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KOÇ SPERMASININ DEGtŞtK Sı;LAC'JDIRICILARDA DONDURULMASı VE İN-
VtTRO DEGERLENDtRME YÖC'JTEMLERİ ÜZERİC'JDE ARAŞTIRMALAR.'

Necmettin Tekin2 Anne-Rose GünzeP

Untecsuchungen öber die Tiefgerierung ,'on Schafsperma mit ,'erschiedenen Verdönner und
in-vitro Reurteilungsverfahren

Zusammenfassung: in zwei Versuehsreihen wurde Sperma von drei
Böeken der Rasse Deutsehes Merinofleisehsehaf im Split-Sample-Ver-
fahren unter Anwendung versehiedener Verdünner eingefroren und sowohl
wöhrend des verurbeitungsprozessen als aueh naeh dem Auftauen im
Labor untersuchf. Splif sample-l wurde mit Tris-uııd Test-Magermilch
(TesT-M)-VerdüI1l1er, Split Sample-2 mit TesT-M-Verdünner sowie
unter Zusatz von Drvus-Es-Paste (TesT-M / DEP) verarbeilef.

Als Beurteilungsparemeter wurden innerhalb der LaborUlztersıı-
chungen die Prozentsiitze vorwiirfsbewelicher Samenzellen und normaler
Akrosome im Frischsanzen, naclı Verdünnug, Anpassımg und Resuspen-
sion und nach dem Auftauen im vierstiindigen Thermoresistenztest sowie
im Sephadex-Filfertesf Iıerangezogen.

In Split Sal11ple-l ıvar naeh Anpassung und Resuspension in den
mit TestT-M verdünnten Proben der Anteil an vorwartsbeweglichen sa-
menzellen hölıer als in den mit Tris verdünııten Vergleichschargen. Da-
gegen waren in Prozentsatz normaler Akrosol11e keine Differenzen er-
kennbar. Der Zusatz von DEP zum TesT-M-Verdünner (Spiit Sample-2)
erwies sielz als günstig sowohl in hezug auf die Bewegungsaktivitat als
auch auf die Kopfkappenillfegrilat der Sanıenzellen.
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Nac/ı dem Auftauen und im Verlauf des Tlıermoresistenztestes zeig-
ten sich in den Proben von split Sample-I (Tris und TesT-M) für beide
Untersuchungskriterien geringe UntersCIİ iede. Demgegenüber war in
Split Sample-2 (TesT-M und TesT-M / DEP) im gesamten Thermore-
sistenztest ein Sclıutzejjekt der DEP auf die Spermienakrosome fests-
tellbar.

Die Ergenbnisse des Seplıadex-Filtertests Iıatten öhnliclıe Tenden-
zeıı. Hiıısichtliclı des Prozentsatzes filtrierter Samenzellen waren die
besten Resultate für die mit Tris-und TesT-M / DEP verdünnten Proben
zu verzeichnen. Die gefilterten Samenzellen waren zu einem lıohen Pro-
zentsatz durch morphologiseh intakte Akrosome eharakterisiert.

Özet: Alman etçi merinos ırkı üç koçtan alman ~permalar çeşitli
sulandmeılar kul/amlarak iki seri halinde split ejakiilatlar biçiminde
dondurulmuş, dondurma evrelerinde ve çözümdeli sonra laboratuvarda
değerlendirilmiştir. Birinci seride Tris ve TesT-M (split sample- ı),
ikinci seride ise TesT-M ve TesT-M / DEP (split sample-2) sulandırıcı-
lan kul/amlmıştır.

Değerlendirme kriterleri olarak ele almaıı motifite ve normal akro-
som (%) oranları taze (nativ) spermada, l. sulandırmadan, alışımdan
ve 2. sulandırmadan sonra; çözümden sonra ise, 4 saatlik termoresistel1z
ve Sephadex filtre testleriyle saptanmTştTr.

Birinci seride, TesT-M sulandmcısı içinde alışTnulalı ve 2. sulandır-
madan sonra saptanan motitite değerleri Tris sulandmcısından daha
yüksek olmuş, buna karşılık normal akrosomlu spermatozoa oranları
arasında herhangi bir fark bulunmamıştır. İkinci seride ise, TesT-M /
OEP sulandırrcm içinde saptanan hem motilite, hem de normal akrosom
değerleri belirgin bir üstünlük göstermişlerdir.

