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ONSOZ

Ik defa Orta Asya bozkirlarinda avcilik ve toplayicilik yaparak yasamlarini
siirdiiren Tiirk kavimleri tarafindan, M.O. 4 bin yillarinda evcillestirildigi ve insanlik
tarithinde evcillestirilen ilk hayvanlardan biri oldugu bilinen at; giicii, hiz1 ve
dayanikliligiyla ilk ¢aglardan beri insan yasaminin vazgecilmez bir parcasi olmustur.
At evcillestirilmesiyle avci-toplayict yasamdan atli gocebe hayat tarzina gegen
Insanoglu, yasadigi bolgenin iklim ve besin kaynakli olumsuzluklarindan kurtulmanin
yolunu bulmus, go¢ eden hayvan siiriilerini takip ederek yeni yerler kesfetmis, tirettigi
bilgi ve beceriyi kesfettigi bolgelerde yasayan topluluklarla paylasarak kavimler arasi
sosyal, ekonomik ve siyasi degerleri gelistirmistir. Yerlesik hayati benimseyen
toplumlarin kiltiirlerinde de kendine 6zel bir yer bulan at, medeniyetin temellerini
atacak gelismelerin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynamistir. Tarim ve hayvancilik
alaninda, genis otlaklarin uzak su kaynaklarinin hizla dolasilabilmesi sayesinde ath
¢oban kiiltliriine sahip toplumlarin bu alanda daha hizli gelismesini saglamistir. Ulagim
ve haberlesme araci olarak ati kullanan toplumlar bu sayede mesafe ve zaman
engelinin iistesinden gelmeyi basarmistir. Savas alanlarinda ordularin birbirlerine kars1
tstiinliikklerini kiyaslamak i¢in ath birliklerinin biiyiikliigii 6nemli bir ol¢iit olarak

kullanilmistir.

Tarihte at hakkinda rastlanmig en eski kaynak, Arap Yarimadasi’nda bulunan
magara duvarlarina ¢izilmis M.O. 2500’lii yillara ait at figiirleridir. Bu nedenle
diinyanin en eski at irkinin Arap at1 oldugu kabul edilmektedir. Giiniimiizde diinya
lizerinde yetistirilen neredeyse tiim sicakkanli at irklarinda Arap atina ait DNA
kalintilarinin bulunmasi da tarihi kayitlarla ortaya cikartilmis bu bilgiyi farkli bir
acidan desteklemektedir. Fakat hem ¢ol iklimine uygun olmamast hem de benzer
magara figiirlerinin Kuzey Mezopotamya ve Kafkasya’da da bulunmasi, atin Arap
Yarimadasi’na bagka bir yerden, 6zellikle de batiya gé¢ eden Tiirkler tarafindan Orta
Asya’dan getirildigini diisiindiirmektedir. Kokeni ne olursa olsun Arap atinin safkan
bir at 1rk1 olmasinda ve bugiinkii s6hretine kavusmasinda Arap Yarimadasi’ndaki at

kiiltiiriiniin, sevgisinin ve yetistiricilik tekniklerinin biiyiik 6nemi bulunmaktadir.



Arap ati, eski zamanlarda Arap Yarimadasi’ndaki kavimler arasinda zenginligin
ve asaletin gostergesi olmus, bir kisinin sahip oldugu atlar ne kadar safkan olursa o
oranda zengin ve soylu oldugu kabul edilmistir. Bu diisiince nedeniyle at sahipleri
arasinda gelisen safkan Arap ati1 yetistirme yarisi, bugiinkii adiyla “islah” olarak
bilinen yetistirme teknigini ortaya ¢ikarmistir. Bu yarista, sahip olduklarindan daha
degerli at soylarin1 kendi siiriilerine katmak isteyen Arap ati sahipleri, degerli
aygirlardan yaralanmak istemis; sahip olamayacaklar1 aygirlarin spermalarini elde
ederek kendi kisraklarma nakletmek yoluyla “suni tohumlama”y1 kesfetmislerdir.
Tarihte ilk defa Arap at1 yetisriciliginde 14. ylizyilin baslarinda kullanilan bu ilkel suni
tohumlama yonteminin kesfiyle reprodiiktif biyoteknolojinin ilk adimlar1 atilmistir. Ne
yazik ki reprodiiktif teknolojinin dogusunda bu kadar etkisi olan at, giiniimiizde bu

teknolojinin uygulanmasinda en ¢ok sorun yasanan hayvan tiiriilerinden biridir.

Gerek dislerinde gerekse erkeklerinde olsun atlarin kendilerine 6zgii 6zellikleri,
reprodiiktif biyoteknolojik uygulamalarin yeterli sayilabilecek basariya ulagsmasinin
oniindeki en biiyiik engeldir. Yaklasik 300 yil 6nce kullanilmaya baslanan spermanin
dondurulmasi ve uzun siireli saklanmasi teknolojisi, bugiin birgok hayvan tiirtinde
gelisimini tamamlamis olsa da aygir spermasi dondurulmas: isleminin gelistirilmeye
calisilmasi hala giincelligini koruyan bir arastirma sahasidir. Bugiine kadar yapilan
caligmlar bilim insanlarini, aygir spermasinin dondurulmasinda bireysel farkliliklarin
ve aygir spermatozoonuna ait yapisal Ozelliklerin belirleyici oldugu sonucuna
ulastirmistir. Aygir spermatozoonuna ait Ve dondurma islemine karsi hassas olan
yapisal 6zelliklerine uygun, bu islemin zararh etkilerinden miimkiin olan en yiiksek
seviyede koruyabilecek maddeleri i¢eren bir sulandirict gelistirilmesi gerekmektedir.
Yapilan ¢alismada bu soruna bir ¢6ziim yolu aranmis; hayvan ve insan spermatozoonu
tizerindeki etkisi bilinen Spermin ve Spermidin adli poliaminler ilk defa aygir spermasi
dondurulmasinda standart sulandiriciya eklenerek ¢6ziim sonu spermatolojik

parametreler {lizerine etkisi aragtirilmistir.
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1. GIRIS

At, Atgiller (Equidae) familyasia dahil otgul, memeli bir hayvandir. Erkegi
aygir, disisi kisrak olarak adlandirilmaktadir. Insan elinde yetistirilen ve ¢gesitli islerde
kullanilan evcil atlar oldugu gibi, Amerika bozkirlarinda Mustang ve Altay daglarinin
her iki yanindaki acik arazilerde Prezevalski denen yabani atlar siiriiler halinde
yasamaktadirlar. Anadolu'da da tabiatta serbest olarak dolasan ve 0Ozel bir irk
olmamakla birlikte yilki ad1 verilen yar1 evcil atlar bulunmaktadir. Bugiin bilinen 170
adet at 1rk1 olmakla beraber Arap, Ingiliz, Macar Nonius, Haflinger ve Hannover
yetistirilmesine onem verilen at irklarindandir. Atin canlilar alemindeki yeri su

sekildedir:

Alem: Animalia (Hayvanlar)

Sube: Chordata (Omurgalilar)

Sinif: Mammalia (Memeliler)

Alt sinif: Eutheria

Ust takim: Laurasiatheria

Takim: Perissodactyla (Tek tirnaklilar)
Familya: Equidae (Atgiller)

Cins: Equus

Tiir: E. ferus

Alt tiir: E. f. Caballus (At) (Anonim, 2018a)

At, insanoglunun ilk evcillestirdigi hayvanlardandir. Atin M.O. 4000 yillarinda
Tiirkler tarafindan evcillestirildigi, insanlik tarihinde meydana gelen bu gelisme ile ath
coban kiiltiiriiniin ortaya ¢iktig1 ve medeniyetin bugiine gelmesinde Tirklerin bu
bulusunun biiylik yeri oldugu bilinmektedir (Yilmaz, 2012). Sadakati, giicii ve
dayaniklilig1 sayesinde at, evcillestirildigi giinden bu yana insan yasaminin 6nemli bir

pargasi olmustur (Cebi, 2013).



Gecmiste atlarin giiclinden, etinden ve siitiinden yararlanilmigtir (Cebi, 2013).
Atlar 20. yiizyilda mekanizasyonun ilerlemesi ve motorlu tasitlarin yaygin olarak
kullanilmaya baglamasina kadar en Onemli ulasim, savas ve tarim araci olarak
kullanilmistir (Yilmaz, 2012). Fakat zaman i¢inde insanlarin atlardan yararlanma
alanlart farklilasmis ve gilinlimiizde atcilik cogunlukla kosu ve engel yarislarinin

agirlikta oldugu biiytik bir sektor haline gelmistir (Cebi, 2013).

Sekil 1.1. Giintimiizde farkli kullanim alanlarinda at fotograflari.

Osmanli déneminde at, basta ordu olmak iizere pek cok alanda kullanilmais,
Cifteler, Sultansuyu ve Cukurova haralar1 yine bu dénemde kurulmustur. Fakat
donemin imkansizliklar1 nedeniyle bu haralar isleyislerine ara vermek zorunda
kalmislardir. Cumhuriyet doneminde at yetistiriciliginin yeniden hayata dondiiriilmesi
amactyla bugiinkii adiyla Tarim Isletmeleri Genel Miidiirliigii (TIGEM) biinyesinde
ilk olarak Karacabey harasinin kurulmasimi (1924), Sultansuyu (1930), Cifteler
(Anadolu) (1934), Konya (1934-1957) ve Cukurova (1935-1979) haralar1 izlemistir.
Daha sonra Karakdy (1949-1971) ve Altindere (1950-1982) haralar1 agilmistir.
Cumhuriyet doneminde kurulan 7 harayla at yetistiriciligine hizli bir giris yapilmis
olsa da bu haralardan Karacabey (447 bas), Sultansuyu (390 bas) ve Anadolu (383 bas)
olmak tiizere yalnizca 3’1 giinlimiizde islevlerine devam etmektedir. At yetistirilmesi

amaciyla bu haralara ilk olarak Arap, Ingiliz, Yerli Anadolu, Percheron, Hannover,



Anglo-Norman, Orlof, Nonius ve Haflinger 1rki1 getirilmis; bunlardan Arap, Ingiliz,
Yerli Anadolu, Nonius ve Haflinger irklar1 damizlik olarak kullanilmistir. Konkur at1
yetistirilmesi amaciyla Macaristan’dan getirilen Nonius atinin, saf ve yarim kan
seklinde yetistiriciligi yapilmis, 1941 yilinda Nonius, Arap ve Karacabey atlarinin
melezlenmesiyle konkura uygun bir kombinasyon olusturulmaya calisilmistir. Bu
calismalara 1962 yilinda Karacabey Ati ve Karacabey Noniuslar ile tekrar hiz
kazandirilmis, ancak 1970 yilinda durdurulmustur. Haflinger yetistiriciligi, hem bakim
ve yonetim kolayligi, hem de gii¢lii olmasi agisindan ¢ok yonlii kullanima uygun bir
is ve binek hayvani olarak 1961 yilinda baslatilmig, 1995 yilina kadar stirdiiriilmiistiir.
Gilintimiizde sadece gen kaynagi olarak az sayida Haflinger ati muhafaza edilmektedir.
Isletmede 1928 yilinda Ingiliz at1 yetistiriciligine baslanmis, 1981 yilinda son
verilmistir. Ingiliz 1rk1 atlarm yetistirilmesi ise bagta Tiirkiye Jokey Kuliibii (TJK)
olmak iizere 0zel isletmeler tarafindan siirdiiriilmektedir (Anonim, 2018b, Yener ve

ark., 2006).

Cizelge 1.1. Yillara gére Diinya ve Tiirkiye at varliklar1 (FAO, 2018).
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Cizelge 1.2. Yillara gore Tiirkiye’de kayitl at sayilar1 (FAO, 2018).
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Tarihinde ve kiiltiirlinde bu kadar 6énemli bir yeri olmasina karsin, Tiirkiye nin
at varligimin giderek diismesinin nedeni atlarin ¢iftlik hayvani kimliginden uzaklasip
giiniimiizde ¢ogunlukla kosu ve gosteri amagli kullanilmasina bagli olarak at¢iligin
masrafli ve bir o kadar pahal1 bir ugras haline gelmesidir. Tiirkiye’deki mevcut sosyo-
ekonomik durum goz Oniine alindifinda da at varligindaki azalis normal

karsilanmaktadir.

1.1 Atlarin Temel Reprodiiktif Ozellikleri

Atlar cinsel olgunluga 12-24 aylik yaslarda, yetistirme olgunluguna ise 24-60
aylik yaslarda ulasirlar. Atlar i¢in tavsiye edilen ilk yetistirme yasi ise 3 yas civaridir.
Atlarda reprodiiktif aktivite mevsimsel olarak, giinlerin uzamaya basladig
mevsimlerde gelisir (Sonmez, 2007). Giin 1518ina maruz kalma siiresinin artmasiyla
melatonin saliniminin azalmasi; bu hormonun gonadotropik hormonlar iizerindeki
baskisinin ortadan kalkmasint ve dolayisiyla cinsel aktivitenin baslamasini
saglamaktadir. Atlarda cinsel aktivite Nisan-Haziran aylar1 arasinda yogun olarak

gbzlemlense de bu donem Aralik ayindan Eyliil ayina kadar uzayan bir zaman dilimine



yayllma gostermektedir. Mevsime bagli sekstiel aktivite belirgin olarak kisraklarda
gozlemlenmektedir. Kisraklar, asim sezonu olarak adlandirilan bu dénem igerisinde
gebe kalmadiklart siirece 21-22 giinde bir kizginlik gostermektedirler. Bu silire asim
sezonunun baglangic ve bitis donemlerinde diizensizlesir, asim sezonu diginda ise
kisraklarin anovulatdr reprodiiktif 6zellik gosterdigi bilinmektedir (leri ve ark.,
2008). Aygirlarda da kisraklarda oldugu gibi cinsel aktivite giin 15181 ve mevsime bagl
olarak degiskenlik gosterse de reprodiiktif faaliyetler yil boyu devam etmektedir.
Ancak reprodiiktif sistemle iliskili tiim dokular ve eklenti bezlerinin sekretor aktivitesi
endokrin kontrol altinda oldugundan aygirlarda da reprodiiktif agidan mevsime
baglilik s6z konusudur (Katila ve Kareskoski, 2006). Giin 15181 siiresindeki artis
reprodiiktif hormon salimimini, testis biyiikligli, sperm tretimi ve libidodaki
degisiklikleri olumlu yonde etkilemektedir (Kiigiik, 2005). Testis boyutlar1 ve
dokusunda bulunan destek hiicreleri ve germinatif hiicrelerin sayisinda da mevsime
bagli degiskenlik olmaktadir. Bu hiicrelerin sayisi ¢iftlesme sezonunun baslangici olan
ilkbahar aylarinda artmaya baslar ve Mayis-Haziran aylarinda en yiiksek seviyesine
ulagir. Temmuz ayindan sonra tekrar diismeye baslar ve bir dahaki asim sezonuna
kadar bazal seviyede kalir. Hormonal regiilasyonda da ¢iftlesme sezonunda serum
FSH, LH, Prolaktin ve Tetosteron seviyelerinde belirgin bir artis gdzlenmektedir
(McKinnon ve ark., 2011, Chapter 101). Ciftlesme sezonu disinda ise aygirlarda
spermatozoon liretiminde belirgin bir diisiis gdzlense de reprodiiktif hormonlarin bazal

seviyede iiretimi ve salgilanmas1 azoospermi gelisimini engellemektedir.
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Sekil 1.2. Aygirlarda kan plazmasinda bulunan FSH’nin 9 aylik degisim grafigi (Harris ve ark., 1983).
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Sekil 1.3. Aygirlarda kan plazmasinda bulunan LH’ nin 9 aylik degisim grafigi (Harris ve ark., 1983).
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Sekil 1.4. Aygirlarda kan plazmasinda bulunan testosteronun 9 aylik degisim grafigi (Harris ve ark.,
1983).

Mevsime bagli olarak belli donemlerde seksiiel aktivite gosteren aygirlarin
ejakiilatlarinda, seminal plazma kompozisyonu ve miktarinda mevsimsel farklilik
goriilmektedir (Gebauer ve ark., 1976). Yapilan ¢aligmalarda en diisiik sperma hacmi
ve yogunluk kis aylarinda gézlemlenmistir. Motilite degerleri yaz aylarinda en yiiksek
degerlerde seyrederken en diisiik motilite degeri kis aylarinda elde edilmistir. Normal
spermatozoon oraninin en yiiksek oldugu ve major anomalilerin, akrozom ve DNA
defektlerinin en az goriildiigii donem ilkbahar donemi olarak kaydedilmistir. Canli
spermatozoon orant ise kis mevsiminde en diisiik degerlerdeyken diger mevsimlerde
benzerlik gostermektedir (Augusto ve ark., 1997; Janett ve ark., 2003; Jasko ve ark.,
1990). Sezon igi spermatolojik degerlerin aygirin agim sayisi, sikligi ya da aygirin
bireysel performansina gore degiskenlik gosterdigi goriilse de sezon dist degerlerden
daha diistik olmadig: belirtilmistir. Sezon i¢i en yiiksek spermatolojik degerler ise yaz

ve sonbahar aylarinda dl¢lilmistiir (Jasko ve ark., 1990; Johnson, 1991).

