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OZET

Fare Sperminin Dondurulabilirligi Uzerine Standart Raffinoz + Yagsiz Siit Tozu
Sulandiricisina Eklenen Diisiik Dozda Dimetil Siilfoksitin EtKisi

Sunulan ¢alisma, fare sperminin basarili olarak dondurulabilmesi i¢in standart raffinoz +
yagsiz siit tozu sulandiricisina eklenen diisiik dozda dimetil siilfoksit (DMSO) oranlarinin
¢Oziim sonrast sperm kalite parametreleri lizerine etkilerini ortaya koymak i¢in dizayn
edilmistir. Arastirma 12-24 haftalik yasta 40 adet CD-1 wrki erkek fareler iizerinde
yiritilmistir. Farelerden cerrahi yontem ile diseke edilerek elde edilen cauda
epididimislerdeki spermatozoonlar kullanilmistir. Calismada %18 rafinoz + %3 yagsiz siit
tozu igeren standart sperm Sulandiricisina 0.25M, 0.5M, 1M ve 1.5 Molar oranlarinda ayr1
ayr1t DMSO eklenmistir. DMSO ilavesiz %18 Rafinoz + %3 yagsiz siit tozu kombinasyonu
kontrol olarak tutulmustur. Dondurma islemi sivi azot kullanilarak 0.25ml’lik payetlerde
yapitlmig ve ardindan ¢ozdirme islemi ise 37 °C’lik su banyosunda 30 saniyede
gerceklestirilmistir. Coziim sonrasit sperm Orenklerinin motilite, Olii-canli, akrozom,
membran biitiinligii (HOST: Hiper ozmotik sisme testi) ve HTF (Human Tubal Fluid)
icerisinde 4 saat siiresince motilite dayaniklilik testleri yapilmigtir.

Dondurup ¢oézdiirme sonrasi gruplar arasit degerlendirmede en yiliksek motilite degerleri
%40.0+2.88 ile 0.5 M DMSO gurubunda bulunmustur. Motilite agisindan Kontrol, 0.25 M
ve 0.5 M DMSO gruplari arasinda énemli istatistiki bir fark bulunmazken (p>0.05), bu
guruplar ile 1 M ve 1.5 M DMSO gruplar1 arasinda 6énemli farklar bulunmustur (p<0.05).
Dondurup ¢6zdiirme sonrasi en diisiik 6lii spermatozoon orani ise %38.4+2.42 ile 0.5 M
DMSO grubunda tespit edilmistir. Canli spermatozoon orani acisindan 0.25 M ve 0.5 M
DMSO gruplart Kontrol grubuna goére daha iyi bulunmustur (p<0.05). Coziim sonrasi
gruplar arasi en yiikksek membran biitiinligii degeri %62.8+2.17 ile 0.5 M DMSO grubunda
saptanmistir. Membran biitlinliigii acisindan 0.5 M DMSO grubunun Kontrol grubun’dan
daha iyi oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Gruplar arasi degerlendirmede dondurup
¢ozdiirme sonrasi en diisiik akrozom hasari orani ise %8.6+0.85 ile 0.25 M DMSO grubunda
tespit edilmistir. Akrozom hasar1 a¢isindan kontrol grubu ile deneme gruplar arasinda, 1.5
M DMSO grubu hari¢ (p<0.05), istatistiki bir fark bulunmamastir (p>0.05).

Calismada dondurma ve ¢ozdiirme sonrasi bir’er saatlik zaman araliginda gergeklestirilen
motilite dayaniklilik (longevity) testin *de 3. saate’e kadar motilite oranlarinda en iyi sonug
0.5 M DMSO grubu olmus (p<0.05), ve 4. saatte tiim gruplarda motilite degeri
saptanmamistir. Sonug olarak, Fare sperminin dondurulabilirligi iizerine standart raffinoz +
yagsiz siit tozu sulandiricisina 0.5 M DMSO ilavesinin ¢oziim sonrasi sperm Kkalite
parametrelerini gelistirdigi ve bagarili bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Fare, spermatozoon, dondurma, DMSO.



ABSTRACT

Effect of Low-Dose Dimethyl Sulfoxide Added to Standard Raffinose + Skimmed
Milk Powder Extender on Cryopreservation of Mouse Sperm

The present study was designed to reveal the effects of low dose dimethyl sulfoxide (DMSO)
ratios added to standard raffinose + skimmed milk powder extender on post-thaw sperm
quality parameters for successful freezing of mouse sperm. The study was carried out on 40
male CD-1 mice aged 12-24 weeks. Sperm from cauda epididymis obtained by surgical
dissection from mice were used. In the study, DMSO was added separately at 0.25M, 0.5M,
0.1M and 1.5 Molar ratios to the standard sperm extender containing 18% raffinose + 3%
skimmed milk powder. The combination of 18% Raffinose + 3% skimmed milk powder
without DMSO was kept as a control. The freezing process was carried out in 0.25 ml straws
using liquid nitrogen, and then the thawing process was carried out in 30 seconds in a 37 oC
water bath. Motility, dead-live spermatozoon rate, acrosome and membrane integrity
(HOST: Hyperosmotic swelling test) of sperm samples after thawing were performed in HTF
(Human Tubal Fluid) for 4 hours.

In the evaluation between groups after freezing - thawing, the highest motility values were
found in the 0.5 M DMSO group with 40.0+2.88%. In terms of motility, there was no
statistically significant difference between the Control, 0.25 M and 0.5 M DMSO groups
(p>0.05), while significant differences were found between these groups and the 1 M and
1.5 M DMSO groups (p<0.05). The lowest rate of dead sperm after freezing-thawing was
found in the 0.5 M DMSO group with 38.4+2.42%. In terms of viable spermatozoa ratio,
0.25 M and 0.5 M DMSO groups were found to be better than the control group (p<0.05).
The highest membrane integrity value between the groups after thawing was found in the
0.5 M DMSO group with 62.842.17%. It was determined that the membrane integrity of the
0.5 M DMSO group was better than the Control group (p<0.05). In the evaluation between
groups, the lowest rate of acrosome damage after freezing-thawing was found in the 0.25 M
DMSO group with 8.6+0.85%. There was no statistical difference between the control and
experimental groups in terms of acrosome damage, except for the 1.5 M DMSO group
(p<0.05). In the study, the 0.5 M DMSO group had the best result in motility rates up to the
3rd hour in the longevity test, which was performed at one hour time interval after freezing
and thawing, and no motility value was detected in all groups at the 4th hour. As a result, it
was determined that the addition of 0.5 M DMSO to the standard raffinose + skimmed milk
powder extender on the freezability of mouse sperm improved the sperm quality parameters
after thawing and could be used successfully.

Keywords: Mouse, spermatozoa, cryopreservation, DMSO.
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1.GIRiS

Biyolojik bilimler alanindaki gelismeler yirminci yiizy1l i¢erisinde hizla ilerlemistir.
Bu alanlar igerisinde biyoteknolojinin yeri ayri bir éneme sahiptir. Ozellikle reprodiiktif
biyoteknoloji alanindaki gelismelerle hayvansal iiretimin iyilestirilmesi konusunda biiyiik
yol alinmistir. Diinyada bu alanda uygulanan ilk yontem olan suni tohumlama uygulamasina
ikinci baslayan iilke olmamiza karsin, bu yontemin uygulamasinda ortaya ¢ikan bazi
nedenlerden dolayi, alinan yol arzu edilenin ¢ok gerisinde kalmistir (Seving 1983).
Ureme biyoteknolojisi hayvancilik alaninda ¢ok biiyiikk éneme sahiptir. Bunun baslica
nedenleri; uygulama alani olan suni tohumlama, gamet hiicrelerinin kriyoprezervasyonu,
liyofilizasyonu, in vitro fertilizasyonu, in vitro maturasyonu, gen transferleri ve klonlama
gibi birgok alanda uygulama olanagi saglamasidir. Bu alanda uygulanan en yaygin
biyoteknolojik yontem, damizlik degeri yiiksek olan erkek hayvanlardan alinan gamet
hiicrelerinin dondurmas: sonrasinda disi hayvanlarin genital sistemine uygun zaman ve
yontemle aktarilmasini igeren suni tohumlama yontemidir. Bu yontem sayesinde hayvan
popiilasyonunda kisa siire igerisinde istenen yonde genetik ilerleme saglanabilmekte, genital
yolla bulasabilen hastaliklarin Oniine gecilebilmekte ve siirii icerisinde bir Orneklik

saglanabilmektedir (Ozkoca 1984; Hafez 1993; ileri ve ark. 2000; Pegg 2000).

Yardimer lireme teknigi olan suni tohumlama ve embriyo transferinin gelismesinde,
tireme hiicre ve dokularinin basarili bir sekilde dondurulup saklanmasi ve istendigi zaman
¢ozdiriillip kullanilabilmesi olduk¢a Onemlidir (Tunali 2014). Genetik materyalin
bahsedildigi gibi istenildigi gibi istenilen zamanda kullanilabilmesi, iireme alaninda yaganan
sorunlarin basinda gelmistir. Bu sorunun ¢6ziimii i¢in yapilan ¢aligmalarda erkek ya da disi
gamet hiicresi lizerinde durulmus ve birgok memeli tiirlinde fertilitenin devamliligini
saglayabilmesi adina bir takim ilerlemeler saglanmistir. Bu biyoteknolojik gelisimin kilit
noktas1 ise kriyoprezervasyon olmustur. Ancak, gilincel tekniklerin ¢cogunda dondurma
isleminin spermatozoonun fonksiyonu ve fertilite i¢in olumsuz etkileri oldugu belirtilmistir.
Spermatozoon sulandirmada, sulandirici olarak kullanilan maddelerin  arasinda
peroksidasyon gibi ¢ok sayida reaksiyon ortaya ¢iktigi ve spermatozoonlarin toksik etkiye
maruz kaldig1 belirtilmistir (Watson 1995; Pegg 2000; Tuncer ve ark. 2005).



Kriyoprotektanlar hiicrenin dondurulmasinda olusan soguk soku zararina, hiicre i¢i
kristal olusumuna ¢0ziim sirasinda  dekristalizasyona ve gelisen membran
dekristalizasyonuna karst koruyucu amagli olarak kullanilmaktadir. Genel olarak
kriyoprotektan maddeler koruyucu etkilerini ortamdaki donmamis fraksiyonu arttirarak ve
iyon miktarini azaltarak gosterirler. Kriyoprotektanlarin diger bir nemli 6zelliklerinden biri
olarak da diisiikk molekiiler agirlikta olmalar1 ve toksik etkilerinin sadece yiiksek oranda
katilmasiyla ac¢iga ¢iktigi bildirilmistir (Polge ve ark. 1949; Watson 1979; Critser ve
Mobraten 2000).

