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ÖZET 

CARBOXYLATED ε-POLY-L-LYSĠNE (CPLL)’ NĠN 

KOÇ SPERMASININ KISA SÜRELĠ SAKLANMASINA ETKĠSĠ 

 

Kılıç E.Ö Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Reprodüksiyon ve Suni Tohumlama Programı Doktora Tezi, Aydın, 2025. 

Amaç: Bu araĢtırma CPLL ilave edilen koç spermasının 4°C de kısa süreli saklanmasına 

etkilerini incelemek amacıyla yapılmıĢtır. 

Gereç ve Yöntem: AraĢtırma Ocak 2023-ġubat 2023 tarihleri arasında Adnan Menderes 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Çiftliğindeki 7 adet Kıvırcık koçtan sperma alınarak 

gerçekleĢtirildi. Sulandırılan spermadan 1.grup kontrol grubu olarak belirlendi. Deney 

gruplarından birine 0.05gr CPLL (%0.5) diğerine ise 0.1 gr Cpll (%1) eklendi. Sulandırılan 

spermalar 4°C de saklandı. Dört farklı zaman aralığında (0,3,6,24.saatler) kontrol ve deney 

gruplarının spermatolojik kalite parametreleri incelendi. Verilerin analizinde post-hoc Tukey  

testi uygulanmıĢtır. Her grup için parametrelerin ortalama ve standart hataları hesaplandı ve 

tüm değerler çalıĢma boyunca bu biçimde (mean± SEM) sunulmuĢtur. 

Bulgular: Ġncelenen parametrelerin hiçbirisinde CPLL ilavesinin önemli bir etki 

oluĢturmadığı tespit edildi (P>0.05) Bu sonucun sentetik bir antifreeze protein analoğu olan 

CPLL nin kriyoprezervasyonda daha etkili olabileceğinden ileri geldiği düĢünülmektedir. 

Sonuç: Koç spermasının kısa süreli 24 saat boyunca saklanmasında önemli bir koruyucu etki 

sağlamadığı kanısına varılmıĢtır (P>0.05). 

Anahtar kelimeler: CPLL, kısa süreli saklama, koç, spermatolojik parametre 
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ABSTRACT 

EFFECT OF CARBOXYLATED ε -POLY-L-LYSINE (CPLL)ON SHORT-TERM 

STORAGE OF RAM SPERM 

 

Kılıç, E. Ö. Reproduction and Artificial Insemination Program. PhD Thesis, Institute of 

Health Sciences, Aydın Adnan Menderes University, Aydın, 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 Kıvırcık 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 
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1. GĠRĠġ 

DondurulmuĢ spermanın ülkemizdeki yaygın kullanımı yardımcı üreme teknolojileri 

sayesinde son yıllarda artmıĢtır. Dondurarak saklamanın sperm hücreleri üzerindeki geri 

dönüĢü olmayan zararlarını ortadan kaldırmak veya azaltmak, çözdürme sonrası sperm 

kalitesini ve fertiliteyi iyileĢtirmek için çeĢitli çalıĢmalar yapılmaktadır. Sperma 

sulandırıcısına Ģekerler (Uçan ve diğerleri, 2016), antioksidanlar (Büyükleblebici ve diğerleri, 

2014) ve proteinler (Raza ve diğerleri, 2019) gibi farklı kriyoprotektif maddeler eklenmiĢtir 

(Rosato ve Iaffaldano, 2013). Bu sayede sperm hücreleri ozmotik değiĢikliklerden, 

apoptozisden, oksidatif stresten, DNA hasarından, ozmotik hasardan, buz kristalleri nedeniyle 

oluĢan mekanik hasardan ve dondurma çözdürme iĢlemi sırasında soğuk Ģokundan korunur 

(Ezzati ve diğerleri, 2020). TavĢan, koç ve keçi gibi bazı türlerde çözdürme sonrası yeterli 

sperma kalitesi henüz sağlamamıĢtır. Bakteri, böcek ve kutup balıkları gibi bazı türler, doğada 

bulunan antifriz proteinler (AFP ler) sayesinde çevre sıcaklığı sıfırın altına düĢtüğünde hücre 

iĢlevselliğini baĢarıyla korumaktadır (Robles ve diğerleri, 2019). Bu proteinler yeniden 

kristalleĢmenin önlenmesi ve düĢük sıcaklıklarda hücre membranının korunmasını sağlar 

(DeLuca ve diğerleri, 1998). Farklı AFP‘ ler, koç (Payne ve diğerleri,1994), Japon beyaz 

tavĢanı (Nishijima ve diğerleri, 2014) Ģempanze, (Younis ve diğerleri,1998) ve manda 

(Qadeer ve diğerleri, 2014) gibi bazı türlerde spermanın hem kısa süreli saklanmasında hem 

de uzun süreli saklanmasında kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmalar, AFP lerin koç, tavĢan, manda ve 

Ģempanze spermasının saklanmasında çözdürme sonrası spermatozoon motilitesi üzerinde 

faydalı etkiye sahip olduğunu göstermiĢtir. Ek olarak, manda ve Ģempanze spermasına AFP 

ilave edilen grubun çözdürme sonrası spermatozoon membran ve akrozom bütünlüğü daha 

yüksek çıkmıĢtır. Bununla birlikte, iki çalıĢmada da AFP‘ lerin 5 ℃ ‗de saklanan sperma 

üzerine sitotoksik etkileri bildirilmiĢtir. AFP‘lerin çözdürme sonrası spermatolojik 

parametreler üzerindeki yararlı etkisinin değiĢken olduğu ve etkinliğinin türe, AFP‘nin tipine, 

AFP dozuna, kombine kriyoprotektan ve uygulanan kriyoprezervasyon ve soğutma 

protokolüne bağlı olduğu yapılan çalıĢmalarda rapor edilmiĢtir (Robles ve diğerleri, 2019). 

Sentetik bir AFP olan CPLL Matsumura ve Hyon tarafından 2009 yılında üretilmiĢtir. Son 

yıllarda yapılan çalıĢmalarda sperma kalitesini ve fertiliteyi artırmak amacıyla kullanımının 

yanı sıra mandalarda ve boğalarda gliserolün toksisitesini azaltmak amacıyla da kullanılmıĢtır 

(Fujikawa ve diğerleri, 2018). Amfolitik bir polimer olan CPLL epsilon poli l-lizin ve 
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süksinik anhidratın sentezlenmesinden sonra amino gruplarının %65 inin karboksil gruplarına 

dönüĢtürülmesi ile elde edilir. CPLL nin yüksek kriyoprotektif özelliğe sahip olduğu ve 

hücrelerin dondurulmasında kriyoprotektan madde olarak kullanılabileceği rapor edilmiĢtir 

(Matsumura ve Hyon, 2009). 

Yapılan çalıĢmalarda DMSO dan daha düĢük sitotoksisiteye ve yüksek kriyoprotektif 

etkinliğe sahip olduğu ortaya konmuĢtur. Küçük ve diğerlerinin (2021) yaptığı çalıĢmada 

sulandırıcıya DMSO varlığında CPLL ilavesinin, spermatolojik parametreleri ve çözdürme 

sonrası DNA bütünlüğünü iyileĢtirdiği rapor edilmiĢtir. Spermanın kriyoprezervasyonunda 

CPLL nin kullanıldığı çalıĢmalar mevcutken, koç spermasının kısa süreli saklama sırasında 

CPLL ilavesinin etkisini araĢtıran bir çalıĢma henüz mevcut değildir. Bu çalıĢmanın amacı, 

CPLL ilave edilerek kısa süreli saklanan koç spermasının kalitesini ve fertilizasyon yeteneğini 

değerlendirmek ve suni tohumlamada soğutulmuĢ spermanın kullanılmasının arttırılmasını 

hedeflemektedir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

Hayvancılık, insanlık tarihinin ilk dönemlerinden itibaren en önemli ekonomik 

faaliyetlerden biri olmuĢtur. Artan nüfusun yeterli, dengeli ve sağlıklı beslenmesini sağlamada 

hayvancılık büyük bir rol oynar. Ayrıca, hayvancılıkla ilgili sanayilere hammadde sağlayarak 

ekonomik değeri artırır. Bu nedenlerle, hayvancılığın ulusal düzeyde stratejik bir sektör olarak 

geliĢtirilmesi gerektiği anlaĢılmaktadır (Ergün ve Bayram, 2021). Hayvancılık sektörü, 

toplumun sağlıklı beslenmesi, kırsal kalkınma ve istihdama katkısı bakımından önemlidir 

(Dalgıç ve diğerleri, 2023).  

Türkiye‘de küçükbaĢ hayvan türleri arasında koyun yetiĢtiriciliği hayvansal üretimin en 

yoğun faaliyet alanını oluĢturmaktadır. Koyun yetiĢtiriciliğinde, üreticilere düĢük kalitedeki 

meralar ile sığırların yararlanamadığı bitki örtüsünü iyi bir Ģekilde değerlendirebilme, bakım 

ve beslemede çeĢitli kolaylıklar sağlama gibi birçok yönden çeĢitli avantajlar sunmaktadır 

(Semerci ve Çelik, 2016). "Koyunculuk, küçük ölçekli ve düĢük sermaye birikimine sahip 

iĢletmelere iĢ gücünü etkili bir Ģekilde kullanma imkânı sunmaktadır (ġahin ve Yıldırım, 

2002). Türkiye‘nin mera alanları, doğal bitki örtüsü, coğrafi özellikleri ve kültürel sosyo-

ekonomik yapısı, koyun ve keçi yetiĢtiriciliğine son derece elveriĢli bir ortam sunmaktadır 

(Ergün ve Bayram, 2021). Koyunlar, mera ve otlaklardaki doğal bitki örtüsünü tüketerek et ve 

süt gibi besin maddeleri üretirler. Pek çok toplumda olduğu gibi bizim toplumumuzda da 

koyun ve keçi sütü üretim ve tüketimi yaygındır (Yerlikaya ve Karagözlü, 2008). Ayrıca, 

yapağı ve deri gibi ürünleri ile giyim eĢyalarının üretiminde de fayda sağlanmaktadır 

(Günaydın, 2009). Koyunların bağırsakları, sucuk ve sosis kılıflarının, cerrahi müdahalelerde 

kullanılan dikiĢ ipliklerinin (kat güt) imalinde, kemik, boynuz ve tırnakları; düğme, tarak, 

tutkal ve boya imalinde, yün yağı ise ilaç ve kozmetik sanayiinde kullanılmaktadır (ġahin ve 

Yıldırım, 2002). Türkiye‘de, koyun sayısı bir önceki yıla göre %4,8 artarak 44 milyon 80 bin 

584 baĢ olmuĢtur (TÜĠK, 2024). 
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 2.1. Suni Tohumlamanın Önemi 

Suni tohumlama, çiftlik hayvanlarının genetik kalitesini ve   döl verimini artırmak 

amacıyla uygulanan ilk önemli biyoteknolojidir (Foote, 2010). Yardımcı üreme teknikleri, 

cinsiyeti belirlenmiĢ sperma üretimi, çiftleĢme yoluyla bulaĢan hastalıkların önlenmesi, verim 

özellikleri bakımından üstün hayvanların elde edilmesi ve dünya genelinde büyük bir endüstri 

haline gelmiĢ spermanın dondurulup saklanması ve satılması gibi çeĢitli uygulamaların 

geliĢmesine yol açmıĢtır (Herdoğan ve diğerleri, 2023). Östrus ve ovulasyonun 

indüksiyonu/senkronizasyonu gibi diğer teknolojilerle birlikte, yüksek verimli özelliklere 

sahip erkek hayvanların kullanımını yaygınlaĢtırır (Alvares ve diğerleri, 2015). Ayrıca, ölü, 

yaĢlı veya yaralı erkek hayvanların kullanımını mümkün kıldığı ve çiftleĢme ile   bulaĢan 

hastalıkları önleyebildiği bildirilmiĢtir (Hernández Ballesteros ve diğerleri, 2015).  

KüçükbaĢ hayvanlarda suni tohumlama için taze, taze ve sulandırılmıĢ, soğutulmuĢ ve 

dondurulmuĢ sperma kullanılabilmektedir. Koyunlarda suni tohumlamayı güçleĢtiren en 

önemli etken koyun serviksinin morfolojik yapısından kaynaklanmaktadır (Kershaw ve 

diğerleri, 2005). Koyunlarda suni tohumlama ile ilgili ilk araĢtırmalar 20. yüzyılda baĢlamıĢtır 

(Foote, 2010). Birinci Dünya SavaĢı'ndan sonra, Sovyetler Birliği'nde Milovanov'un 

önderliğinde bu alanda daha yoğun çalıĢmalar yapılmıĢ ve 1930'ların baĢlarında taze ve 

sulandırılmıĢ sperma ile gerçekleĢtirilen suni tohumlama, koyun yetiĢtirme programlarında 

yaygın olarak kullanılmıĢtır (Salamon ve Maxwell, 2000). 

 Suni tohumlamayı yaygın olarak uygulayan ilk ülke Çin‘dir, zamanla Avrupa ve Amerika 

ülkelerinde yaygınlaĢmıĢtır (Foote, 2010). Türkiye'de ise, 1926 yılında bir Rus veteriner 

hekim Karacabey Harası'na gelerek Türk veteriner hekimlerine suni tohumlama ve döl verimi 

konularında eğitim vermiĢtir. Böylece Türkiye, suni tohumlama tekniğini Rusya'dan sonra 

kullanan ikinci ülke olmuĢtur. 1950 yılından itibaren MerinoslaĢtırma programı kapsamında 

Türkiye'de suni tohumlama yönteminden geniĢ ölçüde faydalanılmıĢ, 1970 yılından itibaren 

tohumlanan koyun sayısı 300.000'e ulaĢmıĢ ve ülkemizde yaklaĢık 300 suni tohumlama 

istasyonu faaliyet göstermiĢtir (Herdoğan ve diğerleri, 2023). Bu tarihsel geliĢmeler 

doğrultusunda günümüzde koyunlarda suni tohumlama dondurulmuĢ ve soğutulmuĢ sperma 

ile yapılmaktadır. 
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2.1.1. Koyunlarda Suni Tohumlama 

 Koyunlar ve keçiler, mevsimsel poliöstrik hayvanlar olarak bilinir. Bu hayvanların 

östrus döngüleri genellikle günlerin kısalmaya baĢladığı sonbahar döneminde baĢlar ve kıĢın 

sonlarına kadar devam eder. KıĢın son aylarında baĢlayan ve yaz ortasında sona eren bu 

dönem, sezonla iliĢkili anöstrus dönemidir. Üremenin kontrolü, koyun ve keçilerin belirli bir 

zaman diliminde tohumlanmasını ve doğumların aynı dönemde gerçekleĢmesini sağlamak 

amacıyla önemlidir (Habeeb ve Kutzler, 2021). 

Koyunlarda suni tohumlama genellikle taze sperma ile yapılır, çünkü spermayı 

dondurmak ve soğutmak teknik olarak zordur. Suni tohumlama iĢlemlerinde önerilen 

spermatozoon sayısı, tohumlama yöntemine ve spermanın nasıl elde edildiğine (Tsakmakidis, 

2010) ve saklama yöntemine (taze veya dondurulmuĢ) bağlı olarak değiĢir. Taze sperma 

kullanılarak yapılan vajinal (spermanın serviksin önüne bırakılması), servikal (spermanın 

servikal bölgeye bırakılması) veya intrauterin (laparoskopik teknik) tohumlama yöntemleri 

genellikle %50-70 oranında gebelik oranları sağlar (Faigl ve diğerleri, 2012).  

