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ABSTRACT

The vitrification method is a freezing method in which the cooling rate is very high and high concentration
permeable cryoprotectants are used. The vitrification method, which has a wide application area in embryo
freezing, was applied to the storage of goat semen and the effect of the vitrification method on semen quality was
determined. For this purpose, semen samples taken from 4 healthy goats via artificial vagina were divided into 4
equal groups. While the semen samples in Group 1 were frozen with the conventional method with Tris-sitrate
modified solution containing 20% egg yolk and 5% glycerol, the remaining sperm samples were frozen with 0.1
M (Group II), 0.25 M (Group III) and 0.5 M (Group IV) was diluted with Human Tubal Fluid diluent containing
sucrose and vitrification method was applied. Standard semen analysis (spermatozoa motility, plasma membrane
integrity, sperm morphology, chromatin integrity) was performed on all semen samples after conventional
freezing and vitrification. As a result, attempts to vitrify goat spermatozoa using non-permeable cryoprotectants
have resulted in very low viability. The physical and chemical changes occurring during vitrification negatively
affected the motility, viability and sperm morphology of spermatozoa.

Key Words: Goat, Semen, Sucrose, Vitrification
ksksk

Teke Spermasinin Vitrifikasyonu

(074

Vitrifikasyon metodu, sogutma hizinin ¢ok yiiksek oldugu, yitksek konsatrasyonlu permeable kriyoprotektanlarin
kullanildigi bir dondurma yéntemidir. Embriyo dondurulmasinda oldukga genis uygulama alant bulan vitrifikasyon
methodunun teke spermasinin saklanmasinda uygulanarak sperma kalitesi tizerine vitrifikasyon methodunun etkisi
belitlenmistir. Bu amagla 4 saglikli tekeden suni vajen yoluyla alinan sperma Srnekleri 4 esit gruba ayrilmistir.
Grup T’deki sperma Ornekleri %20 yumurta sarist ve %05 gliserol iceren Tris-Sitrat modifiye soliisyonu ile
konvansiyonel metodla dondurulurken, geri kalan sperma 6rnekleri ise 0.1 M (Grup 2), 0.25 M (Grup 3) ve 0.5 M
(Grup 4) stkroz iceren Human Tubal Fluid sulandiricist ile sulandirilip vitrifikasyon islemine tabi tutulmugtur.
Tim sperma Orneklerinde konvansiyonel dondurma ve vitrifikasyon islemi sonrast standart sperma analizi
(spermatozoa motilitesi, plasma membran biitinligi, spermatozoa morfolojisi, kromatin bitinligl) yapilmistir.
Sonug olarak, non-permeable kriyoprotektanlar kullaniarak teke spermatozoasmt vitrifiye etmek icin girisilen
deneyimler ¢ok dustik canhlikla sonuclanmustir. Vitrifikasyon sirasinda olusan fiziksel ve kimyasal degisiklikler,
spermatozoanin motilitesini, canliligini, spermatozoa morfolojisini olumsuz sekilde etkilemistir.
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GIRIS

Reprodiksiyon  teknolojisinden  bagimsiz  olarak,
kriyobiyoloji teknolojisi, yirminci yliz yilin baslarindan
beri gelismektedir. Bilindigi gibi kriyoprezervasyon
islemindeki amac, cok disuk bir sicaklikta canl bir
hiicrte veya dokunun minimum hasarla fonksiyon
kaybt olusturmaksizin uzun sireli saklanmasidir
(Tunali 2014). Kegilerde dondurulmus sperma ile
yapilan suni tohumlamalardan elde edilen fertilite
orant  biytikbas  hayvanlarda  yapilan  suni
tohumlamalara oranla daha dustuktir. Bunun
nedenlerinden biri de kullandan sperma dondurma
tekniklerinin yeterince gelistirilememis olmast olabilir
(Kulaksiz ~ ve  Daskin  2009). Konvansiyonel
kriyoprezervasyon  teknigi  klglkbas  hayvan
spermasinin  saklanmasinda  kapsamli  bir sekilde
uygulanmakta olsa da yavas dondurma sirasinda hiicre
ici veya hticre digt buz kristali olusumu ve ozmotik
degisikliklerin meydana gelebilecegi, bunun da agiri
hiicre biiziilmesine ve spermatozoa hasarina yol actig
bilinmektedir (Jiménez-Rabadan ve ark 2015). Hucre
ici buz kristali olusumunun, dondurma sirasinda
spermatozoa hiicresinde meydana gelen ana hasarin
nedenlerinden biri oldugu ve suni tohumlamadan
sonra ireme etkinligini azalttgr iyi bilinmektedir.
Ayrica  konvansiyonel dondurmada, lipit faz
gecisindeki  degisiklikler sonucu reaktif oksijen
tirlerinin Gretimi ile lipit peroksidasyonundaki artisa
baglt olarak hareketli spermlerin hiz ve yiizdesinde
azalma ve fertilizasyon potansiyelinde énemli kayiplar
meydana geldigi de rapor edilmistir (Barbosa ve ark.
2023; Gharajelar ve ark. 2016). Konvansiyonel yavas
dondurmaya alternatif olarak doku veya organlarda
buz kristal olusumunu engellemek icin yiksek
kriyoprotektan konsantrasyonu gerektiren
vitrifikasyon metodu gelistirilmistir (Jiménez-Rabadan
ve ark. 2015). Geleneksel dondurma islemlerinden
farkli  olarak  vitrifikasyon = metodu  yuksek
kriyoprotektan konsantrasyonu ile hizlt
dondurma/¢6zdurme hizint icerir ve bu iki faktorin
kombinasyonu ile viskozitesi hizla artan bir solusyon
icerisinde  buz kristali olusumu olmadan sulu
¢Ozeltilerin stvi halden camst hale dogrudan gecisini
icerir (Mukaida ve ark. 1998; Vajta ve Nagy 2000).
Buz kristal olusumunu engellemesi yaninda ayrica
maliyetinin  az olmasi, kisa strede ve kolay
uygulanabilir  olmast  ile  memeli  embriyo
dondurulmasinda  vitrifikasyon methodu olduke¢a
genis uygulama alani bulmustur ve basartyla
kullanilmaktadir.  Ancak  embriyo  vitrifikasyon
prosediiriiniin - spermatozoa  kriyoprezervasyonunda
dogrudan kullanimi, spermatozoanin toksik ve
ozmotik strese karst yitksek duyarhligt nedeniyle
uygun degildir (Le ve ark. 2019). Ayrica, embriyo ¢ok
hticreli bir yapiya sahiptir ve bu nedenle, embriyodaki
bazi hicreler kriyohasar nedeniyle hasar gérse bile,
kalan canli hiicreler yine de bu 6lu hiicrelerin yerini
almak  icin  cogalabilirler. ~ Spermatozoa  ise
transkripsiyon ve translasyon kabiliyetine sahip