At yetistiriciliginin amaclarindan bir tanesi atlarin soylarmin devam ettirilmesi,
ozellikleri agisindan se¢ilmis damizliklarin, ortalama 336 giin siiren gebeligin sonunda
dogan saglikli yavrularinin alinabilmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda siiriilerin

istenmeyen Ozellikler yoniinden 1slah edilmesi, istenen o6zelliklerin devamliliginin



saglanmast i¢in hedeflenen yilda bir yavru beklentisinin %50-60 oraninda elde
edilmesi basarili bir yetistiriciligin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Hayvan
yetistiriciliginde genetik 1slah hem erkeklere, hem de disilere uygulanmakla birlikte
verimlerin genetik aktariminda en 6nemli pay, damizlik degeri yiiksek erkeklerdedir.
Ciinkii bir disiden yilda yalniz bir yavru almirken, bir erkekten binlerce yavru
alinabilmektedir. Erkegin yetistiricilikteki etkisi donmus sperma Ve suni
tohumlamanin da uygulanmasiyla daha yaygin ve biiyiik olmaktadir. Oyle ki aygir ve
kisraklarin serbest olarak ciftlesmesine izin verildigi yetistiricilikte bir aygirin
kapasitesi 6-16 kisragi dollemeye yeterken bu sayi kontrollii bir elde sifat
uygulamastyla 40-80’e, suni tohumlama ile 250-400’e kadar cikabilmektedir. Ote
yandan damizlik olarak kullanilacak erkek bir¢ok gen¢ aday arasindan secilmekte,
dolaysiyla damizlik olarak ayrilan bireyin, segildigi popiilasyona gore genetik
Uistlinliigi de bununla orantili olarak yiiksek olmaktadir (Aksoy, 2003). At
reprodiiksiyonunun basarisini engelleyen faktorlerden en 6nemlisi damizlik kisrak ya
da aygir se¢ciminde reprodiiktif 6zelliklerin neredeyse g6z ardi edilerek performans,
viicut yapisi ve bu Ozelliklerin genetik aktarim giiclinlin dikkate alinmasidir. Bu
durumda da damizlik bir attan olabildigince ¢ok sayida verim elde etme amaci at
yetistiriciliginde 6nemi giin gectikge artan bir yetistiricilik hedefi haline gelmektedir.
Bu amag ve var olan aksakliklar nedeniyle aygir spermasinin dondurma ve fertilite
basarisin1 artirmaya yonelik caligmalar at reprodiiksiyonu alaninda giincelligini
kaybetmeyen bir arastirma sahasi haline gelmistir. Ciinkii aygir spermasi
dondurulmasinda istenen basarinin saglanmasi, damizlik aygira ait genetik materyalin
uzun siire saklanabilmesine, cografik engellerin ortadan kalkmasina, ¢iftlesme ya da

temas yoluyla bulasabilecek hastaliklarin 6niine gegilmesine olanak saglayacaktir.

1.2  Aygirlarda Reprodiiktif Anatomi

Aygirlarda iyi gelismis erektil ciftlesme organi olan penis, isial kemere sikica
baglanmis radiks penis, penisin esas kismini olusturan korpus penis, genisleyebilen ve
serbest son kisim olan glans penis olmak iizere 3 bdliimden olusmaktadir. Glans

penisin Kranial yiiziinde tiretranin disa agildig1 prosesus iiretralisin bulundugu tiretral



sinus adi verilen bir ¢ukurluk bulunmaktadir (Varner, 2003). Penisin fonksiyonel
yapilar1 korpus kavernosum, korpus spongiosum, iiretra ile kan ve lenf damarlari
olarak siralanabilir. Aygir penisi muskulokaverndz yapidadir ve ereksiyon sirasinda
genisliginde ve uzunlugunda artis gozlenmektedir. Aygir penisinde erektil doku
miktar1 fazla oldugundan erektil olmadigi zamanlarda 50 cm uzunlugunda, 2,5-5 cm
capinda olan penis, ereksiyon esnasinda capi 1,5; boyu ise 3-4 kat1 uzunluga kadar
ulasabilmektedir (McKinnon ve ark., 2011). Glans penis ise ercksiyon esnasinda 15-

20 cm ¢ap uzunluguna ulasabilmektedir (Anonim, 2014c).

Uretra sidik kesesinden penisin serbest ucuna kadar uzanan, mukus salgilayici
mukoza epiteliyle drtiilii uzun bir kanaldir (McKinnon ve ark., 2011, Chapter 95). idrar
ve sperma i¢in miisterek bir kanal olarak gérev yapmakta, pelvik ve penil olarak iki
boliime ayrilmaktadir (Constantinescu, 2007). Pelvik boliimii, ejekiilasyon sirasinda
giiclii kontraksiyonlarla kasilan muskulus tretralis adi verilen kalin bir ¢izgili kas
tabakasiyla sarilmis durumdadir. Penil iiretra, kavernoz ve erektil o6zellikteki korpus
spongiosum penis ile ¢evrelenmistir. Bu kavernz doku pelvik iiretranin etrafini saran
stratum kavernosum tabakasinin bir uzantisidir (Varner, 2003). Son boliimii prosesus
tiretralis adi1 verilen serbest bir ¢ikintiyla bitmektedir (McKinnon ve ark., 2011,
Chapter 95).

Prepisyum erekte olmayan penisin distal boliimiinii 6rten, derinin iki kere
invaginasyon yapmast seklinde olusmus bir yapidir (Anonim, 2018c). Eksternal
katmanda yag bezleri, internal katmanda hem yag hem ter bezleri bulunmaktadir.
Prepisyal agiklik, eksternal ve internal lamina igin sinir teskil etmekte (Constantinescu,
2007) ve penis erekte olmadig1 zamanlarda, prepisyumun yalnizca eksternal laminasi
goriilebilmektedir (Varner, 2003). Prepisyumun eksternal katmani diger hayvan
tiirlerindeki prepisyuma esdeger bir yap1 gostermektedir. Fakat internal lamina igerde
penise direkt olarak baglanmadan bir girinti yaparak penis iizerinde seyrine devam
etmektedir ve penis ilizerinde prepisyal halka denen ikinci bir kivrim yaparak
sonlanmaktadir. Bu kivrim internal laminay1 penisin serbest ucundan ayiran siniri

teskil etmektedir (Constantinescu, 2007).
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Sekil 1.5. Penis, prepisyum ve ¢evre dokulara ait longitudinal kesit goriinttisii (McKinnon ve ark., 2011,
Chapter 95).

Skrotum, her biri bir testis i¢in gelismis ve birbirinden septum scroti ile ayrilan
iki adet keseyi kapsayan, derinin disa dogru ¢ikint1 yapmasi ile olusmus bir organdir
(McKinnon ve ark., 2011, Chapter 95). Skrotum {izerinde, iki kesenin birlestigi yerde
longitudinal olarak uzanan bir orta hat bulunmaktadir. Aygirlarda diger ¢iftlik
hayvanlarma gore daha az pendiiléz yapida ve abdomene daha yakin konumdadir
(Anonim, 2018c). Testislerin birinin daha biiyiik olmasindan dolayi olusan bir asimetri
normaldir. Katmanlari arasinda bulunan ¢ok sayida ter bezi ve ince kas fibrilleri ile
testislerin termoregiilasyonunda 6nemli bir rol oynar (McKinnon ve ark., 2011,
Chapter 95). Yetiskin bir aygirin skrotal genisligi 9,5 - 11,5 cm araligindadir (Brinsko
ve ark., 2011).

Spermatogenezis araciligiyla spermatozoonlarin {iretildigi ve erkek cinsiyet
hormonu olan testosteronun salgilandigi testisler, erkek reprodiiktif organlarin esasini
olusturur. Oval bir yapiya sahip olan testislerin bas ve kuyruk kismi, lateral ve medial
yiizeyleri ile serbest ve epididimal kenarlart bulunmaktadir (Constantinescu, 2007).

Uzun eksenleri skrotum i¢inde horizontal olarak uzanmaktadir (Aman, 2011). Testis
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boyutlart genislik, yiikseklik ve uzunluk olarak sirasiyla 4,5-6 cm, 5-6,5 cm ve 8,5-11
cm degerlerindedirler (Brinsko ve ark., 2011).

Testiste spermatozoonlarin iiretildigi yer olan seminifer tiibiil, germinatif epitel
olarak adlandirilan 6zellesmis epitel katman ve liimenden meydana gelen kanal
seklinde bir yapidir. Germinatif epitel sertoli hiicreleri ve bu hiicreler arasindaki farkli
olgunlasma donemlerinde bulunan germ hiicrelerinden olugmaktadir. Primer esey
hiicreleri, olgun spermatozoonlara dogru gelisimini siirdiiriirken ayn1 zamanda epitel
duvarin bazalinden liimenine dogru ilerlemektedirler. Geligimini tamamlayan olgun
esey hiicreleri ise seminifer tiibiillerin limenine birakilmaktadirlar (McKinnon ve ark.,
2011, Chapter 97). Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglanti, kan-testis bariyerini
olusturmaktadir. Kan - testis bariyeri somatik hiicrelerden farkli olan germinal
hiicreleri aygirin immun sisteminden izole eder. Ciinkii farklilasmis hiicreler olan
spermatosit ve spermatidler immun sistem tarafindan yabanci yapilar olarak
algilanmaktadirlar. Bu nedenle kan - testis bariyeri tarafindan saglanan bu izolasyon
olmadiginda germinal hiicreler immun sistem tarafindan yok edileceklerdir. Kan -
testis bariyerinin zarar gérmesi aygirlarda ender rastlanan bir olgudur fakat olmasi
durumunda testis hasari, spermatozoal iiretimin diismesi ve hatta steriliteye neden olur

(McKinnon ve ark., 2011, Chapter 95).

Epididimis erkek genital sisteminin salgi yapan ilk organidir. Testise baglh ve
kanalciklar sisteminin devami olan duktuli efferentes ve duktus epididimidis adi
verilen kanallardan olusmus ve etrafi testisin tunika albuginea tabakasi ile sarilmis bir
yapidir. Ductus epididimidis tiim hayvan tiirlerinde fazlaca kivrimli ve oldukca
uzundur (Constantinescu, 2007). Epididimis anatomik olarak kaput, korpus ve kauda
olmak iizere ii¢ boliime ayrilmaktadir. Kaput epididimis oldukga yassi ve testise sikica
baglanmis durumdadir. Korpus epididimis testisin dorsal yiiziine gevsek olarak
baglanmis silindirik bir yap1 olarak devam etmektedir. Kauda epididimis ise biiyiik,
kiire seklinde bir yapiya sahiptir ve testisin Kaudal kutbuna gevsek olarak baglanmstir.
Epididimisin baglangicinda 13 - 15 adet yumak halinde kanalciklar olarak ilerleyen
duktuli efferentesler yine bu kisim iginde birleserek tek bir duktus epididimidis halini

alir. Yaklasik 45 m uzunlugunda olan bu tek kanal kivrimlar yaparak korpus ve kauda
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epididimis i¢inde seyreder. Fonksiyonel agidan degerlendirildiginde ise epididimis 3
segmentten olusmaktadir. Duktuli efferenteslerin epitelinden olusan ilk segment
testikiiler sivilarin biiyiik c¢ogunlugunun rezobsiyonunda ve bazi bilesiklerin
salgilanmasinda gorev almaktadir. Kaput ve Korpus epididimisin biiyiik bir kismini
icine alan orta segment, buradaki epitel hiicrelerinin salgilar1 yardimiyla spermatozoal
maturasyonda rol oynar. Kauda epididimis ve duktus deferensin proksimal kisminda
bulunan son segment ise fertil spermatozoonlarin ejekiilasyon anina kadar depo

edildigi yer olarak bilinmektedir (McKinnon ve ark., 2011, Chapter 95).
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Sekil 1.6. Testis, skrotum ve penisin vertikal kesit goriintiisii (McKinnon ve ark., 2011, Chapter 95).

Duktus deferens epididimal kanalin uzantisi olarak kauda epididimisten
funikulus spermatikus icinde pelvik iiretraya kadar uzanmaktadir. Duktus deferens
oldukga kalin bir diiz kas tabakasina sahiptir ve duktus deferensin proksimal kismi1 bu
sayede skrotal deriden kolaylikla palpe edilebilmektedir. Duktus deferensin pelvik
iiretraya yakin bdlgesi, ampulla duktus deferens adi verilen bir genisleme
gostermektedir. Normal seyrinde 4 — 5 mm genislige sahip olan duktus deferens,

ampulla kisminda 18 mm genislige ulasabilmektedir. Bu genislemeden kript ve salgi
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yapan hiicrelerin olusturdugu tabakadaki kalinlasma sorumlu tutulmaktadir

(McKinnon ve ark., 2011, Chapter 95).

Funikulus spermatikus, inguinal abdominal halkadan testise kadar uzanan, testisi
skrotum i¢inde asma ve ¢esitli yapilar i¢in gegis yolu olma gorevi listlenen bir kanaldir
(McKinnon ve ark., 2011, Chapter 95). Duktus deferens, tunika vaginalis ile saril1 bir
paket halinde seyreden testisin kan ve lenf damarlar ile sinirleri, beyaz kas fibrilleri
ile birlikte bu ge¢is yolunu kullanir (Constantinescu, 2007). Muskulus kremaster
eksternus, belirgin olarak bu kanalin lateral yiizeyinde seyretmesine ragmen bu kanala
ait bir yap1 degildir. Testisin skrtoum iginde asili olarak durmasinda ve testisin

termoregiilasyonunda gorev almaktadir (McKinnon ve ark., 2011, Chapter 95).

Eklenti bezleri, kimi zaman ampulla duktus deferensin de bu gruba dahil
edilmesine karsin, cogunlukla glandula vezikiilaris, prostat ve glandula bulboiiretralis
olarak siralanmaktadir. Eklenti bezlerinden salgilanan sekresyonlardan her biri,
seksiiel uyarim sirasinda belirli bir sirayla ve birbirinden bagimsiz olarak iiretraya
aktarilir. Bu nedenle seminal plazmanin kompozisyonu da fraksiyonlar arasinda
farklilik gostermektedir (McKinnon ve ark., 2011, Chapter 95). Ampulla duktus
deferensten salgilanan sekresyonlarin temel bilesenini N-asetil glikoprotein ve
spermin olusturmaktadir (Katila ve Kareskoski, 2006). Aygirlarda vezikiiler bezlerin
sekresyonu laktik asit ve sitrik asit bakimindan zenginken friiktoz bakimindan diger
tiirlere gore yoksundur ve aygir spermasinin jel fraksiyonunu olusturmaktadir (Cebi,
2013; Katila ve Kareskoski, 2006). Laktik asit prostattan salgilanan sekresyonlarin
temel bileseni olarak bilinmektedir (Katila ve Kareskoski, 2006). Prostat salgisinda
bulunan baz1 iz elementler spermatozoonlarin hareket ve fertilite yetenegini
artirmaktadir. Bulboiiretral bezin sekretleri ise, alkali o6zellikleri sayesinde,
ejakiilasyondan Once {iretranin asidik ortamini sperma gecisine uygun hale

getirmektedir (S6nmez, 2007).

14



Ampulla Duktus Deferens

Sidik Kesesi | Glandula Vezikiilaris

Prostat

& \:\.\ //// 2 /,.,

. | Glandula Bulboiiretralis
Uretra

Sekil 1.7. Aygirlarda eklenti bezleri (Brinsko ve ark., 2011)

1.3  Aygirlarda Reprodiiktif Fizyoloji

Reprodiiktif aktivitenin kontrolii ndroendokrin sistem adi verilen Ozellesmis
sinir hiicreleri ve hormon salgilayan endokrin dokulardan olusan kompleks etkilesim
mekanizmas1 sayesinde gergeklestirilmektedir. Bu mekanizma fotoperiyod olarak
adlandirilan jeofiziksel ve ¢evresel uyaranlar tarafindan kontrol edilmektedir.
Fotoperiyodik uyarim ndroendokrin yolaklar vasitasiyla gonadal aktiviteyi regiile eden
hormon sinyallerine doniistiiriilmektedir. Epifizyal hormon olan melatonin, mevsime

bagl reprodiiktif aktivitenin diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir. Retina ile
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algilanan 151k, sinirsel uyarimla epifiz bezine iletilmekte, bu uyarimlar melatoninin
biyosentetik enzimlerinin aktivitesini etkileyerek hormon iiretimini baskilamaktadir.
Retinanin 151k maruziyeti azaldiginda ise melatonin biyosentezindeki baski ortadan
kalkmakta, dolayisiyla hormon iiretimi ve salmmmi en yiiksek seviyelerine

ulagmaktadir.

Aygirlarda giin 151¢mma maruz kalma siiresinin artmasiyla gilinliik melatonin
salinim miktarindaki diisiis GnRH salinimini arttirmaktadir. Hipotalamustan salinan
GnRH, hipotalamus ile hipofiz arasindaki portal damarlar araciligiyla adenohipofizin
pars distalisine direkt olarak aktarilir. GnRH etkisiyle adenohipofizden en az alt1 tane
tropik hormon salgilanmasina ragmen bunlardan sadece {i¢ tanesi erkek
reprodiiksiyonunda rol oynar. Bunlar Folikiil Stimiile Edici Hormon (FSH),
Liiteinlestirici Hormon (LH) ve Prolaktin (PRL)’dir. Hipofizden kan yoluyla genital
organlara ulasan bu hormonlardan FSH, testisteki Sertoli hiicrelerini uyararak bu
hiicrelerden Androjen Baglayici Protein (ABP), inhibin, Aktivin ve Ostrojen; Leydig
hiicrelerini uyaran LH ise Testosteron iiretimini saglamaktadir. Leydig hiicrelerinde
LH etkisiyle liretilen Progesteronun biiyiik bir ¢cogunlugunun metabolize olmasiyla
olusan Testosteron, vendz dolasima karisarak temelde ikincil cinsiyet karakterinin
gelisimini, erkek genital kanal sisteminin olusmasini, seksiiel davraniglarin ortaya
cikmasini, eklenti bezlerinin fonksiyonlarinin diizenlenmesini ve spermatogenezisin

olusumunu ve siirekliligini saglamaktadir.

