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ONSOZ

Ankara kegisi ismini 13. yiizyildan giinlimiize yetistiriciliginin stirdiiriildiigii
Ankara sehrinden almaktadir. “Mohair” ve “Angora goat” olarak tiim diinyada tiftik
iiretimiyle taninan Ankara kegisi “elmas lifi” olarak adlandirilan parlak tiftik
iretmektedir. Tiftik kullanilarak tretilen kiyafetler, miikemmel izolasyon 6zelligine
sahiptir. Tiftik, radyoaktif 1sinlara karsi insan1 koruma 6zelligi ile diger lif tiirlerinden
ayrilmaktadir. Itfaiyecilik, hava ve savunma sanayisinde koruyucu is elbiselerinde, ve
radyasyondan korunmak i¢in astronot kiyafetlerinde tiftik kumasi kullanilmaktadir. Bu

ozelligi ile de Ankara kecisinin uzaya giden ilk ke¢i irk1 oldugunu sdyleyebiliriz.

Sekil 1.1. Sultan 2. Mahmud, Ankara Kegisi ile Balta Liman1 Antlagmasi (1938) Figiirii (Kay: erisim
adresi: https://tarihvearkeoloji.blogspot.com.tr/2014/08/ankara-tiftik-kecisi-nasil-british.html).



Balta liman1 antlasmasina kadar tiftik {iretimi sadece Anadoluda
stiriidiiriilmekteyken, bu irkin Gliney Afrikada kurulan ¢iftliklere gotiiriilmesi ile tiftik
iiretim tekeli sonlandirilmigtir (Sekil 1.1). Ancak, giliniimiizde tekstil piyasasinda
tiftigin ¢cok az kullaniliyor olmasi, Ankara kecisi popiilasyonunu hizli bir sekilde
azaltmistir. Ankara kegisi yetistiriciligi yapan iilkelere baktigimizda; tilkemizin,
Gliney Afrika ve Amerika Birlesik Devletleri’nin ardindan, 207 765 bas hayvan varligi
ile 3. bliylik popiilasyona sahip oldugu goriilmektedir. Burada dikkati ¢eken, 19601
yillarda 6 milyon bas civarindaki Ankara keg¢isi sayimizin hizla azalmasi ve bugtinkii
seviyeye gerilemesidir (TUIK, 2016). Ankara kegisi, {ilkemizin yerli gen kaynaklari
icerisinde % 85 oraninda azalma ile en ¢ok etkilenen keci 1rki olmustur. Bu yiizden
Ankara kegisi; Tarim, Gida ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan 2005 yilinda koruma

altina alinmigtir.

Hayvan genetik kaynaklari 2 temel yontem ile (in-situ ve ex-situ) koruma altina
alinmaktadir. In situ yOntem hayvanlar1 bulunduklart ortamda canli olarak
korumaktir. Ex-situ yontem ise; hayvanlart bulunduklar1 ortam disinda bir hayvanat
bahgesinde ya da bir ciftlikte canli olarak bulundurmak veya bu hayvanlarin gamet,
embriyo, hiicre ya da DNA’larim1 dondurarak koruma altina almaktir
(TURKHAYGEN, 2008). Bu koruma ydntemleri modern biyoteknolojilerin
(Kriyoprezervasyon, ICSI, IVF vb.) kullanim1 ile daha etkin hale getirilmektedir.
Kriyoprezervasyon ile ¢ok genis kapsamli ve bol miktarda Ornegin uzun siireli
saklanarak korunmasi saglanabilmektedir. Spermanin sogukta saklanmasi ile sadece
popiilasyondaki digi materyal kullanilarak, o popiilasyonu geriye ¢evirme ve takibinde
suni tohumlama ¢aligmasi ile genetik agidan yeniden baslangigtaki durumuna yakin
hale getirmek miimkiin olabilmektedir. Bu yiizden, Ankara kecisinde dondurulmusg
spermanin  giincel pratik kullanim alanlar1  yaratilmali ve 1k spesifik

kriyoprezervasyon stratejileri gelistirilmelidir.

Bu arastirma, “Ankara Kecileri Temelinde Kegi Isletmelerinde Yonetim
Sisteminin Yardimc1 Ureme Teknikleri ile Biitiinlestirilmis bir Modelinin
Gelistirilmesi” isimli 2130034 numarali TUBITAK-CNR (italya Ulusal Arastirma

Merkezi) projesi ile desteklenmistir.
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1. GiRiS

1.1. Spermanin Kriyobiyolojisi

Sperm hiicrelerinin dondurularak yasam biyokimyasini uzun siireler saklayip,
daha sonra hayata geri dondiirme, "gecgici olarak durdurulmus reanimasyon",
spermanin kriyobiyolojisi olarak tanimlanmaktadir. Bu olgunun benzer sekilleri
dogada nadiren goriilse de, donma eylemi canli hiicreler i¢in genelde 6ldiiriiciidiir. Cok
diisiik sicakliklarin hiicrelerdeki etkilerini anlamak i¢in, birgok yapinin ve islemin
sicaklik ve suya bagimli oldugunu ve bunun sonucunda donma eyleminin normal
fizyolojiden c¢ok uzak olan kosullar1 iireten olaganiistii karmasik etkilere sahip

oldugunu bilmeliyiz.

Hiicreler 0 °C'nin altindaki sicakliklara sogutuldugunda, biyolojik etki tipik
olarak doku kiitlesini olusturan suyun % 80’inin donmasi1 seklindedir. Donma, sivi
formda olan suyun kristalleserek buza doniismesidir. 1948 yilina dek, pek ¢ok tiirde
hayvan hiicresinin dondurulmasinda, yapinin ve fonksiyonun restorasyonuna izin
veren genel bir yontem bulunmuyordu. Ancak Polge, Smith ve Parkes tarafindan
1949'da, % 10-20 gliseroliin kriyoprotektan olarak kullaniminin, sperm dondurmada

etkili oldugunun anlagilmasiyla, kriyobiyolojide bir doniim noktas1 yasanmaistir.

Spermanin kriyobiyolojisi alaninda yukarida bahsi gecen kesiften sonra elde
edilen relatif basari, genetik olarak {istiin hayvanlarin gamet hiicrelerine uluslarasi
diizeyde ulasimi miimkiin kilmistir. Biyoteknoloji alaninda, bilimsel a¢idan 6nem
tastyan tiirlerin etkili bir sekilde artisini; nesli tiikenmekte olan tiirlerin korunmasini
ve yetistiricilikte sigir reprodiiktif hekimliginin belirgin diizeyde ilerlemesini
saglamistir. Ancak spermanin suni tohumlamada rutin kullanim i¢in ilk donduruldugu

1950’11 yillardan beri, dondurma (Chapsky ve Rubinsky, 1997 ve Fowler ve Toner,



2005) ve ¢ozdiirme hizlar1 (Curry ve ark., 1994 ve Petrunkina, 2007), kriyoprotektan
konsantrasyonlarinin optimize edilmesi (Fowler ve Toner, 2005; Mazur, 1966 ve
Lovelock, 1959), buz kristalizasyonu (Budke ve Koop, 2006; Ewart ve ark., 1999;
Fahy ve ark., 2004a,b ve Mazur, 1970) konularinda birgok ¢alisma yapilmistir. Yapilan
bu arastirmalara ragmen, giincel kriyoprezervasyon teknikleri, son 40 yilda ¢ok az
ilerleme kaydederek, hala dondurma-¢ozdiirme islemleri sirasinda canh
spermatozoanin % 50’sine yakininin kaybiyla sonuglanmaktadir (Auriemma ve ark.,
2006). Bu yiizden, spermanin dondurulmasinda kullanilan ge¢mis yontemlerin tarihsel
olarak gbdzden gecirilmesi, mevcut yoOntemlerin gelistirebilmesi konusundaki

farkindalig1 artiracaktir.

1.2. Sperma Kriyobiyolojisinin Tarihi

Polge, Smith ve Parkes tarafindan 1948 yilinda, gliseroliin horoz spermasinin
-70 ° C’ye dondurulmasinda kazara kullanimi, giiniimiiz "kriyobiyoloji" tekniklerin
baslangic1 olmustur. Bu kesfin nasil yapildig1 konusundaki bilgiler farklilik gdsterse
de, buzdolabinda bulunan bir sise ¢ozeltinin etiketlenmesindeki bir hata ile horoz
spermasinin, istenilen levamizol ¢ozeltisi yerine; gliserol, alblimin ve su karigimi
icinde donduruldugu diisiincesi agir basmaktadir. Sperma dondurmada levamizol
¢ozeltisi etkisiz olsa da, gliserol ¢dzeltisi oldukca basarili olmustur. ilk baslarda
arastirmacilar goriiniisteki bu mucizevi ¢ozeltinin bilesiminden habersizlerdi. Ancak
analitik bir kimyager yardimiyla ¢ozeltinin gergek kimliginin ortaya konulmasi ve
daha sonra gerceklestirilen birka¢ deney sayesinde gliseroliin etken madde oldugu
goriilmistiir. Sans eseri ortaya ¢ikan bu kesif, "Sans, hazirlikli olandan yanadir!" diyen
Hans Krebs'in sdylemini hatirlatmaktadir. Gergekten de, Tibbi Aragtirma Konseyi Mill
Hill Enstitiisiinde, 6zellikle Audrey Smith tarafindan gerceklestirilen ileriki gelismeler
ve gen¢ meslektaslarin basarilar1 bu yeni bilim alanin yaraticist olmustur. Bu temel
gbzlemi agiklayan makalenin bashiginin "Diigiik Sicakliklardaki Vitrifikasyon ve
Dehidrasyon Sonrasi Spermlerin Canlandirilmasi”" olmasi ilgingtir; c¢ilinkii bu

deneylerde giiniimiizde bu terimle ifade edilen sekilde bir vitrifikasyon



gerceklestirilmemistir. Bu yontem, giiniimiizde "klasik dondurma" yaklasimi olarak

adlandirilmaktadir (Pegg, 2002).

Sonraki arastirmalarin cogu ve belki de tiim kriyoprezervasyon ¢aligsmalarinin
en pratik etkisinin; reprodiiksiyon tibbi, hayvan yetistiriciligi ve simdilerde ise nesli
tiilkenmekte olan tiirlerin korunmasi alanlarinda oldugunu belirtmek gereklidir. Audrey
Smith'in (1961) tarif ettigi gibi boga spermlerini dondurmak i¢in gliserol tekniginin

uygulanmasi, sigir yetistiriciligi endiistrisinde devrim yaratacaktir.

“Ciftciler (artik) istedikleri spermayi1 gerekli oldugunda mevcut
olmayan bogalar arasindan secebilirler. Degerli sperma artik bosa
gitmeyecek ve {Ustlin verimli bogalardan elde edilen spermalar,
yavrulart olgunlasip siit verimi ve diger nitelikler test edilene kadar
birkag¢ y1l saklanabilecekler. Metodun bir baska potansiyel avantaji da,
ayak ve agiz hastalig1 gibi pandemik enfeksiyonlar sirasinda daha fazla
bulasma tehlikesi kalmayana kadar, onceden toplanan bir sperma
bankasinin bulunacak olmasidir. Sperma bankalari, bir iilkede tiretim
icin  kullanilan boga sayis1 bakimindan ekonomiye katki
saglayabilecekler. Buna ek olarak, diinya genelinde hayvanlarin genetik
olarak iyilestirilmesi icin dondurulmus spermlerin uluslararasi

ticaretinin de yayginlasmasi ihtimali ortaya ¢ikacaktir”

[lk biiyiik gelismenin ardindan klasik dondurma yontemindeki mekanizmalara,
gliserol gibi kriyoprotektan bir bilesigin eklenmesi ve canlilig1 etkileyen diger ¢esitli
etkenlerin belirlenmesi, arastirmacilar1 ampirik olarak optimizasyona dogru
yoneltmistir (Pegg, 2002). Bu pratik basarilar, igerdikleri bir dizi mekanizmanin ortaya
cikarildigi; toplam buz miktar kristalizasyonu (Ewart ve ark., 1999; Fahy ve ark.,
2004a,b ve Mazur, 1970), buz kristallerinin hiicrelere iliskin konumu (Budke ve Koop,
2006), kriyoprotektanlarin toksisitesi (Lovelock, 1959), toksisitenin bagli oldugu
sicaklik (Petrunkina, 2007) ve ozmotik olarak ortaya ¢ikan hacim degisikliklerinin
bliylikliigiiniin belirlenmesi (Agca ve ark, 1998 ve Mazur, 1966) gibi daha temel

caligmalari stimiile etmistir.



1.2.1. Buz Hasan

Seyreltik bir soliisyon donduruldugunda olusan buz, esas olarak saf su
kristalidir. Aslinda buz, ¢oziinenleri ¢ézmek icin dnemli bir kabiliyete sahiptir.
(Coziiciiler bu nedenle sicaklik diisiisiiyle beraber buzla kimyasal olarak dengelenirler.
Donma sirasinda artan konsantrasyona bagli olarak azalan sivinin hacminde
yogunlagirlar. Boylece, sulu bir ¢ozeltinin donma noktast baskilanir. Buz varliginin
dengede kalmasi, var olan siispansiyonun donma sicakligi ile belirlenir ve bu nedenle
baslangic kompozisyonundan bagimsizdir. Dolayisiyla, izotonik serumun
dondurulmasi sirasinda olusan sodyum kloriir (NaCl) konsantrasyonundaki artigin -21

° C'de 32 kat fazla oldugunu anlamak 6nemlidir (Lovelock, 1982).

Bu durumda soru su sekilde ortaya ¢ikmaktadir: Dondurma sirasinda hiicrelere
buz mu, yoksa artan yiiksek tuz konsantrasyonu mu, veya her ikisi de mi, zarar
vermektedir? Mill Hill'de Polge, Smith ve Parkes'in bir meslektasi olan Jim Lovelock
tarafindan, 1960'larin basinda bu soruya oldukca kesin bir cevap verilmistir. Lovelock,
NaCl ¢ozeltileri ile farkli sicakliklarda dondurulmus olan insan eritrositlerinin hemoliz
derecesinin, dondurularak {iretilen tuz konsantrasyonuna etkisinin nicel olarak

hesaplanabilecegini gostermistir.

Lovelock, gliserol ve diger toksik olmayan kriyoprotektanlarda donma
esnasinda meydana gelen tuz konsantrasyonundaki artisin, ozmotik basinci
degistirerek donma sirasinda "tuz hasar1" ile zarar verme teorisini ortaya koymustur.
Buna ek olarak; gliserol ilavesinin, tuz konsantrasyonunun donma iizerindeki etkisine
benzer sekilde, yiiksek konsantrasyonlarda tuz ile ayn toksik etkiye sahip oldugunu

bildirmistir (Lovelock, 1959).

Buzun, normalde yiiksek diizeyde koruma saglamasi beklenen kriyoprotektan
konsantrasyonlarinin varliginda bile, bir dizi mekanizma aracili1 ile dokulara asir
derecede zarar verdigi sonucuna ulasilmigtir. Dolayisiyla, bu tiir sistemlerin etkili bir
sekilde kriyoprezervasyonuna giden yol, buzsuz sogutma veya vitrifikasyondan

gecmektedir. Sivilar icin vitrifikasyon terimi; suyun herhangi bir kristalizasyonu



olmaksizin, dolayisiyla buzun tamamen yoklugunda, sadece viskozite artisi
aracilifiyla, akiskan formdan kati forma doniistiiriilmesi olarak tanimlanabilir. Bu
noktada  Onemli  olan, vitrifikasyon i¢in  kullanilan  kriyoprotektan
konsantrasyonlarinin, konvansiyonel dondurmaya oranla ¢ok daha fazla olmasidir. Bu
yiizden iki faktor daha iyi degerlendirilmelidir: Bunlar, katki maddelerinin kimyasal
toksisitesi ve bunlarin eklenmesi ve c¢ikarilmasinin ozmotik sonuglar1 olarak

siralanabilmektedir.

1.2.2. Kriyoprotektan Toksisitesi

Kriyoprotektanlar yiliksek konsantrasyonlara kadar tolere edilebilirler. Gliserol,
bu anlamda, hiicrelere NaCl'den ¢ok daha az zararlidir, ancak yeterince yiiksek
konsantrasyonda, herhangi bir bilesik bile "toksik" olacaktir. Bu durumun iki 6nemli
sonucu vardir: Dokunun dondurulmadan once tolere edebilecegi en yliksek
konsantrasyon sinirlidir ve dondurma esnasinda konsantrasyon, buz kristallestikce
artacaktir. Dondurma  isleminin  tersine vitrifikasyonda ise  baslangi¢
konsantrasyonunun ¢ok daha yiiksek olmasina ihtiya¢ duyulmakta ancak sogutma
esnasinda konsantrasyon artist meydana gelmemekte ¢iinkii donma olmamaktadir

(Lovelock, 1959).

Her iki teknikte de; dondurma isleminde tuz konsantrasyonunun diistiriilmesi
icin ve vitrifikasyonda dondurmadan vitr6z hale ulagtirmak icin en yiiksek tolere
edilebilir konsantrasyon aranmaktadir. Pratikte, canlilik bozulmadan elde edilebilecek
maksimum konsantrasyonun, kriyoprotektan ekleme ve ¢ikarma sicakligina ve hizina
baglt oldugu belirlenmistir. Sicakliga bagli degisim, kismen kimyasal toksisiteye
(sicaklik diisiisii ile azalan) ve kismen de ozmotik etkilere (sicaklik diisiisii ile artan)
baglidir. Bu yiizden sperma ve embriyolar kademeli olarak sogutulup, farkli hizlarda

dondurulmaktadir (Pegg, 2002).



1.2.3. Kriyoprotektanlarin Ozmotik Etkileri

En etkili kriyoprotektanlar hiicre membranlarin1 gecebilen, ancak bunu sudan
daha yavas bir sekilde yapan bilesiklerdir. Ne var ki bu durum bilesiklerin eklenmesi
veya ¢ikarilmasi sirasinda bazi ozmotik dengesizliklerin kaginilmaz oldugu anlamina
gelmektedir. Yogun ozmotik sok, hiicre oliimiine neden olan hiicre hasarina yol
acmakta ve bu nedenle kabul edilebilir siirlarin asilmamasi gerekmektedir. Bu
nedenle, kriyoprezervasyon yontemlerini tasarlamada onemli bir basamak da, hiicre
membranlarini gecemeyen bir kriyoprotektanin dig ozmolaritesindeki degisimlere olan
hacim yanitin1 6lgmek ve her hacmi sonraki yapisal ve islevsel zararla
iligkilendirmektir (Mazur, 1966). Bir sonraki adim, sec¢ilen kriyoprotektan i¢in suyun
ve kriyoprotektan gecirgenliginin 6l¢iilmesi veya dl¢iilememesi durumunda ise tahmin
edilmesidir. Hiicre i¢ine niifuz eden ¢6ziinenlerin ilavesi ve uzaklastirilmasi sirasinda
hacim kontrolii i¢in iki yéntem bulunmaktadir: Ilki, konsantrasyonu birkac kiigiik
adimda degistirmek; diger yaklasim ise, hiicrelere niifuz etmeyen ve dolayisiyla
kriyoprotektan konsantrasyonu diistiik¢e su girisini kisitlayarak "ozmotik tamponlar”

olarak islev goren sulandirict bilesenleri kullanmaktir (Fahy ve ark., 2004a,b).

1.2.4. Spermanin Dondurulmasinda Kullanilan Sulandiricilar

Spermatozoay1 soguk sokundan korumak i¢in spermaya bir kriyoprotektan
ilavesi gerekmektedir. Bu amagla, ¢esitli sulandirici bilesenleri (sekerler, elektrolitler,
tamponlar, yumurta sarisi, siit ve tiriinleri) iceren farkli sulandiricilar onerilmis ve
sperma dondurmada kullanilmistir (Kulaksiz ve ark., 2011; Kulaksiz ve ark., 2014 ve
Tirpan ve Tekin, 2015). Siit ve siit bazli sulandiricilar, ¢esitli tlirlerin spermatozoasini
korumada pratik ve etkili olarak bilinmektedir (Batellier ve ark., 1997 ve Tekin ve
Daskin, 2016 ve Varner ve ark., 1989). Spermatozoon membranlarinin bilesim ve
dinamiklerine dayanarak, kriyoprezervasyona bagli sperm hasarlarim1 azaltmak
amactyla yag asitleri ve lipitler (Inang ve ark., 2017), antioksidanlar (Uysal ve Bucak,
2007), farkl: tiirlerin yumurta sarilart (Kulaksiz ve ark., 2010) ve proteinler gibi bazi
maddeler spermaya eklenmistir (Akcay ve ark., 2012 ve Tekin ve ark., 2006). Gliserol



ve yumurta saris1, spermanin dondurulmasinda ilk kullanilan kriyoprotektanlardandir
(Garner ve ark., 1994; Holt, 2000 ve Medeiros ve ark., 2002). Halen giliniimiizde pek
cok sulandiricida temel kriyoprotektan olarak gliserol kullanilmaktadir. Gliserol
nispeten yiiksek bir konsantrasyonda kullanilmaktadir; bu da yiiksek sicakliklarda
spermatozoanin canlilif1 i¢in zararli olabilmekte; bu nedenle iki kademede, sperma
sogutulduktan sonra ilave edilmektedir (Purdy, 2006). Zararh etkiler; ozmotik stres,
membran organizasyonundaki degisiklikler, akiskanlik ve permeabiliteye ek olarak
lipit kompozisyonundaki degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, bir
kriyoprotektan olarak gliseroliin yararli etkilerini en iist diizeye ¢ikararak, toksik
etkilerini en aza indirgemek ig¢in; gliserol konsantrasyonuna ve gliseroliin
dondurmadan 6nce spermatozoa ile temasta bulundugu siireye iliskin bir uzlasmaya
varilmalidir. Bir calismada, % 20 yumurta sarisi1 i¢eren bir sulandiriciya % 4 oraninda
gliserol ilavesinin progresif motilite agisindan % 2 veya % 6’lik gliserol ilavesine gore
daha iyi sonu¢ verdigi belirlenmistir (Cochran ve ark., 1984). Buna ek olarak,
gliseroliin etkinligi, eklendigi sulandiricilarin yani sira depolama ydntemiyle de

degisebilmektedir.

Disakkaritler ve lipozomlar dahil bir¢ok baska maddenin de kriyoprotektan
niteligi ispat edilmistir. Ornegin, trehalozun spermatozoon plazma membrani {izerinde
stabilize edici bir etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Steinmann, 1996 ve
Biiyiikleblebici ve ark., 2016). Bu disakkaritler, spermatozoanin motilitesini tetikleyen
mekanizmanin ihtiya¢ duydugu fruktoz, inositol ve sorbitol gibi baslica enerji
kaynaklar1 olup eklenti bezlerinden (seminal plazma) sentezlenmektedir. Boga, kog
ve teke spermasinin aksine, bazi tiirlerde (6rn. aygir) sulandirictya metabolik aktivite
ve spermatozoa hareketinin temel enerji kaynagi olarak glikoz eklenmektedir (Katila,
2001). Sulandiricilarda kullanilan disakkarit igerigi de tiirler arasinda farklilik
gostermektedir. Bu ylizden disakkarit seciminde tiir spesifik stratejiler

kullanilmaktadir.

1.3. Reprodiiktif Kriyoprezervasyon Stratejileri



Kriyoprezervasyon stratejileri, reprodiiktif organ ve dokulardan; spermatozoa,
oosit ve embriyo dondurulmasina kadar genis bir sekilde kategorize edilebilmektedir.
Gelistirilen bu stratejiler, hiicre biyolojileri arasindaki genis farkliliktan dolay1 6nemli
olciide degiskenlik gostermektedir. Ornegin, reprodiiktif doku ve organlar aktif
hareket kabiliyetine sahip degillerdir. Ayrica, reprodiiktif doku ve organ dondurulmasi
sirasinda yiiksek hacimlerde kriyoprotektan gerekirken, reprodiiktif biyoteknolojide
ise ihtiya¢ duyulan kriyoprotektan miktar1 (spermatozoa i¢in) ve dondurulan hiicre
sayist (0z. embriyo i¢in) oldukea diisiiktiir (Fuller and Paynter, 2004). Biyolojik hiicre
ve dokularin c¢esitliligi nedeniyle, ¢gogu arastiric1 bu stratejileri diger hiicre tiplerine

uygulayarak basarili bir dondurma protokolii elde etmek i¢in kullanmaistir.

Gliniimiize kadar siklikla kullanilan  kriyoprezervasyon protokolleri,
kriyoprezervasyon iglemine bol miktarda esneklik saglayan kriyokoruyucu ajanlarin
(KKA) molar konsantrasyonlarinin kullanimina baglanmistir (Mazur, 1984). Ancak
bu KKA’lar eklenme ve uzaklastirilmalari sirasinda hiicreler lizerinde ciddi ozmotik
etkilere neden olabilmekte ve gerekli KK A konsantrasyonu arttik¢a olusabilecek hasar
riski de artmaktadir. Cogu hiicre membrani, su ve KKA’lara gegirgen olduklari igin
her ikisinin birlikte gecisi sekillenmektedir. Kriyoprezervasyon iglemleri sirasinda ikili
gecisin dinamigi, hiicre hacmini ve hiicre i¢i konsantrasyonlar1 kontrol etmektedir.
Hiicrede, hacim degisimine bagl olarak plazma membran genislemesi ve hatta rupturu
gibi mekanik yollarla, membran hasar1 gercekleserek hiicrenin Oliimiine neden
olmaktadir. Bu durum, kismen hiicrelerin yiiksek ozmohassasiyetine baghdir (Si ve
ark., 2006). Dolayisiyla, sekerler gibi hiicre zarin1 gegemeyen ¢oziinenler de hiicrenin
asirt  sismesini  Onlemek i¢in ¢Oziim-sonu KKA uzaklastirilmasi sirasinda
eklenebilmektedir (Aboagla ve Terada, 2004). Ikili gecis, sogutma ve dondurma
stirasinda hiicre i¢i KKA konsantrasyonunu belirlemektedir (Varigh ve ark., 2013 ve
Agca ve ark, 1998). Hiicre i¢ci KKA konsantrasyonu, donma sirasinda yeterli diizeyde
degilse, bir baska deyisle “kritik konsantrasyon” heniiz olusmamissa, hiicrelere zarar
verebilecek buz kristalleri olugmaktadir. Kritik konsantrasyona ulasildiysa, daldirma
asamasinda karsilasilan hiicre i¢i sollisyonun vitrifiye olmasi beklenmektedir (Woods

ve ark., 2004).



Reprodiiktif kriyoprezervasyon stratejileri, memeli tiirlerinin korunmasinda
artan bir 6neme sahiptir. Reprodiiktif hiicreler tampon 06zellikte ve kriyoprotektan
iceren sulandiricilar yardimiyla; yavas (konvansiyonel) dondurma, hizli dondurma,
stiper sogutma, vitrifikasyon ve liyofilizasyon gibi yontemlerle dondurulmaktadir.
Yukarida siralan her bir yontemden yiiksek verimin alinabilmesi i¢in 6nemli dlgiide

hiicre tipi ve tiir spesifik optimizasyon gerekmektedir.

