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DEGISIK ANTIOKSIDANLAR iICEREN FARKLI
SULANDIRICILARLA DONDURULMUS KOC
SPERMALARINDAN ELDE EDILEN DOLVERIMI

Ongun UYSAL?  Hiiseyin KINET?  Mesut CEVIK*  Serpil CETINKAYA*®

Fertility obtained from frozen ram semen with different extenders containing
varied antioxidants

Summary: The aim of this research was to evaluate the fertility relying on in
vitro and in vivo findings, after freezing ejaculates of Akkaraman rams with
different extenders and antioxidants.

In experiment, totaly 42 ejaculates collecting from rams per day by artificial
vagina method were treated with regard to principle spermatological
characteristics. Ejaculate volume averaged 1,04 = 0,04ml, sperm motility
76.55+1.34 %, sperm concentration 2.60 + 0.11 x109/ml., the percentage of
abnormal sperm 11.70 £2.60 %, the percentage of dead sperm 9.63 +0.93 % and
sperm pH 6.75 +0.05 were established in fresh semen.

Sperm motility after thawing in frozen ram semen was averaged 48.30 +2.13
% by the Tris-1(vitamin C, glycerol, egg yolk), 54.33 +1.88 % by the Tris-2
(taurine, glycerol, egg yolk), 43.33 +1.88 % by the Tris-3( glycerol, egg yolk),
47.33 2.02 % by the Hepes-I( vitamin C, glycerol, egg yolk), 62.83 +1.69 % by
the Hepes-2( taurine,glyserol, egg yolk) and 44.33 = 2.00 % by the Hepes-3(
glycerol.

The percentage of abnormal sperm after thawing was averaged 20.03 + 1.23
Yo, 17.77 + 1.20 %, 25.50 *+ 1.55 %, 19.60 + 1.13 %, 15.83 + 1.39 % and 21.83 +
2.14 % for the same extenders respectively.

Similary, the percentage of dead sperm was averaged 43.43 +1.98 %, 34.36 +
1.83 %, 46.77 = 2.02 %, 44.83 + 2.0] %, 32.77 £ 1.73 % and 49.30 +2.14 % for
the same extenders respectively.

In experiment, birth-rate was averaged 25.55 %, litter-size was averaged 1.2
and twinningrate was averaged 34.78 %.
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Ozet: Calismada Akkaraman ki kog ejakulatlariun farkl sulandirict ve
antioksidanlarla dondurulmasindan sonra, in vitro ve in vivo bulgulara dayanarak
dolveriminin degerlendirilmesi amaglanmgtir. |
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Aragtirmada, koglardan sun'i vajen yontemiyle hergiin alinan toplam 42
ejukulatta saptanan spermatolojik ozelliklerden ejakulat miktart 1,04 +0,04 ml,
spermatozou motilitesi % 76,55 +1,34, spermatozoa yogunlugu 260 = 0.11
109/ml, anormal spermatozoa orant % 11.70 * 2.60, olii spermatozoa orant %
9.63 + 0.93 ve spermanin pH degeri 6.75 + 0.05 olmugtur.

Dondurulmug kog spermalarinda ¢oziim sonu genel ortalama spermatozod
motilitesi Tris-1 ile % 48.30 + 2.13, Tris-2 ile % 54.33 + 1.88, Tris-3 ile % 43.33
+ 1.88 olurken, Hepes-1 ile % 47.33 + 2.02, Hepes-2 ile % 62.83 = 1.69 ve
Hepes-3 ile % 44.33 + 2.0 kaydedilmistir.

Coziim sonu genel ortalama anormal spermatozoa orant ayni sulandirictlar
igin sirastyla % 20.03 = 1.23, %17.77 £ 1.20, % 25.50 = 1.55, % 19.60 = 1.13,
% 15.83 + 1.39 ve % 21.83 £ 2.14 saptanmugtir.

Benzer sekilde ¢oziim sonu Oli spermatozoa orani da sirasiyla % 43.43 +
1.98 % 34.36 = 1.83, % 46.77 + 2.02, % 44.83 + 2.01, % 32.77 = 1.73 ve %
49.30 = 2.14 bulunmusgtur.

Calismada genel ortalama dogum orant %25.55, vavru oram 1.2 ve ikizlik
orant ise %34.78 olmugtur.

Anahtar kelimeler: Antioksidanlar, ko¢, koyun, reprodiiksiyon, zwitterion

bufferlar

Giris

Koyunlarda 60 yildan beri sun'i to-
humlama ¢aligmalar1 yapilmakta olup, ilk uy-
gulamalar Sovyetler Birligi’nde baglams, sonra
Avrupa iilkelerine gegmistir.

Tiirkiye‘de ise Cumhuriyet yillarinda bag-
laulan koyun 1slahi ¢aligmalan giiniimiizde
amacina ulasmaktan uzak kalmugtir. Tiirkiye 30
238 000 koyun varlig1 ile hayvancilik sektorii
icinde 6ncmli bir yere sahipken, verim agi-
sindan ayni diizeyde oldugu sOy-
lenememektedir. Bunun ¢esitli nedenleri ol-
makla birlikte, heniiz kog spermasinin bagariyla
dondurulamamas: ve dolayisiyla sigirlarda ol-
dugu gibi rutin olarak dondurulmus spermalarla
sun'i tohumlamanin yapilamiyor olmas: da bu
nedenler arasinda yer alabilir(23).