Testosteronun spermatogenezis tizerindeki etkisi, Sertoli hiicrelerinde FSH
etkisiyle iiretilen ABP ile ger¢eklesmektedir. Plazma membraninda androjen hormon
reseptorii olarak gorev alan ABP, bu hiicrelerin kan dolasimindaki Testosteron’a
duyarliligin1 artirarak spermatogenezisin baglamasini ve devamliligint saglayacak
reaksiyonlarin gelismesine neden olmaktadir. Sertoli hiicrelerinde Testosteron’un
metabolize olmastyla olusan Ostrojen’in erkek reprodiiksiyonundaki gérevi tam olarak
anlagilamamis olsa da fotal cinsiyet gelisiminde etkili oldugu bildirilmektedir.
Ozellikle aygirlarda kan dolasiminda diger hayvan tiirlerine gére daha fazla miktarda
Ostrojen bulunsa da bu hormonun metabolik aktivitesinin diisiik oldugu bilinmektedir.

Kan dolasiminda artan Testosteron miktari hipotalamus ve adenohipofizi etkileyerek
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GnRH ve LH salmimmi; Inhibin ise hipofizeyal diizeyde FSH salimim
baskilamaktadir. Aygirlarda Aktivin hormonunun reprodiiktif dokulardaki etki
mekanizmas1 hakkinda kesin bir bilgi olmamasina ragmen bu hormonun diger
memelilerde oldugu gibi hipofiz {izerine etki ederek FSH salinimini artirdigi
belirtilmektedir. Prolaktin’in aygir testis fonksiyonu iizerindeki etkisi heniiz tam
anlamiyla agiklanamamustir. Fakat testikiiler dstrojen reseptorlerinin diizenlenmesinde
gorev aldigi bildirilmistir. Ayrica androjene duyarli dokular iizerinde etki gostererek
bu doklarda LH reseptor sayisini artirmak yoluyla dokularin LH’ya olan duyarliligini
artirdig1 ve dolayisiyla androjen {iretimi ve spermatogenezis iizerinde olumlu etkisi
oldugu bilinmektedir. Ayrica Prolaktin eklenti bezleri {izerinde de etkili bir hormon
olup bu dokularda seminal plazma {iretilmesini saglamaktadir. Aygirlarda ortalama
plazma FSH miktarinin y1l boyunca neredeyse sabit oldugu belirtilmektedir. Bunun
yaninda plazma LH, Prolaktin, Testosteron ve Ostrojen miktar1 sezon disinda belirgin
bir disiis gostermektedir (Gerlach ve Aurich, 2000; Hoffmann ve Landeck, 1999;
Roser, 2001; Roser, 2008; Ruiz-Cortés, 2012).

1.4  Aygrlarda Sperma ve Ejakiilasyon

Sperma; testislerde tiretilen, erkek gamet hiicresi olan spermatozoonlar ile testis,
epididimis ve eklenti bezleri tarafindan salgilanan, seminal plazma olarak adlandirilan
stv1 olmak tizere iki kistmdan olugsmaktadir. Seminal plazma spermatozoondan baska
bazi hiicreleri ve ¢esitli makromolekiilleri iceren bir komplekstir (Akgay, 2008).
Aygirlarda sperma hacminin %10’unu spermatozoa, %90’1n1 seminal plazma
olusturmaktadir (Kareskoski, 2008; Poiani, 2006). Normal bir aygir spermasi ortalama
60 (30-300) ml hacme sahiptir. Icerdigi spermatozoon miktarma gore rengi griden
beyaza kadar degisebilen aygir spermasinin pH degeri 7,2-7,7 arasindadir. Yetigkin
aygirlarda, ejakiilattaki toplam spermatozoon yogunlugu 4-12 x 10° arasinda

degismektedir (Brinsko ve ark., 2011).

Spermatozoon diger hiicrelerden farkli olarak miimkiin olan en diisik miktarda

yiikii tasimak, bu sayede disi genital kanal i¢inde flagellar hareket yapabilme yetenegi
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ile diizgiin, dogrusal ve hizli bir sekilde ilerleyerek olgun oosite ulagsmak ve tasidig
genetik materyali aktarmak igin tasarlanmis bas, orta kisim ve kuyruk boliimlerinden
olusmaktadir. Genel olarak eliptik yapida olan, spatiil ya da tenis raketine benzer
olarak tanimlanan bas boliimiiniin hacminin biiyiik gogunlugunu genetik materyal yani
hiicre ¢ekirdegi olusturmaktadir. Dorsoventral yonde yassilasmigtir ve arka kismi 6n
kismindan daha incedir. Spermatozoonun bas kismi iki kat membran ile ortiilmiistiir.
Dis membran spermatozoon hiicresinin tamamini ¢evrelerken i¢ membran niikleus
membran1 olarak gorev almaktadir. Bu iki membran arasinda 6n kisimda,
spermatozoonun oosit ¢evresinde bulunan hiicreleri gegebilmesi i¢in gerekli olan
enzimleri tasiyan ve akrozom adi verilen kese bulunmaktadir. Akrozom bas
bolimiiniin yaklagik %60°1n1 kaplamaktadir. Orta kisim bas boliimiiniin sonunda
bulunan implantasyon c¢ukurluguna sentrioller vasitasiyla sikica yerlesmis
durumdadir. Orta kisim kuyrugun hareket sistemini olusturan; ortada iki merkezi fibril
ile bunlarin ¢evresinde i¢ tarafta dokuz cift ince ve dista dokuz ¢ift kalin fibrilden
olugsmus bir aksiyal fibril yigmidir. Bu yiginin etrafin1 da hareket i¢in gerekli olan
enerjiyi tireten mitokondriler heliks seklinde sarmis durumdadir. Kuruk kismi orta
kisimla ayni fakat gittikce daralan bir yapidadir. Kuyrugu orta kisimdan ayiran fark
ise mitokondriyal heliksin yerini alan fibréz kiliftir. Orta kisimda {iiretilen enerjinin
fibril kontraksiyonuna doniismesi sayesinde olusan kuyrugun spiral hareketi

spermatozoona hareket yetenegi kazandirmaktadir (Sénmez, 2007).

Seminal plazma birgok sperm fonksiyonu ve fertilizasyon Oncesi olaylarin
gerceklesmesinde gorev alan sivi karigimidir. Gliniimiizde seminal plazmanin icerigi
hakkinda ¢ok sayida makale olsa da seminal plazmanin fizyolojik rolii tam olarak
anlasilabilmis degildir. Onceleri tiim eklenti bezlerinin benzer embriyonik orjinli
olmas1 ve morfolojik yapilartyla iligkili olarak anatomik ve fonksiyonel agidan benzer
olduklarina inanilirdi. Fakat eklenti bezlerinden salinan sitrik asit, prostatik fosfataz,
fruktoz ve fosforilkolin gibi bir¢ok substant maddenin kesfi ile spermatozoa igin olasi
rolleri oldugu anlasilmis ve arastirmalar bu bezlerin aktiviteleri ve kimyasal
igeriklerinin farki iizerine yogunlagsmistir (Kareskoski ve ark., 2011). Seminal plazma
temelde erkek gamet hiicrelerini disi genital kanalina aktaran tampon bir siv1 olarak

gorev yapmakta, ejakiilasyon sirasinda kisrak genital kanali boyunca spermatozoanin
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hareketini kolaylastirmakta ve disi reprodiiktif kanalinda immun ataklara karsi
spermatozoanin korunmasini saglamaktadir (Juyena ve Stelletta, 2012). Ayrica
spermatozoonlarin ~ fonksiyonlarin1 ~ mobilize  etmektedir.  Spermatozoanin
olgunlagmasini saglayarak disi genital sisteminde kapasitasyon isleminin ve gamet
etkilesimlerinin kompleks basamaklarini diizenlemektedir. Bunun yaninda pH 6,2’nin
altina diistiiglinde spermatozoa immobilize olacagindan tampon gorevi gorerek

vaginanin asidik pH’sim yiikseltmektedir (Cevik ve Tuncer, 2005).

Genel olarak seminal plazmada; inorganik elementler (Ca, Cl, Mg, P, Na, K, Zn,
vb.), kiigiik molekiillii organik elementler (askorbik asit, ATP, sitrik asit, fruktoz vb.),
azottan zengin kiiciik molekiiller (amonyak, kreatin, histamin, flavin, iire vb.),
peptidler, lipidler, diisiik ve yiiksek molekiiler agirlikli proteinler bulunmaktadir.
Ayrica degisik aminoasitler ve 1Ig G, Ig A, Ig E, Ig M, FSH, LH, antitripsin,
glikoprotein, inhibin, insiilin, kininojen, prolaktin, relaksin, steroid baglayici
proteinler ve kan grubu antijenleri bulunmaktadir (Cebi Sen ve Akgay, 2015; Gebauer
ve ark., 1976). Bu maddeler i¢inde bazi basit bilesikler spermatozoonun yasama
kabiliyeti iizerinde nemli etkilere sahiptir. Ornegin bikarbonat spermatozoonun
motilitesini ve kapasitasyon sirasinda plazma membranini; ¢inko ise kromatin yapinin
stabilizasyonunu modiile etmektedir (Katila ve Kareskoski, 2006; Rodriguez-Martinez
ve ark., 2011).

Spermanin ejakiilasyonu iki asamada ger¢eklesmektedir. Birincisi eklenti
bezlerinden seminal sivinin, duktus deferensten de spermatozoonlarin pelvik iiretra
liimenine salgilanmasi (emisyon), ve ikincisi penil liretra boyunca biriken sivinin
hizlica dis ortama (ejakiilasyon) birakilmasidir (Weber ve Woods, 1993). Aygir
spermast fiziksel ve kimyasal olarak farkli 8-10 saniyelik periyodlarla ejakiile edilen,
5-10 seminal fraksiyondan olusmaktadir. Bulboiiretral bez, salgisini ejakiilasyon
oncesinde genital kanala aktarmaktadir. Bunu kauda epididimisten serbest birakilan
spermatozoonlarin genital kanalda birikmesi; ampullar, epididimal ve prostatik
sekresyonlar ile birlikte bir seri fraksiyon halinde ejakiile olmasi izler. Spermden
zengin fraksiyonlar olarak bilinen bu fraksiyonlar ejakiilattaki toplam spermatozoon

miktariin %70’ini icermektedir ve aygirda bulboiiretral sekresyonu izleyen ilk iki
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veya Ug¢ fraksiyondur (Kosiniak, 1975; Rodriguez-Martinez ve ark., 2011). Prostatik
aktivitenin durmasin1 takiben vezikiiler sekresyonlar salinmaya baslar, kalan
fraksiyonlarin igerigini vezikiiler salgi domine ederken fraksiyon icindeki sperm
miktar1 diismektedir. Aygir spermasinin son fraksiyonu vezikiiler bez kaynakli jel
icermektedir (Kareskoski ve ark., 2011; Weber ve Woods, 1993). Bu fraksiyonlar
iretra boyunca, bulbospongiydz ve isiyokavernoz kaslar tarafindan gergeklestirilen
giiclii, ritmik kontraksiyonlar seklinde olusturulmaktadir. ilk kontraksiyonlar
sonrakilere oranla daha kisa stirelidir ve daha fazla miktarda seminal s1v1 tasimaktadir
(Kosiniak, 1975; Weber ve Woods, 1993).

1.5  Aygir Spermasimin Dondurulmasi

Aygir spermasinin  dondurulmasina iligkin ilk girisimler 1776 yilinda
Spallanzani tarafindan gergeklestirilmis olsa da tam anlamiyla dondurulmus
spermanin ortaya c¢ikist Polge ve asistanlarinin gliseroliin kriyoprotektif etkisini
kesfetmesiyle gergeklesmistir. Gliniimiizde ¢ok sayida memeli, kanatli ve balik tiiriine
ait sperma basarili sayilabilecek sekilde dondurulabilmektedir. Fakat tiirler arasinda,
hatta ayni tiirtin bireyleri arasinda bu basar1 degiskenlik gostermektedir. Bu
degiskenligin ¢ok sayida nedeni olsa da kisaca; spermanin kimyasal kompozisyonu,
spermatozoanin 0zmotik toleransi, hiicre boyutu ve yapisi sperma dondurulmasinda en
onemli belirleyicilerden sayilmaktadir (Avci ve ark., 2016; McKinnon ve ark., 2011,
Chapter 102). Sperma dondurma islemi spermatozoon yapisinda kapasitasyon ve
akrozom reaksiyonuna benzeyen bazi degisiklikler olmasina neden olmaktadir.
Kriyoprezervasyon ile birlikte gelisen soguk soku ve ozmotik sok, plazma
membranindaki lipid kompozisyonunun degismesine ve akiskan 0Ozelliginin
etkilenmesine neden olmaktadir. Bu durum da membran gegirgenliginde aksakliklara
neden olarak enzimlerin hiicre disina sizmasina neden olmaktadir (de Leeuw ve ark.,
1990; Mogielnicka-Brzozowska ve Kordan, 2011).

At yetistiriciliginde dondurulmus sperma ile suni tohumlamadan elde edilen

basar1 orani oldukga diisiiktiir. Bu durum damizlik olarak kullanilmak istenen aygirin,
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diger hayvan tiirlerinden farkli olarak, atletik performansinin, pedigri kayitlarinin ve
yapisal ozelliklerinin 6n planda tutulmasi; buna karsin fertilitesinin ve spermatolojik
Ozelliklerinin g6z ard1 edilmesinden kaynaklanmaktadir (Salazar ve ark., 2011). Aygir
popiilasyonunun biiyiik bir kismi, ¢6ziim sonu sperma Kkalitesi ve gebelik oranlarinin
diisiik olmas1 sebebiyle sperma dondurma programinda kullanilmak igin yetersiz
kalmaktadir. Bununla birlikte dondurulmus aygir spermalarinin ¢6ziim sonu
kalitesinin bireyden bireye olduk¢a degiskenlik gosterdigi gézlemlenmistir. Aygir
spermasinin dondurulma ve fertilite basarisin1 arttirmak amaciyla, Kriyoprotektif
ajanalardan antioksidanlara; tampon c¢ozeltilerden dondurma protokollerine kadar
bircok farkli konu iizerinde c¢alisma yapilmis fakat diger ¢iftlik hayvanlariyla
karsilastirildigi zaman tatmin edici sonuglar alinamamistir. Bu nedenle aygirlar igin
sperma dondurma protokoliiniin optimizasyonu hala tizerinde ¢alisilmasi gereken bir
konudur (Avcr ve ark., 2016; Hoffmann ve ark., 2011).

Aygir spermasinin istenen basarida dondurulamamasinin nedenleri pek ¢ok kez
arastirilmig; bu ¢alismalar sonucunda aygir spermatozoonlarinin yapisal farkliliklari,
membran lipid kompozisyonunun bu durumun sorumlularindan biri olabilecegi
sonucuna ulasilmistir (Aurich ve ark., 1998). Aygirlarda sperma dondurma basarasini
etkileyebilecek diger bir etkenin ise santrifiij islemi oldugu konusunda yogun bir fikir
birligi bulunmaktadir. Aygir spermasinin yiiksek hacim ve diisiik yogunluga sahip
olmasi nedeniyle dondurma islemi dncesinde santrifiij edilmesi ve seminal plazmanin
uzaklastirilmast rutin bir prosediir islemi olarak uygulanmaktadir (Akcay ve ark.,
2006; Brinsko ve ark., 2000). Bu islemin spermatozoonlara mekanik olarak zarar
vermesinin yaninda seminal plazmada bulunan ve hiicrelerin yasami ve fonksiyonu
agisindan Onemli komponentlerin de uzaklastirilmasina neden olarak aygirlarda
sperma dondurma basarasint olumsuz etkileyebilecegi diistiniilmektedir. Birgok
hayvan tiirtiinde olmakla birlikte 6zellikle aygirlarda seminal plazmanin sperma
islenmesinde faydalarmin ya da zararlarinin arastirildigr c¢alismalar siklikla

yapilmaktadir.

Bu ¢alismalardan birkaginda (Akgay ve ark., 2006; Kareskoski ve Katila, 2008),

%5 veya daha az miktarda seminal plazma igerisinde bulundurulan aygir spermasinin

21



motilitesinin %210-30 seminal plazma iginde bulunanlara gére daha yiiksek motiliteye
sahip oldugunu vurgularken; bazi arastirmacilar (Akgay ve ark., 2006; Aurich ve ark.,
1998; Katila ve ark., 2004) seminal plazma etkisinin bireysel oldugunu ve bireyler
arasinda farklilik gosterdigini bildirmisler; Jasko ve ark. (1991) ve Rigby ve ark.
(2001) bu hipoteze destek olacak nitelikte bir arastirmayla %20’ye kadar seminal
plazmanin sperma motilitesi i¢in faydali oldugu sonucuna ulagmislardir. Brinsko ve
ark. (2000) ise aygir spermasi1 dondurulmasinda seminal plazmanin ortamda mutlaka
bulunmasi gerektigini fakat dondurulabilirligi diisiik olan aygir spermalarinin seminal

plazmalarinin tamamina yakininin uzaklagtirtlmasi gerektigini belirtmistir.