Çözümden hemen sonra ve termoresistenz test uygulamasında Tris
ve TesT-M sulandmcılarında saptanan değerlendirme kriterleri bir-
birlerinden çok az farklı değer/erde olmuştur. Ancak, ikinci seride
(TesT-M ve Test-M / DEP) sulandırıeıya katılan DEP nin spermatozoa-
ların özellikle akrosomlan üzerinde koruyucu etkisi gözlenmiştir.

Sephadex filtre testi ile de benzer sonuçlar elde edilmiş olup, filtre
olan spermatozoa (%) oram bakımından Tris ve TestT-M / OEP sulan-
dmcılan daha iyi sonuç vermiştir. Süzüntüde saptanan spermatozoonlar
ise, büyük oranda normal akrosomlu yapılarıyla karekterize olmuştur.
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Giriş

Günümüzde birçok evcil hayvanın spermalarının dondurulması
ve dondurulmuş spermayla elde edilen dölverimi memmunluk verici
düzeye erişmiş bulunmaktadır. Bir kaç hayvan türünde ise henüz bu so-
nuçlara erişilememiştir. Ürünleri nedeniyle ekonomik önemi büyük
olan koyun, bunlar arasında yer alır. Ancak, koç spermasının başarıyla
dondurulması için yapılan araştırmalar, sağlayacağı büyük yararları
nedeniyle yoğunluğunu ve güncelliğini korumaktadır.

Taze (nativ) spermayla başarı!ı ve yaygın koyun tohumlama uy-
gulaması yanında, donmuş spermayla henüz başarılı olunamaması,
araştırıcıları spermanın dondurulmasındaetkili olabilecek faktörleri
araştırmaya yönlendirmiştir. Özellikle, spermanm sulandırılmasında
kullanılan solüsyonlar ve donma işleminde zorunlu olarak bulunması
gereken kimi maddeler ile çözüm sonrası değerlendirme yöntemleri ya-
pılan araştırmalarda ön sıraları almaktadır.

Koç spermasını ilk defa dondurmayı deneyen Emmens ve Black-
shaw (6), 1950 yılında yaptıkları çalışmalarında, sodyum sitrat sulandı-
rıcısıyla çeşitli şeker ve alkol bileşiklerini denemişlerdir. Araştırıcılar,
-79 oCde ampulde dondurdukları koç spermalarında en iyi moliti-
teyi, sulandırıcıya ~~ 7.5-10 Gliserin ve ~~ 12.5 Ambinoz, Ramnoz
veya Ksiloz katmakla elde ettiklerini bildirmişlerdir. Benzer sonucu
elde eden Markovic da (17), sulandırıcı olarak süt-yumurta sarısı,
süttozu ve yumurta sarısı-sitrat-fosfat gibi sulandırıcılar kullanarak
dondurduğu koç spermalarında çözüm sonrasında % 60-70 motilite
saptadığını, sulandırıcıya ilave edilen Glukoz ve Arabinoz'un motili-
teyi artırdığını söylemiştir.

Daha sonraki yıllarda yapılan çok sayıda araştırmadan elde edi-
len sonuçlar da normal dölverimi elde etmekten uzak ve çok değişken
olmuştur. Bu durum araştırıcıları çalışmalarında in-vivo olduğu ka-
dar in-vitro değerlendirme yöntemlerini kullanmaya yöneltmiştir. Özel-
likle, çözüm sonrası değerlendirmelerde, spermatolojik özelliklerden
motilite (21) ve akrosom morfolojisi (i ,3, 18) dölleme (fecondation)
sırasındaki önemleri nedeniyle üzerinde en çok durulan konular ol-
muştur.