DondurulmuĢ sperma kullanıldığında, laparoskopik veya transservikal intrauterin 

tohumlama teknikleri, kabul edilebilir gebelik oranı sağlar (Taqueda ve diğerleri, 2011; 

Kumar ve Naqvi, 2014).  

2.2. Koçlarda Üreme Organları 

Çoğu türün erkekleriyle karĢılaĢtırıldığında, koçların testisleri oldukça büyüktür (her bir 

testis vücut ağırlığının yaklaĢık %0,5'ini oluĢturur) ve oldukça üretkendir. Örneğin, insan 

testislerine kıyasla vücut ağırlığına oranla 25 kat daha büyüktür. Testisler vücudun dıĢında 

skrotumda yer alır ve spermatozoonun, spermatogonia adı verilen öncü kök hücrelerden 

oluĢtuğu seminifer tübüller adı verilen tübül ağlarını içerir. Testis boyutu, skrotal çevre 

(testislerin en geniĢ noktasındaki çevresi) ile ölçülür ve sperma üretimiyle pozitif bir Ģekilde 

iliĢkilidir (Wildeus ve diğerleri, 2019).  

Sperma, seminifer tübüllerden rete testis ve efferent kanallarla geçerek epididimis içine 

girer. Epididimis, her bir testisin dıĢ yüzeyinde bulunan, spermatozoonların olgunlaĢtığı ve 

depolandığı kısımdır. Epididimis, kaput (baĢ), korpus (gövde) ve kauda (kuyruk) olmak üzere 

üç bölüme ayrılır. Epididimis, her bir testisin alt kısmında büyük bir kitle olarak hissedilebilir. 
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Epididimisin sert ve dolgun bir kuyruğu, koçun iyi miktarda sperma rezervine sahip olduğunu 

göstermektedir (Wildeus ve diğerleri, 2019). 

Sperma daha sonra kauda epididimisten ductus deferens (vas deferens) yoluyla hareket 

eder. Cinsel uyarılma sırasında, kauda epididimis ve ductus deferens'in kasılmaları, her iki 

kanalın pelvik üretrada colliculus seminalis adı verilen bölgede birleĢtiği noktaya taĢır. 

Ductus deferensin son bölümü geniĢlemiĢ ve bez yapısındadır, bu kısım ampulla olarak 

adlandırılır. Sperma colliculus seminalis'e ulaĢtığında seminal veziküller, prostat bezi ve 

bulbouretral bez (Cowper bezi)in salgıları ile birlikte seminal plazma ile birleĢir. Sperma ve 

seminal plazma birlikte semen olarak adlandırılır Koçlarda fibroelastik bir penisi vardır ve bu 

penis, retractor penis kası tarafından vücut boĢluğuna geri çekilerek ‗S‘ Ģeklinde bir sigmoid 

fleksiyon oluĢturur (Wildeus ve diğerleri, 2019). 

2.2.1. Koçlarda Spermatogenezis 

Koçlar, ırk ve doğum mevsimine bağlı olarak 5 ile 12 aylık yaĢlar arasında pubertaya 

ulaĢır. Spermatogenez 60 ila 70 günlükken baĢlar ve 120 günde tamamlanır. Spermatogenez, 

kök hücre spermatogoniasının aynı anda kendini yenileme ve olgun spermatozoaya farklılaĢan 

nesiller oluĢturma kapasitesine dayanan karmaĢık, oldukça organize, çok etkili bir süreçtir 

(Brinster ve Avarbock, 1994). Spermatogenez, yani bir spermatogonyal kök hücrenin 

spermatozoona dönüĢme süreci üç ayrı aĢamaya ayrılabilir. Ġlk aĢama, çoğalarak 

spermatositleri oluĢturan ve eĢ zamanlı olarak yenilenerek sayılarını koruyan spermatogonya 

ile ilgilidir. Ġkinci aĢama, haploid hücrelerin yani spermatidlerin oluĢumuna yol açan 

redüksiyonlu mayotik bölünme sürecinden geçen primer ve sekonder spermatositleri içerir. 

Üçüncü aĢama, spermatozoanın üretimine yol açan bir dizi karmaĢık sitolojik dönüĢümden 

geçen spermatidlerle ilgilidir. Her ne kadar spermatogenezin birinci ve üçüncü aĢamaları türe 

özgü morfolojik özellikler gösterse de mayoz bölünme boyunca spermatositler çeĢitli memeli 

türlerinde benzer morfolojik karakterlere sahiptir (Clermont, 1972).  

 Spermatogenezin baĢlaması ve devamlılığı, FSH ve LH‘ nin kontrolü altındadır (Kızılay 

ve Altay, 2019). Spermatogenez, her bir koç testisinde yaklaĢık 7000 metre uzunluğunda olan 

seminifer tübüllerde gerçekleĢmektedir (Clermont, 1972). Diğer türlerde olduğu gibi, koçlarda 

da spermatogenez, proliferatif/mitotik, mayotik ve haploid post-mayotik olmak üzere üç 

evreye ayrılır. Bir spermatogoniumun ilk mitotik bölünmesinden baĢlayarak seminifer 

tübüllerin merkezine ulaĢan olgun bir sperma hücresinin geliĢimi 31 gün sürer. Daha sonra 
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sperm, tübüllerden geçerek testis dıĢına ve epididimise ulaĢmak için 3-4 gün daha harcar. 

Epididimiste olgunlaĢan spermatozoonlar, kauda epididimiste depolanır. Epididimal kanal 

boyunca sperma transferi 14 gün sürer ve bu sürenin çoğu kauda epididimiste geçirilir. 

Böylece bir spermatogoniumun ilk bölünmesinden, ejakülasyona hazır olgun bir 

spermatozoon haline gelmesine kadar geçen toplam süre 49 gündür (Jan ve diğerleri, 2012). 

Koçlarda yılın her mevsiminde iyi kalitede sperma üretme yeteneği konusunda hala 

bazı belirsizlikler bulunmaktadır. Fotoperiyodun azalmasıyla birlikte seksüel aktivite 

düzeyinin sonbaharda zirveye ulaĢtığı ileri sürülmektedir (Kaya ve diğerleri, 1999).  

2.2.2. Koçlarda Spermatolojik Özellikler 

Koçlarda spermatolojik özellikler yaĢ, ırk, beslenme, mevsim, sperma alma yöntemi ve 

sıklığına bağlı olarak değiĢiklik göstermekle birlikte sperma hacmi düĢüktür (Evans ve 

Maxwell, 1987). Genel olarak, sağlıklı ve ergin bir koçun sperma rengi içerdiği spermatozoon 

miktarına bağlı olarak değiĢmekle birlikte, beyazdan krem rengine kadar değiĢiklik 

gösterebilmektedir. Koçlarda döl veriminin göstergesi olan sperma miktarı kalitesi ırk, yaĢ, 

gün uzunluğu, sıcaklık, ejekulasyon sıklığı ve yetiĢtirme teknikleri gibi faktörler tarafından 

etkilenmektedir (Aksoy ve diğerleri, 1994; Hafez ve Hafez, 2000; Karagiannidis ve diğerleri, 

2000). Bu değiĢimde ırk ve mevsim en önemli etmenlerdir. Koçlarda sperma hacminin 

ortalama 1 ml (0.7-2.0 ml), spermatozoon motilitesinin ortalama %75 (%60-80), 

spermatozoid yoğunluğunun ortalama 3.0 x 10⁹ /ml (1.5-5.0 x 10⁹ /ml), normal spermatozoon 

oranının ortalama %80 (%60- 95) ve sperma pH‘sının ortalama 6.9 (5.9-7.3) olduğu 

bildirilmektedir (Curry ve diğerleri, 1996). Koçlarda spermatozoonların toplam uzunluğunun 

60 μm, hacminin 31 μm³, yüz ölçümünün 42 μm²olduğu; baĢ uzunluğu, geniĢliği ve 

kalınlığının sırası ile 8,3 μm, 4 μm ve 1 μm olduğu bildirilmektedir (Curry ve diğerleri, 1996). 

Yapılan çalıĢmalarda koçlarda sperma üretiminin yıl boyu devamlı olduğu, yılın mevsimlerine 

bağlı olarak koçlar değiĢik nicelik ve nitelikte sperma verdikleri, mevsimlere bağlı olarak 

testis ölçüleri ile spermatolojik özelliklerin değiĢtiği ve bu değerlerin yazın düĢmeye 

baĢladığı, sonbaharda ise arttığı bildirilmektedir. Spermadaki anormal spermatozoon oranı 

Ağustos ayında %26, Ekim ayında ise %3 olarak bildirilmiĢtir (Cupps, 1991).  
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2.2.3. Koçlarda Sperma Alma Yöntemleri 

 Koçlardan sperma; sun‘i vajen, elektroejekulatör ve aĢımdan sonra koyun vajinasından 

sperma toplanması yöntemleriyle alınabilmektedir. Suni vajenle sperma alma yöntemi basit, 

hızlı ve ucuz bir teknik olması sebebiyle sıklıkla tercih edilir. Ayrıca suni vajenle alınan 

sperma kalitesi doğal ejekulata   en yakın kalitededir. (Tiwari ve Sahni, 1976). Suni vajendeki 

sıcak su termal stimülasyon sağlarken, yine suni vajendeki basınç mekanik olarak glans penisi 

uyarır (Donovan ve diğerleri, 2001). Suni vajenle sperma alınması yönteminde koyunun 

östrusta olması ve koçların suni vajene alıĢtırılmıĢ olması gerekmektedir.  

Sağlıklı olduğu halde suni vajenle sperma alınmayan koçlarda elektroejekulatör yöntemi 

kullanılabilir. Ancak bu yöntemin hayvanı rahatsız edici olması ve daha fazla iĢ gücüne 

ihtiyaç duyulması gibi dezavantajları bulunmaktadır (Evans ve Maxwell, 1987; Yurdaydın, 

1994). Elektroejekulatörle alınan spermanın hacmi suni vajenle alınan spermaya kıyasla daha 

yüksek olurken, sperma yoğunluğu ise daha düĢük olmaktadır. Ayrıca elektroejekulatörle 

alınan sperma idrarla kontaminasyon riski taĢımaktadır. Elektroejakülatör (EE), rektuma 

yerleĢtirilen bir elektrotla genital organları uyaran sinirlerin elektriksel uygulama ile 

uyarılması sonucu ereksiyonun ve ejakülasyonun sağlanmasıdır. Bu yöntemde; ilk olarak 

karboksi metilden üretilmiĢ 15 cm uzunluğunda, 0,8 cm çapında rektal prop anüse yerleĢtirilir. 

Periyodik bir Ģekilde 3-5 sn aralıklarla kontrollü olarak 0-15 V arası akım arttırılarak 

uygulanır (Nix Orihuela ve Ungerfeld, 2019). EE ile toplanan ejakülatlar, seminal plazmanın 

(SP) daha yüksek oranda bulunması nedeniyle suni vajenle   ile toplanan ejakülatlarla 

karĢılaĢtırıldığında daha yüksek bir hacme sahiptir (Marco-Jimenez ve diğerleri, 2005). Bu da 

erkek eklenti bezlerinin aĢırı uyarılmasından kaynaklanmaktadır (Mattner ve Voglmayr, 

1962). 

2.3. Koçlarda Spermanın Saklanması 

Memeli spermatozoonu, vücut sıcaklığından suyun donma noktasına yakın bir sıcaklığa 

kadar soğumaya karĢı çok hassastır. Soğuk Ģoku olarak bilinen spermatozoon hasarı, yeniden 

ısınmayla birlikte geri dönüĢümsüz motilite kaybı olarak görülmektedir (Parks, 1997). Soğuk 

Ģoku membran geçirgenliğinde seçici geçirgenliğin kaybı ve akrozomal membranın 

bozulmasıyla kendini gösterir. Soğuk Ģoku etiyolojisi, membran hasarını ve metabolik 

fonksiyondaki değiĢikliği içerir (Parks, 1997). Sıcaklıktaki azalma, membran fosfolipidlerinde 

sıvı kristalden jel fazına geçiĢe neden olur ve bu da daha sert membran yapısıyla sonuçlanır. 
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Soğuk Ģokunun etkisi, kolesterol/fosfolipit oranı, iki tabakayı tercih etmeyen lipitlerin içeriği, 

hidrokarbon zinciri doygunluğunun derecesi ve membrandaki protein/fosfolipid oranı gibi 

membran elemanlarının kombinasyonuna bağlıdır (Parks, 1997). 

Koyunlarda dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ koç sperması ile yapılan servikal suni 

tohumlama düĢük gebelik oranlarıyla sonuçlanırken, laparoskopik intrauterin tohumlama 

yöntemi daha yaygın olarak tercih edilmektedir (Salamon ve Maxwell, 1995). Ancak, birçok 

ülkede bu yöntem maliyetli olup, küçük çiftliklerdeki üreticiler için kolayca eriĢilebilir 

değildir. Spermanın kısa süreli saklanması, dondurulup çözdürülen sperma yerine tercih 

edilebilir ve toplandıktan hemen sonra suni tohumlama yapılırsa daha yüksek baĢarı 

oranlarına ulaĢılabilmektedir. Koç spermatozoonları soğuk Ģokuna karĢı oldukça duyarlıdır 

(Lopez ve diğerleri, 1999; Barrios ve diğerleri, 2000). Bu durum, membran hasarına, 

spermatozoonda motilite kaybına ve morfolojik bütünlüğün zarar görmesine sebebiyet verir. 

Dolayısıyla, diĢi üreme kanalındaki spermatozoonların yaĢam süresinin kısalmasına, 

fertilite oranlarının düĢmesine ve embriyonik kayıpların artmasına neden olur. Spermanın 

kriyoprezervasyonunda   bu hasar daha belirgindir. Ancak sulandırılmıĢ ve soğutulmuĢ 

spermada bu etkiler daha hafif Ģekilde görülür (Maxwell ve Salamon, 2000). 

