaptiklar
calismada AFP’ lerin organizmada olugmus olan buz kristallerine baglanmak ve biiyiimelerini
durdurmaktan ziyade, buz ¢ekirdeklerinin olusabilecegi yiizeylere baglanmak ve bdylece asiri

sogutulmus su veya biyolojik sivida buz olusumunu engelledigini ifade etmislerdir.
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2.5.2. AFP’ ler Hakkinda Yapilan Bazi1 Calismalar

Kog¢ spermalarinin dondurma isleminde AFP kullanan Payne ve digerleri (1994),
¢Ozdiirme sonunda hareketli spermatozoon yiizdesinin kontrol grubuna gére 6nemli Ol¢iide

arttirdigini (P < 0,05) bildirmislerdir.

Payne ve Young (1995), kuzulara kesim 6ncesi AFP uygulamasinin, etlerin ¢oziildiikten

sonra kuzu eti kalitesi lizerindeki etkisini arastirmiglardir.

Sempanze spermasi {iizerinde AFP’ lerin spermatozoonlarin motilite, membran
biitlinliigii ve akrozom reaksiyonu iizerine olan etkisini arastiran Younis ve digerleri (1998),
¢ozlim sonu spermatozoon hareketliliini, plazma membran biitiinliiglinii ve akrozom

biitiinliglinti 6nemli 6l¢iide arttirdigini (P < 0,05) sdylemislerdir.

Anarhichas lupus balik tiirliniin diisiik su sicaklarina maruz kaldiginda yiiksek
konsantrasyonlarda plazma AFP iiretme kapasitesine sahip olup olmadigim1 belirlemek
amaciyla ilgili ¢calisma yapilmistir. Sonucunda bu balik tiiriiniin diigiik sicakliklarda yiiksek

sevilerde AFP iirettigini gormiiglerdir (Desjardins ve digerleri, 2007).

Martinez-Paramo ve digerleri (2009), kriyoprotektif etki analizi yapmak amaciyla AFP’
leri protein i¢eren ortamda inkubasyon yoluyla zebra balig1 embriyolarina vermislerdir. AFP
iceren blastomer kriyoprezervazyon denemelerinde dondurma sonrasinda canlilikta énemli bir
artis oldugunu tespit etmis olup embriyo kriyoprezervasyonu i¢in daha ileri bir protokolde

kullanilmasini tesvik etmislerdir.

Hawes ve digerleri (2014) Gomphiocephalus hodgsoni baligindan 9 kDA molekiil
agirhigina sahip AFP’ leri izole etmislerdir. Sonug olarak kromotografik ayirma tekniklerine

gerek duymadan izole etmenin miimkiin oldugunu bildirmislerdir.

Tavsan spermatazoon hiicrelerinin ve embriyolarin dondurma islemi sirasinda AFP III
ilavesinin etkilerinin arastirilmasi sonucunda; dondurma ve ¢oziim sonu hareketli sperma
sayisint ve embriyonun hayatta kalma oranmi arttirdigin1 sdylemislerdir (Nishijima ve

digerleri, 2014).
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2.6. CPLL Hakkinda Genel Bilgiler

2.6.1. CPLL’ in Molekiil Yapisi
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Sekil 2. COOH-PLL sentezi ve kriyoprezervasyon ozellikleri, PLL siiksinilasyon reaksiyonun sematik
gosterimi (Matsumura ve digerleri, 2010).

CPLL, amino gruplarindan % 65 amino grubunun karboksil grubuna doniigmesiyle
sentezlenen amfolitik polimer bilesigidir (Fujikawa T. ve digerleri, 2017). Jin ve digerleri
(2013), CPLL’ nin dondurma/coziilme sirasindaki kriyoprezervatif etkisini incelediginde %
25 (w/v) konsantrasyonda fibroblast hiicreler i¢in toksik olmadigini, % 7.5 (w/v) CPLL igeren
ortamda hiicre morfolojisini korudugunu bildirmislerdir. Matsumura ve Hyon (2009), CPLL’
nin hiicre membranindan gecerek AFP’ lere benzer bir sekilde membran korumasinda
calisabilecegini One siirmiislerdir. Matsumura ve Hyon CPLL kullaniminin donma 6nleyici
protein benzeri aktvitelerle donma ve ¢oziinme sirasinda su kristallerinden kaynaklanan hasar

riskini azalttigin1 bulmuslardir (Watanabe ve digerleri, 2013).
2.6.2. CPLL Hakkinda Yapilan Bazi Calismalar

Ilk olarak Matsumura ve Hyon 2009 yilinda 1929 hiicreleri ve rat kemik iligi
mazenkimal kok hiicreleri tizerinde % 10 fetal bovine serum (FBS) ile destekleyip kiiltiir elde

etme caligmas1 yapmislardir.

