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Ozet

Gen havuzlarinin istenen yonde gelisimine katkida bulunan iireme kontrolii, spermanin dondurmas: ile alakali biyoteknolojik yéntemleri
6nemli bir noktaya koymaktadir. Sperma dondurmaya yontelik ¢alismalar 6zellikle memelilerde yogun olarak ¢alisilmis olmasina ragmen, ar1
spermast agisindan baglangig asamasindadur. Insiilinin seminal plazmada bulundugu ve gesitli sperma parametreleri iizerine etkilerinin oldugu
giincel galismalarla desteklenmistir. Ayrica, soya lesitini uzun siiredir, 6zellikle yumurta sarisina alternatif, giivenilir bir kaynak olarak sperma
dondurma sulandiricilarinda tercih edilen maddelerden biridir. Bu ¢aligma, soya lesitini (%2) temelli ar1 sperma dondurma sulandiricilarina
farkli dozlarda insiilin (5, 10 ve 15 IU dozda) eklenmesi sonucunda elde edilecek sonuglarin, flow sitometri veya mikroskopik incelemeler ara-
ciligryla 6nemli sperma parametreleri tizerindeki etkileri degerlendirmek amaciyla gergeklestirismistir. Cinsel olgunluga ulagmis arilardan elde
edilen 6rnekler bireysel farklilig: engellemek adina birlestirildi (pooling). Dondurma iglemi, ti¢ doz insiilin destekli ve bir insiilin igermeyen
kontrol grubu olacak sekilde diizenlendi ve yontem planlandig: sekilde uygulandi. Dondurulup ¢6ziilen 6rnekler; motilite, plazma membran
(hipo-osmotik sisme testi) ve DNA biitiinliigii (TUNEL testi) degerlendirmelerine, floresan atagmani olan bir faz kontrast mikroskobu kulla-
nilarak gerceklestirildi. Ayrica, akrozomal bitiinlitk (PNA-FITC), nitrik oksit seviyeleri (DAF-2/DA) ve mitokondriyal membran potansiyeli
(JC-1), bir flow sitometri cihaz1 aracihigiyla aragtirildi. Beklendigi gibi, tim sperma parametreleri dondurma igleminin dogas: geregi etkilendi,
ancak instilin eklenmis ¢aligma gruplari, kontrol grubuna kiyasla pozitif yonde bir istatistiki farki ortaya koyamadi. Bu sonuglar 1s181inda, soya
lesitini temelli ar1 spermasi dondurma sulandiricilarinda kullanilan insiilin takviyesinin tercih edilen dozlarda kullanilmasinin, yardimer bi-
yoteknolojik yontemler araciligryla daha yiiksek verimli ar1 kolonileri elde edilmesi ve ar1 tirtinleri konusunda tilke veriminin istenilen diizeye
¢ikartilmasi konusunda olumlu bir etkiye sahip olmadig: tespit edildi.
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Flow Cytometric Examination of The Interaction Between
Drone Sperm (Apis Mellifera Anatoliaca) and Insulin in Soybean Lecithin-Based

Cryopreservation Extenders
Abstract

This study was conducted to evaluate the effects of different doses of insulin (5, 10, and 15 IU) added to soybean lecithin-based drone sperm
freezing extenders on sperm parameters through flow cytometry or microscopic examinations. Samples obtained from sexually mature bees
were pooled to eliminate individual variation. The freezing process was organized with three insulin-supplemented doses and one insulin-free
control group, and the method was implemented as planned. Thawed samples were evaluated for motility, plasma membrane (hypo-osmotic
swelling test), and DNA integrity (TUNEL assay) using a phase-contrast microscope with fluorescent attachment. Additionally, acrosomal in-
tegrity (PNA-FITC), nitric oxide levels (DAF-2/DA), and mitochondrial membrane potential (JC-1) were investigated using a flow cytometer.
As expected, all sperm parameters were affected by the freezing process inherently, however, the insulin-supplemented experimental groups did
not demonstrate a statistically significant positive difference compared to the control group. In light of these results, it was determined that the
use of insulin supplementation, in preferred doses, in soybean lecithin-based drone sperm cryopreservation extenders did not have a positive
effect on achieving higher productive honeybee colonies and elevating the country's yield in bee products through auxiliary biotechnological
methods as desired.
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Giris

