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ÖZET 

 

 

KOÇ SPERMASININ DONDURULMASINDA SERİSİN VE GLİSEROL 

KOMBİNASYONUNUN ÇÖZÜM SONRASI SPERMATOLOJİK ÖZELLİKLER 

ÜZERİNE ETKİSİ 

 

Ayana B. Aydın Adnan Menderes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Reprodüksiyon 

ve Suni Tohumlama Programı, Doktora Tezi, Aydın, 2026. 

Amaç: Bu çalışmada, koç spermasının konvansiyonel dondurulmasında sperma 

sulandırıcılarına serisin ve farklı seviyelerde gliserol ilavesinin spermatolojik parametreler 

üzerine etkileri belirlendi. 

Gereç ve Yöntem: Çalışmada 1. Grup: TCG (Tris Sitrik asit Glikoz), %15 yumurta sarısı 

(Kontrol), 2. Grup: TCG, %15 yumurta sarısı, %5 gliserol (%5G), 3. Grup: TCG, %15 yumurta 

sarısı, %0.1 serisin (%0.1 S), 4. Grup: TCG, %15 yumurta sarısı, %0.1 serisin+%5 gliserol 

(%5G+S), 5. Grup: TCG, %15 yumurta sarısı, %0.1 serisin+%3 gliserol (%3G+S) olarak 

belirlendi. Koçlardan alınan sperma örnekleri spermatolojik açıdan normal oldukları tespit 

edildikten sonra 5 eşit hacime bölünerek, 1+5 oranında sulandırılarak donduruldu. Spermanın 

çözdürülmesinin ardından bazı spermatolojik parametreler (motilite, normal spermatozoon, 

canlılık, prematür akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon oranı ve membran bütünlüğü) 

yönünden analiz edildi. Bu değerler gruplar arasında tek tek karşılaştırılarak serisin’in koruyucu 

etkinliği belirlendi.   

Bulgular: Sonuç olarak, serisin’in %0.1 dozunun tek başına koç spermasının dondurulmasında 

tüm spermatolojik parametreler üzerinde kontrol grubuna göre olumlu bir etkisinin olmadığı 

tespit edilmiştir. Ancak, %3 ve %5 gliserol içeren %0.1 serisin içeren gruplar 

karşılaştırıldığında total motilite, membran bütünlüğü, canlı spermatozoon oranında istatistiksel 

benzer sonuçların elde edilmesi, koç spermasının dondurulmasında %0.1 serisin ilave edilerek 

gliserolün dozları azaltılarak gliserolün sitotoksik etkisinin azaldığını göstermektedir.  

Sonuç: Elde edilen sonuçlar, farklı dozlarda ve daha fazla sayıda örnek kullanılarak yapılacak 

çalışmalar ile serisin’in çözüm sonu sperma kalitesi üzerine etkilerinin daha ayrıntılı 
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araştırılması gerektiği ifade edilebilir. Serisin’in sperma sulandırıcısına katılabilecek düşük 

toksisiteye sahip bir antioksidan olduğu kanaatine varılmıştır. 

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

 

 

EFFECT OF SERİCİN AND GLYCEROL COMBİNATİONS ON POST THAW 

SPERMATOLOGİCAL CHARACTERİSTİCS FOR FREEZİNG RAM SEMEN 

 

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

and Artificial Insemination Program, Doctoral Thesis, Aydın, 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. GİRİŞ 

 

 

Hızla artan dünya nüfusu, gıda ve gereksinimlerin büyümesi bilim insanlarını hayvan 

yetiştiriciliğinde verimliliğin yükseltilmesi ve sürdürülebilirliği üzerinde araştırmaya 

yöneltmiştir (Béné ve diğerleri, 2015). Gerek hayvan yetiştiriciliğinde gerekse hayvan ıslahı 

çalışmalarında dikkate alınması gereken en önemli verim özelliklerinden birisi dölverimidir. 

Amacına uygun ve karlı bir yetiştiricilik yapılabilmesi için hayvanlardan normal sınırlar 

içerisinde maksimum sayıda yavru elde edilmesi gereklidir. Bu nedenle, yeni geliştirilen teknik 

yöntemlerin öğrenilmesi ve bunların saha şartlarında pratik olarak uygulanabilirliğinin 

sağlanması önemlidir (Sönmez, 2013). 

Yapılan araştırmalar dondurarak saklamanın sperma hücreleri üzerindeki geri dönüşü 

olmayan zararlarını ortadan kaldırmak veya azaltmak, ayrıca çözülme sonrası sperm kalitesini 

ve döl verimini iyileştirmeyi hedeflemiştir. Sulandırıcılara katılan şeker (Uçan ve diğerleri, 

2016), antioksidan (Büyükleblebici ve diğerleri, 2014), protein (Raza ve diğerleri, 2019) gibi 

kriyoprotektif katkı maddeleri (Saha ve diğerleri, 2022) sayesinde hücreler ozmotik 

değişikliklerden, apoptozdan, oksidatif stresten, DNA hasarından, buz kristalleri nedeniyle 

mekanik zararlardan ve donma çözülme işlemi sırasında soğuk şokundan korunabilmektedir 

(Ezzati ve diğerleri, 2020). Hücre zarını geçebilen kryoprotektanların arasında yer alan ve 

yüksek oranda hidrofilik özellikgösteren gliserol sperma dondurulmasında yaygın bir şekilde 

kullanılmaktadır. Yapısındaki C/OH (karbon atomuna bağlı hidroksil grubu) oranının eşit 

dağılımı gliserolün hücre üzerinde olan koruyucu etkisini artırır. Ancak gliserolün metabolik 

dönüşümü sırasında oluşan metil glikoz ve ozmotik stres bazı türlerde (aygır, tavşan, kanatlı ve 

balık) sitotoksik etkiye neden olur (Alvarenga ve diğerleri, 2000; Morrell ve Hodges, 1998). 

Sperma dondurmasında gliserolün hücre membranı üzerindeki zararının en aza indirilmesi ve 

engellenmesi için farklı içerikte sulandırıcılar denenmiştir (Silva ve diğerleri, 2012;Yıldız ve 

diğerleri, 2017). 

Serisin’in çeşitli memeli hayvan türlerinde, değişik doku ve hücrelerinde başarılı 

dondurma araştırmaları yapılmıştır. Ancak; koç spermasının dondurulabilirliği üzerine 

etkilerini inceleyen herhangi bir çalışmanın olmaması yanında serisin’in olumlu etkilerinin 

mekanizması ve sınırları henüz tam anlamıyla çözülmüş değildir. Bu bilgiler doğrultusunda koç 
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spermasının dondurulmasında sulandırıcılara serisin ilavesi ile birlikte sulandırıcı içindeki 

gliserol, miktarlarının incelenmesi ve mümkün mertebe en aza indirerek ekilibrasyon ve 

çözdürme sonrası spermatozoon motilitesi ve plazma membranlarındaki hasarın ve oluşacak 

ozmotik şokun minimize edilerek çözüm sonu sperma kalitesinin arttırılması amacıyla bu 

çalışma planlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. Koyunlarda Suni Tohumlamanın Önemi 

 

Koyun yetiştiriciliği et, süt, yün, deri üretimi açısından diğer ülkelerde olduğu gibi 

ülkemiz ekonomisinde de önemli yer tutmaktadır. Dilimizdeki “Buğdayla Koyun Gerisi Oyun” 

atasözü, Türkiye’nin uzun yıllardır koyun yetiştiriciliğinin ekonomik güvence ve geleneksel bir 

öneme sahip olduğunu anlatır. Koyunlarda suni tohumlama üzerine yapılan ilk çalışmalar 

yirminci yüzyılın başında Rusya’da Ivanov tarafindan yapılmıştır ve çiftlik hayvanlarında suni 

tohumlamanın geliştirilmesi ve uygulanmasına yol açmıştır (Salamon ve Maxwell, 2000). 

Türkiye’de ise 1926 yılında, Türk hekimleri tarafından Macaristan ve Almanya’dan getirilen 

Merinos koçlarından elde edilen sperma ile suni tohumlama yapılarak melezleme çalışmaları 

başlatılmıştır (İleri ve diğerleri, 2000). Gelişmiş ülkeler başta olmak üzere tüm dünya 

ülkelerindeki koyun yetiştiriciliğinde önemli gelişmeler ve hayvan sayılarında artışlar 

görülmektedir. Gıda ve Tarım Örgütü (FAO) verilerine göre Dünyada 1961 yılında 994 milyon 

baş koyun, 2023 yılında ortalama %33’lük bir artışla 1,32 milyar baş koyun varlığına ulaşmıştır. 

Bu durum Türkiye’de 2023 yılında 2010 yılına oranla %82 artış göstermiştir (Türkiye İstatistik 

Kurumu (TÜİK) 2023). 

Koyunlarda diğer çiftlik hayvanlarına kıyaslandığında serviksin sahip olduğu anatomik 

özelliklerin vaginal yolla intrauterin tohumlama için engel teşkil etmesi ve koç spermasının 

henüz arzu edilen başarıyla dondurulamaması, donmuş spermayla tohumlama sonrası gebelik 

oranlarının düşük olmasına, dolayısıyla uygulamanın saha koşullarında kısıtlı kalmasına neden 

olmaktadır (Marco-Jimenez ve diğerleri, 2005). Buna ek olarak, spermanın donmasındaki 

başarıyı belirleyen ana faktörlerden biri olan spermatozoon membran yapısındaki kolesterol-

fosfolipid oranı koç spermatozoonunda oldukça düşüktür (White, 1993). Ayrıca, koç 

spermatozoon membranının doymamış yağ asidi miktarı oransal olarak yüksektir ve donma 

sırasında oluşan faz değişiklikleri hücre içi molekül kayıplarına sebep olur. Sonuç olarak da 

geri dönüşü olmayan membran hasarları ve motilite kayıpları ortaya çıkar (Drobnis ve diğerleri, 

1993).  
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2.2. Spermada Soğutma, Dondurma ve Çözünme Sırasında Görülen Hasarlar  

 

Yaygın inanışın aksine canlı hücre ve dokuları dondurarak saklama sırasında asıl zorluk, 

onları çok düşük sıcaklıklarda (-196℃) muhafaza edebilmek yerine onların soğuma ve 

çözünürken iki kez maruz kaldığı ara sıcaklıklarda (-15℃ ile -130℃) kütle ve enerji 

taşınmasıyla oluşan zararlardan koruyabilmektir (Öztürk ve diğerleri, 2019). Sperma dondurma 

işlemi spermatozoon farklı bölgelerinde ani zararlara; motilite, canlılık, akrozom bütünlüğü, 

döllenme kapasitesinin azalmasına neden olur (Alvarenga ve diğerleri, 2005; Bailey ve 

diğerleri, 2000; Holt ve diğerleri, 2000). 

Spermanın dondurularak saklanmasının plazma membran akışkanlığında, reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) artmasına, akrozom bütünlüğünün azalmasına, mitokondriyal membran 

potansiyelinin bozulmasına ve boğa (Khalil ve diğerleri, 2017), manda (Rasul ve diğerleri, 

2001), teke (Ahmad ve diğerleri, 2014) ve koçta (Nur ve diğerleri, 2010) daha düşük sperm 

motilitesine neden olduğu bildirilmiştir. Ruminantlarda spermatozoon plazma membranı 

yüksek düzeyde doymamış yağ asitleri içermesi, özellikle kolesterolün düşük olması, 

spermanın donma-çözülme sürecine karşı direncini azaltır (Darin-Bennett ve diğerleri, 1977). 