1.3.1. Gamet Kriyoprezervasyon Stratejileri

1.3.1.1. Spermanin Dondurulmasi

Reprodiiktif ~ kriyobiyoloji, en hizli ilerlemeyi boga spermasinin
dondurulmasinda saglamistir. Temel olarak kullanilan 2 tip dondurma stratejisi
bulunmaktadir. Bunlardan ilki konvansiyonel (yavas dondurma), ikincisi ise hizl
dondurma teknigidir. Bu tiiriin spermatozoasi i¢in en basarili kriyoprezervasyon
yontemleri ilk olarak yavas sogutma hizi (6rn. 1-5 © C/dk) ile viicut sicakligindan oda
sicakligina ve sonrasinda donma sicakligina ve takiben ilk buz olusumu ile hizl
dondurmaya (6rn. 10-20 ° C/dk) alinmasidir. Yavas dondurma teknigi, 2-4 saatlik bir
periyotta, iki veya li¢ kademe ile spermanin -196 ° C’ye diisiiriilmesi yontemidir; elle
veya otomatik olarak yari-programlanabilir dondurucu kullanilarak yapilmaktadir.
Manuel yontemde, sperma 6nce oda sicakligina (25 ° C); daha sonra 2-4 saat igerisinde
4 ° C'ye diistiriilmektedir. 4 ° C'ye kadar en iyi soguma hizinin 0.5-1 ° C/dk oldugu
bildirilmektedir. Ornekler daha sonra 4 ° C'den, -80 ° C'ye 1-10 ° C/dk hizinda

dondurulur; sonrasinda -196 ° C'de s1v1 azot tankina aktarilir (Di Santo ve ark., 2012).

Hizli dondurma metodu ilk kez Sherman (1963) tarafindan gelistirilmistir. Bu
teknik, payetlerin ve sivi azot buhari ile 8-10 dakika dogrudan temas1 ve sonrasinda -
196 ° C'de sivi nitrojen igerisine indirilmesini kapsamaktadir. Programlanabilir
dondurucuda; sivi azot buharmi, sivi azotun hacmini ve mesafesini ayarlayan

fonksiyonel bir termal derece bulunmaktadir. Sperma 6rnegi en az 2 saat ekilibrasyon



sonrasinda payetler yardimiyla paketlenir ve 10 dakika boyunca 4 ° C'de inkiibasyona
birakilir. Payetler daha sonra 15 dakika siireyle sivi azot seviyesinden (-80 ° C) 15-20
cm uzakliga yerlestirilir; bu asamadan sonra payetler sivi nitrojene indirilir. Sogutma
sirasinda, iki uc¢ arasindaki sicaklik farkini en aza indirgemek icin payetler yatay
konumda tutulur (Tongdee ve ark, 2015). En uygun sogutma hizi; bogada 76 ve 140 °
C/dk, domuzda 30 ° C/dk, farede 27 ila 130 ° C/dk arasinda ve insanda 10 ° C/dk
olarak belirlenmistir (Varish ve ark., 2013).

Bogalarda dondurulmus sperma ile suni tohumlama ve takibinde elde edilen
basar1 oranlari, ¢ogunlukla, yeterli diizeydedir. Bu nedenle, baz1 istisnalar disinda,
kriyoprezervasyon islemini takiben canli kalma oranimi belirleyen temel
kriyobiyolojik 6zellikler gozardi edilmistir. Diisiik motilite ve canlilik kaybi, ejakiilat
hacmi ve sperm konsantrasyonlarinin normal oldugu durumlarda Onemsiz
sayilabilmekte; ancak bir hastalik, idiopatik veya iatrojenik komplikasyonlar
nedeniyle oligozoospermik olan degerli hayvanlar i¢in bu kayiplar biiylik dnem

tastyabilmektedir.

Bu iki temel teknigin diginda liyofilizasyon (Krokida ve ark., 1998) ve
vitrifikasyon da (Isachenko ve ark., 2002) spermatozoa dondurmada (Isachenko ve
ark., 2011) kullanilmaktadir. Giiniimiizde vitrifikasyon ve liyofilizasyon yonteminin
pratik kullanimi yavas veya hizli dondurmaya gore diisiiktiir. Ancak vitrifiye edilmis
sperma ile IVF/ICSI ve intrauterin tohumlama gerceklestirilerek gebeliklerin elde
edilmesi, bu metodun pratik kullanimina dikkat ¢gekmektedir. Bununla birlikte, bazi
sperma merkezlerinin vitrifikasyon ile uzun siireli sperma saklanabildigini rapor
etmesi ve uygulama pratikligi sayesinde birka¢c yil igerisinde bu yontemin

kullaniminin yayginlagmasi beklenmektedir (Moce ve ark., 2016).

Sperm kriyoprezervasyon yontemlerini gelistirmek i¢in, bu islem sirasinda
spermin gecirdigi fiziksel degisiklikleri goz 6niinde bulundurmak fayda saglayacaktir.
Ciinki bu fiziksel degisiklikleri diizenlemek icin yapilan ilerlemeler, canlilik
oranlarint belirgin Olgiide artiracaktir (Holt, 2000). Pratik olarak, sperma

kriyoprezervasyon ig¢in generalize “standart” protokol istenen bir seydir. Ancak,
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giincel sperm kriyoprezervasyon protokollerinin sinirlidir ve basar1 oranlar tiirler
arasinda ve hatta ayni tiir icindeki bireyler arasinda dahi degiskenlik gdstermektedir
(Hammerstedt ve ark, 1990). Domuz gibi bazi tiirlerde uygun yontemler daha tam
olarak gelistirilmemis iken, fare gibi diger tiirlerde yeterli goriilen yontemler ayn
tiirtin diger irklarinda bile ise yaramamaktadir. Bu sonuglar; uygun kriyoprezervasyon
protokollerinin belirlenmesi icin, tiir spesifik bir sekilde sperm kriyo-hasariin
incelenmesinin yani sira spermanin ve kullanilan sulandiricilarin temel kriyobiyolojik

ozelliklerinin de incelenmesi gerektigini gostermektedir (Woods ve ark., 2004).

1.3.1.2. Oosit Dondurulmasi

Disi gamet hiicresi olan oositlerinin kriyoprezervasyonunda énemli problemler
ile karsilasilmaktdair. Bunlar; oositlerin bireysel olarak depolanan genis hiicreler
olmasi, suya karst diisiik membran gegirgenligine sahip olmasi ve bu durumdan
kaynaklanan hiicre i¢i buz kristalleri olusumu (yliksek su retensiyonu nedeniyle) ve
¢cozdlirme sirasinda buz kristallerinin membran igerisinde biiylimesidir (Seki ve
Mazur, 2008). Oosit kriyoprezervasyon yontemi 40 y1l dncesinde farelerde (Tervit ve
ark., 1972) ve bunu takiben tavsanda (Chang, 1959), inekte (Brackett ve ark., 1980),
kisrakta (Squires ve Cook, 1996), ve insanlarda (Chen, 1986) uzun siiredir
kullanilmasina ragmen, yukarida bahsi gegen bu problemler kriyoprezerve oositlerden
elde edilen canli dogum oranlarim1 %5 ile 23 arasi gibi c¢ok diisiikk diizeyde

gerceklestirilmistir (Gallia ve ark., 2014).

Memeli oositlerinin saklanmasi i¢in iki farkli yaklasim kullanilmaktadir. Yavas
dondurma stratejisinde oositler (2 °© C/dakika) yiiksek konsantrasyonda propan -1,2
diol (membran gecebilen) ve siikroz (membran gecemeyen) kullanilarak, (sicaklik -
150 ° C’nin altina kadar sogumadan once buz c¢ekirdeklenmesini (niikleasyon)
saglamak amaciyla), -7 © C’de 10 dakika bekletilerek dondurulmaktadir. Hizli
cozdilirme stratejisi; gerektiginde kontrollii ve kademeli bir sekilde hem propan-1,2-
diol hem de sonrasinda siikrozun uzaklastiriimast ile saglanmaktadir (Ozkavukeu ve

Erdemli, 2002).
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Ikinci teknik ise vitrifikasyondur. Bu metodda hizli sogutma ile bir
vitrifikasyon asamasi elde ederek, dimetil siilfoksit (DMSQO) ve poli etilen glikol
(PEG) kombinasyonu kullanilmaktadir. Vitrifikasyon, bir stvinin amorf yapida cam
benzeri (buz kristalizasyonu olmadan) katilagtirilmasidir (Goldstein ve Simha, 1976).
Bu cam formuna geg¢is sicaklifi “thermal gap” (T,) olarak tanimlanmaktadir (Sekil
1.2). Ty swv1 benzeri bir durumdan cams: hale gegisin donma iizerine gerceklestigi
sicakliktir. T, noktasi, bir ¢ozeltinin donmamais stvi boliimii ile erime noktasinin cam

formuna gecis sicaklifina esit olana kadar konsantre edebildiginde ulasilan teorik

sicakliktir (Fahy ve Wowk, 2015).

Ancak yiiksek konsantrasyonlardaki DMSO, fizyolojik sicakliklarda (37 ° C)
fertilizasyon oranlarini énemli 6l¢iide diistirmektedir (Boldt, 2011). Chaves ve ark.
(2016) tarafindan gerceklestirilen bir calismada sigir oositlerinin antifiriz proteinleri
(AFP) tip III ile mature edilmesinin, 5. glinde blastosist asamasina ulasan embriyo
sayisint  artirdigin1  ancak sonrasindaki oranlarda bir farklilik yaratmadigim

gostermistir.
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Sekil 1.2. Vitrifikasyon T, Sicaklik Grafigi (Fahy ve Wowk, 2015).

1.3.1.3. Embriyo Dondurulmasi
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Embriyo kriyoprezervasyonunda, gelisim asamasina gore (blastosist veya
fertilize olmus (pre-implantasyon) tercih edilen farkli kriyoprezervasyon yontemleri
bulunmaktadir. Yine oosit kriyoprezervasyonundakine benzer sekilde gerceklestirilen
iki yaklasim da, yavas dondurma ya da vitrifikasyondur. Yavas dondurma
stratejisinde, embriyonun erken asamalarinda (maksimum 8 hiicre) KKA olarak
propan-1,2-diol ve siikroz tercih edilmektedir (Bryd, 2002). Embriyonun ileriki

gelisim agamalarinda ise propan-1,2-diol yerine gliserol kullanilmaktadir.

Ancak ilk bagarili sigir embriyosu kriyoprezervasyonu ve canli dogum eldesi,
KKA olarak DMSO ve yavas ¢ozdiirme stratejisi kullanilarak gercgeklestirilmistir
(Tervit ve ark., 1972). DMSO bazli kriyoprezervasyon, in vitro manipiilasyonda
saglanan paralel gelismeler yardimi ile insan dahil bir¢ok tiirde de tekrarlanmistir.
Yiiksek konsantrasyonlarda bir¢ok farkli katki maddesi ile vitrifikasyon yaklasimlar

da basari ile uygulanmistir (Gallia ve ark., 2014).

1.3.2. Reprodiiktif Organ Kriyoprezervasyon Stratejileri

Gilintimiizde, testikiiler dokularin kriyoprezervasyonuna yonelik arastirmalar
artmaktadir. Testikiiler doku DMSO kullanilarak kademeli yavas dondurma ile
saklanmaktadir (Baert ve ark., 2013). Ancak bu teknik fertilitenin korunabilmesi i¢in
deneysel bir strateji olarak kalmistir (Geens ve ark., 2008). Mekanik ekstraksiyon veya
enzimatik sindirim gibi yontemler ile gelismis asamadaki (0rn. spermatidler,
spermatozoa) germ hiicrelerinden testikiiler doku basarili bir sekilde kriyoprezerve
edilebilmektedir. Ayrica bu hiicreleri in vivo maturasyon yardimiyla devamlilig
saglanarak daha erken evrelerinde (0rn. spermatogonia) toplamak da miimkiin
olmaktadir (Woods ve ark., 2004). Ger¢ekten de, dondurulmus-¢ozdiiriilmiis testikiiler
dokudan gelismis asamalardaki erkek germ hiicrelerinin (6rn. spermatid, spermatozoa)
alinmasi, ICSI gibi yardimci tireme teknikleriyle fertilitenin geri kazandirilmasinda
yararli olmustur (Gallia ve ark., 2014). Bu yaklagimlar seksiiel olarak olgun insanlarda

fertilitenin geri kazandirilmasinda basariyla kullanilmis ve kriyoprezerve testikiiler
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biyopsilerden alinan olgun spermatozoa kullanilarak canli dogumlar gerceklestirildigi

bildirilmistir (Woods ve ark., 2004).

Erkek germ hiicresinin aksine, primordiyal folikiil; primer, sekonder ve tersiyer
asamalara ilerledikge; oosit boyut olarak biiylimekte (80-120 um) ve bdylece bol
miktarda su toplamaktadir. Dahasi, kortikal graniiller ve metafaz iplik¢ikleri gibi daha
hassas altyapisal elemanlar da oosit olgunlastik¢a olusmaktadir. Bu nedenle, bu ileri
asamalardaki digi germ hiicreleri kriyoprezervasyon sirasinda sogutma veya iskemik
reperfiizyon hasarina bagli olarak dliimciil hiicre i¢i buz olusumu ve hiicre i¢i hasar
sonucunda ciddi anlamda zarar goérmektedir (Woods ve ark., 2004). Tim bu
caligmalar, glinimiizdeki protokollerin kriyoprezerve materyalin rutinde kullanim
icin heniiz yeterli olmadigin1 6ne siirmekte ve ¢ok ¢esitli hiicre ihtiva eden dokular

acisindan daha detayl arastirmalar yapilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir.

1.4. Kriyobiyolojiye Yénelik “Tabiattan Ne Ogrenebiliriz?

Kriyobiyolojide buz olusumu onemli bir role sahiptir. Tarihsel olarak
organizmalarin diinyadaki yasanabilir alanlara yerlesmeye baslamasininda buzun
evrimi oldukca etkili olmustur. Paleoklimatoloji, buzul ¢aglarinin etkisini ve iklime
bagli yokolus siirecini baglatmig ve giiclii bir dogal seleksiyon kriteri uygulayarak
geride kalan genetik mirasi sekillendirmistir. Bu dramatik degisimlerin temel nedeni
ise, canliligin devami i¢in organizmalarin suya ihtiya¢ duydugu kadar, biyolojik
sistemlerde bulunan buz olusumunun da oldukca yikici etkiye sahip olmasidir

(Olofsson ve Hickler, 2008).

Ekstratermofil organizmalarin, olaganiistii ¢evre kosullarina adaptasyon
saglamak i¢in, molekiiler hiicre mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu adaptatif direng
mekanizmalarina ragmen kendi sicakliklarini ayarlayamamaktadirlar. Bu nedenle, bu
organizmalarin hayatta kalmalarma izin veren molekiiler mekanizmalar, izolasyon

yontemleri ve manipiilasyonlar1 konusunda c¢ok sayida genomik arastirma
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gerceklestirilmistir (Dassanayake ve ark., 2011). Ancak bu calismalar reprodiiktif

kriyobiyoloji i¢erisinde ayn1 diizeyde yer bulmamustir.

Ekstratermofillerin aksine, kriyofilik organizmalarin molekiiler mekanizmalari
iizerine nispeten daha smirl ilerleme kaydedilmistir. Ozellikle kriyobiyolojide, soguk
iklime adapte olmus tiirlerin molekiiler mekanizmalar1 ve adaptasyon stratejileri
konusu oldukga ilgi ¢ekmistir. Cok hiicreli organizmalardan antifriz glikoproteinleri
(AF(G)P) (Bouvet ve Ben, 2003) ve antifriz proteinlerinin (AFP) (Davies ve ark.,
2002) izolasyonu ile kriyobiyolojide yeni bir arastirma alani acilmistir. Karada
yasayan organizmalarda, bocekler ve amfibiyenlerde gozlemlenen, protein bazl
olmayan donma stratejileri de aragtirma konusu olmustur (Portner, 2002 ve Rothschild

ve Mancinelli, 2001).

Bu stratejiler, AFP ve AF(G)P kullanilarak hem donma onleme hem de
dondurma toleransini degistirme prensibine dayanmaktadir (Kukal ve ark., 1988). Bu
adaptatif ozellikleri sayesinde organizmalar -60 ° C kadar diisiik sicakliklarda dahi
hayatta kalabilmektedir (Worland ve ark., 2000). Protein bazli olmayan stratejiler ise,
kiigtik metabolik degisimler ve ¢ok yliksek konsantrasyonlarda poliyollerden gliserol,
sorbitol, glikoz, trehaloz ve etilen glikol yardimiyla donma ve g¢ekirdeklenmenin
engellenmesidir (Sekil 1.3) (Duman, 2002). Bu ¢ok yogun enerjili bir islemdir ve bu
polioller kuru agirligin % 10'u kadar kismin1 olusturabilmekte ve bu nedenle bu islem
organizmalar tarafindan sadece mevsim degisikliklerine gore yilda bir kez

yapilmaktadir (Worland ve ark, 1998).
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Sekil 1.3. Protein Bazli Olmayan Diisiik Molekiiler Agirlikli Kriyoprotektanlar (A) Glikoz, (B) Sorbitol,
(C) Trehaloz, (D) Etilen Glikol ve (E) Gliserol (Deller, 2013).

Buna ek olarak, bu tiir organizmalar siklikla metabolik islevlerini baski altina
alabilmekte (diapause'a ugrarlar) ve genis oranlarda dehidrasyona maruz
kalabilmektedirler. Bu nedenle hiicre icerisinde su igeriginin ¢6zlinen konsantrasyonu
artmakta ve “hizli sogutma/supercooling” noktasinin diigmesine neden olmaktadir.
Ancak bu durum tiim vakalarda goézlenmemistir (Hugh, 2004). Buzun canh
organizmalarda olusum hizi ¢ok yavastir ve bu durum saatler hatta giinler siiresince
meydana gelmektedir. Cogu buz olusumu hiicre disidir, genelde daha zararli olan genis
hiicre i¢i buz olusumu bildirilse dahi hiicreler tarafindan iyi bir sekilde tolere
edilebildigi gozlenmistir (Worland ve ark., 2004). Sonu¢ olarak bu organizmalarin,
siklikla toplam viicut sivisinin % 65't oraninda bir buz igerigine sahip olduklar

bildirilmigtir (Hugh, 2004).

Ancak en ilgi c¢ekici Ornek Tardigirada, “su ayist” olarak bilinen
tirdiir. Tardigrada’lar suda yasayan, mikroskobik boyutta bir canli tirtdiir.
Spallanzani tarafindan “yavas yliriiyen” anlamindaki Tardigrada adi verilmistir.
Tardigirada’y1 dzel kilan birgok &zellik tanimlanmustir. Ornegin, 151 ° C ile -272 ° C
arasinda, atmosferik basincin 6000 katina (okyanusun en derin ¢ukuru “Mariana

Cukuru” atmosferik basincin sadece 6 katidir); 10 yil siiresince mutlak kuru ortamda,
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uzaydaki radyasyona dahi dayanabilmektedir. Ancak Tardigirada’y1 reprodiiktif
kriyobiyoloji i¢in 6zel kilan 6zellik ise ¢ok diisiik sicakliklara adaptasyon yontemidir.
Bu yontem “kriyobiyozis” yada ‘“anhidrobiyozis” olarak tanimlanmaktadir.
Kriyobiyoloji i¢in buradaki en belirgin 6zellik programli su kaybidir. Asir1 diigiik
sicakliklarda Tardigrada’lar viicutlarindaki su oranini kriyoprotektan olarak bilinen
trehaloz yardimiyla % 85°ten % 3’e kadar azaltmaktadir. Bu sekilde donma sirasinda
gerceklesen hiicre ici kristalizasyonu engelleyebilmektedir (Wright, 2001). Doganin
adaptasyon icin evrimleserek cesitli ¢oziimler sunmasi, klinik olarak ¢ok sayida

potansiyel kullanim alanina ilham vermektedir.

Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda bulunan AFP ve AF(G)P’nin donma
mekanizmalari ve hiicresel aktivitelerinin tam olarak anlasilmasi; hiicrelerin, dokularin

ve organlarin kriyoprezervasyonu i¢in gelistirilmis baz1 stratejileri aydinlatabilecektir.

1.5. Antifriz Protein ve Glikoproteinleri (AFP ve AFGP)

1.5.1. Antifriz Glikoproteinleri (AFGP)

Antifriz glikoproteinlerinin kesfi, 40 yil oncesinde antartik (Carpenter ve
Hansen, 1992) ve arktik balik tiirlerinin siradis1 donma toleransina sahip olmalar1 ve
anormal viicut sivist karakteristikleri barindirmalarinin bulunmasiyla baglamigtir
(Deller, 2013). Bu konuda doniim noktasi, DeVires ve Wohlschlag (1969) tarafindan
gerceklestirilen arastirmadan sonra, ii¢ farkli antarktik balik tiirlinlin kan serumundan
izole edilen glikoprotein karigimlarinin belirlenmesidir (Osuga ve Feeney, 1978). Bu
proteinlerin (Sekil 1.4) donma noktasinin baskilanmasinda, yaklasik olarak % 30
oraninda sorumlu oldugu ve AF(G)P’nin, bu balik tiirlerinin -2 © C’deki deniz suyunda
dahi yasamalarint miimkiin kilmasi ile ortaya ¢ikarilmistir (Devries ve ark., 1970).
AF(G)P’nin donma noktasinin baskilanmasindaki etkileri, ¢ozeltideki parcaciklara
gore beklenenin listiinde olmustur (baglasik etki). Baglasik etki, “ideal bir ¢ozeltideki

donma noktasimnin baskilanmasinin, bu ¢dzeltideki maddenin ve toplam ¢dzeltinin
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molaritesine bagli olmas1” durumudur (Hammerstedt ve ark., 1990). Bu baglamda
anormal derecede yiliksek donma noktast baskilanmasinin hesaba katilmasi i¢in aktif

(6r. gliserol, DMSO, siikroz, trelahoz vb.) 6zellikte bir madde var olmalidir.

Daha fazla calisma, farkli molekiiler agirliklardaki AF(G)P’nin, arktik
baliklarin kan serumundaki varligi onaylanmistir. Bu diisiik molekiiler agirliktaki
elementler sayesinde, baliklarin viicutlarinda bulunan kani dolasimda donmadan
sirkiile edebildigi ortaya cikarilmistir. Bu da, doganin herhangi bir yerinde siklikla
karsilagilmayan bu spesifik proteinlerin disakkarit (6r. slikroz, trehaloz vb) yapisinin

onemini vurgulamaktadir (Harding ve ark., 2003).
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Sekil 1.4. Tipik bir AF(G)P’nin Yapisal Gosterimi (Trant ve ark., 2013).

AF(G)P’nin kutup balik tiirlerinde bulunmalari, bu tiirlerin evrimsel
kokenlerinin (Gourlie ve ark., 1984) ve tarihteki iklim degisikliklerinin bu olaya nasil
etki ettiginin (Near ve ark., 2012) arastirilmasina 6nciiliik etmistir. Giiniimiizde ¢ok

sayida AF(G)P tanimlanmis ve molekiiler agirliklarina gore farkli gruplara ayrilmistir.
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1.5.2. Antifriz Proteinleri (AFP)

AF(G)P’nin kesfinden sonra, donma noktasi baskilanmasini indiikleme
yetenegine sahip, benzer 6zellikteki serum proteinleri, arktik balik tiirlerinde (Murray
ve ark., 2003) kesfedilmis; ancak herhangi bir karbonhidrat icerigi saptanmamistir. Bu
ylizden kesfedilen proteinlere antifriz proteinleri ismi verilmistir. Bu noktadan
giiniimiize kadar pek ¢cok AFP (Sekil 1.5); genis yelpazedeki bir dizi organizmada
tanimlanmistir. AFP bir¢ok balik tiirlinlin yani sira; boceklerden, (Ewart ve ark., 1999
ve Graether ve ark., 2000), bitkilerden (Bravo ve Griffith, 2005), mantar ve
bakterilerden de (Barret, 2001) izole edilmistir.

Okyanus
Somurtkani
Balhgi

Zoarces americanus

Un Kurdu Giive .
Tenebrio molitor ~ Choristoneura fumiferana (Clemens) Ka r PI resi
Hypogastrura nivicola

Dil Bahgi

Pseudopleuronectes americanus

Sekil 1.5. Farkli Molekiiler Agirlik ve Tipteki Antifriz Proteinlerinlerinin 3 Boyutlu Modelleri
(Goodsell, 2009).

AFP ve AF(G)P’nin uygun bir saflia ulastirilip rafine edilememesi ve
numunelerin elde edilmesindeki lojistik problemler nedeniyle kullanimi hep sinirh
kalmistir. Bununla birlikte giiniimiizde pek ¢ok grup rekombinant sistemlerden g¢esitli
AFPmin ekspresyonunu gerceklestirilebilmektedir (Deluca ve ark., 1996). Bu
gelismelere ragmen, AFP ve AF(G)P’nin kriyoprezervasyonda in vitro modellerde
sitotoksik etkilere sahip olduklarini gosteren calismalar bulunmaktadir (Liu ve ark,
2007). Daha da o©nemlisi, AFP ve AF(G)P’nin, biyolojik materyallerin
kriyoprezervasyonunu gelistirmek i¢in cesitli yontemlerle in vitro ve in vivo olarak

kullanim1 basarisiz olmustur (Congdon ve ark., 2013).
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1.6. Polivinil Alkol

Simdiye kadar arastirilan, buz kristalizasyon inhibisyon (BKI) yetenegi
sergileyen bilesiklerin tamami; peptit veya glikopeptit esasli molekiillerdir. Bu
molekiillerin bazilar1 kristalizasyon inhibitdrii olarak bir¢ok uygulama alanina sahip
olsa da en 6nemli dezavantaji, bu bilesiklerin in vitro veya in vivo uygulamalar igin
biiyiik Ol¢ekli hazirlanmasinin zorlugudur. Bdylece, kiigiik molekiillere ve buzla
yeniden kristallesmeyi engelleyebilen sentetik polimerlere ilgi dogmaktadir (Congdon
ve ark., 2013). Bu tiir bilesikler daha verimli bir sekilde sentezlenebilmektedir. i1k kez,
Knight ve ark. (1995) tarafindan, sentetik polimerlerin buzla yeniden kristallesmeyi
engelleyebilecegini ilk kez ortaya konulmustur. Bu ¢alismada; poli-L-histidin, poli-
hidroksiprolin ve polivinil alkoliin (PVA) saf suda 1 mg/mlL'den daha diisiik
konsantrasyonlarda BKI aktivitesi sergiledigi gdzlenmistir. Bu calismay: takiben,
PV A’iin aktivitesi daha fazla arastirilmig ve ¢esitli sentetik polimerler, buzla yeniden

kristallesmeyi engelleme yetenekleri agisindan incelenmistir.

Inada ve Lu (2003) PVA’iin BKI aktivitesi hakkinda kapsaml1 molekiiler bir
caligma bildirmistir. Polivinil alkoliin aktivitesinin molekiil kiitlesine bagli oldugu
belirlenmistir. Yaklastk 90 000 g/mol ortalama molekiil agirligina sahip olan
polimerlerin, benzer konsantrasyonlarda AFP-I tipine kiyaslanabilir bir aktivite
sergiledigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, PVA ve AFP’nin molekiil agirliklar:
arasindaki biiylik farklilik nedeniyle, bu aktiviteyi gostermek icin gereken PVA
miktar1, AFP'ninkinden 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. Gibson ve ark. (2009),
PV A’iin molekiiler agirlik bagimliligini tekrar incelemis ve ortalama molekiil agirlig
11 500 olan PVA’iin 5 mg/mL'lik konsantrasyonda gii¢lii BKI aktivitesine sahip
oldugunu gostermistir. Polivinil alkoliin buzla yeniden kristallesmeyi engelleme
kabiliyetinin, buz kristali drgiisiiyle etkilesime girme yetenegine bagli oldugunu 6ne
siirmiistiir. PVA’iin dinamik buz sekillendirme (DBS) kabiliyetlerini uyardigini ve
bunun PVA hidroksil gruplarinin buzun prizma diizlemlerinin aralig1 ile yakindan
eslestigi icin saglandigini belirtmistir (Budke ve Koop, 2006). Bununla birlikte, Inada
ve Lu (2003), PVA’iin, 50 mg/mL'de 0.037 ° C'lik kii¢iik bir Termal Histerezis (TH)
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boslugu sergiledigini gdstermistir ki; bu, buza bir adsorpsiyon' meydana geldigini

diisiindiirmektedir.

