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OZET

Bu c¢aligmada TRIS-sitrik asit yumurta sarist (%20) temel sulandiricisina
2,5mM, 5mM metiyonin, ImM, 2mM sistein, ImM, 2mM biitil hidroksitoliien
(BHT) eklenerek sulandirilan ve dondurulan kog¢ spermasinda ¢dziim sonrast bazi
spermatolojik parametreler {izerine antioksidanlarin etkileri ve karsilastirilmasi
amagclandi. Sperma, bes bas Kivircik 1rki kogtan lireme sezonunda, elektro-ejakiilator
ile haftada iki kez alind1 ve birlestirildi. Pooling sonrasi ortalama hacim (ml),
motilite (%), yogunluk (x10°/ml), plazma membran bitiinligi (HOST, %),
akrozomal (%), diger morfolojik (%) ve toplam morfolojik (%) bozukluk oranlari
sirastyla 3,92, 84,0, 1,96, 93,8, 5,60, 0,4 ve 6,0 bulundu. Sulandirilan sperma
ornekleri bir saat icinde 5°C’a indirildi ve %6 gliserol eklendikten sonra iki saat
boyunca ekilibrasyona tabi tutuldu. Sperma, payette (0,25ml) 200x10° spermatozoon
olacak sekilde ¢ekildi ve dondurma cihaziyla dondurularak (-120 °C) analize kadar
s1v1 azotun i¢inde saklandi.

Cozdiirme sonrast motilite, HOST, akrozomal bozukluk, diger ve toplam
morfolojik bozukluk muayeneleri yapildi. Motilite ve HOST oranlari, kontrol ile tiim
antioksidan gruplar1 arasinda fark (P<0,05) ve pozitif korelasyon tespit edildi
(r=0,880). Akrozomal bozukluk oranlarinda kontrol ile 2,5mM, 5mM metiyonin ve
ImM, 2mM sistein gruplart arasinda fark saptandi (P<0,05). Ayrica metiyonin ve
sistein gruplar1 kendi dozlari arasinda da farkliydi (P<0,05). Diger morfolojik
bozukluk oranlarinda ise fark yalnizca ImM sistein ile 2mM BHT gruplar1 arasinda
tespit edildi (P<0,05). Toplam morfolojik bozukluk oranlarinda ise 1mM, 2mM BHT
ve 1mM sistein gruplar1 hari¢, kontrol ve diger deneme gruplar1 arasinda fark
goriildii (P<0,05).

Sonu¢ olarak, ko¢ sperma sulandiricisina ¢esitli dozlarda eklenen
antioksidanlarin ¢6ziim sonrast incelenen spermatolojik parametreler {izerine
koruyucu etkilerde bulundugu kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Ko¢ spermasi, dondurma, metiyonin, sistein, BHT
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SUMMARY

“In-vitro evaluation of ram sperm, frozen in Tris-Egg yolk extender supplemented
with Methionine, Cysteine and BHT”

The aim of this research is to study the effects and comparison of the
antioxidants [2,5mM, 5mM methionine, 1mM, 2mM cysteine, ImM, 2mM
butylhyroxytoluene (BHT)] for semen parameters on freeze-thawed ram sperm that
diluted in TRIS-citric acid and egg yolk (%20) sperm extender. Sperm was collected
from five Kivircik rams twice a week with electro-ejaculator in breeding season and
pooled. After pooling the mean of the volume (ml), motility (%), sperm number
(x10°/ml), plasma membrane integrity (HOST, %), acrosomal, other morphologic
and total morphologic defects (%) was found 3,92, 84,0, 1,96, 93,8, 5,60, 0,4 ve 6,0
respectively. The diluted sperm samples were cooled to 5°C within an hour and
equlibrated for another two hours after adding %6 of glycerol. 200x10° sperm cells
were placed into 0,25ml french straws and freezed with a programmable freezing
device (-120 °C) and plunged into liquid nitrogen tanks until spermatological
analyses.

After thawing of the sperm straws, the motility, HOST also acrosomal, other
morphologic and total morphologic defects parameters were investigated. All
antioxidant added study groups were statistically different (P<0,05) from
antioxidant-free control group in terms of motility and HOST parameters and also
were in a positive correlation between these parameters (r=0,880). In terms of
acrosomal defects, there was a statistical difference among control group with the
2,5mM, SmM methionine and 1mM, 2mM cysteine groups (P<0,05). Also there was
a difference between the doses of methionine and cysteine groups (P<0,05). The
difference between 1mM cysteine and 2mM BHT groups was statistically significant
(P<0,05). The statistical difference for the total morphologic defects was found
among control group and 2mM cysteine, 2,5mM and SmM methionine groups
(P<0,05).

The study had reached the conclusion that the effects of antioxidants that
added to ram sperm diluents with different doses had protective effects on
spermatological parameters.

Key words: Ram sperm, cryopreservation, methionine, cysteine, BHT

Vil



1. GIRIS

Koyun yetistiriciligi, Diinya’da oldugu gibi Tiirkiye i¢in de son derece 6nemli
bir sektordiir. Koyunlar insanlarin beslenmesi ve diger ihtiyaglarini karsilamasinin
yan1 sira, mera ve otlaklardan daha fazla faydalanmasi sayesinde, buralarin
yenilenmesini ve bu alanlarin tekrar kullanilmasini1 saglamaktadirlar (Glinaydin,
2009). Ulkemiz, sosyo-kiiltiirel ve cografi olarak koyun yetistiriciligi bakimindan
avantajli bir durumdadir (Kaymake1 ve ark., 2000).

Hayvan bagina elde edilen verimlerin istenilen diizeylere getirilmesinin, iilke
ekonomisine katkisi yadsinamaz bir gercektir. 2017 yili istatistiklerine gore,
iilkemizde toplam 33.677.636 bas koyun bulunmaktadir. Bu popiilasyondan elde
edilen et miktar1 100,058 ton, siit miktar1 1.344.779 ton ve deri iiretimi ise 5.134.338
adettir (TUIK, 2017). Ulkemizdeki koyun sayisinin ve bunlardan elde edilen iiriin
miktarinin, gittikge artan niifusun ihtiyaglarmi karsilamasi olasi1 degildir. Koyun
yetistiriciliginin halk elinde, geleneksel ve bilimsel yontemlerden uzak yollarla
yapilmasi, bu yetersizligin baslica sebeplerindendir. Koyun 1rklarinin 1slah
calismalarinda reprodiiktif biyoteknolojik yontemlerin  kullanilmasi, verimi
artirmasinin yaninda nesillerin korunmasi ve sayilarmin artirilmast agisindan da
onemlidir (Birler ve ark., 2002). Koyunlardan elde edilen verim miktarinin
artirtlmas1 amaciyla, kog¢ spermasinin c¢esitli yontemlerle dondurulmast ve suni
tohumlama ¢aligmalar1 Tiirkiye ve Diinya’da yillardan beri yapilagelmektedir (Ileri

ve ark., 1996; Foote, 2002).

Ko¢ spermasmin dondurulmasinda; cesitli tamponlayict maddeler, farkh
molekiil agirligina sahip sekerler ve kriyoprotektan maddeler, membran koruyucular
ve stabilizatorleri igeren cesitli sulandiricilar denenerek basarili sonuglar elde
edilmesine karsin, kimi sorunlar ise hala devam etmektedir (Molinia ve ark., 1994;

Aisen ve ark., 2005; Ceylan ve ark., 2013; Alcay ve ark., 2016; Toker ve ark., 2016).



Son yillarda yapilan c¢alismalarda, spermanin uzun veya kisa siireli saklanmasi
esnasinda lipit peroksidasyonu olayinin meydana geldigi, bu durumun motilitenin
diismesine ve spermatozoonun c¢esitli membranlarinda hasara neden oldugu buna
bagli olarak da dol veriminde diisiisler yasandig1 gézlenmistir (Ceylan ve ark., 2013;
Toker ve ark., 2016).

Sunulan bu ¢aligma, ko¢ spermasinin TRIS-sitrik asit ve yumurta saris1 (%20)
temel sulandiricisina 2,5mM ya da SmM metiyonin, ImM ya da 2mM sistein, ImM
ya da, 2mM biitil hidroksitoliien (BHT) eklenen alt1 deneme ve bu antioksidanlar
icermeyen bir de kontrol grubu olacak sekilde sulandirilarak dondurulmasi planlandi.
Eritme sonrast ko¢ spermasinda bazi spermatolojik parametreler {izerine
antioksidanlarin etkilerinin degerlendirilmesi ve karsilastirilmast  amaclandi.
Calismada kullanilan antioksidan dozlarinin tespitinde, literatiir taramasi sonucu kog
spermasinin saklanmasinda az kullanilmis ve karsilastirilmast yapilmamis dozlar

tercih edildi.

Bu alanda yapilan ve yapilacak calismalar, arzu edilen genetik 6zellige sahip
ko¢ spermasinin dondurulmasma imkan taniyarak, koyunculuk alaninda genetik
1slaha destek saglayabilecektir. Bu sayede koyun sayisinin artmasinin yaninda,
koyunlardan elde edilen iiriinlerin miktarlarinin artmasi, artan hayvan sayisi ile
istthdam edilecek birey sayisinda artis, dondurulan spermalar ile yapilacak suni
tohumlalar ve c¢iftlesme ile bulasacak hastaliklarin  Oniine gecerek tedavi
masraflarinin azaltilmasi, ayrica yiiksek verimli siiriiler sayesinde ekonomi ve sosyo-

kiiltiirel yapiya destek saglanabilecektir.



2. GENEL BILGILER

Koyun yetistiriciligi, tilkemiz tarihi boyunca gerek ekonomik gerek ise
sosyal olarak insanlarin hayatlarinda bulunan 6nemli bir yetistiricilik alanidir ve
gecmisten bu yana onemli bir ge¢cim ve yasam kaynagi olarak dnemini ispat etmistir.
1980 yilindan sonra gesitli sebeplerle mevcut koyun sayisinda bir azalma goriilse de,
2010 yilindan bu yana iilkemiz koyun varliginda belirgin bir artis gézlenmektedir.
Bu artista siiphesiz ki; bilingli yetistiricilik, gerceklestirilen bir takim projeler ve
uygulanan bilimsel ydntemler, rol oynamistir (TIGEM, 2016).

Koyun (Ovis aries) eti, siitii, ylini ve derisi i¢in ilk evcillestirilen
hayvanlardan birisidir. Sezona bagli olarak Ostrus gosteren koyun, iireme
mevsiminde ortalama 16-17 giinliikk bir 6strus siklus uzunluguna sahiptir. Kuzey
yarim kiirede goriilen Ostruslarin birgogu, sonbahar ve kis mevsiminin baslangi¢
donemlerinde gozlenir. Daha sicak iklime sahip bolgelerde ise lireme sezonu, daha
uzun olabilir ve koyunlar sezona bagli olmaksizin &strus gosterebilirler. Ureme
sezonunun en onemli diizenleyicisi, kuzey yarim kiirede 21 Haziranda baslayan ve
giinlerin kisalmasi siireciyle artmaya baslayan ve koyunlar i¢in gonadotropik etkiye
sahip melatonin salgisidir. Ayrica, koyunlarin yasadiklar1 ortam sicakligi, beslenme
ve kog¢ varligi, Ostrus gozlenme zamanlarmma etki edebilecek faktorlerdendir

(McDonald ve Pineda, 1989; Hafez, 1993).

Koglarin pubertaya erisme yasi irka bagli olmakla beraber, mevsim ile de
alakalidir. Kuzulama sezonunun baslarinda dogan erkek yavrular cinsel olgunluga,
dort ay i¢inde ulagabilirken, sezonun sonunda dogan yavrularsa, bir sonraki iireme
sezonuna kadar cinsel olgunluga erisemeyebilirler (McDonald ve Pineda, 1989).
Cinsel olgunluga erisme ile birlikte tubulus seminiferus contorti igerisinde bulunan
germinatif epitel hiicreleri olan spermatogoniumlar, gonadotropik (FSH, LH)

hormonlarin etkisi ile ¢ogalirlar ve bu olaya spermatogenezis adi verilir.



Spermatogenezis ii¢ evreye ayrilir; FSH etkisi altinda gerceklesen (I)
spermasitogenezis ve (II) mayosis, testosteron etkisi ile gergeklesen (III)
spermiogenezisdir (McDonald ve Pineda, 1989; Hafez, 1993; Sonmez, 2013).
Olusum evrelerinden sonra epididimise taginan spermatozoonlar, buraya tasinmasina
yardimct olan sivi kisimlarin epitel hiicreleri tarafindan rezorbe edilmesi ile
yogunlagirlar. Ardindan, epididimise taginmadan 6nce mevcut olan protoplazmik
damlacik kaybolmaya baslar ve spermatozoonlar hareket yetenegi kazanirlar. Son
olarak ise, olgunlasan spermatozoonlar epididimisin en distal bdlgesi olan kauda
epididimiste metabolizma faaliyetleri en diisiik seviyede depolanirlar (ileri ve ark.,

1996).
2.1. Sperma Alma Yontemleri

Glinlimiizde koglardan en yaygin olarak iki yontemle sperma alinmaktadir.
Bu yontemlerden ilki, suni vajina yardimi ile spermanin alinmasidir. Suni vajina; sert
lastikten dis boru, i¢ lastik, irtibat hunisi ve sperma toplamak i¢in dereceli kadehten
olusan bir yapiya sahiptir. Suni vajinanin boyu 19-20 cm, i¢ ¢ap1 ise 5 cm’dir. Suni
vajinada aranan kosullarin en 6nemlisi, suni vajinanin sicakligidir. Koglar suni vajina
sicakligr konusunda duyarli hayvanlardir ve bu sebeple sperma almadan 6nce suni
vajinanin i¢ sicakligl 41-44°C arasinda olacak sekilde ayarlanmalidir. Gerekli basing
hava iifleyerek ayarlanmali ve suni vajinanin penis ile temas edecegi tarafina
kayganlig1 saglamak amaciyla kayganlastirici (vazelin) siiriilmelidir. Tiim bunlar
hazirlandiktan sonra, sperma alinacak ortama getirilecek kogun libidosunu artirmak
ve sperma almay1 kolaylastirmak i¢in Ostrustaki bir koyuna ihtiya¢ vardir. Daha
sonra koyun, bir travayda zapt-1 rapt altina alinmali ve kogun serbestce gezerek tipik
ciftlesme hareketlerini gerceklestirmesine izin verilmelidir. Asima hazir olan kog
koyunun tizerine atlarken, spermay: alacak kisi prepusyumdan penisi suni vajinaya
yonlendirerek spermayi almali ve kogun, koyunun iizerinden kendisinin inmesine
imkan tanmmalidir. Bu asamada suni vajina, miimkiin miktarda penis ile ayni
dogrultuda tutulmali ve kogun penisinin yaralanmasi engellenmelidir. Koglardan en
uygun ve dogala en yakin sperma toplama yontemi suni vajina yontemidir. Yapilan
caligmalarda, bu yontem kullanilarak alinmis spermanin gerek saklanmasi gerekse

yapilacak suni tohumlamalarda elde edilecek sonuclarin diger yontemlerden daha



basarili oldugu belirtilmektedir. Anilan faydalarin yaninda, yontemin bazi
dezavantajlart da bulunmaktadir. Koglarin isleme alistirllmasi ve sperma toplama
esnasinda kizgin disi bulunmasi gerekliligi gibi durumlar, yontemin dezavantajli

yanlar1 olarak siralanabilir (ileri ve ark., 1996; Gordon, 1999; Sénmez, 2013).

Kocglardan sperma almanin diger bir yolu ise, elektro-ejakiilator yontemidir.
Yaslanma, libido eksikligi, hayvanin asim yapmasina engel olan eklem rahatsizliklari
gibi hastaliklarin bulundugu ve suni vajina ile sperma alinmasi miimkiin olmayan
koglardan elektro-ejakiilatér kullanilarak sperma almabilir (ileri ve ark., 1996).
Elektro-ejakiilator yardimi ile sperma alma islemi, bu amacgla yapilmis birkag
kistmdan olusan mekanik bir donanima ihtiyag duymaktadir. Ilki, aniisten girisi
kolaylastirmak amaciyla uygun boyutta, ucu yuvarlatilmis ve sert plastikten yapilmis
i¢ci dolu rektal bir probtur. Probun iizerinde elektrik akimini ileten bi polar metal
plakalar bulunmaktadir. Bu probun baglandigi ve uyarilart saglayan elektrigi
kontrollii bir sekilde iireten ve bu amagla pil veya sehir elektrigi kullanan kontrol
initesi ise elektro-ejakiilatoriin diger boliimiidiir. Elektro-ejakiilatdrler sabit veya
degisen akim degerlerinde elektrik uyarimi tiretebilen (0-12 V) ve bu akimi istenilen
stirelerde verebilen tnitelerdir. Elektro-ejakiilatoriin islevi, hayvanin bel ve sagr
boliimlerinden kdken alan ve tlireme organlarina iletilecek uyarilar1 saglayan sinirleri
belirli oranlarda ve siirelerde elektrik akimina maruz birakarak ampulla ductus
deferens’in uyarilmasi sonucu ereksiyon saglanmasi ve ejakiilatin alinmasidir (ileri
ve ark., 1996; Marco-Jiménez ve ark., 2008). Yiiksek degerlerde kullanilmasa da
mukozaya uygulanacak elektrik akimi hayvanda kuvvetli tepkilere sebep
olacagindan, spermasi toplanacak hayvanin tespiti son derece Onemlidir. Tespit
islemi yapildiktan sonra, rektal prob fizyolojik tuzlu su veya vazelin gibi bir madde
ile kayganlastirilir ve rektuma yerlestirilir. Uygulanacak elektrik akimi, (2-12 V
aras1) asamali olarak diisiik olan degerden yiiksege dogru 1-2 saniyelik siirelerle
uygulanir. Uygulanma siklig1 ve hayvana bagl bireysel farkliliklar olmakla birlikte,
normalde 5-7 uyarim sonrasinda ejakiilat elde edilebilmektedir (Ileri ve ark., 1996;
Varish ve ark., 2009; Sonmez, 2013). Elektro-ejakiilator yontemi ile suni vajina
yontemi karsilastirildiginda, fantoma ihtiya¢ duyulmamasi ve alistirma periyodunun

bulunmamasi, yontemin avantajli taraflarindandir. Bu ydntemin dezavantajlarinin



basinda ise, elde edilen sperma kalitesinin suni vajina yontemine gore daha diisiik
olmas1 ve ayrica hayvanin duyacagi rahatsizlik ile hayvanin tespiti i¢in insan giiciine

duyulan ihtiyagtir (McDonald ve Pineda, 1989; Ileri ve ark., 1996; Sénmez, 2013).
2.2. Spermatolojik Muayene