Milovanov (1940,1951) koç spermasının kısa süreli saklanması ile ilgili çalıĢmalar 

yapan ilk araĢtırmacı olmuĢtur. Bazı bilim adamları, spermanın kısa süreli 

saklanmasında   uygun   sıcaklığın 10-15°C olduğunu öne sürerken (Chang ve Walton, 1940) 

çoğu araĢtırmacı koç ve boğa spermasının 0-5°C‘de saklandıktan sonra spermatozoonların 

hayatta kalma oranının daha yüksek olduğunu rapor etmiĢtir. Bazı araĢtırmacılar kısa süreli 

saklama için en uygun sıcaklıkların 10-15°C olduğunu bazıları da koç ve boğa 

spermatozoonun canlılıklarını devam ettirebilmeleri için 0-5°C‘ lerin daha iyi olduğunu 

belirtmiĢlerdir (Maxwell ve Johnson,1997; Johnson ve diğerleri, 2000). Sperma düĢük 

sıcaklıkta saklandığında, spermatozoonların soğuk Ģokundan kaynaklanabilecek hasarın en 

aza indirgenmesi gerekmektedir.  Soğuk Ģokunun zararlı etkileri, 1931'de keĢfedilmiĢtir 

(Milovanov, 1951). Spermanın oda sıcaklığından yavaĢça soğutulmasıyla ya da sperma 

sulandırıcısına lipidlerin eklenmesiyle soğuk Ģokunun zararlı etkilerinin önlendiği 

gözlenmiĢtir. (Watson, 1995; Moussa ve diğerleri, 2002). 
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2.3.1. Koç Spermasının Uzun Süreli Saklanması (Kriyoprezervasyon) 

Spermanın uzun süreli saklanması, genellikle sıvı azotta (−196 °C) gerçekleĢtirilen 

kriyoprezervasyon iĢlemi ile sağlanır. Bu yöntem, genetik materyalin uzun vadede korunması, 

suni tohumlama programlarının yaygınlaĢtırılması ve farklı yerlerde eĢ zamanlı 

kullanılabilmesi açısından büyük avantajlar sunar. Ancak, kriyoprezervasyon iĢlemi sırasında 

sperm hücreleri hem fiziksel hem de biyokimyasal birçok zarara maruz kalabilmektedir. 

Özellikle buz kristali oluĢumu, hücre membranının bozulması, soğuk Ģok ve osmolarite 

değiĢimleri, sperma kalitesinde ciddi düĢüĢlere yol açabilir (Holt, 2000; Salamon ve Maxwell, 

2000). 

Kriyoprezervasyon süreci; spermanın uygun sulandırıcılarla seyreltilmesi, kademeli 

olarak 5 °C‘ye kadar soğutulması, kriyoprotektif maddelerin eklenmesi, belirli bir süre 

dengelemeye bırakılması (equilibration) ve ardından belirli hızlarda dondurularak sıvı azotta 

saklanmasını kapsar. Bu süreçte kullanılan sulandırıcılar, sperm hücrelerine enerji sağlamakla 

kalmaz, aynı zamanda pH dengesi oluĢturur, bakteriyel üremeyi baskılar ve hücre membranını 

stabil tutar. Genellikle Tris-bazlı ya da süt bazlı sulandırıcılar tercih edilir ve bu 

sulandırıcılara yumurta sarısı, soya lesitini, Ģekerler, antioksidanlar gibi katkılar da eklenebilir 

(Hafez ve Hafez 2000; Soylu ve diğerleri, 2007; Forouzanfar ve diğerleri, 2010; Rekha ve 

diğerleri, 2016). 

Kriyoprezervasyonda kullanılan kriyoprotektif ajanlar, spermatozoonları dondurmanın 

zararlı etkilerine karĢı korumak için kritik öneme sahiptir. Bu ajanlar penetre olanlar 

(intrasellüler) ve penetre olmayanlar (ekstrasellüler) olmak üzere iki gruba ayrılır. Penetre 

kriyoprotektanlar, düĢük molekül ağırlığına sahip olup hücre membranından geçebilirler. Bu 

gruba giren gliserol, dimetil sülfoksit (DMSO), etilen glikol ve propanediol gibi maddeler, 

hücre içi buz oluĢumunu azaltır, membran akıĢkanlığını düzenler ve hücre içi dehidratasyonu 

kolaylaĢtırır (Holt,2000; Moore ve Bonilla, 2007; Silva ve diğerleri,2012). 

Gliserol, koç spermasının dondurulmasında en yaygın kullanılan kriyoprotektandır. 

Ancak yüksek konsantrasyonlarda toksik etki göstererek spermatozoon membranına zarar 

verebilir. Bu nedenle genellikle %4–7 arasında kullanılır ve optimum konsantrasyonu 

sulandırıcı bileĢimine, soğutma hızına ve ekleme sıcaklığına göre değiĢir. Gliserolün yanı sıra, 

etilen glikol gibi alternatif penetran kriyoprotektanlar da bazı çalıĢmalarda olumlu sonuçlar 

vermiĢtir (Silva ve diğerleri, 2012). 
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Penetre olmayan kriyoprotektanlar ise membrandan geçemezler, ancak hücre dıĢındaki 

buz oluĢumunu sınırlandırarak dolaylı koruma sağlarlar. Bu gruba yumurta sarısı, süt, 

trehaloz, sükroz, laktoz, raffinoz gibi Ģekerler ve dekstrinler dahildir. Özellikle trehaloz ve 

sükroz gibi disakkaritlerin, hücre membranı stabilizasyonunu desteklediği ve dondurma 

sonrası canlılığı artırdığı gösterilmiĢtir (Aboagla ve Terada, 2004; Moustacas ve diğerleri, 

2011). Yumurta sarısı ise fosfolipid ve düĢük yoğunluklu lipoprotein içeriği sayesinde hücre 

membranını stabilize ederek soğuk Ģoka karĢı koruma sağlar (Medeiros ve diğerleri, 2002). 

Koç spermasının uzun süreli saklanması, programlanabilir bir makine veya manuel 

makine kullanılarak sıvı nitrojende derin dondurma yoluyla sağlanır. Böyle bir prosedür özel 

ekipman gerektirir. Ancak çözdürme sonrası spermatozoon canlılık oranı düĢüktür. Bununla 

birlikte, çoğu zaman koç sperması, suni tohumlama için kullanılmadan sadece birkaç gün 

önce saklanmalıdır. Bu gibi durumlarda, koç sperması sıvı formda (uygun bir sulandırıcıda) 

birkaç gün boyunca 5 °C'den yüksek olmayan bir sıcaklıkta saklanabilir. Sperma soğutma 

iĢlemi sırasında en sık karĢılaĢılan sorun, lipid peroksidasyonu ve doymamıĢ yağ asitlerinin 

aĢırı oluĢumu sonucu spermatozoon membranının hasar görmesidir. Memeli spermatozoonları 

doymamıĢ yağ asitleri açısından zengindir ve spermatozoon hareketliliğini azaltabilen ve 

akrozom reaksiyonunu ve spermatozoon kapasitasyonunu bozabilen reaktif oksijen türleri 

(ROS) oluĢumuna kolayca maruz kalırlar (Sikka, 1996).  

Kriyoprezervasyonun baĢarısı; kullanılan kriyoprotektan türü, sulandırıcı bileĢimi, 

soğutma ve dondurma hızları, gliserolün eklenme zamanı ve ekulibrasyon süresi gibi birçok 

faktöre bağlıdır. Gliserol, bazı protokollerde sperma 5 °C‘ye soğutulduktan sonra eklenir (iki 

aĢamalı yöntem), bazı protokollerde ise tüm içerikle birlikte baĢtan eklenir (tek aĢamalı 

yöntem). GeliĢmiĢ protokoller genellikle kademeli ve kontrollü soğutma ile birlikte, 

gliserolün düĢük sıcaklıklarda ve yavaĢça eklenmesini içerir, bu da hücre stresi ve toksisiteyi 

azaltır (Evans ve Maxwell 1987; Gill,1999; Watson,2000; Shipley ve diğerleri, 2007). 

Sonuç olarak, kriyoprezervasyon iĢlemi, spermatozoonların canlılık, morfoloji, motilite, 

akrozom bütünlüğü ve DNA yapısını korumak için dikkatle planlanması gereken çok aĢamalı 

bir süreçtir.  
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2.3.2. Koç Spermasının Kısa Süreli Saklanması 

Membranlarında çoklu doymamıĢ yağ asitleri bulunan memeli spermatozoonları, uzun 

süreli saklama sırasında oksidatif strese son derece duyarlıdır (Vishwanath ve Shannon, 1997; 

Bansal ve Bilaspuri, 2011). Özellikle koç spermatozoonları, membran fosfolipidlerinin 

peroksidasyonuna ve buna bağlı olarak reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimine diğer türlere 

göre daha duyarlıdır. ROS'un fizyolojik düzeyleri, kapasitasyon, hiperaktivasyon ve akrozom 

reaksiyonu gibi olaylar için gerekli olsa da, bu tür reaktiflerin üretimi ile bunları dengeleyen 

hücre içi savunma mekanizmaları arasında dengesizlik oluĢtuğunda, fertilizasyon yeteneği 

olumsuz etkilenmektedir. ROS‘un aĢırı üretimi, membran akıĢkanlığını (Chatterjee ve 

Gagnon, 2001), kromatin bütünlüğünü ve spermatozoon motilitesini bozabilir (Lopez ve 

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

Koç spermasının sıvı halde saklanması, çiftlik koĢullarında ve kısa süre içinde yapılacak 

suni tohumlamalarda, dondurulmuĢ sperma yerine ucuz ve pratik bir alternatif 

oluĢturmaktadır. Kullanılan sulandırıcı, sperma konsantrasyonu, sıcaklık veya saklama 

koĢullarından bağımsız olarak, koç spermasının uzun süreli saklanması sırasında fertilitede 

kademeli bir azalma gözlenmektedir (Maxwell ve Salamon, 1993). Fertilitedeki bu azalma, 

spermatozoonların iĢlevsel ve morfolojik özelliklerinin bozulmasına, motilitedeki düĢüĢe ve 

diĢi genital kanalında hayatta kalma yeteneğinin azalmasına bağlıdır (Maxwell ve Salamon, 

1993). Koç spermasının uzun süreli saklanmasının ardından servikal tohumlamada elde edilen 

düĢük gebelik oranları hâlâ tam olarak çözülememiĢ bir sorundur. Günümüzde, soğutulmuĢ 

koç sperması genellikle 24 saat içinde kullanılmaktadır ve bu sürede kabul edilebilir gebelik 

oranları elde edilmektedir (O'Hara ve diğerleri, 2010). Ancak spermanın 4 °C‘de daha uzun 

süre saklanabilmesi, büyük sürülerde üreme yönetimini kolaylaĢtırmak açısından büyük fayda 

sağlayacaktır.  

Spermanın sıvı olarak kısa süreli saklanmasında kullanılan sulandırıcıların içeriği de 

fertilite üzerinde önemli rol oynamaktadır. Kısa süreli saklama sırasında ROS oluĢumunu 

önlemek ve oksitleyici süreçlerden kaçınmak için farklı maddeler kullanılabilir. Tris bazlı 

yumurta sarısının   koç spermasını soğuk Ģokundan korumada etkili olduğu bilinmektedir 

(Paulenz ve diğerleri, 2002). Soya lesitinin ise hücrelerin etrafında koruyucu bir film 

oluĢturabileceği, fosfolipitlerinin spermatozoon membran fosfolipitlerinin yerini alabileceği 

rapor edilmiĢtir. (Simpson ve diğerleri, 1987; Zhang ve diğerleri, 2009). Koç spermasının 

5 °C‘de 16 güne kadar saklanabildiği, özellikle Tris-tamponlu sulandırıcılara trehaloz ve %10 
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yumurta sarısı ilavesiyle motilitenin %30 oranında korunabildiği bildirilmiĢtir (Lopez Saez ve 

diğerleri, 2000). Yumurta sarısı genellikle %5–40 oranında hem Tris hem de süt bazlı 

sulandırıcılarda kullanılmıĢtır (Paulenz ve diğerleri, 2002; Camara ve diğerleri, 2011; 

Abadjieva ve diğerleri, 2020). Yumurta sarısındaki fosfolipitler, kolesterol ve düĢük 

yoğunluklu lipoproteinler (LDL), membran stabilizasyonu ve soğuk Ģokuna karĢı koruma 

sağlar (Watson, 1981; Moussa ve diğerleri, 2002).  

Koç spermasının saklanmasında uygun sulandırıcı seçimi konusunda literatürde çeliĢkili 

sonuçlar bulunmaktadır. Örneğin, bazı çalıĢmalar Tris bazlı sulandırıcıların süt bazlılara göre 

daha yüksek motilite ve membran bütünlüğü sağladığını bildirmiĢtir (Paulenz ve diğerleri, 

2002). Ancak bu sulandırıcıların bileĢimi heterojen, standardize edilmemiĢtir ve patojen 

içerebilmektedir. Bu endiĢeler, hayvansal protein içermeyen, kimyasal olarak tanımlanmıĢ 

soya lesitini bazlı sulandırıcıların kullanımını gündeme getirmiĢtir. Bu tip sulandırıcılar, boğa 

ve manda (Rastegarnia ve diğerleri, 2014) spermalarının dondurulmasında kullanılmakta olup, 

günümüzde at (Papa ve diğerleri, 2011) ve koç (Forouzanfar ve diğerleri, 2010; 

Kasimanickam ve diğerleri, 2006) türlerinde de test edilmektedir. Bu sulandırıcıların 

koruyucu etkilerinin mekanizması tam olarak açıklığa kavuĢmamıĢtır. Bazı araĢtırmacılar, 

hücreler etrafında koruyucu bir film oluĢturduklarını (Simpson ve diğerleri, 1987), bazıları ise 

lesitin fosfolipidlerinin, spermatozoon membranındaki fosfolipidlerin yerine geçebileceğini 

öne sürmektedir (Zhang ve diğerleri, 2009). 

Diğer taraftan, süt bazlı sulandırıcılar ile yapılan tohumlamalarda daha yüksek gebelik 

oranları rapor edilmiĢtir (Paulenz ve diğerleri, 2003). Soya lesitini bazlı ticari 

sulandırıcılardan BioXcell®, AndroMed®‘e göre daha yüksek fertilite sağlamıĢtır (Khalifa ve 

diğerleri, 2013). 

Koç spermatozoonları, yüksek çoklu doymamıĢ yağ asidi (PUFA) içeriği ve düĢük 

kolesterol/fosfolipit oranı nedeniyle reaktif oksijen türlerine (ROS) karĢı oldukça hassastır 

(White, 1993). Bu nedenle, sıvı saklama sürecinde antioksidan desteği gereklidir. Süperoksit 

dismutaz, katalaz, melatonin, resveratrol, arı sütü, kinetin, idebenone ve omega-3 PUFA gibi 

maddelerle desteklenen sulandırıcılarla, spermatozoon motilitesi, akrozom bütünlüğü ve 

fertiliteyi artırmıĢtır (Maxwell ve Stojanov, 1996; Eslami ve diğerleri, 2019). 

Koç sperması genellikle 4–5 °C‘de tüplerde veya tohumlama için doğrudan 

kullanılabilecek payetlerde saklanır. Saklama süresi ve sıcaklığı, spermatozoonun canlılığı ve 

fertilitesi üzerinde doğrudan etkilidir. 15 °C'de 6–8 saate kadar saklanan sperma, servikal 
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tohumlamada etkili Ģekilde kullanılabilirken; daha uzun süreli saklama için 5 °C tercih 

edilmektedir (Paulenz ve diğerleri, 2002). Ancak bazı çalıĢmalar, 15 °C'de 48 saate kadar 

saklamanın sperma kalitesi açısından daha avantajlı olabileceğini de öne sürmektedir (Mata 

Campuzano ve diğerleri, 2014). 

Saklama süresi arttıkça fertilite oranlarında belirgin düĢüĢler yaĢanmaktadır. 5 °C‘de 0, 

24, 48 ve 72 saat saklanan spermalarda gebelik oranları sırasıyla %72,7, %64,1, %42,1 ve 

%29,4 olarak bildirilmektedir. Bu düĢüĢ, spermatoozoon fonksiyonlarının zamanla bozulması 

ve ROS üretiminin artmasına bağlanmaktadır (O‘Hara ve diğerleri, 2010). 