Kriyoprezervasyon isleminin spermatozoonlar iizerindeki istenmeyen olumsuz
etkileri, nesli tiikenmekte olan vahsi hayvan tiirlerinde istenilen zamanda ve diizeyde sperma
almamamasi ve heniiz pubertaya ulagsmamis tiirlerde spermatogenezisin baslamamis
olmasindan dolay1 genetik materyalin korunmasi i¢in farkli tekniklerin gelistirilmesi ihtiyaci
ortaya ¢ikmistir. Bu durumda alinan dokunun kriyoprezervasyonu, farkli hayvan tiirlerinde
genetik materyalin ve fertilitenin korunmasinda 6nemli bir biyoteknoloji olarak yerini

almigtir (Watson 1979; Critser ve Mobraten 2000; Oliveira 2015).

Bu c¢alismayla, fare spermlerinin dondurularak saklanmasinda, standart
spermatozoon sulandirict olan kullanilan Raffinoz + Yagsiz siit tozu karisimina ilave edilen
diisiik dozlardaki DMSO’nun sperm motilite, olii-canli, akrozom, plazma membran
biitiinligii ve motilite dayaniklilig1 tizerine etkilerinin arastirilmasi ve bdylece yeni fare

sperm sulandiricilarinin gelistirilmesi amag¢lanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Onem

Farelerde ¢ok sayida suni mutasyonun olusturulabildigi ve iireme araliginin ¢ok kisa
olmasindan dolay1 biyomedikal arastirmalarda ve genetik ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen
memeli tiirli olmustur. Diinyada arastirma amaciyla yetistirilen, inbred ve outbred olmak
tizere 400 degisik fare soyu bulunmaktadir. Yapilacak olan arastirmalar dogrultusunda
cesitli 6zelliklere sahip 6zellesmis fare soylar tiretilmistir. Bu fareler baslica; deneysel insan
hastalik modellerinin olusturulmasi, kanser, immiinoloji, as1 ve ila¢ yapimi gibi alanlarda

kullanilmaktadirlar (Critser ve Mobraten 2000; Pegg 2000).

2.2.Spermatozoon Kriyoprezervasyonu

Kriyoprezervasyon hayvancilik alaninda bir¢ok kolaylik saglayan onemli bir
yontemdir. Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama) islemi, gelecekte kullanilmasi
amactyla, hiicrelerin ve dokularin sifir derecenin altindaki 1silara kadar sogutularak, biitiin
biyolojik aktivitelerin dondurulmasini ifade eder. Bu islemdeki temel amag, ¢ok diisiik 1s1da
canlt hiicre veya dokunun, en az hasarla ve herhangi bir fonksiyon kayb1 olmaksizin uzun
stireli saklanmasidir (Bailey ve ark. 2000; Pegg 2000). Erkek gamet hiicresi olan
speramatazoon'un dondurulmasindaki genel prensib, spermatozoonlarin kriyoprotektanlar
ile dengelendikten sonra sogutulmasi, sivi nitrojen igerisinde -196°C'da depolanmasi,
cozdiiriiliirken de kriyoprotektanlarin uzaklastirilarak spermlerin canliliklarmi ve ileri
fizyolojik olaylar i¢in fonksiyonlarini koruyabildikleri uygun ortamda tutulmasi ve disi
genital kanala aktarilmasidir (Hammerstedt 1990; Gao ve Critser 2000; Pegg 2000; Gardner
ve ark. 2009).

Spermatozoonlart dondurmanin zararli etkilerine karsi gliseroliin koruyucu etkisi
oldugu 1940’larda kesfedilmis olup, bilimsel ve modern anlamda ilk kez spermatozoon
dondurma islemi gliserol kullanilarak 1949°da Chiristopher Polge ve arkadaslar tarafindan

yapilmustir (Polge ve ark. 1949).



Spermatozoon basariyla dondurulan ilk canli hiicrelerden olmasi bakimindan 6nem
tagimaktadir. Memeli spermatozoonlarinin dondurulmasi ile kabul edilebilir fertilite
sonuclarin elde edilmesi bazi 6nemli faktorlerin etkisindedir. Bunlar arasinda dondurma
teknikleri, uygun sulandirici, spermatozoa sulandirma orani, dondurma ve ¢ozdiirme hizi,

tiirlere 6zgili spermatozoon fizyolojisi ve 6zellikleri sayilabilir (Pegg 2000; Purdy; 2006).
Kriyoprezervasyon asamalari asagidaki sirali olaylar1 igermektedir:

e Suyun kristalizasyonundan  kaynaklanabilecek  hiicresel hasar1  azaltan
kriyoprotektanlarla olan ilk etkilesimi

e Sifir derecenin altindaki sicakliklara kadar dondurma

e Saklama

o (0zme

e Seyreltme ve kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmasi, fizyolojik mikro

cevreye geri doniis ve ileri gelisim olarak siniflandirilabilir.

Bu asamalar arasinda en kritik olani, baslangi¢ fazindan diisiik sicakliklara inis donemi
ve fizyolojik ortama geri doniistiir. Diisiik sicakliklara ulastiktan sonra bu sicaklik -
196°C’dir. Bu sicaklikta gecen zamanin canlilik lizerine etkisi olmadigi bildirilmistir (Gao

ve Critser 2000; Pegg 2000; Delilbas1 2008).

2.3. Sperma Sulandiricilari

Kriyoprezervasyonun basarili olmasi biiyiik 6lgiide uygun sperma sulandiricilarinin
gelistirilmesine baghdir. Sperma sulandiricilarinin  kullanilmasinin  baglica amaglari,
spermanin hacmini arttirmak suretiyle daha fazla hayvan tohumlanmasini saglamak ve
spermanin saklanmasi sirasinda spermatazoonlarin zarar gormesini engellemek suretiyle

daha uzun bir siire yasamalarin1 saglamaktir.
Iyi bir sperma sulandiricisinin su dzellikleri tasiyor olmas1 gerekir;

e Spermanin sicakligi, viicut sicakligindan 5°C ye kadar diisiiriiliirken sulandirici
spermatazoonlari1 soguk sokunun zararh etkilerine kars1 korumalidir.
e Sulandirici, spermatazoon tarafindan {iiretilen metabolizma artiklarini nétralize

ederek pH degisikliklerini 6nlemeli yani tamponlama 6zelligine sahip olmali.



e Sperma sulandiricisi, izotonik 6zellik tasimali diger bir ifadeyle sperma ile ayni
osmotik basinca sahip olmamali.

e Sulandiric1 spermatazoon metabolizmasi i¢in besin maddeleri saglamalidir.

e Sulandirici, dondurma ve ¢6zdirme sirasinda olusabilecek zararlara karsi
spermatazoonlarin hiicresel biitiinl{igiinii korumalidir.

e Sulandirici, mikrobiyel kontaminasyonlar1 kontrol altinda tutmalidir (Hammerstedt

1990; Hafez 1993; Gao ve Critser 2000; Pegg 2000).

2.4.Kriyoprotektanlar

Dondurma ve ¢ozdiirme islemi sirasinda ortaya ¢ikan ani sicaklik degisikliklerine
kars1 spermatazoonlar1 korumak amaciyla sperma sulandiricilarina bazi kimyasal maddeler
ilave edilmektedir. Bu maddelere ‘Kriyoprotektif Maddeler’ ad1 verilir. Spermatozoonun
dondurulmasinda kullanilacak sulandiricida kryoprotektif 6zellikli maddelerin bulunmasi
gereklidir. Kriyoprotektanlarin koruyucu etkileri, suyla hidrojen baglar1 olusturarak, buz
kristallerinin boyutlarii kiiciiltmeleriyle ortaya ¢ikmistir. Gliserol ve propanediol, bu isi
hidroksil gruplari ile (-OH) yaparken dimetilsiilfoksit (DMSO) ise oksijen atomu sayesinde
yapmaktadir. Kriyoprotektanlar, medyumun donmadan kalan kismindaki elektrolit
konstrasyonunu azaltarak koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Sanger ve ark. 1992; Pegg
2000; Porcu 2001). Bunlar kendi aralarinda hiicre i¢ine girerek etki gdsterenler ve hiicre
disindan etki gosterenler olmak iizere iki sinifa ayrilirlar. Bu alanda bilinen ve hiicre igerisine
girerek etki gdsteren en onemli madde Gliserol’diir. Gliseroliin soguga kars1 korucu bir
madde olarak, hiicrelerin dondurulmasi esnasinda faydali etkilerinin farkina varilmasindan
sonra, bu madde spermanin, dondurulmasi amaciyla sulandiricilara ilave edilerek basarili bir

sekilde kullanilmaya baglamistir (Pegg 2000; Gardner ve ark. 2009; Elder ve Dale 2014).

Donma aninda gerceklesen en onemli olay hiicrenin kristallesmesidir. Bu olay
neticesinde Onemli pH degisiklikleri ve hiicre dehidrasyonuna bagli olarak hiicre
memraninda yirtilmalar meydana gelir. Bu reaksiyon sirasinda sekillenen kristaller ne kadar
kiiciik hacimli olursa, meydana gelen hasar o kadar az olmaktadir. Sulandiricilara katilan
gliserol, spermatazoonlar igerisine girmek suretiyle hiicre icerisindeki suyun kismen disari

cikmasini saglar.



Bu sayede bulundugu ortamin donma noktasini diisiirerek dondurma iglemi sirasinda genis
buz kristallerinin sekillenmesine engel olur. Glisereol katilmadan yapilan dondurma
islemleri sonucunda spermatazoonlarin canli kalma oran1 6nemli derecede azalmaktadir.
Bu amagta buz kristallerini sekillenmesinin tamamen Onlemesi i¢in %30’dan daha fazla
gliserol gereklidir. Ancak gliseroliin hiicre icine girisi esnasinda hiicre membraninda
olusturdugu yapisal degisiklikler ve gliseroliin suyun yerini almasindan sonra hiicre i¢i ve
hiicre disinda olusan osmatik basing farkliliklari nedeniyle belli oranda membran
gecirgenligi bozulmakta ve hiicrenin yapisal biitiinliigiinde degisen derecelerde hasar
olusabilmektedir (Hammerstedt ve ark. 1990; Alvarenga 2000; Woods ve ark. 2000). Buna
ilaveten, bircok hayvan tiirinde dondurulup ¢o6zdiiriilmiis spermada oldugu gibi
dondurulmamis spermanin da kalitesini diisiirdiigline, akrozomal bozukluklara neden
olduguna ve akrozom reaksiyonunun baslamasini hizlandirmasi nedeniyle spermataoonlarin
fertilizasyon kapasitesini azalttigina dair ¢esitli goriisler ileri siiriilmektedir. Bu bozukluklar
en belirgin olarak kog¢ spermasinda ortaya ¢ikmaktadir (Hafez 1993; Pegg 2000).