Koyunlarda, taze sperma ile servikal ya da
vaginal tohumlamalardan yiiksck dél verimi so-
nuglar alinmasina ragmen, dondurulmusg sper-
ma ile basan olduk¢a diisiiktiir. Dondurulmusg
sperma ile koyunlardan elde edilen fertilitenin
yiikseltilmesi igin arastiricilar uzun yillar ¢a-

lismuglar ve 6nce koyunlara ait nedenler iize-
rinde durmuslardir(3). Bu amagla laparoskopi
yontemiyle yapilan intrauterin tohumlama uy-
gulamalanindan oldukea iyi sonuglar alinmg,
ancak bu tohumlama yomteminin sayisi fazla
koyun populasyonlan igin pratik ve ucuz ol-
mamasi, zamandan tasarruf saglamamas: ve
hatta embriyonik oliimlerin fazla goriilmesi ne-
deniyle , uygulamada sikinti yaratmugtir (1). Bu
nedenle arastinicilar (6,25) son yillarda koga ait
faktorlere yonelerek, kog spermasini dondurma
teknik ve  yontemleri  iizerinde  yo-
gunlagmislardir.

Koyun sonbaharda andstrustan ¢ikip, 16 —
18 giinliik periyodlar halinde mecvsime bagh po-
liostrus gosteren bir hayvan tiiriidiir.  Do-
layisiyla koglarin da reprodiiktif perfomansi
ciflesme mevsiminde en iist diizeyde ol-
maktadir (21).

Kog spermast kisa siireli (likid saklama) ya
da uzun siireli (dondurularak) payet, pellet ve
ampul bigiminde saklanabilmektedir (11). Kog¢
spermasinin dondurulmasinda simdilerde iize-
rinde en ¢ok c¢alisilan konu sperma su-
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landiricilan  ve igerisine katilan antioksidan
maddelerdir. Bu konuda elde cdilen sonuglar
umut vericidir. En azindan giiniimiizdeki uy-
gulamalara altcrnatif bir yaklagimdir. Kog sper-
masinin sulandinlmasinda bugiine kadar sak-
karoz, glukoz, laktoz, rafinoz bulunduran sitrat,
siit ve tris gibi sulandiricilar kullanilmgsa da
son yillarda zwitterion bufferler denilen TES
(N —Tris (hydroxymethyl) mecthyl-2- ami-
noethane sulfonic acid ), HEPES (N-2 (hydrox-
yethyl) piperazinc —n -2 —cthane sulfonic acid)
ve PIPES (piperazine -N ,N -bis ( 2-cthane sul-
fonic acid ) gibi Tris ‘ten daha iyi buffer ka-
pasitesine sahip solusyonlar tercih edilmektedir
(19).

Memeli hayvanlarin viicut sivilan ve rep-
rodiiktif  dokularinda da  yiiksek  kon-
santrasyonlarda bulunan antioksidan maddeler ,
eksojen olarak sperma sulandincilarina ka-
tldiginda , spcrmadaki reaktif oksijen (O,) tiir-
lerinin ( superoxide , O, , hydroxyl radical OH
ve hydrojen peroxide H202 ) neden oldugu ,
hiicre membranindaki doymamis yag asitleri ve
fosfolipitlcrin peroksidasyonunu minimuma in-
dirmektedir. Boylecc lipid peroksidasyonunun
spermatozoa akrozomunda neden oldufu hasar
azalulabilmekte ve dolayistyle elde edilen dol
verimi 6ncmli ol¢lide yiikseltilebilmektedir (4).

Ko¢ spermalanni pellet bigiminde don-
duran Molinia ve ark. (13) TES, HEPES ve
PIPES solusyonlanyla cn yiiksek ¢6ziim sonu
spermatolojik 6zellikleri elde etmisler ve bu
spermalarla yaptiklan intrauterin to-
humlamalardan % 51.9 dolverimi almiglardir.

Kobayashi vc ark .(8) sperma  Ssu-
landinicilarina  Superoxide dismutase  ka-
tilmasmin  ¢Oziim sonu spermatozoa mo-
tilitesindeki kaybi azaltigimi, bunu da lipid
peroksidasyonunu 6nleyerek sagladigim ifade
etmislerdir.

Farkl: sulandinicilarla Alman Et¢i Merinos
irk1 ko¢ spermalarim1 donduran Tekin ve Giin-
zel (22), Tris ve Test-M /OEP sulandircilannin
spermatozoa motilitesini vec akrozom  bii-

tiinliigiini daha iyi korudugunu ortaya koy-
muglardir.

Newes (14), Tris ile dondurdugu kog sper-
malarinda, spermatozoonlarin in vitro yagam
siireleri ve morfolojilerini incclemis (37°C’dc),
¢6ziim sonu spcrmatozoa motilitesi ve akrozom
bozuklugu oranini 4. saatte %10.9 ve %10.7
bulmustur.

Dziuk ve ark. (4), TES soliisyonuyla don-
durduklan kog¢ spermalarindan %13 dolverimi
clde ederlerken, Graham ve ark. (7) %39-63
gibi bagarili bir sonug almglardir.

Merinos, Ramli¢ ve Daglig irki koyunlarda
ostrus sinkronizasyonu yapan Tekin ve ark.
(21) taze spermalarla yaptiklar servikal to-
humlamalardan en yiksek gebelik oranim
%68.0 elde ederlerken , Tris ile dondurulmus
spermalarla %39.3 dolverimi almiglardir.