Nitekim Dimitropoulos (5), çözüm sonrasında ve + 38 oC lik
terınoresistenz test süresince saptadığı spermatozoa motilitesi ile sper-
matozoon'ların döllerne güçleri arasında çok yakın ilişki bulunduğunu
bildirmiştir. Jones ve Martin (13) ise, koç spermasının dondurulmasın-
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da çeşitli sulandırıcılar denemiş ve laktoz sulandırıcısıyla dondurulan-
larda spermatozoa motilitesinin daha iyi olduğunu söylemiştir. Light-
foot ve Salamon'da (16), Pellet metoduyla dondurdukları koç sperma-
sının çözümünde kullandıkları sodyum sitrat ve sodyum sitrat-Glukoz
sulandırıcılarım çözümden sonra ve termoresistenz test (+ 37 oc)
uygulamasıyla değerJendirınişlerdil'. Araştıncılar, sulandırıcı sırasıyla,
motiliteyi çözümden sonra % 41 .5 ve 43.3, 2. saatte ~{,32.6 ve 39.5,
4. saatte de % 19.9 ve 29.4 olarak bulmuşlardıl'. Colas (4) adlı araş-
tırıcıda, yine koç spermasını laktoz sulandırıcısı kullanarak payetIer-
de dondurmuş, çözümden sonra tekrar sulandırmış ve in-vitro olarak
+ 37 oC de 3 saat süreyle değerlendirmiştir. Araştıncı, çözüm sonra-
sında % 46.7, ı. saatte ~~ 36.8 ve 3. saatte de % 18. 3'lük motilite
saptamıştır.

Healey (II) adlı araştırıcı, koç ve boğa spermalarının çözüm
sonrasında ince yapılarını incelemiş ve boğa spermasında çok az oranda
akrosom bozukluğuna rastladığı halde, koç spermasında bu oranın çok
daha büyük olduğunu söylemiştir. Yine koç ve boğa spermalarınıo
çözümden sonra in-vitro olarak akrosom yapıları yönüyle karşılaştıl'an
Watson ve Martin (24) ise, koç spermasında yalnızca /~ ii .3 oranında,
boğa spermasında da % 28.7 oranında normal akrosomlu spermato-
zoa'ya rastlamışlardıl'. Tasseron, Amir ve Schindler (23) de, donmuş
koç spermasını çözümden sonra ışık ve elektron mikroskoplarında
akrosom morfolojisi için değerlendirmişler ve ışık mikroskobunda
% 40 oranında, elektron mikroskobunda ise % 70 oranında bozuk ak-
rosomlu hücreye rastlamışlardır. Koç spermalarını Tris sulandırıcısı
kullanarak minitübte donduran Newes (19), + 70°C de çözdüğü sper-
maları in-vitro olarak değerlendirmiştir. Araştırıcı, + 37 oC de tuttuğu
spermalarda çözümden hemen sonra, 2. ve 4. saatlerde olmak üzere
motilite ve akrosom değerlerini % 55. O ve 47.88, % 3i .92 ve ı7 . 32,
/~ ıo. 92 ve ıo. 72 bulmuştur.

Graham ve ark. (10), Sephadex G-15 partikülleri kullanarak koç
spermalarını filtre etmişler ve filtreden yalnızca canlı olan spermato-
wonların geçtiğini saptamışlardıl'. Daha sonra bu yöntem üzerinde ça-
lışan Graham, Schmehl ve Evensen (8) ise, Sephadex partiküllerinden
oluşan filtreden normal form gösteren ve canlı olan spermatozoon'
ların geçtiğini söylemişlerdir. Öte yandan kimi araştırıcılarda boğa
(9), domuz (7) ve koç (12) spermalarını Sephadex filtre testi ile değer-
lendirmişler, tohumlama ve Sephadex filtre testi sonuçları arasında
yakın ilişki bulmuşlardır.
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Heuer (12), manda spermasını dondurmak için kullandığı altı
değişik sulandırıcıyı Sephadex filtre testi ile in-vitro olarak karşılaştır-
mıştır. Heuer, çalışmasında, süzüntüde rastladığı en yüksek sperma-
tozoon oranını (% 28.6-33.5) süt içeren sulandırıcılarda, en iyi moti-
liteyi (% 56-48) ise Tris ve TesT-M sulandırıcılarında bulmuştur.
Araştırıcı ayrıca filtreden geçen spermatozoonların % 94.7 sinin normal
akrosomlu olduğunu ve tohumlama sonuçlarıyla, filtre testi sonuçları
arasında yakın ilişkide saptamıştır. Buna karşılık Landa, Almquist ve
Amann (I 5) adlı araştırıcılar en iyi Sephadex filtre testi sonuçlarını
süt içeren sulandırıcılarda değilde, Tris ve TesT-M sulandırıcılarıyla
saptadıklarını bildirmişlerdir.

