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OZET

KOC SPERMASININ DONDURULMASINDA SERISIiN VE GLISEROL
KOMBINASYONUNUN COZUM SONRASI SPERMATOLOJIK OZELLIiKLER
UZERINE ETKIiSi

Ayana B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Reprodiiksiyon

ve Suni Tohumlama Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2026.

Amag¢: Bu calismada, ko¢ spermasinin konvansiyonel dondurulmasinda sperma
sulandiricilarina serisin ve farkli seviyelerde gliserol ilavesinin spermatolojik parametreler

uzerine etkileri belirlendi.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada 1. Grup: TCG (Tris Sitrik asit Glikoz), %15 yumurta sarisi
(Kontrol), 2. Grup: TCG, %15 yumurta saris1, %5 gliserol (%5G), 3. Grup: TCG, %15 yumurta
sarist, %0.1 serisin (%0.1 S), 4. Grup: TCG, %15 yumurta sarisi, %0.1 serisin+%5 gliserol
(%5G+S), 5. Grup: TCG, %15 yumurta sarisi, %0.1 serisin+%3 gliserol (%3G+S) olarak
belirlendi. Koglardan alinan sperma Ornekleri spermatolojik agidan normal olduklari tespit
edildikten sonra 5 esit hacime boliinerek, 1+5 oraninda sulandirilarak donduruldu. Spermanin
¢Ozdiirtilmesinin ardindan bazi spermatolojik parametreler (motilite, normal spermatozoon,
canlilik, prematiir akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon orant ve membran biitiinliigii)
yoniinden analiz edildi. Bu degerler gruplar arasinda tek tek karsilagtirilarak serisin’in koruyucu

etkinligi belirlendi.

Bulgular: Sonug olarak, serisin’in %0.1 dozunun tek basina kog¢ spermasinin dondurulmasinda
tiim spermatolojik parametreler {izerinde kontrol grubuna gore olumlu bir etkisinin olmadigi
tespit edilmistir. Ancak, %3 ve %5 gliserol igeren %0.1 serisin igeren gruplar
karsilastirildiginda total motilite, membran biitiinliigii, canli spermatozoon oraninda istatistiksel
benzer sonuglarin elde edilmesi, ko¢ spermasinin dondurulmasinda %0.1 serisin ilave edilerek

gliseroliin dozlar1 azaltilarak gliseroliin sitotoksik etkisinin azaldigin1 géstermektedir.

Sonug: Elde edilen sonuglar, farkli dozlarda ve daha fazla sayida 6rnek kullanilarak yapilacak

caligmalar ile serisin’in ¢oziim sonu sperma kalitesi iizerine etkilerinin daha ayrintili

Xi



arastirilmasi gerektigi ifade edilebilir. Serisin’in sperma sulandiricisina katilabilecek diisiik

toksisiteye sahip bir antioksidan oldugu kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gliserol, Kog, Serisin, Sperma dondurma.
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ABSTRACT

EFFECT OF SERICIN AND GLYCEROL COMBINATIONS ON POST THAW
SPERMATOLOGICAL CHARACTERISTICS FOR FREEZING RAM SEMEN

Ayana B. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Reproduction

and Artificial Insemination Program, Doctoral Thesis, Aydin, 2026.

Objective: In this study, the effects of the sericin supplementation to the extender along with
two different glycerol rates on post thaw spermatological parameters were evaluated in

conventionally frozen ram semen.

Material and Methods: In the study, the following groups were assigned: Group 1: TCG (Tris
Citric acid Glucose), 15% egg yolk (Control), Group 2: TCG, 15% egg yolk, 5% glycerol (5%
G), Group 3: TCG, 15% egg yolk, 0.1% sericin (0.1% S), Group 4: TCG, 15% egg yolk, 0.1%
sericin+5% glycerol (5% G+S), Group 5: TCG, 15% egg yolk, 0.1% sericin+3% glycerol (3%
G+S). The sperm samples collected from clinically normal rams were divided into 5 equal
aliquotes, diluted 1+5 and were frozen. After thawing the sperm parameters (motility,
morphologically normal sperm rate, viability, proportion of prematur acrosome reacted sperm
cells and those membrane intact sperm cells) were assessed. These values were compared

among the groups to determine the protective effect of sericin.

Results: It was determined that sericin supplementation into the extender does not have a
protective effect on the proportion of live spermatozoa, acrosome and plasma membrane
integrity compared to the control group. However, when comparing the groups containing 0.1%
sericin with 3% or 5% glycerol provided statistically similar results in terms of total motility,
membrane integrity, and live spermatozoon rates, and the cytotoxic effect of glycerol was

reduced by adding 0.1% sericin in freezing ram sperm.

Conclusion: The results indicate that further studies using different serisin doses and more
replicates are needed to investigate the effects of sericin on post-thaw sperm quality. It was

concluded that sericin is a low-toxicity antioxidant that can be added to sperm diluents.

Keywords: Glycerol, Ram, Sericin, Sperm freezing.
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1. GIRIS

Hizla artan diinya niifusu, gida ve gereksinimlerin biiyiimesi bilim insanlarin1 hayvan
yetistiriciliginde verimliligin yikseltilmesi ve siirdiiriilebilirligi iizerinde arastirmaya
yoneltmistir (Béné ve digerleri, 2015). Gerek hayvan yetistiriciliginde gerekse hayvan 1slahi
caligmalarinda dikkate alinmasi gereken en 6nemli verim ozelliklerinden birisi délverimidir.
Amacma uygun ve karli bir yetistiricilik yapilabilmesi i¢in hayvanlardan normal siirlar
icerisinde maksimum sayida yavru elde edilmesi gereklidir. Bu nedenle, yeni gelistirilen teknik
yontemlerin Ogrenilmesi ve bunlarin saha sartlarinda pratik olarak uygulanabilirliginin

saglanmasi 6nemlidir (S6nmez, 2013).

Yapilan aragtirmalar dondurarak saklamanin sperma hiicreleri {izerindeki geri doniisii
olmayan zararlarin1 ortadan kaldirmak veya azaltmak, ayrica ¢6ziilme sonrasi sperm kalitesini
ve dol verimini iyilestirmeyi hedeflemistir. Sulandiricilara katilan seker (Ugan ve digerleri,
2016), antioksidan (Biiytikleblebici ve digerleri, 2014), protein (Raza ve digerleri, 2019) gibi
kriyoprotektif katki maddeleri (Saha ve digerleri, 2022) sayesinde hiicreler ozmotik
degisikliklerden, apoptozdan, oksidatif stresten, DNA hasarindan, buz kristalleri nedeniyle
mekanik zararlardan ve donma ¢oziilme islemi sirasinda soguk sokundan korunabilmektedir
(Ezzati ve digerleri, 2020). Hiicre zarin1 gecebilen kryoprotektanlarin arasinda yer alan ve
yiiksek oranda hidrofilik 6zellikgdsteren gliserol sperma dondurulmasinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Yapisindaki C/OH (karbon atomuna bagli hidroksil grubu) oraninin esit
dagilimi gliseroliin hiicre iizerinde olan koruyucu etkisini artirir. Ancak gliseroliin metabolik
dontisiimii sirasinda olusan metil glikoz ve ozmotik stres bazi tiirlerde (aygir, tavsan, kanatli ve
balik) sitotoksik etkiye neden olur (Alvarenga ve digerleri, 2000; Morrell ve Hodges, 1998).
Sperma dondurmasinda gliseroliin hiicre membrani iizerindeki zararinin en aza indirilmesi ve
engellenmesi i¢in farkli icerikte sulandiricilar denenmistir (Silva ve digerleri, 2012;Y1ld1z ve

digerleri, 2017).

Serisin’in ¢esitli memeli hayvan tiirlerinde, degisik doku ve hiicrelerinde basarili
dondurma arastirmalar1 yapilmistir. Ancak; ko¢ spermasinin dondurulabilirligi {izerine
etkilerini inceleyen herhangi bir ¢alismanin olmamasi yaninda serisin’in olumlu etkilerinin

mekanizmasi ve sinirlari heniiz tam anlamiyla ¢6ziilmiis degildir. Bu bilgiler dogrultusunda kog



spermasinin dondurulmasinda sulandiricilara serisin ilavesi ile birlikte sulandirici igindeki
gliserol, miktarlarinin incelenmesi ve miimkiin mertebe en aza indirerek ekilibrasyon ve
¢Ozdlirme sonrast spermatozoon motilitesi ve plazma membranlarindaki hasarin ve olusacak
ozmotik sokun minimize edilerek ¢oziim sonu sperma kalitesinin arttirilmasi amaciyla bu

calisma planlanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Koyunlarda Suni Tohumlamanin Onemi

Koyun yetistiriciligi et, siit, ylin, deri iiretimi acisindan diger {iilkelerde oldugu gibi
iilkemiz ekonomisinde de 6nemli yer tutmaktadir. Dilimizdeki “Bugdayla Koyun Gerisi Oyun”
atasozii, Tirkiye’nin uzun yillardir koyun yetistiriciliginin ekonomik giivence ve geleneksel bir
oneme sahip oldugunu anlatir. Koyunlarda suni tohumlama f{izerine yapilan ilk ¢aligmalar
yirminci yiizyilin baginda Rusya’da Ivanov tarafindan yapilmistir ve ¢iftlik hayvanlarinda suni
tohumlamanin gelistirilmesi ve uygulanmasina yol agmistir (Salamon ve Maxwell, 2000).
Tiirkiye’de ise 1926 yilinda, Tiirk hekimleri tarafindan Macaristan ve Almanya’dan getirilen
Merinos koclarindan elde edilen sperma ile suni tohumlama yapilarak melezleme ¢alismalari
baslatilmistir (fleri ve digerleri, 2000). Gelismis iilkeler basta olmak iizere tiim diinya
iilkelerindeki koyun yetistiriciliginde oOnemli gelismeler ve hayvan sayilarinda artiglar
goriilmektedir. Gida ve Tarm Orgiitii (FAO) verilerine gére Diinyada 1961 yilinda 994 milyon
bas koyun, 2023 yilinda ortalama %33’liik bir artigla 1,32 milyar bas koyun varligina ulagsmistir.
Bu durum Tiirkiye’de 2023 yilinda 2010 yilia oranla %82 artis gdstermistir (Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) 2023).

Koyunlarda diger ciftlik hayvanlarina kiyaslandiginda serviksin sahip oldugu anatomik
Ozelliklerin vaginal yolla intrauterin tohumlama i¢in engel teskil etmesi ve ko¢ spermasinin
heniiz arzu edilen basariyla dondurulamamasi, donmus spermayla tohumlama sonrasi1 gebelik
oranlarinin diigiikk olmasina, dolayistyla uygulamanin saha kosullarinda kisitli kalmasina neden
olmaktadir (Marco-Jimenez ve digerleri, 2005). Buna ek olarak, spermanin donmasindaki
basariy1 belirleyen ana faktorlerden biri olan spermatozoon membran yapisindaki kolesterol-
fosfolipid oran1 ko¢ spermatozoonunda oldukca diisiiktir (White, 1993). Ayrica, kog
spermatozoon membraniin doymamis yag asidi miktar1 oransal olarak yiiksektir ve donma
sirasinda olusan faz degisiklikleri hiicre i¢i molekiil kayiplarina sebep olur. Sonug olarak da
geri donlisii olmayan membran hasarlar1 ve motilite kayiplari ortaya ¢ikar (Drobnis ve digerleri,

1993).