Bu ¢alismada, in vivo ve in vitro bulgulara
dayanarak, ko¢ spermalanmn dondurulmasinda
farkli sperma sulandiricilan ve antioksidan
maddeclerin etkinligi arastirilmastir.

Materyal ve Metot

Calismada Akkaraman irki1 3 kogun sper-
malann  kullamlmustir.  Arasurmanin  bag-
langicinda koglar 1 hafta siireyle spcrma ver-
meye ahisunlmigtir.  Arastirma  siiresince
spermalar sun'i vajen (Resim 1) yontemiyle her
giin alinmuig ve clde edilen ejakiilatlar sperma
alma yerinde hazirlanan laboratuvarda baslica
spermatolojik 6zellikler yoniiyle incelenmistir.

Spermalarin  dondurulmasi i¢in TRIS ve
HEPES solusyonlart olmak iizere iki ayr sper-
ma sulandiricis1 ve vitamin C ile taurin an-
tioksidanlarn  (Sigma)  kullamlmigtir.  Su-
landincilarin pH st NaOH ile 7.0 “‘a
ayarlanmgtir.

TRIS -1 = 10 mM Vitamin C +%3 Glyserol
+%3 Yumurta sarist + Tris

TRIS-2 = 50 mM Taurine + %3 Glyserol +
%3 Yumurta sarist + Tris

TRIS-3 (Kontrol) = %3 Glyserol + %3 Yumurta sartst
+ Tris

HEPES-1 = ]0mM Vitamin C + %3 Glyserol

+ %3 Yumurta sartst + Hepes
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Resim 1. Akkaraman koglan sun'i vijen yontemiyle sperma almminst.
Figure 1. Semen collecting from Akkaraman rams with artificial vagina method.
Resim 2. Akkaraman koyunda servikal yontemle sun'i tohumlama.
Figure 2. Artificial insemination with cervical method in Akkaraman sheep.
HEPES-2 = 50 mM Taurine + %3 Glyserol + Ejakulatlar 6 esit kisima boliincrek ,bu so-

%3 Y sart. ! .
#3 Yumurta sanst + Hepes lusyonlarla bir tohumlama dozunda (0.25ml)
HEPES-3 (Kontrol)

%3 Glyserol + %3 Yumurta sarist ) ]
+ Hepes 200x10° motil spermatozoa bulunacak gekildc

olmak iizere toplam 6 sulandirict hazirlanmstir. dozlanmigtir.Sulandirilan - spermalar payetlerc
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¢ekildikten sonra +4°C‘de 2.5 saat eki-
librasyona (alisim ) birakilmistir. Bu siirenin so-
nunda spermalar 1s1y1 5 dakikada —142°C’a dii-
siiren digital dondurma cihazinda (Digitcool
5300 2B 250) dondurulmug ve —196°C’da sii
azotta saklanmugtir.

Dondurulmus spermalardan 38°C da 15 sn.
de her sulandirict i¢in 10, her kog i¢in 60 olmak
lizere toplam 180 payet ¢ozilmiig ve 540 nu-
muncde ¢oziim sonu spermatolojik  Ozel-
liklerinden spermatozoa motilitesi, anormal
spermatozoa oram ve Oli spermatozoa orani
saptanmugtir.

Dondurulmus ko¢ spermalarinin, in vitro
yasam siireleri vc akrozom yapilan 4 saat sii-
rcyle incelenmistir. Bu amagla her sulandirica
i¢in 10, her kog i¢in 60 olmak iizere 38°C da 15
sn. de toplam 180 payct ¢oziilerek 38°C lik su
banyosunda inkiibe edilmigtir. Coziimden sonra
toplam 360 numunede 0., 2., ve 4 . saatlerde
spermatozoa motilitesi ve akrozom  bo-
zukluklar: kaydedilmistir.

Morfolojik muayencler i¢in bir damla sper-
ma 0.5 m] Hancock solusyonunda fikse edilmis,
bu karisimdan alinan numune mikroskobun im-
mersiyon bakisinda (x100) sedir yag dam-
latilarak incelenmistir.

Koyunlarin tohumlanmasi

Arama koglanyla Ostrusta olduklan be-
lirlenen koyunlar ilk ostruslaninda bir to-
humlama dozunda 200x10% /ml motil spert-
matozoa bulunacak sekilde dozlanarak
dondurulmus spcrmalarla servikal ydntemle
(Resim2)  tohumlanmigtic.  Bir kogun sper-
malariyla her sulandirici i¢in 5 olmak iizere top-
lam 6 sulandirici i¢in 30 koyun tohumlanmusg,
toplam 3 ko¢ igin isc 90 koyuna sun'i to-
humlama yapilmistr.

Tohumlanan koyunlar gebelikleri siircsince
izlenmis, dogum orani, yavru orani ve ikizlilik
oranlar1 kaydedilmistir.

Bulgular

Arastirmada kullamlan 3 Akkaraman irki
kogun toplam 42 cjakulatinda saptanan sper-
matolojik Ozelliklerin genel ortalama dcgerleri
Tablo 1’de verilmistir. Buna gore genel or-
talama ejakulat miktar1 1.04£0.04ml, spcr-
matozoa motilitesi %76.55+1.34, spermatozoa
yogunlugu 2.60+0.11x109 /ml ., anormal sper-
matozoa oram %11.70+2.60,6li sp. oram
%9.63+0.93 ve spermanin pH degeri 6.75+0.05
bulunmustur.