Bu çalışmada, koç spermaları split ejakülatlar biçiminde çeşitli
sulandırıcılarla minitüblerde dondurulmuş, kullanılan sperma suJan-
dıncılarının in-vitro değerlendirme yöntemleriyle koç spermasının
dondurulmasında kullanılabilirlikleri araştırılmıştır.

Materyal ve Metot

Bu çalışmada, üç Alman etçi merinos koçtan alınan spermalar
kullamlmıştıf. SpermeıJar, koçlardan gün aşırı aralıklarla sun'i vajen
yöntemiyle alınmıştır. Her defasında arka, arkaya iki kez sperma
alınmış ve aynı koçun spermaları karıştırılarak split sample yöntemiyle
değerlendirilmiştir.

Her seri için, koçlardan alınan toplam 3x22 çift ejakülatta sperma-
tolojik özeııikler saptanmış (19); çalışma süresince değerlendirme
kriterleri olarak ele alınan spermatozoa motilitesi (%) ve normal akro-
som yapısı (%) (14) ise, taze (nativ) spermada ve dondurma evreleri
olan ilk sulandırma, alışım ve ikinci sulandırma sonunda bulunmuştur.
Ayrıca, aynı kriterler çözüm sonrasında termoresistenz ve Sephadex
filtre testleriyle de in-vitro olarak değerlendirilmiştir.

Spermalıl1l dondurulması: Koçlardan alınan ejakülatlar iki seri
halinde split sample yöntemiyle dondurulmuştur. Birinci seride Tris
(2,19) ve TesT-M (12) (Split sample-I), ikinci seride ise TesT-M ve
Test-M / OEP (0.5 cm3 OEP + 100 cm3 Test-M) (Split sample-2)
sulandırıcıları kullanılmıştır.

Her koçtan alınan çift ejakülatlardan herbiri değerlendirildikten
sonra iki eşit parçaya bölünmüş ve her seri için denenen sulandırıcılarla
9 misli sulandırılmıştır. Aym sulandıncılarla sulandırılmış sperma yarı-
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ları tekrar birleştirilmiş (I. sulandırma) ve -!- 5 oC de 2.5 saat tutul-
muştur (Alışım). Alışım süresi sonunda spermalar 15 dakika 700 xg
de santrifüj edilmiş, çökelti ve üst tarafta kalan sıvı birbirinden dik-
katlice ayrılarak, spermatozoon içeren kısım tekrar aynı sulandırıcı ile
iki misli sulandırılmıştır (2. sulandırma). Bu işlemler sonunda sperma-
lar minitüblere (22) doldurulmuş ve sıvı azot buharında (-120 oc)
dond urulmuştur.

Termoresisteıız test: Spermatozoon'ların İn-vitro yaşamdaki mo-
tilite ve akrosom yapıları 4 saat süreyle incelenmiştir. Bu amaçla split
sample yöntemiyle minitüblerde dondurulan spermalar --f-- 70 oC /8
saniyede çözülmüşler ve -+ 38 oc lik bir su banyosunda tutulmuşlar-
dır. Çözümden hemen sonra, 2. ve 4. saatlerde olmak üzere her iki se-
riden ejakülatlar için yukarıda açıklanan kriterler değerlendirilmiştir.

Sephadex filtre testi: Sephadex süspansiyon u, 20 gr. Sephadex
G-15 in 100 ml % 3 lük sodyum sitrat solusyonu içinde oda ısısında
3 saat bekletilmesiyle hazırlanmıştır. İçine az miktarda cam yünü ile
tıkaç yapılarak hazırlanan 2.5 cm3 lük plastik enjektörlere, önceden
hazırlanan Sephadex süspansiyonunun homojen karışımından 0.6 cm'
boşaltılmıştır. Sephadex partiküııerinin düzgün bir sütun oluşturması
için, ayrıca 3 cm3 sodyum sitrat (% 3) ilave edilerek süzülmüştür. Da-
ha sonra 0.05 ve O. i cm' spermalar otomotik pipetlerle bu Sephadex
sütunu üzerine konmuş ve hemen 2.5 cm ~ sodyum sitrat (% 3) ilave
edilerek süzme işlemi (filtration) yapılmıştır (12).