Jin ve digerleri (2013), CPLL’ nin dondurma/¢oziilme sirasindaki kriyoprotektif etkisini
incelediginde % 25 (w/v) konsantrasyonda fibroblast hiicreler i¢in toksik olmadigini, % 7.5

(w/v) CPLL igeren ortamda hiicre morfolojisini korudugunu bildirmislerdir. Elde edilen
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verilere gére CPLL’ nin iyi bir kriyoprotektan oldugu; hiicre nakli, doku miihendisligi ve tip
alaninda kullanilmas1 amaciyla memeli hiicrelerinde tekrarlanan dondurma/¢ézdiirme

dongiilerine kars1 koruma ve hiicre muhafazasi i¢in uygun oldugunu sdylemislerdir.

CPLL’ nin oositler iizerinde etkisini arastirmak isteyen Watanabe ve digerleri (2013),
caligmalar1 sonucunda vitrifiye oositlerin in vivo gelisiminin 6nemli derecede iyilestigini
gormiiglerdir. Bunun sonucunda, CPLL’ nin kullanimu vitrifikasyonun gériinmez hasarlarmin
azaltabilecegi sonucuna ulasmislardir. Bu etkinin blastosist asamasinin Gtesinde in vivo
gelisim kabiliyetinin artmasina katkida bulunabilir sonucuna varmiglardir. Fakat tek basina
CPLL kullaniminin hayatta kalma ve gelisim oranlarmi arttirmamistir. Bu durumda CPLL’
nin tam anlamiyla koruma saglamadigi, diisiik de olsa membran gegirgenligini arttirdig
gorilmiis fakat daha fazla calisma yapilmasi gerektigini One siirmiislerdir (Watanabe ve

digerleri, 2013).

Fujikawa ve digerleri (2017), CPLL kullanilan sigir hiicrelerinde yaptiklari
caligmalarda, fibroblast ve kumulus hiicrelerinde canlilik oranlarina bakmislardir. Coziim
sonu fibroblast hiicrelerinde, % 5 CPLL' nin canlilig1 arttirdigin1 bulmuslardir. Sonug olarak

CPLL' nin s1g1r hiicreleri i¢in kriyoprotektan madde olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Fare ve domuz oositi iizerinde Kamoshita ve digerleri (2017) ¢alismalar yiirtitmiislerdir.
Yapilan ¢alismada, CPLL’ nin fare oositleri i¢in koruyuculugunu yetersiz bulmuslardir.
Hayatta kalma kalibiyetinin etkilendigi ve gecirgenligin fazla oldugunu tespit etmislerdir.
Fakat domuz embriyosunda vitrifikasyonda basar1 saglanmistir. Bunun sonucunda
koruyuculugun tiirler arasinda degiskenlik gosterdigini bildirmislerdir. Ek olarak domuz
embriyolarinin vitrifiye edilmesinde CPLL’ nin olumlu etkilerinden biri de membrana
baglanarak kristallesme ve yeniden kristallesmeyi engelleyerek membrani korumak olarak

agiklamislardir.

% 30 yumurta saris1 igeren vitrifikasyon soliisyonuna % 20 CPLL ilavesi yapildiginda,
izole edilmis fare pankreas adaciklarinin ¢o6ziim sonrasi canlilik orami yiikselmistir

(Nakayama ve digerleri, 2019).

Akhter ve digerleri (2020); boga spermasi dondurma isleminde kullanilan sperma
sulandiric1 igeriklerine farkli oranlarda CPLL ekleyerek calisma yapmislardir. Istatiksel

sonuclara gore; sperma sulandiricisina eklenen CPLL olumlu sonuglar vermistir. Sperma
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sulandiricisina CPLL ilave edilmesi oksidatif stresi azaltarak spermanin dondurulabilirligini

yiikseltmistir.

Tavsan sperma sulandiricisinda CPLL ve dimetil siilfoksit (Me,SO) kombinasyonlari ile
caligma yapan Kiigiik ve digerleri (2021), sulandirict igerigine Me,SO ile CPLL ilavesinde
DNA biitiinliigiiniin daha iyi oldugunu gdrmiislerdir. Sonucunda DNA biitlinliigiiniin

korunmasi lizerinde CPLL ve Me,SO arasinda dnemli bir etkilesim tespit etmislerdir.

Yunus spermasinda yapilan calismada; % 0.5 - 1 - 2 ve 3 CPLL iceren sperma
sulandiricilart ile spermalar muamele edilmistir. Kisa siireli saklanan spermalarda 37°C’ de
sonuclara bakmiglardir. Cikan sonuglar 1s1¢1nda sperma sulandirici iceriginde CPLL kullanimi
olumlu sonuglar vermistir. Sperma hareketliligi ve sperma kalitesi agisindan en iyi sonug % 1’

lik CPLL sulandiric igeriginde bulunmustur (Shimizu ve digerleri, 2022).

