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OZET

CARBOXYLATED &-POLY-L-LYSINE (CPLL)’ NiN

KOC SPERMASININ KISA SURELiI SAKLANMASINA ETKISI

Kih¢ E.O Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Reprodiiksiyon ve Suni Tohumlama Programi Doktora Tezi, Aydin, 2025.

Amacg: Bu arastirma CPLL ilave edilen ko¢ spermasinin 4°C de kisa siireli saklanmasina

etkilerini incelemek amaciyla yapilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirma Ocak 2023-Subat 2023 tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ciftligindeki 7 adet Kivircik kogtan sperma almarak
gerceklestirildi. Sulandirilan spermadan 1.grup kontrol grubu olarak belirlendi. Deney
gruplarindan birine 0.05gr CPLL (%0.5) digerine ise 0.1 gr Cpll (%]1) eklendi. Sulandirilan
spermalar 4°C de saklandi. Dort farkli zaman araliginda (0,3,6,24.saatler) kontrol ve deney
gruplariin spermatolojik kalite parametreleri incelendi. Verilerin analizinde post-hoc Tukey
testi uygulanmistir. Her grup icin parametrelerin ortalama ve standart hatalar1 hesaplandi ve

tiim degerler ¢alisma boyunca bu bicimde (mean+ SEM) sunulmustur.

Bulgular: Incelenen parametrelerin hicbirisinde CPLL ilavesinin 6nemli bir etki
olusturmadig tespit edildi (P>0.05) Bu sonucun sentetik bir antifreeze protein analogu olan

CPLL nin kriyoprezervasyonda daha etkili olabileceginden ileri geldigi diisliniilmektedir.

Sonuc¢: Kog¢ spermasinin kisa siireli 24 saat boyunca saklanmasinda énemli bir koruyucu etki

saglamadig kanisina varilmistir (P>0.05).

Anahtar kelimeler: CPLL, kisa siireli saklama, kog, spermatolojik parametre



ABSTRACT

EFFECT OF CARBOXYLATED ¢ -POLY-L-LYSINE (CPLL)ON SHORT-TERM
STORAGE OF RAM SPERM

Kihg, E. O. Reproduction and Artificial Insemination Program. PhD Thesis, Institute of
Health Sciences, Aydin Adnan Menderes University, Aydin, 2025.

Objective: This study was conducted to investigate the effects of adding CPLL to ram semen

during short-term storage at 4°C.

Materials and Methods: The study was carried out between January 2023 and February
2023 using semen collected from seven Kivircik rams at the Adnan Menderes University
Veterinary Faculty Farm. The diluted semen was divided into three groups: the first group
was designated as the control, while 0.05 g of CPLL (0.5%) and 0.1 g of CPLL (1%) were
added to the two experimental groups, respectively. The semen samples were stored at 4°C.
Spermatological quality parameters of both control and experimental groups were evaluated at
four different time points (0, 3, 6, and 24 hours). Post-hoc Tukey test was applied for
statistical analysis of the data. For each group, the mean and standard error (mean + SEM) of

the parameters were calculated and reported accordingly throughout the study.

Results: It was determined that the addition of CPLL did not have a statistically significant
effect on any of the examined parameters (P > 0.05). This result suggests that CPLL, a
synthetic antifreeze protein analogue, may be more effective in cryopreservation rather than in

short-term storage.

Conclusion: It was concluded that CPLL does not provide a notable protective effect for ram

semen during 24-hour short-term storage at 4°C (P > 0.05).

Keywords: CPLL, ram, short-term storage, spermatological parameters



1. GIRIS

Dondurulmus spermanin iilkemizdeki yaygin kullanimi yardimer tireme teknolojileri
sayesinde son yillarda artmistir. Dondurarak saklamanin sperm hiicreleri {izerindeki geri
doniisii olmayan zararlarini ortadan kaldirmak veya azaltmak, ¢ozdiirme sonrasi sperm
kalitesini ve fertiliteyi iyilestirmek igin ¢esitli calismalar yapilmaktadir. Sperma
sulandiricisina sekerler (Ugan ve digerleri, 2016), antioksidanlar (Biiyiikleblebici ve digerleri,
2014) ve proteinler (Raza ve digerleri, 2019) gibi farkli kriyoprotektif maddeler eklenmistir
(Rosato ve laffaldano, 2013). Bu sayede sperm hiicreleri ozmotik degisikliklerden,
apoptozisden, oksidatif stresten, DNA hasarindan, ozmotik hasardan, buz kristalleri nedeniyle
olusan mekanik hasardan ve dondurma ¢ozdiirme islemi sirasinda soguk sokundan korunur
(Ezzati ve digerleri, 2020). Tavsan, kog ve kegi gibi bazi tiirlerde ¢ozdiirme sonrasi yeterli
sperma kalitesi heniiz saglamamustir. Bakteri, bocek ve kutup baliklari gibi baz: tiirler, dogada
bulunan antifriz proteinler (AFP ler) sayesinde ¢evre sicakligi sifirin altina diistigiinde hiicre
islevselligini basariyla korumaktadir (Robles ve digerleri, 2019). Bu proteinler yeniden
kristallesmenin Onlenmesi ve diisiik sicakliklarda hiicre membraninin korunmasini saglar
(DeLuca ve digerleri, 1998). Farkli AFP’ ler, ko¢ (Payne ve digerleri,1994), Japon beyaz
tavsani (Nishijima ve digerleri, 2014) sempanze, (Younis ve digerleri,1998) ve manda
(Qadeer ve digerleri, 2014) gibi bazi tiirlerde spermanin hem kisa siireli saklanmasinda hem
de uzun siireli saklanmasinda kullanilmistir. Bu ¢alismalar, AFP lerin kog, tavsan, manda ve
sempanze spermasinin saklanmasinda ¢ozdiirme sonrast spermatozoon motilitesi {izerinde
faydali etkiye sahip oldugunu gdstermistir. Ek olarak, manda ve sempanze spermasina AFP
ilave edilen grubun ¢dzdiirme sonrasi spermatozoon membran ve akrozom biitlinliigli daha
yiksek ¢cikmigtir. Bununla birlikte, iki ¢calismada da AFP’ lerin 5 °C ‘de saklanan sperma
lizerine sitotoksik etkileri bildirilmistir. AFP’lerin ¢ozdiirme sonrasi spermatolojik
parametreler tizerindeki yararli etkisinin degisken oldugu ve etkinliginin tiire, AFP’nin tipine,
AFP dozuna, kombine kriyoprotektan ve uygulanan kriyoprezervasyon ve sogutma
protokoliine bagli oldugu yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Robles ve digerleri, 2019).
Sentetik bir AFP olan CPLL Matsumura ve Hyon tarafindan 2009 yilinda iretilmistir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda sperma kalitesini ve fertiliteyi artirmak amaciyla kullaniminin
yan1 sira mandalarda ve bogalarda gliseroliin toksisitesini azaltmak amaciyla da kullanilmigtir

(Fujikawa ve digerleri, 2018). Amfolitik bir polimer olan CPLL epsilon poli I-lizin ve



stiksinik anhidratin sentezlenmesinden sonra amino gruplarinin %65 inin karboksil gruplarina
doniistiiriilmesi ile elde edilir. CPLL nin yiiksek kriyoprotektif 6zellige sahip oldugu ve
hiicrelerin dondurulmasinda kriyoprotektan madde olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir

(Matsumura ve Hyon, 2009).

Yapilan calismalarda DMSO dan daha diisiik sitotoksisiteye ve yliksek kriyoprotektif
etkinlige sahip oldugu ortaya konmustur. Kiiciik ve digerlerinin (2021) yaptig1 calismada
sulandirictya DMSO varliginda CPLL ilavesinin, spermatolojik parametreleri ve ¢6zdiirme
sonrast DNA biitiinliigiini iyilestirdigi rapor edilmistir. Spermanin Kriyoprezervasyonunda
CPLL nin kullanildig1 ¢alismalar mevcutken, ko¢ spermasinin Kisa siireli saklama sirasinda
CPLL ilavesinin etkisini arastiran bir ¢alisma heniiz mevcut degildir. Bu ¢alismanin amaci,
CPLL ilave edilerek kisa stireli saklanan kog¢ spermasinin kalitesini ve fertilizasyon yetenegini
degerlendirmek ve suni tohumlamada sogutulmus spermanin kullanilmasinin arttirilmasini

hedeflemektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Hayvancilik, insanlik tarihinin ilk donemlerinden itibaren en Onemli ekonomik
faaliyetlerden biri olmustur. Artan niifusun yeterli, dengeli ve saglikli beslenmesini saglamada
hayvancilik biiyiik bir rol oynar. Ayrica, hayvancilikla ilgili sanayilere hammadde saglayarak
ekonomik degeri artirir. Bu nedenlerle, hayvanciligin ulusal diizeyde stratejik bir sektor olarak
gelistirilmesi gerektigi anlasilmaktadir (Ergiin ve Bayram, 2021). Hayvancilik sektor,
toplumun saglikli beslenmesi, kirsal kalkinma ve istthdama katkisi bakimindan 6nemlidir

(Dalgig ve digerleri, 2023).

Tiirkiye’de kiigiikbas hayvan tiirleri arasinda koyun yetistiriciligi hayvansal tiretimin en
yogun faaliyet alanin1 olusturmaktadir. Koyun yetistiriciliginde, lireticilere diisiik kalitedeki
meralar ile sigirlarin yararlanamadigi bitki ortiisiinii iyi bir sekilde degerlendirebilme, bakim
ve beslemede cesitli kolayliklar saglama gibi bircok yonden c¢esitli avantajlar sunmaktadir
(Semerci ve Celik, 2016). "Koyunculuk, kiigiik 6lgekli ve diisiik sermaye birikimine sahip
isletmelere is giiciinii etkili bir sekilde kullanma imkani sunmaktadir (Sahin ve Yildirim,
2002). Tiirkiye’nin mera alanlar1, dogal bitki Ortiisli, cografi 6zellikleri ve kiiltiirel sosyo-
ekonomik yapisi, koyun ve ke¢i yetistiricili§ine son derece elverigli bir ortam sunmaktadir
(Ergiin ve Bayram, 2021). Koyunlar, mera ve otlaklardaki dogal bitki ortiisiinii tiiketerek et ve
stit gibi besin maddeleri tiretirler. Pek ¢ok toplumda oldugu gibi bizim toplumumuzda da
koyun ve kegi siitii iliretim ve tiiketimi yaygindir (Yerlikaya ve Karagozli, 2008). Ayrica,
yapagl ve deri gibi {irlinleri ile giyim esyalarinin iretiminde de fayda saglanmaktadir
(Giinaydin, 2009). Koyunlarin bagirsaklari, sucuk ve sosis kiliflarinin, cerrahi miidahalelerde
kullanilan dikis ipliklerinin (kat giit) imalinde, kemik, boynuz ve tirnaklari; diigme, tarak,
tutkal ve boya imalinde, yiin yag1 ise ila¢ ve kozmetik sanayiinde kullanilmaktadir (Sahin ve
Yildirim, 2002). Tirkiye’de, koyun sayist bir 6nceki yila gore %4,8 artarak 44 milyon 80 bin
584 bas olmustur (TUIK, 2024).



2.1. Suni Tohumlamanin Onemi

Suni tohumlama, ¢iftlik hayvanlarinin genetik kalitesini ve  dol verimini artirmak
amaciyla uygulanan ilk 6énemli biyoteknolojidir (Foote, 2010). Yardimc1 lireme teknikleri,
cinsiyeti belirlenmis sperma iiretimi, ¢iftlesme yoluyla bulasan hastaliklarin 6nlenmesi, verim
ozellikleri bakimindan iistiin hayvanlarin elde edilmesi ve diinya genelinde biiyiik bir endiistri
haline gelmis spermanin dondurulup saklanmasi ve satilmasi gibi ¢esitli uygulamalarin
gelismesine  yol acmustir (Herdogan ve digerleri, 2023). Ostrus ve ovulasyonun
indiiksiyonu/senkronizasyonu gibi diger teknolojilerle birlikte, yiiksek verimli 6zelliklere
sahip erkek hayvanlarin kullanimini yayginlastirir (Alvares ve digerleri, 2015). Ayrica, 6ld,
yaslt veya yarali erkek hayvanlarin kullanimini miimkiin kildig1 ve ¢iftlesme ile bulasan

hastaliklar1 6nleyebildigi bildirilmistir (Hernandez Ballesteros ve digerleri, 2015).

Kiiciikbas hayvanlarda suni tohumlama i¢in taze, taze ve sulandirilmis, sogutulmus ve
dondurulmus sperma kullanilabilmektedir. Koyunlarda suni tohumlamayi giiglestiren en
onemli etken koyun serviksinin morfolojik yapisindan kaynaklanmaktadir (Kershaw ve
digerleri, 2005). Koyunlarda suni tohumlama ile ilgili ilk arastirmalar 20. yiizyilda baglamistir
(Foote, 2010). Birinci Diinya Savasi'ndan sonra, Sovyetler Birligi'nde Milovanov'un
onderliginde bu alanda daha yogun calismalar yapilmis ve 1930'larin baslarinda taze ve
sulandirilmis sperma ile gergeklestirilen suni tohumlama, koyun yetistirme programlarinda

yaygin olarak kullanilmistir (Salamon ve Maxwell, 2000).

Suni tohumlamay1 yaygin olarak uygulayan ilk {ilke Cin’dir, zamanla Avrupa ve Amerika
tilkelerinde yayginlagmistir (Foote, 2010). Tiirkiye'de ise, 1926 yilinda bir Rus veteriner
hekim Karacabey Harasi'na gelerek Tiirk veteriner hekimlerine suni tohumlama ve doél verimi
konularinda egitim vermistir. Boylece Tiirkiye, suni tohumlama teknigini Rusya'dan sonra
kullanan ikinci iilke olmustur. 1950 yilindan itibaren Merinoslastirma programi kapsaminda
Tiirkiye'de suni tohumlama yonteminden genis ol¢iide faydalanilmis, 1970 yilindan itibaren
tohumlanan koyun sayist 300.000'e ulasmis ve iilkemizde yaklasik 300 suni tohumlama
istasyonu faaliyet gostermistir (Herdogan ve digerleri, 2023). Bu tarihsel gelismeler
dogrultusunda giiniimiizde koyunlarda suni tohumlama dondurulmus ve sogutulmus sperma

ile yapilmaktadir.



2.1.1. Koyunlarda Suni Tohumlama

Koyunlar ve keciler, mevsimsel poliostrik hayvanlar olarak bilinir. Bu hayvanlarin
Ostrus dongiileri genellikle giinlerin kisalmaya basladig1 sonbahar doneminde baslar ve kisin
sonlarina kadar devam eder. Kisin son aylarinda baslayan ve yaz ortasinda sona eren bu
donem, sezonla iliskili andstrus donemidir. Uremenin kontrolii, koyun ve kegilerin belirli bir
zaman diliminde tohumlanmasimi ve dogumlarin aynt dénemde gergeklesmesini saglamak

amaciyla 6nemlidir (Habeeb ve Kutzler, 2021).

