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OZET

FARKLI SICAKLIKLARDA COZDURULEN BOGA SPERMASININ COZUM
SONRASI FARKLI PERIYOTLARDA SPERMATOLOJIK
PARAMETRELERININ DEGERLENDIRILMESI
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Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Dolerme ve Suni Tohumlama (Veteriner) Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans,Ocak/2023
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Suni tohumlama uygulamasini saha kosullarinda yapacak veteriner hekimlerin
donmus sperma payetini ¢ozdiiriirken uygun kosullart géz 6niinde bulundurarak
¢Ozdiirme islemini yapmalari suni tohumlama basarisini arttiran 6nemli faktdrlerden
biridir. Cozdiirme prosediirii, spermatozoanin hayatta kalmasi iizerindeki etkisi
acisindan dondurma prosediirii kadar 6nemlidir. Bu ¢alismanin amaci, dondurulmus
ve ¢Ozdiriilmiis sperma muayenesinde kullanilan ve tercih edilen iki farkli ¢oziim
sicakliginin kullanilabilirligi, gecgerliligi ve dogruluklart hakkinda karsilagtirmalar ve
degerlendirmeler yapmaktir. Ayrica spermanin ¢oziim sonrast farkli siirelerde
bekletilmesi ile spermatolojik parametrelerden elde edilen bulgular arasindaki
farkliliklar1 ve benzerlikleri istatiksel olarak ortaya koymaktir.

Calismada ayni bogaya ait, ayni tarihte dondurulmus ve ayni sartlar altinda
saklanan 20 payet dondurulmus sperma 6rnegi kullanildi. Calisma dizayni igin 2 farkli
grup olusturuldu.ilk grup icin 10 payet sperma &rnegi 37°C'deki su banyosunda 30
saniyede ve ikinci grup i¢in 10 payet sperma oOrnegi 70°C'de 5-6 saniyede
cozdirtilecek sekilde planlanmistir. Cozdiriilen tim sperma o6rnekleri +4°C'ye
birakildi ve 0,3,6,12,24 ve 48. saatlerde spermatolojik muayeneleri yapildi. Yapilmis
olan bu caligmada farkli ¢6ziim sicakliklar1 olan 37°C ve 70°C’de ¢ozdiiriilen
spermalarin, spermatolojik muayenesi sonucunda sirasiyla; motilite, canlilik orani ve
spermatozoon morfolojisi olarak degerlendirildiginde bekleme siirelerinin biiyiik
farklar dogurabildigi gorilmiistiir. Cozdiirtildiikten sonra bekleme siiresi arttik¢a
spermada total motilitenin azaldigi tespit edilmistir. Ayni zamanda sperma
¢Oziimiinden sonra bekleme siiresi arttikca spermatozoon morfolojisinin olumsuz
etkilendigi ortaya konulmustur. Bu calisma suni tohumlama uygulamalarinda
kullanilan spermalarin ¢oziim sonrasit verimliligini artirmak amaciyla daha fazla
sayida in vitro ve in vivo arastirmalarin yapilmasi gerekliligi ortaya koymustur. Bu
veriler lizerine yapilacak farkli ¢alismalar ile daha kapsamli sonuglar elde edilmesi
miimkiin olacaktir.

Anahtar Sozciikler:Boga, CASA, Cozdiirme, Sicaklik, Sperma,



ABSTRACT

EVALUATION OF THE SPERMATOLOGICAL PARAMETERS OF THE BULL
SPERM THROUGH DIFFERENT TEMPERATURES AT DIFFERENT PERIODS
AFTER THAWING

Fatma Nur ULUNC
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department ofReproduction and Acrtificial Insemination
Master,January/2023
Supervisor:Assoc. Prof. Dr.Murat SELCUK

An important factor that increases the success of artificial insemination is that
veterinarians who perform artificial insemination practice under field conditions take
into account the appropriate conditions while thawing frozen semen straws. Regarding
its effect on the survival of the spermatozoa, the thawing procedure is just as
significant as the freezing procedure. In this study, two alternative thawing
temperatures will be compared and evaluated for their usability, validity, and accuracy
in frozen and thawed semen exams. Additionally, it is to statistically compare and
contrast the results from spermatological parameters with the semen parameters
waiting at various intervals after thawing.

In the study, 20 straws of frozen semen from the same bull, frozen on the same
date and stored under the same conditions, were used. Two different groups were
formed for the study design. First group, 10 straws of semen samples were thawed in
a 37°C water bath for 30 seconds, and second group, 10 straws of semen samples were
thawed at 70°C for 5-6 seconds. All thawed semen samples were left at +4°C, and
spermatological examinations were performed at 0, 3, 6, 12, 24, and 48 hours. In this
study, as a result of spermatological examination of semen thawed at different thawing
temperatures of 37°C and 70°C, respectively, motility, viability rate, and sperm
morphology are evaluated, and it has been observed that waiting times can cause
significant differences. It was determined that as the waiting time increased after
thawing, total motility in semen decreased. At the same time, it was revealed that
sperm morphology was negatively affected as the waiting time increased after the
semen thawing. This study demonstrated the necessity of doing more in vitro and in
vivo studies to increase the post-thaw efficiency of semen used in artificial
insemination applications.

Keywords:Bull, CASA, Thawing, Temperatur, Semen
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1. GIRIS

Hayvancilik sektoriinde vazgegilmez Oneme sahip olan reprodiiksiyon
biyoteknolojisi; suni tohumlama, in vitro fertilizasyon, gen transferi ve klonlama gibi
birtakim yenilikleri kapsamaktadir. Bu teknikler arasinda en etkin ve yaygin olani,
verimli erkek gamet hiicrelerinin damizlik olarak kullanilmak amaciyla dondurulmasi
ve disi hayvanlarin suni yolla tohumlanmasi esasina dayanan suni tohumlama
biyoteknolojisidir (Nur ve Ak, 2003).

Gliniimiizde hayvan 1slah1 ve sigir yetistiriciligi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
suni tohumlama 6nemli bir yere sahip olmustur. Suni tohumlamanin yapilabilmesi igin
genellikle dondurulmus sperma kullanilir ve gesitli yontemlerle ¢oziilmesi gerekir.
Kullanilan yontemlerdeki farkliliklar ayn1 zamanda sperma motilitesi, sperma
canlili1, mebran ve akrozom biitiinliigl gibi 6zellikler tizerinde etkili olmaktadir. Bu
yontemlerden motilite spermanin hareket etme kalitesi ile ilgili olup
spermatozoonlarin hareketlilik oranin1 agiklayan bir parametredir. Spermatozoonun
hareket yetenegi disi iireme organindaki kanallarda hareket edebilmesi i¢in gerekli bir
ozelliktir. Dolayisiyla spermada motilitenin belirlenmesi progresif ve total motilitenin
hesaplanmasi son derece 6nemlidir. Dondurulmus spermanin ¢éziimii sirasinda ortaya
¢ikan 6nemli sorunlardan biri, arastirmacinin tahminlerine bagl subjektif 6zelliklerdir.
Isik mikroskobunda inceleme sonrasi bu Ozellikler arastirmaci tarafindan
degerlendirilerek sonuglar tahmini bir sekilde raporlanmaktadir. Hizli ve etkili
sonuglar ortaya koymasina karsilik, kisisel tahminlerin bulgular1 etkilemesi soz
konusudur. Bu bakimdan muayeneyi yapan kisilerin bilgi birikimi ve tecriibesinin iyi
diizeyde olmas1 gerekmektedir (Ozkoca, 1984).

Glintimiizde si8ir yetistiriciligi ile ilgili kullanilan suni tohumlama yontemi
sayesinde fertilite oranlar1 yiikselmistir. Hatta dogal yontemlerle gerceklesen fertilite
oranlar ile rekabet edebilecek diizeye ulagsmistir. Buna bagli olarak suni tohumlama
yontemi bir ticari alan olarak da ortaya ¢ikmustir (Ozkoca, 1984).

Hayvanlarin sahip oldugu mevcut popiilasyon ve genetik 6zellikler {izerinde
yine dogal bir sekilde fakat suni yontemlerle popiilasyon 6zelliklerinin degisiminin
saglanmasi amacglanmistir. Suni tohumlama sayesinde yetistiriciler damizlik erkek
hayvan besleme konusunda bir kaygi yasamamaktadir (Ozkoca, 1984).

Bu yontemin sagladig faydalardan biri de hayvanlarin sagliginin korunmasi ve

veneral yollarla bulasabilen hastaliklarin 6nlenmesi olmustur (Kaya ve ark., 2021).



Dondurulmus spermanin 0°C’nin altindaki ¢ok diisiik 1silarda saklanmasi biyolojik
aktivitelerinin minimuma indirilmesi temeline dayanir. Hiicreyi soguk sokunun
etkilerinden koruyan kriyoprotektif maddelerle sulandirilan sperma, ampul (etil alkol
banyosunda), pellet (-79°C kuru buzda) veya payet (-110°C sivi azot buharinda)
yontemiyle dondurularak -196°C’ta saklanir (Barth ve ark., 1988; Blackshaw ve ark.,
1995). Uygun saklama kosullarinda spermanin potansiyel fertilitesi yillarca
korunabilmektedir (Tekeli ve Coyan, 1996).

Dondurulmus spermanin ¢ézdiiriilmesi sirasinda olusan manipiilasyon kaynakli
hatalarin spermatolojik 6zellikleri olumsuz yonde etkiledigi arastiricilar tarafindan
ortaya konulmaktadir. Saha kosullarinda suni tohumlama yapacak veteriner
hekimlerin donmus spermayi ¢ozdiiriirken uygun kosullar1 g6z 6niinde bulundurarak
¢ozdiirme islemini yapmalar1 suni tohumlama basarisin1 artirmaktadir. Cozdiirme
prosediirii, spermatozoanin hayatta kalmasi iizerindeki etkisi agisindan dondurma
prosediirii kadar énemlidir (ileri ve Ak, 1993; Nur ve ark., 2003).

1.1. Suni Tohumlama

1.1.1. Tiirkiye’de Hayvancilik ve Suni Tohumlama

Suni tohumlamanin amaci yavru veriminin kontrollii bir sekilde artirilmasini
saglamak, bunu yaparken de damizlik erkek hayvanlardan elde edilen spermalarin,
saklanmas1 ve gerektiginde kontrolii yapilarak uygun kosullarda disi hayvanin iireme
kanalina aktarilmasim1 saglamaktir. Bu asamada gebelik durumu, hayvanin
metabolizmast ve genel saglik durumu ile de iligkilidir. Hayvanin bakimi ve
beslenmesi gibi durumlar suni tohumlamanin basarili bir sekilde gergeklestirilmesi
etkilemektedir (Daskin, 2005).

Suni tohumlama c¢alismalar1 ilk olarak 1677 yilinda Van Loenhoek tarafindan
kesfedilmis olan mikroskopta spermatozoonlarin incelenmesi ile baslamistir. Bu
asama suni tohumlama c¢alismalarinin baglangici olmasi bakimindan énemlidir. 1780
yilia gelindiginde Spallanzani tarafindan yapilan ¢alismada suni tohumlama yontemi
ile gebe kalmis ve suni tohumlama ydnteminin etkililigi bu sekilde ispatlanmistir.
Sonraki dénemlerde konu ile ilgili yapilan aragtirmalar artig gostermis, Rus Profesor
[lia Ivanovi¢ Ivanov tarafinda Ciftlik hayvanlarinin iiretilmesinde suni tohumlama
yontemine odaklanilmistir (Korkmaz Yavas, 2009; Biiyiikleblebici, 2012). 1925
yilinda Tarim Bakani Sabri Toprak, Sovyetler Birligine yapmis oldugu ziyarette
kendisine atlarda uygulanan suni tohumlama uygulamasi gosterilmistir. Bu baglamda

Sovyetler Birliginde suni tohumlamanin kurucusu sayilan Profesor ilia Ivanovig
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Ivanov*un asistanlarindan Mihailov*un 1926 yilinda Karacabey Harasinda, Veteriner
Hekimlere atlarda suni tohumlama kursu diizenlemistir. Bu gelismeler 1s18inda
iilkemiz, c¢iftlik hayvanlarinda suni tohumlamanin uygulandigi ikinci ilke olmustur
(Gokgen, 2015; Temel, 2015).

