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Ozet

DNA hasarinin belirlenebilmesi, sperma saklama yontemlerinin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir. Biz ¢aligmamizda farkli liyofilizasyon me-
dyumlari kullanilarak saklanan sperm hiicrelerinin DNA biitiinligiiniin degerlendirilmesinde akridin oranj (AO) ve therminal deoxynucle-
otidyl transferase-medited dUDP nick and labelling (TUNEL) floresan boyama yontemlerini kullandik. Koglardan alinan sperma dort gruba
boliindii ve her bir grup: I) %10 fotal buzag serumu (FCS) igeren TCM 199 soliisyonu IT) %10 FCS ve 0,2 mol/L trehaloz igeren TCM 199
soliisyonu III) 50 mmol/L NaCl ve EGTA [Ethylen glycol-bis (f-aminoethyl ether)-N, N, N, N,-tetraacetic acid] 10 mmol/L Tris soliisyonu
ve IV) %20 yumurta sarisi ve %7 gliserol iceren Tris bazli soliisyonlardan biri ile konsantrasyonu 10 x 10° spermatozoa/100 uL olacak sekilde
sulandirildi.

Taze alinan spermada DNA fragmentasyon oran: AO ve TUNEL yontemlerinde sirastyla %2,0 £1,2 ve %3,8+3,7 olarak tespit edildi (P>0.05).
AO ve TUNEL yo6ntemiyle degerlendirilen liyofilizasyon sonrast DNA biitiinliigiine sahip spermatozoa oranlarinm, sulandiric: farklihgia
gore etkilenmedigi tespit edildi (P>0.05). Ayni sekilde her iki boyama yontemi karsilastirildiginda, liyofilizasyon sonrasi elde edilen DNA
bitiinliiginiin degerlendirilmesinde AO ve TUNEL sonuglarinin istatistiksel olarak farkli olmadig: belirlendi (P>0.05).

Calismamizin sonuglary; sulandirict gruplaridan her birinin kog spermasinin liyofilizasyonu i¢in uygun oldugunu ve her iki boyama y6n-
teminin de tercih edilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: kog spermas, liyofilizasyon, DNA biitiinligi, tunel, akridin oranj

Abstract
Effect of Freeze-Drying Extenders on Ram Sperm DNA Integrity
The ability to detect nuclear damage is an important tool for the development of sperm preservation methods. We used the acridine orange

(AO) and the therminal deoxynucleotidyl transferase-medited dUDP nick and labelling (TUNEL) assay to evaluation of DNA status of
sperm cells preserved with different lyophilization media. Collected ram semen were divided into four groups and diluted to a 10x10° sper-
matozoa/100uL with one of the extender: I) TCM 199 contained 10% fetal calf serum (FCS), IT) TCM 199 contained 10% FCS and 0,2 mol/L
trehaloz, IIT) 10 mmol/L Tris contained 50 mmol/L NaCl and EGTA [Ethylen glycol-bis (B-aminoethyl ether)-N, N, N, N,-tetraacetic acid]
and IV) Tris based semen extender contained 20% egg yolk and 7% glycerol and then diluted semen were lyophilized.

Freshly collected semen DNA fragmentation rate was 2,0% *1,2 and 3,8%+3,7 obtained by AO and TUNEL assay, respectively (P>0.05). The
DNA integrity of rehydrated spermatozoa as determined by AO and TUNEL assays were not affected by freeze-drying extender (P>0.05).
Similar results were obtained by AO and TUNEL assays after rehydration (P>0.05).

The results of this study showed that each of the diluent groups is suitable for lyophilization of ram semen and that both staining methods
can be preferred.

Keywords: ram semen, lyophilization, DNA integrity, tunel, acridine orange
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Giris