Koyunlarda suni tohumlama genellikle taze sperma ile yapilir, ¢iinkii spermayi
dondurmak ve sogutmak teknik olarak zordur. Suni tohumlama islemlerinde Onerilen
spermatozoon sayisi, tohumlama yontemine ve spermanin nasil elde edildigine (Tsakmakidis,
2010) ve saklama yontemine (taze veya dondurulmus) bagli olarak degisir. Taze sperma
kullanilarak yapilan vajinal (spermanin serviksin Oniine birakilmasi), servikal (spermanin
servikal bolgeye birakilmasi) veya intrauterin (laparoskopik teknik) tohumlama yontemleri

genellikle %50-70 oraninda gebelik oranlart saglar (Faigl ve digerleri, 2012).

Dondurulmus sperma kullanildiginda, laparoskopik veya transservikal intrauterin
tohumlama teknikleri, kabul edilebilir gebelik orami saglar (Taqueda ve digerleri, 2011,
Kumar ve Naqvi, 2014).

2.2. Koclarda Ureme Organlan

Cogu tiiriin erkekleriyle karsilastirildiginda, koclarin testisleri oldukga biiytiktiir (her bir
testis viicut agirliginin yaklasik %0,5'ini olusturur) ve oldukca iiretkendir. Ornegin, insan
testislerine kiyasla viicut agirligina oranla 25 kat daha biiyiiktiir. Testisler viicudun disinda
skrotumda yer alir ve spermatozoonun, spermatogonia adi verilen oncli kok hiicrelerden
olustugu seminifer tiibiiller ad1 verilen tiibiil aglarmni igerir. Testis boyutu, skrotal ¢evre
(testislerin en genis noktasindaki ¢evresi) ile dl¢iiliir ve sperma lretimiyle pozitif bir sekilde

iliskilidir (Wildeus ve digerleri, 2019).

Sperma, seminifer tiibiillerden rete testis ve efferent kanallarla gecerek epididimis i¢ine
girer. Epididimis, her bir testisin dis ylizeyinde bulunan, spermatozoonlarin olgunlastig1 ve
depolandig1 kisimdir. Epididimis, kaput (bas), korpus (govde) ve kauda (kuyruk) olmak {izere
tic boliime ayrilir. Epididimis, her bir testisin alt kisminda biiyiik bir kitle olarak hissedilebilir.



Epididimisin sert ve dolgun bir kuyrugu, kogun iyi miktarda sperma rezervine sahip oldugunu

gostermektedir (Wildeus ve digerleri, 2019).

Sperma daha sonra kauda epididimisten ductus deferens (vas deferens) yoluyla hareket
eder. Cinsel uyarilma sirasinda, kauda epididimis ve ductus deferens'in kasilmalari, her iki
kanalin pelvik iiretrada colliculus seminalis adi verilen bdlgede birlestigi noktaya tasir.
Ductus deferensin son boliimii genislemis ve bez yapisindadir, bu kistm ampulla olarak
adlandirilir. Sperma colliculus seminalis'e ulastiginda seminal vezikiiller, prostat bezi ve
bulbouretral bez (Cowper bezi)in salgilar ile birlikte seminal plazma ile birlesir. Sperma ve
seminal plazma birlikte semen olarak adlandirilir Koglarda fibroelastik bir penisi vardir ve bu
penis, retractor penis kasi tarafindan viicut bosluguna geri ¢ekilerek ‘S’ seklinde bir sigmoid

fleksiyon olusturur (Wildeus ve digerleri, 2019).

2.2.1. Ko¢larda Spermatogenezis

Koglar, 1rk ve dogum mevsimine bagli olarak 5 ile 12 aylik yaslar arasinda pubertaya
ulagir. Spermatogenez 60 ila 70 giinliikken baslar ve 120 glinde tamamlanir. Spermatogenez,
kok hiicre spermatogoniasinin ayni anda kendini yenileme ve olgun spermatozoaya farklilagan
nesiller olusturma kapasitesine dayanan karmasik, oldukc¢a organize, ¢ok etkili bir siiregtir
(Brinster ve Avarbock, 1994). Spermatogenez, yani bir spermatogonyal kok hiicrenin
spermatozoona doniisme siireci ii¢ ayri asamaya ayrlabilir. Ilk asama, g¢ogalarak
spermatositleri olusturan ve es zamanli olarak yenilenerek sayilarini koruyan spermatogonya
ile ilgilidir. ikinci asama, haploid hiicrelerin yani spermatidlerin olusumuna yol agan
rediiksiyonlu mayotik boliinme siirecinden gecen primer ve sekonder spermatositleri igerir.
Ucgiincii asama, spermatozoanin iiretimine yol agan bir dizi karmasik sitolojik doniisiimden
gecen spermatidlerle ilgilidir. Her ne kadar spermatogenezin birinci ve ii¢iincii asamalari tiire
0zgili morfolojik ozellikler gosterse de mayoz boliinme boyunca spermatositler ¢esitli memeli

tiirlerinde benzer morfolojik karakterlere sahiptir (Clermont, 1972).

Spermatogenezin baslamasi ve devamliligi, FSH ve LH’ nin kontrolii altindadir (Kizilay
ve Altay, 2019). Spermatogenez, her bir kog testisinde yaklagik 7000 metre uzunlugunda olan
seminifer tiibiillerde ger¢eklesmektedir (Clermont, 1972). Diger tiirlerde oldugu gibi, koglarda
da spermatogenez, proliferatif/mitotik, mayotik ve haploid post-mayotik olmak iizere fi¢
evreye ayrilir. Bir spermatogoniumun ilk mitotik boliinmesinden baglayarak seminifer

tiibiillerin merkezine ulasan olgun bir sperma hiicresinin gelisimi 31 giin siirer. Daha sonra



sperm, tiibiillerden gegerek testis disina ve epididimise ulasmak i¢in 3-4 giin daha harcar.
Epididimiste olgunlasan spermatozoonlar, kauda epididimiste depolanir. Epididimal kanal
boyunca sperma transferi 14 gilin siirer ve bu siirenin ¢ogu kauda epididimiste gegirilir.
Boylece bir spermatogoniumun ilk boliinmesinden, ejakiilasyona hazir olgun bir

spermatozoon haline gelmesine kadar gegen toplam siire 49 giindiir (Jan ve digerleri, 2012).

Kocglarda yilin her mevsiminde iyi kalitede sperma iiretme yetenegi konusunda hala
baz1 Dbelirsizlikler bulunmaktadir. Fotoperiyodun azalmasiyla birlikte seksiiel aktivite

diizeyinin sonbaharda zirveye ulastigi ileri siiriilmektedir (Kaya ve digerleri, 1999).
2.2.2. Kog¢larda Spermatolojik Ozellikler

Koglarda spermatolojik 6zellikler yas, irk, beslenme, mevsim, sperma alma yontemi ve
sikligina bagl olarak degisiklik gostermekle birlikte sperma hacmi diisiiktiir (Evans ve
Maxwell, 1987). Genel olarak, saglikli ve ergin bir kogun sperma rengi i¢erdigi spermatozoon
miktarina bagli olarak degismekle birlikte, beyazdan krem rengine kadar degisiklik
gosterebilmektedir. Koglarda dol veriminin gostergesi olan sperma miktar1 kalitesi 1rk, yas,
giin uzunlugu, sicaklik, ejekulasyon siklig1 ve yetistirme teknikleri gibi faktorler tarafindan
etkilenmektedir (Aksoy ve digerleri, 1994; Hafez ve Hafez, 2000; Karagiannidis ve digerleri,
2000). Bu degisimde itk ve mevsim en Onemli etmenlerdir. Koglarda sperma hacminin
ortalama 1 ml (0.7-2.0 ml), spermatozoon motilitesinin ortalama %75 (%60-80),
spermatozoid yogunlugunun ortalama 3.0 x 10° /ml (1.5-5.0 x 10° /ml), normal spermatozoon
oraninin ortalama %80 (%60- 95) ve sperma pH’smmin ortalama 6.9 (5.9-7.3) oldugu
bildirilmektedir (Curry ve digerleri, 1996). Koglarda spermatozoonlarin toplam uzunlugunun
60 pm, hacminin 31 pum?, yiiz Ol¢limiiniin 42 pm?oldugu; bas uzunlugu, genisligi ve
kalinliginin sirasi ile 8,3 pm, 4 pm ve 1 pm oldugu bildirilmektedir (Curry ve digerleri, 1996).
Yapilan ¢alismalarda koglarda sperma iiretiminin y1l boyu devamli oldugu, yilin mevsimlerine
bagl olarak koglar degisik nicelik ve nitelikte sperma verdikleri, mevsimlere bagli olarak
testis Olciileri ile spermatolojik Ozelliklerin degistigi ve bu degerlerin yazin diismeye
basladigi, sonbaharda ise arttig1 bildirilmektedir. Spermadaki anormal spermatozoon orani

Agustos ayimda %26, Ekim ayinda ise %3 olarak bildirilmistir (Cupps, 1991).



2.2.3. Koclarda Sperma Alma Yontemleri

Koglardan sperma; sun’i vajen, elektroejekulatér ve asimdan sonra koyun vajinasindan
sperma toplanmasi yontemleriyle alinabilmektedir. Suni vajenle sperma alma yontemi basit,
hizl1 ve ucuz bir teknik olmasi sebebiyle siklikla tercih edilir. Ayrica suni vajenle alinan
sperma kalitesi dogal ejekulata en yakin kalitededir. (Tiwari ve Sahni, 1976). Suni vajendeki
sicak su termal stimiilasyon saglarken, yine suni vajendeki basing mekanik olarak glans penisi
uyarir (Donovan ve digerleri, 2001). Suni vajenle sperma alinmasi yonteminde koyunun

Ostrusta olmas1 ve koglarin suni vajene alistirilmis olmasi gerekmektedir.

Saglikli oldugu halde suni vajenle sperma alinmayan koglarda elektroejekulatdr yontemi
kullanilabilir. Ancak bu yontemin hayvani rahatsiz edici olmasi ve daha fazla is giiciine
ihtiya¢ duyulmasi gibi dezavantajlart bulunmaktadir (Evans ve Maxwell, 1987; Yurdaydin,
1994). Elektroejekulatorle alinan spermanin hacmi suni vajenle alinan spermaya kiyasla daha
yiiksek olurken, sperma yogunlugu ise daha diisiikk olmaktadir. Ayrica elektroejekulatorle
aliman sperma idrarla kontaminasyon riski tasimaktadir. Elektroejakiilatér (EE), rektuma
yerlestirilen bir elektrotla genital organlari uyaran sinirlerin elektriksel uygulama ile
uyarilmast sonucu ereksiyonun ve ejakiilasyonun saglanmasidir. Bu yontemde; ilk olarak
karboksi metilden iiretilmis 15 cm uzunlugunda, 0,8 cm ¢apinda rektal prop aniise yerlestirilir.
Periyodik bir sekilde 3-5 sn araliklarla kontrollii olarak 0-15 V arasi akim arttirilarak
uygulanir (Nix Orihuela ve Ungerfeld, 2019). EE ile toplanan ejakiilatlar, seminal plazmanin
(SP) daha yiiksek oranda bulunmasi nedeniyle suni vajenle ile toplanan ejakiilatlarla
karsilastirildiginda daha yiiksek bir hacme sahiptir (Marco-Jimenez ve digerleri, 2005). Bu da
erkek eklenti bezlerinin asir1 uyarilmasindan kaynaklanmaktadir (Mattner ve Voglmayr,

1962).

2.3. Koclarda Spermanin Saklanmasi

Memeli spermatozoonu, viicut sicakligindan suyun donma noktasina yakin bir sicaklia
kadar sogumaya kars1 ¢ok hassastir. Soguk soku olarak bilinen spermatozoon hasari, yeniden
1sinmayla birlikte geri doniisiimsiiz motilite kayb1 olarak goriilmektedir (Parks, 1997). Soguk
soku membran gegirgenliginde secici gegirgenligin kaybi ve akrozomal membranin
bozulmasiyla kendini gosterir. Soguk soku etiyolojisi, membran hasarini ve metabolik
fonksiyondaki degisikligi icerir (Parks, 1997). Sicakliktaki azalma, membran fosfolipidlerinde

stv1 kristalden jel fazina gegise neden olur ve bu da daha sert membran yapisiyla sonuglanir.



Soguk sokunun etkisi, kolesterol/fosfolipit orani, iki tabakay1 tercih etmeyen lipitlerin igerigi,
hidrokarbon zinciri doygunlugunun derecesi ve membrandaki protein/fosfolipid orani gibi

membran elemanlarinin kombinasyonuna baghdir (Parks, 1997).

Koyunlarda dondurulmus-¢ozdiiriilmiis kog¢ spermasi ile yapilan servikal suni
tohumlama diisiik gebelik oranlariyla sonuglanirken, laparoskopik intrauterin tohumlama
yontemi daha yaygin olarak tercih edilmektedir (Salamon ve Maxwell, 1995). Ancak, bir¢ok
iilkede bu yontem maliyetli olup, kiiclik ciftliklerdeki iireticiler icin kolayca erisilebilir
degildir. Spermanin kisa siireli saklanmasi, dondurulup ¢6zdiiriilen sperma yerine tercih
edilebilir ve toplandiktan hemen sonra suni tohumlama yapilirsa daha yliksek basari
oranlarina ulasilabilmektedir. Ko¢ spermatozoonlari soguk sokuna karsit olduk¢a duyarlidir
(Lopez ve digerleri, 1999; Barrios ve digerleri, 2000). Bu durum, membran hasarina,
spermatozoonda motilite kaybina ve morfolojik biitiinliigiin zarar gérmesine sebebiyet verir.
Dolayistyla, disi treme kanalindaki spermatozoonlarin yasam siiresinin kisalmasina,
fertilite oranlarinin diigmesine ve embriyonik kayiplarin artmasina neden olur. Spermanin
kriyoprezervasyonunda bu hasar daha belirgindir. Ancak sulandirilmis ve sogutulmus

spermada bu etkiler daha hafif sekilde goriiliir (Maxwell ve Salamon, 2000).