2.2. Spermada Sogutma, Dondurma ve Coziinme Sirasinda Goriilen Hasarlar

Yaygin inanigin aksine canli hiicre ve dokular1 dondurarak saklama sirasinda asil zorluk,
onlar1 ¢ok diisiik sicakliklarda (-196°C) muhafaza edebilmek yerine onlarin soguma ve
¢Oziiniirken iki kez maruz kaldigi ara sicakliklarda (-15°C ile -130°C) kiitle ve enerji
tasinmastyla olusan zararlardan koruyabilmektir (Oztiirk ve digerleri, 2019). Sperma dondurma
1slemi spermatozoon farkli bolgelerinde ani zararlara; motilite, canlilik, akrozom biitiinliigii,
dollenme kapasitesinin azalmasma neden olur (Alvarenga ve digerleri, 2005; Bailey ve

digerleri, 2000; Holt ve digerleri, 2000).

Spermanin dondurularak saklanmasinin plazma membran akiskanliginda, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) artmasina, akrozom biitiinliiglinlin azalmasina, mitokondriyal membran
potansiyelinin bozulmasia ve boga (Khalil ve digerleri, 2017), manda (Rasul ve digerleri,
2001), teke (Ahmad ve digerleri, 2014) ve kogta (Nur ve digerleri, 2010) daha diisiik sperm
motilitesine neden oldugu bildirilmistir. Ruminantlarda spermatozoon plazma membrani
yiiksek diizeyde doymamis yag asitleri igermesi, Ozellikle kolesteroliin diisiik olmasi,
spermanin donma-¢oziilme siirecine kars1 direncini azaltir (Darin-Bennett ve digerleri, 1977).
Dondurma sirasinda, yag asitleri membran boyunca yeniden dagilima ugrar ve bazilar1 yapisal
farkliliklar nedeniyle sivi halden jel haline digerlerinden daha erken gecer ve bu da lipit faz
ayrimina neden olur (Grétter ve digerleri, 2019). Bundan dolay1 uygun membran aktivitesine
gerekli olan lipit-protein etkilesimi bozulur bazi ylizey proteinleri ve membran proteinleri
kaybolur veya yer degistirir ve bunun sonucunda islevler bozulur. Kog¢ spermasinin
dondurulmasindan sonra kapasitasyon ve fertilizasyonda rol oynayan T-Kompleksi Proteini 1
(TCP1), Kazein Kinaz 1 Gama 2 (CSNKI1G2), Karbonik Anhidraz benzeri X3 Izoform
inhibitérii  (ICA), Disintegrin ve metalloproteinaz alan1 igeren protein 20-benzeri
(LOC101123216), TOM1-benzeri protein 1 izoform X2 (TOM1L1) gibi proteinlerinin azaldig1
belirlenmistir (Pini ve digerleri, 2018). Ayrica ko¢ spermatozoon yiizeyinde reaktif oksijen
tiirlerinden (ROS) koruyan proteinler ve glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR)
ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimlerin yeniden dagilim gostermesi hiicreyi oksidatif
strese daha hassas hale getirir (Marti ve digerleri, 2008). Bununla birlikte lipit peroksidasyonu
sonucu olusan 4-hidroksinonenal (4HNE) ve malondialdehit (MDA) gibi lipit peroksitleri
ozellikle aksonem ve mitokondriyal proteinlerin degisimine yol agarak motiliteyi ve enerji

tiretimini olumsuz etkiler (Aitken ve digerleri, 2015).



2.3. Koglarda Puberte

Puberte, prenatal donemde baslayip dogum sonrasina kadar devam eden primer ve
sekonder cinsiyet organlar ile seksiiel davranislarin tiire 6zgii hal almasidir. Hayvanlarin cinsel
olgunluga erismelerinde 1rk, bakim, beslenme, iklim, stres, 1s1k, belirli viicut agirligina ulasma,
eksojen uyarimlar, epifiz ve bobrek {istli bezinin fonksiyonlar1 gibi faktorler etkili olmaktadir
(Coyan ve digerleri, 2002). Baz1 bilim insanlarina gore puberte, erkek hayvanlarin kizginlik
gosteren disi hayvana ilgi gdstermesi ve ejakiilasyon yapma zamani olarak (Belibasaki ve
Kouimtzis, 2000), bazilarina gore de fertil gamet hiicresi iiretebildigi cinsel olgunluk evresi
olarak tanimlanir (Price ve digerleri, 1991). Louda ve digerleri (1981), verimli irklarda
(Romanov ve Finnish Landrace) sperma iiretiminde testis bliylimesi, viicut agirliginda artis ve
cinsel aktivitelerde, kiigiik ama tutarli farkliliklarin gen¢ koglarin gelecekte iireme
performanslarini etkileyebilecegini belirlemistir (Emsen, 2005; Elmaz ve digerleri, 2008).
Kuzulama mevsiminin baginda (Subat, Mart) dogan hayvanlar 4 aylik yasta puberteye
ulasirken, kuzulama mevsiminin sonlarina dogru (Nisan, Mayis) dogan hayvanlarda 9-12 aya
kadar gecikebilir (Langford ve digerleri, 1987; Lozano ve digerleri, 2024; Sanford ve digerleri,
2000).

2.4. Koclarda Spermatogenezis

Spermatogenezis, haploid hiicrelerin olusumu ile sonu¢lanan germ hiicrelerinin bir dizi
boliinme ve farklilasmasini (spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit, erken
spermatosit ve ge¢ spermatosit) igeren senkronize ve hormonal olarak denetlenen ardisik
olaylar dizisidir. Matematiksel olarak, bir spermatogonyumdan 64 adet spermatozoon olusur.
IIk spermatogonyal boliinmeden, sperma hiicrelerinin seminifer tubullerin liimeni igine
birakilmasina kadar 49 giin geger. Spermatogenezis donglisii, pubertas ile baglar ve erkek
hayvanin biitiin yasami1 boyunca belirli araliklarla yenilenir. Sertoli hiicreleri,
spermatogonyumun spermatozoona doniisiimiinde germ hiicreleri ile yakin iliski i¢indedir ve
onemli gorevleri iistlenir. Kog ve tekelerde, germ hiicreleri kan dolagimdaki diizeyinin 50-100
kat1 fazla testosterona gereksinim duyar. Ayrica testosteron, seminal plazma iiretimi, sperma
hiicrelerinin  epididimisteki gelisimi ve stirekliligi i¢in gereklidir. Vicuttaki toplam

testosteronun %90’1 Leydig hiicrelerince iiretilir. Hipotalamus, lutein hormon uyarici faktor



salgilar ve bu faktor hipofizden LH (Luteinlestirici Hormon) salgilatir. LH da Leydig
hiicrelerinden testosteron liretimini uyarir. Testosteronun hipotalamus ve hipofiz {izerinde
negatif basa tepki (feedback) etkisi ile viicuttaki testosteronun homeostatik diizeyi korunur.
Seminifer tubullerden ayrildiktan sonra olgunlasan spermatozoonlar rete testis, duktus eferent,
kaput ve korpus epididimisten gecerek ejakiilasyona kadar, bir depo gorevi goéren kauda
epididimise gelir. Spermatozoon bu kanallardan gecerken duragandir. Spermatozoonlarin
tasinmasi, Oncelikle kanallar1 ¢evreleyen diiz kas hiicrelerinin peristaltik kontraksiyonlartyla

gerceklesir. Bu taginma, 10-15 giin icinde tamamlanir.

Epididimis basta olmak tizere, diger tasiyici kanallardan gecerken spermatozoonlar ileri
yonde gidebilme, ovumu penetre ve fertilize edebilme yetenegi kazandiklari olgunlagma
(maturasyon) asamasi gegirir. Spermatozoonlarin maturasyonundan sorumlu mekanizma tam
bilinmemesine karsin, genel olarak epididimal salgilarin, 6zellikle de glikoproteinlerin
spermatozoonlarin yiizeyini kapladigina ve boylelikle hiicrelerin fonksiyonel degisiklige
ugradigina inanilmaktadir. Epididimal proteinlerin salgilanmas1 androjene baglidir ve bunlarin
sentezinde veya salgilanmasindaki sorunlar fertiliteyi etkiler. Spermatozoonlar kauda

epididimiste depolanir (Soylu ve digerleri, 2023).

2.5. Koclarda Spermatolojik Parametreler

Koglarda spermatolojik parametreler, ko¢ spermasinin kalitesini ve fertilite potansiyelini
degerlendirmek i¢in kullanilan temel Olctilebilir faktorleri ifade eder. Koglarin sperma iiretimi
1k, yas, beslenme, giin 15181 saatleri, ireme yonetimi, sperma alma siklig1 ve yontemi, sicaklik
ve nem orani gibi ¢evre kosullarindan direk olarak etkilenir ve spermatolojik parametrelerde

farklilik gostermesine neden olur (Zaher ve digerleri, 2020).

Genel olarak saglikli ve ergin bir kogun spermasi ortalama 1 mL hacminde olup, pH
degeri 6,2-6,9 arasindadir ve rengi beyazdan krem rengine degisiklik gosterebilmektedir.
Spermatozoon motilitesi %80-90, mass (kitle) aktivitesi ++++, konsantrasyonu 2-3x10°/mL,

anormal spermatozoon orani %5-15 ve 6lii spermatozoon oran1 %10 civarindadir (Ak, 2005).

Kog¢ spermasi iizerine yapilan bazi ¢alismalarda sperma hacminin Karagiil irkinda
1,2+0,30 mL, Kivircik koglarinda 0,74+0,03-0,9+0,05 mL, Chios ve Friesian irkinda 1,1+0,06-
1,6£0,08 mL, spermatozoon yogunlugu Karagiil koglarinda 4,4+1,20x10°/mL, Chios ve



Friesian wrkinda 3,340,12-4,4+0,12x10°/mL, Pirlak irkinda 2,9+0,30-4,5+0,23x10°/mL olarak
belirlenmistir. Sperma motilitesi degerleri sirasiyla; Chios ve Friesian irkinda %69,2+1,78-
75,0+1,54, Pirlak rkinda %71,0+2,33-89,0+1,00 olarak bildirilmistir. Buna ek olarak, Pirlak
irk1 koglarda Olii spermatozoon orant %7,1+0,47-12,7£0,61 ve membran biitlinliigii
%59,443,43-70,3£1,61, anormal spermatozoon orani ise %3,5+0,43-9,0+0,52 oldugu
belirtilmistir (Elmaz ve digerleri, 2007; Karagiannidis ve digerleri,2000; Kafi ve digerleri,
2004; Yeni, 2010).

Cesitli proteinler, lipitler, organik tuzlar, enzimler, sekerler, inorganik iyonlar,
prostaglandinler ve diger faktorlerden zengin olan ko¢ seminal plazmasi, spermatozoonlarin
yasam siliresinin uzamasi, spermatolojik degerlerinin korunmasi, oksidatif stres ve soguk
sokuna karst direncinin artirilmasinda énemli yere sahiptir (Leahy, 2019; Muifo-Blanco ve

digerleri, 2008; Soleilhavoup ve digerleri, 2014).

