T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

DOLERME VE SUNi TOHUMLAMA
DOKTORA PROGRAMI
DR-2025-0052

TAVSAN SPERMASININ KISA SURELI SAKLANMASINDA
SERISININ ANTIMIKROBIYAL ETKISI

GUNEY TUZLALIOGLU

DOKTORA TEZi

DANISMAN

Prof. Dr. Melih AKSOY

AYDIN-2025



KABUL VE ONAY

T.C. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Reprodiiksiyon ve Suni
Tohumlama Anabilim dali Doktora Programi cercevesinde Giiney TUZLALIOGLU

13

tarafindan hazirlanan Tavsan Spermasinin Kisa Siireli Saklanmasinda Serisinin

Antimikrobiyal etkisi” baslikli tez, asagidaki jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul

edilmistir.
Tez Savunma Tarihi: 30/07/2025
Uye (T.D.) : Prof. Dr. Melih AKSOY Aydin Adnan Menderes Universitesi
Uye : Prof. Dr. Ahmet CEYLAN Aydin Adnan Menderes Universitesi
Uye: Prof. Dr. Sitheyla TURKYILMAZ Aydm Adnan Menderes Universitesi
Uye: Prof. Dr. Fatih AVDATEK Afyon Kocatepe Universitesi
Uye: Prof. Dr. Deniz YENI Afyon Kocatepe Universitesi
ONAY:

Bu tez Aydin Adnan Menderes Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav
Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun goriilmiis ve Saglik
Bilimleri Enstitlistinlin  ...............cccoeenn. tarth ve ... say1l

oturumunda alman ........................ nolu Yonetim Kurulu karartyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Siileyman AYPAK

Enstiti Midiira



TESEKKUR

Doktora tez ¢alismam siiresince ilgi, destegi ve hosgoriisiinii hi¢bir zaman esirgemeyen,
katkilar1 ve akademik destegi i¢in degerli danismanim Prof. Dr. Melih AKSOY’a en igten
tesekkiirlerimi sunarim. Anabilim Dali 6gretim tiyeleri Prof. Dr. Ahmet CEYLAN, Prof. Dr.
Ilker SERIN, Dog. Dr. Niyazi KUCUK ve Dr. Ogr. Uyesi Ugur UCAN’a miitesekkirim. Her
konuda bana yardimci olan ve destegini esirgemeyen Dr. Sanan RAZA, Veteriner Hekim
Deniz DOGAN, Elif Oykii KILIC, Biisra ARABACI ve diger lisansiistii arkadaslarima
tesekkiir etmeyi bir bor¢ bilirim. Ayrica, yardimlar1 ve yonlendirmeleriyle calismalarimda
bana katk1 saglayan kiymetli hocalarim Prof. Dr. Hiisnii Erbay BARDAKCIOGLU, Dr. Ogr.
Uyesi Pelin KOCAK KIZANLIK ve Dr. Ogr. Uyesi Cemil SAHINER’e; mikrobiyoloji
laboratuvar calismalarimda destegini esirgemeyen Prof. Dr. Sitheyla TURKYILMAZ ve Dr.
Omer Zeyyad MISIRLIOGLU’na icten tesekkiir ederim. Manevi destekleriyle her zaman
yanmimda olduklarin1 hissettiren Prof. Dr. Giines ERDOGAN, Prof. Dr. Hayrettin CETIN, Dr.
Asude G. ORYASIN ve Dr. Ogr. Uyesi Cevdet PEKER’e minnettarrm. Her zaman
yardimsever yaklasimlariyla yanimda olan Saglik Bilimleri Enstitiisii personellerine ve
ozellikle Esra SIMSEK’e ¢ok tesekkiir ederim. Aydin’1t bana bir yuva gibi hissettiren,
sectigim ailem olan sevgili arkadaslarim Ceren ULKER, Ebru CAN, Hiinkar Nazmi
OZTURK, Yagiz ALTIN’a ve uzaklarda olsalar da her zaman kalben yanimda olan Goknur
ERCAN ve Serife ASMAN’a goniilden tesekkiir ederim.

Tez calismam siiresince sabirlari, Ozverileri ve sonsuz destekleriyle bir an olsun
yanimdan ayrilmayan; beni daima tesvik eden ve varliklariyla gli¢ veren canim babam
Hiiseyin Oguz TUZLALIOGLU, canim annem Hiilya TUZLALIOGLU ve biricik ablalarim
Bedriye T. ABAKAN ile Ayse T. VILDAya sonsuz tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY .o e [
TESEKKUR ..ottt ettt ettt es sttt en sttt en ettt sensne st esannensntesans i
ICINDEKILER ...ttt st ii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT.......ccccooiiiiiiiicee e %
SEKILLER DIZINT ....ociiiiiiieiieeecee ettt an et Vi
RESIMLER DIZINT ..ottt vii
TABLOLAR DIZINIL....oiiiiiiiiiiiiiiiniiseiese s viii
OZET ..o ix
ABSTRACT bbbt bbbttt X
L GIRIS o 1
2. GENEL BILGILER .......coiiiiiiiiiiciiries s 3
2.1. Tavsanlarda Ureme BiyOlojiSi........ccceieueriireririreiesiseisssseseseesssesse st ssssse s s s snes 3
2.2. Tavsan Spermasinin OZEIIKIETT ........ccvcvovieiueriieiieieete e 4
2.3. Tavsanlardan SPerma AIIMI .........cccueiiiiiiiiiiiie e 5
2.4. Spermanin SaKIanMAST ........cccviiiiiiiiiiiie i 6
2.4.1. Spermanin Kisa Stireli SaKlanmasi...........ccoviiiiiiiiiiiiie e 7
2.4.2. Spermanin Uzun Siireli SakKlanmast ........cccovcveiiiiiiiiiiicis e 8
2.5. Sperma Saklama Siirecinde Kontaminasyon RisKIeri ..........c.cccoovviiiiiniiiiiiiiis 9
2.6. Sperma Sulandiricilarina Antibakteriyel Maddelerin Katilmast ...........cccoooveviiiiicninnnnnns 11
2.7 SBIISIN ..t 12
2.7.1. Ipek Bezinin Morfolojisi ve Serisinin SEeNtezZi............ccoeerrirererererriierereresssssesesesssenens 14
2.7.2. IPEK PIOLEINIETT ..vvvoveiviiecvicte ettt 16
2.7.2.1. YaPIS1 V& GENETIZT «..vviereeieeiiieeiee ettt nne s e s e nneeene e 16
2.7.2.2. SeriSin’ N BIYOKIMYAST ...cvviiiiiiiiiiiieiici e 16
2.7.2.3. Serisinin E1de €diliSic.....ccouiiiiiiiiiie i 17
2.7.2.4. Serisinin 6zellikleri ve Biyomedikal Uygulamalart ..........ccccoovviiiiiiiciiicnene 18
3. GEREC VE YONTEM......cooitiiiitteeeeteseses s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s ennnans 26
R B € 1< (< PSPPSR UP PP 26



3.1.1. Etik izin ve HAYVan Materyali ............ccccceevevericmueieieseececie et 26

TN 111177 7 1L - S 26
R I o) 11753 1 o TP PSP PP PPRTI 27
3.2.1. Sperma Sulandircisi ve stok soliisyonu hazirlama ............ccccovvvviiiiiii e 27
3.2.2. DIBNBY L.t b bt h e e b e b bt e e be e teeane e 27
3.2.2.1. Spermanin toplanmast Ve 1SIENMEST .......ecoviiviiiiiiiieiieie e 27
3.2.2.2. Birlestirilen 6rneklerin motilite agisindan degerlendirilmesi.........cccccocvevviiiiiieeninnn, 29
3.2.2.3. CaliSMa PIANT...c.ueiiiiiiiiiiie ettt 29
3.2.2.4. Sperma Parametrelerinin ANALIZI.........ccccvee e 29
3.2.2.4.1. Motilitenin DegerlendirMesi ...........cccovrriiieiiiiiiie s 29
3.2.2.4.2. Membran Biitiinliigiintin Belirlenmesi ...........ccccooveiiiiiiiiiienic e 30
3.2.2.4.3. Spermanin Canliliginin (6lii canli oraninin) Belirlenmesi ..........cccoccoeiieiiiiiicnnenne 30
BL2.3. DBNBY 2. 32
3.2.3.1. Spermanin Mikrobiyolojik Degerlendirme i¢in Hazirlanmast...........ccocvvvviiiiiinennn. 32
3.2.3.2. Toplam Bakteri Say1sinin Belitlenmesi.........ccccoveveiieiiiiiiiiiiicieee e 32
K B =T ) S PP RPR 33
3.2.4.1. Toplam Bakteri Say1sinin Belitlenmesi:........ccccoveviiieiiiiiiiiiiisseceee e 34
4. BULGULAR ..ot bbbttt nn e 36
I LT3 Y PSPPSR 36
4.1.1. Total MOtIIEE OTaANI.....coiuiiiiiiieiiiie et nn e s sineeea 36
4.1.2. Membran BUtinlligl Orant..........ccoceeiiiiiiiiiiiii e 36
4.1.3. Olii SPermatoZoon OTANI..........cccceveviriuereriiiisieesesesesssesesesss st ss s seses s 37
A.2. DBNBY 2.ttt ettt ettt — et e e b e e b e e e nae e nnes 37
4.2.1. Toplam Bakteri Say1SInin OTanT ........ccccooviiiieiiiiiie e 38
G T T4 1= Y PRI 39
5. TARTISMA ..ottt bt bbbttt n e s 40
6. SONUC VE ONERILER .......ccccciiiiuiieieiiiicieie ettt 46
KAYNAKLAR L.t bbbttt n bbbt 47
EICLER et bbbt bbbttt n b bbb re s 69
BILIMSEL ETIK BEYANI ....ccoouiiiiiiiiiiiniiiessie s 70
OZ GECMIS ...ttt bbbttt bbbt 71



%
ng

AgNP
ATB
B. Mori
CASA
CFU
Cm

G
HADYEK
HOST
kDa
kg
mg
mM
mOsm
OAT
oS

°C
PBS
pH

Pl
ROS

SPSS®
TBARS
TCG

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Yiizde

Mikrogram

Mikrolitre

Gilimiis Nanopartikiilleri

Antibiyotik

Bombyx Mori

Computer Assisted Sperm Analysis
Koloni Olusturan Birim

Santimetre

Gram

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’
Hipo- Osmotik Sisme Testi

Kilodalton

Kilogram

Miligram

Milimolar

Miliosmol

Oligoastenoteratozoospermi

Oksidatif Stres

Santigrat Derece

Fosfat Tamponlu Silin

Power Of Hydrogen (Potansiyel Hidrojen)
Propidium lodide

Reaktif Oksijen Tiirleri

Serisin

Statistical Package for the Social Sciences
Tiyobarbiitirik Asit Reaktif Madddeleri
Tris Sitrik Asit Glikoz



SEKILLER DiZINi

SeKil 1. IPEK KOZAST YAPISL. .uvuvuvererererierreseeesessessessssesseses s ssssesessesesesesesesesenesesssenesssenans 13
Sekil 2. Serisin ve fibroinin GOrtUNtUST . .....cvvieeiiiiiiieiiee e 14
Sekil 3. ipek bezi bOIUMIErinin fOtOFIafi. ........ccoviveviieireiieeieicreieee et 15
Sekil 4. Serisinin kullanim alanlart. ..........cccccoiiiiiii i 18
Sekil 5. Kontrol ve deney gruplarinin olusturulmasini gésteren $ema..........cccocceeevveeniveesinnnn. 28
Sekil 6. Kontrol grubu ve swim up yapilan grup arasindaki bakteriyel {iremenin frekanst. ....39

Vi



RESIMLER DiZiNi

RESIM L. SUNT VAJEN. ..ottt ettt e te e snaens 28
Resim 2. Membrani saglam ve membrani hasar gérmiis spermatozoonlar. ................... 30
Resim 3. Eosin- Nigrosin ile belirlenen 6lii ve canli spermatozoonlar. ..............c...c...... 31
Resim 4. Propidium Iodide boyasi ile belirlenen 6lii ve canli spermatozoonlar. ........... 31
Resim 5. Kontrol (a) ve Swim up (b) gruplarindaki bakteriyel kolonizasyon............... 35

vii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Deneylerde kullanilan TCG sulandiricisinin kompozisyonu. ............c.ceeveenene 27
Tablo 2. Gruplar arasi total motilite Oranlart............ccccereririnininiieee s 36
Tablo 3. Gruplar arast membran bitiinligli oranlart. ............ccoevvvrieiereieneicesas 37
Tablo 4. Gruplar arasi 6lii Spermatozoon Oranlart. ..........c.cecveverieesesresieeseeseseeseaeens 37

Tablo 5. 0. Saatte 10 sulandirmada kontrol, antibiyotik, serisin 0.1 ve serisin 0.5
gruplarinda lireyen toplam bakteri sayisinin logaritma 2 tabanindaki karsiliklari.......... 38
Tablo 6. 8. Saatte 10° sulandirmada kontrol, antibiyotik, serisin 0.1 ve serisin 0.5
gruplarinda tireyen toplam bakteri sayisinin logaritma 2 tabanindaki karsiliklari.......... 38
Tablo 7. 24. Saatte 10 sulandirmada kontrol, antibiyotik, serisin 0.1 ve serisin 0.5
gruplarinda tireyen toplam bakteri sayisinin logaritma 2 tabanindaki karsiliklari.......... 38
Tablo 8. Kontrol (Swim up yapilmayan) ve swim up yapilan gruplarda iireyen toplam

bakteri sayisinin logaritma 2 tabanindaki kargiliklart. ...........cccooiiiiiiiiciee 39

viii



OZET

TAVSAN SPERMASININ KISA SURELI SAKLANMASINDA SERISININ
ANTIMIKROBIYAL ETKISi

Tuzlahoglu G. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Délerme

ve Suni Tohumlama Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2025.

Amag: Bu tez ¢alismasinda, tavsan spermasinin kisa siireli saklanmasinda karsilasilan bakteriyel
kontaminasyon sorununa karsi serisinin antimikrobiyal potansiyeli arastirilmistir. Caligmada,
farkli konsantrasyonlarda serisin ilavesinin mikrobiyal yiik ve spermatolojik parametreler
tizerindeki etkileri incelenmis; ayrica seminal plazmanin bakteriyel iireme ile iliskisi

degerlendirilmistir.

Gere¢ veYontem: Calismada, genital muayene sonucunda herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmayan bes adet Yeni Zelanda irki albino erkek tavsandan, suni vajen yontemiyle alinan
sperma Ornekleri kullanilmistir. Birinci deneyde, kontrol grubu ile serisin uygulanan gruplar
karsilastirilarak serisinin sitotoksisite diizeyi analiz edilmistir. Ikinci deneyde ise, antibiyotik
iceren ve icermeyen kontrol gruplarina ek olarak farkli dozlarda serisin igeren gruplar
olusturulmus, sperma ornekleri +5°C’de Tris-sitrik asit-glikoz (TCG) sulandiricist igerisinde
inkiibe edilerek 0., 8. ve 24. saatlerde mikrobiyolojik ekimlerle bakteri tireme diizeyleri
karsilastirilmistir. Uglincii deneyde, spermadan seminal plazmamin uzaklastirilmasi amaciyla
swim-up teknigi kullanilmig, seminal plazmanin bakteriyel kontaminasyona katkisi

degerlendirilmistir.

Bulgular: Deney 1’de %0.1 ve %0.5 serisin ilavesinin sperm motilitesi, membran biitiinligii ve
canlilik iizerine anlamli bir olumsuz etkisi bulunmamus; serisinin kisa siireli saklama kosullarinda
sitotoksik olmadigir belirlenmistir (P>0.05). Deney 2’de serisin uygulanan gruplarda bakteri
sayisinda azalma goriilmekle birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05).
Deney 3’te ise swim up yontemi ile seminal plazmanin uzaklastirilmasinin bakteri iiremesini

anlamli sekilde azalttig1 saptanmistir (P<0.05).

Sonu¢: Elde edilen bulgular, serisinin antimikrobiyal etkisinin yam sira, uygun
konsantrasyonlarda kullanildiginda sperm hiicrelerine toksik etki gostermedigini ortaya
koymustur. Ayrica, seminal plazmanin bakteriyel lireme iizerinde kayda deger bir etkisi oldugu

tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal etki, Serisin, Sitotoksik etki, Swim-up, Tavsan spermasi.



ABSTRACT

THE ANTIBACTERIAL EFFECT OF SERICIN IN THE SHORT- TERM STORAGE
OF RABBIT SPERM

Tuzlahoglu G. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences,
Department of Reproduction and Artificial Insemination, PhD Thesis, Aydin, 2025.