Liyofilizasyon islemi biyolojik materyallerin dondurulup,
diisiik basing altinda buzun siiblimasyonu ile su miktarinin
herhangi bir metabolik reaksiyonu desteklemeyecek seviy-
eye kadar azaltilmasi islemidir.! Spermanin liyofilize edil-
erek saklama yontemi, sivi azot ikmalini gerektirmeme-
si, saklanan materyalin transportunu kolaylastirmasinin
yaninda depolama agisindan kolaylik ve alan tasarrufu
saglar. Liyofilize edilen sperma oda sicakliginda ve 4°C’ta
saklanarak transportunun yapilmasi s6z konusudur.
Giintimiizde si8ur, at, fare, domuz, tavsan ve kog gibi ¢ok
sayida farkli memeliden liyofilize edilmis spermanin in-
tra stoplazmik enjeksiyonu ile embriyo elde edilmistir.*®
Wakayama ve Yanagimachi® farede liyofilize sperma ile ilk
canli yavruyu bildirdikten sonra ilk kez ciftlik hayvanlarin-
da liyofilize sperma ile 2011 yilinda ilk tayin ve 2020 yilin-
da da ilk canl1 disi buzag1 dogumu bildirilmistir.>'°
Liyofilizasyon iglemi esnasinda spermatozoa motilitesini
kaybeder dolayisiyla liyofilize edilmis spermanin in vivo
ve in vitro kosullarda kendi kendine oositi fertilize etme
yetenegi bulunmamaktadir. Genetik yapisi saglam olan
spermatozoonun in vitro olarak (intra stoplazmik sperm
enjeksiyonu) ICSI yontemiyle fertilizasyon amagl kullanil-
mast gerekir.® Bu yiizden liyofilize spermadan canli yavru
elde edebilmek igin mutlaka spermanin genetik yapisinin
korunmus olmasi gerekir.>!!

Liyofilizasyon prosediiriinde sperm DNA hasarina neden
olan ana problemlerden biri yikimlanan sperm plazma
membranindan salinan endojen endoniikleazlarin rolii ve
reaktif oksijen radikalleridir (ROS).'"!* Bu anlamda liyo-
filizasyon islemi i¢in kullanilan sulandiricinin spermay1
koruyucu ozellikte olmasi gerekmektedir. Ozellikle liyo-
filizasyon sulandiricisina katilan EDTA ve glycol tetraacetic
acid (EGTA) gibi selator ajanlarin sperm DNAse’1 inaktive
ederek sperm DNA bitiinliigii {izerinde etkisi oldugu
bilinmektedir.'"'"* Ayrica antioksidan 6zelligi bulunan bazi
katki maddelerinin liyofilize sperm DNA biitiinliigiine
olan etkileri arastirma konusu olmaktadir.'?

Yardimci iireme tekniklerinde liyofilize edilmis spermanin
kullanim etkinligi i¢in sperm DNA yapisinin dogru sekil-
de belirlenmesi 6nemlidir. Sperm kromatin yapis1 ve DNA
yapisinin belirlenmesinde kullanilan bir¢ok yontem bu-
lunmaktadir.™

Bu yontemlerden acridine orange (AO) ve TUNEL (termi-
nal deoxynucleotidyl transferase-medited dUDP nick-end
labeling) en ¢ok kullanilan tekniklerdir. AO boyama yonte-
minde; sperm niiklear DNAsinin akridin oranjin metakro-
matik 6zelligi araciligiyla asitle olusturulan denatiirasyona
dayaniklilig1 olgiiliir. Bu boya DNA'ya monomermis gibi
eklenerek cift zincir DNA ile yesil renk verir ve tek zincir-
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li DNAya veya RNAYya eksitasyon sonrasi kirmizi-turun-
cu 151k yayarak baglanir.” TUNEL yénteminin ozelligi ise
isaretlenmis terminal deosiniikleotit transferaz (TdT) kul-
lanarak, enzimatik olarak katalizlenmis reaksiyon aracilig
ile tek ve cift zincir DNA kiriklarindaki DNA prekiirsorler-
inin (dUTP: deosiiiridin trifosfat) gosterilmesidir. Bu zincir
kirik sayisini arttirarak floresan edilmis dUTP ile DNAnin
3 *-OH ucunu birlestirir.'s

Bu ¢aligmanin amaci farkli sulandiricilarin liyofilize edilen
ko¢ sperm genetik yapisi {izerine etkisinin degerlendir-
ilmesi ve ayn1 zamanda DNA biitiinliigiiniin degerlendir-
ilmesinde kulanilan AO ve TUNEL boyama yontemlerinin
karsilagtirilmasidir.

Materyal ve Metot

Caligmada, Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakdilte-
si Arastirma ve Uygulama Merkezinde ayni bakim ve
besleme kosullarinda barindirilan 3-5 yas araliginda to-
plam 5 bas Kivircik irki kog kullanild: (Etik Kurul No:
No0.2008-5/8).