Dondurulmus ko¢ spermalarinda ¢6ziim
sonu gencl ortalama spermatozoa molililcsi
Tris-1 ile %48.30+2.13 |, Tris-2 il %54.33+
1.88 , Tris-3 ile %43.33+1.88 olurken, Hepes-1
ile %47.33+2.02 , Hepes-2 ilc %62.83+1.69 ,
Hepes-3 ilc %44.33+2.00 kaydedilmigtir (Tablo
2 ve 5).

Coziim sonu genel ortalama anormal sper-
matozoa orani ayni sulandiricilar i¢in sirasiyla
%20.03%£1.23, %17.77+1.20, %25.50+1.55,
%19.60+1.13, %15.83+1.39 ve %21.83+2.14
saptanmistir (Tablo 3 ve 5).

Benzer sekilde ¢ozim sonu 8lii sper-
matozoa oram da swrasiyla %43.43+1.9§,
%34.36+1.83, %46.77£2.02, %44.83£2.01,
%32.77£1.73 ve %49.3x2.14 bulunmugtur
(Tablo 4 ve 5).

Dondurulmus kog¢ spermalarina uygulanan
termorezistens test sonuglarina bakildiginda 4.
Saat sonunda 01-61 nolu kogta spermatozoa
motiliteleri sirastyla Tris-1 ile %15.00+5.00,
Tris-2 ile %16.30+3.33, Tris-3 ile %4.00x1.25,
Hepes-1 ilc  %15.50+1.86, Hepes-2 ile
%28.00+4.46 ve Hepes-3 ile %13.00+4.23 bu-
lunurken, 157/8 nolu  kogta  sirasiyla
%14.00+3.23, %19.00x4.27,  %06.50£].63,
%17.50+1.45, %21.00+£3.40 vc %9.50+£3.43, T-
64 nolu kogta isc %11.00+2.67, %15.00+£3.02,
%12.00£3.18, %11.00+3.14, %27.50+2.98,
%16.50+2.80 saptanmistir (Tablo 6).
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01-61, 157/8 ve T-64 nolu koglarin don-
durulmus spermalanyla clde cdilen ortalama
dogum oranlan Tris-1 ile % 6.66, Tris-2 ile
%33.33, Tris-3 ile %13.33, Hepes-1 ile %6.66,
Hepes-2 ile %66.66 ve Hepes-3 ile %26.66 sap-
tanirken, ortalama yavru oran1 ayni  su-
landincilar igin sirasiyla 1.0, 1.4, 1.5, 1.0, 1.5
ve 1.0 olmugtur. Tohumlanan toplam 90 ko-
yunda gcnel ortalama dogum orant % 25.55,
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ortalama dogum oram 1.2 ve ikizlilik oran1 ise
%34.78 (23 koyundan 8 tanesi ikiz do-
gurmugtur) kaydedilmistir (Tablo 7).

Bu aragtirmanin istatistik ¢aligmalarinda
ikili karsilagtirmalarda T-testi, ikiden fazla kar-
silasirmalarda Varyans Analizi Teknigi kul-
lanilmigtir(20).

Tablo 1. Akkaraman irki koglarda saptanan baglica spermatolojik 6zelliklerin ortalamalan
Table 1. The averages of the principle spermatological values which was determined in Akkaraman rams