Son yillarda iklim degisikligi, tarimda kullanilan bocek
ilaglar1 ve gesitli patojenler gibi coklu faktorlere bagli olarak
ar1 populasyonunun azaldig: bildirilmektedir. Bu nedenle,
aricilikta biyoteknolojik yontemlerin kullanimi ve genetik
materyalin uzun vadeli korunmas: hayati 6neme sahiptir
(1). Yaygin olarak karsilasilan hastaliklar nedeniyle genetik
kaynaklarin kaybolmasi, ar1 spermasinin dondurulmasi ve
saklanmasinin 6nemin, artirmaktadir (2). Sperma dondu-
rma yontemiyle ar1 genetik kaynaklarinin korunmasi, hem
tireticiler hem de iilke tarim ve hayvancilik faaliyetleri iin
onemli bir yere sahiptir (3). Aricilikta temel amag, ytik-
sek verimli ve dayanikli koloniler elde etmektir. Bu hedefe
ulasmada, erkek genetik materyal, disi genetik matery-
al kadar etkilidir. Genetik olarak uygun ve spermatolojik
olarak kalifiye erkek arilarla ¢iftlesemeyen ana arilar, ger-
ekli miktarda sperma depolayamamakta ve bu durum so-
nucunda nispeten daha kisa bir iireme yasamina sahip ol-
maktadirlar (4). Ar1 spermasinin basariyla dondurulmasi,
stiin genetik oOzelliklerin korunmasina yardimci olarak
belirli irklar ve hatlardan istenilen dzelliklerin genis ¢apta
yayilmasina destek olmaktadir (5).

Sperma dondurma yonteminde kullanilan sulandiricilar,
hiicreleri siire¢ boyunca koruma amaci tasiyan gesitli
iceriklere sahiptir ve hiicreleri fiziksel ve kimyasal stres
etkenlerinden korumaktadirlar. Bunlar arasinda bir ener-
ji kaynag1 olarak karbonhidratlar, soguk sokunu énlemek
i¢in yliksek molekiiler agirlikli koruyucu maddeler, osmo-
tik basing ve pH'1 dengelemek i¢in iyonik veya non-iyonik
kaynaklar ve bakteriyel kontaminasyonu 6nlemek igin bir
veya daha fazla antibiyotik kaynag1 bulunmaktadir (6).

Hiicre dondurma siirecini yiiksek basar1 ile ytriitmek
amactyla gesitli kriyoprotektan maddeler (7, 8), antioksi-
danlar (9, 10), cesitli kimyasallar (11, 12) ve mubhtelif
protein kaynaklar1 (13, 14) ile caligmalar gerceklestir-
ilmis ve sperma dondurma baghiginda muhtelif basarilar
elde edilmistir. Ar1 spermasinin dondurulmasinda kul-
lanilan sulandiricilarin ¢esitlendirilmesi, ¢ézdiirme son-
rast donemde hiicrelerin daha basarili olmasina destek
vermekte ve ¢ok daha giiglii kolonilerin olusturulmasina
yardimci olmaktadir (15).

Bitkisel kaynakli soya lesitini temel sulandirici kaynag:
olarak son yillarda kullanilmaktadir. Soya lesitini bulunan
diisiik yogunluklu lipoproteinler, sperma membranlarini
dondurma stireglerinde korumaktadir (13, 16). Yumur-
ta sarisinda da bulunan disiik yogunluklu lipoprotein-
lerden olan fosfatidilkolinlerin, dondurma-¢6zdiirme
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siireglerindeki etkisi bilinmektedir. Ayni bilesenin soya
lesitininde de bulunmasi sebebiyle, yaygin olarak kullanilan
yumurta sarisindan kaynaklanmasi olasi bulasmalarin ve
gesitli hastaliklarin taginmasinin 6nlenmesi amaciyla da
soya lesitini kullanmanin 6nemi giincel ¢alismalarda vur-
gulanmaktadir (17,18).

Insiilin, cift zincirden olusan (sirasiyla 21 ve 30 amino
asitten olusan a ve { zincirleri) bir protein olup, memeli
spermasinin enerji metabolizmasinda gorev yapmaktadir.
Insiilin, seminal plazmaya salgilanarak NADPH iiretimine
yol agmakta, bu da spermanin kapasitasyonu ve otokrin
metabolizmasina etki etmektedir (19, 20). Insiilin, sper-
ma motilitesini glikoz ve lipid metabolizmasina katilarak
etkilemekte; ayn1 zamanda memeli spermasinin plazma
membrani ve akrozomu {izerinde de etkilerini gosterme-
ktedir (21, 22). Insiilin ayrica memeli sperma motilitesi
ve kapasitasyonu iizerinde de artirict rol oynamakta ve
fiizyon olayini desteklemektedir (19, 20, 23). Arastirmalar
instilin reseptorlerinin, akrozom reaksiyonunu artirdigini
ve motilite ile mitokondriyal aktivite {izerine memelilerde
pozitif etkilerde bulundugunu géstermektedir (22, 24, 25).
Insiilinin sperma dondurma sulandiricilarina eklenmesine
dair onceki yillarda memelilerde gergeklestirilen ¢aligma-
larda, plazma ve akrozom membran biitiinligiine etkide
bulundugu, hiicresel metabolizma artisina destek oldugu,
sperma DNA hasarinin azalmasina (25), ve spermanin fer-
tilizasyon kapasitesinin artirilmasina destek oldugu (20,
24) gosterilmistir.