Spermanin alinmasi

Asim sezonu iginde, her kogtan sperma giin asir1 olmak
tizere elektro-ejakiilatér (Ruakura Ram Probe Plastic
Products, Hamilton, New Zealand) yontemiyle toplam 5
kez alindi.”” Alinan spermalar 30°C’ta su banyosuna ak-
tarildiktan sonra kisa bir siire icerisinde mass aktivite (0-5
skala), motilite (%0-100) ve konsantrasyon (spermatoza/
mL) yoniinden degerlendirildi. Ejakiilatlardan en az 3-5
mass aktivite, %70 motilite ve 2x10° spermatozoa/mL
ozellige sahip olanlar birlestirildi (pooling)."”
Liyofilizasyon soliisyonlar1

Liyofilizasyon amagh sulandiricilarin  hazirlanmasinda
Sigma-Aldrich (St.Louis, USA) marka kimyasallar kul-
lanildi. Pooling yapilan sperma 4 esit hacime boéliinerek
her bir grup: I) %10 fotal buzagi serumu (FCS) igeren TCM
199 soliisyonu (TCM+FCS) II) %10 FCS ve 0,2 mol/L tre-
haloz iceren TCM 199 soliisyonu (TCM+FCS+trehaloz)
II) 50 mmol/L NaCl ve EGTA [Ethylen glycol-bis (f-am-
inoethyl ether)-N, N, N, N,-tetraacetic acid] 10 mmol/L
Tris soliisyonu (Tris+NaCl+EGTA)18 ve IV) %20 yumur-
ta saris1 ve %7 gliserol iceren Tris bazli (Tris+YS+G)17
soliisyonlardan biri ile konsantrasyonu 10x10° spermato-
z0a/100 pL olacak sekilde sulandirildi.

Spermanin liyofilize edilmesi ve liyofilizasyon sonrasi
sulandirilmasi

Sulandirilan sperma gruplarinin, oda 1sinda 30 dakika
bekletilerek sulandiriciya uyumu saglandi. Liyofilizasyon
amagli kullanilan kapakli cam kriyojenik tiiplere 100 pL
sperma konularak sivi azot i¢ine daldirildi. Daha sonra
dondurulan sperma 6n sogutulmus (-40°C) ve 350x10-
3 bar basinca ayarlanmis liyofilizatére (Labconco, Tri-
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ad, U.SS.) aktarilarak 12-16 saat boyunca liyofilize edildi.
Liyofilize edilmis sperma aliminyum folyo ile sarilarak
buzdolabinda (+4 °Cde) kullanilana kadar saklandi.”®
Liyofilize edilmis sperma o6rnekleri spermatolojik deger-
lendirmede kullanilacagi zaman oda sicakliginda 100 pL
ultra saf su eklenerek sulandirildi. Spermatolojik deger-
lendirmeler i¢in 20 pL sulandirilmis sperma Ornegine
1000 pL PBS ilave edildi ve 2000 rpmde 20 dakika santrifiij
edilerek siipernatant ayrildi. Spermatozoa igeren pellet ise
1000 uL PBS ile tekrar sulandirildi.

Spermatolojik muayeneler:

Liyofilizasyon sonrasi spermatozoonlar 6li oldugu igin
motilite degerlendirmesi yapilmadi.

Spermanin taze ve liyofilizasyon sonras1 DNA biitiin-
ligt, acridine orange (AO) ve therminal deoxynucleotidyl
transferase-medited dUDP nick and labelling (TUNEL)
floresan boyama yontemleri ile belirlendi. Liyofilizasyon
sonrasi her iki boyama yontemiyle, her sulandiric1 grubu-
na ait en az on yedi numunenin degerlendirmesi yapildi.
Acridine-orange (AO) boyama yontemi

Calismamizda sperm DNA biitiinligiinin belirlenme-
sinde kullanilan yontemlerden birisi AO floresan boyama
yontemidir."” Santriftij sonrast PBS ile tekrar sulandirilan
pelletten bir damla alinarak lama froti ¢ekildi ve kuru-
tuldu. Kuruyan frotiler taze olarak hazirlanan Carney’in
soliisyonunda (3/4’ii metanol vel/4’ii glasial asetik asitten
olusmaktadir) bir gece tespit edildi. Tespit sonrast lamlar
bir-iki dakika oda 1sisinda kurutulduktan sonra 3 dakika
AOQ ile boyandi. Boyanan preparatlar zaman gegirilmeksiz-
in floresan mikroskopta degerlendirildi. DNA biitiinligi
olan hiicreler bas bolgesinde yesil renk yansima yaparken,
anormaliteye sahip olan hiicrelerde yesilden kirmiziya gére
degisken yansimalar gozlemlendi. En az 100 adet sperma-
tozoa degerlendirilerek her preparatta kromatin hasari
degerlendirildi."”

