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OZET

SERISININ FARKLI DERECELERDE SAKLANILAN TAVSAN
SPERMATOZOONLARI UZERINE KORUYUCU ETKIiSIiNIiN
ARASTIRILMASI

Ozcan T. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Reprodiiksiyon

ve Suni Tohumlama (Veteriner) Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Ipek serisini, ipek bdcegi tiirii olan bombyx mori’den elde edilen dogal bir makro molekiiler
proteindir. Serisin ham ipek {iretimi asamasinda, farkli amaglarda kullanmak amaciyla elde
edilebilir. Oksidasyona kars1 direngli, antibakteriyel, UV direngli ve nemi kolayca absorbe
edici gibi 6zelliklere sahip olan serisin, bu 6zellikleri geregi farkli alanlarda kullanilabilir bir
proteindir. Serisin ve serisin kompozitleri, biyomateryal ve biyomedikal materyal olarak
kullanilabilir. Tavsan spermasinin uygun sartlarda saklanilmasina yonelik yeni yontemlerinin
gelistirilmesi i¢in bircok calisma yapilmaktadir. Bu arastirma, tavsan spermalarinin kisa siireli
saklanmasinda sperma sulandiricilarina serisin ilavesinin spermatolojik parametreler lizerine
etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu amagla toplanan sperma 1:4 oraninda TCG ile
sulandirildi. Sulandirilan sperma, 1,5 ml hacminde 2 ayr1 Eppendorf tiipiine kontrol ve deney
grubu olmak {iizere ikiye ayrildi. Deney grubuna, sulandirilmis spermaya ilave olarak 170pL
serisin ilave edilerek %0.5 orani saglandi. Her iki 1,5 ml hacmindeki tiip 2 ayr1 0.5 ml’lik
Eppendorf tiiplerine dagitilarak 24. 48. saatlerde degerlendirmek tizere inkubasyona birakildi.
Aynmi islem her iki sicaklik (5 °C ve 15 °C) i¢in uygulandi. Sicakliklar ayr1 ayr
degerlendirildiginde 24. ve 48. saatlerdeki spermatolojik degerlendirmelerde gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli fark agiga ¢cikmadigi gozlendi (P>0.05). Derece faktori esdegisken
olarak alindiginda grup faktér diizeyleri olan kontrol ve deney gruplarinin 48.saatteki
akrozom reaksiyonu ortalamalari agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik oldugu gozlendi (P< 0.05).
Anahtar Kelimeler: serisin, spermatozoon, sulandirici, tavsan,
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE PRESERVATIVE EFFECT OF SERICIN ON
RABBIT SPERMATOZOONS CHILLED TO DIFFERENT DEGREES

Ozcan T. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute Reproduction
and Artificial Insemination (Veterinary) Program, Master’s Thesis, Aydin, 2019.

Silk is a natural macro-molecular protein derived from the silkworm species bombyx mori.
Sericin can be obtained in raw silk production stage for different purposes. Sericin, which has
properties such as oxidation resistant, antibacterial, UV resistant and easily absorbing
moisture, is a protein that can be used in different fields due to these properties. Sericin and
sericin composites can be used as biomaterial and biomedical material. Many studies have
been carried out to develop new methods for storing rabbit sperm under appropriate
conditions. The aim of this study was to determine the effects of sericin addition to semen
diluents on spermatological parameters in short term storage of rabbit sperm. Semen collected
for this purpose was diluted with TCG at a ratio of 1: 4. The diluted semen was divided into
two separate Eppendorf tubes with a volume of 1.5 ml as control and experimental groups.
For the experimental group, 170uL sericin was added to the diluted sperm in order to obtain
0.5% ratio. Both 1.5 ml volumes were dispensed into 2 separate 0.5 ml Eppendorf tubes and
allowed to incubate at 24th and 48th hours for evaluation. The same procedure was applied
for both temperatures (5 ° C and 15 ° C). When the temperatures were evaluated separately, it
was observed that there was no statistically significant difference between the groups at the
24th and 48th hours (P> 0.05). When the degree factor was taken as co-variant, it was
observed that there was a statistically significant difference between the two groups in terms
of the mean acrosome reaction in the 48th hour of the control and experimental groups which

were group factor levels (P <0.05).

Keywords: extender, rabbit, sericin, spermatozoon,



1. GIRIS

Suni tohumlamanin ilk uygulanmaya basladig1 yillarda hayvanlardan toplanan sperma
ornekleri hicbir isleme tabi tutulmadan taze olarak kullanilmaktaydi. Bu durum yeterli sayida
tohumlanacak disinin bulunmamasi durumunda da alinan spermalarin kullanilmadan
atilmasina sebep oluyordu. Bununla birlikte erkek damizliklardan geregi kadar ve uzun siire
yararlanmay1 6nledigi de bilinmektedir.

Verim ozellikleri iyi olan hayvan tiirlerinin genetik gelisimi, siirdiiriilebilir bir
hayvancilik endistrisinin basaris1 i¢in temel yapi taslarindan biridir. Bu baglamda suni
tohumlama, modern hayvan iiretiminin ilerlemesine katkida bulunan tartismasiz en 6nemli
araglar arasinda sayilir. Suni tohumlama araciligiyla, genetik acidan iistiin bir erkekten alinan
bir ejakiilat sperma ile modern hayvancilik agisindan kaliteli genlerin yurt i¢i ve yurt disindaki
dagilimmi en st diizeye c¢ikarmak adina birden ¢ok disiyi gebe birakmak miimkiindiir.
Bununla birlikte suni tohumlama, hayvanlar arasindaki fiziksel temasi1 ortadan kaldirarak
ciftlesme yoluyla bulasabilen hastaliklarin yayilmasint da Onlemektedir. Ancak suni
tohumlamanin bu avantajlari, damizlik hayvandan alinacak spermanin dis ortamda birkag
saatten fazla yagayamamasina istinaden spermanin soguk ortamda saklanma zorunlulugunu da
beraberinde getirmektedir (Bailey vd., 2000).

20. yiizyilin baslarindan itibaren 6zellikle koyun, ke¢i ve sigir gibi ¢iftlik hayvanlarinin
spermalarinin uygun kosullarda saklanarak suni tohumlama uygulamalarinda kullanilmasi ile
ilgili calismalar hiz kazanmistir (Salamon ve Maxwell, 1995). Spermanin saklanmasi,
spermatazoonlarin uygun sulandiricilar igerisinde hareketlerinin sinirlandirilmas: ile
gerceklestirilmektedir. Bu da ancak sperma 1sismnin uygun bicimde disiiriilmesi ile
olmaktadir.  Giiniimiizde erkek gamet hiicrelerinin muhafazasinda iki yontem
kullanilmaktadir. Bunlar 5 C derece sicaklikta saklama ve dondurma yontemleridir. Her iki
yontemde de spermanin yasamsal islevlerini saklama sicakligi, sogutma hizi, sulandiricinin
kimyasal bilesenleri ve kullanilan kriyoprotektif maddeler gibi faktorler belirlemektedir.

Dondurma yodntemi; spermanin daha diisiik 1silarda saklanmasi esasina dayanir. Bu
teknigin dayandigi temel ilke, uygun teknikler ile spermanin 1sismin 0 C derecenin altina
kadar dustiriilerek, sivi azot i¢inde -196 C derecede muhafaza edilmesidir. Sperma alindiktan

sonra gerekli makroskobik ve mikroskobik kontrolleri ve degerlendirmeleri yapilir. Daha



sonra Sperma Hiicreyi soguk sokunun etkilerinden koruyan kriyoprotektif maddelerle i¢eren
uygun bir sulandirict ile sulandirilarak payetlere gekilir. Payetler daha sonra -110 C derecede
sivi azot buharinda dondurularak —196 C derecede sivi azot igerisinde saklanir. Spermay1
dondurarak uzun siireli saklama, spermalarin tasinmasini kolaylastirmakta, spermanin kontrol
altina alinmasina izin vermekte ve damizlik hayvanin Sliimiinden sonra bile istiin 6zellikli
genetik materyalin uzun siire kullanilmasini saglamaktadir. Sperma dondurma islemi, verim
Ozellikleri agisindan 6nemli hayvan tiirleri 6zellikle boga i¢in diinya ¢apinda bir endiistri kolu
haline gelmistir. Soyu tiikenmekte olan tiirlerin veya degerli soylarin biyolojik cesitliligini
korumak igin genom kaynak bankaciligi da spermanin dondurulmasi isleminden ¢ok biiyiik
fayda saglamaktadir (Bailey, 2000).