Dondurma sırasında, yağ asitleri membran boyunca yeniden dağılıma uğrar ve bazıları yapısal 

farklılıklar nedeniyle sıvı halden jel haline diğerlerinden daha erken geçer ve bu da lipit faz 

ayrımına neden olur (Grötter ve diğerleri, 2019). Bundan dolayı uygun membran aktivitesine 

gerekli olan lipit-protein etkileşimi bozulur bazı yüzey proteinleri ve membran proteinleri 

kaybolur veya yer değiştirir ve bunun sonucunda işlevler bozulur. Koç spermasının 

dondurulmasından sonra kapasitasyon ve fertilizasyonda rol oynayan T-Kompleksi Proteini 1 

(TCP1), Kazein Kinaz 1 Gama 2 (CSNK1G2), Karbonik Anhidraz benzeri X3 İzoform 

inhibitörü (ICA), Disintegrin ve metalloproteinaz alanı içeren protein 20-benzeri 

(LOC101123216), TOM1-benzeri protein 1 izoform X2 (TOM1L1) gibi proteinlerinin azaldığı 

belirlenmiştir (Pini ve diğerleri, 2018). Ayrıca koç spermatozoon yüzeyinde reaktif oksijen 

türlerinden (ROS) koruyan proteinler ve glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon redüktaz (GR) 

ve süperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimlerin yeniden dağılım göstermesi hücreyi oksidatif 

strese daha hassas hale getirir (Marti ve diğerleri, 2008). Bununla birlikte lipit peroksidasyonu 

sonucu oluşan 4-hidroksinonenal (4HNE) ve malondialdehit (MDA) gibi lipit peroksitleri 

özellikle aksonem ve mitokondriyal proteinlerin değişimine yol açarak motiliteyi ve enerji 

üretimini olumsuz etkiler (Aitken ve diğerleri, 2015). 
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2.3. Koçlarda Puberte 

 

Puberte, prenatal dönemde başlayıp doğum sonrasına kadar devam eden primer ve 

sekonder cinsiyet organları ile seksüel davranışların türe özgü hal almasıdır. Hayvanların cinsel 

olgunluğa erişmelerinde ırk, bakım, beslenme, iklim, stres, ışık, belirli vücut ağırlığına ulaşma, 

eksojen uyarımlar, epifiz ve böbrek üstü bezinin fonksiyonları gibi faktörler etkili olmaktadır 

(Çoyan ve diğerleri, 2002). Bazı bilim insanlarına göre puberte, erkek hayvanların kızgınlık 

gösteren dişi hayvana ilgi göstermesi ve ejakülasyon yapma zamanı olarak (Belibasaki ve 

Kouimtzis, 2000), bazılarına göre de fertil gamet hücresi üretebildiği cinsel olgunluk evresi 

olarak tanımlanır (Price ve diğerleri, 1991). Louda ve diğerleri (1981), verimli ırklarda 

(Romanov ve Finnish Landrace) sperma üretiminde testis büyümesi, vücut ağırlığında artış ve 

cinsel aktivitelerde, küçük ama tutarlı farklılıkların genç koçların gelecekte üreme 

performanslarını etkileyebileceğini belirlemiştir (Emsen, 2005; Elmaz ve diğerleri, 2008). 

Kuzulama mevsiminin başında (Şubat, Mart) doğan hayvanlar 4 aylık yaşta puberteye 

ulaşırken, kuzulama mevsiminin sonlarına doğru (Nisan, Mayıs) doğan hayvanlarda 9-12 aya 

kadar gecikebilir (Langford ve diğerleri, 1987; Lozano ve diğerleri, 2024; Sanford ve diğerleri, 

2000). 

 

2.4. Koçlarda Spermatogenezis 

 

Spermatogenezis, haploid hücrelerin oluşumu ile sonuçlanan germ hücrelerinin bir dizi 

bölünme ve farklılaşmasını (spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit, erken 

spermatosit ve geç spermatosit) içeren senkronize ve hormonal olarak denetlenen ardışık 

olaylar dizisidir. Matematiksel olarak, bir spermatogonyumdan 64 adet spermatozoon oluşur. 

İlk spermatogonyal bölünmeden, sperma hücrelerinin seminifer tubullerin lümeni içine 

bırakılmasına kadar 49 gün geçer. Spermatogenezis döngüsü, pubertas ile başlar ve erkek 

hayvanın bütün yaşamı boyunca belirli aralıklarla yenilenir. Sertoli hücreleri, 

spermatogonyumun spermatozoona dönüşümünde germ hücreleri ile yakın ilişki içindedir ve 

önemli görevleri üstlenir. Koç ve tekelerde, germ hücreleri kan dolaşımdaki düzeyinin 50-100 

katı fazla testosterona gereksinim duyar. Ayrıca testosteron, seminal plazma üretimi, sperma 

hücrelerinin epididimisteki gelişimi ve sürekliliği için gereklidir. Vücuttaki toplam 

testosteronun %90’ı Leydig hücrelerince üretilir. Hipotalamus, lutein hormon uyarıcı faktör 
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salgılar ve bu faktör hipofizden LH (Luteinleştirici Hormon) salgılatır. LH da Leydig 

hücrelerinden testosteron üretimini uyarır. Testosteronun hipotalamus ve hipofiz üzerinde 

negatif başa tepki (feedback) etkisi ile vücuttaki testosteronun homeostatik düzeyi korunur. 

Seminifer tubullerden ayrıldıktan sonra olgunlaşan spermatozoonlar rete testis, duktus eferent, 

kaput ve korpus epididimisten geçerek ejakülasyona kadar, bir depo görevi gören kauda 

epididimise gelir. Spermatozoon bu kanallardan geçerken durağandır. Spermatozoonların 

taşınması, öncelikle kanalları çevreleyen düz kas hücrelerinin peristaltik kontraksiyonlarıyla 

gerçekleşir. Bu taşınma, 10-15 gün içinde tamamlanır. 

Epididimis başta olmak üzere, diğer taşıyıcı kanallardan geçerken spermatozoonlar ileri 

yönde gidebilme, ovumu penetre ve fertilize edebilme yeteneği kazandıkları olgunlaşma 

(maturasyon) aşaması geçirir. Spermatozoonların maturasyonundan sorumlu mekanizma tam 

bilinmemesine karşın, genel olarak epididimal salgıların, özellikle de glikoproteinlerin 

spermatozoonların yüzeyini kapladığına ve böylelikle hücrelerin fonksiyonel değişikliğe 

uğradığına inanılmaktadır. Epididimal proteinlerin salgılanması androjene bağlıdır ve bunların 

sentezinde veya salgılanmasındaki sorunlar fertiliteyi etkiler. Spermatozoonlar kauda 

epididimiste depolanır (Soylu ve diğerleri, 2023). 

 

2.5. Koçlarda Spermatolojik Parametreler 

 

Koçlarda spermatolojik parametreler, koç spermasının kalitesini ve fertilite potansiyelini 

değerlendirmek için kullanılan temel ölçülebilir faktörleri ifade eder. Koçların sperma üretimi 

ırk, yaş, beslenme, gün ışığı saatleri, üreme yönetimi, sperma alma sıklığı ve yöntemi, sıcaklık 

ve nem oranı gibi çevre koşullarından direk olarak etkilenir ve spermatolojik parametrelerde 

farklılık göstermesine neden olur (Zaher ve diğerleri, 2020). 

Genel olarak sağlıklı ve ergin bir koçun sperması ortalama 1 mL hacminde olup, pH 

değeri 6,2-6,9 arasındadır ve rengi beyazdan krem rengine değişiklik gösterebilmektedir. 

Spermatozoon motilitesi %80-90, mass (kitle) aktivitesi ++++, konsantrasyonu 2-3x109/mL, 

anormal spermatozoon oranı %5-15 ve ölü spermatozoon oranı %10 civarındadır (Ak, 2005). 

Koç sperması üzerine yapılan bazı çalışmalarda sperma hacminin Karagül ırkında 

1,2±0,30 mL, Kıvırcık koçlarında 0,7±0,03-0,9±0,05 mL, Chios ve Friesian ırkında 1,1±0,06-

1,6±0,08 mL, spermatozoon yoğunluğu Karagül koçlarında 4,4±1,20x109/mL, Chios ve 
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Friesian ırkında 3,3±0,12-4,4±0,12x109/mL, Pırlak ırkında 2,9±0,30-4,5±0,23x109/mL olarak 

belirlenmiştir. Sperma motilitesi değerleri sırasıyla; Chios ve Friesian ırkında %69,2±1,78-

75,0±1,54, Pırlak ırkında %71,0±2,33-89,0±1,00 olarak bildirilmiştir. Buna ek olarak, Pırlak 

ırkı koçlarda ölü spermatozoon oranı %7,1±0,47-12,7±0,61 ve membran bütünlüğü 

%59,4±3,43-70,3±1,61, anormal spermatozoon oranı ise %3,5±0,43-9,0±0,52 olduğu 

belirtilmiştir (Elmaz ve diğerleri, 2007; Karagiannidis ve diğerleri,2000; Kafi ve diğerleri, 

2004; Yeni, 2010). 

Çeşitli proteinler, lipitler, organik tuzlar, enzimler, şekerler, inorganik iyonlar, 

prostaglandinler ve diğer faktörlerden zengin olan koç seminal plazması, spermatozoonların 

yaşam süresinin uzaması, spermatolojik değerlerinin korunması, oksidatif stres ve soğuk 

şokuna karşı direncinin artırılmasında önemli yere sahiptir (Leahy, 2019; Muiño-Blanco ve 

diğerleri, 2008; Soleilhavoup ve diğerleri, 2014). 

 

2.6. Koçlarda Sperma Alma Yöntemleri 

 

2.6.1. Suni Vajen Yöntemi 

 

Suni vajen kullanılarak sperma alınması, bilinen yöntemler içerisinde yaygın olarak 

kullanılan sağlık açısından en uygun, pratik, tabii çiftleşmeye en yakın ve güvenilen yöntemdir. 

Suni vajen, tabii vajenin iyi bir taklidinden ibaret olup içi boş, sert plastik maddeden yapılan 

bir silindirin (uzunluğu 20-22 cm ve çapı 6-8 cm) içine yerleştirilen ince bir kauçuk astar, 

sperma toplama kabı ve suni vajen silindirini birbirine bağlayan kauçuk huniden oluşur. Suni 

vajen silindirinin bir ucundan 10 cm kadar uzaklıkta, 1 cm çapında özel musluğu ile açılıp 

kapanabilen, içerisine sıcak su koymaya yarayan bir valf vardır. Hazırlanan suni vajende; 

sıcaklık, basınç ve kayganlık özelliklerinin sağlanması gereklidir. Suni vajene konulan sıcak su 

(40-42°C) ile gerekli olan sıcaklık sağlanabilir. Bunun için vidalı delik üst tarafta olacak şekilde 

suni vajen 45° meyilli olarak tutulur. Bir huni veya enjektör ile delikten akıncaya kadar sıcak 

su doldurulur. Böylece suni vajenin yaklaşık olarak 2/3’ü su ile doldurulmuş olur. Suni vajen 

basıncı, özel musluğun üst kısmındaki delikten üflenen bir miktar hava ile sağlanır. İç lastiğin 

ön kısmına bakıldığında “Y” şeklini alması basıncın yeterli olduğunun göstergesidir. Musluğu 

kapatılıp silindir aşağı yukarı hareket ettirilerek suyun sıcaklığının tüm suni vajen boyunca 

dağılması sağlanır. Sperma alınmadan önce penisin gireceği ön kısımdan itibaren iç lastiğin 
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yaklaşık 1/3’lük kısmına vazelin gibi uygun kayganlaştırıcı madde sürülür. Sperma alma 

esnasında sperma toplama kadehi sıcaklığı vücut sıcaklığına yakın olarak muhafaza edilmelidir. 