1.7. Polivinil Alkoliin Kriyoprotektif Etkileri

1.7.1. Buz Kristalizasyonunun Kinetik Inhibisyonu

PVA, AFP ve AF(G)P’nin BKI olarak adlandirilan bir dzelligi bulunmaktadir.
Buz kristalizasyon inhibisyonu, ¢ozdiirme sirasinda olusan buz kristallerinin kinetik
biiyiimesini veya olgunlagmasini engelleme ya da durdurma yetenegidir. Onemli bir
sekilde, donma noktasini veya c¢ekirdeklenme olasiligini (buz kristallerinin olusumu)
degistirmemektedir (Budke ve Koop, 2006; Capicciotti ve ark., 2013; Deller ve ark.,
2014 ve Gibson ve ark., 2009).

Sabit sicaklikta bir ¢ozeltide bulunan buz kristalleri kademeli olarak
boyutlarin1 degistirmektedir (kiigiik buz kristalleri diger kristaller ile birleserek biiyiir
yada ¢ozilinerek kaybolur). Su molekiiliiniin kristalizasyonu sirasinda toplam ylizey
enerjisini en aza indirgemek i¢in; bilyiik buz kristalleri, kii¢iik komsu buz kristalleri
ile birleserek biiylimektedir (Capicciotti ve ark., 2013 ve Kraska, 2008). Bu durum
donma sirasinda gerceklesir ve olusan daha biiyiik buz kristalleri, kararsiz hale gecen
hidrojen atomlarinin kovalent baglarindaki zayiflama nedeniyle diger H,O
molekiillerine baglanma egilimindedir. Serbest H molekiilleri, O ile yeniden bag
yaparak daha biiyiik amorf, bipiramidal ve hekzagonal buz kristallerini olusturup
biliylime egilimine gegerler (Magalhaes ve ark., 2008). Bu durum ise spermatozoon

membraninda hasara neden olan temel mekanizmalardan bir tanesidir. AF(G)P ve

! Adsorpsiyon ise bir maddedeki (gaz veya s1v1 da olabilir) atom, iyon veya molekiillerin emici

maddenin ylizeyine yapigmasi ve tutunmasi iglemidir.
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AFP, bu islemi, makul bir siire boyunca, konsantrasyona bagli bir sekilde neredeyse

fark edilemeyecek hale getirecek kadar azaltabilirler (Carpenter ve Hansen, 1992).

Bu olgu, buz kristalizasyonu ya da rekristalizasyon olarak adlandirilmaktadir.
Bu durum, kararsiz olan su molekiillerinin ve yiizey egriliginin farkliliklarindan
(Kelvin etkisi) kaynaklanmaktadir (Davies and Sykes, 1997; Griffith ve Ewart, 1995
ve Zachariassen ve Kristiansen, 2000). Buzun yeniden kristallestirilmesi, dokulara ve
hiicrelere fiziksel hasar verme olasiligini artirmaktadir. Yeniden kristallestirme,
donma noktasinin hemen altindaki sicakliklarda ve camsi halde 1sinma sirasinda en
hizli sekilde gerceklesmektedir. Ortam sicakliklari, sifirin altindaki aralikta
dalgalanmaya basladiginda buz da yeniden kristallesmektedir.

Knight ve ark. (1995) sifirin altindaki sicakliklarda buz tanelerinin ¢evresinde,
buzla yeniden kristallesmeye izin veren; toplam ylizey alaninin azalmasi ve enerjik
olarak olumlu bir duruma neden olan bir miktar siv1 varligini1 goriintiilemistir. AFP'nin
konsantrasyonu (100 ug), buzla yeniden kristallesmeyi inhibe etmekte etkilidir
(Knight ve ark., 1988 ve Yeh ve Feeney, 1996). Yeniden kristallestirme inhibisyonu,
AFP’nin ve buz kristallerinin etkilesiminden kaynaklansa da, AFPmin ¢ok diisiik
konsantrasyonunda dahi yeniden kristallestirme inhibisyonunu (Sekil 1.6)

gergeklestirilen mekanizma anlagilamamastir.

Sekil 1.6. BKI. (A) -6 ° C'de 30 dakikalik bir siire boyunca buz rekristalizasyonu érnekleyen pozitif
kontrol (PBS) ve (B) ayni deney kosullar1 altinda bir BKI aktif bilesigi PVA varhiginda buz
rekristalizasyonu (Olgek = 400 um) (Deller, 2013).
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1.7.2. Termal Histerezis

Hizli dondurma, sulu soliisyonlarin ¢éziinme sicakliginin altindaki derecelere
sogutuldugu zaman siv1 halde kaldig1 bir olgudur . Bu durumda, sistemin metastabil
denge icinde oldugu soOylenmektedir. Kendiliginden g¢ekirdeklenmenin asiri
sogutulmus bir ¢ozeltide meydana geldigi sicaklik, ¢ozeltinin hizli donma noktasi
(HDN) olarak adlandirilir. Hizli donma noktasi, ¢cekirdeklenme noktasi (CN) ve HDN
arasindaki farktir. CN ile buz biiylimesinin gergeklestigi sicaklik arasindaki fark,
termal histerezis (TH); spontan buz biiylimesinin gergeklestigi sicaklik ise gecikmeli
donma noktasi (GDN) olarak adlandirilir. CN ile HDN arasindaki fark "histerez" veya

"histerezis aktivitesi"dir (Zachariassen ve Kristiansen, 2000).

PVA, AFP ve AF(G)P’nin sergiledigi ikinci 6zellik, termal histerezis veya
termal gecikmedir. Termal histerezis, ¢ozeltilerin donma noktalari ile erime noktalar
arasinda bir gecikme yada bosluk yaratmaktadir. Bu bosluk ic¢inde izotermal olarak
tutulan herhangi bir buz kristali, ne kiiclilecek ne de biiyliyecektir. Bu yiizden, termal
histerezis (gecikme) olarak adlandirilmistir. AF(G)P’nin tespit edilen ilk
ozelliklerinden biri TH’dir (Deller ve ark., 2015 ve Kristiansen ve Zachariassen,
2005). TH boslugunun boyutu, farklt AFP, AF(G)P ve farkli degerler veren tiirevlerine
gore degigsmekte; ancak gézlemlenen en yiiksek TH bosluklari 1,5 ° C'den daha biiyiik
olmamakla beraber ¢cogunlukla 0,5 ° C'den diisiiktiir (Duman, 2002 ve Zachariassen
ve Kristiansen, 2000). Ancak, 2 ° C'nin tizerinde TH boslugu olusturan birkag istisnai
"hiperaktif" AFP izole edilmistir (Zachariassen ve Kristiansen, 2000). TH, genellikle,
buz kristali boyutundaki {ist ve alt TH bosluk sinirlarin1 gosteren degisiklikleri dogru
bir sekilde izlemek i¢in bir nanolitre-ozmometre kullanarak belirli sicaklik
araliklarinda olgiilmektedir (Capicciotti ve ark., 2013). TH aktivitesi, PVA, AFP ve
AF(G)P'nin son 6zelligi olan buz kristali morfolojisini (Sekil 1.7) degistirme kabiliyeti
ile giiclii bir sekilde iliskilendirilmistir.

23



¢ ekseni

Taban Diizlemi

%(.% "l

a ekseni % { m ) 'I‘ " '0' c edlzsgrr:line
Prizma m / " )/ buzolusumu
ylizeyi _—

Altigen buz kristali bag?: rﬁ’: :i':i‘tesi " |

Sekil 1.7. Adsorpsiyon Nedeniyle Altigen Bipiramidal Buz Kristallerinin Olusumu (Venketesh ve
Dayananda, 2008).

1.7.3. Dinamik Buz Sekillendirme

PVA, AFP ve AF(G)P’nin donma ve ¢ézdiirme isleminde sergiledigi igiincii
ve son Ozelligi de dinamik buz sekillendirmesidir (DBS). Antifriz proteinlerinin buz
ylizeyine baglanmasi ile lokal olarak donma noktasinda baskilama gerceklesir ve buz
kristali olusumunda bir degisiklige neden olur. Buz kristali olusumundaki bu degisim

dinamik buz sekillendirme (DBS) olarak adlandirilir ve Sekil 1.8’de gosterilmistir.

€
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Sekil 1.8. Dinamik buz sekillendirme (DBS) ve buz kristalizasyon inhibisyonu (BKI) aktivitesini
gosteren fotograflar. A) Altigen bipirramidal (veya igne) buz kristali. B) Buz kristalinin inhibide
edilememesi. C) Buz kristali inhibisyonu (Capicciotti ve ark., 2013).
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DBS, buz kristali biiylime ortaminin degistirilmesi ve altigen bipiramidal "igne
benzeri" bir morfoloji ile buz kristali olusumuyla sonug¢lanan bir olgudur (Sekil 1.9 A).
Dinamik buz sekillendirme baslangici, asagidaki mekanik anlayigla derinlemesine
incelenmistir. Baslangi¢c noktasi olarak degerlendirilen Raymond ve Deviries (1977)
tarafindan oncelikle AF(G)P’nin buzla baglanmasi ve etkilesimi i¢in bir absorpsiyon
inhibisyon modeli tanimlamig ve TH aktivitesini absorpsiyona baglayarak,
absorpsiyonun DBS'ye nasil yol actig1 tartisilmistir. Daha sonra Knight ve ark. (1995)
tarafindan, (A-sarmal) AFP'nin, prizma ylizeyleri (Sekil 1.9. B) (A-ekseni) olarak
adlandirilan, sadece spesifik tek bir buz diizlemi ile etkilesime girerek baglandig:
gbzlenmigstir. Prizmanin ylizlerine baglanma, yalnizca bu dikey (Sekil 1.9. B) temel
diizlemlerin (Sekil 1.9. C) baglanmamis bir sekilde kalmasini ve genisleyebilmesini

saglamaktadir.
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B ¢ Bazal C ekseni A

- yuz yoniinde geligim ' |,
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Prisma
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C

Sekil 1.9. DBS'nin Mekanizmasi ve Sonuglari. (A) Hi¢ buz sekillendirmeme (B) AF(G)P'nin prizma
baglanarak bir altigen bipiramidal yap1 olusturmasi (C) Buz kristali drgiisiine baglanan AFP/AF(G)P’ni
(kirmiz1) gosteren step pinning modeli tasviri ve her baglanma bolgesi arasinda olusan kavisli yiizeyin
(Kelvin etkisi) olusumu (Capicciotti ve ark., 2013).
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Bu absorpsiyon inhibisyon siireci; enerji acisindan elverigsiz (Kelvin etkisi)
prizma yiizlerindeki biiylime, yiiksek olciide digbiikey kavisli bir ylizey (Sekil 1.5.C)
olusturduk¢a donma noktasinin baskilanmasi, bunun da TH'e yol agmasi ile daha derin
bir sekilde agiklanabilmektedir (Deller ve ark., 2014). Niikleer manyetik rezonans
spektrometre ¢aligmalari, AF(G)P’nin buz kristali 6rgiisline tamamlayic1 olarak uyum
gosteren adsorpsiyon inhibisyon modelini daha da desteklemistir (Cao, 2004).
Adsorpsiyon inhibisyon siirecini daha derinlemesine arastirilmis ve tip I a-sarmal bir
AFP'den tiiretilen bir oligopeptit modifikasyonunun, BKI aktivitesinde bir azalmaya
neden olarak buz kristali morfolojisinde hafif bir degisiklige nasil neden oldugu
gosterilmistir. Bu da, buz kristali orgiistine baglanmanin degisken (binding on/off) bir
davranig olmadigini belirtmektedir (Deller ve ark., 2014 ve Carvajal-Rondanelli ve
ark., 2011). Bir dizi AFP, AF(G)P ve tiirevleri (PVA 8, 9, 18 ve 100 kDa) ile olusan
buz sekillendirme olaylarmmin (Deller, 2013), o zamandan beri konsantrasyona bagl
bir sekilde gergeklestigi gosterilmekte olup; bu 6zelligin, dogal AFP ve AF(G)P’nin
kriyoprezervatif olarak uygulanmasinda engelleyici bir etki yarattig1 diistiniilmektedir.
AFP ve AF(G)P tiirevlerinin, BKI'nin yararli etkisini korurken; baskilamaya
calistiklar1 bir 6zellik olan altigen bipiramidal "igne benzeri" yapilarin olusumunun,

mekanik hasar1 artirdig1 gosterilmistir.

Bu arastirmanin amaci, 3 farkli molekiiler agirliga sahip PVA’iin (9 kDa, 18
kDa ve 100 kDa) azalan gliserol konsantrasyonlarina karsi eklenen dozlarimin
spermatozoa fonksiyonlar1 ve canlilif1 iizerine etkilerinin incelenmesidir. PVA’ilin
kriyoprotektif olarak tanimlanmis BKI, TH ve DBS 6zelliginden yararlanilarak, Tris-
yumurta sarist sulandiricisindaki gliserol konsantrasyonlarinin kademeli olarak

distiriilmesidir.

Kullanilan farkli molekiiler agirlikta PVA’lerin, sulandirict ¢ekirdeklenme
sicakligimi degistirmeden (DBS, TH ve BKI 6zellikleri ile) gliserole ek kriyoprotektan

olarak kullanilabilirligi, tez ¢aligmasinin hipotezini olusturmaktadir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Arastirma Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Miidiirliigii'ne bagl Uluslararast Hayvancilik Arastirma ve Egitim
Merkezi’nde bulunan 24 adet Ankara tekesine, Biitlinlestirilmis Androlojik Muayene
Sistematigi (BAMS) uygulanarak segilen 7 adet birey sezon igerisinde (Ekim-Ocak)
kullantlmistir (Sekil 2.1).

01-ANK-8438- {
INCE NMENAED | 01-ANK-8228-
02-€5-8439- MUKAVEMET

ELNSTIK

02-ANK-8223-
PARLAK

02-€5-8230-
LOLECi

i 3186- & 02-ANK-8181-
KEMP VZUNHAN

Sekil 2.1. Calismada Kullanilan Ankara Tekeleri
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2.2. Hayvanlarin Bakim ve Beslemesi

Arastirmada kullanilan hayvanlar, Uluslararasi Hayvancilik Arastirma ve
Egitim Merkezi’nin koyunculuk biriminde barindirilmistir. Tekelerin giinliik ihtiyag
duyacagi kuru madde miktar1 2,5 kg olarak belirlenmistir. Hazirlanan total mix rasyon
(TMR); % 40 kaba ve % 60 konsantre yem olarak belirlenmistir. Kaba yem olarak
yonca ve saman kullanilmigtir. Kullanilan TMR’nin 1 kg’1nda toplam metabolik enerji
2.250 kcal/kg’dir ve 115 g ham protein igermektedir. Kullanilan yem rasyonunun

bilesim ve kompozisyonu Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Kullanilan Yem Rasyonunun Bilesim ve Kompozisyonu

Ham madde %
Arpa Miktart 62
Kepek Bugday 12
Kiispe (28 HP-Aygigek) 23,4
Kireg tast 2
Tuz 0,5
Vitamin-Mineral * 0,1
(Rovimix 302 Fm/30)

Toplam 100
Kimyasal i¢erik

% Kuru Madde (KM), 86,88
% Ham Protein, 14,52
% Ham Yag, 2,00
% Nisasta, 34,74
NDF, % 25,96
Ca, g/kg 8,11
P, g/kg 5,66
ME, kcal/kg 2,750

* Her 1 Kg Rovimix 302 - FM/30: 15 000 000 IU Vit A, 3 000 000 IU Vitamin Ds, 30 000 mg Vitamin E, 50 000 mg
Manganez, 50 000 mg Demir, 50 000 mg Cinko, 10 000 mg Bakir, 150 mg Kobalt, 800 mg Iyot, 150 mg Selenyum.
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2.3. Damizlik Hayvan Secimi

2.3.1. Biitiinlestirilmis Androlojik Muayene Sistematigi (BAMS)

Biitiinlestirilmis Androlojik Muayene Sistematigi (BAMS), lyi (1), Siipheli (S)
ve Yetersiz (Y) erkekleri tanimlamak i¢in yapilan bir uygulamadir. Bu prosediir esas
olarak, klasik ve modern yontemleri igerir. Klasik yaklasim lineer tip 6zellikler ve
reprodiiktif muayeneyi icermektedir. Yenilik¢i yaklagim; testikiiler ve eklenti bezlerin
ultrasonografi bulgulari, testikiiler ultrason skoru (TUS), piksel intensity skor (PIS),
skrotal termografi, GnRH challenge test, CASA sperma analizi (Bilgisayar destekli
sperma analizi), floresan boyama, seminal plazma biyokimyasina dayanan rutin

degerlendirme sistemi ile fiziksel ve iireme kontrollerini igermektedir. (Daskin ve ark.,

2015).

Biitlinlestirilmis Androlojik Muayene Sistematigi iki temel asamadan

olusmaktadir.

A. Genel Fiziksel ve Reprodiiktif Muayene (Klasik Yaklagim)

1. Sahip ve hayvana ait genel bilgiler
2. Viicut kondisyon skoru

3. Fiziksel muayene

e @Goz

* Agiz/Cene Yapisi

* Ayak/Bacak Yapisi
*  Prepusyum

* Penis

e Skrotum

4. Skrotal ¢cevre
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B. Goriintiileme (Yenilik¢i Yaklagim)

Testikiiler Ultrason

Eklenti Bezleri Ultrason

GnRH Challange Test (Termal Kamera)
Transrektal Masaj

Suni Vajina Uyum Testi

Spermatolojik Parametreler

N R

Spermanin Biyokimyasal Kompozisyonu

Sperma istasyonlarinda optimal reprodiiktif tiretkenlik i¢in, ko¢ ya da tekeler
BAMS ile secilmelidir. Klasik muayene sistematigi fiziksel 6l¢iimler ve palpasyonu
icermektedir. BAMS, reprodiiktif yapilarin (testis ve eklenti bezleri) ultrason
goriintliilemelerini de icermektedir. Optimal iiretkenlik, sperma iiretimi, libido, agim
kapasitesi gibi androlojik 6zelliklerin belirlenmesi ve reprodiiktif saglik muayeneleri
BAMS araciligi ile gerceklestirilebilmektedir. Kog ve tekelerin % 10 ila 15' yetersiz
reprodiiktif kapasiteye sahiptir. BAMS ile verimli erkeklerin saptanmasi ve verimsiz
erkeklerin elimine edilmesi; bir siirli veya sperma istasyonu i¢in ekonomik getiriyi
artirabilmektedir. Maksimum iireme verimliligini saglamak i¢in her yil iireyen her
erkek, veteriner hekim veya egitimli bir kisi tarafindan BAMS programina alinmalidir.
BAMS temel olarak 1) Fiziksel muayene, 2) Ureme organlarinin incelenmesi ve
goriintiilenmesi, 3) Transrektal sperma toplanmasi, 4) Spermanin CASA ile
degerlendirilmesi ve seminal plazmanin biyokimyasal kompozisyonunun

incelenmesinden olusmaktadir (Daskin ve ark, 2015).

2.3.1.1. Fiziksel Muayene

Hayvanlarin genel fiziksel muayeneleri inspeksiyon ve palpasyon ile Sekil
2.3.’de yer alan muayene formuna gore gergeklestirilmistir. Bu muayene sistematigine
gore degerlendirilen bireyler iyi (1), yeterli (Y) ve siipheli (S) olarak aldiklar1 skorlara
gore smiflandirilmistir. Viicut kondisyon skoru igin 0-5 degerlendirme skalasi

kullanilmistir. Genel fiziksel 6zellikleri agisindan bu bireylere ait; testis yiiksekligi,
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cap1 ve genigligi 6l¢iimleri elektronik kumpas (Watan, Tiirkiye) araciligiyla ve skrotal

cevre Ol¢iimii meziiro (Mesitas, Tiirkiye) yardimiyla (Sekil 2.2.) yapilmistir.

Sekil 2.2. Hayvanlarin Genel Fiziksel Muayeneleri ve Olciimler

Sahip Veteriner Fakiiltesi

Tarih

05/12/2014

Prepusyum

Normal

Adres
Kulak Numarasi vas i [ ankara
PARAMETRE
[Vucit Kondisyon Skoru] 2,75 1to2 i
3tod Stipheli
5 Yetersiz
Fiziksel Muayene
Goz Normal 1 i
Abnormal Supheli
defect| Yetersiz
Agiz/Cene Normal 1 Iyi
Abnormal Stpheli
Hereditable defect Yetersiz

1
m

Cm
Sto14Ay

>14 Ay

Mild Pizzle rot Siipheli
Severe Pizzle rot Yetersiz
Frostbite Yetersiz
Penis Normal 1 iyi
Adhesions Supheli

Deviations

R

<30 $Sipheli
30to36cm iyi
>36cm istisnai
<32cm Siipheli
32-40cm Tyi
>40 istisnai

GnRH challeng test T
T60 Siire TEST60
Delta Sire [ | Detta Test | ]

Sperm Motillite 0% Yetersiz
10-30% Stipheli

31-70% iyi
71-100% istisnai
Sperm Morfoloji <30% Yetersiz
30-50% $Stpheli

51-80% ivi
>80% istisnai

Sekil 2.3. BAMS ait Genel ve Reprodiiktif Muayene Formu
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2.3.1.2. Ureme Organlarimin Goriintiilenmesi

Testis, epididimis, spermatik kord ve eklenti bezlerinin ultrasonografisi (US)
gerceklestirilmistir. Her bir hayvanin mediastinum testisi igceren testis parankimi
(Echo-TTP), kauda epididimis (Echo-CEP) ve vaskiiler kordun renkli doppleri
(EchoDop-VK) eko-tekstiiriin degerlendirilmesi i¢in longitudinal ve transversal
kesitler ile (Sekil 2.4) goriintilenmistir. Eklenti bezlerinin gdriintiilenmesi,
endokaviter lineer prob (MyLabVet ™, ESAOTE S.p.A., Genova, 10 MhZ prob
frekans1) kullanilarak hayvan ayakta iken gerceklestirilmistir. Vezikiila seminalis
(Echo-VS) ve bulboiiretral bez (Echo-BB) idrar kesesinin referansi ile goriintiilenip,
testikiiler paransim dokusu ekojeniteye gore skorlanmistir (0-3). Kauda epididimis,
testis parankim dokusunun ekojenitesi ile iliskili olarak degerlendirilmistir. Vaskiiler
kord, renkli doppler US kullanilarak kan akim hizina gore goriintiilenmistir (Tekin ve

ark., 2016).

Sekil 2.4. Testikiiler Yapilarin B-mode ve Renkli Doppler Ultrason Goriintiisii
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2.3.1.3. Transrektal Digital Masaj

Suni vajen (SV) yardimiyla sperma alma ve elektroejekiilator’iin (EE)
kullanilamadigr durumlarda (impotensiya coeundi veya suni vajene uyumsuz),
ampulla masaji ile sperma alma, ruminantlarda (boga, ko¢) kullanilan bir tekniktir.
Ancak tekelerde digital manipulasyon yoluyla sperma alimi ile ilgili bildirilmis bir
literatlir bulunmamakadir. Bununla birlikte, EE kullanimi hayvanda strese neden
olarak serum kortizol konsantrasyonlarinda, rektal sicaklik, nabiz, solunum ve kalp
atim sayisinda artisa neden olmaktadir. Genel anestezi altinda bile EE isleminin agri
verici oldugu diisiiniilmektedir. Yukarida bahsi gegen bu olaylar EE'lin hayvan refahini
olumsuz etkiledigini gostermektedir. Bu yontemlere alternatif olarak tez ¢calismasinda
transrektal (Sekil 2.5) olarak tekelere digital maniplasyon uygulanmistir (Tekin ve

ark., 2016).
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Sekil 2.5. Transrektal Digital Masaj ile Sperma Alim1 ve Ampulla Uzerinde Gosterimi

Doktora c¢aligmast sirasinda gelistirilen, kii¢iik ruminantlarda sperm toplamak
icin alternatif bir yontem “Transrektal Digital Masaj” (TDM) olarak isimlendirilmistir.
Yontem ampulla ve eklenti bezlerinin digital maniplasyon yoluyla uyarilmasini
icermektedir. Transrektal masaj yontemi asagida sirasiyla acgiklanan agamalar

icermektedir:
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1. Uygun bir sekilde ayakta zapturapt saglanir ve hayvan nazikge sakinlestirilir,

2. Prepusyum iizerindeki killar makas yardimiyla uzaklastirilir, diger yabanci
partikiiller, antibiyotikli (Gentamisin) 1lik fizyolojik tuzlu su ile yikanir,
kurulanir ve bdlgenin dezenfeksiyonu saglanir,

3. Dezenfeksiyon sirasinda iirinasyon indiiklenerek sperm alma islemi sirasinda
kontaminasyon engellenir,

4. Paraklor jel yardimiyla kayganlastirilan isaret ve orta parmak yardimiyla diski
rektumdan uzaklastirilir

5. Rektumdan isaret parmag1 yardimiyla seminal vezikiiller tespit edilerek pelvik
cat1 icerisine alinir,

6. Seminal vezikiillerin Oniinde yer alan ampullanin hemen kraniyalindeki
noktaya masaj yapilarak tiretral ve kas kontraksiyonu baslatilir,

7. Kontraksiyon saglandiktan sonra dinamik bir sekilde seminal vezikiiller ve
ampulla ilizerinde ileri ve geriye haraketlerle spermanin ampulladan pelvik
iretraya aktarimi saglanir.

8. Ejakiilat diger bir yardimci tarafindan sperma kadehine toplanir (Tekin ve ark.,

2016).

2.3.1.4. Spermanin CASA ile Degerlendirilmesi

Tekelerden TDM ile alinan sperma Orneklerinde; taze makroskobik (miktar,
renk, kivam) ve mikroskobik spermatolojik (kitle, yogunluk, dlii-canli spermatozoa,
anormal spermatozoa, CASA motilite ve kinetik parametreleri) 6zellikler

degerlendirilmistir.

Spermanin miktari, ejakiilat kadehinin dereceli skalasindan ml olarak
kaydedilmistir. Spermaya ait renk, koku ve kivam igin (0-3) skalas1 kullanilmis, buna
gore; renk: 1: acik krem, 2: krem 3: koyu krem-sar1 olarak makroskobik; kivam: 0-5
sn: 1, 5-10 sn: 2 ve 10 sn > 3 olmak iizere Pastor pipeti yardimiyla damlama siireleri

tizerinden degerlendirilmistir.
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Sekil 2.6. Spermanin Ivos Sistemi ile Degerlendirilmesi

Spermanin CASA ile degerlendirilmesi (Sekil 2.6), Ankara tekesi i¢in optimize
edilmis bir se¢im protokolii gelistirmek ve eszamanli olarak iatrojenik sebeplerle
(reprodiiktif organ patolojisi, oligozoospermi vb) yetersiz olan erkeklerin siiriiden
cikartlmast i¢in gelistirilmistir. Bu muayene sezon girisinden en az 1 ay Once

gergeklestirilmeli ve sezon baslangicinda tekrarlanmalidir (Daskin ve ark., 2015).
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2.3.2. Spermanin AliInmasi ve Uyum Testi

Suni vajene alistirma islemi icin tekeler ¢alisma Oncesinde (Eyliil-Aralik)

uyum testine (Cizelge 2.2) alinmustir.