Seminal plazmanin varligi ya da yoklugunun sperma saklama islemleri {izerine
etkilerinin arastirilmasinin yaninda hangi fraksiyonun eklenmesi gerektiginin
arastirildigi ¢alismalar da yapilmis ve ¢eliskili sonuglar elde edilmistir. Bazi
aragtirmacilar (Varner ve ark., 1987) spermatozoondan zengin fraksiyona ait seminal
plazmanin eklendigi 6rneklerde daha yiiksek motiliteye sahip spermatozoonlarin
oldugunu savunurken yapilan bir diger ¢alismada spermatozoondan zengin olmayan
fraksiyona ait seminal plazmanin daha faydali oldugu sonucuna ulasilmistir (Katila ve
Kareskoski, 2006). Coziim sonu motilitesi yiiksek olan aygirlardan elde edilen seminal
plazmanin, ¢oziim sonu motilitesi disiik olan aygir spermasina eklenerek
dondurulmasinin, ¢éziim sonu plazma memran biitiinliigii ve progresif motiliteyi
arttirdi@r; tam tersi islemin ise daha diisiik sonuglar verdigi gozlemlenmistir (Aurich
ve ark., 1998). Taze ya da dondurulmus aygir epididimal spermasiyla yapilan suni
tohumlamalarda, spermanin sulandirilmadan once seminal plazma ile muamele
edilmesinin fertiliteye olumlu etkisinin oldugu bildirilmistir (Heise ve ark., 2010).
Yapilan tim bu calismalarin sonuglari tek bir noktada birlesmese de seminal
plazmanin sperma saklama ortami iginde bulunmasinin faydali oldugu, membran
biitiinligiini, hareket yetenegini ve fertiliteyi artirdigini séylemek miimkiindiir. Bunun
nedeni ise seminal plazma igerisinde bulunan ve spermatozoonun yasami ve
fonksiyonu igin faydali olan bilesenlerdir. Seminal sivi, temelde erkek gamet
hiicrelerini digi genital kanalina aktaran tampon bir sivi olarak gorev yapmakta,
spermatozoanin hareketi, fonksiyonlari, olgunlagmasi ve gamet etkilesimlerinin

diizenlenmesine yardimci olmaktadir (Juyena ve Stelletta, 2012). Disi genital
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kanalinin asidik ortami ve spermatozoonlarin kendi metabolik aktiviteleri sonucu
olusan atiklardan dogan pH degisiklerinin kontrol edilmesinde gorev almaktadir
(Cevik ve Tuncer, 2005). Protein, iyon, serbest amino asitler gibi diisiik molekiil
agirlikli organik maddeler, monosakkaritler, lipidler, poliaminler, prostaglandin ve
steroid hormonlar gibi maddeleri iceren kompleks bir karisimdir. Seminal plazmada
bulunan ¢ok sayida bilesen arasinda poliaminler fertilizasyon siirecinin
diizenlenmesinde onemli ve 6zel bir role sahiptir (Katila ve Kareskoski, 2006;

Mogielnicka-Brzozowska ve Kordan, 2011).

1.6 Poliaminler

Poliaminler canli organizmada esi bulunmayan, ¢esitli uzunluktaki karbon
zincirlerine bagh iki veya daha fazla sayida primer amino grubundan olusan, diisiik
molekiiler agirliga sahip alifatik, katyonik bilesiklerdir (Lefevre ve ark., 2011). ilk
olarak 1678 yilinda Antonie van Leeuwenhoek tarafindan insan spermasinda, kristal
maddeler seklinde tespit edilmis; 1791 yilinda Vauquelin bu kristalleri seminal
plasmada bulunan ve ne oldugu bilinmeyen fosfat bilesikleri olarak tanimlamstir.
Schreiner, 1878’de bu bilesiklerin organik yapiya sahip azotlu bilesikler oldugunu
belirtmistir (Bachrach, 2010).

H,N*

Putresin H,N +/\/\/
Spermidin H2N+/\/\/\/\/

HN*

HN* H,N*
Spermi TRIAVAVAVAVAVAVA
permin 2 NN

Sekil 1.8. Putresin, Spermidin ve Spermin adli poliaminlerin molekiiler yapilar1 (Kusano ve ark., 2008).

H,N*

Poliaminler ilk olarak birkag milimolar miktarda bulundugu seminal plazmada

kesfedilmis olsa da daha ¢ok miktarlarda bitkilerden 6karyotik hiicrelere, bakterilerden
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hayvanlara kadar tiim canli organizmalarda bulunmaktadirlar (Rubinstein ve ark.,
1995). Memelilerde simdiye kadar spermin, spermidin, putresin ve kadaverin olmak
tizere dort poliamin molekiilii izole edilmistir. Spermin ve spermidin, adlarindan da
anlasilabilecegi gibi, ilk olarak insan spermasindan izole edilen poliaminlerdir.
Memeli hiicrelerinde poliaminler arginin, prolin, methionin gibi amino asitlerin
birlesiminden iiretilirler ve dogrudan diyetle alinabildigi gibi bagirsak mikroflorasi
tarafindan da fiiretilebilmektedirler. Ister diyetle alinmis olsun, ister bagirsak
mikroflorasinda ftretilsin; poliaminlerin emilimi bagirsaklarda ger¢eklesmektedir.
Burdan kan dolagimima gegen poliaminler timus, karaciger gibi c¢evre doku ve
organlara ulagarak gorevlerini yerine getirmektedirler. Poliamin seviyesi hiicre
proliferasyonu ve doku biiytimesi ile iliskilendirilmektedir. Dolayisiyla hiicreigi
poliamin birikimi dinamik bir diizen igerisindedir. Ayrica poliaminlerin deaminasyonu
sonucu ortaya ¢ikan metabolitler de bu dinamizmin diizenlenmesinde onemli role
sahiptir. Poliamin dengesi hiicreigi ve dis1 poliamin transportu ile sentez ve

katabolizma olgularinin igbirligi sayesinde saglanmaktadir (Lefevre ve ark., 2011).

Poliaminler endojen olarak, Arginin ve Prolin birlesmesinden olusan Ornitin; ve
Methioninin dekarboksilasyonu sonucu ortaya ¢ikan Delarboksiadenosilmethioninin
etkilesimleri ile tretilmektedirler. Ornitin dekarboksilaz (ODC1) adi verilen bir
enzimin kontrolii altinda gergeklesen poliamin biyosentez mekanizmasi, yine bu
enzimin sinirlayici etkisi ile durdurulabilmektedir. Ornitin dekarboksilasyonu ile
olusan ilk iriin Putresin, Dekarboksiadenosilmethionin ile birleserek sirasiyla dnce
Spermidin’e, ordan da Spermin’e donlismektedir. Poliamin metabolizmasi geri
dontisimlii bir mekanizmadir ve olusan son firiinler Asetiltransferaz (SAT1) ve
poliamin oksidaz enzimleri yardimiyla Kkendilerini olusturan bilesenlere tekrar
doniisebilmektedir (Cui ve Kim, 2005; Kwon ve ark., 2003; Lefevre ve ark., 2011).

Poliaminler birgok fizyolojik olgunun ger¢eklesmesinde, hiicre boliinmesinde,
cesitli enzimatik reaksiyonlarda, hiicreleraras: sinyal iletiminde, iyon kanallarinin
diizenlenmesinde, membran fiizyonunda, DNA ve membran stabilizasyonunda, RNA

ve protein sentezinde ve organizmanin Serbest oksijen radikallerine karsi
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korunmasinda gorev alan hiicresel bilesiklerdir (Cui ve Kim, 2005; Rubinstein ve
Breitbart, 1991).

Metivonin Arjinin Prolin
l Prolinoksidaz
Metiyvonin Arii
adenoziltransferaz G S5-Karboksiprolin
v Ornitin
Adenozilmetiyonin Ornitin B
Adenozilmetiyonin i
R o Ornitin
S dekarboksilaz
v
Dekarboksi -
adenozilmetiyonin - PUTRESIN . .
S~ Poliamin
oksidaz
Asetilspermidin
Spermidin
i : 57 asetiltransferaz
Metiltivoadenozin - SPERMIDIN
Poliamin
oksidaz
Asetilspermin

Metiltivoadenozin

Spermin
SPERMIN asetiltransferaz

Sekil 1.9. Poliamin biyosentez metabolizmasi (Lefevre ve ark., 2011).

1.6.1 Poliaminlerin Reprodiiksiyon Alanindaki Gorev ve Etkileri

Poliaminler, yukarida bahsi gegen goérevleri dogrultusunda, ozel olarak
reprodiiktif sistem ve fonksiyolari i¢in vazgegilmez bilesiklerdir ve spermatogenezis,
oogenezis, embriyogenezis, implantasyon, plasentasyon, gebelik, laktasyon siireci ve

dogum sonras1 donem iginde meydana gelen tiim olgularda 6nemli role sahiptirler.

Poliaminler eklenti bezleri, sertoli hiicreleri ve leyding hiicrelerinde
sentezlenmekte ve yine bu hiicre ve dokularda bulunmaktadirlar. Bu molekiillerin
tiretimi gonadotropinlerin (FSH, LH) etkisiyle ger¢eklesmektedir. FSH ve LH

hormonlarinin varliginda poliamin iiretiminden sorumlu olan ODC1 enzimi
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miktarinda artis oldugu bilinmektedir. Buna karsin testis dokusunda artan testosteron
miktarinin, Sertoli hiicrelerinde, poliamin sentezinden sorumlu olan ODC1 enzimi
aktivitesini distirdigii gibi bu enzimin hiicre disina ¢ikisini hizlandirdigi da
bilinmektedir. Ayrica poliaminler Leyding ve Sertoli hiicrelerinin fonksiyonu igin
vazgecilmezdir ve ODCL1 enziminin inhibisyonunda steroid sentezinde diisiise neden
olmaktadir. Bu durum genital organlarda poliamin sentezinin hormonal diizeyde nasil
diizenlendigini ve kontrol edildigini agiklamaktadir (Williams-Ashman ve Lockwood,
1970).

ODC1 enzimi ergin bir erkekte spermatogenezis esnasinda yiikselmektedir.
Hatta en yiiksek seviyesine spermiogenezis asamasinda ulasmaktadir. Bununla beraber
memeli testisinde maksimum ODCL1 enzimi aktivitesi pubertanin hemen oncesinde
goriilmektedir (Weiner ve Dias, 1992). Poliamin sentezi bloke edilmis transgenik
farelerin infertil olduklari, Spermatogenezisin baskilanarak spermatogonia veya primer
spermatosit asamasinda kaldig1 yapilan ¢aligsmalarla kanitlanmistir. Ayrica poliaminler
spermatogenezis i¢in gerekli molekiiller olsalar da gerekenden fazla olmasi
durumunda zararli etkileri ortaya ¢ikmaktadir. ODC1 {iretimiyle ilgili gen sekansi
normalin 80 katina ¢ikartilan transgenik farelerde hipoplastik germinal epitel ve
spermatogenezin tamamen baskilanmasi durumu ile karsilasilmistir (Pegg ve Wang,
2009).

Poliaminlerin fertilite tizerindeki etkilerinin anlasilabilmesi i¢in ¢ok sayida
caligma yapilmistir. Poliaminlerin motiliteyi nasil etkiledigi hala bilinmemekle birlikte
in vitro deneyler hiicre i¢i sinyal iletimi ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde
etkili olduklar1 ihtimalini géstermektedir. Spermin, spermidin ve hatta putresin ile
kiiltire edilen epdidimal sican spermatozoonlarinda glikolizisin arttigi, sigir ve insan
spermatozoonlarinda  adenilsiklaz ~ aktivitesinin  stimiile edildigi ve insan
spermatozoonlarinda fosfodiesteraz aktivitesinin ve cAMP inhibe edici sinyallerin
azaldig@1 yapilan galismalarla kanitlanmistir. Kog¢ spermatozoonlarinda sperminin
cogunlukla akrozom bolgesinde lokalize oldugu; bu molekiilin akrozomdan
ayrilmasinda ise kapasitasyon ve akrozom reaksiyonuyla birebir ilgilisi olan heparin

molekiiliiniin etkili oldugu ortaya koyulmustur (Lefavre ve ark., 2011). Boga
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spermalarinda ise diisik miktarda sperminin kapasite spermatozoonlarda akrozom
reaksiyonuna neden oldugu, yiiksek miktarlarda ise bu olguyu inhibe ettigi
gbzlemlenmistir. Bu ¢calismalar ile sperminin ve diger poliaminlerin seminal plazmada
bulunan ve prematur kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu engelleyen organik
bilesikler oldugu sonucuna ulasilmistir (Rubinstein ve ark., 1995). Bir diger ¢alismada
da poliaminlerin embriyo gelisiminde oldukca faydali oldugu ve apoptozisi indiikleyen
MRNA olusumunu baskilayarak apoptotik hiicre 6liimiinii azalttigi bulunmustur (Cui
ve Kim, 2005).

Spermin ve spermidin genelde prostatik sekresyonun en eski organik bilesenleri
olarak bilinen ve erkek gamet hiicrelerinin fonksiyonu igin gerekli olan temel
maddelerdir. insan ve kemirgenlerde seminal plazma, diger biitiin doku ve organlardan
daha fazla spermin ve spermidin barindirmaktadir. Poliamin sentezi hormonlar
tarafindan diizenlenmekte olup, basta testis olmak iizere diger erkek genital
organlardaki spermin ve spermidin sentezi androjenik kontrol altindadir.
Kemirgenlerde yapilan ¢alismalarda kastrasyon sonucunda ventral prostat, epididimis
ve seminal vezikiilde ODC1 seviyesinde belirgin bir diisiis oldugu ortaya koyulmustur.
Kastre edilen kemirgenlerin testosteron ile tedavisi sonucunda ise bu ii¢ dokuda ODC1
tizerinde olusan inhibitor etkinin ortadan kalktigi kanitlanmistir (Blackshear ve ark.,
1989; Danzin ve ark., 1979). Insanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda infertil erkeklerin
seminal plazmalarinin, normospermik 6zellik tasiyan erkeklerin seminal plazmalarina
gore belirgin miktarda disiik spermin ve spermidin seviyelerine sahip oldugu
gozlemlenmistir. Adenosilmethionin ile tedavi edilen oligospermik erkeklerin, sperm
yogunlugu ve motilitesinde artis ile birlikte seminal plazmalarinda bulunan poliamin
seviyesinin arttig1 goriilmiistiir (Lefevre ve ark., 2011). Koglarda da ejakiilatta bulunan
spermin ve spermidin miktarinin motilite ile dogrusal bir iligkisi oldugu kanitlanmistir
(Melendrez ve ark., 1992). Poliaminler etkilerini direkt olarak gostermektedirler. Oyle
ki; disik motiliteye sahip ya da motilitenin olmadigi (asthenozoospermik) insan
spermalarina in vitro olarak katilan poliaminlerin ya da argininin motiliteyi direkt
olarak artirdig1 yapilan ¢alismalarla ortaya koyulmustur (Morales ve ark., 2003). Fare,
sigan, hamster ve tavsanlardan elde edilen, prostatik siviyla heniiz Karsilasmamis

testikiiler spermatozoonlar, poliaminlerle in vitro etkilesimi sonucunda hareket
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ozelligi kazandig1 ve bu sayede motilitelerinin indiiklendigi belirtilmistir (Tabor ve
Tabor, 1964).

Spermin’in daha oOnce yalmzca iki c¢alismada sperma dondurulmasinda
sulandiriciya  eklendigi  bilinmektedir. Bu ¢alismalarda, manda spermasi
dondurulmasinda sulandiriciya eklenen Spermin’in ¢dziim sonu motilite, plazma
membran biitinligii, canlilik ve lipit peroksidasyon parametreleri {izerinde olumlu
etkisi oldugu (Siddique ve Atreja, 2013); kopek spermasi dondurulmasinda ise
motilite, hareket ozellikleri, plazma membran biitiinliigii ve kapasitasyon indeksi
parametreleri tizerinde olumlu etki gosterdigi sonucuna ulasilmistir (Setyawan ve ark.,
2016). Ayrica Spermin ile dondurulan kdpek spermatozoonlarinin ¢oziim Sonu
fizyolojik kapasitasyon gosterme oranlarimin da yliksek oldugu bildirilmistir
(Setyawan ve ark., 2016). Spermin, Spermidin ya da oncii metabolitlerinin taze, kisa
stireli saklanan veya dondurulmus aygir spermas: iizerindeki etkileri daha once
calisiilmamig olmakla birlikte Spermin ve Spermidin ile aygir spermasi arasindaki
bilinen tek iliski bu maddelerin aygirlarda ampullada sentezlendikleridir (Magistrini
ve ark., 1995).

Bu ¢alismada aygir spermasinin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sirasinda maruz
kaldig1 gesitli mekanik ve metabolik zararlara kars1 major poliaminlerden Spermin ve
Spermidin’in, aygir spermasi sulandiricisina eklenerek ¢6ziim sonu spermatolojik
Ozellikler tizerine etkisinin arastirilmasi amacglanmistir. Bu amagla farkli dozlarda
Spermin ve Spermidin ilave edilmis standart sulandirici ile dondurulan aygir
spermalari, spermatozoon iizerinde etkili oldugu bilinen hareket yetenegi, plazma
membran ve akrozom biitiinliigii, kapasitasyon ve DNA saglamligi parametreleri
acisindan degerlendirilmistir. Caligma sonucunda standart aygir spermast dondurma
sulandiricisina eklenebilecek uygun bir poliamin ve dozunun ortaya ¢ikartilmasi

hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1  Hayvan Materyali

Calismada TIGEM Karacabey Tarim Isletmesi Miidiirliigii (40°07'44.4"K
28°21'33.1"D) biinyesinde bulunan yaslart 9 ile 20 arasinda degisen fertilitesi
kanitlanmis 4 ergin Arap Aygir’indan yararlanildi. Calismada kullanilan aygirlardan
Haziran ay1 igerisinde iki giin arayla suni vajen yontemiyle sperma alindi; alinan
spermalar temel spermatolojik parametreler (yogunluk, motilite, anormal
spermatozoon, canli spermatozoon) agisindan muayene edildi. Calisma her aygir igin
5 kez tekrar edildi. Bu ¢aligma Ankara Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan alinan 02.03.2016 tarih ve 2016-6-67 sayili karar

dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Sekil 2.1. Calisma sirasinda aygirlardan sperma alinmasi islemi.
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2.2  Spermanin dondurulmasi

Alinan spermalar 37°C’deki steril falkon tiiplere aktarildi. Esit hacimde Tyrode’s
soliisyonuyla (T2145, Sigma-Aldrich) sulandirilan taze sperma, dakikada 2100 devir
ile 10 dakika boyunca santrifiij edilerek seminal plazma uzaklastirildi. Dipte kalan
pelet 200x10° spermatozoa/ml yogunlukta olacak sekilde Kontrol sulandiricist ile
sulandirildi. Daha sonra sulandirilmig sperma 13 esit hacme boliinerek 37°C’deki su
banyosu igerisinde bulunan dereceli steril tiipler igerisine aktarildi. 13 esit hacimden
bir tanesi Kontrol gurubu olarak ayrildi; geri kalan 12 esit hacim spermaya farkli
dozlarda Spermin ve Spermidin eklenerek deney gruplari olusturuldu. Kontrol
sulandiricist olarak INRA96 (% 95,5), yumurta sarist (%2) ve gliserol (% 2.5)
kullanildi. Deney grubu sulandiricilar ise kontrol sulandiricisina mililitresine 0,1 mg,
0,2 mg, 0,4 mg, 1 mg, 2 mg, 4 mg Spermin ve 0,1 mg, 0,2 mg, 0,4 mg, 1 mg, 2 mg, 4
mg Spermidin eklenmesiyle olusturuldu. Kontrol ve deney grubu sulandiricilari

Cizelge 2.2.1°de belirtildigi gibidir.