Objective: In this study, the antimicrobial potential of sericin was investigated as an alternative
solution to the problem of bacterial contamination encountered during the short-term preservation
of rabbit semen. Aiming to reduce dependence on conventional antibiotics, the effects of sericin
added at various concentrations on microbial load were evaluated in experimental groups.

Additionally, the potential cytotoxic effects of sericin on sperm parameters were examined.

Material and Methods: Semen samples were collected using the artificial vagina method from
five New Zealand White male rabbits that were deemed genitally healthy. In the first experiment,
the cytotoxicity level of sericin was analyzed by comparing control and sericin-treated groups. In
the second experiment, in addition to control groups with and without antibiotics, groups
containing different doses of sericin were formed. The semen samples were incubated at +5°C in
Tris-citric acid-glucose (TCG) extender, and bacterial growth levels were compared at 0, 8, and
24 hours using microbiological culturing methods. In the third experiment, the swim-up technique
was employed to remove seminal plasma from the semen samples, allowing for the assessment of

its contribution to bacterial contamination.

Results: In Experiment 1, the addition of 0.1% and 0.5% sericin had no significant adverse effects
on sperm motility, membrane integrity, or viability, indicating that sericin was not cytotoxic under
short-term storage conditions (P>0.05). In Experiment 2, although a reduction in bacterial counts
was observed in the sericin-treated groups, the difference was not statistically significant
(P>0.05). In Experiment 3, however, the removal of seminal plasma by the swim-up method

resulted in a significant reduction in bacterial growth (P<0.05).

Conclusion: The findings revealed that sericin possesses antimicrobial properties and, when used
at appropriate concentrations, does not exert toxic effects on sperm cells. Moreover, seminal

plasma was found to have a significant influence on bacterial growth.

Keywords: Antimicrobial activity, Cytotoxic effect, Rabbit semen, Sericin, Swim-up.



1. GIRIS

Suni tohumlama, en yaygin kullanilan yardimei iireme teknigidir . Bu nedenle evcil olan
veya olmayan hayvanlarin ve nesli tilkenmekte olan tiirlerin yetistiricileri i¢in biiyiik ilgi
odag1 haline gelmistir. Bu en temel yapay iireme teknigi, dogal ¢iftlesmenin yarattig1 fiziksel
veya davranigsal engelleri ortadan kaldirir ve canli hayvanlarin transferi olmadan
popiilasyonlar arasinda genetik degisime ara¢ olur. Suni tohumlamanin kabul gérmesi diinya
capinda bliyiik bir etki yaratip sperma kryoprezervasyonu, Ostrus senkronizasyonu, embriyo
toplanmasi, dondurulmasi ve transferi gibi islemlerin de gelismesini saglamistir. Suni
tohumlama, se¢ilmis bireylerin genetik materyalinin kontrolsiiz ¢iftlesme yerine, belirli bir
plan dogrultusunda kullanilmasini saglar. Ayrica, suni tohumlama sayesinde, istenmeyen
genetik 6zelliklerin yayilmasi engellenebilir ve genetik ¢esitlilik korunabilir. Bu yontem ayni
zamanda etik ve c¢evresel kaygilari da beraberinde getirmektedir. Dolayisiyla, suni
tohumlamanin kapsamli bir degerlendirmesi, hem ekonomik hem de toplumsal boyutlariyla

birlikte ele alinmalidir.

Gecmisten beri bir¢ok arastirmact bu konularda ¢ok sayida arastirma yapmistir. Fakat
teknolojinin dolayisiyla da internetin olmadigi zamanlarda yapilan klasik caligmalara

ulagmak, elektronik veya basilmis bir kaydi olmadig i¢in, pek miimkiin degildir.

Suni tohumlamanin hayvan yetistiricileri arasinda 6nemli bir yere sahip olmasinin
birgok nedeni bulunmaktadir. Bunlardan bazilari; c¢iftlesme deneyimi olmayan geng
hayvanlarin spermalarimi kullanabilmek, spermayi sulandirarak daha ¢ok hayvan délleyip
daha fazla gebelik elde edebilmek, Osturusta bulunan biitiin hayvanlar1 Ostrus saatleri
icerisinde istenilen herhangi bir zaman diliminde tohumlayabilmek, boyut ve agirlik farkindan
dolay: ciftlesmede zorluk yasayan disi ve erkekleri kullabilmek, veneral hastaliga sahip olan

disilerin erkek hayvanlar1 enfekte etmesini engellemektir.

Suni tohumlama, hem biiyiikbas hem de at, koyun, kegi, kdpek, tavsan, kanatli gibi
hayvanlarda genetik olarak iistiin canli hayvanlarin genomunun hizla yayilmasi ve veneral
hastaliklarin Onlenmesi i¢in iyi bir tekniktir. Bir popiilasyonda genlerin olusturulmasi
i¢cin, embriyo transfer teknolojisi veya dogal ¢iftlesme yerine daha ekonomik, basit ve basarili

bir yontemdir (Vishwanath, 2003).



Sperma mikroskopta ilk kez 1674 yilinda Nicolaas Hartsoeker ve van Leewenhoek
tarafindan incelenmistir (Clarke, 2006). Suni tohumlama ise, ilk kez 18. yiizyilda italyan
biyolog Lazzaro Spallanzani tarafindan kopekler tizerinde yapilan deneylerle temelleri atilmig
bir teknik olarak bilim diinyasia tanitilmistir (Lonergan, 2018). Daha sonra, 20. yiizyilin
baslarinda Ivanoff’un evcil hayvanlar ve kanatlilar tizerinde yaptig1 ¢caligmalarla sistematik bir
yontem haline gelmistir. Bu siirecte, oOzellikle genetik {istlinliik tasiyan bireylerin
spermatozoonlarinin genis bir cografyaya dagitilmasimi saglamak amaciyla gesitli teknikler

gelistirilmistir.

Suni tohumlama tavsanlarda koloni yonetimi ic¢in kullanigh bir tekniktir. Tavsan
yetistirmede suni tohumlamanin uygulanmasi diger tiirlerde oldugu gibi diger pozitif

etkilerinin yan1 sira genetik ¢esitlilige ve hizli damzilik {iretimine de olanak saglamistir.

Suni tohumlama uygulanmaya baglandig1 yillarda spermalar herhangi bir isleme tabii
tutulmadan taze olarak kullanilmaktaydi. Fakat ilerleyen yillarda suni tohumlamanin
basarisinda, spermanin toplanmasi ve saklanmasi siirecindeki teknik detaylarin kritik bir
oneme sahipoldugu Ongdriilmiis ve bunun i¢in c¢alismalara baslanmistir. Spermanin
laboratuvar ortaminda uygun kosullarda saklanmasi, hem taze hem de dondurulmus formda

kullanilmasina olanak tanimaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tavsanlarda Ureme Biyolojisi

Tavsanlar, cinsel olgunluga ulasma siireleri bakimindan, ait olduklar1 irkin olgunlasma
agirligina baglh olarak farklilik gostermekte olup, bu siire¢ genellikle 4 ila 7 ay arasinda
degismektedir. Orta boyutlu irklardan biri olan Yeni Zelanda albino tavsanlari, yaklasik 4 ile
6 ay icerisinde cinsel olgunluga erismektedir. Yas ilerledikge, disilerin her dogumda diinyaya
getirdigi yavru sayisinda (Adams, 1970) ve erkeklerin sperma kalitesinde bireysel diizeyde
azalmalar gozlemlenmektedir. Siitten kesilen erkek bireylerde ¢iftlesme davranisi
sergilenmesine ragmen, epididimiste olgun spermatozoonlarin bulunmasi 4 aylik yasa kadar

gerceklesmemektedir (Thetford ve digerleri, 1992).

Disi tavsanlarda diizenli 6strus sikluslar1 olusmamakla birlikte, ovaryumlarda meydana
gelen follikiiler biiyiime ve gerileme siiregleri, ¢iftlesme istekliliginde dalgalanmalara neden
olabilmektedir (Farrel ve digerleri, 1968). Tavsanlar provoke ovulasyona sahip tiirler arasinda
yer almakta olup, ovulasyon genellikle ¢iftlesmeden 9 ile 13 saat sonra meydana gelmektedir.
Bununla birlikte, bazi durumlarda ovulasyonun spontan olarak gergeklestigi de rapor
edilmistir. Kedilerde ovulasyonun serviksin mekanik uyarimi sonucunda tetiklendigi
bilinmekle birlikte, dnceki yillarda tavsanlarda bu mekanizmanin nasil isledigi hakkinda kesin
bir bilgi bulunmamaktaydi. Ancak ilerleyen arastirmalar, tavsanlarda ovulasyonun giftlesme
sirasinda ortaya ¢ikan norohormonal refleks ile indiiklendigini ortaya koymustur. Suni
tohumlama uygulamalarinda ise ovulasyon, hormon enjeksiyonlar1 aracilifiyla
tetiklenmektedir (Quintela ve digerleri, 2004). Tavsanlarda ovulasyonun gergeklesmesi igin
vajinal penetrasyonun gerekli olmadigi; hatta suni tohumlama sirasinda yapilan vajinal
uyarimin ovulasyonu indiiklemedigi ve bu nedenle ovulasyonun gerceklesmedigi tespit

edilmistir (Staples, 1967).

Steril erkek tavsanlarla ciftlesen ya da spontan ovulasyon gosteren disi tavsanlarda,
yaklagik 17 ile 19 giin siiren yalanci gebelik vakalar1 gozlemlenmistir (Lane-petfer, 1963).
Tavsanlarda gebelik siiresi 30 ila 33 giin arasinda degismekte olup (Hafez, 1970), tireme dmrii

yaklagik 4 y1l olarak belirlenmistir (Carpenter ve digerleri, 1995).



2.2. Tavsan Spermasinin Ozellikleri

Tavsan spermasi olgun spermatozoonlarin yaninda bazi fraksiyonlar (seminal plasma,
damlaciklar, vezikiiller) da igermektedir. Bu fraksiyonlar cesitli lipit kompozisyonlarina
sahiptir. Spermatozoonlar fosfolipidlerin c¢ogunu igerirken, %49.8 oraninda fosfolipidi
seminal plazma, damlaciklar ve vezikiiller icermektedir. Spermada 811pg/10° kolesterol
bulunmaktadir, bunun da %21-23’linii spermatozoonlar ihtiva etmektedir (Castellini ve
digerleri, 2006). Bu membran modifikasyonu canli hiicre sayisini etkilemese de tavsan

spermatozoonlarinin fonksiyonel 6zelliklerini etkilemektedir.

Spermatozoonlar farklilagmis hiicreler olduklarindan dolay1 kendilerine 6zgii bir lipit

bilesimine sahiptirler.

Spermatozoonlarin epididimal olgunlagsma ve disi lireme kanalindan gegisleri sirasinda
lipid yapilarinda ve membran akiskanliklarinda degisiklikler meydana gelir. Bu degisiklikler
spermatozoonun zona pellucidaya penetrasyonunu ve yumurtayr dollemek igin gerekli olan

hiperaktivasyon, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu saglar.

Seminal plazmanin fizyolojik gorevi erkek gametlerini disi genital organlarina aktaran
tampon bir sivi gibi gorev yapmak ve spermatozoon hareketini kolaylastirmaktir. Seminal
plazma tiirlere gore degisen bir hacme sahip olmakla birlikte, biitiin tiirlerde spermatozoonlar
icin besin maddeleri saglar ve hiicrelerin yasayabilmesi i¢in uygun ortami saglar. Fruktoz ve
sorbitol gibi spermatozoon tarafindan direkt olarak kullanilabilen enerji kaynaklarini
blinyesinde bulundurur. Spermatozoonlarin fonksiyonlarmi modiile eder, spermanin
olgunlasmasinda rol alarak disi genital sisteminde kapasitasyon islemlerinin ve gamet
etkilesimlerinin kompleks basamaklarini yonlendirir. Seminal plazmanin disi genital
organinda Ozellikle de provake ovulasyon yapan domuz, deve, tavsan gibi hayvanlarda

ovulasyonun olusumu ve pasif sperma transportunu da uyarici etkisi vardir.

Spermatozoon fonksiyon ve fertilizasyon yeteneginde, seminal proteinlerin bireysel
olarak veya tiirler aras1 farklilik gostermesi seminal plazmanin kompozisyonunda gesitlilik
meydana getirir. Erkek eklenti bezlerinin sayisinin anatomik olarak farklilik gdstermesi de

fiziksel ve biyokimyasal farkliliklara neden olur.

Seminal plazmanin kompozisyonu; inorganik bilesikler, amino asitler, peptidler, diisiik
ve vyiikksek molekiiler agirliklt proteinlerden olusur. Bu maddeler tiirler arasinda,

ejakiilasyonlar arasindaki siire ve hayvanin sagligina gore degisimler gostermektedir. Bundan



baska seminal plazmadaki dogal antioksidanlar ve diger faydali komponentler
spermatozoonun fonksiyonlar1 ve membran biitliinliigiiniin korunmasi igin gerekli olan
unsurlardir. Kog¢ spermasinda yapilan bir ¢alismada seminal plazma uzaklastirildiktan sonra
yiiksek oranda sulandirilan spermatozoonun hizla 61diigii gézlemlenmistir (Rossi ve digerleri,
1997; Maxwell ve Johnson, 1999). Seminal plazma, spermatozoonun yasama yetenegi ve
motilitesini etkileyen cok ¢esitli bilesenleri i¢eren karmasik bir yapidir. Sadece tiir bazinda
degil, farkli fertiliteye sahip bogalarin da seminal plazma proteinlerinin farkli oldugu
saptanmustir (Barrios ve digerleri, 2000). Tavsan seminal plazmasi, sperm kapasitasyon
stirecini engelleyen epididimal kaynakli vezikiiller icerir (Ludeman ve Oliphant, 1978;
Thomas ve digerleri, 1986). Islevi tam olarak aciklanmasa da Castellini ve digerleri (2006)
motilite, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi farkli sperm fonksiyonlarin1 modiile eden
farkli rollere sahip olabilecegini one siirmiislerdir. Bu vezikiiller ya da damlaciklar kolesterol
acisindan ¢ok zengin olup muhtemelen spermatazoonlart soguk sokuna ve erken akrozom
reaksiyonuna karsi korumak igin sterol dondrleri olarak kullanilmaktadir (Castellini ve
digerleri, 2006). Ote yandan, tavsanda kolesterol/fosfolipid oranmin yiiksek olmasi, tavsan

spermatozoonlarinin fertilizasyon yetenegi agisindan 6nemlidir.

Kolesterol, fosfolipitlerin yag zincirleri ile etkileserek membranlarin akiskanligini
modiile eder ve kolesterol:fosfolipid orani, membran akiskanliginin énemli bir belirleyicisidir
(Watson, 1981; Sparr ve Aitken, 2002). Diger evcil tiirlerin aksine, tavsan spermatozoon
membran1 0.88:1.56 kolesterol:fosfolipid oranina sahiptir (Darin-Bennet ve White, 1977;
Castellini ve digerleri, 2006). Bu o6zellikler membrana daha akiskan bir yapi kazandirir
(Darin-Bennet ve White, 1977), bu nedenle tavsan spermatozoonlari soguk sokuna kars1 daha

direnglidir.

2.3. Tavsanlardan Sperma Alim

Tavsanlarda sperma alimi igin genellikle suni vajenler kullanilir. Bu pratik bir
yontemdir ve bu yontemle alinan spermanin kalitesi, normal ¢iftlesmeyle elde edilen sperma

kalitesinden ¢ok farkli degildir.

Suni vajene ek olarak, erkegin ejekulasyonunu gerceklestirebilmesi i¢in sperma
alicisinin suni vajeni tuttugu elinin {stiine koyacagi bir tavsan derisi veya disi tavsan

gerekmektedir.



Suni vajen yontemi, dogal vajenin sicaklik, basing ve kayganlik 6zelliklerini tizerinde
barindiran silindirik kauguk boru ve icini saran lastik bir kiliftan olusmaktadir. Bir valf
araciligi ile bu iki katman arasina konulan sicak su ile sicaklik, hava ile basing ve steril bir

kayganlastirici veya vazelin ile kayganlik saglanmaktadir

Hazirlanan suni vajenin sicakligini 6lgmek ic¢in termometre kullanilmaktadir. Bunun
sebebi suni vajenin fazla sicak olmast durumunda spermanin idrar ile karigmasini
engellemektir (Hafez, 1970). Ote yandan sicakligin ¢ok diisiik olmasi da erkek tavsanin
ejekulasyonu i¢in yeterli olmayacaktir. Kullanilan kaugugun giris kismima spermisidal

olmayan kayganlastirici siiriilmesi gerekmektedir.