Sonuç olarak, kısa süreli sıvı saklama, koç spermasının dondurulmadan korunmasına 

olanak tanırken, optimum sonuçlar elde edebilmek için uygun sulandırıcı seçimi, antioksidan 

kullanımı, saklama sıcaklığı ve süresi gibi faktörlerin dikkatle belirlenmesi gereklidir. Ayrıca, 

servikal tohumlamanın anatomik ve fizyolojik engeller nedeniyle baĢarı oranı sınırlı 

olduğundan, intrauterin uygulamalar (örneğin laparoskopik suni tohumlama) veya bu 

engelleri azaltmaya yönelik çözümler, fertiliteyi artırmada etkili olabilir.  

 2.3.3. Koç Spermasına Soğuk ġokunun ve Oksidatif Stresin Etkisi 

Spermanın +5°C‘de kısa süreli saklanması sırasında, spermatozoa motilitesinde ve 

membran bütünlüğünde azalmalar ile DNA kırıklı spermatozoa oranında artıĢlar meydana 

gelmekte ve bu da fertilite oranlarının düĢmesine neden olmaktadır. Spermatozoonda 

gözlenen bu tür değiĢikliklerin, membran fosfolipitlerinde oluĢan lipit peroksidasyonu ve 

bunun sonucunda ortaya çıkan serbest oksijen radikallerinin (süperoksit anyonu, hidrojen 

peroksit, hidroksil radikali) neden olduğu hasarlardan kaynaklandığı düĢünülmektedir (De 

Lamirande ve Gagnon, 1992). 

Oksidatif stres, vücutta reaktif oksijen türleri üretimi ile antioksidan savunma 

mekanizmaları arasındaki dengenin bozulması olarak tanımlanmaktadır. Sperma saklanması 

sırasında oluĢan oksidatif stres sperma kalitesinin düĢmesine sebep olmaktadır. Nükleik 

asitler, lipitler ve karbonhidratlar gibi biyomoleküller oksidatif stresin hedefi olabilir. Serbest 

radikallerin üretiminin artıĢı lipid peroksidasyonuna, motilitenin ve canlı spermatozoon 

sayısının azalmasına ve   orta parçada morfolojik bozukluklara neden olmaktadır (De 

Lamirande ve Gagnon, 1992). Koç spermatozoon membranı yüksek miktarda çoklu 

doymamıĢ yağ asitleri içerdiğinden, serbest radikal saldırılarına karĢı hassas olduğu 
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gözlenmiĢtir. Bu nedenle, serbest radikaller   onlarla kolayca birleĢerek doğrudan lipid 

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

Spermatozoonlarda geri döndürülemeyen hasarlar meydana getirebilen ani ısı 

değiĢikliklerine soğuk Ģoku adı verilmektedir. Spermayı düĢük sıcaklıkta saklarken soğuk 

Ģokuna uğrayabileceği göz önünde bulundurulmalıdır. Bu nedenle spermatolojik özellikleri 

belirlenmiĢ ve sulandırılmıĢ spermanın 5°C‘ye soğutulması sırasında çok dikkatli olunması 

gerekmektedir. Çünkü 17°C‘nin altındaki ani sıcaklık değiĢikliklerinde özellikle spermanın 

akrozomunda olmak üzere geri döndürülemeyen bozukluklar meydana gelebilmektedir. 

Sonuçta oluĢabilecek değiĢiklikler spermatozoonun potansiyel fertilitesini düĢürebilmektedir. 

(Maxwell ve Salamon, 1993).  

Soğuk Ģoku, spermatozoonun motilite ve fertilitasyon kapasitesinin azalmasına sebep 

olan önemli etkenler arasındadır. Spermatozoon membranı, akrozom ve mitokondri soğuk 

Ģokuna karĢı oldukça duyarlı yapılardır. Soğuk Ģoku sonucu spermatozoon membran 

bütünlüğünün bozulmasıyla birlikte potasyum, adenozin trifosfat (ATP), lipoproteinler, 

enzimler ve diğer önemli hücre içi yapıların hücreden dıĢarıya sızabileceği bildirilmektedir 

(Cupps, 1991). Kısa süreli saklama yöntemiyle spermayı 2-3 gün süreyle saklamak mümkün 

olabilmektedir. Ancak, zamana bağlı olarak 4-8 saatten sonra motilitede sürekli bir azalma ve 

morfolojik bozukluklarda artma meydana gelmektedir. Yapılan bir çalıĢmada ise, kısa süreli 

saklanan koç spermasının mitokondriyal aktivitesinin ve akrozomal bütünlüğünün azaldığı 

tespit edilmiĢtir (Avdatek ve diğerleri, 2018).  

2.4. Antifriz Proteinler 

Dünyadaki karasal ve sucul habitatların %80‘inden fazlasının sıcaklığı, suyun donma 

noktasına yakın seyretmektedir (Margesin ve Miteva, 2011; Mangiagalli ve diğerleri, 2017). 

DüĢük çevre sıcaklıkları, hücre membranının akıĢkanlığını azaltarak biyolojik süreçleri 

olumsuz etkilemektedir. Kritik derecede düĢük sıcaklıklarda, proteinlerin polipeptit zincirleri 

kırılmakta ve genellikle protein yapısında gizli kalan gruplar açığa çıkmaktadır. Hücrede 

hidrofobik etkileĢimlerin zayıflamasıyla protein katlanması bozulmakta ve transkripsiyon, 

translasyon, hücre bölünmesi ve kimyasal reaksiyonlar gibi temel süreçlerin hızları ciddi 

oranda yavaĢlamaktadır (De Maayer ve diğerleri, 2014). 

Pek çok organizma düĢük sıcaklıklarda hücre membranında doymamıĢ lipit oranının 

artırılması, soğuk Ģok proteinlerinin ve aktif enzimlerin sentezlenmesi gibi adaptasyonlar 



16 

geliĢtirerek bu koĢullarda hayatta kalmayı baĢarmaktadır (D'Amico ve diğerleri, 2006). 

Ancak, donmuĢ topraklar ve denizler gibi sürekli sıfırın altındaki sıcaklıklarda, hücre içi ve 

dıĢı buz kristali oluĢumu, hücreye zarar vermekte ve hatta organizmanın ölümüne yol 

açabilmektedir (Mangiagalli ve diğerleri, 2017). 

DüĢük sıcaklıklarda hayatta kalabilmek için pek çok organizma, AFP olarak bilinen 

polipeptitleri sentezlemektedir (Üstün ve Turhan, 2015; Lo Giudice ve Rizzo, 2018). Bu 

proteinler buza bağlanma yeteneğine sahip olup içinde bulundukları solüsyonların donma 

noktalarını düĢürür ancak erime noktalarını değiĢtirmezler. AFP'ler donmayı engellemez, 

bunun yerine hidrofilik özellikleri nedeniyle buzla etkileĢime girerek buzun büyümesini ve 

yeniden kristalleĢmesini engeller. Erime noktasını değiĢtirmeden donma noktasında bir 

düĢüĢe neden olur (Fei ve diğerleri, 2008).  Bu olay ―termal histerezis‖ olarak bilinir. AFP ler 

buz kristallerinin pürüzsüz yüzeylerine bazal ya da piramidal düzeyde bağlanarak daha fazla 

büyümelerine engel olurlar.  Ayrıca, bu proteinler hücrelerin özellikle düĢük sıcaklıklarda 

(daha düĢük hızda) çözündürülmesi sırasında yeniden buz kristallerinin oluĢumunu 

(rekristalizasyon olgusu) engelleyerek bu kristallerin hücrelerde oluĢturabileceği mekanik 

hasarları önler. Antifriz proteinleri, erime ve donma noktaları arasındaki sıcaklığı koruyarak 

buz kristallerinin büyümesini belirli bir sınırda tutmaktadır. Antifriz proteinleri 

mikroorganizmalardan (Xiao ve diğerleri, 2010; Lee ve diğerleri, 2010) balıklara (DeVries ve 

Wohlschlag, 1969) böceklerden (Kristiansen ve diğerleri, 2011) bitkilere (Middleton ve 

diğerleri, 2009) ve omurgalı hayvanlara (Feeney ve Hofmann, 1973) kadar pek çok canlı türü 

tarafından sentezlenmektedir. Genel olarak; böceklere ait AFP lerin antifiriz etkileri 

balıklardan izole edilenlere göre çok daha yoğun ve etkindir (Bang ve diğerleri, 2013). 

AraĢtırmacılar, antifiriz proteinlerinin balık kanının donma noktasını deniz suyunun donma 

noktasının altına düĢürdüğünü, ancak plazma ozmotik basıncını artırmadığını rapor 

etmiĢlerdir (Hamdan, 2018). Scholander ve diğer araĢtırmacılar balık kanının donma 

noktasına ulaĢıldığında buz kristallerinin büyümesinde belirgin bir gecikme olduğunu 

bildirmiĢlerdir (Scholander ve diğerleri,1957). 

AFP'lerin buz bağlama bölgeleri ve yapıĢma yüzeyleri aracılığıyla hücreleri buz 

üzerinde konumlandırdığı, böylece organizmanın besin ve oksijen eriĢimini kolaylaĢtırdığı 

düĢünülmektedir (Lorv ve diğerleri, 2014; Voets, 2017). 

AFP ler buz kristallerinin Ģekillenme ve büyümelerini etkiledikleri için donmuĢ gıda 

endüstrisinde, transplante edilecek hücre, doku ve organ dondurulmasında ve kriyocerrahi 

gibi tıp ve biyolojinin farklı alanlarında kullanılmaktadır. Ġzole edildikleri hayvan türlerinin 
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farklı olması nedeniyle antifiriz proteinlerin moleküler yapı ve Ģekilleri farklılık gösterir. Tip 

1 antifiriz proteinler ilk olarak arktik pisi balıklarında (Pseudopleuronectes americanus) tespit 

edilmiĢ ve antifriz yetenekleri nedeniyle çeĢitli doku ve hücrelerde yapılan dondurarak 

saklama araĢtırmalarında kullanılmıĢlardır. (Rubinsky ve diğerleri, 1992). Tip 1 AFP'ler 

ayrıca kısa boynuzlu kaya balığında da (Myoxocephalus scorpius) tespit edilmiĢtir. Alanin 

den zengin hidrofobik bölgeleri nedeniyle Tip 1 antifriz proteinler donmaya karĢı yüksek 

koruyucu etkinlik gösterir. Bu gruptaki AFP ler hücre membranlarının yapısındaki pasif iyon 

kanallarının bloke edilmesini sağlayarak biyolojik membranların elektrolit geçirgenliğini 

durdurur veya azaltırlar (Rubinsky ve diğerleri, 1992). Deniz kuzgununda (Hemitripterus 

americanus), gökkuĢağı kokusu balığında (Osmerus mordax) ve Atlantik ringa balığında 

(Clupea harengus) bulunan Tip 2 AFP‘ler, disülfür bağlarıyla stabilize edilmiĢ sistein 

açısından zengin proteinlerdir (11–22 kDa). Okyanus pout'unda (Zoarces americanus) ve kurt 

balığında (Anarhichas lupus) bulunan, tip III AFP'ler alanin veya sistein kalıntıları ile birlikte 

66 amino asit içeren küresel proteinlerdir (6,5 kDa). Uzun boynuzlu Sculpin'de 

(Myoxocephalus octodecimspinosis) bulunan Tip 4 AFP ise alanin açısından zengin veya 

glutamin/glutamat açısından zengin proteinlerdir (sırasıyla 6,5 ve 12 kDa). (Harding ve 

diğerleri, 1999; Üstün ve Turhan, 2015). 

 Antifriz glikoproteinler, her treyonine bağlı disakkarit galaktoz-N-asetilgalaktozamin 

ile birlikte, alanin -alanin-treyoninin 4 ila 50 tripeptit tekrarını içerir. Antifriz glikoproteinler 

(AFGP), bazı Antarktika notothenioidlerinde ve kuzey morina türlerinde yaygın olarak 

bulunmaktadır. (Kwan ve diğerleri, 2005; Venketesh ve Dayananda, 2008). Tip 2 antifriz 

proteinler sitotoksik etki gösterebilirler ve dondurma sırasındaki etkileri değiĢken olabilir. Bu 

nedenle bu tip AFP ler sıklıkla kriyocerrahi maksadıyla kullanılırlar (Wang ve diğerleri, 

1999). Tümör dokularının kriyocerrahi uygulamaları ile uzaklaĢtırılması sırasında antifriz 

proteinlerin tümör dokusuna enjekte edilerek kullanılmasının insanlarda prostatik 

adenokarsinoma ve subkutan tümörlerin) cerrahi yolla daha baĢarılı bir biçimde 

uzaklaĢtırılmasına yardım ettikleri rapor edilmiĢtir (Koushafar ve diğerleri, 1997). Tip 3 

antifriz proteinler lipit molekülleri ile etkileĢmek suretiyle hücre membranının 

stabilizasyonunu sağlarlar (Payne ve diğerleri, 1994) 

Son zamanlarda, tıbbi ve endüstriyel uygulamalar için doğal AFP'nin sınırlı miktarda 

bulunması nedeniyle, rekombinant teknoloji ve kimyasal sentez yoluyla AFP ve/veya benzer 

bileĢiklerin üretimi araĢtırılmıĢtır (Üstün ve Turhan, 2015). 
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2.4.1. Antifriz Proteinlerinin (AFP) Buz Kristali Yüzeyine Bağlanma Mekanizması 

Antifriz proteinlerinin (AFP) iĢlevselliğini tanımlamak için kullanılan temel 

kavramlardan biri termal histerezistir (thermal hysteresis, TH). Termal histerezis, bir sıvının 

erime noktası ile donma noktası arasındaki sıcaklık farkı olarak tanımlanır. Saf suda donma 

ve erime noktası aynı sıcaklıkta (0 °C) gerçekleĢirken, AFP varlığında bu denge bozulur. 

AFP‘ler buz kristallerinin büyümesini engelleyerek donma noktasını düĢürürken, erime 

noktası sabit kalır. Bu durumda, TH değeri pozitif olur ve bu değer, AFP‘nin buz 

kristalizasyonunu engelleme kapasitesiyle doğrudan iliĢkilidir (Garnham ve diğerleri, 2011). 

Antifriz proteinleri (AFP‘ler), canlı organizmalarda düĢük sıcaklıklara karĢı koruma 

sağlayan doğal proteinlerdir. Bu proteinler, donma noktasını düĢürerek buz kristallerinin 

büyümesini önler ve bu sayede hücre hasarını azaltır. AFP‘lerin bu etkisi, genel olarak 

―adsorpsiyon-inhibisyon teorisi‖ ile açıklanmaktadır Farklı türlerden izole edilen AFP‘ler 

yapısal olarak çeĢitlilik gösterseler de, tamamı buz kristallerine bağlanarak benzer iĢlevleri 

yerine getirmektedir (Baskaran ve diğerleri, 2021). 