Bu ¢aligmanin temel amaci, zengin diisiik yogunluklu lipo-
polisakkarit (LDL) kaynag1 olan soya lesitini ile hazirlanan
ar1 sperma dondurma sulandiricilarina gesitli dozlarda in-
stilin eklenmesinin muhtemel etkilerini arastirmaktir. Bu
amagla, ar1 spermasinin ¢ozdiirme sonrasi zaman nok-
tasinda motilite, plazma membran biitiinliigii, akrozom
biitiinliigli, mitokondriyal membran potansiyeli, nitrik
oksit tiretimi ve DNA biitiinliigii parametreleri kapsamli
bir sekilde incelenmistir.

Materyal ve Metot

Kimyasallar

Kimyasallar, makalede bagka bir sekilde belirtilmedigi
stirece Merck KGaA (Darmstadt, Almanya) tarafindan te-
min edilmistir. 4,5-Diaminofluorescein-2/diasetat (DAF-
2/DA), Genaxxon Bioscience (Biberach, Almanya) sir-
ketinden temin edilmistir.

Deneyde kullanilan hayvanlar ve spermanin elde edilmesi
Saglikli, yiiksek verimli ve giiglii koloniler, Apis mellifera
anatoliaca erkek arilar1 tiretimi i¢in segildi. Arilar, Nisan ve
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Haziran aylar1 arasinda Bursa Uludag Universitesi Aricilik
Gelistirme-Uygulama ve Aragtirma Merkezi'nde (AGAM)
bulunan bes koloniden elde edildi. Sperma elde etme
islemi, en az 14 giinliik yasta ve cinsel olgunluga erismis
olan erkek arilardan, en az bes ¢aligma giinii olacak sekil-
de, thorax bolgesine baski ve abdomen bolgesine masaj
uygulanarak gerceklestirildi (26). Ar1 spermasinin toplan-
mas1 amaciyla Schley enjektorii kullanildi ve islem stereo
mikroskop (Nikon SMZ1000 - Nikon Co., Tokyo, Japon-
ya), altinda gerceklestirildi. Her aridan yaklagik olarak
1 uL semen edildi ve bireyler arasindaki varyasyonlar1 en
aza indirmek i¢in, semen Ornekleri ortalama hacim 150 pL
olacak sekilde bir araya getirildi (pooling).

Calisma gruplari ve sperma sulandiricilar:

Calisma, soya lesitini igeren sulandiricilara eklenen dort
farkli instilin dozunun ar1 spermasina ait parametrele-
rde gerceklestirecegi degisiklikleri tespit etmek amaciyla
yapilmustir. Insiilin lispro (Humalog, Lilly, Italya), degisen
dozlarda (5 IU, 10 IU ve 15 IU) sulandiricilara eklen-
mistir. Ayrica, insiilin ilavesi olmadan bir kontrol grubu
da olusturulmus ve deneye dahil edilmistir. 5 IU (I5), 10
IU (I10) ve 15 IU (I15) insiilin dozlari, 3 mL sulandiriciya
eklenerek gruplar olusturulmustur. Sulandirict igerigi;
82,21 mmol sodyum sitrat, 24,87 mmol sodyum bikarbon-
at, 5,34 mmol potasyum kloriir, 0,82 mmol amoksisilin,
1,59 mmol katalaz, %10 dimetil siilfoksit (DMSO) ve %2
soya lesitini igerecek sekilde hazirlamistir (15).

Spermanin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi

Caliyma giinlerinde elde edilen sperma oOrnekleri dort
esit parcaya boliindii ve sulandirma islemi, insiilin igeren
veya igermeyen sulandiricilar kullanarak yaklagik olarak
100 x 10° (spermatozoa/mL) konsantrasyon olacak sekilde
gerceklestirildi. Takiben, elde edilen ¢alisma gruplarina ait
ornekler soguma islemine tabi tutularak sicaklig1 60 dakika
icinde 5°C'a kadar yavasca diistiriildii. Calisma payetleri,
5°C sicaklikta 120 dakika boyunca ekilibrasyona birakildi.
Siire sonunda, 0,25 mL hacmindeki payetlere (IMV, LAi-
gle, Fransa) onceden ¢ekilmis olan sulandirilmis sperma
ornekleri dondurma iglemine tabi tutuldu. Dondurma
islemi, siv1 azot buhari kullanan ve soguma egrisi 6nceden
tespit edilmis bir dondurma kabininde gerceklestirildi.
Siire sonunda tiim payetler siv1 azota doldurulmus bir tan-
ka yerlestirilerek dondurma islemi tamamlandi. Spermato-
lojik analizleri gergeklestirmek adina, her ¢alisma grubun-
dan en az ii¢ payeti, 37°C sicakliktaki su banyosunda 30
saniye siire ile ¢dzdiirmek yolu ile isaret edilen yontemler
uygulandi (27).
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Spermanin degerlendirilmesi

