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KOC SPERMASININ DEGISIK SULANDIRICILARDA DONDURULMASI VE IN-
VITRO DEGERLENDIRME YONTEMLERI UZERINDE ARASTIRMALAR.

Necmettin Tekin Anne-Rose Giinzel?

Untersuchungen iiber die Tiefgerierung von Schafsperma mit verschiedenen Verdiinner und
in-vitro Beurteilungsverfahren

Zusammenfassung: n zwei Versuchsreihen wurde Sperma von drei
Bocken der Rasse Deutsches Merinofleischschaf im Split-Sample-Ver-
fahren unter Anwendung verschiedener Verdiinner eingefroren und sowohl
wéhrend des verurbeitungsprozessen als auch nach dem Auftauen im
Labor untersucht. Split sample-1 wurde mit Tris-und Test-Magermilch
(TesT-M )-Verdiinner, Split Sample-2 mit TesT-M-Verdiinner sowie
unter Zusatz von Orvus-Es-Paste (TesT-M | OEP) verarbeitet.

Als Beurteilungsparemeter wurden innerhalb der Laboruntersu-
chungen die Prozentsdtze vorwdrtsbewelicher Samenzellen und normaler
Akrosome im Frischsamen, nach Verdiinnug, Anpassung und Resuspen-
sion und nach dem Auftauen im vierstiindigen Thermoresistenztest sowie
im Sephadex-Filtertest herangezogen.

In Split Sample-1 war nach Anpassung und Resuspension in den
mit TestT-M verdiinnten Proben der Anteil an vorwartsbeweglichen sa-
menzellen héher als in den mit Tris verdiinnten Vergleichschargen. Da-
gegen waren in Prozentsatz normaler Akrosome keine Differenzen er-
kennbar. Der Zusatz von OEP zum TesT-M-Verdiinner ( Split Sample-2)
erwies sich als giinstig sowohl in bezug auf die Bewegungsaktivitat als
auch auf die Kopfkappenintegritat der Samenzellen.
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sindaki isbirligi ercevesinde yiiriitilmistiir. Anfertigt im Rahmen der Universitatspart-
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und der Tierarztlichen Hochschule Hannover. Gefordert durch Mittel des BMZ: GTZ-
Projekt Nr. 852170. 0-01.109.

2 Yrd.Dog.Dr., A.U. Veteriner Fakiiltesi, Reprodiiksiyon ve Sun’i Tohumiama
Bilim Dali, Ankara.

3 Dr., Klinik fiir Andrologie und Besamung der Hausticre der Tierarztlichen Hoch-
schule Hannover.
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Nach dem Auftauen und im Verlauf des Thermoresistenztestes zeig-
fen sich in den Proben von split Sample-1 (Tris und TesT-M ) fiir beide
Untersuchungskriterien geringe Unterschiede. Demgegeniiber war in
Split Sample-2 (TesT-M und TesT-M | OEP) im gesamten Thermore-
sistenztest ein Schutzeffekt der OEP auf die Spermienakrosome fests-
rellbar.

Die Ergenbnisse des Sephadex-Filtertests hatten dhnliche Tenden-
zen. Hinsichtlich des Prozentsatzes filtrierter Samenzellen waren die
besten Resultate fiir die mit Tris-und TesT-M | OEP verdiinnten Proben
zu verzeichnen. Die gefilterten Samenzellen waren zu einem hohen Pro-
zentsatz durch morphologisch intakte Akrosome charakterisiert.

Ozet: Alman et¢i merinos ki ii¢ kogtan alman spermalar cegitli
sulandwricilar kullamlarak iki seri halinde split ejakiilatlar bigiminde
dondurulmug, dondurma evrelerinde ve ¢oziimden sonra laboratuvarda
degerlendirilmistir. Birinci seride Tris ve TesT-M (split sample-1),
ikinci seride ise TesT-M ve TesT-M / OEP (split sample-2) sulandirici-
lart kullanilmugtir,

Degerlendirme kriterleri olarak ele alinan motilite ve normal akro-
som (9,) oranlari taze (nativ) spermada, 1. sulandirmadan, ahsimdan
ve 2. sulandirmadan sonra; ¢oziimden sonra ise, 4 saatlik termoresistenz
ve Sephadex filtre testleriyle saptannugtir.

Birinci seride, TesT-M sulandwicisi iginde alisimdan ve 2. sulandir-
madan sonra saptanan motilite degerleri Tris sulandiricisindan daha
yiiksek olmus, buna karsilik normal akrosomlu spermatozoa oranlar:
arasinda herhangi bir fark bulunmamugstir. Ikinci seride ise, TesT-M |
OEP sulandiricisi iginde saptanan hem motilite, hem de normal akrosom
degerleri belirgin bir iistinlik gistermiglerdir.

Coziimden hemen sonra ve termoresistenz test uygulamasinda Tris
ve TesT-M sulandiricilarinda saptanan degerlendirme kriterleri bir-
birlerinden ¢ok az farkli degerlerde olmugtur. Ancak, ikinci seride
(TesT-M ve Test-M | OEP ) sulandiriciya katilan O EP nin spermatozoa-
larin ozellikle akrosomlary iizerinde koruyucu etkisi gozlenmistir.