Teke spermasinda caligma yapan Zhang ve digerleri (2023) farkli olarak bu ¢alismada
teke spermasinin kriyoprezervasyon islemi sirasinda sulandirici igerigi olarak gliserol
miktarini azaltarak CPLL’ in farkli oranlarinin kullanilabilirligini arastirmislardir. Calismada
kullanilan sperma sulandiricilarina eklenen CPLL yiizdeleri sirastyla % 0 - 0.5 -1 - 1.5 ve 2
olarak belirlemiglerdir. Coziim sonunda sperma hareketliliginde, akrozom ve membran
biitiinliigli, mitokondriyal hiicre potansiyeli (mitokondriyal aktivite) yiizdeliklerini
karsilagtirdiklarinda elde edilen veriler 1sinda en yiiksek spermatolojik parametrelerin % 1

CPLL ilavesi igeren sulandirici ile elde edildigi bildirmislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Deney Kurgusu

Bu calismada sperma o6rnegi almak amaciyla 5 bas cinsel olgunluga ulagmis 18 - 24
aylik yasta, 45 - 55 kg canli agirliginda olan Saanen tekeleri kullanildi. Bu tekeler her giin
beslenip ad libitum su verildi. Toplanan spermalar ayr1 toplama kadehlerinde mikroskobik ve
makroskobik muayeneleri yapildi. Toplanan spermalarda motilite muayenesi sonucunda
motilite oran1 % 70 ve lizerinde, ve anormal spermatozoon oran1 % 20 ve altinda olan sperma
ornekleri calismaya alindi. Calismaya alinan sperma Ornekleri onceden 1sitilmig 37 °C’ de
olan su banyosunda bekletilen i¢i kuru deney tiipiinde otomatik pipet yardimiyla esit olarak
birlestirildi. Daha sonra her biri esit hacimde sperma olacak sekilde 6 deney tiipiine
boliistlriildii. Boliistiiriilen sperma ornekleri daha dnceden hazirlanan 6 farkli sulandirici

igerigi ile karistirilip sulandirildi.
3.2. Yontem
3.2.1. CPLL Soliisyonunun Hazirlanmasi

Uretimi Matsumura ve Hyon (2009) tarafindan tanimlanmis olan CPLL anabilim

dalimiz tarafindan Japonya’ dan temin edilmistir.
3.2.2. Deney Gruplarimin Belirlenmesi ve Dondurulmasi

Tris 300mM, sitrik asit 95mM, glikoz 28mM, % 15 yumurta sarisi, 100.000 TU/100ml
penisilin, 100 mg/100ml streptomisin igeren sulandirici soliisyonu temel sulandirict olarak
hazirlandi ve CPLL gliserol oranlarina gore Tablo 1° deki deney gruplari olusturuldu.
Sulandirici igerikleri her gruba eklendikten sonra toplam hacim 5 ml’ye tamamlanacak sekilde
distile su eklendi. Hazirlanan sulandirict igerikleri +4 °C’ de buzdolabinda iki hafta boyunca
sakland1 ve iki haftada bir taze sulandirici igerigi hazirlandi. Hazirlanan sulandiricilar sperma
ornekleri ile kademeli olarak karistirllmadan 6nce, daha onceden 37 °C’ ye ayarlanmis su

banyosunda bekletilerek 1sinmasi saglandi ve kullanima hazir hale getirildi.
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Resim 1. Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali

Laboratuvarinda sperma sulandiricisi hazirlama asamasi.

Tablo 1. Deney gruplarinda sulandirici kompozisyonlari.

1.Grup (Kontrol Grubu) | Tris — Sitrik Asit — Glikoz — Antibiyotik - %15 | % 3.5 Gliserol | % 0 CPLL
Yumurta Sarist

2. Grup Tris — Sitrik Asit — Glikoz — Antibiyotik - %15 | % 3.5 Gliserol | % 0.2 CPLL
Yumurta Sarist

3. Grup Tris — Sitrik Asit — Glikoz — Antibiyotik - %15 | % 3.5 Gliserol | % 0.5 CPLL
Yumurta Saris1

4. Grup (Kontrol Grubu) | Tris — Sitrik Asit — Glikoz — Antibiyotik - %15 | % 5 Gliserol % 0 CPLL
Yumurta Sarist

5. Grup Tris — Sitrik Asit — Glikoz — Antibiyotik - %15 | % 5 Gliserol % 0.2 CPLL
Yumurta Sarist

6. Grup Tris — Sitrik Asit — Glikoz — Antibiyotik - %15 | % 5 Gliserol % 0.5 CPLL

Yumurta Sarisi

1:5 (Sperma:Sulandiric1) olacak sekilde kademeli olarak sperma &rnekleri 37 °C’ de

sulandirildi. Sulandirilan sperma o6rnekleri 0.25 ml’lik payetlere doldurulup agik olan kismi

hava almayacak sekilde 1s1 ile kapatildiktan sonra programlanmis inkiibator cihazi igerisinde

140 dakika siirede kademeli olarak sicakligin 37 °C’ den 4 °C’ ye diisiip sogumasi beklendi.
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Soguyan sperma Ornekleri sivi azot buharinda dondurularak (sivi azottan 5 cm yiikseklikte 7
dakika bekleme siiresi) spermatolojik degerlerin incelenmesine kadar sivi azot i¢eren azot

tankinda saklandi. Sperma dondurma ¢aligmalari1 en az 6 kez tekrarlandi.
3.2.3. Spermatolojik Degerlendirmeler