Izmir Iktisat Kongresinde yerli koyun irklarimizdan elde edilen yapaginin, kalin
olmast ve sadece hali iiretiminde kullanilabilmesi nedeniyle, Atatiirk’iin emri ile
yapagisi yiinlii dokumaya uygun Macaristan ve Almanya’dan merinos 1rki koglar ithal
edilmistir. Bu merinos irki koglarin, sulandirilan ve 1s1s1 +5°C diisiiriilen spermasi ile
halk elinde bulunan kivircik irki koyunlara suni tohumlama yapilmistir. Yiiriitiilen,
yerli kivircik 1irki koyunlarin ¢evirme melezlemesi 1slah projesi ile suni tohumlama
metodu, ilk kez hayvancilik politikalarinda yerini almistir. Bu proje kapsaminda Bursa
ve cevresinde gezici ve sabit suni tohumlama istasyonlar1 ile 1925-1935 yillan
arasinda 20.000 koyuna suni tohumlama yapildig1 belirtilmektedir. ilerleyen yillarda
benzer bir proje yerli sigir irklarimiz igin hayata gecirilmistir. Bu amagla Simental ve
Isvigre Esmeri 1rki bogalar ithal edilmistir. 1930*lu yillarda, Simental 1irk1 hayvanlarin
iilkemiz kosullarina uyum saglayamadigi ve tiiberkiiloz hastaligina duyarlilig:
nedeniyle, suni tohumlama amaciyla Isvigre Esmeri 1rki bogalardan alinan spermalar
kullanilmistir. Bu uygulamada, Karacabey Harasi Suni Tohumlama Istasyonunda
hazirlanan sulandirilmis boga spermalar1 soguk zincir igeren ¢esitli vasitalarla
hayvancilik bdlgelerine gotiiriilmiis ve gilinliik tur sistemi ile suni tohumlama
uygulamalar1 yapilmistir (Seving, 1979; Gokgen, 2015; Kog, 2016; Colak ve Javorka
2017; Geng ve Ozgiir 2017).

Tiirkiye'de devam eden hayvan 1slah1 galismalari, Ikinci Diinya Savasi nedeniyle
onemli diizeyde kesintiye ugramistir. Ozellikle teknik elemanlarin askere/cepheye
gonderilmesi bu alanda calisma yapabilecek bireylerin bulunmamasina yol agmuistir.
Ayrica iilkenin Igerisinde bulundugu ekonomik sartlar nedeniyle bu ydnde yapilan
caligmalara destek verilmemis calismalar durma noktasina gelmistir. Savas sonrasinda
ekonomik iyilesmeleri ne yasandigi 1950-60'l1 yillarda suni tohumlama caligmalari
yeniden baslamistir (Giil, 2004; Gokgen, 2015).

19501 yillardan itibaren suni tohumlama ve hayvan 1slahi ile ilgili reformlar
gergeklestirilmis, iilke genelinde suni tohumlamayi ticretsiz bir sekilde gerceklestiren
merkezler yaygimlastirilmistir. Personelin c¢esitli motorlu araglar temin edilmek
suretiyle bu hizmetlerin kapsaminin genisletilmesine yonelik calismalar yapilmistir

(Temel, 2015; Geng ve Ozgiir, 2017).



Bu doénemin ilk yillarinda, 7 merkezde %71,2 basart ile 2.892 inege ve 4
merkezde %90 basari ile 5.523 koyuna suni tohumlama yapilirken, 1959 yilinda 58
merkez, 67 istasyonda 34.500 inege (10 yilda 233.895), 161 istasyonda da 134.000
koyuna (10 yilda 548.936) sulandirilan ve 1s1s1 +5°C diisiiriilen boga ve kog¢ spermalari
ile suni tohumlama yapilmistir. Bu alanda hizmet vermek amaciyla, enstitii kurulmasi,
uzmanlhik kursu diizenlenmesi, suni tohumlama laboratuvarlar1 agilmasi gibi
gelismeler kamu nezdinde yapilirken benzer haklar gercek ve tlizel kisilere de
taninmistir. Bu gelismeler 1s18inda suni tohumlama hizmeti Marmara ve Ege
bolgesinden tiim iilke cografyasina uzanmistir (Osmanagaoglu, 2006; Geng, 2011;
Gokgen, 2015).

1930 yilinda Macar Profesor Oszkar Wellamann“in incelemeleri sonucu
sundugu, ideal bolgelerde yerli irk ineklerin, Isvigre Esmeri bogalarla tabii veya suni
tohumlama amaciyla kullanilarak melezlenmesi, iklim sartlarinin zor oldugu
bolgelerde ise yerli 1k sigirlarin 1slahinin gelistirilmesine yonelik olan havza modeli
197011 yillarin basina kadar devam etmistir. 1972 yilinda bu havza modeli yayinlanan
Islah1 Hayvanat Komisyonu karariyla genisletilmistir (Colak ve Javorka, 2017). Bu
karara gore sicak iklim ve mikroklima iklim goriilen bolgelerde Holstein, Karadeniz
bolgesinde Jersey, I¢ Anadolu ve soguk iklim goriilen bolgelerde ise Isvigre Esmeri
bogalarin tabii veya suni tohumlama ile kullanilarak yerli ik hayvanlarin islah
stratejisi benimsenmistir. Ayrica bu amagla damizlik materyal ithalatina izin
verilmistir. Bu donemde (1960-1975) yaklasik 200 suni tohumlama merkezinde %66
basar1 ile 2 milyona yakin inege ve %77 basari ile 3 milyona yakin koyuna suni
tohumlama uygulamasi yapilmistir (Osmanagaoglu, 2006; Gokgen, 2015).

Yakin gegmise dair hayvancilik politikalarini da inceledigimizde, benzer suni
tohumlama ile hayvan 1slahin1 amaclayan projeler ve suni tohumlamanin
yayginlagsmasini hedefleyen tesvikler goriilmektedir. Bu uygulamalara; Tarim ve
Orman Bakanligin ilgili birimleri tarafindan stirdiiriilen, suni tohumlamadan dogan
buzagilara maddi destegin arttirilmasi, Kaliteli Besi Materyali Uretimi ve Jersey Irki
Gelistirilmesi Projesi, Buzag1 Kayiplarinin Onlenmesi Projesi ile drnek verebiliriz.
Ayrica kamu ve 6zel sektor ile yliriitiilen, suni tohumlama biyoteknolojisinin odak
alindig1 bircok Ar-Ge calismalar1 da devam etmektedir. Sonu¢ olarak Cumhuriyet
tarihi boyunca suni tohumlama, hayvan 1slahiin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir stratejik
plan olarak goriilmiistiir. Bu amacla uzman personel yetistirilmesi, kamu veya 6zel

sektoriin bu alandaki Ar-Ge calismalarinin desteklenmesi ile suni tohumlamadan
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dogan buzagilarin desteklenmesi gibi faaliyetleri, Tarim ve Orman bakanliginin bu
yondeki degismez politikasi olmustur (Anonim, 2019).

Sigir isletmeleri, hayvan mevcudunu arttirmak ve siirdiiriilebilir bir kazang elde
etmek icin reprodiiktif stratejilerini dogru planlanmalidir. Tiirkiye’deki sigir
isletmelerinin reprodiiktif prognozunu tespit etmek icin isletme kapasitelerini
degerlendirmek onemli bir belirtegtir. Ciinkii isletmeler mevcut hayvan sayilarina
gore, slirii yonetim sistemlerinden yararlanmakta ve veteriner hekim hizmeti talep
etmektedir. Yaklasik 14 milyon biiylikbas bulunan iilkemizde, hayvan varligina gore
isletmelerin dagilimi Cizelge 1.1°de belirtildigi gibi 200 bas ve iizeri %6,08, 50-199
bas aras1 %16,45, 1-50 bas aras1 %77,47 oranindadir (Aytekin, 2011).

Tablo 1.1. Olgeklerine Gére Sigir isletmelerinin Sayilari (Bastan, 2020)

Isletme Hayvan Kapasitesi Isletme Sayis1 (%) Hayvan Hayvan Varhgina
(Bas) (Adet) Sayisi (Bag) Gore Dagilim (%)
01-09 1.155.958 75,77 4.251.049 31,35
10-49 339.306 22,24 6.252.878 46,12
50-199 28.580 1,87 2.231.149 16,45
200 Bas Ve Uzeri 1.757 0,11 823.466 6,08
Toplam 1.525.601 13.558.542

Hayvan sayilarina gore orta ve biiylik 6lcekli isletmeler, 50 bas ve iizeri sagmal
hayvan bulunduran isletmelerdir. Bu isletmeler, genel olarak biinyesinde veteriner
hekim istihdam eden veya veteriner hekim danismanlik hizmeti alan entansif siit sigir1
isletmelerdir. Bu isletmelerin, belirli bir Ostrus takip yontemi ve siirii takip programi
vardir. Nitekim veteriner hekim destegi aldig1 i¢in genellikle diizenli bir reprodiiktif
stratejileri vardir ve genetik ilerleme i¢in suni tohumlama biyoteknolojisini tercih
ederler. Yiksek siit veriminin yan sira, isletmelerindeki zayif fenotip 6zelliklerini
elimine edecek karakterde boga spermasi seciminde bulunurlar. Ayrica bazilar
cinsiyeti belirlenmis sperma kullanarak damizlik disi hayvan sayilarini arttirma
egilimindedirler. Boylece siirli 1slahim1 pozitif yonde gelistirmeye ¢alisan bu
isletmeler, ekonomik olarak daha uygun buldugu ancak tereddiitlii yaklastiklar1 yerli
iretim spermalar1 ise laktasyon sayisi yiiksek veya dol tutma problemi goriilen
ineklerde kullanmaktadirlar. Nitekim {ilkemizde sperma iiretiminde kullanilan
Holstein bogalarin ¢ogu, en iyi 100°de yer alan bogalarin ithal embriyolarindan elde
edilen bogalardir. Ulkemiz siit gereksiniminin karsilanmasinda biiyiik paya sahip ve
genelde ithal sperma kullanim egiliminde olan bu isletmelerin, yerli spermadan dogan

buzagilarin verim 6zellikleri daha giivenilir ve yliksek sayida sunularak, yerli sperma



kullanimina yénelik egilim arttirilmalidir (Ata ve Ata, 2004; Evirgen, 2009; Ozyurt,
2009; Pothmann ve ark., 2014; Tiizemen, 2015; Yirtict ve ark., 2018).

Aile tipi isletmeler olarak da simiflandirilan, kiigiik 6l¢ekli isletmeler, 1-50 bas
arasi biiyiikbas bulunduran isletmelerdir. Genel olarak, yar1 entansif olarak bakim ve
besleme yapan, yaygin olarak kombine 1rk ve yerli irk sigir melezlerinin bulundugu
isletmelerdir. Yiksek siit verimi elde etmekten ziyade besi materyali almay1
amaclayan bu igletmelerin geneli 6zel veteriner hekimlerden hizmet alimi1 yaparak siirti
saglig1 ve suni tohumlama gereksinimlerini karsilamaktadirlar. Belli bir Ostrus takip
sistemine sahip olmayan daha ¢ok gozlem yolu ile Gstrus takibi yapmaya galisan,
isletmelerdir. Ulkemiz biiyiikkbas hayvan varhiginin %77,47sini bu isletmeler
olusturmaktadir. Ostrus takip sistemi olmayan, kizginlik gézlemini sabah ve aksam
yem veya sagim saatlerinde yapilan bu isletmelerde suni tohumlama uygulamalari
ciddi bir komplikasyondur (Onal ve Ozder, 2008; Roelofs ve ark., 2010; Aksoy ve
Yavuz, 2011; Aytekin, 2011; Pothmann ve ark., 2014; Tiizemen, 2015; Yener, 2017).
Ne yazik ki bu igletmeler suni tohumlama uygulamasini, genetik ilerlemeden ziyade
gebelik elde etme araci olarak gormektedirler. Bu yiizden diisiik bir ST basar
oraninda, damizlik boga kullanma egilimindedirler. Planlama ve saglik kontrolii
yapilmadan bogalarin damizlik amaciyla kullanimi, kalitsal ve zoonoz hastaliklarin
yayginlagmasina yol acarak dnemli ekonomik kayiplara neden olabilir (Cirit ve ark.,
2017). Nitekim sosyal medya aracilig ile paylasilan patolojik olgular bu durumu
dogrular niteliktedir (VHTP, 2018). Ayrica 6zel veteriner hekimin is yogunlugu ve
isletmeye uzakligi, aile tipi isletmeler i¢cin zamaninda reprodiiktif muayeneyi aksatan
diger unsurlardir (Seker ve ark., 2012; Demir ve ark., 2014).