Sperma alicis1 disi tavsani veya tavsan derisini kolunun {istline yerlestirmektedir.
Sperma alma islemi mutlaka erkek tavsanin kafesinde yapilmalidir. Aksi takdirde kendi
kafesinde farkli bir hayvan goren disi, saldirgan davranislarda bulunabilecek, farkli ortama
aktarilan erkek tavsanin ise dikkati farkli seylere kayabilecektir. Sperma alicisina alisan

deneyimli erkek tavsanlar boylelikle rahat bir sekilde sperma verecektir.

Bu sekilde dogal asima tesvik edilen tavsanin penisi suni vajene yonlendirilerek
ejekiilasyonun gerceklesmesi ve alinan spermanin suni vajenin ucundaki bir tiip igerisinde

birikmesi saglanmaktadir.

2.4. Spermanin Saklanmasi

Basaril1 bir suni tohumlama i¢in spermanin saklanmasi gerekmektedir. Sperma saklama,
genetik cesitliligi korumaktadir. Buna ek olarak 6zellikle nesli tiikenmekte olan tiirlerin
genetik materyallerinin  korunmasma ve gelecek nesillerde kullanilmasina olanak
saglamaktadir. Saglikli hayvanlarin kontrollii bir sekilde liremeye devam etmesini saglarken,
hasta hayvanlarmn elimine edilip diger nesillere hastalik yaymasina engel olmaktadir. Ticari
amagla yapilan hayvancilikta (6rnegin kiiciikbas ve biiylikbas hayvancilikta) 6zellikle yiiksek
verim Ozelliklerine sahip hayvanlarin spermasinin saklanilip kullanilmasi siirli bazinda et ve
siit veriminin artmasina yardimci olmaktadir. Bunun yani sira bazi hayvanlarin kizginlik
zamanlar1 mevsimsel olarak degismektedir. Fakat bazi1 bolgelerde bazi hayvan tiirlerinde
adaptasyonlar gergeklesmis ve lireme mevsimlerinin disinda da kizgmliklar gézlemlenmistir.
Bu nedenle disi ile ¢iftlesmek icin ideal zamani bekleyen erkek hayvanlarin spermalari belli

islemlerle saklanip iireme mevsimi disinda da kullanilabilmektedir.



Spermanin saklanmasindaki temel yaklagim spermatozoonlarin metabolizmasini
yavaglatmak suretiyle enerji kullanimlarin1 azaltmak ve bdylece yasam siirelerini uzatmaktir.
Yapilan arastirmalar sonucunda spermanin saklanmasi i¢in iki yontem gelistirilmistir.
Bunlardan birincisi, spermanin sivi sekilde kisa siireli, ikincisi ise spermanin dondurularak

uzun siireli saklanmasidir (Salamon ve Maxvell, 2000).

Spermanin islenmesi sirasinda sekillenen membran hasarlar1 sogutma sicakliginin
ozellikle 20 °C’den 5 °C’ye hizli diismesi sonucu soguk soku ve depolama sirasinda
spermatozoonlarin  yaglanmasina  bagli olarak meydana gelen degisikliklerden
kaynaklanmaktadir (Paulenz ve digerleri, 2002). Spermanin sogutulmasi sirasinda sicakligin
diismesine bagli olarak faz ge¢isi esnasinda spermatozoonlarin plazma membranlarinda yer
alan lipitler fiziksel birtakim degisikliklere ugrayarak akiskan durumlarin yitirip, daha sert ve
daha az akiskan bir hale gelirler (White, 1993). Sogutma sirasinda spermatozoon
membranlarinda ortaya ¢ikan hasarlarin da lipitlerin yeniden diizenlenememesi veya normal

dagilimlarini kazanamamalar1 neticesi olusmaktadir (Buhr ve digerleri, 1994).

Yapilan ¢alismalar, spermanin kisa siireli veya uzun siireli saklanmasi i¢in uygun

sulandiricilar1 ve prosediirleri bulma yoniindedir.

2.4.1. Spermanin Kisa Siireli Saklanmasi

Spermanin kisa siireli saklama yontemi erkek damizliktan alinan spermanin birkag giin
igerisinde dondurulmadan kullanilmasia olanak saglamaktadir. Sperma alindiktan sonra
gerekli makroskobik ve mikroskobik kontrolleri yapilip uygun bir sulandirici ile
sulandirilarak genellikle 5 °C‘de muhafaza edilebilmektedir. Ancak kisa siireli saklamalarda
sulandiricinin kompozisyonu, sulandirma orani, saklama 1sis1 ve sartlariyla iliskili olmaksizin,
sadece saklama siiresinin uzamasina bagli olarak da spermatozoonlar zarar gorebilmektedir.
Saklama sirasinda ortaya c¢ikan baslica degisiklikler, spermatozoon motilitesinin azalmasi,

morfolojik biitiinliigliniin bozulmasi vb. olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Aitken, 1988).

Spermanin kisa siireli saklanmasi sirasinda hiicreler lipit peroksidasyona maruz
kalabilmektedir. Bunun sonucu olarak da spermatozoon motilitesi ve membran biitiinliigiinde
kayiplar, buna baglh olarak da fertilite oranlarinda diismeler yasanmaktadir (Salamon ve
Maxvell, 2000). Bu olumsuz etkiler, spermanin saklanmasi 6ncesi sulandiricilara bazi

kimyasallarin ilavesiyle dengelenmeye calisilmaktadir (Bucak ve Tekin, 2007). Spermanin



sogutularak kisa siireli saklanmasi, dondurularak uzun siireli saklanmasindan daha kolay ve

ucuz bir yontemdir.

2.4.2. Spermanin Uzun Siireli Saklanmasi

Sperma belirli islemlere tabii tutulup dondurulduktan sonra -196 °C‘de yillarca
saklanmaktadir. Dondurarak saklamada en 6nemli sorun, dondurulurken spermatozoonlarin

hayatta kalma oranlariin diismesidir (Di lorio ve digerleri, 2014).

Uzun siireli saklamada sulandiricinin kompozisyonu énemli bir role sahiptir. Bunun
nedeni sulandiricinin spermatozoonlarin metabolik ihtiyaglarini, ortamin PH’sin1 ve ozmotik
basincini saglamasidir. Dondurma ve sogutma islemlerinde birgok sulandirici ve dondurma

yontemi denenmistir.

Spermatozoonlar ¢oklu yag asitlerinden zengin oldugu i¢in oksidatif hasara kars1 ¢ok
hassastirlar (Aitken ve digerleri, 1988). Oksidatif stres spermatozoonun morfolojisine zarar
vermektedir. Buna ek olarak mitokondriyal fonsiyon bozukluguna, buna bagl olarak da
spermatozoonun hareketliliginin azalmasina ve akrozom reaksiyonunun gecikmesine veya

One alinmasina neden olmaktadir (Aitken ve Drevet, 2020).

Bir¢ok calismada dondurma teknikleri, kriyoprotektanlarin tiirli ve konsantrasyonu ele
alinarak tavsan spermasinin kriyoprezervasyonunda sonuglarin iyilestirilmesi amac¢lanmistir
(Mocé ve Vicente, 2009; Nishijima ve digerleri, 2021). Her ne kadar teknik agidan
tyilestirmeler yapilsa da farkli ¢caligmalarda gozlemlenen tutarsiz ve degisken sonugclar, koklii
standart bir prosediiriin bulunamadigin1 gostermistir (Viudes- de- Castro ve Vicente, 2023;

Kubovicova ve digerleri, 2022).

Calismalarda ¢6ziim sonu motilite ve canlilik i¢in %10-60, progresif motilite i¢in %15-
35 gibi oranlar bulunmus, bu dalgalanmalardan da uygulanan prosediirlerin tam oturmadigi
kanitlanmistir (Mocé ve Vicente, 2009; Nishijima ve digerleri, 2021; Viudes- de- Castro ve
Vicente, 2023; Kubovicova ve digerleri, 2022).

Spermanin dondurulmasi bir¢ok hayvan tiirii i¢cin 6nemli kolayliklar saglamaktadir.
Fakat boga (Liu ve digerleri, 1998), fare (Sztein ve digerleri, 2000), domuz (Waterhouse ve
digerleri, 2006), kiimes hayvani (Long, 2006) ve tavsan (Moc¢ ve digerleri, 2003) gibi c¢iftlik
hayvanlarinda spermatozoonlarin kriyohasarlara duyarliliklar1 bireyler arasinda farklilik

gostermektedir. Bu farkli duyarliliklarin soguk sokuna kars1 verilen tepkiden kaynakli oldugu



diisiiniilmesine regmen bireyler arasi meydana gelen bu degisik tepkilerin neden
kaynaklandigi tam olarak bilinmemektedir. Boga spermalar1 basarili bir sekilde
dondurulabilmistir (Liu ve digerleri, 1998). Ote yandan uygun protokoller gelistirilmesine
ragmen domuz (Rodriguez Martinez ve Wallgren, 2010) ve kog¢ (Salamon ve Maxwell, 1995;

Ollero ve digerleri, 1998) spermasinda kriyohasar yogun olarak gézlemlenmektedir.

Tiirler ve bireyler arasinda spermatozoonlarda membran lipid kompozisyonlar1 farklilik
gostermektedir. Fakat bu durum boga ve domuz gibi tiirler aras1 veya irklar arasi veya ayni
irktan olan farkli erkek hayvanlarda degisen ¢6zliim sonu canlilik ve fertilite yeteneginde
meydana gelen biiyiik farkliliklart agiklayabilmis degildir (Holt, 2000). Ayrica disi lireme
sisteminde de tiirler arasinda farkliliklar vardir ve basarili bir dolleme icin gerekli olan
spermatozoon sayisindaki farkliliklar da donmus spermanin dolleme yetenegini

belirlemektedir.

2.5. Sperma Saklama Siirecinde Kontaminasyon Riskleri

Suni tohumlamanin avantajlarindan biri de veneral hastaliklarin yayilmasini
engellemektir. Her ne kadar bu teknikle disi ve erkeklerin temasi engellense de, herhangi bir
patojene sahip erkek hayvanin spermasinin tohumlamada kullanip disi hayvani kontamine
etmesi engellenememektedir (Foote, 2002). Iyi kosullar saglanmazsa spermanin 6zellikle
toplanma ve kriyoprezervasyon islemi sirasinda kontamine olmasi kaginilmaz olmaktadir
(Zampieri ve digerleri, 2013). Bunlara ek olarak herhangi bir patojenin varliginda
spermatozoonlar zarar gorebilmekte (Mayer ve digerleri, 2001) ve bu durum sperma

dondurma islemi sirasinda spermanin kalitesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir.

Cesitli memeli tiirleri arasinda, spermanin hem sogutulmasi hem de dondurulmasi
prosediirleri i¢in kullanilan sulandiricilara eklenen antimikrobiyallerin tiplerinde ve
konsantrasyonlarinda biiyiik farkliliklar vardir. Spermanin iglenmesi ve saklanmasi sirasinda
da kontaminasyon meydana gelebilmektedir. Bu durum sadece cevresel etkenlerden degil
spermaya direkt veya indirekt olarak temas edebilecek ekipmanlardan, sulandiriciya katilacak
olan sulandiricilardan (6zellikle yumurta sarist gibi hayvansal kdkenli katk1 maddelerini ihtiva
edenlerden) ve saklamak i¢in kullanilan gereclerden de kaynakli olabilmektedir (Thibier ve
Guerin, 2000). Siv1 azot, patojenleri gli¢lii bir sekilde dondurabilmektedir. Fakat bu durum

stv1 azotu sliphelenilmeyen gizli bir kontaminasyon kaynagi yapabilmektedir. Bu yiizden ¢ok



iyi bir sekilde payetlenmis ve korunmus spermanin saklanmasi sirasinda bile dikkatli

olunmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Mazurova ve Krpatova, 1990).

Bazi erkek hayvanlarda herhangi bir hastalik bulunmamasina ragmen prepusyal
florasinda ¢esitli mikroorganizmalar bulunabilmekte ve bu mikroorganizmalar ejekiilasyon ve
sperma toplanmasi sirasinda spermay1 kontamine edebilmektedir. Toplama ve/veya numune
alma sirasinda, spermanin aseptik olarak islenmesine yonelik tim gereksinimler karsilansa
bile, ejakiilatlarin mikrobiyal kontaminasyonu siklikla gozlemlenir (Bialenski, 2007). Son
zamanlarda, androloji alaninda iirogenital enfeksiyonlarin sperma kalitesi lizerindeki etkileri
belirlenmeye ¢alisilmaktadir. Lokosperminin ve bakteriyosperminin erkek gametlerinin islevi
tizerine etkisi, buna bagli olarak da ejekiilatin kontaminasyonu ve ejekiilatta meydana gelen
bakteriyel kolonizasyonu tam agiklanamamustir (Moretti ve digerleri, 2009; Barraud-Lange ve
digerleri,2011). Urogenital enfeksiyonlarin ¢ogu asemptomatik seyretmektedir (Vilvanathan
ve digerleri, 2016). Ejekiilatlarda bulunan bakterilerin tipi ve konsantrasyonu genellikle erkek
tireme sistemindeki hiicrelerden, bakterilerden ve onlarin yol actigt hasarlardan

kaynaklanmaktadir.

Bakteriyospermi spermada motilitede ani bir azalmaya yol acgarak spermatozoonlarin
adezyonuna ve agliitinasyonuna katkida bulunur. Bakteriler, ortamdaki besinler i¢in dogrudan
rekabet ederek veya toksik metabolik ara Triinler veya endotoksinler iireterek

spermatozoonlara zarar verebilmektedir (Wolff ve digerleri, 1993; Monga ve Roberts, 1994)

Ejakiilatlardaki oksidatif stres (OS) seviyesi, birka¢ enfeksiydz, kontamine edici veya
kolonize edici bakteri tliriiniin varligi ile iligkilendirilmistir. Bakteriler, toksik metabolitleri ve
virlilent faktorleri aracilifiyla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu uyarma yetenegine

de sahiptir (Wang ve digerleri, 1997).

Daha 6nce de belirtildigi gibi mikroplarin sperma kalitesini etkildigi rapor edilmistir.
Bakteri varligimin morfolojik bozukluklara, akrozom ekzositozuna (Prieto-Martinez ve
digerleri, 2014), sperm agliitinasyonuna, sperm motilisinde ve membran Dbiitlinliigiinde
azalmaya (Sepulveda ve digerleri, 2014), bu sekilde spermatozoon émriiniin azalmasina ve

ortamin asiditesinin artmasina neden olabilecegi kanitlanmistir (Althouse ve digerleri, 2000).

Sperma kalitesini diisiiren mikroorganizmalar ciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Prieto-Martinez ve digerleri, 2014). Kontamine olmus sperma gebelik oranini

azaltabilir, erken embriyonik Oliime ve/ veya endometritise, istenmeyen patojenlerden
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kaynakli klinik hastaliklara ve/ veya enfeksiyonlara sebep olabilmektedir (Maes ve digerleri,
2008).

Yirminci yiizyilin ortalarindan beri, lireme biyoteknolojilerinde spermanin kalitesini
arttirmak ve bakteriyel kontaminasyondan kaynakli meydana gelebilecek hasarlar1 azaltmak
icin sperma sulandiricilarina antibiyotiklerin eklendigi rapor edilmistir. Antibiyotikler
(ATB'ler) genellikle bakteriyospermiye karsi spermatozoonlart korumak i¢in ilk tercih olan
antibiyotikler i¢in kullanilabilecek alternatif maddeler, antibiyotik direncinin ilerlemesini
yavaslatarak veya antibiyotiklerin erkek ilireme hiicrelerinin iizerindeki potansiyel toksik
etkilerini azaltarak, depolanan spermatozoonlarin ¢6ziim sonu kalitesini arttirabilir (Morrel ve

Wallgren, 2014; Paulo ve digerleri 2010 ).

2.6. Sperma Sulandiricilarina Antibakteriyel Maddelerin Katilmasi

Memeli hayvanlarin sperma sulandiricilarinda 6zellikle bakteri hiicre duvar1 sentezini
engelleyip, hiicrenin lizisine ve olimiine neden olan B- laktamlar (penisilin, sefalosporin)
eklenmektedir (Spinosa ve digerleri, 2006). Aminoglikozitler (gentamisin, streptomisin,
amikasin), makrolidler (tylosin, spektinomisin) ve linkosamidler (linkomisin) bakteriyel

protein sentezini inhibe etmektedirler (Spinosa ve digerleri, 2006).