Cizelge 2.2. Suni Vajen Uyum Testi

Parametre Skorlama

Seksiiel Deaktivite Giin

Suni Vajene uyum 1-5

Suni Vajen Sicaklig1 Derece ° C

Libido 1-5

Hazirlanma Siiresi Saniye

Sperma Miktar1 Ml

Sperma pH Merck® pH indikator skalast

Renk 1-3 (1=Agik krem, 2=Sar1, 3=Koyu krem
Vizkosite 1-3 (1=0-5sn 1 damla) (2=5-10sn 1 damla) (3= 10sn > 1 damla)
Kitle Hareketi 0-5

Subjektif motilite % motil spermatozoon

CASA Motilite Ivos® (Kegi sperma muayene) %

CASA Progresivite Ivos® (Kegi sperma muayene) %

Yogunluk Accucell ® Dilusyon = 1/ 400 formiil: a= 0, b= +287,6 ; c = +6814 ; d = -488,5
Anormal Spermatozoa Hancock dilusyon = 1/500 200 spermatozoon (normal/anaormal %)

Olii Spermatozoa Eozin smear 100 spermatozoon (Olii/Toplam Spermatozoa %)

Tekelerden 8 hafta siiresince haftanin farkli giinlerinde 2 kez suni vajen
yardimiyla sperma alinmistir (Sekil 2.7). Tekeler sperma alma islemi i¢in suni vajene
uyum (1-5), seksiiel deaktivite (giin), libido, hazirlanma siiresi (sn), suni vajen
sicaklig1 (derece °C) yoniinden incelenmistir. Makroskobik spematolojik 6zellikler
sperma miktart (ml), renk (1-3), viskozite (1-3); ve mikroskobik olarak kitle hareketi
(0-5), subjektif motilite, CASA motilite ve progresivite (%), yogunluk (10°/ml),

anormal spermatozoa orani (%), 6lii spermatozoa orant (%) ve pH yoniinden muayene
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edilmigtir. Her bir teke skorlama sistematiginden aldigi total skor iizerinden

siniflandirilmgtir.

Sekil 2.7. Suni Vajen ile Sperma Alma

2.4. Sulandirici

Kriyoprotektana ek olarak kullanilan PVA tiirevleri 9 kDa PVA (ortalama Mw
14 9 000 — 10 000, % 80 hidrolize), 18 kDa PVA (ortalama Mw 1/4 18 000 — 30 000,
% 98 — 99 hidrolize) ve 100 kDa PVA (ortalama Mw 1/4 100 000) Sigma-Aldrich’den
temin edilmistir (Cizelge 2.3). Her bir sulandirici grubu i¢in gerekli miktar 100 ml Tris
(hydroxymethyl) aminomethane (Sigma Aldrich®) soliisyonu igerisinde ¢ozdiiriilmiis
ve sulandiricilar hazirlandiktan sonra filtre (22 mikron) edilerek bir giin boyunca +4 °
C’de muhafaza edilmistir. Sulandiricilarin hazirlanmasi laminar flow kabinde

gergeklestirilerek bakteriyel kontaminasyon riski minimize edilmistir (Sekil 2.8).

37



Sekil 2.8. Sulandiricilarin Laminar Kabinde Hazirlanmasi

Standart Tris Sulandiricisi (Kontrol)

- 3,63 gr Tris®

- 1,82 gr Sitrik Asit’,

- 0,5 gr Glikoz",

- Distile su ile 100 ml’ye tamamlanmuistir.
- % 10 yumurta saris1 ve % 5 gliserol’

- PVA9 kD2’

- PVA31kDa’

- PVA 100 kDa*

* Sigma T1503

? Sigma C0759

* Sigma G7528

> Bioshop GLY 002
® Sigma 363073-25G
7 Sigma 363073-25G
¥ Sigma 341584-25G
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Cizelge 2.3. Sulandirict Gruplari

Gruplar Sulandiria icerikleri
K Tris

A2 Pva 9 kDa Tris + % 0,001 Pva9kDa+% 5 G

A3 Pva 9 kka Tris + % 0,01 Pva 9 kDa + %5 G
A4 Pva 9 kDa Tris + % 0,1 Pva 9 kDa + %5 G
A5 Pva 9 kDa Tris + % 1 Pva9 kDa + %5 G
A6 Pva 9 kDa Tris + % 2 Pva 9 kDa + %2 G
B2 Pva 18 kDa Tris + % 0,001 Pva 18 kDa + %5 G
B3 Pva 18 kDa Tris + % 0,01 Pva 18 kDa + %5 G
B4 Pva 18 kDa Tris + % 0,1 Pva 18 kDa + %5 G
B5 Pva 18 kDa Tris + % 1 Pva 18 kDa + %5 G
B6 Pva 18 kDa Tris + % 2 Pva 18 kDa + %2 G
C2 Pva 100 kDa Tris + % 0,001 Pva 100 kDa + %5 G
C3 Pva 100 kDa Tris + % 0,01 Pva 100 kDa + %5 G
C4 Pva 100 kDa Tris + % 0,1 Pva 100 kDa + %5 G
C5 Pva 100 kDa Tris + % 1 Pva 100 kDa + %5 G
C6 Pva 100 kDa Tris + % 2 Pva 100 kDa + %2 G

2.4.1. PVA Dozunun Belirlenmesi ve Sitotoksisite

Sperma i¢in uygun PVA konsantrasyonun belirlenmesi, sitotoksisite ve MTT
ile gerceklestirilmistir. Taze sperm hiicreleri ile hiicre canlilik denemelerinden MTT
ve notral red testleri yapilmistir. Uygulanan doz araligi 0,098 - 200 pg/L olarak

belirlenmis ve half diliisyon oranlarinda MTT testi uygulanmustir.

2.4.1.1. Metiltiazol Difenil Tetrazolyum Testi (MTT)

MTT testi i¢in; 100 pl 96 well plate’e aktarildi ve 3x10° sperm/ml olacak
sekilde kullanildi, bunun iizerine hazirlanan seri diliisyonlarda (en az 12
konsantrasyonda ve her konsantrasyon {i¢ tekrar olacak sekilde) 20 pul PVA ilave
edildi. Numunelerin uygulanmasindan 24 saat sonra 15 ul MTT ¢alisma soliisyonu
eklendi. iki saatlik inkiibasyondan sonra mikroskobik inceleme yapildi. Isiga duyarl
bir yontem olmast nedeniyle ¢alismanin tamami karanlik ortamda gerceklestirildi.

Plateler, horizontal karistiricida karigtirildiktan sonra (100 rpm, 10 dakika), optik
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dansiteleri mikroplaka okuyucuda 540 nm dalga boyunda okundu (Sekil 2.9),
(Mosmann, 1983).

Sekil 2.9. MTT icin Orneklerin Hazirlanmasi

2.4.1.2. Sitotoksisite Degerlendirmesi

Numune uygulanan hiicrelerdeki sitotoksisite % olarak ifade edilerek ve
uygulanmayan, % 100 canli kabul edilen pozitif kontrol grubu (Maksimal Viabilite,
Max V) ile % 0 canli kabul edilen, Triton-X uygulanan negatif kontrol grubuna
(Minimal Viabilite, Min V) gore asagida verilen formiil kullanilarak hesaplandi:

(Ulukaya ve ark., 2008).

« Sitotoksisite (%) =[1 - (test- MinV) / (MaxV - MinV)] x 100.

Secilen veriler arasindaki ylizde sitotoksisite degerlendirmesi ve 1ilgili
ortalamanin standart hatast (SEM: Standart Error of Mean) MS Excel (MS Office
2007) ve NCSS (2007) kullanilarak hesaplandi. Doz ve ylizde sitotoksisite degerleri
ile regresyon egrisi analizi SPSS 17.00 program1 ve Graph Pad® Prism 4.0 programi
kullanilarak yapildi ve en yiiksek belirtme katsayisi (r2) degerlendirmeye alinarak 1Csg

hesaplanmasinda kullanilacak olan egrinin formiilii belirlendi.
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2.4.2. Sulandiricinin Cekirdeklenme ve Donma Noktasinin Belirlenmesi

Donma iglemi sirasinda en 6nemli olay hiicre i¢i suyun kaderidir. Hiicrenin
donma mekanizmalarin1 daha iyi anlamak i¢in "hizli dondurma" terimini iyi bilmek
gereklidir. Hizli dondurma, herhangi bir ¢dzeltinin donma noktasina ulastiginda
fiziksel durumunun normal donma degistirilmeden sividan katiya (buz) hal
degistirmesidir. Bu durumdaki ¢ozeltiler, kristal veya bir metal nesne ile temas ederse,
kristallesme olusacak ve sicaklik derhal donma noktasina donecektir. Bu isleme
"cekirdeklenme" denmekte olup, dondurma isleminin manuel kontroli igin

kullanilmaktadir (Ozkavukeu ve Erdemli, 2002).

Sekil 2.10. Cekirdeklenmenin Goriintiilenmesi

Calismada ¢ekirdeklenme asamasinin goriintiilenmesi igin -75 ° C sicakliga
erisim kapasiteli termometre kullanilmistir. Goriintiilemeler i¢in dondurma diizenegi
iizerine kamera (JVC, everio HD-AVC) ve termometre (Testo 926, Germany) adapte
edilmigtir. Payetlerin daha net goriintiilenmesi i¢in payet tasima 1zgarasina koyu renk

aparat ve payetle temas etmeyecek sekilde metal levhalar yerlestirilmistir (Sekil 2.10).

35 ° C’de bulunan payetlerin igerisine termometre probu yerlestirilerek,
dondurma diizeneginin lizerinde metal plakalar vasitasiyla sabitlenmistir. Baglangic ve
cekirdeklenme baslangic sicakligi, latent 1s1 artisi, cekirdeklenme bitis siiresi ile
toplam stire (sn) olarak kaydedilmistir. Deney sonrasinda goriintiiler {izerinden

degerler incelenerek ¢ekirdeklenme ¢izelgesi olusturulmustur.
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2.5. Sperma Dondurulabilirliginin Belirlenmesi

Sperm kriyobiyolojisinde yeni bir terim olarak kullanilmaya baslanilan “Sperma
dondurulabilirligi”, taze ve ¢Oziim sonu spermatolojik delta fark degerini

tanimlamaktadir.

Zay1f ve giiclii dondurma kapasitesinin belirlenmesi icin tekelere 6zgii metod
gelistirilmistir. Bu amacla; suni vajen yardimiyla aliman spermalarin taze ve ¢oziim
sonu motilite ve kinetik parametreleri arasindaki delta farklar kaydedilmistir. Bunun
icin; alman sperm Orneklerinden sulandirmalar  gergeklestirilerek  (1x10°
spermatozoa/ml) Leja 20 pl odacikli lam sistemine 3 pl 6rnek yiiklenmistir. IVOS
sisteminde analiz i¢in 6nceden belirlenen teke spesifik ayarlar girilmistir. Aydinlanma
yogunlugu 2185, fotometre 63, biiylitme 1.89 ve video alan1 koyu olarak secilmistir.
Motilite analizi 37 °C” de 10 x biiyiitmede Hamilton Thorne Version 12 Ivos yazilimi
ile gerceklestirilmistir. Minimum ortalama yol 50, progresif motilite % 50 olarak kabul
edilmis ayrica motilite degerlendirmesinde statik, yavas >40um/s, orta > 70pm/s, hizl
> 100um/s olarak ayarlanmistir. Her bir 6rnek 3 pl olarak Leja motilite analiz
lamlarinda degerlendirilmistir. Motilite tayininde her bir 6rnek icin 5 farkli alanda en

az 100, en fazla 500 adet spermatozoa analiz edilmistir.

Bu ¢alismada dondurulabilirligin incelenmesinin temel amaci, kriyoprotektana
ek olarak kullanilan PVA konsantrasyonlarma gore c¢ekirdeklenme ve donma
sicakliginin goriintiilenmesidir. Buna gore sulandirict gruplarinda yer alan gliserol
konsantrasyonlar1 kademeli olarak 3 deney yardimiyla diisiiriilerek c¢ekirdeklenme,

latent 1s1 yiikselis faz1 ve donma siireleri kaydedilmistir.

Calismanin bir diger amaci Ankara tekesi i¢in optimize edilmis bir
kriyoprezervasyon protokolii ve eszamanli olarak yetersiz sperma dondurma yetenegi
olan erkekler i¢in daha iyi bir protokol gelistirmektir. Bu ¢alisma, optimizasyon iglemi
icin sistematik yaklasimimizin bir parcasim olusturmaktadir. Ozellikle, dondurma
oncesi seksiiel deaktivite, testikiiler ve eklenti bezleri US, CASA motilite, kinetik

parametreler, konsantrasyon, 6lii canli spermatozoa, anormal spermatozoa, sperm
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yikama, ekilibrasyon siiresi gibi donma 6ncesi ve sonrasi kosullarla ilgili faktorler

birlikte degerlendirilmistir.

2.6. Spermanin Dondurulmasi

Farkli sperma sulandiricilarilaria ait 0,25 ml’lik payetler iizerine iiretim yeri,
tarihi, tekenin adi, 1rk1, kulak numarasi ve her bir sulandiricinin isim kisaltmasi [PVA
9 kDa (molekiiler agirlik), 0,001 (%), Grup A2 (grup numarasi)] olacak sekilde
basilmistir. Payetler paketleme islemi dncesinde UV sterilizatérde 30 dk sterilize

edilmistir (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. Payetlerin Basilmasi ve Sterilizasyonu

Ankara tekelerinden alinan sperma ornekleri 6 esit hacme boliinmiis ve 6 farkli
sulandirict grubu ile sulandirilmistir. Spermatozoa yogunlugu Accucell fotometri
cihazi ile belirlenmis (Sekil 2.12), 0,25 ml hacimdeki payetlere yaklasik 100 milyon
spermatozoa olacak sekilde dozlanmistir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.12. Spermanin Sulandirilmasi ve Yogunlugunun Belirlenmesi

Otomatik doldurma cihazi ile sogutmali kabinde her bir sulandiric1 igin
belirlenmis payetlere ¢ekilen sperma, sicaklik ayarli bilgisayarli dondurma cihazina

yerlestirilmistir.

Sekil 2.13. Spermanin Payetlenmesi ve Kapatilmasi
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Ug saat ekilibrasyon siiresi tamamlandiktan sonra, sperma 0,25 ml’lik payetlere
otomatik doldurma cihazi ile yerlestirilerek paketlenmistir. Dondurma islemi
programlanabilir sperma dondurma (Digitcool 5300 ZB 250, IMV, Fransa) cihazinda
3 sathada; 4 °C/-10 ° C (-3 ° C/dk), -10 ° C/-100 ° C (40 ° C/dk) ve -100 ° C /-140 ° C
(20 ° C/dk) toplam 7 dakika iginde gerceklestirilmigtir. Her teke ve gruplara ait
payetler -196 ° C’de siv1 azot iginde depolanmistir (Sekil 2.14).

i
\
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Sekil 2.14. Spermanin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

2.7. Taze Spermatolojik Parametreler

2.7.1. Motilite

Ileri yonde ve giiclii hareket eden spermatozoanin, diger hareket bigimi gdsteren
spermatozoaya orani olarak ifade edilen motilite; taze, sulandirma sonrasi ve
ekilibrasyon sonrasinda; lam {izerine bir damla alinip {lizerine lamel kapatilarak, faz-
kontrast 1sitma tablali mikroskopta 10 x biiyiitme ile {i¢ degisik mikroskop sahasinda
belirlenerek, % olarak ifade edilmistir (Sekil 2.15), (Tekin ve Daskin, 2016).
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Sekil 2.15. Sperma Motilitesinin Faz Kontrast Mikroskop ile Belirlenmesi

2.7.2. Konsantrasyon

Spermatozoa konsantrasyonunun hesaplanmasinda fotometrik  yontem
kullanilmistir. 40 pl nativ spermadan alinan numune 3960 pl NaCl soliisyonu ile 1/100
oraninda sulandirilarak fotometreye (IMV-Accucell) yerlestirilmis (Sekil 2.16) ve

sonuglar 10°/ml olarak saptanmis ve kaydedilmistir.

Sekil 2.16. Sperma Konsantasyonunun Accucell ile Belirlenmesi
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2.7.3. Canh Spermatozoa Oram

Spermadan alinan numuneler % 3’liik sodyum sitrat solusyonu i¢inde % 2’lik
olarak hazirlanmis eosin boyasi ile temiz bir lam iizerine froti cekilerek 151k
mikroskobunda 400 x biiylitmede incelenmistir. Degisik mikroskop alanlarinda en az
100 spermatozoon sayilarak, 6lii olanlarin oran1 % olarak ifade edilmistir (Tekin ve

Daskin, 2016).

2.7.4. Anormal Spermatozoa Oram

Hancock tespit solusyonunda tespit edilen spermatozoa 100 x biiyiitme ile sedir
yag1 damlatilarak en az 200 spermatozoa sayilmis ve % olarak anormal spermatozoa
orani belirlenmistir. Anormal spermatozoa orani belirlenirken akrozom, bas, orta

kisim ve kuyruk anomalileri total olarak degerlendirilmistir (Tekin ve Dagkin, 2016).

2.8. Spermanin Cozdiiriilmesi

Coziim sonrast muayeneler icin, payetler i¢inde dondurulan sperma 37 ° C’deki
su banyosunda 30 saniyede ¢ozdiiriilerek (Sekil 2.17), ¢oziim sonu CASA motilite,
dondurulabilirlik, kinetik parametreler, dlii-canli spermatozoa (SYBR-PI), akrozom
biitiinliigli (FITC-PNA) ve mitokondriyel aktivite (JC-I) orant yoniinden muayene

edilmistir.

Sekil 2.17. Spermanin Cozdiiriilmesi

47



2.9. Coziim Sonu Parametrelerin Degerlendirilmesi

Cozliim sonu spermatolojik parametrelerden motilite ve kinetik parametreler
CASA ile (SCA, Sperm Class Analyser, Microptics®, Ispanya); 6lii-canli spermatozoa
(SYBR-PI) orani, akrozom biitiinliigii (FITC-PNA) ve MTT (JC-1) Mikroplaka
okuyucu (SpectraMax® MiniMax™ 300 Imaging Cytometer, ABD) kullanilarak

-

Sekil 2.18. Coziim Sonu Spermatolojik Parametrelerin Belirlenmesinde Kullanilan Spectra Max i3 ve
Sca Microptics

gergeklestirilmistir (Sekil 2.18).

b

2.9.1. CASA Motilite ve Kinetik Parametreler

(Coziim sonu motilite ve diger kinetik parametrelerin degerlendirilmesinde
CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2, Barcelona, Spain) ve IVOS (Hamilton
Thorne Bioscience, Beverly, MA, ABD) kullanilmistir. Sperma analizi i¢gin SCA
sistemindeki mevcut teke spesifik degerlendirme parametreleri, IVOS sisteminde ise

teke spesifik ayarlar eklenerek kullanilmistir.

SCA; motilite ve kinetik parametre analizi i¢in Basler kamera (60 frame/sn)
kullanilmistir. Kinetik parametrelerde yoriinge bagimli varyasyonu engellemek i¢in
parlaklik 60, kontrast 750 ve 1siklama 1000 olarak kaydedilmistir. Motilite analizi 37
° C’de 10 x biiylitmede S.C.A. v 3.2.0, giincel yazilim ile gerceklestirilmistir.

Minimum ortalama yol 50, progresif motilite % 50 kabul edilmis ayrica motilte
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degerlendirilmesinde statik, yavas > 40 pm/s, orta > 70 pm/s, hizli > 100 um/s olarak
ayarlanmistir. Her bir O6rnek 3 pL olarak Leja motilite analiz lamlarinda
degerlendirilmistir. Motilite tayininde her bir 6rnek i¢in 5 farkli alanda en az 100 en

fazla 300 adet spermatozoa analiz edilmistir.

IVOS; CASA; motilite ve kinetik parametre analizi i¢in CCD kamera (30
frame/sn, 60 Hz) kullanilmistir. Aydinlanma yogunlugu 2185, fotometre 63, biiytitme
1.89 ve video alan1 koyu olarak secilmistir. Motilite analizi 37 °C’ de 10 x biiyiitmede
Hamilton Thorne Version 12 Ivos yazilimi ile ger¢eklestirilmistir. Minimum ortalama
yol 50, progresif motilite % 50 kabul edilmis olup, motilite degerlendirmesinde statik,
yavas > 40um/s, orta > 70um/s, hizli > 100 pm/s olarak ayarlanmistir. Her bir 6rnek
3 ul olarak Leja motilite analiz lamlarinda degerlendirilmistir. Motilite tayininde her

bir drnek i¢in 5 farkli alanda en az 296 en fazla 896 adet spermatozoa analiz edilmistir.

Analizde sirasiyla; motilite (%), progresivite, egrisel hiz (VCL, um/s), dogrusal
hiz (VSL, um/s), ortalama yol hizi (VAP, um/s), ¢izgisellik (LIN= VSL/VCL),
dogrusallik (STR= VSL/VAP), ¢apraz gecis frekans ritmi (BCF, Hz), dalgalanma
(WOB= VAP/VCL), sperm basimin ortalama yoldan laterale sapma uzaklig1 (ALH,

um), hiperaktivite parametreleri kaydedilmistir.

Sperma analizinde objektif bilgisayar destekli analiz sistemine geg¢is, kullanilan
baz1 parametrelerin spermatoloji literature girisine neden olmustur. Bu parametrelerin

daha iyi anlagilmasi adina siklikla kullanilan terimlerin agiklanmasi gereklidir.

CASA ile yapilan analizde kullanilan kinetik parametreler asagida sirasiyla

aciklanmistir.

1. VCL (Curvelinear Velosity): Egrisel hiz (um/s). Spermatozoon iki boyutlu
ortamda egrisel yolakta sahip oldugu hiz.
2. VSL (Velocity straight line): Dogrusal hiz (um/s). Spermatozoonun hareketine

basladigi ilk nokta ile hareketini tamamladig1 son nokta arasindaki hizi.
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. VAP (Velosity average path): ortalama yoriinge hizi (um/s). Spermatozoonun
yoriinge tlizerinde ki ortalama hizidir. Bu yolak egrisel yolun CASA
sistemindeki algoritmalara gore diizlestirilmesi ile hesaplanir.

STR (Straightness): Dogrusallik (um) (STR= (VSL/VAP) x 100).
Spermatozoonun yoriingesi iizerindeki ortalama dogrusal yol.

. LIN (Linearity): Lineerlik/Cizgisellik (%) (LIN=VSL/VCL) x 100.
Spermatozoonun 2-boyutlu alanda gdsterdigi lineer ¢izginin 3-boyutlu ortam
algoritmasi ile hesaplanmasidir. Dairesel hareketi yiiksek olan spermatozoanin
linearitesi de diigliktiir. Yiksek lineariteye sahip spermatozoon ise diisiik
ALH’ye sahiptir (Mortimer, 1997).

. ALH (Lateral Head Displacement): Spermatozoon basinin ortalama yoldan
laterale sapma uzaklig1 (um). Spermatozoon kuyrugunu yaslasik bastan sapma
mesafesinin gostergesidir. Bas ve sentriol halkasi arasindaki ylizme agisini
tanimlamak i¢in kullanilir.

. BCF (Beat Cross Frequency): Spermatozoon kuyrugunun ritim frekansini
tanimlamak i¢in kullanilir.

. WOB (Wobble): Dalgalanma. WOB=(VAP/VCL) x 100 Spermatozoon
yorilingesi iizerinde ilerlerken yaptigi dalgalanma hareketinin dl¢tsiidiir.
Egrisel gerceklesen hizin progresivite oraninin dl¢iisiidiir.

. Hiperaktivite (Hyperactivity): Kapasitasyon dncesinde gozlemlenen kuyruk
hareketini tanimlamak i¢in kullanilir (Hiperaktivite= VCL x ALHX). Yiiksek
ALH ve VCL, diisiik LIN ve WOB parametreleri ile iliskilendirilmistir. cAMP

konsantrasyonu artist ve Ca’ bagimli bir olaydur.

2.9.2. Olii-Canh Spermatozoa SYBR-PI

Sperm Ornekleri Olii-canlt kiti (SYBR-14/PI Molekiiler Probe: L7011

Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD) plazma membran biitiinligliniin analizi i¢in

kullanilmistir. Kit, membrana niifuz eden niikleik asit boyasi SYBR®14 ve geleneksel

oli hiicre isaret¢isi propidyum iyodiir (PI) icermektedir. SYBR-14 ¢alisma soliisyonu
1:10 oraninda DMSO (Applichem A3006) ile sulandirilmistir. 0,22- uml’lik Millipore
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Millex-GV filtre ile filtre edildikten sonra 30 ul’lik pargalara ayrilarak -20 © C’de
saklanmistir. PI ml’de 2 mg olacak sekilde distile suda ¢ozdiiriilerek, 0,22 pm’lik
Millipore Millex-GV filtre ile filtre edildikten sonra 30 ul’lik parcalara ayrilarak -20
° C’de saklanmigtir. Cozdiiriilen spermalar, 1:2 oraninda fosfat buffer saline (PBS)
ile sulandirildiktan sonra 30 pl alinan sperma 6 pl SYBR-14 ve 2.5 pl PI ile
karistirilmistir (inang, 2016).

Nihai sperm okuma konsantrasyonu igin drnekler 10 x 10° sperm/ml olarak
sulandirilmigtir. Okuma gruplarindaki SYBR-14, PI, PBS, Kontrol (nihai diliisyonlar)
ile toplam 48.5 pl olarak takviye edilmistir. Kuyucuklu plakalar karistirma ve
karanlikta 37 © C'de 10 dakika inkiibasyondan sonra 10 pl Hancock soliisyonu
fiksasyon icin eklenmistir. On gériintiileme yardimiyla hiicresel debris, spermatozoa
olmayan okumalar ¢ikartilmistir. Boyamadan sonra, saglam hiicre zarlar1 olan canh
sperm hiicreleri parlak yesil renkte; buna karsin hasar goéren hiicre membranlari olan
hiicreler kirmiz1 renkte isaretlenmistir. Okumalar numune basina ii¢ replikasyon ile
gerceklestirilmistir. Canli (yesil), 6lii (kirmizi) ve moribund (¢ift boyanmis)
spermatozoa FL-1 / FL-3 nokta {lizerinde ii¢ adet sperm popiilasyonu tespit edilmistir.
96 kuyucuklu plakalara aktarilarak plaka kapagi kapali bir sekilde ¢ift yonlii okuma
gerceklestirilmistir (Gliozzi ve ark., 2017).

2.9.3. Akrozom Biitiinliigii FITC/PNA-PI

Yumurta sarisi igeren sulandiricilarla yapilan florasan boyamalarinda
karsilasilan temel problem, yumurta sarisi parcaciklarinin sperm hiicrelerine benzer
ozelliklere sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, intakt akrozoma sahip
spermatozoada reaksiyon tetiklenmeden yumurta saris1 partikiillerinin uzaklagtirilmasi
gereklidir. Bu nedenle, bu calismanin protokolli, yumurta sarist partikiillerini
tanimlamak i¢in niikleik asit boyasi (NAb) acridine orange florasan boya ve sperm
olmayan debris (NAb negatif) isaretlenmis ve okuma prosediiriinden ¢ikarilmigtir

(Gliozzi ve ark., 2017).
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Sperma akrozom biitlinligliniin degerlendirimesi i¢in Floresan isosiyanat
Arachis Hypogaea (peanut) (L7381 FITC-PNA, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo,
ABD) ve PI boyasi Gliozzi ve ark. (2017) protokoliiniin modifiye edilmesi ile
kullanilmistir. 120 pl FITC-PNA 1 ml PBS’e eklenerek boyama soliisyonu hazirlanmis
ve daha sonra filtre edilerek 100 pl’ik boliimlere ayrilarak -20 © C’de saklanmistir.
(Cozdiiriilen sperma 1:2 oraninda PBS ile sulandirilarak, daha sonra 60 pl sulandirilmisg

spermaya 10 ul FITC-PNA, 2.5 pl PI eklenmistir (Inang, 2016).