Spermanin saklanmasi, yapilacak tohumlama islemleri, damizlik se¢imi ve
seleksiyonu ve hayvanlardan elde edilecek verimin artirtlmasi amaciyla spermanin
muayenesi ve degerlendirilmesi dnem arzetmektedir (Aksoy ve ark., 1994a; lleri ve
ark., 1996; Sonmez, 2013). Androlojik muayeneler sonucunda elde edilen degerler
normal olsa da, spermatolojik parametrelerden kaynaklanabilecek sorunlar dol
veriminde diislislere sebep olabilmektedir (Aksoy ve ark., 1994b; S6nmez, 2013).
Spermatolojik muayene yoOntemleri kocglarda bireysel fertilite potansiyelinin
belirlenmesine 151k tutar. Bu yontemler sayesinde dol verimi basarisina dair son
derece kuvvetli tahminler yapilabilse de, degerlendirme gergeklestirilirken hayvanin
tiirli, yasi, beslenmesi ve bakim sartlar1 da géz oniinde bulundurulmalidir (Hafez,
1993; Giindogan ve ark., 2002; Sonmez, 2013). Uygulanacak yontemlerin
giivenirligini artirmak amaciyla, testlerin periyodik olarak birden fazla tekrarlanmasi

sonuclarin dogruluk oranini yiikseltecektir (ileri ve ark., 1996).
2.3. Makroskobik Muayene

Spermanin makroskobik muayenesi amaciyla; sperma miktari (hacmi), rengi,
viskozitesi (kivam, akiskanlik) ve kokusu gibi bir takim parametreler

degerlendirilmektedir.
2.3.1. Spermanin Miktar1 (Hacmi)

Spermasi alinacak erkek hayvanin bir ejekiilasyonda verdigi toplam sperma
miktarmin hacim cinsinden (mililitre) ifade edilmesidir (McDonald ve Pineda, 1989;
Hafez, 1993; ileri ve ark., 1996; Sonmez, 2013). Sperma miktari; hayvan irkina,
yasina, sperma alma sikligina, seksiiel uyarim derecesine, sperma alma yontemine,
beslenme durumuna ve bireysel farkliliklara gore degisiklikler gostermektedir
(Hafez, 1993; Sénmez, 2013). Ergin bir kogun sperma hacmi ortalama 1 ml olmakla

birlikte, 0,7-2,0 ml arasinda degismektedir. Koclarin se¢iminde spermanin miktari



onemli olsa da diger spermatolojik parametrelerin de degerlendirilmesi
gerekmektedir (Sonmez, 2013). Bir ejakiilat hacmini oncelikle testisler ve eklenti

iireme bezlerinden gelen sivilar ile spermatozoonlar olusturmaktadir.
2.3.2. Spermanin Rengi

Kog spermasinin rengi normal olarak agik kremden koyu krem rengine dogru
degisiklik gostermektedir. Saglikli ve normal degerlerde bulunan koglarin spermasi
koyu krem rengindedir. Spermanin rengi igersindeki spermatozoon sayisi ile dogru
orantilidir (Seving, 1977). Genital organlarin bir boliimiindeki yangi veya ejakiilata
yabanci bir madde karigmasi spermanin rengini degistirir. Normal renk disinda
goriilen renkler genel olarak; pembe-kirmizi, kahverengi, kirli sar1 veya yesil olarak
siralanabilir. Bunlardan pembe yeni olusan bir kanamadan (hemospermie),
kahverengi ise eski bir kanamadan meydana gelmektedir. Sadece sar1 renk idrarin
(urospermie), sar1-yesil renk ise irinin (pyospermie) spermaya karigmis olabilecegini
gosterir. Diger yabanci maddeler ise spermada tortu ve partikiiller olarak

goriilmektedir (Seving, 1977; Hafez, 1993; ileri ve ark., 1996; Sénmez, 2013).
2.3.3. Spermanin Viskozitesi (Kivami, Akiskanhgi)

Ejakiilattaki sivilarin akmaya kars1 direncini ifade etmek amaciyla kullanilan
terime, viskozite denmektedir (Sonmez, 2013). Spermanin viskozitesi igerisinde

bulunan spermatozoon sayistyla dogru orantilidir (ileri ve ark., 1996; Sénmez, 2013).
2.3.4 Spermanin Kokusu

Erkek hayvanlar i¢in bir saglik belirteci olan sperma kokusu, herhangi bir
patoloji veya fiziksel normalligi etkileyecek bir etkene maruz kalmadigi siirece
kendine has aromatik bir kokuya sahiptir. Ejakiilatta karsilasilacak anormal kokular
hayvanin saglig1 ile alakali dnemli bilgiler vereceginden, spermanin kokusu dikkate

alinmasi gereken bir parametredir (Ileri ve ark., 1996; Sonmez, 2013).



2.4. Mikroskobik Muayene

Spermanin kalitesi ve fertilizasyon yeteneginin tespiti bakimindan 6nemli
olacak mikroskobik muayeneler baslig1 altinda; spermanin kitle hareketi,
spermatozoon motilitesi, birim hacimde bulunan spermatozoon yogunlugu,
spermatozoonlarin morfolojik muayenesi ve dayaniklilik testlerinden biri olan hypo-

osmotic swelling test (HOST) siralanabilir.
2.4.1. Spermanin Kitle Hareketi (Mass Aktivite)

Cesitli  yontemlerle toplanmis, herhangi bir sperma sulandiricis1 ile
sulandirilmamis, alinmasinin iizerinden kisa zaman geg¢mis sperma Ornekleri “taze
sperma” olarak adlandirilir (S6nmez, 2013). Taze spermanin kitle muayenesi 10x
objektif ile viicut sicakligina ayarlanmis (37°C) 1sitict tablasi bulunan faz-kontrast
mikroskop kullanilarak gerceklestirilir (Seving, 1977; Ileri ve ark., 1996). Viicut
sicakligindaki lam {izerine bir damla sperma damlatilip iizerine lamel kapatmadan
girdap hareketi incelenir. Mikroskoptaki kitle hareketi; riizgarin basakli bir bugday
tarlasinda yarattig1 dalgalanma gibi bir hareket olup, hiicrelerin tek tek degil bir
biitiin olarak hareketlerinin incelenmesi seklinde gerceklesir (Seving, 1977; Sonmez,
2013). Kitle hareketi; motilite oran1 yiiksek, hiicre sayisi fazla olan hayvan irklarinda
(kog, teke, boga) goriilmekle beraber, genel olarak dort veya beslik derecelendirme
ile gerceklestirilir ve degerlendirmesi ¢ogu arastirici tarafindan; (+) kotii, (++) vasat,
(+++) normal ve (++++) yiiksek olacak sekilde ifade edilir (Ileri ve ark., 1996;

Coyan ve ark., 2002).
2.4.2. Spermatozoon Motilitesi

Sperma hiicreleri bir ovumu fertilize etmek i¢in tasarlanmis son derece 6zel
hiicrelerdir. Ancak bu islevi gerceklestirebilmek i¢in Oncelikle fertilizasyon
bolgesine giderek ovuma ulagsmalar1 gerekmektedir. Disi genital kanaldaki cesitli
engellere kars1 basarili olabilmek adina spermanin herhangi bir yonde hizli ve giiclii
hareket edenlerinin hareketsiz veya diger hareket bi¢cimlerini gosteren hiicrelere karsi
oranina verilen ve motilite olarak tanimlanan 6zellige sahip olmasi1 gerekmektedir

(Hafez, 1993; Coyan ve ark., 2002). Motilite disi genital kanala aktarildig1 noktadan



fekondasyon noktasina kadar spermatozoonlar i¢in Onemli bir o6zellik olsa da,
ozellikle serviks ve utero-tubal bolgenin gecilmesinde ve zona pellusida
penetrasyonunda hayati degere sahip oldugu bilinmektedir (Coyan ve ark., 2002).
Bununla beraber, motilite her ne kadar saglikli sperma ig¢in bir gosterge ise de, her
zaman fertilizasyon basarisinin kaniti olmamaktadir. Bazi durumlarda, yap1
bozukluguna sahip ve fertilite yetenegi olmayan hiicreler de gili¢lii bir motilite
gosterebilmektedirler (Hafez, 1993). Motilite muayenesi 1sitict tablast (37°C)
bulunan faz-kontrast mikroskop araciligiyla 40x objektif altinda, viicut sicakliginda
bir lam {izerine damlatilan toplu igne basi miktar1 kadar sperma drneginin lamel ile
tistiiniin kapatilmasi sonras1 incelenir. Bu muayene gergeklestirilirken kullanilan cam
malzemelerin ve pipet gibi ekipmanlarin temiz olmasina dikkat edilmelidir (Seving,
1977; Coyan ve ark.,, 2002). Motilite muayenesi taze, sulandirilmis veya
dondurulmus-¢ozdiiriilmiis  spermada  gergeklestirilebilir. Taze sperma ile
gerceklestirilecek ve birim hacimde yogunlugu fazla olan kog, teke ve boga gibi
tiirlerde, motilite muayenesinde 6nceden 1sitilmis lam {izerine ilk olarak yogunlugu
azaltmak ve sonug tayinini kolaylastirmak amaciyla tamponlayici soliisyonlar (%0,9
izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi veya sodyum-sitrat buffer sollisyonu gibi)
damlatilir. Ardindan sperma damlatilarak inceleme gercgeklestirilir. (Coyan ve ark.,

2002; Sénmez, 2013).

Motilite muayenesinde spermatozoon hareketleri temel olarak dort grup
altinda incelenebilir; bir yonde hizli ve giiclii hareket eden, yerinde sallanarak veya
cok yavag hareket eden, kendi ekseni etrafinda donen ve hareketsiz spermatozoonlar
(Seving, 1977; Coyan ve ark., 2002). Motilite muayenesinin sonucunu tayin etmek
amaciyla, yaklasik 30 hiicrenin bulundugu en az {i¢, en fazla bes farkli alan gezilerek
hiicre hareketleri incelenir ve motilite ylizdelik oran olarak ifade edilir (Seving,

1977). Taze kog spermasinda motilite oran1 %80-90 araligindadir (S6nmez, 2013).



2.4.3. Spermatozoon Yogunlugu

Birim hacimde bulunan spermatozoon sayisina verilen isimdir. Adi anilan
birim hacim kimi arastirmacilara gore ml, kimi arastirmacilara gore ise upl
olabilmektedir (Coyan ve ark., 2002). Spermatozoon yogunlugu, 6zellikle damizlik
olarak kullanilan hayvanlar i¢in periyodik araliklar ve suni tohumlama dozunu

belirlemek amaciyla yapilacak hesaplamalarda kullanilir (Seving, 1977).

Birim hacimde spermatozoon yogunlugunun tespiti i¢in kullanilan ii¢ yontem
mevcuttur. Bunlar; hemositometrik yontem, fotolemetrik yontem ve elektronik sayac
yontemidir. Hemositometrik yontem, kirmizi kan hiicrelerinin sayiminda da
kullanilan yontemin bir benzeridir. Sodyum kloriir veya hayem ¢ozeltisi ile belirli
oranda (1/200) sulandirilan ejakiilat 6rnegindeki hiicrelerin thoma sayma lami
araciligiyla sayilarak birim hacimdeki hiicre sayisinin elde edilmesi seklinde
gerceklestirilir (Seving, 1977; Hafez, 1993). Fotolemetrik yontem ise teknige uygun
sulandiricilar ile sulandirilan spermanin, bir okuyucu araciligiyla degerlendirilmesi
ve birim hacimdeki spermatozoon miktarinin belirlenmesi seklinde uygulanir (ileri
ve ark., 1996). Son yontem olan elektronik saya¢ yontemi ise dnceden hazirlanan
sperma ¢ozeltisinde bulunan partikiillerin say1 ve biiyiikliigiiniin iki elektrot arasinda
bulunan elektrik akimindan faydalanarak tespit edilmesine dayanan bir 6l¢iimdiir
(Coyan ve ark., 2002). Birim hacimde yogunluk g6z 6niine alindiginda tiir olarak kog
diger ciftlik hayvanlarina oranla daha yiiksek spermatozoon sayisina sahiptir. Eriskin
bir kocta spermatozoon yogunlugu 1-6x10°/ml arasinda degismekle birlikte ortalama

olarak 3,5x10°/ml’dir (Alagam ve ark., 1990, S6nmez, 2013).
2.4.4. Morfolojik Muayene

Spermanin  morfolojik  muayenesi, ejakiilatta  bulunan  anormal
spermatozoonlarin tespitinde kullanilir. Belirli bozukluk miktarlarimin iizerinde
fertiliteye dogrudan etkisi olan son derece dnemli bir muayene tiiriidiir (S6nmez,
2013). Taze spermada belirli oranda anormal spermatozoon orani bulunur. Bu oran,
akrozomal ve basa bagl bozukluklarinin %5°1 ve toplam bozuklugun %20’yi asmasi
halinde, fertilizasyon yeteneginin diisiik olabilecegini anlatmaktadir (Hafez, 1993;

Coyan ve ark., 2002). Bu sebeple, suni tohumlamada kullanilacak ko¢ spermasinin
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belirli araliklarla morfolojik yonden test edilmesi, elde edilecek gebelik oranlarinin
yiilksek olmasina yardimci olmaktadir (Seving, 1977). Bu amaglar dogrultusunda
morfolojik muayeneyi gerceklestirmek icin bazi tespit ve boyama yontemleri
gelistirilmistirBunlar, rose-bengal, ¢ini miirekkebi, metilen mavisi, karras ve giemsa
gibi boyama yontemlerinin yani sira, hancock tespit yontemi olarak siralanabilir. Bu
yontemlerin kendi i¢lerinde boyama prosediirleri farklari olsa da, her biri ya siirme
froti hazirlanarak ya da hazirlanan sperma soliisyonunun lam iizerine damlatilip
lizerine lamel kapatilarak incelenmesi sonucu gerceklestirilir. Adi gecen yontemlerde
hiicrelerin biitiin yapilarinin incelenmesi gerektiginden 40x veya 100x biiyilitme
oranlar1 kullanilmaktadir. Yontemlerin tamaminda ii¢ veya daha fazla froti sahasinda
en az 200’er hiicre sayilarak bozukluk oranlari tespit edilmektedir (Seving, 1977;
Ileri ve ark., 1996; Coyan ve ark., 2002; Sonmez, 2013). Morfolojik muayenenin
gerceklestirilecegi  frotinin  hazirlanmasinda hiicrelerin  kaliteli bir muayeneye
miisaade edecek kadar sulandirilmis olmasi ve hiicrelerin tek tek bulunmasi, froti

kaynakli uygulama hatalar1 nedeniyle sonucun etkilenmesinin Oniine gececektir

(Sénmez, 2013).

Yapilan degerlendirmelerde, fertilizasyon ile yakindan iliskisi olan akrozomal
bozukluklarin dikkatlice incelenmesi elde edilecek gebelikleri etkilemesi sebebiyle
son derece Onemlidir (Hafez, 1993). Spermatozoonlarda goriilen bozukluklar
akrozom ile basa ait, orta kistm ve bunun baglanti bozukluklari, kuyruga ait ve
yapisal anomaliler olarak ayrilabilir. Akrozoma ait bozukluklar; dejenere akrozom,
graniillii akrozom veya akrozom yoklugu gibi 6zetlenebilir. Basa ait bozukluklar ise;
dar bas, armut bas, kopuk bas ve mizrak bas olarak siralanabilir. Orta kisimda,
protoplazmik damlacik, kisa, uzun veya ince boyun gibi yapisal bozukluklar ile bas
ile kuyrugun baglanmasindaki bozukluklar olan ¢esitli eksen kaymalar ile seyreden
baglanma bozukluklart sayilabilir. Kivrilmig kuyruk, kirilmis kuyruk ve fibrilli
kuyruk gibi bir takim bozukluklar kuyrukta goriiliirken, tek bas-¢ift kuyruk veya cift
bas-tek kuyruk gibi morfolojik bozukluklar da yapisal anomaliler olarak

isimlendirilir (Hafez, 1993; ileri ve ark., 1996; Sénmez, 2013).
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2.4.5. Hypo-Osmotic Swelling Test (HOST)

Hypo-osmotic swelling test, spermatozoon membran yapilarinin fonksiyonel
biitlinliigiinii degerlendirmek iizere kullanilan bir yontemdir (Sonmez, 2013). Son
derece ekonomik olan ve az miktarda kimyasal ihtiyacinin yaninda, spermanin
potansiyel fertilitesine dair 6nemli ip uglar1 sunabilen bir test olarak kullanilmaktadir
(Hafez, 1993). Sperma osmotik basinci normal sartlar altinda 290-310 mOsm
araligindadir. Bu kapsamda, 250 mOsm altindaki degerler hipotonik, 350 mOsm
tizerindeki degerler ise hipertonik ortamlar1 ifade etmektedir (Sonmez, 2013). HOS
testinin temel mantig1, hipotonik ortamlar hazirlanarak spermanin 37°C sicakliktaki
su banyosu igerisine 30-60 dakika siire ile inkiibasyonudur. Siirenin sonunda
membran biitlinliigline sahip hiicreler hipoozmotik ortama tepki vermektedir. Bu
esnada hiicrelerin bas kisimlart sismekte, kuyruklar ise kivrilarak deforme
olmaktadir. Bu reaksiyonu gosteren hiicreler hesaplanarak degerlendirme
yapilmaktadir (Hafez, 1993; Soénmez, 2013). Genel olarak arastiricilar bu testin
uygulanmasinda, sodyum-sitrat ve fruktozu belirli oranlarda karigtirarak 100 mOsm
degerde hazirlanmis soliisyonlart da kullanmiglardir (Uysal ve Bucak, 2007; Bucak
ve ark., 2008; Giindogan, 2009; Kulaksiz ve ark., 2010) . Bunun yaninda hipotonik
ortam i¢in 75 mOsm (Cirit ve ark., 2013) veya 150 mOsm (Hafez, 1993) degerdeki
cozeltileri kullanan aragtiricilar da bulunmaktadir. HOS testin sonucunun tayin
edilmesi amaciyla 1siticili tablali (37°C) faz-kontrast mikroskopta 40x veya 100x
blylitme altinda 200 hiicre degerlendirilmekte ve oran yiizdelik olarak

belirlenmektedir (Kulaksiz ve ark., 2010).
2.5. Spermanin Saklanmasi

Spermasinin saklanmasi, gecen yiizyilin ortalarindan giliniimiize kadar uzanan
onemli bir bilim konusudur. Oncelikle kisa siireli daha sonrasinda ise uzun siireli
saklama teknigi gelistirilmistir (Holt, 2000). Genetik ¢esitliligi saglamak ve bunu
koruyarak istenilen lstiin genetik Ozellikleri yakalamak amaciyla, baz1 infertilite
problemlerinin Oniine ge¢mek ve insan ile hayvan sagligimi korumak ihtiyaciyla
spermanin saklanmasi giindeme gelmistir (Walters ve ark., 2009). Giincel

arastirmalar incelendiginde, spermanin 5°C’ta kisa siireli saklanmasi, dondurularak
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ve liyofilize edilerek saklanmasi 6ne ¢ikan yontemlerdir. Adi1 gegen yontemlerin
tamaminda ¢ok c¢esitli kimyasal icerikler ve birtakim farklt prosediirler

kullanilmaktadir (Yoshida, 2000).