Suni vajen ile sperma alınabilmesi için koçların normal aşım sırasında bir koyuna 

atlamasını çağrıştıran canlı bir koyuna atlatma yapılması gereklidir. Bu amaçla östrus 

döneminde olan bir dişi, normal veya kastre edilmiş erkek, fantom kullanılabilir (Sönmez, 

2013). 

 

2.6.2. Elektroejakülasyon Yöntemi  

 

Elektroejakülasyon yöntemi temel olarak koçlardan sperma almak için geliştirilmiş 

olmakla birlikte, ejakülasyonu kısa süren hayvan türlerinde de kullanılabilir (Çoyan ve 

diğerleri, 2002). Bu amaçla 10-15 Volt’a kadar ayarlanabilir bipolar rektal elektrotlu elektriksel 

stimülatörler kullanılır. Bu işlem sırasında koçlar gaz birikimini önlemek amacıyla rumen üstte 

kalacak şekilde yan yatırılarak baş ve ön bacak öne, arka bacaklar ise arkaya doğru çekilerek 

gerili vaziyette tutulur. Rektumda biriken dışkının elektrik iletimini zorlaştırmasından dolayı 

işlem öncesi dışkının boşaltılması yararlı olur. Glans penisin bir parça gazlı bezle tutulup 

prepusyum dışına çekilmesi sigmoid fleksura’yı düzleştirilerek penisi uzatır. Bir yardımcı 

elinde sperma toplama kadehini prepusyumun altında tutarken, diğeri rektal probu jel 

yardımıyla kayganlaştırdıktan sonra rektumun 15-20 cm derinliğine kadar pelvis tabanına 

doğru yerleştirir. Elektrik akımı uygulaması sırasında, 3 ya da 5 Volt düşük bir akımla her 

defasında tekrar 0’a inmek koşuluyla 7-8 saniye aralıklarla ve 1’er Voltluk artışlarla bir uyarının 

yapılması tavsiye edilmektedir. Bu işleme ereksiyon ve ejakülasyon oluşuncaya kadar devam 

edilir. Genellikle ejakülasyon, 5 ya da 7 uyarım sonucu şekillenir. 

Genelde elektroejakülatör ile elde edilen ejakülatlar, suni vajenle elde edilen ejakülatlara 

göre hacim yönünden daha fazla, ancak spermatozoon yoğunluğu açısından ise daha düşüktür. 

Bu uygulama, hayvanın canını yakan, acı verici ve önemli bazı riskler taşıyan bir yöntem 

olduğundan zorunlu bir durumla karşılaşılmadığı sürece kullanılmamalıdır (Steyn, 2003; 

Sönmez, 2013). 
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2.7. Spermanın Saklanması 

 

Spermanın alınmasından dişi hayvanın genital kanalına aktarılıncaya kadar geçen zaman 

ve bu süre içerisindeki işlemler suni tohumlama uygulamalarının başarısı açısından oldukça 

önemlidir. Spermanın saklanması, ancak uygun sulandırıcı içinde sıcaklığının düşürülmesiyle 

spermatozoonların hareketlerinin ve metabolizmasının sınırlandırılmasını sağlamak suretiyle 

mümkündür. Bu amaçla günümüzde sperma kısa ve uzun süreli olarak saklanabilmektedir. 

 

2.7.1. Spermanın Kısa Süreli Saklanması 

 

Spermanın kısa süreli saklanmasının temel yöntemi uygun bir sulandırıcı ile 

sulandırdıktan sonra spermanın geri dönüşümlü inaktive edilerek, 0-5°C ile 10-15°C ler 

arasında veya oda sıcaklığında 48-72 saate kadar bekletmektir (Salamon ve Maxwell, 2000). 

Bu süre içinde hücreler için enerji kaynağı, soğuk şokuna ve oksidatif strese karşı koruyucu 

olarak sodyum sitrat-yumurta sarısı, Tris-yumurta sarısı, yağsız süt sulandırıcısının yanı sıra 

çeşitli basit şekerler, antioksidanlar, pH düzenleyici buffer özellikli kimyasallar ilave 

edilmektedir. Kısa süreli saklamanın diğer bir yöntemi ise sulandırılmış spermanın 35°C’deki 

su dolu bir kap içerisine yerleştirilip 30 dakika içerisinde sıcaklığının 20°C’ye düşürülmesi 

esasına dayanır. Ancak bu şekilde saklanan koç spermasının 6 saat içerisinde kullanılması 

gerekir (Sönmez, 2013). 

Spermanın kısa süreli saklanması, spermanın dondurulması esnasında gelişen 

kristalleşmenin yarattığı ozmotik ve mekanik stresin etkilerini gidermekte, donma işlemine 

nazaran membran fosfolipitleriyle tepkime veren serbest radikallerin oluşum oranını belirgin 

oranda düşürerek serbest radikal kaynaklı yıkımı hafifletmektedir (Bucak ve diğerleri, 2007b). 

Bazı araştırmacılar koç spermasının kısa süreli saklanmasında spermatozoon 

parametrelerinde farklılıklar belirlemiştir. Rahman (2014), yağsız süt sulandırıcısının, koç 

spermasının soğutma aşamasında yumurta sarısı bazlı sulandırıcıya göre daha iyi koruma 

sağladığını ifade etmektedir. Kulaksız ve diğerleri (2012) tarafından yapılan araştırmada, koç 

spermasının kısa süreli saklanmasında en iyi motilite ve en düşük anormal spermatozoon 

oranının yumurta sarısı içeren yağsız süt sulandırıcısında sağlandığını göstermiştir (Kulaksiz 
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ve diğerleri, 2012; Maksimović ve diğerleri, 2018; Rahman, 2014; Soltanpour ve Moghaddam, 

2014). 

 

2.7.2. Spermanın Uzun Süreli (Dondurularak) Saklanması 

 

Spermatozoonlar dondurulduktan sonra canlı olarak uzun yıllar saklanabilir ve 

istenildiğinde çözülerek tekrar kullanılabilir. Canlı hücrelerin dondurularak saklanmasına 

kriyoprezervasyon denir (Kaya ve diğerleri, 2021). Damızlık olarak kullanılan, genetik olarak 

üstün nitelikli erkek hayvanların spermasının çeşitli yöntemlerle dondurulması sayesinde, yıllar 

boyu yavru alınabilme ve genetik özelliklerinin sınırsız olarak tüm dünyaya yayılma olanağı 

bulunmaktadır. Sperma dondurmanın temel prensibi spermatozoonların metabolizmasını sıvı 

azotta -196℃’de dondurarak durdurmak ve ardından çözerek fonksiyonlarını geri 

kazandırmaya dayanır (Ruane, 2000). Kriyoprezervasyon işleminde çok düşük sıcaklıkta (-

196ºC) canlı bir hücre veya dokunun, en az hasarla ve fonksiyon kaybı olmaksızın uzun süreli 

saklanması hedeflenir (Wetzels ve diğerleri, 1996). 

Spermanın kriyoprezervasyonu ilk kez 1776 yılında İtalyan fizyolog Spallanzani 

tarafından (insan, kurbağa, aygır) uygulanmıştır ve 1938 yılında yayınlanmıştır (Arthur ve 

diğerleri, 1996). Bilimsel ve modern anlamda canlı hücre dondurma çalışmaları, 1949 yılında 

Polge ve arkadaşlarının gliserolün kriyoprotektan (soğuk şokuna karşı koruyucu) özelliğini 

bulmasından sonra başlamıştır (Polge ve diğerleri, 1949). Koç spermasının dondurulmasına 

ilişkin ilk çalışmalar arasında, Bernstein ve Petropavlovsky (1937) tarafından yürütülen 

araştırma önemli bir yer tutmaktadır. Araştırmacılar, memelilere (koç, at, boğa, tavşan, sıçan ve 

domuz) ve kanatlılara ait (tavuk ve ördek) spermatozoonların 1 M (%9,2) gliserol kullanılarak 

-18°C’de başarılı bir şekilde saklanabildiğini bildirmiştir. Ayrıca, %18 gliserol 

konsantrasyonunun sperm hücreleri üzerinde toksik etki oluşturduğunu da ortaya koymuşlardır. 

Smirnov’un 1949 yılında yaptığı bir çalışmada gliserolsüz ortamda küçük hacimlerde -78°C’de 

vitrifikasyon yöntemi ile dondurulmuş ve 15 dakika boyunca bekletildikten sonra çözülmüş koç 

sperması ile 19 koyuna 3 ve 5 kez suni tohumlama yapılmış ve tohumlama yoluyla 11 kuzu elde 

edilmiştir (Salomon ve Maxwell, 2000). 

Soltanpour ve Moghaddam (2014), dondurulmuş ve çözülmüş koç spermasının 3 güne 

kadar 4°C'de bekletilmesinin ardından pH, canlılık ve motilite açısından değerlendirmiştir. 

Sonuç olarak, saklama süresi arttıkça sperma kalitesinin azaldığı ve %7 gliserol ve %20 
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yumurta sarısı içeren sulandırıcının, %5 gliserol ve %5 yumurta sarısı içeren sulandırıcıya 

kıyasla sperm motilitesi, pH ve canlılık oranları açısından daha iyi koruma sağladığı 

gösterilmiştir. 

Genel olarak; spermanın dondurularak saklanması sulandırma, ekilibrasyon, soğutma, 

sıvı azotta dondurarak depolama aşamalarından oluşmaktadır (Oldenhof, 2021; Zhang, 2024). 