Cozdiirme sonrast donemde gerceklestirilen spermatolo-
jik parametrelerin incelenmesi, sperma motilitesi, plazma
membraninin fonksiyonel biitiinliigi (hipoosmotik sigsme
testi - HOST), akrozomal biuitiinliik (fluorescein isothioc-
yanate—conjugated peanut agglutinin - PNA-FITC), nitrik
oksit (NO) seviyeleri (DAF-2/DA), mitokondriyal memb-
ran potansiyeli tespiti (5,58,6,68-tetra-chloro-1,18,3,38-tet-
raethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide - JC-1) ve
DNA bitiinligii (terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling - TUNEL) tepiti yontemleri ile
tamamlanmustir. Tim analizler ve degerlendirmeler ayni
aragtirmaci tarafindan gergeklestirilmistir.

Mikroskop incelemeleri

Motilite degerlendirilmesi, 1sitict tablast (37°C) olan bir
faz kontrast mikroskobu (Olympus BX51-TF - Olympus
Optical Co., Ltd., Japonya) (400x biiyiitme) kullanilarak
gergeklestirildi (28). Plazma membran fonksiyonel biitiin-
ligiiniin incelenmesi, ar1 spermasinin kivrilmis kuyrukla-
rinin oraninin tespiti yapilarak gergeklestirildi. 10 pL hac-
mindeki bir sperma 6rnegi, 100 mOsm osmolariteye sahip
bir HOST ¢ozeltisi ile (distile su litresi bagina 9 g fruktoz ve
4,9 g sodyum sitrat iceren) 37°C sicaklikta 30 dakika bo-
yunca inkiibe edildi. Ardindan, en az 200 sperma hiicresi
faz kontrast mikroskobu (Olympus BX51-TF - Olympus
Optical Co., Ltd., Japonya) kullanilarak analiz edildi ve kiv-
rilmis kuyruklara sahip spermatozoalarin varlig kaydedil-
di (29).

DNA biitiinliigiiniin degerlendirmesi, TUNEL teknigini
kullanarak gerceklestirildi ve bunun igin In Situ Cell Death
Detection Kit with fluorescein (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Almanya) kullanild. Ureticinin talimatlarina
bazi degisiklikler yapilarak yonergeler takip edildi (30).
Sonuglarin elde edilmesi amaciyla DNA parcalanmasi-
na sahip hiicrelerin, saglam olan hiicrelere orani dikkate
alindi ve yiizdelik bir sonug elde edildi.

Flow sitometri incelemeleri

Caligmanin flow sitometri analizlerindeki ol¢timler, 480
nm uyar1 dalga boyu ve 525/30 nm, 585/42 nm ve 690/50
nm emisyon dalga boylar1 kullanilarak gergeklestirilmistir
(Cytoflex flow sitometri - Beckman Coulter, Fullerton, CA,
ABD). Bu o6lglimlerin kaydedilmesi amaciyla CytExpert
stirim 2.4 kullanilmistir. Sperma hiicrelerini, artik hiicre
popiilasyonundan ayirmak igin ileri (Forward scatter -
FSC) ve yan (Side scatter - SSC) sagilma yontemi uygu-
landiktan sonra, analiz edilen sperm hiicrelerinin ortalama
florasan yogunlugu ol¢tilmiistiir. Her deney, 10.000 sperm
hiicresinin degerlendirilmesini icermistir.



Toker ve ark. 2024

Akrozom biitiinligiiniin degerlendirmesi, fluorescein iso-
thiocyanate-conjugated peanut agglutinin (FITC-PNA)
ve propidyum iyodiir (PI) igeren c¢ift boyama yontemi ile
gerceklestirilmistir. Bu prosediirde, 5 uL FITC-PNA ve 3
uL PI, 492 uLlik seyreltilmis bir sperma ¢ozeltisine eklen-
mistir (31).