1.1.2. Boga Spermasinin Dondurulmasi

Suni tohumlamanin ilk uygulandigi yillarda, damizlik hayvanlarda toplanan
spermalar taze olarak kullanilmaktaydi. Farkli kimyasallar ile sulandirilan (fosfat,
sodyum sitrat, vb.) ve 1sis1 +5°C ye diisiiriilen taze sperma numunelerinin 48 saat
igerisinde kullanilmasi gerekmekteydi. Bu kisa kullanim siiresi, tohumlama doz
hacminin yiiksek olmasi, ¢iftlik hayvanlarinda kisa siirede artan suni tohumlama
talebinin karsilanmasini, olduk¢ca zor kilmistir. Bu nedenle bilim insanlari,
spermatozoonlarin morfolojik 6zellikleri (Sekil 1.1), motilite ve fertilite yetenegini
kaybetmeden uzun siire saklama olanaklari iizerine, aragtirmalara yogunlagsmistir. Bu
amagla spermanin kriyoprezervasyonu, bilim insanlar1 tarafindan kabul goren ve suni

tohumlama biyoteknolojisi ile 6zdesen bir yontem olmustur (S6nmez, 2010).
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Sekil 1.1. Normal spermatozoonun boliimleri (Erdemir ve ark., 2011).

1949 yilinda Polge ve arkadaslarinin, gliseroliin kriyoprotektan o6zelligini
kesfederek sperma sulandiricisinda kullanmalari, spermatozoon kriyoprezervasyon
stirecinde milat olarak kabul edilmektedir. Bu asamadan sonra bir¢ok kimyasal madde
kriyoprotektan olarak denenmistir. Tiim bu ¢alismalarin sonucunda; gliserol, dimetil
stilfaoksit, 1-2 propaneidol, etilen glikol ve propilen glikol (hiicre igerisine girebilen)
ve polivinilprolidon, glikoz, fruktoz, fikol, dekstran, sorbitol, siikroz, laktoz, trehaloz
ve diger seker tiirevleri (hiicre igerisine giremeyen) boga spermasinin
kriyoprezervasyonunda basariyla kullanilmistir (Benson et al., 2012; Grotter ve ark.,
2019). Spermanin kriyoprezervasyonu, kriyoprotektanlarin eklenmesi ve eqilibrasyon,
spermanin dondurulmasi (genellikle sivi nitrojen igerisinde -196°C igerisinde) ve
spermanin ¢ozdiiriilmesi islemlerinden olugmaktadir (Si ve ark., 2006; Grotter ve ark.,
2019).

Ilerleyen yillarda spermanin dondurulma siirecine gliserilizasyon islemi dahil

olarak, ampul veya pellet yontemiyle spermanin kuru buz (-79°C) teknigi ile veya azot



buharinda (-120°C) uzun siireli kriyoprezervasyonu miimkiin kilinmistir (Ozkoca,
1984).

Ampul veya pellet seklinde, kuru buzda dondurulan sperma numuneleri taze
spermaya kiyasla daha uzun siire saklama imkani saglamaktaydi. Ancak kuru buzda
dondurulan spermalarin, nakil ve kullannoma hazirlama siirecinde yasanan
komplikasyonlar, suni tohumlama biyoteknolojisinin yayginlasmas1 agisindan, kabul
edilebilir degildi. Bu durumu ortadan kaldiracak gelisme, 1960 yillarin basinda Fransiz
IMV firmasindan geldi. Gelistirilen 0,5 ml hacimli 13 cm boyunda polivinil klorid den
tiretilen “payet” adi verilen tiip sayesinde, suni tohumlama biyoteknolojisi yeni bir
doneme girmisti. Boylece spekulum-serviks pensi yontemi yerine hala giiniimiizde
kullanilan rekto-vaginal yontemle uygulama yapilmasi miimkiin kilinmigtir. Ayrica bu
gelisme, spermanin -196°C de pratik saklama imkani sagladigi gibi dondurulmus
spermanin kitalar arasi ticaretini miimkiin kilarak, iilkeler arasinda soluksuz rekabetle
devam edecek olan dondurulmus sperma endiistrisinin temelini olusturmustur
(Gokeen, 2015).

Tiirkiye dondurulmus sperma tiretimindeki bu gelismeleri hep yakindan takip
etmistir. Bu teknigin 6grenilmesi ve lilkemize uyarlanmasi amaciyla Avrupa’nin farkl
tilkelerine Veteriner Hekimler gonderilmistir. Gerekli altyapinin olusturulmasi ve
calismalarin tamamlanmasi neticesinde 1972 yilinin sonlarinda dondurulmus boga
spermasi iretimi bugiin ki adiyla Lalahan Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma ve
Egitim Merkezi Midirliigiinde gerceklestirilmistir. Daha sonra benzer boga
istasyonlar: Istanbul, Samsun ve Izmir“de kurularak dénemin dondurulmus boga
spermast talebi karsilanmistir. Giiniimiizde dondurulmus boga spermasi, Ankara
Lalahan (UHAEM), Malatya Tigem Sultansuyu isletmeleri, dzel sektdrde Izmir
Egevet, Konya Selfarma isletmeleri ve izmir Menemen Damizlik Sigir Yetistiricileri
Birligi tarafindan iiretilmekte ve satisa sunulmaktadir (Gokgen, 2015).

Nitekim dondurulmus boga spermasi endiistrisi giincel teknolojik gelismelerin
paralelinde hizla ilerlemekte ve pazar payi giderek artmaktadir. Progeny testin yani
sira genomik seleksiyon verileri ile spermasi lretilen bogalarin, tahmini genetik
aktarimi1 ve kizlarinin genis kapsamli verim kompozisyonu, boga kataloglarinda
belirtilmektedir (Tirpan ve Tekin, 2014; Inang ve Daskin, 2015; Nur ve ark., 2017).
Bunun yani sira satisa sunulan, cinsiyeti belirlenmis, mikro akiskan spermatozoon
ayristirma ¢ipi ile secilen veya yavas salinimla ¢oziinen gibi farkli dondurma

standartlarindaki dondurulmus spermalar isletmelerin talepleri dogrultusunda pazar
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bulmaktadir. Bu global pazarda, yillik ortalama 25 milyon doz sperma ihracati ile
yaklagik 200 milyon dolar gelir elde eden Amerika Birlesik Devletleri bu sektdriin
onde gelenlerindendir (Schuster ve ark., 2003; Knowlton ve ark., 2015; Enginler ve
Ozdas, 2016; Perteghella ve ark., 2017).

Buzagi destegi gibi, sperma iiretiminde kullanilan bogalarin yetistiricilerine
destek saglanmasinin, sperma iretimi i¢cin aday boga arayisinda bulunan, yerli
dondurulmus boga spermasi lireten firmalara, genis bir boga popiilasyonundan suni
tohumlama bogas1 secilmesine firsat verecegi muhtemeldir. Benzer gelismelerin
dogrultusunda, yakin gelecekte yerli sperma iiretim miktarinin artarak, ithal sperma
miktarinin azalmasi ve boylece bolge iilkelere sperma ihracatinin gelecekte olagan
oldugu disiintiilmektedir (HAYGEM, 2019).

1.1.3. Spermanmin Cozdiiriilmesi

Sperma ¢ozdiirme islemi, spermatozoanin canliligi tizerindeki etkisi agisindan
dondurma islemi kadar hayati 6neme sahiptir (Nur ve ark., 2003). Cozlilme hizi,
spermatozoanin canliligini 6nemli dlgiide etkiler ve uygun ¢ozililme hizinin, seyreltici
tipi, gliserol konsantrasyonu ve dondurma hiz1 gibi kriyoprezervasyon prosediirlerinin
birgok faktoriinden etkilendigi bilinmektedir (Rodriguez ve ark., 1975). Coziim
sonrast en yliksek canli sperm ylizdesinin elde edilecegi optimal ¢oziilme sicakligi ve
zamani lizerine bir¢ok ¢aligsma yapilmistir (Dhami&Sahni, 1993; Correa ve ark, 1996).

Sulandiric1 tipi ve sogutma hizi ne olursa olsun, laboratuvar ve g¢iftlik
uygulamalarinda donmus spermanin 33-37°C'de 30-40 saniye (yavas ¢oziilme) su
banyosunda ¢ozdiiriilmesi tavsiye edilmektedir (De Jarnette ve ark., 2000). Bununla
birlikte, bir¢ok calisma, 60-80°C'de daha hizli ¢ozdiirmenin de ¢6ziilme sonrasi
motiliteyi arttirdigini ve akrozom biitiinligiinii korudugunu gostermistir (Rodriquez
ve ark, 1975; Nur ve ark., 2003; Hernandez ve ark., 2007). Spermanin hizli ¢6ziilmesi,
yeniden Kristallesme siireglerinin ve hidrasyonun zararli etkilerini azaltarak, sperm
membranima ve sitoplazmaya zarar gelmesini onler (Bearden ve ark., 2004). Ote
yandan, 35°C'nin tizerindeki sicakliklar daha olumlu etkiler doguruyor gibi goriinse de
¢coziilme stiresinin dikkatli bir sekilde zamanlanmasi gerekir. Cilinkii spermatozoa,
protein denatiirasyonu nedeniyle uzun siire yiiksek sicakliklara maruz kaldiginda
canliligimi kaybeder (Nur ve ark. 2003). Bu nedenle, ¢6ziim sonrasi parametreleri
tyilestirmek i¢in spermanin ¢éziim hizi ve sicakligr dikkat edilmesi gereken
noktalardir (Lyashenko, 2015).

Ileri ve ark. 25°C, 15°C, 5°C ve 0°C gibi diisiik 1s1larda ¢ozdiirme tekniklerine
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gore 37°C’dekisu banyosunda payetlerin ¢ézdiiriilmesiyle en iyi sonug elde edildigini
bildirmislerdir. Payetlerde dondurulan spermanin, payetlerin hacim/yiizey alani
oraninin oldukga yliksek olmasi nedeniyle 1s1 degisikligine karsi oldukc¢a duyarh
oldugunu bildiren Senger (1980), su banyosu 1sisinin yiikseltilmesiyle ¢ozdiirme
hizinin arttigin1 ve dolayisiyla canli hiicre sayisinin olumlu yonde etkilendigini
saptamis, saha kosullarinda spermanin 37°C’ta ¢ozdiiriilmesi gerektigini, yiiksek
1silarda ¢oziim tekniklerinin canlilik oranini artirsa da siirenin asilmasi halinde
spermatozoonlarda Sliimlere yol agtigindan riskli oldugunu agiklamistir. Correa ve
ark. (1997) fizyolojik 1sida (37°C’de) ¢ozdiirmenin motilitenin devamliligt igin
zorunlu oldugunu bildirmislerdir.

1.1.4. Spermatolojik Muayeneler

Sigir yetistiriciliginin bagarili olmasini etkileyen ¢ok sayida degiskenden soz
etmek miimkiindiir. Bununla birlikte hayvanlarin beslenmesi, saglik durumlari, bakim,
Ostrus takibi, ¢ozdiiriilmiis spermanin kalitesi ile teknik personelin bilgi ve beceri
diizeyi gibi degiskenler son derece onemlidir (Gokgen, 2020). Bu yontemler igerisinde,
dondurulmus boga spermasinin saglikli olmasi ve en etkili yontemlerle ¢ozdiiriilmesi
saglanmalidir (HAYGEM, 2019).

Fazla sayida disi materyal kullanim gereksinimi ve saha sartlarinin optimize
edilmesindeki zorluklar, arastirmacilar1 sperma kalitesinin tespitinde in vivo analizler
yerine in vitro analizlere yonlendirmistir. Her gegen zaman igerisinde in vitro
analizlere yeni parametreler eklenerek, spermatozoonlarin fertilite ile iliskin
fonksiyonlar1, morfolojisi ve molekiiler yapisinin, ileri teknoloji analiz sistemleri ile
objektif incelenmesi hedeflenmektedir. Spermaya bagl basarisiz bir ST uygulamasi,
bir siit sigir1 igin isletmesine biiyiilk ekonomik kayba neden olmaktadir. Sigir
mevcudumuzun en az %1 ’nin bu durumla karsilastigin1 diisiiniirsek ulusal bazda
olduk¢a biiyiik bir ekonomik kayip s6z konusudur. Dolayisiyla sperma analiz
stirecinde, ileri teknoloji analiz sistemleri ile objektif degerlendirme yapilmasi, sigir

yetistiriciliginde olas1 ekonomik kayiplar1 dnlemek adina elzemdir (inang ve Dagkin,
2015).