Spermanin sivi olarak saklanmasi, genel olarak 5°C gibi diisiik sicakliklarda
kisa siireligine saklanma prensibine dayanir (Bucak ve Tekin, 2007; Coyan ve ark.,
2010). Anilan yontemin temel amaci taze spermanin sulandirilarak birden fazla
disinin tohumlanmasini saglamak olabilecegi gibi (Maxwell ve Stojanov, 1996),
spermay1 kisa stireli saklamanin etkilerini ¢esitli yontemlerle arastirmak da olabilir
(Lopez-Saez ve ark., 2000; Bucak ve Tekin, 2007; Coyan ve ark., 2010; La Falci ve
ark., 2011).

Viriisler, bakteriler ve mantarlar gibi organizmalarin saklanmasinda ve
tasinmasinda daha once kullanilan liyofilizasyon yontemi spermanin saklanmasinda,
nispeten yeni kullanilmaya baslanmistir (Liu ve ark., 2004). Yontem, spermanin
liyofilizator adi verilen cihaz araciligiyla, basing altinda biinyesinde bulunan sividan
tamamen arindirilarak kurutulmasi seklinde gerceklestirilmektedir (Gil ve ark.,
2014). Bu yontem kullanildiktan sonra kurutulan sperma, buzdolabi kosullarinda
uzun siire saklanabilmesine karsin, hareket ve dogal yollarla fertilite yetenegini
yitirmektedir. Bununla beraber, genetik materyal korundugundan, intrasitoplazmik
sperma enjeksiyonu gibi ¢esitli biyoteknolojik yontemlerle gebelik elde edilmektedir
(Keskintepe ve ark., 2002).

Spermanin ¢ok diisiik sicakliklarda dondurularak saklanmasi giinlimiizde en
cok kullanilan yontemdir. Bu amaci1 gerceklestirmek i¢in yillar boyunca cesitli
paketleme yontemleri denenmistir. Bu paketleme yontemleri ampiil, pellet ve payet
olarak smiflandirilabilir (ileri ve ark., 1996; Sénmez, 2013). Payet yontemi diger iki
yonteme gore spermanin sivi azot icerisinde daha uzun siire basariyla saklanmasina
imkan tanimasindan dolayr daha pratik ve uygulanabilir hale gelmistir (Sonmez,
2013).Spermanin dondurularak saklanmasi, Ustiin genetik 06zelliklerdeki erkek
materyalin Diinya genelinde yayginlastirilmasina olanak saglamistir. Bu gelisme,
veneral hastaliklarin kontrolii, fertilite kontrol programlari, genetik hastaliklarin

Oniine gecilmesi, genetik cesitlilik gibi bircok konuda olanaklar sunmustur (Hafez,
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1993; Sonmez, 2013). Sperma dondurma prosediiri, spermanin alinmasi,
makroskobik ve mikroskobik muayenelerden sonra sulandirma, sogutma, dondurma
ve saklanma asamalarmi kapsar (Woods ve ark., 2011). Sperma hiicreleri her
asamada, fiziksel ve biyokimyasal etkenlere maruz kalir ve bu etkenler sonucunda
spermatozoonlarin viabilitesi, hareket kabiliyeti ve fertilite oranlar1 etkilenerek diiger
(Salamon ve Maxwell, 1995). Olast dis etkileri azaltabilmek i¢in sulandiricilara
cesitli kimyasal bilesenler eklenerek ve bazi dondurma yontemleri gelistirerek
denemeler yapilmistir. Gelistirilen yontemler igerisinde, c¢esitli pH tamponlayici
maddeler (Aisen ve ark., 2000), kriyoprotektanlar (Alcay ve ark., 2016), temel
sulandiricilar  (Alcay ve ark., 2015; Ustiiner ve ark., 2016; Gokge ve ark., 2017),
farkli dondurma yoéntemleri (Salamon ve Maxwell, 1995) ve dondurma hizlar
(Ustiiner ve ark., 2015) denenmis ve basarili sonuclar elde edilmistir. Bu
uygulamalarin diginda, o6zellikle son yillarda sperma sulandiricilarina katilan

antioksidan maddeler bir baska ¢alisma alanidir.
2.6. Antioksidanlar

Spermatozoon membrani %70 oraninda fosfolipit, %25 oraninda dogal lipitler
ve %5 oraninda ise glikolipit yapidan olusmaktadir. Fosfolipit katmanin ise %701
doymamig yag asitlerinden olugmaktadir (Bucak ve ark., 2015). Yogun miktarda
doymamis yag asidi ve kolesterol nedeniyle, spermanin sogutma, dondurma ve
¢ozdirme islemleri sirasinda spermatozoa plazma membranlarinda lipit
peroksidasyonu (LPO) sonucu radikal veya radikal olmayan oksijen tiirlerine baglh
olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusmakta ve bu tiirlerin ortaya ¢ikmasiyla hiicre
tizerinde fiziksel ve kimyasal stres olugsmaktadir. Normal sartlar altinda olusan ROS
ile hiicrelerin detoksifiye etme becerisi arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu
dengenin ¢esitli nedenlerle bozulmasi; motilite, canlilik ve elde edilecek fertilitenin
diismesi ile seyretmektedir (Saridzkan, 2008; Tiirk, 2015) . Reaktif oksijen tiirlerinin
ortamda artmasiyla bulundugu hiicrelere hasar vermesi durumuna, oksidatif stres adi
verilmektedir. Sperma sulandiricilarina eklenen antioksidanlar, stres altindaki
hiicrelerde bu dengeyi tekrar saglamak amaciyla kullanilmaktadirlar (Bucak ve ark.,

2015).

14



2.6.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri; radikal olan ve radikal olmayan oksijen molekiillerini
kapsayan, buna bagli olarak tiim oksijen radikallerinin ROS, fakat tiim ROS’un da
oksijen radikali olmadig1 genis bir kiimeyi kapsayan tanima sahiptir (Halliwell, 2006;
Tiirk, 2015). Spermada bulunan reaktif oksijen tiirleri, motilite, kapasitasyon,
akrozom reaksiyonu, fertilizasyon ve spermatozoonun oosite flizyonunda rol
oynadigindan belirli oranda hiicrede bulunmasi gerekmektedir (Maneesh ve
Jayalekshmi, 2006; Demirtas ve Untan, 2011; Bucak ve ark., 2015; Tiirk, 2015).
Testisler, spermatogenezis sirasinda saniyede yaklagik 1000 hiicre iiretme
kapasitesine sahip oldugundan, yiliksek miktarda aktivite barindirir ve oksijene
ihtiya¢ duyarlar. Bu sebeple hem spermatogenezis islemi hem de leydig hiicreleri

oksijene olan ihtiyagtan otiirli radikallerin saldirilarina acik durumdadir (Tiirk, 2015).
2.6.1.1. Radikal Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikal reaktif oksijen tiirleri baslica; siiperoksit (O’), hidroksiperoksil
(HO,), hidroksil (OH), alkoksil (RO) ile peroksil (ROO) radikallerden olusmaktadir
(Turk, 2015).

O, radikali, molekiiler oksijenin bir elektron transferi sonucu indirgenmesi
sonucunda olusan ve kararsiz bir yapidir. Bir takim bilesikler ve gecis metalleri ile
reaksiyona girmesi sonucu olusan siiperoksit radikali; spermanin hiperaktivasyonu,
kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunda rol oynayan enzimatik faaliyetlerin
sonucunda da olusmaktadir. O, radikali hiicre i¢cine su kadar kolay girdiginden,
spermatozoa lizerine toksik etkisi son derece kuvvetli olmaktadir (Bucak ve ark.,
2015). HO; radikali, O, radikalinin diisiik pH altinda protonlanmasi sonucu olusan
kuvvetli bir oksidandir (Caylak, 2011). OH radikali, molekiiler oksijene ii¢ elektron
transfer ederek olusan cok giiclii bir ROS olarak one ¢ikmaktadir (Tirk, 2015).
Hidrojen peroksit (H,O;) ve O, bir veya birden fazla ciftlenmemis elektron tasiyan
ve serbest radikal karakterli gecis metalleri ile reaksiyona girerek veya diger etkilerle
OH radikali olusturur. Bu radikalin olusmasinda birka¢ yol bulunmaktadir (Caylak,
2011).
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Fenton reaksiyonu sonucu H,O,, Fe*? veya benzeri gecis metalleriyle (Cu,

Zn, Mn, Cr) indirgenerek OH radikalini olustururlar (Bucak ve ark., 2015).
Fe + O _— Fe" + O?
Fe” + H,0, ————  Fe” + OH + OH

. . - . . 2
Haber-Weiss reaksiyonu sonucu H,O,, O, ile reaksiyona girerek (Fe™ ve

Cu*?katalizi ile) hidroksil radikali olusturmaktadir (Kehrer, 2000).
02_ + H202 — 02 + OH + OH

Suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasiyla veya H>O,’ nin

UV 1s181na maruz kalmasiyla da hidroksil radikali olusabilmektedir (Caylak, 2011).

H,O X veya Gama Isim H + OH

v

H,0, UltraViole (UV) 20H

»

RO, Fe' gibi gecis metallerinin lipit hidroperoksidi indirgemesi ile
olugmaktadir. Okside diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) olusturarak hiicre
6liimiine yol agmaktadir (Caylak, 2011). ROO ise, lipid ve protein gibi organik bazli
maddelerin bozulmas1 esnasinda sekillenen radikallerdendir ve kisa bir yarilanma

Oomriine sahiptir (Ttrk, 2015).
2.6.1.2. Radikal Olmayan Reaktif Oksijen Tiirleri

Singlet oksijen (‘0,), H,0,, peroksinitrit (ONOQO"), hipoklordz asit (HOCI) ve
ozon (O%) radikal olmayan bazi1 ROS cesitleri olarak siralanabilir (Tiirk, 2015). '0,,
donme yonii farkliligindan dolay: oksijenin yiiksek reaktif formudur. Elektron donme
yonleri zit olan singlet oksijenin, elektron yoriingeleri olusturduklari forma gore aym
yoriingede ise delta, farkli yoriingede ise sigma olarak isimlendirilirler (Bucak ve
ark., 2015). Bagisiklik sistemine ait fagositik 6zellikli nétrofiller icerdikleri enzimler
aracilifiyla O, dismutasyonu sonucu olusan H»O,’yi kloriir iyonuyla birlestirerek

giiclii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’ye doniistiiriirler (Caylak, 2011).

20" + 2H" _— 2HO,
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Nitrik oksit ve O, ’nin gecis metalleri varligindaki reaksiyonu sonucunda
giiclii bir oksidan olan ONOO" olusmaktadir. Bu ROS varliginda nitrit ve nitratlar
olusmakta, buna bagli olarak da protein yapilar1 bozularak fonksiyon kayiplari ortaya
cikmaktadir (Caylak, 2011; Tiirk, 2015). H,O,, ROS olmadigi halde Fe*" veya diger
gecis metalleri varliginda Fenton reaksiyon ile O, varliginda ise Haber-Weiss
reaksiyonu araciligiyla ¢ok reaktif ve zararli OH radikalini olusturmaktadir. Yiiksiiz,
zar gecirgen ve yagda ¢oziinen bir molekiil oldugundan hiicre iizerindeki tiim zarlara
etki edebilen hidrojen peroksit, fagositoz mekanizmasinin da en biiyiikk salgi
tiriinlerindendir. Oksijene bir elektron transferi (siiperoksit dismutasyonu) veya
oksijene iki elektron eklenmesi (indirgenme) sonucunda da meydana gelebilmektedir
(Caylak, 2011; Bucak ve ark., 2015; Ozcan ve ark., 2015; Tiirk, 2015). Atmosferde
oksijene gore az da olsa bulunan Os, tepkimelerde yiiksek yogunlukta bulundugunda
son derece kararsizdir. Nitrik oksit ile reaksiyona girerek nitrojen dioksit (NO»)
olusumuna neden olmaktadir. Ayrica doymamis yag asitlerinde oksidasyona sebep
oldugundan varligi ROS olusumu sebebiyle 6nem arz etmektedir (Bucak ve ark.,

2015; Tirk, 2015).

O+ 0, —> O

03 + NO _— 02 + N02
2.6.1.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Neden Oldugu Hasarlar

Reaktif oksijen tiirleri, yliksek aktiviteleri ve hasara yol agma egilimlerinden
dolay1 son derece toksik, mutajenik veya karsinojenikdir (Nordberg ve Arnér, 2001).
Lipid peroksidasyonu olay1 farkli yollarla hiicrelerde hasara yol agmaktadir. Bu
hasarlarin baslangi¢ asamalarinda serbest oksijen gruplari ¢ok etkin sekillere
doniistirler ve hiicrelerdeki lipidler, proteinler ve karbonhidratlar gibi
makromolekiillere hasar verirler. Ayrica hidroperoksitlerin zehirleyici etkileri ile
hiicre zarlarindaki bozulmalara ve ¢esitli yollarla hiicre pH’sinda degismelere neden
olurlar. Reaktif oksijen tiirlerinin lipidler lizerine hasarlari, biyolojik sistemlerdeki en
biiyiik etkilerin basinda gelmektedir (Yarsan, 1998). ROS, biyolojik membranda
bulunan ve bu isleme son derece duyarli poliansatiire yag asitlerine (PUFA) etki

ederek lipit peroksidasyonunu baslatmaktadir.
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Temel olarak bu siire¢ yiiksek aktiviteye sahip radikallerin hiicre membranlarinda
bulunan PUFA’ya saldirarak bir hidrojen atomunu metilen gruptan koparmasi sonucu
baslamaktadir. Bu siire¢ sonucunda zincirleme peroksidasyon reaksiyonlari
baslamakta ve olusan {iriinlerin etkileri artarak hiicre i¢i antioksidan maddeler
tikenene kadar devam etmektedir. Antioksidan maddelerin bitisi ile birlikte
membranlarin akigkanliginda ve gegirgenliginde bozulmalar meydana gelmektedir
(Ozcan ve ark., 2015). Bu olaylar dizisi genel olarak baslangic asamasi, zincir
asamasi ve son olarak da yikim asamasi seklinde gelismektedir. Hiicrenin kendi ve
organellerinin membranlarinda meydana gelen yikimlar sonucu olugan {iriinler
hiicreyi 6liime gotiiren siireci hizlandirmaktadir (Yarsan, 1998). Proteinlerin ROS ile
oksidasyonu sonucu ¢ok genis aralikta stabil veya reaktif {irlin meydana gelmektedir.
Gecis metallerinin  etkisiyle aktif hidroperoksitler buna ek radikaller de
tiretebilmektedir ve tim bu radikallerin etkisiyle protein fonksiyonlarinda
degisiklikler meydana gelebilmektedir (Kehrer, 2000; Karabulut ve Giilay, 2016).
Hidroksil gibi radikaller hiicrelerdeki karbonhidratlar ile reaksiyona girerek karbon
atomlarinin birinden bir hidrojen atomu ¢ikartma yolu ile karbon merkezli
radikallerin iiretilmesine sebep olabilirler. Bu radikaller de hyaluronik asit gibi
onemli molekiillerde zincir kirilmalarina sebep olmaktadir (Yarsan, 1998; Karabulut

ve Giilay, 2016).
2.6.1.4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin DNA Uzerine Etkileri

Yiiksek aktiviteye sahip hidroksil gibi radikaller, lipit ve proteinlerde oldugu
gibi DNA ile de etkilesime girmektedir. DNA bazlarindaki ¢ift baglara H atomu
ekleyerek veya 2-deoksiribozun C-H baglarindan ve timin yapisindaki metil
gruplarindan H atomu ¢ikararak DNA molekiilii ile reaksiyona girmesiyle bir takim
indirgemeler sonucunda oksidasyon iiriinleri ortaya ¢ikmaktadir (Nordberg ve Arnér,
2001; Ozcan ve ark., 2015). Reaktif oksijen tiirleri, piirin ve pirimidin bazlarindaki
baglara ve yapilara etki ederek ¢ok cesitli hasar iiriinleri meydana getirmektedir
(Karabulut ve Giilay, 2016). Piirin bazlarindan guanin, oksidasyona 6zellikle hassas
bir yapidadir. Saldirilar sonucunda olusan 8-hidroksi deoksiguanozin gibi iriinler
biyolojik isaretciler olarak kullanilmakta ve tespit isleminde siklikla bu molekiile

bagvurulmaktadir (Kehrer, 2000; Guthrie ve Welch, 2012).
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Demir, bakir, kadmium ve krom gibi gecis metalleri de oksidatif yolda 6nemli roller

oynayarak DNA hasarina yol agmaktadirlar (Hemnani ve Parihar, 1998).
2.6.2. Antioksidanlarin Sitmiflandirilmasi

Antioksidanlar, viicutta olumsuz etkiye sahip fazla ROS’u temizleyerek
metabolizmanin sahip oldugu hassas oksidan-antioksidan dengesini korumaya
saglayan ajanlardir (Agarwal ve ark., 2012). Viicudun oksidatif strese karsi iirettigi
(endojen) veya disardan edindigi (eksojen) antioksidanlar bulunmaktadir (Yehye ve

ark., 2015).
2.6.2.1. Endojen Antioksidanlar

Hiicrelerdeki endojen antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olarak
siniflandirilabilir. ROS iiretimine sebep olabilecek olaylarin baslangic asamalarinda
ilk miidahaleyi yapan enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon reduktaz (GR) olarak siralanabilir
(Gupta ve ark., 2014). Non-enzimatik antioksidanlara ise lipoik asit, glutatyon, L-
arjinin, koenzim Q10, melatonin ve {irik asit gibi 6rnekler verilebilir (Yehye ve ark.,
2015). SOD, wviicutta tasidigi metale gore adlandirilan bes farkli formda
bulunabilmektedir. Manganez igeren Mn-SOD, bakir ve ¢inko igeren CuZn-SOD,
demir iceren Fe-SOD, nikel iceren Ni-SOD ve bakir iceren Cu-SOD olarak
adlandirilmaktadir. SOD, siiperoksit anyonuna bir elektron verip H,O’ye ¢evirerek
gorevini gerceklestirmektedir. SOD’un antioksidan etkisi siiperoksit ile Fe*’iin,
Fe™’ye indirgenmesi seklindedir (Caylak, 2011). Bir selenoprotein olan GPx enzimi
ise SOD’un H,0;’ye cevirdigi molekiilii su ve oksijen molekiiliine ¢evirmektedir. Bu
olay1 gerceklestirebilmek icin glutatyonu okside etmektedir. Sonrasinda ise okside
glutatyonun eski haline doniismesi i¢in glutatyon rediiktaz enzimi devreye girerek
islemi tersine ¢cevirmektedir (Caylak, 2011; Gupta ve ark., 2014). Diger bir enzimatik
antioksidan olan CAT ise GPx gibi H,0,’yi su ve atomik oksijene indirgeyerek

gorevini yerine getirmektedir (Amidi ve ark., 2016).
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Koenzim Q10, testislerde endojen olarak {iretilen, lipofilik ve non-enzimatik bir
antioksidan olarak goze carpmaktadir. Peroksidasyon siirecinde, koenzim Q10’un
tam olarak indirgenmis hali olan ubiquinol bir antioksidan olarak gorev yapmaktadir
ve lipit peroksil radikallerini ortadan kaldirmaktadir (Ramadan ve ark., 2002;
Yousefian ve ark., 2014).

