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Ozet

Bu ¢alismanin amaci, sezon dis1 donemde degisik oranlardaki o-tokoferoliin kog spermasinin dondurulabilirligine etkisini incelemektir. Calig-
mada 4 adet Merinos kogu (2- 3 yaslarinda ve Bademli/Burdur’da 6zel bir isletmede) kullanildi. Elektroejakiilator kullanilarak koglardan alman
ejakulatlardan > %80 motilite ve 1.5 x10° spermatozoa/ml tizerinde yogunlugu bulunan ejakulatlar birlestirildi. Birlestirilen ejakulat bes esit
gruba ayrilarak 0 mg (kontrol), 100 uM, 200 uM, 400uM or 800 uM a-tokoferol iceren tris ile sulandirildi, 4 C*’de ekibrilasyon yapilarak mini
payetlerde donduruldu ve siv1 azotta depo edildi. Payetler daha sonda spermatolojik analizler i¢in 37 C®’de 30 sn ¢ozdiiriildii.

Kontrol grubuna (37.50+7.90; 26.85+3.17) gore sirast ile en yiiksek motilite ve membran biitiinliigi 100 uM grupta (47.77+4.40; 34.83+2.64)
tespit edildi (p<0.05). Ayrica gruplar aras1 anormal sperma muayene sonuglarinda istatistiksel bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Sonug olarak, 100 pM a-tokoferol ko¢ sperma dondurma sulandiricilarina kontrol grubu ile karsilastirildiginda sezon disinda motilite ve
membran biitiinligiini iyilestirdigi i¢in eklenmelidir.

Anahtar kelimeler: a-tokoferol, kog spermasi dondurulabilirliligi, sezon disi, motilite, membran biitiinliigii, anormal spermatozoa orani.

The Effect Of A-Tocopherol On Ram Semen Freezability In Non-Breeding Season

Abstract

The purpose of this study was to investigated the effect of different rate of a-tocopherol on ram semen freezability in non-breeding season. In
this study, four Merino rams (2-3 ages were used and belonging to the special sheep farm in Bademli, Burdur/Turkey. Ejaculates were collected
from the rams using an electro ejaculator, the ejaculates containing spermatozoa with >80% motility and concentrations higher than 1.5x10°
spermatozoa/ml were mixed and used in the study. The mixed ejaculates were divided into five equal aliquots and samples were extended with
tris containing 0 mM (control), 100 pM, 200 uM, 400uM or 800 uM a-tocopherol and they were equilibrated to 4°C and frozen in mini straws
then stored in liquid nitrogen. Straws were thawed at 37°C for 30 s in water bath for spermatological examination

The 100 pM group had the highest motility (47.77+4.40) and membrane integrity than control (37.50+7.90; 26.85+3.17) respectively (p<0.05).
Also, there were no significant differences between the groups on total abnormal spermatozoa rate (p>0.05).

In conclusion, a-tocopherol 100 uM should addition to ram semen freezing medium on non-breeding season for improvement of motility and
membrane integrity compared to control.

Keywords: a-tocopherol, ram semen freezability, non-breeding season, motility, membrane integrity, abnormal spermatozoa rate.

GIRIS fertilite kayiplar1 olusmaktadir (3). Oksidatif stres, anti-
oksidan savunma sisteminde azalma ve/veya serbest oksijen
radikallerinin asir1 iiretimi sonucu olusarak protein, lipid ve
DNA’nin yapisini bozarak motilite ve mitokondrial aktivitede
azalma ve paternal genomlarda hasar olusturmaktadir (4).
Anti-oksidanlar ise, serbest radikallerin etkiledigi oksidatif
strese kars1 spermatozoanin savunmasinda gorev alir. Anti-
oksidan mekanizmasi, pek ¢ok hiicrenin sekresyonunda
ve dokusunda bulunmaktadir. Bunlardan bir kismi ROT
iiretimini 6nleyerek, bir kismi da mevcut ROT’u yok ederek
gorevini gergeklestirmektedir. Antioksidan orak gorev
alan vitamin E (a-tokoferol), ratlarda (5), domuzlarda (6),
koglarda (7) ve beseri hekimlikte (8) oksidatif stresi azaltarak
spermatolojik parametreleri iyilestirdigi belirlenmistir.
Buradan hareket ederek, bu ¢alismanin amact, degisik
oranlardaki o-tokoferoliin sezon diginda ko¢ spermasinin
dondurulabilirligine etkisini incelemektir.

