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OZET

Kog¢ spermasinin dondurulmasinda diisitk sulandirma oranlar1 i¢in katki maddeleri ve
santrifiij teknikleri tizerine yogun olarak ¢aligilmaktadir. Pooling yapilmis sperma 4 esit
hacme ayrilarak 1:1 oraninda sulandirildi, kontrol grubu (A1), %20 seminal plazmali (A2),
%2 gliserol ilaveli (A3) ve %20 seminal plazma ile %2 gliserollii (A4) gruplar: olusturuldu.
Sogutma ve gliserolizasyon sonrasi sperma payetlerde donduruldu. fkinci agamada pooling
yapilan sperma 6nce iki esit hacme ayrilarak 26°C'de seminal plazmasiz (B gruplar1) ve %20
seminal plazmali (C gruplari) siit tozu-yumurta sarist sulandiricilari ile 1:1 oraninda sulan-
dirildi. Sogutma ve gliserolizasyon sonrasi sekiz grup olusturuldu. Bl ve C1 gruplar1 semi-
nal plazmali veya seminal plazmasiz sulandiricilarin kontrol gruplarini olusturdu. B2 ve C2
gruplarma gliserolizasyon aninda %10 seminal plazma ilave edildi. B3 ve C3 gruplarinda
gliserolizasyon sonrasi santrifiij islemi uyguland: ve sonrasinda hacmin tstte kalan %50si
ortamdan uzaklastirildi. B4 ve C4 gruplarinda ise yine santrifiij islemi uyguland1 ancak sii-
pernatantlar uzaklagtirildiktan sonra %10 seminal plazma ilave edildi. Sogutma 6ncesi ve/
veya 5°Cde sulandiricilara seminal plazma ilavesinin; sulandirma, sogutma ve dondurma-
nin zararl etkilerine karsi spermatozoonlar1 korudugu, sogutma sirasinda olugan akrozo-
mal bozukluklarin, 5°Cde seminal plazma ilavesiyle azaldig1 ve santrifiij islemi sonras1 %10
seminal plazma ilavesinin bu zararlar1 6nemli oranlarda azalttig1 saptandi. Kog spermasinin
stit tozu-yumurta sarist sulandiricisinda dondurulmasinda sogutma oncesi %20 seminal
plazma ilavesinin ve 5°Cde santrifiij sonrast %10 seminal plazma ilavesinin onerilebilir
ozellikte oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Kog, sperma dondurma, seminal plazma, gliserol, santrifij

ABSTRACT

Effects of low dilution rate on cryopreservation of ram semen, intensive study on protective
ingredients and centrifugation techniques is needed. Pooled semen splitted in to 4 equal
volumes, extended to 1:1 ratio forming control group (Al), 20% seminal plasma (A2),
2% glycerol (A3), 20% seminal plasma, 2% glycerol (A4) groups. After cooling and
glycerolization, semen were frozen in straws. In the second phase of this study, pooled semen
first splitted in to two equal volumes, extended to 1:1 ratio at 26°C without seminal plasma
(B group), and 20% seminal plasma (C group) extender. After cooling and glycerolization,
eight groups were formed. B1, C1 control groups, B2, C2 groups supplemented with 10%
seminal plasma immediately after glycerolization, B3, C3 groups were centrifuged and had
50% of their volume removed as supernatant, B4, C4 groups were supplemented with 10%
seminal plasma after centrifugation and removal of supernatant. It was determined that
addition of seminal plasma to extenders before cooling and/or at 5°C protected spermatozoa
against the detrimental effects of dilution, cooling, freezing and that acrosomal damages,
occurred during cooling, were reduced by seminal plasma addition at 5°C and acrosomal
integrity and this detrimental effect was reduced to a significant proportion by addition of
10% seminal plasma. Pre-cooling addition of 20% seminal plasma to skim milk-egg yolk
extender and 10% seminal plasma addition after centrifugation at 5°C can be suggested for
freezing ram semen.

Keywords: Ram, semen freezing, seminal plasma, glycerol, centrifugation

Journal of Advanced Research in Health Sciences, February 2019; Volume 2, Issue 1 1



Freezing of Ram Semen

GiRiS

Kog¢ spermasinin dondurulmasindaki zorluklar ve
suni tohumlama sonrasindaki gebelik oranlarinin
diigitk olmasi nedeniyle bu uygulamalarin yaygin-
lagmasi sinirli seviyede olmugtur. Kog¢ spermasinin
dondurulmasinda karsilagilan sorunlarin ¢6ziimii-
ne iliskin kismi basarilar elde edilmigtir.'***>****> An-
cak, bu ¢aligmalarda kullanilan sulandirma oranlar1
intraservikal tohumlama i¢in oldukea yiiksektir ve
tohumlama dozunda sorunlar yasanmaktadur.'>'>!
Eritme sonrasi intraservikal suni tohumlamada ba-
sartya ulagmak i¢in yeterli sayida ve o6zellikte sper-
matozoonun servikal bariyeri ge¢mesini saglayacak
sulandiricilara ve sulandirma yontemlerine ihtiyag
vardir."*! Koyunlarda intraservikal tohumlamada
tohumlama dozu, ineklerdeki intraservikal tohum-
lama dozuna gore yaklagik 10 kat (200x10° sper-
matozoon) fazladir.*” Belirtilen sayiya ulagmak i¢in
final sulandirma orani yaklagik 1:3’tiir (sperma+-
sulandirici).” Bu diisiik sulandirma orani; sperma-
tozoon motilitesi, membran biitiinligii ve kapasi-
tasyon oranlari iizerine olumsuz etki yapmaktadir.
Kog spermast diigitk sulandirma oranlarinda soguk
soklarina kars1 cok hassastir.!**35475%% Qptimal to-
humlama dozuna ulasmak igin yiiksek oranda su-
landirma sonrasi sogutma ve santrifiij yardimiyla
spermatozoon yogunlugunun artirilmasi islemleri
gergeklestirilmektedir. Ancak santrifiij isleminin;
akrozom ve DNAlarda bozukluklara ve oliimlere
yol agtig1 rapor edilmistir.'>*