Sephadex filtre testi ile de benzer sonuglar elde edilmis olup, filtre
olan spermatozoa (%) orani bakimindan Tris ve TestT-M | OEP sulan-
diricilart daha iyi sonug vermistir. Siiziintiide saptanan spermatozoonlar
ise, biiyiik oranda normal akrosomlu yapilariyla karekterize olmugtur.
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Giris

Giliniimiizde bir¢ok evcil hayvanin spermalarinin dondurulmasi
ve dondurulmus spermayla elde edilen dolverimi memmunluk verici
diizeye erismis bulunmaktadir. Bir kag hayvan tiiriinde ise heniiz bu so-
nuglara erisilememistir. Uriinleri nedeniyle ekonomik &nemi biiyiik
olan koyun, bunlar arasinda yer alir. Ancak, kog spermasinin basariyla
dondurulmas: igin yapilan arastirmalar, saglayacagi biiyiik yararlar
nedeniyle yogunlugunu ve giincelligini korumaktadir.

Taze (nativ) spermayla basarili ve yaygin koyun tohumlama uy-
gulamast yaninda, donmus spermayla heniiz basarili olunamamasi,
arastiricilan spermanin dondurulmasinda etkili olabilecek faktorleri
arastirmaya yonlendirmistir. Ozellikle, spermanin sulandinimasinda
kullanilan sollisyonlar ve donma igleminde zorunlu olarak bulunmasi
gereken kimi maddeler ile ¢6ziim sonras: degerlendirme yontemleri ya-
pilan arastrmalarda on siralart almaktadir.

- Kog spermasini ilk defa dondurmay: deneyen Emmens ve Black-
shaw (6), 1950 yihinda yaptiklar ¢aligmalarinda, sodyum sitrat sulandi-
ricistyla gesitli seker ve alkol bilesiklerini denemislerdir. Arastiricilar,
—79 °C de ampulde dondurduklar1 kog spermalarinda en iyi moliti-
teyi, sulandirictya % 7.5-10 Gliserin ve 9 12.5 Arabinoz, Ramnoz
veya Ksiloz katmakld elde ettiklerini bildirmislerdir. Benzer sonucu
elde eden Markovic da (17), sulandirict olarak siit-yumurta sarisi,
slittozu ve yumurta sarisi-sitrat-fosfat gibi sulandiricilar kullanarak
dondurdugu kog spermalarinda ¢dziim sonrasinda %, 60-70 motilite
saptadigini, sulandiriciya ilave edilen Glukoz ve Arabinoz’un motili-
teyi artirdigini soylemistir.

Daha sonraki yillarda yapilan ¢ok sayida aragtirmadan elde edi-
len sonuclar da normal délverimi elde etmekten uzak ve ¢ok degisken
olmustur. Bu durum arastiricilani gahgmalarinda in-vivo oldugu ka-
dar in-vitro degerlendirme yontemlerini kullanmaya yoneltmistir. Ozel-
likle, ¢oziim sonrasi degerlendirmelerde, spermatolojik Ozelliklerden
motilite (21) ve akrosom morfolojisi (1,3,18) dolleme (fecondation)
sirasindaki onemleri nedeniyle tzerinde en ¢ok durulan konular ol-
mustur.

Nitekim Dimitropoulos (5), ¢6ziim sonrasinda ve + 38 °C lik
termoresistenz test siiresince saptadig:s spermatozoa motilitesi ile sper-
matozoon’larin délleme giigleri arasinda ¢ok yakin iliski bulundugunu
bildirmistir. Jones ve Martin (13) ise, kog spermasinin dondurulmasin-
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da gesitli sulandiricilar denemis ve laktoz sulandiricisiyla dondurulan-
larda spermatozoa motilitesinin daha iyi oldugunu sdylemistir. Light-
foot ve Salamon’da (16), Pellet metoduyla dondurduklar1 kog sperma-
stnun ¢oziimiinde kullandiklart sodyum sitrat ve sodyum sitrat-Glukoz
sulandiricilarint ¢oziimden sonra ve termoresistenz test (+ 37 °C)
uygulamasiyla degerlendirmislerdir. Arastiricilar, sulandirici sirasiyla,
motiliteyi ¢dzlimden sonra %, 41.5 ve 43.3, 2. saatte 9 32.6 ve 39.5,
4. saatte de 9, 19.9 ve 29.4 olarak bulmugslardir. Colas (4) adli aras-
tiricida, yine kog spermasii laktoz sulandiricisi kullanarak payetler-
de dondurmus, ¢éziimden sonra tekrar sulandirmis ve in-vitro olarak
-+ 37 °C de 3 saat siireyle degerlendirmistir. Arastirici, ¢6ziim sonra-
sinda 9 46.7, 1. saatte 9 36.8 ve 3. saatte de %, 18.3’liik motilite
saptamigtir.