olmayan tek hiicredir ve bu nedenle kriyohasardan
kurtulamaz (Lv ve ark. 2019). Vitrifikasyon
yonteminde ise yavas kademeli sogutma yonteminden
farklt olarak yliksek konsantrasyonda kriyoprotektan
ajanlar kullanilmakta (4-8 mol/lt), seeding ve yavas
sogutma islemi olmadan hiicreler ¢ok hizli bir sekilde
(15.000-30.000°C/dk) sogutulmaktadir (Fahy ve Rall
2007).  Bu  nedenle  yiksek  kriyoprotektan
konsantrasyonunun spermatozoa hicreleri tzetine
toksik etkisinden dolays, vitrifikasyon metodunun
erkek gametlerin dondurularak saklanmast i¢in uygun
bir method olmadigi géristi uzun yillardir popilerdi
(Lv ve ark. 2019; Sanchez ve ark. 2011). Aslinda,
spermatozoanin  vitrifikasyonu yeni bir kavram
olmamakla beraber spermanin basarili gsekilde ilk
vitrifiye  edilmesi 1938  yilinda  kurbagalarda
gerceklestirilmistir. Fakat sogutmanin kritik hizindan
dolayt memeli spermasini vitrifiye etmek icin girisilen
ilk deneyimler ya disik ya da sifir canhlikla
sonuclanmistir (Isachenko ve ark. 2012; Lv ve ark
2019; Sanchez ve ark. 2011). Hicreleri gevreleyen
medyum viskozitesi artirilarak, hiicre ici ve hiicre dist
kristal olusumunu engellemek igin karbonhidrat,
protein ve diger cktraseliller ajanlar kullaniarak ve
sogutma orant artirilarak solusyonlardan permeabl
kriyoprotektanlar  uzaklastirildiktan ~ sonra  insan
spermasinin vitrifiye edilmesinden sonra elde edilen
sonuglardan dolay1 son ¢alismalarda bu durum tersine
dénmiustir (Isachenko ve ark. 2012; Lv ve ark. 2019;
Sanchez ve ark. 2011). Kriyoprotektanlar materyalin
donma noktastnt azaltarak buz kristal olusumundan
ya da donma hasarindan spermatozoayt korumak icin
hizmet eden dusik molekiil agirlikli kimyasallardir
(Wetzels ve ark. 1996). Plazma membranlarina
penetre  olma  yeteneklerine gore iki  gesit
kriyoprotektan ~ vardir  ve  hicrelerin  ¢ogu
kriyoprotektan ajanlar kullanilmaksizin canlt kalamaz.
Dimetilasetamid, dimetilsiilfoksit, gliserol, glikol,
etilen  ve  methanol gibi  permeabl olan
kriyoprotektanlar hiicre membrani proteinini stabilize
ederek elektrolitlerin konsantrasyonunu azaltirlarken,
albiimin, dekstran, polietilen glikol, polivlinilprolidone
ve siikroz gibi non-permeabl kriyoprotektanlar ise,
dondurma sirasinda suyun hiicre icinden hiicre digt
ortama gecisini uyararak buz kristallerinin olusumunu
minimize ederek dis ortamin ozmolatitesinde bir
artisa neden olarak destekleyici rol oynarlar (Barbosa
ve ark. 2023). Isachenko ve ark. (2008) 30 pl insan
sperma damlaciklarint (30 ul) insan tubal sivist, %1
insan serumu ve non-permeabl kriyoprotektan olan
0.25 M siikroz ile seyreltilmesi sonrasi vitrifiye edilen
spermatozoonlarin ¢ézdiirme sonrast hayatta kaldigint
buldu. Daha sonra balik spermasinda da benzer
sonuglar rapor edildi (Merino ve ark. 2011). Bu
calismalar  sperma  vitrifikasyonunun = miimkiin
olabilecegini ima eden anlamli ve cesaret verici
calismalardt (Lv ve ark. 2019). Sikrozun vitrifikasyon
islemi sirasinda hiicresel strese karst ozmotik bir
tampon gorevi gdren potansiyel bir kriyoprotektan
oldugu ve kriyohasarlart azalttugi bir ¢ok arastirmada
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rapor edilmistir (Shah ve ark. 2019; Zakosek ve ark.
2020). Fakat spesifik olarak tekeler icin, spermayi
muhafaza etmek icin  alternatif  yOntemlerin
kullanimina iliskin ¢ok az bilgi mevcuttur. Bu amacgla,
calismamizda non-permeabl bir kriyoprotektan olan
stikrozun farkli dozlarinin spermaya eklenmesi ile teke
spermasinin vitrifikasyonu saglanarak sperma kalitesi