Nihai sperm okuma konsantrasyonu igin drnekler 10 x 10° sperm/ml olarak
sulandirilmistir.  Okuma gruplarindaki FITC-PNA, PI, PBS, Kontrol (nihai
diliisyonlar) ile toplam 72.5 pl olarak takviye edilmistir. Hazirlanan preparat iyice
karistirildiktan sonra 37 © C’de 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
Kuyucuklu plakalar karistirma ve karanlikta 37 © C'de 10 dakika inkiibasyondan sonra
10 pl Hancock soliisyonu fikzasyon icin eklenmistir. On gériintiileme yardimiyla
hiicresel debris, spermatozoa olmayan okumalar ¢ikartilmistir. Boyamadan sonra,
FITC-PNA, intakt akrozom isaretli (yesil), PI isaretli 6lii sperm hiicreleri (kirmizi)
olarak okutulmustur. Okumalar numune basina {i¢ replikasyon ile gerceklestirilmistir.
DNA igermeyen parcaciklarin okumadan c¢ikarildiktan sonra, FL-1/FL-3 filtreler
yardimiyla dort sperm popiilasyonu; Olii-canli spermatozoa ve intact ve hasarl

akrozom olarak tespit edilmistir (Gliozzi ve ark., 2017).

2.9.4. Mitokondriyel Aktivite JC-1

Mitokondri, spermatozoonun oosite ulasmasi ve penetre etmesi i¢in gereken
enerjiyi saglamaktadir. Yiiksek membran potansiyeline (YMP) fonksiyonel bir
mitokondriyum lipofilik 6zellige sahip membran bagimli 5,5°, 6,6 -tetrachloro-1,1’,
3,3’ tetraethyl-benzimidazolylcarbocyanine iodide bagimli mitokondiride bir birikim
sergilemektedir. Stok soliisyon, 5,5°, 6,6’-tetrachloro-1,1°, 3,3’ tetracthyl-
benzimidazolylcarbocyanine iodide (1.53 mM) (T3168 JC-1, Invitrogen) DMSO
soliisyonu ile hazirlanmig ve filtre edildikten sonra 100 pl’lik boliimlere ayrilarak -20

° C’de saklanmustir. Cozdiriilen sperma 1:5 oraninda Phosphate buffered saline
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(PBS) ile sulandirildiktan sonra 300 pl sperma 2.5 pl JC-1 ve 2.5 ul PI ile
karigtirllmistir. Hazirlanan preparat iyice karistirildiktan sonra, 37 © C’de 30 dakika
inkiibe edilmis ve daha sonra fikzasyon igin 10 pl Hancock soliisyonu (Inang, 2016)
ile karistirilmustir. Nihai sperm okuma konsantrasyonu i¢in rnekler 10 x 10° sperm/ml
olarak sulandirilmistir. Okuma gruplarindaki JC-1, PI, PBS, Kontrol (nihai
diliisyonlar) ile toplam 315 ul olarak takviye edilmistir. On gériintiileme yardimiyla
hiicresel debris, spermatozoa olmayan okumalar ¢ikartilmistir. YMP (~ 590 nm
emisyon, turuncu), DMP (~ 525 nm emisyon, yesil) olarak isaretlenmistir. Boyamadan
sonra, mitokondrinin oldugu orta kisimda sari/turuncu florasanin fazla olmasi1 YMP,
yesil rengin fazla olmas1 mitokondriyel membran potansiyelinin (MMP) diisiik olarak,
oli spermatozoon ise (kirmizi) olarak okutulmustur. Okumalar numune basina iki

replikasyon ile gerceklestirilmistir (Gliozzi ve ark., 2017).

2.10. istatistiksel Degerlendirme

Calismada oOlciimii yapilan tiim degiskenler i¢in tanimlayict istatistikler
yapilarak Aritmetik Ortalama + Standart Hata seklinde gosterildi. Elde edilen
degiskenlerine ait dlciilerin PVA ve doz gruplar arasi farkliliklarinin incelenmesinde,
genel dogrusal modelleme tekniginden yararlanilmistir. Modelde Grup (PVA 9, PVA
18, PVA 100), Altgrup (0,001; 0,01; 0,1; 1; 2 dozlar1) temel etkileri ile Grup*Altgrup
etkilesim terimlerine yer verilmistir. Etkilesim terimlerinin anlamli bulunmadig:
durumlarda temel etkilerin ¢éziimlenmesi i¢in ileri agama testi olarak kontrastlardan
ve Tukey testinden yararlanilmistir. Etkilesim terimlerinin anlamli bulundugu
durumlar i¢in ise Bonferroni diizeltmesi uygulanarak basit etkiler (simple effects)
analizi yapilmistir. Sekstiel deaktivite ile spermatolojik parametreler arasindaki
iliskinin incelenmesinde ise Spearman korelasyon analizinden yararlanilmistir.
Verilerin analizi i¢in SPSS 14.01 (Lisans No: 9869264) paket programindan

yararlanilmigtir. Tiim istatistiksel kararlarda P<0,05 kriteri dikkate alinmistir.
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3. BULGULAR

3.1. PVA Sitotoksisite ve Notral Red

Calisma oOncesinde gerceklestirilen sitotoksisite deneylerinde hiicre basina
diisen doz 12 kat artirlldiginda en yiiksek toksisite 1,88 IC 50 degeri ile PVA 100
grubunda izlenmistir. En diislik toksisite ise PVA 12,3 IC 50 degeri ile PVA 18
grubunda elde edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. PVA Dozlari igin MTT testi IC 50 Degerleri

MTT IC 50
PVA 9 2,56
PVA 31 12,3
PVA 100 1,88

Bu oran nétral red canlilik testleri ile de sirasiyla PVA 9, 18 ve 100 grublarinda
elde edilen 79,51; 56,11; 50,15 degerler ile korelasyon gdstermektedir. Bu sonuglardan
yola ¢ikarak PVA 100'in hiicrede mitokondri ve lizozom etkinliklerinde daha toksik
etki gosterdigi sdylenebilir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. PVA Dozlari i¢in Nétral Red testi degerleri

Neutral red 1C 50
PVA 9 79,51
PVA 31 56,11
PVA 100 50,15
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3.2. Biitiinlestirilmis Androlojik Muayene Sistematigi

Caligsmada yer alan 7 birey biitlinlestirilmis androlojik muayene sistematigine
gore secilmistir. Bu sistematik icerisinde yer alan klasik ve yenilik¢i yontemlere gore
elde edilen bulgular sirasiyla; fiziksel muayene, iireme organlarinin goériintiilenmesi,
transrektal digital masaj ve spermanin CASA degerlendirmesidir. Her bir
degerlendirme yontemi sonrasinda elde edilen veriler degerlendirilmis ve bireyler

skorlanmugtir.

Uygulanan sistematik skorlama sonuglarina gore degerlendirilen 24 bireyden 7
teke caligmaya dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen bireyler (*), siiriiden ¢ikartilan
bireyler cizelge 3.6’da (**) farkli kodlama ile isaretlenmistir.

3.2.1. Fiziksel Muayene ve Olciimler

Calismada kullanilan hayvanlarin se¢ciminde BAMS metodu kullanilmaistir.
Fiziksel muayene degerleri ve asim kabiliyeti i¢in ihtiya¢ duyulan yapilarin skorlamasi
24 birey i¢in gerceklestirilmistir. Viicut kondisyon skoru (VKS) 2,5-4’iin disinda
kalan; fiziksel olarak g6z, ayak, bacak ve tirnak yapisinda problem olan; eksternal
reprodiiktif yapilardan prepusyum, penis ve skrotumda anormalite bulunan bireyler

caligmadan ¢ikarilmistir.

Hayvanlara uygulanan genel muayene degerlerine gore bireylere farkli skorlar
verilmigtir. VKS i¢in 0-5 skalast kullanilarak skorlanmigtir. Bu deger bireyler
icerisinde en yiiksek 3,5, en diisiik 1 ve ortalama 2,67 + 0,5 olarak kaydedilmistir.
Skrotal ¢evre en yiiksek 28,8 en diisiik 17,3 ve ortalama 23,6 + 0,8 cm olarak
Olglilmiistiir. Anlik US bulgularina gore testikiiler paransimde anormal bir yap1
(kalsifikasyon, fibrotik odak ve dejenerasyon) varligi kontrol edilmis ve buna gore
skorlanmigtir (0-yiiksek hiperekoik; 1-Hafif hiperekoik; 2-Normal; 3-Hipoekoik).

Testikiiler paransim skorlarina gore 3 yiiksek, 1 hafif, 2 normal ve 2 hipoekoik birey
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goriintiilenmigstir. Biitlinlestirilmis androlojik muayene sistematiginde yer alan genel

muayene degerlerine ait bulgular Cizelge 3.3’de sunulmustur.

Cizelge 3.3. Fiziksel Muayene Degerleri

N Parametre X = Sx

24 Total testikiiler hacim mm® 3459,76 + 1116,3
24 VKS (0-5) 0,54+ 0,72
24 Skrotal ¢evre cm 165,68 £21,8
24 USS (0-3) 0,71 = 0,69

3.2.2. Ureme Organlarmin Goriintiilenmesi

Testikiiler goriintiilemelerde elde edilen en yiiksek hacim 6794,61 en diisiik
2025,27 ve ortalama 3459,76 + 1116,3 mm’ olarak elde edilmistir (Cizelge 3.4). Total
hacim gri indeksi en yiiksek 200,2; en diisiik 131,29 ve ortalama 165,68 = 21,8°°
olarak olctilmiistiir. Epididimal hacim ise en yliksek 31285, minimum 12261 ve 13517
+ 4868,8°" olarak tespit edilmistir. Olgiilen bu degerlere gore standart sapma
hesaplanmis ve ortalama degerden ¢ikarilarak her bir Slglim i¢in skor atanmistir.
Sirastyla ortalama testikiiler ve epididimal skorlar ise; 0,71 = 0,69 ve 2 + 0,8 olarak

tespit edilmistir.

Cizelge 3.4. Testikiiler US Olgiimleri ve Skor Cizelgesi

N Parametre X+ Sx

24 Total piksel alan 3459,76 + 1116,3 °°
24 Hacim Skoru 0,54 + 0,72

24 Gri piksel yogunlugu 165,68 +21,8°P
24 Testikiiler Skor 0,71 = 0,69

24 Epididimal piksel alam 13517 + 4868,8 °°
24 Epididimal Skor 2+0,8

Eklenti bezlerinin goriintiilenmesinde vezikiiler ve bulboiiretral bezin
hacimleri hesaplanmistir. Buna gore en yiiksek vezikiiler hacim 45668, en diisiik

11742 ve ortalama 25758,79 = 9802,4 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.5).
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Bulboiiretral bez i¢in ise en yiiksek 16968, en diisiik 6420 ve ortalama 12397,16 =
2861,6°" olarak belirlenmistir. Vezikiiler bez igin total hacim gri indeksi en yiiksek
191,648, en diisik 138,91 ve ortalama 173,43 = 15,1°° olarak 6lciilmiistiir.
Bulboiiretral bez i¢in ise bu degerler sirasiyla en yiiksek 191,19, en diisiik 98,72 ve
ortalama 148,43 + 20,8°° olarak bulunmustur. Olgiilen bu degerlere gére standart
sapma hesaplanmig ve ortalama degerden c¢ikarilarak her bir 6l¢iim icin skor
atanmistir. Sirastyla ortalama vezikiiler ve bulboiiretral skorlar ise; 0,71 + 0,69 ve 2 +

0,8 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 3.5. Eklenti Bezleri US Olgiimleri ve Skor Cizelgesi

N Parametre X = Sx

24 Vezikiiler piksel alani 25758,79 + 9802,4 °P
24 Vezikiiler Gri Yogunlukluk 173,43 +15,1°P
24 Vezikiiler Skor 0,87 £ 0,6

24 Bulboiiretral piksel alani 12397,16 = 2861,6 °P
24 Bulboiiretral Gri alant 148,43 + 20,8 °P
24 Bulboiiretral Skor 0,82 +0,7

Total se¢cim skoru yukaridaki ¢izelge 3.1, 3.2 ve 3.3’den elde edilen total
skorlarin toplamina gore belirlenmistir. Image-J programinda her bir yap1 igin
degerlendirilen 3 alanin ortalamalari, standart sapma degerlerinden ¢ikartilarak (-3/+3)
skalasinda skor atanmigtir. Buna goére 24 birey igerisinden 10 birey aday olarak
secilmistir. Cizelge 3.6’da “3507, 3527, 3574, ve 3543” kulak numaralari ile verilen
ve ** kodu ile isaretlenen bireyler siiriiden ayrilmalari nedeniyle c¢aligmadan

cikarilmistir.

Cizelge 3.6. Toplam Skor Cizelgesi

N Kulak No Toplam Skor
! 3428 3
2 1843 4
3 1866 4
e 3507* 5
S 3527% 7
6+ 3543 5
7 9980 4
g 3574 7
o 8185+ 6
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Cizelge 3.6. Toplam Skor Cizelgesi Devami

.
10 8181* 6
! 8193 3
. 8218 4
. 3948 4
.
H 8186* 7
.
. 8228* 2
.
10 8230* 4
v 3943 2
a 3583 2
P 5653 2
. 8200 1
. 3896 1
.
. 8223+ 4
> 3925 3
y 8798 !

3.2.3. Transrektal Digital Masaj (TDM)

TDM uygulanan 16 bireyin 14’{inden basarili bir sekilde sperma oOrnekleri
alinmistir. Elde edilen spermatolojik degerler Cizelge 3.7°de Ozetlenmistir.
Uygulamada (14/16) % 87.5 basar1 ile sperma toplanmistir. Sirastyla hacim, kitle
hareketi, toplam motilite, ejakiilasyon siiresi ve konsantrasyon 0,64 + 0,45 ml 2,7 =+
1.4, % 58,18 + 18,73, 3,4 = 1,26 dk. ve 3,6 x10° = 0,46 spermatozoa / ml olarak

belirlenmistir.

Cizelge 3.7. Transrektal Digital Masaj ile Alinan Orneklere ait Spermatolojik Ozellikler

N Parametre X = Sx

16 Uyarim siiresi (dk) 34+1,26

14 Sperma miktar1 (ml) 0,64 + 0,45

14 Kitle Hareketi (0-5) 2,7+14

14 Spermatozoa Yogunlugu x 10° 3,6 x 10° = 0,46
14 Motilite % 58,18 =+ 18,73
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3.3. Cekirdeklenme

Cekirdeklenme, latent 1s1 artis1 ve toplam donma siire degerleri kaydedilen
goriintililer lizerinden incelenmis ve elde edilen sema Cizelge 3.8’de sunulmustur.
Buna gore; en yliksek ¢ekirdeklenme baslangi¢ sicakliklar A3, B3 ve C3 gruplarinda
kaydedilmigtir. Cekirdeklenme bitis sicaklar1 arasinda biiylik bir farklilik
gozlemlenmemistir. Buna bagli olrak latent 1s1 artis siireleri de en yliksek A3, B3 ve

C3 gruplarinda sirastyla; 7, 8 ve 7 sn olarak tespit edilmistir.

Cekirdeklenme gergeklesen sicakliklara gore sulandirict igerigindeki gliserol

konsantrasyonlar1 kademeli olarak diigiilmiistiir.

Cizelge 3.8. Azalan Gliserol Konsantrasyonlarinda Cekirdekleme, Latent Is1 ve Toplam Donma Siire
Semasi

GRUP Doz Donma ° C Cekirdeklenme °C Latent °C Latent Siire (Sn)
Kontrol % 5G -8,7 -3,7 5 4
9 PVA % 0,001 %5 G -8,7 -3,6 5,1 6
9 PVA %0,01 %5 G -12,6 -3,9 8,7 7
9 PVA %0,1 %4 G -6,8 -3,7 3,1 6
9 PVA %l %3G -12,3 -3,9 8,4 6
9 PVA %2 %2 G -10,7 -3,7 7 5
18 PVA %0,001 %5 G -11,6 -3.,5 8,1 6
18 PVA %0,01 %5 G -12,2 -3.3 8,9 8
18 PVA %0,1 %4 G -11,5 -3 8,5 3
18 PVA %1 %3G -12 -3,4 8,6 4
18 PVA %2 %2G -8,5 -3.3 5,2 4
100 PVA % 0,001 %5G -9,8 -3,8 6 5
100 PVA % 0,01 %5G -12 -3,9 8,1 8
100 PVA % 0,1 %4 G -9 -3,6 5,4 4
100 PVA % 1 %3G -10,8 -3,7 7,1 6
100 PVA % 2 %2 G -8,5 -3,4 5,1 6
A9kDa %0 G -9,5 -3,2 6,3 4
B18kDa %0 G -10,5 -2,7 7,8 6
C100kDa %0 G -15,4 -3.,5 11,9 5
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3.4. Sperma Dondurulabilirligi

Taze ve ¢oziim sonrasi IVOS ile elde edilen veriler Cizelge 3.9°da sunulmustur.

Buna gore ¢oziim Oncesi ve sonrast sirastyla 9 kDa, 18 kDa ve 100 kDa gruplarina ait

ortalama A motilite farklar1 -26,57, -25,66 ve -9,55 ve A progressive motilite yiizdeleri
sirastyla -24.71, -21 ve -8.90 olarak bulundu. En diisiik ortalama A VAP, AVSL,
AVCL degerleri grup PVA 100 kDa ile elde edilmistir.

Cizelge 3.9. Spermanin Taze (T) ve Coziim (C) Sonrasinda IVOS Parametreleri

AX = Sx
N PVA9 N PVA 18 N PVA 100
Motilite 7 12 11
cs 49,86 + 3,79 57,17+4,24 SBEAS3 0 s
Motilite T 7 76.43 + 3,68 12 82,83 +2,97 1 67,55+ 7,17
ProgCS 7 y686+196 12 2883:226 1 3127:361 L18.2%
ProgT 7 51574516 12 4983313 11 4018+594
VLG T orssags 12 eowzer M geara2s
VSLT 7 10043+998 2 10558+399 !l 934+6,03
VELC 7 g1047+271 120 21898+10,15 11 22284555 m
VELT 7 gi3s5:1646 12 2s603x12 1 215205108
ALREC T goox0ar 12 smis02 M sesx016
ALHT 7 771028 12 9n12033 11 8322021
BeatC T magena P maarere M omoexons
BeatT 7 34144046 12 3063127 1 30512217
SIRC 7 go14+216 2 7833+153 11 7736+082 0.84
SIRT 7 gog6+14 12 74922165 1 7755+144
LING 7 4ea3x199 12 44082104 11 4400:067 0.26
LINT 7 y9574167 12 mpane112 1 43804105
HiZh € 7 41i307 120 4733237 11 49801458 20,715
Hzh T 7 0712412 120 7908+347 ' 61,73+7.39
OtaC 7 59152087 12 992:108 ! 836+07 3,430
OraT 7 sg6x077 12 3921506 1 591076
Yowse T oegex091 P n2en7 M 10275008 e
YavasT 7 5991121 120 go8+141 1 764127

Motilite: Grup: P=0,301; A: P<0,001; Grup x A: P=0,91

Prog: Grup: P=0,603 A: P<0,001 Grup x A: P=0,123
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ALH: Grup: P<0,05 A: P=0,618 Grup x A: P<0,05
Hizli: Grup: P=0,261A: P=<0,001 Grup x A: P=0,055
Orta: Grup: P=0,886 A: P<0,001 Grup x A: P=0,076
Yavas: Grup: P=0,995 A: P<0,001 Grup x A: 0,402

abe, Aynui siitiin ve satirlar arasinda farkli harfleri tagiyan ortalama degerler arasi fark istatistiksel agidan

onemlidir (P<0,001).

3.5. Taze Spermatolojik Parametreler

Calisma siiresince kaydedilen fonksiyonel agim parametreleri Cizelge 3.10 ve

taze spermatolojik 6zellikler Cizelge 3.11°de sunulmustur.

Yedi bireyden alinan toplam 75 ejakiilata ait ortalama degerler Cizelge 3.10°da
sunulmustur. Libido degeri (Cizelge 2.2’ye gore) en diisiik 2, en yiiksek 5 ve ortalama
olarak 4,18 £+ 0,97 kaydedilmistir. Sperma alma siiresi agisindan maksimum 14,
minimum 1 ve ortalama 2,97 + 3,22 giin olarak saptanmistir. Suni vajene uyumlar
(Cizelge 2.2°ye gore) arasinda 3-5 aralifinda gézlemlenirken, ortalama 4,22 + 0,74
olarak gozlemlenmistir. Sperma alma sirasindaki suni vajen sicakligi maksimum 46,
minimum 39 ve ortalama olarak 42,82 + 1,13 ° C olarak olgiilmiistiir. Hazirlanma
stireleri arasinda genis varyasyonlar kaydedilmistir. Buna gore en yiiksek 212 sn, en

diisiik 5 sn olarak ol¢iilmiistiir.

Cizelge 3.10. Suni Vajen Uyum Parametrelerinin Ortalamalari

N Parametre X = Sx

75 Libido (0-5) 4,18 +0,97
75 Seksiiel Deaktivite (giin) 2,97 £3,22
75 Suni Vajene Uyum (1-5) 4,22 +£0,74
75 Suni Vajen Sicakligi (° C) 42,82 + 1,13
75 Hazirlanma Siiresi (sn) 75,90 + 54,75

Arastirmada kullanilan 7 bireye ait 75 ejakiilatin spermatolojik 6zellikleri

Cizelge 3.11°de sunulmustur. Dereceli sperma kadehine alinan ejakiilata ait hacim
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degerleri arasinda genis varyasyonlar gézlemlenmistir. Buna gore en yiiksek 2,8 ml,
en diisiik 0,4 ml ve ortalama 1,13+ 0,41 olarak Ol¢iildii. Alinan ejakiilatlarin renk
skorlar1 kaydedilmistir. Alinan 75 ejakiilata ait 2,08 + 0,89 ortalama degeri krem renk
ejakiilati temsil etmistir. Kivam i¢in uygulanan skalaya gore spermalar en ytiksek 14
sn, en diisiik 1 sn ve ortalama 2,14 + 0,81 olarak Olcililmiistiir. Kitle hareketi en diisiik
1 degerini alirken, en yiliksek 5 ve ortalama 3,97 + 0,97 olarak tespit edilmistir.
Subjektif motilite degeri en yiiksek 95, en az 40 ve ortalama 82,74 + 8,97 olarak
belirlenmistir. Faz contrast mikroskop yardimiyla spermatozoon progresivitesi de
gbzlemlenmistir. Buna gore en yiiksek 70, en diisiik 10 ve ortalama 82,74 + 8,97 olarak
tespit edildi. Accucell fotometre yardimiyla belirlenen en yiiksek yogunluk 10248 x
10°, en disiik 2219 x 10°, ve ortalama 4846,37 + 1852,94 spermatozoon/ml olarak
oOl¢iilmiistiir. Toplam anormal spermatozoa orani en yiiksek 22, en diisiik 3 ve ortalama
7,24 + 4,16 olarak belirlenmistir. Canli spermatozoa ise en yiiksek 96, en az 60 ve
ortalama 88,93 + 6,09 olarak tespit edilmistir. Casa motilite ve progresivite degerleri
ise sirasiyla ortalama 77,86 + 12,19 ve 44,71 + 14,33 olarak, en yiiksek 95, en diisiik
38 objektif motilite, en yiiksek 72, en diisiik 14 olarak dl¢iilmiistiir.

Cizelge 3.11. Taze Spermatolojik Ozellikler

N Parametre X+ Sx

75 Sperma Miktar1 (ml) 1,13+ 0,41
75 Renk (1-3) 2,08 + 0,89
75 Kivam (1-3) 2,14 +0,81
75 Kitle (0-5) 3,97 +0,97
75 % Subjektif Motilite 82,74 £ 8,97
75 % Progresivite 40,70 £ 15,97
75 Yogunluk 4846,37 + 1852,94
75 % Anormal Spermatozoa 7,24 £4,16
75 % Canli Spermatozoa 88,93 + 6,09
75 % CASA motilite 77,86 + 12,19
75 % CASA Progresivite 44,71 £ 14,33

Suni vajen uyum testi ve taze spermatolojik 6zelliklerin ¢aligma gruplarina
gore marjinal dagilimlar1 Cizelge 3.12°de sunulmustur. Buna gore en yliksek ortalama
libido grup A’da 4,27 + 1,01 olarak kaydedilirken, en diisiik 4,05 £ 0,95 ortalama ile

grup B’de gézlemlenmistir. Sekstiel deaktivite siiresinin dagilim agisindan en yiiksek
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ortalama 4,43 £4,27 giin ile grup C’de kaydedilmistir. Grup A ve C suni vajene benzer
uyum gdsterirken en diisiik ortalama uyum 4,09 + 0,68 ile grup B’de gdzlenmistir.
Ortalama suni vajen sicakliklart 42-43 derece araliginda Olgiiliirken, hazirlanma
stireleri arasinda ise benzer siireler kaydedilmistir. Sperma miktarlarina bakildiginda
grup C’de kullanilan 6rnekler 1,06 + 0,47 ile diisiik ortalamaya sahip olmustur. Renk
ve kivam agisindan biiyiik farklilar gozlenmemis ancak kitle hareketi en yiiksek grup
A’da izlenmigstir. Bu oran diger parametreler agisindan sirasiyla ortalama subjektif ve
casa motilite ve progresivite; 84,53 + 6,19; 42,27 £ 16,21; 79,1 + 8,66; 48,47 + 13,82
degerlerinde en yiiksek A grubunda elde edilmistir. En yiiksek canli ve en diisiik
anormal spermatozoa oranida mikroskobik degerlerle ayn1 korelasyonu gostermis ve
sirastyla en yiiksek 89,8 + 4,85; ve en diisiik 6,63 + 3,64 ortalama ile grup A’da

gozlenmistir.

Cizelge 3.12. Suni Vajen Uyum Testi ve Gruplara gore Taze Spermatolojik Marjinal Dagilim

Parametre A X + Sx B X + Sx C X + Sx
Libido (1-5) 30 427 +1,01 22 4,05+ 0,95 23 422+1
Seksiiel Deaktivite (giin) 30 2,27 +2,66 22 2,41 £2,46 23 443 +427
Suni Vajene Uyum (1-5) 30 4,3+0,79 22 4,09 + 0,68 23 4,26 +0,81
Suni Vajen Sicakligi (° C) 30 42,73+ 1,26 22 42,77 + 1,07 23 43 +£1,09
Hazirlanma Siiresi (sn) 30 75,13 £52,7 22 77,91 + 66,94 23 75 +52,15
Sperma Miktar1 (ml) 30 1,17+0,4 22 1,16 £0,42 23 1,06 + 0,47
Renk (1-3) 30 2,1£0,92 22 1,95 +£0,84 23 2,17 +0,94
Kivam (1-3) 30 2,17 +0,83 22 2,18+0,8 23 2,09 + 0,85
Kitle (0-5) 29 4,21+0,77 22 3,73 £ 1,08 23 391+1,16
% Subjektif Motilite 30 84,53 £6,19 22 82,73 £7,83 23 80,43 + 12,33
% Subjektif Progresivite 30 42,27 + 16,21 22 41,14 £ 14,95 23 38,26 + 17,03
Yogunluk x 10° 30 4,7+1719,35 22 4,5+ 1894,18 23 5,14+1972,61
% Anormal Spermatozoa 30 6,63 + 3,64 22 7,18 +4,23 23 8,09 + 4,75
% Canli Spermatozoa 30 89,8 £4,85 22 8941 +5 23 87,35+ 8,13
% CASA motilite 30 79,1 £ 8,66 22 78,5+ 11,31 22 74,73 £ 16,96
% CASA Progresivite 30 48,47 + 13,82 22 44,68 + 13,26 22 39,64 + 15,94
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Calismada suni vajen ile sperma alma siireleri ve taze spermatolojik 6zellikler
kaydedilmistir. Buna gore sperm alma sikliginin spermatolokik parametreler tizerine
olan etkisi Cizelge 3.13’de Ozetlenmistir. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde
sperma alma sikliginin spermatozoa yogunlugu ile direk iliskili oldugu (P<0,001),
motilite ve diger spermatolojik degerler acisindan ise orta derece dnem arz ettigini
(P<0,05), anormal ve canli spermatozoa bakimindan ise Onemsiz oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 3.13. Seksiiel Deaktivitenin Spermatolojik Parametreler Etkisi

Parametre Giin Motilite Progresif ~ Yogunluk  Anormal  Canli CASA  CASA
Subjektif prog

Giin 1

Motil -0,023" 1

Progresif -0,034°  -572™ 1

Yogunluk 3857 20,0597 0,058 1

Anormal 0,352 -0,630™" -474 -0,004°P 1

Canli -0,08°°  0,771" 414" -0,025°P 609" 1

CASA 3617 0,102°° 261" -0,167°P )77 0,195 1

CASAprog | -382" 0,202°° 332" -0,219°P -299" 0,169°° 776" 1
0,001 0,084 0,004 0,06 0,01 0,15 0

o 0,001 seviyesinde korelasyonu temsil etmektedir.
0,01 seviyesinde korelasyonu temsil etmektedir.

f 0,05 seviyesinde korelasyonu temsil etmektedir.
P snemsiz deger.