En az tohumlama ve belirlenen spermatozoon sayısı ile en yüksek dölverimini elde etmek için 

spermanın en uygun şekilde sulandırılması gerekir. 1:1–1:23 (sperma:sulandırıcı) oranları 

arasındaki sulandırma oranlarının etkili bir biçimde kullanılabildiği bildirilmiştir. Karşılaştırma 

amacıyla değerlendirildiğinde, spermanın sulandırılmasında spermatozoon konsantrasyonu 

dikkate alınarak, 80 ile 500 ×10⁶ spermatozoon/mL aralığında bulunan örneklerin uygun şekilde 

dondurulabildiği ve tatmin edici düzeyde fertilite sonuçları elde edildiği rapor edilmiştir (Evans 

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

Soğutma aşaması spermanın dondurulmasında derin bir etkiye sahiptir. Genel olarak 

dondurma hızının, hücre içi kristalizasyonu önlemek için suyun hücrelerden çıkmasına izin 

verecek kadar yavaş olması ve yoğunlaşmış çözünenlerin neden olduğu zararlardan koruyarak 

ciddi hücre dehidrasyonunu önleyecek kadar hızlı olması gerektiği kabul edilir (Ahmadi ve 

diğerleri 2022; Savvulidi ve diğerleri, 2021). Sperma dondurma teknolojisinin başlangıcından 

bu yana çeşitli geçirgen ve geçirgen olmayan kriyoprotektanların kullanılmasıyla birlikte tüm 

türlerde gliserol (Molekül ağırlığı: 92.10) sıklıkla tercih edilmektedir (Sieme ve diğerleri, 

2016). Gliserol, hücre içinden suyun çekilmesine neden olarak hücre içi kristalizasyonu 

önleyebilir. Bazı çalışmalara göre, %5-20 yumurta sarısı içeren sulandırıcılara %3-7 gliserol 

eklenmesi ile koç spermalarında çözülme sonrası yüksek motilite (%44-85) değerlerine 

ulaşılmıştır (Anel ve diğerleri, 2003; Gil ve diğerleri, 2000; Moses ve diğerleri, 1997). Ancak, 

gliserolün koç sperması üzerinde toksik etkisi olduğundan daha yüksek döl verimi sağlamak 

amacıyla etilen glikol ve diğer kryoprotektanlara yönelik çalışmalar yapılmıştır (Najafi ve 

diğerleri, 2017). Koç spermasının dondurulmasında %20 yumurta sarısı içeren Tris bazlı 

sulandırıcıda %6 gliserol, %6 propanediol, 62,5 mM sakkaroz ve 62,5 mM trehaloz gruplarını 

karşılaştırmıştır. Sonuç olarak, kullanılan tüm kriyoprotektanlar belirli bir düzeyde apoptozu 

önleyememiş ve gliserol grubu, sperm motilitesi açısından propandiol, sükroz, trehaloz ve 

kontrol gruplarına göre daha iyi performans göstermiş, ancak DNA bütünlüğü açısından 

üstünlük göstermemiştir (Nur ve diğerleri, 2010). 

Silva ve diğerleri (2012), koç spermasının dondurulmasında Tris–yumurta sarısı 

sulandırıcısı içerisinde %5 gliserol, %3, %5 etilen glikol ya da %3, %5 asetamid içeren grupları 
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karşılaştırmıştır. %5 gliserol ile %3 veya %5 etilen glikolün, dondurma işleminin zararlı 

etkilerine karşı koruma sağladığı ve özellikle %5 gliserolün sperm plazma membranına daha 

yüksek düzeyde koruma sağladığı sonucuna varılmıştır. 

Koç spermasının dondurulmasında ekilibrasyon süresi kullanılan sulandırıcı ve 

kryoprotektana bağlı olarak 1-5 saat arasında değişebilmektedir (Galarza ve diğerleri, 2019; Jha 

ve diğerleri, 2019; Rekha ve diğerleri, 2016). Spermanın dondurulup çözdürülmesi esnasında 

spermatozoon membran hasarları özellikle kristalizasyon devresi olarak kabul edilen 0℃ ile 

20℃ aralığının hızlı geçilmesi kristallerin oluşumunu hızlandırdığı için 10℃/dakika olması 

tavsiye edilmektedir. Daha sonraki sıcaklık dereceleri olan -20℃ ile -100℃ arası ise 

20℃/dakika olacak şekilde ayarlanabilir. Spermanın dondurulması toplu şekilde özel sperma 

dondurma cihazını kullanarak yapılabilirken, aynı işlem tekli plastik payetler içine doldurularak 

ağzı geniş bir azot tankında sıvı azot seviyesinin yaklaşık 5,5-6 cm üzerinde bulunan ızgaralar 

üzerine dizilerek de yapılabilmektedir. Dondurma işlemi ardından sperma payetleri hızlı bir 

şekilde plastik goblet içine alınarak -196℃ sıcaklıktaki sıvı azot tankına depolanır (Sönmez, 

2013). 

 

2.8. Serisin 

 

Serisin, bilimsel olarak holometabol (metamorfoz geçiren) bir ipek böceği olan 

Bombycidae ailesinin Lepidoptera takımına ait Bombyx mori tarafından üretilir. Serisin üretimi, 

ipek böceğinin ön, orta ve arka ipek bezleri tarafından düzenlenir (Mondal, 2007; Sehnal, 

2008). Bu globüler protein (serisin), fibroin filamentlerini kaplar ve ipek ipliğini oluşturmak ve 

kozayı şekillendirmek için birleşir. Koza, larvanın ipek böceklerine dönüşümüne kadar koruma 

ve optimum çevre koşulları sağlar (Kundu ve diğerleri, 2008). Ser1, Ser2 ve Ser3 olarak 

isimlendirilen 3 gen tarafından sentezlenen serisin, kozanın toplam ağırlığının %25-30’unu 

kapsar (Garel ve diğerleri, 1997; Craig ve Riekel, 2002). Serisin’in organik bileşimi %46,5 

karbon, %31 oksijen, %16,5 azot ve %6 hidrojenden oluşur (Rajput ve Kumar, 2015). 

Yapısındaki arjinin ve lizinden dolayı yapışkan özelliğe sahip serisin, yapısı zayıf, yumuşak ve 

parlak olan ipeğe dayanıklık kazandırır. Serin ve treonin  gibi amino asitlerden oluşan yapısı, 

onun antioksidan ve serbest radikal giderici özelliklerinde önemli bir rol oynar. Serisin’in 

hidrofilik yapısı, yüksek miktarda hidroksil, karboksil grupları ve polar amino asitler içermesi 

nedeniyle reaktif oksijen türlerini (ROS) nötralize etmesini sağlar (Aad ve diğerleri, 2024). 
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2.8.1. Serisin’in Biyolojik Fonksiyonları ve Kullanım Alanları 

 

Serisin’in B. mori kozasından ekstrakte edilmesi ve kullanılması amacı ile bir kaç yöntem 

geliştirilmiştir. Yüksek sıcaklıkta, yüksek basınç altında otoklavda, asit (çoğunlukla sitrik asit 

çözeltisi) ve baz kullanımı (sodyum karbonat çözeltisi), enzimatik yöntem ile kozada bulunan 

diğer bileşenlerden ayrılarak elde edilen serisin’in moleküler ağırlığı 10 ile 400 kDa arasında 

değişmektedir. Uygulanan farklı yöntemlerdeki pH seviyesi, sıcaklık, işlem süresi ve kimyasal 

reaktifler gibi farklı faktörlerin, serisin’in amino asit içeriği, fiziko-kimyasal özelliği ve 

biyolojik aktivitesi üzerinde büyük etkisi vardır (Zhang, 2002). Piyasada B.mori’nin farklı 

moleküler ağırlığına ve bileşime, farklı protein üretimi özelliğine sahip türleri bulunur ve her 

bir proteini farklı biyolojik özelliktedir (Gök ve diğerleri, 2019; Kunz ve diğerleri, 2016). 

Daha önceki yıllarda serisin, faydalı özelliklerine rağmen ipek endüstrisinde bir atık ürün 

olarak görülmüştür. Dünya çapında yıllık koza üretiminin ortalama 400,000 ton, serisin atığının 

ise yaklaşık 50,000 ton olduğu ve bunun önemli derecede bertaraf zorlukları yarattığı tahmin 

edilmektedir (Seo ve diğerleri, 2023). Serisin nemi absorbe edebilme ve salabilme, 

antibakteriyel, antioksidan, UV ışınlarından koruyucu özellikte ve biyouyumlu bir polimer 

olmasından dolayı doku mühendisliği, ilaç, kozmetik, biyomedikal malzemelerin üretiminde, 

gıda sektöründe ve tekstil mühendisliğinde yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (Aramwit ve 

diğerleri, 2011; Kuns ve diğerleri, 2016). 

 

2.8.2. Antioksidan Özelliği 

 

Kimyasal bileşim açısından serisin, hidroksillenmiş bir biyopolimerdir. Yaklaşık %40 

serin ve treonin ile alkolik hidroksil grupları ve %3-5 tirozin ile fenolik hidroksil grupları içerir. 

Fenolik hidroksil grupları, hidrojen atomu transferi veya tek elektron transferi yoluyla serbest 

radikalleri temizleyebilir (Al-Mamary ve Moussa, 2021). Ek olarak, Fe2+ ve Cu+ gibi metal 

iyonları, Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikallerinin oluşumuna katkıda bulunan 

potansiyel faktörlerdir. Serisin, üzerindeki hidroksil grupları, karboksil ve amino grupları, bazı 

metal iyonlarını şelatlayarak serbest radikallerin ortadan kaldırılmasına yol açabilir (Khosa ve 

diğerleri, 2014). Serisin’in antioksidan kapasitesi kökeni ve ekstraksiyon yöntemine göre 

değişmektedir. Örneğin, renkli kozalardan elde edilen serisin, beyaz kozalardan elde edilen 

serisin’den daha yüksek serbest radikal temizleme etkisi göstermiştir (Takechi ve diğerleri, 
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2014). Çünkü renkli kozalarda bol miktarda bulunan ve kozaların renginin kaynağı olan fenol 

ve flavonoidler, serisin’in antioksidan kapasitesini güçlendirir. Bununla birlikte bazı in vivo ve 

in vitro çalışmalar, serisin uygulaması ile hücre veya hayvanlarda katalaz, süperoksit dismutaz 

ve glutatyon peroksidaz gibi hücre içi antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttığını 

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

 

2.8.3. Anti-enflamatuvar Etkisi 

 

Karragenan ile indüklenerek pençe ödemi oluşan sıçanlarda serisin’in topikal uygulaması 

sonrası dermal tabakadaki makrofaj infiltrasyonunu ve ödemi azalttığı, indometazin 

(nonsteroidal anti-enflamatuvar) ile karşılaştırılabilir düzeyde iyileştirici etkisi olduğu 

bildirilmiştir (Aramwit ve diğerleri, 2013). Ma ve diğerleri (2019, 2021) yaptıkları çalışmalarda 

serisin’in ülseratif kolit tedavisinde lipopolisakkarit (LPS) ile uyarılmış makrofajlarda tümör 

nekroz faktörü-α (TNF-α) ve reaktif oksijen türleri (ROS) üretimini azalttığını belirtmiştir. 

Diğer bir araştırmada LPS enjekte edilen farede ipek peptitlerinin oral yolla uygulamasının 

dalakta pro-inflamatuar faktör IL-1β, Toll benzeri reseptör 4'ün (TLR4) protein ekspresyonunu 

azalttığı ve monosit ve makrofaj artışını iyileştirdiği gösterilmiştir (Chei ve diğerleri, 2020). 