Dondurma islemi; hiicre ve dokulardan olusan biyolojik materyalin uzun siire
saklanmasina olanak saglayan bir yontemdir. Spermatozoonlarin dondurma isleminden zarar
gormelerinin en Onemli nedenleri arasinda kullanilan sulandiricilarin  olusturdugu buz
kristalleri sayilabilir. (Aisen ve ark, 2005; Bailey ve ark, 2000). Gliserol, DMSO, etilen glikol
ve propilen glikol hiicre ve dokularin dondurulmasi amaciyla kriyoprotektan olarak c¢ok
yaygin bigimde kullanilmaktadir (Bhattacharya ve Prajapati, 2016). Bu ajanlar hiicre
stoplazmasina gegmek suretiyle buz kristali olusumunu engelleyerek koruyucu etki yaparlar.
Ancak, bu ajanlarin tamami hemen tiim hiicre tipleri icin yiiksek diizeyde toksiktir
(Bhattacharya ve Prajapati, 2016). Bu olumsuz etkiler ¢éziim sonu yasama oranlarini ve
spermatozoonlarin fertilite yeteneklerini azaltir.

Spermanin kisa siireli saklanma yontemi ise erkek damizliktan alinan spermanin birkag
giin i¢erisinde kullanilmasini saglamaktadir. Sperma alindiktan sonra gerekli makroskobik ve
mikroskobik kontrolleri ve degerlendirmeleri yapildiktan sonra uygun bir sulandirict ile
sulandirilarak suni tohumlamada kullanmak amaciyla 4-5 C derecede muhafaza edilir. Kisa
stireli saklamalarda sulandiricinin  kompozisyonu, sulandirma orani, saklama 1sis1 ve
sartlartyla iliskili olmaksizin, sadece saklama siiresinin uzamasma bagli olarak da
spermatozoonlar zarar gérebilmektedir. Saklama sirasinda ortaya ¢ikan baslica degisiklikler,
spermatozoon motilitesinin azalmas1 ve morfolojik biitiinliigliniin bozulmasi olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu degisikliklere spermatozoonun plazma membraninda lipid peroksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri (serbest oksijen radikalleri) olarak bilinen toksik
metabolizma urdnlerinin birikimi de olumsuz yonde etkilemektedir (Atiken,1989).

Spermatozoonlarda meydana gelen bu tarz degisiklikler, spermatozoon membran

fosfolipitlerinde gelisen lipit peroksidasyonu ve bunun sonucu olarak ortaya ¢ikan serbest
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oksijen radikallerin olusturdugu yikimlara bagl olabilmektedir. Spermatozoonlarin serbest
oksijen radilkallerine ve onlarin neden oldugu peroksidasyona olduk¢a duyarli olmasinin
nedeni, spermatozoonlarin plazma membran yapisinin doymammis yag asitleri bakimindan
zengin olmasidir (Salamon ve Maxwell, 2000). Serbest oksijen radikalleri spermatozoonlarin
membraninda yaptig1 olumsuz etki sonucu membran akiskanligini etkiler. Spermatozoonlarda
plazma membraninin biitinligli erkek fertilitesi agisindan biiyilk Onem tagr.
Spermatozoonlarin  kendilerini ¢evreleyen ortamla madde aligverislerinin  yani sira
kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve fertilizasyon baslangicinda spermatozoonlarin oosit
ylizeyine tutunabilmesi i¢in de yine aktif bir plazma membranina gereksinim vardir
(Atiken,1989; Topfer-Petersen ve ark., 1990). Bu olaylar sonucunda da, spermatozoanin disi
genital kanalinda yasam siiresinin kisalmasi ve transportunun gergeklesmemesi ve fertilitede
diisiisler ortaya ¢ikmaktadir.

Sperma saklama yOntemlerinin gelistirilmesi, yeterli fertilite oranlarinin
yakalanmasina katkida bulunacaktir. Ne yazik ki sperm hiicreleri sogukta bekletmeye ve
dondurmaya kars1 sinirl kapasiteye sahiptir. Bu durum kismen, serbest oksijen radikallerinin
sebep oldugu lipid peroksidaysonun, spermatozoon i¢inde bulunan lipidlere, proteinlere,
niikleik asit ve sekerlere zarar vermesinden kaynaklanmaktadir.

Ipek serisini, ipek bdcegi tiirii olan bombyx mori’den elde edilen dogal bir
makromolekuler proteindir. Serisin ham ipek tiretimi agamasinda, farkli amaglarda kullanmak
amaciyla elde edilebilir. Serisin 6zellikleri geregi kullanish bir proteindir ve oksidasyona
kars1 direncgli, antibakteriyel o6zellikte, UV direncli ve nemi kolayca absorbe edebilir
Ozelliktedir. Serisin ve serisin kompozitleri, biyomateryal, biyomedikal materyal, fonksiyonel
membranlar ve fiber olarak kullanilabilir (Zhang, 2014).

Cesitli hayvan tiirlerinden elde edilen spermanin toplandiktan sonra gerek sogukta
bekletilerek gerekse dondurularak muhafazasi bazi zorluklar igermektedir. Spermanin kisa ve
uzun slreli muhafazasi amaciyla yapilan alismalar ve gelistirilen teknikler, d6l veriminin
gelistirilmesi acisindan olumlu sonuglarin alinmasina yardimci olmaktadir. Bu amagla
yiiriitiilen ¢alismalar yogun bir sekilde devam etmektedir.

Tavsan spermast Soguk sartlarda saklamaya veya dondurulmaya karst oldukca kisith
bir kapasitesi sahiptir. (Aziza ve ark, 2017). Bu sebepten dolay1 iilkemizde her ne kadar
tavsan yetistiriciligi gelismemis olsa da bu calismada tavsan spermasi model olarak
kullanilmistir. Tavsan spermasinin uygun sartlarda uygun sartlarda saklanilmasina yonelik

yeni yontemlerinin gelistirilmesi i¢in bir¢cok ¢alisma yapilmaktadir.



Bu aragtirma, tavsan spermalarinin kisa siireli saklanmasinda sperma sulandiricilarina

katilan serisinin spermatolojik 6zelliklere {izerine etkilerini belirlemek amaciyla yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spermanin Saklanmasi

Tavsanlarda laboratuar ortaminda yapilan aragtirmalarda taze, kisa siirede
bekletilmis veya dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalar ile basarili sonuglar elde edilmektedir.
Kisa stireli bekletilen sperma ile elde edilen gebelik oranlarmin diisiik oldugu bildirilmesine
ragmen, yapilan arastirmalar kisa siireli bekletilen veya dondurulmus-¢6zdiiriilmiis sperma ile
elde edilen gebeliklerin normal ¢iftlesme sonucu elde edilen gebelik oran1 kadar olabilecegini

gostermistir (Koefoed, 1970).

2.1.1. Spermamn Kisa Sureli Saklanmasi

Kisa siireli saklama metodunun esasini sivi durumda olan spermanin 1sisinin 0 C
derece ile -15 C derece arasinda bir noktaya kadar distiriilmesi ve bu derecelerde
spermatozoonlarin reversible olarak inaktive edilmesi olusturmaktadir. Spermanin kisa siireli
muhafazasi i¢in daha 6nce gergeklestirilen ¢alismalarda en uygun olan 1s1 dereceleri tizerine
cesitli goriisler ortaya konulmustur. Bazi arasgtirmacilar kisa siireli saklama icin en uygun
sicakliklarm 10 - 15 C derece oldugunu (Salamon ve Maxwell 2000), bazilar1 da kog ve boga
spermalarinin fertilitelerini devam ettirebilmeleri i¢in 0 - 5 C derecelerin daha iyi oldugunu
ifade etmislerdir (Johnson ve ark, 2000; Huo ve ark, 2002).