Bu zararli etkilerin Onlenmesi agisindan gliseroliin spermatazoon igeren
sulandiricilara kademeli bir sekilde katilmasi ve miimkiin oldugunca ilave edilme oraninin
azaltilmasi tavsiye edilmektedir. Sulandiricinin igerisinde bulunan diger maddelerin oranina
bagli olarak degisilmekle birlikte gliserol, yaygin olarak %3 ile %10 arasinda degisen
oranlarda sperma sulandiricilarina ilave edilmektedir. Son zamanlarda, sulandirilmis
spermaya ilave edilen gliserol oraninin azaltilmasi ve alternatif maddeler gelistirilmesi
lizerine yapilan bazi ¢aligmalarda, spermanin gliserol katilmadan sulandirici igerisindeki
yumurta saris1 ve diger bilesiklerin oranlar1 ve osmotik basing ayarlanarak basarili bir sekilde
dondurulabilecegini ve ¢ézdiirme sonrasi yeterli motilitinenin ve fertilizasyon kabiliyetinin
elde edilebilecegi bildirilmistir (Hammerstedt 1990; Hafez 1993; Gao ve Critser 2000; Pegg 2000;
Sonmez 2012).

Diger 6nemli bir kriyoprotektan olarak Dimetiilsiifoksit (DMSO) soguk sokuna kars1
spermanin korunmasi amaciyla sulandiricilara ilave edilmektedir. Onemli tamponlama
kabiliyetine sahip bir tuz olan DMSO, hizla hiicre icerisine girerek membran biitiinliigliniin
korunmasi agisindan onemli bir etkiye sahiptir. DMSO, kimyasal olarak bir polar kdk
etrafinda iki apolar bastan olusan amfipatik bir bilesiktir. Bu 6zellik ona hem sivi hem de

organik medyumlarda ¢6ziinme imkan1 saglamaktadir.



Hiicre i¢ine penetrasyonu diisiik molekiiler agirligindan dolay1 gliserole gore daha
hizlidir. Hiicre dondurma medyumunda kombine kullanilan kriyoprotektanlarin toksisitesini
azaltmak ve hiicrelerin kriyoprotektanlara maruz kalma siiresinin kisaltilmasi amaciyla
kullanilmaktadir (Mcgann 1999; Massip 2001). Ayrica Ethilen glikol ve Propilen glikol da
spermaya kriyoprotaktif madde olarak sulandiricilara belirli oranda ilave edilebilmektedir

(Hafez 1993).

Bunun disinda yapilan bazi ¢aligmalarda, hiicre igerisine giremeyen ve enerji
maddesi olarak spermatazoonlar tarafindan kullanilamayan raffinoz, sukroz, trehaloz ve
laktoz gibi baz1 sekerlerinde soguga karsi1 kriyoprotaktif etki gosterdigi ve bunlarinda sperma
sulandiricilarina katilarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Evans ve Maxwell 1987; Palasiz
ve Mapletopt 1996; Jackson ve ark. 1997; Massip 2001). Sakkaritler, lethal etkili
intraselliiler kristallesmeyi engellemek i¢in hiicrede dehidrasyon olusturdugu belirtilmistir
(Rudolph ve Crowe 1985; An ve ark.2000). Sekerler donma ve ¢dzme sirasinda olusan
membran zararina kars1, membrandaki fosfolipitlerle etkilesime girip ylizey artis1 saglayarak
koruma sagladigi tespit edilmistir. Hiicre i¢ine gecemeyen kriyoprotektanlar, membranlarin
sivi ve katyonlara karst permeabilitesinde artis yaparak, ozmotik strese karsi hiicre
membranlart esnek hale getirir. Bu olay ¢oziinme esnasinda hiicresel sismeyi
engellemektedir. Ayrica, hiicrede donma-¢6ziilme sirasinda gelisen lipit peroksidasyonunu
azaltmaya calisirlar. Hiicre i¢ine girebilen kriyoprotektanlara ilave edilen sivilar diisiik
oranda kullanilmakta, bu da hiicre i¢ine gegebilen kriyoprotektanlarin olasi toksik etkilerini
osmotik basing farkliliklar1 olusturarak azalttig1 belirtilmistir (Mcgann 1999; Cabria ve ark.
2001; Bucak ve Tekin 2007).

2.5. Spermanin Saklanmasi

Sperma alindiktan sonra herhangi bir isleme tabi tutulmadan 35°C de 10-15 dakika
icerisinde kullanilmasi gerekir. Bu sekilde sulandirilmadan spermanin 30 dakikadan fazla
bekletilmesi dolleme giiciiniin hizla azalmasina yol agmaktadir. Ancak alinan spermanin kisa
bir siire igerisinde kullanilabilme imkaninin olmamasi spermanin belli bir siire saklanmasini
zorunlu hale getirmistir. Spermanin uzun siireli saklanmasi, ancak uygun sulandirici i¢inde
sicakliginin diisiiriilmesiyle spermatazoonlarin hareketlerinin sinirlandirilmasini saglamak

suretiyle miimkiindiir (Hafez 1993; Pegg 2000; Sonmez 2012).



2.5.1. Spermanin Dondurulmasi

Spermanin uzun siire saklanabilmesi belli tekniklere gére dondurulmasiyla saglanir.
Bu teknigin dayandigi temel ilke, spermanin ¢esitli teknikler uygulanarak sicakligi’nin -
79°C ya da -196°C ye kadar diisiiriilmesi ve bu sicakligi saglayacak bir ortamda muhafaza
edilmesidir. Bu sayede spermanin yillarca saklanmasi miimkiin olmaktadir (Hafez 1993;

Pegg 2000).

2.5.2. Sivi Azot Buharinda Spermanin Dondurulmasi

Uygun bir kriyoprotektan ile teknigine uygun olarak sulandirilan ve equlibrasyonu
islemi tamamlanan sperma, plastik payetler igerisine doldurulduktan sonra aliiminyum veya
celikten bir raf tizerine tek sira halinde yerlestirilir. Raflar agz1 genis bir s1v1 azot tankinda
azot seviyesinin yaklasik 6-7 cm tizerinde bulunan 6zel 1zgaralar tizerine dizilerek tankin
agz1 kapatilir. Bu bolgedeki sivi azot buhart arzu edilen hizda spermay1 dondurmaktadir.
Payetler asag1 yukar1 2 dakika i¢inde sivi azot buharinin sogukluk derecesine ulasir. Bu
sekilde yaklasik 7 dakika bekletilen payetler icirisindeki sulandirilmis spermanin dondurma

islemi tamamlanmaktadir (Hafez 1993; Pegg 2000; S6nmez 2012).

Dondurma islemi tamamlana sperma payetleri, hizli bir sekilde plastik gobletlere
konularak -196°C sicakliktaki sivi azot ihtiva eden azot muhafaza tanklarina aktarilir. Bu
tanklar i¢cinde payetler her hangi bir bozulmaya ugramadan uzun yillar boyunca saklanabilir.
Spermanin uzun siireli saklanmasi1 amaciyla rafinoz sekeri ve yagsiz siit tozu farelerde;
sodyum sitrat - yumurta saris1 sulandiricist bogalarda; tris — yumurta sarisi sulandiricisi kog,
teke, domuz, kopek ve kedilerde ve yagsiz siit tozu - tris sulandiricisi ise aygirlarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu sulandiricilarin igerigi tiirler arasinda bazi kiiciik farkliliklar

gosterebilmektedir (Hafez 1993; Pegg 2000).



2.5.3. Dondurma Hizi

Spermatazoonlarin biyokimyasal yapisi oldukca karisik ve sabit olmayan bir 6zellik
tagir. Spermatazoon plazma membraninin diizenli bir fonksiyon gostermesi acisindan
membran yapisinndaki lipid ve protein bilesikleri arasinda siki bir iliski vardir.
Spermatazoonlarin dondurulmasi, membran lipid katmanin iki tabakas1 arasindaki fosfolipid

dagiliminda degisiklige yol agar.

Membranda meydana gelen bu degisiklikler, akrozom reaksiyonunu hizlandirarak
akrozomal enzimlerin digsar1 sizmasina veya aktivitelerin azalmasina neden olarak
spermatazoonlarin motilitesini ve fertilizasyon kabiliyetini sinirlayabilir (Hafez 1993; Pegg

2000; Watson 1979; Critser ve Mobraten 2000).

Spermanin dondurulup ¢ézdiirlilmesi esnasinda spermatazoon membranindaki hasar
Ozellikle buz kristallerinin sekillenme devresi olarak kabul edilen 0°C ile -20°C arasindaki
sicakliklarda meydana gelmektedir. Bu aralifin ¢ok hizli gecilmesi buz kristallerinin
sekillenme hizin1 arttirmaktadir. Bu aralik gecilirken uygulanacak dondurma hizim
10°C/dakika olmasi tavsiye edilmektedir. Daha sonraki sicaklik dereceleri olan -20°C ile -
100°C arasi ise 20°C/dakika olacak sekilde ayarlanabilir (Hafez 1993; Ileri ve ark. 2000;
Pegg 2000).

Spermatazoonlarin dondurma islemi sirasinda ani sicaklik degisimlerine olan tolerans diizeyi tiirler
arasindaki 6nemli derecede farklilik gosterebilmekte olup bu diizey spermanin basarili bir sekilde
dondurulmasim etkileyen en énemli faktorii olusturur. Ornegin boga ve aygir spermatazoonlarmin
bu kosullardaki dayanma yetenegi nispeten iyi iken ayn1 kosullarda fare ve ko¢ spermatazoonlarinin

fertilizasyon kapasitesinin biiyiik oranda azaldig: bildirilmektedir (Hafez 1993; Pegg 2000).

