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OZET

Fare Sperminin Dondurulabilirligi Uzerine Ferulik Asit,
Triptofan ve L-Glutamin’in EtKisi

Sunulan c¢alismada, fare spermatozoon hiicrelerinin dondurulabilirligi {izerine %18
raffinoz+%3 yagsiz siit tozu sperma sulandiricisina ilave edilen farkli dozlardaki Ferulik
asit (0.1mM, 1mM ve 10mM), Triptofan (5mM, 256mM ve 50mM) ve L-Glutamin (10mM,
50mM ve 100mM) etkinlikleri arastirildi. Calismada %18 Rafinoz+%3 yagsiz siit tozu
kombinasyonu kontrol olarak tutuldu.

Arastirmada 12-24 haftalik yasta 60 adet CD-1 irki erkek fareler kullanilmistir.
Fareler biri kontrol ve dokuzu deneme grubu olacak sekilde 10 gruba ayrildi. Her grup 6
adet fareden olusturuldu. Fareler servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilerek, kauda
epididimislerden spermatozoa elde edildi. Kontrol grubu farelerden elde edilen
spermatozoa, %18 raffinoz+%3 yagsiz siit tozundan olusan sperma sulandiricisi ile
sulandirildi. Deneme gruplarina %18 raffinoz+%3 yagsiz siit tozu sperma sulandiricisina
0.1, 1 mM ve 10 mM ferulik asit, 5 mM, 25 mM ve 50 mM Triptofan ve 10 mM, 50 mM
ve 100 mM L-Glutamin ilave edildi. Sulandirilmis sperma 10 dakika inkube edildikten
sonra 0.25 ml’lik payetlere ¢ekilerek sivi azot buharinda donduruldu. Dondurulmus sperma
37°C’lik su banyosunda 30 saniyede ¢oOzdiiriildii. Dondurma ¢6zdiirme sonrasi sperma
orneklerinin motilite, 6lii spermatozoon orani, plazma membran biitiinligi, anormal
akrozom orani, HTF (Human Tubal Fluid) igerisinde 4 saat siiresince motilite dayaniklilik,
ve hiicre apoptozu testleri yapildi. Dondurma ¢6zdiirme sonrast kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda en yiiksek motilite ve plazma membran bitiinliigli siras1 ile
%56.67£2.11 ve %77.83+0.87 ile 10 mM L-Glutamin grubunda elde edildi (P<0.05).
Ayrica, kontrol grubu ile karsilastirildiginda en diisiik 6lii spermatozoon orani ve anormal
akrozom orani ise sirasi ile %26.00+1.46 ve %6.33£1.09 olarak 10 mM L-Glutamin
grubunda belirlendi (P<0.05). Dondurma ve c¢ozdiirme sonrast motilite dayaniklilik
(longevity) siiresi, kontrol gurubu ile karsilastirildiginda 4. saate kadar 10 mM ve 50 mM
L-Glutamin  grubunda  belirlendi  (P<0.05). Sperma Orneklerinde  apoptozun
degerlendirilmesinde  kontrol, 0.1 mM Ferulik asit ve 10 mM L-Glutamin gruplari
arasinda 6nemli bir fark bulunmadi (P>0.05).

Sonug¢ olarak, sperma sulandiricisina 10 mM L-Glutamin ilavesinin dondurup
¢ozdiirme sonrasi motilite, canli spermatozoon, fonksiyonel membran biitiinlik orani,
anormal akrozom orani veya motilite dayanikligini arttirdigi ve fare sperma dondurma
sulandiricilarinda basaril bir sekilde kullanilabilecegi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Fare, dondurulmus ¢ozdiiriilmiis sperma, ferulik asit, triptofan,
L-glutamin.
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ABSTRACT

The effects of Ferulic Acid, Tryptophan, and L-Glutamine on Mouse
Sperm Freezability

In the present study, the activities of Ferulic acid (0.1mM, 1mM ve 10mM),
Tryptophan (5mM, 25mM ve 50mM) and L-Glutamine (10mM, 50mM ve 100mM) at
different doses added to 18% raffinose + 3% skimmed milk powder semen extender on the
freezing of mouse spermatozoa cells were investigated. The group of 18% raffinose + 3%
skimmed milk powder combination was used as the control group.

In the study, 60 male CD-1 mice aged 12-24 weeks were used. Mice were divided
into 10 groups, including one control group and nine experimental groups. Each group
consisted of 6 mice. Mice were sacrificed by cervical dislocation method and spermatozoa
were obtained from cauda epididymis. The spermatozoa obtained from the control group
mice were diluted with a semen extender consisting of 18% raffinose + 3% skimmed milk
powder. To the experimental groups, 18% raffinose + 3% skimmed milk powder semen
extender was added to 0.1, 1 mM and 10 mM ferulic acid, 5 mM, 25 mM and 50 mM
Tryptophan and 10 mM, 50 mM and 100 mM L-Glutamine. After incubating for 10
minutes, diluted semen was drawn into 0.25 ml straws and frozen in liquid nitrogen vapor.
Frozen semen was thawed in a 37°C water bath for 30 seconds. After freezing thawing,
motility, dead spermatozoa ratio, plasma membrane integrity, abnormal acrosome ratio,
motility endurance and cell apoptosis tests were performed in HTF (Human Tubal Fluid)
for 4 hours. Compared with the control group after freeze-thaw, the highest motility and
plasma membrane integrity were obtained in the 10 mM L-Glutamine group with
56.67+2.11% and 77.83+0.87%, respectively (P<0.05). In addition, when compared to the
control group, the lowest rate of dead spermatozoa and abnormal acrosome were found in
the 10 mM L-Glutamine group as 26.00+£1.46% and 6.33+1.09%, respectively (P<0.05).
The duration of longevity after freezing and thawing was determined in the 10 mM and 50
mM L-Glutamine group up to the 4th hour compared to the control group (P<0.05). In the
evaluation of apoptosis in semen samples, there was no significant difference between
control, 0.1 mM Ferulic acid and 10 mM L-Glutamine groups (P>0.05).

As a result, it was determined that the addition of 10 mM L-Glutamine to the semen
extender increased the motility after freeze-thaw, viable spermatozoa, functional
membrane integrity ratio, abnormal acrosome ratio or motility resistance and could be used
successfully in mouse semen freezing extenders.

Keywords: Mouse, frozen-thawed semen, ferulic acid, tryptophan, L-glutamine.
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1. GIRIS

Insanlarin fareler ile olan yakinliklari zooarkeolojik kayitlara gére buzul
dénemlerin son zamanlarindaki neolitik devrimden (tarim devrimi) bugiine kadar yaklasik
olarak 12000 yil oncesine dayanmaktadir (Gabriel ve ark. 2010). Bazi arastirmacilar
diinyada 6zellikle Japonya, Cin gibi iilkelerde farelerin {i¢ bin y1l 6ncesinde evcil hayvan
olarak beslendiklerini bildirmistir (Gabriel ve ark. 2010, Guénet ve ark. 2012). Fare tiirleri
arasinda ev faresi olarak adlandirilan Mus musculustur. Tiir olarak fareler Rodentia
simifinin igerisinde bulunurlar. Fareler insanlarla beraber protein ve DNA benzerligi
bakimindan ayni yapiya sahip olduklarindan deney hayvani olarak arastirmalarda
kullanilmaktadirlar. (Spencer 2002).

Kiigiik olmalar1 ve ucuz temin edilebilmeleri, hizli iireme 6zelligine sahip olmalari
ve kisa siire igerisinde yeni generasyon olusturmalarindan dolayr bilimsel ¢alismalarda
siklikla kullanilmaktadirlar. Uygun sartlar altinda yil boyu tlireme 6zelligine sahiptirler.
Fareler poliostrik hayvanlar olup spontan ovulasyon gosterirler. Diger hayvanlardan farkl
olarak farelerde, ayn1 soya ait bireyler arasinda ¢iftlesme olur ise dogmasal anomali riski
distiktiir. Fareler sayesinde gelistilen mutant fareler insanlarda genetik hastaliklarin
hayvan modelini yansittiklarindan dolayr mutagenezis programlarinda calisgma konusu
olarak kullanilmiglardir (De Angelis ve ark. 2000, Nolan ve ark. 2000). Fare
spermatozoonlarinin basarili sekilde dondurulmasi ve yeni sulandiricilar gelistirilmesi
biyoteknoloji agisindan olduk¢a onemlidir. Giinlimiize kadar yapilan caligmalarda, fare
spermatozoonlarinin dondurma basarisi {izerine gii¢lii antioksidanlar olan Ferulik asit ve
Triptofanin etkileri test edilmemis, L-Glutamin {izerine ise ¢ok smirli caligmalar
yapilmugtir.

Bu ¢alismanin amaci, fare spermatozoonu dondurma medyumuna bir antioksidan
ve hiicre koruyucusu olarak eklenen Ferulik asit (0.1 mM, 1 mM ve 10 mM), Triptofan (5
mM, 25 mM ve 50 mM) ve L-Glutamin’in (10 mM, 50 mM ve 100 mM) dondurma

¢ozdiirme sonras1 kaudal spermatozoon parametreleri lizerine etkilerinin arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Zoolojik Sistemde Farelerin Yeri

Fareler Chordata Craniata grubunda Gnathostama alt filumunun Tetrapoda iist
simifinda Mammalia sinifina ek olarak Rodentia takimina bagli Myomorpha alt takiminda
yer alan Muridae familyasi, Musgenus, Mussubgenus, Mus Musculus tiirline ait tiirdiir.
Fareler insanlarin bulundugu ortamda rahatlikla yasayan bir hayvan grubudur. Ortam
kosullarina ¢ok iyi adapte olmus ve diinyanin tamamina yakin her yerinde bulunmaktadir.
Bugiin laboratuvarda kullandigimiz fareler ev ya da piring (Mus musculus domesticus /

Mus domesticus domesticus) farelerinden gelistirilmistir (Poyraz 2000).

2. 2. Deney Hayvam Olarak Farelerin Kullanimi

Fare genleri iizerinde suni mutasyonun olusturulabilmesi hem de iireme
araliklarinin ¢ok kisa olmasindan dolay1 biyomedikal aragtirmalar ve genetik calismalar
alaninda en ¢ok tercih edilen bir memeli tiirtiidiir (Critser ve Mobraten 2000, Pegg 2000).

Uluslararas1 Laboratuar Hayvanlari Komitesi agiklamalarina gore, fareler bilgi
tiretiminin yogun oldugu tlkelerde en ¢ok kullanilan laboratuvar hayvanidir. Farelerin
deney hayvani olarak kullanilma nedenleri arasinda; yetistirilmesinin diger hayvanlara
nazaran elverigli olmasi, daha ekonomik olmasi, seksiiel donemlerinin uzun siirmemesi,
gebe kalma zamanin kisa olmasi ve farelerin kontrol mekanizmalar {izerine bilim insanlari

tarafindan kolaylikla miidahale ediliyor olmast da 6nemli rol oynamaktadir (Tuffery 1967).

2. 3. Biyoteknoloji Uygulamalarinda Farelerin Islevi

Fareler, genetik alaninda ve molekiiler biyolojide, transgenik ya da hedeflenmis
mutasyonlarin sebep oldugu bir¢ok hastalik modelinin g¢alisiilmasinda farkli alternatifler
sunmaktadir (Thornton ve ark. 1999, Tuffery 1967, Critser ve Mobraten 2000).

Insanlarda genetik hastaliklarin ortaya c¢ikmasma neden olan sorumlu genlerin
belirlenmesi 6nem kazanmustir. Bu ¢alismalarda, farelerin deney hayvani olarak kullanimi

da yayginlagmistir. Degisik genetik bozukluklar sonucu transgenik fareler elde edilmis ve
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elde edilen bu o6zel transgenik fareler degerli bir biyolojik materyal halini almigtir.
Transgenik farelerin elde edilmesi ile olusturulan hatlar uzun siire hem korunmali hem de
saklanabilmelidir. Bu nedenle embriyo, sperma ve somatik hiicrelerin dondurulmasi
yontemi ile transgenik hayvanlarin genetik yapisi yillarca korunabilmektedir (Noiles ve
ark. 1997, Songsasen ve Leibo 1997-a, Storey ve ark. 1998, Koshimoto ve ark. 2000).

2. 4. Farelerin Seksiiel Olgunlasma Siirecleri ve Ostriis Siklusu

FSH (Folikiil uyarici hormon) hem disi hem de erkekte, gametogenezisi kontrol
eden bir hormondur. LH (Liiteinlestirici hormon) disi farede Gstrojen hormonu ile beraber
progesteron hormonunu, erkek farede ise androjen hormonunun sekresyonunda gorevlidir.
Prolaktin, laktasyon ve gebelik siiresince ovaryumun gelismesine yardimer olur. Gonadal
hormonlar genital organlarin gelismesine katki saglayarak ciftlesme belirtilerinin ortaya
cikmasina neden olmaktadir. Hormonal mekanizmada gorev alan hipofiz bezi erkelerde 6.
giin, disilerde ise 12. gilin itibar1 ile hormonal uyariya yanit verir. Ovaryumun iizerinde
meydana gelecek folikiiller ticlincii haftadan itibaren gelismeye baslar ve 30. giinlerde
gelisimi tamamlanir. Bu zaman icerisinde meydana gelen gonadotropin hormonu
artisindaki yiikselme seksiiel olgunlugun bir gostergesidir. 24-28 giinliikk yavrularda
Ostrojen hormonu etkisi altinda vajinanin epitelyumda keratinizasyon sekillenir. Disilerde
puberta erkeklere nazaran iki hafta daha erken goriilmektedir. Sekstiel gelisme irklar arasi
ve barinma sartlar1 ile bir degiskenlik gdstermesine ragmen mevsim ve g¢evre sartlarina da
baglidir. On hipofizin konrolii ile salmimi gergeklestirilen hormonlar sayesinde ¢iftlesme

belirtisi, gebelik ve fetiisiin tasinma islevi gergeklestirilmektedir (Jacoby ve ark. 2002).

3

Fareler, yil boyu kizginlik gésteren “’poliostrik’” hayvanlar olup siklus siiresi 4-5
giindiir. Seksiiel siklus; proostriis, Ostrus, metostriis ve didstriis asamalarini kapsar.
Farelerde ostriis sirasinda vaginal epitelyumda dikkate deger degisiklikler olusur. Siklusun
safhalarinin tespitinde vajinal smear miikemmel bir indikatordiir. 1k 6striis dogumdan
sonraki 14-18. saatler arasinda meydana gelmektedir. Eger vajinadaki kornifikasyon
gerceklesti ise normalde goriilen Ostriise gore fertilite orani diisiiktiir. Farelerde ovulasyon
(spontan) sekillenmektedir. Her Ostriiste ovulasyon go6zlenmeyebilir. Bunun sebebi

Ostriisiin gonadal hormonlarin etkisine, ovulasyonun ise gonadotropinlere bagli olarak

sekillenmesidir. Ostriis periyodu ve ovulasyon genelde fotoperiyodun degisen etkisine



bagl olarak gerceklesmektedir. Ostriis, ¢iftlesme ve ovulasyon fotoperiyod safhasinin
karanlik siiresinde meydana gelmektedir. Feromonlar ve ¢evre sartlar1 da ostriis siklusunu
etkilemektedir. Farelerde yalanci gebelik ve diostriisiin uzama sebebi, kalabalik gruplar
halinde birlikte tutulmalaridir. Disi ve erkek farelerin ciftlesmesi ile disilerde oOstriisler
senkronize edilebilmektedir. Gruplar halinde yasayan farelerde erkek farelerden salinan
feromonlara bagli olarak Gstriislarin baskilanmasi sonucu disilerde Ostriis siklusu tekrardan
basa donmektedir. (Jacoby ve ark. 2002).

2. 5. Farelerde Spermatogenezis

Farelerde spermatogenezis ortalama bes haftada tamamlamaktadir (Otubanjo ve
Mosuro 2001). Spermatogenez, puberte ile beraber seminifer tiibiillerde olgun gamet
tiretimiyle tamamlanan siiregtir. Spermatogonyal faz, spermatosit fazi ve spermatid fazi
olmak {izere 3 kisima ayrilir (Atia ve Abbas 2014). Spermatogonyal faz siirecinde,
spermatogonyumlarin ¢ogalmasiyla baslayan spermatositlerin farklilasmasiyla sona eren
sliregtir. Bu siirecten sonra spermatositlerden (2n) spermatid (n) tretiminin meydana
geldigi spermatosit fazina gegilir. Ortaya ¢ikan spermatidlerin yuvarlak spermatidlere
dontiserek olgunlastigi morfolojik doniisiim siirecine ise spermatid faz (spermiyogenez) adi
verilir. Bu siire¢ icerisinde spermatitlerin polaritesi belirlenerek flagellumun olusumu
baglar. Sonraki agamada ise akrozomal vezikiiliin diizlesmesi ile golgi aygiti spermatidin
boyun bolgesine go¢ etmektedir. Spermatid tekrardan yonlendirilerek flagellumunun
limen igerisine dogru uzanmasi ve akrozomun bazal lamina yoniine dogru donmesi
saglanir. Cekirdek diizlesirerek uzar ve akrozomal graniil, farklilasan akrozomal zarin
tamamina yayilir. Spermiasyondan hemen Once ise son asama olan testis seminifer tiibiil

liimeni iginde 6zellesmis spermatozoonlarin salinmasi gercgeklesir (Griswold 2016).