Ote yandan sperma sogutma veya dondurma islemlerinde kullanilan sulandiricilara
eklenen antimikrobiyallerin tipi ve konsantrasyonlar1 memeli tiirlerine gore degismektedir.
Ornegin sigir sperma teknolojisinde en ¢ok kullanilanlar penisilin ve streptomisindir
(Almquist ve digerleri, 1949). Arriola ve Foote (1982) at spermasinda bulunan bakteri
suslarinin penisilin ve streptomisine karsi direng¢li oldugunu belirtmistir. Buna ek olarak
Polimiksin B (Jasko ve digerleri, 1993) ve gentamisinin (Aurich ve Spergser, 2007)
sogutulmus at spermasinin motilitesi iizerine negatif etkisinin oldugunu ispatlanmistir
(Vaillancourt ve digerleri, 1993). Bundan farkli olarak Price ve digerleri (2008) 15°C’de 96
saat saklanacak olan at spermasina kiiciik miktarda eklenen gentamisinin bakteriyel
cogalmay1 azalttigi ve sperma motilitesi, hizi ve canliligini, higbir antimikrobiyal ajan

eklenmeyen kontrol grubuna gore gelistirdigini rapor etmistir.

Barbosa ve digerleri (2010), kdpek spermaisnin dondurulmas: sirasinda 500 1U, 1000
IU ve 1500 IU/mL dozlarinda penisilin izolatlar1 kullanmis, fakat ¢dzdiirme sonucunda
bakteriyel iiremeyi engellemedikleri sonucuna varmislardir. Bir diger ¢alismada ise Becher ve

digerleri (2013) kopek spermasinda Mycoplasma sp. ve Ureaplasma sp. yayilmasini
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engellemek ve mikrobiyal kontrolii saglamak i¢in birden ¢ok antibiyotik kombinasyonunun

kullanilmasinin daha etkili oldugunu kanitlamislardir.

Yabani hayvanlardaki sperma saklama ¢alismalar1 evcil hayvan ¢alismalarina goére daha
azdir. Johnson ve digerleri (1998) penisilin ve gentamisinin kombinasyonunun 16°C’de 24
saat tutulan koala spermasinda, spermatozoonlara zarar vermeden bakteriyel iiremeyi

engelledigini savunmustur.

Antimikrobiyallerin tipi ve konsantrasyonu, saklama siiresi, depolama sicakligi, vb.
degiskenler nedeniyle yapilan caligmalar hala daha tam olarak standardize edilememistir.
Depolama sirasindaki sicaklik da, bakteriyel yayilim igin 6nem arz etmektedir. Ornegin
atlarda (Price ve digerleri, 2008) ve domuzlarda (Waberski ve digerleri, 2019) hipotermik
(5°C) saklama 1sisinin antimikrobiyal ilaclarin daha az miktarda kullanimina neden

olabilecegi ispatlanmaistir.

Ote yandan bu maddelerin kullanimi1 da spermatozoonlara zarar verebilmektedir. Bu
maddelerin sadece gelisigiizel kullanimi degil, kiiciik miktarlarda kullanim1 bile bakteriyel
dirence neden olabilmektedir (Morrell ve Wallgren, 2011). Bu nedenle kullanimlarini

kisitlamak gerekebilmektedir.

Resveratrol (Paulo ve digerleri,2010; Mojica- Villages ve digerleri, 2014), quercetin
(Wang ve digerleri, 2017; Tvrda ve digerleri, 2016) ve curcumin ( Tyagi ve digerleri, 2015)
‘in antibakteriyel etkilerinin oldugu daha 6nce gosterilmistir. Antibiyotiklere alternatif olarak

kullanilabilecek bir diger madde ise serisindir.
2.7. Serisin

Tarim ve tekstil sektoriindeki uygulamalardan kaynaklanan ekonomik Onemine ek
olarak Bombyx mori, bilimsel arastirmalarda kullanilan ana lepidopterandir ve ¢ok g¢esitli
biyolojik sorunlart acgikliga kavusturma kapasitesine sahip genetik bir kaynaktir (Mondal ve
digerleri, 2007). Son zamanlarda B. mori'nin kozas1 ve onun ana proteinleri olan fibroin ve
serisinin, polimerler, biyomateryaller, kozmetik ve gida endiistrisi alaninda potansiyel

kullanimi arastirma konusu olmustur (Padol ve digerleri, 2012; Joseph ve Raj, 2012).

Ticari ipek bocekgiligi, insanlar tarafindan yapilan en eski tarimsal kesiflerden biri
olarak kabul edilmektedir (Altman ve digerleri, 2003). Tarihsel verilere bakildiginda ipek
bdcekeiligi 5000 y1l dncesinde Kuzey Cin'de baslamis, daha sonra dogu ve batiya yayilmistir
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(Nagaraju ve Goldsmith, 2002). Buna bagli olarak da ticari ipekgilik, insanlik tarihindeki en
eski tarimsal buluslardan biri olarak kabul edilmektedir (Kunz ve digerleri, 2016). Ayrica ipek
ipliklerinin ticareti disinda bir¢ok kiiltiirde, geleneksel olarak dogal tedavi yontemi olarak da
uygulanmistir (Ahsan ve digerleri, 2018). Uzun siire, ipekgilik alaninda serisin dikkate
alinmamistir. Diinyada 400.000 ton kuru kozadan 50.000 ton serisin elde edildigi tahmin
edilmektedir (Gulrajani, 2005). Serisin ¢cogunlukla atik sularla atilmaktadir. Bu da, yiliksek
kimyasal ve biyolojik oksijen gereksinimine ve suyun kirlenmesine neden olmaktadir (Fabiani
ve digerleri, 1996).

Tekstil endiistrisinde ipek kozasi belirli islemlere tabii tutulur ve serisinler, zamk
giderme (degumming) ad1 verilen bir islemle biiyilik 6l¢lide uzaklastirilir. Fibroinler ise ham
ipege donistiiriilerek bircok farkl tiirde iplik ve ipek kumasin iiretiminde kullanilir (Kundu

ve digerleri, 2008; Padol ve digerleri, 2012).

sericin

fibroir

Silk coccoons Protein components of silk

Sekil 1. Ipek kozas1 yapisi.

Serisin, Bombyx mori (B. Mori) adi verilen ipek bocegi tarafindan iretilen bir
proteindir. Yiiksek miktarda serisin, fibroin ile birlikte bu bocegin besinci larval déneminin
sonunda TUretilmektedir. Serisin ve fibroinin birlikte olusturdugu bu ipek lifleri kozanin
yapiminda kullanilmakta ve ipek bocegine larval metamorfozdan yetiskin doneme kadar olan

slirecte ideal sartlar1 saglamaktadir (Kundu ve digerleri, 2008).

Serisin, ipek ipligini olustururken iki fibroin lifini birlestirmek icin yapistirici gorevi
goren dogal bir polimerdir ( Mondal ve digerleri, 2007). Bu molekiil yiiksek derecede
hidrofiliktir ve molekiiler agirligi 20 ile 400 kDa arasinda degismektedir. igeriginde esansiyel
amino asitlerin de bulundugu 18 amino asit vardir. (Aramwit ve digerleri, 2009; Kato ve

digerleri, 1998; Wu ve digerleri, 2007).
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Sekil 2. Serisin ve fibroinin goriintiisii (Nagarajan ve digerleri, 2017)

B. Mori’den ele edilen serisin yapisi, 6zellikleri ve biyouyumlulugu sayesinde sadece

tekstil alaninda degil, bilim ve saglik alanlarinda da kullanilmaktadir.
2.7.1. ipek Bezinin Morfolojisi ve Serisinin Sentezi

Serisin, B. Mori’nin labiyal bezlerinden sentezlenmektedir. Ipek bezleri de denen bu
tubiiler bezler, sindirim yolunun lateroventralinde bulunup labiyal bdliimden baglar ve ug
kisma kadar devam eder. B.Mori’de bu bezler tam gelismemistir ve 1. Larval déonemden 4.
Doneme kadar her bir donemin sonunda az miktarda serisin sentezlenmektedir. Bu tiretim, alt
katmanda meydana gelen deri degisiminde, derinin onarilabilmesi igin gereklidir. 5. Dénemde
bezde hipertrofi, hiicrelerin hacminde de bir artis meydana gelir. Yiiksek miktarda ipek
biyosentezi ve sekresyonuyla birlikte bocegin toplam agirhigmim %20-40’1 kadar bir agirlik
artigt goriiliir ( Sehnal ve Akai, 1990; Chapman, 1998; Dhawan ve Gopinathan, 2003).

Ipek bezi tipik bir ekzokrin beze benzemektedir. Bu bez, morfolojik ve fonksiyonel
farklilar gostermektedir. Bu nedenle 3 boliime ayrilir. On béliim salgilayict kanali olusturan
200 hiicreden, orta boliim 3 tip serisini salgilayan toplami 7 c¢m uzunlugunda olan 300
hiicreden, arka boliim ise fibroini salgilayan 15 cm uzunlugunda 500 hiicreden olugsmaktadir
(Mondal ve digerleri, 2007; Dhawan ve Gopinathan, 2003; Sorour ve digerleri, 1990; Akai,
1983).
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Il

Sekil 3. ipek bezi boliimlerinin fotografi. On- orta, (2a) arka- orta, (3) arka. Bas (H), (b), (c), (d) 6n
orta boliimlerinin farkli fotomigrograflari. Sitoplazma (Cy), ¢ekirdek (oklar), lumen (Lu).

Orta bolimiin ¢esitliligi nedeniyle arka bolge, serisinin fibroini saran i¢ katmaninm
salgilar. I¢ katmani, daha az yogunluktaki graniiler bir yap1 gevreler. Serisinin dis katman ise

bir onceki alanda sentezlenir. Bu alan yag kiitlelerinin varligindan dolay1 biiyiik hiicrelerle

karakterizedir (Akai, 1983).

Ipek ipliginde ipek bezlerinden gelen 3 yapili serisin 2 tel fibroini cevrelemektedir
(Sehnal ve Akai, 1990). Coziinebilir ipek proteinlerinin, ¢dziinmeyen ipek ipligine doniisiim
mekanizmasi arastirilmistir (Liu ve Zhang, 2014). Fibroin, glandiiler limene %15 protein
yapilt bir soliisyonla salgilanir. Orta boliime gog ettiginde, serisinle sarilir. Kisacasi fibroin,
lifsel protein olarak ipegin merkezini olustururken, serisin, globiiler protein olarak lifi sararak

yapiskan bir tabaka olusturur ve lifleri birbirine baglar (Aramwit ve digerleri, 2012).

Kozanin iiretimi son 3 giinde meydana gelir ve bu olusum icten disa dogru gergeklesir.
Serisin yapiskan bir 6zellik tasimaktadir. Koza, tek bir ipek ipligi olarak olusur ve 900
metreden 1500 metreye kadar degisen boyut araliklari vardir. Koza milyonlarca yil kétii
cevresel kosullar, kuslar, bocekler ve bakteriler gibi biyolojik ajanlara karsi optimum koruma
saglamak i¢in metamorfoz gecirmektedir. Kozanin %98’ ini serisin ve fibroin meydana
getirmektedir (Mondal ve digerleri, 2007; Sehnal ve Akai, 1990; Chapman, 1998; Chen ve
digerleri, 2012).
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2.7.2. ipek Proteinleri
2.7.2.1. Yapasi ve Genetigi

Serisin ve fibroin 2 farkli proteindir. Fibroin, tek bir ipek lifinde fibril demetlerinin
icinde mikrofibril olarak organize olur. Koza olusum islemi sirasinda her bir ipek bezinden
koken alan 2 lif, serisin katmaniyla ¢evrelenir ve ipek ipligini olusturur (Padamwar ve Pawar,

2004).

Serisin, serisin genlerinin meydana getirdigi glikoprotein ailesindendir. Kozanin

agirliginin %25-30° unu olusturur (Sehnal ve Akai, 1990; Michaille ve digerleri, 1989).

Serisin sentezinden sorumlu Serl, Ser2, Ser3 adinda 3 gen vardir. Serisin sentezi Ser3

geni tarafindan tretilir (Takasu ve digerleri; 2007).

2.7.2.2. Serisin’in Biyokimyasi

Serisin, fibroin filamentlerini bir arada tutan, protein ¢ekirdeginin etrafina konumlanmis
( Altman ve digerleri, 2003) , yapistirict 6zelligi bulunan tutkal benzeri bir proteindir
(Padamwar ve Pawar, 2004).

Yapisal olarak, serisin rastgele sarmal ve [ yapraklarindan olusan globiiler bir
proteindir. 8 yapraklari igin rastgele sarmal yapisindaki degisiklikler, mekanik gerilme
ozelliklerine, nem emilimine ve sol-jel gecisinin gerceklestigi sicaklifa cevaben kolayca
meydana gelir. Sicak suda, 50-60 °C veya daha yiiksek, protein ¢6ziiniir hale gelir. Diigiik
sicakliklarda ¢6ziiniirliilk azalmakta ve rastgele sarmal yapisi beta yapraklarina donustiiriilerek

bir jel olusturmaktadir (Das, 2022; Zhu ve digerleri, 1996).

Serisin, fibroin gibi, 18 amino asitten olusur. Ayrica, hidroksil, karboksil ve amino
gruplar1 gibi belirgin sayida polar fonksiyonel gruba sahiptir, bu da ¢apraz baglar olusumunu,
kopolimerizasyonu ve farkli polimerlerle birlesmeyi miimkiin kilar (Rajput, 2015). Fibroinle
aynt miktarda amino asit igermesine ragmen, serisin agirlikli olarak , arasinda serin ve
aspartic asitin de bulundugu, polar amino asitlerden olusur. Ayrica, serisin, -heliks veya
rastgele sarmallar gibi cesitli sekonder yapilara da sahiptir. Bu yapilar, gerilme kuvvetleri,
hidrolitik bozunma ve/veya sicaklik gibi faktorlere yanit olarak sekil degistirebilmektedir
(Kunz ve digerleri, 2016).
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Organik bilesiginde %46.5 karbon, %31 oksijen, %16.5 azot ve %6 hidrojen vardir
(Rajput ve Kumar, 2015). Biyokimyasal 6zellikleri serisine, biyouyumluluk, antibakteriyel
aktivite, antioksidan ve nemlendirici biyolojik Ozellikleri de vermektedir (Aramwit ve

digerleri, 2012).

2.7.2.3. Serisinin Elde edilisi:

Serisinin ham ipekten uzaklastirilmasi tamamen suda ¢Ozilintlirliigiine baglhidir
(Padamwar ve Pawar, 2004). Serisin proteini B. Mori’nin kozasindan elde edilebilecegi gibi
ipek bezinden de elde edilebilir. Ipek imalatinda geleneksel zamk giderme islemi sirasinda
sabun ve deterjanlar kullanilmaktadir (Aramwit ve digerleri, 2012). Fakat bu geleneksel
yontem, serisinde kismi olarak hidrolize, dogal agirliginin azalmasina ve bazi fonksiyonel

ozelliklerinin kaybina neden olabilmektedir (Freddi ve digerleri, 2003).

Kozadan, amaca uygun olarak ve en iyi sekilde 4 yontemle serisin elde edilebilmektedir.
Bu yontemler; Otoklav (yiiksek sicaklik ve yiiksek basing ile iligkili olarak veya olmayarak),
Asidik soliisyonlar (Sitrik asit soliisyonu), Alkali soliisyonlar (Sodyum karbonat soliisyonlar)
ve lire (Padamwar ve Pawar, 2004; Rajput ve Kumar. 2015) kullanilarak yapilmaktadir. Bu
dort yontemde de sicaklik, zaman, kimyasal katki maddeleri, soliisyonlarin konsantrasyonlari

degiskenlik gosterebilmektedir.

Kodama, yiiksek sicaklikla (100 - 105°C) otoklavlanarak serisin elde edilirken, serisin
molekiiliinde bazi1 degisiklikler meydana geldigini rapor etmistir (Kodama, 1926).

Aramwit ve digerleri (2012) ise zamk giderme isleminin sicaklik veya basingla
yapilmasmin Uriin safligi diisiiniildiigiinde avantajli olacagmi sdylemistir. Kurioka ve
digerleri (2004) asidik soliisyonla, alkali soliisyonla ve otoklavla elde edilen serisin tozunu
morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore karsilagtirmis ve 3 yontemle elde edilen tozun

esdeger olduklar1 sonucuna varmistir.

Sericin ekstraksiyonunun tiirli, kozanin ¢esitliligi ve B. Mori’nin farkli suslart
proteinlerin farkli biiyiikliiklere sahip olmasmna ve buna bagli olarak da amino asit
kompozisyonlarinda da degisikliklere neden olmaktadir. Amino asit kompozisyonunda
meydana gelen bu farkliliklar biyolojik &zellikleri etkilemektedir (Da Silva ve digerleri,
2014).