 

2.8.4. Anti-viral Etkisi 

 

Li ve diğerleri (2021) farelerde veziküler stomatit virüsü ve enterovirüs tedavisinde 

serisin’in intranazal ve intragastrik uygulamasının, akciğerdeki interferon-β (IFN-β) salınımını 

yükselterek hayatta kalma oranını önemli ölçüde artırdığını göstermiştir. Bununla birlikte 

serisin’in antiviral spektrumu DNA virüslerinden ziyade yalnızca RNA virüsleriyle sınırlı olup, 

hücresel glikolizi baskılar ve laktat oluşumunu azaltır (Li ve diğerleri, 2021). Düşük laktat 

seviyesi, interferon aktivasyonunu artırmak için RIG-I-MAVS sinyal yolunu kolaylaştırır 

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

 

Tip II diyabetli ratlarda serisin’in oral yoldan uygulanması kan glikoz seviyesinin 

düşmesinde ve glikojenin artmasında önemli derecede etki etmiştir. Bununla birlikte glikolizisi 

hızlandırarak glikoneogenezisi inhibe etmektedir (Wang ve diğerleri, 2021). Bazı bilim 

insanları, serisin’in glikojen sentezini artırmak, glikolizi hızlandırmak ve glukoneogenezi 

inhibe etmek için insülin-PI3K/AKT sinyal yolunu aktive ettiği düşüncesini öne sürmektedir 

(Wei ve diğerleri, 2022). Anti-oksidatif özelliğe sahip serisin, ratlarda lipid peroksidasyonunu 

ve bağırsaklardaki kolesterolün emilimini azaltarak serum kolesterol seviyesini düşürebilir 

(Deori ve diğerleri, 2016). Ampawong ve arkadaşları (2017), serisin uygulamasının karaciğer 

mitokondrisinde ROS üretimini azalttığı ve karaciğer mitokondrisinde iki antioksidan proteinin 

artışına neden olduğunu proteomik bir analiz ile belirlemiştir (Ampawong ve diğerleri, 2018). 

 

2.8.6. Nöroprotektif Etkisi 

 

Serisin antioksidan özelliği nedeniyle, galaktoz kaynaklı Alzheimer hastalığı olan 

ratlarda, 3 ay boyunca ağız yoluyla uygulaması ile bilişsel performansı iyileştirmiştir. SOD, 

CAT ve glutatyon redüktaz gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri, serisin ile tedavi edilen 

hayvanların hem serebral korteks hem de hipokampüsünde iyileştirici etki gösterirken, lipid 

peroksidasyonu önemli ölçüde engellemiştir (Yellamma, 2014). Son zamanlarda, serisin’in 

terapötik endeksi, uyku yoksunluğu kaynaklı hafıza bozukluğu, depresyon, anksiyete ve 

yaşlanmaya bağlı çeşitli nörolojik bozukluklar üzerinde araştırılmıştır. Serisin’in sadece 

oksidatif stresi ve hipokampal nöroinflamatuar yanıtı bastırmakla kalmayıp, aynı zamanda 

sinaptofizin (nöronların veziküllerinde bulunan bir membran glikoproteinidir) gibi 

hipokampustaki sinaptik entegrasyon proteinlerini düzenleyen nöroprotektif etkisi görülmüştür 

(Farajdokht ve diğerleri, 2021; Banagozar Mohammadi ve diğerleri, 2019; Seyedaghamiri ve 

diğerleri, 2021; Vatandoust ve Meftahi, 2022). 
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2.8.7. Anjiyojenik Aktivitesi 

 

Anjiyogenez, yara iyileşmesi ve doku rejenerasyonu sırasında hayati bir süreçtir. Vasküler 

endotelyal büyüme faktörü (VEGF), anjiyogenezin önemli düzenleyicisidir. Serisin tedavisinin 

fibroblastlarda, Ras-MEK-ERK sinyal yolu aracılığıyla VEGF'nın mRNA ekspresyonunu 

iyileştirdiği belirlenmiştir (Ersel ve diğerleri, 2016). Buna ek olarak, serisin makrofajlarda 

hipoksiye duyarlı faktörün (HIF) ekspresyonunu da indükleyebilir, böylece VEGF-A, VEGF-C 

ve anjiyogenin seviyelerini artırabilir (Jo ve diğerleri, 2019). 

 

2.8.8. Osteojenik Farklılaşma Üzerine Etkisi 

 

Serisin güçlü bir osteojenik uyarıcıdır. Osteojenik hücrelerin osteoblastlara farklılaşması 

kemik rejenerasyonu için gereklidir. Serisin’in implantların üzerine/içine kaplanması alkalin 

fosfataz, runt ilişkili transkripsiyon faktörü 2 ve osteokalsin gibi osteojenik belirteçlerin çeşitli 

mezenkimal kök hücrelerde ekspresyonunu artırabilir (Iranpour ve diğerleri, 2022; Nayak ve 

diğerleri, 2013). Serisin, osteojenik farklılaşmayı doğrudan uyarmasının yanı sıra, kemik 

rejenerasyonunu başlatmak için makrofajları da düzenleyebilir. Jo ve arkaşlarının yaptığı 

çalışmada (2021), serisin TLR (Toll benzeri reseptör) aracılığıyla makrofajlarda ve 

monositlerde osteogenik farklılaşmayı başlatmak için güçlü bir madde olan kemik 

morfogenetik protein 2'nin (BMP-2) ekspresyonunu başlatabildiğini göstermiştir. Kalvaryal 

bozukluğu olan ratlarda, serisin ile birleştirilmiş jelatin süngerle tedavi edilen ratların kemik 

hacmi, saf jelatin süngerle tedavi edilen ratlardan belirgin düzeyde daha yüksek olduğu, bu da 

serisin’in daha iyi kemik rejenerasyonuna neden olduğunu göstermektedir. 

 

2.8.9. Biyomedikal Malzemelerde Kullanımı 

 

Makromolekül biyopolimer yapısında olan serisin, günümüzde doku mühendisliği ve ilaç 

dağıtım alanında filmler (Jo ve Um, 2015; Wang ve diğerleri, 2019), lif matları (Yang ve 

diğerleri, 2014), hidrojeller (Chen ve diğerleri, 2018; Zhang ve diğerleri, 2008), iskeleler (Tao 

ve diğerleri, 2019), parçacıklar (Liu ve diğerleri, 2021; Orlandi ve diğerleri, 2020), 
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mikroiğneler (Deng ve diğerleri, 2022), kaplamalar (Iranpour ve diğerleri, 2022; Gök ve 

diğerleri, 2021) gibi çeşitli biyomalzemelerin üretiminde sıklıkla kullanılmaktadır. 

Genel olarak, hidrofilik yüzeye sahip implante edilen malzemeler, hidrofobik olanlardan 

daha zayıf bağışıklık tepkilerine neden olur (Visalakshan ve diğerleri, 2019), bu da gelişmiş 

biyouyumluluk anlamına gelir. Diğer doğal biyopolimerlerin aksine, serisin’in hidrofilik 

özelliği, serisin bazlı biyomalzemelere mükemmel biyouyumluluk niteliği kazandırır. Bu 

özelliğinden dolayı, yabancı cisim tepkisini değerlendirmek için iki poliserin hidrojeli 

sentezlenmiştir. Poliserin, protein emiliminde, yüksek çürüme önleyici biyomalzemesi olan poli 

etilen glikol (PEG) kadar dirençlidir. Poliserin hidrojeli, PEG ile karşılaştırıldığında, deri altı 

implantasyon fare modelinde daha az inflamatuar makrofaj infiltrasyonu ve daha az kollajen 

birikimi görülmüştür (Zhang ve diğerleri, 2020; 2021). Damar içi uygulama amacıyla 

tasarlanan ilaç yüklü nanoparçacıklar kana temas ettiğinde serum proteinleriyle kaplanarak 

uzaklaklaştırılması taşıma verimliğini azaltmaktadır. Serisin bazlı ilaç taşıyıcı nanoparçacıklar 

yüskek düzeyde hidrofilik özelliğinden dolayı serum protein adsorpsiyonunu azaltmak 

amacıyla tasarlanmıştır (Hu ve diğerleri, 2018). 

Yapılan çeşitli araştırmalar sonucunda serisin’in yara iyileşmesini hızlandırdığı (Aramwit 

ve diğerleri, 2013), hücre bölünmesini uyardığı (Terada ve diğerleri, 2003), aşı üretiminde 

kullanılabileceği (He ve diğerleri, 2018), anti tümör etkisi gösterdiği (Sasaki ve diğerleri, 2000; 

Zhaorigetu ve diğerleri, 2001), antioksidan (Kumar ve diğerleri, 2015; Zhaorigetu ve diğerleri, 

2001), antimikrobiyal (Aramwit ve diğerleri, 2013) ve hücrelerin hidrasyon yeteneğini arttırıcı 

(Padamwar ve Pawar, 2005) özelliğe sahip olduğu belirtilmiştir. 

 

2.8.10. Serisin’in Üreme Sistemindeki Önemi 

 

Serisin, yüksek moleküler heterojeniteye sahip bir poteindir ve güçlü antioksidan 

özelliğinden dolayı tercih edilir, aynı zamanda hücrelerin soğuk şokuna karşı başarılı bir şekilde 

korunmasını sağlar (Aramwit ve diğerleri, 2011; Kumar ve diğerleri, 2015). Horoz spermasında 

yapılan bir çalışmada, serisin’in sadece dondurma sırasında değil aynı zamanda spermanın +4 

°C ye soğutularak kısa süreli (72 saat) saklanması sürecinde de spermayı koruduğunu 

göstermiştir (Sonseeda ve diğerleri, 2015). Yasmin ve arkadaşları (2015), koyun oositleri 

üzerinde yaptıkları çalışmada, olgunlaşma medyumuna %0,1 serisin ilavesinin, hücresel 

olgunlaşmaya ve fertiliteye olumlu katkıda bulunabileceğini göstermiştir. Buna ek olarak, BSA 
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yerine kimyasal tercih olarak hastalık taşıma riski bulunmayan serisin kullanılabileceğini 

bildirmişlerdir (Yasmin ve diğerleri, 2015). Manda spermasında yapılan bir çalışmada, sperma 

sulandırıcılarına %0.25-0.5 serisin ilavesinin dondurma-çözdürme sırasında meydana gelen 

oksidatif strese karşı spermatozoonları koruduğu bildirilmiştir (Kumar ve diğerleri, 2015). 

Tavşan spermasının kısa süreli saklanmasında %0.1 ve %0.5 serisin ilavesinin, toplam motilite, 

canlılık oranı, membran ve akrozom bütünlüğü oranlarını anlamlı derecede yükselttiği 

bulunmuştur (P < 0.05. Raza ve diğerleri, 2024). 

Serisin’in koç spermasının dondurulmasında kullanımının amacı dondurma ve çözünme 

sırasında serisin ilavesinden kaynaklanabilecek koruyucu etkinin motilite, canlılık, membran 

ve akrozom bütünlüğü üzerindeki etkisini incelemektir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

3.1. Gereç 

 

Araştırmada yaşama payı beslenme gereksinimlerini karşılayacak şekilde dengelenmiş, 

kaba yem (yonca kuru otu) ve arpa peleti karışımından oluşan rasyon ile beslenen 24-36 ay 

aralığında, 5 adet Kıvırcık melezi koç kullanıldı. Hayvanlar Adnan Menderes Üniversitesi, 

Veteriner Fakültesi Çiftiliği’nde bulunan Dölerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dalı’na ait 

açık alanda üstü kapalı padoklarda barındırıldı. Hayvanlara herhangi bir yapay ışık düzenlemesi 

yapılmadı. Spermatolojik analizler Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Dölerme 

ve Suni Tohumlama Anabilim Dalı laboratuvarında gerçekleştirildi. Koçlarda çalışma süresi 

boyunca 1 kez Mayıs ayında kırkım ve tırnak kesimi yapıldı. 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Spermanın Alınması 

 

Çalışmada kullanılan koçlardan haftada iki kez (10 hafta boyunca) suni vajen yardımıyla 

sperma alındı. Alınan spermaların mikroskobik kontrolleri yapıldıktan sonra bireysel 

farklılıkları elimine edebilmek amacıyla kitle hareketi 3 ve üstü (0-5 skala), motilitesi %70 ve 

üstü, anormal spermatozoon oranları ise %20’nin altında olan ejakulatlar deneylerde kullanıldı. 