Ejakiilat | Spermatozoa { Spermatozoa Anormal Olii
Kog Miktar: Motilitesi Yogunlugu | Spermatozoa | Spermatozoa pH n
No (ml) (%) (x10%/ml) Oram (%) Oranm (%) X+§X
X£SX X£SX Xsx X£SX X2SX
01-61 1.12£0.06 77.86+2.60 2.49+0.12 14.36+4.6] 10.53+2.19 | 6.61x0.05 14
ab a
157/8 0.98+0.03 71.78+1.78 2.80+0.22 8.68+2.11 10.68+1.42 | 6.71+0.11 14
a ab
T-64 1.1620.10 80.00+2.11 2.50+0.20 12.16+3.62 7.68+3.62 | 6.93+0.07 14
b b
Genel Ortalama | 1.04£(.04 76.55+1.34 2.60+0.11 11.70£2.60 9.63+0..93 | 6.7520.05 [ Toplam
F - * - - *
1.967 3.789 0.918 0.630 1.108 3.774 42
a,b,ab : P<0.05 Ayni siitunda ortak harf tagimayan grup ortalamalan arasi fark 6nemli
. : P<().05 Grup ortalamalan arasi fark 6nemli
- : P>0.05 Grup ortalamalar aras: fark onemsiz
Tablo 2. Dondurulmus kog spermalarinda ¢oziim sonu spermatozoa motilitesi ortalamalar (%)
Table 2. The averages of post-thawing sperm motility in frozen ram semen (%)
Sulandirici Tris-1 Tris-2 Tris-3 Hepes-1 Hepes-2 Hepes-3
Kog no X % $X X £ SX X £ X X + SX X £ X X £sx n Toplam
01-61 49.00+2.77 | 53.50£3.74 | 43.00%£3.40 | 49.00+3.14 | 63.00£3.27 | 44.00+4.23 10 | 60
157/8 46.40+5.46 | 54.00+3.78 | 42.00£2.60 | 46.00+1.63 | 60.00£3.27 { 43.00£3.18 | 10 | 60 | 180
T-64 49.50+2.41 | 55.50+2.36 | 45.00£3.39 | 47.00+4.82 | 65.50+2.33 | 46.00£3.14 [ 10 | 60
Genel 48.30+2.13 | 54.33+1.88 | 43.33+1.88 | 47.33+2.02 | 62.83%1.69 | 44.33x2.00
Ortalama
F N N - N N -
0.192 0.052 1.249 1.370 (0.485 0.343
- (P>0.05) Grup ortalamalary arasi fark Snemsiz
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Tablo 3. Dondurulmus kog spermalarinda ¢67iim sonu anormal spermatozoa orant ortalamalan (%)
Table 3. The averages of post-thawing abnormal sperm motility in frozen ram semen (%)
Sulandiric Tris-1 Tris-2 Tris-3 Hepes-1 Hepes-2 Hepes-3
Kog no X £ 5X X £ §X X £ §X X % §X X & 8X X £ sx n Toplam
01-61 22.20£1.99 | 16.50£1.34 | 24.60+239 | 19.3022.20 | 19.80+2.64 | 19.70£3.37 | 10 | 60
a b b
157/8 19.90+£2.50 | 22.20+2.34 | 32.60+1.89 | 23.90+1.81 17.20+2.37 | 26.50£2.85 | 10 | 60 | 180
b b b
T-64 18.00£2.54 | 14.60+1.81 | 19.30+£3.20 | 14.00x1.53 | 10.5020.96 | 15.20+2.80 | 10 | 60
a a a
Genel 20.03£1.23 | 17.77+#1.20 | 25.50+1.55 | 19.60+1.13 | 15.83+1.39 | 21.83+2.14
Ortalama
F . * N _ * ok
0.275 4.453 2514 2.457 2.457 8.324
ab :(P<0.05) Aym siitunda ortak harfl tagimayan grup ortalamalan arasi fark énemli
. - (P<0.05) Grup ortalamalan aras: fark Gnemli
** : (P<0.01) Grup ortalamalan arasi fark 6nemli
- 1 (P>0.05) Grup ortalamalari arasi fark énemsiz
Tablo 4. Dondurulmuy kog spermalarinda ¢oziim sonu 6lii spermatozoa orant ortalamalar (%)
Table 4. The averages of post-thawing dead sperm meotility in frozen ram semen (%)
Sulandirics Tris-1 Tris-2 Tris-3 Hepes-1 Hepes-2 Hepes-3 n Toplam
Kog no X + sx X % §X X % §X X % §X X % §X X £8X
01-61 46.70+2.68 a | 32.00£2.69 | 48.60+£2.98 | 40.20x1.70 a | 25.40+2.05 a| 50.00£3.09 | 10 | 60
157/8 42.60£3.58 b | 40.20£2.48 | 47.90+2.38 | 51.40+3.73 b [32.70x2.87 b| 51.60£5.32 | 10 | 60 | 180
T-64 41.00£2.39b | 30.90+3.86 | 43.80%4.85 | 42.90+3.27 a (40.2022.05c| 46.30+2.18 10 | 60
Genel Ort. | 43.43+1.98 | 34.36x1.83 | 46.77+2.02 | 44.83+2.01 | 32.77+1.73 | 49.30%2.14
¥ *% N - * %k *okok R
6.351 1.956 0.528 5.677 9.857 0.520
ab.c 1 (P<0.05) Aym siitunda ortak harf tagimayan grup ortalamalari arasi fark Snemli
* : (P<0.05) Grup ortalamalan aras1 fark dnemli
** 1 (P<0.01) Grup ortalamalan arasi fark dncmli

1 (P<0.001) Grup ortalamalariaras: fark 6nemli
- : (P>0.05) Grup ortalamalari aras: fark dnemsiz




Tablo 5. Dondurulmus kog spermalarinda ¢oziim sonu spermatolojik 6zclliklerin genel ortalamalan (%)

Table 5. The general averages of post-thawing spermatological values in frozen ram semen (%)

Tris-1 Tris-2 Tris-3 F Hepes-1 T Hepes-2 T Hepes-3 T F n | Toplam
Sulandiric1 X £ SX X + SX X £ SX X % SX X £ SX X £ §X
Spermatozoa 48.30+2.13 54.33+1.88 | 43.33+1.88 - 47.33+2.02 - 62.83%1.69 - 44.33+2.00 - wHK 180
Moitilitesi (%) 2.822 a 1.021 b 0.114 a 0.563 | 8.667
Anormal 20.03£1.23 17.77+£1.20 | 25.50x1.55 - 19.60+1.13 - 15.83+1.39 - 21.83+2.14 - *Ak 180
Spermatozoa 3.812 a 0.814 b 1.712 c 1.355| 8.940 540
Orani (%)
Olii 43.43+1.98 34.36+1.83 | 46.77+2.02 ok 44 83x2.0) - 32.77£1.73 - 49.30+2.14 - Rk 180
Spermatozoa b a b 2.898 b 0.123 a 1.210 c 0.83]1 | 18.932

Oram (%)

a,b,c

- (P<0.05) Ayni satirda ortak harf tasimayan grup ortalamalan arasi fark onemli
- (P<0.001) Grup ortalamalan arasi fark 6nemli
- - (P>0.05) Grup ortalamalari aras: fark 6ncmsiz
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Tablo 6. Dondurulmug kog spermalanina uygulanan termorczistens test sonuglarinin genel ortalaman(%)
Tablc 6. The general averages of thermorezistence test results applying on frozen ram semen (%)