Cizelge 2.1. Kontrol ve deney grubu sulandiricilarinin bilesenleri.

Kontrol Spermin (Sp) Spermidin (Spd)
&F;A% 955 | 955 | 955 | 955 | 955 | 955 | 955 | 955 | 955 | 955 | 955 | 955 | 955
Yumurta
Sarist (%) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Gliserol 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25
(%)
Spermin ) 01 0,2 04 1 2 4
(birim/ml) mg mg mg mg mg mg
Spermidin ) ) ) ) ) ) ) 0,1 0,2 0,4 1 2 4
(birim/ml) mg mg mg mg mg mg

Kontrol ve deney gruplarinin olusturulmasi islemleri tamamlandiktan sonra
spermalar 0,5 ml hacmindeki payetlere cekildi ve spermalar payetler icerisinde
+4°C’de 2 saat alisima birakildi. Alisim asamasinin ardindan payetler sivi azot
seviyesinin 4 cm istiinde s1vi azot buharinda 10 dakika, sivi azot i¢inde 5 dakika

bekletilerek donduruldu.
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2.3.  Coziim sonu spermatolojik analizler

Dondurulan spermalar muayene edilecegi zaman 37°C’de 30 sn’de ¢6zdurildi
ve ¢Oziim sonu motilite, progresif motilite ve spermatozoon hareket Ozellikleri,
anormal spermatozoon orani, plazma membran ve akrozom biitiinliigli, DNA

fragmentasyon indeksi ve kapasitasyon indeksi agisindan muayene edildi.

2.3.1 Motilite, Progresif Motilite ve Spermatozoon Hareket Ozellikleri

Dondurulmus spermalarin ¢6ziim sonu motilitelerinin ve hareket 6zelliklerinin
degerlendirilmesi icin CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2, Barcelona, Spain)
kullanild1 (Ortiz ve ark., 2014). Her bir 6rnekten 5 pl alinarak lam tizerine damlatildi
ve lizeri 22x22 lamel ile kapatilarak; sisteme bagli faz-kontrast mikroskopta (Nikon
ECLIPSE 50i) 10x10’luk biiyiitmede kamera (Basler®) esliginde her bir 6rnek igin 7
farkli alandan alinan goriintiiler analiz edildi. Yapilan analizde spermatozoa total
motilitesi (TMOT; %), progressif motilite (PMOT; %), VCL (um/s), VSL (um/s),
VAP (um/s), LIN (%), STR (%), WOB (%), ALH (um), BCF (Hz) ve hiperaktivite

(%) parametreleri degerlendirildi.
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Sekil 2.2. Coziim sonu aygir spermasinin CASA ile motilite, progresif motilite ve spermatozoon hareket
ozelliklerinin analizi.

2.3.2 Anormal Spermatozoon Orani

Dondurulan spermalarin ¢6ziim sonu anormal spermatozoon oranlarinin
belirlenmesi i¢in sperma morfoloji kiti (Sperm Blue®, Microptics®, Spain) kullanild:
(van der Horst ve Maree., 2010). inceleme CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2)
ile sisteme bagli faz-kontrast mikroskop (Nikon ECLIPSE 50i) ve kamera (Basler®)
yardimiyla 10x60’lik biiyiitmede yapildi. Cozdiiriilen payetlerden froti yontemiyle
hazirlanan stirme preparatlar boyama tepsisine yerlestirilerek fiksasyon soliisyonu ile
10 dakikada fikse edildikten sonra fiksasyon sivisi dikkatlice uzaklastirildi. Ardindan
sperm blue ile 15 dakika boyama islemine tabi tutuldu. Siire sonunda sperm blue
boyasi uzaklastirilarak preparatin tizeri 22x22 lamel ile kapatildi ve preparatlar CASA

sisteminde degerlendirildi. En az 200 spermatozoa incelenerek yapisal olarak bas,
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boyun, kuyruk, stoplazmik damlacik anomalileri degerlendirilerek toplam anormal

spermatozoa orani (%) belirlendi.

¥

&

Sekil 2.3. Coziim sonu aygir spermasinin CASA ile Anormal Spermatozoon Orani analizi (A: Orta
kisim anomalisi; B: Normal spermatozoon; C: Akrozom anomalisi).

2.3.4 Plazma Membran Biitiinliigii ve Akrozom Saglamhgi

Bu parametre SYBR-14/PI/FITC-PNA (L-7011, Thermo Fisher Scientific;
L7381, Sigma-Aldrich) ti¢lii boyama yontemi ile yapild1 (Glazar, 2014; Cocchia ve
ark., 2011). Cozdiriilen payetler dereceli tiipler igerisinde alinarak yogunluklari
20x10° spermatozoon/ml olana kadar fosfatli tampon soliisyon (PBS) ile sulandirildi.
Bir ependorf tiip icerisinde 100 pl sperma, 30 pl Hancock soliisyonu ve 30 pul SYBR-
14 kanstirilarak 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
ornekten 5 pl alinarak bir lam lizerine damlatildi ve tizeri 22x22 lamelle kapatilarak
florasan atagmali mikroskop (Nikon ECLIPSE 50i) ve kamera (Basler®) ile incelendi.
Incelemede post-akrozomal bolgesi yesil parlama gdsteren spermatozoonlar “plazma
membrani saglam”, kirmizi parlama gosteren spermatozoonlar “plazma membrani
hasarli” olarak; akrozomal bolgesi yesil parlama gosteren spermatozoonlar “akrozomu
saglam”, kirmizi parlama gdsteren spermatozoonlar ‘“‘akrozomal biitinligi

kaybolmus” olarak smiflandirildi. Plazma membran1 saglam olarak degerlendirilen
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spermatozoonlarin sayilan spermatozoon sayisina orani Plazma Membran Biitiinligi
(%); akrozomu saglam olarak degerlendirilen spermatozoonlarin sayilan

spermatozoon sayisina orant Akrozom Saglamlig1 (%) olarak belirlendi.

Sekil 2.5. Coziim sonu aygir spermasinin FITC/PNA/PI floresan boyama yontemiyle Plasma Membrani
- Akrozom Biitinliigi ve Canlilik analizi (A: Plazma membrani hasarli ve akrozom biitiinliigii bozulmusg
spermatozoon; B: Plazma membrani saglam ve akrozom biitlinligii bozulmus spermatozoon; C: Plazma
membran1 ve akrozomu saglam spermatozoon; D: Plazma membrant hasarli ve akrozomu saglam
spermatozoon).

2.3.5 Kapasitasyon indeksi

Kapasitasyon indeksi CTC (C4881, Sigma Aldrich) boyama yontemiyle
belirlendi (Cocchia ve ark., 2011). Bu yontem i¢in 2,5 mg CTC, 5 ml CTC tampon
soliisyonu (3,634g TRIS, 0,50g Fruktoz, 1,998¢g Sitrik asit, 100ml bidistile su) i¢inde
cozdiiriilerek CTC kapasitasyon boyast hazirlandi. Her bir payet ¢ozdiiriildiikten sonra
dereceli tiipler igerisinde alinarak yogunluklar1 20x10° spermatozoon/ml olana kadar

fosfatli tampon soliisyon (PBS) ile sulandirildi. Suandirilan spermadan 45 pl alinarak
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bir ependorf tiipe aktarildi. Ardindan spermatozoonlarin fikzasyonu amaciyla 10 pl
Hancock soliisyonu eklendi. Son olarak da 45 pl CTC kapasitasyon boyama soliisyonu
eklenen ornekten vakit kaybetmeden bir lam tizerine 5 pl damlatildi ve lizeri 22x22
lamelle kapatildi. Hazirlanan preparatlar florasan atagmanli mikroskop (Leica
DM2500) ve kamera (Leica DFC 290) ile 10x100 biiylitmede incelendi. Flouresan
151k altinda bas kismimin biitlinli yesil olarak parlayan spermatozoonlar “kapasite
olmayan™; post-akrozomal bdlgesi veya bas bolgesi biitiiniiyle parlamayan
spermatozoonlar “kapasite” olarak siniflandirildi. Kapasite olarak siniflandirilan
spermatozoonlarin sayilan spermatozoon sayisina orani Kapasitasyon indeksi (%)

olarak belirlendi.

Sekil 2.6. Coziim sonu aygir spermasinin CTC floresan boyama yontemiyle Kapasitasyon indeksi
analizi (A: Kapasite spermatozoon; B: Kapasite olmamis spermatozoon).
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2.3.3 DNA Fragmentasyon Indeksi

DNA fragmentasyonlar1 Halomax® kit (HT-EC40, Halotech DNA SL, Madrid,
Spain) kullanilarak, {iretici tarafindan 6nerilen kullanim talimatlarina uygun sekilde
belirlendi. Uygulamaya baglamadan 6nce kit i¢erisinde bulunan Reducing Agent (RA),
Base Lysis Solution (BSL) ile 1/1000 oraninda karistirtldi. Agarose Cell Support’lar
(ACS) sirastyla 95-100°C’de 5 dk, 37°C’de 5 dk bekletilerek kullanima hazir hale
getirildi. Cozdiiriilen payetler dereceli tiipler igerisinde aliarak yogunluklar1 20x10°
spermatozoon/ml olana kadar fosfatli tampon soliisyon (PBS) ile sulandirildi.
Ardindan bu 6rneklerden 25 pl alinarak 50 pul ACS igerisine aktarildi. Daha sonra bu
agaroz-sperma karisimindan 2 pl alinarak lam tizerine damlatildi ve lizeri 24x24 lamel
ile kapatilarak +4°C’de 5 dakika metal yiizey iizerinde bekletildi. Bu iglemin ardindan
lamel dikkatlice kaldirildiktan sonra preparat sirastyla RA-BSL karigimi igerisinde 5
dakika, distile su igerisinde 5 dk, %70 ve %100’liik etanol igerinde 2’ser dk bekletildi.
Son olarak preparatlar Diff-Quik® boyama kiti (Microptic SL, Barcelona, Spain)
icindeki soliisyon I’de 6 dk, ardindan soliisyon II’de 6 dk bekletilerek islem
tamamlandi. Degerlendirmeler CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2) ile
sisteme bagli mikroskop (Nikon ECLIPSE 50i) ve kamera (Basler®) yardimiyla
yapildi. Incelemede kromatinleri merkezden gevreye dogru belirgin bir hale biciminde
dagilan spermatozoonlar “DNA’s1 hasarli”, az miktarda ya da hi¢ kromatin dagilimina
sahip olmayan spermatozoonlar “DNA’s1 saglam” olarak siniflandirildi. Hasarli
DNA’ya sahip spermatozoonlarin, sayilan toplam spermatozoon sayisina orant DNA

Fragmentasyon indeksi (%) olarak belirlendi.
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Sekil 2.7. Coziim sonu aygir spermasinin CASA ile DNA fragmentasyon indekisi analizi. (A: Hasarli
DNA; B: Saglam DNA).

2.4  listatistiksel Analiz

Elde edilen tiim degiskenler 6nemlilik testlerine ge¢ilmeden dnce parametrik test
varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro Wilk testi, varyanslarin homojenligi
yoniinden ise Levene testi ile incelendi. Tanimlayici istatistikler “Aritmetik Ortalama

+ Std.hata” seklinde gosterildi.

Toplam Motilite, Progresif Motilite, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH,
BCF, Hiperaktivite, Toplam Anormal, Plazma Membran Biitiinliigii, Kapasitasyon,
Akrozom Saglamlig1 ve DNA fragmentasyon oranlari iizerine madde, doz ve bunlarin

etkilesimlerinin etkisi asagidaki model kullanilarak MIXED prosediirii ile analiz

edildi.

37



Yl]k = u+ Ml+ Dj+(M XD)U-I_ €ijk
(Yijk, bagimli degisken; u, genel ortalama; M;, madde etkisi; D;, doz etkisi; (M x D);;,

madde ve doz etkilesimi ve e;jy, hata terimi)

Modele gruplardaki hayvanlar ve ejekiilat rastgele etkiler, madde, doz ve bunlar1
etkilesimleri sabit etkiler olarak dahil edildi. Etkilesim teriminin anlamli bulundugu

durumlar i¢in Bonferroni diizeltmeli basit etki analizi uygulandi.
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3. BULGULAR

Taze aygir spermasinin muayenesi sonucunda, calismada kullanilan spermalarin
damizlik aygir spermatolojik Ozelliklerine uygun oldugu belirlendi. Alinan

spermalarin taze spermatolojik muayene sonuglar1 Cizelge 3.1’°de belirtilmektedir.

Cizelge 3.1. Taze aygir spermasi temel spermatolojik 6zellikleri (Arit.Ort.+SE).

Yogunluk Total Anormal
Hacim (ml) 6 Motilite o Olii (%) pH
(108/mi) (%) (%)
36,10+15,73 253,75+38,74 68,50+9,50 28,90+10,81 7,00+2,00 7,69+0,30

Spermin ve Spermidin’in motilite, progresif motilite ve spermatozoon hareket
ozellikleri iizerine etkisinin incelendigi analizlerde Spermin ve Spermidin’in tim
parametreler icin madde ve doz etkilesimi istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
belirlendi (p>0,05). Motilite, Progresif Motilite, STR, WOB, ALH, BCF ve
Hiperaktivite parametrelerinde doz etkisi bakimindan var olan farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,001). Kontrol grubuna gore Spermin’in etkisi
incelendiginde en yiiksek motilite oran1 2 mg/ml, progresif motilite oran1 0,2 mg/ml
dozunda, STR degeri 1 mg/ml ve WOB degeri 2 mg/ml doz gruplarinda elde edildi.
Ayni parametreler i¢in Spermidin’in en etkili dozu ise 0,4 mg/ml grubunda gozlendi.
Calisma sonuclarina gore en diisiik ALH, BCF ve hiperaktivite degerleri 4 mg/ml
Spermin ve Spermidin igeren sulandirici gruplarindan elde edildi. Bu iki maddenin
ayni dozlarinin motilite, progresif motilite ve hareket 6zellilkeri tizerine etkisi anlaml
bir farklilik gostermedi (p>0,05). Aygir spermasi dondurulmasinda, sulandiriciya
eklenen 6 farkli dozda Spermin ve Spermidin’in ¢6ziim sonu motilite, progresif
motilite ve spermatozoon hareket 6zellikleri tizerindeki etkileri Cizelge 3.2, 3.3 ve

3.4°te sunulmustur.
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Coziim sonu anormal yapisal 6zellikler agisindan yapilan muayenede Kontrol
grubu ile Spermin iceren deney gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunamada.
Spermidin gruplar1 ve Kontrol grubu arasindaki farkliliklar istatistiksel anlam ifade
ederken en diisiik toplam anormal spermatozoon oran1 0,2 mg/ml dozda sulandiriciya
katilan Spermidin ile elde edildi. Spermin ve Spermidin’in 0,2 mg/ml uygulamalarinin
istatistiksel olarak farkli doz etkisine sahip oldugu belirlendi (p<0,05). Dondurulan
aygir spermalarinin ¢dziim sonu yapisal dzellikleri incelendiginde 0,1 mg/ml Spermin
ve 4 mg/ml Spermidin’in istatistiksel olarak Kontrol grubuna gore daha yiiksek
akrozom saglamligi oranina sahip oldugu belirlendi (p<0,05). Ayrica 0,1 mg/ml, 2
mg/ml ve 4 mg/ml dozlarinda Spermin ve Spermidin’in madde ve doz etkilesiminin
istatistiksel olarak farkli oldugu sonucu elde edildi (p<0,001). Plazma membran
biitiinliigliniin, 1 mg/ml Spermin uygulamasiyla en yiiksek degere sahip oldugu
belirlendi (p<0,05). Spermidin uygulamalar1 ile kontrol grubu arasinda ise anlamli bir
farklilik gozlenmedi (p>0,05). Plazma membran biitiinliigli agisindan deney gruplari
ile Kontrol gurubu arasinda madde ve doz etkilesimi degerlendirmesinde farkli
maddelerin ayn1 dozlar1 arasinda istatistiksel bir farklilik bulunamadi (p>0,05).
Kapasitasyon indeksinin, tim deney gruplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli ve diisiik oldugu belirlenirken 2 mg/ml Spermin ve 4 mg/ml Spermidin
eklenen sulandiricilarin Spermin ve Spermidin gruplari iginde en diisiik kapasite
spermatozoon oranlarina sahip oldugu gozlemlendi (p<0,001). Kapasitasyon indeksi
icin madde ve doz etkilesimi analizinde Spermidin’in 0,2 mg/ml dozunun Spermin’in
ayn1 miktardaki dozuna gore istatistiksel olarak daha diisiik degere sahip oldugu
belirlendi (p<0,05). Coziim sonu en diisiik DNA fragmentasyon indeksi 1 mg/ml
Spermin ile 4 mg/ml Spermidin i¢eren sulandirici gruplarinda elde edildi. Doz etkisi
acisinda elde edilen sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Spermin
ve Spermidin’in farkli dozlari arasinda DNA fragmentasyon indeksi i¢in madde ve doz

etkilesiminin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermedigi belirlendi (p>0,05).
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4. TARTISMA

Aygir spermasinin dondurulmasinda elde edilen basari birgok faktor nedeniyle
cesitlilik gostermektedir. Bu konuda kullanilan protokol, sulandirici, yontem ve
teknikler {izerinde bir¢ok c¢alisma yapilmis ve her birinden farkli sonuglar elde
edilmistir. Bahsedilen bu cesitlilik ve farkliliklar nedeniyle yapilan galismalari
birbiriyle karsilastirmak arastirmacilar zorlamaktadir. Tiim bu arastirmalar sayesinde
elde edilen tek sonug ise aygir spermasi dondurma basarisinin bireysel 6zelliklere bagli
olmasi olmustur. Hatta sperma dondurulabilirliginde belirleyici olanin taze spermanin
spermatolojik ozellikleri ve fertilite basarisi olmadigi; taze sperma kalitesi ve
tohumlama basina gebelik orani yiiksek olan bir aygirin dondurulmus ¢oézdiiriilmiis
spermasinin  spermatolojik degerleri ve fertilite basarisimin  diisiikk olabilecegi
bildirilmektedir. Farkli aygirlar arasindaki sperma dondurma basarisinin bu kadar
cesitlilik gostermesinin altinda yatan mekanizma ise hala tam olarak ortaya
koyulabilmis degildir. Aygir spermasi dondurulmasi {izerine bugiine kadar yapilan
caligmalar sonucunda, bir popiilasyonda bulunan aygirlarin ancak %:20’sinin
spermasinin “iyi dondurulabilir” 6zellige sahip oldugu, %60’min “kabul edilebilir”,
%20’sinin ise “kotii dondurulabilir” oldugu ortaya koyulmustur (Guimaraes ve ark.,
2015).