2.6. Koc¢larda Sperma Alma Yontemleri

2.6.1. Suni Vajen Yontemi

Suni vajen kullanilarak sperma alinmasi, bilinen yontemler igerisinde yaygin olarak
kullanilan saglik ag¢isindan en uygun, pratik, tabii ¢iftlesmeye en yakin ve giivenilen yontemdir.
Suni vajen, tabii vajenin iyi bir taklidinden ibaret olup i¢i bos, sert plastik maddeden yapilan
bir silindirin (uzunlugu 20-22 cm ve cap1 6-8 cm) i¢ine yerlestirilen ince bir kauguk astar,
sperma toplama kab1 ve suni vajen silindirini birbirine baglayan kauguk huniden olusur. Suni
vajen silindirinin bir ucundan 10 cm kadar uzaklikta, 1 cm ¢apinda 6zel muslugu ile agilip
kapanabilen, igerisine sicak su koymaya yarayan bir valf vardir. Hazirlanan suni vajende;
sicaklik, basing ve kayganlik 6zelliklerinin saglanmasi gereklidir. Suni vajene konulan sicak su
(40-42°C) ile gerekli olan sicaklik saglanabilir. Bunun i¢in vidali delik iist tarafta olacak sekilde
suni vajen 45° meyilli olarak tutulur. Bir huni veya enjektor ile delikten akincaya kadar sicak
su doldurulur. Boylece suni vajenin yaklasik olarak 2/3’i su ile doldurulmus olur. Suni vajen
basinci, 6zel muslugun iist kismindaki delikten iiflenen bir miktar hava ile saglanir. i¢ lastigin
on kismina bakildiginda “Y” seklini almas1 basincin yeterli oldugunun gostergesidir. Muslugu
kapatilip silindir asag1 yukar1 hareket ettirilerek suyun sicakliginin tiim suni vajen boyunca

dagilmasi saglanir. Sperma alinmadan 6nce penisin girecegi 6n kisimdan itibaren i¢ lastigin
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yaklagik 1/3’liikk kismina vazelin gibi uygun kayganlastirici madde siiriiliir. Sperma alma

esnasinda sperma toplama kadehi sicakligi viicut sicakligina yakin olarak muhafaza edilmelidir.

Suni vajen ile sperma alinabilmesi i¢in koclarin normal asim sirasinda bir koyuna
atlamasin1 c¢agristiran canli bir koyuna atlatma yapilmasi gereklidir. Bu amagla Ostrus
doneminde olan bir disi, normal veya kastre edilmis erkek, fantom kullanilabilir (Sonmez,

2013).

2.6.2. Elektroejakiilasyon Yontemi

Elektroejakiilasyon yontemi temel olarak koglardan sperma almak igin gelistirilmis
olmakla birlikte, ejakiilasyonu kisa siiren hayvan tiirlerinde de kullanilabilir (Coyan ve
digerleri, 2002). Bu amagla 10-15 Volt’a kadar ayarlanabilir bipolar rektal elektrotlu elektriksel
stimiilatorler kullanilir. Bu islem sirasinda koclar gaz birikimini 6nlemek amaciyla rumen {istte
kalacak sekilde yan yatirilarak bag ve 6n bacak One, arka bacaklar ise arkaya dogru ¢ekilerek
gerili vaziyette tutulur. Rektumda biriken diskinin elektrik iletimini zorlastirmasindan dolay1
islem Oncesi digkinin bosaltilmasi yararli olur. Glans penisin bir par¢ca gazli bezle tutulup
prepusyum disina c¢ekilmesi sigmoid fleksura’yr diizlestirilerek penisi uzatir. Bir yardimci
elinde sperma toplama kadehini prepusyumun altinda tutarken, digeri rektal probu jel
yardimiyla kayganlastirdiktan sonra rektumun 15-20 cm derinligine kadar pelvis tabanina
dogru yerlestirir. Elektrik akimi uygulamasi sirasinda, 3 ya da 5 Volt diisiik bir akimla her
defasinda tekrar 0’a inmek kosuluyla 7-8 saniye araliklarla ve 1’er Voltluk artislarla bir uyarinin
yapilmasi tavsiye edilmektedir. Bu isleme ereksiyon ve ejakiilasyon olusuncaya kadar devam

edilir. Genellikle ejakiilasyon, 5 ya da 7 uyarim sonucu sekillenir.

Genelde elektroejakiilator ile elde edilen ejakiilatlar, suni vajenle elde edilen ejakiilatlara
gore hacim yoniinden daha fazla, ancak spermatozoon yogunlugu agisindan ise daha diistiktiir.
Bu uygulama, hayvanin canini yakan, aci verici ve dnemli bazi riskler tasiyan bir yontem
oldugundan zorunlu bir durumla karsilasilmadigi siirece kullanilmamalidir (Steyn, 2003;

Sonmez, 2013).



2.7. Spermanin Saklanmasi

Spermanin alinmasindan disi hayvanin genital kanalina aktarilincaya kadar gecen zaman
ve bu siire i¢erisindeki islemler suni tohumlama uygulamalarinin basarisi agisindan oldukca
onemlidir. Spermanin saklanmasi, ancak uygun sulandirici i¢inde sicakliginin diisiiriilmesiyle
spermatozoonlarin hareketlerinin ve metabolizmasinin sinirlandirilmasini saglamak suretiyle

miimkiindiir. Bu amagcla gilinlimiizde sperma kisa ve uzun siireli olarak saklanabilmektedir.

2.7.1. Spermanin Kisa Siireli Saklanmasi

Spermanin kisa siireli saklanmasinin temel yontemi uygun bir sulandirict ile
sulandirdiktan sonra spermanin geri doniisiimlii inaktive edilerek, 0-5°C ile 10-15°C ler
arasinda veya oda sicaklifinda 48-72 saate kadar bekletmektir (Salamon ve Maxwell, 2000).
Bu siire i¢inde hiicreler i¢in enerji kaynagi, soguk sokuna ve oksidatif strese karsi koruyucu
olarak sodyum sitrat-yumurta sarisi, Tris-yumurta sarisi, yagsiz siit sulandiricisinin yani sira
cesitli basit sekerler, antioksidanlar, pH diizenleyici buffer o6zellikli kimyasallar ilave
edilmektedir. Kisa siireli saklamanin diger bir yontemi ise sulandirilmis spermanin 35°C’deki
su dolu bir kap igerisine yerlestirilip 30 dakika igerisinde sicakliginin 20°C’ye diistiriilmesi
esasina dayanir. Ancak bu sekilde saklanan ko¢ spermasinin 6 saat igerisinde kullanilmasi

gerekir (Sonmez, 2013).

Spermanin kisa siireli saklanmasi, spermanin dondurulmasi esnasinda gelisen
kristallesmenin yarattigi ozmotik ve mekanik stresin etkilerini gidermekte, donma islemine
nazaran membran fosfolipitleriyle tepkime veren serbest radikallerin olusum oraninmi belirgin

oranda diisiirerek serbest radikal kaynakli yikim1 hafifletmektedir (Bucak ve digerleri, 2007b).

Baz1 aragtirmacilar kog¢ spermasinin kisa siireli saklanmasinda spermatozoon
parametrelerinde farkliliklar belirlemistir. Rahman (2014), yagsiz siit sulandiricisinin, kog
spermasinin sogutma agsamasinda yumurta sarist bazli sulandirictya gore daha iyi koruma
sagladigini ifade etmektedir. Kulaksiz ve digerleri (2012) tarafindan yapilan arastirmada, kog
spermasinin kisa siireli saklanmasinda en iyi motilite ve en diisiik anormal spermatozoon

oraninin yumurta sarisi i¢eren yagsiz siit sulandiricisinda saglandigin1 gostermistir (Kulaksiz



ve digerleri, 2012; Maksimovi¢ ve digerleri, 2018; Rahman, 2014; Soltanpour ve Moghaddam,
2014).

2.7.2. Spermanin Uzun Siireli (Dondurularak) Saklanmasi

Spermatozoonlar dondurulduktan sonra canli olarak uzun yillar saklanabilir ve
istenildiginde ¢oziilerek tekrar kullanilabilir. Canli hiicrelerin dondurularak saklanmasina
kriyoprezervasyon denir (Kaya ve digerleri, 2021). Damizlik olarak kullanilan, genetik olarak
istiin nitelikli erkek hayvanlarin spermasinin ¢esitli yontemlerle dondurulmasi sayesinde, yillar
boyu yavru alinabilme ve genetik 6zelliklerinin sinirsiz olarak tiim diinyaya yayilma olanagi
bulunmaktadir. Sperma dondurmanin temel prensibi spermatozoonlarin metabolizmasini sivi
azotta -196°C’de dondurarak durdurmak ve ardindan ¢ozerek fonksiyonlarmi geri
kazandirmaya dayanir (Ruane, 2000). Kriyoprezervasyon isleminde ¢ok diisiik sicaklikta (-
196°C) canli bir hiicre veya dokunun, en az hasarla ve fonksiyon kayb1 olmaksizin uzun siireli

saklanmas1 hedeflenir (Wetzels ve digerleri, 1996).

Spermanin kriyoprezervasyonu ilk kez 1776 yilinda Italyan fizyolog Spallanzani
tarafindan (insan, kurbaga, aygir) uygulanmistir ve 1938 yilinda yaymlanmistir (Arthur ve
digerleri, 1996). Bilimsel ve modern anlamda canli hiicre dondurma calismalari, 1949 yilinda
Polge ve arkadaslarinin gliseroliin kriyoprotektan (soguk sokuna karsi koruyucu) 6zelligini
bulmasindan sonra baslamistir (Polge ve digerleri, 1949). Ko¢ spermasinin dondurulmasina
iliskin ilk caligmalar arasinda, Bernstein ve Petropavlovsky (1937) tarafindan yiiriitiilen
arastirma onemli bir yer tutmaktadir. Arastirmacilar, memelilere (kog, at, boga, tavsan, sigan ve
domuz) ve kanatlilara ait (tavuk ve 6rdek) spermatozoonlarin 1 M (%9,2) gliserol kullanilarak
-18°C’de basarili bir sekilde saklanabildigini bildirmistir. Ayrica, %18 gliserol
konsantrasyonunun sperm hiicreleri tizerinde toksik etki olusturdugunu da ortaya koymuslardir.
Smirnov’un 1949 yilinda yaptig1 bir calismada gliserolsiiz ortamda kii¢iik hacimlerde -78°C’de
vitrifikasyon yontemi ile dondurulmus ve 15 dakika boyunca bekletildikten sonra ¢dziilmiis kog
spermast ile 19 koyuna 3 ve 5 kez suni tohumlama yapilmis ve tohumlama yoluyla 11 kuzu elde

edilmistir (Salomon ve Maxwell, 2000).

Soltanpour ve Moghaddam (2014), dondurulmus ve ¢oziilmiis kog spermasinin 3 giine
kadar 4°C'de bekletilmesinin ardindan pH, canlilik ve motilite agisindan degerlendirmistir.

Sonug olarak, saklama siiresi arttik¢a sperma kalitesinin azaldigr ve %7 gliserol ve %20
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yumurta sarist iceren sulandiricinin, %5 gliserol ve %35 yumurta sarisi igeren sulandiriciya
kiyasla sperm motilitesi, pH ve canlilik oranlar1 agisindan daha iyi koruma sagladigi

gosterilmistir.

