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OZET

Ozbilgi/Amag: Spermanin kisa siireli saklanmasi sirasinda lipit peroksidasyona maruz kalabilmekte ve bunun sonucu olarak da
spermatozoon motilitesinde, membran bitiinliglinde kayiplar ve fertilite oranlarinda diigmeler yasanmaktadir. Spermatozoonda
meydana gelen bu tarz degisiklikler, spermatozoon membran fosfolipitlerinde gelisen lipit peroksidasyonu ve bunun sonucu olarak
ortaya cikan serbest oksijen radikallerin olusturdugu yikimlara bagl olabilmektedir. Sperma, ortamda gelisen lipit peroksidasyonunu
dengelemek ve serbest radikallerin asiri Gretimini/salinimini 6nlemek igin bazi antioksidanlari icermektedir. Ancak, spermadaki
endojen antioksidatif kapasite spermanin kisa sireli saklanmasinda yeterli gelmemektedir. Sunulan galismada, ko¢ spermasinin
5°C’de kisa siireli saklanmasinda sulandiriciya butylated hydroxytoluene (BHT) ve trehaloz ilavesinin spermatozoonlar (izerine
koruyucu etkisinin ve bu spermatozoonlarla yapilan tohumlamalardan elde edilecek gebelik oranlarinin arastirlmasi amaglanmistir.
Materyal ve Metot: Calismada toplam 3 bas Kivircik irki ko¢ ve bu koglardan suni vajen kullanilarak toplanan ejakiilatlar
kullanildi. Alinan ejakiilatlar birlestirildikten sonra 3 esit pargaya boliindi. Sonra her bir bolim tris-citric acid-glucose (TCG),
TCG+trehaloz (50 mM) veya TCG+BHT (0,6 mM) iceren sulandiricilar ile sulandirildi. Yaklasik ml'de 200x106 spermatozoa
olacak sekilde sulandirilan sperma numuneleri 0.25 ml lik payetlere gekilerek 5°C’de kisa siireli saklandi. Daha sonra sperma
orneklerinde 0., 24., 48 ve 72. saatlerde spermatozoa motilitesi, canli ve anormal spermatozoon oranlari, spermatozoon
membran butlnligl ile akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon oranlarinin belirlenmesi igin muayeneler gergeklestirildi.
Bulgularve Sonug: Yapilan muayeneler sonucu ortalama motilite, canli spermatozoon orani, spermatozoon membran bitiinltigii ve akrozom
reaksiyonuna giren spermatozoon oranlari bakimindan gruplar arasinda istatistiksel degerlendirmede 6nemli farkhliklar bulunmadi.
Ancak, en disiuk anormal spermatozoon oranlari 72. saat sonunda trehaloz grubunda elde edilirken, en yiksek anormal spermatozoon
orani kontrol grubunda tespit edilmistir. 0 ve 24. saatlerde Trehaloz ve kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli oldugu
saptandi (P<0.05). 5°C 24 saat muhafaza edilen sperma 6rnekleriyle laparoskopik yontemle intrauterin olarak yapilan tohumlamalardan
elde edilen gebelik oranlari BHT grubunda %50, trehaloz grubunda %20 ve kontrol grubunda ise %40 olarak belirlendi. BHT’nin trehaloza
ve kontrol grubuna goére gebelik oranlari (izerine sayisal olarak olumlu bir katki sagladigi gozlenmekle birlikte gruplar arasindaki farkhliklar
istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi. Calismadan elde edilen bulgulara gore, kog spermasinin kisa stireli saklanmasinda sulandiriciya
eklenen trehalozun sadece anormal spermatozoon oraninin disiik kalmasinda 6nemli katki sagladigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Kog, sperma, kisa stireli saklama, antioksidan, fertilite.