1.1.5. Spermatolojik Muayene Yontemleri
1.1.5.1. Sperma Motilitesi
Sperma motilitesi, fertilitenin saglanmasinda 6nemli bir faktordiir (King et al.,

2000). Spermatozoa motilitesi subjektif olarak 1sitma tablali faz kontrast mikroskopta
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40X biiylitmede muayene edilmektedir (Keskin vd., 1997). Sperma motilite tayininde

kullanilan bir diger teknik ise bilgisayar destekli sperma analiz (CASA, Computer

Assisted Sperm Analysis) sistemidir (Holt et al., 1997; Larsen et al., 2000).
Bilgisayar Destekli Spermatozoon Analiz Sistemleri (CASA)

In vitro ortamda, spermatozoon morfolojisi ve kinetik parametrelerini, ayrintili
ve sistematik sekilde ortaya koyan bilgisayar destekli spermatozoon analiz sistemleri
(CASA) spermatozoon kalitesinin  degerlendirilmesinde yaygm kullanilan
teknolojilerden biridir (Serefoglu, 2011). Bu teknoloji mikroskop ve mikroskoptan
elde edilen goriintiilerin video olarak kaydedilmesi ile spermatozoon morfolojik ve
kinetik degerlerini nicel verilere doniistiiren bir 6zellige sahiptir (Vincent ve ark.,
2018). Bu asamada bilgisayar sistemine bagli mikroskop tablasina, cihaza 6zgii lam
veya konvansiyonel lam, lamel arasina konulan sperma numunesi yerlestirilir. Lam
izerinde bulunan spermatozoon hareketlerinin videosu kaydedilir. Ayrica bu agsamada
yogunluk ve uygun boyama prosediirlerinin kullanilmasiyla, Lam igerisindeki
spermatozoon daha once bilgisayar yazilimina iglenen referans degerlere gore, yasam
yetenegi hakkinda objektif bir tahmin degeri sunmaktadir. Yapilan bu islem ortalama
on dakika siirmektedir (Inang ve ark., 2017; Sergeant ve ark., 2019).

Spermatozoon hareket parametreleri icerisinde toplam motilite ve progresif
motilite spermatozoon yiizdeleri, spermatozoon kalitesinin degerlendirilmesinde
onemli parametrelerdir (King et al., 2000).

Spermatozoonun oositin katmanlarini ve zona pellucidayr ge¢mesi i¢in motil
olmast ve gerekli enzimleri bu bolgeye ulastirmasi gerektigi i¢in spermatozoon
motilitesi fertilizasyon esnasinda kritik 6neme sahiptir. Toplam motil spermatozoon;
herhangi bir sekilde hareket kabiliyetine sahip spermatozoon toplami olarak
tanimlanir. Progresif motil olarak kabul edilen spermatozoonlar ise toplam motil
spermatozoon igerisindeki ileri dogru diizglin dogrusal hareket eden spermatozoonu
tanimlar. Progresif olmayan motil spermatozoon ise hareket yetenegine sahip ancak
gligsiiz, dairesel ya da anormal bir yoriingede hareket eden motil spermatozoondur
(Sutovsky ve ark., 2003).

Ulkemizde ithal edilen ve iiretilen dondurulmus-¢dzdiiriilmiis boga
spermalarinin analizinde, 2019 yili Tarim ve Orman Bakanlig1 talimatlarina gore,
CASA toplam motilite degeri en az %40 ve bir payetteki motil spermatozoon sayisi en

az 5 milyon olmalidir (Tekin, 2011; inang ve ark., 2017; Vincent ve ark., 2018).
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Motil spermatozoon hareketlerinin dogru tanimlanmasi, spermatozoon yasam
yeteneginin tahmini agisindan 6nem arz etmektedir. Nitekim spermatozoon bas ve
kuyruk salinimlar ile olusturdugu hareket izdiistimii, lateral (x ve y ekseninde) ve
longitudinal (z ekseninde) diizlemde, iki boyutlu olarak detayl1 bir sekilde analiz edilir,
zaman, hiz ve aldi81 yol cinsinden nicel verilere gevrilir (Inang ve ark., 2017).

Belirli bir yoriingede spermatozoon saliniminin, nicel veri olarak tanimlari
sunlardir;

VCL (CurvelinearVelocity): Egrisel Hiz (um/s). Spermatozoon basinin
ilerlerken kat ettigi 2-boyutlu gercek egrisel yoldaki hizidir. Spermatozoon canliliginin
bir gostergesidir.

VSL (Velocity Straight Line): Dogrusal Hiz (um/s). Spermatozoon basinin tespit
edilen ilk noktadan son noktaya gidene kadar olan hizidir. VSL y6riingenin ilk ve son
noktas1 arasindaki mesafeden belirlenir ve gozlem periyodunda kazanilan net alani
verir (Mortimer, 2000).

VAP (Velocity Avarage Path): Ortalama yol hiz1 (um/s). Spermatozoon basinin
ortalama yolaktaki hizidir. Bu yolak egrisel yolun CASA cihazlarindaki algoritmalara
gore diizlestirilmesi ile hesaplanir. VAP spermatozoonun gozlem periyodu icinde
hareket yoniinde kat ettigi ortalama mesafedir. VAP anlasilmasi en zor hiz degeridir,
clinkii VSL ile benzerlik gosterir (Mortimer, 2000).

Spermatozoon basinin ¢ok diizenli dogrusal ve ¢ok hafif yanal hareket ettigi
durumlarda VAP neredeyse VSL ile aym olmaktadir. Ancak dogrusal olmayan
yoriingeler gibi diizensiz yollar oldugunda ya da spermatozoon basinin asir1 derecede
yana sapmasinda VAP, VSL den ¢ok daha yiiksek ¢ikmaktadir. Ortalama yol rota
diizlestirme kullanilarak CASA tarafindan belirlenmektedir. Basitce bu, (X.,y)
koordinatlarinin her iki tarafindaki nokta izlerinin ortalamasinin alinmasi anlamina
gelmektedir. Bu diizeltme o iz noktasi i¢in (x,y) koordinati vermektedir. Prosediir diiz
bir yol elde edilene kadar rota boyunca her nokta i¢in tekrarlanmaktadir. G6zlem stiresi
zarfinda bu yolun uzunluguna VAP denilmektedir. Bu algoritmalar cihazlar arasinda
farklilik gosterebilecegi i¢in VAP farkli CASA sistemleri arasinda mukayese edilebilir
bir 6lgiit olarak kabul edilmemektedir (Mortimer, 2000).

ALH (Lateral Head Displacement): Spermatozoon basmin ortalama yolda
ilerlerken laterale dogru saptig1 uzakliktir (um). ALH genligi, spermatozoon baginin
yanal hareket genisligi olarak tanimlanir. Spermatozoon baginin toplam yol genisligi

olarak hesaplanir ve mikrometre olarak ifade edilmektedir (David ve ark., 1981).
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LIN (Linearity %): Lineerlik/Cizgisellik (%). Spermatozoonun dogrusal yer
degistirmesini (VSL/VCL x 100) belirtir. Spermatozoonun 2-boyutlu alanda gosterdigi
lineer ¢izgi, 3-boyutlu ortam algoritmasi ile hesaplanmaktadir. Dairesel hareketi
yiiksek olan spermatozoonun linearitesi diisiik degerde ¢ikmaktadir. Yiiksek
lineariteye sahip spermatozoon ise diisiik ALH® ye sahip olmaktadir (Mortimer, 1999).

WOB (Wobble %): Spermatozoonun aldig1 toplam yol zamani boyunca sola,
saga sendeleme derecesini (VAP/VCL x100) belirtir (Mortimer, 2000).

STR (Straightness %): Dogrusallik. Spermatozoonun dogrusal bir yoriinge
boyunca aldigi mesafeyi (VSL/VAP x100) ifade etmektedir. (Mortimer, 2000).

BCF (Beat Cross Frequency): Capraz atim siklig1. Spermatozoon kuyrugunun
ritim frekansini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Mortimer, 2000).

CASA tarafindan ortaya konulan spermatozoon kinetik parametreleri ile in vitro
veya in vivo fertilizasyon arasindaki iliskiyi arastiran bir¢ok arastirma bulunmaktadir.
Amann (1989), dondurulmus-¢ozdiiriilmiis boga spermalarinda motilite kinetik
parametrelerini incelemis ve VCL, VSL, LIN, ALH ve BCF’nin fertilite indeksi ile
iligkili oldugunu tespit etmistir. Benzer sonuglar Farrell ve ark. (1998) tarafindan da
elde edilmistir.

CASA ile spermatozoon analizinde ideal mikroskop tablasi sicakligi 37°C dir.
Oda sicakliginda veya 30°C yapilan analizlerin spermatozoon kinetik degerlerini
onemli derecede etkiledigi belirtilmistir. Spermatozoon hiz ve yol degerlerini analiz
etmek icin 30 veya 60 Hz kare hiz1 tercih edilir. Dogrusal hareketi diisiik, hizli bir
sperma numunesinin degerlendirilmesinde yiiksek kare hizinin alinmas1 objektif bir
analiz i¢in 6nemlidir (Castellini ve ark., 2011; Mortimer ve Swan, 1999).

CASA analiz teknolojileri objektif bir analiz potansiyeline sahip olmasina
ragmen, her bir CASA sisteminin farkli yazilima sahip olmas1 ve CASA sistemlerinin
belirli bir standardizasyonunun olmamasi, analizden 6nce sperma optimizasyonu gibi
temel islemlerde kullanicilarin uzmanligi ve tecriibesine bagli olarak analiz
sonuclarinin degisebilmesi bu teknolojinin dezavantajlaridir (Combhaire ve ark., 1992;
Holt ve ark., 1994; Amann ve Waberski, 2014; Vincent ve ark., 2018).

Tirlere gore farklilik gésteren spermatozoon analiz ayarlari, kullanilan derinlikli
lam, derinlikli lam odacik sayisi, incelenen alan, goriintii alma hizi, analiz sirasindaki
sicaklik, ornek alma ile analiz arasinda gegen siire gibi bircok 6ge analiz sonucunu
etkilemektedir (Mortimer ve ark., 1986; Ginsburg ve Armant, 1990; Le Lannou ve
ark., 1992; Davis ve Gravance, 1993; Holt ve ark., 1994; Morris ve ark., 1996).
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Sperma dondurma siirecinde kullanilan sulandiricilar, analiz 6ncesinde dikkate
alimmalidir. Yumurta saris1 ve siit tozu bazli sperma sulandiricilari, spermatozoon
basina benzer partikiil kalintilar1 oldugu i¢in CASA sistemlerinin dogru bir analiz
yapmasina engel olabilir. Buna karsi, sperma numunesi analiz 6ncesi DNA baglayici
florokrom boyalar (Hoechst 3342 vb.) ile boyanarak, floresan mikroskop 6zelligi olan
CASA cihazlarinda giivenilir bir sekilde analiz edilebilir (Zinaman ve ark., 1996).

1.1.5.2. Olii — Canh Spermatozoon Orani

Boga spermasinda yaygin olarak kullanilan 6lii-canli muayene yontemi eosin-
nigrosin ile boyama yontemidir. Bu yontem, plazma membran1 saglam olan
spermatozoanin boyayi almamastyla birlikte canli olarak kabul edilmesi ve plazma
membrant saglam olmayan spermatozoanin boyay1 almasiyla birlikte 6lii olarak kabul
edilmesi ilkesine dayanmaktadir (Bakst and Cecil, 1997).

1.1.5.3. Spermatozoon Morfolojisi

Sperma muayenesinde morfolojik bozukluklar spermatoozoonda bulunduklari
boliimiine gore smiflandirilmaktadir. Bunlar; akrozom, bas, orta ve kuyruk
anomalileridir. Bu bozukluklarin toplam orani en fazla %15-20 arasinda olmalidir
(Ileri vd., 2000).

Spermatozoonlardaki anormal yapilar baslica ti¢ baslik altinda siniflandirilabilir.
Bunlar;

Primer bozukluklar: Spermatogenezis sirasinda olusan anormal yapilardir.
Daha ¢ok basa bagli anormallikler ve yapisal bozukluklar bu sinifa girer (Diemer and
Desjardins, 1999).

Sekonder bozukluklar:  Spermatozoonlarin  epididimisten gecisi ile
olgunlagsmas1 sirasinda ve {iretraya kadarki tasmmmalari boyunca ortaya c¢ikan
anomalilerdir (Hafez, 1993).

Tersiyer Bozukluklar: Spermanin alinmasi, sulandirilmast ve diger islemler
sirasinda ortaya ¢ikan uygunsuz kosullara bagli olarak ortaya ¢ikan anomalilerdir.
Daha ¢ok kuyrukla ilgili olarak olusurlar (Hafez, 1993).