Dondurma islemleri esnasinda uygulanan dondurma hizi, spermanin ¢ozdiiriilmesi
sonucundaki motilite ve akrozom biitiinliigiinii etkilemektedir. Spermatazoonlarin canh
kalma orani, mitekondrial aktivite ve akrozom biitiinliigii acisindan spermanin hizli bir
sekilde (20°C/dakika) dondurulmasinin yavas bir sekilde (2°C/dakika) dondurulmasina gore
daha biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Ornegin spermanin hizli bir sekilde dondurulmasinin
yavas bir sekilde dondurulmasina gore ¢ozdiiriilme sonrasi elde edilen motilite ve akrozom

biitlinliigii yoniinden 6nemli bir derecede daha iyi sonuglar vermektedir.



Bununla birlikte spermanin bireysel ve tiir 6zellikleri, kullanilan payet tipi, ilave edilen
gliserol orani ve sulandiricinin kimyasal yapisi dondurup ¢6zdiirme sonrast elde edilen
basariy1 etkilemektedir (Hafez 1993; Watson 1979; Critser ve Mobraten 2000; Soénmez
2012).

2.6. Kriyoprezervasyon Hasarlari

Kriyoprezervasyon sirasinda hiicrelerin  strese  maruz kalma durumuna

kriyoprezervasyon hatalar1 denir. Kriyoprezervasyon hasarlarinin sebepleri:
e Hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu

¢ Yogun dehidratasyon

¢ pH degisiklikleri

e Protein denatiirasyonu

Ani sicaklik diisiisiine bagli hiicre yapist ve fonksiyon hasari, membran gegirgenligi
ve hiicre iskeleti yapisindaki degisikliklerle iligkilidir (Elder ve Dale 2010; Critser ve
Mobraten 2000).

Kriyoprezervasyon sirasinda en temel hiicre hasar1 donma ve 6zellikle de ¢ozdiirme
asamasindadir. Hiicreler aniden donarsa, hiicre disindaki su transferi ani ve asir1 olacagindan
membranda ozmotik hasar meydana gelir. Hizl1 yerine yavas yavas ¢oziiliirse, bu sefer hiicre
ici buz kristalleri birlesebilir ve birbirleriyle biiyiiyebilir ve tekrar hiicre zarmna zarar
verebilir. Yavas dondurma ve hizli ¢6zdiirme bu nedenle 6nemlidir (Alberts ve ark. 2008).
Kriyoprezervasyonda hiicre hasarmin nedenleri, buz kristallerinin neden oldugu yapisal
hasarlar ve oksidatif stresle iliskili reaktif oksijen radikallerinin neden oldugu hasarlar olarak
Ozetlenebilir. Bununla birlikte, spermlerde en yaygin kriyo-hasarlar membran hasari, organel
ve DNA biitiinliigii (DNA pargalanmasi) hasari, spermatozoonun fertilizasyon kapasitesini
azaltan boyun kiriklari, akrozomal ve plazma membranlarinda sisme ve parcalanma

goriilebilir (Askari ve ark. 1994; Verheyen ve ark. 1997; Paoli ve ark. 2014; Yeste 2016).
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Cizelge2. 1. Kriyoprezervasyon Dondurma-Cozme Islemi Etkileri (Yeste 2016)

Kriyoprezervasyonda Dondurma-Cézme Islemlerinin Etkileri

Plazma Membrani Uzerine etkisi

Membran destabilizasyonu, sividan jel faza gecis,

Iyon kanallarindan fonksiyon kaybu, secici gecirgenlik kayb1

Spermatozoon niikleusu iizerine etkisi

Protamin ve bazi histonlarin ¢ekirdeklerdeki yer ve dagilimindaki degisiklikler,

Protaminlerin sistein kopriilerinde hasarlar, DNA fragmentasyonu,

Fertilizasyon ve erken embriyo gelisiminde rol oynayan 6nemli genlerde lezyonlar

Periniikleer tekaya etkisi

Hiicre iskelet elemanlarinda hasarlar (F-aktin gibi), spermatozoon g¢ekirdegi

dekondensasyonu

Mitokondriyal fonksiyon ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimine etkisi

Mitokondriyal aktivitede diisme, ROS seviyesinde artma

Spermatozoon Vakuollerine etkisi

Spermatozoon niikleer vakuoliizasyonunda artis

Spermatozoon Proteinlerinin seviyeleri, yerleri, fonksiyonlari ve tiozin
fosforilizasyonuna etkisi
Spermatozoon protein seviyelerinde artig ya da azalislar, yerlesimlerinde degismeler,

iyon kanallar1 fonksiyonuna etkileri, tirozin fosforilizasyonunda degisiklikler
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Cizelge2.1. devam Kriyoprezervasyonda Dondurma-Cozme Islemlerinin Etkileri (Yeste, 2016).

mRNA ve mikroRNA’lar iizerine etKisi

Fertilizasyon ve dogum basarisi ile ilgili mRNA’larda azalma, bazit mRNA seviyesinde

degisim

Parantal epigenetik diizenleme iizerine etkisi

Simdiye kadar elde edilen verilerine goére sperm kriyoprezervasyonu gen baskilama

acisindan giivenli

Spermatozoon hareketlilgi iizerine etkisi

Spermatozoon hareketliliginde azalma
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Cizelge2. 2. Kriyoprotektan Ajanlarin Spermatozooon Uzerine Etkileri.

Fiziksel ya da Kimyasal DNA Uzerine etkisi
faktorler (Fizyolojik
araliklar disinda)
Etilen glikol:

Kriyoprotektanlar

erimesini azaltir ve DNA’nin termal stabilitesini baskilar (Sorokin ve ark. 1997;

Kromatin hasarina neden olur. Artan hiper-kromatize, eliptike ve premelt
egimini gdsteren nihai erime profilini bozar. Polipeptide bagli DNA nin yiiksek
erimesini model kompleksleri ve kromatin igerisindeki daha yiiksek diizenlenmis
yapiy1 istikrarsizlastirir ve azaltir. Erime sicakligina etki eder ve B’den C’ye
kromatin doniistimii yapar (Tagdemir ve ark. 2013; Nelson ve Johnson 1970)
Dimetil siilfoksit
Kromatin hasarina neden olur. DNA metilasyonu, DNA ve kromatinde yap1
degisikliklerine neden olur. Heterokromatinin muhtemel konformasyonu ile
DNA ¢ift-zincir kiriklar1 onarimini kolaylastirabilir (Tagdemir ve ark. 2013;
Nelson ve Johnson 1970; Kashino ve ark. 2010)
Propilen glikol
DNA metilasyonunu arttirir (Hu ve ark.2012).
Gliserol

DNA’nin konformasyonunu degistirir, istikrart bozucu bir etkiye sahiptir, T

Nakanishi ve ark.1974).

Hiperosmotik stres

Oksidatif stres kromatin gevsemesine, kromozomal sapmalara, DNA gift zincir
kiriklarina ve sonugta DNA fragmantasyonunda artisa neden olur(Johnston ve
ark.2012; Kultz ve Chakravarty 2001). Proteinlerin yanlis katlanmasina neden
olur (Oganesyan ve ark. 2007).
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) itiretimini indiikler (McCarthy ve ark. 2010).
Artan siiperoksit anyonu protein tirozin fosforilasyonunu arttirir

(Burnaugh ve ark. 2010).

Sicaklik

Soguk denatiirasyonuna (protein polar olmayan gruplarin su ile, ¢ok spesifik ve

kuvvetli sicakliga bagl etkilesimi) neden olur

(Privalov 1990; Marenduzzo ve ark. 2001).

Mutasyonlar1 indiikler (Todorova ve ark. 2012).
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Cizelge2.2.devam Kriyoprotektan ajanlarin Spermatozoon iizerine etkileri.

Reaktif oksijen tiirleri

DNA fragmantasyonu, baz kayb, tek-iplik kiriklar1 ve ¢ift-iplik kiriklari, 8-
hidroksiguanin iiretimi, DNA-protein ¢apraz baglari, DNA instabilitesine neden

(ROS) olur (Jeng ve ark. 2015; Baumber ve ark. 2003)
Deaminasyon,depurinasyon, depirimidasyona neden olur (Lindahl ve Nyberg
1972; An ve ark. 2014).
Deaminasyon, Bilesigin, yapisindaki amino gruplarini kaybetmesi.
’ Depiirinasyon: Cift sarmal DNA molekiilil biitiinliigii icindeki azotlu bazlardan
p

birinin kaybolmasini igerir.
Depirimidasyona: DNA molekiilii biitiinliigii i¢indeki azotlu bazlardan birinin
kaybolmasini igerir.
Asirt yiiksek veya diisiik pH DNA sarmalini dengesizlestirir ve erime noktasini

degistirir (Williams ve ark. 2001).

2.7.Fare Spermatozoonlar1 Uzerine Yapilan Arastirmalar

Fare spermatozoonlariin bircok tiire gére dondurulma yetenegi oldukga diistiktiir.

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

secilen kryopreservatif madde, karbonhidratlar, lipidler, aminoasitler ve antioksidanlarin

olduk¢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).
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Cizelge2. 3 Fare Sperm Kriyoprezervasyonu Uzerine Yapilmis Onemli Calismalar

fertilizasyonu ve invitro
embriyo gelisimi tizerindeki
etkileri

kryoprotektanlar ve

yagsiz slittozu

Kullanilan
Arastirmaci Yil Arastirmanin Amaci Sonug
Sulandiricilar
Fare spermleri iizerinde ]
] . Dondurulmus spermlerden ilk
Graham ve ark. 1978 | kroyoprezervasyon Rafinoz ve gliserol
] fareler tiretildi.
denemesi
Farkli oranlarda rafinoz ve
Yokoyama ve gliserolun sperm %20 rafinoz + %5 .
1988 . %37 fertilizasyon
ark. kroyoprezervasyonu gliserol
iizerindeki etkileri
Farkli oranlarda rafinoz ve )
) %18 raffinoz + % Farkli fare irklaria gore %
Tada ve ark. 1990 | gliserolun farkl fare irklari ) .
] A 1,75 gliserol 13-65 fertilizasyon
sperm tizerindeki etkileri
Tris, gliserol,
Penfold ve Farkl1 kryoprotektenlarin yumurta sarisi ve »
1993 r ] %359 oraninda fertilizasyon
Moore etkisi sodyum dodesil
stlfat
- Internal
kryoprotektanlardan
%3 yagsiz siit igerisinde gliserol, formamid, | En yiiksek Rafinoz + Yagsiz
internal ve eksternal propandiol, DMSO, | siit tozu karigimmdan
Sztein ve ark. 2001 | kryoprotektanlarin farkli adonitol - eksternal strastyla %23 motilite ve %42
kombinasyonlarinin motilite | Kryoprotektanlardan | membran biitiinliik orani
tizerindeki etkisi laktoz, rafinoz, tespit etmislerdir
sukroz, trehaloz, D-
manitol kullanilmig
Sperm dondurmanin ¢6ziim
Kryoprezervasyonun sperm
o sonrasi basarisi ve DNA
kalitesine, niikleer DNA Farkli dogal ve
o ) biitiinliigiiniin korunmasi
o biitlinliigii, invitro kimyasal o
Yildiz ve Ark. 2007 farkl1 kryoprotektan cinsi ve

kullanilan fare irkina bagl
olarak degisken oldugunu

rapor etmislerdir.
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Kullanilan