17



2.7.2.4. Serisinin o6zellikleri ve Biyomedikal Uygulamalari

Serisinin fizyokimyasal 6zellikleri ve molekiiler cesitliligi, fonksiyonelligi {lizerinde

biiylik 6neme sahiptir. Bu durum da elde edilme metoduyla iliskilidir

Serisinin biyouyumlulugunu ve antioksidan potansiyelini kanitlayan, hem in vivo hem
de in vitro, ¢aligmalar yapilmistir. Boylelikle serisinin neredeyse her alanda kullanilabilir

giivenli bir madde oldugu goriilmiistiir.

HTHP
Acids
Alkalis
Enzymes
R-protein

Sekil 4. Serisinin kullanim alanlari. HTHP (yiiksek 1s1 yiiksek basing), Acids (Asitler), Alkalis
(Alkaliler), Enzymes (Enzimler), R- protein.

Serisinin immunolojik etkisi:

Serisin bagigiklik sistemini aktive etmese de, fibroin liflerini kapladigi zaman,
bakteriyel lipopolisakarite karsi giiclii bir makrofaj olarak yanit vermektedir. Bu nedenle
aragtirmacilar, ipek liflerinin diigiik inflamatuar potansiyelini onaylayarak, biyomedikal

uygulamalar i¢in umut verici oldugunu savunmustur (Panilaitis ve digerleri, 2003).

Serisinin Antihiperlipidemik ve viicut yag1 azaltic1 etkileri (kan lipid diizeylerini

(yaglarim) diisiirmeye ve viicutta biriken yaglar1 azaltmaya yonelik etkinlikleri):

Serisinin, antihiperlipidemik ve viicut yag: azaltici etkileri vardir. Bu sayede obeziteye

kars1 potansiyel terapdtik dogal bir protein olarak kullanilabilir. Yapilan bir arastirmada
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serisin tiirevli oligopeptitlerin hem in vitro hem de in vivo olarak kolesterol diisiiriicii etkisi
degerlendirilmesi sonucunda, bu dogal {irliniin, toplam serum ve HDL dis1 kolesterolii
azaltirken, monolayer Caco-2 hiicre hattindaki kolesterol alimimi da disilirdiigii tespit
edilmistir (Lapphanichayakool ve digerleri, 2017). Limpeanchob ve digerleri (2010) benzer
bulgular bildirmislerdir .Ote yandan yapilan bir calismada yiiksek yagli diyetle obeziteye
induklenen farelerde serisinin anti-obezite potansiyeli degerlendirilmis, fakat serisinin
obeziteden kaynakli biyokimyasal ve biyometrik degisikikleri tamamen geri dondiiremedigi,

sadece 1000 mg/kg diskida lipid atilimini arttirdigs tespit edilmistir(Kunz ve digerleri, 2019).
Serisinin antioksidan etkisi:

Serisinin katmanlarinda flavonoidler ve karotenoidlere benzeyen dogal pigmentler
bulunur (Kurioka ve Yamazaki, 2002). Bu pigmentler, antioksidan ve antityrosinaz etkiye
sahiptir. Serisin, senelerdir antioksidan olarak kabul edilmektedir. Serisin hidroksil,
stiperoksit ve DPPH serbest radikalleri {izerinde giiglii bir etkiye sahiptir. Ayrica linoleik
asidin peroksidasyonu iizerindeki antioksidatif etkinligi de rapor edilmistir (Fan ve digerleri,
2009). Baska bir in vitro calismada ise, farkli ipek serisini hidrolizatlari, kontrol grubuna
kiyasla belirgin bir indirgeme giicii ve demir iyonu selatlama yetenegi sergilemistir (Fan ve
digerleri, 2010). Benzer sekilde, serisin, kedi fibroblast hiicrelerinde hidrojen peroksit ile
indiiklenen oksidatif strese kars1 antioksidan etkiler géstermistir. Bu etki, katalaz aktivitesinin

azalmasi ve tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerinin (TBARS) diisiisii ile gozlemlenmistir.

Aramwit ve digerleri (2010) serisinin tek basina da yiiksek antitirozinaz aktivitesinin
olmasina ragmen, kozadan pigmentlerle elde edildiginde daha yiiksek bir aktiviteye sahip

oldugunu kanitlamistir.

Li ve digerleriadagslart (2008a; 2008b), fareler iizerinde yapilan bir aragtirmada, alkoliin
karacigerde ve midede meydana getirdigi zararlara karsi serisinin koruyucu bir etkisinin
oldugunu saptamistir. Deneyde kullanilan hayvanlarin idrarlarinda yiiksek alkol eliminasyonu
ve kan serumlarinda az miktarda alkol goriilmiistiir. Serisin sayesinde antioksidan enzim
parametrelerinde bir degisiklik olmamis buna bagli olarak da serisinin lipit peroksidasyonuna
ve serbest radikallerin ¢ogalmasina karsi koruyucu etkisi oldugu kanitlanmistir. Ayrica
serisin, mide mukozasindaki hiicre morfolojisini iyilestirmis ve mitokondri biitiinligiini

korumustur.

Serisinin antioksidan o6zellliginin igerdigi polifenoller ve flavonoidlerden kaynakli

oldugu sonucuna varilmstir.

19



Serisinin kozmetikte kullanimi:

Serisin, krem ve sampuan gibi kozmetik iriinlerin formiilasyonunda kullanilmistir.
Boylece bu iiriinlerde hidrasyon, elastikiyet saglama, daha az tahrigle temizleme, yaslanma
onleyici ve kirisiklik karsiti etkilerde artis meydana gelmistir (Voegeli ve digerleri, 1993;
Singh ve digerleri, 2011). Bu uygulamalar 6zellikle su emme kapasitesine sahip olan serin (%
30 ila 33) gibi hidrofilik yan gruplart (% 80) olan amino asitlerin varliindan
kaynaklanmaktadir. Serisin ayrica cilt ylizeyinde yumusak ve piiriizsiiz bir film olusturarak su

kaybini1 6nlemektedir (Patel ve Modasiya, 2011).

Kim ve digerleri (Kim ve digerleri, 2012) 10 hafta boyunca diyete eklenen % 1 serisinin

epidermal hidrasyonda iyilesmeye neden oldugunu goézlemlemistir.
Serisinin yara iyilesmesine etKisi:

Migrasyon, proliferayon ve kollajen iiretimini uyarma konusundaki yetenegi sayesinde,
serisinin yaralarda iyilesmeyi sagladigi one siiriilmiistir (Aramwit ve Sangcakul, 2007;
Aramwit ve digerleri, 2009; Aramwit ve digerleri, 2010). Aramwit ve digerleri (2009)
serisindeki amino asit metionininin, yara iyilesmesinde Onemli bir yeri olan kollajen
sentezindeki onemini ele almiglardir. Tsubouchi ve digerleri serisinin yara iyilesmesindeki
aktivitesinin, molekiiler agirligima ve amino asit igerigine bagli oldugunu savunmustur

(Tsubouchi ve digerleri, 2005).

Bir baska calismada serisinin yarali alanda hiicre gd¢ili ve hiicre cogalmasi nedeniyle

fibroblast popiilasyonunu arttirdigi goriilmiistiir (Aramwit ve digerleri, 2013).

Baz1 aragtirmacilar 30 kDa molekiiler agirligina sahip serisini, tip 2 diyabetten kaynakl
korneal lezyonlar1 olan hayvanlarda kullanmis, serisinin hasarli bdlge {izerinde etkisi
oldugunu ve iyilesme siirecini hizlandirdigin1 kanitlamistir (Nagai ve digerleri, 2009a; 2009b;
Nagai ve Ito, 2013).

Serisinin antibakteriyel ve fizikokimyasal o6zelliklerini iyilestirmek amaciyla, cesitli
yontemler, malzemeler ve formiilasyonlar kullanilarak serisin bazli kompozit iirlinlerin
tasarimi genis capta arastirilmistir. Bu baglamda, ipek serisin ve glimiis nanopartikiillerle
(AgNP'ler) fonksiyonellestirilmis sodyum aljinat iceren yenilik¢i bir yari-penetran hibrit
hidrojel tiretilmis ve yara tedavisinde uygulanmistir. Hidrojel, 50 saat sonra fosfat tamponlu
salin (PBS) tutma oranmin %5'in lizerinde oldugu, %32 sisme orani gosterdigi, etkili
antibakteriyel aktivite sergiledigi ve hayvan deneylerinde ameliyattan sonraki 12. giinde yara

biiziilme oraninin %99 oldugu gézlemlenmistir (Tao ve digerleri, 2021).
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Baska bir ¢alismada, emprenye yontemiyle sentezlenen serisin/agaroz (50:50) jel yiiklii
lizozimin, kendine 6zgii 6zellikleri sayesinde yara iyilesmesini destekledigi bulunmustur. Bu
ozellikler arasinda miikemmel su tutma kapasitesi, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus
bakterilerine karsi iistiin antimikrobiyal aktivite ve normal hiicreler iizerinde higbir toksisite

gostermemesi yer almaktadir (Yang ve digerleri, 2018).
Serisinin antitiimoral etkisi:

Kanser hastalarinda uygulanan kemoterapi islemi hem saglikli hiicrelere hem de
neoplastik hiicrelere etki ettigi i¢in yiiksek sitotoksisiteye sahiptir (Cheok, 2012). Bu yiizden
serisin gibi biyouyumluluga ve diisiik toksisiteye sahip olan yeni antitiimoral ajanlar arastirma

konusu olmustur.

Yapilan bir aragtirmada serisinle tedavi edilen hiicreler, belirgin hiicre canlilig1
gostererek hiicre zarmin biitlinliiglinii onarmis, serisinin kanser tedavisinde kullanilabilirligi
vurgulamistir (Jagtapb ve Khayede, 2016). Bir bagka calismada ise serisinin oksidatif stres ve
iltihaplanma yanitlarin1 kontrol ederek cilt tiimorlerine karsi koruyucu potansiyeli rapor

edilmistir (Zhaorigetu ve arjk, 2003).

Bazi arastirmacilar kolon tiimoriine sahip hayvanlarin diyetine %30 oraninda serisin
katmistir. 115 giin boyunca serisin tiikketiminin viicut agirligi ve gida tiikketimi iizerine bir
etkisinin olmadigi, kolonda bulunan adenomlarin etkisinde bir azalma oldugu goriilmiistiir
(Zhaorigetu ve digerleri, 2001). Sasaki ve digerleri (2000) deney hayvanlarmin diyetinde %3

serisini 5 hafta boyunca kullanmig ve benzer etkiler tespit etmistir.

Zhaorigetu ve digerleri (2001) da kolon kanseri olan hayvanlara 28 giin boyunca
diyetlerinde %3 serisin vermistir. Arastirmacilar serisinin sindirilemedigini bu nedenle de
giiclii antioksidan etkiye sahip sindirilmemis serisinin kolonda diisiik oksidatif strese ve

organda diislik tiimdr olusumuna neden oldugunu saptamuistir.

Bir bagka calismada ise deri tiimdrlerinde serisin 2.5 mg dozda topikal olarak
uygulanmis ve uygulama yapilmayanlara gore timor goriiniimiinii 1 hafta geciktirdigi

goriilmiistiir (Zhaorigetu ve digerleri, 2003).
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Serisinin metabolik etkileri:

o Gastrointestinal sistemde: Antioksidan potansiyeli ve hidrofilik 6zelligi dikkate
alinarak, serisinin gastrointestinal sistemde kullanim1 arastirilmistir. Serisin kullanimi, ¢inko
(% 41), demir (% 41), magnezyum (% 21) ve kalsiyum iyonlarinin (% 17) emilimine neden
olarak bu elementlerin biyoyararlanimini arttirmistir.  Fakat, bu eclementlerin serum
konsantrasyonunu ve idrarla atiimimi degistirmemistir (Sasaki ve digerleri, 2000a).
Sindirilmemis serisin sahip oldugu hidroksil ve karboksil gruplar1 sayesinde gastrointestinal

kanalda bu iyonlarin ¢éziinmesini arttirmistir (Sasaki ve digerleri, 2000Db).

Sasaki ve digerleri (Sasaki ve digerleri, 2000a) konstipasyona sahip hayvanlarin
diyetlerine 14 giin boyunca %4 serisin katmistir. Viicut agirliginda ve gida tiiketiminde

degisiklik yaratmayan bu durum, fekal su igeriginin artmasina neden olmustur.

Okazaki ve digerleri (2011), serisinin yiiksek yagl diyetle beslenen si¢anlarin bagirsak
ltimeni tizerindeki etkisini degerlendirmistir. Sonug olarak serisinin kolon kanseri ve tilseratif

kolit olusumunu azaltmada olumlu etkiler gosterdigi gdzlemlenmistir.

o Dolasim ve bagisikhik sisteminde: Beslenmeyle kazanilan peptitler, fizyolojik
fonksiyonlar1 ayarlamak i¢in 6nemlidir (Hong ve digerleri, 2008). Onsa-ard ve digerleri
(2013), ozellikle 5 kDa' nin altindaki oligopeptitlere sahip serisinin, doza bagli olan gecici
etkisinin arter duvarinin diiz kasinin vazodilatasyonunu ve gevsemesini tesvik eden hipotansif
bir potansiyele sahip oldugunu rapor etmistir. Arastirmacilar, serisinin oligopeptitlerinin
kalsiyum kanallarinda bloke ederek kas gevsemesine yol acan antagonistik bir etkisinin
olabilecegine inanmaktadir. Yapilan caligmalar serisinin vaskiiler modulator oldugunu

kanitlamistir.

Tamada ve digerleri (2004) serisinin antikoagiilan potansiyelini arastirmis ve yiiksek
molekiiler kisimlarmin yiiksek antikoagulant aktiviteye sahip oldugunu bulmustur. Serisinin

bu aktivitesinin heparinden 1/10 ile 1/20 kat daha 1yi oldugu tahmin edilmektedir.

e Lipit metabolizmas1 ve obezitede: Okazaki ve digerleri (2010) yiiksek yagh
diyetlerle beslenen hayvanlarda serisinin lipit ve karbonhidrat metabolizmasi iizerine etkisini
incelemistir. 5 hafta boyunca diyetlerine %4 serisin ilave edilen hayvanlarin viicut agirliginda,
gida tiikketiminde ve viicut yag indeksinde bir degisiklik olmamistir. Fakat serumlarindaki
kolesterol, trigliserit, serbest yag asitleri, fosfolipit gibi parametrelerde azalma goriilmiistiir.
Serisin, karacigerdeki trigliseritleri ve lipojenik enzimleri azaltmis, serum adinopektinini %64

oraninda arttirmis ve glukoz toleransini iyilestirmistir.
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Serisin ilavesi, yiiksek yagli diyetlerden kaynaklanan metabolik sendrom durumlarinda

yararli bir role sahiptir (Li ve digerleri, 2008).

Limpeanchob ve digerleri (2010) serisinin bagirsaktaki kolesterol emilimini azalttigini

rapor etmistir.

Serisinin klinik a¢idan bu kadar yararli olmasinin, igerdigi amino asitlerinden kaynakli

oldugu diistintilmektedir (Ali ve Sarasa, 2011)
Serisinin hipoglisemi ve bununla iliskili komplikasyonlara etKkisi:

Song ve digerleri (2015), serisinin testikiiler biiyiime hormonu/insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1 ekseni tlizerindeki etkisini tip 2 diyabet sican modeli iizerinde incelemis, sonug
olarak, serisinin spermatogenez performansini iyilestirdigi ve iireme sistemini diyabetin

olumsuz etkilerine kars1 korudugunu gézlemlemislerdir.

Song ve digerleri (2013), diyabetis mellitusa sahip hayvanlara 35 giin boyunca oral
olarak olarak serisin (2.4 g/ kg) vermistir. Deneyin sonunda kandaki glikoz seviyesinin
diistiigii gortilmiistir.

Serisin sadece biyolojik bir ajan olarak degil aym1 zamanda gida endiistriisiinde

geleneksel olarak kullanilan plastik filmlerin de yerine kullanilabilecek bir maddedir

(Teramoto ve digerleri, 2008).
Serisinin kriyoprezervasyonda kullanimi:

Kriyoprezervasyon islemine maruz kalan spermatozoonlarin dondurma ve ¢oziilme
ortamlarina antioksidanlar gibi farkli maddeler eklenerek iyilestirmelar amaglanmistir.
Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyerek diger molekiillerdeki oksidatif stresleri
azaltma yetenegine sahip molekiillerdir. Bu maddeler, spermaztozoonlarin dondurma ve
¢oziilme siireclerinde olusabilecek oksidatif stresten korunmasima yardimci olarak, sperm
kalitesini arttirabilmektedirler . Serisin, memeli ve bocek hiicrelerine serbest radikal
temizleme ve antioksidan aktivitesini sahip yeni bir alternatif olarak rapor edilmistir (Sasaki
ve digerleri, 2005).