Her seriden ejakülatların süzülme işlemleri sonunda, süzüntüde
ve kontrol kısmında spermatozoon sayısı, motilite ve normal akrosom
değerleri split sample yöntemine uygun olarak hesaplanmıştır.

Araştırmada elde edilen bulgular t testi, varianz analizi ve Tukey
testi ile karşılaştırılmıştır (20).

Bulgular

Çalışmada kullanılan ejakülatlarda saptanan motilite (~~) ve
normal akrosom (~D değerlerinin nativ ve sulandırılmış spermalar-
daki ortalamaları Tablo i ve 2 de verilmiştir. Tablo i den izleneceği
gibi, birinci seride kullanılan ejakülatlarda başlangıçta (nativ) % 82.23
olan ortalama motilite, bu seride kullanılan Tris ve TesT-M sulandırı-
cıları için 1. sulandırmadan sonra % 78.56 ve 79.77, alışımdan sonra
% 76.06 ve 77.81 (P < 0.05), 2. sulandırmadan sonra ise % 74.31
ve 76.75 (P < O.Oi) olmuştur. Aynı spermalarda saptanan normal
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akrosom yapısına sahip spermatozoa (%) ortalamaları ise nativ sper-
mada % 96.47, alışırndan sonra ~;;;90.32 ve 90.32 ve 90.56, 2. suIan-
dırma sonrasında da % 88.75 ve 89.15 bulunmuştur.

a

2. Sulandırmadan
sonra

Tris Test-M
---- -"._---
74.31 76.75';
4.19 4.34

88.75 89.15
3.93 3.48

90.56
4.13

90.32
3.83

+~.. 7" P <: 0.01

82.23 78.56 79.77 76.06 77.81.
4.37 3.79 3.66 4.34 4.54

MotiliteX
(%) :J:S

Normal
akrasam X 96.47
(%):L:S ı.56
n ~ 66 - = P <: 0.05

Tablo i. Nativ ve sulandırılmış (Tris ve Test-M) spermada saptanan
motilite ve normal akrasam değerleri (Split Samplc-I).

i :suıandırıımış sperm

I. Sulandırmadan Alışımdan
Nativ sonra sonra
spcrma Tris Test-M Tris Test-M

------1------ ----- - ..._- ---- -----

----- --- --- -- --- _._- --_.-

İkinci seride kullanılan ejakülatlarda saptanan ortalama % 82.29
luk motilite değeri, TesT-M ve TesT-M JOEP solüsyonlarıyla sulan-
dırıldıktan sonra I. sulandırma, alışım ve 2. sulandırma evreleri so-
nunda % 78.40 ve 78.56,77.80 ve 79.16,76.21 ve 78.03 (P< 0.05)
olmuştur. Bu seri ejakülatlarında % 95.30 olarak bulunan normal ak-
rosomlu spermatozoa oranları ortalamaları ise TesT-M ve TesT-M jOEP
sulandırıcıları için alışım ve 2. sulandırma sonrasında % 90.95 ve
92.96 (P < 0.01),90.20 ve 92.66 (P < 0.(01) bulunmuştur (Tablo 2);

Tablo 2. Nativ ve sulandırılmış (Tcst-M ve Test-M / OEr) spermada
saptanan motilite ve normal akrasam değcrleri (Split. Sample-2).

Sulandırılmış sperma

I. Sulandırmadan Alışırndan 2. Sulandırmadan
Nativ sonra sonra sonra
spcrma Test-M Test-M Test-M Test-M Test-M Test-M

OEP OEP OEr
.------

MotiliteX 82.29 78.40 78.56 77.80 79.16 76.21 78.03'
(%)

:i:S 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
(%) i

:i:S ı. 59 - - 2.98 2.38 3.37 2.13

n=66 T p < 0.05 ++ P <: 0.01;'-++ P < 0.001
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Her iki seride dondurulan spermalarla termoresistenz test uygu-
lamaları süresince, çözümden hemen sonra, 2. ve 4. saatlerde saptanan
motilite (%) ve normal akrosom (%) ortalama değerleri Tablo 3 ve 4
de gösterilmiştir. Tablo 3'de görüldüğü gibi, Tris ve TesT-M sulandı-
rıcıları ile dondurulan spermalarda (split sample-l) çözümden hemen
sonra sulandırıcı sırasıyle % 54.83 ve 55.00 olan ortalama motilite,
4 saat sonra % 27. i6 ve ıo. 72 (P < 0.05) olmuştur. Aynı spermalar-
da normal akrosom (~/;,) ortalaması ise, çözüm sonrası ~/:i77.56 ve
77.13 iken, 4. sa;ıtte /'~ 55.26 ve 54.61 bulunmuştur.