Arastirmaci Yil Arastirmanin Amaci Sonuc¢
Sulandiricilar
) Dondurup ¢ozdiiriilen
o %18 raffinoz , % 3
Glutaminin spermlerin d6lleme
Takeo ve ) | yagsiz, 100 mM/L ) o
2010 | kryoprezervasyon tizerindeki . . yeteneklerinde ciddi oraninda
Nakagata . glutamin ve metil b- o )
etkisi i . artis meydana geldigini tespit
siklodekstrin ] )
etmislerdir.
Kryoprezervasyonun mutant
ve mutant olmayan fare Rafinoz ve yagsiz siittozu
spermlerinin karigiminin farkli mutasyona
o dondurulabilirligine, DNA Rafinoz ve yagsiz tabi tutulmus fare spermlerinin
Yildiz ve Ark. 2010 o
biitiinliigiine, invitro siittozu basarili kryoprezervasyonun
fertilizasyonu ve invitro da giivenle kullanilabilecegini
embriyo gelisimi tizerindeki bildirmislerdir.
etkileri
Metforminin antioksidan
5000 uM Metforminin ] etkisiyle dondurup ¢6zdiirme
] | %22.5 raffinoz, %3 o
Bertoldo ve ark. | 2014 | kryoprezervasyon iizerindeki sonrasinda fertilizasyon ve
o yagsiz siit ) o
etkisi embriyo gelisim oraninda
artis elde etmislerdir.
Glutatyonun antioksidatif
%18 raffinoz , %3 etkisi sayesinde dondurulup
Glutatyonun ve MBSD’ nin yagsiz siit, 477 uM | ¢6zdiiriilme sonrasi spermlerin
Wen Li ve ark. 2016 | kryoprezervasyon iizerindeki | monothioglycerol, motilitesinin arttig1, satrifiij
etkisi 100 ul MBSD, 1 islemlerine kars1 daha iyi
mM Glutatyon korundugu ve IVF oraninin
yiikselttigini tespit etmislerdir.
-196 °Cdeki azot tankindan
alinan dondurulmus
spermlerin -80 °C deki kuru
Dondurulmus spermlerin %18 raffinoz , %3 fariad x
Raspa ve ark. 2017 buz icerisinde doélleme

kuru buz igerinde saklanmasi

yagsiz siit

yeteneginde dnemli bir
kayip olmaksizin 7 giin
boyunca depolanabilecegini

bildirmislerdir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Gere¢

Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik kurul’u tarafindan
onaylanan bu c¢alisma 10/08/2021-05/11/2021 tarihleri arasinda Hatay Mustafa Kemal
tiniversitesi deneysel arastirmalar uygulama merkezi ile Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve
Suni Tohumlama Anabilim Dalina bagh laboratuvarda yiiriitiilmiistiir. Calismada 12-24
haftalik yasta 40 adet CD-1 irki erkek fare kullanilmistir.

3.2.Yontem

Deneysel uygulamalar laboratuvar hayvanlarinin bakimi ve kullanimi sartlaria (12
saat aydinlik: 12 saat karanlik ve 24+3°C) uygun olarak yiiriitiilmistir. Deneysel
uygulamalar siiresince farelere standart ticari fare yemi (pellet yem) ve musluk suyu ad
libitum saglanmistir. Bu ¢alismada fare sperminin dondurularak saklanmasinda, standart
fare sulandiricis1 olan %18 Rafinoz (Biobasic- RJ392) + %3 Yagsiz siit tozu (Monn-Bio)
karisimina (Nakagata 2000), hiicre igine girerek etkisini gosteren bir kriyoprotektan olan
DMSO (Dimetil stilfoksit)’in farkli oranlarinin sperm motilite, canlilik, akrozom, plazma
membran biitiinligi ve motilite dayaniklilig1 tizerine etkileri arastirilmigtir. Calismada
kullanilan 12-24 haftalik yasta 40 adet CD-1 wrki erkek fareler 5 gruba ayrilmistir. Her

arastirma grubu i¢in 8 adet erkek fare kullanilmustir.

3.2.1.Sperma sulandiricilarinin hazirlanmasi

3.2.1.1.Human Tubul Fluid (HTF)

Calismada kullanilan Human Tubul Fluid (HTF)’un kompozisyonu Tablo 1 de

gosterilmistir. Tabloda gosterilen kimyasallar 100 ml distile suya gore hazirlanmistir.
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Cizelge3. 1. Human tubul fluid (HTF)

HTF (Human Tubul Fluid)

Kimyasallar Miktar ( 100 ml i¢in) Tedarikei Firma
NaCl 0.5938¢r Sigma S-5886
KCL 0.035¢gr Sigma P-5405
Caclz-2H;0 0.03gr Sigma C-7902
MgSO 4-7H.0 0.00493gr Sigma M-7774
KH2PO4 0.00503gr Sigma P-5655
NaHCO;3; 0.2101gr Sigma S-5761
Glucose 0.05gr Sigma G-6152
Sodium lactate 342 ul Sigma L-7900
Sodium pyruvate 0.00363gr Sigma P-4562
Penicillin-G 0.0075¢gr Sigma P-7794
Streptomycin 0.005gr Sigma S-9137
Phenol red (0.5%) 40ul Sigma P-0290

3.2.1.2.Kriyoprotektan ajan (CPA) ve Dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmesi.

Nakagata (2000)’nin formiiliine gore, %18 Rafinoz + %3 yagsiz Siit tozu karigimi

100ml distile su iginde ¢ozdiirtilerek 14000g. daki sogutmali bir santrifiijde ¢evrilmis ve elde

edilen siipernatanta farkli oranlarda DMSO eklenerek ana calisma soliisyonlar1 elde

edilmistir. Finalde arastirma guruplar1 asagidaki gibi 6zetlenmistir;

%18 Rafinoz + %3 yagsiz Siit tozu (Kontrol)

%18 Rafinoz + %3 yagsiz Siit tozu + 0.25 M DMSO

%18 Rafinoz + %3 yagsiz Siit tozu + 0.50 M DMSO

%18 Rafinoz + %3 yagsiz Siit tozu + 1 M DMSO

%18 Rafinoz + %3 yagsiz Siit tozu + 1.5 M DMSO
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a b c

Sekil 3. 1. Standart sperma sulandiricisi (%18 Rafinoz + %3 yagsiz Siit tozu)’nin islem 6ncesi ve
sonrasindaki goriiniimii a (santrifiijden 6nce), b (yetersiz santriftij), c¢ (yeterli santrifiij).

3.2.1.3. Plazma Membran Biitiinliigii (HOST) Soliisyonu

Hipo ozmotik sisme testi (HOST) Jeyendran ve ark.(1984)’nin bildirdigi formiil
modifiye edilerek yapildi. Buna gére 100 ml distile su i¢in; 0.55 gram Sodyum sitrat (Sigma-
Aldrich-71405) ve 1,1 gram D-fruktuz (Carlo-Erba 452666) ¢ozdiiriilerek HOST soliisyonu
hazirlanmistir. 45 dakika inkubasyondan sonra, kuyrukgunda kivrilma, bas kisminda sisme
olan spermler HOS pozitif yani canli olarak degerlendirilmistir. Kivrilmamis olanlar negatif

olarak kabul edilmistir.

3.2.2. Spermanin Alinmasi ve Sulandirilmasi

Kauda epididimisten spermatozoonlarin alinmasi; Calismada kullanilan erkek fareler
ketamin/ksilazin anestezi altinda servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi ve
Laminer Flow kabini igerisinde steril sartlarda cerrahi yontemlerle iirogenital bolgeye
ulasildi. Sonrasinda testisler disar1 alinip yag dokularindan arindirilan cauda epididimisler
diseke edildiler.

Sol ve sag kauda epididimisler her biri ayni1 petri (isolab 60x 1 5mm) kutusu igerisinde,
onceden 37°C'ye inkubatdrde 1sitilmis %18 Raffinoz ve %3 yagsiz siit tozu sulandiricisi
igerisinde ve stereo mikroskop (Euromex/ Nexius Zoom) altinda bistiiri ve makas yardimiyla

parcalanmis ve spermin sulandiriciya ¢ikmasi saglanmaistir.
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Sperma Ornekleri payetlere yiiklenmeden once (inkiibasyon bittikten sonra) 10ul

aliarak HTF soliisyonu ilave edilerek 1/10 oraninda diliie edilmistir.

Motilite ve yogunluk muayenesi i¢in 10 dakika inkubasyon ve ekilibrasyona
birakilan sperma drnekleri 6nceden 37°C” ye 1sitilmis Makler lamu ile (Sefi medical, Israel)
faz kontrast mikroskop (olympus CX21, Japan) kullanilarak 20X biiyiitmede
degerlendirilmistir. Dondurma Oncesi motilite ve yogunluk muayeneleri yapilmistir.
Mililitrede 20-75 x10° ve motilite degeri %70 ve {izeri olan sperma ornekleri

dondurulmustur.

Epididimal dokudaki spermatozoonlarin kontrol ve c¢alisma gruplarindaki
sulandiricilara ayri ayri sulandirilmig ve ardindan 10 dakika boyunca 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Epididimal spermatozoonlarin numuneleri arastirma gruplarina gore ayrilarak
final konsantrasyonu 1-3 x 107 /ml spermatozoa olacak sekilde ayarlanmistir. inkiibasyon
sonrasinda sulandirilan spermatozoonlar 0.25 ml’lik payetlere yiiklenmis ve sicak pres ile

payet uclar1 kapatilmistir.

a b
Sekil 3. 2. a (CD-1 1rki farelerin zapturaptt) ve b (IP (Intraperitoneal) olarak anestezi altina alinma bolgesi).
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Sekil 3. 3. Stereo mikroskop(Euromex/ Nexius Zoom) ve stereo mikroskop kullanilarak epididimal dokudaki
spermatozoonlari doku disina ¢ikarim iglemi.