Erkek hayvanlardan alinan spermanin saglikli bir sekilde muhafaza edilebilmesi i¢in
uygun ortamin olusturulmasi ve kaliteli bir sperma sulandiricisina gereksinim vardir. Kaliteli
bir sperma sulandiricist spermatozoonlar i¢in gerekli olan enerji gereksinimini karsilamali,
bakteriyel liremeyi kontrol etmeli, spermay1 soguk sokuna karsi korumali ve ortamin pH

degerini dengeleyebilmelidir



Spermatozoonlarda geri doniisii olmayan bozukluklar meydana getirebilen ani 1s1
degisikliklerine soguk soku adi verilir. Spermay1 diigiik 1silarda saklarken soguk sokuna
ugrayabilecegi g6z Oniinde bulundurulmalidir. Bu nedenle spermatolojik 6zellikleri
belirlenmis ve sulandirilmis spermanin 5 C dereceye sogutulmasi sirasinda ¢ok dikkatli
olunmalidir. Clinkii 17 C derecenin altindaki ani 1s1 degisikliklerinde o6zellikle spermanin
akrozomunda olmak dzere irreversible bozukluklar meydana gelebilecektir. Sonucta
olusabilecek degisiklikler spermanin potansiyel fertilitesini diistirebilir niteliktedir (Maxwell
ve Salamon 1993; Salamon ve Maxwell 2000).

Spermatozoonlarin plazma membrani, akrozom ve mitokondri boliimleri soguk
sokuna karst olduk¢a duyarli yapilardir. Soguk soku, spermatozoanin motilite ve fertilite
giicliniin azalmasina sebep olan Onemli etkenler arasindadir. spermatozoonlarin plazma
membranlarinda yer alan lipidler fiziksel bir degisiklige ugrayarak yumusak ve akiskan
durumlarm yitirir (Alberts ve ark, 2002). Erkek damizliklardan alinan sperma 6rneklerini 5 C
derecede kisa siireli saklama teknigiyle 2-3 gun sireyle saklamak mumkin gérinmektedir.
Fakat zamana bagli olarak 4-8 saatten sonra spermatozonnlarin motilitesinde surekli bir
azalma ve morfolojik bozukluklarda artma meydan gelmektedir. Daha once gergeklestirilen
bir aragtirmada, kisa siireli saklanan kog¢ spermasinin mitokondriyal aktivitesinin ve
akrazomal biitiinliigiiniin azaldig1 tespit edilmistir (Gilingér ve ark. 2017). Siire uzadikga
spermanin kalitesinde meydana gelen bu azalma, dikkate alinmasi gereken bir durumdur. Bu
olaylar sonucunda da, spermatozoon motilitesinde ve membran biitiinliigiinde bozulmalar,
bunlarin sonucu olarak fertilite oranlarinda diismeler yasanmaktadir (Bilodeau ve ark, 2000;
De Lamirande ve ark, 1997).

Spermatozoonlarin disi genital kanalinda yasam siiresinin kisalmasi ve transportunun
gerceklesmemesi ve fertilitede diisiisler ortaya c¢ikmaktadir (Maxwell ve Saloman 1993;
Maxwell ve Stojanov 1996). Bununla beraber kisa siireli saklama siirecinde DNA hasarinda
artislar meydana gelerek bu da infertilite, kusurlu embriyonel gelisim, implantasyon kusuru ve
tekrarlayan abortlara neden olmaktadir (Avdatek ve ark, 2018). Saklama stiresince her gin
spermanin motilite ve morfolojik muayenelerinin yapilmasi ve tohumlama dozunun bulgulara
gore yeniden hesaplanmasinin yararli olacagi bildirilmektedir (Maxwell ve Saloman 1993).

Spermatozoon membran yapisi, dis etkenlere karsi hassas olusu ve spermanin kisa
stireli bekletilmesi ve dondurlmasinin gerekliligi sonucu farkli tiirlerin spermalarinda farklh
sulandiricilar ve antioksidan maddeler denenmistir. Roof ve ark (2011) yaptiklar1 ¢alismada

teke spermasinin dondurulmasinda soya bazli ve yumurta saris1 bazl iki farkli ticari liriinii
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karsilagtirmasini yapmis ve soya bazli sulandirict ile sulandirilan keg¢i spermasinin dondurma
islemi Oncesi ve sonrasinda daha yiliksek motiliteye sahip oldugunu bildirmislerdir. (Roof ve
ark 2012). Sandra ve ark. (2012) kopek spermasmm Tris — yumurta sarisi, CaniPRO™ |
Uppsala Equex-2 sulandiricilar1 ile sulandirtp 10 giin boyunca sperma Kkalitesini
degerlendirmis ve Tris-yumurta saris1 ve CaniPRO™ sulandiricilari ile sulandirilan kopek
spermasinin Uppsala Equex-2 sulandiricisi ile sulandirilan kopek spermasina gore 10. giinde;
motilite, 6lU-canli, membran biitiinliigii acisindan degerlendirildiginde daha iyi sonuclar
verdigini bildirmislerdir. (Goericke-pesch ve ark, 2012).

Bazi memeli tiirlerinde, seminal plazmada bulunan pargacikli fraksiyonun treme
fizyolojisinde 6nemli rol oynadigina dair kanitlar vardir. Partikiillerin kapasitasyona engel
olmasi, partikiillerin lipid yapist ve ektoenzimlerin salinmasina atfedilir. Seminal partikiiller,
yiiksek oranda kolestrol ve sifingomyelin icerir. Birgok biyolojik membranin aksine
spermatozoalarin fosfolipid kolestrol orani yaklasik olarak 1:2 oranindadir. Fosfolipid ve
kolestroliin membran akigkanligmnin belirlenmesinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir.
Spermatozoalarda kolestrol, akrozom reaksiyonu baskilar 6zelliktedir. Hiicre membranindaki

sinyal aktariminin baslatilmasi i¢in kolestrol salinimi gereklidir (Castellini, 2007).

2.1.2 Spermanin Dondurularak Saklanmasi

Spermanin  dondurulmasi1 veya soguk sartlarda saklanmasi islemlerinde,
spermatozoonlar1 soguk sokuna karsi korumak ve bu islemler sirasinda geri doniisiimsiiz
hasarin veya fonksiyonel zayifliklarin Onlenmesi agisindan Onemlidir. Cesitli tiirlerin
spermalarinda kullanilan sulandiricilarin, igerisinde bulunan koruyucu maddelerin bilesimi
benzerlik gosterse de tlire 6zgii sperma o6zellikleri, aragtirmacilart bu sperma sulandiricilarini
ve protokolleri optimize etmeye zorlamistir (Mocé & Vicente, 2009).

Dondurma yontemi spermanin daha diisiik 1silarda saklanmasi esasina dayanir. Bu
teknigin dayandigi temel ilke, uygun teknikler ile spermanin 1sisinin eksi C dereceye kadar
disiiriilerek, sivi azot i¢inde -196 C derecede muhafaza edilmesidir. Uzun sireli saklama
yonteminde, uygun saklama kosullarinda sperma potansiyel fertilitesini yillarca koruyabilir.

Dondurma isleminde, spermatozoon hicresini soguk sokunun etkilerinden koruyan
kriyoprotektif maddelerle iceren uygun bir sulandirici ile sulandirilarak payetlere gekilir.

Payetler daha sonra —110 C derecede sivi azot buharinda dondurularak —196 C derecede sivi
7



azot icerisinde saklanir. Spermanin fizyokimyasal yapisi hem donma hem de ¢6zdiirme
islemleri sirasinda sekillenen buz kristalleri nedeniyle zarar gorr.

Spermay1 dondurarak uzun siireli saklama, spermalarin tasinmasini kolaylastirmakta,
spermanin kontrol altina alinmasina izin vermekte ve damizlik hayvanin 6liimiinden sonra
bile Gstun ozellikli genetik materyalin uzun siire kullanilmasini saglamaktadir. Sperma
dondurma islemi, verim 6zellikleri agisindan 6nemli hayvan tiirleri 6zellikle boga i¢in diinya
capinda bir endiistri kolu haline gelmistir. Soyu tiikenmekte olan tiirlerin veya degerli
transgenik soylarin biyolojik ¢esitliligini korumak i¢in genom kaynak bankaciligi da
spermanin dondurulmasi isleminden ¢ok biiyiik fayda saglamaktadir (Bailey, 2000).

Spermasinin saklanmasinda spermanin dondurulmast  veya soguk sartlarda
bekletilmesi islemlerinde, spermatozoonlart soguk sokuna karst korumak ve bu islemler
sirasinda geri doOniisiimsiiz hasarin veya fonksiyonel zayifliklarin 6nlenmesi agisindan
onemlidir. Cesitli tlirlerin spermalarinda kullanilan sulandiricilarin, igerisinde bulunan
koruyucu maddelerin bilesimi benzerlik gosterse de tiire 6zgu sperma Ozellikleri,
arastirmacilar1 bu sperma sulandiricilarini ve protokolleri optimize etmeye zorlamistir (Mocé
ve Vicente, 2009).