Tablo 3. Tris ve Test-M sulandırıcılarıyla doldurulan koç spermalarının termoresistcnz
test (,- 38 'Cl ,;(ircsince motilite ve normal akrosom degerieri.

Motilitc Normal akros(lııı
Degerlen- (%) (%)
dirme

Tris Test-Mzamanı Tris Test-M
(saat) X ::LS X +S X :!:S X :!:S

----- --- ---- --- --- --- ----- ----- ---
O 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 19.00 13.60 55.26 6.64 54.61 8.53

n = 30 ..L P < 0.05

TesT-M ve TesT-M /OEP ile dondurulan spermalarda (split
sample-2) çözümden sonra saptanan % 56.50 ve 58.00 Jik motiliıe
değerleri 4. saatte % 25.83 ve 33.50 olmuştur. Normal akrosom de-
ğerleri ise, çözüm sonrasında ~;;;73.95 ve 80.25 (P < 0.00]) iken 4.
saatte % 52.78 ve 62.21 olarak saptanmı~tır (Tablo 4).

Tablo 4. Test-M ve Test-M / OEP sulandırıcılarıyla dondurulan koç spermalarının ter-
moresistenz (test (-+- 38 OC) süresince motilite ve normal akrosom degerleri.

Motilite i Normal akrosom
DegerIen- (%) (%)
dirme

Test.M Test-M / OEP Test-M Test-M/OEPzamanı
(saat) X +.S X ::i:: S X ::i:: S X ::i:: S--_._- --- --- --- ---

O 56.50 7.08 58.00 6.51 73.95 5.17 80.25HH 6.27
2 44.16 9.00 47.66 8.87 62.21 6.91 73.01+++ 6.024 25.83 10.67 33.50+ 13.90 52.78 6.89 62.2IH- 8.37

n = 30 + P < 0.05 ++ t- P < 0.001
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Birinci ve ikinci seride split ejakülatlar biçiminde dondurulan
spermaların Sephadex filtration testi ile in-vitro olarak değerlendiril-
meleri Tablo 5,6 ve 7 de gösterilmiştir. Tablo 5 ve 6 da split ejakülat-
ların O. i ve 0.05 cm' lük miktarlarıyla uygulanan süzme (filtration)
işlemleri sonunda filtre olan spermatozoa (%) si ile süzüntü ve kont-
rolde olmak üzere motilite (%) ve normal akrosom (%) ortalamaları
verilmiştir. Tablo 7'de ise, aynı değerlendirmeler yalnızca her iki seride
kullanılan sulandırıcılar için h~saplanarak verilmiştir.

Tablo 5. Tris ve Test-M sulandırıcılarıyla dondurulan kaç
spermalarının Sephadex filtre testi sonuçları.

[------ --_ ..-
Sulandırıcı

Tris

Test-M

Sperma
miktarı
(cm')

0.1
0.05

0.1
0.05

Filtre
olan Süzüntü Kontrol

sperma- Normal Normal
tozoa Motilite akrosom Motifite akrosom
(%) (%) (%) (%) (%)

----
48.88" 56.67e 81.54i 54.33m 53. OOr
49.92b 53.67f 85.43i 55.00" 52.36"

42.65c 52.53g 73.17k 51 .()()O 50.43'
43.85d 51.071ı 78.031 51.ooP 52.73u

ab ._. önemsiz cf - önemsiz ij ." P < 0.01 mn ~ önemsiz rs = önemsiz
ac -- P < 0.01 eg ik - P < 0.01 mo = P < 0.05 rt =
bd - P < 0.01 fh jl -' P < 0.01 np ~ P < 0.01 su =
cd - önemsiz gh kı -- P < 0.01 ap ~ önemsiz tıı =

Tablo 6. Test-M ve Test-M! OEP sulandırıcılarıyla dondurulan koç spermalarının
Sephad~x filtre testi sonu~'ları.