Healey (11) adli arastirici, kog ve boga spermalarinin ¢oziim
sonrasinda ince yapilarini incelemis ve boga spermasinda ¢ok az oranda
akrosom bozukluguna rastladigi halde, kog spermasinda bu oranin gok
daha biiyiik oldugunu soylemistir. Yine kog¢ ve boga spermalarim’
¢oziimden sonra in-vitro olarak akrosom yapilari yoniiyle karsilastiran
Watson ve Martin (24) ise, kog spermasinda yalnizca 9/ 11.3 oraninda,
boga spermasinda da 9 28.7 oraminda normal akrosomlu spermato-
zoa'ya rastlamislardir. Tasseron, Amir ve Schindler (23) de, donmus
ko¢ spermasimi ¢oziimden sonra 151k ve elektron mikroskoplarinda
akrosom morfolojisi i¢in degerlendirmigler ve 1stk mikroskobunda
% 40 oraminda, elektron mikroskobunda ise %, 70 oraninda bozuk ak-
rosomlu hiicreye rastlamislardir. Kog¢ spermalanini Tris sulandiricist
kullanarak minitiibte donduran Newes (19), + 70°C de ¢6zdiigii sper-
malar: in-vitro olarak degerlendirmistir. Arastirict, -+ 37°C de tuttugu
spermalarda ¢oziimden hemen sonra, 2. ve 4. saatlerde olmak iizere
motilite ve akrosom degerlerini % 55.0 ve 47.88, % 31.92 ve 17.32,
% 10.92 ve 10.72 bulmustur.

Graham ve ark. (10), Sephadex G-15 partikiilleri kullanarak kog
spermalarini filtre etmisler ve filtreden yalmzca canli olan spermato-
zoonlarm gegtigini saptamislardir. Daha sonra bu ydntem iizerinde ca-
lisan Graham, Schmehl ve Evensen (8) ise, Sephadex partikiillerinden
olusan filtreden normal form gosteren ve canli olan spermatozoon’
larin gegtigini sdylemislerdir. Ote yandan kimi arastiricilarda boga
(9), domuz (7) ve kog (12) spermalarini Sephadex filtre testi ile deger-
lendirmisler, tohumlama ve Sephadex filtre testi sonuglari arasinda
yakin iligki bulmuslardir.




KOC SPERMASININ DONDURULMASI. .. 385

Heuer (12), manda spermasint dondurmak igin kullandigi alt
degisik sulandiriciyr Sephadex filtre testi ile in-vitro olarak kargilagtir-
mustir. Heuer, ¢alismasinda, siiziintiide rastladigi en yiiksek sperma-
tozoon oranmt (% 28.6-33.5) siit igeren sulandiricilarda, en iyi moti-
liteyi (% 56-48) ise Tris ve TesT-M sulandiricilarinda bulmustur.
Arastirici ayrica filtreden gegen spermatozoonlarin 9, 94.7 sinin normal
akrosomlu oldugunu ve tohumlama sonuglariyla, filtre testi sonuglari
arasinda yakin iligkide saptamistir. Buna karsihk Landa, Almquist ve
Amann (15) adh arastiricilar en iyi Sephadex filtre testi sonuglarint
siit iceren sulandiricilarda degilde, Tris ve TesT-M sulandincianyla
saptadiklarim bildirmislerdir.

Bu calismada, kog spermalari split ejakiilatlar bigiminde gesitli
sulandiricilarla minitiiblerde dondurulmusg, kullamlan sperma sulan-
dirticilarimin in-vitro degerlendirme yontemleriyle kog¢ spermasinin
dondurulmasinda kullanilabilirlikleri arastirnlmagtir.

Materyal ve Metot

Bu galismada, ii¢ Alman et¢i merinos kogtan alinan spermalar
kullalmustir. Spermalar, koglardan giin asiri araliklarla sun’i vajen
yontemiyle alinmistir. Her defasinda arka, arkaya iki kez sperma
alinmis ve ayni kogun spermalar: karistirilarak split sample yontemiyle
degerlendirilmistir.

Her seri igin, koglardan alinan toplam 3x22 ¢ift ejakiilatta sperma-
tolojik ozellikler saptanmis (19); calisma siiresince degerlendirme
kriterleri olarak ele alinan spermatozoa motilitesi (%) ve normal akro-
som yapisi (%) (14) ise, taze (nativ) spermada ve dondurma evreleri
olan ilk sulandirma, ahsim ve ikinci sulandirma sonunda bulunmustur.
Ayrica, ayni kriterler ¢ozim sonrasinda termoresistenz ve Sephadex
filtre testleriyle de in-vitro olarak degerlendirilmigtir.

Spermamin dondurulimasi: Koglardan alinan ejakilatlar iki seri
halinde split sample ydntemiyle dondurulmustur. Birinci seride Tris
(2,19) ve TesT-M (12) (Split sample-1), ikinci seride ise TesT-M ve
Test-M / OEP (0.5 cm?> OEP + 100 cm?® Test-M) (Split sample-2)
sulandiricilan kullandnugtir.