Bu kriterlere sahip spermalar toplama kadehlerinden otomatik pipet ile eşit miktarlarda alınarak 

önceden 37℃’ lik su banyosunda bekletilerek ısıtılmış bir deney tüpünde birleştirildi. 

 

3.2.2. Spermanın Sulandırılması ve Dondurulması 

 

Elde edilen spermalar muayenelerden sonra 37℃’ ye ısıtılmış temel sulandırıcıda, %15 

Yumurta Sarısı (YS) ve %0.1 serisin, %3 ve %5 oranlarında gliserol ve bunların 

kombinasyonlarını içeren sulandırıcıyla ml de 400x106 hücre olacak şekilde sulandırıldı. 
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Tablo 1. Sulandırıcı Kompozisyonu (Salamon ve Maxwell, 2000). 

Sulandırıcı Maddeler Miktar 

Tris (g) 3.634 

Glikoz (g) 0.500 

Sitrik Asit (g) 1.990 

Yumurta Sarısı (%) 15 (hacmen) 

Penisilin (IU) 100,000/100 mL 

Streptomisin (mg) 100/100 mL 

 

Çalışmada spermanın muayenesini takiben aşağıdaki deney gruplarına göre sulandırıldı. 

1.Grup: TCG+%15 YS (Kontrol) 

2.Grup: TCG+%15 YS+%5 gliserol (%5G) 

3.Grup: TCG+%15 YS+%0.1 serisin (%0.1 S) 

4.Grup: TCG+%15 YS+%0.1 serisin+%5 gliserol (%5G+S) 

5.Grup: TCG+%15 YS+%0.1 serisin+%3 gliserol (%3G+S) 

Grupların sulandırma işlemlerinden sonra, spermalar 0.25 mL’lik payetler içine 

çekildikten sonra ekilibrasyon işlemi için soğutmalı inkübatörde yaklaşık 2.5 saat süresince 

37°C den kademeli bir şekilde 4°C ye düşürüldü ve 4℃’de 2 saat daha inkübatörde bekletildi. 

Ekilibrasyon işleminden sonra payetler 7 dakika süre ile sıvı azot seviyesinin üzerinde (5 cm 

üzerinde olacak şekilde) yatay bir şekilde dizildi (Uçan ve diğerleri, 2016). Bu sürenin 

bitiminden sonra depolama için sıvı azotun içine daldırıldı ve bir süre sonra konteynerlere 

aktarıldı. Spermatolojik parametrelerin belirlenmesine kadar konteynerlerde saklandı. 

Spermatolojik muayenelerin yapılmasından hemen önce payetler 37°C’ ye ayarlanmış bir su 

banyosunda 30 saniye boyunca çözdürüldü. 
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3.2.3. Spermatolojik Parametrelerin Belirlenmesi 

 

3.2.3.1. Motilite Muayenesi 

 

Payetlerin çözümünden sonra 1:6 oranında TCG sulandırıcısı ile sulandırıldıktan sonra 

uygun şekilde lam-lamel arasına yerleştirilerek ısıtma tablalı faz-kontrast mikroskopta kamera 

ile bağlantılı CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) programı (Microptic, Spain) 

yardımıyla progresif motilite ve toplam motilite oranları belirlendi. Bu amaçla en az 4 farklı 

alandan en az 1000 hücre değerlendirildi. Değerlendirmelerin ortalaması alınarak 

hesaplamalarda kullanıldı. 

 

 

Resim 1. Progresif ve toplam motilite oranlarının belirlenmesinde CASA (Computer Assisted 

Sperm Analysis) programının görüntüsü. Kırmızı-hızlı progresif, yeşil-orta progresif, mavi-

progresif olmayan, sarı-motilitesi olmayan spermatozoon. 

 

3.2.3.2. Normal Spermatozoon Oranı (Morfoloji) 

 

Sperma numunelerindeki normal spermatozoon oranı sıvı fikzasyon yöntemiyle 

belirlendi. Bu yöntemde 990 µL Hancock (Hancock, 1952) ve 10 µL sperma eklenerek fikse 
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edildi. Ardından hücreler 40x objektifte lam-lamel arasında bir faz-kontrast mikroskop altında 

incelendi. En az 200 spermatozoonun çeşitli kısımlarının (akrozom, baş, orta kısım ve kuyruk) 

incelenmesi sonunda normal yapı gösteren spermatozoa oranı yüzde (%) olarak belirlendi. 

 

 

Resim 2. Normal spermatozoon oranının belirlenmesinde faz-kontrast mikroskop altında 

görüntüsü. 

 

3.2.3.3. Canlı Spermatozoon Oranı (Eozin-nigrosin) 

 

Canlı spermatozoon oranını belirlemek amacıyla 37°C’de ısıtma tablasına yerleştirilen 

lam üzerine 3.5 µL sperma ve 3.5 µL eozin-nigrosin boyası damlatılarak lamel ile froti 

çekilmesinin ardından ışık mikroskobunda, 40x objektifte, pembe renkli spermatozoonlar ölü, 

boya almayan beyaz hücreler canlı olarak belirlenerek toplam 200 hücre sayıldı. 
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Resim 3. Eozin-nigrosin boyaması sonrası aynı alanın ışık mikroskobu görüntüsü. 

 

3.2.3.4. Canlı Spermatozoon Oranı (Propidium iodide) 

 

Çözdürülmüş sperma örneklerinde spermatozoon canlılık oranının floresan boyama 

tekniği ile belirlenmesinde Propidium iodide (PI) boyası kullanıldı. Çözünmüş sperma örneği 

tekrar 1:10 oranında TCG sulandırıcısı ile sulandırılmasının ardından 50 µL sperma 

numunesine 2.5 μL PI (200 μg/mL) ilave edildi. Oda sıcaklığında 10 dakika bekletildikten sonra 

5 µL %4 lük fiksatif (PBS içinde çözünmüş %4 Paraformaldehyde) damlatıldıktan sonra lamel 

ile kapatılarak floresan mikroskop altında incelendi. Hiç floresan vermeyen hücreler canlı ve 

kırmızı floresan veren hücreler ölü olarak sınıflandırıldı (Küçük ve diğerleri, 2021). 

 

 

Resim 4. PI boyaması sonrası aynı alanın ışık mikroskobu (solda) ve PI filtre görüntüsü 

(sağda). 



24 
 

3.2.3.5. Prematür Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatozoon Oranının Belirlenmesi 

 

Çözdürülmüş sperma örneklerinde spermatozoon akrozom bütünlüğü fluorescein-

labelled lectin from the peanut plant, Arachis hypogaea (FITC-PNA, L7381) boyaması 

yapılarak belirlendi (Gadea ve diğerleri, 2008). Bu amaçla, 50 μL çözdürülmüş sperma örneği 

üzerine 5 μL FITC-PNA (200 μg/mL) ilave ederek oda sıcaklığında 10 dakika bekletildi. Daha 

sonra üzerine 2.5 μL fiksatif solusyonu damlatıldıktan sonra lamel ile kapatılarak floresan 

mikroskop altında incelendi. Floresan mikroskop altında hazırlanan preparatlardan toplam 200 

hücre sayılarak, akrozom reaksiyonuna giren hücre oranı belirlendi. Hücrelerin akrozom kısmı 

hiç floresan vermeyen hücreler akrozom bütünlüğünü korumuş, sadece yeşil floresan veren 

hücreler akrozom bütünlüğü bozulmuş olarak sınıflandırıldı (Küçük ve diğerleri, 2021). 

 

 

Resim 5. FITC-PNA boyaması sonrası aynı alanın ışık mikroskobu (solda) ve FITC-PNA 

filtre görüntüsü (sağda). 

 

3.2.3.6. Spermatozoon Membran Bütünlüğünün Belirlenmesi 

 

Spermatozoon membran bütünlüğünün belirlenmesi amacıyla hipo-ozmotik şişme testi 

(HOS testi) uygulandı. Jeyendran ve ark (1984) tarafından tanımlanan yöntemden 

yararlanılarak sperma örneklerinin 100 mOsm/L ye ayarlanmış (Aisen ve diğerleri, 2005) 

fruktoz solüsyonu içerisinde 15 dakika inkübe edilmesinden sonra preparatlar hazırlandı. 

Hazırlanan preparatlardan toplam 200 hücre sayılarak, kıvrık kuyruklu spermatozoonların oranı 

belirlendi ve bu hücreler membran bütünlüğüne sahip spermatozoonlar olarak kabul edildi. 
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Resim 6. Hipo-ozmotik şişme testi (HOS testi) sonrası faz-kontrast mikroskop altında 

görüntüsü. 

 

 3.2.3.7. İstatistiksel Analizler 

 

Elde edilen bulguların istatiksel analizleri SPSS© 20.0 (Statistical Package for the Social 

Sciences) programı aracılığıyla gerçekleştirildi. Gruplarda veriler mean±SEM olarak sunuldu. 

Grupların spermatolojik parametreler yönünden karşılaştırılması maksadıyla ANOVA testi 

kullanıldı. Tüm analizlerde P˂0,05 fark anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. Progresif Motilite Değerlendirmesi 

 

Çözüm sonrası progresif motilite oranı kontrol, %5G, %0.1S, %5G+S, %3G+S 

gruplarında sırasıyla 0,4±0,09; 9,4±1,29; 0,4±0,15; 11,0±1,01; 6,3±1,67 olarak belirlendi. 

%5G, %5G+S ve %3G+S grupları istatistiksel olarak benzer bulundu (P˃0,05). Bu gruplar ile 

kontrol ve %0,1S grupları arasında istatistiksel anlamda fark olduğu tespit edilmiştir (P˂0,05). 

 

4.2. Toplam Motilite Değerlendirilmesi 

 

Toplam motilite oranı %5G, %5G+S ve %3G+S gruplarında sırasıyla %52,8±5,29, 

%55,0±4,39 ve %40,6±5,49 olarak belirlendi. Bu gruplar arasında istatistiksel olarak önemli 

bir fark bulunamadı (P>0,05). Kontrol ve %0,1S grubunun total motilite oranının ortalaması 

sırasıyla %10,0±1,66 ve %14,5±1,50 olarak belirlendi ve diğer gruplara göre istatistiksel fark 

bulunmuştur (P˂0,05).  

 

  

Şekil 1. Dondurulmuş-çözdürülmüş sperma örneklerinde grupların progresif motilite (sol) ve 

toplam motilite (sağ) oranları. 
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4.3. Normal Spermatozoon Oranı 

 

Bu çalışmada morfolojik olarak normal spermatozoon oranı 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 yönünden 

gruplar arasında istatistiksel olarak fark bulunamadı (P>0,05). 