2. 6. Fare Spermatozoonlarinin Epididimisten Alinmasi

Epididimisten spermatozoon hiicrelerini almak icin farelere eter ya da servikal
diskolasyon yontemi uygulanir. Spermatozoon hiicrelerinin alinmasi i¢in farelerde karin
duvar1 yontemine uygun bir sekilde agilip genital organlar1 disar1 alinir. Farelerden elde
edilen kaudo epididimisler her bir farenin kaudo epididimisleri i¢in ayr1 ayri igerisinde

1000 ul’'lik sperma soliisyonu bulunan petri kaplarina birakilir. Elde edilen kaudo



epididimisler dissiz pens ve insiilin ignesi yardimi ile ortalama bes kisma pargalanip 10 dk
siire ile spermatozoon sulandiricisinda kalmasi saglanir. Bu siire¢ igerisinde kaudo
epididimisde bulunan spermatozoonlar sperma sollisyonuna gecger Ve doku pargalari
sperma soliisyonundan ayrilip uzaklastirilir. Farelerde spermatozoonun epididimisten ve
genital kanaldan alinmasi ile yapilan muayeneler sonucunda her iki yontemde de IVF
sonucunda bir farklilik gériilmemistir. Farelerde kaudo epididimisten spermatozoon alma
uygulamasinin dezavantaji sakrifiye edilmesinden dolayr bir kez spermatozoonlarin
alinabilmesidir. (Songsasen ve Leibo 1998). Ayrica kaudo epididimisin parcalanmasi
sonucu ortaya c¢ikabilecek olan kanin spermatozoonlar i¢in toksik etkisi de diger bir
olumsuzluktur (Noiles ve ark.1997, Katkov ve ark. 1998, Dewit ve ark. 2000, Koshimoto
ve ark. 2000, Koshimoto ve Mazur 2002).

2.6.1. Motilite

Fare spermatozoonlarinda motilite hareketi boga, aygir, insan, kopek ve kedi gibi
bas kismi oval sekilde olan spermatozoonlardan farkli olarak goézlenmektedir. Farelerde
spermatozoon bas kismi orak sekilli asimetrik yapiya sahip olup kuyruklarini asag1 yukari
hareket ettirerek medyum igerisinde yer degistirirler. Kuyruklarinda spiralin disinda farkli
bir hareketlenme etkisi ortaya ¢ikmaktadir (Woolley 2003).

Fare spermatozoonlar: ileri yonde dogrusal, diizgiin olarak hareket etmelerinin
disinda, bas bolgesinde bulunan apikal kanca sayesinde etrafindaki spermatozoonlara
tutunarak 10-50 kadar motil hiicre ile grup olusturarak da hareket ederler. Motilite
muayenesinde kiimelesme benzeri bir durum fark edilse de bu fare spermatozoonunun

dogal goriintiistidir (Moore ve ark. 2002).

2. 6. 2. Olii Spermatozoon Oram

Olii spermatozoon oranini belirlemek igin €osin-nigrosin, eosin, fast green ve opal
blue gibi boyalardan yararlanilir (Tekin 1990). Spermatozonun hiicre yapisinda bozulma
meydana gelir ise membran biitiinliigii morfolojik olarak bozularak eosin hiicre igerisine
girebilmektedir (Jeyendran ve ark. 1984). Buradaki amag¢ Olii spermatozoon oranini

belirlemek i¢in spermatozoonun bas kismi boya aldiysa ya da post akrozomal bolgeyi de



kapsayacak sekilde boyali ise Olii spermatozoon, eger boya alimmamis ise canlt

spermatozoon olarak degerlendirilmistir (Somfai ve ark. 2002, Tekin 1990).

2.6. 3. Anormal Akrozom Oranm

Farelerde anormal akrozom spermatozoon oraninin belirlenmesi, spermatozoonlarin
fertilite yeteneklerinin diisiik olusu ve kalitsal bozukluk tasimasi nedeniyle morfolojik
muayene acisindan Onem tagimaktadir. Fare spermatozoonlarinin  morfolojik
muayenelerinin yapilmasi i¢in trypan blue, congored boyama yontemleri ve sivi fikzasyon
yontemleri kullanilmaktadir (Somfai ve ark. 2002, Tekin 1990).

2. 6. 4. Hipoozmotik Sisme Testi (HOST)

HOST  test spermatozoon  membran  biitiinligiiniin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Membran Dbiitiinliigiiniin  incelenmesi iki sekilde yapilmaktadir.
Supravital boyama ve HOST test ile belirlenmektedir. HOST test spermatozoon
analizlerinde tamamlayici bir test olarak kullanim alani bulmaktadir (Neild ve ark. 1999).
Alternatif bir yontem olarak spermatozoon dondurma islemi sonucunda ortaya c¢ikan
membran yikimini belirtmek i¢in de kullanilmaktadir (Correa ve Zavos 1994, Thundathil
ve ark. 2002, Tartaglione ve Ritta 2004).

Hipoozmotik ortama sahip soliisyonda bulunan spermatozoon igine suyun
girmesiyle hipozomotik stres olugmaktadir. Aktif olarak membraninda bozukluk olmayan
spermatozoon plazma membrani, HOST test uygulamasi siiresince intraseliiler ve
ekstraseliiler sivi arasinda ozmotik basinci dengede tutmaya calismaktadir. Bu esnada
spermatozoonun igerisine su girerek hacminde artis sekillenerek spermatozoon yapisinda
sisme baglayarak kuyrugunda kivrilma gozlenir (Correa ve Zavos 1994, Nie ve Wenzel
2001, Jeyendran ve ark. 1984, Sliwal1993).

HOST testinde kuyruk yapilari kuyrugun esnemesi ile kivrilmasi, kisalmasi ve
kalinlagmasi1 ve kuyrukta fibrillerin degisik derecelerde kivrimli bir hal almasi gibi kuyruk
tipleri ortaya c¢ikmaktadir (Jeyendran ve ark. 1992). Hipoozmotik bir soliisyonda
spermatozoon kuyrugunda sismenin goriilmesi plazma membranindan su gegisinin dogal

olarak olustugunun gostergesidir (Jeyendran ve ark. 1984).



HOST testinde spermatozoonlarin kuyruklarinda meydana gelen kivrilma
goriilmesinin nedeni kuyruk membraninin saglam oldugunu gostermektedir. Fonksiyonel
olarak ejakiilason sonucu elde edilmis spermatozoonda eger kuyruk saglam ise bas
kisminda bulunan plazma membrani da saglamlhigimi korumaktadir (Jeyendran ve ark.
1992).

HOST testinin uygulanmasi sonucunda insanlar ve hayvanlar arasinda farkli
sonuglar elde edilmistir (Kumi-Diaka 1993, Nie ve Wenzel 2001, Lagares ve ark. 2000).
Insanlarda 150 mOsm (Jeyendran ve ark. 1984), bogalarda 150 mOsm (Kathiravan ve ark.
2008), koglarda 100 mOsm (Aisen ve ark. 2005), aygirlarda 25-100 mOsm (Neild ve ark.
1999), kopeklerde 60 mOsm (Kumi-Diaka 1993), tavsanlarda 60 mOsm (Ducci ve ark.
2002) ve alabaliklarda ise sperma 100 mOsm (Cabrita ve ark. 1999) diizeyde
kuyruklarinda kivrilmalar gozlenmektedir. Farkli irklarda ki deney hayvanlarinin
hipoozmotik basinca verdikleri tepkilerde birbirinden farklidir (Songsasen ve Leibo 1997-
b).

2. 7. Apoptoz

Hiicre olimi ile ilgili nekrozun tanimi boyama yontemlerinin kullanilmaya
baslanmasiyla yapilmistir. Kerr ve arkadaslari (1972) nekrozdan farkli olarak olusan hiicre
Olimiinii Yunancada yaprak dokiimii anlaminda ‘’apoptoz’’ olarak isimlendirmislerdir.
Apoptoz fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hiicre 6liimii olarak ifade edilmis, fonksiyonu
bozulan hiicrelerin ¢evresine zarar vermeyip programli olarak hiicre o6limii olarak
tanimlanmustir (Altunkaynak ve Ozbek 2008, Oktem ve ark. 2001, Y1lmaz 2005).

Apoptozis fizyolojik ve patolojik olarak iki bolimden olugmaktadir. Anne karninda
gelisen yavruda el ve ayak parmaklar1 gelisim siirecinde yapisik haldeki iken apoptoz ile
parmaklarin birbirinden ayrilmasi, yaslilikla beraber organlarda goriilen atrofiler,
laktasyonun sona ermesiyle meme bezlerinin gerilemesi, hiicre sayilarinin (kan hiicreleri
gibi) ideal oranda sabit tutulmasi fizyoloijk apoptoz olarak tanimlanmistir. Patolojik agidan
bakildiginda ise; kanal tikanmalari sonucu parankiméz dokulardaki atrofiler, travma,
kemoterapi, hipoksi ve radyasyon araciligi ile olusan hiicrelerdeki Oliimler, insiiline
bagimli diabetes mellitus, otoimmun hastaliklarda sitotoksik T hiicrelerinin olusturdugu

hiicre oliimleri, viral enfeksiyonlarda goriilen epitel hiicrelerin oliimleri patolojik



apoptoz’lar olarak tanimlanmistir (Oktem ve ark. 2001, Elmore 2007, Kiess ve Gallaher
1988, Ozcan ve Atakisi 2003, Cohen 1993).

2. 7. 1. Apoptotik Hiicrelerde Gozlenen Degisiklikler

Apoptozun baglamasi i¢in gereken uyarim alindiktan sonra morfolojik ve
biyokimyasal degisimler ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre kiiciiliir, kondanse olur, ¢ekirdek zari
erimeye baslar, hiicrenin iskeleti dagilarak ¢ekirdek DNA’s1 pargalara ayrilir (Cohen 1993,
Mountz ve Zhou 2001).

Apoptozlu hiicrede laminin ve aktin filamentleri kesilerek sitoplazma ¢ekilerek
kiigtiliir. Cekirdek ve kromatindeki proteinler pargalanarak ¢ekirdekte kondensasyon baslar
ve kromatinin c¢ekirdek membraninin i¢ yiiziine yerleserek at nali seklinde bir goriiniim
alir. Hiicrenin biiziilerek kiigiilmesi sonucu makrofajlarin taniyabilecegi normal hiicreden
farkli kiiclik parcalara ayrilmis olur. Apoptotik cisimler i¢inde stoplazma, siki olarak
paketlenmis organeller ile ¢ekirdek zar1 bulunan bir yap1 meydana gelmektedir (Mountz ve
Zhou 2001, Pmarbast 2007, Trump ve ark. 1997). Cekirdek hiicre gibi biizliserek
membranla sarilmis bir halde pargalara ayrilabilir. (Mountz ve Zhou 2001).

Apoptoz aninda meydan gelen degisimde, apoptotik hiicre membrani sitoplazmik
yiizeyindeki fosfatidilserinin hiicre membrani1 digina ¢ikmasina neden olur. Apoptozda
hiicrenin zarinda gizlenmis olarak bulunan N,Ndiasetilsitabroz ve N-asetil glikozamin
molekiilleri ortaya ¢ikarak makrofajlar ile taninirlar (Oniz 2004).

Apoptotik hiicreler, morfolojik membran degisimi sonucu hiicre igeriklerini, iginde
bulunduklart membran ile ¢evrili vezikiil bigiminde apoptotik hiicrelerden kopmus
tomurcuklar seklinde gosterirler. Bu tomurcuklar apoptotik cisim olarak adlandirilir.
Ortaya ¢ikan bu degisimler apoptotik siire¢ sonlarinda goriiliir (Pinarbasi 2007).

Apoptozda en belirgin 6zellik hiicre i¢i Mg ve Ca bagimli endojen endoniikleaz
enzimi etkisi sayesinde kromozomal DNA’nin niikleozomal birimlere kadar
pargalanmasidir. Apoptotik hiicrelerdeki DNA, agaroz jel elektroforezinde merdiven
basamagini andiran bigimde apoptozun tipik goriintiisiinii verir (Bortner ve ark. 1995,
Cohen 1993).

Fragmantasyon sirasinda apoptotik hiicreler CAD (caspase activated DNaz
kaspazla-aktiflesen deoksiribo niikleaz) enzimi tarafindan DNA niikleozom birimlerine

ayrilir. CAD hiicrelerde ICAD’a (inhibitor of caspase-activated deoxyribo nuclease) bagl



olarak inaktif halde bulunmasina ragmen apoptoz uyarisi alan hiicrede kaspaz 3’iin aktive
edilmesi ile bu enzim DNaz (endoniikleaz) DNA’nin 180-200 baz giftlik niikleozomal
fragmanlara ayrilmasini neden olur (Cohen 1993, Pinarbasi 2007, Sakahira ve ark. 1998).

2. 7. 2. Spermatozoon Hiicrelerinde Apoptoz

Ergin haldeki memelilerde spermatogenezis asamasinda germinal hiicrenin kaybi
onemli rol oynamaktadir. Testislerdeki aktif spermatozoonlarin %25 ya da 75’i dejenere
olarak Olmektedir. Ganodotropinler (FSH- LH) veya testosteron eksikligi testislerdeki
germinal hiicrelerin kaybina yol agmaktadir. Erkeklerde infertilitenin belirlenmesindeki
faktorler arasinda spermatozoon DNA’sindaki hasar ve apoptoz da nedenler arasindadir.
Anormal spermatozoon hiicrelerindeki somatik hiicrelerde goriilen apoptoz igin
karakteristik olan bulgu DNA zincir kiriklart ve DNA in-Situ denatiirasyonundaki
sensitivite artisidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda apoptozun normal spermatogenezis
asamasinda germinal hiicre oliimii mekanizmasinda etkili oldugu ve cogu memeli
tiiriindeki spermatogenezisin diizenlenmesinde rol oynadig: bildirilmistir (Ok ve Oz 2007,
Sakkas ve ark. 2007, Weng ve ark. 2002).

Apoptozun ortaya ¢ikmast ile germinal hiicreler meydana gelen kayip,
spermatogenezis siirecinde ortaya ¢ikan bir durum olup p21, p53, kaspaz, Fas ve bcl-2
genlerinin farkli yollar1 ile ayarlanmaktadir. Fas ekspresyonlu spermatozoon sayisi,
spermiyogram sonuglarinin normal oldugu o6rneklerde diisiik, ancak anormal parametre
gosteren Orneklerde ise yiiksek oranda bulunmustur. Ayrica, fragmente olmus DNA’ya
sahip spermatozoon yiizdesinin ICSI ve IVF uygulamalarinda fertilizasyon orani ile negatif
bir iliski gosterdigi saptanmistir. Germinal hiicreler tizerinde meydana gelen genotoksik ve
sitotoksik etki apoptozu uyarmaktadir. Apoptoz, hasar olmayan DNA’l1 hiicreleri segmede
etkin bir yontem iken, apoptoza maruz kalmis spermatozoonlarin da ayirt edilmesine
olanak saglayarak spermatozoonun ovumu fertilize edemeyecegi bildirilmektedir (Anzar
ve ark. 2002, Hikim ve Swerdloff 1999, Ok ve Oz 2007, Weng ve ark. 2002, Yilmaz
2005).

Spermanin  dondurulmasi isleminde fosfatidilserinin translokasyonu sonucu

potansiyel baslatici olarak apoptozu indiiklendigi bildirilmistir. Ozellikle, sperma



sulandirma, sivi azot buhart ve ekilibrasyon islemleri asamalar1 hiicre apoptozisi
baslaticilardir (Anzar ve ark. 2002, Martin ve ark. 2004).

Diisiik spermatozoon yogunlugu ve anomalilerin hiicre apoptozunu indiiklendigi
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda spermatozoonlarda apoptozun ger¢eklesmesine bagli
olarak fertilizasyonda aksakliklarin oldugu bildirilmistir (Chen ve ark. 2006, Perticarari ve
ark. 2007, Weng ve ark. 2002).

2. 7. 3. Apoptoz Tespitinde Kullanilan Yontemler
2.7.3. 1. Boyama yontemleri

Giemsa ile boyama hematoksilen-eozin (HE) boyama gibi nukleus morfolojisinin
incelenmesi yapilarak apoptotik hiicreler belirlenebilmektedir. Sitoplazmanin siniri
hematoksilen ile boyamada kromatini boyadigi icin nukleus morfolojisi daha iyi
secilebilmektedir (Yilmaz 2005). HE ile boyanan preparatlar 1s1tk mikroskobu altinda
incelenmekte, hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda ve doku boyamalarinda rahatlikla da
kullanilabilmektedir. HE ile boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigi igin
apoptotik hiicrelerdeki degisim nukleus morfolojisine gore degerlendirilebilmektedir.
Ortaya ¢ikan morfolojik degisiklikler; sitoplazma ve dolayisiyla hiicrenin kiigiilmesi,
kromatinin kondanse olmasi, nukleus zarinin perifere toplanmasi, nukleusun yap: olarak

kii¢iilmesi ya da pargalara ayrilmasidir (Mountz ve Zhou 2001, Ulukaya 2003).