Spermatozoonlarda goriilen baslica morfolojik bozukluklari ise su sekilde
siralayabiliriz;

Basa Ait Bozukluklar

Akrozom Bozukluklari: Coziilmiis akrozom, dejenere akrozom, egik akrozom,

kiiglik akrozom, graniillii akrozom, akrozom olmamasi (Hafez, 1993).

Sekil Bozukluklari: Dar basli, yuvarlak basli, armut basli, kopuk bas, dev basli,
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gelismemis bas, kiiciikbasl, kiirek sekilli bas, mizrak sekilli bag (S6nmez, 2016).

Orta Boliime Ait Bozukluklar

Protoplazmik damlacik, boyun kirilmasi, boyun kopmasi, kisa boyun, ince
boyun, uzun boyun, katlanmis boyun, deforme boyun olarak degerlendirilir (Shahani
etal., 2010).

Baglant1 bozukluklar1 ise Abaxial, para axial, retroaxial baglanmalar olarak
degerlendirilir (Chenoweth, 2005; Shahani et al., 2010).

Kuyruga ait bozukluklar

Kivrilmis kuyruk, kirilmis kuyruk, fibrinli kuyruk, kendi etrafina sarilmis
kuyruk, bassiz kuyruk, basa sarilmis kuyruk (Hafez, 1993).

Yapisal Anomaliler

Tek bas- ¢ift kuyruk, ¢ift bas- tek kuyruk, ¢ift bas, ti¢ kuyruk, tek bas-li¢ kuyruk,
cift bas- ¢ift kuyruk olarak degerlendirilir (Sonmez, 2016).

1.1.5.4. Spermatozoon Plazma Membran Biitiinliigii

Spermatozoonlarin bulunduklar1 ortamdaki madde alisverisinin saglanmasi,
kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve fertilizasyon sirasinda oosit membranina
tutunabilmesi i¢in saglam bir plazma membranina ihtiya¢ bulunmaktadir (Topfer-
Petersen ve ark. 1990).

Plazma membrani, spermatozoonda hiicre i¢i bilesenleri bir arada tutar ve yar1
gecirgen Ozelligi ile iyon ve diger ¢oziiniir bilesenlerin kimyasal gradyanini korur.
Spesifik plazma membran proteinleri, glukoz ve fruktozun hiicre dis1 ortamdan
spermatozoon i¢ine taginmasini kolaylastirir (Burant and Davidson, 1994; Schiirmann
etal., 2002).

Spermatozoon plazma membrani iglevsel olarak saglam degilse, spermatozoon
bozulmusg/6lii spermatozoon olarak kabul edilir ve fertilizasyon yetenegine sahip
degildir (Kusakabe and Kamiguchi, 2004).

Spermatozoa membran islevselligini test etmenin alternatif bir yolu, onlar
hipoozmotik bir ortama maruz birakmaktir (Jeyendran and Graham 1980).
Spermatozoon plazma membraninin hipoozmotik ortama maruz birakilmasi halinde
ozmotik basinglar esitleninceye kadar hiicre i¢ine su girmektedir. Bu su girisinden
dolay1 hiicrenin hacmi ve hiicre zart hacmen biiyiir ve bunun sonucunda plazma
membraninda siglikler olusur (Nur ve Soylu, 2003). Spermatozoon kuyrugunun fibril
kismint kaplayan hiicre zari, bas kismina gore daha gevsektir. Bu nedenden dolay1

kuyruk kismi diger bolgelere gore daha bariz sekilde siser. Kivrilma plazma
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membraninin sismesinden ileri gelir. Diisiik ozmotik basinca sahip ortamlarda,
kimyasal ve fiziksel yonden saglam spermatozoonun kuyruk kisminda sismeler
olusurken, saglam membrana sahip olmayan spermatoozoonda bu reaksiyonlar
goriilmez (Nur ve Soylu, 2003).

Bu tez calismasinda dondurulmus ve ¢Ozdiiriilmiis sperma muayenesinde
kullanilan ve tercih edilen iki farkli ¢oziim sicakliginin kullanilabilirligi, gegerliligi ve
dogruluklar1 hakkinda degerlendirmeler yapilarak sahada yasanabilecek c¢esitli
nedenlere bagli olarak farkli sicakliklarda ¢ozdiiriilen spermalarda, ¢6ziim sonrasi
farkli stirelerde bekletilen spermalardan elde edilecek bulgular ile en ideal ¢oziim
sicakliginin  belirlenmesi ve ¢ozdirildikten sonra +4°C’de spermatolojik
parametrelerin  hangi silirelerde devamlilifinin  saglanacaginin  belirlenmesi

amagclanmustir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda, ayni bogadan ayni tarihlerde toplanan ve ticari bir firmadan
aliman 0,25 mL hacimli payetlerde dondurularak ayni kosullarda saklanan donmus
boga spermalarindan (Boga adi: WILDMAN, Boga irki: Simental, Dondurulma
Tarihi:12.03.2012) toplamda 20 adet payet calisma materyalini olusturmaktadar.

2.2. Deney Gruplarmmin Olusturulmasi

Bu ¢alisma i¢in iki farkli grup olusturulmustur.

Bir grupta 10 adet payet 37°C’de 30 saniye ve diger grupta 10 adet payet
70°C’de 5-6 saniye su banyosunda ¢ozdiiriildiikten sonra 0.saatte ve ardindan 4°C’ye
kaldirildiktan sonra 3., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde spermatolojik muayeneleri yapildi
ve iki farkli ¢ézdiirme sicaklig birbiriyle karsilastirildi.

2.3. Spermatolojik Muayeneler

2.3.1. Spermanin Cozdiiriilmesi

S1v1 azot igerisinde (-196°C’de) saklanan ve dondurulmus boga spermalari
iceren payetler, ayni laboratuvar kosullarinda 6nceden hazirlanmis olan 37°C’lik su

banyosunda 30 saniye ve 70°C’lik su banyosunda 5-6 saniye ¢ozdiiriildi (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Spermanin su banyosunda ¢ozdiiriilmesi
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2.3.2. Spermatozoa Motilitesi

Spermatozoa motilitesi, progresif motilite ve kinematik parametreler,
Bilgisayarli Sperm Analiz Sistemi (CASA) (Sperm Class Analyzer® (SCA), Version
6.3.0.59, Microptic, Barcelona, Spain) ile degerlendirildi. Isitma tablali faz-kontrast
mikroskop tlizerine konulan lama 0,7 pl sperma numunesinden konularak 10x
biiyiitmedeki mikroskop altinda en az bes farkli alanda sistematik okutmalar yapilarak
spermatozoa motilitesi, progresif motilite ve kinematik parametreler degerlendirildi.
Bu stirecte yaklasik 500 adet spermatozoon analiz edilmistir. CASA sistemi lizerinden

tiim veriler alinarak yiizde (%) olarak kaydedildi (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. CASA ile spermatozoa total motilitesi, progresif motilite ve kinematik
parametrelerin belirlenmesi

2.3.3. Spermatozoon Plazma Membran Biitiinliigii Tespiti

Spermatozoon plazma membran biitiinliiglinilin tespiti i¢in HOS testi kullanild:
(Mansour, 2009; Giindogan vd., 2010). 37°C derecede bulunan HOST soliisyonundan
1 ml alinarak eppendorf tiip i¢erisine konuldu. HOST soliisyonunun (fruktoz (0,05 M)
+ sodyum sitrat (0,023 M, osmolarite: 100 mOsm/kg) 100 ml distile su igerisinde
hazirlandi, iizerine ise sperma numunesinden 10 pl eklendikten sonra karisim 37°C
derecede bulunan inkiibatorde 30 dakika inkubasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan lam {izerine karisimdan 10 pl damlatilarak froti ¢ekildi. Lam 45 derecelik bir
acida kurumaya birakildi ve ardindan 40x objektifte 200 spermatozoon sayildi. HOS-
pozitif sperm yiizdesi, bas kismi sismis ve kivrik kuyruklu spermatozoa oranlarina

gore hesaplandi (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. HOS testi, Spermatozoon Plazma Membran Biitiinligii Tespiti

2.3.4. Spermatozoa Morfolojisi

Spermatozoonlarin morfolojisi Spermac® (Stain Enterprises, Wellington,
Gliney Afrika) boya ile degerlendirildi. Sperma numunesinden 10 pl alinarak 6zel lam
tizerine froti ¢ekildi ve 45 derecelik bir agida kurutmaya birakildi. Smearlar, spermac
boyama prosediiriine uygun olarak boyandi ve 200 spermatozoa, Axner ve ark. (1999)
tarafindan agiklanan yonteme gore 151k mikroskobu altinda degerlendirildi (Shafer-

Somi ve Holzmann, 2000) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Spermac Boyama ile Spermatozoon Morfoloji Degerlendirme
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2.3.5. Spermatozoa Canlihigi Orani

Payetler 37°C ve 70°C’lerde c¢ozdiiriilen payetlerdeki spermalarda Eozin
boyama yontemiyle (%3’liikk sodyum sitrat iginde %?2’lik olarak hazirlanan Eosin
soliisyonu) 6lii/canli spermatozoa oranlari yiizde olarak belirlendi. Bir damla sperma,
iki damla Eosin ile karistiritlip bir lam {izerine froti ¢ekildi. 15 saniye boyunca
kurumaya birakilan slaytlar mikroskopta 20X biiyiitme ile 400 spermatozoon sayildi
ve boya almayan spermatozoonlar, boya alanlara (6li olanlar) oranlanarak yiizde
olarak belirlendi (Tekin,1994) (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Eosin Boyamayla Spermatozoa Canlilig1 Analizi

2.3.6. Istatistiksel Analiz

Proje caligmasinda olgiilecek olan parametrelerin grup i¢i ve gruplar arasi
degerlerin Ozetlenmesi amaciyla tanitici istatistikleri hesaplandi. Total motilite,
progresif motilite, kinematik parametreler ve HOST i¢in normal dagilima uygunluk
testi yapildiktan sonra tek yonlii varyans analizi uygulandi. Ortalamalar arasi farkin
o6nemli bulundugu durumlarda DUNCAN Coklu Karsilastirma Testi uygulanarak
ortalamalar aras1 farklar belirlendi. Bas, akrozom, kuyruk ve toplam anormal
spermatozoa orani gibi sayilarak elde edilen gozlem degerleri icin Poisson ve Binom
dagilisina uygunluk testi yapildiktan sonra, Genellestirilmis Dogrusal Modeller
yontemine gore logaritmik baglanti fonksiyonu kullanilarak analiz edildi. Ortalamalar
arasi farklarin 6nemli bulundugu durumlarda grup ortalamalar: arasindaki farkliliklar
t oran testi ile belirlendi (Moore ve McCabe 1993). Istatistik analizler ve tanitici

istatistikler SAS (2009) istatistik paket programi kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Ayni bogadan ayni tarihlerde toplanan ve ticari bir firmadan alinan 0,25 mL
hacimli payetlerde dondurularak ayni1 kosullarda saklanan donmus boga
spermalarindan iki ayr1 grupta (37°C’de 30 saniye ve 70°C’de 5-6 saniye su
banyosunda) ¢ozdiiriilen spermalarda 0, 3, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde spermatolojik
muayeneler yapildi ve iki farkli ¢d6zdiirme sicakligi birbiriyle karsilastirildi.
Arastirmada total spermatozoa motilitesi (%), progresif motilite (%), kinematik
parametrelerden VCL (um/s), VAP (um/s), VSL (um/s), STR (%), LIN (%), WOB
(%), ALH (um), BCF (Hz)parametreleri, spermatozoon membran biitiinliigii (%),
spermatozoa morfolojisi (%), spermatozoa canlilig1 orani (%) degerlendirildi. Her iki
gruba ait, total spermatozoa motilitesi (%), progresif motilite (%), spermatozoon
membran bitiinligl (%), spermatozoa canliligi oranmi (%) degerleri tablo 3.1. de
gosterildi.