3.6. Coziim Sonrasi Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Caligma stiresince 3 farkli PVA grubu A, B ve C olmak iizere, 6 alt gruba ait
dondurulmus sperm 6rneklerinden (A= PVA 9 kDa; B= PVA 18 kDa; C= PVA 100
kDa) motilite i¢in 1 adet olmak iizere toplam 466 payet ¢ozdiiriilmiistiir. Spermatozoa
motilitesi ve kinetik parametreleri (spermatozoa motilitesi %, progresif motilite %,
VCL pm/s, VSL pum/s, VAP um/s, % LIN, % STR, ALH, BCF, % WOB, %
hiperaktivite) olarak kaydedilmistir. Olii-Canli spermatozoa oram (%), akrozom
biitiinliigiiniin degerlendirilmesi (%), mitokondriyel aktivasyonun degerlendirilmesi
(%) icin sperma tanki icerisinden Ornekler randomize olarak sec¢ilmistir. Herbir
parametrenin degerlendirilmesi i¢in her bir ana grup icin ortalama 20, toplamda 60

payet kullanilmistir.
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3.6.1. CASA Motilite ve Progresivite Degerleri

PVA’in 3 ana ¢alisma grubu PVA 9 kDa, 18 kDa ve 100 kDa ve biri kontrol
olmak iizere 6 alt calisma grubuna ait dondurulan payetlerden elde edilen ¢6ziim sonu
SCA motilite ve progresif spermatozoa yiizdeleri sonuglar1 Cizelge 3.14 ve 3.15°de

verilmistir.

Calismada kullanilan farkli PVA konsantrasyonlarinin ¢ézdiirme sonrasi
motilite sonuglarinin kontrole gére daha iyi oldugu tespit edilmistir. Kullanilan farkl
PVA 9, 18 ve 100 tiirevlerine gore 61,097 + 0,99; 64,183 + 1,36; 61,718 &+ 1,37 olarak
elde edilmistir. Bu degerler kontrole gore (60,91 = 1,75) istatistiksel olarak daha
anlamli tespit edilmistir (P<0,001). En yiiksek ¢6ziim sonu motilite PVA 18’de
bulunmustur (P<0,001). PVA gruplarinin farkli dozlarindan elde edilen ¢6ziim sonu
motiliteler sonucunda kontrole gore 60,39 + 2,06; 64,96 + 2,59; 57,4 + 4,08 sirastyla
% 0,001; 0,01 ve % 0,1 (PVA 100 % 0,1 hari¢) fark istatistiksel olarak anlaml1 tespit
edilmistir (P<0,001). PVA’lin alt gruplarindan bagimsiz olarak en yiiksek motilite
degeri PVA 18 kDa ile elde edilmistir (P<0,001). Alt gruplar arasinda
degerlendirildiginde ise en yiiksek deger PVA 18 kDa % 0,1’de 67,72 + 3,06 olarak
tespit edilmistir. Doz grup iliskisine gore ise en yiiksek PVA 18 kDa 0,01 grubunda
66,68 + 1,75 olarak bulunmustur (P<0,001).

Cizelge 3.14. SCA ile Analiz Edilen Orneklere Ait C6ziim Sonu Motilite Sonuglar

Alt
Grup N PVA 9 N PVA 18 N PVA 100 X + Sx
K 38 60,39+2,06 21 64,96 £2,59 20 57.4+4,08 60,91 + 1,75%
%0,001 38 64,42+2.72 20 66,5+3,72 19 6592 +3,41 65,61 +1,79°
%0,01 38 65,15+2,26 20 67,22+343 21 67,69 +2,7 66,68 + 1,75
%0,1 37 6132+19 20 67,72 +3,06 19 56,96 = 3,24 62+ 1,79%
%1 37 5899246 20 61,67+3,58 20 61,77 +2,95 60,81 + 1,77%
%2 37 5632+272 19 57,02+43 20 60,57 +3,97 57,96 + 1,79
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X = Sx 61,09 + 0,99° 64,18 £ 1,36 61,71 1,37
Grup: P=0,183; Alt Grup: P=0,005; Grup x Altgrup: P=0,738

abe, Aynui siitiin ve satirlar arasinda farkli harfleri tagiyan ortalama degerler arasi fark istatistiksel agidan

o6nemlidir (P<0,001).

Cizelge 3.15. SCA ile Analiz Edilen Orneklere Ait Céziim Sonu Progresivite Sonuglar1 (Progresivite
Degerleri x 100)

Alt Grup N PVA 9 N  PVAIS§ N  PVAIOO X=Sx
K 38 0,14+001 21 0,14+002 20 0,13+0,03 0,13 +0,009
%0,001 38 0,14+0,01 20 0,12+0,01 19 0,113+0,02  0,13+0,01
%0,01 38 0,16+001 20 0,12+0,01 21 0,117+0,03 0,14 +0,009
%0, 37 0,16+002 20 0,14+002 19 0,12+0,02 0,14+0,01
%1 37 014+001 20 0,11+001 20 0,16+0,02 0,13+0,01
%2 37 013+£001 19 0,11+001 20 0,15+0,03 0,13+0,01

X = Sx 0,144 + 0,005 0,122 + 0,007 0,143 £ 0,007

Grup: P=0,039; Alt Grup: P=0,816; Grup x Altgrup: P=0,6

abe: Ayni siitiin ve satirlar arasinda farkl harfleri tasiyan ortalama degerler aras: fark istatistiksel agidan
onemlidir (P<0,001).

3.6.2. CASA Kinetik Parametreler

Coziim sonu spermatozoa kinetik degerleri Cizelge 3.16’da “Kinetik parameter
ortalamalarinin gruplara ve farkli dozlara gére marjinal dagilimlar1”, Cizelge 3.17°de
“Alt grublara ait dozlarin ¢6ziim sonu kinetik parameter ortalamalar1” ve ¢izelge
3.18’de “Dozlardan bagimsiz olarak PVA gruplar1 aras1 motilite ve kinetik parametre

ortalamalarinin karsilastirilmasi” olarak 6zetlenmistir.

Cizelge 3.16. Kinetik Parametre Ortalamalarinin Gruplara ve Farkli Dozlara gére Marjinal Dagilimlari

Parametre Alt Grup N PVA 9 N PVA 18 N PVA 100
K 38 117,93+1,79 21 108,83 + 3,46 20 111,18 +2,73
% 0,001 38 117,63 £ 1,69 20 115,59 +4,17 19 116,14+ 2,64
%0,01 38 115,71 £ 1,68 20 112,47 + 3,66 21 108,49 + 3,92
VCL % 0,1 37 110,69 £ 2,66 20 115,29 + 3,92 19 112,83 +227
% 1 37 112,3+227 20 109,68 + 3,53 20 111,28+2,28
%2 37 108,7 + 1,81 19 104,61 + 5,49 20  113,63+2,72
VSL K 38 64,35+£2,36 21 59,38 £3,46 20 52,45+3,42
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% 0,001 38 67,55+1,68 20 61,27 £ 2,68 19 55,25+2,43

Cizelge 3.16. Kinetik Parametre Ortalamalarinin Gruplara ve Farkli Dozlara gére Marjinal Dagilimlar
Devami

%0,01 38 67,4+222 20 60,36+2,9 21 56,08 + 3,04
% 0,1 37 68,41 +2,38 20 64,5+326 19 60,46+ 3,65
% 1 37 66,47 2,41 20 6125+3,17 20 59,84 +2,36
% 2 37 62,87 +2,51 19  57,06+32 20 57,65+3.4
K 38 9551 +£2,69 21 88,07+4,14 20 80,58 +3,52
% 0,001 38 99.41+2,16 20 92,66 +3,76 19 86,09+2,44
VAP %0,01 38 97,59 +£2.46 20 90,37 +3,85 21 82,49 +3,88
% 0,1 37 96,05+ 2,89 20 94,75+3,82 19  88,1+3,62
% 1 37 9625+297 20 90,83 4,24 20 84,63 +2,65
% 2 37 92,01 +2,57 19 8556+4 20 83,55+3,37
K 38 54,53+ 1,78 21 5441+£26 20 46,99 2,69
% 0,001 38 57,59+ 1,33 20 53,12+1,77 19 47,86+2,16
LiN %0,01 38 58,06+ 1,58 20 53,54+181 21 5142+ 1,64
% 0,1 37 61,56+ 1,49 20 55.87+2,15 19 5338+29
% 1 37 58,92+ 1,61 20 55,53+£2,04 20 53,8+1,83
% 2 37 57,68 +1,99 19 5564+229 20 50294273
K 38 67,13+ 124 21 66,83+ 12 20 64,29+ 236
% 0,001 38 67,94+ 0,78 20 65,98+ 0,85 19 63,99+ 1,86
STR %0,01 38 68,65+ 0,94 20 66,53+ 0,86 21 67,74+ 1,51
% 0,1 37 71+ 0,97 20 67,69+ 1,3 19 67,77+ 2,25
% 1 37 68,77+ 0,95 20 67,15+ 0,94 20 70,7+ 18
% 2 37 67,63+ 129 19 66,61+ 1,6 20 6834+ 245
K 38 80,7+ 1,67 21 80,64 +2,62 20 722+2]14
% 0,001 38 84,6+ 1,49 20 80,16+ 1,82 19 743+ 1,63
WOB %0,01 38 8423+ 1,64 20 80,1+1,86 21 75,76+ 15
% 0,1 37 86,58+ 1,67 20 82,15+2,13 19  77,84+245
% 1 37 8533+ 1,64 20 82294217 20 76,09 + 1,85
% 2 37 84,5+1,78 19 83+1,94 20 7321+1,82
K 38 7,14+0.27 21 7,56+029 20 7,87 +026
% 0,001 38 6,84 +0,26 20 8,05+0,36 19 7,56 +0,24
BCF %0,01 38 6,91+0,23 20 7,6+0,29 21 7,82+027
% 0,1 37 7,08+0,28 20 7,54+0,28 19 8,45+0,24
% 1 37 6,77+0,24 20 7,540,226 20 8,15+023
% 2 37 7,01+021 19 6,63+04 20 7,66 +0,32
K 38 517+0,14 21 515+0,16 20 5,12+0,13
% 0,001 38 5,16+0,1 20 537+0,12 19  551+0,11
ALH %0,01 38 521+0,11 20 555+0,1 21 5,14+0,14
% 0,1 37 4,96+0,1 20 533+0,11 19 523+0,11
% 1 37 509+0,12 20 534+0,09 20 5,29+0,12
% 2 37 497+0,11 19 497+031 20 5,52+0,13
K 38 9.4+0,94 21 11,18+1,08 20 11,69+ 1,86
% 0,001 38 12,76+ 1,31 20 12,38+1,49 19 11,95+1,75
%0,01 38 11,6 +0,79 20 10,59+ 1,06 21 1621 +2,62
Hiper % 0,1 37 11,08+1,12 20 11,61 +1,41 19 9,94 +0,93
% 1 37 9.88+1,1 20 9,22+0,96 20 12,95+2,15
% 2 37 9.44+1,06 19 874+0.89 20 12,02+248

Alt grup etkilesimleri: VCL: P=0,063; VSL: P=0,148; VAP: P=0,179; LIN: P=0,03; STR: P=0,04;
WOB: P=0,135; ALH: P=0,352; BCF: P=0,256 Hiper: P=0,109.

abe, Aynui siitiin ve satirlar arasinda farkli harfleri tagiyan ortalama degerler arasi fark istatistiksel agidan
onemlidir (P<0,05).
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Cizelge 3.17. Alt Grublara Ait Dozlarin Céziim Sonu Kinetik Parameter Ortalamalari

Parametre

VCL

VSL

VAP

LIN

STR

WOB

BCF

ALH

Hiper

Alt Grup N X+ Sx
K 79 112,64+ 1,65
% 0,001 79 116,45+ 1,69
%0,01 79 112,22+ 1,65
% 0,1 79 112,93 + 1,69
% 1 79 111,08+ 1,67
%2 79 108,98 + 1,69
K 79 58,73 +1,63
% 0,001 79 61,35+ 1,66
%0,01 79 61,27 +1,63
% 0,1 79 64,45+ 1,66
% 1 79 62,51 1,65
%2 79 59,19 + 1,66
K 79 88,05+ 1,90
% 0,001 79 92,72+ 1,94
%0,01 79 90,14 + 1,90
% 0,1 79 92,96 + 1,94
% 1 79 90,57 1,92
%2 79 87,04+ 1,94
K 79 51,97+1,16°
% 0,001 79 52,85+ 1,19
%0,01 79 5434 +£1,16%
% 0,1 79 56,93 +1,19°
% 1 79 56,08 +1,18%®
%2 79 54,53 +£1,19®
K 79 66,08 = 0,81°
% 0,001 79 65,97+ 0,83°
%0,01 79 67,63+ 0,81%
% 0,1 79 68,82 £ 0,83°
% 1 79 68,87+ 0,82°
%2 79 67,52+ 083"
K 79 77,84+ 1,12
% 0,001 79 79,68 1,14
%0,01 79 80,02+ 1,12
% 0,1 79 82,19+ 1,14
% 1 79 81,23+1,13
%2 79 80,23+ 1,14
K 79 7,52+0,16

% 0,001 79 7,48+0,16
%0,01 79 7,44+0,16

% 0,1 79 7,69+0,17

% 1 79 7,47+0,16
%2 79 7,09+0,17

K 79 5,14+0,07

% 0,001 79 5,34+0,08
%0,01 79 5,29+0,07

% 0,1 79 5,17 +0,08
% 1 79 524+0,07
%2 79 5,15+0,08

K 79 10,75+0,82
% 0,001 79 12,36 +0,84
%0,01 79 12,8+0,82

% 0,1 79 10,87 0,84
% 1 79 10,68 + 0,83
% 2 79 10,05+ 0,84
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Grup etkilesimleri: LIN: P=0,001; STR: P=0,05

ab¢. Ayni siitiin arasinda farkli harfleri tasiyan ortalama degerler arasi fark istatistiksel agidan énemlidir

(P<0,001).

Cizelge 3.18. Dozlardan Bagimsiz olarak PVA Gruplart Arasi Motilite ve Kinetik Parametre
Ortalamalarmin (X + Sx) Karsilastirilmast

Parametre N PVA9 N PVA 18 N PVA 100

Motilite 225 61,09 + 0,99° 120 64,18 + 1,36° 119 61,71+ 1,37°
Progresivite 225 0,14 + 0,005 120 0,12 + 0,007 119 0,14 + 0,007
VCL 225 113,82 = 0,94 120 111,07 =1,28 119 112,25 = 1,29
VSL 225 66,17 +0,926° 120 60,63 = 1,269° 119 60,63 + 1,269°
VAP 225 96,13+ 1,082° 120 90,37 + 1,482° 119 84,24 + 1,488°
LIN 225 58,05 = 0,6° 120 54,68 = 0,9 119 50,62 + 0,9°
STR 225 68,52 + 0,46 120 66,79 + 0,63 119 67,14 + 0,63
WOB 225 84,32 + 0,63 120 81,39 +0,87° 119 74,89 + 0,87°
BCF 225 6,95 + 0,09° 120 7,48 +0,12° 119 7,92 40,13
ALH 225 5,09 + 0,04 120 5,28 + 0,06 119 5,30 + 0,06
Hiper 225 10,68 + 0,46° 120 10,61 + 0,64° 119 12,45 + 0,64°

abe: Ayni siitiin ve satirlar arasinda farkl harfleri tasiyan ortalama degerler arasi fark istatistiksel agidan
o6nemlidir (P<0,001).

3.6.3. Canh Spermatozoa Oram (SYBR-PI)

Canli Spermatozoa (SYBR-PI) oranlarina ait sonuglar Cizelge 3,19’da

verilmistir. Buna goére PVA’iin grup (P=0,964) ve alt gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik gozlemlenmemistir (P=0,953). Bunun yaninda grup doz

etkilesimi agisindan da herhangi bir farklilik saptanmamustir (P=0,998).

Cizelge 3.19. Cozlim Sonu Gruplara gére Canli Spermatozoa Degerleri

N PVA9 N PVA 18 N PVA 100 X +Sx
K 23 82,51 2,36 17 85,58 +2,29 20 82,86 + 2,34 83,65 + 1,54
% 0,001 23 83,82 + 1,63 17 82,74 +3,65 20 83,36+2,27 83,30 + 1,54
% 0,01 23 83,34 +2.32 17 83,59+2,65 20 82,03+246 82,98 + 1,54
% 0,1 23 80,45+ 3,3 17 8297+2,72 20 83,03+2,38 82,14 + 1,54
% 1 23 80,61 +2,75 17 8332+2,77 200 82,272,773 82,06 + 1,54
% 2 23 82,31 +2,51 17 82,51+3,12 20 813,15 81,93 + 1,54

X = Sx 82,175+ 1,01 83,453 £ 1,175 82,424 + 1,083
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Grup: P=0,694; Alt Grup: P=0,953; Grup x Altgrup: P=0,998

abe, Aynui siitiin ve satirlar arasinda farkli harfleri tagiyan ortalama degerler arasi fark istatistiksel agidan
o6nemlidir (P<0,001).

3.6.4. Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi (FITC-PNA)

Intakt akrozom biitiinliigii agisindan degerlendirildiginde; en yiiksek akrozom
biitiinliigli PVA’iin 9 kDa % 0,001 grubunda 87,18 + 1,11 olarak elde edilmistir
(Cizelge 3.20). Gruplar arasinda gerceklestirilen degerlendirmeye gore de en yiiksek
oran diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur
(P<0,001). Grup doz iliskisi bakimindan ise en yiiksek oran daha diisiik
konsantrasyonda kullanilan % 0,001 grubunda 85,76 + 0,83 olarak tespit edilmistir
(P<0,002).

Cizelge 3.20. Gruplar Arasi Coziim Sonu Intakt Akrozom Degerleri.

N PVA 9 N PVAIS N PVA 100 X +Sx
K 22 822+1,05 19 76,64 =227 19  785+1,06 79,11 + 0,83%
%0,001 22 87,18+ 1,11 19  84,22+0,86 19 8589+1,12 85,76 + 0,83°
% 0,01 22 846611 19 80,76 1,21 19 82,02+0,73 82,47 +0,83%
% 0,1 22 8121+131 19 80,99 +1,18 19 81,03+1,19 81,07 +0,83°
% 1 22 77,51+1,58 19 77,49 £ 1,66 19 7504+2,22 76,68 + 0,83°
% 2 22 7859+1,77 19 7573+1,82 19 74,77+ 1,61 76,36 + 0,83°
X = Sx 81,891 + 0,56° 79,304 + 0,60° 79,544 + 0,60°

Grup: P=0,002; Alt Grup: P=0,001; Grup x Altgrup: P=0,665

abe, Aynui siitiin ve satirlar arasinda farkli harfleri tagiyan ortalama degerler arasi fark istatistiksel agidan
onemlidir (P<0,001).

3.6.5. Mitokondriyel Aktivite Oram (JC-1)

Mitokondriyel aktiviteler incelendiginde, en yiiksek ¢6ziim sonu mitokondriyel
aktivite 73,09 = 21,8 ile PVA 9 kDa % 0,001 grubunda (Cizelge 3.21) elde edilmis ve

diger tiim alt gruplara oranla istatistiksel olarak yliksek bulunmustur (P<0,001).
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Gruplar arast degerler bakildiginda ise en yiiksek aktivite 56,15 + 9,78 ile % 0,001

gruplarinda elde edilmistir (P<0,05).

Cizelge 3.21. Gruplar Aras1 Coziim Sonu Mitokondriyel Aktivasyon Degerleri.

N PVA 9 N PVA 18 N PVA 100 X + Sx
K 10  100+0 10 1000 9 100 +0 100 + 9,78°
0,001 10 73,09+21,8 10 43,15+ 10,67 9 52,22 + 15,84 56,15 +9,78"
0,01 10 32,82+21,68 10 28,13+11,98 9  2745+1959 29,46 + 9,78
0,1 10 29,14+21,42 10 20,73+13,7 9 13,96 + 24,82 21,27 +9,78"%
1 10 22,17+19,48 10 15,12+17,29 9 15,41 + 18,37 17,56 + 9,78
2 10 15,43 +£22,55 10 894+16,29 9 5,7+ 16,9 10,02 +9,78°
X = Sx 45,44 + 6,79 36,01 £ 6,79° 35,79 7,16

Grup: P=0,526; Alt Grup: P=0,001; Grup x Altgrup: P=0,998

abe, Aynui siitiin ve satirlar arasinda farkli harfleri tagiyan ortalama degerler arasi fark istatistiksel agidan
o6nemlidir (P<0,001).
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4. TARTISMA

Kecilerde dondurma protokollerinin iyilestirilmesi amaciyla bir¢ok arastirmaci
tarafindan gesitli sulandirict (Leboeuf ve ark., 2000; Mara ve ark., 2007 ve Kulaksiz,
2014), farkh tiirlerin yumurta saris1 (Chauhan ve Anand, 1990 ve Kulaksiz ve ark.,
2010), kriyoprotektan (Tirpan ve Tekin, 2015), lipitler, antioksidanlar (inang ve Uysal,
2016, Uysal ve Bucak, 2007 ve Atessahin ve ark., 2008), kriyoprotektan ekleme-
cikarma (Memon ve ark., 1985), dondurma hizlar1 (Salamon ve Ritar, 1982) ve
yontemi (Gacitua ve Arav, 2005) cekirdeklenme sicakligi (Ritar, 1990) calismasi
gerceklestirilmistir. Bunun yaninda reprodiiksiyon alaninda sperma alma yontemleri,
androlojik muayene sistematikleri, damizlik hayvan se¢im kriterleri, yardime1 tireme
teknikleri, bilgisayar destekli sperma muayene yoOntemleri ve farkli cihazlar

yardimiyla spermatolojik parametrelerin degerlendirilmesi konulari ilgi gérmiistiir.

Kriyoprezervasyon islemi, spermatozoonun ejakiilasyon sonrasi olgunlagsma ve
fertilizasyona dogru ilerleme siirecindeki yapay bir kesintiye ugramasini temsil
etmektedir. Bugiine kadarki en iyi koruma teknikleriyle bile, kriyoprezervasyon
islemi, spermatozoada hasarlara neden olmaktadir. Bu yapay kesintiyi bireylerin sahip
oldugu sperm kalitesi de onemli bir sekilde etkilemektedir. Bu yiizden spermasi
dondurulacak bireylerin dondurma islemi ncesinde, spermatolojik testlerine de 6nem
verilmelidir. Yukarida belirtilen ¢aligmalarda kriyoprezervasyon, fertilite tizerindeki
etkilerini sperm membranlari, hiicre iskeleti, flagellar hareket aparat1 ve DNA ile hiicre
metabolizmasini etkileyerek gosterdigi bildirilmektedir. Ayrica, dondurma ve
takibindeki ¢ozdiirme islemleri, geriye kalan canli spermatozoayi, kriyoprezervasyon
oncesi spermatozoadan fizyolojik olarak daha farkli kilmaktadir. Spermatozoa, in vivo
ve in vitro ortamindaki her tiirlii strese karsi ¢ok hassas hale gelmektedir. Bunun
sonucu olarak, dondurulmus spermadan elde edilen fertilite, taze spermadan elde
edilene gore daha diisiiktiir. Bu nedenle, spermatozoanin ¢6ziim sonu kalitesinin dogru
bir sekilde degerlendirilmesi i¢in, dondurma oncesi kosullarin da objektif bir

muayenesi gerekmektedir. Suni tohumlama endiistrisinin, dondurulmus spermanin
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fertilizasyon kapasitesi hakkinda bilgi edinebilmesi agisindan bu konu biiyiik 6nem

tagimaktadir.

Spermanin ortam sicakliginda depolanmasi tek basma spermatozoanin
fertilitesini onemli Ol¢iide diistirmemekte, ancak depolamanin potansiyel siiresini
sinirlamakta, bu nedenle uzun vadeli saklama i¢in sivi azotta -196 ° C'de
kriyoprezervasyon gerekmektedir. Kritik sicaklik araligindaki dondurma hizlari,
kriyoprezervasyon islemi sirasinda ¢ok onemlidir. Ciinkii bu durum, spermatozoanin
kendi hiicre dis1 ortamlariyla dengede kalabilecegini veya gittikge asir1 soguyarak
hiicre i¢i buz olusumu ihtimalinin artmasini belirlemektedir (Kumar ve ark., 2003).
Yavas sogutma sirasinda, spermatozoa dehidrasyonu en fazla, intraseliiller ve
ekstraseliiler bosluk arasindaki ozmotik denge noktasina kadar ve siklikla da zararh
olan hiicresel dehidrasyona kadar ilerleyebilmektedir. Ancak, sogutma oraninin ¢ok
fazla yiikseltilmesi, yavas dehidrasyondan &tiirii hiicre i¢i buz olusumunu
engellememektedir. Bu nedenle, spermatozoanin canli kalabilmesi optimum soguma
oranina baghdir. Optimal sogutma orani ile hiicre i¢i ¢dziinenlerin konsantrasyonunun
asir1 artig1 ve hiicre ici dehidrasyon azaltilmakta ve bdylece sperm hiicrelerinin asir
biiziilmesininin dniine ge¢ilmektedir. Bununla birlikte, optimum sogutma oranlarinda
dahi, spermatozoa, kisa bir siire boyunca olumsuz kosullara karsi savunmasiz

kalmaktadir (Woelders, 1997).

Dondurma sirasinda olugan donma hasarina karsi koruma saglamak i¢in KKA
kullanilmaktadir. KA A'larin kiicre membranlarindan makul derecede hizli bir sekilde
gecebilmek i¢in diisiik molekiiler agirlikta "Hiicre i¢i" KKA'lar (hiKKA'lar) ve daha
yilksek molekiiler agirliktaki "Hiicre dis1" KKA'lar (hdKKA’lar) olarak
simiflandirilmaktadirlar. En yaygin kullanilan hiKKA'lar dimetil siilfoksit, etilen
glikol, gliserol ve propilen glikoldiir. Ancak bunlarin disinda farkli hiKKA’lar da
tanimlanmistir (Fahy, 2015)

Nispeten yeni bir kriyoprotektan tipi, buz veya buzla ¢ekirdeklestirici ajanlar
ile spesifik etkilesime girme yetenegine sahip bir AFP ve AF(G)P ve sentetik tiirevi

PVA tanimlanmistir (Deller ve ark., 2014). Bu molekiiller, buz kristallerinin ylizeyine
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adsorbe edebilen ve sicaklik, buzun termodinamik erime noktasinin altina diistigi
zaman bile bu buz kristallerinin biiylimelerini onleyen proteinlerdir (Carpenter ve
Hansen, 2002 ve Devries ve Wohlschlag, 1969). Yukarida bahsi gegen gliserol ve diger
tiirevleri gibi yiiksek hidrofilik 6zellige sahip, diisiik molekiiler agirlikta, BKI’nu, DBS
ve TH ozelligi tespit edilen bir PVA sentetik polimerin kan hiicresi dondurmada

yiiksek etkinligi kesfedilmistir (Deller ve ark., 2014).