Dondurma islemi; hiicre ve dokulardan olusan biyolojik materyalin uzun siire
saklanmasina olanak saglayan bir yontemdir. Spermatozoonlarin dondurma isleminden zarar
gormelerinin en ©Onemli nedenleri arasinda kullanilan sulandiricilarin  olusturdugu buz
kristalleri sayilabilir. (Aisen ve ark, 2005; Bailey ve ark, 2000). Gliserol, DMSO, etilen glikol
ve propilen glikol hiicre ve dokularin dondurulmasi amaciyla kriyoprotektan olarak cok
yaygin bi¢cimde kullanilmaktadir (Bhattacharya ve Prajapati 2016). Bu ajanlar hiicre
stoplazmasina gegmek suretiyle buz kristali olusumunu engelleyerek koruyucu etki yaparlar.
Ancak, bu ajanlarin tamami hemen hemen tiim hiicre tipleri i¢in yiiksek diizeyde toksiktir
(Bhattacharya ve Prajapati, 2016). Bu olumsuz etkiler ¢éziim sonu yasama oranlarin1 ve

spermatozoonlarin fertilite yeteneklerini azaltir.
2.2. Tavsanlarda Ureme

2.2.1. Tavsanlarda Pubertas

Yeni Zellanda wrklar1 viicut agirliklart 1,8-7,3 kg arasinda degismektedir. Bu irklar
pubertasa (seksiiel olgunluga) 20 haftada ulasmaktadir (Castellini, 2007). Pubertasa ulastiklari
20. Haftada ( 4-5 aylik ) ortalama agiliklarinin 2-2,5 kg arasinda degismektedir .



2.2.2. Erkek Tavsan Reprodiiktif Organ Ozellikleri

Evcil tavsanlar son derece fertil, ¢abuk iireyen ve kisa reprodiiktif siklusa sahip
hayvanlardir. Erkek tavsanlar, sperma iiretimi stabilize oldugunda -yaklasik 32 haftalik- yasta
tiremeye hazir durumdadir. Erkek lireme organlarini, testis, epididimis, ampula, vas deferens,
uretra, penis, preputial bezler, ve aksesor bezler olusturur. Penisin cranialinde, {irogenital
aciklikta bulunan iyi gelismis, external genital organlardan scrotum, tavsanlara 6zgl bir
ozellik kazandirir. Scrotumun ana gorevi testisleri abdominal kaviteden uzakta tutup, normal
viicut sicakligindan 0.5 — 4 C derece daha diisik ortamda tutmaktir. Bu durum
spermatogenezis i¢in gereklidir. Kriptorsidi tavsanlar cinsel birlesmeye devam edebilir ancak
fertilide oran1 ¢ok diisiiktiir. Scrotum gelismis ancak testis palpe edilebilir durumda degilse,

testisler muhtemelen inguinal kanala veya abdominal kaviteye geri ¢ekismistir (Campos ve
ark, 2014).



2.2.3.Tavsan Spermasimin Karakteristik Ozellikleri

Diger tiirlerin sperma 6zelliklerinden farkli olarak, tavsan spermasi diisiik hacimde
ve diisiik yogunluktadir (0.4-0.5 ml ve 150-500x10° spermatozoon/ml). Bu karakteristik
Ozellik irka veya genetik hatta baglidir. Buna ek olarak, tavsan seminal plazmasi, epididimal
kaynakl1 bir glikoprotein igerir ve sperma kapasitasyon siirecini inhibe eder. Bununla birlikte
damlaciklar ve vezikiiller icerir. Damlacik ve vezikiillerin gorevi net olarak agiklanmasada
buna Castellini ve ark, (2006) yilinda bu damlacik ve vezikiillerin motilite, kapasitasyon ve
akrozom reaksiyonunda farkli gorevleri oldugunu belirtmistir. Damlaciklar, kolestrol
yoniinden son derece zengindir ve muhtemelen spermatozoolart soguk sokuna karst koruyarak
ve erken akrozom reaksiyonun oniine gecerek sterol donoru gibi davranirlar. Ote yandan
vezikiiller, insan prostazomlarina ¢ok benzer sekilde kolestrol/fosfolipid oranina sahiptir ve
bu durum vezikiillerin, tavsan spermatozoonlarinin fertilitesi iizerinde aktif rol oynadigini
gosterir (Moce ve Vicente, 2009).

Kolestrol, spermatozoon membranin akigkanligini, fosfolipidlerin yag agil
zincirlerini  etkileyek modiile eder. Kolestrol:fosfolipid orani, membran akiskanligini
tanimlamada son derece Onemlidir. Castellini ve arkadaslar1 (2006), diger tiirlerden farkls,
olarak tavsan spermatozoonlarmin plasma membran kolestrol:fosfolipid oraninin yiiksek
(0.88-1.56 ) oldugunu bildirmislerdir. Bununla beraber, insan sperm hicrelerine benzer
sekilde, yapisal olmayan yag asidi/yapisal yag asidi (0.8) oran1 diisiiktiir (Mocé ve Vicente,
2009).

Tavsan spermasi bu karakteristik oOzellikleri ile, membranina orta seviyede bir
akiskanlik saglar ve gevresel strese karsi direngli hale getirir. Boylece soguk sokuna karsi
karakteristik bir 6zelligi vardir (Mocé ve Vicente, 2009).

Tavsan spermasinda bulunan jelimsi katman vesikiiler bez originli olup androjen
bagimlidir. Bu jelimsi olusum yiiksek oranda Ostojenik substans, sitrik asit ve diisiik oranda
friktoz igerir. Giinde iki kere sperma alindigi takdirde, ilk ejagulat jelatin katman % 75.4
oraninda bulunabilirken 2. ejagulatta % 4.8 oraninda bulunabilir. Bu jelatimsi tabakaya
birgok sperm hiicresi takilmis olabilir ancak dilue edilip inkubatdr’de 37 C derecede
bekletildigi zaman jelatinoz tabakanin ¢oziildiigii ve sperm hiicrelerinin tekrar serbest kalip ve

aktiflestigi gozlemlenmistir (Campos ve ark, 2014).
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Tavsanlarda ejagulasyonun, 2 sperma fraksiyonu seklinde gergeklestigine
inanilmaktaydi. Daha sonra yapilan ¢aligsmalar, vezikiil bezinde bulunan sivinin igeriginin,
akigskandan jelli yapiya dogru degistigini gostermistir (Holtz ve Foote, 1978).

Sperma alinma islemi Oncesi, erkek tavsanlari stimule etmenin, sperma
konsantrasyonunu artirdigi bildirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda kafesin en iistiine disi tavsan
konulabilir. Suni vagina tipleri tavsanlardan sperma alinmasi amaciyla kullanilabilir. Genis
sperma toplama deligine genis suni vaginalar, spermasi alincak tavsan sayisinda artisa sebep
olur. Sperma alinmasi amaciyla kullanilan suni vagina steril olmalidir. Hijyenik kosullarin
saglanmasi ve bakteriyel kontaminasyonun engellenmesi son derece dnemlidir. Genel bir
kural olarak, toplama sirasinda spermalarin yasayacagi herhangi sok durumu (sicaklik,
kimyasal) fertilite diisiikliigiine sebep olabilir. Sperma toplanmasindan 5 dakika iginde,
soguk-sicak sokundan kaginmak icin toplanan sperma 1/2 - 1/5 oraninda sulandirilmalidir.
Genel olarak spermaya uygulanan her islemin sperma kalitesi iizerinde olumsuz etkisi vardir
(Castellini, 2007).

Sperma alinma igleminin haftada iki defa yapilmasi en yiiksek kalite ve sayida hiicre
iceren sperma toplanmasina olanak saglar. Bunun tam aksine, sperma toplama islemi i¢in
uzun stireli beklemeler ( 2 haftada bir defa muhtemelen seksiiel uyarilmanin azlig1 sebebi ile
sperma kalitesinde diisiikliige sebep olur. Sperma toplama sikligi sadece sperm
konsantrasyonunu etkilemez ayrica seminal graniillerin konsantrasyonunu da etkiler
(Castellini, 2007).