3.2.3. Spermatozoonlarin donduma islemi

Uglar pres ile kapatilmis olan payetler igerisinde sivi azot olan strafor igerisindeki
rafta 10 dakika siire ile s1v1 azot buharinda dondurmaya birakilmistir. Strafor igerisindeki
siv1 azot yiikseklik seviyesi 3.5 cm ve bu seviyenin 6 cm iizerinde raf seviyesi ayarlanmig

sekildedir. 10 dakika sonrasinda payetler raftan alinip s1v1 azot igerisine daldirilmistir.

Sivi azot igerisine birakilan payetler calisma gruplari ayirt edilecek sekilde

belirlenmis olan goblet ve kanister icerisine aktarilarak azot tankina aktarilmistir.

Sekil 3. 4.Dondurulmus sperma 6rneklerinin saklandigi sivi azot tanki.
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3.2.4. Payetlerin ¢ozdiiriilmesi

Her seferde bir payet olacak sekilde 37° C'de su banyosuna daldirilarak 30 saniye
stireyle payetler ¢ozdiirtilmistiir. Cozdiiriilen payetler 37°C karbondioksitli inkiibator
igerisinde muhafaza edilen HTF medyumu bulunan eppendorf (i1solab) tiibii igerisine
aktarilmistir (1/4 oraninda). 10 dakika boyunca da inkiibatorde bekletilen ¢ozdiiriilmiis

sperma oOrneklerinin spermatolojik analizleri yapilmistir.

3.2.5. Taze ve donmus-¢oziilmiis Spermatozoon muayenesi

3.2.5.1. Spermatozoon motilitesi

Motilite muayenesi Makler lami (Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel)
kullanilarak World Health Organization’a (WHO 1999) gore yapilmustir. Mikroskobun
1sitma tablasinda 37 °C’ ye 1sitilmis olan Makler lamu ile faz kontrast mikroskop altinda 20x
bliylitme altinda degerlendirme yapilmistir. Makler laminda yukaridan asagiya veya soldan

saga dogru 10’arl1 kareler halinde, toplamda 100 adet muayene karesi bulunmaktadir.

Inkiibasyon sonrasi hazirlanan HTF ile sulandirilmis spermatozoon &rneklerinden
10pul makler lamu tizerine alinarak, faz kontrast mikroskop (olympus CX21, Japan) altinda
ve 20x biiyiitmede, alanda yukaridan asagiya ya da soldan saga baslanacak sekilde 10 adet
kare belirlenerek (toplamda 100 adet kare) sayim yapilmistir. Alandaki ileri yonde giicli,
diizgiin ve dogrusal hareket yapan motil spermatozoonlar ile hareketsiz olan
spermartozoonlar sayilmistir. Bu islem 3-4 kez tekrarlanarak motilite % olarak

hesaplanmuistir.

3.2.5.2. Olii-Canh spermatozoon degerlendirmesi

Eozin-Nigrosin boyama yontemi Watson (1975)’e goére yapilmistir. Bu yontemde
lam tiizerine bir damla sperma ile bir damla Eosin boyasi ve karisimin iizerine de bir damla

Nigrosin boyasi eklenerek lamel ile siirme froti hazirlamistir.
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Hazirlanan froti 60 °C deki ortamda hizli bir sekilde kurutulustur. Faz kontrast
mikroskobun (olympus CX21, Japan) 40x biyiitme altinda 300 hiicre sayilmistir ve
spermatozoonun bas kismi boya almayanlar canli bag kismi kirmizi sekilde boya almis

olanlar 6lii olarak kaydedilmis ve sonu¢ % canli orani olarak belirlenmistir.

Sekil 3. 5. Eozin-Nigrosin boyama yontemi sonucu bas biitiinliigii bozulmus (A),
Olii sperma(B), canl1 sperema(C)

3.2.5.3. Plazma membran biitiinliigiiniin degerlendirilmesi (Hipo Osmotik Sisme

Testi)

Spermatozoonlarin  membransal ~ yapilarinin = fonksiyonel saglamligin
degerlendirmek i¢in HOS test yapilmistir. Jeyendran ve ark. (1984)’nin yaptig1 ¢alismaya
gore hazirlanmis olan HOS soliisyonu, 37 °C deki inkiibator igerisinde muhafaza edilen
eppendorf tiipii igine 100ul eklenmis, tizerine 1/10 oraninda inkiibasyon halindeki
sulandirilmis olan sperm Orneginden eklenmis ve ardindan 45 dakika inkiibasyona

alinmustir.
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Inkiibasyon siiresi bitiminde lam iizerine alinan 10ul bir 6rnek iizerine lamel
kapatilmig ve faz kontras mikroskobunda 40x lik biiyiitmede 200 adet sperm hiicresi
sayilarak pozitif olanlarin (kuyrugu) oram1 hesaplanmis ve sonu¢ % orami olarak

belirlenmistir (Dewit ve ark. 2000).

Boylece diisiik osmotik basinca dayanikli ve canli olan spermatozoonlarin orant
belirlenerek kullanilan spermlerin canliligt ve dayanikliligt hakkinda bilgi sahibi

olunmustur.

3.2.5.4. Akrozom Hasar1

Akrozom hasarinin degerlendirilmesi Somfai ve ark. (2002)’a gore yapilmistir.
Tablodaki formiilasyona gore hazirlanan Hancock soliisyonu Eppendorf tiipe 1 ml alinip 1-

2 damla sperma damlatilarak spermatozoonlarin tespit edilmesi saglanmistir.

Sonra bu karigimdan lam tizerine 50 pl alinarak tizerine lamel kapatilarak 100x
objektifte immersiyon yag ile incelenmistir. Toplam 300 adet spermatozoonda Akrozom

hasarina sahip olanlar % olarak belirlenmistir.
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Cizelge3. 2. Hancock soliisyonu.

NaCl 1.13gr
1. Soliisyon
Bidistile su add. 62.50 ml
Na2 HPO4 2.71gr
Bidistile su add. 62.50 ml
2. Soliisyon
K2HPO4 2.78 gr
Bidistile su add. 62.50 ml
1. Soliisyon 18.75L
2. Soliisyon 12.50 ml
3. Soliisyon
Formalin 7.80 ml
Bidistile su add. 62.50 ml

Sekil 3. 6. Hipoozmotik sisme test soliisyonuna spermalarin verdigi reaksiyonlarin mikroskop altindaki
goriiniimil. A) HOS- herhangi bir degisiklik yok, B) HOS+ kuyrugunda kivrilma ve bas kisminda sigme var.
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3.2.6. Motilite Dayamikhilik Testi (Longevity)

Payetlerin ¢ozdiiriilmesi sonrast HTF ile sulandirilmis spermatozoon drnekleri sifirinct
saatte motilite muayeneleri yapildi. Daha sonra HTF ile sulandirilmis olan spermatozoon
ornekleri birer saatlik ara ile 10ul makler lami {izerine alinarak faz kontrast mikroskop
(olympus CX21, Japan) altinda 20X biiyiitmede ve alanda yukaridan asagiya ya da soldan
saga baslanacak sekilde 10 adet kare (toplamda 100 adet kare) sayildi. Alandaki ileri yonde
giiclli, diizgiin ve dogrusal hareket yapan motil spermatozoonlar ile hareketsiz olan
spermartozoonlar sayildi. Bu islem 3-4 kez tekrarlanarak motilite % olarak hesaplanmistir.
Boylelikle ¢ozdiiriilen payetlerdeki spermatozoonlarin ¢ozdiiriildiikten sonra dayaniklilik

stireleri tespit edilmistir.

3.2.7.istatistik

Arastirma sonucunda elde edilen verilerin standart hata ve ortalama degerleri
hesaplanmustir. Istatistiki degerlendirmelerde SPSS 22.0 paket programi kullanilmustir.
Sperma numunelerinden elde edilen verilerin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) uygulamasi ve analiz sonucunda gruplar arasi farkin 6nemini belirtmek igin

Duncan testi kullanilmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Calisma Gruplarinda Dondurma Coézdiirme Sonras1 Spermatolojik Bulgular

Cizelge 4. 1. Calisma gruplarinda dondurma ¢6zdiirme sonrasi spermatolojik bulgular.

Gruplar Motilite Olii spermatozoon AKkrozom Hasar1 Membran
(%) Orani (%) Biitiinliigii

(%) (HOS+)

(%)

Kontrol 33.3+£2.76% 56.1+4.97° 9.4+1.09° 45.8+7.14°
0.25 M DMSO 34.4+3.372 40.0+3.00¢ 8.6:+0.85¢ 50.3+5.71%
0.5 M DMSO 40.0+2.882 38.4+2 .42° 9.7+0.400° 62.8+2.172
1 M DMSO 16.6+1.66° 73.6+2.242 12.3+0.17° 27.6+£2.52¢
1.5 M DMSO 7.2+0.87°¢ 74.4+1.812 18.6+1.43% 17.0+1.53¢

a-b-c: Her bir siitun igerisinde farkli harf tagiyan degerler istatistiki agidan 6nemlidir (P<0.05).

4.1.1. Motilite Degerleri

(Cozdiirme sonrasi spermatozoon numunelerinde saptanan motilite oranlarinin
gruplar arasi1 degerleri ¢izelge 4.1.’de verilmistir. Gruplar aras1 degerlendirmede en yiiksek
motilite degerleri %40.0+2.88, %34.4+3.37, %33.342.76 ile sirasiyla 0.5 M, 0.25 M DMSO

ve Kontrol gruplarinda bulunmustur.

Dondurup ¢6zdiirme sonras1 Kontrol, 0.25 M ve 0.5 M DMSO gruplari arasinda
onemli istatistiki bir fark bulunmazken, bu guruplar ile 1 M ve 1.5 M DMSO gruplari
arasinda motilite agisindan 6nemli farklar bulunmustur (p<0.05). Diger bir ifadeyle deneme
gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda en diisiik motilite degeri 1.5 M DMSO grubunda,
en yliksek motilite degeri ise 0.5 M DMSO grubunda saptanmistir (p<0.05).
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4.1.2. Olii Spermatozoon Oram

Kontrol ve calisma gruplarindan elde edilen 6lii spermatozoon oranlarinin gruplar
aras1 degerlendirmesini iceren cizelge 4.1.’de verilmistir. Gruplar aras1 degerlendirmede
dondurup ¢6zdiirme sonrast en yiiksek Olii spermatozoon degeri %74.4+1.81 ile 1.5 M
DMSO grubunda, en diisiik 6lii spermatozoon orani ise %38.4+2.42 ile 0.5 M DMSO

grubunda tespit edilmistir.