Erkek hayvanlarda eklenti bezlerinde ve testikiiler dokularda {iretilen,
dolayisiyla seminal plazmada bulunan Spermin ve Spermidin adli poliaminlerin,
spermatozoa yasami ve fonksiyonlari iizerinde olumlu etkisi oldugu bilinmektedir. Bu
caligma, Spermin ve Spermidin’in aygir spermasi dondurulmasinda kullanilan standart
sulandiriciya  eklenmesiyle dondurma basarisin1  artirabilecegi  diisiiniilerek
planlanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda kontrol ve deney grubu sulandiricilar ile
dondurulan aygir spermalarinin ¢6ziim sonu motilite, progresif motilite, spermatozoon
hareket parametreleri, anormal spermatozoon orani, plazma membran biitiinligi,
kapasitasyon, akrozom saglamligi ve DNA fragmentasyonu oranlari belirlenerek
karsilastirilmis; Spermin ve Spermidin’in aygir spermasi dondurulmasinda basariy1

artirabilecek bir dozu olup olmadigi belirlenmeye ¢alisilmistir.
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Motilite kelime anlami olarak hareketlilik anlamina gelmektedir. Spermatolojik
parametlerelerden biri olan spermatozoon motilitesi ise herhangi bir hareket 6zelligi
gOsteren spermatozoonlarin orani olarak tanimlanmaktadir. Motilite genel olarak
sperm popiilasyonunun canliligini ve metabolik aktivitesini yansitan bir parametre
olmasi dolayisiyla spermatolojik muayene protokolii iginde 6nemli bir parametredir.
Coziim sonu >%40 motiliteye sahip aygir spermalart “iyi dondurulabilen” olarak
smiflandirilmaktadir. Kesin olmamakla birlikte motilite ve fertilizasyon kapasitesi
arasinda pozitif bir iliski oldugu birgok ¢alismada belirtilmis olmasina ragmen
spermanin fertilite kapasitesi hakkinda dogru bir yargiya varilabilmesi igin diger
parametrelerle birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir (Colenbrander ve ark., 2003;
Jasko ve ark., 1992; Katila, 2001; Loomis ve Graham, 2008; Samper ve ark., 1991,
Tirpan ve ark., 2015). Yapilan ¢alismada ¢6ziim sonu motilite verileri incelendiginde
Spermin ve Spermidin’in ¢dziim sonu aygir spermast motilite oraninda madde ve doz
etkilesimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmadigi goriilmektedir
(p>0,05). Spermin ve Spermidin gruplarindan 2 mg/ml Spermin (%59,07) ve 0,4
mg/ml Spermidin (%58,67) iceren sulandiricilar ile dondurulan aygir spermalari en
yiiksek ¢6ziim sonu motilite orania sahip oldugu belirlenmis olsa da bu degerler
istatistiksel olarak Kontrol grubuyla benerlik gostermektedir. En digiik motilite
oranlart ise 4 mg/ml dozda Spermin ve Spermidin igeren sulandirict gruplarina aittir
(p<0,001).

Farkli arastiricilar tarafindan gerceklestirilen calismalarda ¢6ziim sonu aygir
spermasinin motilite degerleri %43-63 arasinda, genis bir aralikta degistigi
goriilmektedir (Clulow ve ark., 2008; Hoffmann ve ark., 2011; Kavak ve ark., 2003;
Ramires Neto ve ark., 2013; Squires ve ark., 2004). Yapilan ¢alismada da diger
aragtirmacilarin buldugu sonuglara benzer veriler elde edilmis; Kontrol grubunun
belirtilen aralikta bir ¢6ziim sonu motiliteye (%55,9) sahip oldugu belirlenmistir. Doz
etkisi agisindan 2 mg/ml Spermin (%59,07), 0,4 mg/ml Spermidin (%58,67) dozda
sulandiriciya eklendigi deney gruplarinin Kontrol ve diger deney gruplarindan yiiksek
¢oziim sonu motiliteye sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda 4 mg/ml dozada
sulandiriciya katilan Spermin ve Spermidin gruplarina ait ¢6ziim sonu motilite oranlari

(%34,12; %29,54) degerlendirildiginde ¢6ziim sonu aygir spermasi motilite 6zelligini
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istatistiksel olarak anlamli ve olumsuz yonde etkiledigi gézlemlenmistir. Kontrol ve
deney gruplar1 arasinda madde ve doz etkilesimi yoniinden anlamli bir farklilik
bulunmamasi, standart aygir spermasi sulandiricisina katilan Spermin ve Spermidin’in
aygir spermast dondurulmasinda motiliteye olan etkisinin iki madde i¢in de ayni

dogrultuda oldugunu gostermektedir.

Progresif motilite, spermatozoonun bir yonde, ileri ve giiclii hareket 6zelligini
tamimlamaktadir ve toplam motilitenin aksine, genel hareketlilik ya da canliliktan
farkli olarak, spermatozoonun hareket kalitesini ifade eden bir parametredir. Progresif
motilite ve fertilite arasinda pozitif korelasyon oldugu bildirilmistir (Colenbrander ve
ark., 2003; Loomis ve Graham, 2008). Coziim sonu %35 ten yiiksek progresif motilite
oranina sahip aygir spermalari “iyi dondurulabilir” olarak smiflandirilmaktadir
(Amann ve Picket, 1987; Vidament ve ark., 1997). Fakat aygir spermatozoonunun tiire
Ozgii ozellikleri olarak kabul edilen asimetrik bas yapisi, kuyrugun apikal yerlesimi,
kiicik hacimli akrozom ve boyun kisminda bulunan mikrotubuler yapilar,
spermatozoonlarin hareket bigimlerini etkileyerek aygir spermasinda bilinen anlamda
progresif hareketi etkilemekte ve bu oranin diisiik olmasina neden olabilmektedir
(Katila, 2001). Kenney ve ark., (1983) bir aygirin spermatolojik muayenesinde tek
basina progresif motilitenin degerlendirilmesinin ya da yiiksek progresif motilite
beklentisinin yaniltict olabilecegini bildirmislerdir. Amann ve Pickett (1987)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada ¢6ziim sonu >%35 progresif motiliteye sahip aygir
spermalart ile farkli zamanlarda gergeklestirilen suni tohumlamalarda %8 ile %61
arasinda degisen gebelikler elde edilmistir. Yapilan calismada toplam motiliteyle
benzer olarak 4 mg/ml Spermin (%11,06) ve Spermidin (%9,12) en diisiik degerlere
sahiptir (p<0,001). Tiim deney gruplari ve kontrol grubu arasinda madde ve doz
etkilesimi yoniinden anlamli bir farklilik gzlenmemis olsa da doz etkisi agisindan
gruplar arasindaki farkliliklar anlamli olup 0,2 mg Spermin (%22,70) ve 0,4 mg
Spermidin’in (%22,83) yiiksek fakat Kontrol grubuyla benzer progresif motilite

degerine sahip oldugu belirlenmistir.

Aygir spermast dondurulmast tizerine yapilan ¢alismalar incelendiginde ¢6ziim

sonu progresif motilite degerlerinin genel olarak %30’dan yiiksek degerler elde
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edildigi gorilmistiir (Aurich ve ark., 1996; Clulow ve ark., 2008; Hoffmann ve ark.,
2011; Kuisma ve ark., 2006; Saragusty ve ark., 2007). Yapilan ¢alismada progresif
motilite agisindan en yiiksek degerler 0,2 mg/ml Spermin ve 0,4 mg/ml Spermidin
iceren sulandiricilardan elde edilmis olmasimna ragmen (%22,70; %22,83) diger
calismalarda elde edilen progresif motilite degerlerinin (>%30) ve “iyi dondurulabilir”
olarak siniflandirilan progresif motilite oraninin (>%35) altinda kalmistir. Bu konuda
gerceklestirilen birkag c¢alismada ise %20-25 arasinda elde edilen ¢6ziim sonu
progresif motilite degerlerinin yapilan ¢alismadan elde edilen degerlere yakin oldugu
gozlemlenmistir (Alvarenga ve ark., 2012; Ramires Neto ve ark., 2013). Yapilan
caligmanin deney gruplart ile kontrol gurubu arasinda doz etkisi yoniinden ortaya ¢ikan
farkliliklar istatistiksel olarak anlamli olsa da c¢alismada kullanilan aygirlarin
spermatolojik 6zellikleri agisindan diisiik progresif motilite 6zelligine sahip oldugu;
bu nedenle ¢6ziim sonu progresif motilite oranlarinin normalin altinda kaldig:
sonucuna ulasilabilir. Ayrica bu durum standart aygir spermasi sulandiricisina katilan
0,2 mg/ml Spermin ve 0,4 mg/ml Spermidin’in progresif motilite tizerinde, toplam
motiliteye benzer olarak olumlu etki olusturdugunu gostermektedir. Ote yandan en
diisiik progresif motilite orant sonucunun elde edildigi 4 mg/ml Spermidin’in aygir
spermasi lizerinde zararli etkisi oldugu sonucuna ulasilmistir. Kontrol ve deney
gruplar1 arasinda madde ve doz etkilesimi yoniinden anlamli bir farklilik
bulunmamasi, standart aygir spermasi sulandiricisina katilan Spermin ve Spermidin’in
aygir spermasi dondurulmasinda progresif motiliteye olan etkisinin iki madde i¢in de

ayni dogrultuda oldugunu gostermektedir.

Bilgisayar destekli sperma analizi (CASA), subjektif muayeneye gore daha
glivenilir, tarafsiz ve tekrar edilebilir bir objektif muayene yontemidir. Bunun yaninda
aktivasyon durumunu veya oosite ulagma yetenegini yansitmasi Sayesinde
spermatozoonun yaptig1 hareketi motilite ve progresif motilite disinda farkli agilardan
degerlendirmeye olanak saglayabilmektedir (Colenbrander ve ark., 2003). Fakat bu
analizler kullanilan ekipman, cihaz ve analiz yazilimma gore sonuglar arasinda
farklilik gosterebilmektedir. Her cihaz ve yazilimin kendine 6zgii alt ve st limitleri,
analiz formilasyonlar1 ile farkli algoritmalar tizerinden degerlendirme yapmasi

nedeniyle normal veya anormal spermatozoon hareketi hakkinda standart bir deger
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ortaya koyulamamistir (Katila, 2001). Bir spermatozoonun birim zamanda bir
noktadan digerine gidisi sirasinda Kat ettigi gercek yolda ilerlerken sahip oldugu hizi
ifade eden egri-¢izgisel hiz (VCL), Kat ettigi ortalama yolda sahip oldugu hiz1 ifade
eden ortalama yol hiz1 (VAP) ve Kat ettigi yolun baslangi¢ ve bitis noktas1 arasindaki
en kisa mesafeyi gecebilmesi igin Sahip olmasi gereken hizi ifade eden dogru-¢izgisel
hiz (VSL) parametreleri spermatozoonun ne kadar hizli hareket ettiginin
anlasilabilmesi i¢in 6lgtilen parametrelerdir. Cizgisellik (LIN: VSL/VCL), dogrusallik
(STR: VSL/VAP) ve yalpalama (WOB: VAP/VCL) parametreleri, spermatozoonun
birim zamanda iki nokta arasinda ilerlemesi sirasinda yaptigi hareketin ne kadar
dogrusal oldugunu ifade eden hareket o6zelligi parametreleridir. Spermatozoonun
gercek yol ilerleyisini yaparken ortalama yol ¢izgisinden lateral olarak ne kadar
uzaklastigin1 ifade eden yalpalama biiyiikligii (ALH) ile bu iki yol ¢izgisinin birim
zamanda ka¢ defa kesistigini ifade eden kesisim frekansi (BCF) parametreleri
hiperaktif hareket 6zelligi ile yakindan iligkili parametrelerdir. Disi genital kanalda
kapasitasyonun baslamasiyla ortaya ¢iktigi bilinen hiperaktif hareket 6zelligi, in vitro
ortamda da indiiklenen kapasitasyon ya da kapasitasyon benzeri degisiklikler
nedeniyle olusmaktadir. Kapasitasyon veya kapasitasyon benzeri degisikliklerle dogru
orantilt olmasi nedeniyle, spermatolojik muayenelerde elde edilen ALH, BCF ve
hiperaktivite degerlerinin diisiik olmasi istenmektedir. Bataille ve ark. (1990),
spermatozoon hareket ozelliklerinden VAP ile fertilite arasinda bir korelasyon
oldugunu belirtirken; Palmer ve Magistrini (1992) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada higbir hareket karakterinin fertilite tizerinde belirleyici olmadigi sonucuna

ulasilmistir.

Spermatozoa hareket 6zellikleri, incelenen spermanin Kalitesi hakkinda detayli
fikir vermesi agisindan kullanigli parametreler olsa da normal ya da anormal
spermatozoa hareket 6zelliklerinin tam olarak neyi ifade ettigi hala bilinmezligini
korumaktadir. Bu durumun en 6nemli nedeni spermatozoa hareket parametreleri i¢in
standart bir 6l¢iim kriterinin belirlenmemis olmasidir. Yapilan ¢alismadan elde edilen
sonuglarda VCL, VSL, VAP ve LIN parametrelerinde istatistiksel olarak bir fark
bulunmamaktadir. Kontrol grubu ile arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak benzer

olmakla birlikte; STR parametresinde 0,1 mg/ml Spermin ve 0,4 mg/ml Spermidin
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iceren sulandirici gruplarinda daha yiiksek sonug elde edilmistir. En yiiksek WOB
degeri 2 mg/ml Spermin ve 0,4 mg/ml Spermidin gruplarina aittir. Kontrol grubu ile 4
mg/ml Spermin ve Spermidin igeren sulandiricit gruplari arasinda ALH, BCF ve
Hiperaktivite degerleri agisindan belirlenen farkliliklar istatistiksel olarak anlamli ve
daha diisiiktiir. Artan Spermin ve Spermidin miktarinin kapasitasyonu baskilayict
etkisinin gozlemlendigi; bu sayede hiperaktif spermatozoa oranini azalttig
diistiniilmektedir. Diger yandan bu sonucun, toplam ve progresif motilite degerlerinin
de en diisiik oldugu gruplardan elde edildigi goz oniine alindiginda, hareket eden

toplam spermatozoa sayisi az oldugu igin yaniltic olabilecegi diisiiniilmektedir.