2.6.2.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar viicutta iiretilemeyen ve mutlaka disardan alinmasi
gereken antioksidanlar olarak tanimlanabilir. Genel olarak yeterli beslenmesi
saglanan ve destekleyici gidalar alan canlilarda ROS {iretimini engelleyen ve
oksidatif stresi azaltan antioksidanlar bulunmaktadir (Yehye ve ark., 2015). Bunlarin
bazilari; vitamin E, vitamin C, sistein, hipotaurin, biitil hidroksitoluen (BHT) ve
taurin olarak siralanabilir (Bucak ve Tekin, 2007; Memon ve ark., 2012; Zhang ve
ark., 2012). Vitamin C (askorbik asit), suda ¢oziilebilen, zincir kirici, diisiik toksisite
ve yiiksek potansiyele sahip bir antioksidandir. Zincir kirma 6zelligi ile peroksidaz
tiirevlerin yayilmasi esnasinda devreye girerek siireci durdurmaktadir (Zhang ve ark.,
2012). Epididimal sivida ve seminal plazmada yiiksek oranda bulunan vitamin C,
sperma hiicrelerini H,O, gibi ROS’a kars1 savunarak DNA hasarini engellemekte ve
genetik biitlinliigiin korunmasini saglamaktadir (Sonmez ve ark., 2005). Vitamin E,
hayvan hiicrelerinde yagda ¢oziinen ve membran lipidlerinde bulunan yag asitleri ile
ROS’un arasindaki kovalent baglar1 bozan kuvvetli bir antioksidandir. Bu 6zelligi
sayesinde hiicre membran yapilarmin ROS dirlinlerinden  etkilenmesini
engellemektedir (Zhang ve ark., 2012). Vitamin E’nin aktivitesi bir radikal tarafindan
yok edilse bile, bagka antioksidanlar olan askorbat ve retinol sayesinde yeniden aktif
hale gelebilmektedir (Yehye ve ark., 2015). Vitamin E’nin epididimiste olusan lipit
peroksidasyonu olusumunu engelledigine, SOD aktivitesini artirdigina ve testisleri
oksidatif strese karsi koruduguna dair calismalar bulunmaktadir (Hong ve ark.,
2010). Taurin, ¢ogu hayvanda fazla miktarda bulunan diisiik molekiiler agirlikli
organik bir sulfonik asittir. Yari-esansiyel amino asit olmasi sebebiyle bircok dokuda
bulunmakta ve cogunda da sentezlenebilmektedir. Reprodiiktif sistemde; leydig
hiicreleri ve vaskiiler endoteliyel hiicreler gibi yerlerde tespit edilmistir (Yang ve

ark., 2010).
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Taurin, bir antioksidan olarak davranip spermatozoon plazma membranindan gecerek
lipit peroksidasyonunu engellemekte ve hiicreyi korumaktadir (Shiva ve ark., 2010).
Sisteamin, tiyol bilesigi olarak da bilinen genis bir aileye iiye antioksidanlardandir
(Saridozkan ve ark., 2014). Sisteamin, hiicreler tarafindan sistein alimini artirarak
glutatyon sentezini artirmakta ve dolayisiyla da ROS’a karst savunma
mekanizmalarimi giliglendirmektedir (Gilingdér ve ark., 2016). Sisteaminin ayni
zamanda ¢Ozdiirme sonrasi ko¢ spermasinda motilite oranini artiran, spermada
antioksidan kapasiteyi yiikselten ve embriyonik gelisimi destekleyen son derece etkin

bir antioksidandir (Bucak ve ark., 2009).

Metiyonin, glutatyon i¢in Oncii bir amino asit olarak davranan ve c¢esitli
dokulardaki oksidatif hasar1 engelledigi bilinen bir antioksidandir (Coyan ve ark.,
2010). Ayrica, siilfiir iceren bolimleri de selat yaparak uzaklastirdigindan dolay:
detoksifikasyon isinde dnemli bir rol oynamaktadir (Patra ve ark., 2001; Tuncer ve
ark., 2010b). Sperma sulandiricilarina degisik dozlarda metiyonin ekleyen pek cok
calismada, eritme sonrasi spermatolojik parametreleri korudugu yoniinde sonuglar
mevcuttur (Tuncer ve ark., 2010b; Omur ve Coyan, 2016; Toker ve ark., 2016;).
Sistein tiyol grubu bir antioksidan olup, diisiik molekiil agirligina sahiptir (Uysal ve
Bucak, 2007). Seminal plazma ve spermatozoon nukleik asitinde dogal olarak
bulunmasiyla, DNA biitlinliigiinii korumakta ve hiicrede meydana gelen ROS
kaynakli etkilere kars1 antioksidan olarak gorev yapmaktadir (Ansari ve ark., 2016).
Glutatyon i¢in temel yapi taslarindan biri olan sistein, hiicrede meydana gelen lipid
peroksidasyonunu engellemektedir (Topraggaleh ve ark., 2014). Cogu hayvan
tiriinde sperma dondurulmasinda kullanilmis olan sisteinin, dondurma-¢6zdiirme
islemleri sonras1 motilite, viabilite ve kromatin biitlinliigii iizerine pozitif etkilerinin
oldugu ortaya konulmustur (Uysal ve Bucak, 2007; Bucak ve ark., 2008; Anghel ve
ark., 2010; Kulaksiz ve Daskin, 2010; Beheshti ve ark., 2011; Sari6zkan ve ark.,
2014; Sharafi ve ark., 2015). BHT, vitamin E’nin sentetik bir analogu olup, peroksi
radikallerinin hidroperoksitlere doniistiiriilmesini baglatir (Naijian ve ark., 2013).
Bircok hayvan tiiriinde spermanin sivi olarak saklanmasi veya dondurulmasi
islemlerinde sulandiricilara eklenmis ve pek ¢ok calismada spermatozoonlar1 soguk

sokuna kars1 korudugu kanitlanmis bir antioksidandir (Roca ve ark., 2004; Farshad

21



ve ark., 2010; Memon ve ark., 2012; Naijian ve ark., 2013). BHT’nin
spermatozoonlar1 soguk sokuna karsi korumasi, membranda bulunan lipidlere etki

ederek membran gecirgenligini azaltmasiyla gerceklesmektedir (Khalifa ve ark.,

2008).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Hayvan Materyali, Bakim ve Besleme

Tez calismasi, Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Saglig
ve Hayvansal Uretim ve Uygulama Merkezi Koyunculuk Unitesi’nde (enlem 29° 04
Dogu, boylam 40° 11 Kuzey, rakim 100 m) gerceklestirildi. Bu calismada, 2-4
yaslarinda ve 60-80 kg canli agirlik araligindaki bes bas Kivircik irki kog kullanildi.
Saglik kontroliinden gegirilerek calismaya dahil edilen koglar, ¢alisma Oncesi ve
stiresince ayr1 olarak barindirildi. Koglar deney siireci boyunca esit sartlarda bakildu.
Serbest miktarda kuru ¢ayir otu ve giinliik bir kilogram konsantre yem ile beslenen
koglara su ve yalama tasi, ad-libitum olarak verildi. Tez ¢alismasi, Bursa Uludag
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (03.02.2015 tarihli ve 2015-02/01

numarali etik kurul karar1) onay1 alinarak gerceklestirildi.
3.2. Koclardan Sperma Alinmasi ve Spermatolojik Muayeneler

Sperma toplama islemi, sifat sezonu i¢inde (Eyliil-Ekim), haftada iki kez
olacak sekilde toplam bes kez gergeklestirildi. Sperma, koglardan elektro-
ejakiilasyon yontemiyle alindi. Alinan sperma orneklerinden 0,5 ml hacim, (+++)
mass aktivite, %70 motilite ve 1,5x10° spermatozoon/ml yogunluga sahip ejakiilat
ornekleri alinarak birlestirildi (Toker ve ark., 2016). Elektro-ejakiilator yardimi ile
sperma almak amaciyla ilk olarak hayvanlar zapt-1 rapt altina alindi. Prepiisial
bolgenin killar1 temizlendi, serum fizyolojik ile bolgenin temizligi saglandi ardindan
bolge tamamen kurutuldu. Elektro-ejakiilatoriin (Ruakura ko¢ probu, Hamilton, Yeni
Zelanda) kog i¢in iretilmis, 12 cm boyunda, 2,5 cm capinda ve 12 volt elektrik
kapasitesi olan probun ucuna ve bdlgeye kayganlastirict uygulayarak rektuma
yerlestirildi. Bu islemin ardindan, preplisyum manipiile edilerek penis disar
cikartildi. Takip eden siiregte koca, 1-2 saniyelik araliklar ile 5-7 uyarim olacak
sekilde elektrik akim1 uygulandi.
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Uyarim aralarinda penise masaj yapilarak tiim ejakiilatin alinmasi saglandi. Sperma
ornekleri onceden 1sitilmis dereceli sperma toplama kadehlerine bir huni yardimiyla
alindi ve islem tamamlandiktan sonra vakit kaybetmeden, onceden 30-32°C’a
ayarlanmis bir su banyosuna sperma toplama kadehi aktarildi (ileri ve ark., 1996;
Nur ve ark., 2010). Elde edilen taze sperma Orneklerinin degerlendirilmesi amaciyla;
makroskobik (hacim, renk, koku) muayenelerin yaninda, mikroskobik muayeneler
(kitle hareketi, motilite, yogunluk, morfolojik muayene) ve plazma membran
biitiinltiigli yoniinden (HOS test) incelendi. Motilite, morfolojik muayene ve HOS
testi kapsayan mikroskobik muayeneler, spermanin dondurulma agamalar1 olan
sulandirma sonrasi, ekilibrasyon sonrasi ve ¢dzdiirme sonrasi zamanlarda da
uygulandi (Nur ve ark., 2010). Tez c¢alismast boyunca kullanilan tiim sarf
malzemelerinin steril ve sperma ile ayni sicaklikta olmasina, uygulanacak

yontemlerdeki soliisyonlarin taze hazirlanmasina her zaman dikkat edildi.
3.2.1. Makroskobik Spermatolojik Muayeneler

Sperma hacmine, alinan 6rneklerin toplama kadehlerinde bulunan derecelere
gore mililitre (ml) cinsinden Ol¢iilmesiyle ulasildi. Sperma 6rneklerinde kendine has

aromatik koku ve koyu krem rengi arand1 (Hafez, 1993).
3.2.2. Kitle Hareketi Muayenesi

Taze spermada kitle hareketi vakit kaybetmeden degerlendirildi. Isiticili tablal
(37°C) faz-kontrast mikroskop (Olympus BX51-TF - Olympus Optical Co., Ltd.,
Japonya) {izerinde bulunan lama bir damla taze sperma uzunlamasina damlatilarak,
tizerine lamel kapatmadan x100 biiylitme altinda degerlendirildi. Kitle hareketi (+)
kotii, (++) vasat, (+++) normal ve (++++) yiiksek olacak sekilde girdap hareketi

puanlanarak sonug tayin edildi (S6nmez, 2013).
3.2.3. Motilite Muayenesi

Motilite muayenesi 1sitici tablali faz-kontrast mikroskobunda gergeklestirildi.
Onceden 37°C’a 1sitilmis lam iizerine bir damla tamponlayic1 soliisyon (%0,9
izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi) ve bir damla sperma Ornegi sirasiyla; damlatildi.

Lamel kapatilarak x400 biiylitme altinda, ii¢ farkli alani kapsayacak sekilde
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gerceklestirilen muayene sonucunda, herhangi bir yonde giiclii ve hizli hareket eden
spermatozoonlarin, hareketsiz veya diger hareket bi¢imlerini gosteren hiicrelere orani
g6z Oniine alinarak yapilan hesaplama sonucunda yiizdelik (%) bir deger verildi

(Hafez, 1993).
3.2.4. Yogunluk Tayini

Elde edilen ejakiilattaki spermatozoon yogunlugunu tayin etmek amaciyla
hemositometrik yontem kullanild: (fleri ve ark., 1996). Eritrosit sayma pipetinin 0,5
cizgisine kadar sperma, 101 ¢izgisine kadar ise sodyum kloriir ¢ozeltisi ¢ekilerek 200
kath sulandirma islemi gerceklestirildi. Nazik¢e karistirilan sperma ¢ozeltisi dnceden
hazirlanmis Thoma sayma lamina damlatildi. Dort koseden ve bir adet ortadan olmak
lizere bes adet biliyllk sayma alanm1 (toplamda 80 kiigiik kare) icindeki
spermatozoonlar 1g1k mikroskobuyla (Nikon Eclipse E100 - Nicon Co. Japonya)
degerlendirilerek x100 biiyiitme altinda sonuca ulasildi ve deger kisaca 107 ile

carpilarak, bir mililitredeki yogunluk degerine ulasildi.
3.2.5. Morfolojik Muayene

Spermanin morfolojik muayenesi amaciyla Gimza boyas1 kullanildi (Merck-
Millipore - 1.09204). Boya, stok boya soliisyonunun her on damlasi i¢in bes mililitre
distile su karisimiyla taze olarak saglandi. Hazirlanan siirme frotiler iyice kuruduktan
sonra 10 dakika siire ile metil alkol (Tekkim — TK.911022) dolu bir boyama
kutusunda bekletilerek tespit edildi. Ardindan bagka bir boyama kutusuna frotileri
tamamen kaplayacak kadar Gimza boyasi koyularak 30 dakika boyunca beklendi.
Boyama esnasinda, ic¢inde frotiler bulunan boyama kutularini sicak suda (37°C)
bekleterek, boyanin sicak kalmasi saglandi. Siire sonunda frotiler distile su ile
yikanarak kurumaya birakildi. Sayimlar 151k mikroskobunda x100 biiyiitmede ve 200
hiicrede akrozom, bas, orta kisim ve kuyruk degerlendirilerek gerceklestirildi. Sayim
esnasinda, her spermatozoon bas, orta, kuyruk dncelik siralamasiyla incelendi ve tek

bir bozukluk kaydedildi (Ileri ve ark., 1996).

25



3.2.6. Hypo-Osmotic Swelling Test (HOST)

Plazma membran biitiinliigiinii degerlendirmek amaciyla yapilan HOS testi
caligmanin tiim asamalarinda kullanildi. 100 mOsm degerde sodyum sitrat (Sigma-
Aldrich — W302600) — fruktoz (Merck-Millipore — 1.04007) soliisyonu hazirlandz.
Sicakligr 37°C’a ayarlanmig bir su banyosuna reaksiyon tiipleri yerlestirilerek,
iclerine 200 pul HOST soliisyonu ve 20 pl sperma Ornegi koyuldu. Bir saatlik
inkiibasyon siiresinden sonra, 6nceden 37°C’a 1sitilmis bir lam iizerine bir damla
ornek pipet yardimiyla alindi ve iizerine lamel kapatildi. Isitic1 tablali faz-kontrast
mikroskop ile x100 biiyiitme altinda 200 hiicre sayilarak yontemin sonucu yiizde
olarak belirlendi. Kuyruk kismi sigsmis ve kivrilmis olan hiicrelerin yilizde degerleri

tespit edilerek sonug tayin edildi (Alcay ve ark., 2015).

3.3. Sperma Orneklerinin Sulandirilmasi ve Sogutulmasi

Tez c¢alismasinda TRIS-sitrik asit fruktoz sperma temel sulandiricisi
kullanildi  (Aisen ve ark., 2005). Sulandirict formiiliinde kiiciik degisiklikler
yapilarak modifiye edilen yonteme, iki asamali sulandirma teknigi uygulandi.

Kullanilan sulandiricilarin igerikleri asagidaki tabloda verildi.