Diistik sulandirma oranlarinda soguk soklari-
nin olumsuz etkileri, sulandiricidaki kriyoprotek-
tif maddelere, oranlarina, sulandirma ve sogutma
tekniklerine gore degismektedir. Gliseroliin kri-
yoprotektif madde olarak etkili olmasinin sebebi;
spermatozoon plazma membraninin sivi 6zelligine,
sogutma sirasinda gecirgenligine ve sogumaya bagl
bazi faz degisimlerini engellemesine baglanmakta-
dir*® Kriyoprotektif madde olmasina ragmen gli-
serol spermatozoonlar icin metabolik zehirdir ve
kullanildig1 yogunluk ve 1siya bagh olarak memb-
ran biitiinliigline zarar verebilir. Bu nedenle basarili
sonuglar elde etmek i¢in sulandiricilarda optimal
gliserol oranlarinin belirlenmesi gerektigi aragti-

ricilarin ortak goriigiidir.>'¢'%* Diisiik sulandir-
ma oranlarinda sogutma oncesi sulandiricilara %2
oraninda gliserol ilavesinin eritme sonrasi sperma-
tolojik ozelliklere ve fertiliteye olumlu etki yaptig
bildirilmistir.* Son yillarda yapilan diger ¢calismalar-
da sulandiricilara seminal plazma ilavesinin (%10,
%20, %30) kog¢ spermalarini sogutma ve donmanin
zararlarina karsi korudugu bildirilmistir.?2?*364142

Kog spermasinin sulandirilmasi sonrasi, seminal
plazma protein yogunlugunun yaklasik %70-%80
oraninda azaldig1 ve bu azalmanin spermatozoon
membranlarinda degisikliklere ve erken kapasitas-
yona neden oldugu agiklanmistir.”” Bu nedenle don-
ma Oncesi santrifiij islemi yardimiyla spermadan
seminal plazma ayrilmasi spermatozoonlara zararl
etki gostermektedir.

Seminal plazma, rete testis, epididimis ve eklen-
ti tireme bezlerinde tiretilen siviy1 igeren fizyolojik
bir sekresyondur. Seminal plazma organik ve inor-
ganik komponentlerin kompleks bir karigimidir
ve spermatozonlarin fonksiyonlarini diizenlemek
i¢in spesifik cesitli biyokimyasal bilesenler icerir.
Yanagimachi®, ejakulasyonda sperma hiicreleri ile
seminal plazmanin temas ettigini, seminal plazma-
daki koruyucu faktérlerin spermatozoon yiizeyine
baglandigini ve bu faktorlerin hiicreden uzaklasti-
rilmasina kadar erken kapasitasyon olaylarinin on-
lendigini bildirmistir.

Medeiros ve ark.*, spermanin sulandirilmasi
veya donma islemi sirasinda hipertonik ortama ma-
ruz kaldigini ve seminal plazmanin membranlardan
uzaklasabildigini bildirmislerdir. Seminal plazma-
daki koruyucu maddeler ¢ogunlukla proteinlerdir.
Seminal plazma, kog ve boga spermatozoonlarinin
motilitesini ve yasama kabiliyetini artirir.'”?%314030
Motiliteyi stimiile eden bu faktorler, seminal plaz-
madaki diigitk molekiil agirlikli fraksiyonlardir.®
Seminal plazma, spermatozoonlarin soguk sokuna
maruz kalma riskini azalti,**** membran hasarlari-
ni1 onler*® ve sogutmanin indiikledigi kapasitasyon
benzeri olaylar1 engeller.*>**¢ Seminal plazmanin
yoklugunda ise kapasitasyon benzeri degisimler
akrozom reaksiyonu ile sonuglanir.***

Troedsson ve ark.® seminal plazmanin, sperma-
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tozoonlarin disi genital kanalinda, transportunda
ve canlibfini siirdiirmesinde aktif rol oynadigini
bildirmisler ve seminal plazmasiz donma iglemi
sonrasl spermatozoon transportunun olumsuz
yonde etkiledigini agiklamislardir. Alghamdi ve
Foster?, seminal plazmadaki DNAase enziminin,
notrofile ait DNATar1 sindirdigini ve boylece daha
fazla spermatozoonun ovidukta ulasabildigini bil-
dirmislerdir. Yudin ve ark.®* seminal plazmadaki
Beta-defensin 126 (DEFB126) proteinin, kapasitas-
yon tamamlana kadar sperma hiicrelerinin yiizey-
lerini tamamen orttiiglini, kapasitasyon aninda ya
da kapasite olmus spermatozoonlarda bu proteinin
ortamdan uzaklastirilmasi nedeniyle, spermatozo-
onlarin immiin sistem tarafindan hemen taninarak
elimine edildigini ifade etmislerdir.

Maxwell ve ark.*, eritilmis kog spermasina %30
seminal plazma eklemisler ve intraservikal tohum-
lama sonrasi kontrol ve seminal plazmali gruplar-
da sirasiyla; %24,3 ve %60,0 gebelik saptamiglardir.
Aragtirmacilar seminal plazmanin eritme sonrasi
spermatozoonlarda olusan olumsuzluklar: 6nledigi
ve dolayistyla yiiksek fertilite oranlarinin elde edil-
digini agiklamislardir.