Spermatolojik | Sulan
Ozellikler din Tris-1 Tris-2 Tris-3 F Hepes-1 T Hepes-2 T Hepes-3 T F n | Toplam
Saat X % X X % SX X + X X + SX X £ §X X % §X
0. 48.30+2.13 | 54.33+1.88 | 43.33+1.88 - 47.33x2.02 - 62.83+1.69 - 44.33+£2.00 - rEE
0.640 c 1.648 b 0.663 a 0.849 | 8.667
Spermatozoa 2. 29.67+1.89 1 33.83+1.85 | 26.66+1.94 ** 25.00+2.04 * 36.43+1.70 - 32.13+2.38 * *x
Motilitesi a0 b cC O 5.638 b o 2.339 a 0.728 a_n 2385 | 6.214 | 180
(%) 4. 13.30+2.12  16.76£2.24 | 7.50£1.36 K 14.66+1.32 * 25.50+1.70 - 13.00+1.87 ** **
a o a b oo 5.839 b o 2.066 a 0.953 b oo 3.171 | 5.884 360
0. 15.56x1.14 [ 14.10£1.48 | 19.16+1.33 - 14.87+1.23 - 12.80+1.25 - 19.27+1.47 - ok
1.135 ab 0.718 a 1.170 b 0.742 | 6.739
Bozuk 2. 32.80+2.14 | 29.40+2.21 | 38.10+2.34 - 28.47+2.04 - 24.23+1.80 * 32.27+2.19 - ok 180
Akrozom o 0918 a 1.014 b o 2.280 a 1.820 [ 9.837
Orani (%) 4. 44.73+£2.73 | 42.83+2.47 | 54.30+2.46 - 38.76+2.01 - 37.37+1.84 - 48.70+2.15 * HEK
o] 0.670 a 0.285 a 1.774 b © 2.134 | 10.211
a,b,c . (P<0.05) Ayni satirda ortak harf tasimayan grup ortalamalan aras fark 6nemli

*k

ok sk

: (P<0.05) Grup ortalamalan aras: fark onemli
1 (P<0.01) Grup ortalamalan arasi fark dnemli
. (P<0.001) Grup ortalamalan arasi fark 6nemli

- - (P>0.05) Grup ortalamalan arasi fark Snemsiz

0,00

: (P<0.05) Ayni satirda farkh simgeleri tasiyan grup ortalamatart arasi fark 6nemli
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Tablo 7. Akkaraman irki koyunlarda dondurulmuy kog spermalariyla elde edilen dogum- yavru oranlari(%)
Table 7. The birth rate- litter size which was obtained from frozen ram semen in Akkaraman sheep(%)
Kog Tris-1 Tris-2 Tris-3 Hepes-1 Hepes-2 Hepes-3 n Toplam Genel
no Ortalama
Dogum 01-61 1 3 1 1 4 1 § 30
sayisl 15778 - - - - 2 1 5 30
T-64 - 2 i 4 2 S 30
Toplam 1 S 2 1 10 4 15 90
Ortalama
dogum oram 6.66 33.33 13.33 6.66 66.66 26.66 25.55
Yavru 01-61 | 5 2 1 7 1 5 30
sayisi 157/8 - - - 2 1 30
T-64 2 1 6 2 5 30
Toplam 1 7 3 I 15 4 IS 90
Ortalama
yavru oram 1.0 1.4 1.5 1.0 1.5 1.0 1.2

Tartigma ve Sonug

Bu arastirmada saptanan baglica sper-
matolojik 6zclliklere iliskin degerler bilyiik 61-
ciide fizyolojik simrlar iginde kalmugtir. Or-
talama spermatolojik degerlerdeki farkliliklar
arastiricilann degisik itk ve genetik yapilardaki
koglarda  ¢alismalarindan kaynaklanabildigi
gibi, bireysel faktorler, farkli sperma alma ve
dcgerlendirme tekniklerinden ve degisik don-
durma yontemlerinden de ileri gelebilir (4).

Nitekim bu caligmada istatistiksel agidan
bireyleraras: farkliliklar ejakiilat miktarn, sper-
matozoa yogunlugu, anormal spermatozoa
orani ve Olii spermatozoa oram yoniiyle 6nem-
siz (P>0.05) bulunurken, spermatozoa mo-
tilitesi ve pH yoniiyle 6énemli (P<0.05) kay-
decdilmistir (Tablo 1).

Kog¢ spermasimin dondurulmasinda bugiine
kadar degisik sulandinicilar denenmigse de
heniiz arzu cdilen bagariya ulagilamamigtir.
Ancak son yillarda TES, HEPES VE PIPES
gibi  zwitterion bufferlarla  yapilan  ¢a-
lismalardan olumlu sonuglar alinmaktadir
(13).Sulandiricilara glyserol ve yumurta sarisi
gibi kryoprotektanlarin katilmasi bile, kog sper-
masimn dondurulmasinda, ¢&ziim sonu sper-
matozoa motilitesinin ve fertilitenin diigmesi ya
da plazma membranlanindaki hasan  6n-
lcyememektedir (6, 8, 14).

Sunulan ¢aligmada da Tablo-2’e ba-
kildiginda yalmzca kryoprotektan ve yumurta
sarisi bulunduran kontrol gruplannda sper-
matozoa motilitesinin antioksidan katilmig su-
landincilardan daha  diisiik oldugu  go-
riilmektedir. Coziim sonu anormal spermatozoa
ve olii spermatozoa orani da yine ayni sekilde
diger sulandiricilardan  daha  yiiksek  bu-
lunmustur (Tablo 3 vc 4). Yine benzer sekilde
Hepes-3 ile elde cdilen sonuglar Tris-3’den
daha basarili olmustur. Ancak istatistik ¢a-
hsmalar gozlenen bu farkliliklann Snemli ol-
madigin1 (P>0.05) ortaya koymustur.