In vitro and In vivo Evaluation of Kivirctk Ram Semen Stored Short-Term with Different
Antioxidants

ABSTRACT

Background/Aim: The sperm cells may undergo lipid peroxidation during the liquid storage and, thus, sperm motility,
membrane integrity and fertility rates may drop down. These reductions in sperm parameters may be related to the lipid
peroxidation which occurs in phospholipids in plasma membrane by means of oxidative stress byproducts, free oxygen radicals.
Normally, sperm cells contain antioxidants to balance lipid peroxidation or to overcome excessive production of free radicals.
However, these antioxidant potential is not enough during the liquid storage of spermatozoa. The objective of the present
study was to investigate the effect of butylated hydroxytoluene (BHT) and trehalose supplementation of the extender on
different parameters and pregnancy rates to be obtained from inseminations of ram spermatozoa short term stored at 5°C.
Material and Method: Three Kivirctk rams were used as sperm donors. The semen samples were collected using artificial
vagina during the study. After collection, ejaculates were pooled and divided into three aliquots. The aliquots were diluted
in tris-citric acid-glucose (TCG) extender with or without 0.6 mM BHT or 50 mM trehalose to a final concentration of 200 x
106sperm/ml. Extended ejaculates were then loaded into 0.25 ml straws, cooled and stored at 5°C. Motility, sperm membrane
integrity, percentage of live, abnormal and acrosome reacted sperm cells were estimated 0, 24, 48 and 72 hours after cooling.
Results and Conclusion: After estimation all these parameters, there was no significant differences between groups. However, the highest
abnormal sperm rate was obtained from control group while the lowest abnormal sperm rate was obtained from trehalose group end
of the 72 hours cooling. Percentage of abnormal sperm cells was significantly less in trehalose group as compared to control group
before cooling and 24 hours after cooling (P<0.05). After the sperm samples were stored at 5°C for 24 hours, sperm samples were used
for laparoscopic insemination. After inseminations, pregnancy rates were determined in BHT, trehalose and control groups (% 50, %
20, and % 40 respectively). The results of present study showed that pregnancy rate was numerically higher in BHT group compared
to trehalose and control groups but there was no significant difference between groups. In conclusion, trehalose supplementation was
found beneficial to maintain abnormal sperm rate in low level during short term storage of semen.
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Giris

Spermanin kisa siireli saklanmasi sirasinda hiicreler lipit
peroksidasyona maruz kalabilmekte ve bunun sonucu olarak
da spermatozoon motilitesinde ve membran bitunlugiinde
kayiplar ve fertilite oranlarinda dismeler yasanmaktadir
(Salamon ve Maxwell, 2000). Spermatozoonda meydana gelen
bu tarz degisiklikler, spermatozoon membran fosfolipitlerinde
gelisen lipit peroksidasyonu ve bunun sonucu olarak ortaya
cikan serbest oksijen radikallerinin (ROS) olusturdugu yikimlara
bagli olabilmektedir (Aitken ve Baker, 2004).

Memeli spermatozoasi serbest radikallerin membran lipidlerini
okside etmesi sonucu sekillenen lipid peroksidayonuna oldukga
duyarhdir. Toksik serbest radikaller spermatozoada fiziksel ve
kimyasal hasarlar olusturarak yaslanmasina neden olmaktadir
(Aitken ve Baker, 2004; Jones ve ark., 1979). Antioksidanlar,
serbest radikallerin  uyardigi  oksidatif strese karsi
spermatozoanin savunmasinda rol alirlar. Hiicresel antioksidan
mekanizmasi, pek ¢ok doku ve sekresyonunda bulunmaktadir
(Aitken ve Baker, 2004). Bir kismi ROS uretimini engelleyerek, bir
kismida mevcut ROS’ u yok ederek etki gostermektedir (Agarwal
ve ark., 2005). ROS’un zarar verici etkisine karsl spermatozoa
ve seminal plazma antioksidatif savunma sistemlerine sahiptir.
Ancak, spermatozoanin kiiglik sitoplazmasina bagh olarak
antioksidatif savunma sistemleri kisithdir (Aurich ve ark., 1997).
Seminal plazmada dogal olarak bulunan veya bulunmayan
taurin, hypotaurin, inositol, prolin, siiperoksit dismutaz, katalaz,
piruvat, glutatyon, ergotiyonin, trehaloz, BHT, desferal, askorbik
asit, alfa-tokoferol gibi maddelerin antioksidan 6zelliklerinden
faydalanma yoluna gidilmistir. Bu amagla gesitli antioksidanlar
sperma sulandiricilarina katilarak spermalarin kisa ve uzun
sureli saklaniimasinda kullaniimis ve basarili sonuglar alinmistir
(Maxwell ve Stojanov, 1996; Aurich ve ark., 1997; Baumber ve
ark., 2000; ljaz ve ark., 1995; Yildiz ve Daskin, 2004; Lopez-Saaz
ve ark., 2000; Bucak ve Tekin, 2007).