“Sperm mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) du-
rumunun degerlendirmesi, lipofilik katyon 5,5',6,6'-tetra-
chloro1,1',3,3'-tetramethylbenzimidazolylcarbocyanine
iyodiir (JC-1)” ve propidyum iyodiir (PI) ile gergeklestir-
ilmigtir. Bu teknik, yiiksek veya diisiik mitokondriyal
membran potansiyeli kosullarinda belirgin floresan 6zel-
likleri sergilemektedir. Ozellikle, yiiksek mitokondriyal
membran potansiyeli kosullarinda turuncu floresan sin-
yal iiretirken, diisiik mitokondriyal membran potansiyeli
kosullarinda yesil floresan sinyal gozlemlenmektedir. Bu
deney i¢in, 10 uL JC-1 ve 3 uL PI, 487 pL'lik seyreltilmis bir
sperma ¢ozeltisine eklenmistir (31).

Nitrik oksit (NO) varlig1 ve miktarinin belirlenmesi, DAF-
2DA/PI boyama yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Protokol, seyreltilmis bir sperma ¢ozeltisi iceren 492 pL'ye
5 uL DAF-2DA (10 uM) ve 3 pL PI eklenerek hazirlanmig
ve flow sitometrik analiz gerceklestirilmistir (31).

Istatistiki analiz

Calisma verilerinin analizi analizinde SPSS (SPSS 20.0
Windows - SPSS, Sikago, IL, ABD) kullanilmistir. Orta-
lama ve ortalamanin standart hatasi (SEM) analiz sonucu
elde edilmis ve istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak
kabul edilmistir. Veri dagiliminin normalligini test etmek
i¢cin Shapiro-Wilk testi kullanilmistir. Sperma parametrel-
eri, normallik testine gore ya Kruskal-Wallis ve ardindan
Mann-Whitney U testi veya One-way ANOVA ve ardin-
dan post-hoc Tukey testi kullanilarak analiz edilmis ve
istatistiki anlamliik diizeyi agisindan degerlendirilerek
sonuglar ifade edilmistir.

Sonuglar

Dondurma-¢ozdiirme islemlerini takip eden siirecte
gerceklestirilen motilite degerlendirmelerinde, insiilin
eklenmemis kontrol grubunun diger ¢alisma gruplari-
na gore sayisal olarak daha yiiksek bir motilite orani-
na ulagtig1 tespit edildi. 110 grubunun kontrol ile benzer
istatistiki anlam diizeyinde sonuglara ulastig1 ve aralarinda
bir fark bulunmadig tespit edildi (P>0,05). I5 ve I15 gru-
plarinda gerceklestirilen motilite muayeneleri sonucunda
insiilin eklenmemis kontrol grubuna oranla istatistiki an-
lam diizeyinde fark olusturacak sekilde daha diisiik deger-
ler elde ettigi tespit edildi (P<0,05).
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Plazma membran fonksiyonel biitinligii agisindan
gerceklestirilen HOST testi sonuglarinda da kontrol gru-
bunun en yiiksek degere ulastig tespit edildi. 110 gru-
bunun, kontrol grubu ile benzer istatistiki anlam diizeyinde
oldugu ve fark elde edemedigi goriildii (P>0,05). Bu testin
sonucunda I5 ve I15 gruplar1 kontrol grubuna kiyasla daha
diisitk plazma membran fonksiyonel biitiinliigii sonucu
sundular.

Akrozomal biitiinliigiin tespitinde kullanilan PNA-FITC
yonteminin sonuglarina gore, 110 ve 115 gruplar: kontrol
grubuna gore daha diisitk sonuglara ulastilar ancak istatis-
tiki anlam diizeyinde fark olusturacak bir fark ortaya koya-
madilar (P<0,05). Bulunan bu sonuglarin aksine I5 grubu,
caligmada yer alan diger tiim gruplardan istatistiki anlam
diizeyinde fark yaratacak miktarda disiik bir akrozomal
biitiinlitk sonucu gosterdi (P>0,05).

Hiicrenin antioksidan becerilerinin sergilenmesi agisin-
dan 6nemli bir parametre olan nitrik oksit miktarinin
6lgiim testlerinin sonucunda sayisal deger olarak en iyi
sonucu 110 grubu elde etti (%33,00+1,52) (Sekil 1). Bu
sonug istatistiki anlam diizeyi olarak kontrol grubundan
ayrigamadi (P>0,05). Caliymada yer alan diger iki den-
eme grubu olan I5 ve 110 kontrol grubundan daha yiiksek
degerler ortaya koyarak koruyuculuk anlaminda bir fark
ortaya ¢ikartamadilar.