Milovanov (1940,1951) kog¢ spermasinin kisa siireli saklanmasi ile ilgili ¢aligmalar
yapan ilk arastirmact olmustur. Bazi bilim adamlari, spermanin kisa siireli
saklanmasinda uygun sicakligin 10-15°C oldugunu one siirerken (Chang ve Walton, 1940)
cogu arastirmact ko¢ ve boga spermasinin 0-5°C’de saklandiktan sonra spermatozoonlarin
hayatta kalma oraninin daha yiiksek oldugunu rapor etmistir. Baz1 arastirmacilar kisa stireli
saklama i¢in en uygun sicakliklarin 10-15°C oldugunu bazilarn da ko¢ ve boga
spermatozoonun canliliklari1 devam ettirebilmeleri i¢in 0-5°C’ lerin daha iyi oldugunu
belirtmislerdir (Maxwell ve Johnson,1997; Johnson ve digerleri, 2000). Sperma diisiik
sicaklikta saklandiginda, spermatozoonlarin soguk sokundan kaynaklanabilecek hasarin en
aza indirgenmesi gerekmektedir. Soguk sokunun zararli etkileri, 1931'de kesfedilmistir
(Milovanov, 1951). Spermanin oda sicakligindan yavasga sogutulmasiyla ya da sperma
sulandiricisina lipidlerin eklenmesiyle soguk  sokunun zararli etkilerinin  Onlendigi

gbzlenmistir. (Watson, 1995; Moussa ve digerleri, 2002).



2.3.1. Ko¢ Spermasinin Uzun Siireli Saklanmasi (Kriyoprezervasyon)

Spermanin uzun siireli saklanmasi, genellikle sivi azotta (—196 °C) gerceklestirilen
kriyoprezervasyon islemi ile saglanir. Bu yontem, genetik materyalin uzun vadede korunmasi,
suni tohumlama programlarinin yayginlastiritlmasi ve farkli yerlerde es zamanl
kullanilabilmesi agisindan biiylik avantajlar sunar. Ancak, kriyoprezervasyon islemi sirasinda
sperm hiicreleri hem fiziksel hem de biyokimyasal bir¢ok zarara maruz kalabilmektedir.
Ozellikle buz kristali olusumu, hiicre membraninin bozulmasi, soguk sok ve osmolarite
degisimleri, sperma kalitesinde ciddi diisiislere yol agabilir (Holt, 2000; Salamon ve Maxwell,
2000).

Kriyoprezervasyon siireci; spermanin uygun sulandiricilarla seyreltilmesi, kademeli
olarak 5°C’ye kadar sogutulmasi, kriyoprotektif maddelerin eklenmesi, belirli bir siire
dengelemeye birakilmasi (equilibration) ve ardindan belirli hizlarda dondurularak sivi azotta
saklanmasini kapsar. Bu siiregte kullanilan sulandiricilar, sperm hiicrelerine enerji saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda pH dengesi olusturur, bakteriyel iiremeyi baskilar ve hiicre membranini
stabil tutar. Genellikle Tris-bazli ya da siit bazli sulandiricilar tercih edilir ve bu
sulandiricilara yumurta sarisi, soya lesitini, sekerler, antioksidanlar gibi katkilar da eklenebilir
(Hafez ve Hafez 2000; Soylu ve digerleri, 2007; Forouzanfar ve digerleri, 2010; Rekha ve
digerleri, 2016).

Kriyoprezervasyonda kullanilan kriyoprotektif ajanlar, spermatozoonlari dondurmanin
zararll etkilerine karsi korumak icin kritik oneme sahiptir. Bu ajanlar penetre olanlar
(intraselliller) ve penetre olmayanlar (ekstraselliiler) olmak iizere iki gruba ayrilir. Penetre
kriyoprotektanlar, diisiikk molekiil agirligina sahip olup hiicre membranindan gecebilirler. Bu
gruba giren gliserol, dimetil siilfoksit (DMSO), etilen glikol ve propanediol gibi maddeler,
hiicre i¢i buz olusumunu azaltir, membran akiskanligini1 diizenler ve hiicre i¢i dehidratasyonu

kolaylastirir (Holt,2000; Moore ve Bonilla, 2007; Silva ve digerleri,2012).

Gliserol, ko¢ spermasmin dondurulmasinda en yaygin kullanilan kriyoprotektandir.
Ancak yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki gostererek spermatozoon membranina zarar
verebilir. Bu nedenle genellikle %4-7 arasinda kullanilir ve optimum konsantrasyonu
sulandirici bilesimine, sogutma hizina ve ekleme sicakligina gore degisir. Gliseroliin yani sira,
etilen glikol gibi alternatif penetran kriyoprotektanlar da bazi ¢aligmalarda olumlu sonuglar

vermistir (Silva ve digerleri, 2012).
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Penetre olmayan kriyoprotektanlar ise membrandan gegemezler, ancak hiicre disindaki
buz olusumunu simirlandirarak dolayli koruma saglarlar. Bu gruba yumurta sarisi, siit,
trehaloz, siikroz, laktoz, raffinoz gibi sekerler ve dekstrinler dahildir. Ozellikle trehaloz ve
siikroz gibi disakkaritlerin, hiicre membrani stabilizasyonunu destekledigi ve dondurma
sonrasi canliligi artirdig1 gosterilmistir (Aboagla ve Terada, 2004; Moustacas ve digerleri,
2011). Yumurta saris1 ise fosfolipid ve diisiik yogunluklu lipoprotein igerigi sayesinde hiicre

membranini stabilize ederek soguk soka karsi koruma saglar (Medeiros ve digerleri, 2002).

Kog¢ spermasinin uzun siireli saklanmasi, programlanabilir bir makine veya manuel
makine kullanilarak sivi nitrojende derin dondurma yoluyla saglanir. Boyle bir prosediir 6zel
ekipman gerektirir. Ancak ¢ozdiirme sonrasi spermatozoon canlilik orani diigiiktiir. Bununla
birlikte, cogu zaman kog¢ spermasi, suni tohumlama i¢in kullanilmadan sadece birka¢ giin
once saklanmalidir. Bu gibi durumlarda, ko¢ spermast sivi formda (uygun bir sulandiricida)
birkag¢ giin boyunca 5 °C'den yiiksek olmayan bir sicaklikta saklanabilir. Sperma sogutma
islemi sirasinda en sik karsilagilan sorun, lipid peroksidasyonu ve doymamis yag asitlerinin
asir1 olusumu sonucu spermatozoon membraninin hasar gérmesidir. Memeli spermatozoonlari
doymamig yag asitleri acisindan zengindir ve spermatozoon hareketliligini azaltabilen ve
akrozom reaksiyonunu ve spermatozoon kapasitasyonunu bozabilen reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusumuna kolayca maruz kalirlar (Sikka, 1996).

Kriyoprezervasyonun basarisi; kullanilan kriyoprotektan tiirli, sulandiric1 bilesimi,
sogutma ve dondurma hizlari, gliseroliin eklenme zamani ve ekulibrasyon siiresi gibi birgok
faktore baghidir. Gliserol, baz1 protokollerde sperma 5 °C’ye sogutulduktan sonra eklenir (iki
asamali yontem), bazi protokollerde ise tiim icerikle birlikte bastan eklenir (tek asamali
yontem). Gelismis protokoller genellikle kademeli ve kontrollii sogutma ile birlikte,
gliseroliin diisiik sicakliklarda ve yavasca eklenmesini igerir, bu da hiicre stresi ve toksisiteyi

azaltir (Evans ve Maxwell 1987; Gill,1999; Watson,2000; Shipley ve digerleri, 2007).

Sonug olarak, kriyoprezervasyon islemi, spermatozoonlarin canlilik, morfoloji, motilite,
akrozom biitiinlligli ve DNA yapisin1 korumak i¢in dikkatle planlanmast gereken ¢ok agamali

bir siirectir.
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2.3.2. Ko¢ Spermasinin Kisa Siireli Saklanmasi

Membranlarinda ¢oklu doymamis yag asitleri bulunan memeli spermatozoonlari, uzun
stireli saklama sirasinda oksidatif strese son derece duyarlidir (Vishwanath ve Shannon, 1997;
Bansal ve Bilaspuri, 2011). Ozellikle ko¢ spermatozoonlari, membran fosfolipidlerinin
peroksidasyonuna ve buna bagli olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimine diger tiirlere
gore daha duyarlidir. ROS'un fizyolojik diizeyleri, kapasitasyon, hiperaktivasyon ve akrozom
reaksiyonu gibi olaylar i¢in gerekli olsa da, bu tiir reaktiflerin iiretimi ile bunlar1 dengeleyen
hiicre i¢i savunma mekanizmalar1 arasinda dengesizlik olustugunda, fertilizasyon yetenegi
olumsuz etkilenmektedir. ROS’un asir1 tretimi, membran akigkanligimi (Chatterjee ve
Gagnon, 2001), kromatin biitiinliigiinii ve spermatozoon motilitesini bozabilir (Lopez ve

digerleri, 1999; Kasimanickam ve digerleri, 2006; Sikka, 1996).

Kog¢ spermasinin s1v1 halde saklanmasi, ¢iftlik kosullarinda ve kisa siire icinde yapilacak
suni tohumlamalarda, dondurulmus sperma yerine ucuz ve pratik bir alternatif
olusturmaktadir. Kullanilan sulandirici, sperma konsantrasyonu, sicaklik veya saklama
kosullarindan bagimsiz olarak, ko¢ spermasinin uzun siireli saklanmasi sirasinda fertilitede
kademeli bir azalma gozlenmektedir (Maxwell ve Salamon, 1993). Fertilitedeki bu azalma,
spermatozoonlarin islevsel ve morfolojik 6zelliklerinin bozulmasina, motilitedeki diisiise ve
disi genital kanalinda hayatta kalma yeteneginin azalmasina baglidir (Maxwell ve Salamon,
1993). Kog spermasinin uzun siireli saklanmasinin ardindan servikal tohumlamada elde edilen
diisiik gebelik oranlari hala tam olarak ¢dziilememis bir sorundur. Giiniimiizde, sogutulmus
kog¢ spermasi genellikle 24 saat iginde kullanilmaktadir ve bu siirede kabul edilebilir gebelik
oranlar1 elde edilmektedir (O'Hara ve digerleri, 2010). Ancak spermanin 4 °C’de daha uzun
stire saklanabilmesi, biiyiik siiriilerde lireme yonetimini kolaylastirmak agisindan biiyiik fayda

saglayacaktir.

Spermanin sivi olarak kisa siireli saklanmasinda kullanilan sulandiricilarin igerigi de
fertilite lizerinde onemli rol oynamaktadir. Kisa siireli saklama sirasinda ROS olusumunu
onlemek ve oksitleyici siire¢lerden kaginmak icin farkli maddeler kullanilabilir. Tris bazli
yumurta sarisinin ~ kog¢ spermasini soguk sokundan korumada etkili oldugu bilinmektedir
(Paulenz ve digerleri, 2002). Soya lesitinin ise hiicrelerin etrafinda koruyucu bir film
olusturabilecegi, fosfolipitlerinin spermatozoon membran fosfolipitlerinin yerini alabilecegi
rapor edilmistir. (Simpson ve digerleri, 1987; Zhang ve digerleri, 2009). Kog¢ spermasinin

5°C’de 16 giine kadar saklanabildigi, 6zellikle Tris-tamponlu sulandiricilara trehaloz ve %10
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yumurta saris1 ilavesiyle motilitenin %30 oraninda korunabildigi bildirilmistir (Lopez Saez ve
digerleri, 2000). Yumurta sarist genellikle %5—40 oraninda hem Tris hem de siit bazh
sulandiricilarda kullanilmistir (Paulenz ve digerleri, 2002; Camara ve digerleri, 2011;
Abadjieva ve digerleri, 2020). Yumurta sarisindaki fosfolipitler, kolesterol ve diisiikk
yogunluklu lipoproteinler (LDL), membran stabilizasyonu ve soguk sokuna karsi koruma
saglar (Watson, 1981; Moussa Ve digerleri, 2002).

Kog¢ spermasinin saklanmasinda uygun sulandirict se¢imi konusunda literatiirde ¢eliskili
sonuglar bulunmaktadir. Ornegin, baz1 ¢alismalar Tris bazli sulandiricilarin siit bazlilara gore
daha yiiksek motilite ve membran biitiinligi sagladigin1 bildirmistir (Paulenz ve digerleri,
2002). Ancak bu sulandiricilarin bilesimi heterojen, standardize edilmemistir ve patojen
icerebilmektedir. Bu endiseler, hayvansal protein icermeyen, kimyasal olarak tanimlanmis
soya lesitini bazli sulandiricilarin kullanimini giindeme getirmistir. Bu tip sulandiricilar, boga
ve manda (Rastegarnia ve digerleri, 2014) spermalarinin dondurulmasinda kullanilmakta olup,
giiniimiizde at (Papa ve digerleri, 2011) ve ko¢ (Forouzanfar ve digerleri, 2010;
Kasimanickam ve digerleri, 2006) tiirlerinde de test edilmektedir. Bu sulandiricilarin
koruyucu etkilerinin mekanizmasi tam olarak acikliga kavusmamustir. Bazi arastirmacilar,
hiicreler etrafinda koruyucu bir film olusturduklarini1 (Simpson ve digerleri, 1987), bazilar1 ise
lesitin fosfolipidlerinin, spermatozoon membranindaki fosfolipidlerin yerine gegebilecegini

one siirmektedir (Zhang ve digerleri, 2009).

Diger taraftan, siit bazli sulandiricilar ile yapilan tohumlamalarda daha yiiksek gebelik
oranlar1 rapor edilmistir (Paulenz ve digerleri, 2003). Soya lesitini bazli ticari
sulandiricilardan BioXcell®, AndroMed®’e gore daha yiiksek fertilite saglamistir (Khalifa ve
digerleri, 2013).

Kog¢ spermatozoonlari, yiiksek ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) igerigi ve diisiik
kolesterol/fosfolipit oran1 nedeniyle reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 olduk¢a hassastir
(White, 1993). Bu nedenle, siv1 saklama siirecinde antioksidan destegi gereklidir. Siiperoksit
dismutaz, katalaz, melatonin, resveratrol, ar1 siitii, kinetin, idebenone ve omega-3 PUFA gibi
maddelerle desteklenen sulandiricilarla, spermatozoon motilitesi, akrozom biitiinligi ve

fertiliteyi artirmistir (Maxwell ve Stojanov, 1996; Eslami ve digerleri, 2019).

Kog¢ spermasit genellikle 4-5°C’de tiiplerde veya tohumlama i¢in dogrudan
kullanilabilecek payetlerde saklanir. Saklama siiresi ve sicakligi, spermatozoonun canliligi ve

fertilitesi tizerinde dogrudan etkilidir. 15°C'de 6-8 saate kadar saklanan sperma, servikal
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tohumlamada etkili sekilde kullanilabilirken; daha uzun siireli saklama icin 5°C tercih
edilmektedir (Paulenz ve digerleri, 2002). Ancak bazi ¢aligmalar, 15 °C'de 48 saate kadar
saklamanin sperma kalitesi agisindan daha avantajli olabilecegini de 6ne stirmektedir (Mata

Campuzano ve digerleri, 2014).

Saklama siiresi arttikca fertilite oranlarinda belirgin diisiisler yasanmaktadir. 5 °C’de 0,
24, 48 ve 72 saat saklanan spermalarda gebelik oranlan sirasiyla %72,7, %64,1, %42,1 ve
%29,4 olarak bildirilmektedir. Bu diisiis, spermatoozoon fonksiyonlarinin zamanla bozulmasi

ve ROS iiretiminin artmasina baglanmaktadir (O’Hara ve digerleri, 2010).