Antioksidan bilesiklerin etki sekli ve etkinlik diizeyi oldukg¢a
farkhdir. Genelde antioksidanlar, reaktif oksijen ve nitrojen
tirevlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle hasar almis
dokularin  tamiri, diger antioksidanlarin onarimi veya
yenilenmesi gibi oldukga farkli etki sekillerinden birini veya
bir kacini ortaya koyarlar. ideal bir antioksidan bilinen bu etki
sekillerinden birgogunu yerine getirebilme 6zelligine sahiptir
(Chen ve ark., 2003).

Bu arastirmada, sulandiriciya katilan BHT ve trehaloz ilavesinin
ko¢ spermatozoonlarinin +52C’ de kisa sireli saklanmasi
sirasinda koruyucu etkisi ve bu spermatozoonlarla yapilan
tohumlamalardan elde edilecek gebelik oranlarinin arastirilmasi
amaglandi.

Materyal ve Metot
Hayvan Materyali

Bu calismada sperma vericisi olarak fertilitesi bilinen ve
genital organ muayenesi sonucunda herhangi bir patolojiye
rastlanmayan toplam 3 bas Kivircik irki kog ve yine bu koglardan
toplanan ve antioksidan ilaveli sulandiricilar ile sulandirilan
spermalarin fertilite diizeylerinin belirlenmesi amaciyla toplam
39 bas koyun kullanildi. Stinger uygulanan koyunlardan 4’Gnin
stingerleri distiglinden ve 5 nin de Ostrus gostermediginden
arastirmaya 30 koyun dahil edildi. Aragtirma sirasinda
kullanilacak kog ve koyunlarin bakimi ve barindiriimasi Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi biinyesinde yer
alan koyun padoklarinda standart yetistirme kosullarinda
yapildi. Calismanin sperma alma, sulandirma, 5°C muhafazasi
ve spermatolojik muayene asamasi Subat ve Mayis aylarini

kapsayan 4 aylik bir donemde gergeklestirildi. Koyunlarin
senkronizasyonu ve suni tohumlama ¢alismalari ve gebelik
muayeneleri ise Mayis-Haziran aylari arasinda gergeklestirildi.

Spermanin alinmasi ve sulandirilmasi

Calismada kullanilan spermalar 3 kogun her birinden 8’er
ejekulat olmak lizere haftada iki kez suni vajen yontemiyle
alindi. Toplanan sperma o6rneklerinde ejekulat miktari (ml),
spermatozoa motilitesi, spermatozoa yogunlugu, 61l ve anormal
spermatozoon oranlari ve anormal akrozom oranlari belirlendi.
Motilite orani %70 ve lizerinde, anormal spermatozoon oranlari
ise %20’nin altinda olan ejekiilatlar sulandirma iglemi igin
kullanildi. Toplanan ejekilatlarda spermatozoon yogunluklari
hemositometrik yontemle belirlendi ve g farkh kogtan elde
edilen spermalar deney tiiplinde birlestirildi. Daha sonra (g
esit kisma ayrilarak sulandirmalari yapildi.