DNA Hasari ve Nitrik Oksit Seviyesi Etkilesimi

51U

101U

Kontrol 151U

mm DNA Hasari (%) === Nitrik Oksit (%)

Sekil 1. Cozdiirme sonrast donemde insiilin dozuna bagli DNA hasar1

ve Nitrik Oksit seviyesi etkilesimi

Insiilin iceren deneme gruplari arasinda mitokondriyal
membran potansiyeli agisindan en yiiksek degeri kontrol
grubu %72,68+1,16 ile elde etti (Tablo 1). Bu sonuglar ile
110 ve I15 gruplar: ile kontrol grubu arasinda istatistiki
fark bulunmazken (P>0,05), I5 grubu ile istatistiki anlam
diizeyinde bir fark olacak sekilde (P<0,05) ayrist1.
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Tablo 1 - Cozdiirme sonrasi donemde insiilin eklenerek dondurulmus
ar1 spermasina ait parametreler

Motilte (%)
55.00+2.89°
38.3343,63°

HOST (%)
71.3320,93%
64.33+1,50°
1010 50,00£3,82% | 70,67:2,42" |  6590:2,49" | 33,00:1,52°
1510 4333£3.63 | 66,67£2,46™ |  638123,06° | 37,04£2,39%

Tabloda sunulan degerler ortalama + ortalamanin standart hatas1 (SEM) olarak ifade edilmistir.

PNA-FITC (%)
70.01+1 220
56,6042,97°

NO (%)
34.2451,10°
40,1441 38

JC1 (%)
72.68+1,16°
49.8543,17°
71.86+3.22°
63.0845,57°

TUNEL (%)
10,00+0,58
11,67+0,88%
9,33+0,44°
12,00£0,58°
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a, b ve c: Aym kolonda, farkl iist karakterlere ait sonuglar arasinda istatistiki fark bulunmaktadir (P<0,05).

Tabloda sunulan degerler ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM)
olarak ifade edilmistir.
a, b ve c¢: Ayni kolonda, farklr tist karakterlere ait sonuglar arasinda

istatistiki fark bulunmaktadir (P<0,05).

DNA biitiinliigiiniin incelendigi TUNEL testinin sonucun-
da, I10 grubu tiim gruplara kiyasla sayisal olarak daha diisiik
bir deger sergileyerek, dondurma siireglerinde DNA tizerine
olas1 hasarlar1 en iyi koruyan grup olarak kaydedildi. Elde
edilen bu deger, insiilin eklenmis diger ¢alisma gruplarina
kiyasla istatistiki anlam diizeyinde fark yaratsa da (P<0,05)
kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir sonug elde
edilemedi (P>0,05).

Tartisma ve Sonug

Spermanin dondurulmasi, genetik materyalin korunmasini
saglamak ac¢isindan 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak,
dondurma-¢6zme siirecinin sperma hiicrelerinin fertil-
izasyon yetenegini olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir
(32, 33). Bu olumsuz etkiler, sperm hiicrelerinin canliliginda
ve hareketliliginde azalmayla beraber plazma ve akrozomal
membran biitiinliiklerinde bir diisiis ile kendini gostermek-
tedir (26). Ayrica, sperma kalitesinin azalmasi, kraligelerin
tireme niteliklerinin azalmasina sebep olur, bu durum da
koloni kayiplarinda 6nemli bir faktor olarak rol oynamak-
tadir (34).