2. 7. 3. 2. Floresan mikroskop

Floresan mikroskopi yontemi, floresan maddelerin (6rn. propidium iyodiir, etidyum
bromiir hoechst boyasi, DAPI “4,6-diamidine-2’-phenylindole”, FITC “fluorescein
isothiocyanate”, akridin orange,) kullanildigi boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya
baglanabilme o6zelliklerinin olmasindan dolayi, hiicre kromatinine baglanarak nukleusun
daha goriiniir hale gelmesine neden olmaktadirlar. Hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda, canli
hiicre ile 6li hiicrelerin ayirt edilmesine olanak tanirlar. Canli ve Slii hiicrenin ayriminin
yapabilmesi i¢in, canli ya da 6lii hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boyasi) ile
sadece Ol hiicreleri boyayan diger bir boya ile (6rn. propidium iyodiir) birlikte kullanilir.

Membran biitiinliigii saglam (canli) hiicreler, propidium iyodiir gibi sadece membran
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biitinligiinde bozulma olan (6li) hicrelerin boyanmasini saglayan bir madde ile
boyanmaz iken, 6li ya da canli hiicrelere girebilmekte olan Hoechst boyasi ile boyanirlar.
Bu yontem ile hiicrelerin 6lii veya canli olup olmadigi anlasilmis olsada 6lii hiicrelerin
apoptoz ya da nekroz ile oliip 6lmediginin ayrimi, hematoksilen boyama yonteminde
oldugu gibi nukleus morfolojisindeki degisime bakilarak da yapilir. Kromatindeki
kondensasyon ya da nukleusda goriilen fragmentasyon hiicrelerin apoptotik olduklarini
diistindiiriir (Ulukaya 2003, Y1lmaz 2005).

2. 7. 3. 3. Elektron mikroskopi

Morfolojik degisikliklerin en iyi sekilde gozlemlendigi yontemdir. Bu yontemle
sitoplazmadaki kiigiilme, kromatin kondensasyonu ve fragmentasyonu, mitokondri
durumu, hiicre zar1 veya nukleus membranindaki biitiinliigiin degisip degismedigi gibi

ayrintilar incelenebilir (Yilmaz 2005).

2. 7. 3. 4. Faz kontrast mikroskop

Faz kontrast mikroskop hiicre kiiltiir ortaminda, hiicrenin ya da hiicre toplulugunun
incelemesi amaciyla kullanilmaktadir. Olen hiicrelerin yapistiklar: substratumdan (alt
tabaka) ayrilmalari ile besi yeri i¢inde yiizmeye baslarlar. Bu hiicrelerin gézlemlenebilmesi
faz kontrast mikroskop ile yapilmaktadir. Faz kontrast mikroskop ile mitoza giden hiicreler
gozlenebilir fakat bu durum erken evredeki apoptotik hiicre goriintiisii ile
karistirilabileceginden dolayr ayirt edilmeleri imkansizdir. Faz kontrast mikroskop
sayesinde apoptotik hiicreler {izerindeki ortaya ¢ikan cepcikler (blebs) izlenebilmektedir
(Ulukaya 2003).

2.7.3.5. Anneksin V yontemi

Normal hiicrelerin hiicre zarmin sitoplazmik yiizeyinde membran lipitlerinden
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Normal durumda hiicrenin i¢ yiizeyinde yerlesmis
olarak bulunan PS molekiilleri, apoptoza giden hiicre zari dis yiizeyine transloke
olmaktadir. Bu durum hiicre membraninin biitiinligiinde bozukluk goriilmedigi apoptotik

hiicre 6liimiiniin erken doneminde meydana gelmektedir. Anneksin-V, hiicre dis yiizeyine
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yer degistiren fosfatidilserine baglanabilme &zelliginde bir protein olmasindan dolay:
floresan bir madde (6rn. FITC) tarafindan isaretlenen apoptotik hiicrenin goriinebilir hale
gelmesini saglayabilmektedir (Bratton ve ark. 1997, Gatti ve ark. 1998, Overbeeke ve ark.
1998). Flow sitometri ile FITC-Anneksin-V kompleksinin hiicre yiizeyindeki
fosfatidilserine baglanmasi belirlenebilmektedir. Nekrotik hiicre ylizeyinde de Anneksin-V
baglanmas1 gorildiigii i¢in ikinci bir boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir.
Annexin V-FITC (gren fluorescence) ve propidium iodide (red fluorescence) ile ayn1 anda
boyanmis preparatlarda, canli hiicreler (FITCPI-), erken apoptotik hiicreler (FITC+PI-) ve
gec apoptotik ya da nekrotik hiicreler (FITC+PI+) birbirinden ayirt edilebilir (Overbeeke
ve ark. 1998, Tesarik ve ark. 1998).

2.7.3.6. TUNEL yontemi

DNA kiriklarmin ortaya ¢iktigi yerin belirlenmesine kullanilan bir yontemdir
(Gavrieli ve ark. 1992, Kressel ve Groscurth 1994, Yilmaz 2005). Apoptotik parcalanma
sonrasi DNA uglari, DNA polimeraz ya da klenow fragmentinin kullanilmas: ile
isaretlenmektedir. Fakat terminal deoksi niikleotidil transferaz (TdT) kullanimu ile yapilan
isaretlemeler ise daha duyarli bir yontem olarak bulunmustur. Konvansiyonel parafin
kesitleri, TdT ve nonizotopik isaretli niikleotidler (biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan
isaretleme ardindan floresan veya enzimatik goriintiileme, apoptotik hiicrelerin diger
hiicrelerden ayirt edilmesinde yeterli olmaktadir. Uygulanan bu yontem “TdT-dUTP nick-
end-labelling” sozciiklerinin kisaltilmast olan “TUNEL” yontemi adiyla bilinmektedir
(Aral 1996, EImore 2007, Kressel ve Groscurth 1994).

2.7.3.7. M30 yontemi

M30 yontemi, apoptotik hiicrelerdeki sitokeratin 18’in kaspazlar sayesinde
kirilmas1 sonucunda ortaya ¢ikan antijenik bdlgenin immuno histokimyasal yontem ile
boyanmasi esasina dayanmaktadir. Yalnizca sitokeratin 18’1 eksprese eden dokularda
kullanim1 miimkiindiir (Leers ve ark. 1999, Ulukaya 2003). Sitokeratin 18 (CK18) tek katli
ve glanduler yapidaki epitel hiicrelerde bulunan tip 1 intermediate filament proteinidir.
Cogunlukla karaciger, akciger, gogiis, kolon ve prostat, kanser tiplerinde eksprese

edilirken, noral vel enfoid hiicrelerde bulunmaz (Caulin ve ark. 1997).
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2.7. 3. 8. Kaspaz-3 yontemi

Kaspaz-3 yontemi sayesinde sadece apoptotik hiicrelerde meydana gelen aktif
kaspaz-3, immuno histokimyasal boyama metoduyla belirlenebilir. Bu yontemde, dokunun
kaspaz 3’1 expire ettigi veya iizerinde ¢alisilan dokudaki kaspaz 3‘i kirip kirmadigina
gore apoptotik hiicreler gorilinebilir bir hal alirlar. (Overbeeke ve ark. 1998, Ulukaya
2003).

2.7.3.9. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz orta biiyiikliikte olan biiyiik DNA molekiillerinin elektroforez ile ayirilmasi
icin en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Ayristirilacak olan molekiillerin biiyiikliigiine
gore genelde %0.3 ile %2 agaroz konsantrasyonlari kullanilmaktadir. En fazla 50 kb’a
kadar olan niikleik asitler agaroz jel elektroforezi yardimi ile ayristirilabilir. Agaroz
konsantrasyonunun ayarlanmasi ile jelde molekiillerin hareket ettikleri porlarin ¢api
degistirilebilir. Jel konsantrasyonunun artmasi ile porlarm ¢api kiigiilmektedir. Bunun
sayesinde biiyilk DNA pargalari i¢in diistik, kiigiik DNA pargalari igin ise yiiksek agaroz
konsantrasyonlar1 kullanildiginda niikleik asitler en iyi sekilde ayrilmis oldugu goriiliir.
Agaroz jeller floresan boya olan ethidium bromide ile boyanip UV 1s1ginin altinda DNA
pargalar1 goriintiilenir. DNA’nin jelde gorlinir bir hal almasi ethidium bromide’in
DNA’nin iki zinciri arasina girmesi ile 300 veya 360 nm dalga boyundaki 15181 sogurmasi
sonucu floresan etkinin goriilmesi ile gergeklesir (Bardak¢t ve Yenidiinya 2007).
Apoptotik hiicrelerde goriilen endoniikleaz aktivasyonun etkisi kromatindeki oligo
niikleozomal pargaciklarin ayrilmasina yol agmaktadir. Endoniikleaz enzimi magnezyum
ve kalsiyum bagimli olup, DNA’da tipik olarak ortaya ¢ikan 180-200 baz cifti ve katlari
seklinde parcalanmalara yol acar. Bu sekildeki parcalanma paterni, agoroz jel
elektroforezde merdiven goriiniimiinde “ladder pattern” ortaya ¢ikarak apopotoz igin tipik
bir sekil alir (Aral 1996, Bortner ve ark. 1995, Bossu 1999, Carson ve Rbiero 1993, Cohen
1993). Agaroz jel elektroforez yontemi, giivenilir sonuglar elde edilmesini saglayan
kalitatif bir analiz yontemidir (Bossu 1999, Sereno 2001).
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2. 7. 3. 10. Western blotting

Western blotlama her hangi bir protein karisiminin igerisindeki belirlenmis bir
protein ve biylikligiiniin belirlemesi i¢in kullanilan nicel bir yontemdir. Bu metodun
isleyisi, elde edilmek istenilen proteine karsi yonlendirilmis olan yiiksek kalitede bir
antikor kullaniminin etkinligidir. Bu antikor belirleyici olarak kullanilarak, bir karisimin
icinden ilgili protein rahatlikla saptanabilir. Western blot yontemi hiicrede ne kadar
proteinin biriktigini gosterir (Bardak¢i ve Yenidiinya 2007). Bu yontem sayesinde
apoptoza Ozgii olarak bazi proteinlerin eksprese olup olmadigi (6rn. bel-2) ya da kirilip
kirtlmadiginin (6rn. kaspaz-3) belirlenmesi miimkiindiir. Bu yontem ile sitokrom c’nin
mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigi da belirlenebilir. Yalniz, sitokrom c tespiti yapilmadan once
alt-fraksiyonlama yapilip hiicrenin sitoplazmik ve mitokondriyal fraksiyonlarinin ayrimi
yapilarak, normal durumda sitoplazmik fraksiyonda bulunmayan sitokrom c’nin bu
fraksiyon siirecinde tespit edilmesiyle hiicrelerin apoptoza ugradiklari anlasilmaktadir
(Y1lmaz 2005).

2.7.3.11. Flow sitometri

Flow sitometri lazer kaynakli florometre kullanimi ile pargacik 151k yayilim analizi
bilesimi toplamindan olusur. Flow sitometri ile farkli hiicreler, pargaciklar ve molekiiller,
dik ve diisiik acili 191k yayilimmin kullanilmasiyla ayrilabilirler. Bu hiicreler, parcaciklar
veya molekiiller, FITC, 13- phycoerithrin ve rhodamine-GG gibi farkli 6zel floresan
isaretleyiciler ile ya da boya isaretli antikorlar sayesinde isaretlenebilir (Aral 1996). Flow
sitometrinin kullanimu ile floresan bir madde ile isaretlenen antikor sayesinde apoptozda
eksprese oldugu belirtilen herhangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi miimkiindiir.
Bunun sayesinde apoptotik hiicreler de belirlenmis olur. Uygulanmasi kolay, siirecin kisa
olmasi ve kantitatif sonu¢ vermesi bakimindan apoptozun belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Apoptozun flow sitometri ile belirlenmesinde floresan bir madde olan
propidium iyodiir ve Anneksin V kullanilir (Kockx 1998, Overbeeke ve ark. 1998, Tesarik
ve ark. 1998, Ulukaya 2003).
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2.7.3.12. Elisa (Enzyme linked immunosorbent assay)

Elisa testi, bakteriyel, paraziter ve viral enfeksiyonlarin tanisinin yaninda
apoptozun belirlenmesi amaciyla kullanilan, serolojik tani yontemlerindendir. Elisa
yonteminde esas olan antijen-antikor kompleks yapisina enzimle isaretlenmis olan anti
globulinin ilave edilmesi sonrasinda substratinda eklenmesi ile eger antijen veya antikor
mevcut ise renk olusumu gozlenmesi esasina dayanmaktadir. Duyarli spesifik ve cabuk
sonuglar elde edilmesini saglayan bir testtir. Apoptozda ortaya ¢ikan ilk durum sitoplazma
icine niikleozomlarin salinmasi ve DNA fragmentasyonudur (Salgame 1997). Elisa
yontemi kullanarak, kiiltiirii yapilmis olan hiicre populasyonlarinda ve insan plazmasinda
DNA fragmentasyonun tespit edilmesi miimkiin olmaktadir (Overbeeke ve ark. 1998,
Ulukaya 2003). Elisa analizinde, Elisa pleytlerinde bulunan sitoplazmik niikleozomlarin
belirlenmesi ve yakalanmasi i¢in iki niiklozomal epitopa 6zel bir ¢ift olarak monoklonal
antikor kullanilir. Bu yontem sayesinde agaroz jel elektroforez ile yapilan apoptotik DNA
merdiveni belirlenmesinden yaklasik olarak 500 kat daha duyarli olan ¢ok sayida 6rnegin

test edilmesi agisindan daha uygun oldugu bildirilmistir (Salgame ve ark. 1997).

2. 8. Fare Spermatozoonlarinin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

2.8. 1. Fare Spermatozoonlarimin Sulandirilmasi

Glinlimiiz sartlarinda gamet hiicrelerini saklamak i¢in 5°C de kisa siireli saklama,
dondurma ya da liyolifizasyon yontemi ile uzun siire saklama yontemleri kullanilmaktadir.
Memelilerden elde edilen spermanin kisimlara ayrilmasi, hacimce arttirilmasi,
metabolizmas1 sonucu ortaya c¢ikan atiklarin ortadan kaldirilmasi, enerji ihtiyacinin
karsilanmas1 gibi ihtiyaglar i¢in sulandirma islemine gereksinim duyulmaktadir. Ayrica
spermanin sogutulup kisa siireli saklanmasi veya dondurulmasi ig¢in sulandirilmasi
zorunludur. Spermanin sulandirilmasi ve sogutulmasindaki 1s1, sulandiriciya eklenen
kimyasal maddelerin igerigi ve kriyoprotektif ajanlar basariy1 etkileyebilmektedir (Kaneko
ve ark. 2014, Sonmez 2013).
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2. 8. 2. Fare Spermatozoonlarinin Dondurulmasi

Fare spermatozoonlar ilk olarak Tada ve ark. (1990) tarafindan dondurulmustur.
Bu yontem embriyo c¢alismalarina da katki yaparak daha az maliyetle embriyolarin
dondurulmasina olanak saglamistir. Daha sonraki siireclerde yapilan arastirmalarda fare
spermatozoonlarinin dondurulmasiyla elde edilen fertilite oranlari basarili bulunmustur
(Songsasen ve Leibo 1997-b, Sztein ve ark. 2001). Fare spermatozoonlarinin taze olarak ya
da dondurulmasiyla IVF sonuglart, in vivo ortamdaki embriyolarla karsilastirildiginda elde
edilen bulgularin benzer oldugu anlasilmistir (Tada ve ark. 1990).

Spermatozoonlarin  fertilizasyon siirecindeki basarisini  koruyabilmesi i¢in
dondurma islemine dikkat edilmelidir (Sztein ve ark. 2001). Birg¢ok tiire goére fare
spermasinin dondurulma yetenegi oldukga diisiiktiir. Farkli fare irklarinin ve segilen
kryopreservatif maddelerin spermanin dondurulabilirliginde 6nemli etkileri bulunmaktadir
(Evans ve Maxwell 1987; Tada ve ark. 1990; Takeshima ve ark. 1991; Yildiz ve ark.
2007).

Fare spermatozoonlarr, diger evcil hayvanlarin  spermatozoonlart ile
kiyaslandiginda daha hassas bir yapiya sahip olmalarindan dolay1, gilinlimiizde
arastirmalarin odagi haline gelmistir (Noiles ve ark. 1997, Storey ve ark. 1998, Dewit ve
ark. 2000, Koshimoto ve Mazur 2002).