AFP‘lerin buz yüzeyine bağlanabilmesi için, öncelikle kristalin yüzey yapısını tanıması 

gerekir. Bu tanıma sürecinde AFP molekülü, buz yüzeyine uygun bir yönelim kazanır ve bu 

sırada hareket kabiliyeti (difüzyon hızı) azalır. Bu durum, bağlanmadan önce AFP‘nin 

yüzeydeki su molekülleriyle organize bir yapıya sahip olmadığını göstermektedir (Baskaran 

ve diğerleri, 2021). 

 AFP, buz yüzeyine doğru Ģekilde konumlandığında, bağlanma bölgesi ile kristal yüzey 

arasındaki su molekülleri yeniden organize olarak yer değiĢtirir ve böylece protein ile buz 

arasında spesifik bir bağlanma gerçekleĢir (Mahatabuddin ve diğerleri, 2018). AFP‘ler, 

yüzeylerindeki su moleküllerini çokgen yapılar hâlinde organize eder ve bu yapılarla düzensiz 

buz yüzeylerini birleĢtirerek belirli kristal düzlemlerinde donmayı baskılar (Mahatabuddin ve 

diğerleri, 2018). 

 

Kristalografik analizler, bazı AFP‘lerin buz kristal örgüsüne iki boyutlu olarak düzenli 

Ģekilde bağlandığını göstermektedir. Örneğin, böceklere özgü AFP ler incelendiğinde, bu 

proteinin üzerindeki su moleküllerinin, buz kristaline benzeyen düzende yer aldığı 

görülmüĢtür. Bu bağlanma biçimi, α-heliks yapısına sahip tip I balık AFP‘lerinde gözlenen, 
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treonin aminoasitleri aracılığıyla gerçekleĢen lineer bağlanma düzeninden farklıdır. (Liou ve 

diğerleri, 2021). 

AFP buz yüzeyine bağlandıktan sonra, kristal büyümesi genellikle bağlanma bölgesi 

olmayan alanlardan engellenir. Bu bölgelerdeki hidrofobik gruplar, buz-su ara yüzeyinde 

eğrilik oluĢturarak donma noktasını düĢürür. Bu fiziksel mekanizma, Kelvin etkisi olarak 

adlandırılır ve kristalleĢmeyi termodinamik olarak zorlaĢtırır (Mahatabuddin ve diğerleri, 

2018). 

AFP‘lerin buz kristaline etkili bağlanabilmesi için, bu bağlanma hızının buz kristali 

büyüme hızından yüksek olması gerekir. Aksi takdirde, düĢük konsantrasyonlardaki AFP‘ler 

buz içerisine hapsolabilir. Fluoresan iĢaretleme ile yapılan çalıĢmalarda, bazı AFP‘lerin buz 

kristallerinin prizmatik veya bazal yüzeylerine yüksek bağlanma afinitesi gösterdiği ve bu 

özelliğin termal histerezis (TH) aktivitesini artırdığı ortaya konmuĢtur Özellikle bazal 

düzleme bağlanabilen AFP‘ler daha yüksek TH aktivitesine sahiptir. Bazal düzleme 

bağlanamayan proteinlerde ise bu aktivite sınırlı kalmaktadır. (Garnham ve diğerleri, 2011). 

Sonuç olarak, bir AFP‘nin buz yüzeyine bağlanabildiği alan geniĢliği, onun buz yeniden 

kristalleĢmesini engelleme kapasitesini belirlemektedir (Garnham ve diğerleri, 2011). 

2.4.2. Carboxylated ε- Poly L-Lysine  

1980‘lerin sonlarından bu yana, dondurma/çözdürme kaynaklı memeli hücre ölümünü 

açıklamaya yönelik çeĢitli mekanizmalar öne sürülmüĢtür. Bu mekanizmalar arasında Ģunlar 

yer almaktadır: (i) soğuma sırasında membranların farklı oranlarda büzülmesi ya da jel fazı 

nükleasyonu ile iliĢkili soğuk Ģok hasarı; (ii) yavaĢ dondurma sırasında ozmotik dehidrasyon 

yoluyla hücre hacminde azalma; (iii) hücre içi buz kristali oluĢumu ile sistemden suyun 

uzaklaĢtırılması sonucu, çözünmüĢ elektrolit konsantrasyonlarının artıĢıyla ve/veya 

enzimlerin ve diğer hücresel yapıların denatürasyonu; (iv) buz kristallerinin hücre 

membranını delerek ilerlemesi (Shier,1988). Bu koĢullar altında hücre ölümüne yol açan 

birden fazla mekanizmanın eĢzamanlı olarak etkili olabileceği düĢünülmektedir. Daha düĢük 

sıcaklıklar, daha uzun saklama süreleri ve değiĢken soğutma/ısıtma hızlarının, etkili olan 

hücre ölümü mekanizmaların sayısını artırabileceği öngörülmektedir. Kriyoprotektif ajanlar 

(CPA'lar), sperma ve kırmızı kan hücrelerinin kriyoprezervasyonu amacıyla yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Gliserol (Polge, 1957) ve dimetil sülfoksitin (DMSO) (Lovelock ve Bishop, 

1959) fetal sğır serumu (FBS) veya albümin gibi proteinlerle karıĢtırılması yaygındır. Bu 
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proteinler, dondurma ve çözdürme sırasında hücre içi buz oluĢumundan kaynaklanan hasardan 

hücreyi korumaktadır. Gliserol, kriyoprotektif özelliği zayıf olan bir ajandır. Buna karĢın, 

DMSO daha etkili bir kriyoprotektif ajan olmasına rağmen yüksek sitotoksisiteye sahiptir. 

DMSO, nöron benzeri hücreler (Oh ve diğerleri, 2006), kardiyak miyositler, (Young ve 

diğerleri, 2004) ve granülositlerin (Jiang ve diğerleri, 2006) farklılaĢmasını olumsuz 

etkilemekte ve çözüm sonunda ortamdan hızlıca uzaklaĢtırılması gerekmektedir. Ayrıca, 

dondurma ve çözdürme sırasında embriyonik kök hücreler ve birincil hepatositler gibi bazı 

hücre tipleri, mevcut kriyoprotektif maddeler ile uygun bir Ģekilde kriyoprezervasyona tabi 

tutulamamaktadır (Zaleski ve diğerleri, 1993). 

 Dünya genelindeki hücre bankalarında yaygın olarak %10 DMSO ve FBS içeren 

çözeltiler kriyoprezervasyon için kullanılmaktadır (Son ve diğerleri, 2004; Men ve diğerleri, 

2005). DMSO' nun uygun konsantrasyonlarda kullanılması kriyoprezervasyon baĢarısını 

arttırırken, FBS bu tekniğin baĢarısına önemli bir katkıda bulunmaktadır. Fetal sığır serumu, 

ozmotik basıncı tamponlayan ve hücre membranını koruyan bir ajan olarak dondurma ve 

çözme sırasında buz kristallerinin yeniden oluĢumundan kaynaklanan hasar riskini azaltır 

(Rana, 1995). Ancak, kök hücre tedavisi gibi klinik uygulamalarda hayvansal proteinlerin 

kullanımı enfeksiyon riski nedeniyle sınırlıdır. (Pegg, 2002). Hücreler ve dokular, dondurma, 

düĢük sıcaklıkta saklama ve çözme iĢlemlerine son derece duyarlıdır; bu da geleneksel 

kriyoprotektan maddelerden daha etkili ajanlara olan ihtiyacı ortaya koymaktadır (Pegg, 

2002). AFP‘ lerin sadece balık ya da böcekler gibi doğal kaynaklardan elde edilmesi bu 

proteinlerin hem deneysel hem de rutin biçimde kullanımını önemli oranda sınırlamaktadır. 

Bunun baĢlıca nedeni üretim teknolojisinin maliyetli olması ve ana ürün dıĢında pek çok diğer 

organik maddenin de üretim sırasında ana ürün içerisine karıĢma riskidir (Matsumura ve 

Hyon 2009; Bang ve diğerleri, 2013). Bu sebeple yapısal olarak canlı organizmalardan izole 

edilen AFP moleküllerine benzer sentetik kriyoprotektan moleküllerin tasarlanması ve 

üretilmesine baĢlanmıĢtır (Garnham ve diğerleri, 2011). Son zamanlarda, ise karboksile 

edilmiĢ ε-poli-L-lizinin (COOH-PLL) daha düĢük sitotoksisiteye sahip olduğu ve dimetil 

sülfoksite alternatif bir kriyoprotektif ajan olarak kullanılabileceği rapor edilmiĢtir. 

Carboxylated Ɛ-poly L-lysine (CPLL) sentetik olarak üretilen AFP etkili proteinlerden biridir 

(Vorontsov ve diğerleri, 2014). Ġlk olarak Japonya‘da Matsumura ve Hyon tarafından 2009 

yılında tasarlanarak üretilmiĢtir (Matsumura ve Hyon, 2009). COOH-PLL, %25 w/w ε-poli-L-

lysin (PLL) sulu çözeltisi (10 mL; JNC Corp., Tokyo, Japonya) ile süksinik anhidrit (1,3 g; 

Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japonya) karıĢtırılarak ve 50℃ sıcaklıkta 1 saat 
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boyunca reaksiyona sokularak sentezlenmiĢtir. Bu iĢlem sırasında, PLL üzerindeki amino 

grupların %65'i karboksil gruplarına dönüĢtürülmüĢtür. Sentezlenen COOH-PLL' nin 

moleküler ağırlığı yaklaĢık 4000 g/mol olarak belirlenmiĢtir (Matsumura ve Hyon, 2009). 

 

 

 

ġekil 1. COOH-PLL molekülünün yapısal formülü 

 

COOH-PLL, moleküler yapısı gereği hem pozitif (–NH₃⁺) hem de negatif (–COO⁻) yük 

taĢıdığı için, biyolojik membranlarla olan elektrostatik etkileĢimleri dengeleyebilmekte ve bu 

sayede membran yapısına zarar vermeden geçici bağlanmalar gerçekleĢtirebilmektedir 

(Matsumura ve Hyon, 2009). COOH-PLL, moleküler yapısı gereği hem pozitif (amino 

grupları –NH₃⁺) hem de negatif (karboksil grupları –COO⁻) yük taĢıyan bir amfolitik 

polimerdir. Bu özellik, polimerin biyolojik membranlarla olan etkileĢimlerini önemli ölçüde 

Ģekillendirir. Özellikle spermatozoonlar gibi hassas hücrelerde, hücre membranı çoğunlukla 

negatif yüklü fosfolipidlerden ve sialik asit gibi yüzeyde yer alan glikokonjugatlardan oluĢur. 

Bu yapılar, spermatozoonlara genel olarak negatif yüzey yükü kazandırır (Pace ve Sullivan, 

1975). Negatif yük, hem sperm hücresinin diĢi genital kanalında immun sistemden 

korunmasına hem de fertilizasyon sırasında zona pellucida‘ya bağlanma gibi süreçlerde görev 

alır. Ancak bu durum, pozitif yüklü polimerlerin hücre membranıyla kuvvetli elektrostatik 

bağlar kurarak membran destabilizasyonuna, geçirgenlik artıĢına ve potansiyel hücre ölümüne 

yol açmasına neden olabilir (Pace ve Sullivan, 1975). 



22 

Ancak COOH-PLL'nin amfolitik karakteri, bu elektrostatik bağlanmayı belirli ölçüde 

dengeleyerek, membrana zarar verme riskini azaltır. Yüzeyle olan etkileĢimleri daha zayıf ve 

geçici hale gelir. Ayrıca bu denge, donma-çözülme süreci sırasında hücre membranlarının 

birbirine yapıĢmasını ve mekanik stres kaynaklı zarar görmesini engelleyebilir. Bu nedenle, 

COOH-PLL düĢük sitotoksisite gösteren ve hücre membran doğrudan hedef alarak zarar 

vermeyen bir polimer olarak değerlendirilmiĢtir (Matsumura ve Hyon, 2009). Bu özellikleri 

sayesinde, COOH-PLL hem antifriz etkisi hem de hücresel koruma sağlayarak, 

kriyoprezervasyon uygulamalarında güvenli bir alternatif olarak öne çıkmaktadır. 

Resim  1. L929 hücrelerinin konfokal mikroskobik görüntüleri, FITC ile iĢaretlenmiĢ PLL 

(0.65) (a) ile hemen ve (b) çözüldükten 24 saat sonra dondurularak saklanmıĢtır. 

 

Konfokal mikroskopi ile yapılan çalıĢmalar, COOH-PLL moleküllerinin 

kriyoprezervasyon sırasında hücre membranına geçici olarak adsorbe olduğunu göstermiĢtir. 

Bu bağlanma zayıf ve geçicidir, muhtemelen karboksil gruplarının PLL üzerindeki iyonik 
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yükü azaltmasından kaynaklanmaktadır. Ayrıca, COOH-PLL‘nin toksisitesi DMSO‘ya 

kıyasla oldukça düĢüktür ve kriyoprezervasyon sonrası hücrelerden yıkanmasına gerek yoktur 

(Matsumura ve Hyon, 2009). 

 

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) varlığında buz kristallerinin 

morfolojileri.  (e) % 30 sükroz kontrolünün 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 (l) PLL (0. 84) %30 (a / a) 

sükroz çözeltisi rekristalizasyonun inhibisyonu. 

COOH-PLL‘ nin buz kristali morfolojisi ve yeniden kristalleĢme üzerindeki etkileri 

çeĢitli in vitro sistemlerde değerlendirilmiĢtir. Bu çalıĢmalarda %30 (a/a) sükroz çözeltisi 

sıklıkla kontrol grubu olarak kullanılmıĢtır. Sükroz, cam benzeri (vitrifiye) yapı oluĢturarak 

buz kristallerinin büyümesini sınırlamakta ve mikroskobik gözlem için uygun bir ortam 

sağlamaktadır. Böylece, COOH-PLL'nin etkileri, biyolojik kriyoprezervasyon koĢullarına 

benzer bir sistem içinde gözlenmiĢtir (Matsumura ve Hyon, 2009). 

Saf su içinde oluĢan buz kristalleri genellikle büyük ve düzensiz yapılara sahiptir. 

Ancak COOH-PLL‘nin farklı karboksilasyon derecelerine sahip formlarının eklenmesiyle buz 

kristali morfolojisinde belirgin değiĢiklikler meydana gelmiĢtir. Özellikle PLL (0.76), daha 

ince ve yönlü kristaller oluĢturarak doğal AFP‘lere benzer Ģekilde kristal geliĢimini kontrol 
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etmiĢtir. Bunun yanı sıra, %30 sükroz çözeltisi ile birlikte yapılan testlerde, PLL (0.76) ve 

PLL (0.84) gibi yüksek karboksilasyon derecelerine sahip formların buz kristallerinin yeniden 

oluĢumunu (rekristalizasyon) anlamlı ölçüde inhibe ettiği saptanmıĢtır. Bu durum, COOH-

PLL‘nin yalnızca kristal oluĢumunu değil, aynı zamanda kristal yeniden yapılanmasını da 

baskılayarak membran hasarını azaltabileceğini göstermektedir. (Matsumura ve Hyon, 2009). 

Yüksek karboksilasyon oranlarına sahip PLL türevleri hücre canlılığını biraz düĢürse de, hala 

kriyoprotektif özellik göstermektedir. Bu durum, hem amino hem de karboksil gruplarının 

kriyoprezervasyon baĢarısında rol oynadığını düĢündürmektedir (Matsumura ve Hyon, 2009). 