Her kogtan abnan gift ejakilatlardan herbiri degerlendirildikten
sonra iki esit pargaya boliinmiis ve her seri icin denenen sulandiricilarla
9 misli sulandinlmistir. Ayn sulandiricilarla sulandirilmig sperma yari-
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lar1 tekrar birlestirilmis (1. sulandirma) ve - 5§ °C de 2.5 saat tutul-
mustur (Ahsim). Ahsim siresi sonunda spermalar 15 dakika 700 Xg
de santrifiij edilmis, ¢okelti ve iist tarafta kalan sivi birbirinden dik-
katlice ayrilarak, spermatozoon igeren kisim tekrar aynt sulandiricr ile
iki misli sulandinlmistir (2. sulandirma). Bu islemler sonunda sperma-
lar minitiiblere (22) doldurulmus ve sivi azot buharinda (—120 °C)
dondurulmustur.

Termoresistenz test: Spermatozoon’larin in-vitro yasamdaki mo-
tilite ve akrosom yapilari 4 saat siireyle incelenmistir. Bu amagla split
sample yontemiyle minitiiblerde dondurulan spermalar -+ 70 °C/8
saniyede ¢oziilmisler ve + 38 °C lik bir su banyosunda tutulmuglar-
dir. Céziimden hemen sonra, 2. ve 4. saatlerde olmak iizere her iki se-
riden ejakiilatlar i¢in yukarida aciklanan kriterler degerlendirilmistir.

Sephadex filtre testi: Sephadex siispansiyonu, 20 gr. Sephadex
G-151in 100 ml 9; 3 lik sodyum sitrat solusyonu i¢inde oda 1sisinda
3 saat bekletilmesiyle hazirlanmistir. icine az miktarda cam ylnu ile
tikag yapilarak hazirlanan 2.5 cm? liik plastik enjektorlere, dnceden
hazirlanan Sephadex siispansiyonunun homojen karisimindan 0.6 cm3
bosaltilmigtir. Sephadex partikiillerinin diizgiin bir siitun olusturmasi
igin, ayrica 3 cm? sodyum sitrat (% 3) ilave edilerek stiziiimistiir. Da-
ha sonra 0.05 ve 0.1 cm? spermalar otomotik pipetlerle bu Sephadex
sUtunu dzerine konmus ve hemen 2.5 cm? sodyum sitrat (% 3) ilave
edilerek siizme islemi (filtration) yapilmistir (12).

Her seriden ejakilatlarin siiziilme islemleri sonunda, siiziintiide
ve kontrol kisminda spermatozoon sayisi, motilite ve normal akrosom
degerleri split sample yontemine uygun olarak hesaplanmustir.

Arastirmada elde edilen bulgular t testi, varianz analizi ve Tukey
testi ile karsilastirilmistir (20).

Bulgular

Calismada kullanilan ejakiilatlarda saptanan motilite (%) ve
normal akrosom (%) degerlerinin nativ ve sulandinilmis spermalar-
daki ortalamalart Tablo 1 ve 2 de verilmistir. Tablo | den izlenecegi
gibi, birinci seride kullanilan ejakiilatlarda baslangigta (nativ) 9 82.23
olan ortalama motilite, bu seride kullanilan Tris ve TesT-M sulandrri-
cilari igin 1. sulandirmadan sonra % 78.56 ve 79.77, alisimdan sonra
7 76.06 ve 77.81 (P < 0.05), 2. sulandirmadan sonra isc % 74.31
ve 76.75 (P < 0.01) olmustur. Ayni spermalarda saptanan normal
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akrosom yapisma sahip spermatozoa (%) ortalamalan ise nativ sper-
mada % 96.47, alisimdan sonra % 90.32 ve 90.32 ve 90.56, 2. sulan-
dirma sonrasinda da %, 88.75 ve 89.15 bulunmustur.

Tablo 1. Nativ ve sulandirilmis (Tris ve Test-M) spermada saptanan
motilite ve normal akrosom degerleri (Split Sample-1).

Sulandinlmis sperma

1. Sulandirmadan Alsimdan 2. Sulandirmadan
Nativ sonra sonra soura

sperma | Tris ‘Tcst-M Tris | Test-M | Tris Test-M

’ Motilite X 82.23 | 78.56 | 79.77 | 76.06 | 77.81+ | 74.31 76.75%+
4.54

(%) =£S 4.37 3.79 3.66 4.34 4.19 4.34
Normal

akrosom X | 96.47 - l — 90.32 | 90.56 |88.75 | 89.15
(%) S 1.56 - — 3.83 4.13 3.93 3.48
n-—66 —=P«<005 +i = P < 0.0l

ikinci seride kullanilan ejakiilatlarda saptanan ortalama 9, 82.29
luk motilite degeri, TesT-M ve TesT-M /OEP soliisyonlariyla sulan-
dirildiktan sonra 1. sulandirma, ahstim ve 2. sulandirma evreleri so-
nunda % 78.40 ve 78.56, 77.80 ve 79.16, 76.21 ve 78.03 (P<< 0.05)
olmustur. Bu seri ejakiilatlarinda 9, 95.30 olarak bulunan normal ak-
rosomlu spermatozoa oranlar; ortalamalari ise TesT-M ve TesT-M /OEP
sulandiricilant icin alistm ve 2. sulandirma sonrasinda 9, 90.95 ve
92.96 (P < 0.01), 90.20 ve 92.66 (P < 0.001) bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 2. Nativ ve sulandinlmis (Test-M ve Test-M / OEP) spermada
saptanan motilite ve normal akrosom degerleri (Split Sample-2).