Ollero ve ark.”, ko¢ spermasinda seminal plaz-
may1 uzaklastirmiglar, ayrilmis seminal plazmay1 ya
da >10 kDa seminal plazma igeren fraksiyonlar: ila-
ve ederek Fisher sulandiricisi ile spermay1 dondur-
muslardir. Arastirmacilar her iki grupta da eritme
sonrasi spermatozoon canliliginin korundugunu
rapor etmislerdir. Mortimer ve Maxwell* ko¢larda
seminal plazmanin spermatozoon membranlarina
6nemli derecede koruyucu etki gosterdigini eritme
sonrast kanitlamiglardir.

Belibasaki ve ark.” donma o6ncesi ko¢ sperma
sulandiricilarina (siit tozu) %50 seminal plazma ila-
vesinin tohumlama sonras: fertilite oranlarini artir-
digin1 bildirmislerdir. Vadnais ve ark.** domuzlarda
sperma sulandiricisina katilan %20 seminal plazma
ilavesinin sogutma ve eritme sonrasi erken kapasi-
tasyon oranlarini azalttigini saptamislardir.

Sunulan ¢alismada, ko¢ sperma sulandiricisina
katilan seminal plazma ve sogutma 6ncesi gliserol
ilavesinin, eritme sonrasi spermatolojik ozelliklere

etkisini saptamak amaclanmustir.

MATERYAL VE METOT

Aragtirmada canli materyal olarak ayn1 bakim
ve besleme kosullarinda barindirilan, 4-6 yasinda
saglikls alt1 bag Kivircik irki kog kullanildi. Sperma
alma ¢alismalar1 Mart-Temmuz aylar1 igerisinde
gerceklestirildi.

Seminal Plazmanin Hazirlanmasi

Alt1 adet kiviraik wrki kogtan elektroejakulator
yardimiyla sperma alindi. Alinan spermalar poo-
ling yapildiktan sonra 5°Cde 12.000 gde 5 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen stipernatant ayni hiz ve
siire ile tekrar santrifiij edilip ardindan siipernatant
0,22 umlik filtreden gegirilerek hazirlanan semi-
nal plazma 2 ml'lik eppendorf tiiplerine aktarilarak
-20°Cde saklandu.

Siit Tozu Ana Sulandiricinin Hazirlanmasi

11 g siit tozu (%1 yagli) 100 ml distile suya ta-
mamlanarak %11’lik (agirlik/hacim) sulandirict ha-
zirlandi ve 1sitma tablasi yardimiyla 95°Cye 1s1tildi
ve 10 dakika bekletildikten sonra 26°C’ye sogutu-
larak steril bir tiilbent ile siiziildii. Oda 1sis1nda siit
tozu sulandiricisina %10 (hacim/hacim) yumurta
sarist ilave edildi ve homojenize edilerek 3000 gde
20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanta
0,03 g/100 ml penisilin, 0,04 g/100 ml streptomi-
sin, 0,224 g/100 ml fruktoz ilave edildi. Hazirlanan
sulandiric1 14 ml'lik santrifiyj tiiplerine aktarild: ve
¢alisma giiniine kadar -20°Cde depolandu. Siit tozu
sulandiricisina %10 gliserol ve %8 gliserol ilave edil-
di ve —20°C'de depolandi. Spermanin dondurulaca-
g1 giin, siit tozu sulandiricisina %20 seminal plazma
ilave edildi. %2 gliserollii sulandiricinin hazirlan-
masl igin siit tozu sulandiricisina %2 gliserol ilave
edildi ve %20 seminal plazma + %2 gliserollii sulan-
diricinin hazirlanmasinda ise siit tozu sulandiricisi-
na %20 seminal plazma ve %2 gliserol ilave edildi.
Elde edilen sulandiricilar 26°Cde bekletildi. Sulan-
dirma, sogutma, ekilibrasyon ve eritme sonrasi 1sit-
ma tablali faz kontrast mikroskopta (x40) motilite
ve Hancock soliisyonunda26 akrozomal morfoloji
(x100) muayeneleri gerceklestirildi.
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Spermanin Sulandirilmasi ve

Dondurulmasi

Pooling yapilan spermalar 26°Cde 1:1 oraninda
sulandirildi. Sulandirilmis spermalar 0,3°C/dakika
hizla 5°C’ye yavasca sogutuldu. Bu amagla sulandi-
rilmis spermaya ayni hacimdeki gliserollii sulandi-
rict 10 esit hacimde ve 5er dakika araliklarla ilave
edildi ve tiim gruplarda final sulandirma orani 1:3,
final gliserol oran1 %5 oldu. Gliserolizasyon sonra-
s1 spermalar 5°Cde 2 saat ekilibrasyona birakild1 ve
0,25 ml'lik payetlere ¢ekilerek —~110°Cde 7 dakika
swv1 azot buharinda donduruldu ve siv1 azot igeri-
sinde —-196°C depolandi. Donmus sperma 37°C su
banyosunda 30 saniyede eritildi ve spermatolojik
ozellikleri incelendi.

Birinci Asama:

Birinci asamada sogutma oncesi diisitk 1:1 su-
landirma oranlarinda ve final 1:3 sulandirma son-
rast seminal plazma ve gliserol ilavelerinin etkileri
arastirildi

A1l Grubu: Sogutma o6ncesi gliserol ve seminal
plazma katkisiz siit tozu sulandiricisi ile sperma
sulandirild1 ve gliserolizasyon islemi %10 gliserollii
sulandiricr ile gergeklestirildi (final seminal plazma
orani %0).

A2 Grubu: Sperma sogutma dncesi %20 seminal
plazma iceren sulandirici ile sulandirma ve %10 gli-
serollii sulandirici ile gliserolizasyon islemi yapildi
(seminal plazma orani %10).

A3 Grubu: Sperma sogutma 6ncesi %2 gliserol
igeren sulandirici ile sulandirild: ve gliserolizasyon
islemi %8 gliserollii sulandirici ile gergeklestirildi
(seminal plazma orani %0).