lizerine vitrifikasyon prosediiriiniin etkisi
belitlenmistir.
MATERYAL ve METOT

Calismada, Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi
aragtirma uygulama ciftliginde bakim beslemesi
yapilan 4 adet teke kullanildi. Calisma icin, 19.02.2015
tarih 2015/02 sayili izin belgesi, DOLLVET Hayvan
Deneyleri  Yerel Etik Kurulu'ndan —alinmistir.
Tekelerden haftada iki kez olmak tizere suni vajen
yontemi ile sperma alindt ve sperma hacmini artirmak
ve aralarindaki degiskenligi ortadan kaldirmak icin her
bir ejakiilat her seferinde pooling yapildi. Spermalar
kullanilincaya kadar 37°C’de su banyosunda bekletildi.
Tekelerden suni vajen kullanilarak alinan sperma
orneklerinde ejakulatlarin makroskobik ve
mikroskobik degerlendirilmeleri (miktar, motilite,
yogunluk, anormal spermatozoa orani, membran
butinligi) yapildiktan sonra sperma parametreleri;
%80’den  fazla progresif motilite gbsteren ve
yogunlugu 2.0X109 spermatozoa.ml-1, membran
butinligi >%70, toplam anormal spermatozoa orant
<15 olan ejakulatlar calismada kullanildi. Suni vajen
yoluyla alinan sperma 6rnekleri 4 esit gruba ayrildi ve
calisma altt tekrardan olusturuldu. Grup 1 (Kontrol
grubu)’deki sperma Ornekleri final konsantrasyonu
yaklasik 100X106 spermatozoa.ml-1 olacak seckilde
%20 yumurta sarist ve %5 gliserol iceren Tris-Sitrat
modifiye soliisyonu ile sulandirilip 0.25 lik payetlere
cekilerek konvansiyonel metodla dondurma islemi
gerceklestirildi (Omiir ve Coyan 2014). Geri kalan
sperma Ornekleri ise deney gruplarini olusturdu ve
vitrifikasyon islemine tabi tutuldu. Bu ydntem
Isachenko ve arkadaslart (2012) tarafindan belirlenen
metoda gore yapildi. Temel sulandirict olarak Human
Tubal Fluid (HTF) solusyonu kullanildi. Vitrifikasyon
isleminden 6nce sperma 6rnekleri, 0.1 M (Grup 2),
025 M (Grup 3) ve 05 M (Grup 4) farkh
konsantrasyonlarda stkroz ve %1 Bovine Serum
Albumin (BSA) iceren Human Tubal Fluid (HTF)
sulandiricist (vitrifikasyon solusyonu) ile 1:1 oraninda
sulandirildi. Her bir sperm 6rnegi santrifuj edildi ve
final konsantrasyonu 2X106 spermatozoa.ml-1 olacak
sekilde yeniden ayni vitrifikasyon solusyonu ile
restispanse edildi. Spermanin saklanmasi icin 50 ul'lik
(Gynemed GmbH, Lensahn, Germany) plastik
kapillerler kullanildi. Bu kapiller 10 ul’lik sperm
suspansiyonu ile dolduruldu. Aspirasyon islemi
tamamlandiktan sonra bu plastik kapillerler 0.25 ml’lik
payetler icine yerlestirildi. Payetin iki ucu emin bir
sekilde kapatildiktan sonra direk stvi azot icerisine
daldirddi. Cézdirme islemi yapilmadan 6nce en az 1

hafta siv1 azot icinde kalmalari saglandi. Cozdiirme
isleminde ise, kapillerler 0.25 mllik payetlerden
uzaklastirildi. Payetin Gst ucu kapillerin ucuna yakin
olabildigi kadar yakindan steril bir makasla kesildi ve
spermatozoa  suUspansiyonu  sperma  kalitesini
degerlendirmek i¢in kapillerden uzaklastirildr. Yaklagik
20 saniye 37°C’de 0.7 ml vitrifikasyon medyumu ile
sulandirilip santrifij edildi ve ¢ozdirilen payetlerden
spermatolojik  muayeneler i¢in  Ornekler aliip
incelendi. Konvansiyonel methodlla dondurulan
(Grup 1) sperma 6rnekleri ise 37°C’lik su banyosunda
30 saniye c¢ozdurilerek payetlerden spermatolojik
muayeneler i¢in 6rnekler alinip incelendi.

Spermatolojik Parametreler

Spermatozoa Motilitesi
Motilite muayenesi, 1sitma tablall faz-kontrast
mikroskopta (Olympus BX-51, Tokyo, Japan) yapildi.
Bu amagla lam tzerine Gi¢ ayri noktaya 5 ul sperma
konup tizeri lamelle kapatildi ve 20’lik objektifte
ylzde orani ile belitlendi.

Plasma Membran Biitiinlagi

Spermatozoon membrane butinligy, ¢ift filtreli
fluoresan mikroskopu (Olympus BX-51, Tokyo,
Japan) ve Propidium iodide (PI)/SYBR-14 viability
kiti (Invitrogen) kullantlarak belirlendi. Bunun icin
ependortf tiplerine final konsantrasyonu 1-5X106.ml-
1 spema konup tizerine 5 ul SYBR-14 eklenerek 10
dakika beklendi. Ardindan tzerine 5 ul PI eklenip
tekrar 10 dakika beklendi. Bu siire sonunda 3 pl 6rnek
lam tzerine konup tzeri lamel kapatilarak 100
spermatozoa sayildi. PI ile boyanip ve kirmizi floresan
yayanlar 614, SYBR-14 ile boyanan ve yesil floresan
renk verenler canlt olarak kabul edildi (Cebi Sen ve
ark. 2018).