Tirkiye’de koyun yetistiriciligi, tarimsal amagla
kullanilmayan mera ve otlaklardaki bitki ortlisiinii et, siit,
yapagi gibi Uriinlere doniistiren 6nemli bir etkinliktir. Bu
yolla ekonomiye ve insan beslenmesine katkida bulunan bir
endiistri koludur. Insan beslenmesinin temelini olusturan ve
tilkemizin tarimsal anlamda en 6nemli ge¢im kaynaklarindan
olan koyun yetistiriciliginde tiretimin hizlandirilmasi, ortam
etkilerinin gelistirilmesinin yani sira, gen kaynaklarmin 1slahi
da gereklidir. Islahin temelini hayvanlarin dol verimleri ile
ilgili yapilan ¢alismalar olusturmaktadir. DSl verimleri ile
ilgili caligmalarda 6ne ¢ikan en 6nemli arag ise spermatolojik
aragtirmalar ve bunlarin Onderliginde yapilacak olan suni
tohumlama ¢aligmalaridir. Suni tohumlamanin faydalarindan
yararlanilmak istendiginde uzun siire saklanabilen sperma
gereklidir. Spermatozoa’nin metabolik faaliyetleri bazal
diizeye indirilerek fertilizasyonda 6nemli bir kayba yol
agmadan siiresiz bir sekilde saklanmasi ancak spermanin
dondurulmas: ile miimkiindiir (1). Spermanin saklanmasi
sirasinda yapilacak uygulamalar sonucunda olusacak reaktif
oksijen tiirevleri (ROT) antioksidan savunma sistemini
bozarak oksidatif strese yol acar (2). Bunun sonucunda ise



M. E. Inanc et al. / IJVAR, 1(2): 44-46, 2018/Proceeding of ICVAR 45

MATERYAL VE YONTEM

Hayvan Materyali

Arastirmada, 2- 3 yaslarinda ve Bademli/Burdur’da 6zel
bir isletmede bulunan 4 adet Merinos kogu kullanildi.

Cahisma Plam

Elektroejakiilator kullanilarak koglardan sperma alindi.
Alinan ejakulatlardan > %80 motilite ve 1.5 x109 spermato-
zoa/ml lizerinde yogunlugu bulunan ejakulatlar birlestirildi.

Tris bazli sulandirict (3.63 g Tris, 1.82 g sitrik asit, 0.5
gr glikoz, %20 yumurta sarisi, %6 gliserol, 100 ml distile su,
pH 6.8) temel sulandirici olarak kullanildi. a-tokoferol (800
UM ) 1 ml etanolde ¢ozdiiriildii ve bdylece stok soliisyon
olusturuldu.

Birlestirilen ejakulat bes esit gruba ayrilarak 0 mM
(Kontrol), 100 uM, 200 uM, 400uM or 800 uM a-tokoferol
iceren tris ile ml’de 500x106 spermatozoa/ml olacak sekilde
sulandirildi, 4 C*de ekilibrasyon yapilarak mini payetlerde
donduruldu ve siv1 azotta depo edildi.

Spermatolojik Muayeneleler

Motilite subjektif yontemle, 37°C ayarlanan 1sitma tab-
lasina sahip faz-kontrast mikroskop kullanilarak 5 farkl
mikroskop sahasmin ortalamalar1 motilite degeri (%) belir-
lendi. Anormal spermatozoa oran1 Hancock soliisyonu (62.5
ml formalin (37%), 150 ml salin soliisyonu, 150ml buffer
soliisyonu ve 500ml bidistile su) ile faz-kontrast mikrosko-
bunda x1000 lik biyiitmede toplam 200 adet spermatozoa
incelenerek (%) belirlendi. Numunelerdeki spermatozoon
membran fonksiyonel biitiinligiin belirlenmesi amactyla
Hipo osmotik Swelling (HOS) test uygulandi. Su banyo-
sunda 37 °C’deki 100mOsm’liik HOS test sivisindan 100 pl
alinarak tlizerine sperma numunesinden 10 pl eklendi. Bu ka-
risimin 37 °C’ta 60 dakika inkiibasyonu sonrasi, lam iizerine
bir damla alinip lamel kapatildi ve 1sitma tablasi iizerine fik-
se edildi. Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda (x400)
incelenerek 200 hiicre sayilip ve kuyruktaki kivrimlar dik-
kate aliarak HOS teste yanit veren spermatozoonlar (%)
belirlendi. Kuyrugu kivrik olan spermatozoonlar membran
biitiinliigi saglam olarak degerlendirildi (9).

BULGULAR VE TARTISMA

Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde
normal dagilan degiskenler arasi farkliligin istatistiksel
acidan kontrolii tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
yapildi. Gruplar arasi farkliligin anlamli ¢iktig1 degiskenler
icin ileri asama (post-hoc) testi olarak Tukey testi'nden
yararlanildi. Tim istatistiksel analizler minimum %5
hata pay1 ile incelendi. SPSS 22.0 paket programindan
yararlanildi. P<0.05 diizeyi anlamli olarak kabul edildi.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi.

Calismada elde edilen morfolojik biitlinliikk (anormal
spermatozoa orant, %), motilite (%) ve membran biitiinligi
(HOS test, %) sirastyla Tablo 1, 2’de verildi.