Bu arastirmada spermalarin sulandiriimasinda Tris sulandirici
(3.63 gr tris, 0.50 gr fruktoz, 1.99 gr sitrik asit, 100.000 IU
Penicillin G Sodium, 100 mg streptomycin silfat, 14 ml yumurta
sarisi/100 ml distile su - pH: 6.8) kullanildi. Alinan spermalar
3 esit hacme boliinerek BHT (0.6 mM) veya trehaloz (50 mM)
iceren ve antioksidan igermeyen Tris sulandiriciyla ml’de yaklasik
200x10° spermatozoa olacak sekilde sulandirildi. Sulandirmayi
takiben 32°C 5 dakika inkiibe edilen sperma 6rnekleri 0.25 ml
lik payetlere gekildi ve +52C’ta muhafaza edildi. Daha sonra
farkl antioksidan igeren veya kontrol grubuna ait 6rnekler, 0.,
24., 48. ve 72 saatlerde spermatolojik parametreler yoninden
muayene edildi.

Spermatolojik muayeneler

Sperma motilitesi 37°C’ta 1sitma tablali faz kontrast mikroskopta
40 veya 20 lik objektifte degerlendirildi. Sperma tekrar uygun
oranda sulandirilarak lam lamel arasina yerlestirildikten sonra
motilite orani belirlendi.

Olii-canli spermatozoon orani supravital boyama teknigiyle
belirlendi. Eosin-nigrosin  boyasi  kullanilarak hazirlanan
frotilerde mikroskop yardimiyla en az 200 hiicre sayilarak tam
boya alanlar 61, yari boya alanlar ve hi¢ boya almayanlar canli
olarak kabul edildi.

Anormal spermatozoon orani sivi fikzasyon yontemiyle
belirlendi. Hancock solisyonu (Hancock, 1952) kullanilarak
fikze edilen hicreler lam-lamel arasinda bir faz-kontrast
mikroskop altinda incelenerek gesitli spermatozoon kisimlarina
(akrozom, bas, orta kisim ve kuyruk) ait bozukluklar ve bunlarin
gorilme oranlari tespit edildi.

Spermatozoon membran butlnlGglinin belirlenmesi amaciyla
HOS testi uygulandi (Jeyendran va ark., 1984). Sperma
orneklerinin 100 mOsm/It ye ayarlanmig fruktoz solisyonu
icerisinde inkibe edilmesinden sonra preparatlar boyandi
(Aisen ve ark., 2005). Boyanan preparatlardan toplam 200
hiicre sayildi, kivrik kuyruklu spermatozoonlar pozitif olarak
kabul edildi ve membran bitiinligine sahip spermatozoonlarin
oranlari belirlendi.

Akrozom  reaksiyonuna giren spermatozoon oraninin
belirlenmesi igin  spermatozoonlar 6nce sulandiricinin
uzaklastirilmasi amaciyla yikandi ve prematire akrozom
reaksiyonuna giren spermatozoa oranlari 0 ve 72. saatlerde
belirlendi. Bu amagla Larson ve Miller (1999) tarafindan
tanimlanan Coomasie blue boyama yontemi uygulandi.
Boyama sonrasi hazirlanan preparatlardan toplam 200 hiicre
sayllarak, akrozom reaksiyonuna giren hiicre orani belirlendi.
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Tablo 1. Farkh antioksidanlar iceren sulandiriciyla kog spermasinin kisa streli saklanmasinda elde edilen

spermatolojik parametreler.

Table 1. Spermatological parameters obtained from short-term storage of ram semen with extenders containing

different antioxidants.