Spermatozoa Morfolojisi

Spermatozoa morfolojisinin  degerlendirilmesinde
SpermBlue boyama metodu kullanildi. 10 ul sperma
orneginden smear yapilarak havada kurutuldu. Smear
vertikal olarak SpermBlue fiksatifinin icine daldirildi
ve oda 1sisinda 10 dakika beklendi ve 10-12 dakika
kadar da SpermBlue boyasina daldirildr.  Asirt
boyamanin alinmasim 6nlemek icin 3 saniye icinde
distile suya batirilip preparatlar havada kurutulduktan
sonra  immersiyon  yagl kullandarak 151k
mikroskobunda X400 buyitmede degerlendirildi.
Spermatozoa defeklerinin yiizdesi en az 100-300
spermatozoa sayilarak belirlendi (Van der Horst ve
Maree 2009).

Spermatozoon  Kromatin  Ayrilma  Testi
(Halosperm Test)
Spermatozoon DNA fragmentasyonun

degerlendirilmesi in vitro diognostik kit olan halomax
(DNA Halotech SL (Halomax, Spain) kitinin
protokiilene gére uygulanarak yapildi. Spermayi lam
tzerine fikse etmek icin agaroz mikro jel 6nce 5 dk
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90°C-100°C daha sonra ise 37°C’deki su banyosunda
5 dk bekletilerek 25 ul sperma 6rnegi ilave edilerek
karistirlldi. Karisimdan 15-20 pll’lik bir 6rnek slayt
tizerine konuldu ve icindeki agari katilastirmak icin +4
derecede 5 dakika buzdolabinda bekletildi. Asit
denaturasyon solisyonunu hazirlamak icin 10 ml
distile suya 80 pl. denatiire edici solisyon eklendi.
Slayt  buzdolabindan ¢tkarilirak  yatay konumda
denatiire edici soliisyonda 7 dakika ardindan da 10 ml
lizis solisyonunda 25 dakika inkiibasyona birakildi.
Lizis soliisyonundan arindirmak icin slayt distile suda
5 dakika boyunca bekletildi. Sonra sirastyla %70, %90
ve %100’lik etil alkol solisyonlarinda ikiser dakika
bekletilip oda 1sisinda kurutularak Diff-Quik boyast ile
boyand:t. Slaytlarda floresan atagmanlt faz-kontrast
mikroskop kullanilarak 100 spermatozoa sayildr.
Spermatozoon niikleusu etrafinda olusan halonun
genisligi Olciilerek spermatozoon DNA’sinin hasarls
olup olmadigt degerlendirildi. Spermatozoon etrafinda
biytk halo olusumu DNA fragmantasyonu icin
negatif olarak degerlendirilken, hi¢ halo olmamasi ya
da kiiciik bir halo gézitkmesi DNA fragmantasyonu
icin porzitif olarak degerlendirildi (Cebi Sen ve ark.
2018).

Istatistik

Istatistiksel analizler ‘SPSS statistic 26 paket programi’
ile yapimistir. Sonuglar ortalama standart sapma
olarak gosterilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklarin
degerlendirilmesinde nonparametrik Kruskal Wallis H
testi kullandmistir.  Verilerin  degerlendirilmesinde
p<0,05 istatistiksel agidan anlaml kabul edilmistir.

BULGULAR

Deney gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda
farkli konsantrasyonlarda (0.1 M, 0.25 M ve 0.5 M)

Tablo 1. Gruplara gbre sperm parametrelerinin karsilastirilmast

Table 1. Comparison of sperm parameters according to groups

stikroz igeren deneme gruplarindaki spermatozoa
motilitesindeki  azalma  kontrol grubuna  gére
(%065,83£3,8) 6nemli derecede azalmistir (p<<0,010).
Grup 2, Grup 3 ve Grup 4deki spermatozoa
motilitesindeki azalma benzer Ozellik gbstermekte
olup, aralarinda istatistiki fark yoktur. Membran
butinligi gruplar arasinda istatistiksel acidan anlaml
farkliik  gbstermistir  (p<,001). Kontrol grubu
(%70x1,4) ile karsdasturildiginda, farkli = sikroz
konsantrasyonuna bagli olarak en dusik plazma
membran bitinligh Grupta 2 (%2,0%,0)’de elde
edilitken, en ylksek plazma membran bitinlagi
Grupta 3 (%3,50%,6)’de elde edilmistir. Grup 4 ise,
Grup 2 ve Grup 3 ile benzerlik gdstermistir (Tablo 1).
Kontrol grubu (%20%£,0) ile vitrifikasyon gruplar
karsilastirlldiginda  tim  gruplardaki  spermatozoa
morfolojisindeki farkhiliklar 6nemli bulunmustur.
Calismanin sonucunda anormal spermatozoa orant
tim gruplarda artmustir. 0.1 M (Grup 2) stkroz
eklenmesi sonucu anormal spermatozoa orani
(%54,67£4,1) diger gruplara goére daha yiiksek
bulunmustur. 0.25 M (Grup 3) sitkroz eklenen grupta
anormal spermatozoa orant %34,0%2 iken, 0.5 M
(Grup 4) stikroz eklenen grupta %42,17£3,4 olarak
bulunmustur. Grup 4’iin anormal spermatozoa orant
Grup 3’ten ve Grup 2'den yiksek bulunmustur
(p<,001).