Sonug olarak, kisa siireli sivi saklama, ko¢ spermasinin dondurulmadan korunmasina
olanak tanirken, optimum sonuglar elde edebilmek i¢in uygun sulandirict se¢imi, antioksidan
kullanimi, saklama sicaklig1 ve siiresi gibi faktorlerin dikkatle belirlenmesi gereklidir. Ayrica,
servikal tohumlamanin anatomik ve fizyolojik engeller nedeniyle basari orani simirl
oldugundan, intrauterin uygulamalar (6rnegin laparoskopik suni tohumlama) veya bu

engelleri azaltmaya yonelik ¢oziimler, fertiliteyi artirmada etkili olabilir.

2.3.3. Kog¢ Spermasina Soguk Sokunun ve Oksidatif Stresin Etkisi

Spermanin +5°C’de kisa siireli saklanmasi sirasinda, spermatozoa motilitesinde ve
membran biitiinliiglinde azalmalar ile DNA kirikli spermatozoa oraninda artiglar meydana
gelmekte ve bu da fertilite oranlarmin diismesine neden olmaktadir. Spermatozoonda
gozlenen bu tiir degisikliklerin, membran fosfolipitlerinde olusan lipit peroksidasyonu ve
bunun sonucunda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin (sliperoksit anyonu, hidrojen
peroksit, hidroksil radikali) neden oldugu hasarlardan kaynaklandigi disiiniilmektedir (De
Lamirande ve Gagnon, 1992).

Oksidatif stres, viicutta reaktif oksijen tiirleri iiretimi ile antioksidan savunma
mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Sperma saklanmasi
sirasinda olusan oksidatif stres sperma kalitesinin diismesine sebep olmaktadir. Niikleik
asitler, lipitler ve karbonhidratlar gibi biyomolekiiller oksidatif stresin hedefi olabilir. Serbest
radikallerin {retiminin artist lipid peroksidasyonuna, motilitenin ve canli spermatozoon
sayisinin azalmasmna ve  orta parcada morfolojik bozukluklara neden olmaktadir (De
Lamirande ve Gagnon, 1992). Kog¢ spermatozoon membrani yiliksek miktarda ¢oklu

doymamis yag asitleri igerdiginden, serbest radikal saldirilarina karsi hassas oldugu
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gozlenmistir. Bu nedenle, serbest radikaller onlarla kolayca birleserek dogrudan lipid

peroksidasyonuna (LPO) yol agabilmektedir (White,1993).

Spermatozoonlarda geri dondiiriilemeyen hasarlar meydana getirebilen ani 1s1
degisikliklerine soguk soku adi verilmektedir. Spermay1 diisiik sicaklikta saklarken soguk
sokuna ugrayabilecegi géz onlinde bulundurulmalidir. Bu nedenle spermatolojik 6zellikleri
belirlenmis ve sulandirilmig spermanin 5°C’ye sogutulmasi sirasinda ¢ok dikkatli olunmasi
gerekmektedir. Ciinkii 17°C’nin altindaki ani sicaklik degisikliklerinde 6zellikle spermanin
akrozomunda olmak iizere geri dondiiriilemeyen bozukluklar meydana gelebilmektedir.
Sonugta olusabilecek degisiklikler spermatozoonun potansiyel fertilitesini diisiirebilmektedir.

(Maxwell ve Salamon, 1993).

Soguk soku, spermatozoonun motilite ve fertilitasyon kapasitesinin azalmasina sebep
olan 6nemli etkenler arasindadir. Spermatozoon membrani, akrozom ve mitokondri soguk
sokuna kars1 olduk¢a duyarli yapilardir. Soguk soku sonucu spermatozoon membran
biitiinliigliniin bozulmasiyla birlikte potasyum, adenozin trifosfat (ATP), lipoproteinler,
enzimler ve diger 6nemli hiicre i¢i yapilarin hiicreden disariya sizabilecegi bildirilmektedir
(Cupps, 1991). Kisa siireli saklama yontemiyle spermayi 2-3 giin siireyle saklamak miimkiin
olabilmektedir. Ancak, zamana bagli olarak 4-8 saatten sonra motilitede siirekli bir azalma ve
morfolojik bozukluklarda artma meydana gelmektedir. Yapilan bir ¢alismada ise, kisa siireli
saklanan ko¢ spermasinin mitokondriyal aktivitesinin ve akrozomal biitlinliigliniin azaldig1

tespit edilmistir (Avdatek ve digerleri, 2018).

2.4. Antifriz Proteinler

Diinyadaki karasal ve sucul habitatlarin %80’inden fazlasinin sicakligi, suyun donma
noktasia yakin seyretmektedir (Margesin ve Miteva, 2011; Mangiagalli ve digerleri, 2017).
Diisiik ¢evre sicakliklari, hiicre membraninin akigskanlhigini azaltarak biyolojik siirecleri
olumsuz etkilemektedir. Kritik derecede diisiik sicakliklarda, proteinlerin polipeptit zincirleri
kirilmakta ve genellikle protein yapisinda gizli kalan gruplar agiga c¢ikmaktadir. Hiicrede
hidrofobik etkilesimlerin zayiflamasiyla protein katlanmasi bozulmakta ve transkripsiyon,
translasyon, hiicre bdliinmesi ve kimyasal reaksiyonlar gibi temel siireglerin hizlart ciddi

oranda yavaglamaktadir (De Maayer ve digerleri, 2014).

Pek cok organizma diisiik sicakliklarda hiicre membraninda doymamis lipit oraninin

artirilmasi, soguk sok proteinlerinin ve aktif enzimlerin sentezlenmesi gibi adaptasyonlar

15



gelistirerek bu kosullarda hayatta kalmayr basarmaktadir (D'Amico ve digerleri, 2006).
Ancak, donmus topraklar ve denizler gibi siirekli sifirin altindaki sicakliklarda, hiicre i¢i ve
dis1 buz kristali olusumu, hiicreye zarar vermekte ve hatta organizmanin Oliimiine yol

acabilmektedir (Mangiagalli ve digerleri, 2017).

Diisiik sicakliklarda hayatta kalabilmek i¢in pek ¢ok organizma, AFP olarak bilinen
polipeptitleri sentezlemektedir (Ustiin ve Turhan, 2015; Lo Giudice ve Rizzo, 2018). Bu
proteinler buza baglanma yetenegine sahip olup i¢inde bulunduklar1 soliisyonlarin donma
noktalarini diisiliriir ancak erime noktalarini degistirmezler. AFP'ler donmay1 engellemez,
bunun yerine hidrofilik 6zellikleri nedeniyle buzla etkilesime girerek buzun biiylimesini ve
yeniden kristallesmesini engeller. Erime noktasini degistirmeden donma noktasinda bir
diisiise neden olur (Fei ve digerleri, 2008). Bu olay “termal histerezis” olarak bilinir. AFP ler
buz kristallerinin pliriizsiiz yiizeylerine bazal ya da piramidal diizeyde baglanarak daha fazla
biiyiimelerine engel olurlar. Ayrica, bu proteinler hiicrelerin 6zellikle diisiik sicakliklarda
(daha diisiik hizda) c¢oziindiiriilmesi sirasinda yeniden buz kristallerinin olusumunu
(rekristalizasyon olgusu) engelleyerek bu kristallerin hiicrelerde olusturabilecegi mekanik
hasarlar1 6nler. Antifriz proteinleri, erime ve donma noktalar1 arasindaki sicakligi koruyarak
buz kristallerinin biiyiimesini belirli bir siirda tutmaktadir. Antifriz proteinleri
mikroorganizmalardan (Xiao ve digerleri, 2010; Lee ve digerleri, 2010) baliklara (DeVries ve
Wohlschlag, 1969) boéceklerden (Kristiansen ve digerleri, 2011) bitkilere (Middleton ve
digerleri, 2009) ve omurgali hayvanlara (Feeney ve Hofmann, 1973) kadar pek ¢ok canli tiirii
tarafindan sentezlenmektedir. Genel olarak; boceklere ait AFP lerin antifiriz etkileri
baliklardan izole edilenlere gére ¢ok daha yogun ve etkindir (Bang ve digerleri, 2013).
Arastirmacilar, antifiriz proteinlerinin balik kaninin donma noktasin1 deniz suyunun donma
noktasinin altina disilirdiigiinii, ancak plazma ozmotik basmcini artirmadigini  rapor
etmislerdir (Hamdan, 2018). Scholander ve diger arastirmacilar balik kaninin donma
noktasina ulasildiginda buz kristallerinin biiyiimesinde belirgin bir gecikme oldugunu

bildirmislerdir (Scholander ve digerleri,1957).

AFP'lerin buz baglama bolgeleri ve yapisma yiizeyleri aracilifiyla hiicreleri buz
tizerinde konumlandirdigi, bdylece organizmanin besin ve oksijen erisimini kolaylastirdig:

diistintilmektedir (Lorv ve digerleri, 2014; Voets, 2017).

AFP ler buz kristallerinin sekillenme ve biiylimelerini etkiledikleri i¢in donmus gida
endiistrisinde, transplante edilecek hiicre, doku ve organ dondurulmasinda ve kriyocerrahi

gibi tip ve biyolojinin farkli alanlarinda kullanmilmaktadir. Izole edildikleri hayvan tiirlerinin
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farkli olmas1 nedeniyle antifiriz proteinlerin molekiiler yap1 ve sekilleri farklilik gosterir. Tip
1 antifiriz proteinler ilk olarak arktik pisi baliklarinda (Pseudopleuronectes americanus) tespit
edilmis ve antifriz yetenekleri nedeniyle cesitli doku ve hiicrelerde yapilan dondurarak
saklama arastirmalarinda kullanilmislardir. (Rubinsky ve digerleri, 1992). Tip 1 AFP'ler
ayrica kisa boynuzlu kaya baliginda da (Myoxocephalus scorpius) tespit edilmistir. Alanin
den zengin hidrofobik bolgeleri nedeniyle Tip 1 antifriz proteinler donmaya karst yiiksek
koruyucu etkinlik gosterir. Bu gruptaki AFP ler hiicre membranlarinin yapisindaki pasif iyon
kanallarinin bloke edilmesini saglayarak biyolojik membranlarin elektrolit gecirgenligini
durdurur veya azaltirlar (Rubinsky ve digerleri, 1992). Deniz kuzgununda (Hemitripterus
americanus), gokkusagi kokusu baliginda (Osmerus mordax) ve Atlantik ringa baliginda
(Clupea harengus) bulunan Tip 2 AFP’ler, disiilfir baglariyla stabilize edilmis sistein
acisindan zengin proteinlerdir (11-22 kDa). Okyanus pout'unda (Zoarces americanus) ve kurt
baliginda (Anarhichas lupus) bulunan, tip III AFP'ler alanin veya sistein kalintilari ile birlikte
66 amino asit igeren kiiresel proteinlerdir (6,5 kDa). Uzun boynuzlu Sculpin'de
(Myoxocephalus octodecimspinosis) bulunan Tip 4 AFP ise alanin acisindan zengin veya
glutamin/glutamat agisindan zengin proteinlerdir (sirasiyla 6,5 ve 12 kDa). (Harding ve
digerleri, 1999; Ustiin ve Turhan, 2015).

Antifriz glikoproteinler, her treyonine bagh disakkarit galaktoz-N-asetilgalaktozamin
ile birlikte, alanin -alanin-treyoninin 4 ila 50 tripeptit tekrarini icerir. Antifriz glikoproteinler
(AFGP), baz1 Antarktika notothenioidlerinde ve kuzey morina tiirlerinde yaygin olarak
bulunmaktadir. (Kwan ve digerleri, 2005; Venketesh ve Dayananda, 2008). Tip 2 antifriz
proteinler sitotoksik etki gosterebilirler ve dondurma sirasindaki etkileri degisken olabilir. Bu
nedenle bu tip AFP ler siklikla kriyocerrahi maksadiyla kullanilirlar (Wang ve digerleri,
1999). Timor dokularinin kriyocerrahi uygulamalar ile uzaklastirilmasi sirasinda antifriz
proteinlerin  timor dokusuna enjekte edilerek kullanilmasinin  insanlarda prostatik
adenokarsinoma ve subkutan tliimorlerin) cerrahi yolla daha basarili bir bigimde
uzaklastirilmasima yardim ettikleri rapor edilmistir (Koushafar ve digerleri, 1997). Tip 3
antifriz  proteinler lipit molekiilleri ile etkilesmek suretiyle hiicre membraninin

stabilizasyonunu saglarlar (Payne ve digerleri, 1994)

Son zamanlarda, tibbi ve endiistriyel uygulamalar i¢in dogal AFPmin sinirli miktarda
bulunmasi nedeniyle, rekombinant teknoloji ve kimyasal sentez yoluyla AFP ve/veya benzer

bilesiklerin iiretimi arastirilmistir (Ustiin ve Turhan, 2015).
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2.4.1. Antifriz Proteinlerinin (AFP) Buz Kristali Yiizeyine Baglanma Mekanizmasi

Antifriz  proteinlerinin  (AFP) islevselligini tanimlamak i¢in kullanilan temel
kavramlardan biri termal histerezistir (thermal hysteresis, TH). Termal histerezis, bir sivinin
erime noktasi ile donma noktasi arasindaki sicaklik farki olarak tanimlanir. Saf suda donma
ve erime noktast ayni sicaklikta (0 °C) gergeklesirken, AFP varliginda bu denge bozulur.
AFP’ler buz kristallerinin biiylimesini engelleyerek donma noktasini diisiiriirken, erime
noktas1 sabit kalir. Bu durumda, TH degeri pozitif olur ve bu deger, AFP’nin buz

kristalizasyonunu engelleme kapasitesiyle dogrudan iligkilidir (Garnham ve digerleri, 2011).

Antifriz proteinleri (AFP’ler), canli organizmalarda diisiik sicakliklara karsi koruma
saglayan dogal proteinlerdir. Bu proteinler, donma noktasini diisiirerek buz kristallerinin
biiylimesini Onler ve bu sayede hiicre hasarin1 azaltir. AFP’lerin bu etkisi, genel olarak
“adsorpsiyon-inhibisyon teorisi” ile agiklanmaktadir Farkli tiirlerden izole edilen AFP’ler
yapisal olarak gesitlilik gosterseler de, tamami buz kristallerine baglanarak benzer islevleri

yerine getirmektedir (Baskaran ve digerleri, 2021).

AFP’lerin buz yiizeyine baglanabilmesi i¢in, Oncelikle kristalin ylizey yapisini tanimasi
gerekir. Bu tanima siirecinde AFP molekiilii, buz yilizeyine uygun bir yonelim kazanir ve bu
sirada hareket kabiliyeti (diflizyon hizi) azalir. Bu durum, baglanmadan once AFP’nin
yiizeydeki su molekiilleriyle organize bir yapiya sahip olmadigini géstermektedir (Baskaran
ve digerleri, 2021).