Spermatolojik parametreler BHT Trehaloz Kontrol 0.D
Grubu (P)

Motilite (%) 71.7542.79 72.5043.81 71.50+2.80 -
Anormal spermatozoa orani (%) 11.83+2.89 6.81+2.37 17.98+2.27 &

2' ;?(at ab a b

+
Canli spermatozoa orani (%) 86.30+£193 85.84+1.62 86.39+1.82 -
Membran butlnlugi saglam 45.58+4.36 42.72+5.57 47.17+4.52 -
Spz. orani (%)
Akrozom reaksiyonuna giren spermatozoa orani 10.42+1.12 10.58+1.86 12.58+1.61 =
(%)
Motilite (%) 65.00+280 65.0043.40 63.3043.20 -
normal spermatozoa orani (% 7.1743. .00+2. .10+2.67
A | (%) 17.1743.44 11.0042.29 21.1042.6 b
ab a b

24. saat

X4SX Canli spermatozoa orani (%) 83.84+1.40 82.30+1.82 83.16+1.78 -
Membran butlinlGgi saglam spermatozoa orani 42.50+3.34 40.58+5.83 42.0045.20 -
(%)
Akrozom reaksiyonuna giren spermatozoa orani 16.50£2.32 13.75+£1.53 19.5842.52 -
(%)
Motilite (%) 60.75+2.39 56.75+4.94 60.00+2.03 -
Anormal spermatozoa orani (%) 21.82+3.41 16.17+1.68 24.0043.27 -

48. saat

X4SX Canli spermatozoa orani (%) 78.16+1.50 76.11+1.30 77.78+1.60 -
Membran bitlinligu saglam spermatozoa orani 43.40+5.41 39.72+6.86 44.75+5.51 -
(%)
Akrozom reaksiyonuna giren spermatozoa orani 16.92+1.59 19.00+4.04 19.92+2.98 -
(%)
Motilite (%) 55.75+2.58 50.50+4.85 55.00+2.58 -
Anormal spermatozoa orani (%) 29.50+3.24 23.8242.29 31.10+2.84 -

72. saat

X4SX Canli spermatozoa orani (%) 74.84+1.25 73.30£1.71 74.68+1.68 -
Membran bitlinligi saglam spermatozoa orani 37.00+4.69 33.69+3.57 38.92+4.71 -
(%)
Akrozom reaksiyonuna giren spermatozoa orani 20.84+2.10 20.25+2.96 20.10+3.11 =
(%)

OD: Onemlilik degeri a,b: Ayni situnda farkli harfleri tagiyan grup ortalamalari arasi fark 6nemli

* . (P<0.05) - : Grup ortalamalari farki 6nemli degil (P >0.05)

Spermalarda kisa siireli saklama sonrasi fertilite diizeylerinin
belirlenmesi

Koyunlara mayis ayl ortasinda 12 giin sire ile intravaginal
stinger (60 mg Medroksiprogesteron asetat, Esponjavet, Hipra)
uygulandi ve silingerlerin gikariimasini takiben de 300 IU eCG
(Folligonan, intervet) kombinasyonuyla senkronize edildi.
Suingerlerin gikartilmasindan yaklasik 48 saat sonra Ostrus
arama koglari yardimiyla belirlendi. Ostrusta oldugu belirlenen
koyunlar 5°C 24 saat muhafaza edilen sperma o6rnekleriyle

laparoskopik yolla intrauterin olarak, her hayvan 200x10°
spermatozoon disecek sekilde tohumlandi. Koyunlarda
tohumlama sonrasi 35. glinde real-time ultrasonografi
yardimiyla gebelik tanisi yapildi.

istatistiksel Analizler

Aragstirmada, her antioksidan ve kontrol grubuna ait
spermatolojik parametrelerin (spermatozoa motilitesi, anormal
spermatozoa, canli anormal akrozom ve Oli spermatozoa
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Tablo 2. Farkli antioksidanlar igeren sulandiriciyla kog¢ spermasinin kisa stireli saklama sonrasi elde edilen gebelik oranlari.
Table 2. Pregnancy rates obtained from short-term storage of ram semen with extenders containing different antioxidants.