Fare spermatozonunun, serbest oksijen radikallerine kars1 asir1 duyarliligi (Katkov
ve ark. 1998), bas kisminin memelilerden farkli bir yapida sekillenmesi,
spermatozoonlarinin plazma membranindaki suyu gecirme 6zelliginin az olmasi (Dewit ve
ark. 2000), spermatozoonda dondurma sirasinda meydana gelen soguk soku etkisi,
mekanik stres faktorlerine (santrifiij, karistirma, pipetlerme ve sulandirma gibi) karsi daha
duyarli bir hiicre membranina sahip Olmasi yapisinin hassas olusunun nedi olarak
gosterilmektedir (Katkov ve ark. 1998, Koshimoto ve ark. 2000).

Fare spermatozoonunun membran yapisinin giigziiz olmasindan dolay1 bulundugu
ortamdaki ozmotik basinca kars1 koyma giicii daha diisiiktiir (Noiles ve ark. 1997, Katkov
ve ark. 1998, Dewit ve ark. 2000, Koshimoto ve Mazur 2002). Hiicre membranin hassas
olmasmin nedeni; spermatozoonun hiicresindeki yapisal degisiklikten ileri gelmektedir.

Hiicresel yapida bulunan aktin flamentler spermatozoon membraninin dayanikli olmasina
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katki saglamaktadir. Hipoozmotik bir ortama maruz kalindiginda hiicre membrani yapisi
saglam degil ise membran biitiinliigiiniin gecirgen 6zelligi kaybedilir (Noiles ve ark. 1997).

Spermanin  dondurulmasida  kullanilacak  sulandiricinin  igerisine  farkli
kriyoprotektanlarin katilmasi, spermatozoonlarda ozmotik dengeyi etkileyerek plazma
membraninda suyun gegirgenligini degistirmektedir (Gilmore ve ark. 1995, Gilmore ve
ark. 1996, Katkov ve ark. 1998, Koshimoto ve Mazur 2002). Fare spermatzoas: diger
hayvan tiirlerinden farkli bir yapiya sahip olmasindan dolayi, sperma sulandiricisina ilave
edilen kriyoprotektan ajanlar spermatozoonun membrani ile karsilaginca ozmotik basinca
verilen tepkiyi degistirir ve membran biitiinligiiniin ortadan kalkmasimna neden olur
(Songsasen ve Leibo 1997-a). Spermatozoon membran yapisinin bozulmasi ile hiicre
disindan hiicre igerisine giren sivi, spermatozoonun dondurulmasi asamasinda hiicre
igerisinde olusan buz kristalleri, spermatozoonun O6liimiine neden olur (Koshimoto ve
Mazur 2002).

Ayrica, spermatozoonlarin dondurulup ¢dzdiiriilmesinden sonra, ortam da bulunan
kriyoprotektan maddelerin uzaklastirilmasi ile ozmotik basingta degismeler meydana gelir.
Buna adapte olmayan spermatozoonun plazma membraninin yapist degiserek,
biitiinligiiniin  kaybolmasina neden olabilir (Songsasen ve Leibo 1997-a). Fare
spermatozoonunun dondurulmasinda uygulanan yontemlere gore yapilan tohumlamalarda
elde edilen canli yavrularin sayisinda farkliliklar gézlenmektedir (Songsasen ve Leibo
1997-a).

2. 9. Sulandiricilara flave Edilen Kriyoprotektanlar

Spermatozoonlarin  sulandirilmasi, sogutulmasi, dondurulmasi ve eritilmesi
stireglerinde farkli sicaklik, ozmotik basing, kimyasal ve mekanik etkenlere maruz
kalmalarinin  sonucunda fonksiyonel, morfolojik ve niikleer hasarlar ortaya
cikabilmektedir. Ortaya ¢ikan bu hasarlarin nedenleri kullanilmakta olan kimyasal ajanlara
ve hayvanlarin tiirlerine (spermatozoonlarinin  plazma membran yapilar1 ile
permabilitelerinin Ozellikleri) bagli olarak degismektedir. Olusan hasarlarin etkilerini
azalmak ve daha iyi protokollerin ortaya ¢ikarilmast igin kriyoprotektif ajanlar ile sicaklik

farkliklari ile ilgili galismalara agirlik verilmistir (Vajta ve Kuwayama 2006).
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Spermalarin dondurulmasinda plazma membrani, akrozomdaki morfolojik yapi,
spermatozoon DNA’s1 ve spermatozoonun organellerinde olusabilecek hasara engel olmak
i¢cin sperma sulandiricisina kriyoprotektif maddeler katilmaktadir. Sulandiriciya katilan bu
maddeler spermanin dondurulmasi sirasinda sivi halden kati hale ge¢cmede molekiiliin
hacminde ve aktif molekiil (iyon) miktarinda azaltici etki gosterir (Critser ve ark. 1988).

Spermanin sulandirilmasinda kullanilan kriyoprotektif ajanlarin gorevi spermanin
dondurulmasi ya da sogutulmasi sirasinda olusabilecek zarar verici etkenlere karsi hiicreyi
korumaktir. Kriyoprotektanlar etkilerini hiicrenin i¢inde ve disinda ortaya ¢ikan
maddelerin etkilerini toksik olmayacak seviyelerde sinirlayarak, hiicrede meydan
gelebilecek dehidrasyonu ve hiicre membranmin saglam kalmasini saglayarak gosterirler
(Critser ve ark. 1988). Kriyoprotektif ajanlarin sentetik ya da dogal yapida olanlari
olusabilecek buz kristallerinin hiicre membranindaki degisik ylizeylerine etki ederek
olusabilecek kristallerin genislemesinin oniline gectigi one siiriillmektedir (Uchida ve ark.
2007).

Kriprotektan ajanlar; hiicre igerisine penetre olabilen ve hiicre igerisine penetre
olamayan kriyoprotektan ajanlar seklinde siniflandirilmaktadir (Amann 1999). Kiitlece
diisiik agirlikta olan kriyoprotektif ajanlarin fazlaligi spermatozoonlarda negatif bir etki
Olusturmaktadir (Payne ve ark. 1994, Palasz ve Mapletoft 1996). Spermanin
dondurulmasindaki basar1 kriyoprotektan ajanlarin ve suyun hiicre i¢i ve hiicre disi
ortamdaki yer degisimidir. Meydana gelen bu olay spermatozoonun plazma
membranindaki protein yapisinda olan molekiilleri ile olugsmaktadir. Bu sayede protein
yapisinda olan kriyoprotektan ajanlarin sperma sulandiricisina eklenmesi ile sicaklik
degisimi ve ozmotik basingtaki degisimlere karsi spermatozoonun hiicre yapisinda koruma

saglanabilecegi kaydedilmektedir (Edashige ve ark. 2003).

2.9. 1. Hiicre I¢ine Penetre Olabilen Kriyoprotektanlar

Hiicre igerisine girerek etkisini gOsteren kritoprotektan ajanlar, sperma
sulandiricisina ilave edildiginde, hiicre igerisindeki suyun hiicre disina ge¢mesini
saglayarak spermatozoonlarda dehidrasyon olustururlar (Purdy 2006). Boylece
sulandirictya eklenen kriyoprotektanin etkisi ile suyun hiicrenin ig¢inde ve diginda

yogunluklari esitlenerek denge saglanmis olur (Amann 1999).
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Dehidrasyon sonucu hiicre i¢indeki su miktar1 azalarak donma noktasindaki diisiis
ile beraber hiicrenin igindeki su kristalleri azalmaktadir. Eger hiicre i¢indeki suyun miktari
fazla ise buz kristali miktar1 fazla olacagindan, hiicrelerde 6liim ve fertilizasyonda
diistislerin goriildigi bildirilmektedir (Purdy 2006). Hiicre igerisine giren kriyoprotektan
ajanlar, spermatozoon membranindaki lipitleri ve proteini tekrardan diizenlemektedir.
Membranda akigkanligin arttirilmasini saglayarak sicaklik diistiigiinde dehidrasyonu artirip
donma sonunda hiicrenin canliliginin korunmasini saglarlar (Holt 2000).

Spermanin dondurulmasinda en ¢ok kullanilan permeabl kriyoportektan ajanlar
gliserol, etilen glikol ve dimetil siilfoksittir (DMSO). Gliserol ilk olarak 20. yiizyilin
ortasinda kullanilarak koruma &zelligi bulunmustur (Salamon ve Maxwell 2000).
Hidrofilik bir yapiya sahip olan gliserol’iin koruma etkisi yogunlugu, yapisinda karbonun
bulunmasina buna bagl olarak diisiik hidroksit oran1 ve suyu baglama 6zelligi ile ilgilidir.
Gliserol; spermatozoonun igerisine girerek hiicrede suyun azalmasini saglar boylece
sicaklik diistiigiinde biiyiik buz kristallerinin ortaya ¢ikmasini engeller (Nauk ve ark. 1970,
Farrant ve ark. 1977, Salamon ve Maxwell 1995). Sperma sulandiricisina eklenen
gliseroliin optimum miktar1 yumurta sarisinin oranina bagl olarak etkilenmektedir (First ve
ark. 1957, Watson ve Martin 1976).

Hiicre membranim1 kolaylikla gecebilen gliserol membranda lipit yapisini
etkileyerek membran stabilitesinde, akigkanliginda ve suyu gegirme Ozelliginde
degisimlere sebep olmaktadir (Noiles ve ark. 1995, Holt 2000,). Kullanilacak gliserol
miktart sulandirict  bilesimine ve sulandiricidaki ozmotik basinca gore etkisini
gostermektedir (Lightfoot ve Salamon 1970). Gliseroliin eklenen miktar1 ya da uygulama
yontemi yanlig ise hiicrede zarar verici bir etki gostermektedir (Salamon ve Maxwell
2000). Ortaya ¢ikan bu zararli etkinin gliseroliin metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan
‘methylglycosal’ sebebiyle olustugu ortaya konulmustur (Katkov ve ark. 1998, Alvarenga
ve ark. 2000, Gilmore ve ark. 2000).

Gliseroliin disinda kriyoprotektif amagli sulandirict igerisine farkli maddeler
eklenmektedir. DMSO, etilen glikol, diisiik molekiiler agirlikli poliyoller, polimerik
bilesikler, surfaktanlar ve yiiksek yogunlukta sekerler arastirma amaclh kullanilmig ama

gliseroliin etkinligi kadar basarili olmamiglardir (Salamon ve Maxwell 2000).
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2.9. 2. Hiicre Icine Penetre Olamayan Kriyoprotektanlar

Hiicre i¢ine giremeyen kriyoprotektanlar spermatozoonun plazma mebranini
gecemedikleri icin hiicre disinda etki gosterirler. Sulandiricinin ozmolaritesinde artis
sagladiklar1 i¢in hiicrenin membraninda degisimlere yol agarak hiicre igindeki su ile
katyonik molekiillerin hiicre disina ge¢gmesine neden olurlar. Hiicre igine giremeyen
kriyoprotektanlar hiicrelerin plazma membranini etkilemesi disinda ¢ozelti gorevide
gorerek i¢inde bulundugu ortamin donma noktasinda da diismeye sebep olurlar (Amann
1999).

Cozelti gorevinde etkisini gosteren kriyoprotektanlarin sulandirici igerisinde olmasi
hiicre icerisine girebilecek toksik madde etkisini de azaltir (Arav ve ark. 1993). Farkli
miktarlarda seker yogunlugu iceren hiperozmotik sulandiricilar ile hazirlanan
sulandiricilarda donma-eritme sonrasi spermatozoon membran biitiinligiinde iyilesme
oldugu bildirilmistir (Salamon ve Visser 1972). Sekerler, monosakkaritler, disakkaritler ve
trisakkaritler olarak smiflandirilip her birinin donma ve erime sonrasi kriyoprotektif
etkileri farklilik gostermektedir (Yildiz ve ark. 2000, Panyaboriban ve ark. 2015). Sperma
sulandiricilarina katilan sekerlerin bir faydasi da enerji vermeleridir (Panyaboriban ve ark.
2015). Sakkaritler ve trisakkaritler hiicre membranim1 gegcemeyip sulandiriciya
eklendiklerinde hiperozmotik bir ortam olusturarak hiicrede dehidrasyonu saglamaktadirlar
(Schmehl ve ark. 1986, Fiser ve ark. 1987, Molinia ve ark. 1994, Storey ve ark. 1998).

Monosakkaritlerin molekiil agirliklar diisiik oldugu icin spermatozoonlarin plazma
membrani iizerine etkili ve enerji metabolizmasinda rol oynamaktadirlar (Purdy 2006,
Panyaboriban ve ark. 2015). Disakkaritler basit sekerlerden (glikoz ve fruktoz) daha etkili
bir kriyoprotektandir (Purdy 2006). Daha yiiksek bir ozmotik basing olusturarak hiicrede
dehidrasyonu baslatip buz kristallerinin olugmasini azaltirlar (Parks ve Graham 1992).
Disakkaritler hiicre plazmasi membraninda bulunan fofolipitlerle etkilesim saglayarak
membran1  tekrar  diizenlerler. Membranda akigkanhigin  artmasmi  saglayarak
spermatozoonun donma agamasindan sonra daha saglikli olmalarina katki da bulunurlar
(McGann 1978, Molinia ve ark. 1994, McWilliams ve ark. 1995, Aisen ve ark. 2002,
Purdy 2006).

Hiicre icerisine giremeyen sekerler plazma membrani katmaninda etki gostererek
fosfolipit polar gurubu ile hidrojen bagi olusturup buz kristalleri olusumunu

onlemektedirler (Liu ve ark. 1998, Aboagla ve Terada 2003, Purdy 2006, Uchida ve ark.
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2007, Panyaboriban ve ark. 2015). Lipit katmani1 arasina girerek membranda bulunan kuru
lipitlerin siv1 faza geg¢isinin kolaylasmasi (Aisen ve ark. 2002, Fernandez-Santos ve ark.
2007, Molinia ve ark. 1994, Patist ve Zoerb 2005) ile buz kristalinin meydana gelmesi
azalmis olmaktadir. Trehaloz sperma sulandiricisinda bulunan serbest su molekiillerinin
azalmasini saglayip hiicrede dehidrasyon olusumunu saglayarak buz kristallerinin ortaya
¢ikmasinda azaltict etki meydana getirip, ¢ozdiirme sonrasinda membran biitlinligiiniin
korunmasinda etkilidir (Cirit ve ark. 2013). Benzer sekilde siikrozunda buz kristalinin

ortaya ¢ikmasini azaltici etkisi oldugu bildirilmistir (Panyaboriban ve ark. 2015).

2. 10. Antioksidanlar, Serbest Radikaller ve Okasidatif Stres

Viicut igerisinde hiicre ve dokulardaki serbest radikallerin olusumu sonucu ortaya
cikan oksidatif etkilerin engellenmesini saglayan savunma sistemleri bulunmaktadir. Bu
savunma isleyisinde gorevli olan maddeler antioksidan maddeler olarak
adlandirilmaktadirlar (Bucak ve ark. 2015, Simsek 1999). Antioksidanlar islevsel
ozellikleri bakimindan; radikallerin temizlenmesi ile etki eden “serbest radikallerin
olusumunu Onleyen” ve radikaller ile uyumlu bir iiriin ortaya ¢ikararak reaksiyonlari
sonlandiran “zincir kiran antioksidanlar” diye iki gruba ayrilirlar. Serbest radikal
olusumuna engel olan antioksidanlar, transferin, albliimin benzeri metal baglayicilar,
katalaz, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz olarak kendi igerisinde ayrilirken;
zincir kirct olanlar ise yagda eriyebilenler (ubikuinon, alfa tokoferol, beta karoten) ve suda
eriyenler (sistein, glutatyon iirat, askorbat) olarak kendi igerisinde ayrilmaktadir (Simsek
1999). Ayrica, ginko ve selenyum gibi antioksidatif etkili enzimler i¢in kofaktor gérevinde
maddelerde yer almaktadir (Hezavehei ve ark. 2018).

Dondurulmus sperma, taze sperma ile karsilastirildiginda genelde fertilite oram
daha diisiik olmaktadir. Bunun sebebi ¢ozdiirme sonu hem canli spermatozoon orani
diigiikliigii, hem de canl fakat islev yetenegi azalmig hiicrelerden ileri gelmektedir (Alcay
ve ark. 2016). Donma hizi, soguk soku, sulandiricinin bilesenleri, ozmotik basingtaki
farkliliklar gibi ¢ok sayida etken spermatozoonlarin yasam yeteneginin azalmasina Yol
acarken, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu membran yapisinda goriilen
degisiklikler (oksidatif zarar), membran reseptorleri yapisinda bozulma, yer kiire niikleer
yapisindaki radyoaktivite gibi etkilerin de spermanin islevsel yapisina zarar verdigi
bildirilmistir (Hafez 2000, Mazur 1984, S6nmez 2013, Tiirk 2015).
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Yapisinda bir ya da birden fazla sayida ortaklanmamis elektron barindiran
molekiillere “’serbest radikaller’’adi verilmektedir. (Ttrk 2015, Zhong ve Zhou 2013). Bu
radikaller, yapilarindaki elektronlar1 hiicre iginde bulunan iyon transfer kanallarinin
sayesinde hiicrelerden geg¢irip onlarin membran yapilarinda bulunan lipit ve protein
bolimlerini etkilemektedir (Bucak ve ark. 2015). Serbest radikaller yapilar itibari ile
reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerini barimdirmaktadirlar. Reaktif oksijen
tiirleri li¢ biiyiik tip olarak hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil seklindedir (Zhong ve
Zhou 2013).