 

4.4. Membran Bütünlüğüne Sahip Spermatozoon Oranı 

 

Çözüm sonu spermatozoon membran bütünlüğü oranı kontrol, %5G; %0,1S; %5G+S; 

%3G+S gruplarında sırasıyla 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 gruplarında değerler diğer gruplardan önemli oranda farklı 

bulundu (P˂0,05). 
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Şekil 2. Dondurulmuş-çözdürülmüş sperma örneklerinde gruplarda morfolojik olarak normal 

(üst) ve membran bütünlüğü sağlam (alt) spermatozoon oranları 

 

4.5. Canlı Spermatozoon Değerlendirilmesi (Eozin-nigrosin) 

 

Çözdürülmüş sperma örneklerinde eozin-nigrosin yöntemi ile elde edilen canlı 

spermatozoon oranları sırasıyla kontrol grubunda %33,3±5,66; %5G grubunda %50,3±4,51; 

%0,1S grubunda %39,2±6,50; %5G+S grubunda %57,0±5,00; %3G+S grubunda %59,5±5,35 

olarak belirlenmiştir. Kontrol grubu ile %5G+S ve %3G+S grupları arasında istatistiksel olarak 

fark bulunurken (P˂0,05) diğer gruplarla istatistiki fark bulunamadı (P>0,05). 
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4.5. Canlı Spermatozoon Değerlendirilmesi (PI) 

 

Çözüm sonu örneklerde PI boyamasıyla tespit edilen canlı spermatozoon oranları kontrol, 

%5G, %0,1S, %5G+S ve %3G+S gruplarında sırasıyla 7,0±2,67; 27,5±5,01; 9,4±3,48; 

28,8±6,02 ve 26,4±5,26 olarak belirlendi. Sonuçlar %5G; %5G+S; %3G+S grupları arasında 

istatistiksel anlamda benzer bulundu (P>0,05). Ancak, kontrol ve %0,1S grubu ile diğer gruplar 

arasında istatistiksel fark bulundu (P˂0,05). 

 

 

Şekil 3. Dondurulmuş-çözdürülmüş sperma örneklerinde grupların eozin-nigrosin (E/N-üst) 

ve propidium iodide (PI-alt) boyama tekniği ile canlı spermatozoon oranları 
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4.6. Prematür Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatozoon Oranları 

 

Prematür akrozom reaksiyonu gösteren spermatozoon oranı kontrol grubu, %5G, %0,1S, 

%5G+S ve %3G+S gruplarına sırasıyla 68,8±1,40; 74,5±2,20; 76,3±2,53; 78,3±3,68 ve 

77,9±1,75 olarak belirlendi (Şekil 4). Gruplar arasında istatistiksel olarak bir fark bulunamadı 

(P>0,05). 

 

 

Şekil 4. Dondurulmuş-çözdürülmüş sperma örneklerinde gruplarda prematür akrozom 

reaksiyonuna giren spermatozoon oranları 
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Çalıma süresince çözüm sonu total ve progresif motilite, morfoloji, membran bütünlüğü (HOS), 

canlılık oranı (E/N), canlılık oranı (PI), akrozom bütünlüğü (FITC-PNA) değerleri Tablo 2’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 2. Deneme gruplarında çözüm sonu elde edilen toplam motilite, progresif motilite, 

morfoloji, membran bütünlüğü (HOS), canlılık oranı (E/N), PI (propidium iodide), akrozom 

bütünlüğü FITC-PNA (fluorescein izotiyosiyanat) sonuçlarına ilişkin bulgular 

Gruplar Toplam 

motilite⁎ 

 

(%) 

Progresif 

motilite⁎ 

 

(%) 

Morfoloji⁎ 

 

 

(%) 

Membran 

bütünlüğü 

HOS⁎ 

(%) 

Canlılık 

oranı⁎ 

E/N 

(%) 

Canlılık 

oranı PI⁎ 

 

(%) 

Akrozom 

bütünlüğü 

FITC⁎ 

(%) 

Kontrol 10,0±1,66b 0,4±0,09b 96,8±0,64a 3,0±0,57b 33,3±5,66b 7,0±2,67b 68,8±1,40a 

%5 G 52,8±5,29a 9,4±1,29a 95,9±0,75a 12,4±1,49a 50,3±4,51a 27,5±5,01a 74,5±2,20a 

%0,1 S 14,5±1,50b 0,4±0,15b 96,3±0,80a 3,2±0,64b 39,2±6,50a 9,4±3,48b 76,3±2,53a 

%5G+S 55,0±4,39a 11,0±1,01a 96,7±0,61a 14,7±2,60a 57,0±5,00a 28,8±6,02a 78,3±3,68a 

%3G+S 40,6±5,49a 6,3±1,67ab 96,4±0,47a 11,8±1,90a 59,5±5,35a 26,4±5,26a 77,9±1,75a 

Aynı sütunda farklı harf taşıyan grup ortalamaları arasındaki farklılıklar önemlidir (P<0,05). 

*SEM: Ortalamanın Standart Hatası  
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5. TARTIŞMA 
 

 

Spermanın dondurulması üzerinde yapılan çalışmalar incelendiğinde özellikle koç ve teke 

spermatozoonlarının hücre zarı yapısında doymamış çoklu yağ asitlerinin çokluğu ve 

kolesterol/fosfolipid (C27H46O/C3H8NO6P) oranının düşük oluşu nedeniyle dondurma ve 

çözdürme işlemlerine karşı oldukça hassas olduğu gözlemlenmiştir (Bucak ve diğerleri, 2007a). 

Birçok kimyasalın sperma kriyoprotektanı olarak etkinliği test edilmiştir ancak çoğu spermanın 

dondurulmasında koruma protokolü hala kriyoprotektif ortamda gliserolü tercih etmektedir 

(Holt, 2000). Koç spermasının dondurulmasında kullanılan gliserol seviyesi, soğutma ve 

dondurma oranlarına, sulandırıcı bileşimine ve gliserolün eklenme yöntemine bağlıdır. Ancak, 

gliserolün toksik etkisi olması sebebiyle kullanılan gliserol seviyesinin çok yüksek olması 

istenmez (Fahy, 1986). 

Seminal plazmada bulunan glutatyon peroksidaz (GSH-Px), süperoksit dismutaz (SOD) 

ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimler, reaktif oksijen türlerinin (ROS) neden olduğu 

oksidatif hasara karşı hücreleri koruyabilir. Ayrıca, hücre zarında bulunan lipitlerin lipid 

peroksidasyonunu (LPO) önlemek için çeşitli enzimatik ve non-enzimatik koruyucu 

mekanizmalara sahiptir. Ancak, spermanın soğutma işlemleri içsel savunma ve reaktif oksijen 

türlerininin ortadan kaldırılması arasındaki kritik dengeyi bozabilir (Bilodeau ve diğerleri, 

2000). Aşırı reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimi spermada motilite, membran bütünlüğü, 

DNA bütünlüğünün bozulması, mitokondriyal işlevsel bozukluklara neden olur (Aitken ve 

diğerleri, 2016). Birçok çalışmada ROS'un neden olduğu zararlı etkileri ortadan kaldırmak için 

sulandırıcılara çeşitli antioksidanlar eklenmiştir (Najafi ve diğerleri, 2017). Geniş spektrumlu 

antioksidanlar kriyoprezervasyon sırasında koç spermatozoonu için bir miktar koruma 

sağlayabilmesine rağmen, koyunlarda servikal tohumlama uygulamalarında gebelik oranı 

henüz belirgin bir şekilde yükselmemiştir (Shi ve diğerleri, 2023). 

Genel olarak spermanın kısa süreli saklanması ve dondurulmasına ilişkin çalışmalarda 

hayvan türü, sperma dondurma yöntemi, sulandırıcı, kriyoprotektan ve dozlarının değişikliğine 

bağlı en yaygın kullanılan ve etkili olduğu bulunan ortalama serisin dozu 0.25%-0.50% 

olmasına paralel olarak bu çalışmada, 15% YS, 3%-5% gliserollü TCG sulandırıcısına 0.1% 

serisin ilavesinin koç spermasının dondurulmasında spermatozoon motilitesi, canlılık ve 

membran bütünlüğü oranları üzerinde özellikle düşük gliserol gruplarında nümerik anlamda 

olumlu bir etkisi olduğu belirlenmiştir. 
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Sunulan tez çalışmasındaki veriler diğer literatür bulgularıyla beraber 

değerlendirildiğinde; iki farklı gliserol düzeyinde serisin’in sulandırıcılara ilavesi farklı 

spermatolojik parameteler üzerinde istatistik açıdan anlamlı bir artış ya da değişime neden 

olmamıştır. Ancak, daha önce yayınlanan başka bir çalışmada tavşan spermasının 

dondurulmasında TCG, sukroz, Me2SO sulandırıcısına ilave edilen 0.1% ve 0.5% serisin’in 

çözüm sonu spermatozoon progresif ve total motilite, canlılık, akrozomal bütünlük ve ozmotik 

toleransını anlamlı şekilde artırdığı gösterilmiştir (Raza ve diğerleri, 2019). Yine başka bir 

çalışmada ise Tris-yumurta sarısı sulandırıcısına %0.1 ve %0.5 serisin ekleyerek boğa 

spermasının dondurma ve çözüm sonrası  toplam ve progresif motilitenin, canlılık ve plazma 

membranı bütünlüğünün anlamlı şekilde arttığını göstermiştir (Dorji ve diğerleri, 2015). 

Sperma dondurulmasında serisin’in etkinliğinin; tür, yaş, coğrafi yerleşim, iklim koşulları, 

kullanılan sperma sulandırıcısının kompozisyonu ve uygulanan serisin konsantrasyonuna bağlı 

olarak değişkenlik gösterebildiği bildirilmektedir. Bununla birlikte, optimal doz aralığının 

aşılması durumunda serisinin sperm kalite parametreleri üzerinde olumsuz etkilere yol 

açabileceği vurgulanmaktadır. Yukarıda anılan çalışmalardan farklı olarak bu çalışmada elde 

edilen sonuçların daha önce belirtilen farklılıklardan kaynaklanması muhtemeldir. 

Kumar ve diğerleri (2015), manda spermasının dondurulmasında farklı serisin 

konsantrasyonları (%0.25, 0.5, 1, 1.5, 2) kullanarak serisin’in %0.25, 0.5 ve 1’lik takviyesi ile 

çözüm sonu motilitenin arttığını, %0.25 ve 0.5 derişimlerinde ise, spermatozoonun plazma 

membranı bütünlüğünün korunmasında ve bir antioksidan enzim olan SOD’un (süperoksit 

dismutaz) aktivitesinde artışın olduğu görülmüştür. Bu çalışma, düşük doz serisin takviyesinin, 

sperma kalitesini koruduğu ve oksidatif stresi önlediğini göstermiştir (Kumar ve diğerleri, 

2015). 