Kullanilan farkli molekiiler agirlikta PVA’lerin, sulandirict ¢ekirdeklenme
sicakligim degistirmeden (DBS, TH ve BKI 6zellikleri ile) gliserole ek kriyoprotektif

olarak kullanilabilirligi, tez ¢aligmasinin hipotezini olusturmaktadir.

Arastirmada farkli konsantrasyonlarda gliserole ek olarak kullanilan PVA 9,
18 ve 100 kDa konsantrasyonlarinin ¢6ziim sonu motilite ve diger spermatolojik
ozellikler bakimindan yakin bulunmasi; PVA’iin BKi, TH ve DBS ozellikleri
acisindan etkiledigini gdstermektedir. Ancak bu etkiyi agirlikli olarak TH ve BKI
ozelligi ile gosterdigi diisiiniilmektedir. Cekirdeklenme goriintiilenmesi sirasinda elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde en iyi ¢6ziim sonu motilite kontrol grubuna gore
(60,91 + 1,75) sirastyla PVA % 0,001; 0,01; 0,1; 1 ve 2 i¢in % 65,61 + 1,79; 66,68 +
1,75; 62 £1,79; 60,81 + 1,77; 57,96 + 1,79 olarak tespit edilmistir (P<0,001). Gruplar
icerisinde PVA 9 kDa, 18 kDa ve 100 kDa’nin % 0,01’lik konsantrasyonunun
kullaniminin ¢ekirdeklenme sicakligini degistirmeden latent 1s1 artig siiresini uzattigi
gbzlemlenmistir. Ancak ¢alismanin 2 temel ¢ikarimi ise; % 3 gliserol ve % 2 PVA
kullaniminin % 5 gliserol igeren kontrol grubuna yakin (60,91 £ 1,75 = 57,96 £ 1,79)
¢ozlim sonu motilite degerine sahip olmasi ve kullanilan farkli PVA gruplarinda STR
ve LIN degerlerinin yiiksek ¢ikmasi olarak gosterilebilir. Canli spermatozoa (SYBR-
PI) oranlarina ait sonuglar Cizelge 3,19°da verilmistir. Buna gére PVA’iin grup
(P=0,964) ve alt gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gbzlemlenmemistir (P=0,953). Arastirmada kullanilan farkl PVA
konsantrasyonlarinin spermatozoa canlilig1 lizerine olumsuz bir etki gdstermezken,
¢ozlim sonu spontan akrozom reaksiyonunu da herhangi bir grupta indiiklememistir
(P>0,001). Mitokondriyel aktiviteler incelendiginde ise, ¢oziim sonu en yiiksek

aktivite 56,15 £ 9,78 ile % 0,001 gruplarinda elde edilmistir (P<0,001). PVA
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gruplarinda ise bu oran en yiiksek PVA 9 kDa grubunda 73,09 + 21,8 olarak
gbzlemlenmistir (P<0,05). Motilite degerlerinin ana grup sonuglarinda kontrole oranla
yiiksek olmast (~ % 1-2) ve PVA 18 ve 100 % 0,01 grubunda (~ % 7), kinetik
parametrelerden STR ve LIN yiiksek olmas: ile progresivite saglamasi, bununla
birlikte canli spermatozoa ve intakt akrozom degerlerinde goriilen yiiksek membran
koruma Ozelligi nedeniyle kriyoprotektanlara PVA eklenmemesinin sperma

sulandirici1 kompozisyonuna bir alternatif sunabilecegi kanaatine varilmistir.

Calismada kullanillan farkli sperma alma yontemleri agisindan TDM
yonteminin, Suni Vajen (SV) yontemine 6nemli bir alternatif olacagi tespit edilmistir.
TDM yonteminin etkinliinin gosterilmesi amaciyla 16 bireyden alinan sperma
orneklerine ait spermatolojik 6zellikler Cizelge 3.7°de verilmistir. Calismada, TDM
uygulanan 16 bireyden 14’iinde (14/16) % 87.5 oraninda basarili bir sekilde sperma
elde edilebilmistir. Sirasiyla hacim, kitle hareketi, toplam motilite, ejakiilasyon siiresi
ve konsantrasyon 0,64 + 0,45 ml; 2,71 + 0,4; 58,18 = 18,73 3,41 + 1,26 dk ve 3,68 =
0,46 x 10° / ml olarak belirlenmistir. Abril-Sanchez ve ark. (2017) tarafindan
gerceklestirilen ¢alisma ile karsilastirildiginda sperma hacmi benzer, kitle hareketi ve

motilite diislik, konsantrasyon ise yiiksek bulunmustur.

TDM yontemi ile tekelerde (Abril-Sanchez ve ark., 2017) ve farkli hayvan
tiirlerinde gerceklestirilmis bazi ¢alismalar bulunmaktadir (Schmitt ve Hildebrandt,
1998; Palmer ve ark., 2005; Sylla ve ark., 2015 ve Ibrahim ve ark., 2016). Ancak
yukarida bahsi gecen calismalarin higbiri bu arastirmada kullanilan yontemle
ortismemektedir. Bu ¢aligsmalarda kullanilan yontem farkliliklar1 ve degisik tiirlerde
gerceklestirilmesi nedeniyle karsilastirmalar subjektif degerlendirilmistir. Kurulan
metodolojiye en yakin c¢alisma, Abril-Sanchez ve ark. (2017) tarafindan
gerceklestirilen tekelerin eklenti bezleri US yardimiyla goriintiilenmesi ve prob
yardimiyla ampullaya masaj yontemidir. Elde edilen sonuglar EE yoOntemiyle
karsilagtirnlmistir ve bu yoOnteminin, EE yontemine goére daha etkin oldugu
bildirilmistir. EE ile ejakiilasyon i¢in ihtiya¢ duyulan elektiriksel stimiilasyonun daha
yiiksek (P<0,00001) ve kortizol seviyesinde artisa neden oldugu (P<0,04), ancak

spermatolojik ozellikler bakimindan bir farklilik goézlemlenmedigi bildirilmistir.
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Tekelerden sperma almak icin pratikte kullanilan 2 yontem tanimlanmistir. Bunlardan
ilki ve siklikla kullanilant SV yontemidir (Palmer ve ark., 2005). Diger yontem ise EE
yontemidir. EE ile spermanin alinmasi hayvan refahi nedeniyle tartisma konusu haline
gelmistir (Palmer ve ark., 2005). SV ile sperma alimi, EE ile karsilastirildiginda daha
fazla tercih edilen bir yontemdir. Bununla birlikte, SV'yi kullanmak belirli bir aligtirma
stiresi gerektirir ve androlojik muayenede anlik uygulamasi sinirlidir. Bunun yaninda,
EE ile alinan sperma kalitesi SV alinan spermden farklidir (Giuliano ve ark., 2008 ve
Marco-Jimenez ve ark., 2005); spermatolojik kalitesi diisiik (Santiago-Moreno ve ark.,
2011) ve pH’s1 yiiksek (Griboni ve ark., 2017 ve Ungerfeld ve ark., 2016) ve daha
fazla miktarda seminal plazma igermektedir. Dondurma-¢6zdiirme sonrasinda da
spermatolojik kalitesi daha diisiiktiir (Ungerfeld ve ark., 2016 ve Freitas-De-Melo ve
ark., 2017). Bunlarin yaninda goriilen diger bir problem de EE uygulamasi sirasinda
iirinasyon ile spermanin kontamine olmasidir (Palmer ve ark., 2005). Bu ¢alismada,
Ankara kecilerinden TDM kullanilarak daha iyi kalitede, iirinasyon indiiklenmeden ve
diger caligmalara oranla daha yiiksek konsantrasyonda sperma alinmistir. Bu prosediir
diistik libido, ayak hastaliklar1 ve ereksiyon yetenegi olmayan durumlarda tercih
edilebilir. Bununla birlikte, TDM ile ilgili Ankara kegilerinde herhangi bir ¢alisma
rapor edilmemistir. TDM yontemi, SV, EE ve testikiiler aspirasyona gerek kalmadan,
Ankara kecilerinde TDM ile sperma alma, bu g¢alisma ile bildirilen ilk orjinal

yontemdir.

Caligma siiresince SV yardimiyla alinan spermalarin spermatolojik 6rneklerine
bakildiginda 7 bireye ait 75 ejakiilatin hacim degerleri arasinda genis varyasyonlar
gbzlemlenmistir. Buna gore en yliksek 2,8 ml, en diisiik 0,4 ml ve ortalama 1,13+ 0,41
ml olarak 6l¢iilmiistiir. Alinan ejakiilatlarin renk skorlar1 kaydedilmistir. Alinan 75
ejakiilata ait 2,08 + 0,89 ortalama degeri krem renk ejakiilati temsil etmistir. Kivam
icin uygulanan skalaya gore spermalar en yiiksek 14 sn, en diisiik 1 sn ve ortalama
2,14 + 0,81 olarak 6l¢iilmiistiir. Kitle hareketi en diisiik 1 degerini alirken, en yiiksek
5 ve ortalama 3,97 + 0,97 olarak tespit edilirken, subjektif motilite degeri en yliksek
95, en az 40 ve ortalama 82,74 + 8,97 olarak belirlenmistir. Faz kontrast mikroskop
yardimiyla spermatozoon progresivitesi de degerlendirilmistir. Buna gore en yiiksek

70, en diisiik 10 ve ortalama 82,74 + 8,97 olarak tespit edilmistir. Accucell fotometre
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yardimiyla belirlenen en yiiksek yogunluk 10248 x 10°, en diisik 2219 x 10° ve
ortalama 4846,37 + 1852,94 spermatozoon/ml olarak &l¢giilmiistiir. Toplam anormal
spermatozoa orant en yiiksek 22, en diisiik 3 ve ortalama 7,24 + 4,16 olarak
belirlenmistir. Canli spermatozoa ise en yiiksek 96, en az 60 ve ortalama % 88,93 +
6,09 olarak tespit edilmistir. Casa motilite ve progresivite degerleri ise sirasiyla
ortalama 77,86 + 12,19 ve 44,71 = 14,33 olarak, en yiiksek 95, en diisiik 38 objektif
motilite, en yiikksek 72, en diisiikk 14 olarak Olclilmiistiir. Genellikle bu Olgekte
gerceklestirilen ¢aligmalarda bireysel farkliliklarin g6z ardi edilebilmesi i¢in sperm
ornekleri birlestirilir (Atessahin ve ark., 2008). Bir¢ok arastirmaci “pooling”
sonrasinda herhangi bir negative etki gozlemlememistir (Atessahin ve ark., Inang,
2016 ve Kulaksiz ve ark.,, 2011). Ancak calismada bireysel olarak sperm
dondurulabilirliginin  ortaya konulabilmesi i¢in ornekler bireysel olarak
dondurulmustur. Ankara kecilerinde gergeklestirilen ¢aligmalarda elde edilen bazi
spermatolojik degerler benzerlik gostermektedir (Salamon ve Ritar, 1982; Ritar ve
Salamon, 1983; Ritar ve ark., 1992; Daskin ve Tekin, 1996; Atessahin ve ark., 2008
ve Bucak ve ark., 2009). Ancak Accucell fotometre ile Ol¢iimii gergeklestirilen
spermatozoa yogunlugu diger arastirmacilarin hemasitometrik yontem ile Slgiilen
degerlerin yiiksek bulunmustur. Elde edilen sonuglar arasindaki genis varyasyon,
sulandiricidda  kullanilan PVA  partikiillerinden etkilenmis olabilir. Bu yiizden,
spermatozoa yogunlugunun belirlenmesi amaciyla teke spesifik formiiliin yeniden
degerlendirilmesi ve farkli sulandiricilar ile elde edilen sonuglara gore kalibrasyonun

gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Sperma dondurulabilirligi ile ilgili ¢6ziim Oncesi ve sonrasi delta (A) farklar
ortaya konulmustur. Buna gore ¢6ziim dncesi ve sonrasi sirastyla 9 kDa, 18 kDa ve
100 kDa gruplarina ait ortalama A motilite farklar1 -26,57, -25,66 ve -9,55 ve A
progresif motilite yiizdeleri sirasiyla -24.71, -21 ve -8.90 olarak bulunmustur. En
diistik ortalama AVAP, AVSL, AVCL degerleri grup PVA 100 kDa ile elde edilmistir.
Ureme sistemi organlarinin (Testis-TEST, Epididimis-EPY, Vezikiiler-VG ve
Bulbiiretral-BUB bez) US tarafindan goriintiilenmesi ve Image-J programu ile piksel
yogunlugunun degerlendirilmesi ile sperma kalitesi arasinda anlamli bir iliski

bulunmustur. Regresyon testine gore sag ve sol testis arasinda testikiiler dejenerasyon
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indeksi (TDI) agisindan sirasiyla 1.6 = 0,5 ve 2 + 1 olan genel bir anlaml fark (P
<0,05) vardir. Dondurma prosediiriine bagli olarak en yiiksek hareket kayb1 (% 30,9)
ve canlilik spermatozoa kaybi (% 26), TDI yiiksek olan bireyler iizerinde tespit
edilmistir. Testikiiler parangime ait hacim, PGY ve alan arasinda yiiksek iliski diizeyi
(P <0,05) tespit edilmistir. Ayrica, testikiiler ve EPY alanlari, ejakiilat hacmi ve EPY-
Piksel gri yogunlugu (PGY), BUB PGY arasinda yiiksek iliski saptanmistir (P<0,05).
Yiksek PGY diizeyleri motilite acisindan kot sperm kalitesiyle iligkili

goriinmektedir.

Sperm parametreleri ile PGY arasindaki korelasyon diisiik ve genellikle farkli
caligmalarda ¢eliskili oldugundan, bu sonuglarin yorumlanmasi zor olmustur (Kastelic
ve Brito, 2012 ve Tomlinson ve ark., 2017). Bununla birlikte, cinsel olarak aktif, asim
kabiliyetindeki hayvanlarm TDI'sindeki degisimi acgiklamak zordur. Daha onceki
calismalarla uyumlu olarak, TDI herhangi bir anda sperma parametreleriyle
korelasyona sahiptir. Buna ragmen, Tomlinson ve ark. (2017)'ye gore, bu uygulama
herhangi bir zamanda alinan sperma ornekleri ile testikiiler parankimin birkag¢ hafta
sonrasinda alman ejekiilasyon degerleri ile korelasyon goOstermemesi nedeniyle

sperma kalitesiyle iliskilendirilemiyecegi goriisiinii belirtmistir.

Ancak, US ile lireme organlarimin goriintiilenmesi BAMS’1n kiigiik gevis
getiren hayvanlarda uygulanmasma yonelik yiiksek etki yaratacak yenilik¢i bir
teknolojiyi temsil etmektedir. TDI ve PGY skorlama ydntemleri, pratik kullanima
adapte edilerek sperm kalitesi degerlendirmesi ve sperma dondurulabilirligi icin
faydali tan1 araglar1 olarak gelistirilebilir. Spermanin dondurulmasi bir dizi ardisik
basamak icerir ve bu basamaklardan her biri sperma ¢oziim sonu kaliteyi
etkilemektedir. Buna ragmen, ¢alismalar siklikla kriyoprotektan se¢imi ve sogutma
hiz1 gibi birka¢ ana asamaya odaklanirlar. Dondurma 6ncesi kosullar, ¢esitli faktorler
arasindaki etkilesimler, ¢oziinme sonrasi kriyoprotektanlarin uzaklastirilimas: ve
ekilibrasyon gibi diger faktdrler nadiren incelenmistir. Buna ek olarak, erkek/bireysel
varyasyon literatiirde yaygin olarak bilinmektedir (Leibo ve Bradley, 1999 ve Holt,
2000); Kotii dondurabilirlige sahip bireylerin ¢ozdiirme sonrasindaki sperma kalitesi

mevcut sperm kriyoprezervasyon teknikleri i¢in en biiylik sorunu teskil etmektedir.
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Dong ve ark. (2005) bir sperm tolerans modeli 6nermis ve kriyoprezervasyona dar
toleransli (zayif dondurucular) bireylerin protokoller arasinda daha dar bir aralik
barindirabilecegini ve sistematik prosediir optimizasyonundan en c¢ok fayda
saglayacagini Onermistir. Bu durumdan bagimsiz olarak, spermlerin zayif
dondurulabilirlige sahip oldugu ejakiilatlarda, kriyoprezervasyon kosullarinin
iyilestirilmesinin spermatozoanin dondurulabilirligini gelistirdigi, domuz sperm
kriyoprezervasyonu ile ilgili son arastirmalarla bagimsiz olarak dogrulanmistir

(Hernandez ve ark., 2007).

Sperm kriyoprezervasyonu en hizli ilerlemeyi boga alaninda elde etmistir. Bu
tirlerin ~ spermatozoasinin  dondurulmasinda  uzun  yillardir  seleksiyon
uygulanmaktadir. Bogalar projeny test ve genomik seleksiyon yontemleri ile sperma
istasyonlarina aday olarak secilmektedir. Ancak burada en dikkat cekici olan;
bireylerin uzun yillardir uygulanan, son se¢im kriteri olarak spermasinin yiiksek
dondurulabilirlige sahip olmasidir (Vishwanath, 2003). Uzun yillardir spermanin
dondurulmasinda farkli kriyoprezervasyon yontemleri uygulanmig ve pratik olarak
suni tohumlama uygulamasi igin gereken ¢oziim sonu motilite oranlarina ulagilmistir.
Bu tiirlerde, suni tohumlama veya IVF’i takiben elde edilen basari1 oranlari,
cogunlukla, yeterli diizeydedir. Bu nedenle, bazi istisnalar disinda, kriyoprezervasyon
islemini takiben canli kalma oranini belirleyen temel kriyobiyolojik 6zellikler gézardi
edilmistir. Ancak, teke spermasinin pratik uygulamasinda ¢éziim sonu fonksiyonel

spermatozoa oranlar1 hala relatif olarak diisiiktiir (Holt, 1997).

Artik suni tohumlama merkezlerine alinacak aday se¢iminde sperma kalitesini
gosteren ultrason, termal goriintiileme (Arteaga ve ark., 2005; Vencato ve ark., 2014
ve Dagkin ve ark., 2015) ve genomik seleksiyon (a-actinins, ACTN1 and ACTN4, and
c-actin, ACTG2) yontemleri gelistirilmistir (Wimmers ve ark., 2005). Tomlinson ve
ark. (2017) yilinda yaptiklar1 ¢alismada testikiiler paransim piksel yogunlugu ile
sperma kalitesini karsilastirmis ve yliksek miktarda testikiiler fibrozis ve
dejenerasyona sahip bireylerin sperma kalitesinin diisiik oldugunu bildirmistir (P <

0,001). Bunun yaninda uygulanan muayene sistematigi ile oligozoospermik olan
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bireylerde erken tan1 olasiligini artirdig: bildirilmistir (Arteaga ve ark., 2005; Kastelic,
2014 ve Tomlinson ve ark., 2017).

Sperma dondurmada kullanilan sulandiricilarin  donma noktalar1  ve
cekirdeklenme sicakliklarinin ¢6ziim sonu parametrelere etkileri arastirmacilar
trafindan  genellikle Onemsiz kabul edilmistir. Disaridan ¢ekirdeklenme
gerceklestirilmedigi stirece % 5-7 gliserol varliginda sperma sulandiricilar -15 © C'ye
(yani donma noktasinin ¢ok altina) hizli bir sekilde sogumaktadir. Caligmada farkli
PVA konsantrasyonlarinin ¢ekirdeklenme sicakligini degistirmedigi gdzlemlenmistir.
Ancak donma sicakligini diisiirdiigii ve buna bagl olarak latent 1s1 artisin1 minimize
ettigi gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda toplam donma siireleri de buna bagl olarak

goreceli bir sekilde azalma gdstermistir.

Calismada en yliksek g¢ekirdeklenme baslangi¢ sicakliklart A3, B3 ve C3
gruplarinda kaydedilmistir. Cekirdeklenme bitis sicaklar1 arasinda biiytik bir farklilik
gozlemlenmemistir. Buna bagli olarak latent 1s1 artis siireleri en yiiksek A3, B3 ve C3
gruplarinda sirasiyla; 7, 8 ve 7 olarak tespit edilmistir. Calismada elde edilen verilere
paralel olarak, Watson (1995), ger¢eklestirdigi ¢alismada donma sirasinda olusan
yiikksek 1s1 artiginin spermaya zararli olabilecegi goriisiinii ortaya koymustur.
Dondurulan numunenin sicakliginin, latent kristallesme gelistikce donma noktasina
yakin bir hizda hizla sicaklik yiikselir. Ornekler, kontrollii bir dondurucuda, numune
sogutma 'rampast' sicakligina dondiigiinde, latent 1s1 dagilmasinin hemen ardindan ¢ok
hizl1 bir sogutma fazi verir. Bu noktada, hiicresel buz ¢ekirdegi olusumu spermatozoa
canliligr agisindan tehlike olusturmaktadir (Watson, 1995). Bununla birlikte, bazi
arastirmacilar ¢ekirdeklenme sicakliginin disaridan indiiklenmesinin goreceli bir
avantaj sagladigini bildirmis (Critser ve ark., 1987 ve Critser ve ark., 1988), digerleri
ise herhangi bir avantaji olmadigini 6ne siirmiistiir (Watson ve Martin 1975 ve Fiser
ve ark., 1991). Ritar ve ark. (1990), ise 6nceden sogutulmus tel 1zgaralarin yada delikli
plakalarin kullaniminda, payete sadece 2 noktada metal ile temas ettiklerinde ¢oziim

sonu degerlerinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir.
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Soguk soku sonucu spermatozoondaki hasarinin derecesi, sadece sicakliktaki
diisiise bagl degil, ayn1 zamanda bu diisiisiin hizina da baglidir. Daha sonra yapilan
motililte degerlendirmesi ile sicaklik diisiis hiz1 i¢in 0-5 © C araliginin en kritik aralik
oldugu bulunmustur. Dikkatle kontrol edilen bir dizi deneyde, -9 ° C'nin altinda
cekirdeklendirilmis numunelerde daha diisiik canlilik elde edilmistir. Bu durumu
dogrular sekilde -5 ° Cila-7.5 ° C arasindaki daha ytiksek sifirin altindaki sicakliklarda
cekirdeklenme saglanmasi daha yiiksek canlilik ile sonuglanmustir (Ozkavukgu ve
Erdemli, 2002). Genel olarak, sogutma hiz1 ne kadar hizliysa, hasar o kadar agir
olmaktadir (Kayser, 1990). Sicaklik diislis oraninin, spermatozoanin sonraki aktif
omriinii de belirledigini gosteren daha ileri kanitlar mevcuttur (Andrabi, 2007).
Dondurulmus spermatozoa, ¢ozdiirme islemi sirasinda ultra-mikroskobik buz
kristallerinin daha biiyiikk buz kristallerini  olusturumak i¢in  yeniden
kristallestirilmesine bagli olarak daha ileri derecede hasar almaktadir (Watson, 1995
ve Woelders, 1997). Farkli PVA dozlarina alinan cevaplar bakimindan PVA
kullaniminin sperma dondurma sirasinda olusan hasari, latent 1s1 artigindaki siireyi

uzatarak gosterdigi kanaatine varilmistir.

Calismada kullanilan farkli PVA konsantrasyonlarinin ¢6ziim sonrasi motilite
sonuglarinin kontrole gore daha iyi oldugu tespit edilmistir. Kullanilan farkli PVA 9,
18 ve 100 kDa tiirevlerine gore 61,097 + 0,99; 64,183 + 1,36; 61,718 £+ 1,37 olarak
elde edilmistir. Bu degerler kontrole gore (60,91 = 1,75) istatistiksel olarak daha
yiiksek tespit edilmistir (P<0,001). En yiiksek ¢6ziim sonu motilite PVA 18’de
bulunmustur (P<0,001). PVA gruplarinin farkli dozlarindan elde edilen ¢6ziim sonu
motiliteler kontrole gore 60,39 + 2,06; 64,96 + 2,59; 57,4 + 4,08 sirasiyla % 0,001;
0,01 ve % 0,1 (PVA 100 % 0,1 harig) istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur. Doz
gruplarinda daha yliksek ¢6ziim sonu motilite sonuclar1 elde edilmistir (P<0,001).
PVA’in sperma dondurulmasi iizerine etkisini ¢alisan ¢ok az sayida arastirmaci
bulunmaktadir. Schmehl ve ark. (1986), ko¢ spermasinin dondurulmasinda gliserole
ek olarak 17 farkli maddenin ¢o6ziim sonu spermatolojik etkileri {izerine
gerceklestirdikleri calismada; gliserol ve yumurta sarisina ek olarak PV A kullaniminin
¢oziim sonu motilite oranlarini artirdigi bildilmistir (P<0,05). Buna benzer sekilde,

Asada ve ark. (2002) in vitro mature edilmis sigir oositlerinin vitrifikasyonunda %
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0,05, 0,1, 0,5, ve 1 PVA kullanarak ger¢eklestirdikleri calismada; vitrifikasyon sonrasi
en yiiksek morulaya ulasan embriyo oranmi % 0,1 (% 18,8) PVA takviyeli
vitrifikasyon solusyonunda elde etmistir. Buna ek olarak % 0,1 PVA ile takviye
edilmis vitrifikasyon soliisyonunda, oosit morula gelisim evresi oraninin (% 7,7), %
0,05 ve % 1 PVA’e gore anlaml derecede yiiksek oldugunu bulmustur (P<0,05).
Bununla birlikte, PVA ilavesinin olumlu etkisi blastosist gelisim asamasinda
gbzlemlenmemistir. Sonug olarak, % 0,1 PVA eklenmesinin, normal vitrifikasyon
soliisyonlarindan daha yiiksek oranda morula evresine ulasan embriyolar elde
edilebilecegini ve in vitro vitrifikasyon icin medyumlar igerisinde fotal buzagi

serumunun yerini alabilecegini onermistir.

Risopatron ve ark. (2002) kdpek spermasinin in vitro inkiibasyonu i¢in hiicre
kiiltliri medyumu (TCM-199), sperm kiiltiir medyumu (Sp-TALP) ve insan tiibiiler
stvisina, % 1, 4 ve 6 sigir serum albumin (BSA) veya % 0,8 PVA ilavesinin
spermatozoa akrozom membrani, motilite ve canlilig1 {izerine etkisini incelemislerdir.
Albumin ve PVA kullanimimin spermatolojik parametreler iizerinde olumlu etkiler
gosterdigini (P<0,05), kontrol grubunda 52,5 + 0,8 ve % 3 PVA’de % 64,5 = 1,0
motilite sonuglar1 elde ederek gostermistir. Bununla birlikte spermatozoa canliliginda
kontrole oranla % 22,2 daha yiiksek canli spermatozoa ve % 18 daha yiiksek
akrozomal biitlinliik elde etmistir. Caligma bulgular ile karsilagtirildiginda benzer
bulgular elde edilmistir. Buna gdre spermanin in vitro manipulasyonlar i¢in kisa siireli

saklanmasinda da dis ortam medyumu olarak kullanilabilecegi 6nerilebilir.

AFP ve AF(G)P’nin sentetik bir polimeri kabiil edilen PVA’e 6rnek olarak ¢ok
az sayida calisma da AFP ve AF(G)P’nin spermatozoanin dondurma {izerine etkisini
arastirmustir. Ozellikle kog spermast iizerinde Payne ve ark. (1994), hem AFP I hem
de AF(G)P 1-8’in, AFP-1"in 10 pg/mL test edilen yiiksek konsantrasyonda kullanimi
hari¢ dondurma oncesi motiliteyi diistirdiigiinii, 0,1 pg/mL kadar konsantrasyonlarda
bile sitotoksik etki gdstererek ¢oziim sonrasi motiliteyi azalttigini bildirmistir.
Bununla birlikte sitotoksisiteye bagl olarak 10 pg/ml konsantrasyonda sadece AFP,
hareketli spermlerin motilitesini kontrole gére dnemli derecede arttirmigtir (P < 0,05).