Serbest oksijen radikalleri, radikal yapida ya da radikal yapida olamayan
molekiiller ile reaksiyona girip onlarin yapi ve islevlerinde degisikliklere neden olurlar
(Simsek 1999). Halliwell (2006), serbest radikalleri reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak
adlandirp, oksijen molekiillerinin radikal yapida olduklarini fakat reaktif yapiya sahip
olmayanlarinda oldugunu bildirmistir.

Testis dokusu igerisindeki sperma iiretimi asamasinda, kanal sistemi, epididimis,
ejakiilasyon sirasi ve ejakiilasyon sonrasindaki siiregte oldugu gibi sulandirma, dondurma
ve ¢Ozdiirme islemleri esnasinda ya da sonrasinda meydana gelen hiicre 6liimii ve hiicre
islevindeki azalma, oktidatif stres ile baglantilidir (Bailey ve ark. 2000, Bilodeau ve ark.
2000). Spermatozoanin olgunlagmasi testisten kauda epididimise gegis sirasinda
olmaktadir. Bu gecis sirasinda spermatozoalar yiizeyinde olusan pek ¢ok degisik yapilar
epididimise kadar ulasabilmektedir. Plazma membranindaki yiiksek miktardaki doymams
yag asitleri, spermatozoanin ROS ataklarina karsi savunmasiz bir duruma gelmesine neden
olmaktadir (Wai-Sumve ark. 2006).

Olgunluga ulasmamis ve morfolojik yap1 olarak anormal sekildeki spermatozoalar
ve seminal plazmadaki lokositler ejakiilat i¢inde bulunan temel ROS kaynagidirlar.
Dondurma, saklama ya da transfer etmek amaci ile aliman sperma, dig ortamdaki
kirleticiler, giin 15181 etkisi ve oksijen kaynakli ROS’un ortaya ¢ikmasmi tetikleyip,
spermatozoon genel yapisinda geri doniisiimii olmayan bozukluklara yol agmaktadir
(Sari6zkan ve ark. 2009a, Sari6zkan ve ark. 2009b).

Serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikan zararli etkilerinin Oniine gegmek ve lipit
peroksidasyonu onlemek igin, seminal plazma ve spermatozoa bir takim antioksidanlari
yapisinda bulundurmaktadir (Alvarez ve Storey 1983). Seminal plazma yapisinda

cogunlukla erkek eklenti bezi salgilarin1 bulundurur ve bu salgilar fertilizasyon agamasina
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kadar spermanin besin gereksinimi ihtiyacini karsilayip, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
superoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlere ek olarak, vitamin E ve C, taurin,
hipotaurin, trik asit ve albumin gibi stres etkisine karsi spermatozoanin korunmasinda
etkili antioksidan maddeleri i¢cermektedir (Chen ve ark. 2003, Wai-Sum ve ark. 2006,
Vernet ve ark. 2004).

Oksidatif stres, antioksidanlarin pargalayamayacagindan fazla miktarda reaktif
oksijen tiirevinin (ROS) iretilmesi olarak tanimlanmaktadir. Akrozom reaksiyonu,
kapasitasyon, protein ve tirozin fosforilasyonu ve spermatozoon-oosit fiizyonu gibi
spermatozoon islevleri i¢inde bir miktar da ROS olmasi gereklidir (Agarwal ve Allamaneni
2004, Turk 2015, Zhong ve Zhou 2013). Hiicre ve dokularda asir1 miktarda ROS
bulunmas1 antioksidan savunma sisteminin baskilanmasi sonucu oksidatif stresin meydana
gelmesine neden olmaktadir. ROS’un plazma membrani biitiinligiinii etkilemesi, niiklear
DNA’y1 da etkileyip DNA ve kromatin baglarinin kopmasma da neden oldugu
bildirilmistir (Said ve ark. 2005). Bu kopmalarin artmasi ile beraber DNA hasari,
morfolojik olarak degisiklikler, mitokondrial yapida bozukluklar ortaya ¢ikarak
infertilitede artis olmaktadir (Zhong ve Zhou 2013, Gagnon ve ark. 1991, Sikka ve ark.
1995).

Spermatozoonlar plazma membran yapilarinda yiiksek miktarda dogal lipitler,
fosfolipitler ve glikolipit yapilarini bulundurmaktadirlar. Kriyoprezervasyon islemi
sirasinda  spermatozoon membran yapist ve akrozom iizerinde yapisal olarak
deformasyonlar meydana gelmektedir. Farkli hayvan tiirleri arasinda degisen miktarlarda
hiicresel yag orani, dondurma ve ¢ozdiirme basarisinda degisime neden olmaktadir
(Salamon ve Maxwell 2000). Serbest oksijen pargaciklart sonucu ortaya ¢ikan zararl
etkileri ortadan kaldirmak igin indirgenmis glutatyon peroksidaz, glutatyon, siiperoksit
dismutaz ve katalaz igeren endojen antioksidan sistemi bulunmaktadir. Endojen
antioksidan savunma sistemi bulunmasina ragmen bu sistem, 6lii spermatozoonlarin neden
oldugu fazla miktarda ROS’un oksidatif zararli etkilerini 6nlemede yeterli olmamaktadir.
Ortaya ¢ikan bu etkiler sperma membran yapist ve biitinliigiinde kayiba, membran
gecirgenliginde artma, DNA'nin yapisal yikimi ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Banday
ve ark. 2017, Taylor 2001). Antioksidan ilavesinin spermatozoonlarin saklanmasi
isleminde ortaya ¢ikacak oksidatif stresi azaltarak sogutulmus ya da dondurulmus sperma

kalitesini arttirmada etkili oldugu belirtilmektedir (Bilodeau ve ark. 2001).
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2. 11. Sperma Sulandiricisina Antioksidan Olarak Ferulik Asit, Triptofan ve L-

Glutamin’in ilavesi

2.11. 1. Ferulik Asit’in Ozellikleri

Ferulik asit adinm1 ilk defa Ferula foetida denilen bir bitkiden elde edilerek almustir.
Kimyasal olarak isimlendirilmesi ise 4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit seklinde
belirtilmistir (Kumar ve Pruthi 2014). Ferulik asit sebze ve meyvelerin yapisinda, bitkilerin
tohumlar1 ya da yapraklarinda bulunur. Bitki yapraklarinda serbest sekilde bulunan ferulik
asit lignin ya da polimer yapida bilesikler olarak bulunmaktadir (Andersons ve ark.1980,
Bravo 1998). Ferulik asit, DNA ya zarar veren etkenlere karsi olusan hidroksil radikalleri
olan siiperoksit ve nitrik oksit gibi serbest radikal gruplarina karsi savunucu etki gosterir.
Ferulik asit etkisini sadece hidrojen peroksit, siiperoksit, hidroksil radikalleri ve nitrojen
dioksit gibi serbest radikallere gostermek ile ortaya ¢ikarmaz ayrica antioksidan enzim
aktivitelerinin artmasina da neden olup oksidaz aktivitelerinin etkisini baskilar (Ou ve
Kwok. 2004).

Ferulik asitin fenolik bir bilesik olmas1 ve lipit peroksidasyonuna engel olmasindan
dolay1 tilkeler bazinda gida takviye {riinii olarak tercih edilmektedir. Ferulik asit, fenil
alanin ve tirozin metabolizmasi sonucu olarak ortaya ¢ikan bitki bileseni olup piringlerden
elde edilen yaglarin {iretim asamasinda arta kalan kepeklerinin ziftlerinde de
bulunmaktadir (Kikuzaki ve ark. 2002). Ferulik asitin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
etkilerine kars1 antioksidan etkileri mevcuttur (Adam ve ark. 2002, Alam 2019, Graf 1992,
Kelainy ve ark. 2019). Ferulik asit, sebze, meyve ya da tohumlarinin temel bileseni kabul
edilen bitki hiicre duvarlarinda bulunan organik bir bilesendir (Itagaki S ve ark. 2009).
Antioksidan etki gosteren ferulik asit reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerinin
islevlerini ortadan kaldirdig1 yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur (Koh 2012, Urbaniak
ve ark. 2013). Ferulik asit ile kimyasal olarak benzer yapiya sahip olan fenolik asit
yapisindaki (vanilik asit, sinnamik asit ve kumarik asit) maddeler ile kiyaslandiginda
ferulik asitin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazile gore antioksidan etkisinin daha iyi oldugu
belirlenmistir (Kanski ve ark. 2002).

Ferulik asit insanlarda invitro (Zheng ve Zhang 1997) spermatozoonun motilitesi ve

siganlarda invivo spermatozoon parametrelerinde (Roy ve ark. 2014) artisa neden oldugu
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ortaya konulmustur. Ferulik asitin antimikrobiyal, anti-inflamatuar, antihiperlipidemik,
antidiyabetik, antikanser, antiapoptotik, antiviral, antimikrobiyal, antitrombotik,
vazodilator ve spermatozoon motilitesini aktive edici gibi etkilerinin oldugu bildirilmistir
(Borges ve ark. 2013, Srinivasan ve ark. 2007, Kumar ve Pruthi 2014).

O

O
HC™ N OH

HO\

Sekil 2. 1. Ferulik asit’in kimyasal yapis1

2.11. 2. Triptofan’m Ozellikleri

Hopkins ve Cole (1901) beraberliginde kazein proteininin 1900’1 yillarin basinda
elde edilmesi ile beraber triptofan bulunmus ve molekiiler yapisi ise Ellinger ve
Flammedin (1908) ¢alismalar1 sonucu ortaya ¢ikarilmistir. [TUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry) sistemi isimlendirmesine gore 2- amino-3-(1H-indol-3-il)
propiyonik asit seklinde adlandirilmis olan triptofan apolar zincirli bir yapida esansiyel bir

aminoasit olarak bilinir (Richard ve ark. 2009).
CO-H

NH.,
N
NH

Sekil 2. 2. Triptofan’in kimyasal yapisi

Triptofan memelilerin protein sentezinde rol oynayan, hiicresel yol ve fizyolojik
tepkilerde etkili oldugu bilinen metabolitler i¢in pleiotropik yapida aromatik amino asittir
(Yao ve ark. 2011). Triptofanin absorbe edildikten sonra %90 oranda albiimin ya da
serbest sekilde periferal dolasima katilarak varhigmi = siirdirmektedir. Kan-beyin
bariyerindeki gegisi kompetitif non-spesifik L-amino asit tasiyicilari ile serbest sekilde
olmaktadir. Triptofan’in periferal ve santral sinir sistemindeki metabolizma aktivitesinin

ana iletim yeri kiniirenin yapisindaki iletim yeridir (Chen ve Guillemin 2009). Triptofan
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aromatik amino asit yapisinda bir amino asit olup farkli ¢alismalarda antioksidan
Ozelliginin varlig1 saptanmistir (Christen ve ark. 1990, Moosmann ve Behl 2000, Nayak ve
Buttar 2016, Xu ve ark. 2018).

2.11. 3. L-Glutamin’in Ozellikleri

L-Glutamin viicutta en ¢ok bulunan serbest amino asit olup metabolizma, protein
sentezi ve yikiminda, hiicre biitiinliigiin korunmasi, redoks potensiyeli ve hiicre dis1 matris
gibi farkli hiicre yapisina katkida bulunmaktadir (Spodenkiewicz ve ark. 2016).

O O

HoN OH
NH,

Sekil 2. 3. L-Glutamin’in kimyasal yapist.

L-Glutamin glutatyon olusumunda hayati fonksiyona sahip bir glutamat Onciisii
olup spermatozoondaki ROS lipid peroksidasyonundaki etkisini ortadan kaldiric1 yonde
etki gosteren antioksidandir (Amores-Sanchez ve Medina 1999). L-Glutaminin gama-
glutamil dongiistindeki etkisinden dolayr glutatyon sentezi i¢in gereklidir (Roth ve ark.
2002). Glutatyon spermatozoonlarin oksidatif stres etkisine karsilik hiicre i¢i savunma
mekanizmasi olarak antioksidan etki gostermektedir (Gadea ve ark. 2004). L-Glutamin
hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde ve hiicre membrani yapisinda koruyucu bir
etkiye sahip olup protein yapisindaki oksidasyon-rediiksiyon aktivitelerine, gen
ekspresyonu ve solunum patlamasina katkida bulunur (Curi ve ark. 2007).

Kriyoprotektan 6zelligine sahip olan L-Glutamin maymun (Li ve ark. 2003), insan
(Renard ve ark. 1996) ve ko¢ (Bucak ve ark. 2009) gibi farkli tiirlerde Spermanin
dondurulma g¢alismalarinda antioksidan o&zelliginden dolayr kullanilmaktadir. Hiicre
membrant boyunca tasman L-Glutamin, glutamat ve amonyagin iretimi nedeni ile
mitokondri tarafindan demanine edilmesi saglanir. Elde edilen glutamat glutatyon sentezi

i¢in kullanilacagindan sitozele tasinmasi saglanmis olur (Yu ve ark. 1999, Gaurav ve ark.
2012).
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2. 12. Fare Spermasi Uzerine Yapilan Arastirmalar

Bircok tiire gore fare spermasimnin dondurulma yetenegi oldukca diisiiktiir. Bununla

birlikte 6zellikle dondurulma yetenegi ve basarisi iizerine, kullanilan fare 1rki, segilen

kryopreservatif madde, karbonhidratlar, lipidler, aminoasitler ve antioksidanlarin oldukg¢a

onemli etkileri bulunmaktadir (Evans ve Maxwell 1987; Tada ve ark. 1990; Takeshima ve
ark. 1991; Dewit ve ark. 2000; Yildiz ve ark. 2007; Takeo ve Nakagata 2010).

Cizelge 2. 1. Fare spermatozoonlarinin kriyoprezervasyonu iizerine yapilmis calismalar.

Arastirmaci | Yil Arastirmanin Amaci Kullamlan Sulandiricilar Sonu¢
Fare spermatooznlari
) Dondurulmus
Graham ve tizerinde ] .
1978 Raffinoz ve gliserol spermatozoonlardan
ark. kroyoprezervasyon
) ilk fareler iiretildi.
denemesi
Farkl: oranlarda rafinoz
ve gliserolun
Yokoyama ] ) .
‘ 1990 | spermatozoon %20 raffinoz + %5 gliserol %37 fertilizasyon
ve ark.
kroyoprezervasyonu
tizerindeki etkileri
Farkli oranlarda raffinoz
Farkl1 fare irklarina
ve gliserolun farkl: fare . .
Tada ve ark. | 1990 %18 raffinoz + % 1,75gliserol gore % 13-65
irklar1 spermatozoon N
fertilizasyon
iizerindeki etkileri
Penfold ve 1993 Farkli kryoprotektenlarin | Tris, gliserol, yumurta saris1 ve %359 oraninda
Moore etkisi sodyum dodesil siilfat fertilizasyon
En yiiksek Raffinoz
o - internal kryoprotektanlardan + Yagsiz siit tozu
%3 yagsiz siit icerisinde . ] )
) gliserol, formamid, propandiol, karisimindan
. internal ve eksternal .
Sztein ve DMSO, adonitol—eksternal sirastyla %23
2001 | kryoprotektanlarmn farkli o
ark. ) kryoprotektanlardan laktoz, motilite ve %42
kombinasyonlarinin )
raffinoz, sukroz, trehaloz, D- membran biitiinliik
motilite tizerindeki etkisi ) )
manitol kullanilmig orani tespit
etmislerdir
Yildiz ve 2007 Kryoprezervasyonun Farkli dogal ve kimyasal Spermatozoon
Ark. spermatozoon Kkalitesine, | kryoprotektanlar ve yagsiz siittozu | dondurmanin
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niikleer DNA biitlinliigi,
invitrofertilizasyonu ve
invitro embriyo gelisimi

uzerindeki etkileri

¢Oziim sonrasi
basarisi ve DNA
biitiinliigliniin
korunmas: farkli
kryoprotektan cinsi
ve kullanilan fare
irkina bagl olarak
degisken oldugunu

rapor etmisglerdir.
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Kullanilan

Arastirmaci Yil Arastirmanin Amaci Sonug¢
Sulandiricilar
oy %18 raffinoz , %3 | Londurup sozdiirilen
Glutaminin B spermlerin dolleme
Takeo ve yagsiz, 100 mM/L . o
2010 | kryoprezervasyon . : yeteneklerinde ciddi
Nakagata .. . glutamin ve metil
tizerindeki etkisi . . oraninda artig meydana
b-siklodekstrin e . . .
geldigini tespit etmislerdir.
Kryoprezervasyonun
yop Y Rafinoz ve yagsiz siit tozu
mutant ve mutant olmayan
. karisiminin farkli mutasyona
fare spermlerinin tabi tutulmus fare
_— dondurulabilirligine, DNA | Rafi 5 .
Yildiz ve Ark. 2010 on ulj{? HHrHetne, "a oz Ve yagsiz spermlerinin basarili
biitiinliigiine, invitro slittozu
. L kryoprezervasyonun da
fertilizasyonu ve invitro N o
. . giivenle kullanilabilecegini
embriyo gelisimi bildirmislerdir
tizerindeki etkileri ¥ ’
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Gereg

Sunulan calisma, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi ile Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama
Anabilim Dali laboratuvarda yiiriitiildii. Calismada 12-24 haftalik yasta, 60 adet CD-1 1rki

erkek fareler kullanildi.