Genel olarak; spermanin dondurularak saklanmasi sulandirma, ekilibrasyon, sogutma,
siv1 azotta dondurarak depolama asamalarindan olusmaktadir (Oldenhof, 2021; Zhang, 2024).
En az tohumlama ve belirlenen spermatozoon sayisi ile en yiiksek dolverimini elde etmek i¢in
spermanin en uygun sekilde sulandirilmasi gerekir. 1:1-1:23 (sperma:sulandirict) oranlari
arasindaki sulandirma oranlarinin etkili bir bigimde kullanilabildigi bildirilmistir. Karsilastirma
amaciyla degerlendirildiginde, spermanin sulandirilmasinda spermatozoon konsantrasyonu
dikkate aliarak, 80 ile 500 x10° spermatozoon/mL araliginda bulunan 6rneklerin uygun sekilde
dondurulabildigi ve tatmin edici diizeyde fertilite sonuglari elde edildigi rapor edilmistir (Evans

ve Maxwell, 1987; Ritar ve digerleri, 1990; Saha ve digerleri, 2022).

Sogutma asamasi spermanin dondurulmasinda derin bir etkiye sahiptir. Genel olarak
dondurma hizinin, hiicre i¢i kristalizasyonu dnlemek i¢in suyun hiicrelerden ¢ikmasina izin
verecek kadar yavas olmasi ve yogunlasmis ¢éziinenlerin neden oldugu zararlardan koruyarak
ciddi hiicre dehidrasyonunu onleyecek kadar hizli olmasi gerektigi kabul edilir (Ahmadi ve
digerleri 2022; Savvulidi ve digerleri, 2021). Sperma dondurma teknolojisinin baglangicindan
bu yana cesitli gecgirgen ve gegirgen olmayan kriyoprotektanlarin kullanilmasiyla birlikte tiim
tiirlerde gliserol (Molekiil agirligi: 92.10) siklikla tercih edilmektedir (Sieme ve digerleri,
2016). Gliserol, hiicre i¢inden suyun cekilmesine neden olarak hiicre i¢i kristalizasyonu
Onleyebilir. Bazi caligmalara gore, %5-20 yumurta saris1 i¢eren sulandiricilara %3-7 gliserol
eklenmesi ile ko¢ spermalarinda ¢oziilme sonrast yliksek motilite (%44-85) degerlerine
ulasilmistir (Anel ve digerleri, 2003; Gil ve digerleri, 2000; Moses ve digerleri, 1997). Ancak,
gliseroliin kog¢ spermasi tizerinde toksik etkisi oldugundan daha yiiksek dol verimi saglamak
amaciyla etilen glikol ve diger kryoprotektanlara yonelik calismalar yapilmistir (Najafi ve
digerleri, 2017). Ko¢ spermasinin dondurulmasinda %20 yumurta sarisi igceren Tris bazl
sulandiricida %6 gliserol, %6 propanediol, 62,5 mM sakkaroz ve 62,5 mM trehaloz gruplarini
karsilastirmistir. Sonug olarak, kullanilan tiim kriyoprotektanlar belirli bir diizeyde apoptozu
onleyememis ve gliserol grubu, sperm motilitesi agisindan propandiol, siikroz, trehaloz ve
kontrol gruplarina gore daha iyi performans gostermis, ancak DNA biitiinligii agisindan

istiinliik gostermemistir (Nur ve digerleri, 2010).

Silva ve digerleri (2012), kog¢ spermasinin dondurulmasinda Tris—yumurta sarisi
sulandiricist igerisinde %5 gliserol, %3, %S5 etilen glikol ya da %3, %5 asetamid igeren gruplari
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karsilagtirmistir. %5 gliserol ile %3 veya %5 etilen glikoliin, dondurma isleminin zararl
etkilerine kars1 koruma sagladig1 ve 6zellikle %5 gliseroliin sperm plazma membranina daha

yiiksek diizeyde koruma sagladigi sonucuna varilmstir.

Kog¢ spermasmmin dondurulmasinda ekilibrasyon siiresi kullanilan sulandirict ve
kryoprotektana bagli olarak 1-5 saat arasinda degisebilmektedir (Galarza ve digerleri, 2019; Jha
ve digerleri, 2019; Rekha ve digerleri, 2016). Spermanin dondurulup ¢dzdiiriilmesi esnasinda
spermatozoon membran hasarlar1 6zellikle kristalizasyon devresi olarak kabul edilen 0°C ile
20°C araligimmin hizli gegilmesi kristallerin olusumunu hizlandirdig: i¢in 10°C/dakika olmasi
tavsiye edilmektedir. Daha sonraki sicaklik dereceleri olan -20°C ile -100°C arasi ise
20°C/dakika olacak sekilde ayarlanabilir. Spermanin dondurulmasi toplu sekilde 6zel sperma
dondurma cihazini kullanarak yapilabilirken, ayn1 islem tekli plastik payetler i¢ine doldurularak
agz1 genis bir azot tankinda s1vi azot seviyesinin yaklasik 5,5-6 cm {izerinde bulunan 1zgaralar
tizerine dizilerek de yapilabilmektedir. Dondurma islemi ardindan sperma payetleri hizli bir
sekilde plastik goblet i¢ine alinarak -196°C sicakliktaki sivi azot tankina depolanir (S6nmez,
2013).

2.8. Serisin

Serisin, bilimsel olarak holometabol (metamorfoz gegiren) bir ipek bdcegi olan
Bombycidae ailesinin Lepidoptera takimina ait Bombyx mori tarafindan iiretilir. Serisin liretimi,
ipek boceginin 0n, orta ve arka ipek bezleri tarafindan diizenlenir (Mondal, 2007; Sehnal,
2008). Bu globiiler protein (serisin), fibroin filamentlerini kaplar ve ipek ipligini olugturmak ve
kozay1 sekillendirmek icin birlesir. Koza, larvanin ipek boceklerine doniisiimiine kadar koruma
ve optimum c¢evre kosullar1 saglar (Kundu ve digerleri, 2008). Serl, Ser2 ve Ser3 olarak
isimlendirilen 3 gen tarafindan sentezlenen serisin, kozanin toplam agirliginin %25-30’unu
kapsar (Garel ve digerleri, 1997; Craig ve Riekel, 2002). Serisin’in organik bilesimi %46,5
karbon, %31 oksijen, %16,5 azot ve %6 hidrojenden olusur (Rajput ve Kumar, 2015).
Yapisindaki arjinin ve lizinden dolayi1 yapiskan 6zellige sahip serisin, yapisi zayif, yumusak ve
parlak olan ipege dayaniklik kazandirir. Serin ve treonin gibi amino asitlerden olusan yapisi,
onun antioksidan ve serbest radikal giderici 6zelliklerinde 6nemli bir rol oynar. Serisin’in
hidrofilik yapisi, yiiksek miktarda hidroksil, karboksil gruplar1 ve polar amino asitler igermesi

nedeniyle reaktif oksijen tiirlerini (ROS) nétralize etmesini saglar (Aad ve digerleri, 2024).
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2.8.1. Serisin’in Biyolojik Fonksiyonlar1 ve Kullanim Alanlar:

Serisin’in B. mori kozasindan ekstrakte edilmesi ve kullanilmasi amaci ile bir ka¢ yontem
gelistirilmistir. Yiiksek sicaklikta, yiiksek basing altinda otoklavda, asit (¢ogunlukla sitrik asit
¢Ozeltisi) ve baz kullanimi (sodyum karbonat ¢dzeltisi), enzimatik yontem ile kozada bulunan
diger bilesenlerden ayrilarak elde edilen serisin’in molekiiler agirligi 10 ile 400 kDa arasinda
degismektedir. Uygulanan farkli yontemlerdeki pH seviyesi, sicaklik, islem siiresi ve kimyasal
reaktifler gibi farkli faktorlerin, serisin’in amino asit igerigi, fiziko-kimyasal 6zelligi ve
biyolojik aktivitesi lizerinde biiylik etkisi vardir (Zhang, 2002). Piyasada B.mori nin farkli
molekiiler agirligina ve bilesime, farkli protein iiretimi 6zelligine sahip tiirleri bulunur ve her

bir proteini farkli biyolojik 6zelliktedir (Gok ve digerleri, 2019; Kunz ve digerleri, 2016).

Daha 6nceki yillarda serisin, faydali 6zelliklerine ragmen ipek endiistrisinde bir atik iirtin
olarak goriilmiistiir. Diinya ¢apinda yillik koza iiretiminin ortalama 400,000 ton, serisin atiginin
ise yaklasik 50,000 ton oldugu ve bunun 6nemli derecede bertaraf zorluklar1 yarattig1 tahmin
edilmektedir (Seo ve digerleri, 2023). Serisin nemi absorbe edebilme ve salabilme,
antibakteriyel, antioksidan, UV 1sinlarindan koruyucu 6zellikte ve biyouyumlu bir polimer
olmasindan dolay1 doku miihendisligi, ilag, kozmetik, biyomedikal malzemelerin iiretiminde,
gida sektoriinde ve tekstil mithendisliginde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Aramwit ve

digerleri, 2011; Kuns ve digerleri, 2016).

2.8.2. Antioksidan Ozelligi

Kimyasal bilesim agisindan serisin, hidroksillenmis bir biyopolimerdir. Yaklasik %40
serin ve treonin ile alkolik hidroksil gruplar1 ve %3-5 tirozin ile fenolik hidroksil gruplari igerir.
Fenolik hidroksil gruplari, hidrojen atomu transferi veya tek elektron transferi yoluyla serbest
radikalleri temizleyebilir (Al-Mamary ve Moussa, 2021). Ek olarak, Fe** ve Cu® gibi metal
iyonlari, Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikallerinin olusumuna katkida bulunan
potansiyel faktorlerdir. Serisin, lizerindeki hidroksil gruplari, karboksil ve amino gruplari, bazi
metal iyonlarini selatlayarak serbest radikallerin ortadan kaldirilmasina yol acabilir (Khosa ve
digerleri, 2014). Serisin’in antioksidan kapasitesi kokeni ve ekstraksiyon yontemine gore
degismektedir. Ornegin, renkli kozalardan elde edilen serisin, beyaz kozalardan elde edilen

serisin’den daha yiiksek serbest radikal temizleme etkisi gdstermistir (Takechi ve digerleri,
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2014). Ciinkii renkli kozalarda bol miktarda bulunan ve kozalarin renginin kaynagi olan fenol
ve flavonoidler, serisin’in antioksidan kapasitesini gli¢clendirir. Bununla birlikte bazi in vivo ve
in vitro ¢aligmalar, serisin uygulamasi ile hiicre veya hayvanlarda katalaz, siiperoksit dismutaz
ve glutatyon peroksidaz gibi hiicre ic¢i antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttigini

gostermektedir (Joyjamras, 2022; Thomas, 2021; Mahmoudi, 2021).

2.8.3. Anti-enflamatuvar EtKisi

Karragenan ile indiiklenerek penge 6demi olusan sicanlarda serisin’in topikal uygulamasi
sonrast dermal tabakadaki makrofaj infiltrasyonunu ve 06demi azalttigl, indometazin
(nonsteroidal anti-enflamatuvar) ile karsilagtirilabilir diizeyde 1iyilestirici etkisi oldugu
bildirilmistir (Aramwit ve digerleri, 2013). Ma ve digerleri (2019, 2021) yaptiklar1 ¢aligmalarda
serisin’in llseratif kolit tedavisinde lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis makrofajlarda timor
nekroz faktorii-a (TNF-a) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) {iretimini azalttigin1 belirtmistir.
Diger bir arastirmada LPS enjekte edilen farede ipek peptitlerinin oral yolla uygulamasinin
dalakta pro-inflamatuar faktor IL-1p, Toll benzeri reseptor 4'iin (TLR4) protein ekspresyonunu

azalttig1 ve monosit ve makrofaj artisini iyilestirdigi gosterilmistir (Chei ve digerleri, 2020).