Motilite, sperma hiicrelerinin krali¢e spermatekasina go¢iinde
ve fertilizasyonda onemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle
motilite, memelilerde oldugu gibi ar1 spermasinin kalitesini
degerlendirmek igin en yaygin kullanilan spermatolojik para-
metrelerden biri olarak kullanilmaktadir (35). Insiilin metab-
olizmasindaki bozukluklarin, insanlarda sperma motilitesi
ve gonadal fonksiyonlar tizerinde negatif etkileri bulunmak-
tadir (24). Ayrica, insiilin, glikoliz ve oksidatif fosforilasyona
katilarak karbonhidrat ve lipid metabolizmas: siirelerinde
6nemli bir rol oynamaktadir (21, 36). Ayrica, daha Once
gerceklestirilen ¢alismalarda da insiilinin, farkli hayvanlarda
ve insanlarda motilite agisindan koruyucu oldugu goster-
ilmistir (21, 22, 25). Giincel ¢calismanin motilite sonuglarinin
diger ¢alismalarla (22, 37) uyumlu olmamasinin sebebinin,
kullanilan sulandiricida insiilin metabolizmasina etki ede-
cek ve motilite tizerine etkili olacak bir icerik bulunma-
masindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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Hipozmotik sisme testi (HOST) ile plazma membran
biitiinliigliniin degerlendirmesi, giivenilirlik, dogruluk ve
mali olarak uygunluk nedeniyle en sik kullanilan sperma
parametrelerinden birisi olarak degerlendirilmektedir (22,
38). Sperm hiicrelerinin membran biitiinligii ve motilite
arasindaki dogal baglant1 yontemin yaygin olarak kullanil-
masina yol agmaktadir (39, 40). Sperma dondurma islemi
sirasinda meydana gelen soguk soku, kristallesme, osmotik
stres ve lipid peroksidasyon gibi olaylar, membran ge¢ir-
genligi ve biitiinligl tizerinde olumsuz etkilere sahiptir.
Bu nedenle, hiicresel hasardan ka¢inmak i¢in dondurma
islemi sirasinda biitiinligiin korunmasi son derece 6nem-
lidir (15, 26). Gergeklestirilen ¢alismada kullanilan I10 gru-
bu, diger dozlara kiyasla plazma membran biitiinligiini
daha fazla korumus olsa da, kontrol grubu ile koruma
oranlar1 arasinda bir fark tespit edilmemistir. Elde edilen
bu bulgu, memeli hayvanlarda daha 6nce gergeklestirilen
calismalarin sonuglari ile benzerlik gostermemektedir (21,
22, 41). Glincel galismada kullanilan instilin dozlarinin,
memeli hayvanlarin aksine, ar1 spermasinin hiicre mem-
branlarinda yeterli koruyuculugu saglayacak esik diizeye
ulasmamasindan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.
Bu bilgi, Capello ve ark. (42) tarafindan gergeklestirilen
¢alismanin sonuclari ile de desteklenmektedir.

Akrozomal enzimler, fertilizasyon siireglerinde ¢ok 6nemli
bir role sahiptir ve akrozomal biitiinliik, sperma hiicreleri-
nin fertilite yeteneginin bir gostergesi olarak hizmet etme-
ktedir (43). Hiicrelerin dondurulmas: esnasinda, 6nceden
gerceklesen kapasitasyonu takiben akrozom reaksiyonunu
indiiklenir (44); bu sebeple de akrozomal biitiinlitk sper-
manin degerlendirilmesinde kilit bir faktordiir (45). Insiili-
nin insan spermatozoidlerinde kolesterol salinimi ve akro-
zom reaksiyonu ileiliskili oldugu kanitlanmistir (42). Mevcut
calisma, ar1 spermasi dondurma sulandiricilarina eklenen
10 ve 15 IU dozdaki insiilinin kontrol grubu ile benzer
istatistiki anlam diizeyinde akrozomal biitiinliik degerlerine
ulastigini gostermistir. Akrozomal biitiinliigiin, akrozom
reaksiyonunun ve dolayisiyla fertilitenin ana bilesenidir
(26) ve insiilinin etkisini degerlendiren 6nceki yayinlar
(hayvan veya insan spermatozoitleri {izerinde) bu sonucu
desteklemektedir (22, 24, 37). Dondurma soliisyonlarina
insiilin ilavesinin ar1 spermasinin akrozomal biitiinliik
agisindan destekleyici sonuglara ulasmamasinin sebebinin
daha 6nceden gergeklestirilen ve giincel ¢calisma ile benzer
sonuglar bulan bir ¢aligmada (21) da ifade edildigi iizere,
yiiksek dozlarda kullanilan insiilinin akrozomal yapi {ize-
rine olast pozitif etkilerinin giincel ¢aligmada kullanilan
dozlarla yakalanamadig: diistiniilmektedir.

Dondurma iglemi sirasinda yiiksek diizeylerdeki ATP
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mevcudu, sperma hiicrelerinin bu siireclerin sonucunda
daha yiiksek bir yagama olasiligina sahip olmalarini sagla-
maktadir. Bu durum da artan fertilite sonuglari ile erkek
gamet hiicrelerinin temel hedefine ulasmada katkida bu-
lunan daha yiiksek canlilik oranlarina ulasilmasina destek
olmaktadir (46). Memeli sperma hiicrelerinde, mitokon-
drilerin aktive edilmesinin, sperma motilitesinin artmasi
ve hiicrelerin yasam émriiniin uzamasi gibi olumlu etkileri
oldugu gozlemlenmistir. Ote yandan, ar1 spermast, hiicrel-
erin enerji sentezini siirdiirmede rol oynayan mitokondri
tirevlerini icermektedir (35). Mevcut c¢alismada, instlin
gruplarindan elde edilen (PI boyama sonucunda canli old-
ugu tespit edilmis hiicrelerde) mitokondriyel membran
potansiyeli sonuglarinin kontrol grubundan daha iistiin ol-
mayan sonuglar elde ettigini gostermistir. Ar1 spermasinin
dondurulmas: stireglerinde, sulandiricilara insiilin eklen-
mesinin enerji metabolizmasina etkilerine dair ¢aligma
bulunmamasi, memelilerde tespit edilen pozitif etkilerin
aksine, bu alanda derinlemesine gerceklestirilecek arastir-
malara ihtiya¢ duymaktadir.