Sulandirici A Miktar Marka-Katalog Numarasi

(Tris(hidroksimetil)aminometane) 27,1 gr/l ~ Sigma-Aldrich — T6791

Sitrik asit 14,0 gr/l Merck-Millipore — 100242
D - fruktoz 10,0 gr/  Merck-Millipore — 104007
Penisilin G 0,3 gr/l Sigma-Aldrich — P7794
Dihidrostreptomisin 0,4 gr/l Sigma-Aldrich — S1277
Yumurta Saris1 %20
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Sulandirici1 B Miktar Marka-Katalog Numarasi

(Tris(hidroksimetil)aminometane) 27,1 gr/l ~ Sigma-Aldrich — T6791

Sitrik asit 14,0 gr/.  Merck-Millipore — 100242
D- fruktoz 10,0 gr/.  Merck-Millipore — 104007
Penisilin G 0,3 gr/l Sigma-Aldrich — P7794
Dihidrostreptomisin 0,4 gr/l Sigma-Aldrich — S1277
Yumurta Sarist %20

Trehaloz 38 gr/l Sigma-Aldrich — T0167
EDTA 1,5 gr/l Fisher Scientific — BP118
Gliserol 906 Sigma-Aldrich — S5516

Hazirlanan sulandiricilar, 7 esit gruba boliindii;

1. Grup: Kontrol (Antioksidan bulunmayan)

2. Grup: 2.5 mM Metiyonin (Sigma-Aldrich — M5308)

3. Grup: 5 mM Metiyonin

4. Grup: 1 mM Sistein (Sigma-Aldrich — C7352)

5. Grup: 2 mM Sistein

6. Grup: 1 mM Biitil Hidroksitoluen (BHT) (Sigma-Aldrich — B1378)

7. Grup: 2 mM Biitil Hidroksitoluen (BHT)

Yukarda verilen gruplar, antioksidanlarin belirtilen oranlarda sperma
sulandiricilarina eklenmesiyle taze olarak, ¢aligma giinlerinde hazirlandi. Gliserol
icermeyen sulandiric1 A gruplari, 30-32°C’a ayarlanmis bir su banyosuna koyularak

alian sperma ornekleri ile ayn1 sicaklikta olacak sekilde 6nceden 1sitildi.
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Sulandiric1 B gruplar ise sperma Orneklerinin sogutulacagir 5°C sicakliktaki yatay
buzdolabina yerlestirildi. Alinan sperma Orneklerinin ¢aligma kriterlerine uygun
olanlar1 birlestirildikten sonra, yogunluk tayini hizli bir bi¢imde gergeklestirildi.
Bulunan yogunluk degerine gore, dondurma sonrast 0,25 ml hacimdeki bir payette
200 milyon spermatozoon olacak sekilde hesaplama yapilarak sulandirma
gerceklestirildi. Sulandirma islemi gergeklestirilen sperma gruplarinin bulundugu
tiipler 30-32°C sicaklikta su igeren bir kaba koyuldu ve 5°C sicakliktaki yatay
buzdolabina aktarilarak sogutma islemi baslatildi. Orneklerin bulundugu tiiplere
temas etmeyecek sekilde, buz kaliplar1 asamali olarak atilarak suyun sicakligi bir saat
icerisinde 5°C’a indirildi. Bu asamadan sonra sulandirict B, bir saat i¢inde esit
araliklarla (10 dakikada bir) ve miktarlarda asamali olarak sulandiric1 A igeren
sperma gruplarina eklendi. Sulandirma iglemi tamamlandiktan sonra, ekilibrasyon

amaciyla 5°C’ta iki saat siire ile inkiibasyona birakildi.
3.4. Sperma Orneklerinin Dondurulmasi ve Cézdiiriilmesi

Elde edilen sperma oOrnekleri ekilibrasyon siiresi sonunda, 0,25 ml hacimli
mini payetlere otomatik payet doldurma ve kapatma cihazi (IMV, Fransa) yardimiyla
cekilerek dondurma islemine hazir hale getirildi. Programlanabilir gamet dondurma
cihazinin (Nicool Plus PC Freezing Machine, Air Liquide, Fransa) islem siireleri
calisma giliniinden Once ayarlandi. Payetler; 5°C’tan -20°C sicakliga dakikada 0,5°C
hizda ve -20°C sicakliktan -120°C’a ise dakikada 25°C hizda sogutularak donduruldu.
Dondurma cihazinda, payetleri -120°C’a dondurulduktan sonra dogrudan sivi azot
igerisine (-196°C) nakledildi. Payetler, sivi azot konteynerinde, spermatolojik
muayene zamanina kadar tutuldu ve konteynere periyodik araliklarla sivi azot
takviyesi yapildi. Sperma muayenesi icin, payetler, 37°C’a ayarlanmis sicak su

banyosunda 30 sn’de ¢ozdiiriildii (Ustuner ve ark., 2015).
3.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglarin analizini gergeklestirmek icin IBM SPSS istatistik 20
(Chicago, IL, ABD) isimli program kullanildi. Spermatolojik parametrelerin;
ortalamalar1 alindi, normalite testleri gerceklestirildi ve elde edilen sonuca gore

gerekli test uygulandi. Parametrik olan ve homojen dagilim gosteren degerler icin
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One-Way ANOVA uygulandi ve Post hoc test olarak Tukey tercih edildi. Parametrik
olmayan degerler icin Kruskal-Wallis testi uygulandi ve devaminda ikili
karsilagtirmalar icin Mann-Whitney U testi ile degerlendirmeleri yapildi. Tiim
degerlendirmeler i¢in, P<0,05 anlamlilik diizeyinin istatistiki farki temsil ettigi kabul
edildi. Sonuglarin temsil edilmesinde Microsoft Office (Redmond, WA, ABD)

programlarindan yararlanildi.

29



4. BULGULAR

4.1. Taze Sperma Bulgular:

Elektro-ejakiilasyon yontemiyle, bes adet kogtan toplanan ejakiilat 6rnekleri
spermatolojik muayeneler yoniinden degerlendirildi ve taze sperma bulgulart Tablo-
1’de sunuldu. Pooling yapilan taze sperma oOrneklerinde ortalama hacim, motilite,
yogunluk, plazma membran biitlinliigli, akrozomal, diger morfolojik ve toplam
morfolojik bozukluk degerleri sirasiyla; 3,92 ml, %84.,0, 1,96 x 109/ml, 9%93,80,
%35,60, %0,40 ve %6,0 olarak saptandi.
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Tablo-1. Pooling Sonrasi Taze Spermatolojik Parametreler (X+SX)

Spermatolojik Parametreler

Calisma . Kitle . Yogunluk

Giini Hacim (ml) Hareketi Motilite (%) (x10%ml) HOST (%) AKkrozom (%) DMB (%) TMB (%)

1 2,8 ++++ 75 2,05 93 6 0 6

2 42 ++++ 85 1,80 92 5 0 5

3 4.2 ++++ 90 1,85 92 7 0 7

4 3,5 ++++ 90 1,83 95 4 1 5

5 49 +++ 80 2,28 97 6 1 7
Ortalama 3,92+0,79 84,00+6,52 1,96+0,20 93,80+2,17 5,60+1,14 0,40+0,55 6,00+1,00

AKkrozom - Akrozomal bozukluklar
DMB - Diger morfolojik bozukluklar
TMB - Toplam morfolojik bozukluklar
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4.2. Sulandirma Sonrasi Spermatolojik Bulgular

Sulandirma sonrasi kontrol ve deneme gruplar1 arasinda istatistiki
karsilastirma yapildi ve sonuglar Tablo-2’de verildi. Kontrol ve deneme gruplari
arasinda motilite, HOS test ve akrozomal bozukluklar arasinda fark bulunmadi.
Diger morfolojik bozukluklar incelendiginde, kontrol grubu ile SmM metiyonin,
ImM ve 2mM BHT gruplan arasinda énemli bir fark bulundu (P<0,05). Ayrica bu
fark 5SmM metiyonin grubu ile 2mM sistein grubu arasinda da goriildi (P<0,05).
Toplam morfolojik bozukluk orani degerlendirildiginde ise, kontrol grubu ile tim
antioksidan gruplar1 arasinda ve 5SmM metiyonin grubu ile 2mM sistein grubu

arasinda da 6nemli farklar tespit edildi (P<0,05).

Tablo-2. Sulandirma Sonrasi Spermatolojik Parametreler (X+SX)

Grup n Motilite (%) HOST (%) Akrozom (%) DMB (%) TMB (%)

Kontrol 5 73,00+11,51 89,80+3,49 7,60£1,14 1,40+0,55" 9,00+1,22°
Metiyonin 2,5mM 5 75,00£11,73 85,60+8,26 5,40+1,14 0,60+0,55% 6,00+1,22%
Metiyonin SmM 5 72,00+£10,37 89,40+4,51 5,00+0,71 0+0° 5,00+0,71°
Sistein ImM 5 78,00+10,37 88,80+5,63 5,60+1,14 0,40+0,55"® 6,00+1,41™
Sistein 2mM 5 78,00+9,08 89,00+5,15 5,40+0,55 0,80+0,45* 6,20+0,45°¢
BHT ImM 5 77,00£9,08 87,80+2,86 5,80+1,30 0,20£0,45™ 6,00+1,58™
BHT 2mM 5 77,00+9,08 88,60+5,50 5,20+0,84 0,20:£0,45™ 5,40+0,55%

a, b, c: Aynu siitiinda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasinda istatistiki fark vardir (P<0,05)
Akrozom - Akrozomal bozukluklar

DMB: Diger morfolojik bozukluklar

TMB: Toplam morfolojik bozukluklar

4.3. Ekilibrasyon Sonrasi Spermatolojik Bulgular

Ekilibrasyon sonrasi incelenen spermatolojik parametrelere ait bulgular
Tablo-3’te sunuldu. Kontrol ve deneme gruplarinda motilite, HOS test ve diger
morfolojik bozukluklar arasinda fark bulunmadi. Akrozomal ve toplam morfolojik
bozukluk oranlar1 goz Oniline alindiginda, kontrol ve tiim antioksidan gruplar

arasinda 6nemli bir fark saptandi (P<0,05).
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Tablo-3. Ekilibrasyon Sonrasi Spermatolojik Parametreler (X+5X)

Grup n  Motilite (%) HOST (%) Akrozom (%) DMB (%) TMB (%)
Kontrol 5 68,00£5,70 82,80+7,69 11,40+1,14° 1,40+0,55 12,80+1,48°
Metiyonin 2,5mM 5 72,00+5,70 80,60+9,74 8,00+1,00° 0,80+0,84 8,80+0,84°
Metiyonin SmM 5 71,00+4,18 86,60+1,95 7,20+1,64° 0,60+0,55 7,80+1,64°
Sistein ImM 5 71,00£7.42 84,40+5,13 7,40+0,55° 1,20+1,10 8,60+1,52°
Sistein 2mM 5 72,00+5,70 81,40+8,99 6,60+1,52° 0,80+0,84 7,40+1,67°
BHT 1mM 5 72,00+5,70 80,80+6,91 7,60+1,14° 1,40%1,14 9,00+1,87°
BHT 2mM 5 71,00£2,24 83,80+4,49 7,40+1,52° 1,00£0,70 8,40+1,52°

a, b: Ayni siitiinda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasinda istatistiki fark vardir (P<0,05)
Akrozom - Akrozomal bozukluklar

DMB: Diger morfolojik bozukluk

TMB: Toplam morfolojik bozukluklar

4.4. Cozdiirme Sonrasi1 Spermatolojik Bulgular

Dondurma-¢6zdiirme sonrasi spermatolojik parametreler Tablo-4’te sunuldu
Motilite ve plazma membran biitlinliigii (Sekil-1) incelendiginde, kontrol ve tiim
antioksidan deneme gruplart arasinda 6nemli farklar saptandi(P<0,05). Akrozomal
bozukluk orani kontrol ile metiyonin (2,5mM ve SmM) ve sistein (ImM ve 2mM)
deneme gruplar1 arasinda farkli bulundu (P<0,05). Ayrica akrozomal bozukluk orani
metiyonin ve sistein gruplarinda farkli dozlar agisindan da farkliydi (P<0,05).
Incelenen diger morfolojik bozukluklar orani yalmzca ImM sistein ile 2mM BHT
gruplar1 arasinda fark 6nemli bulundu (P<0,05). Toplam morfolojik bozukluk (Sekil-
2) oranmin, kontrol grubu ile 2,5mM, 5mM metiyonin ve 2mM sistein gruplari
arasinda onemli derecede farkli ayrica her iki metiyonin ve sistein grubunun, 1mM
ve 2mM BHT gruplarindan 6nemli derecede farkli oldugu gorildi (P<0,05).
Cozdiirme sonrasi, motilite ile HOST arasinda pozitif (r= 0,880) ve ayrica motilite
(r=-0,243) ve HOST (r= -0,225) ile akrozomal bozukluk arasinda negatif korelasyon
bulundu (Tablo-5).
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Tablo-4. Cozdiirme Sonrasi Spermatolojik Parametreler (X+SX)

Grup n Motilite (%) HOST (%) Akrozom (%) DMB (%) TMB (%)
Kontrol 15 45,00+1,29* 51,60+1,40° 16,93+0,42% 6,470,527 23,40+2,29%
Metiyonin 2,5mM 15 53,67+1,65° 61,80+1,49° 13,93+0,38" 5,87+0,60" 19,80+2,51°
Metiyonin SmM 15 55,67+1,45° 64,53+1,69° 12,40+0,49 7,27+0,64% 19,67+3,81°
Sistein 1ImM 15 56,00+1,63° 62,20+1,33° 15,27+0,57° 5,40+0,53" 20,67+3,31%
Sistein 2mM 15 53,33+1,74° 61,67+£2,02° 12,20+0,38% 5,60£0,51* 17,80+2,91°
BHT 1mM 15 53,33+1,93° 61,87+2,12° 18,67+0,85* 6,80+0,53® 25,47+4,00°
BHT 2mM 15 52,00+1,75 61,87+1,36° 17,87+0,51% 6,87+0,32™ 24,7342,52°

a, b, ¢, d: Ayni siitunda farkli harfleri tastyan ortalamalar arasinda istatistiki fark vardir (P<0,05)

Akrozom - Akrozomal bozukluklar

DMB: Diger morfolojik bozukluk

TMB: Toplam morfolojik bozukluklar

Tablo-5. Cozdiirme Sonrasi Spermatolojik Parametrelere ait Korelasyon (r)

HOST (+) Akrozomal Bozukluk DMB TMB
Motilite 0,880 0,243 0,186 0,92
HOST (+) -0,225™ 0,132 0,129
Akrozomal Bozukluk 0,157 0,859
DMB 0,641

™ Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir

* Korelasyon 0,05 diizeyinde anlamlidir
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Sekil-1. HOST sonrasi plazma membran biitiinliigii gésteren saghkh

spermatozoonlar (Hiicreler sismis ve kuyruklar kivrilmis)

Sekil-2. Gimza boyama sonrasi ¢esitli morfolojik bozukluklar

35



Donduwrma asamalarma gore motilite oranlar:
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Sekil-3. Dondurma asamalarina gore motilite oranlari
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Dondurma agamalarma gore akrozomal bozukluk oranlar:
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Sekil-4. Dondurma asamalarina gore akrozomal bozukluk oranlari
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Dondurma agsamalarina gére toplam morfolojik bozukluk (TMB) oranlari
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Sekil-5. Dondurma asamalarina gore toplam morfolojik bozukluk (TMB) oranlari
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizin giderek artan niifiisuna paralel olarak yiikselen et ihtiyacim
karsilamak amaciyla, hayvanlarin verimlerini artirmaya yoOnelik olarak
gerceklestirilecek  reprodiiktif 1slah calismalar1  biiyiik 6nem arzetmektedir.
Hayvancilik alaninda kullanilan tireme biyoteknolojisi yontemlerinin gelistirilmesi,
tilke ihtiyaclarin1 karsilama konusunda o6zellikle kiigiikbas hayvancilik agisindan
biiylik yer tutmaktadir. Kog spermast membran yapisi geregi, dondurularak saklama
islemine duyarlidir. Bu alanda gelistirilecek yeni sulandirict bilesenleri, kog
spermasinin dondurma basarinin artirilmasini  saglayabilecektir. Elde edilecek
dondurulmus sperma oOrnekleri ile gergeklestirilecek intraservikal tohumlama
yontemiyle, gebelik oranlarinda artis saglanarak iilkemizin ihtiyaci olan kirmizi et
alanindaki eksiklerin giderilmesi s6z konusu olabilecektir. Bu tez calismasinda;
sperma sulandiricisina eklenen antioksidan maddelerin, dondurma - eritme sonrasi
baz1 spermatolojik parametreler iizerine olan etkileri arastirildi. Bes bas Kivircik 1rki
koctan elde edilen ve en az 0,5 ml hacim, (+++) mass aktivite, %70 motilite ve 1,5 x
10° spermatozoon/ml yogunluga sahip sperma 6rnekleri birlestirilerek kullanildi
(pooling). Pooling sonrasi elde edilen spermatolojik parametreler Tablo-1’de

sunuldu.

Tez calismasinda, ortalama sperma hacmi ve spermatozoon yogunlugu
sirastyla; 3,92 ml ve 1,96 x 10°/ml olarak tespit edildi. Ureme sezonunda Merinos
irk1 koglardan suni vajina ile sperma toplayan Giinay ve ark. (2003), sperma hacim
ve yogunluk degerini sirasiyla; 1,01 ml ve 3,30 x 10°/ml olarak tespit etmislerdir. Bu
calisma ile tez ¢aligmasi karsilastirildiginda sperma hacminin diisiik olmasina karsin
spermatozoon yogunlugunun daha fazla oldugu bulunmustur. Ureme sezonu iginde
lic giin ara ile bir ay boyunca koglardan elektro-ejakiilator ile sperma toplayan

Sonmez ve Demirci (2003) hacim ve yogunluk sonuglarini sirasiyla; 1,02 ml ve 2,67
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x 10°/ml saptamiglardir. Arastirmacilarin elde ettikleri spermatozoon yogunlugu
degeri yiiksek olmasina karsin, sperma hacmi diisiik bulunmustur. Elektro-ejakiilator
ile sperma toplayan Aral ve Aral (2004) iki koca ait sperma hacmini ve
spermatozoon yogunlugunu sirasiyla; 1,22 ile 1,42 ml ve 2,25 ile 2,92 x 10°/ml
saptamiglardir.  Aragtirmacilarin  elde  ettikleri deger ile tez calismast
karsilastirildiginda sperma hacminin diisiik olmasina ragmen, yogunlugunun ise
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yontemin ayni olmasina karsin, sonuglarin degisken
olmasi, bireysel farkliliklardan kaynaklanmis olabilir. Elektro-ejakiilasyon
yontemiyle koglardan sperma toplayan Marco-Jiménez ve ark. (2005) ¢aligmalarinda
sperma hacmini 1,0 ml olarak tespit etmislerdir. Diger bir ¢alismalarinda Marco-
Jiménez ve ark. (2008), sperma hacmini 1,0 ml, yogunlugunu ise 5,2 x 10°/ml olarak
bulmuslardir. Arastirmacilarin  bulgulart tez c¢alismasi1 ile karsilastirildiginda;
arastiricilarin bulduklari hacim degerinin ¢aligmamizdakinden daha diisiik, ancak
spermatozoon yogunlugunun daha yiliksek oldugu gorilmistir. Kivircik 1rka
koglardan elektro-ejakiilasyon yontemi ile sperma toplayan Alcay ve ark. (2014),
sperma hacmini ve spermatozoon yogunlugunu sirastyla; 1,34 ml ve 1,90 x 10° /ml
elde etmislerdir. Arastirmacilarin elde ettikleri hacim degeri, tez ¢aligmasindan daha
diisiik olmasina karsin, spermatozoon yogunlugu benzerdir. Anilan ¢aligmalar ile tez
calismasi arasindaki farkin olas1 nedenleri diisiiniildiigiinde; 1rk, yas, sezon, viicut
agirhigl, skrotal cevre, yontemin uygulama sekli, sperma alma siklig1 ve hayvana
bagh etkenlerden kaynaklandigmi diisiinmek olasidir (Hafez, 1993; ileri ve ark.,
1996).