A4 Grubu: Sperma sogutma oncesi %20 se-
minal plazma ve %2 gliserol igeren sulandirici ile
sulandirma ve %8 gliserollii sulandirici ile glise-
rolizasyon islemi gerceklestirildi (seminal plazma
orani %10).

Tum gruplarda final sulandirma orani 1:3 ve fi-
nal gliserol oran1 %5 oldu.

ikinci Asama:
Pooling sonrasi sperma 2 esit hacime ayrildi ve
her bir hacim 1:1 oraninda sirasiyla siit tozu, siit tozu

+ %20 seminal plazmali sulandiricilar ile sulandiri-
larak B ve C ana gruplari olusturuldu. B gruplarinda
sogutma Oncesi seminal plazma ilave edilmezken, C
gruplarinda bu agamada %20 seminal plazma ilave
edildi. Her bir grupta gliserolizasyon tamamlandik-
tan sonra, santrifiij iglemi ve seminal plazma ilave-
sinden olusan toplam 8 grup olusturuldu. Seminal
plazma igermeyen siit tozu sulandiricisi ile sulan-
dirma ve sogutma sonrasi sperma yiiksek oranda
(1:3, sulandirilmis sperma-+gliserolizasyon sulandi-
ricis1) sulandirildi.

B1 Grubu: Siit tozu sulandiricist ile sulandirma
ve sogutma sonrasi, %10 gliserollii sulandirici ile
gliserolizasyon islemi gerceklestirildi. Ekilibrasyon
sonrasi spermalara hig bir islem uygulanmadi.

B2 Grubu: Siit tozu sulandiricisi ile sulandirma
ve sogutma sonrasi, %10 gliserollii sulandiric ile
gliserolizasyon islemi gergeklestirildi. Gliserolizas-
yon sonras1 %10 seminal plazma ilave edildi.

B3 Grubu: Siit tozu sulandiricisi ile sulandirma
ve sogutma sonrasi, %10 gliserollii sulandirici ile
gliserolizasyon islemi gerceklestirildi. Ekilibrasyon
oncesi spermalar santrifiije edildi ve iist kisimdan
hacmin %50’i alind1. Boylece sulandiricinin orani
azaltilarak “yiiksek tohumlama dozunu elde etmede
kullanilabilirligini belirlemek” amaglandi.

B4 Grubu: Siit tozu sulandiricist ile sulandirma
ve sogutma sonrasi, %10 gliserollii sulandirici ile
gliserolizasyon islemi ger¢eklestirildi. Ekilibrasyon
oncesi spermalar santrifiije edildi, Gist kistmdan
hacmin %50’si alindi ve %10 seminal plazma ilave
edildi. Bu grupta santrifiij yardimiyla sulandirict
oraninin azaltilmasi sonrasi, seminal plazma ila-
vesinin etkisi incelendi. Seminal plazma igeren siit
tozu + seminal plazma sulandircist ile sulandirma
ve sogutma sonrasl sperma, yitksek oranda (1:3,
sulandirilmis sperma+gliserolizasyon sulandiricist)
sulandirildi.

C1 Grubu: Seminal plazma igeren siit tozu +
seminal plazma sulandiricisi ile sulandirma ve
sogutma sonrasi, %10 gliserollii sulandiric1 ile
gliserolizasyon islemi gergeklestirildi. Ekilibras-
yon sonrasi spermalara hi¢ bir islem uygulanma-

di.
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C2 Grubu: Seminal plazma igeren siit tozu +
seminal plazma sulandiricisi ile sulandirma ve so-
gutma sonrasi, %10 gliserollii sulandiricr ile glise-
rolizasyon islemi gerceklestirildi. Gliserolizasyon
sonrast %10 seminal plazma ilave edildi.

C3 Grubu: Siit tozu + seminal plazma sulan-
diricist ile sulandirma ve sogutma sonrasi, %10
gliserollii sulandirici ile gliserolizasyon islemi ger-
ceklestirildi. Ekilibrasyon o6ncesi spermalar sant-
rifiije edildi ve tist kissmdan hacmin %50’si alindi.
Boylece sogutma oncesi seminal plazma varhiginda
sulandiricinin orani azaltilarak “yiiksek tohumlama
dozunu elde etmede kullanilabilirligini belirlemek”
amaclandi

C4 Grubu: Siit tozu + seminal plazma sulandi-
ricist ile sulandirma ve sogutma sonrasi, %10 glise-
rollii sulandiricr ile gliserolizasyon iglemi gergek-
lestirildi. Ekilibrasyon oncesi spermalar santrifiije
edildi, Gist kissmdan hacmin %50’si alindi ve %10
seminal plazma ilave edildi. Bu grupta santrifiij
yardimiyla sulandirici oraninin azaltilmas: sonrast,
seminal plazma ilavesinin etkisi incelendi. Santrifiij
islemleri +5C?lik ortamda soguk santrifijjde (700
gde) 10 dakikada gergeklestirildi. Ikinci ve tigiin-
cii agamalarda belirtilen tiim islemler 10 kez tekrar
edildi (n=10). Eritme sonrast ise her bir grup i¢in 3
payet incelendi (n=30).

istatistiksel Analiz

Aragtirmada elde edilen verilerin gruplar ara-
sindaki farkliliklarinin  belirlenmesinde tek-y6n
varyans analizi (ANOVA) ve farkliliklarinin 6nem
kontroliinde Duncan’s Multiple Range testi, LSD ve
t’ testi SPSS 10.0 paket programi kullanilarak yapil-
du

BULGULAR

Birinci asamada, en diisitk motilite A3 grubun-
da ve en yiiksek akrozomal bozukluklar yine A3
grubunda bulunmustur (p<0,05). Al, A2 ve A4
gruplarinda 5°Cde sogutma sonrast yiiksek motilite
oranlar1 bulunurken, en diisitk motilite A3 grubun-
da saptanmustir (p<0,05). En yiiksek akrozomal bo-
zukluk oranlar1 Al ve A3 gruplarinda bulunmustur
(Tablo 1).