Payetler icerisinde dondurulup saklanan sperma 6rnekleri 37 °C’ lik su banyosunda 30
saniye sliresince ¢oziilmeye birakilip, ¢oziilen sperma Ornekleri payetlerden steril ependorf
tiipiine aktarildi. iki haftada bir hazirlanmis her grubun dondurulma sirasinda kullanilan kendi
sulandiricist ile 1/3 oraninda (Sperma/Sulandirict) olacak sekilde kademeli olarak sulandirildi
ve ayri bir steril ependorf tiiplinde spermatolojik degerlendirme i¢in kullanima hazir hale
getirildi.
3.2.3.1. Motilite Muayenesi

Kullanima hazir halde ependorf tiipliniin i¢inde bulunan sperma Orneklerinden 3 pl
sperma Ornegi ¢ekilip 1sitma tablali (37 °C) faz-kontrast mikroskopta x10 biiylitmede en az 5
farkli alan taranarak CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) programi (Microptic,

Ispanya) yardimiyla motilite tayini yapilip bulunan ortalama deger yiizdelik (%) olarak ifade
edildi.

Kirmizi: Progresif
Yesil: Medium Progresif
Mavi: Non Pregresif

Sar1: Immotil

Resim 2. Faz-kontrast mikroskopta x10 objektifte CASA programinda spermatozoonlarin mikroskobik

goruntisu.
3.2.3.2.0lii-Canh Muayenesi

Canli hiicrelerin tespiti i¢in eosin/nigrosin boyamasi kullanildi. Bu amagla kullanima
hazir halde ependorf tiipiiniin i¢inde bulunan spermadan 3 pl 6rnek alinip lam iizerine
damlatilip yanina da 3 pl eosin/nigrosin boyast damlatildi. Lamel ile karigtirilarak ayri bir lam
izerine froti ¢ekilip 151k mikroskobunda incelemesi yapildi. Boya alanlar 6li, yar1 boyali ve
boya almayanlar canl hiicre olarak sayilip (Oztiirk ve digerleri, 2019) sonuglar yiizde (%) ile

ifade edildi.
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A) Boya almayan canli hiicre
B) Boya alan cansiz hiicre

Resim 3. Isik mikroskobunda eosin-nigorsin ile boyanmis spermalarin canli (A) ve 6lii (B) ayrimi.

3.2.3.3.Anormal Spermatozoon Orani

Sperma numunelerindeki anormal spermatozoon orani sivi fikzasyon yontemiyle
belirlendi. Bu yontemde Hancock soliisyonu (Hancock, 1952) kullanilarak, 990 pl Hancock
sollisyonu 10 pl sperma Ornegi, 5 dakika siiresince fikse edildikten sonra faz-kontrast
mikroskop altinda morfolojik olarak incelendi. x40 biiyiitmede en az 200 spermatozoonun
cesitli kisitmlarinin (akrozom, bas, orta kisim ve kuyruk) incelenmesi sonunda anormal yap1

gbsteren spermatozoon sayilar1 belirlenerek yiizde (%) olarak ifade edildi.

@) ,

(©)
B)

Resim 4. Faz-kontrast mikroskopta x40 biiyiitmede kuyruga bagli (A), basa bagli (B) bozukluklarin ve normal
(C) mikroskobik goriintiisii.

3.2.3.4.Prematiire Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatozoon Orani

Prematiire akrozom reaksiyonu geciren hiicreleri belirlemek amaciyla FITC-PNA
(fluorescein-labelled lectin from the peanut plant, Arachis hypogaea) boyama yontemi
kullanildi. Bu amagla kullanima hazir halde ependorf tiipiiniin i¢inde bulunan spermadan 50
ul 6rnek alimip tizerine 5 pl FITC ilave edilip 37 °C > de 10 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda stokta bulunan 5 pl fiksatif eklenerek florasan mikroskopta inceleme
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yapilip toplamda 200 hiicre sayildi. Hi¢ floresan vermeyen hiicreler akrozom reaksiyonu
gecirmemis, yesil florasan veren hiicreler akrozom reaksiyonu gecirmis olarak sayilip

(Hernandez ve digerleri, 2012) sonuglar yiizde (%) ile ifade edildi.

(A) (B)

Resim 5. FITC ile boyanmig spermatozoonlarin 1s1tk mikroskobundaki (A) ve florasan mikroskobundaki (B)

gorintiisil.
3.2.3.5.Membran Biitiinliigii

Spermatozoon membran biitiinliigiinlin belirlenmesi i¢cin HOS testi uygulandi. Bu
amagla Jeyendran ve digerleri (1984) tarafindan belirtilen yontemden yararlanildi. 25 pl
sperma Ornekleri dnceden 100 mOsm/I ye ayarlanmis 475 pl fruktoz soliisyonu igerisinde 15
dakika 37 °C’ de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 3 ul 6rnek alinip preparatlar hazirland.
Hazirlanan preparatlardan toplam 200 hiicre sayilip, kivrik kendi {izerine katlanmig kuyruklu
spermatozoonlar membran biitiinliigline sahip olarak kabul edildi. Cikan sonuglara gore

ortalama deger alinip yiizde (%) ile ifade edildi.