Johinke ve ark (2014) yaptiklar1 ¢alismada farkli derecelerde ve sulandiricilarda
tavsan spermasi bekletilmesinin sperma kalitesinin iizerinde etkilerini incelemislerdir. Total
sperm motilitesi, 6lU-canli orani, akrozom reaksiyonu, mitokondriyal fonksiyon, DNA hasari
parametreleri incelendiginde en iyi kalitede spermayi1 15 C derecede kullandiklart sulandici ile
elde ettiklerini belirtmislerdir. Ancak reaktif oksijen radikal iiretiminin 5 C derecede daha az
oldugunu bildirmislerdir. Buna benzer olarak spermalarin fertilite 6zelligi incelendiginde, 5 C
derecede inkube edilen tavsan spermatozoalarinin 15 C derecede inkube edilen tavsan
spermatozoalarina gore daha fertil oldugunu belirtmislerdir (Johinke ve Bathgate, 2014).

Rosato ve laffaldano, 5 C derecede bekletilen spermanin 15 C derecede bekletilen

spermaya gore daha kaliteli sonuglar verdigini bildirmislerdir (Rosato ve laffaldano, 2011).
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2.3. Serisin Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.1. Serisin’in Molekiiler Yapisi

Ipek bocegi (bombyx mori) kozasi ana yapisinda 2 farkli protein tanimlanmustir.
Posterior ipek bezinden salgilanan Fibroin ve alt iiniteleri ipek ipligini sekillendirir. ipek
bezinin ortasindan salgilanan Serisin, ikiz ipliklerin birbirine iyice yapismasini saglar. Serisin
ailesindeki proteinler yiiksek oranda (%30) serin igerir ve kozadaki diger proteinleri ve ipek
bocegi pupalarini gesitli stres durumlarina ve hidrofilik ortama kars1 korur (Tsujimoto ve ark,
2001). Serisin ipek liflerini kaplayan yapiskan bir proteindir. Bu durumun kozanin 1s13a karsi
stabiletisinden kaynaklandig: diistiniilmektedir (Rajkhowa ve ark, 2013).

Serisin, molekiiler agirligi 200kDa’dan biiylik suda ¢oziinebilir bir bilesimdir. 18
farkli aminoasit igerir ve bunlarin birgogu hidroksil, karboksil ve amino gruplar gibi giicll
polar gruplara sahiptir. Ozellikle yiiksek oranda hidroksil grup iceren aspartik asit (>19%) ve
serin (>32%) orani fazladir (Garel, 1997).

Ipek serisini, ipek bdcegi tiirii olan bombyx mori’den elde edilen dogal bir makro
molekiiler proteindir. Ham ipek iiretimi asamasinda, serisin farkli amacglarda kullanmak
amaciyla elde edilebilir. Ayrica, serisin elde edilmesi, ipek iiretiminin c¢evresel etkisinide
azaltir. Serisin 6zellikleri geregi kullanigh bir proteindir. Serisin, oksidasyona kars1 direncli,
antibakteriyel 6zellikte, UV direncli ve nemi kolayca absorbe edebilir 6zelliktedir. Serisin ve
serisin kompozitleri, biyomateryal, biyomedikal materyal, fonksiyonel membranlar ve fiber
amacli kullanilabilir (Zhang, 2014)

Serisin, polar cozicller ile ¢ozullp, asit veya alkali solusyonlarda hidrolize
edildiginde ve proteazlar ile indirgendiginde, elde edilen serisin molekiiliiniin biiytikligi
sicaklik, pH ve uygulama siireci gibi faktorlere bagli olarak degisir. Diisiik molekiiler agirlikli
serisin pepditleri (< 20 kDa) veya serisin hidrolizatlar1 deri bakim kremleri, sa¢ kremleri gibi
kozmetik {irtinler i¢in kullanilir. Yiiksek molekiiler agirlikli serisin peptitleri ise (=20 kDa)
genellikle biyomateryal, indirgenmis biyomateryal, bilesik polimerler, fonksiyonel membran,
hidrojel ve fonksiyonel fiber olarak kullanilir (Zhang, 2014).
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2.3.2. Serisin Calismalari

Serisinin farkli hiicrelerde koruyucu etkisinin kanitlandig1 ¢calismalar mevcuttur. LI
You-gui ve ark. (2008) fareler iizerinde yaptiklar1 bir c¢aligmada deneysel olarak
olusturduklart alkol kokenli mide mukozasi hasar1 tedavisinde serisin peptidini
kullanmiglardir. Elde ettikleri sonuca gore serisin peptidinin mide mukozasi {izerinde
koruyucu etkisi oldugunu gostermislerdir. Serisin peptidinin bu koruyucu etkisini etanoliin
iirine eliminasyon hizim1 artirmasi ile iliskili oldugunu diisiinmislerdir. Serisin peptidinin
ayrica mide mukozasi yapisi ve gastrik mitokondriyal fonksiyonlaru tizerinde koruyucu etkisi
vardir (Dash ve ark. 2011).

Kumar ve ark (2015) bufalo spermasinda yaptigi ¢alismada, sperma sulandiricilarina
0.25-0.5 % serisin ilavesinin dondurma-¢ozdiirme sirasinda meydana gelen oksidatif strese
kars1 spermatozoonlar1 korudugunu bildirmislerdir

Dash ve ark (2011) yaynladiklar1 raporda, ipek boceginden elde edilen serisinin
antioksidan 6zelliginin oldugunu bildirmislerdir.

Ghasemi ve ark (2018) yaptiklar1 ¢alismada kryoprotektan olarak 0.5 % oraninda
serisin ilavesinin dondurulup cozinddrulen fare epididimal sperm htcrelerinin kalitesini
artirdigin1 ve embriyo gelisimini olumlu etkiledigini bildirmislerdir.

Kato ve ark (1998) serisinin, in vitro ortamda lipid peroksidasyonunu baskilayarak
antioksidan etki gdsterdigini bildirmislerdir. Ustelik, tirosinaz aktivitesini ihbide ettigini
bildirmiglerdir. Bu sonuglarla beraber, serisinin gida ve kosmetik endiistride dogal bir katki
maddesi olabilecegini onermislerdir.

Miyamoto ve ark (2012) yaptiklar1 ¢alismada, insan adipoz doku kok hiicrelerinin
dondurulmasi sirasinda kryoprotektif ajan olarak serisinin pozitif etkilerinin oldugunu
bildirmiglerdir.

Yasmin ve ark (2015) gerceklestirdikleri calismada koyun oositleri tizerinde
yaptiklar ¢caligmada, olgunlagma kiiltiiriine % 0,1 serisin ilavesinin, hiicresel olgunlagmaya ve
fertiliteye olumlu katkida bulunabilecegini belirtmiglerdir. Buna ek olarak, BSA yerine
kimyasal tercih olarak hastalik tasima riski bulunmayan sericin kullanilabilecegini
bildirmislerdir .

Khampieng ve ark (2015) yaptiklar1 c¢alismada serisinin topikal antiinflamatuar
etkilerini arastirmiglardir. Bu arastirmada rat patisi iizerinde deneysel amacla karragen yosunu

ile olusturduklar1 6demde, ipek serisini yiiklii alginat nano-pargaciklari igeren topikal hidrojel
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uygulamasinin etkilerini incelemislerdir. Bu ¢alismalarinda ipek serisini yiiklii alginat nano-
parcaciklari jelinin uygulanmasinin karragen yosunu ile olusturulan yangiy1 oneleyebilecegi

hipotezlerini dogrulamislardir.

2.3.3. Serisin Elde Edilme Yontemleri

Serisinin ham ipekten ayrilmasi sudaki ¢oziniirliigii ile iliskilidir. Protein tipik
olarak B.mori kozasindan elde edilir. Ipegin zamkli maddelerden uzaklastirilmasinda
geleneksel yontem olarak kullanilan sabun ve deterjanlar serisinin hidrolizine sebep olabilir.
Bu dogal agirlik ve fonksiyonel kayba yol acabilir. Serisinin gikartilmasi ve kullanilabilir hale
getirilmesinde 4 farklt yontem siralanabilir; yiliksek basing ile veya yliksek basing
uygulanmadan otoklav ile sicaklik uygulamasi, asidik veya alkali uygulamalar ve iire. Biitiin
bu uygulamalar sicaklik, zaman, kimyasal uygulamalar soliisyon konsantrasyonu ile iliskilidir
(Kunz ve ark, 2016).

Ipek iiretimi, iiretim sirasinda ¢ok fazla su ihtiyaci olan ve iiretim sonucunda atik su
miktarmin yiiksek oldugu endiistriyel sektorlerden biridir. Bu atik suyun bir kismi, serisin
elde etmek amaciyla zamksi maddelerin giderilmesi esnasinda salinir. Bu islem igin 95 C
derecede 1 saat siiresince sentetik sabun soliisyonu kullanilir. 100 kg ipekten 22 kg serisin
elde edilmesi beklenir.