Ekilibrasyon sonrasi en diigiik motilite A3 gru-
bunda ve en yiiksek akrozomal bozukluklar ise Al
ve A3 gruplarinda saptanmugtir. Eritme sonrasi ise
en yiiksek motilite A1 grubunda ve en diigitk moti-
lite oran1 A3 grubunda (p<0,05) ve akrozomal bo-
zukluklar en yiiksek Al grubunda ve en diisiik A2
grubunda saptanmuistir.

Ikinci agamada, sulandirma ve sogutma sonrast
motilite oranlar1 benzer bulunmus ve C grubun-
da akrozomal bozukluklar sulandirma sonrasi ve

Tablo 1. Birinci agamada gruplarda saptanan spermatolojik 6zellikler

Gruplar | Al A2 A3 A4
Sulandirma Sonrasi (n=10)

Motilite (%) 86,0+£1,23* 87,0£1,53* 77,0+2,26° 83,0+£1,53*

Akrozom (%) 7,9+0,85% 4,1+0,48¢ 8,4%0,56* 6,2+0,77°

Sogutma Sonrasi (n=10)

Motilite (%) 84,0+1,45* 86,0+£1,80* 76,0+1,67° 82,5+1,34*

Akrozom (%) 11,2+1,07% 6,3+0,56¢ 12,4+0,97* 8,7+0,97°
Ekilibrasyon Sonrasi (n=10)

Motilite (%) 82,0+1,53* 85,0+1,83° 75,0%2,47° 82,0+1,86*

Akrozom (%) 17,9£1,10* 8,0+0,89¢ 17,7+1,03* 11,940,50°

Eritme Sonrasi (n=30)

Motilite (%) 53,0+1,11° 44,5+1,57° 29,5+1,89° 45,5+0,90°

Akrozom (%) 41,0£1,90* 19,6+0,52¢ 34,6+1,93° 24,1+£0,94¢

sbedAyny satirda ortak harf tasgimayan ozellikler arasindaki fark énemlidir (p<0,05).
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Tablo 2. ikici asamada B ve C ana grubun sulandirma ve sogutma sonrast saptanan spermatolojik 6zellikler (n=10).

Gruplar B C

Asama Sulandirma Sonrasi Sogutma Sonrasi Sulandirma Sonrasi Sogutma Sonrasi
Motilite (%) 86,0£1,25 83,0£1,11 88,5+1,07 85,0+1,17
Akrozom (%) 8,2+0,53* 13,0+0,37¢ 5,1+0,43° 8,5+0,62°

*bAyni satirda ortak harf tasimayan 6zellikler arasindaki fark énemlidir (p<0,05).

Tablo 3. Ikinci asamada ekilibrasyon ve eritme sonrasi saptanan spermatolojik ézellikler. Ekilibrasyon Sonrasi (n=10)

Gruplar B1 B3 B4
Motilite (%) 85,0+0,75° 87,0+1,11% 66,0+1,25¢ 70,0+1,49<
Akrozom (%) 17,4+1,24% 11,9+1,02¢ 20,3+0,99* 13,4+1,31¢
Gruplar C1 C3 C4
Motilite (%) 87,0+1,11%® 88,5+0,76° 68,5+1,30% 72,0£1,09¢
Akrozom (%) 11,3+0,94° 13,2+1,41¢ 19,0+0,61* 14,5+1,16%
Eritme Sonrasi (n=30)
Gruplar B1 B3 B4
Motilite (%) 53,0+1,33* 47,5+0,01° 23,5+1,67¢ 34,0+1,30¢
Akrozom (%) 42,1+1,17* 20,6+0,99° 37,9+1,54° 27,6+1,61¢
Gruplar Cl C3 C4
Motilite (%) 47,0+1,70° 48,5+1,67° 30,5+1,17¢ 37,0£1,11¢
Akrozom (%) 23,3+1,15¢ 21,5+1,12¢ 30,0+1,50¢ 25,2+1,05%

sbede Ayny satirda ortak harf tagimayan 6zellikler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).

5°Cde B grubuna gére diisitk bulunmustur (p<0,05)
(Tablo 2).

Santrifiij ve seminal plazma ilavesi islemlerin-
den sonra 2 saat ekilibrasyona birakilan sperma-
larda saptanan motilite ve akrozomal bozukluklar
Tablo 3de gosterilmistir. En yiiksek motilite ve en
diisiik akrozomal bozukluk B2 grubunda saptan-
mustir. C gruplarinda ise en yiiksek motilite C2 ve
en diisiik akrozomal bozukluk C1 ve C2 gruplarin-
da saptanmustir. Eritme sonrasit B gruplarinda en
yiiksek motilite B1 ve en diisiik akrozomal bozuk-
luk B2 grubunda saptanmistir. C gruplarinda en
yiiksek motilite ve diisiik akrozomal bozukluk C1
ve C2 gruplarinda saptanmustir (Tablo 3).

TARTISMA

Giiniimiizde koyunlarda suni tohumlama en-
diistrisi ve bilim alaninda yapilan caligmalar yo-
gun bir sekilde stirdiiriilmektedir. Ancak eritilmis

sperma ile yapilan servikal tohumlamalar, diisiik
kuzulama oranmi ve fertilite ile sonu¢lanmaktadir.
Uygun sperma sulandiricilar;, donma ve eritme
asamalarinda spermatozoonlar1 korurlar. Siit prote-
inlerinden laktalbiiminle birlikte yumurta sarisinin
spermatozoonlarin motilite ve canliigini artiran
koruyucu etkiye sahip oldugu ¢ogu ¢aligmada bil-
dirilmistir.*"*** Ancak fertilizasyonun basarisi igin,
eritme sonrasi yeterli sayida sperma hiicresinin
servikal bariyeri ge¢mesi zorunludur.'**" Servikal
tohumlama igin kabul edilebilir uygun tohumlama
dozu 200x10° spermatozoondur. Bu dozu ayarla-
mak i¢in dondurma 6ncesi disiik sulandirma oran-
lar1 veya yiiksek oranda sulandirma sonrasi santri-
fiyj teknikleri kullanilmaktadir.?!