Calismada kullanilan farelerin bakimi, kullanim sartlarina (12 saat aydinlik: 12 saat
karanlik ve 24+3°C) uygun olarak yiiriitiildii. Deneysel uygulama boyunca fareler igin
standart ticari fare yemi (pellet yem) ve musluk suyu adlibitum diizeyde verildi. Fareler
biri kontrol ve dokuzu deneme grubu olacak sekilde 10 gruba ayrildi. Her grup 6 adet
fareden olusturuldu. Fare spermatozoonunun dondurulmasinda kryoprotektan sulandirict
olarak %18 raffinoz+%3 yagsiz siit tozu kullanildi (Nakagata 2000). Deneme gruplarina

Ferulik asit, Triptofan ve L-Glutamin farkli oranlarda ilave edildi.
3. 2. Yontem

3. 2. 1. Sperma Sulandiricilarinin Hazirlanmasi

3.2. 1. 1. Human Tubul Fluid (HTF)

Calismada, 100 ml distile suya gore hazirlan Human Tubal Fluid (Quinn 1985)

kompozisyonu Cizelge 3.1. de goriilmektedir.
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Cizelge 3. 1. Human Tubal Fluid ( HTF) kimyasal kompozisyonu

HTF (Human Tubal Fluid)

Kimyasallar Miktar( 100 ml igin) Tedarikei Firma
NaCl 0.5938 gr Sigma S-5886
KCL 0.035gr Sigma P-5405
Cacl,-2H:0 0.03 gr Sigma C-7902
MgSQO4-7H20 0.00493 gr Sigma M-7774
KH2PO4 0.00503 gr Sigma P-5655
NaHCO3 0.2101 gr Sigma S-5761
Glucose 0.05 gr Sigma G-6152
Sodium lactate 342 ul Sigma L-7900
Sodium pyruvate 0.00363 gr Sigma P-4562
Penicillin-G 0.0075 gr Sigma P-7794
Streptomycin 0.005 gr Sigma S-9137
Phenolred (0.5%) 40 pl Sigma P-0290

3. 2. 1. 2. Kriyoprotektan Sulandiricisina Ferulik Asit, Triptofan ve L-Glutamin’in

Eklenmesi

Nakagata’nin (2000) bildirdigi formiile goére, %18 raffinoz+%3 yagsiz siit tozu
karistmi 100 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii ve sogutmali santrifiijde 14000 g de
santrifiije edildi (Sekil 3.1). Elde edilen siipernatant igerisine 0,1 mM, 1 mM ve 10 mM
Ferulik asit, 5 mM, 25 mM ve 50 mM Triptofan, 10 mM, 50 mM ve 100 mM L-Glutamin
eklenerek arastirma gruplarina ait soliisyonlar agagida 6zetlendigi gibi (Sekil 3.2) ayri
ayr1 hazirlandi.

%18 raffinoz+%3 yagsiz siit tozu (Kontrol)

%18 raffinoz+%3 yagsiz siit tozu + ayr1 ayr1 0.1 mM, 1 mM veya 10 mM Ferulik asit
%18 raffinoz+%3 yagsiz siit tozu + ayr1 ayr1 5 mM, 25 mM veya 50 mM Triptofan
%18raffinoz+%3 yagsiz siit tozu + ayr1 ayr1 10 mM, 50 mM veya 100 mM L-Glutamin

Sekil 3.1. Eppendorf tiiplere konulan sulandiricilarin 14000 g deki sogutmali santrifiijde santrifiij edilmesi.
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Sekil 3.2. Calismada %18 raffinoz+%3 yagsiz siit tozu karisiminin hazirlanmasi

3. 3. 2. Spermatozoonlarin Alinmasi Ve Sulandirilmasi

Kauda epididimisten spermatozoonlarin alinmasi; c¢alismada kullanilan erkek
fareler ketamin/ksilazin anestezi altinda servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi ve
Laminer Flow kabini igerisinde steril sartlarda cerrahi yontemlerle tirogenital bolgeye
ulagildi. Testisler disar1 alinip yag dokularindan arindirilan kauda epididimisler diseke
edildiler.

A B C

Sekil 3.3. A: CD-1 ki farelerin tespiti ve intraperitoneal anestezi altina alma bolgesi, B: Ksilazin/ ketamin
karisimi ve C:Cerrahi yontem hazirlik agamasi.

Sol ve sag kauda epididimisler, kontrol ve deneme guruplari i¢in hazirlanan sperma

sulandiricist bulunan petri Kutularina alindi ve 37°C' deki inkubatére konuldu. Daha sonra
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stereo mikroskop altinda dissiz pens ve insiilin ignesi ucu yardimiyla kaudo epididisler

parcalanarak spermatozoonlarin sulandiriciya ¢ikmasi saglandi.

'Sekil.3.4. Stereo mikroskop kullanilarak epididimal dokudaki spermatozoonlarin doku disina g¢ikarilmasi
e Sperma orneklerinden (inkiibasyon bittikten sonra) eppendorf tiiplere 10 pl alindi
ve lizerine HTF soliisyonu alinarak 1/10 oraninda diliie edildi. Motilite ve yogunluk
muayenesi i¢in eppendorf tiipler 37°C de 10 dakika inkubasyona birakildi. Daha sonra
37°C’ de ki Makler lamina (World Health Organization, WHO 1999) 10 ul sperma
orneklerinden konularak faz kontrast mikroskobun 20 lik objektifinde incelendi.
Spermatoon yogunlugu 20-75x10° /ml ve motilitesi %70’in iizerinde olan spermatozoon
ornekleri donduruldu.

Kontrol ve ¢aligma gruplarina ait sulandirilmig sperma 6rnekleri konsantrasyonlari
1-3x107 /ml olacak sekilde farkl1 renklerdeki 0.25 ml payetlere yiiklendi ve payetler sicak
pres ile kapatildu.

3. 3. 3. Spermatozoonlarin Dondurulmasi

Payetlerin dondurulma islemi 6n ¢alisma yapilarak belirlendi. On calismada
dondurma yiiksekligini optimize etmek i¢in payetler sivi nitrojen seviyesinden 4, 6, ve 8
cm yiiksekliklerde 10 dakika siire ile s1v1 nitrojen buharinda donduruldu. On ¢alismada sivi
nitrojen seviyesinden 6 cm yiikseklikteki payetlerden en iyi sonug elde edildi. Calismada

kontrol ve deneme guruplarinda bu yiikseklik seviyesi kullanildi.
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Calismada sperma payetlerinin dondurulmasi i¢in 27x27x22 ebatlarindaki strafor
kutu kullanildi. Calisma gruplarina gore renklerdirilmis payetler azot seviyesinden 6 cm
yiikseklikteki raflara dizilerek 10 dakika siire ile s1v1 nitorojen buharinda donduruldu. Daha
sonra payetler s1vi nitrojen icerisine daldirilarak 10 dakika bekletildi.

Dondurulan farkli guruplara ait payetler farkli renkteki gobletlere alindi ve
kanisterlere aktarildi. Payetler 24 saat siire ile siv1 azot tankinda muhafaza edildi (Sekil 3.
5).

A B C

Sekil 3.5. A: Payetlerin hazirlanmasi, B: Sivi azot buhari {izerinde payetlerin dondurulmasi, C: Caligmada
kullanilan s1v1 nitrojen tanki.

3. 3. 4. Payetlerin Cozdiiriilmesi

Payetler 37° C'de su banyosunda 30 saniye siireyle ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen
payetler 37°C karbondioksitli inkiibatérde muhafaza edilen ve igerisinde HTF medyumu
bulunan eppendorf tiiplere aktarildi (1/4 oraninda). Inkiibatorde 10 dakika siireyle

bekletilen arastirma 6rneklerinin spermatolojik 6zellikleri incelendi.
3. 3. 5. Spermatolojik Ozelliklerin Belirlenmesi
3. 3. 5. 1. Motilite Muayenesi

Inkiibasyon siiresi sonunda hazirlanan HTF ile sulandirilan spermatozoon drnekleri
10 pl miktarda makler lami iizerine alinip, faz kontrast mikroskop yardimi ile 20 lik

objektifte muayenesi yapildi. Sayim alaninda yukaridan asagiya ya da soldan saga olacak
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sekilde 10 adet karede (toplamda 100 adet kare) spermatozoa sayimi yapildi. Sayim
karelerinde ileri yonde giiglii, diizgiin ve dogrusal hareket eden spermatozoonlar ile
hareketsiz olan spermatozoonlarin sayilar1 kaydedildi. Bu islem 3-4 defa tekrarlandi ve
ortalama motilite degeri % olarak hesaplandi. Spermatozoon konsantrasyonu makler sayim

lamu ile tiretici protokoliine gore gerceklestirildi.

3. 3. 5. 2. Olii Spermatozoon Orani

Eozin-nigrosin boyama yontemi Watson’a (1975) gore yapildi. Bu yontemde lam
tizerine bir damla sperma 6rnegi alind1 {izerine bir damla Eosin, bir damla Nigrosin boyasi
ilave edilerek lamel ile siirtme froti hazirlandi. Hazirlanan froti 60°C deki inkiibatorde
kurutuldu. Faz kontrast mikroskobun 40 lik objektifi ile 300 spermatozoon sayildi. Bas
kismi boya almayan spermatozoonlar canli, bas kismi1 kirmizi sekilde boya alanlar 6lii

olarak degerlendirildi. Olii spermatozoon oran1 % olarak hesaplandi.

Sekil 3.6. Eozin-nigrosin boyama yontemi sonucu 6lii spermatozoon (A), canli spermatozoon (B)

3. 3. 5. 3. Hipoozmeotik Sisme Testi (HOST)

Hipoozmotik sisme testi (HOST) Jeyendran ve ark. (1984) formiil modifiye
edilerek yapildi. Buna gore 100 ml distile su igin; 0.55 gr Sodyum sitrat ve 1.1 gr D-
fruktoz ¢ozdiiriilerek HOST soliisyonu hazirlandi. HOST soliisyonundan 100 pl alinarak
calisma gruplarina gore etiketlenen ve inkiibatorde (37°C) muhafaza edilen eppendorflara
konuldu. Uzerine inkiibasyon halindeki arastirma guruplarma ait sperma 6rneklerinden 10

ul ilave edildi ve 45 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sperma orneklerinden lam tizerine

35



konuldu ve lamel kapatilarak faz kontras mikroskopta incelendi. Mikroskobun 40 lik

objektifi ile 200 adet spermatozoon sayilarak HOST pozitif olanlarin (kuyrugu kivrilmisg

olanlar) olmayanlara oran1 % olarak belirlendi (Sekil 3.7).

R

%

el

Sekil 3.7. Hipoozmotik sigme test soliisyonuna spermatozoonlarin verdigi reaksiyonlarin mikroskop altindaki
goriniimii. A) HOST- herhangi bir degisiklik yok, B) HOST+ kuyrugunda kivrilma ve bas kisminda sisme

var.

3.3.5. 4. Anormal Akrozom Muayenesi

Akrozom biitiinliigiiniin  degerlendirilmesi, Somfai ve ark. (2002) bildirdigi

yonteme gore yapildi. Cizelge 3. 2 de beliritilen formiilasyona gore hazirlanan Hancock

soliisyonundan eppendorf tiiplere 1 ml konuldu ve {izerine 1-2 damla sulandirlmis sperma

soliisyonu ilave edildi. Bu 6rnekten 50 ul alinarak lam tizerine birakildi ve lamel kapatilip

immersiyon objektifi (100 lik) ile incelendi. Toplam 300 adet spermatozoon sayilarak

akrozom hasarina sahip olanlar % olarak belirlendi.

Cizelge 3. 2. Hancock soliisyonunun hazirlanmasi.

NaCl 1.13¢gr
A. Soliisyon
Bidistile su ilave edildi. 62.501
Na2 HPO4 271 gr
. Bidistile su ilave edildi. 62.50 ml
B. Soliisyon
K2HPO4 2.78 gr
Bidistile su ilave edildi. 62.501
A. Soliisyon 18.75ml
B. Soliisyon 12.50 mi
Hancock Soliisyon Formalin 7.80 ml
Bidistile su ilave edildi. 62.50 ml
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3. 3. 5. 5. Motilite Dayamikhilik Testi (Longevity)

Payetler ¢o6zdiiriildiikten sonra HTF ile sulandirilmis olan spermatozoon
orneklerinden 10 ul Makler lami iizerine alinarak faz kontrast mikroskopta degerlendirildi.
motilite muayeneleri sifirinci saatten baslanilarak birer saat araliklar ile dort kez yapildi ve
motilite % olarak hesaplandi. Boylece dondrulup ¢6zdiiriilen arastirma guruplarina ait

payetlerdeki spermatozoonlarin dayaniklilik siireleri tespit edildi.

3. 3. 5. 6. Sperma Hiicrelerinde Apoptoz Muayenesi

Sunulan arastirmada Ferulik asit, Triptofan ve L-Glutamin ¢alisma gruplarinda,
spermatolojik oranlar1 en iyi tespit edilen gruplar Ferulik asit (0.1 mM), Triptofan (5 mM)
ve L-Glutamin (10 mM) ile kontrol grubu dahil edilerek gergeklestirildi. Apoptoz oraninin
belirlenmesinde Annexin-V FITC konjiige/PI boyama yontemi olarak Abcam ab14085 kiti
kullanildi ve iretici firmanin prosediirii takip edildi. Kisaca: 1 ml eppendorf tiip igerisine
10x108 spermatozoon alindi, iizerine 500 uL PBS (+24°C) ilave edilerek 400 g hizda 5dk
santrifiij edildi. Ustte kalan kisim uzaklastirildiktan sonra 500 uL Binding Buffer eklendi.
Uzerine 5 pL. ANNEXIN-V FITC konjiige eklendi ve 5 dakika sonra 5 uL PI (Propidium
lodide) ilave edilerek 10 dakika inkiibasyona birakild. Inkiibasyon sonrasinda Trinokiiler
florasan mikroskopta spermatozoonlardaki florasan 1sima rengine gore sayim yapildi. Bag
kismi tamamen kirmizi olan spermatozoonlar oli, bag kismi yesil-kirmizi 1s1yan
spermatozoonlar erken apoptotik spermatozoon ve bas kismi tamamen yesil olanlar geg
apoptotik spermatozoon olarak degerlendirildi (Sekil 3. 8.). Sonug¢ olarak apoptotik olan
hiicreler yesil florasans 1s1ma yaparken apoptotik olmayan hiicrelerde yesil florasans 1s1ma
gozlenmedi. 500 adet spermatozoon sayilarak apoptotik olarak yesil florasan 1s1ma veren

spermatozoonlarin, sayilan biitiin spermatozoonlara oran % olarak hesaplandi.
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Sekil 3.8. Hiicresel apoptozda bas kismu kirmizi (6li spermatozoon), kirmuzi-yesil (erken apoptotik
spermatozoon) ve yesil (ge¢ apoptotik spermatozoon) renk veren spermatozoonlar.

3. 4. Istatistiksel Analiz

Arastirma sonucunda elde edilen verilerin ortalama ve standart hata degerleri
hesaplanmustir. Istatistiki degerlendirmelerde SPSS 22.0 paket programi kullanildi.
Spermatozoon numunelerinden elde edilen verilerin degerlendirilmesinde tek yonli
varyans analizi (ANOVA) uygulamas1 ve analiz sonucunda gruplar arasi farkin 6nemini

belirtmek i¢in Duncan testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4. 1. Cahsma Gruplarinda Dondurma Coézdiirme Sonrasi Spermatolojik Bulgular

Calisma guruplarinda dondurulup ¢ozdiiriilme sonrasi motilite, 6lii spermatozoon,

HOST test pozitif ve anormal akrozom oranlari ¢izelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4. 1. Calisma gruplarinda dondurulup ¢6zdiiriilme sonrasi belirlenen spermatolojik bulgular

Olii HOST Test Anormal
Gruplar Motilite (%) Spermatozoon Pozitif Oram1 | Akrozom Oram
Oram (%) (%) (%)

Kontrol 29.17 £3.274 45.17 +£2.24%¢ 41.83+2.27¢ 12.83 + 1.22bc
Ferulik asit 0.1mM 38.33 £ 1.67* 51.17 £ 11.21° 34.17 +£2.39¢ 12.50 £ 2.14%
Ferulik asit 1mM 31.67 £4.77¢ 35.33 £4.73%® 40.83 + 3.52¢ 14.00 + 1.59¢
Ferulik asit 10mM 0.0 + 0.0 81.67 +4.22¢ 0.0+0.0 11.83 & 1.14%
Triptofan 5mM 18.33 +£4.01° 41.00 + 3.58%¢ 51.17 £2.37°¢ 14.17 £1.35°¢
Triptofan 25mM 20.83 + 3.96% 46.33 £2.76" 20.00+ 2.89¢f 11.17 £ 1.22%¢
Triptofan 50mM 20.00 + 3.65% 47.83 £ 1.99%¢ 21.50 + 3.76° 23.33 £2.55¢
L-Glutamin 10mM 56.67+2.112 26.00 £ 1.462 77.83 £0.872 6.33 £1.092

L-Glutamin 50mM 45,00 + 2.24° 37.33+£2.113%¢ 59.33 +£2.44° 11.33+£1.15%
L-Glutamin 100mM 8.33+3.07f 78.33 +3.144 13.50 + 3.20f 9.00 + 0.73%

a - 0: Ay siitundaki farkls harfler, gruplar arasi farkliliklar: ifade etmektedir (P<0.05).