A) Kivrilmis kuyruk membran biitiinliigiine
sahip

B) Diiz kivrilmamis kuyruk membran
biitlinliigiine sahip olmayan

Resim 6. 100 mOsm/] ye ayarlanmis fruktoz soliisyonunda bekletilmis spermalarin mikroskobik goriintiisii.
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3.2.3.6.istatiksel Analiz Yontemi

Kontrol ve CPLL gruplarindan elde edilen spermatolojik degerlerin istatistiksel
analizleri i¢in SPSS® 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences) programi kullanildi.
Her grup icin parametrelerin ortalama ve standart hatalar1 hesaplandi ve kolmogorov smirnow
testi ile kontrol edildi. Normal dagilim gostermeyenlerde log dagilimi kullanildi ve kontrol
edildi. Anlamli farkliliklar P < 0,05 diizeyinde kullanildi. Biitiin degerler ¢alisma boyunca
One-Way ANOVA Post Hoc Tukey testiyle analiz edilip mean+=SEM seklinde sunuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Motilite Degerlendirmesi

Cozlim sonu % 3.5 gliserol i¢eren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
progresif motilite degerleri sirasiyla % 8,2 + 1,36 , % 10,8 + 2,88 ve % 7,8 + 1,14 olarak
kaydedilmistir.

Cozlim sonu % 5 gliserol iceren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
progresif motilite degerleri sirasiyla % 10,8 + 2,32 , % 12,7 + 2,98 ve % 8,6 = 1,7 olarak
kaydedilmistir.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamastir (P > 0.05).

18,0

16,0

14,0

12,0
B %0 CPLL

10,0 A
W %0.2 CPLL

8,0 -
60 - %0.5 CPLL
4,0 -

2,0

0,0 -

%3.5 gliserol %5 gliserol

Resim 7. % 3.5 ve % 5 Gliserol igeren gruplarin progresif motilite degerlendirmesi.

Cozlim sonu % 3.5 gliserol i¢eren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
total motilite degerleri sirasiyla % 53,8 £ 5,3, % 56,3 £ 5 ve % 49,6 + 3,75 olarak
kaydedilmistir.

Coztim sonu % 5 gliserol iceren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
total motilite degerleri sirasiyla % 53,8 £ 2,78, % 62,3 + 8,19 ve % 54,0 £ 7,4 olarak
kaydedilmistir.

Gruplar arasinda istatistiksel agidan bir fark saptanmamuistir (P > 0.05).
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80,0

70,0

60,0

50,0 -
W %0 CPLL

40,0 -
W %0.2 CPLL
30,0 - m %0.5 CPLL

20,0 -

10,0 A

0,0 -

%3.5 gliserol %5 gliserol

Resim 8. % 3.5 ve % 5 Gliserol igeren gruplarin total motilite degerlendirmesi.

4.2. Canlilik Degerlendirmesi

Cozlim sonu % 3.5 gliserol i¢eren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
canlilik orani degerleri sirasiyla % 82,3 + 2,58, % 82,2 + 2,17 ve % 81,2 £ 2,83 olarak
kaydedilmistir.

Cozlim sonu % 5 gliserol iceren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
canlilik orani degerleri sirasiyla % 81,4 + 3,01, % 80,6 = 2,91 ve % 79,9 £ 2,69 olarak
kaydedilmistir.

Gruplar arasinda istatistiksel bakimdan bir fark goriilmemistir (P > 0.05).

88,0

86,0

84,0

82,0 -

W %0 CPLL

80,0 -
W %0.2 CPLL

78,0 1 %0.5 CPLL
76,0 -

74,0 -

72,0 -

%3.5 gliserol %5 gliserol

Resim 9. % 3.5 ve % 5 Gliserol igeren gruplarin canlilik degerlendirmesi.
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4.3. Morfoloji Degerlendirmesi

Cozlim sonu % 3.5 gliserol i¢eren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
anormal hiicre oran1 degerleri sirastyla % 24,0 + 2,09, % 20,6 = 1,31 ve % 21,1 + 1,28 olarak
kaydedilmistir.

Cozlim sonu % 5 gliserol iceren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
anormal hiicre oran1 degerleri sirastyla % 21,2 + 2,58, % 24,8 + 2,33 ve % 20,0 + 2,28 olarak
kaydedilmistir.

Gruplar arasinda istatistiksel agidan bir fark saptanmamaistir (P>0.05).

30,0

25,0

20,0 -
m %0 CPLL
15,0 -

m %0.2 CPLL
10.0 %0.5 CPLL

5,0 A

0,0 -

%3.5 gliserol %5 gliserol

Resim 10. % 3.5 ve % 5 Gliserol iceren gruplarin anormal degerlendirmesi.
4.4. Prematiire Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatozoon Orani

Cozlim sonu % 3.5 gliserol i¢eren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
akrozom reaksiyonu gegiren hiicrelerin degerleri sirasiyla % 18,5 + 3,72, % 15,5 + 4,61 ve %

13,8 £ 4,21 olarak kaydedilmistir.

Cozlim sonu % 5 gliserol iceren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
akrozom reaksiyonu geciren hiicrelerin degerleri sirasiyla % 15,1 + 4,07, % 16,5 + 2,4 ve %

18,3 + 3,42 olarak kaydedilmistir.