Therminal deoxynucleotidyl transferase-medited dUDP
nick and labelling (TUNEL) yontemi

Spermada DNA kiriklarinin tespit edilmesi histokimy-
asal TUNEL metodu ile saptandi. TUNEL boyama
prosediiriinde in Situ Cell Death Detection Kit (Roche Di-
agnostics GmbH, Mannheim, Germany) kullanilarak, Ben-
chaib ve ark’nin' prosediirii temel alindi. Bu amagla 5-10
uL yikanmis sperm 6rnegi PAP-pen ile sinirlandirilmis po-
ly-lizin kapli lamlara damlatilarak, 4°C 1s1da buzdolabinda
1 gece birakildi. Daha sonra iizerindeki fazla siv1 alinarak
frotiler %10 formaldehit igerisinde 20 dakika tespit edilip
3 defa PBSde yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruyan fro-
tiler boyama zamanina kadar 4°C 1s1da saklandi. Boyama
zamaninda frotiler PBS ile 3 defa 15 dakika yikanip oda
1s1sinda 10 dakika Proteinaz K ile muamele edilerek tekrar
PBS ile 2 defa 5 dakika siireyle yikandi. Daha sonra en-
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dojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek amacryla %3 H,O,
(hidrojen peroksit) ile oda 1s1sinda 10 dakika bekletilerek
tekrar PBS ile 2 defa yikandi. Permiabilizasyonu artirmak
amaciyla preparatlara Triton X-100 (%0.1) ilave edilerek 5
dakika buz akiiler tizerinde inkiibe edildi. Pozitif kontrol
amaciyla bazi preparatlara 37°C 1sida 10 dakika DNase
uygulandi. TUNEL uygulanacak preparatlara; enzim 1/3
oraninda diliisyon buffer ile sulandirilarak her 5 pL dilue
edilen enzime 45 pL label ilave edilerek karanlikta 37°C
1s1daki etiivde 1 saat inkiibe edildi. Boyanan preperatlar
PBS ile 2 kez yikandiktan sonra, {izerlerine mounting me-
dium damlatilarak lamel kapatild: ve karanlikta floresan
mikroskopta 100 spermatozoa incelenerek DNA fragmen-
tasyonuna sahip spermatozoa orani (%) belirlendi."”
Istatistiksel Analiz

Sonuglar SPSS (Windows igin SPSS 23.0; SPSS, Chicago,
IL, ABD) kullanilarak analiz edildi. Liyofilizasyon amagh
kullanilan doért farkli sulandiricinin, iki farkli yontemle
tespit edilen sperm DNA biitiinliigii tizerine etkisi tek yon-
lii varyans analizi (ANOVA) ile tespit edildi. P <0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli1 kabul edildi.

Bulgular

Spermanin taze ve liyofilizasyon sonrast DNA hasari, acri-

dine orange (AO) ve therminal deoxynucleotidyl transfer-
ase-medited dUDP nick and labelling (TUNEL) floresan
boyama yontemleri ile belirlendi (ekil 1 ve 2).

Sekil 1. Kog spermasinin acridin orange ile boyama sonrasi goriintiisti

Sar1 okla gosterilen spermatozoonun DNA biitiinliigii s6z konusu iken,
beyaz okla gosterilen sar1 ve kirmizi renk araliginda gézlemlenen sper-

matozoon DNA hasarina sahiptir.

Taze spermada AO ve TUNEL yontemleri ile tespit edilen
DNA hasar1 oranlar1 sirasiyla; %2,0+1,2 ve %3,8+3,7dir.
Boyama yontemleri karsilastirildiginda, taze spermada
AO ve TUNEL yéntemleri arasinda DNA hasar1 yoniinden
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Sekil 2. Kog spermasinin Therminal deoxynucleotidyl transferase-med-

ited dUDP nick and labelling (TUNEL) ile boyama sonrasi goriintiisit

Bakilan mikroskop sahasinda yesil renk florasan veren tiim spermato-

zoonlarda DNA hasar1 bulunmaktadar.

istatistiksel bir fark tespit edilmedi (P>0.05). Calismada liy-
ofilizasyon sonras1 AO ve TUNEL yontemi ile tespit edilen
sperm DNA biitiinliigiiniin taze spermaya gore olumsuz
yonde etkilendigi gzlemlendi.