Deneysel caligsmalar, serisinin lipid peroksidasyonunu baskilamak (Takahashi ve
digerleri, 2005; Kato ve digerleri, 1998), hiicre liimiinii engellemek (Takahashi ve digerleri,
2003) ve cesitli oksidatif strese karsi koruma saglamak gibi faydal etkilerini dogrulamigtir
(Sasaki ve digerleri, 2005). Ayrica, serisinin birgok memeli hiicresinde, insan hepatositleri

(Miyomoto ve digerleri, 2010) adacik hiicreleri (Ohnishi ve digerleri, 2012), yag dokusu kok
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hiicreleri (Miyomoto ve digerleri, 2012), sigir embriyosu (Isobe ve digerleri, 2013) ve manda
spermatozoonlar1 (Kumar ve digerleri, 2015) gibi hiicrelerde kriyoprezervasyon basarisiyla
kullanim1 belgelenmistir. Serisinin antioksidan kapasitesi, oosit (Aghaz ve digerleri, 2016) ve
embriyo (Aghaz ve digerleri, 2016a; Aghaz ve digerleri, 2016b) dahil olmak {izere birkag

diger hiicre tipinde de gosterilmistir.

Yapilan bir ¢galismada %35 serisinin, insan spermalarinin dondurulup ¢6ziilmesi sirasinda
olusan dondurma hasarlarini1 baskilayabilecegi tespit edilmistir. Ancak yine ayni ¢alismada,
serisin ilavelerinin diisiik konsantrasyonlarinda (%0.5 ve %1), sperm hareketliligi, canlilig1 ve
DNA fragmantasyon indeksi (DFI) agisindan kontrol grubu ile anlaml bir fark bulunmadig:
ve mevcut sonuglarla uyumlu olarak, Wu ve digerleri 2007, serisin konsantrasyonu arttik¢a
serbest radikal temizleme aktivitesinin doza bagli olarak arttig1 rapor edilmistir (Aghaz ve

digerleri, 2020).

Ote yanadan Sasaki ve digerleri (Sasaki ve digerleri, 2005) sadece memeli hiicreleri
degil aym1 zamanda bdcek hiicreleri ig¢in de %]l serisin ilave edilen ortamlarin

kriyoprezervasyon i¢in evrensel bir ortam olarak kullanilmasini dnermektedir.

Bir diger caligmada ise Toyosawa ve digerleri (2007) serisin bazli kriyoprezervasyon
soliisyonlarinin PBS icinde %0.5 maltoz, %0.3 glutamin, % 0.3 prolin ve %10 DMSO igeren
sulandiricilarin diger serum igermeyen sulandircilara oranla kriyoprezervasyondan sonra

¢ozlim sonrasi parametrelere bakildiginda daha iyi oldugunu bildirmistir.

Isobe ve digerleri (2013), dondurma ortamina serisin katilmig in vitro dollenmis

embriyolar1 basariyla dondurmuslardir.

Kumar ve digerleri (2015), manda spermasi sulandircisina %0.25- 0.5 serisin
eklenmesinin dondurulup ¢o6zdiiriilmiis spermada spermatozoonlarin oksidatif stresten
koruyup sperma Xkalitesini arttirdigin1 gostermistir. Ayrica Ting- Tang Cao ve digerleri
(2017), serisinin hiicre kiiltiirii ve kriyoprezervasyon i¢in serum yerine gecebilecek yeni bir

katki maddesi olarak kullanilabilecegini rapor etmistir.

Tsujimoto ve digerleri (2001), serisinin serin agisindan zengin oldugunu bu yiizden

yiiksek kriyoprotektif bir etki gosterdigini savunmustur.
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Serisinin antibakteriyel etkisi:

Baz1 bocekler ve salgilari, geleneksel tipta 2000 yili askin siiredir hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda modern bilimsel ¢alismalarda, boceklerden elde
edilen baz1 maddelerde antibakteriyel etkilerin de oldugu tespit edilmistir. Boceklerden elde
edilen ¢ok sayida madde ve bilesik, yeni ilaclarin kesfi icin Onemli kaynaklar olarak
incelenmistir (Feng ve digerleri, 2009). Bombyx Mori de salgilarindan yararlanilan
boceklerden biridir. Pandiarajan ve digerleri (2011), kozanin dis katmanindan elde edilen
ekstraktin antibakteriyel etkisini arastirmis ve bu maddenin Escherichia coli, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Klebsiella pneumoniae gibi
mikroorganizmalarin biiyiimesini engelledigini kanitlamistir. Jassim ve Al Saree (2010),
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli gibi bazi patojen
bakterileri izole etmis ardindan serisinin bu patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitesini test
edip, serisin proteininin iyi antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu sonucuna varmiglardir.
Senakoon ve digerleri (2009) ise, serisinin antibakteriyel aktivitesi oldugunu, gram negatif
(Escherichia coli) ve gram pozitif (Staphylococcus aureus) bakteri modelleri tizerinde

gbzlemlemislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Etik izin ve Hayvan Materyali

Sunulan tez calismast Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’'ndan (HADYEK) 24.08.2023 tarihli ve 64583101/2023/123 sayil1 izin alinarak,
Aydim Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve

Arastirma Merkezi’nde gerceklestirildi.

Bu ¢alismada sperma vericisi olarak fertilitesi bilinen, genital organlarinda herhangi bir
patolojik bulgu olmayan, reprodiiktif olgunluga erismis, 2-5 yasl, 2.5-5 kg canli agirliktaki

toplam 5 adet saglikli Yeni Zelenda 1rk1 albino erkek tavsan kullanilmigtir.

Tavsanlar, dogal havalandirmali bir ortamda, her biri ayr1 ayr1 70x50x35 cm
boyutlarinda tel kafeslerde tutulmustur. Deney siiresince tiim tavsanlara standart giin 15181 (12-
14 saat) saglanmistir. Ayrica, oda sicakligi 16-28°C arasinda sabit tutulmus ve tavsanlara
temiz su ve ticari yem ad libitum verilmistir. Tavsanlar, disi uyarici tavsanlar (teaser does)
kullanilarak yapilan uygun sperma toplama egitiminden sonra secilmis ve yalnizca yliksek
kaliteli sperma {iretenler bu arastirmada kullanilmistir. Hayvanlarin bakim ve beslenmeleri
Aydim Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlari iinitesinde,
laboratuvar ¢aligmalar1 ise yine ayni Fakiiltedeki Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali
ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Deneylerin sonunda

hi¢bir hayvana 6tenazi yapilmamaistir.
3.1.2. Kimyasallar

Bu ¢alismada eozin, nigrosin, tris, sitrik asit, glikoz, fruktoz, Propidium iodide (PI)
boyasi ve serisin (Sigma, Aldrich, 1ot#S5201) kimyasal olarak kullanilmistir. Deneysel

amaclar icin kullanilan tim kimyasallar, Sigma Aldrich (St. Louis, MO, ABD) Tiirkiye

distribiitoriinden temin edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Sperma Sulandircisi ve stok soliisyonu hazirlama

Sperma sulandirmak igin temel sulandirici olarak TCG (Tris, sitrik asit ve glikoz)
hazirlanmistir. Hazirlanan sulandirict 45mm por c¢apina sahip filtrelerden gecirilmistir. Deney
gruplarinda kullanilacak olan serisin de TCG kullanilarak hazirlanmistir. Ayrica bir deney
grubunda streptomisin ve penisilin- G kombinasyonu kullanilmistir. Hazirlanan soliisyonlarin
PH degeri 7.14 osmolariteleri ise 299 mOsm/kg olacak sekilde ayarlanmistir (Boiti ve
digerleri, 2025). Deneylerde kullanilan sulandircilar ve soliisyonlar taze olarak hazirlanmis ve

+4°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 1. Deneylerde kullanilan TCG sulandiricisinin kompozisyonu.

Bilesenler Konsantrasyonlari

Tris 310 mM

Sitrik Asit 100 mM

Glikoz 80 mM

Antibiyotik 100 mg/100ml Streptomisin ve 10.000 IU /10ml Penisilin-G
PH 7.14

Ozmotik basing 299

Bu c¢alisma ardisik 3 deney gergevesinde yiritilmistir. Bu deneylerden birincisi
serisinin antimikrobiyal etkisini belirlemek igin, ikincisi ise antimikrobiyal aktivitesi
degerlendirilen serisinin spermatozoonlar {izerine sitotoksik etkisinin mevcut olup olmadigini,
liciincli deney ise tavsanlarda lipid damlaciklarindan zengin seminal plazmanin bakteriyel

tiremeye etkisini belirlemek i¢in yapilmistir.
3.2.2. Deney 1
3.2.2.1. Spermanin toplanmasi ve islenmesi

Bu islem Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi biinyesindeki Deney
Hayvanlar1 Unitesinde gergeklesmistir. Tekrarlama varyasyonunu azaltmak igin yapilan her
calisma ayni saatlerde ve aymi kisiler tarafindan yapilmistir. Calismalar sirasinda erkek
hayvanlardan haftada iki kez sperma toplanmistir. Sperma toplama islemi uyarict bir disi

tavsanin varliginda, suni vajenle yapilmis olup, her hayvanda farkli vajenler kullanilmistir.
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Bunun amacit sperma toplama islemi siiresince ejekiilatin herhangi mikrobiyal
kontaminasyonunu engellemektir. Suni vajenin sicakligi 45°C’ye (disiik sicakliklarda
hayvanlarda ejekiilasyon gergeklesmemesi, yiiksek sicaklik ise spermanin idrarla
kontaminasyonuna neden oldugundan) ayarlanmis, gerekli kayganlik ve basing saglanmistir.
Alman spermalar ependorflara aktarilarak 37°C su bulunduran termoslarla laboratuvara
getirilmistir. Toplama igleminden sonra erkek eklenti bezlerinden gelen jel ayrilip,sperrma
makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmistir. Motilite muayenesi sonucunda %55 ve

tizerinde motil olan sperma ornekleri birbiriyle birlestirilmistir

Resim 1. Suni Vajen.

f = § = 1}

Spermann Spermamn Spermalarm
toplanmasi muayenesi birlestirilmesi

'
Spermanin
sulandiriimasi

KONTROL ANTIBIYOTIK 0.1 SERISIN 0.5 SERISIN

Sekil 5. Kontrol ve deney gruplarinin olusturulmasini gosteren sema.
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3.2.2.2. Birlestirilen é6rneklerin motilite acisindan degerlendirilmesi

Spermalar lam lamel arasina yerlestirilmis, motilite, sekil ve oranlar1 1sitma tablali bir
mikroskopta ,10x objektifte, bilgisayar destekli sperm analiz cihazi (CASA) yardimi ile

belirlenmistir.
3.2.2.3. Calisma Plani

Birlestirilen spermalar, TCG sulandiricist ile toplam hacmi yaklasik 1 ml ve sperma

yogunlugu 50 milyon/ml (50M ml™) olacak sekilde sulandirilmistir.
Daha sonra sulandirilmis sperma 4 esit gruba (250 pl) bolinmiistiir:
Ik ve ikinci grup kontrol grubu olarak birakilmistir.

Diger iki gruba ise sirasiyla %0.1 g/ml (2.5 pl) ve %0.5 g/ml (12.5 pl) oranindan serisin
eklenmistir (%10 stok ¢ozeltisi, 100 mg/ml).

Higbir katki maddesi icermeyen birinci grup inkube edilmeden incelenmistir.

Yine higbir katki maddesi igermeyen ikinci grup ve %0.1 ve %0.5 oraninda serisin igeren
ticlincii ve dordiincii grup ise 2 saat 37°C’lik su banyosunda inkubasyona birakildiktan sonra

incelenmeye alinmistir.
3.2.2.4. Sperma Parametrelerinin Analizi

Deney siiresi boyunca sperma parametreleri kaydedilmistir. Incelenen parametreler:
Hareketlilik (motilite), Canlilik (Olii- Canli spermatozoon orani), Plazma membraninin

biitiinligii (hipo-osmotik sisme testi, HOST) diir.

Bu c¢alisma i¢in her bir test en az bes tekrar edilmistir.
3.2.2.4.1. Motilitenin Degerlendirmesi

Biitiin gruplarin motilitesinin analizi i¢in, 1sis1 ayarlanabilen bir tabla ve kamerayla
donatilmis bir faz kontrast mikroskop (Olympus, CX41, Japonya) kullanilmistir. Hiicre
motilitesi, sekil ve oranlarini belirlemek igin CASA sisteminden (SCA® - Sperm Class
Analyzer, Microptic S.L., Viladomat, Barselona, Ispanya) yararlamlmistir . Gruplara ayrilmis

spermalardan mikropipet yardimi ile 3uLL 6rnek alinmis ve dnceden 1sitilmig cam lam {izerine
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damlatilip bir lamel (18 x 18 mm?) ile kapatilmistir. CASA Sistemi, tavsan tiiriine 6zgii
sperma biiylikliikk ve hareketlilik 6zelliklerine gore ayarlanmistir. Analizler sirasinda, lam
tizerinde rastgele segilen en az bes alan incelenmis, en az 200 hiicre sayilmistir (her alanda

100 sperm/x10 biiyiitme). Bu 6rneklerin tamaminin ortalama degerleri hesaplanmstir.

3.2.2.4.2. Membran Biitiinliigiiniin Belirlenmesi

Bu amagla HOS (Hypoosmotic Swelling) testi uygulanmistir. Bu amagla (Ducci ve
digerleri, 2002) tarafindan belirtilen yontemden yararlanilmistir. Sperma 6rneklerinden 25 pl
alimarak, 100 mOsm/It’ye ayarlanmis 475 ul fruktoz soliisyonu igerisinde 15 dakika inkiibe
edilmesinden sonra preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlardan toplam 200 hiicre
sayllmig, kuyrugu kivrik hiicreler membran biitiinliigii saglam, kuyrugu diiz hiicreler ise

membran biitiinliigii bozulmus hiicre olarak degerlendirilmistir.

Resim 2. Membrani1 saglam ve membrani hasar gérmiis spermatozoonlar.

3.2.2.4.3. Spermanin Canhiligimin (6lii canh oramimin) Belirlenmesi

Spermanin 6lii canli oranin belirlenmesi hem eosin- nigrosine (Ducci ve digerleri, 2002)
ile hem de Crissman ve Steinkamp (1973) tarafindan tanimlanan PI (Propidium iodide)
floresan boyasi ile yapilmistir. Eosin — nigrosinle boyama yapilirken bir lam {izerinde 3 pl
sperma , 3 pl eosin- nigrosinle karistirilmis ve farkli bir lama froti ¢ekilip bakilmistir.. Boya

alan hiicreler 6lii, yar1 boya alan ve hi¢ boya almayan hiicreler ise canli kabul edilmistir. Bir
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diger boyama ydntemi olan PI boyama i¢in ise karanlik bir odada 37°C’ ‘deki 50 pnl
sulandirilmis sperma bir ependorfa alinip, lizerine 2.5ul PI (200pg/ml) boyasi konulmus ve 5
dakikalik inkubasyona birakilmistir. Bu siire sonunda Sul fiksatif ilave edilerek hiicrelerin
fikzasyonlar1 saglanmistir. Soliisyondan alman 2 pl fikze edilmis ve floresan boya ile
boyanmis numune, Olii-canlilik yoniinden florasan atagmanli faz-kontrast mikroskop
yardimiyla degerlendirilmistir. Buna gore bas kismi kirmizi renk alanlar 6lii , bas kismi
kirmiz1 renk almayanlar ise, canli olarak smiflandirilmistir. Hazirlanan preparatlardan en az

200 hiicre sayilmistir.
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Resim 3. Eosin- Nigrosin ile belirlenen 6lii ve canli spermatozoonlar.

Resim 4. Propidium lodide boyast ile belirlenen 6lii ve canli spermatozoonlar.