Sulandirilmis sperma

1. Sulandirmadan Alisimdan 2. Sulandirmadan

Nativ sonra sonra sonra
sperma | Test-M | Test-M | Test-M | Test-M | Test-M Test-M
OEP OEP OEP

Motilite X §2.29 | 78.40 | 78.56 | 77.80 | 79.16 | 76.21 |78.03"

(%)
E 3.98 4.03 4.27 4.30 4.68 3.82 | 4.63

Normal X 95.30 — — 90.95 92.96%% 90.20 [92.66%++
akrosom
%) /

+S 1.59 — — 2.98 2.38 3.37 2.13

n=66 +=P<005 -++ =P <00l +++ =P <0.001
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Her iki seride dondurulan spermalarla termoresistenz test uygu-
lamalan siiresince, ¢6ziimden hemen sonra, 2. ve 4. saatlerde saptanan
motilite (%) ve normal akrosom (%) ortalama degerleri Tablo 3 ve 4
de gosterilmistir. Tablo 3’de gériildiigi gibi, Tris ve TesT-M sulandi-
nicilar ile dondurulan spermalarda (split sample-1) ¢6ziimden hemen
sonra sulandirici sirastyle 9 54.83 ve 55.00 olan ortalama motilite,
4 saat sonra ; 27.16 ve 10.72 (P < 0.05) olmustur. Aym spermalar-
da normal akrosom (%) ortalamasi ise, ¢dziim sonrast % 77.56 ve

7 Q

77.13 iken, 4. saatte 9, 55.26 ve 54.61 bulunmustur.

Tablo 3. Tris ve Test-M sulandiricrlariyla doldurulan kog spermalarinin termoresistenz
test (+ 38 "C) siiresince motilite ve normal akrosom degerleri.

Motilite Normal akrosom
Degerlen- (%) (%)
dirm
2amam Tris Test-M Tris Test-M
(saat) R | i8S X I +S X l +S X | +S
0 54.83 7.59 | 55.00 9.28 | 77.56 4.97 77.13 6.50
2 43.66 4.90 [ 41.66 | 12.82 [ 65.85 5.99 63.43 5.82
4 27.16% 10,72 1 19.00 | 13.60 | 55.26 6.64 54.61 8.53
n = 30 + = P < 0.05

TesT-M ve TesT-M/OEP ile dondurulan spermalarda (split
sample-2) ¢Oziimden sonra saptanan ¢, 56.50 ve 58.00 lik motiliie
degerleri 4. saatte 9] 25.83 ve 33.50 olmustur. Normal akrosom de-
gerleri ise, ¢Oziim sonrasinda ¥, 73.95 ve 80.25 (P < 0.001) iken 4.
saatte 9 52.78 ve 62.21 olarak saptanmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Test-M ve Test-M / OEP sulandinicilaniyla dondurulan kog spermalarinin ter-
moresistenz (test (+ 38 °C) siiresince motilite ve normal akrosom degerleri.

Motilite Normal akrosom
Degerlen- (%) (%)
dirme
zamant Test-M Test-M / OEP Test-M , Test-M | OEP
(saat) X +S X +S X I +S X l +S
0 56.50 | 7.08 | 58.00 [ 6.51 | 73.95 | 5.17 |80.25++++| 6.27
2 44.16 | 9.00 { 47.66 | 8.87 [ 62.21 | 6.91 [73.01+++ | 6.02
4 25.83 | 10.67 | 33,50+ 13.90 { 52.78 | 6.89 |62.21*+- | 8.37

n = 30 + =P < 0.05 +++ =P < 0.001
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Birinci ve ikinci seride split ejakiilatlar bi¢iminde dondurulan
spermalarin Sephadex filtration testi ile in-vitro olarak degerlendiril-
meleri Tablo 5,6 ve 7 de gosterilmistir. Tablo 5 ve 6 da split ejakiilat-
larin 0.1 ve 0.05 cm? likk miktarlariyla uygulanan siizme (fi'tration)
islemleri sonunda filtre olan spermatozoa (%) si ile siiziintli ve kont-
rolde olmak iizere motilite (%) ve normal akrosom (%) ortalamalar
verilmistir. Tablo 7°de ise, ayn1 degerlendirmeler yalnizca her iki seride
kullanilan sulandiricilar igin hesaplanarak verilmistir.