Son yillarda dogal olarak seminal plaz-
mada da yiiksck konsantrasyonlarda bulunan ta-
urin, hypotaurin, inositol, prolin, SOD, catalase,
BHT, desferal, ascorbic acid, alpha-tocopherol
gibi maddelerin antioksidan 6zelliklerinden fay-
dalanma yoluna gidilmistir. Bu amagla bir¢ok
arastinct (15) sperma sulandiricilarina bu an-
tioksidan maddclicrden katarak dondurduklan
ko¢ spermalarinda ¢oziim sonu spermatozoa
motilitesinin  yiikseldigini, akrozom  bo-
zukluklannin azaldigin1 gdstermiglerdir.

Vitamin E (alpha -tocopherol ) membran
yapisini destabilize etmekte ve sitotoksik ok-
sidasyon iirinlcrinin olusumunu en-
gellemektedir. Inositol,antioksidan 6zclligiyle
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dondurulmusg kog spermasinda sper-
matozoonlann akrozom  biitiinliigiinii  ko-
rumaktadir. Carnosin biyolojik membranlarin
lipid komponentlerinden derive edilen ok-
sidasyon iiriinlerini elimine edcrken, askorbik
asit (vitamin C) ko¢ seminal plazmasinda da
bulunmakta ve serbest radikallerin neden ol-
dugu  hasarlardan  spermatozoonlart  ko-
rumaktadir. Prolin, dondurma sirasinda hiic-
relerdeki  dchidrasyon ve  sulandincidaki
hiperozmolaritenin neden  oldugu de-
naturasyona karst spermatozoonlari koruyan
non —toksik intraselliiler bir madde olarak rol
oynamaktadir (2, 8).

Shanchez—Partida ve ark (17) farkli an-
tioksidanlar katarak dondurduklan kog¢ sper-
malarinda ¢6zim sonu spermatozoa mo-
tilitesini, 50 mM taurin katilmis % 3-5 glyscrol
bulunduran Tris sulandincisiyla %60’ iize-
rinde bulduklarini s6ylemislerdir.

Sulandincida antioksidanlann kul-
lanilmasi, yumurta sansi, DMSO ve glyserol
gibi  kryoprotektanlarin daha diisik kon-
santrasyonlarda kullanilmasint saglamaktadir
(12). Watson ve Martin (24) glyseroliin ¢6ziim
sonu akrozom bozukluklarim artirdifini, Ligh-
tfoot ve Salamon (10) serviks igine sper-
matozoa lasinmasint olumsuz etkiledigini bil-
dirmislerdir.  Antioksidan maddelerin aym
zamanda kryoprotektan da olmasi, bu mad-
delerle dondurulan spermalardan daha iyi so-
nuglar alinmasim saglamaktadir.

Sunulan c¢alismada, Taurinc bulunduran
Tris ve Hepes sulandincilanyla dondurulmus
spermalardan clde edilen ¢oziim sonu sper-
matozoa motilitclerini Vitamin C katilmis olan-
lara gore daha ytiksck, anormal spermatozoa ve
Olii spermatozoa oranlarinin daha diisiik oldugu
saptanmustir (Tablo2,3,4).

Toplam 540 numunede degerlendirilcn
genel ortalama spermatozoa oranlarina ba-
kildiginda (Tablo 5) ¢6ziim sonu en yiiksek
spermatozoa motilitesi Tris ve Hepes ile si-
rasiyla (%54.33+1.88 ve %62.83+1.69), en
diisiik anormal

spermatozoa orani

(%17.77£1.20 ve %15.83+1.39) ve en diisiik
Olii spermatozoa oramt (%34.36x1.83 ve
%32.77x1.73) taurine igeren sulandtricilarla
gergeklesmistir.

Istatistik agidan genel ortalama sper-
matozoa motilitesi, anormal spermatozoa orani
ve Olii spermatozoa oram yoniiyle Tris su-
landincisinin kendi iginde antioksidanlar ara-
sinda gozlenen farkhiliklar onemsiz (P>0.05)
bulunurken, Hepes sulandiricisina katilan an-
tioksidanlar arasindaki aynliklar 6nemli kay-
dedilmistir (P<0.05, P<0.01, P<0.001).

Coziim sonu .spcrmatolojik dzelliklere bi-
reysel faktorlerin de etkisi olmus, istatistik agi-
dan ¢6ziim sonu anormal spermatozoa oran ve
0lii spermatozoa orani yoniiyle koglar arasinda
onemli farklihklar  gozlenirken (P>0.05,
P<0.01, P<0.001), spermatozoa motilitcsi ba-
kimindan farkhliklar onemli  bulunmamstir
(P>0.05).

Dondurulmus ko¢ spermalarinin in vitro
(380C’de) yasam siircleri ve morfolojik ya-
pilar, kullanilan sulandinici ve kryoprotektan
hatta antioksidan oramiyla yakindan ilgilidir
(14).

Pontbriand ve ark. (16), ko¢ spermalarini
TEST sulandincisiyla pellet ve payet bi¢ciminde
dondurmuslar, ¢oziim sonu 20°C’de 6 saat so-
nunda spermatozoa motilitesinin %22.9’a diis-
tiigiinii, akrozom bozukluklarinin %18’¢ yiik-
scldigini sOylemiglerdir.