Spermatozoa DNA  fragmentasyon orani bulgular
gruplar arasinda istatistiksel acidan anlaml farklilik
gostermistir (p<,027). Grup 1 ve Grup 3in DNA
fragmentasyon orant benzer olmakla beraber sirasi ile
%4,67£1,9 ile %4,50%,6 olarak bulunmustur. Grup
2’nin DNA fragmentasyon orant %3,67%,8 olarak en
distik bulunurken, Grup 4’de 0.5 M stkroz eklenen
grupta %5,83%.8 ile en yiksek deger bulunmustur.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
X *+*SD X *+SD X *SD X *+SD Test/p
KW:19,965
Motilite 165,8313,8 b1+.0 b2 17+ .4 b1.5+,6
p:,000
KW:20,168
Membran butinligu a70+1,4 2+,0 b3 50,6 be2 50+,6
Pp:,000
KW:22,060
Mortfoloji d20+£,0 15467141 €34+2 b4217+34
p:,000
DNA fragmentasyon orant ab4 67+1,9 b3 (74,8 ab4 50,6 a5.83+ .8 KW:9,155
p:,027

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak gosterilmistir (n=4). Ayt satirdaki farklt Gst simgeler arasinda fark vardir. Bonferoni dizeltmesi

yapilmistir (p<0,0125 anlamli kabul edilmistir).

Results are shown as meantstandard deviation (n=4). There is a difference between different superscripts on the same line. Bonferroni

correction was made (p<0,0125 was considered statistically significant).
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TARTISMA

Bu calismada teke spermasint vitrifiye etmek icin non-
permeabl bir kriyoprotektan olan stkrozun farklt
dozlar1 kullanilarak sperma kalitesi tzerine etkisi
belirlendi. Kriyo yontemlerin etkinliginin, permeable
ve permeable olmayan kriyoprotektanlarin kullanimi
ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir (Sanchez ve
ark. 2011). Embriyo ve oosit dondurulmasinda
kullanilan standart vitrifikasyon tekniginde yiksek
konsantrasyonlu permeable kriyopektanlarin zararh
osmotik etkilerinden dolays, direk olarak memeli
spermasini bagart ile dondurmak olast olmadigindan,
permeable kriyoprotektanlar olmadan spermanin stvi
nitrojene  dogrudan  daldirilmasiyla  spermanin
vitrifikasyonu saglanmustir (Isachenko ve ark. 2004b).
Bu amagla yumurta sarist  veya permeable
kriyoprotektanlar ~ kullanilmadan  non-permeable
kriyoprotektan ~ olarak  proteinler ve  seketler
kullanilarak spermanin vitrifikasyonu yapilabilecegi
rapor edilmistir (Jiménez-Rabadin ve ark. 2015).
Boylelikle yeni gelismekte olan bu method ile
kriyohasarlardan  hiicrelerin  korunmasina  olanak
saglanarak, toksik olan permeabl kriyopektanlarin
kullanimi  azaltilabilecektir.  Bu  amacgla  insan
spermasinin  stvt  nitrojene  dogrudan  daldirilarak
kriyoprezervasyon icin glikoz, stkroz ve trehaloz
kullanimi arastirilmis (Isachenko ve ark. 2004a; Liu ve
ark. 2016; Schulz ve ark. 2006) ve istatistiksel olarak
¢bzdirme sonrast en iyl spermatozoa motilitesi ve
canlihginin  sulandiriciya stikroz eklenmesi ile elde
edildigi rapor edilmistir. Arandoa ve ark. (2017)'nin
raporuna gore, sikrozun ko¢ spermasint vitrifiye
etmek i¢in potansiyel bir kriyoprotektan gérevi
gorebilecegi ve kriyohasarlart azaltabilecegi rapor
edilmistir. Koshimoto ve Mazur (2002) ise U¢ farklt
sckeri (monosakarit glikoz, disakkarit siikroz ve
trisakkarit rafinoz) arastirmis ve dondurma/c¢ozdiirme
sonrast kriyohasatlarina karst korumada sekerin
tiriinden daha c¢ok sekerin konsantrasyonuna baglt
oldugunu bildirilmislerdir. Mevcut olan bu veriler
1s1¢1nda var olan bu ¢alismada teke spermasint vitrifiye
etmek icin soguk sokunu azaltmak amaci ile seker
kokenli non-permeable bir kriyoprotektan olan
stkrozun tc¢ farkli dozu kullanildi. Kigiikbas hayvan
spermasinin vitrifikasyonu ile ilgili su ana kadar sinirh
sayida bilgi mevcuttur. Calismamizda vitrifiye teke
spermasindan  elde  edilen  sperma  kalitesi,
konvansiyonel dondurma protokolt kullanilarak elde
edilenden sperma Kkalitesinden oldukca dustik
bulunmustur. Sonuglarimizin aksine Pradiee ve ark.
(2017) 1Iber dag kecisinde epididimal spermayi,
Isachenko ve ark. (2004a, 2004b) ise permeable
kriyoprotektanlar kullanmadan memeli spermasini
bagarili bir sekilde vitrifiye etmeyi basarmuslardir.
Pradiee ve ark. (2017) ise 100 mM siikroz ekleyerek
konvansiyonel ~ ve  vitrifikasyon  yontemi  ile
dondurulan epidimal teke spermasindan ¢ézdirme
sonrast  konvansiyonel dondurma  yonteminde
%45,0£0,0 spermatozoa motilitesi elde ederlerken,