31



3.2.3. Deney 2
3.2.3.1. Spermamin Mikrobiyolojik Degerlendirme icin Hazirlanmasi

Serisinin antimikrobiyal etkisini belirlemek i¢in sperma toplama isleminden analizin
sonucuna kadar olan siiregte kullanilacak biitiin ekipmanlar (falcon tiip, ependorf, pipet ucu,
meziir, beher, suni vajen, vb.) sterilize edilmistir. Daha 6nce de belirtildigi gibi sperma
toplama islemi suni vajenle yapilmis olup, her hayvanda farkl: steril, vajenler kullanilmistir.
Alinan spermalar steril ependorflara aktarilarak 37°C su bulunduran termoslarla laboratuvara
getirilmistir. Toplama isleminden sonra erkek eklenti bezlerinden gelen jel ayrilip, sperma
makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmistir. Motilite muayenesi sonucunda %55 ve
tizerinde motil olan sperma Ornekleri birbiriyle birlestirilip 1:14 oraninda TCG ile
sulandirildiktan sonra biri kontrol grubu olmak {izere 4 esit (3500uL) kisima ayrilarak birinci
gruba hicbir kimyasal madde ilavesi yapilmamistir. 2. Gruba 14.5 pL antibiyotik
kombinasyou (100 mg/100ml Streptomisin ve 10.000 U /10ml Penisilin-G) eklenirken, 3. ve
4. gruba 35 pL ve 175 pL serisin (%0.1g/ml ve %0.5 g/ml) ilaveleri yapilmigtir. Daha sonra
+5°C de inkiibasyona birakilan spermalarin 0, 12. ve 24. saatlerinde yapilan ekimlerle,

bakterilerin ireme oranlarina, iireme hizlarina ve koloni sayilarina bakilmistir.
3.2.3.2. Toplam Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Toplam bakteri sayisin1 belirlemek amaciyla ylizeye yayma yontemi kullanilmistir

(Quinn ve digerleri, 2011). Bu yontem asagidaki adimlar izlenerek gergeklestirilmistir:

l. Agar Plaklarinin Hazirlanmasi:

Steril petri kaplarina, bakteri gelisimini destekleyen uygun bir besiyeri (6rnegin, Triptik
Soy Agar (TSA) dokiilerek oda sicakliginda katilagmasi saglanmustir.

Il. Asamal1 Seyreltme:

Numunenin dogru bir bakteri sayis1 vermesi i¢in seri seyreltmeler yapilmistir (6rnegin,
1:10, 1:100, 1:1000). Seyreltmeler, ornegin bakteriyel yogunlugunun Olgiilebilir seviyeye
getirilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (Pelczar et al., 1993).

. Ornek Ekimi:

Hazirlanan seyreltmelerden 0.1 mL’lik bir hacim steril pipet kullanilarak agar yiizeyine

damlatilmistir.
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V. Yayma Islemi:

Steril bir cam yayma ¢ubugu yardimziyla sivi, agar ylizeyine esit sekilde yayilmigtir. Her
kullanim o©ncesinde ¢ubugun sterilizasyonu, alkolde bekletilerek alevde yakilmasi ile
saglanmistir. Bu islem, ¢apraz kontaminasyonu 6nlemek i¢in énemlidir (ISO 7218, 2007).

V. Inkiibasyon:

Petri kaplari, bakteri tiiriniin ihtiya¢ duydugu sicaklik ve siire boyunca (genellikle
37°C'de 24 saat) inkiibe edilmistir.

VI. Koloni Sayimu:

Inkiibasyon sonrasinda agar yiizeyinde olusan koloniler sayilmistir. Sayim sonucu, ilgili
seyreltme faktoriine gore birim hacimdeki bakteri yogunlugu CFU/mL (koloni olusturan

birim/mL) cinsinden hesaplanmistir (APHA, 2012).

*Aralarinda asir1 ve biiyiik farklar olan degerlerde geometrik ortalama alinmaktadir. Bu

yilizden sonuglar logaritma 2 tabanina gore hesaplanmistir.
3.2.4. Deney 3

Swim Up teknigi: Tavsan seminal plazmasi, spermatozoonlarin disi iireme kanalindaki
davranigina etki edebilecek, lipid yapisinda ve ¢esitli biiytlikliiklerde partikiiller icermektedir.
Swim up teknigi sperma hiicrelerini ayirmak i¢in kullanilan standart yontemlerden biridir. Bu
teknikle, normal morfolojiye ve yiiksek ddlleme potansiyeline sahip 6nemli miktarda aktif
spermatozoon hiicresi diger hiicrelerden ve seminal plazmadan ayrilabilmektedir (Paasch ve
digerleri, 2007). Bu deney tavsan spermasi igerisinde bulunan seminal plazma kokenli lipid
damlaciklarinin swim up teknigiyle ayrilmasinin spermanin bakteriyel yiikii lizerine olan

etkisinin arastirilmasi i¢in planlanmastir.

Seminal plazmanin bakteriyel iiremeye etkisini belirlemek i¢in sperma toplama
isleminden analizin sonucuna kadar olan siiregte kullanilacak biitlin ekipmanlar (falcon tiip,
ependorf, pipet ucu, meziir, beher, suni vajen, vb.) sterilize edilmistir. Daha 6nce de
belirtildigi gibi sperma toplama islemi suni vajenle yapilmis olup, her hayvanda farkl steril,
vajenler kullanilmistir. Alinan spermalar steril ependorflara aktarilarak 37°C su bulunduran
termoslarla laboratuvara getirilmistir. Motilite muayenesi sonucunda %55 ve {izerinde motil
olan spermalar birbiriyle karistirilarak bir havuz olusturulmustur. Daha sonra 2 deney grubuna
ayrilmistir. Birinci grup ic¢in 45 derece olarak ag¢ilandirilmis 15 ml’lik falcon tiip igerisine 4 ml

TCG sulandiricist konulmug daha sonra tiipiin dibine 500 pl sperma konulmustur, 6te yandan
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ikinci grup igin ise 15 ml’lik falcon tiip icerisine 500 pl sperma konulup tizerine kademeli
olarak 4 ml TCG konulmustur. 2 saatlik inkubasyon siiresinden sonra ilk deney grubu i¢in
hazirlanan spermanin iistlinden 250 pl, diger deney grubu ig¢in hazirlanan spermanin
homojenizasyon amacli pipetaj isleminden sonra igerisinden 250 ul sperma Ornegi alinip
ekimler yapilmistir. Yukarida deney 2’de de belirtildigi gibi ekimler su adimlar izlenerek
gerceklestirilmistir:

3.2.4.1. Toplam Bakteri Sayisinin Belirlenmesi:

Toplam bakteri sayisini belirlemek amaciyla yiizeye yayma yontemi kullanilmistir (1.

Agar Plaklarinin Hazirlanmasi:

Steril petri kaplarina, bakteri gelisimini destekleyen uygun bir besiyeri (6rnegin, Triptik

Soy Agar (TSA)) dokiilerek oda sicakliginda katilagmasi saglanmustir.

Il. Asamali Seyreltme:

Numunenin dogru bir bakteri sayisi vermesi icin seri seyreltmeler yapilmistir (6rnegin,
1:10, 1:100, 1:1000). Seyreltmeler, ornegin bakteriyel yogunlugunun Olgiilebilir seviyeye

getirilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (Pelczar et al., 1993).
. Ornek Ekimi:

Hazirlanan seyreltmelerden 0.1 mL’lik bir hacim steril pipet kullanilarak agar yilizeyine

damlatilmistir.
V. Yayma Islemi:

Steril bir cam yayma cubugu yardimiyla sivi, agar yiizeyine esit sekilde yayilmistir. Her
kullanim Oncesinde ¢ubugun sterilizasyonu, alkolde bekletilerek alevde yakilmasi ile

saglanmistir. Bu islem, ¢capraz kontaminasyonu 6nlemek i¢in énemlidir (ISO 7218, 2007).
V. Inkiibasyon:

Petri kaplari, bakteri tiirliniin ihtiya¢ duydugu sicaklik ve silire boyunca (genellikle
37°C'de 24 saat) inkiibe edilmistir.
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VI. Koloni Sayimi:

Inkiibasyon sonrasinda agar yiizeyinde olusan koloniler sayilmistir. Sayim sonucu, ilgili
seyreltme faktoriine gore birim hacimdeki bakteri yogunlugu CFU/mL (koloni olusturan

birim/mL) cinsinden hesaplanmistir (APHA, 2012).
Quinn et al., 2011). Bu yontem asagidaki adimlar izlenerek gerceklestirilmistir:

*Aralarinda asir1 ve biiyiik farklar olan degerlerde geometrik ortalama alinmaktadir. Bu

yiizden sonuglar logaritma 2 tabanina gore hesaplanmustir.

(b)

Resim 5. Kontrol (a) ve Swim up (b) gruplarindaki bakteriyel kolonizasyon.
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4. BULGULAR

4.1. Deney 1

Deney 1'in sonuglari, tavsan spermasinin 37°C'de 2 saat inkiibasyonu ile ilgilidir. 2
saatlik inkubasyon sonucunda sperma kalitesi parametreleri kontrol edilmis ve sperma
hareketliligi, canliligi ve membran biitiinliigiine ait sonuglar kaydedilmistir. Bu deneyin temel
amaci ¢alismada kullanilan dozlardaki (%0.1 ve %0.5) serisinin tavsan spermatozoonlari

tizerine olabilecek toksik etkilerinin izlenmesidir.

4.1.1. Total Motilite Oram

Kontrol grubu (hi¢bir kimyasal madde eklenmemisg sulandirici ile sulandirilmis sperma)
ile serisin gruplarinin (sulandirilip farkli dozlarda serisin ilave edilen sperma) sperm motilite
Ozellikleri tizerindeki etkisi Tablo 2’te sunulmustur. Sulandirma isleminden sonraki 2. saatte
sperma total motilitesi agisindan kontrol ve serisin gruplari (%0.1 ve %0.5) arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (P > 0.05).

Tablo 2. Gruplar aras: total motilite oranlari.

N Mean % %395 Giiven aralig1 alt-ist sinirlar
saat 0 9 60,0+4,01 50,7-69,2
kontrol 9 40,1+5,13 28,3-52,0
serisin 0,1 9 47,74£5,28 35,6-59,9
serisin 0,5 9 48,544,82 37,3-59,6
P 0,052

4.1.2. Membran Biitiinliigii Orani

Inkube edilen (2 saat) spermalarda membran biitiinliigii oranlar1 kontrol ve serisin
gruplarinda sirasiyla 27,2+ 3,26 , 27,2+ 3,26 ve 26,7+ 2,86 olarak bulunmustur (Tablo 3).
Kontrol ve serisin gruplari arasinda bu parametreler yoniinden istatiksel bir fark

bulunamamaistir (P>0,05).
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Tablo 3. Gruplar arasi membran biitiinliigii oranlari.

o , .
N Mean % %95 Giiven araligi alt-list sinirlar
Saat0 9 35,0£2,82 28,4-41,5
Kontrol 9 27,2%3,26 19,7-34,8
Serisin 0.1 9 27,213,26 20,0-38,7
Serisin 0.5 9 26,7+2,86 20,1-33,3
P 0,288

4.1.3. Olii Spermatozoon Oram

Kontrol grubu ile serisin gruplarinin 6lii spermatozoon oranlar1 Tablo 6’da sunulmustur.
Sulandirma isleminden sonraki 2. saatte Olii spermatozoon oranlar1 kontrol ve serisin
gruplarinda (%0.1 ve %0.5) sirasiyla 16,3+ 1,47, 18,6+ 1,30 ve 15,9+ 1,35 olarak bulunmus,
kontrol ve serisin gruplart arasinda bu parametre yoniinden anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir (P > 0.05) (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplar arasi 6lii spermatozoon oranlari.

N Mean %095 Giiven aralig1 alt-iist sinirlar
Saat 0 9 13,6+1,50 10,2-17,1
Kontrol 9 16,3+1,47 12,9-19,7
Serisin 0.1 9 18,6+1,36 15-5-21,8
Serisin 0.5 9 15,9+1,35 12,8-19,0
P 0,125

4.2. Deney 2
Deney 2'ye ait Orneklere iliskin sonuglar asagida sunulmustur. Ug farkli zaman

diliminde (0, 8 ve 24 saat) kontrol ve serisin gruplarina ait sperma drneklerine ekim yapilmis

ve lireyen toplam bakteri sayilarina ait veriler kaydedilmistir.
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4.2.1. Toplam Bakteri Sayisinin Orani

0 ( Tablo 5), 8 (Tablo 6) ve 24 (Tablo 7) saatlerde yapilan ekimler sonucunda gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir(P>0.05).

Tablo 5. 0. Saatte 10 sulandirmada kontrol, antibiyotik, serisin 0.1 ve serisin 0.5 gruplarinda iireyen
toplam bakteri sayisinin logaritma 2 tabanindaki karsiliklari.

%095 Giiven araligi alt-iist sinirlar

N Mean
Kontrol 13 6,4+0,48 55-7,3
Antibiyotik 13 6,3+0,35 5,6-7,1
Serisin 0.1 13 6,3£0,65 4,9-7,8
Serisin 0.5 13 5,8+0,53 4,6-7,0
P 0,817

Tablo 6. 8. Saatte 10 sulandirmada kontrol, antibiyotik, serisin 0.1 ve serisin 0.5 gruplarinda iireyen
toplam bakteri sayisinin logaritma 2 tabanindaki kargiliklari.

%095 Giiven aralig1 alt-iist sinirlar

N Mean
Kontrol 13 6,2+0,56 49-74
Antibiyotik 13 6,5+0,57 5,3-7,8
Serisin 0.1 13 7,0£0,26 6,4-7,6
Serisin 0.5 13 6,7+0,20 6,2-7,1
P 0,590

Tablo 7. 24. Saatte 107 sulandirmada kontrol, antibiyotik, serisin 0.1 ve serisin 0.5 gruplarinda iireyen
toplam bakteri sayisinin logaritma 2 tabanindaki karsiliklari.

%095 Giiven aralig1 alt-iist sinirlar

N Mean
Kontrol 13 6,2+0,53 50-74
Antibiyotik 13 5,4+0,34 4,6-6,1
Serisin 0.1 13 5,5+0,39 4,7-6,4
Serisin 0.5 13 6,1+0,24 5,6-6,6
P 0,391
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4.3. Deney 3

Deney 3'iin sonuglari, tavsan spermasina 37°C'de 2 saat siiresince swim up uygulanarak
seminal plazma ve igerisindeki partikiillerin ¢okertilmesinin bakteriyel iiremeye olan etkisi ile
ilgilidir. 2 farkli gruba ait (swim up yapilan ve yapilmayan) sperma orneklerine ekim yapilmis

ve lireyen toplam bakteri sayilarina ait veriler kaydedilmistir (Sekil 6).

Kontrol ve swim up gruplarinda gruplar karsilastirildiginda, spermanin swim up teknigi
kullanilarak seminal plazmadan filtre edilmesi sonucu bakteriyel iiremenin kontrol grubuna

gore daha az oldugu gézlemlenmistir (P>0.05) ( Tablo 8).

Tablo 8. Kontrol (Swim up yapilmayan) ve swim up yapilan gruplarda lireyen toplam bakteri
sayisinin logaritma 2 tabanindaki karsiliklari.

%95 Giiven aralig alt-iist sinirlar
N Mean %
Kontrol 21 5,9+0,69 4,48-7,37
Swim up 21 1,8+0,50 0,82-2,91
) 0,00

Independent-Samples Mann-Whitney U Test

grup
Swim Up- Kontrol
1000 IN=21 N=21 10,00
Mean Rank = 14 67 Mean Rank = 28,33
8,00 8,00
6,00 6,00
c o
$ g
o 4,00 4,00
x ' =
o o
L =
2,00 2,00
00 00
2,00 2,00
15 10 5 0 5 10 15

Frequency Frequency

Sekil 6. Kontrol grubu ve swim up yapilan grup arasindaki bakteriyel iiremenin frekansi.
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5. TARTISMA

Suni tohumlama yillardir en c¢ok kullanilan bir {ireme biyoteknolojisidir. Suni
tohumlamanin uygulanmaya baslandigi ilk yillarda taze sperma kullanilmis olsa da daha sonra
erkek hayvanlardan elde edilen spermalarin sulandirilip, saklanip kullanilmasi yaygin hale
gelmistir. Hem kisa siireli hem de uzun siireli saklama sirasinda sperma sulandircilarina belirli
koruyucu maddeler eklenmektedir. Bunlarin amaci spermatozoonlara uygun bir ortam
olusturup yasayabilirliklerini arttirmaktir. Suni tohumlamanin faydalarindan biri de herhangi
bir hastaliga sahip hayvanlarin lireme amaciyla birbirleriyle temasini, buna bagli olarak da
hastaliklarin yayilmasini engellemesidir. Sperma Orneklerinin ve hayvanlarin kullanilmadan
once ve sonra hastaliklar yoniinden test edilmesi gerekir. Aksi halde suni tohumlama

hastaliklarin yayilmasina yol agan bir yontem haline gelebilir.