Elektro-ejakiilasyon yontemi ile koglardan sperma toplayan Aral ve Aral
(2004)’1n buldugu %383,75 motilite degeri tez calismasinda elde edilen %84,00
motilite degeriyle benzerdir. Ayn1 yontem ile sperma toplayarak motilite degerini
Olcen Sonmez ve Demirci (2003) %80,70, Marco-Jiménez ve ark. (2005) %71,90,
Garcia-Alvarez ve ark. (2009) %74,17 ve Algay ve ark. (2014) ise %72,59 olarak
bulduklar1 degerlerin tez ¢calismasina gore diisiik oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bu
degerlerin tez calismasindan farkli olmasi; motilitenin subjektif bir degerlendirme
olmasi, sperma alma yoOntemi, sezon etkisi ve bireysel farkliliklardan

kaynaklanabilecegi diisiincesini akla getirmektedir.

40



Taze spermada akrozoma bagli, diger morfolojik ve toplam morfolojik
bozukluklar ortalamalar1 sirastyla; %5,60, %0,40 ve %6,00 olarak saptandi.
Akrozoma bagli anormal spermatozoon oranimi Sonmez ve Demirci (2003) %2,13,
Aral ve Aral (2004) ise %3,75 bularak, tez ¢alismasina gore daha diisiik deger elde
etmiglerdir Algay ve ark. (2014) ise. anormal akrozomal spermatozoon oranini
%13,16 ile sunulan tez calismasindan daha yiliksek bulmuslardir. Taze kog
spermasinda, akrozoma bagli anormal spermatozoon oranini Giinay ve ark. (2003)
%5,80, toplam morfolojik bozukluk oranini ise, Glinay ve ark. (2003) %15,50 ve
Marco-Jiménez ve ark. (2005) ise %8,10 olarak bulmustur. Tez ¢alismasi ile anilan
her iki ¢alisma karsilagtirildiginda akrozoma bagli anormal spermatozoon orani
benzer olmasmna ragmen, toplam morfolojik bozukluk orani, c¢aligmamizdaki
degerden (5,60) daha yiiksek bulunmustur. Bu farkliligin olast nedenleri olarak,
kullanilan degisik boyama yontemleri, sezon, irk, yas, sperma alma yontemi ve
cevresel faktorler olarak diisiiniilebilir (Gordon, 1999; Giinay ve ark., 2003; Aral ve
Aral, 2004).

Suni tohumlamanin etkin basarisi, arzu edilen genetik kapasiteye sahip
koglarin kullanilmasiyla miimkiindiir. Bu amaca hizmet etmesi agisindan sperma
saklama yontemleri gelistirilmistir. Sperma, kisa siireligine sivi olarak veya uzun
stireligine dondurulmus olarak saklanabilmektedir (Coyan ve ark., 2010).
Spermatozoon hiicre membranlari, yogun miktarda doymamis yag asidi
barindirdigindan, oksidatif strese karsi son derece hassaslardir. Dondurma-¢6zdiirme
gibi islemler esnasinda ortaya ¢ikan serbest radikaller, sperma hiicresine fiziksel ve
kimyasal hasar vermektedir (Toker ve ark., 2016). Serbest radikallerin zararh
etkilerinden korunmak amaciyla kullanilan antioksidanlar, spermanin motilitesini ve
membran biitiinliglinii korumak suretiyle dondurulabilirligine katki saglamaktadir

(Tuncer ve ark., 2010b).

Sunulan hipotezi desteklemek amaciyla, tez c¢alismasinda sperma
sulandiricisina antioksidan 6zelligi bilinen metiyonin, sistein ve BHT g¢esitli dozlarda
eklendi. 2,5mM ve 5mM oranlarinda metiyonin ilave edilmis gruplarda eritme
sonrast motilite degerleri sirasiyla, %53,67 ve %55,67 olarak tespit edildi.

Metiyoninin motilite iizerine etkisi incelendiginde, kendi arasinda ve diger
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antioksidan gruplar1 arasinda istatistiksel bir fark olmamasina karsin, metiyoninin her
iki grubunun, kontrol grubuyla arasinda 6nemli bir fark oldugu goriildii (P<0,05).
Merinos 1rki ko¢ spermasina 1mM, 2mM ve 4 mM oranlarda metiyonin ekleyen
Omur ve Coyan (2016), dondurma-¢dzdiirme sonras1 motilite degerlerini kontrol ve
deneme gruplarinda sirastyla; %45,00, %58,70, %51,20 ve %53,10 olarak tespit
etmislerdir. Anilan arastirmacilar deneme gruplar1 arasinda fark bulamazken, kontrol
grubu ile deneme gruplar arasinda istatistiki fark bulmuslardir (P<0,05). Tez
calismasinda metiyoninin motilite iizerine gdzlenen pozitif etkisi Omur ve Coyan
(2016)’1n yapmis oldugu calismayla uyumludur. Lesitin temelli sulandiriciya SmM
metiyonin ekleyerek ko¢ spermasini donduran Toker ve ark. (2016), eritme sonrasi
kontrol ve deneme gruplarinda motilite oranini sirasiyla; %46,20 ve %52,20 olarak
tespit etmis ve gruplar arasinda 6nemli fark bulmuslardir (P<0,05). Tez ¢alismasinda
kullanilan 5SmM metiyonin ile kontrol grubu motilite degerleri arasindaki istatistiki

fark, Toker ve ark. (2016) nin bulgulartyla ayn1 dogrultuda gergeklesmistir.

Metiyonin, koglarda oldugu kadar diger hayvan tiirlerinde de sperma
sulandiricilarina eklenen bir antioksidan olarak kullanilmistir. Teke spermasini
TRIS-sitrik asit ve yumurta sarisiyla sulandiran ve 2,5mM, 5mM ile 10mM
metiyonin ekleyen Tuncer ve ark. (2010a), ¢ézdiirme sonrasi kontrol ve deneme
gruplarinda motilite degerlerini sirasiyla; %50,60, %56,00, %59,00, %56,00
bulmuslardir. Anilan arastirmada, deneme gruplari kendi arasinda ve deneme
gruplarinin kontrol grubu ile arasinda fark olmadigi saptanmistir. Tez ¢alismasinda
metiyoninin motilite lizerine olan pozitif etkisi, Tuncer ve ark. (2010a)’nin
calismasinda goriilmemistir. Bu sonucun farkli olmasinin olasi nedeninin, tiir fark: ve
seminal  plazmanin  biyokimyasal yapisindan ileri gelmis  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Boga spermasin1 TRIS-sitrik asit ve yumurta saristyla sulandiran
ve 2,5mM ve 7,5mM metiyonin ekleyen Bucak ve ark. (2010), ¢6zdiirme sonrasi
motilite oranini kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; %39,40, %41,30 ve %45,60
olarak bulmuslardir. Anilan arastirmada metiyonin igeren kontrol ve deneme gruplari
arasinda istatistiki bir fark saptanmamustir. Diger bir calismada, TCM-199
sulandiricisina 2mM metiyonin ekleyerek boga spermasini donduran ve ¢dzdiirme

sonrast kontrol ile deneme grubunda motilite oranini sirasiyla; %27,67 ve %23,25
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bulan Sariozkan ve ark. (2014), da gruplar arasinda istatistiki fark tespit
etmemisglerdir. Sunulan ¢alismada eritme sonrasi motilite yoniinden kontrol grubuna
gore metiyonin grubunun istiinliigii, Bucak ve ark. (2010) ve Sariozkan ve ark.
(2014)’nin yapmis olduklar1 ¢alismalarda tespit edilmemistir. Bu farkliligin sebebi,
kullanilan sulandiricinin igeriginin farkli olmast ve daha da Onemlisi boga

spermasinin dondurmaya olan yiiksek toleransi olabilir.

Tez ¢alismasinda 2,5mM ve 5mM metiyonin eklenmis gruplarda, plazma
membran biitiinliigi sirasiyla; %61,80 ve %64,53 oraninda bulundu. Bu degerler,
kontrol grubuna (%51,60) gore farkli olmasina ragmen (P<0,05), kendi aralarinda ve
diger antioksidan gruplar1 arasinda herhangi bir fark saptanamadi. Kog¢ spermasina
ImM, 2mM ve 4 mM degerlerde metiyonin ekleyen Omiir ve Coyan (2016), eritme
sonrast plazma membran biitiinligiinii kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla;
%52,00, %64,20, %57,10 ve %58,50 oranlarinda tespit etmislerdir. Arastirmacilar,
ImM metiyonin grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiki fark bulmuslardir
(P<0,05). Tez calismasinda kontrol ve deneme gruplar1 arasinda istatistiki farkin
bulunmasi, Omiir ve Coyan (2016)’1n yaptig1 ¢alisma ile uyumludur. Kog spermasina
SmM metiyonin ekleyen Toker ve ark. (2016)’nin yapmis olduklar1 bir ¢alismada,
dondurma-¢dzdiirme sonrasit plazma membran biitiinliiglinii kontrol ve deneme
gruplarinda sirasiyla; %61,00 ve %67,00 oraninda belirleyerek, gruplar arasinda
istatistiksel fark tespit etmislerdir. Anilan calismalarla tez ¢alismasinin kontrol ve
deneme gruplan karsilastirildiginda, bulunan istatistiki fark agisindan uyumlu oldugu

gOriilmiistiir.

Diger bir ¢alismada, boga spermasina 2mM metiyoninin ekleyen Sariézkan
ve ark. (2014), eritme sonrasi plazma membran biitiinliiglinii kontrol ve deneme
gruplarinda sirasiyla; %41,40 ve %62,40 oraninda tespit ederek farki istatistiki
acidan onemli bulmuslardir. Her ne kadar yiiriitiilen ¢calisma boga spermasi iizerine
yapilmis olsa da istatistiki farkin bulunmasi, tez caligmasi ile bu konuda benzer
oldugunu gostermektedir. Elde edilen bulgular 1s18inda, metiyoninin ko¢ sperma

plazma membran biitiinliigiinii korudugunu diisiinmek olasidir.
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Sunulan tez ¢alismasinda, metiyoninin ko¢ spermasinda eritme sonrasi
akrozomal, diger morfolojik ve toplam morfolojik bozukluklar1 iizerine etkisi
incelendi. Yiiriitilen calismada 2,5mM ve 5mM oraninda metiyonin eklenen
gruplarda dondurma-¢6zdiirme sonrasi akrozomal bozukluklarin orani sirasiyla;
%13,93 ve %12,40 olarak saptandi. Metiyoninin deneme gruplar1 ve bunlarin kontrol
grubu (%16,93) ile arasinda 6nemli bir fark bulundu (P<0,05). Ayrica, 2,5mM
metiyonin grubu 1mM sistein hari¢ ve SmM metiyonin grubu 2mM sistein disinda
tiim deneme gruplar ile arasinda onemli fark gosterdi (P<0,05). 2,5mM ve 5SmM
metiyonin gruplarinda diger morfolojik bozukluklar sirasiyla; %5,87 ve %7,27
oraninda saptandi. Metiyonin gruplarinin kendi aralarinda, kontrol grubuyla ve ayrica
diger deneme gruplar ile arasinda istatistiki fark bulunamadi. Toplam morfolojik
bozukluklar 2,5mM ve 5SmM metiyonin gruplarinda sirasiyla; %19,80 ve %19,67
olarak tespit edildi. Kontrol ile metiyonin gruplarin arasinda ve ayrica, metiyonin ile
BHT gruplart arasinda onemli farklar saptandi (P<0,05). Kog¢ spermasina 1mM,
2mM ve 4mM metiyonin ekleyen Omiir ve Coyan (2016), eritme sonrasi akrozomal
bozukluk oranini kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; %45,60, %41,20, %47,00
ve %43,50 olarak bulmuslardir. Anilan aragtirmada, kontrol ile deneme gruplari
arasinda onemli fark bulunmasina ragmen, deneme gruplarinin kendi aralarinda fark
gorilmemistir. Tez c¢alismasi ile anilan arastirma degerlendirildiginde, deneme
gruplart ile kontrol grubu arasinda farkin 6nemli bulunmasi, tez calismasini destekler
niteliktedir. Buna karsin, tez calismasinda deneme gruplari arasinda goriilen
istatistiki fark, Omiir ve Coyan (2016)’mn yiiriittiigii calismada saptanamamustir.
Benzer bir ¢calismada, ko¢ spermasina SmM metiyonin ekleyen Toker ve ark. (2016),
dondurma-¢dzdiirme sonrast kontrol ve deneme gruplarinda akrozomal bozukluk
oranlarini sirasiyla; %35,60 ve %?24,40 olarak gozlemlemislerdir. Tez ¢aligmasinda
kontrol ile metiyonin gruplari arasinda saptanan istatistiki farkin, Toker ve ark.

(2016) tarafindan da ortaya konmasi tez ¢alismasini destekler niteliktedir.

Teke spermasina 2,5mM, 5SmM ve 10mM oranlarinda metiyonin ekleyen
Tuncer ve ark. (2010b), eritme sonrasi akrozomal bozukluk oranini kontrol ve
deneme gruplarinda sirasiyla; %13,00, %7,80, %7,20 ve %9,20 olarak rapor

etmislerdir. Arastirmacilar, kontrol ile metiyonin gruplari arasinda istatistiki fark
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bulmalarina ragmen, metiyonin gruplar1 arasinda benzer farki ortaya
koyamamuislardir. Tuncer ve ark. (2010)’nin kontrol ve deneme gruplar1 arasinda
buldugu fark tez caligmasina benzer olmasina karsin, metiyonin gruplari arasinda
farkin bulunmamasi ise tez calismasimi desteklememektedir. Tez ¢alismasinda elde
edilen bulgular 1s181nda metiyoninin kog¢ spermatozoon akrozomal biitiinliigii {izerine
pozitif katki sagladigi diisliniilebilir. Diger bir calismada Bucak ve ark. (2010),
2,5mM ve 7,5mM metiyonin eklenen boga spermasinda eritme sonrasi kontrol ve
deneme gruplarinda toplam morfolojik bozukluk orani sirasiyla; %26,30, %18,40 ve
%?20,40 olarak bulunmustur. Anilan ¢alismada metiyonin gruplar1 arasinda istatistiki
fark bulunmamasina karsin, kontrol grubu ile metiyonin gruplari arasinda fark ortaya
konmustur. Bucak ve ark. (2010)’nin yiiriittiigii calisma ile tez ¢aligmasinin kontrol
ve deneme gruplar1 arasinda tespit edilen istatistiki farklilik uyum gostermektedir.
Boga spermasinda yapilmis baska bir ¢alismada, sulandirictya 2mM metiyonin
ekleyen Sariozkan ve ark. (2014), dondurma-¢6zdiirme sonrasi toplam morfolojik
bozukluk oraninda kontrol (%15,60) ve deneme gruplart (%9,20) arasindaki farki
onemli  bulmuglardir  (P<0,001). Amnilan c¢alismanin istatistik  yOniiyle
karsilastirildiginda, tez ¢alismasiyla benzer nitelikte oldugu goriilmektedir. Yapilan
caligmalar ve tez ¢alismasi goz oniinde bulunduruldugunda, sulandirictya metiyonin
eklenmesinin dondurma-¢ézdiirme sonras1 toplam morfolojik bozukluk oranim

azaltma agisindan pozitif yonde katki yaptig1 goriilmektedir.