BHT Trehaloz Kontrol OD
Gebelik Orani (%) 50% 20% 40% -
(n) (5/10) (2/10) (4/10)

OD: Onemlilik degeri
- : Grup ortalamalari farki 6nemli degil (P >0.05)

oranlarinin) karsilastiriimasinda tek yonli varyans analizi
uygulandi. Farklilik ¢ikan gruplarin karsilagtiriimasinda Duncan
testi kullanildi. Bu sperma ornekleriyle yapilan tohumlamalar
sonucunda elde edilen gebelik oranlarinin karsilagtiriilmasinda
da ki-kare ydnteminden yararlanildi. istatistiksel anlamlilik siniri
P<0.05 olarak kabul edildi. Tablonun hazirlanmasinda ortalama
degerler ortalama standart sapmasi ile birlikte sunuldu.

Bulgular

Kog spermasinin kisa siireli saklanmasinda (72 saat siresince)
BHT ve trehalozun spermatozoa motilitesi (zerine etkili
olmadigl gozlenmistir. Tablo 1'de gorildigu lzere, anormal
spermatozoa oranlari antioksidan igeren iki grupta kontrol
grubuna gore daha disik bulundu. Bununla birlikte trehaloz
iceren grubun degerlerinin kontrol grubuna gore oldukea distk
oldugu tespit edilmis, 6zellikle ilk 24 saat igerisinde elde edilen
farkhhklarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu gozlendi (P<0,05).

Canh spermatozoa orani, membran bitinlGgu saglam
spermatozoa ve akrozom reaksiyonuna giren spermatozoa
oranlari bakimindan 0 ile 72. saatler arasinda antioksidanlarin
istatistiksel olarak 6nemli farkhliklar olusturmadigi saptandi (P
>0,05) (Tablo 1).

Bu c¢alismada 5°C 24 saat muhafaza edilen sperma
ornekleriyle laparoskopik yéntemle intrauterin olarak yapilan
tohumlamalardan elde edilen gebelik oranlari BHT grubunda
%50 trehaloz grubunda %20 kontrol grubunda ise %40
bulundu. BHT’nin trehaloza ve kontrol grubuna gore gebelik
oranlar (izerine sayisal olarak olumlu bir katki sagladigi
gozlenmekle birlikte gruplar arasindaki farkhliklar istatistiksel
Olcliye ulagiimamistir (Tablo 2).

Tartisma ve Sonug

Spermatozoon plazma membrani doymamis yag asitince zengin
oldugundan lipit peroksidasyonuna karsi son derece duyarlidir.
Spermanin kisa streli saklanmasi sirasinda hiicreler lipit
peroksidasyona maruz kalabilmekte ve bunun sonucu olarak
da spermatozoon motilitesinde ve membran bitinlGginde
kayiplar ve fertilite oranlarinda dismeler yasanmaktadir
(Salamon ve Maxwell, 2000). Bu olumsuz etkiler, spermanin
saklanmasi  6ncesi sulandiricilara  bazi  antioksidanlarin
ilavesiyle dengelenmeye calisilmaktadir (Maxwell ve Stojanov,
1996; Yildiz ve Daskin, 2004; Lopez-Saaz ve ark., 2000; Bucak
ve Tekin, 2007).

Sperma sulandiricilarina eklenen trehaloz spermatozoonlar igin
ozmotik basinci ayarlar ve kriyoprotektan olarak etki gosterir.
Non-permeable bir disakkarit olan trehaloz su kaybi sirasinda
hlGicre membraninda olusan olumsuz etkilerin 6nlenmesinde
6nemli bir etkiye sahip oldugu (Molinia ve ark., 1994) ve
bununda spermadaki endojen glutatyon (GSH) tiketimini
azalttigl ve ortamda olusan serbest radikalleri temizleyerek
olumlu bir etki sagladigi yapilan ¢alismalarda ifade edilmistir
(Aisen ve ark., 2005). Yine buna benzer ifadeler son yillarda
yapilan ¢alismalarda da sperma sulandiricilarina eklenen