vitrifikasyon sonrast %33,9£6,2 olarak bildirmislerdir.
Vitritiye teke spermasindan elde ettikleri spermatozoa
motilite degetleri var olan ¢alismadan oldukga ylksek
olarak bulunmustur. Ayrica bizim c¢alismamizdan
farkli olarak kopeklerden ve baliklardan elde edilen
vitrifiye edilmis spermalarla da tatmin edici sonuglar
elde edilmistit (Metino ve ark. 2011, Sanchez ve ark.
2011). Vitrifiye edilmis kopek spermasindan elde
edilen spermatozoa motilitesi %42,5+23 olup var
olan c¢alismadan elde edilen degetlerden olduke¢a
yiksektir (Sanchez ve ark. 2011). Ayrica Isachenko
ve ark. (2008) tarafindan bildirilen degerlere (%045—
%57 hareketlilik) benzer olarak, Merino ve ark. (2011)
kriyoprotektanlar olmadan kiire yontemi kullanilarak
vitrifiye edilen ve 37°C'de ¢6zdirilen balik spermasi
numunelerinde  maksimum  %85,7  spermatozoa
motilitesi elde etmislerdir Var olan c¢alismada ise
vitrifikasyon sonrast en yiksek motilite degeri
%2174 olup 025 M sikroz eklendiginde
ulasilmistir. Vitrifiye cozdurilmus teke
numunelerinde elde edilen sperma motilitesi Arandoa
ve ark. (2017) tarafindan rapor edilenlerden daha
diisiik, Jiménez-Rabadin ve ark. (2015) tarafindan
rapor edilenlerden daha yiksek bulunmugtur.
Arandoa ve ark. (2017) tarafindan vitrifikasyon
sonrast kog¢ spermasinda en yiksek motilite (%8,4)
degerlerine %2 BSA ile sulandirilmis spermaya 0.4 M
stikroz eklendiginde ulasilmustir. Jiménez-Rabadan ve
ark. (2015) ise gliserol ve sikroz iceren payetlerde
vitrifiye edilen ko¢ spermatozoasinda %00%0,73
motilite bildirmislerdir. Arraztoa ve ark. (20106) ise %04
dimethylformamide ve %4 gliserol kullanarak kiire
yontemi ile vitrifiye edilen domuz spermasinda
vitrifikasyon sonrasinda hareketli spermatozoa elde
etmemislerdir. Kriyoprotektan olarak hucresel strese
karst ozmotik bir tampon goérevi goren sukroz
kullamildiginda, sperm hiicrelerinin  hareketliliginde
belirgin bir azalma olmaktadir ve bu kadar distk
motilitenin nedeni hala bilinmemektedir.
Disakkaritlerin ~ varliginda  glikoz  tasinmasinin
engellendigi iyi bilinmektedir. Daha ytksek molekuler
agithga ve daha distk gecirgenlige sahip olan siikroz
ve trehaloz gibi disakkaritlerin plazma zarlarin
kolayca gecemedikleri g6z Oniine alindiginda, bir
enerji  kaynagt olarak sinirli  kalabilmektedirler.
Disakkarit igeren sulandiricilardaki — spermatozoa,
glikoz veya fruktoz iceren sulandiricilara gore,
¢bzdirme  sonrast  hareketliligini  daha  huzh
kaybettiginden belki de monosakkaritler spermatozoa
tarafindan daha kolay metabolize edilebilmektedir
(Caturla-Sanchez ve ark. 2018). Ayrica vitrifikasyon
islemi sonrasit sperm hiicrelerinin hareketliligindeki
degisiklikler mitokondriyal membran potansiyelindeki
degisikliklere bagli olabilir (Barbosa ve ark. 2023).
Spermatozoalar sperm membran butinligine sahip
olduklart zaman motil ve canlt olarak kabul edilirler
(Le ve ark. 2019). Plazma zarindaki yag asitlerinin
peroksidasyonu da sperm morfolojisini bozar ve
sperm motilitesinde azalmaya yol acar (Tamburrino
ve ark 2023). Jiménez-Rabadan ve ark. (2015) ise
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vitrifiye kog¢ spermasinda spermatoza canliligint
%0,24+2.95 ile %1,29£295 (ortalamatSE) arasinda
oldugunu bildirmislerdir. Arraztoa ve ark. (20106)
tarafindan da dimetilsulfoksit ile vitrifiye edilen
domuz spermatozoasinda ¢6zim sonu canlilik orani
%0-2 arasinda olup benzer sonuglar elde etmislerdir.
Bizim ¢alismamizda da  vitrifiye edilen teke
spermasindaki basart orant ¢ok diisitk olmakla beraber
en iyi sonuc¢ kriyopektan olarak 0.25 M stkroz
¢ozeltisi  kullanildiginda  elde edilmistir.  Vitrifiye
¢ozdirilmis  teke spermasindan  elde  edilen
spermatozoa canliligl Jiménez-Rabadan ve ark. (2015)
ve Arraztoa ve ark. (2016) tarafindan rapor edilenlerle
benzerlik géstermekle beraber, Sanchez ve ark. (2011)
ise kopek spermasmnin vitrifikasyon icin  farklh
konsantrasyonlarda (0.1 M, 0.25 M ve 0.4 M) sikroz
lavesinden sonra spermatozoa canliligi bakimindan
gruplar arast bir fark bulmamuglardir ve elde edilen
degerler var olan c¢alismadan olduk¢a ylksek
bulunmustur (Sanchez ve ark 2011). Bununla birlikte
Araonda ve ark. (2017) sperma 6rneklerinin
vitrifikasyon isleminden 6nce 2 saat kadar 5°C'de
tutulmasinin sperm kalitesinin arttirilmasina yardimet
olabilecegini rapor etmislerdir. Vitrifikasyon islemi
Oncesinde sogutulmus sperma Orneklerine
kriyopektan  olarak 0.6 M  stkroz  ¢Ozeltisi
kullandiklarinda, gruplar arasmnda sperm membran
butinligi bakimindan 6nemli (p=<0,05) bir fark
bulunurken, elde edilen degetler var olan c¢alismadan
yiksek bulunmustur. Bu baglamda hiperozmotik
soliisyonlara  (vitrifikasyonda kullanilana  benzer)
maruz birakilan  spermanin, disiik  sicakliklarda
muhafaza  edildiginde  daha az  spermolize
ugrayabilecegi ileri strilmisdir (Gao ve ark. 1993).
Olamitibo ve ark. (2016) ise farkli tris bazh
sulandiricilara %20 oraninda avokado ¢ekirdegi
ckstratinin katidmast ile vitrifiye edilen Batt Afrika
Clicesi tekelerinden elde edilen spermatozoa kalitesini
suni tohumlama programit i¢in tatmin edici oldugunu
rapor etmislerdir. Spermatozoa motilitesi %35’den
fazla elde edilitken spermatozoa canliligt ise %55’ten
yukari degetler bulunmus olup, elde edilen degetler
var olan calismanin bulgularindan oldukea yiiksek
bulunmustur. Yazarlar avocado igeriginin hiicre
fonksiyonlarinda gerekli olan bazi mineralleri, lutein
ve antioksidanlart icermesinden dolay: vitrifasyondan
basarili  sonuglar  aldiklarint  ileri  stirmislerdir
(Olamitibo ve ark. 2016). Tavsan (Rosato ve ark.
2013) ve kanguru (McClean ve ark. 2008) spermalari
da vitrifiye edilmeye c¢alisilmis ancak ¢6zdirme
sonrast ¢ok az sayida hareketli ve canl hticre tespit
edilmistir. Ayrica var olan calismada Jiménez-Rabadan
ve ark. (2015)’nin belirttigi gibi sperm morfolojisi de
vitrifikasyon  isleminden  negatif  etkilenmigtir.
Vitrifikasyon sonrast en yitksek sperm morfolojisi 0.1
M sukroz eklenmesi ile elde edilitken en iyi sonug
0.25 M stikroz elde edilmesi ile bulunmustur. Arandoa
ve ark. (2017) ise farkll sikroz dozlarinin eklenmesi
ile vitrifikasyon sonrast gruplar arasinda morfolojisi
bakimindan herhangi bir fark tespit etmemislerdir.