Total motilite degerleri bakimindan; 0, 12 saat, 24 saat ve 48 saat siire ile yapilan
karsilastirmalarda 37 °C ve 70 °C sicaklikta yapilan 6lg¢timlerde anlamli farklilik
meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). 48 saat sonra yapilan 6l¢iimlerde 70°C’de
¢ozdiiriilen spermanin TM degeri daha yiiksek iken; 0, 12 saat ve24. saat siirede
yapilan Olgiimlerde 37 °C sicaklikta ¢ozdiiriilen spermanin TM degerleri daha
yiiksektir. Buna karsilik 3. saat ve 6. saatte yapilan 6l¢iimlerde 37°C ve 70°C sicaklikta
yapilan dlgtimlerde farkliliklar meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica 37 °C ve 70 °C’de ¢ozdiiriilen spermalarda yapilan 6l¢iimlerde ayri ayri
TM bakimindan fark meydana geldigi belirlenmistir. 37 °C sicaklikta 0. saat 3. saate
gore, 3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. ve 24. saate gore, 12. ve 24. saat ise 48. saate
gore daha yiiksek TM degerine sahiptir. Benzer sekilde 70°C sicaklikta 0. saat 3. saate
gore, 3. saat 6. saate gore, 6. saat 12 ve 24. saate gore, 12 ve 24. saat ise 48. saate gore
daha yiiksek TM degerine sahiptir. Buna gore test siiresi arttik¢a sperm hiicrelerinin
toplam motilite diizeylerinin azaldig1 sdylenebilir.

Progresif motilite (PM) puanlar1 bakimindan 0. saat, 3.saat, 24. saat ve 48. saat
stire ile yapilan karsilastirmalarda 37 °C ve 70 °C sicaklikta yapilan 6l¢timlerde anlamli
farklilik meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05). 6. saat ve 12. saat siirede yapilan
Olgimlerde 37°C sicaklikta ¢ozdiiriilen spermalarin PM degerleri 70 °C sicaklikta
olanlara gore daha yiiksektir.

Ayrica 37 °C ve 70 °C’de ¢06zdiiriilen spermalarin muayenesinde ayr1 ayr1 PM
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bakimindan fark meydana geldigi belirlenmistir. 37 °C sicaklikta 0, 3 ve 6. saate gore,
3 ve 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat ise 48. saate gore daha
yiiksek PM degerine sahiptir. Benzer sekilde 70°C sicaklikta 0, 3 ve 6. saate gore, 3 ve
6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat ise 48. saate gore daha yiiksek
PM degerine sahiptir.

Tablo 3.1. Cozdiirme Sonrasi Farkli Siirelerdeki Spermatolojik Parametre Degerleri (ortalama
+ standart hata)

0. saat 3. saat 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat
P
Sicakhk B B B B B -
Parametre X +Sg X +Sg X £Sg¢ X £Sg¢ X +Sg X xSy
(°C)
™ 37 84.68+2.35% | 71.91£2.59° | 68.43+£2.78" | 61.78+£2.98° | 62.91+3.47* | 38.96+4.09 | <0.001
(%) b d f
70 76.16+2.29 | 70.28+1.38" | 63.31+1.35° | 53.46+1.99¢ | 48.01+0.91° | 39.37+0.757 | <0.001
P 0,0183 0,5853 0,1159 0,0325 0,0006 0,9231
PM 37 58.83+3.35% | 47.02+3.26° | 48.06+2.89° | 42.94+2.47° | 30.58+5.05° | 23.38+3.08° | <0.001
(%) b 4 d
70 58.98+3.532 | 51.59+1.28" | 36.94+2.08° | 32.81+2.27% | 29.59+2.26% | 23.58+2.64° | <0.001
P 0,9764 0,2095 0,0059 0,0075 0,8597 0,9613
HOST 37 75.70+1.54% | 70.10£0.87° | 68.00+1.34° | 62.70+£1.77° | 58.60+1.41° | 49.50+2.09¢ | <0.001
(%)
70 66.10+1.70* | 60.50+1.39° | 59.70+1.82° | 60.40+0.80° | 53.40+1.23° | 41.90+0.76° | <0.001
P 0,0006 <0,0001 0,0018 0,2537 0,0126 0,0031
Canlilik 37 72.60£1.132 | 66.60+2.20° | 65.80+2.24° | 63.20+£1.40* | 59.20+0.98° | 47.70+2.22¢ | <0.001
aniun
(%) b d d
70 75.60+0.99% | 68.80+1.45° | 63.20+0.86° | 59.50+£0.90¢ | 58.50+1.06° | 47.40+1.90° <0.001
P 0,0622 0,4158 0,2951 0,0402 0,6359 0,9196

a, b, c,d,e,f: Aym satirda degisik harfleri tasiyan degerler aras1 fark 6nemlidir.
TM: Total motilite, PM: Progressiv motilite, HOST: Hipoosmotik sisme testi
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Hipoosmotik sigsme testi (HOST) degerleri bakimindan; O, 3 saat, 6 saat, 24 saat
ve 48 saat siire ile yapilan karsilastirmalarda 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan
Olctimlerde anlamli farklilk meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). Yapilan
ol¢timlerde O, 3 saat, 6 saat, 24 saat ve 48 saat siire ile yapilan karsilastirmalarda 37°C
sicaklikta yapilan HOST degerleri 70°C yapilanlara gore daha yiiksektir. Buna karsilik
12 saat stireli 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan olgimlerde farkliliklar meydana
gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan 6l¢iimlerde ayr1 ayrt HOST bakimindan
fark meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 0. saat 3. saate gore, 3. saat 6.
saate goOre, 6. saat 12. saate gore, 24. saat ise 48. saate gore daha yiiksek HOST
degerine sahiptir. Benzer sekilde 70°C sicaklikta 0, 3, 6, 12. saate gore, 3, 6, 12. saat
24. saate gore, 24. saat ise 48. saate gore daha yiiksek HOST degerine sahiptir.

Canlilik degerleri bakimindan; 0, 3 saat, 6 saat, 24 saat ve 48. saat siire ile yapilan
kargilagtirmalarda 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Ol¢iimlerde anlamli farklilik
meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05). Buna karsilik 12. saatte yapilan
degerlendirmede 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan 6lgiimlerde farkliliklar meydana
geldigi belirlenmistir (p<,05). Yapilan 6l¢iimlerde 12. saatte 37°C sicaklikta yapilan
olgtimle 70°C’de yapilanlara gore sperma hiicresi canliligi daha ytiksektir.

Ayrica 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan dlgiimlerde ayri ayri canlilik bakimidan
fark meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). 37°C sicaklikta 0. saat 3. ve 6. saate gore,
3 ve 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat ise 48. saate gore daha
yiiksek canlilik degerine sahiptir. Benzer sekilde 70°C sicaklikta 0. saat 3. saat 6. saate
gore, 6. saat 12 ve 24. saate gore, 12 ve 24. saat ise 48. saate gore daha yliksek canlilik
degerine sahiptir.

Bulgular genel olarak degerlendirildiginde 70°C’de ¢ozdiiriilen spermalarin
Total motilite, Progresif motilite, Hipoosmotik sisme testi ve canlilik degerlerinin daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Ayrica bekleme siiresi arttikca genel olarak Total
motilite, Progresif motilite, Hipoosmotik sisme testi ve canlilik degerlerinde azalma
meydana geldigi belirlenmistir.

Gruplara ait spermatozoa morfolojisi degerlendirmesinde elde edilen anormal

spermatozoa oranlari tablo 3.2. de verilmistir.
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Tablo 3.2. Cozdiirme Sonrasi Farkli Stirelerdeki Anormal Spermatozoa Parametre Degerlerinin Karsilagtirmasi

Anormal
Spermatozoa
Oram (%)

0 3 6 12 24 48
Parametre S'E{f‘é‘;lk X+S, X+S, X +S, X +S, X+S, X+S, P
37 1.10+0.234 1.40+0.16% 2.00+0.25b 2.50+0.228 2.30+0.212 2.70+0.212 <0.001
& 70 0.30+0.15f 1.00+0.21¢ 1.70+0.214 2.80+0.20¢ 3.40+0.16° 4.10+£0.172 <0.001
P 0,0102 0,1510 0,3823 0,3306 0,0007 <0,0001
37 5.00+0.44¢ 6.10£0.31b¢ 6.70+0.36° 8.30+0.362 8.90+0.642 9.70+0.762 <0.001
Bas 70 5.90+0.40¢ 7.40+0.304 8.00+0.36% 8.90+0.23¢ 10.00+0.29P 12.00+0.292 <0.001
P 0,1539 0,0083 0,0217 0,1843 0,1368 0,0115
37 2.80+0.38¢ 3.70+0.30% 4.10+0.23¢ 5.20+0.24° 5.40+0.30° 6.60+0.452 <0.001
Orta Kisim
70 3.30+0.30¢ 4.10+0.234 5.00+0.42°¢ 6.40+0.37° 7.20+0.20° 9.10+0.232 <0.001
P 0,3220 0,3065 0,0782 0,0152 0,0001 0,0001
37 6.30+£0.51¢ 7.70+0.44% 8.30+0.66° 11.30+0.62° 12.10+0.622 13.60+0.472 <0.001
Kuyruk 70 5.30+0.55¢ 8.20+0.48¢ 8.90+0.27¢ 10.20+0.32¢ 11.40+0.33b 13.70+0.362 <0.001
P 0,2057 0,4613 0,4173 0,1753 0,3369 0,8697
Toplam 37 15.20+1.07¢ 18.90+0.56° 21.10+£0.91¢ 27.20+0.85° 28.70+1.06° 32.60+1.402 <0.001
70 14.80+0.82f 20.70+0.78¢ 23.60+0.90¢ 28.30+0.51°¢ 32.00+0.59P 38.90+0.702 <0.001
P 0,7479 0,0805 0,0681 0,2850 0,0145 0,0008

(ortalama + standart hata)
a, b, c,d,e,f: Aymi satirda degisik harfleri tagiyan degerler arasi fark 6nemlidir.

24




Cozdiirme sonrast farkli siirelerdeki anormal spermatozoa parametre
degerlerinin karsilastirmast sonucunda asagidaki bulgulara ulagilmistir.

Akrozom kismindaki anomali degerleri bakimindan; 0. saat, 24. saat ve 48. saat
stire ile yapilan karsilastirmalarda 37°C ve 70°C’de ¢ozdiiriilen spermatolojik
muayenede anlamli farkliik meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). 0. Saat
olgtimlerinde 37°C sicakliktaki Akrozom 70°C sicakliktakine gore daha fazla iken, 12
ve 24. saat siirede yapilan analizde 70°C’de, 37°C sicaklikta yapilanlara gére Akrozom
degerleri daha yiiksektir. Buna karsilik 3.saat, 6. saat ve 12. saat siireli yapilan
Olgiimlerde 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Olgiimlerde farkliliklar meydana
gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica 37°C ve 70°C sicaklikta ¢ozdiiriilen spermalarda ayri ayr1 Akrozom
degerleri bakimindan fark meydana geldigi belirlenmistir. 37°C’de 0. saat 3. saate
gore, 3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat ise 48.
saate gore daha dusiik Akrozom degerine sahiptir. Benzer sekilde 70°C sicaklikta 0.
saat 3. saate gore, 3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore,
24. saat ise 48. saate gore daha diisiikk Akrozom degerine sahiptir.

Bas kismindaki anomali degerleri bakimindan 3. saat, 6. saat ve 48. saat siire ile
yapilan karsilagtirmalarda 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan analizlerde anlamli farklilik
meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). Olgiimlere iliskin degerler incelendiginde
70°C sicaklikta yapilan olgtimlerin 37°C sicaklikta yapilanlara gore anormal bas
degerleri daha yiiksektir. Buna karsilik 0. saat, 12. saat ve 24. saat siireli 37°C ve 70°C
sicaklikta yapilan 6l¢iimlerde farkliliklar meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Olgiimlerde ayri ayri bas degerleri
bakimindan fark meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 0. saat 3. saate gore,
3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat ise 48. saate
gore daha diisiik bas degerine sahiptir. Benzer sekilde 70°C sicaklikta 0. saat 3. saate
gore, 3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat ise 48.
saate gore daha diigiik bas degerine sahiptir. Buna gore test siiresi arttik¢a bas
degerlerinin arttig1 sdylenebilir.

Orta kisimdaki anomali degerleri bakimindan 12. saat, 24. saat ve 48. saat siire
ile yapilan karsilagtirmalarda 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan olgiimlerde anlamli
farkliik meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). Olgiimlere iliskin degerler
incelendiginde 70°C sicaklikta yapilan 6lgtimlerin 37°C sicaklikta yapilanlara gore

orta kisim degerleri daha yiiksektir. Buna karsilik 0., 3. ve 6. saat siireli 37°C ve 70°C
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sicaklikta yapilan 6l¢iimlerde farkliliklar meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Olgiimlerde orta kisim degerleri
bakimindan fark meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 0. saat 3. saate gore,
3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat ise 48. saate
gore daha diisiik orta kisim degerine sahiptir. Benzer sekilde 70°C sicaklikta 0. saat 3.
saate gore, 3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat
ise 48. saate gore daha diisiik orta kisim degerine sahiptir.