2.8.4. Anti-viral Etkisi

Li ve digerleri (2021) farelerde vezikiiler stomatit viriisii ve enteroviriis tedavisinde
serisin’in intranazal ve intragastrik uygulamasinin, akcigerdeki interferon-f3 (IFN-f) salinimini
yiikselterek hayatta kalma oranint 6nemli Slgiide artirdigint gostermistir. Bununla birlikte
serisin’in antiviral spektrumu DNA viriislerinden ziyade yalnizca RNA viriisleriyle sinirli olup,
hiicresel glikolizi baskilar ve laktat olusumunu azaltir (Li ve digerleri, 2021). Diisiik laktat
seviyesi, interferon aktivasyonunu artirmak i¢in RIG-I-MAVS sinyal yolunu kolaylastirir

(Zhang ve digerleri, 2019).
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2.8.5. Hipoglisemi/Hipokolesterolemik Etkisi

Tip II diyabetli ratlarda serisin’in oral yoldan uygulanmasi kan glikoz seviyesinin
diismesinde ve glikojenin artmasinda 6nemli derecede etki etmistir. Bununla birlikte glikolizisi
hizlandirarak glikoneogenezisi inhibe etmektedir (Wang ve digerleri, 2021). Baz1 bilim
insanlar1, serisin’in glikojen sentezini artirmak, glikolizi hizlandirmak ve glukoneogenezi
inhibe etmek icin insiilin-PI3K/AKT sinyal yolunu aktive ettigi diislincesini 6ne siirmektedir
(Wei ve digerleri, 2022). Anti-oksidatif 6zellige sahip serisin, ratlarda lipid peroksidasyonunu
ve bagirsaklardaki kolesteroliin emilimini azaltarak serum kolesterol seviyesini diisiirebilir
(Deori ve digerleri, 2016). Ampawong ve arkadaslar1 (2017), serisin uygulamasinin karaciger
mitokondrisinde ROS iiretimini azalttig1 ve karaciger mitokondrisinde iki antioksidan proteinin

artisina neden oldugunu proteomik bir analiz ile belirlemistir (Ampawong ve digerleri, 2018).

2.8.6. Noroprotektif Etkisi

Serisin antioksidan Ozelligi nedeniyle, galaktoz kaynakli Alzheimer hastaligi olan
ratlarda, 3 ay boyunca agiz yoluyla uygulamasi ile biligsel performansi iyilestirmistir. SOD,
CAT ve glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri, serisin ile tedavi edilen
hayvanlarin hem serebral korteks hem de hipokampiisiinde iyilestirici etki gosterirken, lipid
peroksidasyonu onemli 6l¢iide engellemistir (Yellamma, 2014). Son zamanlarda, serisin’in
terapoOtik endeksi, uyku yoksunlugu kaynakli hafiza bozuklugu, depresyon, anksiyete ve
yaslanmaya bagli cesitli ndrolojik bozukluklar iizerinde arastirilmistir. Serisin’in sadece
oksidatif stresi ve hipokampal néroinflamatuar yaniti bastirmakla kalmayip, ayni zamanda
sinaptofizin (ndronlarin vezikiillerinde bulunan bir membran glikoproteinidir) gibi
hipokampustaki sinaptik entegrasyon proteinlerini diizenleyen néroprotektif etkisi gériilmiistiir
(Farajdokht ve digerleri, 2021; Banagozar Mohammadi ve digerleri, 2019; Seyedaghamiri ve
digerleri, 2021; Vatandoust ve Meftahi, 2022).
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2.8.7. Anjiyojenik Aktivitesi

Anjiyogenez, yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu sirasinda hayati bir stirectir. Vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (VEGF), anjiyogenezin 6nemli diizenleyicisidir. Serisin tedavisinin
fibroblastlarda, Ras-MEK-ERK sinyal yolu araciligiyla VEGF'nin mRNA ekspresyonunu
tyilestirdigi belirlenmistir (Ersel ve digerleri, 2016). Buna ek olarak, serisin makrofajlarda
hipoksiye duyarli faktoriin (HIF) ekspresyonunu da indiikleyebilir, bdylece VEGF-A, VEGF-C

ve anjiyogenin seviyelerini artirabilir (Jo ve digerleri, 2019).

2.8.8. Osteojenik Farklilasma Uzerine Etkisi

Serisin gii¢lii bir osteojenik uyaricidir. Osteojenik hiicrelerin osteoblastlara farklilagmasi
kemik rejenerasyonu i¢in gereklidir. Serisin’in implantlarin iizerine/i¢cine kaplanmasi alkalin
fosfataz, runt iligkili transkripsiyon faktorii 2 ve osteokalsin gibi osteojenik belirteglerin ¢esitli
mezenkimal kok hiicrelerde ekspresyonunu artirabilir (Iranpour ve digerleri, 2022; Nayak ve
digerleri, 2013). Serisin, osteojenik farklilasmayir dogrudan uyarmasinin yani sira, kemik
rejenerasyonunu baslatmak icin makrofajlar1 da diizenleyebilir. Jo ve arkaslarinin yaptigi
calismada (2021), serisin TLR (Toll benzeri reseptdr) araciligiyla makrofajlarda ve
monositlerde osteogenik farklilagsmay:1 baslatmak i¢in giiclii bir madde olan kemik
morfogenetik protein 2'nin (BMP-2) ekspresyonunu baglatabildigini gostermistir. Kalvaryal
bozuklugu olan ratlarda, serisin ile birlestirilmis jelatin slingerle tedavi edilen ratlarin kemik
hacmi, saf jelatin siingerle tedavi edilen ratlardan belirgin diizeyde daha yiiksek oldugu, bu da

serisin’in daha 1yi kemik rejenerasyonuna neden oldugunu gostermektedir.

2.8.9. Biyomedikal Malzemelerde Kullanim

Makromolekiil biyopolimer yapisinda olan serisin, giinlimiizde doku miihendisligi ve ilag
dagitim alaninda filmler (Jo ve Um, 2015; Wang ve digerleri, 2019), lif matlar1 (Yang ve
digerleri, 2014), hidrojeller (Chen ve digerleri, 2018; Zhang ve digerleri, 2008), iskeleler (Tao
ve digerleri, 2019), pargaciklar (Liu ve digerleri, 2021; Orlandi ve digerleri, 2020),
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mikroigneler (Deng ve digerleri, 2022), kaplamalar (Iranpour ve digerleri, 2022; Gok ve

digerleri, 2021) gibi cesitli biyomalzemelerin iiretiminde siklikla kullanilmaktadir.

Genel olarak, hidrofilik ylizeye sahip implante edilen malzemeler, hidrofobik olanlardan
daha zayif bagisiklik tepkilerine neden olur (Visalakshan ve digerleri, 2019), bu da gelismis
biyouyumluluk anlamina gelir. Diger dogal biyopolimerlerin aksine, serisin’in hidrofilik
ozelligi, serisin bazli biyomalzemelere miikemmel biyouyumluluk niteligi kazandirir. Bu
ozelliginden dolay1, yabanci cisim tepkisini degerlendirmek i¢in iki poliserin hidrojeli
sentezlenmistir. Poliserin, protein emiliminde, yiiksek ¢iirtime onleyici biyomalzemesi olan poli
etilen glikol (PEG) kadar direnglidir. Poliserin hidrojeli, PEG ile karsilastirildiginda, deri alt1
implantasyon fare modelinde daha az inflamatuar makrofaj infiltrasyonu ve daha az kollajen
birikimi goriilmistir (Zhang ve digerleri, 2020; 2021). Damar i¢i uygulama amaciyla
tasarlanan ila¢ yuklii nanoparcaciklar kana temas ettiginde serum proteinleriyle kaplanarak
uzaklaklastirilmasi tasima verimligini azaltmaktadir. Serisin bazli ilag tasiyici nanopargaciklar
yiiskek diizeyde hidrofilik o6zelliginden dolayr serum protein adsorpsiyonunu azaltmak

amaciyla tasarlanmistir (Hu ve digerleri, 2018).

Yapilan gesitli aragtirmalar sonucunda serisin’in yara iyilesmesini hizlandirdigi (Aramwit
ve digerleri, 2013), hiicre boliinmesini uyardig1 (Terada ve digerleri, 2003), as1 liretiminde
kullanilabilecegi (He ve digerleri, 2018), anti tiimor etkisi gosterdigi (Sasaki ve digerleri, 2000;
Zhaorigetu ve digerleri, 2001), antioksidan (Kumar ve digerleri, 2015; Zhaorigetu ve digerleri,
2001), antimikrobiyal (Aramwit ve digerleri, 2013) ve hiicrelerin hidrasyon yetenegini arttirici

(Padamwar ve Pawar, 2005) 6zellige sahip oldugu belirtilmistir.

2.8.10. Serisin’in Ureme Sistemindeki Onemi

Serisin, yiiksek molekiiler heterojeniteye sahip bir poteindir ve giiclii antioksidan
ozelliginden dolay1 tercih edilir, ayn1 zamanda hiicrelerin soguk sokuna kars1 basarili bir sekilde
korunmasini saglar (Aramwit ve digerleri, 2011; Kumar ve digerleri, 2015). Horoz spermasinda
yapilan bir ¢alismada, serisin’in sadece dondurma sirasinda degil ayn1 zamanda spermanin +4
°C ye sogutularak kisa siireli (72 saat) saklanmasi siirecinde de spermayr korudugunu
gostermistir (Sonseeda ve digerleri, 2015). Yasmin ve arkadaglari (2015), koyun oositleri
tizerinde yaptiklar1 calismada, olgunlasma medyumuna %0,1 serisin ilavesinin, hiicresel

olgunlagsmaya ve fertiliteye olumlu katkida bulunabilecegini gdstermistir. Buna ek olarak, BSA
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yerine kimyasal tercih olarak hastalik tasima riski bulunmayan serisin kullanilabilecegini
bildirmislerdir (Yasmin ve digerleri, 2015). Manda spermasinda yapilan bir ¢calismada, sperma
sulandiricilarina %0.25-0.5 serisin ilavesinin dondurma-¢dzdiirme sirasinda meydana gelen
oksidatif strese karsi spermatozoonlari korudugu bildirilmistir (Kumar ve digerleri, 2015).
Tavsan spermasinin kisa siireli saklanmasinda %0.1 ve %0.5 serisin ilavesinin, toplam motilite,
canlilik orani, membran ve akrozom biitiinliigli oranlarmi anlamli derecede yiikselttigi

bulunmustur (P < 0.05. Raza ve digerleri, 2024).