trehalozun spermanin kisa sireli saklanilan ko¢ spermasinin
spermatolojik parametreleri tizerine 6nemli derecede olumlu
etkileri oldugu bildiriimektedir (Lopez-Saaz ve ark., 2000;
Bucak ve Tekin, 2007; Bucak ve ark., 2007). Lopez-Saaz
ve ark. (2000) kog¢ spermasinin kisa slreli saklanmasinda
sperma sulandiricisina antioksidan olarak trehaloz ilave
etmiglerdir. Trehalozun diger gruplara gore motil spermatozoa
oranlari lzerine onemli derecede pozitif katki sagladigini
bildirmislerdir. Bunu destekler nitelikte Bucak ve Tekin de
(2007) kog spermasinin kisa sireli saklanilmasinda trehalozun
spermatozoa motilitesi tizerine 30. saatte kontrol grubuna en
iyi korumayi sagladigini ifade etmiglerdir. Ayrica ayni galismada,
trehaloz ile sulandirilmis grupta tim zaman aralklarinda
kontrol grubuna kiyasla 6nemli oranda spermatozoa membran
bitinliginin korundugunu, anormal spermatozoa oraninin
disuk kalmasi Gizerine 0. saatinde 6nemli bir etkinin olmasina
ragmen, saklamanin 24. ve 30. saatlerinde ise istatistiksel bir
farkhlik olmadigi bildirilmistir. Bu ¢alismada ise Lopez-Saaz ve
ark. (2000) ve Bucak ve Tekin’in (2007) bildirdiklerinin aksine
tiim degerlendirme asamalarinda sperma sulandiricisi katilan
trehalozun kontrol grubuna goére motilite, canli spermatozoa
orani, membran bitunlGgl saglam spermatozoa ve akrozom
reaksiyonuna giren spermatozoa oranlari Uzerine istatistiksel
olarak onemli farkhilk olusturmadigi gozlenmistir. Bunla birlikte
Bucak ve Tekin’in (2007) bildirdiklerini destekler seklinde, bu
¢alismada trehalozun ilk 24 saat igerisinde kontrol grubuna
gére anormal spermatozoon oranlarinin dusik dizeyde
kalmasi tzerine 6nemli derecede olumlu katki sagladig ortaya
konulmustur.

Genel olarak, islenmis spermada sekillenen membran hasarlari
sogutma esnasinda sicakligin 6zellikle 20°C den 5°C ‘e hizli
diismesi sonucu soguk soku yaralanmalar ve/veya depolama
sirasinda spermatozoonlarinyaslanmasinabagliolarakmeydana
gelen degisikliklerden kaynaklanmaktadir (Watson, 2000;
Paulenz ve ark., 2002). Spermanin sogutulmasi sirasinda isisin
dismesine bagli olarak faz gegisi esnasinda spermatozoonlarin
plazma membranlarinda yer alan lipidler fiziksel bir degisiklige
ugrayarak yumusak ve akiskan durumlarini yitirir, daha sert ve
dahaazakigkan bir hale gelirler (White, 1993). Sogutmasirasinda
spermatozoon membranlarinda ortaya ¢ikan hasarlarin bu
faz gegisi sonrasinda lipidlerin yeniden baslangigtaki bigimde
organize olamamasi veya normal dagilimlarini kazanamamalari
neticesi olustugu ifade edilmektedir (Holt ve North, 1986; Buhr
ve ark., 1994). Kog¢ spermatozoonlari membranlarinin ylksek
oranda doymamis fosfolipit icermeleri nedeniyle soguk sokuna
daha duyarli olarak kabul edilirler (Salamon ve Maxwell, 2000).

Butylated hidroksitoluen  (BHT), lipofilik fenolik  bir
antioksidandir ve gesitli hayvan tiirlerinin spermatozoonlarinin
soguk kaynakli membran stresi tizerinde hafifletici etkisi oldugu
tespit edilmistir (Watson ve Anderson, 1983). Hicreler soguk
sokuna girdiginde, BHT spermatozoa plazma membranindaki
gecirgenlik degisimlerini blylk Ol¢lide azaltmaktadir (Parks
ve Graham, 1992). Khalifa ve ark., (2008) yumurta sarisi
yoklugunda sulandiriciya ilave edilen BHT'nin 5° C de soguk
soku yaralanmalarina karsi keg¢i spermatozoa membranlari
lizerinde koruyucu etkisi oldugunu ve canli spermatozoa ve



Ceylan ve Ark.