En uygun gliserol konsantrasyonu, sulandirici-
nin ozmotik basincina baghdir. Sulandiricilarda;
yumurta sarisy, siit ve antioksidan gibi koruyucu et-
kiye sahip maddelerin artirilmasi ve buna bagli ola-
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rak gliserol konsantrasyonunun %3,5, %2,5 ve %2,0
oraninda kullanilmas: ile sperma basariyla dondu-
rulabilmektedir.*® Sogutma ve dondurma siiresince
gliserol spermatozoon plazma membraninin faz
gecisini kismen engelleyerek, membranin akiskan-
ligin1 ve su gegirgenligini artirarak spermatozoon-
lar1 koruyabilmektedir.*® Ko¢ spermasinda 15°C’nin
altindaki 1silar soguk soku i¢in ¢ok kritik olmasina
ragmen, oda 1sisinda dahi spermatozoonlarda so-
guk sokunun olusabildigi belirtilmistir.” Noiles ve
ark.*, sogutma oncesi sulandiricilara gliserol ilave-
sinin soguk sokuna kars1 sperma hiicrelerini koru-
dugunu bildirmistir. Gliseroliin, sulandiriciya 35°C,
30°C veya 5°C 1s1da eklendigi zaman da koruyucu
etki gosterdigi ¢ogu arastirmacinin ortak gortsi-
dﬁr'3,9,15,16,48

Disiik sulandirma oranlarinda, eritme sonrasi
motilite ve morfolojik butinligu saglamadaki ba-
sarisizliklar, sulandirici igerisinde bilinen koruyucu
maddelerin yogunlugunu degistirme veya 5°C ye
sogutma Oncesi kismi gliserol ilaveleri ile gideril-
meye caligilmistir.?! Anel ve ark.’ kog¢ spermasini
35°Cde %2 gliserol ilaveli TES-Tris-yumurta sarist
ile sulandirmislar, eritme sonrasi %55,18 motilite
ve %23,3 akrozom bozuklugu bulduklarini, gliserol
ilavesinin eritme sonras1 motiliteye ve akrozomal
biitiinliige olumlu katki yaptigini rapor etmisler-
dir. Sunulan ¢aligmada, gliserol (%2) sulandiriciya
26°Cde ilave edilmis (A3), eritme sonrasina kadar
tiim asamalarda Al grubuna gore daha disiik mo-
tilite saptanmustir. Akrozomal bozukluklar ekilib-
rasyon sonuna kadar Al ve A3 gruplarinda benzer
olmus, ancak sogutma oOncesi gliserol iceren A3
grubunda daha yiiksek eritme sonrasi akrozomal
bozukluk saptanmustir. Gliseroliin etkisine iligkin
elde edilen bulgular, yukarida belirtilen ¢calismalarla
uyumlu degildir. Bulgular arasindaki zitlik; sulandi-
ricilar arasindaki farkliliklara ve donma yontemle-
rine baglanabilir. Ancak Gil ve ark.? 15°Cde %3,2
gliserol iceren sulandirici ile sulandirdiklar: kog
spermasinda, eritme sonrast daha digitk motilite
ve daha yiiksek akrozomal bozukluk saptamislar,
ilk gliserol ilavesinin 15°Cde gergeklestirilmesinin
spermatozoonlar i¢in zararl oldugunu bildirmisler-

dir. Critser ve ark.'® 30°C gibi ytiksek 1s1da gliserol
ilavesinin zararli oldugunu, ¢iinkii spermanin uzun
stire gliserole maruz kaldigini, iistelik bu 1sida gli-
seroliin hiicre membranina tamamen girdigini,
boylece gliseroliin toksik etkisinin arttigini bildir-
mislerdir. Aragtirmacilara gore, gliserol 5°Cde ek-
lendiginde, membranlar1 gegme yetenegi ve toksik
etkisi daha azdir. Gliseroliin 30°C ve 5°Cde moti-
liteyi diisiirdiigii*® ve akrozom bozukluklarina ne-
den oldugu* bildirilmistir. Colas’®, kog¢ spermasini
30°Cde ve 4°Cde laktoz-yumurta sarisi-gliserol
(%5) ile 1:4 oraninda sulandirmis, 30°Cde gliserol
ilavesinin spermatozoon motilitesini 6nemli dere-
cede disiirdiigiinii belirtmistir.

Literatiirlerden de anlasilacag iizere sulandirici-
lara sogutma Oncesi gliserol ilavesinin etkileri konu-
sunda oldukga farkli gériisler bulunmaktadir. Glise-
roliin toksik etkisi sulandiricinin kompozisyonuna,
gliserolizasyon yontemlerine, sogutma ve donma
hizina bagl olarak degismektedir.'** Sunulan ¢alis-
mada siitlii sulandiricilarda ve 1:1 sulandirma ora-
ninda, sogutma oncesi %2 gliserol ilavesinin zararh
etkisi bariz bir sekilde ortaya konmus olup ¢ogu
aragtiricinin™'**2* bulgularini destekler niteliktedir.