Serisin, molekiiler agirligr 10.000 ile 30.000 Da araliginda degisir ve ipek fibroinin
disinda globiiler bir yapidadir. Zamks1 maddelerin uzaklastirilmasi islemi sirasinda, serisin,
serisin peptidi veya molekiiler agirligi 20.000 Da’dan az olan hidroliz serisine indirgenir. Bu
peptid ve serisin hidrolazatinin, miilkemmel nem tutucu 6zelligi ve antioksidan, tirozinaz
aktivitesi inhibasyonu, anti-kanser gibi bir¢ok biyolojik aktivitesi vardir. Bu 6zellikleriyle
birlikte serisin, kozmetik, biyomedikal, tekstil gibi bircok sektorde kullanilabilir
(\Vaithanomsat ve Kitpreechavanich, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1 Deney Kurgusu

Arastirmada ayn1 kafes kosullarinda (16-28 C derece araliginda) bulunan, 4-5 kg canli
agirhigina sahip, ad libitum su ve yem verilen 6 erkek tavsandan kullanilmistir. Toplanan
spermalar ayr1 ayri tiiplerde fiziksel ve laboratuvar 6zellikleri acisindan degerlendirildi.
Toplanan spermalarin motilite yoniinden muayenesi sonucu, motilite oran1 %70 ve lizerinde,
anormal spermatozoon oranlar1 ise %20’nin altinda olan ejakiilatlar aragtirmada kullanildi. Bu
kriterlerin Gzerindeki spermalar toplama kadehlerinden otomatik pipet ile esit miktarlarda
aliarak onceden 37C derecelik su banyosunda bekletilerek 1sitilmig kuru bir deney tiipiinde

birlestirildi.

Toplanan sperma ayni sulandirict (TCG) ile sulandirildi ve 2 ayr1 grup olusturuldu.
Her iki grupta sulandirici olarak formiilii belirtilen tris - sitrik asit — glikoz (TCG) sulandiricisi

kullanild1. Gruplardan biri kontrol digeri ise serisin ilave edilmis grup olarak belirlendi.

Tablo 1. Deneyde kullanilan TCG sulandiricisi formiilii (Parrilla et al., 2002)

Tris 313.79 mM
Sitrik Asit 103.07 mM
Glikoz 33.3mM
Kanamisin 80mg/I

pH 6.9

Osmotik Basing 336 mOsm/L
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TCG sulandiricisi, sperma alimindan 1 gilin oncesinde hazirlanip, +4 derecede
buzdolabinda agzi parafilm ile sikica kapatilarak muhafaza edildi. Toplanan sperma 1:4
oraninda TCG ile sulandirildi. Sulandirilan sperma, 1,5 ml hacminde 2 ayr1 Eppendorf tiipiine
kontrol ve deney grubu olmak iizere ikiye ayrildi. Deney grubuna, sulandirilmis spermaya
ilave olarak 170pL % 0.5 serisin eklendi. Her iki 1,5 ml hacmindeki tiip 2 ayr1 0.5 ml’lik
Eppendorf tiiplerine dagitilarak 24. 48. saatlerde degerlendirmek {izere inkubasyona birakildu.

Iml sperma + 4ml TCG

1,5 ml sperma+TCG

1,5 ml sperma+TCG t

170uL Serisin

0,5 ml Kontrol 0,5 ml Kontrol 0.5 ml Deney 0.5 ml Deney

Sekil 1. Kontrol ve deney gruplarinin olusturulmasi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Serisin Solisyonun Hazirlanisi

Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen Sericin (S5201) %0.5 oraninda TCG

sulandiricisinda sulandirilmastir.

1.Grup 5 C derecede bekletilerek 24. ve 48. saatlerde muayene edildi. 2. Grup ise 15 C
derecede Dbekletilmek UGzere 24. ve 48. saatlerde muayene edildi.  Spermatolojik
degerlendirmelerde progresif motilite, canli spermatozoon orani, akrozom reaksiyonuna
ugrami§ spermatozoon orant ve membrani Dbiitlin spermatozoon orani parametreleri

degerlendirildi.

3.2.2 Spermatolojik Degerlendirmeler

3.2.3. Progresif Motilite

Isitma tablali bir mikroskopta (Olympos CX41) 10x lik objektifte CASA yontemi ile
belirlendi. Her bir degerlendirme i¢in en az 1000 spermatozoon sayildi. Progresif motilite
incelemeleri inkubatdrden ¢ikarilan tiipler 1sitma banyosunda 20 dakika bekletildikten sonra

yapildi.

3.2.4. Canh Spermatozoon Oram

Supravital boyama teknigiyle belirlendi. Eosin-Nigrosin boyasi kullanilarak hazirlanan
frotilerde mikroskop yardimiyla en az 200 hiicre sayildi. Tam ve yar1 boya alanlar 6lii, boya
almayanlar canli olarak kabul edildi. Bu rakamlar {izerinden canli spermatozoon oranlari

tespit edildi.

3.2.5. Akrozom Reaksiyonu

Spermatozoonlarin akrozom reaksiyon yiizdelerini saptamak amaciyla Commasie Blue
boyama teknigi uygulanmistir (Larson ve Miller, 1999). Bu amag¢ dogrultusunda sperma %4
paraformaldehit soltisyonu (110 mM Naz;HPO4, 2.5 mM NaH2POs) ile 10 dakika streyle fikse

edildi. Sperma 2 kere santrifuj edildi ve 100mM amonyum asetat ile yikandi. Son santrifuj
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sonrasinda sperma tekrar 100mM amonyum asetat ile muamele edilerek 50pl sperma-
amonyum asetat suspansiyonu cam slayt Gzerine froti ¢ekildi ve kurumaya birakildi. Froti
tizerinde bulunan sperma hiicreleri Commasie boyasi ile (0.22% Coomassie Blue G-250
(Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ), 50% methanol, 10%) 2 dakika sure ile muamele edildi.
Boyama sonrasi frotiler distile su ile yikandi. Preparatlar 40x objektif ile 1s1tk mikroskop

altinda incelendi. Toplamda 200 hiicre sayild1.

3.2.6. Spermatozoon Membran Biitiinliigiiniin Belirlenmesi

Bu amagla HOS testi uygulanmistir. Bu amagla Jeyendran ve ark (1984) tarafindan
belirtilen yontemden yararlanilmistir. Sperma 6rneklerinin 100 mOsm/It ye ayarlanmig (Aisen
ve ark., 2005) fruktoz soliisyonu icerisinde inkube edilmesinden sonra preparatlar hazirlandi
ve boyandi. Hazirlanan preparatlardan toplam 200 hiicre sayildi, kivrik kuyruklu
spermatozoonlar pozitif olarak kabul edildi ve membran biitiinliigline sahip spermatozoonlarin

oranlar1 belirlenmistir.

3.2.7 Analiz Yontemleri

Arastirmada elde edilen verilerin ortalama degerleri ve standart hatalar1 saptanda.
Sonuglar SPSS (version 22, SPSS Inc.,Chicago IL USA ) programi kullanilarak Windows 10
isletim sistemine sahip bilgisayarda analiz edildi. Her iki derecedeki, 24. ve 48. saatlerdeki
spermatolojik degerlendirmeler sonucu elde edilen bulgular Indipendent T Test ve Two-Way
ANOVA analizi ile karsilastirildi. 0.05 degerinin altindaki p degerleri istatistiksel agidan

onemli olarak yorumlandi. Elde edilen sonuclar standart hatalari ile birlikte verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Progresif Motilite Degerlendirmesi

Yapilan ¢alismada 24. saatteki progresif motilite sonuglar1 5 C derecede kontrol ve
deney gruplart i¢in sirasiyla %61£5.1 ve %66+3.8 iken, 15 C derecede kontrol ve deney
gruplart icin sirastyla %43+4.2 ve %50+£3.2 olarak bulunmustur.

24. saatteki spermatolojik degerlendirmede her iki sicaklikta (5 °C ve 15 °C),
gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi (p>0.05).

48. saatteki progresif motilite sonuglari, 5 C derecede kontrol grubu ortalamasi
%44+4.7 deney grubu progresif motilite orlamasi %50+4.7 olarak bulunmustur. Yine
48.saatteki progresif motilite sonuglar1 15 C derecede kontrol gurubu ortalamasi %34+2.7
deney grubu ortalamasi ise %33+5.9 olarak bulunmustur.