Dondurulmus  ¢ozdiirilmiis  aygir  spermasimnin =~ CASA  yardimiyla
degerlendirildigi ¢alismalarda spermatozoon hareket 6zelliklerinden VCL 127,8-149,3
um/s arasinda Ol¢iilmiistiir (Alvarenga ve ark., 2012; Hoogewijs ve ark., 2012; Kavak
ve ark., 2003). Dogru-c¢izgisel hiz (VSL) ve VAP parametrelerinin farkli calismalarda
sirasiyla 18,75-75,8 um/s ve 28,34-88,9 um/s arasinda genis bir deger araliginda
olglildiigii gozlenmistir (Alvarenga ve ark., 2012; Consuegra ve ark., 2018; Guimaraes
ve ark., 2015; Hoogewijs ve ark., 2012; Kavak ve ark., 2003; Mantovani ve ark., 2002).
Yapilan ¢aligmada ayn1 parametreler igin olgiilen degerler dikkate alindiginda VCL
(~32 um/s), VSL (~11 pm/s) ve VAP (~19 um/s) parametrelerinin diger kaynaklardan
tamamen farkli ve daha disiik degerlere sahip oldugu goze carpmaktadir. Yapilan
calismada elde edilen STR (0,1 mg/ml Spermin; %61,46) ve LIN (0,1 mg/ml Spermin;
%36,55) degerleri, gesitli ¢alismalarda Olgiilen ¢6ziim sonu aygir spermast STR
(%65,52-82,80) ve LIN (%40,7-52,4) degerlerinden daha diisiik olmasina ragmen bu
farkliliklarin daha kabul edilebilir seviyede oldugu goriilebilmektedir (Consuegra ve
ark., 2018; Guimaraes ve ark., 2015; Hoogewijs ve ark., 2012; Mantovani ve ark.,
2002). Hoogewijs ve ark. (2012) tarafindan gergeklestirilen bir calismada ¢6ziim sonu
aygir spermasi ALH ve BCF parametreleri degerlendirilmis ve sirasiyla 5,2 um ve 4,1
Hz olarak belirlenmistir. Consuegra ve ark. (2018) ise ayn1 parametreler i¢in sirasiyla
1,7 pm ve 6,3 Hz degerlerini elde etmislerdir. Bu sonuglar yapilan ¢alismadan elde
edilen degerlerle karsilastirildiginda ALH (4 mg/ml Spermidin; 2,82 um) ve BCF (4
mg/ml Spermidin; 2,58 Hz) degerlerinin daha diisik oldugu goriilmektedir.
Calismadan elde edilen en diistik hiperaktif motil spermatozoon oran1 %2,83 ile 4
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mg/ml Spermidin igeren sulandirict grubunda bulunmaktadir. Bu sonu¢ diger
caligmalardan elde edilen hiperaktivite oraninin oldukga altindadir (Kavak ve ark.,
2003). Farkli CASA sistemleri ile yapilan farkli ¢alismalar incelendiginde WOB
parametresinin yalnizca Sperm Class Analyzer (SCA) model CASA sistemiyle
olgiildiigti  goriilmiistiir. Dondurulmus aygir spermasinin ¢éziim sonu hareket
ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla SCA kullanilan bir ¢aligmada elde edilen
WOB degerinin (%76.0), yapilan ¢alismada elde edilen WOB degerinin (%59,91)
iistlinde oldugu gorilmistir (Consuegra ve ark., 2018). Spermatozoon hareket
Ozellikleri agisindan referans alinan kaynaklarda kullanilan CASA sistemlerinin, hem
birbirlerinden hem de yapilan ¢alismada kullanilan sistemden farkli olmasinin, tim
caligmalarda farkli sonuglar elde edilmesinin birincil nedeni oldugu diistiniilmektedir.
Yine incelenen c¢aligmalara ait sonuglar degerlendirildiginde farkli CASA
sistemlerinden elde edilen sonuglarin  birbiriyle karsilagtirilmast  yanlis
degerlendirmeler yapilmasina neden olabilir. Ote yandan STR, LIN gibi oran olarak
ifade edilen parametrelerde ¢alismalar arasindaki farkliliklarin birbirine daha yakin
oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durum farklit CASA sistemlerinin VCL, VAP, BCF
gibi ol¢iim parametrelerini her ne kadar farkli algoritma ve formiilasyonlarla
hesaplasalar da aslinda ayni sonuca ulastirdiklarini gostermektedir. Consuegra ve ark.
(2018) tarafindan gergeklestirilen ve benzer CASA sisteminin kullanildigi arastirma
dikkate alindiginda yapilan ¢aligmadan elde edilen dondurulmus ¢6zdiiriilmiis aygir
spermalariin daha koti hareket 6zelliklerine sahip oldugu sonucuna ulagilabilir. Fakat
deney gruplarinin kontrol grubuna gore daha iyi degerlere sahip olmasi, ¢alismada
kullanilan aygir spermalarinin hareket 6zelliklerinin bu degerlere sahip olmasina
ragmen sulandiriciya eklenen Spermin ve Spermidin’in ¢dziim sonu spermatozoon

hareket 6zellikleri tizerinde olumlu etkisinin oldugunu isaret etmektedir.

Spermin ve Spermidin’in farkli hayvan spermalarinda invitro kosullarda
motiliteyi direkt olarak arttirdigi, seminal plazmada bulunan poliamin
konsantrasyonlariin motilite ve hareket 6zellikleri agisindan belirleyici oldugu daha
onceki ¢aligmalarla ortaya koyulmustur (Lefevre ve ark., 2011; Melendrez ve ark.,
1992; Morales ve ark., 2003; Tabor ve Tabor, 1964). Koépek ve manda spermasi

dondurulmasinda ise sulandiriciya katilan Spermin’in benzer olarak ¢6ziim sonu
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motilite ve hareket o6zelliklerini artirdigi bildirilmistir (Setyawan ve ark., 2016;
Siddique ve Atreja, 2013). Fakat yapilan c¢alismadan elde edilen sonuglar
incelendiginde aygir spermasi dondurulmasinda Spermin ve Spermidin’in
spermatozoon hareket 6zellikleri tizerindeki etkisi beklendigi sekilde etkili olmamakla
birlikte baz1 deney gruplarimin bu 6zellikleri olumsuz yonde etkiledigi sonucu elde
edilmistir. Diger yandan poliaminlerle muamele edilmeden dondurulan Kontrol
grubuna ait ¢oztim sonu motilite, progresif motilite ve spermatozoon hareket
ozellikleri degerlerinin de deney gruplartyla benzer seviyelerde elde edilmis olmasi
Spermin ve Spermidin’in bu parametreler tizerindeki olumlu etkisini belirgin olarak
ortaya cikarabilecek bir ortam olmadigini isaret edebilir. Bu durum galismada
kullanilan spermalarin seminal plazmalarinda motilite progresif motilite ve hareket
Ozelliklerini desteleyecek Spermin ve Spermidin miktarmin yeterli seviyede var
oldugunu diisiindiirmektedir. Spermin’in ¢6ziim sonu aygir spermasi hareket
Ozellikleri lizerinde diizensiz bir etkisi oldugu goriilirken Spermidin’in 0,4 mg/ml
dozda daha kararli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Poliaminler daha 6nce aygir
sperma dondurma sulandiricisina katilmamis oldugundan, ¢6ziim sonu aygir spermast
motilite ve diger hareket ozellikleri degerleri, poliaminlerin aygir spermasinin

kriyoprezervasyonunda kullanimi1 konusunda 6nemli bir bilgi niteligi tasimaktadir.

Sperma kalitesinin belirlenmesinde kullanilan muayene yontemlerinden bir
tanesi de spermatozoanin morfolojik yapisi agisindan degerlendirilmesidir. Morfolojik
olarak normal spermatozoa oraninin fertiliteyle pozitif korelasyona sahip oldugu
bildirilmektedir. Spermatozoa bas yapisindaki farkliliklar anormal kromatin yapisinin
bir isareti olarak degerlendirilmektedir. Orta kisim ve kuyruk yapisindaki anomalilerin
ise hareket yetenegini kisitlamasi nedeniyle fertilite iizerinde olumsuz etkileri oldugu
diistiniilmektedir. Aygir spermatozoonunun yapisal 6zelliklerinden olan apikal kuyruk
yerlesimi ve asimetrik bas yapist diger tirlerden farkli olarak anomali
degerlendirmesine katilmamaktadir. Yine de bir spermada bulunan yiiksek oranda
morfolojik anomali tek basina fertilite potansiyelinin tahmininde anlam ifade
etmemesine ragmen var olan bir fertilite diistikligiinde dikkate alinmas1 gereken bir
parametre olarak nitelendirilmektedir. Ortalama bir damizlik aygir spermasinda

anormal spermatozoon oraninin %50°nin altinda olmas1 beklenir (Brito, 2007; Brito
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ve ark., 2011; Graham, 1996; Phetudomsinsuk ve ark., 2008; Varner, 2008). Yapilan
calismadan elde edilen sonuglara gore Spermin eklenen sulandirici gruplari ile Kontrol
grubu arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamsizdir. En diisiik toplam yapisal
anomali (%23,75) 0,2 mg/ml Spermidin igeren sulandirici grubunda bulunmasina
ragmen Kontrol gurubu (%26,30) ile arasinda istatistiksel bir fark bulunmamaktadir.
Spermidin’in 4 mg/ml dozlarina ait anormal spermatozoon oranlar1 Kontrol grubu ile
benzerlik gosterirken 0,2 mg/ml Spermidin grubundan farkli ve daha yiiksektir.
Spermin ve Spermidin’in 0,2 mg/ml dozlar1 arasinda madde ve doz etkilesimi anlamli
farklilik gostermektedir. Bu veriler degerlendirildiginde Spermin ve Spermidin’in
aygir spermasinda dondurma ve ¢ozdirme islemleri sirasinda yapisal anomali
olusumuna engel olamadigi, herhangi bir dozunun belirgin bir bicimde spermatozoon

anomalilerine kars1 etkili bir koruma saglayamadigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Coziim sonu aygir spermasi morfolojisinin incelendigi ¢esitli ¢alismalarda
ortalama %50 civarinda normal spermatozoon orani elde edilmistir (Brito ve ark.,
2011; Graham, 1996; Phetudomsinsuk ve ark., 2008). Arap aygirlariyla yapilan farkl
caligmalarda ise Dogan ve ark. (2009) %27,57; Ghallab ve ark. (2017) %26,4 ve
Shojaeian ve ark. (2018) %25,6 oranin anormal spermatozoon tespit etmislerdir. Bu
sonuglar yapilan ¢alismada elde edilen anormal spermatozoon oranlarina benzerlik
gostermektedir ve spermatozoa morfolojisinde 1rkin belirleyici  bir  6zellik
olabilecegini igaret etmektedir. Ayrica Kontrol ve 0,2 mg/ml Spermidin gruplar
arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak benzer olmasi, Spermin ve Spermidin’in
aygir spermasi dondurulmasinda spermatozoon morfolojisi iizerinde koruyucu bir

etkisinin olmadigi sonucunu ortaya ¢gikarmaktadir.

Spermatozoa plazma membraninda meydana gelen hasarlar ¢ogunlukla hiicre i¢i
metabolik atik birikimi ve hiicre dis1 oksidasyondan kaynaklanmaktadir. Bu olgular
hiicre metabolizmasi tizerindeki toksik etkilerinin yani sira hiicre zarinin biitiinliigiini
bozarak hiicre oliimlerine neden olmaktadir. Aygir spermatozoonunun plazma
membraninda diger tiirlere gore daha yiiksek miktarda bulunan kolesteroliin aygir
spermasini bu tiir metabolik olusumlara daha duyarli hale getirmektedir (Aurich, 2005;

Watson, 1995). Bunun yaninda spermanin islenmesi, sicaklik degisimlerine maruz
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kalmas: da spermatozoon membranma mekanik olarak zarar vermektedir. Ozellikle
santrifiij ve soguk soku plazma membrani hasarmin diger nedenleri arasinda
sayilmaktadir. Hasarli plazma membran1 normalden daha akiskan hale gelmekte,
degisen ozmotik basinglara dayaniksizlagsmakta, se¢ici gegirgenlik ozelligini
kaybetmekte ve sonu¢ olarak spermatozoonun fonksiyonunu ve canliligini
kaybetmesine neden olmaktadir (Neild ve ark., 2005). Bir spermatozoonun oositi
fertilize edebilmesi igin fertilizasyon bolgesine varana kadar membran biitiinligiini
ve canliligimi koruyabilmesi gerekmektedir. Yapilan ¢alismada ¢6ziim sonu plazma
membran biitiinligiinii koruyan spermatozoa oranlari agisindan sulandiriciya eklenen
1 mg/ml ve 4 mg/ml Spermin’in etkili oldugu goriilse de kontrol sulandiricisi ile
arasindaki farkliliklar benzerdir (p<0,001). Spermidin gruplari ile kontrol sulandiricisi
arasinda ise anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05). Ayrica 0,2 mg/ml dozda
Spermin ve Spermidin’in plazma membran biitiinliigiinii korumada istatistiksel olarak
anlamli farkliliga sahip oldugu goriilmiistiir. Sayisal olarak en yiiksek plazma
membran biitiinligii oran1 1 mg/ml Spermin eklenen sulandirict grubundan elde
edilmistir. Fakat bu oranin kontrol grubu ile arasindaki farkliligin istatistiksel olarak
benzer olmasi Spermin ve Spermidin’in dondurma ve ¢ozdiirme islemlerinin aygir
spermatozoonlarinda plazma membran biitiinliigiinii koruyucu etkisinin olmadigi

sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Plazma membran biitiinligii de diger parametrelerde oldugu gibi caligmalar
arasinda oldukga genis bir aralikta (%50-80) degismektedir (Baumber-Skaife ve ark.,
2016; Consuegra ve ark., 2018; EI-Sheshtawy ve ark., 2016; Ghallab ve ark., 2017;
Hoogewijs ve ark., 2012; Moore ve ark., 2005a; Shojaeian ve ark., 2018). Bu
caligmalarda aygir spermasmin plazma membran ozelliklerini degerlendirmek
amaciyla farkli yontemler kullanilmis olsa da yontemler arasinda bu degerlendirmeyi
etkileyecek bir farklilik olmadigi goriilmistiir. Bu durum aygirlarda plazma membran
biitiinliiginin  de diger spermatolojik parametrelerde oldugu gibi bireysel
ozelliklerden dolay1 farklilastigi sonucunu ortaya cikarmaktadir. Moore ve ark.
(2005b) tarafindan yapilan bir caligmada ise “iyi dondurulabilir” ve “koti
dondurulabilir” aygir spermalarina ait plazma membran biitiinliigii parametresi

incelenmis, iki grup arasinda plazma membran biitiinligii agisindan bir fark olmadigi
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belirlenmistir. Yapilan ¢alismada Kontrol (%70,14) ve deney gruplari arasindaki
farklarin benzer oldugu ve plazma membran biitinliigii oranlarmin dar bir aralikta
degistigi (%71,67-66,70) gozlemlenmistir. Farkli hayvan tiirlerinde in vitro kiiltiir
ortamlarinda; kopek ve manda spermasi dondurulmasinda sulandiriciya katilan
Spermin ve Spermidin’in plazma membran biitinligiinii korudugu bildirilmis olsa da
yapilan calismada aygir spermasi dondurulmasinda bu o6zelligini gosteremedigi
anlasilmistir (Rubinstein ve ark., 1995; Setyawan ve ark., 2016; Siddique ve Atreja,

2013).

Kapasitasyon, fizyolojik olarak spermatozoonun disi genital kanalla temasi ile
baglayan; membran proteinlerinin ve fosfolipidlerinin organizasyonu, membran
kolesterol seviyesinin degisimi, hiperaktivite gibi fiziksel ve kimyasal degisikliklerin
tiimiinii igeren kisaca spermatozoonun fertilizasyon kapasitesi kazanmasini ifade eden
kolektif bir terimdir. Spermanin dondurulmasi i¢in gegirmek zorunda oldugu islemler
ve diisiik sicakliga maruz kalmasi, membran yapisina zarar vererek kapasitasyon
benzeri degisikliklere neden olabilmektedir. Disi genital kanalda baslamasi gereken
kapasitasyonun ¢esitli dis faktorler nedeniyle gerekenden 6nce baslamasi spermanin
fertilizasyon basarisin1 olumsuz yonde etkilemektedir. Bu faktorlerden bir tanesi de
spermanin iglenmesi ve dondurulmasi olarak bilinmektedir (Bergqvist ve ark., 2011,
Pommer ve ark., 2002; Schembri ve ark., 2002). Calismadan elde edilen sonuglara gére
0,2 mg/ml Spermidin (%35,24) ile 1, 2, 4 mg/ml Spermin (%33,80; %32,45; %32,66)
ve Spermidin (%31,81; %34,85; %31,76) dozlarinin membran stabilizasyonunu
saglayarak kapasitasyon ve kapasitasyon benzeri degisiklikleri etkin bir bigcimde
engelledigi goriilmektedir. Ayrica tiim deney gruplar1 Kontrol grubundan diisiik
kapasitasyon spermatozoon oranina sahiptir. En diisiik kapasite spermatozoa orani ise

4 mg/ml Spermidin grubunda elde edilmistir.

Aygir spermasmin ¢dzim sonu kapasitasyon oranlarinin incelendigi
calismalarda %20,0-41,9 arasinda degisen degerler elde edildigi bildirilmistir (Kavak
ve ark., 2003; Neild ve ark., 2003; Sieme ve ark., 2003; Schembri ve ark., 2002).
Yapilan c¢alismada elde edilen sonuglara gore tiim deney guruplarmin Kapasite

spermatozoon oranlar1 bu arastirmalarla benzer degerler gostermektedir. En diisiik
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kapasite spermatozoon orani ise 4 mg/ml Spermidin igeren gruptan (%31,76) elde
edilmistir. Kontrol grubuna ait ¢6ziim sonu ortalama kapasite spermatozoon orani
(%44,40) ise belirtilen degerlerin {istiinde kalmistir. Rubinstein ve ark. (1995), farkli
hayvan tiirlerine ait spermatozoonlarda membran stabilizasyonunu saglayarak
Spermin ve Spermidin’in prematiir kapasitasyonu baskiladigini bildirmistir. Kopek
spermasi dondurulmasinda ise sulandiriciya katilan Spermin’in benzer olarak ¢6ziim
sonu kapasitasyon indeksini belirgin 6l¢iide azalttigi bildirilmistir (Setyawan ve ark.,
2016). Yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglar ¢oziim sonu kapasitasyon oranlarinin
her ne kadar diger arastirmacilarin elde ettigi oranlarla benzerlik gosterse de Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 0,2 mg/ml Spermidin ile 1, 2, 4 mg/ml Spermin ve
Spermidin’in dondurma ve ¢ozdirme etkisiyle olusan kapasitasyon benzeri

degisiklikleri engelledigi agikca goriilmektedir.