Calismalar arast elde edilen spermatolojik farkliliklar
vitrifikasyon icin kullanilan kriyopektanlara 6zgi
ozmotik degisikliklerle actklanabilir (Agha-Rahimi ve
ark. 2014). Ayrica vitrifikasyondaki basari, yukarida
bahsedilen bulgular esiginde vitrifikasyona karsi
spermatozoa duyarliliginin olmasi tiire baglt olabilir ve
spermatozoon basinin boyutu veya sekli kriyodirencte
rol oynayabilir (Arandoa ve ark. 2017). Spermatozoon
basinin sekli ve boyutu, hiicrenin kriyosensivitesini
tanimlayan faktSrlerdendir. Bazi tiirlerde bagsin kigtk
boyutta olmast daha yiksek kriyodirene ile
iliskilendirilmistir (Jiménez-Rabadan ve ark. 2015). Bu
nedenle, insan spermatozoasinin vitrifikasyona karsi
daha yuksek kriyodirenci diger tirlere gbre daha
kiiciik ve yapisal olarak kompakt bir spermatozoon
basina sahip oldugundan, teke, tavsan ve domuz gibi
diger memeli tirlerinde gorilen ultra hizli sogumanin
neden oldugu kriyohasara karst daha az savunmasizdir
(Arraztoa ve ark 2016; Isachenko ve ark 2004b;
Nawroth ve ark. 2002). Olumlu sonu¢ almnamamast
sadece spermatozoanin yapisal bilesimine degil ayni
zamanda sperma alma yOntemi, vitrifikasyon
prosediriiniin sogutma ve ¢ozdiirme hizt gibi dikkate
alinmayan diger faktérlerden de kaynaklaniyor olabilir
(Rosato ve laffaldano ark. 2013). Hicre dist buz
olusumunun olmamastnin kosulu yiiksek hizdir, ancak
ortamin  yitksek viskozitesi ve non-permeable
kriyoprotektanlarin  optimal ~ konsantrasyonu  da
basaril vitrifikasyon icin 6nemli bir faktérdir (Agha-
Rahimi ve ark. 2014; Barbosa ve ark. 2023). Sogutma
ve ¢Ozdirme oranlari, sperm kriyohasarin boyutunu
belirlemede kritik faktorlerdir (Agha-Rahimi ve ark.
2014). Ashinda, sogutma ve ¢Ozdirme islemleri
strasindaki problem, hiicrelerin sogutma sirasinda iki
kez ve ¢6zdirme sirasinda bir kez ge¢mek zorunda
oldugu ara sicaklik (-10 ila -60 °C) ile yakindan iligkili
olan Slduriciliktir. Spermatozoa icin élimcil olan
st (-15 -5) aralig, vitirifikasyon metodu ile hizla
gecildiginden buz kristal olusum sansi azaltirken,
konvansiyonel dondurma yoénteminde hiicreler bu
oldirict 1stya dondurma ve ¢dzdirme stresince iki
kez maruz kalmaktadir (Antonov, A ve Ivanova 2023;
Peirouvi ve ark. 2007). Vitrifikasyon isleminde
kriyoprotektan madde antifriz gibi etki ederek donma
sistnt - distirmektedir.  Amac  sogutma  esnasinda
giderek yikselen viskozite artist ile buz cekirdegi
olusmast ve biiylimesinin 6nlenmesidir (Kervancioglu
2018).  Yumurta sarist  ise genellikle sperma
sulandiricilarina permeable olmayan  kriyokoruyucu
olarak dahil edilmektedir (Zakosek ve ark. 2020).
Maxwell ve Jonhson (1997) yumurta sarisiin
sulandirilmis  spermatozoaya katilarak bir miktar
koruma saglayabilecegini bildirmistir. Fakat teke
spermasinda bulunan seminal plazma ile yumurta
sartisinda  bulunan fosfolipaz A enzimi arasindaki
toksik  etkilesim  nedeniyle yumurta  satisinin
uzaklastirilmast  gereklidir. Ayrica yumurta sarisi
kullanilmasini sinirlayan ve farkhi aragtirma gruplar
arasinda farkli sonuglara yol agan asil nedenin
yumurta sarsindaki  tanimlanmamis  bilesenlerin
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oldugunun bilinmesidir.  Ayrica yumurta sarisi
hayvansal kokenli oldugundan potansiyel bakteriyel
kontaminasyonu ve hastalilk  bulastirma  riski
olabileceginden son yilarda hayvansal kaynakli
kriyoprotektanlarin  kullanimindan  kaginmak icin
cesitli calismalar yapilmaktadir (Arandoa ve ark.
2017). Vitrifikasyon yonteminin getirdigi faydalardan
biri de buz kristallerinin  olusumunu 6nlenmesi
yaninda yumurta sarisinin ve gliseroliin neden oldugu
olumsuz etkilerden kacinmaktr (Lv ve ark. 2019).
Gliserol  de  spermatozoanin  kriyotoleransint
artrmasina  ragmen, ayni zamanda spermatozoa
lzerinde potansiyel toksik ve ozmotik stres uretir
(Arandoa ve ark. 2017; Lv ve ark .2019). Jiménez-
Rabadan ve ark. (2015)’nin yaptigt bir ¢alismada kog
spermasini vitrifiye etmek icin 0.03 M siikroz-%3
gliserol ve 005 M  sikroz-%7  gliserol
kombinasyonlarina dayali sulandiricilara  yumurta
sartistnin  eklenmesi  ile  vitrifikasyon  yOntemine
spermatozoanin zayif tolerans gosterdigini belirterek
olumlu sonu¢ alamamuglardir. Fakat sikrozun kog
spermasini  vitrifiye etmek igin potansiyel bir
kriyoprotektan gérevi gorebilecegini rapor etmislerdir.
Domuzlarda da kriyoprotektan olarak  gliserol
kullanildiginda canlt hiicre elde edilmemesine ragmen,
gliserol  kullanimasi spermatozoanin  DNA
butinligini etkilememistir. Rosato ve laffaldano
(2013) tarafindan tavsan spermasinin
vitrifikasyonundan sonra saglam DNA'ya sahip
spermatozoa orant ortalama %94,5£1,4 olmakla
beraber domuz spermasmnmn vitrifikasyonu sonucu
elde edilen degerlere benzer sonuglar rapor
etmislerdir. Elde edilen degerler Isachenko ve atk.
(2004a,b), Jiménez-Rabadan ve ark. (2015) ve
Arandoa ve ark. (2017)’nin bulgular: ile de paralellik
gostermistir. Kopeklerde vitrifikasyon sulandiricisina
0.25 M siikroz eklenmesi ile vitrifikasyon sonrast
(%2,8£0,5) spermatozoa DNA fragmentasyon orani
kontrole (%5.610.6) goére 6nemli Slclide azalmakla
beraber daha disiik konsantrasyonlarda (0.1 M) veya
daha yiksek konsantrasyonlarda (0.4 M) siikroz
eklenmesinin vitrifikasyon sonrast DNA
fragmentasyon oranint onemli Olciide
degistirmemistir. ~ Satirapod  ve ark  (2012)'da
vitrifikasyonun hizli dondurmaya goére daha az
spermatozoa DNA hasarina neden oldugu yéntunde
benzer sonuglar bildirmiglerdir. Bu yazarlara gore,
kriyoprezervasyon sonrast meydana gelen DNA
hasarinin  buz kristali olusumuna bagh mekanik
yaralanmalardan ve oksidatif stres bagli olarak
meydana geldigi bildirilmistir (Agha-Rahimi ve ark
2014; Tamburrino ve ark. 2023). Var olan calismada
da DNA fragmentasyon orant en yiksek 0.5 M
stikroz eklenmesi ile gorilirken en disik DNA
fragmentasyon orani 0.1 M siikroz eklenmesi ile elde
edilmistir. Bircok yazar, DNA hasarinin, kullanilan
kriyoprotektanlarin ~ molekiler  agithg,  yapis,
konsantrasyonu, kimyasal Ozelliklert ve
kriyoprezervasyon protokoli ile iligkili olabilecegini
bildirmislerdir ve bu nedenle her sperma tiirii icin en