Diğer bir çalışmada ise serisin’in (%0, 0.25, 0.5 ve 0.75) dozlarının fare epididimisinden 

elde edilen spermanın dondurulması sırasında koruyuculuğunun yanı sıra in vitro fertilizasyon 

ve sonrasında embriyo gelişimi üzerindeki etkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bulgular, %0.5 

serisin içeren gruptaki spermatozoonların, diğer gruplara kıyasla önemli ölçüde (P≤0.0001) 

yüksek canlılık ve motilite oranı, en iyi dölleme yeteneği ve 2 hücreli embriyo ve blastosist 

gelişimini göstermiştir. %0.75 serisin ve kontrol grupları arasında canlılık (P=0.8781), dölleme 

yeteneği (P=0.2458) ve 2 hücreli (P=0.5136) ve blastosist (P=0.0896) gelişimi açısından önemli 

bir fark gözlenmemiştir (Ghasemi ve diğerleri, 2018). Ratchamak ve diğerleri (2023) yaptıkları 

çalışmada serisin’i %0, %0.25, %0.50 ve %0.75 oranlarında ilave ederek horoz 

spermatozoonlarını 0.5 ml’lik payetler içinde dondurmuşlardır. Sonuçlar, %0,50 ila %0,75 
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serisin gruplarının, diğer gruplara kıyasla daha fazla toplam ve progresif motilite ve 

malondialdehit seviyelerinde azalma olduğunu göstermiştir (P<0,05). Ancak, %0,75 serisin 

grubunda canlılık, %0,50 serisin grubuna kıyasla azalmıştır (P<0,05). Toplam yumurta 

doğurganlığı ve kuluçka oranı, %0,50 serisin grubunda diğer gruplara kıyasla önemli ölçüde 

yükselmiştir (P<0,05, Ratchamak ve diğerleri, 2023). 

Yangngam ve diğerleri (2021), yaptıkları çalışmada Holstein-Friesian melez boğalarından 

elde edilen spermanın dondurulmasında Tris-yumurta sarısı sulandırıcısına ilave edilen 

serisin’in %0.25 ve %0.5 gruplarının spermatozoonlarda en yüksek toplam motiliteyi 

sağladığını göstermektedir (P<0.05). Spermatozoon canlılığı, akrozom bütünlüğü ve 

mitokondriyal fonksiyonun %0,25 serisin grubunda, kontrol ve %1,0 lik gruba kıyasla daha 

yüksek olduğu belirtilmiştir (P<0,05). %0,25 ve %0,5 serisin takviyesi, kontrol ile 

karşılaştırıldığında MDA (malondialdehyde) konsantrasyonlarını önemli ölçüde azaltmıştır 

(P<0,05). İnsan spermasında yapılan çalışmada farklı serisin konsantrasyonları (%0, 0,5, 1, 2,5 

ve 5) kullanılırken çözüm sonu, %2,5 ve %5 serisin eklenmesinin sperm canlılığını ve toplam 

motilite oranını önemli ölçüde artırdığını ve DNA bütünlüğünü koruduğunu (P < 0,05) 

göstermiştir (Aghaz ve diğerleri, 2020). Khye ve diğerleri (2021) köpek spermasının 4℃’de 

kısa süreli saklanmasında Tris-yumurta sarısı sulandırıcısına %0.25 ve %0.5 serisin ilavesi, 72. 

saatte diğer gruplara (%0, %0.1, %0.25 ve %0.5) kıyasla daha yüksek spermatozoon motilitesi 

ve canlılığı sağlanmıştır (P<0.05). Nasirabadi ve diğerleri (2019), yaptığı araştırmada aygır 

spermasının dondurulmasında kontrol grubu olarak INRA 82 sulandırıcısı, INRA 82 

sulandırıcısı+%0.25 serisin, INRA 82 sulandırıcısı+1.5 mM glutatyon ve INRA 82 sulandırıcısı 

+%0.25 serisin+1.5 mM glutatyon ilave edilen deney gruplarını oluşturmuştur. Sonuç olarak, 

INRA 82 sulandırıcısı+%0.25 serisin grubundaki sperma örneklerinde katalaz ve glutatyon 

peroksidaz (GPx) aktivitesi artarken, lipid peroksidasyonu ve normal orta kısım oranı diğer 

gruplarla karşılaştırıldığında azalmıştır (P<0,05). Aynı grubun spermatozoon anormal baş 

oranının, glutatyon ve serisin+glutatyon gruplarında distal damlacıklı spermatozoon oranlarının 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında azaldığını belirtmiştir (P<0,05). Kapasitasyon gösteren 

spermatozoon yüzdesi, serisin ve glutatyon ilave edilen gruplarda kontrol grubuna göre düşük 

bulunmuştur. 

Barbari keçisi spermasının dondurulmasında sulandırıcılara serisin’in %0, %0.25 ve 

%0.50 dozlarında eklenmiştir. Sonuç olarak, %0.25 ve %0.50 serisin  sperma motilitesi, plazma 

membranı ve akrozom bütünlüğü, antioksidan enzim aktivitelerini (SOD, GST, CAT) artırmış, 

lipit peroksidasyonunu (MDA) azaltmış ve hücre içi enzim sızıntısını (ALT, LDH) önlemiştir. 
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%0.25 serisin grubunda HSP70 gen ve protein düzeylerinin belirgin şekilde yükseldiğini 

göstermiştir (Reddy ve diğerleri, 2018). Yadava ve arkadaşları, Hariana boğa spermasının 

dondurulmasında %0,25-%0,5 oranında serisin içeren grupların kontrol grubuna (Yumurta 

sarısı-tris) kıyasla progresif motilite, canlılık, akrozom ve membran bütünlüğü açısından 

anlamlı düzeyde (p<0.05) olumlu sonuçlar elde edilmiştir (Yadava ve diğerleri, 2019). 

Saphungthong ve diğerleri (2023) yaptıkları çalışmada, boğa spermatozoonlarının tekrar 

dondurulmasında toplam motilitenin %0.5 serisin eklenen sulandırıcı grubunda kontrol 

grubundan (%20YS+Tris) daha yüksek olduğunu (%53.9’a karşılık %41.5, P<0,05) ancak, 

canlılık oranı, membran ve akrozom bütünlüğü, in vitro fertilizasyon yeteneği ve embriyonik 

gelişim oranlarının değişmediğini göstermiştir. 

Yu ve diğerleri (2025), Chengde boynuzsuz kara keçisinin spermasının dondurulmasında 

OptiXcell® sulandırıcısına serisin %0.2, %0.4, %0.6, %0.8 ve %1.0 dozlarında eklenmiştir.  

Elde edilen sonuçlar, %0,6 serisin ilavesinin çözülme sonrası spermatozoon canlılığını 

%65,25’e kadar anlamlı biçimde artırdığını, aynı zamanda anormal spermatozoon oranı 

(P<0.05) ve hücre içi reaktif oksijen türleri (ROS) seviyesini (P<0.05) önemli ölçüde azalttığını 

göstermiştir. Bununla birlikte, glutamin, alanin ve aspartat metabolizmasında anlamlı 

zenginleşme gösterdiğini, buna paralel olarak antioksidan proteinlerin belirgin şekilde 

aktifleştiğini ortaya koymuştur. 

Domuz spermasında yapılan çalışmada, sulandırıcıya %0, %0.25, %0.5, %0.75, %1 

seviyelerinde serisin takviyesinin etkileri incelenmiştir. Sonuçlar, %0,5-%1 serisin takviyesinin 

dondurma ve çözüm sırasında spermatozoon canlılığının, akrozom bütünlüğünün ve 

mitokondriyal fonksiyonların korunmasında daha etkili olduğunu göstermiştir. %0,75 serisin 

grubunda spermatozoonlarda toplam ve progresif motilite oranı en yüksek bulunmuştur. 

Bununla birlikte, %0,25-%0,75 serisin takviyesi lipid peroksidasyon indeksindeki artışları 

önemli ölçüde baskılamıştır. Domuz spermasının dondurulmasında koruyucu alternatif bir 

bileşen olarak %0,75 serisin önerilmiştir (Ratchamak ve diğerleri, 2020). Vijyeta ve diğerleri 

(2024) yaptıkları çalışmada Jaffarabadi manda spermasının dondurulmasında AndroMed® 

sulandırıcısına farklı oranlarda eklenen serisin’in (%0,0, %0,25, %0,50, %0,75 ve %1,0) kalite 

parametreleri, oksidatif durum ve döl verimi üzerindeki etkileri belirlenmiştir. Sonuç olarak, 

sperma motilitesi, canlılığı, plazma membranı ve akrozom bütünlüğü açısından %0,25 ve 

%0,50 serisin gruplarında kontrol ve %0,75 serisin gruplarına göre anlamlı derecede daha 

yüksek (P<0.01) sonuçlar elde edilmiştir. En yüksek gebelik oranı %0,25 serisin grubunda 
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görüldüğü, %1,0 serisin grubunda ise tüm sperma parametrelerinin kontrol grubuna göre daha 

düşük olduğu, yani zararlı bir etki gösterdiği belirlenmiştir (Vijyeta ve diğerleri, 2024). 

Patel ve diğerleri (2019), Gir boğası ve Murrah mandası spermasının dondurulmasında 

tris-fruktoz-yumurta sarısı-gliserol sulandırıcısına %0.25 ve %0.5 oranlarında serisin 

takviyesinin diğer gruplara kıyasla (%0,0, %0,1 ve %1,0) spermatozoon motilitesini koruduğu, 

oksidatif hasara karşı ve SOD ile GPx enzim aktivitelerinin yükseldiğini göstermiştir. Diğer bir 

çalışmada ise Gir boğası ve Murrah mandası spermasının dondurulmasında mifepristone (10 

μg/mL), taurin (4 mg/mL) içeren tris-fruktoz-yumurta sarısı-gliserol sulandırıcısına eklenen 

%0,5 serisin’in spermatozoon motilite oranını olumlu şekilde etkilediği gösterilmiştir 

(Chaturvedi ve diğerleri, 2022). 

Asya fili spermasının dondurulmasında %20 yumurta sarısı ve %5 gliserol içeren 

sulandırıcıya %1 ve %1.5 oranlarında serisin takviye edilen gruplarda diğer gruplara (%0, 

%0.5) kıyasla spermatozoon motilitesi ve canlılık oranının arttığını göstermiştir (P< 0.05, 

Keatisak ve diğerleri, 2023). 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

 

Sonuç olarak; koç spermasının dondurulmasında kullanılan %0.1 serisin’in 

kriyopreservasyon sırasında oluşan reaktif oksijen türleri ve buz kristalizasyonundan dolayı 

canlı spermatozoon oranı, akrozom ve plazma membran bütünlüğünün sürdürülmesi üzerine 

tek başına kontrol grubuna göre olumlu bir etkisinin olmadığı tespit edilmiştir. Ancak, serisin’in 

%15 yumurta sarısı ve %3 gliserol içeren sulandırıcıya eklenmesi durumunda toplam motilite, 

membran bütünlüğü, canlı spermatozoon oranında serisin’siz %5 gliserol içeren gruplarla 

karşılaştırıldığında istatistiksel anlamda benzer sonuçların elde edilmesi, koç spermasının 

dondurulmasında kullanılan gliserolün dozları azaltılarak sitotoksik etkisinin azaldığını 

göstermektedir. 

Çalışmamızdaki bulgular değerlendirildiğinde farklı dozlarda ve daha fazla sayıda örnek 

kullanılarak yapılacak çalışmalar ile serisin’in çözüm sonu sperma kalitesi üzerine etkilerinin 

daha ayrıntılı araştırılması gerektiği ifade edilebilir. Serisin’in sperma sulandırıcısına 

katılabilecek düşük toksisiteye sahip bir antioksidan olduğu kanaatine varılmıştır. Ancak  koç 

spermasının dondurulmasında serisin kullanılarak yapılmış yeterli araştırma olmaması 

nedeniyle farklı sulandırıcılarla ve farklı dondurma teknik ve hızlarıyla daha kapsamlı 

araştırmalar yapılmasının yararlı olacağı kanısına varılmıştır. 
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