Farkli sulandiricilarla liyofilize edilen kog spermasinin AO
ve TUNEL floresan boyama yontemleri ile tespit edilen
DNA fragmentasyonuna sahip spermatozoa orani Tablo

1'de sunulmustur.

Tablo 1. Farkli sulandiricilarla liyofilize edilen kog spermasinda DNA
hasarinin acridine orange (AO) ve therminal deoxynucleotidyl trans-

ferase-medited dUDP nick and labelling (TUNEL) yontemleri ile

kargilagtirilmasi.

Boyama Grup n DNA fragmentasyon orani (%)

TCM+FCS 22 5,2+0,5*

AO TCM+FCS+trehaloz 24 5,0+0,5%

TristNaCHEGTA 21 6,1+0,6°

Tris+tYS+G 23 6,5+0,7%

TCM+FCS 17 8,8+1,4°

TCM+FCS+trehaloz 18 9,0=1,22

TUNEL

TristNaCHEGTA 18 8,1+1,4*

Tris+YS+G 10,7+2,42

a Ortak karakter tasiyan gruplar aras: istatistiksel fark bulunmamak-

tadir (P>0.05).

AO ve TUNEL yontemiyle degerlendirilen liyofilizasyon
sonrast DNA biitiinliigiine sahip spermatozoa oran-
larinin, sulandirici farkliigina gore etkilenmedigi tespit
edildi (P>0.05).
karsilastirildiginda, liyofilizasyon sonrasi elde edilen
DNA biitiinliigiintin degerlendirilmesinde AO ve TUNEL

Ayni sekilde her iki boyama yontemi
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sonuglarinin istatistiksel olarak farkli olmadig1 belirlendi
(P>0.05).

Tartisma ve Sonug

Dondurarak ya da liyofilize ederek spermanin saklama
prosediirlerinin her ikiside spermatozoa tizerinde farkli
olumsuz etkileri bulunmaktadir. Spermanin liyofilize
edilmesi esnasinda membran yapis1 zarar gorerek sper-
matozoon motilitesini kaybetmekte ve dolayisiyla yalnizca
in vitro olarak ICSI yontemiyle embriyonik gelisim elde
edilebilmektedir. Dondurarak saklama yonteminde ise,
dondurma prosediiriiniin sperm plazma membrani {ize-
rindeki mekanik stresi ve asir1 ROS tiretimine bagl olarak
spermanin genetik materyali negatif yonde etkilenerek
sperm DNA fragmantasyon orani artmaktadir.”**' Liyo-
filizasyon prosediirii spermanin saklanmasinda alternatif
bir yontem olarak kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, farkl
sulandiricilarla liyofilize edilen kog¢ spermasinda DNA
hasarini belirlemek amaciyla AO ve TUNEL boyama yon-
temlerinin karsilastirilmasi yapildi.

Taze alinan ko¢ spermasinda AO (%2,0 £1,2) ve TUNEL
(%3,8+3,7) yontemleri ile tespit edilen DNA hasar oran-
larinin distik oldugu belirlendi. Calismamizda taze sper-
mada elde edilen sperm DNA hasarinin, Nur ve ark."” ve
Ustiiner ve ark.® ile uyum sagladig fakat Algay ve ark’nin?
sonuglarindan daha diisitk oldugu gozlemlendi. TUNEL
metodu ile belirlenen DNA hasar oranlarinin ¢aligma-
lar arasinda farkli ¢ikmasinin sebebi; sperma alinan bi-
reyin taze sperm DNA fragmentasyon oraninin bireysel
farkliliginin olmasi bazen de ayni1 bireyin farkl ejakiilatlar:
arasinda bu oranlarin degiskenlik gostermesidir.”