Gruplar arasinda istatistiksel bakimdan bir fark goriilmemistir (P > 0.05).
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25,0
15,0 - I —
W %0 CPLL
W %0.2 CPLL
10,0 - ————
%0.5 CPLL
50 - N
0,0 -
%3.5 gliserol %5 gliserol

Resim 11. % 3.5 ve % 5 Gliserol igeren gruplarin prematiire akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon orani

degerlendirmesi.

4.5. Membran Biitiinliigii Degerlendirmesi

Cozlim sonu % 3.5 gliserol i¢eren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
membran biitiinligi degerleri sirastyla % 18,4 + 3,18, % 17,2 + 2,95 ve % 16,8 + 3,03 olarak
kaydedilmistir.

Cozlim sonu % 5 gliserol iceren gruplarin % 0, % 0.2 ve % 0.5 CPLL igeren gruplarda
membran biitiinligi degerleri sirastyla % 11,2 £ 1,93, % 12,7 + 3,41 ve % 14,1 £ 2,07 olarak
kaydedilmistir.

Gruplar arasinda istatistiksel agidan bir fark bulunmamistir (P > 0.05).

25,0
20,0 T T
150 - %0 CPLL
W %0.2 CPLL
10,0 -~ A
%0.5 CPLL
5,0 .
0,0 -
%3.5 gliserol %5 gliserol

Resim 12. % 35 ve % 5 (Gliserol igeren gruplarin membran biitinligi degerlendirmesi.
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1Irmesi

4.6. Bulgularin Degerlend

Calismadaki tiim farkli gruplarin incelenen spermatolojik degerlendirme sonuglari

Tablo 2. ve Tablo 3.’te gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Artan diinya niifusu bilim insanlarin1 yasam i¢in kullanilan kaynaklardan daha verimli
bir sekilde yararlanma olanaklarini aragtirmaya yoneltmistir. Hayvancilik sektoriiniin olmazsa
olmaz1 reprodiiksiyon biyoteknolojisi 6zetle suni tohumlama, in vitro fertilizasyon, gen
transferi ve klonlama gibi yenilikleri kapsamaktadir. Bu yeniliklerden en yaygin ve etkin olani
sperma hiicrelerinin dondurulmas1 ve daha sonrasinda c¢ozdiiriilerek disi hayvana

nakledilmesine dayanan suni tohumlama islemidir (Nur ve Ak, 2003).

Hayvan popiilasyonunu ve verim diizeyini arttirmak, refah ve 1slah seviyesini
tyilestirmek (Ugan, 2014), genetik kaliteyi ylikseltmek ve bir sonraki jenerasyona aktarmak
(Brinsko ve digerleri, 1992) amaciyla verimli ve saglikli hayvanlarin spermalarini kullanarak
suni tohumlama yapilmaktadir. Suni tohumlamanin diger bir amac1 da daha az sperma hiicresi
kullanarak daha fazla hayvan tohumlamaktir. Bu yiizden ejakiilati cogaltmak amaciyla sperma
sulandiricilar1 kullanilir. Spermalar kisa siireli ve dondurularak saklama yontemli ile saklanir
ve kullanilir. Dondurma islemi sirasinda spermatozoonlar serbest radikallerin saldirisi (Cinar,
2019) ekstraseliiler stvinin kristallesmesi (Coskun ve Karaca, 2016) gibi bir¢ok zararl etkilere
maruz kalmaktadir. Dondurma esnasinda soguk sokuna karsi spermatozoonlart koruma,
canliligini uzun stire devam ettirebilmek, enerji ihtiyaglarini karsilamak ve gesitli bakterilerin
spermatozoonlara zarar vermesini Onlemek amaciyla sperma sulandirici igerigine birgok

madde katilir. Bunlardan biri de kriyoprotektan maddelerdir.

Kriyoprotektan maddeler spermanin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sirasinda degisen
ani sicaklik nedeniyle ortamda olusan osmotik basing farkina ve kimyasal bilesimde olusan
degisikliklere karst spermatozoonlart koruyan maddelerdir (Cinar, 2019). En yaygin
kullanilan kriyoprotektan maddelerden biri gliseroldiir. Fakat yiiksek oranda kullanim
hiicreye toksik etki olusturabilmektedir (Karasor, 2022). Gliseroliin yiiksek miktarda

kullaniminin toksik etkisi sebebiyle farkli kriyoprotektan madde arayisina girilmistir.

Laboratuvar caligmalarindan farkli olarak, bakteriler, bocekler ve baliklar gibi bazi
tirler, dogadaki AFP' ler yardimiyla sifirin altindaki kosullarda organlarii, hiicre
islevselligini basariyla korumaktadir. Bu proteinler i¢in donma sicakliginin azaltilmasi,

¢Ozililme sirasinda yeniden kristallesmenin engellenmesi ve diisiik sicakliklarda plazma
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membraninin korunmasi gibi ¢esitli koruyucu mekanizmalar onerilmistir (Kiigiik ve digerleri,

2021).