Calismanin birinci (A1-A2 gruplari) ve ikinci
asamasinda (B ve C gruplari) ilk sulandirma isle-
mindeki seminal plazma varligi, spermatozoonun
akrozomal biitiinliigiin korunmasinda olumlu katki
saglamustir. Sulandirma sonrasi gruplar arasinda-
ki farklilik sulandirma aninda olugabilen ozmotik
soklara®® ve ortamdaki seminal plazma varliginin
ozmotik basingtaki ani degisiklikleri 6nlemesine*
baglanabilir. Seminal plazma yoklugunda sper-
manin sulandirilmas: sonrasi kapasitasyon ben-
zeri olaylarin sekillendigi ve akrozomal bozukluk
oranlarinda artiglarin kaydedildigi bildirilmistir.*
Kog ve bogalarda seminal plazmanin spermatozo-
on motilitesinin devamliliginda énemi bilinmesine
ragmen®***>* birinci asamada Al ve Bl gruplarin-
da saptanan motilite oranlar1 benzer bulunmus,
hatta eritme sonrast motilite, A2 grubunda daha
disiik bulunmustur. Halbuki seminal plazmanin
motiliteyi stimiile eden diisitk molekiil agirligin-
daki fraksiyonlar icerdigi® ve respirasyon oraninin
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yant sira motiliteyi de artirdig: bildirilmistir.”” Yine
de A2 grubunda saptanan motilite oranlarinin ytik-
sek oldugu, 6zellikle akrozomal bulgular da dikkate
alindiginda tohumlama ¢alismalari i¢in basarili so-
nuglarin alinabilecedi rahatlikla ifade edilebilir.*”*
Ayrica ilk sulandiricidaki %2 gliserol (A3) varli-
gmin toksik etkisi, seminal plazma ilavesi (A4) ile
onemli oranlarda azaltilmistir. Baska bir deyisle
seminal plazmanin olumlu etkisini gliserol azalt-
mustir. Birinci asamada her iki katki maddesinin
etkileri saptanmus, gliserol ile seminal plazmanin
bagimsiz olarak spermatozoonlara zit etki goster-
dikleri bulunmustur. Genel olarak bakildiginda, se-
minal plazmanin kog sperma hiicrelerini donmanin
zararli etkilerine karsi korudugu ve sogutma 6ncesi
kismi gliserol ilavesinin toksik etkisini azalttig1 goz-
lenmigstir. Seminal plazmay1 elde etmede kullanilan
santrifiij ve filtrasyon islemleri sonrasi elde edilen
ditsitk molekillii fraksiyonlarin bu olumlu etkiye
katki sagladiklari ifade edilebilir.*® Seminal plazma-
nin koruyucu etkisi, erken kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonunu 6nlemesi olarak agiklanmaktadir. Or-
tamdan seminal plazmanin uzaklagtirilmas: kapasi-
tasyonu baslatabilir ve tekrar spermaya eklenmesi
durumunda kapasitasyon ve benzeri olaylar 6nlene-
bilir. Koruyucu etkilerin, ya spermatozoon mebra-
nindaki proteinlerin kalici olmasina ya da 6nceden
kaybolmus membran proteinlerinin yerini seminal
plazma proteinlerinin almasina bagli oldugu dusii-
niilmektedir.*** Calismada, A2 ve A4 gruplarinda
donma prosesi siiresince seminal plazmadaki koru-
yucu igeriklerin etkili oldugu kanitlanmstir.
Calismanin ikinci agsamasinda, birinci agamada
elde edilen bulgular dogrultusunda, sogutma 6nce-
si sulandiricilara gliserol ilave edilmemis, sogutma
oncesi seminal plazma varliginin, 5°Cde santrifiij
isleminin ve santrifiij sonras1 seminal plazma ilave-
sinin etkileri incelenmistir. ilk sulandirmada (26°C)
seminal plazma varlig, ekilibrasyon sonras: akro-
zomal biitiinliigii korumus, ancak spermatozoon
motilitesi etkilenmemistir (B1-C1 gruplari). Birinci
agamada elde edilen benzer bulgular, eritme sonra-
sinda da saptanmis, sogutma dncesi seminal plazma
ilavesi, donma ve eritme asamalarinda akrozomal

biitiinliigli korumada ¢ok bagarili olmasina ragmen,
motiliteye kismen zarar vermistir. Spermatozoonla-
rin uzun siire seminal plazmaya maruz kalmasinin
geri doniisiimsiiz motilite kayiplarina neden olabil-
digi, spermay1 oksidatif hasardan koruyan seminal
plazma igeriklerinin zamanla etkisini kaybetmis
olabilecegi diistiniilebilir.’

Ikinci asamadaki gliserolizasyonda, sulandirma
oraninin artirilmasiyla belirgin avantajlar saglana-
mamistir. Prathalingan ve ark.* spermanin yiiksek
oranda sulandirilmasinin donma sonrasi 6nemli
bir etki yapmadigy, fakat yiiksek oranda sulandirma
tekniginin akrozomal bozukluk oranini arttirdigini
bildirmislerdir. Diger yandan yiiksek sulandirma
oraninin sogutma ve dondurma siiresince meydana
gelen kapasitasyon degisikliklerine neden oldugu
aciklanmigtir.*>*** Sunulan ¢aligmada ise seminal
plazma varliginda sulandirma oraninin artirilmasi
yarar saglamadig1 gibi, tohumlama dozunu diisiire-
ceginden gereksiz bulunmustur.