Arastirmaci bu proteinlerin dondurma ve ¢ozdiirme sonrasi spermatozoa hareketleri
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tizerindeki etkisini agiklayan mekanizmalar 6nermistir. Bu baglamda, PVA’{in % 0,01
ve % 0,001 gruplarinda kontrole gre ¢éziim sonu spermatozoa mitokondriyel etkinligi

ve hiperaktivite artis1 (P<0,001) bazi sitotoksik etkileride tartismaya agmaktadir.

Calisma oncesinde gerceklestirilen sitotoksisite deneylerinde hiicre basina
diisen doz 12 kat artirlldiginda en yiiksek toksisite 1,88 IC 50 degeri ile PVA 100
grubunda izlenmistir. En diisiik toksisite ise PVA 12,3 IC 50 degeri ile PVA 18
grubunda elde edilmistir. Bu oran nétral red canlilik testleri ile de sirasiyla PVA 9, 18
ve 100 grublarinda elde edilen 79,51; 56,11; 50,15 degerleri ile korelasyon
gostermektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak PVA 100'in hiicrede mitokondri ve
lizozom etkinliklerinde daha toksik etki gdsterdigi sdylenebilir. Ancak ¢6ziim sonu
kinetik parametreler ile karsilastirildiginda toksik etki varligini diisiindiirecek
parametrelerden hiperaktivite kontrole (0,057) gore diisiik, STR (P<0001) ve LIN
(P<0,05) degerleri ise istatiktiksel olarak daha yiiksek bulunmustur (P<0001). Bu
durum % 2 G igeren sulandiric1 grubu ile de korelasyon gdstermektedir. Elde edilen
bu sonuglar belkide azalan gliserol konsantasyonunun toksik etkisinin azalamasi veya

vizkozitedeki diisiisten kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Prathalingam ve ark (2006) tarafindan boga spermatozoasi dondurmada
sulandiriciya ek olarak AFP-1, AFP-III ve AF(G)P’nin kullanilan konsantrasyonlardan
bagimsiz olarak (0,1 pg/mL—100 png/mL) her bir kriyoprotektan ilavesinden orta capta
bir fayda saglandig1 gézlemlenmistir. Beirao ve ark. (2012) balik spermatozoasinda da

AFP-I ve AFP-III ilavesi ile pozitif bir etki saglandigini bildirilmistir.

Arastirmada PVA’iin % 0,01 ve 0,001 guplarimin kontrole gore ¢6ziim sonu
motilite ve progresivite parametreleri daha yiiksek bulunmustur (P<0,001). Bu
sonuclar, Schmehl ve ark. (1989), Payne ve ark. (1994) ko¢ ve Prathalingam ve ark.
(2006) tarafindan boga spermatozoasinda elde edilen relatif olumlu sonuglarla
benzerlik gdstermektedir. Ancak Payne ve ark. (1994) tarafindan 6nerildigi tizere, elde
edilen ¢6ziim sonu mitokondriyel aktivite ve hiperaktivitede (% 0,01 harig) ki artigin
sitotoksik bir membran hasarma bagli olabilecegi diisliniilebilir. ATP, cAMP ve

membran baglayici lipid proteinlerinin fosforilasyonu sonucunda membran
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permeabilitesinin iki katina ¢ikarilabildigi bildirilmis ve buna bagh olarak Ca c¢ikist
gerceklesmekte ve hiperaktivasyon indiiklenmektedir (Yurdakdk ve ark., 2017). Bu
hipotezin aksi, calismamizda; ¢6zliim sonu farkli PVA konsantrasyonlari arasinda STR
ve LIN degerlerinin kontrole oranla daha yiiksek bulunmasi olarak gosterilebilir.
Farkli PVA konsantrasyonlarinda % 0,001; 0,01; 0,1; 1 ve 2 sirastyla; 52,85 + 1,19;
54,34 + 1,16; 56,93 + 1,19; 56,08 + 1,18; 54,53 + 1,19 olarak kontrole gore 51,97 +
1,16 daha yiiksek LIN elde edilmistir (P<0,001). Bunun yaninda STR degerleri de (%
0,01 benzer) ayn1 pozitif korelasyonu gostermistir (P<0,001).

Niikleus, akrozom, flagellum, mitokondri ve plazma membrani, spermatozanin
en 6nemli bolgeleridir ve ¢oziim sonu sperma muayenesinde degerlendirilmelidir. Bu
cesitli boliimleri degerlendirmek icin gelistirilen bir dizi laboratuvar testi,
spermatozoal disfonksiyonun nedeninin daha iyi tespit edilmesine yardimci olur ve
bdylece laboratuvara dayali sperma degerlendirmesi tahmini degerlere nispeten daha
dogru seviyeye ylikseltilmektedir. Mitokondriyel fonksiyon, flagellar yapi, plazma
membran biitiinliiglinii ve akrozom biitiinliigiiniin test edilmesi halihazirda rutin
muayene yontemleri arasina girmistir (Graham ve Moce, 2005; Gravance ve ark, 2001

ve Thomas ve ark., 1998).

Calismada elde edilen canli spermatozoa agisindan farkli PVA tiirevleri ve doz
gruplar1 arasinda bir istatistiksel bir farklilik gézlemlenmistir (P>0,694; 0,953). Canli
spermatozoa oranlart PVA 9, 18 ve 100 kDa i¢in sirasiyla 82,17 + 1,01; 83,453 +
1,175; 82,424 + 1,083 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar motilite sonuglari ile pozitif
korelasyon gostermesine karsin, elde edilen CASA degerlerine gore nispeten yiiksek
bulunmustur. Ancak bu veriler Risopatron ve ark. (2002) tarafindan kdpek
spermatozoasinin kisa siireli inkiibasyonu i¢in gergeklestirilen ¢calismanin sonuglariyla

paralellik gostermektedir.

Arastirmada PVA konsantrasyonun spermatozoa canliligi iizerine negatif etki
gozlemlenmemistir. Bu 06zelligi bakimindan, PVA kullanimmin membran
stabilizasyonunu saglayarak ¢oziim sonu daha yiiksek membran koruma 6zelligine

sahip oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica kullanilan farkli PVA konsantasyonlari
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bakimindan benzer sonuglar elde edilmesi, spermatozoa i¢in yliksek toksisiteye sahip
olmadigin1 ve sperm canliliginin korunmasi i¢in sulandirict bileseni olarak azalan
gliserol konsantrasyonlarina kars1 PVA kullaniminin esansiyel olmasi gerektigini, bu
ve diger arastirmacilarin sonuglart 1s1ginda Onerebiliriz (Bavister, 1981; Uto ve

Yamahama, 1996 ve Risopatron ve ark., 2002).

Hamsterlarda Bavister (1981) tarafindan yapilan in vitro ¢alismada PVA’{in
akrozom biitliinliigiinii korudugu belirtilmektedir. Arastirmamizda farkli PVA
grublarinda ¢6ziim sonu spontan akrozom reaksiyonunu indiiklememistir (P>0,001)
tekrar. Grup ve doz etkisinden bagimsiz olarak intakt akrozom oranlart PVA 9, 18 ve
100 kDa i¢in sirastyla; 10,83 £ 0,92; 12 + 1,02; 10,97 £+ 0,97 olarak tespit edilmistir
(P>0,659; 0,975). Yapilan ¢aligma sonrasinda PV A kullaniminin ¢6ziim sonrasi intakt
akrozom oranini korudugu ve hamster spermatozoasinin in vitro etkilerinin incelendigi

calisma ile paralellik gostermistir.

Calismada elde edilen mitokondriyel aktivite degerleri acisindan farkli PVA
tiirevleri ve doz gruplari arasinda istatistiksel bir farklilik gdzlemlenmistir (P<0,001).
Buna gore en yliksek ¢oziim sonu mitokondriyel aktivite 73,09 = 21,8 ile PVA 9 kDa
% 0,001 grubunda elde edilmis ve diger tiim alt gruplara oranla istatistiksel olarak
yiiksek bulunmustur (P<0,001). Gruplar aras1 degerler bakildiginda ise en yiiksek
aktivite 56,15 + 9,78 ile % 0,001 gruplarinda elde edilmistir (P<0,05). Bu veriler
Bavister (1981) tarafindan spermanin 4 saat inkiibasyonu sonrasi spermatozoa’nin
hiperaktif 6zellik gostermesi ve % 80 oraninda fertilizasyon saglamasi ile paralel
iliskili olabilecegi diislinlilmektedir. Ayrica, PVA ile gerceklestirilen diger
caligmalarda mitokondriyel aktivite analiz edilmemesine ragmen, kisa siireli
inkiibasyon sonrasinda sperm motilitesini uzun siire korudugu bildirilmistir. Bu
arastirma sonuglarina gore, calisgmamizda elde edilen  degerlerin paralellik
gosterdigini sdyleyebiliriz (Uto ve Yamahama, 1996 ve Risopatron ve ark., 2002).
Bunun yaninda, Yurdakok ve ark., (2017) teke spermasi iizerine farkli pestisitlerin
etkilerini mitokondriyel aktivite ve kinetik parametrelere iliskin gerceklestirdikleri
calismada ile de paralellik gostermektedir. Ancak elde edilen sonuglar motilite

sonuglar1 ile pozitif korelasyon gdstermemis ve gruplar arasinda genis varyasyon
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gozlemlenmistir. Analizin gerceklestirildigi yontem ve metodolojinin gdzden

gecirilmesi ve optimizasyon saglanmasi kanaatine varilmaigtir.

Hayvansal iiretimde, sperma kalitesi ve fertilite arasindaki iliskisi biiylik 6nem
tagimaktadir. Bu nedenle, spermanin in vitro kalitesini belirlemeye yonelik testler, hem
suni tohumlama hem de diger biyoteknoloji prosediirlerinde dondurulmus spermanin
pratik kullanimina izin verilmesi ve kullanilabilmesi i¢in siklikla uygulanmaktadir.
Sperma kalitesinin degerlendirilmesi i¢in konvansiyonel laboratuvar testleri arasinda,
spermatozoa morfolojisinin 151k mikroskobu ile degerlendirilmesi ve spermatozoanin
motil, progresif motil yiizdelerini ve kinetik hareket 6zelliklerini kapsayan CASA
cihazi; ve spermanin diger kalite 6zellikleri; konsantrasyon, hacim, idrar, kan veya
potansiyel olarak patojen bakterilerin varliginin tespiti ve fonksiyonel florasan; canl
spermatozoa (SYBR-PI), akrozom biitiinliigii (FITC-PNA) testlerini igermektedir.
Yinelenebilir, hizl1 ve hassas yontemlerle gerekli parametrelerin se¢imi artan bir ilgi
kaynagidir. Bunun nedeni, standart spermatolojik parametrelerin tahmini degerlerinin,
subfertil bireylerin tanimlanmasinda sinirli veya yetersiz olmasidir (Mortimer, 1997,
Love ve ark., 2000; Clement ve ark., 2001; Amann ve Waberski, 2014; Elsayed ve
ark., 2015 ve Tekin ve Daskin, 2016).

Gilinlimiizde plazma membraninin biitiinliigiiniin ~ degerlendirilmesinde
kullanilan c¢esitli laboratuvar prosediirleri ¢6ziim sonu sperma degerlendirmesinin
onemli bilesenleri arasindadir. Bunlar arasinda, spermatozoanin, membrani hasarsiz
oldugu zaman, eozin gibi ekstraseliiler boyalar1 hiicre i¢ine almama yeteneginin
degerlendirilmesi bulunmaktadir. Membran1 gegebilen ve gecemeyen boyalar,
membran biitiinliigiiniin daha dogru bir yansimasim1 saglayabilmek amaciyla,
spermatozoaya maruz kalmadan Once bir ¢ozelti igerisinde birlestirilebilmektedir.
Ornegin, floresan plazma membrani boyalari, analiz edilecek fonksiyonel bolgelerin
daha kapsamli bir sekilde kapsanmasini saglamak i¢in mitokondriyel boyalar veya
akrozomal boyalar ile kombine edilebilmektedir (Garner ve ark., 1994; Kavak ve ark.,
2003 ve Love ve ark., 2003). Daha yakin zamanlarda CASA kullanim alani bulmus ve

bireysel sperm hiicrelerinin 6l¢iimlerine dayali olarak ejakiilatin kinetik 6zelligi
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hakkinda genis bilgi vermektedir. CASA kullanarak degerlendirilen, spermatozoa

motilte ve hareket karakteristikleri in vivo fertilite ile iliskilendirilmistir.

Spermatozoanin ~ dondurma  sonrast  biyokimyasal  belirteglerinin
tanimlanabilmesi i¢in arastirmalar halen devam etmektedir (Manjunath, 2012).
Spesifik hiicresel bilesenleri hedefleyerek dondurma-¢ozdiirme islemi ile indiiklenen
infertilitenin laboratuvara dayali tespitinin etkinligini artirilmaya calisilmaktadir.
Ancak bu muayene teknikleri kalibrasyona ve insan kaynakli hatalara agik
yontemlerdir. Bu yiizden, spermatolojik muayeneler i¢cin, CASA gibi detayli testlerin
dahil edilmesi, konvansiyonel motilite veya morfoloji testlerinin yerini almamali veya
degerini azaltmamalidir. Son zamanlarda, fertilizasyonun dogrudan isaretcisi olarak,
spermatozoa kinetik parametreleri, akrozom biitiinliigii, mitokondriyel aktivite ve
kapasitasyon testine biiyiik nem verilmektedir (Gadea, 2005; Gillan ve ark., 2005 ve
Virro ve ark., 2004).

Coziim sonu degerlendirilmesi gergeklestirilen 3 ana parametreye gore; PVA
kullaniminin spermatozoa motilitesini ve kinetik parametreleri (STR ve LiN), canlilik
ve akrozom biitlinliigiinii korudugu tespit edilmistir. Bu sonuclara gore; Ankara tekesi
spermasinin dondurulmasinda azalan kriyoprotektan konsantrasyonlarina ek olarak
PVA kullaniminin etkili oldugu goézlemlenmistir. PVA spermatozoanin bulundugu
kimyasal ortam i¢in uygun bir ortam yarattig1 kanaatine varilmistir. PVA kullaniminin
in vitro etkinliginin daha iyi anlasilmasi i¢in IVF protokollerinde kullanilmali ve in

vivo etkinligi i¢in suni tohumlama uygulamalar1 gergeklestirilmelidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Pratik olarak, sperma kriyoprezervasyonu i¢in genel bir “standart” protokol
olusturulmas:  hedeflenmektedir =~ Ancak, giincel sperm kriyoprezervasyon
protokollerinin sinirlar1 vardir ve basar1 oranlari tiirler arasinda ve hatta ayni tiir
icindeki bireyler arasinda bile degiskenlik gostermektedir. Calisma siiresince elde
edilen sonuclar; uygun kriyoprezervasyon protokollerinin belirlenmesi igin, tiir
spesifik bir sekilde sperm kriyo-hasarmin incelenmesinin yani sira spermanin ve
kullanilan sulandiricilarin  temel kriyobiyolojik 6zelliklerinin de incelenmesi

gerektigini gostermektedir.

Maksimum iireme verimliligini ve sperma dondurulabilirligi artirmak igin
bireylerin genetik olarak dondurulabilirlik iliskili genom boyu arastirmasi
yapilmalidir. Calisma siiresince 24 bireyden BAMS ile elde edilen veriler ile kullanilan
yontemin etkinligi ortaya konulmustur. Sperma istasyonlarinda optimal reprodiiktif
iiretkenlik icin, tekeler veya diger damizlik hayyvanlar BAMS ile se¢gmelidir. Optimal
iiretkenlik, sperma {iretimi, libido, asim kapasitesi gibi androlojik 06zelliklerin
belirlenmesi ve reprodiiktif saglik muayeneleri BAMS araciligi ile gerceklestirebilir
ve verimli erkeklerin saptanmasi veya daha diisiik erkeklerin elimine edilmesi, bir siirii
veya sperma istasyonu i¢in ekonomik getiriyi artirabilir. Ayrica spermasi
dondurulacak olan bireylerin se¢iminde yardimei lireme tekniklerinin kullaniminin
yayginlagtirilmast  ve  androlojik  klinik  uygulamalarin  giincellestirilmesi

gerekmektedir.

Bu ¢alismada sperma sulandiricisina ek olarak farkli dozlarda ve molekiiler
agirlikta PVA 9, 18 ve 100 kDa’nin ¢6ziim sonu spermatolojik parametrelere etkinligi

CASA (IVOS ve SCA) ve Spectramax I3 hiicre okuyucu yontemleri ile arastirildi.
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Arastirmada kullanilan PVA’{in doz gruplarindan bagimsiz olarak ¢6ziim sonu
spermatolojik Ozelliklere negatif bir etkisi olmadig1 gozlendi. PVA tiirevlerinin
kullanildig1 bu ¢aligmada motilite degerleri agisindan kontrole gore ¢ok iistiin bir bir
yanit olusturmadig1 ancak kinetik parametreler agisindan STR ve LIN 6zelliklerinin
daha yiliksek degerlere sahip oldugu bulunmustur. Calismada kullanilan PVA
konsantrasyonlarindan higbiri spermatozoa canliligi iizerinde olumsuz bir etki
gostermemistir. Bu 6zelligi bakimindan PV A kullaniminin membran stabilizasyonunu
¢ozlim sonu oOrnekler i¢in korudugunu sdyleyebiliriz. Ayrica kullanilan farkli PVA
konsantasyonlari bakimindan benzer sonuglar gostermesi spermatozoa igin yiiksek
toksisiteye sahip olmadigini ve spermanin canliliginin korunmasi i¢in sulandirici
komponenti olarak azalan gliserol konsantrasyonlarina karst PVA kullaniminin

esansiyel olmasi gerektigini onerebiliriz.

ONERILER

Elde edilen verilere gore;

1- “Biitiinlestirilmis Androlojik Muayene Sistematigi” igerisinde yer alan
Transrektal Digital Masaj, Suni Vajen Uyum Testi, ve Yardime iireme tekniklerinin
kullanim1 (US ve Termografi) ile olusturulan protokol sezondan bagimsiz olarak
Ankara kegilerinin istenilen zaman diliminde muayenesine imkan taniyacaktir. Bu

protokoliin kullanimi ile klinik androloji alan1 gelistirilmelidir.

2- Sperma dondurulabilirliginin kullanilmasi1 ise, sperma istasyonlarina
secilecek bireylerin belirlenmesinde yol gdsterici olacaktir. Spermanin taze ve ¢éziim
sonu muayenelerinin CASA sistemi ile gerceklestirilmesi dondurulmaya karsi
zay1f/giiclii bireylerin objektif bir sekilde se¢ilmesini saglayacaktir. Ayrica sperma
dondurulabilirligine iliskin “Single Niikleotid Polimorfizm” tanimlanmali ve genom

boyu iliskilendirme c¢alismalar1 yapilmalidir.
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3- Spesifik hiicresel bilesenleri hedefleyerek dondurma-¢ozdiirme islemi ile
indiiklenen infertilitenin laboratuvara dayali tespitinin etkinligini artirilmalidir. Ancak,
sperma degerlendirmesi icin CASA gibi detayli testlerin dahil edilmesi, konvansiyonel

motilite veya morfoloji testlerinin yerini almamali veya degerini azaltmamalidir.

4- Farkli CASA cihazlarina ait kalibrasyonlarin “Ring Test” ile belirli
periyotlarda gerceklestirilmesi gerekmektedir. Ayrica, sperma muayenesinde bir
orneklilik olusturulmas1 ig¢in “Sperma Muayene Rehberi” olusturulmali ve

spematolojik muayenelerin giivenilirligi artirilmalidir.

5- Spermanin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sirasinda gergeklesen hasarlarin
giincel goriintiilleme sistemleri ile incelenmesi ve molekiiler belirtecleri
tanimlanmalidir. Teke spermasi, kriyoprotektana ek olarak PVA ilavesi ile ve gliserol

konsantrasyonlar1 kademeli olarak azaltilarak dondurulabilir.
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OZET

Ankara Tekesi spermasi1 dondurulmasinda polivinil alkoliin spermatozoa canlihg1 ve

fonksiyonu iizerine etkisi

Sentetik polimer polivinil alkoliin (PVA) kii¢iik konsantrasyonlarinin kriyoprotektan
soliisyonlarinda buz olusumunu inhibe ettigi bulunmustur. Bu aragtirmada, 3 farkli molekiiler
agirliktaki polivinil alkol (PVA) ile farkli konsantrasyonlarinin Ankara tekesi spermasinin
dondurulabilirligini degerlendiren bir metodoloji tanimlamayi amaclanmistir. Calisma
oncesinde PVA’lin sperma lizerinde sitotoksiste incelemesi MTT ve Neutral Red testi ile
yapildi. Sperma sulandiricisinin ¢ekirdeklenme sicakligi HD kamera (JVC, everio HD-AVC)
ve testo termometresi (Testo 926, Almanya) ile kaydedildi. Calismada kullanilan hayvanlarin
secimi biitiinlestirilmis androlojik muayene sistemine (BAMS) gore yapildi. Erkek iireme
organlarinin Ol¢timleri, elektronik kumpas (Watan, Tiirkiye), skrotal ¢evre meziiro ile
(Mesitag, Tiirkiye) ve goriintiilemeler ultrason (MyLabVetTM One, ESAOTE S.p.A)) ile
gerceklestirildi. Spermatolojik parametrelerin belirlenmesi i¢in spermalar transrektal dijital
masaj ile alindi. Toplamda 24 hayvana uygulanan BAMS sonrasinda, yedi adet olgun Ankara
(2,75 £ 1,42 yas) tekesinden 75 ejakiilat suni vajen yardimiyla hafta iki kez toplandi. Sperma
alinmasindan hemen sonra, taze spermatolojik parametreler kaydedildi. Sperm ti¢ farkli PVA
kopolimer 9, 18 ve 100 kDa ile sulandirildi; Tris yumurta sarisi sulandiricisina % 0,001, 0,01,
0,1, 1 ve 2 PVA eklenmistir. Sulandirma sonrasi, o6rnekler 3 saat + 4 ° C ekilibrasyona
birakildi. Sogutulan 6rnekler otomoatik sperma doldurma ve kapatma cihazi ile paketlendi ve
programlanabilir dondurma makinesi (Digitcool 5300, IMV, Fransa) ile donduruldu. C6ziim
sonrasinda asagidaki parametreler degerlendirildi: Motilite, progresivite ve kinetik
parametreler SCA (Sperm class analyser, Microptics, Spain) ile, canli spermatozoa, intakt
akrozom ile mitokondriyel aktivite plaka okuyucu (SpectraMax® MiniMax ™ 300
Goriintiileme Sitometresi, ABD) ile degerlendirildi.

Cozlim sonu en yiiksek motilite, doz gruplarindan bagimsiz olarak en yiiksek PVA
(18kDa) 67,72 £ 3,06; doza gore ise PVA (18kDa) %0,1 64,18 + 1,36; gruplarinda elde edildi
(P<0,001). Tim PVA tiirevlerinin diger doz gruplarinda PVA % 0,001; 0,01; 0,1 ise (PVA
100, % 0,1 hari¢) kontrole gore daha yiiksek ¢oziim sonu degerler elde edildi (P<0,001).
Calismada elde edilen canli spermatozoa agisindan farklt PVA tiirevleri ve doz gruplari
arasinda bir istatistiksel bir farklilik gézlemlenmistir (P>0,694; 0,953). Canli spermatozoa
oranlar1 PVA 9, 18 ve 100 i¢in sirastyla 82,17 = 1,01; 83,453 £ 1,175; 82,424 + 1,083 olarak
tespit edildi. Kullanilan ii¢ PVA konsantrasyonunun higbiri, ¢6ziim sonu spontan AR'nunu
indiiklememistir (P>0,001). Grup ve doz etkisinden bagimsiz olarak intakt akrozom oranlar1
PVA 9, 18 ve 100 igin swrastyla; 10,83 = 0,92; 12 £ 1,02; 10,97 + 0,97 olarak bulundu
(P>0,659; 0,975).

Sentetik PV A polimerleri buz bloke edici maddeler olarak antifriz proteinlerinden ¢ok
daha ucuza fretilebilir ve sperm kriyoprezervasyonunu iyilestirmek igin yeni firsatlar
sunabilirler. PVA 100 kDa eklenmesi sperm kinetik parametreler i¢in yararli iken, PVA 18
kDa grubu ile daha uygun hareket 6zellikleri elde edilmistir. % 0,001, 0,01, 0,1 ve 1 w/w'lik
(FTS: PVA) PVA kopolimer konsantrasyonlari, 100 ml'lik bir hacimde spermanin
dondurulmasi i¢in gereken gliserol konsantrasyonunu sirastyla % 0, 1, 1 ve 2 w/w
distirmustir.

Anahtar Kelimeler: Ankara kegisi, CASA, kryoprezervasyon, polivinil alkol, viabilite
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SUMMARY

Effects of polyvinyl alcohol on Angora buck spermatozoa survival and function during

cryopreservation

Small concentrations of the synthetic polymer polyvinyl alcohol (PVA) were found to
inhibit the formation of ice in cryoprotectant solutions. In this research, we aim to define a
methodology to evaluate the freezability of Angora goat semen diluted with 3 different
molecular weighted polyvinyl alcohol (PVA). Sperm diluent seeding temperature was
recorded with by HD camera (JVC, everio HD-AVC) and testo thermometer (Testo 926,
Germany). Selection of animals was done according to the integrated andrological evaluation
system. Monitoring of the male reproductive organs measurement was done with a caliper
(Watan, Turkey), SCC with tape (Mesitas, Turkey) monitoring with ultrasound (US)
(MyLabVetTM One, ESAOTE S.p.A.). Initial sperm collected through TDM. In total, 75
ejaculates from seven mature Angora bucks (2 years old) were collected twice a week by the
artificial vagina. Immediately after collection, sperm samples were diluted with three different
PVA co-polymers 9, 18 and 100 kDa; 0,001 %, 0,01; 0,1; 1 and 2 added to Tris-egg yolk
diluent respectively. After dilution semen was loaded into 0,25 ml French straws and cooled
down to + 4 C° in three hours, frozen in a programmable freezing machine (Digitcool 5300,
IMV, France). After post-thaw, following parameters were evaluated; Motility, progressivity
and kinetic parameters with computer assisted sperm analysis system (CASA), live
spermatozoa, intact acrosome and mitochondrial activity with a plate reader (SpectraMax®
MiniMax™ 300 Imaging Cytometer, ABD).

Highest motility was found in PVA 18 group with 67,72 + 3,06 % regardless of the
dosage, and was also highest in PVA 100 0,1 % with 64,18 = 1,36 % (P<0,001). PVA
copolymers depentlly in all other dosage groups was 0,001 %; 0,01; 0,1 (PVA 100, except
0,1%) gained higher motility than control (p <0,001). A statistical difference was not observed
among the different PVA derivatives and dose groups in terms of live spermatozoa rate
(P>0,694,0,953). The live spermatozoa ratios for PVA 9, 18 and 100 were 82,17+ 1,01; 83,453
+ 1,175; 82,424 + 1,083, respectively. None of the three PVA concentrations used induced
spontaneous AR (P>0,001). Independent of group and dose effect, intact acrosomal ratios for
PVA 9, 18 and 100 were; 10,83 + 0,92; 12 £ 1,02; Was found to be 10,97 + 0,97 (P>0,659,
0,975).

Synthetic PVA-derived ice blocking agents can be produced much less expensively
than antifreeze proteins, offering new opportunities for improving sperm cryopreservation.
While addition of PVA 100 kDa was beneficial for sperm kinetic parameters, with PVA 18
kDa group, more proper motion characteristics were obtained. PV A copolymer concentrations
0f 0,001, 0,01, 0,1, and 1 % w/w (FTS: PVA) decreased the concentration of glycerol required
to freezing seeding temperature in a 100ml volume by 0, 1, 1, and 2 % w/w, respectively.

Keywords: Angora goat, CASA, cryopreservation, polivinyl alcohol, viability,
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