Sperma dondurma islemi, serbest radikallerin ortaya ¢ik-
tig1 ve hiicrelerin membranini hedef alan ve beraberinde
lipid peroksidasyonuna kars1 duyarliligini artiran bir oksi-
datif stres kaynagini ortaya ¢ikartmaktadir (47, 48). Nitrik
oksit (NO), tireme siireglerini de igeren cesitli fizyolojik
olaylarda 6nemli roller oynayan 6nemli bir molekiildiir.
Ozellikle, spermatogenezis, ereksiyon, folikiil olgunlagsmasi
ve ovulasyon gibi fonksiyonlarla iliskili oldugu bilinmekte-
dir (49-51). Insiilinin, son zamanlarda antioksidan etkileri
memeli dokularinda gosterilmistir (52). Gergeklestirilen
caligmada, ¢ozdiirme sonrasi donemde, 110 grubu nitr-
ik oksit seviyeleri sayisal deger bakimindan kontrol gru-
bundan daha iyi sonuglar sunmus olsa da insiilin eklen-
mis gruplar, kontrol grubundan istatistiki manada pozitif
yonde ayrigmamuistir. Literatiirde bu bilgiye yonelik kaynak
varlig1 Onder ve ark. (22) boga spermasinin dondurulmasi
konusunda gergeklestirdikleri ¢aligma haricinde kisithdir.
Anilan arastirmacilar da, giincel ¢alisma ile benzer ol-
mayan sonuglara ulagmistir. Insanlarda gercgeklestirilen
ve Lampiao ve du Plessis, 2008 (40) tarafindan yiiriitiillen
calismada ise, mevcut ¢alisma sonuglari ile benzer olan ve
insilin varliginin nitrik oksit seviyelerini artirdigini isaret
eden sonuglar elde edilmistir.

Spermanin dondurulmasi islemleri sirasinda DNA hasarini
en aza indirmek, basarili bir genetik bilgi transferi ve fer-
tilizasyon sonucu i¢in onemlidir. Sperma DNA biitiin-
ligii, hiicrelerin fonksiyonunda kritik bir rol oynamak-
tadir. DNA bitiinligiiniin degerlendirilmesi, ciddi hasar
gormiis hiicreleri dogru bir sekilde tanimlamak agisindan
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6nem arz etmektedir (53). Gergeklestirilen ¢aligmada 110
grubu sayisal deger olarak en diisiik DNA hasarina sa-
hip olsa da, higbir ¢alisma grubu kontrol grubu ayrisacak
istatistiki ve koruyucu nitelikli bir sonug elde edememistir.
Gergeklestirilen literatiir incelemelerinde, insiilinin ar1
spermast sulandiricilarina eklenmesi ile DNA biitiin-
lugiinii degerlendiren bir ¢aligmaya da rastlanamamustir.
Diger yandan, Shokri ve ark. (25), insan spermasinda in-
stilinin DNA biitiinliigii tizerindeki olumlu etkilerini tespit
ettikleri ¢alismay1 yayinlamistir. Bu bilginin, ¢aligmamizda
insiilin ile DNA biitiinliigli arasindaki etkilesim hakkinda
bulgulara katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, ar1 spermasinin dondurulmasinda kullanilan
soya lesitini temelli sulandiricilara insiilin eklenmesinin,
spermanin degerlendirilmesinde kullanilan gesitli para-
metreler iizerine kontrol grubu ile benzer sonugta etkiler
yarattig1 tespit edilmistir. Gegmis yillarda gergeklestirilen
caligmalarda insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktori
etkilesiminin fertilite ve gesitli biyolojik stireglere etkisi
arastirilmis bu etkilesimin down-regiilasyonunun {ireme
becerisinde azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir (54).
Giincel ¢alismanin sonuglarinin bu etkilesimden kaynak-
landig1 distintilmektedir. Ar1 spermasinin, dondurul-
masinin dahi giincel bir konu olmasi ve bu alanda daha
basarili sonuglar etmek agisindan gergeklestirilmesi ge-
reken caligmalarin artirilmasi gerektigi gercegi kacinil-
maz bir olgudur. Mevcut ¢alismada soya lesitini temelli
sulandiricilara instilin eklenerek elde edilen sonuglarin,
spermatolojik parametrelere pozitif yonlii katkilar: olmasa
da, bu ama¢ dogrultusunda alana bir bakis kazandiracag:
distiniilmektedir.
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