Dondurma-¢6zdiirme sonucunda olusan lipid peroksidasyonu, spermatozoon
tizerinde yapisal hasara sebep oldugu bilinmektedir. Bu hasarin, motilite ve canliligin
azalmasina, sonu¢ olarak da fertilitede diigmelere neden oldugu bilinmektedir.
Arastirmacilar, sperma sulandiricilarina antioksidan eklemenin, spermanin lipid
peroksidasyonuna karst olan direncini artirdigint bildirmistir (Sariézkan ve ark.,
2009; Memon ve ark., 2012). Antioksidan kapasitesi kuvvetli olan sistein, glutatyon
sentezini uyararak hiicrede glutatyon seviyesinin artmasina ve bu sayede reaktif
oksijen tiirlerinin bertaraf edilmesine yardimci olmaktadir. Bu etkiye ek olarak
sistein, spermanin kisa ya da uzun siireli saklanma siirecinde hiicrenin fonksiyonunun
azalmasi1 engelleyerek, spermatolojik parametrelerin pozitif ydnde artisina

yardimci olmaktadir (Tuncer ve ark., 2010a).
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Tez calismasinda, ko¢ spermasina 1mM ve 2mM sistein eklenen deneme
gruplarinda dondurma-¢ozdiirme iglemleri sonrast motilite degerleri sirasiyla;
%56,00 ve 9%53,33 olarak tespit edildi. Bu degerler goz 6niine alindiginda kontrol
grubu ile fark bulunmasina karsin (P<0,05), sistein ile diger deneme gruplar1 arasinda
istatistiki fark tespit edilmedi. Ko¢ sperma sulandiricisina SmM, 10mM ve 20mM
sistein ekleyen Uysal ve Bucak (2007), eritme sonrasi motilite oranlarin1 kontrol ve
deneme gruplarini swrasiyla; %39,50, %45,00, %59,00 ve %39,50 olarak
kaydetmislerdir. Anilan arastirmada 10mM sistein grubunun kontrol ve diger deneme
gruplarindan farkli oldugu bulunmustur (P<0,05). Tez ¢alismasinda sistein ve kontrol
gruplar1 arasinda bulunan bu 6nemli farkliligin, Uysal ve Bucak (2007)’1n yaptigi
calismada 10mM sistein igeren grupta da goriilmesi, tez ¢aligmasinin bulgularinm
destekler yondedir. TRIS temelli sperma sulandiricisina SmM sistein ekleyerek kog
spermasint donduran Bucak ve ark. (2008), eritme sonrasit kontrol ve sistein
gruplarinda motiliteyi %47,50 ve %61,00 oraninda elde etmisglerdir. Aragtirmacilarin
kontrol ve deneme gruplar1 arasinda bulduklar istatistiki fark, tez g¢aligmasinda
bulunan fark ile benzerlik gostermektedir. Merinos 1rki iki ayr1 kogun spermasini,
TRIS temelli sulandirictyla SmM ve 10mM sistein ekledikten sonra donduran
Anghel ve ark. (2009), eritme sonrast motilite oranini kontrol ve deneme gruplarinda
sirastyla; birinci kogta; %51,42, %60,00, %62,14 ve ikinci kocta ise; %59,16,
%69,15 ve %72,50 oraninda saptamislardir. Arastirmacilarin yalmiz iki deneme
grubu (5SmM ve 10mM) arasinda tespit ettikleri istatistiki fark, tez ¢aligmasinin
bulgulari ile uyumlu degildir. Bu farkin anilan ¢alismada kullanilan sistein dozlari ile
tez ¢alismasinda kullanilan dozlarin ayn1 olmamasindan kaynaklandig diisiiniilebilir.
Diger bir ¢alismada, iki farkli kogun sperma sulandiricisina 10mM sistein ekleyen
Anghel ve Zamfirescu (2010), kontrol ve deneme gruplarinda motilite degerini
birinci kocta %49,79, %60,20 ve ikinci kogta ise ayni sirayla; %55,83, %63,33
oraninda bulmuslardir. Arastirmacilar kontrol ve deneme gruplari arasinda istatistiki
farkin olmadigin1 saptamislardir. Sistein gruplar ile kontrol grubu arasinda tez
caligmasinda bulunan fark, Anghel ve Zamfirescu (2010)’nin yapmis oldugu
calismada gozlenmemistir. Bu farkin olasi nedeni anilan ¢alismanin yalnizca iki kog

tizerinden gerceklestirilmesinden kaynaklanabilir. 1mM ve 2mM dozlarda kog
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sperma sulandiricisina sistein ekleyen Coyan ve ark. (2011), dondurma-¢zdiirme
sonrast kontrol ve deneme (ImM ve 2mM sistein) gruplarinda motilite oranini
sirastyla; %50,90, %63,10 ve %44,10 tespit etmislerdir. Tez calismasina benzer
oranlarda sistein ekleyen Coyan ve ark. (2011), kontrol ile deneme gruplar1 arasinda
fark bulamamasina ragmen, deneme gruplarinin kendi arasinda fark bulmuslardir.
Anilan c¢alisma ile tez ¢alismasinin motilite bulgular istatistiki acidan
karsilastirildiginda, sonuclarin farkl olmasi motilitenin subjektif
degerlendirilmesinden kaynaklandigi distiniilmektedir. TRIS-sitrik asit ve lesitin
iceren sulandiricisina, SmM ve 10mM sistein ekleyen Sharafi ve ark. (2015), kontrol
ve deneme gruplarinda motilite oranini sirasiyla; %47,14, %49,14 ve %55,86
bulmuslardir. Aragtirmacilar, 5SmM ile 10mM sistein i¢ceren gruplarinda ve kontrol ile
10mM sistein gruplari arasinda istatistiki farkin oldugunu saptamislardir. Tez
calismasinin istatistik bulgulariyla anilan c¢alisma karsilastirildiginda, yalnizca
kontrol ile 10mM sistein igeren gruplar arasindaki farkin benzer oldugu sonucuna
varildi. TRIS sulandiricisina 5SmM sistein ekleyerek ko¢ spermasini donduran
Pradie¢ ve ark. (2016), eritme sonras1 kontrol ve deneme gruplarinda motilite oranin
sirastyla; %31,30 ve %23,90 bularak, istatistiksel farkin olmadigini ortaya
koymuslardir. Tez c¢alismasinda kontrol ve deneme gruplari arasinda bulunan
istatistiki farkin anilan arastirmada bulunmamasinin olast nedeni 1k, sezon ve

motilitenin subjektif degerlendirmesinden kaynaklanabilir.

Atessahin ve ark. (2008) 5SmM, 10mM ve 15mM dozlarda sistein ekleyerek
dondurduklar teke spermasinda ¢dzdiirme sonrasi motilite degerlerini kontrol ve
deneme gruplarinda sirasiyla; %51,88, %50,00, %55,00 ve %61,43 bulmuslardir.
Yalniz 5mM ve 15mM sistein iceren gruplar arasinda istatistiksel fark bulmalari,
kontrol ve 10mM gruplarinda farkliligin tespit edilememesi, caligmanin teke
spermasinda  gerceklestirilmesinden  kaynaklanmis olabilir. TRIS temelli
sulandirictya SmM ve 10mM sistein ekledikten sonra ii¢ ayri Alp ki tekenin
bireysel sperma ozelliklerini incelemek i¢in donduran Anghel ve ark. (2010), eritme
sonrasi kontrol ve deneme gruplarinda motilite oranlarini sirasiyla; birinci tekede
%350,62, %53,50, %59,37 ikinci tekede, %42,50, %49,50, %54,37 ve liclincii tekede,
%47,81, %48,50, %51,31 olarak tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismada birinci tekede,
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kontrol ve SmM sistein grubu ve ikinci tekede ise SmM ve 10mM sistein gruplari
arasinda istatistiksel fark bulunmustur (P<0,05). Tez calismasi Anghel ve ark.
(2010)’nmin  gerceklestirdigi ¢alisma ile karsilastirildiginda, istatistiki agidan bir
numarali tekenin bulgularinin uyumlu oldugu, ikinci tekenin bulgularinin ise
benzerlik gostermedigi goriilmiistiir. Tez calismasinda pooling yapilmasi, anilan
calismanin ayni sartlar altinda {i¢ tekede yapilmasina ragmen sonuglarin tekelerin
bireysel farkin1 gostermesi ve doz farkliligi, calismalar arasinda alinan farkli

sonuclarin nedeni olabilir.

Ayni sekilde teke spermasinda ¢alisan Kulaksiz ve Dagkin (2010), TRIS temel
sulandiricisina SmM sistein ekledikten sonra dondurduklari sperma oOrneklerinde
eritme sonrast kontrol (%19,50) ve deneme (%24,50) gruplarinda motilite oranlarini
farkli bulmuslardir (P<0,01). Ayrica sonuglar tez ¢alismasiyla uyumludur. Diger bir
calismada, TRIS temel sulandiricisina 0,5mM, 1mM, 2mM ve 3mM sistein
ekleyerek boga spermasini donduran Ansari ve ark. (2011), eritme sonrasi yalnizca
kontrol ve 1mM sistein gruplar1 arasinda motilite oraninin farkli oldugunu
saptamiglardir (P<0,05). Bu bulgu tez c¢alismasiyla benzer niteliktedir. Boga
spermasini TRIS-yumurta saris1 temel sulandiricisina ImM, 2,5mM, SmM ve 7,5mM
dozda sistein ekledikten sonra donduran Beheshti ve ark. (2011), dondurma-
¢ozdiirme sonrast motilite oranlarini kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla;
%45,86, %52,95, %57,90, %58,20 ve %59,10 olarak elde etmislerdir. Arastiricilar
kontrol ile tim deneme gruplar1 arasinda ve 1mM sistein grubu ile diger deneme
gruplar1 arasinda farki ortaya koymuslardir (P<0,05). Beheshti ve ark. (2011)’nin
kontrol ve deneme gruplari arasinda buldugu istatistiki fark, tez g¢aligmasinin
sonuglartyla uyumludur. Genel olarak, sperma sulandiricisina sistein eklemenin,

eritme sonrasi motilite {izerine olumlu katki sagladig1 goriilmiistiir.

Tez ¢aligmasinda plazma membran biitiinliigli kontrol, ImM ve 2mM sistein
gruplarinda sirasiyla; %51,60, %62,20 ve %61,67 elde edildi. Ayrica kontrol ile
sistein deneme gruplari arasinda fark bulunmasina karsin (P<0,05), sistein ile diger
antioksidan deneme gruplar acisindan herhangi bir fark goriilmedi. Bu sonuglarin,
motilite oranlar ile paralellik tagidigr goriildii. Ko¢ sperma sulandiricisina SmM,

10mM ve 20mM dozlarda sistein ekleyen Uysal ve Bucak, (2007) plazma membran
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biitiinliiglinii eritme sonrast kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; %36,90,
%42,70, %40,70 ve %32,40 oraninda tespit ederek gruplar arasinda istatistiksel
farkin olmadigmi bildirmislerdir. Baska bir calismada da, ko¢ spermasint SmM
sistein ekledikten sonra donduran Bucak ve ark. (2008), plazma membran
biitiinliglinii kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; %44,00 ve %42,00 oranlarinda
tespit ederek farkin 6nemli olmadigini rapor etmislerdir. Bahsi gegen bu ¢alismalarin

istatistiki bulgular ile tez ¢alismasinin sonuglar1 uyumlu degildir.

Iki farkli kogun spermasina SmM ve 10mM dozlarda sistein ekleyerek donduran
Anghel ve ark. (2009) ise, plazma membran biitiinliiglinti kontrol ve ¢alisma (SmM
ve 10mM sistein) gruplarinda sirastyla; birinci kogta %52,55, %60,88 %64,20 ikinci
kogta ise %53,50, %61,66 ve %68,33 oranlarda bulmuslardir. Her iki kogta, yalnizca
deneme gruplari arasinda istatistiki fark bulunmustur (P<0,05). Bu istatistiki bulgular
tez calismasinin sonuglariyla benzer degildir ve bunun olasi nedeninin koglarin
bireysel olarak degerlendirilmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. iki farkli kog
spermasina 10mM sistein ekleyen Anghel ve Zamfirescu (2010), eritme sonrasi
plazma membran biitiinliiglini, kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; birinci
kogta; 9%53,02, %62,67 ve ikinci kogta ise, %57,87 ve %64,89 oraninda saptayarak
gruplar arasinda istatistiksel farkin olmadigimi bildirmistir. Adi gecen ¢alismanin
istatistiksel bulgular1 agisindan karsilastirildiginda tez ¢aligsmasiyla uyumlu olmadig:
gorilmektedir. Bunun olast nedeninin de, koglarin bireysel incelenmesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Coyan ve ark. (2011), 1mM, 2mM ve 4mM
dozlarda sistein ekleyerek dondurduklari ko¢ spermasinda plazma membran
biitiinliiglinii eritme sonrasi kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; %60,40,
%67,60, %72,80 ve %60,70 olarak bulmuslardir. Anilan c¢alismanin, 2mM sistein
grubu ile kontrol ve diger deneme gruplar1 arasinda anlamh fark tespit edilmistir
(P<0,001). Tez ¢alismasinda kontrol ve 2mM sistein gruplart arasinda bulunan fark,
Coyan ve ark. (2011)’nin istatistiki bulgulariyla uyumludur. Diger bir calismada
SmM dozda sistein ekleyerek koc¢ spermasini donduran Pradieé¢ ve ark. (2016),
plazma membran biitiinliigii yoniinden kontrol (%42,30) ve deneme (%38,90)
gruplar1 arasinda istatistiksel farkin olmadigini tespit etmislerdir. Anilan ¢aligmanin

istatistiki bulgulart ile tez caligmasi paralel degildir.
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Teke spermasmma 5SmM, 10mM ve 15mM sistein ekleyerek donduran
Atessahin ve ark. (2008), plazma membran biitiinliigli agisindan kontrol ve deneme
gruplarinda sirasiyla; %34,43, %35,71, %41,28 ve %42,00 degerleri elde etmis ve
degerler arasinda istatistiki farkin olmadigini bildirmislerdir. Tez ¢alismasi ile anilan
caligmanin istatistiki bulgularinin uyumlu olmadigi tespit edilmistir. Yine teke
sprmasinit kullanarak calisan Anghel ve ark. (2010), {i¢ farkli tekenin spermasini
TRIS ve 5mM ile 10mM dozlarda sistein ekleyerek sulandirmis eritme sonrasi
plazma membran biitiinliigiinii kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; birinci
tekede %50,35, %52,07, %55,50, ikinci tekede %39,40, %48,21, %51,67, lgilncii
tekede %46,18, %47,57 ve %50,25 olarak saptamislardir. Birinci tekede kontrol ile
SmM sistein, ikinci tekede ise SmM ve 10mM sistein igeren gruplar arasinda
istatistiki farkin gdzlemlendigi belirtilmistir. Anghel ve ark. (2010)’nin istatistik
bulgulari, tez calismasiyla karsilastirildiginda bazi bulgular uyumlu iken, bazi
bulgularin uyumsuz oldugu goriildii. Yine teke spermasinda eritme sonrast plazma
membran biitiinliglinii aragtiran Kulaksiz ve Daskin (2010), kontrol (%26,03) ve
5mM sistein (%29,47) gruplari arasindaki farkin 6nemli olmadigini ortaya koyarak
tez c¢aligmasi ile uyumlu olmayan bir sonu¢ elde etmislerdir. Tez c¢alismasinda
sisteinin plazma membran biitiinligiini.  korudugu yoniindeki bulgu, amilan

calismalarin ¢ogunda goriilmemistir.

Tez calismasinda kontrol, ImM ve 2mM sistein igeren gruplarda sirasiyla;
akrozomal bozukluk orani %16,93, %15,27 ve %12,20; diger morfolojik bozukluk
orani; %6,47, %5,40 ve %5,60; toplam morfolojik bozukluk oram ise; %?23,40,
%20,67 ve %17,80 olarak tespit edildi. Kontrol ile her iki sistein deneme grubu ve
her iki sistein grubunun kendi arasinda akrozomal bozukluk oranlarinda fark bulundu
(P<0,05). Ayrica, ImM sistein grubu ile 2,5mM metiyonin grubu ve 2mM sistein
grubu ile SmM metiyonin grubu hari¢ diger antioksidan deneme gruplar1 arasinda
akrozomal bozukluk oranlarindaki farkin 6nemli oldugu saptandi1 (P<0,05). Yalnizca
ImM sistein ve 2mM BHT gruplari arasinda diger morfolojik bozukluk oran1 6nemli
bulundu (P<0,05). Toplam morfolojik bozukluk oranlar1 goz Oniine alindiginda,
kontrol ve 2mM sistein grubu arasinda, ayrica 1mM ve 2mM sistein grubuyla, ImM

ve 2mM BHT gruplan arasinda onemli fark tespit edildi (P<0,05). Ko¢ spermasina
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SmM, 10mM ve 20mM dozlarda sistein ekleyen Uysal ve Bucak (2007), eritme
sonrasi kontrol ve deneme gruplarinda akrozomal bozukluk oranmni sirasiyla;
%13,40, %11,70, %2,90 ve %8,10, toplam morfolojik bozukluk oranini ise; %30,10,
%19,20, %9,80 ve %14,20 olarak bildirmislerdir. Anilan ¢alismada yalnizca, 10mM
sistein grubuyla kontrol ve SmM sistein gruplari arasinda fark oldugu saptanmistir.
Uysal ve Bucak (2007)’1n istatistiki bulgularinin bazilarinin tez ¢alismasiyla uyumlu
yonde oldugu goriildii. Toplam morfolojik bozukluk orani incelendiginde, kontrol
grubu ile tiim deneme gruplar1 ve SmM sistein ile 10mM sistein gruplar1 arasinda
farkin 6nemli oldugu anilan ¢alismada ortaya koyulmustur. Tez ¢alismasinda kontrol
ile 2mM sistein grubu arasinda ortaya konan farki Uysal ve Bucak (2007)’1n
calismasi destekler yondedir. Bucak ve ark. (2008), dondurduklar1 kog¢ spermasinda
eritme sonrasi kontrol ve 5SmM sistein grubunda sirasiyla; akrozomal bozukluk
%9,75, %6,40; toplam morfolojik bozukluk oranlarini ise %30,25 ile %27,00
saptayarak gruplar arasinda farkin 6nemli olmadigini ortaya koymuslardir. Tez
calismasinda kontrol ile 2mM sistein grubu arasindaki farkin 6nemsiz olmasi anilan
calismanin bulgularini destekler niteliktedir. Ko¢ spermasinda akrozomal bozukluk
oranini eritme sonrasi inceleyen Pradieé ve ark. (2016), kontrol (%59,10) ve SmM
sistein (%55,90) gruplar1 arasinda 6nemli bir fark tespit edememislerdir. Bu bulgu

tez calismasinin benzer gruplarindaki sonuglariyla paralel degildir.

Diger bir calismada eritme sonrasi toplam morfolojik bozukluk orani kontrol,
SmM ve 10mM sistein gruplarinda sirasiyla; birinci tekede; %11,47, %8,16, %13,10;
ikince tekede; %14,80, %9,96, %10,56 ve iiclincii tekede; %11,18, %10,16, %12,15
oranlartyla Anghel ve ark. (2010) tarafindan bulunmustur. Anilan ¢alismada toplam
morfolojik bozukluk orani birinci tekede, kontrol ve 10mM sistein, ikinci tekede ise
SmM ile 10mM sistein gruplart arasinda farkin 6nemli oldugu bulunmustur (P<0,05).
Bu sonug, tez ¢alismasinda kontrol ile 2mM sistein gruplar1 arasinda gézlenen fark
ile uyumludur. Kulaksiz ve Daskin (2010), eritme sonrasi teke spermasinda kontrol
ve SmM sistein gruplarinda akrozomal (%47,04 ve %44,59) ve toplam morfolojik
bozukluk oranlart (%69,34 ve %65,75) arasinda farkin 6nemli olmadigin1 ortaya
koymuslardir. Bu istatistiki sonuglar tez calismasiyla uyumlu degildir. Boga

spermasina 0,5mM, ImM, 2mM ve 3mM sistein ekleyerek donduran Ansari ve ark.
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(2011), dondurma-¢ozdiirme sonrasi akrozomal biitlinliik oranini, 1mM sistein grubu
ile kontrol ve diger deneme gruplart arasinda farkli bulmuslardir (P<0,05). Anilan
calismada kontrol ve ImM sistein grubu arasindaki istatistiki farkin, tez caligmasiyla
uyumlu oldugu goriilmektedir. Bir bagka ¢alismada boga spermasina 1mM, 2,5mM,
SmM ve 7,5mM dozlarinda sistein ekleyerek donduran Beheshti ve ark. (2011),
dondurma-¢ozdirme sonrasi akrozomal bozukluk oranmi kontrol ve deneme
gruplarinda sirasiyla; %31,62, %31,90, %32,02, %31,54 ve %32,15 oraninda ve
istatistiksel farkin Onemli olmadigmi saptamislardir. Bu ¢alismanin istatistik
bulgulari, tez ¢caligmasinin bulgulariyla paralel degildir. Tez ¢aligmasinda kontrol ve
sistein iceren gruplar gbz Oniine alindiginda, akrozomal biitlinlik oranin1 korudugu
yoniindeki bulgu yukarida anilan pek ¢ok calisma tarafindan desteklenmistir. Diger
morfolojik bozukluklar dikkate alindiginda ise sisteinin bu etkisi goziikmemesine
karsin toplam morfolojik bozukluklarda ise yalnizca 2mM sistein igeren grupta
pozitif bir katki oldugu bazi aragtirmacilar (Uysal ve Bucak, 2007; Bucak ve ark.,
2008; Kulaksiz ve Daskin, 2010; Ansari ve ark., 2011; Beheshti ve ark., 2011)

tarafindan da ortaya konmustur.