Serisin’in ko¢ spermasinin dondurulmasinda kullaniminin amaci dondurma ve ¢6ziinme
sirasinda serisin ilavesinden kaynaklanabilecek koruyucu etkinin motilite, canlilik, membran

ve akrozom biitiinliigii lizerindeki etkisini incelemektir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

Arastirmada yasama pay1 beslenme gereksinimlerini karsilayacak sekilde dengelenmis,
kaba yem (yonca kuru otu) ve arpa peleti karisimindan olusan rasyon ile beslenen 24-36 ay
araliginda, 5 adet Kivircik melezi ko¢ kullamldi. Hayvanlar Adnan Menderes Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi Ciftiligi’'nde bulunan Do6lerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali’na ait
acik alanda tistii kapali padoklarda barindirildi. Hayvanlara herhangi bir yapay 151k diizenlemesi
yapilmadi. Spermatolojik analizler Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ddlerme
ve Suni Tohumlama Anabilim Dal1 laboratuvarinda gercgeklestirildi. Koglarda calisma siiresi

boyunca 1 kez Mayis ayinda kirkim ve tirnak kesimi yapildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Spermanin Alinmasi

Calismada kullanilan koglardan haftada iki kez (10 hafta boyunca) suni vajen yardimriyla
sperma alindi. Alinan spermalarin mikroskobik kontrolleri yapildiktan sonra bireysel
farkliliklar1 elimine edebilmek amaciyla kitle hareketi 3 ve iistii (0-5 skala), motilitesi %70 ve
iistli, anormal spermatozoon oranlar1 ise %20°nin altinda olan ejakulatlar deneylerde kullanildi.
Bu kriterlere sahip spermalar toplama kadehlerinden otomatik pipet ile esit miktarlarda alinarak

onceden 37°C’ lik su banyosunda bekletilerek 1sitilmis bir deney tiiplinde birlestirildi.

3.2.2. Spermanin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi
Elde edilen spermalar muayenelerden sonra 37°C’ ye 1sitilmis temel sulandiricida, %15

Yumurta Sarist (YS) ve %0.1 serisin, %3 ve %S5 oranlarinda gliserol ve bunlarin

kombinasyonlarini igeren sulandiriciyla ml de 400x10° hiicre olacak sekilde sulandirildi.
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Tablo 1. Sulandiric1 Kompozisyonu (Salamon ve Maxwell, 2000).

Sulandiric1 Maddeler Miktar

Tris (g) 3.634

Glikoz (g) 0.500

Sitrik Asit (g) 1.990

Yumurta Saris1 (%) 15 (hacmen)
Penisilin (IU) 100,000/100 mL
Streptomisin (mg) 100/100 mL

(Calismada spermanin muayenesini takiben asagidaki deney gruplarina gére sulandirildi.
1.Grup: TCG+%15 Y'S (Kontrol)
2.Grup: TCG+%15 YS+%S5 gliserol (%5G)
3.Grup: TCG+%15 YS+%0.1 serisin (%0.1 S)
4.Grup: TCG+%15 YS+%0.1 serisint+%S5 gliserol (%5G+S)
5.Grup: TCG+%15 YS+%0.1 serisint+%3 gliserol (%3G+S)

Gruplarin sulandirma islemlerinden sonra, spermalar 0.25 mL’lik payetler icgine
cekildikten sonra ekilibrasyon islemi i¢in sogutmali inkiibatorde yaklasik 2.5 saat siiresince
37°C den kademeli bir sekilde 4°C ye diisiiriildii ve 4°C’de 2 saat daha inkiibatorde bekletildi.
Ekilibrasyon isleminden sonra payetler 7 dakika siire ile sivi azot seviyesinin iizerinde (5 cm
tizerinde olacak sekilde) yatay bir sekilde dizildi (Ucan ve digerleri, 2016). Bu siirenin
bitiminden sonra depolama igin sivi azotun i¢ine daldirildi ve bir siire sonra konteynerlere
aktarildi. Spermatolojik parametrelerin belirlenmesine kadar konteynerlerde saklandi.
Spermatolojik muayenelerin yapilmasindan hemen 6nce payetler 37°C’ ye ayarlanmig bir su

banyosunda 30 saniye boyunca ¢ozdiiriildii.
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3.2.3. Spermatolojik Parametrelerin Belirlenmesi

3.2.3.1. Motilite Muayenesi

Payetlerin ¢oziimiinden sonra 1:6 oraninda TCG sulandiricisi ile sulandirildiktan sonra
uygun sekilde lam-lamel arasina yerlestirilerek 1sitma tablali faz-kontrast mikroskopta kamera
ile baglantili CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) programi (Microptic, Spain)
yardimiyla progresif motilite ve toplam motilite oranlar1 belirlendi. Bu amagla en az 4 farkl
alandan en az 1000 hiicre degerlendirildi. Degerlendirmelerin ortalamasit alinarak

hesaplamalarda kullanildi.

Resim 1. Progresif ve toplam motilite oranlarinin belirlenmesinde CASA (Computer Assisted
Sperm Analysis) programinin goriintiisii. Kirmizi-hizli progresif, yesil-orta progresif, mavi-

progresif olmayan, sari-motilitesi olmayan spermatozoon.

3.2.3.2. Normal Spermatozoon Oram (Morfoloji)

Sperma numunelerindeki normal spermatozoon orani sivi fikzasyon ydntemiyle

belirlendi. Bu yontemde 990 uL Hancock (Hancock, 1952) ve 10 pL sperma eklenerek fikse

21



edildi. Ardindan hiicreler 40x objektifte lam-lamel arasinda bir faz-kontrast mikroskop altinda
incelendi. En az 200 spermatozoonun gesitli kisimlariin (akrozom, bas, orta kisim ve kuyruk)

incelenmesi sonunda normal yap1 gosteren spermatozoa orani yiizde (%) olarak belirlendi.

Resim 2. Normal spermatozoon oraninin belirlenmesinde faz-kontrast mikroskop altinda

goruntusu.

3.2.3.3. Canh Spermatozoon Oram (Eozin-nigrosin)

Canli spermatozoon oranini belirlemek amaciyla 37°C’de 1sitma tablasina yerlestirilen
lam tizerine 3.5 pL sperma ve 3.5 pL eozin-nigrosin boyas: damlatilarak lamel ile froti
¢ekilmesinin ardindan 151k mikroskobunda, 40x objektifte, pembe renkli spermatozoonlar 6lii,

boya almayan beyaz hiicreler canli olarak belirlenerek toplam 200 hiicre sayildi.
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Resim 3. Eozin-nigrosin boyamasi sonrasi ayni alanin 151k mikroskobu goriintiisii.

3.2.3.4. Canh Spermatozoon Orani (Propidium iodide)

Cozdiiriilmiis sperma orneklerinde spermatozoon canlilik oranmin floresan boyama
teknigi ile belirlenmesinde Propidium iodide (PI) boyas: kullanildi. Cozlinmiis sperma 6rnegi
tekrar 1:10 oraninda TCG sulandiricis1 ile sulandirilmasinin ardindan 50 pL sperma
numunesine 2.5 pL. PT (200 pg/mL) ilave edildi. Oda sicaklifinda 10 dakika bekletildikten sonra
5 nL %4 liik fiksatif (PBS i¢inde ¢oziinmiis %4 Paraformaldehyde) damlatildiktan sonra lamel
ile kapatilarak floresan mikroskop altinda incelendi. Hi¢ floresan vermeyen hiicreler canli ve

kirmiz1 floresan veren hiicreler 6lii olarak siiflandirildi (Kiigiik ve digerleri, 2021).

Resim 4. PI boyamasi sonrasi ayni alanin 151k mikroskobu (solda) ve PI filtre goriintiisii

(sagda).
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3.2.3.5. Prematiir Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatozoon Oraninin Belirlenmesi

(Cozdiiriilmiis sperma Orneklerinde spermatozoon akrozom biitlinliigii fluorescein-
labelled lectin from the peanut plant, Arachis hypogaea (FITC-PNA, L7381) boyamasi
yapilarak belirlendi (Gadea ve digerleri, 2008). Bu amagla, 50 pL ¢ozdiiriilmiis sperma 6rnegi
tizerine 5 uL FITC-PNA (200 pg/mL) ilave ederek oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Daha
sonra lizerine 2.5 pL fiksatif solusyonu damlatildiktan sonra lamel ile kapatilarak floresan
mikroskop altinda incelendi. Floresan mikroskop altinda hazirlanan preparatlardan toplam 200
hiicre sayilarak, akrozom reaksiyonuna giren hiicre oran1 belirlendi. Hiicrelerin akrozom kismi
hi¢ floresan vermeyen hiicreler akrozom biitlinliiglinii korumus, sadece yesil floresan veren

hiicreler akrozom biitiinliigii bozulmus olarak siniflandirildi (Kiiciik ve digerleri, 2021).

Resim 5. FITC-PNA boyamasi sonrasi ayni alanin 151k mikroskobu (solda) ve FITC-PNA

filtre goriintiisii (sagda).

3.2.3.6. Spermatozoon Membran Biitiinliigiiniin Belirlenmesi

Spermatozoon membran biitiinliigiiniin belirlenmesi amaciyla hipo-ozmotik sisme testi
(HOS testi) uygulandi. Jeyendran ve ark (1984) tarafindan tanimlanan yontemden
yararlanilarak sperma Orneklerinin 100 mOsm/L ye ayarlanmis (Aisen ve digerleri, 2005)
fruktoz soliisyonu icerisinde 15 dakika inkiibe edilmesinden sonra preparatlar hazirlandi.
Hazirlanan preparatlardan toplam 200 hiicre sayilarak, kivrik kuyruklu spermatozoonlarin orani

belirlendi ve bu hiicreler membran biitiinliigiine sahip spermatozoonlar olarak kabul edildi.
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Resim 6. Hipo-ozmotik sigsme testi (HOS testi) sonrasi faz-kontrast mikroskop altinda

goruntiisul.

3.2.3.7. istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgularin istatiksel analizleri SPSS® 20.0 (Statistical Package for the Social
Sciences) programu araciligiyla gergeklestirildi. Gruplarda veriler mean+=SEM olarak sunuldu.

Gruplarin spermatolojik parametreler yoniinden karsilastirilmast maksadiyla ANOVA testi

kullanildi. Tiim analizlerde P<0,05 fark anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Progresif Motilite Degerlendirmesi

(Coziim sonras1 progresif motilite oram1 kontrol, %5G, %0.1S, %5G+S, %3G+S
gruplarinda sirastyla 0,4+0,09; 9,4+1,29; 0,4+0,15; 11,0+1,01; 6,3+1,67 olarak belirlendi.
%35G, %5G+S ve %3G+S gruplari istatistiksel olarak benzer bulundu (P>0,05). Bu gruplar ile
kontrol ve %0,1S gruplar1 arasinda istatistiksel anlamda fark oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

4.2. Toplam Motilite Degerlendirilmesi

Toplam motilite oram1 %5G, %5G+S ve %3G+S gruplarinda sirasiyla %52,8+5,29,
%355,0+4,39 ve %40,6£5,49 olarak belirlendi. Bu gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli
bir fark bulunamad: (P>0,05). Kontrol ve %0,1S grubunun total motilite oraninin ortalamasi
sirastyla %10,0+£1,66 ve %14,5+1,50 olarak belirlendi ve diger gruplara gore istatistiksel fark
bulunmustur (P<0,05).

14 - 70 -
R 12 1 a % 60 4 a a
£ 10 - 2 o 50 - N
= = \
§ 8 - = 40 A §
S 6 - S 30 A §
1%]
o 4 T4 , § b
Qo
224 b b 2 10 - M § E
0 4 T T 1 0 T T T T 1
Kontrol %S5Gli %01 %5  %3Gli Kontrol %5Gli  %0,1 %5 %3
Serisin  Gli+%0,1 +%0,1 Serisin Gli+%0,1Gli+%0,1
Serisin  Serisin Serisin  Serisin
Gruplar Gruplar

Sekil 1. Dondurulmus-¢6zdiiriilmiis sperma orneklerinde gruplarin progresif motilite (sol) ve

toplam motilite (sag) oranlart.
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4.3. Normal Spermatozoon Orani

Bu c¢alisgmada morfolojik olarak normal spermatozoon orant kontrol grubunda
%96,8+0,64; %5G grubunda %95,9+0,75; %0,1S grubunda %96,3+0,80; %5G+S grubunda
%96,7+0,61 ve %3G+S grubunda ise %96,4+0,47 olarak tespit edildi. Bu parametre yoniinden

gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi (P>0,05).