Her iki boyama yonteminde sperm DNA biitiinltigiinii ko-
ruyucu Ozellikleri bakimindan liyofilizasyonda kullanilan
farkli sulandiricilarin karsilastirilmasinda istatistiksel bir
farkin olmadig1 gozlemlendi (P>0.05). Martins ve ark.'®
boga spermasini farkli sulandiricilarla liyofilize ettikleri
calismada, EGTA sulandiricisinin spermayr DNA biitiin-
ligti bakimindan diger sulandiricilara gore daha distiin
korudugunu fakat sulandirici gruplar: arasinda istatistik-
sel farkin olmadigini bildirmistir. Caligmamizda da EGTA
sulandiricist istatistiksel olarak farkli olmasa da ozellikle
TUNEL boyama prosediiriinde diger sulandiricilara gore
sperm DNA biitiinligiinii daha iyi korudugu belirlendi
(P>0.05). Kaneko ve Nakagata® liyofilizasyon soliisyonuna
kiigitk miktarlarda selator ajanlarin ilavesinin (EDTA ve
EGTA) liyofilizasyon prosesi boyunca fare spermasinin
DNA hasarmmi azalttigini, ozellikle EGTAnin daha et-
kin oldugunu bildirmistir. Buna karsilik, Nakai ve ark.*
domuz spermasinin liyofilizasyonunda EDTA ve EGTA'nin
endoniikleaz aktiviteyi 6nlemede ayni oranda etkili old-
ugunu belirtmistir. Aygir ve képek spermasinda yapilan
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caligmalarda ise liyofilizasyon soliisyonuna eklenen EG-
TAnin DNAYy1 koruyucu etkisinin EDTAdan daha yiiksek
oldugu bildirilmistir.'>*

Olaciregui ve Gil'* képek spermasinin liyofilizasyonunda,
trehaloz ilave edilmis olan sulandiricinin sperm genetik
yapisini trehalozsuz sulandiriciya gore daha iyi korudugunu
tespit etmistir. Trehalozun, uzun siireli saklama boyunca
liyofilize edilmis lipid/DNA kompleksini koruyamadig126
ve trehalozun tek basina liyofilizasyon prosediiriinde yeter-
li olmadig: tespit edilmistir.”” Caliymamizda liyofilizasyon
sulandiricilart arasinda sperm DNA biitiinliigiinii koru-
ma yoniinden istatistiksel olarak fark tespit edilmemesi
(P>0.05), belirtilen ¢alismalarda ki tiir farklihigindan kay-
naklanabilir.

Ayni sekilde her iki boyama yontemi karsilastirildigin-
da, liyofilizasyon sonrasi elde edilen DNA biitiinliigiiniin
degerlendirilmesinde AO ve TUNEL sonuglarinin istatis-
tiksel olarak farkli olmadig: belirlendi (P>0.05). Martins
ve ark.'® farkli sulandiricilarla liyofilize ettikleri boga sper-
masinda TUNEL yontemi ile tespit edilen DNA biitiinliik
oraninin in vitro fertilizasyon sonuglari ile pozitif iliskili
oldugunu fakat ayn1 korelasyonu AO boyama yonteminde
saptayamadiklarini bildirmistir. Duran ve ark.”® ve Even-
son ve ark.” AO boyama yonteminde floresanin hizl1 bir
sekilde solmasi ve preparatin heterojen olarak boyan-
masinin, sonuglarin degerlendirilmesi ve yorumlanmasin-
da problem teskil ettigini bildirmistir. Calismamizda AO ve
TUNEL boyama gruplari arasinda istatiksel bir fark tespit
edilmemesine ragmen TUNEL yo6nteminde liyofilizasyon
sonrast farklt sulandirici gruplarinda elde edilen DNA
fragmentasyon oranmin daha yiiksek olmas;; TUNEL
boyama yonteminin belirtilen nedenlere baglh olarak daha
hassas olabilecegini diistindiirmektedir.

Liyofilizasyon spermanin saklanmasi hususunda 6nem-
li modern biyoteknolojik bir yontemdir. Liyofilizasyon
prosediiriinde kullanilan sulandiricinin kompozisyonu,
spermanin saklanmasi ve bu spermalarla elde edilen fer-
tilizasyon sonuglarin bagarili olmasi i¢in gerekli olan temel
faktorlerden biridir. Sonug olarak; ¢alismamizin farkli su-
landiric1 gruplariyla liyofilize edilen kog spermasinin AO
ve TUNEL boyama yontemleriyle belirlenen DNA frag-
mantasyon oranlarinda istatistiksel bir fark tespit edilme-
mesi, sulandirici gruplarindan her birinin kog spermasinin
liyofilizasyonu i¢in uygun oldugunu ve her iki boyama
yonteminin de tercih edilebilecegini gostermektedir.

Tesekkiir
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