Sperma dondurma islemlerinde kullanilan diger bir antioksidan olan BHT, E
vitamininin sentetik bir analogudur. BHT nin antioksidan 6zelliginden faydalanmak
amactyla, farkl arastiricilarca bufalo, sigir, kog ve teke sperma sulandiricisina cesitli
dozlarda eklenmistir (Khalifa ve ark., 2008; Shoae ve Zamiri, 2008; Ijaz ve ark.,
2009; Palomo ve ark., 2017). Tez calismasinda, ImM ve 2mM BHT eklenerek
dondurulan kog¢ spermasinda eritme sonrast motilite oranlar1 kontrol ve deneme
gruplarinda sirasiyla; %45,00, %53,33 ve %52,00 olarak bulundu. I1mM ve 2mM
BHT gruplarinin kendi arasinda fark olmamasina karsin, kontrol grubu ile istatistiki

olarak farkli bulunmustur (P<0,05).

Tez calismasina benzer sulandirict igerigine ImM ve 2mM BHT ekledikten
sonra ko¢ spermasini donduran Farshad ve ark. (2010), dondurma-¢6zdiirme sonrasi
kontrol ve deneme gruplarinda motiliteyi sirasiyla; %38,30, %42,60 ve %52,30
olarak saptamistir. Anilan arastirmada, kontrol ile deneme gruplar1 ve her iki deneme
grubu arasinda istatistiki fark bulunmustur. Tez calismasiyla karsilastirildiginda ise

yalnizca kontrol ile deneme gruplari arasinda istatistiki farkin bulunmasi benzerdir.
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Teke spermasina 0,5mM, ImM, 2mM ve 3mM BHT ekleyen Memon ve ark.
(2011), dondurma-¢dzdiirme sonrasi kontrol ve deneme gruplarinda motilite oranini
sirastyla; %57,10, %57,60, %61,40, %63,20 ve %57,40 olarak tespit etmislerdir.
Anilan ¢alismada kontrol ile ImM ve 2mM BHT gruplarn arasinda, 0,5mM ile ImM
ve 2mM arasinda ve 3mM ile ImM ve 2mM BHT gruplar arasinda istatistiki fark
bulmuslarlardir. Tez ¢alismasinda kontrol ile ImM ve 2mM BHT gruplari arasinda

bulunan fark, Memon ve ark. (2011) tarafindan da bulunmustur (P<0,05).

TRIS-sitrik asit ve yumurta sarili sulandiriciya, 0,5mM, ImM, 2mM ve 4mM
dozlarda BHT ekledikten sonra teke spermasini donduran Naijian ve ark. (2013),
eritme sonrast kontrol ve deneme gruplarinda motilite oraninmi sirasiyla; %54,40,
%54,85, %60,22, 9%55,37 ve %50,12 bularak istatistiki fark olmadigin1 rapor
etmiglerdir. Tez ¢alismasinda, BHT gruplarinin motilite yoniinden kontrol grubuna
gore Ustiinliigii Naijian ve ark. (2013) tarafindan tespit edilmemistir. Diger bir
calismada teke spermasina 2mM ve 5mM dozlarda BHT ekleyen Igbal ve ark.
(2015), eritme sonrast motilite oranlarin1 kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla;
%36,00, %34,00 ve %32,50 bulmuslardir. Tez ¢alismasinda kontrol ve 2mM BHT
gruplar1 arasinda bulunan fark, Igbal ve ark. (2015) tarafindan yalnizca kontrol ve
5mM BHT igeren gruplar arasinda (P<0,05) bulunmugstur. Boga spermasint 0,5mM,
ImM, 2mM ve 4mM dozlarda BHT igeren sodyum sitrat ve yumurta sarisi
sulandiricisiyla sulandirdiktan sonra donduran Shoae ve Zamiri (2008), eritme
sonras1 motilite oranlarin1 kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; %33,30, %32,90,
%44,20, %32,90 ve %32,90 bulmuslardir. Anilan ¢alismada 1mM dozda BHT igeren
grup ile kontrol ve diger deneme gruplari arasinda istatistiksel fark tespit edilmistir.
Tez ¢alismasinda kontrol ve ImM dozda BHT gruplar1 arasinda bulunan fark Shoae
ve Zamiri (2008) tarafindan da ortaya konmustur. Bogalardan suni vajina ile sperma
topladiktan sonra ticari bir sulandiriciya 1,75mM, 2mM ve 2,25mM dozlarda BHT
ekleyerek sulandiran Wadood ve ark. (2016), dondurma-¢dzdiirme sonras1 motilite
oranlarin1 kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; %43,33, %36,67, %46,33 ve
%38,00 tespit etmiglerdir. Bu ¢alismada, 2mM BHT ile 1,75mM ve 2,25mM BHT
gruplar1 arasinda istatistiki fark ortaya konmustur. Tez g¢alismasinda kontrol ve

deneme gruplar1 arasinda bulunan istatistiki fark Wadood ve ark. (2016) tarafindan
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saptanmamistir. Ko¢ spermasina eritme sonrast motilite oranina BHT nin pozitif

etkisi pek ¢ok ¢aligmayla da ortaya konmustur.

Tez calismasinda ¢Ozdiirme sonrasi kontrol ile 1mM ve 2mM BHT
gruplarinda plazma membran biitliinligl sirasiyla; %351,60, %61,87 ve %61,87
oranlarinda bulundu. Deneme gruplar1 arasinda fark olmamasina karsin, kontrol ile

deneme gruplar1 arasinda istatistiki fark ortaya koyuldu (P<0,05).

Baska bir ¢alismada 0,5mM, ImM, 2mM ve 3mM dozlarda BHT ile kog
spermasint donduran Farshad ve ark. (2010), eritme sonrasi kontrol ve deneme
gruplarinda plazma membran biitliinliigiinii sirastyla; %38,30, %38,60, %39,50,
%54,40 ve %48,40 oranlarinda rapor etmislerdir. Anilan ¢alismada kontrol ile 2mM
ve 3mM dozda BHT iceren gruplar arasinda, 2mM BHT grubu ile diger deneme
gruplar1 arasinda ve 3mM BHT grubu ile diger deneme gruplari arasinda istatistiki
fark bulundugu ortaya konmustur. Tez calismasinda kontrol ve 2mM BHT grubu
arasinda bulunan istatistiki fark Farshad ve ark. (2010) tarafindan da ortaya

konmustur.

Teke spermasinda eritme sonrasi plazma membran biitlinliigiinii inceleyen
Naijian ve ark. (2013), kontrol (%46,20) ile 1mM BHT (%47,60) ve 2mM BHT
(%45,40) gruplan arasinda istatistiksel fark tespit edememislerdir. Anilan ¢alismanin
bulgulari, yiiriitiilen tez ¢aligmasinin istatistik bulgulariyla benzer degildir. Memon
ve ark. (2011), teke spermasinda eritme sonrasi plazma membran biitiinligiini
kontrol ve 0,5mM, ImM, 2mM ve 3mM dozlarda BHT iceren deneme gruplarinda
sirastyla; %54,10, %58,20, %59,90, %59,40 ve %55,40 olarak tespit etmislerdir.
Anilan ¢alismada kontrol grubunun, 3mM dozda BHT iceren grup hari¢ diger
deneme gruplarndan istatistiksel olarak daha diisiik oldugu tespit edilmistir (P<0,05).
Tez ¢alismasinda kontrol ve deneme gruplar1 arasinda goriilen istatistiki fark,
Memon ve ark. (2011)’nin ¢alisma sonuglariyla uyumludur. Teke spermasina 2mM
ve SmM dozda BHT ekleyerek donduran Igbal ve ark. (2015), eritme sonrasi plazma
membran biitlinliigiinii kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; %39,50, %42,30 ve
%42,80 oraninda saptayarak farkin 6nemli olmadigini ifade etmislerdir. Bu bulgular,

tez ¢alismasinda elde edilen istatistik bulgular ile uyumlu degildir. Boga spermasinda

54



eritme sonrasi plazma membran biitiinliglinii inceleyen Wadood ve ark. (2016),
kontrol (%52,55), 1,75mM (%50,62), 2mM (%57,76) ve 2,25mM (%47,94) dozlarda
BHT ekledikten sonra yalnizca 2mM ile 2,25mM BHT arasinda istatistiki farki tespit
etmiglerdir (P<0,05). Anilan calismanin istatistiki bulgulariyla tez calismasinin
bulgulart uyumlu degildir. Tez ¢alismasinda elde edilen bulgular 1s181inda, BHT nin
eritme sonrast plazma membran biitiinliigiinii korudugu yoniindeki bulgu diger

arastirmalarin ¢ogunlugu tarafindan da desteklenmektedir.

Tez g¢alismasinda eritme sonrasi kontrol, ImM ve 2mM BHT gruplarinda
sirastyla; akrozomal bozukluk orant %16,93, %18,67 ve %17,87; diger morfolojik
bozukluk orani %6,47, %6,80 ve %6,87; toplam morfolojik bozukluk oran1 %23,40,
%25,47 ve 9%24,73 oranlarinda tespit edildi. Anilan parametreler gbz Oniine

alindiginda kontrol ile BHT gruplari arasinda istatistiki fark bulunmadi (P>0,05).

Teke spermasmi 0,5mM, ImM, 2mM ve 4mM dozlarda BHT ile
sulandirdiktan sonra donduran Naijian ve ark. (2013), eritme sonrasi akrozomal
bozukluk oranini kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; %22,26, %23,30 %26,30,
%27,78 ve %23,60 bularak istatistiki anlamda farkin 6nemli olmadigini ortaya
koymuslardir. Elde ettikleri istatistiki bulgular, tez ¢alismasiyla uyumludur. Diger bir
calismada teke spermasina 0,5mM, ImM, 2mM ve 3mM dozlarda BHT ekledikten
sonra donduran Memon ve ark. (2011), eritme sonrasi akrozomal bozukluk oranini
kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla; %31,10, %28,70, %26,60, %?26,30 ve
%27,60 bulmuslardir. Kontrol ile deneme gruplar1 arasinda istatistiki farki ortaya
koyan Memon ve ark. (2011)’nmin bulgular1 tez ¢aligmasimin sonuglariyla benzer
degildir. Teke spermasinda akrozomal bozukluk oranini eritme sonrasi kontrol, 2mM
ve SmM BHT gruplarinda sirasiyla; %79,40, %73,00 ve %72,30 oraninda bulan
Igbal ve ark. (2015), kontrol ve deneme gruplar: arasinda istatistiki farkin oldugunu
rapor etmislerdir. Anilan calismanin istatistiki bulgular1 tez c¢aligmasiyla uyumlu
degildir. Tez calismasinda kullanilan BHT nin, eritme sonrasi akrozomal, diger
morfolojik ve toplam morfolojik bozukluk orami {izerine bir etkisinin olmadigi

gorilldii.
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Sonug olarak; dondurma-¢dzdiirme sonrasi spermatolojik bulgular incelendiginde;

e Koc¢ sperma sulandiricisina eklenen metiyonin (2,5mM ve 5mM), sistein
(ImM ve 2mM) ve BHTnin (ImM ve 2mM) kontrol grubuyla
karsilastirildiginda motilite ve plazma membran biitiinliigli oranlar1 arasindaki
farklar 6nemli bulundu. Ayrica, motilite ve plazma membran biitiinligii

oranlar1 arasinda pozitif (r=0,880) korelasyon (P<0,01) da saptandi.

e Akrozomal bozukluk oranlari incelendiginde, kontrol ile metiyonin ve sistein
gruplar1 arasinda ve ayrica her iki metiyonin ve sistein dozlarmin kendi

aralarinda istatistiki fark oldugu goriildi (P<0,05).

e Diger morfolojik bozukluk oranlar1 gbz oniine alindigindaysa, yalnizca 1mM

sistein ile 2mM BHT gruplar arasinda anlamli bir fark bulundu (P<0,05).

e Toplam morfolojik bozukluk oranlari arastirildiginda, kontrol ile 2,5mM,
SmM metiyonin ve 2mM sistein gruplar1 arasinda ve ayrica antioksidan
gruplar1 kendi arasinda degerlendirildiginde ise metiyonin ve sistein deneme
gruplarmin BHT gruplarindan anlamli derecede farkli oldugu tespit edildi
(P<0,05).

Kog¢ sperma sulandiricisina gesitli dozlarda eklenen antioksidanlarin eritme sonrasi
incelenen spermatolojik parametreler {izerine koruyucu etkilerde bulundugu

kanaatine varildu.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

°C - Derece santigrat

ul = Mikrolitre

BHT - Biitil hidroksitoluen

CAT - Katalaz

cm > Santimetre

Cr 2 Krom

Cu - Bakir

DMB - Diger morfolojik bozukluklar
DNA - Deoksiribo niikleik asit

Fe & Demir

FSH - Folikiil situmule edici hormon
GPx > Glutatyon peroksidaz

gr 2 Gram

GR - Glutatyon rediiktaz

H - Hidrojen

H,0O, = Hidrojen peroksit

HOST - Hypo-osmotic swelling test
HO, = Hidroksiperoksil

HOCI - Hipoklor6z asit

kg = Kilogram

1 - Litre

LDL - Diisiik yogunluklu lipoprotein
LPO -> Lipit peroksidasyon

m > Metre

ml = Mililitre
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mM - Milimolar

Mn - Manganez

mOsm > Miliosmol

NO, = Nitrojen dioksit

O - Oksijen

0O, > Siiperoksit

03 =2 Ozon

OH -> Hidroksil

ONOO'" - Peroksinitrit

P - Istatistiki anlam diizeyi
PUFA - Poliansatiire yag asidi
RO - Alkoksil

ROO - Peroksil

ROS - Reaktif oksijen tiirleri
SOD -> Siiperoksit dismutaz
TMB - Toplam morfolojik bozukluklar
V = Volt

Zn = Cinko
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8. TESEKKUR

Doktora ¢alismamda elinden gelen tiim deste§i benden esirgemeyen,
yonlendirici ve destekleyici tutumunu eksik etmeyen danigsman hocam Prof. Dr.
[brahim DOGAN’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Calismalarimda bilimsel ve kisisel
Onerilerini benimle paylasan hocalarim Prof. Dr. M. Kemal SOYLU ve Prof. Dr.
Ulgen GUNAY’a tesekkiirlerimi sunarim. Akademik ve o6zel hayatima olan
desteklerinden dolay1 yasantima 1s1k tutan hocalarim Prof. Dr. Hakan SAGIRKAYA
ve Prof. Dr. Zekariya NUR’a tesekkiir ederim. Sevgili ablam, sayin hocam Dog. Dr.
Burcu USTUNER e elinde olan tiim imkanlar ile her zaman yanimda oldugu igin ve
kiymetli kardesim, is ve goriis ortagim Dog¢. Dr. Selim ALCAY’a bu giinlere
gelmemde yardimlar i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Tanistigimiz giinden beri
saygl, sevgi ve iyl niyetlerini ictenlikle hissettigim, her durumda yanimda olan Elif
GOKCE ve N.Tekin ONDER’e cok tesekkiir ederim. Biricik esim, Baldan’im ve
hayat arkadasim Eda Baldan TOKER’e karsiliksiz destegi, bana olan ilgisi ve kalp
carpinttm oldugu icin sonsuz tesekkiir ederim. Hayatim boyunca destegini
esirgemeyen, beni ben yapan ve her kosulda arkamda olan annem, babam ve
kardesime ucu bucagi olmayan sevgilerimle minnet duyar ve tesekkiir ederim.
Benligime katkida bulunan, hayatima renk katan ve yon veren tiim arkadaslarima ¢ok
tesekkiir ederim. Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Akademik ve Idari
personeline, burada gecirdigim siirede tiim yardimlar1 ve destekleri i¢in tesekkiirii bir
borg¢ bilirim.
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BURSA ULUDAG UNIVERSITESI

TEZ COGALTMA VE ELEKTRONIK YAYIMLAMA iZIN FORMU

Yazar Adi Soyadi

Mehmed Berk TOKER

Tez Ad1 Methionine, Cysteine ve BHT ilave
edilmis TRIS-yumurta sarist ile
dondurulan kog¢ spermasinin In-vitro
olarak degerlendirilmesi.

Enstitii Saglik Bilimleri Enstitiisii

Anabilim Dali Veteriner — Dolerme ve Suni Tohumlama

Bilim Dali Klinik Bilimler

Tez Tiirl Doktora

Tez Danigman(lar)1

Prof. Dr. Ibrahim DOGAN

Cogaltma (Fotokopi Cekim) Izni

[ 1 Tezimden fotokopi ¢ekilmesine izin

veriyorum

[] Tezimin sadece i¢indekiler, dzet,
kaynakca ve igeriginin % 10
boliimiiniin fotokopi ¢ekilmesine izin
veriyorum

m  Tezimden fotokopi ¢ekilmesine izin
vermiyorum

Yayimlama izni

W Tezimin elektronik ortamda
yayimlanmasina izin veriyorum
[ 1 Tezimin elektronik ortamda
yayimlanmasinin ertelenmesini
istiyorum
1 yil [
2 yil [
3yil ]
[] Tezimin elektronik ortamda
yayimlanmasina izin vermiyorum

Hazirlamis oldugum tezimin yukarida belirttiim hususlar dikkate alinarak, fikri
miilkiyet haklarim sakli kalmak iizere Bursa Uludag Universitesi Kiitiiphane ve
Dokiimantasyon Daire Bagkanligi tarafindan hizmete sunulmasina izin verdigimi

beyan ederim.

Tarih: 21.12.2018

Imza:
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