Tablo 5. Tris ve Test-M sulandincilariyla dondurulan kog
spermalarinin Sephadex filtre testi sonuglari.

Filtre L
olan Stiziintii Kontrol
Sperma | sperma- Normal Normal
miktar: tozoa Motilite | akrosom | Motilite | akrosom
Sulandirict (cm®) (%) (%) (%) (%) (%)
Tris 0.1 48.88" 56.67¢ 81.54! 54.33™ | 53.00°
0.05 49.92% | 53,67 85.43) 55.00% | 52.36°
Test-M 0.1 42.65° | 52.538 | 73.17% | 51.00° | 50.43¢
0.05 43.85¢ | s51.0™ | 78.03% |[si.000 | 52.73
ab = Onemsiz ef == onemsiz ij — P << 0.01 mn — Onemsiz rs = Onemsiz
ac = P < 0.0l eg = ik =P <00l mo=P <005 rt = "
bd = P < 0.01 fh = j. = P <0.01 np =P < 0.0l su= ”
c¢d = oOnemsiz sh = kl = P < 0.0l op = Onemsiz tu = "

Tablo 6. Test-M ve Test-M/ OEP sulandiricifariyla dondurulan ko¢ spermalarinin
Sephadex filtre testi sonuglari.

Filtre e
olan Sizintid Kontrol
Sperma sperma- Normal Normal
miktari tozoa Motilite | akrosom | Motilite | akrosom
Sulandinct (cm?) (%) (%) (%) (%) (%)
Test-M 0.1 42.274 47.40° 73 .00,i 50.33™ | 54,23"
0.05 38.20° | 47.73f 73.08) 49.00° 55.27s
Test-M / OEP 0.1 51.87¢ 78.008 93.64% | 55.33° 62.93¢
0.05 54.50% | 79.87" | 94.04' | 55.00P | 63.60"
ab = P < 0.01 ef = 6nemsiz ij — Onemsiz mn = Onsmsiz rs = Onemsiz

ac =P < 0.01 eg=P 0.0l ik =P 0.0l
bd =P <0.0t fh=P <0.0l j =P <0.0l

cd = Onemsiz  gh = Onemsiz ki == Snemsiz

mo

=P <00l rt=P<0.01
np =P <0.01 su=P<0.0l

op = Onsmsiz tu = Onemsiz
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Tablo 7. Cesitli sulandiricilarla dondurulan kog spermalarinm (Splitsample -1 ve -2)
Sephadex filtre testi sonuglari

Sizinti Kontrol

Filtre olan I Normal Normal

spermatozoa Motilite akrosom Motilite akrosom
Sulandirict (%) (0A) (%) % (%)
Tris 49.40* 55.17¢ 83.49° 54.678 52. 68i.
Test-M 43.25b 51.809 75.60° s1.00" 51.58
Test-M 40.24% 47.57™ " 73.04° 49 677 54.75"
Test-M / OEP 53.19" 78.93 93.87P 55.17¢ 63.27"

ab=P <00l ¢d =0nemsiz ef =P < 0.01 gh-:P <0.0l ij = dnemsiz
kIl =P <00l mm=P<00l op=P<00l rs =P<001 tu="P<0.01

Tartisma ve Sonug

Birinci seride li¢ kogtan alinan toplam 66 cift ejakiilatta saptanan
ortalama 9%, 82.33’liik spermatozoa motilitesi, Tris ve Test-M sulan-
diricilanyla split ejakiilat bigiminde sulandirildiktan sonra (split
sample-1) yaklasik % 4 liikk bir azalma gostermistir. Ahsim ve 2. su-
landirma evreleri sonunda ise azalma Test-M sulandiricisiyla daha az,
Tris sulandiricisiyla ise daha ¢ok olmustur. Tablo 1’den de izlenecepi
gibi bu fark, Test-M sulandinicist lehine 6nemli bulunmustur. Ayni
seride saptanan ortalama 9% 96.47 lik normal akrosom bulgusu ise,
2. sulandirma sonunda yaklastk 9 5 lik azalma g6stermis ve her iki
sulandirici arasinda 6nemli bir farkhlhik bulunmamistir.

Test-M ve Test-M / OEP sulandiricilarimin - kullamidign  (split
sample-2) ikinci seride saptanan ortalama ¢, 82.29 luk motilite,
Test-M ve Test-M / OEP sulandiricilar ile sulandirildiktan sonra bi-
rinci seride oldugu gibi yaklasgik % 4 liik bir diistis gostermis, 2. sulan-
dirma sonrasinda ise Test-M sulandiricisinda 9, 76.21, Test-M / OEP
sulandiricisinda ise 9% 78.03 (P < 0.05) olmustur. Bu seri ejakiilatla-
rinda baslangigta saptanan norma! akrosom degeri (9%, 95.30) ise,
Test-M / OEP lehine olmak iizere, ahsimdan sonra (P << 0.01) ve
2. sulandirma sonrasinda (P < 0.001) 6nemli farklidiklar gdstermistir.