Sperma kalitesini ¢evresel ve/ veya endojen faktorler etkileyebilmektedir. Bakteriyel
kontaminasyon tohumlama yapilan disilerde enfeksiyona ya da hastaliklara neden olmaktadir.
Disi iireme sistemi, dogal ciftlesmeyle gelen ¢ogu bakteriyi elimine edebilecek dogal
savunma mekanizmasina sahiptir. Fakat suni tohumlama yapildiginda, sperma disi lireme
sisteminde fizyolojik olmayan bir yere (6rnegin serviksin 6niine) birakilabilmektedir (Morrel

ve Wallgren, 2014).

Bakteriyel kontaminasyon sadece tohumlanan disileri degil erkek {ireme hiicrelerini de
etkilemektedir. Bakteriler, sperma sulandiricilarinda bulunan besin maddeleri i¢in
spermatozoonlar ile dogrudan yarigarak veya toksik metabolik yan iirlinler ve endotoksinler
tireterek sperma kalitesini olumsuz yonde etkiler (Oghbaei ve digerleri, 2020). Spermada
bulunan herhangi bir bakteri popiilasyonu, sperma canliliginda ve hareketliliginde azalmaya
yol acarken, erken akrozom reaksiyonuna ve spermatozoon aglunitasyonuna da sebep olur.
Hijyen kosullar1 saglansa bile sperma isleme sirasinda bile kontaminasyon meydana
gelebilmektedir (Althouse, 2008). Bu nedenlerden 6tiirii Avrupa mevzuati ( Avrupa Konseyi
Direktifi EU-2019/ 6), mikrobiyal tiremenin Oniine ge¢mek igin, suni tohumlamada

kullanilacak spermalara belirli dozlarda antibiyotik katilmasini zorunlu kilmaktadir.

Genellikle bu maksatla kullanilan antibiyotik (ATB) dozlari, terapdtik dozlardan daha
diisiiktiir. Ayrica birden fazla antibiyotik kullanildiginda bile spermatozoonlar tizerinde toksik
etki olmadan antibakteriyel etki saglanabilmektedir (Gloria ve digerleri, 2014). Fakat bu

subterapdtik dozlar bile hayvanlarda antimikrobiyal dirence neden olabilmektedir. Bu yiizden
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ATB’lere alternatif maddeler ve/ veya ¢oziimler aranmaktadir. Bunlar arasinda sperma isleme
stirecinde bakterilerin fiziksel olarak uzaklagtirllmast ve antimikrobiyal etkiye sahip
antibiyotik olmayan maddelerin kullanilmasi yer almaktadir. Yillardir ATB’lere alternatif
maddeler aranmaktadir. Ornegin nar suyu ekstraktinin sperma saklama islemi sirasinda
kullanilmas: bakterilere karsi antimikrobiyal etki gosterirken (Duman ve digerleri, 2009),
sperma parametreleri {izerinde de olumlu etki gostermektedir (El-Sheshtawy ve digerleri,
2016). Bir diger calismada zerdegal ekstraktinin Staphylococcus aeurus iizerindeki etkisi
incelenmistir (Teow ve digerleri, 2016). Merati ve Farshad (2020) ise zencefil ekstraktinin
dondurulup ¢ozdiiriilmiis koc¢ epididimal sperma kalitesini ve fertilitesini arttirdigini
gozlemlemistir. Bunlardan farkli olarak Cojkic ve digerleri (2023) sperma sulandiricisina nar,
zencefil ve zerdegal eklenmesinin Ozellikle 24. saatten sonra motiliteyi olumsuz yonde
etkiledigini rapor etmistir. Bunlardan farkli olarak dogal bir iirlin olan balin, giiclii
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu (Zoheir ve digerleri, 2015) ve igerdigi glukoz ve fruktoz
sayesinde spermatozoonlar i¢in iyi bir enerji kaynagi oldugu one siriilmiistir (Al-Waili,
2004).

Sperma sulandiricilarina antibiyotikler yerine eklenebilecek bir diger madde ise
serisindir. Serisin; B. Mori ad1 verileren ipek bdceginin kozasindan elde edilmektedir. ipek
boceginin metamorfoz siireci boyunca dis etkenlerden (yagmur, riizgar, mantar, bakteri,
bocek, vb.) ipek kozast korumaktadir. Buna bagl olarak da ipek kozasini olusturan ipligin ana

elementlerinden serisinin dis etkenlerle karsilasan ilk katman oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada serisinin spermatozoonlar lizerindeki sitotoksik etkisine, spermadaki
bakteriyel ylike etkisine ve seminal plazmanin bakteri koloni olusumu iizerine etkisine bakilan

3 farkli deney yapilmustir.
Deney 1:

Bu calismadaki ilk deneyde; serisinin farkli konsantrasyonlarinin (%0.1 ve %0.5) tavsan
spermatozoonlar1 iizerindeki potansiyel sitotoksik etkileri incelenmistir. Bu deneyler
sonucunda elde edilen bulgular, farkli dozlarda kullanilan serisin konsantrasyonlarinda
spermatozoonlarin total motilite (%), membran biitlinliigii (%) ve canlilik oranlar1 iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigini gostermistir (P > 0.05). Bu
sonuglara bakilarak, kisa stireli inkubasyona birakilan serisin eklenmis spermalarda bulunan
spermatozoon hiicrelerinde, toksik bir etki goriilmedigi ve serisinin giivenle kullanilabilecegi

sonucuna varilmaktadir.
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Bu bulgular, literatiirde yer alan ve serisinin hiicrelerde biyouyumlu bir ajan oldugunu
gosteren calismalarla paralellik gostermektedir. Ornegin Raza ve digerleri (2024)
sulandiricilarina farkli dozlarda serisin eklenip 4°C ve 15 °C’de saklanan spermalarin {i¢
giinliik siire boyunca progresif ve toplam motilitesini korudugunu rapor etmistir. Bir baska
calismada ise Sasaki ve digerleri (2005), kriyoprozervasyon ortaminda serisinin serbest
radikalleri temizleme 6zelligine sahip olmasindan dolayr memeli ve bocek hiicrelerinde hiicre
canliligini koruyabildigini bildirmistir. Buna benzer olarak; Reddy ve digerleri’lar1 (2018)
sperma sulandiricisina %0.25 serisin ilavesinin, oksidatif hasar1 azaltarak dondurup ¢dzdiirme
sonrast sperma kalitesini arttirdigin1 savunmustur. Benzer bigcimde insan spermasi
dondururken sulandiricilara %2.5 ve %5 oraninda serisin eklenmesinin spermadaki total
motiliteyi ve canliligi artirrken DNA parcalanmasini azalttigini gosteren c¢aligmalar da
bulunmaktadir (Aghaz ve digerleri, 2020). Bunlara ek olarak Ting-Ting Cao ve digerleri,
serisinin hiicre kiiltlirii ve kriyoprezervasyon ortamlar1 i¢in potansiyel yeni bir katki maddesi
olabilecek niteliklere sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, Kumar ve digerleri (2015) da
serisinin spermatozoonlar iizerinde olumlu etki gosterdigini bildirmistir. Fakat bu calismalarla
bizim ¢alismamiz arasinda farkli olarak spermatolojikparametreler lizerinde serisinin olumlu
bir etkisinin goriilmemesinin tavsan sperm hiicrelerinin kendine 6zgii fizyolojik ve plazma
membran yapistyla ilgili farkliliklardan kaynakli olabilir. Bu baglamda, tavsan spermasinda,
diger tiirlerden farkli fizyolojik fonksiyonlar1 ve farkli seminal plazma bilesimiyle kisa veya

uzun siireli saklama igslemi i¢in her zaman zor bir 6rnektir.

Sonug olarak, Deney 1°’de elde edilen bulgulara bakarak serisinin sperma isleme
siireclerinde biyolojik anlamda giivenli bir yardimci madde olabilecegi agik bir sekilde
goriilmektedir. Bu durum, serisinin antimikrobiyal etkisini arastirdigimiz deney 2’de elde

edilen sonuclarin yorumlanmasi i¢in temel teskil etmektedir.
Deney 2:

Bu c¢alismadaki ikinci deneyde ise; serisinin, herhangi bir kontaminasyon ve/ veya
hastalik sonucu spermada meydana gelen bakteriyel lireme iizerindeki antibakteriyel etksi
incelenmistir. Farkli zamanlarda (0., 8. ve 24. saat) yapilan bakteri ekimi sonuglarina gore,
%0.1 ve %0.5 serisin iceren gruplardaki koloni sayilari, antibiyotik iceren grupla benzerdir.
Serisin uygulanan gruplarda koloni sayilarinda sayisal bir azalma goriilmesine ragmen, bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Deney 1’in tartisma kisminda bahsedildigi
gibi serisin, farkli Ozelliklerine dayandirilarak birgok sperma isleme ¢aligmasinda

kullanmilmistir. Fakat spermadaki antibakteriyel 6zelliginin incelendigi hicbir ¢alisma heniiz
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literatiirde mevcut degildir. Bu calismada sulandirilmis sperma Orneklerinde antibakteriyel
etki gostermemis olsa da farkli uygulama alanlarinda yapilan c¢alismalarda serisinin
antibakteriyel etkisi gdzlemlenmistir. Ornegin; Giimiis nanoparcaciklariyla (AgNP) modifiye
edilmis serisin/agar kompozit bir film hazirlayan Wang ve digerleri’lar1 (2018) serisin igeren
bu kompozit filmin Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi kuvvetli bir
antibakteriyel etki gosterdigini belirlemistir. Buna benzer olarak, Nain ve digerleri (2019) S-
AgNP'lerin Escherichia coli ve Bacillus subtilis gibi antibiyotiklere diren¢li mikroplara kars1
giiclii antimikrobiyal etkinlik gosterdigini rapor etmistir. Farkli ipek kozalarmdan elde
edilebilen serisinin, ¢esitli patojenlere karsi (bakteri, mantar vs.) milkemmel bir antibakteriyel
etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bu giiclii antibakteriyel aktivite nedeniyle Wang ve
digerleri (2020) serisinin yara iyilesmesi 6zelligini de kapsayan tibbi amacli kumaslara
eklenerek kullanilabilecegini ve bu iiriinlerde koruyucu madde olarak yer alabilecegini one
stirmistiir. Senakoon ve digerleri’lart (2009) ise yaptigi bir g¢alismada gram negatif
(Escherichia coli) ve gram pozitif (Staphylococcus aureus) bakteri suslarina karsi serisinin
antinbakteriyel etkisi oldugunu gozlemlemistir. Bunlardan farkli olarak Rocha ve digerleri
(2017) 1ise serisinin hem antioksidan hem de antibakteriyel etkisinin gbz Oniinde
bulundurarak, gida ve biyofarmasétik alanlarinda da iyi bir katki maddesi olabilecegini
savunmaktadir. Bir baska calismada ise yara iyilesmesi igin, serisin bazli hidrojeller
kullanilmis ve serisinin steril gazli bezlere nazaran graniilasyon dokusunun olusumunu
hizlandirdigr goriilmistiir. Tim bunlarin yaninda aynmi ¢alismada serisinin Escherichia coli
bakterisinin hiicre zar1 biitliinliiglinii bozarak ¢ogalmasini engelledigi de rapor edilmistir. Bu
bulgular 1s181nda serisinin gida, tekstil, klinik tip alanlarinda uygulanabilirligi yliksek ve
gelecek calismalar i¢cin umut vaat eden bir madde olabilecegi diisiiniilmektedir (Xue ve
digerleri, 2016). Ote yandan Kaur ve digerleri (2014) serisinin Escherichia coli iizerinde
herhangi bir antibakteriyel etki gdstermedigini savunmaktadir. Buna karsin Jassim ve Al-
Saree (2010) ise calismalarinda Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli bakterilerini izole etmis ve serisinin bu bakterilerin gelisimini engelledigini
gozlemistir. Bundan dolayr ipek serisininin tibbi uygulamalarda kullanilabilecegini tibbi
bandajlar, agiz gargaralari, antibakteriyel sabunlar ve dis macunlar1 iiretmenin miimkiin
olabilecegini belirtmistir. Bunlara ek olarak Aprilia ve digerleri (2022) serisinin 6zellikle

Staphylococcus aureus’a karsi ¢ok kuvvetli antimikrobiyal etki gosterdigini rapor etmistir.

Yukarida da belirtildigi gibi sunulan ¢alisma bulgularina bakildiginda, serisin eklenen

ve +4°C’de kisa siireli saklanan sperma orneklerinde bakteriyel tiremede herhangi bir disiis
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olmadigr gozlemlenmistir. Ortam kosullar1 (inkubasyon siiresi, besiyeri, vb.), kullanim
alaninin farkliligi, serisinin saflik derecesi, serisinin kullanilan formu ve kullanim dozu,
kullanilan materyalin farklilig1 (tekstil, hayvan spermasi, gida, vs.) ve kontaminantin farkliligi

bu calismalarda farkli sonuclar elde edilmesine neden olabilir.
Deney 3:

Bu calismadaki 3. deneyde ise, diger tiirlerden farkli olarak, tavsan spermasindaki
seminal plazmada bulunan lipid damlaciklarinin swim up yontemi ile uzaklastirilmasinin
bakteriyel yiik ve lremeye etkisi incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda swim up
uygulanan numunelerdeki bakteriyel iiremenin kontrol grubuna kiyasla daha az oldugu

gbzlemlenmis ve bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur ( P < 0.05).

Yapilan bir¢ok calismada swim up yonteminin, normal morfolojiye ve yiiksek délleme
kapasitesine sahip spermatozoonlarin ayristirilip, segilmesine olanak sagladigr rapor
edilmistir. Ornegin; Manna ve digerleri (2020), yaptigi bir ¢alismada OAT
(Oligoastenoteratozoospermi)  hastalarinda, bu yontem sayesinde elde edilen
spermatozoonlarin , birbiri ardina toplanan 2 ejakiilattaki spermatozoonlardan daha iyi DNA
biitiinliigli, hareketlilik ve morfolojiye sahip spermatozoonlar saglayabilecegini One
sirmistiir. Ayrica swim up yontemi uygulanan spermalarda, diger fiziksel ayristirma
metotlarina gore, DNA hasarmin daha az ve progresif motilite oraninin daha yiiksek oldugu
gozlemlenen ¢aligmalar bulunmaktadir (Amano ve digerleri, 2023; Raad ve digerleri; 2021).
Handzhiyska ve digerleri (2024) ve Charles ve digerleri (2024) ise bu teknik kullanilarak elde

edilen spermatozoonlarla IVF yapilmasinin daha olumlu sonuglar sagladigini belirtmistir.

Yukarida belirtilen tiim bu olumlu sonuclara ek olarak swim up tekniginin bakteriyel
tiremeyi azalttigini rapor eden caligmalar da mevcuttur. SOyle ki; Abeysundara ve digerleri
(2013) yaptig1 bir calismada, gebelik oraninda artisa veya azalmaya neden olmamasina
ragmen, swim up gibi tekniklerin spermadaki bakterileri temizlemede etkili oldugunu 6ne
stirmiistiir. Ayrica Henkel ve digerleri (2003), bu teknigin bakterilerin yaninda 16kositler ve
virusler gibi sperma dis1 bilesenlerin de elimine edilip yiiksek kaliteli bir sperma elde edilmesi
icin uygun oldugunu vurgulamistir. Buna ek olarak Nicholson ve digerleri (2000), bu teknigin
diger sperma filtrasyon tekniklerine gore bakteri eliminasyonunda daha etkili oldugunu

belirtmistir.
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Bu deneydeki bulgulara bakilarak seminal plazmanin bakteriyel kontaminasyona yol
acabilecek kaynaklardan biri olabilecegi ve tavsan spermasinda filtrayon amaciyla uygun

olabilecegi sonucuna varilmaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak; bu ¢alismadaki 3 deneyin bulgular1 ortak olarak degerlendirildiginde,
serisinin tavsan spermasi iizerinde sitotoksik bir etkisinin olmadigi, sperma isleme siirecinde,
ozellikle tavsan spermasinin kisa siireli saklama kosullarinda, antibakteriyel etkisinin sinirh
olabilecegi sonucuna varilmistir. Ortamin pH’s1, kontaminantin tipi, sicaklik, serisinin elde
edilis yontemi gibi etkenler bu sonuglar1 etkileyen en énemli faktdrlerdendir. Ozellikle swim
up gibi filtrasyon tekniklerinin sperma isleme siirecinden Once uygulanmasinin gerek
antibakteriyel etkili ajanlarin gerekse sulandiricilara eklenen diger koruyucu maddelerin
etkisini arttirabilecegi diisiiniilmektedir. Serisinin farkli hayvan tiirlerinin spermalariyla
ve/veya farkli saklama sartlarinda ve/veya baska dogal antimikrobiyal ajanlarla sinerjik etki

saglayabilecegi kanaatine varilmistir.
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