AFP‘ler, buzun prizmatik yüzeylerine bağlanarak buz kristallerinin büyümesini kontrol 

altına alır ve çoğu zaman altıgen yapılı, zararsız kristallerin oluĢumunu teĢvik eder. Bu yapı, 

buzun sivri uçlar oluĢturarak hücre zarına zarar vermesini önler ve rekristalizasyonu baskılar. 

Buna karĢılık, PLL‘nin %7,5 (a/a) çözeltisi, saf sudaki kristallere benzer Ģekilde yuvarlak ve 

düz kenarlı kristaller oluĢturmuĢ ve buz bağlama aktivitesi göstermemiĢtir. Ayrıca 

rekristalizasyonu da inhibe edememiĢtir. Bu da karboksilasyon oranının COOH-PLL'nin 

antifriz etkisinde belirleyici bir parametre olduğunu göstermektedir (Matsumura ve Hyon, 

2009). 

COOH-PLL‘nin en önemli avantajlarından biri, diğer yaygın kriyoprotektanların 

(gliserol, etilen glikol, propilen glikol, DMSO) aksine hücre membranından geçememesi ve 

hücre içine girmemesi nedeniyle metabolize edilmemesidir. Bu sayede toksik metabolit 

oluĢumu riski ortadan kalkar. Yapılan çalıĢmalarda, COOH-PLL‘nin tek baĢına 

kullanıldığında bile çeĢitli tümör hücrelerinde (L929, MG63, HT1680, B16F1, Caco2, 

MC3T3 ve KB) çözülme sonrası hücre canlılığını artırdığı bildirilmiĢtir (Inui ve diğerleri, 

2011; Matsumura ve diğerleri, 2013). Ayrıca, insan kökenli pluripotent kök hücrelerin ve 

nöron benzeri hücrelerin dondurulmasında da COOH-PLL'nin etkinliği gösterilmiĢtir. Uemura 

ve diğerleri, (2015), nöronal hücrelerde donmaya bağlı dejeneratif değiĢikliklerin COOH-PLL 

kullanımıyla azaldığını bildirmiĢtir. 

L929 hücreleri üzerinde yapılan kriyoprezervasyon çalıĢmalarında, %7,5 ağırlıkça 

COOH-PLL çözeltileri kullanılmıĢtır. Hücre canlılıkları, çözülme sonrası anında ve 6 saat 

sonra değerlendirilmiĢtir. Bulgular, karboksilasyon oranı %65‘e kadar arttıkça hücre 

canlılığının da arttığını göstermiĢtir. Bu oranlarda korunan hücreler, klasik %10 DMSO içeren 

çözeltilerle karĢılaĢtırıldığında anlamlı derecede daha yüksek canlılık sergilemiĢtir. Özellikle 

%0,65 karboksilasyon oranına sahip PLL kullanıldığında, %7 ve üzeri konsantrasyonlarda 

canlılık %10 DMSO‘dan daha üstün bulunmuĢtur (Matsumura ve Hyon, 2009). 
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COOH-PLL‘nin antifriz etkisi, yüksek konsantrasyonlara bağlı olarak ortaya 

çıkmaktadır. Özellikle 20 mg/mL ve üzeri konsantrasyonlarda, belirli süpersoğutma 

sıcaklıklarında buz kristallerinin büyümesi tamamen durdurulabilir. Bu durumda oluĢan ve 

kristal büyümesini engelleyen alan, literatürde "ölü bölge" olarak adlandırılmaktadır. Ancak 

bu etkisi donma noktası üzerinde sınırlı kalmaktadır. Doğal antifriz proteinleri, 0.05 mg/mL 

gibi düĢük konsantrasyonlarda bile donma noktasını 0.6–0.8 K (Kelvin) kadar düĢürebilirken, 

COOH-PLL benzer bir antifriz etkisini yalnızca yaklaĢık 20 mg/mL‘de ve 0.3 K‘lik bir termal 

histerezisle gösterebilmektedir. Bu da, COOH-PLL'nin kristal büyümesini fiziksel olarak 

sınırlayabildiğini, ancak donma noktasını termodinamik olarak düĢürme kapasitesinin zayıf 

olduğunu göstermektedir (Matsumura ve Hyon, 2009). 

COOH-PLL‘nin temel etki mekanizmasının, donma sırasında hücrelerin maruz kaldığı 

ozmotik stresin azaltılması olduğu ileri sürülmüĢtür (Matsumura ve diğerleri, 2013). Bu etki, 

hücresel su dengesinin korunmasına ve donma sonrası hücre hasarının en aza indirilmesine 

katkı sağlar. Örneğin, Watanabe ve diğerleri (2013), COOH-PLL'nin fare oositlerinin 

vitrifikasyonunda etilen glikol ile birlikte kullanıldığında baĢarılı sonuçlar verdiğini 

bildirmiĢtir. 

Bununla birlikte, COOH-PLL‘nin her hücre tipi üzerinde aynı etkiyi göstermediği de 

bilinmektedir. Simmet ve diğerleri, (2014), COOH-PLL'nin domuz spermatozoonlarında 

koruyucu etki göstermediğini bildirmiĢtir. Ancak daha yakın zamanda Japonya‘da yürütülen 

bir çalıĢmada, gliserol miktarının %6, 5‘ten %3,25‘e düĢürüldüğü ve %0,5 COOH-PLL 

eklenen tris-sitrik asit-yumurta sarısı bazlı sulandırıcıyla dondurulan sığır 

spermatozoonlarının çözülme sonrası membran bütünlüğünün anlamlı ölçüde daha yüksek 

olduğu belirlenmiĢtir (%49,6‘ya karĢılık %60,7). Motilite üzerine belirgin bir etkisi 

bulunmamasına rağmen, bu grupta gebelik oranlarının önemli ölçüde arttığı (%53,1‘e karĢılık 

%79,0) rapor edilmiĢtir (Fujikawa ve diğerleri, 2018). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Hayvan Materyali   

 

Bu çalıĢma, Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Dölerme ve Suni 

Tohumlama Anabilim Dalı laboratuvarında gerçekleĢtirildi.  ÇalıĢmada hayvan materyali 

olarak 24-36 aylık 7 baĢ Kıvırcık ırkı sağlıklı koç kullanıldı. Koçlar çalıĢma süresi boyunca 

Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Çiftliği‘nde bulunan Dölerme ve 

Suni Tohumlama Anabilim Dalı‘na ait açık alanda bulunan üstü kapalı padoklarda 

barındırıldı. Sperma toplanması gibi tüm deneysel iĢlemler Aydın Adnan Menderes 

Üniversitesi Hayvan Etiği Kurulu (Türkiye) gereklilikleri ve koĢullarına uygun olarak 

gerçekleĢtirildi. Bu çalıĢma, Adnan Menderes Üniversitesi Hayvan Etik Kurulu'ndan deney 

hayvanlarının refahı ve kullanımına iliĢkin 23/12/2021 tarihli ve sayılı 64583101/2021/175 

izin alındıktan sonra gerçekleĢtirildi.  

 

Resim  3. Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Çiftliği 
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3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Bu çalıĢmada kullanılan kimyasal maddeler: Tris, sitrik asit, glukoz, FITC, eosin 

nigrosin, Sigma Aldrich firmasının Türkiye distribitöründen satın alınmıĢtır. CPLL, Dr. 

Kazuhiro Matsumura‘dan Japonya‘dan alınmıĢtır. 

3.1.3. Spermanın Alınması  

 

Resim  4. Spermanın alınması 

Sperma örnekleri Ocak 2023- ġubat 2023 tarihleri arasında haftada 2 kez alındı. Sperma 

alınmadan önce suni vajen temizlenerek hazırlandı. ġırınga yardımı ile 45°C lik sıcak su ve 

basınç suni vajen walfine aktarıldı. Sıcak su termosunda 36,5°C suda bekletilen toplama 

kadehleri suni vajene yerleĢtirildi.  Kızgın koyun sperma alınacak koçun önüne getirildi. Suni 

vajene alıĢtırılmıĢ 7 baĢ koçtan suni vajen yöntemi ile sperma alındı. Alınan ejakülatların 

hacim ve renk açısından uygun olmayanları kullanılmadı. Uygun özellikte olanlar ise (sperma 

yoğunluğu ≥3 milyar spermatozoa/ml; motilite ≥%70) kontrol edilerek pooling yapılarak 

kullanıldı. 
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3.1.4. Spermanın Sulandırılması Stok solüsyonu Hazırlanması 

Ejekulatların ilk değerlendirilmesinden sonra en iyi ejekulatlar birleĢtirildi. Pool edilen 

spermadan 250 mikrolitre (µl) olacak Ģekilde alındı. 10 ml TCG Solüsyonu sperma alınmadan 

bir gün önce hazırlandı. Bu solüsyondan hazırlanan stok solüsyonunun formülü Ģu Ģekildedir.  

Tablo 1. 4 ℃ de saklanan 10 ml lik koç sperması sulandırıcısının kimyasal bileĢimi (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 IU 

10 mg 

10000 IU 

10mg 

10000IU 

10 mg 

CPLL 0 0,05 g 0.1 g 

 

TCG solüsyonundan 1250 µl eklenerek sperma 6 kat sulandırıldı. Her bir ependorf 

tüpüne yaklaĢık 350 µl örnek eklendi. Toplamda 9 ependorf tüpünden oluĢan parti, 

inkübatörde 4°C lik sıcaklıkta sırası ile 3,6 ve 24.saat tutuldu. 

 

Resim  5. Stok solüsyonun hazırlanması 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Deneysel ÇalıĢma 

 Dr. Kazuhiro Matsumura‘dan Japonya‘dan direkt olarak elde edilen CPLL 

(carboxylated poly-L-lysine) çalıĢmada %0,5 ve %1 oranında kullanılmıĢtır. Bu dozlar ön 

çalıĢmalardaki doz-cevap deneyleri sonuçlarına göre tercih edilmiĢtir. Kontrol grubu ve deney 

grubu örnekleri 4 °C de inkübe edilerek 0, 3, 6 ve 24. saatlerde seçilen spermatolojik 

parametreler yönünden muayene edildi. Spermatolojik değerlendirmelerde total motilite, 

progressif motilite, ölü canlı spermatozoon oranı, membran bütünlüğü, reakte akrozom oranı 

ve anormal spermatozoon oranları spermatolojik parametreler olarak değerlendirildi. 

 

Resim  6. Spermatolojik parametrelerin  tespiti 

3.2.1.1. Progressif ve Total Motilite 

Ġnkübatörden çıkarılan örnekler muayene öncesi sıcak su banyosunda 36,5 °C de 10 

dakika bekletilmiĢtir. Motilite değerlendirilmesi faz kontrast mikroskobuna (Olympus, CX41, 

Japonya) bağlı CASA sistemi (SCA®-Sperm Class Analizörü, Microptic S.L. Viladomat, 

Barselona, Ġspanya) kullanılarak yapıldı. Sulandırılan spermadan 50 µl alındı. 450 µl TCG 

solüsyonu ile sulandırılarak (1:9 v/v) motilite muayenesi yapıldı. Sulandırılan örnekten 3 µl 

örnek lama damlatıldı. Üzeri 18x18lik lamel ile kapatıldı. CASA sistemi koç sperma 

özelliklerine göre ayarlanarak standardize edildi. Daha sonra ısıtma tablalı mikroskopta  
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(Olympos CX41) x10 luk objektifte her bir grup için en az üç farklı alandan toplamda 1000 

spermatozoon değerlendirildi. Elde edilen değerlerin ortalamaları alındı. 

3.2.1.2. Ölü Canlı Spermatoozon Oranı 

Sulandırılan sperma örneğinden 3 µl alınarak lam üzerine damlatıldı. Üzerine eosin-

nigrosin (5gr Eosin ve 10 gr Nigrosin 100 ml suda çözdürülerek hazırlanmıĢtır) boyasından 3 

µl damlatılıp sperma örneği ile karıĢtırılarak lamel yardımıyla froti çekildi. Isıtma tablasında 

frotinin kuruması beklendi. IĢık mikroskobunda x20 lik objektifte 200 hücre sayıldı. Sayılan 

hücrelerden kırmızı renk alanlar ve yarı boyalı olanlar ölü, renksiz olanlar canlı olarak 

değerlendirilmiĢtir (Emmens, 1947). 

 

Resim  7. Ölü ve canlı spermatozoonlar (A: Ölü spermatozoon, B: Canlı spermatozoon) 

3.2.1.3. Prematür Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatazoon Oranı  

FITC ile reakte akrozom oranının belirlenmesi, floresan özellikli spesifik bağlanma 

esasına dayanmaktadır. FITC (Fluorescein Isothiocyanate), floresan boyama tekniği ile 

akrozom reaksiyonunun belirlenmesinde rutin kullanılan bir yöntemdir. Bu teknik, akrozomla 

iliĢkili proteinlerin spesifik antikorlarla iĢaretlenmesi ve FITC ile bağlanarak floresan 

mikroskop altında incelenmesi esasına dayanır. Akrozom oranı, bu iĢaretlenmiĢ hücrelerin 

floresan sinyalleri yardımıyla değerlendirilir (Cross ve Meizel, 1989). Sulandırılan spermadan 

5 µl alınarak tekrar 45 µl sulandırıcı eklendi. Sulandırılan sperma karanlık bir odada 5 µl 

FITC (L7381) ile muamele edildi. Reakte akrozom oranına bakılmadan hemen önce ise 
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reaksiyonun durdurulması için 5 µl fiksatif ortama eklenerek 5 dakika beklendi. Fikze edilmiĢ 

numuneden 2 µl alınıp lama damlatılarak üzerine lamel kapatıldı. Ardından hazırlanan 

preparatlar floresan mikroskop altında incelendi. Spermatozoonun akrozom kısmı FITC 

tarafından boyanıp yeĢil floresan renk veren akrozomlar reakte olarak kabul edildi. Renk 

vermeyenler ise reakte olmayan akrozoma sahip spermatoozoon olarak değerlendirildi. 

Toplamda en az 200 hücre sayıldı. Reakte akrozoma sahip olan hücrelerin toplam hücrelere 

oranı hesaplanarak prematüre reakte akrozom oranı % olarak bulundu. 

 

Resim  8.  FITC boyaması sonrası aynı alanın ıĢık mikroskobu ve FITC görüntüsü 

3.2.1.4. Membran Bütünlüğü Oranı 

Bu amaçla Jeyendran ve diğerleri (1984) tarafından tanımlanan Hypoosmotic Swelling 

Test (HOST) yöntemi kullanıldı. 1,8016 g fruktoz ve 2,941 g sodyum sitrat 100 ml distile su 

içerisinde çözündürülerek 100 m/Osm/kg basıncına sahip fruktoz çözeltisi hazırlandı (Aisen 

ve diğerleri, 2002). Hazırlanan çözeltiden 475 µl fruktoz solüsyonu içerisine 25 µl sperma 

eklenerek sıcak su banyosunda 15 dakika inkübe edildi. Kontrol ve deney gruplarının 

membran bütünlüğü, 4°C de 0, 3, 6ve 24 saatlik saklama süreleri boyunca incelendi. 