Yukarida agiklanan, her iki serideki split ejakiilatlarin dondurma
evrelerinde birbirine yakin ve de farkli motilite ve normal akrosom
degerleri, kullanilan farkh sulandiricilardan ileri gelmistir. Cink,
calismada sonuglar: etkileyebilecek faktorler (sperma, cevre kosullari,
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farklt maniplasyon ve islemler vb.) her iki sulandirict icinde, hemen
hemen ayni tutulmustur.

(Coziimden hemen sonra saptanan motilite degerleri, her iki seride
kullanilan sulandiricilar arasinda da onemsiz ayriliklar gdstermemis-
tir. Ancak, termoresistenz test uygulamasimin 2. ve 4. saatlerinde
birinci seride Tris ve ikinci seride de Test-M / OEP sulandiricilart igin
Onemli sayilabilecek (P < 0.05) motilite {stiinliigli gdzlenmistir
(Tablo 3 ve 4).

Termoresistenz test uygulamasi siiresince saptanan normal akro-
somlu spermatozoon’lar ,birinci seride kullanilan split ejakiilatlar ara-
sinda Onemsiz, ikinci seride kullanilanlar arasinda ise ¢ok 6nemli
(P < 0.001) derecede farkh degerlerde olmustur.

Coziim sonrasinda split ejakiilatlar arasinda saptanan Snemli
veya Onemsiz farkli degerler, biiylik 6lgiide, kullanilan sulandiricilarin
spermatozoonlar Uzerindeki farkh etkilerinden ileri gelmis olabilir.

Bu arastirmada, saptanan % 54.83-58.00 lik ¢6ziim sonras) mo-
tilite degerleri, Markovic’in (17) 9% 60.7 lik bulgusundan daha diisiik
olmasma karsin, Lighfoot ve Salamon’un (16) % 41.5-43.3 liik, Co-
las’n (4) 9 46.7 lik motilite degerlendirmelerinden daha yiiksek,
Newes’in (19) 9% 55.0 lik degeriyle ise benzerlik gostermistir. Oteyan-
dan, ¢6zlim sonrasinda saptanan normal akrosom degerleri de (%
73.95-80.25), bu konularda ¢ahisan arastiricilarin (19,23,24) bulgu-
lanindan gesitli Slgiilerde yliksek bulunmustur.

Degisik arastiricilar tarafindan elde edilen birbirlerinden farkli
sonuglar, farkli hayvan materyali ve ¢alisma kosullarindan kaynaklan-
mistir.

Her iki seride dondurulan spermalarin Sephadex filtre testi ile de-
gerlendirilmelerinde termoresistenz test sonuglarina benzer veriler elde
edilmigtir. $S6yleki, birinci seride Tris ve ikinci seride ise Test-M / OEP
. sulandiricilart ile dondurulan spermalarla yapilan filtre islemleri sonun-
da, sliziintiide en yiiksek motilite ve normal akrosom degerleri saptan-
mustir. Ancak, filtre olan spermatozoa %si ile, ayni spermalarin kontrol
kis'mlarindaki motilite ve normal akrosom degerleri karsilastirtldiginda,
Graham ve ark. (10) ile Graham, Schmehl ve Evensen’in (8) ileri. stir-
dikleri filtre iglevine tam uyum gdstermemistir. Bu durum, arastirici-
lardan ve degerlendirme Olgiilerinden kaynaklanmis olabilecegi gibi,
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degisik arastiricilarca denenerek islerligi ortaya konmasi gereken bir
konudur. Ayni sekilde, spermayi in-vitro olarak Sephadex filtre testi
ile degerlendiren diger arastincilarin (7,12,15) bu arastirma sonuglarin-
dan farkl olan bulgularn da benzer nedenlerden ve degisik hayvan tiir-
lerinden kaynaklanmys olabilir.

Sonug olarak, kog¢ spermalart split ejakiilatlar bigiminde Tris ve
Test-M, Test-M ve Test-M / OEP sulandinicilar iginde dondurulmus,
¢oziim sonrasmda termoresistenz ve Sephadex filtre testleriyle deger-
lendirilmistir. In-vitro degerlendirmeler sonunda, Tris ve Test-M | GEP
sulandiricilar1 spermatozon’lar lizerinde daha ctkili bulunmustur.

Ancak, in-vitro degerlendirme yontemlerinin asil amag olan dol-
verimiyle olan iligkisini ortaya koyan g¢aligmalarin yapilmasiyla daha
¢ok onem kazanacad da bilinmektedir. Bylece, gliniimiize degin ba-
sarili olunamayan kog¢ spermasinin dondurulmas: konusunda daha
yogun ve etkin calismalar yapilabilecektir.

Kaynak!ar

1. Allison, A.C. and Hartree, E.F. (1970). Lysosomal enzymes in the acrosome and their
possible role in the fertilization. J. Reprod. Fertil,, 21: 501-515.

2. Andersen, K., Aamdal, J. and Fougner, J.A. (1973). Intrauterine and deep cervical
insemination with frozen semen in sheep. Zuchthygiene, 8: 113-118.