iyi eslesmeyi bulmak amaciyla farkli kombinasyonlar
kullanilarak tekrar test edilmelidir (Arandoa ve atk.
2017).

SONUC

Vitrifiye edilen teke spermasindan elde sonuglardan
suni tohumlamada kullanim i¢in yetersiz degerler elde
edilse de, non-permeable bir kriyoprotektan olan
sikrozun DNA butinligini etkili bir sekilde
koruyabilmesinden dolayt intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu  (ICSI) gibi teknolojik ydntemlerin
kullanimt ile bu handikapin tstesinden gelinebilinir.
Vitrifikasyon yontemi ile dondurulmus spermanin
canlili1 zayif veya tamamen kaybolmus olsa bile, ICSI
performanst  sirasinda  spermatozoa  kuyruklar
mikromanipulator ile kirildigindandan dolayt ICSI'nin
basarist i¢in spermatozoanin yapisal biitiinligi kritik
bir 6neme sahip degildir. Bu nedenle, kii¢iik ruminant
spermasinin vitrifikasyonu ile ilgili ¢alismalar halen
anlam tagtmaktadir. Vitrifikasyondan sonra en iyi
sperma  kalitesini elde etmek amaciyla sperma
vitrifikasyonu i¢in en iyi kriyopektan maddeyi ve
vitrifikasyon =~ metodunun  uygun  yOnetimini
aydinlatmak icin daha ileri calismalar yapilmalidir.
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