Kuyruk kismindaki anomali degerleri bakimindan 0. saat, 3. saat, 6. saat, 12.
saat, 24. saat ve 48. saat siire ile yapilan karsilastirmalarda 37°C ve 70°C sicaklikta
yapilan ol¢iimlerde anlamli farklilik meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Buna karsilik 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Olgiimlerde kuyruk degerleri
bakimindan fark meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 0. saat 3. saate gore,
3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat ise 48. saate
gore daha diisiik kuyruk degerine sahiptir. Benzer sekilde 70°C sicaklikta 0. saat 3.
saate gore, 3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat
ise 48. saate gore daha diisiik kuyruk degerine sahiptir.

Toplam anomali bakimindan 24. saat ve 48. saat siire ile yapilan
kargilagtirmalarda 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Ol¢iimlerde anlamli farklilik
meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). Olgiimlere iliskin puanlar incelendiginde 70°C
sicaklikta yapilan 6l¢iimlerin 37°C sicaklikta yapilanlara gore toplam puanlarinin daha
yiiksek oldugu gortilmiistiir. Buna karsilik 0., 3., 6. saat ve 12. saat siireli 37°C ve 70°C
sicaklikta yapilan 6l¢timlerde farkliliklar meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan dlgtimlerde toplam anomali degerleri
bakimindan fark meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 0. saat 3. saate gore,
3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore, 24. saat ise 48. saate
gore daha diisiik toplam anomali degerine sahiptir. Benzer sekilde 70°C sicaklikta O.
saat 3. saate gore, 3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore, 12. saat 24. saate gore,
24. saat ise 48. saate gore daha diisiik toplam puan degerine sahiptir.

Bulgular genel olarak degerlendirildiginde 70°C sicaklikta anormal spermatozoa
parametre degerlerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica test siiresi arttik¢a
genel olarak anormal spermatozoa parametre degerlerinde artis meydana geldigi
belirlenmistir.

Cozdiirme sonrasi her iki grupta belirlenen kinematik parametreler tablo 3.3.’te

sunulmustur.
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Tablo 3.3. Cozdiirme Sonrasi Farkli Sitirelerdeki Kinematik Parametre Degerleri

0. saat 3 6 12 24 48
Parametre Slffcl:()hk X +Sg X £Sy X +Sy X +Sg X +Sg X +Sg P
VCL 37 90.51+3.87° 99.30+8.84V 165.4146.822 168.423.70° 60.27+6.89°¢ 104.55+9.92° | <0.0001
(nm’s) 70 161.61+14.63? 103.27+10.30° 72.63+3.129 145.32+4.68% 72.46+5.38¢ 134.96+7.47° | <0.0001
P 0,0002 0,7732 <0,0001 0,0011 0,1801 0,0248
VAP 37 68.84+3.64 67.25+3.58 85.52+3.922 81.4842.132 34.90+4.18¢ 53.06+3.96¢ <0.0001
(nm/s) 70 92.11+6.482 69.72+4.39 42.64+2.61° 66.03+2.17° 44.98+4.68° 64.07+3.820 <0.0001
P 0,0058 0,6690 <0,0001 0,0003 0,1263 0,0612
VSL 37 56.8243.29% 54.05+2.75 65.99+3.932 60.57+2.20% 26.76+3.659 40.16+3.24¢ <0.0001
(nm/s) 70 77.05+5.532 56.96+3.87 33.7342.45¢ 45.33+2.70bcd 35.72+4.58¢ 47.34+4.78* | <0.0001
P 0,0057 0,5489 <0,0001 0,0004 0,1339 0,2305
STR 37 73.10+1.35% 74.77+1.90° 69.75+1.16%¢ 68.15+1.05b 65.79+2.66° 67.60+2.36b 0.009
Kinematik (%) 70 76.40+1.892 72.75+1.49% 69.51+1.88 64.45+1.29¢ 69.032.20% 68.34+3.235 0.0052
Parametreler P 0,1740 0,4142 0,9154 0,0397 0,3605 0,8549
LIN 37 55.2542.15% 54.78+4.662 37.97+1.40% 32.1442.87° 41.19+3.28b 35.76+1.36 | <0.0001
(%) 70 45.90+1.65% 50.89+1.832 43.9342.07° 31.56+0.87¢ 44.56+2.76" 34.93+£2.26° <0.0001
P 0,0029 0,4480 0,0286 0,8495 0,4413 0,7585
WOB 37 71.612.002 70.22+4.712 52.33+1.23b 49.49+0.70° 58.09+2.65 51.09+0.85" | <0.0001
(%) 70 57.85+1.69° 66.45+2.282 60.04+1.60° 47.16+0.76° 60.56+2.61° 49.80+1.03¢ <0.0001
P <0,0001 0,4816 0,0013 0,0392 0,5164 0,3510
ALH 37 2.960.14% 2.73+0.22¢ 3.79+0.14% 4.10£0.112 2.67+0.26¢ 3.310.15% <0.0001
(nm) 70 3.60+0.18% 3.1420.14% 3.15+0.09% 3.95+0.082 2.99+0.21° 3.45+0.16 0.0004
P 0,0133 0,139 0,0015 0,3233 0,3677 0,5504
BCF 37 7.24+0.23¢ 12.6642.51b 25.83+1.807 21.800.90? 6.03+0.60° 16.20+2.63b <0.0001
(Hz) 70 24 4443.168 11.94+2.95P 6.71+0.30° 20.21+0.70° 6.89+0.410 23.02+1.69° <0.0001
P <0,0001 0,8483 <0,0001 0,1813 0,2576 0,0431

(ortalama + standart hata).
a, b, c,d: Ayni satirda degisik harfleri tagiyan degerler aras1 fark dnemlidir.

VCL: Egrisel hiz, VAP: Ortalama yol hizi, VSL: Dogrusal hiz, STR: Diiz ilerleyis (VSL/VAP x 100),LIN: Dogrusallik (VSL/VCL x 100), WOB: Yalpalama (VAP / VCL x 100),
ALH: Yanal kafa deplasmani genisligi, BCF: Capraz frekans ritmi
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Cozdiirme sonras1 farkli siirelerdeki Kinematik Parametre degerlerinin
karsilastirmasi sonucunda asagidaki bulgulara ulagilmistir.

VCL degerleri bakimindan; 0. saat, 6. saat, 12. saat ve 48. saat siire ile yapilan
karsilagtirmalarda 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Ol¢iimlerde anlamli farklilik
meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). VCL 6l¢timlerinde 37°C sicakliktaki degerleri
6 ve 12. saatlerde daha fazla iken, 0. saat ve 48. saat siirede 70°C sicaklikta yapilan
Olgtimlerin 37°C sicaklikta yapilanlara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna
karsilik 3. saat ve 24. saat siireli yapilan 6lgtimlerde 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan
Ol¢timlerde farkliliklar meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan olgiimlerde ayri ayri VCL bakimindan
fark meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 0. saat 3. saate gore, 3. saat 6.
saate gore, 6. saat 12. saate gore daha diisilk VCL degerine sahip iken; 24. saat ve 48.
saat olanlarin VCL degerlerinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde 70°C
sicaklikta 0. saat 3. saate gore, 3. saat 6. saate gore, 6. saat 12. saate gore daha yiiksek
VCL degerine sahip iken; 12. ve 48. saat olanlarin 6. ve 24. saat olanlara gére VCL
degerleri daha yiiksektir.

VAP degerleri bakimindan; 0. saat, 6. saat ve 12. saat saat siire ile yapilan
kargilagtirmalarda 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Ol¢iimlerde anlamli farklilik
meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). VAP O0lgiimlerinde 0. saat degerleri
bakimindan 37°C sicakliktaki 6l¢imlerin 70°C sicaklikta yapilan dl¢iimlere gore daha
yiksek oldugu, 6. ve 12. saatte yapilan Olgiimlerde ise 70°C sicaklikta yapilan
olgtimlerin 37°C sicakliktaki 6lgiimlere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna
karsilik 3.saat, 24. saat ve 48. saat 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Olgiimlerde
farkliliklar meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan dlgimlerde ayri ayr1t VAP degerlerinde
fark meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 6. ve 12. saat olanlar 0. saat, 3.
saat, 24. saat ve 48. saate gore daha yiiksek VAP degerine sahiptir. Benzer sekilde
70°C sicaklikta 0. saat degerleri diger saatlere gore daha yiiksek, 6. ve 24. saat olanlar
digerlerine gore daha diisiiktiir.

VSL degerleri bakimindan 12. saat, 24. saat ve 48. saat siire ile yapilan
kargilagtirmalarda 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan oOl¢iimlerde anlamli farklilik
meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). VSL degerlerinde 0. saat degerleri bakimindan
70°C sicakliktaki Olgiimlerin 37°C sicaklikta yapilan Olgiimlere gore daha yiiksek
oldugu, 6. ve 12.saatte yapilan 6l¢timlerde ise 37°C sicaklikta yapilan dlgtimlerin 70°C
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sicakliktaki Ol¢limlere gore daha yliksek oldugu belirlenmistir. Buna karsilik 3.saat,
24. saat ve 48. saat 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan 6l¢timlerde farkliliklar meydana
gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica VSL degerlerinde 37°C sicaklikta 24. saatte yapilan Olgiimlerin
digerlerine gore daha diisiik oldugu, 6. ve 12. saatte yapilan dl¢iimlerin ise digerlerine
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde VSL Ol¢iimlerinde 70°C
sicaklikta 24. saatte yapilan dlgiimlerin digerlerine gore daha diisiik oldugu, 0. saatte
yapilan Ol¢iimlerin ise digerlerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

STR degerleri bakimindan 12. saat siire ile yapilan karsilagtirmalarda 37°C ve
70°C sicaklikta yapilan dlgiimlerde anlamli farklilik meydana geldigi belirlenmistir
(p<,05). STR olgiim degerleri bakimindan 37°C sicakliktaki olgimlerin  70°C
sicaklikta yapilan 6l¢iimlere gore daha yliksek belirlenmistir. Buna karsilik 0. saat,
3.saat, 6. saat, 24. saat ve 48. saat 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan olgtimlerde
farkliliklar meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica STR 6lgtimlerinde 37°C sicaklikta 0. saat ve 3saatte yapilan 6lgtimlerin
digerlerine gore daha yiiksek oldugu, belirlenmistir. Benzer sekilde STR 6l¢iimlerinde
70°C sicaklikta 0. saat ve 3.saatte yapilan 6lgtimlerin digerlerine gore daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.

LIN degerleri bakimindan 0. saat ve 6. saat siire 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan
Ol¢iimlerde anlamli farklilhlk meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). LIN o6l¢ciim
degerleri bakimmdan 37°C sicaklikta 0. saat, 70°C sicaklikta ise 6. saatte yapilan
Olctimlerin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna karsilik 3.saat, 12. saat, 24. saat
ve 48. saat 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan 6lgiimlerde farkliliklar meydana gelmedigi
belirlenmigtir (p>,05).

Ayrica LIN olgiimlerinde 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Olgiimlerde fark
meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 0. saat ve 3. saatte yapilan dlgtimlerin
digerlerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde LIN 6l¢iimlerinde
70°C sicaklikta 12. ve 48. saatte yapilan 6lgiimlerin digerlerine gore daha diisiik oldugu
belirlenmistir.

WOB degerleri bakimindan 0. saat, 6. saat ve 12. saat siire 37°C ve 70°C
sicaklikta yapilan dl¢timlerde anlamli farklilik meydana geldigi belirlenmistir (p<,05).
WOB 6l¢iim degerleri bakimindan 37°C sicaklikta 0. saat ve 12. saat, 70°C sicaklikta
ise 6. saatte yapilan 6l¢iimlerin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Buna karsilik 3.saat, 24. saat ve 48. saat 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan 6lgtimlerde
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farkliliklar meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica WOB o6l¢gtimlerinde 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan olglimlerde fark
meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 0. saat ve 3.saatte yapilan dlglimlerin
digerlerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde LIN 6l¢timlerinde
70°C sicaklikta 0. saat, 3.saat ve 6. saatte yapilan Olgiimlerin digerlerine gore daha
yiiksek oldugu belirlenmistir.

ALH degerleri bakimindan 0. saat ve 6. saat siire 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan
Olctimlerde anlamli farklililk meydana geldigi belirlenmistir (p<,05). ALH 06lgiim
degerleri bakimmdan 37°C sicaklikta 0. saat, 70°C sicaklikta ise 6. saatte yapilan
Olciimlerin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna karsilik 3.saat, 12. saat, 24. saat
ve 48. saat 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan 6l¢iimlerde farkliliklar meydana gelmedigi
belirlenmistir (p>,05).