AFP, buz yiizeyine dogru sekilde konumlandiginda, baglanma bdlgesi ile kristal ylizey
arasindaki su molekiilleri yeniden organize olarak yer degistirir ve bdylece protein ile buz
arasinda spesifik bir baglanma gergeklesir (Mahatabuddin ve digerleri, 2018). AFP’ler,
yiizeylerindeki su molekiillerini ¢cokgen yapilar halinde organize eder ve bu yapilarla diizensiz
buz ylizeylerini birlestirerek belirli kristal diizlemlerinde donmay1 baskilar (Mahatabuddin ve

digerleri, 2018).

Kristalografik analizler, bazt AFP’lerin buz kristal orgiisiine iki boyutlu olarak diizenli
sekilde baglandigini gostermektedir. Ornegin, bdceklere 6zgii AFP ler incelendiginde, bu
proteinin {izerindeki su molekiillerinin, buz kristaline benzeyen diizende yer aldig1

goriilmistiir. Bu baglanma bi¢imi, a-heliks yapisina sahip tip I balik AFP’lerinde gozlenen,
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treonin aminoasitleri araciligiyla gerceklesen lineer baglanma diizeninden farklidir. (Liou ve

digerleri, 2021).

AFP buz yiizeyine baglandiktan sonra, kristal biiyiimesi genellikle baglanma bolgesi
olmayan alanlardan engellenir. Bu bolgelerdeki hidrofobik gruplar, buz-su ara yiizeyinde
egrilik olusturarak donma noktasini diisiiriir. Bu fiziksel mekanizma, Kelvin etkisi olarak
adlandirilir ve kristallesmeyi termodinamik olarak zorlagtirir (Mahatabuddin ve digerleri,

2018).

AFP’lerin buz kristaline etkili baglanabilmesi i¢in, bu baglanma hizinin buz kristali
biliylime hizindan yiiksek olmasi gerekir. Aksi takdirde, diisiik konsantrasyonlardaki AFP’ler
buz igerisine hapsolabilir. Fluoresan isaretleme ile yapilan ¢alismalarda, bazi AFP’lerin buz
kristallerinin prizmatik veya bazal yiizeylerine yliksek baglanma afinitesi gosterdigi ve bu
ozelligin termal histerezis (TH) aktivitesini artirdif1 ortaya konmustur Ozellikle bazal
diizleme baglanabilen AFP’ler daha yiiksek TH aktivitesine sahiptir. Bazal diizleme

baglanamayan proteinlerde ise bu aktivite sinirli kalmaktadir. (Garnham ve digerleri, 2011).

Sonug olarak, bir AFP’nin buz yiizeyine baglanabildigi alan genisligi, onun buz yeniden

kristallesmesini engelleme kapasitesini belirlemektedir (Garnham ve digerleri, 2011).

2.4.2. Carboxylated &- Poly L-Lysine

1980’lerin sonlarindan bu yana, dondurma/¢6zdiirme kaynakli memeli hiicre 6liimiinii
aciklamaya yonelik ¢esitli mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir. Bu mekanizmalar arasinda sunlar
yer almaktadir: (i) soguma sirasinda membranlarin farkli oranlarda biiziilmesi ya da jel faz1
niikleasyonu ile iliskili soguk sok hasari; (i1) yavas dondurma sirasinda ozmotik dehidrasyon
yoluyla hiicre hacminde azalma; (iii) hiicre i¢i buz kristali olusumu ile sistemden suyun
uzaklagtirllmasi sonucu, ¢Oziinmiis elektrolit konsantrasyonlariin artisiyla ve/veya
enzimlerin ve diger hiicresel yapilarin denatiirasyonu; (iv) buz kristallerinin hiicre
membranini delerek ilerlemesi (Shier,1988). Bu kosullar altinda hiicre o6liimiine yol agan
birden fazla mekanizmanin eszamanli olarak etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha diisiik
sicakliklar, daha uzun saklama siireleri ve degisken sogutma/isitma hizlarmin, etkili olan
hiicre 6limii mekanizmalarin sayisini artirabilecegi ongoriilmektedir. Kriyoprotektif ajanlar
(CPA'lar), sperma ve kirmizi kan hiicrelerinin kriyoprezervasyonu amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gliserol (Polge, 1957) ve dimetil siilfoksitin (DMSO) (Lovelock ve Bishop,
1959) fetal sgir serumu (FBS) veya alblimin gibi proteinlerle karistirilmasi yaygindir. Bu
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proteinler, dondurma ve ¢6zdiirme sirasinda hiicre i¢i buz olusumundan kaynaklanan hasardan
hiicreyi korumaktadir. Gliserol, kriyoprotektif 6zelligi zayif olan bir ajandir. Buna karsin,
DMSO daha etkili bir kriyoprotektif ajan olmasina ragmen yliksek sitotoksisiteye sahiptir.
DMSO, noéron benzeri hiicreler (Oh ve digerleri, 2006), kardiyak miyositler, (Young ve
digerleri, 2004) ve graniilositlerin (Jiang ve digerleri, 2006) farklilasmasin1i olumsuz
etkilemekte ve ¢O0ziim sonunda ortamdan hizlica uzaklastirilmasi gerekmektedir. Ayrica,
dondurma ve ¢ozdiirme sirasinda embriyonik kok hiicreler ve birincil hepatositler gibi bazi
hiicre tipleri, mevcut kriyoprotektif maddeler ile uygun bir sekilde kriyoprezervasyona tabi

tutulamamaktadir (Zaleski ve digerleri, 1993).

Diinya genelindeki hiicre bankalarinda yaygin olarak %10 DMSO ve FBS igeren
cozeltiler kriyoprezervasyon i¢in kullanilmaktadir (Son ve digerleri, 2004; Men ve digerleri,
2005). DMSO' nun uygun konsantrasyonlarda kullanilmasi kriyoprezervasyon basarisini
arttirirken, FBS bu teknigin basarisina 6nemli bir katkida bulunmaktadir. Fetal sigir serumu,
ozmotik basinci tamponlayan ve hiicre membranini koruyan bir ajan olarak dondurma ve
¢ozme sirasinda buz kristallerinin yeniden olusumundan kaynaklanan hasar riskini azaltir
(Rana, 1995). Ancak, kok hiicre tedavisi gibi klinik uygulamalarda hayvansal proteinlerin
kullanim1 enfeksiyon riski nedeniyle sinirlidir. (Pegg, 2002). Hiicreler ve dokular, dondurma,
diisiik sicaklikta saklama ve ¢ozme islemlerine son derece duyarlidir; bu da geleneksel
kriyoprotektan maddelerden daha etkili ajanlara olan ihtiyaci ortaya koymaktadir (Pegg,
2002). AFP’ lerin sadece balik ya da bocekler gibi dogal kaynaklardan elde edilmesi bu
proteinlerin hem deneysel hem de rutin bigimde kullanimin1 6nemli oranda sinirlamaktadir.
Bunun baslica nedeni {iretim teknolojisinin maliyetli olmas1 ve ana {iriin disinda pek ¢ok diger
organik maddenin de {iretim sirasinda ana iirlin igerisine karigma riskidir (Matsumura ve
Hyon 2009; Bang ve digerleri, 2013). Bu sebeple yapisal olarak canli organizmalardan izole
edilen AFP molekiillerine benzer sentetik kriyoprotektan molekiillerin tasarlanmasi ve
iretilmesine basglanmistir (Garnham ve digerleri, 2011). Son zamanlarda, ise karboksile
edilmis e-poli-L-lizinin (COOH-PLL) daha diisiik sitotoksisiteye sahip oldugu ve dimetil
stilfoksite alternatif bir kriyoprotektif ajan olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir.
Carboxylated €-poly L-lysine (CPLL) sentetik olarak tiretilen AFP etkili proteinlerden biridir
(Vorontsov ve digerleri, 2014). Ilk olarak Japonya’da Matsumura ve Hyon tarafindan 2009
yilinda tasarlanarak iiretilmistir (Matsumura ve Hyon, 2009). COOH-PLL, %25 w/w ¢-poli-L-
lysin (PLL) sulu ¢ozeltisi (10 mL; JNC Corp., Tokyo, Japonya) ile siiksinik anhidrit (1,3 g;
Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japonya) karistirilarak ve 50°C sicaklikta 1 saat
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boyunca reaksiyona sokularak sentezlenmistir. Bu islem sirasinda, PLL {izerindeki amino
gruplarin  %65'i  karboksil gruplarina dondstiirilmiistiir. Sentezlenen COOH-PLL' nin
molekiiler agirligi yaklasik 4000 g/mol olarak belirlenmistir (Matsumura ve Hyon, 2009).

c NH, 0
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Sekil 1. COOH-PLL molekiiliiniin yapisal formiili

COOH-PLL, molekiiler yapis1 geregi hem pozitif (-NHs") hem de negatif (—-COQO") yiik
tasidig1 icin, biyolojik membranlarla olan elektrostatik etkilesimleri dengeleyebilmekte ve bu
sayede membran yapisina zarar vermeden gec¢ici baglanmalar gerceklestirebilmektedir
(Matsumura ve Hyon, 2009). COOH-PLL, molekiiler yapist geregi hem pozitif (amino
gruplart —NHs") hem de negatif (karboksil gruplari —COO") yiikk tasiyan bir amfolitik
polimerdir. Bu &zellik, polimerin biyolojik membranlarla olan etkilesimlerini 6nemli dlgiide
sekillendirir. Ozellikle spermatozoonlar gibi hassas hiicrelerde, hiicre membran1 ¢ogunlukla
negatif yiiklii fosfolipidlerden ve sialik asit gibi ylizeyde yer alan glikokonjugatlardan olusur.
Bu yapilar, spermatozoonlara genel olarak negatif yiizey yiikii kazandirir (Pace ve Sullivan,
1975). Negatif yiik, hem sperm hiicresinin disi genital kanalinda immun sistemden
korunmasina hem de fertilizasyon sirasinda zona pellucida’ya baglanma gibi siireglerde gérev
alir. Ancak bu durum, pozitif yiiklii polimerlerin hiicre membraniyla kuvvetli elektrostatik
baglar kurarak membran destabilizasyonuna, gecirgenlik artigina ve potansiyel hiicre 6liimiine

yol agmasina neden olabilir (Pace ve Sullivan, 1975).
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Ancak COOH-PLL'nin amfolitik karakteri, bu elektrostatik baglanmay1 belirli lgiide
dengeleyerek, membrana zarar verme riskini azaltir. Yiizeyle olan etkilesimleri daha zayif ve
gecici hale gelir. Ayrica bu denge, donma-¢oziilme siireci sirasinda hiicre membranlariin
birbirine yapigsmasini ve mekanik stres kaynakli zarar gérmesini engelleyebilir. Bu nedenle,
COOH-PLL diisiik sitotoksisite gosteren ve hiicre membran dogrudan hedef alarak zarar
vermeyen bir polimer olarak degerlendirilmistir (Matsumura ve Hyon, 2009). Bu 6zellikleri
sayesinde, COOH-PLL hem antifriz etkisi hem de hiicresel koruma saglayarak,

kriyoprezervasyon uygulamalarinda giivenli bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir.

a

Resim 1. 1929 hiicrelerinin konfokal mikroskobik goriintiileri, FITC ile isaretlenmis PLL

(0.65) (a) ile hemen ve (b) ¢oziildiikten 24 saat sonra dondurularak saklanmistir.

Konfokal mikroskopi ile yapilan c¢alismalar, COOH-PLL molekiillerinin
kriyoprezervasyon sirasinda hiicre membranina gegici olarak adsorbe oldugunu gostermistir.

Bu baglanma zayif ve gecicidir, muhtemelen karboksil gruplarinin PLL iizerindeki iyonik
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yiikkii azaltmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, COOH-PLL’nin toksisitesi DMSO’ya
kiyasla oldukga diisiiktiir ve kriyoprezervasyon sonrasi hiicrelerden yikanmasina gerek yoktur

(Matsumura ve Hyon, 2009).

Pure Water PLL PLL(0.65) PLL(0.76)

Resim 2. COOH- PLL 'nin antifriz proteini benzeri aktiviteleri. (a) saf su ve (b) PLL,
(c) PLL (0.65) ve (d) PLL (0.76)' nin % 7.5'i (w/w) varliginda buz kristallerinin
morfolojileri. (e) % 30 siikroz kontroliiniin ve % 7.5 (w/ w) (f) PLL, (g) PLL (0.20), (h)
PLL (0.46), (i) PLL (0.50), (j) PLL (0.65), (k) PLL (0.76) ve (I) PLL (0. 84) %30 (a/ a)

siikroz ¢ozeltisi rekristalizasyonun inhibisyonu.

COOH-PLL’ nin buz kristali morfolojisi ve yeniden kristallesme {izerindeki etkileri
cesitli in vitro sistemlerde degerlendirilmistir. Bu calismalarda %30 (a/a) siikroz ¢ozeltisi
siklikla kontrol grubu olarak kullanilmistir. Siikroz, cam benzeri (vitrifiye) yap1 olusturarak
buz kristallerinin biiyiimesini sinirlamakta ve mikroskobik gozlem igin uygun bir ortam
saglamaktadir. Boylece, COOH-PLL'nin etkileri, biyolojik kriyoprezervasyon kosullarina

benzer bir sistem i¢inde gdzlenmistir (Matsumura ve Hyon, 2009).

Saf su icinde olusan buz kristalleri genellikle biiyiikk ve diizensiz yapilara sahiptir.
Ancak COOH-PLL’ nin farkli karboksilasyon derecelerine sahip formlarinin eklenmesiyle buz
kristali morfolojisinde belirgin degisiklikler meydana gelmistir. Ozellikle PLL (0.76), daha
ince ve yonlii kristaller olusturarak dogal AFP’lere benzer sekilde kristal gelisimini kontrol
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etmistir. Bunun yani sira, %30 siikroz ¢ozeltisi ile birlikte yapilan testlerde, PLL (0.76) ve
PLL (0.84) gibi yiiksek karboksilasyon derecelerine sahip formlarin buz kristallerinin yeniden
olusumunu (rekristalizasyon) anlamli 6lgiide inhibe ettigi saptanmistir. Bu durum, COOH-
PLL’nin yalnizca kristal olusumunu degil, ayn1 zamanda kristal yeniden yapilanmasini da
baskilayarak membran hasarini azaltabilecegini gostermektedir. (Matsumura ve Hyon, 2009).
Yiiksek karboksilasyon oranlarina sahip PLL tiirevleri hiicre canliligini biraz diisiirse de, hala
kriyoprotektif 6zellik gostermektedir. Bu durum, hem amino hem de karboksil gruplarinin

kriyoprezervasyon basarisinda rol oynadigini diisiindiirmektedir (Matsumura ve Hyon, 2009).