4. 1. 1. Motilite Degerleri

Dondurulup c¢ozdiiriilme sonrasi en yiiksek motilite degerleri %29.17+3.27°1ik
kontrol grubu ile karsilastirildiginda %56.67+2.11 ile 10 mM L-Glutamin ve %45+2.24 ile
50 mM L-Glutamin gruplarinda belirlendi (p<0.05). Cozdiirme sonrasi motilite agisindan
degerleri 25 mM ve 50 mM Triptofan gruplar1 arasinda Onemli istatistiki bir fark

bulunmazken, bu gruplar ile kontrol, 0,1 mM ve 1 mM Ferulik asit, 10 mM ve 50 mM L-
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Glutamin gruplari arasindaki farklilik bulundu (p<0.05). Calisma gruplar1 kendi aralarinda
kiyaslandiginda en diisiik motilite degeri 10 mM Ferulik asit grubunda saptandi (p<0.05).

Ferulik asitin ¢alisma gruplar1 kendi iginde degerlendirildiginde en yiiksek motilite
oran1 %38.33+1.67 ile 0,1 mM Ferulik asit grubunda saptanirken, en diisiik motilite orani
%0.0+£0.0 ile 10 mM Ferulik asit grubunda bulundu (p<0.05). L-Glutaminin galisma
gruplar1 kendi iginde degerlendirildiginde en yiiksek motilite oran1 %56.67+2.11 ile 10
mM L-Glutamin iken, en diisik motilite oran1 %8.33+3.07 ile 100 mM L-Glutamin
grubunda belirlendi (p<0.05).

4. 1. 2. Olii Spermatozoon Orani

Kontrol grubunun 6lii spermatozoon orani Ferulik asit 10 mM ve L-Glutamin 100
mM gruplarindan 6nemli derecede diisiik, L-Glutamin 10 mM grubundan ise 6nemli
derecede yiiksek bulundu (p<0.05). Gruplar aras1 degerlendirmede dondurulup ¢ozdiiriilme
sonrast en yiiksek Olii spermatozoon oranlari %81.67+4.22 ile 10 mM Ferulik asit
grubunda, en diisiik Olii spermatozoon orani ise %26.00+£1.46 ile 10 mM L-Glutamin
grubunda tespit edildi. Calisma gruplar1 kendi iginde degerlendirildiginde en yiiksek Ol
spermatozoon orani 0,1 mM Ferulik asit iken, en diisiik 6li spermatozoon oran1 1 mM
Ferulik asit grubunda bulundu. L-Glutamin 10 mM grubunun 6lii spermatozoon orani
Ferulik asit 1 mM ve Triptofan 50 mM gruplari hari¢ diger tiim gruplardan onemli
derecede daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). Olii spermatozoon oran1 5 mM, 25 mM ve
50 mM Triptofan gruplarinda benzer bulundu (p>0.05).

4. 1. 3. HOST Test Pozitif Oranlar: (Plazma membran biitiinliigii)

Gruplar arasi en yiiksek pozitif saglam membran biitiinliigii degeri %77.83+0.87 ile
10 mM L-Glutamin grubunda saptandi. En diisitk membran biitiinliigi ise %0.0+0.0 ile 10
mM Ferulik asit grubunda belirlendi.

Yapilan istatistiki degerlendirmelerde kontrol grubunun saglam membran
biitiinligii orani, 0.1 mM ve 1 mM Ferulik asit grubu ile benzer (p>0.05), 5 mM Triptofan,
10 mM L-Glutamin ve 50 mM L-Glutamin gruplarindan 6nemli diizeyde daha diistiktii
(p<0.05). 25 mM Triptofan, 50 mM Triptofan ve 100 mM L-Glutamin gruplarindan ise
daha yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05).
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4.1. 4 Anormal Akrozom Orani

Gruplar aras1 degerlendirmede dondurulup ¢ozdiiriilme sonrasi en yiiksek anormal
akrozom orani %23.334£2.55 degeri ile 50 mM Triptofan grubunda, en diisiik anormal
akrozom orani1 ise 6.33+1.09 ile 10 mM L-Glutamin grubunda bulundu. Yapilan
degerlendirme sonucunda kontrol grubunun anormal akrozom oranlar1 50mM Triptofan
grubundan onemli derecede diisiik bulunurken 10 mM L-Glutamin grubundan belirgin
oranda yiiksek tespit edildi (p<0.05).

4. 1.5. Motilite Dayamikhihk Degerleri

Dondurulma ¢ozdiiriilme sonrast bir’er saatlik zaman aralifinda gerceklestirilen
motilite dayaniklilik sonuglar1 Cizelge 4.8 de verilmistir. Birinci saatin sonunda, en yiiksek
motilite degerleri %50.00+£2.89 ile 10 mM L-Glutamin ve %36.67+4.59 ile 50 mM L-
Glutamin gruplarinda saptand: ve diger gruplara gore farkliliklar 6nemli bulundu. Ayrica,
motilite dayamkliligs bakimindan bu iki grup arasinda da farklilik énemli idi. Ikinci ve
3.saatin sonunda, en yiiksek motilite degerleri 10 mM ve 50 mM L-Glutamin gruplarinda
belirlendi ve diger gruplar ile aralarindaki farklar 6nemli bulundu (p<0.05). Kontrol
grubunun motilitesi, (%10.00+2.24) 10 mM ve 50 mM L-Glutamin gruplarindan daha
diisiik bulunurken (p<0.05), diger tiim gruplardan yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05).
Dordiincii saatin sonunda en yiiksek motilite orant %6.67+3.33 ile 50 mM L-Glutamin
grubunda saptandi ve diger tiim gruplar ile aralarindaki farklilik 6nemliydi (p<0.05). 50
mM L-Glutamin grubu harig, kontrol grubu ile diger ¢alisma gruplari arasinda istatistiki bir
fark goriilmedi (p>0.05). Dordiincii saatin sonunda kontrol ve 50 mM L-Glutamin grubu

hari¢ higbir grupta motilite saptanmadi (%0.0).
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Cizelge 4. 2. Caligma guruplarinda zamana baglh motilite dayaniklilik degerleri.

Gruplar

Motilite dayamklihigi (%)

0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4, saat
Kontrol 29.17+3.27% | 21.67+3.57° | 10.00+2.24° 3.33£247° 0.83 +0.83°
Ferulik asit 0,1 mM | 38.33+ 1.67" 0.0 + 0.004 0.0 £+ 0.00¢ 0.0 £ 0.00° 0.0 + 0.00°
Ferulik asit 1 mM 31.67£4.77° 0.0+ 0.004 0.0 £+ 0.00¢ 0.0 £+ 0.00° 0.0 + 0.00°
Ferulik asit 10 mM 0+0f 0.0 = 0.00¢ 0.0 + 0.00° 0.0 £ 0.00° 0.0 £ 0.00°
Triptofan 5 mM 18.33 +4.01° 6.67 + 1.05¢ 1.67 + 1.05¢ 0.0 +£0.00° 0.0 + 0.00°
Triptofan 25 mM 20.83 £3.96% | 5.00+3.16° 0.0 £ 0.00°¢ 0.0 £ 0.00° 0.0 +0.00°
Triptofan 50 mM 20.00 £3.65% | 4.17 +1.54¢ 0.83 £ 0.83¢ 0.0 £ 0.00° 0.0 +0.00°
L-Glutamin 10 mM 56.67 £2.112 50.00 £ 2.892 22.5+2.142 8.33+1.052 0.0 £ 0.00°
L-Glutamin 50 mM | 45.00+2.24° | 36.67+4.59° | 21.67+3.33% | 10.00+3.422 6.67 +3.332
L-Glutamin 100 833+3.07" | 0.0+0.00¢ 0.0 = 0.00° 0.0 = 0.00° 0.0 = 0.00b

mM

a - f: Aymi siitundaki farkl harfler, gruplar arasi farkliliklari ifade etmektedir (P<0.05).

4. 1. 6. Hiicre Apoptoz Muayenesi

Calisma guruplarinda dondurulma ¢ozdiiriilme sonrasi elde edilen hiicre apoptoz

oranlar1 Cizelge 4. 3’de verilmistir. Apoptoz i¢in yapilan istatistiki karsilastirma sonucunda

kontrol, 0.1 mM Ferulik asit ve 10 mM L-Glutamin gruplar1 arasinda fark bulunmazken

(p>0.05), en yiiksek apoptoz oraninin saptandigi 5 mM Triptofan grubu ile diger gruplar

arasindaki farklarin 6nemli oldugu tespit edildi (p<0.05).

Cizelge 4. 3. Calisma guruplarinda dondurma ¢6zdiirme sonrast hiicre apoptoz oranlari

Gruplar Apoptoz (%)
Kontrol 34.25+2.3P
Ferulik asit 0.1mM 35.90+ 2.8P
Triptofan 5mM 60.50+1.42
L-Glutamin 10mM 34.55+2.5P

a - b : Ayni siitundaki farkli harfler, gruplar arasi farkliliklar1 ifade etmektedir (P<0.05).
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5. TARTISMA

Kriyoprotektan maddeler hiicrelerin sogutulmasi, dondurulmast ve ¢ozdiiriilmesi
sirasinda ortaya ¢ikan fiziksel, kimyasal ve oksidatif strese bagli olarak olusan ozmotik
degisim, 1s1 soku, intraseliiler kristal olusumu ve olusan serbest oksijen radikallerinin
meydana getirdigi hasar1 azaltmak igin kullanilmaktadir (Ball ve ark. 2001, Aisen ve ark.
2005, Funahashia ve Sano 2005). Kriyopreservasyon isleminde kriyoprotektan amagl
kullanilan maddeler koruyucu etkilerini ortamdaki donmamis fraksiyonu arttirarak ve iyon
miktarin1 azaltarak gosterirler. Kriyoprotektanlar diisik molekiiler agirlikta olup, toksik
etkilerini yiiksek oranda ilave edilmeleri durumunda ag¢iga ¢ikarirlar (Polge ve ark. 1949,
Watson1979, Critser ve Mobraten 2000).

Hiicre ve dokulardaki serbest radikallerin olusumu sonucu ortaya ¢ikan oksidatif
etkilerin engellenmesinde gorevli olan savunma sistemindeki maddelere antioksidan
maddeler denilmektedir (Bucak ve ark. 2015, Simsek 1999). Ferulik asit antioksidan
ozellikte olup kriyoprotektif amagli spermatozoonun korunmasi igin yapilan galismalarda
spermatozoon motilitesi ve si¢anlarda in vivo spermatozoon parametrelerinde (Roy ve ark.
2014) olumlu bir artisa neden oldugu ortaya konulmustur. Triptofan aromatik amino asit
yapisinda olup farkli g¢alismalarda antioksidan o6zelligine sahip oldugu saptanmistir
(Christen ve ark. 1990, Moosmann ve Behl 2000, Nayak ve Buttar 2016, Xu ve ark. 2018).
Kriyoprotektan ozelligine sahip olan L-Glutamin, maymun (Li ve ark. 2003), insan
(Renard ve ark. 1996) ve ko¢ (Bucak ve ark. 2009) gibi farkli tiirlerde spermanin
dondurmasinda antioksidan 6zelliklerinden dolay1 kullanilmaktadir.

Bu calismada, CD-1 fare spermatozoonlarinin dondurularak saklanmasinda sperma
sulandiricisina (%18 raffinoz+%3 yagsiz siit tozu) farkli oranlarda Ferulik asit, Triptofan
ve L-Glutamin ilavesinin etkileri arastirildi. Yapilan ¢alismada dondurulup ¢ozdiiriilme
sonras1 hareket ve canlilik kriterleri olarak kabul edilen en yiiksek motilite ve saglam
plazma membran biitiinliik oranlar1 ile en diisiik 61ii spermatozoon ve anormal akrozom 10
mM L-Glutamin grubunda bulundu (p<0.05). 10 mM L-Glutamin grubunda motilite, canli
spermatozoon, saglam plazma membran biitiinlik ve motilite dayaniklili§i acisindan
kontrol grubu, Ferulik asit ve Triptofan gruplari ile 100 mM L-Glutamin gurubundan daha

basarili oldugu belirlendi (p<0.05). Ayrica, dondurulup ¢ozdiiriilme sonrasi farkli
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saatlerdeki motilite dayanikliligi (4.saat hari¢) yine en iyi 10 mM L-Glutamin ilave edilen
caligma gurubunda tespit edildi.

Yildiz ve ark. (2010) CD-1 farelerinde raffinoz+yagsiz siit tozu sulandiricisi ile
kriyotiiplerde dondurma-¢ézdiirme sonrasi sirastyla %23 motilite ve %36.2 membran
biitiinliik oran1 elde etmislerdir. Liu ve ark. (2017) C57BL/6 ve DBA/2 farelerinde
raffinoz+yagsiz siit tozu sulandiricisi ile payetlerde dondurma-¢ozdiirme sonrasinda
strastyla %15 ve %17 motilite, %30 ve %48 membran biitlinliikk orani belirlemislerdir.
Sztein ve ark. (2001) C57BL/6J ve CBG6F1 farelerinde raffinoz+yagsiz siit tozu
sulandiricist ile kriyotiiplerde dondurma-¢ozdiirme sonrast sirastyla %15 ve %23 motilite,
%37 ve %42 membran biitliinliik orani tespit etmislerdir. Sunulan arastirmada’da
dondurulup ¢ozdiiriilen payetlerde tespit edilen %56.67+2.11 motilite ve %77.83+0.87
saglam membran biitiinliigii oranlar1 yiiksek bulundu. Arastirmalar arasindaki sonuglarin
farkli olmasinin basta kullanilan antioksidan maddenin etkisi olmak tizere, fare irkindan,
sulandirilmis spermanin paketleme seklinden ve dondurma prosediir farkliligindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Birgok arastirmaci (Tada ve ark. 1990, Takeshima ve ark.
1991, Yildiz ve ark. 2007) kullanilan fare irkinin spermatozoon dondurma basarisi
tizerinde 6nemli bir faktor oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde kog (Molinia ve ark.
1994), sigir (Garcia ve Graham 1989), kopek (Yildiz ve ark. 2000) ve insan gibi (Critser ve
ark. 1988, McGonagle ve ark. 2002) farkli tiirlerde farkli kryoprotektanlar, sekerler ve
antioksidanlarin birlikte kullanimmin spermatozoon degerlendirme parametreleri iizerinde
koruyucu ve gelistirici etkileri tespit edilmistir.

Omur ve ark. (2019) boga spermasinin dondurulmasi iizerine yaptiklar1 ¢alismada,
Tris bazli kontrol sulandirici grubu ile 100 yM Ferulik asit ilaveli grubun motilite sirasiyla
%350+6,1 ve %6242 ve membran biitlinliigii oranlarini %48,75+7,2 ve %58,25+3,5 benzer
bulmuslardir (p>0.05). Langoni (2015) aygir spermasi iizerine yaptiklari ¢alismada sperma
sulandiricist igerisine farkli oranlarda (0.5 mM ve 1.2 mM) katilan Ferulik asit gruplarinin
dondurma ¢ozdiirme sonrast motilite degerlerinin kontrol grubundan yiiksek olmadigini
bildirmislerdir. Affonso ve ark. (2017) aygir spermasi ic¢in hazirladiklar sperma
sulandiricisina ilave ettikleri Ferulik asitin (165 uM) ¢6zdiirme sonras1 motiliteyi kontrol
grubuna kiyasla (%73.8+2.0) membran biitiinliigiinii iyilestirdigini bildirmislerdir. Pei ve
ark. (2018) domuz spermasi ile yapmis olduklar1 ¢alismada, sperma sulandiricisina

ekledikleri farkli dozlarda Ferulik asidin (0.1 mmol/L, 0.15 mmol/L, 0.25 mmol/L, 0.35
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mmol/L ve 0.45 mmol/L) dondurma ¢6zdiirme iseminden sonra membran biitiinligiini
kontrol grubuna gore (%24.80+1.32) iyilestirdigini (sirasiyla %36.50+0.68, %42.40+0.75,
%65.10+1.23, %63.80+2.01 ve %44.70+0.49) bildirmektedirler. Benzer sekilde sunulan
calismada da sulandiriciya 0.1 ve 1 mM Ferulik asit ilavesinin kontrol grubuna kiyasla
¢cozdiirme sonras1 motilite, canlilik, fonksiyonel membran biitlinliigli ve anormal akrozom
oranlarmi gelistirmedigi bulundu. Bununla birlikte fare sperma sulandiricisina 10 mM
Ferulik asit ilavesinin belirgin sekilde toksik etki yaptigi saptanmustir. Yapilan tez
arastirmasinda, ¢ozdiirme sonrast 10 mM L- Glutamin grubunda motilite (%56.67+2.11)
ve membran biitlinliiglini (%77.83+0.87) iyilestirdigi tespit edildi.