Spermatozoonun fertilizasyon kapasitesine ulasmasi igin gerekli olan ve kisaca
membran stabilizasyonunun bozulmasi olarak agiklanan kapasitasyonun devaminda
akrozom reaksiyonu gelismektedir. Akrozom reaksiyonu spermatozoonun fertil
yasaminin SOn basamagi olarak tanimlanabilir. Dis plazma mebrani ile dis akrozomal
membran arasinda ¢oklu birlesme bolgelerinin olusmasi ile baslayan reaksiyon,
akrozomal kesenin birlesme bolgelerinden agilarak spermatozoonun oosite ulasmasi
amactyla korona hiicrelerini ge¢ip zona pellusidaya baglanmasi i¢in gerekli enzimlerin
dis ortama ¢ikmasi seklinde gerceklesmektedir. Yani akrozom reaksiyonunun,
spermatozoon oosite miimkiin olan en yakin noktadayken baslamasi gerekmektedir
(Pommer ve ark., 2002). Akrozom reaksiyonunun baslamis olmasi spermatozoonun
fertil yasamimin sonlandigini, fertilite kapasitesini kaybettigini isaret etmektedir.
Yapilan ¢alismada Kontrol grubu ile istatistiksel olarak benzer olmakla birlikte sayisal
olarak en yiiksek akrozomu saglam spermatozoon orani 0,1 mg/ml Spermin (%66,00)
grubundan elde edilmistir. Ayrica 0,1 mg/ml, 2 mg/ml ve 4 mg/ml Spermin ve
Spermidin dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu; Spermin ve
Spermidin’in akrozom saglamlig1 iizerine olan etkisinin ayni dogrultuda olmadig:
belirlenmistir. Bu sonuglar aygir spermasi1 dondurulmasinda membran stabilizasyonu

saglayarak prematiir kapasitasyonu etkin bir sekilde 6nleyen Spermin ve Spermidin’in
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akrozom reaksiyonuna kadar ilerleyen membran degisimini onaramadigini

gostermektedir.

Co6ziim sonu aygir Spermast akrozom reaksiyonu orani mevcut arastirmalar
arasinda ¢esitlilik gostermektedir. Bu arastirmalardan bazilarinda akrozom reaktif
spermatozoon oraninin %30’un altinda kaldig1 bildirilirken; bazilarinda akrozomu
saglan spermatozoon oraninin %50’yi gecemedigi goriilmektedir (Consuegra ve ark.,
2018; El-Badry ve ark., 2017; El-Sheshtawy ve ark., 2016; Ghallab ve ark., 2017;
Moore ve ark., 2005a; Moore ve ark., 2005b; Shembri ve ark., 2002; Shojaeian ve ark.,
2018). Aygir spermasinin akrozom yapist birgok farkli yontem ve teknikle
degerlendirilebildigi i¢in bu kadar farkli sonuglar elde edilmis oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan ¢alismada en diisiik akrozom reaktif spermatozoon orani 0,1
mg/ml Spermin (%34,00) grubundan elde edilirken bu oran gruplar arasinda %34,00
ile %43,75 arasinda degismektedir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda (%39,60) 0,1
mg/ml Spermin i¢eren sulandiricinin akrozom reaksiyonunu baskilamakta istatistiksel
olarak olmasa da sayisal olarak etkili oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum
aygirlarin bireysel olarak farkli akrozom yapilarina sahip oldugunu ya da dondurma

ve ¢ozdiirme islemlerine bireysel seviyede farkli yanitlar verdigini diistindiirmektedir.

Biitiinliiglinii  kaybetmis spermatozoal DNA’nin tanimlanamayan erkek
infertilitesinin bir nedeni oldugu yapilan caligmalarla ortaya koyulmustur. Erken
embriyonik o6limlerin fertilizasyon saglayabilen fragmente DNA’ya sahip
spermatozoondan kaynaklandigi goriisii giin gectikge yayginlagsmaktadir. Bu goriis
embriyonik kayiplarin yalnizca disi infertilitesi olarak degerlendirilemeyecegini;
hasarli spermatozaol DNA’dan da kaynaklanmis olabilecegi diisiincesini ortaya
cikarmaktadir. Spermatozoonun membran yapist ve canliligi sperma kalitesinin
Ol¢iilmesinde 6nemli parametreler olsalar da DNA biitiinliigii ile korelasyona sahip
olmadigi dolayisiyla spermatozoonun kromatin yapisi hakkinda bilgi vermedikleri
yapilan ¢alismalarla ortaya koyulmustur. Farkli hayvan tiirlerinde fragmente kromatin
yapisi ile infertilite arasinda giiclii bir iliski oldugu bilinse de aygirlar i¢in heniiz boyle
bir bilgi bulunmamaktadir (Lopez-Fernandez ve ark., 2007). Spermin ve Spermidin’in

farkli dozlarinin aygir spermasi dondurulmasinda faydalarinin arastirildign  bu
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calismada 1, 2 ve 4 mg/ml Spermin (%9,36; %9,38; %9,77) ile 0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml
ve 4 mg/ml Spermidin (%9,44; %9,36; %8,76) gruplarinin DNA biitiinliigliniin
korunmasinda Kontrol ve diger gruplardan daha etkili oldugu sonucuna ulasilmistir.
Spermin ve Spermidin’in madde ve doz etkilesimi yoniinden DNA fragmentasyonu
tizerinde istatistiksel bir farklilik olusturmamasi1 bu maddelerin benzer dozlarda benzer

etkilere sahip oldugunu gostermektedir.

Aygir spermast dondurulmasi iizerine yapilan benzer teknikler kullanilarak
degerlendirilen ¢aligmalarda ¢6ziim sonu DNA fragmentasyon indexi %14,2 ve %12,1
olarak belirlenmistir (Hidalgo ve ark., 2017; Lopez-Fernandez ve ark., 2007). Ayrica
Kenney ve ark. (1995), DNA fragmentasyon indexinin fertiliteyle olan iliskisini
arastirdi@i ¢alismalarinda ortalama %16 oraninda fragmente DNA’ya sahip aygir
spermasinin %86 gebelik basarisina sahip oldugu; DNA fragmentasyon indexi arttik¢a
gebelik basarisimin diistiigii sonucuna ulasmiglardir. Yapilan calismada standart
sulandiric1 ile dondurulan Kontrol gurubunun ¢6ziim sonu DNA fragmentasyon
indexinin (%14,45) diger ¢alismalarda elde edilen sonuglarla benzer diizeyde oldugu
goriilmistiir. Standart sulandiriciya farkli dozlarda Spermin ve Spermidin eklenerek
dondurulan deney gruplarindan 1, 2 ve 4 mg/ml Spermin (%9,36; %9,38; %9,77) ile
0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml ve 4 mg/ml Spermidin (%9,44; %9,36; %8,76) gruplarina ait
¢oziim sonu DNA fragmentasyon indexinin Kontrol grubu ve diger ¢alismalardan
belirgin diizeyde diisiik oldugu gozlenmistir (Hidalgo ve ark., 2017; Kenney ve ark.,
1995; Lopez-Fernandez ve ark., 2007). Farkli hayvan tiirlerinde Spermin ve Spermidin
adli poliaminlerin kromatin yapisin1 koruyucu 6zelligi yapilan ¢alismalarda ortaya
koyulmustur (Cui ve Kim, 2005; Rubinstein ve Breitbart, 1991). ilk defa aygr
spermast dondurulmasinda Spermin ve Spermidin’in kullanildigi bu ¢alismada, diger
calisma sonuglarini destekler nitelikte poliaminlerin spermatozoal DNA’y1 etkin bir

bicimde korudugu sonucuna ulasilabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calisma sonuglar1 toplu olarak degerlendirildiginde, aygir spermasi
dondurulmasinda kullanilan standart sulandiriciya eklenen Spermin ve Spermidin’in
farkli dozlarda farkli spermatolojik parametreler {izerinde etkili oldugu
anlasilmaktadir. Bu nedenle s6z konusu maddelerin spermasi dondurulacak aygirda
belirlenmis  bir  spermatolojik  probleme  yonelik  kullanilmasi  gerektigi

distiniilmektedir.

Toplam motilite, progresif motilite ve spermatozoon hareket parametreleri igin
4 mg/ml Spermin ve Spermidin doz gruplarinin olumsuz etkiye sahip oldugu kesin
olarak belirlenmistir. Diger deney gruplarinda ise Kontrol grubuna gore olumlu yonde
etki gosteren ve istatistiksel olarak farkli olan Spermin ya da Spermidin dozu
bulunmamaktadir. Ayrica Spermin ve Spermidin’in ayni dozlari arasinda madde ve
doz etkilesimi yoniinden istatistiksel olarak farklilik bulunmadigindan bu iki maddenin
bahsi gecen parametreler tizerinde benzer etkilere sahip oldugu belirlenmistir. Fakat
motilite, progresif motilite ve spermatozoon hareket parametreleri iizerinde sayisal
olarak daha iyi ve daha kararli sonuglar elde edildigi gézlemlenen 0,4 mg/ml dozda
Spermidin’in standart aygir spermasi dondurma sulandiricisina eklenmesinin bu

parametreler acisindan fayda saglayabilecegi soylenebilir.

Calisma verilerine gore ¢oziim sonu yapisal 6zellikler agisindan Spermin ya da
Spermidin adli poliaminlerin sulandiriciya katilabilecek uygun bir dozunu belirlemek
zordur. Toplam anormal spermatozoon orani, plazma membran biitiinliigii ve akrozom
saglamlig1 parametrelerinde deney gruplar1 ve kontrol grubu arasinda istatistiksel bir
fark bulunmamakla birlikte poliaminlerin en belirgin etkileri kapasitasyon ve DNA
fragmentasyon indeksi parametrelerinde 6ne ¢ikmaktadir. Oyle ki Spermin ve
Spermidin’in standart aygir spermasi sulandiricisina eklenen tiim dozlari, kapasitasyon
ve DNA fragmentasyonu olusumunu Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
ve etkin bicimde baskilamigtir. C6ziim sonu kapasitasyon oranlarinda 1 mg/ml ve tizeri

dozda sulandiriciya katilan Spermin ve Spemidin’in Kontrol ve diger deney
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gruplarindan daha iyi sonuglara sahip oldugu belirlenmistir. Spermin ve Spermidin’in
4 mg/ml doznun spermatozoon hareket 6zellikleri lizerinde olumsuz etkiye sahip
olmas1 dolayisiyla aygir spermasi dondurulmasinda sulandiriciya eklenecek 1 veya 2
mg/ml Spermin ve Spermidin’in kapasitasyon ve kapasitasyon benzeri degisiklikleri
baskilayacagi sonucuna ulasilmistir. Coziim sonu fragmente DNA oranlar1 agisindan
tiim deney gruplarinin, kendi aralarinda benzer, Kontrol grubundan farkli ve daha iyi
sonuglara sahip oldugu belirlenmistir. En diisiik DNA fragmentasyon orani 4 mg/mi
Spermidin igeren sulandirict grubunda bulunmustur. Fakat spermatozoon hareket
Ozellikleri iizerinde olumsuz etkiye sahip olmasi nedeniyle 4 mg/ml Spermin ve
Spermidin digindaki tiim dozlarin DNA fragmentasyonunu 6nlemek amaciyla aygir

spermast sulandiricisina katilabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Sonu¢ olarak, aygir spermast dondurulmasinda standart sulandiriciya
eklenebilecek en uygun poliaminin ve miktarinin; DNA fragmentasyonu ve
kapasitasyon oranlarii belirgin sekilde diisiirmesinin yaninda diger spermatolojik
parametreler agisindan da istatistiksel olarak olumsuz bir etkisi bulunmadig

belirlenen, 1 veya 2 mg/ml Spermin ve Spermidin oldugu belirlenmistir.

Metabolik ve yapisal muayeneler sonucunda 6ne ¢ikan iki dozun (1-2 mg/ml),
yapilan ¢aligmanin iki ardisik dozu olmasi, bu dozlar arasinda kalan miktarlardan daha
faydali ve tek bir doz elde edilebilecegi ihtimalini ortaya ¢ikarmakta ve bu konuda
yapilacak c¢aligmalar i¢in yeni bir arastirma sahasi yaratmaktadir. Ayrica bu konuda
yapilacak diger ¢aligmalarda kullanilacak hayvan materyalinin spermasinda bulunan
Spermin ve Spermidin miktarlarmin belirlenmesi ve ¢alisma planimin bu miktarlara
gore yapilmasi, konuya farkli bir bakis a¢is1 kazandiracaktir. Spermin ve Spermidin
ile islem gérmiis aygir spermasindan elde edilecek in vivo ya da in vitro fertilite

verileri, spermaya eklenecek en uygun dozun belirlenmesinde biiyiik 6neme sahiptir.
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OZET

Aygir Spermasi Dondurulmasinda Sulandiriciya Eklenen Spermin ve Spermidin’in
Coziim Sonu Spermatolojik Parametreler Uzerine Etkisi

Aygirlar, dondurulmus sperma basaris1 diisiik olan tiirlerdendir. Bu nedenle aygir
spermast dondurulmasinda ¢6ziim sonu basarty1 artirabilecek yontem, teknik ve
sulandiricilarin optimizasyonu, lizerinde ¢alisiimas1 gereken bir konudur. Bu ¢aligmada aygir
sperma dondurma sulandiricisina ilave edilen Spermin ve Spermidin adli poliaminlerin aygir
spermasinin uzun siireli saklanmasi ve ¢ozlim sonu spermatolojik parametreler iizerindeki
etkisi degerlendirilmis ve standart sulandirictya (INRA 96, yumurta sarisi, gliserol)
katilabilecek en uygun poliamin ve miktarinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada 4 bas
ergin Arap aygir1 kullanildi. Aygirlardan iki giinde bir suni vajina yontemiyle sperma alindi.
Alinan spermalar 13 esit hacme bolindi. Kontrol ve deney grubu sulandiricilariyla
sulandirilarak donduruldu. Kontrol sulandiricisi olarak INRA96 (%95,5), yumurta sarist (%2)
ve gliserol (%2,5) kullanildi. Deney grubu sulandiricilart ise kontrol sulandiricisina farkli
dozlarda Spermin ve Spermidin (0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,4 mg/ml; 1 mg/ml; 2 mg/ml; 4
mg/ml) eklenerek hazirlandi. Kontrol ve deney grubu sulandiricilartyla dondurulan aygir
spermalar1 ¢ozdiiriilerek motilite, progresif motilite, spermatozoon hareket ozellikleri,
anormal spermatozoon orani, plazma membran biitiinliigii, kapasitasyon indeksi, akrozom
saglamligi ve DNA fragmentasyon indeksi parametleri agisindan muayene edildi. Calisma her
bir aygir i¢in 5 defa tekrar edildi. Muayeneler sonucunda motilite, progresif motilite ve
spermatozoon hareket 6zellikleri bakimindan Spermin’in farkli dozlarinin, Spermidin’in ise
0,4 mg/ml dozunun sayisal olarak daha olumlu sonuclar gosterdigi; fakat bu sonuglarin
istatistiksel olarak Kontrol grubuyla benzer oldugu belirlendi. Ayn1 parametreler i¢in 4 mg/ml
Spermin ve Spermidin eklenen sulandirict gruplarinin diger gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli ve diisiik degerlere sahip oldugu belirlendi (p<0,001). Anormal spermatozoon orani,
plazma membran biitiinliigli ve akrozom saglamlig1 parametrelerinde deney gruplartyla
Kontrol gurubu arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak benzer oldugu belirlenirken,
kapasitasyon ve DNA fragmentasyon indeksleri agisindan tiim deney gruplarinin Kontrol
grubuna gore daha diigiik ve istatistiksel agidan anlamli farkliliklara sahip oldugu belirlendi
(p<0,001). Sonug olarak ¢dziim sonu aygir spermast hareket yetenegini sayisal olarak artiran
0,4 mg/ml Spermidin’in; diger spermatolojik 6zelliklere zarar vermeden kapasitasyon ve DNA
fragmentasyonu lizerinde etkin bir koruma sagladigi belirlenen 1-2 mg/ml Spermin veya
Spermidin’in aygir spermasi dondurulmasinda sulandiriciya eklenerek aygir spermasi
dondurma basarisinin artirilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Aygir, Poliamin, Sperma dondurma, Spermidin, Spermin.
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SUMMARY

Effects of Spermine and Spermidine Added Extenders on Post-thaw Spermatological
Parameters in Stallion Semen Cryopreservation

Stallions are species which have low success in semen cryopreservation. Therefore,
optimization of the method, technique and extenders that could increase the success in stallion
semen cryopreservation is a study field that has necessity to work on. In the study, effects of
polyamines, which are named Spermine and Spermidine, on long term preservation and post-
thaw spermatological paramaters were evaluated; and the most suitible polyamine and its dose
that can be added to standard extender (INRA 96, egg yolk, glycerol) were aimed. Four adult
Arabian stallion were used in the study. Semen were collected from stallions via artificial
vagina once in two days. Than, semen were divided 13 aliquots. They were frozen in control
and experimental extenders after extantion. INRA96 (95,5%), egg yolk (2%), glycerol (2,5%)
were used as Control extender. Extenders of experimental groups were prepared as different
doses of Spermine and Spermidine (0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,4 mg/ml; 1 mg/ml; 2 mg/ml; 4
mg/ml) added control extenders. Stallion semen that were cryopreserved with Control and
experimental extenders were evaluated in terms of motility, progressive motility,
spermatozoon movement traits, abnormal spermatozoon rate, plasma membrane integrity,
capasitation index, acrosome integrity and DNA fragmentation index. The study was repeated
for 5 times for each stallion. At the end of the evaluations it was determined that different
doses of Spermine and 0,4 mg/ml Spermidine showed better motility, progressive motility and
spermatozoon movement traits, numerically. However these results were found statistically
similar. On the other hand, it was obtained that 4 mg/ml Spermine and Spermidine had the
lowest and statistically significant values (p<<0,001). While statistically similar differences
were obtained between Control and exerimental groups in abnormal spermatozoon rate,
plasma membrane integrity and acrosome integrity parameters; it was determined that all
experimental groups had lower and statistically significant values in terms of capasitation and
DNA fragmentation index (p<0,001). As result, stallion semen cryopreservation success can
be increased by addition 0,4 mg/ml Spermidine that had numarically better kinetic traits or 1-
2 mg/ml Spermine or Spermidine that had effective protection on capasitation and DNA
fragmentation index without damaging other spermatological properties.

Keywords: Polyamine, Semen cryopreservation, Spermine, Spermidine, Stallion.
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