AFP’ler, buzun prizmatik yiizeylerine baglanarak buz kristallerinin biiylimesini kontrol
altina alir ve ¢ogu zaman altigen yapili, zararsiz kristallerin olusumunu tesvik eder. Bu yapi,
buzun sivri uglar olusturarak hiicre zarina zarar vermesini Onler ve rekristalizasyonu baskilar.
Buna karsilik, PLL’nin %7,5 (a/a) ¢0zeltisi, saf sudaki kristallere benzer sekilde yuvarlak ve
diiz kenarli kristaller olusturmus ve buz baglama aktivitesi gostermemistir. Ayrica
rekristalizasyonu da inhibe edememistir. Bu da karboksilasyon oraninin COOH-PLL'nin
antifriz etkisinde belirleyici bir parametre oldugunu gostermektedir (Matsumura ve Hyon,
2009).

COOH-PLL’nin en Onemli avantajlarindan biri, diger yaygin kriyoprotektanlarin
(gliserol, etilen glikol, propilen glikol, DMSO) aksine hiicre membranindan gecememesi ve
hiicre i¢ine girmemesi nedeniyle metabolize edilmemesidir. Bu sayede toksik metabolit
olusumu riski ortadan kalkar. Yapilan c¢alismalarda, COOH-PLL’nin tek basina
kullanildiginda bile cesitli timor hiicrelerinde (L929, MG63, HT1680, B16F1, Caco2,
MC3T3 ve KB) ¢oziilme sonrasi hiicre canliligini artirdig: bildirilmistir (Inui ve digerleri,
2011; Matsumura ve digerleri, 2013). Ayrica, insan kokenli pluripotent kok hiicrelerin ve
ndron benzeri hiicrelerin dondurulmasinda da COOH-PLL'nin etkinligi gosterilmistir. Uemura
ve digerleri, (2015), néronal hiicrelerde donmaya bagl dejeneratif degisikliklerin COOH-PLL

kullanimiyla azaldigini bildirmistir.

L929 hiicreleri iizerinde yapilan kriyoprezervasyon ¢alismalarinda, %7,5 agirlikca
COOH-PLL c¢ozeltileri kullanilmistir. Hiicre canliliklari, ¢oziilme sonrasi aninda ve 6 saat
sonra degerlendirilmistir. Bulgular, karboksilasyon orant %65’e kadar arttikga hiicre
canliliginin da arttigin1 gostermistir. Bu oranlarda korunan hiicreler, klasik %10 DMSO iceren
cozeltilerle karsilastirildiginda anlamli derecede daha yiiksek canlilik sergilemistir. Ozellikle
%0,65 karboksilasyon oranina sahip PLL kullanildiginda, %7 ve iizeri konsantrasyonlarda

canlilik %10 DMSO’dan daha iistiin bulunmustur (Matsumura ve Hyon, 2009).
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COOH-PLL’nin antifriz etkisi, yiiksek konsantrasyonlara bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Ozellikle 20 mg/mL ve iizeri konsantrasyonlarda, belirli siipersogutma
sicakliklarinda buz kristallerinin biiyiimesi tamamen durdurulabilir. Bu durumda olusan ve
kristal biiyiimesini engelleyen alan, literatiirde "6lii bolge" olarak adlandirilmaktadir. Ancak
bu etkisi donma noktasi iizerinde sinirli kalmaktadir. Dogal antifriz proteinleri, 0.05 mg/mL
gibi diisiik konsantrasyonlarda bile donma noktasini 0.6—0.8 K (Kelvin) kadar diisiirebilirken,
COOH-PLL benzer bir antifriz etkisini yalnizca yaklagik 20 mg/mL’de ve 0.3 K’lik bir termal
histerezisle gosterebilmektedir. Bu da, COOH-PLL'nin kristal biiylimesini fiziksel olarak
siirlayabildigini, ancak donma noktasini termodinamik olarak diisiirme kapasitesinin zayif

oldugunu gostermektedir (Matsumura ve Hyon, 2009).

COOH-PLL’ nin temel etki mekanizmasinin, donma sirasinda hiicrelerin maruz kaldigi
ozmotik stresin azaltilmasi oldugu ileri siiriilmiistiir (Matsumura ve digerleri, 2013). Bu etki,
hiicresel su dengesinin korunmasina ve donma sonrasi hiicre hasarinin en aza indirilmesine
katki saglar. Ornegin, Watanabe ve digerleri (2013), COOH-PLL'nin fare oositlerinin
vitrifikasyonunda etilen glikol ile birlikte kullanildiginda basarili sonuglar verdigini
bildirmistir.

Bununla birlikte, COOH-PLL’nin her hiicre tipi tizerinde aynm etkiyi gostermedigi de
bilinmektedir. Simmet ve digerleri, (2014), COOH-PLL'nin domuz spermatozoonlarinda
koruyucu etki gostermedigini bildirmistir. Ancak daha yakin zamanda Japonya’da yiiriitiilen
bir ¢alismada, gliserol miktarinin %6, 5’ten %3,25’e distirtildiigi ve %0,5 COOH-PLL
eklenen  tris-sitrik  asit-yumurta  sarist  bazli  sulandiriciyla  dondurulan = sigir
spermatozoonlarinin ¢6ziilme sonrast membran biitiinliiglintin anlamli 6l¢iide daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (%49,6’ya karsilik %60,7). Motilite {izerine belirgin bir etkisi
bulunmamasina ragmen, bu grupta gebelik oranlarinin 6nemli 6l¢iide arttigr (%53,1°e karsilik

%79,0) rapor edilmistir (Fujikawa ve digerleri, 2018).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hayvan Materyali

Bu calisma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni
Tohumlama Anabilim Dali laboratuvarinda gergeklestirildi. Calismada hayvan materyali
olarak 24-36 aylik 7 bas Kivircik irki saglikli kog kullanildi. Koglar galisma siiresi boyunca
Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ciftligi’nde bulunan Délerme ve
Suni Tohumlama Anabilim Dali’na ait a¢ik alanda bulunan dstii kapali padoklarda
barindirildi. Sperma toplanmasi gibi tiim deneysel islemler Aydin Adnan Menderes
Universitesi Hayvan Etigi Kurulu (Tiirkiye) gereklilikleri ve kosullarma uygun olarak
gerceklestirildi. Bu galisma, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Etik Kurulu'ndan deney
hayvanlarinin refah1 ve kullanimina iligkin 23/12/2021 tarihli ve sayili 64583101/2021/175

izin alindiktan sonra gergeklestirildi.

-~

Resim 3. Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ciftligi
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3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler: Tris, sitrik asit, glukoz, FITC, eosin
nigrosin, Sigma Aldrich firmasimin Tiirkiye distribitdriinden satin alinmistir. CPLL, Dr.

Kazuhiro Matsumura’dan Japonya’dan alinmustir.

3.1.3. Spermanin Alinmasi

Resim 4. Spermanin alinmasi

Sperma ornekleri Ocak 2023- Subat 2023 tarihleri arasinda haftada 2 kez alindi. Sperma
alinmadan Once suni vajen temizlenerek hazirlandi. Siringa yardimu ile 45°C lik sicak su ve
basing suni vajen walfine aktarildi. Sicak su termosunda 36,5°C suda bekletilen toplama
kadehleri suni vajene yerlestirildi. Kizgin koyun sperma alinacak kogun 6niine getirildi. Suni
vajene alistirillmis 7 bas kogtan suni vajen yontemi ile sperma alindi. Alinan ejakiilatlarin
hacim ve renk agisindan uygun olmayanlar1 kullanilmadi. Uygun 6zellikte olanlar ise (sperma
yogunlugu >3 milyar spermatozoa/ml; motilite >%70) kontrol edilerek pooling yapilarak

kullanildi.
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3.1.4. Spermanin Sulandirilmasi Stok soliisyonu Hazirlanmasi

Ejekulatlarmn ilk degerlendirilmesinden sonra en iyi ejekulatlar birlestirildi. Pool edilen

spermadan 250 mikrolitre (ul) olacak sekilde alindi. 10 ml TCG Soliisyonu sperma alinmadan

bir giin 6nce hazirlandi. Bu soliisyondan hazirlanan stok soliisyonunun formiilii su sekildedir.

Tablo 1. 4 °C de saklanan 10 ml lik kog spermasi sulandiricisinin kimyasal bilesimi (Evans

ve Maxvell, 1987)

Kontrol %0,5 CPLL %1 CPLL
Tris 0.363 g 0.363 g 0.363 g
Sitrik Asit 0.199¢g 0.199¢g 0.199¢g
Glukoz 0.05¢g 0.05¢g 0.05¢g
Penisilin-Streptomisin 10000 1U 10000 1U 100001U

10 mg 10mg 10 mg
CPLL 0 0,05g 0.1g

TCG soliisyonundan 1250 pl eklenerek sperma 6 kat sulandirildi. Her bir ependorf

tiiptine yaklasik 350 pl ornek eklendi. Toplamda 9 ependorf tiiplinden olusan parti,

inkiibatorde 4°C lik sicaklikta sirasi ile 3,6 ve 24.saat tutuldu.

Resim 5. Stok soliisyonun hazirlanmasi
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3.2. Yontem

3.2.1. Deneysel Calisma

Dr. Kazuhiro Matsumura’dan Japonya’dan direkt olarak elde edilen CPLL
(carboxylated poly-L-lysine) ¢alismada %0,5 ve %1 oraninda kullanilmistir. Bu dozlar 6n
calismalardaki doz-cevap deneyleri sonuglarina goére tercih edilmistir. Kontrol grubu ve deney
grubu Ornekleri 4 °C de inkiibe edilerek 0, 3, 6 ve 24. saatlerde secilen spermatolojik
parametreler yoniinden muayene edildi. Spermatolojik degerlendirmelerde total motilite,
progressif motilite, 6lii canli spermatozoon orani, membran biitiinliigili, reakte akrozom orani

ve anormal spermatozoon oranlart spermatolojik parametreler olarak degerlendirildi.

Resim 6. Spermatolojik parametrelerin tespiti

3.2.1.1. Progressif ve Total Motilite

Inkiibatérden ¢ikarilan &rnekler muayene dncesi sicak su banyosunda 36,5 °C de 10
dakika bekletilmistir. Motilite degerlendirilmesi faz kontrast mikroskobuna (Olympus, CX41,
Japonya) bagli CASA sistemi (SCA®-Sperm Class Analizorii, Microptic S.L. Viladomat,
Barselona, Ispanya) kullanilarak yapildi. Sulandirilan spermadan 50 pl alindi. 450 pl TCG
soliisyonu ile sulandirilarak (1:9 v/v) motilite muayenesi yapildi. Sulandirilan 6rnekten 3 pl
ornek lama damlatildi. Uzeri 18x18lik lamel ile kapatildi. CASA sistemi kog¢ sperma

ozelliklerine gore ayarlanarak standardize edildi. Daha sonra isitma tablali mikroskopta
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(Olympos CX41) x10 luk objektifte her bir grup icin en az ti¢ farkli alandan toplamda 1000

spermatozoon degerlendirildi. Elde edilen degerlerin ortalamalar1 alindi.
3.2.1.2. Olii Canli Spermatoozon Orani

Sulandirilan sperma 6rneginden 3 pl alinarak lam iizerine damlatildi. Uzerine eosin-
nigrosin (5gr Eosin ve 10 gr Nigrosin 100 ml suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmigtir) boyasindan 3
ul damlatilip sperma 6rnegi ile karistirilarak lamel yardimiyla froti ¢ekildi. Isitma tablasinda
frotinin kurumasi beklendi. Isik mikroskobunda x20 lik objektifte 200 hiicre sayildi. Sayilan
hiicrelerden kirmizi renk alanlar ve yar1 boyali olanlar 6lii, renksiz olanlar canli olarak

degerlendirilmistir (Emmens, 1947).

<.. X R | Y

Resim 7. Olii ve canli spermatozoonlar (A: Olii spermatozoon, B: Canl1 spermatozoon)
3.2.1.3. Prematiir Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatazoon Oram

FITC ile reakte akrozom oraninin belirlenmesi, floresan o6zellikli spesifik baglanma
esasina dayanmaktadir. FITC (Fluorescein Isothiocyanate), floresan boyama teknigi ile
akrozom reaksiyonunun belirlenmesinde rutin kullanilan bir yontemdir. Bu teknik, akrozomla
iliskili proteinlerin spesifik antikorlarla isaretlenmesi ve FITC ile baglanarak floresan
mikroskop altinda incelenmesi esasina dayanir. Akrozom orani, bu isaretlenmis hiicrelerin
floresan sinyalleri yardimiyla degerlendirilir (Cross ve Meizel, 1989). Sulandirilan spermadan
5 pl almarak tekrar 45 pl sulandirict eklendi. Sulandirilan sperma karanlik bir odada 5 pl

FITC (L7381) ile muamele edildi. Reakte akrozom oranma bakilmadan hemen once ise
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reaksiyonun durdurulmasi i¢in 5 pl fiksatif ortama eklenerek 5 dakika beklendi. Fikze edilmis
numuneden 2 pl alinip lama damlatilarak {izerine lamel kapatildi. Ardindan hazirlanan
preparatlar floresan mikroskop altinda incelendi. Spermatozoonun akrozom kismi FITC
tarafindan boyanip yesil floresan renk veren akrozomlar reakte olarak kabul edildi. Renk
vermeyenler ise reakte olmayan akrozoma sahip spermatoozoon olarak degerlendirildi.
Toplamda en az 200 hiicre sayildi. Reakte akrozoma sahip olan hiicrelerin toplam hiicrelere

orani hesaplanarak prematiire reakte akrozom oran1 % olarak bulundu.