Ayrica ALH olgtimlerinde 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan dlgtimlerde fark
meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 6. ve 12. saatte yapilan dlgtimlerin
digerlerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde ALH 6l¢timlerinde
70°C sicaklikta 0. saat, 12.saat ve 48. saatte yapilan ol¢timlerin digerlerine gore daha
yiiksek oldugu belirlenmistir.

BCF degerleri bakimindan 0. saat, 6. saat ve 48. saat siire 37°C ve 70°C
sicaklikta yapilan 6l¢iimlerde anlamli farklilik meydana geldigi belirlenmistir (p<,05).
BCF 6l¢iim degerleri bakimindan 37°C sicaklikta 6. saatte yapilan 6lgiimlerin, 70°C
sicaklikta ise 0. saat ve 48. saatte yapilan Olglimlerin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Buna karsilik 3. saat, 12. saat ve 24. saat 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan
Ol¢timlerde farkliliklar meydana gelmedigi belirlenmistir (p>,05).

Ayrica BCF o6lgiimlerinde 37°C ve 70°C sicaklikta yapilan Slgiimlerde fark
meydana geldigi belirlenmistir. 37°C sicaklikta 6. ve 12. saatte yapilan dlgimlerin
digerlerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde BCF 6l¢iimlerinde
70°C sicaklikta O. saat, 12. saat ve 48. saatte yapilan 6l¢iimlerin digerlerine gore daha
yiiksek oldugu belirlenmistir.

Literatiir incelendiginde aragtirmada ulasilan bulgulara benzer sekilde aragtirma
bulgularma ulasildigi goriilmektedir. Bu kapsamda Lima-Verde ve digerleri (2022)
tarafindan yapilan arastirmada geng bogalardan alinan spermanin Bovicoll koloidi
aracilifiyla santrifiijlenmesinin, donmus spermanin suni tohumlama i¢in kabul
edilebilir olmas1 i¢in sperm Kkalitesini yeterince iyilestirip iyilestirmedigi

arastirillmistir.  Arastirmada 9 gen¢ bogadan alinan ejakiilatlar ayrilmis ve
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dondurulmadan 6nce Tek Katmanli Santrifiijleme (SLC) ile islenmistir. Cozdiirme
isleminden sonra sperma kalitesi, membran biitiinligli, mitokondriyal membran
potansiyeli, DNA biitiinliigii, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi, sperma morfolojisi ve
hareketliligi belirlenerek degerlendirilmistir. Arastirmada ¢oziilme sonrasi kaliteye
(membran biitiinligi > %40) ulasmis, diger 6rneklerde SLC ile sperm Kkalitesi
tyilestirilmis ve bunlarin %45'1 ¢6ziilme sonrasi kabul edilebilir kaliteye ulagmustir.
Geng bogalar tarafindan iiretilen ejakiilatlar, sperma kalitesinde Onemli Olgiide
farklilik gostermis, ancak bazi durumlarda, bu kalite, dondurma oOncesi kalite
standartlarina ulasmak i¢in SLC ile iyilestirilebilir olarak belirtilmistir. Serin ve Tekin
(2003) dondurulmus boga spermasinin in vitro kapasitasyonuna iliskin yaptiklari
arastirmada, inkiibasyon siiresinin ve dozun artmasi ile spermatozoonlarin
kapasitesinde artis meydana geldigi belirlenmistir.

Seleuk ve digerleri (2014) farkl sistemlerde c¢ozdiiriilen dondurulmus boga
spermasinin in vitro degerlendirmesine iligkin yaptiklar1 arastirmada, hipoosmotik
sisme testi (HOST), bas, orta, kuyruk ve toplam anormal spermatozoa bakimindan
yontemler arasinda farklilik bulunmamistir. Uygulanan yontemlerde akrozom
degerlerinde farkliliklar meydana geldigi goriilmiistir. Ayrica ayni sartlarda
dondurulan fakat kuru sistemlerde ¢ozdiiriilen sperma hiicrelerinin sulu sistemlere
gore akrozom bozukluk durumlar1 daha yiiksektir. Kuru sistemlerde 1sinin daha uzun
stire korunmasi, ¢ozdiirme sirasinda spermaya su karigma riskinin azaltilmasi gibi
ozellikler bakimindan kuru sistemler kullanilarak ¢6zdiirmenin daha avantajli oldugu
belirtilmistir.

Sonmez ve Firat (2022) CASA kullanilarak yapilan incelemelerde
spermatozoonlarin  motilitesini ve kinematik degerlerini etkileyen faktorler
arastirllmistir. Yapilan arastirma sonucunda analizlerde kullanilan sulandiricilarin
ozelligi, sulandirmada kullanilan oransal degisimler, analiz suresi ve goriintiileme
ortamin se¢ilmesi gibi degiskenlerin spermatozoonlarin motilite oranlar ile kinematik
degerlerinin belirlenmesinde etkili oldugu ifade edilmistir. CASA sistemlerinde elde
edilen degerlerin dogruluk diizeyi goriintii sayis1 ve farkli hizda kareler kullanildiginda
degisiklik gosterdigi belirtilmistir.

Demirhan (2020) farkli sicaklik ve siirelerde ¢6zdiirdiigii spermalar {izerinde
yaptigi ¢alismada 37°C’de 30 sn ¢ozdiirdiigii spermalarin motilite ve progresif motilite
sonuglarin1 67,20 + 3,20, 11,96 £+ 1,63 bulmusken, 70°C’de 6 sn sonuglarini 66,34 +
9,67, 14,16 = 3,60 olarak elde etmistir. Calismaya benzer olarak elde ettigimiz
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sonuglarda 37 °C’de 30 saniyede, 70 °C’de 6 saniyeye gore daha yiiksek motilite ve
progresif motilite degerleri elde edilmistir.

Selcuk et al (2021), yaptigi calismada 37°C’de ¢ozdiiriilen spermalarda
kinematik parametreler incelendiginde VCL (75.20 &+ 2.96), VSL (35.54 + 2.48), VAP
(51.23+3.29), STR (57.88 +2.17), LIN (38.37 £ 2.21), WOB (60.00 = 2.43) degerleri
calismamizin ayni ¢6zliim sicakligindaki 0. saatte elde edilen degerlerden daha diisiik
c¢ikmigken, yine ayni ¢alismada ALH (2.78 + 0.13) ve BCF (6.25 £ 0.35) degerleri
calismamizdan daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni olarak farkli bogaya ait
spermalarin kullanilmasi ve spermanin dondurulma ve saklanma kosullarinin etkili
oldugu diistliniilmektedir.

Yilmaz (2017), farkli sicakliklarda ¢o6ziim isleminin sperma motilitesi
tizerindeki etkisini arastirdigi ¢alismasinda sonuglarimizla uyumlu olarak 37°C’de
¢ozdirdiigli spermalarin motilite sonuglarim1  70°C’de ¢6zdiirdiiklerine oranla
(54,62+3,02° kars1 50,82+3,46) daha yiiksek bulmustur. Calismamizda 37°C’de
¢ozdiiriilen spermalar 48. Saat digsindaki tiim periyotlarda 70°C’de ¢6zdiiriilen
spermaya gore daha yliksek motilite sonuglari elde edilmistir. Elde edilen sonuglar ve
bu konuda yapilan daha 6nceki ¢alismalar géz oniine alindiginda 37 °C’de 30 saniyenin
¢Oziim i¢in optimum sicaklik ve zaman oldugu saptanmastir.

Daha hizli ¢oziilme sicakliklari, yeniden kristallesme ve hidrasyonun olumsuz
etkilerini azaltarak, ¢6zdiirme isleminin spermatozoa canliligi {izerindeki negatif
etkilerini azaltir. Farkli yillarda ¢6ziim sicakliklarinin karsilastirildigi ¢alismalarda
70°C’de yapilan ¢ozdiirme igleminin 37°C’ye kiyasla daha yiiksek canlilik oranlarinin
elde edildigi bildirilmistir (Nur ve ark., 2003; Rastegarnia ve ark., 2013).
Calisgmamizda elde edilen canlilik oranlari 70°C’de (75,60), 37°C’de (72,60) olarak
elde edilerek yapilan diger ¢aligmalarla uyumludur.

Foote (1998), spermanin ¢oziim islemleri sirasinda buz kristallerindeki
degisikliklerin neden oldugu zarar1 azaltmak, plazma membran biitiinligii, sperm
morfolojisi ve potansiyel fertilite olasiligim1 miimkiin olan en yiliksek diizeyde
korumak i¢in ¢6ziim isleminin hizli bir sekilde gerceklesmesi gerektigini belirtmistir.
Caligmamizdan elde edilen ve bu bilgiyi dogrulayan verilerimiz, 70°C'deki ¢oztimiin
37°C’deki ¢Oziime gore, anormal akrozom degerlerinde (14,80+0,28'ye Kkarsi
15,20+1,07), azalmalara yol agtigin1 gostermistir. Bununla birlikte akrozom, kuyruk
ve toplam anormal spermatozoon oran1 Esin vd. (2022)’nin yapmis olduklar1 ¢aligma

bulgulariyla paralel olacak sekilde 70°C’de 6 sn’de yapilan ¢oziimde daha disiik
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bulunmusken, plazma membran biitiinliigii, bas ve orta kistm anomaliliklerinde elde
ettikleri sonug¢ ¢alismamizla uyumlu degildir. Bu durum kullanilan sulandiricilarin
bilesimindeki farkliliklar, dondurma prosediiriindeki degisiklikler ve en Onemlisi
kullanilan sperma analiz sistemi ve manipiilasyona bagli farkliliklardan

kaynaklanabilir.
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4. SONUC

Bu c¢alismada, 37°C ve 70°C’de ¢Ozdiriilen spermalarin, spermatolojik
muayeneleri sonucunda; motilite, kinematik parametreler, canlilik oran1 ve
spermatozoon morfolojisi olarak degerlendirildiginde bekleme siirelerinin biiyiik
farklar dogurabildigi gortilmiistiir.

Calismada incelenen tiim parametreler ele alindiginda elde edilen sonuglara gore
37°C ve 70 °C’de ¢ozdiiriilen spermalarin ¢Oziim sonrasi 24. saate kadar saha
sartlarinda uygun saklama kosullar1 saglandigi takdirde suni tohumlama
uygulamalarinda kullanilabilir oldugu saptanmistir. Bununla birlikte ¢6ziim sonrasi
bekleme siiresi arttikga spermalarin motilite ve canlilik oraninin azaldigi, anormal
spermatozoon oraninin arttigt belirlenmistir.

Motil olan ve belli bir motilite degerine sahip olan spermatzooonlar basarili bir
fertilizasyon acgisindan yeterli olmayabilir. Motilitesi yiiksek olan spermatozoonlarin
morfolojik agidan normal ya da anormal olusu fertilizasyon yetenegini etkiledigi icin
spermatozoon morfolojisi 6nemli bir parametreyi olusturmaktadir. Fertil bir
spermatozoonun motil olmasit kadar morfolojik olarak da normal olmasi
gerekmektedir. Calismada da goriilmiistiir ki; motilite olarak yiiksek yiizdeye sahip
olan spermatozoonlar morfolojik olarak normal olmayabilmektedir. Bu durum
¢dzdiirme sicakligimin ve bekleme siiresinin 6nemini de ortaya koymaktadr. istatiksel
olarak da sperma ¢oziimiinden sonra bekleme siiresi arttikga spermatozoon
morfolojisinin olumsuz etkilendigi ortaya konulmustur.

Bu calisma saha sartlarinda suni tohumlama yapan uygulayicinin spermay1
cozdiirdiikten sonra bekleme siiresine Onem vermesinin gerekliligini ortaya
koymustur. Sperma ¢ozdiiriildiikten sonra bekleme siiresi arttik¢a spermatozoonlarin
fertilite  oranlart  diiser ve  tohumlamalarin  gebelikle  sonuglanmasin
engelleyebilmektedir. Spermatozoonlarin zarar gorebilecegi sartlarin dniine gecilmesi
adina dondurulmus spermanin ¢Ozdiirme asamasina azami Ozen gostermek
gerekmektedir.

Bu c¢aligma suni tohumlama uygulamalarinda kullanilan spermalarin ¢6ziim
sonras1 verimliligini artirmak amaciyla daha fazla sayida in vitro ve in vivo
aragtirmalarin yapilmasi gerekliligini ortaya koymustur. Bu veriler 1518inda yapilacak

farkli ¢alismalar ile daha kapsamli sonuglar elde edilmesi miimkiin olacaktir.
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