Sogutma 5°C seviyesindeyken sulandiricilarda
seminal plazma yoklugundan kaynaklanan akrozo-
mal morfolojide gelisen olumsuzluklar, gliserolizas-
yon sulandiricisina seminal plazma ilavesiyle telafi
edilebilmistir (B1, B2 gruplari). Sogutma agamasin-
da kaybolmus membran proteinlerinin yerini, se-
minal plazma proteinlerinin aldig1 sdylenebilir.”**
Seminal plazma yoklugunda meydana gelen bu ka-
pasitasyon degisiklikleri akrozom hasarli spermato-
zoon olusumu ile sonuglanir ki bu durum B1 ve B3
gruplarinda a¢ik¢a kanitlanmigtir. Vadnais ve ark.*,
kapasitasyon benzeri gelismelerin, seminal plazma
eklenmesini takiben 10 dakika igerisinde 6nlendi-
gi ve kapasite olmus spermatozoonlarin seminal
plazma ile inkiibasyonu sonrasinda saglam hale gel-
diklerini bildirmiglerdir. Maxwell ve ark.*, seminal
plazma etkisinin ilave edilme asamasina (sogutma
oncesi veya sonrasi) ve oranina gore degismedigini
aciklamiglardir. Sunulan calismada da donma 6nce-
si ve sonrast B1- B2 ve C1-C2 gruplarinda saptanan
spermatolojik 6zellikler, seminal plazmanin 26°Cde
veya 5°Cde katilabilecegini ve her iki yontemin de
basarili oldugunu gostermektedir.

Gliserolizasyon sonrast B3 ve C3 gruplarin-
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da uygulanan santrifiij islemi, spermatozoonlarin
motilitesine ve akrozoma zarar vermis, bu zarar,
eritme sonrasinda da saptanmistir. Meydana ge-
len hasarlar, santrifiij islemi sirasindaki mekanik
etkilerden** ve/veya santriftij sonrasi iistte kalan
hacmin %50’sinin alinmasindan kaynaklanmis ola-
bilir. Atilan stipernatantla seminal plazma ve diger
kriyopretektantlarin azalmasi ve oranlarinin degis-
mesi muhakkaktir. Ayrica mekanik etki sirasinda
hiicrelere baglanmis seminal plazma proteinleri
uzaklagmis olabilir. Ayrica santrifiij uygulamasi 5°C
stiresince meydana gelen 6lii spermatozoonlarin
ROS (Reactive Oxygen Species) olusumunu artti-
rabildigi, yumurta sarili medyumda aromatik ami-
no oksidazi aktive edebildigi ve dolayisiyla yasayan
spermatozoonlarin canliligini ve motilitesini azalta-
bildigi bildirilmigtir.>»***

Sogutma dncesi sulandiricilarda seminal plazma
varligl, santrifiij islemi sirasinda motilitenin ko-
runmasinda bagarili olamamistir. Ancak, ilk sulan-
dirmadaki seminal plazmali C3 grubunda eritme
sonrasi daha diigiik (B3 grubuna gore) akrozomal
bozukluk saptanmistir. Sogutma Oncesi seminal
plazma varligimmin olumlu etkisi santrifiij iglemi
nedeniyle olduk¢a azalmis, yine de eritme sonrasi
morfolojinin korunmasinda yararli bulunmustur.
Santrifiij gruplarinda en anlamli sonuglar, santrifiij
sonrasi seminal plazma ilavesi yapilmayan C3, C4 ve
yapilan B4, C4 gruplarinda elde edilmistir. Santrifiij
islemi sonras1 hacmin %50’si uzaklastirilmis ve B4,
C4 gruplarinda %10 seminal plazma ilave edilmis-
tir. Santriflij gruplarinda eritme oncesi (72,0+1,09
motilite, 14,5+1,16 akrozomal bozukluk) ve sonrasi
(37,0+1,11 motilite, 25,2+1,05 akrozomal bozuk-
luk) en basarili sonuglar B4 grubunda saptanmustir.
Santrifiij sonrasi sulandirilmis spermaya seminal
plazma ilavesinin son derece gerekli oldugu soyle-
nebilir. Santrifiij sirasinda hiicre membranlarindan

seminal plazma proteinlerinin uzaklagmis olabilece-
&127,44

gi
lara baglanarak hasarlar1 onarabildigi****% ve atilan

seminal plazma proteinlerinin spermatozoon-

slipernatantla seminal plazma miktarinin azalmis
oldugu gercegi dikkate alinirsa seminal plazmanin
yararl etkisi kolaylikla anlagilabilir.

SONUC

Santriftij isleminin seminal plazmanin etkisini
azalttig1 siiphesizdir. Ancak eritme sonrasi B3 ve
C3 gruplar karsilastirildiginda seminal plazmanin
yararli etkisinin tamamen yok olmadig1 goriilmek-
tedir. Siitlii sulandiricilarda 5°C’ye sogutma oncesi
sulandiricilarda %2 gliserol varliginin, kog sperma-
sinin dondurulmas: asamalarinda zararli oldugu ve
bu zararin ortamda %20 seminal plazma varlig ile
azaldig1 gortilmiistiir. Sogutma 6ncesi ve/veya 5°Cde
sulandiricilara seminal plazma ilavesinin sulandir-
ma, sogutma ve dondurmanin zararl etkilerine kar-
s1 spermatozoonlar1 korumus ve sogutma sirasinda
olusan akrozomal bozukluklarin, 5°Cde seminal
plazma ilavesiyle azaltilabilecegi, gliserolizasyonda
yiiksek oranli sulandirma tekniginin etkisiz ve ge-
reksiz oldugu, tohumlama dozunu arttirmak ama-
cryla uygulanan santrifiyj isleminin, spermatozoon
akrozomuna ve motiliteye zarar verdigi ve santrifiij
islemi sonrasi %10 seminal plazma ilavesinin bu za-
rarlar1 6nemli oranlarda azalttig1 saptanmastir.

ONERILER

Siit tozu-yumurta saris1 sulandiricist ile dondu-
rulan kog spermasina sogutma oncesi %20 seminal
plazma ve 5°Cde santrifiij isleminden sonra %10 se-
minal plazma ilavelerinin 6nerilebilecegi sonucuna
varilmistir.
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