Bu amagla Matsumura ve Hyon (2009), buz kristallerinin sperma hiicreleri iizerine
etkisini engellemesinde rol oynayan AFP etkili bir ajan olan (Yangilar ve Oguzhan Yildiz,
2016), CPLL’ yi iiretmislerdir. CPLL hakkinda yapilan bir¢ok ¢aligmada hiicre morfolojisinin
korundugu (Jin ve digerleri, 2013), oositlerin in vivo gelisimini olumlu yonde etkiledigi
(Watanabe ve digerleri, 2013), membrana baglanarak kristallesme ve yeniden donmayi
engelleyerek membrani korudugu (Kamoshita ve digerleri, 2017), sigir sperma motilitesini,
¢oziilme sonrasi akrozomal aktivite ve canlilif1 iyilestirdigi (Tariq ve digerleri, 2020), yaban
domuzu spermasinin ¢oziilme sonrasinda sperma kalitesini, antioksidan savunma sistemini ve
mitokondriyal fonksiyonunu korudugunu (Zhang ve digerleri, 2022) bildirmislerdir. Biiytlik
buz kristallerinin morfolojisini degistirebilen ve kiigiilk buz kristallerini uzaklagtirabilen
altigen veya bipiramit seklinde karmagik bir molekiil oldugunu ve PLL ¢ozeltisindeki
polikasyonik molekiiller ve CPLL' nin glikoprotein molekiilleri hiicrelerin hidrofilik ylizeyine

kolayca adsorbe oldugunu (Zhang ve digerleri, 2023) sdylemislerdir.

Akter ve digerleri (2020), boga spermasi sulandirict igeriginde CPLL kullandigi
calismasinda CPLL iceren gruplarda sperma motilitesinin arttigini (P < 0.05) bildirmislerdir.
Tariq ve digerleri (2020), s1g1r spermasinda kullandig1 sperma sulandirici igerigindeki gliserol
miktarini azaltip (% 7° den % 5° e) CPLL miktarim arttirdig (% 0.5 veya % 0.75) gruplarda
spermanin total motilitesinin arttigini (P < 0.05) s6ylemislerdir. Shimizu ve digerleri (2022),
yunus spermasinda yaptiklari ¢alismada sperma sulandirici igeriginde % 1 CPLL kullanimi1
kontrol grubuna ve yiiksek CPLL kullanilan gruplara gore motilite karsilastirilmasinda daha
yiiksek sonuglar (P < 0.05) sagladigin1 bildirmislerdir. Zhang ve digerleri (2022), yaban
domuzu spermasinda yaptiklar1 ¢aligmada % 0.25 veya % 0.5 CPLL igeren sperma
sulandiricilarinda total motilite ve progresif motilite oraninin kontrol ve diger gruplara gore
tyilestigini gozlemlemislerdir. Rohu baligi spermasinda g¢alisma yapan Bibi ve digerleri
(2023), % 1.5 CPLL igeren sulandirict igeriginin kontrol grubuna gore sperma motilitesinin
daha yiiksek (P < 0.05) oldugunu bildirmislerdir. Teke spermasinin dondurularak saklanmasi
lizerine calisma yapan Zhang ve digerleri (2023), kullandig1 sulandirict igerigine farkli
oranlarda CPLL ilave etmistir. Hazirladiklar1 sulandiricilarda ¢6ziim sonucu analizlerde % 1’
lik CPLL igeren grubun en iyi total motilite ve progresif motilite oran1 (P > 0.05) elde

etmiglerdir. Bu caligmalara karsilik teke spermasinin sulandirici igerigine CPLL ekleyerek
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yaptigimiz ¢aligmalarda sulandirici igeriginde CPLL kullanimi motilitede istatistiksel agidan

iyilesme s6z konusu olmamaistir (P > 0.05).

Sulandiricr igerigine % 4 CPLL % 3 gliserol olan grubunda Akter ve digerleri (2020),
diger gruplarma karsilik canlilik oranin1 daha yiiksek (P < 0.05) olarak dlgmiislerdir. Tariq ve
digerleri (2020), % 5 gliserol igeren % 0.5 ve % 0.75 lik CPLL igeren gruplar1 (P < 0.05)
kontrol ve farkli oranlarda CPLL ve gliserol i¢eren gruplarina gore canlilik oranin daha iyi
oldugunu belirtmislerdir. Bibi ve digerleri (2023), rohu baligindaki calismalarinda canlilik
oranin1 diger gruplara gore % 1.5 CPLL igeren grupta (P < 0.05) daha yiiksek bulmuslardir.
Yaptigimiz ¢alismada sulandiricr igerigine farkli gliserol miktarlarinda farkli oranlarda CPLL
ilavesi sonucunda canlilik oranlarinda istatistiksel olarak belirgin bir fark gériilmemistir (P >

0.05).