Yapilan degerlendirme sonucu kontrol grubu ile deneme gruplar1 arasindaki fark
istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Dondurup ¢ézdiirme sonras1 Kontrol grubu, 0.25 M
ve 0.5 M DMSO gruplarindan daha fazla 6lii spermatozoon oranina sahipken (p<0.05), 1 M
ve 1.5 M DMSO gruplarindan daha diisiik 6lii spermatozoon degerine sahip oldugu
saptanmigtir (p<0.05).

Diger bir ifadeyle, deneme gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda en diisiik 6li
spermatozoon degeri 0.5 M ve 0.25 M DMSO gruplarinda, en yiiksek 6lii spermatozoon
degerleri ise 1.5 M ve 1 M DMSO gruplarinda saptanmustir.

4.1.3. Akrozom Hasari

Calismalardan elde edilen ve gruplar aras1 akrozom hasar oranlarini gosteren veriler
cizelge 4.1°de gosterilmistir. Gruplar aras1 degerlendirmede dondurup ¢6zdiirme sonrasi en
yiiksek akrozom hasar1 %18.6+1.43 degeri ile 1.5 M DMSO grubunda, en diisiik akrozom
hasar1 orani ise %8.6+0.85 ile 0.25 M DMSO grubunda tespit edilmistir. Yapilan
degerlendirme sonucunda kontrol grubu ile deneme gruplari arasinda, 1.5 M DMSO grubu
harig (p<0.05), istatistiki 6nemli bir fark bulunmamaistir (p>0.05).

Deneme gruplari kendi arasinda kiyaslandiginda 0.25 M DMSO grubu 0.5 M DMSO
grubuna benzer, 1 M ve 1.5 M DMSO grubundan belirgin diisiikk degerde saptanmistir. 0.5M
DMSO grubu da 1 M DMSO grubu ile benzer saptanmistir (p<0.05).
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4.1.4. Membran Biitiinliigii Degerleri (HOS+)

Calismada dondurma ve ¢oOzdiirme sonrasi gergeklestirilen membran biitiinliigi
degerlendirme testinde (HOST) belirlenen bulgular c¢izelge 4.1.’de gosterildigi gibidir.
Gruplar arasi en yiiksek pozitif saglam membran biitiinligii degeri %62.8+£2.17 ile 0.5 M
DMSO, grubunda saptanmistir. En diisiik membran biitiinliigi ise %17.0+1.53 ile 1.5 M
DMSO grubu da saptanmugtir. Yapilan istatistiki degerlendirme sonucunda pozitif saglam
membran biitiinligi Kontrol grubu, 0.25 M DMSO grubu ile benzer (p>0.05), 0.5 M DMSO
grubundan belirgin oranda diisiikk (p<0.05), 1 M ve 1.5 M DMSO gruplarindan belirgin
oranda yliksek saptanmigtir (p<0.05).

Deneme gruplar1 kendi arasinda membran biitlinliikleri kiyaslandiginda 0.25 M
DMSO grubu 0.5 M DMSO grubuna benzer, ancak 1 M ve 1.5 M DMSO gruplarindan da
belirgin oranda yiiksek degerde tespit edilmistir (p<0.05).

4.1.5. Motilite Dayamkhilik (Longevite) Degerleri

Calismada dondurma ve c¢oOzdiirme sonrast bir’er saatlik zaman araliginda
gergeklestirilen motilite dayaniklilik (longevite) testin’de gruplardan elde edilen degerler

cizelge 4.2.’de verilmistir.

Dondurup ¢ozdiirme sonrasi sifirinct saatte spermatozoon numunelerinde saptanan
en yiiksek motilite degerleri %40.0+2.88 ile 0.5 M DMSO ve %34.4+3.37 ile 0.25 M DMSO
ve %33.3+2.76 ile Kontrol gruplarinda olmustur. Dondurup ¢6zdiirme sonras1 Kontrol, 0.25
M ve 0.5 M DMSO gruplari arasinda 6nemli istatistiki bir fark bulunmazken, bu guruplar ile
1 M ve 1.5 M DMSO gruplar1 arasinda motilite agisindan 6nemli farklar bulunmustur
(p<0.05). En diistik motilite degeri %7.2+0.87 ile 1.5M DMSO grubunda saptanmuistir
(p<0.05).
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1.Saatin sonunda, spermatozoon numunelerinde saptanan motilite oranlarini gruplar
aras1 degerlendirmesinde en yiiksek motilite degerleri %24.4+4.44 ile 0.5 M DMSO

grubunda saptanmustir.

Kontrol gurubu 0.25 M DMSO gurubu ile benzer saptanirken, 1 M ve 1.5 M DMSO
grubundan belirgin oranda yiiksek bulunmustur (p<0.05). 1.saatin sonunda 1 M ve 1.5 M
DMSO gruplarinda motilite sonlanmistir (p<0.05).

2.Saatin sonunda, spermatozoon numunelerinde saptanan motilite oranlarinin gruplar
aras1 degerlendirmesinde en yiiksek motilite degerleri %11.1+3.09 ile 0.5 M DMSO
grubunda saptanmistir. Kontrol grubu ile 0.5 M DMSO grubu hari¢ diger deneme gruplari

arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05).

3.Saatin sonunda, motilite oranlarinin gruplar arasi degerlendirmesinde en yiiksek
oran %4.4+2.42 ile 0.5 M DMSO grubunda saptanmustir (p>0.05). 0.5 M DMSO gurubu
hari¢ diger ¢aligma gruplar: arasinda istatistiki bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).

4.Saatte motilite sonlanmistir ve gruplar arasinda istatistiki bir onem saptanmamigtir

(p>0.05).

Cizelge 4. 2. Zamana gore motilite dayaniklilik degerleri.

Motilite dayaniklihg1 (%)
Gruplar 0.Saat 1.Saat 2.Saat 3.Saat 4.Saat
Kontrol 33.3+2.762 12.2+4.68° 5.5+2.939% 2.2+1.46% 0.0£0.00
0.25 M DMSO 34.4+3.372 12.2+4.33° 3.3£1.66° 0.0+0.00° 0.0+0.00
0.5 M DMSO 40.0+2.882 24.4+4 442 11.1+3.092 4.442.42° 0.0+0.00
1 M DMSO 16.6+1.66" 0.0+0.00¢° 0.0+0.00° 0.0+0.00° 0.0£0.00
1.5 M DMSO 7.2+0.87°¢ 0.0+0.00°¢ 0.0+0.00P 0.0+0.00" 0.0+0.00

a-b-c: Her bir siitun igerisinde farkli harf tagiyan degerler istatistiki agidan énemlidir (P<0.05).
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5. TARTISMA

Kriyoprotektanlar hiicrenin sogutulmasi, dondurulmasi ve ¢6zdiiriilmesi esnasinda
gelisen fiziksel, kimyasal ve oksidatif stresi ve bunlardan dogan 1s1 soku, ozmotik degisim,
intraseliiler kristal olusumu ve olusan serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hasarlar
azaltmak amaciyla kullanilmaktadir (Ball ve ark. 2001; Aisen ve ark. 2005; Funahashia ve
Sano 2005). Kriyopreservasyon amagli kullanilan Kriyoprotektan maddeler koruyucu
etkilerini ortamdaki donmamuis fraksiyonu arttirarak ve iyon miktarini azaltarak gosterirler.
Kriyoprotektanlarin diger 6nemli 6zelliklerinden biri de diisiik molekiiler agirlikta olmalari
ve toksik etkilerinin sadece yiiksek oranlarda ilave edilmesiyle agiga ¢ikmasidir (Polge ve
ark. 1949; Watson 1979; Critser ve Mobraten 2000). Kriyoprotektan maddeler hiicre igine
girerek ve hiicre diginda kalarak etkilerini gosterirler. Gliserol, DMSO (Dimetilsiilfoksit) ve
ProH (Propilen gilkol) hiicre i¢ine girebilen koruyucu maddelerdir. Bunlar intraselliiler buz
kristalleri olusumunu -40°C'a kadar diisiirlirler. Hiicre disinda kalanlar ise disakkaritler
(siikroz vb.) ve trisakkaritler (rafinoz vb.) dir. Bunlar donma sirasinda hiicre zarin1 ozmotik
basing degisikligine kars1 korurlar ve hiicrenin ¢ozdiirme islemi sirasinda asir1 sigsmesini
onlerler (Watson 1979; Critser ve Mobraten 2000; Delilbas1 2008). Bu ¢alismada, CD-1 fare
spermlerinin dondurularak saklanmasinda standart sperm sulandirici olan raffinoz + yagsiz
siit tozuna ilave olarak hiicre igine girerek koruyucu etki gosteren DMSO’nun diisiik
dozlarinin sperm motilite, canlilik, plazma membran biitiinliigii, akrozom biitinligi ve
motilite dayaniklilig1 lizerindeki etkilerinin aragtirilmasi amaglanmaistir. Yapilan ¢alismada
dondurup ¢ozdiirme sonrasi hareket ve canlilik kriterleri olarak kabul edilen en yiiksek
motilite, canli sperm ve saglam plazma membran biitiinliik oranlart sirastyla %40.0+2.88,
%38.4+2.42 ve %62.84+2.17 oranlar1 ile 0.5M DMSO ilave edilen arastirma gurubunda
bulunmustur (¢izelge 4.1).
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Bu sonug¢ motilite agisindan Kontrol gurubuna benzer (p>0.05), ancak canli sperm ve
saglam plazma membran biitiinliikk oranlar1 agisindan Kontrol, 1.0 M DMSO ve 1.5 M

DMSO guruplarinin tamamindan daha iyi bulunmustur (p<0.05).

Dondurup ¢6zdiirme sonrasi farkli saatlerdeki motilite dayaniklilik testinde yine

0.5M DMSO ilave edilen arastirma gurubunda bulunmustur (¢izelge 4.2).

Boylece ¢izelge 4.1 ve 4.2, hareket ve canlilik kriterleri agisindan birlikte
degerlendirildiginde standart rafinoz + yagsiz siit tozu karigimima 0.5 M DMSO ilavesinin,
caligmada ana referans aliman Nakagata (2000)’nin rafinoz + yagsiz siit tozu (Kontrol
gurubu) karigimina gore ¢6ziim sonrasi canlilik ve motilite degerlerini daha iyi korudugunu
ve ilerlettigini gostermistir. Yapilan tez caligmasinda hiicre igerisine giren (DMSO) ve
girmeyen (rafinoz) cryoprotektanlarin kombine kullaniminda belirlenen bu sinerjetik olumlu
etkiler, benzer bir sekilde sulandirict igerisine %18 rafinoz + %1.75 gliserol (Tada ve ark.
1990), %10 rafinoz + %5 gliserol (Yokoyama ve ark. 1990), %1.75 gliserol + %18 rafinoz
(Dewitt ve ark. 2000) ve %6 gliserol + trehaloz (Storey ve ark.1998) ilave eden
arastirmacilarin sonuglariyla benzer bulunmustur. Ayrica Yildiz ve ark. (2007)’1 0.3M
rafinoz ve yagsiz siit tozu karisimina 0.1M friiktoz ilavesinin CD-1, B6129SF1 ve C3B6F1
farelerinde standart rafinoz + yagsiz siit tozu karisimina gére dondurup ¢6zdiirme sonrasi

daha iyi ve yiiksek spermatolojik degerler tespit ettiklerini rapor etmislerdir.