Tablo 1: Coziim sonu anormal spermatozoa oranlari

Gruplar Anormal Spermatozoa Orani (%)
Bas Orta Kuyruk Toplam
Kontrol 0.50% 0.1° 1.51+0.72 | 14.96%4.28* 16.98+4.95
100 pM 2.29+0.3° 2.23+0.99 9.52+1.63° 14.05+3.21
200 uM 1.07+0.31° 2.30+1.70 | 12.92+3.51%* 16.30+4.08
400 pM 1.29+0.30° 1.55+0.50 13.3915.47%° 16.23+5.73
800 uM 2.24+0.35° 1.16+0.22 | 13.15%5.14% 16.56+5.47
p ok k ok

***Aym situnda farkli harf tasiyan degerler istatistiki agidan
farklidir (P<0.05).

Tablo 2: Coziim sonu motilite ve Membran biitinliigii (HOS
test) oranlari

Gruplar Motilite (%) Hos Test (%)

Kontrol 37.504£7.90° 26.8543.17°

100 uMm 47.77+4.40° 34.83+2.64°

200 uM 14.50+4.37¢ 26.14+2.20°

400 uM 1.50+0.73¢ 14.49+4.18°

800 uM 10.63+2.35¢
P ok ok

Sekil 1: Anormal spermazoa oraninin degerlendirilmesi

Farkli konsantrasyonlarda a-tokoferol iceren kog
spermasimin  ¢dzim sonu spermatolojik parametreleri
incelendiginde, kontrol grubuna (37.50+7.90; 26.854+3.17)
gore sirast ile en yiiksek motilite ve membran biitiinligii
100 uM grupta (47.77+4.40; 34.83+£2.64) tespit edildi
(p<0.05). Anormal spermatozoa orani incelendiginde total
morfolojik biitlinliik agisindan gruplar arasinda bir farklilik
bulunmad: (p>0.05). Domuz spermasinin dondurulmasinda
farkl1 konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400, 600 ve 800 um)
a-tokoferol igeren sulandirict kullanarak ¢6ziim sonunda
motilite ve VCL, VSL, VAP gibi kinetik parametreler
yaninda canli spermatozoa, akrozom biitiinliigii, apoptozis
orant gibi spermatolojik parametreler incelenmistir  (10).
Calismanin sonucunda 100 ve 200 pum konsantrasyonda
ilave edilen o-tokoferoliin, ¢6ziim sonu spermatozoa
canlilig1 ve total motilite iizerinde olumlu etkisi oldugunu
tespit edilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan en diisiikk dozun
diger dozlara gore canlilik ve motilite agisindan daha iyi
sonu¢ vermesi yoniinden bizim c¢aligmamizla benzerlik
gosterdigi goriilmektedir. Ciinkii ¢alismamizda en yiiksek
motilite ve membran biitiinligii 100uM grubunda tespit
edilmistir. Daramola ve ark. (11) caligmalarinda Bat1 Afrika
tekelerin yemlerine vitamin E takviyesi yaparak sperma
ve oksidatif stres parametreleri {izerine etkisini inceledigi
calismada 0 mg, 15 mg, 30 mg ve 45 mg vitamin E'den
olusan 4 grup olusturarak bir ay siiresince spermatolojik ve
oksidatif stres parametreleri yoniinden inceledigi ¢alismada
E vitaminin spermatolojik parametreleri iyilestirdigi ve
oksidatif stres parametrelerini engelledigi tespit edildi.
Yapilan diger calismalarda, Vitamin E (a-Tocopherol),
C vitamini, ko-enzim (Q10), glutatyon gibi bircok anti-
oksidanlarin erkek infertilitesinin tedavisine olumlu cevaplar
verdigi bilinmektedir. (12). Yapilan bu ¢alismada da kontrol
grubuna gore 100 pM grubun en iyi sonucu vermesi bu
calismanin sonuglart ile benzer oldugunu gostermektedir.
Vitamin C’nin glutatyon ve vitamin E ile kombine tedavisi
sonrasinda, spermatozoa hidroksi-guanin seviyesi disiip,
spermatozoa konsantrasyonunda artislar sagladigi tespit
edilmistir (13). Vitamin C’nin Vitamin E ile birlikte
kullanildiginda ise, DNA kirilmalarini azalttigi bildirilmistir
(14). Burdan hareket ederek, soguk sokuna ve dondurma
hasarina kars1 a-tokoferoliin uygun dozlarinin spermatozoa
membranlarmi, fosfolipit/kolesterol oranini ve antioksidan
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seviyesini korudugu sdylenebilir. Ayrica beseri hekimlikte
sperm motilite diigiikliigii sikayeti olan erkeklerde, vitamin E
(o-tokoferol) tedavisi sonrast lipit peroksidasyonun azaldigi,
motilite ve gebelik oranlarmin arttig1 bildirilmektedir (8).

Sekil 2: HOS Testin Degerlendirilmesi

SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, 100 pM a-tokoferol ko¢ sperma dondur-
ma sulandiricilarina kontrol grubu ile karsilastirildiginda
sezon diginda motilite ve membran biitiinligiini iyilestir-
digi icin eklenmelidir. Ayrica, yapilan bu ¢alismanin sezon
icinde de tekrarlanmasi Onerilmektedir. Clinkii kullanilan
diger dozlarmn ¢aligmanin yapildig1 sezondan etkilenip etki-
lenmediginin belirlenmesi sayesinde, bu ¢alismaya farkli bir
yonden bakmamizi saglayacaktir.
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