Resim 8. FITC boyamasi sonrasi ayni alanin 151k mikroskobu ve FITC goriintiisii

3.2.1.4. Membran Biitiinliigii Orani

Bu amagla Jeyendran ve digerleri (1984) tarafindan tanimlanan Hypoosmotic Swelling
Test (HOST) yontemi kullanildi. 1,8016 g fruktoz ve 2,941 g sodyum sitrat 100 ml distile su
icerisinde ¢oziindiiriilerek 100 m/Osm/kg basincina sahip fruktoz ¢ozeltisi hazirland1 (Aisen
ve digerleri, 2002). Hazirlanan ¢ozeltiden 475 pl fruktoz soliisyonu igerisine 25 pl sperma
eklenerek sicak su banyosunda 15 dakika inkiibe edildi. Kontrol ve deney gruplarinin
membran biitiinligl, 4°C de 0, 3, 6ve 24 saatlik saklama siireleri boyunca incelendi.
Inkiibasyondan sonra lamel yardimiyla froti ¢ekildi. Isik mikroskobunda 400’ liik biiyiitmede
toplamda 200 adet hiicre olacak sekilde sayim yapildi. Kivrik kuyruklu spermatozoonlar
membrant biitiin, kuyrugu kivrik olmayanlar ise membrami hasarli olarak kabul edildi.
Membran1 biitiin olan spermatozoon sayisinin toplam hiicre sayisina orani hesaplanarak

membran biitlinliigli oran1 degerlendirildi.
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Resim 9. Membrani biitiin(C) ve biitiin olmayan spermatozoon (D)

3.2.1.5. Anormal Spermatozoon Orani

Morfolojik bozukluklarin incelenebilmesi igin sivi fikzasyon yontemi kullanildi. Bu
amagla fikzatif 6zellik gosteren Hancock soliisyonu (Hancock, 1952) kullanildi. Anormal
spermatozoonlar fikze edildikten sonra faz kontrast mikroskopta belirlendi. Ependorf
tiiplerinin i¢ine 990 ul Hancock soliisyonu ve 10 pl sperma eklenerek hiicrelerin ¢dkmesi i¢in
5 dakika beklendi. Sonrasinda hazirlanan her bir 6rnekten 3 pl alinarak lama damlatildi. Lam
tizerine lamel kapatilip mikroskopta spermatozoonlar hareketsiz olana kadar beklendi. Her
bir grup i¢in dort farkli zaman araliginda (0,3,6 ve 24 saat) X 40’ lik objektifte 200 adet
spermatozoon sayildi. Anormal spermatozoonlar lokalizasyonuna gore akrozoma, bas kisma,
orta kisma ve kuyruga ait bozukluklar olarak siniflandirildi. Morfolojik bozukluklara sahip
hiicrelerin sayis1 toplam hiicre sayisina oranlanarak anormal spermatozoon orani

degerlendirildi.
3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Tiim veriler bu ¢calismada SPSS 20.0 istatistik paket programi (SPSS Inc., Chicago, IL,
ABD) kullanilarak analiz edilmistir. Istatistiksel analizlerde farkli gruplarin karsilastiriimasi
veriler normal dagildigindan tek yonlii varyans analizi ile karsilagtirilmistir. Daha sonra ise
post-hoc Tukey testi uygulanmistir. Her grup icin parametrelerin ortalama ve standart hatalar

hesaplandi1 ve tiim degerler ¢alisma boyunca bu bigimde (meant+ SEM) sunulmustur.
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4. BULGULAR

Deney siiresince 0, 3, 6 ve 24. saatlerde spermatolojik kalite parametrelerine iligkin

sonuglar kaydedilerek asagidaki tablo ve grafiklerde 6zetlenmistir.

4.1. Motilite Oram

4.1.1. Total Motilite Orani

Zaman dilimlerine gore farkli CPLL dozlarinin ve kontrol grubunun total motilite
degerleri Tablo 2 ve Sekil 2 de sunulmustur. Kisa siireli saklama siiresi boyunca %0,5 CPLL
dozunun total motilite degerlerini kontrol grubuna gore niimerik anlamda arttirdig1 ancak bu
artigin istatistiki olarak onemli olmadigi belirlenmistir (P>0,05). Deney gruplarinda saklama
periyodu boyunca %0,5 CPLL grubunun total motilite degeri %1 CPLL igeren grubun total

motilite degerine gore yiiksek bulunmustur.

%1 CPLL ilavesinin kontrol grubuna gore total motilite degerlerini 3. ve 6.saatte
arttirdig1 tespit edilmistir. Ancak, istatistiksel olarak bu artisin 6nemli olmadig1 belirlenmistir.

(P>0,05)

Tiim gruplarda sperm hiicrelerinin motilitesinin zamanla azaldig1 goézlenmistir.
CPLL'nin spermatozoon motilitesi iizerinde koruyucu bir etkisi oldugu goriilse de, 24 saat
saklama siiresince kontrol ve CPLL gruplar1 (%0,5 ve %1) arasinda total motilite agisindan
anlamli bir fark gériilmemistir. (P>0,05) Ancak, sulandirici igerisine %0,5 lik veya %1 lik
CPLL ilavesinin deney siiresince total motilite degerlerinde niimerik bir yiikselmeye neden

oldugu tespit edilmistir.

Tablo 2. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin g¢alisma siiresince total motilite orani (%)

tizerine etkisi (mean= SEM)

0.SAAT 3.SAAT 6.SAAT 24.SAAT
KONTROL 66,7 £ 2,67 50,5 +4.69 48,1 £3.68 44,7 £6,01
CPLL 0.5 72,2 +4,21 58,2 +4.99 55,3 4,07 50,3 5,61
CPLL1 64,9 £3,92 52,2 +4,75 53,7 £6.76 41,4 +4,44
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Sekil 2. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin ¢aligma siiresince total motilite orani iizerine

etkisi

4.1.2. Progressif Motilite Orani

Zaman dilimlerine gore farklit CPLL dozlarinin ve kontrol grubunun progresif motilite

degerleri Tablo 3’de ve Sekil 3 de sunulmugstur. Tabloda saklama periyodu siiresince %0,5

CPLL igeren deney grubu kontrol grubuna goére progresif motiliteyi artirmis olup, %1 CPLL

iceren grubun ise 3,6 ve 24.saatlerde kontrol grubuna gore yiiksek deger verdigi

belirlenmistir. Ancak tiim bu farklar istatistiksel agidan énemsizdir (P>0,05). Tiim gruplarda

sperm hiicrelerinin progresif motilitesinin zamanla azaldig1 gézlenmistir.

Tablo 3. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin ¢aligma siiresince progresif motilite orani (%)

lizerine etkisi (Mean= SEm)

0.SAAT 3.SAAT 6.SAAT 24.SAAT
KONTROL | 20,8+2.65 14,242,74 9,6+1,30 6,4+0,92
CPLL 0.5 23,343,27 18,242,11 12,4+1.65 11,31,43
CPLL 1 18,6+2,95 14,8+2.86 14,2+3,78 7,6£1,67
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Sekil 3. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin ¢alisma stiresince progresif motilite orani

tizerine etkisi
4.2. Olii Spermatozoon Orani

Saklama siiresince kontrol ve CPLL dozlarinin 6lii spermatozoon oranlari {izerine etkisi
Tablo 5 ve Sekil 5 de sunulmustur. Tablo 5 incelendiginde %0,5 CPLL iceren grubun kontrol
grubuna gore 0lii spermatozoon oranini 3, 6 ve 24.saatlerde azalttigi goriilmiistiir. %1 CPLL
iceren grubun 3 ve 6.saatlerde kontrol grubuna gore Oli spermatozoon orani diisiik
bulunmustur. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin bazi zaman dilimlerinde 6lii spermatozoon

oranini azalttigi goriilse de bu fark istatistiksel agidan dnemsizdir (P>0,05).

Tablo 4. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin ¢alisma siiresince 6lii  spermatozoon oranlari

(%) tzerine etkisi (Mean=SEM)

0.SAAT 3.SAAT 6.SAAT 24.SAAT
KONTROL 25,3+2,89 29,2+3,3 27,7+ 2,63 27.0+1,65
CPLL 0.5 26,3+2,47 28,7+2,2 26,8+2,64 26,5+1,65
CPLL1 29.0+2,39 25,2+3,38 25,3+3,50 28,8+3,19
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Sekil 4. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin ¢alisma siiresince 6lii spermatozoon

oranlar1 tizerine etkisi

4.3. Prematiir Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatazoon Orani

Zaman dilimlerine gore kontrol ve CPLL eklenen gruplarda prematiir akrozom
reaksiyonuna giren spermatozoon oranlarina ait ortalama degerler Tablo 6 ve Sekil 6 da
sunulmustur. Tablo 6 incelendiginde ilk 6 saatlik saklama periyodu boyunca CPLL grubunun
kontrol grubuna gore reakte akrozom oranini artirdig1 goriilmiistiir. %1 CPLL igeren grup ise
24 saatte diger gruplara kiyasla reakte akrozom oranini azaltmistir. Hem kontrol hem de
deney gruplarinda akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon orani zamanla artsa da bu

farklar istatistiksel agidan 6nemsizdir (P>0,05)

Tablo 5. Calisma siiresince sulandirict igerisine CPLL ilavesinin prematiir akrozom

reaksiyonuna giren spermatozoon oranlarina (%) etkisi (mean+SEM)

0.SAAT 3.SAAT 6.SAAT 24.SAAT
KONTROL 27,7+4,60 32,3+4,05 32,8+ 4,22 %38,8+1,31
CPLL %0,5 33,3+6,30 35,4+3,78 39,2+7,70 %38,6+4,66
CPLL %1 32,6+5,49 34,3+2,93 32,9+3,09 %36,8+6,32
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Sekil 5. Calisma siiresince sulandirici igerisine Cpll ilavesinin prematiir akrozom

reaksiyonuna giren spermatozoon oranina etkisi
4.4. Membran Biitiinliigii Orani

Zaman dilimlerine gore kontrol ve deney grubunun membran biitlinliigii degerleri Tablo
4’de ve Sekil 4 de sunulmustur. Kontrol grubunun membran biitiinligii %0,5 ve %1 CPLL
gruplarina kiyasla yiiksek sonu¢ verdigi belirlenmistir. (P>0,05). Spermatozoon membran

biitiinliigliniin kontrol ve deney grubunda zamanla azaldig1 goriilmektedir.

Verilere gore, %1 CPLL iceren grupta zamana bagli membran biitiinliigli kayb1 daha az

olmasina ragmen, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P> 0,05).

Tablo 6. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin saklama periyodu boyunca membran biitinligii

oranlar1 (%) tizerine etkisi(mean+SEm)

0.SAAT 3.SAAT 6.SAAT 24.SAAT
KONTROL 38,7+4,22 26,3+2,23 24,9+1,68 22,3+2,31
CPLL 0.5 36,7+5,90 22,4+2,00 24,7£3,13 23,5+1,93
CPLL1 33,0+4,74 26,6+2,95 22,3+3,24 22.0+£3,34
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Sekil 6. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin saklama periyodu boyunca membran

biitiinligli orani tizerine etkisi
4.5. Anormal Spermatozoon Oram

Inkiibasyon dénemi boyunca kontrol ve CPLL ilave edilen gruplarda anormal
spermatozoon oranlar1 Tablo 7 ve Sekil 7 de sunulmustur. Tabloya bakildiginda saklama
periyodu boyunca %0,5 CPLL igeren grubun kontrol grubuna kiyasla anormal spermatozoon
orani daha diisiik bulunmustur. Sperma sulandiricisina %0,5 CPLL ilavesinin 24 saatlik
saklama siiresi boyunca anormal spermatozoon oranini niimerik olarak azalttig1 goriilmiistiir.
%1 CPLL ilavesi 3. ve 6.saatlerde anormal spermatozoon oranini azaltmistir. Sperma
sulandiricisina CPLL ilavesinin anormal spermatozoon oranini azalttigi goriilse de bu fark

istatistiksel agidan 6nemsizdir (P>0,05).

Tablo 7. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin ¢alisma siiresince anormal (%) spermatozoon

orani lizerine etkisi (mean+SEM)

0.SAAT 3.SAAT 6.SAAT 24.SAAT
KONTROL 28,1+3,43 20,1+3,29 26,4+6,04 23,5+1,22
CPLL %0,5 25,6+1,91 19,2+2,11 20,8+3,44 22,5+2,00
CPLL %1 28,4+2,08 19,2+3,99 22,1+4,13 24,2+2,88
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Sekil 7. Sulandiriciya ilave edilen CPLL nin ¢aligsma siiresince anormal

spermatozoon orani lizerine etkisi
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5. TARTISMA

AFP benzeri proteinlerin membran koruyucu 6zelliklere sahip oldugu bildirilmektedir
(Breton ve digerleri, 2000; Rubinsky ve digerleri, 1990). Hiicre koruma mekanizmasinin,
poliamfolitlerin hiicre membranina adsorbe olmasi yoluyla gergeklestigi ve boylece donma
hasarmin azaltildigi diisiiniilmektedir. Yukarida agiklanan koruyucu aktiviteleri sergileyen
COOH-PLL konsantrasyonlarinin ayn1 zamanda AFP benzeri 6zelliklere sahip oldugu ortaya
konmustur. AFP'ler, buz kristallerinin yiizeyine baglanarak suyun donma noktasini diisiirerek
ve buzun yeniden kristallesmesini inhibe ederek donmayi engeller (Worrall ve digerleri, 1998;
Griffith ve Yaish, 2004). Biiyiik buz kristalleri, dondurulmus hiicrelerde ciddi dehidratasyona
ve fiziksel hasara yol agar. Buzun yeniden kristallesmesinin inhibisyonu, AFP'lerin donmaya
dayanikli organizmalardaki fizyolojik islevini temsil edebilir. AFP'lerin, hiicre membraninin
biitiinliglinii koruyarak hiicreleri ve dokular1 hipotermiden ve donma hasarindan korudugu
bildirilmigtir (Breton ve digerleri, 2000; Rubinsky ve digerleri, 1990). Bu olay, hiicre
membranina baglanma afiniteleri nedeniyle gergeklesir (Prathalingam ve digerleri, 2006).
Uygun bir amino ve karboksil grubu oranina sahip CPLL'nin, AFP'ler gibi hiicre membranina
adsorbe olarak membran1i hasardan koruyabilecegi Ongoriilmistiir. Ayrica, poli-lizin
cozeltisindeki polikatyonik molekiiller ve CPLL’nin glikoprotein yapilari, hiicrelerin
hidrofilik yiizeyine kolayca adsorbe olabilir. Bu durum, hiicre i¢inde negatif bir basing
olusturarak hiicre i¢i suyun disar1 atilmasina ve boylece buz kristali olusumunun azaltilmasina
neden olur; bu da hiicre membranini hasardan korur (Grotter ve digerleri, 2019; Baskaran ve
digerleri, 2021). CPLL karmasik bir molekiildiir, altigen veya cift piramit seklindedir; biiyiik
buz kristallerinin morfolojisini degistirebilir ve kii¢iik buz kristallerini ortadan kaldirabilir.
Karboksilatlanmis polilizin (CPLL), e-polilizin ve siiksinik anhidritin sulu bir ¢ozeltisiyle
sentezlenen ve amino gruplarinin %65'inin karboksil gruplarina doniismesiyle meydana gelen
amfolitik bir polimer bilesiktir (Matsumura ve Hyon, 2009). CPLL'nin, bir¢ok hiicre ve doku
tirdl i¢in en etkili kriyoprezervasyon ajani olarak kullanilan dimetil siilfoksit (DMSO) ile
karsilagtirildiginda daha yiliksek kriyoprezervasyon etkinligi ve daha diisiik sitotoksisite
gosterdigi bildirilmistir (Matsumura ve Hyon, 2009; Fujikawa ve digerleri, 2017). CPLL,
giiclii molekiillararas: etkilesimlerle suyu ve tuzu hiicrenin matris bosluklarinda hapseder ve
dondurma sirasinda hiicre i¢i buz olusumunu ve osmotik soku engeller (Matsumura ve

digerleri, 2021). CPLL’nin c¢ogunlukla spermanin Kkriyoprezervasyonunda sperma
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sulandiricisina eklendigi cesitli calismalar mevcuttur. Sunulan ¢alismada ko¢ spermasina
eklenen CPLL nin kisa siireli saklamaya etkisi arastirilmis, ancak literatiirde CPLL ile ilgili
sadece sise burunlu yunus spermasinin kisa siireli saklanmasina iligkin ¢aligma bildirilmistir

(Shimizu ve digerleri, 2022).