Ġnkübasyondan sonra lamel yardımıyla froti çekildi. IĢık mikroskobunda 400‘ lük büyütmede 

toplamda 200 adet hücre olacak Ģekilde sayım yapıldı. Kıvrık kuyruklu spermatozoonlar 

membranı bütün, kuyruğu kıvrık olmayanlar ise membranı hasarlı olarak kabul edildi. 

Membranı bütün olan spermatozoon sayısının toplam hücre sayısına oranı hesaplanarak 

membran bütünlüğü oranı değerlendirildi.   
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Resim  9. Membranı bütün(C) ve bütün olmayan spermatozoon (D) 

3.2.1.5. Anormal Spermatozoon Oranı 

Morfolojik bozuklukların incelenebilmesi için sıvı fikzasyon yöntemi kullanıldı. Bu 

amaçla fikzatif özellik gösteren Hancock solüsyonu (Hancock, 1952) kullanıldı. Anormal 

spermatozoonlar fikze edildikten sonra faz kontrast mikroskopta belirlendi. Ependorf 

tüplerinin içine 990 µl Hancock solüsyonu ve 10 µl sperma eklenerek hücrelerin çökmesi için 

5 dakika beklendi. Sonrasında hazırlanan her bir örnekten 3 µl alınarak lama damlatıldı. Lam 

üzerine lamel kapatılıp mikroskopta spermatozoonlar hareketsiz olana kadar beklendi.  Her 

bir grup için dört farklı zaman aralığında (0,3,6 ve 24 saat) X 40‘ lık objektifte 200 adet 

spermatozoon sayıldı. Anormal spermatozoonlar lokalizasyonuna göre akrozoma, baĢ kısma, 

orta kısma ve kuyruğa ait bozukluklar olarak sınıflandırıldı. Morfolojik bozukluklara sahip 

hücrelerin sayısı toplam hücre sayısına oranlanarak anormal spermatozoon oranı 

değerlendirildi.  

3.3. Ġstatistiksel Değerlendirme 

Tüm veriler bu çalıĢmada SPSS 20.0 istatistik paket programı (SPSS Inc., Chicago, IL, 

ABD) kullanılarak analiz edilmiĢtir. Ġstatistiksel analizlerde farklı grupların karĢılaĢtırılması 

veriler normal dağıldığından tek yönlü varyans analizi ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Daha sonra ise 

post-hoc Tukey testi uygulanmıĢtır. Her grup için parametrelerin ortalama ve standart hataları 

hesaplandı ve tüm değerler çalıĢma boyunca bu biçimde (mean± SEM) sunulmuĢtur. 
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4. BULGULAR 

Deney süresince 0, 3, 6 ve 24. saatlerde spermatolojik kalite parametrelerine iliĢkin   

sonuçlar kaydedilerek aĢağıdaki tablo ve grafiklerde özetlenmiĢtir. 

4.1. Motilite Oranı 

4.1.1. Total Motilite Oranı 

Zaman dilimlerine göre farklı CPLL dozlarının ve kontrol grubunun total motilite 

değerleri Tablo 2 ve ġekil 2 de sunulmuĢtur. Kısa süreli saklama süresi boyunca %0,5 CPLL 

dozunun total motilite değerlerini kontrol grubuna göre nümerik anlamda arttırdığı ancak bu 

artıĢın istatistiki olarak önemli olmadığı belirlenmiĢtir (P>0,05). Deney gruplarında saklama 

periyodu boyunca %0,5 CPLL grubunun total motilite değeri %1 CPLL içeren grubun total 

motilite değerine göre yüksek bulunmuĢtur. 

%1 CPLL ilavesinin kontrol grubuna göre total motilite değerlerini 3. ve 6.saatte 

arttırdığı tespit edilmiĢtir. Ancak, istatistiksel olarak bu artıĢın önemli olmadığı belirlenmiĢtir. 

(P>0,05) 

Tüm gruplarda sperm hücrelerinin motilitesinin zamanla azaldığı gözlenmiĢtir. 

CPLL'nin spermatozoon motilitesi üzerinde koruyucu bir etkisi olduğu görülse de, 24 saat 

saklama süresince kontrol ve CPLL grupları (%0,5 ve %1) arasında total motilite açısından 

anlamlı bir fark görülmemiĢtir. (P>0,05) Ancak, sulandırıcı içerisine %0,5 lik veya %1 lik 

CPLL ilavesinin deney süresince total motilite değerlerinde nümerik bir yükselmeye neden 

olduğu tespit edilmiĢtir. 

Tablo 2. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin çalıĢma süresince total motilite oranı (%) 

üzerine 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 

CPLL 1 64,9 ±3,92 52,2 ±4,75 53,7 ±6.76 41,4 ±4,44 
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ġekil 2. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin çalıĢma süresince total motilite oranı üzerine 

etkisi 

4.1.2. Progressif Motilite Oranı  

Zaman dilimlerine göre farklı CPLL dozlarının ve kontrol grubunun progresif motilite 

değerleri Tablo 3‘de ve ġekil 3 de sunulmuĢtur. Tabloda saklama periyodu süresince %0,5 

CPLL içeren deney grubu kontrol grubuna göre progresif motiliteyi artırmıĢ olup, %1 CPLL 

içeren grubun ise 3,6 ve 24.saatlerde kontrol grubuna göre yüksek değer verdiği 

belirlenmiĢtir. Ancak tüm bu farklar istatistiksel açıdan önemsizdir (P>0,05). Tüm gruplarda 

sperm hücrelerinin progresif motilitesinin zamanla azaldığı gözlenmiĢtir. 

Tablo 3. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin çalıĢma süresince progresif motilite oranı (%) 

üzerine etkisi (mean± SEM) 

 0.SAAT 3.SAAT 6.SAAT 24.SAAT 

KONTROL 20,8±2.65 14,2±2,74 9,6±1,30 6,4±0,92 

CPLL 0.5 23,3±3,27 18,2±2,11 12,4±1.65 11,3±1,43 

CPLL 1 18,6±2,95 14,8±2,86 14,2±3,78 7,6±1,67 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0. SAAT 3. SAAT 6. SAAT 24. SAAT

TOTAL MOTİLİTE ORANI(%)  

KONTROL 0,5 CPLL 1 CPLL



35 

 

ġekil 3. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin çalıĢma süresince progresif motilite oranı 

üzerine etkisi 

4.2. Ölü Spermatozoon Oranı 

 Saklama süresince kontrol ve CPLL dozlarının ölü spermatozoon oranları üzerine etkisi 

Tablo 5 ve ġekil 5 de sunulmuĢtur. Tablo 5 incelendiğinde %0,5 CPLL içeren grubun kontrol 

grubuna göre ölü spermatozoon oranını 3, 6 ve 24.saatlerde azalttığı görülmüĢtür. %1 CPLL 

içeren grubun 3 ve 6.saatlerde kontrol grubuna göre ölü spermatozoon oranı düĢük 

bulunmuĢtur. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin bazı zaman dilimlerinde ölü spermatozoon 

oranını azalttığı görülse de bu fark istatistiksel açıdan önemsizdir (P>0,05). 

 

Tablo 4. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin çalıĢma süresince ölü  spermatozoon oranları 

(%) üzerine 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 

CPLL 1 29.0±2,39 25,2±3,38 25,3±3,50 28,8±3,19 
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ġekil 4. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin çalıĢma süresince ölü spermatozoon 

oranları üzerine etkisi 

4.3. Prematür Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatazoon Oranı  

Zaman dilimlerine göre kontrol ve CPLL eklenen gruplarda prematür akrozom 

reaksiyonuna giren spermatozoon oranlarına ait ortalama değerler Tablo 6 ve ġekil 6 da 

sunulmuĢtur. Tablo 6 incelendiğinde ilk 6 saatlik saklama periyodu boyunca CPLL grubunun 

kontrol grubuna göre reakte akrozom oranını artırdığı görülmüĢtür. %1 CPLL içeren grup ise 

24.saatte diğer gruplara kıyasla reakte akrozom oranını azaltmıĢtır. Hem kontrol hem de 

deney gruplarında akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon oranı zamanla artsa da bu 

farklar istatistiksel açıdan önemsizdir (P>0,05) 

Tablo 5. ÇalıĢma süresince sulandırıcı içerisine CPLL ilavesinin prematür akrozom 

reaksiyonuna giren spermatozoon oranlarına (%) 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 

 

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

0.SAAT 3.SAAT 6.SAAT 24.SAAT

ÖLÜ  SPERMATOZOON ORANI (%)  

KONTROL 0.5 CPLL 1 CPLL



37 

 

ġekil 5. ÇalıĢma süresince sulandırıcı içerisine Cpll ilavesinin prematür akrozom 

reaksiyonuna giren spermatozoon oranına etkisi 

4.4. Membran Bütünlüğü Oranı 

Zaman dilimlerine göre kontrol ve deney grubunun membran bütünlüğü değerleri Tablo 

4‘de ve ġekil 4 de sunulmuĢtur. Kontrol grubunun membran bütünlüğü %0,5 ve %1 CPLL 

gruplarına kıyasla yüksek sonuç verdiği belirlenmiĢtir. (P>0,05). Spermatozoon membran 

bütünlüğünün kontrol ve deney grubunda zamanla azaldığı görülmektedir. 

Verilere göre, %1 CPLL içeren grupta zamana bağlı membran bütünlüğü kaybı daha az 

olmasına rağmen, bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır (P> 0,05).  

Tablo 6. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin saklama periyodu boyunca membran bütünlüğü 

oranları (%) üzerine 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 

CPLL 1 33,0±4,74 26,6±2,95 22,3±3,24 22.0±3,34 
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ġekil 6. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin saklama periyodu boyunca membran 

bütünlüğü oranı üzerine etkisi 

4.5. Anormal Spermatozoon Oranı 

Ġnkübasyon dönemi boyunca kontrol ve CPLL ilave edilen gruplarda anormal 

spermatozoon oranları Tablo 7 ve ġekil 7 de sunulmuĢtur. Tabloya bakıldığında saklama 

periyodu boyunca %0,5 CPLL içeren grubun kontrol grubuna kıyasla anormal spermatozoon 

oranı daha düĢük bulunmuĢtur. Sperma sulandırıcısına %0,5 CPLL ilavesinin 24 saatlik 

saklama süresi boyunca anormal spermatozoon oranını nümerik olarak azalttığı görülmüĢtür. 

%1 CPLL ilavesi   3. ve 6.saatlerde anormal spermatozoon oranını azaltmıĢtır. Sperma 

sulandırıcısına CPLL ilavesinin anormal spermatozoon oranını azalttığı görülse de bu fark 

istatistiksel açıdan önemsizdir (P>0,05). 

Tablo 7. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin çalıĢma süresince anormal (%) spermatozoon 

oranı üzerine 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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ġekil 7. Sulandırıcıya ilave edilen CPLL nin çalıĢma süresince anormal  

spermatozoon oranı üzerine etkisi 
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5. TARTIġMA 

AFP benzeri proteinlerin membran koruyucu özelliklere sahip olduğu bildirilmektedir 

(Breton ve diğerleri, 2000; Rubinsky ve diğerleri, 1990). Hücre koruma mekanizmasının, 

poliamfolitlerin hücre membranına adsorbe olması yoluyla gerçekleĢtiği ve böylece donma 

hasarının azaltıldığı düĢünülmektedir. Yukarıda açıklanan koruyucu aktiviteleri sergileyen 

COOH-PLL konsantrasyonlarının aynı zamanda AFP benzeri özelliklere sahip olduğu ortaya 

konmuĢtur. AFP'ler, buz kristallerinin yüzeyine bağlanarak suyun donma noktasını düĢürerek 

ve buzun yeniden kristalleĢmesini inhibe ederek donmayı engeller (Worrall ve diğerleri, 1998; 

Griffith ve Yaish, 2004). Büyük buz kristalleri, dondurulmuĢ hücrelerde ciddi dehidratasyona 

ve fiziksel hasara yol açar. Buzun yeniden kristalleĢmesinin inhibisyonu, AFP'lerin donmaya 

dayanıklı organizmalardaki fizyolojik iĢlevini temsil edebilir. AFP'lerin, hücre membranının 

bütünlüğünü koruyarak hücreleri ve dokuları hipotermiden ve donma hasarından koruduğu 

bildirilmiĢtir (Breton ve diğerleri, 2000; Rubinsky ve diğerleri, 1990). Bu olay, hücre 

membranına bağlanma afiniteleri nedeniyle gerçekleĢir (Prathalingam ve diğerleri, 2006). 

Uygun bir amino ve karboksil grubu oranına sahip CPLL'nin, AFP'ler gibi hücre membranına 

adsorbe olarak membranı hasardan koruyabileceği öngörülmüĢtür. Ayrıca, poli-lizin 

çözeltisindeki polikatyonik moleküller ve CPLL‘nin glikoprotein yapıları, hücrelerin 

hidrofilik yüzeyine kolayca adsorbe olabilir. Bu durum, hücre içinde negatif bir basınç 

oluĢturarak hücre içi suyun dıĢarı atılmasına ve böylece buz kristali oluĢumunun azaltılmasına 

neden olur; bu da hücre membranını hasardan korur (Grotter ve diğerleri, 2019; Baskaran ve 

diğerleri, 2021). CPLL karmaĢık bir moleküldür, altıgen veya çift piramit Ģeklindedir; büyük 

buz kristallerinin morfolojisini değiĢtirebilir ve küçük buz kristallerini ortadan kaldırabilir. 

KarboksilatlanmıĢ polilizin (CPLL), ε-polilizin ve süksinik anhidritin sulu bir çözeltisiyle 

sentezlenen ve amino gruplarının %65'inin karboksil gruplarına dönüĢmesiyle meydana gelen 

amfolitik bir polimer bileĢiktir (Matsumura ve Hyon, 2009). CPLL'nin, birçok hücre ve doku 

türü için en etkili kriyoprezervasyon ajanı olarak kullanılan dimetil sülfoksit (DMSO) ile 

karĢılaĢtırıldığında daha yüksek kriyoprezervasyon etkinliği ve daha düĢük sitotoksisite 

gösterdiği bildirilmiĢtir (Matsumura ve Hyon, 2009; Fujikawa ve diğerleri, 2017). CPLL, 

güçlü moleküllararası etkileĢimlerle suyu ve tuzu hücrenin matris boĢluklarında hapseder ve 

dondurma sırasında hücre içi buz oluĢumunu ve osmotik Ģoku engeller (Matsumura ve 

diğerleri, 2021). CPLL‘nin çoğunlukla spermanın kriyoprezervasyonunda sperma 
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sulandırıcısına eklendiği çeĢitli çalıĢmalar mevcuttur. Sunulan çalıĢmada koç spermasına 

eklenen CPLL nin kısa süreli saklamaya etkisi araĢtırılmıĢ, ancak literatürde CPLL ile ilgili 

sadece ĢiĢe burunlu yunus spermasının kısa süreli saklanmasına iliĢkin çalıĢma bildirilmiĢtir 

(Shimizu ve diğerleri, 2022).  

Spermatozoon motilitesi, fertilizasyon kapasitesinin en önemli göstergelerindendir. 