Filtre
olan Süzüntü Kontrol

Sperma sperma- Normal Normal
miktarı tozoa Motilite akrosom Motilite akrosom

Sulandırıcı (cm') (%) (%) (%) (%) (%)
._-- ---

Test-M O. i 42.27a 47.40" 73.00; 50.33m 54.23r

0.05 38.20b 47.73f 73.08i 49.00" 55.27"
-_._--_ .. --- -._--
Test-M: OEP O. i 51.87c 78.0Qll 93.64k 55.33° 62.93'

0.05 54.50d 79.87h 94.041 55.00P 63.60u

ab _. P < 0.01 ef = önemsiz ij .. önemsiz mn - önemsiz rs _. önemsiz

ac _. P <.:: 0.01 eg .- P < 0.01 ik - P -< 0.01 mo = P < 0.0\ rt - P < 0.01
bd = P <: 0.0\ fh - P < 0.0\ jl - P < 0.01 np -' P < 0.01 su _.- P < 0.01
CQ - önemsiz gh - önemsiz kı - önemsiz ap = önemsiz tu = önemsiz

L _
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Tablo 7. Çeşitli sulandırıeılarla dondurulan koç spermalarının (Splitsamplc -1 ve -2)
Sephadex filtre testi sonuçları

Süzüntü Kontrol
Filtre olan i Normal Normal

. spermatozaa Motilite i akrasam Matilite akrasam
Sulandırıcı (%) (%) (%) O;') (%)----1-.--- ---------

Tris 49.40. 55.17c 83.49. 54.67g 52.68;
Test-M 43.25b 5ı.80d 75. 60r 51.aOh 51.58i
-- ---- -- -~-_._---_.
Test-M 40.24k 47.57m 1'73.040 49.67r 54.75'
Test-M / OEP 53.191 78.93 93.87P 55. 17s 63.27"

ab = P < 0.01 ed ~ önemsiz ef = P < 0.01 gh -" P < 0.01 ij = önemsiz
ki = P < 0.01 mn = P < 0.01 ap = P < 0.01 rs .~ P < 0.01 tu = P <0.01

Taı tışma "C Sonuç

Birinci seride üç koçtan alınan toplam 66 çift ejakülatta saptanan
ortalama % 82. 33'lük spermatozoa motilitesi, Tris ve Test-M sulan-
dıncılarıyla split ejakülat biçiminde sula.ndınldıktan sonra (split
sample- 1) yaklaşık % 4 lük bir azalma göstermiştir. Alışım ve 2. su-
landırma evreleri sonunda ise azalma Test-M sulandıncısıyla daha az,
Trİs sulandıncısıyla ise daha çok olmuştur. Tablo i'den de izleneceği
gibi bu fark, Test-M sulandmcısı lehine önemli bulunmuştur. Aynı
seride saptanan ortalama % 96.47 lik normal akrosom bulgusu ise,
2. sulandırma sonunda yaklaşık % 5 lik azalma göstermiş ve her iki
sulandıncı arasında önemli bir farklılık bulunmamıştır.

Test-M ve Test-M / OEP sulandıncılarının kullanıldığı (split
sample-2) ikinci seride saptanan ortalama % 82.29 luk motilite,
Test-M ve Test-M / GEP sulandırıcıları ile sulandırıldıktan sonra bi-
rinci seride olduğu gibi yaklaşık ~.~4 lük bir düşüş göstermiş, 2. sulan-
dırma sonrasında ise Test-M sulandırıcısında % 76.21, Test-M /OEP
sulandırıcısında ise ~;.;78.03 (P < 0.05) olmuştur. Bu seri ejakülatla-
rında başlangıçta saptanan normal akrosom değeri (% 95.30) ise,
Tesı-M / GEP lehine olmak üzere, alışırndan sonra (P < 0.01) ve
2. sulandırma sonrasında (P < 0.001) önemli farklılıklar göstermiştir.

Yukarıda açıklanan, her iki serideki split ejakülatların dondurma
evrelerinde birbirine yakın ve de farklı motilite ve normal akrosom
değerleri, kullanılan farklı sulandırıcılardan ileri gelmiştir. Çünkü,
çalışmada sonuçları etkileyebilecek faktörler (sperma, çevre koşulları •.
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farklı maniplasyon ve işlemler vb.) her iki sulandırıcı içinde, hemen
hemen aynı tutulmuştur.