Farkli Antioksidanlarla Kog Spermasinin Saklanmasi

220

motilite oranlarini istatistiksel olarak artirdigini bildirmistir.
Domuz spermasi Uzerinde yapilan baska bir ¢alismaya gore
BHT ilave edilerek sulandiriimis ve dondurulmus sperma
¢oziildigiinde spermatozoa motilitesi Uizerinde kontrol
grubuna gore 6nemli oranda iyilesmeler sagladigi belirtilmistir
(Roca ve ark., 2004). Bunun yani sira BHT’nin bogalarda
¢ozim sonu spermatozoa parametreleri Gzerine olumlu bir
etkisinin olmadig bildirilmektedir (Coyan ve ark., 2011).
Sunulan galismada soguk soku ve etkilerine karsi sulandiriciya
ilave edilen BHT grubunda 5°C’de depolama sirasinda
kontrol grubuna goére daha az membran hasari olustugu,
ancak aradaki farkin istatistiksel olarak anlamh olmadigi
tespit edildi. Yine buna ek olarak spermatozoa motilitesi,
canli, anormal spermatozoa ve akrozom reaksiyonuna giren
spermatozoa oranlari Uzerine de BHT’nin istatistiksel olarak
olumlu etkileri olmadig gézlendi. Yapilan galismalardaki farkli
sonuglarin ortaya ¢itkmasi, kullanilan sperma sulandiricilar
ile sulandiricilarin igerdigi farkli kompotentlerin miktar
ve oranlarinin, o6zellikle sperma sulandiricilarina eklenen
antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarda olmasina, tiire 6zgi
spermatozoon membran yapilarinin farkli 6zellik gostermesine
mevsime ve bireysel farkliliklara baglanabilir.

Bu c¢alismada 5°C 24 saat muhafaza edilen sperma
ornekleriyle laparoskopik yontemle intrauterin olarak yapilan
tohumlamalardan elde edilen gebelik oranlari BHT grubunda
(%50) trehaloz grubunda %20 kontrol grubunda ise %40’dir.
Benzer bir gozlem de Khalifa ve ark., (2008) tarafindan
bildirilmistir. Khalifa ve ark., (2008) keci spermasina ilave edilen
yumurta sarili BHT, yumurta sarisiz BHT ve sadece yumurta sarisi
ile dondurduklari spermalardan sirasiyla %62.5, %53.7 ve %38.7
oranlarinda gebelik elde etmislerdir. Trehaloz grubunda gebelik
oraninin sayisal olarak disiik olmasi, sulandiriciya ilave edilen
trehalozun ortami hipertonik hale getirmesi ile iliskili olabilir.
Ayrica degisik sperma sulandiricilarina katilan antioksidanlarin
miktar, oran ve tlrindn farkli olmasi, sulandirma, sogutma
teknikleri ve senkronizasyon yontemleri de beklenen etkiyi
degistirebilmektedir.

Sonug olarak, hayvan tirlerinde kisa ve uzun sireli saklanilan
spermanin fertilite yetenegini artirmak igin, sulandiricilara
bazi antioksidan maddeler katilmaktadir. Genel olarak olumlu
etkileri olmakla birlikte, antioksidanlarin etkinlikleri hayvan
tlriine, sulandirici bilesenlerine ve dondurma protokollerine
gore degismektedir. Bu galismada sperma sulandiricina katilan
trehalozun anormal spermatozoa oraninin dusik kalmasi
Gzerine pozitif bir etki yaptig, BHT'nin ise gebelik oranlar
Uizerine sayisal olarak olumlu bir katki sagladigi gozlendi
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