Sztein ve ark. (2001) C57BL/6J ve CB6F1 farelerinde rafinoz + yagsiz siit tozu
sulandiricist ile kriyotiiplerde dondurma-¢6zdiirme sonrasi sirasiyla %15 ve %23 motilite,
%37 ve %42 membran biitiinliikk orani tespit etmislerdir. Liu ve ark. (2017) C57BL/6 ve
DBA/2 farelerinde rafinoz + yagsiz siit tozu sulandiricist ile payetlerde dondurma-¢dzdiirme
sonras1 sirasiyla %15 ve %17 motilite, %30 ve %48 membran biitiinlik orani
belirlemislerdir. Yildiz va ark. (2010) CD-1 farelerinde rafinoz + yagsiz siit tozu sulandiricisi
ile kriyotiiplerde dondurma-¢6zdiirme sonrasi sirasiyla %23 motilite, %36.2 membran
biitiinliik orani elde etmislerdir. Sunulan arastirmada’da payetlerden ¢6ziim sonrasi tespit
edilen %40.0+2.88 motilite ve %62.8+2.17 saglam membran biitiinligii oranlar1 yukaridaki
bir¢ok aragtirmacidan yiliksek bulunmustur. Bu sonug farkliliginin kullanilan fare irkindan,
sulandirlmis spermanin paketleme seklinden ve dondurma prosediir farkliligindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
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Birgok arastirmaci kullanilan fare irkinin spermin dondurma basarisi iizerinde 6nemli
bir faktor oldugunu rapor etmislerdir (Tada ve ark. 1990; Takeshima ve ark. 1991; Yildiz ve
ark.2007) .

Benzer sekilde, farkli tiirlerde seker tiplerinin farkli kryoprotektanlar (gliserol ve
DMSO qgibi) ile birlikte farkli tiirlerde kullaniminin da sperm degerlendirme kriterleri
tizerine koruyucu ve gelistirici etkileri. Kog (Molinia ve ark. 1994), Sigir (Garcia ve Graham
1989), Kopek (Yildiz ve ark. 2000) ve Insan (Critseral ve ark. 1988; Mc Gonagle ve ark.

2002) spermalarinda’da daha 6nceden tespit edilmistir.

Ayrica, sperma sulandiricisinin  basarisi, sulandirilan spermanin  paketleme
sekillerine (payet, kriyotiip, pelet vb.), sulandiricida kullanilan koruyucu komponentlere,
hiicredeki gecirgenlik farkliliklarina, sperma dondurma metotlarina, sulandiricinin
bilesenlerine ve ozmotik basincina bagli oldugu bildirilmistir (Evans ve Maxwell 1987;
Jackson ve ark. 1997).

Deneme gruplart kendi aralarinda kiyaslandiginda en diisiik motilite, membran
biitiinliik ve en yiiksek 6l spermatozoon degerleri 1 M ve 1.5 M DMSO gruplarinda
belirlenmistir. Bu anlamli diigme, bu guruplara eklenen DMSO’nun fizyolojik sinir1 asarak,
sperm hiicreleri tizerinde toksik bir etki meydana getirmesinden kaynaklanmis olabilir.
Onceden rapor edildigi gibi, eger kryoprotektanlar uygun molar konsantrasyonda
kullanilmaz ise, donma sirasinda yetersiz veya asirt su kaybina, hiicre i¢i elektrolit
konsantrasyonun bozulmasina, membranlarda hasar ve 6liimle sonuglanan hiicre i¢i ve dis1
buz kristallerine sebep olabilecegi bildirilmistir (Critser ve ark. 1988; Hammerstedt ve ark.
1990, Parks ve Graham 1992).

Yapilan tez ¢alismasinda, dondurup ¢6zdiirme sonrasi en yiiksek akrozom hasari
%18.6+1.43 degeri ile 1.5 M DMSO grubunda, en diisiik akrozom hasar1 orani ise
%8.6+0.85 ile 0.25 M DMSO grubunda tespit edilmistir (gizelge 4.1). Liu ve ark. (2017)
C57BL/6J ve DBA/2J irki farelerde rafinoz + yagsiz siit tozu sulandiricisindan dondurma
sonrast sirastyla %15.6 ve %?20.4 oraninda akrozom hasari tespit etmislerdir. Bu sonug
sunulan ¢alismada, CD-1 farelerinde test ettigimiz 0.25 M DMSO, 0.5 M DMSO ve Kontrol
gruplarinda sirasiyla belirlenen 9.7+0.40, 8.6+0.85 ve 9.4+1.09’luk oranlardan yiiksek

oldugu gozlenmistir.
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Soy ig¢i (inbred) irklarin (C57BL/6, 129S ve DBA/2 gibi), soy dis1 (outbred) (ICR ve
CD-1 gibi) ve melezlere (hybrid) (CB6F1 gibi) gore donma hasarlarina kars1 akrozom
bolgesinin ve hiicre membraninin ¢ok daha duyarli ve dayaniksiz oldugu bir¢ok arastirmaci
tarafindan bildirilmistir (An ve ark. 2000; Yildiz ve ark. 2007; Nakagata 2011). Yapilan
degerlendirme sonucunda 1.5 M DMSO grubu hari¢ (p<0.05), kontrol grubu ile deneme
gruplar1 arasinda ise akrozom agisindan Onemli bir istatistiki fark tespit edilmemistir

(p>0.05).

Kryoprotektanlarin (DMSO, Gliserol ve Rafinoz vb.) uygun dozlarinin sperm
sulandiricisina ilavesinin donma hasarlarina karsi basta akrozom gibi hiicre membranlarini
etkili olarak korudugu bir¢ok arastirmaci tarafindan temel caligmalarda rapor edilmistir

(Watson 1979; Critser ve Mobraten 2000; Agca ve ark. 2002).

Sunulan ¢alismada da DMSO ve Rafinoz’un uygun dozlarinin tek veya birlikte
kullanimimin benzer sekilde akrozom fiizerinde koruyucu etkiye sahip olduklar1 tespit

edilmistir.

Ayrica, ¢alismamiza benzer sekilde, dondurma medyumuna eklenen sukroz ve
gliserol karisiminin sinerjitik etki yaparak basarili bir sekilde donma hasarlarina karsi
embriyoyu ve boga spermini korudugu da énceden bildirilmistir (Honadel ve Killian 1988;
De Leeuw ve ark.1992).
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6. SONUC

Sunulan c¢aligma, fare sperminin basarili olarak dondurulabilmesi igin standart
raffinoz + yagsiz siit tozu sulandiricisina eklenen diisiik dozda dimetil siilfoksit (DMSO)
oranlarinin ¢dziim sonrasi sperm kalite parametreleri tizerine etkilerini ortaya koymak igin
tasarlanmistir. Calismada %18 rafinoz + %3 yagsiz siit tozu igeren standart sperm
sulandiricisina 0.25M, 0.5M, 0.1M ve 1.5 Molar oranlarinda ayr1 ayr1 gruplar olarak DMSO
eklenmistir. DMSO ilavesiz %18 Rafinoz + %3 yagsiz siit tozu kombinasyonu kontrol olarak
tutulmustur. Dondurma islemi sivi azot kullanilarak 0.25ml’lik payetlerde yapilmis ve
ardindan ¢ozdiirme islemi ise 37 °C’lik su banyosunda 30 saniyede gergeklestirilmistir.
Coziim sonrasi sperm drenklerinin motilite, 6lii-canli, akrozom, membran biitiinliigii ve HTF

(Human Tubal Fluid) icerisinde 4 saat siiresince motilite dayaniklilik testleri yapilmstir.

Dondurup ¢6zdiirme sonrasi gruplar arasi degerlendirmede en yiiksek motilite
degerleri %40.00+2.88 ile 0.5 M DMSO gurubunda bulunmustur. Motilite agisindan
Kontrol, 0.25 M ve 0.5 M DMSO gruplar1 arasinda dnemli istatistiki bir fark bulunmazken
(p>0.05), bu guruplar ile 1 M ve 1.5 M DMSO gruplar1 arasinda 6nemli farklar bulunmustur
(p<0.05). Dondurup ¢dzdiirme sonrasi en diisiik 6lii spermatozoon orani ise %38.44+2.42 ile
0.5 M DMSO grubunda tespit edilmistir. Canl1 spermatozoon orani agisindan 0.25 M ve 0.5
M DMSO gruplar1 Kontrol grubuna gore daha iyi bulunmustur (p<0.05). Coziim sonrasi
gruplar arasi en yiiksek saglam membran biitiinligii degeri %62.88+2.17 ile 0.5 M DMSO
grubunda saptanmustir. Saglam membran biitinligi 0.5 M DMSO grubunun Kontrol
grubun’dan daha iyi oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Gruplar arasi degerlendirmede
dondurup ¢ozdiirme sonrasi en diisiik akrozom hasar1 orani ise %8.67+0.85 ile 0.25 M
DMSO grubunda tespit edilmistir. Akrozom hasar1 agisindan kontrol grubu ile deneme
gruplar1 arasinda, 1.5 M DMSO grubu hari¢ (p<0.05), istatistiki bir fark bulunmamistir
(p>0.05). Calismada dondurma ve ¢oOzdiirme sonrasi bir’er saatlik zaman araliginda
gerceklestirilen motilite dayaniklilik (longevity) testin ’de 3. saate’e kadar motilite
oranlarinda en iyi sonug 0.5 M DMSO grubu olmus (p<0.05), ve 4. saatte tim gruplarda

motilite degeri saptanmamuistir.
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Sonug olarak, Fare sperminin dondurulabilirligi {izerine standart raffinoz - yagsiz siit tozu
sulandiricisinin 0.5 M DMSO ile kombine kullanimi ¢dziim sonrasi sperm kalite

parametrelerini gelistirdigi belirlenmistir.
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