Alman Et¢i Merinos 1rki kog spermalarim
donduran Tckin ve Giinzel (22) 38°C’de ¢6ziim
sonu spermalara uyguladiklari termorezistens
test sonunda (4.saatte) en yiiksck spcrmatozoa
motilitesini ve normal akrozom oranini sirasiyla
Tris ile %27.2 ve %55.3, Test-M / OEP ile
%33.5 ve %62.2 saptamislardir.

Bu ¢aligmada toplam 360 numunede, don-
durulmus kog¢ spermalarina uygulanan ter-
morezistens test sonuglarina bakildifinda 4.saat
sonunda goézlenen degerlerin, ¢6ziim sonu
(O.saat) degcrlerine bagh oldugu goriildiigii
gibi, sulandiricilann ve antioksidanlarin sper-
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matolojik ozellikler iizerindeki etkileri farkh
olmus, antioksidan katilmig sulandiricilarla
dondurulmus spermalarda kontrol gruplarina
gorc daha basanh sonuglar alinmug ve 4.saatte
cn yiiksek spermatozoa motilitesi
(%25.50+£1.70) ve en diisiik bozuk akrozom
oram (%37.37+1.84) Hepes+Taurinle ger-
¢eklesmistir (Tablo 6).

Sulandiricilar  arasinda istatistik  agidan
spermatozoa motilitesi yoniiyle gozlenen fark-
hiliklar 2. ve 4. saatlerde Tris-1 ve Hepes-1,
Tris-3 ve Hepes-3 arasinda onemli (P<0.05,
P<0.01) saptanirken, bozuk akrozom oram yo-
niiyle 2. saatte Tris-2 ve Hepes-2 , 4. saatte
Tris-3 ve Hepes-3 arasinda da dnemli (P<0.05)
kaydedilmigtir. ~Antioksidanlar arasinda goz-
lenen farkliliklar ise Tris sulandiricisi igin sper-
matozoa motilitesi yoniiyle 2. ve 4. saatte
onemli (P<0.01) olurken, Hepes igin sper-
matozoa motilitesi ve bozuk akrozom orani yo-
niiyle 0.,2. ve 4. saatlerde 6nemli (P<0.01,
P<0.001) bulunmusgtur (Tablo 6).

Aynca termorezistens lest uy-
gulamalarinda eldc edilen sonuglara bireyscl
faktorlerin de etkisi olmus, dolayisiyla koglarin
sulandiricilara cevabi ayn olurken istatistik ag1-
dan gozlenen farkhliklar 6nemli (P<0.05,
P<0.01, P<0.001) bulunmustur (Tablo 6 v¢ 7).

Koyunlarda taze sperma ile vaginal ya da
servikal tohumlamalar yapildiginda basarih ge-
belik oranlan elde cdilmesine ragmen, don-
durulmus sperma igin en idcal yontem int-
rauterin tohumlamadir. Koyunlarda serviksin
tirbiison benzeri, sirkiiler yapisindan dolay, ka-
teterle gegip uterusa ulagmak miimkiin  ol-
mamaktadir (9).

Dondurulmus spermalarla servikal to-
humlamalardan elde edilen gebelik oranlan
%10-45 arasinda kalmaktadir (5). Ancak son
yillarda farkli sulandiric1 ve antioksidanlar kul-
lanilarak dondurulmus spermalardan umut ve-
rici sonuglar alinmaktadir.Dziuk ve ark. (4)
TES solusyonuyla dondurduklan kog sper-
malanyla yaputiklari tohumlamalardan %13 ora-
ninda gebelik elde ettiklerini bil-
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dirirlerken,Graham ve ark. (7) ise %39-63 gibi
oldukg¢a yiiksck sayilabilecek bir dolverimi al-

muglardur.

Sanchez-Partida ve ark. (18) proline veya
glycine-bctaine  bulunduran Hepes  su-
landiricisiyla elde edilen ¢Ozim sonu Sper-
matozoa motilitesinin Tris’c gore daha iyi ol-
dugunu, ancak fertilitenin Hepes ile %66.6,
Trisle %71.1 oldugunu ifade etmislerdir.

Bu calismada dondurulmus kog¢ sper-
malaryla elde edilen dolverimi koyunlardaki
dogum orani, yavru orani ve ikizlik oraniyla de-
gerlendirilmigtir. Tablo.7’den da izlenecedi gibi
cn yiiksek dogum orani (%66.66) Hepes-2 su-
landiricistyla elde edilmis ve en diisiik dogum
orani (%6.66) ise kontrol gruplaninda olmustur.

Genel ortalama dogum orant (%25.55),
yavru oram (1.2) ve ikizlik orani (%34.78) bek-
lcnen diizeyde gergeklegmis, dondurulmug sper-
malarla servikal tohumlamalarin ycterincc ba-
sarill  olmamasindan dolayr daha yiiksek
dolverimi clde edilememigtir (5, 20). Do-
layisiyla bu aragtirmanin dcvami seklinde bir
bagka ¢alismanin, dondurulmus spermalar i¢in
cn uygun yontem olan intrautcrin tohumlama
ile desteklenmesi durumunda daha yiiksek dol-
verimi alinacagi kamsina vanlmistir.

Sonug olarak, bu ¢aligma ile in vitro ve in
vivo bulgulara dayanarak  Hepcs  su-
landiricisinin Tris’e, bir antioksidan olarak Ta-
urinin de Vitamin C’ye iistiin oldugu sap-
tanmugtir.
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