3. Brown, C.R. (1975). Distribution of hyaluroniduase in ram spermatozoa. J. Reprod.
Fertil,, 45: 125-126.

4. Colas, G. (1975). Effect of initial freezig temperature addition of glycerol and dilution
on the survival and fertilizing ability of deep-frozen ram semen. J. Reprod. Fertil., 42:
277-285.

5. Dimitropouloes, E. (1967). La signification du test de la thermoresistance dans, I'appre-
ciation de la valeur fecondante du sperma congete. Ann. Mc'd. Vet., 11: 215-224,

6. Emmens, C.W. und Blackshaw, A.W. (1950). The low temperature storage of ram, bull
and rabbit spermarozoa. Aust. Vet, J., 26: 226-228.

7. Fayemi, E.O., Crabo, B.G. Graham, E.F. (1979). Assay of frozen boar semen with
Sephadex filiration. Theriogenology, 12, 13-17.

8. Graham, E.F., Schmeh}, M.K.L. and Evensen, B.K. (1978). An overview of column se-
paration of spermatozoa. Proc. Tth Techn. Conf. Art. Insem, Madison, WI, 69-73.

9. Graham, E.F. Schmehl, M.K.L., Evensen, B.K. and Nelson, D.S. (1978). Viability us-
says for frozen semen. Cryobiology, 15: 242-244.



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

KOC SPERMASININ DONDURULMASI... 393

. Graham, E.F., Vazquez, L.A., Schmeh]l, M.K.L. and Evensen, B.K. (1976). An assay

of semen quality by use of Sephadex filtration. 8. Int. Congr. Anim. Reprod. Artif.
Insem., Crocow, 4: 896-899.

. Healey, P. (1969). Effect of freezing on the ultrastructure of the spermatozoon of some

domestic animals. J. Reprod. Fertil,, 18: 21-27.

. Heuer, C. (1980). Versuche zur Tiefgefrierkonservierung von Wasserbiiffelsperma un-

ter Anwendung des Filtertests zur Samenbeurteilung. Hannover, Tierarztl. Hochschule,
Diss.

. Jones, R.C. und Martin, I.C.A. (1965). Deep - freezing ram spermatozoa: The effects

of milk, yolk-citrate and synthetic diluents containing sugar. J. Reprod. fertil., 10:
413-423.

. Krause, D. (1966). Untersuchuigen am Bullensperina unter Beriicksichtigung der ferti-

litdtsdiagnostischen Bedeutung der Befunde. Hannover, Tierrdztl. Hochschule, Ha-
bil. - Schr. :

. Landa, C.A., Almquist, J.O. and Amann, R.P. (1980). Factors influenicng Sephadex

separation of bovine and ovine spermatozoa.
J. Dairy Sci., 63: 277-282.

. Lightfoot, J. and Salamon, S. (1969). Freezing ram spermatozoa. I11. The effects of pel-

let volume, camposition of the thawing solution and reconcentration of the thawed se-
men on survival of spermatozoa. Aust. J. Biol. Sci., 22: 1561-1572.

Markovig, B. (1956). Einige Unterlagen liber die Konservierung und Tiefkiihlung von
Widdersperma. Wien. Tierdrztl. Monatschr., 45: 48.

Morton, D.B. (1975). Acrosomal enzymes, immunochemical localisotion of acrosin and
hyaluronidase in ram spermatozoa. J. Reprod. Fert., 45: 375-378.

Newes, J.P. (1980). Untersuchungen zur Sameniibertragung beim Schaf unter besonde-
rer Beriicksichtigung der Spermatiefgefrierkonservierung. Hannover, Tierdrztl. Hoch-
schule, Diss.

Robert, G.D.S., James, H.T. (1960). Principles and procedures of statistics. Mc Graw=
Hill Book Company inc. U.S.A.

Salamon, S. (1974). Die kiinstliche Besamung beim schaf, 99-121. in: Paufler, S.K.
und Mitautoren (Hrsg.). “Kiinstliche Besamung und Eitransplantation bei Tier und
Mensch” verlag schaper, Hannover.

Simmet, L. (1972). Ein vollautomatisches Verfahren zur Konfektionierung von Bullen-
sperma in Kunststoffréhrchen nach der Landshuter. Methode 7. Internat. Kongr. tier.
fortgtl. Hanstierbes., miinchen, 2: 1357-1362.

Tasseron, F., Amir, D. and Schindler, H. (1977). Acrosome damage of ram sperma-
tozoa during dilution, cooling and freezing. J. Reprod. Fertil.,, 51: 461-462,.

Watson, P.E. and Martin, I.C.A. (1972). A. comparison of changes in the acrosomes of
deep frozen ram and bull spermatozoa. J. Reprod. Fertil., 28: 99-101.



	00000001
	00000002
	00000003
	00000004
	00000005
	00000006
	00000007
	00000008
	00000009
	00000010
	00000011
	00000012
	00000013
	00000014