4.4. Membran Biitiinliigiine Sahip Spermatozoon Orani

(Cozliim sonu spermatozoon membran biitlinliigii oran1 kontrol, %5G; %0,1S; %5G+S;
%3G+S gruplarinda sirasiyla 3,0+0,57; 12,4+1,49; 3,2+0,64; 14,7+2,60; 11,8+1,90 olarak
belirlendi. Kontrol ve %0,1S gruplarinda degerler diger gruplardan 6nemli oranda farkli

bulundu (P<0,05).
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Sekil 2. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma orneklerinde gruplarda morfolojik olarak normal

(list) ve membran biitiinliigii saglam (alt) spermatozoon oranlari

4.5. Canh Spermatozoon Degerlendirilmesi (Eozin-nigrosin)

(Cozdiiriilmiis sperma Orneklerinde eozin-nigrosin yontemi ile elde edilen canh
spermatozoon oranlari sirastyla kontrol grubunda %33,3+5,66; %5G grubunda %50,34+4,51;
%0,1S grubunda %39,24+6,50; %5G+S grubunda %57,0+5,00; %3G+S grubunda %59,5+5,35
olarak belirlenmistir. Kontrol grubu ile %5G+S ve %3G+S gruplari arasinda istatistiksel olarak

fark bulunurken (P<0,05) diger gruplarla istatistiki fark bulunamadi (P>0,05).
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4.5. Canh Spermatozoon Degerlendirilmesi (PI)

(C6ziim sonu 6rneklerde PI boyamasiyla tespit edilen canli spermatozoon oranlari kontrol,
%5G, %0,1S, %5G+S ve %3G+S gruplarinda sirastyla 7,0£2,67; 27,5+£5,01; 9,4+3,48;
28,8+6,02 ve 26,4+5,26 olarak belirlendi. Sonuglar %5G; %5G+S; %3G+S gruplari arasinda
istatistiksel anlamda benzer bulundu (P>0,05). Ancak, kontrol ve %0,1S grubu ile diger gruplar
arasinda istatistiksel fark bulundu (P<0,05).
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Sekil 3. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma 6rneklerinde gruplarin eozin-nigrosin (E/N-iist)

ve propidium iodide (PI-alt) boyama teknigi ile canli spermatozoon oranlari
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4.6. Prematiir Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatozoon Oranlari

Prematiir akrozom reaksiyonu gosteren spermatozoon orani kontrol grubu, %5G, %0,18S,
%5G+S ve %3G+S gruplarina sirasiyla 68,8+1,40; 74,5+2,20; 76,3+2,53; 78,3+£3,68 ve
77,9+1,75 olarak belirlendi (Sekil 4). Gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamadi
(P>0,05).

82
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Kontrol %5 Gli ~ %0,1 Serisin %5 %3
Gli+%0,1  Gli+%0,1
Serisin Serisin

Akrozom Btunlugu (%)

Gruplar

Sekil 4. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma 6rneklerinde gruplarda prematiir akrozom

reaksiyonuna giren spermatozoon oranlari
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Calima siiresince ¢oziim sonu total ve progresif motilite, morfoloji, membran biitiinligi (HOS),

canlilik oran1 (E/N), canlilik orani (PI), akrozom biitiinliigii (FITC-PNA) degerleri Tablo 2’de

gosterilmigtir.

Tablo 2. Deneme gruplarinda ¢ézliim sonu elde edilen toplam motilite, progresif motilite,

morfoloji, membran biitiinligi (HOS), canlilik oran1 (E/N), PI (propidium iodide), akrozom

biitiinligi FITC-PNA (fluorescein izotiyosiyanat) sonuglarina iligkin bulgular

Gruplar Toplam Progresif Morfoloji* Membran Canhhk Canhhk Akrozom
motilite* motilite* biitiinliigii oram* orami1 PI*  Dbiitiinligii
HOS* E/N FITC*
(%0) (o) (%0) (%) (%) (%0) (o)
Kontrol 10,0£1,66° 0,4£0,09° 96,8+0,64° 3,0+0,57°  33,3£5,66° 7,0£2,67° 68,8+1,40°
%S5 G 52,845,29*  9,4+1,29*  95,9+0,75* 12,4+1,49° 50,3+4,51* 27,545,01* 74,5£2,20°
%0,1 S 14,5£1,50° 0,440,15*  96,3+0,80* 3,240,64"  39,246,50° 9,4+3,48"  76,3+2,53"
%5G+S  55,0+4,39* 11,0£1,01* 96,7+0,61° 14,7+2,60* 57,0£5,00° 28,8+6,02" 78,3+3,68"
%3G+S  40,6£549" 6,3£1,67"° 96,4+0,47* 11,8+1,90° 59,5+5,35% 26,4+526* 77,9+1,75°

Ayni stitunda farkl harf tagiyan grup ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05).

*SEM: Ortalamanin Standart Hatasi
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5. TARTISMA

Spermanin dondurulmasi iizerinde yapilan ¢aligmalar incelendiginde 6zellikle kog ve teke
spermatozoonlarinin hiicre zar1 yapisinda doymamis ¢oklu yag asitlerinin c¢oklugu ve
kolesterol/fosfolipid (C27H460/C3HsNOg¢P) oraninin diisiik olusu nedeniyle dondurma ve
¢Ozdiirme islemlerine karsi oldukca hassas oldugu gézlemlenmistir (Bucak ve digerleri, 2007a).
Bir¢ok kimyasalin sperma kriyoprotektani olarak etkinligi test edilmistir ancak ¢ogu spermanin
dondurulmasinda koruma protokolii hala kriyoprotektif ortamda gliserolii tercih etmektedir
(Holt, 2000). Kog¢ spermasmin dondurulmasinda kullanilan gliserol seviyesi, sogutma ve
dondurma oranlarina, sulandirici bilesimine ve gliseroliin eklenme yontemine baglidir. Ancak,
gliseroliin toksik etkisi olmasi sebebiyle kullanilan gliserol seviyesinin ¢ok yiiksek olmasi

istenmez (Fahy, 1986).

Seminal plazmada bulunan glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD)
ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu
oksidatif hasara karsi hiicreleri koruyabilir. Ayrica, hiicre zarinda bulunan lipitlerin lipid
peroksidasyonunu (LPO) oOnlemek igin c¢esitli enzimatik ve non-enzimatik koruyucu
mekanizmalara sahiptir. Ancak, spermanin sogutma islemleri i¢sel savunma ve reaktif oksijen
tiirlerininin ortadan kaldirilmas1 arasindaki kritik dengeyi bozabilir (Bilodeau ve digerleri,
2000). Asiri reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi spermada motilite, membran biitiinl{igii,
DNA biitiinliigliniin bozulmasi, mitokondriyal islevsel bozukluklara neden olur (Aitken ve
digerleri, 2016). Bir¢ok ¢alismada ROS'un neden oldugu zararl etkileri ortadan kaldirmak i¢in
sulandiricilara ¢esitli antioksidanlar eklenmistir (Najafi ve digerleri, 2017). Genis spektrumlu
antioksidanlar kriyoprezervasyon sirasinda ko¢ spermatozoonu ig¢in bir miktar koruma
saglayabilmesine ragmen, koyunlarda servikal tohumlama uygulamalarinda gebelik orani

heniiz belirgin bir sekilde yiikselmemistir (Shi ve digerleri, 2023).

Genel olarak spermanin kisa siireli saklanmasi ve dondurulmasina iliskin ¢alismalarda
hayvan tiirii, sperma dondurma ydntemi, sulandirici, kriyoprotektan ve dozlarinin degisikligine
bagli en yaygin kullanilan ve etkili oldugu bulunan ortalama serisin dozu 0.25%-0.50%
olmasina paralel olarak bu ¢aligmada, 15% YS, 3%-5% gliserollii TCG sulandiricisina 0.1%
serisin ilavesinin ko¢ spermasinin dondurulmasinda spermatozoon motilitesi, canlilik ve
membran biitiinliigli oranlar {lizerinde 6zellikle diisiik gliserol gruplarinda niimerik anlamda

olumlu bir etkisi oldugu belirlenmistir.
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Sunulan tez ¢alismasindaki  veriler diger literatiir bulgulariyla  beraber
degerlendirildiginde; iki farkli gliserol diizeyinde serisin’in sulandiricilara ilavesi farkli
spermatolojik parameteler {izerinde istatistik agcidan anlamli bir artis ya da degisime neden
olmamigtir. Ancak, daha Once yayinlanan baska bir calismada tavsan spermasinin
dondurulmasinda TCG, sukroz, Me2SO sulandiricisina ilave edilen 0.1% ve 0.5% serisin’in
¢Ozlim sonu spermatozoon progresif ve total motilite, canlilik, akrozomal biitiinliikk ve ozmotik
toleransini anlamli sekilde artirdigi gosterilmistir (Raza ve digerleri, 2019). Yine baska bir
caligmada ise Tris-yumurta sarist sulandiricisina %0.1 ve %0.5 serisin ekleyerek boga
spermasinin dondurma ve ¢6ziim sonras1 toplam ve progresif motilitenin, canlilik ve plazma
membrani bitiinliigiiniin anlamli sekilde arttigin1 gostermistir (Dorji ve digerleri, 2015).
Sperma dondurulmasinda serisin’in etkinliginin; tiir, yas, cografi yerlesim, iklim kosullari,
kullanilan sperma sulandiricisinin kompozisyonu ve uygulanan serisin konsantrasyonuna bagl
olarak degiskenlik gdsterebildigi bildirilmektedir. Bununla birlikte, optimal doz araliginin
asilmas1 durumunda serisinin sperm kalite parametreleri lizerinde olumsuz etkilere yol
acabilecegi vurgulanmaktadir. Yukarida anilan ¢alismalardan farkli olarak bu c¢alismada elde

edilen sonuclarin daha once belirtilen farkliliklardan kaynaklanmasi muhtemeldir.

Kumar ve digerleri (2015), manda spermasinin dondurulmasinda farkli serisin
konsantrasyonlar1 (%0.25, 0.5, 1, 1.5, 2) kullanarak serisin’in %0.25, 0.5 ve 1’lik takviyesi ile
¢ozlim sonu motilitenin arttigini, %0.25 ve 0.5 derisimlerinde ise, spermatozoonun plazma
membrani biitiinliigiiniin korunmasinda ve bir antioksidan enzim olan SOD’un (siiperoksit
dismutaz) aktivitesinde artisin oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alisma, diisiik doz serisin takviyesinin,
sperma kalitesini korudugu ve oksidatif stresi onledigini gdstermistir (Kumar ve digerleri,

2015).