Spermatozoon motilitesi, fertilizasyon kapasitesinin en Onemli gostergelerindendir.
Caligmamizda CASA sistemi ile yapilan analizlerde, CPLL ilavesiyle toplam ve progresif
motilitede niimerik artiglar saptanmistir (P>0,05). %0,5 lik CPLL ilavesi total ve progresif
motilite degerlerinde diger gruplara gore artis saglamistir. %1 CPLL igeren grup ise total
motiliteyi 3. ve 6. saatlerde; progresif motiliteyi 3.,6. ve 24. saatlerde kontrol grubuna kiyasla
artirmistir (P>0,05). Sunulan ¢alismada kontrol grubunun membran biitiinliigii orani ilk 6 saat
boyunca diger gruplara oranlara yiiksek ¢ikmistir (P>0,05). 24 saatlik saklama siiresi sonunda
%0,5 CPLL iceren grubun membran biitiinliigli diger gruplara gore yliksek ¢iksa da bu fark
istatistiksel anlamda Onemsizdir. 6 saatlik saklama siiresi boyunca CPLL grubu reakte
akrozom oranii kontrol grubuna gore artirmistir (P>0,05). 24.saatin sonunda %1 CPLL
iceren grubun reakte akrozom orani diger gruplara kiyasla daha disiik ¢ikmistir. (P>0,05).
Sperma sulandiricisina %0,5 CPLL ilavesinin 24 saatlik saklama siiresi boyunca anormal
spermatozoon oranini niimerik olarak azalttig1 goriilmiistiir. %1 CPLL ilavesi 3. ve 6.saatlerde
anormal spermatozoon oranini azaltmistir. Sperma sulandiricisina CPLL ilavesinin anormal
spermatozoon oranini azalttigi goriilse de bu fark istatistiksel agidan 6nemsizdir (P >0,05).
Ancak spermatozoonlarin sogutulmasi sirasinda morfolojik anlamda daha az zorlanma ve

stres yasadiklarina isaret edebilir.

Sunulan ¢alismada kog¢ spermasina katilan CPLL nin kisa siireli saklamaya anlamli bir
etkisi olmadigi goriilmistiir. Sunulan bulgular, bazi literatiir verileriyle paralellik
gostermektedir. Kiiciik ve digerlerinin (2021) tavsan spermasi iizerine yaptigr calismada,
Karboksilatli poli-L-lizin (CPLL) ve geleneksel bir kriyoprotektan olan dimetil siilfoksit
(Me2SO) kullanilarak kriyoprezervasyon gerceklestirilmis; sulandiriciya %0,5 veya %l
oraninda CPLL ilavesinin, ¢ozdiirme sonrasi canli spermatozoon ve akrozomu biitiin
spermatozoon oranlarin1 anlamli sekilde artirdigii (P < 0,01), ancak motilite ve membran
biitiinliigii tizerinde anlamli bir etkisinin olmadigini ortaya koymustur (P>0.05). CPLL'nin
temel etkin mekanizmasi hiicre dis1 ortamda gerceklesmekte olup, 6zellikle buz kristallerinin
sekillenmesini ve yeniden kristallesmesini engelleyerek hiicre i¢i yapilara yonelik bir koruma
saglamaktadir. Dolayistyla, membran yapisi ve membran gegirgenligi gibi faktorler iizerinde

dogrudan bir etkisi sinirli olabilir. Buna ek olarak, bu ¢aligmada kullanilan %8 oranindaki
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Me.SO, sperm hiicreleri igin toksik etkilere yol acgabilecek diizeyde yiliksek bir
konsantrasyondur. Yiiksek Me.SO seviyeleri, membran biitiinligii ve mitokondriyal
fonksiyonlar iizerinde olumsuz etkilere neden olabilir ve bu da motilitenin diismesine yol
acabilir. Bu toksik etkinin, CPLL’nin membran koruyucu etkisini baskilamis olabilecegi

distiniilmektedir.

Benzer sekilde, Fujikawa ve digerleri, (2018), boga spermasi lizerinde yiiriittiikleri
calismada, kontrol grubunda %6,5 (v/v) gliserol, deney grubunda ise %3,25 (v/v) gliserol + %
0,5 (w/v) CPLL igeren sulandirici kullanmis ve ¢ozdiirme sonrasi spermatozoon motilitesi
acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bildirilmemistir. Ayrica, spermatozoon motilitesi
yalnizca hiicre biitiinliigiine degil, ayn1 zamanda mitokondriyal fonksiyonlara, ATP iiretimine
ve aksonemal yapinin korunmasina da baglidir. (Amaral ve digerleri, 2013; Kumar ve Singh,
2021; Yeste, 2016). CPLL'nin bu yap1 ve siiregler lizerinde dogrudan bir etkisi bulunmadigi

icin, motilite lizerine belirgin bir iyilestirici etki gostermemesi beklenebilir.

Bu bulgularin aksine literatirde CPLL’ nin olumlu etkiler verdigi calismalar da
mevcuttur. Sise burunlu yunus spermasi farkli konsantrasyonlardaki CPLL dozlar1 ile 14 giin
boyunca saklanmis olup; motilitenin en yiiksek oldugu grup %! lik CPLL olmustur (Shimizu
ve digerleri, 2022). Sise burunlu yunus (Tursiops truncatus) spermatozoonlarinin membran
yapisi, deniz memelilerine 6zgii fizyolojik adaptasyonlar nedeniyle karada yasayan canlilara
kiyasla belirgin yapisal ve biyokimyasal farkliliklar géstermektedir. Ozellikle spermatozoon
membrani, yiiksek diizeyde ¢coklu doymamis yag asidi (PUFA) igerigi ile dikkat cekmektedir.
Bu yag asitleri —ozellikle dokosahekzaenoik asit (DHA) ve arasidonik asit (AA) membran
akiskanligin1 artirmakla birlikte, lipid peroksidasyonuna karsi daha duyarli hale getirmektedir
(Montano ve digerleri, 2012)

Bu farkliligin sebeplerinden biri de sperma sulandiricisina CPLL ye ilaveten %20
yumurta sarisinin kullanilmasindan ileri gelebilir. Yumurta sarisinin koruyucu etkisi biiyiik
oranda yumurta sarisinin i¢erdigi diisiik yogunluklu lipoproteinlere (LDL) atfedilir. LDL'ler,
spermatozoon membranina baglanarak sofgutma ve dondurma sirasinda meydana gelen
fosfolipid kaybmi azaltir ve bdylece membran biitlinliigiiniin korunmasina yardimci olur
(White,1993). Ayrica, yumurta sarisindaki antioksidan bilesenler, lipid peroksidasyonunu

sinirlayarak spermatozoon canliligini artirabilir (Moussa ve digerleri, 2002).

Akhter ve arkadaglariin 2021 yilinda Nili-Ravi manda spermasi iizerine yaptiklari

calismada CPLL ile gliserol arasinda olusan sinerjinin (%4 CPLL + %3 gliserol
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kombinasyonu) Nili-Ravi manda spermasinin dondurulabilirligini artirdig1 ve oksidatif stresi
azaltarak bu etkiyi gosterdigi sonucuna varilmigtir. Buna karsilik CPLL oraninin
artirilmasiyla spermatozoon membran biitlinliigli, canlilik oranlarinda iyilesme saglandigi
gosterilmistir. Ozellikle %4 gliseroliin %4 CPLL ile kismi olarak degistirilmesi durumunda
bu parametrelerde olumlu etkiler bildirilmistir. Ancak, gliserol oraninin %1’in altina diistiigi
ve CPLL oraninin %6—7’ye ¢ikarildigi kombinasyonlarda benzer diizeyde iyilestirici etkiler
gozlenmemistir. Bu durum, CPLL'nin geg¢irgen olmayan bir kriyoprotektan olmasi nedeniyle
hiicre i¢i dehidratasyonu tek basina saglayamamasina baglanabilir. Oysa gecirgen ozellikte
olan gliserol, hiicre i¢indeki suyun kontrollii sekilde disar1 ¢ikmasini saglayarak buz kristali
olusumunu azaltmakta ve donma hasarma kars1 koruma saglamaktadir. Dolayistyla CPLL’
nin gliseroliin yerini tamamen almas1 yerine, kismen ikame edilmesi daha uygun bir strateji
olabilir. Bu baglamda, boga spermasi iizerine yapilan ¢aligmalarda da gliseroliin CPLL ile
kismen degistirilmesinin spermatoozoon membran biitiinligiinii korudugu bildirilmektedir
(Fujikawa ve digerleri, 2018). Benzer sekilde, Nili-Ravi mandalarinda yapilan ¢aligmada,
%0,75 CPLL ve %5 gliserol iceren kombinasyonun toplam ve progresif motilite, membran
biitiinltigii, akrozom biitlinliigii diger gruplara gére anlamli derecede daha yiiksek (P <0,05)
bulunmustur (Tariq ve digerleri, 2020). Bu bulgular, CPLL’nin gliserol ile birlikte
kullanildiginda sinerjistik bir etki olusturabilecegini ve spermayir dondurma hasarindan

koruyabilecegini diistindiirmektedir.

Bibi ve arkadaslart (2023), Labeo rohita tiirii balik spermasinin dondurulmasinda
sulandiriciya %1,5 oraninda CPLL ilavesinin ¢ézdiirme sonrasi spermatozoon motilitesini
anlamlh diizeyde artirdigini bildirmistir (P<0,05). Zhang ve arkadaslar1 (2022) tarafindan
domuz spermasi {izerinde yiiriitiilen ¢alismada, %0,25 CPLL ilavesinin Kkriyoprezervasyon
sonrasi total ve progresif motiliteyi istatistiksel olarak anlaml1 bigimde artirdig1 gosterilmistir.
Takeuchi ve digerleri (2021) CPLL, gliserol ve rafinoz igeren kriyoprezervasyon ¢ozeltisinin
insan spermasinda canlilik ve motilite agisindan benzer sonuglar verdigini raporlamistir.
Zhang ve arkadaglarinin (2023) ke¢i spermasi kriyoprezervasyonu iizerine yaptiklar
calismada sperma sulandiricisina %1 CPLL ilavesinin total motilite, membran biitiinligli ve

akrozom biitlinligli oraninin diger gruplara gore yiiksek sonug verdigini bildirmiglerdir.

Sunulan calismada ko¢ spermasina farkli oranlarda (%0,5 ve %1) CPLL ilavesi, kisa
siireli sivi saklama siiresince spermatolojik parametreler iizerine anlamhi bir etki

gostermemistir (P> 0.05)
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Yukarida 6zetlenen literatiir bulgularla sunulan ¢alisma arasinda gézlenen sonuglara ait
farkliligin saklama metodundan ve sicaklik derecelerinden ileri geldigi diistiniilebilir. Sentetik
bir antifreze protein analogu olan CPLL’nin etkileri dondurma-¢ozdiirme islemlerinde daha
belirgin hale gelirken, kisa siireli sivi saklama kosullarinda bu etkinin sinirli kalmasi da
olasidir. Yine sogutulma veya dondurma hizi da AFP lerin etkilerini 6n plana

cikartabilmektedir.

Spermatozoon membran yapisinin tire Ozgii farkliliklar gostermesi, CPLL' nin
etkinligini dogrudan etkilemektedir. Ornegin, ke¢i ve manda spermatozoonlar: yiiksek
kolesterol igerigi ile daha stabil membran yapisina sahipken, ko¢ spermatozoonlar1 yiiksek
doymamig yag asidi igerigi nedeniyle soguk sokuna daha duyarlidir (Watson, 2000; Salmani
ve digerleri, 2014; Andrabi, 2007). Bu nedenle, CPLL' nin hiicre dis1 etki mekanizmasi
diisiiniildiiginde, membranin lipid-protein bilesimi ve gegirgenligi koruyuculuk iizerinde
belirleyici olabilir (Fujikawa ve digerleri, 2018). Ke¢i ve manda spermatozoonlari,
membranlarinda daha yiiksek kolesterol igerigine sahip olup, bu durum membran stabilitesini
artirmakta ve CPLL gibi ekstraseliller kriyoprotektanlarin membran etkilesimini
kolaylastirmaktadir (Andrabi, 2007; Salmani ve digerleri, 2014). Ozellikle balik
spermatozoonlarinin, memeli spermatozoon membranina kiyasla daha yiiksek oranda
doymamis yag asidi igermesi, CPLL gibi membran koruyucu ajanlardan daha fazla fayda
saglamalarina neden olabilir. CPLL' nin koruyucu etkisi, dogrudan spermatozoonun igine
girerek degil, hiicre dis1 ortamda etkilesim gostererek gergeklesir. CPLL' nin tek basina
kullanildiginda smirh etki gosterdigi, ancak dimetilstiilfoksit, gliserol gibi diger bilesenlerle
sinerjik etki olusturarak koruyuculugunu artirdigi bildirilmistir. (Matsumura ve digerleri,
2013; Tariq ve digerleri, 2020). Nitekim, domuz spermast i¢in 3% gliserol varliginda en
uygun CPLL konsantrasyonu %0.25 iken, boga spermasinda %3.25 gliserol varliginda %0,5
CPLL en uygunudur (Fujikawa ve digerleri, 2018). Ayrica manda spermasinda %5 gliserol ile
%0,75 CPLL (Tariq ve digerleri, 2020) insan spermasinda %7 gliserol ile %0,3 CPLL
(Takeuchi ve digerleri, 2021) tavsan spermasinda ise %8 DMSO ile %1 CPLL (Kii¢iik ve
digerleri, 2021) en uygun olarak rapor edilmistir. Bu sonuglar, spermanin kriyoprezervasyonu

icin ideal CPLL konsantrasyonunun tiire bagli olarak degistigini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, ko¢ spermasina katilan CPLL’ nin kisa siireli saklama tizerindeki
etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore, karboksillenmis poli L-lizinin sperma
saklama siiresinin kisa vadeli etkilerinde herhangi bir iyilesme saglamadigi gézlenmistir (P>
0.05). Bu sonug, karboksillenmis poli L-lizinin kisa siireli sperma saklama kosullarinda
sperma motilitesi veya diger onemli parametreler lizerinde anlamli bir fark yaratmadigini
gostermektedir. CPLL nin sentetik bir antifriz protein analogu olmasindan Otiirii
kriyoprezervasyon gibi hiicre stresinin ve ozmotik basin¢ degisiminin daha yiliksek oldugu
saklama kosullarinda olumlu etkileri olacag: diisiiniilmektedir. Kisa stireli saklamada ise farkl
konsantrasyonlarin kullanilmasi spermatolojik kalite parametrelerinde iyilesme saglayabilir.
CPLL’ nin baska koruyucu maddelerle kombine bir sekilde kullanilmas1 da sperma kalitesini

tyilestirilebilir.
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