Anakkul ve digerleri (2013) % 7, % 10 ve % 14 gliserol ilavesi kullandiklar1 teke
sperma  sulandiricilar1  arasindaki  morfoloji  karsilagtirmasinda,  ¢6ziim  sonu
degerlendirmelerinde anlamsal bir farka ulasmamislardir. Ankara, Kilis ve Saanen teke
tiirlerinde sperma sulandirici igerigine farkli gliserol ilavesi ile birbirleri ile karsilastirma
yapan Kulaksiz ve digerleri (2013), anormal spermatozoon oranlarini karsilastirdigi verilerde
% 5 gliserol ilavesi olan sperma sulandiricisinin diger farkli oranda (% 0, % 3, % 7, % 9)
gliserol ilavesi olan sulandiricilara gore daha diisiik anormal spermatozoon orant
bildirmislerdir. % 4 ve % 8 gliserol iceren sperma sulandiricilar arasinda karsilastirma yapan
Martinez-Pastor ve digerleri (2019), gruplar aras1 karsilagtirmasinda anormal spermatozoon
oraninda bir fark bildirmemislerdir. Yaptigimiz bu ¢alismada sulandirict igeriginde farkl
oranlarda gliserol ve CPLL ilavesi morfoloji bakimindan anormal spermatozoon oranlarinda

istatistiksel olarak fark goriilmemistir (P > 0.05).

Sperma sulandirict igerigine CPLL ilavesi yapilan gruplarin diger gruplara gore
akrozom biitiinliigliniin daha iyi korundugunu (P < 0.05) Akter ve digerleri (2020)
sOylemiglerdir. Farkli gliserol ve CPLL igeren gurplarda ¢aligma yapan Tariq ve digerleri
(2020), akrozom biitlinliigiiniin % 5 gliserol ve % 0.75 CPLL igeren sulandirict grubunda (P <
0.05) daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Zhang ve digerleri (2022), % 0.25 iceren CPLL
grubun diger gruplara gore akrozom biitlinliigiinti daha iyi korudugunu belirtmislerdir. Zhang
ve digerleri (2023) teke spermasinda yaptiklar1 bagka bir ¢caligmada sperma sulandiricisina %
2 CPLL ilavesi kontrol grubuna ve diger gruplara gore akrozom biitiinliigiinii daha az

korudugunu ayrica % 1 CPLL eklendigi grubun ise kontrol ve diger gruplara gore akrozomal
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biitiinliglinti daha iyi korudugunu tespit etmislerdir. Elde ettigimiz veriler sonucunda yapilan
calismada prematiire akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon oraninda istatistiksel

bakimdan bir fark tespit edilmemistir (P > 0.05).

CPLL igeren gruplarin kontrol ve diger gruplara gore plazma membran biitiinliigiiniin
daha iyi korundugu (P < 0.05) sonucuna varmislardir (Akter ve digerleri, 2020). Gruplar
arasinda plazma membran biitiinliigli karsilagtirmas1 yapan Tariq ve digerleri (2020), % 7
gliserol ve CPLL icermeyen kontrol grubuna gore sulandirict icerigi % 5 gliserole indirilmis
ve % 0.75 CPLL igeren grubun plazma membran biitlinliigiiniin daha iyi oldugunu
bildirmislerdir . Shimizu ve digerlerinin (2022) yaptig1 calismada plazma membran biitiinligi
acisindan gruplar arasinda belirgin bir fark kaydetmemislerdir fakat % 1 CPLL igeren grubun
diger gruplara gore daha iyi oldugunu yazmislardir. Zhang ve digerleri (2022), sulandirici
icerigine % 0,125 ile % 0,5 CPLL eklenmesi ¢6ziim sonrasinda membran biitiinliigiinii 6nemli
Ol¢iide arttirmis oldugunu ve % 0.25 CPLL grubunun en yiiksek degerde oldugunu
bildirmislerdir. Zhang ve digerleri (2023) yaptiklar1 diger bir ¢aligmada sulandirici igerigine
% 2 CPLL ilavesi kontrol grubuna ve diger gruplara gére plazma membran biitlinliigiinii daha
az korudugunu fakat % 1 CPLL ilavesi olan grubun ise kontrol ve diger gruplara gore plazma
membran biitiinliiglinii daha iyi korudugunu bildirmislerdir. Bunlara karsilik bizim yaptigimiz
caligmalarda membran biitiinliigii agisinda gruplar arasinda istatistiksel bir fark goriilmemistir

(P> 0.05).
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢alismada, elde edilen istatistiksel veriler sonucunda teke sperma sulandirict
icerigine CPLL ilave edilmesi ¢6ziim sonu parametrelerinde istatiksel anlamda bir ilerleme
saglamamistir. Ancak, CPLL kullanim1 parametreleri olumsuz bir bigimde de etkilememistir.
Ozellikle yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda gliseroliin fazla kullanimina bagl olarak toksik
etkisinin ortaya ¢ikmasi dondurma c¢alismalarinda gliserol kullanimini siirlamaktadir. Bu
nedenle CPLL ve diger kriyoprotektan kombinasyonlariin dondurma ¢alismalarinda
kullanilabilirligi ve bunun fertilite iizerine etkisi halen c¢alismaya deger diger konulari
olusturmaktadir. Bdoylelikle suni tohumlama calismalarinda CPLL kullanimi ve gebelik

oranlari iligkisinin bundan sonraki ¢aligsmalara yon vermesi muhtemeldir.
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