Diger bir ¢aligmada ise serisin’in (%0, 0.25, 0.5 ve 0.75) dozlarinin fare epididimisinden
elde edilen spermanin dondurulmasi sirasinda koruyuculugunun yani sira in vitro fertilizasyon
ve sonrasinda embriyo gelisimi tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bulgular, %0.5
serisin igeren gruptaki spermatozoonlarin, diger gruplara kiyasla dnemli dlgiide (P<0.0001)
yiiksek canlilik ve motilite orani, en iyi dolleme yetenegi ve 2 hiicreli embriyo ve blastosist
gelisimini gostermistir. %0.75 serisin ve kontrol gruplar1 arasinda canlilik (P=0.8781), dolleme
yetenegi (P=0.2458) ve 2 hiicreli (P=0.5136) ve blastosist (P=0.0896) gelisimi agisindan 6nemli
bir fark gozlenmemistir (Ghasemi ve digerleri, 2018). Ratchamak ve digerleri (2023) yaptiklari
calismada serisin’i %0, %0.25, %0.50 ve %0.75 oranlarinda ilave ederek horoz

spermatozoonlarinit 0.5 ml’lik payetler i¢inde dondurmuslardir. Sonuclar, %0,50 ila %0,75
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serisin gruplarinin, diger gruplara kiyasla daha fazla toplam ve progresif motilite ve
malondialdehit seviyelerinde azalma oldugunu gostermistir (P<0,05). Ancak, %0,75 serisin
grubunda canlilik, %0,50 serisin grubuna kiyasla azalmistir (P<0,05). Toplam yumurta
dogurganligi ve kulugka orani, %0,50 serisin grubunda diger gruplara kiyasla 6nemli dlciide

yukselmistir (P<0,05, Ratchamak ve digerleri, 2023).

Yangngam ve digerleri (2021), yaptiklar1 calismada Holstein-Friesian melez bogalarindan
elde edilen spermanin dondurulmasinda Tris-yumurta sarist sulandiricisina ilave edilen
serisin’in %0.25 ve %0.5 gruplarimin spermatozoonlarda en yiiksek toplam motiliteyi
sagladigin1  gostermektedir (P<0.05). Spermatozoon canliligi, akrozom biitiinligli ve
mitokondriyal fonksiyonun %0,25 serisin grubunda, kontrol ve %1,0 lik gruba kiyasla daha
yiiksek oldugu belirtilmistir (P<0,05). %0,25 ve %0,5 serisin takviyesi, kontrol ile
karsilastirildiginda MDA (malondialdehyde) konsantrasyonlarim1 6nemli 6lciide azaltmistir
(P<0,05). insan spermasinda yapilan ¢alismada farkli serisin konsantrasyonlar1 (%0, 0,5, 1, 2,5
ve 5) kullanilirken ¢6ziim sonu, %2,5 ve %S5 serisin eklenmesinin sperm canliliini ve toplam
motilite oranin1 6nemli Ol¢lide artirdigint ve DNA biitiinligiini korudugunu (P < 0,05)
gostermistir (Aghaz ve digerleri, 2020). Khye ve digerleri (2021) kdpek spermasinin 4°C’de
kisa siireli saklanmasinda Tris-yumurta sarist sulandiricisina %0.25 ve %0.5 serisin ilavesi, 72.
saatte diger gruplara (%0, %0.1, %0.25 ve %0.5) kiyasla daha yiiksek spermatozoon motilitesi
ve canlilig1 saglanmistir (P<0.05). Nasirabadi ve digerleri (2019), yaptig1 aragtirmada aygir
spermasinin  dondurulmasinda kontrol grubu olarak INRA 82 sulandiricisi, INRA 82
sulandiricisi+%0.25 serisin, INRA 82 sulandiricisi+1.5 mM glutatyon ve INRA 82 sulandiricisi
+9%0.25 serisin+1.5 mM glutatyon ilave edilen deney gruplarini olusturmustur. Sonug olarak,
INRA 82 sulandiricisi+%0.25 serisin grubundaki sperma Orneklerinde katalaz ve glutatyon
peroksidaz (GPx) aktivitesi artarken, lipid peroksidasyonu ve normal orta kisim orani diger
gruplarla karsilastirildiginda azalmistir (P<0,05). Ayni1 grubun spermatozoon anormal bas
oraninin, glutatyon ve serisin+glutatyon gruplarinda distal damlacikli spermatozoon oranlarinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda azaldigini belirtmistir (P<0,05). Kapasitasyon gosteren
spermatozoon yiizdesi, serisin ve glutatyon ilave edilen gruplarda kontrol grubuna gore diisiik

bulunmustur.

Barbari kegisi spermasiin dondurulmasinda sulandiricilara serisin’in %0, %0.25 ve
%0.50 dozlarinda eklenmistir. Sonug olarak, %0.25 ve %0.50 serisin sperma motilitesi, plazma
membrani ve akrozom biitiinliigli, antioksidan enzim aktivitelerini (SOD, GST, CAT) artirmus,

lipit peroksidasyonunu (MDA) azaltmis ve hiicre i¢i enzim sizintisin1 (ALT, LDH) onlemistir.
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%0.25 serisin grubunda HSP70 gen ve protein diizeylerinin belirgin sekilde yiikseldigini
gostermistir (Reddy ve digerleri, 2018). Yadava ve arkadaslari, Hariana boga spermasinin
dondurulmasinda %0,25-%0,5 oraninda serisin i¢eren gruplarin kontrol grubuna (Yumurta
sarisi-tris) kiyasla progresif motilite, canlilik, akrozom ve membran biitiinliigii acisindan

anlaml diizeyde (p<0.05) olumlu sonugclar elde edilmistir (Yadava ve digerleri, 2019).

Saphungthong ve digerleri (2023) yaptiklar1 ¢alismada, boga spermatozoonlarinin tekrar
dondurulmasinda toplam motilitenin %0.5 serisin eklenen sulandirici grubunda kontrol
grubundan (%20YS+Tris) daha yiiksek oldugunu (%53.9’a karsilik %41.5, P<0,05) ancak,
canlilik orani, membran ve akrozom biitlinliigii, in vitro fertilizasyon yetenegi ve embriyonik

gelisim oranlarinin degigmedigini géstermistir.

Yu ve digerleri (2025), Chengde boynuzsuz kara kegisinin spermasinin dondurulmasinda
OptiXcell® sulandiricisina serisin %0.2, %0.4, %0.6, %0.8 ve %1.0 dozlarinda eklenmistir.
Elde edilen sonuglar, %0,6 serisin ilavesinin ¢oziilme sonrasi spermatozoon canliligini
%65,25’e kadar anlamli bi¢cimde artirdi§ini, ayni zamanda anormal spermatozoon orant
(P<0.05) ve hiicre i¢1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyesini (P<0.05) 6nemli 6l¢iide azalttigin
gostermistir. Bununla birlikte, glutamin, alanin ve aspartat metabolizmasinda anlamli
zenginlesme gosterdigini, buna paralel olarak antioksidan proteinlerin belirgin sekilde

aktiflestigini ortaya koymustur.

Domuz spermasinda yapilan ¢alismada, sulandiriciya %0, %0.25, %0.5, %0.75, %1
seviyelerinde serisin takviyesinin etkileri incelenmistir. Sonuglar, %0,5-%1 serisin takviyesinin
dondurma ve ¢0ziim sirasinda spermatozoon canliliginin, akrozom biitiinligliniin ve
mitokondriyal fonksiyonlarin korunmasinda daha etkili oldugunu gostermistir. %0,75 serisin
grubunda spermatozoonlarda toplam ve progresif motilite oranit en yiiksek bulunmustur.
Bununla birlikte, %0,25-%0,75 serisin takviyesi lipid peroksidasyon indeksindeki artiglari
onemli Ol¢lide baskilamisti. Domuz spermasinin dondurulmasinda koruyucu alternatif bir
bilesen olarak %0,75 serisin onerilmistir (Ratchamak ve digerleri, 2020). Vijyeta ve digerleri
(2024) yaptiklar1 calismada Jaffarabadi manda spermasmin dondurulmasinda AndroMed®
sulandiricisina farkli oranlarda eklenen serisin’in (%0,0, %0,25, %0,50, %0,75 ve %1,0) kalite
parametreleri, oksidatif durum ve dol verimi iizerindeki etkileri belirlenmistir. Sonug olarak,
sperma motilitesi, canliligl, plazma membran1 ve akrozom biitiinliigli agisindan %0,25 ve
%0,50 serisin gruplarinda kontrol ve %0,75 serisin gruplarina gore anlamli derecede daha

yiiksek (P<0.01) sonuclar elde edilmistir. En yiliksek gebelik oran1 %0,25 serisin grubunda
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goriildigi, %1,0 serisin grubunda ise tiim sperma parametrelerinin kontrol grubuna gore daha

diisiik oldugu, yani zararlh bir etki gosterdigi belirlenmistir (Vijyeta ve digerleri, 2024).

Patel ve digerleri (2019), Gir bogas1 ve Murrah mandasi spermasinin dondurulmasinda
tris-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol sulandiricisina  %0.25 ve %0.5 oranlarinda serisin
takviyesinin diger gruplara kiyasla (%0,0, %0,1 ve %1,0) spermatozoon motilitesini korudugu,
oksidatif hasara kars1 ve SOD ile GPx enzim aktivitelerinin yiikseldigini gostermistir. Diger bir
caligmada ise Gir bogasi ve Murrah mandasi spermasinin dondurulmasinda mifepristone (10
pg/mL), taurin (4 mg/mL) igeren tris-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol sulandiricisina eklenen
%0,5 serisin’in spermatozoon motilite oranin1 olumlu sekilde etkiledigi gosterilmistir

(Chaturvedi ve digerleri, 2022).

Asya fili spermasinin dondurulmasinda %20 yumurta sarist ve %5 gliserol iceren
sulandiriciya %1 ve %]1.5 oranlarinda serisin takviye edilen gruplarda diger gruplara (%0,
%0.5) kiyasla spermatozoon motilitesi ve canlilik oraninin arttigin1 gostermistir (P< 0.05,

Keatisak ve digerleri, 2023).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak; ko¢ spermasinin dondurulmasinda kullanilan %0.1 serisin’in
kriyopreservasyon sirasinda olusan reaktif oksijen tiirleri ve buz kristalizasyonundan dolay1
canli spermatozoon orani, akrozom ve plazma membran biitiinl{igiiniin stirdiiriilmesi iizerine
tek basina kontrol grubuna gore olumlu bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Ancak, serisin’in
%15 yumurta saris1 ve %3 gliserol i¢ceren sulandirictya eklenmesi durumunda toplam motilite,
membran biitiinliigli, canli spermatozoon oraninda serisin’siz %35 gliserol iceren gruplarla
karsilastirildiginda istatistiksel anlamda benzer sonuclarin elde edilmesi, ko¢ spermasinin
dondurulmasinda kullanilan gliseroliin dozlar1 azaltilarak sitotoksik etkisinin azaldigim

gostermektedir.

Calismamizdaki bulgular degerlendirildiginde farkli dozlarda ve daha fazla sayida 6rnek
kullanilarak yapilacak ¢alismalar ile serisin’in ¢6ziim sonu sperma kalitesi iizerine etkilerinin
daha ayrintili arastirillmasi gerektigi ifade edilebilir. Serisin’in sperma sulandiricisina
katilabilecek diisiik toksisiteye sahip bir antioksidan oldugu kanaatine varilmistir. Ancak kog
spermasinin  dondurulmasinda serisin kullanilarak yapilmis yeterli arastirma olmamasi
nedeniyle farkli sulandiricilarla ve farkli dondurma teknik ve hizlariyla daha kapsamli

arastirmalar yapilmasinin yararli olacagi kanisina varilmstir.
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ettigimi beyan ederim.

Begimay AYANA
Ogrencinin Ad1 ve Soyadi
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