Çözümden hemen sonra saptanan motilite değerleri, her iki seride
kullanılan sulandırıcılar arasında da önemsiz ayrılıklar göstermemiş-
tir. Ancak, termoresistenz test uygulamasının 2. ve 4. saatlerinde
birinci seride Tris ve ikinci seride de Test-M /OEP sulandırıcıları için
önemli sayılabilecek (P < 0.05) motilite üstünlüğü gözlenmiştir
(Tablo 3 ve 4).

Termorcsistenz test uygulaması süresince saptanan normal akro-
somlu spermatozoon'lar ,birinci seride kullanılan split ejakülatlar ara-
sında önemsiz, ikinci seride kullanılanlar arasmda ise çok önemli
(P < 0.00 i) derecede farklı değerlerde olmuştur.

Çözüm sonrasında split ejakülatlar arasında saptanan önemli
veya önemsiz farklı değerler, büyük ölçüde, kullanılan sulandırıcıların
spermatozoonlar üzerindeki farklı etkilerinden ileri gelmiş olabilir.

Bu araştırmada, saptanan % 54.83-58.00 lik çözüm sonrası mo-
tilite değerleri, Markovic'in (17) % 60.7 lik bulgusundan daha düşük
olmasına karşın, Lighfoot ve Salamon'un (16) % 41.5-43.3 lük, Co-
fas'm (4) % 46.7 lik motilite değerlendirmelerinden daha yüksek,
Newes'in (19) % 55. O lik değeriyle ise benzerlik göstermiştir. Öteyan-
dan, çözüm sonrasmda saptanan normal akrosom değerleri de (%
73.95-80.25), bu konularda çalışan araştırıcıların (19,23,24) bulgu-
larından çeşitli ölçülerde yüksek bulunmuştur.

Değişik araştırıcılar tarafından elde edilen birbirlerinden farklı
sonuçlar, farklı hayvan materyali ve çalışma koşullarından kaynakIan-
mıştır.

Her iki seride dondurulan spermaların Sephadex filtre testi ile de-
ğerlendirilmeJerinde termoresistenz test sonuçlarına benzer veriler elde
edilmiştir. Şöyleki, birinci seride Tris ve ikinci seride ise Test-M / OEP
sulandırıcıları ile dondurulan spermalarla yapılan filt:re işlemleri sonun-
da, süzüntüde en yüksek motilite ve normal akrosom değerleri saptan-
mıştır. Ancak, filtre olan spermatozoa %si ile, aynı spermaların kontrol
kıs'mlarındaki motilite ve normal akrosom değerleri karşılaştırıldığında,
Graham ve ark. (10) ile Graham, Schmehl ve Evensen'in (8) ileri sür-
dükleri filtre işlevine tam uyum göstermemiştir. Bu durum, araştırıcı-
lardan ve değerlendirme ölçülerinden kaynaklanmış olabileceği gibi,
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değişik araştırıcılarca denenerek işlerliği ortaya konması gereken bir
konudur. Aynı şekilde, spermayı in-vitro olarak Sephadex filtre testi
ile değerlendiren diğer araştırıcıların (7,12,15) bu araştırma sonuçların-
dan farklı olan bulguları da benzer nedenlerden ve değişik hayvan tür-
lerinden kaynaklanmış olabilir.

Sonuç olarak, koç spermaları split ejakülatlar biçiminde Tris ve
Test-M, Test-M ve Test-M / OEP sulandırıcıları içinde dondurulmuş,
çözüm sonrasında termoresistenz ve Sephadex filtre testleriyle değer-
lendirilmiştir. İn-vitro değerlendirmeler sonunda, Tris ve Test-M / OEP
sulandırıcıları spermatozon'lar üzerinde daha etkili bulunmuştur.

Ancak, in-vitro değerlendirme yöntemlerinin asıl amaç olan döl-
verimiyle olan ilişkisini ortaya koyan çalışmaların yapılmasıyla daha
çok önem kazanacağı da bilinmektedir. Böylece, günümüze değin ba-
şarılı olunamayan koç spermasının dondurulması konusunda daha
yoğun ve etkin çalışmalar yapılabilecektir.
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