48. Satteki progresif motilite degerlendirmesinde, her iki sicaklikta (5 °C ve 15 °C),

gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi (p>0.05).

Progresif Motilite - 24.Saat

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Kontrol Grubu Deney Grubu Kontrol Grubu Deney Grubu

5 C Derece 15 C Derece

Sekil 2. 24. Saatteki Progresif Motilite degerlendirmesi (p>0.05).
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Progresif Motilite - 48.Saat

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Kontrol Grubu Deney Grubu Kontrol Grubu Deney Grubu

5 C Derece 15 C Derece

Sekil 3. 48. Saatteki Progresif Motilite degerlendirmesi (p>0.05).

4.2. Canh Spermatozoon Degerlendirmesi

24. Saatteki canlilik oran1 5 C derecede kontrol ve deney gruplari igin sirasiyla,
%84.0£1.5 ve %86.0+2.3 olarak degerlendirilmistir. 15 C derecedeki canlilik orani1 ise kontrol
ve deney gruplari igin sirasiyla %85.0+2.8 ve %90.0+1.9 olarak kaydedilmistir.

24. saatteki spermatolojik degerlendirmede her iki sicaklikta (5 °C ve 15 °C), gruplar

arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi (p>0.05).

48. saatte yapilan spermatolojik degerlendirmede 5 C derecede inkubasyon isisinda
canlilik orani kontrol ve deney gruplari igin sirastyla %75.6+3.9 ve %80.2+1.3 bulunmustur.
Bu oran 15 C derecede inkubasyon 1sisnda kontrol ve deney gruplari igin sirasiyla %79.8+1.7
ve %83.443.9 olarak kaydedilmistir.

48. saatteki spermatolojik degerlendirmede her iki sicaklikta (5 °C ve 15 °C), gruplar

arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi (p>0.05).
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100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Canlilik - 24. Saat

Kontrol Grubu Deney Grubu Kontrol Grubu Deney Grubu

5 C Derece 15 C Derece

Sekil 4. Canli Spermatozoon Orani 24. saat (p>0.05).

Canlilik - 48. Saat

Kontrol Grubu Deney Grubu Kontrol Grubu Deney Grubu

5 C Derece 15 C Derece

Sekil 5. Canli Spermatozoon Orani 48. saat (p>0.05).
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4.3. Akrozom Reaksiyonu Degerlendirmesi

24. saatteki akrozom reaksiyonuna girmis spermatozoon orani 5 C derecede kontrol ve
deney gruplart i¢in sirasiyla %13.0+2.3 ve %10.4+£2.01 olarak bulunmustur. 15 C derecede
ise bu oranlar kontrol ve deney grubu igin sirasiyla %12.843.0 ve %12.4+2.1 olarak

degerlendirilmistir.

48. saatteki degerlendirmelerde akrozom reaksiyonuna girmis spermatozoon oran1 5 C
derecede kontrol ve deney gruplart igin sirasiyla  %23.0£3.0 ve %16.6+£2.2 olarak
kaydedilmistir. 15 C derecede ise bu oranlar kontrol ve deney grubu igin sirastyla %22.4+3.4

ve %16.443.0 olarak degerlendirilmistir.

24. ve 48. saatlerdeki spermatolojik degerlendirmeler de her iki sicaklikta (5 °C ve
15°C), gruplar arasindaki akrozom reaksiyonuna girmis spermatozoon oranindaki fark

istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi (p>0.05).
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Akrozom Reaksiyonu - 24.Saat

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Kontrol Grubu Deney Grubu Kontrol Grubu Deney Grubu

5 C Derece 15 C Derece

Sekil 6. 24. Saatteki akrozom reaksiyonu gdsteren spermatozoon orani.

Akrozom Reaksiyonu - 48.Saat

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Kontrol Grubu Deney Grubu Kontrol Grubu Deney Grubu

5 C Derece 15 C Derece

Sekil 7. 48. Saatteki akrozom reaksiyonu gosteren spermatozoon orani.

23



Derece faktorii es degisken olarak alindiginda, %95 giiven aralig1 ile grup faktoriiniin
diizeylerinin ortalamalar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik vardir. Grup faktor
diizeyleri olan kontrol ve deney gruplarinin 48.saatteki akrozom reaksiyonu ortalamalari

acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik elde edilmistir (p<0.05).

Akrozom Reaksiyonu - 48.Saat

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Kontrol Grubu Deney Grubu

Sekil 8. 48.saatteki Akrozom reaksiyonu degerlerinin karsilagtiriimasi. Kontrol grubu %23+3.0 ve Deney grubu
%17+2.2* (p<0.05)

4.4. Membram Saglam Spermatozoon Oram

24. saatteki degerlendirmede kontrol ve deney gruplari i¢in sirasiyla saglam plazma
membranma sahip spermatozoon orani 5 C derecede %46.4+6.4 ve %56.6+6.7 iken 15 C
derecede ise %43.44+3.5 ve %43.4+5.9 seklinde kaydedilmistir. Bu oranlar 48. Saatteki
degerlendirmede kontrol ve deney gruplari igin sirasiyla 5 C derecede 9%35.8+2.9 ve
%40.4+6.8 15 C derecede ise %40.4+4.9 ve %40.6+5.4 olarak kaydedilmistir. 24. ve 48.
saatlerdeki spermatolojik degerlendirmeler de her iki sicaklikta (5 °C ve 15 °C), gruplar
arasindaki saglam plazma membranina sahip spermatozoon oranindaki fark istatistiksel agcidan

onemli bulunmadi (P>0.05).
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100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
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0%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Membran ButinlGgu 24.Saat

Kontrol Grubu Deney Grubu Kontrol Grubu Deney Grubu

5 C Derece 15 C Derece

Sekil 9. 24 saatte membrani saglam spermatozoon orani (p>0.05).

Membran Butunligi 48.Saat

Kontrol Grubu Deney Grubu Kontrol Grubu Deney Grubu

5 C Derece 15 C Derece

Sekil 10. 48.saatte membrani saglam spermatozoon orani (p>>0.05).
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Tablo 2. 15 °C’de ki spermatolojik Degerlendirme Sonuglari.

Progresif Progresif Akrozom Akrozom Membran Membran
Gruplar  Motilite Motilite Canhihk Canhihk Reaksiyonu Reaksiyonu Biitiinliigii Biitiinliigii
24.Saat 48.Saat 24.Saat 48.Saat 24.Saat 48.Saat 24.Saat 48.Saat
Kontrol %43.0+4.2 %34.4+2.7 %85.042.8  %79.8+1.7  %12.8+3.0 %22.4+3.4 %43.4+3.5 %40.4+4.9
Deney %50.843.2 %33.845.9 %90.0£1.9  %83.4+3.9  %12.4+2.1 %16.4+3.0 %43.445.9 %40.615.4
Tablo 3. 5 °C’de ki spermatolojik Degerlendirme Sonuglari.
Progresif Progresif Akrozom Akrozom Membran Membran
Motilite Motilite Canhihk Canhhk Reaksiyonu Reaksiyonu Biitiinliigii Biitiinliigii
Gruplar  24.Saat 48.Saat 24 Saat 48.Saat 24.Saat 48.Saat 24.Saat 48.Saat
Kontrol %61.0£5.1 %44.6+4.7 %84.0£1.5 %75.6+£3.9 %13.0£2.3 %23.0£3.0 %46.4+6.4 %35.84£2.9
Deney %66.0+£3.8 %50.0+4.7 %86.0£2.3 %80.2+1.3 %10.44£2.01 %16.6+2.2 %56.6+6.7 %40.4+6.8
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5. TARTISMA

Serisin, nem tutucu (Patel ve Modasiya 2011), UV ye kars1 direnci artirici (Tamada ve
ark 2004), antikogulant (Sarovart ve ark. 2003), antioksidan ve antibakteriyel (Aramwit ve
ark. 2010), tirozinazi inhibe etme aktivitesi (Zhang, 2014), yara iyilestirici (Wu ve ark. 1996)
gibi baz1 6nemli Ozellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir. Son yapilan ¢alismalara gore serisin,
biyomateryal (Padamwar ve ark 2005) ve kozmetik materyal (Yamada ve ark 2001), olarak
kullanilabilir.