ÇalıĢmamızda CASA sistemi ile yapılan analizlerde, CPLL ilavesiyle toplam ve progresif 

motilitede nümerik artıĢlar saptanmıĢtır (P>0,05). %0,5 lik CPLL ilavesi total ve progresif 

motilite değerlerinde diğer gruplara göre artıĢ sağlamıĢtır. %1 CPLL içeren grup ise total 

motiliteyi 3. ve 6. saatlerde; progresif motiliteyi 3.,6. ve 24. saatlerde kontrol grubuna kıyasla 

artırmıĢtır (P>0,05). Sunulan çalıĢmada kontrol grubunun membran bütünlüğü oranı ilk 6 saat 

boyunca diğer gruplara oranlara yüksek çıkmıĢtır (P>0,05). 24 saatlik saklama süresi sonunda 

%0,5 CPLL içeren grubun membran bütünlüğü diğer gruplara göre yüksek çıksa da bu fark 

istatistiksel anlamda önemsizdir. 6 saatlik saklama süresi boyunca CPLL grubu reakte 

akrozom oranını kontrol grubuna göre artırmıĢtır (P>0,05). 24.saatin sonunda %1 CPLL 

içeren grubun reakte akrozom oranı diğer gruplara kıyasla daha düĢük çıkmıĢtır. (P>0,05). 

Sperma sulandırıcısına %0,5 CPLL ilavesinin 24 saatlik saklama süresi boyunca anormal 

spermatozoon oranını nümerik olarak azalttığı görülmüĢtür. %1 CPLL ilavesi 3. ve 6.saatlerde 

anormal spermatozoon oranını azaltmıĢtır. Sperma sulandırıcısına CPLL ilavesinin anormal 

spermatozoon oranını azalttığı görülse de bu fark istatistiksel açıdan önemsizdir (P >0,05). 

Ancak spermatozoonların soğutulması sırasında morfolojik anlamda daha az zorlanma ve 

stres yaĢadıklarına iĢaret edebilir. 

Sunulan çalıĢmada koç spermasına katılan CPLL nin kısa süreli saklamaya anlamlı bir 

etkisi olmadığı görülmüĢtür. Sunulan bulgular, bazı literatür verileriyle paralellik 

göstermektedir. Küçük ve diğerlerinin (2021) tavĢan sperması üzerine yaptığı çalıĢmada, 

Karboksilatlı poli-L-lizin (CPLL) ve geleneksel bir kriyoprotektan olan dimetil sülfoksit 

(Me₂SO) kullanılarak kriyoprezervasyon gerçekleĢtirilmiĢ; sulandırıcıya %0,5 veya %1 

oranında CPLL ilavesinin, çözdürme sonrası canlı spermatozoon ve akrozomu bütün 

spermatozoon oranlarını anlamlı Ģekilde artırdığını (P < 0,01), ancak motilite ve membran 

bütünlüğü üzerinde anlamlı bir etkisinin olmadığını ortaya koymuĢtur (P>0.05). CPLL'nin 

temel etkin mekanizması hücre dıĢı ortamda gerçekleĢmekte olup, özellikle buz kristallerinin 

Ģekillenmesini ve yeniden kristalleĢmesini engelleyerek hücre içi yapılara yönelik bir koruma 

sağlamaktadır. Dolayısıyla, membran yapısı ve membran geçirgenliği gibi faktörler üzerinde 

doğrudan bir etkisi sınırlı olabilir. Buna ek olarak, bu çalıĢmada kullanılan %8 oranındaki 
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Me₂SO, sperm hücreleri için toksik etkilere yol açabilecek düzeyde yüksek bir 

konsantrasyondur. Yüksek Me₂SO seviyeleri, membran bütünlüğü ve mitokondriyal 

fonksiyonlar üzerinde olumsuz etkilere neden olabilir ve bu da motilitenin düĢmesine yol 

açabilir. Bu toksik etkinin, CPLL‘nin membran koruyucu etkisini baskılamıĢ olabileceği 

düĢünülmektedir.  

Benzer Ģekilde, Fujikawa ve diğerleri, (2018), boğa sperması üzerinde yürüttükleri 

çalıĢmada, kontrol grubunda %6,5 (v/v) gliserol, deney grubunda ise %3,25 (v/v) gliserol + % 

0,5 (w/v) CPLL içeren sulandırıcı kullanmıĢ ve çözdürme sonrası spermatozoon motilitesi 

açısından gruplar arasında anlamlı bir fark bildirilmemiĢtir. Ayrıca, spermatozoon motilitesi 

yalnızca hücre bütünlüğüne değil, aynı zamanda mitokondriyal fonksiyonlara, ATP üretimine 

ve aksonemal yapının korunmasına da bağlıdır. (Amaral ve diğerleri, 2013; Kumar ve Singh, 

2021; Yeste, 2016). CPLL'nin bu yapı ve süreçler üzerinde doğrudan bir etkisi bulunmadığı 

için, motilite üzerine belirgin bir iyileĢtirici etki göstermemesi beklenebilir.  

Bu bulguların aksine literatürde CPLL‘ nin olumlu etkiler verdiği çalıĢmalar da 

mevcuttur. ġiĢe burunlu yunus sperması farklı konsantrasyonlardaki CPLL dozları ile 14 gün 

boyunca saklanmıĢ olup; motilitenin en yüksek olduğu grup %1 lik CPLL olmuĢtur (Shimizu 

ve diğerleri, 2022). ġiĢe burunlu yunus (Tursiops truncatus) spermatozoonlarının membran 

yapısı, deniz memelilerine özgü fizyolojik adaptasyonlar nedeniyle karada yaĢayan canlılara 

kıyasla belirgin yapısal ve biyokimyasal farklılıklar göstermektedir. Özellikle spermatozoon 

membranı, yüksek düzeyde çoklu doymamıĢ yağ asidi (PUFA) içeriği ile dikkat çekmektedir. 

Bu yağ asitleri —özellikle dokosahekzaenoik asit (DHA) ve araĢidonik asit (AA) membran 

akıĢkanlığını artırmakla birlikte, lipid peroksidasyonuna karĢı daha duyarlı hale getirmektedir 

(Montano ve diğerleri, 2012) 

Bu farklılığın sebeplerinden biri de sperma sulandırıcısına CPLL ye ilaveten %20 

yumurta sarısının kullanılmasından ileri gelebilir. Yumurta sarısının koruyucu etkisi büyük 

oranda yumurta sarısının içerdiği düĢük yoğunluklu lipoproteinlere (LDL) atfedilir. LDL'ler, 

spermatozoon membranına bağlanarak soğutma ve dondurma sırasında meydana gelen 

fosfolipid kaybını azaltır ve böylece membran bütünlüğünün korunmasına yardımcı olur 

(White,1993). Ayrıca, yumurta sarısındaki antioksidan bileĢenler, lipid peroksidasyonunu 

sınırlayarak spermatozoon canlılığını artırabilir (Moussa ve diğerleri, 2002).  

Akhter ve arkadaĢlarının 2021 yılında Nili-Ravi manda sperması üzerine yaptıkları  

çalıĢmada CPLL ile gliserol arasında oluĢan sinerjinin (%4 CPLL + %3 gliserol 
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kombinasyonu) Nili-Ravi manda spermasının dondurulabilirliğini artırdığı ve oksidatif stresi 

azaltarak bu etkiyi gösterdiği sonucuna varılmıĢtır. Buna karĢılık CPLL oranının 

artırılmasıyla spermatozoon membran bütünlüğü, canlılık oranlarında iyileĢme sağlandığı 

gösterilmiĢtir. Özellikle %4 gliserolün %4 CPLL ile kısmi olarak değiĢtirilmesi durumunda 

bu parametrelerde olumlu etkiler bildirilmiĢtir. Ancak, gliserol oranının %1‘in altına düĢtüğü 

ve CPLL oranının %6–7‘ye çıkarıldığı kombinasyonlarda benzer düzeyde iyileĢtirici etkiler 

gözlenmemiĢtir. Bu durum, CPLL'nin geçirgen olmayan bir kriyoprotektan olması nedeniyle 

hücre içi dehidratasyonu tek baĢına sağlayamamasına bağlanabilir. Oysa geçirgen özellikte 

olan gliserol, hücre içindeki suyun kontrollü Ģekilde dıĢarı çıkmasını sağlayarak buz kristali 

oluĢumunu azaltmakta ve donma hasarına karĢı koruma sağlamaktadır. Dolayısıyla CPLL‘ 

nin gliserolün yerini tamamen alması yerine, kısmen ikame edilmesi daha uygun bir strateji 

olabilir. Bu bağlamda, boğa sperması üzerine yapılan çalıĢmalarda da gliserolün CPLL ile 

kısmen değiĢtirilmesinin spermatoozoon membran bütünlüğünü koruduğu bildirilmektedir 

(Fujikawa ve diğerleri, 2018). Benzer Ģekilde, Nili-Ravi mandalarında yapılan çalıĢmada, 

%0,75 CPLL ve %5 gliserol içeren kombinasyonun toplam ve progresif motilite, membran 

bütünlüğü, akrozom bütünlüğü diğer gruplara göre anlamlı derecede daha yüksek (P <0,05) 

bulunmuĢtur (Tariq ve diğerleri, 2020). Bu bulgular, CPLL‘nin gliserol ile birlikte 

kullanıldığında sinerjistik bir etki oluĢturabileceğini ve spermayı dondurma hasarından 

koruyabileceğini düĢündürmektedir. 

Bibi ve arkadaĢları (2023), Labeo rohita türü balık spermasının dondurulmasında 

sulandırıcıya %1,5 oranında CPLL ilavesinin çözdürme sonrası spermatozoon motilitesini 

anlamlı düzeyde artırdığını bildirmiĢtir (P<0,05). Zhang ve arkadaĢları (2022) tarafından 

domuz sperması üzerinde yürütülen çalıĢmada, %0,25 CPLL ilavesinin kriyoprezervasyon 

sonrası total ve progresif motiliteyi istatistiksel olarak anlamlı biçimde artırdığı gösterilmiĢtir. 

Takeuchi ve diğerleri (2021) CPLL, gliserol ve rafinoz içeren kriyoprezervasyon çözeltisinin 

insan spermasında canlılık ve motilite açısından benzer sonuçlar verdiğini raporlamıĢtır. 

Zhang ve arkadaĢlarının (2023) keçi sperması kriyoprezervasyonu üzerine yaptıkları 

çalıĢmada sperma sulandırıcısına %1 CPLL ilavesinin total motilite, membran bütünlüğü ve 

akrozom bütünlüğü oranının diğer gruplara göre yüksek sonuç verdiğini bildirmiĢlerdir. 

 Sunulan çalıĢmada koç spermasına farklı oranlarda (%0,5 ve %1) CPLL ilavesi, kısa 

süreli sıvı saklama süresince spermatolojik parametreler üzerine anlamlı bir etki 

göstermemiĢtir (P> 0.05) 
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Yukarıda özetlenen literatür bulgularla sunulan çalıĢma arasında gözlenen sonuçlara ait 

farklılığın saklama metodundan ve sıcaklık derecelerinden ileri geldiği düĢünülebilir. Sentetik 

bir antifreze protein analoğu olan CPLL‘nin etkileri dondurma-çözdürme iĢlemlerinde daha 

belirgin hale gelirken, kısa süreli sıvı saklama koĢullarında bu etkinin sınırlı kalması da 

olasıdır. Yine soğutulma veya dondurma hızı da AFP lerin etkilerini ön plana 

çıkartabilmektedir.  

Spermatozoon membran yapısının türe özgü farklılıklar göstermesi, CPLL' nin 

etkinliğini doğrudan etkilemektedir. Örneğin, keçi ve manda spermatozoonları yüksek 

kolesterol içeriği ile daha stabil membran yapısına sahipken, koç spermatozoonları yüksek 

doymamıĢ yağ asidi içeriği nedeniyle soğuk Ģokuna daha duyarlıdır (Watson, 2000; Salmani 

ve diğerleri, 2014; Andrabi, 2007). Bu nedenle, CPLL' nin hücre dıĢı etki mekanizması 

düĢünüldüğünde, membranın lipid-protein bileĢimi ve geçirgenliği koruyuculuk üzerinde 

belirleyici olabilir (Fujikawa ve diğerleri, 2018). Keçi ve manda spermatozoonları, 

membranlarında daha yüksek kolesterol içeriğine sahip olup, bu durum membran stabilitesini 

artırmakta ve CPLL gibi ekstraselüler kriyoprotektanların membran etkileĢimini 

kolaylaĢtırmaktadır (Andrabi, 2007; Salmani ve diğerleri, 2014). Özellikle balık 

spermatozoonlarının, memeli spermatozoon membranına kıyasla daha yüksek oranda 

doymamıĢ yağ asidi içermesi, CPLL gibi membran koruyucu ajanlardan daha fazla fayda 

sağlamalarına neden olabilir. CPLL' nin  koruyucu etkisi, doğrudan spermatozoonun içine 

girerek değil, hücre dıĢı ortamda etkileĢim göstererek gerçekleĢir. CPLL' nin tek baĢına 

kullanıldığında sınırlı etki gösterdiği, ancak dimetilsülfoksit, gliserol gibi diğer bileĢenlerle 

sinerjik etki oluĢturarak koruyuculuğunu artırdığı bildirilmiĢtir. (Matsumura ve diğerleri, 

2013; Tariq ve diğerleri, 2020). Nitekim, domuz sperması için 3% gliserol varlığında en 

uygun CPLL konsantrasyonu %0.25 iken, boğa spermasında %3.25 gliserol varlığında %0,5 

CPLL en uygunudur (Fujikawa ve diğerleri, 2018). Ayrıca manda spermasında %5 gliserol ile 

%0,75 CPLL (Tariq ve diğerleri, 2020) insan spermasında %7 gliserol ile %0,3 CPLL 

(Takeuchi ve diğerleri, 2021) tavĢan spermasında ise %8 DMSO ile %1 CPLL (Küçük ve 

diğerleri, 2021) en uygun olarak rapor edilmiĢtir. Bu sonuçlar, spermanın kriyoprezervasyonu 

için ideal CPLL konsantrasyonunun türe bağlı olarak değiĢtiğini göstermektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bu çalıĢmada, koç spermasına katılan CPLL‘ nin kısa süreli saklama üzerindeki 

etkileri incelenmiĢtir. Elde edilen bulgulara göre, karboksillenmiĢ poli L-lizinin sperma 

saklama süresinin kısa vadeli etkilerinde herhangi bir iyileĢme sağlamadığı gözlenmiĢtir (P> 

0.05). Bu sonuç, karboksillenmiĢ poli L-lizinin kısa süreli sperma saklama koĢullarında 

sperma motilitesi veya diğer önemli parametreler üzerinde anlamlı bir fark yaratmadığını 

göstermektedir. CPLL nin sentetik bir antifriz protein analoğu olmasından ötürü 

kriyoprezervasyon gibi hücre stresinin ve ozmotik basınç değiĢiminin daha yüksek olduğu 

saklama koĢullarında olumlu etkileri olacağı düĢünülmektedir. Kısa süreli saklamada ise farklı 

konsantrasyonların kullanılması spermatolojik kalite parametrelerinde iyileĢme sağlayabilir. 

CPLL‘ nin baĢka koruyucu maddelerle kombine bir Ģekilde kullanılması da sperma kalitesini 

iyileĢtirilebilir. 
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