Kutluyer (2018) yaptign calismada nesli tikenmekte olan alabalik
Salmocoruhensis, Anadolu alabalifi Salmorizeensis ve gokkusagi alabaligi Oncorhyn
chusmykiss'te L-triptofanin spermatozoon motilitesi {izerine yaptiklar1 caligmada L-
Triptofanin 0,5 mM dozunun ¢dzdiirme sonrasi motilte oranini arttirdigini bildirmislerdir.
Kutluyer ve ark. (2019) Tigrisscraper (C. umbla) irk1 baliklarda sperma suladiricisina 1
mM L-Triptofan eklenmesinin motilitede artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Wang ve
ark. (2018) domuz spermasinda yapmis olduklar1 g¢alismada, sulandirma medyumu
igerisine kattiklar1 10, 20, 40 ve 80 mM dozlarindaki Glutamini arastirmislar ve dondurma
¢ozdiirme sonrasi 20 mM Glutaminin motilite ve hiicre membran biitiinligiinii korudugunu
kaydetmektedirler (P<0.05). Hasanpoor ve ark. (2014) koglarda yapmis olduklar
caligmada sperma sulandiricisina 80 mM L-Glutaminin ¢ézdiirme sonrasi spermatozoon
motilitesi ve membran biitiinliigiinii arttirdigin1 kaydetmektedirler. Oztiirk ve Aksoy.
(2021) yaptiklar1 ¢alismada, 20 mM L-Glutaminin kopek spermasmin dondurulup
¢ozdiiriilmesi sonrasinda motilite ve membran biitinligini konrol grubuna gore
arttirdigini bildirmiglerdir. Li ve ark. (2003) sinomolgus maymunu (magaca fascicularis)
spermasmin dondurularak saklanmasi ¢alismasinda, sulandirictiya 10 mM glutamin
ilavesinin Kontrol grubuna kiyasla spermatozoon motilitesi ve membran biitiinliigliniin
onemli olgiide daha iyi korudugunu ifade etmektedirler. Zhu ve ark. (2017) tavsanlarda
sperma sulandiricisina 20 mM Glutamin ilavesinin, dondurma sonrast membran biitiinligi
ve spermatozoon hareketliligini 6nemli 6l¢iide korudugunu bildirmektedirler. Khlifaoui ve
ark. (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada, 50 mM Glutamin+%2,5 gliseroliin ¢6zdiirme
sonrasinda spermatozoon hareketliligini 6nemli dlgiide iyilestirdigini saptamislardir. Singh

ve ark. (2021) yaptiklar ¢calismada geyiklerde sperma sulandiricisina ilave ettikleri 50 mM
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Glutamin’in ¢6zdiirme sonrasi spermatozoon hareketliligini, canliligint ve HOST
reaktivitesini 6nemli Olglide iyilestirdigini rapor etmislerdir. Ek olarak, Tuncer ve ark.
(2021) bogalarda, 2.5 mM Glutamini sperma sulandiricisina ekleyerek yiiriittiikleri
calismada dondurma ¢6zdirme sonrasi spermatozoon  motilitesini  arttirdigin
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada da, yukarida rapor edilen farkli tiirlerdeki ¢alismalarla
uyumlu olarak, spermatozoon dondurma medyumuna Ferulik asit ilavesinin ¢ozdiirme
sonras1 sperma Kkalite parametrelerinde olumlu etki yapmadigi tespit edildi. Sperma
sulandiricilarinin - basarisinin, sulandirilan spermanin paketleme sekillerine (payet,
kriyotiip, pelet vb.), sulandiricida kullanilan koruyucu komponentlere, hiicredeki
gecirgenlik  farkliliklarina, hiicre biytikliigline, sperma dondurma metotlarina,
sulandiricinin bilesenlerine, pH ve ozmotik basincina bagli oldugu da bildirilmistir (Evans
ve Maxwell 1987, Jackson ve ark. 1997).

Deneme gruplari kendi aralarinda kiyaslandiginda en diisiik motilite, membran
biitiinliik ve en yiiksek 6lii spermatozoon degerleri sirasi ile 10 mM Ferulik asit ve 100
mM L-Glutamin gruplarinda belirlendi. Bu anlamli diisme, bu gruplara eklenen farkli
dozlardaki antioksidan maddelerin fizyolojik sinir1 asarak, spermatozoon hiicreleri
lizerinde toksik bir etki meydana getirmesinden kaynaklanmis olabilir. Onceden rapor
edildigi gibi, eger kryoprotektanlar ve antioksidanlar uygun molar konsantrasyonda
kullanilmaz ise, donma sirasinda yetersiz veya asir1 su kaybina, hiicre i¢i elektrolit
konsantrasyonun bozulmasina, membranlarda hasar ve 6liimle sonuglanan hiicre i¢i ve disi
buz kristallerine sebep olabilecegi bildirilmistir (Critser ve ark. 1988, Hammerstedt ve ark.
1990, Parks ve Graham 1992).

Calismada, motilite dayanikliligi agisindan, dondurulup ¢ozdiiriillme sonrasi O.
saatte en yiiksek motilite degeri %56.67+2.11 ile 10 mM L-Glutamin grubunda bulundu.
Ugiincii saate kadar en yiiksek motilite dayanikliik degerleri 10 mM L-Glutamin
grubunda, 4. saate kadar ise 50 mM L-Glutamin grubunda belirlendi (p<0.05). Bu
sonuglar, 10 mM L-Glutaminin sperma sulandiricisina ilavesinin, ¢o6ziim sonrasi motilite
dayanikliligini arttirdigini gdstermektedir. Benzer sekildede farkl tiirlerde de sulandiciya
ilave edilen bazi antioksidanlarin motilite dayanikliligi tizerine olumlu etkileri rapor
edilmistir. Shayan-Nasr ve ark. (2021) sperma medyumu igerisine ilave ettikleri 10 mM,
25 mM ve 50 mM trans-ferulik asidin, 24 ve 48 saate kadar motilteyi siirdiirdigiini

bildirilmislerdir. Kutluyer ve ark. (2019) Tigris scraper (C. umbla) 1rk1 balik spermasindaki
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yaptiklar1 ¢alismalarinda sperma suladiricisina 1 mM  L-Triptofan eklenmesinin
spermatozoon canlilik stiresini arttirdigini saptamiglardir. Kocabas ve ark. (2019) yapmis
olduklar1 ¢alismada sulandiriciya L-Triptofan ilavesinin, dere alabaligi (Salvelinus
fontinalis) ve gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) spermatozoon motilite
stiresini 6nemli Ol¢lide uzatan bir etki sagladigi bildirilmistir. Kutluyer (2018) yaptigi
calismada nesli tiikenmekte olan alabalik Salmo coruhensis, Anadolu alabalig
Salmorizeensis ve gokkusagi alabaligt  Oncorhynchus mykiss'te L-Triptofanin
spermatozoon motilitesi tizerine yaptiklar1 ¢alismada 5 mM L-Triptofan’in motilite
stiresini arttirdigini tespit etmislerdir. Al-Ameri ve ark. (2020) yaptiklar1 ¢alismada kog
spermasinda, sulandiriciya 5 ve 10 mM Triptofan ilavesinin ¢ézdiirme sonrasi 72. saate
kadar motilite dayanikliligini devam ettirdiklerini bildirmislerdir.

Sunulan calismada, ¢dzdiirme sonrasi en yiiksek akrozom hasar1 %23.334+2.55
degeri ile 50 mM Triptofan grubunda, en diisikk akrozom hasar1 oran1 ise %6.33+1.09 ile
10 mM L-Glutamin grubunda tespit edildi. 10 mM L-Glutamin gurubunun akrozom hasar
orani, Liu ve ark. (2017) C57BL/6J ve DBA/2J ki farelerde raffinoz+yagsiz siit tozu
sulandiricisindan dondurma sonrasi sirasiyla %15.6 ve %20.4 oranlarindaki akrozom
hasar1 oranlarindan daha yiiksek bulundu. Bununla birlikte Liu ve ark. (2017) bildirdikleri
bu sonuglar, sunulan ¢alismada CD-1 farelerinde 0.1 mM, 1 mM ve 10 mM Ferulik asit, 5
mM ve 25 mM Triptofan, 10 mM, 50 mM, 100 mM L-Glutamin ve kontrol gruplarindan
daha yiiksekti.

Yapilan caligmayla benzer sekilde, fare harig, farkli tiirlerde Ferulik asit ve L-
Glutaminin ¢6zdiirme sonrasi akrazom flizerine koruyucu etkileri daha 6nceden birgok
aragtirmaci tarafindan rapor edilmistir. Affonso ve ark. (2017) aygir spermasi igin
hazirladiklar1 sperma sulandiricisina ilave ettikleri Ferulik Asitin (165 uM) kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda, ¢6zdiirme sonrasi saglam akrozom oranlarini iyilestirici etkisinin
oldugunu bildirmislerdir. Pei ve ark. (2018) domuz spermas: ile yapmis olduklari
calismada, sperma sulandiricisina ekledikleri farkli dozlardaki Ferulik asitin (0.1 mmol/L,
0.15 mmol/L, 0.25 mmol/L, 0.35 mmol/L ve 0.45 mmol/L) ¢6zdiirme sonrasi akrozom
hasar1 tizerindeki etkisini incelemislerdir. Arastiricilar akrozom hasarimi, Ferulik asit
grubunda (swrasiyla  %39.80+1.07, %47.60+£0.51, %60.20+0.37, %53.00+1.76 ve
%42.40+1.12) kontrol grubundan (%31.80+1.11) daha yiiksek oldugunu kaydetmislerdir.
Wang ve ark. (2018) domuz spermasinda farkli dozlardaki (10, 20, 40 ve 80 mM)
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Glutaminin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda 20 mM Glutamin konsantrasyonunun,
¢Ozdiirme sonrasi akrozom biitiinliiglinii daha iyi korudugunu bildirilmislerdir (p<0.05).
Oztiirk ve Aksoy (2021) yaptiklar1 ¢alismada L-Glutaminin képek spermasinin dondurulup
¢ozdiiriilmesi sonrasinda, 20 mM Glutamin dozunun spermatozoon akrozom biitiinliigi
oranini Kontrol grubuna gore daha iyi korudugunu bildirmislerdir. Li ve ark. (2003) yapmis
olduklar1 ¢alismada sinomolgus maymunu (magaca fascicularis) spermasimin dondurularak
saklanmasi ¢alismalarinda, dondurma soliisyonu igerisine 10 mM glutamin ilavesinin
spermatozoa akrozom biitlinliigiinii kontrol grubuna kiyasla 6nemli olgiide arttirdigini
tespit etmislerdir. Zhu ve ark. (2017) da tavsan spermasinda yiiriittiikleri ¢calismada, sperma
sulandiricisina 20 mM Glutamin ilavesinin, ¢6ziim sonrasi akrozom biitiinligiinii 6nemli
Olglide korudugunu bulmuslardir. Soy i¢i (inbred) Fare irklarinin (C57BL/6, 129S ve
DBA/2 gibi), soy dis1 (outbred) (ICR ve CD-1 gibi) ve melezlere (hybrid) (CB6F1 gibi)
gore donma hasarlarina karsi akrozom bolgesinin ve hiicre membraninin ¢ok daha duyarli
ve dayaniksiz oldugu bir¢ok aragtirmaci tarafindan bildirilmistir (An ve ark. 2000, Yildiz
ve ark. 2007, Nakagata 2011). Sunulan ¢aligmada kontrol grubunun anormal akrozom
orant 50 mM Triptofan grubundan 6nemli derecede diisiik, 10 mM L-Glutamin grubundan
onemli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05). Diger bir ifade ile dondurma hasarlarina karsi
oldukca hassas olan fare spermatozoonunun akrozomunun, 10 mM L-Glutamin tarafindan
kontrol grubuna gore daha iyi korundugu goriildii (p<0.05).

Kontrol, 0.1 mM Ferulik asit, 5 mM Triptofan ve 10 mM L-Glutamin gruplari
arasinda spermatozoon apoptozu agisindan istatistiki farkliliklar meydana geldigi tespit
edildi. Dondurulup ¢ozdiiriilme sonrasi en yiiksek apoptoz oram1 5 mM Triptofan
gurubunda tespit edildi ve diger tiim gruplarla aralarindaki fark 6nemli bulundu (p<0.05).
Bu sonu¢ dondurma asamalar1 boyunca 5 mM Triptofanin muhtemelen hiicre savunma
sistemi ve hiicre membranlar iizerinde olumsuz etkiler meydana getirmis olabilecegini
gostermektedir. Farelerde Ferulik asit, Triptofan ve L-Glutamin dondurulmus ¢6zdiiriilmiis
spermada spermatozoa apoptozusuna etkisi ile ilgili aragtirmalara ulasilamadigindan
burada tartisma imkani1 bulunamadi. Ancak, Meles ve ark. (2022) erkek siganlarda 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksi’nin spermatozoon apoptozisi iizerindeki etkilerini inceledigi
calismalarinda, kontrol grubunda apoptoz oranin1 %8,32+2,26 bulurken, uygulama
gurubunda spermatozoon apoptoz oranimi (%35,43+6.05) arttirdigini  bildirmislerdir
(p<0.05).
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6. SONUC

Sunulan ¢aligma, fare spermatozoonunun basarili olarak dondurulabilmesi igin
standart %18 raffinoz+%3 yagsiz siit tozu igeren sperma sulandiricisina Ferulik asit
(0,amM, 1 mM ve 10 mM), Triptofan (5 mM, 25 mM ve 50 mM) ve L-Glutaminin (10
mM, 50 mM ve 100 mM) ilavesinin spermatozoon kalite parametreleri iizerine etkilerini
ortaya koymak i¢in planlandi.

Dondurma ¢ozdiirme sonrasi gruplar arasi degerlendirmede kontrol grubu ile
karsilastirildiginda en yiiksek motilite ve plazma membran biitiinliigli siras1 ile
%56.67£2.11, %77.83+0.87 ile 10 mM L-Glutamin grubunda bulundu (p<0.05). Yine
kontrol grubu ile karsilastirildiginda en diisiik 6lii spermatozoon orani ve anormal akrozom
orani sirasiyla %26.00+1.46, %6.33£1.09 olarak 10 mM L-Glutamin grubunda tespit edildi
(p<0.05).

Calismada dondurulma ¢ozdiiriilme sonrast bir’er saatlik zaman araliginda
gerceklestirilen motilite dayaniklilik testinde 1. ve 2. saat i¢in motilite dayaniklilik
bakimindan en yiiksek sonuglar 10 mM L-Glutamin grubundan elde edilmisken, 3. ve 4.
saatler i¢in en iyi sonuglar 50 mM L-Glutamin grubunda belirlendi (p<0.05).

Cozdiirme sonrasi en yiiksek apoptoz oran1 5 mM Triptofan gurubunda tespit
edilmis ve diger tiim gruplarla aralarindaki fark 6nemli bulundu (p<0.05). Kontrol, 0.1 mM
Ferulik asit, 10 mM L-Glutamin ve 5 mM Triptofan ile diger gruplar arasinda 6nemli bir
fark oldugu tespit edildi (p<0.05). Calisma gruplar1 arasi degerlendirmede, sperma
sulandiricisina katilan 5 mM Triptofan uygulamasinin apoptoz orani kontrol grubundan
daha yiiksek oldugu i¢in olumsuz etkiledigi belirlendi (p<0.05).

Sonug olarak; Fare sperma sulandiricisina 10 mM L-Glutamin ilavesinin ¢ozdiirme
sonrasi incelenen spermatolojik 6zellikler iizerinde (apoptoz orani hari¢) dnemli diizeyde
olumlu etkilerinin oldugu, Ferulik asit ilavesinin ¢ozdiirme sonrasi sperma kalite
parametrelerine olumlu etki yapmadigi, aksine 10 mM Ferulik asitin belirgin sekilde toksik
etki yaptig1 ve Triptofan ilavesinin ¢ozdiirme sonrasi incelenen spermatolojik 6zellikler
tizerinde olumlu etki yapmadigi, tersine, 6zellikle motilite dayaniklilig1 olmak tizere, doza
bagl olarak motilite, fonksiyonel membran biitiinliigli, akrozom ve apoptozis iizerine

olumsuz etkilerinin oldugu sonuglarina varildi.
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