Serisin suda ¢oziinebilir bir proteindir. Kiiciik serisin peptidleri soguk suda
cozunebilirken, biiytik serisin peptidleri sicak suda ¢6ziinebilir niteliktedir. Serisinin bu
coziinebilirlik profili serisinin kullanim sahasini belirlemekte rol oynayan unsurlardandir
(Zhang, 2014). Yine de serisin, serin ve aspartik asit igerigi ile hidrofilik karakterdedir
(Garel, 1997).

Spermanin hangi hayvan tlrl olursa olsun toplandiktan sonra gerek sogukta
bekletilerek gerekse dondurularak muhafazasi bazi zorluklar igermektedir. Spermanin
korunmasi amaciyla gelistirilen teknikler, d6] verimi agisindan sperma fertilitelerini etkiler.
Bu amagla yiiriitilen bir ¢ok calisma mevcuttur. Yiritilen calismalara ragmen tavsan
spermasinin sogukta bekletilmeye ve ya dondurulmaya karsi oldukga kisitli bir kapasitesi
vardir. (Aziza ve ark, 2017). Bu sebepten dolay1 iilkemizde her ne kadar tavsan yetistiriciligi
gelismemis ve tavsan suni tohumlama teknolojisi gelismemis olsa da bu caligmada tavsan
spermas1 model olarak kullanilmistir.

Spermanin saklanacagi siirenin uzatilmast sperma toplanmasindan tohumlama
zamanina kadar spermanin kalitesinin korunmasi tohumlama sonucundaki basarty1 artirir.
Tavsan spermasinin 24 — 48 saatten fazla bekletilmesi sperma kalitesinde diisiise ve bunun
sonucunda tohumlama basarisinda azalmaya yol acacaktir. Bundan dolay1, bekletme siiresinin
uzatilmasi sperma kalitesinin ve tohumlama basarisinin artmasin1 saglayacaktir. Spermanin
dondurularak saklanmasinin bircok avantaji olsa da, bu islem sogukta bekletmeye gore daha
pahalidir ve dondurma isleminin sperma kalitesi lizerine olumsuz etkileri fazladir. Bu sebep
dolayistyla, spermanin sogukta bekletilmesi sirasindaki siirenin uzatilmast son derece

6nemlidir (Di lorio ve ark, 2014).
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Sperm hiicreleri, oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonuna karsi enzimatik ve
enzimatik olmayan yol ile iki farkli strateji ile korunur. Glutasyon peroksidaz, superoksit
dismutaz ve katalaz en kritik antioksidan enzimlerdir. Tokoferol, taurin, askorbik asit,
karateoinler, ubikiononlar enzimatik olmayan antioksidanlardir. Sperma sulandirma ve/ve ya
sperma dondurma ¢dzdiirme islemleri sirasinda veya antioksidanlar ile oksijen radikalleri
arasindaki herhangi bir orantisizlik, serbest radikallere kars1 defans sisteminin zayiflamasina
ve lipid peroksidasyonun yikici etkisine neden olur. Bu problemi agabilmek adina ¢esitli
tirlerde farkli antioksidanlar kullanilmistir (Nasirabadi ve ark, 2019).

Sperma sulandirma siirecinde, at spermasinda glutasyon ve askorbik asit (Aurich ve
ark, 1997), ko¢ spermasinda dismutaz ve katalaz (Maxwell ve Stojanov, 1996), teke
spermasinda melatonin hormonu (El-Battawy, 2003) gibi antioksidanlar denenmis ve bu
antioksidanlarin sperma hiicrelerini reaktif oksijen radikallerinin zararli etkilerine karsi
koruduklar: bildirilmistir.

Tavsan spermasimin sogukta bekletilmesi esnasinda fertilite potansiyelini korumak
amaciyla bir ¢ok ¢aligma yapilmigtir (Aksoy ve ark, 2008; Lopez ve ark, 2005; Roca ve ark,
2000). Alternatif olarak motilite oranin1 ve canli spermatozoon oranini artirabilmek ve daha
yiksek fertilite oran1 elde edebilmek igin, sperma koruma protokolleri, sulandiricilar ve
antioksidanlar iizerine ¢alismalar yiiriitilmektedir (Moce ve Vicente, 2002; Roca ve ark,
2000).

Johinke ve ark. 2014 yilinda yaptigi ¢alismada tavsan spermas: sulandicisina ilave
edilmis quarsecetinin hiicre i¢i H2O> iiretiminin azalttigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada
metiyoninin H20z tiretimine herhangi bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir (Johinke ve ark,
2014). El Gaffary (1994) sulandirilmis tavsan spermasina ilave edilen kafein, teofilin gibi
cAMP stimiile edicilerinin sperma motilitesi tlizerine olumlu etkilerinin oldugunu
bildirmislerdir.

Ipek bocegi kozasindan elde edilen ve suda ¢oziinebilir bir protein olan serisin,
oksidatif stresi azaltmak amaciyla kullanilabilir. Serisin, diger ticari enzimatik olmayan
askorbik asit, tokoferol, urik asit ve beta-karotenler gibi antioksidanlar ile ayn1i amag
dogrultusunda kullanilabilir (Dash ve ark, 2011).

Manda spermasinda yapilan g¢alismada, serisinin, sperma sulandiricilarina 0.25-
0.5% ilavesinin dondurma-¢ézdiirme sirasinda meydana gelen oksidatif strese karsi

spermatozoonlar1 koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir (Kumar ve ark 2015).
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Aygir spermasinda yapilan ¢alismada, sulandiriciya serisin ilavesinin, ¢oziim sonu
DNA hasarma engel oldugu, ayrica reaktif oksijen radikallerine ve lipid peroksidasyonuna
kars1 direng gosterdigi bildirilmistir (Nasirabadi ve ark, 2019)

Yapilan bu caligmada spermatolojik degerlendirmelerin 5 C derecede bekletilen
tavsan spermasmin 15 C derecede bekletilen tavsan spermasina gore daha iyi oldugu
gozlenmistir. Rosato ve Iaffaldano’da 2011 yilinda gergeklestirdigi, farkli inkubasyon
wisilarinin spermatolojik degerler tizerindeki etkilerini inceledigi arastirmada, 5 C derecede
saklananan tavsan spermasinin spermatolojik degerlerinin, 15 C derecede saklanan tavsan
spermasina gore daha iyi oldugunu bildirmislerdir (Rosato ve laffaldano, 2011).

Arastirmayr karsilastirmak amaciyla yapilan literatiir taramalarinda tavsan
spermasinin kisa siireli veya dondurularak saklanmasinda, sperma sulandiricilarina serisin
ilave edildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Serisinin, farkli derecelerde saklanan tavsan spermasinin, 24. ve 48. saatlerde
yapilan spermatolojik degerlendirmelerine etkilerinin incelendigi bu calismada, istatistiksel
olarak onemli bir fark bulunmasa da, serisinin spermatolojik degerlendirmelerde olumlu
etkilerinin oldugu gozlemlenmistir. Derece faktoriiniin es degisken olarak kabul edilerek
yapilan istatistiksel ¢aligmada akrozom reaksiyonuna ugramis olan spermatozoon sayisinda

istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen ¢aligmada, farkli sicakliklarda (5 °C ve 15 °C) bekletilen tavsan
spermasina ilave edilen serisinin, 24. ve 48. saatlerde ki spertmatolojik parametreler lzerine
etkisi incelenmis ve progresif motilite, canli spermatozooon orani, reakte akrozom orani ve
membrani saglam spermatozoon oranlarina etkisi istatistiksel agidan énemli bulunmamistir
(P>0.05). Ancak, spermatolojik degerlendirmelere gore serisinin tim parametreler izerinde
en azindan numerik olarak olumlu etkilerinin oldugu diisiintilmektedir.

Derece faktorii es degisken olarak alindiginda, grup faktoriiniin diizeylerinin
ortalamalar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik elde edilmistir. Grup faktor
diizeyleri olan kontrol ve deney gruplarinin 48.saatteki akrozom reaksiyonuna girmis
spermatozoon ortalamalar1 agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
elde edilmistir (P < 0.05).

Yapilan bu arastirmada, farkli derecelerde yapilan spermatolojik degerlendirmelerde
istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmamasina ragmen, serisinin, spermatolojik parametreler
iizerinde olumlu etkilerinin oldugu gdzlemlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli sonuglarin
elde edilmesi icin, replikasyon sayilarinin artirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Bunun
yaninda daha kesin sonuglar elde edebilmek i¢in in vitro caligmalar yaninda doél verimi

caligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.
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